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U6/H1 双启动子 siRNA 表达框架构建及其对肿瘤 
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摘   要 目的：构建针对端粒酶 hTERT 基因的 U6/H1 双启动子 siRNA 表达框架（SEC），并观察其转录产物

对 HeLa 细胞端粒酶活性的干扰作用。

方法：利用融合 PCR 技术，针对人端粒酶 hTERT 基因开放阅读区构建 3 条 U6/H1 双启动子 SEC 以

及针对其 3' 端非翻译区构建 1 条 U6/H1 双启动子 SEC，对各 SEC 鉴定后，分别转染人宫颈癌 HeLa

细胞，用端粒重复序列扩增法（TRAP）检测 HeLa 细胞的端粒酶活性。

结果：4 种针对端粒酶 hTERT 基因的 U6/H1 双启动子 SEC 均成功构建，转染 HeLa 细胞后，对端粒

酶活性的抑制率分别为 36.8%、57.39%、80.47%、70.31%。

结论：针对端粒酶 hTERT 基因的 U6/H1 双启动子 SEC 的成功构建，为开展肿瘤端粒酶基因干扰的

实验研究提供了新的有效手段。                                         [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(6):769-774]
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ABSTRACT Objective: To construct the U6/H1 dual promoter siRNA expression cassettes (SEC) targeting human 

telomerase hTERT gene, and to observe the interfering effect of their transcription products on hTERT gene 

activity in HeLa cells.

Methods: By fusion PCR, three U6/H1 dual promoter SECs targeting the open reading frame of the hTERT gene 

and one SEC targeting the 3’ untranslated region of the hTERT gene were constructed. The SECs were transferred 

into human cervical cancer HeLa cells respectively after identification, and then the telomerase activity in the 

HeLa cells was assessed by telomeric repeat amplification protocol (TRAP).

Results: The four SECs targeting human telomerase hTERT gene were all successfully constructed, and after 

their transfection into the HeLa cells, the rate of telomerase activity inhibition was 36.8%, 57.39%, 80.47%, and 
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1998 年，Fire 等 [1] 首次在线虫中发现了 RNA

干扰现象，随后的研究发现，这种 RNA 干扰现象

也 存 在 于 拟 南 芥、 果 蝇、 斑 马 鱼、 真 菌 以 及 植 物

等 真 核 生 物 [2]。RNA 干 扰 技 术 具 有 简 便、 特 异、

高 效 的 特 点， 已 作 为 一 种 新 的 基 因 功 能 研 究 和 疾

病治疗的工具得到广泛应用 [3]。应用 RNAi 技术对

肿 瘤 细 胞 端 粒 酶（hTERT） 基 因 表 达 进 行 干 扰，

从 而 特 异 抑 制 肿 瘤 端 粒 酶 活 性 的 研 究 尤 为 令 人 瞩

目，在肝癌 [4]、胰腺癌 [5]、肾癌 [6]、结肠癌 [7]、肺

癌 [8] 等肿瘤细胞的研究报道显示肿瘤细胞的端粒

酶活性明显降低，增殖显著抑制。目前获取所需的

siRNA 的 主 要 技 术 方 法 包 括： 化 学 合 成 [9]、 构 建

质粒 [10] 或各种病毒载体 [11] 转染细胞在细胞内表达

生 成 siRNA。 化 学 合 成 成 本 高， 载 体 构 建 方 法 操

作繁琐。本实验利用融合 PCR 技术针对 hTERT 基

因 制 备 具 U6 和 H1 双 启 动 子 的 siRNA/miRNA 新

型表达框架，建立一种简便、快捷的制备 siRNA/

miRNA 的方法，并探讨其转染肿瘤细胞（HeLa）

后对其端粒酶活性的影响，为临床开展针对肿瘤端

粒酶基因干扰的实验研究提供一种新的技术方法。

1　材料与方法

1.1  材料

1.1.1  细胞与试剂　人宫颈癌细胞株 HeLa 细胞，

由本校细胞中心提供。dNTP 及 Taq DNA 聚合酶（上

海生工）；Ex Taq DNA 聚合酶（大连宝生物）；

琼 脂 糖（BBI）；DMEM 细 胞 培 养 液（Gibco）；

小 牛 血 清（ 杭 州 四 季 青 ）； 普 通 DNA 产 物 纯 化

及 回 收 试 剂 盒（ 北 京 天 根）； 端 粒 酶 活 性 检 测 试

剂；pBR322 DNA/Mspl  Marker、DNA Marker  I

（北京天根）。模板：pSUPER.retro.neo+GFP（美

国 Oligoengine 公 司 )、pRNAT-U6.1/Neo（ 美 国

Genscript 公司），均由本校肿瘤研究所提供。

1.1.2  引物

1.1.2.1  合成 siRNA/miRNA SEC 所需引物　正

向引物：U6F、H1F、U6F 为与 U6 启动子区 5' 端

相 同 的 核 苷 酸 序 列；H1F 为 与 H1 启 动 子 区 5' 端

互补的核苷酸序列。反向引物：为特异性 siRNA/

miRNA 序列引物。利用 siRNA/miRNA 设计软件设

计针对人端粒酶 hTERT mRNA 序列（NM_198253）

的 siRNA/miRNA 序 列。 选 定 3 个 siRNA 靶 序 列

位 点 分 别 为 2650-2668、2760-2778、3009-3027，

miRNA 靶 序 列 位 点 为 3964-3982。 反 向 引 物 从 5'

端 到 3' 端 序 列 依 次 为：19 nt 的 特 异 核 苷 酸 序 列

（siRNA/miRNA 反义链模板序列），后接对向启

动子的终止信号以及对应的启动子区 3' 端序列互

补的序列。随机对照的特异序列为与 2650-2668 位

点 碱 基 构 成 相 同 但 排 列 不 同 的 片 段（ 各 引 物 序 列

见 表 1）。 以 上 引 物 均 经 BLAST 比 对 后 与 人 类 基

因组中其它基因无同源序列（http://www.ncbi.nlm.

nih.gov/BLAST）。

1.1.2.2  TRAP-PCR- 银染法引物 [12]　TS 5'-AAT 

CCG TCG AGC AGA GTT-3'；ACX 5'-GCG CGG 

CTT ACC CTT ACC CTT ACC CTA ACC-3'（上海

生物工程有限公司）。

1.2  实验方法

1.2.1  利用融合 PCR 技术构建 U6/H1 双启动子 SEC

1.2.1.1  单 H1 启动子 SEC 和单 U6 启动子 SEC 的合

成　50 µL PCR 反应体系包括：10×PCR 缓冲液（不

含 MgCl2），25 mmol/L MgCl2，dNTP（10 mmol/L）， 

模 板 分 别 为 pSUPER.retro.neo+GFP 质 粒 和

pRNAT-U6.1/Neo 质 粒，Taq 酶（5 U/µL）， 引 物

分 别 为 H1F、H1R-1（2/3/4/5） 和 U6F、U6R-1

（2/3/4/5）（10 µmol/L）， 以 灭 菌 DDW 补 足

至 50 µL， 经 PCR 反 应 分 别 获 得 单 H1 启 动 子

SEC（H1-1/2/3/4/5） 和 单 U6 启 动 子 SEC（U6-

1/2/3/4/5）。

70.31%, respectively.

Conclusion: The successful construction of SECs targeting human telomerase hTERT gene may provide a novel 

effective approach for study of the gene interference of tumor telomerase.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(6):769-774]
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1.2.1.2  U6/H1 双启动子 SEC 的合成　50 µL PCR

反 应 体 系 包 括：10×PCR 缓 冲 液（ 不 含 MgCl2），

25 mmol/L MgCl2，dNTP（10 mmol/L），模板（U6-

1/2/3/4/5，H1-1/2/3/4/5），ExTaq 酶（5 U/µL），

U6F、H1F（10 µmol/L）， 以 灭 菌 DDW 补 足 至

50 µL， 经 PCR 反 应 后 可 转 录 出 U6/H1 双 启 动 子

SEC。

1.2.1.3  PCR 反应产物的纯化及鉴定　PCR 反应

产物使用普通 DNA 产物纯化试剂盒进行纯化，按

说明书进行操作。用 2.5% 的琼脂糖凝胶电泳（稳

压 50 V，100 min）进行分析鉴定，用紫外分光光

度法进行定量分析。

1.2.2  细 胞 培 养 及 SEC 的 转 染 [13] 　HeLa 细 胞

用 含 有 10% 小 牛 血 清 的 DMEM 培 养 基 在 37 ℃、

5%CO2 环境下培养。将对数生长期的细胞用胰蛋

白 酶 消 化、 洗 脱， 按 1×105 细 胞 / 孔 加 入 6 孔 培

养板中，继续于 37 ℃、5%CO2 的细胞培养箱中培

养至其长到培养板面积的 60%~70% 时采用磷酸钙

共沉淀法进行转染，每个 SEC 转染 3 次。

1.2.3  端粒酶活性的检测

1.2.3.1  细 胞 裂 解 液 的 制 备　 待 测 细 胞 裂 解 液 按

Kim[14] 法 制 备：HeLa 细 胞 用 胰 蛋 白 酶 消 化， 用 冰

冷的 0.1 mmol/L PBS 洗 2 次后，按 1 µL/3 000 个细

胞加入预冷的裂解液，吹打细胞悬液；冰育 30 min

后，4 ℃ 12 000 r/min 离 心 30 min， 取 上 清 液。

酚试剂法测定蛋白浓度，用 1×TRAP 缓冲液稀释

裂解液蛋白浓度至 0.3 g/L。

1.2.3.2  端粒酶活性的定性及半定量检测　⑴ 定

性检测：使用 TRAP-PCR 银染法进行定性检测。将

上述细胞裂解液按金氏法 [15] 进行扩增反应，产物

经 12% PAGE 电泳后以银染色法观察结果。⑵ 半 

定 量 检 测：3 次 转 染 后 细 胞 端 粒 酶 活 性 检 测 的

PAGE 胶经凝胶成像系统成像后，用 Quantity One

软 件 分 别 对 3 次 PAGE 胶 的 各 组 电 泳 条 带 进 行 灰

度扫描，计算各泳道 DNA 条带的灰度值总和作为

各泳道的灰度扫描值，取 3 次扫描的均值作为每组

的扫描灰度值，以转染组的扫描灰度值和未转染组

的 扫 描 灰 度 值 的 比 值 计 算 出 各 转 染 组 的 相 对 端 粒

酶活性值，以相对端粒酶活性值计算 RNA 干扰效

率。并采用 SPSS 13.0 进行 One-Way ANOVA 统计

学分析。

2　结　果

2.1  U6/H1 双启动子 SEC 的鉴定

2.1.1  琼脂糖凝胶电泳定性检测　利用融合 PCR

技术，在体外构建的针对 hTERT U6/H1 双启动子

SEC 进 行 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳， 可 见 3 条 明 显 区 带，

大 小 分 别 为 245 bp、366 bp、592 bp， 分 别 为 单

H1 启 动 子 SEC、 单 U6 启 动 子 SEC、U6/H1 双 启

动子 SEC（图 1）。

2.1.2  紫外分光光度法定量分析　融合 PCR 技术

合成的 SEC 紫外分光光度法测定结果显示 A260 nm/

A280 nm 介于 1.8~2.0 之间，提示纯度较好。

2.2  SEC 对 HeLa 细胞端粒酶活性的影响

2.2.1  端粒酶活性的定性检测　未转染组和分别

转 染 了 U6/H1 双 启 动 子 SEC 1~5 的 转 染 组 HeLa

细胞裂解后，用 TRAP-PCR- 银染法检测相应的端

粒 酶 活 性， 结 果 显 示 转 染 了 U6/H1 双 启 动 子 SEC

的 转 染 组（1~4） 其 转 录 生 成 的 siRNA/miRNA 均

表 1　构建 U6/H1 双启动子 SEC 的引物
Table 1　Primers of construction of U6/H1 dual promoter SECs

名称 　　　　　　　　　　　　　　　序列 hTERT 靶位点
H1F 5'-GAA TTC GAA CGC TGA CGT C-3' —
U6F 5'-GAG AAG CAT GAA TTC CCC AGT-3' —

H1R-1 5'-GGA AGA CAG TGG TGA ACT TTT TTT GTG GTC TCA TAC AGA AC-3' 2760-2778
U6R-1 5'-AAG TTC ACC ACT GTC TTC CCT TTT CGC GTC CTT TCC ACA AGA TA-3' 2760-2778
U6R-2 5'-GCC TGT TTC TGG ATT TGC ATT TTT GTG GTC TCA TAC AGA AC-3' 3009-3027
H1R-2 5'-TGC AAA TCC AGA AAC AGG CCT TTT CGC GTC CTT TCC ACA AGA TA-3' 3009-3027
H1R-3 5'-GAG GTG CTG TGG GAG TAA ATT TTT GTG GTC TCA TAC AGA AC-3' 3964-3982
U6R-3 5'-TTT ACT CCC ACA GCA CCT CCT TTT CGC GTC CTT TCC ACA AGA TA-3' 3964-3982
H1R-4 5'-GCG TTT GGT GGA TGA TTT CTT TTT GTG GTC TCA TAC AGA AC-3' 2650-2668
U6R-4 5'-GAA ATC ATC CAC CAA ACG CCT TTT CGC GTC CTT TCC ACA AGA TA-3' 2650-2668
H1R-5 5'-GTG TGA TGT GTC GGT ATT CTT TTT GTG GTC TCA TAC AGA AC-3' 随机对照
U6R-5 5'-GAA TAC CGA CAC ATC ACA CCT TTT CGC GTC CTT TCC ACA AGA TA-3' 随机对照
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能明显抑制 HeLa 细胞端粒酶的活性，未转染组（0）

和随机对照组（5）则未见明显抑制（图 2A）。

用 Quantity One 软 件 分 别 对 3 次 PAGE 胶 的

各 组 电 泳 条 带 进 行 灰 度 扫 描。 统 计 学 分 析 结 果 显

示：各组灰度扫描值存在统计学差异（P<0.05），

而 未 转 染 组 转 染 随 机 对 照 序 列 组 无 统 计 学 差 异

（P>0.05）； 对 端 粒 酶 活 性 的 抑 制 率 分 别 为

36.8%、57.39%、80.47%、70.31%（图 2B）。

3　讨　论

人 端 粒 酶 是 由 人 端 粒 酶 RNA（hTR）、 人 端

粒 酶 逆 转 录 酶（hTERT） 以 及 端 粒 酶 相 关 蛋 白 质

（TP1/TLP1）3 部 分 组 成 的 核 糖 核 蛋 白 复 合 物。

端粒酶能以自身 RNA 为模板合成端粒 DNA，维持

端粒的长度 [16-18]。研究 [19] 表明人体除干细胞和生

殖细胞外，绝大多数组织细胞是无端粒酶活性的，

而 85%~95% 的 人 恶 性 肿 瘤 组 织 端 粒 酶 活 性 为 阳

性，表明端粒酶激活可能是肿瘤细胞获得持续增殖

图 1　PCR 产物琼脂糖凝胶电泳分析　　M：DNA 标记；1-4：分别针对 hTERT 2760-2778、3009-3027、3964-3982、2650-
2668 位点 H1 单启动子反义链 SEC；5：随机对照 H1 单启动子反义链 SEC；6-9：分别针对 hTERT 2760-2778、3009-
3027、3964-3982、2650-2668 位点 U6 单启动子反义链 SEC；10：随机对照 U6 单启动子反义链 SEC；11-14：分别针对
hTERT 2760-2778、3009-3027、3964-3982、2650-2668 位点 U6/H1 双启动子反义链 SEC；15：随机对照 U6/H1 双启动子
反义链 SEC

Figure 1　Agarose gel electrophoresis for analysis of PCR products 　　M: DNA Marker; 1–4: Products of single H1 promoter antisense 
strand SECs targeting hTERT 2760-2778, 3009-3027, 3964-3982, 2650-2668 respectively; 5: Products of single H1 promoter antisense 
strand SECs targeting randomized control sequence; 6–9: Products of single U6 promoter sense strand SECs targeting hTERT 2760-
2778, 3009-3027, 3964-3982 and 2650-2668 respectively; 10: Products of single U6 promoter sense strand SEC targeting randomized 
control; 11–14: Products of U6/H1 dual promoters SECs targeting hTERT 2760-2778, 3009-3027, 3964-3982 and 2650-2668 
respectively; 15: Products of U6/H1 dual promoter SEC targeting randomized control sequence

M      1        2       3       4      5      6      7        8        9     10        11        12      13         14       15     M
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性
抑

制
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图 2　HeLa 细胞端粒酶活性检测　　A：各组细胞端粒酶表达情况；B：各组细胞端粒酶活性抑制率  M：DNA 标记；0：未转
染的 HeLa 细胞；1-4：分别转染针对 hTERT 2760-2778、3009-3027、3964-3982、2650-2668 位点 U6/H1 双启动子 SEC
的 HeLa 细胞；5：转染随机对照序列的 HeLa 细胞；6：阴性对照（双蒸水） 

Figure 2　Determination of the telomerase activity in HeLa cells　　A: Telomerase expression in each group of cells; B: Rate of telomerase 
activity inhibition in each group of cells  M: DNA Marker; 0: Untransfected HeLa cells; 1–4: HeLa cells transfected with U6/H1 
dual promoter SECs targeting hTERT 2760-2778, 3009-3027, 3964-3982 and 2650-2668 respectively; 5: HeLa cells transfected with 
randomized control sequence; 6: Negative control (double distilled water)
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能 力 的 一 个 途 径。hTERT 是 端 粒 酶 发 挥 作 用 的 主

要 限 速 因 子， 因 此 针 对 hTERT 基 因 进 行 RNA 干

扰是抑制肿瘤实现肿瘤治疗策略的一个理想靶点。

近年来许多 RNAi 实验研究表明，针对同一靶

基 因 序 列 随 机 设 计 的 siRNA， 其 对 靶 基 因 的 特 异

抑制率有很大的差别。张汝钢等 [20] 利用重组质粒

转染结肠癌细胞，其 hTERT 干扰效率为 21.5%，

Shen 等 [7] 利用化学合成的 siRNA 同样干扰结肠癌

细 胞， 其 hTERT 干 扰 效 率 为（45.00±6.18）%。

因此如何设计高效、特异的抑制靶基因的 siRNA/

miRNA 是 RNAi 实 验 成 功 的 先 决 条 件。 本 实 验 室

已 经 利 用 融 合 PCR 技 术 成 功 的 构 建 了 2 条 双 H1

启动子 SEC，经转染 HepG2 细胞，证实所构建的

双 H1 启动子 SEC 对 HepG2 细胞端粒酶活性有明

显的抑制作用 [21]。这说明针对靶位点设计的 SEC

是有效的。利用 PCR 技术获得 siRNA SEC 这一方

法 首 先 由 Castanotto 等 [22] 提 出。 大 多 数 的 pol III

启 动 子 序 列 位 于 被 转 录 产 物 的 内 部 [23]， 而 U6 和

H1 启动子不包含这些内部启动子序列，故广泛应

用于表达干扰 RNA。本实验利用融合 PCR 技术，

在 体 外 构 建 的 SEC 转 染 细 胞 后，U6、H1 启 动 子

将 分 别 驱 动 RNA pol III 从 正 向 和 反 向 转 录 特 异

的 干 扰 序 列， 转 录 产 物 根 据 序 列 间 的 互 补 结 合 成

siRNA/miRNA， 从 而 产 生 干 扰 效 应。 本 实 验 合 成

的 针 对 hTERT mRNA 序 列（NM_198253）2760-

2778、3009-3027、3964-3982、2650-2668 4 个

位 点 合 成 的 siRNA/miRNA SEC 转 染 HeLa 细 胞

后，其对该细胞端粒酶活性抑制率分别为 36.8%、

57.39%、80.47%、70.31%，对照组无明显的干扰

作用。说明本实验构建的 SEC 成功发挥了 RNA 干

扰作用。

本实验构建的新型 siRNA/miRNA SEC 相当于

质粒表达框架去掉了质粒 DNA 序列，因而不会引

入 外 源 基 因。 该 SEC 片 段 大 小（592 bp） 远 小 于

质粒 DNA 片段，更易于转染，提高转染效率。构

建 此 新 型 siRNA/miRNA SEC 所 用 的 技 术 为 DNA

水平上的 PCR 反应，最短可在 1d 内合成，操作简

便， 只 需 合 成 不 同 的 特 异 性 引 物， 便 可 靶 向 不 同

的 干 扰 位 点， 为 高 通 量 筛 选 有 效 的 干 扰 位 点 和 建

立 RNAi 文库提供新的思路，为探索肿瘤基因抑制

及遏制肿瘤增殖途径提供线索，为进一步在体内进

行相关实验研究打下良好的基础。
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