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靶向 hTERT 人工 miRNA 表达框架的构建及其
对 HepG2 细胞端粒酶活性的抑制作用
徐慧，龚霞，赵丹丹，范张玲，彭剑雄

（中南大学湘雅医学院 医学检验系，湖南 长沙 410013）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：构建针对 hTERT 基因的人工 miRNA 表达框架，并验证其对 HepG2 细胞端粒酶活性的抑制作用。

方法：应用融合 PCR 技术针对不同位点设计并构建 3 个靶向 hTERT 的人工 miRNA 表达框架，对各

表达框架鉴定后，将其单独或两种共转染 HepG2 细胞，采用 TRAP- 银染法和 TRAP- 二聚体蝎形探

针荧光定量 PCR 法检测细胞端粒酶活性。

结 果：3 个 针 对 hTERT 基 因 的 人 工 miRNA 表 达 框 架 均 成 功 构 建， 单 独 或 共 转 染 HepG2 细 胞 后，

HepG2 细胞的端粒酶活性均被不同程度的抑制，且两种表达框架共转染的抑制作用明显大于单独转

染，差异均有统计学意义（均 P<0.05）。

结论：靶向 hTERT 基因的人工 miRNA 表达框架能有效而特异抑制 HepG2 细胞端粒酶活性，多位点

联合抑制是一种有效的实验方案。                                   [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(12):1647-1651]
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Construction of artificial miRNA expression cassettes targeting hTeRT 
and their inhibitory effects on telomerase activity in HepG2 cells
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ABSTRACT Objective: To construct the artificial miRNA expression cassettes targeting hTERT gene and validate their 
inhibitory effect on telomerase activity in HepG2 cells.

Methods: Three artificial miRNA expression cassettes targeting different sites of hTERT gene were designed and 

constructed by overlap extension PCR method. After identification, the cassettes were transfected alone or co-

transfected into HepG2 cells, and then the telomerase activities in HepG2 cells were detected by TRAP-silver 

staining and TRAP-duplex scorpion probe fluorescence quantitative PCR.

Results: The three artificial miRNA expression cassettes targeting hTERT gene were all successfully constructed, 

and after they were transfected alone or co-transfected into the HepG2 cells, the telomerase activities in HepG2 

cells were inhibited to different degrees, and the inhibitory effect of co-transfection with two miRNA expression 
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端 粒 酶 与 恶 性 肿 瘤 的 发 生、 发 展 关 系 密 切，

通过端粒酶途径，端粒 DNA 能得以保持，使细胞

永 生 [1]。 人 端 粒 酶 逆 转 录 酶（human telomerase 

reverse transcriptase，hTERT） 是 催 化 这 一 反 应

的限速酶，抑制 hTERT 基因的表达可以降低端粒

酶活性，从而抑制肿瘤细胞的分裂和增殖 , 已成为

肿瘤基因治疗的理想靶点 [2-3]。针对 hTERT 基因，

本实验室首先利用体外合成的方法制备 shRNA[4]，

接 着 利 用 融 合 PCR 技 术 构 建 了 以 双 H1 启 动 子 和

U6/H1 双启动子驱动的 siRNA 表达框架 [5-6]，结果

均显示端粒酶活性明显降低。

人 工 miRNA 表 达 框 架 是 一 种 由 PCR 得 到 的

miRNA 表达模版，该模板以内源 miRNA 前体作为

骨 干， 将 pre-miRNA 置 换 为 设 计 好 的 序 列， 利 用

miRNA 的内源性作用机制来抑制特定的靶基因 [7]。

本 实 验 应 用 构 建 靶 向 hTERT 基 因 的 人 工 miRNA

表达框架转染 HepG2 细胞，研究其对端粒酶活性

的抑制作用，为肿瘤抑制探索新的途径。

1　材料与方法

1.1  主要材料

HepG2 细胞由本实验室保存；pSUPER.retro.

neo+GFP（ 美 国 Oligoengine 公 司 ）；Taq Master 

Mix、Taq DNA 聚 合 酶、dNTP、MgCl2、 质 粒 小

提试剂盒（北京天根生化科技有限公司）；ExTaq 

DNA 聚 合 酶（ 大 连 宝 生 物 工 程 有 限 公 司 ）；

DMEM 细 胞 培 养 液（ 美 国 HyClone 公 司 ）； 小

牛 血 清（ 杭 州 四 季 青 生 物 工 程 材 料 有 限 公 司）；

DNA 产物纯化试剂盒、阳离子聚合物转染试剂（美

国 Thermo 公司）。

1.2  人工 miRNA 表达框架的构建与鉴定

用 Life Technologies 公 司 miRNA 在 线 设 计

软 件 设 计 3 条 miRNA 干 扰 序 列（ 针 对 hTERT 基

因 2647-2667、3579-3590、3877-3897） 和 1 条

阴性对照序列，经 BLAST 排除非特异同源序列：

GAA ATC ATC CAC CAA ACG CAG GGT TTT 

GGC CAC TGA CTG ACC CTG CGT TGT GGA 

TGA TTT（2647-2667）；GAA CAC TCA CTC 

AGG CCT CAG AGT TTT  GGC CAC TGA CTG 

ACT CTG AGG CGA GTG AGT GTT（3579-3590）；

GTT TGG TCA CTC CAA ATT CCC AGT TTT GGC 

CAC TGA CTG ACT GGG AAT TGA GTG ACC 

AAA（3877-3897）；GGA ATA CCG ACA TAC 

ATC ACA CGT TTT GGC CAC TGA CTG ACG TGT 

GAT GTG TCG GTA TTC（ 阴 性 对 照 ）。 参 考 小

鼠 BIC 非 编 码 mRNA 序 列（miR-155） 中 5'miR

侧 翼 序 列（134~160 核 苷 酸 ） 和 3'miR 侧 翼 序 列

（221~265 核 苷 酸）， 设 计 两 端 带 miRNA 侧 翼 的

特 异 miRNA 干 扰 序 列（ 图 1）。 将 此 干 扰 序 列 反

义 链 3' 端 添 加 19 个 碱 基， 该 碱 基 与 H1 启 动 子 3'

端形成反向互补区域。添加碱基后的片段称为片段

B， 由 上 海 生 物 工 程 有 限 公 司 合 成。 用 Primer 5.0 

软 件 设 计 引 物 P1、P2 和 P3， 利 用 融 合 PCR 构 建

人 工 miRNA 表 达 框 架（ 图 2）。 引 物 P1、P2 和

P3 的 序 列 分 别 为：5'-GAG ATC TGT GGT CTC 

ATA C-3'；5'-GAA TTC GAA CGC TGA CGT C-3'；

5'-GCA AAA AGG CCA TTT GTT CC-3'。PCR1 反

应 体 系 为：2×Taq Master Mix 25 µL，10 µmol/L

上下游引物各 1.5 µL，模板 50 ng，ddH2O 补足至 

50 µL。循环参数 : 94 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 

30 s，72 ℃ 1 min，共 32 个循环；72 ℃ 5 min。PCR2

反 应 体 系 为：10×Ex Taq buffer 3.2 µL，dNTPMix  

2.6 µL，10 µmol/L 上下游引物各 1 µL，PCR1 纯化

产物和片段 B 各 50 ng，Ex Taq 酶 0.16 µL，ddH2O

补 足 至 50 µL。 循 环 参 数：94 ℃ 3 min；95 ℃ 

30 s，50 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，5 个 循 环（ 不 加

PCR1 纯化产物、片段 B 和 Ex Taq 酶）。95 ℃ 30 s，

66 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min， 共 28 个 循 环；72 ℃  

cassettes was significantly stronger than those of any lone transfection. All the differences reached statistical 

significance (all P<0.05).

Conclusion: The artificial miRNA expression cassettes targeting hTERT gene can effectively inhibit telomerase 

activity in HepG2 cells, and combined inhibition is an effective experimental program.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(12):1647–1651]
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5 min（加入 PCR1 纯化产物、片段 B 和 Ex Taq 酶）。

上述产物均经 2.5% 琼脂糖凝胶电泳，纯化回收后

由上海生物工程有限公司进行 DNA 测序。同时用

RNA fold Web Server 预 测 特 异 性 miRNA 干 扰 序

列的 RNA 二级结构。

P1

P1

P2

P3

H1 启动子

H1 启动子

H1 启动子

片段 B反向互补区域

片段 B

PCR1

PCR2

图 2　融合 PCR 构建人工 miRNA 表达框架示意图　　P1、
P2、P3：PCR 引物

Figure 2　Schematic drawing of construction of the artificial miRNA 
expression cassettes by overlap extension PCR　　　　
P1, P2 and P3: PCR primers  

1.3  细胞培养和转染

HepG2 细胞用 DMEM 培养，对数生长期的细

胞用胰酶消化，以 1×105/ 孔的密度接种于 6 孔板

温 育 24 h， 细 胞 融 合 度 达 70%~90% 时， 用 阳 离

子 聚 合 物 转 染 试 剂 转 染。 实 验 为 6 组： ⑴ 2647-

2667 组； ⑵ 3579-3590 组； ⑶ 3877-3897 组；

⑷ 3579-3590 和 3877-3897 共转染组；⑸ 阴性对

照序列组；⑹ 只有转染试剂的空白对照组，每组

做 3 个重复。

1.4  TRAP- 银染法定性检测端粒酶活性

转 染 48 h 后， 按 Kim 法 [8] 对 HepG2 细 胞

进 行 裂 解。 端 粒 酶 特 异 性 引 物 TS：5'-AAT CCG 

TCG AGC AGA GTT-3'；ACX：5'-GCG CGG[CTT 

ACC]3CTA ACC-3'。30 µL 反应体系为：10×TRAP 

buffer 3 µL，dNTPs（0.5 mmol/L）3 µL，MgCl 2 

（15 mmol/L）3 µL，TS（10 µmol/L）1.5 µL，细

胞裂解液 4 µL，ddH2O 13.6 µL，25 ℃ 30 min；

94 ℃ 3 min；Taq DNA 聚合酶（5 U/µL）0.4 µL，

ACX（10µmol/L）1.5 µL，95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，

72 ℃ 1 min 33 个循环；72 ℃ 5 min。PCR 产物进

行 12% 聚丙烯酰胺凝胶电泳，硝酸银染色。

1.5  TRAP- 二聚体蝎形探针荧光定量 PCR 法

检测端粒酶活性 [9-10]

二 聚 体 蝎 形 探 针 由 探 针 引 物（PP）：FAM-
5'-[CCC TAA]3- 阻 断 剂 -AAT CCG TCG AGC 

AGA GTT-3'（ 阻 断 剂 为 3 个 碳 原 子 的 碳 链 , 带

下 划 线 的 为 探 针 序 列 ） 与 猝 灭 探 针（QP）：5'-
[TTA GGG]3-3'-DABCYL 组 成。 该 反 应 的 下 游 引

物为 ACX。以人工合成的寡核苷酸端粒酶延伸产

物 TSR 作 为 标 准 品 建 立 标 准 曲 线，TSR 序 列 为：

5'-AAT CCG TCG AGC AGA GTT AG[GGT TAG] 

7-3'。20 µL 反 应 体 系 为：10×TRAP buffer  

2 µL，dNTPs（0.5 mmol/L）2 µL，MgCl2（15 mmol/L）

2 µL，PP（10 µmol/L）1 µL，QP（10 µmol/L） 

4 µL，ACX（10 µmol/L）1 µL，Taq DNA 聚合酶 

（5 U/µL）0.4 µL，细胞裂解液 2 µL，ddH2O 5.6 µL，

25 ℃ 30 min；95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 90 s，

45 ℃ 90 s（采集荧光）40 个循环。按上述荧光定

量 PCR 的条件，将 TSR 进行 10 倍量的连续稀释，

取 5 个 浓 度， 分 别 为（copies/µL）：6.02×107、

6.02×10 6、6.02×10 5、6.02×10 4、6.02×10 3，

建立标准曲线。标准品和实验组均各做 3 个重复。

1.6  统计学处理

用 SPSS 18.0 进行统计学分析。计量资料数据

用 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 组 间 比 较 采 用 单

因素方差分析，两两比较采用 LSD 检验（方差齐）

或 Dunnett 检 验（ 方 差 不 齐）。P<0.05 为 差 异 有

统计学意义。

　　  5' 端侧翼　　                                                                                                                        3' 端侧翼　 

TTTTT
CAGGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCT

AACAAATGGCCTTTTT
pre-miRNA

图 1　两端带侧翼的特异性 miRNA 干扰序列示意图　　5' 端侧翼：小鼠 BIC 非编码 mRNA 基因序列 134-160；3' 端侧翼：小
鼠 BIC 非编码 mRNA 基因序列 221-265；pre-miRNA：特异性 miRNA 干扰序列；TTTTT：H1 启动子的终止信号

Figure 1　Schematic of the specific miRNA interference sequence with two flanking strands　　5’flanking strand: Sequence 134–160 of 
the mouse BIC non-coding mRNA; 3’flanking strand: Sequence 221–265 of the mouse BIC non-coding mRNA; pre-miRNA: Specific 
miRNA interference sequence; TTTTT: Termination signal of the H1 promoter 
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2　结　果

2.1  人工 miRNA 表达框架的构建与鉴定

琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 显 示 PCR 产 物 为 365 bp 的

目的片段，与预期结果一致（图 3）；测序结果经

NCBI BLAST 比对后，与预期序列一致；RNA fold 

Web Server 预 测 特 异 性 miRNA 干 扰 序 列 的 RNA

二级结构，茎环结构与小鼠 miRNA-155（134~265

核苷酸）有高度的相似性，符合预期结果。

M   1   2   3   4  5   6   7  8   9  10 11 12 M

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

图 3　PCR 产物经 2.5% 琼脂糖凝胶电泳分析结果　　

M：DNA Marker I；1-4：H1 启动子（221 bp）；5-8：分
别针对 2647-2667、3579-3590、3877-3897 位点和阴
性对照的片段 B（156 bp）；9-12：分别针对 2647-
2667、3579-3590、3877-3897 位点和阴性对照的人工
miRNA 表达框架（365 bp）

Figure 3　Analysis of the PCR products by 2.5% agarose gel 
electrophoresis　　M: DNA Marker I;  1–4: H1 
promoters (221 bp); 5–8: B fragments specific to the target 
sites 2647–2667, 3579–3590, 3877–3897, negative control 
sequence, respectively (156 bp); 9–12: Artificial miRNA 
expression cassettes specific to the target sites 2647–2667, 
3579–3590, 3877–3897, negative control sequence, 
respectively (365bp)

2.2  TRAP- 银染法定性检测端粒酶活性

结 果 显 示， 与 空 白 对 照 组 比 较， 各 实 验 组

HepG2 细 胞 端 粒 酶 活 性 均 受 到 不 同 程 度 的 抑 制，

尤 以 3579-3590 组，3877-3897 组，3579-3590

和 3877-3897 共 转 染 组 3 组 细 胞 端 粒 酶 活 性 抑 制

明显；阴性对照组未见明显抑制（图 4）。

2.3  TRAP- 荧光定量 PCR 法检测端粒酶活性

单 因 素 方 差 分 析 显 示，组 间 差 异 有 统 计 学 意

义（F=1 708.6，P<0.05）。两两比较采用 Dunnett

检验，阴性对照组和空白对照组比较，差异无统计

学意义（P>0.05）；各实验组与空白对照组比较，

端粒酶活性均受到不同程度的抑制，且差异均有统

计 学 意 义（ 均 P<0.05）； 共 转 染 组 与 3579-3590

组 或 3877-3897 组 比 较，端 粒 酶 活 性 进 一 步 降 低

（P<0.05）（表 1）。

M 1 2 3 4 5 6 B

图 4　 靶 向 hTERT 基 因 的 人 工 miRNA 表 达 框 架 转 染

HepG2 细 胞 对 端 粒 酶 活 性 的 影 响　　M：pBR322 
DNA/Mspl Marker；1：阴性对照组；2-5：分别针对
2647-2667、3579-3590、3877-3897、3579-3590、
3877-3897 共转染组；6：空白对照组；B：双蒸水代
替细胞裂解液

Figure 4　Effect of transfection of the artificial miRNA expression 
cassettes targeted hTERT gene on telomerase activity 
in HepG2 cells　　M: pBR322 DNA/Mspl Marker;  
1: negative control group; 2–5: 2647–2667, 3579–3590, 
3877–3897, and co–transfected 3579–3590 with 3877–
3897, respectively; 6: Blank control group; B: Double 
distilled water instead of cell lysates

表 1　TRAP- 二聚体蝎形探针荧光定量 PCR 法检测端粒

酶活性
Table 1　Telomerase activity detected by TRAP-duplex scorpion 

probe fluorescence quantitative PCR
　组别 平均数（拷贝 /µL) 标准差
空白对照组 34 686 169.86 4 050 913.01
阴性对照组 29 476 123.26 1 086 725.93
2647-2667 组 8 722 083.44 483 671.16
3579-3590 组 248 445.73 42 338.15
3877-3897 组 211 593.90 20 113.65
3579-3590+3877-3897

共转染组
294 20.82 305 1.21

3　讨　论

新近研究显示，siRNA 与内源 miRNA 的过分

竞争而扰乱 miRNA 的表达，甚至使转基因动物呈

现 高 致 死 性 [11-12]。 与 siRNA 相 比， 人 工 miRNA

采用内源性 miRNA 的生成途径，具较高的生物安

全性和较低的毒副作用 [13-14]，已广泛应用于功能

基 因 组 学、 抗 病 毒、 抗 肿 瘤 等 方 面 的 研 究 [15-17]。

目前应用较广的人工 miRNA 表达载体主要基于鼠

源 miR-30 和 miR-155 结构；此外，Hu 等 [18] 通过

比较 RNApol II 启动子 CMV 和 RNApol III 启动子

H1，发现 H1 启动子有更强的转录和干扰效率。基
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于 上 述 原 因， 本 研 究 参 考 小 鼠 miR-155 的 侧 翼 序

列，构建针对 hTERT 基因的人工 miRNA 表达框架。

与质粒或病毒载体等繁琐复杂的构建方法比，此新

型人工 miRNA 表达框架构建采用重叠延伸 PCR 技

术，仅需 1 d 时间，操作简便，成本低，尤其无病

毒源性序列具生物安全性。

在 TRAP 法中，由于 PCR 反应的下游引物是

端粒重复序列的互补序列，可结合在端粒重复序列

的 任 意 部 位。 若 以 此 重 复 序 列 为 靶 设 计 探 针， 则

释 放 的 荧 光 信 号 与 端 粒 酶 延 伸 产 物 之 间 不 能 呈 现

正比关系，因此无法进行定量检测 [19]。本研究采

用 TRAP- 二聚体蝎形探针荧光定量 PCR 法，利用

分子内杂交使荧光信号与 PCR 产物形成一对一的

关系，提高了检测结果的准确性。研究结果表明，

相 比 2647-2667 组，3579-3590 和 3877-3897 组

对端粒酶活性的抑制作用更加明显，说明 miRNA

主要作用于 3'UTR。共转染组与干扰单一靶点相比，

端粒酶活性有显著降低，这与其他研究者得出的共

转染可以提高干扰效率的实验结果一致 [20]。以上

结 果 提 示 进 行 多 位 点 联 合 抑 制 是 可 以 选 择 的 一 种

有效方案，为肿瘤的抑制提供新的思路。
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