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研究报告 

miR-34b 调控肠道病毒 71 型在人横纹肌肉瘤细胞中的复制及

机制 
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摘  要：【背景】研究发现 microRNAs (miRNAs)可以参与调控病毒在宿主细胞内感染和复制

的过程。【目的】研究 miR-34b 对肠道病毒 71 型(Enterovirus 71，EV71)在宿主细胞内的复制

及其可能机制。【方法】在人横纹肌肉瘤(Rhabdomyosarcoma，RD)细胞中转染 miR-34b mimics

和 Inhibitor，通过 Western blot 和 Real-time PCR 实验检验 EV71 病毒的复制和表达情况。随后

利用双荧光素酶报告系统验证 miR-34b 与潜在靶点 eIF4E 的相互作用，并检测 miR-34b 对 RD

细胞中 eIF4E mRNA 表达水平的影响。【结果】miR-34b 可以促进病毒在 RD 细胞中的复制和

表达，而 miR-34b 抑制剂有抑制病毒复制的作用，细胞内 miR-34b 可以通过作用于靶基因 eIF4E

调控 EV71 在宿主细胞中的复制过程。【结论】揭示了 miR-34b 在 EV71 病毒复制过程中的调

控作用及机制，研究 EV71 病毒与宿主 miRNAs 的相互作用机制为进一步阐明 EV71 病毒感染

与复制机理奠定了基础。 
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miR-34b regulates the replication of Enterovirus 71 in 
rhabdomyosarcoma cell 
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Abstract: [Background] MicroRNAs (miRNAs) play an important role in the process of infection 
and replication of virus in host cells. [Objective] In this study, we examined miR-34b effect on the 
replication of Enterovirus 71 in RD (rhabdomyosarcoma) cells. [Methods] Western blot and 
real-time PCR test were performed to investigate the effect of miRNAs on viral replication. 
Furthermore, dual-luciferase reporter assay was used to detect the interaction between miR-34b and 
potential target eIF4E, and the expression of eIF4E at mRNA levels was tested by real-time PCR. 
[Results] The study showed that miR-34b can stimulate the replication of EV71 virus. On the 
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contrary, miR-34b inhibitor can suppress EV71 virus replication. Cellular miR-34b can regulate the 
replication of EV71 virus through binding to eIF4E in host cells. [Conclusion] Our paper should 
report the role of miR-34b in this regulation for the first time. Our findings support the notion that 
the cellular miRNAs play an important role in the host and virus infection. 

Keywords: miR-34b, Enterovirus 71, RD cell, Virus replication 

手足口病(Hand，foot and mouth disease，HFMD)

是由多种肠道病毒引起的，以婴幼儿发病为主的常

见传染病。肠道病毒是引发食源性疾病的主要病

因，主要经食物、水和环境进行传播。肠道病毒 71

型 (Enterovirus 71) 属 于 小 RNA 病 毒 科

(Picrornaviridae)肠道病毒属(Enterovirus，EV)，是

一类常见的经呼吸道和消化道感染人体的病毒，是

手足口病的主要病原体[1-5]。近年来，肠道病毒感染

呈现常年流行的态势。在中国，手足口病已经成为

常见的儿童感染疾病，并且成为一个重要的公共健

康问题。儿童感染 EV71 可引起发热、口腔黏膜溃

疡性疱疹和四肢末端水疱样皮疹，还可引起脑炎、

无菌性脑膜炎、急性迟缓性麻痹等严重的神经系统

并发症，严重者可能致残或致死[6-9]。因此，认识

EV71 的致病机制，寻找新的治疗方法迫在眉睫。 

miRNAs 是近几年分子生物学研究方面的热

点，它是一类长度大约为 19−25 个核苷酸的单链非

编码小分子 RNA，通过抑制靶基因 mRNA 的翻译

过程或者降解靶基因的 mRNA 分子，介导转录后基

因表达的调控过程[10]。研究表明，miRNAs 不但可

以参与调控细胞中如细胞增殖、凋亡、分化等一系

列的生理过程[11-12]，还可以参与调控病毒在宿主细

胞内复制的过程[13-14]。miRNAs 可能是控制哺乳动

物细胞病毒感染的关键因素。 

前期研究利用 miRNA 芯片筛选出了 EV71 感

染人横纹肌肉瘤(Rhabdomyosarcoma，RD)细胞的差

异表达 miRNAs，本实验在此基础上，挑选表达差

异显著的 miR-34b 进行深入研究。近年来研究证明，

miR-34b与病毒如乙肝病毒(HBV)、禽类白血病病毒

(ALV)、呼吸道合胞病毒(RSV)等感染的发生发展有

重要关系[15-17]。本实验针对宿主细胞内 miR-34b 是

否参与 EV71 病毒在细胞内的复制，利用过表达和

干预技术研究 miR-34b 对 EV71 复制的影响，双荧

光素酶报告实验研究 miR-34b 与靶基因真核细胞翻

译起始因子 4E (eIF4E)的相互作用，探讨 miR-34b

影响 EV71 复制的可能机制。本文首次报道 miR-34b

对 EV71 病毒在 RD 细胞内复制的调控作用，为

miRNAs 参与调节 EV71 病毒复制的相关研究提供

了有价值的参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  病毒、质粒和细胞株 

EV71 Hubei-09 株由武汉大学提供；人横纹肌

肉瘤细胞(Rhabdomyosarcoma，RD)为本实验室保

存；pMIR 和 pRL-CMV 荧光素酶报告载体由本实

验室保存。 

1.1.2  miRNAs 的合成  

miR-34b mimics/inhibitor 和 miR-RiboTM 

mimics/inhibitor negative control 由广州锐博生物有

限公司进行合成。 

1.1.3  主要试剂和仪器  

核酸限制性内切酶 Spe I、Hind III 和 T4 DNA

连接酶及 Pyrobest 高保真 DNA 聚合酶购自 TaKaRa

公 司 ； 鼠 源 EV71 单 克 隆 抗 体 (MAB979) 购 自

Millipore 公司；β-actin 及辣根酶标记的山羊抗小鼠

IgG 购自北京中山金桥公司；反转录、Real-time 

PCR、双荧光检测试剂盒购自 Promega 公司；RNA

提取 Trizol 试剂和转染试剂 Lipofectamine 2000 购

自 Invitrogen 公司；DMEM 和胎牛血清(FBS)购自

Gibco BRL 公司。蛋白电泳仪、PCR 仪及酶标仪购

自 Bio-Rad 公司；Real-time PCR 仪购自 ABI 公司。 

1.2  miR-34b 在 RD 细胞中的表达检测 

按照每孔 10 μL TCID50 为 1109 将 EV71 病毒

接种于 12 孔板培养的 RD 细胞，感染病毒 24 h 后
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用 Trizol 法提取总 RNA，反转录成 cDNA 后，使用

Real-time PCR 分析病毒感染前后细胞内 miR-34b

的表达变化。miRNA qRT-PCR primer 由广州锐博生

物有限公司合成。按照 Real-time PCR 试剂盒说明

书进行 Real-time PCR 检测，反应条件：95°C      

10 min；95 °C 2 s，60 °C 20 s，70 °C 10 s，40 个循

环。PCR 扩增后按照 2−ΔΔCt 法计算相对表达值，分

析实验组与对照组的差异。 

1.3  Western blot 检测 EV71 病毒蛋白的表达 

RD 细胞加入含 10%胎牛血清、100 μg/mL 氨苄

青霉素、100 μg/mL 链霉素的 DMEM 培养基中，于

37 °C、5% CO2 培养箱、饱和湿度条件下培养。当

细胞融合达到 80%−90%时，用 2.5%胰蛋白酶消化

单层培养的 RD 细胞，用 DMEM 终止消化，4 °C、

500 r/min 离心 5 min，用 DMEM 培养基调整细胞数

为 2105 个/mL 的单细胞悬液，以 1 mL/孔接种于

12 孔板中，培养 24 h 细胞贴壁后，合成的 miRNAs 

mimics/inhibitor 及 阴 性 对 照 miR-RiboTM 

mimics/inhibitor negative control 分别转染 RD 细胞，

6 h 后接种 10 μL 的 TCID50 为 1109 的 EV71 病毒。

48 h 后收集细胞，用细胞裂解液冰上裂解细胞    

20 min，12 000 r/min 离心 10 min 收集上清液，15%

分离胶进行 SDS-PAGE 电泳后，利用湿转法将蛋白

转移至 PVDF 膜上。10%脱脂奶粉封闭过夜。孵育

特异性抗体，鼠源 EV71 单克隆抗体浓度为 1:2 000，

β-actin 抗体为 1:2 000，二抗为辣根酶标记的山羊抗

小鼠 IgG 浓度为 1:2 000，加 ECL 发光液显影。 

1.4  Real-time PCR 检测 EV71 病毒 mRNA 的 

表达 

取 2.5%胰蛋白酶消化单层培养的 RD 细胞，用

DMEM 培养基调整细胞数为 2105 个/mL 的单细胞

悬液，以 1 mL/孔接种于 12 孔板中，培养 24 h 细胞

贴壁后，合成的 miRNAs mimics/inhibitor 及阴性对

照 miR-RiboTM mimics negative control 分别转染

RD 细胞，6 h 后，每孔接种 10 μL 的 TCID50 为 1109

的 EV71 病毒，48 h 后按照 Trizol 说明书提取细胞

总 RNA，取 RNA 150 ng 进行逆转录合成 cDNA。

采用引物设计软件 Primer 5.0 设计 EV71 病毒和

β-actin 基因的引物，Real-time PCR 引物由北京奥

科生物公司合成(表 1)。按照 Real-time PCR 试剂盒

说明书进行 Real-time PCR 检测，反应条件：95 °C   

10 min；94 °C 10 s，60 °C 1 min，40 个循环。PCR

扩增后按照 2−ΔΔCt 法计算相对表达值，分析实验组

与对照组的差异。 

1.5  pMIR-eIF4E-3′UTR 重组载体的构建 

用于 miRNAs 作用靶标筛选的 3′-UTR 分析系

统包含 2 个荧光素酶报告基因载体，一个为 pMIR

载体，另一个为 pRL-CMV 载体。pMIR 载体可以

表达萤火虫荧光素酶，在萤火虫荧光素酶的 3′-UTR

区含有多克隆位点插入目的基因。pRL-CMV 载体

能高效表达海肾荧光素酶，作为内参。将 eIF4E 

3′UTR 基因片段克隆至 pMIR 载体 3′UTR 区多克隆

位点中的 Spe I/Hind III 限制性酶切位点处，构建成

重组载体 pMIR-eIF4E-3′UTR。 

1.6  双荧光素酶检测 

RD 细胞接种于 24 孔板中，将构建好的重组载

体 pMIR-eIF4E-3′UTR 和 pRL-CMV 载体利用转染

试剂 Lipofectamine 2000 共转染 RD 细胞，转染 30 h

后收集细胞，用 PBS 洗一遍细胞，24 孔板每孔加

入 100 μL Passive lysis buffer，冰上放置 10 min，   

12 000 r/min 离心 2 min，取上清采用双荧光检测试

剂盒检测荧光素酶的表达。如果构建在 pMIR 载体上 
 

表 1  Real-time PCR 所需引物 
Table 1  Primers used for real-time PCR assay 

基因名称 

Gene name 

上游引物序列 

Forward primers sequence (5→3) 

下游引物序列 

Reverse primers sequence (5→3) 
EV71 vp1 AGTATGATTGAGACTCGGTG GCGACAAAAGTGAACTCTGC 

β-actin ACCCACACTGTGCCCATCTACGA GCCGTGGTGGTGAAGCTGTAGCC 

eIF4E AGGATGGTATTGAGCCTATGTGG CACAGAAGTGTCTCTAGCCAAAA 
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的病毒基因序列受到宿主细胞内 miRNAs 的调控，

将影响载体上荧光素酶的表达。通常以海肾荧光素

酶活性作为内参，用测定的萤火虫荧光素酶表达值

和海肾荧光素酶表达值的比值考察萤火虫荧光素

酶活性的变化。 

1.7  Real-time PCR 检测 eIF4E mRNA 的表达 

RD 细胞接种于 12 孔板中，将合成的 miRNAs 

mimics 及阴性对照 miR-RiboTM mimics negative 

control 分别转染 RD 细胞，48 h 后按照 Trizol 说明

书提取细胞总 RNA，取 RNA 150 ng 进行逆转录合

成 cDNA。使用 Real-time PCR 分析 eIF4E mRNA

的表达。采用引物设计软件 Primer 5.0 设计 eIF4E

基因的引物，Real-time PCR 引物由北京奥科生物公

司合成(表 1)。 

1.8  数据分析  

实验数据采用平均值±SD 表示，使用 t 检验进

行组间比较，P<0.05 为显著差异。 

2  结果与分析 

2.1  miR-34b 在 RD 细胞中的差异表达 

前期研究工作筛选出 EV71 感染 RD 细胞差异

表达的 miRNAs，在此基础上，选取 miR-34b 进一

步验证。如图 1 所示，RD 细胞感染 EV71 病毒后 
 

 
 

图 1  感染 EV71 病毒前后 RD 细胞中 miR-34b 表达水

平比较 
Figure 1  The relative expression of miR-34b in RD cells 
with or without EV71 infection 

miR-34b 表达量是未感染病毒细胞的 2 倍以上。

miR-34b 表达量的上调反映了 miRNA 有协助病毒

感染宿主细胞的作用。miRNA 表达水平的变化一定

程度上反映了宿主细胞同病毒间相互作用的关系。 

2.2  miR-34b 调控 EV71 在 RD 细胞中病毒蛋白

的表达 

为了验证 miR-34b 能否影响 EV71 病毒在宿主

细胞中的复制，将合成的 miR-34b mimics/inhibitor

和 miR-RiboTM mimics/inhibitor negative control 作

为阴性对照，分别转染 12 孔板培养的 RD 细胞，感

染病毒 48 h 后提取细胞蛋白，通过 Western blot 检

测 EV71 病毒的蛋白表达水平，以 β-actin 为内参，

对比各实验组和对照组 EV71 病毒蛋白的表达量，

结果见图 2。结果表明与对照相比，miR-34b 能够

促进 EV71 病毒蛋白在 RD 细胞中的表达，而

miR-34b inhibitor 显著抑制病毒蛋白的表达。 

2.3  miR-34b 调控 EV71 在 RD 细胞中病毒

mRNA 的表达 

为了进一步验证 miR-34b 能够调控 EV71 病毒

在 宿 主 细 胞 中 的 复 制 ， 将 合 成 的 m i R - 3 4 b 

mimics/inhibitor 和 miR-RiboTM mimics/inhibitor 

negative control 作为阴性对照，分别转染 12 孔板培

养的 RD 细胞，感染病毒 48 h 后用 Trizol 法提取总

RNA，反转录成 cDNA 后，使用 Real-time PCR 分

析 miR-34b 对 EV71 病毒 mRNA 表达的影响，结果

见图 3。结果表明与对照相比，转染 miR-34b 的细 

 

 
 

图 2  Western blot 检测 miR-34b 对 EV71 在 RD 细胞中

病毒蛋白表达的影响 
Figure 2  Western blot analysis of the effects of miR-34b 
on EV71 expression in RD cell  
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图 3  Real-time PCR 检测 miR-34b 对 EV71 在 RD 细胞

中病毒 mRNA 表达的影响 
Figure 3  Real-time PCR analysis of the effects of miR-34b 
on EV71 mRNA in RD cell 

Note: *: P<0.05. 

 

胞中 EV71 病毒 mRNA 的表达上调了 62.0%±5.02%，

说明 miR-34b 能够促进 EV71 病毒 mRNA 在 RD 细

胞中的表达；而转染 miR-34b inhibitor 的细胞中

EV71 病毒 mRNA 表达水平下调了 31.0%±15.0%，

说明 miR-34b inhibitor 能够抑制 EV71 病毒 mRNA

在 RD 细胞中的表达。这一结果与 Western blot 实

验结果一致。 

2.4  miR-34b 对 pMIR-eIF4E-3′UTR 载体荧光

素酶活性的影响 

利用 Targetscan 和 miRDB 分析软件发现 eIF4E

基因是 miR-34b 潜在靶点之一(图 4)，eIF4E 是一种

帽结合蛋白，可以特异性地识别 mRNA 的 5ʹ端帽子

结构，它在真核翻译的起始过程中发挥重要作用。

研究表明几乎所有的病毒都依赖于宿主翻译机制

完成它们的生命周期。病毒感染可能导致宿主蛋白

质合成的关闭，特别是小 RNA 病毒[18-23]。因此，

推测 miR-34b 可能通过下调 eIF4E 基因实现对

EV71 病毒复制和蛋白表达的调控作用。将 miR-34b 

mimics 和 miR-RiboTM mimics negative control 作为

阴性对照，分别同 pMIR-eIF4E-3′UTR 和 pRL-CMV

质粒共转染 RD 细胞，30 h 后进行 Luciferase 双荧

光检测。结果发现 miR-34b 能在一定程度上下调荧

光素酶的活性(图 5)，验证了 miR-34b 能够通过靶

向 EIF4E 基因 3′-UTR 发挥作用。 

 
 

图 4  miR-34b 与 eIF4E 3′-UTR 互补配对模式  
Figure 4  The model of hybridization between miR-34b 
and eIF4E 3′-UTR  

 

 
 

图 5  miR-34b 对 pMIR-eIF4E-3′UTR 载体荧光素酶活

性的影响 
Figure 5  The relative luciferase activity from pMIR- 
eIF4E-3′UTR vector in RD cells with overexpressing miR-34b 

 

2.5  miR-34b 对 eIF4E mRNA 表达水平的影响 

将 miR-34b mimic 转染 RD 细胞，48 h 后用 Trizol

法提取总 RNA，反转录成 cDNA 后，使用 Real-time 

PCR 分析 miR-34b 对 eIF4E mRNA 表达的影响，结

果见图 6，实验组 EIF4E mRNA 表达水平较对照组 
 

 
 

图 6  Real-time PCR 检测 miR-34b 对 RD 细胞中 eIF4E 

mRNA 表达的影响 
Figure 6  Real-time PCR analysis of the effects of miR-34b 
on eIF4E mRNA in RD cell  

Note: *: P<0.05. 
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明显下调，提示 miR-34b 可能通过作用于 eIF4E 调

控 EV71 病毒复制。 

3  讨论与结论 

病毒感染细胞后，与宿主细胞发生复杂的相互

作用，二者相互影响。病毒进入宿主细胞后，促使

宿主细胞发生有利于病毒自身复制增殖的改变，包

括 miRNAs 表达水平的变化。Cui 等[24]对感染 EV71

病毒后的 Hep2 细胞进行深度测序，发现感染 EV71

病毒后 miRNAs 表达的变化，其中有 64 种 miRNA

的表达量增加了 2 倍多，并通过基因本体(Gene 

ontology)分析，发现这其中大部分基因参与 EV71

感染相关的神经活动、免疫应答和细胞凋亡，他们

首次验证了 miRNA 与 EV71 感染的关系。随后，

越来越多的研究表明 miRNAs 通过多途径参与调控

EV71 感染和发病机制，如 miR-16-5p、miR-21 和

miR-197 等[25-27]，这些研究均证实了 EV71 感染与

miRNA 有着密切的联系。 

本研究利用前期研究工作筛选出 EV71 感染

RD 细胞差异表达的 miRNAs，选取 miR-34b 进一

步验证。实验结果表明，RD 细胞感染 EV71 病毒

后 miR-34b 表达量上调，miR-34b 可以促进病毒在

RD 细胞中的复制和表达；同时，miR-34b inhibitor

有抑制病毒复制的作用，这反映了 miR-34b 有协助

病毒感染宿主细胞的作用。利用 Targetscan 和

miRDB 分析软件发现 eIF4E 基因是 miR-34b 潜在靶

点，研究结果发现 miR-34b 能在一定程度上下调

eIF4E-3′UTR 荧光素酶的活性，验证了 miR-34b 能

够通过靶向 eIF4E 基因 3′-UTR 发挥作用；进一步

研究 miR-34b 对 eIF4E 转录水平的影响，发现

miR-34b 可以抑制 eIF4E mRNA 表达水平。 

综上所述，本研究证实细胞内 miR-34b 可以通

过作用于靶基因 eIF4E 调控 EV71 在宿主细胞中的

复制过程，为基于从 miRNA、宿主、病毒三者关系

认识 EV71 的致病机制奠定了实验基础。 
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