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靶向血管内皮生长因子基因的微小RNA真核表达载体的构建***★ 
熊建宁1, 2，孙  建2，区应亮2，简志祥2 

Construction of a microRNA expressing eukaryotic vector targeting vascular endothelial growth 
factor     

Xiong Jian-ning1, 2, Sun Jian2, Ou Ying-liang2, Jian Zhi-xiang2 

Abstract 
BACKGROUND: Studies have shown that the microRNA (miRNA) and its potential target gene play an important role in 
hepatocellular carcinoma, but the exact mechanism is still unclear. 
OBJECTIVE: To construct a vascular endothelial growth factor (VEGF) miRNA expressing eukaryotic vector and to identify 
biological activity of VEGF miRNA transfected into HepG-2 cells.  
METHODS: According to the sequence of VEGF mRNA, the VEGF miRNA was designed and synthesized, and then cloned into 
the pcDNA6.2-GW/EmGFP-miRNA vector and transfected into HepG-2 cell lines. The integrity of the insert fragment was 
detected using colony PCR and sequencing analysis. The biological activity of VEGF miRNA by way of real-time PCR and 
Western blot was determined.   
RESULTS AND CONCLUSION: Sequences of the inset fragment in the four miRNA expressing recombinants were correct. 
VEGF mRNA expression of the four miRNA recombinants were significantly decreased (P < 0.05), especially in the 
VEGF-miRNA-3 with an inhibitory rate of 87%. Four VEGF-targeting miRNA expressing recombinants were successfully 
constructed which can significantly inhibit VEGF gene expression in HepG2 cells. 
 
Xiong JN, Sun J, Ou YL, Jian ZX. Construction of a microRNA expressing eukaryotic vector targeting vascular endothelial growth 
factor. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(15): 2737-2740.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：有研究表明微小 RNA 及潜在靶基因在肝癌中起重要作用，但具体机制仍不清楚。  
目的：构建靶向血管内皮生长因子基因微小 RNA 真核表达载体，评估其转染人肝癌细胞株 HepG2 后血管内皮生长因子基

因的干扰效果。 
方法：根据血管内皮生长因子序列设计合成 4 对微小 RNA 不同干扰片段，克隆到 pcDNA6.2-GW/EmGFP-微小 RNA 真核

表达载体上，测序分析鉴定插入序列的完整性；并将其转染至 HepG-2 细胞株中。采用实时荧光定量聚合酶链式反应分析

血管内皮生长因子微小 RNA 干扰效果，蛋白印迹技术测定重组体对血管内皮生长因子基因蛋白表达情况。 
结果与结论：构建的 4 组重组体插入片段的碱基序列完全正确，重组体能干扰肝癌细胞 HepG2 细胞血管内皮因子基因的表

达，4 组重组体基因的 mRNA 的表达水平和蛋白表达水平与阴性对照组相比明显降低(P < 0.05)，其中血管内皮生长因子微

小 RNA-3 表达水平最低，抑制率 87%。结果证实，实验成功构建血管内皮生长因子微小 RNA 表达载体，在体外能有效抑

制 HepG2 细胞血管内皮生长因子基因表达。 
 
关键词：血管内皮生长因子；微小 RNA；肝癌；肝细胞；抑制；基因表达；组织工程 
缩略语注释：VEGF: vascular endothelialcell growth factor，血管内皮生长因子 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.15.017 
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0  引言 
 

微小RNA(microRNA)是一组长约22核苷

酸的非编码小RNA分子，主要通过与靶基因序

列不完全互补的microRNA抑制mRNA 的翻

译，而与靶序列完全互补的 microRNA 引起靶

基因mRNA的裂解，即RNA干扰。MicroRNA
调控基因表达的功能与来源无关，因此，

MicroRNA成为继 siRNA之后 RNA干扰领域

一种重要的研究手段和实验工具[1]。 
血管内皮生长因子(vascular endothelialcell 

growth factor, VEGF)是目前已知在原发性肝癌

血管生成中作用最强的血管生成诱导因子，可通

过作用于血管内皮细胞、提高血管的通透性、促

进肝癌细胞的增殖来促进肝癌的发生、发展、转

移[2]。黄秋林等[3]利用RNAi干扰技术抑制肝癌细

胞VEGF的表达。但建立VEGF microRNA真核

表达载体干扰技术研究不多。目前对microRNA
与肿瘤关系在功能研究主要通过真核表达载体

体外转录以及合成等方法为主。由于RNA本身容

易收RNA酶污染而降解，合成价格昂贵使用次数

有限，使得其他方法的应用有限，而采用真核表

达载体具有独特优势。实验通过体外构建靶向

VEGF基因的microRNA真核表达载体，并转染

HepG2细胞，实验利用特异性RNA干扰技术证
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明人肝癌细胞株HepG2中VEGF表达受到抑

制，为应用microRNA靶向VEGF的肝癌基因治

疗的研究提供新的思路。 
 
1  材料和方法 

 
设计：基因学实验。 
时间及地点：于2011-07/11在广东省人民

医院生物分子实验室完成。 
材料： 
试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 

microRNA的设计合成与构建：引物序列见表1。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
从GenBank上搜索获得人VEGF基因的 

mRNA序列 (NM_001025366)，使用在线设计

软 件 RNA designⅠ er (http://www.invitrogen. 
com/rnaidesigner)根据基因序列设计并合成设

计4对针对VEGF基因的pre-microRNA寡核苷

酸序列作为干扰片段，并得到其互补序列，经 
NCB BlastⅠ 排除其非特异同源性。同样设计一

段不针对人体任何 mRNA序列的阴性对照序

列 (Neg) ， 4 对 microRNA 寡 核 苷 酸 链 由

invitrogen公司合成。 
将设计合成好的寡核苷酸链构建入

pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR真核表达载体并

转化至DH5α感受态大肠杆菌。重组体分别命名

为VEGF-microRNA-1，2，3，4，Neg。 
重组体的测序鉴定：平板上挑取单菌落接种

与含有50 μg的壮观霉素抗性液体LB试管中，

37 ℃摇床培养过夜。挑取 LB平板上的阳性克

隆菌落。质粒提取后由Invitrogen公司进行测

序，使用反向测序引物microRNA reverse 
sequencing primer (invitrogen, Catalog no. 
K4936-00, 5’-CTC TAG ATC AAC CAC TTT 
GT-3’ )测序。 

细胞培养和转染：选择肝癌细胞株 HePG2在 
DMEM+体积分数10%胎牛血清+双抗中培养。在

转染前1 d，选择生长状态良好、70%以上汇合的

细 胞 ， 实 验 分 组 为 阴 性 对 照 VEGF- 
microRNA-Neg, 空 载 体 对 照 , VEGF- 
microRNA-1，2，3，4。每组设3个平行孔。转染

比例为0.5 μg质粒：1.25 μL Lipofectamine 
2000/24 孔 板，具体转染操作根据Lipofectamine 
2000脂质体转染说明书进行。 

荧光定量  PCR检测microRNA 转染后VEGF 

mRNA的表达：收集转染后48 h的细胞，每孔细

胞样品中各加入1 mL Trizol液，尽量让细胞全

部裂解后抽提总RNA。取少量用于RNA含量及

纯度测定。 
总RNA先用RNase H处理后，用 FQ-PCR

试剂盒进行cDNA的合成及PCR反应。 
PCR引物： 

 
 
 
 
荧光定量 PCR在 BIORAD Ⅰcycler 5通

道荧光定量 PCR仪上进行，每个标本重复测量 
3次，标准曲线法分析VEGF mRNA的表达量。 

Western blot检测microRNA转染后VEGF蛋白

的表达：收集转染后24 h的细胞，PBS洗涤2遍，

细胞总蛋白抽提液提取总蛋白，并储存于-70 ℃ 

试剂及仪器 来源 

线性化 microRNA 表达载体 
pcDNA6.2-GW/ EmGFP-miR， 
DH5α大肠杆菌感受态细胞，肝癌细

胞株 HePG2，BLOCK-iT™ Pol Ⅱ
miR RNA EⅠ xpression Vector Kit
with EmGFP；Lipofectamine 2000

质粒提取试剂盒  
鼠抗人 VEGF(ab1316)抗体  
β-actin 鼠抗人单克隆抗体           
HRP(辣根过氧化物酶)标记的山羊抗

鼠、抗兔的二抗 Ig   
荧光定量 PCR 仪  

Invitrogen 公司 
 
 
 
 
 
TIANGEN 公司 
Abcam 公司 
Santa Cruz 公司 
Sigma 公司 
 
OLYMPUS 公司 

表 1  pre-microRNA 寡核苷酸序列 
Table 1  pre-microRNA oligo sequence        

VEGF: vascular endothelial growth factor 

Gene Sequences (5’-3’ ) 
 
VEGF- 
microRNA-

1 

 
F 

 
TGC TGG ACA GCA GAA  AGT TCA TGG
TTG TTT TGG CCA CTG ACT GAC AAC
CAT GAT TTC TGC TGT C 

R CCT GGA CAG CAG AAA TCA TGG TTG
TCA GTC AGT GGC CAA AAC AAC CAT
GAA CTT TCT GCT GTC C 

VEGF- 
microRNA-

2 

F TGC TGT GAT GAT TCT GCC CTC CTC
CTG TTT TGGC CAC TGA CTG ACA GGA
GGA GCA GAA TCA TCA 

R CCT GTG ATG ATT CTG CTC CTC CTG
TCA GTC AGT GGC CAA AAC AGG AGG 
AGG GCA GAA TCA TCA C 

VEGF- 
microRNA-

3 

F TGC TGT ACT CCT GGA AGA TGT CCA
CCG TTT TGG CCA CTG ACT GAC GGT
GGA CAT TCC AGG AGT A 

R CCT GTA CTC CTG GAA TGT CCA CCG
TCA GTC AGT GGC CAA AAC GGT GGA
CAT CTT CCA GGA GTA C 

VEGF- 
microRNA-

4 

F TGC TGT GAA GAT GTA CTC GAT CTC ATG
TTT TGG CCA CTG ACT GAC ATG AGA
TCG TAC ATC TTC A 

R CCT GTG AAG ATG TAC GAT CTC ATG TCA
GTC AGT GGC CAA AAC ATG AGA TCG 
AGT ACA TCT TCA C 

 

VEGF F: 5’- CGT GTA CGT TGG TGC CCG CT-3’ 
R: 5’- TCC TTC CTC CTG CCC GG CTC-3’ 

GAPDH F: 5’- CCT CCA TC G TCC ACC GCA AAT G-3’
R: 5’- TGC TGT CAC CTT CAC CGT TCC A-3’
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备用。紫外分光光度计法进行蛋白质定量。进行10% 
SDS-PAGE电泳，每孔上样量为30 μg。样品分离后转

移至NC膜，室温封闭1 h，TBST漂洗，分别加入鼠抗

人VEGF(ab1316)抗体(室温孵育2 h)和鼠抗人β-actin单
克隆抗体(室温孵育1 h)，TBST漂洗，加入辣根过氧化

物酶标记的二抗(抗鼠、抗兔)室温孵育1 h，TBS漂洗后 
ECL显影，暗室压片。 

主要观察指标：VEGF microRNA的序列设计结果，

重组体鉴定结果，VEGF mRNA和蛋白的表达水平。 
统计学分析：计量资料用x

_

±s表示，应用SPSS 17.0
软件进行统计学处理。多组间均数比较用单因素方差分

析和LSD-t 法，P < 0.05为差异有显著性意义。 
   

2  结果 
 
2.1  VEGF microRNA的序列设计结果  实验结合线性

化 pcDNA6.2-GW/EmGFPmicroRNA真核表达载体的特

点。设计了4个pre-microRNA寡核苷酸序列，如表1所见，

其结构为：5’ TGCT overhang+G+21 antisense target 
sequence+t-loop senquence+18 sense target 
sequence3’。其互补序列是在去掉pre-MicroRNA寡核苷

酸序列5’端的TGCT，再形成正义链的互补，然后在5’端
添加CCTG，3’端添加C后形成的，这样可以在寡核苷酸

双 链 的 5’ 端 形 成 悬 垂 ， 以 与 线 性 化 pcDNA6.2- 
GW/EmGFP-microRNA载体的末端悬垂互补配对，形

成定向克隆。 
2.2  重组体鉴定结果  测序结果见图1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

测序分析证明重组体中含有pre-MicroRNA片段，且

插入片段的碱基序列完整，没有碱基的突变以及丢失。

VEGF-microRNA-1，2，3，4这4个重组体中目的片段

的插入位置分别位于63~126 bp，68~131 bp，61~    
124 bp，63~126 bp之间。 
2.3  VEGF mRNA表达水平  VEGF-microRNA-1，2，
3这3个重组体的 VEGF mRNA表达水平和阴性对照

组、 空载体对照组相比较均明显降低(P < 0.05)；4个
VEGF microRNA重组体组中，VEGF-microRNA-3组的

VEGF mRNA-2表达水平最低，VEGF-microRNA-2组次

之，VEGF-microRNA-1组最高。见表2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  VEGF蛋白表达水平  转染质粒48 h后，以转染阴

性质粒组和空白组为对照，以β-actin为内参，用Western 
Blot检测发现，与空白对照组比较，VEGF-microRNA-1，
VEGF-microRNA-2，VEGF-microRNA-3均明显抑制

VEGF蛋白的表达(P < 0.05)，而且 VEGF-microRNA-3
效果最显著。见图2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 
 
microRNA属于调控RNA家族一员。当非编码小

RNA与靶mRNA完全或不完全配对时，可引起mRNA降
解(RNA干扰)，或发生在mRNA水平上诱导特异性序列

基因表达部分或完全抑制的过程[4]。现已经成为研究基

因治疗和寻找药物靶点的重要工具。与siRNA异同是

microRNA调控基因表达功能与来源无关。近来研究人

员开始利用内源microRNA前体结构表达人工外源性

microRNA来进行RNAi研究。构建真核microRNA表达

载体具有以下优势：①能调控用来抑制特定靶基因的人

Figure 1  MicroRNA interference vector sequencing report (It 
was X26--1-3., X26-2N-1, X26-3-2, X26-4-4 from up 
to down) 

图 1  MicroRNA 干扰载体的测序报告(由上到下分别是
X26--1-3.，X26-2N-1，X26-3-2，X26-4-4) 

表 2  qPCR 检测各组细胞 VEGF mRNA 的表达 
Table 2  VEGF mRNA expression vector of HepG-2 after 

transfection with different VEGF-microRNA detected by 
quantitative PCR                            (n=3)

aP < 0.05, vs. VEGF-microRNA-neg group; VEGF: vascular endothelial 
growth factor 

Group mRNA expression vector (x
_

±s) Inhibited rate (%)
 
VEGF-microRNA-neg

 
1.00±0.12 

 
0  

Hep-2 (blank control) 0.97±0.09 0  
VEGF-microRNA-1 0.58±0.04a 42  
VEGF-microRNA-2 0.28±0.10a 72  
VEGF-microRNA-3 0.13±0.08a 87  
VEGF-microRNA-4 1.21±0.15 - 

Neg    Hep-2     1       2       3       4      Mr 

Figure 2  Effect of different VEGF-microRNA expression 
vectors on protein level of vascular endothelial 
growth factor (VEGF) by Western-blot 

图 2  Western-blot 法检测各组 VEGF 蛋白的表达 

VEGF 
     
          
β-actin 

23 000 
 
 
42 000 

Neg: VEGF-microRNA-neg; HepG-2: blank control; 1-4: 
VEGF-MicroRNA-1, 2, 3, 4
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工microRNA的表达。②多个microRNA序列可以一前一

后的插入，这个特点可以从单个载体构建的表达调控发

展到多个microRNAs的表达调控。③microRNA质粒载

体很容易转化为真核表达重组载体，为其应用于治疗提

供了多种方法。RNA干扰在mRNA水平上诱导特异型序

列基因表达部分或完全抑制过程，具有稳定性高，特异

性强，靶向性高特点，现常用于基因功能研究[5]。有研

究于2005年第一次构建了基于MicroR-30前体结构的人

工 microRNA 干扰载体 [6] 。随后，其他一些关于

microR-30的载体也被经常应用到RNAi的研究中，而最

近则发现了一种基于鼠microR-155基因序列的polⅡ启

动子表达载体。 
正常肝组织中VEGF表达量极低，而肝细胞癌中

VEGF表达量明显升高，并且VEGF与肝细胞癌形成生

长侵袭复发预后密切相关，所以进行有效抑制VEGF的
表达是肝癌抗血管生成的治疗方法之一[7]。已有研究鉴

定出一部分肝癌具有VEGF及其相应基因增加的高表达

水平基因组 [8] 。由于 VEGF mRNA 有 5 种多肽：

VEGF121，VEGF 145，VEGF 165，VEGF 189，VEGF 
206，其中与肝癌关系密切的是VEGF 165[2]。Zhang   
等[9]研究发现VEGF受体表达与肿瘤发展密切相关，通

过shRNA干扰抑制VEGF可以增加p53抑癌基因表达

量，说明肝细胞癌中VEGF基因功能是受抑癌基因p53
即时调控的]。靶向VEGF165基因作为抗肿瘤治疗措施

的研究主要包括以下几点：①小分子的VEGF抑制剂。

②单克隆抗体。③反义寡核苷酸的构建等。贝伐单抗是

一种靶向VEGF的人类单克隆抗体，已经被用来治疗一

些特定的癌症，比如结直肠癌、非小细胞性肺癌，乳   
腺[10]。因VEGF microRNA序列特异性，可以特异降解

VEGF mRNA，从而降低VEGF蛋白表达水平，改变肿

瘤的生物学行为[11]。黄建等[12]利用人工合成的VEGF 
siRNA体外瞬时转染人肝癌细胞株SMMC-7721，发现

VEGF siRNA明显抑制肿瘤组织VEGF表达及致瘤性。 
实验采用在肝癌HepG2细胞株中构建表达与 

VEGF mRNA序列互补的人工外源性microRNA真核表

达载体干扰片段。经测序鉴定证实4个重组载体均构建

成功，将其脂质体转染肝癌细胞后，荧光定量qPCR结

果显示转染VEGF-MicroRNA-1，2，3质粒后VEGF 
mRNA的表达分别下降到原来的42%，72%和87%。由

此实验可以证明此种与靶基因mRNA序列互补的

microRNA是通过对mRNA的降解达到抑制基因表达。

结果证明microRNA介导的RNAi能够成功地抑制靶基

因的表达，进一步证实microRNA干扰载体片段较高特

异性，实验可能为肝癌分子靶向治疗铺垫实验基础。 
总之，实验应用microRNA前体序列为基础的表达

载体合成VEGF microRNA干扰片段，从mRNA基因水

平和蛋白水平上均证实能抑制肝癌HepG2细胞体外

VEGF的表达，通过靶向阻断VEGF表达途径抑制VEGF
促血管形成从而向肝癌发展与转移提供了相关的实验

依据，具有较重要的理论意义及实践价值。 
致谢：感谢广东省人民医院分子生物实验室各位老

师对本次实验提供的帮助。 
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文章概要： 

文章要点：构建 VEGF microRNA 真核表达载体干扰

片段。研究转染后干扰片段对肝癌细胞 HepG2 抑制作用。

关键信息：microRNA 功能研究主要通过真核表达载体

体外转录以及合成 3 种方法为主。由于 RNA 本身容易受

RNA 酶污染而降解，合成价格昂贵使用次数有限，使得后

两种方法的应用有限，而采用真核表达载体，却有独特优势。

研究创新之处与不足：构建 microRNA 真核表达载体

并鉴定其相关功能，具有一定的临床参考和借鉴价值。国内

外利用 RNA 干扰抑制肝癌 HepG2 细胞 VEGF 表达相关研

究已有报道，创新性和先进性一般。 


