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hsa-miR-20a低表达慢病毒载体的构建及其表达鉴定 *
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摘要 目的：构建 hsa-miR-20a低表达慢病毒载体，检测其在 HL-60中表达。方法：采用 In-fusion重组交换克隆法设计并合成
hsa-miR-20a前体序列的扩增引物，扩增获得目的片段插入慢病毒 GV159中，得到重组的 LV-hsa-miR-20a表达载体，通过与包装

质粒共转染 293T细胞，获得携带 hsa-miR-20a的重组慢病毒并测定病毒滴度。取对数生长期 HL-60细胞根据病毒滴度及细胞
MOI值感染慢病毒，感染后 24 h、48 h、72 h、96 h镜下观察荧光表达情况，判断感染效率，qRT-PCR检测 HL-60细胞 hsa-miR-20a

的表达变化。结果：成功构建 LV-hsa-miR-20a低表达慢病毒载体，其病毒滴度为(8E+8)TU/mL。该病毒感染 HL-60细胞的效率可

高达到 80%，并可有效降低 HL-60细胞 hsa-miR-20a表达水平。结论：成功构建了 hsa-miR-20a低表达慢病毒载体，包被的慢病毒

可以在 HL-60细胞中实现低表达效果，为后续功能研究奠定了基础。
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Construction of a Recombinant Lentiviral Vector to Inhibit hsa-miR-20a
Expression and Validation of its Transduction Efficiency*

To construct a recombinant lentiviral vector to inhibit hsa-miR-20a expression and validation of its trans-

duction efficiency in HL-60. Based on BD In-FusionTM PCR cloning method, we designed and synthesized hsa-miR-20a gene

with its promoter, then cloned it into a lentivirus vector GV159. After being conformed, the LV-hsa-miR-20a plasmid was co-transfected

with packaging plasmid into 293T cells to obtain hsa-miR-20a lentivirus vector. Recombinant lentivirus was added to logarithmic growth

phase HL-60 cells according to virus titer and MOI (multiplicity of infection) value, and its infection efficiency and hsa-miR-20a level

were tested by fluorescent observation and real-time quantitative PCR respectively. Hsa-miR-20a lower expressive lentiviral vec-

tor was constructed successfully, and virus titer was (8E+8)TU/mL. The infection efficiency of Recombinant lentiviruse in HL-60 cells

reached 80%, and the expression level of hsa-miR-20a reduced effectively. The letiviral vector containing hsa-miR-20a with
low expression was successfully constructed, which will be useful for researching the function of hsa-miR-20a in the future.
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前言

miR-17-92 基因簇位于人类染色体 13q31 上，编码
miR-17、miR-19a、miR-19b、miR-20a、miR-92a等 6个 miRNA[1,2]。

miR-17-92 基因家族的不同成员有着各自不同的功能，如

miR-19在急性淋巴细胞性白血病[3]、乳腺癌[4]中呈过度表达，表

现为原癌基因。而 miR-17在乳腺癌、卵巢癌中低表达，则表现

为抑癌基因功能[5,6]。已有研究发现 miR-17-92基因簇在人早幼

粒细胞（HL-60）中高表达，降低 miR-19a、miR-19b的表达可诱

导 HL-60细胞凋亡[7]。而 miR-20a对粒细胞生物学性状的影响
尚无文献报道，本研究拟构建 hsa-miR-20a低表达慢病毒载体

以实现 HL-60细胞中 hsa-miR-20a的表达变化，为深入研究其

功能和机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料
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1.1.1 细胞、菌株与质粒 HL-60、293T细胞购自上海吉凯生

物公司，GV254 载体、pHelper 1.0、pHelper 2.0 载体为 Invitro-

gen公司产品。
1.1.2 主要试剂和仪器 Lipofectamine 2000（美国 Invitrogen

公司），In-FusionTM PCR Cloning Kit（美国 BD 公司），质粒抽提

试剂盒（美国 promega公司），SYBR Master Mixture（大连宝生

物公司），miRNA提取试剂盒（天根公司）。荧光倒置显微镜（日

本 Olympus公司），酶联免疫检测仪（Bio-Tek公司 ELX-800），

凝胶成像分析系统（美国 Alpha Innotech公司），高速低温离心

机（德国 Eppendorf公司），Real time PCR仪器（日本 Takara公

司），Nanodrop分光光度计（美国 Thermo公司）。
1.2 实验方法
1.2.1 Hsa-miR-20a前体序列的 PCR扩增 根据 hsa-miR-20a

所在基因组的 DNA序列，在包含 pre-miR-20a序列上下游约
100 bp 范围内，按照 In-FusionTM PCR Cloning Kit 要求，由

Primer5.0软件设计 PCR引物，设计的引物片段交由大连宝生物

合成。上游引物为(保护碱基 -有 Age I酶切序列 -引物序列）：
5'-CCGGTCTACCTGCACTATAAGCACTTTATTTTTG -3'，下

游引物为（保护碱基 - 含有 EcoR I 酶切位点 - 引物序列）：
5'-AATTCAAAAATAAAGT GCTTATAGTGCAGGTAG-3'。以

外周血单个核细胞 DNA为模板扩增。 PCR 反应体系为：Taq
polymerase 0.2 滋L，模板 DNA 10 ng，10 滋M上、下游引物各 0.4

滋L，dNTPs (2.5 mM) 1.6 滋L，5× Taq buffer 4 滋L，ddH2O补足至
20 滋L。反应程序为：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃

30 s，30个循环；72 ℃终末延生 10 min。PCR产物经 2%的琼脂
糖凝胶电泳分离，切胶回收目的片段。

1.2.2 Hsa-miR-20a载体的构建 纯化回收的 PCR产物与慢

病毒载体 GV159，以 2：1的摩尔数比例使用 T4连接酶在 16℃

下，过夜连接，连接产物转化 TOP10 感受态细胞，挑选出克隆

经酶切鉴定阳性克隆送上海生物工程有限公司测序。

1.2.3 慢病毒包装及病毒滴度测定 转染前 24 h，用胰蛋白酶

消化对数生长期的 293T细胞，以含 10 %胎牛血清培养基调整

细胞密度为 1.2× 107细胞 /20 mL，重新接种于细胞培养皿，37

℃、5 % CO2培养箱内培养。24 h待细胞密度达 70 %～ 80 %

时，将慢病毒表达质粒与制备的各 DNA溶液(pGC-LV载体 20

滋g，pHelper 1.0载体 15 滋g，pHelper 2.0 载体 10 滋g) 混合，与
Lipofectamine 2000共转染至 293T细胞的培养液中，混匀，于
37℃ , 5 % CO2细胞培养箱中培养。培养 8 h换液，转染 48 h后

取细胞上清液，于 4 ℃，4000× g离心 10 min，除去细胞碎片，

以 0.45 滋M滤器过滤纯化后分装，于 -80 ℃冻存备用。取其中

一支进行病毒生物学滴度测定。采用荧光法测定病毒滴度，取

对数生长期 293T 细胞稀释至每毫升 4× 105个接种于 96 孔

板，根据病毒的预期滴度，呈 10的倍数稀释后感染细胞。3天

后观察荧光表达情况，根据细胞荧光表达情况计算病毒滴度。

1.2.4 慢病毒感染 HL-60细胞 将处于对数生长期的 HL-60

细胞悬液接种于 12孔板中，37 ℃ 5 % CO2培养箱培养待细胞

融合度达到约 50 %。根据细胞 MOI值及病毒滴度，加入相应

量的病毒。感染 24 h～ 96 h后通过观察荧光表达情况判断感染

效率。

1.2.5 qRT-PCR 检测 hsa-miR-20a 的表达 收集细胞，使用

miRNA抽提试剂盒提取总 miRNA，按 miRNA逆转录试剂盒

说明书进行逆转录。qPCR反应体系为：2× miRNA Premix（含
SYBR，ROX）10 滋L，上游引物（10 滋M）0.5 滋L，下游引物

（10滋M）0.5 滋L，cDNA 1.0 滋L，RNase-Free H2O 补足至 20 滋L。
循环参数：预变性 94 ℃ 2 min后，94℃ 20 s，60℃ 34 s，重复 40

个循环。

1.3 统计学处理

采用△△CT法计算 hsa-miR-20a表达量，内参 U6进行校

正。数据以（x± s）来表示，SPSS17.0统计软件进行数据分析，

组间比较采用单因素方差分析，P＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 慢病毒表达载体测序鉴定结果
重组慢病毒质粒 LV-hsa-miR-20a经 PCR 及测序鉴定，证

实阳性克隆目的片段已正确插入载体克隆位点（图 1）。

图 1 LV-hsa-miR-20a测序鉴定结果

Fig.1 LV-hsa-miR-20a sequencing results

2.2 病毒滴度的检测

以倍数稀释后不同浓度的病毒感染对数生长期的 293T细

胞，3天后，荧光显微镜下观察 GFP荧光表达情况（图 2）。计算

病毒滴度为（8E+8）TU/mL。病毒包装量可满足进一步研究要

求。
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2.3 HL-60细胞慢病毒感染效率的检测

采用倒置荧光显微镜下观察感染后 24 h、48 h、72 h、96 h
HL-60细胞中 GFP荧光表达情况，评价细胞感染效率。如图 3

所示：细胞在慢病毒感染后 24 h到 72 h，感染效率逐渐增加，
72 h后呈下降趋势。后续试验可以选择 48 h、72 h作为观察时
间点进行研究。

2.4 Hsa-miR-20a在 HL-60细胞中的表达变化

根据上述感染效率检测结果，进一步观察慢病毒感染后

48 h、72 h各组细胞 hsa-miR-20a表达量的变化。如图 4所示，

低表达组 hsa-miR-20a表达量在 48 h、72 h分别分别是对照组
的 0.51和 0.47倍（P＜ 0.01）。

3 讨论

目前改变细胞内 miRNA表达的方法主要包括[8]：（1）按照

成熟 miRNA序列化学合成其模拟物（mimic）或抑制剂（in-

hibitor），mimic能够显著提高成熟 miRNA的表达，而 inhibitor

能够竞争性与成熟 miRNA结合，阻止其正常行使功能。（2）构

建 miRNA表达载体，通过表达载体在细胞内转录、剪切形成成

熟的 miRNA或干扰其形成，达到过表达或低表达的效果。其

中，化学合成法相对比较方便、经济，可以较快的获得结果，但

无法应用于一些转染效率比较低的原代细胞、悬浮细胞、干细

胞中，也无法实现稳定表达。而应用慢病毒表达载体无需转染

试剂，转染效率高，实验周期短；对分裂期和非分裂期细胞均有

感染作用，可在短时间内获得稳定表达特定 miRNA的细胞株；

可以根据需要选择各种报告基因，亲和标签及筛选抗性基因融

合[9-11]。本研究中 HL-60细胞为悬浮细胞，化学合成物模拟物及

抑制剂转染效率较低，因此选择慢病毒表达载体更为合适。

Hsa-miR-20a属于 miR17-92家族成员之一[12,13]。目前已有

的关于 hsa-miR-20a 的研究主要集中在肿瘤研究领域，
hsa-miR-20a作为一个原癌基因，在前列腺癌[14]、胃癌[15]、胆囊癌[16]、

宫颈及卵巢癌[17,18]等实体瘤发病过程中都发挥着重要的作用。

hsa-miR-20a在肿瘤组织高表达可以抑制抑癌基因或激活原癌

图 2 hsa-miR-20a低表达慢病毒载体感染 293T细胞后滴度荧光照片（× 100）

Fig.2 Flueorensce microscopic analyses of hsa-miR-20a lower expressive lentiviral vector transfected 293T cells(× 100)

图 3 HL-60细胞感染率

Fig. 3 Infection efficiency of HL-60 cells

图 4 qRT-PCR检测 hsa-miR-20a的表达变化

Fig.4 Hsa- miR-20a level were tested by real-time quantitative PCR
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基因而促进肿瘤细胞的增殖和转移，降低其表达可促进肿瘤细

胞凋亡。在血液系统肿瘤中，目前已经发现 hsa-miR-20a在骨髓
异常增生综合症及 T淋巴细胞白血病细胞中呈高表达，可以促

进肿瘤细胞的增殖抑制其凋亡[19,20]，而 hsa-miR-20a在急慢性粒
细胞白血病的发生中的具体机制尚不明确。

通过本研究，我们成功构建了低表达 hsa-miR-20a的慢病

毒载体。hsa-miR-20a病毒载体成功感染 HL-60细胞，我们观察

到，在低表达 LV-hsa-miR-20a感染后 24 h～ 72 h，HL-60细胞

中感染效率逐渐增高，72 h高峰时感染效率达到 80 %，此后呈
下降趋势。我们进一步用 qRT-PCR检测感染后细胞hsa-miR-20a

表达的变化，发现低表达组 hsa-miR-20a表达量在 48 h、72 h较

对照组约降低 1倍，成功实现 hsa-miR-20a在 HL-60细胞的低

表达。本研究为进一步研究 hsa-miR-20a对 HL-60细胞（或其

它高表达 hsa-miR-20a细胞）生物学性状的影响及其机制的研
究奠定了基础。
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