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过表达 miR-153非小细胞肺癌细胞稳转株的构建及鉴定 *
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摘要 目的：构建过表达 miR-153的非小细胞肺癌的稳转细胞株，为进一步探讨 miR-153在肺癌发生发展中的作用奠定基础。方

法：构建具有嘌呤霉素抗性的 miR-153慢病毒载体；体外培养非小细胞肺癌细胞系 SPC-A-1和 A549，加入浓度梯度的嘌呤霉素

溶液，筛选出最佳浓度；使用慢病毒转染细胞株，并在转染 72 h后用荧光显微镜检测绿色荧光蛋白(EGFP)的表达，评价转染效率；

体外实验使用 PCR检测 miR-153在稳转株的表达；稳转株移植裸鼠体内成瘤，取出瘤体后检测瘤体内 EGFP和 miR-153的表达。

结果：完成过表达 miR-153慢病毒载体及阴性对照载体的构建；确定嘌呤霉素最佳筛选浓度：在 SPC-A-1细胞中的浓度为 2.0 g/mL，

A549细胞中的浓度为 3.0 g/mL；目的基因 miR-153被慢病毒成功导入 SPC-A-1细胞和 A549细胞中，荧光显微镜下能直接观察

到 EGFP。转染 miR-153组和阴性对照组的 PCR实验结果显示：在 SPC-A-1细胞中，miR-153的表达量为 92.9± 20.6，明显高于阴

性对照组(P=0.016)；在 A549细胞中，miR-153的表达量为 2624.6± 153.4，显著高于阴性对照组(P<0.001)。稳转株能在裸鼠体内形
成移植瘤，瘤体内明显有 EGFP的表达；与阴性对照组的瘤体相比，移植瘤组 miR-153的表达量为显著上调(P=0.048)。结论：成功
构建过表达 miR-153的非小细胞肺癌的稳转细胞株。
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Construction and Identification of miR-153 Overexpression
in the Non-small Cell Lung Cancer Cell Stable Lines*

To construct stable cell lines of non-small-cell lung cancer overexpressed miR-153 and further explore its

role in the development of non-small-cell lung cancer. Mir-153 lentivirus vector with purinomycin resistance was constructed.

Non-small cell lung cancer cell lines SPC-A-1 and A549 were cultured in vitro and the concentration gradient of purinomycin solution

was added to determine the optimal concentration. Lentivirus was used to transfect cell lines, and the expression of green fluorescent

protein (EGFP) was detected with a fluorescence microscope 72 h after transfection to evaluate the transfection efficiency. In vitro, PCR

was used to detect the expression level of mir-153 in stable cell lines. Tumor formation in nude mice was obtained by transplanting the

stable cell lins, and the expression of EGFP and miR-153 in the tumor was detected. The construction of mir-153 lentivirus

vector and negative control vector was completed. The optimal concentration of purinomycin was determined: 2.0 g/mL in SPC-A-1cells

and 3.0 g/mL in A549 cells. Target gene miR-153 was successfully introduced into SPC-A -1 and A549 cells by lentivirus, and EGFP

expression could be directly observed under fluorescence microscope. PCR results of transfection of miR-153 group and negative control

group showed that the expression of miR-153 in SPC-A-1 cells was 92.9± 20.6, which was significantly higher than that in the negative

control group (t=7.79 P=0.016). The expression of miR-153 in A549 cells was 2624.6± 153.4, significantly higher than that in the

negative control group (t=29.63 P<0.001). Stable transplanting cell lines can form transplanted tumor in nude mice. EGFP was obviously

expressed in the tumor. Compared with the tumor in the negative control group, the expression of miR-153 in the miR-153 group was

559 ± 220.6, which was significantly up-regulated (t=4.38 P=0.048). A stable cell line of non-small cell lung cancer
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前言

MicroRNA(miRNA)是一类小分子非编码且高度进化保守

的 RNA，通过与靶基因的 3'非翻译区(3'-UTR)结合并在靶基因

转录后的翻译中发挥着抑制作用 [1，2]。越来越多的证据表明

miRNA在肿瘤的血管生成、耐药性和转移的调节中扮演着重

要角色[3，4]。有文献报道与癌旁组织相比，miR-153在肺癌组织

中的表达水平显著降低[5]。miR-153可通过靶向 ADAM19抑制

人 NSCLC的迁移和侵袭；在肺癌中过表达 miR-153还能通过

抑制 AKT的表达来达到抗肿瘤活性的目的，从而诱导肺癌细

胞凋亡[6，7]。

慢病毒载体是以人类免疫缺陷病毒 1 (human immunodefi-

ciency virus 1，HIV-1)来源的一种病毒载体，可将外源基因或外

源的 shRNA有效地整合到宿主染色体上，从而达到持久性表

达目的序列的效果[8]。近年来，以慢病毒为载体的基因治疗已广

泛应用于恶性肿瘤和遗传病中[9-11]。本研究旨通过慢病毒载体

系统建立过表达的 miR-153 重组载体转染非小细胞肺癌系

SPC-A-1细胞和 A549细胞并进行评估，以期为分析 miR-153

在非小细胞肺癌中作用的研究提供基础。

1 材料与方法

1.1 材料

肺癌细胞系 SPC-A-1和 A549购自吉凯基因科技公司 (中

国)；胎牛血清购自中国天航公司；DMEM购自 Gibco公司；

EDTA、PS(青霉素 +链霉素)及 0.25%胰酶培养基购自中国索

莱宝公司；TRIZOL购自美国 Invitrogen 公司；miRNA 反转录

试剂购自中国诺唯赞公司；一抗 EGFP购自中国华安公司；二

抗抗鼠标记 488抗体购自中国谷歌生物公司；3D荧光扫描仪

购自匈牙利 3DHISTECH公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 SPC-A-1和 A549细胞培养使用的 DMEM

培养基含 10％胎牛血清和 1％青霉素 /链霉素。细胞与 37℃含

5％CO2培养箱中培养。

1.2.2 过表达 miR-153慢病毒载体的构建 完成 miR-153及

阴性对照的载体设计和构建及慢病毒的包装。采用 GV369载

体，抗嘌呤霉素 puromysin为其稳定筛选标志。由于质粒带有

EGFP基因，成功转染的细胞在荧光显微镜下可以观察到绿光。

1.2.3 嘌呤霉素浓度筛选 细胞 1.0× 105个 /mL的浓度铺至

12孔板中，培养细胞至 30 %～40%的融合度;嘌呤霉素的浓度

梯度设为 1.0 g/mL，2.0 g/mL和 3.0 g/mL这三个浓度，并加入

培养液中。培养三天后，细胞全部死亡的嘌呤霉素浓度为最佳

浓度。

1.2.4 慢病毒浓度筛选 细胞 3-5× 103个 /mL的浓度加入 96

孔板，培养 24h；用无血清培养基将慢病毒稀释为三种浓度(1×

108 TU/mL，1 × 107 TU/mL，1 × 106 TU/mL) 并按 MOI 值为

1，10，100的相应体积加入培养基中，混匀继续培养；根据细胞

形态在感染后的 8-12h换回常规培养基。感染约 72h，用荧光显

微镜观察荧光表达丰度。感染效率 80%左右，且细胞生长良好

的组对应的感染病毒浓度和MOI即可作为后续正式感染实验

的依据。

1.2.5 筛选稳转株 慢病毒转染非小细胞肺癌细胞系后，采用

合适的嘌呤霉素浓度进行筛选，根据细胞增长情况进行传代和

换液(始终使用含有嘌呤霉素的培养液)。筛选 14d后获得稳转

株。

1.2.6 RT-PCR 使用 Trizol试剂(中国诺唯赞公司)提取细胞

内的总的 RNA，并用 miRNA反转录试剂(中国诺唯赞公司)进

行 miRNA的合成。U6作为内参。数据分析使用 2-Δ Δ CT方法。每

个实验按一式三份进行分析。miR-153 的正向引物 5-AAC-

GAACTTGCATAGTCACAAAAG-3；反向引物 5-TATGGTT-

TTGACGACTGTGTGAT-3。U6 的正向引物 5-CAGCACAT-

ATACTAAAATTGGAACG-3；反向引物 5-ACGAATTTGCGT-

GTCATCC-3。

1.2.7 裸鼠移植瘤模型构建 取 miR-153 组和对照组的SPC-

A-1细胞，使用生理盐水将胰蛋白酶消化下来的 SPC-A-1细胞

稀释成浓度为 1× 106个 /mL的单细胞悬液，吸取 100 滋L注射
入五周大的 BALB/c雄性裸鼠皮下。接种 SPC-A-1细胞后，每

两天观察一次成瘤情况。

1.2.8 免疫荧光检测 裸鼠成瘤后的第 25天，脱颈处死裸鼠，

取出肿瘤组织。将肿瘤组织按取材、脱水和包埋的步骤制成蜡

块；接着将肿瘤组织蜡块切成 5 滋m厚的切片，按照常规步骤将
组织切片脱蜡并浸入蒸馏水中；在柠檬酸钠缓冲液中煮沸 15

分钟进行抗原修复；切片在含有 5％山羊血清的 PBS 37℃封闭

1h；孵育一抗 EGFP(1：100) 4℃孵育过夜；与相应的鼠抗标记

488二抗 (1:200)37℃黑暗中孵育 1小时并进行 DAPI染色。

通过 3D荧光扫描仪检测免疫荧光。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 13.0统计软件进行数据分析，两组之间使用 t

检验进行比较。P值 <0.05时差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-153慢病毒载体的构建

构建 miR-153表达载体及阴性对照表达载体以及包装慢

病毒。载体采用 GV369，以 Ubi-MCS-SV40-EGFP-IRES-

puromycin作为原件顺序，将 Agel/Nhel作为克隆位点。病毒滴

度为 3× 108 TU/mL。载体图谱如图 1所示。

2.2 确定嘌呤霉素的筛选浓度

使用嘌呤霉素筛选 SPC-A-1细胞和 A549细胞的 3天后，

浓度≥ 2.0 g/mL的孔中 SPC-A-1细胞全部死亡，浓度≥ 3.0 g/mL

的孔中 A549细胞全部死亡。因此 SPC-A-1细胞的嘌呤霉素最

佳浓度为 2.0 g/mL，A549细胞嘌呤霉素的最佳浓度为 3.0 g/mL。

overexpressed miR-153 was successfully constructed.

Lentivirus vector; MiR-153; Non-small cell lung cancer
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图 1 miR-153过表达慢病毒载体的构建

Fig. 1 Construction of miR-153 over expression lentivirus vector

图 3 qPCR验证慢病毒转染 SPC-A-1细胞和 A549细胞后 miR-153的表达情况

Fig. 3 miR153 expression in SPC-A-1 and A549 cells after lentivirus transfection was determined by qPCR

Note: Data are expressed as x ± SD, n=3. *P< 0.05 **P< 0.01, compared with control group.

图 2过表达 miR-153的慢病毒成功转染 SPC-A-1细胞和 A549细胞(x200)

Fig.2 SPC-A-1 cells and A549 cells successfully infected with miR-153 overexpression lentivirus(x200)

2.3 慢病毒负载 miR-153转染细胞及筛选

根据预实验选出的最佳感染条件和参数，使用慢病毒转染

椭圆形的 SPC-A-1细胞和菱形的 A549细胞，并在转染 72小

时后使用荧光显微镜观察对照组(Control)和 miR-153 组发出

绿色荧光的情况。依据标记，观察 SPC-A-1和 A549的感染效

率都为 70 %以上(图 2)。

2.4 荧光定量 PCR检测转染后的细胞中 miR-153的表达

使用慢病毒转染细胞 72小时后，收集转染的细胞并提取

总 RNA，并用 miRNA逆转录试剂盒合成 cDNA。荧光定量

PCR检测结果显示：与 Control组相比，转染 miR-153组细胞中

miR-153的表达水平显著增高(图 3)。与对照组相比，SPC-A-1

细胞中 miR-153 上调了 92.9 ± 20.6 倍，在 A549 细胞中

miR-153上调了 2624.6± 153.4倍。

2.5 裸鼠皮下成瘤

为了进一步检测转染慢病毒的非小细胞肺癌细胞株能否

在体内形成肿瘤，我们把嘌呤霉素筛选后的 SPC-A-1细胞株移

植入裸鼠皮下。每两天对裸鼠进行检查，发现从移植后的第五

天裸鼠皮下开始形成较为结实的瘤体。稳转株移植后的第 25

天，我们拍摄了转染稳转株后裸鼠皮下成瘤的典型图片(图 4)。

2.6 肿瘤组织中 miR-153的表达情况

为了检测慢病毒载体是否持续表达在移植瘤中，首先采用

免疫组织荧光方法对外源性载体标签蛋白 EGFP的表达进行

检测，绿色荧光为 EGFP阳性(图 5 a)。结果显示：阴性对照组和

miR-153过表达组肿瘤组织中 EGFP均强表达，提示慢病毒载

体在移植瘤中持续表达。

进一步采用 RT-PCR验证 miR-153的表达情况。与对照组

比较，转染 miR-153组中的 miR-153的表达水平上调了 559±

220.6倍(图 5 b)，进一步验证了慢病毒转染后稳转株构建的成

功建立。

3 讨论

肺癌的发病率及死亡率都居于各类恶性肿瘤的首位[12]。根

据生物学特性，肺癌分为非小细胞肺癌(non-small cell lung

cancer，NSCLC)和小细胞肺癌，而 NSCLC就占肺癌的 80%[13]。

因此，本研究选择了 SPC-A-1和 A549这两株 NSCLC细胞系

作为研究对象。肺癌具有肿瘤相关基因表观遗传改变的特

点[14，15]。越来越多的证据表明 miRNA参与肺癌的发展，并可作

为肺癌的治疗靶点[16-18]。最近研究表明 miR-153在多种肿瘤如

乳腺癌、胶质瘤和肾癌等癌症中扮演着重要角色 [19-21]。同时，
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图 4稳转株 SPC-A-1裸鼠移植瘤典型图片

Fig.4 Representative image of tumor formation after 25 days of stable cell line SPC-A-1transplantation in nude mice

图 5 (a)绿色荧光蛋白(EGFP)在移植瘤体内的荧光表达情况(× 200)；(b) qPCR验证移植瘤体内 miR-153的表达情况

Fig.5 (a)Fluorescence expression of green fluorescent protein (EGFP) in transplanted tumor(× 200);

(b) miR-153 expression in the transplanted tumor was determined by qPCR

Note: Data are expressed as x ± SD, n=3. *P< 0.05, compared with control group.

miR-153作为抑癌的 miRNA，被证明在包括肺癌在内的多种肿

瘤中的表达显著降低[22-24]。同样，我们既往的研究证明 miR-153

在临床肺癌标本中的表达显著低于正常的癌旁组织。然而，关于

miR-153在肺癌发生发展中的作用和机制目前尚不完全明确。

目前，研究 miRNA在细胞中过表达方法有化学合成的

miRNA模拟物或者是经过特殊标记和化学修饰的 miRNA激

动剂，但这两种方法只是通过瞬转染手段达到增强 miRNA的

表达，作用时间短且效果相对较差不稳定，并且在做体内外实

验时 miRNA发挥的作用较为有限[25-27]。与传统的非病毒载体

相比，以慢病毒为载体有很多优势，例如传递长基因片段，持

久效果，宿主免疫反应的低风险等。由于慢病毒载体具有较高

的转染效率且作用时间长，因此被广泛用作实验研究中的主

要载体[28-30]。

本研究构建了 miR-153过表达的慢病毒载体，选取非小细

胞肺癌细胞系 SPC-A-1和 A549作为转染对象，并通过筛选出

的最佳的嘌呤霉素浓度对转染细胞进行筛选，最后获得稳定表

达 miR-153的细胞株。由于转染的慢病毒载体携带绿色荧光蛋

白(EGFP)，因此在细胞转染 72h后可以通过荧光显微镜观察发

光情况便可以初步确定病毒是否转入细胞中。我们又进一步提

取转染后细胞中的 RNA，对 miR-153在细胞中的表达水平进

行了定量分析，结果显示与转染的阴性病毒细胞相比，转染携

带 miR-153慢病毒转染的细胞中 miR-153的表达水平显著上

调。我们在后来的稳转株形成的瘤体进行荧光检测时也发现了

绿色荧光的表达，同样 miR-153在瘤体内的表达水平也是显著

上调的。由此可见，以慢病毒载体构建稳转株的方法可行且效

果好。

综上所述，本实验成功构建了过表达 miR-153的稳转株，

这为进一步研究 miR-153在肺癌发生发展过程中的作用及分

子调控机制奠定了基础。
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