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犡犐犃犘基因３′非翻译区荧光素酶报告载体的构建及活性分析
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　　摘　要：目的　构建重组Ｘ连锁凋亡抑制蛋白质（ＸＩＡＰ）基因３′非翻译区（３′ＵＴＲ）荧光素酶报告载体，分析可能调控犡犐犃犘

基因表达的微ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）。方法　采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）从人ｃＤＮＡ中扩增犡犐犃犘３′ＵＴＲ序列，插入荧光素酶报告载体

ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ，获得重组载体ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ；采用ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ６．２软件预测可能与犡犐犃犘３′ＵＴＲ结合的 ｍｉＲＮＡ；将ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ／

ＸＩＡＰ重组质粒和ｍｉＲＮＡ共转染Ａ５４９细胞，测定 犡犐犃犘３′ＵＴＲ荧光素酶的活性。结果　酶切及核酸测序证实，成功构建了

犡犐犃犘３′ＵＴＲ序列的荧光素酶报告重组子；ｍｉＲＮＡ靶位点的预测显示，犡犐犃犘基因可能是 ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ２００ｃ和 ｍｉＲ４２９的作

用靶标；与ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｃｔｒｌ组比较，ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ２００ｃ和 ｍｉＲ４２９能明显降低ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ的荧光素酶活性，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。结论　成功构建了犡犐犃犘３′ＵＴＲ荧光素酶报告载体，且 ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ２００ｃ和 ｍｉＲ４２９可显著降低其荧

光素酶的活性。

关键词：Ｘ连锁凋亡抑制蛋白质；　３′非翻译区；　微小ＲＮＡｓ；　荧光素酶类，细菌；　载体
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　　Ｘ连锁凋亡抑制蛋白质（Ｘｌｉｎｋｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＸＩＡＰ）是已知的凋亡抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＡＰ）中凋亡抑制功能极强的因子之一，它可以直接结

合和抑制半胱天冬氨酸蛋白酶（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｐｒｏｔｅａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ），导致细胞凋亡受到抑制。研究表明，ＸＩＡＰ

异常高表达与肿瘤的预后差及化疗、放疗抵抗密切相关［１２］。

ＸＩＡＰ的高表达可能在肿瘤细胞介导的凋亡机制中发挥重要

作用［３５］。微ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是生物体内源性的非

编码小ＲＮＡ，在物种进化中相当保守，长度为１９～２５个核苷

酸。其通过与靶 ｍＲＮＡ的３′非翻译区（３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｒｅ

ｇｉｏｎ，３′ＵＴＲ）部分互补配对而在转录后水平上对基因的表达

进行调控，导致ｍＲＮＡ的降解或翻译抑制
［６］。目前的研究证

实ｍｉＲＮＡ参与了细胞凋亡的调控
［７］。因此，为分析可能调控

犡犐犃犘基因表达的ｍｉＲＮＡ，笔者构建了犡犐犃犘３′ＵＴＲ的荧光

素酶报告载体，并初步分析了可能调控其表达的ｍｉＲＮＡ。

１　材料与方法

１．１　材料　人肺癌 Ａ５４９细胞株购于美国标准菌库（Ａｍｅｒｉ

ｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ），胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ

ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ改良Ｅａｇｌｅ培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉ

ｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，体外脂质

体转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００、ＯＰＴＩＭＥＭ 及质粒 ＤＮＡ

提取试剂盒为美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，荧光素酶载体ｐＧＬ３

Ｃｔｒｌ、ｐＲＬＴＫ、虫荧光素酶分析试剂盒为美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产

品，高保真犜犪狇酶、限制性内切酶犡犫犪Ⅰ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、胶

中回收ＤＮＡ试剂盒为日本ＴａＫａＲＡ公司产品。

１．２　生物信息学分析　利用ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ６．２软件对犡犐犃犘

３′ＵＴＲ可能作用的ｍｉＲＮＡ进行预测分析。

１．３　荧光素酶报告载体的构建　以人ｃＤＮＡ为模板，用聚合
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酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增人犡犐犃犘基因

的３′侧翼区，正向引物为：５′ＣＧＧＡＴＣＣＴＡＧＣＴＧＡＴＴＴＡ

ＡＡＧＧＣＴＴＡＧＧＣＡＴＧ３′（划线部分为犡犫犪Ⅰ酶切位点）；

反向引物为：５′ＧＧＡＡＴＣＣＴＡＡＣＡＴＣＴＴＡＡＴＣＡＴＣＣ

ＴＡＡＣＧＧＴＡ３′（划线部分为犡犫犪Ⅰ酶切位点）。ＰＣＲ产物切

胶纯化后，将ＰＣＲ产物及载体ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ经 犡犫犪Ⅰ酶切、纯

化，目的片段与载体于１６℃连接１２ｈ，将连接产物转化至大肠

埃希菌ＤＨ５α，酶切鉴定为阳性克隆，得到阳性重组子ｐＧＬ３

Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ，然后由上海英骏生物技术有限公司进行序列测定。

１．４　细胞培养　取液氮冻存的人肺腺癌Ａ５４９细胞，复苏，接

种于含１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，培养基中含１００Ｕ／

ｍＬ青霉素、１００Ｕ／ｍＬ链霉素，置于５％ＣＯ２、３７℃恒温、恒湿

培养，胰酶消化传代，每１～２ｄ更换培养基。

１．５　瞬时转染　取对数生长期的 Ａ５４９细胞，于转染前２４ｈ

铺板，使转染前的细胞密度达８０％左右；利用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００试剂进行转染，ｍｉＲＮＡ 和重组载体的使用量分别为

６０ｐｍｏＬ和２０～２００ｎｇ，ｐＲＬＴＫ作为标准内质量控制，以校

正各实验组之间的差异。将实验分组如下：（１）共转 ｍｉＲＮＡ

ｍｉｍｉｃ和 ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ组；（２）共转 ｍｉＲ２００ｂ和 ｐＧＬ３

Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ组；（３）共转 ｍｉＲ２００ｃ和ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ组；（４）

共转ｍｉＲ４２９和ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ组。转染２４ｈ后进行相关

检测。

１．６　荧光素酶活性检测　采用磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗涤细胞２次，加入１００μＬ１×裂解缓

冲液，用细胞刮将细胞刮下，移入１．５ｍＬＥＰ（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）管中，

４℃、１２０００×ｇ离心２ｍｉｎ，取５０μＬ上清液，按试剂说明书进

行操作，用化学发光检测仪检测并报告质粒的荧光素酶活性。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，每

组实验重复３次，计量资料用狓±狊表示，组间比较采用单因素

方差分析和狋检验，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　重组ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ荧光素酶报告质粒的构建与鉴

定　经ＰＣＲ扩增，获得长度为５３８ｂｐ的犡犐犃犘３′ＵＴＲ序列，

将该片段用犡犫犪Ⅰ单酶切后与线性化的ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ载体相连，

转化感受态大肠埃希菌。随机挑取阳性克隆扩增后提取质粒，

进行犡犫犪Ⅰ酶切鉴定，结果产生大小约５０００ｂｐ和５３８ｂｐ的２

个条带，表明该质粒经酶切鉴定正确。测序序列与美国国立生

物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）的报告序列完全一致，重组质粒构建成功，并将其

命名为ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ，见图１。

图１　　ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ部分测序图

２．２　犡犐犃犘３′ＵＴＲ存在 ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ２００ｂｃ和 ｍｉＲ４２９的

结合位点　根据 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ６．２软件数据库，在１２５５～

１２６１ｂｐ位置预测到１个在不同种属之间高度保守的 ｍｉＲ

２００ｂ、ｍｉＲ２００ｂｃ、ｍｉＲ４２９结合位点，见图２。

２．３　ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ２００ｃ和 ｍｉＲ４２９与犡犐犃犘３′ＵＴＲ靶向

结合的鉴定结果　为初步探讨 ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ２００ｃ或 ｍｉＲ

４２９是否能够靶向结合犡犐犃犘３′ＵＴＲ，分别将 ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ

２００ｃ、ｍｉＲ４２９和ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ与ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ共转染至

Ａ５４９细胞中，应用荧光素酶报告系统检测转染后各组的细胞

荧光素酶活性，检测结果见图３。与 ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ比较，ｍｉＲ

２００ｂ、ｍｉＲ２００ｃ和ｍｉＲ４２９能明显降低ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ的荧

光素酶活性，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

图２　　犡犐犃犘３′ＵＴＲｍｉＲＮＡ靶点预测结果

　　：犘＜０．０５，与ｍｉＲＮＡｍｉｎｉｃ比较。

图３　　ｐＧＬ３Ｃｔｒｌ／ＸＩＡＰ与ｍｉＲＮＡ转染Ａ５４９细胞

相对荧光素酶活性测定

３　讨　　论

ＸＩＡＰ是ＩＡＰ家族中的一员，其分子结构中包含２个特征

性结构域：（１）Ｎ末端３个杆状病毒ＩＡＰ重复结构域（ｂａｃｕｌｏｖ

ｉｒｕｓＩＡＰｒｅｐｅａｔｄｏｍａｉｎ，ＢＩＲ），即ＢＩＲ１、ＢＩＲ２和ＢＩＲ３；（２）Ｃ

末端由１个环状锌指结构组成，为基因的４个开放阅读框转录

翻译形成［８］。ＸＩＡＰ能够分别通过ＢＩＲ２和ＢＩＲ３结构域竞争

性结合Ｃａｓｐａｓｅ３、７和９，从而抑制Ｃａｓｐａｓｅ级联反应，阻止凋

亡的发生。因此，ＸＩＡＰ被认为是ＩＡＰ家族成员中最具潜在抑

制活性的蛋白质［９］。已有研究表明，ＸＩＡＰ在肺癌、胰腺癌等

肿瘤中高度表达，并可能在这些肿瘤的化疗、放疗抵抗中发挥

重要的作用［１３］。因此，在肺癌、胰腺癌等肿瘤的治疗过程中，

抑制ＸＩＡＰ的表达能有效逆转肿瘤细胞的凋亡抵抗，从而增强

其化疗敏感性。

目前发现，多种天然药物增强肿瘤对传统化疗药物的化疗

敏感性，与肿瘤中犡犐犃犘 的表达水平密切相关。人工合成的

百里香醌类似物ＴＱ２Ｇ、ＴＱ４Ａ１和ＴＱ５Ａ１正是通过抑制其

靶基因犡犐犃犘等的表达，显著增强吉西他滨和奥沙利铂诱导

的对吉西他滨耐药的胰腺癌细胞的凋亡［１０］。联合马斯里酸治

疗，能通过抑制ＸＩＡＰ等抗凋亡蛋白的表达，增强肿瘤坏死因

子α诱导的细胞凋亡，抑制细胞增殖
［１１］。

ｍｉＲＮＡ的发现为基因调控研究提供了新的方向，人们认

识到使用特定基因的靶向 ｍｉＲＮＡ进行肿瘤治疗的重要性和

可行性。ｍｉＲＮＡ是一类长度为１９～２５个核苷酸的非编码小

分子ＲＮＡ，主要通过与靶基因 ｍＲＮＡ３′ＵＴＲ的完全或不完

全配对，引起ｍＲＮＡ的降解或翻译抑制，从（下转第１１０２页）
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苗，患者局部出现红肿的概率更小，对儿童更安全。１９９９年美

国食品和药物管理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）及

欧洲药品评价局（Ｅｕｒｏｐｅａｎ ＭｅｄｉｃｉｎｅｓＥｖａｌｕａｔｉｏｎＡｇｅｎｃｙ，

ＥＭＥＡ）为使疫苗更为安全，要求疫苗生产停止使用硫柳汞。

在最终产品中不添加防腐剂。通过试生产的３批不含硫柳汞

的儿童剂量流感病毒裂解疫苗的保存结果分析，Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ２

及Ｂ血凝素浓度下降的最大幅度分别为１４．５４％、１７．１５％及

１１．０３％（下降值分别为１．０６、１．４１及０．７５ｇ）；加速稳定性试

验显示，Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ２及 Ｂ血凝素浓度的最大降幅分别为

１３．９９％、１５．８２％、１０．１６％ （下 降 值 分 别 为 １．０２、１．３１、

０．６９ｇ）。为确保疫苗质量，对保存的各型别半成品在使用时

有必要进行血凝素浓度的检测，以确保半成品的血凝素浓度在

控制范围内。笔者所在单位根据稳定性试验结果，在配制儿童

剂量疫苗时，将血凝素浓度的企业内控标准规定为３３～３６μｇ／

ｍＬ。在２０１１年制备的儿童剂量流感疫苗中含有较高的血凝

素，提供了足够的抗原量，保证了疫苗的有效性；在疫苗制备过

程中不添加防腐剂，降低了不良反应的发生。动物实验显示其

安全性和免疫性与国外疫苗效果基本一致，免疫后 Ｈ１Ｎ１、

Ｈ３Ｎ２和Ｂ型抗体阳性率（抗体滴度不小于１∶４０）分别达

９４％、９７％和７０％；各型抗体的几何平均滴度（ｇｅｏｍｅｔｒｉｃｍｅａｎ

ｔｉｔｅｒ，ＧＭＴ）增加值均超过４倍以上，Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ２和Ｂ分别为

３０、２４、８倍，具有良好的安全性和免疫性
［１３］，为制备不含防腐

剂、安全、有效的流感病毒裂解疫苗的研究及应用提供了依据。
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而在转录水平上调控基因的表达［６］。ｍｉＲＮＡ能通过调控其下

游靶基因的表达而参与调控细胞的凋亡、增殖以及分化等［１２］。

本研究根据ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ６．２软件，在１２５５～１２６１ｂｐ位

置预测到一个在不同种属中高度保守的 ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ２００ｃ

和ｍｉＲ４２９结合位点，并且通过分子克隆及荧光素报告系统，

确定ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ２００ｃ和ｍｉＲ４２９能靶向负性调控犡犐犃犘

３′ＵＴＲ。今后，仍需进一步通过蛋白质印迹技术检测 ｍｉＲＮＡ

对ＸＩＡＰ蛋白表达水平的影响，从而确定调控 ＸＩＡＰ表达的

ｍｉＲＮＡ。总之，本研究为寻找可能调控 犡犐犃犘 基因表达的

ｍｉＲＮＡ奠定了实验基础，并为提高化疗药物敏感性提供了新

的思路。
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ｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｓｕｒｖｉｖｉｎａｎｄＸＩＡＰ，ｉｎｎｏｎｓｍａｌｌ

ｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，２００９，３５（６）：１４４９１４６２．

［６］ ＢａｒｔｅｌＤＰ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ：ｔａｒｇｅｔｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎａｎｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆｕｎｃ

ｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００９，１３６（２）：２１５２３３．

［７］ ＭｏｕｒｔａｄａＭａａｒａｂｏｕｎｉＭ，ＷａｔｓｏｎＤ，ＭｕｎｉｒＭ，ｅｔａｌ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｃａｎｄｉｄａｔｅｏｎｃｏｇｅｎｅＰＬＡＣ８ｉｓｒｅｖｅｒｓｅｄｉｎｏｔｈｅｒ

ｃｅｌｌｔｙｐｅｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＣａｎｃｅｒＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，２０１３，１３（１）：８０９１．

［８］ ＤｕｆｏｕｒｎｅｔＣ，ＵｚａｎＣ，ＦａｕｖｅｔＲ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅ

ｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ，ｏｖａｒｉａｎａｎｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ

［Ｊ］．ＪＲｅｐｒｏｄＩｍｍｕｎｏｌ，２００６，７０（１／２）：１５１１６２．

［９］ＥｃｋｅｌｍａｎＢＰ，ＳａｌｖｅｓｅｎＧＳ，ＳｃｏｔｔＦＬ．Ｈｕｍａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏ

ｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｓ：ｗｈｙＸＩＡＰｉｓｔｈｅｂｌａｃｋｓｈｅｅｐｏｆｔｈｅｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．ＥＭＢＯ

Ｒｅｐ，２００６，７（１０）：９８８９９４．

［１０］ＢａｎｅｒｊｅｅＳ，ＡｚｍｉＡＳ，ＰａｄｈｙｅＳ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｓｔｕｄｉｅｓｏｎ

ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ Ｔｈｙｍｏｑｕｉｎｏｎｅａｎａｌｏｇｓｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ

Ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＰｈａｒｍＲｅｓ，２０１０，２７（６）：１１４６１１５８．

［１１］ＬｉＣ，ＹａｎｇＺ，ＺｈａｉＣ，ｅｔａｌ．Ｍａｓｌｉｎｉｃａｃｉｄｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓｔｈｅａｎｔｉ

ｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＮＦ

ｋａｐｐａＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ，２０１０，９：７３．

［１２］ＧａｒｚｏｎＲ，ＣａｌｉｎＧＡ，ＣｒｏｃｅＣＭ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ａｎｎｕ

ＲｅｖＭｅｄ，２００９，６０：１６７１７９．

（收稿日期：２０１３１２１５）

·２０１１· 国际检验医学杂志２０１４年５月第３５卷第９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．９




