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家蚕 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 对丝素重链基因 Ｆｉｂ⁃Ｈ 表达的调控作用

宋　 菲１ 　 王　 欣１ 　 钱　 平１，２ 　 唐顺明１，２ 　 赵巧玲１，２ 　 郭锡杰１，２ 　 沈兴家１，２

（ １江苏科技大学，江苏镇江　 ２１２０１８；　 ２中国农业科学院蚕业研究所，农业部蚕桑遗传改良重点实验室，江苏镇江　 ２１２０１８）

摘　 要　 ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类内源性的非编码小 ＲＮＡｓ，可通过序列互补配对的方式对靶基因 ｍＲＮＡ 的转录进行调

控。 丝素重链（Ｆｉｂ⁃Ｈ）是家蚕丝蛋白的重要组成成分，研究 ｍｉＲＮＡｓ 对 Ｆｉｂ⁃Ｈ 基因 ｍＲＮＡ 的调控作用，有助于理解丝腺高效合

成蚕丝蛋白的分子机制。 用靶基因预测软件 ＲＮＡ２２ 和 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 对 Ｆｉｂ⁃Ｈ 基因的 ３′⁃ＵＴＲ 及已知的家蚕 ｍｉＲＮＡ 进行分析，发
现 Ｆｉｂ⁃Ｈ 基因的 ３′⁃ＵＴＲ 有一个 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 的潜在靶位点。 进一步将人工合成的 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 模拟物和带有 Ｆｉｂ⁃Ｈ 基因

３′⁃ＵＴＲ 的荧光素酶报告基因载体共转染 ＢｍＮ 细胞，４８ ｈ 后检测到荧光素酶表达上调约 １３％。 初步推测 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 对

Ｆｉｂ⁃Ｈ 具有正调控作用。
关键词　 家蚕； ＭｉｃｒｏＲＮＡ； 丝素重链基因； 转录调控
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Ａｂｓｔｒａｃｔ 　 ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ （ｍｉＲＮＡｓ） ａｒｅ ａ ｃｌａｓｓ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｎｏｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｄｉｎｇ ｓｍａｌｌ ＲＮＡｓ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ａｔ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｂｙ ｂａｓｅ ｐａｉｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔａｒｇｅｔ ｍＲＮＡｓ． Ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ （Ｆｉｂ⁃Ｈ） ｉｓ ａｎ ｉｍ⁃
ｐｏｒｔａｎｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｌｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｉｌｋｗｏｒｍ （Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ） ． Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡｓ ｏｎ Ｆｉｂ⁃Ｈ

ｇｅｎｅ ｗｉｌｌ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂｅｔｔｅｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｉｇｈ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｉｌｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｉｌｋ
ｇｌａｎｄ． Ｗｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ３′⁃ＵＴＲ ｏｆ Ｆｉｂ⁃Ｈ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｋｎｏｗｎ ｍｉＲＮＡｓ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｓｏｆｔ⁃
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ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ １３％ ａｔ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃ⁃
ｔｉｏｎ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ ｈａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｎ Ｆｉｂ⁃Ｈ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 　 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ； ＭｉｃｒｏＲＮＡ； Ｆｉｂｒｏｉｎ ｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎ ｇｅｎｅ； Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

真核生物的基因组中只有一小部分基因编码蛋白

质，而超过 ９７％的转录产物是非编码 ＲＮＡ［１－２］。
ＭｉｃｒｏＲＮＡ （ｍｉＲＮＡ）是内源性非编码 ＲＮＡ 的重要

组成成分，为一类长度约 ２２ ｎｔ 的小分子 ＲＮＡ，可通



　 第 ３ 期 宋　 菲等：家蚕 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 对丝素重链基因 Ｆｉｂ⁃Ｈ 表达的调控作用 ４０５　　

过序列互补配对的方式对靶标基因 ｍＲＮＡ 的转录

进行调控［３］，因而也是真核生物体内最丰富最重要

的一类基因调控因子，参与一系列重要的生命过

程，包括发育进程、造血过程、器官形成、细胞增殖、
细胞凋亡等，并且与肿瘤等多种疾病的发生密切相

关［４－５］。 对 ｍｉＲＮＡ 的生物学功能研究及靶基因鉴

定已成为生命科学领域的热点之一。 迄今为止，已
在高 等 真 核 生 物 的 基 因 组 中 发 现 了 大 量 的

ｍｉＲＮＡｓ，但是大部分 ｍｉＲＮＡｓ 的生物学功能还未

知，家蚕基因组中 ｍｉＲＮＡｓ 功能的相关报道也很少。
研究 ｍｉＲＮＡｓ 功 能 的 一 种 有 效 方 法 就 是 鉴 定

ｍｉＲＮＡｓ 直接作用的靶基因，该方法通常将靶基因

的 ３′⁃ＵＴＲ 和荧光素酶基因连接重组，再将外源

ｍｉＲＮＡ 作用于该重组基因，分析荧光素酶的表达变

化，从而鉴定 ｍｉＲＮＡｓ 的靶基因，获知 ｍｉＲＮＡｓ 的生

物学功能［６－７］。 本实验室构建了家蚕 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃９ａ 和

Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２ｂ 的表达载体，并发现 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２ｂ 对家蚕

丝素基因 Ｐ２５ 的表达具有调控作用［８－９］；之后又通过

靶基因验证实验发现 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃９６５ 和 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃１９２６
能够抑制家蚕丝素轻链基因（Ｆｉｂ⁃Ｌ）的表达［１０］。

如今，用化学方法合成的 ｍｉＲＮＡ 模拟物（ｍｉＲＮＡ
ｍｉｍｉｃｓ）模拟细胞内 ｍｉＲＮＡ 的高表达水平增强内源

ｍｉＲＮＡ 的调控作用，从而改变细胞内蛋白质的表达

量进行功能获得性（ ｇａｉｎ⁃ｏｆ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎ）研究，已经是

ｍｉＲＮＡｓ 靶基因鉴定的常用方法。 有研究者利用人工

合成的 ｍｉＲＮＡ 模拟物取代传统的 ｍｉＲＮＡ 表达质粒，
通过导入人工合成的 ｍｉＲ⁃２０５ 模拟物降低了含 ＳＨ２
结构域的人肌醇多磷酸 ５′磷酸酶 ２ 基因（ＳＨＩＰ２）的
表达水平［１１］；通过导入外源ｍｉＲ⁃２７ａ 和ｍｉＲ⁃４５１ 的模

拟物与拮抗剂研究 ｍｉＲ⁃２７ａ 及 ｍｉＲ⁃４５１ 对人多药耐

药基因 １（ＭＤＲ１） ｍＲＮＡ 的调控作用［１２］。
家蚕（Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ）是最早进行人工饲养的经

济昆虫之一，蚕丝是其具有重要经济价值的产物。
蚕丝由丝素（ ｆｉｂｒｏｉｎ，ＦＩＢ）和丝胶（ ｓｅｒｉｃｉｎ，ＳＥＲ）组

成，其中丝素蛋白由重链（ｈｅａｖｙ ｃｈａｉｎ，Ｆｉｂ⁃Ｈ）、轻链

（ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ，Ｆｉｂ⁃Ｌ）和 Ｆｈｘ ／ Ｐ２５（ｆｉｂｒｏｈｅｘａｍｅｒｉｎ）按摩

尔比 ６ ∶ ６ ∶ １组成［１３］。 家蚕幼虫 ５ 龄期急剧生长的

丝腺是合成和分泌蚕丝蛋白的特殊器官，分为前部

丝腺（ＡＳＧ）、中部丝腺（ＭＳＧ）和后部丝腺（ＰＳＧ）３
个部分。 丝素蛋白的 ３ 种成分都是在后部丝腺合

成［１４－１７］；丝胶蛋白是由中部丝腺合成［１８－１９］；而前部

丝腺没有合成丝蛋白的功能。 蚕丝蛋白的这种表

达特性受到发育时期特异性因子和组织特异性因

子的调控。 丝素基因的表达调控主要是在转录水

平，丝素基因 ５′端侧翼序列是主要的转录调控区，
包含有核心启动子、上游增强元件、后部丝腺特异

增强元件、内含子中的增强元件和远端 ＵＥＥ 增强元

件［１６，２０］。 丝素重链是一种重要的结构蛋白，占蚕丝

总蛋白的 ７０％以上［２１－２２］。 丝素重链基因上游至少

存在 ６ 种转录因子与之结合并调控其表达，分别是

ＳＧＦ⁃１、ＳＧＦ⁃２、ＳＧＦ⁃３、ＳＧＦ⁃４、ＦＭＢＰ⁃１ 和 ＦＢＦ⁃Ａ１［１６，２０］，
但还未见 ｍｉＲＮＡ 对 Ｆｉｂ⁃Ｈ 调控的相关研究报道。
Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 是 Ｙｕ 等［２３］ 于 ２００９ 年最早在家蚕基

因组 中 发 现 的 一 个 ｍｉＲＮＡ， 位 于 ｎｓｃａｆ３０２７ 的

１ １９５ ０２５～１ １９５ １２２ ｎｔ 之间，由 ２６ 个碱基组成，所
调控的靶基因尚不清楚。 我们通过生物信息学分

析显示，Ｆｉｂ⁃Ｈ 基因可能是 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 的靶基因

之一，并进一步采用靶基因验证实验证明 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃
２７３９ 对 Ｆｉｂ⁃Ｈ 基因表达的调控作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料和主要试剂

供试家蚕品种 ｐ５０，由中国农业科学院蚕业研

究所提供。
大肠杆菌受体菌株，携带海肾荧光素酶报告基

因的质粒 ｐＲＬ⁃ＣＭＶ， ｐＧＬ３⁃Ｂａｓｉｃ 质粒， ｐＧＬ３ ［ ＦＨ⁃
ｌｕｃ］质粒，ＢｍＮ 细胞，均由农业部蚕桑遗传改良重

点开放实验室保存。 质粒载体 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 购自宝生

物工程（大连）有限公司。 荧光素酶检测试剂盒购

自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司。 转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购

自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。
１􀆰 ２　 ｍｉＲＮＡｓ 靶位点预测

家蚕 ｍｉＲＮＡ 序列来自 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ ／ ）。 家蚕 ｍＲＮＡ 序列来自 ＮＣＢＩ 数

据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｓｉｔｅｓ ／ ｅｎｔｒｅｚ？ ｄｂ＝
ｕｎｉｇｅｎｅ）。 家蚕 Ｆｉｂ⁃Ｈ 的序列登录号为 ＡＦ２２６６８８，获
得其 ３′⁃ＵＴＲ 序列。 用 ＲＮＡ２２ 靶基因预测在线软件

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｂｃｓｒｖ．ｗａｔｓｏｎ．ｉｂｍ．ｃｏｍ ／ ｒｎａ２２．ｈｔｍｌ）预测家蚕

ｍｉＲＮＡ 的 靶 基 因， 采 用 软 件 默 认 参 数， 再 用

ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 靶基因预测在线软件 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｂｉｓｅｒｖ．
ｔｅｃｈｆａｋ．ｕｎｉ⁃ｂｉｅｌｅｆｅｌｄ．ｄｅ ／ ｒｎａｈｙｂｒｉｄ）重复预测，采用软

件默认参数。
根据种子序列（ｍｉＲＮＡ 的 ５′端 ２ ～ ８ 位碱基序

列）配对情况以及 ｍｉＲＮＡ 与靶位点结合自由能，筛
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选 ｍｉＲＮＡｓ 候选靶基因，并尽量选择 ２ 种软件中都

预测到的靶位点和 ｍｉＲＮＡ 进行后续验证实验。
１􀆰 ３　 引物的设计与合成

根据 ＮＣＢＩ 中公布的序列信息分别设计 Ｆｉｂ⁃Ｈ
的启动子和 ３′⁃ＵＴＲ 序列引物：Ｆｉｂ⁃Ｈ 启动子上游引

物（ ５′⁃ＡＧＡＴＣＴＧＣＡＧＴＡＴＧＴＣＧＴＧＣＴＡＡ⁃３′，下划线

为 ＢｇｌⅡ酶切位点）， Ｆｉｂ⁃Ｈ 启动子下游引物 （ ５′⁃
ＣＣＡＴＧＧＴＧＡＧＡＧＴＴＧＧＡＡＣＣＧＡＡＣ⁃３′， 下 划 线 为

ＮｃｏⅠ酶切位点），Ｆｉｂ⁃Ｈ ３′ＵＴＲ 上游引物（５′⁃ＴＣＴＡ⁃
ＧＡＴＴＴＴＴＡＡＴＡＴＡＡＡＡＴＡＡＣＣ⁃３′，下划线为 ＸｂａⅠ
酶切位点）， Ｆｉｂ⁃Ｈ ３′ ＵＴＲ 下游引物 （ ５′⁃ＧＧＣＣＧ⁃
ＧＣＣＡＡＧＣＴＴＣＴＣＴＡＴＡＣＡＣＧＡＣ⁃３′，下划线为 ＦｓｅⅠ
酶切位点）。 以上引物均由生工生物工程（上海）股
份有限公司合成。
１􀆰 ４　 靶基因片段的克隆

取家蚕 ５ 龄第 ３ 天幼虫的后部丝腺组织约 ０􀆰 ５
ｇ，参照文献［２４］的方法提取基因组 ＤＮＡ。

ＰＣＲ 反应体系（２５ μＬ）：１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ （Ｍｇ２＋

Ｐｌｕｓ）缓冲液 ２􀆰 ５ μＬ，２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ １􀆰 ０
μＬ，５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上、下引物各 ０􀆰 ４ μＬ，１００ ｎｇ ／ μＬ 基因

组 ＤＮＡ ０􀆰 ５ μＬ，５ Ｕ ／ μＬ Ｅｘ Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ２ μＬ，其余用

ｄｄＨ２Ｏ 补足。 ＰＣＲ 反应程序：９４ ℃ 预变性 ４ ｍｉｎ；
９４ ℃、３０ ｓ，５５ ℃、３０ ｓ，７２ ℃、４５ ｓ，２５ 个循环；７２ ℃延

伸 ５ ｍｉｎ。 扩增产物回收纯化，再连接到 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载

体上，转化后提取重组质粒进行测序验证。
１􀆰 ５　 表达载体的构建

以 ｐＧＬ３⁃Ｂａｓｉｃ 质粒为载体，将靶基因 Ｆｉｂ⁃Ｈ 的

３′⁃ＵＴＲ 克隆到荧光素酶基因 Ｌｕｃ 的下游，并用 Ｆｉｂ⁃
Ｈ 启动子驱动，构建 ｐＧＬ３［ＦＨ⁃ｌｕｃ⁃ＦＨ ３′ＵＴＲ］靶基

因载体（图 １）。

图 １　 ｐＧＬ３［ＦＨ⁃ｌｕｃ⁃ＦＨ ３′ＵＴＲ］靶基因载体的结构示意

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｐＧＬ３［ＦＨ⁃ｌｕｃ⁃ＦＨ ３′ＵＴＲ］ ｖｅｃｔｏｒ

１􀆰 ６　 细胞培养和转染

ＢｍＮ 细胞的培养参照文献［２５－２６］。 转染前 １
ｄ，将细胞接种到 ２４ 孔细胞培养板（６００ μＬ ／孔）中，静
置培养使其贴壁。 转染时将细胞培养液吸掉，再用不

含血清的 ＴＣ⁃１００ 培养基清洗细胞 ２ 次。 每孔细胞转

染 ０􀆰 １ μｇ 报告基因载体 ｐＧＬ３［ＦＨ⁃ｌｕｃ⁃ＦＨ ３′ＵＴＲ］或
ｐＧＬ３［ＦＨ⁃ｌｕｃ］，１０ ｎｇ 内参质粒 ｐＲＬ⁃ＣＭＶ 及 ０􀆰 ０５
ｎｍｏｌ 人工合成的 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 模拟物 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃
２７３９ ｍｉｍｉｃｓ （ＧＡＧＡＵＧＵＧＧＡＵＡＵＵＡＵＧＧＵＧＵＧＧＡ⁃
ＧＧ），分别通过转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染细

胞，具体步骤参照操作手册。
设 ３ 次独立实验，每次设 ３ 个重复。 在细胞转染

时设对照组和试验组，靶基因载体 ｐＧＬ３［ＦＨ⁃ｌｕｃ⁃ＦＨ
３′ＵＴＲ］以 ｐＧＬ３［ＦＨ⁃ｌｕｃ］为对照，人工合成的 ｍｉＲＮＡ
Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ ｍｉｍｉｃｓ 以 ｍｉｍｉｃｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ（ＵＣ⁃
ＡＣＡＡＣＣＵＣＣＵＡＧＡＡＡＧＡＧＵＡＧＡ）为对照，并以质

粒 ｐＲＬ⁃ＣＭＶ 为内参照。
１􀆰 ７　 靶基因的瞬时表达检测

转染 ４８ ｈ 后，吸去细胞培养孔中的培养液，用
ＰＢＳ 缓冲液洗涤培养孔，然后将孔中的残液去除；每
孔中加入 １５０ μＬ １×Ｐａｓｓｉｖｅ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ （１×ＰＬＢ），
在摇床上低速摇动 １５ ｍｉｎ，使细胞充分裂解；将细

胞裂解液转到 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中，４ ℃条件下 １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｓ，吸取上清至新的 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中；
取 ２０ μＬ 细胞裂解液加入检测管中并加入 １００ μＬ
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ａｓｓａｙ Ｒｅａｇｅｎｔ Ⅱ（ＬＡＲ Ⅱ），混匀，检测管

放入 ２０ ／ ２０ Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ 荧光素酶检测仪（Ｐｒｏｍｅｇａ
公司）中，开始检测第 １ 次荧光，记录数据；加入 １００
μＬ Ｓｔｏｐ ＆ ＧｌｏＴＭ，检测第 ２ 次荧光，记录数据。 用

Ｓｐｓｓ 统计软件分析试验数据。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 与靶基因 Ｆｉｂ⁃Ｈ 的结合位点

已知 Ｆｉｂ⁃Ｈ 基因全长 １６ ７８８ ｂｐ，ｐｏｌｙＡ 位点位

于终止密码子 ＴＡＡ 下游 ８５ ｂｐ 处［２７－２８］，确定 Ｆｉｂ⁃Ｈ
的 ３′⁃ＵＴＲ 长度为 ８５ ｂｐ，序列为：ＴＴＴＴＴＡＡＴＡＴＡＡ⁃
ＡＡＴＡＡＣＣＣＴＴＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴＴＣＧＴＣＣＴＧＧＡＴＡＣＡＴ⁃
ＣＴＡＴＧＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＧＴＴＡＡＴＡＡＡＴＧＡＧＡＧＣＡＴＴ⁃
ＴＡＡ。 结合软件 ＲＮＡ２２ 和 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 对 ｍｉＲＮＡｓ 靶
位点的预测结果（图 ２），并根据得分以及在种子区

２～ ８ 位碱基互补配对的情况，推测 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９
可能作用于 Ｆｉｂ⁃Ｈ 的 ３′⁃ＵＴＲ。
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Ａ．ＲＮＡ２２ 软件预测结果　 折叠能量为－２６􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ，靶基因结合起始位点为 ３′⁃ＵＴＲ 第 ３１ 位碱基。
Ｂ．ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 软件预测结果　 折叠能量为－１９􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ，靶基因结合起始位点为 ３′⁃ＵＴＲ 第 ２３ 位碱基。
Ａ． Ｒｅｓｕｌｔ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ｓｏｆｔｗａｒｅ ＲＮＡ２２　 Ｔｈｅ ｆｏｌｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ ｗａｓ －２６􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ． Ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ

ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｔｈｅ ３１ｓｔ ｂａｓｅ ｏｆ ３′⁃ＵＴＲ．　 Ｂ． Ｒｅｓｕｌｔ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ｓｏｆｔｗａｒｅ ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ　 Ｔｈｅ ｆｏｌｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ ｗａｓ －１９􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ．
Ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｔｈｅ ２３ｒｄ ｂａｓｅ ｏｆ ３′⁃ＵＴＲ．

图 ２　 ２ 种软件预测的 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 与靶基因 Ｆｉｂ⁃Ｈ 的结合位点

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ ａｎｄ Ｆｉｂ⁃Ｈ ｂｙ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｓｏｆｔｗａｒｅ

２􀆰 ２　 靶基因 Ｆｉｂ⁃Ｈ 的 ３′⁃ＵＴＲ 重组质粒酶切鉴定

本研究中所用 Ｆｉｂ⁃Ｈ 启动子大小为 ５６６ ｂｐ，位
于 Ｆｉｂ⁃Ｈ 基因的起始密码子 ＡＴＧ 上游－５６８ ～ －３ ｎｔ
处。 ｐＧＬ３［ＦＨ⁃ｌｕｃ⁃ＦＨ ３′ＵＴＲ］载体经 ＮｃｏⅠ、ＢｇｌⅡ
双酶切鉴定，证明 Ｆｉｂ⁃Ｈ 启动子已成功插入到 Ｌｕｃ
基因的上游。
２􀆰 ３　 人工合成 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ ｍｉｍｉｃｓ 对靶基因

Ｆｉｂ⁃Ｈ 表达的影响

细胞转染后 ４８ ｈ 的荧光素酶表达检测结果表明，
Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ ｍｉｍｉｃｓ 与对照ｍｉｍｉｃｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ 相
比，上调 ｐＧＬ３［ＦＨ⁃ｌｕｃ⁃ＦＨ ３′ＵＴＲ］中 Ｌｕｃ 的表达量

约 １３％（图 ３），说明 Ｆｉｂ⁃Ｈ 是 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 的靶基

因，且 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 对 Ｆｉｂ⁃Ｈ 的表达有促进作用，
而不是通常的抑制作用。 检测到的荧光素酶表达

上调率仅 １３％左右，可能是由于 ｍｉＲＮＡ 对靶基因的

调控通常是一种转录后的微调［２９］，调控作用比

较弱。

图 ３　 细胞转染后 ４８ ｈ 的荧光素酶活性

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｔ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

３　 讨论

本实验的结果显示 Ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７３９ 能够上调靶

基因 Ｆｉｂ⁃Ｈ 的表达，这与 ｍｉＲＮＡ 通常抑制调靶基因

表达的现象不同。 最近的研究发现了 ｍｉＲＮＡ 的一

些新的作用方式，如正调控和去抑制作用等，表明

ｍｉＲＮＡ 不全是基因表达的负调控因子，在一定条件

下 ｍｉＲＮＡ 也可上调靶基因的表达。 在细胞周期停

滞的情况下，人 ｍｉＲ３６９⁃３ 能够上调靶基因肿瘤坏死

因子 ＴＮＦα ｍＲＮＡ 的转录水平［３０］。 在茴香霉素诱

导下，鼠 ｍｉＲ⁃１０ａ 结合于核糖体蛋白基因 ｍＲＮＡ 的

５′⁃ＵＴＲ 上调该基因 ｍＲＮＡ 的转录水平，从而促进核

糖体蛋白合成［３１］。 人 ｍｉＲＮＡ⁃１２２ 能够结合于丙型

肝炎病毒基因组 ＲＮＡ ５′⁃ＵＴＲ 的 ２ 个靶位点上，在
翻译的起始阶段增强核糖体与病毒 ＲＮＡ 的结合，从
而刺激丙型肝炎病毒 ＲＮＡ 的转录［３２］。 也有报道认

为 ｍｉＲＮＡ 转染细胞后靶基因表达上调的现象，其原

因可能在于细胞内外源性的 ｍｉＲＮＡ 与内源性

ｍｉＲＮＡ 竞争性结合某些细胞内装置从而引起一种

“饱和效应” ［３３］。 通过研究家蚕丝腺中 ｍｉＲＮＡ 在转

录后水平对丝素基因的调控作用，为我们提供了一

个理解丝素蛋白表达机制的新思路。
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［１０］ Ｈｕａｎｇ Ｙ，Ｚｏｕ Ｑ，Ｓｏｎｇ Ｆ，ｅｔ ａｌ．Ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｆｉｂｒｏｉｎ Ｌ
ｃｈａｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｍｉＲＮＡ⁃９６５ ａｎｄ ｍｉＲＮＡ⁃１９２６ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］ ．Ｒｕｓｓ Ｊ Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ Ｃｈｅｍ，２０１２，３８（４）：４７７－４８１

［１１］ Ｊｉａ Ｙ，Ｒｙａｎ Ｄ Ｇ，Ｇｅｔｓｉｏｓ Ｓ，ｅｔ ａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃１８４ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｓ ｍｉ⁃
ｃｒｏＲＮＡ⁃２０５ ｔｏ ｍａｉｎｔａｉｎ ＳＨＩＰ２ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ
Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ，２００８，１０５（４９）：１９３００－１９３０５

［１２］ Ｚｈｕ Ｈ，Ｗｕ Ｈ，Ｌｉｕ Ｘ Ｐ，ｅｔ ａｌ．Ｒｏｌｅ ｏｆ ＭｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉＲ⁃２７ａ ａｎｄ ｍｉＲ⁃
４５１ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＤＲ１ ／ Ｐ⁃ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２００８，７６（５）：５８２－５８８

［１３］ Ｉｎｏｕｅ Ｓ，Ｔａｎａｋａ Ｋ，Ａｒｉｓａｋａ Ｆ，ｅｔ ａｌ．Ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎ ｏｆ Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ｉｓ
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