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摘  要 : 文中构建了 miR-22 重组腺病毒 Ad-miR-22，分析了其对 HepG2 细胞胰岛素信号通路及葡萄糖摄取的抑

制作用。通过 PCR 方法，扩增了 miR-22 的前体及侧翼序列，酶切后克隆至腺病毒穿梭载体 pAdTrack-CMV 中，

构建穿梭质粒 pAdT-22，经 PCR 及测序鉴定。穿梭质粒经 PmeⅠ线性化后，直接转化含有腺病毒骨架载体的感

受态细胞 BJ5183，产生重组腺病毒质粒 Ad-miR-22，最后经 PacⅠ线性化后转染包装细胞系 293A。重组腺病毒

经过 3 轮扩增后感染 HepG2 细胞，通过荧光定量 PCR 检测 miR-22 表达水平。通过葡萄糖摄取实验观察 Ad-miR-22

对 HepG2 细胞葡萄糖摄取的影响。采用 Western blotting 检测 Ad-miR-22 对 HepG2 细胞 SIRT1 在蛋白质水平的表

达及 GSK-3β 磷酸化水平的影响。采用荧光定量 PCR 检测 miR-22 对 PEPCK 及 G6Pase 等基因在 mRNA 水平表

达的影响。结果表明，重组腺病毒 Ad-miR-22 感染显著增加 HepG2 细胞 miR-22 表达水平。此外，Ad-miR-22 显

著抑制胰岛素诱导的 HepG2 葡萄糖摄取，并通过下调 GSK-3β 磷酸化抑制胰岛素信号通路的激活。Ad-miR-22 反

转胰岛素对糖异生关键酶表达的抑制作用，并下调 SIRT1 基因在蛋白质水平的表达。综上所述，构建了 miR-22

的重组腺病毒，发现其显著增加糖异生，抑制 HepG2 细胞葡萄糖摄取，该作用可能与 miR-22 调节 SIRT1 在蛋白

质水平的表达有关。 
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Abstract:  The recombinant adenoviruses expressing miR-22 (Ad-miR-22) was constructed and the effect of Ad-miR-22 on 

insulin signal pathway and glucose uptake in HepG2 cells was analyzed. MiR-22 gene was amplified by PCR from human 

hepatocytes and cloned into the pAdTrack-CMV vector to generate the shuttle plasmid pAdT-22. The positive colonies were 

confirmed by PCR and sequencing. The resultant shuttle plasmid was linearized with Pme I, followed by co-transformation 

into competent BJ5183 cells containing an adenoviral backbone plasmid (pAdEasy-1) to create the recombinant plasmid 

pAd-miR-22. After digested with Pac I, the linearized pAd-miR-22 was transfected into 293A packaging cell line to generate 

recombinant adenoviruses Ad-miR-22. HepG2 cells were infected with Ad-miR-22 or control Ad-GFP (adenoviruses 

expressing green fluorescent protein), and then the miR-22 expression levels were analyzed by qPCR. The result shows that 

adenovirus-mediated overexpression of miR-22 significantly decreased insulin-induced glucose uptake in HepG2 cells. 

Moreover, overexpression of miR-22 markedly decreased insulin-induced phosphorylation of GSK-3β. miR-22 also increased 

the mRNA levels of gluconeogenic genes in HepG2 cells. Furthermore, Western blotting results indicate that the protein 

expression of SIRT1 decreased in Ad-miR-22 infected HepG2 cells as compared with Ad-GFP infected HepG2 cells. In 

summary, overexpressing of miR-22 significantly increased gluconeogenesis while decreased glucose uptake in HepG2 cells. 

The effect of miR-22 on glucose metabolism may be mediated by SIRT1. 

Keywords:  miR-22, recombinant adenoviruses, glucose uptake, gluconeogenesis, gene therapy, SIRT1 

随着我国生活水平的提高、生活习惯的改变，

糖尿病患者有不断增加的趋势。其中，2 型糖尿

病患者占比超过了 90%。2 型糖尿病的发病机制

非常复杂，至今尚未完全研究清楚。过度激活的

肝糖异生是 2 型糖尿病的重要发病机制之一[1]。 

SIRT1 作为一个重要的去乙酰化酶，在胰岛

素抵抗和 2 型糖尿病发生发展过程中扮演了重要

角色。研究表明， SIRT1 可以直接去乙酰化

PGC-1α[2]，激活其转录共激活子的活性，促进其

下游靶基因的表达，而 PGC-1α 可以在体外及体

内强烈激活糖异生关键酶 PEPCK 及 G6Pase 等的

表达[3]。SIRT1 的激活剂白藜芦醇可以通过激活

SIRT1 的去乙酰化酶活性，调节 FOXO1 的核转

位，从而增加肝糖异生及葡萄糖输出[4]。然而，

有研究表明，白藜芦醇可以增加肝胰岛素敏感性，

降低肝糖异生并促进葡萄糖动态平衡[5]。此外，

研究发现 SIRT1 可以去乙酰化 CRTC2，促进其泛

素介导的蛋白质降解，从而抑制肝糖异生基因的

表达[6]。可见，SIRT1 对肝糖异生及 2 型糖尿病

的调节有双重作用。 

microRNA 是一类 18–25 个核苷酸的微小非

蛋白质编码 RNA，研究表明，其在多种疾病包括

2 型糖尿病的发生发展过程中发挥了重要调节作

用[7-14]。miR-22 通过抑制 PPARα 表达促进心衰及

心肌肥大，表明其在心肌能量代谢调控方面有重

要调节作用[15]。miR-22 直接靶向 AKT 通路抑制

因子 PTEN，进而影响 FOXO1 核定位，可能对

FOXO1 下游靶基因表达有影响。有趣的是，AKT

的失活会降低 miR-22 启动子的活性，这样 miR-22

与 PTEN 和 AKT 之间可能形成一种反馈调节机 

制[16]。在正常饮食条件下，miR-22 基因敲除小鼠

表现出正常的葡萄糖耐受与胰岛素耐受，但是，
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在高脂饮食条件下，miR-22 基因敲除小鼠体重和

血脂水平均低于正常小鼠 [17]。以上研究显示，

miR-22 可能在葡萄糖代谢方面，特别是肝葡萄

糖稳态平衡调节方面发挥了重要作用。本研究构

建了 miR-22 过表达重组腺病毒，发现 miR-22 能

抑制 SIRT1 激活，并抑制 HepG2 细胞葡萄糖   

摄取。 

1  材料与方法 

1.1  材料及试剂 

限制性内切酶 PacⅠ及 PmeⅠ购于 NEB 公

司。λ DNA/HindⅢ及 DL2000 分子量标准购于

TaKaRa 公司。Lipofectamine 2000 转染试剂及

TRizol 试剂购于 Invitrogen 公司。凝胶回收试剂

盒购于 AXYGEN 公司。荧光定量 PCR 试剂盒购

于 TOYOBO 公司。DMEM 细胞培养基、胎牛血

清购于 GIBCO 公司。RIPA 裂解液、BCA 试剂盒、

ECL 化学发光试剂盒购于碧云天公司。蛋白酶及

磷酸酶抑制剂购于 Roche 公司。抗人 SIRT1 单克

隆抗体购于 Cell Signaling Technology 公司。抗人

β-actin、p-GSK3β 及 T-GSK3β 多克隆抗体购于万

类生物公司。miRNA 提取试剂盒购于 Ambion。

质粒大量提取试剂盒购于天根生化科技  (北京)

有限公司。 

引物设计：扩增 miR-22 前体及侧翼序列、  

荧光定量 PCR 的引物见表 1 (小写字母为酶切  

位点)。 

 

表 1  本研究所用引物 
Table 1 Primer used in this study 

Primer 
name 

Sequences (5′–3′) 

miR-22F ggtaccTCTTGCTGCTCAGCGAGGTT 

miR-22R tctagaGGGTTGTTTGAGCCTTCTACTCC 

PEPCK-F GGTTCCCAGGGTGCATGAAA 

PEPCK-R CACGTAGGGTGAATCCGTCAG 

G6Pase-F TCTACGTCCTCTTCCCCATC 

G6Pase-R TCAGTATCCAAAACCCACCAG 

1.2  质粒、菌株及细胞 

穿梭载体 pAdTrack-CMV 来源于 Invitrogen

公司，由本实验室保存。大肠杆菌感受态细胞

DH5α 由本实验室制备并保存，BJ5183 感受态由

本实验室制备并保存。293A 及 HepG2 细胞来源

于武汉大学细胞中心，由本实验室保存。 

1.3  穿梭质粒及重组腺病毒质粒的构建 

经 PCR 扩增的 miR-22 片段首先连接至

pGEM-T easy 载体，测序正确后，再用 KpnⅠ和

XbaⅠ双酶切后亚克隆至 pAdTrack-CMV 载体上，

构建重组穿梭质粒 pAdT-22。重组质粒 pAdT-22

用 PmeⅠ酶切线性化，回收纯化后电转化含有

pAdEasy-1 质粒的 BJ5183 感受态细胞，卡那霉素

筛选平板培养 18 h 左右，挑取 6–8 个较小的单克

隆，小量提取质粒 DNA，用 PacⅠ酶切筛选阳性

克隆，得到重组腺病毒质粒 pAd-miR-22。 

1.4  重组腺病毒的包装和扩增 

大量提取质粒 pAd-miR-22，并纯化，取约 4 μg

质粒用 PacⅠ进行酶切线性化，经乙醇沉淀回收

后，用 Lipofectamine 2000 转染 293A 细胞，继续

培养，直至出现扩增斑。继续培养细胞至约 50%

的细胞变圆并飘起，离心收集细胞，经 4 次反复

冻融裂解细胞，离心收集上清即得第 1 代重组腺

病毒。按照 Invitrogen 公司说明书，对重组腺病

毒进行扩增，第 3 代扩增的腺病毒可用于细胞实

验，病毒滴度为 5×109 PFU/mL。 

1.5  荧光定量 PCR 

按照试剂盒说明书提取 miRNA，经反转录后

采用 Taqman 探针法分析 miR-22 表达水平。细胞

总 RNA 经 TRIzol 提取后反转录合成 cDNA，采

用 SYBR 法定量分析基因表达水平，结果采用

2-ΔΔCt 表示。实验重复 3 次，取平均值。 

1.6  葡萄糖摄取检测 

HepG2 细胞接种于 6 孔板，感染腺病毒 24 h 后

更换无血清 DMEM 培养基饥饿 3 h，用 50 μmol/L 

2-NBDG (美国 Invitrogen 公司) 及 100 nmol/L 胰
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岛素处理细胞 30 min，收集细胞，于 485 nm/535 nm

激发/发射波长测定荧光值。为了校正细胞接种量

的差异对结果的影响，葡萄糖摄取结果用总蛋白

质进行归一化处理，即数据用荧光强度除以蛋白

质浓度来表示。实验重复 3 次，取平均值。 

1.7  细胞糖原含量检测 

HepG2 细胞接种于 6 孔板，感染相应腺病毒

24 h，血清饥饿 12 h 后 100 nmol/L 胰岛素处理

24 h，取 105 个细胞按照糖原含量检测试剂盒 (北

京 Solarbio 公司)说明书进行糖原含量测定。即离

心收集细胞，用试剂盒提供的提取液重悬后超声

(200 W，每次 3 s) 30 次，之后煮沸 20 min，按说

明书加入相关试剂和浓硫酸，沸水浴 10 min，冷

却后 620 nm 波长测定吸光值。实验重复 3 次，取

平均值。 

1.8  Western blotting 
接种 HepG2 细胞于 6 孔板，24 h 后感染

Ad-GFP 或 Ad-miR-22。24 h 后收集细胞 RIPA 裂

解，或者无血清 DMEM 处理 3 h 后用 100 nmol/L

胰岛素处理细胞 15 min，之后 RIPA 裂解细胞。

用于裂解细胞的 RIPA 含有蛋白酶及磷酸酶抑制

剂。经 BCA 法测定蛋白质浓度。加入上样缓冲液

并煮沸 10 min 后上样 50 μg 总蛋白质进行电泳。

电泳结束后将蛋白转印到 PVDF 膜上，3% BSA

封闭后用相应一抗 4 ℃孵育过夜。TBST 漂洗    

4 次，HRP 标记二抗室温孵育 1 h，TBST 漂洗    

6 次，加入 ECL 化学发光液之后成像分析。实验

重复 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  构建重组穿梭质粒 pAdT-22 

设计引物，PCR 扩增 miR-21 片段，经琼脂

糖凝胶电泳检测扩增结果，如图 1 所示，扩增产

物长度与预计相同。扩增产物经切胶回收后连接

到 pGEM-T easy 载体上，再用 KpnⅠ和 XbaⅠ进

行酶切，同时 pAd-Track-CMV 载体用相同的酶进

行双酶切，5 h 后凝胶电泳并切胶回收 DNA 片段。

将载体与 miR-22 片段按照 1 7∶ 混合，用 T4 DNA

连接酶进行连接过夜，转化 DH5α 感受态细胞并

涂卡那霉素抗性平板过夜，挑取 2–3 个单克隆，

小量制备质粒，经 KpnⅠ和 XbaⅠ双酶切后凝胶

电泳鉴定。如图 2 所示，双酶切 2 h 后电泳，泳

道 1 和 2 均出现一条约 480 bp 的 DNA 片段，说

明可能是重组质粒，泳道 3 可能是载体自连的产

物。将泳道 1 和 2 相应阳性克隆进行测序，结果

表明 PCR 扩增产物插入 pAd-Track-CMV 载体，

插入序列无突变，插入方向正确。以上结果证明

重组穿梭质粒 pAdT-22 构建成功，可以用于下一

步实验。 

 

 
 
 

图 1  miR-22 基因片段的 PCR 扩增 
Fig. 1  PCR amplification of miR-22 gene fragments. M: 
DL2000 marker; 1–4: miR-22 gene fragments. 

 
 

 
 
 

图 2  重组穿梭质粒 pAdT-22 的双酶切鉴定 
Fig. 2  Restriction endonuclease analysis of recombinant 
shuttle vector pAdT-22. 
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2.2  构建重组腺病毒过表达载体 

大量制备重组穿梭质粒 pAdT-22 并进行纯

化，取 3 μg 重组质粒用 PmeⅠ酶切，凝胶电泳分

离后进行 DNA 片段回收。线性化的重组穿梭质

粒与含有 pAdEasy-1骨架质粒的 BJ5183感受态细

胞混合，在 2 500 V、200 Ohms、25 μF 的条件下

进行电穿孔转化。涂卡那霉素抗性平板培养过夜，

挑取 6–10 个较小的单克隆，小量制备质粒后用

PacⅠ进行酶切并凝胶电泳鉴定。如图 3 所示，酶

切产生 3.5 kb 或 4 kb 左右的条带即为阳性克隆，

证明重组腺病毒过表达载体构建成功，命名为

pAd-miR-22。将 pAd-miR-22 转化大肠杆菌 DH5α

感受态细胞，大量提取质粒并纯化。 

2.3  重组腺病毒颗粒的产生及大量扩增 

取 4 μg 纯化的 pAd-miR-22 质粒，用 PacⅠ

进行酶切线性化，乙醇沉淀回收 DNA 后用

Lipofectamine 2000 转染对数生长期的 293A 细

胞，48–72 h 左右可以观察到绿色荧光蛋白 (GFP)

的表达。5–7 d 后观察到所有细胞均有 GFP 的表

达，并逐渐出现扩增斑。如图 4 所示，大约 2 周

左右，50%的细胞变圆并漂起，收集细胞，液氮/ 

37 ℃水浴反复冻融 4 次，离心收集上清，即重组

miR-22 过表达腺病毒。取少量含有重组腺病毒的

细胞培养基上清，感染对数生长期的新鲜 293A

细胞，对腺病毒进行扩增。 
 

 
 

图 3  重组腺病毒载体的 PacⅠ酶切鉴定 

Fig. 3  PacⅠ digestion of recombinant vector pAd- 
miR-22. M: λ-HindⅢ digest DNA marker. 

 
 
图 4  重组腺病毒在 293A 细胞中的包装及绿色荧光蛋

白的表达 
Fig. 4  Expression of green fluorescent protein in 293A 
cells 9 days after transfected with linearized recombinant 
vector pAdT-22. 

 

2.4  miR-22 在 HepG2 细胞中的表达分析 

培养 HepG2 细胞，分别感染 Ad-GFP 和

Ad-miR-22 腺病毒，24 h 和 48 h 后分析 miR-22

表达水平。如图 5 所示，与对照组相比，感染

Ad-miR-22 后，细胞内 miR-22 表达水平显著升高

(P<0.05)。 

2.5  miR-22 对肝细胞糖异生及葡萄糖摄取的

抑制 

进一步分析了过表达 miR-22 对肝细胞糖异

生及葡萄糖摄取的影响，HepG2 细胞分别感染

Ad-GFP 和 Ad-miR-22 后荧光定量 PCR 分析糖异

生关键基因表达，或血清饥饿 3 h 对细胞同步化， 
 

 
 

图 5  荧光定量 PCR 分析 miR-22 表达水平 
Fig. 5  Real-time PCR analysis of miR-22 levels in 
HepG2 cells after infected with indicated adenovirus 
(P<0.05). 
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胰岛素及 2-NBDG 处理细胞 30 min，荧光酶标仪

检测葡萄糖摄取。如图 6A 所示，Ad-miR-22 处理

显著诱导糖异生关键酶 PEPCK 和 G6Pase 基因

mRNA 表达。而过表达 miR-22 显著抑制基础及

胰岛素刺激的 HepG2 细胞葡萄糖摄取 (图 6B)。

此外，我们研究了过表达 miR-22 对正常肝细胞

L02 葡萄糖摄取的影响，得到了类似的结果，过

表达 miR-22 显著抑制了 L02 细胞葡萄糖的摄取

(图 6C)。以上研究结果表明 miR-22 可能抑制肝

细胞葡萄糖代谢。 

2.6  miR-22 对肝细胞糖原合成的抑制 

肝细胞在调节机体葡萄糖代谢过程中发挥了

重要作用，进食后胰岛素会增加肝细胞糖原合成，

从而维持正常血糖水平。本研究最后分析了过表达

miR-22 对肝细胞糖原合成的影响。如图 7A 所示，

过表达 miR-22 对基础糖原合成没有显著影响，但

对胰岛素刺激的糖原合成有显著抑制作用。同样，

我们在正常肝细胞 L02 中得到类似的结果，miR-22

过表达显著抑制胰岛素诱导的糖原合成 (图 7B)。 

2.7  miR-22 对 GSK-3β 磷酸化及 SIRT1 蛋白

质表达的抑制 

如图 8 所示，与对照组相比较，腺病毒介导

的过表达 miR-22 显著抑制胰岛素刺激的 GSK3β

磷酸化，并降低 SIRT1 蛋白表达水平。 

 

 
 

图 6  过表达 miR-22 抑制糖异生及葡萄糖吸收 
Fig. 6  The inhibiting effects of over-expression of miR-22 on gluconeogenic genes expression and glucose uptake in 
HepG2 and L02 cells. 

 

 
 

图 7  过表达 miR-22 抑制胰岛素诱导的糖原合成 
Fig. 7  The inhibiting effects of over-expression of miR-22 on insulin-induced glycogen synthesis in HepG2 and L02 
cells. 
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图 8  过表达 miR-22 抑制 GSK3β 磷酸化及 SIRT1 蛋白表达 
Fig. 8  Over-expression of miR-22 decreased phosphorylation of GSK-3β and expression of SIRT1 protein. 

 

3  讨论 

在生理条件下，机体糖代谢的调节主要依靠

肝脏、脂肪和肌肉三大代谢组织来完成[18]。进食

后，胰岛素分泌增加，促进肌肉和肝脏摄取葡萄

糖，并转化为肌糖原和肝糖原进行储存[19]。同时，

脂肪细胞在胰岛素的刺激下葡萄糖摄取增加，并

最终转变为脂肪进行存储[20]。机体对葡萄糖的转

运主要通过细胞膜上的葡萄糖转运蛋白 (GLUT1–4) 

来完成[21]，其中肝脏主要由 GLUT2 负责葡萄糖

的转运。对葡萄糖转运蛋白结构的解析以及对其表

达调控的研究一直是糖代谢研究的热点领域[22-26]，

然而由于人 GLUT2 属于膜蛋白，结构特殊，解

析其三维结构极具挑战性，导致人类对其三维结

构知之甚少。由于 2 型糖尿病发病机制非常复杂，

目前尚未完全研究清楚。已经上市的治疗药物较

多，但基本难以完全治愈。2 型糖尿病在我国的

发病率正呈逐年增长趋势，严重影响我国居民健

康，进一步揭示其发病机制，寻找新的治疗靶点

将为抗 2 型糖尿病新药研发提供新的思路。 

microRNAs 是一类小分子量非蛋白质编码

RNA，研究表明其在糖代谢过程中扮演了重要角

色。最近有研究显示，miR-22 在 db/db 糖尿病模

型小鼠肝脏表达水平显著升高，提示 miR-22 可能

参与了肝细胞葡萄糖代谢，并可能与肝细胞胰岛

素抵抗密切相关[27]。目前用于基因投递的方式主

要分为脂质体、阳离子聚合物等介导的转染和病

毒介导的转染，前者转染效率低且不稳定，对细

胞损伤较大，血清对转染效率影响较大。而病毒

载体如腺病毒介导的转染不仅效率高，而且对细

胞无损伤，血清对转染效率影响较小，此外还可

以在动物水平进行高效转染。因此，我们设计构

建了新的 miR-22 腺病毒表达载体，希望通过腺病

毒载体在肝细胞过表达 miR-22，分析其对肝细胞

糖异生、葡萄糖摄取及糖原合成的影响，揭示

miR-22 调节肝糖代谢的分子机制。同时，为动物

水平研究 miR-22 的功能提供了可靠的载体系统。

在载体构建过程中，如图 2 所示，泳道 1 和 2 对应

的小分子量目标条带较弱，主要是因为载体的分

子量大约为 9 000 bp，而插入的小分子量目标条

带只有 480 bp，导致上下两条带的亮度差异较大。 

本研究结果表明，过表达 miR-22 显著抑制基

础及胰岛素刺激的 HepG2 细胞葡萄糖摄取，但

miR-22 是否影响了葡萄糖转运蛋白的表达或膜

定位还需要进一步的研究。之前的研究显示，

miR-22 能够增加肝细胞糖异生，进而影响其葡萄

糖输出，而过度激活的肝糖异生与 2 型糖尿病密

切相关，这些研究结果与我们的数据相一致。 

最近的研究显示，miR-22 参与了多种肿瘤的

发生发展过程 [28-31]，体内和体外研究均表明

miR-22 能调节这些肿瘤细胞的增殖与凋亡，但机

制尚未研究清楚。肿瘤细胞与正常细胞的区别在

于，其增殖失控，需要更多的糖来维持高代谢活
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性，miR-22 可以调节细胞葡萄糖摄取，是否与其

在肿瘤代谢调控中的重要角色有关，还需要进一

步的探索。 

综上所述，我们构建了 miR-22 的过表达腺

病毒，并发现上调 miR-22 的表达水平促进糖异

生基因的表达、抑制 HepG2 细胞葡萄糖摄取及糖

原合成，该作用可能与其调节 SIRT1 蛋白表达水

平有关。 
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