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用于筛选 shRNA的新型双萤光素酶报告基因载体的构建及应用 *
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摘要 目的：构建一个新型双萤光素酶报告基因载体用于准确高效地筛选有效抑制靶基因表达的 shRNA。方法：采用 PCR、定向克

隆、基因重组等分子生物学方法，将双萤光素酶报告基因系统中需要的报告基因载体、shRNA真核表达载体和内参载体三个功

能，整合于一个新型的双萤光素酶报告基因载体 pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA之中。应用该载体对靶向人 PD1基因以及 Furin基因

的 shRNA进行干涉效果比较。结果：应用 pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA载体进行单质粒转染方法与传统的三质粒转染方法均提示

shRNA#1对靶基因 PD1的抑制效果最优；但是使用新型双萤光素酶报告基因载体检测结果的标准差数值显著低于传统方法。以

pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA单质粒转染方法得到的各组样品结果的均一性显著提高，能够准确地反映出 shRNA#3较 shRNA#2具

有更强的 Furin基因抑制作用；而传统方法未能有效判断二者的差异。结论：新型双萤光素酶报告基因载体简化了操作步骤，降低

了传统三质粒共转染方法所引起的检测结果大幅波动，进一步增强了双萤光素酶报告基因系统的信噪比，提高了筛选抑制靶基

因表达 shRNA的准确性。
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Construction and Application of a Novel Dual-Luciferase Reporter Gene
Vector for shRNA Screening*

To construct a novel dual-luciferase reporter gene vector for accurate and efficient shRNA screening.

Using standard molecular biological methods of polymerase chain reaction, directional cloning and gene recombination, a novel dual-lu-

ciferase reporter gene vector namely pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA was constructed. This recombinant vector integrated functions of the re-

porter gene vector, the eukaryotic expression vector of shRNA and the reference vector. Target gene (PD1 or Furin) and candidate

shRNAs were respectively directional cloned into the multiple cloning site one and two of the new-established vector. The interference

effects of shRNAs on target gene were compared with standard dual luciferase reporter gene assay. Compared to the traditional

method of cotransfected with three plasmids, the new established shRNA screening method using pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA only needs

to transfect a single plasmid. In the experiment which target gene was PD1, similar results were obtained by the two competitive methods;

yet, the standard deviations of each shRNA group detected by pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA were significantly lower than that of traditional

method. The results obtained by the new method have superior uniformity, which can accurately reflect the difference of the inhibition ef-

ficiency of shRNA#2 and shRNA#3 targeting Furin gene. However, this trend has not been detected by traditional method of cotransfected

with three plasmids. By alleviating the fluctuation of results obtained by traditional method, the novel reporter gene vector

pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA enhances the dual-luciferase system signal-to-noise ratio, and improves the accuracy of shRNA screening.
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前言

RNA干扰（RNAi）是短发夹 RNA（shRNA）或小干扰 RNA

（siRNA）介导的抑制或沉默目标基因表达的过程，该技术已广

泛应用于基因功能、肿瘤发生发展及基因治疗等研究领域[1-3]。

为了使特定基因沉默表达，可针对该基因序列信息设计不同靶

点的 shRNA，但不同 shRNA所引起的沉默表达程度往往存在

较大差异 [4-6]。因此，准确高效地筛选有效抑制靶基因表达的

shRNA是应用 RNAi技术进行研究和应用的基础[7,8]。

双萤光素酶报告基因实验（Dual-Luciferase Assay）是检测

shRNA对靶基因表达抑制程度的首选研究方法[9-11]。完成此项

实验通常需要构建三个质粒：一是将靶基因构建至萤火虫萤光

素酶（Firefly Luciferase, FLuc）基因 3'非翻译区的报告基因质

粒，二是产生候选 shRNA的真核表达质粒，三是表达海肾萤光

素酶（Renilla Luciferase, RLuc）的内参质粒[12-14]。将上述三个质

粒按照一定比例混合后，共同转染哺乳动物细胞，而后分别测

定 FLuc和 RLuc活力，计算二者比值，比值越低表示 shRNA

对靶基因表达的抑制效果越强。然而在多质粒共转染实验的具

体操作中，由于无法避免的质粒加样误差以及细胞转染效率差

异等诸多因素的影响，使得实际进入各个细胞的三个质粒的比

例必然不会完全相同，造成较大的系统性误差，导致相同

shRNA实验组的不同重复样本的萤光素酶活力比值之间存在

较大的波动，大大削弱了实验的准确性和可靠性。

本文构建了一个新型的质粒载体，同时具备报告基因载

体、shRNA真核表达载体和 RLuc内参载体三个功能，试图解

决应用传统实验方法筛选抑制靶基因表达 shRNA时测定结果

波动较大、重复性差的问题。

1 材料与方法

1.1 材料

质粒 pEGFP-C1、pGL3-Basic和 pRL/TK为本实验室保存。

人 PD1 基因（NCBI注册码：NM_005018.2）和人 Furin 基因

（NCBI注册码：NM_002569.2）ORF全长 cDNA购自北京义翘

神州生物技术有限公司。293A细胞为本实验室传代培养。限制

性核酸内切酶为美国 NEB公司产品。PrimeSTAR誖 HS DNA

聚合酶、T4 DNA连接酶为 TAKARA公司产品。EsayGeno快

速重组克隆试剂盒、质粒小提试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA回收试

剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司。转染试剂 Lipofec-

tamineTM2000、琢-MEM培养液、胎牛血清购自美国 Invitrogen公

司。双萤光素酶报告基因检测试剂盒为美国 Promega公司产

品。引物合成及基因合成技术服务由北京奥科鼎盛生物科技有

限公司完成。萤光素酶活力检测使用 Promega公司 GLOMA

20/20 LUMINOMETER照度计完成。

1.2 新型双萤光素酶报告基因载体 pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA

的构建

以 pGL3-Basic质粒为模板，使用引物 P1和 P2对 FLuc基

因片段进行 PCR扩增；将 PCR产物与 pEGFP-C1质粒以限制

性内切酶 I和 I双酶切后进行连接，得到重组质粒

pFLuc-C。

以 pRL/TK质粒为模板，使用引物 P3和 P4进行 PCR反

应，扩增包括 HSV-TK启动子、人 茁-球蛋白内含子、RLuc编码
基因及同源重组短臂在内的核酸片段；以限制性内切酶 II

对重组质粒 pFluc-C进行线性化；将 PCR产物和线性化质粒应

用 EasyGeno重组克隆试剂盒进行定向重组连接，得到重组质

粒 pFLuc-C-TK-RLuc。

以重组质粒 pFLuc-C-TK-RLuc为模板，使用引物 P5和 P6

进行 PCR反应；扩增所得核酸片段经限制性内切酶 I酶切

后连接成环，得到新型双萤光素酶报告基因载体 pFLuc-C-

TK-RLuc-shRNA。

1.3 构建报告基因载体筛选有效干涉 PD1基因的 shRNA

以人 PD1基因 ORF全长 cDNA为模板，使用引物 PD1-f

和 PD1-r进行 PCR反应；将 PCR产物以限制性内切酶 I和

I 双酶切后，分别与相同限制性内切酶切割后的

pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA 质粒和 pFLuc-C 质粒进行连接，得

到重组质粒 pFLuc-PD1-TK-RLuc-shRNA 和报告基因质粒

pFLuc-PD1。

根据人 PD1基因序列，设计合成四条候选 shRNA，分别命

名为 PD1-shRNA#1~#4；设计合成一条对人类基因无干涉作用

的 shRNA作为对照，命名为 shRNA#NC。上述 shRNA参照

miR-E骨架结构进行设计[18]，候选 shRNA中的靶基因反向互

补序列通过 BLOCK-iTTM RNAi Designer软件预测获得。上述

shRNA片段的 5'端含有 I和 V酶切位点、3'端含有

I和 I酶切位点，由北京奥科鼎盛生物科技有限公司合

成后，以 I和 I双酶切克隆入 pEGFP-C1质粒，重组质

粒 命 名 为 pEGFP-PD1-shRNA#1/ #2/ #3/ #4 以 及

pEGFP-shRNA#NC，作为 shRNA真核表达质粒。

以 V 和 I 将候选和对照 shRNA 序列从上述

shRNA 真核表达质粒中切出，连入相同内切酶切割的

pFLuc-PD1-TK-RLuc-shRNA，得到五个基于新型双萤光素酶报

告基因载体构建的重组质粒 pFLuc-PD1-TK-RLuc-shRNA#1/

#2/ #3/ #4/ #NC。

1.4 构建报告基因载体筛选有效干涉 Furin基因的 shRNA

参照 1.3步骤，将靶基因 Furin和候选 shRNA序列克隆入

报告基因载体，构建重组质粒 pFLuc-Furin-TK-RLuc-shRNA#1/

#2/ #3/ #4/ #NC和 pFLuc-Furin。

1.5 细胞转染

表 1 引物及序列

Table 1 Primers and sequences

Primers Sequences (From 5' to 3')

P1 ggggctagcgtcgaccgccaccatggaagacgccaaaaacataaag

P2 tttctcgagccttctgttgggttaagaagtcgattacacggcgatctttccgcccttc

P3 caatttacgccttaaagatctaaatgagtcttcggacctc

P4 atcaatgtatcttaatcatgtctgctcgaagcggccgctc

P5 aaattaattaaactagtgcgggactctggggttcgaaatgaccgac

P6 aaattaattaagatatctcagaagaactcgtcaagaaggcgatagaag

PD1-f aaactcgagatgcagatcccacaggcgccctg

PD1-r aaaggatcctcagaggggccaagagcagtgtc

Furin-f aacagaaggctcgagatggagctgaggccctggttgct

Furin-r agatccggtggatcctcagagggcgctctggtctttga
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293A细胞以琢-MEM+10 %（V/V）胎牛血清培养，接种至

48孔板中（1× 105个细胞 /孔）,待细胞汇合率达到 85~95 %进

行转染。对于新型双萤光素酶报告基因载体，每孔细胞转染

0.4 滋g重组质粒；若使用传统三质粒共同转染方法，每孔细胞
转染 0.3 滋g pFLuc-PD1/Furin质粒（FLuc报告基因载体）、0.1
滋g pEGFP-PD1/Furin-shRNA#1~4 或 pEGFP-shRNA#NC 质粒

（shRNA表达载体）以及 5 ng pRL/TK质粒（RLuc内参载体）。

转染 48小时后进行报告基因检测。各实验组均设置三次重复。

1.6 萤光素酶活力检测及数据处理

转染后细胞以 D-PBS洗涤细胞一次；每孔加入 100 滋L
1× Passive Lysis Buffer裂解细胞；将细胞裂解液以 12000 rpm，

4℃离心 15 min；吸取 5 滋L细胞裂解上清与 10 滋L Lucifersae

Assay Buffer II充分混匀后，在照度计中读数 10秒，检测 FLuc

活力；再加入 10 滋L Stop & Glo Reagent充分混匀，再次读数 10

秒，检测 RLuc活力。

首先计算各样品两次读数的比值；再将各样品读数比值与

shRNA#NC组样品读数比值相除，进行均一化处理；计算均一

化处理后各 shRNA组样品的均值和标准差，均值越小表示该

shRNA对靶基因的抑制效果越好；应用 SPSS 13.0软件以单因

素方差分析法比较各 shRNA处理组之间是否具有显著性差异。

2 结果

2.1 新型双萤光素酶报告基因载体 pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA

结构说明

pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA质粒经全长测序，证实与预期

序列完全一致，该质粒结构如图 1所示。新型双萤光素酶报告

基因载体具有以下三个功能：1、FLuc基因终止码后为一个多

克隆位点（MCS-1），用于插入被抑制的靶基因序列，产生 FLuc/

靶基因嵌合 mRNA，行使报告基因载体功能；2、Kan/Neo抗性

基因终止码后为另一个多克隆位点（MCS-2），用于插入候选

shRNA；插入的 shRNA位于抗性基因 mRNA的 3'非翻译区

内，随抗性基因一同转录后加工成熟，行使 shRNA真核表达载

体功能；3、包含 RLuc基因表达框，用于低水平、组成性地表达

RLuc，行使内对照载体功能。

2.2 筛选有效干涉 PD1基因的 shRNA

应 用 新 型 双 萤 光 素 酶 报 告 基 因 载 体 pFLuc-C-

TK-RLuc-shRNA进行单质粒转染方法与传统的三质粒转染方

法所得结果趋势一致，均提示在 4条候选 shRNA中，shRNA#1

对靶基因 PD1的抑制效果最显著（图 2）。通过对两种测定方法

的结果比较可以发现，应用单质粒转染方法得到的各组样品的

标准差均显著低于传统三质粒转染方法，提示以新型双萤光素

酶报告基因载体进行单质粒转染方法所得数据的重复性明显

优于传统方法。

2.3 筛选有效干涉 Furin基因的 shRNA

传统三质粒转染方法结果显示，相对于 #1和 #4 shRNA，

shRNA#2 和 shRNA#3 均对靶基因 Furin 具有显著地抑制作

用。但是由于同组内样品数据的均一性差、波动较大，导致各组

数据的标准差数值较高，统计结果显示 shRNA#2和 shRNA#3

对 Furin基因的抑制作用并无显著性差异（P=0.789）（图 3）。应

用 pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA重组质粒以单质粒转染方法进行

shRNA筛选实验，能够显著提高同组数据的重复性，准确地反

映出 shRNA#3 较 shRNA#2 具有更强的 Furin 基因抑制作用

（P<0.001）。

图 1 新型双萤光素酶报告基因载体 pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA结构示

意图

Fig.1 Schematic representation of pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA

图 2 应用两种方法筛选有效干涉 PD1基因的 shRNA

Fig.2 Comparison of the inhibition efficiency of shRNAs targeting PD1 by

two methods

图 3 应用两种方法筛选有效干涉 Furin基因的 shRNA

Fig.3 Comparison of the inhibition efficiency of shRNAs targeting Furin

by two methods
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3 讨论

RNAi技术能够对靶基因的表达进行特异性敲减，在基因

功能研究、基因治疗等领域应用广泛[15,16]。然而并非所有理论层

面设计合理的 shRNA都能有效地降低靶基因表达水平[17]。因

此，准确、高效地评价候选 shRNA的基因沉默能力十分必要[18,19]。

双萤光素酶报告基因系统为筛选有效干涉靶基因的 shRNA提

供了良好的手段[20]。该方法的基本原理是将靶基因构建到 FLuc

基因的 3'非翻译区，使靶基因跟随 FLuc基因一同转录为嵌合

mRNA。若 shRNA对靶基因具有抑制作用，则会使 FLuc/靶基

因嵌合 mRNA稳定性降低，导致 FLuc表达量下降，引起 FLuc

活力减弱。shRNA对靶基因的抑制作用越强，FLuc活力降低的

程度越明显。为了减小细胞活性和转染效率等外在因素对测定

结果的影响，在细胞中同时组成性表达 RLuc作为内对照，使

测定结果规一化。双萤光素酶报告基因系统在细胞中同时表达

FLuc和 RLuc，两者来源于不同物种并对应不同的反应底物，

故而不会产生交叉干扰[21,22]。相比于先前开发的使用氯霉素乙

酰基转移酶（CAT）、茁- 半乳糖苷酶（茁-Gal）、碱性磷酸酶
（SEAP）等作为内对照的报告基因系统，双萤光素酶报告基因

系统在检测灵敏度和检测速度等方面具有显著优势。

然而，传统的双萤光素酶报告基因系统筛选抑制靶基因表

达 shRNA的实验方法并不便利，需要将报告基因载体、shRNA

真核表达载体和 RLuc内参载体以一定比例混合后，共同转染哺

乳动物细胞。多质粒共转染操作步骤繁复，不同细胞实际转入的

三种载体比例必然存在一定程度的差异，引起较大的系统性误

差，导致通过该方法测定的实验结果稳定性差，重复实验组间差

异较大，削弱了实验的精确性，甚至造成无法准确评价候选

shRNA的情况（图 3）。针对这一弊端，Promega公司将 FLuc和

RLuc两种萤光素酶基因的完整独立表达框构建于同一个载体

上，开发制备了两种改进型双萤光素酶报告基因载体

psiCHECKTM-2和 pmirGLO（专利号：EP1341808），使报告基因

载体功能与内参载体功能整合于同一个质粒。但是，受限于上述

载体的价格不菲，限制了其推广应用。毕延震等通过同源重组方

法，将 FLuc和 RLuc基因表达框融合于同一个载体中，制备了

与商品化 psiCHECKTM-2报告基因载体功能类似的双萤光素酶

单载体 pMiSensor[23]。将靶基因序列插入上述双萤光素酶单载体

后，与一定比例的候选 shRNA真核表达载体混合，把二者共转

染哺乳动物细胞，即可完成 shRNA筛选实验。此类双萤光素酶

单载体，可将传统双萤光素酶报告基因系统所必须的三个功能

质粒共转染操作，简化为两质粒共转染，减小了多质粒共转所引

起的系统性误差。虽然，上述改进型的双萤光素酶单载体相比传

统方法提高了 shRNA筛选的准确性，但是实验仍然依托于多质

粒共转染操作，由此而来的系统性误差并未完全消除。这也是此

类载体未被相关领域科研人员广泛使用的主要原因。

目前，常用的 shRNA真核表达载体有两类。一类是利用序

列长度较短的 III类启动子直接转录生成 shRNA，其优点在于

转录终止位点明确，冗余序列较少。另一类则借鉴内源性

miRNA的结构，将 shRNA置于宿主基因的 3'非翻译区，使用

II类启动子进行转录，shRNA加工成熟的同时亦实现了宿主基

因表达。有研究对上述两类载体转录生成成熟 shRNA的效率

进行了系统比较，结果证实后者的效率显著高于前者[24]。如今，

越来越多的相关领域研究采用 II类启动子转录产生模拟内源

性 miRNA 结构的 shRNA [14]。本文构建的 pFLuc-C-TK-

RLuc-shRNA载体，其 Kan/Neo抗性基因编码序列上游具有细

菌启动子和 SV40 II类启动子，使新霉素磷酸转移酶 II分别在

大肠杆菌和哺乳动物细胞中表达，在大肠杆菌中表现出卡那霉

素抗性，在哺乳动物细胞中表现出遗传霉素抗性。通过加端

PCR 的方法，在抗性基因终止码后加入酶切位点，将候选

shRNA序列插入到抗性基因 mRNA的 3'非翻译区（图 1）。通

过 SV40启动子介导的抗性基因转录，在哺乳动物细胞中高效

地加工生成候选 shRNA。而 shRNA序列的插入不会影响新霉

素磷酸转移酶 II的表达，该载体依然能够在大肠杆菌中进行卡

那霉素抗性筛选。通过对质粒载体中抗性基因结构的改造，不

但将 shRNA真核表达的功能赋予了载体，又未引入过多的冗

余序列。

SV40 PloyA能够高效地终止上游基因的转录，被广泛应

用于质粒载体的构建。pGL3-Control和 pShuttle-CMV-LacZ两

种商品化载体均使用了 SV40 PloyA序列，然而我们意外地发

现这两个载体中的 SV40 PloyA却互为反向互补序列。这一发

现提示，SV40 PloyA不但能够终止上游基因的转录，对下游基

因也具有同样的作用。我们在 SV40 PloyA正向序列及反向互

补序列中均能找到发挥转录终止功能的核心基序 "AATAAA"
[25]，为其双向终止转录的能力提供了理论依据。本文构建的

pFLuc-C-TK-RLuc-shRNA载体，其 FLuc和 RLuc两种萤光素

酶基因的表达框对向排列，共享一个 SV40 PloyA序列（图 1），

即可实现两种萤光素酶的顺利表达。而前文所述的三种双萤光

素酶单载体，均采用两种萤光素酶基因表达框同向排列的方

式，需要两段 PloyA序列分别用于终止 FLuc和 RLuc基因的

转录。相对已有的双萤光素酶单载体，pFLuc-C-TK-RLuc-

shRNA载体通过共用一段 PloyA序列，不但精简了载体的分

子量大小，更避免了使用两个相同 PloyA序列（pMiSensor载

体）所引起的质粒重组风险。

本文创新性地将双萤光素酶报告基因系统中需要的报告

基因载体、shRNA真核表达载体和 RLuc内参载体三个功能，

整合于一个新型的双萤光素酶报告基因载体 pFLuc-C-

TK-RLuc-shRNA之中。该载体具有两个独立的多克隆位点，分

别用于插入靶基因序列和候选 shRNA序列。应用此新型双萤

光素酶报告基因载体筛选对靶基因表达抑制程度最优的

shRNA时，仅需要向细胞转染一个质粒，即可替代三个质粒或

两个质粒共同转染的操作，彻底消除了多质粒共转染的系统性

误差。极大降低了由于多质粒共转染操作稳定性差所引起的萤

光素酶活力比值的大幅波动，进一步增强了双萤光素酶报告基因

系统的信噪比，提高了筛选抑制靶基因表达 shRNA的准确性。
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