
■背景资料
丙型肝炎是一种
致命的血液传染
病, 全球约有1.7
亿人感染丙型肝
炎病毒(hepatitis 
C virus,  HCV), 
其中约70%会发
展成肝硬化和肝
癌等疾病 .  然而
到 目 前 为 止 仍
没 有 一 种 有 效
的治疗方式 .  已
有研究发现微小
RNA(microRNA, 
miRNA)-122是
HCV复制所必需
的, 因此miR-122
有可能成为治疗
丙型肝炎的新的
抗病毒靶点.
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Abstract
AIM: To investigate whether clustered regularly 
interspaced short palindromic repeat (CRISPR) 
interference (CRISPRi) specifically represses 
endogenous miR-122 expression in HepG2 
cells. 

METHODS: Single-guide RNAs (sgRNAs; 
sgT1 and sgT2) targeting transcription start 
site (TSS) and TATA box in the region of 
miR-122 promoter were designed. After 
co-transfecting HepG2 cells with sgRNA 
and catalytically inactive dCas9-KRAB, 
the expression of miR-122 was determined 
by quantitative Real-time PCR (qRT-PCR) 
to determine the more effective sgRNA. 
Different concentrations of sgRNA were tested 
in order to address whether CRISPRi was 
concentration dependent. The expression of 
miR-122 downstream target genes HOMX1 
and CyclinG1 was assessed by qRT-PCR and 
Western blot.

RESULTS: Compared to the control group, 
CRISPRi mediated by sgT1 and sgT2 could 
repress endogenous miR-122 expression by 
5.5-fold (P < 0.01) and 3.7-fold (P < 0.01) in HepG2 
cells, respectively. The effect of CRISPRi 
was enhanced with increased concentration 
of sgRNA, and the miR-122 expression 
was inhibited by 10.0-fold (P < 0.01) when the 
amount of lentiGuide-Puro-sgT1 was 500 ng. 
After endogenous miR-122 expression was 
inhibited by CRISPRi, the expression of miR-122 
downstream target genes HMOX1 and CyclinG1 
was upregulated.

CONCLUSION: CRISPRi can specifically 
repress endogenous miR-122 expression, 
which provides a novel therapeutic strategy 
against hepatitis C virus infection.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
miR-122是HCV
病毒复制所必需
的, 而且miR-122
由宿主细胞所控
制 ,  病毒无法将
其改变 ,  因此靶
向抑制miR-122
成为治疗丙型肝
炎的重点 ,  而探
索特异性强、效
率高的抑制方式
则成为丙型肝炎
治疗的关键.

Zhao HL, Li HY, Mao DH, Li GL, Huang Y. Regulation 
of expression of HCV replication associated miR-122 
by CRISPR interference. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2015; 23(23): 3742-3748  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/23/3742.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v23.i23.3742 

摘要
目的: 探索CRISPR干扰(CRISPR interference, 
CRISPRi)特异性抑制肝癌细胞HepG2内源性
miR-122表达. 

方法: 设计靶向miR-122启动子区TATA盒和
转录起始位点(transcription start site, TSS)的
sgRNA(sgT1和sgT2), 与无DNA内切酶活性
仅保留识别特性的dCas9-KRAB载体共转染
HepG2细胞, 通过实时定量PCR(quantitative 
Real-time PCR, qRT-PCR)方法检测miR-122的
表达并确立有效的sgRNA; 设计不同的sgRNA
浓度, 探索CRISPRi抑制作用的剂量依赖性; 
通过qRT-PCR及Western blot方法检测miR-122
靶分子HOMX1和CyclinG1的表达变化. 

结果: sgT1和sgT2介导的CRISPRi分别将肝
癌细胞HepG2内源性miR-122的表达水平抑
制5.5倍(P<0.01)和3.7倍(P<0.01); CRIPSRi抑
制效应是sgRNA剂量依赖性的, 当lentiGuide-
Puro-sgT1质粒为500 ng时, 可将miR-122的表
达抑制10.0倍(P <0.01); CRIPSRi抑制肝癌细
胞HepG2内源性miR-122表达的同时, 上调
了miR-122下游靶分子HMOX1和CyclinG1
的表达. 

结论: 本研究利用CRISPRi技术实现了对肝
癌细胞HepG2内源性miR-122表达的特异性
抑制, 为抗丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)提供了全新的策略. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 利用CRISPR干扰技术实现了对肝癌

细胞HepG2内源性miR-122表达的靶向抑制, 并
上调了miR-122下游靶分子HMOX1和CyclinG1
的表达, 为抗丙型肝炎病毒(hepatitis C virus)提
供了全新的策略.
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0  引言

丙型肝炎是一种致命的血液传染病, 世界卫生

组织(World Health Organization, WHO)估计全

球目前约有1.7亿人受丙型肝炎病毒(hepatitis 
C virus, HCV)感染, 其中, 约70%会发展成肝

硬化和肝癌等疾病. HCV引起的肝脏疾病已经

成为公众健康的主要挑战之一. HCV是单链

的RNA病毒, 存在多种基因型和亚型, 这对抗

HCV病毒治疗极具挑战. 尽管目前的抗病毒药

物如聚乙二醇化干扰素和利巴韦林具有一定

的疗效, 然而这些药物的低耐药屏障, 导致在

长期治疗过程中耐药性病毒突变体的产生[1-3]. 
微小RNA(microRNA, miRNA)是一种

内源性的小片段非编码RNA, 通过与靶分子

mRNA 3'端非翻译区(3' untranslated region, 
3'UTR)结合, 介导靶分子转录后水平的调节, 
导致mRNA降解或翻译抑制[4]. miRNA广泛参

与多种重要生物过程的调节, 包括细胞增殖、

分化、发育、凋亡以及病毒感染的宿主反应

调节. miR-122是肝脏特异性表达的miRNA, 占
肝组织中miRNA的70%, 参与HCV RNA的稳

定和复制[5,6]. miR-122与HCV RNA的5'UTR的
两个靶位点结合, 形成miR-122-HCV复合体, 
保护HCV RNA不被核酸内切酶水解或者不

被宿主免疫反应清除[6,7]. miR-122结合位点在

HCV RNA的所有基因型及亚型中高度保守, 
这使得miR-122成为抗HCV病毒治疗的宿主

靶点. 
CRISPR(clustered regularly interspaced 

short palindromic repeat sequences)/CRISPR相
关基因(CRISPR-associated genes, Cas)系统广

泛分布于细菌和古生菌基因组中, 是在进化过

程中形成的一种适应性免疫系统, 可以降解入

侵病毒或质粒DNA. 2012年, Jinek等[8]首先利

用CRISPR/Cas9系统对外源DNA靶序列进行

了精确切割, 开辟了RNA(tracrRNA与crRNA)
介导的基因编辑时代. Cas9含有2种核酸酶结

构域: RuvC1结构域及HNH结构域, HNH结

构域切割与crRNA互补的模板链, RuvC1结
构域对另一条链进行切割[9]. Qi等[10]将Cas9的
核酸内切酶结构域突变(RuvC1, D10A; HNH, 
H841A), 产生dCas9, 只有DNA识别能力, 没有

内切酶活性, 当dCas9与sgRNA共表达时, 形成
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■相关报道
Lanfo rd等利用
RNA干扰的原理, 
采用miR-122的反
义锁核酸miravirsen
(SPC3469)治疗基
因Ⅰ型HCV慢性
感染的黑猩猩, 结
果显示SPC3469
可持久抑制HCV
病毒, 并且未出现
病毒耐药, 开启了
靶向miR-122治疗
丙型肝炎的先河.

识别特定位点的复合体, 该复合体可以特异性

的干扰RNA聚合酶结合或者转录因子结合, 有
效抑制靶分子的表达, 将此过程称为CRISPR
干扰(CRISPR interference, CRISPRi). 本研究利

用CRISPRi技术实现了HepG2细胞内miR-122
的特异性表达抑制, 为抗HCV病毒提供了全新

的策略. 

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2细胞购自上海细胞库, 载体构

建用的Bsm BⅠ酶、碱性磷酸酶FastAP、T4
连接酶购自Fermentas公司; dCas9-KRAB质
粒(#46911)、lentiGuide-Puro质粒(#52963)购
自Addgene; 核酸纯化试剂盒(EasyPure Quick 
Gel Extraction Kit, EG101-01)、反转录试剂盒

购自北京全式金生物公司; 引物由上海生工

合成; 细胞培养用胎牛血清购自Hyclone公司; 
VigoFect转染试剂购自威格拉斯; 定量PCR试
剂盒购自大连宝生物; TRIzol(Invitrogen), polyA
聚合酶购自NEB; SYBR Premix Ex Tag试剂盒

(TaKaRa, code: DRR041A); anti-HMOX1(heme 
oxygenase 1)一抗(Abcam cat. ab137749); anti-
Cyclin G1一抗(sc-7865, Santa Cruz); anti-β-actin
一抗(Abcam cat. 6276); RIPA Buffer裂解液、考

马斯亮蓝(R-250)购自碧云天生物; Western显色

液购自Thermo公司. 
1.2 方法

1.2.1 载体构建: 靶向miR-122启动子sgRNA
载体的构建: 采用Bsm BⅠ酶将l en t iGuide-
Puro载体线性化, 并通过碱性磷酸酶FastAP
去磷酸化, 利用EasyPure Quick Gel Extraction 
K i t进行核酸纯化 .  将合成的s g T1(s g T1-F: 
5'-CACCGCCTAAAGCCACAGAAGCTG-3'和
sgT1-R: 5'-AAACCAGCTTCTGTGGCTTTAG
GC-3')、sgT2(sgT2-F: 5'-CACCGCCTCTCCC
CTCTCCCTTTA-3'和sgT2-R: 5'-AAACTAAA
GGGAGAGGGGAGAGGC-3')分别进行退火

与磷酸化, 并与线性化的lentiGuide-Puro载体

进行连接, 分别构建靶向miR-122启动子区不

同位点的sgRNA载体lentiGuide-Puro-sgT1和
lentiGuide-Puro-sgT2. 
1.2.2 HepG2细胞培养及转染: HepG2细胞培

养按常规方法传代培养. HepG2肝癌细胞在

含有10%的胎牛血清、终浓度为1×105 U/L
的青霉素和链霉素的R P M I 1640培养基中

37 ℃, 50 mL/L CO2条件下培养数天, 每2 d换
液1次, 4 d传代. 按照VigoFect转染试剂说明书

进行HepG2肝癌细胞转染, (1)筛选sgRNA: 共
同转染dCas9-KRAB与lentiGuide-Puro(空载

体)或lentiGuide-Puro-sgT1或lentiGuide-Puro-
sgT2, 其中dCas9-KRAB质粒250 ng/孔(24孔
板), lentiGuide-Puro(空载体)或lentiGuide-
Puro-sgT1或lentiGuide-Puro-sgT2 200 ng/孔
(24孔板), 收集细胞检测miR-122的表达; (2)
筛选sgRNA的浓度: 共同转染dCas9-KRAB与
lentiGuide-Puro-sgT1, 其中转染dCas9-KRAB
质粒250 ng/孔(24孔板), 转染lentiGuide-Puro-
sgT1分别为100 ng、200 ng或500 ng/孔(24孔
板), 收集细胞检测miR-122的表达; (3)miR122
靶分子表达水平检测: 转染dCas9-KRAB质粒

1.0 μg/孔与lentiGuide-Puro-sgT1质粒2.0 μg/孔
(6孔板), 收集细胞检测HMOX1, Cyc l inG1 
mRNA及蛋白表达. 
1.2.3 总RNA提取及反转录: (1)总RNA提取: 用
1 mL TRIzol裂解细胞, 室温放置5 min, 加入0.2 
mL氯仿, 盖紧管盖, 手动剧烈震摇15 s, 然后室

温静置2-3 min, 4 ℃ 12000 g离心15 min, 小心

吸取上层水相加入到新EP管中, 加入0.5 mL异
丙醇颠倒混匀, 室温静置10 min, 4 ℃, 12000 g
离心10 min, 后弃上清, 加入1 mL 75 750 mL/L
乙醇(DEPC H2O配制)润洗, 4 ℃, 7000 g离心

5 min, 弃上清, 将RNA沉淀溶解于适量的无

RNase水中, 吸出少量测定浓度, RNA溶液可用

于进一步实验, 或者-80 ℃保存; (2)反转录: 取
1 μg RNA, 加入1 μL Oligo(dT)20, 无RNase水
配成10 μL体系, 65 ℃ 5 min进行变性, 后立即

置于冰上, 随后加入2 μL dNTP Mixture、1 μL 
RNase Inhibitor、1 μL反转录酶以及Buffer和
水, 配成20 μL体系, 42 ℃ 1 h, 99 ℃ 5 min, 4 ℃ 
5 min, 瞬时离心, -20 ℃保存, 以备逆转录-聚合

酶链反应(Real-time polymerase chain reaction, 
RT-PCR)使用.  
1.2.4 miRNA定量检测: 采用po lyA聚合酶

加A法 [11,12]检测m i R-122的表达 .  (1)加A反

应: 取1 μg RNA, 加入1 μL ATP、1 μL PolyA 
polymerase以及Buffer和无RNase水, 配成10 μL
体系, 37 ℃ 1 h, 65 ℃ 20 min, 4 ℃ 5 min; (2)反
转录: 加A后, 加入1 μL RNase Inhibitor、1 μL
反转录酶、0.5 μL Poly(T) adapter(10 μmol)[序
列为GCGAGCACAGAATTAATACGACTCA

赵洪礼, 等. CRISPRi靶向调控HCV复制相关miR-122的表达
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■创新盘点
相对于锁核酸标
记的寡核苷酸成
本 高 、 易 降 解
的特点, CRISPR
干 扰 ( C R I S P R 
i n t e r f e r e n c e , 
CRISPRi)技术具
有成本低、易操
作、高效等特点. 
本研究首次利用
CRISPRi技术实
现了HepG2细胞
内miR-122的特
异 性 表 达 抑 制 , 
在抗HCV病毒方
面具有更加广阔
的应用前景.

CTATAGG(T)12VN]、2 μL dNTP Mixture以及

Buffer和水, 配成20 μL体系, 42 ℃ 1 h, 99 ℃ 5 
min, 4 ℃ 5 min; (3)RT-PCR PCR检测miR-122. 
1.2.5 定量PCR: 使用SYBR Premix Ex Tag试剂

盒, 引物序列如表1, 使用ABI 7500仪器, 采用两

步法PCR反应程序, Stage1: 预变性, 95 ℃ 30 s; 
Stage 2: PCR反应(40 cycles): 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 34 s; 
Stage 3: Dissociation stage: 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 
95 ℃ 15 s. 后进行数据分析. 
1.2.6 Western blot: 转染48 h后, 收集细胞, 并
利用RIPA Buffer裂解细胞提取总蛋白, 考马斯

亮蓝(R-250)测定蛋白浓度, 上样30 μg, 电泳, 
转膜, 奶粉封闭, 一抗孵育4 ℃过夜, 洗膜, 二
抗孵育(HRP标记, 1∶10000), 洗膜, 显色, 采
集图像. 

统计学处理 采用SPSS12.0统计学处理软

件进行t检验分析, 各项检测结果以mean±SD
记录. 以P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 CRIPSRi显著抑制肝细胞miR-122的表达 
本研究利用CRIPSRi原理(图1), 即利用dCas9
仅保留DNA识别能力而无内切酶活性的特点, 
并将dCas9与KRAB(Kruppel-associated box)转
录抑制结构域融合, 当靶向miR-122启动子区

的sgRNA存在时, 将抑制miR-122的转录. 核
心启动子元件TATA盒(TATA box)和转录起始

位点(transcription start site, TSS)在转录起始

过程中发挥重要作用, 因此我们分别设计了

靶向TSS和TATA盒的sgRNA,分别命名为T1
和T2(图1). 研究结果显示, sgT1和sgT2介导的

CRISPRi均能够显著性降低miR-122的表达. 与
对照组相比, sgT1和sgT2介导的CRISPRi分别

将miR-122的表达水平抑制5.5倍(P <0.01)和3.7
倍(P <0.01). 研究结果揭示, CRISPRi可有效地

调节miR-122的表达(图1). 
2.2 CRIPSRi抑制作用是sgRNA剂量依赖性的 
在前期结果的基础上, 进一步探索了sgRNA剂

量对miR-122抑制效果的影响. 我们选择了抑

制效果较为明显的sgT1, 分别采用100 ng、200 
ng和500 ng的质粒lentiGuide-Puro-sgT1. 研究

结果表明, 随着sgRNA浓度的增加, CRISPRi
对miR-122的抑制作用显著性提高. 与对照组

相比, 当lentiGuide-Puro-sgT1质粒为500 ng时, 
可将miR-122的表达抑制10.0倍(P <0.01). 因
此, CRIPSRi抑制肝细胞miR-122表达依赖于

sgRNA的剂量, sgRNA剂量越高, 抑制效果越

显著(图2). 
2.3 CRIPSRi上调miR-122靶分子HMOX1和

CyclinG1的表达 miR-122通过下调HCV复制

抑制分子HMOX1和CyclinG1的表达, 而间接

促进HCV复制[13,14]. 为探索CRIPSRi在抑制肝

细胞miR-122表达的同时, 能否进一步实现对

miR-122下游靶分子的表达调控, 本研究在共

转染dCas9-KRAB和lentiGuide-Puro-sgT1后, 
检测了HepG2细胞的HMOX1和CyclinG1的
mRNA及蛋白表达, 结果显示, 在转染dCas9-
KRAB和l en t iGuide-Puro-sgT1后HMOX1 
mRNA和CCNG1 mRNA水平均显著升高, 同
时HMOX1和CyclinG1蛋白水平也有明显升高. 
因此, CRIPSRi在抑制肝细胞miR-122表达的同

时, 并实现上调miR-122下游靶分子HMOX1和
CyclinG1的表达(图3). 

3  讨论

本研究首次利用C R I P S R i抑制了肝细胞

表  1  定量PCR引物列表

     
引物名称                                         序列

miR-122-F 5'-TGGAGTGTGACAATGGTGTTTG-3'
miR-122-R 5'-GCGAGCACAGAATTAATACGAC-3'
5s rRNA-F 5'-CCGCCTGGGAATACCGGGTGCTGTAGGCTTT-3'
5s rRNA-R 5'-GCGAGCACAGAATTAATACGAC-3'
HOMX1-F 5'-CGGGCCAGCAACAAAGTG-3'
HOMX1-R 5'-AGTGTAAGGACCCATCGGAGAA-3'
CCNG1-F 5'-AGCTGCAGTCTCTG TCAAG-3'
CCNG1-R 5'-ATGTCTCTGTGTCAAAGCCA-3'
β-actin-F 5'-CTGGAACGGTGAAGGTGACA-3'
β-actin-R 5'-AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA-3'
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■应用要点
CRISPRi通过靶
向miR-122抑制
HCV病毒的复制, 
为分子靶向药物
治疗丙型肝炎提
供了理论基础.

miR-122表达, 并且实现上调miR-122下游靶分

子HMOX1和CyclinG1的表达, 为CRISPRi应用

于抗HCV病毒的治疗提供了理论依据. HCV的

生活周期分进入靶细胞、复制、包装和释放

新病毒三个阶段. HCV的持续感染率和聚乙二

醇化干扰素和利巴韦林联合抗病毒治疗的局

限性, 使得研发HCV新的治疗策略显得尤为重

要. Jopling等[6]首次证实, miR-122与HCV的复

制有关, 当miR-122失去活性时, HCV的RNA
复制降低约80%. 与多数miRNA作用于靶分子

的mRNA的3'UTR的方式不同的是, miR-122
通过2个结合位点作用于HCV RNA 5'UTR, 从
而促进病毒复制[15-17]. 由于miR-122由宿主细

胞所控制, 病毒无法将其改变, 而miR-122是
病毒复制所必需, 这使得miR-122成为治疗丙

型肝炎的新的抗病毒靶点. Lanford等[17]利用

RNA干扰(RNA interference, RNAi)的原理, 采
用miR-122的反义锁核酸(locked-nucleic acid, 
LNA)miravirsen(SPC3469)治疗基因Ⅰ型HCV
慢性感染的黑猩猩, 结果显示SPC3469可持久

抑制HCV病毒, 并且未出现病毒耐药, 开启了

靶向miR-122治疗丙型肝炎的先河. CRISPR作
为一种高效而又易于操作的基因编辑技术, 引
起科学界的广泛关注, 成为全球科学家的新

宠, CRISPR/Cas9系统已经被广泛应用于模式

细胞及模式动物的基因编辑, 包括人细胞、小

鼠、大鼠及斑马鱼等. Qi等[10]将CRISPR/Cas9
改造为CRISPRi体系, CRISPRi通过干扰DNA
的转录实现对靶分子的表达抑制. Gilbert等[18]

研究结果揭示, 在人类细胞系中通过CRISPRi
可将靶基因的表达抑制5.0-15.0倍, 在酵母中则

高达50.0倍. 此外, Gilbert等[18]还发现CRISPRi
具有高效且特异地转录抑制作用 ,  几乎不

发生脱靶效应; 由于CRISPRi作用于DNA水

平, CRISPRi可应用于非编码RNA(noncoding 
RNA, ncRNA)、miRNA、转录物的反义序

列、核定位的R N A以及聚合酶Ⅲ转录产物. 
R N A i是目前广泛应用于基因转录抑制的方

法[19]. RNAi和CRISPRi在许多研究中成为互补

的研究方法, 然而CRISPRi更具有潜在的优势. 
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图  1   CR IPSR i显著抑制肝
细 胞 m i R - 1 2 2 的 表 达 .  A : 

CRIPSRi抑制miR-122表达

原理模式图. dCas9仅保留

DNA识别能力而无内切酶活

性的特点, 并将dCas9与KRAB

转录抑制结构域融合, 当靶向

miR-122启动子区的sgRNA

存在时, 将抑制miR-122的

转录; B: 设计靶向miR-122

启 动 子 T A T A 盒 和 转 录 起

始位点TSS的sgRNA; C: 针

对miR-122启动子区进行

CRIPSRi, 显著抑制HepG2细

胞miR-122的表达, dCas9代

表对照组转染dCas9-KRAB

和lentiGuide-Puro质粒组, 

dCas9+T1代表转染dCas9-

KRAB和lentiGuide-Puro-

sgT1质粒组, dCas9+T2代表转

染dCas9-KRAB和lentiGuide-

Puro-sgT2质粒组. bP<0.01 vs  
对照组. CRIPSRi: CRISPR干

扰; Cas: CRISPR相关基因.
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■名词解释
CRISPRi:  天然
CRISPR相关基
因 9 ( C R I S P R -
associated gene 
9 ,  C a s 9 ) 含 有 2
种 核 酸 酶 结 构
域 :  RuvC1结构
域 及 H N H 结 构
域, HNH结构域
切 割 与 c r R N A
互 补 的 模 板 链 , 
RuvC1结构域切
割非互补链 .  将
C a s 9 的 核 酸 内
切酶结构域突变
(RuvC1, D10A; 
HNH, H841A)产
生dCas9, 仅保留
D N A 识 别 能 力
而 无 内 切 酶 活
性 ,  当 d C a s 9 与
sgRNA共表达时, 
形成识别特定位
点的复合体 ,  该
复合体可以特异
性的干扰RNA聚
合酶或者转录因
子与DNA序列的
结合 ,  有效抑制
靶 分 子 的 表 达 , 
将 此 过 程 称 为
CRISPRi.

Miravirsen作为新的抗HCV宿主靶向药物, 他
具有较高的基因屏障、泛基因型的抗病毒活

性, 将应用于丙型肝炎临床治疗. 但是, 相对于

锁核酸标记的寡核苷酸成本高、易降解的特

点, 利用CRISPRi技术具有其自身的优势: 成
本低, 易操作, 高效. 本研究利用CRISPRi技术

实现了HepG2细胞内miR-122的特异性表达抑

制. 同时, CRIPSRi抑制肝细胞miR-122表达依

赖于sgRNA的剂量, sgRNA剂量越高, 抑制效

果越显著. 此外, CRISPRi可以同时抑制过个基

因的表达, 并且抑制作用是可逆的[10]. 因此, 将
CRISPRi应用于抗HCV病毒的治疗具有更加

广阔的前景. 
值得注意的是 ,  除了直接作用方式 , 

miR-122通过下调HCV复制抑制分子HMOX1
和CyclinG1的表达, 而间接促进HCV复制[3,13,14]. 
Shan等[13]研究发现, miR-122的反义互补序

列antagomir通过上调HMOX1的表达进而抑

制HCV病毒复制. Hou等[14]研究发现, siRNA
介导的C y c l i n G1的沉默显著增加了细胞内

HCV RNA水平, 说明CyclinG1在HCV复制

中发挥重要作用; 而miR122的抑制剂增加了

CyclinG1的表达, 并且阻止了乙醇诱导的HCV 
RNA水平. 本研究利用CRISPRi技术实现了

HepG2细胞内miR-122的特异性表达抑制, 同
时, miR-122下游靶分子HMOX1和CyclinG1均
表达升高, 这进一步说明了CRISPRi技术在针

对miR-122宿主靶点的应用为抗HCV治疗开

拓了新的思路. 
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■同行评价
本 研 究 利 用 了
CRISPRi技术靶
向抑制肝癌细胞
与HCV病毒复制
相关小RNAmiR-
122, 进而上调抑
制HCV复制相关
的miR-122下游靶
分子HMOX1和
CyclinG1 mRNA
和蛋白表达, 为分
子靶向药物治疗
HCV肝炎提供了
理论基础.
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