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　 　 家蚕是一种经典的生物学、遗传学模式昆虫，近
年来已有家蚕 ｍｉＲＮＡｓ 方面的研究报道， 包括

ｍｉＲＮＡｓ 的鉴定、表达谱分析以及功能预测等［１⁃６］。
到 ２０１４ 年 ６ 月为止，ｍｉＲＢａｓｅ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．
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ｏｒｇ ／ ）数据库已登录家蚕前体 ｍｉＲＮＡｓ ４８７ 个和成熟

体 ｍｉＲＮＡｓ ５６３ 个。 ｍｉＲＮＡｓ 具有高度保守性，且与

家蚕的重要功能有着密切的关系。 ｍｉＲ⁃３４ 家族是

一类高度保守的 ｍｉＲＮＡ 家族，在已测序的 ３３ 种不

同动物中已发现 ５４ 个 ｍｉＲ⁃３４ 家族基因［７］。 ｍｉＲ⁃３４
基因的同源序列中，８０％位于基因间隔区，其余位于

蛋白质编码基因的内含子区或者 ３′非编码区［７］。
ｍｉＲ⁃３４ 在不同物种之间的基因同源性很高，前体序

列的同源性为 ３８． ８９％， 成熟体序列的同源性

为 ６８ ００％［８］。
近年来越来越多的 ｍｉＲＮＡｓ 被发现可能参与

机体衰老的调控，其中 ｍｉＲ⁃３４ 与衰老的关系己成

为研究的热点之一［９］ 。 Ｎａｎ 等［１０］ 发现 ｍｉＲ⁃３４ 在

果蝇中可抑制衰老相关疾病的发生，果蝇 ｍｉＲ⁃３４
的缺失会加剧大脑衰老、诱发迟发性大脑变性，甚
至缩短寿命，使生存率急剧下降，而 ｍｉＲ⁃３４ 的上

调则会减轻由致命性多聚谷氨酰胺疾病蛋白引发

的神经退行性病变，延长寿命。 而且 ｍｉＲ⁃３４ 通过

发病转录抑制因子 Ｅｉｐ７４ＥＦ（Ｅｃｄｙｓｏｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ７４ＥＦ） 的 参 与 完 成 与 衰 老 有 关 的 过 程。
Ｅｉｐ７４ＥＦ 是一种重要的 ＥＴＳ（Ｅ⁃ｔｗｅｎｔｙ ｓｉｘ）域转录

因子，主要参与类固醇激素通路。 依赖 ｍｉＲＮＡｓ 通

路来沉默与发育相关的基因是研究疾病、衰老等

相关过程的重要途径之一，而 ｍｉＲ⁃３４ 正是该通路

的一个关键 ｍｉＲＮＡ。
Ｅ７４ 基因最早在果蝇［１１］ 、伊蚊［１２］ 、烟 草 天

蛾［１３］中发现。 其编码蛋白质的 Ｎ 末端在 ２ 种选择

性剪切作用下形成 Ｅ７４Ａ 和 Ｅ７４Ｂ；Ｃ 末端是 ＤＮＡ
结合的 ＥＴＳ 域，并且从线虫到哺乳动物均高度保

守。 果蝇 ＤｍＥ７４ 功能缺失的突变在化蛹前期和

蛹发育期是致命的［１４］ 。 Ｓｅｋｉｍｏｔｏ 等［１５］ 研究发现

家蚕 Ｅ７４ 基因（ＢｍＥ７４）有 ２ 个亚型，ＢｍＥ７４Ａ 和

ＢｍＥ７４Ｂ，二者编码相同的 Ｃ 末端 ＤＮＡ 结合 Ｅｔｓ 域

（Ｅ⁃ｔｗｅｎｔｙ ｓｉｘ， Ｅｔｓ）和不同的亚型特殊性 Ｎ 末端。
两个 ＢｍＥ７４ 亚型的发育表达谱和它们对 ２０⁃Ｅ
（２０⁃羟基⁃β⁃蜕皮甾酮）的反馈作用表明，两种亚型

参与家蚕前部丝腺（ＡＳＧ）蜕皮激素级联控制的程

序性细胞死亡。 因此研究 Ｅ７４ 基因的转录后调控

有助于深入了解家蚕生长发育和蚕丝蛋白表达调

控的分子机制。
虽然越来越多的家蚕 ｍｉＲＮＡｓ 功能被报道，但

对高度保守的 ｍｉＲ⁃３４ 在家蚕中的功能尚未见研究

报道。 我们利用生物信息学方法预测家蚕 ｍｉＲ⁃３４
（ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４）与靶基因 ＢｍＥ７４ 的结合位点，然后

克隆 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 前体序列和 ＢｍＥ７４ ３′ＵＴＲ 序列，
分别构建 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 表达载体和报告基因 Ｅ７４ ３′
ＵＴＲ 融合表达载体，利用双报告基因荧光检测系统

和人工合成 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 抑制物在细胞水平研究

ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 对 ＢｍＥ７４ 的转录调控作用。

１　 材料与方法

１．１　 材料及主要试剂

家蚕品种 Ｐ５０，由中国农业科学院蚕业研究所

提供；Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ１０Ｂ 菌株、昆虫 ＢｍＮ 细胞

系、重组表达载体质粒 ｐｃＤＮＡ３．０ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ＳＶ４０］和
ｐＧＬ３．０ ［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃ＳＶ４０］均由农业部蚕桑遗传与改良

重点实验室保存。
ｐＭＤ  １８⁃Ｔ、限制性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、

Ｅｘ Ｔａｑ  酶、 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ  ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｋｉｔ、 ＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ 和 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 均购自宝生物工程（大连）有限

公司；质粒提取试剂盒购自生工生物工程（上海）有
限公司；ＴＣ⁃１００ 购自 Ａｐｐｌｉｃｈｅｍ 公司；胎牛血清购自

Ｇｉｂｃｏ 公司；转染试剂盒 ＵＣａｌｌＭ ＰｅｒＦｅｃｔＴＭ购自药科

美公司；双报告基因荧光素酶检测试剂盒购自 Ｐｒｏ⁃
ｍｅｇａ 公司；ｍｉＲＮＡ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 由百奥迈科生物技术有

限公司合成；其他化学试剂均为分析纯，购自国药集

团或生工生物工程（上海）有限公司；所有 ＰＣＲ 引物

合成与 ＤＮＡ 测序由生工生物工程（上海）有限公司

完成。
１．２　 方法

１．２．１　 引物设计　 按照文献［１５］设计反转录引物

（ＲＴ Ｐｒｉｍｅｒ）：在通用茎环结构序列后面加上 ｂｍｏ⁃
ｍｉＲ⁃３４ 的 ３′端 ６ 个反向互补序列；ＰＣＲ 引物的设

计：正向引物为 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 序列的前 １４ 个碱基，并
在该序列前加上 ４ 个碱基使 Ｔｍ值为 ６８ ℃，反向引

物为 ｍｉＲＮＡ 通用引物；利用 Ｏｌｉｇｏ ６．０ 设计 ｂｍｏ⁃ｐｒｉ⁃
ｍｉＲ⁃３４ 和 ＢｍＥ７４ ３′ＵＴＲ 的引物（表 １）。
１．２．２　 生物信息学预测 　 据从 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｎｅ ／ ） 中 获 得 ＢｍＥ７４ 基 因 的

ｍＲＮＡ 序列，并在家蚕基因组数据库中进行全基因

组比对，获得该基因的 ３′ＵＴＲ 序列。 从 ｍｉＲＢａｓｅ 数

据库中获取 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 序列，利用靶基因预测软件

ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 和 ＲＮＡ２２ 预测 ＢｍＥ７４ 基因上可能存在

的 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 靶位点。
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表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称 　 　 　 　 　 　 　 引物序列 （５′⁃３′）

ＲＴ Ｐｒｉｍｅｒ ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＣＣＡ

Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ｇｇｇｇＴＧＧＣＡＧＴＧＴＧＧＴＴＡＧ

Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃Ｆ ｃｃｃａａｇｃｔｔＡＧＴＴＡＴＧＴＴＡＧＡＴＧＴＴＧＣＴＣＣ

ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃Ｒ ｃｇｇｇａｔｃｃＣＣＴＧＧＡＡＡＡＡＴＡＧＡＡＧＡＡＣＡＡＡ

Ｅ７４⁃３′ＵＴＲ⁃Ｆ ｇｇｇｃｔｃｔａｇａＣＧＣＣＴＣＧＴＣＴＡＣＣＡＧＴＴＣＧＴ

Ｅ７４⁃３′ＵＴＲ⁃Ｒ ｇｃｇｇｃｃｇｇｃｃＣＧＴＴＧＧＣＡＧＴＡＴＴＴＡＴＴＣＡＧＴＡ
未划线小写字母表示保护碱基的位置，下划线标记部分 ｃａａｇｃｔｔ、ｇｇａｔｃｃ、ｔｃｔａｇａ 和 ｇｇｃｃｇｇｃｃ 分别为 ＨｉｎｄⅢ、ＢａｍＨⅠ、ＸｂａⅠ、ＦｓｅⅠ限制性酶切
位点。

１．２．３　 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 的克隆与鉴定　 提取 ５ 龄 ３ ｄ 家

蚕幼虫的丝腺组织总 ＲＮＡ，以 ｍｉＲＮＡｓ 反转录引物

（ＲＴ Ｐｒｉｍｅｒ）合成的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ。 反应

条件：９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，６８ ℃ ２５ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，
共 ３４ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 ４％琼脂糖

凝胶电泳检测，以 ＤＬ ２０００ 作为 Ｍａｒｋｅｒ，回收 ７０ ｂｐ
片段；连接 ｐＭＤｌ８⁃Ｔ 载体，１６ ℃连接过夜后转化至

Ｅ．ｃｏｌｉ ＤＨ１０Ｂ；提取重组质粒 ｐＭＤｌ８⁃Ｔ⁃ｍｉＲ⁃３４，进行

酶切电泳和测序鉴定。
１．２．４　 重组表达质粒的构建　 重组载体 Ｔ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃
３４ 和 ｐｃＤＮＡ３．０ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ＳＶ４０］分别用 Ｈｉｎｄ Ⅲ和

ＢａｍＨ Ｉ 进行双酶切，将目的片段回收后连接到线性

化的 ｐｃＤＮＡ３．０ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ＳＶ４０］上，构建重组表达载

体 ｐｃＤＮＡ３． ０ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃ＳＶ４０］。 重组载

体 Ｔ⁃Ｅ７４⁃３′ＵＴＲ 和 ｐＧＬ３． ０ ［ Ａ３⁃ｌｕｃ⁃ＳＶ４０］ 分别用

Ｘｂａ Ⅰ和 Ｆｓｅ Ⅰ进行双酶切，将目的片段回收后连

接到线性化的 ｐＧＬ３．０ ［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃ＳＶ４０］上，构建重组

表达载体 ｐＧＬ３．０ ［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｅ７４⁃３′⁃ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］。
１．２．５ 　 ＢｍＮ 细胞的转染 　 将 ｐｃＤＮＡ３．０ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃
ＳＶ４０］、ｐＧＬ３．０ ［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｅ７４⁃３′⁃ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］、ｐｃＤＮＡ３．０
［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃ＳＶ４０］、 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和

内参质粒 ｐＲＬ⁃ＣＭＶ 分成 ３ 组分别进行体外转染实

验。 第 １ 组：ｐＧＬ３．０ ［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｅ７４⁃３′⁃ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］、ｐｃＤ⁃
ＮＡ３．０ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ＳＶ４０］和 ｐＲＬ⁃ＣＭＶ ３ 种质粒；第 ２
组： ｐＧＬ３． ０ ［ Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｅ７４⁃３′⁃ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］、 ｐｃＤＮＡ３． ０
［ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃ＳＶ４０］和 ｐＲＬ⁃ＣＭＶ ３ 种质粒；第
３ 组：ｐＧＬ３． ０ ［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｅ７４⁃３′⁃ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］、ｐｃＤＮＡ３． ０
［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃ＳＶ４０］、 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和

ｐＲＬ⁃ＣＭＶ ４ 种质粒。 每组中的质粒浓度稀释至 ２００
ｎｇ ／ μｌ并按 １ ∶ １ 的比例混合。

将密度为 １ ｍｌ １．０ ×１０６ ～１．５×１０６细胞的 ＢｍＮ 细

胞接种到 １２ 孔培养板中， ２７ ℃培养过夜。 转染参照

文献［１６］、［１７］的方法进行，将 ３ μｌ 上述质粒混合物

和 ５ μｌ Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ ｒｅａｇｅｎｔ 分别加入到 ５０ μｌ 无血清

ＴＣ⁃１００ 培养基中配置转染液，轻轻混匀后室温孵育

２０ ｍｉｎ。 转染前吸去 １２ 孔细胞培养板中带血清的完

全培养基，并用无血清 ＴＣ⁃１００ 培养基轻轻清洗细胞

２ 次。 将温育后的转染液加入到清洗过的 ＢｍＮ 细胞

中，２７ ℃转染 ５ ｈ 后除去转染液，加入完全培养基 ２７
℃继续培养，４８ ｈ 后进行荧光素酶活性检测。
１．２．５　 萤光素酶活性检测 　 荧光素酶活性的检测

按照 Ｐｒｏｍｅｇａ 试剂盒双荧光素酶报告基因分析系统

操作手册进行。 转染 ４８ ｈ 后，吸去细胞培养孔中的

培养液，每孔中加入 ２５０ μｌ １×Ｐａｓｓｉｖｅ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ
（１×ＰＬＢ），使细胞充分裂解，将细胞裂解液转到 １ ５
ｍｌ 离心管中，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ３０ ｓ，吸取上清至新

的 １ ５ ｍｌ 离心管中。 取 ４ μｌ 细胞裂解液加入含有

２０ μｌ Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ａｓｓａｙ Ｒｅａｇｅｎｔ ＩＩ（ＬＡＲ ＩＩ）的检测管

中混匀， 检测管放入 Ｐｒｏｍｅｇａ 荧光素酶检测仪

（２０ ／ ２０ ｎ Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ，Ｔｕｒｎｅｒ ＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ）中检测萤

火虫荧光强度。 加入 ２０ μｌ Ｓｔｏｐ＆ＧｌｏＴＭ，检测海参荧

光素酶活性，记录数据进行统计分析。

２　 结 果

２．１　 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 与 ＢｍＥ７４ 基因结合位点的预测

　 　 通 过 ＮＣＢＩ 查 找 家 蚕 Ｅ７４ 的 ｍＲＮＡ 序 列

（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｎｕｃｃｏｒｅ ／ ＮＭ ＿
００１０４３９７９．１），获得全长 ３ ３３５ ｂｐ 的核酸，其中编码

序列 （ ＣＤＳ ） 全 长 ２ ４２４ ｂｐ， ｐｒｏｔｅｉｎ ＩＤ ＝ “ ＮＰ ＿
００１０３７４４４．１”，除去 ｐｏｌｙ Ａ ｓｉｇｎａｌ，获得 Ｅ７４ 基因的
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３′ＵＴＲ 序列。 通过 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库获取家蚕 ｂｍｏ⁃
ｍｉＲ⁃３４ 序列（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ． ｏｒｇ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｍｉｒｎａ
＿ｅｎｔｒｙ．ｐｌ？ ａｃｃ ＝ＭＩ０００４９７５）。 利用生物信息学预测

软件 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ［１２⁃１３］ 和 ＲＮＡ２２［１４］ 进行靶位点的预

测，并将二者的预测结果结合起来，根据最小折叠自

由能（ＭＦＥ）的高低以及在种子区 ２～ ８ 个碱基互补

配对的情况，筛选 Ｅ７４ ３′ＵＴＲ 的家蚕 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 结

合位点（１１６～１３７ ｂｐ）（图 １）。

Ａ：ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 软件预测结果；Ｂ：ＲＮＡ２２ 软件预测结果。
图 １　 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 与 Ｅ７４ 基因 ３′ＵＴＲ 的结合位点

Ｆｉｇ．１　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ ｗｉｔｈ Ｅ７４ ３′ＵＴＲ

２．２　 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 的克隆鉴定

以 ５ 龄 ３ ｄ 家蚕幼虫的丝腺组织总 ＲＮＡ 为模

板，以 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 的茎环引物进行反转录 ＰＣＲ，结
果显示目的条带大小为 ６０～ ８０ ｂｐ，片段大小正确。
将目的片段回收测序，比对结果显示与 ＮＣＢＩ 中的

序列一致（图 ２），表明 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 克隆正确。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；ａ：ＭｉＲＢａｓｅ 数据库 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 序列；ｂ：ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４
克隆测序结果。

图 ２　 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 鉴定及测序结果

Ｆｉｇ．２　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４

２．３　 构建的重组表达质粒

为了研究 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 对 ＢｍＥ７４ 基因的转录后

调控作用，将 ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃３４ 克隆到由 ｉｅ１ 启动子驱动的

ＥＧＦＰ 基因载体 ｐｃＤＮＡ３．０［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ＳＶ４０］中，构建

了 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 的表达载体 ｐｃＤＮＡ３．０ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃
ｍｉＲ⁃３４⁃ＳＶ４０］；将 ＢｍＥ７４ ３′⁃ＵＴＲ 序列克隆到由 Ａ３
启动子驱动的 ｌｕｃ 基因载体 ｐＧＬ３．０ ［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃ＦＭＢＰ⁃
１⁃３′⁃ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］上，构建了报告载体 ｐＧＬ３． ０ ［Ａ３⁃
ｌｕｃ⁃Ｅ７４⁃３′⁃ＵＴＲ ⁃ＳＶ４０］（图 ３）。
２．４　 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 对 ＢｍＥ７４ 基因表达的调控作用

　 　 将 重 组 质 粒 ｐＧＬ３． ０ ［ Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｅ７４⁃３′⁃ＵＴＲ⁃
ＳＶ４０］、重组质粒 ｐｃＤＮＡ３． ０ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃
ＳＶ４０］、ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和内参质粒 ｐＲＬ⁃ＣＭＶ
分别共转染 ＢｍＮ 细胞，每组进行 ３ 次重复。 转染

ＢｍＮ 细胞后 ４８ ｈ 检测绿色荧光强度，结果显示转染

后的 ＢｍＮ 细胞均能检测到绿色荧光（图 ４）。
　 　 利用萤火虫荧光强度值与海参荧光强度值的比

值（Ｌｕｃ ／ Ｒｌｕ）对数据进行校正。 结果显示，转染了

ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 重组表达载体的 ＢｍＮ 细胞（第 ２ 组）中
ｌｕｃ 荧光素酶活性与对照组（第 １ 组）相比降低了

５２．９０％，差异达到极显著水平（Ｐ＜０ ０１）（图 ５）。 为
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Ａ：重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．０ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉｒ３４⁃ＳＶ４０］；Ｂ：重组质粒 ｐＧＬ３．０ ［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｅ７４⁃３′⁃ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］；Ｃ：内参质粒 ｐＲＬ⁃ＣＭＶ。
图 ３　 重组质粒和内参质粒结构示意图

Ｆｉｇ．３　 Ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ４　 共转染重组质粒后的 ＢｍＮ 细胞

Ｆｉｇ．４　 ＢｍＮ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ

了进一步验证 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 对 ＢｍＥ７４ 基因表达的调

控作用，在 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 重组表达载体与报告基因⁃
ＢｍＥ７４ ３′⁃ＵＴＲ 重组表达载体的基础上，加入人工合

成的 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 抑制物共转染 ＢｍＮ 细胞 （第 ３
组），发现 ＢｍＮ 细胞 ｌｕｃ 荧光蛋白质表达量比第 ２
组显著上调（Ｐ＜ ０ ０１） （图 ５）。 由此可见，ＢｍＥ７４
３′⁃ＵＴＲ 上存在 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 的结合位点，且 ｂｍｏ⁃
ｍｉＲ⁃３４ 对 ＢｍＥ７４ 基因的转录后表达具有显著抑制

作用。

３　 讨 论

科学家最早在线虫中发现 ｍｉＲ⁃３４ 编码一段保

守的 ｍｉＲＮＡ，在非脊椎动物中具有同源性［１８］。 最新

研究发现，ｍｉＲ⁃３４ｓ 家族在 ｐ５３ 细胞调控网络中起

着相当重要的作用［１９⁃２５］。 ｐ５３ 是一种肿瘤抑制基

因，５０％以上的恶性肿瘤与 ｐ５３ 突变有关。 Ｔａｚａｗａ
等［２６］检测了 ２５ 份结肠癌样品中的 ｍｉＲＮＡ，证明结

第 １ 组：ｐＧＬ３．０ ［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｅ７４⁃３′⁃ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］＋ｐｃＤＮＡ３．０ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃
ＳＶ４０］＋ｐＲＬ⁃ＣＭＶ；第 ２ 组：ｐＧＬ３．０ ［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｅ７４⁃３′⁃ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］ ＋

ｐｃＤＮＡ３．０ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃ＳＶ４０］ ＋ｐＲＬ⁃ＣＭＶ；第 ３ 组：ｐＧＬ
３．０ ［Ａ３⁃ｌｕｃ⁃Ｅ７４⁃３′⁃ＵＴＲ⁃ＳＶ４０］ ＋ｐｃＤＮＡ３．０ ［ ｉｅ１⁃ｅｇｆｐ⁃ｐｒｉ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃
ＳＶ４０］＋ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ｐＲＬ⁃ＣＭＶ。

图 ５　 荧光素酶的相对活性

Ｆｉｇ．５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｕｃｉｆｒａｓｅ

肠癌中 ｍｉＲ⁃３４ａ 与 ｐ５３ 含量正相关。 ｍｉＲ⁃３４ｓ 的转

录不但受 ｐ５３ 的直接调控，还能通过对某些 ｐ５３ 活

性调节基因的调控参与 ｐ５３ 通路调节［２１⁃２５］。 此外，
ｍｉＲ⁃３４ｓ 能够通过抑制 ＳＩＲＴ Ｉ（Ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇ⁃
ｕｌａｔｏｒ１）和 Ｅ２Ｆ３（Ｅ２Ｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ３）对 ｐ５３ 活

性产生正反馈调节作用［２０，２６］。 Ｙａｍａｋｕｃｈｉ 等［２０］ 发

现 ＳＩＲＴ１ ３′ＵＴＲ 存在 ｍｉＲ⁃３４ａ 的结合位点，通过荧

光素酶试验确认其为 ｍｉＲ⁃３４ａ 的靶序列， ｍｉＲ⁃３４ａ
可以通过与该序列结合降解 ＳＩＲＴ１ ｍＲＮＡ 下调细胞

内 ＳＩＲＴ１ 水平。
除了与肿瘤抑制调控相关外，果蝇中还发现

ｍｉＲ⁃３４ 可能通过沉默关键靶基因对果蝇与老化相

关的活性起到负调控作用［１０］。 Ｎａｎ 等［１０］ 利用靶基

５５王　 欣等：家蚕 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 对 ＢｍＥ７４ 基因表达的调控



因预测软件 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 找到 Ｅｉｐ７４ＥＦ 基因 ３’ ＵＴＲ
有 ｍｉＲ⁃３４ 的结合位，且不同果蝇品种同源 Ｅｉｐ７４ＥＦ
３’ＵＴＲ 上结合位点保守。 Ｅｉｐ７４ＥＦ 是一种类固醇激

素信号通路原件，虽然这些通路原件在发育过程中

起作用，但也有研究结果表明这些通路原件参与生

命周期的调控 （ Ｌｉｆｅｓｐａｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ）。 家蚕 ＢｍＥ７４
两种亚型参与家蚕 ＡＳＧ 蜕皮激素级联控制的程序

性细胞死亡。 对于家蚕来说，ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 就是调控

关键基因 ＢｍＥ７４ 转录后表达的因子之一。
通过高通量测序技术研究 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 表达谱

的报道有很多［１⁃３，２７］，但尚未见从家蚕组织中克隆该

ｍｉＲＮＡ 片段的报道。 本研究通过茎环引物设计，首
次从 ５ 龄期 ３ ｄ 家蚕后部丝腺克隆 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 片

段，在细胞水平证明了 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 对 ＢｍＥ７４ 的转

录后表达具有极显著抑制作用（Ｐ＜０ ０１），并利用人

工合成的 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ 抑制物进一步验证了 ｂｍｏ⁃
ｍｉＲ⁃３４ 对 ＢｍＥ７４ 表达的调控作用。

ｍｉＲＮＡ 的表达具有很强的时空特异性，并与靶

分子组成一个复杂的调控网络，ｍｉＲＮＡｓ 与 ｍＲＮＡｓ
间同时存在“多对一”和“一对多”的关系，从而相互

协同实现特定的功能［２８］。 我们利用靶基因预测软

件 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 和 ＲＮＡ２２，以 ＢｍＥ７４ ３′ＵＴＲ 为靶序

列，预测 ｍｉＲＢａｓｅ 中的家蚕 ｍｉＲＮＡｓ，筛选到 ２１ 个可

能与 ＢｍＥ７４ 调 控 相 关 的 ｍｉＲＮＡｓ。 其 中 ６ 个

ｍｉＲＮＡｓ 位于不同的 ｍｉＲＮＡ 簇，包括 ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃３４、
ｂｍｏ⁃ｍｉＲ⁃２７７ 簇；６ 个 ｍｉＲＮＡｓ 属于不同的基因家

族，分别为 ｍｉｒ⁃１０、ｍｉｒ⁃３４、ｍｉｒ⁃２５２、ｍｉｒ⁃２７６、ｍｉｒ⁃２７９
和 ｍｉｒ⁃２７３３，其中 ｍｉｒ⁃１０ 家族也是近年来研究较多

的与肿瘤发生紧密相关的 ｍｉＲＮＡｓ［２９⁃３０］。 但是这些

预测结果还需要进一步的试验验证。
研究 ｍｉＲＮＡｓ 和 ＢｍＥ７４ 间的相互作用网络，将

为理解转录和转录后水平相结合而构成的基因表达

调控网络提供新的认识。 或许在不久的将来，我们

还会发现更多关于 ｍｉＲＮＡｓ 和 Ｅｔｓ 转录因子之间的

网络调控机制，也为探讨家蚕 ｍｉＲＮＡｓ 和类固醇激

素通路之间的调控机理提供新的试验数据。
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