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稳定过表达miR-224的胰腺黏液性囊腺癌MCC1细胞株的建立
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[摘 要] 目的：构建hsa-microRNA-224(miR-224)过表达慢病毒载体，建立稳定过表达miR-224的胰腺黏液性囊腺癌MCC1细

胞株。方法：设计miR-224前体过表达基因片段,应用 qRT-PCR法扩增目的基因片段,通过基因重组技术将目的基因片段插入

GV369慢病毒载体中,进行PCR鉴定及DNA测序比对分析。用GV369-miR-224慢病毒感染胰腺黏液性囊腺癌MCC1细胞,建立

稳定过表达miR-224的MCC1细胞株。荧光显微镜下观察GV369-NC及GV369-miR-224慢病毒表达载体的转染效果,反转录-聚

合酶链反应(RT-PCR)检测MCC1、GV369-miR-224-MCC1和GV369-NC-MCC1组细胞中miR-224的表达水平。结果：成功构建

GV369-miR-224慢病毒表达载体质粒。GV369-miR-224-MCC1、GV369-NC-MCC1细胞在荧光显微镜下均发出绿色荧光。miR-

224表达水平在GV369-miR-224-MCC1细胞中显著高于阴性对照GV369-NC-MCC1细胞和空白对照MCC1细胞(23.45±1.94 vs

2.11±0.38,1.46±0.11，均P<0.01)，而两组对照组之间miR-224表达水平差异无统计学意义（P>0.05）。结论：成功构建稳定过表达

miR-224的胰腺黏液性囊腺癌MCC1细胞株，为探讨miR-224在胰腺黏液性囊腺癌中的功能及发病机制提供新的细胞模型。
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[Abstract] Objective: To construct a hsa-microRNA-224(miR-224) lentiviral expression vector and to establish pancreatic mucinous

cystadenocarcinoma MCC1 cell line with stable miR-224 over-expression. Methods: Pri-miR-224 gene fragment was designed and am-

plified by quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR), and then loaded into GV369 lentiviral vectors (GV369-miR-

224) by gene recombination technology. GV369-miR-224 lentivrial expression vectors were then identified by PCR and DNA sequenc-

ing. The GV369-miR-224 vector fluid was then used to infect pancreatic mucinous cystadenocarcinoma MCC1 cell line to establish the

MCC1 cell line stably over-expressing miR-224. The transfection efficiency of GV369-NC and GV369-miR-224 was observed under

fluorescence microscopy; and the expression levels of miR-224 in MCC1, GV369-miR-224-MCC1 and GV369-NC-MCC1 cell lines

were detected by RT-PCR. Results: The GV369-miR-224 lentiviral vectors were successfully constructed. GV369-miR-224-MCC1 and

GV369-NC-MCC1 cells all emit green fluorescence under the fluorescence microscope. The expression level of miR-224 in GV369-

miR-224-MCC1 cell group was significantly higher than that in negative control GV369-miR-224-MCC1 group and blank control

MCC1 cell group (23.45±1.94，1.46±0.1 and 2.11±0.38, P<0.01), however, there was no significant difference between the two control

groups (P>0.05). Conclusion: A pancreatic mucinous cystadenocarcinoma MCC1 cell line with stable miR-224 over-expression was

successfully established, and this will provide a new cell model for exploring the function and pathogenesis of miR-224 in pancreatic

mucinous cystadenocarcinoma.

[Key words] miR-224; lentiviral expression vector; pancreatic mucinous cystadenocarcinoma

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(7): 721-725. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.07.011]

·· 721



中国肿瘤生物治疗杂志, 2018, 25(7)

胰腺黏液性囊性肿瘤 (mucinous cystic neo-

plasms，MCN)是一种较为罕见的肿瘤，起源于胰腺导

管上皮细胞[1-4]。伴随着影像学技术的发展，MCN的

诊断水平较过去有了明显的提高，同时对它也有了

更为全面和深刻的认识。MCN有潜在恶性，癌变机

率很高，尤其是病程较长、肿瘤较大者。长期随访证

实，MCN 可恶变为癌，即胰腺黏液性囊腺癌(muci-

nous cystic carcinoma,MCC)。其诊治瓶颈在于恶变

机制不明，有学者认为MCC起源于胰腺的大导管上

皮细胞，亦有学者认为是由MCN发展而来。

MicroRNA(miRNA)是大小约 20~22 nt的内源性

非编码单链小分子RNA，广泛存在于包含动植物在

内的多种真核生物中，通过结合特定靶基因mRNA

的3’非编码区，调控基因转录后的表达，在翻译水平

实现对靶基因表达的负调控，并可以通过特定机制，

参与肿瘤的发生演进[5-8]。在恶性肿瘤发生发展中，

miRNA扮演着“癌基因”或“抑癌基因”的重要角色,

miRNA可能成为肿瘤治疗的新靶点[9-11]。

非编码RNA，尤其是miRNA的研究为胰腺恶性

肿瘤的调控机制研究开辟了新的途径。本研究通过

构建miR-224慢病毒表达载体，建立稳定过表达miR-

224的胰腺黏液性囊腺癌MCC1细胞株，为研究miR-

224在胰腺黏液性囊腺癌MCC1中的功能及发病机

制提供新的细胞模型。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

人肾胚细胞系HEK-293T细胞购自ATCC，胰腺

黏液性囊腺癌 MCC1 细胞株由意大利维罗纳大学

Claudio Sorio 教授馈赠。GV369 载体、E.Coli DH5α

购置于上海吉凯基因公司，RPMI 1640和DMEM培

养基购自 Hyclone 公司，胎牛血清（FBS）购自 BI 公

司，Trypin-EDTA 和 Penicillin - streptomycin 为 Gibco

公司产品，Puromycin 购自 Sigma 公司，TRIzol RNA

提取试剂购自 Invitrogen 公司，RT- PCR 试剂盒和

SYBR®Premix Taq购自TaKaRa公司，分子克隆用限

制性内切酶购自NEB公司，质粒小提制备试剂盒、去

内毒素质粒大量制备试剂盒、PCR产物纯化以及琼

脂糖凝胶DNA回收试剂盒均购自天根生物有限公

司。

1.2 细胞培养

MCC1细胞采用RPMI 1640培养液（含 l0%胎牛

血清），在 37 ℃、5% CO2孵箱中传代培养，实验用细

胞均在其对数生长期。

1.3 慢病毒表达载体GV369-miR-224的构建与鉴定

通过 GV369 载体酶切位点及 Sanger miRNA 序

列数据库提供的miR-224前体及成熟体序列，设计上

游引物序列（5'端加入AgeI酶切位点，下划线标记）：

5'-GAGGATCCCCGGGTACCGGCCAGCTAACCAT-

GGGCCTGCCTC-3'，下游引物序列（5'端加入NheI酶

切位点 ,下划线标记）:5' -CACACATTCCACAGGC-

TAGAGGAGAAAGAAGACCTCTTTTC-3'。目的基

因的预期长度为320 bp，将相关引物退火后形成二聚

体，再以人的基因组序列为模板进行扩增。PCR扩

增miRNA反应条件为：98 ℃预变性5 min；98 ℃变性

10 s，55 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 30 s，30个循环；最后

72 ℃延伸8 min，4 ℃保存。

琼脂糖凝胶电泳回收目的条带，将过表达载体

与目的片段连接后，加入DH5α感受态细胞中进行转

化。挑出若干个单菌落行菌液 PCR鉴定，上游鉴定

引物：5'-GGAAAGAATAGTAGACATAATAGC-3'，下

游鉴定引物：5' - GTAATACGGTTATCCACGCG - 3'。

反应条件为：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 30 s，

55 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，22个循环；最后72 ℃

延伸 5 min，4 ℃保存。PCR阳性克隆片段由上海吉

凯基因化学技术有限公司进行测序，并进行比对分

析目的序列与测序结果。

1.4 包装慢病毒与测定滴度

酶切和测序鉴定正确的过表达载体菌液加至 5

ml LB培养液中，37 ℃过夜，制备质粒，转染 293T细

胞：配备 DNA 溶液(GV369 载体质粒 20 μg、pHelper

1.0载体质粒15 μg、pHelper2.0载体质粒10 μg)，与转

染试剂混合均匀，在室温下温育 15 min；混合液缓慢

滴加至293T细胞培养液中，混匀，放入细胞培养箱中

进行培养；根据细胞状态，收集转染后48 h的293T细

胞上清液，于 4 ℃ 4 000×g离心 10 min，除去细胞碎

片；将带有病毒的上清液以7×105×g、4 ℃离心2 h（离

心半径 10 cm）；包装含有 miR-224 序列的慢病毒

GV369-miR-224和含有空载体对照的慢病毒GV369-

NC。通过荧光法测定检测其病毒滴度,根据荧光图

片中GFP表达情况，病毒滴度=荧光细胞数/病毒原液

量(TU/ml)。包装病毒液分装保存于-80 ℃冰箱。

1.5 建立稳定过表达miR-224的胰腺黏液性囊腺癌

MCC1细胞株

解冻包装病毒液，用含基因转染增强剂聚凝胺

的新鲜培养基按感染复数(MOI)值等于 10稀释病毒

原液，吸弃原有的培养基，对慢病毒感染实验进行分

组：处理组加入GV369-miR-224慢病毒液，阴性对照

组加入GV369-NC载体慢病毒。感染 72 h后利用荧

光显微镜观察各组GFP发光情况。将慢病毒感染过

的细胞用 2 μg/ml嘌呤霉素作用 1周，筛选出抗嘌呤

霉素的对应 GV369-miR-224 和 GV369-NC 载体细
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胞。

1.6 qRT-PCR检测各组MCC1细胞miR-224表达量

收集培养转染miR-224后的MCC1细胞、空载体

MCC1 细胞以及未转染的空白 MCC1 细胞，根据

TRIzol试剂盒说明书步骤提取细胞总RNA，然后进

行逆转录及聚合酶链反应。采用U6作为内参照，运

用ABI7900qRT-PCR仪自带软件分析，获得扩增产物

Ct值，采用 2一△△Ct法计算mRNA的相对表达量(rela-

tivequantity，RQ)。

1.7 统计学处理

计量数据以 x̄±s表示，应用 GraphPad Prism 5.0

统计软件分析，采用 t检验对组间数据进行比较，以

P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建miR-224慢病毒表达载体

PCR扩增miR-224前体片段，将反应产物进行凝

胶电泳分析，纯化后的miR-224与载体GV369进行

酶切、连接，构建GV369-miR-224重组质粒，转化大

肠杆菌DH5α感受态细胞，并进行PCR鉴定，载体大

小与预期一致，见图1。

M: Marker; 1: GV369-miR-224

图1 GV369-miR-224重组质粒鉴定

Fig.1 Identification of GV369-miR-224

recombinant plasmid

2.2 miR-224慢病毒表达载体鉴定

将初步鉴定阳性的菌落，每个克隆挑选2个样品

进行测序，测序结果经过比对，重组克隆中插入片段

序列与目的片段序列完全一致，未见碱基缺失或突

变等异常。克隆碱基序列为 : GGCCGTTTTTGG

CTTTTTTGTTAGACGAAGCTTGGGCTGCAGGTC

GACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGGCCAGCTA

ACCATGGGCCTGCCTCTTGGTTTTCTGCACCTC

AGCTTTTCCCGGATAGGTGGGGACCCATCATCA

AAAGTGACAGAGAAGATAAGGCCCAGGGGCTT

TCAAGTCACTAGTGGTTCCGTTTAGTAGATGATT

GTGCATTGTTTCAAAATGGTGCCCTAGTGACTA

CAAAGCCCCAGAGCCAGCATCATCATCAAAGC

AATGACAGTAGGTAAGCACCAGACCTCCTTGG

GAGTGAGGAGGATTCTTGAGGAGAAAAGAGG

TCTTCTTTCTCCTCTAGCCTGTGGAATGTGTGT

CAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCC

AGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCA

ATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCA

GGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCAT

GCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCC

CCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCC

CAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACT

AATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGC

CTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGG

AGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAA

AGCTCCCGGGAGCTT。

2.3 慢病毒包装与病毒滴度测定

慢病毒载体 GV369、pHelper 1.0 载体、pHelper

2.0的 3种质粒共同转染293T细胞，利用荧光显微镜

观察293T细胞发出的绿色荧光。荧光法测定浓缩后

的慢病毒浓度，得到病毒滴度为1×109 TU/ml。

2.4 成功建立稳定过表达miR-224的MCC1细胞株

荧光显微镜下观察转染GV369-miR-224慢病毒

表达载体的MCC1细胞和转染GV369-NC的MCC1

细胞，显微镜视野下可见绿色荧光标记的细胞。依

据耐嘌呤霉素的特点，利用嘌呤霉素筛选出抗嘌呤

霉素的对应GV369-miR-224和 GV369-NC载体细胞

（图2）。

A: GV369- miR-224-NC-MCC1; B: GV369- miR-224-MCC1

图2 转染GV369-miR-224-NC和GV36-miR-224

慢病毒载体的MCC1细胞（（×200)

Fig.2 MCC1 cells transfected with GV369-miR-224-NC

and GV369 miR-224 lentivirus vector（（×200)

2.5 转染 GV369-miR-224 的 MCCl 细胞中 miR-224

表达量显著增高

qRT-PCR 结果显示，转染 GV-369-miR-224 的

MCC1细胞中miR-224表达水平显著高于空白对照

组和阴性对照组（23.45±1.94 vs 2.11±0.38，1.46±0.11；

均P<0.01），而空白对照组与阴性对照组之间差异无

统计学意义（P>0.05）。
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3 讨 论

后基因组时代主要表现为 RNA 的调控，其中

miRNA发挥重要的作用，在转录后水平或翻译水平

调控基因表达［12］。哺乳动物中，miRNA 控制 30%左

右编码蛋白基因的表达。据统计，miRNAs调节着人

类约 1 /3 的基因，对人类生命现象发挥着巨大的

作用。

作为具有多种调控功能的小分子非编码 RNA，

miR-224的表达具有组织和时空特异性。研究[13]发

现，外泌体中的细胞外miR-224表达水平影响肾透明

细胞癌患者预后，是肾透明细胞癌患者的潜在预后

指标。在原发性肝细胞癌中，miR-224-HOXD10-P-

PAK4/MMP-9 和 miR-224-PPP2R1B-AKT 是发生侵

袭、转移的潜在途径[14]；而在胃癌细胞中，miR-224可

通过负调控 RKIP 表达调控细胞增殖，促进肿瘤进

展[15]；在结直肠癌中，miR-224通过靶向作用于Smad4

调节结直肠癌HCT116细胞的增殖[16]。研究[17]证实，

miR-224下调联合 TR1B1上调和前列腺癌转移、高

PSA、高 Gleason 评分常相关；此外，miR-224 在多种

组织和细胞内广泛表达，可以直接调控多种肿瘤相

关信号通路介导增殖、分化、凋亡和细胞间黏附。

MCC可由胰腺囊腺瘤恶变而来，本病在临床上罕见，

仅占胰腺恶性肿瘤的 1%，临床研究以个案报道形式

多见，基础研究更是很少。本课题组前期运用Agi-

lent 16.0版miRNAs表达谱芯片对MCN（黏液性囊腺

瘤-交界性黏液性囊性肿瘤 -非浸润性癌 -浸润性

癌）组织、囊液和血清 miRNA 分别进行差示基因

筛选并通过 qPCR验证，在miRNAme中锚定关键分

子miR-224。

实现生物体内源性miRNAs过表达主要有两种

方法，分别为化学合成 miRNA 片段的转染和miR-

NA过表达载体的转染。相对于化学合成miRNA片

段的转染而言，构建载体可实现miRNA在培养细胞

或者动物体内的稳定过表达，并且费用更低廉，其中

慢病毒载体为理想选择之一。慢病毒载体作为真核

系统基因转移的工具，可以在细胞中长期稳定表达

目的基因，而且通过改造后极大降低了其自我复制

的能力，不会引起细胞损伤及免疫反应，是一种理想

的基因转移载体[18]。本实验采用的慢病毒载体

GV369，其多克隆位点中含有Age I/Nhe I，经限制性

内切酶酶切后，将miR-224定向克隆人慢病毒表达载

体GV369的Age I和Nhe I酶切位点之间，从而使得

miR-224能稳定正确地表达。同时因为慢病毒载体

上表达GFP，荧光显微镜可以观察到感染后的 293T

细胞发出绿色荧光；进一步转染至 MCC1 细胞中，

qRT-PCR结果显示，与空白对照组和阴性对照组比

较，GV369-miR-224组的miR-224表达明显上调，证

实构建miR-224重组慢病毒成功，为探讨miR-224在

MCC中的功能及发病机制提供新的细胞模型。
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