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东北梅花鹿Galectin-1基因 RNAi载体的构建
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摘 要：构建东北梅花鹿galectin-1 基因特异小分子干扰RNA（shRNAs）真核干扰载体，并获得稳定感染生茸

区骨膜细胞系。设计2 对galectin-1 mRNA特异性 shRNAs，两端分别带有Cla Ⅰ/Mlu Ⅰ酶切位点和一个9 nt 发夹结

构，通过基因克隆技术将其插入真核表达质粒pLVTHM中，构建 galectin-1 shRNA 表达载体，利用PCR和测序筛

选出阳性质粒。将重组质粒与PPAX及pMD2.G共转染到293 t细胞中，在倒置显微镜下观察转染效果并收集、浓缩

病毒质粒，感染生茸区骨膜细胞。结果表明，成功构建东北梅花鹿galectin-1基因 RNAi载体，获得稳定传代被感

染生茸区骨膜细胞系，为进一步研究galectin-1基因在鹿茸再生中的作用奠定基础。
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Abstract: To construct the RNA interference eukaryotic expression vectors for the deer galectin-1,

and establish the antlerogenic periosteal cell lines infected by RNAi vectors. Two pairs of small interfering

RNAs targeting galectin-1 mRNA were designed. With both ends are equipped with Cla℃/Mlu℃enzyme site

and a 9 nt hairpin structure, through the gene cloning technology, constructing galectin-1 shRNA expression

vectors were inserted into the eukaryotic expression plasmid pLVTHM, The positive plasmids were screened

by PCR and then sequenced. The recombinant plasmid with PPAX and pMD2.G was co-transfected into 293

t cells, the transfection effects were observed under an inverted microscope, the virus plasmids were

collected and concentrated, and used to infect antlerogenic periosteal cells. RNAi eukaryotic expression

vector of the deer galectin-1 mRNA was successfully constructed. Establishment of the stably transfected

antlerogenic periosteal cell lines may lay a foundation for the exploration of the roles of galectin-1 in the

antler regeneration.
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Galectin-1 是动物半乳糖凝集素家族（Galec⁃
tins）成员之一，在神经修复[1]、血管再生[2-3]、软骨

形成[4]及免疫反应[5]等多个生理过程中发挥重要作

用。有研究认为 galectin-1在肿瘤细胞中起重要调

控作用，与肿瘤发生有密切关系，研究发现 galec⁃
tin-1在鹿茸生茸区骨膜细胞（Antlerogenic perioste⁃
al cell， APC）/角 柄 骨 膜 细 胞（Pedicle periosteal
cell，PPC）中表达与普通面部骨膜细胞（Facial peri⁃
osteal cell，FPC）中相比存在明显差异[6]，鹿茸每年

周期性再生能保持令人惊异的速度而不癌变，且

鹿茸周期性完全再生主要依赖鹿茸干细胞（鹿茸干

细胞包括生茸区骨膜干细胞和角柄骨膜干细胞）[7]，

推测 galectin-1可能与 鹿茸再生过程有紧密联

系，起信号分子作用，而 galectin-1在鹿茸中作用

机制对癌症研究很有意义。RNA干扰首先发现于

秀丽隐杆线虫中，是 1998年由 Fire等发现转录后

基因沉默机制 [8- 9]。本试验旨在建立东北梅花鹿

galectin-1基因 RNAi载体，并获得稳定感染生茸区

骨膜细胞，为 galectin-1在鹿茸再生中的进一步研

究奠定基础。

1 材料及方法

1.1 材料与试剂

病毒系统：慢病毒载体系统由北京大学医学

部刘国庆教授惠赠。该慢病毒系统由 pLVTHM，

PPAX和 pMD2.G三质粒组成。Ecoli 1DH5α为碧云

天购买；293 t，吉林大学宋宇博士惠赠；T4 DNA
连接酶、限制性内切酶为NEB产品；小量质粒提

取试剂盒、大量质粒提取试剂盒、琼脂糖凝胶回

收试剂盒为QIAGEN产品；HP转染试剂为罗氏产

品；氨苄青霉素为Amresco产品。

1.2 方法

1.2.1 galectin-1基因RNAi靶位点筛选

根 据 Angela 和 The RNAi Consortium（TRC）
RNAi靶位点筛选法则，进行 shRNA干扰载体设

计。

通过NCBI上进行同源性比对（BLAST分析），

确定 galectin-1基因干扰靶位点 83~101 nt及 281~
299 nt，并根据实验经验在RNAi靶序列两端分别

接上ClaⅠ、MluⅠ酶切位点、内成环结构、终止

信号等以成 shRNA结构。

plv-G-1-sense: cgcgtcccc AGACGGACCTAAC⁃

CATCAA ttcaagaga TTGATGGTTAGGTCCGTCT ttttt
ggaaat；plv-G-1-antisense: cgatttcc aaaaa AGACG⁃
GACCTAACCATCAA tctcttgaa TTGATGGTTAGGT
CCGTCT gggga 3'；plv-G-2- sense: cgcgtcccc CCA
AGAGCTTCTCG CTGAA ttcaagaga TTCAGCGA
GAAGCTCTTGG ttttt ggaaat ； plv- G- 2- antisense:
cgatttcc aaaaa CCAAGAGC TTCTCGCTGAA tctcttgaa
TTCAGCGAGAAGCTCTT GG gggga 3'

其中下划线处为酶切位点，两个酶切位点间

序列为发夹结构。四条寡核苷酸单链由上海宝生

物公司合成。

1.2.2 shRNA退火

按照引物合成单每1 OD shRNA正义链/反义链

溶于一定体积无菌双蒸水中配成最终浓度为 50
mmol·L-1溶液，分别各取1 μL单链加入48 μL退火

缓冲液中，混合后在PCR仪上进行退火反应。

1.2.3 重组质粒构建及鉴定

将经 ClaⅠ和MluⅠ双酶切胶回收后 pLVTHM
与稀释100倍后退火产物按照1􀏑3在T4DNA连接酶

作用下进行连接。将连接产物加入到超级感受态

DH5α中，进行涂布培养，并挑取阳性菌株提取质

粒，以PCR及ClaⅠ和MluⅠ双酶切鉴定，并测序

进一步验证。

1.2.4 重组质粒包装

将 293 t细胞进行复苏、传代培养，使细胞在

转染日融合度达到 90%。整个实验分为四组：①
空白对照组，转染脂质体；①p-293t组，转染脂

质体和 pLVTHM、PPAX、pMD2.G；③p-shRNA1
组，转染脂质体和 p-shRNA1、PPAX、pMD2.G；

④ p- shRNA2 组 ， 转 染 脂 质 体 和 p- shRNA2、
PPAX、pMD2.G。具体步骤见罗氏公司HP转染试

剂盒说明书。将细胞培养皿在37 ℃，5％ CO2条件

下进行培养，24 h后倒置荧光显微镜下检测GFP表

达情况以确定转染效率。

1.2.5 感染生茸区骨膜细胞

将转染 24、48 h病毒进行收集、浓缩，用于

感染生茸区骨膜细胞，72 h后在荧光显微镜下观察

感染结果。

2 结果与分析

2.1 shRNA退火结果

化学合成 shRNA正义及反义链在体外经过退
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火后形成适合线性载体DNA短片段其结果如图 1
所示。1号泳道为 shRNA正义链，为 67 nt寡核苷

酸单链；2号泳道为 shRNA反义链，为 65 nt寡核

苷酸单链；由于两者均为寡核苷酸单链，所以

电泳结果均拖带。3号泳道为退火后产物，略小

于 100 bp Maker，与试验预期（约 65 bp DNA片段）

相符。

2.2 重组质粒构建及鉴定结果

重组后质粒和未处理空白质粒经 PCR初步鉴

定结果如图2所示。空白质粒PCR后条带长度与预

期值（105 bp）相符，重组质粒 2号和 3号泳道PCR
后条带长度与预期值（约172 bp）相符，初步证明重

组成功，通过测序进一步确定重组结果如图 3、4
所示。

1500 bp

500 bp
300 bp
200 bp
100 bp

M 1 2 3

图1 shRNA退火结果

Fig. 1 Gel electrophoresis of anealing shRNA

M-DNA Marker；1-shRNA 正义链；

2-shRNA反义链；3-退火产物

M-DNA Marker; 1-shRNA sense strand
2-1-shRNA antisense strand; 3-annealing temperature

1500 bp
1000 bp
500 bp
300 bp
200 bp
100 bp

M 1 2 3

图2 PCR鉴定结果

Fig. 2 Identification results of PCR

图3 插入 shRNA1pLVTHM质粒测序结果部分序列

Fig. 3 Partial sequencing result of pLVTHM inserted shRNA1

M-DNA Maker；1-空白质粒PCR条带；2-重组质粒p-
shRNA1 PCR条带；3-重组质粒p-shRNA2 PCR条带

M-DNA Maker; 1-blank plasmid PCR band; 2-
recombinant plasmid p-shRNA1 PCR band;
3-recombinat plasmid p-shRNA12 PCR band
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2.3 重组质粒转染结果

在 293 t细胞中进行HP转染试剂介导 p-shR⁃
NA1/ p-shRNA2、psPAX2、pMD2.G慢病毒三质粒

共转染结果如图 5所示（彩版见封二）。转染 24 h
后，在倒置荧光显微镜下可观察到大量 GFP 荧

光，且均匀分布于视野中，明暗交替无规则。在

可见光下，293 t细胞生长旺盛、排列紧密、呈圆

粒型，上清中无死细胞和细胞碎片。这说明质粒

成功共转染293 t并包装成慢病毒粒子。

2.4 感染生茸区骨膜细胞结果

将收集、浓缩病毒加入到第三代生茸区骨膜

干细胞中进行感染，72 h后在倒置荧光显微镜中观

察到大量绿色荧光，约占细胞总数60%；在可见光

下观察生茸区骨膜干细胞生长状态，并未发生畸

变现象，结果如图6所示（彩版见封二）。

表明利用重组病毒成功感染生茸区骨膜干细

胞，并获得能够稳定表达重组慢病毒系统生茸区

骨膜干细胞。

图4 插入 shRNA2pLVTHM质粒测序结果部分序列

Fig. 4 Partial sequencing result of pLVTHM inserted shRNA2

图5 三质粒共转染24 h后293 t细胞生长（右，光学显微镜）及GFP表达情况（左，荧光显微镜）

Fig.5 293 t cells at 24 h after co-transfection（right, light microscope）

GFP expression of 293 t cells 24 h after co-transfection（left, fluorescence microscope）
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3 讨论与结论

鹿茸是哺乳动物中唯一能够完全再生的附属

器官，鹿茸再生不同于蝾螈肢体再生，通过组织

学和形态学研究发现，鹿茸再生源于角柄骨膜组

织。角柄骨膜并非与生俱来是由生茸骨膜衍生而

来，进一步研究发现，生茸区骨膜细胞和角柄骨

膜细胞均为干细胞，并进一步证明鹿茸再生是基

于干细胞的过程。

Galectin-1是最先被报道的一种内源糖结合蛋

白，分子结构简单，只有一个糖类识别结构域，

常以同源二聚体形式存在，对 β-半乳糖苷具有亲

和力[10]，可以作为多种癌症诊断指标[11]。galectin-1
与肿瘤发生、生长、迁移、血管再生等多个过程

相关，鹿茸再生过程包括鹿茸发生、生长、血

管生成、神经再生、软骨形成等，体外培养研究

发现与 FPC 相比，galectin-1 在 APC 中表达倍数

为 15，在 PPC细胞中表达倍数为 20[6]，而人体内

galectin-1过表达一般会引发癌症，鹿茸干细胞中

galectin-1高表达，却并未引起鹿茸组织癌变，使

其在鹿茸干细胞中研究至关重要 [12]。galectin-1在

鹿茸再生过程中的作用，以及未引起鹿茸组织癌

变的原因值得关注。虽然生茸区骨膜只在初茸形

成之前存在，在鹿茸再生过程中是角柄骨膜在起

作用[13, 14]，但角柄骨膜是由生茸区骨膜转化而来[15]，

故将研究焦点首先放在APC中，而表达倍数更高

的PPC则是下一步研究对象。对APC中 galectin-1
进行RNA干扰，可为研究APC与PPC之间差异原

因，推测其与鹿茸再生关系，进一步解析鹿茸再

生机制及癌症之谜奠定基础。

目前RNAi应用十分广泛，是继基因敲除技术

之后一项最有效的基因沉默技术，也是一种比较

成熟、易于操作技术。本试验研究方法与多种载

体构建实验相似，但所采用慢病毒三质粒系统经

过多次试验选出，具有较高转染效率，质粒系统

选择对试验成败至关重要。本试验创新点是成功

筛选针对梅花鹿 galectin-1基因RNA干扰的位点，

对鹿茸生茸区骨膜细胞中 galectin-1基因进行干

扰，且感染APC可以进行稳定传代。虽然成功构

建载体系统且成功感染APC，但并未对干扰效果

进行检测。

本试验成功筛选2对针对东北梅花鹿galectin-1
基因特异小分子干扰RNA，首次成功构建东北梅

花鹿 galectin-1基因 RNAi慢病毒三质粒载体系统

载体，获得稳定传代被感染生茸区骨膜细胞系，

为鹿茸再生机制研究奠定基础。
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