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摘要: miR-17-92 基因簇在哺乳动物的许多生理和病理过程中发挥重要作用。本实验室前期研究发现，

miR-17-92基因簇促进鸡前脂肪细胞的增殖，但其作用机制尚不清楚。为了揭示 miR-17-92基因簇促进鸡前脂

肪细胞增殖的作用机制，本研究采用 CCK-8细胞增殖检测方法分析干扰 ZFPM2对前脂肪细胞的影响，结果发

现，干扰 ZFPM2能显著促进鸡前脂肪细胞的增殖(P<0.01)；与 CCK-8 分析结果相一致，干扰 ZFPM2可致使细

胞增殖标志基因 PCNA、Ki67、Cyclin D1的 mRNA表达量明显升高(P<0.01或 P<0.05)。进一步对鸡 ZFPM2基

因进行生物信息学分析，发现该基因 mRNA的 3′UTR有两个区域存在 miR-17-92基因簇 4个成员(miR-17-5p、

miR-20a、miR-19a及 miR-19b)的潜在结合位点。为验证 miR-17-92基因簇是否靶作用于鸡 ZFPM2基因，构建

了鸡 ZFPM2基因 3′UTR区的荧光素酶报告基因载体(野生型)(psi-CHECK2-ZFPM2-3′UTR-WT)及其突变型的荧

光素酶报告基因载体(psi-CHECK2-ZFPM2-3′UTR-MUT)。报告基因活性分析显示，过表达 mi-17-92基因簇能

极显著地抑制野生型 ZFPM2的报告基因活性(P<0.01)；转染 miR-17-5p、miR-20a及 miR-19a的抑制剂均能显

著地提高野生型 ZFPM2报告基因的活性(P<0.01或 P<0.05)，但这些抑制剂对突变型 ZFPM2报告基因的活性

无明显影响。qRT-PCR 分析发现，miR-17-5p、miR-19a 及 miR-20a 的抑制剂能显著提高内源性 ZFPM2 基因

mRNA的表达水平(P<0.01或 P<0.05)。共转染分析发现，尽管差异不显著，但 miR-17-5p和 miR-19a的抑制剂

均倾向于降低 ZFPM2干扰片段的促细胞增殖作用。本研究结果表明：miR-17-92基因簇成员 miR-17-5p、miR-20a、

miR-19a及 miR-19b靶作用于 ZFPM2；miR-17-92基因簇至少部分通过抑制 ZFPM2 基因表达从而促进鸡前脂

肪细胞的增殖。
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Abstract: The miR-17-92 cluster plays important roles in a variety of physiological and pathological processes in

mammals. Previously, we showed that miR-17-92 cluster promotes chicken preadipocyte proliferation; however, the

mechanism for its action is unknown. In order to explore the mechanism by which miR-17-92 cluster

promotes chicken preadipocyte proliferation, CCK8 proliferation assay was performed to determine the effect of

ZFPM2 knockdown on chicken preadipocyte proliferation. The results showed that ZFPM2 knockdown significantly

promoted chicken preadipocyte proliferation (P<0.01). Consistent with the CCK8 results, the mRNA levels of cell

proliferation marker genes, i.e., Cyclin D1, PCNA and Ki67, were markedly increased in the si-ZFPM2-transfected

preadipocytes (P<0.01 or P<0.05). Bioinformatics analysis showed that there were two potential miRNA binding sites

for the four individual members of miR-17-92 cluster in the ZFPM2 3′UTR, one for miR-17-5p and miR-20a and the

other for miR-19a and miR-19b. To test whether ZFPM2 is a target for the miR-17-92 cluster, the ZFPM2 3′UTR

reporter (psi-CHECK2-ZFPM2-3′UTR-WT) and its mutant reporter (psi-CHECK2-ZFPM2-3′UTR-MUT)

were constructed. Reporter assays showed that overexpression of miR-17-92 cluster significantly inhibited the

luciferase reporter activity of psi-CHECK2-ZFPM2-3′UTR-WT (P<0.01), as compared with control vector (empty

pcDNA3.1). Transfection of miR-17-5p, miR-19a and miR-20a inhibitors increased the reporter activities of

psi-CHECK2-ZFPM2-3′UTR-WT (P<0.01 or P<0.05). In contrast, transfection of miR-17-5p, miR-19a, and miR-20a

inhibitors had no obvious effect on reporter activity of psi-CHECK2-ZFPM2-3′UTR-MUT. Further qRT-PCR analysis

showed that miR-17-5p, miR-20a and miR-19a inhibitors significantly elevated the endogenous ZFPM2 mRNA

expression (P<0.01 or P<0.05). Cotransfection of either miR-17-5p or miR-19a inhibitor and siZFPM2 showed that both

inhibitors tended to reduce only slightly the promoting effect of siZFPM2 on chicken preadipocyte proliferation. Taken together,

these data demonstrated that ZFPM2 is a target of miR-17-5p, miR-20a, miR-19a, and miR-19b, and that miR-17-92 cluster

promotes chicken preadipocyte proliferation at least in part by targeting ZFPM2 and inhibiting its expression.

Keywords: miR-17-92 cluster; ZFPM2; chicken preadipocyte; cell proliferation

MicroRNA(miRNA)是一类大小约 22 个核苷酸

的非编码 RNA分子，通过碱基互补作用结合于靶基

因 mRNA的 3′UTR，导致靶基因的 mRNA降解或翻

译抑制，从而调控靶基因的表达 [1]。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[2]。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[3]，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，这个多顺反子转录本经过 Drosha和 Dicer 酶加

工，产生多个不同的成熟 miRNA。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。人的 miR-17-92基因簇定

位于染色体 13q31-q32 上 [4]，位于其宿主基因

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

区[5]。miR-17-92基因簇编码 miR-17-5p、miR-18a、

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

个成熟的 miRNA[6]。
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miR-17-92基因簇是小鼠发育必不可少的。目前

已知，miR-17-92 基因簇参与鼠 B细胞发育、肺祖

细胞增殖与分化和心脏发育等多种生物学过程。敲

除 miR-17-92 基因簇会导致肺发育不全、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[7,8]。miR-17-92 基因簇在脂肪形成过程也起

重要作用，在前脂肪细胞 3T3-L1 的增殖过程中，

miR-17-92 基因簇的表达水平随增殖时间的延长而

逐渐升高，过表达 miR-17-92 基因簇能促进甘油三

酯的沉积，加速前脂肪细胞的分化[9]。miR-17-92基

因簇在多种肿瘤组织和细胞中高表达，大量研究发

现，miR-17-92基因簇促进肿瘤的发生，miR-17-92

基 因 簇 是 第 一 个 被 确 认 的 非 编 码 癌 基 因

(oncomiR-1)[10]。但也有报道称 miR-17-92 基因簇可

以作为抑癌基因，miR-17-92家族成员 miR-17-5p和

miR-20a 在人乳腺肿瘤中低水平表达，它们可能作

为抑癌基因在起作用[11]。

尽管目前对哺乳动物 miR-17-92 基因簇的功能

和作用机制的研究已取得了很大进展，但是，有关

鸟类 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[12]选择北京油鸡的公鸡与快

大型白羽肉鸡的母鸡杂交构建鸡(Gallus gallus)F2资

源群体，采用高通量测序及 qRT-PCR方法检测了极

端高腹脂鸡和低腹脂鸡个体脂肪组织中 miRNA 的

表达，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，进一步研究发现，

脂肪酸代谢关键酶基因ACSL是miR-17-92基因簇成

员 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。本实验室前期

通过 miRNA高通量测序发现，miR-17-92基因簇成

员在东北农业大学高、低脂鸡的前脂肪细胞中均有

表达[13]，进一步的功能分析发现，过表达 miR-17-92

基因簇可促进鸡原代前脂肪细胞的增殖[14]，但其作

用机制还不清楚。

ZFPM2又称 FOG-2(friend of GATA)，是哺乳动

物中高度保守的转录辅助因子。ZFPM2 属于 FOG

转录因子家族，该家族调节 GATA家族蛋白的活性。

ZFPM2通过与 GATA因子 N端的锌指结构特异性结

合形成复合物从而调节 GATA因子的转录活性[15]。

因细胞类型和靶基因的不同，ZFPM2 与 GATA4 的

互作可以激活也可以抑制靶基因的启动子活性[16]。

此外，ZFPM2能直接与 p85α(PI3K的调节性亚单位)

结合，干扰 PI3K复合物的形成，抑制 PI3K和 AKT

的磷酸化，从而改变细胞 PI3K-AKT信号通路活性，

进而影响细胞的增殖、分化及凋亡等过程[17]。

目前，对 miR-17-92 基因簇的研究主要集中在

哺乳动物，在鸟类中并无深入的研究报道。鉴于

miR-17-92基因簇在鸡细胞增殖中的重要作用，本文

开展了 miR-17-92基因簇靶基因 ZFPM2的鉴定及其

功能分析研究。本研究结果为揭示 miR-17-92 基因

簇在鸡生长发育中的作用及其作用机制奠定了基础。

1 材料和方法

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

中国科学院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[14]。

1.2 引物设计及合成

根据 NCBI 数据库中鸡 ZFPM2 基因 (XM_

418380)、Cyclin D1基因(NM_205381)、PCNA基因

(NM_204170)和 Ki67基因(XM_422088.4)的序列，分

别设计这些基因的 qRT-PCR 表达检测引物，选择

NONO基因(NM_001031532)作为内参基因。为构建

ZFPM2基因 3′UTR的报告基因载体，参照鸡 ZFPM2

基因序列，设计 ZFPM2基因 3′UTR区的 RT-PCR扩

增引物 ZFPM2-F2和 ZFPM2-R2(mRNA区的第 3809

到 4483位点)，上、下游引物分别携带 NotⅠ和 XhoⅠ

酶切位点，将 ZFPM2目的片段插入 psi-CHECK2载

体得到重组质粒 psiCHECK2-ZFPM2-3′UTR-WT。利

用引物 miR-17-92-F1/miR-17-92-R1，以鸡基因组

DNA为模板进行 PCR扩增，获得两端带有 KpnⅠ和

XhoⅠ的 miR-17-92片段，将 miR-17-92基因簇扩增

片段和 pcDNA3.1载体分别 KpnⅠ和 XhoⅠ(NEB公

司，美国)进行双酶切，利用 T4 DNA 连接酶(NEB

公司，美国)连接得到重组质粒 pcDNA3.1-miR-17-92。

所有引物均利用 Primer Premier 5.0软件进行设计，

由上海英骏生物技术有限公司合成。引物信息详
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见表 1。

1.3 miRNA抑制剂的设计与合成

根据miRBase数据库(http://www.mirbase.org)中

鸡 miR-17-5p(MIMAT0001114)、miR-19a(MI0001182)

和 miR-20a(MI0001181)的序列，设计并合成 miR-

17-5p抑制剂、miR-19a抑制剂和 miR-20a抑制剂以

及无关干扰片段 miR-NC，序列合成由苏州吉玛基因

股份有限公司完成。

1.4 ZFPM2基因干扰片段的设计和干扰效果检测

根据 NCBI 数据库中鸡 ZFPM2 基因 (XM_

418380)的 mRNA 序列，设计 3 对含 21 个碱基的

ZFPM2干扰片段(siZFPM2)：siZFPM2-1、siZFPM2-2

和 siZFPM2-3 以及非特异性干扰对照 si-NC，序列

合成由苏州吉玛基因股份有限公司完成，序列信息

见表 2。上述序列经序列相似性比对分析发现，这

些序列不与任何已知基因有同源性。采用 qRT-PCR

检测各干扰片段的干扰效果。

1.5 细胞培养

DF1细胞和鸡前脂肪细胞均培养在添加了 10%

胎牛血清(Gibco 公司，美国)及终浓度为 100 U/mL

青霉素、100 mg/L链霉素的 DMEM培养基中(Gibco

公司，美国)，置于 37℃含 5% CO2和 90%相对湿度

的细胞培养箱中培养。

表 1 本文所用引物信息

Table 1 Primers used in this study

引物 序列(5′→3′) 用途 片段大小(bp)

ZFPM2-F1 ATCAGCACCTGTTCTCGCA qRT-PCR 160

ZFPM2-R1 GCTGGCTGTAAACCTTCTTCA

CyclinD1-F CTCGGAGCTACCTGCATGTTTCT qRT-PCR 237

CyclinD1-R TTTACGGATGATCTGTTTGGTGT

PCNA-F GTGCTGGGACCTGGGTT qRT-PCR 217

PCNA-R CGTATCCGCATTGTCTTCT

Ki67-F AGGTCCGTTCCCTCGTT qRT-PCR 270

Ki67-R CATTGTGGTCTGGGTCATC

NONO-F AGAAGCAGCAGCAAGAAC qRT-PCR 115

NONO-R TCCTCCATCCTCCTCAGT

ZFPM2-F2 CCTCGAGGAAGTGTATTATTGGTGCCA 克隆 3′UTR 672

ZFPM2-R2 TTGCGGCCGCAACATTGAGTTTAGGGTTTTG

mi-17-92-F1 GGTACCTTCTTTTCTTTCAGCAGG 克隆 mir-17-92 基因簇 900

mi-17-92-R1 CCTCGAGGTGTTTCAGCCTCTATCCC

表 2 ZFPM2 的 3 个干扰片段(siZFPM2)和干扰对照

si-NC的序列
Table 2 Sequences of the three siZFPM2 and si-NC

(negative control)

引物 序列(5′→3′)

siZFPM2-1 GCACCUGUUCUCGCAUCUUTT
AAGAUGCGAGAACAGGUGCTT

siZFPM2-2 GGUCCACUCUUUCUUCCAATT
UUGGAAGAAAGAGUGGACCTT

siZFPM2-3 GCAACUAUCCUCCAGUAAUTT
AUUACUGGAGGAUAGUUGCTT

si-NC UUCUCCGAACGUGUCACGUTT
ACGUGACACGUUCGGAGAATT

1.6 细胞转染

1.6.1 miRNA抑制剂的转染

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 miR-17-5p、miR-19a

和 miR-20a(100 nmol/L/well)的抑制剂及无关干扰片

段 miR-NC分别转染 DF1细胞，转染后的细胞培养

于 Opti-MEM medium(Invitrogen 公司，美国)培养基

中，4~6 h后换为添加 10%胎牛血清的 DMEM培养

基，转染后 48 h收集细胞，提取 RNA。
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1.6.2 siZFPM2的转染

将鸡前脂肪细胞接种至 24 孔板(2.5×105个/孔)

中，待汇合度达 30%~50%时，将 ZFPM2 干扰片段

(siZFPM2-1、siZFPM2-2 及 siZFPM2-3)及非特异性

干扰对照 si-NC分别转染细胞(100 nmol/L/well)，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。

1.6.3 siZFPM2与 miRNA抑制剂的共转染

将鸡前脂肪细胞接种至 24 孔板(2.5×105个/孔)

中，待汇合度达 30%～50%时，将 3个 ZFPM2干扰

片段 siZFPM2-1、siZFPM2-2 和 siZFPM2-3 的混合

溶液(100 nmol/L/well)分别与 miR-17-5p和 miR-19a

的抑制剂(100 nmol/L/well)共转染鸡前脂肪细胞，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，

转染后 48 h和 72 h，采用 CCK-8检测细胞的增殖。

1.7 RNA提取及 qRT-PCR检测

在 确 定 的 时 间 点收 集细 胞 ， 采 用 Trizol

Reagent(Invitrogen 公司，美国)法提取细胞总 RNA。

将提取的总 RNA 样品稀释至 200 µg/L，按照

Promega Improm-Ⅱ(Promega 公司，美国)反转录试

剂盒说明书，进行反转录。qRT-PCR反应在 ABI 7500

荧光定量 PCR 仪上进行。反应体系为：FastStart

Universal SYBRGreenMaster(ROX)(Roche公司，德国)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。以 NONO 基因为内参，按 2ΔCt

法计算 mRNA相对表达量[18]。

1.8 双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)中培

养，待汇合度达 30%～50%时，将野生型报告基因

载体(psiCHECK-2-ZFPM2-WT)和突变型报告基因

载体(psiCHECK-2-ZFPM2-MUT)(0.5 μg/well)分别与

pcDNA3.1-miR-17-92基因簇表达载体(0.5 μg/well)和

miR-17-5p、miR-19a及 miR-20a(100 nmol/L/well)的

抑制剂共转染 DF1 细胞。转染后细胞培养于 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，转染后 48 h 采用 Dual-

Luciferase Reporter Assay System(Promega 公司，美

国)进行双荧光素酶检测，检测时先弃去培养基，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

LARⅡ，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。

1.9 CCK-8细胞增殖检测

采用 CCK-8试剂盒(同仁，日本)检测细胞的增

殖，具体步骤参照 CCK-8试剂盒操作说明书进行。

在细胞转染 24 h、48 h、72 h和 96 h后，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，测定 450 nm

波长下的吸光值。

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 结果与分析

2.1 ZFPM2在鸡前脂肪细胞增殖中的作用分析

研究发现，在非洲爪蟾(Xenopus)胚胎中，过表

达 ZFPM2的同源基因会抑制红细胞的发育[19]；在果

蝇 (Drosophila)中，过表达 ZFPM2 会抑制晶细胞

(crystal cells)和心脏细胞的形成 [20]。本文推测

ZFPM2基因可能参与鸡前脂肪细胞增殖作用。为此，

本文将人工合成的 ZFPM2 的 3 个干扰片 段

siZFPM2-1、siZFPM2-2、siZFPM2-3 分别转染鸡前

脂肪细胞，转染 48 h 后提取总细胞 RNA，采用

qRT-PCR检测 ZFPM2干扰片段的干扰效果。结果发

现，这 3个 siZFPM2片段均具有极显著的干扰效果

(P<0.01，图 1A)。鉴于此，本文在后续 ZFPM2干扰
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实验中将这 3个 siZFPM2干扰片段混合使用。将混

合的 siZFPM2片段转染鸡前脂肪细胞，利用 CCK-8

检测

siZFPM2对鸡前脂肪细胞增殖的影响。CCK-8分析

显示，在转染 48 h、72 h和 96 h后，siZFPM2混合

液的处理组细胞吸光值极显著高于对照组(P<0.01，

图 1B)，提示干扰 ZFPM2可促进鸡前脂肪细胞的增

殖。qRT-PCR 与 CCK-8 细胞增殖检测结果一致，

qRT-PCR表达分析显示，干扰 ZFPM2时，细胞增殖

标志基因 PCNA、Ki67和 Cyclin D1的表达量在 48 h、

72 h和 96 h时都显著(P<0.05)或极显著 P<0.01)高于

对照组(si-NC)(图 1，C~E)。

2.2 鸡 ZFPM2基因 3′UTR区的生物信息学分析

利用 Targetscan(http://www.targetscan.org/vert_71/)

和 miRanda(http://www.microrna.org/microrna/home.

do)软件分析鸡 ZFPM2 基因(XM_418380)mRNA 的

3′UTR 序列。结果显示：鸡 ZFPM2 基因 3′UTR 区

存在 miR-17-92 基因簇成员 miR-17-5p、miR-19a、

miR-19b及 miR-20a的潜在结合位点；其中，ZFPM2

基因 3′UTR区中第 265~271 bp处序列与 miR-19a和

miR-19b 种子区的第 2~8 bp 处序列完全互补；第

图 1 ZFPM2干扰片段对鸡前脂肪细胞增殖的作用分析
Fig. 1 The effect of ZFPM2 knockdown on chicken preadipocyte proliferation
A：ZFPM2 不同干扰片段(siZFPM2-1、siZFPM2-2 和 siZFPM2-3)的干扰效果检测；B：干扰 ZFPM2 基因对鸡前脂肪细胞增殖的影响；

C~E：干扰 ZFPM2 对细胞增殖相关基因(PCNA、Ki67、Cyclin D1)表达的影响。NONO 作为内参，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01

表示差异极显著。
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479~485 bp 处序列与 miR-17-5p 和 miR-20a 种子区

的第 2~8 bp 处序列完全互补(图 2)。比较人(Homo

sapiens)(NM_012082.3)、大鼠(Rattus norvegicus)(NM_

001130501.1)、小鼠(Mus musculus)(NM_011766.5)、

兔子(Leporidae)(XM_008255815.1)、狗(Canis lupus

familiaris)(NM_001128186.1) 和 鸡 (XM_418380) 的

ZFPM2基因 3′UTR序列发现，这些物种 ZFPM2的

3′UTR 都具有 miR-17-92 基因簇成员 miR-17-5p、

miR-20a、miR-19a 及 miR-19b 的潜在结合位点(图

2)，提示 ZFPM2基因可能是 miR-17-5p、miR-20a、

miR-19a及 miR-19b的靶基因。

2.3 ZFPM2基因 3′UTR野生型和突变型报告基因

载体的构建

为验证 ZFPM2基因是否为 miR-17-5p、miR-20a、

miR-19a及 miR-19b的靶基因，根据鸡 ZFPM2基因

(XM_418380)设计了 1对克隆引物(ZFPM2-F2/R2)，

扩增鸡 ZFPM2 基因的 3′UTR，该区域序列包含

miR-17-5p、miR-20a、miR-19a及 miR-19b的潜在结

合位点 (图 3A)。将 RT-PCR 扩增片段插入 psi-

CHECK2 载体，构建 ZFPM2 基因 3′UTR 的报告基

因载体 psiCHECK2-ZFPM2-3′UTR-WT(野生型)。双

酶切鉴定显示，本文成功构建了野生型 ZFPM2基因

的 3′UTR报告基因载体(图 3B)。在野生型报告基因

载体基础上，采用 DNA合成的方法将 ZFPM2 基因

3′UTR第 265~271 bp处(miR-19a和 miR-19b结合位

点)的 4个碱基，由 GCAC突变为 ATGT(图 3，C和

D)，同时突变 ZFPM2 3′UTR 第 479~485 bp 处

(miR-17-5p 和 miR-20a 结合位点 )的 4 个碱基，由

GCAC 突变为 ATGT(图 3，E 和 F)，构建出相应的

突变型 ZFPM2 基因报告基因载体 psi-CHECK2-

ZFPM2-3′UTR-MUT。测序结果显示，突变型报告基

因载体 psi-CHECK2-ZFPM2-3′UTR-MUT 与野生型

载体 psiCHECK2-ZFPM2-3′UTR-WT 的序列组成除

突变位点处存在差异之外，其他部分的序列组成完

全一致，这表明成功构建了 ZFPM2基因 3′UTR 突

变型和野生型报告基因载体。

2.4 鸡miR-17-92基因簇成员靶基因ZFPM2的鉴定

将 ZFPM2 基 因 的 野 生 型 报 告 基 因 载 体

(psiCHECK2-ZFPM2-3′UTR-WT)分别与 mir-17-92

基因簇表达载体 (pcDNA3.1-mir-17-92)和空表达载

体(pcDNA3.1)共转染 DF1细胞。报告基因活性分析

显示，与 pcDNA3.1 空载体相比，转染 pcDNA3.1-

mir-17-92基因簇能显著降低野生型报告基因载体活

性(P<0.05)(图 4A)，提示 miR-17-92 基因簇可调控

ZFPM2基因的表达。为确认 miR-17-92基因簇成员

miR-17-5p、miR-20a、miR-19a和 miR-19b靶作用于

鸡 ZFPM2 基因，将 ZFPM2 基因的野生型载体

(psi-CHECK2-ZFPM2-3'UTR-WT)和突变型报告基

因载体 (psi-CHECK2-ZFPM2-3'UTR-MUT)分别与

miR-17-5p、miR-19a、miR-20a的抑制剂及 miR-NC

图 2 ZFPM2基因 3′UTR区 miR-17-5p、miR-20a、miR-19a和 miR-19b结合位点的预测分析
Fig. 2 The predicted binding sites of miR-17-5p, miR-20a, miR-19a and miR-19b in the 3′UTR of chicken

ZFPM2 mRNA
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图 3 ZFPM2基因 3′UTR野生型和突变型报告基因载体的构建
Fig. 3 Construction of 3′UTR reporter vectors of wild-type and mutant ZFPM2
A：ZFPM2基因 3′UTR 区 RT-PCR 扩增。M：2000 bp DNA marker；泳道 1：空白对照；泳道 2和 3：ZFPM2 基因 3′UTR区 RT-PCR

扩增片段；B：psiCHECK2-ZFPM2-3′UTR-WT 质粒双酶切鉴定。M：2000 bp DNA marker；泳道 1：psiCHECK2-ZFPM2-3′UTR-WT

质粒 NotⅠ和 XhoⅠ双酶切产物；C、D：ZFPM2 野生型及突变型报告基因载体与 miR-19a和 miR-19b结合位点的测序比对结果；E、

F：ZFPM2 野生型及突变型报告基因载体与 miR-17-5p和 miR-20a结合位点测序比对结果。

图 4 miR-17-92基因簇靶定 ZFPM2基因的报告基因鉴定
Fig. 4 Identification of miR-17-92 cluster targeting ZFPM2 by luciferase reporter assay
A：过表达 miR-17-92 基因簇对 ZFPM2 野生型(psi-CHECK2- ZFPM2-3'UTR-WT)报告基因载体活性的影响；B：miR-17-5p、miR-19a、

miR-20a抑制剂对 ZFPM2 野生型 psi-CHECK2-ZFPM2-3'UTR-WT和突变型 psi-CHECK2-ZFPM2-3'UTR-MUT 报告基因载体活性的影

响。*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示差异极显著。
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(阴性对照)共转 DF1细胞，由于 miR-19a和 miR-19b

的序列相似度很高，达 95%以上，因此，只选择

miR-19a进行实验。本研究所用的 miRNA抑制剂都

是本实验室在前期的研究中证明有效的 miRNA 抑

制剂，都能显著提高其相应靶基因的报告基因活

性[14,21]。报告基因活性检测显示，与对照 miRNA-NC

相比，转染 miR-17-5p、miR-20a和 miR-19a的抑制

剂均能显著或极显著地提高野生型报告基因载体

psi-CHECK2-ZFPM2-3'UTR-WT 的活性，但是，对

突变型报告基因载体 psi-CHECK2-ZFPM2-3'UTR-

MUT荧光素酶活性的影响不显著，其中，转染 miR-

17-5p和miR-19a的抑制剂能显著提高野生型报告基

因 载 体 psi-CHECK2-ZFPM2-3'UTR-WT 的 活 性

(P<0.05)，而转染 miR-20a的抑制剂能极显著地提高

野生型报告基因载体 psi-CHECK2-ZFPM2-3'UTR-

WT的活性(P<0.01)(图 4 B)。由此可见，miR-17-92

基因簇成员 miR-17-5p、miR-20a、miR-19a和 miR-

19b直接靶作用于 ZFPM2基因的 3'UTR，抑制其基

因表达。

2.5 miR-17-92 基因簇成员对细胞内源性 ZFPM2

基因表达的影响

为进一步了解 miR-17-5p、miR-19a和 miR-20a

靶作用于 ZFPM2基因的作用机制，将 miR-17-5p、

miR-19a和miR-20a的抑制剂以及对照miR-NC分别

转染鸡前脂肪细胞系，24 h和 48 h后分别提取细胞

总 RNA，采用 qRT-PCR检测细胞内源性 ZFPM2基

因 mRNA的表达水平。结果发现，与对照相比，转

染 24 h后，miR-20a的抑制剂能显著提高 ZFPM2基

因 mRNA 的表达水平(P<0.05)，miR-17-5p 和 miR-

19a的抑制剂能极显著提高 ZFPM2基因mRNA的表

达水平(P<0.01)(图 5A)；转染 48 h后，miR-17-5p、

miR-19a 和 miR-20a 的抑制剂均能极显著提高

ZFPM2基因 mRNA的表达水平(P<0.01)(图 5B)。这

些数据提示，miR-17-5p、miR-19a、miR-19b 和

miR-20a通过引起靶基因 mRNA的降解，从而调控

ZFPM2基因的表达。

2.6 miR-17-92 基因簇成员的抑制剂对 ZFPM2 促

细胞增殖作用的影响

本实验室前期研究发现，miR-17-92基因簇促进

鸡前脂肪细胞的增殖。根据上述实验结果，本文推

测 ZFPM2可能介导鸡 miR-17-92基因簇的促鸡前脂

肪细胞增殖作用。为了证明这一推测，本文尝试将

miR-17-92 基因簇中不同 miRNA 成员的抑制剂和

siZFPM2 共转染鸡前脂肪细胞，然后检测细胞增殖

变化情况。由于 miR-17-5p与 miR-20a、miR-19a和

miR-19b 的序列相似度很高，并且均具有高度保守

图 5 miR-17-5p、miR-19a及 miR-20a抑制剂对细胞内源性 ZFPM2基因表达的影响
Fig. 5 The effects of miR-17-5p, miR-19a and miR-20a inhibitors on the endogenous ZFPM2 gene expression
A：qRT-PCR 分析 miR-17-5p、miR-19a和 miR-20a 抑制剂对 ZFPM2 基因表达的影响(24 h)；B：qRT-PCR 分析 miR-17-5p、miR-19a

和 miR-20a抑制剂对 ZFPM2基因表达的影响(48 h)。NONO作为内参，*P<0.05表示差异显著，**P<0.01表示差异极显著。
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的种子区域，所以本文选择 miR-17-5p 和 miR-19a

的抑制剂进行研究。结果显示，转染 48 h和 72 h后，

与转染 siZFPM2 和 si-NC组相比较，尽管差异不显

著，但 miR-17-5p 和 miR-19a 的抑制剂均倾向于降

低 siZFPM2的促细胞增殖的作用(图 6)，提示 ZFPM2

可能介导 miR-17-92基因簇促细胞增殖作用。

3 讨 论

细胞增殖分析发现，干扰 ZFPM2能促进鸡前脂

肪细胞的增殖(图 1，B~E)。ZFPM2基因的生物信息

学分析、报告基因分析及内源性基因表达分析证实，

miR-17-92基因簇成员 miR-17-5p、miR-20a、miR-19a

及 miR-19b直接靶作用于 ZFPM2 (图 2、图 4、图 5)，

进一步用 miRNA 抑制剂和 siZFPM2 共转染分析提

示，ZFPM2可能介导 miR-17-92 基因簇的促细胞增

殖作用(图 6)。

在小鼠心肌细胞中，向睿等 [22]研究证实 miR-

17-92 基因簇成员 miR-17-5p 和 miR-20a 靶作用于

ZFPM2 基因；ZFPM2 基因功能分析显示，过表达

ZFPM2基因能促进心肌细胞增殖，并减弱miR-17-92

基因簇对心肌细胞增殖的抑制作用。本研究发现，

miR-17-92基因簇成员 miR-17-5p、miR-20a、miR-19a

及 miR-19b靶作用于鸡 ZFPM2基因。与向睿等人的

报道不同，本研究发现干扰 ZFPM2可促进细胞增殖。

图 6 miR-17-5p 和 miR-19a 抑制剂对 siZFPM2 促前

脂肪细胞增殖作用的影响

Fig. 6 Effects of miR-17-5p and miR-19a inhibitors on
preadipocyte proliferation induced by siZFPM2

与本文的研究相一致，Xiao 等 [23]发现干扰 ZFPM2

基因能促进肝脏星形细胞(LX-2)的增殖。这些数据

提示，ZFPM2在细胞增殖中的作用及其作用机制在

不同的细胞类型和细胞背景下是不同的，既可以促

进细胞增殖也可以抑制细胞增殖。目前已发现多个

这样的基因，它们在不同细胞中对细胞增殖的作用

不同，在有的细胞类型中能促进细胞增殖，但在有

的细胞类型中能抑制细胞增殖[24,25]。

本研究发现干扰 ZFPM2 基因促进鸡前脂肪细

胞的增殖，miR-17-92基因簇成员靶作用于 ZFPM2。

本实验室前期研究发现 miR-17-92 基因簇促进鸡前

脂肪细胞的增殖[14]，考虑到 ZFPM2在鸡前脂肪细胞

中的作用，本文推测鸡 miR-17-92 基因簇至少是部

分通过靶作用于 ZFPM2，从而促进鸡前脂肪细胞的

增殖。共转染分析显示，尽管差异不显著，miR-17-92

基因簇成员 miR-17-5p 和 miR-19a 的抑制剂均倾向

于减弱 siZFPM2 的促细胞增殖的作用，提示 miR-

17-92基因簇成员可能是通过抑制 ZFPM2从而促进

鸡前脂肪细胞增殖的。miR-17-5p和 miR-19a抑制剂

的作用效果没有达到统计学差异显著，推测这可能

是由于本研究采用单个 miRNA的抑制剂所造成的。

目前已知 miR-17-92 基因簇存在多个成员调控同一

基因，而且这些 miRNA 成员在调控中存在协同作

用 [23,26,27]。miR-17-92 基因簇的 4 个 miRNA 成员

(miR-17-5p、miR-20a、miR-19a 和 miR-19b)均能靶

作用于 ZFPM2，考虑到这些 miRNA 成员的协同作

用，单个 miRNA抑制剂的作用效果会比较弱。为了

解 miR-17-92 基因簇成员的协同作用，本实验室曾

计划构建 ZFPM2的真核表达载体，但是很遗憾，未

能扩增出鸡全长 ZFPM2 基因的 CDS。未来，将继

续尝试克隆鸡 ZFPM2基因的完整编码区序列，并构

建 ZFPM2 的真核表达载体，进而分析同时过表达

ZFPM2和 miR-17-92基因簇对鸡前脂肪细胞增殖的

影响，从而确定 ZFPM2在 miR-17-92基因簇促进鸡

前脂肪细胞增殖中的作用。miRNA的靶基因众多，

而 miR-17-92 基因簇有 6 成员，因此该基因簇的靶

基因会更多。除了 ZFPM2外，未来有必要采用转录

组和蛋白组分析，筛选鉴定出 miR-17-92 基因簇促

进鸡前脂肪增殖的其他靶基因。
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大多数 miRNA 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，这种基

因表达调控方式只影响靶基因的蛋白表达，并不引

起靶基因 mRNA的降解[22,28]。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[29]。本研究发现，miR-17-5p、

miR-20a 和 miR-19a 的抑制剂均能极显著提高细胞

内源性 ZFPM2 基因 mRNA 的表达水平，提示

miR-17-5p、miR-19a和 miR-20a可能通过降解 ZFPM2

基因的 mRNA从而调控其表达。

PI3K/AKT 信号通路是许多激素和细胞生长因

子发挥作用的重要通路，该通路调控细胞增殖、分

化、凋亡以及蛋白质合成等多种生物学过程[30]。例

如，PI3K/AKT信号通路对脂肪细胞的分化至关重要，

抑制 PI3K 的活性可显著抑制人和小鼠脂肪细胞的

分化[31~34]。PI3K/AKT 通路在肿瘤的发生发展中也

起着非常重要的作用，该通路不仅能促进肿瘤细胞

的增殖和抑制细胞的凋亡，同时还与肿瘤的侵袭和

转移有关。此外，PI3K/AKT信号通路还可以与其他

影响细胞生存和增殖的信号通路相互作用[35]。目前

已知 ZFPM2是 PI3K/AKT通路的一个抑制因子[36]，

ZFPM2能够同 P13K的调节亚基 p85结合，抑制 p85

亚基同催化亚基 p110的结合，从而抑制 PI3K活性

及 PI3K信号通路[37]。PI3K 信号通路的激活会促进

细胞增殖，而其活性的下降则抑制细胞增殖。已有

研究报道，miR-200能通过抑制 ZFPM2的表达，从

而激活 PI3K-AKT 通路的活性，促进人肝癌细胞和

肝星状细胞的增殖与迁移等 [36,37]。本文推测鸡

miR-17-92基因簇可能至少部分通过抑制 ZFPM2基

因的表达，增强 PI3K-AKT 通路的活性，从而促进

鸡前脂肪细胞的增殖。

在小鼠前脂肪细胞的分化过程中，ZFPM2及其

同源基因FOG-1的mRNA表达水平随时间的增加而

明显下降；过表达 FOG-1 和 ZFPM2 能抑制脂肪细

胞的分化，但敲除 ZFPM2并不会促进前脂肪细胞分

化，反而会引起细胞大量死亡，这提示 ZFPM2基因

对脂肪细胞分化过程是十分重要的。进一步的研究

发现，ZFPM2 与 GATA2 和 CTBP 相互作用，共同

调控脂肪的形成 [38]。目前，已知 GATA 家族成员

GATA2 和 GATA3 在脂肪细胞分化中发挥重要的调

控作用 [39]。张志威等 [39]发现，过表达 GATA2 或

GATA3基因抑制鸡 PPARγ基因的转录，暗示 GATA2

或 GATA3 是鸡脂肪细胞分化的抑制因子。由于

GATA2/3、ZFPM2 和 miR-17-92 基因簇都在前脂肪

细胞中表达，未来有必要进一步分析 GATA2/3、

ZFPM2和 miR-17-92基因簇在鸡前脂肪细胞分化中

的相互作用。
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