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摘　要：ＲＮＡ干扰技术是遗传学研究中常用的技术之一，同时定量实验已成为现代遗传学研究中重要的分析手
段。在本科生遗传学实验教学中引入定量实验，不仅可以激发学生科研兴趣，更可以培养学生严谨的科学素养，

为以后学生参与科学研究打好良好的基础。前期学生的实验结果显示双链小干扰 ＲＮＡ对绿色荧光蛋白的干扰效果
非常明显。故我们拟在原先的实验基础上，将实时定量 ＰＣＲ实验引入，丰富遗传学教学实验的内容。
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“以实验为中心安排教学”是近年来美国高校正在

开展的一项极有影响力的实验教学改革计划 （ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｂｉｏｌｏｇｙ ｅｄｕｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍｅ，简称 ＥＢＥ 计划），其教学重
点不在知识的掌握而在能力的培养。遗传学实验作为

生命科学本科基础实验教学的重要组成部分，对培养

学生的开拓创新精神和实践能力起着十分重要的作用。

因此，如何在复旦大学开拓探索出一种新的教学方案，

以实验教学为平台，培养和造就国际生命科学前沿领

域有竞争力的一流的高素质人才，是高等生命科学教

育面临的一个重要问题。随着生命科学的迅猛发展，

有必要及时对遗传学实验等生命科学基础课程进行新

的建设规划，随时调整教学理念，更新教学内容，补

充新鲜的 “血液”，进一步与国际化接轨。

ＲＮＡ干扰 （ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是指一种由
双链 ＲＮＡ诱发的基因沉默现象［１］。ＲＮＡ 干扰是存在于
真核细胞内的一种自我保护现象，既能对抗外源基因

的侵害，又能降解自身异常基因产生的 ｍＲＮＡ。ＲＮＡ
干扰主要发生在基因转录后，即 ｍＲＮＡ 的修饰或翻译
水平上，具有特异、高效和持久的特点，适用于后基

因组时代未知功能基因的分析，也为临床上特异性的

基因干预治疗开辟了一条通路［２］。在秀丽隐杆线虫上

实验时还可使子一代产生基因突变，甚至于可用喂食

细菌给线虫的方式让线虫得以产生 ＲＮＡ 干扰现象。
ＲＮＡ干扰现象在生物中普遍存在。

ＲＮＡ干扰作用是通过一类较稳定的中间介质实现
的。对植物的研究证明，双链 ＲＮＡ 复合体先降解成为
３５ ｎｔ左右的小 ＲＮＡ 分子，然后他们通过序列互补与
ｍＲＮＡ结合，从而导致 ｍＲＮＡ 降解。对果蝇的研究证
明，长度为 ２１ ～２３ ｎｔ 的小 ＲＮＡ 分子是引起 ＲＮＡ 干扰
现象的直接原因［３ －６］。这种小 ＲＮＡ 分子被称之为小干
扰 ＲＮＡ （ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）。

传统的 ＲＮＡｉ 实验主要是通过对哺乳动物细胞进行
ＧＦＰ荧光质粒转染，通过荧光显微镜观察绿色荧光的
强弱来判断 ＲＮＡｉ 的效果。为了能够定量地说明 ｓｉＲＮＡ
对 ＧＦＰ沉默的效果，特将科研中经常使用的荧光定量
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ＰＣＲ引入到教学实验中，以增强学生对于科学研究的
严谨性、客观性有更多的认识，并帮助他们建立科学

研究的定量思维模式。

１ 　细胞水平的 ＲＮＡ干扰

１１　实验前准备

设计并合成双链小干扰 ＲＮＡ。
实验所用质粒为带有绿色荧光蛋白的质粒：

ｐＥＧＦＰ －Ｃ１。
绿色荧光蛋白 ｐＥＧＦＰ －Ｃ１ 阳性 ｓｉＲＮＡ。其序列为：
ｓｅｎｓｅ：５′—ＧＣＡＡＧＣＵＧＡＣＣＣＵＧＡＡＧＵＵＣＴＴ—３′（额

外加上两个 Ｔ）；
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′—ＧＡＡＣＵＵＣＡＧＧＧＵＣＡＧＣＵＵＧＣＴＴ—３′

（额外加上两个 Ｔ）其他可互补配对。
ｎｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇ序列：阴性 ｓｉＲＮＡ。其序列为：
ｓｅｎｓｅ：５′—ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ—３′；
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′—ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ—３′。

实验所用细胞为 ２９３ 细胞，来自于人肾上皮细胞
系，比较容易转染，是一个很常用的表达研究外源基

因的细胞株。

１２　实验与观察

参照 ［７］的方法复苏冻存的 ２９３ 细胞及用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔＡＭＩＮＥ ２０００ 转染 ｓｉＲＮＡ，其中转染分 ｐＥＧＦＰ －Ｃ１

对照组、ＧＦＰ２２ 阳性实验组和阴性小 ＲＮＡ对照组。
ｐＥＧＦＰ －Ｃ１ 对照组：只转染质粒 ｐＥＧＦＰ －Ｃ１，检

测正常转染情况下该质粒的表达情况；

ＧＦＰ２２ 阳性实验组：转染 ｐＥＧＦＰ －Ｃ１ 以及对应的
阳性 ｓｉＲＮＡ，检测 ｓｉＲＮＡ对蛋白质表达的抑制作用；

阴性小 ＲＮＡ对照组：转染 ｐＥＧＦＰ －Ｃ１ 以及对应的
阴性 ｓｉＲＮＡ。

次日，观察实验结果并拍照。

２　定量 ＰＣＲ实验

２１　定量 ＰＣＲ实验准备

使用 ＴＩＡＮＧＥＮ 动物组织总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取
上述 ３ 组 ２９３ 细胞总 ＲＮＡ，并反转录成 ｃＤＮＡ保存。

设计 ＥＧＦＰ引物如下：
ＥＧＦＰ －ＲＴ－Ａ：５′－ＧＴＧＡＣＣＡＣＣＣＴＧＡＣＣＴＡＣ －３′；

ＥＧＦＰ －ＲＴ －Ｂ：５′－ＴＡＧＴＴＧＣＣＧＴＣＧＴＣＣＴＴＧ －３′。

２２　定量 ＰＣＲ实验操作

将上述实验制备的 ｃＤＮＡ 原液进行 １０ 倍稀释后备

用 （１ μＬ ｃＤＮＡ原液 ＋９ μＬ ｍｉｌｌｉＱ Ｈ２Ｏ），配制反应体

系，冰上操作。

ＰＣＲ反应 １０ μＬ ×１２

Ｈ２Ｏ ２ μＬ ２４ μＬ

２ ×ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ ５ μＬ ６０ μＬ

Ｐｒｉｍｅｒ ＥＧＦＰ －ＲＴ －Ｆ （１０ μｍｏｌ·Ｌ －１） ０５ μＬ ６ μＬ

Ｐｒｉｍｅｒ ＥＧＦＰ －ＲＴ －Ｒ （１０μｍｏｌ·Ｌ －１） ０５ μＬ ６ μＬ

模板 （ｃＤＮＡ／Ｈ２Ｏ） ２ μＬ 总体系内先不加

充分吹打总体系，离心甩下挂壁液体，分装到定

量 ＰＣＲ专用的八连管中，８ μＬ／孔，共 １０ 管。向反应
管中依次加入 ２ μＬ 模板：阳性 ｓｉＲＮＡ 实验组、阴性
ｓｉＲＮＡ对照组、未加 ｓｉＲＮＡ对照组均做 ３ 个复孔，另加
阴性对照一孔 （以等体积去离子水做模板），共计 １０
孔。盖好管盖。

在记录本上记录好 ＰＣＲ管的样品顺序。ＰＣＲ管壁
及管盖上不得做任何标记。

离心后统一上机。ＰＣＲ程序：

ＰＣＲ程序温度 时间 循环数

９５℃ １０ ｓ

９５℃ ５ ｓ

６０℃ ２０ ｓ

７２℃ １０ ｓ

９５℃ ６０ ｓ

６５℃ ６０ ｓ

６５℃ ＋０５℃／循环 ６２ 个循环

４５ 个循环

ＰＣＲ结束后，记录和分析实验数据。
转染 ２４ ｈ后，使用荧光倒置显微镜观察绿色荧光

蛋白的表达变化情况，学生实验结果如图 １。
实时定量 ＰＣＲ实验结果如图 ２。
由图 ２ 可以看出，经过 ｓｉＲＮＡ 诱导沉默的 ＧＦＰ 基

因的表达量与诱导前的 ＧＦＰ 基因的表达量差异十分显
著，加入了 ｎｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ ＲＮＡ 的对照组与诱导前 ＧＦＰ
基因的表达量差异不明显，这可以说明该实验中 ｓｉＲＮＡ
的沉默效果很显著，ＧＦＰ 基因的表达量的下降是因为
对应序列的 ｓｉＲＮＡ诱导沉默所致。
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ＡｐＥＧＦＰ －Ｃ１ 质粒对照组

　　
ＢＧＦＰ２２ 阳性组 （ＲＮＡｉ 实验组）

　　
Ｃ阴性小 ＲＮＡ组

图 １ 　转染前后绿色荧光蛋白的表达

图 ２　ｓｉＲＮＡ沉默前后各组 ＧＦＰ基因表达量的差异
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３　总结

通过该实验可培养学生们在实验设计时的严谨性、

严密性，养成良好的科学习惯，为未来进入实验室做

毕业论文设计或者是做科研都有较好的影响。另一方

面，也锻炼了现阶段同学们处理科学实验数据并通过

数据进而得出科学结论的能力，通过定量实验培养学

生严谨的科学态度的同时，也能让学生对遗传学中

ＲＮＡ干扰的概念不仅有一个定性的了解，更有一个定
量的认识。
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