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过表达 miR-455促进肝癌细胞诱导的管型形成 *
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摘要 目的：构建 miR-455前体的真核表达载体，探讨其对肝癌细胞诱导管型形成的影响。方法：采用 PCR扩增 miR-455前体序

列，通过双酶切将其连接到真核表达载体 pcDNA3中。连接产物转化入大肠杆菌内进行扩增，采用菌落 PCR、双酶切和测序鉴定

重组子。将构建的质粒转染 SMMC-7721细胞，通过 real-time PCR检测成熟 miR-455的表达，采用 ELISA方法检测培养液上清中

VEGF的表达。用该上清处理人脐静脉内皮细胞 HUVEC后，检测管型形成的情况。结果：本实验成功构建了 miR-455前体的真核

表达载体，将其瞬时转染 SMMC-7721细胞后，real-time PCR检测结果显示 miR-455表达水平显著升高(P<0.01)。过表达 miR-455

后，SMMC-7721细胞上清 VEGF表达水平呈时间依赖性升高 (24 h P<0.05, 48 h和 72 h P<0.01)。人脐静脉内皮细胞分别用转染

pcDNA3和 pcDNA3-pre-455的肝癌细胞培养液上清(72 h)重悬，接种于基质胶Matrigel上，转染 pcDNA3-pre-455组形成典型的

微管，管样结构明显完整。结论：过表达 miR-455可促进肝癌细胞诱导的微管形成。
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Overexpression of miR-455 Promotes the Tube Formation Induced by Liver
Cancer Cells*

To establish the eukaryotic expression vector of miR-455 precursors and investigate the role of miR-455 on

tube formation induced by liver cancer cells. The miR-455 precursor was amplified by PCR and inserted into the eukaryotic ex-

pression vector pcDNA3. The recombinant plasmid was identified by colony PCR, enzyme digestion and sequencing. After transient

transfection with the recombinant plasmid, the matured miR-455 expression of SMMC-7721 cell was detected using real-time PCR; the

VEGF expression in cell culture supernant was measured by ELISA; the tube formation of HUVEC was observed after treating with

transfected cell culture supernant. The pre-miR-455 eukaryotic expression vectors were successfully constructed. The real-time

PCR results showed that miR-455 expression was significantly increased (P<0.01) after transfecting into SMMC-7721 cells. The expres-

sion of VEGF in SMMC-7721 cells increased in a time-dependent manner (P<0.05 for 24 h, P <0.01 for 48 h and 72 h) after overexpres-

sion of miR-455. The human umbilical vein endothelial cells were resuspended with hepatica carcinoma cell supernatant (72 h) which

was transfected by pcDNA3 and pcDNA3-pre-455 and seeded on Matrigel. The group which transfected with pcDNA3-pre-455 forms

typical microtubules and the tubular structure is obviously complete. Overexpression of miR-455 promoted the tube forma-

tion induced by liver cancer cells.
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前言

microRNA(miRNA)是大约 18-25 nt的内源性非编码单链

RNA，通过与靶基因 mRNA的 5'或 3'非翻译区互补结合，在

转录后水平影响靶 mRNA的稳定性或蛋白翻译，参与基因表

达调控[1,2]。miRNA广泛存在于脊椎动物、植物、藻类和一些病

毒中，参与复杂多样的生理或病理过程，如发育分化[3]、免疫[4]及

肿瘤发生[5]等，通过肿瘤相关靶基因调控癌细胞生长、凋亡、迁

移、浸润和血管生成等过程[6]。血管新生是肿瘤细胞生长后期为

肿瘤组织内部提供营养物质的主要途径[7]，血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor，VEGF)是肿瘤血管新生的主

要驱动因子。miRNA-455在不同癌症中作为致瘤因子促进肿瘤
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迁移浸润，也可作为抑瘤因子抑制肿瘤细胞生长或促其凋亡[8-11]。

但目前关于 miRNA-455对肿瘤血管新生的调控作用鲜有报道。

研究 miRNA的功能一般通过抑制或者过表达两种手段
[12-14]。实现 miRNA在细胞内的过表达有两种方法：一种是通过

化学合成 miRNA模拟物 (miRNA mimics) 直接向细胞内转染
[15]；另一种是通过构建 miRNA前体(pre-miRNA)的表达载体，

在细胞内实现过表达[16,17]，通过构建载体所表达的 miRNA与细

胞内源的 miRNA更为接近，可以更真实地反映 miRNA对靶

基因的调控功能。因此，本研究通过 PCR扩增 miR-455前体片

段，并将其构建到真核表达载体 pcDNA3 中。在肝癌细胞

SMMC-7721中瞬时过表达 miR-455后，观察其对培养液上清

中 VEGF 表达及诱导 HUVEC 微管形成的影响，从而探讨

miR-455在肝癌血管新生中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

人肝癌细胞系 SMMC-7721和人脐静脉内皮细胞 HUVEC

购自上海细胞库；GIBCO RPMI-1640 培养基购自 Thermo 公

司；内皮细胞培养基购自 Lonza公司；pcDNA3载体由南开大

学馈赠；琼脂糖、总 RNA抽提纯化试剂盒、miRNA特异性反转

录试剂盒、凝胶染料，转染试剂购自 Transgen公司；T4 DNA连

接酶、限制性内切酶购自 TaKaRa 公司；感受态 DH5琢、
琼脂糖凝胶回收试剂盒购自 TIANGEN公司；UNI质粒小提试

剂盒购自 GenStar 公司；VEGF ELISA 试剂盒购自 DAKEWE

公司；基质胶Matrigel购自 BD公司。

1.2 方法

1.2.1 引物设计及基因组 PCR 在 miRBase 和 NCBI nu-

cleotide 中查找 miR-455 前体序列(pre-miR-455)信息，扩增范

围包含 pre-miR-455前后各约 100 bp，产物长度为 150~300 bp。

在线设计特异于 miR-455前体序列的引物，并在上、下游引物

5'端分别添加 I和 I酶切位点。目的片段为 255 bp，引

物序列如下：上游: 5'-ATGGTACCCTAGCATCTAACCCAGC-

CG-3'，下游: 5'-ATCTCGAGACCACTGCCATCCCACAT-3'；引

物由上海生工生物技术有限公司合成。

以人肝癌细胞系 SMMC-7721基因组 DNA为模板，通过

PCR反应扩增 pre-miR-455目的片段。采用 50 滋L体系：基因
组 DNA 2 滋L，上、下游引物各 0.5 滋L，10× HiFi Buffer II 5 滋L，
2.5 mM dNTPs 4 滋L，HiFi DNA Polymerase 0.6 滋L，H2O 37.4 滋L。
扩增反应条件为: 94℃预变性 5 min；94℃ 30 s，56℃ 30 s，72

℃30 s；35个循环；PCR循环完成后 72℃再延伸 8 min，4℃终

止反应。用 1 %琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产物后,切取大小正

确的目的条带，用凝胶回收试剂盒进行回收(按说明书操作)。

1.2.2 miR-455真核表达载体构建 用限制性内切酶 KpnI和

XhoI分别对 pcDNA3载体和回收的 PCR产物进行双酶切。采

用 50 滋L酶切反应体系：PCR 产物或载体 20 滋L， I 5 滋L，
I 5 滋L，10× M反应缓冲液 5 滋L，H2O 15 滋L；37℃反应 2-4

h。反应结束后，用 1 %琼脂糖凝胶电泳检测酶切产物,并切胶回

收纯化。用 T4DNA连接酶将酶切后的 pcDNA3载体与 PCR

产物相连接，连接反应体系为：酶切后的 PCR产物 3 滋L，酶切
后的载体 12 滋L，T4 DNA连接酶 1 滋L，10× 连接反应缓冲液 2

滋L，H2O 2 滋L，总体积 20 滋L，16℃反应过夜。通过转化将连接
产物导入大肠杆菌 DH5a感受态细胞，以氨苄青霉素筛选阳性

克隆，37℃过夜培养。

1.2.3 重组载体筛选及鉴定 挑取 3个单菌落至含氨苄青霉

毒的 LB液体培养基中，37℃振荡过夜。采用 20 滋L体系：菌液
模板 2 滋L，上、下游引物各 0.2 滋L，10× HiFi Buffer II 2 滋L，2.5
mM dNTPs 1.6 滋L，HiFi DNA Polymerase 0.2 滋L，H2O 13.8 滋L。
扩增反应条件：94℃预变性 5 min；94℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃

30 s；30个循环；PCR循环完成后 72℃再延伸 8 min，4℃终止

反应。扩增产物以 1 %琼脂糖凝胶电泳检测，选取 PCR结果显

示阳性的菌液进行质粒提取。用内切酶 I和 I对质粒进

行双酶切，反应体系为：质粒 15 滋L， I 5 滋L和 I 5 滋L，
10× 反应缓冲液 3 滋L，H2O 2 滋L；37℃反应 4 h。酶切结果阳性

的克隆送上海生工生物技术有限公司进行测序验证，序列正确

的克隆提取质粒保存备用。

1.2.4 细胞培养 人肝癌细胞 SMMC-7721用含 10 %胎牛血

清、100 滋g/mL链霉素、100 滋g/mL青霉素的 RPMI-1640 培养

基；人脐静脉细胞 HUVEC用含 10 %胎牛血清的 EGM培养

基，分别于 5 % CO2、37℃条件下培养。

1.2.5 基因转染 将 SMMC-7721细胞以 4× 105/孔接入 6孔

板，过夜贴壁后向细胞分别转染 pcDNA3 空载体和 pcD-

NA3-pre-455载体。转染步骤按照试剂盒说明书进行：先将 3

滋g质粒稀释于 200 滋L Opti-MEM培养基中，再取 8 滋L转染试
剂 TransIntroEL加入稀释好的质粒 DNA中，混匀，室温静置

20 min。将质粒 -TransIntroEL复合物加入细胞，于 37℃，5 %

CO2培养箱中培养，4-6 h后将培养基更换为完全培养基。

1.2.6 Real-time PCR检测 miRNA表达 转染 48 h后收集细

胞提取总 RNA，并反转录为 cDNA，利用 Real-time PCR 检测

成熟 miR-455 的表达。上游引物：5'-TATGTGCCTTTGGAC-

TACATC-3'；下游通用引物：5'-GCGAGCACAGAATTAATAC-

GACTCACTATAGG (T)18VN-3'。采用 20 滋L 体系：cDNA 2

滋L，上游引物 0.2 滋L，下游引物 0.4 滋L，2× qPCR SuperMix 10

滋L，ROX0.4滋L，H2O 7滋L。两步法进行 PCR反应：94℃预变性

30 s；94℃ 5 s，60℃ 30 s，40个循环。

1.2.7 ELISA法检测 VEGF表达 分别于转染后 24、48和 72

h收集 SMMC-7721细胞培养液，4℃，2500× g离心 20 min，取

上清。用 VEGF ELISA试剂盒检测上清中 VEGF的分泌情况，

按试剂盒说明操作，实验重复 3次。

1.2.8 微管的形成 将基质胶 Matrigel以 60 滋L/孔平铺于预
冷的 96孔板，37℃放置 1 h待凝。收集人脐静脉细胞 HUVEC，

用 PBS洗 2次。用转染 pcDNA3空载体和 pcDNA3-pre-455载

体的肝癌细胞培养液上清(72 h)分别重悬 HUVEC细胞后，将

细胞接种于预先铺好基质胶的 96孔板，每孔 1× 104个细胞。

放置于 37℃，5 % CO2培养箱中继续培养 15 h，通过倒置显微

镜观察微管形成情况。

1.3 统计学分析

用 SPSS Statistics 17.0软件处理数据，两组间均数比较用 t

检验。以 P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 目标序列的获取

以人肝癌细胞系 SMMC-7721基因组 DNA为模板，通过

PCR方法扩增得到 miR-455前体片段(pre-miR-455)，扩增片段

长度为 255 bp，PCR产物通过琼脂糖凝胶电泳检测，片段大小

与预期相符，见图 1。

2.2 双酶切结果

用核酸凝胶回收试剂盒分别回收 2个 PCR扩增产物。利

用限制性内切酶 I和 I对回收的 PCR产物及 pcDNA3

载体进行双酶切，酶切产物用琼脂糖凝胶电泳检测，见图 2。

2.3 重组质粒鉴定

应用 T4 DNA连接酶将酶切后的 PCR产物与载体连接，

重组子转化感受态 DH5琢。每个重组子随机挑取 3个单菌落至

含氨苄青霉毒的 LB液体培养基。以经过克隆扩增的 DH5琢菌
液为模板，用带有限制性内切酶作用位点的引物进行 PCR扩

增反应。经琼脂糖凝胶电泳鉴定，所有片段大小均与设计相符，

见图 3a。

选取 PCR鉴定阳性的菌液提取质粒，用 I和 I进

行双酶切，反应 4 h后，采用琼脂糖凝胶电泳分析，结果如图 3b

所示，重组质粒均切出两条带，其中小片段为 255 bp，与设计相

符，表明目的片段成功插入载体。

选取菌液 PCR鉴定阳性的克隆，送上海生工公司进行测

序。测序结果与 miR-455前体序列通过 BLAST进行比对分析，

其中 455-2和 455-3克隆显示 100%匹配，表明序列正确无突

变，重组载体命名为 pcDNA3-pre-455见图 3c。

2.4 Real-time PCR检测成熟 miR-455的表达

将空载体 pcDNA3和构建成功的 pcDNA3-pre-455分别转

染人肝癌细胞 SMMC-7721，通过 real-time PCR 检测成熟

miR-455的表达水平，用 2-△ △ Ct法计算相对表达水平。如图 4所

示，转染 pcDNA3-pre-455的细胞中成熟 miR-455的表达量与

未转染(Control)和转染空载体(pcDNA3)的细胞相比显著增加

(P<0.01)，说明构建的载体在细胞中能够成功表达成熟的 miR-

NA。

2.5 过表达 miR-455对 SMMC-7721细胞中 VEGF分泌的影响

在人肝癌细胞 SMMC-7721 中分别转染空载体 pcDNA3

和 pcDNA3-pre-455，取转染后 24、48、72 h的细胞培养液上清，

采用 ELISA法检测其中 VEGF的水平。如图 5所示，与未转染

(Control) 及转染空载体 (pcDNA3) 的细胞相比，转染 pcD-

NA3-pre-455的细胞上清中 VEGF水平显著增加，并且呈时间

依赖性(24 h P<0.05, 48 h和 72 h P<0.01)，说明过表达 miR-455

可上调肝癌细胞 SMMC-7721中 VEGF的表达。

2.6 过表达 miR-455对肝细胞诱导微管形成的影响

人脐静脉内皮细胞 HUVEC分别用转染 pcDNA3空载体

和 pcDNA3-pre-455的肝癌细胞培养液上清(72 h)重悬，接种于

基质胶Matrigel上，15 h后镜下观察微管形成情况。结果显示，

与对照组相比，转染 pcDNA3-pre-455组形成典型的微管，管样

结构明显完整，通过 ImageJ软件分析显示 pcDNA3-pre-455组

微管结构显著增多(p<0.01)，说明在 SMMC-7721细胞中，过表

达 miR-455可显著促进诱导微管形成，见图 6。

3 讨论

miRNA基因单个或成簇散布于基因组上，在 RNA聚合酶

II或III的作用下转录出长达 1000 nt，具有一段双链 RNA区和

一个发夹结构的原始 miRNA(pri-miRNA)。pri-miRNA经过两

次连续剪切后形成成熟的 miRNA：第一次在核内，pri-miRNA

被核糖核酸酶 Drosha剪切成具有茎环结构的、大约 70-100 nt

的前体 miRNA[18]；随后转运蛋白 exportin5将 pre-miRNA运输

到细胞质，经核糖核酸酶 Dicer作用进一步剪切为 18-25 nt大

小的成熟 miRNA产物[19,20]。成熟的 miRNA通过与 RNA诱导

的沉默复合体结合，介导基因沉默。

通过构建 miRNA前体的表达载体是研究 miRNA功能的

重要手段之一[21-23]。利用此方法在细胞质中表达出的 miRNA前

体，可被细胞自身的 Dicer酶剪切形成成熟的 miRNA，这个过

程能够很好的模拟内源 miRNA的产生过程，其表达 miRNA

的方式更符合生理情况。而化学合成的 miRNA mimics是一种

外源性双链 RNA，与生物体内源性的 miRNA存在一定差别。

因此，利用构建表达载体的方式研究 miRNA的调控功能，结果

更具有说服力和可靠性。本研究采用 PCR方法扩增 miR-455

前体片段，并将其定向插入真核表达载体 pcDNA3中，成功构

建了重组载体 pcDNA3-pre-455(图 3)。随后将两个载体转染到

图 1 PCR扩增 miR-455前体序列

Fig.1 The pre-miR-455 fragment was amplified by PCR

图 2 pcDNA3载体及 PCR产物双酶切电泳图

Fig.2 pcDNA3 vector and PCR product digested by I and I
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图 4 Real-time PCR检测 miR-455的表达

Fig.4 miR-455 expression detected by real-time PCR

图 5 ELISA法检测 VEGF的表达

Fig.5 VEGF expression detected by ELISA

细胞中，提取总 RNA，并用 miRNA特异性反转录试剂盒合成

cDNA作为模板，通过 real-time RCR 检测成熟 miRNA 的表

达。结果显示，转染 pcDNA3-pre-455的实验组 miR-455表达量

显著升高，表明构建的重组载体能够高效特异的表达 miRNA，

为进一步研究其功能奠定基础。

图 3 重组质粒鉴定：a.菌液 PCR电泳图；b.重组质粒双酶切鉴定电泳图；

c.重组质粒部分测序图及比对结果

Fig.3 The recombinant plasmid was identified by colony PCR (a), double enzyme digestion (b) and sequencing (c)

血管新生对肿瘤细胞的生长和转移具有至关重要的作用

[24,25]，肿瘤组织生长到 2-3 mm时，由于内部缺氧会诱导生成新

血管为其输送氧气和营养物质；在肿瘤转移中，从原位脱落的

肿瘤细胞需要通过微血管迁移到其他部位继续生长，从而形成

转移灶。有报道称 miR-455在结肠癌、乳腺癌等生长、迁移中上
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图 6 HUVEC微管形成实验

Fig.6 Tube formation assay of HUVEC

有重要的调控功能[8,10]，但是其对肿瘤细胞血管新生的作用还

不清楚。血管内皮生长因子 VEGF是肿瘤血管生成的主要驱动

因子，特异性促进内皮细胞分化形成新血管。VEGF在许多肿

瘤中高表达，并与恶性程度、转移性能及血管密度等有很好的

相关性。因此，本研究检测了过表达 miR-455后肿瘤细胞分泌

VEGF的情况，发现 miR-455能上调 VEGF的表达(图 5)。本研

究采用过表达 miR-455的肝癌细胞 SMMC-7721培养液上清

处理 HUVEC，探讨其对肿瘤细胞诱导血管新生能力的影响，结

果表明 miR-455能够明显增强 HUVEC的成管能力，促进肿瘤

血管新生。

综上所述，本研究成功构建了 miR-455前体真核表达载

体，并发现过表达 miR-455可促进肝癌细胞诱导的微血管形

成，为深入研究 miR-455在肝癌发生发展中的作用及机制奠定

基础。
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