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摘要 : 趋化因子 CCR5 是 HIV21 入侵机体细胞的主要辅助受体之一 ,通过抑制 CCR5 的表达可以在一定程度上阻断

HIV21 的复制进程. miRNA 介导的 RNA 干扰相比经典的 siRNA 在应用中具有更多的特点. 本研究的目的是构建可特

异有效靶向 CCR5 的人工 miRNA 元件. 本研究以 CCR5 基因序列为模板设计了 14 个 miRNA 靶序列 ,以天然 miR230a

为基础骨架通过靶序列区替换构建人工 miRNA 元件. 通过将 miRNA 表达质粒与携带靶序列区的报告质粒的共转染抑

制实验检测不同 miRNA 的抑制效率 ,结果显示 miCCR213A 具有较好的抑制效率和特异性. 进一步将 miCCR213A 表达

载体转染 CCR5 阳性的 HIV21 受体细胞株 TZM2b1 ,RT2PCR 检测显示 miCCR213A 可在细胞中获得有效表达 ,同时应

用免疫流式细胞术检测显示在 miCCR213A 转染细胞相比对照细胞的 CCR5 蛋白的检测活性明显降低. 进一步的研究显

示 miCCR213A 在细胞中不会影响细胞活性和干扰素效应相关基因 osa1 和 stat1 mRNA 水平 ,具有良好的特异性. 本研

究获得的可特异靶向 CCR5 的人工 miRNA 元件可为进一步的抗 HIV21 研究提供重要基础.
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　　RNAi 技术应用于 H IV21 治疗研究是目前的研

究热点 ,获得具有高效抑制特性的 RNAi 元件是进行

相关研究的重要基础. 由于 HIV21 具有高突变性 ,仅

使用靶向病毒基因的 RNAi 元件较难克服因病毒突变

导致的逃避抑制的问题[1 ] . 在 HIV21 基因之外选择与

H IV21 复制相关的 RNAi 靶点是一种有效的策略 ,如

H IV21 感染所必需的受体基因或其它的辅助细胞因

子等. 研究已显示 ,靶向病毒受体基因 CCR5、C X CR4

及病毒转录相关的细胞蛋白 cyclin T1、CD K2 的 siR2
NA 可有效抑制 HIV21 的感染[2 ] . CCR5 是 R5 型

H IV21 感染细胞的必需辅助受体 ,有研究显示其对人

体的正常生长、分化及免疫功能并非必不可少[ 3 ] ,可作

为研制抗病毒 RNAi 元件的良好靶标. miRNA 是细

胞内源性调节基因表达的 RNA 分子 ,天然 miRNA 主

要通过与靶基因 mRNA 的 3′端非编码区的不完全匹

配以翻译抑制方式负调控靶基因的表达[4 ] . 近来研究

显示 ,对天然 miRNA 进行靶序列区替换可改变 miR2
NA 的抑制靶点和抑制方式[5 ] ,显示了构建人工 miR2
NA 的可行性. 由于 miRNA 在表达和抑制方式上相

比 siRNA 具有其独特的优势 ,有望有更好的应用潜

力. 因此本研究探讨以天然 miRNA 为基础骨架构建

可有效靶向 CCR5 的人工 miRNA 元件. 通过共转染

抑制实验、特异性检测、脱靶效应分析筛选获得可有效

靶向 CCR5 的人工 miRNA 元件 ,为进一步应用于抗

H IV21 研究提供基础.

1 　材料与方法

1. 1 　质粒和细胞株

TZM2bl 细胞、E. col i . D H5α为本实验室保存 .

pCDNA3. 1 ( + ) 质粒、293 F T 细胞购自 Invit rogen 公

司 ,pMACSKK. II 质粒购自 Clontech 公司 ,p RL2T K

质粒购自 Promega 公司 . 携带增强型绿色荧光蛋白

EGFP 报告基因元件的哺乳动物细胞表达质粒

pLL3. 7[6 ] 与携带荧光素酶 (luc) 基因的报告质粒 p ST

luc 由韩家淮教授赠送 .

1. 2 　生化试剂

限制性核酸内切酶购自大连宝生物工程有限公
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司 ; T4 DNA 连接酶购自华美生物工程公司 ;质粒小量

提取试剂盒、胶回收试剂盒为北京天根公司产品 ;引物

由上海生工生物工程有限公司合成 ;DM EM 培养基、

Opti2M EM、Glutamine、细胞培养用非必需氨基酸购

自 Invit rogen 公司 ;脂质体 Lipofectamine 2000 购自

Invit rogen 公司 ;细胞培养用胎牛血清 ( FBS)购自 Hy2
Clone 公司 ;Dual2L uciferase 双萤光素酶报告基因检

测系统购自 Promega 公司 ; 抗体 PE2CyTM 5 Mouse

Anti2Human CD195 购自 BD PharmingenTM 公司 ;

NCodeTM miRNA First2St rand cDNA Synt hesis Kit

及 Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UD G

购自 Invit rogen 公司 ; IFN Response Watcher Kit 购

自 Ta KaRa 公司 ; Cell Counting Kit28 试剂购自碧云

天公司.

1. 3 　表达载体构建

1. 3. 1 　miRNA 表达质粒的构建

以 CCR5 基因序列为模板序列 ,应用 Invit rogen

公司提供的辅助设计软件 ( Block2i T RNAi Desig2
ner) 设计了 14 个靶向 CCR5 基因的 miRNA 序列 ,

以靶向 lacZ基因的 miR2lacZ[ 7 ] 作为对照 . 合成各靶

点序列所对应的 miRNA 引物 (表 1) ,分别经退火

处理后连接到经 B am H I/ EcoR I 双酶切处理的

pcDNA3 . 1 ( + ) 载体 ,经 Pv u II/ H i nd III 小量酶切

鉴定后获得系列 miRNA 表达质粒 pcDNA3 . 12miR2
NA .

1. 3. 2 　报告质粒的构建

设计引物 (表 2) ,通过特异性 PCR 扩增 miRNA

靶基因上包含靶点所在位置的一段约 130 bp 长度的

DNA 序列 ,与 pMD182T 载体连接后转化 D H5α感受

态细菌 ,挑取菌落培养、提取质粒 ,经 Hind III/ EcoR

I小量酶切鉴定及测序确认为含单倍体靶序列的质

粒 p T2target . p T2target 经 B am H I/ EcoR I 双酶切后

回收 target 目的片段 ,将目的片段与经 B gl II/ EcoR I

双酶切处理的 p T2target 载体连接 , 转化 E. coli.

D H5α感受态细菌 ,经酶切鉴定为含双倍体靶序列的

p T2Dtarget . p T2target 经 B am H I/ EcoR I双酶切后回

收双倍体靶序列片段 ,并与经 B am H I/ EcoR I 双酶

切处理的 pST luc 载体连接 ,转化 E. coli. D H5α感受

态细菌 ,经酶切鉴定得到分别含不同区段双倍体靶

序列的报告质粒 pSTluc2C5A 和 pSTluc2C5B.

1. 3. 3 　pLL KK2miCCR13A 质粒的构建

通过 PCR 扩增 pMACSKK . II 质粒上的 H22 KK

蛋白表达框 ,其中5′端引入 X baI位点 ,3′端引入 X hoI

及 B am H I 位点. pLL3. 7 载体内部含有两个基因表

达框 ,一个表达 GFP 报告基因 ,另一个为 U6 启动子

指导表达的 shRNA. 将 pLL3. 7 质粒的 shRNA 表达

框用 X ba I/ X ho I 切下后 ,替换为上述的 H22 KK 蛋白

表达框 ,获得 pLL KK 载体. 将人工构建的 miCCR213A

编码序列以 B am H I/ X ho I 从 pcDNA3. 12miCCR13A

切下后 ,连接到同样经 B am H I/ X ho I 双酶切处理的

pLL KK 载体上 ,可获得 pLL KK2miCCR13A 表达载

体.

1. 4 　荧光素酶活性检测

24 孔培养板中每孔铺入 2 ×105 个 293F T 细胞 ,

12 h 后换液 ,将 pcDNA3. 12miRNA 质粒与报告质粒

p ST luc2Dtarget 、p RL2T K 混合后以脂质体对细胞进

行转染 ,3 种质粒用量分别为 0. 4、0. 2、0. 001μg. 转染

后 48 h 裂解细胞 ,检测细胞裂解液中的荧光素酶活

性. 检测试剂为 Promega 公司产品 Dual2L uciferase

双萤光素酶报告基因检测系统 ,检测过程参照说明书

进行.

1. 5 　R T2PCR 检测 miRNA 表达水平

用 Trizol 试剂提取细胞的总 RNA , 用 NCod

miRNA First2St rand cDNA Synt hesis kit 和 Platinum

SYBR Green qPCR SuperMix UD G kit 检测样品

中的成熟 miRNA 分子的水平. 检测过程参照产品说

明书进行.

1. 6 　CCR5 的流式细胞术检测

将 5 ×105 个细胞用 PBS 洗涤离心后 ,以 10μL

PBS 重悬 , 分别加入 10 μL 标记抗体 PE2CyTM 5

Mouse Anti2Human CD195 于 37 ℃孵育 ,40 min 后

离心吸弃上清 ,用 500μL PBS 洗涤离心后 ,用 500μL

PBS 重悬进行流式检测.

1. 7 　CC K8 kit 检测细胞毒性

预先铺 100μL 293F T 细胞于 96 孔细胞培养板中

(1. 5 ×104 个/ 孔) ,4 h 后转染 0. 6μg 相应质粒. 继续

培养 60 h 后 ,每孔加 10μL CC K8 溶液 ,37 ℃孵育 4 h

后 ,450 nm 检测 OD 值.

1. 8 　IFN 效应相关基因 osa1 和 st at1 的检测

用 Trizol 试剂提取细胞的总 RNA ,采用 IFN Re2
sponse Watcher kit 及 Platinum SYBR Green

qPCR SuperMix UD G kit 进行检测 ,检测过程参照产

品说明书进行.
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表 1 　用于 miRNA 构建的引物序列

Tab. 1 　The sequences of primers used for miRNA const ruction

　　　　注 :带边框序列为 miRNA 的靶序列.

表 2 　报告质粒 PCR 扩增引物序列

Tab. 2 　Primer sequences for construction of reporter plasmids
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2 　结　果

2. 1 　靶向 CCR5 的人工 miRNA 表达载体的构

建
本研究以 CCR5 基因序列为模板设计了 14 个 miR2

NA 靶序列. miR230a 是目前剪切位点已研究清楚的天

然 miRNA[8 ] ,因此本研究选择 miR230a 作为基础模板

进行人工 miRNA 构建. 将天然 miR230a 的靶序列区分

别替换为本研究设计的靶向 CCR5 的 miRNA 靶序列 ,

再克隆入 pcDNA3. 1 ( + )表达载体 ,经酶切鉴定后获得

分别靶向 CCR5 不同靶点的人工 miRNA 表达载体.

　　图 2 　共转染实验检测靶向 CCR5 的 miRNA 的抑制效率

　　1. mir2lacZ;2. pcDNA3. 1 ;3. miCCR213A ;4. miCCR213B ;5. miCCR21A ;6. miCCR21B ;7. miCCR21C ;8. miCCR25 ;

9. miCCR26 ;10. miCCR27 ;11. miCCR28 ;12. miCCR29 ;13. miCCR210 ;14. miCCR23A ;15. miCCR23B ;16. miCCR23C

　　Fig. 2 　Analysis of inhibition efficiencies of different miRNA against CCR5 by cotransfection assay

2. 2 　共转染实验检测靶向 CCR5 的 miRNA 的

抑制效率
本研究通过将 miRNA 表达质粒与报告质粒共转

染的方法检测靶向 CCR5 的不同 miRNA 的抑制效

率.通过与在报告基因终止密码子后携带 RNAi 元件

靶序列的报告质粒进行共转染是目前较常使用的分析

特定 siRNA 或 miRNA 抑制效率的方法[9 ] . 本研究设

计的 14 个 miRNA 的靶序列主要分别位于 CCR5 基

因序列的两个区段 ( C5A : 1～488 nt 和 C5B : 617～

1 000 nt) (图1) . 本研究即将CCR5基因上述两个区段

的序列以二倍体形式分别克隆入荧光素酶 ( luciferi2
ase)表达质粒 p ST luc 的终止密码子和 ployA 之间获

得报告质粒 p STluc2C5A 和 p STluc2C5B. 将不同的靶

向 CCR5 的 miRNA 表达质粒分别与 p STluc2C5A 和

p STluc2C5B 在 293F T 细胞中进行共转染实验 ,48 h

后收集细胞裂解上清并检测荧光素酶活性. 结果如图

2 所示 ,不同 miRNA 体现出不同程度的抑制效果 ,其

中 miCCR213A 具有较好的抑制效果 ,可有效抑制

p ST luc2C5A 的表达 ,但不能抑制 p ST luc2C5B 和

p ST luc2cont rol 的表达 ,体现出较好的抑制特异性. 因

此本研究选择对miCCR213A进行进一步的分析评价 .

　图 1 　miRNA 靶序列在 CCR5 基因上的位置

　Fig. 1 　Locations of miRNA target sequences on CCR5

2. 3 　miCCR213A 对 HIV21 受体细胞 CCR5 表
达的抑制效果

本研究进一步验证了 miCCR213A 在 CCR5 阳性

的 H IV21 受体细胞 TZM2b1 中对 CCR5 表达的抑制

效果. TZM2bl 为 CCR5 与 CXCR4 阳性的 HIV21 受体

细胞 ,常用于 HIV21 的滴度鉴定实验[ 10 ] . 本研究构建

携带了 miCCR213A 表达元件的表达载体 pLL KK2
miCCR13A. 将 pLL KK2miCCR13A 和 对 照 质 粒

pLL KK2miR2lacZ 分别转染 TZM2bl 细胞 ,转染 72 h

后传代一次 ,继续培养 48 h 后进行检测实验. 本研究

通过 R T2PCR 方法以细胞内源性 miRNA ( miR2181)

为参比对照检测 miCCR213A 在转染后细胞中的相对
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表达水平 ,结果显示 miCCR213A 在细胞中获得了有

效的表达 (图 3) . 通过流式细胞术检测转染后细胞中

CCR5 蛋白的活性 ,结果如图 4 所示 ,与转染对照质粒

pLL KK 2miR2lacZ相比 ,转染pLL KK2miCCR13A的细

胞中 CCR5 蛋白活性明显降低 ,与对照相比 CCR5 表

达的抑制效率约为 78. 7 % ,说明 miCCR213A 对 CCR5

具有较好的抑制效果.

　图 3 　miCCR213A 在转染后细胞内的表达水平

　Fig. 3 　Expression level of miCCR213A in TZM2b1 cells

t ransfected with pLL KK2miCCR13A

　　图 4 　miCCR213A 在转染后的 TZM2b1 细胞中对 CCR5 表达的抑制效率

　　Fig. 4 　Analysis of inhibition efficiencies of CCR5 expression in TZM2b1 cells t ransfected with pLL KK2miCCR13A

2. 4 　miCCR213A的脱靶效应分析
本研究进一步检测了靶向 CCR5 的 miCCR213A

对细胞活性及干扰素应答途径的影响. 将携带 miC2
CR213A 表达元件的载体 pLL KK2miCCR13A 转染

TZM2b1 细胞 ,应用 CC K28 细胞活性检测试剂盒检测

miCCR213A 表达对细胞活性的影响 ,结果如图 5A ,转

染了 pLL KK2miCCR13A 的细胞与对照相比细胞活性

未出现明显变化 ,说明 miCCR213A 的表达不会影响

细胞的增殖和代谢. 同时应用实时 R T2PCR 方法检测

干扰素效应相关基因 osa1 和 st at1 的 mRNA 水平 ,以

β2A cti n 基因 mRNA 水平为内参 ,检测结果如图 5B ,

转染了 pLL KK2miCCR13A 的细胞与对照细胞相比

osa1 和 stat1 水平没有明显变化 ,说明 miCCR213A 的

表达不会影响细胞的干扰素应答途径. 因此进一步证

明 miCCR213A 具有良好的抑制特异性.

　图 5 　miCCR213A 的脱靶效应分析

　A. miRNA 表达对细胞活性的影响 ;B. miRNA 表达对细胞
中 stat1 和 osa1 基因 mRNA 水平的影响

　Fig. 5 　Analysis of off2target effect s of miCCR213A
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3 　讨　论

RNAi 是近年来发现并逐步阐明的一种细胞内特

异性抑制基因表达的机制 ,已广泛应用于基因功能及

抗病毒、抗肿瘤等研究 ,显示出巨大的应用前景. 将

RNAi 技术应用于 H IV21 治疗研究是目前的研究热

点 ,然而也面临许多问题 ,如何有效应对由于 HIV21

的高突变率而导致逃避抑制的问题 ,是 RNAi 技术是

否能够成功应用于 HIV21 治疗的一个关键[11 ] . 在目

前已提出的各种可能的对策中 ,获得具有高效抑制特

性的 RNAi 元件是开展相关研究的重要基础. 在 H IV2
1 基因外选择合适的与 HIV21 复制相关的 RNAi 靶点

也是一种有效的策略. 本研究以天然 miR230a 为基础

骨架构建了可特异靶向该靶点的人工 miRNA 元件 ,

筛选获得一个可有效抑制 CCR5 的 miRNA 元件

(miCCR213A) ,进一步的脱靶效应检测证明该人工

miRNA 具有较好的抑制特异性 ,具有良好的应用潜

力.

研究已显示 , R5 型 H IV21 是建立初始感染的主

要病毒 ,而 CCR5 是 R5 型 H IV21 感染细胞的必需辅

助受体[2 ] . 在以基因治疗相关研究中 ,以体内基因作为

RNAi 的抑制对象是需要进行慎重选择的 ,特别是需

要考虑是否会对细胞增殖活性及功能产生影响. 目前

认为 ,CCR5 对于人体的正常生长、分化及免疫功能并

非必不可少. 有研究显示 ,CCR5 先天性缺失的个体并

未显示出发育或其他的异常 ,同时对 HIV21 的感染具

有天然的抵抗作用[12 ] . 也有报道显示 ,在 CCR5 表达

降低 50 %的 HIV21 感染患者中 ,其血清中的病毒载量

明显低于普通患者 ,并且可以延缓病程的发展[13 ] . 这

说明 CCR5 缺失或降低不会影响机体的正常机制 ,同

时有助于抑制 HIV21 的感染 ,因此 CCR5 可以作为

RNAi 技术抗 H IV21 研究的良好靶标. 目前报道的抑

制 CCR5 表达的 RNAi 方法主要是采用经典的 siR2
NA 途径 ,靶向 CCR5 的 siRNA 通过化学合成直接转

染[14 ]或通过载体转染至细胞内表达[15 ] 的方式在细胞

中抑制 CCR5 的表达. 本研究则结合了目前在 miRNA

方面的研究进展 ,采用了以天然 miRNA 为基础骨架

构建靶向 CCR5 的人工 miRNA 元件的方法.

miRNA 与 siRNA 均为 RNAi 的主要作用分子.

与 siRNA 不同 ,天然 miRNA 来自于细胞内基因的非

编码区转录产生的具有茎环结构的 pri2miRNA ,经由

RNaseIII 家族的 Drosha 和 Dicer 酶加工后形成成熟

的 miRNA ,miRNA 可与 RISC 结合形成 miRISC ,内

源性 miRNA 主要通过与靶 mRNA 序列不完全匹配

的非降解的翻译抑制方式调控靶基因的表达[16217 ] ,而

当 miRNA 与靶 mRNA 序列高度匹配时也可通过类

似 siRNA 的作用机制特异识别并切割降解靶 mR2
NA [18 ] . 在 miRNA 的加工过程中 ,影响 Drosha 剪切的

关键因素是其二级结构 ,而与 miRNA 一级序列无

关[19 ] ,这为通过对天然 miRNA 的靶序列进行替换改

造构建靶向特定靶点的人工 miRNA 提供了重要的理

论支持. 目前探讨以 miRNA 作为基因表达抑制工具

已成为 RNAi 技术研究的一个重要方面. 同时值得注

意的是 ,以 siRNA 不同 miRNA 可使用 RNA 聚合酶

II 类启动子指导表达 ,因此在表达载体启动子选择上

具有更大的灵活性. 研究显示 ,目前常用于 siRNA 表

达的 RNA 聚合酶 III 类启动子容易造成表达过量而

影响细胞正常功能 ,而 II 类启动子选择范围较广 ,可

以使用组织特异性或诱导型启动子 ,从而有利于脱靶

效应的控制[5 ,8 ] . 本研究构建的靶向 CCR5 的人工

miRNA (miCCR213A) 即使用属 RNA 聚合酶 II 类启

动子的 H2 K 启动子进行表达 ,对靶细胞中的 CCR5

表达具有良好的抑制效果 ,同时脱靶效应分析显示不

会影响细胞活性和干扰素应答途径 ,具有良好的应用

潜力 ,可为进一步应用于新型艾滋病治疗方法研究提

供基础.
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Construction and Identif ication of Artif icial miRNA
Targeting to HIV21 Cell Receptor Gene CCR5

WAN G Ying2bin ,C H EN G Tong 3 ,WEI Li2hua ,ZHAN G Tao ,

L IAN G L u2ping ,XIA Ning2shao
(National Institute of Diagnostics and Vaccine Development in Infectious Diseases ,School of Life

Sciences ,Xiamen University ,Xiamen 361005 ,China)

Abstract :The chemokine receptor CCR5 is one of the major co2receptors for HIV21 cellular ent ry. HIV21 replication can be blocked

to some extent by inhibiting the expression of CCR5. RNA interfence ( RNAi) is a sequence2specific int racellular mechanism of gene

silence. Recent studies have shown that micro RNAs (miRNAs) posses more characteristics of inhibition and expression mechanisms

than small interfering RNAs(siRNAs) . In this study ,we explored the const ruction of artificial miRNA element against CCR5 effec2
tively and specifically. Fourteen miRNA sequences were selected based on the sequence of CCR5 gene and the target sequence in the

stem2loop st ructure of the native miR230a was replaced with the artifical miRNA sequence separately. Using various reporter plasmids

containing different target sequences , the activities of the const ruct s against CCR5 were determined and miCCR213A was selected

f rom the candidates. miCCR213A expression vector was then transfected into CCR52positive TZM2b1 cells , miCCR213A expression

was confirmed by RT2PCR detection in t ransformed cells ,and the CCR5 expression was effectively inhibited by miCCR213A in trans2
formed cells comparing to control cells. Result s also showed that cell viabilities and int racellular stat1 and osa1 mRNA levels were not

affected by miCCR213A expression in t ransformed cells. miCCR213A is a promising candidate for future research on HIV21 therapy.

Key words :CCR5 ;RNA interference ;artificial miRNA
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