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MicroRNA-520a通过失活AKT抑制
HepG2.2.15细胞中HBV DNA复制

孙巍, 丁晓燕, 陈京龙, 李文东, 郭晓笛, 申燕军, 滕颖, 刘晓民, 魏建莹（首都医科大学附属北京地坛医院 肿

瘤科，北京 100015）

摘要：目的 探讨microRNA-520a（miR-520a）抑制HepG2.2.15细胞中HBV DNA复制的机制。方

法 通过Entrez Nucleotide数据库预测AKT是否为miRNA-520a的靶基因。通过RT-qPCR和Western blot

验证miRNA-520a是否调控HepG2.2.15细胞中AKT的表达，研究miRNA-520a模拟物及其抑制剂对

HepG2.2.15细胞中HBV DNA转录和复制的影响。评价siRNA对AKT mRNA和蛋白表达以及HBV DNA

转录和复制的作用。结果 在HepG2.2.15细胞中，AKT为miRNA-520a的靶基因，miRNA-520a通过抑

制AKT表达可进一步抑制HepG2.2.15细胞中HBV DNA的转录和复制。AKT表达下调受siRNAs诱导，

同时抑制HepG2.2.15细胞中HBV的转录和复制。结论 MiRNA-520a可抑制AKT表达，进而抑制HBV 

DNA转录和复制，其可能成为治疗HBV感染的新靶点。
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MicroRNA-520a suppresses HBV replication in HepG2.2.15 by inactivating AKT
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Abstract: Objective To investigate the mechanism of replication inhibition of HBV DNA in HepG2.2.15 cells 

through inactivated AKT regulated by miR-520a. Methods The online Entrez Nucleotide database was taken 

to identify whether AKT was the target gene of miRNA-520a. RT-qPCR and Western blot assay were applied 

to confirm whether miRNA-520a regulate the expression of AKT in HepG2.2.15 cells. Moreover, the effects of 

miRNA-520a on transcription and replication of HBV DNA in HepG2.2.15 was assessed. The roles of siRNA 

on the expression of AKT mRNA and protein, also HBV transcription and replication were evaluated. Results In 

HepG2.2.15 cells, AKT was the target gene of miRNA-520a, miRNA-520a could control the transcription and 

replication of HBV DNA by inhibiting AKT expression. AKT expression was down-regulated significantly by its 

siRNAs, which gave rise to a remarkable suppression of HBV transcription and replication in HepG2.2.15 cells. 

Conclusions MiRNA-520a led to the inhibition of AKT expression, and then inhibited the transcription and 

replication of HBV DNA. It was shown that miRNA-520a may be a novel target for treatment of HBV infection.
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每年约超过75万人死于与HBV有关的感染性

疾病[1,2]。肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，
HCC）作为最常见的恶性肿瘤之一，病死率多年

位居前3位。在全球55%的病例中，HCC的主要危

险因素通常被认为是HBV慢性感染 [3]。诸多证据

表明，miRNA与HBV生命周期及其感染能力密切
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相关，HBV也可调节宿主miRNA的表达，从而为

自身存活和复制提供更有利的环境。明确HBV和

miRNA间的关系有助于更有效地治疗HBV相关疾

病[3-5]。本课题组前期通过生物信息学预测和实验

证实，过氧化物酶体增殖物激活受体（peroxisome 
proliferator-activated receptor alpha，PPARα）是

miR-520a的靶基因 [6]。有研究发现，HCC组织中

microRNA-520a表达显著下调，其可能抑制HCC
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进展[7]，通过siRNA下调PPARα的表达可进一步抑

制HBV复制[7]。前期研究表明，miR-520a可抑制

HepG2.2.15细胞中HBV复制，但具体机制尚未明

确，而AKT被预测为miR-520a的靶基因。因此，

本研究旨在明确通过与AKT相关的miR-520a抑制

HBV复制的机制。

1 资料和方法

1.1 细胞培养  HepG2.2.15 细胞系购美国模式菌

种 收 集 中 心（American Type Culture Collection，
ATCC）。培养条件：DMEM 培养基（内含 G418
抗生素、青霉素、链霉素和 FBS）、37℃、5%  
CO2 的湿润培养箱中培养。

1.2 主要试剂  Lipofectamine 2000、mirVanaTM miRNA
分离试剂盒、miRNA 前体和抑制剂以及 TaqMan 
miRNA 分析试剂盒购自 Life Technologies 公司。用

于检测 AKT 的 3’-UTR 荧光素酶报告基因检测试剂

盒（S900042）购自 SwitchGear 公司。用于细胞增

殖的测定试剂盒购自 Pro mega 公司。AKT 的干扰

siRNA（sc-38910） 及 对 照 siRNA（sc-37077） 购

自 Santa Cruz 公司。人 miR-520a 前体购自 Applied 
Biosystems 公 司（KIT 001168）， 抗 miR-520a
（GS574467）及阴性对照（NC）（SI03650325）
购自 QIAGEN。根据 Lipofectamine 2000 说明，转

染 miR-520a 的前体或抑制剂以及 AKT siRNA。

1.3 定量逆转录聚合酶链式反应  采用 Trizol 法提

取细胞总 RNA，随后进行反转录。使用 ABI 7500
实时荧光定量 PCR 检测系统进行定量逆转录聚合

酶链式反应（reverse transcription polymerase chain 
reaction，RT-PCR）， 以 GAPDH 为 内 参。 使 用

qRT-PCR 确定内源性 miR-520a 的表达水平，并使

用 RNU6B 对数据进行标准化，序列见表 1。
1.4 Western blot  从裂解细胞中提取总蛋白并测定蛋

白浓度。使用 BioRad 系统进行 Western blot 分析。

抗 β-actin 和 AKT 为一抗，购自 Santa Cruz 公司。

二抗为缀合的辣根过氧化物酶，购自 CST。使用

ECL 法检测蛋白条带。

1.5 HBV DNA 的检测  应用 miR-520a 抑制剂或模拟

物转染后，分别在第 12 h、24 h、36 h 和 48 h 收集培

养的 HepG2.2.15 细胞上清液。用 HBsAg Diagnose Kit
和 HBeAg Diagnose Kit 分别检测 HepG2.2.15 细胞上

清液中 HBsAg 和 HBeAg 水平，试剂盒购自中国上

海科华生物技术公司。用 miR-520a 的模拟物或抑制

剂转染后，在感染后的第 12 h、24 h、36 h 和 48 h 从

病毒核心颗粒中提取细胞内 HBV DNA[7]。从细胞裂

解物中除去细胞核和细胞碎片，用微球菌核酸酶在

37 ℃消化上清液 2 h。病毒 DNA 分离后用 RT-PCR
方法测定 [8]。

1.6 荧光素酶报告分析  通过对 miRNA 靶标预测

的鉴定试验，从 HepG2.2.15 细胞基因组 DNA 中

通过 PCR 扩增预测具有靶位点的 miR-520a 的 3’-
UTRs 区域，然后将其克隆到 pGL4 质粒中。使用

Lipofectamine TM 2000 将 miRNA 抑制剂或模拟物

及阴性对照转染到 HepG2.2.15 细胞中。使用双荧

光素酶报告测定系统分析荧光素酶的活性。

1.7 统计学处理  使用 SPSS 18.0 统计软件进行数据分

析。正态分布的计量资料以 x ± s 表示，组间比较

使用 t 检验或方差分析。以 P ＜ 0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 MiR-520a 抑制 HepG2.2.15 中 AKT 的表达  miR-
520a 处理的 HepG2.2.15 中 3’-UTR AKT 荧光素酶相

对活性显著低于对照组（t = 0.023，P = 0.001），

表明 miR-520a 直接与 AKT 的 mRNA 相结合，见

图 1A。Western blot 蛋白免疫印迹试验表明，miR-
520a 抑制 HepG2.2.15 中 AKT 的表达（图 1B）。

2.2 MiR-520a 抑制 HBsAg、HBeAg 的表达及 HBV 
DNA 的复制  miR-520a 可显著抑制 HBV 的复制，

miR-520a 模拟物可显著抑制 HBsAg 和 HBeAg 的

表达，见图 2。HepG2.2.15 细胞中，miR-520a 以

时间依赖方式显著抑制 HBV DNA 复制，见图 3。
miR-520a 抑制剂可有效激活 HBV DNA 的复制，使

HBsAg 和 HBeAg 表达水平显著增加（图 2）或以

时间依赖性方式显著激活HBV DNA的复制（图 3）。
以上结果均表明 miR-520a 以时间依赖性方式抑制

HBV DNA 的复制。

2.3 AKT 功能与 HBV DNA 复制有关  AKT 特异性

表 1  各检测模板的目标序列

目的基因 目标序列

micro-520a 5’-UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG-3’

RNU6B 5’-CGCAAGGAUGACACGCAAAUUCGUGAAGCGUUCCAUAUUUUU-3’

RNU48 5’-GAUGACCCCAGGUAACUCUGAGUGUGUCGCUGAUGCCAUCACCGCAGCGCUCUGACC-3’

注：以 RNU6B 和 RNU48 为内参进行试验的质量控制
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图 2  MiR-520a 抑制 HBsAg 和 HBeAg 的表达
注：A. 与对照组相比，miR-520a 抑制组和 miR-520a 组 12 h 时 t 值分别为 0.018、0.051，P 值分别为 0.031、0.018；24 h 时 t 值分别

为 0.034、0.042，P 值分别为 0.022、0.013；36 h 时 t 值分别为 0.068、0.063，P 值分别为 0.008、0.006；48 h 时 t 值分别为 0.091、0.037，
P 值分别为 0.001、＜ 0.001）。B. 与对照组相比，miR-520a 抑制组和 miR-520a 组 12 h 时 t 值分别为 0.048、0.059，P 值分别为 0.043、
0.032；24 h 时 t 值分别为 0.064、0.073，P 值分别为 0.026、0.025；36 h 时 t 值分别为 0.071、0.075，P 值分别为 0.009、0.008；48 h 时 t
值分别为 0.056、0.041，P 值分别为 0.003、0.001；*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01

siRNA 可诱导 AKT 表达水平显著下调（图 4A、

4B），HepG2.2.15 细胞中 AKT 表达水平降低可能

是以时间依赖方式显著抑制 HBV DNA 的复制（图

4C ～ 4E）。
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图 1  MiR-520a 抑制 HepG2.2.15 细胞中 AKT mRNA 及其蛋白的表达
注：A为荧光素酶报告基因检测结果，与对照组相比，用 miR-520a转染的 HepG2.2.15中 AKT的 3’-UTR荧光素酶相对活性显著降

低（t = 0.023，P = 0.001），表明 AKT mRNA是 miR-520a的直接目标；B为Western Blot蛋白免疫印迹试验结果，表明 miR-520a抑制
HepG2.2.15中 AKT的表达；**P ＜ 0.01
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图 3  MiR-520 抑制 HBV DNA 复制
注：与对照组相比，miR-520a 抑制组和 miR-520a 组 12 h 时 t 值分别为 0.047、0.062，P 值分别为 0.035、0.023；24 h 时 t 值分别为

0.053、0.031，P 值分别为 0.029、0.024；36 h 时 t 值分别为 0.028、0.079，P 值分别为 0.009、0.007；48 h 时 t 值分别为 0.088、0.023，P
值分别为 0.005、0.003；*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01

图 4  siRNA 沉默 AKT 表达并抑制 HepG2.2.15 细胞中的 HBV DNA 复制
注：用特异性干扰 AKT 表达的 siRNA 转染 HepG2.2.15 细胞 48 h 后，分别通过半定量 RT-PCR（A）和 Western blot（B）分析

HepG2.2.15 细胞中 AKT mRNA（A）（t = 0.045，P = 0.000）和蛋白（B）的表达水平，均显著下调。分别在转染后 12 h、24 h、48 h
和 72 h 测定 HBsAg（C）和 HBeAg 表达水平（D），与对照组相比，HBsAg 12 h、24 h、48 h 和 72 h t 值分别为 0.026、0.039、0.082、
0.071，P 值分别为 0.073、0.048、0.005、0.002；HBeAg 12 h、24 h、48 h 和 72 h t 值分别为 0.034、0.052、0.063、0.044，P 值分别为
0.047、0.041、0.003、＜ 0.001。转染后 72 h 测定 HBV DNA 载量（E），与 siRNA 阴性对照标准化后的百分比值相比，12 h、24 h、48 h 和
72 h t 值分别为 0.046、0.058、0.075、0.064，P 值分别为 0.039、0.028、0.007、0.003；*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01
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3 讨论

HBV感染与HCC发生和发展密切相关。HBx蛋
白（HBV X蛋白）具有多种功能：①可调控肝癌的

发生，可作为反式激活因子影响核因子NF-κB，进

一步调控肝癌的转移[9,10]；②HBx可分别调控非编

码RNA（ncRNA），如长ncRNAs（lncRNAs）和

microRNAs，也可影响肝癌细胞的生物学功能[11]；

③HBx与表观遗传修饰相关，如乙酰化和甲基化，

与肝癌的发生发展密切相关[12]；④HBx与各种信号

转导途径相互作用，包括转录激活因子NF-κB或信

号转导通路Wnt/β-连环蛋白，蛋白激酶B/Akt[13,14]；

⑤HBx可通过改变细胞生长和凋亡间的平衡来影响

细胞存活；⑥HBx可促进HCC的进展 [15]，其可通

过激活AKT抑制肝细胞凋亡和HBV复制，从而在

HBV复制过程中发挥关键作用。HBx通过抑制转录

因子HNF4α（肝细胞核因子4α）的活性进一步调控

HBV的复制过程，最终影响HBV的复制水平[16]。

HBx激活AKT并通过促进HBV的复制而与肝癌的发

生密切相关[14]。HBV感染在肝癌的发生发展过程中

发挥至关重要的作用。因此，AKT可能是抑制HBV
复制和HBV相关HCC发展的重要治疗靶点。

血清中miR-181b水平与血清HBV DNA水平有

关，进而影响慢性乙型肝炎进展[15]。为证实miRNA
是否调节HepG2.2.15中AKT的表达，本研究首先

应用在线软件（DIANA microT v4.0）预测了靶向

AKT的miRNA。此外，通过UTR荧光素酶报告基因

测定进一步证实miR-520a与AKT的3’-UTRs直接结

合。结果显示，在转染miR-520a的HepG2.2.15细胞

中，AKT 3’-UTR的相对荧光素酶活性显著降低，

证实miR-520a直接调控其靶基因AKT的mRNA表

达，进而抑制HepG2.2.15中AKT的表达。

miRNAs为非编码RNAs，是可持续存在而影

响基因表达的小RNAs，可根据mRNA序列抑制

mRNA靶基因的翻译或降解mRNAs来介导转录后

的基因沉默[17]。最新研究表明，miRNA参与细胞分

化、发育、增殖和肿瘤发生等多种细胞过程[18-20]。

但有关miRNAs对HBV功能及对HBV相关HCC影响

的研究证据非常有限。本研究结果表明，miR-520a
可直接调节AKT的表达，miR-520a以时间依赖方

式显著抑制HBsAg和HBeAg的表达水平以及HBV 
DNA的复制。miR-520a抑制剂可有效激活HBV 
DNA复制，并导致HBsAg和HBeAg表达水平显著

上调。同时，miR-520a抑制剂也能以时间依赖方式

显著激活HBV DNA的复制。这都表明AKT在HBV 
DNA复制中发挥关键作用。进一步应用特异性抑制

AKT表达的siRNA建立稳定转染的HepG2.2.15细胞

模型，结果提示HepG2.2.15细胞中AKT表达显著下

调，同时以时间依赖的方式明显抑制HBV DNA复

制。

综上，本研究表明miRNA-520a诱导AKT表

达下调，进一步抑制HBV DNA的转录和复制。

miRNA-520a可能是HBV治疗的新靶点。miRNA-
520a可在HepG2.2.15细胞中抑制与AKT信号转导途

径相关的HBV复制。
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