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摘要 目的 构建 micoＲNA-205 ( miＲ-205 ) 慢病毒表达载
体，感染乳腺癌细胞 MB231，建立稳定表达 miＲ-205 的
MB231 细胞株，观察其增殖能力的变化。方法 酶切慢病毒
载体 GV369，设计并合成 miＲ-205 引物，通过 PCＲ 扩增目的
基因连接到慢病毒载体上。对重组质粒双酶切鉴定，进行慢
病毒 hsa-miＲ-205 的包装和滴度测定。用构建好的慢病毒感
染 MB231 细胞，定量 PCＲ 检测细胞中 miＲ-205 表达水平的
变化，MTT和划痕实验观察过表达 miＲ-205 后 MB231 细胞
增殖和迁移能力的变化。结果 测序显示，目的基因连接慢
病毒载体成功。慢病毒稳定感染了 MB231，定量 PCＲ 结果
显示，感染 hsa-miＲ-205 的 MB231 中 miＲ-205 表达明显提
高，MTT和划痕实验结果显示感染后 MB231 的细胞增殖和
迁移能力受到抑制。结论 成功构建了 miＲ-205 慢病毒表
达载体，并建立了稳定表达 miＲ-205 的细胞株 MB231，显示
其可能负调控乳腺癌细胞的恶性生物学行为，为后期进一步
研究 miＲ-205 的功能和机制奠定了基础。
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microＲNA 是一类非编码单链小分子 ＲNA，由
21 ～ 23 个核苷酸组成，其广泛存在于真核生物中，
通过与靶基因 mＲNA 3'UTＲ 相结合，导致靶 mＲNA
降解或抑制蛋白质合成，从而调控转录后基因的表
达水平［1］。已有研究［2］报道，miＲ-205 在肿瘤的侵
袭和转移发挥着重要的调控作用。在前列腺癌、头
颈部鳞状细胞癌等肿瘤组织中，miＲ-205 的表达水
平低于正常组织［3］。恢复 miＲ-205 在前列腺癌细胞

中的表达，会导致间质细胞重新向上皮细胞转
化［4］，上调 miＲ-205 表达水平能抑制乳腺癌细胞的
增殖能力和肺转移［5］。但其在乳腺癌干细胞中发
挥的作用尚不明确。因此，该研究旨在通过构建
miＲ-205 慢病毒载体［6］，来建立 miＲ-205 过表达的
乳腺癌细胞系，从而为后期研究 miＲ-205 在乳腺癌
中的功能奠定了基础。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 细胞及质粒 人乳腺癌细胞 MB231 细胞
株，人胚肾上皮细胞 293T细胞由美国合作实验室引
进。GV369 质粒以及两种病毒包装辅助质粒 Helper
1. 0、Helper 2. 0 均由上海吉凯基因化学技术有限公
司提供，其中 GV369 载体的元件顺序为 Ubi-MCS-
SV40-EGFP-IＲES-puromycin，克隆位点为 AgeⅠ /
NheⅠ。
1． 1． 2 主要试剂与仪器 DMEM basic ( 1 × ) 培养
基( 美国 Gibco公司) ;胎牛血清 FBS( 天津康源生物
技术公司) ; 双抗 Penicilin-Streptamycin solution ( 美
国 Hyclone公司) ; OPTI-MEM、Lipofectamine3000 ( 美
国 Invitrogen公司) ;大肠杆菌 DH5α( 北京 TransGen
公司) ; 嘌呤霉素 ( 美国 Sigma 公司) ; 限制性内切
酶、T4 连接酶( 大连 TaKaＲa 公司) ; TＲIzon Ｒeagent
( 北京康为公司) ; MTT 试剂盒 ( 南京凯基公司) ;
Hairpin-it miＲNAs ＲT-PCＲ Quantitation Kit 试剂盒
( 上海吉玛公司) ;质粒提取试剂盒( 美国 Axygen 公
司) ; PCＲ扩增仪( 德国 Biometra 公司) ;荧光倒置显
微镜( 德国 ZEISS公司) ; 细胞孵育箱、酶标仪( 美国
Thermo公司) ;琼脂糖凝胶电泳仪( 美国 Bio-Ｒad 公
司) ;凝胶成像分析仪 GL2200 Pro( 上海汇佳科技有
限公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 引物的设计与目的片段的扩增 在 Sanger
microＲNA数据库 miＲBase中找到 hsa-miＲ-205 的成
熟序列: 5'-GAUUUCAGUGGAGUGAAGUUC-3'。交
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由上海吉凯基因生物公司进行合成。正向引物 mir-
205-F: 5'-GAGGATCCCCGGGTACCGGTAGGCCTTT-
GGCAGGTAATG-3'，反向引物 mir-205-Ｒ: 5'-CACA-
CATTCCACAGGCTAGTGCTACGGTGGTGGCGGCGGC
GGT-3'，下划线部分为酶切位点，正向引物酶切位点
为 Age Ⅰ，反向引物酶切位点为 Nhe Ⅰ。以此序列
为模板进行扩增，得到目的片段。总体系为 25 μl: 5
× PS Buffer 5 μl，dNTP Mix 2 μl，正向引物 0. 5 μl，
反向引物 0. 5 μl，cDNA 模板 0. 5 μl，PrimeSTAＲ HS
DNA polymerase 0. 25 μl，ddH2O 16. 25 μl。反应条
件为预变性 98 ℃、5 min，98 ℃、10 s，55 ℃、10 s，72
℃、10 s，30 个循环，72 ℃延长 8 min，4 ℃保存。
1． 2． 2 miＲ-205 慢病毒表达载体的构建和鉴定
将上述扩增产物用 1%琼脂糖凝胶电泳分离并纯化
后，回收目的片段。用 Age Ⅰ、Nhe Ⅰ双酶切 GV369
载体后，用 T4 连接酶将目的片段和载体 37 ℃水浴
连接。将连接产物加入感受态细胞后，涂于 LB 固
体培养基( Amp抗性) 平板上，37 ℃倒置培养 14 h。
选取菌落进行 PCＲ鉴定，阳性克隆菌液送公司测序
鉴定，鉴定结果与数据库进行比对分析。
1． 2． 3 miＲ-205 慢病毒的包装和滴度测定 慢病
毒的包装:病毒包装过程中需要用到 3 种质粒，包括
上述已构建好的携带 miＲ-205 的载体以及 2 个病毒
包装辅助质粒，将这 3 个质粒共转染 293T细胞。转
染前 24 h，用胰酶消化 293T 细胞，重新接种于培养
皿中，待细胞密度达到 70% ～ 80%时可以进行转
染。转染前 2 h更换成无血清的培养基。将 1. 5 ml
EP管中加入 20 μg GV369 质粒，15 μg pHelper 1. 0，
10 μg pHelper 2. 0，与 Lipofectamine 3000 试剂均匀
混合，总体积为 1 ml。室温下温育 15 min 后，加入
293T细胞中，混匀，于细胞箱中培养。6 h 后，弃去
培养基，PBS清洗 1 次，洗去残余转染混合物，加入
含 10% FBS 的培养基，继续培养 48 ～ 72 h，观察
GFP 表达情况。转染 48 h 后，收集细胞上清液，
7 500 r /min，4 ℃离心 10 min，除去细胞碎片。用
0. 45 μm的滤器过滤，得到病毒原液，分装保存于
－ 80 ℃冰箱。
慢病毒滴度测定: 荧光法测定前 1 天，将 293T

细胞铺于 96 孔板，每孔 4 × 104 个细胞，体积 100
μl。根据预期的病毒滴度，准备 8 个无菌 EP 管，每
管加入 90 μl无血清培养基，取 10 μl病毒原液加入
第一管，混匀后取 10 μl加到第二管中，继续重复上
述相同操作直到最后一管。将细胞培养板里的培养
基换成病毒稀释液，培养箱中培养 24 h后，加入 100

μl完全培养基，4 d后，观察荧光表达情况。计算病
毒原液滴度，公式为:病毒滴度( TU /ml) = GFP阳性
细胞数 /稀释倍数。
1． 2． 4 miＲ-205 慢病毒感染乳腺癌细胞 MB231
先进行 MB231 细胞株病毒感染预实验，将 MB231
按 2 × 103 个 /孔接种于 96 孔板中，当细胞融合度达
到 30%时开始病毒感染，这里本研究设置了 4 组进
行实验: ① DMEM + 慢病毒组; ② DMEM + Poly-
brene +慢病毒组;③ ENi． S +慢病毒组;④ ENi． S +
Polybrene +慢病毒组。按照以上分组分别加入 96
孔板中，8 h 后换液，72 h 后观察 GFP 表达情况，从
而选择出最佳的感染条件。预实验得到的结果是在
DMEM + Polybrene + 慢病毒的条件下，感染指数
MOI值为 1 × 107 ( MOI = 10 ) ，感染效果最佳。于是
用得到的条件进行正式感染 MB231 细胞，感染前
1 d将 MB231 细胞用胰酶消化，按 3 × 104 /孔接种于
24 孔板中，24 h后当细胞融合度达到 30%时，弃去
原培养基，将 440 μl DMEM + 10 μl hsa-miＲ-205 +
50 μl Polybrene加入 EP管混匀后加入相应的孔中。
14 h后，将培养基换成含 10% FBS 的 DMEM 培养
基。继续培养 72 h后，显微镜下观察细胞的荧光表
达情况。接着用嘌呤霉素进行药物筛选，挑取单个
细胞克隆，逐级进行扩大培养，直至建立稳定感染的
MB231 细胞系。
1． 2． 5 qPCＲ检测稳定感染MB231 细胞中 miＲ-205
的表达水平 将稳定感染的 MB231 细胞用 TＲIzon
提取细胞的总 ＲNA，进行 qＲT-PCＲ反应。qＲT-PCＲ
反应体系: 2 × Ｒeal-Time PCＲ Master Mix( SYBＲ) 10
μl，miＲNA specific Primer set( 10 μmol /L) 0. 4 μl，
ＲOX reference dye 0. 4 μl，Taq DNA polymerase ( 5
U /μl) 0. 2 μl，miＲNA ＲT product 2 μl，补足 H2O至
20 μl。PCＲ反应条件为: 95 ℃预变性 3 min，95 ℃、
12 s，62 ℃、40 s，40 个循环。每个样品设置 3 个副
孔，重复 3 次，得出样品的 ΔCt 值，计算相对表达比
率( 2ΔΔCt ) 。
1． 2． 6 MTT实验检测稳定感染 MB231 细胞的增殖
能力 将处于对数生长期的MB231 细胞消化按 2. 5
× 103 /孔接种于 96 孔板中，共 4 块板，分别为 0、24、
48、72 h组，每个板设有 3 组，空白对照，阴性对照和
hsa-miＲ-205 组，每块板设置一个调零孔。分别于上
述 4 个时间点，在相应的板加入 50 μl 稀释好的
MTT，继续孵育 4 h后，避光收板，弃去上清液，加入
100 μl DMSO，在摇床上避光摇晃 15 min，用酶标仪
在 490 nm波长处测定其光吸收值，重复 3 次取平均
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图 1 慢病毒载体构建 PCＲ结果
A: GV369 载体酶切后琼脂糖凝胶电泳图( 1:载体酶切产物; 2:未酶切载体) ; B: PCＲ扩增 miＲ-205 目的片段后电泳图; C:重组慢病毒载体

的酶切鉴定( 1: ddH2O; 2:阴性对照; 3:阳性对照; 5 ～ 12:转化子)

值。
1． 2． 7 划痕实验检测细胞体外迁移能力 用记号
笔、直尺在 6 孔板背面划横线，取 MB231 细胞消化
后按 5 × 105 /ml 接种于 6 孔板中。过夜后，用枪头
比着直尺，垂直划线，尽量垂直于背后所划的横线。
用 PBS 冲洗 2 遍后，加入无血清培养基。24、48 h
后显微镜下拍照观察，每次拍照前先用 PBS 清洗，
再加入无血清培养基继续培养。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件进行
分析，实验结果均采用 珋x ± s 表示，组间比较采用单
因素方差分析( one-way ANOVA) 。

2 结果

2． 1 hsa-miＲ-205 重组质粒的构建与鉴定 选择
Age Ⅰ、Nhe Ⅰ对由上海吉凯基因公司提供的
GV369 载体进行酶切，琼脂糖凝胶电泳 ( 图 1A) 显
示载体酶切成功。用 PCＲ 扩增出 miＲ-205 目的片
段，电泳结果( 图 1B) ，产物大小为 268 bp。将酶切
的载体和 PCＲ产物进行连接，转化。选取菌落进行
PCＲ鉴定( 图 1C) ，将阳性克隆送公司测序。经测
序，5 ～ 12 均正确，与 NCBI 数据库的序列一致。将
正确的克隆菌液扩大培养，进行质粒抽提。
2． 2 慢病毒的包装与滴度测定 本研究采用携带
hsa-miＲ-205 的 GV369 载体质粒，与两种病毒包装
辅助质粒共转染 293T 细胞，培养 48 h 后观察细胞
GFP表达情况，镜下看几乎所有细胞均有表达，证明
慢病毒包装成功。接着收集细胞上清液，4 ℃离心，
过滤后于 － 80 ℃冰箱分装保存。根据预期病毒滴
度，用 DMEM 10 倍梯度稀释病毒原液，感染 293T细
胞，4 d后观察荧光表达情况( 图 2) ，滴度检测为 1E

+ 9 TU /ml。

图 2 不同浓度梯度的重组慢病毒感染 239T细胞 × 200

2． 3 慢病毒稳定感染 MB231 细胞及感染后 miＲ-
205 表达水平的检测 采用预实验感染条件感染
MB231 细胞，获得稳定过表达 miＲ-205 的 MB231 细
胞株。本研究将过表达 miＲ-205 慢病毒颗粒 ( Lv-
miＲ-205) 和阴性对照病毒颗粒 ( Lv-nc ) 分别感染
MB231 细胞，72 h 后观察 GFP 表达情况，并用嘌呤
霉素筛选 2 ～ 3 周，获得稳定过表达 miＲ-205 的
MB231 细胞株。镜下可见 MB231 细胞中 85%以上
均有 GFP表达，且细胞状态良好( 图 3A) 。将细胞
传代培养后，收集细胞提取 ＲNA，经逆转录获得 cD-
NA后，进行 qＲT-PCＲ 反应。结果显示( 图 3B) ，稳
定转染 hsa-miＲ-205-3p 的 MB231 细胞较其他阴性
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对照组，miＲ-205 的表达水平明显增高，差异有统计
学意义( F = 106. 500，P = 0. 006) 。

图 3 MB231 细胞感染慢病毒的效率检测 × 200

A: 重组慢病毒质粒感染 MB231 细胞感染效率; B: Ｒeal-time

qPCＲ检测 miＲ-205 的表达水平; 1: 空白对照组; 2: 阴性对照组; 3:

hsa-miＲ-205 组;与阴性对照组相比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

2． 4 过表达 miＲ-205 对乳腺癌细胞 MB231 的增
殖的影响 通过 MTT 实验检测过表达 miＲ-205 的
MB231 细胞增殖情况 ( 图 4 ) 。hsa-miＲ-205 组在
48、72 h 2 个时间点的增殖能力较空白对照组、阴性
对照组均有减弱，差异有统计学意义( 0. 415 ± 0. 032
vs 0. 443 ± 0. 010、0. 051 ± 0. 020 vs 0. 665 ± 0. 060、
0. 049 ± 0. 060 vs 0. 611 ± 0. 070，F = 12. 283、
17. 763，P = 0. 005、0. 001) 。
2． 5 过表达 miＲ-205 对乳腺癌细胞 MB231 的迁
移的影响 通过划痕实验分析过表达 miＲ-205 的
MB231 细胞的迁移能力( 图 5) ，结果显示:在过表达

miＲ-205 之后，细胞愈合的速度明显低于阴性对照
( t = 8. 071，P = 0. 025) ，说明 miＲ-205 对乳腺癌细胞
MB231 的迁移具有抑制作用。

图 4 过表达 miＲ-205 对MB231 增殖的影响

与 hsa-miＲ-205 比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

3 讨论

乳腺癌由于复发和转移率高，是女性最常见的
恶性肿瘤，且一般发现时都属于中晚期，严重的威胁
了女性的生命和健康。与其他肿瘤相同的是，乳腺
癌的发生和转移是一个极其复杂的过程，其包括:肿
瘤细胞自身的生长优势，癌细胞对细胞外基质和基
底膜的降解与破坏，细胞骨架重构引起细胞运动与
迁移，细胞因子诱导的癌细胞器官特异性定向归巢，
以及肿瘤血管和淋巴管生成等多个步骤。每一步都
受到多种因素的精密调控，目前发现的主要调控因
素有:① 调节细胞外基质和基底膜成分的蛋白酶，
目前研究较多的有基质金属蛋白酶家族，组织蛋白
酶 D等几种;② 促癌细胞趋化、迁移及黏附的细胞
因子，血管内皮生长因子等; ③ 多种分子对肿瘤细
胞生长的介导作用;④ 乳腺癌干细胞的作用［7 － 8］。

乳腺肿瘤干细胞是最早被鉴别和发现的实体瘤
干细胞，其与乳腺癌的侵袭和转移密切相关。多项
研究［9］显示，microＲNA共同参与肿瘤干细胞的形成
和侵袭等多个调控过程。目前已发现几十种影响乳
腺癌生长转移的 microＲNA，新近研究［10］显示一些
microＲNA可以通过调节肿瘤干细胞的恶性生物学
行为参与肿瘤的侵袭性生长。但是目前显示的参与
乳腺癌干细胞调控的 microＲNA并不多。

miＲ-205 在多种肿瘤中异常表达，参与了不同
肿瘤细胞的增殖、凋亡、侵袭和转移等过程。在食管
癌、卵巢癌、肺癌等肿瘤组织中，miＲ-205 发挥着癌
基因的作用，而在前列腺癌、黑色素瘤、乳腺癌等肿
瘤组织中，miＲ-205则发挥着抑癌基因的作用［11 － 13］。
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图 5 过表达 miＲ-205 对MB231 迁移能力的影响

上调 miＲ-205 表达能够抑制乳腺癌细胞的增殖能力
和肺转移［14］，但是 miＲ-205 在乳腺癌干细胞中的作
用机制尚不清楚。因此本研究通过构建过表达
miＲ-205 慢病毒载体，以实现乳腺癌细胞的稳定转
染。

本实验以 hsa-miＲ-205 序列为模板，PCＲ 扩增
目的片段，连接到经酶切的慢病毒载体 GV369 上，
测序正确后进行慢病毒包装及滴度测定; 用构建好
的 miＲ-205 慢病毒载体感染 MB231 细胞，建立 miＲ-
205 过表达的稳定细胞株;经细胞行为学检测显示，
miＲ-205 过表达后 MB231 细胞的增殖和迁移能力
明显受到了抑制。上述研究结果为后期进一步深入
研究 miＲ-205 对乳腺癌发生发展的作用机制打下了
良好的基础。
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Construction of lentiviral vector of miＲ-205
and primarily investigation of its effect on breast cancer cell

Fan Chuling1，2，Zhang Ping1，Sun Caihong1，et al
( 1School of Basic Medical ，Anhui Medical University，Hefei 230032;

2West Anhui Health Vocational College，Lu'an 237005)

Abstract Objective To construct a lentivirus vector of microＲNA-205( miＲ-205) ，and transfect into MB231 cell
line，to establish a stable cell line expressing miＲ-205． Methods Design and synthesis miＲ-205 primers，the tar-
get gene was amplified by PCＲ，and connect to the lentivirus expression plasmid． Packaging and testing virus drops
Lv-miＲ-205，after the double enzyme digestion of the recombinant plasmid． Infecting MB231 cells with the Lv-
miＲ-205，then detect the expression of miＲ-205 by Ｒeal Time qPCＲ and access the cell proliferation and migration
by MTT assay and wound-healing assay． Ｒesults The DNA sequencing prove that the lentivirus vector was con-
structed successfully． Lv-miＲ-205 stablized infect MB231 cells，the expression of miＲ-205 elevated apparently，
cell proliferation and migration was inhibited sharply． Conclusion The miＲ-205 lentiviral expression vector is suc-
cessfully constructed and the cell line MB231 stably expressing miＲ-205 is established，which indicate that it could
negatively regulate the malignant biological behavior of breast cancer cells，and laid the foundation for the further
study of the function and mechanism of miＲ-205．
Key words miＲ-205; lentivirus; breast cancer; cell proliferation
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沉默信息调节因子 2 在人骨关节炎软骨组织及细胞中的表达
饶先亮1，常 俊1，方 晓2，王 涛2，尹宗生1

摘要 目的 检测沉默信息调节因子 2( SIＲT2) 在人软骨中
的表达，探讨其在骨关节炎( OA) 与正常软骨组织及细胞中
表达的差异性。方法 选取临床 20 例骨关节炎关节软骨，
为 OA组;另取 10 例正常关节软骨，为对照组。免疫荧光染
色法检测 SIＲT2 在两组软骨组织的表达分布及表达情况。
分离软骨细胞并进行细胞传代培养，甲苯胺蓝染色进行细胞
鉴定，Western blot 法检测软骨组织及细胞中 SIＲT2 的表达
情况。结果 免疫荧光染色结果显示 SIＲT2 表达于软骨组
织中，分布在细胞核与细胞质中，OA组 SIＲT2 阳性细胞率较
对照组明显降低( P ＜ 0. 01) ; Western blot结果显示 OA 组软
骨组织中 SIＲT2 表达显著低于对照组( P ＜ 0. 01) ，软骨细胞
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中 SIＲT2 的表达亦显著低于对照组 ( P ＜ 0. 01 ) 。结论
SIＲT2 在人类软骨组织中有表达，具体表达在细胞核与细胞
质中，SIＲT2 表达降低可能导致骨关节炎的发生及进展。
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骨性关节炎( osteoarthritis，OA) 是一种较为常见
的退行性关节病变，尤其膝关节受累最为常见，主要
表现为关节疼痛及关节活动障碍，年龄与肥胖被认
为是最主要的危险因素，随着寿命增加，OA 的发病
率呈现显著上升趋势［1］。虽然 OA确切的发病机制
尚不明确，但越来越多的证据表明软骨老化及细胞
衰老在 OA发生发展中起着重要作用。沉默信息调
节因子 2 ( silent information regulator of transcription
2，SIＲT2) 是一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 ( nicotin-
amide adenine dinucleotide，NAD + ) 依赖的组蛋白
去乙酰酶，作为 Sirtuin 家族( SIＲT1 ～ SIＲT7) 成员之
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