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ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒的构建技巧
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　　携带 ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒的慢病毒宿主范围广，能感染分裂期与非分裂期细胞，转染效率高，ｓｈＲＮＡ在宿主细

胞中能高效、长期稳定地表达，因此ｓｈＲＮＡ慢病毒载体正被越来越广泛地应用于ＲＮＡｉ研究和疾病治疗中。然而，

ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒设计的合理性直接影响ＲＮＡｉ的效果。构建 ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒时综合利用多种设计和构建技

巧，包括合理选择与靶基因同源的特异性核苷酸序列并作适当改变，以及选择合适的 ｌｏｏｐ核苷酸序列等都将大大

提高ｓｈＲＮＡ抑制靶基因表达的效果。这些方法对 ｓｈＲＮＡ的设计和 ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒的构建具有重要的参考和

指导意义。

　　ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是利用序列特异性的、与靶基因同源的双链 ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄＲＮＡ，

ｄｓＲＮＡ）对靶基因转录后的ｍＲＮＡ的分解，从而抑制靶基因表达的一种转录后基因沉默现象［１］。ＲＮＡｉ现象最初是

由Ｆｉｒｅ等［２］研究线虫时发现的；此后，ＲＮＡｉ的研究取得了突飞猛进的发展。由于ＲＮＡｉ抑制靶基因表达具有特异

性强、快速、高效等优点，现已被广泛应用于基因功能分析、细胞内信号转导通路研究，以及抗肿瘤、抗病毒和基因

治疗中［３７］。最初的ＲＮＡｉ实验采用体外合成小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ））的方法，但存在费用昂

贵、转移到细胞内的ｓｉＲＮＡ半衰期短、其本身不能持久性表达、对靶基因表达的抑制作用短暂等缺点，从而使其应

用受到较大的限制。而将小发卡状ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）载体导入细胞后，能在细胞内稳定地转录生

成ｓｈＲＮＡ，并进一步加工生成靶基因特异性ｓｉＲＮＡ，因此可以发挥长期抑制靶基因表达的作用。

　　普通的ｓｈＲＮＡ非病毒性载体虽可转染到周期性分裂期细胞中，但几乎无法将其转染到非分裂期细胞、原代细

胞、未分化细胞以及人和动物个体中去。而利用病毒包括腺病毒（ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ）、逆转录病毒（ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ）和慢病毒

（ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ）等来转染ｓｈＲＮＡ病毒性载体，因其转染效率高、操作简便以及 ｓｈＲＮＡ在宿主细胞中能高效、稳定地表

达等优势已被广泛用于ＲＮＡｉ的研究和治疗中。特别是携带 ｓｈＲＮＡ载体的慢病毒，有着广泛的宿主范围，能感染

分裂期与非分裂期细胞［６］，并能将外源基因有效地整合到宿主染色体上，从而达到持久性表达 ｓｈＲＮＡ的目的；而

且产生的ｓｈＲＮＡ靶向性好，可有效抑制靶基因表达。此外，产生的慢病毒可进一步浓缩，从而大大提高其转染效

率［８］。与腺病毒和逆转录病毒相比，慢病毒本身对宿主几乎不产生免疫原性，因而具有更高的安全性［９］。基于上

述特点，表达ｓｈＲＮＡ的慢病毒载体除可广泛应用于周期性和非周期［１０］性细胞、干细胞等的基因功能研究外，也为

原代细胞乃至动物个体基因功能的研究提供了可能性，同时也使人和动物的基因沉默治疗成为可能［１１１４］。然而，

现阶段大多数ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒产生的ｓｈＲＮＡ，其抑制靶基因表达的效果并不尽如人意。究其原因，多与ｓｈＲＮＡ

慢病毒质粒的设计和构建缺陷有关。

　　ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒由慢病毒载体、Ｕ６或Ｈ１ＲＮＡ启动子、与靶基因同源的特异性核苷酸序列正义链和反义链、
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ｌｏｏｐ序列、ＲＮＡ聚合酶Ⅲ终止子构成（图 １）。通过 ＲＮＡ聚合酶Ⅲ依赖的启动子 Ｕ６或 Ｈ１的作用，转录生成

ｓｈＲＮＡ，其在细胞内进一步加工生成靶基因特异性ｓｉＲＮＡ。

图１　ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒的构件和ｓｈＲＮＡ示意图

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｍａｐｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｓｈＲＮＡｐｌａｓｍｉｄａｎｄｓｈＲＮＡ

　　ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒产生ｓｈＲＮＡ阻断靶基因表达的作用与其最适化构建是密不可分的。在构建ｓｈＲＮＡ慢病毒

质粒的过程中，与靶基因同源的特异性核苷酸序列的选择以及必要的碱基序列的改变、ｌｏｏｐ序列的选择、ｓｈＲＮＡ慢

病毒质粒高级结构的形成等因素都直接影响ｓｈＲＮＡ的表达及其抑制靶基因表达的效果。

　　鉴于此，首先对 ｓｈＲＮＡ质粒构建中产生 ｓｈＲＮＡ的与靶基因同源的特异性核苷酸序列的选择，可以利用

Ａｍｂｉｏｎ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ等公司提供的软件进行筛选，也可以根据需要自行设计，同时应遵循以下原则：（１）选取的核苷

酸序列必须是靶基因的特异性核苷酸序列；（２）选取的靶基因序列长度一般为１９～２９ｎｔ，最常用的是２１～２３ｎｔ；（３）

选取的靶基因特异序列最好位于起始密码子之后的５０～１００ｎｔ或终止密码子之前的５０～１００ｎｔ；（４）选取的核苷酸

序列中ＧＣ的含量为４０％～５０％；（５）选取的核苷酸序列中应避免连续三个及以上的Ｇ、Ｃ、Ａ或Ｔ出现；（６）选取的

核苷酸序列不应形成自身的 ｌｏｏｐ构造，也不应与 ｌｏｏｐ的部分核苷酸序列形成新的 ｌｏｏｐ构造。也就是说，整个

ｓｈＲＮＡ必须是只有一个特定且唯一的ｌｏｏｐ构造；（７）选取的核苷酸序列应以一个Ｇ碱基开始（Ｕ６启动子）或以一

个Ａ碱基开始（Ｕ６或者Ｈ１启动子），如果没有，应在选取的核苷酸序列的５′端添加一个Ｇ或Ａ；（８）选取的核苷酸

序列在设计构成ｓｈＲＮＡ时，其正义链的３′端必须是Ａ或Ｔ，如果不是，应将其变成Ｔ，其反义链相应的碱基也作相

应改变。例如，ＧＴＧＴＡＡＡＣＴＧＴＧＣＴＧＴＧＴＣＣＧ，我们应将最后一个碱基 Ｇ变成 Ｔ，从而使其正义链变为 ＧＴＧ

ＴＡＡＡＣＴＧＴＧＣＴＧＴＧＴＣＣＴ，反义链就相应地变为ＡＧＧＡＣＡＣＡＧＣＡＣＡＧＴＴＴＡＣＡＣ；（９）选取的核苷酸序列在

设计构成ｓｈＲＮＡ时，从其正义链（不是反义链）中随机选出三个碱基，变成其他碱基，以减少其解离难度，更好地发

挥其抑制靶基因表达的效果。通常是将Ｃ变成Ｔ，Ａ变成Ｇ。例如，原序列为ＧＴＧＴＡＡＡＣＴＧＴＧＣＴＧＴＧＴＣＣＡ，

我们可将其中的第６（Ａ）、１３（Ｃ）、１９（Ｃ）个碱基分别变成 Ｇ、Ｔ、Ｔ，从而使其正义链变成 ＧＴＧＴＡＧＡＣＴＧＴＧＴＴＧ

ＴＧＴＴＣＡ，而其反义链仍为 ＴＧＧＡＣＡＣＡＧＣＡＣＡＧＴＴＴＡＣＡＣ。

　　其次，对ｓｈＲＮＡ质粒构建中ｌｏｏｐ核苷酸序列的选择，ｌｏｏｐ的核苷酸序列为４～１１ｎｔ，通常７～９ｎｔ是合适的；ｌｏｏｐ

核苷酸序列可以选用已经报道的序列如ＧＣＡＡＧＡＧ、ＧＡＡＧＣＴＧ等，也可以自己设计，一般来说，其开始的碱基序列

不应为Ｔ；此外，核苷酸序列不应形成自身的ｌｏｏｐ构造。

　　再次，在合成ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒时，由于目前常用的慢病毒载体的尺寸都比较大（１０ｋｂｐ以上），直接将ｓｈＲＮＡ

克隆入慢病毒载体比较困难。采用二步法，即首先将 ｓｈＲＮＡ克隆到 ＰＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６（可从 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ等公司购入）等

入门表达载体中，然后通过重组方法将ＰＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６入门表达载体中的ｓｈＲＮＡ克隆到慢病毒载体（如ＣＳＲｆＡＥＧ，

日本理化学研究所；也可选用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司及其他公司的专用慢病毒载体）中的方法不失为一种切实可行的方
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法。而且，利用ＰＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６等入门表达载体，还可任意将其中的ｓｈＲＮＡ克隆到目的载体如腺病毒、逆转录病毒及

其他的载体中去。笔者采用二步法合成ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒。首先设计、合成能产生 ｓｈＲＮＡ的双链 ＤＮＡ核苷酸，

并将其克隆到ＰＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）入门表达载体中，通过基因测序，鉴定核苷酸序列的正确性，获得

ＰＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ质粒。将此质粒导入表达该靶基因的细胞株中，检测ｓｈＲＮＡ抑制靶基因表达的效果。然后通

过ＬＲ克隆酶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，操作方法详见 Ｇａｔｅｗａｙ ＬＲＣｌｏｎａｓｅ ＩＩｅｎｚｙｍｅｍｉｘ使用说明书）的作用，将

ＰＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ质粒中的ｓｈＲＮＡ克隆到慢病毒载体ＣＳＲｆＡＥＧ中，限制酶酶切反应鉴定克隆的正确性，获得

ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒（ＬＶｓｈＲＮＡ，图２）。

图２　通过ＬＲ克隆酶的作用，将ＰＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ入门表达质粒中的ｓｈＲＮＡ重组到慢病毒载体ＣＳＲｆＡＥＧ中

Ｆｉｇ．２　ＢａｓｅｄｏｎｔｈｅＧａｔｅｗａｙＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｔｈｅｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｃａｎｂｅｅａｓｉｌｙｍｏｖｅｄｆｒｏｍ ｔｈｅｅｎｔｒｙｃｌｏｎｅ

（ＰＥＮＴＲＴＭ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ）ｔｏｔｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ（ＣＳＲｆＡＥＧ）

　　最后，将 ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒（如 ＬＶｓｈＲＮＡ）及制备病毒的包装质粒［如 ｐＣＭＶＶＳＶＧＲＳＶＲｅｖ和 ｐＣＡＧ

ＨＩＶｇｐ（日本理化学研究所）］导入到２９３Ｔ细胞中，制备表达携带ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒的慢病毒液。这些慢病毒液即

可直接用于感染周期性分裂期细胞。例如，用于感染原代细胞及未分化细胞时，需先进行浓缩。笔者综合采用上

述设计和构建要求，针对几个靶基因构建了ｓｈＲＮＡ慢病毒质粒，其产生的ｓｈＲＮＡ对抑制各自靶基因的表达均有满

意的效果（尚未发表的结果）。

　　随着人类基因组计划的完成，对基因的研究进入了后基因组时代，即功能基因组时代。ＲＮＡｉ技术为基因未知

功能的研究提供了强有力的工具。不仅如此，ＲＮＡｉ技术也正被越来越广泛地用于基因治疗中。与化学合成的

ｓｉＲＮＡ相比，应用ｓｈＲＮＡ表达载体更方便、更低廉，产生的ｓｈＲＮＡ抑制靶基因表达的作用更持久，因而其使用也更

广泛。特别是利用慢病毒转染ｓｈＲＮＡ慢病毒载体具有更多的优势（见前述）；此外，慢病毒液具有高度稳定性，在

－７０℃下可长期保存，至少保存６个月的慢病毒液其感染效率没有明显的改变。目前，ｓｈＲＮＡ慢病毒载体已被用

于周期性和非周期性细胞、原代细胞、干细胞等的基因功能研究以及人和动物的基因沉默治疗等［１２１５］，显示出广阔

的应用前景。相信随着研究的不断深入，特别是伴随着ｓｈＲＮＡ表达载体构建的最适化，载体导入技术、目的基因表

达效率的提高及调控等的研究进展，ｓｈＲＮＡ表达载体的实用性必将越来越高。
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科学出版社新书

蛋白质工程实验指南　ＪｏｈｎＭ．Ｗａｌｋｅｒ主编 苏晓东 等译

　　现代蛋白质工程是将分子生物学、蛋白质结构与功能分析、理论计算，以及生物化学有机结合的学科，其目标是快速及

高效率地发展和改进实用的或有价值的蛋白质。本书分为两个部分，第一部分主要介绍了蛋白质理性设计的策略，包括理

论计算方法，利用一些很有说服力的例证说明所设计蛋白质的全新特性，阐述了如何设计具有目标特性的蛋白质，并选择了

很多如蛋白质－蛋白质相互作用、ＤＮＡ结合、抗体模拟，以及酶活性设计等具体实例；第二部分蛋白质的定向进化技术主要

介绍了包括进化库设计的一般方法、进化库质量的统计评估、核酸混编的新方法，以及不同的选择筛选策略等。同时也给出

了不同特性体外定向进化的一些实例，如蛋白质折叠类型、折叠热稳定性以及酶活性等。

中国至２０５０年农业科技发展路线图（英文版）　中国科学院农业领域战略研究组 主编 赵其国 译

　　本书明确了至２０５０年全球和我国农业发展面临的挑战与机遇，预测我国未来对农业科技的重大需求，提出至２０５０年

我国农业科技领域发展战略目标、分阶段目标，提出各阶段农业科技发展的主要方向及可突破的重大科学技术问题，形成未

来农业科技发展的总体路线图，并提出为实现以上目标所需要的体制、资源、人才等方面的政策建议。

　　更多信息请登录网站：ｗｗｗ．ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅ．ｃｏｍ．ｃｎ
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