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慢病毒介导的shRNA干扰人HepG2.2.15细胞
Akt2基因表达的研究
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摘要：目的 针对Akt2基因构建shRNA慢病毒干扰载体并评价慢病毒介导的RNA干扰在人HepG2.2.15
中的基因沉默效应。方法 设计Akt2的RNAi寡聚核苷酸序列，利用慢病毒载体构建Akt2的shRNA载

体，转染入大肠埃希菌并观察重组表达状况，利用293T细胞包装得到重组腺病毒，以绿色荧光蛋白

（GFP）作为标记，逐孔稀释法确定转染效率及滴度，以实时荧光定量法比较各组对Akt2 mRNA的干

扰效果。结果 筛选了所构建的3个Akt2靶向序列，包装shRNA慢病毒后转染HepG2.2.15细胞，慢病毒

转染后的沉默效率可达85%，比较得出沉默效率最高的靶序列和工作条件。结论 本研究成功构建并筛

选了针对Akt2的shRNA慢病毒载体，有效抑制HepG2.2.15细胞中Akt2 mRNA的表达。
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Abstract: Objective To construct the shRNA interference lentivirus vector for Akt2 and evaluate its effects 
on human HepG2.2.15 cell mediated by lentivirus. Methods RNAi sequences for Akt2 were designed using 
bioinformatics methods. Lentiviral vectors, expressed in E.coli and packaged by 293T cells, were used to 
construct the Akt2 shRNA vectors. Dilution method was applied to measure the transfection efficiency and 
titer according to the green fluorescent protein (GFP) tracer. Real-time fluorescence quantitative method were 
used to measure the interference effects of target sequences. Results Three Akt2 targeting sequences were 
constructed and their corresponding shRNA lentiviral vectors were screened for efficiency. One Akt2 shRNA 
lentiviral vector was screened by transient transfection (interference efficiency reached 85%) as the best 
efficiency and its working condition was established as well. Conclusion Akt2 shRNA lentiviral vectors was 
successfully constructed and screened, which can inhibit the expression of Akt2 in human HepG2.2.15 cell 
effectively. 
Key words: Akt2; shRNA; Lentivirus; HepG2.2.15

慢性乙型肝炎（chronic hepatitis B，CHB）是

由乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）引起的

肝脏炎症，中国是CHB高发国家，HBV携带者人数

约1.2亿。目前治疗CHB的方法主要是抑制病毒复

制，无法从根本上清除及杀死病毒，约25%未积极

治疗的患者将发展为肝硬化和肝癌
[1,2]。由于HBV
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基因组大小不到3.3 kb，仅编码数个蛋白和非编码

RNA，潜在可供开发的药物靶点极其有限。因此，

仅基于HBV自身靶点的抗-HBV治疗研究存在极大

的局限性
[3]，宿主因子将成为新型的有效抑制HBV

的潜在作用靶点。

自噬（autophagy）是指吞噬自身细胞质蛋白或

细胞器，并使其进入囊泡，与溶酶体结合，最终降

解内容物的过程。自噬作用与许多肿瘤的发生和发

展有关，如肝癌、肺癌、胰腺癌等[4-6]。自噬作为与
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宿主相关的细胞因子，与病毒感染及其引发的免疫

反应密切相关[7,8]。细胞中许多蛋白激酶是自噬调控

蛋白，Akt2（又称RAC-beta serine/threonine protein 
kinase，PKBβ），是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶，在细胞内信号转导系统中位于P13K的下游
[9]。

本研究通过采用慢病毒表达载体介导的RNA干扰技

术，靶向抑制Akt2基因在HepG.2.2.15细胞株中的表

达，获得能稳定抑制Akt2表达的HepG.2.2.15细胞

株，为进一步研究Akt2基因与CHB发生发展的关系

及具体作用的机制奠定技术基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料  HepG 2.2.15细胞购自天津赛尔生

物技术有限公司；慢病毒载体GV248、大肠埃

希菌DH 5α感受态细胞、293T细胞、慢病毒载体

系统购自上海吉凯基因技术有限公司；Age  I、
EcoRⅠ、T4 DNA连接酶、质粒提取试剂盒、SYBR 
Green、胶回收试剂盒购自宝生物工程有限公司；

Lipofectamine 2000购自Invitrogen公司；shRNA、

引物序列合成及基因测序由上海吉凯基因技术有限

公司完成；DMEM培养基购自美国Hyclon公司；

胎牛血清购自美国Gibco公司；兔抗人Akt2多克隆

抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔IgG抗体购自

Abcam公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养  HepG2.2.15细胞株、293T储存于-80 ℃
超低温冰箱内，将细胞株复苏后接种于含10%胎牛血

清、0.04% G418、1%抗生素（青霉素、链霉素）的

高糖DMEM培养液中，培养于37 ℃、5% CO2、饱和

湿度的培养箱中。当细胞融合度达80%～90%时使用

1 ml胰蛋白酶-EDTA溶液消化贴壁细胞，进行传代培

养。实验时将消化好的HepG2.2.15细胞悬液传代至6
孔培养板（约3 × 105个/孔），继续上述培养，当细

胞融合度达80%～90%时，进行细胞转染。

1.2.2 shRNA慢病毒载体重组质粒构建  根据siRNA
序列设计原则，筛选出3条针对人Akt2基因特异性

沉默位点。

1.2.3 重组慢病毒载体的构建  将双链DNA Oligo
（即shRNA模板）和GV248慢病毒载体进行AgeⅠ
和EcoRⅠ双酶切，收集及连接片段，将连接后的

产物转入感受态大肠埃希菌（DH 5α）中并培养过

夜，使用GV248通用引物进行菌落PCR鉴定。

1.2.4 慢病毒载体的包装及滴度测定  慢病毒质粒及两

种辅助包装原件载体质粒的提取使用质粒提取试剂

盒，根据Lipofectamine 2000说明书中的要求将3种质

粒转入293T细胞，8小时后更换培养基，于24小时后

在倒置荧光显微镜下观察荧光表达，72小时后收集

293T细胞上清液，离心过滤后获得慢病毒浓缩液，

分装后保存于病毒管中，-80 ℃长期保存。各取10 µl
病毒原液，采用10倍孔稀释法转染293T细胞，根据

各孔中GFP阳性细胞表达情况计算病毒滴度。

1.2.5 shRNA慢病毒转染HepG2.2.15细胞  使用胰酶

消化HepG2.2.15细胞株，加入完全培养基后吹打至

细胞均匀分布，将细胞分成3组接种于6孔板（细胞

数：5 × 104/孔）中，分别为慢病毒感染组、阴性对

照组和空白对照组。培养12小时后转染慢病毒。按

感染复数（multiplicity of infection，MOI）值50计
算加入的干扰病毒、空病毒及聚凝胺的量，感染增

强液混匀放入培养箱中继续培养。12小时后3组均

更换为含15%胎牛血清的完全培养基。培养72小时

后在荧光显微镜下观察细胞荧光表达情况。96小时

后在慢病毒感染组、阴性对照组中更换含2.5 µg/ml
嘌呤霉素的培养基筛选出转染慢病毒的细胞。继续

培养最终获得稳定转染细胞株。

1.2.6 Real-time PCR检测HepG2.2.15细胞Akt2表达水

平  分别收集上述3组细胞，细胞数约为5 × 106个，

提取细胞中Akt2 RNA并逆转录为cDNA。以GAPDH
为内参，进行Real-time PCR实验。使用ABI 7500 
Real-time PCR系统，扩增程序为95 °C 15秒，95 °C 
5秒，60 °C 15秒，72 °C 35秒，40个循环。实验重

复3次，实验结果以CT值表示，以GAPDH为内参计

算2-Δ∆CtAkt2基因的相对表达量。

1.2.7 Western blot检测HepG2.2.15细胞Akt2蛋白表达

水平  当阴性对照组及慢病毒转染组（Akt2 mRNA抑

制最显著的一组）的HepG2.2.15细胞生长至90%融

合度时，吸尽培养液并冲洗，每组加入预冷蛋白质

抽提试剂，轻轻摇动5分钟。混匀后转移到离心管

中，冰浴下摇动15分钟裂解。裂解液放入预冷的离

心机中14000 × g离心15分钟，吸取上清液保存。使

用BCA蛋白质定量试剂盒进行定量检测，应用SDS-
PAGE凝胶电泳80～100 V电泳1～2小时后分离出蛋

白，并将其转移到硝酸纤维素膜上，用封闭液4 ℃
封闭过夜，PBST洗膜，加入一抗，4 ℃封闭过夜。

洗膜3次后，加入辣根过氧化物酶（HRP）标记二抗

（1∶1000）及内参GAPDH（1∶5000），37 ℃孵

育膜1小时，回收二抗并洗膜3次，最后ECL显色。

1.3 数据分析  使用SPSS 19.0软件对Akt2 mRNA的表达

量进行统计学分析，数据用均数±标准差表示，组间

比较使用t检验，以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2 . 1  慢 病 毒 载 体 的 构 建 及 鉴 定   根 据 靶 基
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因 c D N A 的 碱 基 序 列 ， 设 计 3 条 s i R N A 靶

点 序 列 （ 表 1 ） 和 一 条 无 义 阴 性 对 照 序 列

（5’-TTCTCCGAACGTGTCACGT-3’）。GV248
质粒感染感受态大肠埃希菌后，经37 ℃过夜培

养后挑取菌落，使用PCR技术对Akt2-RNAi转化

子进行酶切鉴定。PCR反应体系为：上游引物：

5’-CCATGATTCCTTCATATTTGC-3’，下游引物：

5’-ATGTCCTTCTGCTGATACTGGG-3’。PCR凝胶

电泳图如图1，4～8泳道表示阳性克隆组，其PCR
产物大小约为542 bp，大于2泳道空载体对照组（约

508 bp），其中24 bp从载体中切除，说明外源片段

已成功插入质粒中。

2.2 慢病毒载体的包装测定  按照Lipofectamine 2000
三质粒系统使用说明包装慢病毒，共转染293T细
胞：将GV248-shAkt2-GFP载体和阴性对照载体分

别感染239T细胞株，48小时后荧光显微镜下观察细

胞荧光表达情况，绿色荧光表达率＞ 95%，细胞生

长状态良好，表明重组慢病毒包装成功，见图2。
2.3 筛选稳定干扰Akt2表达的细胞株  重组慢病毒感

染HepG2.2.15细胞株72小时后，荧光显微镜下观

察，绿色荧光蛋白阳性率为80%，经嘌呤霉素筛

选后，绿色荧光蛋白阳性率可达95%以上，感染

后细胞状态良好，提示能稳定干扰Akt2基因表达的

HepG2.2.15细胞株构建成功，见图3。
2.4 在HepG2.2.15细胞中评价重组慢病毒载体的干

扰活性

2.4.1 Real-time PCR检测HepG2.2.15细胞Akt2 mRNA
表达水平  慢病毒转染组中Akt2-RNAi-1约为4.7%、

Akt2-RNAi-2组中Akt2基因表达量降为对照组的

38%、Akt2-RNAi-3约降为15%。阴性对照和空白

对照组中Akt基因的mRNA表达量无显著性差异。3
组慢病毒转染组较阴性对照组和空白对照组Akt2表
达量显著降低，Akt2-RNAi-1组、Akt2-RNAi-2组、

Akt2-RNAi-3组与阴性对照组相比差异均有统计学

意义（t值分别为106.5、49.2、68.0，P均＜ 0.01）；

Akt2-RNAi-1组、Akt2-RNAi-2组、Akt2-RNAi-3组
与空白对照组相比，各组差异亦有统计学意义（t
值分别为128.2、64.1、83.1，P均＜ 0.01）。其中

Akt2-RNAi-1组Akt2 mRNA表达水平下降效率最高，

较阴性对照组约降低91.2%（图4）。

2.4.2 Western blot检测HepG2.2.15细胞Akt2蛋白表

达水平  使用β-actin作内参，将阴性对照组和Akt2-

表 1 Akt 基因 shRNA 干扰序列及阴性对照序列

名称 shRNA 干扰序列

Akt2-RNAi-1 5’-CCGGACAAGGTACTTCGATGATGAACTCGAGTTCATCATCGAAGTACCTTGTTTTTTG-3’
Akt2-RNAi-2 5’-CCGGCCCTTAAACAACTTCTCCGTACTCGAGTACGGAGAAGTTGTTTAAGGGTTTTTG-3’
Akt2-RNAi-3 5’-CCGGGAACAGGTTCTTCCTCAGCATCTCGAGATGCTGAGGAAGAACCTGTGCTTTTTG-3’
GV112-NC-1 5’-CCGGTTCTCCGAACGTGTCACGTTTCAAGAGAACGTGACACGTTCGGAGAATTTTTG-3’

图 1  Akt2-RNAi 转化子的酶切鉴定
注：1：阴性对照（ddH2O）；2：阴性对照（空载自连对照组）；

3：相对分子质量标准；4 ～ 8：Akt2-RNAi-1 转化子鉴定

                                                         A                                                                      B
图 2  病毒包装系统转染 293T 细胞 48 小时后的荧光照片（× 40）

注：A 图为白光照片；B 图为同一视野荧光照片
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RNAi-1组抽提总蛋白，进行Western blot检测，并

统计两组条带的灰度值，比较Akt2蛋白在两组细胞

中的表达水平。Akt2-RNAi-1组中Akt2的蛋白表达

量较阴性对照组明显受到抑制（P = 0.003），蛋白

表达抑制率约为93.38%，提示Akt2-RNAi-1组细胞

Akt2蛋白表达被明显抑制，如图5所示。

3 讨论

乙型肝炎的治疗现仍是全球性难题，传统的

治疗方法只能抑制HBV的活性和HBV DNA的复

制，无法从根本上杀死病毒。研究发现，血清HBV 
DNA水平可反映HBV的生物学活性和复制水平，

病毒载量与肝脏炎症发生及向肝纤维化进展的程度

密切相关
[10,11]，因此，降低血清HBV DNA水平是治

疗CHB及改善CHB预后的主要方法。

研究表明，自噬对细胞活性起保护作用。自噬

可通过对长寿命蛋白质及细胞器的降解和再利用调

节细胞活性。Sir等[12]发现，自噬作用对HBV DNA
的复制及分泌有促进作用。Tian等[13]研究表明，敲

除小鼠的Atg5基因（对自噬的启动起决定作用）

后，不仅血清中HBV DNA水平降低90%以上，

HBV DNA复制的中间产物水平也显著降低。

Akt2基因定位于人类染色体的19q13.1-q13.2，
编码丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶。PI3K/Akt/mTOR信号

通路的激活可促进肿瘤（如肝癌、胰腺癌、结直肠

癌、卵巢癌、甲状腺癌等）的发生和发展
[14-17]。研

究发现，作为Akt的下游因子，mTOR是细胞自噬

启动阶段的关键调节因子，其活化后可抑制自噬的

发生
[18]。而PI3K/Akt/mTOR信号通路与CHB发生发

展的关系及其具体作用机制尚未见报道，本研究拟

通过制备有效干扰Akt2基因的重组慢病毒载体并转

入HepG2.2.15细胞株，得到能稳定干扰Akt2基因的

HepG2.2.15细胞株，为后续研究Akt2与乙型肝炎的

相关性及作用机制奠定基础。

RNA干扰（RNA interference，RNAi）是一种

转录后基因沉默，可功能性沉默特定基因，近几年

来广泛应用于多学科领域。RNAi的制备方法可分

为化学合成、体内表达和体外转录3种。其中体外

转录应用最为广泛
[19]。慢病毒载体感染特定细胞的

方法是体外转录的一种，有高稳定性和高靶向性等

优点。慢病毒载体以人类免疫缺陷型病毒（human 

                                                          A                                                                      B
图 3  病毒感染 HepG2.2.15 细胞 72 h 后的荧光照片（× 100）

注：A 图为白光照片；B 图为同一视野荧光照片

图 4  RT-PCR 检测各组 Akt2mRNA 的相对表达量
注：“**”表示 3 组慢病毒转染组与阴性对照组和空白对照

组比较，P ＜ 0.000，差异有统计学意义 图 5  Western blot 检测两组 Akt2 蛋白表达量
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immunodeficiency virus，HIV）为基础发展起来。

作为一种基因治疗载体，慢病毒载体的主要作用机

制是：病毒基因感染到宿主细胞内，其所携带的外

源基因整合到宿主细胞基因组，随着细胞的转录作

用，外源基因转录出若干dsRNA。宿主细胞质中存

在一种核酸内切酶Dicer，这种内切酶可将dsRNA切

割成多个siRNA。siRNA具有特定的长度及结构，

并可解链形成正义链和反义链。其中反义siRNA可

与细胞内的某些酶结合成一种沉默复合物（RNA-
induced silencing complex，RISC）[20]。该复合物具

有核酸酶的功能，可诱导RNA，其机制是与特定

mRNA的互补区域特异结合，利用其核酸酶作用将

mRNA切割，断裂的mRNA很快被细胞降解，从而

达到明显降低特定基因表达的目的。

本研究通过慢病毒转染HepG2.2.15细胞株的

方法，功能性沉默细胞中的Akt2基因，抑制其表

达，最终RT-PCR的结果显示，3个慢病毒转染组

Akt2 mRNA的相对表达量较阴性对照组均降低超

过85%，其中Akt2-RNAi-1组Akt2 mRNA相对表达

量降低最显著，较阴性对照组降低91.2%，且该组

Akt2蛋白表达量也显著降低，较阴性对照组降低

93.38%。说明所构建的慢病毒载体在HepG2.2.15细
胞内能高效、稳定、特异地干扰Akt2基因表达，为

后续研究Akt2对慢性乙型肝炎发生发展的影响及作

用机制奠定了技术基础，也为乙型肝炎的基因治疗

开拓了新道路。
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