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鸡miR-20a靶基因TP53INP1鉴定

王 宁，段 逵，宋 鹤，张潇飞，张天目，张文建，闫晓红，王守志，李 辉

（ 农业部鸡遗传育种重点实验室，东北农业大学动物科学技术学院，哈尔滨 150030）

摘 要：前期研究发现，过表达miR-17-92基因簇能促进鸡前脂肪细胞增殖，但作用机制尚不清楚。生物信

息学分析发现，TP53INP1是miR-17-92基因簇成员miR-17-5p 和 miR-20a的潜在靶基因，研究采用荧光素酶报告

基因技术和基因过表达技术开展该靶基因的验证。结果表明，过表达miR-17-92基因簇能显著抑制TP53INP1的3'
UTR报告基因活性；而转染miR-20a抑制剂能显著提高TP53INP1的3' UTR报告基因活性。将miRNA抑制剂分别

转染到DF1细胞和鸡前脂肪细胞中，采用 real-time RT-PCR方法检测细胞TP53INP1基因表达变化。结果显示，

miR-20a抑制剂能促进TP53INP1表达，TP53INP1是miR-20a的一个靶基因。
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Abstract: The previous studies showed that overexpression of miR- 17- 92 cluster promoted the

chicken preadipocyte proliferation, however, the underlying molecular mechanism remains unclear.

Bioinformatics analysis found that TP53INP1 was a potential target gene of miR- 17- 5p and miR- 20a

encoded by the miR-17-92 cluster. In the present study, we verified this bioinformatics analysis result using a

luciferase reporter assay and miRNA overexpression and knockdown. The results showed that miR-17-92

cluster significantly decreased TP53INP1 3ʹ UTR luciferase reporter activity; transfection of miR-20a inhibitor

significantly decreased TP53INP1 3ʹ UTR luciferase reporter activity. Real-time RT-PCR expression analysis

showed that transfection of miR-20a inhibitor increased the endogenous TP53INP1 expression in DF1cells

and immortalized chicken preadipocytes. Taken together, these data suggest that TP53INP1 is a target gene

of miR-20a.

Key words: chicken; miR-17-92 cluster; preadipocytes; TP53INP1; gene expression

收稿日期：2015-04-20
基金项目：国家自然科学基金项目（31372299）；国家863课题（2011AA100301）
作者简介：王宁（1964-），男，教授，博士，博士生导师，研究方向为动物遗传育种与繁殖。E-mail: wangning@neau.edu.cn

miRNA是一类非编码小RNA分子，通过与靶

mRNA不完全碱基互补配对，导致靶基因mRNA降

解或翻译抑制，调控靶基因表达[1]。miRNA是机体

发育中必不可少的小RNA分子，目前很多研究证
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明，miRNA参与动物细胞发育、增殖，分化、凋

亡及代谢等过程[2-3]。miRNA基因在染色体上的分

布非随机，miRNA基因紧密相邻，排列成簇 [4-5]。

miR-17-92 基因簇是目前受关注miRNA簇之一，

该基因簇能编码产生 miR- 17、miR- 18a、miR-
19a、miR-20a、miR-19b和miR-92等成员，该簇

miRNA成员在多种肿瘤中高表达，过表达会导致

疾病和癌症发生[6-7]。

人体 miR- 17- 92 基因簇位于 13 号染色体

C13orf25上[8]，该miRNA簇在动物发育和疾病发生

过程中发挥重要作用，可增加成骨细胞增殖能力[9]，

调节脂肪形成多个信号通路[10]。本研究前期在鸡前

脂肪细胞小RNA重测序中发现mir-17-92基因簇

在鸡前脂肪细胞中表达 [11]，进一步研究发现，

miR-17-92 基因簇过表达能促进鸡前脂肪细胞增殖

（未发表）。但miR-17-92基因簇促进鸡脂肪细胞增

殖的机制仍不清楚。

TP53INP1是一个p53诱导核蛋白1，TP53INP1
能影响细胞进程，调节细胞增殖、凋亡等[12-13]。本

研究生物信息学分析发现，TP53INP1基因 3' UTR
存在miR-17-92基因簇成员miR-20a和miR-17-5p
的集合位点，提示TP53INP1就是miR-17-92基因

簇的靶基因[14]。为揭示miR-17-92基因簇促进鸡前

脂肪细胞增殖的分子机制，本研究开展鸡miR-
17-92基因簇靶基因TP53INP1鉴定。

1 材料与方法

1.1 材料

脂肪组织来自东北农业大学高、低脂双向选

择系（NEAUHLF）高脂鸡，miR-17-92基因簇过表达

质粒pcDNA3.1-miR-17-92、鸡前脂肪细胞（ICPA）
和胚胎成纤维细胞（DF1）均为农业部鸡遗传育种重点

实验室保存，psiCHECK2 载体购自 Promega公司，

miR-17-5p inhibitor、miR-20a inhibitor、miR-19a
inhibitor和miR-19b inhibitor购自上海吉玛公司。

1.2 RNA提取与反转录

使用Trizol提取东北农业大学高、低脂双向选

择系（NEAUHLF）的高脂鸡脂肪组织，鸡胚胎成纤

维DF1细胞和 ICPA细胞总RNA，以A260/A280比值在

（1.8~2.0）高质量的 RNA作为模板，采用 Promega
反转录试剂盒合成cDNA。

1.3 载体构建

以东北农业大学高低脂双向选择系（NEAUHLF）
高脂鸡脂肪组织 cDNA为模版，使用 primer 5.0设

计引物（见表 1），采用 RT-PCR 扩增 TP53INP1
（NM_001030946.1）的 3' UTR，该片段包含 miR-
17-92基因簇成员结合位点的片段（835 bp）；将扩

增片段克隆到含有 XhoⅠ和NotⅠ酶切位点的 psi⁃
CHECK2双荧光素酶报告基因载体上，构建成 psi⁃
CHECK2-TP53INP1。

引物名称
Name

TP53INP1- P1-F
TP53INP1- P1-R
TP53INP1-R1-F
TP53INP1-R1-R
NONO-R1-F
NONO-R1-R

引物序列
Sequence

5' CCTCGAGGTGGACACTTAAAGGCGAAAA 3'
5' TTGCGGCCGCAAACAGACGCAAGACTGGAGAA 3'
5' GCACATCAAGCACAACGG 3'
5' TGTGATTGCGTCCGAGG 3'
5' AGAAGCAGCAGCAAGAAC 3'
5' TCCTCCATCCTCCTCAGT 3'

酶切位点
Site

XhoⅠ
NotⅠ

表1 RT-PCR引物和real-time PCR引物序列

Table 1 Primer sequences for RT-PCR and real-time PCR

1.4 细胞培养与转染

DF1和前脂肪细胞均采用完全培养基（DMEM/
F12+10%FBS），并在37 ℃ 5% CO2条件下培养。转

染前，将细胞按照每孔 1×104密度接种到六孔板，

待细胞完全贴壁并生长至 70%~80%密度时转染。

细胞转染参照 Invitrogen脂质体 2000转染试剂说明

书。将质粒分别转染至六孔板细胞中；每孔加入

质粒 2 μg，转染试剂 8 μL；转染 48 h 后收集细

胞，检测荧光素酶活性。

1.5 荧光素酶活性检测

使 用 Dual- Luciferase Reporter Assay System
（Promega公司）分别检测萤火虫荧光素酶和海肾荧

光素酶活性，报告基因活性结果以萤火虫/海肾相对

值表示，所有试验均重复3次并计算标准差。
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1.6 实时荧光定量PCR(real-time PCR)
使用 real-time PCR 仪型号为ABI 7500。反应

体系为：Roche FastStart Universal SYBR Green Mas⁃
ter（Rox）（2×）5 μL，上、下游引物（10 μmol · L-1）

各 0.2 μL，cDNA 模板 1 μL，ddH2O 3.6 μL，总体

积10 μL。反应条件：95 ℃预变性10 s，95 ℃变性

5 s，60 ℃复性延伸 34 s，共 40 个循环。溶解曲线

95 ℃ 15 s，60 ℃ 10 min，95 ℃ 15 s，每个样品设

3 孔重复。以NONO 基因为内参，利用 2-△△Ct 方法

将原始Ct 值转换为相对基因表达量。所用引物序

列见表1。
1.7 数据分析

数据分析采用Student's t-test，运用SAS 9.2软
件完成，数据格式表示为（平均值±标准差）。统计

分析P<0.05为差异显著，P<0.01为差异极显著。

2 结果与分析

2.1 TP53INP1基因3' UTR生物信息学分析

鸡TP53INP1 基因（NM_001030946.1）的 3' UTR
长度是 4 008 bp。应用 UCSC 数据库分析发现，

鸡、猕猴、鼠、狗、大象及热带爪蟾等TP53INP1
基因3' UTR基因组序列存在同源性较高区域（见图

1），提示该区域可能是重要的TP53INP1表达调控

元件。进一步采用在线 miRNA 靶基因分析软件

Targetscan 分析发现，鸡 TP53INP1基因mRNA的

3' UTR 存在miR- 17-92基因簇成员miR-17-5p和
miR-20a 的潜在靶结合位点；比较分析显示，

TP53INP1 基因3' UTR的这两个潜在miRNA结合位

点在各物种非常保守，这两个miRNA种子区结合序

列在鸡、人、鼠、猪等动物中完全相同（见图2）。

图2 鸡TP53INP1 3' UTR的miR-17-92基因簇miRNA成员结合区分析

Fig. 2 Predicted miRNA binding sites of miR-17-92 cluster in chicken TP53INP1 3' UTR

RhesusMouseDogElephantChicken
X. tropicalisZebrafish

Chr8(q22.1)

Shade
Score in range ≤166 167~277 278~388 389~499 500~611 612~722 723~833 834~944 ≥945

图1 TP53INP1基因3' UTR的同源性分析

Fig. 1 Homology analysis of TP53INP1 3' UTR

TP53INP1 3' UTR
Seed(1442~14448)

miR-20a miR-17-5p

Chicken
Human
Chimpanzee
Mouse
Rat
Pig
Rabbit
Conserved

Chicken
Human
Chimpanzee
Mouse
Rat
Pig
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Conserved

3'UGAUAUUCGUGAAAU 3'UGACAUUCGUGAAAU

Seed Seed

5'AAAUACAGCACUUUG
5'CAAUACAGCACUUUG
5'CAAUACAGCACUUUG
5'CAGCACAGCACUUUG
5'CAGCACAGCACUUUG
5'CAAUACAGCACUUUG
5'CAAUACAGCACUUUG
5'CAAUACAGCACUUUG

5'AAAUACAGCACUUUG
5'CAAUACAGCACUUUG
5'CAAUACAGCACUUUG
5'CAGCACAGCACUUUG
5'CAGCACAGCACUUUG
5'CAAUACAGCACUUUG
5'CAAUACAGCACUUUG
5'CAAUACAGCACUUUG

23.1SP22 21.3 24.3

| | | | | | | | | | | | | |
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2.2 miR-17-92基因簇对 TP53INP1的调节作用

分析

为确定 miR- 17- 92 基因簇是否靶作用于

TP53INP1上的3' UTR，构建鸡TP53INP1的3' UTR
荧光素酶报告基因载体（psiCHECK2-TP53INP1）
（见图 3），酶切测序正确无误后，将miR-17-92基
因簇 pcDNA3.1- miR- 17- 92 过 表 达 质 粒 和 psi⁃
CHECK2-TP53INP1质粒共转染到DF1细胞，48 h
后收细胞，使用荧光素酶报告基因检测系统测定

萤火虫/海参荧光素酶相对活性。结果发现，与

pcDNA3.1-control相比，pcDNA3.1-miR-17-92能

极显著抑制psiCHECK2-TP53INP1荧光素酶报告基

因活性达5倍以上（P<0.01）（见图4）。这表明miR-
17-92家族成员可能直接调控TP53INP1表达。

2.3 miR-20a对TP53INP1的调节作用

生物信息学分析显示，miR-17-92基因簇中

miR-17-5p，miR-20a均靶作用于TP53INP1，为确

定这两个miRNA成员是否作用于TP53INP1，利用

miR-17-5p 和 miR-20a 的 inhibitor 与 psiCHECK2-
TP53 INP1共转染到DF1细胞中，测定相对荧光活

性。结果发现，与 inhibitor NC相比，miR-17-5p in⁃
hibitor和miR-20a inhibitor均能提高报告基因活性，

其中miR-20a达到显著水平（P<0.05）（见图5），结果

表明miR-20a可能靶作用于TP53INP1。

为进一步验证miR-17-5p和miR-20a是否靶作

用于TP53INP1，使用miR-17-5p、miR-20a、miR-
19a 和 miR-19b 的 inhibitor，转染到 DF1 细胞中，

以miRNA inhibitor NC 作为阴性对照，24和48 h后
使用 real-time RT-PCR检测 TP53INP1在DF1细胞

中的表达水平。结果发现，与miRNA inhibitor NC
相比，转染miR-20a inhibitor显著提高 TP53INP1
表达水平，而转染miR-17-5p、miR-19a 和 miR-
19b 的 inhibitor对TP53INP1的mRNA表达水平未发

生显著变化（P>0.05）（见图6）。此结果与报告基因

分析结果一致，说明在DF1细胞中鸡miR-20a靶作

用于TP53INP1。
采用同样方法，分析miR-17- 5p，miR-19a，

miR-19b，miR-20a的 inhibitor，对鸡前脂肪细胞

内源性TP53INP1表达影响，结果与DF1细胞结果

一致，转染 miR- 20a 的 inhibitor 显著提高细胞

TP53INP1表达水平（P<0.05）。但转染miR-17-5p、

图3 psiCHECK2-TP53INP1载体双酶切验证

Fig. 3 Identification of psiCHECK2-TP53INP1 plasmid

by double enzyme digestion with XhoⅠand NotⅠ

M-Trans 2 k plus ⅡMarker（8000）；
P-psiCHECK2-TP53INP1双酶切鉴定（XhoⅠ和NotⅠ）

P-psiCHECK2-TP53INP1 digested with XhoⅠand NotⅠ

图4 miR-17-92基因簇对psiCHECK2-TP53INP1

报告基因活性影响

Fig. 4 Effect of miR-17-92 cluster overexpression on

relative luciferase activity of psiCHECK2-TP53INP1
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miR- 19a 和 miR- 19b 的 inhibitor 后 ， 未 发 现

TP53INP1表达水平发生显著变化（P>0.05）（见图

7）。同样也说明在前脂肪细胞中只有miR-20a对
TP53INP1表达有调控作用。

图6 转染miR-17-5p、miR-17-9a和miR-20a的 inhibitor对DF1细胞中内源性TP53INP1表达影响

Fig. 6 Effect of miR-17-5p，miR-17-9a and miR-20a inhibitors on relative TP53INP1mRNA expression in DF1 cells
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图7 转染miR-17-5p和miR-20a的 inhibitor对鸡前脂肪细胞中内源性TP53INP1表达的影响

Fig. 7 Effect of miR-17-5p and miR-20a inhibitors on relative TP53INP1 mRNA expression in ICPA cells

3 讨论与结论

本研究采用生物信息学、报告基因技术证实

TP53INP1是miR-17-92基因簇miR-20a的一个靶

基因。miR-20a 结合位点在人、鼠、鸡等动物

TP53INP1基因 3' UTR高度保守，推测 TP53INP1
是miR- 17-92基因簇的重要保守靶基因。多个研

究支持这一推测[6-14]。

TP53INP1具有抑制细胞增殖，促进细胞凋亡

作用。在人体宫颈癌细胞研究中发现，miR-20a/
miR-17-5p靶作用于TP53INP1基因，促进宫颈癌

细胞增殖[13-15]；在人体胃癌研究中发现，miR-20a/
miR-17-5p靶作用于 p21 和 TP53INP1，从而促进

胃癌细胞增殖 [6]。农业部鸡遗传育种重点实验室之

前研究发现，过表达miR-17-92基因簇促进鸡前

脂肪细胞增殖，但机制仍不清楚。本研究证实，

miR- 17- 92 基 因 簇 成 员 miR- 20a 靶 作 用 于

TP53INP1。考虑到 miR-17-92 基因簇靶基因众

多，推测miR-17-92基因簇可能至少部分通过抑

制TP53INP1基因表达，从而促进鸡前脂肪细胞增

殖。后续将以拯救试验确认miR- 20a是否作用于

TP53INP1而促进细胞增殖。

与人 TP53INP1研究结果不同，发现鸡miR-
20a 能靶向作用于 TP53INP1，但 miR- 17- 5p 对

TP53INP1并无明显作用。鸡miR-17-5p和miR-
20a种子区相同，但miR-17-5p对鸡 TP53INP1无

明显作用，推测miRNA作为一个反式作用因子，

在发挥调控时还需其他蛋白、非编码 RNA等参

与，在不同细胞中其靶基因并不完全相同[16-17]。

TP53INP1基因是miR-20a的靶基因；抑制其

表达，miR-17-92 基因簇可能是通过靶向抑制

TP53INP1表达，促进鸡脂肪细胞增殖。
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