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·基础研究·
人 BRCA1 干涉慢病毒载体的构建与验证 *

张永平 赵 虎 韦伊芳 张 健 药立波△

(第四军医大学基础部生物化学与分子生物学教研室 陕西 西安 710032)

摘要 目的：设计合成干涉 BRCA1 表达的小干扰 RNA，并克隆入 pLKO.1 慢病毒表达载体，为研究基因 BRCA1 在乳腺癌细胞增

殖中的作用提供基础。方法：根据人 BRCA1 的基因序列，设计合成三对 BRCA1 干涉片段 （序列前后加入酶切位点 EcoRI 和

AgeI），再利用酶切连接反应将其插入到慢病毒载体 pLKO.1 中，经过酶切鉴定及测序正确后，将重组质粒转染入 MCF-7 细胞，

48h 后提取蛋白质和 RNA，通过蛋白印迹验证 BRCA1 的蛋白水平的表达情况，Realtime PCR 验证 BRCA1 的 RNA 水平的表达

变化。结果：重组质粒经酶切鉴定和测序比对完全正确，转染乳腺癌细胞 48h 后可见 BRCA1 表达的明显下调。结论：成功构建

BRCA1 干涉的慢病毒载体，并且转染 MCF-7 细胞证实其能够下调 BRCA1 的表达，为后续研究 BRCA1 在乳腺癌细胞的功能奠

定了基础。
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ABSTRACT Objective: To design and synthesize three small interference RNA targeting for human BRCA1 gene, and translate

them into a lentiviral expression vector pLKO.1,lay the foundation for further study of BRCA1 functions in breast tumor cells. Methods:
To construct the lentiviral vectors of small interference RNA targeting for BRCA1 gene. Three interference fragments were designed and
synthesized based on human BRCA1 gene sequence, and then they were digested by double restriction enzymes and inserted into the
lentiviral expression vector pLKO.1. After confirmation by enzyme digestion and sequencing, the constructed plasmids were transfected
into MCF-7 breast tumor cells. 48 hours later, BRCA1 expression were verified by Western-blot and real-time PCR. Results：Three small
lentiviral plasmids were all 500 bp. The constructed recombination plasmids were verified by enzyme digestion and DNA sequencing.
BRCA1 gene expression can be down-regulated in MCF-7 cells after transfection. Conclusion: The lentiviral vectors with siRNAs
targeting human BRCA1 gene were successfully constructed, and they was able to down-regulate BRCA1 gene expression significantly
in MCF-7 cells after cell transfection, which lays the foundation for the following studies.
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前言

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一[1]，尤其近年来呈现

出的发病年轻化的趋势，严重影响了女性的生活质量。随着分

子生物学等相关技术的发展，人们逐渐认识到，乳腺癌的发生

是相关基因和环境共同作用的结果。有研究[2]报道绝大多数的

乳腺癌患者都有遗传乳腺癌易感基因 BRCA1 的突变，并证实

BRCA1 基因与乳腺癌的发生密切相关。对于 BRCA1 基因突变

的检测目前已成为临床评估女性患乳腺癌风险和筛查乳腺癌

高危人群的重要分子指标[3]。

自从 1994 年 Miki 等第一次分离克隆到人乳腺癌易感基

因 BRCA1 之后[4]，科学家对于 BRCA1 在乳腺癌发生过程中的

作用及具体机制进行了广泛的研究。到目前为止，BRCA1 的功能

主要包括自身蛋白的锌指结构和酸性基团调控基因的转录[5]、
通过同源重组途径介导 DNA 损伤修复[6]、通过自身磷酸化与去

磷酸化调控细胞周期[7]及参与蛋白质泛素化[8]等。由此我们可以

得出 BRCA1 是一个抑癌基因[9]，正常 BRCA1 蛋白具有抑制肿

瘤增殖的能力，但在人类多种肿瘤如乳腺癌、卵巢癌等中却频

繁发生 BRCA1 基因的突变或失活[10]。
本研究拟构建三个 BRCA1 干涉的慢病毒载体，转染入乳
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腺癌细胞 MCF-7 中，研究下调 BRCA1 基因的表达后对乳腺癌

细胞的增殖的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

人乳腺癌 MCF-7 细胞、E.coli JM109 菌株和 pLKO.1-TRC
质粒为本室保存，Trizol 逆转录试剂盒、PrimerStar DNA 聚合

酶、DNA Marker DL15000 和 DL2000、限制性内切酶 EcoR I 和

AgeI、T4 连接酶、PrimeScript RT Reagent Kit、SYBR Premix Ex
Taq 均为 TakaRa 公司产品；质粒小提试剂盒为 Tiangen 公司产

品；蛋白预染 Marker 为 Invitrogen 公司产品。抗 BRCA1 抗体

购自 Cell signaling，荧光标记的羊抗鼠 IgG 购自 Odyssey 公司，

抗 actin 抗体购自博士德公司。
1.2 方法

1.2.1 引物设计、合成及退火 根据 Genbank BRCA1 基因序列

进行干涉 RNA 小片段的设计，设计原则参照 Addgene 网站对

于 pLKO.1-TRC 的干涉小片段设计的最佳条件，并在其上游引

物引入 EcoR I 酶切位点，下游引物引入 AgeI 酶切位点，最终

由 TaKaRa 公司合成。合成好的引物稀释成 0.01OD/μl，后在

PCR 仪上进行退火，反应体系为 sense oligo 1 ul；antisense oligo
1 μl；NEB Buffer 1 μl；H2O 7 μl。退火条件为 94℃ 5min；30℃
90min 至慢 慢 冷 却。以 下 为 3 个 shRNA 的 序 列。BRCA1
ShRNA -1481：上游引物：5'-CCGGGAGAATCCTAGAACTGA-
ACTCGAGTTCAGTATCTCTAGGATTCTCTTTTTG-3' 下 游

引物：5'-AATTCAAAAAGAGAATCCTAGAGATACTGAACT-
CGAGTTCAGTATCTCTAGGATTCTC-3'BRCA1 ShRNA-5
683:上 游 引 物 ：5'-CCGGGGGCUAGAAAUCUGUUGCUCTC-
GAGAGCAACAGAUUUCUAGCCCTTTTTG-3' 下 游 引 物 ：5'-
AATTCAAAAAGGGCUAGAAAUCUGUUGCUCTCGAGAG-
CAACAGAUUUCUAGCCC-3'BRCA1 ShRNA-7048:上游引物：

5'-CCGGTATAAGACCTCTGGCATGAATCTCGAGATTCAT-
GCCAGAGGTCTTATATTTTTG-3' 下游引物：5'-AATTCAAA-
AATATAAGACCTCTGGCATGAATCTCGAGATTCATGCC-
AGAGGTCTTATA- 3'。
1.2.2 重组质粒的构建 用 AgeI 和 EcoRI 限制性内切酶双酶

切 pLKO.1-TRC 质粒，去除 1.9 kb 的填充片段，并用胶回收试

剂盒回收 7 kb 大小的片段。使用 TaKaRa DNA Ligation Kit 中

的 Solution I 分别将退火产物 200 ng 与 pLK0.1-TRC（AgeI/Ec-
oRI） 载体 50 ng 16℃连接过夜后，热转化至 E.coli Competent
Cell JM109 中 ， 分 别 命 名 为 BRCA1 ShRNA -1481、BRCA1
ShRNA -5683、BRCA1 ShRNA -7048，涂布含 100 μg/ml 氨苄的

平板上，37℃过夜培养。从转化的平板上各挑选 8 个单菌落，用

Premix Taq 和引物进行 PCR 扩增，PCR 扩增后的产物经 1 %
琼脂糖凝胶电泳检测阳性克隆。其中引物序列分别为上游：

5'-GGCCTATTTCCCATGATTCC- 3'; 下游: 5'-GAGCCGCGG-
CCAAAGTGGAT- 3'。
1.2.3 阳性克隆的鉴定 每组挑取阳性菌落植菌 2 株，摇菌，提

取质粒后送去 TaKaRa 公司测序，测序引物同筛选阳性克隆步

骤中使用的引物。
1.2.4 重组质粒的转染 乳腺癌细胞系 MCF-7 用含 10％胎牛

血清的 DMEM 培养基，在 37℃恒温箱维持 5％的 CO2 下培

养。转染前将细胞接种于 6 孔板上，将 2 μg 质粒 DNA 和

Lipofectamine 2000 转染试剂 5 μl 分别分别混合于 250 μl 无血

清 DMEM 培养液中，常温放置 5 min 后将其混匀，室温下作用

20 min 后加到六孔板中，放回 CO2 培养箱内，37℃，5%CO2 孵

箱内培养 5 h，更换为含血清的 DMEM 培养液，继续培养

48 h。
1.2.5 RNA 提取和实时定量 PCR 细胞转染 48 h 后，弃去培养

液，PBS 清洗两次，用 Trizol 法提取 RNA 后，用 PrimeScript
RT Reagent Kit 将 RNA 反转录成 cDNA，具体操作参照说明

书，合成的 cDNA 于 -20℃保存。按照 SYBR Premix Ex Taq 说

明书上的操作流程加样，反应条件为 95℃ 10sec；95℃ 5sec ；

60℃ 34sec（2，3 步共循环 45 次）。引物序列分别为：人 BRCA1
上游：5'-CTTAGAGTGTCCCATCTGTCTGG-3'，下游：5'-GCC-
CTTTCTTCTGGTTGAGA-3'；人 GAPDH 上游：5'-TGCACCA-
CCAACTGCTTAGC-3'，下游：5'-GGCATGGACTGTGGTCAT-
GAG-3'。
1.2.6 蛋白质提取和免疫印迹 细胞转染 48 h 后，弃去培养液，

PBS 清洗两次，每孔加入细胞裂解液 100μL（提前已加好蛋白

酶抑制剂），冰上裂解 5 分钟，用细胞刮将细胞刮下，分别收集

到 1.5ml EP 管中，超生 3 秒后 4℃12000 rpm 离心 20 分钟，吸

取上清，并加入 5X 上样缓冲液，混匀后 100℃煮 10 分钟，同时

进行蛋白定量。配制 SDS-PAGE 蛋白电泳胶，其中分离胶浓度

为 12 %，浓缩胶浓度为 6 %。按照定量结果上样，上样量为 20
μg。浓缩胶中电压为 100 V，分离胶中为 120 V，电泳 2 h 后，

100 V 电转移 2 h，5 %奶粉溶液封闭 1 h。BRCA1 抗体以 1：

1000 稀释，Actin 抗体以 1:500 稀释，4℃孵育过夜，洗膜，羊抗

鼠荧光二抗孵育 1 h，Odyssey 红外扫描仪检测。

2 结果

2.1 重组质粒的构建

2.1.1 pLKO.1-TRC 质粒的双酶切预处理 经 AgeI 和 EcoRI 双

酶切的产物在 0.5 %的琼脂糖凝胶电泳上检测，可以明显看到

7 kb 的位置带，与预测结果相符。

图 1 pLKO.1-TRC 质粒双酶切产物

Fig.1 Double enzymes digestion of pLKO.1-TRC plasmids

2.1.2 三种重组质粒阳性克隆的挑选 经 PCR 扩增得到的产

物经 1.0 %琼脂糖凝胶电泳，都在 550 bp 的位置出现条带，结

果与预测相符。从图上结果可以看出，所挑选的三个重组质粒

的 8 个克隆均为阳性克隆。

7KB

1.9KB
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图 2 三种重组质粒的阳性克隆的挑选:A BRCA1 ShRNA-1481 PCR 产

物 B BRCA1 ShRNA-5683 PCR 产物

C BRCA1 ShRNA-7048 PCR 产物

Fig.2 Positive clones selection of three recombinant plasmids:A PCR

products of BRCA1 ShRNA-1481 B PCR products of BRCA1

ShRNA-5683 C PCR products of BRCA1 ShRNA-7048

2.1.3 三种重组质粒阳性克隆的鉴定 三组重组质粒八个克隆

从中挑选 2 个去测序，测序结果经过序列比对，完全正确，表明

载体构建成功。
2.2 三种重组质粒在 MCF-7 细胞中干涉效率的验证

三种重组质粒经脂质体转染 MCF-7 细胞 48 h 后，分别用

Trizol 法收集 RNA 和 RIPA 裂解细胞收集蛋白，利用实时定量

PCR 和蛋白免疫印记的方法检测重组质粒的干涉效果。结果显

示，3 种质粒均能明显下调 BRCA1 的表达。

图 4 三个重组质粒干涉效率的验证:A Realtime-PCR 结果 BWestern

blotting 结果

Fig.4 Verification of three plasmids interference efficiency: A Results of

Realtime-PCR B Results of western blotting

3 讨论

BRCA1 基因是抑癌基因，位于染色体 17q21，共编码 1863
个氨基酸，主要表达在正常的乳腺上皮细胞及正常卵巢生发上

皮的细胞核中，与乳腺癌、卵巢癌[11]的发生存在密切的联系。国

外有文献报道，BRCA1 基因突变位置与患乳腺癌风险的相关

性分析发现，高比例乳腺癌病例的家系集中在 BRCA1 基因 3'
端 1/3 处[12]。在约 50％的遗传性乳腺癌中，BRCA1 基因的遗传

性突变是基因功能丧失导致癌症的主要机制[13]。而在散发性乳

腺癌患者中，BRCA1 基因突变并不常见，但是有多达 30％的

乳腺癌患者 BRCA1 mRNA 或蛋白表达降低[14]。因此，BRCA1
的正常表达对于乳腺癌的发生发展至关重要[15-17]。

同时，BRCA1 蛋白质结构 的 研 究 发 现 BRCA1 能 够 与

BARD1 相互结合形成二聚体，发挥 E3 连接酶的活性[18]，泛素

化蛋白质 H2A、FANCD2、NPM、RNA II 等，其中单泛素化 H2A
能使染色质发生重塑，启动 DNA 修复系统，修复受损的 DNA[19]。
也有文献报道 BRCA1 与细胞的转录调控存在着密切的联系，

BRCA1 的 3' 酸性氨基酸区能够与很多分子相互结合发挥转录

调控作用，如与 P53 相结合调控细胞周期进程[20]，与 ZBRK1 相

互结合调节分子如 P21，GADD45 等的转录水平，从而最终调

节细胞的损伤与修复水平[21]。2011 年，美国科学家研究发现 B-
RCA1 能够调节异染色质的活性，从而调节细胞的增殖，凋亡，

基因组的稳定以及细胞的修复能力[22]。这些研究都表明 BRC-
A1 在乳腺癌乃至其他癌症的发生过程中发挥着重要的作用，

甚至，美国科学家预测将来可以通过检测血液中 BRCA1 的基

因表型，预测乳腺癌的发生概率的高低。
本实验中，我们成功构建了干涉 BRCA1 的慢病毒质粒 B-

RCA1ShRNA-1481、BRCA1ShRNA-5683、BRCA1 ShRNA-7048，

并将它们瞬时转染 MCF-7 乳腺癌细胞中，提取 RNA 和蛋白

质，证实了质粒的干涉效率，为后续研究 BRCA1 分子功能的

研究，阐明乳腺癌发生的机理奠定了基础。
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名专家作为国外编委，国内多家知名大学、研究中心学术带头人 13 名作为国内编委，还包括国内外共 40 名专
家参与编写。

全书共计 130 余万字，收录图片 378 幅，共分基础篇和应用篇。
基础篇共分 10 章，主要介绍了分子影像学的发展简史，分子成像的相关概念、基本原理、基本技术和设备

等，内容较第一版更为精准、完善，覆盖面更加宽泛。着重针对探针合成这一当前分子成像研究的技术瓶颈，纳
入了材料学、生物学和化学等相关技术内容。

应用篇共分 7 章，着重介绍了分子影像学技术的最新进展和应用情况，并详细介绍了分子成像在肿瘤、中
枢神经系统和心血管系统疾病诊断中的应用情况，重点阐述了分子成像在监测基因治疗、活体细胞示踪以及
新药研发等方面的最新研究进展，并就分子影像学向临床转化所面临的问题进行了深入剖析。

本书内容系统详实，深入浅出，图文并茂，可读性强。可供医学影像学专业、临床专业学生使用，并可为临
床各学科研究生、临床医师及其他相关生命科学的研究人员提供参考。
《分子影像学》精装本定价 260 元, 全国各大书店有售。
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