
·论  著·  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2020.02.002
网络首发http://kns.cnki.net/kcms/detail/50.1097.R.20191216.1549.012.html(2019-12-17)

MicroRNA-126通过IRS-1/AKT/ERK调控

CD4+T细胞功能的分子机制研究*

胡 燕,王小妹△

(湖南中医药大学第一附属医院医学检验与病理中心,长沙
 

410000)

  [摘要] 目的 利用基因芯片技术和实时荧光定量PCR技术,结合Targets
 

scan软件和 Western
 

blot技

术,初步探讨微小RNA-126(miR-126)调控CD4+T
 

细胞功能的分子机制。方法 提取野生型小鼠(对照组)和

miR-126基因敲减小鼠(miR-126敲减组)脾淋巴细胞总RNA,送基因芯片测序,筛选出差异表达基因;运用

Targets
 

scan和miR-Walk软件预测miR-126可能作用的靶分子,经筛选后将胰岛素受体底物-1(IRS-1)作为

miR-126的靶分子;进一步利用实时荧光定量PCR检测两组小鼠脾CD4+CD62L+
 

T细胞中IRS-1的水平变

化,Western
 

blot技术检测两组小鼠脾淋巴细胞蛋白激酶B(AKT)和细胞外调节蛋白激酶(ERK)及其磷酸化

水平。结果 基因芯片分析筛选出大量差异表达的基因,与对照组比较,IRS-1的表达上调2.700
 

5倍。Target
 

scan和miR-Walk软件预测miR-126可与IRS-1的3'非翻译区(3'UTR)结合,提示IRS-1是 miR-126作用的

靶分子。PCR显示miR-126敲减组小鼠CD4+T细胞中IRS-1的表达明显上调(P<0.05),Western
 

blot显示

miR-126敲减组小鼠CD4+T细胞中AKT、ERK及其磷酸化水平明显增加(P<0.05)。结论 MiR-126通过

IRS-1/AKT/ERK信号通路调控CD4+T细胞的功能。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

underlying
 

mechanism
 

of
 

microRNA-126
 

(miR-126)
 

regulating
 

the
 

function
 

of
 

CD4+
 

T
 

cells
 

by
 

micro-Array,real-time
 

PCR,Targets
 

scan
 

software
 

and
 

Western
 

blot.
 

Meth-
ods The

 

total
 

RNA
 

of
 

spleen
 

lymphocytes
 

in
 

the
 

wild
 

type
 

mice
 

(the
 

control
 

group)
 

and
 

miR-126
 

knock-
down

 

mice
 

(the
 

miR-126KD
 

group)
 

was
 

extracted
 

and
 

sequenced
 

by
 

NimbleGene
 

expression
 

profiling,and
 

the
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

were
 

screened.
 

The
 

target
 

genes
 

of
 

miR-126
 

were
 

predicted
 

by
 

Targets
 

scan
 

and
 

miR-Walk
 

software.
 

Then
 

insulin
 

receptor
 

substrate-1
 

(IRS-1)
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

target
 

gene
 

of
 

miR-126,

and
 

the
 

expression
 

of
 

IRS-1
 

in
 

CD4+
 

T
 

cells
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

PCR.At
 

last,the
 

rel-
ative

 

expression
 

of
 

phosphorylation
 

of
 

AKT
 

and
 

ERK
 

in
 

CD4+
 

T
 

cells
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results Gene
 

expression
 

profile
 

analysis
 

revealed
 

a
 

large
 

number
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes.Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,IRS-1
 

was
 

up-regulated
 

by
 

2.700
 

5
 

times.
 

Targets
 

scan
 

and
 

miR-
Walk

 

software
 

predicted
 

that
 

miR-126
 

could
 

bind
 

with
 

the
 

3'-untranslated
 

regions
 

(3'UTR)
 

of
 

IRS-1,sugges-
ting

 

that
 

IRS-1
 

was
 

the
 

target
 

gene
 

of
 

miR-126.
 

Real-time
 

PCR
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

IRS-1
 

of
 

CD4+
 

T
 

cells
 

in
 

the
 

miR-126KD
 

group
 

was
 

up-regulated
 

significantly
 

(P<0.05),the
 

phosphorylation
 

of
 

AKT
 

and
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ERK
 

of
 

CD4+
 

T
 

cells
 

in
 

the
 

miR-126KD
 

group
 

significantly
 

increased
 

by
 

Western
 

blot
 

(P <0.05).
Conclusion MiR-126

 

can
 

regulate
 

the
 

function
 

of
 

CD4+
 

T
 

cells
 

through
 

IRS-1/AKT/ERK
 

pathways.
[Key

 

words] miR-126;gene
 

knockout
 

techniques;antigens,CD4;insulin
 

receptor
 

substrate-1

  微小RNA(miRNA,miR)-126是近年来报道的

miRNAs家族成员之一,其作用受到人们广泛关注。
2002 年,LAGOS-QUINTANA 等[1] 首 先 报 道 了

miR-126,发现其位于人9号染色体EGFL基因7号

内含子中,主要在心血管内皮细胞中高表达。因此,
早期关于miR-126的研究大多集中于 miR-126可调

控血管发生和心血管疾病等方面。近年来,有文献报

道miR-126可调控免疫细胞的发育和功能。在特定

疾病状态下如急性和慢性布鲁菌感染中,miR-126在

CD8+T细胞中明显下调,且与丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated
 

protein
 

kinase,MAPK)信号通路

的传递、细胞因子的分泌及细胞吞噬密切相关[2]。类

似的,在慢性淋巴细胞白血病中,miR-126在B淋巴

细胞中低表达,而淋巴细胞低表达 miR-126则导致

p85β基因明显下调,MAPK信号通路受到抑制,提示

miR-126参与了慢性淋巴细胞白血病的进展[3]。而

在儿童急性哮喘中,miR-126、白细胞介素(IL)-4及辅

助性T细胞(Th)17细胞的比例明显上升,提示 miR-
126与机体免疫自稳的调节有关[4]。在前期实验中,
本课题组利用miRNA海绵体(miRNA-Sponge,miR-
Sp)技术建立了 miR-126基因敲减小鼠模型,发现

miR-126基因敲减小鼠脾内CD4+T细胞的活性明显

增强并可促使其向 Th1细胞分化[5]。然而 miR-126
影响CD4+T细胞功能的分子机制目前并不明确。因

此,本课题组利用基因芯片技术和Targets
 

scan软件

预测并结合 Western
 

blot技术,探讨 miR-126调控

CD4+
 

T细胞功能可能的分子机制,为免疫应答及临

床相关疾病发生机制提供前期实验依据,现报道

如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

  超级清洁级8~10周龄野生型小鼠(对照组,n=
28)和miR-126基因敲减小鼠(miR-126敲减组,n=
32),由广州赛业生物科技有限公司制作提供。
1.1.2 试剂和仪器

  细胞培养液DMEM 购自美国 Hyclone公司;分
析纯级氯仿、异丙醇、无水乙醇、4%多聚甲醛购自重

庆川东化工公司;Trizol购自日本Takara公司;聚偏

氟乙烯(PVDF)膜、RIPA裂解液电化学发光(ECL)试
剂显色液购自北京天根生化科技有限公司;兔抗鼠细

胞外调节蛋白激酶(ERK)、p-ERK、p-蛋 白 激 酶 B
(AKT)一抗、辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔

二抗购自英国 Abcam公司;免疫磁珠分选试剂购自

加拿大STEMCELL
 

技术公司。激光共聚焦显微镜

(德国Leica公司)、流式仪(美国贝克曼公司)、West-
ern

 

blot电泳槽。
1.2 方法

1.2.1 基因芯片检测及分析

  提取对照组和 miR-126敲减组小鼠脾淋巴细胞

总RNA,EP管封存,干冰运输,送至上海康成生物公

司进行基因表达谱芯片检测与分析。
1.2.2 实时荧光定量PCR(RT-PCR)探针法检测胰

岛素受体底物-1(insulin
 

receptor
 

substrate-1,IRS-1)
的表达

1.2.2.1 脾脏单个核细胞悬液的制备及细胞分选

  断颈处死小鼠,75%乙醇浸泡3
 

min,无菌条件下

取脾脏,加入磷酸盐缓冲液(PBS)10
 

mL,置于200目

无菌细胞筛上碾磨,过滤2次,1
 

200
 

r/min离心10
 

min,弃去上清液,加入3
 

mL红细胞裂解液裂解红细

胞,静置5
 

min,1
 

200
 

r/min离心10
 

min,弃去上清

液,PBS重悬,1
 

200
 

r/min离心10
 

min,弃去上清液,
重复洗涤1次,PBE重悬细胞。取重悬细胞悬液,每
1×107 个细胞加10

 

μL
 

CD4+T细胞 Biontin-抗体
 

Cocktail
 

Ⅱ,混匀,4
 

℃,20
 

min;加30
 

μL
 

PBE,每1×
107 个细胞20

 

μL抗Biotin
 

MicroBeads,混匀,4
 

℃,
30

 

min;添加
 

PBE至
 

10
 

mL,过滤,1
 

200
 

r/min离心
 

10
 

min;弃去上清液,弹匀,加500
 

μL
 

PBE(可依细胞

数据多加)混匀,加入LS
 

Column,一次加完,流完后

用
 

PBE洗LS
 

Column
 

2~3次,收集流出的液体,
 

即

为
 

CD4+T细胞,1
 

200
 

r/min离心
 

10
 

min;弃去上清

液,弹匀,每1×107 个细胞加90
 

μL
 

PBE重悬;每1×
107 个细胞加10

 

μL
 

CD62L
 

(L-selectin)
 

MicroBeads,
混匀,4

 

℃,30
 

min;添加PBE至10
 

mL,1
 

200
 

r/min
离心10

 

min;弃去上清液,弹匀,每1×108 个细胞加

500
 

μL
 

PBE(依细胞数量按比例添加)混匀,加入 MS
 

Column,一次加完,流完后,用
 

PBE洗 MS
 

Column
 

2~3次,流出的为
 

CD4+CD62-T细胞;将 MS
 

Col-
umn置于离心管上,加2

 

mL
 

PBE,迅速推动柱芯将
 

CD4+CD62+T细胞冲洗下来。
1.2.2.2 总RNA的提取

将分选后的1×107
 

CD4+CD62L+
 

T
 

细胞加入1
 

mL
 

Trizol,反复吸打;再将匀浆样品在室温(15~30
 

℃)放置5
 

min,使核酸蛋白复合物完全分离;将匀浆
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  A:基因表达谱层次聚类图;B:基因表达谱散点图;C:基因表达差异饼状图。
 

图1  两组CD4+T细胞的基因表达差异

样品于2~8
 

℃
 

10
 

000
 

r/min离心10
 

min,取澄清的

匀浆液进行下一步操作;每使用1
 

mL
 

Trizol加入0.2
 

mL氯仿,剧烈震荡15
 

s,室温放置3
 

min;2~8
 

℃
 

10
 

000
 

r/min离心15
 

min。样品分为3层:黄色有机

相为底层,无色水相为上层,以及中间层,RNA主要

在水相中。用异丙醇沉淀水相中的RNA。每使用1
 

mL
 

Trizol加入0.5
 

mL异丙醇,室温放置10
 

min;
2~8

 

℃
 

10
 

000
 

r/min离心10
 

min,离心后在管侧和

管底出现胶状沉淀,弃去上清液;用75%乙醇洗涤

RNA沉淀。每使用1
 

mL
 

Trizol至少加1
 

mL
 

75%乙

醇。2~8
 

℃不超过7
 

500
 

r/min离心5
 

min,弃上清

液;室温放置干燥RNA沉淀,5~10
 

min即可。加入

25~200
 

μL无RNase的水,用枪头吸打几次,55~60
 

℃放置10
 

min使RNA溶解,-80
 

℃保存备用。使

用BioMate3S紫外分光亮度计测定 RNA浓度和纯

度,紫外透射光下观察并拍照。
1.2.2.3 RT-PCR检测IRS-1表达

  免疫磁珠分选两组小鼠脾CD4+CD62L+
 

T细

胞。一部分细胞的 RNA 进行反转录,直接用 RT-
PCR法检测IRS-1的表达;另一部分细胞用抗CD3(2

 

μg/mL)抗体、抗CD28(2
 

μg/mL)抗体、IL-2(50
 

IU/
mL)、刀豆球蛋白A(ConA,5

 

μg/mL)刺激活化,具体

步骤如下:计数细胞个数,铺96孔板,保证每孔细胞

数目在1×105~2×105 个。准备2块96孔板,1块

用抗CD3(2
 

μg/mL)抗体包被,4
 

℃过夜,再加入抗

CD28(2
 

μg/mL)、IL-2(50
 

IU/mL);另1块加入Co-
nA(5

 

μg/mL),都在10%胎牛血清、100
 

U/mL青霉

素、100
 

mg/mL链霉素及1
 

mmol/L
 

L-谷氨酰胺的
 

RPMI
 

1640的培养基中刺激培养,37
 

℃培养72
 

h,并
于72

 

h后收集细胞,用RT-PCR法检测IRS-1的表

达。其中IRS-1上游引物:5'-UTR
 

GGG
 

GTC
 

TGC
 

TAC
 

GGT
 

TTG-3',下游引物:5'-GGT
 

ATT
 

GGT
 

CTC
 

ACG
 

GTT-3'。
 

1.2.3 Western
 

blot技术

  免疫磁珠分选两组小鼠脾CD4+CD62L+
 

T
 

细

胞,加入细胞裂解液裂解细胞,提取总蛋白,Bradford
法对蛋白定量,加入适量电泳上样缓冲液,沸水中加

热10
 

min,在10%的聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳,半
干转移仪转膜(14

 

V、80
 

min)至PVDF膜上,以3%的

BSA封闭,37
 

℃,2
 

h后,加入兔抗鼠ERK、p-ERK、p-
AKT、NF-κB、p-NF-κB 一 抗(1∶200),4

 

℃过 夜,
PBST洗涤3次,每次10

 

min。加 HRP标记的羊抗

兔二抗(1∶4
 

000),37
 

℃反应1
 

h。PBST充分洗膜3
次,每次15

 

min。用ECL试剂对膜进行处理,再曝光

仪拍片记录,以GAPDH为内参,分析结果。
1.3 统计学处理

  采用SPSS16.0和GraphPad
 

PrismTM
 

(Graphpad
 

Software
 

Inc)软件进行数据分析,计数资料以频数或

百分率表示,比较采用χ2 检验,以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 基因表达差异

  对照组和 miR-126敲减组脾淋巴细胞基因表达

谱芯片结果显示有大量基因的表达发生改变。在所

有上调和下调表达2倍以上的mRNA中,上调表达3
倍以 上 的 占 20.73%,下 调 表 达 3 倍 以 上 的 占

24.06%,见图1。
表1  miR-126作用的部分靶分子

序列号 靶基因 miR-126敲减组/对照组

BC014731 PARP16 0.357
 

2
AK013805 PMM1 0.659

 

4
AK016465 Vcam1 0.783

 

3
AK139377 EGFL7 0.881

 

1
AK149935 PIK3CD 0.942

 

6
AK220182 HIP1 1.119

 

8
AF215669 RGS3 1.156

 

9
AK004063 TOM1 1.167

 

3
AK161778 ADAM9 1.931

 

1
BC054780 SLC39a6 2.016

 

0
AJ271912 TSC1 2.183

 

0
BC049113 Phf7 2.596

 

0
AK141842 IRS-1 2.700

 

5

2.2 筛选miR-126
 

拟作用的靶分子

  运用Targets
 

scan和miR-Walk预测miR-126的
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靶分子,与对照组比较,miR-126敲减组IRS-1表达上

调2.700
 

5倍,见表1。调取鼠IRS-1基因序列,使用

Target
 

Scan软件对其3'UTR区与 miR-126进行序

列比对分析,结果发现miR-126能与IRS-1的3'非翻

译区(3'UTR)结合,结果提示IRS-1可能是 miR-126
作用的靶分子,见图2。

 A:靶分子的表达差异柱形图;B:miR-126与小鼠IRS-1
 

3'UTR结合

的位点。

图2  miR-126作用的部分靶分子的表达差异

  A:IRS-1的扩增曲线;B:CD4+T细胞活化前和活化后IRS-1的相

对表达水平柱形图;a:P<0.05。
 

图3  miR-126调控IRS-1的表达

2.3 miR-126对IRS-1表达的调控

  分选出两组小鼠脾CD4+T细胞后,用PT-PCR
检测CD4+T细胞IRS-1的表达,结果发现 miR-126
敲减组IRS-1的表达明显上调,且活化后的CD4+T

细胞IRS-1的表达上调更明显(P<0.05),见图3。
2.4 miR-126敲减后对AKT和ERK磷酸化水平的

影响

  用 Western
 

blot技术检测两组小鼠CD4+T细胞

中ERK、p-ERK、p-AKT的水平,结果发现 miR-126
敲减组p-ERK 和p-AKT的表达均明显上调(P<
0.05),见图4。

  A:Western
 

blot蛋白条带;B:AKT和ERK及磷酸化水平灰度值

的比值柱形图;a:P<0.05。
 

图4  miR-126敲减后对AKT和ERK及磷酸化水平的影响

3 讨  论

  众所周知,AKT、ERK等信号通路的有效转导对

于免疫细胞的发育和功能发挥是必不可缺的,IRS-1
在这些信号传递中充当中介作用[6-7]。信号传递通过

IRS-1传到下游的磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)与磷脂

酰肌醇1-激酶、AKT 等酶实现信号转导[8]。早在

1992年就有文献报道,在胸腺细胞的发育过程中,
IRS-1参与AKT信号通路的调控,进而影响T细胞

的发育。LYKKEN 等[9]报道,miR-191可直接调控

IRS-1的表达,从而影响JAK、STAT5信号通路的传

递,进而调控幼稚T淋巴细胞、记忆性T细胞、调节

性T细胞的分化。最新研究还发现IRS-1在T幼淋

巴细胞中高表达,改变了STAT信号通路的传递,参
与了T淋巴细胞白血病的进程[10]。此外,在肥胖诱

导的炎症模型中,共培养脂肪细胞和巨噬细胞,IRS-1
和AKT-1的磷酸化水平明显增加,提示IRS-1可能

通过调控IRS-1影响 AKT的信号传递,进而影响巨
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噬细胞的功能[11]。这些研究结果表明,IRS-1可作用

于多种相关信号通路调控免疫细胞的分化和功能。
在前期研究中,本课题组已经证实 miR-126敲减

后明显增强了CD4+
 

T细胞的增殖、活化功能,并促

使其向Th1细胞分化[5]。本研究进一步发现 miR-
126敲减后,在脾CD4+

 

T细胞中IRS-1的表达明显

上调,AKT/ERK磷酸化水平明显增加,这提示 miR-
126可通过IRS-1/AKT信号通路来调控CD4+T的

细胞增殖、活化功能。有趣的是,在本课题组近期研

究中还发现,在胸腺CD4+单阳性细胞的发育过程中,
miR-126敲减后也可通过调控IRS-1的表达,影响

ERK信号传递,进而影响胸腺细胞的分化[12]。众所

周知,IRS-1/AKT/ERK 信号通路的传递对于胸腺

CD4+单阳性细胞的发育和T细胞及T细胞亚群的

增殖与传代是最佳的、最有利的转导方式[13]。因此,
这两个结论表面看似矛盾,其实并不相悖。且由于

miRNA分子具有调控靶分子的复杂性、精准性,以及

IRS-1的精准性和可作用于多种信号通路的复杂性,
可共同作用于免疫细胞的分化和功能。然而,miR-
126作用于CD4+

 

T细胞的分化和功能的具体分子机

制仍待后续研究阐明。
综上所述,本研究显示 miR-126敲减后可通过上

调IRS-1的表达,增强AKT/ERK信号途径的信号传

递,进而增强CD4+
 

T细胞的功能,为后续深入研究

miR-126分子在免疫细胞发育和功能中的调控作用

提供了前期实验基础。
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