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大鼠 microRNA鄄145 慢病毒表达载体的构建及其对
血管平滑肌细胞表型转化的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 构建针对 Rno鄄miR鄄145 的慢病毒表达载体并探讨其在血小板源生长因子(PDGF)诱导的血管平滑肌

细胞(VSMC)表型转化中的作用。 方法摇 人工合成含有酶切位点粘端miR鄄145 shDNA 双链模板序列,克隆于 LV3 pGLV/
H1 / GFP + Puro鄄miRNA 慢病毒穿梭载体中,转染 293T 细胞,收获并浓缩慢病毒颗粒,感染大鼠原代 VSMC,倒置荧光显微

镜下观察 VSMC 感染后的荧光表达情况,实时荧光定量 PCR 检测 miR鄄145 的表达情况;实验分为空白对照组、PDGF 组、
PDGF + miR鄄145 组和细胞转染阴性慢病毒载体组(miR鄄NC 组);采用实时荧光定量 PCR 测定miR鄄145 对VSMC 增殖相关

基因 PCNA、c鄄Jun 及分化相关基因 SM22琢 mRNA 表达水平的影响。 结果摇 成功构建了 microRNA鄄145 慢病毒载体,测定

病毒滴度为 1 伊109TU/ mL。 倒置荧光显微镜下观察大鼠 microRNA鄄145 慢病毒表达载体感染成功,MOI 值为 50,感染 72 h
时感染率最高。 实时荧光定量 PCR 结果显示 PDGF 可使 PCNA、c鄄Jun 表达增加,而使 SM22琢 表达降低;miR鄄145 可使

PDGF 诱导的去分化型VSMC 增殖相关基因PCNA、c鄄Jun 表达降低,分化相关基因 SM22琢 表达增加。 结论摇 miR鄄145 慢病

毒载体可高效感染大鼠原代 VSMC。 感染 miR鄄145 慢病毒后可抑制 VSMC 的表型转化。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To construct a lentivirus vector expressing microRNA (miRNA) Rno鄄miR鄄145 and probe func鄄
tion of the vector in platlet derived growth factor (PDGF) induced vascular smooth muscle cells(VSMC) phenotype trans鄄
form. 摇 摇 Methods摇 The miR鄄145 shDNA double chain template sequence was synthesized artificially and put this tem鄄
plate sequence clone LV3 pGLV / H1 / GFP + Puro鄄miRNA Lentivirus plasmid. 摇 293T cells were transfected. 摇 Lentivirus
particles(virosome) were harvested and concentrated, then primary cultured VSMC of the rats were infected. 摇 Fluores鄄
cence expression infected with VSMC was observed by inverted fluorescence microscope. 摇 miR鄄145 expression condition
was detected with real鄄time PCR. 摇 Blank control group,PDGF group, PDGF + miR鄄145 group and miR鄄NC group were di鄄
vided in this test. 摇 Influence of miR鄄145 on related genes c鄄Jun,PCNA,SM22琢 expression level was observed with real鄄
time PCR. 摇 摇 Results摇 microRNA鄄145 lentivirus plasmid was construted successfully. 摇 The viral titer was 1 伊 109TU /
mL. 摇 microRNA鄄145 lentivirus expression plasmid was infected successfully. 摇 The best transfection efficiency was on the
3th day when multiply infection(MOI) was 50. 摇 Real鄄time PCR results revealed PDGF increased PCNA,c鄄Jun expression
level,but reduced SM22琢 expression; miR鄄145 made VSMC related genes PCNA, c鄄Jun expression reduce, but made
SM22琢 expression increase. 摇 摇 Conclusion摇 MicroRNA鄄145 lentivirus plasmid may infect rat VSMC efficiently. 摇 VSMC
phenotype transformation may be inhibited by microRNA鄄145.
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摇 摇 血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cells,
VSMC)表型转化在动脉粥样硬化和血管再狭窄等

血管重塑性疾病的发生发展中起重要作用。 研究

发现,miRNAs 是一种调节新生内膜形成的新的

RNA,miRNAs 可能成为血管增殖性疾病的一个新

的治疗靶点[1]。 血小板源生长因子(platelet derived
growth factor,PDGF)是一种较强的有丝分裂因子,
能够促进平滑肌细胞向合成表型的转变[2]。 miR鄄
145 在许多癌症中的表达下调,能够抑制癌细胞增

殖,是一种新发现的抑癌基因[3,4]。 然而 miR鄄145
在 VSMC 表型转化中的作用机制国内外报道不多。
因此,本研究构建了 miR鄄145 慢病毒表达载体,将其

感染大鼠原代 VSMC,PDGF 诱导 VSMC 发生表型转

化,观察 miR鄄145 能否抑制 VSMC 的表型转化。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要试剂及仪器

摇 摇 SD 大鼠由山西医科大学动物中心提供;DMEM
细胞培养基、胎牛血清购自 Hyclone 公司;QIAquick
Gel Extraction Kit 购自 QIAGEN;质粒小提试剂盒购

自 TIANGEN 公司; dNTP Mix,GeneRulerTM 100 bp
DNA Ladder,BamH玉、EcoR玉和 Taq DNA Polymer鄄
ase 购 自 Fermentas 公 司; T4 DNA Ligase 购 自

TAKARA 公司;5 伊 Annealing Buffer for DNA Oligos
购自 Beyotime 公司; DNA oligo 由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成; Lipofectamin 2000 转染

试剂及 Trizol Reagent 购自 Invitrogen 公司;293T 细

胞购自上海生科院细胞库; Reverse Transcriptase
(MMLV Reverse Transcriptase RNaseH鄄, 200 U / 滋L)
购自 Promega 公司; Real鄄time PCR Universal Rea鄄
gent、miRNA 检测试剂盒及 pGLV3 购自上海吉玛制

药技术有限公司;PCR 仪购自美国 BIO鄄RAD 公司;
OLYMPUS 荧光倒置显微镜。 所用引物由上海吉玛

基因技术有限公司根据设计合成(表 1)。

表 1. 引物序列

Table 1. Sequences of primers
Gene name Primer sequence Product
Rat GAPDH F:5忆鄄GATGACATCAAGAAGGTGGTGA鄄3忆 194 bp

R:5忆鄄ACCCTGTTGCTGTAGCCATATTC鄄3忆
U6 snRNA F:5忆鄄 ATTGGAACGATACAGAGAAGATT鄄3忆 70 bp

R:5忆鄄GGAACGCTTCACGAATTTG鄄3忆
Rno鄄miR鄄145 F:5忆鄄 ATTATATTGTCCAGTTTTCCCAGG鄄3忆 84 bp

R:5忆鄄 AAAGGTTGTTCTCCACTCTCTCTC鄄3忆
Rat c鄄Jun F:5忆鄄 CATCGACATGGAGTCTCAGGAGC鄄3忆 116 bp

R:5忆鄄 TTTCCTCTAGCCGGGCGATC鄄3忆
Rat PCNA F:5忆鄄TCCCAGACAAGCAATGTTGATAAAG鄄3忆 61 bp

1郾 2摇 miR鄄145 慢病毒载体的构建

搜索 mirbase 数据库(http: / / www郾 mirbase郾 org),
得到 Rno鄄miR鄄145 成熟体序列,Rno鄄miR鄄145:GTC鄄
CAGTTTTCCCAGGAATCCCT,利用 DNA START 6郾 0
软件设计含有酶切位点粘端 miR鄄145 shDNA 双链模

板序列。 将合成好的含有酶切位点粘端 miR鄄145
shDNA 单链退火连接到 LV3 pGLV / H1 / GFP + Puro鄄
miRNA 慢病毒穿梭载体中,转化,挑单克隆菌落,摇
菌抽质粒,同时以相同方法,通过 NCBI 数据库比对

后,建立无关序列阴性对照( Scramble鄄NC:TTCTC鄄
CGAACGTGTCACGT),送上海生工用 3730DNA 测序

仪测序。
1郾 3摇 miR鄄145 慢病毒载体的包装及病毒滴度测定

将构建好的 LV3 pGLV鄄miR鄄145 与慢病毒包装

辅助质粒(pGLV3 / helper鄄1、pGLV3 / helper鄄2、pGLV3 /
helper鄄3)共转染细胞密度在 70% ~ 80% 的 293T 细

胞。 将转染慢病毒质粒的 293T 细胞系正常培养60 ~
72 h 后,收集细胞上清,于 4 益 离心 10 min,除去细

胞碎片。 将过滤后的液体进行超速离心浓缩,用无血

清培养基或 PBS 进行溶解。 通过荧光显微镜计数荧

光细胞,结合稀释倍数计算病毒滴度,荧光细胞数 伊
有效稀释倍数 =病毒滴度(TU / mL)。
1郾 4摇 感染复数( multiply of infection,MOI) 值测定

采用组织块贴壁法培养大鼠原代 VSMC,5 ~ 12
天后可见 VSMC 自组织块周围长出。 传代后对

VSMC 进行抗 琢鄄SM鄄actin 免疫细胞化学染色鉴定。
选择 3 ~ 8 代进行实验,以 2 伊 109个 / L 的密度接种

至 24 孔板,培养 2 天至细胞融合度达到 30% ~
50% 。 分为 5 个不同梯度的 MOI 值。 在完全培养

基中加入含有 miR鄄145 和 miR鄄NC( 阴性对照慢病

毒) 的慢病毒载体上清,对照组加入仅含 miR鄄NC
的阴性对照慢病毒载体上清,两组均加上终浓度为

5 mg / L 的凝聚胺。 共感染 24 h,换新鲜培养基。 感

染后每天倒置荧光显微镜下观察各组细胞 GFP 表

达情况,并计数 GFP 阳性细胞的百分比。
1郾 5摇 大鼠原代 VSMC 感染及感染后 miR鄄145 表达

情况

将生长良好的细胞按照每孔 10 伊 105 个细胞接

种于 6 孔板中,以最适 MOI 值感染大鼠原代 VSMC,
取同一 MOI 值的阴性慢病毒感染阴性对照组,置于

孵箱中孵育 24 ~ 72 h,同时设立空白对照组,在倒置

荧光显微镜下观察感染后 24、48、72 h 和 96 h GFP
荧光表达情况,评价细胞感染效率。

利用 Trizol Reagent RNA 抽提试剂盒,按照使用

手册,提取感染后 72 h 和 96 h 的空白细胞、阴性细
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胞、阳性细胞总 RNA, 采用分光光度法测定 RNA 的

浓度和纯度。 其后取 5 滋L RNA 按照反转录试剂盒

制备 cDNA 后,以 U6 snRNA 为内参,通过 SYBR
Green 实时定量 PCR 的方法检测经慢病毒载体感染

VSMC 细胞后的 miR鄄145 变化。
1郾 6摇 实时荧光定量 PCR 检测 miR鄄145 过表达后对

c鄄Jun、PCNA 及 SM22琢 mRNA 水平的影响

培养大鼠原代 VSMC,实验分为 4 组,空白对照

组不进行感染。 PDGF 组:加入 10 ng / mL 的 PDGF鄄
BB。 PDGF鄄BB + miR鄄145 组:细胞转染 miR鄄145 慢病

毒载体 72 h 后加入终浓度为 10 ng / mL 的 PDGF鄄BB。
miR鄄NC 组:细胞转染阴性慢病毒载体。 同样也采用

SYBR Green 法实时 PCR 检测,反应体系为 20 滋L,包
含上游、下游引物、DNA 模板、Taq DNA 聚合酶和 dd

H2O。 定量反应条件: 95益 3 min,然后以 95益 30 s、
62益 40 s 进行 40 个循环。 各组 PCR 均重复 3 次。
mRNA 的相对表达量用 2 -吟吟Ct方法来表示,其中吟Ct
= Ct目标mRNA - CtGAPDH,吟吟Ct =吟Ct 处理 -吟Ct对照。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 载体构建测序结果

摇 摇 将合成好的含有酶切位点粘端 miR鄄145 shD鄄
NA 单链退火连接到 LV3 pGLV / H1 / GFP + Puro鄄
miRNA 慢病毒穿梭载体中,测序证明得到的序列与

mirbase 数据库中的 Rno鄄miR鄄145 序列完全一致。
(图 1)。

图 1. LV3鄄miR鄄145 及 Scramble鄄NC 测序结果摇 摇 A 为 LV3鄄miR鄄145,B 为 Scramble鄄NC。

Figure 1. Sequencing results of LV3鄄miR鄄145 and Scramble鄄NC

2郾 2摇 病毒收集与滴度鉴定

在 96 孔细胞培养板中十倍稀释后行滴度鉴定。
将浓缩病毒分别梯度稀释, 分别感染 293T 细胞 48
和 72 h。 通过以上病毒十倍梯度稀释滴度鉴定结果,

稀释到可以数清荧光细胞数,认为一个荧光细胞被一

个有效病毒侵染,初步计数病毒滴度:250 个荧光细

胞 伊4 个视野 伊104 伊100 =109 TU / mL(图 2)。

图 2. 病毒原液稀释 10 倍滴度结果( 伊 200) 摇 摇 左图为白背景,右图为荧光背景。

Figure 2. The results of virus stock solution was diluted 10鄄fold titer( 伊200)
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2郾 3摇 靶细胞慢病毒感染

本研究采用含有绿色荧光报告基因标记的病毒

载体观察、评估感染效率。 倒置荧光显微镜观察感染

24 h,可以观察到部分绿色荧光,感染 3 天时绿色荧

光报告基因表达最理想,感染组和阴性对照组绿色荧

光报告基因感染率差异无显著性(图 3 和表 2)。

图 3. 慢病毒感染 72 h 细胞感染率( 伊 200) 摇 摇 A 为 miR鄄NC
组,B 为 miR鄄145 组。

Figure 3. The cell infection rate 72 h after transfection( 伊
200)

表 2. 慢病毒感染 72 h 细胞感染率(x 依 s)
Table 2. The cell infection rates(72 h after transfection,x 依 s)

分摇 组 感染率

空白对照组 0郾 0%

miR鄄NC 组 93郾 5% 依 3郾 35%

miR鄄145 组 94郾 6% 依 5郾 16%

2郾 4摇 VSMC 感染慢病毒后 miR鄄145 的表达情况

将各组总 RNA 分别用各基因的反向引物作为

特异性逆转录引物进行逆转录反应,得到的相应的

逆转录产物 cDNA。 取一定量的 cDNA(2 滋L)利用

miR鄄145 特异性引物,通过 SYBR Green 实时定量

PCR 的方法检测经慢病毒载体导入到 VSMC 细胞,
miR鄄145 变化结果说明设计的引物能够特异性扩增

目的基因(图 4)。 构建的 miR鄄145 过表达慢病毒载

体在侵染目的细胞 72 h 后较空白细胞或阴性对照

细胞表达丰度增加 72郾 5 倍(P < 0郾 01;图 5)。
2郾 5摇 Real鄄time PCR 检测 miR鄄145 过表达后相关基

因 mRNA 的表达

miR鄄145 过表达 72 h 后 c鄄Jun、PCNA、SM22琢 的

变化情况,结果发现与空白对照组比较,miR鄄NC 组

PCNA、c鄄Jun 及 SM22琢 mRNA 的表达无显著差异(P
> 0郾 05);与空白对照组比较,PDGF 组 PCNA、c鄄Jun
mRNA 的表达分别上调 37% (P < 0郾 05)和 168% (P
< 0郾 01),而 SM22琢 mRNA 的表达下调 80% (P <
0郾 01)。 提示 PDGF 可促进 VSMC 增殖抑制 VSMC

分化;与 PDGF鄄BB 组比较,PDGF鄄BB + miR鄄145 组

PCNA、c鄄Jun mRNA 的表达分别下调 66%和 77% (P
< 0郾 01),而 SM22琢 mRNA 的表达上调 335% (P <
0郾 01)。 提示 miR鄄145 可抑制 PDGF 诱导的 VSMC
增殖而促进 VSMC 分化(图 6)。

图 4. QRT鄄PCR 电泳质检图摇 摇 左图为 PCR 电泳结果,右图为

标准 DNA Marker。 鄄145 代表 miR鄄145 组,鄄B 代表空白对照组,鄄N 代

表 miR鄄NC 组(阴性慢病毒组)。

Figure 4. miR鄄145 / U6 Electrophoresis of PCR products

图 5. 以 U6 snRNA 为内参,检测大鼠 miR鄄145 表达情况

a 为 P < 0郾 01,与其余组比较。

Figure 5. Rno鄄miR鄄145 expression relative to U6 snRNA

图 6. miR鄄145 过表达后,c鄄Jun、PCNA、SM22琢 表达检测

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与空白对照组比较。

Figure 6. c鄄Jun,PCNA,SM22琢 gene mRNA expression
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3摇 讨摇 论

慢病毒是一种免疫缺陷病毒,感染宿主细胞后,
病毒 DNA 可以整合到宿主细胞的染色体上并长期稳

定表达。 与其它逆转录病毒相比,慢病毒不仅能感染

分裂细胞,而且还能感染非分裂细胞,并且还具有容

纳外源性目的基因片段大、免疫反应小等特点,因此

成为基因治疗研究的重要工具[5鄄7]。 最近有研究表

明,miR鄄145 是正常动脉中含量最丰富的 miRNA,且
主要聚集在 VSMC。 miR鄄145 在 VSMC 的表型转化中

起重要作用,在原代培养的 VSMC 中含量最丰富而在

去分化的 VSMC 中的表达是下调的。 并且,miR鄄145
对 VSMC 增殖及新生内膜形成有重要作用[8鄄11]。 据

此本研究采用三质粒表达系统即 pGC - LV 载体、
pHelper 1郾 0 载体和 pHelper 2郾 0 载体来构建慢病毒载

体,建立 microRNA鄄145 增强体外模型,并探讨其在

VSMC 表型转化中的作用。
VSMC 分为分化型和去分化型两种表型。 分化

型 VSMC 主要通过表达一系列特异的收缩蛋白和骨

架蛋白来维持其收缩及调节血管张力的功能,琢鄄SM鄄
actin、平滑肌肌球蛋白重链(SM鄄MHC)、Calponin 和

SM22琢 表达是分化型 VSMC 表型的重要标志[12]。
PCNA 又称周期蛋白, 是一种与细胞增殖周期有关的

核内糖蛋白, 是 DNA 复制的必须成分, 其表达与细

胞增殖活性有关[13],故目前将其作为去分化型 VSMC
的重要标志。 c鄄Jun 是早期原癌基因,编码的核蛋白

(P39)可通过结构中的亮氨酸拉链与 c鄄Fos 结合形成

异源二聚体,构成 AP鄄1(activating protein鄄1)转录因

子。 在血管损伤诱导的 VSMC 增殖过程中,存在 AP鄄
1 的激活现象,并调节增殖相关基因的转录[14],故目

前将其作为去分化型 VSMC 的重要标志。 VSMC 由

分化表型向去分化表型转化是 VSMC 增殖与迁移的

关键性起始步骤[15],这是许多增生性血管疾病(如
PTCA 术后再狭窄、动脉粥样硬化、高血压病、移植性

血管病)的共同病理基础。
本实验成功构建了 miR鄄145 慢病毒表达载体,感

染大鼠原代 VSMC 后 RT鄄PCR 检测 miR鄄145 过表达;
PDGF 可使原代 VSMC 转变为去分化型 VSMC 而获

得增殖能力,在此基础上选择 VSMC 表型转化的三个

标志基因,观察细胞感染 miR鄄145 慢病毒后能否抑制

VSMC 的表型转化。 研究发现 VSMC 感染慢病毒后

miR鄄145 的表达较阴性对照细胞增加了 72郾 5 倍;同时

发现与 PDGF 组促进 VSMC 表型转化相比,miR鄄145
过表达后可上调 VSMC 分化相关基因 SM22琢 的表达

335%,而下调增殖相关基因 PCNA、c鄄Jun 的表达分别

为 66%和 77%。 提示 miR鄄145 可能抑制 VSMC 的表

型转化。
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