
增加可溶性 ＲＡＧＥ，从而直接或间接参与 ｓＲＡＮＫＬ诱
导的破骨细胞生成。综合研究结果和相关文献报道，

本研究推测 Ｓ１００Ａ４和 Ｓ１００Ａ６蛋白可能参与调控破
骨细胞过程。

综上所述，Ｓ１００蛋白可能参与调控绝经后骨质
疏松症的发病机制。本研究从转录水平上检测

Ｓ１００Ａ４和 Ｓ１００Ａ６蛋白在成骨细胞和破骨细胞形成
中表达结果，笔者推测 Ｓ１００Ａ４蛋白既参与调控成骨
过程，又参与调控破骨过程；而 Ｓ１００Ａ６可能仅参与
调控破骨过程，今后将进一步探讨 Ｓ１００Ａ４和 Ｓ１００Ａ６
蛋白对绝经后骨质疏松的作用机制，以及在临床上验

证 Ｓ１００Ａ４和 Ｓ１００Ａ６蛋白在骨质疏松标本中表达及
意义。
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靶向 ＭＳＴＮ基因 ｓｈＲＮＡ表达载体的构建与鉴定
王丽俊　钮利喜

摘　要　目的　旨在构建靶向 ＭＳＴＮ基因的短发夹 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）真核表达载体，并鉴定其在小鼠体内的抑制效果。方法

根据ＭＳＴＮ基因的 ｍＲＮＡ序列（ＮＭ＿０１０８３４．３）设计 ｓｉＲＮＡ，并挑选出 ３条可能具有良好干扰效果的 ｓｉＲＮＡ，设计合成 ｓｈＲＮＡ，构

建 ｐＳＩＲＥＮ－ＭＳＴＮ－ｓｈＲＮＡ表达载体。通过肌内注射法将载体递送至小鼠体内，利用实时荧光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测

干扰后小鼠肌肉组织中 ＭＳＴＮ的 ｍＲＮＡ表达量和蛋白质表达水平。结果　测序鉴定表明 ｐＳＩＲＥＮ－ＭＳＴＮ－ｓｈＲＮＡ表达载体构

建成功，３个重组质粒均能够明显降低肌肉组织中 ＭＳＴＮ的 ｍＲＮＡ和蛋白质水平，其中 ｐＳＩＲＥＮ－Ｍ８１９表达载体干扰效果最好，

与对照组比较，ＭＳＴＮ的 ｍＲＮＡ表达量降低了 ７１％，蛋白水平也明显降低。结论　成功构建了 ｐＳＩＲＥＮ－ＭＳＴＮ－ｓｈＲＮＡ表达载

体，并在小鼠体内能够有效抑制 ＭＳＴＮ基因的表达。

关键词　抑肌素　ＲＮＡ干扰　实时荧光定量 ＰＣＲ　免疫印迹
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ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＳＴＮｇｅｎｅｉｎｍｉｃｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＭＳＴＮ；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；ｑＲＴ－ＰＣＲ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

　　肌肉生长抑制素（ｍｙｏｓｔａｔｉｎ，ＭＳＴＮ），简称抑肌
素，又名生长分化因子 ８（ＧＤＦ－８），是 ＴＧＦ－β超家
族成员之一，其功能主要是作为一种骨骼肌生长的负

调控因子，限制肌肉超常发育
［１］
。该基因的缺失或

突变会使肌细胞增生和肥大，机体表现为双肌性

状
［２，３］
。对 ＭＳＴＮ基因的深入研究在畜牧业及医学

领域具有重要意义。近年来，研究发现 ＭＳＴＮ不仅可
调控肌肉生长发育，在肌肉稳态中起关键作用，而且

还影响脂肪形成和骨骼发育，并与胰岛素敏感度有

关
［４～６］

。因此，有关 ＭＳＴＮ基因与多种疾病的关系及
其在机体代谢中的作用受到广泛关注。ＲＮＡ干扰
（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是指在进化过程中高度保
守的、由双链 ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）诱
发的、同源 ｍＲＮＡ高效特异性降解的现象［７］

。该技

术可以简便、快速、高效、特异性地抑制基因的表达，

因此受到了各个领域研究者的重视。该技术主要应

用于探查基因功能、基因和转录调控研究等领域。本

研究旨在构建具有良好干扰效果的 ｐＳＩＲＥＮ－
ＭＳＴＮ－ｓｈＲＮＡ表达载体，为后续通过 ＲＮＡ干扰技术
调控 ＭＳＴＮ基因表达以改善和治疗 ＭＳＴＮ相关疾病
奠定基础。

材料与方法

１．主要试剂和实验材料：限制性核酸内切酶
ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ（１０１０Ｓ和１０４０Ｓ，日本 ＴａＫａＲａ公
司）；Ｔ４ＤＮＡ连接酶（２０１１Ａ，日本 ＴａＫａＲａ公司）；质
粒小量提取试剂盒（Ｄ１１００，北京索莱宝科技有限公
司）；ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）
试剂盒（ＲＲ８２０Ａ，日本 ＴａＫａＲａ公司）；ＧＤＦ－８抗体
（ｓｃ－１３４３４５，美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＧＡＰＤＨ抗体

（ＭＢ００１，南京巴傲得生物科技有限公司）；ｍ－ｌｇＧｋ
ＢＰ－ＨＲＰ二抗（ｓｃ－５１６１０２，美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；
琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒（Ｄ２５００－０１，美国 Ｏｍｅ
ｇａＢｉｏ－Ｔｅｋ公司）；通用 ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒（Ｍ －
ＭＬＶ）（ＲＰ１１００，北京索莱宝科技有限公司）；ＲＩＰＡ组
织／细胞裂解液（Ｒ００２０，北京索莱宝科技有限公司）；
ｓｈＲＮＡ序列合成、引物序列合成（深圳华大基因公
司）。健康 ＩＣＲ小鼠购自山西医科大学动物实验中
心，雄性，６～８周龄，２０只。

２．ＭＳＴＮｓｈＲＮＡ序列的设计与合成：根据 Ｇｅｎ
ｂａｎｋ上已公布的小鼠 ＭＳＴＮ基因的 ｍＲＮＡ序列
（ＮＭ＿０１０８３４．３），选用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ的 ＢＬＯＣＫ－ｉＴＴＭ

ＲＮＡｉＤｅｓｉｇｎｅｒ软件，在线设计 ｓｉＲＮＡ序列并挑选出３
条可能具有良好干扰效果的 ｓｉＲＮＡ序列，设计成包
含正义链、ｌｏｏｐ环、反义链、转录终止信号和酶切位点
的 ｓｈＲＮＡ寡核苷酸单链［８］

。其序列详见表１。
　　３．ｐＳＩＲＥＮ－ＭＳＴＮ－ｓｈＲＮＡ表达载体的构建：将
设计合成的 ｓｈＲＮＡ引物进行退火形成双链，同时使
用限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ对载体 ｐＳＩＲＥＮ－
ＤＮＲ－ＤｓＲｅｄ－Ｅｘｐｒｅｓｓ进行双酶切，１％琼脂糖凝胶电
泳鉴定并用胶回收试剂盒回收酶切产物，与退火产物

相连接（Ｔ４ＤＮＡ连接酶，１６℃水浴过夜）。连接产物
转化至 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，涂布于含有氨苄青
霉素（１００μｇ／ｍｌ）的固体 ＬＢ平板上，３７℃恒温培养。
挑取阳性单菌落于 ５ｍｌ含有氨苄青霉素的液体 ＬＢ
培养基中培养 １０～１２ｈ，提取质粒，送至上海生工生
物工程有限公司进行测序，鉴定重组质粒。将构建好

的质粒命名为 ｐＳＩＲＥＮ－Ｍ６６４、ｐＳＩＲＥＮ－Ｍ７９１和
ｐＳＩＲＥＮ－Ｍ８１９。

·６６１·
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表 １　设计合成的 ｓｈＲＮＡ序列

编号 序列方向（５′→３′） 位点

ＭＳＴＮ－６６４ 上游引物　ＧＡＴＣＣＣＣＣＡＴＧＡＡＡＧＡＣＧＧＴＡＣＡＡＴＡＧＴＧＣＴＣＣＴＧＧＴＴＧＴＴＧＴＡＣＣＧＴＣＴＴＴＣＡＴＧＧＧＴＴＴＴＴＴＧ ６６４
下游引物　ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＣＣＣＡＴＧＡＡＡＧＡＣＧＧＴＡＣＡＡＣＡＡＣＣＡＧＧＡＧＣＡＣＴＡＴＴＧＴＡＣＣＧＴＣＴＴＴＣＡＴＧＧＧＧ ６６４

ＭＳＴＮ－７９１ 上游引物　ＧＡＴＣＣＣＣＡＡＣＴＴＡＧＧＣＡＴＴＧＡＡＡＴＴＡＧＴＧＣＴＣＣＴＧＧＴＴＧＡＴＴＴＣＡＡＴＧＣＣＴＡＡＧＴＴＧＧＴＴＴＴＴＴＧ ７９１
下游引物　ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＣＣＡＡＣＴＴＡＧＧＣＡＴＴＧＡＡＡＴＣＡＡＣＣＡＧＧＡＧＣＡＣＴＡＡＴＴＴＣＡＡＴＧＣＣＴＡＡＧＴＴＧＧＧ ７９１

ＭＳＴＮ－８１９ 上游引物　ＧＡＴＣＣＧＧＡＴＧＡＧＡＡＴＧＧＣＣＡＴＧＡＴＴＡＧＴＧＣＴＣＣＴＧＧＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＣＡＴＴＣＴＣＡＴＣＣＴＴＴＴＴＴＧ ８１９
下游引物　ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＧＧＡＴＧＡＧＡＡＴＧＧＣＣＡＴＧＡＴＣＡＡＣＣＡＧＧＡＧＣＡＣＴＡＡＴＣＡＴＧＧＣＣＡＴＴＣＴＣＡＴＣＣＧ ８１９

　　４．ｓｈＲＮＡ表达载体导入小鼠体内：将 ６～８周龄
的小鼠随机分为 ４组：ｐＳＩＲＥＮ－Ｍ６６４实验组、ｐＳＩ
ＲＥＮ－Ｍ７９１实验组和 ｐＳＩＲＥＮ－Ｍ８１９实验组及阴性
对照组（ＮＣ组）。采用肌内注射的方法将重组质粒
载体导入小鼠体内。取 １００μｇ去内毒素质粒载体稀
释于２００μｌ的 ＰＢＳ（ｐＨ７．４）溶液中，吸入 １ｍｌ注射
器，并将稀释液注入小鼠右后腿肌肉

［９，１０］
。注射 ３天

后，采用断颈法处死小鼠，取其右后腿部肌肉组织，用

于下一步实验。

５．ｑＲＴ－ＰＣＲ检测干扰后 ＭＳＴＮ的 ｍＲＮＡ表达
水平：取各组小鼠肌肉组织，通过 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总
ＲＮＡ，按照通用 ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒说明书，将 ＲＮＡ反
转录合成为 ｃＤＮＡ，利用 ＳＹＢＲ法的 ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ
试剂盒，以 ＧＡＰＤＨ为内参基因，进行实时定量 ＰＣＲ
反应。用于定量检测的 ＭＳＴＮ引物序列和 ＧＡＰＤＨ
的引物序列如下：ＭＳＴＮ－上游引物为 ＡＡＣＣＴＴＣ
ＣＣＡＧＧＡＣＣＡＧＧＡＧＡＡ；ＭＳＴＮ－下游引物为 ＧＧＣＴ
ＴＣＡＡＡＡＴＣＧＡＣＣＧＴＧＡＧＧ；ＧＡＰＤＨ－上游引物为 ＡＴ
ＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧ；ＧＡＰＤＨ－下游引物为
ＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧ。ｑＲＴ－ＰＣＲ反应
体系为２５μｌ：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（２×）１２．５μｌ、上
下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １μｌ、模板 ｃＤＮＡ２μｌ、ｄｄＨ２Ｏ

８５μｌ。每份样品重复３次，结果采用 ２－ΔΔｃｔ法进行数
据处理。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测干扰后 ＭＳＴＮ的蛋白质表
达：各组取一定量的小鼠肌肉组织，充分剪碎后置于

１．５ｍｌ的无菌 ＥＰ管中，按照每 ２０ｍｇ组织加入 １５０～
２５０μｌ裂解液的比例加入 ＲＩＰＡ组织／细胞裂解液，混
合均匀，冰浴 ３０ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心 ３０ｍｉｎ，
上清液即为所提取的总蛋白。调节上样量至每孔

６０μｇ蛋白样品进行 １２％的聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离。将蛋白转印至 ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉室温封
闭１ｈ，加入 ＧＤＦ－８一抗工作液（１∶２００稀释）和
ＧＡＰＤＨ一抗工作液（１∶１００００稀释）孵育，４℃过夜。
ＴＢＳＴ漂洗 ３次，加入 ＨＲＰ标记的二抗工作液（１∶

１０００稀释）后３７℃ 孵育１ｈ。ＴＢＳＴ漂洗３次，ＥＣＬ显
色。

７．统计学方法：运用 Ｅｘｃｅｌ进行数据预处理。采
用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行单因素方差分析，以
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．ｐＳＩＲＥＮ－ＤＮＲ－ＤｓＲｅｄ－Ｅｘｐｒｅｓｓ载体的酶

切：对载体 ｐＳＩＲＥＮ－ＤＮＲ－ＤｓＲｅｄ－Ｅｘｐｒｅｓｓ进行
ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切，酶切后的质粒载体条带
大小正确（图１）。

图 １　ｐＳＩＲＥＮ－ＤＮＲ－ＤｓＲｅｄ－Ｅｘｐｒｅｓｓ载体的酶切结果
Ｍ．ＤＬ５０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１．未经酶切的载体；２．经过酶切的载体

　

２．ｐＳＩＲＥＮ－ＭＳＴＮ－ｓｈＲＮＡ表达载体的鉴定：由
于插入的 ｓｈＲＮＡ片段较小，不能通过 ＰＣＲ法或酶切
鉴定，因此，将构建好的重组质粒送往上海生工生物

公司测序鉴定，测试报告中的插入序列与所设计的

ｓｈＲＮＡ引物序列完全一致，表明 ｐＳＩＲＥＮ－ＭＳＴＮ－
ｓｈＲＮＡ表达载体构建成功，可以用于后续的干扰实
验。测序结果详见图２。

３．ｓｈＲＮＡ干扰后 ＭＳＴＮ的 ｍＲＮＡ表达水平检
测：利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测干扰后小鼠肌肉组织中的

·７６１·
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图 ２　ｐＳＩＲＥＮ－ＭＳＴＮ－ｓｈＲＮＡ表达载体测序结果
Ａ．重组质粒 ｐＳＩＲＥＮ－ＭＳＴＮ－６６４；Ｂ．重组质粒 ｐＳＩＲＥＮ－

ＭＳＴＮ－７９１；Ｃ．重组质粒 ｐＳＩＲＥＮ－ＭＳＴＮ－８１９

　

ＭＳＴＮｍＲＮＡ表达水平，其检测结果详见图 ３。从条
形图中可以看出 ３个干扰 ＲＮＡ实验组 ＭＳＴＮｍＲＮＡ
表达都有所降低，ｐＳＩＲＥＮ－ＮＣ组与其他各组 ＭＳＴＮ
ｍＲＮＡ表达水平差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。干
扰质粒组 ｐＳＩＲ－Ｍ６６４、ｐＳＩＲ－Ｍ７９１和 ｐＳＩＲ－Ｍ８１９
与对照组中ＭＳＴＮ基因ｍＲＮＡ相对表达量比较，分别
降低６５％、６１％和７１％。

图 ３　ＭＳＴＮ的 ｍＲＮＡ表达水平检测

与 ｐＳＩＲＥＮ－ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１

　

４．免疫印迹分析（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）：ＷＢ法检
测干扰后的 ＭＳＴＮ蛋白表达水平，结果详见图 ４。３
个 ＭＳＴＮｓｈＲＮＡ实验组较对照组的 ＭＳＴＮ蛋白表达
量有一定程度的减少，表明 ｐＳＩＲ－Ｍ６６４、ｐＳＩＲ－
Ｍ７９１和 ｐＳＩＲ－Ｍ８１９均能降低 ＭＳＴＮ蛋白的表达。

讨　　论
小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）是能

够引起 ＲＮＡ干扰的小片段双链 ＲＮＡ分子。ｓｉＲＮＡ
可以整合到 ＲＮＡ诱导的沉默复合物（ＲＩＳＣ）中，随后
双链被分开，其中一条链在 ＲＩＳＣ作用下特异性与靶

图 ４　ＭＳＴＮ的蛋白表达水平检测
Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法：１为ｓｈＲＮＡ阴性对照组，２～４分别为ｐＳＩ

ＲＥＮ－Ｍ６６４、ｐＳＩＲＥＮ－Ｍ７９１和 ｐＳＩＲＥＮ－Ｍ８１９ｓｈＲＮＡ表达

载体干扰组；Ｂ．灰度分析 ＭＳＴＮ蛋白质相对表达量；与

ｐＳＩＲＥＮ－ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１

　

ｍＲＮＡ识别结合，通过降解 ｍＲＮＡ来阻断靶基因的
表达

［１１］
。ｓｉＲＮＡ阻断基因的表达具有高效性、特异

性、操作简单等优点
［１２］
。但 ｓｉＲＮＡ的半衰期短，而

ｓｈＲＮＡ可以克服这一缺点，能够持续性地干涉靶基
因

［１３］
。因此，与直接合成 ｓｉＲＮＡ比较，利用 ｓｈＲＮＡ

表达载体表达来研究基因沉默要更为有效。对于

ＲＮＡ干扰载体，目前已经开发了许多病毒和非病毒
载体，但病毒载体的安全性问题仍然存在。与使用病

毒载体的方法比较，使用质粒 ＤＮＡ的基于非病毒载
体的方法可能为诱导 ＲＮＡｉ的更安全的方法［１４］

。因

此，本研究选用 ｐＳＩＲＥＮ－ＤＮＲ－ＤｓＲｅｄ－Ｅｘｐｒｅｓｓ质
粒构建 ｓｈＲＮＡ表达载体，以期得到具有显著干扰效
果的 ｓｈＲＮＡ分子，为后续通过 ＲＮＡ干扰技术调控
ＭＳＴＮ基因表达来改善和治疗 ＭＳＴＮ相关疾病奠定
基础。

ＭＳＴＮ是可以调控肌肉生长和发育的重要功能
基因，其基因序列，尤其是外显子序列，在不同物种间

高度同源，十分保守。ＭＳＴＮ主要在骨骼肌中表达，
在心肌、脂肪组织、淋巴组织、肺部、脾脏和小肠等其

他组织或器官中也有不同程度的表达
［１５］
。随着不断

深入的研究，发现 ＭＳＴＮ基因除了可以负调控肌肉生
长外，在脂代谢、糖代谢、骨形成和骨吸收中也起着重

要的调节作用，具有广阔的应用前景和商业价值。

ＭＳＴＮ基因的敲减或敲除有助于提高家畜家禽酮体
·８６１·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｍａｙ２０２０，Ｖｏｌ．４９Ｎｏ．５　　



的瘦肉率，从而提高饲料利用率、降低饲养成本，促进

家畜家禽的肌肉生长和肉类生产
［１６］
。近年来，对家

畜家禽 ＭＳＴＮ基因做了大量研究，已有文献报道了
牛、山羊、绵羊、猪、鸡、鸭的 ｓｈＲＮＡ真核表达载体和
慢病毒载体或腺病毒载体，但其大多是在细胞水平中

验证载体干扰效果
［１７～２０］

。在医学研究中 ＭＳＴＮ基因
已被确立为治疗肌肉萎缩、肌营养不良等肌变性疾病

的一个新的靶标分子。通过抑制 ＭＳＴＮ的表达来改
善肌肉萎缩。此外，深入探讨 ＭＳＴＮ基因对人类糖尿
病、肥胖症、骨质疏松症及其他慢性疾病甚至癌症恶

病质的治疗具有重要意义。ＭＳＴＮ基因的 ｓｉＲＮＡ、
ｍｉＲＮＡ、ＭＳＴＮ抗体、ＭＳＴＮ抑制剂等药物方面的研
究，在临床医学上体现出很高的应用价值。

综上所述，本研究运用 ｑＲＴ－ＰＣＲ和 ＷＢ法分别
从 ｍＲＮＡ水平和蛋白质水平来验证所设计和构建的
ｐＳＩＲＥＮ－ＭＳＴＮ－ｓｈＲＮＡ表达载体在小鼠体内的干
扰效果，为下一步建立动物模型研究 ＭＳＴＮ的 ｓｉＲＮＡ
质粒治疗效果奠定工作基础。
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