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基于小鼠MMP-9基因的siRNA的筛选
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摘要      通过GenBank数据库检索, 基于小鼠MMP-9基因设计特异性的siRNA干扰靶点, 克隆

至pGCsi-U6/Neo/GFP载体中, 使用PEI衍生物包裹, 转染小鼠黑色素瘤B16细胞, 流式细胞仪和激光

扫描共聚焦显微镜分析细胞转染情况, RT-PCR检测24, 48 h后MMP-9基因转录水平变化, 筛选最佳

的重组质粒和干扰靶点。结果显示: 成功设计和构建了3个MMP-9-siRNA干扰质粒, 3个重组质粒

对B16细胞的转染率分别为60.04%、63.93%和56.27%, 且3个重组质粒均能有效干扰B16细胞MMP-
9 mRNA的表达, 其中MMP-9-siRNA-2干扰效率最高(63%), 可持续干扰MMP-9基因表达。这些结

果提示, MMP-9-siRNA-2为沉默小鼠黑色素瘤细胞MMP-9基因最优的siRNA重组质粒。
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肿瘤的侵袭和转移是肿瘤患者死亡的主要原

因, 而恶性肿瘤发生侵袭和转移早期的重要事件就

是对细胞外基质(extra cellular matrix, ECM)的降解。

基质金属蛋白酶(matrix metallo-proteinase, MMPs)是一

类能够有效降解基底膜和ECM的蛋白家族, MMP-9
作为MMPs家族的主要成员, 也叫明胶酶B, 是一个

分子量为92 kDa的蛋白, 它能降解ECM的主要成分

IV型胶原酶, 破坏肿瘤周围的基质和基底膜屏障, 刺
激肿瘤细胞穿过胞外基质进行侵袭和转移[1-2], 甚至

参与调节肿瘤血管发生[3-4]。因此, MMP-9在肿瘤的

发生、发展中至关重要, MMP-9基因是肿瘤靶向基

因治疗的一个关键靶点。为此, 本文根据MMP-9基
因序列, 选取3个干扰靶点, 设计并合成3个siRNA序

列, 将其克隆至以GFP为报告基因的pGensil-1质粒

上, 构建重组质粒MMP-9-siRNA, 转入B16细胞, 通
过流式细胞仪和激光扫描共聚焦显微镜分析转染情

况, 以实时定量RT-PCR检测MMP-9基因表达水平, 
筛选特异性沉默MMP-9基因的干扰质粒。

1   材料与方法
1.1  材料

pGensil-1质粒载体、DH5α和引物合成(上海吉

凯基因科技有限公司); 总RNA提取试剂盒(离心柱

型)、Quant cDNA第一链合成试剂盒、2×Taq PCR 
MasterMix、50 bp DNA Ladder、Marker Ш、Load-
ing Buffer和Real MasterMix(SYBR Green)均购自天根

生化科技(北京)有限公司; E.N.Z.A HP Plasmid Mini 

Kit I(Omega公司, 美国); GenEscortII基因转染试剂

(南京慧基生物技术有限公司); RPMI-1640、胎牛血

清和胰蛋白酶购自Hyclone公司; 小鼠黑色素瘤B16
细胞购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞

库。

1.2  siRNA重组质粒的设计与构建

在GenBank中搜索小鼠MMP-9 mRNA序列, 寻
找合适的靶位点, 用上海吉凯基因化学技术有限公

司siRNA设计软件设计并合成相应的siRNA序列, 
将合成的siRNA序列和质粒分别经双酶切后, 连接

构建重组质粒; 另外, 在保证和靶mRNA没有同源

性的基础上, 根据碱基错配原则设计一条阴性对照

siRNA序列(NC)。siRNA序列合成、重组质粒构建

均委托上海吉凯基因化学技术有限公司完成。

1.3  siRNA重组质粒转染B16细胞

将构建好的重组质粒转染B16细胞, 实验按重

组质粒分组, 设阴性对照组和正常B16细胞的空白

组, 每组设3个复孔, 24 h和48 h作为两个转染后观

察时间点。取对数生长期B16细胞, 以24 h检测点约

4×105/孔, 48 h检测点约2×105/孔接种六孔板(Costar
公司), 每孔加2 mL含10%胎牛血清的RPMI-1640培
养基, 37 ºC、5% CO2、相对湿度95%, 培养24 h至细

胞稳定贴壁生长后, 按照GenEscortII转染试剂说明
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书操作, 将各组重组质粒包裹后转染B16细胞。转

染24 h后, 收集2×106个细胞, 流式细胞仪(Bection-
Dickinson, 美国)检测细胞转染率; 转染48 h后TCS 
SP2型激光扫描共聚焦显微镜(Leica, 德国)观察细胞

形态及荧光表达情况。

1.4  实时定量RT-PCR测定MMP-9基因的表达变化

收集转染后24 h和48 h的各组细胞, 参照总RNA
提取试剂盒(离心柱型)实验步骤提取总RNA, 将提

取的总RNA用RNase-free ddH2O溶解, –80 ºC保存。

用quant cDNA第一链合成试剂盒合成cDNA, 以Real 
MasterMix(SYBR Green)进行实时定量RT-PCR分析,  
β-actin为分子内参, 引物由上海吉凯基因化学技术

有限公司合成。MMP-9(249 bp)上游引物: 5'-ACA GCC 
AAC TAT GAC CAG-3', 下游引物: 5'-TGC CAC CAG 
GAA CAG G-3'; β-actin(263 bp)上游引物: 5'-GAG 
ACC TTC AAC ACC CCA GC-3', 下游引物: 5'-ATG 

TCA CGC ACG ATT TCC C-3'。PCR反应条件为: 95 ºC
预变性1 min; 95 ºC变性10 s, 60 ºC退火30 s, 68 ºC延伸

60 s采集荧光, 循环45次; 95 ºC保温1 min, 以0.4 ºC/s的
间隔从68 ºC到95 ºC读板, 获得融解曲线。独立重复

实验3次, 数据以平均值±标准差表示, 使用SPSS17.0
软件进行统计分析, 结合2-DDCt计算方法显示各组的

基因表达水平。

2   结果
2.1  siRNA干扰序列及重组质粒构建

见表1, 根据小鼠MMP-9基因序列(NM_013599.2)
选择了三个靶位点, 针对这些靶位点设计了3对siRNA
序列。将所有的序列分别插入pGensil-1载体U6 Pro-
moter和CMV Promoter之间的多克隆位点, 获得的重 
组质粒分别命名为: MMP-9-siRNA-1、MMP-9-siRNA-2
和MMP-9-siRNA-3。载体图谱如图1。

表1　根据siRNA靶位点所设计的shRNA寡聚核苷酸序列

Table 1　shRNA oligonucleotides designed according to the siRNA target sites
组别 shRNA序列

Groups shRNA sequnences
MMP-9-1 5'-AAG GAC GGC AAA TTT GGT TTC TTC AAG AGA GAA ACC AAA TTT GCC GTC CTT-3'
MMP-9-2 5'-GAC TAC GAT AAG GAC GGC AAA TTC AAG AGA TTT GCC GTC CTT ATC GTA GTC-3'
MMP-9-3 5'-GAC CAT CAT AAC ATC ACA TAC TTC AAG AGA GTA TGT GAT GTT ATG ATG GTC-3'

方框部分代表发卡结构。

Box represents the hairpin structure.

2.2  siRNA重组质粒转染B16细胞

从图2可见, 流式细胞仪测定的各组转染率分别 

为MMP-9-siRNA-1组60.04%±3.83%, MMP-9-siRNA-2 
组 63.93%±0.51%, MMP-9-siRNA-3 组 56.27%± 
0.94%, NC组55.84%±1.52%, 与空白对照组(0.06%± 
0.01%)比较差异显著, 具有统计学意义(P<0.05), 质
粒转染效率较高。激光扫描共聚焦显微镜观察各组

图1　pGCsi-U6/Neo/GFP/shRNA质粒载体

Fig.1　pGCsi-U6/Neo/GFP/shRNA plasmid vector

*P<0.05, 与对照组比较。结果以mean±SD表示, n=3。
*P<0.05 vs control. Data are represented as mean±SD, n=3.

图2　流式细胞仪测定各组重组质粒转染率

Fig.2　Transfection efficiency of each group analyzed by FCM
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细胞形态良好且均有较强的绿色荧光表达(图3)。
2.3  siRNA干扰对MMP-9 mRNA表达的影响

实时定量RT-PCR检测干扰24 h和48 h后各组的

MMP-9 mRNA表达水平的变化, 判断对MMP-9基因

的下调情况。与阴性对照组比较, 细胞转染24 h后, 
MMP-9-siRNA-1和MMP-9-siRNA-2组细胞基因下

调比例分别为70%、32%(P<0.05), 而MMP-9-siRNA-3
组与对照组相比差异无统计学意义(P>0.05); 转染

48 h后 , MMP-9-siRNA-1、MMP-9-siRNA-2和MMP-
9-siRNA-3各组细胞MMP-9基因水平均有不同程度的

下调, 其中MMP-9-siRNA-2干扰效率可达63%(图4)。

3   讨论
RNA干扰(RNA interference, RNAi)是由与目的

基因同源的双链RNA诱导的转录后基因沉默现象。

其作用机制是通过导入外源或内源性双链RNA, 引
起生物体或细胞内同源mRNA降解, 从而可有效导

致外源性以及内源性基因的沉默[5]。RNAi具有高

效性、高特异性、ATP依赖性和可传播性, 即沉默

效应可以在不同细胞甚至生物体间长距离传递和维

持, 并可传递给子一代[6-7]。RNAi能特异性地剔除或

者沉默特定的基因, 已经广泛地应用于脊椎动物和

无脊椎动物基因功能分析[8-9], 以及恶性肿瘤的靶向

基因治疗研究[10-11]。

本文设计和构建了3个siRNA重组质粒, 采用一

种由可生物降解的分枝状PEI衍生物与其它组分复

合而成的GenEscortTMII转染试剂转染B16细胞, 有效

地提高了转染率, 保证了干扰效率。转染B16细胞后

流式细胞仪检测各实验组均有较高的转染效率, 其
中以MMP-9-siRNA-2为最高(63.93%)。为更准确地

反应重组质粒的转染情况, 本文采用激光扫描共聚

焦显微镜进行逐点、逐行、逐面快速扫描成像, 而非

普通的荧光显微镜, 从图3可以看出细胞形态良好, 高
表达绿色荧光, 表明各组质粒成功转染。比较各重组

质粒实时定量RT-PCR结果可以看出MMP-9-siRNA-1
和MMP-9-siRNA-2对MMP-9基因的下调比例较高, 
在24 h时, MMP-9-siRNA-1干扰效率为70%, MMP-9-

A,E: MMP-9-siRNA-1组; B,F: MMP-9-siRNA-2组; C,G: MMP-9-siRNA-3组; D,H: NC组。

A,E: MMP-9-siRNA-1 group; B,F: MMP-9-siRNA-2 group; C,G: MMP-9-siRNA-3 group; D,H: NC group.

图3　各组siRNA质粒转染细胞的白光和荧光图(LSCM, 200×)
Fig.3　Fluorescent and white light images of transfected cells in each siRNA group(LSCM, 200×)

*P<0.05, #P<0.05, 与NC组比较。

*P<0.05, #P<0.05 vs NC group.

图4　各组siRNA质粒转染细胞的MMP-9 mRNA表达水平

Fig.4　MMP-9 mRNA levels of transfected cells in each 
siRNA group
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siRNA-2在48 h时具有最高干扰效率63%, 一般认为, 
RNAi的对基因的靶向沉默在48 h达到mRNA水平下

调的高峰[12-13], 而MMP-9-siRNA-2从24 h到48 h表现

出持续的干扰效力并呈现出上升趋势。本文采用瞬

时转染法转染B16细胞, 转染效率虽较低, 但抑制效

率可达63%, 表明转染细胞的实际有效干扰率远远

高于63%。综合而言, MMP-9-siRNA-2干扰质粒为

最优重组质粒。

本实验成功构建并筛选出了针对小鼠B16细胞

MMP-9的干扰质粒, 为进一步研究MMP-9基因沉默

后对B16细胞侵袭和迁移力的影响, 以及通过在动

物实验模型上的研究, 从而揭示MMP-9在恶性肿瘤

发生及转移中的作用和意义, 为肿瘤的分子治疗奠

定了基础。
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Construction and Screening of siRNA Recombinant Plasmids for Mouse 
MMP-9 Gene Silencing

Tang Zhaoyong1#, Liu Yang2#, Liu Longxing1, Fang Liaoqiong1*

(1College of Biotechnology, Southwestern University, Chongqing 400716, China; 2Center for Disease Control and Prevention, Lanzhou 
Military Area Command of Chinese People's Liberation Army, Lanzhou 730000, China)

Abstract        Specific siRNA interference target sites were designed according to the sequence of mouse 
MMP-9 gene in GenBank, and oligonucleotides were synthesized and inserted into pGCsi-U6/Neo/GFP plasmid 
to constitute the recombinant plasmids, the siRNA recombinant plasmids were transfected into B16 cells by PEI 
derivative, which was confirmed by flow cytometry and laser scanning confocal microscope observation, and the 
interfering efficiency was evaluated by Real-time quantitative RT-PCR analysis. The results showed that three 
MMP-9-siRNA interference plasmids were designed and constructed successfully. Transfection efficiency of the 
three MMP-9-siRNA recombinant plasmids were 60.04%, 63.93% and 56.27%, respectively, and the expression of 
MMP-9 mRNA in B16 cells was effectively down-regulated. The MMP-9-siRNA-2 had the highest interference ef-
ficiency (63%) and persistent interference. The results suggested that MMP-9-siRNA-2 is the optimal recombinant 
plasmid for silencing MMP-9 gene of mouse B16 cell. 
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