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Abstract
AIM: To construct a lentiviral vector carrying a 
short hairpin RNA (shRNA) targeting the mito-
chondrial carrier functional protein SLC25A40 
(MCFP) gene and to detect the silencing effect of 
the vector in HepG2 cell line.

METHODS: A double-stranded shRNA target-
ing the MCFP gene was designed, synthesized 
and cloned into the pSiCoR vector. The resulting 
lentiviral vector containing the MCFP shRNA 

was named pSiCoR-MCFP. HepG2 cells were 
transfected with the pSiCoR-MCFP lentivirus 
to obtain a cell line stably expressing the MCFP 
shRNA. After transfection, the mRNA and pro-
tein expression of MCFP in HepG2 cells was 
detected by RT-PCR and Western blot, respec-
tively.

RESULTS: A lentiviral vector carrying an shRNA 
targeting the MCFP gene was successfully con-
structed and a HepG2 cell line stably transfected 
with the vector was established. The recombinant 
lentivirus and control lentivirus harvested from 
293 cells had a titer of 1.78 × 1010 pfu/L and 1.45 
× 1010 pfu/L, respectively. RT-PCR and Western 
blot analyses confirmed that the expression of 
MCFP was down-regulated in HepG2 cell line 
stably transfected with the recombinant vector 
(both P < 0.001).

CONCLUSION: A lentiviral vector carrying an 
shRNA targeting the MCFP gene was success-
fully constructed and a HepG2 cell line stably 
transfected with the vector was established.
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RNA interference; HepG2
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摘要
目的: 研究线粒体转运蛋白质超家族新成员
SLC25A40(MCFP) RNA干扰(RNAi)慢病毒表
达载体对人肝癌细胞系HepG2细胞中MCFP
基因的沉默效果.

方法: 通过R N A i序列设计软件进行M C F P
干涉片段设计, 筛选出MCFP基因的RNAi有
效靶序列, 进一步合成靶序列的Oligo DNA, 
构建pSiCoR-MCFP慢病毒载体并包装产生
慢病毒干涉毒液. 运用病毒感染HepG2细胞
获得稳定干涉MCFP的细胞株, 利用PCR和
Western blot方法检测稳定细胞株中MCFP的
干涉效果.
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■背景资料
S L C 2 5 A 4 0 
(MCFP)是线粒体
转运蛋白超家族
的新成员, 存在于
线粒体内膜上. 目
前有关 M C F P 的
功能研究甚少.

■同行评议者
任晓峰, 教授, 东
北农业大学动物
医学学院微生物
室



结果: 成功构建具有MCFP干涉效果的慢病毒
干涉载体并获得了稳定干涉MCFP及对照的
HepG2细胞株. 收集慢病毒上清, 流式测定干
涉病毒滴度为1.45×1010 pfu/L, 对照病毒滴度
为1.78×1010 pfu/L. PCR和Western blot实验均
证实干涉MCFP后, HepG2细胞株中MCFP蛋
白表达水平明显降低(P <0.001).

结论: 成功构建具有MCFP干涉效果的慢病毒
干涉载体及稳定干涉MCFP的HepG2细胞株.

关键词: 慢病毒; 线粒体转运蛋白超家族成员; RNA

干扰; 人肝癌细胞系HepG2
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0  引言

线粒体是真核细胞重要的细胞器, 其参与维持

细胞内环境稳定, 并能调节细胞凋亡. 研究表

明线粒体基因表达异常和肿瘤发生密切相关. 
SLC25家族是线粒体转运蛋白超家族, 这个家族

的成员广泛存在于真核生物的线粒体中, 并定

位于线粒体的内膜上. 他们在结构上十分相似, 
均包含3个串联重复的同源区, 每个区域含约

100个氨基酸, 这些氨基酸形成6个α螺旋疏水区

插入到线粒体内膜, N末端和C末端暴露于线粒

体膜间隙. SLC25家族蛋白质负责各类可溶性物

质跨线粒体内膜的转运并参与机体多种生命活

动, 主要包括: 氨基酸代谢、能量代谢、线粒体

DNA复制以及细胞凋亡[1].  
SLC25A40(以下简称MCFP)是Tatjana等于

2006年鉴定到的14个SLC25家族新成员之一, 相
对分子质量为37 500 Da, 定位于7q21.12. 研究

表明MCFP在所有组织中均有表达, 并在中枢

神经系统冠状缝切面的Ⅰ、Ⅱ、Ⅶ区域以及小

脑中高表达[1]. MCFP和其家族成员SLC25A39
具有52%的同源性 ;  和酵母的可溶性转运蛋

白质MTM1具有32%-35%的同源性. MTM1、
MCFP、SLC25A39这3个蛋白的底物结合口袋

中部分氨基酸残基是相同的[1]. 作为一个新基

因, MCFP的功能尚不清楚, 有待于研究. 有文献

表明MCFP或许和小脑发育不全第三型(小脑进

行性萎缩)有关[2]. 本研究成功构建了MCFP基因

的小发夹RNA(short hairpin RNA, shRNA)慢病

毒载体, 通过293FT细胞包装后产生的病毒能够

成功感染HepG2细胞并能持续稳定地降低内源
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MCFP的表达. 这一稳定干涉MCFP细胞系的建

立, 为进一步研究MCFP沉默后对肿瘤生长的影

响提供了稳定的感染细胞模型. 

1  材料和方法

1.1 材料 TA克隆载体、PCR及酶切产物纯化试

剂盒、细菌质粒DNA小量提取试剂盒均购于美

国Promega公司; Taq DNA聚合酶、dNTP、DNA
分子量标准、DNA限制性内切酶均购自大连宝

生物工程(TaKaRa)有限公司; DMEM粉末、胰

酶购自Gibco公司; 胎牛血清购自四季青生物技

术公司; 慢病毒干涉载体pSicoR及慢病毒包装

质粒pLPl、pLP2和包膜质粒pLP-VSVG由中国

人民解放军军事医学科学院野战输血研究所惠

赠; 转染试剂Lipofectamine 2000购自Invitrogen
公司; 丙酮酸钠、非必需氨基酸、L -谷氨酰胺

为Sigma公司产品; T4 DNA连接酶、预染蛋白

分子量标准购于纽英伦生物技术(北京)有限公

司; MCFP抗体购于Abcam公司; 羊抗鼠二抗, 羊
抗兔二抗购于北京中杉金桥公司; E.coli  JM109
以及HEK293、293FT、HepG2细胞为本实验室

保存.
1.2 方法 
1.2.1 人M C F P基因的慢病毒干涉载体构建 : 
由网络RNAi序列设计软件(h t tp://hydra1.wi-
star.upenn.edu/Projects/siRNA/siRNAindex.
h tm)设计产生针对人MCFP基因的符合RNA
干涉片段特征的19 b p R N A序列 ,  根据慢病

毒干涉载体p S i c o R插入序列要求设计酶切

位点, 具体序列如下: 正义链: 5'-TGGCCTA-
ATTCCTCGCTTAATTCAAGAGATTAAGC-
GAGGAATTAGGCCTTTTTTC-3'; 反义链: 
5'-TCGAGGAAAAAGGCCTAATTCCTCGCT-
TAATCTCTTGAATTAAGCGAGGAATTAGGC-
CA-3'. 将以上两合成片段进行5'端磷酸化, 互补

片段退火后与经XhoⅠ、HpaⅠ双酶切后纯化回

收的pSiCoR载体片段进行连接反应, 连接产物

用一步法转化JM109, 挑选阳性克隆, 摇菌提质

粒用PstⅠ、Bam HⅠ进行双酶切鉴定. 将酶切鉴

定正确的克隆送至大连宝生物(TaKaRa)工程有

限公司测序.  
1.2.2 RNAi慢病毒的包装: 在一个无菌的5 mL
玻璃离心管中加入1.5 mL无血清Opti-MEM® I
培养基, 随后加入4.2 μg pLP1、2 μg pLP2、2.8 
μg pLP/VSVG和5 μg慢病毒表达质粒轻轻混

匀. 另一个无菌的5 mL管将42 μL Lipofectamine 
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2000稀释于1.5 mL无血清Opti-MEM® I培养基

中, 轻轻混匀. 两玻璃管均室温放置5 min. 混匀

以上2管液体, 室温放置20 min形成DNA-Lipo-
fectamine 2000复合物. 将DNA-Lipofectamine 
2000复合物加入到含有5 mL不含抗生素的生长

培养基的10 cm细胞培养皿中. 将约含有6×106

个细胞的293FT细胞悬液加入到上述细胞培养

皿中, 轻轻地前后移动培养皿混匀. 将细胞置于

37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中培养过夜. 转染24 h
后用10 mL包含丙酮酸钠的完全培养基更换含

有DNA-Lipofectamine复合物的培养基. 转染

48-72 h后收集上清于15 mL无菌离心管中. 4 ℃ 
3 000 r/min离心15 min去除细胞碎片. 用0.45 μm
滤膜过滤后将病毒液分装, 冻存于-70 ℃备用.
1.2.3 流式细胞术测定病毒滴度: 测定前1 d, 细
胞传代, 24孔板每孔加入约1.0×105个293细胞. 
用生长培养基稀释Polybrene至终浓度为8 mg/L, 
每孔加入1 mL. 再将病毒储存液1 μL、3 μL依次

加到细胞孔中, 放入37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱

中培养. 24 h后, 每孔更换1 mL新鲜培养液. 48 h
后运用流式细胞术检测病毒滴度.
1.2.4 获得稳定干涉MCFP的HepG2细胞: 去除

HepG2细胞的培养基, 加入含MCFP或对照干

涉片段的慢病毒毒液及含终浓度为8 m g/L的
Polybrene的生长培养基, 置于37 ℃, 50 mL/L CO2

的孵箱中培养过夜. 次日去除毒液, 更换新鲜

培养液, 待细胞生长至80%-90%融合时, 按1∶2
的比例传代. 荧光显微镜下观察表达绿色荧光

蛋白的细胞, 干涉MCFP的HepG2细胞和脱靶

对照HepG2细胞分别命名为HepG2-siMCFP和
HepG2-Control.
1.2.5 PCR检测MCFP基因的表达: 用TRIzol试
剂按照说明书方法分别提取HepG2-siMCFP和
HepG2-Control细胞的总RNA. 各取l μg RNA, 
反转录成cDNA. 以GAPDH为内参, 用PCR方法

检测MCFP基因的表达情况. 所用PCR检测引

物序列为: GAPDH sense: GAA GGT GAA GGT 
CGG AGTC, GAPDH antisense: GAA GAT GGT 
GAT GGG ATT TC; MCFP sense: GTG TCT GTG 
AAG AGG GAG G, MCFP antisense: TAC TGC 
ACC AAA TCT GGC. 
1.2.6 Western blot检测MCFP蛋白的表达: 用总蛋

白抽提试剂盒按照说明书方法分别提取HepG2-
siMCFP和HepG2-Control细胞的总蛋白, 进行

SDS-PAGE. 电泳完毕后用iblot(Invitrogen)进行

转膜, 转印膜在5%脱脂奶粉中室温封闭2 h后,  

MCFP一抗为1∶200稀释, 4 ℃反应过夜. 次日用

TBST洗涤3次, 每次5 min, 羊抗鼠二抗为1∶2 000
稀释, 室温孵育45 min后, 用TBST洗涤4次, 每次

10 min, ECL显影. 以GAPDH为内参, GAPDH一抗

为1∶1 000稀释, 羊抗兔二抗为1∶2 000稀释. 

2  结果

2.1 pSiCoR-MCFP重组子的酶切鉴定和测序 在
500 bp左右位置出现电泳条带, 大小与预期相符

(图1); 质粒经测序后运用序列同源性比对证实

与所设计的引物序列完全吻合, 表明MCFP干涉

片段已正确插入pSiCoR载体(图2).
2.2 RNAi慢病毒的包装 pSiCoR-MCFP及pSi-
CoR-Control慢病毒载体质粒转染293FT细胞

48 h后, 荧光显微镜下(×40)观察可见部分细胞

发出绿色荧光(图3). 这说明293FT细胞包装pSi-
CoR-MCFP及pSiCoR-Control慢病毒载体质粒成

功, 所收集的病毒颗粒为重组pSiCoR-MCFP基
因及pSiCoR-Control的RNAi慢病毒颗粒. 
2.3 RNAi慢病毒滴度测定 pSiCoR-MCFP滴度为

1.78×1010 pfu/L, pSiCoR-Control滴度为1.45×
1010 pfu/L(图4). 
2.4 感染并获得稳定表达干涉MCFP片段及脱

靶对照的HepG2细胞 实验所得慢病毒毒液感染

HepG2细胞, 48 h后荧光显微镜下观察约50%细

M      1       2      3

2 000

1 000
750

500
250

100

图  1  pSiCoR-MCFP双
酶切鉴定. M: DNA分子

量标准; 1: Pst Ⅰ/Bam H

Ⅰ双酶切的pSiCoR; 2, 

3: PstⅠ/BamHⅠ双酶切

的pSiCoR-MCFP.

CG ACTAC AA C TAAA G A T TACAAAAACAAA TTA CAAAAATT CAAAA T T T T CGGG T TTAT TA CA GGG ACAGCAGAG AT CCAGT T T GGTTAG TACC GGGCCCGC TCTAGAGATCC GACGC
9                  17            25             33             41             49              57             65             73              81             89              97            105           113

GCCATCTC TA GG CCCGCG CCGGCCCCC  TCG CACAGAC TTG T GGGAGAAGC TCGGC TAC TCCCC  TG CCCCGG TTAA T TT GCATA T AAT ATT TCC TA GTAAC  TAT  AGAGGCTT AATGTGCG AT
121            129            137           145           153           161           169           177           185           193           201           209           217           225           233

AAAAGACAG AT AAT CTGTT CTTTTTTAATACT AGC TACAT TT TACA TG ATA GGCT TGG ATT T CTA TA ACT T CG TAT AGCA TACA T TA TA CGAAG TTA TAAA CAG CACAAAA GGA AACT CACCC
241           249           257           265           273           281           289           297           305           313           321           329           337           345           353

TAA CTGT AAAG TAAT TGTG T GTT T TGAGA CTA TAAA TAT CCC T TGGAGAAAAGCC TTGT T TG GCC TA ATT CCTCGC TTAA T TCAAG AGATT AAGCGAGGAA TTAGG CCTT TT T TCT CGAG
61           369           377           385           393           401            409           417           425            433           441           449           457            465            473

TAC TAGGA TC C ATTA GG CGGCCGCGTGG ATAA CCGT AT TACCG CCA TGC AT TAGT TAT TA ATA GTAA TC AAT TACGGGG T CATT AGT TCA TA G CC CATAT ATGGAG TTCCGCG TT ACAT
81          489            497            505           513           521            529            537           545           553            561           569           577            585            593 

AA CT TACGG TAA ATG GCCCG CC T GG CTG ACC GC CCAAC GACCC CC GCC CATTG A CGT CAATAA TGACG T A TGTT CCCA TAGTAA CGCCA ATA GGGAC TT TCCA TT GA CGTCA A TG GG
601            609            617            625            633           641            649           657           665           673            681            689            697            705           713

图  2  pSiCoR-MCFP序列.

■创新盘点
本研究成功构建
具 有 M C F P 干 涉
效果的慢病毒干
涉 载 体 ,  并 成 功
构建了稳定干涉
MCFP的HepG2细
胞株.
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胞出现绿色荧光, 表明慢病毒已经整合到细胞

基因组并开始表达MCFP和Control干涉片段, 细
胞呈现正常的HepG2细胞形态(图5). 
2.5 M C F P干涉效果的鉴定  干涉后M C F P的
mRNA表达水平明显下降(图6A), 干涉组细胞的

MCFP蛋白表达水平明显下降(图6B). 从RNA和

蛋白质水平均能证实所设计的干涉序列能够明

显降低内源性的MCFP表达.

3  讨论

肝癌是严重危害人类健康的重大疾病之一[3], 尤
其是原发性肝癌具有流行性广、病程短、病死

率高等特点[4]. 在我国每年有11万人死于肝癌, 
占肿瘤死因的第3位. 由于肝癌的手术切除率低, 

A B

C D

图  3  荧光显微镜下观察RNAi慢病毒的包装(×40). A, B: 可见荧光; C, D: 绿色荧光; A, C: pSiCoR-Control; B, D: pSiCoR-

MCFP.

100         101         102         103        104

0 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
1 

00
0

GFP

SS
C-

H
ei

gh
t

A

R2

100         101         102         103        104

0 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
1 

00
0

GFP

SS
C-

H
ei

gh
t

A

R2

100         101         102         103        104

0 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
1 

00
0

GFP

SS
C-

H
ei

gh
t

C

R2

100         101         102         103        104

0 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
1 

00
0

GFP

SS
C-

H
ei

gh
t

D

R2

图   4   病 毒 滴 度
测定. A: pSiCoR-

Control-1; B: pSi-

CoR-Control-2; C: 

pSiCoR-MCFP-1; 

D :  p S i C o R -

MCFP-2.

■应用要点
稳 定 干 涉 M C F P
细胞的获得为今
后更深入地研究
MCFP在HepG2细
胞中的调控作用
奠定基础, 为体内
外实验研究提供
可靠的技术平台, 
对 于 M C F P 蛋 白
的功能探索具有
十分重要的意义.
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对放化疗药物均不敏感, 目前对于肝癌也缺乏

有效的系统治疗策略, 因此寻找影响肿瘤发生

发展的因素对人类健康有着重大的意义. 目前

趋向认为肿瘤的生物学特征取决于核内遗传物

质和核外线粒体DNA, 越来越多证据也表明线

粒体DNA异常可能参与肿瘤发生发展[5-8]. 据文

献报道, 在人类多种实体瘤例如头颈、乳腺、

肝脏、前列腺和卵巢等处的恶性肿瘤细胞中均

发现mtDNA突变或表达异常, 例如Nomoto等[9]

研究19例肝细胞癌患者, 发现其肿瘤组织中有

13/19(68%)例存在mtDNA D环区的突变. SLC25
家族成员对线粒体的功能起着十分重要的作用, 
比如: UCPs是一类位于线粒体内膜上的载体, 他
的缺乏会导致ATP合成降低、氧化应激增加、

钙失调、膜电位降低、线粒体功能失调等 [10]; 
腺苷酸转运蛋白质AAC不仅转运ADP进入线粒

体基质参与线粒体的能量代谢, 还可以与BAX
及tBid发生相互作用从而参与调节线粒体凋亡

途径[11]. 因此, 我们推测MCFP在肝癌细胞的能

量代谢中也可能会发挥重要作用. 作为一个新

基因, M CF P的功能尚不明确, 我们在研究中

成功构建具有MCFP干涉效果的慢病毒干涉载

体及稳定干涉MCFP的HepG2细胞株, 有助于

我们进一步了解MCFP在HepG2细胞中的调控

作用. 
RNA干扰(RNA interference, RNAi), 又称转

录后基因沉默(post transcriptional gene silencing, 
PTGS)[12], 是由双链RNA诱发的基因沉默现象, 
当细胞中导入和内源性mRNA编码区同源的双

链RNA时导致基因表达沉默[13]. 这项技术是一种

高效的特异性强的基因阻断技术, 其特点是具有

级联式放大效应, 高穿透性和基因抑制效果确切

等, 因而广泛应用于恶性肿瘤的研究中[14-16]. 本
实验采用基于慢病毒载体介导的shRNA生成的

导入途径, shRNA是由1个loop环和两个短反方

向重复序列组成发夹结构, 由U6启动子控制, 随
后再连上5-6个T作为RNA聚合酶Ⅲ的转录终止

子[17]; shRNA作为介导子可引起特异性地降解相

同序列的mRNA, 从而阻断相应基因表达的转录

后基因沉默机制[18].

A B

C D

图  5  荧光显微镜下观察慢病毒感染HepG2细胞(×40). A, B: 可见荧光; C, D: 绿色荧光; A, C: pSiCoR-Control; B, D: pSi-

CoR-MCFP.

图  6  干涉效果的检测. A: PCR; B: Western blot. WT: 

HepG2细胞; Control: HepG2-Control; SiMCFP: HepG2-

SiMCFP.

1     2      3    1      2     3     1      2     3
WT Control SiMCFP

MCFP

GAPDH

A

B WT Control SiMCFP

MCFP

GAPDH

■同行评价
本文目的明确, 结
果理想, 为下一步
功能分析奠定了
一定的基础.
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慢病毒载体系统是能高效地将目的基因

(或RNAi)导入动物和人的原代细胞或细胞系的

病毒载体系统. 慢病毒介导的基因表达或RNAi
干扰作用持续稳定, 目的基因可整合到宿主细

胞基因组中, 并有效感染并整合到非分裂细胞

中[19]. 与其他病毒载体相比, 慢病毒的优点是可

将目的基因整合至靶细胞基因组持久稳定地表

达, 扩大了载体感染细胞的范围, 并可以用于体

内基因治疗[20,21]. 慢病毒载体系统作为siRNA的携

带者, 充分发挥病毒载体自身所具备的优势[21-25], 
并特异使基因表达沉默, 为研究基因功能做出

重大贡献[26-28]. 
慢病毒干涉载体有效结合了慢病毒载体和

RNAi技术的特点, 使其整合进宿主基因组从而

发挥稳定的RNA干涉效果, 使得RNA干涉技术

在基因功能研究中发挥重要作用[29,30]. 我们设计

了特异针对人MCFP基因的干涉RNA片段, 通
过构建慢病毒干涉载体, 利用293FT细胞包装慢

病毒, 获得具有感染力的能够稳定干涉人MCFP
的慢病毒毒液. 将慢病毒毒液感染HepG2细胞, 
从mRNA水平和蛋白质水平均检测出构建的慢

病毒干涉载体成功稳定干涉HepG2细胞中内源

MCFP基因的表达. 稳定干涉MCFP细胞的获得

是为今后更深入的研究MCFP在HepG2细胞中

的调控作用. MCFP沉默后对肿瘤的生物学功能

的影响打下坚实的基础, 为体内外实验研究也

提供可靠的技术平台, 对于MCFP蛋白的功能探

索具有十分重要的意义. 
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