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鸡 miＲ-19a、miＲ-19b 通过靶向抑制 LIN9 促进前脂肪细胞增殖
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摘要 miＲ-17-92 基因簇编码包括 miＲ-19a、miＲ-19b 在内的至少 6 个 miＲNA，在鸡细胞的增殖、分
化、凋亡及发育等多种生物学过程中发挥重要作用，但其作用机制尚不清楚。生物信息学分析显

示，细胞周期调控子 LIN9 是 miＲ-17-92 基因簇成员 miＲ-19a 和 miＲ-19b 的潜在靶点。为验证这一

预测，构建含野生型 LIN9 3'-UTＲ 荧光素酶报告基因载体( psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-WT) 及突变

型报告基因载体( psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-MUT) ，开展靶标 LIN9 的鉴定。复合转染结合报告基

因酶活性测定结果表明，过表达 miＲ-19a 和 miＲ-19b 能显著抑制含野生型 LIN9 3'-UTＲ 的报告基

因表达，而过表达 miＲ-19a 和 miＲ-19b 抑制剂显著提高野生型 LIN9 3'-UTＲ 报告基因的表达。实

时定量 PCＲ( ＲT-qPCＲ) 证明，miＲ-19a 和 miＲ-19b 抑制剂对内源性 LIN9 mＲNA 的表达没有影响，

提示 miＲ-19a 和 miＲ-19b 可能不是通过降解 mＲNA 调控 LIN9 表达。转染结合 CCK-8 细胞增殖分

析显示，在鸡前脂肪细胞过表达 LIN9 明显抑制细胞增殖。与此相一致的是，细胞增殖标志分子

CyclinD1、c-Myc、PCNA、Ki67 的 mＲNA 表达量明显降低。本研究证实，LIN9 是 miＲ-17-92 基因簇成

员 miＲ-19a 和 miＲ-19b 的靶标，同时证实，LIN9 抑制鸡前脂肪细胞的增殖。是否 miＲ-17-92 基因簇

编码的其它 mi-ＲNA 成员也以 LIN9 为靶标尚不得而知，我室正在研究中。
关键词 miＲ-17-92 基因簇; LIN9; 细胞增殖; 鸡前脂肪细胞
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Abstract The miＲ-17-92 gene cluster codes for at least 6 microＲNAs including miＲ-19a and miＲ-19b
and plays roles in a variety of biological processes such as cellular proliferation，differentiation，apoptosis
and development． However，the mechanisms remain to be elucidated． Bioinformatics analysis showed
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that miＲ-19a and miＲ-19b might target LIN9，an important modulator for cell-cycle progress． To test
whether LIN9 is a target of miＲ-19a and miＲ-19b，luciferase reporter vector ( psi-CHECK2-LIN9-3'-
UTＲ-WT ) and its substitution mutant ( psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-MUT ) were constructed． Co-
transfection and reporter enzyme assays showed that compared with control ( without miＲ-19a and miＲ-
19b transfection ) ， transfection /over-expression of miＲ-19a and miＲ-19b significantly inhibited the
reporter luciferase activities expressed by psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-WT，while transfection of miＲNA-
19a and miＲ-19b inhibitors increased reporter enzyme activities． ＲT-qPCＲ analysis found that miＲ-19a
and miＲ-19b inhibitors had no effect on the endogenous LIN9 mＲNA expression，indicating that the
regulation of LIN9 expression by both microＲNAs may not depend on the degradation of LIN9 mＲNA．
Transfection and CCK-8 assay showed that over-expression of LIN9 in chicken preadipocytes significantly
blocked cellular proliferation． In consistence with these findings， the transcript levels of cellular
proliferation-promoting proteins such as CyclinD1，c-Myc，PCNA，and Ki67 were markedly decreased in
LIN9-transfected the preadipocytes． These data demonstrate that LIN9 is a target of miＲ-19a and miＲ-
19b，and LIN9 inhibits chicken preadipocyte proliferation． Whether other members of miＲ-17-92 may
also target LIN9 is presently unknown and under investigation in our laboratory．
Key words miＲ-17-92 cluster; LIN9; cell proliferation; chicken preadipocyte

MicroＲNAs( miＲNAs) 是一类大小约 22 个核苷

酸的非编码 ＲNA 分子，它通过碱基互补结合于靶基

因 mＲNA 的 3'UTＲ，导致靶基因 mＲNA 降解或翻译

抑制，从而调控靶基因的表达［1］。miＲNA 是基因表

达的重要调控因子，目前推测，人类超过 1 /3 的编码

蛋白质基因都受到 miＲNA 的调控［2，3］。研究表明，

miＲNA 在细胞增殖、分化、凋亡、发育以及代谢等生

命活动中发挥重要的调控作用［4］。
miＲNA 基因在染色体上的分布并非随机，许多

miＲNA 基因紧密相邻，形成 miＲNA 基因簇［4，5］。这

些 miＲNA 往往由一个共同的启动子调控，转录产生

多顺反子前体转录本，再经过 Drosha 酶和 Dicer 酶

加工，产生多个不同的成熟 miＲNAs。miＲ-17-92 基

因簇是一个高度保守的 miＲNA 基因簇，是目前备受

关注的 miＲNA 基因簇之一。人 miＲ-17-92 基因簇

定位 于 染 色 体 13q31-q32［6］，位 于 其 宿 主 基 因

MIＲ17HG( miＲ-17-92 cluster host gene) 第 3 内含子

区［7］。miＲ-17-92 基因簇能编码 miＲ-17、miＲ-18a、
miＲ-19a、miＲ-20a、miＲ-19b 和 miＲ-92 等至少 6 个

成熟的 miＲNAs［8］。目前已知，miＲ-17-92 基因簇参

与 B 细胞的发育、肺祖细胞增殖与分化、骨骼肌发

育、血管发生和前脂肪细胞分化等多种生物学过

程［9-15］。敲除 miＲ-17-92 基因簇可能会导致肺发育

不全、室间隔缺损、骨骼肌畸形以及 B 细胞发育障

碍等致命性畸形的发生［9，15］。此外，miＲ-17-92 基因

簇在多种肿瘤中高表达，它可通过抑制抑癌基因和

细胞周期调控基因表达，促进血管形成等诱导肿瘤

发生［16-23］。目前已发现，miＲ-17-92 基因簇能促进

原癌基因 c-Myc、抑制抑癌基因 ( p21、PTEN、BIM、

ＲB1、TGFBＲ2 ) ［16 -19］、细 胞 周 期 调 控 基 因 ( E2F 家

族 ) ［20 -21］ 以 及 抗 血 管 生 成 相 关 因 子 ( TSP-1 和

CTGF) ［22］的表达，从而促进肿瘤细胞增殖。miＲ-
17-92 基 因 簇 是 第 1 个 被 确 认 的 非 编 码 癌 基 因

( oncomiＲ-1) ［23］。但也有报道称，miＲ-17-92 基因簇

可以作为抑癌基因。例如，它可通过抑制乳腺癌扩

增基因-1( AIB1) ，从而抑制人乳腺癌细胞的生长和

肿瘤细胞集落的形成［24］。
尽管目前对人 miＲ-17-92 基因簇的功能研究已

取得了很大进展，但是，有关鸡 miＲ-17-92 基因簇的

作用 及 其 作 用 机 制 的 研 究 报 道 并 不 多。Huang
等［25］选择北京油鸡的公鸡与科宝公司的快大型白

羽肉鸡的母鸡进行杂交，构建了一个鸡 F2 资源群

体，他们采用高通量测序及 Ｒeal-time ＲT-PCＲ 方法

检测极端高腹脂鸡和低腹脂鸡个体的脂肪组织中

miＲNA 的表达情况。结果发现，miＲ-17-92 基因簇

成员 miＲ-19b-3p 是一个差异表达极显著的 miＲNA。
进一步的 实 验 证 实，脂 肪 酸 代 谢 关 键 酶 ACSL 是

miＲ-19b-3p 的靶基因，过表达 miＲ-19b-3p 能促进北

京油鸡前脂肪细胞增殖及分化。我们前期对东北农

业大学的高脂、低脂鸡前脂肪细胞小 ＲNA 高通量测

序发 现，miＲ-17-92 基 因 簇 在 鸡 前 脂 肪 细 胞 中 表

达［26］，过表达 miＲ-17-92 基因簇能促进鸡原代前脂

肪细胞的增殖( 未发表资料) 。
LIN9 是 重 要 的 细 胞 周 期 调 控 分 子，它 是

DＲEAM 复合物中的核心亚基之一［27］。DＲEAM 复

合物是一种高度保守的多蛋白体亚基复合物，在细

胞周期、增殖、分化、凋亡等生命过程中发挥重要作

用［28-31］。DＲEAM 复合物在果蝇卵巢提取物中首次
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被发现。此后证实，DＲEAM 复合物在线虫和人等

哺乳动物中也存在。哺乳动物 DＲEAM 的组成与果

蝇及线虫的成分存在差异［32-34］。人类 DＲEAM 复合

物又叫 LINC 复合物，参与调控细胞周期 G2 /M 期基

因( Ubch10、Birc5、Bub1、cdc2) 的表达［35］。在细胞静

止期，DＲEAM 核 心 亚 基 能 与 转 录 因 子 E2F4 和

p130 结 合，形 成 转 录 抑 制 复 合 物; 在 S 期 时，

DＲEAM 与 E2F4 /p130 的结合发生解离，转而与转

录 因 子 B-MYB 结 合，形 成 转 录 激 活 复 合 物。
DＲEAM-B-MYB 对细胞周期进程非常重要，该复合

物能调控一系列有丝分裂因子从而调控细胞有丝分

裂及胞质分裂过程［36］。敲除 LIN9 基因会抑制胚胎

干细胞增殖，引起表型异常，导致外胚层缺损，羊膜、
绒毛膜和尿囊发育不全，早期胚泡壁形成缺失，并抑

制成年鼠肠上皮细胞增殖等［37］。干扰 LIN9 基因能

抑制人成纤维细胞的增殖，并导致 G2 /M 期的细胞

阻滞，延缓 G2 向 M 期转换; 基因表达分析显示，干

扰 LIN9 基因将导致 G2 /M 期基因表达量明显下降，

但是，对 G1 期基因的表达量无影响［38］。目前，LIN9
基因被认为是一种肿瘤抑制基因，LIN9 抑制 DNA
合成，过 表 达 LIN9 抑 制 小 鼠 胚 胎 成 纤 维 细 胞 系

( NIH3T3) 、人肺癌细胞、子宫颈癌细胞、大鼠前列腺

癌细胞及人骨肉瘤细胞等多种癌细胞的集落形成能

力，LIN9 基因参与抑制肝癌和结肠癌等多种癌症的

发生［39，40］。
目前，尚无关于 LIN9 基因转录后调控研究的报

道。我们的生物信息学分析提示，miＲ-17-92 基因

簇成员 miＲ-19a 和 miＲ-19b 靶作用于 LIN9 基因。
为揭示鸡 miＲ-17-92 基因簇的作用和及其作用机

制，本 研 究 开 展 了 miＲ-19a 和 miＲ-19b 靶 作 用 于

LIN9 基因的鉴定与分析研究。

1 材料与方法

1. 1 材料

载体 pEasy-T1 simple vector 及菌株 Top10 均购

自全 式 金 公 司 ( 北 京 ) ; psiCHECK-2 vector 购 自

Promega 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; 鸡前脂肪细

胞为本实验室保存的细胞系［41］。
限制性内切酶和 T4 DNA 连接酶购自 NEB 公

司( 美国) ; DNA 纯化回收试剂盒、质粒小量制备试

剂盒 购 自 Axygen 公 司 ( 杭 州 ) ; PureLinkTM ＲNA
MicroKit、Opti-MEM、Trizol Ｒeagent、Lipofectamine
2000 均 购 自 Invitrogen 公 司 ( 美 国 ) ; 胎 牛 血 清、

DMEM 购自 Gibco 公司 ( 美国 ) ; FastStartUniversal
SYBＲ Green Master( ＲOx) 购自 Ｒoche 公司( 德国) ;

Dual-Luciferase Ｒeporter Assay System、ImProm-ⅡTM

Ｒeverse Transcription System 为 Promega 公 司 产 品

( 美国) ; 鼠源 myc 标签单克隆抗体购自 Clontech 公

司( 美国) ; ＲIPA 细胞裂解液、小鼠 β-actin 单克隆抗

体、一 抗 稀 释 液、ECL 显 色 液、辣 根 过 氧 化 物 酶

( HＲP) 标记的山羊抗兔抗体 ( A0208 ) 及 HＲP 标记

的山羊抗鼠抗体( A0216) 均购自碧云天生物技术公

司( 上海) ; CCK-8 试剂盒购自日本东仁研究所。
1. 2 引物设计及合成

参照 NCBI 数 据 库 中 鸡 LIN9 基 因 ( NM _
001031042. 1) ，CyclinD1 基因 ( NM_205381 ) ，c-Myc
基因( M20006. 1) ，PCNA 基因( NM_204170 ) 和 Ki67
基因( NM_205505) 序列数据，分别设计这些基因的

Ｒeal-time qPCＲ 表达检测引物。选择 NONO 基因

( NM_001031532) 作为内参基因。为构建 LIN9 基因

3'UTＲ 报告基因载体，参照鸡 LIN9 基因序列，设计

LIN9 基因 3' UTＲ 区的 ＲT-PCＲ 扩增引物 LIN9-F2
和 LIN9-Ｒ2，上、下游引物分别携带 NotⅠ和 XhoⅠ
酶切位点; 为构建 LIN9 基因真核表达载体，设计

LIN9 全长 CDS 区的扩增引物 LIN9-F3 和 LIN9-Ｒ3，

上、下游引物分别引入 SalⅠ、KpnⅠ酶切位点。所

有引物均利用 Primer Premier 5. 0 软件进行设计，引

物信息详见 Table 1，引物合成由上海英骏生物技术

有限公司完成。
1. 3 miＲNA 抑制剂的设计与合成

参 照 miＲBase 数 据 库 ( miＲBase database，

http: / /www． mirbase． org ) 中 gga-miＲ-19a，gga-miＲ-
19b 的序列，设计并合成 miＲ-19a 抑制剂 ( miＲ-19a
inhibitor) ，miＲ-19b 抑制剂 ( miＲ-19b inhibitor) 及无

关干扰片段 NC，序列合成由上海英骏生物技术有

限公司完成。
1. 4 细胞培养

DF1 细 胞 和 鸡 前 脂 肪 细 胞 均 培 养 于 添 加 了

10%胎牛血清及终浓度为 100 U /mL 青霉素、100
mg /L 链霉素的 DMEM 培养基，在 37℃ 含 5% CO2

和 90%相对湿度的细胞培养箱中培养。
1. 5 ＲNA 提取及 Ｒeal-time ＲT-PCＲ 检测

将 miＲ-19a 抑制剂、miＲ-19b 抑制剂及无关干

扰片段 NC 分别转染汇合度达 30% ～ 50% DF1 细

胞，转染试剂为 Lipofectamine 2000，48 h 后收集细

胞，利用 Trizol 法提取 ＲNA，按照 Promega Improm-
Ⅱ( Promega，USA) 反转录试剂盒说明书，将提取的
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细胞 ＲNA 反转录为 cDNA。Ｒeal-time PCＲ 反应体

系为: FastStart Universal SYBＲ Green Master( ＲOX)

5 μL，cDNA 模板 1 μL，上、下游引物( 10 μmol /L)

各 0. 2 μL，水 3. 6 μL，总 体 积 为 10 μL。反 应 条

件: 95℃预变性 10 min; 95℃ 变性 15 s，60℃ 复性

延伸 60 s，共 40 个循环。采用 ABI 7500 实时荧光

定量 PCＲ 仪进行 Ｒeal-time ＲT-PCＲ 检测分析。以

NONO 基因为内参，利用 2-ΔCt的方法将原始 Ct 值

转换为相对的基因表达量。以上实验均进行 3 次

独立的重复。
Table 1 Primers used in this study
Primer Usage Primer sequence ( 5'-3') Product size ( bp)

LIN9-F1 Ｒeal-time ＲT-PCＲ AAACCGCTATTTGAAGGAGACA
LIN9-Ｒ1 CAAAGAACGCAGAGGAGCAC

148

CyclinD1-F Ｒeal-time ＲT-PCＲ CTCGGAGCTACCTGCATGTTTCT 237
CyclinD1-Ｒ TTTACGGATGATCTGTTTGGTGT
c-Myc-F
c-Myc-Ｒ Ｒeal-time ＲT-PCＲ CCTCCTGCTTCCCTTCCACC

CTTCTCCGACACCACCTTCTCC 188

PCNA-F Ｒeal-time ＲT-PCＲ GTGCTGGGACCTGGGTT 217
PCNA-Ｒ CGTATCCGCATTGTCTTCT
Ki67-F Ｒeal-time ＲT-PCＲ AGGTCCGTTCCCTCGTT 270
Ki67-Ｒ CATTGTGGTCTGGGTCATC
NONO-F Ｒeal-time ＲT-PCＲ AGAAGCAGCAGCAAGAAC
NONO-Ｒ TCCTCCATCCTCCTCAGT

115

LIN9-F2 Amplification of 3'UTＲ CTCGAGCCGAGTCGTAAGGAACC
LIN9-Ｒ2 GCGGCCGCCAAAACAACCAAAGCCA

946

LIN9-F3 Amplification of CDS GTCGACGAGGTTGTGATGGTTCCACAG
LIN9-Ｒ3 GGTACCGGATTTTCCAGAACTACTTGCT

1 440

Underlined sequences indicate restriction sites

1. 6 LIN9 基因 3'UTＲ 报告基因载体及真核表达

载体的构建

以鸡前脂肪细胞的 cDNA 为模板，利用 LIN9-
F2 和 LIN9-Ｒ2 引物 ( Table 1 ) ，PCＲ 扩增 LIN9 的

3'UTＲ 区，扩增片段大小为 946 bp，琼脂糖凝胶电

泳，胶 纯 化 回 收 扩 增 片 段，双 酶 切 后 将 其 插 入

psiCHECK-2 vector，构建成 LIN9 基因的 3'UTＲ 报

告 基 因 psi-CHECK-2-LIN9-WT ( 野 生 型 ) 。采 用

DNA 合成的方法突变 LIN9 基因 3'UTＲ 区中 miＲ-
19a /miＲ-19b 的结合位点，将种子区结合位点的 6
个碱基进行突变 ( 将 TTGCAC 突变为 ACATGT) ，

并构建出相应的突变型 LIN9 基因报告基因载体

psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-MUT。另 外，利 用 引 物

LIN9-F3 和 LIN9-Ｒ3 ( Table 1 ) ，扩增 LIN9 基因的

全长 CDS 区。PCＲ 反应条件: 94℃ 5 min; 94℃ 30
s，55℃ 30 s，72℃ 30 s，30 个循环; 72℃ 7 min。扩

增产物包括 LIN9 基因的起始密码子 ATG 和终止

密码子 TAG，产物大小为 1 440 bp。将扩增产物经

胶纯 化 和 酶 切，插 入 真 核 表 达 载 体 pCMV-myc
vector( Clontech 公司) ，获得 LIN9 基因的真核表达

载体 pCMV-myc-LIN9。所有构建的载体均经测序

验证无误。

1. 7 荧光素酶报告基因活性分析

将 DF1 细胞接种至 12 孔板( 2. 5 × 105 个 /孔)

中，待汇合度达 30% ～ 50% 时，将野生型报告基因

载体( psiCHECK-2-LIN9-WT) 和突变型报告基因载

体 ( psiCHECK-2-LIN9-MUT ) 分 别 与 pcDNA-3. 1-
miＲ-17-92 基因簇表达载体和特定的 miＲNA 抑制剂

共转 染 到 DF1 细 胞，转 染 后 的 细 胞 培 养 于 Opti-
MEM medium 培养基中，4 ～ 6 h 后换为添加 10% 胎

牛血清的 DMEM 培养基，转染 48 h 后，使用 Dual-
Luciferase Ｒeporter Assay System( Promega) 进行双荧

光素酶检测。先弃去培养基，用 PBS 缓冲液洗涤细

胞 3 次，加 100 μL /孔细胞裂解缓冲液 ＲIPA，放摇床

上室温振荡 15 min，取 20 μL 细 胞 裂 解 液，加 入

100 μL萤火虫荧光素酶检测试剂 LAＲ Ⅱ，采用化学

单管检测仪测定各组萤火虫荧光素酶活性，然后加

入 100 μL 的 Stop ＆ Glo 试剂，检测海肾荧光素酶活

性。报告基因活性为海肾荧光素酶活性 /萤火虫荧

光素酶活性的比值，每个实验均做 3 次独立的重复。
1. 8 Western 印迹检测

将 DF1 细胞接种至 6 孔板中，待细胞汇合至

70% ～80% 时，利用 Lipofectamine 2000，将 LIN9 基

因的真核表达载体 pCMV-myc-LIN9 和 pCMV-myc
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空载体分别转染 DF1 细胞，48 h 后，用 PBS 清洗后，

加入 ＲIPA 裂解液和蛋白酶抑制剂 PMSF，其比例为

100∶ 1，混匀后置于冰上，裂解细胞 30 ～ 40 min，分别

获得转染 pCMV-myc 空载体和 pCMV-myc-LIN9 质

粒的细胞裂解液。采用 10% SDS-PAGE 分离蛋白，

电泳完成后，采用 Mini Trans-Blot 系统( BIO-ＲAD) ，

将分离的蛋白质样品转至孔径为 0. 45 μm 的 NC 膜

上． 用含有 5% 脱脂乳的 PBST ( 含 0. 05% 吐温的

PBS) 室 温 封 闭 2 h，PBST 洗 去 膜 上 的 封 闭 液 ( 5
min /次 × 3 次) ，将膜孵育在含有抗体的一抗稀释液

( 碧云天) 中，抗体稀释比例分别为 β-actin 抗体( 碧

云天，1∶ 1 000) ，myc 标签抗体( Clontech，1∶ 1 000 ) ，

4℃过夜。一抗孵育结束后，用 PBST 洗膜 3 次，每

次 5 min。然 后，将 膜 孵 育 在 含 辣 根 过 氧 化 物 酶

( HＲP) 标记抗体( 稀释度为 1∶ 5 000) 的 PBST 溶液

中，置于水平摇床上，室温孵育 1 h。用 PBST 洗膜 3
次，每次 5 min，之后进行常规 ECL 显色。
1. 9 细胞增殖检测

将鸡前脂肪细胞系接种于 24 孔板上，接种密度

为 5 × 104 个 /孔，待完全贴壁后，分别转染 pCMV-
myc 空载体及 pCMV-myc-LIN9，每组处理设置 3 个

重复，采用 CCK-8 试剂盒检测细胞增殖，具体步骤

参照 CCK-8 试剂盒操作说明进行。在细胞转染后

的不同时间点( 24 h，48 h，72 h 和 96 h) ，每孔避光

加入 CCK-8 试剂 100 μL，在 37℃、5% CO2 培养箱

孵育 2 ～ 3 h 后，采用酶联免疫检测仪，选择波长

450 nm，测定各孔的吸光值。另外，细胞转染后 24
h、48 h、72 h 和 96 h 时，采用 Ｒeal-time ＲT-PCＲ 方

法，检测细胞增殖标志基因 ( CyclinD1、c-Myc、PCNA
及 Ki67) 的表达量。
1. 10 统计分析

运用 SAS 9. 2 软件( SAS Institute Inc) 分析实验

数据，数据用均数 ± 标准差表示，采用标准 t 检验方

法，P ＜ 0. 05 为差异显著，P ＜ 0. 01 为差异极显著。

2 结果

2. 1 LIN9 基因 3'UTＲ 区的 miＲNA 结合位点的

分析

利用 Targetscan 和 miＲanda 软件分析鸡 LIN9 基

因( NM_001031042. 1) mＲNA 的 3'UTＲ 序列。结果显

示，LIN9 基因是 miＲ-17-92 基因簇成员 miＲ-19a 和

miＲ-19b 的一个潜在靶基因，LIN9 基因 3'UTＲ 序列中

第 742 ～748 bp 与 miＲ-19a 和 miＲ-19b 的种子区序列

的第 2 ～ 8 bp 完 全 互 补 ( Fig． 1 ) 。比 较 人 ( NM _
001270410. 1) 、小 鼠 ( NM _001103182. 2 ) 、兔 ( XM _
008268645. 1) 、猪 ( XM _013143535. 1 ) 和 鸡 ( NM _
001031042. 1) LIN9 基因的 3'UTＲ 序列发现，上述这

些物种 LIN9 基因的 3'UTＲ 都具有这个保守的 miＲ-
19a /miＲ-19b 结合位点 ( Fig． 1 ) ，提示 LIN9 基因的

3'UTＲ 可能是 miＲ-19a 和 miＲ-19b 的真实结合位

点，miＲ-17-92 基因簇可能参与 LIN9 基因的表达

调控。

Fig． 1 The binding site of miＲ-19a and miＲ-19b in 3'UTＲ of chicken LIN9 mＲNA The results showed that the potential
binding site of miＲ-19a and miＲ-19b in the 3'UTＲ of chicken LIN9 mＲNA was highly conserved in various species． The miＲNA
binding site was predicted by TargetScan and miＲanda software

2. 2 过表达 miＲ-19a 和 miＲ-19b 抑制 LIN9 3'-
UTＲ 的报告基因表达

为验 证 LIN9 是 否 为 miＲ-17-92 基 因 簇 成 员

miＲ-19a 和 miＲ-19b 的靶基因，构建了 LIN9 基因 3'

UTＲ 的报告基因载体 psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-WT
( 野生型) 和 psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-MUT ( 突变

型) ( Fig． 2A 和 2B) 。将野生型报告基因载体分别

与 pcDNA3. 1-miＲ-17-92 基因簇表达载体和空表达
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载体 pcDNA-3. 1 共转染 DF1 细胞。报告基因活性

分析显示，与 pcDNA-3. 1 空载体对照组相比，转染

pcDNA3. 1-miＲ-17-92 基因簇能显著降低野生型报

告基因的荧光素酶报告基因活性( P ＜ 0. 01) ，下降

28. 5% ( Fig． 2C) ，提 示 miＲ-17-92 基 因 簇 可 调 控

LIN9 基因的表达。

Fig． 2 Identification of LIN9 as a target of miＲ-19a and miＲ-19b by luciferase reporter assays ( A) Partial
sequence alignment of miＲ-19a /b and the 3'UTＲ and the mutated 3'UTＲ of LIN9 mＲNA． The figure showed miＲ-19a /b
sequence ( top) ，the wild-type 3' UTＲ ( middle ) and the mutated 3' UTＲ ( bottom) of chicken LIN9 mＲNA． The boxed
sequences were the seed sequence and its complementary sequence of miＲ-19a /b． The complementary sequence was mutated
in the mutated 3'UTＲ of LIN9 ( LIN9-3'UTＲ-MUT) ． ( B) Sequencing chromatogram of the wild-type and the mutant-type of
LIN9 3'UTＲ． The figure showed sequencing results of the wild-type 3'UTＲ ( top) and the mutant-type 3'UTＲ ( bottom) of
chicken LIN9． The boxed sequences were the potential miＲ-19a /b binding sequence and its mutated sequence． ( C) The
effect of transfection of pcDNA-3. 1-miＲ-17-92 cluster on the reporter activity of psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-WT． DF1 cells
were seeded in twelve-well plates， and transfected with psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-WT ( 0. 5 μg /well ) and either
pcDNA3. 1-miＲ-17-92 cluster ( 0. 5 μg /well) or pcDNA-3. 1 vector ( 0. 5 μg /well) ． Cell lysates were harvested 48 hours
after transfection，and luciferase activity was measured according to the manufacturer's instructions． Values are the mean ±
SD of three determinations from separate experiments． ＊＊P ＜ 0. 01，compared with the cells transfected with pCDNA3. 1
vector． ( D) Effects of miＲ-19a and miＲ-19b inhibitors on the reporter activity of wild type ( open columns) and mutant type
( filled column) LIN9 3'UTＲ reporters． DF1 cells were seeded in twelve-well plates and contransfected with 0. 5 μg /well of
psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-MUT or psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-WT and either 100 nmol /L of miＲ – NC，miＲ-19a inhibitor
or miＲ-19b inhibitors． Cell lysates were harvested 48 hours after transfection and luciferase activity was measured． Values are
the mean ± SD of three determinations from separate experiments． ＊＊P ＜ 0. 01，compared with the cells contransfected with
psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-MUT /WT and miＲ-NC at the same concentration． ( E ) Effect of miＲ-19a /b inhibitor on the
activity of mutant LIN9 reporters． DF1 cells were seeded in twelve-well plates and contransfected with psi-CHECK2-LIN9-3'-
UTＲ-MUT ( 0. 5 μg /well) and either 100 nmol /L of miＲ-19a /b inhibitor or miＲ-NC． Cell lysates were harvested 48 hours
after transfection and luciferase activity was measured． Values are the mean ± SD of three determinations from separate
experiments． ＊＊P ＜ 0. 01，compared with the cells cotransfected with psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-MUT and miＲ-NC

为 确 认 miＲ-17-92 基 因 簇 成 员 miＲ-19a 和

miＲ-19b 靶 作 用 于 鸡 LIN9 基 因，将 psi-CHECK2-
LIN9-3'-UTＲ-WT 和 psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-MUT
分别与 miＲ-19a、miＲ-19b 的抑制剂及抑制剂对照共

转 DF1 细胞。报告基因活性检测显示，与 miＲNA-
NC 对照相比，转染 miＲ-19a 和 miＲ-19b 抑制剂均能

显著提高野生型报告基因载体 psi-CHECK2-LIN9-
3'-UTＲ-WT 的活性( P ＜ 0. 01 ) ，分别提高 34. 2% 和

22. 0% ( Fig． 2D) 。本实验室前期研究发现，在 DF1
细胞中 miＲ-17-92 基因簇有较高的表达。LIN9 基因

3'UTＲ 区 miＲ-19a /b 结合位点的突变会降低 miＲ-
19a 和 miＲ-19b 与 LIN9 基因 3'UTＲ 区的结合，从而

导致 psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-MUT 报告基因活性

的升高。与此预期结果一致，psi-CHECK2-LIN9-3'-
UTＲ-MUT 和 NC 共转染组的报告基因活性显著高

于 psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-WT 和 NC 共 转 染 组

( P ＜ 0. 01 ) ( Fig． 2D) 。这些数据表明，miＲ-19a 和

miＲ-19b 靶作用于 LIN9 基因。但意想不到的是，本
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研究发现，与 NC 对照相比，miＲ-19a 和 miＲ-19b 抑

制剂仍能提高 psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-MUT 的荧

光素酶活性，分别提高 50. 7%和 29. 7% ( Fig． 2E) 。
2. 3 miＲ-19a 和 miＲ-19b 抑 制 剂 对 细 胞 内 源 性

LIN9 基因表达的影响

为深入了解 miＲ-19a 和 miＲ-19b 靶作用于 LIN9
基因的机制，分析了 miＲ-19a 和 miＲ-19b 的抑制剂

对细胞内源性 LIN9 基因表达的影响。将 miＲ-19a
和 miＲ-19b 的抑制剂和 miＲNA NC 分别转染鸡 DF1
细胞，48h 后提取细胞总 ＲNA，采用 Ｒeal-time ＲT-
PCＲ，检测 LIN9 基因 mＲNA 的表达变化。结果发

现，与 NC 对照相比，分别转染 miＲ-19a 和 miＲ-19b
的抑制剂后，细胞 LIN9 基因 mＲNA 的表达水平无

明显变化( Fig． 3) ，提示 miＲ-19a 和 miＲ-19b 通过抑

制 mＲNA 翻译来调控 LIN9 基因的表达。

Fig． 3 The effect of miＲ-19a and miＲ-19b inhibitors on
the endogenous LIN9 gene expression in DF1 cells DF1
cells were transfectd with 100 nmol /L of miＲ-19a，miＲ-19b
inhibitors or miＲ-NC，respectively． After 48 hours，total ＲNA
was isolated and LIN9 expression was analyzed by real-time
ＲT-PCＲ． The NONO gene was used as an internal control．
Values are the mean ± SD of three determinations from
separate experiments． P ＞ 0. 05，compared with the cells
transfected with miＲ-NC

2. 4 过表达 LIN9 抑制鸡前脂肪细胞增殖及增殖

相关蛋白的表达

哺乳动物研究表明，LIN9 是一个细胞周期调控

因子，参与细胞增殖的调控［26］。为了揭示 LIN9 在

鸡前脂肪细胞增殖中的作用，采用 ＲT-PCＲ 扩增了

全长的 LIN9 基因的 CDS 序列，构建 LIN9 基因真核

表达载体 pCMV-myc-LIN9。利用 myc 标签抗体进

行 Western 印迹检测分析，发现在转染 pCMV-myc-
LIN9 的细胞裂解液中检测到 1 个预期大小约 60 kD
的蛋白分子，但在转染 pCMV-myc vector 的细胞裂

解液中没有检测到相应的蛋白分子，提示成功构建

了鸡 LIN9 基因的真核表达载体( Fig． 4) 。
将 pCMV-myc-LIN9 和 pCMV-myc vector 分别转

染鸡前脂肪细胞，利用 CCK-8 试剂盒检测 LIN9 基

Fig． 4 Identification of the expression of the LIN9
eukaryotic expression vector ( pCMV-myc-LIN9 ) by
Western blot analysis with an anti-myc antibody Lane
1: Lysate of pCMV-myc-vector-transfected cells; Lane 2:
Lysate of pCMV-myc-LIN9- transfected cells

因过表达对鸡前脂肪细胞系增殖的影响。CCK-8 分

析显示，在转染后 24 h，过表达 LIN9 基因的组细胞

吸光度值显著低于空载体对照组 ( P ＜ 0. 05，约低

22. 7% ) ; 而转染后 48 h、72 h 和 96 h，过表达 LIN9
基因的组细胞吸光度值极显著低于空载体对照组

( P ＜ 0. 01，分别低 59. 1%，62. 0% 和 62. 3% ) ( Fig．
5A) ，说明过表达 LIN9 抑制前脂肪细胞的增殖。增

殖细 胞 核 相 关 抗 原 ( PCNA ) 和 细 胞 核 相 关 抗 原

( Ki67) 是常用的增殖相关蛋白标志物，与细胞的增

殖关系密切。c-Myc 及细胞周期蛋白 D1 ( cyclinD1 )

是重 要 的 细 胞 周 期 调 节 因 子，参 与 细 胞 周 期 调

控［42-45］。与增 殖 检 测 结 果 相 一 致。Ｒeal-time ＲT-
PCＲ 表达分析发现，LIN9 过表达时细胞增殖标志基

因 c-Myc，Cyclin D1，PCNA 和 Ki67 的表达量在 24 h、
48 h、72 h、96 h 时都显著( P ＜ 0. 05) 或极显著( P ＜
0. 01) 低于空载体对照组( Fig． 5B) 。

3 讨论

LIN9 是一个重要的细胞周期调控因子，目前尚

无 miＲNA 靶作用于 LIN9 基因的研究报道。本研究

生物信息学分析显示，LIN9 基因 mＲNA 3'UTＲ 具有

保守的 miＲ-19a /b 的结合位点 ( Fig． 1 ) ，进一步的

LIN9 基因的 3'UTＲ 报告基因分析和定点突变分析

证实，miＲ-17-92 基因簇成员 miＲ-19a 和 miＲ-19b 靶

作用于鸡 LIN9 基因。
大多数 miＲNAs 通过与靶基因 mＲNA 的 3'UTＲ

不完全互补配对，抑制靶基因 mＲNA 的翻译，从而

调节靶基因表达，这种作用方式只影响蛋白表达水

平，并不引起靶基因 mＲNA 的降解［46，47］。但研究也

发现，许 多 ( 但 不 是 全 部 ) miＲNA 能 导 致 靶 基 因

mＲNA 的降解，从而调控靶基因的表达［48］。本研究

发现，miＲ-19a 和 miＲ-19b 抑 制 剂 对 细 胞 内 源 性

LIN9 基因 mＲNA 的表达都无明显影响( Fig． 3 ) ，提

示，miＲ-19a 和 miＲ-19b 可能通过翻译抑制来调控

LIN9 表达。我们尝试利用兔抗人的 LIN9 多克隆抗
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Fig． 5 The effect of LIN9 overexpression on chicken preadipocyte proliferation ( A) The effect of LIN9 overexpression
on chicken preadipocyte proliferation． Chicken preadipocytes were seeded in twenty-four-well plates and transfected respectively
with 0. 5 μg /well of pCMV-myc-LIN9 and pCMV-myc vector． Cell proliferation was assayed by CCK-8 kit at 24，48，72 or 96
hours after transfection． Absorbance was measured at a wavelength of 450 nm． Values are the mean ± SD of three determinations
from separate experiments． * P ＜ 0. 05 and＊＊ P ＜ 0. 01，compared with the absorbance of the cells transfected with pCMV-myc
empty vector at the same time points． ( B) The effect of LIN9 overexpression on the expression of c-Myc，Cyclin D1，PCNA and
Ki67 in chicken preadipocytes． Chicken preadipocytes were seeded in twenty-four-well plates and transfected with 0. 5 μg /well of
pCMV-myc-LIN9 and pCMV-myc vector，respectively． Total ＲNA was isolated at 24，48，72，96 hours after transfection and
mＲNA levels of c-Myc，Cyclin D1，PCNA and Ki67 were analyzed by real-time ＲT-PCＲ． The NONO gene was used as an internal
control． Values are the mean ± SD of three determinations from separate experiments． * P ＜ 0. 05 and＊＊P ＜ 0. 01，compared with
the expression of the same gene in the cells transfected with pCMV-myc empty vector at the same time points

体进行 Western 印迹检测，结果并未检测到鸡 LIN9
蛋白，这可能是由于鸡 LIN9 基因在细胞中表达水平

较低或抗体滴度太低，也可能是由于抗体特异性太

高，只能检测人 LIN9，无法检测鸡 LIN9 蛋白。未来

将自制鸡 LIN9 抗体，进一步确认 miＲ-19a 和 miＲ-
19b 是否通过翻译抑制调控 LIN9 基因表达。

LINC /DＲEAM 复合物是调节细胞周期的重要

因子，在调控细胞周期和细胞增殖中起关键性作用。
LIN9 是 LINC /DＲEAM 复合物的核心亚基之一，也

是重 要 的 功 能 组 分，LIN9 缺 失 会 阻 遏 LINC /
DＲEAM 和 BMYB-MuvB 形成复合物，该复合物对发

育相关基因表达有重要调控作用［37］。Gagrica 等［49］

首次发现，LIN9 与肿瘤抑制蛋白 pＲB 互作，通过

pＲB 依赖性方式抑制肿瘤细胞增殖，在缺乏口袋蛋

白 pＲB，p107 和 p130 的细胞中，过表达 LIN9 仍能

抑制小鼠胚胎成纤维细胞增殖［39］。与这些研究结

果相一致，本研究发现过表达 LIN9 抑制鸡前脂肪细

胞的增殖( Fig． 5A) 。
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敲除小鼠研究表明，miＲ-17-92 基因簇是哺乳动

物生长发育所必需的，miＲ-17-92 基因簇参与多种

生物学发育过程。大量研究表明，miＲ-17-92 基因簇

可促进癌细胞增殖［50-52］。本实验室的前期研究发

现，过表达 miＲ-17-92 基因簇能促进鸡前脂肪细胞

的增殖( 未发表资料) 。但是，miＲ-17-92 基因簇中

具体哪一个 miＲNA 成员发挥作用尚不明确。本研

究发现，LIN9 是 miＲ-19a 和 miＲ-19b 的一 个 靶 基

因，且 LIN9 过表达抑制鸡前脂肪细胞的增殖( Fig．
5A) ，这正好与 miＲ-17-92 基因簇的作用相反，提示

miＲ-17-92 基因簇可能通过 miＲ-19a 和 miＲ-19b 抑

制 LIN9 基因表达，从而促进鸡前脂肪细胞的增殖。
miＲ-17-92 基因簇有多个成员，各成员的靶基因众

多［53］，miＲ-17-92 基因簇是否通过抑制 LIN9 基因表

达从而促进鸡前脂肪细胞的增殖，这还有待进一步

的分析。未来需要开展拯救分析以确认 LIN9 是否

介导 miＲ-17-92 基因簇促进鸡前脂肪细胞增殖的

作用。
在 miＲNA 靶基因的报告基因分析鉴定中，一般

情况下，如果突变 3'UTＲ 区的特定 miＲNA 结合位

点，那么这个 miＲNA 的抑制剂会丧失对这个突变型

3'UTＲ 报告基因载体活性的调控作用［54，55］。但在

本研究中，LIN9 基因 3'UTＲ 的 miＲ-19a /b 结合位点

突变分析显示，与抑制剂阴性对照相比，转染 miＲ-
19a /b 抑制剂能显著提高突变型 LIN9 基因 3'UTＲ
报告基因载体 ( psi-CHECK2-LIN9-3'-UTＲ-MUT) 的

活性( Fig． 2E) 。产生这种现象的可能原因，一是由

于 LIN9 基因 3'UTＲ 区 miＲ-19a /b 结合位点的局部

突变并未能使 miＲ-19a 和 miＲ-19b 完全丧失与 LIN9
基因 3'UTＲ 结合的能力，而仅使其结合能力下降。
大量的研究表明，除了 miＲNA 结合位点序列外，

miＲNA 结合位点在 3'UTＲ 区的位置、miＲNA 结合

位点周围的碱基分布、3'UTＲ 靶结合区的二级结构

以及 miＲNA 的非种子区序列等都在 miＲNA 与靶基

因 3' UTＲ 区 的 相 互 作 用 中 发 挥 至 关 重 要 的 作

用［56-58］。例如，Didiano 等［57］在转基因线虫研究中

发现，基因 cog-1 是 miＲNA lsy-6 的一个靶基因，在

cog-1 基因 3'UTＲ 区的 miＲNA 结合位点下游有一段

序列对 lsy-6 的作用同样至关重要，改变这段序列可

以导致 miＲNA 的作用减弱，如果删除这段序列，则

lsy-6 对靶基因 cog-1 失去调控作用。还有一个可能

的原因是，miＲ-19a /b 结合位点突变可能会影响那

些调控 LIN9 基因的 miＲNA 间协同作用。因为一个

基因受到多个 miＲNA 调控，这些 miＲNA 间可能存

在协同和组合作用，如果破坏 miＲNA 间协同和组合

作用，也可能使报告基因活性升高。已有研究报道，

miＲ-17-92 基因簇成员间存在组合和协同作用［59］。
产生这一现象的原因尚有待深入研究。
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