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摘 要：文章采用基因定点突变和报告基因技术作A/T富集区启动子鉴定和转录调控分析，研究鸡miR-17-
92基因簇上游A/T富集区是否具有启动子活性。 PromPredict预测分析提示miR-17-92基因簇上游-388~-444 bp处

可能是启动子区域。转录因子结合位点分析发现，A/T富集区存在3个E2F1潜在结合位点，分别位于miR-17-92
基因簇上游-1 273 bp（结合位点1）、-1 186 bp（结合位点2）和-753 bp（结合位点3）处。报告基因活性分析发现，鸡

miR-17-92基因簇上游A/T富集区具有启动子活性，其中miR-17-92基因簇上游-440/-1区域启动子活性最强。共

转染分析显示，转录因子E2F1极显著抑制该A/T富集区启动子活性（P<0.01）；进一步定点突变分析表明 E2F1通

过E2F1结合位点1和2抑制A/T富集区启动子活性。报告基因分析发现，与对A/T富集区启动子作用不同，E2F1
促进miR-17-92基因簇宿主基因（MIR17HG）启动子活性。文章首次发现鸡miR-17-92基因簇上游存在一个新的转

录调控区，对揭示鸡miR-17-92基因簇转录调控具有重要意义。
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miR-17-92基因簇非常保守，基因簇DNA长度

约为 0.8 kb，可转录产生 6 个不同的成熟miRNA：
miR-17（miR-17-5p和miR-17-3p）、miR-18a、miR-
19a、miR-19b、miR-20a和miR-92[1]。人类miR-
17-92基因簇位于13号染色体，鸡miR-17-92基因

簇则位于 1号染色体。miR-17-92基因簇在细胞

增殖、分化、凋亡及发育过程中发挥重要调控作

用[2]。此外，还参与免疫疾病[3]、心血管疾病[4]、神

经退行性疾病、癌症等疾病发生。目前研究已发

现，miR-17-92基因簇在眼癌[5]、大肠癌[6]等癌症中

起重要作用，是第一个被公认的非编码癌基因。

哺乳动物研究表明，miR-17-92基因簇位于宿主基

因（MIR17HG）第三内含子，其表达受宿主基因启动

子调控，目前发现转录因子 c- Myc[7]、 E2F1、
E2F2、E2F3[8]、Spi- 1、Fli- 3、Fli- 1[9]、STAT3[10]、

cyclin D1[11]、ETS1、ETS2[12]等直接结合于MIR17HG
基因启动子区，促进miR-17-92基因簇表达，而

p53[13]、C/EBPβ[14]和HIF-1α[15]直接结合于MIR17HG
基因启动子区，抑制miR-17-92基因簇表达。核

小体定位分析和染色质特征分析提示，人类

MIR17HG基因转录起始位点下游A/T富集区具有

启动子活性。与此结果相一致，启动子荧光素酶

活性分析发现，人类MIR17HG基因A/T富集区被

证实具有启动子活性 [16]。以上研究可见，人类

miR-17-92基因簇不仅受MIR17HG启动子调控，

还受其上游A/T富集区启动子调控。 前期研究采

用染色体步移法获得鸡 miR-17-92 基因簇上游

1 704 bp基因组 gap 区序列，确定鸡MIR17HG基

因启动子区 [17]。生物信息学分析发现，鸡 miR-
17- 92 基因簇上游也存在 A/T 富集区（chr.1:147
253933- 147255083），全长 1150 bp，AT 含量为

62.48%[17]，但与人类MIR17HG的A/T富集区相比，

二者序列相似度不高。目前，鸡miR-17-92基因簇

上游A/T富集区是否具有转录调控活性尚不明确。

本研究旨在确认鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集

区是否具有启动子活性，揭示其转录调控机制。

1 材料与方法

1.1 材料

采集AA肉鸡血液和腹部脂肪组织，酚/氯仿抽

提法提取基因组DNA；Trizol法提取AA肉鸡组织

和细胞中总RNA。

1.2 生物试剂

DNA Marker、EasyTaq DNA Polymerase、Trans-
Start FastPfu Fly DNA Polymerase、dNTPs、pEASY-
T1 Simple Cloning Kit、pEASY-Blunt M2 Expression
vector、Trans1-T1 Phage Resistant Chemicall Com-
petent Cell购自北京全式金公司。PrimeScriptTM RT
reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect Real Time）、限

制性内切酶KpnⅠ、SmaⅠ、SalⅠ和T4 DNA连接酶

均购自宝生物工程有限公司（TaKaRa，中国大

连）。质粒小量制备试剂盒、DNA纯化回收试剂盒

investigated by reporter gene assay and the site- directed mutagenesis. PromPredict analysis showed

that a putative promoter region was located from -388 to -444 bp upstream of chicken miR-17-92 cluster.

Transcription factor binding site analysis showed that there were three potential E2F1 binding sites

located within the A/T- rich region: - 1 273 bp (binding site 1), - 1 186 bp (binding site 2) and - 753 bp

(binding site 3) upstream of the miR-17-92 cluster. The reporter gene assay showed that the A/T-rich

region had promoter activity, and the -440 bp region (-440 to -1 bp) upstream of the miR-17-92 cluster

had the strongest promoter activity. Cotransfection analysis showed that the transcription factor E2F1

significantly inhibited the promoter activity of the A/T- rich region (P<0.01). Further site- directed

mutagenesis showed that E2F1 inhibited the promoter activity via E2F1 binding sites 1 and 2. Reporter

gene analysis showed that, unlike its effect on the promoter activity of the A/T- rich region, E2F1

enhanced the promoter activity of miR- 17- 92 cluster host gene (MIR17HG). The present study first

identified a new transcription regulatory region upstream of the chicken miR-17-92 cluster. The outcome

of the present study pave the way for elucidating the transcriptional regulation mechanisms of chicken

miR-17-92 cluster.

Key words: chicken (Gallus gallus); miR-17-92 cluster; A/T-rich region; promoter; E2F1
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购自Axygen杭州有限公司。荧光素酶报告基因检

测 试 剂 盒 购 自 美 国 Promega 公 司 。 转 染 试 剂

LipofectamineTM2000购自美国 Invitrogen公司。细胞

裂解液、ECL化学发光试剂盒购自碧云天生物技术

研究所（上海）。HA标签抗体、β-actin抗体、辣根

过氧化物酶（HPR）标记的山羊抗小鼠 IgG 购自

Abmart公司（上海）。DMEM培养基、Opti-MEM培

养基、0.25%胰蛋白酶购自美国Gibco公司。胎牛

血清购自美国 BI 公司。FastStart Universal SYBR
Green Master(ROX) 购自Roche 公司（德国）。pGL3-
basic vector、 pRL- TK vector、 pCMV- HA vector、
DF1细胞（鸡胚成纤维细胞）和 ICPA-Ⅱ细胞（永生

化鸡前脂肪细胞系）均由东北农业大学农业农村部

鸡遗传育种重点实验室保存。

1.3 方法

1.3.1 生物信息学分析

从 UCSC Genome Browser（http://genome.ucsc.
edu/）获得鸡chr.1:147253933-147255083的miR-17-
92基因簇上游A/T富集区序列，利用GPMiner（http:
//gpminer.mbc.nctu.edu.tw/）和 PromPredict:（http://nuc
leix.mbu.iisc.ernet.in/prompredict/prompredict.html）预

测所获A/T富集区启动子区，利用在线软件mulan
（https://mulan.dcode.org/）和 JASPAR（http://jaspar.binf.
ku.dk/）预测鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集区转

录因子结合位点。

1.3.2 报告基因载体构建

根据鸡miR-17-92基因簇上游 A/T富集区序

列，利用 Primer Premier 5.0设计引物。以AA肉鸡

血液基因组 DNA为模板，采用 PCR扩增鸡miR-
17-92基因簇上游的全长A/T富集区序列、A/T富

集区 5'端截短突变和 3'端截短突变，引物信息见

表 1。将产物与克隆载体 pEASY-T1 Simple Cloning
Vector连接。双酶切、测序鉴定无误后，利用pGL3-
basic vector构建全长A/T富集区和截短突变体的报

告基因载体。 PCR反应体系10 μL：0.1 μL Easy Taq
DNA Polymerase，1 μL 10 ×EasyTaq DNAPolymerase
Buffer，0.8 μL dNTPs，1 μL基因组DNA模板，上下

游引物各 0.2 μL，6.7 μL ddH2O。PCR反应条件：

95 ℃预变性 5 min；经 95 ℃ 30 s，退火 55 ℃ 30 s，
72 ℃延伸，共 30 个循环；72 ℃终延伸 10 min，
4 ℃保存。同时采用基因合成方法，将野生型A/T
富集区报告基因载体pGL3-AT-MIR17-92（-1291/-

577）的 3 个 E2F1 潜在结合位点 CCGGGAAA（结

合位点1）、CGGCAGAAAATGCGGGA（结合位点2）
和ACGCCAAA（结合位点 3）分别突变成Eco RⅠ酶

切位点GGAATTCC，GGAATTCCAGGAATTCC及G
GAATTCC，构建包含E2F1结合位点突变的报告基

因载体 pGL3-AT-MIR17-92-MUT1（结合位点 1），

pGL3-AT-MIR17-92-MUT2（结合位点 2）和 pGL3-
AT-MIR17-92-MUT3（结合位点 3）。采用双酶切、

测序鉴定无误后用于后续分析。

1.3.3 细胞培养

ICPA-Ⅱ细胞用含有10%胎牛血清，终浓度为

100 U · mL-1青霉素、100 mg · L-1链霉素 DMEM/
F12 培养基，在 37 ℃，含 5% CO2和 90%相对湿度

细胞培养箱中培养。DF1细胞用含有 10%胎牛血

清，终浓度为 100 U · mL-1青霉素、100 mg · L-1链

霉素的 DMEM/High glucose 培养基，在 37 ℃，含

5% CO2和90%相对湿度细胞培养箱中培养。

1.3.4 表达载体构建

根据GenBank中鸡 LEF1基因（NM_205013.2）、

ETS1基因（NM_205298.2）和E2F1基因（NM_205219.1）
序列，设计引物，分别扩增 3个基因全长编码区。

PCR引物详情见表1。
采用Trizol方法提取鸡脂肪组织总RNA，利用

PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser（Per-
fect Real Time）试剂盒反转录为 cDNA，以其为模

板，利用高保真 TransStart FastPfu Fly DNA Poly-
merase 酶，对鸡 LEF1，ETS1，E2F1 基因全长编

码区作 PCR扩增，反应条件：95 ℃ 2 min，95 ℃
20 s，58 ℃ 20 s，72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃
7 min。将 LEF1 和 ETS1 扩增产物克隆至 pEASY-
Blunt M2 Expression vector，将E2F1扩增产物克隆

至pCMV-HA vector，获得3个基因真核表达载体。

1.3.5 Western blot分析

将 ICPA-Ⅱ细胞接种至6 孔板中，待细胞汇合

度达 70%时，采用 LipofectamineTM2000转染试剂，

分别用 pCMV-HA-E2F1、pEASY-MYC-LEF1 和

pEASY-MYC-ETS1真核表达载体（2.0 μg）转染细

胞，转染 6 h后换为添加 10%胎牛血清的DMEM培

养基，48 h后，PBS洗涤 3 遍，每孔加入含 2 μL
PMSF（100 mmol · L-1）裂解液 200 μL，冰上裂解

40 min。采用 10% SDS-PAGE，100 V电泳 1.5 h分

离蛋白，将分离蛋白质样品转至 0. 45 μm孔径NC
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膜上，封闭液室温下封闭2 h后，PBST 洗去膜上封

闭液（10 min·次-1× 4 次），将膜孵育在含有一抗体

稀释液（碧云天）中，4 ℃过夜。抗体稀释比例分别

为β-actin 抗体（Abmart，15 000），myc和HA标签

抗体（Abmart，11 000）。一抗孵育结束后， PBST

洗膜 4 次，每次 10 min，然后将膜在辣根过氧化

物酶标记山羊抗小鼠抗体中（Abmart，15 000）室

温孵育1 h。再用 PBST 洗膜4 次，每次10 min，最

后 ECL 显色，利用 SmartChemiTM Image Analysis
System分析图像。

表 1 引物列表

Table 1 Primers used in this study

名称
Name

AT(-1291/-1)-F
AT(-1291/-1)-R
AT(-724/-1)-F
AT(-724/-1)-R
AT(-440/-1)-F
AT(-440/-1)-R
AT(-1/-724)-F
AT(-1/-724)-R

AT(-1291/-577)-F
AT(-1291/-577)-R
AT(-1291/-626)-F
AT(-1291/-626)-R
AT(-1291/-980)-F
AT(-1291/-980)-R

E2F1-F
E2F1-R
LEF1-F
LEF1-R
ETS1-F
ETS1-R
U6-F
U6-R

miR-17-3p-F
miR-17-3p-R
miR-20a-F
miR-20a-R

pri-miR-17-92-F
pri-miR-17-92-R

URP

序列（5'-3'）
Sequence (5'-3')

GGGTACCCGGGGAACGTGGAGGGGAGGATA
CCCCGGGGGCAACCAGCTTTTTTAGTAATTCAA
GGGTACCCGCTTTCAATTTTTGAATATAGCACT
CCCCGGGGGCAACCAGCTTTTTTAGTAATTCAA
GGGTACCCATTCTTAATTATCCAAACTGAGCAT
CCCCGGGGGCAACCAGCTTTTTTAGTAATTCAA
CCCCGGGGCGCTTTCAATTTTTGAATATAGCACT
GGGTACCCGCAACCAGCTTTTTTAGTAATTCAA
GGGTACCCGGGGAACGTGGAGGGGAGGATA

CCCCGGGGGGTTCCTCTCATTGGGTTTAGATGGG
GGGTACCCGGGGAACGTGGAGGGGAGGATA

CCCCGGGGCCAGTAATGGCTGTAAGTTACCCAAGC
GGGTACCCGGGGAACGTGGAGGGGAGGATA
CCCCGGGGGCTGCTAAACATGCCTGCAATCCT

GCGTCGACCACCTGAGCCATGGCTACGG
GCGGTACCAGCCTCAGAAGTCCAAGTGCGT
(G/A)NNATGNCGCAGCTGCCGGGGGCCGGGG

GATGTAGGCAGCTGTCATTCTGGGG
(G/A)NNATGNTGGACCTGAAGCCCACCCTG

CTCATCAGCATCTGGCTTGACGTC
CTCGCTTCGGCAGCACA

AACGCTTCACGAATTTGCGT
ACACTCCAGCTGGGACTGCAGTGAAGGC

CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACAAGTGC
ACACTCCAGCTGGGTAAAGTGCTTATAGTGC

CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCTACCTGC
CATCTACTGCCCTAAGTGCTCCTT
GCTTGGCTTGAATTATTGGATGA

TGGTGTCGTGGAGTCG

T值（℃）
Tm value

55

55

55

55

55

55

55

56

56

56

60

60

60

60

60

产物长度（bp）
Product length

1 291

724

440

724

715

666

312

1 288

1 107

1 311

64

67

68

注：斜体表示保护碱基，下划线序列分别为 SmaⅠ、KpnⅠ和 SalⅠ酶切位点。SmaⅠ酶切位点为 CCCGGG；KpnⅠ酶切位点为GG⁃
TACC；SalⅠ酶切位点为GTCGAC。

Note: The italics are protective bases; the underlined bases are restriction sites for SmaⅠ, KpnⅠand SalⅠ, respectively. The restriction site for
SmaⅠ is CCCGGG. The restriction site for KpnⅠis GGTACC. The restriction site for SalⅠis GTCGAC.
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1.3.6 报告基因活性检测

1.3.6.1 鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集区启动子报告

基因活性分析

将 DF1 细胞或 ICPA-Ⅱ细胞接种至 24 孔板

中，待细胞汇合度约70%时，采用LipofectamineTM-
2000转染试剂，将所有A/T富集区突变体（0.8 μg）
及反向插入的报告基因（0.8 μg）与内参质粒 pRL-
TK（80 ng）共转染细胞。转染6 h后，换为含有10%
胎牛血清DMEM培养基，48 h后，使用Promega公
司Dual Luciferase Reporter Assay System作双荧光素

酶检测。报告基因活性为萤火虫荧光素酶活性/海
肾荧光素酶活性比值，每个试验3 次独立重复。

1.3.6.2 鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集区及MIR17HG

基因启动子转录调控分析

将 ICPA-Ⅱ细胞接种至 24孔板中，培养至细

胞汇合度约为 70%时，采用 LipofectamineTM2000转

染试剂，将特定 A/T 富集区报告基因载体或

MIR17HG基因启动子报告基因载体（0.4 μg）分别与

特定转录因子真核表达载体（0.4 μg）及内参质粒

pRL-TK（80 ng）共转染细胞，48 h后检测报告基因

活性，报告基因活性分析方法同上。

1.3.7 E2F1基因对内源性miR-17-92 基因簇表达

的影响

将鸡DF1细胞和 ICPA-Ⅱ细胞接种至6孔板中

培养，待细胞汇合度达70%时，采用LipofectamineTM-
2000 转染试剂，将 pCMV-HA-E2F1 真核表达载

体（2.0 μg）和空载 pCMV-HA vector（2.0 μg）转染

细胞，48 h后，收集细胞，利用 Trizol法提取细

胞总 RNA。利用 PrimeScriptTM RT reagent Kit with
gDNA Eraser（Perfect Real Time）试剂盒反转录后，

Real-time stem-loop RT-PCR和Real-time RT-PCR
检测鸡miR-17-92基因簇前体（pri-miR-17-92）和

miRNA成员表达，引物信息见表1，Real-time RT-
PCR和Real-time stem-loop RT-PCR采用 10 μL反

应体系，反应体系如下：上、下游引物各 0.3 μL，
模板 1 μL， FastStartUniversal SYBR Green Master
（ROX）5 μL，ddH2O 3.4 μL。反应条件：预变性

95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，共 40 个循

环。每个样品设3 孔重复，利用2-ΔΔCt方法计算相对

表达量。

1.4 数据分析

运用GraphPad Prism5 软件分析试验数据，平均

数±标准差表示，t-test作差异显著性分析，*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 鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集区的生物

信息学分析

前期研究发现，鸡 miR-17-92 基因簇上游

1150 bp（chr.1 147253924-147255116）存在一个 A/
T 富集区，A/T含量为 62.48%[17]。为确定该A/T富

集区是否调控 miR- 17- 92 基因簇表达，利用

GPMiner（http://gpminer.mbc.nctu.edu.tw/）分析该A/T
富集区序列，结果表明， A/T富集区序列中存在一

个 TATA box和一个CCAAT box，分别位于基因簇

上游 488 bp处和 591 bp处。利用 PromPredict预测

该A/T富集区启动子区，结果提示在该基因簇上游

444 bp到388 bp处存在一个启动子区。目前已知鸡

MIR17HG启动子位于该基因簇上游 3 kb处 [17]，鸡

MIR17HG启动子与所预测A/T富集区启动子区相

距较远，提示miR-17-92基因簇上游 A/T 富集区

启动子为独立启动子。利用 mulan（https://mulan.
dcode.org/）和 JASPAR（http://jaspar.binf.ku.dk/）预测

鸡 miR-17-92 基因簇上游 A/T富集区中转录因子

结合位点发现，该 A/T 富集区存在转录因子

LEF1、ETS1和E2F1潜在结合位点，其中E2F1潜

在结合位点 3个，分别位于miR-17-92基因簇上

游-1 273 bp（结合位点 1）、-1 186 bp（结合位点 2）
和-753 bp（结合位点3）处（见图1）。
2.2 鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集区启动子

报告基因活性分析

为验证鸡miR-17-92 基因簇上游A/T富集区是

否具有启动子活性，采用PCR扩增构建miR-17-92
基因簇上游全长 A/T富集区报告基因载体 pGL3-
AT-MIR17-92（-1291/-1）、5'端截短报告基因载体

pGL3-AT-MIR17-92（-724/-1）和 pGL3-AT-MIR17-
92（-440/-1）、3'端截短报告基因载体 pGL3-AT-
MIR17-92（-1291/-577）、pGL3-AT-MIR17-92（-1291/
-626）和 pGL3-AT-MIR17-92（-1291/-980）以及其

反向插入报告基因载体 pGL3-AT-MIR17-92（-1/
-724）（见表1，图2）。

将全长A/T富集区报告基因载体及 5'端和 3'端
截短突变体的报告基因载体分别转染DF1细胞和

ICPA-Ⅱ细胞。报告基因活性分析显示，全长A/T
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富集区启动子报告基因载体 pGL3-AT-MIR17-92
（-1291/-1）荧光素酶活性极显著高于pGL3-basic空
载体（P<0.01）。截短突变报告基因载体 pGL3-AT-
MIR17-92（-1291/-577）、pGL3-AT-MIR17-92（-1291/
-626）、pGL3-AT-MIR17-92（-1291/-980）、pGL3-
AT-MIR17-92（-724/-1）和pGL3-AT-MIR17-92（-440/
-1）荧光素酶活性同样极显著高于pGL3-basic空载

体（P<0.01）。3'端截短突变体报告基因载体 pGL3-
AT-MIR17-92（-1291/-577）、pGL3-AT-MIR17-92
（-1291/-626）、pGL3-AT-MIR17-92（-1291/-980）
与全长A/T富集区报告基因载体pGL3-AT-MIR17-

92（-1291/-1）荧光素酶报告基因活性差异不明

显，但 5' 端截短突变体报告基因载体 pGL3-
AT-MIR（-724/-1）和pGL3-AT-MIR17-92（-440/-1）
荧光素酶报告基因活性显著高于全长A/T富集区报

告基因载体 pGL3-AT-MIR17-92（-1291/-1）活性

（P<0.05）。与预期一致，反向插入报告基因载体

pGL3-AT-MIR17-92（-1/-724）与 pGL3-basic空载

体相比，二者活性无显著差异（P>0.05）。以上结果

表明，鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集区具有启

动子活性，且miR-17-92基因簇上游-440 bp序列

启动子活性最强（见图3）。

图1 鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集区生物信息学分析

Fig. 1 Bioinformatics analysis of A/T-rich region upstream of chicken miR-17-92 cluster

图2 鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集区报告基因载体双酶切鉴定

Fig. 2 Double digestion identification of the promoter reporters of the A/T rich-region and its

mutants upstream of chicken miR-17-92 cluster

M-DNA 分子质量标准（DL2000 Marker），从上到下依次为：2 000、1 000、750、500、250 和 100 bp
1-pGL3-AT-MIR17-92（-1291/-1）；2-pGL3-AT-MIR17-92（-1291/-577）；3-pGL3-AT-MIR17-92-MUT1；4-pGL3-AT-
MIR17-92（-1291/-626)；5-pGL3-AT-MIR17-92（-1291/-980）；6-pGL3-AT-MIR17-92（-724/-1)；7-pGL3-AT-
MIR17-92(-1/-724）；8-pGL3-AT-MIR17-92（-440/-1）；9-pGL3-AT-MIR17-92-MUT2；10-pGL3-AT-MIR17-92-MUT3
M-DL2 000 DNA marker from top to bottom: 2 000, 1 000, 750, 500, 250, and 100 bp
1-pGL3-AT-MIR17-92(-1291/-1); 2-pGL3-AT-MIR17-92(-1291/-577); 3-pGL3-AT-MIR17-92-MUT1; 4-pGL3-AT-
MIR17-92(-1291/-626); 5-pGL3-AT-MIR17-92(-1291/-980); 6-pGL3-AT-MIR17-92(-724/-1); 7-pGL3-AT-MIR17-
92(-1/-724); 8-pGL3-AT-MIR17-92(-440/-1); 9-pGL3-AT-MIR17-92-MUT2; 10-pGL3-AT-MIR17-92-MUT3

TATA box

-1150 -591 -488 -1-3500 -3400 -3002 -2500

CCAAT box

miR-17-92 cluster 3'5' MIR17HG promoter

CpG Island A/T-rich region

-1273 -1258 -1186 -1118 -753 -402 -317 -68 -45
宿主基因的TSSTSS of bost gene ETS1结合位点ETS1 binding site E2F1结合位点E2F1 binding site LEF1结合位点LEF1 binding site

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2000 bp
1000 bp750 bp500 bp
250 bp
100 bp
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2.3 LEF1、ETS1、E2F1对鸡miR-17-92基因簇

上游A/T富集区启动子活性的影响

哺乳动物研究发现，ETS1[12]与E2F1[8]直接作用

于 MIR17HG 启动子，调控 miR-17-92 基因簇表

达。通过鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集区作生

物信息学分析发现，该区存在转录因子 LEF1、
ETS1和E2F1潜在结合位点，但LEF1、ETS1和E2F1
是否调控该A/T富集区启动子尚不清楚。为此，开

展LEF1、ETS1和E2F1对鸡miR-17-92基因簇上游

A/T 富集区调控分析。将 pEASY- MYC- LEF1，
pEASY-MYC-ETS1、pCMV-HA-E2F1 3个真核表

达载体分别与鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集区

报告基因载体 pGL3-AT-MIR（-1291/-1）共转染细

胞，报告基因活性分析结果表明，LEF1和ETS1对
A/T富集区报告基因活性无显著影响（P>0.05），而

E2F1则明显抑制A/T富集区报告基因活性（P<0.01）
（见图 4）。进一步将 pCMV-HA-E2F1分别与截短

突变报告基因载体 pGL3-AT-MIR17-92（-1291/-

1)、 pGL3-AT-MIR17- 92（-1291/- 980）和 pGL3-
AT-MIR17-92（-1291/-577)共转染细胞，报告基因

检测结果发现，E2F1过表达可极显著降低各截短

突变体报告基因载体萤光素酶活性（P<0.01）（见图

5A）。为验证E2F1是否直接靶向鸡miR-17-92基

因簇上游 A/T 富集区，将 pGL3-AT-MIR17-92
（- 1291/- 577）和突变型报告基因载体（pGL3-
AT- MIR17- 92- MUT1、 pGL3- AT- MIR17- 92-
MUT2、pGL3-AT-MIR17-92-MUT3）分别与E2F1
真核表达载体共转，发现与前述结果一致，E2F1
过表达可显著降低 pGL3-AT-MIR17-92（-1291/
-577）报告基因活性（P<0.01）。E2F1结合位点突变

后，E2F1仍显著降低 pGL3-AT-MIR17-92-MUT3
载体荧光素酶活性（P<0.01），但 E2F1 难以抑制

pGL3-AT-MIR17-92-MUT1 和 pGL3-AT-MIR17-
92-MUT2荧光素酶报告基因活性（P>0.05）（见图

5B）。综上可知，E2F1通过作用于E2F1结合位点1
和2抑制A/T富集区启动子活性。

图3 不同长度A/T富集区报告基因活性分析

Fig. 3 Promoter activity analysis of the A/T-rich region with different length

A-转染DF1细胞分析结果；B-转染 ICPA-Ⅱ细胞分析结果。

左侧为A/T富集区截短突变体的结构模式图，右侧图为报告基因活性分析结果。各组结果均于与pGL3-basic结果相比，

星号表示差异显著P<0.05（*），P<0.01（**）。
A-Analysis of the promoter activity in DF1 cells transfected with the promoter reporters of the A/T-rich region with different length.
B-Analysis of the promoter activity in ICPA-II cells transfected with the promoter reporters of the A/T-rich region with different
length. Figure on the left is the schematic diagram of truncation mutants of the A/T-rich region; figure on the right is the histogram
of the promoter activity of the truncation mutants of the A/T-rich region. The results of the A/T-rich region with different length
were compared with pGL3-basic vector, and the asterisk indicates a significant difference P<0.05 (*), P<0.01(**)
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图4 LEF1、ETS1和E2F1对鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集区启动子活性的影响

Fig. 4 Effect of transcription factors (LEF1, ETS1 and E2F1) on the promoter activity of

A/T-rich region upstream of chicken miR-17-92 cluster

A-LEF1、ETS1 和 E2F1真核表达载体Western blot验证。1-LEF1转染细胞的裂解物；2-阴性对照（pEASY-Blunt M2 Expression vec⁃
tor转染细胞裂解物）；3-E2F1转染细胞裂解物；4-阴性对照（pCMV-HA vector转染细胞裂解物）；5-ETS1转染细胞裂解物；6-阴性

对照（pEASY-Blunt M2 Expression vector转染细胞裂解物）；B-过表达 LEF1对A/T富集区启动子报告基因载体 pGL3-AT-MIR（-
1291/-1）活性的影响；C-过表达E2F1对A/T富集区启动子报告基因载体pGL3-AT-MIR（-1291/-1）活性的影响； D-过表达ETS1对
A/T富集区启动子报告基因载体pGL3-AT-MIR(-1291/-1)活性的影响；B、C和D中NC分别代表空载体pEASY-Blunt M2 Expression
vector、pCMV-HA vector和pEASY-Blunt M2 Expression vector。*表示差异显著，P<0.05（*），P<0.01（**）
A-Western blot identification of the eukaryotic expression vectors of LEF1, ETS1 and E2F1. 1-The lysate of cells transfected with LEF1
(pEASY-MYC-LEF1); 2-Negative control (the lysate of cells transfected with pEASY-Blunt M2 Expression vector) ; 3-The lysate of cells
transfected with E2F1( pCMV-HA-E2F1); 4-Negative control (the lysate of cells transfected with pCMV-HA vector); 5-The lysate of cells
transfected with ETS1 (pEASY-MYC-ETS1); 6-Negative control (the lysate of cells transfected with pEASY-Blunt M2 Expression vector). B-
Effect of LEF1 overexpression on the promoter activity of the A/T-rich region reporter pGL3-AT-MIR(-1291/-1). C-Effect of E2F1 overexpres⁃
sion on the promoter activity of the A/T-rich region reporter pGL3-AT-MIR(-1291/-1). D-Effect of ETS1 overexpression on the promoter activ⁃
ity of A/T-rich region reporter pGL3-AT-MIR(-1291/-1). NC in Figures B, C and D represents the pEASY-Blunt M2 Expression vector, pC⁃
MV-HA vector and pEASY-Blunt M2 Expression vector, respectively. The asterisk indicates a significant difference, P<0.05 (*), P<0.01(**)

图5 转录因子E2F1对鸡miR-17-92基因簇上游A/T富集区启动子活性的影响

Fig. 5 Effect of E2F1 overexpression on the promoter activity of the A/T-rich region and its

mutants upstream of miR-17-92 cluster

加号（+）表示转染质粒；减号（-）表示为转染质粒；*表示差异显著，*P<0.05，**P<0.01。
Plus sign (+) indicates that the plasmid was transfected; minus sign (-) indicates that the plasmid was not transfected. The asterisk
indicates a significant difference. *P<0.05, **P<0.01
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2.4 E2F1对鸡miR-17-92基因簇的影响

哺乳动物研究发现，MIR17HG基因启动子受

E2F1 调控 [18]。前期研究发现，鸡 MIR17HG 基因

启动子区也存在一个保守转录因子 E2F1结合位

点 [17]。为了解 E2F1 对 miR-17-92 基因簇宿主基

因启动子活性的影响，将鸡miR-17-92基因簇宿

主基因的启动子报告基因载体 pGL3-cMIR17HG
（-3780/-2506）与pCMV-HA-E2F1真核表达载体共

转染 ICPA-Ⅱ细胞，结果发现，E2F1可显著增强

宿主基因启动子报告基因活性（见图 6A）（P<
0.05）；将E2F1真核表达载体转染 ICPA-Ⅱ细胞和

DF1 细胞，检测鸡 miR-17-92 基因簇前体（pri-
miR-17-92）、miR-17-3p和miR-20a。结果发现，

在 ICPA-Ⅱ细胞中，E2F1 可显著促进 miR- 17-
92基因簇前体、miR-17-3p和miR-20a表达（P<
0.05）；DF1细胞中，E2F1极显著促进miR-17-92基
因簇前体表达（P<0.01），显著促进 miR-20a表达

（P<0.05）（见图6B，6C）。

图6 E2F1过表达对MIR17HG启动子和内源性miR-17-92基因簇表达的影响

Fig. 6 Effect of E2F1 overexpression on the promoter activity of MIR17HG and the

endogenous expression of chicken miR-17-92 cluster

A-E2F1过表达对MIR17HG启动子活性的影响；B、C：E2F1过表达对鸡细胞内源性miR-17-92基因簇表达的影响。其中

图B为转染 ICPA-Ⅱ细胞结果，图C为转染DF1细胞结果。*表示差异显著，* P<0.05，** P<0.01。
A-The effect of E2F1 overexpression on the promoter activity of MIR17HG; Figures B and C: Effect of E2F1 overexpression on the
endogenous expression of miR-17-92 cluster in ICPA-II (B) and DF1 cells (C). The asterisk indicates a significant difference.
*P<0.05 , **P<0.01.

3 讨论与结论

目前已证实，人类miR-17-92 基因簇上游A/T
富集区具有启动子活性，对该基因簇起调控作

用[19]。鸡miR-17-92基因簇上游同样存在A/T富集

区，但与人类相似度仅34%[17]。人类miR-17-92基
因簇上游CpG岛与A/T富集区之间存在一个重要的

c-Myc结合位点 E-box（E3），位于该基因簇上游

1 500 bp处，此 c-Myc结合位点与miR-17-5p上游

700 bp序列对人类miR-17-92 基因簇转录起调控

作用[20]。但鸡miR-17-92基因簇A/T富集区上游无

相应 c-Myc结合位点。以上结果提示，鸡与人类

miR-17-92基因簇A/T富集区转录调控可能不完全

相同。本研究证实鸡miR-17-92基因簇上游A/T富

集区具有启动子活性，其中miR-17-92簇上游约

440 bp 序列为高活性启动子区。以上结果与

PromPredict启动子分析结果一致，PromPredict分
析显示，miR-17-92基因簇上游A/T富集区启动子

区位于该基因簇上游-444 bp到-388 bp处。

研究发现 E2F1 可显著促进 miR-17-92 簇表

达 [8]。本研究发现E2F1促进鸡MIR17HG基因启动

子的报告基因活性及细胞内源性miR-17-92基因

簇表达。本研究中，E2F1对鸡MIR17HG启动子和

A/T富集区启动子调控作用不同（见图 4C，6A），

推测鸡miR-17-92基因簇可能在不同细胞、组织

及生理和病理状态下采用不同启动子转录调控。

研究显示，约三分之一内含子miRNA具有独立于

其宿主基因启动子，独立于宿主基因转录 [21]。

miRNA基因由多个启动子调控，其表达调控机制

复杂多样，在不同组织和细胞类型中miRNA转录

调控可能不同 [22]。例如， let-7c转录调控十分复

杂，宿主基因启动子可控制急性骨髓性白血病亚
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型急性早幼粒细胞白血病中 let-7c表达，但非白血

病肿瘤中 let-7c转录优先受内含子启动子调节；宿

主基因启动子在急性骨髓性白血病更为活跃，但

内含子启动子可在其他组织类型例如前列腺细胞

中起作用[23]。研究表明，miR-128-2表达不仅受其

宿主基因启动子调控，还可能由内含子启动子转

录。ChIP分析发现，在急性淋巴细胞白血病患者

中，miR-128-2表达与其宿主基因表达不一致可能

由 p53失活引起，p53失活可能丧失抑制内含子启

动子的作用，导致miR-128-2水平升高 [22]。miR-
17-92基因簇受宿主基因启动子和基因簇上游A/T
富集区启动子转录调控。研究发现，原癌基因

Pim-1与 c-Myc通过A/T富集区上游 200 bp处的 c-
Myc结合位点协同激活A/T富集区转录[19]。

本研究中，单独突变miR-17-92基因簇上游

1 273和 1 186 bp处E2F1结合位点 1和 2后，E2F1
丧失对启动子报告基因载体活性抑制作用（见图

5B），可能两个E2F1结合位点位置较近，存在协

同作用。转录调控研究发现，对于包含多个转录

因子结合位点的启动子，转录因子之间存在协同

作用，一个转录因子结合启动子促进其结合位点

附近其他结合位点与转录因子结合 [24-25]。鸡miR-
17-92 基因簇上游 A/T 富集区具有启动子活性；

E2F1抑制A/T富集区启动子活性。
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