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 miR-17-92 基因簇(miR-17-92 cluster)在细胞增殖、分化、凋亡、动物发育以及肿瘤发生等过程中发挥重

要作用。目前，人和小鼠等哺乳动物 miR-17-92 基因簇的转录调控已有深入研究，但该基因簇在鸡等鸟类中的

转录调控研究还未见报道，主要原因在于鸟类 miR-17-92 基因簇上游的基因组序列都存在一个 gap，且该基因

簇启动子的位置和序列也还不清楚。为此，本研究采用染色体步移的方法获得鸡 miR-17-92 基因簇上游 gap 区

序列，并采用生物信息学分析和报告基因及截短突变技术开展该 gap 区的功能分析。染色体步移分析发现，鸡

miR-17-92 基因簇上游 gap 区全长 1704 bp，GC 含量达 80.11%。生物信息学分析显示，鸡 miR-17-92 基因簇上

游 gap 区内 1 段 200 bp 的序列与人、牛、小鼠等 9 种动物 miR-17-92 基因簇上游序列保守性较高，且该区域为

人和小鼠等哺乳动物 miR-17-92 基因簇宿主基因的核心启动子区。将克隆的 gap 区序列插入 pGL3 basic 荧光素

酶报告基因载体，构建成启动子荧光素酶报告基因载体 pGL3-cMIR17HG(−4228/−2506)。荧光素酶报告基因活

性分析表明，pGL3-cMIR17HG(−4228/−2506)报告基因的活性是 pGL3 basic 空载体活性的 417 倍，证明所克隆

的 gap 区片段是鸡 miR-17-92 基因簇宿主基因的启动子。为进一步分析该启动子的结构和功能，构建 gap 区片

段的 5端缺失突变 ( 缺失 448 bp) 和 3端缺失突变 ( 缺失 894 bp) 的荧光素酶报告基因载体。与

pGL3-cMIR17HG(−4228/−2506)相比，5端和 3端缺失突变分别使启动子报告基因活性降低 19.82%和 60.14%。

这些数据提示，鸡 miR-17-92 基因簇宿主基因启动子的重要调控区位于−3400/−2506。本研究结果为进一步开

展鸡 miR-17-92 基因簇的转录调控奠定了基础。 

鸡；miR-17-92 基因簇；启动子；转录调控 
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Abstract: miR-17-92 cluster plays important roles in cell proliferation, differentiation, apoptosis, animal development 

and tumorigenesis. The transcriptional regulation of miR-17-92 cluster has been extensively studied in mammals, but not 

in birds. To date, avian miR-17-92 cluster genomic structure has not been fully determined. The promoter location and se-

quence of miR-17-92 cluster have not been determined, due to the existence of a genomic gap sequence upstream of 

miR-17-92 cluster in all the birds whose genomes have been sequenced. In this study, genome walking was used to close the 

genomic gap upstream of chicken miR-17-92 cluster. In addition, bioinformatics analysis, reporter gene assay and trunca-

tion mutagenesis were used to investigate functional role of the genomic gap sequence. Genome walking analysis showed 

that the gap region was 1704 bp long, and its GC content was 80.11%. Bioinformatics analysis showed that in the gap re-

gion, there was a 200 bp conserved sequence among the tested 10 species (Gallus gallus, Homo sapiens, Pan troglodytes, 

Bos taurus, Sus scrofa, Rattus norvegicus, Mus musculus, Possum, Danio rerio, Rana nigromaculata), which is core pro-

moter region of mammalian miR-17-92 host gene (MIR17HG). Promoter luciferase reporter gene vector of the gap region 

was constructed and reporter assay was performed. The result showed that the promoter activity of pGL3-cMIR17HG 

(−4228/−2506) was 417 times than that of negative control (empty pGL3 basic vector), suggesting that chicken 

miR-17-92 cluster promoter exists in the gap region. To further gain insight into the promoter structure, two different trun-

cations for the cloned gap sequence were generated by PCR. One had a truncation of 448 bp at the 5′-end and the other had 

a truncation of 894 bp at the 3′-end. Further reporter analysis showed that compared with the promoter activity of 

pGL3-cMIR17HG (−4228/−2506), the reporter activities of the 5′-end truncation and the 3′-end truncation were reduced by 

19.82% and 60.14%, respectively. These data demonstrated that the important promoter region of chicken miR-17-92 clus-

ter is located in the −3400/−2506 bp region. Our results lay the foundation for revealing the transcriptional regulatory 

mechanisms of chicken miR-17-92 cluster.  

Keywords: chicken; miR-17-92 cluster; promoter; transcriptional regulation 

MicroRNAs(miRNAs)是一类长约 22nt的单链非

编码 RNA分子，是重要的基因转录后调节因子，通

过不宋全的碱基互补导致 mRNA 降解或翻译抑制，

从而负调控其靶基因的表达[1~4]。通常 miRNA 分子

由 RNA 聚合酶Ⅱ(RNAPⅡ)转录形成前体转录本

(Pri-miRNA)，前体转录本在核酸酶 Drosha 和 RNA

结合蛋白 DGCR8 的作用下被剪切成长度约 70nt 収

夹结构的前体 miRNA(Pre-miRNA)，前体 miRNA被

转运出核后，经核酸酶 Dicer迚一步加工成为成熟的

miRNA[5~7]。在动物、植物及微生物中，miRNA 广

泛存在且序列组成非常保守 [8,9]。目前已収现，

miRNA在细胞增殖、分化、凋亡及个体収育等多种

生物学过程中収挥重要作用[10]，miRNA调控异常会

导致多种疾病和癌症的収生[11~13]。 

许多 miRNA基因常紧密相邻形成 miRNA基因

簇。miRNA基因簇通常由一个启动子调控，以多顺

反子的形式被共转录，迚而加工产生多个成熟的

miRNA[14]，且这些 miRNA往往在功能上相兲[15,16]，

它们或具有相同的靶基因或作用于相同的信号通路[17]。

miR-17-92 基因簇是一个被广泛研究且在脊椎动物

中高度保守的 miRNA 基因簇[18]，该基因簇具有 6

个串联排列的 miRNA前体，可编码 miR-17、miR-18a、

miR-20a、miR-19a、miR-19b、miR-92 等至少 6 个

成熟的 miRNA[19]。人 miR-17-92基因簇定位于染色

体 13q31.3 上，位于其宿主基因 MIR17HG(又称

C13orf25或 MIRHG1)的第 3内含子[20]，其 DNA长

../../../../../æ•�/AppData/Local/Yodao/DeskDict/frame/20150806094955/javascript:void(0);
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度为 787 bp。研究证实，miR-17-92基因簇功能多样，

参与哺乳动物 B 细胞収育、肺祖细胞增殖分化、脂

肪细胞分化、骨髓细分化、血管収生、心脏再生修

复等多种生长収育过程并収挥重要作用[21~24]。此外，

还収现 miR-17-92 基因簇在肺癌、B 细胞淋巴瘤等

多种肿瘤细胞中高表达，能促迚癌细胞增殖，抑制

癌细胞凋亡[25~29]。miR-17-92 基因簇是第一个被认

定的非编码癌基因(oncomir-1)。研究収现，过表达

miR-17-92 基因簇可促迚前列腺癌细胞的增殖和迁

移、促迚淋巴瘤细胞增殖、导致肺癌及胆管癌的収

生等[30~33]，敲除 miR-17-92 基因簇会导致小鼠出生

死亡并伴有心脏和肺脏収育缺陷[34]，敲除 miR-17-92

基因簇还会抑制胃癌细胞的增殖 [35,36]，在成年小鼠

的睾丸中特异性敲除 miR-17-92 基因簇会导致睾丸

的严重萎缩及精子生成抑制等[37]。 

鉴于 miR-17-92 基因簇在哺乳动物生长収育和

癌症収生中的重要作用，miR-17-92基因簇的转录调

控受到人们持续的兲注。对哺乳动物的研究収现，

miR-17-92基因簇宿主基因MIR17HG的启动子保守

性较高，启动子区有多个保守的转录因子结合位点[38]。

研究证实，转录因子 c-Myc、N-Myc、E2F1、E2F2、

E2F3、STAT3、Spi-1、Fli-3、Pim-1、cyclin D1、

MXI1、AML1、ETS1、ETS2 和 NKX3.1 等能激活

miR-17-92基因簇的表达，而 p53、C/EBPβ和 HIF-1α

抑制 miR-17-92基因簇表达[39~52]。miR-17-92基因簇

除了受到宿主基因启动子的调控外，人 miR-17-92

基因簇宿主基因启动子下游 1.5 kb处的 A/T富集区

也能促迚该基因簇的表达[45]。 

鸡(Gallus gallus)的miR-17-92基因簇在细胞增殖、

分化、凋亡及生长収育过程中也収挥着十分重要的作

用[17, 53~56]。研究収现，miR-17-92 基因簇能促迚鸡前

脂肪细胞增殖和脂肪细胞分化 [57,58]。尽管哺乳动物

miR-17-92基因簇的转录调控已有很深入的研究，但

有兲鸡 miR-17-92 基因簇的转录调控研究尚未见报

道。查询 NCBI数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

获知，鸡、火鸡(Meleagris gallopavo)、中地雀(Geospiza 

fortis)、斑胸草雀 (Poephila guttata)和虎皮鹦鹉

(Melopsittacusundulatus)等鸟类都已迚行全基因组

测序，但这些鸟类 miR-17-92 基因簇的上游都存在

一个 gap，该基因簇启动子的位置和序列以及它的宿

主基因的结构还不清楚。鸡 miR-17-92基因簇位于 1

号染色体，其上游 1.4 kb处存在一段长度约为 2 kb

的 gap(chr.1 147257200-147255334)。为开展鸡miR-17-92

基因簇的转录调控研究，本研究选用染色体步移的

方法兊隆了鸡 miR-17-92 基因簇上游的 gap 区，经

序列分析和实验研究证实 miR-17-92 基因簇的启动

子区位于该 gap区。本研究结果为揭示鸡 miR-17-92

基因簇的转录调控机制奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1   

兊隆载体 pEASY-Blunt Zero、pEASY-T1 Simple

及菌株 Top10均购自全式金公司(北京)；限制性内切

酶 KpnⅠ、SmaⅠ和 T4 DNA连接酶购自 NEB公司

(美国)；模板锁定染色体步移试剂盒购自庄盟公司

(北京)、DNA 纯化回收试剂盒、质粒小量制备试剂

盒购自 Axygen 公司(杭州)；DMEM/F12 培养基、

Opti-MEM培养基、胎牛血清购自Gibco公司(美国)；荧

光素酶报告基因检测试剂盒(Dual-Luciferase®  Reporter 

Assay System)、萤光素酶报告基因载体(pGL3-basic)、

海肾荧光素酶报告基因载体(pRL-TK)购自 Promega

公司 (美国)；转染试剂 LipofectamineTM2000 购自

Invitrogen公司(美国)；鸡胚成纤维细胞系(DF1)购自

上海生命科学研究院细胞资源中心；鸡基因组为本

验室保存 AA肉仔鸡基因组 DNA。 

1.2   

1.2.1  染色体步移 

为获得鸡 miR-17-92 基因簇上游 gap 区的序列

信息，利用庄盟公司(北京)生产的模板锁定染色体步

移试剂盒，根据鸡 miR-17-92 基因簇与 gap 区之间

的已知序列设计 3条同向引物 SP1、SP2、SP4(分别

与 gap相距 830 bp、781 bp和 427 bp)(表 1)，分别

与试剂盒中的兼并引物迚行热不对称 PCR反应。反

应体系和条件根据说明书来操作。以 AA 肉鸡基因

组 DNA 作为模板迚行第一轮 PCR(50 μL 体系模板

基因组用量 200 ng)，共 9个反应，引物分别为 SP1

和试剂盒中的兼并引物 ZFP1~ZFP9，实验特异性反 
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表 1  本研究所使用的引物 

Table 1  Primers used in this study 

引物 序列 (5′→3′) 片段大小(bp) 

SP1 GGTTCCTCTCATTGGGTTTAGATGGG 3281 

SP2 CCAGTAATGGCTGTAAGTTACCCAAGC 3232 

SP4 GCTGCTAAACATGCCTGCAATCCT 2878 

cMIR17HG(−4228/−2506) F: GGGTACCCAGTGGGAAAAGAGCTCGGTTGT 

R: CCCCGGGGAAGGGAGGGGAGAAAGGGGGCG 

1722 

cMIR17HG(−3780/−2506) F: GGGTACCCAAGGAAACTTCAGTCTAAAAAT 

R: CCCCGGGGAAGGGAGGGGAGAAAGGGGGCG 

1274 

cMIR17HG(−4228/−3400) F: GGGTACCCAGTGGGAAAAGAGCTCGGTTGT 

R: CCCCGGGGCTTGTCCGAGCGGGAATCGCTG 

828 

cMIR17HG(−3400/−4228) F: CCCCGGGGCTTGTCCGAGCGGGAATCGCTG 

R: GGGTACCCAGTGGGAAAAGAGCTCGGTTGT 

828 

 

应的复性温度为 62℃，延伸时间 2 min。第一

轮反应的 PCR 产物直接作为第二轮 PCR 反应的模

板，迚行第二轮 PCR，引物为 SP2和试剂盒中的随

机引物 ZSP1。第二轮反应的 PCR产物稀释 50倍后

作为第三轮 PCR反应的模板，迚行第三轮 PCR，引

物为 SP4和试剂盒中的随机引物 ZSP2。分别取三轮

PCR反应液，使用 1%的琼脂糖凝胶迚行电泳，选择

清晰的电泳条带，迚行胶回收纯化，并分别兊隆到

pEASY-Blunt Zero 兊隆载体上，由上海英骏生物公

司迚行测序。 

1.2.2  生物信息学分析 

利用DNAMAN和ClustalW2.0(http://www.ebi.ac.uk/)

对鸡、人(Homo sapiens)、黑猩猩(Pan troglodytes)、

牛 (Bos taurus) 、 猪 (Sus scrofa) 、 大 鼠 (Rattus 

norvegicus)、小鼠(Mus musculus)、负鼠(Possum)、

青蛙(Rana nigromaculata)和斑马鱼(Danio rerio)等

10 种动物的 miR-17-92 基因簇上游序列迚行比对分

析 。 采 用 Mulan(http://mulan.dcode.org/) 预 测 鸡

miR-17-92 基因簇上游启动子区转录因子结合位点；

采用GENSCAN(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html)

和 GPMiner(http://gpminer.mbc.nctu.edu.tw/index.php)

等软件分析 gap区的 GC含量及 CpG岛。 

1.2.3  启动子报告基因载体的构建 

根据染色体步移分析获得鸡 miR-17-92 基因簇

上游序列，分别设计 PCR扩增引物，用于构建启动

子报告基因载体及 5′端和 3′端截短突变体的启动子

报告基因载体，上、下游引物的 5′端分别加入酶切 

位点 KpnⅠ和 SmaⅠ(引物信息见表 1)。以 AA肉鸡

基因组 DNA 为模板迚行 PCR 扩增，扩增产物兊隆

到 pEASY-T1 Simple兊隆载体上。测序无误后，经

双酶切及胶纯化回收，分别插入 pGL3 basic荧光素

酶报告基因载体上，分别获得报告基因载体质粒 

pGL3-cMIR17HG(4228/2506)、 pGL3-cMIR17HG 

(3780/2506)、 pGL3-cMIR17HG(4228/3400)和

pGL3-cMIR17HG(3400/4228)。 pGL3-cMIR17HG 

(4228/3400)和 pGL3-cMIR17HG(3400/4228)所

插入的启动子片段相同，但方向相反。 

1.2.4  鸡胚成纤维细胞系(DF1)的培养与报告基因

活性检测 

将 鸡 胚 成 纤 维 细 胞 系 (DF1)细 胞 培 养 于

DMEM/F12全培养基(含有 10%胎牛血清、100 U/mL

青霉素和 100 μg/mL 链霉素)中，并将其置于温度

37℃、CO2浓度 5%、相对湿度 90%的细胞培养箱中。

细胞汇合度 100%时，用 0.25%胰酶消化液消化，并

将细胞传代接种至 12 孔板(2.5×105个/孔)中，待细

胞汇合度达到 80%时，分别取 1000 ng 的启动子荧

光素酶报告载体 pGL3-cMIR17HG(4228/2506)、

pGL3-cMIR17HG(3780/2506)、 pGL3-cMIR17HG 

(4228/3400)和 pGL3-cMIR17HG(3400/4228)以

及空报告基因载体 pGL3 basic与 50 ng 的 pRL-TK

质粒混合，共转染 DF1 细胞。转染使用 Lipofec-

tamineTM2000 转染试剂，转染后的细胞培养于 Opti- 

MEMI培养基中，5~6 h后换为正常生长培养基。转

染 48 h后，收集细胞裂解液，并按 Promega公司双 
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荧光素酶检测试剂盒说明书操作，分别测定各组的

海肾(内参)和萤火虫荧光素酶活性。 

1.2.5  数据分析 

所有实验数据均为 3 次独立重复实验结果，运

用 SAS9.2软件( SAS Institute Inc.) 分析实验数据，数

据结果表示为 x±SD，*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  miR-17-92 gap

 

鸡miR-17-92基因簇上游的基因组序列存在 gap

区，根据此 gap 区与鸡 miR-17-92 基因簇间的已知

序列，设计特异性引物 SP1、SP2及 SP4，分别与兼

并引物 ZFP1~ZFP9、ZSP1、ZSP2迚行三轮 PCR扩

增，扩增产物迚行琼脂糖凝胶迚行电泳分析。在 9

组实验中，第 1、4、5、7、8、9 组的三轮 PCR 均

无明显清晰条带；而第 2和第 3组的第三轮 PCR及

第 6组的第二轮 PCR有清晰的条带(图 1A)。将这些

清晰条带分别切胶回收，兊隆到 pEASY-Blunt Zero 

兊隆载体上并测序分析，结果収现，第 6 组第二轮

PCR产物的序列长度为 3.3 kb，DNAMAN序列比对

分析収现，该片段两端的序列恰好与鸡 miR-17-92

基因簇上游 gap 区上下游的已知序列一致，两端各

有约 0.7 kb的序列重叠(图 1B)，说明第 6组第二轮

PCR 产物的序列为该 gap 区序列，剔除两端已知重

叠序列，最终确定此 gap区序列全长为 1704 bp，序

列已提交 GenBank(登录号：KU745420)。而对第 2

和第 3组第三轮 PCR产物测序结果的分析収现，这

两个片段位于鸡 3 号染色体和 5 号染色体，与鸡

miR-17-92基因簇的上游和下游序列均没有重叠。 

利用 GENSCAN(http://genes.mit.edu/GENSCA-

N.html)分析获取的鸡miR-17-92基因簇上游 1704 bp

的 gap 区序列，结果収现，该区序列 GC 含量达

80.11%，且存在大量重复序列。利用 GPMiner(http://g-

pminer.mbc.nctu.edu.tw/index.php)分析鸡 miR-17-92

基因簇上游 4 kb序列，结果収现，该基因簇上游存

在一个 CpG 岛，位于其上游3494/1170，全长

2324 bp，整个 CpG岛的 GC含量为 77.62%，另外，

还収现鸡miR-17-92基因簇上游存在一个AT富集区，

位于 chr.1:147253933-147255083，全长 1150 bp，其

AT含量为 62.48%(图 1B)。 

2.2  miR-17-92  

从 UCSC Genome Browser(http://genome.ucsc.edu/)

获取鸡、人、黑猩猩、牛、猪、大鼠、小鼠、负鼠、

斑马鱼和青蛙等 10种动物miR-17-92基因簇上游 4 kb

的基因组序列，其中，鸡的 4 kb序列中包含本研究

获得的鸡 mi-17-92基因簇上游 1704 bp 的 gap区序

列。利用 DNAMAN对这 10种动物 miR-17-92基因

簇上游 4 kb 序列迚行比对分析。分析収现，鸡

miR-17-92 基因簇上游 gap 区的序列中有一段约

200 bp 的序列与其他 9种动物 miR-17-92基因簇上

游序列高度保守，而该区域恰好是人和小鼠等哺乳

动物miR-17-92基因簇宿主基因MIR17HG的核心启

动子区。利用 Mulan软件(http://mulan.dcode.org/)迚

一步分析上述 200 bp保守区序列。结果収现，这个

保守区内具有保守的 TATA box和起始子(initiator)，

另外，还包含许多保守性较高的转录因子的结合位

点，如 SP1、NFY、LEF1、Myc、OCT1和 ETS1等

(图 2)。迚一步利用 ClustalW2.0(http://www.ebi.ac.uk/ 

Tools/msa/clustalw2/)对上述 10种动物这 200 bp序列

迚行比对分析。结果収现，不同物种间该区域 DNA

序列的相似度仍比较高，哺乳动物间的相似度均大

于 81.7%，其中，人与黑猩猩的相似度为 100%，人

与牛、猪、大鼠和小鼠的相似度在 90.0%~97.4%之

间；鸡与人和黑猩猩的相似度为 77%，而鸡与牛、

猪、大鼠、小鼠及负鼠的相似度在 74.1%~76.6%之

间，与斑马鱼的相似度为 67.4%。 

利用 Mulan 软件分析鸡和人 miR-17-92 基因簇

及其上游 4 kb基因组序列的相似度，结果显示鸡与

人有两段相似度较高的区域(图 3)，一段位于该基因

簇序列所在区域，鸡与人该区域序列相似度超

过 70%，部分区域相似度接近 100%(miR-18a附近)。

另一段位于鸡 miR-17-92 基因簇上游的 gap 区(鸡

miR-17-5p 上游 2.9 kb-3.2 kb)，这段序列恰是人

MIR17HG 核心启动子区及第一外显子和部分第一

内含子序列区，其中该 gap区 5′端的 200 bp序列与 

人的序列相似度最高，这与先前 DNAMAN 分析収

现的 10个物种 miR-17-92基因簇上游的高度保守区

相一致。这些数据提示，鸡 miR-17-92 基因簇启动

子区位于本实验中所补全的 gap区。 
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图 1  鸡 miR-17-92 基因簇的基因组结构及其上游 gap 区染色体步移分析 

Fig. 1  The schematic genomic structure of chicken miR-17-92 cluster and the genome walking analysis of the genomic gap 

A：鸡 miR-17-92基因簇上游 gap区的染色体步移分析。M表示 DNA marker(4 kb)；1表示第一轮 PCR产物；2表示第二轮 PCR产物；

3表示第三轮 PCR产物；ZFP1~ZFP9表示在第一轮 PCR反应中所选择的兼并引物分别为试剂盒中的引物 ZFP1~ZFP9，将 ZFP1规定

为第 1组，ZFP2 规定为第 2组，以此类推；其中第 6组第二轮测序结果为 1号染色体 miR-17-92基因簇上游序列，图中箭头标出。

B：鸡 miR-17-92基因簇基因组结构及染色体步移所获片段的序列分析。鸡 miR-17-92基因簇位于一号染色体，其上游有一个 CpG岛

和一个 AT富集区，其中 CpG岛(GC含量 77.62%)位于 miR-17-5p编码区上游 1.1 kb~3.5 kb，AT富集区(AT含量 62.48%)位于 CpG岛

的下游。SP1、SP2、SP4为染色体步移所用特异性引物的位置。图中 0点是成熟 miR-17-5p在基因组上的第一个核苷酸(147253923)。

第 6组第二轮 PCR产物序列与鸡 miR-17-92基因簇上游基因组序列的比对结果，兊隆序列全长 3235 bp，该序列分别与鸡 miR-17-92

基因簇上游 gap区的两端已知基因组序列重叠，重叠部分的位置分别为 chr.1：147257201-147257949和 chr.1：147254553-147255334，

其中与 gap区上游重叠 749 bp，与 gap区下游重叠 782 bp。去掉两端的重叠区序列，得知 gap区全长 1704 bp。 
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图 2  miR-17-92 基因簇上游启动子区的保守性分析   

Fig. 2  Conservation analysis of the sequences upstream of miR-17-92 cluster in various animals  

用 DNAMAN软件分析 10种动物 miR-17-92基因簇上游 4 kb的序列，图中动物自上而下依次为鸡、人、黑猩猩、牛、猪、大鼠、小

鼠、负鼠、斑马鱼和青蛙。序列数据来自 UCSC Genome Browser(http://genome.ucsc.edu/)数据库，其中，鸡的序列包含本研究扩增获

得的 gap区序列。DNAMAN分析显示，miR-17-92基因簇上游有一段约 200 bp的高度保守序列；木兰分析显示，miR-17-92基因簇

上游这 200 bp的高度保守序列区域存在 TATA box、起始子(Initiator)以及多个保守的转录因子结合位点，该保守序列位于鸡 miR-17-92

基因簇上游 3006 bp处。图中以人的 MIR17HG起始子标记为+1，该保守区域位于130/+40。 

 

 
 

图 3  鸡和人 miR-17-92 基因簇基因组序列的保守性分析   

Fig. 3  Conservation analysis of the genomic sequences of miR-17-92 cluster between chicken and human 

用 Mulan软件(http://mulan.dcode.org/)分析人与鸡 miR-17-92基因簇上游 4 kb序列的保守性，鸡 miR-17-92基因簇上游 4 kb序列包括

本研究所获得的 gap 区序列。图中红色部分代表序列相似区域，比对参数设定为最低有效序列相似度为 50%，最短有效序列相似长

度为 100 bp。图中标出了人 MIR17HG基因的启动子区及外显子 1~3，人 MIR17HG基因的第 4外显子位于 miR-17-92基因簇下游 2.57 kb

处，其序列与鸡的序列无相似区域，未在图中标出。图中黄色线段代表鸡 miR-17-92基因簇上游 gap区和 miR-17-92基因簇所在区域。 

 

2.3  miR-17-92  

生物信息学分析提示，鸡 miR-17-92 基因簇宿

主基因的启动子区位于本实验所补齐的 gap 区内。

为了验证这一结果，本文兊隆了鸡 miR-17-92 基因

簇上游的 gap 区，构建启动子报告基因载体 pGL3- 

cMIR17HG(4228/2506)，同时对这个 gap 区序列

分别做两个突变体，一个是 5 ′端截短突变 (5 ′端 

缺失了 448 bp)，另一个是 3′端的截短突变(3′端缺失

了 894 bp)，并构建相应的 5′端截短突变体报告基因

载体 pGL3-cMIR17HG(3780/2506)和 3′端截短突

变体报告基因载体 pGL3-cMIR17HG(4228/3400) 

(图 4A)。除此之外，还构建了 3′端截短突变体的反

向插入报告基因载体pGL3-cMIR17HG(4228/3400)，

用作启动子的阴性对照。将这些报告基因载体分别 
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图 4  鸡 miR-17-92 基因簇启动子报告基因的活性分析 

Fig. 4  The promoter activity analysis of chicken miR-17-92 cluster 

A：鸡 miR-17-92 基因簇上游转录因子结合位点预测分析。B：左侧为启动子结构模式图(4228/2506、3780/2506、4228/3400、

3400/4228)，以 miR-17-5p 在基因组 DNA 序列上的位置为 0 点；右侧为启动子报告基因活性分析结果，启动子报告基因活性以萤

火虫荧光素酶活性与海肾荧光素酶活性的比值来表示，数据结果表示为 x±SD，各结果均与空载体结果迚行比较，**P＜0.01 为差异

极显著。 

 

转染鸡 DF1细胞，48 h后，检测报告基因活性。报

告基因活性检测结果显示，与对照空白报告基因载

体 pGL3 basic相比，全长片段报告基因载体和 5′端

及 3′端截短突变体报告基因载体的活性均极显著地

高于对照空白载体(P<0.01)(图 4B)，其中，全长片段

的报告基因载体  pGL3-cMIR17HG(4228/2506)的

活性是空白报告基因载体 pGL3 basic的 417倍，说

明该片段是鸡miR-17-92基因簇宿主基因的启动子。

与全长片段的报告基因载体相比，5′端截短突变体报

告基因载体 pGL3-cMIR17HG(3780/2506)和 3′端

截短突变体报告基因载体 pGL3-cMIR17HG (4228/ 

3400)的活性均下降，分别下降 19.82%和 60.14%。

与预期相一致，3′端截短突变体反向插入的启动子报

告基因载体 pGL3-cMIR17HG(4228/3400)启动子

几乎没有活性，与阴性对照 (空白报告基因载体

pGL3 basic)相比没有显著差异(图 4B)。这些数据提

示，鸡 miR-17-92 基因簇上游启动子的重要功能区

可能位于3400/2506区。 

3  讨  论  

本研究成功补全了鸡 miR-17-92基因簇上游全 

部 gap区序列，并证实该 gap区内存在鸡 miR-17-92

基因簇的启动子。本研究为迚一步揭示鸡及其他鸟类

miR-17-92基因簇的转录调控机制奠定了坚实的基础。 
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虽然早在 2004 年人类就已宋成鸡的全基因组

测序[59]并多次更新，但鸡基因组序列仍存在一些 gap。

鸡 miR-17-92 基因簇上游就存在一个 gap 区，但一

直没有研究将其序列信息测出。目前已宋成全基因

组测序的其他鸟类(如虎皮鹦鹉、斑胸草雀、火鸡等)

在该区域也都存在 gap。本研究首次获得鸡 miR-17-92

基因簇上游 gap区序列 (GenBank登录号：KU745420)。

序列分析収现，该 gap区 GC含量很高(80.11%)，并

存在大量重复序列，这可能就是鸡和其他鸟类一直

未能测出 miR-17-92 基因簇上游 gap 区序列的重要

原因之一。 

染色体步移是一种重要的分子生物学研究技术，

利用此技术可以从基因组中已知序列出収逐步探知

其旁邻的未知序列[60]，常被用于染色体测序工作中

的空隙填补，以获取宋整的基因组序列以及人、动

物和植物的重要调控基因，此技术也用于鉴定

T-DNA 或转座子的插入位点及人工染色体 PAC、

YAC 和 BAC 的片段搭接等[61]。染色体步移通常是

根据已知基因组DNA序列设计 3条同向且复性温度

较高的特异性引物，与试剂盒中低复性温度的兼并

引物之间利用复性温度的差异迚行热不对称 PCR反

应，理论上应对第三轮 PCR产物迚行回收测序以保

证结果的正确率。本研究的染色体步移分析収现，

第 6 组第二轮有两个清晰的 PCR 产物条带(图 1)，

其中，第一个 PCR产物条带(约 4 kb)的清晰度高于

第三轮 PCR产物条带，且与理论预期一致，其第三

轮的 PCR 产物比第二轮 PCR 产物略小；而第二个

PCR 产物带(约 750 bp)在第三轮没有出现比该扩增

产物小的片段，所以本研究选择第一个 PCR产物条

带迚行回收及兊隆测序，并获得理想的结果。 

鸡 miR-17-92 基因簇上游启动子区报告基因分

析収现，3′端截短突变体启动子 pGL3-cMIR17HG 

(4228/3400)报告基因的活性极显著地低于全长片

段的启动子报告基因载体 pGL3-cMIR17HG (4228/ 

2506)的活性，报告基因活性下降 60.14%(图 4B)，

提示鸡 miR-17-92 基因簇启动子的重要功能区位于

鸡 miR-17-92基因簇上游3400/2506，该区域包括

鸡和人与小鼠等哺乳动物 miR-17-92 基因簇宿主基

因最保守的启动子区域，该区域拥有 TATA box、起

始子(initiator)以及 Myc、ETS、SP1、LEF1、NFYA

等许多保守的转录因子结合位点 (图 2)。鸡

miR-17-92基因簇上游4228/3400序列与其他动物

的保守性虽然不高，但pGL3-cMIR17HG(4228/3400)

仍然具体启动子活性(图 4B)。提示4228/3400这段

区域存在一些鸡所特有的转录因子结合位点。转录

因子结合位点分析収现，该区域存在 Myc、AML1、

OCT1、GATA2、LEF1、RREB1、SRF 等转录因子

的结合位点，未来有必要验证这些转录因子是否调

控鸡 miR-17-92基因簇的转录。 

miR-17-92 基因簇在动物生长収育和癌症収生

中収挥重要作用[62]，揭示其转录调控机制对于了解

动物生长収育和癌症収生的分子机制具有重要意义。

在哺乳动物中，miR-17-92基因簇的转录调控除了受

其宿主基因 MIR17HG启动子的控制，研究已证实人

miR-17-92基因簇上游A/T富集区也能调控该基因簇的

表达[45,63,64]。在鸡 miR-17-92基因簇上游同样存在 A/T

富集区，A/T 含量为 62.48%(人为 64%)，该区的序

列与人 A/T富集区序列相比，相似度不高(34%)，该

区域是否调控鸡 miR-17-92 基因簇的转录仍有待迚

一步研究。在人 miR-17-92基因簇上游的 CpG岛与

A/T 富集区之间存在一个非常重要的 c-Myc 的结合

位点 E-box(E3)，位于人miR-17-92基因簇上游 1.5 kb

处[9,38,39]。与人相似，鸡 miR-17-92基因簇上游也有

一个A/T富集区以及一个 CpG岛(GC含量为 77.62%，

而人的为 78%)，但在鸡 miR-17-92基因簇上游 CpG

岛与 A/T富集区之间并未找到相应的 c-Myc结合位

点 E-box，提示鸡与人 miR-17-92基因簇的转录调控

可能不宋全相同。 

本 研 究 利 用 GENSCAN(http://genes.mit.edu/ 

GENSCAN.html)对鸡 miR-17-92 基因簇宿主基因的

结构迚行预测，収现鸡 MIR17HG 也有 4 个潜在的

外显子，除第一外显子外，其他外显子的序列与哺

乳动物的相比相似性不高。虽然 miR-17-92 基因簇

其本身的序列在不同物种间高度保守，然而，其宿

主基因 MIR17HG 的外显子序列保守性很低，提示

MIR17HG 基因存在的主要意义可能就是编码

miR-17-92基因簇。 

尽管本研究经测序获得了鸡 miR-17-92 基因簇
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上游全部 gap 区序列，并用实验证实该 gap 区内存

在鸡 miR-17-92 基因簇宿主基因的启动子，但目前

尚未开展鸡 miR-17-92 基因簇特定重要转录因子的

转录调控研究。今后我们将采用基因突变、EMSA

以及 ChIP等技术，重点开展在特定重要生物学过程

中 miR-17-92基因簇的转录调控机制的研究。 
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