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·基础研究·
端粒酶 shRNA慢病毒载体的构建及转染人类胚胎干细胞 *

曾思聪 周 菂 卢光琇△

（中南大学生殖与干细胞工程研究所 人类干细胞国家工程研究中心 湖南 长沙 410078）

摘要 目的：构建端粒酶 shRNA慢病毒载体及建立端粒酶稳定干扰的人类胚胎干细胞系。方法：将端粒酶基因特异性 shRNA靶
序列与慢病毒载体 PLKO.1-puro连接、转化、挑取阳性克隆进行 PCR及测序鉴定；利用包装细胞 293T获得重组的慢病毒，感染
人类胚胎干细胞，分为干扰组 ShTert、载体组 vector和野生型组 wt；Realtime-PCR检测端粒酶 mRNA的表达。结果：经 PCR和
DNA测序鉴定，成功构建端粒酶特异性 shRNA慢病毒载体，并感染人类胚胎干细胞；经检测 shTert组端粒酶 mRNA表达较
vector和 wt组明显降低，vector组和 wt组之间无明显差异。结论：通过成功构建的端粒酶特异性 shRNA慢病毒载体对人类胚胎
干细胞的转染实现了对其端粒酶 mRNA的调控。
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Construction of telomerase shRNA lentivirus vector and transfection
of human embryonic stem cells*
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ABSTRACT Objective: To construct telomerase shRNA lentivirus vector and the human embryonic stem cell system stably
interfered by telomerase. Methods: Telomerase gene-specific shRNA's Target sequence and PLKO.1-puro lentiviral vector were
connected and transformed. The positive clones were selected and the shRNA constructor was identified by PCR reaction and DNA
sequencing. The recombinant lentivirus was obtained by packaging cells 293T. Human embryonic stem cells were infected,divided into
interference group ( ShTert), vector group ( vector) and wild-type group (Wt ) . Expression of telomerase mRNA was examined by
Realtime-PCR. Result: PCR and DNA sequencing showed that the telomerase-specific shRNA lentiviral vector was constructed
successfully and infected in human embryonic stem cells. After testing, expression of telomerase mRNA in shTert group was significantly
lower than that in vector and wt groups. There wasn't significant difference between vector and wt group. Conclusion: The telomerase
shRNA lentivirus vector has been successfully constructed and human embryonic stem cells have been transfected and finally the
regulation of telomerase mRNA has been achieved.
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前言

人类胚胎干细胞具有高度自我更新、长期增殖及多向分
化潜能，研究和利用人类胚胎干细胞在当前生物医学领域越来

越受到重视，然而有效转染人类 ES细胞却成为了该领域的瓶
颈问题之一。人类免疫缺陷病毒 -1（HIV-1）改造的慢病毒载体
(lentivirus vector)既可感染分裂细胞，也可感染非分裂细胞，如
神经细胞、干细胞等，还具有整合到宿主细胞基因组、稳定长效
转染、感染效率高等优点，是干细胞基因功能研究和基因治疗
中不可多得的优良载体。端粒是存在于染色体末端的
TTAGGG重复片段，与端粒相关蛋白一起形成时间有序的结
构维护染色体组的稳定性，端粒 DNA主要功能有：第一，保护
染色体不被核酸酶降解；第二，防止染色体相互融合；第三，为

端粒酶提供底物，解决 DNA复制的末端隐缩，保证染色体的完
全复制。端粒、着丝粒和复制原点是染色体保持完整和稳定的
三大要素。在大多数哺乳动物细胞中，端粒酶，一种反转率酶，
是维持端粒的主要途径，它通过以 RNA为模板将端粒序列再
每次细胞复制周期添加到染色体末端，以弥补由于末端复制问

题造成的端粒缩短[1]。它由蛋白质和 RNA两部分组成核糖蛋白
复合体，蛋白质部分具有逆转录酶的活性，称为 Tert；RNA部
分是一段模板序列，指导合成端粒 DNA的重复序列片段称为
Terc，两部分共同作用调节端粒酶的活性高低。为了研究端粒
酶对胚胎干细胞端粒长度维持的作用和端粒酶与胚胎干细胞

多能性的联系，我们针对 Tert基因构建了端粒酶 RNAi慢病毒
载体并建立端粒酶稳定干扰的人类胚胎干细胞系，为下一步的

研究奠定基础。
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1 材料与方法

1.1 主要实验材料、试剂和仪器
人类胚胎干细胞系来自于我们研究所建立的 chHES-90。

高糖 DMEM、胎牛血清 FBS、胰蛋白酶为 Gibco公司产品,β-
巯基乙醇、lipofectamine TM 2000为 Invitrogen公司产品, 质粒
小量提取和胶回收试剂盒为 Takara公司产品, bFGF、嘌呤霉素
盐酸盐为 Sigma 公司产品，shRNA 序列以及 PCR 引物均为
Takara 公司合成，载体质粒 PLKO.1-puro、包装质粒 pCMV
△8.2和包膜质粒 pCMV-VSVG由美国华盛顿大学 Qin Yang
实验室惠赠，AgeI、EcoRI和 T4连接酶为 NEB公司产品。
1.2实验方法和步骤
1.2.1 细胞培养 293T 细胞培养常规培养在含 10％胎牛血清
(FBS)的高糖 DMEM，2 mM L-谷氨酰胺，5% CO2，37℃，100%
湿度细胞培养箱中。人类胚胎干细胞培养在鼠成纤维细胞制备

的饲养层细胞上，培养基采用 DMEM/F12添加 15%的替代血
清、0.1 mMβ-巯基乙醇、2 mM L-谷氨酰胺、1%非必需氨基酸
以及 4 ng/ml bFGF。将制备好的鼠饲养层细胞取出，吸除旧的
鼠胚胎成纤维细胞培养基，D-PBS洗一次，2 ml/孔。于每孔中
添加 2 ml新鲜人胚胎干细胞培养基。用机械切割的方法将人
胚胎干细胞在体式镜下切割成小块，用 tip将人胚胎干细胞轻
轻吹起，按适当比例传到新制备的饲养层细胞上。传代后第一
天不换液，加 1ml新鲜培养基。以后每天换 2.5～3 ml新鲜培养
基，每隔六天传代一次。
1.2.2 shRNA慢病毒载体的构建 按图 1所示设计合成 shRNA
序列（序列见表 1），退火后与经 Age I和 EcoR I双酶切后胶回
收的 PLKO.1-puro载体质粒进行连接。得到的克隆先进行 PCR
（引物序列见表 1）鉴定，再进行测序检测，构建成功的载体命
名为 PLKO.1-puro-Tert。

1.2.3慢病毒颗粒的包装 293T细胞长至 80％-90％时，进行三
质粒共转染，按 3.5 cm细胞培养皿计算：1 ug PLKO.1-puro或
者 PLKO.1-puro-Tert、0.89 ug pCMV△8.2、0.11 ug pCMV-VSVG
(△8.2:VSVG=8:1)和 250 uL无血清无抗生素高糖 DMEM、于
一无菌 EP管中混匀后，室温静置 5 min，10 uL lipofectamine
TM 2000和 240 uL无血清无抗生素高糖 DMEM，于一无菌 EP
管中混匀后，室温静置 5 min，DNA与脂质体混匀后，室温静置
30 min，逐滴加入 3.5 cm培养皿中。18 h后，换新鲜 20％FBS
的高糖 DMEM培养液。48 h后，收集培养皿中含病毒培养液，
1500 rpm离心 5 min，吸取上清通过 0.45 um一次性针头滤器
(millipore)过滤，即得病毒原液，-80℃保存。
1.2.4感染人类胚胎干细胞 取病毒原液按 1:4稀释感染人类胚胎
干细胞 chHES-90，设端粒酶干扰组 ShTert、空载体组 vector和野
生型组wt，48h后，换含 2.5 ug/mL嘌呤霉素的新鲜培养液。

1.2.5 shRNA干扰效率的检测 收集 ShTert 组、vector 组和 wt
组细胞，抽提总 RNA，DNase I处理后逆转录得到的 cDNA进
行 realtime-PCR分析。

2 结果

2.1 shRNA慢病毒载体的构建及鉴定
PLKO.1-puro载体质粒经 Age I和 EcoR I双酶切后胶回

收，与 shRNA序列退火后的片断进行连接，得到的克隆先进行
PCR 检测，空载体 PCR 产物大小为 185 bp，而成功插入
shRNA序列的 PCR 产物大小为 243 bp，PCR 产物经 2%琼脂
糖电泳，可以初步确定序列插入成功（图 1A），再挑选阳性克隆
进行测序验证，结果提示插入序列与实验设计完全一致（图

1B），综上可知，我们成功构建了 shRNA慢病毒载体 PLKO.
1-puro-Tert。

表 1 shRNA及 PCR引物序列
Table 1 Sequences of shRNA and PCR primers

名称 Name 序列（5'-3'） Sequences Tm(℃)

ShTert-F CCGGCCTGCGTTTGGTGGATGATTTCTCGAGAAATCATCCACCAAACGCAGGTTTTTG -

ShTert-R AATTCAAAAACCTGCGTTTGGTGGATGATTTCTCGAGAAATCATCCACCAAACGCAGG -

PLKO-F AGTATTTCGATTTCTTGGCTTTAT 56

PLKO-R TTGTATGTCTGTTGCTATTATGTC 56

图 1 shRNA慢病毒载体鉴定图
Fig.1 Identification of the shRNA recombinant vector

(A) shRNA慢病毒载体 PCR鉴定图：分别以空载体 PLKO.1-puro和阳性克隆为模板进行 PCR扩增，空载体 PCR产物大小为 185bp（泳道 1），阳
性克隆 PCR产物大小为 243bp（泳道 2、3、4）；（B）shRNA慢病毒载体测序图。

(A) Result of PCR analysis: the size of PCR products with empty vector as template was 185bp, while the size of PCR products with
shRNA recombinant vector as template was 243 bp. (Lane M: Marker; 1:PLKO.puro vector; 2-4: PLKO.1-puro-Tert); (B) Result of sequencing.
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2.2 感染人类胚胎干细胞
嘌呤霉素筛选人类胚胎干细胞 24 h后，对照 wt组胚胎干

细胞全部死亡，ShTert和 vector组均有约 30%细胞存活，继续
培养得到端粒酶稳定干扰的人类胚胎干细胞系（图 2）。

图 2嘌呤霉素筛选人类胚胎干细胞图
Fig.2 lentivirus infected human embryonic stem cells.

（A）筛选 24 h后，对照 wt组胚胎干细胞全部死亡；（B）筛选 24 h后，
空载体 vector组约 30%细胞存活；（C）筛选 24 h后，ShTert组约 30%

细胞存活；（D）筛选 4天后，ShTert组细胞长满。
(A) wildtype ES cells under Neomycin selection medium for 24

hours; (B) vector control group under Neomycin selection medium f-
or 24 hours; (C) ShTert group under Neomycin selection medium f-
or 24 hours; (D) ShTert group grown in Neomycin selection mediu-

m up to 4 days.

2.3 shRNA干扰效率的检测
收集 ShTert组、vector组和 wt组细胞，抽提总 RNA逆转
录得到的 cDNA进行 realtime-PCR分析，经检测 ShTert组端
粒酶 mRNA表达较 vector和 wt组明显降低，vector组和 wt组
之间无明显差异。

图 3 Real-time PCR 检测端粒酶基因干扰效率
Fig.3 Real-time PCR analysis of the Tert gene knock down

efficiency.

3 讨论

胚胎干细胞具有高活性的端粒酶，得以维持不断生长和

繁殖。在成体细胞和成体干细胞中，端粒酶的活性都不足以在
细胞复制和组织更新的周期中维持端粒的长度[2]。端粒长度的

逐渐缩短导致其结构的不稳定，最终激活 DNA损伤修复的程
序，细胞走向衰老或者调亡[3]。依靠基因敲除和过表达的小鼠模
型能够帮助我们理解端粒长度和端粒酶活性在胚胎干细胞中

行为中所扮演的角色，在端粒酶缺失的小鼠中出现干细胞功能

紊乱，组织器官不成熟失去更新能力，早衰等。而端粒酶的过表
达则足以在体外维持细胞的永生化，端粒酶过表达的小鼠则有

表现出明显的长寿和相对较低的癌症发生。在过去的几年中，
端粒酶在干细胞中所扮演的角色开始得到关注，在端粒酶缺失

小鼠中，端粒缩短已经证实会导致皮肤干细胞功能的缺失，具

体地说就是皮肤干细胞在有丝分裂过程中增殖和迁移出毛囊

腔的能力在 G1代 Terc-/-小鼠中由于端粒小部分的丢失而减
弱，在 G3代的 Terc-/-小鼠中由于端粒长度的大部分丢失而基
本丧失迁移能力[4],除此之外，其他的一些细胞更新很快的组
织，比如骨髓，肾脏，睾丸在端粒酶缺失，端粒缩短的小鼠中都

表现出器官的萎缩[5，6]有观点认为，端粒酶在干细胞中的表达可

以被看作是一种干细胞因子。综上所述，端粒和端粒酶在维持
干细胞功能方面有着举足轻重的作用，目前，端粒和端粒酶在

干细胞中的精确作用还未被了解，新的领域需要我们继续探

索，同样，对于胚胎干细胞端粒作用的研究还出于起步阶段，进

一步研究，也将有助于我们对于衰老和癌症发生的理解，建立

端粒酶表达缺陷的人类胚胎干细胞系将有助于我们对端粒酶

在胚胎干细胞分化，至瘤，维持全能性等多方面的研究。在我们
的实验中，shRNA序列被成功构建入慢病毒载体系统并且对
胚胎干细胞进行感染。经过抗性筛查，慢病毒能有效地感染人
类胚胎干细胞系，毒性小，并能建立稳定细胞系。实时定量结果
证明，受到干扰的胚胎干细胞系端粒酶 mRNA水平明显下降，
显示我们的干扰达到了预期的效果。综上所述，以慢病毒载体
为背景的 mRNA干扰系统能够对于人类胚胎干细胞进行感染
并且毒性小，具有良好的感染效果，干扰片段在胚胎干细胞中

能够有效地发挥作用。对于难以进行基因修改操作和导入外源
基因困难的人类胚胎干细胞，使用慢病毒系统实现调控是行之

有效的方法之一。我们所建立的端粒酶表达受干扰的胚胎干细
胞系将为我们进一步研究端粒酶对于胚胎干细胞维持多能性

和基因组的稳定方向打下了良好的基础。
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