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锌指转录因子snai1高表达质粒构建和稳定株的筛选

周传文，李倩君

Construction of zinc finger transcription factor snai1 expressing vector and screening of stably
transfected cell clone

Zhou Chuan-wen, Li Qian-jun

Abstract
BACKGROUND: Studies demonstrated that Snai1 has been shown to negative interact with E-cadherin in tumor tissue and
combine with CDH1 promoter region box motif, thus, suppress the CDH1 genetic transcription.
OBJECTIVE: To construct snai1 eukaryotic expression vector and to establish a stable transfective cell line.
METHODS: Complete exon sequence based on the sequence of snai1 in the GenBank was designed and inserted into the
plasmid Pmd-18T, recombining the plasmid Pmd-18T/snai1, which was transformed into E.coli DH5 and selected with ampicillin.
The positive clones containing the recombinant Plasmid Pmd-18T/snai1 were sequenced and digested by restriction
endonucleases EcoRI and XhoI.The digestion product of EcoRI and XhoI was purified and inserted into the eukaryotic expression
vector pcDNA3.1(+) to construct pcDNA3.1(+)/Snai1,which was identified by sequencing and transfected into adenocarcinoma of
colon HT-29 cells. The HT-29 cells with stable expression of snai1 were selected by G418 and confirmed by RT-PCR and
Western blot.
RESULTS AND CONCLUSION: The eukaryotic expression vector pcDNA3.1(+)/snai1 was constructed successfully. HT-29 cells
stably expressing snai1 were selected by G418 with 600 mg/L at 21 days. The successful construction of the plasmid of
pcDNA3.1(+)/snai1 could significantly up-regulate the expression of snai1in colon neoplasms cells HT-29.

Zhou CW, Li QJ. Construction of zinc finger transcription factor snai1 expressing vector and screening of stably transfected cell
clone.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(41): 7687-7690.
[http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：研究表明 Snai1和 E-钙黏素在肿瘤组织中有负向表达关系，且与 Snai1与 CDH1启动子区 box盒结合，抑制 CDH1
基因转录。

目的：构建针对 snai1的高表达载体，建立稳定转染的细胞株。

方法：根据 GenBank中 snai1的基因序列人工合成 snai1全序列，将合成好的序列装入 Pmd-18T载体并转化感受态细胞

DH5α，进行阳性克隆筛选。测序验证重组克隆中基因序列正确后，用 EcoR Ⅰ和 Xho Ⅰ双酶切 Pmd-18T/snai1质粒，将

所得的 snai1全基因片段转入 pcDNA3.1(+)空质粒，构建 pcDNA(+)/snai1真核表达质粒，同时构建阴性对照质粒，并分别

对结肠腺癌细胞 HT-29进行转染，最后利用 G418进行稳定表达株的筛选，并采用 RT-PCR和Western blot鉴定宿主细胞

内 snai1基因的表达情况。

结果与结论：成功构建了真核表达质粒 pcDNA(+)/snai1，顺利转染结肠癌细胞 HT-29后于 600 mg/L G418 浓度时筛选

21 d得到 snai1基因稳定表达株，构建的 snai1基因正义表达质粒 pCDNA3.1(+)/snai1 转染宿主细胞后可促进 snai1基因

的表达。

关键词：锌指转录因子 snai1；表达质粒；感受态细胞；结肠癌；转染
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0 引言

上皮向间质转化(epithelial-mesenchymal
Transition，EMT) 是多细胞生物胚胎发生过程

中，以上皮细胞极性丧失及其间质特性的获得

为主要特征的生理过程。

Snai1是锌指蛋白转录因子，可以介导上皮

细胞向间充质细胞的转化，在转录水平上抑制

E-钙黏素的表达，促进肿瘤细胞的侵袭和复发、

转移。

E-钙黏素是属于钙黏素族典型的钙黏素亚

族中的一员，是一种钙依赖性黏附分子，广泛

存在于各类上皮细胞中。

已有文献报道，Snai1和E-钙黏素在肿瘤组

织中有负向表达关系，且与Snai1与CDH1（E-
钙黏素编码基因）启动子区box盒结合，抑制

CDH1基因转录有关[1]，实验拟构建人型Snai1
高表达质粒pcDNA3.1(+)/Snai1，并进行真核表

达稳定株的筛选。

1 材料和方法

设计：单一样本观察。
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时间及地点：于2010-02/06在南京医科大学公共卫

生学院实验室完成。

材料：

载体及细胞：结肠腺癌细胞株HT-29购自中国典型培养

物保藏中心[2-4]；克隆载体PMD-18T购自Takara公司[5-6]；

真核表达载体pCDNA 3.1(+)[7-8]、大肠杆菌DH5α[9]购自

Invitrogen公司。

试剂及仪器：

方法：

Snai1基因扩增：根据GenBank中查得的Snai1全基因

序列 (基因登录号GenBank：AF155233.1)，并由

Invitrogen生物技术公司合成全部外显子编码序列，在

其5’端分别添加EcoRI和XhoI限制性酶切位点[10]。

Snai1原核表达载体的构建：分别采用EcoRI和XhoI进
行双酶切和琼脂糖凝胶电泳回收目的条带，经T4 DNA
连接酶在16 ℃条件下将Snai1基因插入PMD-18T质粒

DNA，连接产物转化感受态细胞DH5α，涂布于含Amp
抗性的LB平板上(含50 g/L的氨苄青霉素)，37℃恒温培

养过夜。

从培养皿上挑选5个单克隆菌落接种于3 mL含Amp
抗性的LB培养基中，37℃，250 r/min条件下恒温摇床

培养过夜。用试剂盒小量提取质粒后，用EcoRI和Xho
Ⅰ双酶切质粒，酶切产物行1.2%琼脂糖凝胶电泳，鉴定

正确的质粒命名PMD-18T/snai1。
将含PMD- 18T/snai1的细菌至于37℃，250 r/min

条件下恒温摇床培养过夜，取0.8 mL菌液加0.2 mL无菌

甘油，至于-80℃冻存，取1管冻存菌液送至大连Takara
生物技术公司进行基因测序鉴定[11-13]。

Snai1真核表达质 粒的构建： 选择测序正确含

PMD-18T/snai1菌液进行培养扩增，用试剂盒小量提取

质粒，利用紫外分光光度仪检测抽提产物的浓度，按

PMD-18T/snai1质粒(150 mg/L) 7 μL，Buffer EcoRⅠ
5 μL，100×牛血清白蛋白0.5 μL，EcoⅠ1 μL， XhoⅠ
1 μL， ddH2O 35.5 μL配成50 μL酶切体系，在37℃条

件下酶切2 h。
对酶切产物进行1.2%琼脂糖凝胶电泳，切胶、将

pCDNA3.1载体按 pCDNA3.1载体 (180 mg/L)6 μL，
Buffer EcoR Ⅰ 5 μL，100 × 牛血清白蛋白0.5 μL，Eco
Ⅰ1 μL， XhoⅠ 1 μL， ddH2O 36.5 μL配成50 μL酶切

体系，在37℃条件下酶切2 h；对酶切产物进行琼脂糖

凝胶电泳，切胶、回收6 100 bp左右的大片段线性载体。

将目的基因和pCDNA3.1载体的酶切产物按目的基

因 (200 mg/L)2 μL、酶切pCDNA3.1载体 (180 mg/L)
3 μL、10 × Ligase Buffer 1 μL、Ligase 1 μL、ddH2O
3 μL配成10 μL反应体系，DNA连接酶16℃作用1 h；将

连接产物送至Takara生物技术公司进行基因测序，分析

克隆序列组成及其阅读框架的正确性。将检测正确的链

接产物命名为pCDNA3.1/snai1，将其转化感受态细胞

DH5α，得到含pCDNA3.1/snai1融合蛋白表达系统的工

程菌。

取10 μL工程菌接种于3 mL含Amp抗性的LB培养基

中，37℃、250 r/min恒温摇床培养过夜，取0.8 mL菌液

(对数生长期)，加0.2 mL无菌甘油，混匀后至于-80℃冻

存。

按 同 样 方 法 设 计 阴 性 对 照 组 ， 命 名 为

pCDNA3.1/mock，经证实其对细胞基因不产生任何调

节作用。

结肠癌HT-29细胞筛选浓度和维持浓度的确定：将结肠

癌细胞HT-29按2×105溶于500 μL 1640完全培养基(含
体积分数10%小牛血清，100 U/mL青霉素和100 U /L链
霉素)接种于24孔板。

将G418按终浓度为0，100，200，300，400，500，
600，700，800，900，1 000 mg/L加于24孔板各空中，

于37℃，5%CO2的培养箱中培养10 d，已导致细胞全

部死亡的最低浓度为基准，筛选时比该浓度高一个级

别，维持浓度为筛选浓度的一半。

预实验证实500 mg/L的G418在培养10 d时使细

胞全部死亡，则筛选浓度确定为600 mg/L，维持浓度

为300 mg/L。
细 胞 转 染 及 Snai1蛋 白 稳 定 表 达 株 的 筛 选 ： 按

LipofectamineTM2000说明书，转染前1 d，将细胞以

4×105 /孔接种于24孔板，每孔加500 μL无双抗培养基使

试剂及仪器 来源

Premix Taq、胶回收试剂盒、两步法

RT-PCR试剂盒、引物

E.Z.N.Aplasmid Mininprep Kit Ⅰ
质粒提取试剂盒

DNA连接酶

限制性内切酶 XhoⅠ和 ApaⅠ，

TRIZOL，LipofectamineTM2000、
Opti-MEM ®低血清培养基

BCA蛋白检测试剂盒

蛋白相对分子质量标记、预染蛋白相对

分子质量标记、硝酸纤维膜、DAB
显色试剂盒

兔抗人 Snai1多克隆抗体，鼠抗人

E-钙黏素单克隆抗体

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔、

羊抗鼠 IgG抗体

AG 22331紫外分光光度仪

Applied Biosystems-2720 PCR
扩增仪

Power-pac 200 PCR电泳仪

GDS-8000 PCR成像仪

DYY-8C型电泳仪

大连 Takara公司

北京 TIANGEN公司

英国 New England Biolabs
公司

美国 Invitrogen公司

南京 KeyGen公司

英国 Millipore公司

美国 Abcom公司

美国 Jackson公司

德国 Eppendorf公司

美国 A＆B公司

美国 Bio-RAD 公司

美国 UVP公司

北京六一仪器厂
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其在转染时融合度达到 90%以上。转染当天按粒

DNA(μg)：LipofectamineTM2000=1∶2~1∶3接种于每

孔；本实验中针对24孔板即使用0.8 μg DNA，2.0 μL
LipofectamineTM2000；转染后将24孔板置于37℃，全

积分数5% CO2培养箱中培养6 h，换完全培养基培养至

24 h，按 1∶10传代接种于新的24孔板中，同时加筛选

浓度的G418，培养10 d后，利用套环法及有限稀释法

将存活菌落接种于96孔板获得稳转单克隆，同时将完全

培养基中G418浓度改为维持浓度继续培养[14]。

真核表达RT-PCR鉴定：引物由Takara公司设计并合

成：

RT-PCR在RNA水平上检测 Snai1表达情况：利用

TRIZOL一步法提取总RNA[15-17]，紫外分光光度仪测总

RNA浓度和纯度。

取1 μL总RNA利用Invitrogen试剂盒进行反转录、

扩增、检测Snai1表达情况。扩增条件：预变性94 ℃

5 min；变性94 ℃ 30 s，延伸54℃ 30 s，退火72 ℃

1 min，30循环；复性72 ℃ 3 min。
Western-Blot在蛋白水平检测Snai1表达水平：采用

RIPA细胞裂解液提取HT-29细胞总蛋白。利用10%
SDS-PAGE凝胶电泳1 h 30 min，200 mA恒流、1 h
30 min将蛋白转至硝酸纤维膜上，用含5%脱脂奶粉的

TBST封闭硝酸纤维素膜1 h，兔抗人Snai1多克隆抗体

孵育4 ℃过夜，TBST洗脱液洗脱10 min/次，4次，HRP
标记的羊抗兔IgG孵育1 h，TBST洗脱液洗脱10 min×4
次；DAB显影。

主要观察指标：构建的Snai1真核表达质粒及HT-29
细胞株Snai1蛋白的表达。

设计、实施、评估者：周传文设计，李倩君实施，

共同评估。

2 结果

2.1 Snai1真核表达质粒 PMD-18T/snai1质粒的酶

切产物，见图1。

pCDNA3.1载体酶切产物，见图2。

2.2 真核表达RT-PCR鉴定 HT-29细胞株在稳定转染

pCDNA3.1/snai1质粒后，Snai1转录水平上升；稳定转

染pCDNA3.1/mock组无明显变化，见图3。

Figure 3 HT-29 cells were transfected with the plasmid
encoding Snai1, or with empty plasmid (control).
Individual cell clones were isolated after selection, and
analyzed by RT-PCR for the expression of Snai1 and
E-cadherin

图 3 HT-29细胞转染高表达 Snai1的质粒及阴性对照质粒
后，各筛选出稳定株，并利用 RT-PCR检测 Snai1和 E-
钙黏素表达的变化

Control Mock Snai1

引物 序列 长度(bp)

人源性

Snai1
forward 5'-TTC TTC TGC GCT ACT
GCT GCG-3',

reverse 5'-GGG CAG GTA TGG AGA
GGA AGA-3'

881

E- 钙 黏

素

forward 5'-TCC CAT CAG CTG CCC
AGA AA-3'，

reverse 5'-TGA CTC CTG TGT TCC
TGT TA-3'

500

GAPDH forward 5'-TGG TAT CGT GGA AGG
ACT CAT GAC-3'

reverse 5'-ATG CCA GTG AGC TTC
CCG TTC AGC-3

189

1 2

Figure 1 The production of the vector of PMD-18T/snai1
digested by restrictive endonuclease

图 1 PMD-18T/snai1质粒酶切产物

2 700 bp

795 bp

Lane 1: production of PMD-18T/snai1 digested by EcoI and XhoI; lane 2
marker 100-12 000 bp

1 2

Figure 2 The production of the vector of pCDNA3.1 digested
by restrictive endonuclease

图 2 pCDNA3.1载体酶切产物

Lane 1: marker100-12 000; lane 2: pCDNA3.1 digested by EcoⅠ and
XhoⅠ (6 100 bp)

800 bp

500 bp

189 bp

Snai1

E-cadherin

GAPDH
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2.3 Snai1蛋白表达 HT-29细胞株在稳定转染

pCDNA3.1/snai1质粒后，Snai1蛋白表达量上升，E-
钙黏素表达明显下降，稳定转染pCDNA3.1/mock组无

明显变化，见图4。

3 讨论

E-钙黏素是钙黏素糖蛋白家族中的主要成员，起细

胞骨架作用，被认为是肿瘤细胞发生局部侵袭、远处转

移和血管浸润的抑制因子[1]。研究显示，Snai1可以在上

皮性肿瘤的进展中直接抑制E-钙黏素的表达[18-19]，因而

促进转移的发生。本次试验表明，细胞株HT-29细胞中

存在E-钙黏素 mRNA的表达，为检测到Snai1 mRNA
的表达，在转染Snai1高表达质粒pCDNA3.1/snai1后，

可检测到Snai1表达，而E-钙黏素表达下降。说明在

HT-29细胞中存在Snai1 mRNA与E-钙黏素 mRNA负
向表达关系。为进一步证实这种负向表达关系的存在及

肿瘤细胞中Snai1的表达对肿瘤细胞间质标志物表达的

调节以及肿瘤细胞体外侵袭力的改变的影响，选择有E-
钙黏素表达，而无Snai1表达的结肠癌细胞株HT-29稳定

转染Snai1高表达质粒pCDNA3.1/snai1及阴性对照

pCDNA3.1/mock。结果发现，随着Snai1 mRNA表达的

同时，E-钙黏素表达下降，在稳定转染细胞株中，E-
钙黏素表达显著下降。与Cano等[20]的研究首次证明，

Snai1可以直接结合E-钙黏素 CDH1启动子，下调E-钙
黏素的表达，通过降低细胞间的黏附，破坏正常组织形

态，促进肿瘤侵袭及临床研究表明，Snai1和E-钙黏素

在很多上皮性癌(包括鳞癌、肝癌、黑色素瘤等)中存在

明显的反向表达的结果相符。

综上，本实验成功构建了Snai1高表达质粒，并稳

定转染结肠癌细胞株HT-29，证实了在结肠癌中Snai1
与E-钙黏素之间的负向表达关系。
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Figure 4 HT-29 cells were transfected with the plasmid
encoding Snai1,or with empty plasmid (control).
Individual cell clones were isolated after selection, and
analysed by Western blot for the expression of Snai1
and E-cadherin

图4 HT-29细胞转染高表达Snai1的质粒及阴性对照质粒后，
各筛选出稳定株，并利用Western blot检测 Snai1和 E-
钙黏素表达的变化
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