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摘要 目的：为研究 RACK1在结肠癌发生发展中的作用，构建结肠癌 RACK1基因稳定 RNA干扰（RNAi）细胞系。方法：根据人
Gnb211 cDNA序列，运用干扰原则选择 5个干扰位点并合成相应干扰片段，定向克隆入 pLentilox3.7干扰载体鼠 U6启动子后并

测序验证。用干扰及对照质粒分别转染 HEK293T细胞 48小时后，RT-PCR鉴定干扰效率，选出干扰效率较高的质粒包装慢病毒

感染人结肠癌细胞 SW620，流式无菌分选出荧光阳性的细胞扩增培养，RT-PCR及Western blotting鉴定慢病毒干扰效率。使用慢

病毒构建的 SW620 RACK1稳定 RNAi细胞系及对照组进行 MTT实验初步研究 RACK1对 SW620增殖的影响。结果：酶切和测

序证实 RACK1shRNA质粒构建正确，产生能同时表达绿色荧光蛋白(EGFP)和 RACK1 shRNA的慢病毒载体质粒。慢病毒转导
SW620并流式无菌分选扩增培养后，与空载体组相比，2个 RNAi组均不同程度抑制 RACK1表达，RACK1shRNA5抑制作用最

明显，RACK1干扰组细胞增殖得到了抑制。结论：SW620细胞 RACK1稳定 RNAi细胞系构建成功，为深入研究 RACK1在结直
肠癌发生发展中的作用奠定了基础。
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Construction and Identification of Stable RACK1-RNAi SW620 Cell Lines*

To construct stable RACK1-RNAi SW620 cell lines and lay a foundation for further research on the role of

RACK1 in the occurrence and development of colon cancer. Following the principle of RNA interference, five interference

sites were selected according to human Gnb211 cDNA sequence. These five interference fragments according to the five interference

sites were synthesized and cloned into the site after mouse U6 promoter of pLentilox3.7 vector. After the plasmids were extracted and se-

quenced, they were subsequently transfected into HEK293T cells for 48 hours. The interference efficiency of the plasmids on the target
gene was detected by RT-PCR. Two efficient plasmids were selected, then the control plasmid and the two selected plasmids were subse-

quently packaged into lentiviral viruses to infect human colon cancer cell line SW620. The interference efficiency of the lentiviral viruses

was detected by RT-PCR and Western blotting. The impact of RACK1 RNAi on the proliferation of cell lines was assessed by MTT used

the SW620 transfected with lentiviral virus. The results of restriction enzyme analysis and DNA sequence analysis confirmed

RACK1shRNA plasmids were constructed correctly, could express green fluorescent protein (EGFP) and RACK1 shRNA at the same
time. SW620 cell lines transfected with lentiviral viruses were sorted by flow cytometry and amplified. Compared to control group, the

RACK1 mRNA expression were suppressed in two experimental groups(RACK1Ri3,RACK1Ri5), especially RACK1Ri5 obviously sup-

pressed the RACK1 mRNA expression. The proliferation of RACK1 RNAi group was inhibited. Stable RACK1-RNAi

SW620 cell lines have been constructed successfully. This greatly facilitates the further studies on the role of RACK1 in the occurrence

and development of colon cancer.

Lentiviral virus; Colon cancer; RNA interference; Gnb21l gene; SW620

前言

活化的蛋白激酶 C受体 1（RACK1）是活化的蛋白激酶 C

受体家族（RACKs）的一员，是一种胞浆内游离的支架蛋白，大

小为 36kDa 拥有 7个 WD40结构域[1-4]，可以结合多种胞浆蛋

白或亚细胞结构，参与多条代谢通路，现有研究表明 RACK1
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表达异常与许多肿瘤的发生和发展有关[5]。其中 RACK1与结

肠癌发生发展的关系仍有争议，有报道 RACK1可通过对促凋
亡蛋白 Femlb的抑制来发挥自己促进结肠癌细胞生成及增殖

的作用[6]，也有研究发现 RACK1的表达量与结肠癌的分化程
度与淋巴结的的转移相关，与癌旁组织相比，结肠癌组织中

RACK1高表达，分化差的癌组织中 RACK1表达相对较高，有

淋巴结转移的患者的癌组织中 RACK1表达相对较高[7]，相反

Mamidipudi等人证明 RACK1可以在细胞周期中的 G(1)期以

及各有丝分裂调定点处抑制酪氨酸激酶 Src 的活性从而阻止
细胞周期的进程，以发挥抑制癌细胞形成与增殖的作用[8]，也有

报道称 RACK1在大肠癌中的表达量与癌组织的分化程度成

正相关，分化程度越低，RACK1表达量越低[9]。因此 RACK1在

结肠癌发生发展中的作用仍需要进一步研究。现有常用的结肠

癌细胞系种类很多，例如：SW480，SW620，DLD-1，HCT116，
HT29等。根据 ATCC提供资料，SW480和 SW620来自于同一

名 50岁结肠癌患者，SW480 来自原发灶，SW620 来自淋巴结

转移灶[10-13]，因此 SW480和 SW620 为一组研究结肠癌增殖转

移的良好模型。与 SW480相比，SW620中 RACK1表达量相对

较高[6]。基于上述认识及现状，本课题拟构建 SW620的 RACK1

稳定 RNAi细胞系，为进一步研究 RACK1在结肠癌发生发展

中的作用提供有效的工具。

1 材料与方法

1.1 主要材料、细胞培养条件及主要实验设备
SW620和 HEK293T细胞系，携带绿色荧光蛋白的慢病毒

载体 pLentilox3.7，慢病毒包装质粒 VSVG、RSV-REV 和
pRRE，大肠杆菌 DH5琢均由本实验室保存。限制性内切酶
I， I， I和 I购自 TaKaRa公司，逆转录试剂盒

购自 TIANGEN公司，质粒小量抽提试剂盒、核酸胶回收、质粒

大量抽提试剂盒和 VigoFect购自 Vigorous公司，DMEM、L15、

胰酶、胎牛血清购自 Gibco公司。本实验中所用到的引物由上
海生工合成。兔抗 RACK1多克隆抗体，小鼠抗 茁-actin单克隆

抗体均购自 Sigma公司。HEK293细胞系用含 10%胎牛血清的
DMEM培养基在 37 ℃，5%CO2条件下培养，SW620细胞系用

含 10%胎牛血清的 L15培养基在 37℃，无 CO2条件下培养。

主要实验设备包括：PCR扩增仪 PE公司；电泳槽 Amer-

sham Pharmacia Biotech；恒温孵育箱 Stuart Scientific；分光光度

计 Amersham Pharmacia Biotech；凝胶成像系统 Amersham

Pharmacia Biotech；恒温摇床 哈尔滨东联公司；倒置荧光显微

镜 Nikon公司；低温高速离心机 Beckman公司；超净工作台
Jouan公司；CO2培养箱 SANYON公司；流式细胞仪 BD公司。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 RACK1干扰载体质粒的构建 以人 Gnb211 cDNA 序

列(GI: 83641897)为模板，按照干扰序列设计原则，通过 Blast

排除特异性差的序列，选取 5条干扰序列，序列如下：
1，5’-CAGGGATGAGACCAACTAT-3’(位于人源 RACK1

mRNA的 +244－+262 nt)；
2，5’ -AGCTGAAGACCAACCACAT-3’( 位 于 人 源

RACK1 mRNA的 +654－+672 nt)；
3，5’-CCATCATCATGTGGAAACT-3’(位于人源 RACK1

mRNA的 +222－+240 nt)；
4，5’-CTGACCAGGGATGAGACCA-3’(位于人源 RACK1

mRNA的 +239－+257 nt)；
5，5’-GCCATCCAGTGCCATCCTC -3’(位于人源 RACK1

mRNA的 +55－+73 nt)；
根据所选靶序列，末端引入 Hpa I和 Xho I酶切位点，中段

引入能形成 Loop的片段，设计出能够转录具有发卡结构的双

链 siRNA的 DNA序列：
RACK1Si-1Forward：5'-TCAGGGATGAGACCAACTATTT

CAAGAGAATAGTTGGTCTCATCCCTGTTTTTTC-3'

RACK1Si-1Reverse：5'-TCGAGAAAAAACAGGGATGAG

ACCAACTATTCTCTTGAAATAGTTGGTCTCATCCCTGA-3'
RACK1Si-2Forward：5'-TAGCTGAAGACCAACCACATTT

CAAGAGAATGTGGTTGGTCTTCAGCTTTTTTTC-3'

RACK1Si-2Reverse：5'-TCGAGAAAAAAAGCTGAAGAC-

CAACCACATTCTCTTGAAATGTGGTTGGTCTTCAGCTA-3'

RACK1Si-3Forward：5'-TCCATCATCATGTGGAAACTTT

CAAGAGAAGTTTCCACATGATGATGGTTTTTTC-3'

RACK1Si-3Reverse：5'-TCGAGAAAAAACCATCATCAT-

GTGGAAACTTCTCTTGAAAGTTTCCACATGATGATGGA-3'

RACK1Si-4Forward：5'-TCTGACCAGGGATGAGAC-

CATTCAAGAGATGGTCTCATCCCTGGTCAGTTTTTTC-3'

RACK1Si-4Reverse：5'-TCGAGAAAAAACTGACCAGGG

ATGAGACCATCTCTTGAATGGTCTCATCCCTGGTCAGA-3'

RACK1Si-5Forward：5'-TGCCATCCAGTGCCATCCTCTT

CAAGAGAGAGGATGGCACTGGATGGCTTTTTTC-3'

RACK1Si-5Reverse：5'-TCGAGAAAAAAGCCATCCAGT-

GCCATCCTCTCTCTTGAAGAGGATGGCACTGGATGGCA-3'

用 I+ I过夜双酶切 pLentiLox 3.7载体。将公司合

成的两条 Oligo序列用去离子水分别配成浓度为 25mM 的溶
液。分别取对应的 Oligo溶液各 10微升混匀，100 ℃ 煮沸变性
5-10分钟，然后缓慢退火到室温，将适量此产物与双酶切回收

的 pLentiLox 3.7载体连接。将构建的重组载体转化大肠杆菌
DH5琢感受态细胞，在 37 ℃培养 14小时挑出单克隆，将单克

隆培养扩增，提取质粒 I+ I双酶切鉴定，酶切鉴定正确图 1 pLentiLox 3.7质粒结构示意图

Fig. 1 Plasmid maps of pLentiLox 3.7
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的质粒送上海生工测序得到 pLentiLox 3.7/ RACK1的正确克

隆。测序为引物：Mouse U6 Promoter：5’-CAG TGC AGG GGA

AAG AAT AGT AGA C -3’。
1.2.2 病毒包装 应用转染试剂 VigoFect，使 Si3、Si5重组干
扰载体和空载体 pLentilox3.7 分别与病毒包装质粒 VSVG、
RSV-REV和 pRRE共同转染 HEK293T细胞（转染比例为 2:1:

1）进行病毒包装。于转染后 12小时后换 1%FBS的 DMEM完

全培养基，换液后 36小时收取培养基。
1.2.3 重组干扰载体对结肠癌细胞的转染及检测 在 100 mm

培养皿用 L15培养基培养 SW620细胞，细胞密度达到 60%时

换用含有慢病毒的 DMEM培养基 7 mL和 3 mL L15，感染 36

小时后换用 L15。继续培养 72小时，用激光共聚焦显微镜观察

感染效果。然后用流式细胞仪无菌分选绿色荧光细胞并扩增培

养。采用 RT-PCR和Western blotting检测 RACK1 RNAi效果。
RACK1 RT-PCR引物为上游 5'-GCT CTG CCA TAA ACT TCT

AGC GTG TGC-3' 和下游 5'-CTG TGC TTC TGG AGG CAA
GGA TGG CCA-3' [10]，GAPDH 引物为上游 5'-AAC GTG TCA

GTG GTG GAC CTG-3' 和下游 5'-AGT GGG TGT CGC TGT

TGA AGT-3'。反应条件为① 94 ℃ 5min；② 94 ℃ 30 s，54 ℃ 30 s，

72 ℃ 35 s，24cycles。RT-PCR产物在 1%琼脂糖凝胶中电泳 40

min，在紫外线下观察结果。Western blotting检测 RACK1蛋白
表达：收获慢病毒稳定感染的细胞系样品，提取蛋白，测定蛋白

浓度，以每孔 10 滋g，140V浓缩胶电泳，160V分离胶电泳，直至

溴酚兰带到达底部。恒流 300 mA电转膜 2 h。10%脱脂牛奶 37
℃封闭 1 h，一抗 4 ℃过夜，二抗 37 ℃ 1 h，加 GE曝光底物，暗

室中胶片曝光。

1.2.4 MTT 将待测细胞以合适的数量 (2000个 /孔)接种到
96孔细胞培养板中；接种后每 24小时测量一次：取出一个 96

孔板，向培养基中加入 MTT 20 滋L，继续培养 4小时；小心吸干

全部培养基，向每个培养孔中加入 150 滋L DMSO，溶解紫色结

晶。将培养板放在摇床轻微摇动 15分钟。在酶标仪上读取 630

nm (参考波长)和 570 nm的吸光值。每个样品做 4个重复孔，

计算平均值。连续测量 5天，得到不同细胞的生长曲线。
1.2.5 流式细胞无菌分选 将贴壁生长的 SW620细胞胰酶消

化重悬于 PBS中，加 1%FBS，用流式细胞仪无菌分选，分选后

将所得细胞以每孔 105个重新铺于 6孔板，加 2%双抗 L15培

养基培养。筛选条件如(图 2)。

图 2 流式细胞仪无菌细胞无菌分选参数设定

Fig. 2 Settings of sorting cells by flow cytometry

1.3 统计学分析

采用 SPSS 13.0统计软件对数据进行分析。组间比较采用

独立样本 T检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 酶切鉴定及测序
重组载体转化大肠杆菌后提取的质粒经 Xba I+ Xho I双

酶切，有插入序列的片段大小为 379 bp，空质粒切下的片段为
334 bp，相差 45 bp，经 2%琼脂糖凝胶电泳 1 h，有插入序列的

样品所切片段与空质粒切下片段明显分离（图 3，4）。上述结果

表明设计片段已插入 pLentilox3.7空载体。DNA测序结果表明

五个重组载体(pLentilox3.7-RACK1)序列与合成的干扰载体框
架完全一致，进一步说明重组载体构建是成功的。
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2.2 重组干扰载体对 HEK293T的转染及有效干扰载体的筛选

五组重组载体及空白载体转染 HEK293T后，GFP于转染
12 h 开始表达，以后表达逐步增强(图 5)，转染 72 h 后提取细

胞 RNA，采用 RT-PCR方法检测 RACK1表达，筛选干扰效率

最高的重组载体，如图 Si3和 Si5为干扰效率最高的重组载体

（图 6，7）。

图 3 I+ I双酶切所得片段的示意图

Fig. 3 The fragments from double digestion ( I+ I)

图 4 A为 pLentiLox 3.7空质粒双酶切( I+ I)得到的片段

（334 bp）；B为有插入序列载体双酶切( I+ I)得到片段（379）bp

Fig. 4 Fragment A came from pLentilox3.7 no insert digested by two

enzymes ( I+ I); Fragment B came from pLentilox3.7 with insert

digested by two enzymes ( I+ I) M: marker. Plasmids Si1, Si2,

Si3, Si4 and Si5 with Fragment B were Positive and others were negative.

Con was Control

图 5 重组载体转染 HEK293T细胞 24小时后在荧光显微镜下

见大量绿色荧光（× 100）

Fig. 5 EGFP expression in HEK293T cells transfected with the

recombinant vectors under fluorescence microscope(× 100)

图 6 RT-PCR检测各组中 RACK1mRNA含量

Fig. 6 Downregulation of RACK1 mRNA of HEK293T

detected with RT-PCR

图 7 RT-PCR检测各组中 RACK1mRNA含量

Fig. 7 Downregulation of RACK1 mRNA of HEK293T detected with

RT-PCR. (Quantified Fig.6 by ImageJ)

2.3 SW620 RACK1干扰细胞系的建立及鉴定

使用 HEK293T细胞将 Si3，Si5和 pLentiLox 3.7空载体包

装慢病毒，感染 SW620细胞后 72小时观察到 GFP表达，将
SW620细胞进行无菌分选，得到 3株稳定感染细胞系（图 8）。
收取细胞系蛋白及 RNA 分别用 Western blotting 和 RT-PCR

鉴定细胞系中 RACK1的干扰效率，结果表明 SW620细胞中
RACK1 表达量显著降低，重组载体 Si5 对 SW620 细胞中
RACK1进行了有效干扰（图 9）。

图 8 流式细胞仪无菌分选并扩增后的慢病毒转导 SW620细胞

在荧光显微镜下见大量绿色荧光（× 1000）

Fig. 8 After sorted by flow cytometry and amplified，EGFP expressed

in SW620 transfected with lentiviral virus under fluorescence microscope

(× 1000)
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2.4 RACK1干扰对 SW620增殖的影响

用构建 SW620Si5和 SW620Control细胞系进行细胞增殖

实验，观察 RACK1对细胞生长的影响。实验结果发现干扰内

源性 RACK1抑制 SW620细胞的增殖（图 10）。

3 讨论

目前研究基因功能的方法主要有大规模、高通量分析基因

功能借助表达序列标签(expressed sequence tag，EST)法、基因

表达系列分析(serial analysis of gene expression，SAGE)法、蛋白

质组学分析方法、反向遗传学技术、生物信息学技术以及微阵

列或 DNA芯片技术、基因敲除、RNA干扰和转基因技术等，通

过这些方法将有可能在短时间内获得大量与基因功能相关的

信息。其中 RNAi技术能够在体外细胞研究中达到基因敲除的

类似效果，是细胞水平基因功能研究的重要方法[14]。RNAi技术
的实现有多种方法：目标 RNA 的直接导入、目标 siRNA 表达

载体的导入和 siRNA表达框架的导入。这些序列的导入都受

到目的细胞质粒转染效率的影响，如果目的细胞的质粒转染效

率较低（低于 70%），则目标 RNA的直接导入和 siRNA表达框

架的导入就不能够得到满意的干扰效果，这就需要构建腺病毒

或慢病毒载体，利用病毒载体的高感染率、高表达特性，更好地

开展 RNA干扰主体实验。结肠癌细胞系 SW480、SW620的质

粒转染效率都相对较低，通过构建腺病毒或慢病毒载体来构建

过表达或 RNAi的细胞系能够较好地解决这一难题。

慢病毒感染 SW620细胞后，表达 EGFP的细胞所占比例
相对较低，且表达强度不同（图 2），通过流式细胞仪筛选可以

得到形态及 EGFP表达量相对一致的细胞，EGFP稳定表达率

达到 100%。这为后续功能试验排除了转染效率不同，转染不稳

定的干扰因素，增强了试验的可信度。

RACK1 在不同的肿瘤中可能发挥着不同甚至相反的作
用。乳腺癌中，RACK1通过与 DLC 1形成复合体介导 Bim的

降解，从而阻止细胞的正常凋亡过程，促进肿瘤的产生[15]，通过

与 RHBDF1 相互作用抑制 RACK1 辅助的非氧气依赖型
HIF1α 的降解，促进肿瘤的进展与转移[16]；肺腺癌中，RACK1

表达与肿瘤的转移与分化相关 [17]；胃癌中，RACK1通过稳定
β -连环蛋白破坏复合体抑制 Wnt信号通路而抑制胃癌的发

生[18]；与正常卵巢上皮细胞相比 RACK1在卵巢上皮癌细胞中

相对高表达[19]；前列腺癌中，RACK1能够促进癌细胞的增殖、

侵袭与转移[20]；肝癌中，RACK1可通过在与活化的 PKC 结合

来介导 ADAM12向细胞膜的转运，从而发挥自己促进肿瘤细

胞生成的作用[21]，通过促进 MKK7/JNK的活性促进肝癌细胞

的增殖以及对 TRAIL和 Fas介导的细胞凋亡的抵抗[22]。然而，

在结肠癌中，RACK1的作用一直存在分歧。为了阐明 RACK1

在结肠癌发生发展中的具体作用，本研究成功构建并筛选出了

SW620的 RACK1稳定干扰细胞系，为进一步的研究工作奠定

了基础。
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