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Abstract
AIM: To construct and select TNF receptor-
associated factor 6 (TRAF6) short hairpin RNA 
(shRNA) expressing plasmid that can inhibit 
TRAF6 mRNA expression in Raw 264.7 cells.

METHODS: Four pairs of oligos for hairpin 
RNA targeting mouse TRAF6 gene were chemi-
cally synthesized. The annealed oligos were 
inserted into the down stream of U6 promoter of 

linearized pGCsi-U6/GFP/Hygro vector to con-
struct RNA interference (RNAi) plasmid (pGCsi-
TRAF6 shRNA) respectively. To get most effec-
tive and optimal dosage siRNA, the four vectors 
were transfected into Raw 264.7 cells with differ-
ent ratios between plasmid (g) and TransFectin 
(L) (1 : 2, 2 : 5, 1 : 3 and 1 : 4), and the expression 
of fluorescence and efficiency of transfection 
were detected by fluorescence microscopy. 

RESULTS: The recombinant plasmids pGCsi-
TRAF6 shRNA1, 2, 3, 4 were successfully con-
structed and the inserted sequence was con-
firmed by DNA sequencing. Fluorescence mi-
croscopy showed that the transfection efficien-
cies were 13.7% ± 1.2%, 24.5% ± 2.1%, 19.3% ± 
1.7% and 16.3% ± 2.8% at ratios of 1 : 2, 2 : 5, 1 : 3 
and 1 : 4, respectively, between plasmid (g) and 
TransFectin. The ratio of 2 : 5 was considered as 
the optimal one. 

CONCLUSION: The siRNA plasmid targeting 
mouse TRAF6 gene is successfully developed 
and can be applied to study the function of 
TRAF6 on inflammatory reaction during acute 
hepatic failure (AHF).  

Key Words: Tumour necrosis factor receptor-associ-
ated factor 6; RNA interference; Eukaryotic expres-
sion vector; Short hairpin RNA
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摘要
目的: 构建并筛选肿瘤坏死因子受体相关因
子6(TRAF6)短发夹RNA(shRNA)表达质粒. 

方法: 针对小鼠TRAF6 mRNA设计4条理论上
最佳的siRNA序列, 经退火成互补双链, 将相
应双链DNA插入pGCsi-U6/GFP/Hygro质粒中, 
构建重组表达质粒pGCsi-TRAF6 -shRNA1, 2, 
3, 4, 并以不同比例DNA质粒/脂质体转染重组
质粒(1∶2、2∶5、1∶3和1∶4)至RAW 264.7
细胞中, 观察转染效果.  

®

■背景资料
内毒素及其诱导
的细胞因子网络
平衡失常以及过
度炎症反应是肝
脏损伤的主要病
理机制. TRAF6作
为介导NF-κB信
号转导的一个关
键衔接蛋白, 在内
毒素信号转导通
路和天然免疫信
号通路中起重要
作用, 如果能减少
TRAF6合成, 就可
以减少炎症因子
的释放, 既能一定
程度上有效阻断
内毒素炎症反应, 
减轻肝脏损伤, 又
不干扰机体防御
细菌感染的正常
功能. RNAi技术
能高效、特异地
阻抑细胞内源或
外源性靶基因的
表达, 已应用于基
因功能、肿瘤等
的研究. 

■同行评议者
吴君 ,  主任医师 , 
贵阳医学院附属
医院感染科
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结果: 靶向TRAF6 mRNA的4个shRNA重组质
粒载体pGCsi-TRAF6 shRNA1, 2, 3, 4, 经测序
分析, shRNA编码序列与设计的片段完全一
致, 证实载体构建成功. 应用荧光显微镜分析
转染效率显示, DNA(g)/脂质体转染重组质粒
(L)按1∶2、2∶5、1∶3和1∶4比例转染细胞
的效率分别为13.7%±1.2%、24.5%±2.1%、

19.3%±1.7%、16.3%±2.8%, 以2∶5为最佳
比例. 只加了脂质体未加质粒(试剂对照)的细
胞无荧光表达. 

结论: TRAF6靶向RNA干扰重组表达质粒构
建成功, 为进一步研究阻断TRAF6表达对急
性肝衰竭过度炎症反应的基因治疗奠定基础. 

关键词: 肿瘤坏死因子受体相关因子6; RNA干扰; 

重组表达质粒; 短发卡RNA 

陈锋, 何生松, 邱荣元, 庞然, 许娟娟, 董继华. 小鼠TRAF6基因

shRNA真核表达载体的构建与表达.  世界华人消化杂志  2009; 

17(14): 1406-1411

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/1406.asp

0  引言

肿瘤坏死因子受体相关因子(tumour necrosis 
factor -receptor-associated factor-6, TRAF6)家
族成员是一类多功能衔接蛋白, 他们交织于一

系列信号传导分子和效应器的网络中, 最终引

起NF-κB和JNK的活化, 由此影响细胞的生存

与死亡. 肠源性内毒素血症可导致过度的炎症

反应及肝坏死, 是各种原因导致肝功能衰竭发

生的唯一的共同物质基础 [1-2].  在细菌脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)激活的信号NF-κB通
路中, TRAF6作为调节内毒素胞内信号转导的

关键因子, 是近年来颇受关注的细胞质内的多

功能信号接头分子. 现已证明TRAF6可介导多

条信号通路(TNF-α、IL-1和RANKL通路), 最
终激活转录因子NF-κB、AP-1、PKB/Akt等, 在
介导病原体相关分子模式(pathogen-associated 
molecular pattern, PAMP)引起的天然和获得性免

疫及炎症反应的信号转导中发挥重要作用, 因
此可尝试通过拮抗或抑制TRAF6的表达和功能

来逆转或减慢内毒素炎症反应的发展. 
RNA干扰(RNA interference, RNAi)技术

具有高效性、特异性和快速性 ,  已被广泛应

用基因的表达调控和功能研究中 .  裸小干扰

RNA(short interfering RNA, siRNA)转染率

低, 抑制时间短. 有研究表明短发夹RNA(short 
hairpin RNA, shRNA)对靶基因的抑制效果优

于siRNA[3]. 本研究针对小鼠TRAF6基因设计4
条干扰序列, 构建以U6启动子控制下的TRAF6 
shRNA重组表达载体, 并在RAW264.7细胞中成

功表达, 为进一步研究TRAF6在LPS信号转导通

路及其与机体炎症反应中的关系奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 RAW264.7细胞由华中科技大学同济医

学院附属协和医院中心实验室董继华主任惠赠; 
真核表达载体pGCsi/GFP/Hygro购自北京毅新

兴业科技有限公司; T4连接酶购自NEB公司; 质
粒中量抽提试剂盒购自Omega公司; TRIzol购自

美国Invitrogen公司; 逆转录试剂盒、限制性内

切酶(Bam HⅠ、Hin dⅢ)及胶回收试剂盒、DNA 
Marker DL2000购自日本TaKaRa公司; 胎牛血清

购自杭州四季青生物公司; DMEM高糖培养基

购自美国Gibco公司; 脂质体TransFectin购自美国

Bio-rad公司. 
1.2 方法 
1.2.1 小鼠TRAF6基因shRNA序列的设计: 以
G e n B a n k已公布的小鼠T R A F6 m R N A序列

(NM009424)为参考序列, 用美国Invitrogen公司

的在线设计软件BLOCK-iTTM RNAi Designer 
(http://www.invitrogen.com/rnai)筛选目标干扰

序列, 使用B L A S T将潜在的序列和相应的基

因组数据库进行比较, 排除那些和其他编码序

列/EST同源的序列, 筛选出4条理论上最佳的

siRNA序列. LOOP结构选用了TCAAGAG, 末端

以polyT作为RNA聚合酶Ⅲ终止信号, 两端设计

有Bam HⅠ和Hin d Ⅲ酶切位点, 长度均为59个碱

基(表1). shRNA寡核苷酸序列由北京毅新兴业

科技有限公司合成.  
1.2.2 单链DNA片段的退火连接: 将1OD合成的

DNA Oligo用去离子水溶解, 浓度为3 g/L. 各取

正义链和反义链Oligo溶液l μL加48 μL退火缓

冲液, 在PCR仪上按照如下程序进行退火处理: 
95℃ 5 min, 85℃ 5 min, 75℃ 5 min, 70℃ 5 min, 
4℃保存. 将退火处理后产物稀释100倍, 用于连

接反应.  
1.2.3 酶切和连接反应: 载体pGCsi/GFP/Hygro经
Bam HⅠ和Hin d Ⅲ双酶切, 37℃酶切5 h, 琼脂糖

电泳, 使用胶回收试剂盒回收, 电泳检测估算浓

度, 稀释浓度至50 mg/L. 将退火片段与经酶切

后的载体按摩尔比3∶1混合进行连接反应, 置
22℃连接4 h. 
1.2.4 重组质粒的转化、筛选和鉴定: 各取3 μL

■相关报道
近 年 研 究 表 明
T R A F 6 不 仅 是
L P S 信号转导的
关键调控分子, 还
在TLR/IL-1R介
导炎症反应和天
然免疫信号通路
中 起 重 要 作 用 , 
TRAF6降解可显
著抑制树突状细
胞产生炎症因子. 
2008年Yang et al
研究发现TRAF6
缺失的肥大细胞
IL-6、CCL-9、
I L - 1 3 合 成 障 碍
并且细胞表面的
FcεRⅠ型聚集障
碍, NF-κB p65合
成减少, 从而抑制
炎症反应. 
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产物接种到大肠杆菌DH5α感受态细胞中进行

转化, 涂布于氨苄青霉素抗性的LB平板上, 37℃
恒温箱培养过夜. 每个培养皿各挑取3个单克隆

菌落接种于LB培养液中(含氨苄青霉素终浓度

为50 mg/L), 37℃恒温摇床培养过夜, 使用载体

多克隆位点两端的引物进行PCR扩增检测阳性

菌落, 扩增条件为: 95℃ 10 min, 94℃ 30 s, 60℃ 
30 s, 72℃ 30 s, 35个循环后, 4℃中止反应. 取
PCR产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定. 将PCR鉴定正

确的TRAF6 shRNA载体用中提试剂盒中量提

取质粒后, 送北京华大基因研究中心测序, 测序

正确的质粒分别命名为pGCsi-TRAF6-shRNA1, 
2, 3, 4. 将鉴定证实的细菌扩增培养, 摇至对数

生长期, 每0.7 mL过夜培养细菌加0.3 mL甘油, 
-70℃冰箱保存.  
1.2.5 转染用质粒DNA的制备、定量: 用去内毒

素质粒中量提取试剂盒, 分别提取几种pGCsi-
TRAF6shRNA重组质粒(按说明书操作), 用紫

外分光光度计检测DNA溶液A 260为0.1-1.0, A 260/
A 280>1.8, 用该质粒转染细胞.  
1.2.6 细胞培养及转染条件优化: 用高糖DMEM
培养基(含100 mL/L胎牛血清, 100 kU/L的青霉

素/链霉素)在50 mL/L CO2, 37℃, 饱和湿度的条

件下培养RAW264.7细胞. 转染前1 d, 胰酶消化

细胞并计数, 将细胞接种于96孔培养板, 密度为

1×105/孔, 当细胞汇合度约70%-90%时, 即可进

行转染. 分别用25 μL无血清培养基稀释DNA和

TransFectin, 将DNA(g)/TransFectin(L)按1∶2、2
∶5、1∶3和1∶4比例混合, 室温孵育20 min后, 
将50 μL混合物加入到含血清培养基的细胞中, 
转染4 h后更换培养基, 第2天重复转染1次. 在第

2次转染48 h后在荧光显微镜下计数表达荧光的

细胞数, 确定转染效率. 每个孔做5个复孔, 计算

平均值. 转染效率 = 表达荧光的细胞数/计数的

细胞总数×100%. 选取最佳剂量进行转染. 实验

分为空白对照组(A组)、空白质粒转染组(B组)
和重组质粒转染组(C组), 每组均设5个复孔. 转
染后72 h加入100 mg/L潮霉素筛选, 经3 wk后形

成阳性克隆, 扩增培养备用. 

2  结果

2.1 重组质粒pGCsi-U6/GFP/Hygro-shRNA的鉴

定 根据蓝白斑筛选出白色克隆株摇菌扩增后, 
将菌液进行PCR验证, 插入59 nt寡核苷酸的1、
2、3、4表达载体的扩增产物在550 bp处, 验证

中的阴性质粒为500 bp, 两者相差50 bp左右, 其
电泳结果与实验预计的结果完全符合(图1-2). 
将PCR鉴定正确的重组载体用中提试剂盒中量

提取质粒后, 测序证实插入的4个shRNA片段碱

基序列与设计序列完全相符, 重组质粒构建成

表  1  针对小鼠TRAF6基因设计合成的shRNA序列

                              起始位置	                                                                                                        shRNA序列1

shRNA1	   900-920	    正义链	 5'-GATCCGCCAACGTCCTTTCCAGAAGTTCAAGAGACTTCTGGAAAGGACGTTGGCTTTTA-3'

		     反义链	 5'-AGCTTAAAAGCCAACGTCCTTTCCAGAAGTCTCTTGAACTTCTGGAAAGGACGTTGGCG-3'

shRNA2	 1303-1323	   正义链	 5'-GATCCGGACCCAAATTATGAGGAAACTCAAGAGGTTTCCTCATAATTTGGGTCCTTTTA-3'

		     反义链	 5'-AGCTTAAAAGGACCCAAATTATGAGGAAACCTCTTGAGTTTCCTCATAATTTGGGTCCG-3'

shRNA3	 2324-2344	   正义链	 5'-GATCCGCTGCAGCTCAATCGTTTAATTCAAGAGATTAAACGATTGAGCTGCAGCTTTTA-3'

		     反义链	 5'-AGCTTAAAAGCTGCAGCTCAATCGTTTAATCTCTTGAATTAAACGATTGAGCTGCAGCG-3'

shRNA4	 3285-3305	   正义链	 5'-GATCCGCTGCTGTGTATTTGTTAATGTCAAGAGCATTAACAAATACACAGCAGCTTTTA-3'

		     反义链	 5'-AGCTTAAAAGCTGCTGTGTATTTGTTAATGCTCTTGACATTAACAAATACACAGCAGCG-3'

1: 序列结构为: (BamHⅠ+Sense+Loop+Antisense+终止信号+HindⅢ).

M     1    2    3     4     5

2000
1000
750
500
200
100

图  1  菌液PCR效果
图. M: Marker(DL2000); 

1 :  pGCs i-TRAF6 

shRNA1; 2: pGCsi-

TRAF6shRNA2; 3: 

空 载 体 ;  4 :  p G C s i 

-TRAF6shRNA3; 

5 : p G C s i - T R A F 6 

shRNA4 .

Hygropmycin

pUC ori
SV 40
promoter

pGCsi-U6
6549 bp

Amplicillin

hU6 promoter

polylinker MCS

CMV promoter

GFP

图  2  质粒pGCs i
质 粒 载 体 图 .  多

克 隆 位 点 ( M C S )

如 下 :  5 ' - M l u
Ⅰ-Sam  Ⅱ-Hin d

Ⅲ -X b a Ⅰ -S a I
Ⅰ-PstⅠ-BamHⅠ- 

U6Promotor-Eco R

Ⅰ-SaIⅠ-XbaⅠ-Dra
Ⅲ-3'.

■创新盘点
本 研 究 以 L P S
信 号 通 路 中 的
T R A F 6 为 靶 点 , 
构 建 针 对 小 鼠
TRAF6的shRNA
真核表达载体, 并
转染RAW264.7细
胞, 为进一步研究
TRAF6基因在急
性肝衰竭中的作
用机制以及探索
急性肝衰竭的基
因治疗奠定基础. 
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功(图3).
2.2 细胞转染效率测定 编码shRNA的带绿色荧

光蛋白的重组载体转染入RAW 264.7细胞后, 在
绿色荧光激光波长下细胞应显示为绿色(图4). 
应用荧光显微镜分析转染效率显示, DNA(g)/
TransFectin(L)按1∶2、2∶5、1∶3和1∶4比例

转染细胞的效率分别为13.7%±1.2%、24.5%±

2.1%、19.3%±1.7%、16.3%±2.8%, 以2∶5为

最佳比例. 只加了脂质体未加质粒(试剂对照)的
细胞无荧光表达(图4). 

3  讨论

由病毒性肝炎、酗酒、药物等多种原因所致的

肝功能衰竭是临床常见危重症, 迄今缺乏有效

的治疗方法. LPS是革兰氏阴性杆菌生长时释放

或死亡时裂解出来的细胞壁脂多糖成分, 是常

A

B

T A C T T AG C T T A A A A GCCAA CGTCCT T T CCAGAAGTCTCTTGAACTTCTGGAAAGGACGTTGGCGGAT

TTAAG C TTA A A A G GACCCAAA T T A T G A G G AAACCT C T T G AGTTT C CTCATAATTTGGGTCCGGATC

T T A G C T T A A A A G C T GCAGC T CAAT C G TTTAATC T C TT G AATTAAACGA T T GAGC T GCAGCGGATC

T TA A G C T TAAAAAG C T G C T G TG TAT T T G TTA ATGCTCT T G ACATTA ACAAATACACAGCAGCG G A

C

D

图  3  重组质粒DNA测序图谱. A: pGCsi-TRAF6shRNA1; B: pGCsi-TRAF6shRNA2; C: pGCsi-TRAF6shRNA3; D: pGCsi-

TRAF6shRNA4.

图  4  荧光显微镜及光镜观察RAW264.7细胞(×200). A: pGCsi-TRAF6-shRNA 1, 2, 3, 4及空载体瞬时转染; B: 试剂对照.

A B

■应用要点
本研究利用带有
绿色荧光蛋白的
质 粒 构 建 靶 向
T R A F 6 基 因 的
shRNA表达载体, 
利 用 R N A 干 扰
技术抑制TRAF6 
mRNA表达, 为进
一步体内和体外
实验, 探索TRAF6
基因的作用机制
和急性肝衰竭过
度炎症反应的基
因治疗提供了方
法和途径. 
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见的炎症反应激活因子. 目前国内外大多数学

者认为, 内毒素及其诱导细胞因子网络平衡失

常以及过度炎症反应是肝损伤的主要病理机制, 
是各种原因导致肝功能衰竭的共同物质基础[4]. 
肝衰竭时产生大量损害肝细胞的细胞因子, 同
时也产生一定的保护因子, 但损害因子占主导

地位, 有效抑制损害因子对提高肝衰竭患者的

生存率有积极作用. 
TRAF6作为介导NF-κB信号转导的一个关

键衔接蛋白, 在TLR/IL-1R信号转导通路中的

发挥重要调节作用. Lomaga et al [5]发现TRAF6
缺失小鼠NF-κB和诱生型NO合成酶(inducib-
lenitric oxide synthase, iNOS)的活性明显降低, 
并且IL-1和IL-18信号传导障碍, 机体对LPS低
反应. 他们还发现TRAF6缺失的成纤维细胞能

完全阻止LPS诱导的c-Jun氨基末端激酶(c-Jun 
amino-terminal kinase, JNK)活化. Loniewski 
e t a l [6]也发现TRAF6基因沉默可显著降低LPS
诱导的JNK和I-κB磷酸化. 这说明, 与MyD88和
IRAK不同, TRAF6只有一种形式能传递LPS和
IL-1信号. Yang et al [7]研究发现TRAF6缺失的肥

大细胞IL-6、CCL-9、IL-13合成障碍并且细胞

表面的FcεRⅠ型聚集障碍, 从而抑制炎症反应

以及肥大细胞脱颗粒释放活性介质. Machado 
et al [8]研究证实脂氧素介导的TRAF6降解可显

著抑制树突状细胞产生炎症因子. Imai et al [9]发

现TRAF6缺失小鼠能明显降低对TLR4介导的

急性肺损伤的敏感性, 并且他们还认为TLR4-
TRIF-TRAF6-NF-κB信号通路在急性肺损伤中

起关键作用. 可见, TRAF6作为一种重要的NF-
κB调节因素, 不仅是LPS信号转导的关键调控

分子, 还在TLR/IL-1R介导炎症反应和天然免疫

信号通路中起重要作用, 从LPS导致炎症反应的

多条途径看, 有效阻断TRAF6, 可减少炎症因子

的释放, 既能一定程度上有效阻断内毒素炎症

反应, 又不干扰机体防御细菌感染的正常功能. 
RNAi技术作为生命科学领域中的一个重大

发现, 已成为基因功能研究的最重要的方法之

一, 逐渐被广泛应用到生命科学中[10]. RNAi是利

用双链RNA(double-stranded RNA, dsRNA)在细

胞内Dicer内切酶的识别、结合、酶切下, 产生

有活性的长度为21-23 nt的siRNA, 介导与具有

同源序列的靶mRNA特异性降解, 高效、特异性

阻断目的基因表达[11]. 有效的基因沉默需要设计

和筛选特异、高效的靶基因RNAi序列, 以及通

过有效方法将序列导入目的细胞[12]. 将siRNAs

转入细胞是RNAi实验成功的关键技术之一. 常
规方法有: 脂质体转染、电穿孔法、微注射法. 
电穿孔法和微注射法操作较复杂, 并且细胞死

亡率较高, 需要较昂贵的设备, 虽然脂质体转染

试剂介导的转染, 操作简单, 但对于不同细胞转

染效率不一, 本课题转染细胞株效率不高, 需进

行潮霉素筛选, 工作量加大[13]. 近年来越来越多

的研究应用腺病毒和慢病毒作为载体, 但腺病

毒的免疫效应需进一步改善, 而以慢病毒为载

体, 目的片段被整合到基因组当中, 这是否造成

肿瘤的发生需要进一步研究[14]. 
质粒pGCsi/GFP/Hygro含有人U6 RNA聚合

酶Ⅲ启动子, 位于其下游的shRNA在质粒进入

宿主细胞后, 形成dsRNA, 进而形成siRNA, 引发

RNA干扰. 而且该载体中含有可供筛选的氨苄

青霉素耐药基因, 利于阳性重组子的克隆筛选. 
在本实验中所构建的载体含有GFP基因, 在细胞

内表达绿色荧光蛋白, 可以方便通过荧光显微

镜或流式细胞仪检测确定载体转染效率. 我们

根据GenBank报道中的小鼠TRAF6基因核苷酸

序列, 设计出4条阻断TRAF6基因表达的RNAi
序列, 并成功将其克隆至载体中, 重组体被整合

到宿主细胞基因组后, 由于RNAi效应可以实现

传代[15], 通过抗性辅助筛选单克隆细胞, 为下一

步检测其对TRAF6 mRNA和TRAF6蛋白的抑制

效率, 判断TRAF6在LPS信号转导及炎症反应

中的作用, 探索TRAF6是否是一个对机体影响

相对较少, 又能控制内毒素炎症反应发展成失

控性炎症反应的关键靶点奠定基础, 进而对以

TRAF6为靶点的减轻急性肝衰竭过度炎症反应

的基因治疗提供实验基础. 
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第二十一次全国中西医结合消化学术会议征文通知   

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2009-07-23/26在南宁市召开第二十一次全

国中西医结合消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为功能性胃肠病、炎症

性肠病和消化内镜新技术临床应用演示)新技术新理论继续教育学习班. 学习班招收对象: 中西医结合、

中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班者授予国家级1类继续教育学分; 大会论

文报告者另授继续教育学分6分. 

1      征稿内容 

功能性胃肠病、炎症性肠病中西医结合基础与临床治疗研究; 幽门螺杆菌相关疾病的中西医结合基础与治疗

研究; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研究; 消化系肿瘤中西医结合诊疗; 脾

胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等疾病)的基础研究、临床研究与实

践等.

2      征稿要求 

请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿

件传送, 截稿日期: 2009-06-30.

3      联系方式 

袁海锋, 朱永苹, 530011, 广西壮族自治区南宁市华东路10号广西中医学院瑞康医院, 电话: 0771-2188107; 

13597004049; 13077766271, 传真: 0771-2411156, rkxhnk@sina.com或czs.xiaohua@163.com 


