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ＭｉＲ１２２稳定转染细胞系的建立及其脂代谢特征
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［摘要］　目的：利用稳定表达人ｍｉＲ１２２前体的表达载体，转染低表达ｍｉＲ１２２的人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２细胞，获得过量表达

ｍｉＲ１２２的稳定转染细胞系，探讨ｍｉＲ１２２对肝脏细胞脂代谢的影响及其机制。方法：对已构建完成的表达质粒ｐＥＺＸｈｓａ

ｍｉｒ１２２和对照质粒ｐＥＺＸｍｉｒｃｏｎｔｒｏｌ进行酶切鉴定，对酶切正确的克隆进行ＤＮＡ测序，测序正确的克隆应用脂质体试剂转

染，绿色荧光蛋白表达监测转染效率，应用嘌呤霉素筛选稳定转染细胞系，实时定量ＰＣＲ在ＲＮＡ水平鉴定 ｍｉＲ１２２的表达，

蛋白质印迹法从靶分子水平验证ｍｉＲ１２２的抑制功能，尼罗红染色观察细胞内脂质。结果：ｐＥＺＸｈｓａｍｉｒ１２２质粒成功转染

ＨｅｐＧ２细胞，质粒携带的ｍｉＲ１２２前体序列整合到细胞基因组中，获得过量表达 ｍｉＲ１２２的 ＨｅｐＧ２细胞株，细胞内成熟体

ｍｉＲ１２２可抑制靶基因的翻译，细胞内脂质明显增加。结论：人ｍｉＲ１２２前体序列可整合在 ＨｅｐＧ２细胞基因组中，过量表达

ｍｉＲ１２２的 ＨｅｐＧ２细胞出现脂质代谢异常。
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　　ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类大小约２１～２３
个碱基的单链非编码ＲＮＡ，是由具有发夹结构的约

７０～９０个碱基大小的单链ＲＮＡ前体经过Ｄｉｃｅｒ酶
加工后生成，为内源性小ＲＮＡ［１］。依据碱基配对原
则，ｍｉＲＮＡｓ同靶信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）的３′非翻译区
（３′ＵＴＲｓ）结合，介导 ｍＲＮＡ的讲解，从而在转录

后抑制编码蛋白基因的表达［２］。越来越多的证据显
示，ｍｉＲＮＡｓ调控了动物体内许多重要的生物过程。
此外，ｍｉＲＮＡｓ还参与了病毒感染、心血管疾病和神
经肌肉疾病的发生、发展，对肿瘤的形成和进展也有
重要作用［３～５］。

　　ｍｉＲ１２２是肝特异性表达的一种 ｍｉＲＮＡｓ，研



·８２６　　 · 第二军医大学学报　２００９年７月，第３０卷

究［６］显示ｍｉＲ１２２在成年动物的肝脏中表达丰度最
高，大约占肝细胞中总 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的７０％。目前已
经证实［７９］小鼠、土拔鼠和人的肝脏中有 ｍｉＲ１２２的
表达，人的原代肝细胞和部分肝细胞系均有 ｍｉＲ
１２２的表达，如小鼠 Ｈｅｐａ１６细胞和人 Ｈｕｈ７细胞。
生物功能研究发现，ｍｉＲ１２２参与了脂质代谢和丙
型肝炎病毒的细胞内复制，也同肝细胞的应激性损
伤和肿瘤发生有关。

　　Ｋｒüｔｚｆｅｌｄｔ等［１０］在小鼠体内的研究证实，使用
“ａｎｔａｇｏｍｉｒｓ”抑制小鼠体内 ｍｉＲ１２２，可显著下调
小鼠血浆胆固醇；随后，Ｅｌｍéｎ等［１１］在非人灵长类动

物体内连续应用 ｍｉＲ１２２的抑制剂 ＬＮＡａｎｔｉｍｉＲ
数天，亦可使血浆总胆固醇发生持续的、可逆的下
降。虽然从小鼠到灵长类动物，从小动物到大动物，

ｍｉＲ１２２的体内抑制均起到的很好的降低血浆胆固
醇的作用，但 ｍｉＲ１２２参与胆固醇代谢的确切机制
仍不清楚，虽然在Ｅｓａｕ等［７］的研究中，利用基因芯
片技术发现在小鼠肝脏 ｍｉＲ１２２被抑制后，有些脂
代谢基因发生差异表达，但所发现的基因 ｍＲＮＡ均
不是 ｍｉＲ１２２的靶分子，ｍｉＲ１２２调节脂代谢的确
切机制并不清楚，有必要在细胞、分子水平进一步研
究ｍｉＲ１２２的脂代谢调节功能。差异性表达是功能
基因组研究最常使用的方法，本课题组在前期研究
中使用了针对 ｍｉＲ１２２的小干扰ＲＮＡ和 ｍｉＲ１２２
的模拟剂进行转染研究，但转染过程对细胞的代谢
有明显影响，而且转染后的ＲＮＡ干扰效果仅能维持
数天，不利于脂代谢功能的研究（结果待发表），鉴于
此，本研究利用 ｍｉＲ１２２的表达载体建立过量表达

ｍｉＲ１２２的稳定转染细胞系，并对稳转细胞的脂质
代谢特征进行了初步研究。

１　材料和方法

１．１　主要材料和试剂　ＭｉＲ１２２前体表达克隆购
自复能基因公司。质粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公
司；转染试剂脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 为Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；Ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ购自ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ公
司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ购自 ＴａＫａＲａ公
司；兔抗人阳离子氨基酸转运蛋白（ｃａｔｉｏｎｉｃａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＣＡＴ１）抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司；

ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ购自上海普飞公司；化学发
光试剂ＳｕｐｅｒｓｉｇｎａｌＥＣＬ购自 ＨｙｃｌｏｎｅＰｉｅｒｃｅ公司；

Ｎｉｌｅｒｅｄ（尼罗红）染料购自上海杰美基因医药科技
有限公司，

１．２　细胞复苏与培养　液氮中取出 ＨｅｐＧ２细胞，

３７℃水浴化冻，快速放入含１０％胎牛血清、０．５％青

链霉素的 ＭＥＭ液体培养液中，置于３７℃、５％ ＣＯ２
培养箱中孵育，生长至９０％密度时传代，转染前１ｄ
换无抗生素的培养液过夜。

１．３　细胞转染和转染效率的观察　转染前１ｄ取对
数生长期的 ＨｅｐＧ２细胞以２×１０５／孔的密度接种于

２４孔板。无抗生素 ＭＥＭ 培养液（１０％ ＦＢＳ）培养
过夜。待细胞贴壁生长达８０％融合时，弃去细胞培
养液，用无血清培养液洗涤细胞１次，然后按脂质体
转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００的说明书将提取并
纯化的 ｐＥＺＸｈｓａｍｉｒ１２２质粒及对照质粒转染

ＨｅｐＧ２细胞，转染后４ｈ更换培养液，用含６μｇ／ｍｌ
的嘌呤霉素（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ）培养液培养，４８ｈ观察瞬时
表达情况，３～４ｄ后当对照组细胞大部分死亡时，
根据嘌呤霉素最小致死浓度试验，改用４μｇ／ｍｌ的
嘌呤霉素维持筛选，每２～３ｄ换液传代，２周后抗
性克隆初步形成，在荧光显微镜下观察其绿色荧光
的强度。在细胞融合达８０％时，将细胞移至６孔板
培养，筛选单克隆至培养瓶中扩增，并在细胞的对数
生长期收集细胞，进行各项实验。

１．４　实时定量ＰＣＲ检测ｍｉＲ１２２的表达　筛选到
的ＨｅｐＧ２ｍｉＲ１２２单克隆细胞扩增培养后接种到

６０ｍｍ培养皿中，待细胞生长到８０％融合时，ＰＢＳ
洗３遍，ＴＲＩｚｏｌ裂解细胞提取总ＲＮＡ。ＲＮＡ 定量
后，用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ进行 ＲＴＰＣＲ，

２０μｌ体系中１μｇＲＮＡ 为模板，逆转录生成ｃＤＮＡ
（用ｄｄＨ２Ｏ稀释５倍备用），再以ｃＤＮＡ为模板，分
别对ｍｉＲ１２２和 Ｕ６内参进行实时定量ＰＣＲ扩增，
扩增过程及荧光信号检测数据储存和分析均由Ｃｏｒ
ｂｅｔｔ公司ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ实时定量ＰＣＲ 仪完成，使用

ＳＤＳ１．１软件对结果进行计算和分析。每个样品设

３个复孔，以Ｕ６作为内参，实验重复３次。计算Ｃｔ
均值，应用相对定量法 （ΔΔＣｔ）进行定量分析。

１．５　蛋白质印迹法观察ｍｉＲ１２２靶分子ＣＡＴ１表
达　冰上加入裂解液裂解细胞，提取总蛋白，经变性
后取１００～２００μｇ总蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ，电转移
蛋白到聚偏二氟乙烯 （ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅ，

ＰＶＤＦ）膜上。５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，分别加入
兔抗人ＣＡＴ１抗体（１∶５００，４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ
洗涤液洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。加入辣根过氧化物
酶标记的羊抗兔ＩｇＧ（１∶２０００），室温摇动１ｈ，洗
膜。增强型化学发光底物（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓ
ｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）显影，曝光胶片。用Ｃｈｅｍｉｌｍａｇｅｒ５５００
成像分析系统（ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ）扫描并记录光密度。
以βａｃｔｉｎ为内对照，蛋白表达强度以ＣＡＴ１蛋白表
达光密度与βａｃｔｉｎ光密度的比值表示。
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１．６　尼罗红染色观察稳定转染 ｍｉＲ１２２的 ＨｅｐＧ２
细胞系中游离脂肪酸　将稳定转染的 ＨｅｐＧ２细胞
接种到盖玻片上，待细胞贴壁生长达６０％融合时，

ＰＢＳ洗涤细胞１次，细胞同尼罗红染料（１００ｎｇ／ｍｌ）
室温孵育５ｍｉｎ，吸出尼罗红染料后用ＰＢＳ洗涤２
次，５０％甘油ＰＢＳ封片，荧光显微镜观察。

１．７　统计学处理　所有计量资料以珚ｘ±ｓ表示，采
用方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　表达质粒构建图和测序结果　本研究中购买
的ｍｉＲ１２２表达克隆，应用了基于猫免疫缺陷病的
慢病毒系统构建的载体骨架。ＲＮＡ聚合酶Ⅲ型的

Ｈ１启动子驱动转录前体 ｍｉＲＮＡ的茎环前体（大约
有１５０核苷酸长度）。随后通过ＲＮＡｉ的酶系加工生
成成熟的 ｍｉＲＮＡ。并在同一载体的ＣＭＶ启动子
的驱动下共表达报告基因ｅＧＦＰ，双顺反子下游的嘌
呤霉素筛选基因也同时表达，可用于监测ｍｉＲＮＡ表
达和筛选稳定转染细胞。图１显示的是构建在ｐＥ
ＺＸＭＲ０１上的ｈｓａｍｉｒ１２２表达载体。质粒酶切鉴
定后进行克隆测序，测序引物是Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＧＣＣ
ＣＴＧＣＡＡＴＡＴＴＴＧＣＡＴＧＴＣＧＣＴ３′，图２显
示的是表达质粒的测序结果，公司提供的ｈｓａｍｉｒ
１２２前体序列是：５′ｃｃｕｕａｇｃａｇａｇｃｕｇｕｇｇａｇｕｇｕｇａ
ｃａａｕｇｇｕｇｕｕｕｇｕｇｕｃｕａａａｃｕａｕｃａａａｃｇｃｃａｕｕａ
ｕｃａｃａｃｕａａａｕａｇｃｕａｃｕｇｃｕａｇｇｃ３′，经软件比对，
从测序的第９９位碱基开始至１８４位碱基，与已知序
列１００％匹配（图２），克隆正确。

图１　人ｍｉＲ１２２表达质粒

Ｆｉｇ１　ｐＥＺＸｈｓａｍｉｒ１２２ｐｌａｓｍｉｄ

２．２　转染后细胞荧光密度　人 ｍｉＲ１２２前体表达
质粒具有绿色荧光（ＥＧＦＰ）筛选标志，转染３ｄ后，
荧光显微镜观察显示，ＨｅｐＧ２细胞内有明亮绿色荧
光表达，转染效率达６０％以上。图３显示ＨｅｐＧ２细
胞的转染效率。

２．３　ｍｉＲ１２２表达结果　本研究中采用ＯｍｉｃｓＬｉｎｋ
ｍｉＲＮＡＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＣｌｏｎｅ表达系统，构建的ｐＥＺＸ

ｈｓａｍｉｒ１２２质粒表达的是人 ｍｉＲ１２２的一种茎环
结构，经Ｄｉｃｅｒ酶切割后可得到成熟的 ｍｉＲ１２２结
构：ａａｃｇｃｃａｕｕａｕｃａｃａｃｕａａａｕａ。质粒转染后，经嘌
呤霉素筛选和单克隆培养，并经实时定量ＰＣＲ鉴
定，获得了稳定表达人 ｍｉＲ１２２的 ＨｅｐＧ２细胞系。
阳性克隆传代后重复进行实时定量ＰＣＲ鉴定，结果
显示，阳性克隆的 ｍｉＲ１２２的表达水平高于转染对
照质粒的ＨｅｐＧ２细胞，也明显高于未转染的ＨｅｐＧ２
细胞，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。

图２　ｐＥＺＸｈｓａｍｉｒ１２２质粒测序结果

Ｆｉｇ２　ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐＥＺＸｈｓａｍｉｒ１２２ｐｌａｓｍｉｄ

图３　表达绿色荧光的ＨｅｐＧ２细胞

Ｆｉｇ３　ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ：ｐＥＺＸｈｓａｍｉｒ１２２ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｐＥＺＸｍｉｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．４　ｍｉＲ１２２靶基因ＣＡＴ１表达降低　本实验检
测发现，在ｐＥＺＸｈｓａｍｉｒ１２２稳转克隆中，ＣＡＴ１
蛋白表达水平明显降低，进一步证实了 ｍｉＲ１２２在

ＨｅｐＧ２ 细 胞 中 的 过 量 表 达 及 其 抑 制 活 性
（图４）。　　　　　

图４　蛋白质印迹法检测ＣＡＴ１

Ｆｉｇ４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＡＴ１

２．５　细胞内脂质增加　图５显示，在ｍｉＲ１２２稳转
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细胞中，红色荧光明显增强，结果提示 ｍｉＲ１２２在

ＨｅｐＧ２细胞的高表达使细胞内脂质增加。

图５　尼罗红染色的ｍｉＲ１２２稳定转染细胞系

Ｆｉｇ５　ＮｉｌｅｒｅｄｓｔａｉｎｅｄＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｈｓａｍｉｒ１２２
Ａ：ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＥＺＸｈｓａｍｉｒ１２２；Ｂ：ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＥＺＸｍｉｒｃｏｎｔｒｏｌ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

３　讨　论

　　脂性肝炎是一大类脂肪性肝脏疾病，大约有

１５％的患者会进展为肝硬化，最近的研究［１２］显示，脂
性肝炎与肝脏 ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱的改变密切相关，
使得ｍｉｃｒｏＲＮＡ成为新的 ＲＮＡ干扰治疗的靶点。

Ｋｒüｔｚｆｅｌｄｔ等［１０］在小鼠体内应用“ａｎｔａｇｏｍｉｒｓ”拮抗

ｍｉＲ１６、ｍｉＲ１９２、ｍｉＲ１２２和 ｍｉＲ１９４发现，该拮抗
剂的ＲＮＡ干扰作用是特异的、有效的和持续的，尤其
是ｍｉＲ１２２体内ＲＮＡ干扰实验发现，受试动物的血
浆胆固醇明显降低，对受试动物基因表达谱进行分析
确认，ｍｉＲ１２２调节了多个与胆固醇生物合成相关的
基因，但后续实验并未明确与胆固醇合成相关的靶基
因，也就是说，目前仍不清楚 ｍｉＲ１２２是通过哪些途
径调节了脂代谢相关基因，建立ｍｉＲ１２２相关的脂代
谢细胞模型将大大促进其分子机制的研究。

　　ＨｅｐＧ２细胞和 Ｈｕｈ７细胞是两个重要的肝癌细
胞系，Ｃｈａｎｇ等［１３］的研究证实，Ｈｕｈ７细胞高表达

ｍｉＲ１２２分子，平均每个细胞的拷贝数是１６０００；而

ＨｅｐＧ２细胞中ｍｉＲ１２２表达很低，平均每个细胞的
拷贝数不足１４０个。在肝脏脂代谢的机制研究中，

ＨｅｐＧ２细胞因其活跃的脂代谢活性而被用于建立
肝细胞脂质模型［１４１５］，而 Ｈｕｈ７细胞很少用于肝脏
脂代谢研究中，２个肝癌细胞的脂代谢差异是否与其

ｍｉＲ１２２的表达差异有关呢？ｍｉＲ１２２在细胞内的
表达差异对细胞代谢有哪些影响呢？虽然小 ＲＮＡ
模拟剂和抑制剂的转染可以用于相关的研究，但实
验中发现，小ＲＮＡ的作用持续时间短，不利于脂代
谢情况的长期观察，尤其是在细胞代谢组学的研究

中，实验成本很高，结果的重复性也不好。在ＨｅｐＧ２
细胞中，ｍｉＲ１２２表达低，ｍｉＲ１２２的靶分子ＣＡＴ１
高表达［９］，根据以上特性，本实验中将ｈｓａｍｉｒ１２２
前体表达质粒转染 ＨｅｐＧ２细胞，成功建立了过量表
达ｍｉＲ１２２的 ＨｅｐＧ２细胞克隆，并应用ｍｉＲ１２２的
靶分子ＣＡＴ１进一步验证了 ｍｉＲ１２２在细胞内对
靶分子的抑制效果。

　　ＭｉＲ１２２是一个与脂代谢密切相关的调节性分
子，它在 ＨｅｐＧ２细胞内由低表达到过量表达，势必
会对细胞的脂代谢发生影响，所以有必要观察稳转
细胞系的脂代谢特征。脂类物质在机体中具有能量
储备的作用，是膜结构的组成成份和细胞信号分子，
细胞浆脂滴（ｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔ）的形成是正常细胞生理过
程，脂滴由中性脂质构成，作为脂肪酸能量储备，所
以对中性脂肪的观察可直观体现肝细胞的脂代谢情

况。尼罗红染料能特异性结合细胞内中性脂质，本
实验通过尼罗红染色观察到 ＨｅｐＧ２细胞内 ｍｉＲ
１２２的升高可引起细胞内脂滴的增加，稳定转染细胞
系同对照相比，脂代谢差异明显，是研究ｍｉＲ１２２对
脂代谢调节作用的很好的细胞模型。
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