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[摘要] 目的 构建人 MicroRNA一335(has—miR一335)阳性对照质粒表达载体。方法 根据与 has—miR一 

335“种子区”完全匹配的序列设计并合成一对互补的寡聚核苷酸链，经过缓慢降温退火得到 目的小片段。将 

退火产物连接人荧光素酶报告基因载体pMIR—REPORT而得到has—miR一335阳性对照重组质粒。应用Lipo— 

fectamine 2000将 has—miR一335阳性对照重组质粒、pMIR—REPORT空载体 ，分别与 Pre—miR microRNA335 Pre— 

cursor共转染至293T7／17细胞，用双荧光素酶方法检测 has—miR一335在真核细胞中表达水平。结果 获得 

has—miR一335阳性对照重组质粒，经测序结果正确。has—miR一335与其阳性对照结合在真核细胞中的表达下 

降。结论 成功构建了 has—miR一335阳性对照质粒表达载体。该载体可用于确认 has—miR一335实验中RNA提 

取、转染和基因表达检测方法是否可靠。has．miR。335双荧光素酶报告基 因检测体系的建立为进一步进行 

has—miR一335靶基因检测及验证奠定基础。 
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Construction of the eukaryotic expression vector for positive control plasmid of human MicroRNA-335 and it 
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[Abstract] Objective To construct the eukaryotic expression vector for the positive control plasmid of has— 

miR-335．Methods One pair of complementary oligomeric chains of exact matching sequence for has—miR一335 seed 

region were synthesized，and then target fragments were obtained by anneNing．The target fragments were inserted into 

pMIR．REPORT luciferase reporter vector．We cotransfected 293T／17 cell with the recombinant plasmid or pMIR—RE— 

PORT plasmid together with Pre-miR mieroRNA335 Precursor by Lipofeetamine 2000．The expression of has—miR一 

335 in eukaryotic cells was tested by Luciferase Assay．Results The positive control recombinant plasmid of hsa— 

miR一335 was comfirmed by sequencing．The expression of has—miR一335 decreases after combined with it S positive 

control in eukaryotic cells．Conclusion The positive control plasmid for has—miR一335 can be used to confiFin if the 

methods of experiments in RNA extraction，gene transfection and expression are reliable．The double luciferase reporter 

gene detection system of has—miR-335 is constructed suceessfuny，which lays the foundation for testing and validation 

of has—miR一335 target genes． 
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MicroRNA在真核生物基因调控中起重要作用， 

广泛参与细胞增殖、分化、发育、代谢、凋亡以及免疫 

反应、肿瘤形成等一系列病理生理进程 引。Mi． 

croRNA通过与靶基因的3 非翻译区(3 一UTR)结合 

来调控靶基因的表达。靶基因的验证主要方法是通 

过报告基因试验，需构建阳性对照表达载体帮助确 

认目标 MicroRNA试验检测方法的可靠性。2009～ 

2013年我们进行 has—miR一335的系列研究，构建 has— 
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miR．335阳性对照质粒是为进一步研究 has．miR一335 

的功能奠定实验基础。 

1 材料与方法 

1．1 Pre—miR删 microRNA335 Precursor f Pre—miR一 

335，microRNA335前体)质粒提取 质粒购于美国 

Ambion公司，CO 恒温培养箱37℃培养 16 h，挑选独 

立白色菌落lO个，分别置于10 ml LB(含100 l／／m1 

羧苄青霉素)培养液试管中，37℃摇床 175 r／rain振 

荡 12 h，抽提质粒。所提取质粒经限制性核酸内切 

酶 EcoR I、NotI双酶切，经美国辛辛那提儿童医学中 

心测序室测序显示序列正确。CO 恒温培养箱由美 

国Thermo Scientific公司生产，QIAprep Spin Mini— 

prep质粒提取试剂盒购于美国 QIAGEN公司，限制 

性内切酶购自美国New England Biolabs(NEB)公司， 

参照说明书进行操作。 

1．2 pMIR REPORT真核表达质粒提取及 回收 

pMIR REPORT质粒抽提及纯化见参考文献l-4 J。 

1．3 pMIR—REPORT—has—miR一335阳性对照质粒的构 

建 要求：has—miR一335阳性对照核苷酸序列与 has— 

miR．335的5 端第 2～8个核苷酸(种子区)序列完全 

匹配。方法：从 miRBase Targets数据库查找has—miR一 

335核苷酸序列(3 uguaaaaagcaauaaCGAGAACu 5 )， 

首先合成与 has—miR．335结合的靶位点 DNA序列及 

互补序列，5 一GGG CCC ACT AGT ACA TTT 1rrC GTr 

A 兀’GCT CTT GAA AGC TTA AAT TT一3 及 5 一AAA 

TIrr AAG CTr TCA AGA GCA ATA ACG AAA AAT 

GTA CTA GTG GGC CC．．3。两条寡聚核苷酸链用 

TE缓冲液稀释成50 IxM浓度，各取l0 l置于无核 

酸酶的管中混合，95 oC 2min，置温水浴中使其温度 

在 1～2 h逐渐降至 3O℃，得到退火合成的寡聚核 

苷酸。HinD II1及 SpeI限制性核酸内切酶双酶切退火 

合成的寡聚核苷酸插人物和pMIR—REPORT真核表达 

载体。反应体系(30 )Spel 1 ，Hind m 1 ，Buffer2 

3 ，BSA 0．3 。在加入pMIR—REPORT 4 Ixg或寡聚 

核苷酸插人物4 g后，置 37℃恒温水浴 4 h，随后 

65℃ 20 min灭活限制性核酸内切酶。将经过上述 

处理的双链插入序列按 3：1摩尔浓度连接到 pMIR— 

REPORT真核表达载体中，14℃过夜。寡聚核苷酸 

链由美国集成DNA技术公司(Integrated DNA Tech． 

nologies)合成，限制性内切酶及 T4 DNA连接酶试 

剂盒分别购自美国New England Biolabs(NEB)公司 

和 Invitrogen公司。 

1．4 转化 连接产物用热休克法转化大肠杆菌 

DH5 感受态细胞，抽提转化后大肠杆菌内的重组 

质粒，方法详见参考文献 ，送辛辛那提儿童医学 

中心测序室进行 has．Mir一335阳性对照质粒测序分 

析鉴定。大肠杆菌 DH5a感受态细胞购自美国 In— 

vitrogen公司。 

1．5 验证 pMIR—REPORT真核表达载体作为阴性 

对照来进行验证。 

1．5．1 细胞培养及转染 选择24孔板在37 oC CO， 

恒温培养箱培养 2937／17细胞，待细胞融合 70％ 

后共转染has miR一335 3 UTR阳性对照载体和 Pre— 

miR一335或同等数量纯化的 pMIR—REPORT载体和 

Pre—miR一335，继续在37℃ CO 培养箱中培养48 h。 

参照美国 Invitrogen公司 Lipofectamine 2000试剂盒 

说明书进行操作。DMEM培养基及胎牛血清购自 

美国Gibco公司。 

1．5．2 细胞收集 转染 48 h后，吸干细胞培养液， 

每孔中的附着细胞用 PBS洗涤 1次，每孔加人 100 

PLB细胞裂解液，在 22 oC(室温)下水平摇床震荡 

15 min。取96孔板，每孔加入20 裂解细胞培养物， 

采用美国Promega公司的双荧光素酶报告基因检测 

试剂盒检测荧光素酶活性，试验重复 3次。检测仪 

器为美国Biotek公司生产的 synergyTM 2多功能酶 

标仪；PLB细胞裂解液购于美国 Promega公司。严 

格按照说明书进行操作。 

1．6 统计学方法 应用 Graphpad Prism5软件进行 

统计、制图，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 has—miR一335阳性对照质粒测序显示插入物含 

GTTCTCG序列，提示 has—miR一335阳性对照载体中 

插人序列与 has—miR一335种子区完全匹配，即 has— 

miR一335阳性对照载体构建成功。 

2．2 与阴性对照载体 (pMIR—REPORT空载休)比 

较，阳性对照表达载体加入 Pre—miR一335唇蛋 表 

达明显下降(P<0．01)。见图 1。 
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图1 has—miR一335在真核细胞中荧光素酶活性 
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3 讨论 

3．1 MicroRNA通过其转录后调控机制在人体内发 

挥着非常广泛而重要的调控作用。据预测，人体 

30％的基因受 MicroRNA的调控 J。MicroRNA 5 端 

2-8核苷酸特定位点(种子区)与其靶标基因的 3 

UTR绑定，完全互补则抑制翻译，不完全互补则使 

mRNA降解，从而对靶基因进行调控 。识别 Mi— 

croRNA的靶标基因是认识其调节功能的关键。双 

荧光素酶报告基因试验(Duat—Luciferase Reporter As— 

say)是确定 MicroRNA是否能影响(上调或下调)靶 

基因的首选研究方法。为保证试验获得有意义的结 

果，设立必要的阳性对照和阴性对照是非常重要的。 

因此，构建 has—miR一335的阳性对照质粒，是完成我 

们最终研究 目的——has—miR一335靶基因预测及验 

证的前提条件之一。 

3．2 pMIR—REPORT真核表达载体包含一个受哺乳 

动物启动子／终止子系统控制的荧光素酶，荧光素酶 

基因下游的多克隆位点可插入核苷酸序列。我们所 

构建阳性对照质粒就是将与 has—miR-335种子区序 

列完全匹配的核苷酸序列插入 pMIR REPORT真核 

表达载体的多克隆位点中，测序结果表明has—miR一 

335阳性对照质粒构建成功，为下一步进行 has—miR一 

335相关试验结果正确判断打下基础。 

3．3 Promega双荧光素酶报告基因检测系统中含 

有在同一细胞中同时表达的萤火虫荧光素酶和海肾 

荧光素酶，前者为实验报告基因，而后者作为“内参 

照”对照报告基因，可减少各种实验条件变化对荧 

光素酶检测的影响，增加实验数据的可信度。293T 

细胞贴壁能力强，容易培养且转染效率高，适于进行 

荧光素酶报告基因分析 J。本研究 293 rⅣ／17细胞 

共转染构建成功的 has—miR一335阳性对照表达载体、 

MieroRNA335前体或 pMIR—REPORT空载体、MicroR一 
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NA335前体，收集细胞后采用双荧光素酶报告基因检 

测系统测定 has．miR一335表达水平。MieroRNA335前 

体共转染入真核细胞后，由自带的核糖核酸酶 Dicer 

切割，可形成与内源性成熟 MicroRNA335化学结构 

及生物功能一致的功能性单链 ，与人工构建的 Mi— 

croRNA335互补位点(阳性对照)结合。结果表明 

与阴性对照质粒相 比，阳性对照质粒加入 MicroR— 

NA335前体后蛋 白表达明显下降，与预测结果相 

符，提示 has—miR一335在293 1_7／l7细胞起下调蛋白 

表达作用。has—miR一335阳性对照表达载体成功构 

建及 has—miR一335下调真核细胞蛋白表达的预测对 

今后 has。miR一335靶基因预测及其功能研究提供良 

好的试验基础。 
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