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ｍｉＲ４２４慢病毒表达载体的构建及其对宫颈癌细胞增殖的影响
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　　摘　要：目的　构建ｈｓａｍｉＲ４２４基因慢病毒表达载体，并鉴定ｍｉＲ４２４在细胞内表达水平，研究ｈｓａｍｉＲ４２４对宫颈癌 Ｈｅ

ｌａ细胞增殖的影响。方法　以人基因组ＤＮＡ为模板，设计合成 ｍｉＲ４２４的上下游引物，ＰＣＲ扩增目的片段，回收产物将其连入

ｐＭＤ１８Ｔ载体中，进行测序。再以ｐＭＤ１８ＴｍｉＲ４２４为模板进行ＰＣＲ扩增，将其中表达ｐＭＤ１８ＴｍｉＲ４２４的结构经酶切后插入

ｐＬｅｎｔｉｓＣＭＶＧＦＰＭＣＳＰＧＫＰＵＲＯ 载 体，构 建 成 ｐＬｅｎｔｉｓＣＭＶＧＦＰｍｉＲ４２４ＰＧＫＰＵＲＯ，在 ２９３Ｔ 细 胞 中 与 ｐＳＰＡＸ２、

ｐＭＤ２．Ｇ包装产生所需的慢病毒，再用含慢病毒的上清液感染Ｈｅｌａ细胞。结果　ｍｉＲ４２４基因与慢病毒载体连接成功，测序结果

证明了插入到质粒载体中的ｍｉＲ４２４前体序列完全正确，成功构建ｐＬｅｎｔｉｓＣＭＶＧＦＰｍｉＲ４２４重组慢病毒载体，用其感染宫颈癌

Ｈｅｌａ细胞后上调ｍｉＲ４２４的表达近６０倍。采用 ＭＴＴ法检测增殖结果提示：感染 ｍｉＲ４２４慢病毒的宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株均存在

细胞增殖减慢。结论　成功的构建了ｍｉＲ４２４慢病毒载体，建立了高效稳定表达ｍｉＲ４２４的细胞株，并用含慢病毒的上清液感染

宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞，成功抑制了 Ｈｅｌａ细胞的增殖，为后续相关的研究奠定了良好的基础。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：Ｈｅｌａｃｅｌｌｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｍｉＲ４２４；ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄ

　　ｍｉＲＮＡ是一类由１９～２４个碱基组成的小分子非编码调

控的内源性单链ＲＮＡ，与 ｍＲＮＡ的３′非翻译区结合，以降解

ｍＲＮＡ或抑制其翻译，从而在转录后水平负性调节靶 ｍＲＮＡ

的表达［１］。ｍｉＲＮＡ广泛存在于各种生物体内，对细胞周期调

节、生长、发育、凋亡等过程发挥重要的作用；不仅影响了生物

体的生长发育，并与多种人类疾病的发生密切相关［２］。目前已

鉴定的人类ｍｉＲＮＡ有数千种，调控数千种靶 ｍＲＮＡ。近年来

一些研究证实，某些ｍｉＲＮＡ参与肿瘤的发生、发展过程，具有

抑癌基因或者癌基因的功能［３４］。同时，与越来越复杂的蛋白

网络相比，ｍｉＲＮＡ作为一种新的强有力的工具，在肿瘤诊断、

疗效预测和治疗靶点确定等研究中更具有独特优势。早期的

研究表明，ｍｉＲ４２４可以作为一个潜在的肿瘤抑制基因表达

谱［５７］。例如，１项研究表明ｍｉＲ４２４表达的异常下降，伴随着

对慢性淋巴细胞的致癌基因犘犔犃犌１强有力的抑制
［８］。然而，

有报道指出在ＥＢ病毒感染有关的Ｂ细胞淋巴瘤、舌鳞状细胞

癌与结肠癌中 ｍｉＲ４２４表达却增高
［９１１］。经一些研究发现，

ｍｉＲ４２４在宫颈癌组织中也呈特异性低表达，同时在宫颈癌放

疗耐受细胞株中显著下调。本研究旨在构建 ｍｉＲ４２４慢病毒

质粒载体，并初步探索 ｍｉＲ４２４对宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞增殖情况

的调控，为下一步探讨ｍｉＲ４２４在宫颈癌放疗抵抗中的作用机
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表１　　引物序列

引物 碱基序列

※ｍｉＲ４２４Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＴＧＴＴＣＣＡＡＧＡＴＴＣＡＴＣＣＴＣＡＧＧＧＧＡ

※ｍｉＲ４２４Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＣＴＣＣＴＣＧＡＣＴＣＧＣＡＣＣＧＣＣＴＡＴ

※Ｕ６Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ

※Ｕ６Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

ｈｍｉＲ４２４Ｆｏｒｗａｒｄ犈犮狅犚Ⅰ ＣＧＧＧＡＡＴＴＣＡＴＴＣＡＴＣＣＴＣＡＧＧＧＧＡＡＡＡＡ

ｈｍｉＲ４２４Ｒｅｖｅｒｓｅ犡犺狅Ⅰ： ＡＣＣＣＴＣＧＡＧＡＣＴＡＣＡＧＣＣＣＴＧＣＴＧＣＧ

　　※：实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）使用引物。

制及建立稳定高效的 Ｈｅｌａ细胞株打好基础。

１　材料与方法

１．１　材料　人宫颈癌细胞株 Ｈｅｌａ、２９３Ｔ细胞、ＤＨ５α、慢病毒

表达载体ｐＭＤ１８Ｔ、辅助包装载体ｐＭＤ２．Ｇ、ｐＳＰＡＸ２（本实验

室保存）；ＤＭＥＭ培养基购自Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清、胶回收试

剂盒、质粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公司；限制性内切酶购自

ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ公司；ＤＮＡ连接酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＮＡ聚

合酶、Ｔ载体试剂盒、ＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ

（５００～１２０００）均购自 Ｔａｋａｒａ公司；ＴＲＩｚｏｌ来源于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司。

１．２　方法

１．２．１　引物序列　所用引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司设计合成，根

据ｍｉＲＢａｓｅ数据库获得ｍｉＲ４２４基因的前体序列，应用Ｐｒｉｍ

ｅｒ５．０软件设计合成引物（引物的上下游分别含有犈犮狅犚Ⅰ和

犡犺狅Ⅰ酶切位点），见表１。以人基因组ＤＮＡ为模板扩增，反

应程序：９８℃２ｍｉｎ，９８℃１０ｓ，５８℃２０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循

环。对扩增产物回收，将其与ｐＭＤ１８Ｔ载体连接，进行测序。

ＰＣＲ扩增ｐＭＤ１８ＴｍｉＲ４２４，载体质粒为ｐＬｅｎｔｉｓＣＭＶＧＦＰ

ＭＣＳＰＧＫＰＵＲＯ，３７℃酶切扩增产物和载体质粒。酶切产物

连接体系：酶切回收载体 ＤＮＡ２μＬ、酶切ＰＣＲ产物２μＬ、

ＤＮＡ连接酶缓冲液１μＬ、ＤＮＡ连接酶０．５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ４．５

μＬ，１６℃连接过夜，转化细菌。挑取阳性克隆，使用Ｏｍｅｇａ公

司质粒提取试剂盒提取质粒，３７℃酶切４ｈ，经１％琼脂糖凝胶

电泳进行鉴定，鉴定正确的克隆进行下一步实验。

１．２．２　慢病毒载体的包装与感染　转染前２４ｈ，用胰酶消化

对数期生长的２９３Ｔ细胞，计数后将密度５×１０５ 细胞铺入６孔

培养板中，培养体积为２ｍＬ，３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱内培养。

２４ｈ后观察细胞状态，若状态良好，则进行转染。在培养板中

加入氯喹至终浓度２５μｍｏｌ／Ｌ，取１只试管，加入灭菌水及以

下质粒（ｐＭＤ２．Ｇ１．５μｇ，ｐＳＰＡＸ２４．５μｇ，ｐＬｅｎｔｉｓＣＭＶＧＦＰ

ＭＣＳＰＧＫＰＵＲＯ 或 ｐＬｅｎｔｉｓＣＭＶＧＦＰｍｉＲ４２４ＰＧＫＰＵＲＯ

６．０μｇ），总体积为３２８．５μＬ，然后加入２ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２４６．５

μＬ，混匀，最后再加入３７５μＬ２×ＨＢＳ，边滴加边振荡，滴加完

毕后，尽快将混合物加入到细胞培养皿中，轻轻摇晃混匀。转

染１２ｈ后换为新鲜培养基２ｍＬ，４８ｈ后观察细胞状态并收集

上清液，５００ｇ离心１０ｍｉｎ，然后将上清液用０．４５μｍ滤器过

滤，－７０℃保存。用病毒液转染２９３Ｔ细胞，５０μＬ感染７２ｈ，

确认病毒成功构建，取构建成功的病毒液感染 Ｈｅｌａ细胞。

１．２．３　运用ＲＴＰＣＲ检测慢病毒感染宫颈癌细胞后 ｍｉＲ４２４

的表达　用包装获得的慢病毒液感染宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞，２４ｈ

后换为新鲜培养基，扩大培养至６孔板，用荧光显微镜观察

ＧＦＰ的表达；当感染率超过５０％时，可用适宜浓度的ｐｕｒｏｍｙ

ｃｉｎ进行筛选。感染５ｄ后，选择３～５个孔用荧光显微镜观察

表达ＧＦＰ的细胞的平均数，再用其平均数与总细胞的平均数

的比值，估计出慢病毒的转染效率。收集细胞，采用ＲＴＰＣＲ

检测ｍｉＲ４２４的表达，反应程序：９５℃２０ｓ，９５℃１０ｓ，６０℃

２０ｓ，７０℃１０ｓ，４０个循环。实验数据采用２－△△Ｃｔ方法计算，

上述实验重复４次。

１．２．４　ＭＴＴ检测各细胞株增殖结果　调整细胞悬液密度为

１×１０４ 个／ｍＬ，将细胞悬液加入到９６孔板，每孔加２００μＬ，细

胞株在１块９６孔板上接种５孔，另外设置１个孔作为对照，共

需接种６块板。对接种的细胞常规培养，每隔２ｄ换１次液，

每日在固定时间处理一块培养板，每孔加入ＭＴＴ２０μＬ，３７℃

孵育４ｈ后，每孔加入１５０μＬ 二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），振荡１０

ｍｉｎ，再用酶联免疫仪选择４９０ｎｍ对吸光度（犃）值进行测定，

最后取５个孔平均值，制作增殖曲线。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，组间

两样本均数比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲ４２４的扩增　以人基因组作模板，使用Ｔａｋａｒａ公司

的Ｅｘｔａｑ聚合酶进行扩增反应，ＤＮＡ 测序证明扩增片段的序

列与ｍｉＲＢａｓｅ数据库获得ｍｉＲ４２４基因的前体序列完全一致

（序列未列出）。

　　Ｃｌｏｎｅ１：非目的克隆；Ｃｌｏｎ２：目的克隆；Ｍａｒｋｅｒ：标记物。

图１　　构建的载体中的酶切位点

２．２　重组慢病毒质粒载体的酶切测序鉴定　选取酶切鉴定正
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确的克隆ｐＬｅｎｔｉｓＣＭＶＧＦＰｍｉＲ４２４ＰＧＫＰＵＲＯ重组质粒的

阳性克隆的 ＰＣＲ 产物，１％琼脂糖凝胶电泳，经测序证实

Ｃｌｏｎｅ２序列正确，构建的载体中有３个犘狊狋Ⅰ的酶切位点，分

别位于６４５７ｂｐ、１１６８ｂｐ、９１５ｂｐ，见图１。

　　Ａ：对照；Ｂ：质粒 ｐＬｅｎｔｉｓＣＭＶＧＦＰｍｉＲ４２４ＰＧＫＰＵＲＯ 转染

２９３Ｔ细胞４８ｈ后的绿色荧光表达（×１００）。

图２　　质粒对细胞的转染效率

图３　　２９３Ｔ细胞转染后ｍｉＲ４２４的表达水平

　　Ａ：对照；Ｂ：ｍｉＲ４２４慢病毒上清液对宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的转染效

率（４８ｈ，×１００）

图４　　慢病毒上清液对宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的转染效率

图５　　Ｈｅｌａ细胞转染后ｍｉＲ４２４的表达水平

２．３　质粒对２９３Ｔ细胞的转染效率　鉴定构建的质粒ｐＬｅｎ

ｔｉｓＣＭＶＧＦＰｍｉＲ４２４ＰＧＫＰＵＲＯ对２９３Ｔ细胞的转染效率，

转染效率在９０％以上（图２）；以２－△△Ｃｔ分析法计算，转染４８ｈ

后ｍｉＲ４２４的表达量提高了４５倍，见图３。

２．４　ｍｉＲ４２４慢病毒上清液对宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的转染效率

　鉴定构建的慢病毒上清液对宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的转染效率，

转染效率在９０％以上（图４）；以２－△△Ｃｔ分析法计算，病毒感染

后ｍｉＲ４２４的表达量上调近６０倍，见图５。

２．５　ＭＴＴ检测Ｈｅｌａ细胞的增殖结果　采用ｍｉＲ４２４慢病毒

上清液转染的宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞，ＭＴＴ 法检测增殖结果提示

感染ｍｉＲ４２４慢病毒的宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株均存在细胞增殖明

显减慢，见图６。

　　：犘＞０．０５，与对照组比较。

图６　　ＭＴＴ检测 Ｈｅｌａ细胞的增殖结果

３　讨　　论

宫颈癌是严重危害我国妇女健康的恶性肿瘤之一，目前每

年新增宫颈癌病例１３００００余例、死亡５００００余例，其发病率

与病死率分别占我国妇科肿瘤的第一、第二位［１２］。在基因调

控网络中，ｍｉＲＮＡ作为其调控的关键成分，通过调控基因的表

达，ｍｉＲＮＡ 广泛参与到对细胞死亡、分化、增殖及个体的发育

等各种生命活动过程的调控。

Ｇｈｏｓｈ等
［１３］研究也表明，在缺氧状态下，冠状动脉内皮细

胞中ｍｉＲ４２４表达升高，抑制Ｃｕｌｌｉｎ２蛋白表达，降低Ｅ３连接

酶的合成，增加 ＨＩＦ１α／ＨＩＦ２α在内皮细胞的表达，增强内皮

细胞的增殖和迁移能力，在心肌缺血、缺氧后改善血供重构和

促进血管新生中发挥重要作用。近年一些研究也证实，ｍｉＲ

ＮＡ参与肿瘤的发生、发展。Ｃｈｏｗ等
［１４］发现，ｍｉＲ４２４在肾透

明细胞癌中的表达远高于肾乳头状细胞癌。Ｗａｎｇ等
［１５］在对

宫颈癌 ｍｉＲＮＡ 表达谱的研究中发现 ｍｉＲ４２４在宫颈癌及

ＣＩＮ组织中呈低表达。ＥｍｍａｎｕｅＬａｂｏｕｒｉｅｒ将 ｍｉＲ４２４低表

达作为诊断宫颈癌或ＣＩＮ的指标之一，并运用在其研发的用

于宫颈癌的特异性ｍｉＲＮＡ芯片中，因此 ｍｉＲ４２４可能是宫颈

癌特异性ｍｉＲＮＡ标签。ｍｉＲ４２４可能通过下游某个靶基因，

如ＣＤＣ２５Ａ（细胞周期调控相关的基因）等来抑制宫颈癌细胞

增殖［１６］。Ｘｕ等
［１７］研究发现，恢复ｍｉＲ４２４的表达将显著影响

宫颈癌细胞生物学行为，包括抑制扩散，增强细胞凋亡。

本研究构建了ｐＬｅｎｔｉｓＣＭＶＧＦＰｍｉＲ４２４ＰＧＫＰＵＲＯ慢

病毒载体，并用含慢病毒的上清液感染宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞，成功

抑制了宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的增殖。然而在 ｍｉＲＮＡ与肿瘤关系

方面的研究，还需解决很多关键问题。ｍｉＲＮＡ的加工过程复

杂有序并且受多种因素精密调控。尽管当前已初步明确了

ｍｉＲＮＡ的加工过程中的某些重要步骤，但其中一些具体的调
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控因素、调控通路尚未研究清楚［１８］。因此，还需在以后的研究

中继续探索。

综上所述，本实验采用分子克隆技术成功构建了 ｍｉＲ４２４

的慢病毒载体，并构建了基于宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的高效转染系

统，并证实了被ｍｉＲ４２４慢病毒感染后的宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株

表现出增殖抑制，为下一步研究ｍｉＲ４２４在宫颈癌中的作用靶

点以及对其进行功能研究和体外实验奠定了基础。
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ｃｅｌｌｓｒｅｇｕｌａｔｅｓＨＩＦａｌｐｈａｉｓｏｆｏｒｍｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓａｎｇｉｏ

ｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２０１０，１２０（１１）：４１４１４１５４．

［１４］ＣｈｏｗＴＦ，ＭａｎｋａｒｕｏｓＭ，ＳｃｏｒｉｌａｓＡ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｉＲ１７９２

ｃｌｕｓｔｅｒｉｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｎｄｈａｓａｎｏｎｃｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎ

ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＪＵｒｏｌ，２０１０，１８３（２）：７４３７５１．

［１５］ＷａｎｇＸ，ＴａｎｇＳ，ＬｅＳＹｅｔａｌ．Ａｂｅｒｒａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｎ

ｃｏｇｅｎｉｃａｎｄｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｃｅｒｖｉｃａｌ

ｃａｎｃｅｒｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，

２００８，３（７）：ｅ２５５７．

［１６］ＳａｒｋａｒＳ，ＤｅｙＢＫ，ＤｕｔｔａＡ．ＭｉＲ３２２／４２４ａｎｄ５０３ａｒｅｉｎ

ｄｕｃｅｄｄｕｒｉｎｇｍｕｓｃｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

ｑｕｉｅｓｃｅｎｃｅａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｂｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｃｄｃ２５Ａ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＣｅｌｌ，２０１０，２１（１３）：２１３８２１４９．

［１７］ＸｕＪ，ＬｉＹ，ＷａｎｇＦ，ｅｔａｌ．ＳｕｐｐｒｅｓｓｅｄｍｉＲ４２４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｖｉａｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅＣｈｋ１ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅ

ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１３，３２（８）：

９７６９８７．

［１８］刘梅，贺平，罗志华，等．ＭｉＲＮＡ与肿瘤［Ｊ］．西部医学，

２０１２，２４（５）：１０２２１０２４．

（收稿日期：２０１４０５１０　修回日期：２０１４０７２２）

（上接第４１６４页）

［１０］ＳｔｒｕｎｋＪ，ＲｕｍｂａｕｒＣ，ＡｌｂｒｅｃｈｔＫ，ｅｔａｌ．Ｌｉｎｋｉｎｇｓｙｓｔｅｍｉｃ

ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｆａｃｔｏｒｓ （ＶＥＧＦ，ａｎｇｉｏｇｅｎｉｎ，ＴＩＭＰ２）ａｎｄ

Ｄｏｐｐｌｅｒｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｔｏａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎ

ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＪｏｉｎｔＢｏｎｅＳｐｉｎｅ，２０１３，８０（３）：

２７０２７３．

［１１］ＯｓｌｅｊｓｋｏｖáＬ，ＧｒｉｇｏｒｉａｎＭ，ＨｕｌｅｊｏｖáＨ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

ｉｎｄｕｃｉｎｇＳ１００Ａ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｉｓｅａｓｅａｃ

ｔｉｖｉｔｙｏｆｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ，２００９，４８

（１２）：１５９０１５９４．

［１２］ＥｒｌａｎｄｓｓｏｎＭＣ，ＦｏｒｓｌｉｎｄＫ，ＡｎｄｅｒｓｓｏｎＳＥ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔａｓ

ｔａｓｉｎＳ１００Ａ４ｉｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｔｏｒａｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ

ｄａｍａｇｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＲＡ［Ｊ］．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ，２０１２，５１

（５）：９３２９４０．

（收稿日期：２０１４０４０８　修回日期：２０１４０７２２）
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