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siRNA干扰小鼠睾丸支持细胞uPA表达的初步研究
胡　廉　刘　燕　李红钢　熊承良*

(华中科技大学同济医学院计划生育研究所/生殖医学中心, 武汉 430030)

摘要      该研究在验证小鼠睾丸支持细胞TM4有内源性uPA基因表达的基础上, 针对uPA 
mRNA靶序列设计三段不同的siRNA序列(si-uPA), 通过瞬时转染TM4细胞, 筛选确定uPA基因的有

效干扰序列。将该有效干扰序列进行时效、量效实验, 观察siRNA对TM4细胞uPA mRNA和蛋白表达

的影响。结果显示, siRNA的最佳转染浓度为50 nmol/L。三种si-uPA转染TM4细胞后, uPA mRNA和

蛋白表达量均较空白对照组明显下降(P<0.05), 以si-uPA1作用最为明显。si-uPA1转染24 h后, 转染组

细胞uPA mRNA的表达均较对照组显著降低, 其中100 nmol/L组抑制效果最为明显, 抑制率达到70%; 
随转染时间的延长, uPA mRNA表达持续降低, 转染72 h后, 三组转染细胞uPA mRNA表达量分别为

对照组的53.9%、35.3%和27.7%(P<0.05)。该研究成功筛选出针对uPA mRNA靶序列的有效干扰序列, 
抑制效应持续至72 h; 同一时间点内, 抑制效应随转染浓度的增加而增强, 表现出良好的量效关系。
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尿激酶型纤溶酶原激活因子(urokinase-type plas-
minogen activator, uPA)是一种丝氨酸蛋白水解酶, 
通过纤溶效应, 参与机体创伤愈合、血管再生、细

胞迁移和组织重塑等多种生理和病理过程。近年来, 
uPA与雄性生殖系统的关系及其在雄性生殖中的作

用日益受到关注。前期研究证实, uPA参与到精子发

生、成熟、趋化、运动、精子获能、精卵识别、顶

体反应和受精等一系列生殖生理过程[1-7]。由于uPA
参与男性生育的众多环节, 可能是一重要的生育相

关因子, 理论上阻断uPA表达或拮抗uPA功能可对男

性生殖过程产生多环节、多途径的干扰从而导致男

性生育力下降。

随着分子生物学技术的飞速发展, RNA干扰(RNA 
interference, RNAi)技术被越来越多的学者应用于各

种领域的基因研究。RNAi是由双链RNA诱发的基

因沉默现象, 通过阻碍特定基因的转录或翻译来抑

制基因表达。当细胞中导入与内源性靶基因mRNA
编码区同源的双链RNA时, 靶基因mRNA发生降解

而导致基因表达沉默。利用这一作用机制, 研究者

通过化学合成针对靶基因的双链RNA, 导入细胞或

模型动物体内, 抑制靶基因的表达, 从而深入研究靶

基因功能。

本实验以小鼠睾丸支持细胞株TM4为研究对象, 
在验证其具有内源性uPA基因表达的基础上, 设计合

成针对小鼠uPA基因的siRNA(si-uPA), 转染TM4细

胞, 观察siRNA对uPA基因的体外干扰效应, 比较不

同序列的抑制效果, 筛选uPA基因的有效干扰序列, 
并观察该有效干扰序列在不同浓度和作用时间对

TM4细胞uPA mRNA表达的抑制效应, 为后续构建

干扰载体提供实验依据。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1　细胞株        小鼠睾丸支持细胞株TM4(CRL- 
1715™)购于美国标准生物品收藏中心。

1.1.2　主要试剂        DMEM/F12培养基、胎牛血清、 
马血清购自Hyclone公司; Trizol、LipofectamineTM 2000、
Opti-MEMI培养基购自Invitrogen公司; DNA marker 
(MarkerI)购自武汉华信阳光生物科技有限公司; 实
时荧光定量PCR试剂盒购自TaKaRa公司; BCA蛋白

浓度测定试剂盒购自北京碧云天生物技术研究所; 

抗uPA单克隆抗体为Abcam公司产品。

1.2  方法

1.2.1　TM4细胞培养        TM4细胞用含有5%马血

清、2.5%胎牛血清的DMEM/F12培养基在37 ºC、5% 
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CO2培养箱中培养, 每2~3 d换液1次, 0.25%胰酶常规

消化传代。

1.2.2　siRNA的设计、合成        根据NCBI基因数 
据库中小鼠uPA的mRNA序列(Genbank No: NM_008873), 
设计三对siRNA序列, 分别为: si-uPA1正义链: 5′-CUA  
CUA UGG CUC UGA AAU UdTdT-3′, 反义链: 5′-AAU 
UUC AGA GCC AUA GUA GTdTd-3′; si-uPA2正义 
链 : 5′-GGA AAG GCC AAC ACU GAU AdTdT-3′,  
反义链: 5′-UAU CAG UGU UGG CCU UUC CTdTd-3′; 
si-uPA3正义链: 5′-CCA UCU ACC AGA AGA ACA 
AdT dT-3′, 反义链: 5′-UUG UUC UUC UGG UAG AUG 
GTdTd-3′。以上siRNA和带有Cy3荧光标记的siRNA 
(Cy3-siRNA)、阴性对照siRNA(siRNA-scramble, siR-
NA-sc)均由广州锐博生物科技有限公司合成。

1.2.3　siRNA转染        TM4细胞接种于细胞培养板

上, 待细胞生长融合达30%~50%时, 按Lipofectam-
ineTM 2000说明书的实验步骤进行转染。将Cy3-
siRNA分为四组, 使其转染终浓度分别为20, 30, 50, 
100 nmol/L, 以LipofectamineTM 2000和Opti-MEMI分
别作为作为试剂对照组和空白对照组。转染24 h后, 
荧光显微镜下550 nm激发波长观察红色荧光阳性细

胞, 选择siRNA的最佳转染浓度。

根据筛选的最佳转染浓度转染si-uPA1、si-uPA2、
si-uPA3和siRNA-sc, 设置试剂对照和空白对照, 通过

检测转染后72 h的uPA mRNA和蛋白水平, 比较不同

序列的抑制效果, 筛选uPA基因的有效干扰序列。

转染uPA基因的有效干扰序列, 测定不同转染

浓度(30, 50, 100 nmol/L)和不同转染时间(24, 48, 72 h)后
uPA mRNA水平, 对siRNA抑制TM4细胞uPA mRNA

表达的体外干扰效应进行初步观察。

1.2.4　实时荧光定量PCR检测uPA mRNA表达水平 

Trizol法提取TM4细胞和小鼠肝脏、肾脏总RNA, 蛋白

核酸分析仪确定RNA浓度后, 采用两步法进行RNA
反转录、扩增。以β-actin为内参, 检测uPA mRNA的

表达。uPA上游引物序列: 5′-GAA GGT GGC AGT 
GTA CTT GG-3′, 下游引物序列: 5′-CTG TGG GCA 
TTG TAG GGT TT-3′, 扩增产物长度为272 bp。 β-actin
上游引物序列: 5′-GTC CCT CAC CCT CCC AAA 
AG-3′, 下游引物序列: 5′-GCT GCC TCA ACA CCT 
CAA CCC-3′, 扩增产物长度为266 bp。引物由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成。根据实时荧光

定量PCR试剂盒说明书建立反应体系: SYBR Premix 

Ex TaqTM(2×) 12.5 μL, Rox(50×) 0.5 μL, 上、下游引物

(10 μmol/L)各0.5 μL, cDNA模板2 μL, 双蒸水9 μL, 总
体系25 μL。反应条件: 95 ºC 30 s; 95 ºC 5 s, 60 ºC 20 s, 
72 ºC 15 s, 共计40个循环。PCR扩增结束后, 将PCR
产物从55 ºC以0.2 ºC/s的速度升温至95 ºC, 连续读取

荧光值, 由实时荧光定量PCR仪自动绘制熔解曲线。

根据熔解曲线评判PCR反应的特异性, 将反应产物

行1.5%琼脂糖凝胶电泳分析。建立uPA、β-actin的
标准曲线, 通过双标准曲线法计算各组uPA mRNA
的相对表达量。

1.2.5　Western blot检测uPA蛋白表达水平        RIPA
裂解液提取细胞总蛋白, BCA法进行蛋白定量, 常规

处理蛋白样品后电泳、转膜。PVDF膜在封闭液中

封闭1 h后加入一抗, 4 ºC过夜, 二抗37 ºC孵育1 h, 洗
膜后加入发光剂曝光显影成像。

1.2.6　统计学分析        mRNA表达量用均数±标准

差(x–±s)表示, 采用SPSS15.0分析软件进行数据处理

和统计分析。组间比较采用方差分析, 两两比较采

用SNK检验, 以P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1  TM4细胞中uPA mRNA的表达

PCR检测uPA mRNA的表达见图1。电泳结果

显示, TM4细胞中有uPA基因(272 bp)表达, 与小鼠肾

脏组织表达条带一致, 而小鼠肝脏组织无uPA基因表

达。小鼠肝脏、肾脏组织以及TM4细胞中均有内参

基因β-actin(266 bp)表达。

2.2  siRNA最佳转染浓度的筛选

用不同浓度的Cy3-siRNA转染TM4细胞, 转染

24 h后荧光显微镜观察红色荧光(图2), 通过荧光强

M: markerI; T1、T2: TM4细胞; L: 小鼠肝脏; K: 小鼠肾脏; NTC: 无
模板阴性对照。

M: markerI; T1,T2: TM4 cells; L: liver; K: kidney; NTC: negative tem-
plate control.

图1　uPA mRNA在TM4细胞中的表达

Fig.1　Expression of uPA mRNA in TM4 cells
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弱筛选siRNA的最佳转染浓度。结果显示, 20 nmol/L
的Cy3-siRNA转染TM4细胞24 h后仅见微弱的Cy3
红色荧光, 随着转染浓度的增加, 荧光亮度逐渐

增强, 发红色荧光的TM4细胞增多, 以50 nmol/L和
100 nmol/L最为明显。根据Cy3-siRNA转染浓度筛

选实验结果, 选定50 nmol/L作为siRNA的最佳转染

浓度。

2.3  uPA有效干扰序列的筛选

以空白对照组为参照, 三种si-uPA以50 nmol/L
的浓度转染TM4细胞72 h后, 各组uPA mRNA表达改

变见图3。三种si-uPA转染TM4细胞后, uPA mRNA
表达量均较空白对照组明显下降(P<0.05), 而试剂

对照组和阴性对照组uPA mRNA表达无明显改变。

Western blot测定各组uPA蛋白表达见图4。结果显示, 
三种si-uPA对TM4细胞uPA蛋白的表达均有抑制作

用, 以si-uPA1作用最为明显。选择si-uPA1序列作为

后续实验中uPA的有效干扰序列。

2.4  siRNA对TM4细胞uPA mRNA表达的抑制效应

不同浓度si-uPA1转染TM4细胞干扰uPA表达见

图5。结果显示, 转染24 h后, 转染组细胞uPA mRNA

左列为荧光显微镜下观察红色荧光图像, 右列为同一视野下光镜观察图。

Fluorescent images in left panel and light microscopy images in right panel.

图2　不同浓度的Cy3-siRNA转染TM4细胞后的荧光照片(200×)
Fig.2　Images of TM4 cell after transfection with different concentration of Cy3-siRNA(200×)
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的表达均较对照组显著降低, 其中100 nmol/L组抑

制效果最为明显, 抑制率达到70%, 抑制效果强于

30 nmol/L组和50 nmol/L组(P<0.05); 随转染时间的

延长, uPA mRNA表达持续降低, 转染72 h后, 三组细

胞uPA mRNA表达量分别为对照组的53.9%、35.3%
和27.7%, 差异具有统计学意义(P<0.05), 50 nmol/L与
100 nmol/L组抑制效果均高于30 nmol/L组(P<0.05), 
两组之间无显著性差异。时效、量效实验表明, 三
组浓度的si-uPA1在转染24 h后即可抑制TM4细胞

uPA mRNA的表达, 抑制效应持续至72 h; 同一浓度

的si-uPA1在不同时间点内的抑制效应无显著性差

异; 同一时间点内, 抑制效应随转染浓度的增加而增

强, 表现出良好的量效关系。

3   讨论
TM4细胞系源自未成年小鼠睾丸, 由于其既有小

鼠睾丸支持细胞的一般特性又不存在致瘤风险, 自
从1980年由Mather等[8]首次分离建立以来, 就成为

科学家用以研究支持细胞体外功能的特定细胞系。

近年来随着转基因技术的发展, TM4细胞也成为睾

丸组织体细胞相关基因转染的常用宿主细胞[9-10]。

依据美国标准生物品收藏中心对TM4细胞的描述

(http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/Pro-
ductDetails/tabid/452/Default.aspx?ATCCNum=CRL-
1715&Template=cellBiology), 该细胞除分泌视黄

醇结合蛋白、转铁蛋白等物质外, 还表达卵泡刺

激素受体、雄激素和孕激素受体等支持细胞激素

相关受体。对其与纤溶酶原激活因子关系的研究

表明, 组织型纤溶酶原激活因子(tissue-type plasmi-
nogen activator, tPA)为TM4细胞产物之一, 是否有

uPA的分泌和表达尚无文献报道。根据GenBank
数据库中uPA基因表达组织类型的检索结果(http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProfileViewer. 
cgi?uglist=Mm.4183), uPA基因在小鼠肾脏组织表达, 
而肝脏组织不表达。因此, 我们以小鼠肾脏组织和

肝脏组织分别作为阳性和阴性对照, 对TM4细胞中

uPA基因表达情况进行检测。本实验首次验证TM4
细胞存在内源性uPA基因的表达, 为uPA在男性生殖

领域开展细胞水平研究的功能提供了新的思路。

在验证TM4细胞具有内源性uPA表达的基础上, 
我们设计针对uPA的siRNA序列, 瞬时转染TM4细胞

后, 观察比较各组TM4细胞uPA mRNA和蛋白表达

情况, 结果显示, 三种si-uPA均能抑制TM4细胞中uPA 
mRNA的表达, 与空白对照组比较具有显著性差异。

通过Western blot对uPA蛋白的检测, 确定si-uPA1的
抑制作用较其他两条干扰序列更为明显。本实验表

*P<0.05, 与空白对照组比较; ▲P<0.05, 与30 nmol/L组比较; ◆P<0.05, 

与50 nmol/L组比较。

*P<0.05 vs blank control; ▲P<0.05 vs 30 nmol/L group; ◆P<0.05 vs 
50 nmol/L group.

图5　转染24, 48, 72 h后, 不同浓度组si-uPA1的uPA mRNA
相对表达量的比较

Fig.5　Comparison of uPA mRNA expression after transfec-
tion with different concentrations of si-uPA1 for 24, 48, 72 h

*P<0.05.

图3　50 nmol/L的si-uPA转染72 h后各组uPA mRNA
表达比较  

Fig.3　Relative expression of uPA mRNA after transfection 
with 50 nmol/L si-uPA for 72 h

图4　50 nmol/L的si-uPA转染72 h后各组uPA蛋白表达比较

Fig.4　Expression of uPA protein after transfection with
 50 nmol/L si-uPA for 72 h 
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明, 针对同一靶基因不同靶点设计的siRNA干扰效

应存在一定差异。尽管很多研究通过对siRNA效能

与mRNA靶点二级结构的关系进行探讨, 总结得出

众多siRNA设计原则, 但由于mRNA的高级结构、局

域性调节蛋白以及转录本亚细胞定位的不同[11]等因

素的影响, 仅凭序列统计学方法推测[12]或siRNA氢

键能量分布[13]所得的siRNA序列仍然存在局限性。

同一靶基因的不同siRNA是否有效以及干扰效应的

评估, 必须通过实验进行验证, 即对候选siRNA进行

筛选, 才能获得最佳干扰效应的siRNA序列。

通过对si-uPA1的时效量效实验, 我们对siRNA
抑制TM4细胞uPA基因表达的干扰效应进行了初步

观察。结果显示, siRNA对uPA的抑制效应在转染后

24 h后即出现, 可一直持续至72 h。siRNA作用期

间, 抑制效应随时间的延长而增强。虽然目前研究

认为, 导入体内的化学合成siRNA由于半衰期短, 无
法对靶基因产生长期沉默效应。本实验中瞬时转

染的siRNA仍然显示出良好的抑制效果, 在实验观

察时段内有效的抑制了靶基因的表达。另一方面, 
量效实验结果显示, 相同时间点内, 100 nmol/L组
siRNA的抑制效果远高于30 nmol/L组; 转染24 h和
48 h时, 50 nmol/L组的抑制效果与30 nmol/L组无差

异, 而在转染72 h后, 50 nmol/L组的抑制效果接近

于100 nmol/L组, 高于30 nmol/L组。这表明, RNAi
的抑制效果与siRNA剂量存在明显正相关, siRNA
剂量越大, 干扰效果越强, 在一定剂量范围内, 高浓

度的siRNA干扰效应较快达到“平台期”, 其抑制靶

基因表达的作用没有早期明显。虽然本实验未能

将RNAi作用时间点延伸至干扰效应消失, 但推测随

RNAi作用时间的延长, siRNA抑制效果渐趋平缓后

下降, 靶基因的表达在达到抑制高峰后会逐渐恢复。

综上, 本实验成功筛选出uPA基因的有效干扰

序列, 为后续构建RNAi载体提供了前提条件。同时, 
通过si-uPA1的时效量效实验, 对siRNA抑制TM4细
胞uPA基因表达的干扰效应进行了初步观察, 表明

TM4细胞中uPA基因的表达可受到siRNA的抑制, 为
uPA基因的诱导调控奠定了理论基础。
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Inhibition of uPA Expression with siRNA in Mice Sertoli Cells

Hu Lian, Liu Yan, Li Honggang, Xiong Chengliang*
(Family Planning Research Institute, Center of Reproductive Medicine, Tongji Medical College, 

Huazhong University of Science and Technology, Wuhan, 430030, China)

Abstract        The aim of our study is to analyze the suppressive effects of siRNA targeting uPA gene (si-
uPA) in uPA expression in mice sertoli cell line (TM4 cells). 3 different sequences of si-uPA were transfected into 
TM4 cells to screen the effective si-uPA. The inhibition of uPA expression was observed at various time points after 
transfection with the effective si-uPA in three different concentration (30, 50, 100 nmol/L). The results showed that 
the proper concentration of  transfection for TM4 cells was 50 nmol/L. Among the three si-uPA, si-uPA1 had best 
suppressive effect. After transfection of si-uPA1 into TM4 cells, the decrease of uPA mRNA expression was ob-
served in all three groups at 24 h, and the suppressive rate reached 70% in 100 nmol/L group, which was much ob-
vious than those in 30 nmol/L and 50 nmol/L groups (P<0.05). The relative expression of uPA reduced steadily with 
the extension of transfection. At 72 h after transfection, the uPA mRNA in those three groups were 53.9%, 35.3% 
and 27.7%, respectively, compared with those in blank control (P<0.05). In this study, the effective sequence of 
siRNA targeting uPA gene was screened from three candidates and the inhibition effect continued to 72 h. The sup-
pressive effects of the same siRNA concentration showed no significant differences when detected at different time 
points, while variant concentration of siRNA inhibited the expression of uPA gene in a dose-dependent manner.

Key  words        uPA; RNA interference; siRNA; TM4 cells; gene expression
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