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基于绿色荧光蛋白的 RNAi 技术在细胞生物学

实验课程中的应用实例
宋宏涛*向本琼张伟

(北京师范大学生命科学学院，北京 100875)

摘要 RNAi 和 GFP报告基因的转染技术是细胞生物学领域常用的研究手段，我们以 GFP

作为靶基因，设计了适合在本科生课程中开设的 RNA干扰技术实验项目，本教改研究将 GFP 荧光

观察、基因转染技术及RNA 千扰技术融合在一个实验中，并且对该实验项目的实例应用做了细致

的设计和具体实践，结果表明 RNAi 技术对细胞中 GFP报告基因表达的抑制效果明显，此外本文

还阐述了该实验项目在本科生的细胞生物学实验课程中开展的可行性和必要性。这种将传统技术

与新技术交叉组合型实验项目的开展对于学生综合科研能力的培养具有良好的效果，也为细胞生

物学实验课程的改革提供了新思路。

关键词 RNAi; GFP; 细胞生物学实验

1 引言

细胞生物学是生命科学领域的重要基础学科，主

要研究细胞结构及细胞活动的基本规律。同时，细

胞生物学还是一门实验性很强的学科。 21 世纪伴随

着细胞生物学科的飞速发展，实验课的内容和教学方

法也必须赋予新的内容包括新的技术和研究方法[11 0

RNAi 技术可以特异性抑制或关闭特定基因的表达，

可用于基因的功能及表达调控机制的研究等领域，并

为基因治疗提供了新途径[21 0 RNAi 技术已成为细胞

生物学研究领域常用的技术手段之一，因而在细胞生

物学实验教学中开设刚A干扰相关实验项目有助于

提高本科生的科研能力。 GFP(green fl u orescen t 

protein，绿色荧光蛋白)最初在水母中被发现I坷。因

其具有独特的荧光性质，被广泛用于蛋白质的定位、

蛋白质间的相互作用、基因表达调控、细胞的筛选

等研究领域。许多高等院校先后在细胞生物学实验

课程中开设GFP报告基因的转染技术的相关实验，并

取得了较好的实验效果。本文在已有 GFP 报告基因

的转染技术实验基础上，将 RNA 干扰技术融合于

GFP报告基因的转染技术实验项目中，不但向学生介

绍了 RNA 干扰技术的基本操作方法，而且直观地给

学生们展示了 RNA 干扰的实验效果，同时丰富了原

有的基因转染技术的实验内容。本文对该实验项目

的实例应用做了细致的论述，并对实验安排及学生在

实验中可能遇到的问题进行了分析讨论。 本课程设

计不仅有助于培养学生的综合科研能力，同时也为细

胞生物学实验课程的改革提供了新思路。

2 实验原理

实验课上教师讲解实验原理和实验设计理论，并

要求学生课前预习实验内容时完成如下的实验原理

表格(表 1) 。

3 教学设计与安排

3.1 教学目的

掌握 RNA干扰技术的原理及基本操作

掌握基因转染技术的原理及基本操作

学习 siRNA 片段的设计原理及脂质体转染技术

的应用范围

了解荧光显微镜的使用方法

了解 GFP及 RNA 干扰技术在科研中的应用
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Table 1 Principle of RNA inference and GFP transfection 

RNA 干扰技术

发展历史 1998 年， Fire 等(2)将 dsRNA 注入线虫(Caenorhabditis elegans) 

体内后发现该片段可抑制序列同源基因的表达，抑制效应主

要发生于转录之后，并将此现象称为 RNA 干扰。

技术原理 RNAi 是指双链 RNA(double-stranded RNA, dsRNA)分子引起

的序列特异性靶基因 mRNA 降解，从而导致内源或外源靶基

因沉默的机制。 RNAi 的三种基因沉默机制，转录后基因沉

默(PTGS) [4.'[、转录水平的基因沉默(TGS)[6.71和翻译水平的

基因沉默17.81 . RNA干扰技术的核心分子是 dsRNA， dsRNA 在

体内被 Dicer 酶切割成 2 1-23 个核管酸( n t)片段即小干扰

RNA( siRNA) . siRNA 的引导链与解旋酶、 ATP 及多个蛋

白结合形成诱导沉默复合体(阳SC)，随后与阳SC结合的 siRNA

的引导链通过碱基配对识别靶 mRNA 并在特定的位置上切割

mRNA，从而沉默该基因的表达[4 ， 91 0

优点

不足

特异性干扰目标蛋白的表达、周期短(转染后 48h 可进行观

察)、效果明显(针对本实验项目中的 GFP 基因(10 1 ) 。

无法直观地观察干扰效果;该技术在细胞生物学实验课程中

很少体现。

GFP 报告基因的转染技术

绿色荧光蛋白(GFP)是 1962 年由 Shimomura 等问首先从水母

类(Aequorea victoria )海洋无脊椎动物中分离纯化出来的一

种能发射强烈荧光的特殊蛋白质。

GFP 可以在体外 395 nm 和 470 nm 的光激发后发出绿色荧

光，研究者利用普通荧光显微镜或荧光激活细胞分拣器

(FAGS )均可检测这种明显的荧光[111 0

分子量(27 kDa)小、对体细胞基本无毒性、稳定，发出绿色

荧光不需要任何反应底物和辅助因子，可在多种生物细胞中

表达发出稳定荧光(只需要在紫外光或蓝光激发下即可发出

绿色荧光)、可以直接在活细胞中观察 。

单独作为实验课程项目内容简单，技术背景单一，缺乏新意。

应用范围 RNA 干扰技术已经迅速而广泛地应用到基因功能、 基因表达 GFP 用途广泛，在生物学领域中发挥着重要作用(12). GFP 作

调控机制研究等热门领域，并为基因治疗开辟了新的途径111) 。 为报告基因检测转基因效率;作为融合标签检测蛋白质分子

的定位、迁移、构象变化以及分子间的相互作用，或靶向

标记细胞器; GFP 定位到特定细胞器和膜系统进行实时观测

和定量分析;作为生物传感器检测活细胞的 pH 值、离子浓

度和离子传递;用于细胞筛选和药物筛选[131 0

将 RNA 干扰技术与 GFP 报告基因的转染整合在一个实验项目中

实验原理 应用了化学合成的能够特异性干扰 GFP 蛋白表达的 siRNA 片段(缩略为 GFP-siRNA)，通过将 GFP-siRNA 与 GFP表达载体进行体

外的脂质体共转染，然后利用荧光显微镜直观地观察绿色荧光蛋白的强度，从而监测 siRNA 对 GFP 报告基因表达的抑制效果。

siRNA 设计好坏直接关系 RNA 干扰实验的成败， siRNA 设计通常要遵循如下标准:序列中 GC 所占的比例和 l序列参数(如在

序列的某个特定位置包含或不包含某个核背酸); siRNA 双螺旋与靶的热力学参数;靶序列的结构和同源性等(14) . Reynolds 

总结了设计 siRNA 的 8 个标准1 1 '1 。

优点 采用了公司商品化生产合成的能够特异性抑制 GFP 报告基因的 siRNA 片段，实验条件成熟，实验结果明显; RNA 干扰实验

结果可以直观地通过荧光显微镜下呈现绿色荧光的细胞数目多少和荧光强弱来分析，直观形象、且实验周期较短，满足了

开设实验课程的基本要求 。

3.2 教学重点与难点

重点: RNA干扰的基本操作方法

难点:细胞培养、脂质体的转染技术

3.3 实验材料与设备

材料: GFP 表达质粒(pEGFP-C I 空载体)、 GFP­

siRNA、 negative-siRNA(siRNA购买于广州锐博生物

科技有限公司)、 HeLa 细胞、 Lipofectamine2000

(Invitrogen) 、 0.25% 的膜酶 (Amresco) 、 DMEM 培

养基 (Gibco)、胎牛血清 (Hyclone) 。

仪器:超净工作台、 CO2 培养箱(Thermo) 、 倒

置荧光显微镜(Olympus LX51) 、 无菌离心管、 无

菌吸头、 3 5mm 培养皿。

3.3 教学安排

学时安排:

课上 3 学时，课前准备 2 学时由助教完成， 课后

实验结果观察 2 学时，学生自行安排时间。

课前准备:

1) GFP质粒的提取与纯化

助教准备 pEGFP-C) 载体质粒， 并严格检测其纯

度和浓度。

(OD2óolOD28o=I.7 -1.9) 

2) 细胞培养

实验教师提前两天准备 HeLa 细胞，供学生接种

传代。

3) 脂质体及 RNA溶液的准备

助教提前对脂质体转染试剂按小组分装， 同时稀

释 siRNA 至适当浓度(20μmol/L)并分装备用。

分组实验:
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根据无菌室的具体条件分组，建议每2-4人为一

小组。小组任务与要求:协调好分工通力合作，包

括细胞培养前期准备、转染步骤、实验结果观察、

实验数据分析和实验报告撰写。

3.4 实验步骤

1) 将HeLa细胞(约4x1OS)接种于35mm培养皿(或

六孔培养板)中，采用不包含抗生素的培养基， 3rc 、

5%C02 条件下培养至 50%-70% 融合度。

2) 按照如下条件准备A液和 B 液:

A 液;用 250μl 无血清培养基 DMEM稀释提前

配制的20 μmoνL GFP-siRNA或negative-siRN A母液

10 μl(细胞培养液中 siRNA 终浓度为 100nmol/L);

实验组 Aj : 250 J..ll 无血清 DMEM+ I0μ1 GFP­

siRNA+1 μgGFP 质粒;

阴性对照组A2: 250 J..ll无血清DMEM+10 J..ll nega­

tive-siRNA+ 1μgGFP 质粒;

空白对照组A3 : 250μl无血清DMEM+I0μ灭菌

的 ddH20+1μgGFP 质粒;
上述加完之后轻轻并室温孵育 5min 。

B 溶液:用 250 μ 不含血清 DMEM 培养基稀释

10μ1 Lipo2000， 轻轻温匀并室温孵育5 min(按照上述

分组准备相同的 3 份 B 液，标记为 B j 、民、 B 3) 。

3) 将上述Aj+BI; A2+B2; A3+B3两两混合，室温静

置 20 min 。

4) 将混合的 A+B 混合液5∞ μl 加入 1 步骤准备

好的细胞培养孔内，无抗生素无血清的 DMEM 补至

终体积 2 ml。轻轻混匀，在 37 0C 、 5%C02 培养条
件下培养 48 h(选择步骤: 4-6 h 后更换含 20% 血清

的 DMEM) 。

5) 利用倒置荧光显微镜对细胞中绿色荧光蛋白

的表达进行观察，表达GFP的细胞在蓝光激发下可呈

现绿色荧光。

6) 在荧光显微镜下随机挑选 6 个视野，对每一

个视野中的总细胞数目 M及呈绿色荧光的细胞数日

N进行统计，井计算平均的转染效率(即呈现绿色荧光

的细胞的百分率 W%) 。

+N3 +N4 +N5 +N6) x100% W%= 
(M1 +M2 +M3 +M4 + 品15 +M6) 

3.5 实验中需要注意的问题

为保证该实验的正常进行，我们进行了多次重复

实验，将本实验在具体实践中的注意事项总结如下，

教师要指导学生特别注意。

1) 转染前一定要关注细胞生长状态，最适合转

· 教学研究·

染的细胞状态是处于指数生长期的细胞。

2) GFP 质粒的质量对转染效率的影响非常大。

采用脂质体转染是基于电荷吸引原理，如果质粒纯度

不高，会直接影响转染复合物的有效形成和转染效

率。

3) 接种细胞时，尽量保证每孔内接种细胞数量

一致，在孔内表面平均分布。

4) 实验条件允许下应该每组设置 2-3 个平行对

照组。

3.6 实验结果的观察

3.6.1 荧光显微镜直接观察 siRNA 对 GFP表达的干

扰效果 细胞转染完成 48 h 后，利用倒置荧光显微

镜 488nm激发波长下进行观察，结果图像如图 1。结

果表明，尽管在白光下观察实验组(共转染 GFP 质粒

和 siRNA-GFP)、空白对照组(只转染 GFP 基因表达

质粒)和阴性对照组(共转染GFP和阴性对照negative­

siRNA)的细胞生长状态和细胞密度并无明显差异，但

是在激发波长 488 nm 的荧光照片中，实验组中呈现

出绿色荧光的细胞数目远远小于空白对照组和阴性

对照组。 而且空白对照组中，呈现绿色荧光的细胞

比例接近 80%，说明了整个转染体系中 GFP 质粒的

转染效率是正常的。空白对照组与阴性对照组相比，

细胞生长状态和密度基本一致呈现绿色荧光的细胞

比例也无明显差异，说明了阴性对照的 siRNA片段本

身对细胞生长无影响，并对质粒的转染效率无影响 。

在这里对照组的设置验证了实验结果的准确性。

同时，我们也监测了转染后 RNA干扰效率随时

间变化的影响 。 结果表明随着时间的增长(分别监

测 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 胁， siRNA-GFP对 GFP报

告基因表达的抑制效果越来越明显，其中 48 h 是最

佳的观察时间， 96 h之后基本观察不到呈现绿色荧光

的细胞。

3.6.2 细胞荧光表达率的数学统计分析结果 由于

样本中呈现绿色荧光的细胞的百分率为两个属性的

计数资料，理论上服从二项分布，因此本实验中可以

将转染细胞中呈现绿色荧光的细胞的百分率数值作

反正弦变换后进行方差分析检验其组间是否存在显

著性差异(表 2) 。 结果表明，实验组中细胞呈现绿色 》

荧光的细胞的百分率远低于空白对照组和阴性对照

组，并且经过方差检验，实验组与对照组之间存在极

显著差异，而空白对照组和阴性对照组之间无明显差

异。 该方法的应用一定程度上培养了学生对生物学

数据的统计处理能力 。
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A 

B 

C 

GFP+siRNA GFP+nega.siRNA Blank 

Fig.l The inhibition results of GFP gene in Hela cell by siRNA (48 hours after transfection) 

A: results by excitation wavelength 488 nm; B: superposed results by white field and excitation wavelength 488 nm; C: results by white field; 

GFP+siRNA: co-transfected with GFP vector and siRNA-GFP; Blank: tranfected with GFP vector; GFP+nega.siRNA: co-transfected with 

GFP vector and negative siRNA. 

Table 2 Statistical resuIts of the percentage of cells showing green fluorescent in diverse groups 

Groups 

Experiment group(GFP+siRNA-GFP) 

Blank control group(GFP) 

Negative control group (GFP+nega.siRNA) 

Different superscripts indicate significant difference (P<O.OI). 

Percentage of cells showing gre巳n fluorescent (%) 

5.62+ 1.12 (6) b 

80.12+0.25 (6) • 

85.26+ 1.26 (6) • 

Table 3 Results form ( for students ) 

实验组 阴性对照组 雪白对照组

(GFP) (GFP+siRNA-GFP) 

视野 1 2 3 4 5 6 

细胞总数

绿色荧光细胞

呈现绿色荧光细胞的百分率

平均百分率

显著性差异

典型结果照片

3.7 学生实验结果记录表(表 3)

- 4 讨论

4.1 开设本实验项目的意义

本实验项目的设计是在己奋 GFP报告基因的转

染技术实验基础上， 将 RNA干扰技术融合在原有的

GFP报告基因的转染技术实验中，不但向学生介绍了

RNA干扰技术基本操作方法， 而且直观地给学生们展

(GFP+nega.siRNA) 

1 2 3 4 5 6 1 2 345 6 

示了 RNA 干扰的效果，同时丰富了基因转染技术的

实验内容。将广泛应用于当今科研工作中的 RNA干

扰技术运用于本科生细胞生物学实验教学中，一方面

加强了学生科研能力的培养，同时促进了细胞生物学

课程的发展。我们的实验结果表明，利用 RNA干扰

技术对细胞中 GFP 报告基因的表达进行抑制性实验

具有很强的实践可行性和必要性，适合在高校细胞生

物学实验课程中进行推广。 同时作为新技术与传统
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Table 4 Primary trouble shoo创ng

实验结果中的异常现象 可能原因 解决方案

实验组、空臼对照组和阴

性对照组均无荧光。

I.GFP 质粒的质量存在问题(浓度过低或纯度差);

2.转染试剂失效、 与靶细胞不匹配无法成功转染;

3 细胞状态不佳或严重污染，

1.重新制备高质量的质粒;

2.更换新的转染试剂或更换推荐的细胞系进行转染，

3 .明场下检查细胞状态，重新接种细胞进行实验，

4.转染步骤操作不当。

I.GFP-siRNA 的浓度过低;

4.严格按照实验步骤操作，不可省略某些操作， 比如

缩短试剂孵育时间，随意改变试剂添加顺序等。

1.提高 siRNA 溶液的浓度;空白对照组和阴性对照组

荧光强度正常，实验组荧光

强度未发现明显减弱。

2.未充分地将质粒、转染试剂和 siRNA 孵育，导致

干扰效果不明显;

2.严格按照实验步骤操作，保证三种试剂混合物的孵

育时间;

3.siRNA 由于反复冻融、购买时间过久或保存方

法不当，干扰效果降低。

3.稀释 siRNA 进行多管分装，尽量避免反复冻融;购

买的试剂时要注意保质期，尽量使用最新的试剂;

siRNA 干粉应保存于 -20'C或者 -70 'C冰箱长期存放。

仔细检查并回顾实验步骤和试剂标签，重新加试剂完

成实验。

实验组荧光未发现减弱，阴

性对照组荧光减弱，空白对

照组正常。

可能为 GFP-siRNA 与阴性对照 siRNA 混淆使用。

空白对照组正常，阴性对照

组和实验组表现较弱荧光。

1.稀释 siRNA 的溶液存在问题，采用了未经灭菌处

理的溶液稀释 siRNA 或内部包含其他杂质，抑制了

1.检查稀释的 siRNA 溶液是否有问题，采用灭菌的

溶液重新稀释 siRNA 至适当浓度完成实验;

GFP 的表达;

2.siRNA 浓度过高;

2. 采用灭菌的洛液重新稀释 siRNA 至适当浓度完成

实验;

3.阴性对照组和实验组的接种细胞在转染之后被污

染或生长状态不佳。

3.显微镜明场下观察细胞的生长状态，更换新鲜准备

的细胞重新实验。注意细胞培养的无菌操作 。

=个组的荧光分布很不均

匀，特别是空白对照组和阴

性对照组。

细胞生长分布不均匀 。

经典技术相结合的实验设计范例，在课程改革和高素

质人才培养方面也具有重要意义，它为细胞生物学实

验课程改革提供了新思路。

4.2 本实验项目的可行性

1) 实验方法的可行性:本实验采用的基因转染

技术条件成熟、方法简便。在原有的 GFP 报告基

因转染 HeLa细胞的实验项目基础上，利用公司商品

化合成的 siRNA作为干扰片段对细胞中的外源 GFP

报告基因的表达进行干扰，因而只要在细胞培养正常

的情况下学生在实验中转染步骤的失误率相对较低，

保证了实验结果的成功率。预实验结果表明，外源

的 siRNA 片段能够特异性地抑制 GFP报告基因的表

达，且抑制效果明显， 实验结果可以直观地通过细胞

呈现绿色荧光的强弱来观察。

2) 实验安排的可行性:本实验安排 3 课时，课前

的准备由助教来完成，课后观察实验结果可由学生在

课余时间自行安排。

4.3 实验项目实践过程中可能出现的问题与解决

办法(表 4)

4.4 本实验的推广与应用

1) 实验条件:要求具备细胞培养的基本条件。

2) 教师的要求:实验教师熟练掌握细胞培养的

接种细胞时要轻轻混匀，使其均匀分布在平皿底部。

基本操作方法。

3) 可在己开设GFP报告基因转染技术的相关实

验的院校推广采用。
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RNAi Technique Based on Green Fluorescent Protein and Its Application 

in Course of Cell Biology Experiment 

Hong-Tao Song*. Ben-Qiong Xiang. Wei Zhang 
(College of Life Science, Beijing Nonnal Universi纱" Beijing 100875, China) 

Abstract RNAi and GFP gene transfer technique are commonly used in cell biology research field. With 

GFP as the target gene. we developed this RNAi experiment project that is suitable for undergraduate students. In 

this p叫ect. we integrated GFP fluorescence observation. gene transfer and阳A interference technique into one 

project. Also we designed its detailed prot，∞01 and did concrete practice for this experiment project. Results showed 

that RNAi technique could significantly inhibit the expression of GFP gene in cell. so we drew the conclusion that 

this experiment project had good feasibility and necessity to be carried out in cell biology experiment course for 

undergraduates. This cross-cutting. integrated experiment projects should have a good effect for students' inte­

grated research ability. and also provide a novel idea for cell biology experiment course reforrn. 

Key words RNAi; GFP; cell biology experiment 
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