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Abstract
AIM: To construct eukaryotic expression 
plasmids containing short hairpin RNA (shRNA) 
that target at the myeloid cell leukemia-1 (mcl-1) 
gene, and to select the plasmids that silence 
mcl-1 gene most efficiently.

METHODS: Three pairs of shRNAs that target 
at mcl-1 gene were designed. The eukaryotic ex-
pression plasmids (named shRNA1-3) were con-
structed and identified using restriction enzyme 
analysis and sequencing analysis. The plasmids 
were then transfected into HepG2 cells via lipo-

some. The transfection rate of recombinant plas-
mids was measured 48 h after transfection, and 
mcl-1 mRNA and protein expression was deter-
mined using reverse transcriptase-polymerase 
chain reaction and Western blotting. 
 
RESULTS: The expression plasmids were 
confirmed by restriction enzyme analysis and 
sequencing analysis. The transfection rate of re-
combinant plasmids in HepG2 cells was approx-
imately 64%. Forty-eight hours after transfection, 
the mcl-1 mRNA and protein levels of shRNA1-3 
group (mRNA: 0.61 ± 0.02, 0.56 ± 0.02 and 0.46 
± 0.01, protein: 0.53 ± 0.01, 0.48 ± 0.03 and 0.36 
± 0.01, respectively) were significantly lower 
than that of the blank control group (mRNA: 
0.61 ± 0.02, 0.56 ± 0.02, 0.46 ± 0.01 vs 0.97 ± 0.01; 
protein: 0.53 ± 0.01, 0.48 ± 0.03, 0.36 ± 0.01 vs 0.90 
± 0.03, all P < 0.01) and that of the negative con-
trol group (mRNA: 0.95 ± 0.00, protein: 0.88 ± 
0.01, all P < 0.01). Compared with shRNA1 and 
shRNA2, shRNA3 had the strongest inhibitory 
effect on mRNA (52.6% vs 36.3%, 42.9% both P < 
0.01) and protein level of Mcl-1 (63.2% vs 41.5%, 
49.6%, both P < 0.01). 

CONCLUSION: The shRNA eukaryotic expres-
sion plasmid targeting at mcl-1 gene is construct-
ed and selected successfully. The mcl-1 mRNA 
and protein expression was suppressed signifi-
cantly by this given plasmid. 
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摘要
目的: 构建靶向髓细胞白血病基因-1(myeloid 
cell leukemia-1, mcl-1 )的shRNA的真核表达
质粒, 并筛选出沉默mcl-1 基因效果最明显的
shRNA表达质粒.

方法:  设计3对针对m c l-1 基因不同位点的

®

■背景资料
mcl-1 是bcl-2 家族
成 员 ,  主 要 功 能
是促进细胞生存, 
抑 制 细 胞 凋 亡 . 
mcl-1 在肝癌等多
种恶性肿瘤中表
达明显增高, 是肿
瘤发生和对化疗
药物耐药的重要
原因之一. 

■同行评议者
施瑞华, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院消化科
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shRNA片段, 构建携带此shRNA片段的真核
表达质粒(shRNA1-3)并行酶切鉴定和测序分
析. 然后通过脂质体将重组质粒转染到肝癌细
胞株HepG2中, 48 h后测定转染率, 并分别采
用RT-PCR及Western blot检测mcl-1  mRNA和
蛋白表达情况.   

结果:  重组质粒经酶切鉴定与测序证实构
建成功. 质粒在HepG2细胞中的转染率约为
64%. shRNA1-3导入HepG2细胞48 h后, mcl-1  
mRNA水平和蛋白水平均明显低于空白对照
组和阴性对照组(0.61±0.02, 0.56±0.02, 0.46
±0.01 vs  0.97±0.01, 0.95±0.00; 0.53±0.01, 
0.48±0.03, 0.36±0.01 vs  0.90±0.03, 0.88±
0.01, 均P <0.01). 与shRNA1和shRNA2相比, 
shRNA3对mcl-1 mRNA和蛋白的抑制作用均
最强(52.6% vs  36.3%, 42.9%; 63.2% vs  41.5%, 
49.6%, 均P <0.01).  

结论:  成功构建并筛选出的靶向m c l -1 的
shRNA真核表达质粒对肝癌细胞HepG2内的
mcl-1表达具有明显抑制作用. 

关键词: 髓细胞白血病基因-1; 肝细胞癌; RNA干

扰; 短发夹状RNA
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0  引言

细胞凋亡是细胞的正常生理过程, 机体通过细

胞凋亡清除老化及受损严重的细胞, 从而维持

机体的正常机能. 细胞的凋亡受阻与肿瘤的发

生密切相关[1]. 髓细胞白血病基因-1(myeloid cell 
leukemin-1, mcl-1 )是细胞内重要的凋亡调节因

子, 具有促进细胞生存, 阻止细胞凋亡的作用[2]. 
研究表明, mcl-1在肝癌组织中高表达, 而在癌旁

组织中呈低表达状态[3-4], 并与肝癌细胞对化疗

药物的耐药相关[5]. 为研究下调mcl-1水平在肝

癌治疗中的作用, 本研究构建了靶向mcl-1基因

的短发夹状RNA(short hairpin RNA, shRNA)真
核表达质粒, 并观察其对HepG2细胞mcl-1表达

的抑制作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 mcl-1  mAb为Promab公司产品; Tubulin 
pAb购自碧云天生物技术研究所; 辣根过氧化物

酶标记的羊抗鼠IgG为武汉三鹰生物技术有限公

司产品; PVDF膜为Millipore产品; Supersignal化
学发光试剂为Pierce产品; Lipofectamine 2000为
Invitrogen公司产品; DMEM高糖培养基、标准

小牛血清为Hyclone公司产品, pgenesil-1.1载体为

武汉晶赛生物公司产品. 人肝癌细胞株HepG2购
自中科院上海细胞所, 在含100 mL/L胎牛血清的

DMEM完全培养基中培养, 温度为37℃, CO2浓

度为50 mL/L. 
1.2 方法 
1.2.1 m c l-1  s h R N A重组质粒的构建 :  根据

GenBank中mcl-1  mRNA(NM_021960.3, GI: 
33519459)序列, 设计3个长度为19 nt的干扰序

列: mcl-1.1: 5'-CGTTGTCTCGAGTGATGAT-3'; 
mcl-1.2: 5'-CAGGATTGTGACTCTCATT-3'; 
mcl-1.3: 5'-CGAACCATTAGCAGAAAGT-3', 
分别靶向m c l-1 基因的864-882、916-934和
991-1009位碱基, 根据干扰序列设计并合成编

码shRNA序列的DNA单链(表1). 将正义与反义

寡核苷酸单链进行退火连接, 用T4 DNA连接酶

将双链寡核苷酸与pgenesil-1.1线性载体(含hU6
启动子, 其末端分别为GTGG和GAGCT)定向连

接, 分别命名为shRNA1、shRNA2、shRNA3. 
连接后转化大肠杆菌DH5α, 接种在卡拉霉素抗

性LB平板上, 37℃培养过夜, 从培养皿中挑取

单克隆菌落接种于卡拉霉素抗性的LB培养液

中, 37℃恒温摇床培养过夜. 用质粒小量抽提试

剂盒提取质粒, 所提质粒用SacⅠ做酶切鉴定, 
选择酶切鉴定重组成功的质粒送上海英骏公司

行DNA测序. 通用阴性对照质粒pgenesil-1.1HK
为武汉晶赛生物公司产品 ,  其编码的s i R N A
为GACTTCATAAGGCGCATGC, 该序列经过

BLAST比较, 与人、鼠基因库无明显同源.  
1.2.2 细胞转染: HepG2细胞接种于6孔板内, 培
养24 h后将培养基换为无血清无双抗的DMEM
培养基, 按照质粒与脂质体比例为1∶3制备脂

质体Lipofectamine 2000及质粒复合物, 转染细

胞时逐滴加入并轻晃混匀, 培养6 h后换为含完

全培养基. 重组质粒为试验组, HK为阴性对照, 
另设空白对照(转染时只加入等量PBS). 转染48 
h后, 荧光显微镜下观察10个视野, 每个视野下

计数100个细胞中绿色荧光阳性的细胞, 计算细

胞转染率.  
1.2.3 定量RT-PCR检测mcl-1  mRNA: 转染48 h后
收集细胞, 提取细胞总RNA, 逆转录得到cDNA
后行PCR反应. mcl-1引物:上游引物5'-CTTTTG
GCTACGGAGAAGGAG-3', 下游引物5'-GAGT

■研发前沿
通过抑制mcl-1 基
因异常表达而达
到治疗肿瘤的目
的是肿瘤基因治
疗领域研究的热
点. 
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CTGGCGTGAGGGTG-3', 扩增片段大小为116 
bp. 以三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)为内参, 引
物为: 上游引物5'-CATGAGAAGTATGACAACA
GCCT-3', 下游引物: 5'-AGTCCTTCCACGATAC
CAAAGT-3', 扩增片段大小为113 bp. 反应参数

设置: 95℃变性5 min, 然后开始PCR循环: 95℃ 
20 s→60℃ 20 s→72℃ 15 s, 共35个循环, 72℃延

长3 min, 4℃保存. 取10 μL PCR产物在20 g/L琼
脂糖凝胶中电泳, 用DL2000 Marker作DNA分子

量标准带, 溴乙锭染色, 紫外透射仪上观察并照

相. 如出现116 bp的电泳带, 则为mcl-1阳性. 在
凝胶成像系统中测出各目的条带吸光度值, 结
果以各组mcl-1和自身内参GAPDH吸光度值的

比值来反映其相对含量. 
1.2.4 Western blot法检测Mcl-1蛋白的表达: 以
Tubulin为内参. 转染48 h后收集细胞提取总蛋

白. 将等量蛋白质样品点于SDS-聚丙烯酰胺凝

胶小孔进行电泳. 电泳时积层胶90 V, 分离胶140 
V. 电泳后于4℃, 95 mA恒流转膜2 h, 将转好的

PVDF膜用1×TBST洗涤3次后, 将PVDF膜浸入

封闭液(1×TBST+5%脱脂奶粉)中室温水平摇

床缓慢孵育1 h, 然后根据预染marker所指示大

小, 将内参条带与目的条带剪开, 分别加入一抗

(1∶1000鼠抗人MCL-1单抗,  1∶3000鼠抗人

Tubulin多抗), 4℃过夜, 取出膜用1×TBST洗膜

5 min×4次, 加入羊抗鼠IgG/HRP二抗(1∶2000)
室温孵育1 h, 再用1×TBST洗膜5 min×4次后, 
将PVDF膜置于SuperSignal化学发光试剂中反应

2 min, 暗室中使X光片曝光, 常规方法显影定影. 
结果用Mcl-1与内参Tubulin吸光度比值表示各

样本Mcl-1的相对含量.  
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 实

验所得数据资料采用SPSS13.0统计分析软件进

行单因素方差分析(ANOVA)比较各组间差异, 
P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 酶切鉴定及测序 在插入的目的基因片段

里 ,我们设计了一个S a c Ⅰ的酶切位点 ,  质粒

Pgenesil-1.1本身还带有一个SacⅠ酶切位点, 如
若插入正确, 质粒就能被Sac Ⅰ酶切出一条约

916 bp的DNA小带. 经酶切鉴定分析, 重组质粒

shRNA1-3均符合设计要求, 经测序证实重组质

粒中插入的shRNA片段的碱基序列与设计序列

完全一致(图1). 
2.2 细胞转染率 重组质粒及阴性对照质粒中含

表  1  靶向mcl-1 基因的shRNA序列

     
编号                                                                                                 序列

shRNA1   A 5'-CACCGCGTTGTCTCGAGTGATGATTTCAAGACGATCATCACTCGAGACAACGTTTTTTG-3'

	 B 5'-AGCTCAAAAAACGTTGTCTCGAGTGATGATCGTCTTGAAATCATCACTCGAGACAACGC-3'

shRNA2   A 5'-CACCGCAGGATTGTGACTCTCATTCTATGGACAAATGAGAGTCACAATCCTGTTTTTTG-3'

	 B 5'-AGCTCAAAAAACAGGATTGTGACTCTCATTTGTCCATAGAATGAGAGTCACAATCCTGC-3'

shRNA3   A 5'-CACCGCGAACCATTAGCAGAAAGTTTCAAGACGACTTTCTGCTAATGGTTCGTTTTTTG-3'

	 B 5'-AGCTCAAAAAACGAACCATTAGCAGAAAGTCGTCTTGAAACTTTCTGCTAATGGTTCGC-3'

■相关报道
消除mcl-1 是紫外
线照射诱导细胞
凋亡的前提, 采用
反义核酸技术抑
制mcl-1 基因能增
加多种恶性肿瘤
细胞对化疗药物
的敏感性并可导
致细胞凋亡.  

C A C C G C G TT G T C T C G A G T G AT G ATTT C A A G A C G AT C AT C A C T C G A G A C A A C G TTTTTT G

C A C C G C A G G AT T G T G A C T C T C AT T C TAT G G A C A A AT G A G A G T C A C A AT C C T G T T T T T T G

C A C C G C G A A C C AT TA G C A G A A A G T T T C A A G A C G A C T T T C T G C TA AT G G T T C G T T T T T T G

图  1  重组质粒DNA测序图谱. A: shRNA1; B: shRNA2; C: shRNA3.

A

B

C
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有编码绿色荧光蛋白的基因, 转染48 h后荧光显

微镜计数绿色荧光阳性的细胞, 并计算转染率

(图2). shRNA1-3及HK转染组的转染率分别为

64.00%±3.77%、64.20%±2.10%、63.70%±

3.34%和62.5%±2.42%, 各组细胞间转染率无统

计学差异(P >0.05). 
2.3 RT-PCR检测结果 转染重组质粒48 h后RT-
PCR产物电泳结果显示各组内参GAPDH条带

亮度相似, 各重组质粒转染组mcl-1  mRNA水平

低于HK转染组和空白对照组(图3). 电泳条带吸

光度值mcl-1 /GAPDH shRNA1-3分别为0.61±
0.02、0.56±0.02、0.46±0.01; HK组为0.95±
0.00, 空白组为0.97±0.01, 3种重组质粒与HK
和空白对照组相比均存在显著性差异(P <0.01), 
表明3个重组质粒均不同程度下调m c l-1 基因

mRNA的表达, 其中以质粒shRNA3抑制效应

最强,与质粒shRNA1和shRNA2相比, 有显著性

差异(P <0.01). 质粒shRNA1-3对HepG2细胞中

mcl-1  mRNA的抑制率分别为36.3%、42.9%和

52.6%. 
2.4 Western blot检测结果 转染48 h后, 各组细胞

Tubulin蛋白杂交条带亮度相似, 但Mcl-1条带

亮度有明显差异(图3). 重组质粒组的Mcl-1蛋
白条带亮度明显低于空白对照组和HK组, 其中

质粒shRNA3转染组蛋白条带亮度最弱. Mcl-1/ 
Tubulin吸光度比值: 质粒shRNA1-3分别为0.53

±0.01、0.48±0.03、0.36±0.01, HK组和空白

组分别为0.88±0.01和0.90±0.03. 各重组质粒

与HK组及空白对照组相比均存在显著性差异

(P <0.01). 表明3个重组质粒均可不同程度下调

Mcl-1蛋白水平, 尤以质粒shRNA3产生的效应最

强, 与质粒shRNA1和shRNA2相比, 有显著性差

异(P <0.01). 质粒shRNA1-3对Mcl-1蛋白表达的

抑制率分别为41.5%、49.6%和63.2%. 

3  讨论

mcl-1是B细胞淋巴瘤基因-2(B cell Lymphoma-2, 
bcl-2 )家族成员之一, 与bcl-2在结构和功能上具

有相似性, 主要参维持细胞线粒体膜稳定, 抑制

细胞色素C的释放[2], 从而促进细胞的生存, 阻止

细胞的凋亡. mcl-1的半衰期较短, 约40 min[6], 对
细胞内外环境因素的变化能做出快速反应, 被
认为是控制细胞凋亡的上游分子[7], 具有在包括

细胞毒制剂作用等各种诱导细胞凋亡的条件下

延长造血细胞的生存能力[8], 同时也是肿瘤细胞

生存的关键因子[9]. mcl-1在多种肿瘤组织如多发

性骨髓瘤[10]、非小细胞肺癌[11]、胆管癌[12-13]中均

有过度表达, 高表达mcl-1的转基因鼠淋巴瘤的

发生率明显增高[14], 提示mcl-1与肿瘤的发生密

切相关. 此外, mcl-1与多发性骨髓瘤的复发[15]、

A B

图  2  重组质粒转染48 h后HepG2细胞的转染效率(×200). A: 荧光显微镜; B: 相同视野, 普通光线.

1    2     3     4     5    M
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图  3  重组质粒转
染48 h后HepG2细
胞内mcl-1  mRNA的
表达. 1: shRNA3转

染组; 2: shRNA2转

染组; 3: shRNA1转

染组; 4: HK转染组; 

5: 空白对照组; M: 

marker DL2000.

NC      HK        1         2         3

Tubulin

Mcl-1

图  4  重组质粒转染48 h后HepG2细胞内Mcl-1蛋白表达. 
NC: 空白对照组; HK: HK转染组; 1: shRNA1转染组; 2: 

shRNA2转染组; 3: shRNA3转染组.

■创新盘点
本研究利用RNA
干扰的方法, 通过
构建shRNA表达
质粒下调HepG2
内的mcl-1  mRNA
和蛋白水平. 
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慢性淋巴细胞白血病和结肠癌肝转移的耐药有

关[16-17]. 
在肝癌细胞中, 下调mcl-1水平可增加肝癌

细胞对各种化疗药物的敏感性[5], Sieghart et al采
用反义技术抑制mcl-1基因的表达可直接促进肝

癌细胞的凋亡[4], 而敲除mcl-1基因并不影响正

常肝细胞的生长[18], 提示利用抑制mcl-1基因表

达的方法治疗肝癌具有一定的肿瘤特异性, 是
具有较好应用前景的肝癌治疗靶点. 

为了下调肝癌细胞内的m c l-1 水平, 本研

究采用R N A干扰技术抑制m c l-1 基因的表达. 
RNA干扰是通过siRNA(small interference RNA, 
siRNA)介导识别并靶向切割同源性靶mRNA分

子而沉默靶基因表达, 是具有高度的序列专一

性的转录后基因沉默. 由于s iRNA在体内的半

衰期短, 对基因的抑制作用较短暂[19], 为了能够

较长时间抑制mcl-1基因, 我们采用构建shRNA
真核表达质粒来沉默m c l-1 基因, 即在体外将

互补寡核苷酸链退火后连接到shRNA表达载

体pgenesil-1.1中, 重组载体转染进细胞后通过

RNA聚合酶Ⅲ启动子转录互补DNA序列,从而

在体内合成shRNA, 合成的shRNA在Dicer酶的

作用下环状区域断裂形成双链siRNA, 进而产生

干扰效应. 由于shRNA表达载体可在体内持续

产生siRNA, 因此, 可达到长时间沉默mcl-1基因

的作用. 此外, 含有hU6启动子的载体对靶基因

的沉默效果较好, 沉默时间较久[20], 同时以9个核

苷酸序列环为发卡的shRNA产生的基因干扰效

果最明显[21], 因此, 我们选用了在shRNA插入片

段前有hU6启动子的载体pgenesil-1.1, 并在设计

编码shRNA序列的DNA正义链和反义链中设计

了有9个核苷酸序列的loop结构. 根据以上设计, 
本研究所构建的三个shRNA重组质粒经酶切鉴

定和DNA测序证实构建成功后, 转染HepG2细
胞, 并利用半定量RT-PCR和Western blot检测重

组质粒对mcl-1基因表达的抑制作用, 结果表明, 
经重组质粒处理的HepG2细胞mcl-1 mRNA表

达和蛋白水平明显低于阴性对照组和空白对照

组, 说明所构建的重组质粒能特异性抑制mcl-1
基因. 但本研究所构建的3个重组质粒对mcl-1的
干扰效果并不一致, 其中以shRNA3抑制mcl-1  
mRNA和蛋白表达的作用最为明显, 转染HepG2
细胞48 h的抑制率分别达52.6%和63.2%. 这种

针对同一基因的不同靶点而产生不同的干扰效

果, 提示RNA干扰具有一定的靶点效应, 同时也

说明利用RNA干扰进行相关研究前需首先要对

干扰序列进行筛选. 本研究成功完成靶向mcl-1  
shRNA重组质粒的构建和筛选工作, 为下一步

研究mcl-1基因沉默对肝癌细胞的影响提供了坚

实的实验基础. 
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第二十次全国中西医结合消化学术会议征文通知
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疾病)的基础研究、临床研究与实践等.
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