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■背景资料
成熟的miRNA是
由较长的初级转
录物经过一系列
核酸酶的剪切加
工 而 产 生 的 ,  随
后组装进RNA诱
导的沉默复合体, 
通过碱基互补配
对的方式识别靶
mRNA, 并根据互
补程度的不同指
导沉默复合体降
解靶mRNA或者
阻遏靶mRNA的
翻译, 达到调控基
因表达的目的.
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Abstract
AIM: To construct miRNA495 and miRNA551a 
expression vectors targeting the PRL-3 gene, and 
to observe the effect of vector transfection on the 
expression of PRL-3 in gastric cancer SGC7901 
cells.

METHODS: Specific pre-miRNA495 and pre-
miRNA551a sequences targeting the PRL-3 gene 
were designed, synthesized, and ligated with the 
pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR vector. After se-

quencing to confirm correct insertion, the recom-
binant vectors were transfected into SGC7901 
cells with Lipofectamine™ 2000. The expression 
of PRL-3 in transfected cells was detected by 
real-time PCR and Western blot.

RESULTS: The PRL-3 pre-miRNA495 and pre-
miRNA551a recombinant plasmids were suc-
cessfully constructed, and they could effectively 
promote the expression of miRNA495 and miR-
NA551a and inhibit PRL-3 mRNA and protein 
expression in SGC7901 cells. 

CONCLUSION: The miRNA495 and miRN-
A551a expression vectors for silencing the PRL-3 
gene have been constructed successfully, which 
could effectively promote the expression of 
miRNA495 and miRNA551a and inhibit PRL-3 
mRNA and protein expression in SGC7901 cells. 

Key Words: PRL-3; MiRNA495; MiRNA551a; RNA 
interference; Gastric cancer
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摘要
目的: 构建靶向PRL-3基因的miRNA495和
miRNA551a真核表达载体, 观察其转染胃癌
SGC7901细胞后对胃癌细胞PRL-3基因表达
的影响.

方法:  设计并合成两条针对P R L-3基因的
特异性m i R N A495和m i R N A551a干扰序
列, 分别与pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR载
体连接, 转化大肠杆菌, 纯化并鉴定后���用
LipofectamineTM2000转染胃癌SGC7901细胞, 
实时定量PCR及Western blot技术鉴定重组体
对PRL-3基因表达的干扰效果.

结果: 针对PRL-3基因的miRNA495和miRNA
551a干扰质粒构建成功, 胃癌SGC7901细胞分
别转染两种质粒后miRNA495及miRNA551a
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■研发前沿
近几年来的研究
表明 ,  miRNA参
与各种各样的调
节 途 径 ,  包 括 发
育、病毒防御、
造血过程、器官
形成、细胞增殖
和凋亡、脂肪代
谢等.

的表达明显升高, 并且明显抑制了PRL-3基因 
mRNA及蛋白的表达.

结论:  靶 向 P R L - 3 基 因 的 m i R N A 4 9 5 和
m i R N A551a真核表达载体构建成功, 其可
有效提高胃癌S G C7901细胞m i R N A495和
miRNA551a的表达, 并抑制PRL-3 mRNA及
PRL-3蛋白的表达.

关键词: PRL-3; miRNA495; miRNA551a; RNA干

扰; 胃癌
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0  引言

MicroRNA(miRNA)是在真核生物中发现的一类

内源性的具有调控功能的非编码单链RNA分子, 
其大小长约20-25个核苷酸. 成熟的miRNA是由

较长的初级转录物经过一系列核酸酶的剪切加

工而产生的, 随后组装进RNA诱导的沉默复合

体, 通过碱基互补配对的方式识别靶mRNA, 并
根据互补程度的不同指导沉默复合体降解靶

mRNA或者阻遏靶mRNA的翻译, 达到调控基

因表达的目的. 近几年来的研究表明, miRNA 
参与各种各样的调节途径, 包括发育、病毒防

御、造血过程、器官形成、细胞增殖和凋亡、

脂肪代谢等. miRNA既可作为促癌基因参与恶

性肿瘤的发生和发育过程[1,2], 又可作为抑癌基

因控制恶性肿瘤的形成[3,4], 在肿瘤的发生和发

展中起着重要的作用. 肝再生磷酸酶(phospha-
tase of regenerating liver-3, PRL-3)属于蛋白酪

氨酸磷酸酶家族, PRL-3在胃癌组织中高表达[5], 
miRNA495(miR495)和miRNA551a(miR551a)这
两条miRNA分子在胃癌组织及胃癌细胞中呈明

显低表达[6]. 我们构建了miR495和miR551a的真

核表达载体, 稳定转染胃癌SGC7901细胞后, 观
察了其对胃癌SGC7901细胞PRL-3基因表达的

抑制作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR载体、大

肠杆菌菌株DH5α、LipofectamineTM2000购自In-
vitrogen公司; 兔抗�一抗购自美国Sigma公司;
鼠抗兔二抗购自美国Santa Cruz公司; BLOCK-
iTTM Pol Ⅱ miR RNAi Expression Vector Kit with 

EmGFP(invitrogen, Catalog No. K4936-00)购自

Invitrogen公司; Pure Midi Plasmid Kit、λDNA/
Hind Ⅲ购自TIANGEN BIOTECH公司; 普通质

粒小抽试剂盒, pcDNATM6.2-GW/EmGFPmiR的
反向测序引物5'-CTCTAGATCAACCACTTTGT 
-3'购自Invitrogen公司; U6 SnRNA由上海闪晶分

子生物科技有限公司合成, β-actin PCR引物由广

州锐博生物公司合成.
1.2 方法

1.2.1 miR495和miR551a表达载体的构建: (1)目
的基因: >hsa-miR-495: AAACAAACAUGGUG-
CACUUCUU, >hsa-miR-551a: GCGACCCA-
CUCUUGGUUUCCA; (2)寡聚单链DNA的合

成: 以miR495和miR551a基因为目的基因合成

2对miRNA寡聚单链DNA, 序列见表1; (3)双链

DNA的退火和装载: 将2对寡聚单链DNA退火

成双链, 然后用载体构建试剂盒BLOCK-iT TM 
Pol Ⅱ miR RNAi Expression Vector Kit with 
EmGFP(invitrogen, Catalog no. K4936-00)进行重

组克隆, 将2对双链的miRNA oligo分别插入到

miRNA表达载体pcDNATM6.2-GW/EmGFPmiR
中(invitrogen, Catalog No. K4936-00, 载体图谱

见图1), 构建2个miRNA表达质粒, 并转�至感

受态细胞DH5α. 退火和连接的具体方法如下: 
将2对合成好的寡聚单链DNA用ddH2O溶解成

100 μmol/L, 互补单链各取5 μL两两混合, 按20 μL
体系进行退火. 然后将2份oligo混合物在95 ℃加

热5 min, 然后放置室温自然冷却20 min, 形成双

链DNA. 将退火的双链DNA继续稀释成10 nmol/
L浓度, 取5×ligation buffer 4 μL, pcDNA6.2-GW/
EmGFP 2 μL, ds oligo(10 nmol/L) 4 μL, T4 DNA 
ligase(1 U/µL)1 μL, ddH2O 9 μL, 配成20 μL酶连

接体系在室温连接30 min.
1.2.2 质粒抽提与测序: 将连接产物转�DH5α, 
将含有重组体的菌液涂在含壮观霉素LB平板

上, 每个转�平板分别挑取4个克隆, 用普通质

粒小抽试剂盒摇菌抽提质粒后送上海英俊生物

工程技术服务有限公司进行插入片段测序.
1.2.3 细胞培养及转染: �胃癌SGC7901细胞于

含10%胎牛血清、37 ℃、50 mL/L CO2环境下培

养、传代, 获得稳定转染细胞系, 历时58 d. 选择

生长状态良好的细胞接种于6孔培养板, 加入不

含双抗培养基, 待细胞生长密度达到70%左右时

随机分为4组: 空白对照组不加任何处理, 阴性

对照组加入转染无关序列的质粒, miR495组加

入miR495质粒, miR551a组加入miR551a质粒.
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■相关报道
肝 再 生 磷 酸 酶
( P R L - 3 ) 属 于 蛋
白酪氨酸磷酸酶
家族, PRL-3在胃
癌组织中高表达, 
miRNA495(miR
495)和miRNA551
(miR551a)这两条
miRNA分子在胃
癌组织及胃癌细
胞中呈明显低表
达.

1.2.4 实时定量PCR检测miR495、miR551a及

PRL-3 mRNA的表达: 采用qRT-PCR法转染24 h
后抽提各组细胞总RNA, 然后反转录合成cDNA. 
将PCR产物从60 ℃缓慢均匀提升到97 ℃, 进
行DNA扩增, 共35个循环. 利用样本miR495、
miR551a与U6 snRNA含量的比值以及PRL-3 
mRNA与β-actin含量的比值, 来评价miR495、
miR551a及PRL-3 mRNA相对表达水平. 以2-△△CT

法来分析荧光实时定量PCR检测结果.
1.2.5 Western blot技术鉴定重组体对PRL-3蛋白

表达的干扰: 转染48 h后提取各组细胞总蛋白, 
用10%SDS-PAGE进行凝胶电泳, 样品分离后电

转至PVDF膜, TBS冲洗后室温封闭2 h, 漂洗后

加入l∶100兔抗�一抗, 4 ℃过夜, 洗膜后加入1
∶5 000鼠抗兔二抗, 37 ℃孵育2 h, 洗膜30 min 
后行ECL显影并压片, 将图片用凝胶图像处理系

统分析目标条带的分子量和净光密度值.
统计学处理 实验检测结果均采用SPSS15.0

软件分析, 各组实验各设3个复孔, 每组实验重

复3次. 最终数据以3组数据mean±SD表示, 检
测的结果对照组与实验组间比较采用方差分析. 
以P <0.05认为具有统计学意义.

2  结果

2.1 miRNA真核表达载体的测序 通过上海英骏

生物公司结果表明, 所获得的重组干扰质粒目

的片段与预期完全相符. 表明退火形成的干扰

寡核苷酸成功连接入pcDNATM6.2-GW/EmGFP-
miR载体. 
2.2 重组体PCR鉴定及测序凝胶�泳 重组体PCR
扩增miR495、miR551a前体片段大小为1 032 bp
和1 035 bp, 所显示的条带约为1 030 bp, 符合目

的条带大小(图2), 初步证明pre-miRNA片段已正

确定向插入到载体中. 同时测序结果显示所插

入的序列完全正确, 表明已成功构建了针对�

PRL-3基因的miR495、miR551a表达质粒. 
2.3 miR495、miR551a、PRL-3 mRNA及PRL-3
蛋白的表达 转染miR495组SGC7901细胞中, 
m i R495表达量显著高于空白对照组、阴性

对照组及miR551a组(图3A); 转染miR551a组
SGC7901细胞中, miR551a表达量显著高于其

余各组(图3B); miR495组和miR551a组中PRL-3 
mRNA及PRL-3蛋白表达量显著低于空白对照

组和阴性对照组(图3C, 图4).

3  讨论

胃癌是一种常见的严重威胁�类生命健康的

表  1  miRNA 寡聚单链DNA序列(附阴性对照序列)

     oligo名称                                                       寡聚单链DNA序列5'-3'

miR495-F TGCTGAAACAAACAtGGtGCACttCttGTTTTGGCCACTGACTGACaaGaaGTGCCaTGTTTGTTT

miR495-R CCTGAAACAAACAtGGCACttCttGTCAGTCAGTGGCCAAAACaaGaaGTGCaCCaTGTTTGTTTC

miR551a-F TGCTGGCGACCCACtCttGGtttCCAGTTTTGGCCACTGACTGACTGGaaaCCGaGTGGGTCGC

miR551a-R CCTGGCGACCCACtCGGtttCCAGTCAGTCAGTGGCCAAAACTGGaaaCCaaGaGTGGGTCGCC

Negative control

  Negative-F tgctgAAATGTACTGCGCGTGGAGACGTTTTGGCCACTGACTGACGTCTCCACGCAGTACATTT

  Negative-R cctgAAATGTACTGCGTGGAGACGTCAGTCAGTGGCCAAAACGTCTCCACGCGCAGTACATTTc

2 027 bp

  564 bp

1 030 bp

λDNA
miR495

miR551a
阴性

对照
组

图� �� ����������  2  ����������凝胶电泳检测结果.� miR495、miR551a前体片段大小

分别��� ���� ����� ���� ���� ���������� ���� ���为1 032 bp和1 035 bp, 所显示的条带约为1 030 bp.

attB1 EmGFP ACGA
GAGG3'miR flanking

region attB25'miR flanking
region

TK pA f1 ori SV40 ori
EM

7
Blasticidin

SV40 pA

pUC ori

Spectinoom
ycin

Pcwv

pcDNATM6.2-GW/E
mGFP-miR5699bp

DraⅠ DraⅠSalⅠBamHⅠ BglⅡ XhoⅠ

图� �������� ��������  1 ������ ��������miRNA表达载体pcDNATM6.2-GW/EmGFPmiR.� 
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■应用要点
靶向PRL-3基因
的miR495和mi-
R551a干扰质粒可
显著抑制人胃癌
SGC7901细胞中
PRL-3  mRNA及
蛋白的表达, 由于
PRL-3在人胃癌
的发生、发展过
程中发挥着重要
作用.

恶性肿瘤, 占胃恶性肿瘤的95%[7], 居男性癌症

死亡的第2位, 女性癌症死亡的第3位[8]. 在中国, 
胃癌发病率很高, 每年有40万新病例, 30万�

死亡[9]. 近年来的研究表明, miRNA的异常表达

与肿瘤发生、发展和侵袭转移密切相关, 成为

近几年的研究热点. 已有学者证明很多miRNA
与胃癌的发病有关[10-12], 有部分miRNA与胃癌

SGC7901细胞的凋亡密切相关[13,14], PRL-3的低

表达能抑制胃癌细胞的增殖和转移[15-19], 我们

的前期研究已证明miR495和miR551a在胃癌

SGC7901细胞中低表达[6].
为了探索能抑制胃癌SGC7901细胞增殖和

迁移的miRNA与PRL-3之间的关系, 我们选择

miR495和miR551a为研究对象, 构建miR495和
miR551a的真核表达载体, 载体构建成功后稳定

转染胃癌SGC7901细胞, 通过荧光定量PCR法

分别计算各组中miR495和miR551a的相对表达

量,提取总蛋白, 利用Western blot方法进行PRL-3

蛋白表达分析, 结果显示, 实验组细胞miR495和
miR551a显著高于空白对照组细胞和阴性对照

组细胞, PRL-3 mRNA及蛋白的表达显著低于空及蛋白的表达显著低于空蛋白的表达显著低于空

白对照组细胞和阴性对照组细胞.
综上所述 ,  靶向P R L-3基因的m i R495和

miR551a干扰质粒可显著抑制�胃癌SGC7901
细胞中PRL-3 mRNA及蛋白的表达, 由于PRL-3
在�胃癌的发生、发展过程中发挥着重要作用. 
因此, 利用miR495及miR551a对PRL-3基因的表

达调控作用, 可能抑制胃癌的侵袭转移. 下一步

我们将研究PRL-3在胃癌细胞侵袭转移中的作

用机制, 并探讨应用基因干扰技术抑制胃癌转

移的可行性, 为寻求新的胃癌治疗方案提供理

论基础.
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■同行评价
本文以miR495和以miR495和miR495和
miR551a为研究对
象 ,  构建miR495
和miR551a的真核
表达载体, 稳定转
染胃癌SGC7901
细胞后, 显著抑制
PRL-3  mRNA及
蛋白的表达, 实验
设计合理, 具有一
定的科学意义.
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE�威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《��������》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


