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　　摘　要：目的　构建黑色素瘤抑制蛋白２（ＭＩＡ２）慢病毒表达载体，并将其通过脂质体转染到 ＨｅｐＧ２细胞中，观察转染前后

ＭＩＡ２表达变化及其对细胞凋亡的影响。方法　以ｐＤＯＮＲ２２３ＭＩＡ２为模板，ＰＣＲ扩增 ＭＩＡ２，构建ｐＬＶＸＩＲＥＳＺｓＧｒｅｅｎ１

ＭＩＡ２慢病毒表达载体，体外瞬时转染肝癌细胞 ＨｅｐＧ２，荧光显微镜下观察 ＭＩＡ２的表达情况，用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）

检测 ＨｅｐＧ２细胞中 ＭＩＡ２ｍＲＮＡ的表达情况，噻唑蓝（ＭＴＴ）法和克隆形成实验检测细胞增殖的情况。结果　成功构建ｐＬＶＸ

ＩＲＥＳＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２慢病毒表达载体；ＲＴＰＣＲ结果显示，阴性对照组与实验组细胞 ＭＩＡ２ｍＲＮＡ表达水平差异有统计学意义

（犘＜０．０５）；ＭＴＴ检测发现，实验组细胞增殖数目较阴性对照组明显减少，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；此外，实验组的克隆形

成数和细胞迁移数均较阴性对照组明显减少，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ｐＩＲＥＳ２ＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２可显著下调 ＭＩＡ２

的表达水平进而抑制肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的体外增殖及迁移能力。
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　　肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是全球常见的恶性

肿瘤之一，病死率居世界第２位，严重危害人类的健康
［１］。近

年来研究表明，黑色素瘤抑制蛋白２（ＭＩＡ２）表达异常与肝癌

的发生、发展密切相关。发挥着抑癌基因的作用，ＭＩＡ２是近

年发现的 ＭＩＡ 家族的新成员，ＭＩＡ 家族的其他成员包括

ＭＩＡ、ＯＴＯＲ、ＴＡＮＧＯ
［２３］。Ｂｏｓｓｅｒｈｏｆｆ等

［４］对人体和小鼠的

研究表明 ＭＩＡ２特异性的表达于肝脏组织中，在睾丸组织中有

极少量表达。Ｈｅｌｌｅｒｂｒａｎｄ等
［５］的研究显示，犕犐犃２是一个能

够抑制肝癌生长和侵袭的抑癌基因，肝癌组织中犕犐犃２表达的

缺失与肝癌生长和侵袭有关，而用犕犐犃２基因重组质粒转染肝

癌细胞系和肝癌动物模型均显示出抑制肝癌细胞的增殖和侵

袭的作用。本研究拟用分子生物学技术，构建ｐＩＲＥＳ２Ｚｓ

Ｇｒｅｅｎ１ＭＩＡ２慢病毒表达载体，观察其下调肝癌细胞 ＨｅｐＧ２

中 ＭＩＡ２表达的效率和细胞体外生长及迁移的改变，为后续深

入 ＭＩＡ２在肝癌发生、发展中的作用和机制提供前期实验

基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨｅｐＧ、大肠杆菌ＤＨ５ａ感受态细胞２细胞由宁夏

医科大学冻存、ＰＣＲ酶、限制性内切酶等购自 ＴａＫａＲａ公司；

Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自ＮＥＢ公司；ＭａｒｋｅｒＩＶ、ＫＢＬａｄｄｅｒ为Ｙｒ
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ｂｉｏ公司自产。质粒小提试剂盒、胶回收试剂盒均为 Ｙｒｂｉｏ公

司；自产引物合成；测序均在上海英俊完成；本实验所需的质粒

ｐＤＯＮＲ２２３ＭＩＡ２购自Ｙｒｂｉｏ基因库。目的载体ｐＬＶＸＩＲＥＳ

ＺｓＧｒｅｅｎ１购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，引物合成、测序均在上海英俊完成。

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００转染试剂试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司；ＰＣＲ仪购自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司。

１．２　方法

１．２．１　 ＭＩＡ２ 真 核 表 达 载 体 的 构 建 与 鉴 定 　 将 质 粒

ｐＤＯＮＲ２２３ＭＩＡ２用犛狆犲Ⅰ、犅犪犿ＨⅠ酶切，用犛狆犲Ⅰ、犅犪犿Ｈ

Ⅰ将 ＭＩＡ２的ＰＣＲ片段及目的载体ｐＬＶＸＩＲＥＳＺｓＧｒｅｅｎ１双

酶切，然后进行连接，取１０μＬ进行１％琼脂糖凝胶电泳，再切

胶回收目的片段，挑取克隆，提质粒，进行鉴定，ｐＬＶＸＩＲＥＳ

ＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２构建成功。将酶切鉴定正确的ｐＬＶＸＩＲＥＳ

ＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２送去测序。用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）

检测 ＨｅｐＧ２细胞中 ＭＩＡ２的表达情况，ＭＴＴ法检测细胞增殖

的情况。

１．２．２　细胞培养和转染　ＨｅｐＧ２细胞用含１０％灭活胎牛血

清的ＤＭＥＭ培养基，在３７℃饱和湿度、含５％ＣＯ２ 的孵箱中

培养。当细胞贴壁达８０％～９０％时，按３×１０５／ｍＬ的细胞密

度接种于６孔板中。细胞转染实验分组：（１）阴性对照组：转染

ｐＬＶＸｐＩＲＥＳ２ＺｓＧｒｅｅｎ１空白质粒；（２）实验组：转染ｐＬＶＸ

ｐＩＲＥＳ２ＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２重组质粒。转染方法按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００转染试剂说明书操作。转染４８ｈ

后，倒置荧光显微镜下观察 ＭＩＡ２的表达量进而估算转染

效率。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞中目的基因的 ｍＲＮＡ水平　

收集细胞后，采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，每组取１ｍｇ总

ＲＮＡ，反转录为ｃＤＮＡ。配制２０μＬＰＣＲ反应体系：无核酶水

５．２μＬ，上下游引物各０．４μＬ，ｔａｇＤＮＡ聚合酶２．５μＬ，模板

ＤＮＡ２．５μＬ，４种ＤＮＴＰ混合物５．０μＬ。引物设计以 ＧＡＰ

ＤＨ为内参ＧＡＰＤＨＦ４５２：上游５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣ

ＡＴＣＡＣ３′，下游５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′，

长度４５２ｂｐ；ＭＩＡ２５０１ｒ：上游５′ＧＧＣＡＡＡＣＴＴＡＣＣＣＴＴ

ＴＣＴＧＴ３：下游５′ＧＧＣＡＡＡＣＴＴＡＣＣＣＴＴＴＣＴＧＴ３′，

长度５４０ｂｐ。调整好反应程序，将上述混合液稍加离心，立即

置于ＰＣＲ仪上，进行扩增。反应程序：７０℃５ｍｉｎ；４２℃６０

ｍｉｎ；７０℃１５ｍｉｎ；共３０个循环。

１．２．４　噻唑蓝（ＭＴＴ）实验检测转染后 ＨｅｐＧ２细胞的增殖　

取处于对数生长期、生长状态良好的 ＨｅｐＧ２细胞以每孔１×

１０４ 个细胞接种于９６孔培养板中，每孔培养基体积２００μＬ。

待 ＨｅｐＧ２细胞贴壁２４ｈ后，按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 转 染 步 骤，将 质 粒 ｐＩＲＥＳ２ＺｓＧｒｅｅｎ１ 和

ｐＩＲＥＳ２ＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２分别转染 ＨｅｐＧ２细胞，３７ ℃、５％

ＣＯ２ 培养箱中继续培养。各组细胞在检测时间点时，每孔加

２０μＬＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ），在３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养

４ｈ；小心吸弃孔内培养上清液，每孔加１５０μＬＤＭＳＯ，振荡１０

ｍｉｎ，使结晶物充分溶解选择４９０ｎｍ波长，在酶联免疫监测仪

上测定各孔光吸度（犃）值。

１．２．５　克隆形成实验检测　转染后 ＨｅｐＧ２细胞的体外增殖

分别收集上述转染后各组细胞制备成单细胞悬液，６孔板中每

孔接种２ｍＬ，保持每孔细胞数目依次为４００和８００个；置３７

℃、５％ＣＯ２ 中培养１０ｄ，当出现肉眼可见克隆时，弃去培养

液，终止培养。磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤２次，４％多聚甲醛固

定３０ｍｉｎ，置空气中干燥，用１％结晶紫染液染色３０ｍｉｎ，用

ＰＢＳ洗去染液，干燥后拍照。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量资

料以狓±狊表示，组间比较采用两独立样本资料的狋检验，计数资

料以率表示，采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＩＡ２ＰＣＲ扩增产物　ｐＤＯＮＲ２２３ＭＩＡ２为模板，ＰＣＲ

扩增 ＭＩＡ２的ＣＤＳ区片段，将ＰＣＲ产物进行１％琼脂糖凝胶

电泳，并回收 ＭＩＡ２条带。ＭＩＡ２ＰＣＲ扩增，重组质粒阳性克

隆的ＰＣＲ鉴定和双酶切、测序鉴定与Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｒ公司的序列

一致。

　　Ｍ：２ＫＰｌｕｓⅡ ＤＮＡ分子标记物；１：ＭＩＡ２ＰＣＲ产物。

图１　　ＭＩＡ２ＰＣＲ扩增产物

２．２　慢病毒ｐＬＶＸＩＲＥＳＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２质粒载体构建与鉴

定　连接产物转化至 ＤＨ５α中挑取克隆，提质粒，进行鉴定

犛狆犲Ⅰ、犅犪犿ＨⅠ双酶切鉴定结果如下切出一约２．０×１０
３ｂｐ的

条带，见图２。

　　Ｍ：ＤＮＡ 分子标志；１：ｐＬＶＸＩＲＥＳＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２质粒；２：经

犛狆犲Ⅰ、犅犪犿ＨⅠ双酶切的ｐＬＶＸＩＲＥＳＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２。

图２　　慢病毒ｐＬＶＸＩＲＥＳＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２质粒

载体构建与鉴定

２．３　质粒ｐＬＶＸＩＲＥＳＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２测序　将测序报告与

欲得到的目的序列相比对，两者完全一致，ｐＬＶＸＩＲＥＳＺｓ

Ｇｒｅｅｎ１ＭＩＡ２构建成功。

２．４　荧光显微镜观察转染 ＨｅｐＧ２细胞 ＭＩＡ２的表达　重组

质粒转染 ＨｅｐＧ２细胞３６ｈ后荧光显微镜下观察，重组质粒

ＩＲＥＳＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２转染效率为６０％～７０％，见图３。
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２．５　转染 ＨｅｐＧ２细胞后 ＭＴＴ 检测结果　将质粒ｐＩＲＥＳ２

ＺｓＧｒｅｅｎ１、ｐＩＲＥＳ２ＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２分别转染 ＨｅｐＧ２细胞（４

μｇ／瓶）。在转染４、２４、４８、７２ｈ后进行 ＭＴＴ检测。ＭＴＴ 结

果显示，阴性对照组犃值为０．７１±０．０３，而实验组为０．４８±

０．０２（犘＜０．０５）；计测定犃值后求平均值，两者差异有统计学

意义（犘＜０．０５），见图４。

　　Ａ：荧光显微镜；Ｂ：普通光学显微镜。

图３　　荧光显微镜观察转染 ＨｅｐＧ２细胞 ＭＩＡ２的

表达（×４００）

图４　　质粒转染 ＨｅｐＧ２细胞后 ＭＴＴ检测结果

３　讨　　论

ＨＣＣ是一种常见恶性肿瘤，寻找敏感而特异的肿瘤标志

物对其早期发现，早期诊断和早期治疗至关重要。ＭＩＡ２是

ＭＩＡ家族的新成员，在人类的１４ｑ１３．４号染色体的基因位点

上［６］，ＭＩＡ是肝细胞特异性表达的一种可溶性蛋白质，其高表

达于正常肝组织及肝纤维化组织，而在肝癌组织中低表达或不

表达［７］。本研究利用分子生物学技术构建慢病毒表达载体

ｐＬＶＸＩＲＥＳＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２，结果显示：转染该载体后ｐＬＶＸ

ｐＩＲＥＳ２ＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２转染 ＨｅｐＧ２细胞后细胞增殖水平明

显低于阴性对照组，基于慢病毒表达载体的建立可用于探讨

ＭＩＡ２在肝癌中的生物学作用，为进一步深入研究 ＭＩＡ２在肝

癌中的分子生物学功能提供了重要基础。

有研究显示，ＭＩＡ２在肝癌发生、发展中起着重要的作用，

如Ｂｏｓｓｅｒｈｏｆｆ等
［７］研究表明 ＭＩＡ２特异性的表达于肝脏组织

中。Ｈｅｌｌｅｒｂｒａｎｄ等
［５］研究显示，肝癌组织中 ＭＩＡ２表达的缺

失与肝癌生长和侵袭有关，而用犕犐犃２基因重组质粒转染肝癌

细胞系和肝癌动物模型均显示出抑制肝癌细胞的增殖和侵袭

的作用，提示 ＭＩＡ２是一个能够抑制肝癌生长和侵袭的抑癌

基因。本研究组前期研究了 ＭＩＡ２蛋白在 ＨＣＣ中的表达，结

果显示肝癌组织中 ＭＩＡ２表达明显低于癌旁组织
［８］，在研究

ＨＢＶ对肝癌细胞中 ＭＩＡ２表达的影响的实验结果显示 ＭＩＡ２

蛋白在 ＨＢＶ阳性肝癌细胞中表达减低
［９］。同时应用甲基化

酶抑制剂５氮杂２脱氧胞苷 ＭＩＡ２蛋白表达明显增强，细胞

增殖受到抑制，细胞早期凋亡增加［１０］，这些研究均表明，ＭＩＡ２

与肝癌的发生、发展密切相关因此，深入探讨特定 ＭＩＡ２分子

在肝癌发生、发展中的功能不仅对于阐明肝癌的发生机制，而

且对于今后肝癌的临床诊断和基因治疗新靶标开发均具有重

要意义。

本课题利用慢病毒表达载体ｐＬＶＸＩＲＥＳＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２

转染 ＨｅｐＧ２细胞后，通过 ＭＴＴ 实验、克隆形成实验、阐明

ＭＩＡ２在体外能够抑制肝癌细胞 ＨｅｐＧ２的增殖，然而 ＭＩＡ２

在肝癌发生、发展中的确切机制仍不清楚，本研究将ＩＲＥＳＺｓ

Ｇｒｅｅｎ１ＭＩＡ２体外转染ＨｅｐＧ２细胞后，ＭＴＴ实验和克隆形成

实验显示肝癌细胞的体外生长受到明显抑制。进一步提示

ＭＩＡ２在肝癌发生、发展过程中起着抑癌基因的作用。

综上所述，本研究成功构建ｐＬＶＸＩＲＥＳＺｓＧｒｅｅｎ１ＭＩＡ２

慢病毒表达载体，并发现 ＭＩＡ２后可抑制人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞

的体外生长。这为笔者在后续研究中深入探讨 ＭＩＡ２在肝癌

细胞生长中的作用机制，以及基于 ＭＩＡ２的肝癌生物治疗靶标

开发提供了前期实验基础。
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