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构建MicroRNA-29a和microRNA-29c腺病毒并探讨

其对膀胱癌细胞增殖能力的影响
范砚茹  杜红飞  宋学东  罗春丽*

(重庆医科大学检验医学院, 重庆 400016)

摘要      构建miRNA-29a/c的重组腺病毒并观察其对膀胱癌T24细胞增殖能力的调控。以人全

基因组DNA为模板, PCR扩增miR-29a、miR-29c, 克隆至腺病毒穿梭载体pAdtrace-TO4-CMV。重

组穿梭载体经pme I线性化后与腺病毒骨架质粒pAdEasy-1共转化感受态大肠杆菌BJ5183, 通过同

源重组获得重组腺病毒质粒pAdEasy-1-miR-29a、pAdEasy-1-miR-29c, pac I线性化后转染HEK-293
细胞, 进行包装和扩增。实时荧光定量PCR检测感染腺病毒的膀胱癌T24细胞中miR-29a、miR-29c
的表达水平, 并利用CCK-8实验检测细胞增殖能力。经DNA测序和限制性内切酶分析显示, 重组

腺病毒质粒pAdEasy-1-miR-29a、pAdEasy-1-miR-29c构建成功; 感染腺病毒Ad-miR-29a和Ad-miR-
29c后, 经实时荧光定量PCR检测, 膀胱癌细胞中miR-29a、miR-29c表达显著增高(P<0.01); 过表

达miR-29a/c后的CCK-8实验显示, 细胞增殖能力明显低于对照组(P<0.05)。以上说明已成功构建

miR-29a、miR-29c腺病毒, 过表达miR-29a/c可抑制膀胱癌细胞的增殖。
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MiR-29a and miR-29c Recombinant Adenovirus Vector Regulate 
Proliferation of Human Bladder Cancer Cells

 Fan Yanru, Du Hongfei, Song Xuedong, Luo Chunli*
(College of Laboratory Medicine, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       To construct recombinant adenovirus vector containing human miR-29a and miR-29c and to de-
termine its effect on the proliferation in human bladder cancer T24 cells, the PCR product containing miR-29a/c was 
amplified from human genomic DNA and inserted into the adenoviral shuttle vector pAdTrace-TO4-CMV. Then, the 
recombinant shuttle plasmid linearized by pme I was co-transformed into competent E. coli. BJ5183 with the adenovi-
ral backbone plasmid pAdEasy-1. Then, the recombinant adenoviral DNA was transfected into HEK293 cells, packed 
and amplified miR-29a and miR-29c adenoviruses. T24 cells were infected by Ad-miR-29a and Ad-miR-29c. The 
expression of mature miR-29a/c was detected by Real-time PCR. The cell proliferation was detected by CCK-8 assay 
before and after infected miR-29a/c. Real-time PCR showed that miR-29a and miR-29c significantly up-regulated in 
T24 cells infected with Ad-miR-29a and Ad-miR-29c (P<0.01). CCK-8 assay showed that cell proliferation was sig-
nificantly depressed after infection (P<0.05). The adenovirus vector Ad-miR-29a and Ad-miR-29c were constructed 
successfully and the over-expression of miR-29c inhibited the proliferation of T24 cells.

Key words        miR-29a/c; adenovirus; bladder cancer; cell proliferation
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miRNA是一类长度约为21个碱基的非编码小

分子RNA。成熟的miRNA是由60~80个碱基的发夹

状双链RNA经RNase III Dicer剪切而来[1]。据报道, 
至少30%的人类基因受到miRNA的调控[2]。研究证

实, miRNA通过与mRNA 3′非翻译区(3′UTR)的不

完全互补, 影响mRNA的稳定性或抑制mRNA的翻

译, 从而抑制基因表达。相反, 也有部分miRNA与

mRNA的5′端作用, 上调相应基因的表达[3-5]。

miR-29家 族 包 括miR-29a/b/c, miR-29a和miR-
29c分别位于第7和第1号染色体。 MiR-29a/c为其家

族主要成员, Dyrskjøt等[6]发现其在膀胱癌组织、细

胞中表达降低。但是, miR-29a/c在膀胱癌中的具体

生物学功能及作用机制尚无相关报道。

为进一步阐释miR-29a、miR-29c在膀胱癌中

的生物学功能及其作用机制, 本研究利用AdEasy系
统构建了miR-29a、miR-29c腺病毒表达载体。通过

实时荧光定量PCR(Real-time PCR)对Ad-miR-29a、
Ad-miR-29c在体外表达进行了验证, 利用CCK-8实
验检测miR-29c可抑制膀胱癌细胞的增殖能力, 为进

一步研究miR-29a/c对膀胱癌细胞的增殖、凋亡及

迁移等提供了良好的研究工具。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   质粒、菌株及细胞      腺病毒穿梭质粒

pAdtrace-TO4, 腺病毒骨架质粒pAdEasy-1, 大肠杆

菌DH5α、BJ5183、HEK-293细胞及膀胱癌细胞T24
均由重庆医科大学临床检验诊断学省部共建教育部

重点实验室保存。

1.1.2   主要试剂      限制性内切酶pme I和pac I购自

Fermentas公司; 限制性内切酶Hind III、BamH I、
T4 DNA连接酶、DNA聚合酶、DNA marker、实

时荧光定量PCR和逆转录试剂盒、PCR纯化试剂盒

等均购自TaKaRa公司(日本); 质粒提取试剂盒购自

OMEGA公司; DNA提取试剂盒购于TIANGENE公
司; 脂质体LipofectamineTM 2000购自Invitrogen公司

(美国); DMEM培养基购自Hyclone公司(美国); PCR
引物及测序由上海英潍捷基(Invitrogen)贸易有限公

司完成, CCK-8购于Beyotime生物有限公司(中国)。
1.1.3   引物设计      MiR-29a、miR-29c前体检测引

物序列如下: 上游引物MiR-29a: 5′-CCT AGC ACC 
ATC TGA AAT CG-3′, miR-29c: 5′-GCC TAG CAC 

CAT TTG AAA TCG-3′; 通用下游引物序列: 5′-GTG 
CAG GGT CCG AGG T-3′, miRNA逆转录引物: 5′-
GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC 
GCA CTG GAT ACG ACT AAC CG-3′。据GenBank
中编码人MiR-29a、miR-29c的基因组DNA序列, 运
用primer 5.0设 计 合 成MiR-29a、miR-29c的 引 物, 
上游引物序列: 5′-CGC GGA TCC ATG GTT AAA 
GAG CCC AAT GTA TGC TG-3′,  5′-CGC GGA TCC 
ATG CGG CGT TGA TTG CGG GGC A-3′; 下游引物

序列: 5′-CCC AAG CTT TCAG TAT AAC CAT TCA 
TGA TAT GCT AA-3′及5′-CCC AAG CTT TC A CAG 
CAA AAT GCA ACT AGA GAA CAT C-3′; 划线处

为酶切位点BamH I和Hind III; U6上游引物: 5′-CTC 
GCT TCG GCA GCA CA-3′, U6下游引物: 5′-AAC 
GCT TCA CGA ATT TGC GT-3′。
1.2   方法

1.2.1   miR-29a、miR-29c基因扩增      提取人体膀

胱癌癌旁组织基因组DNA, PCR扩增miR-29a、miR-
29c。扩增片段大小分别为360 bp、390 bp, 将PCR产
物进行纯化。PCR反应条件: 预变性94 °C 1 min; 
变性94 °C 30 s, 退火56.4 °C/63.9 °C 30 s, 延伸72 °C 
1 min, 扩增35个循环; 再延伸72 °C 5 min。之后进

行1.5%琼脂糖凝胶电泳, 试剂盒纯化PCR产物。

1.2.2   重组穿梭质粒pAdTrace-TO4-CMV-miR-29a/
c的构建      用BamH I和Hind III双酶切miR-29a/
c-PCR和pAdTrace-TO4质粒, 纯化酶切后产物, 经T4
连接酶于16 °C水浴反应16 h。连接产物转化感受

态大肠杆菌DH5α, 用含50 mg/L硫酸卡那霉素的LB
平板进行筛选。挑选部分克隆菌落, 提取质粒。经

BamH I和Hind III双酶切及PCR鉴定, 并送Invitrogen
公司测序。鉴定正确的重组腺病毒穿梭质粒命名为

pAdTrace-TO4-CMV-miR-29a/c。
1.2.3   重组腺病毒质粒的构建      Pme I酶切重组穿

梭质粒pAdTrace-TO4-CMV-miR-29a/c。将线性化的

重组穿梭质粒与腺病毒骨架质粒(pAdEasy-1)共转

染大肠杆菌BJ5183感受态细菌。用含有50 mg/L硫
酸卡那霉素的LB平板筛选阳性克隆。挑选出数个

阳性克隆, 经扩增培养后, 提取质粒并进行Pac I酶切

鉴定。鉴定正确的重组腺病毒质粒命名为pAdEasy-
1-miR-29a/c, 保存菌株和病毒质粒。

1.2.4   HEK293细胞包装、扩增重组腺病毒      重组

腺病毒质粒pAdEasy-1-miR-29a/c经Pac I酶切线性
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化, 乙醇沉淀后, 产物按照LipofectamineTM 2000使用

说明, 对融合度达50%的HEK293细胞进行转染, 置
于37 °C、5% CO2环境培养48 h后, 观察细胞病变

和荧光情况。细胞生长至90%以上且发生细胞病变

效应时, 收集细胞, 反复冻融3次, 涡旋离心后, 4 °C、 
12 000 r/min离心15 min, 收集细胞裂解上清液即第

一代重组腺病毒, 扩大培养HEK293细胞, 利用病毒

反复感染细胞以提高病毒滴度。

1.2.5   重组腺病毒的鉴定      将Ad-miR-29a/c腺病

毒、Ad-pAdTrace-TO4空载腺病毒分别感染T24细胞, 
48 h后利用TRIzol提取细胞总RNA, 逆转录为cDNA
后, 采用实时荧光定量PCR检测miR-29a、miR-29c表
达变化。MiRNA逆转录引物: 5′-GTC GTA TCC AGT 
GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG 
ACT AAC CG-3′。按照TaKaRa公司逆转录试剂盒说

明进行。实时定量PCR条件: 预变性95 °C 30 s; 变性

95 °C 10 s, 退火53 °C 20 s, 延伸72 °C 30 s, 重复 40个
循环; 溶解曲线: 65 °C~95 °C, 每5 s增加0.5 °C。以U6
为内参, 用2–ΔΔCt值计算目的基因的相对表达量。

1.3   CCK-8实验

将生长良好的T24细胞接种于96孔板(1 000/孔), 
培养12 h后感染miR-29c腺病毒, 分别在1, 2, 3, 4 d时
加入CCK-8试剂, 继续培养4 h后在酶标仪上检测各

组D值。分别设置未感染及感染空载体的T24为对照, 
并设置试剂对照组, 每组设5个复孔。

1.4   统计学处理

各项数据使用SPSS 17.0软件分析, 以平均值±
标准差(x

_
±s)表示, 组内比较采用配对t检验, 组间比较

用One-way ANOVA分析, P<0.05表示有统计学意义。

2   结果
2.1   miR-29a、miR-29c基因扩增鉴定 

PCR 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分析可见, 在
360 bp及390 bp的miR-29a、miR-29cDNA片段, 大小

与理论值相符(图1)。
2.2  重组穿梭质粒pAdTrace-TO4-cMV-miR-29a/c
的鉴定

克隆的miR-29a和miR-29c的前体序列在人基

因组中的长度分别约为360 bp、390 bp。对筛选出

的阳性克隆用miR-29a和miR-29c检测引物经PCR检
测以及BamH I和Hind III双酶切检测, 均检测出大小

相同的片段(图2和图3)。对重组质粒进行测序, 结果

M: DNA marker DL2000; miR-29a: 360 bp; miR-29c: 390 bp.
图1  miR-29a、miR-29c基因PCR扩增产物

Fig.1  PCR products of miR-29a and miR-29c genes
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M: DNA marker DL10000; 1: miR-29a PCR产物; 2: 质粒pAdTrance-
TO4-miR-29a酶切产物; 3: pAdTrace-TO4。
M: DNA marker DL10000; 1: PCR production of miR-29a; 2: restrictive en-
zyme digestion production of pAdTrance-TO4-miR-29a; 3: pAdTrace-TO4.
图2  PCR及BamH I和Hind III双酶切鉴定pAdTrace-TO4-

CMV-miR-29a 
Fig.2  Identification of recombinant shuttle plasmid with 

restrictive enzyme digestion and PCR
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M: DNA marker DL10000; 1: 质粒pAdTrance-TO4-miR-29c酶切产物; 
2: pAdtrace-TO4。
M: DNA marker DL10000; 1: restrictive enzyme digestion production 
of pAdTrance-TO4-miR-29c; 2: pAdTrace-TO4.
图3  BamH I和Hind III双酶切检测pAdTrace-TO4-cMV-

miR-29c
Fig.3  Identification of recombinant shuttle plasmid with 

restrictive enzyme digestion
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29a和Ad-miR-29c质粒构建成功。

2.4   重组腺病毒的包装和扩增

重组腺病毒质粒转染HEK-293细胞48 h后,可观

察到红色荧光, 12 d后收集病毒(图5),  经4轮扩增可

得到滴度为1.6×1012的病毒液。

2.5   Real-time PCR检测miR-29a、miR-29c表达

Ad-miR-29a、Ad-miR-29c感 染T24细 胞48 h后, 
miR-29a、miR-29c的表达水平较阴性对照病毒Ad-
pAdTrace-TO4以及未感染病毒的细胞显著升高(图6)。
2.6   CCK-8实验 

CCK-8实验检测细胞增殖, 培养第2 d实验组细

胞与其他两组相比细胞增殖速度明显减慢, 细胞增

殖抑制率约为未转染组2倍左右(P<0.05)。未感染

组细胞及感染空载腺病毒细胞组间无明显差异, 说
明miR-29a/c显著抑制T24细胞的增殖(图7)。

 

3   讨论
MiR-29家族由miR-29a/29b/29c组成, miR-29a

及miR-29c分别位于染色体7q32及1q32[7]。近来, 多
项研究证实miR-29s在急性髓细胞白血病、套细胞

淋巴瘤、鼻咽癌、胆管上皮细胞癌、肝细胞癌等

多种肿瘤中表达异常, 对肿瘤的发育、分化、增殖

A: miR-29a红色荧光; B: miR-29a白光; C: miR-29c红色荧光; D: miR-29c白光。

A: red fluorescence of miR-29a; B: the white light of miR-29a; C: red fluorescence of miR-29c; D: the white light of miR-29c.
图5  重组腺病毒质粒转染HEK-293细胞9天后荧光显微镜观察(100×)

Fig.5  Inverted microscope of HEK-293 cells 9 days after being transfected with recombinant adenovirus plasmid (100×)
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M: DNA marker 5000; 1、2: pAdEasy-1-miR-29a Pac I酶切产物; 3: 
pAdEasy-1-miR-29c Pac I酶切产物。

M: DNA marker 5000; 1: Pac I enzyme digestion production of 
pAdEasy-1-miR-29a; 2: Pac I enzyme digestion production of pAdEasy-
1-miR-29c.

图4  重组腺病毒质粒酶切鉴定

Fig.4  Identification of recombinant plasmid with plasmid 
with restrictive enzyme digestion

A B
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也证明插入的片段是miR-29a和miR-29c前体序列。

2.3   重组腺病毒质粒载体的鉴定

重组腺病毒质粒经Pac I酶切鉴定, 可切出3.0 Kb
或4.5 Kb大小的片段(图4)。说明重组腺病毒Ad-miR-
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及凋亡都有着重要的作用。如miR-29a/29b/29c在急

性髓细胞白血病中表达下调, 并且通过与CDK6的
3′UTR区域靶向性结合, 使其表达降低, 抑制CDK6
与CyclinD1结合, 从而抑制肿瘤增殖, 促进凋亡; 研
究者发现, 在胆管癌和肝癌中MiR-29直接靶向抗凋

亡蛋白MCL1及BCL-2, 促进肝癌细胞凋亡[8-14]。近

来, Dyrskjøt等[6]利用健康人体及膀胱癌患者组织标

本进行芯片检测, 发现miR-29a/c在膀胱癌中表达显

著下调., 并且对不同阶段的癌组织进行检测, 发现

miR-29a/c表达与膀胱癌的进展及预后等有关。但是, 
关于miR-29a/c在膀胱癌中的具体作用机制及相应基

因调控机制尚不清楚, 因此, 为了更进一步研究miR-
29a、miR-29c在膀胱癌细胞中的生物学功能, 本课题

充分利用腺病毒具有感染效率高、宿主广泛、载体

A: miR-29a抑制T24细胞生长; B: miR-29c抑制T24细胞生长。

A: inhibiting effects of miR-29a on T24 cell growth; B: inhibiting effects of miR-29c on T24 cell growth.
图7  miR-29a/c对T24细胞的生长抑制作用

Fig.7  Inhibiting effects of miR-29a/c on T24 cell growth
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Blank: 正常T24细胞;  –: 感染Ad-pAd-Trance-TO4腺病毒的T24细胞; +: 感染Ad-miR-29a或Ad-miR-29c腺病毒的T24细胞。

Blank: T24 cells; –: T24 cells infected by Ad-pAd-Trance-TO4; +: T24 cells infected byAd-miR-29a/c.
图6  Ad-miR-29a/c腺病毒感染T24细胞后miR-29a、miR-29c表达

Fig.6   Identify expressions of miR-29a and miR-29c of T24 cells infected by Ad-miR-29a/c

容量大、不整合进宿主染色体、容易制备等优点[15], 
成功构建了表达Ad-miR-29a、Ad-miR-29c的腺病毒

载体, 并对miR-29c对膀胱癌细胞增殖能力的影响做

了初步探讨, 这为进一步深入研究其生物学功能及其

具体分子机制提供了有效的理论依据及分子工具。

本课题组将从循环血液入手, 检测正常人及癌

症病人血清中miR-29a/c的表达, 为膀胱癌的快速诊

断提供实验依据; 本实验已初步验证miR-29a/c抑
制膀胱癌细胞的增殖, 根据http://www.microrna.org/
microrna及http://www.targetscan.org数据库预测miR-
29a/c的靶基因, 本课题组将进一步验证miR-29a/c与
AKT的靶位关系, 是否通过抑制PI3K/AKT信号通路

从而抑制膀胱癌细胞的增殖, 探索以miR-29a/c为靶

点诊断和治疗膀胱癌的可能性。 
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