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　　摘　要：目的　构建用于鉴定ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）靶基因的报告基因系统并进行功能验证，为研究动脉粥样硬化的发生发展

机制奠定良好基础。方法　在ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ载体的荧光素酶基因下游克隆位点插入ＤＮＡ甲基转移酶３Ｂ（ＤＮＭＴ３Ｂ）３′非编码区

序列，经酶切、测序验证是否插入及正确性。生物信息学分析ＤＮＭＴ３Ｂ与 ｍｉＲＮＡ１２５ｂ的靶向关系，并用 ｍｉＲＮＡ１２５ｂ过表达

载体与所构建载体共转染人血管平滑肌细胞，双荧光素酶报告基因系统检测荧光素酶活性。结果　成功构建了ＤＮＭＴ３Ｂ３′非编

码区报告基因载体，经酶切和测序鉴定正确；共转染细胞２４ｈ后，双荧光素酶报告基因系统检测荧光素酶活性，结果显示与空载

体对照组相比，构建载体组荧光素酶活性下降了５４．８％（犘＜０．０１）。结论　成功构建了ＤＮＭＴ３ＢｍＲＮＡ３′非编码区报告基因载

体，且提示ｍｉＲＮＡ１２５ｂ靶向调控了ＤＮＭＴ３Ｂ。
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　　ＤＮＡ甲基化是指在ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓ

ｆｅｒａｓｅｓ，ＤＮＭＴｓ）的作用下，在ＣｐＧ二核苷酸５′端的胞嘧啶上

加入甲基，使之变为５甲基胞嘧啶的过程。研究表明，ＤＮＡ甲

基化与动脉粥样硬化（ａｒｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）关系密切，在 ＡＳ

的发生发展过程中，可以出现整体基因组ＤＮＡ甲基化状态的

改变、相关基因启动子区的高甲基化或低甲基化等状态［１３］。

甲基化过程受ＤＮＭＴｓ的调节，其中ＤＮＭＴ３Ｂ通过从头合成

的方式调控甲基化，与ＡＳ的发生发展密切相关
［４］。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长度只有２１ｎｔ左右的内源性

非编码单链ＲＮＡ，通过与靶ｍＲＮＡ的３′非翻译区（３′ＵＴＲ）相

结合介导靶基因ｍＲＮＡ的翻译抑制
［５］。研究表明 ｍｉＲＮＡ参

与了多种细胞的增殖、凋亡、分化等过程［６８］。生物信息学分析

发现ＤＮＭＴ３Ｂ是 ｍｉＲＮＡ１２５ｂ的潜在靶基因。然而，在 ＡＳ

的发生发展过程中 ｍｉＲＮＡ１２５ｂ是否调控了 ＤＮＭＴ３Ｂ的表

达，目前尚不清楚。研究ｍｉＲＮＡ对靶 ｍＲＮＡ 的调控，报告基

因实验是最常用的方法之一。本研究拟构建 ＤＮＭＴ３ＢｍＲ

ＮＡ３′非编码区的报告基因载体，并转染原代培养的人脐静脉

平滑肌细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＨＵ

ＶＳＭＣ），进行功能验证，为今后研究 ＡＳ的发生发展机制打下

良好基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨＵＶＳＭＣ由本实验室培养；大肠杆菌感受态

ＤＨ５α购自北京博迈德生物科技公司；ｐＭＤ１９Ｔ 载体购自

Ｔａｋａｒａ公司；报告基因载体ｐＧＬ３Ｃｏｎｔｒｏｌ、内参载体ｐＲＬＴＫ

７８５１重庆医学２０１４年５月第４３卷第１３期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１２００１１８；８１２６００６３）；教育部新世纪优秀人才计划基金资助项目（ＮＣＥＴ１００９１６）；宁夏区自然

基金资助项目（ＮＺ１２１７４）。　作者简介：曹成建（１９８５－），在读硕士，主要从事动脉粥样硬化分子生物学诊断研究。　△ 　通讯作者，Ｔｅｌ：

１３８９５６６９１４５；Ｅｍａｉｌ：ｊｙｊｃｙｘｙ＠ｙｅａｈ．ｎｅｔ。



载体及双报告基因检测试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ｍｉＲＮＡ

１２５ｂ过表达载体ｈｓａｍｉＲＮＡ１２５ｂｐｒｅｃｕｒｓｏｒ购自 Ａｍｂｉｏｎ公

司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｍｉｘ购自宝生物公司；限制性内切

酶犡犫犪Ⅰ（附带１０×Ｔａｎｇｏｂｕｆｆｅｒ）、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶均购自

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司；凝胶纯化回收试剂盒、质粒抽提纯化试剂盒购自Ａｘｙｇｅｎ

公司；引物由上海生工生物工程公司合成，ＤＮＡ 测序由Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成。ＰＣＲ仪购自美国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；电泳仪

及凝胶成像系统购自ＢｉｏＲＡＤ公司；ＬＢ９６０微孔板式发光检

测仪购自德国Ｂｅｒｔｈｏｌｄ公司。

１．２　方法

１．２．１　靶向 ＤＮＭＴ３Ｂ３′非编码区的 ｍｉＲＮＡ 预测　采用

Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ６．２在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／）检索

与 ＤＮＭＴ３Ｂ３′非编码区作用的ｍｉＲＮＡｓ。

１．２．２　ＨＵＶＳＭＣ培养与鉴定　采用于海娇等
［９］方法培养及

鉴定原代 ＨＵＶＳＭＣ。

１．２．３　ＤＮＭＴ３ＢｍＲＮＡ３′非编码区的报告基因载体的构建

及鉴 定 　 在 ＮＣＢＩ网 站 查 找 ＤＮＭＴ３Ｂ（序 列 号：ＮＭ ＿

００６８９２．３）ｍＲＮＡ３′非编码区序列，并利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设

计引物，引物序列为，上游引物：５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＣＴＧＧＣＴ

ＡＣＴＧＣＴＣＴＧＴＧ３′；下游引物：５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＡＡＡ

ＴＧＴＡＴＧＴＣＴＧＴＣＣＣＴ３′（含 犡犫犪Ⅰ酶切位点）。Ｔｒｉｚｏｌ

法从 ＨＵＶＳＭＣ中提取总 ＲＮＡ并反转录，以ｃＤＮＡ为模板

ＰＣＲ扩增ＤＮＭＴ３ＢｍＲＮＡ３′非编码区序列，胶回收纯化后进

行Ｔ载体连接。后将连有目的基因的 Ｔ 载体与目的载体

（ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ）分别单酶切后用１％琼脂糖凝胶电泳及胶回收

纯化。将上述酶切产物用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接后将连接产物

转化ＤＨ５α大肠杆菌，挑取克隆并ＰＣＲ鉴定，并质粒抽提，犡犫犪

Ⅰ酶切反应鉴定。设计相应引物以确定插入片段正反，引物序

列为，上游引物：５′ＧＡＧＧＣＧＡＡＣＴＧＴＧＴＧＴＧＡＧＡＧ３′

下游引物：５′ＧＣＴＧＡＡＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＴＧＴＧＧ３′。正

反鉴定后送商业化测序。

１．２．４　细胞转染及报告系统的功能验证　（１）细胞接种：待细

胞长满细胞培养瓶８０％～９０％时，按传代培养消化吹散细胞

后计数，将细胞悬液密度调整２×１０５／ｍＬ，按每孔５００μＬ加入

２４孔细胞培养板，混匀后３７℃继续培养２４ｈ。（２）质粒转染：

转染设空载体对照组、构建载体组，其中空载体对照组转入

ｐＧＬ３空 载 体 及 ｍｉＲＮＡ１２５ｂ 过 表 达 载 体 ｐＥＺＸｍｉＲＮＡ

１２５ｂ，而构建载体组转入所构建载体及ｐＥＺＸｍｉＲＮＡ１２５ｂ，两

组均转入ｐＲＬＴＫ质粒。待细胞长满培养孔面积的８０％左右

时进行转染。向 ＤＭＥＭ 培养基（每孔 ５０μＬ）加入 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体（每孔１μＬ），充分混匀，静置５ｍｉｎ。向

ＤＭＥＭ培养基（每孔５０μＬ）中依次加入ｐＲＬＴＫ质粒（每孔５

ｎｇ）和ｐＧＬ３ＤＮＭＴ３Ｂ３′非编码区重组质粒（或ｐＧＬ３空载体）

（每孔ｌ００ｎｇ）及 ｍｉＲＮＡ１２５ｂ过表达载体 ｐＥＺＸｍｉＲＮＡ

１２５ｂ，充分混匀。将分别混有脂质体的ＤＭＥＭ 溶液和混有上

述质粒的ＤＭＥＭ溶液相混合（每孔１００μＬ），充分混匀，室温

放置２０ｍｉｎ，分别加入２４孔细胞培养板各实验孔组中（每组设

３个复孔），稍震荡混匀后，３７℃细胞培养箱中培养２４ｈ。（３）

报告基因检测：按照双报告基因检测试剂盒说明书进行检测，

最后用萤火虫荧光强度值／海肾荧光强度值进行标准化校正。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学分析，结

果以狓±狊表示，采用狋检验进行两样本间比较，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＵＶＳＭＣ培养与鉴定　细胞培养第１２天时，相差显微

镜观察可见长梭形细胞从贴块边缘萌出，此后细胞沿植块周围

呈放射性生长，培养至１５ｄ左右，成束的细胞平行排列，部分

区域细胞多层重叠，部分区域呈单层，高低起伏，呈现平滑肌细

胞特征性的“峰”、“谷”状生长。经αａｃｔｉｎ免疫细胞化学染色

后９８％的细胞呈阳性，即细胞质呈细颗粒状棕黄色沉淀，均匀

分布，细胞核为淡蓝色，见图１。

　　Ａ：（×４０）；Ｂ：（×２０）；Ｃ：（×４００）。

图１　　ＨＵＶＳＭＣ的培养与鉴定

２．２　融合ＤＮＭＴ３ＢｍＲＮＡ３′非编码区的报告基因载体的构

建与鉴定　（１）目的片段：ＤＮＭＴ３ＢｍＲＮＡ３′非编码区的扩增

以从平滑肌细胞提取的总ＲＮＡ逆转录的ｃＤＮＡ为模板，利用

所设计引物，ＰＣＲ扩增得到５８９ｂｐ的特异性片段，与预期的目

的片段大小一致，见图２。（２）目的基因与ｐＧＬ３酶切后连接鉴

定：将连有目的片段的ＴＡ载体与ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ空载体分别

用犡犫犪Ⅰ酶切，并胶回收，回收后Ｔ４ＤＮＡ 连接酶连接。连接

后转化ＤＨ５α感受态大肠杆菌，并作ＰＣＲ鉴定及酶切鉴定。

ＰＣＲ鉴定结果显示在５８９ｂｐ位置出现单一的阳性条带，见图

３Ａ，经犡犫犪Ⅰ酶切后分别在５０００ｂｐ和５８９ｂｐ位置出现阳性

条带，见图３Ｂ。（３）连接正反鉴定：设计特定引物以验证插入

片段正反，若插入片段为正，ＰＣＲ则能出现目的片段，若插入

是反向的，则不能出现目的片段或者出现非特异条带，见图４

泳道２；以上述连接产物为模板，ＰＣＲ后电泳结果显示出现了
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目的片段，见图４泳道３，则证明插入了正向片段。同时将上

述目的连接产物送商业化测序，测序结果和 ＧｅｎＢａｎｋ中人

ＤＮＭＴ３ＢｍＲＮＡ３′非编码区序列比对，１００％匹配。

　　１：目的片段ＰＣＲ；２：ＤＮＡ分子标记物。

图２　　目的基因片段ＰＣＲ鉴定

　　Ａ：目的连接ＰＣＲ鉴定，１：ＰＣＲ鉴定；２：ＤＮＡ分子标记物。Ｂ：目

的连接酶切鉴定，１：ＤＮＡ分子标记物；２：酶切鉴定。

图３　　目的基因与目的载体连接鉴定

　　１：ＤＮＡ分子标记物；２：非正向插入片段；３：正向插入片段。

图４　　目的基因连接正反鉴定

２．３　细胞转染及报告基因的功能验证　将构建载体转染

ＶＳＭＣ２４ｈ后，用双荧光素酶报告基因系统检测萤火虫荧光

素酶活性，用海肾荧光素为归一化标准，计算二者比值，统计结

果如图５所示。结果显示，与空载体对照组相比，构建载体组

荧光素酶活性明显下降了５４．８％，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），说明所构建载体发挥了功能，提示ｍｉＲＮＡ１２５ｂ抑制了

ＤＮＭＴ３Ｂ的表达。

　　：犘＜０．０１，与空载体对照组比较。

图５　　双荧光素酶报告基因系统检测荧光素酶活性

３　讨　　论

ＡＳ的发生发展包括内皮细胞的损伤、单核巨噬细胞的浸

润、泡沫细胞的形成及平滑肌细胞的增殖和迁移等病理过程，

有研究报道在人平滑肌细胞、内皮细胞、单核细胞等发现存在

全基因组及特定基因的异常甲基化［１０１３］。ＤＮＭＴｓ是甲基转

移过程的关键环节，已经成为 ＡＳ研究的热点。研究发现，在

同型半胱氨酸刺激的血管平滑肌细胞中 ＤＮＭＴ３Ｂ表达增

高［６］，而在与 ＡＳ疾病相关的血管内皮细胞功能失调中，抑制

ＤＮＡ甲基转移酶的活性或者敲除ＤＮＭＴ３Ｂ可以消除同型半

胱氨酸引起的ｐ６６
Ｓｈｃ蛋白增高，从而抑制ｐ６６

Ｓｈｃ蛋白引起的氧

化应激反应［１４］，提示ＤＮＭＴ３Ｂ在ＡＳ的发生发展过程中扮演

了重要角色。

ｍｉＲＮＡｓ在生物体基因调控中发挥了重要作用，主要通过

转录后水平发挥基因沉默效应。成熟的单链 ｍｉＲＮＡｓ可以与

一系列蛋白形成ｍｉＲＮＡ诱导的沉默复合体（ｍｉＲＩＳＣ），该复合

体结合到目标靶 ｍＲＮＡ 上，ｍｉＲＩＳＣ中的单链 ｍｉＲＮＡ 与靶

ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ不完全互补配对，结合于靶 ｍＲＮＡ 的３′

ＵＴＲ，阻止所结合的 ｍＲＮＡ 的翻译或直接降解靶 ｍｉＲＮＡ。

ｍｉＲＮＡ虽然大约只占人类预测基因的３％以上，但却调控大

约３０％的蛋白编码基因，涉及细胞的增殖、分化等。研究显

示，ｍｉＲＮＡ１２５ｂ在小鼠的肺脏、大脑和主动脉以及 Ｈ２Ｖ血管

内皮细胞和平滑肌细胞中高表达［１５］。通过生物信息学分析，

利用Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ在线软件预测ＤＮＭＴ３Ｂ调控 ｍｉＲＮＡｓ，发现

ｍｉＲ１２５ｂ是靶向调控 ＤＮＭＴ３Ｂ的 ｍｉＲＮＡ之一，提示 ｍｉＲ

ＮＡ１２５ｂ可能调控了 ＤＮＭＴ３Ｂ 的表达。因此，作者选择

ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ荧光素酶报告基因载体，在其上插入包含有ＤＮ

ＭＴ３Ｂ３′非编码区序列，构建了ＤＮＭＴ３ＢｍＲＮＡ３′非编码区

的报告基因载体，将构建的载体与ｍｉＲＮＡ１２５ｂ过表达载体共

转染 ＨＵＶＳＭＣ，以双荧光素酶报告基因系统检测报告基因活

性，结果显示ｍｉＲＮＡ１２５ｂ对所构建质粒ＤＮＭＴ３Ｂ３′非编码

区的荧光素酶活性存在抑制作用，一方面表明构建载体成功并

发挥了功能，另一方面也提示 ｍｉＲＮＡ１２５ｂ靶向调控了 ＤＮ

ＭＴ３Ｂ。总之，本研究成功构建了ＤＮＭＴ３ＢｍＲＮＡ３′非编码

区的报告基因载体，并验证了其在血管平滑肌细胞中的功能，

为今后研究深入ＡＳ的发生发展机制提供了新思路。
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［１３］ＹｉＤｅｎｇＪ，ＴａｏＳ，ＨｕｉＰｉｎｇＺ，ｅｔａｌ．ＦｏｌａｔｅａｎｄＡｐｏＥ

ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｉｎｈｕｍａｎ

ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＤＮＡＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００７，２６（１０）：７３７７４４．

［１４］ＫｉｍＣＳ，ＫｉｍＹＲ，ＮａｑｖｉＡ，ｅｔａｌ．Ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｐｒｏｍｏｔｅｓ

ｈｕｍａｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｖｉａｓｉｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｅｐｉｇｅ

ｎｅｔｉｃｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐ６６
Ｓｈｃ［Ｊ］．ＣａｒｄｉｏｖａｓｃＲｅｓ，２０１１，９２

（３）：４６６４７５．

［１５］ＬｉＤ，ＹａｎｇＰ，ＸｉｏｎｇＱ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ１２５ａ／ｂ５ｐｉｎ

ｈｉｂｉｔｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＪＨｙｐｅｒｔｅｎｓ，２０１０，２８（８）：１６４６１６５４．

（收稿日期：２０１３１１１７　修回日期：２０１４０２１１）

（上接第１５８６页）

　　 ＣｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｈｏｌｅｃｙｓｔｏｋｉｎｉｎＢ／ｇａｓｔｒｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｄ

ｇａｓｔｒｉｎｇｅｎｅｉｎｈｕｍａｎｇａｓｔｒｉｃｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｇａｓｔｒｉｃＣａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｌｉｎｅ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２００４，１０（６）：７９１

７９４．

［１２］ＣｏｌｕｃｃｉＲ，ＢｌａｎｄｉｚｚｉＣ，ＴａｎｉｎｉＭ，ｅｔａｌ．Ｇａｓｔｒｉｎｐｒｏｍｏｔｅｓ

ｈｕｍａｎｃｏｌｏｎＣａｎｃｅｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｖｉａＣＣＫ２ｒｅｃｅｐｔｏｒｍｅ

ｄｉａｔｅｄｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２ｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２００５，１４４（３）：３３８３４８．

［１３］ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ＭＩ．Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｇａｓｔｒｏｅ

ｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，２０１２，１４３（１）：

３５４７．

［１４］ＳｏｎｇＹ，ＸｕＹ，ＷａｎｇＺ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ１４８ｂｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ

ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｃｈｏｌｅｃｙｓｔｏｋｉｎｉｎ２ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎ

ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌＣａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２０１２，１３１（５）：１０４２

１０５１．

［１５］ＢｅｒｎａＭＪ，ＪｅｎｓｅｎＲＴ．ＲｏｌｅｏｆＣＣＫ／ｇａｓｔｒｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎ

ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ／ｍｅｔａｂｏｌｉｃｄｉｓｅａｓｅｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｈｕｍａｎ

ｓｔｕｄｉｅｓｕｓｉｎｇｇａｓｔｒｉｎ／ＣＣＫｒｅｃｅｐｔｏｒａｇｏｎｉｓｔｓ／ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｓ

ｉｎｔｈｅｓｅｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＴｏｐＭｅｄＣｈｅｍ，２００７，７（１２）：

１２１１１２３１．

（收稿日期：２０１３１２１８　修回日期：２０１４０２２８）
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