
·论　著·

大鼠ｍｉＲ１慢病毒表达载体的构建与鉴定


邓海燕，曾俊义，魏云峰△（南昌大学第一附属医院　３３００００）

　　【摘要】　目的　构建并鉴定大鼠ｍｉＲ１慢病毒过表达系统。方法　采用ＥｃｏＲⅠ酶双酶切将目的基因从合成

载体上酶切后连接入ＥｃｏＲⅠ线性化慢病毒载体，连接产物转化后进行阳性克隆鉴定。成功构建的ｍｉＲ１重组质粒

与慢病毒辅助包装质粒及Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００共转染２９３Ｔ细胞，产生慢病毒浓缩液并标定病毒滴度。重组慢病毒

载体转染大鼠骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ），观察转染效率及 ｍｉＲ１表达水平。结果　测序结果显示目的基因与

Ｇｅｎｅｂａｎｋ序列完全一致；孔稀释法检测病毒滴度为３×１０８ＴＵ／μＬ；以感染复数（ＭＯＩ）５０感染大鼠 ＭＳＣｓ，感染效

率达９０％以上，聚合酶链反应显示ｍｉＲ１高水平表达。结论　成功构建大鼠ｍｉＲ１慢病毒表达载体并可高效转染

大鼠 ＭＳＣｓ，为进一步研究ｍｉＲ１基因的相关功能提供了合适的载体。
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　　１９９３年，Ｌｅｅ等
［１］在秀丽隐杆线虫中首次发现了一类新的

调控分子———微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）。此后，大量研

究逐渐证实，ｍｉＲＮＡ是一类广泛存在于动植物体内、进化中高

度保守的１８～２６个碱基长度的非编码单链ＲＮＡ。在转录后

水平，通过与靶 ｍＲＮＡ 的３′非翻译区（３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅ

ｇｉｏｎｓ，３′ＵＴＲｓ）互补结合，形成基因沉默复合物（ＲＮＡｉｎ

ｄｕｃｅｄｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ），特异性引起靶基因ｍＲＮＡ的

降解或抑制其翻译［２］。ｍｉＲＮＡ控制着约４０％～５０％的蛋白

质编码基因，构成了一个庞大的转录后调控网络，几乎参与生

物体所有的生理、病理过程，在机体生命过程中发挥着重要的

调控作用［３５］。因此，进一步阐明 ｍｉＲＮＡ具体调控网络及其

相关作用机制对于生命与疾病本质的揭示意义重大。基于此，

本实验拟建立过表达ｍｉＲ１的ＰＧＣＦＵ慢病毒系统，为ｍｉＲ１

后续相关研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ｐＧＣＦＵ 重组载体、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０

（Ｇｅｎｅｃｈｅｍ 公司），２９３Ｔ 细胞株、大肠杆菌菌株 ＤＨ５α（Ｇｅ

ｎｅｃｈｅｍ公司），引物（捷瑞生物），质粒抽提 Ｋｉｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ公

司），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），１ｋｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ

分子标记物（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ分子标记物

（捷瑞生物），琼脂糖（赛百盛公司），ＥｃｏＲⅠ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶

（ＮＥＢ公司），ＴａｑＤＮＡ聚合酶ＳｉｎｏＢｉｏｄＮＴＰ（Ｔａｋａｒａ公司），

ＡｌｌｉｎｏｎｅｍｉＲＮＡｑＲＴＰＣＲ检测试剂盒（ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司）。

１．２　方法

１．２．１　ｍｉＲ１慢病毒表达载体构建　使用ＥｃｏＲⅠ酶切纯化

的含有目的基因的质粒并进行琼脂糖凝胶电泳，回收纯化

ｍｉＲ１目的基因片段，获得的目的基因与线性化慢病毒载体连

接。连接反应体系：酶切载体ＤＮＡ５μＬ，酶切纯化的聚合酶

链反应（ＰＣＲ）产物１０μＬ，１０×Ｔ４Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，Ｔ４ＤＮＡ连接

酶１μＬ，５０％聚乙二醇（ＰＥＧ４０００）２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０μＬ，于２２

℃连接３ｈ后进行转化。

１．２．２　ｍｉＲ１慢病毒表达载体鉴定　将连接产物转化预先用

氯化钙制备的新鲜大肠杆菌感受态细胞后转移到 ＡＭＰ抗性

（１００μｇ／ｍＬ）的ＬＢ琼脂培养基上，挑取长出的克隆进行ＰＣＲ

鉴定，接种阳性转化子，３７℃培养１６ｈ后保存为甘油菌，分装

２００μＬ送测序。ＰＣＲ鉴定引物ｒｎｏｍｉＲ１ＳＥＱＲ：ＧＡＡＴＴＣ

ＡＧＴＧＧＣＣＡＴＴＴＴＣＴ，ＥＧＦＰＣＦ：ＣＡＴＧＧＴＣＣＴＧＣＴ

ＧＧＡＧＴＴＣＧＴＧ。反应条件：９４℃变性２ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，

６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，循环３０次，７２℃延伸６ｍｉｎ。

１．２．３　ｍｉＲ１慢病毒表达载体包装　病毒包装前进行２９３Ｔ

细胞的培养。转染前２４ｈ取对数生长期２９３Ｔ细胞，调整密度

为６×１０５／ｍＬ，接种于１５ｃｍ细胞培养皿，待细胞密度达７０％
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～８０％时转染。转染前２ｈ更换为无血清培养基。制备各

ＤＮＡ溶液（ｐＧＣＬＶ 载体２０μｇ，ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载体１５μｇ，

ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体１０μｇ），与相应体积的 ＯｐｔｉＭＥＭ 混合均

匀，调整总体积为２．５ｍＬ，在室温下温育５ｍｉｎ。取１００μＬ

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００与２．４ｍＬＯｐｔｉＭＥＭ 混合，在室温下温育

５ｍｉｎ。将稀释后的ＤＮＡ与稀释后Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００混匀，

在室温下温育２０ｍｉｎ以形成转染复合物。将转染复合物移至

２９３Ｔ细胞的培养液中培养，８ｈ后倒去培养基，ＰＢＳ充分洗涤

后加入含１０％血清的细胞培养基继续培养，４８ｈ后收集细胞

上清液，于４℃４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ以除去细胞碎片，用

０．４５μｍ滤器过滤上清液于４０ｍＬ超速离心管中，离心浓缩病

毒液至所需浓度，分装后－８０℃长期保存。

１．２．４　ｍｉＲ１慢病毒表达载体滴度检测　测定前１ｄ，在９６

孔板中以４×１０４／孔接种２９３Ｔ细胞，共１０孔，体积为１００μＬ。

取７个无菌Ｅｐ管，在每个管中加入９０μＬ的无血清培养基，取

待测定的病毒原液１０μＬ加入到第一个管中，混匀后取１０μＬ

加入到第二个管中，继续相同的操作直到最后一管。选取所需

的细胞孔，吸去９０μＬ培养基，替换９０μＬ稀释好的病毒溶液，

放入培养箱培养，２４ｈ后加入完全培养基１００μＬ，４ｄ后观察

荧光表达情况并计算病毒滴度。病毒滴度计算公式为：病毒滴

度（ＴＵ／ｍＬ）＝（ＧＦＰ阳性细胞数／病毒原液量）×１０３。

１．２．５　重组慢病毒载体转染大鼠骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）

效率检测　分离培养大鼠骨髓间充质干细胞，传代培养至第３

代用于转染。将细胞以适当密度接种到９６孔板，分别按感染

复数（ＭＯＩ）值１０、２５、５０、７５、１００加入病毒液进行转染，每孔同

时加入终浓度为８μｇ／ｍＬ的凝聚胺，２４ｈ后更换为正常培养

基继续培养，倒置荧光显微镜下观察转染后２４、４８、７２、９６ｈ细

胞ＧＦＰ表达情况，评价慢病毒感染效率并确定最佳 ＭＯＩ值。

以最佳 ＭＯＩ值感染大鼠骨髓间充质干细胞并扩大培养，同时

以空载体病毒为参照，于转染第４天提取细胞总ＲＮＡ并进行

ｑＲＴＰＣＲ，检测转染后 ｍｉＲ１在骨髓间充质干细胞中的表达

水平。ｍｉＲ１ 的 检 测 以 Ｕ６ 作 内 参，用 ２△△Ｃｔ计 算 结 果，

△△Ｃｔ＝［（ＣｔｍｉＲ１－ＣｔＵ６）ＭＳＣｓｍｉＲ１－（ＣｔｍｉＲ１－ＣｔＵ６）ＭＳＣｓ

Ｎｕｌｌ］。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲ１慢病毒表达载构建　ＥｃｏＲⅠ酶切化学合成的含有

目的基因的质粒，琼脂糖凝胶电泳显示在２８９ｂｐ位置有条带，

与目的基因实际片段大小相符（图１）。同样，使用ＥｃｏＲⅠ对

载体质粒进行酶切消化，因从细菌中提取的质粒可能存在超螺

旋、开环、线性等不同的构象而具有不同的迁移速率，在琼脂糖

凝胶电泳中呈现大小不同的条带，质粒经单酶切消化后，在目

标位置呈现出均一的电泳条带，显示载体线性化成功（图２）。

２．２　ｍｉＲ１慢病毒表达载体鉴定　ｍｉＲ１重组表达载体转化

大肠杆菌后，挑选８个转化子进行ＰＣＲ扩增，产物琼脂糖凝胶

电泳可见连接入ｒｎｏｍｉＲ１片段的阳性克隆２、７号３８２ｂｐ位

置出现特异性条带，表明 ｍｉＲ１慢病毒表达载体构建成功（图

３）。挑选７号转化子进行测序，测序结果与目标序列完全

一致。

２．３　ｍｉＲ１慢病毒表达载体包装与滴度检测　采用２９３Ｔ细

胞进行病毒包装，收集并浓缩病毒颗粒后用孔稀释法检测其滴

度，结果显示ｍｉＲ１慢病毒表达载体对２９３Ｔ细胞具有良好的

转染效率，病毒滴度为３×１０８ＴＵ／μＬ。

２．４　ｍｉＲ１慢病毒表达载体感染大鼠 ＭＳＣｓ效果　倒置荧光

显微镜下连续观察病毒以不同 ＭＯＩ值感染大鼠 ＭＳＣｓ情况，

各组细胞ＧＦＰ表达随时间增加而不断增强，至７２ｈ荧光表达

强度基本稳定；各感染组相比较，ＭＯＩ值为５０时感染效率达

９０％以上，与 ＭＯＩ为７５、１００时感染效率无明显差别，即５０为

最佳感染复数。ｑＰＣＲ检测 ＭＯＩ５０转染４ｄ时大鼠 ＭＳＣｓ的

ｍｉＲ１表达水平，结果显示ｍｉＲ１表达量较空载体转染组显著

升高。

　　注：１＃表示ＤＮＡ分子标记物（条带从上到下依次为５、３、２、１．５、１

ｋｂ及７５０、５００、２５０、１００ｂｐ）；２＃表示酶切的目的基因质粒。

图１　酶切目的基因质粒

　　注：１＃表示１ｋｂＤＮＡ分子标记物（条带从上到下依次为１０、８、６、

５、４、３．５、３、２．５、２、１．５、１ｋｂ及７５０、５００、２５０ｂｐ）；２＃表示ｐＧＣＦＵ

Ｖｅｃｔｏｒ；３＃表示ｐＧＣＦＵＶｅｃｔｏｒＥｃｏＲⅠＥｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ。

图２　酶切载体质粒

　　注：１＃表示阴性对照（ｄｄＨ２Ｏ）；２＃表示阴性对照（空载自连对照

组）；３＃表示阳性对照（ＧＡＰＤＨ）；４＃表示ＤＮＡ分子标记物（从上至

下依次５、３、２、１．５、１ｋｂ及７５０、５００、２５０、１００ｂｐ）；５＃～１２＃表示ｒｎｏ

ｍｉＲ１＃１～８号转化子。

图３　ＰＣＲ阳性克隆鉴定
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３　讨　　论

近年来，鉴于其强大的调控作用，ｍｉＲＮＡ相关研究得到广

泛开展。截至目前，ＳａｎｇｅｒｍｉｃｒｏＲＮＡ 序列数据库（ｍｉＲＢａｓｅ）

已涵盖共计１４０多个物种的ｍｉＲＮＡ前体序列近两万条，其中

人类前体序列逾千条［６］。尽管越来越多的 ｍｉＲＮＡ被逐渐发

现和认识，但其相关功能及作用机制远未得到阐明。ｍｉＲ１家

族由ｍｉＲ１亚家族及 ｍｉＲ２０６组成。其中 ｍｉＲ１亚家族又包

括ｍｉＲ１１和ｍｉＲ１２
［７］。相关研究发现，ｍｉＲ１在生命体心

脏发育及心肌细胞分化过程中发挥着重要的调控作用。Ｃｈｅｎ

等［８］和Ｉｖｅｙ等
［９］在体外基因敲除或过表达研究中证实 ｍｉＲ１

可以促进干细胞向心肌细胞的分化。Ｚｈａｏ等
［１０］通过基因敲

除ｍｉＲ１２，发现几乎一半的突变小鼠在胚胎发育期或出生时

因室间隔缺损导致心力衰竭而死亡，小部分的老鼠虽能存活至

成年，却表现出电生理异常（如：平均心率降低、ＰＲ间期缩短、

ＱＲＳ增宽）。因此，ｍｉＲ１在心脏发育及心肌细胞分化过程中

具有不可或缺的作用，进一步研究其调控机制对于心脏发育过

程及相关疾病的阐明具有重要意义。

慢病毒载体是以人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ１）为基础发展

起来的基因治疗载体，对分裂细胞和非分裂细胞均具有感染

力，同时该慢病毒载体为“自杀”性病毒，即病毒感染目的细胞

后不会再感染其他细胞，也不会利用宿主细胞产生新的病毒颗

粒，确保病毒感染高效安全［１１１２］。此外，慢病毒载体还具有容

纳外源性目的基因片段大、在体内表达稳定、免疫反应小等诸

多优点［１３］，使其成为当前基因转染研究较为理想的载体。本

研究所选用慢病毒作为 ｍｉＲ１的过表达载体，具有较强的可

行性。

本研究通过对 ｍｉＲ１基因重组慢病毒载体转化阳性克隆

进行鉴定，测序结构与目标序列完全一致，表明 ｍｉＲ１慢病毒

表达载体构建成功。对收获的病毒进行超高速离心，得到了较

高的病毒滴度，可以满足体内外转染的需要。将慢病毒转染大

鼠 ＭＳＣｓ细胞，转染效率达到９０％以上，同时检测到 ｍｉＲ１表

达水平显著上升，并持续稳定表达。这不仅为开展ｍｉＲ１对干

细胞调控作用的体内外试验研究奠定了基础，更为进一步广泛

研究ｍｉＲ１功能与相关作用机制提供了有效的研究工具。
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