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摘要 目的 构建人 microＲNA-339 (has-miＲ-339) 慢病毒

载体，并探讨 miＲ-339-5p /3p 对结肠癌细胞 SW620 迁移能力

的影响。方法 由 miＲBase 及 NCBI 数据库查找获得 miＲ-
339 前体序列(pre-miＲ-339) 及其侧翼序列，将 pre-miＲ-339

和 PLVTHM 载体经双酶切后连接，产生 PLVTHM-pre-miＲ-
339 慢病毒载体，并经测序鉴定;以 PLVTHM-pre-miＲ-339、
psPAX2 和 pMD2． G 三质粒包装系统共同转染 293FT 细胞，

包装产生慢病毒。流式细胞仪筛选建立稳定过表达 pre-
miＲ-339 的 SW620 细胞株，实时荧光定量 ＲT-PCＲ 检测 miＲ-
339-5p 及 miＲ-339-3p 表达。利用细胞划痕实验进行细胞迁

移能力检测。结果 成功构建 PLVTHM-pre-miＲ-339 慢病毒

载体，测序证实所插入基因序列完全正确。倒置荧光显微镜

下观察可见转染后的 293FT 细胞及 SW620 细胞均表达绿色

荧光。在过表达 pre-miＲ-339 的 SW620 亚细胞系中，miＲ-
339-5p 及 miＲ-339-3p 表达水平显著高于空载对照组。划痕

实 验 结 果 显 示: 与 SW620 /PLVTHM-NC 组 相 比，SW620 /
PLVTHM-pre-miＲ-339 组细胞迁移减缓，划痕较宽。结论

成功构建了 PLVTHM-pre-miＲ-339 慢病毒载体和稳定过表达

miＲ-339-5p 及 miＲ-339-3p 的 SW620 亚细胞系，并证实 miＲ-
339-5p /3p 可抑制结肠癌细胞 SW620 的迁移能力。
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微小 ＲNA(microＲNA，miＲNA) 是一类具有转

录后水平基因表达调控作用的非编码小分子 ＲNA，

给结肠癌的研究带来了重大启示
［1 － 2］。miＲNA 可

在结肠癌发生、发展过程中充当癌基因或抑癌基因

的作用
［3］。miＲ-21 可以通过转录后调节肿瘤抑制

因子 Pdcd4，促进结直肠癌的侵袭和转移
［4］。有研

究
［5］

报道 miＲ-34a 通过抑制 Ｒb /E2F 信号通路，发

挥抑癌 基 因 的 作 用。人 microＲNA-339 前 体 序 列

(has-pre-microＲNA-339，pre-miＲ-339) 在 Dicer 酶剪

切后可产生两种不同序列的成熟剪接体:miＲ-339-
5p 和 miＲ-339-3p，两者在结直肠癌中的作用尚未见

报道。而增强两者在结直肠癌细胞中的稳定表达是

进行功能研究的前提。因此构建 pre-miＲ-339 慢病

毒载体成为理想的选择。为此，该研究将重组载体

pre-miＲ-339 慢病毒载体转入结肠癌细胞 SW620，流

式分选出稳定表达 pre-miＲ-339 的细胞，并初步探

讨其 成 熟 剪 接 体 miＲ-339-5p /3p 对 结 肠 癌 细 胞

SW620 迁移能力的影响;为后续进一步完成 miＲ-
339-5p 和 miＲ-339-3p 影响结直肠癌细胞增殖及转

移的功能实验作准备。

1 材料与方法

1． 1 细胞株与质粒载体 人结肠癌 SW620 细胞株

购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心;293FT 人胚肾细胞购自美国 Invitrogen 公司;慢

病毒包装系统(PLVTHM、psPAX2、pMD2． G) 由本实

验室保存。
1． 2 试剂 DMEM 及 ＲPMI-1640 细胞培养基均购

自美国 Hyclone 公司;胎牛血清购自美国 Gibco 公

司; Opti-MEM 培养基、LipofectamineTM 2000 转染试

剂及质粒中量抽提试剂盒购自美国 Invitrogen 公司;

KOD-Plus 高保真酶购自日本 TOYOBO 公司;限制性

核酸内切酶 Mlu I、Cla I 及 T4 DNA 连接酶均购自加

拿大 Fermentas 公司;琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒，

质粒小量抽提试剂盒购自美国 Biomiga 公司;实时

荧光定量 ＲT-PCＲ 检测试剂盒购自美国 GeneCopoe-
ia 公司;TＲIzol 试剂购自大连宝生物工程有限公司。
1． 3 方法

1． 3． 1 引物设计 依据 miＲBase 数据库提供的

has-miＲ-339 前体序列(MI0000815)，结合 NCBI 数

据库查询其基因组(NC_000007. 13)序列，获得其侧

翼序列，设计插入片段全长共 253 bp。通过 Premier
5． 0 软 件 设 计 引 物 序 列，上 游 引 物: 5'-
TGCGACGCGTTCTCCTTACCATCCCTGA-3'，下 游 引

物:5'-CCATCGATCTGGAAGTAACCCAAGCC-3'。
1． 3． 2 慢病毒载体构建和鉴定 以正常结直肠黏
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膜组织基因组 DNA 为模板，扩增目的片段。PCＲ
反应条件为:预变性 94 ℃ 2 min，变性 98 ℃ 10 s，退

火 57 ℃ 30 s，延伸 68 ℃ 30 s，历经 40 个循环。得

到的扩增产物经纯化后连接慢病毒载体 PLVTHM，

之后通过菌液 PCＲ 鉴定、双酶切鉴定、测序鉴定，成

功得到 PLVTHM-pre-miＲ339 慢病毒载体。
1． 3． 3 建立稳定过表达 pre-miＲ-339 的 SW620 细

胞株 取对数生长期的 293FT 细胞，按照每个 10
cm 的培养皿 2. 5 × 106

个细胞数接种于细胞培养皿

中，培养 24 h 后，细胞融合度为 80% ～ 90% 时，按

照 LipofectamineTM 2000 转染说明书制备 DNA-Lipo-
fectamine 2000 复合物并进行病毒包装。质粒转染

分 为 两 组: PLVTHM-NC 质 粒 组 和 PLVTHM-pre-
miＲ-339 质粒组。转染 48 ～ 72 h 后收集病毒上清

液，4 ℃、3 000 r /min 离心 5 min 后，用直径为 0. 45
μm 的滤膜过滤分装，用于细胞感染。将病毒上清

液感染 SW620 细胞，次日更换培养基，感染后 72 h，

在倒置荧光显微镜下观察 GFP 的发光情况。利用

流式细胞仪分选 GFP + 细胞为目的细胞( SW620 /
PLVTHM-NC、SW620 /PLVTHM-pre-miＲ339)。
1． 3． 4 实时荧光定量 ＲT-PCＲ 检测 miＲ-339-5p /3p
的 表 达 分 别 提 取 SW620 /PLVTHM-NC 组、
SW620 /PLVTHM-pre-miＲ339 组 细 胞 总 ＲNA，根 据

GeneCopoeia 公司实时荧光定量 ＲT-PCＲ 试剂盒说

明书进行操作，检测不同细胞株中 miＲ-339-5p /3p
的表达，并以 U6 做内参照。
1． 3． 5 细胞划痕实验 取对数生长期各组细胞，以

1 × 105
个 /每孔接种于 24 孔板，待细胞融合达 95%

以上时，用无菌 10 μl 枪头在 24 孔板上划痕。每隔

12 h 观察细胞生长迁移情况，共观察 72 h，并拍照

留存。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 13． 0 统计软件分析

实验数据。实时荧光定量 ＲT-PCＲ 结果比较，方差

齐性时采用两独立样本 t 检验，方差不齐时采用近

似 t 检验。

2 结果

2． 1 慢病毒载体 PLVTHM/pre-miＲ-339 的构建

2． 1． 1 miＲ-339 前体及其侧翼序列的 PCＲ 扩增

以正常结直肠黏膜组织基因组 DNA 为模板进行

PCＲ 反应扩增 pre-miＲ-339，产物约为 253 bp，2% 琼

脂糖凝胶电泳分析 PCＲ 产物大小，与预计产物大小

一致，见图 1。

图 1 PCＲ 扩增 pre-miＲ-339 及其侧翼序列

M:DNA Marker;1:PCＲ 产物

2． 1． 2 慢病毒载体 PLVTHM/pre-miＲ-339 的构建

及鉴定 PCＲ 产物和 PLVTHM 载体经双酶切、纯

化、连接转化后挑取 6 个单克隆菌落培养过夜，菌液

PCＲ 鉴定(图 2A)。菌液 PCＲ 阳性单克隆，小量提

取质粒后经双酶切鉴定，结果显示与预计大小相符

(图 2B)。克隆送测序鉴定，Blast 比对后与GenBank
公布 序 列 一 致 ( 图 2C )。由 此，成 功 构 建 了

PLVTHM/pre-miＲ-339 载体。
2． 2 慢病毒的包装 将包装产生的两种慢病毒颗

粒(PLVTHM-NC 质粒组和 PLVTHM-pre-miＲ-339 质

粒)分别感染 293FT 细胞，72 h 后倒置荧光显微镜

下可见两组 293FT 细胞均有绿色荧光表达，见图 3。
2． 3 稳定过表达 pre-miＲ-339 的 SW620 细胞株的

建立 离心收集转染后的 293FT 细胞病毒上清液，

感染SW620细胞，72h后倒置荧光显微镜下可观察

图 2 重组质粒 PLVTHM/pre-miＲ-339 鉴定图

A:菌液 PCＲ 鉴定电泳图; B:重组质粒 PLVTHM/pre-miＲ-339 双酶切鉴定电泳图; C:重组质粒部分测序结果;M:DNA Marker;1:1 号克隆
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图 3 慢病毒感染后的 293FT 细胞 × 100

A:感染 PLVTHM/NC 质粒后普光图; B: 感染 PLVTHM/NC 质

粒后荧光图;C:感染 PLVTHM/pre-miＲ-339 质粒后普光图; D:感染

PLVTHM/pre-miＲ-339 质粒后荧光图

到转 染 SW620 细 胞 中 PLVTHM-NC 质 粒 组 和

PLVTHM/pre-miＲ-339 质粒组均有绿色荧光表达，

稳定 细 胞 株 分 别 命 名 为 SW620 /PLVTHM-NC 及

SW620 /PLVTHM-pre-miＲ-339。根 据 GFP 标 记，经

过流式细胞仪分选获得 GFP + 细胞，分选后表达绿

色荧光的细胞纯度达 95%以上，见图 4。

图 4 流式分选后慢病毒感染的 SW620 细胞 × 100

A:感染 PLVTHM/NC 质粒后普光图;B:感染 PLVTHM/NC 质粒

后荧光图;C: 感染 PLVTHM/pre-miＲ-339 质粒后普 光 图; D: 感 染

PLVTHM/pre-miＲ-339 质粒后荧光图

2． 4 荧光定量 ＲT-PCＲ 检测 pLVTHM-pre-miＲ-
339 转染后 SW620 细胞中 miＲ-339-5p、miＲ-339-3p
的表达 miＲ-339-5p在不同细胞组中的相对表达量

分 别 为: SW620 /PLVTHM-NC 组 ( 1. 31 ± 0. 4 )，

SW620 /PLVTHM-pre-miＲ-339 组 (45. 11 ± 10. 30)。
经两 独 立 样 本 t 检 验，结 果 显 示: miＲ-339-5p 在

SW620 /PLVTHM-pre-miＲ-339 组中的表达水平高于

SW620 /PLVTHM-NC 组 ( t = － 7. 621，P = 0. 02)。
miＲ-339-3p 在不同细胞组中的相对表达量分别为:

SW620 /PLVTHM-NC 组 ( 1. 15 ± 0. 18 )，SW620 /
pLVTHM-pre-miＲ-339 组 (3. 07 ± 0. 64)。miＲ-339-
3p 在 SW620 /pLVTHM-pre-miＲ-339 组中的表达水

平高 于 SW620 /PLVTHM-NC 组 ( t = － 5. 638，P =
0. 03)。表明 pre-miＲ-339 转染成功。
2． 5 miＲ-339-5p /3p 抑制结直肠癌细胞的迁移能

力 对细胞培养环境造成机械力损伤后连续观察

72 h，结果显示: 与 SW620 /pLVTHM-NC 细胞组相

比，SW620 /pLVTHM-pre-miＲ-339 细胞组的细胞迁

移减缓，划痕较宽，见图 5。

图 5 miＲ-339-5p /3p 对 SW620 细胞划痕后迁移能力的影响 ×100

A: SW620 /pLVTHM-NC 组; B: SW620 /pLVTHM-pre-miＲ-339

组;1:0 h;2:24 h;3:72 h

3 讨论

近期一项对比早期结直肠癌患者组织与晚期复

发患者组织的 microＲNA 芯片研究
［6］

显示:Ⅱ期结
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直肠癌患者组织的 miＲ-339-5p 表达量相对于Ⅰ期

结直肠癌患者组织呈现下降趋势。has-miＲ-339 前

体为 pre-miＲ-339，全长 94 个核苷酸，定位于人类 7
号染色体上，最早见于红细胞发育的研究报道

［7］。
miＲ-339-5p /3p 是 pre-miＲ-339 在 Dicer 酶切后形成

的两条互补的 miＲNA。之前 Wu et al［8］
通过 miＲNA

芯片筛选出在乳腺癌中具有抑癌作用的 miＲ-339-
5p，可靶向调控 BCL-6，显著抑制乳腺癌细胞迁移和

侵袭。此外，有研究
［9］

报道，Dicer 控制下的 miＲ-
222 和 miＲ-339 通过下调 ICAM-1 促进癌细胞增强

抵御抗细胞毒性 T 淋巴细胞攻击的能力。而 miＲ-
339-3p 在肿瘤中的作用研究未查到相关文献，只是

在国内的研究论文中有所记载。迄今为止，结直肠

癌中有关 miＲ-339-5p 及 miＲ-339-3p 功能的相关研

究仍未有报道。因此 miＲ-339-5p 及 miＲ-339-3p 在

结直肠癌发生发展中的作用及其分子机制值得我们

深入探讨。
近年来，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 miＲNA 过表达载体的转染。相对于前者而言，

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。慢病毒载体是以慢病毒基因组为基

础，去除部分基因片段并代之以所需的外源性基因

和标志物构建而成，可稳定、高效整合入宿主细胞基

因组，从而高水平的表达效应分子
［10 － 11］。

miＲ-339-5p /3p 在培养细胞或者动物体内的稳

定过表达，即从人类基因组 DNA 中用 PCＲ 法扩增

出 pre-miＲ-339 及侧翼序列，酶切后定向插入慢病

毒表达载体，感染目的细胞整合至靶细胞基因组后

可长期表达 pre-miＲ-339，可模拟 miＲNA 生理状态

下形成的自然过程，最终产生成熟产物:miＲ-339-5p
与 miＲ-339-3p。在 建 立 的 稳 转 pre-miＲ-339 的

SW620 细胞中，miＲ-339-5p 及 miＲ-339-3p 表达水平

均得以显著提高。且 miＲ-339-5p 增高的倍数明显

高于 miＲ-339-3p。

此外，miＲ-339-5p /3p 对结肠癌细胞迁移能力

的影响进行了初步验证。在体外细胞划痕致伤愈合

实 验 中 发 现: 与 SW620 /PLVTHM-NC 组 相 比，

SW620 /pLVTHM-pre-miＲ-339 组的细胞迁移运动愈

合能力减弱。表明 SW620 /PLVTHM-pre-miＲ-339 组

中的剪切成熟产物 miＲ-339-5p /3p 可抑制结直肠癌

细胞 SW620 的迁移运动能力。
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Abstract Objective To provide an effective tool for miＲ-339-5p /3p effect on migration of SW620 colon cancer ，
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the microＲNA-339 lentiviral expression vector (has-miＲ-339) was constructed． Methods MiＲ-339 precursor se-
quence (pre-miＲ-339) and flanking sequence were obtained by the miＲBase database． The DNA encoding pre-
miＲ-339 was digested with double connective enzyme and ligated to pLVTHM． The constructs were confirmed by
direct DNA sequencing． Lentivirus was generated by co transfection with the above construct with packaging plas-
mids psPAX2 and pMD2． G into HEK293FT． A stable SW620 subline overexpressing with pre-miＲ-339 was select-
ed by flow cytometry． Confirmation of stable transfection of the plasmids was obtained using the Ｒeal-time ＲT-PCＲ
assay． The migration of SW620 cells was measured with scrach assay． Ｒesults Through double enzyme digestion
and DNA sequencing，the lentiviral expression vector containing pre-miＲ-339 was successfully constructed． And
fluorescence microscope observation showed that the 293FT packaging cells and SW620 cells expressed green fluo-
rescence． The migration results showed that compared with the control group (SW620 /PLVTHM-NC)，experimen-
tal group (SW620 /PLVTHM-pre-miＲ-339) cell migrated more slowly，scratch distance was wider． Conclusion
The lentiviral vector containing pre-miＲ-339 and a stable SW620 subline with miＲ-339-5p and miＲ-339-3p overex-
pression are successfully constructed． And the results confirm that miＲ-339-5p /3p can inhibit the migration of
SW620 colon cancer cells．
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N-乙酰半胱氨酸对吸烟导致小鼠肺气肿及 IL -12 水平的影响

胡代菊，郭 欣，梅晓冬

摘要 目的 观察 N-乙酰半胱氨酸(NAC) 对烟草烟雾暴露

导致的小鼠肺气肿及白介素-12( IL-12)水平的影响。方法

健康雄性 C57BL /6 小鼠 24 只，按随机数字表法分为正常对

照组、烟雾暴露组和 NAC 组。烟雾暴露组和 NAC 组小鼠给

予香烟烟雾吸入共 20 周。NAC 组小鼠在烟雾暴露 16 周时，

予以加用 NAC 腹腔内注射给药，4 周后处死小鼠，留取肺组

织、血液和肺泡灌洗液(BALF)。使用 HE 染色法观察小鼠

肺组织病理形态改变，计算单位面积内的平均肺泡内衬间隔

以及肺泡数;使用酶联免疫吸附法(ELISA) 检测小鼠 BALF

和血清中 IL-12 的浓度水平。结果 与正常对照组相比，烟

雾暴露组小鼠肺组织内炎症细胞浸润及肺气肿样变化明显，

肺泡内衬间隔增加，肺泡数减少。同时，血清及 BALF 内 IL-

12 水平较正常对照组明显增高，差异有统计学意义 (P ＜

0. 05);NAC 组小鼠肺组织病理变化与烟雾暴露组相比明显

减轻，差异有统计学意义(P ＜ 0. 05);血清和 BALF 内 IL-12
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水平 较 烟 雾 暴 露 组 显 著 降 低，差 异 有 统 计 学 意 义 (P ＜

0. 05)。结论 NAC 能明显抑制烟雾暴露导致的肺气肿，降

低炎症因子 IL-12 水平，提示 NAC 对烟雾暴露导致的小鼠肺

部炎症反应及肺气肿可能有减轻作用。

关键词 烟雾;肺气肿;慢性阻塞性肺病;白介素-12;N-乙酰

半胱氨酸
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慢性阻塞性肺疾病(chronic obstructive pulmona-
ry disease，COPD)是一种以不完全可逆气流受限为

主要特征的慢性气道炎症性疾病。其主要病理变化

为气道慢性炎症反应和肺气肿，其发生与肺组织对

有害颗粒或气体的炎症反应有关
［1］。各种原因导

致的肺部损伤最终均与氧化应激、气道炎症反应和

肺泡细胞凋亡以及免疫调节之间的相互作用密切相

关
［2］。吸烟是导致 COPD 发生和发展的主要因素，

占 COPD 病例发病原因的 80% 左右，吸烟除导致气

道慢性炎症外，其导致的氧化应激异常也是吸烟导

致 COPD 的又一重要机制。该研究通过烟熏法建立

肺气肿模型，模拟 COPD 慢性炎症反应及肺气肿病
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