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MIR-122慢病毒表达载体构建及稳定转染 HepG2细胞系 *
张 旭 于 芳 聂勇战 唐红卫△ 梁琳琳 陈蕊蕊
（第四军医大学西京消化病医院肿瘤生物学国家重点实验室 陕西西安 710032）

摘要 目的：构建人 mir-122慢病毒表达载体，感染肝癌细胞 HepG2，建立稳定表达 mir-122的 HepG2细胞系。方法：以人
has-mir-122成熟序列，设计并合成引物，采用 PCR的方法扩增目的基因，并连接到慢病毒表达质粒 pGCSIL-GFP(含绿色荧光蛋
白 GFP基因)中。对重组质粒进行双酶切鉴定后，进行 mir-122基因慢病毒(pGCSIL-GFP-miR-122)的包装及病毒滴度测定，用构建
好的慢病毒表达载体感染 HepG2细胞，qPCR检测感染后细胞中 MIR-122的变化。通过流式细胞仪检测荧光蛋白 GFP，western
blot检测 mir-122靶分子 CAT-1，验证 pGCSIL-GFP-miR-122在 HepG2细胞中的表达效果。结果：pGCSIL-GFP-miR-122经双酶切
分析及测序，插入序列正确。qPCR检测显示转入病毒后 mir-122在细胞中的表达显著提高。表明 mir-122慢病毒表达载体构建成
功。流式细胞仪根据 GFP荧光筛选纯化感染后细胞，感染率达 90%以上。Western blot显示 mir-122明显抑制其靶分子表达。进一
步验证 pGCSIL-GFP-miR-122在细胞中的稳定表达。结论：成功构建 mir-122慢病毒表达载体，并建立稳定表达的细胞系，为研究
mir-122在人体所起的作用及功能机制打下基础。
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ABSTRACT Objective: To construct human lentiviral vector of mir-122, and establish a new hepatoma sub cell line of HepG2 stabi-
lized infected with mir-122 virus. Methods: Primers were designed and synthesized, according to the human has-mir-122 precursor se-
quence. MiR-122 was amplified using PCR, and connected to the lentiviral expression plasmid pGCSIL-GFP. Lentiviral vector of
mir-122 (pGCSIL-GFP-miR-122) was constructed. After infection of HepG2 cells with the miR-122 lentiviral vector, miR-112 expression
was confirmed by qPCR and fluorescent protein GFP expression using FACS. Expression of one of mir-122 targeted molecules CAT-1
was validated by Western blot in pGCSIL-GFP-miR-122 HepG2 cells. Results: PGCSIL-GFP-of miR-122 was confirmed by sequencing
analysis, indicating that Mir-122 lentiviral expression vector was successfully constructed. miR-122 expression in the lentiviral mir-122
infected cell line was significantly increased comparing to the parent cell line HepG2. Conclusion: Flow cytometry based on GFP fluores-
cence filter purification, also shows the infection rate of more than 90%. Inhibited the expression of its target molecules was confirmed by
Western blot.
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前言

MicroRNA(miRNA)为一类非编码的小分子 RNA，是哺乳
动物基因组中最为丰富的调节基因之一 [1-3]。其通过与靶 mR-
NA 3'非翻译区(3'- U TRs)完全或非完全结合使之降解或者抑
制其翻译，从而在转录后水平降低相关靶基因蛋白质的表达[4]。
随着对 miRNA功能的研究，逐渐证明了 miRNA不止参与细
胞发育、分化、凋亡等生理过程[5,7,9]，并在病毒的感染、心血管疾
病、肿瘤的形成等病理过程中发挥重要作用[5]。

miR-122是一种只在肝脏中特异性表达的 MicroRNA，其

表达量占肝细胞总 miRNA 量的 70％ [6，7]。目前研究发现，
miR-122参与了肝脏不同阶段的发育，同时还与肝脏的脂质代
谢，HCV的细胞内复制和肿瘤发生等密切相关[8, 10,12]。本研究成
功构建 mir-122慢病毒表达载体，并建立过表达 mir-122的稳
转细胞系，为其功能及作用机制的研究打下了良好的实验基

础。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及材料
病毒载体 pGCSIL-GFP、包装质粒 pHelper 1.0、pHelper
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2.0、polybrene于上海吉凯公司购买、LA Taq DNA聚合酶、T4
DNA连接酶、Xho I、BamHI限制性内切酶于 NEB 公司购买，
胎牛血清、DMEM高糖培养基购自 Gbico公司，质粒提取试剂
盒，琼脂糖凝胶回收试剂盒，miR-122 qPCR 引物试剂盒为
TaKaRa 公司产品，CA T - 1 抗体购自美国 Abcam 公司，HRP
标记 IgG 购自北京中杉试剂公司，ECL 化学发光试剂购自
Bio-RAD公司，DH5a、肝癌 HepG2细胞由本实验室提供。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 mir-122慢病毒表达载体构建
1.2.1.1引物设计与目的片段的扩增 从 Sanger microRNA序列
数据库(miRBase)中搜索得到 mir-122成熟序列交由上海吉凯
生物有限公司进行引物合成。正向引物 mir-122-F：GGGCC-
CGCTCTAGACTCGAGATATTTGCATGTCGCTATGTG，反向
引 物 mir-122-R：CGCGGCCGCCTAATGGATCCAAAAAAG-
GCACAGTCGAGGCTGATC，酶切位点为下划线区，正向引物
酶切位点为 Xho I，反向引物酶切位点为 BamH I。以含有待扩
增序列的 DNA为模板进行 PCR扩增，25 μl反应体系。其中
10×PCR Buffer2.5μl，mir-122-F 1ul, mir-212-2-R 1μl, Taq DNA
polymerase 0.25μl, (10mmol/L)dNTPs 0.25μl,Nuclease free water
18μl。PCR 反应条件：95℃预变性 5min，循环：95℃变性
20s，67℃ 退火 20s，72℃ 延伸 15s，共 35 个循环，72℃延长
3min，4℃保存。
1.2.1.2 mir-122慢病毒表达载体 pGCSIL-GFP-miR-122的构建
及鉴定 扩增产物用 1％琼脂糖凝胶电泳进行分离纯化，回收
目的片段。对所得片段进行 XhoI+BamHI酶切，并与慢病毒表
达载体 pGCSIL-GFP质粒连接，连接反应条件为：酶切后的产
物 1μl，pGCSIL-GFP 质粒载体 1μl, Nuclease free water 6ul
10×Ligase Buffer 1μl, T4 DNA 连接酶 1μl；22℃水浴反应过
夜。连接产物转化感受态细胞 DH5α，挑选单克隆菌落接种，恒
温(37℃)摇床培养过夜。取菌液送 Invitrogen公司测序。用质粒
提取试剂盒提取质粒，XhoI+BamHI酶切鉴定
1.2.1.3 mir-122 慢 病 毒 的 包 装 和 滴 度 测 定 将 pGC-
SIL-GFP-mir-122载体，及辅助元件 pHelper 1.0，pHelper 2.0混
合，按照 Invitrogen 公司 Lipofectamine2000 说明书共转染
293T细胞，转染后 8小时换为完全培养基，培养 48小时后，收
集 293T细胞上清。以 4000转每分钟离心 15分钟，出去细胞碎
屑，以 0.45 μm滤器过滤上清液，得到慢病毒原液。使用逐孔稀
释法测定病毒滴度。滴度测定前一天，以每孔 5×103个细胞，

体积 100μl，接种 293T细胞到 96孔板。感染前，准备 8个无菌
Ep管，每管中加入 90μl新鲜完全培养基(DMEM高糖 +10%血
清，无双抗)，取待测定的病毒原液 10μl加入到第一管中，混均
后，从中取 10μl加入到第二管中混均，后从第二个管中取 10ul
加入到第三个管中，继续相同操作直到最后一管。选取所需细
胞孔并在培养板上做标记，弃去原孔中 90μl培养液，加入各
Ep管中稀释好的 90μl病毒溶液。于 37℃，5%二氧化碳培养箱
中培养，48小时加入新鲜培养基 100μl，之后 24小时，更换孔
中液体为新鲜培养基 150μl。96小时后，观察荧光表达情况，以
最后两个孔计算病毒原液滴度，计算公式：病毒滴度(Tu/ml)
=GFP 阳性细胞数 / 稀释倍数，本次构建病毒滴度为 1×
109TU/ml。

1.2.2 HepG2细胞的感染及 qPCR鉴定 mir-122表达
1.2.2.1 mir-122慢病毒的包装和滴度测定 数生长期的 HepG2
细胞接种于 48孔板，细胞数 2×104/ml。培养细胞密度达到
80%时进行病毒感染，稀释病毒滴度为 1×108TU/ml，
MOL=100。 弃 去 细 胞 上 清 ， 加 入 重 组 慢 病 毒 pGC-
SIL-GFP-miR-122 混合液 (无血清培养基 (170μl)+ pGC-
SIL-GFP-miR-122(20μl)+Polybrene(10μl,5μg/ml))，同时设立慢
病毒空载体组 (无血清培养基 (170μl)+慢病毒空载体 pGC-
SIL-GFP 20ul(滴度为 1×108TU/ml)+Polybrene(50μl,5μg/ml))。8
小时后更换细胞上清为新鲜培养基，培养细胞并扩增至 25cm
培养皿，细胞消化，800rmp离心重悬，用流式细胞仪筛选 GFP
荧光阳性细胞。
1.2.2.2 qPCR 检测 mir-122 的表达 将流式细胞仪筛选所得
HepG2-mir-122细胞培养扩增，荧光显微镜观察，收集细胞提取
总RNA。qPCR检测mir-122表达水平，采用 takela公司 qRT-PCR
试剂盒。首先以总 RNA反转录生成 cDNA(包括 mir-122，慢病
毒空载体及内参 U6)，以 cDNA为模板进行实时定量 PCR扩
增，扩增过程及数据分析均由 Roche 公司 LightCycLer480
qPCR仪完成。每个样品均设 3个复孔，重复实验 3次。应用相
对定量法(ΔΔCt)进行数据分析。
1.2.3 WESTER BLOT 检测 mir-122 靶分子 CAT-1 的表达
消化离心转染后的 HepG2细胞，4℃预冷的 PBS洗涤，800rmp
离心两次收集细胞，加入裂解液(RIPA+PMSF，比例为 100:1)，
吹打数次，超声 3次，每次 10秒。于 4℃、10000r /min收集上
清，加入 1/4 上清体积上样缓冲液，并于 100℃煮沸变性
10min。12% SDS-PAGE电泳，转膜于 NC膜。10%脱脂奶粉室
温封闭 1h，加入鼠抗人 CAT - 1抗体(1:2000) ,4℃孵育过夜。
TBST洗膜 4次，每次 5min。加入辣根过氧化物酶标记的羊抗
鼠 IgG(1:2000)，室温孵育 1h，TBST洗膜，用 ECL法，Bio-RAD
公司Molecular Imager机上显影。

2 结果

2.1 慢病毒载体 pGCSIL-GFP-miR-122的酶切鉴定与测序
在目的基因引物两端设计了 XhoI+BamHI酶切位点，PCR

的方法扩增产物酶切后，与载体 pGCSIL-GFP 连接，用
XhoI+BamHI酶切阳性克隆和空载体，在阳性克隆中可见到一
条 100bp左右的条带 (图 1)，而空载体未见。说明目的基因
mir-122已经插入到质粒载体 pGCSIL-GFP中。将酶切鉴定正
确的菌液送至公司测序，结果符合设计要求。
2.2 qPCR鉴定感染细胞中 miR-122表达

Cytokerafin 18 免疫对 pGCSIL-GFP-miR-122 病毒载体与
pGCSIL-GFP病毒空载体感染的 HepG2细胞表达 miR-122差
异，使用 qPCR相对定量的 2-△△CT法对检测结果进行计算，
得 2-△△CT=50.2。表示 pGCSIL-GFP-122 载体感染细胞后
miR-122表达水平升高了近 50倍。如图 2所示。
2.3 病毒感染细胞荧光筛选
给药由于病毒载体质粒具有 GFP荧光标记，应用流式细

胞仪以 GFP荧光作为标志，进行细胞提纯筛选。用荧光显微镜
观察筛选后扩增细胞，可见感染 mir-122慢病毒的 HepG2细胞
内有绿色荧光表达，荧光表达率达 90%以上(图 3)。
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图 1 慢病毒载体 pGCSIL-GFP-miR-122双酶切鉴定
Fig.1 Cells transfected with lentiviral empty vector；2 cells transfected

with 122 lentiviral vector

M：DL200OM arker：2000 Up, l000 bp, 750 bp, 500 bp, 25O bp, 100bp

图 2 qPCR检测转染 mir-122慢病毒载体组转染病毒空载体组
mir-122表达量比较

Fig. 2 Result of qPCR：The mir-122 expression levels were higher in

mir-122 lentiviral vector group VS empty vector control group

2.4 毒感Western blot检测Mir-122靶分子 CAT-1检测降低
肾毒性的病理机制有两通过Western blot检测病毒感染细

胞 HepG2中 mir-122靶分子的表达[10,11]，结果显示，mir-122 靶
分子 CAT-1在稳转 mir-122细胞中表达水平明显下降，证明
mir-122在细胞中过量表达，并抑制 CAT-1活性(图 4)。

3 讨论

目前目前，miRNA在肝脏相关疾病发生发展中的功能研
究，已经成为肝脏研究领域的热点前沿。部分 miRNA还被证实
与肝病的预后和治疗等紧密相关。因此，分析 miRNA的表达变
化及相关影响，对肝病患者的早期诊断和提高疗效具有重要意

义。Mir-122是肝脏中表达丰度最高的 miRNA，已有的研究说
明 mir-122在正常及病变的肝脏中均发挥重要作用，但具体的

功能机制还需进一步探索。
对于 miRNA的研究，一般是通过抑制表达和过表达两种

方式来进行[13]。过表达的实现方式有两种：一为直接转染合成
的 miRNA，二为利用载体(质粒载体，病毒载体)使其在细胞内
表达。由于细胞内的 mirRNA容易被降解，不能实现稳定的
RNA过表达，而质粒载体在哺乳动物细胞中的转染效率远低
于病毒载体，所以本研究应用慢病毒构建 mir-122过表达载体，
以实现细胞内的稳定转染。
本实验以人 has-mir-122成熟序列设计引物，应用 PCR的

方法扩增酶切后插入到慢病毒载体 pGCSIL-GFP中，经双酶切
和测序鉴定正确并进行慢病毒包装及滴度的测定。用构建成功
的 mir-122慢病毒载体感染 HepG2细胞，经 qPCR检测感染后
细胞中 mi-122表达量明显升高。Wester blot测定感染细胞中
mir-122靶基因 CAT-1明显降低，而 HepG2中 mir-122呈低表
达，靶基因 CAT-1呈高表达[11]。根据以上结果证明，本实验成功
构建 mir-122慢病毒表达载体，并建立 HepG2-miR-122稳转细
胞系，为今后 mi-122的研究打下良好基础。
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