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人肝脏特异性miR-122表达载体的构建及鉴定 
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摘  要: 人肝脏特异性 miRNA-122 是肝脏中表达丰度最高的 miRNA。为研究该 miR-122 的生物学功能, 从 HepG2 细

胞基因组中用 PCR 的方法扩增了 miR-122 的前体, 构建了 miR-122 的表达载体 pLMP-miR-122。pLMP-miR-122 质粒转

染人正常肝细胞系 L-O2 和肝癌细胞系 HepG2 后, 细胞内成熟 miRNA-122 的表达量显著增加。该质粒与 HBV1.3 共转

染 HepG2 细胞 72 h 后, HBV 的 HBs 和 HBe 蛋白水平的表达量均下降, 说明 miRNA-122 参与了 HBV 基因的复制和表

达的调控, 为进一步研究 miRNA-122 的功能和其他一些肝病如 HCC 的调控机制打下基础。 
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Abstract: miR-122 is the most abundant miRNA in adult human liver. To study the functions of miR-122 in liver disease, we 
amplified the precursor of human miR-122 gene by polymerase chain reaction (PCR) from the HepG2 genomic DNA, and then 
constructed miR-122 expression vector pLMP-miR-122. pLMP-miR-122 could overexpress mature miR-122 when human normal 
liver cells L-O2 and the hepatoma cells HepG2 were transfected with it. When HepG2 cells were co-transfected with HBV1.3 and 
pLMP-miR-122, we found that miR-122 could down-regulate the expression of HBs and HBe antigen. These results showed that the 
human liver specific miR-122 expression vector was constructed successfully, and it could regulate the replication and the expression 
of HBV genes. The plasmid pLMP-miR-122 will facilitate further studies of the functions of miR-122 in the development of liver 
virus infection diseases and HCC. 

Keywords: miRNA, miR-122, pLMP vector, HBV 

miRNA (microRNA)是一类广泛存在于真核生

物长度为 21~25nt 的非蛋白质编码小 RNA。它们能

以序列特异性方式调节基因表达, 在发育、凋亡、

代谢方面都起着不容忽视的作用, 从而受到广泛关 

注 [1], 并且与肿瘤等多种疾病的发生、发展密切相 

关[2,3]。成熟 miRNA 与靶基因 mRNA 的 3′-UTR结

合以抑制其翻译或降解其 mRNA, 实现基因表达的

转录后调控。miRNA与靶位点近乎完全配对时会以

RISC (RNA-induced silencing complex, RNA诱导的

沉默复合体)的方式降解靶基因, 不完全配对时将抑
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制靶基因的翻译[4]。 

miR-122 是肝脏特异性的, 它在肝脏中的表达

丰度很高, 占肝脏总miRNA的 70%以上, 其位于 18

号染色体上 , 定位于 18q21.31.[5]。目前发现很多

miRNA 对病毒自身的蛋白合成、释放及机体对病毒

的免疫应答有调节作用[6]。有研究表明 miR-122 的

表达与肝炎病毒复制及肝癌形成存在相关性[7]。本

研究成功构建了 miR-122 的表达载体, 为进一步研

究 miR-122 参与的一些基因调控以及肝相关疾病的

机理提供了一个很好的途径。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌株和细胞 
质粒载体 pLMP 由美国 Howard Hughes 医学

研究所 Ross A Dickins 惠赠; JM109 细菌菌株、

L-O2细胞和 HepG2 细胞由本实验室保存。 

1.2  试剂 
限制性内切酶 Xho I和 EcoR I, Solution I 连接

酶, ExTaq 酶购自大连宝生物公司; 质粒提取试剂
盒 , 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自 Omega 公司 ; 
DMEM 培养基, 胎牛血清购自 Gbico 公司; Trizol 
和脂质体 LipofectamineTM2000购自 Invitrogen公司; 
ABI TaqMan® microRNA assays 购自 ABI 公司 ; 
ELISA 试剂盒购自上海科华生物科技有限公司。 

1.3  miRNA 表达载体的构建 
1.3.1  目的片段的扩增 

依据 Sanger miRBase 数据库收录的 miRNA 数

据 , 找到 hsa-miR-122 的成熟序列 , 其前体序列

pre-hsa-miR-122, 通过人类基因组 BLAST 数据库

找到 pre-hsa-miR-122 的定位, 并且向其两端侧翼序

列延伸得到一段序列。根据 pre-miR-122 序列设计

引物 , 扩增产物的总长度约为 130 bp。上游引物

5′-CCGCTCGAGTTCGTGGCTACAGAGTTT-3′, 下

游 引 物 5′-CCGGAATTCTTTATCGAGGGAAGGA 

TT-3′, 下划线为酶切位点, 上游引物的酶切位点为

Xho I, 下游为 EcoR I, 引物由北京奥科生物技术公

司合成。用 PCR 的方法从 HepG2 细胞基因组上扩

增含有 miR-122基因的目的片段。PCR 反应条件为: 

94oC 5 min; 94oC 30 s, 59oC 30 s, 72oC 30 s, 35 个循

环; 72oC 10 min。1%琼脂糖凝胶电泳, 按琼脂糖凝胶

回收试剂盒说明书回收目的片段。 

1.3.2  表达载体的连接、测序及序列分析 

将回收 hsa-miRNA-122基因的 PCR产物和载体

pLMP分别用 Xho I和 EcoR I限制性核酸内切酶进

行双酶切, 1%琼脂糖凝胶电泳, 用琼脂糖凝胶回收

试剂盒回收酶切后的目的片段和载体大片段。于

16oC 连接目的片段和载体, 转化 JM109 感受态细

胞, 用菌落 PCR 方法鉴定, 阳性克隆提取质粒酶切

鉴定并测序。测序的结果和 miRNA 的前体序列用

Vector NTI软件及 Align程序进行序列比对分析。构

建成功的质粒载体命名为 pLMP-miR-122。 

1.4  细胞培养及转染 
1.4.1  细胞培养和转染 

HepG2 细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养

基, L-O2细胞用 10%胎牛血清的 1640培养基, 并含

有 100 μg/mL链霉素, 100 μg/mL青霉素的双抗, 培

养条件为 5% CO2、37oC 培养。转染前 1 天将细胞

接入培养板, 24 h内待细胞生长密度达到 60%~80%

左右即可转染, 参照脂质体 LipofectamineTM 2000 说

明书转染 miRNA 表达载体。 

1.4.2  RT-PCR检测成熟的 hsa-miR-122的表达量 

转染前 1 天, 将 L-O2 细胞和 HepG2 细胞以  
0.7×105接入 12孔板, 24 h内向细胞共转染 LMP空
载体和 pLMP- miR-122载体, 转染 24 h后收集细胞, 
提取细胞总 RNA, 提取用 Trizol, 操作参考说明
书。RNA 的反转录及 Real time PCR 操作按照说  
明书进行。 
1.4.3  ELISA检测 HBs和 HBe抗原的表达量 

转染前 1天, 将 HepG2细胞以 0.7×105接入 12
孔板 , 24 h 内向细胞共转染 HBV1.3 和 pLMP- 
miR-122 载体, 转染 72 h 后收集细胞上清, ELISA
检测 HBs 和 HBe 抗原的表达量, 检测方法参照说
明书。 

2  结果 

2.1  miR-122 表达载体的酶切鉴定及测序 
根据前述方法扩增 miR-122 前体, 图 1 为表达

载体构建示意图, 扩增产物与 pLMP 连接后, 阳性

克隆用 Xho I和 EcoR I酶切会得到一条大小 100 bp

左右的目的片段, 而空载体酶切只有 1条带(图 2)。

测序结果表明 miR-122前体正确克隆到 pLMP中(图

3), 可用于下一步实验。 
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图 1  pLMP-miR-122 的表达载体的构建示意图 
Fig. 1  Schematic map of pLMP-miR-122 vector construction. 

 

图 2  pLMP-miR-122 的 Xho I 和 EcoR I 的双酶切鉴定 
Fig. 2  Map of pLMP-miR-122 digested with EcoR I and Xho I. 
M: BM5000; 1: pLMP; 2: pLMP-miR-122. 

 

图 3  pLMP-miR-122 的部分测序序列 
Fig. 3  Partial sequence of pLMP-miR-122. 
 
2.2  LMP-miR-122转染细胞后miR-122的表达检

测 
为了检测 miR-122 在正常肝细胞系和肝癌细胞

系中的表达情况, 将 pLMP-miR-122 和 pLMP 空载

体分别转染 L-O2和 HepG2细胞, 24 h后收集细胞提

取 RNA 做 RT-PCR 检测 , 结果显示 , 转染

pLMP-miR-122 后, Hep2细胞中成熟 miR-122 的表

达量上升了将近 20 倍, 而在正常肝细胞系 L-O2 中

的表达上升了 60 多倍(图 4), 说明构建的载体在正

常肝细胞系和肝癌细胞系中均能成功表达成熟的

miR-122。 

 

图 4  转染 pLMP-miR-122 后细胞中 miR-122 的表达量 
Fig. 4  miR-122 level in cells after transfected with pLMP- 
miR-122. C: no transfection; LMP: transfection of LMP 
plasmids; LMP-122: transfection of LMP-miR-122. 
 
2.3  ELISA 检测 HBs 和 HBe 抗原的表达水平 

为了检测 miR-122对 HBV基因表达的影响, 用

pLMP-miR-122 与 HBV1.3 共转染 HepG2 细胞, 对

照为空质粒 pLMP, 72 h后取细胞上清检测 HBs抗原

和 HBe 抗原的表达量, 由图 5 可知, 与单独转染

HBV1.3和空载体 LMP相比, 转染 LMP-miR-122组

的 HBs 抗原和 HBe 抗原的表达量均下降, 说明

miR-122参与了 HBV基因表达的调控。 

 

图 5  ELISA 检测 s 抗原和 e 抗原的表达 
Fig. 5  ELISA measurements of HBsAg and HBeAg. 1: 
transfection of HBV1.3 plasmid; 2: co-transfection of HBV1.3 
and pLMP plasmids; 3: co-transfection of HBV1.3 and 
pLMP-miR-122 plasmids. 
 

3  讨论 

随着分子生物学技术及生物信息学手段的不断

发展 , 目前 , 在人类细胞中已经发现了数百种

miRNA 基因, 但其功能研究还处于起始阶段, 其中

只有少数miRNA的功能得到了研究, 而绝大部分的
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功能尚有待揭示[8]。 

miR-122 是肝脏特异高表达的 miRNA, 在胎肝
中表达量很低, 但在成人的肝细胞中每个细胞表达
量达 50 000拷贝以上[9]。研究表明, miR-122在调控
HCV 病毒复制的过程中起重要作用 , 与其他的
miRNA下调基因的表达相反, miR-122上调 HCV的
表达, 具体的调控机制目前仍不清楚[10]。最新的研

究发现, 在 HCV 基因组中找到了 miR-122 的靶序 
列[11], 这为研究者在HBV的研究中提供了一个很好
的典范, 但是 miR-122是如何调控 HBV基因的复制
及表达的, 目前还不清楚。 

最近有研究者发现 miR-122 的新靶点: Bcl-w, 

一个抗凋亡 Bcl-2 家族的成员, 作用位点位于 Bcl-2

的 3′ UTR, 升高 miR-122能明显抑制 Bcl-w蛋白的

表达, 进而降低细胞活力[12]。还发现具有抑制细胞

生长活性的 cyclin G1也是 miR-122的靶蛋白, 这对

于 miRNA 调节细胞周期研究提供了基础 [13]。

miR-122 在肝癌组织中表达下调, 同时在肝癌来源

的细胞株中也低表达, 如 HepG2和 Hep3B等[14]。这

些研究结果提示, miR-122表达下调是在肝癌发生过

程中伴随发生的事件, 也可能是肝癌的一个潜在的

生物标志[14]。但是, miR-122 是在肝癌发生过程中具

有直接的作用或只是在肝癌中受到了异常的调节 ,

还有待深入的研究。慢性乙肝能转为肝硬化, 并进

一步转为肝癌, 在这个过程中, 是否有 miRNA 参与

基因的调控以及何种miRNA的调控起主导作用, 目

前还没有报道, 所以寻找miRNA靶基因并研究其调

控功能, 是目前研究 miRNA 的一个热点, 这也为疾

病的分子治疗提供了一个平台。 

目前研究 miRNA 的功能一般是通过抑制或过

表达这两种手段来进行。而实现 miRNA 在细胞内

的表达有 2 种方法 : 一是直接向细胞内转染合成

miRNA 分子 ; 二是通过表达载体在细胞内表达

miRNA。本研究采取的是从基因组中 PCR 扩增

pre-miRNA 片段, 将其构建到表达载体从而表达出

miRNA。这种方法所表达的 miRNA 更接近细胞内

源的 miRNA, 为今后研究 miRNA 的功能提供了新

的思路。 

本研究成功构建了 miR-122 的表达载体, 使用

该载体过量表达 miR-122的研究结果表明, miR-122

能显著降低 HBs和 HBe抗原的表达。因此 miR-122

对 HBV的表达具有调节作用, 其可能是通过调节某

个或某些基因来间接调节 HBV的复制和表达, 为此, 

本实验室将进一步对其进行研究。 
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