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Snai1 miRNA干扰质粒构建及胃癌细胞系稳定株筛选
郭慧敏 陈 敏 黄淑玲 潘程宇 沈永华 邹晓平△

(南京医科大学附属鼓楼临床医学院消化内科 江苏南京 210008）

摘要 目的：设计并构建针对 Snai1的微小干扰核糖核酸（miRNA），最终鉴定出有效干扰质粒并筛选稳定转染的胃癌细胞株
SGC-7901。方法：设计并构建 4对 Snai1的 pcDNATM6.2-GW/EmGFPmiR microRNA及 1对无效对照 microRNA干扰质粒。将干
扰质粒用罗氏 BD转染试剂转染胃癌细胞株 SGC-7901，通过倒置荧光显微镜观察绿色荧光确定转染效率。分别用不同浓度 l的
杀稻瘟菌素作用于 SGC-7901细胞，得到杀稻瘟菌素对 SGC-7901细胞的筛选浓度。Western blot检测 4对干扰质粒、阴性对照质
粒对 snai1蛋白水平表达的影响。结果：测序表明，Snai1干扰序列及读码框完全正确，干扰质粒瞬时转染的 SGC-7901细胞系在倒
置荧光显微镜下观察绿色荧光达 85%以上。杀稻瘟菌素对于 SGC-7901细胞的筛选浓度为 5μg/ml。Western blot结果显示，干扰
序列Mi-1对 Snai1有较强的干扰效果。结论：成功构建了 Snai1干扰真核表达载体，同时筛选出有效干扰质粒及稳定转染株，为
进一步研究 Snai1在胃癌中的作用奠定了基础。
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ABSTRACT Objective:To construct recombinant eukatyotic expression vector of micro-RNA for Snai1gene,and screen the stably
transfected gastric carcinoma cell clone SGC-7901. Methods: Microinterference ribonucleic acid (miRNA) nucletides of Snai1were syn-
thesized and inserted into pcDNATM6.2-GW/EmGFPmiR vector, which were confirmed by sequencing，then the recombinant miRNA
vectors were transfected into SGC-7901 by Roche BD. The transfection efficiency was observed under inverted fluorescence microscope.
According to the fatal dose of blasticidin to SGC-7901, and the selection concentration of blasticidin to SGC-7901 cell. The protein ex-
pression of Snai1was detected by Western blot. Results: Sequencing suggested that miRNA eukaryotic expression vectors targeting Snia1
possesse correct nucleotide sequence and read frame, and the express of the green fluorescent protein was over 85% when the transient
transfected SGC-7901 cell line observed nuder inverted fluorescence microscope. The screening concentration of blasticidin to
SGC-7901 cell was 5μg/ml. The results of Western blot showed that the sequence of Mi-1could more effectively knockdown the expres-
sion level of Snai1 than the others. Conclusion: miRNA eukaryotic expression vectors targeting Snia1 were successfully constructed and
the effectively interference miRNA were identified, and the stably transfected cell clone obtained may be useful for understanding the ef-
fect of Snai1 in gastric cancer.
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前言

细胞间的作用对胚胎的发生发展以及正常组织结构和功
能的维持起重要作用。而当这些作用发生改变时，例如恶性肿瘤
的发生，即可导致组织细胞去分化、浸袭能力增加以及向远处播
散。上皮性肿瘤细胞浸袭特性的获得被认为是胚胎时期的生理
过程上皮向间质转变（epithelial to mesenchymal transition, EMT）
的一种病理演变，同时认为其是肿瘤发生远处转移最为关键的
一步。Snai1是一种锌指转录蛋白，是 SnaiL家族中重要成员之

一，据文献报道，Snai1的高表达是促进肿瘤细胞发生 EMT的主
要影响因子之一[1-2]。此前的报道多是关于 Snai1在结直肠癌、乳
腺癌、前列腺癌及胰腺癌等[3-6]肿瘤中的作用，但对于其在胃癌中
的作用报道很少。本研究既构建了一种特异性作用于 Snai1的
miRNA，同时转染胃癌细胞 SGC-7901，并筛选出稳定转染株，以
为进一步研究 Snai1在胃癌中的作用奠定实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料
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1.1.1.试剂 Roche BD转染试剂购自德国罗氏试剂公司，载体
构建试剂盒 BLOCK-iTTmpolⅡmiRNAiExpression Vector Kit
with EmGFP购自美国 Invitrogen公司，Taq酶、dNTP mix购自

Takara试剂公司；兔抗人 Snai1抗体购自美国 Abcam试剂公
司。根据 homo sapiens Snai1基因序列设计并合成 4对 miRNA
及一对无效 miRNA干扰系列（即阴性对照），具体信息见表 1：

1.1.2 胃癌细胞系 SGC-7901为本实验室冻存。
1.2 方法
1.2.1 质粒构建 将 4对寡聚单链 DNA退火成双链。然后用载
体构建试剂盒 BLOCK-iTTM Pol II miR RNAi Expression Vector
Kit with EmGFP进行重组克隆，将 4对双链的 miRNA oligo分
别插入到 miRNA表达载体 pcDNATM6.2-GW/Em-GFPmiR 中，
构建 4个 miRNA表达质粒，并转化至感受态细胞 DH5α。退
火和连接的具体方法如下：（1）寡聚 DNA退火，将 4对合成好
的寡聚单链 DNA用灭菌的 ddH2O溶解成 100μM，互补单链
各取 5μl两两混合，按说明给出体系进行退火。然后将 4份
oligo混合物在 95℃加热 5分钟，然后放置室温自然冷却 20分
钟，形成双链 DNA；（2）将退火后形成的双链 DNA 稀释成
10nM，按说明将双链 DNA和 pcDNA6.2-GW/EmGFP载体、ds
oligo、T4 DNA ligase配置在连接体系，混匀后在室温让反应 30
分钟，形成完整的质粒；（3）每个转化平板分别挑取 4个克隆，
摇菌抽提质粒后进行测序，以验证重组克隆中插入片段序列是
否与设计的寡聚单链 DNA序列一致。
1.2.2 细胞培养 人胃癌细胞株 SGC-7901复苏后用含 10%小
牛血清、100U/mL 的青霉素和 100 μg/mL 链霉素的 RPMI
1640培养基，于 37℃，5%CO2的温箱中培养。
1.2.3 质粒的扩增和制备（1）将转染质粒的 DH5α涂布于含
壮观霉素抗性的 LB平板上（含 50mg/mL的壮观霉素），37℃恒
温培养过夜。从培养皿上挑选 5个单克隆菌落接种于 100ml含
壮观霉素抗性的 LB培养基中，37℃，180rpm/min条件下恒温
摇床培养过夜；（2）按 TIANGEN去内毒素质粒抽提试剂盒说
明，抽提质粒；并利用紫外分光光度计测量质粒 DNA浓度；质
粒 DNA保存于 -20℃条件下备用。
1.2.4胃癌细胞 SGC-7901筛选浓度、维持浓度的确定 将胃癌
细胞 SGC-7901按 1*105接种于 6孔板，待细胞贴壁后，将杀稻
瘟菌素按终浓度为 0、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 μg/ml 11 个浓
度加至各孔，于 37℃，5%CO2的培养箱中培养，每 2天换一次
培养基并加药，培养 10天后导致细胞全部死亡的最低浓度为
基准，筛选时比该浓度高一个级别，维持浓度为筛选浓度的一

半。
1.2.5转染 按 Roche BD转染试剂说明操作，具体步骤：（1）将
状态良好、处于对数生长期的胃癌细胞系 SGC-7901用含 ED-
TA 0.25%的胰酶消化，用完全培养基重悬后计数，按 5×105/孔
接种于 6孔板；（2）待细胞融合度达到 60%时换无血清培养基
饥饿培养 2小时后转染；（3）用 500μl Opti-men培养基稀释
4μl BD转染试剂，再分别加入 2μg Mi-1、Mi-2、Mi-3、Mi-4和
无效干扰质粒，轻轻混匀后，室温下孵育 5min；（4）将 6孔板中
无血清培养基换成完全培养基并将 500μl含转染试剂及质粒
DNA的 Opti-men培养基分别加至各孔；（5）轻轻混匀后至于
37℃，5%CO2的温箱中培养；（6）分别于转染 24h、48h时置于
倒置荧光显微镜下观察荧光表达情况，估计转染率。
1.2.6 Western blot 于转染 48h后收集细胞（留取少许转染细
胞继续培养），采用 RIPA细胞裂解液提取 SGC-7901细胞总蛋
白，酶标仪测量蛋白浓度。利用 12% SDS-PAGE凝胶电泳 1h
30min；200mA恒流、1h30min将蛋白转至硝酸纤维膜（NC膜）
上，用含 5%脱脂奶粉的 TBST封闭 NC膜 1h，兔抗人 Snai1多
克隆抗体孵育，4℃，过夜，TBST洗脱液洗脱 15min/次，4次，
HRP标记的羊抗兔 IgG二抗孵育 2h，TBST洗脱液洗脱 15min/
次，4次；ECL发光液显影。
1.2.7 稳定株筛选 根据步骤 6 western blot结果及步骤 4所得
的最佳筛选浓度筛选最有效干扰序列转染的细胞株，筛选 28
天后利用有限稀释法得单克隆稳定转染株，同时用含维持浓度
药物的培养基培养。

2 结果

2.1 miRNA真核表达载体的测序
通过上海 Invitrogen生物技术有限公司的测序验证，所获

得的重组干扰质粒中的目的片段与设计的寡聚单链 DNA序列
一致，表明退火形成的双链 DNA干扰序列成功连接入 pcD-
NATM6.2-GW/Em-GFPmiR载体（如图 1）。
2.2 筛选及维持浓度的测定

胃癌细胞株 SGC-7901经含不同浓度杀稻瘟菌素培养基

Table 1. Sequences of basic pairs of miRNA

Name of mi-RNA

Mi-1-F

Mi-1-R

Mi-2-F

Mi-2-R

Mi-3-F

Mi-3-R

Mi-4-F

Mi-4-R

Negative-F

Negative-F

Sequences of Basic Pairs

GCTGTGGATTAGAGTCCTGCAGCTCGTTTTGGCCACTGACTGACGAGCTGCAACTCTAATCCA

CCTGTGGATTAGAGTTGCAGCTCGTCAGTCAGTGGCCAAAACGAGCTGCAGGACTCTAATCCAC

TGCTGAGGACAGAGTCCCAGATGAGCGTTTTGGCCACTGACTGACGCTCATCTGACTCTGTCCT

CTGAGGACAGAGTCAGATGAGCGTCAGTCAGTGGCCAAAACGCTCATCTGGGACTCTGTCCTC

TGCTGAGAAGGTCCGAGCACACGCCTGTTTTGGCCACTGACTGACAGGCGTGTTCGGACCTTCT

CCTGAGAAGGTCCGAACACGCCTGTCAGTCAGTGGCCAAAACAGGCGTGTGCTCGGACCTTCTC

TGCTGTGAGCAGCCGGACTCTTGGTGGTTTTGGCCACTGACTGACCACCAAGACCGGCTGCTCA

CCTGTGAGCAGCCGGTCTTGGTGGTCAGTCAGTGGCCAAAACCACCAAGAGTCCGGCTGCTCAC

TGCTGAAATGTACTGCGCGTGGAGACGTTTTGGCCACTGACTGACGTCTCCACGCAGTACATTT

CCTGAAATGTACTGCGTGGAGACGTCAGTCAGTGGCCAAAACGTCTCCACGCGCAGTACATTTC
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3 讨论

局部浸润被认为是肿瘤发生致命的远处转移的最为关键
的一步，而肿瘤发生远处转移受一系列细胞的和分子的机制所
调控，使肿瘤细胞的极性和细胞间的粘附性发生改变，促使肿
瘤细胞从原发病灶向远处扩散和转移[7]。而肿瘤发生局部浸润
及远处转移即 EMT是导致肿瘤病人高死亡率的重要因素，也
是目前肿瘤治疗的难点[8]。

随着对 miRNA研究的深入，发现 miRNA是一类存在于
生物体内源性长度约为 21个核苷酸的非编码小 RNA，通过与
靶 mRNA 的互补配对在转录后水平上对基因的表达进行调
控[9-11]。在哺乳动物中，预计 miRNA调控着大约 50%的蛋白的
编码，功能研究显示 miRNA几乎参于了迄今为止所有的细胞
间调控，此外其表达的改变与人类很多病理过程的发生有着密

切的联系[12]。且对 miRNA调控作用的研究显示，以 mRNA为
底物的 RISC（RNA-induced silencing complex），miRNA所起的
作用是小干扰 RNA（siRNA）的 10倍[13]。

1984年锌指转录蛋白 Snai1首先被发现存在于果蝇中[14]，
认为其与中胚层的形成密切相关，后陆续发现其在昆虫、线虫
甚至人类的胚胎发育中发挥重要作用，近几年发现其与肿瘤细
胞发生 EMT[1-2,4]及肿瘤细胞的抗药性密切相关[15]。研究还显示
Snai1通过调控 wnt/β-catrin信号通路在肿瘤的增殖、分化及
远处转移中起重要作用，但此前的研究很少涉及其在胃癌中的
作用。本研究通过设计合成特异性作用于锌指转录蛋白 Snia1
的 miRNA，接入 pcDNATM6.2-GW/Em-GFPmiR载体，测序证实
重组克隆中插入片段序列与设计序列一致，同时成功转染胃癌
细胞 SGC-7901，并筛选出稳定转染株。按说明在转染率＞80%
的情况下，4个质粒中至少有 1个干扰效果达到 70%以上。本

培养 10天，在杀稻瘟菌素浓度≥4μg/ml时细胞全部死亡，则
转染后 SGC-7901细胞的筛选浓度为 5μg/ml，维持浓度为 2.5
μg/ml。

图 1 pcDNA6.2-GW/EmGFP-miRNA图谱及 miRNA载入位点
Fig.1 pcDNA6.2-GW/EmGFP-miRNA and the transfected position

2.3 转染细胞株的倒置荧光显微镜观察
由于 pcDNATM6.2-GW/Em-GFPmiR 载体带有绿色荧光报

告基因，成功转染的细胞株在荧光显微镜下观察既有绿色荧光

蛋白表达（如图 2），同时载体携带的外源 miRNA基因得到表
达。

图 2：转染细胞的荧光图片
Fig.2 fluorescence image of transfected cells

2.4 miRNA抑制 Snai1基因的表达
采用 Western blot 技术验证干扰序列 Mi-1、Mi-2、Mi-3、

Mi-4及无效干扰 miRNA对目的基因 Snai1蛋白水平表达的抑
制作用，结果表明 Mi-1干扰序列对 Snai1有较强的抑制作用，
干扰作用达到了 92%，阴性对照组无抑制作用（如图 3）。

图 3 3-1，western blot检测胃癌细胞 SGC-7901中 Snai1表达水平，结果显示Mi-1的干扰作用最明显，阴性对照组无干扰作用；
3-2，western blot灰度值扫描，显示Mi-1的干扰最用达到了 92%。

Fig.3 3-1 Snail expression in SGC-7901 with Western Blot; 3-2 Scanning results of Western Blot in 3-1

213· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.2 JAN.2011

研究通过倒置荧光显微镜观察，在转染率大于 85%以上，通过
western blot检验 4个干扰质粒及阴性对照质粒的干扰效果，结
果显示 4个质粒中Mi-1的干扰效果最好，Snai1蛋白表达水平
下降了 90%以上。同时通过有限稀释法成功筛选出单克隆
pcDNATM6.2-GW/Em-GFPmiR/Snai1稳定转染株。本研究成功
获得了 Snai1 miRNA的有效干扰质粒，同时筛选出胃癌细胞的
稳定转染株，为进一步研究 Snai1在胃癌中作用奠定基础。
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