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　　摘要：为了研究家蚕ｍｉＲＮＡｓ对丝腺细胞因子ＳＧＦ－１表达的调控作用，以ＳＧＦ－１为靶基因，利用生物信息学软
件ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ和ＲＮＡ２２预测对ＳＧＦ－１具有潜在调控作用的候选家蚕 ｍｉＲＮＡｓ，经茎环 ＰＣＲ鉴定后分别构建重组表
达载体，在细胞水平研究家蚕ｍｉＲＮＡｓ的功能。结果表明，转染了ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５重组质粒组的ｌｕｃ荧光素酶活性比
未转染时极显著下调（Ｐ＜０．０１）；转染了ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３２７重组质粒组的 ｌｕｃ荧光素酶活性比未转染时极显著下调
（Ｐ＜０．０１）；再各自转染了 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ后荧光蛋白表达量均上调（Ｐ＜０．０５）。说明 ＳＧＦ－１３′ＵＴＲ上存在ｂｍｏ－ｍｉＲ－
３０５和ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３２７的结合位点，且ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５和 ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３２７对 ＳＧＦ－１的转录后表达具有一定
抑制作用。
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　　ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）作为重要的基因转录后表达调控
因子，参与包括发育、代谢、疾病发生等各种重要的生理过程。

目前国内外在家蚕 ｍｉＲＮＡｓ上开展了相关研究，进行了家蚕
ｍｉＲＮＡｓ的鉴定、表达谱分析以及功能预测。至２０１４年６月，
ｍｉＲＢａｓｅ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ／）２１版本中已记录
２２３个物种的３５８２８条成熟体ｍｉＲＮＡｓ，并且其数量还在不断
增长，其中，在家蚕中共发现４８７个ｍｉＲＮＡｓ前体和５６３个成
熟体ｍｉＲＮＡｓ。

大多数ｍｉＲＮＡｓ主要通过与靶基因ｍＲＮＡ３′端非翻译区
（３′ＵＴＲ）的互补配对，在 ｍＲＮＡ或翻译水平负调控靶基因表
达［１，２］。目前研究表明，ｍｉＲＮＡ的负调控作用不仅存在于靶
ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ区，也可发生在 ５′ＵＴＲ区［３］。前人研究认

为，所有的ｍｉＲＮＡｓ调控作用都是负调控，但 Ｖａｓｕｄｅｖａｎ等研
究发现ｍｉＲＮＡ具有激活基因表达的作用［４］。Ｈｕｓｓａｉｎ等也通
过试验证明除了常见的下调靶基因转录水平，ｍｉＲＮＡｓ能够
上调靶基因的转录水平［５］。Ｍｉｙｏｓｈｉ等还证实了 ｍｉＲＮＡｓ除
了能够作用于 ３′ＵＴＲ外，还能够结合在靶基因的其他
位置［６－７］。

ｍｉＲＮＡ和转录因子（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ，ＴＦｓ）一样，都能
够在转录水平独立调控靶基因的表达水平，而越来越多的研

究证明这两者之间能够通过相互作用更精准地对靶基因进行

表达调控。通过计算机分析预测，Ｅｎｒｉｇｈｔ等指出在众多
ｍｉＲＮＡｓ的潜在靶基因中，ＴＦｓ作为靶基因的可能性比一般基
因大约高出 ２倍［８］。Ｃｕｉ等在研究基因调控中 ｍｉＲＮＡｓ与
ＴＦｓ的相互关系方面也作出了贡献，认为ｍｉＲＮＡｓ更可能靶向
含有大量ＴＦｓ结合位点的基因，而这些基因通常也具有相对
更多的ｍｉＲＮＡｓ结合位点［９］。

ＳＧＦ－１是丝腺特异性细胞因子［１０］，存在于中、后部丝

腺。ＳＧＦ－１除了在丝素重链基因（Ｆｉｂ－Ｈ）、丝素轻链
（Ｆｉｂ－Ｌ）和 ｐ２５基因的上游有其结合位点外，还能与丝胶
Ｓｅｒ１基因上游的ＳＡ区域结合［１１］，说明ＳＧＦ－１对家蚕丝蛋白
基因的表达调控具有重要的作用，特别是在细胞特异性表达

方面。而ＳＧＦ－１自身的表达也要受到调控，为了验证家蚕
ｍｉＲＮＡｓ是否对 ＳＧＦ－１的表达具有调控作用，本研究以
ＳＧＦ－１３′ＵＴＲ为序列，利用生物信息学软件预测并获得候选
ｍｉＲＮＡｓ，通过体外细胞转染试验进行验证，初步筛选可能调
控ＳＧＦ－１的候选 ｍｉＲＮＡｓ，为进一步研究 ｍｉＲＮＡｓ的功能提
供依据，也为阐明蚕丝蛋白合成及调控机制积累试验数据。

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；

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ１０Ｂ菌株、昆虫 ＢｍＮ细胞系、重组表达载体质粒
ｐｃＤＮＡ３［ｉｅ１－ｅｇｆｐ－ＳＶ４０］和重组表达载体质粒 ＰＧＬ３
［Ａ３－ｌｕｃ－ＳＶ４０］均由中国农业科学院蚕业研究所农业部蚕
桑遗传与改良重点开放实验室保存。

ｐＭＤ１８－Ｔ、限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、ＥｘＴａｑ
酶、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ－ＰＣＲＫｉｔ、ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ和ＤＮＡｍａｋｅｒ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；
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ＦｅｔａｌＢｏｖｉｎｅＳｅｒｕｍ（Ｑｕａｌｉｆｉｅｄ，ＡｕｓｔｒａｌｉａＯｒｉｇｉｎ）购自 Ｇｉｂｃｏ公
司；ＵＣａｌｌＭＰｅｒＦｅｃｔＴＭ购自药科美公司；双报告基因荧光素酶
检测试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ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　与ＳＧＦ－１３′ＵＴＲ作用的候选家蚕ｍｉＲＮＡｓ的获得　
通过ＮＣＢＩ查找到家蚕ＳＧＦ－１的ｍＲＮＡ序列，（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃｃｏｒｅ／ＮＭ＿００１０４３８６４．１），获得全长
３０７８ｂｐ的核苷酸，其中ｃｄｓ全长１０４９ｂｐ，ｐｒｏｔｅｉｎＩＤ＝“ＮＰ＿
００１０３７３２９．１”，除去ｐｏｌｙＡｓｉｇｎａｌ，获得ＳＧＦ－１基因的３′非编
码区序列。通过ｍｉＲＢａｓｅ数据库中获取家蚕已经登录的全部
成熟ｍｉＲＮＡ序列。利用当前应用比较广泛的２个生物信息
学预测软件 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ［１２，１３］（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｂｉｓｅｒｖ．ｔｅｃｈｆａｋ．ｕｎｉ－
ｂｉｅｌｅｆｅｌｄ．ｄｅ／ｒｎａｈｙｂｒｉｄ／）和 ＲＮＡ２２［１４］（ｈｔｔｐ：／／ｃｂｃｓｒｖ．ｗａｔｓｏｎ．

ｉｂｍ．ｃｏｍ／ｒｎａ２２．ｈｔｍｌ）进行靶位点的预测，并将二者的预测结
果结合起来，根据ｍｆｅ的高低以及在种子区２～８个碱基互补
配对的情况，筛选可能与家蚕ＳＧＦ－１作用的ｍｉＲＮＡｓ。
１．２．２　候选家蚕 ｍｉＲＮＡｓ的克隆与鉴定　分别提取家蚕幼
虫期５龄３ｄ的中后部丝腺总ＲＮＡ。以ｍｉＲＮＡｓ反转录引物
（ＲＴＰｒｉｍｅｒ）进行反转录合成的 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ。ＲＴ
Ｐｒｉｍｅｒ的设计［１５］：在通用的茎环结构序列后面加上６个 ｍｉＲ
ＮＡ的反向互补序列；ＰＣＲ引物的设计：正向引物为 ｍｉＲＮＡ
序列的前１４个碱基，并在该序列前加上４个碱基使 Ｔｍ值维
持在６５℃左右，反向引物为 ｍｉＲＮＡ通用引物（表１）。反应
条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６５℃２５ｓ，７２℃ ３０ｓ，共３４个
循环；７２℃１０ｍｉｎ。设Ｕ６为内参基因。ＰＣＲ产物经４％琼
脂糖凝胶电泳检测。回收片段大小为８０ｂｐ左右的条带，连
接至ｐＭＤｌ８－Ｔ载体，１６℃连接过夜后转化至Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ１０Ｂ，
重组质粒酶切鉴定正确后进行测序。

表１　部分ｍｉＲＮＡ引物

引物名称 引物序列（５′→３′）
ｂｍｏ－ｍｉＲ－１ａ ＲＴ ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＴＣＣＡＴ

Ｆｏｒｗａｒｄ ｃｇｇｇｇｃｇＴＧＧＡＡＴＧＴＡＡＡＧＡＡ
ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５ ＲＴ ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＡＧＵＧＵ

Ｆｏｒｗａｒｄ ｃｇｇｇｔＧＧＣＧＣＴＴＧＴＴＧＧＡ
ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７３１－１ ＲＴ ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＣＣＡＣＡ
（ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７３１－２） Ｆｏｒｗａｒｄ ｇｇｇｇｇｇＴＧＣＧＡＧＡＣＣＡＴＧ
ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７７５ａ ＲＴ ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＡＴＧＴＣ

Ｆｏｒｗａｒｄ ｃｇｇｇｔＣＧＣＧＧＧＡＧＡＡＡＡＧＴＡ
ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３２７ ＲＴ ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＧＧＡＣＡ

Ｆｏｒｗａｒｄ ｃｃｃｃｇｃｃＡＴＡＴＧＴＡＡＣＧＴＴＴ
Ｕ６内参 ＲＴ ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＣＧＡＴＴ

Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＣＴＧＣＧＣＡＡＧＧＡＴＧＡＣ
公共引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

　　注：未划线小写字母表示保护碱基的位置，划线小写字母表示酶切位点。

１．２．３　重组表达质粒的构建　利用 Ｏｌｉｇｏ６．０设计 ｐｒｉ－
ｍｉＲ－３０５、ｐｒｉ－ｍｉＲ－３３２７和 ＳＧＦ－１３′ＵＴＲ的引物。引
物序列如表２所示，下划线标记部分：ｃａａｇｃｔｔ、ｇｇａｔｃｃ、ｔｃｔａｇａ、
ｇｇｃｃｇｇｃｃ分别为ＨｉｎｄⅢ、ＢａｍＨⅠ、ＸｂａⅠ、ＦｓｅⅠ限制性酶切位
点。重组载体 Ｔ－ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡｓ和 ｐｃＤＮＡ３［ｉｅ１－ｅｇｆｐ－
ＳＶ４０］分别用ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ进行双酶切，将目的片段回
收后连接到线性化的 ｐｃＤＮＡ３［ｉｅ１－ｅｇｆｐ－ＳＶ４０］上，构建重
组表达载体ｐｃＤＮＡ３［ｉｅ１－ｅｇｆｐ－ｍｉＲＮＡ－ＳＶ４０］。重组载体
Ｔ－ＳＧＦ－１－３′ＵＴＲ和ＰＧＬ３［Ａ３－ｌｕｃ－ＳＶ４０］分别用ＸｂａⅠ
和ＦｓｅⅠ进行双酶切，将目的片段回收后连接到线性化的
ＰＧＬ３［Ａ３－ｌｕｃ－ＳＶ４０］上，构建重组表达载体 ＰＧＬ３［Ａ３－
ｌｕｃ－ＳＧＦ－１３′ＵＴＲ－ＳＶ４０］。
１．２．４　ＢｍＮ细胞的转染　将 ｐｃＤＮＡ３［ｉｅ１－ｅｇｆｐ－ＳＶ４０］、
ｐＧＬ３［Ａ３－ｌｕｃ－ＳＧＦ－１－３′－ＵＴＲ－ＳＶ４０］、ｐｃＤＮＡ３．０
［ｉｅ１－ｅｇｆｐ－ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡｓ－ＳＶ４０］、ｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ和内参
质粒ｐＲＬ－ＣＭＶ分成３组分别进行体外转染试验。第１组
包含ｐＧＬ３［Ａ３－ｌｕｃ－ＳＧＦ－１－３′－ＵＴＲ－ＳＶ４０］、ｐｃＤＮＡ
３．０［ｉｅ１－ｅｇｆｐ－ＳＶ４０］和 ｐＲＬ－ＣＭＶ３种质粒；第２组包含
ｐＧＬ３［Ａ３－ｌｕｃ－ＳＧＦ－１－３′－ＵＴＲ－ＳＶ４０］、ｐｃＤＮＡ３．０［ｉｅ１－

表２　候选家蚕ｍｉＲＮＡｓ前体和ＳＧＦ－１－３′ＵＴＲ的引物

引物名称 引物序列（５′→３′）
ｐｒｉ－ｍｉＲ－１ａ－Ｆ ｃｃｃａａｇｃｔｔＴＡＣＣＡＣＴＧＣＣＡＧＧＧＣＧＣＴＡＴＣＴ
ｐｒｉ－ｍｉＲ－１ａ－Ｒ ｃｃｃｇｇａｔｃｃＣＧＡＡＧＣＡＡＴＧＴＡＡＴＡＴＣＡＣＡＣ
ｐｒｉ－ｍｉＲ－３０５－３ｐ－Ｆ ｃｃｃａａｇｃｔｔＧＣＧＧＴＧＴＣＴＣＣＴＣＣＴＡＡＡＡＣ
ｐｒｉ－ｍｉＲ－３０５－３ｐ－Ｒ ｃｃｃｇｇａｔｃｃＣＧＴＧＣＴＣＴＴＣＡＡＴＡＣＣＡＧＧＡ
ｐｒｉ－ｍｉＲ－２７３１－１－Ｆ ｃｃｃａａｇｃｔｔＡＧＧＧＣＡＣＡＣＡＡＴＡＴＧＧＡＴＧＧＡ
ｐｒｉ－ｍｉＲ－２７３１－１－Ｒ ｃｃｃｇｇａｔｃｃＣＴＧＧＴＣＴＴＴＧＣＧＧＴＣＴＡＣＴＣ
ｐｒｉ－ｍｉＲ－２７３１－２－Ｆ ｃｃｃａａｇｃｔｔＡＧＧＧＣＡＣＡＣＡＡＴＡＴＧＧＡＴＧＧＡ
ｐｒｉ－ｍｉＲ－２７３１－２－Ｒ ｃｃｃｇｇａｔｃｃＡＣＡＧＴＣＧＧＣＴＴＣＧＧＴＣＴＴＴＣ
ｐｒｉ－ｍｉＲ－２７７５ａ－Ｆ ｃｃｃａａｇｃｔｔＴＴＡＴＴＡＴＧＡＧＡＡＡＧＧＧＧＧＧＣＴ
ｐｒｉ－ｍｉＲ－２７７５ａ－Ｒ ｃｃｃｇｇａｔｃｃＣＧＣＣＡＣＧＣＣＡＡＡＡＡＴＡＧＴＡＣＡ
ｐｒｉ－ｍｉＲ－３３２７－３ｐ－Ｆ ｃｃｃａａｇｃｔｔＡＴＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＡＡＡＡＡＣＧＣ
ｐｒｉ－ｍｉＲ－３３２７－３ｐ－Ｒ ｃｃｃｇｇａｔｃｃＴＡＧＣＡＧＴＴＧＡＧＧＴＡＧＴＡＧＡＧＴ
ＳＧＦ－１－３′ＵＴＲ－Ｆ ｃｃｃｔｃｔａｇａＣＡＣＡＡＣＣＣＧＡＣＡＡＴＣＴＣＡＴＣＡ
ＳＧＦ－１－３′ＵＴＲ－Ｒ ｇｇｇｇｇｃｃｇｇｃｃＴＧＡＡＡＴＧＣＡＣＡＣＡＡＣＧＡＣＧＧＡ

　　注：未划线小写字母表示保护碱基的位置，划线小写字母表示酶
切位点。

ｅｇｆｐ－ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡｓ－ＳＶ４０和 ｐＲＬ－ＣＭＶ３种质粒；第３组包
含ｐＧＬ３［Ａ３－ｌｕｃ－ＳＧＦ－１－３′－ＵＴＲ－ＳＶ４０］、ｐｃＤＮＡ３．０
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［ｉｅ１－ｅｇｆｐ－ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡｓ－ＳＶ４０］、ｍｉＲＮＡｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ｐＲＬ－
ＣＭＶ４种质粒。每组的质粒浓度稀释至２００ｎｇ／μＬ并按１∶１
的比例混合。

转染方法按照文献［１６－１７］描述的方法进行：将２μＬ／
３μＬ的上述质粒混合物和５μＬ的Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎｒｅａｇｅｎｔ分别加入
到 ５０μＬｕｎｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ（不含胎牛血清和抗生素）ＴＣ－１００
培养基中；将二者轻轻混匀，室温下孵育２０ｍｉｎ；吸去１２孔细
胞培养板中带血清的完全培养基（细胞密度为每个３５ｍｍ的
细胞培养盘中细胞数达 １．０×１０６～１．５×１０６个），并用
ｕｎｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄＴＣ－１００培养基清洗细胞２次；将温育后的混
合物加入到清洗后的 ＢｍＮ细胞中，于 ２７℃恒温箱中转染
５ｈ；除去转染液，加入完全培养基于２７℃恒温箱中继续培
养，４８ｈ后进行荧光素酶活性检测。
１．２．５　荧光素酶活性检测　荧光素酶活性的检测按照 Ｐｒｏ
ｍｅｇａ试剂盒双荧光素酶报告基因分析系统操作手册进行：转
染４８ｈ后，吸去细胞培养孔中的培养液；每孔中加入２５０μＬ
１×ＰａｓｓｉｖｅＬｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ（１×ＰＬＢ），使细胞充分裂解；将细胞
裂解液转到１．５ｍＬ离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，吸取上

清至新的１．５ｍＬ离心管中；取 ４μＬ细胞裂解液加入含有
２０μＬＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＡｓｓａｙＲｅａｇｅｎｔⅡ（ＬＡＲⅡ）的检测管中混匀，
检测管放入Ｐｒｏｍｅｇａ荧光素酶检测仪（２０／２０ｎＬｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ，
ＴｕｒｎｅｒＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ）中，开始检测萤火虫荧光；加入 ２０μＬ
Ｓｔｏｐ＆ＧｌｏＴＭ，检测海参荧光，记录数据进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　候选家蚕ｍｉＲＮＡｓ的序列获得及特征分析
ＳＧＦ－１基因的３′ＵＴＲ序列由１９８６个碱基组成，为了筛

选获得与其３′ＵＴＲ序列匹配的 ｍｉＲＮＡｓ，首先在 ｍｉＲＢａｓｅ数
据库下载已收录的所有家蚕 ｍｉＲＮＡｓ，然后利用靶基因在线
预测软件ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ和ＲＮＡ２２，与 ＳＧＦ－１基因的３′ＵＴＲ序
列进行比对分析，发现２０个 ｍｉＲＮＡｓ与 ＳＧＦ－１基因３′ＵＴＲ
序列匹配度较高；种子序列区的匹配碱基个数为５、６、７ｎｔ的
ｍｉＲＮＡｓ个数分别为３、６、１１个（表３）。利用比较基因组学的
方法，在ｍｉＲＮＡｓ二级结构的基础上对这２０个候选 ｍｉＲＮＡｓ
进行一系列的特征分析。特殊位置核苷酸偏好程度上可以看

出１１个５５％ｍｉＲＮＡｓ成熟体的５′端首位为尿嘧啶核苷酸

表３　与ＳＧＦ－１３′ＵＴＲ序列相匹配的家蚕ｍｉＲＮＡｓ的特征分析

ｍｉＲＮＡｓ ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡｃｏｎｔｅｘｔ ＬＭ
（ｎｔ）

ＬＰ
（ｎｔ）

Ｆｏｌｄ－Ｂａｃｋ
（５′／３′）

Ｇ＋Ｃ
（％）

ＭＦＥｓ
（ｋＪ／ｍｏｌ） ＭＦＥＩｓ

ｂｍｏ－ｍｉＲ－１ａ ｎｓｃａｆ２５８９：５６１６１７５－５６１６２５９［－］ ２２ ８５ ３′ ３６．３６ １７７．６５ １．３７５
ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５ ｎｓｃａｆ２９９３：１９２１７８２－１９２１８７２［＋］ ２１ ９１ ３′ ５２．３８ ２０７．３３ １．０４１
ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７３１－１ ｎｓｃａｆ２９５２：７０９７４－７１０６４［－］ ２１ ９１ ５′ ５２．３８ １１８．２９ ０．５９４
ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７３１－２ ｎｓｃａｆ２９５２：７２１０８－７２１９８［－］ ２１ ９１ ５′ ５２．３８ １０７．４３ ０．５３９
ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７４４ ｓｃａｆｆｏｌｄ２７５７１：３３－１４１［＋］ １８ １０９ ３′ ４４．４４ １４７．９７ ０．７３１
ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７４８ ｎｓｃａｆ２８５５：５７０５１４７－５７０５２４０［－］ ２２ ９４ ５′ ５９．０９ １１９．１３ ０．５１３
ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７６２ ｎｓｃａｆ２７３４：９９３１０４－９９３１８６［－］ ２２ ８３ ３′ ５０．００ １５１．３２ ０．８７２
ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７７５ａ ｎｓｃａｆ２８７６：７００９２０－７０１０００［－］ ２２ ８１ ５′ ５０．００ ２５６．２３ １．５１４
ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７８４ ｎｓｃａｆ１８９８：１０９９４７４６－１０９９４８１８［＋］ ２２ ７３ ５′ ６３．６４ １４８．３９ ０．７６４
ｂｍｏ－ｍｉＲ－３００１ ｎｓｃａｆ２７９５：３１３２２０３－３１３２３２１［－］

ｎｓｃａｆ２８８３：２９０２４５－２９０３６３［＋］
ｎｓｃａｆ２９９３：３１３７４７２－３１３７５９０［＋］ ２６ １１９ ５′ ２３．０８ ８４．０２ ０．７３２
ｓｃａｆｆｏｌｄ１１８１５：１９７－３１５［＋］
ｓｃａｆｆｏｌｄ６８９０：６５０－７６８［－］

ｂｍｏ－ｍｉＲ－３２７６ ｎｓｃａｆ３０４８：１４９８２３－１４９９５２［＋］ ２３ １３０ ５′ ３０．４３ ９４．４７ ０．５７１
ｂｍｏ－ｍｉＲ－３２９９ ｎｓｃａｆ１０７１：３５７８７７－３５７９８７［－］ ２３ １１１ ３′ ３０．４３ １３２．０９ ０．９３５
ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３１０ ｓｃａｆｆｏｌｄ１９７７：１３５５－１５０２［－］ ２３ １４８ ５′ ６０．８７ ２８５．４９ ０．７５８
ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３１８ ｎｓｃａｆ２８８９：３３７２４２－３３７３７５［＋］

ｎｓｃａｆ２８８９：３３８８０３－３３８９３６［＋］
ｓｃａｆｆｏｌｄ１９３５３：１６７－３００［－］ ２４ １３４ ５′ ３３．３３ ９１．１２ ０．４８８
ｓｃａｆｆｏｌｄ２００６７：３３５－４６８［＋］
ｓｃａｆｆｏｌｄ３１１０２：１７４－３０７［＋］

ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３２１ ｓｃａｆｆｏｌｄ３３７５２：４５０－５４１［＋］
ｓｃａｆｆｏｌｄ３４９７７：２９６－３８７［＋］ ２３ ９２ ３′ ５２．１７ ２６９．６１ １．３４４

ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３２７ ｎｓｃａｆ２９９３：６５４９７５２－６５４９８５６［－］ ２３ １０５ ３′ ３０．４３ １０４．５０ ０．７８２
ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３６２ ｎｓｃａｆ２２７３：８９４５－９０５５［＋］ ２５ １１１ ５′ ２４．００ １１６．２０ １．０４４
ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３８３ ｓｃａｆｆｏｌｄ７０４９：５９９－６７６［＋］ ２４ ７８ ５′ ５８．３３ １１６．２０ ０．６１１
ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３８４ ｎｓｃａｆ１６９０：１４８０８４４－１４８０９７４［－］

ｎｓｃａｆ３０５８：８１７０７０６－８１７０８３６［－］
ｓｃａｆｆｏｌｄ２３７０７：３５６－４８６［－］ ２４ １３１ ５′ ５０．００ １８３．５０ ０．６７０
ｓｃａｆｆｏｌｄ２４８６２：２８－１５８［＋］
ｓｃａｆｆｏｌｄ７０５７：３９２－５２２［＋］

ｂｍｏ－ｍｉＲ－３４１４ ｎｓｃａｆ２８２７：１０７２７５３－１０７２８５２［－］ ２５ １００ ３′ ３２．００ ８１．９３ ０．６１３
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（Ｕ），表明该核苷酸在成熟体 ｍｉＲＮＡｓ的产生和调控过程中
具有重要的意义。这２０个候选 ｍｉＲＮＡｓ前体的长度变化范
围为７３～１４８ｎｔ，平均（１０２．９±２１．０）ｎｔ。统计数据还可看
出１２个ｍｉＲＮＡｓ位于前体ｍｉＲＮＡｓ的５′端，其余８个位于３′
端（表３）。利用Ａｌｔｕｖｉａ等的方法［１８］对２０个候选ｍｉＲＮＡｓ的
位置进行分析，并在家蚕基因组数据库中找到 ４个 ｍｉＲＮＡ
簇，分别是：ｂｍｏ－ｍｉｒ－１ａ／ｂｍｏ－ｍｉｒ－１ｂ；ｂｍｏ－ｍｉｒ－３０５／
ｂｍｏ－ｍｉｒ－３０５／ｂｍｏ－ｍｉｒ－２７５；ｂｍｏ－ｍｉｒ－２７３１－１／ｂｍｏ
－ｍｉｒ－２７３１－２；ｂｍｏ－ｍｉｒ－３３６２／ｂｍｏ－ｍｉｒ－３３６３。

２．２　候选家蚕ｍｉＲＮＡｓ的克隆与鉴定
提取家蚕幼虫期５龄３ｄ丝腺的总 ＲＮＡ，分别以成熟体

ｍｉＲＮＡｓ的茎环引物进行反转录ＰＣＲ，目的条带在６０～８０ｂｐ，
经凝胶电泳结果显示，共有１７个成熟体 ｍｉＲＮＡｓ的条带大小
符合。将目的片段回收后测序，比对结果显示仅有 ｂｍｏ－
ｍｉＲ－１ａ、ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５、ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７３１－１／－２、ｂｍｏ－
ｍｉＲ－２７７５ａ和ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３２７的序列与数据库中提供的
数据相符（图１），表明这６个ｍｉＲＮＡｓ在家蚕幼虫期５龄３ｄ
表达。

２．３　候选ｍｉＲＮＡｓ重组表达质粒的构建
分别构建包含候选 ｍｉＲＮＡｓ前体序列 ｂｍｏ－ｐｒｉ－ｍｉＲ－

１ａ、ｂｍｏ－ｐｒｉ－ｍｉＲ－３０５、ｂｍｏ－ｐｒｉ－ｍｉＲ－２７３１－１、ｂｍｏ－
ｐｒｉ－ｍｉＲ－２７３１－２、ｂｍｏ－ｐｒｉ－ｍｉＲ－２７７５ａ和 ｂｍｏ－ｐｒｉ－
ｍｉＲ－３３２７的重组表达质粒，转染 ＢｍＮ细胞并检测绿色荧
光。将重组质粒 ｐＧＬ３［Ａ３－ｌｕｃ－ＳＧＦ－１－３′－ＵＴＲ－
ＳＶ４０］、重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．０［ｉｅ１－ｅｇｆｐ－ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡｓ－

ＳＶ４０］、ｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ和内参质粒 ｐＲＬ－ＣＭＶ分别共转染
家蚕ＢｍＮ细胞，每组进行３次重复。转染４８ｈ后进行荧光检
测，结果显示转染后的ＢｍＮｆ细胞均能检测到绿色荧光（图２）。
２．４ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５和ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３２７对ＳＧＦ－１基因表
达的调控作用

转染４８ｈ后进行荧光素酶活性测定，利用萤火虫荧光强
度值／海参荧光强度值（Ｌｕｃ／Ｒｌｕ）对数据进行标准化校正。
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结果显示，转染了ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５重组质粒组的ｌｕｃ荧光素
酶活性与未转染时比较出现了明显下调（图３－Ａ），且２组之
间差异极显著（Ｐ＜０．０１），即转染了ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５表达载
体的这组细胞中，靶基因重组质粒的 ｌｕｃ荧光蛋白表达量降
低了７６．０４％。利用人工合成 ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ进
一步检验ｍｉＲＮＡ功能，发现ＳＧＦ－１３′－ＵＴＲ重组质粒荧光
蛋白表达量上调（Ｐ＜０．０５）。由此可见，ＳＧＦ－１３′－ＵＴＲ上
存在ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５的结合位点，且 ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５对

ＳＧＦ－１的转录后表达具有一定的抑制作用。
转染了ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３２７重组质粒组的ｌｕｃ荧光素酶活

性与未转染时比较出现了明显下调（图３－Ｂ），且两组之间差
异极显著（Ｐ＜０．０１），即转染了 ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３２７表达载体
的这组细胞中，靶基因重组质粒的 ｌｕｃ荧光蛋白表达量降低
了７９．１７％，并在转染 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后升高（Ｐ＜０．０５）。可以推
测，ｂｍｏ－ｍｉＲ－３３２７对 ＳＧＦ－１的转录后表达具有抑制
功能。

３　讨论与结论

应用生物信息学预测软件来预测家蚕 ｍｉＲＮＡｓ是常用的
候选 ｍｉＲＮＡｓ获得方法。ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ是 Ｒｅｈｍｓｍｅｉｅｒ等和
Ｋｒｕｇｅｒ等基于ｍｉＲＮＡ和靶基因二聚体二级结构开发的 ｍｉＲ
ＮＡ靶基因预测软件［１２－１３］，属于第一代靶基因预测软件，

ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ无需考虑靶基因的物种保守性，预测出的 ｍｉＲＮＡｓ
的数目不多，这是本研究选用该方法的原因之一。ＲＮＡ２２是
Ｍｉｒａｎｄａ等开发的ｍｉＲＮＡ靶基因预测软件［１４］，是第二代靶基

因预测软件。结合上述２款预测软件对可能作用于靶基因
ＳＧＦ－１的ｍｉＲＮＡｓ进行分析，共得到２０个候选ｍｉＲＮＡｓ。
　　特殊位置核苷酸偏好程度上可以看出２０个候选ｍｉＲＮＡｓ
成熟体中，一半以上数量的 ｍｉＲＮＡｓ５′端第 １位为 Ｕ，这与
Ｃａｏ等对ｍｉＲＮＡｓ特征分析的结果［１９］一致，在其试验中，成熟

体ｍｉＲＮＡｓ５′端第１位为 Ｕ的概率为７０．７３％。可能也说明
了在成熟体ｍｉＲＮＡｓ的产生和调控过程中尿嘧啶核苷酸具有
重要的意义。

Ｌｉｕ等在Ｓｏｌｅｘａｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ测序后发现 ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７５／
ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５／ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５是成簇存在的，但不同组
织中的表达不同［２０］。Ｈｅ等检测已识别家蚕基因组中 ｍｉＲ
ＮＡｓ的位置，同样发现了长度为２０８ｂｐ的该ｍｉＲＮＡｓ簇，且在
果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）、拟暗果蝇（Ｄ．ｐｓｅｕｄｏｏｂｓｃｕｒａ）和
冈比亚蚊（Ａｎｏｐｈｅｌｅｓｇａｍｂｉａｅ）中也有发现［２１］。ｂｍｏ－ｍｉＲ－
２７５和ｂｍｏ－ｍｉＲ－３０５属于不同的 ｍｉＲＮＡｓ家族（ｍｉｒ－２７５
家族和ｍｉｒ－３０５家族），而这２个ｍｉＲＮＡｓ家族的功能未知。

近年来，越来越多的科研人员选择双报告基因检测系统

研究ｍｉＲＮＡｓ的功能。黄勇利用该检测系统将Ｆｉｂ－Ｌ３′ＵＴＲ
重组质粒和ｍｉＲＮＡｓ表达质粒共转染 Ｓｆ细胞系，发现 ｐＡ３－
ｍｉＲＮＡ－９６５、ｐＡ３－ｍｉＲＮＡ－１９２６能够下调靶基因Ｆｉｂ－Ｌ的
表达［２２］。Ｃｈｅｎ等利用ｌｕｃ表达系统验证了ｂｍｏ－ｍｉＲ－１ａ－
３ｐ可能具有很强的抑制作用，且通过结合３′ＵＴＲ下调 Ｂｍ
ＶＭＰ２３［２３］。宋菲等初步验证了 ｂｍｏ－ｍｉＲ－２７３９对 Ｆｉｂ－Ｈ
具有正调控作用［２４］。同样，尹纪云、孙锋、刘立会、Ｊｉａｎｇ等也
各自利用该检测系统体外验证了家蚕 ｍｉＲＮＡｓ的功能［２５－２８］。

在前人研究的基础之上，笔者构建了 ｐｃＤＮＡ３［ｉｅ１－ｅｇｆｐ－
ｐｒｉ－ｍｉｒ－３０５－ＳＶ４０］和 ｐｃＤＮＡ３［ｉｅ１－ｅｇｆｐ－ｐｒｉ－ｍｉｒ－
３３２７－ＳＶ４０］重组载体，并与 ｐＧＬ３［Ａ３－ｌｕｃ－ＳＧＦ－１－３′－
ＵＴＲ－ＳＶ４０］共转染 ＢｍＮ细胞系，验证了重组质粒的转染效
率和ｌｕｃ荧光蛋白表达活性，并发现ｍｉＲＮＡｓ重组质粒极显著
地抑制了ｌｕｃ表达（Ｐ＜０．０１）。该方法简单易行，但也不能够
完全模拟体内或细胞内环境下特异ｍｉＲＮＡｓ与靶基因之间的
相互作用，因此还需在个体水平进一步研究候选 ｍｉＲＮＡｓ对
丝腺细胞因子基因ＳＧＦ－１表达的调控作用。

本研究中，对靶基因 ＳＧＦ－１３′ＵＴＲ进行了生物信息学
分析，因为动物中常见的 ｍｉＲＮＡｓ作用机制是与靶基因 ｍＲ
ＮＡ的３′ＵＴＲ结合后抑制其翻译，但并不对其进行剪切或降
解。随着ｍｉＲＮＡｓ研究的丰富，研究人员不但发现了一些新
型ｍｉＲＮＡｓ的正调控作用和去抑制作用［２９－３０］，还发现有些

ｍｉＲＮＡｓ能结合靶基因５′ＵＴＲ，且能够促进靶基因的表达或翻
译［３１］，而这也为今后在更加广阔的领域中研究家蚕 ｍｉＲＮＡｓ
功能打下基础。家蚕 ｍｉＲＮＡｓ功能研究中，靶基因５′ＵＴＲ结
合位点以及功能的研究尚未有报道，这对于丝腺细胞因子调
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控机制的深入研究也有一定的启发。或许在不久的将来，我

们还会发现更多关于ｍｉＲＮＡｓ和丝腺细胞因子之间的网络调
控机制，也为探讨家蚕 ｍｉＲＮＡｓ、丝腺细胞因子和蚕丝蛋白基
因间的调控机理提供新的试验数据。
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