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人前列腺癌PC3细胞Bloom解旋酶基因干扰载体的构建
罗 1,2   许厚强2*  刘忠伟2,3  段志强2  赵佳福1,2  吴  萍1  陈  福1

(1贵州大学生命科学学院, 贵阳 550025; 2贵州大学动物科学学院高原山地动物遗传育种与繁殖教育部重点实验室, 
贵阳 550025; 3贵州大学农学院, 贵阳 550025)

摘要      通过RNAi技术干扰人前列腺癌PC3细胞Bloom(BLM)解旋酶基因的表达。实验前期

根据BLM解旋酶基因序列设计并合成两对shRNA, 插入到CMV-copGFP-T2A-Puro-H1-mcs载体, 构
建针对BLM解旋酶基因的重组干扰载体CMV-copGFP-T2A-Puro-H1-mcs-BLM1、CMV-copGFP-
T2A-Puro-H1-mcs-BLM2。经测序载体构建成功后，用脂质体将所构建的载体及阴性对照载体转染

前列腺癌PC3细胞, 通过荧光定量PCR和Western blot检测转染细胞的BLM解旋酶表达情况。检测

结果显示, 成功构建了BLM解旋酶RNAi真核表达载体; 利用脂质体转染PC3细胞后, 荧光定量PCR
和Western blot鉴定结果表明, BLM解旋酶的表达水平显著降低, 即Bloom RNAi真核表达载体在

mRNA和蛋白质水平阻断了BLM解旋酶的表达。
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Construction of RNAi Vectors for RNA Interference of Bloom Helicase 
Gene in Human Prostate Cancer PC3 Cells
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Abstract       RNA interference (RNAi) technology was used in this research for the sake of down-regulating 
the expression of Bloom helicase in human prostate cancer PC3 cells. At the early stage of the experiment, vectors 
capable of producing short hairpin RNA (shRNA) molecule for Bloom helicase were constructed using the mamma-
lian expression plasmid vector CMV-copGFP-T2A-Puro-H1-mcs. After the vectors were successfully constructed 
and confirmed by DNA sequencing, the PC3 cells were transfected with the constructed positive and negative RNAi 
vectors. Real-time fluorescence quantitative PCR (RTFQ PCR) and Western blot were used to examine the mRNA 
and protein levels in the transfected PC3 cells. The results indicated that the Bloom helicase mRNA and protein lev-
el decreased significantly after tranfection of the positive vectors in PC3 cells, while in negative plasmid transfected 
PC3 cells, Bloom helicase expression remained the same level as the normal cells. These data suggested that Bloom 
helicase expression could be inhibited by shRNA transfectants in PC3 cells at mRNA and protein levels.
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Bloom(BLM)解旋酶是RecQ家族中的一个重

要的组成成员,它参与了DNA的复制、重组等细

胞代谢过程, 在维持端粒和染色体的稳定性中也

发挥着重要作用。BLM解旋酶基因的突变可导致

Bloom综合征的发生[1]。Bloom综合征是一种罕见

的隐性常染色体遗传疾病, 患者不仅遗传不稳定, 
并且易患多种类型癌症[2-3]。根据本实验室前期的

研究发现, 在前列腺癌细胞中BLM解旋酶普遍高

表达, 即BLM解旋酶基因的高表达会导致前列腺

细胞的癌变[4], 并且通过体外对BLM解旋酶的药物

实验发现, 某些药物(如甘草次酸等)可以抑制BLM
解旋酶的活性, 从而阻碍BLM解旋酶与DNA的结

合[5]。

RNA干扰 (RNA interference, RNAi)是近年来广

泛使用的基因沉默技术, 是由双链RNA引起的序列

特异性基因沉默。RNAi具有明显的特异性和高效

性特征, 与其他方法相比, RNAi技术在基因功能研

究上具有异于其他基因沉默技术的优点: 容易开

展、简单易行、实验周期短、成本低。小分子干扰

RNA(small interfering RNA, siRNA)的合成方法有几

种, 目前化学合成的siRNA虽然可以高效特异性地

抑制外源性和内源性基因的表达, 但是由于不稳定

在人体内很容易被降解, 导致RNA干扰作用只是瞬

时作用。于是, 基于DNA载体的RNAi重组载体在体

内表达siRNA的技术便发展了起来。多数siRNA表

达载体依赖三种RNA聚合酶III启动子(polIII)中的一

种, 操纵一段短发夹RNA(short hairpin RNA, shRNA)
在哺乳动物细胞中表达。RNAi载体的构建需要两

段编码短发夹RNA序列的DNA单链经退火克隆到

相应载体中polIII启动子下游, 同时需要经过测序以

保证克隆的序列正确。本文拟构建RNAi载体对前

列腺癌PC3细胞中BLM解旋酶基因表达进行抑制研

究, 为随后探明BLM解旋酶基因表达抑制后的PC3
细胞的生物学作用奠定基础。

1   材料与方法
1.1   材料 

前列腺癌PC3细胞为中国科学院上海细胞库购

买, 本实验室传代保种, 具体方法为: 使用含有10%
血清、100 μL/mL卡那霉素、100 μL/mL氨苄霉素

的DMEM/F12培养基, 于37 °C、5% CO2的条件下

培养, 待细胞密度长至80%左右经胰蛋白酶消化, 使
用含有DMSO的冻存液冻存保种。空载体(CMV-
copGFP-T2A-Puro-H1-mcs)购自广州辉骏公司; 大肠

杆菌DH5α为本实验室制备保存; BamH I和EcoR I限
制性核酸内切酶从生工生物工程有限公司购买; T4
连接酶购自宝生物工程(大连)有限公司; RNA提取

试剂盒、反转录试剂盒、荧光定量PCR试剂盒、细

胞裂解液、BCA蛋白定量试剂盒均购自康为世纪生

物技术有限公司; Western blot试剂盒购自碧云天碧

云天生物技术有限公司; 一抗和二抗分别购自Life
和Abcam公 司; LipofectamineTM 2000购自Invitrogen
公司; OPTI-MEM培养基购自Gibco公司。

1.2   方法

1.2.1   Bloom-shRNA序列的设计合成      根据NCBI
上BLM解旋酶基因的靶序列, 按照shRNA的设计原

则, 由上海吉玛公司设计合成两条针对BLM解旋酶

基因的DNA模板, 其序列为: BamH I酶切位点、21 nt
正义链、9 nt成环结构、21 nt反义链、RNA酶III转
录终止位点(6个T)、EcoR I酶切位点。阴性对照序

列为: BamH I酶切位点、21 nt打乱顺序正义链、9 nt
成环结构、21 nt打乱顺序反义链、RNA酶III转录终

止位点(6个T)、EcoR I酶切位点。模板序列和阴性

对照经BLAST比对均确认与BLM解旋酶以外的已

知人类基因无同源性(表1)。
1.2.2   表达载体的构建      将合成的寡核苷酸片段

退火并用BamH I和EcoR I双酶切, 然后与同样经

BamH I和EcoR I双酶切并经过琼脂糖凝胶纯化的载

体(带有绿色荧光标签)进行连接, 连接产物转化到

表1  两条干扰序列及一条阴性对照

Table 1  Two interference vectors and one negative control

名称                           序列

 Name                         Sequences 

 shRNA-1                    5′-GCA GCG ATG TGA TTT GCA TCG TTC AAG AGA CGA TGC AAA TCA CAT CGC TGC TTT TTT G-3′  
 shRNA-2                    5′-GCT TCA GCA GCG GAA CAT AAG TTC AAG AGA CTT ATG TTC CGC TGC TGA AGC TTT TTT G-3′
 Negative control        5′-CGG AGC TAT GAG TTG TAC CTG TTC AAG AGA CAG GTA CAA CTC ATA GCT CCG CTT TTT TG-3′                                                        
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DH5a感受态细胞中, 涂板过夜培养, 并挑取单菌落

进行培养, 提取质粒进行酶切鉴定。通过DNA测序

来确定阳性克隆。

1.2.3   表达载体转染PC3细胞      将PC3细胞按

1×105/孔的数量转种于24孔培养板, 添加DMEM/
F12培养液(含10%胎牛血清、100 μL/mL卡那霉素、

100 μL/mL氨苄霉素), 37 °C、5% CO2培养细胞密

度至80%左右, 分别用重组载体、阴性对照及空载

体转染PC3细胞, 以未转染重组载体的PC3细胞为未

转染对照组。各转染组每孔载体用量为1.25 μL, 脂
质体用量为2 μL。载体和脂质体分别用无血清的

OPTI-MEM稀释。转染后6 h更换为含10%胎牛血清

无抗生素的DMEM/F12培养液。转染24~48 h后于

荧光倒置显微镜下观察转染效率。

1.2.4   RTFQ PCR检测mRNA水平      转染48 h后按

康为公司RNA提取试剂盒说明书进行细胞总RNA
的提取。取5.0 μL总RNA, 按照逆转录试剂盒说明

书进行cDNA合成反应, 将逆转录生成的各组cDNA
稀释相同倍数, 使每组浓度至大约10 ng/μL, 之后进

行实时荧光定量PCR检测。利用Primer 5.0软件设

计BLM上下游引物。上游引物序列为: 5′-CCA GCC 
TCC CAA AGG TCT AAG-3′, 下游引物序列为: 5′-
TGC TAT TGG CTC CTG ATG TCG-3′, 扩增片段大

小约100 bp。以β-actin基因为内参基因, 上游引物序

列为: 5′-CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT-3′, 
下游引物序列为: 5′-AGC CTT CTC GAT GGT GGT 
GAA GAC-3′, 扩增片段大小为300 bp左右。扩增体

系具体为: SYBR 10 μL、上游引物0.4 μL、下游引物

0.4 μL、cDNA 4 μL, 加水补足到20 μL。扩增条件

为: 95 °C预变性3 min, 95 °C变性10 s, 57 °C退火30 s, 
72 °C延伸30 s, 共40个循环; 每次循环后于95 °C收集

荧光信号, 将产物从55 °C升温至95 °C, 温度每升高

0.5 °C读1次荧光值。每组设4个复孔, 实验重复3次
以上, 以β-actin作为参照, 计算Ct均值, 应用相对定

量法ΔΔCt进行定量分析。

1.2.5   Western blot检测蛋白质水平      收集转染72 h
后的PC3细胞使用细胞裂解液将各组细胞裂解, 4 °C 
12 000 r/min离心5 min, 取上清。BCA法测定蛋白质浓

度, 调整蛋白质浓度与体积, 将蛋白质定量至50 μg, 每
组蛋白质中均加入蛋白体积1/4体积的上样缓冲液, 
混匀煮沸5 min, 冷却后SDS-PAGE电泳, 转PVDF膜, 脱
脂奶粉封闭。加入一抗(兔抗人BLM), 4 °C 过夜, TBST 

洗膜3次, 加入二抗(羊抗兔)孵育1 h, TBST洗膜3次, 
加入Super Signal发光液, Bio-Rad成像系统成像分

析。每组实验重复4次。 
1.2.6   统计学处理      应用SPSS 19.0软件进行分析, 
实验数据以x

_
±s(平均数±标准差)表示, 两组以上数据

采用方差分析, P<0.05为差异具有统计学意义。

                                     

2   结果
2.1   干扰BLM解旋酶基因重组载体的构建及鉴定

挑取单菌落摇菌提取质粒, 将重组质粒于1%琼

脂糖凝胶电泳鉴定, 结果在8 000 bp处出现重组质粒

M: DNA marker; 1: shRNA-1; 2: shRNA-2; 3: 阴性对照; 4: 空载体。

M: DNA marker; 1: shRNA-1; 2: shRNA-2; 3: negative control; 4: empty 
vector. 

图1  重组载体克隆后鉴定

Fig.1  Electrophoresis detection of recombinant vectors
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M: DNA marker; 1: shRNA-1; 2: shRNA-2; 3: 阴性对照; 4: 空载体。                                         
M: DNA marker; 1: shRNA-1; 2: shRNA-2; 3: negative control; 4: empty 
vector.                                                                             

图2  重组载体酶切后鉴定

Fig.2  The digested results of the recombinant vectors

M 1 2 3 4

10 000

8 000
6 000
5 000
4 000
3 000

bp



1500 · 研究论文 ·

条带。由于质粒为环状的所以有拖带现象(图1), 为
进一步确认质粒, 分别用BamH I和EcoR I将质粒双酶

切。然后进行电泳, 结果表明, 在约7 800 bp处出现空

载体的片段, 由于此电泳所用的胶浓度为1%, 而目的

片段太小, 与载体差距太大未能显示(图2)。将鉴定为

阳性的克隆菌液送上海英骏公司进行测序。DNA测

序结果显示, 所构建的两个干扰载体及一条阴性对

照均含有所设计的目的片段, 其序列与设计的靶向

寡核苷酸序列完全一致(图3), 进一步证实目的片段

已正确插入载体, 干扰BLM解旋酶基因重组载体构

建成功。

2.2   BLM解旋酶基因重组载体转染效率的检测

重组载体、阴性对照及空载体转染PC3细胞后

24 h在荧光倒置显微镜下观察细胞发光情况, 发现

被转染后的细胞发出绿色荧光(图5), 表明构建的重

组载体成功转入PC3细胞中。       
2.3   RNA干扰后, PC3细胞BLM解旋酶mRNA水

平的变化

转染siRNA 48 h后, shRNA-1和shRNA-2两实验

组的mRNA水平与空白组相比明显要低, 基因沉默

的效率分别为51%和72%, 差异极显著(P<0.01), 具
有统计学意义。而阴性对照组和空载体组与空白对

1

2

3

1: shRNA-1; 2: shRNA-2; 3: 阴性对照测序结果。

1: shRNA-1; 2: shRNA-2; 3: negative control.
图3  重组载体测序结果

Fig.3  The sequencing results of the recombinant vectors

图4  正常光下转染后的PC3细胞   
Fig.4  PC3 cells after being transfected with recombinant 

vectors observed under the normal light   

50 μm

图5  荧光显微镜下转染重组载体后的PC3细胞

Fig.5  PC3 cells after being transfected with recombinant 
vectors observed under the  fluorescence microscope

50 μm
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照组相比均没有明显变化, 差异不显著(P>0.05), 无
统计学意义(图6和表2)。 
2.4   RNA干扰后PC3细胞BLM解旋酶蛋白质水

平的变化

各重组质粒转染PC3细胞72 h后, 各组细胞BLM
解旋酶蛋白质水平发生变化。shRNA-1和shRNA-2
组BLM解旋酶蛋白质水平与空白组相比明显降低, 
阴性对照组和空载体组与空白组相比差别均较小

(图7), 表明RNAi载体有效地抑制了前列腺癌PC3细
胞中BLM解旋酶蛋白质的水平。 

3   讨论
近年来, 围绕以RecQ解旋酶家族为潜在药物靶

标的基础研究越来越为国际广大科研工作所重视[7-8]。

认识这类酶的结构、功能及其致病的分子基础以便

开展与癌症发生有关的BLM解旋酶的致病机理的

基础研究, 对进一步认识该酶家族在癌症生物学中

的作用非常有帮助, 以此为契机的基因治疗为包括

肿瘤在内的多种人类疾病提供新的治疗靶点, 为抗

癌药物的开发提供新的途径和策略[9-10]。

RNAi指在进化过程中由双链RNA(double-strand-

ed RNA, dsRNA)诱发的、高度保守的、同源 mRNA
高效特异降解的现象[11-12]。RNAi技术可靶向剔除

或阻碍特定基因的表达, 由于其具有特异性、高效

性等特点[13], 在国际上已被广泛用于检索基因功能、

恶性肿瘤的基因治疗等领域[14]。

本实验采用RNAi技术, 以BLM解旋酶基因为

靶基因, 设计并构建两条能够在细胞内表达并靶向

针对BLM解旋酶基因的siRNA表达载体, 应用脂质

体法转入前列腺癌PC3细胞中。通过荧光定量PCR
和Western blot检验重组干扰载体对PC3细胞中BLM
解旋酶基因和蛋白表达的影响, 结果表明, 重组干

扰载体在mRNA和蛋白水平可有效抑制PC3细胞中

BLM解旋酶基因的表达, 为临床基因靶向治疗前列

腺癌奠定了良好的基础。
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图6   转染各重组载体的PC3细胞中BLM解旋酶基因mRNA水平

Fig.6   The mRNA levels of Bloom helicase gene in PC3 cells 
transfected with different  recombinant vectors
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表2  各组重组载体转染细胞后细胞mRNA水平的对比 
Table 2  The contrast of BLM helicase gene mRNA level in PC3 cells transfected with  recombinant vectors  
名称                    shRNA-1                  shRNA-2                阴性对照                      空载体                    空白组

 Name                  shRNA-1                  shRNA-2                Negative control           Empty vector           Blank

ΔΔCt                   1.01                          1.74                         –0.27                              –0.03                       0
2–ΔΔCt                       0.49                          0.28                         0.83                              0.92                        1.00
x
_
±s                       0.49±0.01                 0.28±0.02                0.83±0.02                      0.92±0.16              1.00±0.00

x
_
表示各重复组2–ΔΔCt的平均数, s表示标准差。

x
_
 indicated the average number of 2–ΔΔCt for each group and s indicated the standard deviation.

图7   各组重组质粒转染细胞后其BLM解旋酶蛋白质水平

Fig.7   Bloom helicase protein level of PC3 cells transfected 
with recombinant vectors
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