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人miR-155真核过表达载体的构建及其对HepG2.2.15细
胞中HBeAg的抑制效应

蔡启茵, 任广立, 张卫云, 马恒灏 

®

■背景资料
乙 型 肝 炎 病 毒
(hepatitis B virus, 
HBV)感染是危及
全球人类健康问
题, 可续发为肝硬
化、肝纤维化, 甚
至 肝 细 胞 癌 .  抗
病毒药物主要是
干扰素和核苷类
似 物 ,  但 无 法 彻
底体内病毒复制. 
MicroRNA-155 
(miR-155)是新的
炎 症 因 子 ,  参 与
炎症反应、免疫
系统的发育和应
答, 甚至发挥抗病
毒感染作用.但目
前尚无miR-155在
HBV免疫状态的
作用及影响的相
关研究. 
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Abstract
AIM: To construct an eukaryotic vector carrying 
human microRNA-155 (miR-155) and to analyze 
the inhibitory effect of miR-155 on HBeAg in 
HepG2.2.15 cells.

METHODS: The pre-miR-155 was amplified 

from total DNA of human hepatoma cell line 
HepG2.2.15 by PCR. The target gene fragment was 
digested with EcoRⅠ and BamHⅠ, and cloned 
into the pmR-mCherry plasmid. Restriction diges-
tion and DNA sequencing were performed to eval-
uate the recombinant vector. miR-155 was trans-
fected into HepG2.2.15 cells by liposome-mediated 
method. The cells transfected with empty plasmid 
and untransfected cells were used as controls. The 
expression of cherry was detected by fluorescence 
microscopy after 24 h. The intracellular expression 
of miR-155 was detected by RT-PCR. ELISA was 
carried out to analyze the levels of HBeAg.

RESULTS: The pmiR-155 eukaryotic expression 
vector was successfully constructed. Fluorescence 
microscopy showed that the cherry protein was 
expressed in the HepG2.2.15 cells. miR-155 level 
in HepG2.2.15 cells transfected with the recombi-
nant plasmid was significantly higher than those 
in controls. Compared with cells transfected with 
empty plasmid and untransfected cells, specific 
miR-155 could significantly decrease HBeAg gene 
expression in HepG2.2.15 cells.

CONCLUSION: A recombinant plasmid express-
ing miR-155 has been successfully constructed, and 
miR-155 is expressed stably in HepG2.2.15 cells. 
miR-155 can inhibit the expression of HBeAg in 
HepG2.2.15 cells. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要   
目的: 构建人microRNA-155(miR-155)真核过

■同行评议者
刘正稳, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院
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■研发前沿
本研究中miR-155
在HepG2.2.15细
胞的表达及其对
HBV复制的影响
鲜 有 研 究 报 道 . 
我们利用PCR法
扩增miR-155前
体 序 列 ,  连 接 到
真核过表达载体
pmR-mCherry的
多 克 隆 位 点 ,  成
功构建pmiR-155
真 核 过 表 达 载
体 ,  以 脂 质 体 法
转 染 肝 细 胞 株
HepG2.2.15细胞, 
检测各组细胞内
miR-155的表达
量 及 乙 型 肝 炎 e
抗原(hepatitis B 
e-antigen, HBeAg)
表 达 量 的 变 化 , 
观察miR-155对
HBV复制的影响.

表达载体, 并探讨其对HepG2.2.15细胞中乙型
肝炎e抗原(hepatitis B e antigen, HBeAg)的抑
制作用, 为研究其基因调控机制对乙型肝炎病
毒(hepatitis B virus, HBV)复制及免疫状态影
响提供实验基础.   

方法: 以人肝癌细胞系HepG2.2.15细胞基因组
为模板, 通过PCR扩增人miR-155前体序列, 酶
切后连接到pmR-mCherry质粒, 构建pmiR-155
真核过表达载体, 然后进行酶切和测序鉴定. 
利用脂质体将pmiR-155转染HepG2.2.15细胞, 
同时设空质粒(pmR-mCherry质粒)转染组和
空白对照组. 转染24 h后荧光显微镜下观察
细胞内Cherry表达, RT-PCR检测各组细胞内
miR-155表达量以及ELISA法检测HBeAg分泌
量的改变.

结果: 经测序证实, 成功构建人pmiR-155真核
过表达载体. 转染细胞后进行应荧光观察, 载
体中Cherry有较好的表达活性. RT-PCR表明, 
与对照组细胞相比, pmiR-155组细胞内所表达
的miR-155明显提高. ELISA结果示pmiR-155
组细胞所分泌的HBeAg量显著低于空载组和
空白组. 

结论: 成功构建了人miR-155真核过表达载体; 
转染HepG2.2.15细胞后表达稳定; 蛋白水平检
测表明其可以抑制HepG2.2.15细胞中HBeAg
的表达.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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HepG2.2.15细胞

核 心 提 示 :  真 核 过 表 达 载 体 p m i R - 1 5 5 转 染

HepG2.2.15细胞后, 过表达的miR-155可抑制

HBeAg的分泌, 可能对乙型肝炎病毒(hepatitis B 
virus)复制具有一定抑制作用.
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0  引言

微小RNA(microRNA, miRNA)是长约为21-23
个核苷酸的小分子非编码RNA, 通过与靶细胞

mRNA特异性碱基部分或完全配对, 引起靶细胞

mRNA降解或调控蛋白合成. miRNAs参与细胞分

化、增殖、凋亡等多种生物学进展[1-3]. miR-155

位于人类21号染色体上B细胞非编码集合基因

簇的第3个外显子, 表达于T细胞、B细胞、单核

细胞及巨噬细胞等多种细胞, 在炎症[4]、免疫系

统发育和应答[5,6]、抗病毒感染[7,8]中发挥重要的

调控作用. 近年来, 报道[9-11]证实miRNAs可影响

肝再生、肝免疫反应、肝纤维化及肝细胞癌形

成过程. Su等[12]研究发现异位表达miR-155可
以上调干扰素诱导抗病毒基因的表达, 抑制相

关信号通路使乙型肝炎病毒X蛋白(hepatitis X 
protein, HBX)表达减少, 从而干扰乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus, HBV)的复制. 本研究通过构建

miR-155真核过表达载体并在HepG2.2.15细胞内

进行转染, 观察miR-155的表达情况及对乙型肝

炎e抗原(hepatitis B e antigen, HBeAg)的影响, 为
下一步研究miR-155过表达对HBV免疫状态的

影响奠定实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 Takara TaqTM、QuickCutTM EcoRⅠ、

QuickCutTM BamHⅠ、T4 DNA连接酶及DNA
切胶回收试剂盒均购自TaKaRa公司; 质粒小提

抽提试剂盒、基因组D N A小量抽提试剂盒及

P C R纯化试剂盒均购自碧云天生物技术研究

所; 去内毒素质粒小提中量试剂盒购自Omega
公司; TRIzol总RNA提取试剂盒、脂质体Lipo-
fectamineTM 2000、Opti-MEM®ⅠReduced Serum 
Medium及M-MLV 1st strand Kit均购自Invitrogen
公司; 高糖DMEM培养液购自Hyclone公司; 胎
牛血清(fatal bovine serum, FBS)购自Sciencell; 
G418购自MPBIO公司; HBV表面抗原诊断试剂

盒购自深圳华康生物医学有限公司; 其他试剂

均为国内分析纯. 实验中选用的pmR-mCherry质
粒由美国Dr. Keith Peden教授惠赠. 大肠杆菌菌

株DH5α及肝癌细胞株HepG2.2.15由中国人民解

放军广州军区广州总医院医学实验科保存. 
1.2 方法

1.2.1 引物的设计和合成: 根据miRBase及Gen-
B a n k数据库查找到成熟m i R-155序列、p r e-
m i R-155序列及两侧约100 n t的侧翼序列和

GAPDH的序列. 利用primer 5.0及Oligo7设计上

下游引物. Pre-miR-155上下游引物引入EcoR
Ⅰ、BamHⅠ酶切位点, 每对引物序列约19-21个
碱基, 由上海英骏公司合成(表1). 
1.2.2 质粒的扩增及纯化: 氯化钙法制备感受态

细胞DH5α. PmR-mCherry质粒转化宿主菌, 筛选

阳性菌落, 小量制备质粒DNA, 琼脂糖凝胶电泳

2014-10-08|Volume 22|Issue 28|WCJD|www.wjgnet.com
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■相关报道
miR-155是炎症
因 子 ,  参 与 免 疫
系统的发育与应
答, 具有抗病毒感
染作用. 最新研究
报道异位表达的
miR-155通过抑
制信号通路来减
少HBX的表达量. 
然而miR-155在
HBV复制及免疫
状态的影响机制
尚未清楚.

分析选出含相应质粒的阳性细菌克隆. 
1.2.3 目的基因的扩增及纯化: 用PCR方法以

HepG2.2.15细胞基因组DNA为模板扩增pre-
miR-155序列. PCR的反应程序如下: 94 ℃变性

30 s, 56 ℃退火30 s, 72 ℃延伸30 s, 共循环30次, 
最后72 ℃延伸3 min, 产物经电泳鉴定, 用PCR纯
化试剂盒纯化, 送上海英骏公司测序. 
1.2.4 真核过表达载体的构建及鉴定: 用快速

限制性内切酶EcoRⅠ和BamHⅠ双酶切pmR-
mCherry质粒及PCR产物, 琼脂糖电泳回收片段, 
用T4 DNA连接酶将两片段连接, 产物转化感受

态细胞DH5α, 经含卡那霉素的LB培养基筛选, 
挑取阳性克隆进行质粒的小量制备, 将重组质

粒pmiR-155行双酶切鉴定及测序分析(图1). 用
去内毒素质粒小量中提试剂盒提取重组质粒及

空载体用于细胞转染. 
1.2.5 细胞培养及转染: HepG2.2.15细胞培养于

含200 mg/L的G418、100 g/L FBS的高糖DMEM
培养液中, 同时含有100000 IU/L 青链霉素(转染

时不加双抗)和10 g/L的L-谷氨酰胺[13]. 在37 ℃、

50 mL/L CO2培养箱中培养. 细胞传代培养3次
后消化接种到6孔板内, 细胞密度为4.8×105/孔, 
培养24 h后待细胞汇合度达底面积的80%左右

准备转染. 分别设重组组(pmiR-155质粒)、空载

组(pmR-mCherry质粒)和空白组, 除空白组外

每孔分取质粒2 µg和脂质体LipofectamineTM 
2000 6 µL用Opti-MEM®ⅠReduced Serum Me-
dium稀释至200 µL, 两者混匀后室温放置5 min, 
使之形成复合物后加入各孔, 转染5 h后每孔补加

2 mL含10%FBS的高糖DMEM培养液[14]. 转染24 

h后荧光显微镜下观察红色荧光蛋白表达情况. 
1.2.6 两步法RT-PCR验证: 转染24 h后, 胰酶消化

收集重组组、空载组和空白组的HepG2.2.15细
胞, 提取总RNA进行逆转录, 以各自的cDNA为

模板, 用RT-PCR引物进行扩增. Pre-miR-155序
列的PCR反应程序如下: 94 ℃变性30 s, 53 ℃退

火30 s, 72 ℃延伸30 s, 共循环30次, 最后72 ℃延

伸3 min, 产物经电泳鉴定. GAPDH序列的PCR
反应程序除退火温度改为56 ℃外, 其他同pre-
miR-155片段的扩增. 
1.2.7 ELISA检测细胞上清培养液中HBeAg分

泌量: 转染后24 h后收集各组细胞上清培养液, 
1000 r/min离心5 min, 吸取上清, 作为检测样品. 
按试剂说明书操作. 结果用A值表示. 

统计学处理 应用统计软件SPSS17.0进行数

据分析. 所有数据以mean±SD表示, 两组间比较

作t检验. P <0.05为差异具有统计学意义. 

2 结果

2.1 p r e-m i R-155基因的扩增和测序鉴定  以
HepG2.2.15细胞基因组DNA为模板进行PCR扩
增, PCR产物进行2%琼脂糖凝胶电泳, 对照DNA
相对分子质量标准, 扩增出约304 bp的单一条带, 
与预计片段大小相同(图2). PCR产物经纯化后

送测序, 测序结果与pre-miR-155序列一致. 
2.2 重组质粒p m i R-155的双酶切和测序鉴定 
pmiR-155重组质粒经EcoRⅠ和BamHⅠ双酶切

后, 产物进行1%琼脂糖凝胶电泳, 并选取空质粒

双酶切作为对照. 电泳结果显示空质粒和重组

质粒均观察到约4729 bp的DNA条带, 重组质粒

产生的小片段则约为304 bp(图3). 同时对其进行

碱基测序, 测序结果显示峰图良好, 将所测序列

与目的载体序列在DNAMAN进行比对, 结果显

示两端序列完全匹配, 则pmiR-155真核过表达

载体构建成功. 
2.3 细胞内荧光检测 转染24 h后, 经蓝色荧光激

2014-10-08|Volume 22|Issue 28|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  PCR引物序列

     引物名称                               序列(5'→3') 产物大小(bp)

pre-miR-155 PCR Forward: TCGAGAATTCAGGTGGCACAAACCAGGAA        304

Reverse: TCGAGGATCCGTTGAACATCCCAGTGACCAG

pre-miR-155 RT-PCR Forward: ATTGCCAATTTCTCTACCAC                              333

Reverse: AGTAACAGGCATCATACACT

GAPDH RT-PCR Forward: GCTCTCTGCTCCTCCTGT          504

Reverse: ATGAGTCCTTCCACGATAC

CMV Cherry pre-miR-155 Psv40e

BamHⅠEcoRⅠ

Promoter

图  1  miR-155重组质粒过表达载体构建. EcoR Ⅰ和BamH
Ⅰ为酶切位点. CMV: 启动子. 
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■创新盘点
本 研 究 报 道 的
m i R - 1 5 5 ,  其 在
HBV中的作用鲜
有报道, 我们首次
通过构建miR-155
真核过表达载体, 
转染到HepG2.2.15
细胞内, 证明其在
HepG2.2.15细胞内
表达上调后, 可降
低HBeAg的分泌, 
表明在HepG2.2.15
细胞中, 由于miR-
155的高表达, 抑
制HBeAg的分泌, 
进而抑制HBV的
复制及验证其抗
病毒感染作用.

发可见转染pmiR-155组和转染pmR-mCherry组
均有部分细胞激发出红色荧光(图4A, B), 表明

红色荧光蛋白具有较好的表达活性, 转染效率

达到50%以上, 即转染成功; 而空白组未见荧光

(图4C). 
2.4 RT-PCR检测pmiR-155的表达 经RT-PCR检
测结果表明, 以空白组细胞内表达的miR-155量
为基准, 转染pmR-mCherry细胞组内的miR-155
表达无明显变化, 转染p m i R-155细胞组内的

miR-155表达显著增多(图5B). 
2.5 ELISA检测HBeAg表达量 经ELISA检测结

果表明, 以空白组细胞所分泌的HBeAg量为基

准, 转染pmR-mCherry细胞组内所分泌的HBeAg
量(3.50±0.35)与空白组(3.67±0.13)相比, 未
见明显变化. 转染p m i R-155细胞组所分泌的

HBeAg(2.17±0.13)与余两组相比, 存在显著性

差异, 具有统计学意义(P <0.05)(图6). 

3  讨论

m i R N A s是机体内高度保守的小单链非编码

RNA, 在肿瘤[15]、心血管性疾病[16]、免疫性疾

病[17-19]等方面发挥重要作用. 目前, miR-155被
认为是新的炎症介质, 影响先天免疫和适应性

免疫的调节及系统的稳定[20,21]. miR-155通过核

因子κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)和JNK-
c-Juh/AP1信号通路刺激Toll样受体(Tol l-l ike 

receptor, TLR)应答, 影响单核巨噬细胞炎症反

应和粒细胞的生成[22-24], 是多种炎症介质的共同

中央靶点. 同时, miR-155是T、B细胞应答和树

突状细胞(dendritic cells, DC)抗原提呈反应中的

不可缺少的参与者[25,26]. Rodriguez等[27]发现敲除

miR-155的转基因小鼠中, DC的抗原提呈能力和

共刺激能力下降, T细胞倾向分化成Th2细胞, 除
此之外, DC的一些炎症因子基因和趋向因子基

因亦受到影响. Rodriguez证实miR-155在参与免

疫反应及维持免疫平衡中发挥重要作用. Lu等[28]

认为miR-155可能作用于IL-2信号途径抑制分

子SOCS1的表达, 从而达到调节T调节细胞的分

化能力. 最近, Dudda等[29]发现miR-155在CD8+ T
细胞比初始T细胞中表达增加, 可以调节CD8+ T
细胞的免疫应答来抗病毒感染及影响肿瘤恶化. 
miR-155在免疫应答中的作用机制的深入研究

和阐述具有重要的理论意义和临床应用价值.  
本实验的重组组中, m iR-155前体序列连

接到真核过表达载体pmR-mCherry并经转染至
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图  2  PCR扩增pre-miR-155基因片段. M: DL 2000 DNA 

Marker; 1-3: pre-miR-155 PCR扩增片段. 
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图  3  限制性内切酶鉴定重组pmiR-155. M: DL 5000 

DNA Marker; m: DL 2000 DNA Marker; 1, 2: 空质粒pmR-

mCherry双酶切; 3-5: 重组质粒pmiR-155双酶切.
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图  4  荧光检测外
源cherry表达(荧光
显微镜×40). A: 重

组组(转染pmiR-155

质粒)荧光检测; B: 

空载组(转染pmR-

mCherry质粒); C: 空

白组.
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HepG2.2.15细胞后, miR-155呈过表达状态, 而
细胞内所分泌的HBeAg则显著减少. HBeAg
不仅反映病毒复制水平 ,  且作为重要的免疫

调节蛋白参与感染过程的免疫应答[30]. 如前所

述, miR-155被发现在调控自身免疫系统抗病

毒感染方面具有十分重要的作用. 因此, 重组组

中所分泌的HBeAg的明显减少很有可能是由

miR-155的过表达所导致的miR-155可能通过调

控某种免疫应答, 提高细胞抗病毒感染作用, 从
而影响HBeAg的分泌. 但这种影响是否通过基

因水平起作用, 目前尚未得知.
此外, 人miR-155真核过表达载体的成功构

建, 为更好地在体外水平上进一步研究miR-155
对HBV复制及免疫状态影响提供了实验基础. 
今后将在此次研究基础上, 针对miR-155对HBV 
DNA表达量是否具有抑制作用进行深入研究.
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序列; B: miR-155序列. M: DL2000 DNA marker; 1: 转染

pmiR-155细胞; 2: 转染pmR-mCherry细胞; 3: 空白组. 
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■同行评价
本研究为进一步
研究其对HBV复
制的影响及其可
能的机制提供了
基础. 
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