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Abstract 

BACKGROUND: survivin mRNA is specifically expressed in tumor and embryonic tissue and is closely related to differentiation, 

proliferation, infiltration and metastasis of tumor cells as well as multidrug resistance.  

OBJECTIVE: To construct the expression vector of small hairpin RNA (shRNA) targeting human survivin gene and detect the 

effectiveness of gene silencing in PC3 cells (human prostate cancer cell line). 

METHODS: Two single-stranded DNA oligonucleotides for shRNA expression targeted survivin gene were chemically synthesized. 

The top and bottom strand oligos were annealed to generate a double-stranded oligonucleotide (ds oligo). The the oligo was 

cloned into pENTR/U6 expression vector (pENTR/U6-SUR), and then PCR and sequencing analyses were conducted to verify the 

constructs. After transfecting the verified plasmids into PC3 cells, RT-PCR was performed to determine the mRNA level of survivin 

gene.  

RESULTS AND CONCLUSION: PCR and sequencing analyses demonstrated that shRNA template targeting survivin gene had 

been inserted at the expected site and the insertion sequence was perfectly corrected. The RT-PCR results showed that survivin 

expression in PC3 was downregulated at mRNA level. The recombinant plasmid had a better affect at 24 hours than 48 hours. The 

shRNA expression vector targeting survivin gene has been constructed successfully, and it would be a useful method to develop 

specific survivin-silencing therapeutics in further gene therapy study. 
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摘要 

背景：survivin基因特异性表达于肿瘤和胚胎组织，与肿瘤细胞的分化增殖、浸润转移以及多药耐药密切相关。 

目的：构建靶向 survivin基因的 shRNA重组质粒表达载体，转染前列腺癌细胞 PC3，验证该载体能否下调细胞 survivin基

因 mRNA水平。 

方法：以 survivin基因为靶点设计具有短发夹结构的 shRNA序列，经退火成互补双链后克隆入 pENTR/U6建立重组表达载

体 pENTR/U6-SUR；转化 E.coli TOP10菌株，挑取阳性菌落进行菌落 PCR和测序鉴定；将重组质粒转染前列腺癌细胞株

PC3细胞，RT-PCR检测重组质粒对细胞 survivin基因 mRNA水平的抑制效果。 

结果与结论：将设计合成的 shRNA 序列经退火后克隆至 pENTR/U6 载体中，菌落 PCR 可扩增出目的条带，测序结果证实

插入片段为所需序列；pENTR/U6-SUR重组质粒转染后 PC3细胞 survivin基因 mRNA表达水平显著下降，且 24 h比 48 h

作用更明显。成功构建了靶向 survivin 基因的 shRNA 质粒表达载体，并证实该载体显著下调了 PC3 细胞中 survivin 基因

mRNA水平。 

关键词：短发夹 RNA；survivin基因；前列腺癌细胞；载体；凋亡；组织构建 
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0  引言 

 

survivin基因是凋亡蛋白抑制因子IAP家族

中的一个新成员，特异性表达于肿瘤和胚胎组

织，且与肿瘤细胞分化增殖、浸润转移以及多

药耐药密切相关
[1-3]
。研究表明Survivin蛋白在

前列腺癌中异常表达，并与前列腺癌的发生发

展有关，可能是前列腺癌发病机制之一
[4]
。此外，

以survivin为靶向的基因治疗可以降低肿瘤内

survivin的表达，促进肿瘤血管形成过程中内皮

细胞的凋亡，并能逆转肿瘤耐药性等
[5-6]
。RNA 

干扰是一种双链RNA(dsRNA)分子在mRNA水

平诱发的转录后基因沉默机制，具有快速、高

效和特异性强等特点
[7]
。目前多采用针对某一

特定基因mRNA的某一位点设计RNA干扰的短

发状RNA(shorthairpinRNA,shRNA)，观察基因

抑制效果。实验在此基础上，设计合成针对

survivin mRNA 的shRNA，克隆至质粒，构建

载体，并将其转染至PC3细胞，观察其对PC3
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细胞survivin表达及细胞凋亡的影响。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照细胞学体外观察性实验。 

时间及地点：于2010-01/09在广东省中医

院检验中心和广东药学院药用生物活性物质研

究所，广东省生物活性药物研究重点实验室完

成。 

材料：前列腺癌细胞株(上海细胞库PC3)；

Trizol、Lipofactamine 2000、E.coli Top10菌株、

引物合成、DNA测序、 pENTR/U6试剂盒

(Invitrogen公司)。 

实验方法： 

引物设计和合成：在NCBI查找survivin基因

的序列信息，利用Invitrogen的网上在线设计软

件BLOCK-iT™ RNAi Designer设计了一对针

对survivin某序列的shRNA。设计的shRNA序

列 ： si-sur-top5’-CAC CGC AAA GGA 

AACCAA CAA TAC GAA TAT TGT TGG TTT 

CCT TTG C-3’,si-sur-bot5’-AAA AGC 

AAAGGA AAC CAA CAA TAT TCG TAT TGT 

TGG TTT CCT TTG C-3’。阴性对照Top 

strand5'-CAC CGT CAC AAC CTC CTA 

GAAA GAG TAG ACG AAT CTA CTC TTT 

CTA GGA GGT TGTG A-3’ ， Bottom 

strand5’-AAA ATC ACA ACC TCC TAG AAA 

GAGTAG ATT CGT CTA CTC TTT CTA GGA 

GGT TGT GAC-3’。设计的Survivin上游引物：

5’-GAC CAC CGC ATC TCT ACA TTC-3'，下

游引物：5’-TGC TTT TTA TGT TCC TCTATG 

GG -3’，扩增产物长194 bp；内参GAPDH上游

引物：5’-GGG GCC ATC CAC AGT CTT C-3’，

下游引物：5’-CAC CAT CTT CCA GGA GCG 

AG -3’，扩增产物长352 bp。设计好的shRNA、

阴性对照和RT-PCR引物交由 Invitrogen公司

合成。 

shRNA表达载体的构建： ds oligo① 的合成：

建立退火反应体系，包括“Top strand”  DNA 

oLigo (200 µmol/L) 5 µL，“Bottom strand”

DNA oLigo (200 µmol/L) 5 µL，10* KOD PCR 

buffer 2 µL，DNase/RNase-Free Water 8 µL，

总体积20 µL。放入PCR仪，95  4 min℃ ，室

温冷却15 min，微型离心机内离心5 s，稀释合

成的ds oligo并检测ds oligo的完整性：退火产

物于4%的琼脂糖凝胶中电泳，恒压120 V，1 h

后，Bio-Rad凝胶成像系统成像并分析。②连接

反应：将ds oligo克隆入入门载体pENTR/U6，

建立连接反应体系，包括5× Ligation Buffer   

4 µL，pENTR/U6 2 µL，ds oLigo(5 nmol/L，

1∶10 000) 1 µL，DNase/RNase-Free Water 

12 µL，T4 DNA Ligase (1 U/µL)1 µL，总体积

20 µL。室温孵育30 min，将反应体系置于冰

上。下一步转化E.coli。连接反应体系可-20 ℃

过夜保存。构建重组表达载体 pENTR/ 

U6-SUR。 

转化和阳性克隆筛选： LB① 固体培养基制

备：称10 g胰蛋白胨，5 g酵母提取物，10 g 

NaCl，加入950 mL去离子水，NaOH调节pH

值为7.0，定容至1 L；按15 g/L加入琼脂；高

压蒸汽灭菌20 min；冷却至55 ℃，加入终质量

浓度为100 mg/L的氨卞青霉素，倒入培养皿

中；待凝固后，加入50 mg/L的BLasticidin,避

光保存。②转化：把重组好的质粒转化入E.coli。 

向试剂盒中一支One Shot TOP10 Chemically 

Competent E.coli分装管中加入2 µL的连接产

物，轻柔混匀；冰上孵育30 min；勿摇动，    

42 ℃热休克细胞30 s；然后立即转移分装管到

冰上；加入250 µL室温的S.O.C.培养基；盖紧

管盖，37 ℃，200 r/min 1 h；于预热的含     

50 mg/L kanamycin的LB琼脂糖平板上平铺

150 µL的上述转化菌液，37 ℃孵育过夜；挑取

标记的阳性克隆，做菌落PCR，初步进行阳性

转化菌的鉴定和筛选。③挑取标记的阳性克隆，

做菌落PCR，本次实验配2个体系，1个菌落，

1个Negative Control：Taq enzyme 0.1 µL，

Forward primer0.5 µL ， Reverse primer    

0.4 µL，dNTP1.6 µL，Buffer 2 µL，水15.4 µL，

总体积20 µL。94  10 ℃  min，94  30 s℃ ，   

55  30 s℃ ，72  30 s℃ ，72  5 min℃ ，30个循

环，琼脂糖电泳(恒压120 V，30 min；产物为

389 bp)检测菌落PCR结果。 

前列腺癌PC3细胞的传代培养：复苏阳性前列

腺癌PC3细胞，隔天换液，将细胞从CO2培养

箱取出，弃去培养瓶中上清，用1×PBS洗一二

次，加入含体积分数10% FBS的培养基5 mL，

把细胞放回CO2培养箱培养；传代。 

将构建的重组表达载体pENTR/U6-SUR载体

转染前列腺癌细胞：①铺板：此次试验需要铺6

个孔，分别用来做空白对照、阴性质粒对照、

阳性质粒。把铺好的培养板放入CO2培养箱。

②转染：铺板后的第2天，观察细胞密度

80%~90%时，可以转染；用吸管吸去孔内上

清，1×PBS洗二三次，每孔加DMEM培养液      
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1 mL；稀释Lipo2000转染试剂，4 µL Lipo2000+ 196 µL 

Opti-MEM培养液，轻轻混匀，室温放置5 min；分别测

取阴性质粒和阳性质粒的A值，阳性质粒的A260为

0.045，阴性质粒的A260为0.044，根据公式DNA浓度

=A260×50×稀释倍数(mg/L)，计算出需要加入质粒的量，

即4.4 µL 阳性质粒加95.56 µL Opti-MEM，4.45 µL阴性

质粒加95.45 µL Opti-MEM，轻轻混匀；分别向阳性质

粒和阴性质粒里加入100 µL稀释后的转染试剂，轻轻混

匀，室温放置  20 min。将配好的阳性质粒和阴性质粒

分别加入培养孔中，米字型晃动培养板，放回CO2培养

箱；24，48 h后收集细胞。 

检测survivin mRNA水平的表达：①提取RNA：用

invitrogen公司的Trizol提取RNA，按说明书进行。提取

到RNA后，电泳检测提取到的产物，凝胶成像系统观察

电泳结果。 RT② -PCR：提取到的总RNA反转录为

cDNA ： Total RNA 1.5 µL ， 10×DNase BuffⅠ er     

1.25 µL，DNase 1.25 Ⅰ µL，Rnasin 0.3 µL，RNase-free 

H2O 8.3 µL；37  30 min in PCR instrument℃ ，EDTA 

1.4 µL， 65  10 min℃ ，OligodT 65 ℃， 5 min 

immediately placed on ice 1.25 µL，5×RT Buffer 5 µL，

Rever Tra Ace 1.25 µL，10 mmol/L dNTP 2.5 µL，

RNase inhibitor 1.25 µL。反应条件：30  10 min℃ ；   

42 ℃ 50 min；85  5 min ℃ ；4  5 min℃ 。cDNA可直

接作为模板使用，或-70 ℃保存。RT-PCR检测survivin

的mRNA表达水平，反应体系：H2O 12.7 µL，Takara 

buffer 2 µL，dNTP 1.6 µLSur-F 0.8 µL，Sur-R 0.8 µL，

Taq 0.1 µL，cDNA 2 µL，总体积20 µL。反应条件94 ℃ 

5 min，94   30 s℃ ，53  30℃  s，72 ℃ 30 s，72  ℃     

7 min，30个循环，琼脂糖凝胶电泳验证PCR结果。       

   

2  结果 

 

2.1  ds oLigo合成结果   见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

将合成的survivin top链和bottom链进行退火处理，

得到的ds oligo经4%琼脂糖凝胶电泳，紫外成像系统观

察ds oligo，清晰可见，分子量约为46 bp。ss oligo由于

退火时链内折叠成发卡结构，电泳时位于ds oligo之前。

2.2  连接和转化结果   将退火的ds oligo热激转化

E.coli以后，于37 ℃预热的含50 mg/L kanamycin的LB

琼脂糖平板上平铺150 µL的转化菌液，37 ℃孵育过夜。

次日，可见平板上长出了若干菌落。 

2.3  菌落PCR结果  挑取克隆，菌落PCR鉴定转化效

果，见图2。阳性菌落中含有重组的质粒(产物大小为 

389 bp)，故在250~500 bp之间可见一明亮条带；阴性

对照中不含重组的质粒，故无可见条带。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  测序  挑取阳性菌落，送Invitrogen(上海)贸易有

限公司测序，结果显示，重组质粒shRNA与pENTR/U6

载体正确连接，而且其序列与设计序列相符，见图3(Top

链对应第30~75位)。 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  RNA提取结果  提取质粒，用Liopfactamine 2000

转染PC3细胞，于24，48 h收集细胞，提取RNA后电泳

结果见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  RT-PCR结果  用以上提取的RNA进行RT-PCR，

检测shRNA的抑制效果，见图5。图5a为以反转录合成

的cDNA为模板进行PCR扩增。经反转录PCR获得的

DNA片段为survivin基因的mRNA中的1个片段，结果

100~250 bp间区域可见一条特异性强荧光带。与设计的

Figure 1  ds oligo synthesis diagram 
图 1  ds oligo的合成 

M: marker; 1: top strand; 2: bottom strand; 3: double strand 

 

Figure 2  Electrophoresis strip of colony PCR
图 2  菌落 PCR电泳图 

M: marker; 1: negative control; 2: positive result 

Figure 3  shRNA sequence diagram of recombinant plasmid
图 3  重组质粒中 shRNA测序图 

Figure 4  RNA electrophoresis diagram of PC3 cells 
transfected by recombinant plasmid 

图 4  重组质粒转染成功的前列腺癌 PC3细胞总 RNA 
电泳图 

M: marker; 1: 24 h blank control; 2: 24 h negative control; 3: 24 h 

positive control; 4: 48 h blank control; 5: 48 h negative control; 6: 48 h 

positive control 
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194 bp survivin基因片段大小相符，由图可见重组质粒

pENTR/U6-SUR能显著下调survivin基因mRNA的水

平，且24 h作用比48 h更明显。图5b为相应反应体系中

内参GAPDH DNA为模板进行扩增的产物(352 bp)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

目前，前列腺病主要采取手术切除、放射线治疗，

但以上这些传统治疗方法可出现多种毒性作用和不良

反应，因此寻求更有效，更安全，更能减少对患者伤害

的治疗方案，从肿瘤的发生发展机制方面来治疗恶性肿

瘤成为当前的研究热点。研究结果显示，Survivin蛋白

表达异常与前列腺癌的发生、发展有关，Survivin蛋白

异常表达可能是前列腺癌的发病机制之一。Survivin在

胚胎组织中高表达，在胸腺细胞等极少数组织存在，在

正常成人组织中表达为静止
[8-10]
，在人类肿瘤细胞中广

泛表达，是一种抑制细胞凋亡和调节细胞分裂的双功能

蛋白。survivin基因主要可以通过以下几种不同方式促

进肿瘤的发生发展：抑制细胞凋亡
[11]
，参与对细胞分裂

的调控，促进血管生成
[12-13]

，肿瘤的多药耐药
[14-15]

。因

此，以survvin基因作为切入点有可能成为肿瘤特异和高

效治疗作用的突破点。 

与基因替代、反义核酸等传统的基因治疗方法相

比，RNAi技术有着明显优势。RNAi是指生物体内干扰

性小RNA引起与其同源mRNA的特异性降解，因而抑制

其相应基因表达的过程。RNAi技术迅速在功能基因组等

领域发挥出了强大的作用，并且随着对哺乳动物细胞内

一系列基因表达水平的成功下调以及细胞导入手段的

改进，RNAi广泛应用于肿瘤研究，如肿瘤的发病机制、

侵袭与转移、信号转导、细胞周期调控、凋亡和治疗   

等。目前用于RNAi的中介物主要是siRNA和shRNA，

shRNA可更有效地进入RNAi途径，其效价和特异性高

于siRNA。有证据表明使用少于30个碱基对的shRNA可

克服长的双链RNA会激发干扰素反应现象，如同抗病毒

反应，这可避免哺乳动物干扰素反应并开始强效而特异

性的基因沉默。 

本实验成功构建靶向survivin基因的shRNA重组质粒

表达载体，该载体能显著下调PC3细胞中survivin基因的

mRNA水平，但是，作者也发现该载体存在相关不足，如

体外实验表明，shRNA质粒瞬时转染后效果不能持久等。

因此在后续实验中，将拟通过gateway技术将该shRNA构

建成慢病毒表达载体，验证其体内功能。由于肿瘤发生是

多种基因异常所引起，下一步将应用RNAi联合抑制多个

基因，进一步探讨前列腺癌基因治疗的新途径。 
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Figure 5  shRNA inhibitory effect on survivin mRNA by 
RT-PCR 

图5  RT-PCR 检测 shRNA对 survivin mRNA表达的抑制
效果 

a: (194 bp of survivin gene): 1: 24 h blank control; 2: 24 h negative 

control; 3: 24 h positive control; 4: 48 h blank control; 5: 48 h negative 

control; 6: 48 h positive control b: 352 bp of GAPDH internal control   

1     2      3    4     5      6 

来自本文课题的更多信息--  

基金资助：广东省科技计划项目(2011B031800207)；

广东省医学科学技术研究基金项目(A2008240)；广东省中

医院青年后备人才科研项目(E206001)。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

a 

 

 

b 


