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靶向端粒酶反转录酶基因短发夹RNA载体的构建 
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文章亮点： 
实验在查询得到端粒酶反转录酶基因核苷酸序列后，参照了 shRNA的设计原则设计并合成 2条端粒酶反转录
酶基因表达的干扰序列和一条对照序列，分别克隆连接到 pLentilox3.7.U6载体上，应大鼠脊髓星形胶质细胞
模型，通过 western blot和免疫荧光检测验证所构建的 shRNA干扰分子表达载体抑制端粒酶反转录酶基因表
达的作用，筛选出干扰效果最好的质粒组，为之后的病毒载体包装奠定基础。 
关键词： 
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摘要 
背景：端粒酶反转录酶对端粒酶活化起重要作用。  
目的：利用 pLentilox3.7.U6 载体构建靶向大鼠脊髓星形胶质细胞端粒酶反转录酶基因的短发夹 RNA干扰分
子表达载体并鉴定其作用。  
方法：选择端粒酶反转录酶基因上两段序列体外合成 RNA干扰分子的正义链和反义链模板序列，经退火成互
补双链，与线性化 pLentilox3.7.U6载体连接、转化大肠杆菌和序列测定，应用蛋白质印迹和免疫荧光技术，
在体外培养的大鼠脊髓星形胶质细胞模型上验证构建的干扰载体抑制端粒酶反转录酶基因表达的效果。  
结果与结论：蛋白质印迹和免疫荧光检测结果表明，重组质粒干扰组中星形胶质细胞端粒酶反转录酶均呈低

表达。结果证实，实验成功构建了针对大鼠脊髓星形胶质细胞端粒酶反转录酶基因的短发夹 RNA质粒表达载
体，此载体能有效抑制体外培养的大鼠脊髓星形胶质细胞端粒酶反转录酶的表达。 
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Construction of targeting short hairpin RNA plasmid vector expressing TERT gene   
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Abstract 
BACKGROUND: Telomerase reverse transcriptase (TERT) plays an important role in telomerase activation.  
OBJECTIVE: To construct the targeting short hairpin RNA plasmid vector expressing TERT gene from astrocytes 
by using pLentilox3.7.U6.  
METHODS: By using two sequences from TERT gene, we synthetized sense and antisense strand template 
sequences of RNA interference molecular in vitro, and then obtained the complementary strands through 
annealing procedure. We connected the strands with pLentilox3.7.U6 that was sequenced and transfected into 
the Escherichia coli. In the end, we tested its effect of reducing the TERT gene expressing by using cultured 
astrocytes from rat spinal cord in vitro through western blot and immunofluorescence technique.  
RESULTS AND CONCLUSION: Western blot and immunofluorescence assay showed that, compared with the 
control group, the interference groups had a lower TERT expression in astrocytes. The targeting short hairpin 
RNA plasmid vector expressing TERT gene is useful to reduce the TERT gene expression. The targeting short 
hairpin RNA plasmid vector expressing TERT gene is valid for us to do the further test learning the mechanism of 
astrocytes in spinal cord injury.    
 
Subject headings: transfection; gene expression; cells; plasmids; spinal cord injuries 
Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81060106 
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0  引言  Introduction 
端粒酶反转录酶是端粒酶的关键亚基，是端粒酶活

性的限速决定子
[1]
。其表达不仅与端粒酶的活性密切相

关，而且其水平上调是端粒酶被激活的关键步骤
[2]
。在许

多细胞增生现象中，发现端粒酶表达激活，例如恶性肿

瘤和胶质瘢痕的形成。通过抑制端粒酶反转录酶的表达

达到阻碍端粒酶激活，从而对细胞增生类疾病起到干预

作用是近年来的研究热点。目前，对细胞内特定基因实

施干扰，抑制其表达有多重手段，其中RNA干扰(RNA 
interference，RNAi)是常用的方法，已在基因治疗、基
因功能检测等相关研究中得到了广泛的应用。然而，通

过RNAi技术构建靶向端粒酶反转录酶基因的短发夹
RNA(small hairpin RNA，shRNA)质粒表达载体，并成
功抑制大鼠脊髓源星形胶质细胞端粒酶反转录酶基因表

达的研究未见相关报道。 
实验应用RNAi的方法，采用含U6启动子的质粒载体

pLentilox3.7.，构建针对SD大鼠脊髓星形胶质细胞内端粒
酶反转录酶基因的shRNA重组表达载体，应用western blot
和免疫荧光技术验证其抑制端粒酶反转录酶表达作用，以

期探讨所构建的质粒载体的正确性和有效性，筛选干扰效

果好的质粒组，为后续试验奠定基础。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  
设计：观察性实验。 
时间及地点：于2013年4至9月在新疆医科大学第一附

属医院医学研究中心完成。 
材料 
实验动物：健康清洁级雄性SD大鼠4只，体质量

(200±50) g，由新疆医科大学医学动物实验中心提供，动
物许可证号：SYXK(新)2003-001。 
实验对动物的处理方法符合中华人民共和国科学技术

部颁发的《关于善待实验动物的指导性意见》[3]
。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

实验方法：   

shRNA序列的设计与合成：根据pLentilox3.7.U6中U6
启动子表达小干扰RNA的要求，参照从GenBank中查询获
得的的大鼠端粒酶反转录酶基因核苷酸序列 (序列号
AY539718.1；3 360 bp)，使用Ambion公司siRNA Target 
finder软件，分别设计2条编码siRNA的DNA序列片段，并
命名为shRNA-端粒酶反转录酶1，shRNA-端粒酶反转录
酶2。将任一编码siRNA的DNA序列片段的随机组合序列设
计成阴性对照，shRNA-端粒酶反转录酶1打乱序列后进行
重排，命名为shRNA-control(表1)。连接干扰片段正向和
反向序列并隔之以间隔序列，分别在其两端加入HpaⅠ和
XhoⅠ内切酶作用位点。并对这些序列进行Blast分析以避
免基因的同源性。由上海生工合成编码siRNA的DNA序列。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
shRNA干扰分子表达载体的构建和鉴定：根据所设计

的大鼠shRNA-端粒酶反转录酶序列，化学合成正向和反
向的DNA oligos并稀释至终浓度为100 μmol/L。将配制好
的退火缓冲液重复混合，短暂离心后放入PCR仪扩增。用
HpaⅠ和XhoⅠ内切酶双酶切pLentilox3.7载体(氨苄抗性)
使其线形化。然后将酶切产物在1%琼脂糖凝胶上进行电
泳分离，利用胶回收试剂盒回收纯化后将质粒质量浓度调

整为0.5 g/L。将线性化载体和退火扩增得到DNA片段在
T4 DNA 连接酶作用下，加入连接酶Buffer 16 ℃条件下持
续连接16 h。将连接产物经热休克法转化DH5α感受态细
胞，37 ℃条件下在氨苄抗性的固态培养基平板上培养大
约16 h后，平板上出现单个菌落。挑取多个菌落至氨苄抗
性的培养基中培养后进行测序鉴定，由上海生工公司完

成。 
大鼠星形胶质细胞的分离纯化：参考比较以往分离培

养大鼠星形胶质细胞的方法
[4-5]
，实验取体质量(200±50) g

的SD大鼠，无菌条件下取出胸段脊髓组织显微镜下去除脊
膜及血管，分离并用胰酶消化脊髓组织。吹打、将细胞分

散后离心，弃去上清液；加入培养基，使细胞充分分离，

贴壁2 h以除去成纤维细胞。置于37 ℃、体积分数5%CO2

培养箱中以体积分数10%FBS的DMEM-F12培养基进行培
养。生长8-10 d待细胞融合后，置于37 ℃摇床中，按    
250 r/min作用14-16 h后，收集贴壁细胞，加入新鲜培养
液继续培养，即可获得较高纯度的星形胶质细胞。 

靶向端粒酶反转录酶基因的 shRNA质粒表达载体的构建与鉴定的试剂及仪器：

试剂及仪器 来源 

质粒 pLentilox3.7.U6 广州 Cyagen公司 

星形胶质细胞及 DH5α 新医大一附院细胞研究所 

HpaⅠ和 XhoⅠ内切酶及 T4 DNA 连接酶 日本 TaKaRa公司 

Triton X-100 上海生工公司 

DNA回收试剂盒和 FuGENE HD转染试剂盒 瑞士 Roche公司 

质粒 DNA纯化试剂盒 杭州 V-GENE公司 

兔抗大鼠端粒酶反转录酶抗体、山羊抗兔 HRP 
IgG、鼠抗 β-actin单克隆抗体 

美国 Santa Cruz公司 

BCA试剂盒、ECL化学发光检测试剂盒 北京华特生公司 

荧光倒置显微镜 德国 Zeiss公司 

PCR仪 美国 Agilent Stratagene公司

表 1  靶向大鼠端粒酶反转录酶基因的 shRNA靶序列及对照序列 
Table 1  Short hairpin RNA target sequence of rat TERT gene and 
control sequence     

名称 序列(5'-3') GC含量(%) Loop 
 
shRNA-端粒酶反
转录酶 1 

 
GCT AAA TCC CTC ATT 
CCT ACT 

 
38.1 

 
TCT CTT GAA 

shRNA-端粒酶反
转录酶 2 

GCA GGT ATA CGG 
CTT TCT TCG 

44.4 TCT CTT GAA 

shRNA-Control GAT CAC GCA CTC 
AGC TGA CTA 

44.8 TCT CTT GAA 
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shRNA干扰分子表达载体转染大鼠脊髓星形胶质细
胞：用无抗生素的体积分数15%DMEM将大鼠脊髓星形胶
质细胞传入6孔板，每孔接种5×105个细胞，转入37 ℃，体
积分数5%CO2培养箱中培养24 h(细胞浓度达80%-90%)，
将经测序检测正确的shRNA干扰分子表达重组载体    
100 μL用质量浓度8 mg/L FuGENE HD转染试剂转染星形
胶质细胞，按说明书操作。转染时，每组设置对照质粒，

感染细胞过夜后换用DMEM新鲜培养基(不含抗生素，含
FBS)，在37 ℃、体积分数5%CO2条件下孵育感染细胞至   
4 d后，进行后续实验。 

Western blot 检测星形胶质细胞端粒酶反转录酶蛋白
表达：在转染星形胶质细胞96 h后，分别收集干扰组和对
照组细胞，用细胞裂解液分离获得总蛋白，根据BCA试剂
盒说明书中步骤进行实验，测定蛋白浓度。SDS-PAGE电
泳Western blot检测端粒酶反转录酶蛋白的表达，用β-actin
作为内参对照。具体操作：室温条件下，体积分数5%脱脂
奶粉+TBST在摇床上封闭1 h。一抗杂交：端粒酶反转录酶
(1∶200)、β-actin(1∶10 000)，4 ℃孵育过夜。洗膜：TBST
洗膜3次，10 min/次。山羊抗兔-HRP二抗(1∶2 000)，室温
孵育1 h。同前法洗膜。ECL发光试剂盒法显影，按说明书
操作。最后，定影、冲洗X射线胶片及对胶片进行扫描分析。 
星形胶质细胞端粒酶反转录酶的免疫荧光染色：待细

胞株生长浓度至80%融合时，弃去培养基，PBS冲洗细胞2
次，10 min/次，室温下用质量浓度40 g/L多聚甲醛固定细
胞15 min后PBS冲洗。在4 ℃条件下，用体积分数
0.1%Triton X-100透膜15 min；室温下用体积分数4% BSA
封闭细胞30 min；按1∶100的比例稀释端粒酶反转录酶一
抗，4 ℃冰箱中孵育过夜；PBS冲洗细胞3次，按1∶100
的比例稀释抗端粒酶反转录酶的PE二抗(山羊抗兔-HRP)，
37 ℃条件下放置1 h；用PBS冲洗后在倒置荧光显微镜下
观察图像并拍照。 
主要观察指标：重组端粒酶反转录酶-shRNA干扰分

子表达载体序列；蛋白印迹和免疫荧光分别对比shRNA-
端粒酶反转录酶 1、 shRNA- 端粒酶反转录酶 2和
shRNA-Control干扰端粒酶反转录酶表达的效果。 
 
2  结果  Results  
2.1  shRNA干扰分子表达载体的鉴定  阳性菌落经上海
生工测序鉴定，端粒酶反转录酶-shRNA干扰分子表达载
体序列正确，符合实验设计要求。 
2.2  星形胶质细胞端粒酶反转录酶蛋白表达抑制情况  
转染96 h后 Western blot检测显示转染shRNA-端粒酶反
转录酶1、shRNA-端粒酶反转录酶2的星形胶质细胞中端粒
酶反转录酶表达受到抑制，shRNA-Control组无表达变化
(图1)。免疫荧光检测显示，转染96 h后，与shRNA-control
相比，荧光显微镜下可见shRNA-端粒酶反转录酶1、
shRNA-端粒酶反转录酶2组的星形胶质细胞端粒酶反转

录酶荧光明显减弱，发出暗红色荧光(图2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3  讨论  Discussion 

目前认为，脊髓损伤后由损伤区星形胶质细胞激活介

导胶质瘢痕形成，构成了阻碍再生的神经轴突通过损伤区

的物理和化学屏障[6-8]
，是脊髓损伤后的标志性病理变化

[9]
。而星形胶质细胞激活增殖被发现与端粒酶的活化呈正

相关线性关系[10]
。端粒酶是一种核酸蛋白质复合物，它是

由互补于端粒DNA的RNA亚基(telomeraseRNA，TR)和
具有反转录酶活性的端粒酶催化亚基端粒酶反转录酶及

端粒酶相关蛋白(telomere associated protein 1，TP1)组
成。其中端粒酶反转录酶的表达与端粒酶的活性密切相

关，是端粒酶被激活的关键步骤。因此作者设想通过抑制

端粒酶激活的关键步骤即抑制端粒酶反转录酶亚基的表

达来减少胶质瘢痕的形成。而端粒酶反转录酶表达调控主

要表现在mRNA转录水平。目前，抑制基因表达的方法主
要包括反义技术、RNAi及核酶技术等。RNAi是一种在人
体和动物体内普遍存在的基因调控方式，也是近些年得到

广泛应用的基因干扰阻断方法。其通过双链RNA分子在
mRNA水平上抑制特定序列基因表达或者使其沉默，主要
在转录后水平上发挥调控抑制作用：外源DNA或RNA引
起细胞产生dsRNA，dsRNA由核酸内切酶作用裂解成
21-23 nt的正义和反义序列组成的小分子干扰RNA片段
(small interfering RNAs, siRNA)。siRNA的反义链形成一
种有内切酶构成的复合体RISC。RISC利用其内切酶活性
“切割”靶mRNA分子中与siRNA反义链互补的区域，从
而干扰目基因表达。该技术手段方便人们简便、快捷、经

济的从事基因表达抑制的相关研究，在药物靶基因筛选、

基因功能组学、细胞信号传导基因表达等的研究领域内得

到广泛应用
[11]
。 

李正伟等
[12]
通过构建靶向Rho基因的shRNA质粒表达

载体有效抑制了Rho蛋白在少突胶质细胞内的表达的相关
研究表明，应用RNAi技术制作的干扰重组质粒可以获得有 

TERT 

 

 

β-actin 

1               2              3          Mr 

图 1  重组质粒感染星形胶质细胞株 96 h后细胞端粒酶反转录酶
(TERT)蛋白的表达 
Figure 1  Expression of telomerase reverse transcriptase (TERT) 
protein in recombinant plasmid-transfected astrocyte cell lines at  
96 hours 
图注：1-3泳道：shRNA-control，shRNA-TERT2，shRNA-TERT1。
shRNA-TERT1，shRNA-TERT2转染大鼠星形胶质细胞后 96 h，细
胞中 TERT蛋白表达受到抑制，而对照组 TERT蛋白无变化。 
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目前关于端粒酶载体构建的文章如下(CNKI：按发表时间排列)： 

文题                                                              作者                        来源                         发表时间 
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phTERT-tumstatin 载体构建及其抗血管形成  李倩倩 山西医科大学  2011-03-15 

pbabe-gfp-hTERT 表达载体构建及在 B16 细胞中的表达  梁传宇，吴丛梅 科协论坛(下半月)  2010-12-25 
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hTERT-逆转录病毒载体构建及其介导的脐血间质干细胞基因转移研究  李克，刘瑞敏，韩雪飞，邢莹 中国病理生理杂志  2008-02-15 
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hTERT和 hIL-18融合基因载体构建及真核细胞表达的研究  童向民，金洁，徐伟来，等 中华医学会第八次全国血液学

学术会议论文汇编 
 2004-11-01 

用于癌症基因治疗的靶向载体构建和用途  郑晓飞，杨义军，朱捷，等 中国人民解放军军事医学科学

院放射医学研究所 
 2004-05-26 

HBV启动子调控的肝细胞高表达载体构建及抑癌作用研究  孙强玲 中国人民解放军军事医学科学院  2004-05-25 

反义人类端粒酶RNA逆转录病毒载体构建及其对结直肠癌细胞的抑制作用  王智勇，徐文怀，田凤军，等 中华胃肠外科杂志  2003-01-15 

人端粒酶催化亚单位诱饵融合蛋白表达载体构建成功  周平，陈兵，刘为纹，等 世界华人消化杂志  2001-10-15 

 
 
 

图 2  重组质粒感染星形胶质细胞株 96 h后细胞端粒酶反转录酶(TERT)的表达 
Figure 2  Expression of telomerase reverse transcriptase (TERT) in recombinant plasmid-transfected astrocyte cell lines at 96 hours 
图注：图中 A为 shRNA-Control(光学显微镜)；B为 shRNA-TERT1(光学显微镜)；C为 shRNA-TERT2(光学显微镜)；D为 shRNA-Control(荧
光显微镜)；E为 shRNA-TERT1(荧光显微镜)；F为 shRNA-TERT2(荧光显微镜)。图中光学显微镜(A-C)和荧光显微镜(D-E)下观察，与对照
组相比，shRNA-TERT1、shRNA-TERT2组的星形胶质细胞端粒酶反转录酶呈低表达(×200)。 
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效的干扰效果，这与本次实验所采用的技术手段类似，都

是通过设计并合成靶基因干扰序列，并连接到适当载体上，

通过Western blot检测质粒对目的基因表达的抑制效果。但
是，由于质粒载体自身的局限性，比如其在细胞内持续作

用能力不如病毒类载体稳定和有效，目前，常常作为病毒

类载体设计合成的前期步骤，通过质粒载体转染大肠杆菌

细胞来包装病毒类载体。赵鹏等[13]通过构建靶向端粒酶反

转录酶基因的质粒载体包装反转录病毒感染胶质瘤细胞发

现该载体可以有效抑制端粒酶反转录酶基因表达和端粒酶

活性并减少胶质瘤的产生。谭挺等[14]的类似研究表明，通

过设计靶基因序列构建质粒载体，继而包装病毒类载体实

施RNAi是目前抑制基因表达的简便有效手段。但他们的研
究缺乏对所构建的质粒的有效性进行检测和筛选，直接包

装病毒类载体转染目的细胞实施靶基因抑制缺少对同一目

的基因质粒载体干扰效果和病毒类载体干扰效果的纵向比

较。 
实验在查询得到GenBank中公布的端粒酶反转录酶

基因核苷酸序列后，参照了shRNA的设计原则，设计并合
两条端粒酶反转录酶基因表达的干扰序列和1条对照序列，
分别克隆连接到pLentilox3.7.U6载体上，应用前期试验已
经获得的体外培养的大鼠脊髓星形胶质细胞模型，通过

western blot和免疫荧光检测验证所构建的shRNA干扰分
子表达载体抑制端粒酶反转录酶基因表达的作用。筛选出

干扰效果最好的质粒组，为随后的病毒载体包装奠定基础。

载体将两条干扰序列转染入细胞内，形成各自的siRNA，
后者形成的RISC复合体与端粒酶反转录酶目的基因配对
后利用其内切酶活性“切割”目的基因，达到抑制其表达

的作用。Western blot检测结果表明，与对照组相比，
shRNA-端粒酶反转录酶1的抑制效果优于shRNA-端粒酶
反转录酶2，这与相应的免疫荧光检测细胞内端粒酶反转录
酶蛋白表达结果相互印证，可以认为shRNA-端粒酶反转
录酶1组干扰效果最好。shRNA-端粒酶反转录酶1组干扰
效果好的原因可能在于：与shRNA-端粒酶反转录酶2序列
相比，随机设计的shRNA-端粒酶反转录酶1序列与端粒酶
反转录酶 mRNA靶序列的配对程度更高，从而对目的基因
产生更完全地破坏作用，从而抑制目的基因表达。 
根据实验结果发现，靶向端粒酶反转录酶基因的

shRNA质粒表达载体对于对大鼠脊髓源星形胶质细胞端
粒酶反转录酶基因表达有抑制作用，随机设计的质粒组之

间在干扰效果上存在差异，此分组设计有利于筛选干扰效

果好的质粒包装病毒类载体。 
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