
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１５１２００４

ＭｉＲ７下调ＬＸＲβ表达而抑制ＨｅｐＧ２细胞脂质生成的作用

付晓红，钟　丹，许志臻，周　鹏，闫小晶，赵　力，黄　刚　　（４０００３８重庆，第三军医大学基础医学部生物化学
与分子生物学教研室）

　　［摘要］　目的　初步探讨ｍｉＲ７对ＬＸＲβ的抑制作用及其在肝细胞脂质生成中的作用。方法　生物
信息学分析，预测 ＬＸＲβｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ上 ｍｉＲ７的可能结合位点。在人肝细胞系 ＨｅｐＧ２中转染
ｍｉＲ７，以ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＬＸＲβｍＲＮＡ水平和蛋白水平表达的变化；构建 ＬＸＲβ３′
ＵＴＲ报告基因质粒ｐＭＩＲ／ＬＸＲβ，Ｒｅｐｏｒｔａｓｓａｙ检测报告基因荧光素酶活性；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｍｉＲ７对
ＬＸＲβ激动剂诱导的脂质生成相关靶基因ＦＡＳ、ＡＣＣ的表达变化。结果　在人肝细胞中，ｍｉＲ７能够显
著抑制ＬＸＲβ的表达（Ｐ＜００５），且 ｍｉＲ７能降低 ＬＸＲβ重组质粒 ｐＭＩＲ／ＬＸＲβ的荧光素酶活性（Ｐ＜
００５）。同时抑制其激动剂对脂质代谢相关靶基因的诱导作用。结论　ｍｉＲ７可通过结合在 ＬＸＲβ３′
ＵＴＲ区域而抑制其表达，进而抑制ＦＡＳ、ＡＣＣ的表达而抑制脂质生成。
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ＵＴＲ（ｐＭＩＲ／ＬＸＲβ）ｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｒｅｐｏｒｔａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ７ｏｎｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＬＸＲβ３′ＵＴＲ．ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ（ＦＡＳ）
ａｎｄａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ（ＡＣＣ）ａｓＬＸＲβｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｔａｒｇｅｔｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＭｉＲ７ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｏｔｈ
ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬＸＲβ（Ｐ＜００５）．ＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｉＲ７ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅｏｎＬＸＲβ，ａｎｄｍｉＲ７ｃｏｕｌｄｒｅｄｕｃｅｔｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐＭＩＲ／ＬＸＲβ（Ｐ＜００５）．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，
ｍｉＲ７ｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＦＡＳａｎｄＡＣＣ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＭｉＲ７ｃａｎｓｕｐｐｒｅｓｓＬＸＲβｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈｂｉｎｄｉｎｇｔｏＬＸＲβ３′ＵＴＲ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｍｉＲ７ｍａｙｓｕｐｐｒｅｓｓｈｅｐａｔｉｃｌｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＸＲβｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｔａｒｇｅｔｓＦＡＳａｎｄＡＣＣ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒβ；ｍｉＲ７；ｈｅｐａｔｉｃｃｅｌｌ；ｌｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＣｈｉｎａ（８１４０２０３５）ａｎｄｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ
（ＣＳＴＣ２０１２ｊｊＡ１０１２１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨｕａｎｇＧａｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｃｑｈｕａｎｇｇａｎｇ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

　　脂质代谢紊乱，如甘油三酯过度合成和堆积、胆固
醇内稳态失调等，可引起高血脂、脂肪肝、肥胖症及动

脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，Ａｓ）等多种代谢相关疾病，
严重威胁人类健康［１－２］。

　　核受体ＬＸＲβ（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒｓβ，肝 Ｘ受体 β）是

５８０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１０）



核受体超家族成员ＬＸＲ的一种亚型，作为一种转录因
子，其可被天然配体氧化固醇类和人工合成配体激活，

从而对靶基因的表达进行调控而发挥功能［３］。近年

研究发现，ＬＸＲβ与胆固醇代谢平衡、胆汁酸代谢和炎
症反应等过程密切相关［４－６］。尤其在脂肪酸合成过程

中，活化ＬＸＲβ可激活脂肪酸合酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，
ＦＡＳ）、乙酰ＣｏＡ羧化酶（ａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣ）
的转录，从而促进脂肪酸合成［７－８］。因此，若能抑制

ＬＸＲβ的表达，将有利于抑制脂肪酸的过度合成，从而
缓解甘油三酯增多导致的相关代谢疾病。

　　微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲｓ）是非编码小分子
ＲＮＡ，其通过抑制靶基因表达而与多种疾病密切相
关［９］。研究表明，ｍｉＲ７在脂代谢中发挥重要作用，其
可促进动脉粥样硬化的形成，尤其是在胆固醇的逆向

转运方面具有重要作用［１０］。而最近研究发现，ｍｉＲ７
能抑制脂质生成［１１］，但其具体作用机制尚不清楚。既

然ＬＸＲβ能促进脂肪酸合成，而 ｍｉＲ７可抑制脂质生
成，且ｍｉｃｒｏＲＮＡ可通过抑制靶基因表达而发挥作用，
那么ｍｉＲ７在抑制脂质生成过程中能否抑制ＬＸＲβ表
达尚少见报道。我们通过生物信息学预测发现，在

ＬＸＲβｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ上存在 ｍｉＲ７的可能结合位
点。因此，我们对 ｍｉＲ７调节 ＬＸＲβ表达及在脂质生
成中的作用进行了研究，以期为阐明 ＬＸＲβ的表达调
控机制积累资料，为脂质代谢相关疾病的治疗寻找新

的靶点。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人ＨｅｐＧ２细胞株购自美国ＡＴＣＣ，胎牛血清（美国
赛默飞公司），高糖细胞培养基 ＤＭＥＭ（美国赛默飞公
司），二甲基亚砜（美国西格玛公司），ＬＸＲ激动剂
ＴＯ９０１３１７、ＧＷ３９６５（美国西格玛公司），ＣＣＫ８（日本
同仁化学研究公司），ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国英杰公司），琼
脂糖、ＭＭＬＶ反转录酶（美国英俊公司），ｒＴａｑ酶、
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测试剂盒（大连宝生物公司），ｄＮＴＰ
（美国普洛麦格公司），ＣｏｍｐｌｅｔｅＣｏｃｋｔａｉｌ蛋白酶抑制
剂（德国罗氏公司），细胞总蛋白抽提试剂盒、ＢＣＡ蛋
白浓度测定试剂盒（南京碧云天公司），封闭蛋白干粉

（武汉博士德公司），兔抗 ＬＸＲβ多抗（美国艾博抗公
司），鼠抗 βａｃｔｉｎ单抗（美国圣克鲁斯公司），ＨＲＰ标
记的山羊抗兔ＩｇＧ抗体（美国皮尔斯公司），ＨＲＰ标记
的山羊抗小鼠ＩｇＧ抗体（美国皮尔斯公司），ＰＶＤＦ膜、
ＥＣＬ化学发光底物试剂盒（美国皮尔斯公司），引物用
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计，由上海生工公司合成。
其余试剂均为国产分析纯。基因引物序列见表１。

表１　基因引物合成序列与片段大小

基因名称 引物序列（５′→３′） 片段大小（ｂｐ）　
ＬＸＲβ 上游：ＡＧＣＡＧＣＡＧＧＡＧＴＣＡＣＡＧＴＣＡ １２３

下游：ＧＴＴＣＴＴＧＡＧＣＣＧＣＴＧＴＴＡＧＣ

βａｃｔｉｎ 上游：ＧＴＧＡＡＧＧＴＧＡＣＡＧＣＡＧＴＣＧＧＴＴ １３７
下游：ＧＡＡＧＴＧＧＧＧＴＧＧＣＴＴＴＴＡＧＧＡ

ＦＡＳ 上游：ＣＡＧＴＣＡＧＧＣＴＣＡＣＡＡＡＣＧＡＡ １２７
下游：ＴＴＣＣＧＡＧＡＴＴＣＣＡＴＣＣＴＡＣＧ

ＡＣＣ 上游：ＣＡＴＧＣＧＧＴＣＴＡＴＣＣＧＴＡＧＧＴ １５８
下游：ＴＧＴＴＧＴＴＧＴＴＴＧＧＴＣＣＴＣＣＡ

１．２　细胞培养和处理方法
　　人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞用含 １０％胎牛血清、双抗
（１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素），ＤＭＥＭ培养
基在孵箱３７℃ ５％ ＣＯ２培养，每３天左右换液传代。
细胞达对数生长期时铺板，参照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
说明书进行瞬时转染 ｍｉＲ７和 ｍｉＲ７ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ对照，
２４ｈ后，进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，以
ＤＭＳＯ作为空白对照，所有实验重复３次。
１．３　总ＲＮＡ提取
　　将逆转录细胞培养至对数生长期，按细胞密度１×
１０５／ｍＬ进行接种，采用ＴＲＩｚｏｌ法提取激动剂处理２４ｈ
的细胞总 ＲＮＡ，用核酸检测仪测 ＲＮＡ浓度，并测定
Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）比值，按 ＭＭＬＶ说明书进行逆转录
反应得到ｃＤＮＡ。
１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测
　　取１．３所得 ｃＤＮＡ，采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒测
定ＬＸＲβｍＲＮＡ表达水平变化。反应体系：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
（２×）１０μＬ，ＬＸＲβ或βａｃｔｉｎ上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）
各 １μＬ，βａｃｔｉｎ上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ，
ｃＤＮＡ０．３μＬ，补超纯水至２０μＬ，每个样品设３复孔，
置 ＢｉｏＲａｄＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪扩增，设定反应条件：
９５℃ 预变性３０ｓ；９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，扩增４０个循
环。反应结束后用ＢｉｏＲａｄＩＱ５软件对结果进行分析，
以βａｃｔｉｎ为内参，计算目的基因的相对表达水平。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　参照文献［１２］方法，用含蛋白酶抑制剂的细胞裂
解液提取总蛋白，按照 ＢＣＡ法测定蛋白浓度，蛋白煮
沸变性制备浓度为１５％的胶，每孔上样４０μｇ，恒定电
流１００ｍＡ电泳，转移１ｈ至 ＰＶＤＦ膜，按照目的蛋白
的分子量截取相应大小的 ＰＶＤＦ膜，３７℃脱脂奶粉封
闭１ｈ，一抗工作浓度为１∶１０００，４℃孵过夜，ＰＢＳＴ洗
涤４次，６ｍｉｎ／次，相应的二抗工作浓度为１∶１００００，
３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤４次，６ｍｉｎ／次，ＥＣＬ化学发
光显影。

１．６　生物信息学分析
　　ＰＣＲ扩增 ＬＸＲβ的 ３′ＵＴＲ区域通过 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ
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和ｍｉＲａｎｄａ等生物信息学网站分析显示，在 ＬＸＲβ
ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ上存在 ｍｉＲ７的可能结合位点，以
ＨｅｐＧ２细胞基因组 ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增包含有
ｍｉＲ７可能结合位点的ＬＸＲβ的３′ＵＴＲ区域（１６１ｂｐ）。
１．７　荧光素酶报告基因检测
　　荧光素酶报告基因检测将从基因组扩增得到的
ＬＸＲβ３′ＵＴＲ片段插入 ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴ的 ＳａｃⅠ和
ＨｉｎｄⅢ酶切位点之间，构建 ｐＭＩＲ／ＬＸＲβ重组质粒。
细胞以 １×１０５密度接种于 ４８孔板中，转入 ｐＭＩＲ
ＲＥＰＯＲＴ或 ｐＭＩＲ／ＬＸＲβ重组质粒，同时共转染各种
ｍｉｍｉｃｓ或 ｍｉｍｉｃｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ。２４ｈ后测定 Ｌｕｃ活性和
βｇａｌ活性，以各孔 Ｌｕｃ活性对相应 βｇａｌ活性进行标
化后计算各组实验中荧光素酶相对活性，每个样品设

３复孔。
１．８　ｍｉＲ７对ＬＸＲβ下游脂质代谢相关基因的作用
　　待细胞至对数生长期，按细胞密度以１×１０５密度
接种，转染 ｍｉＲ７培养 １２ｈ，分别加入 ＧＷ３９６５
（２μｍｏｌ／Ｌ）或 ＴＯ９０１３１７（５μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ，收集
细胞提取ＲＮＡ，逆转录并进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测。
１．９　细胞内甘油三酯测定
　　细胞处理同１．８，收集细胞，加入０．２ｍＬ磷酸盐
缓冲液，冰水浴条件下超声破碎（３００Ｗ功率，５ｓ／次，
间隔３０ｓ，重复３次），匀浆液按照甘油三酯测试盒采
用酶标仪比色法进行甘油三酯的测定计算。

１．１０　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５统计软件分析，数据以 珋ｘ±
ｓ表示，各组间均数比较用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＭｉＲ７结合在ＬＸＲβｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ
　　生物信息学网站（Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ和 ｍｉＲａｎｄａ）分析显
示，在ＬＸＲβｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ上存在ｍｉＲ７的可能结
合位点（图１）。
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图１　生物信息学预测ｍｉＲ７在ＬＸＲβ３′ＵＴＲ区的结合位点

２．２　过表达ｍｉＲ７抑制ＬＸＲβ的表达
　　以 ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ或 ＮＣｍｉｍｉｃｓ（８０ｎｍｏｌ／Ｌ）转染
ＨｅｐＧ２细胞，２４ｈ后收集细胞提取总 ＲＮＡ和总蛋白，
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ｍｉＲ７可显
著抑制ＬＸＲβ的ｍＲＮＡ和蛋白表达（Ｐ＜００５，图２）。
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Ａ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＬＸＲβ的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＬＸＲβ的表达　１：转染ＮＣｍｉｍｉｃｓ组；２：转染ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与转染ＮＣｍｉｍｉｃｓ组比较
图２　过表达ｍｉＲ７抑制ＨｅｐＧ２细胞ＬＸＲβ的表达

２．３　ＭｉＲ７特异的结合对 ＬＸＲβｍＲＮＡ３′ＵＴＲ活性
的影响

　 　 将 ｐＭＩＲ／ＬＸＲβ７和 ｍｉＲ７ ｍｉｍｉｃｓ或 ｍｉＲ
７ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ共转染 ＨｅｐＧ２细胞，２４ｈ后进行荧光素酶
活性测定，如图 ３所示，过表达 ｍｉＲ７（即 ｍｉＲ７
ｍｉｍｉｃｓ）能显著抑制 ｐＭＩＲ／ＬＸＲβ７活性（Ｐ＜００５，图
３Ａ）；而过表达ｍｉＲ７ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ可以拮抗内源性ｍｉＲ７
的作用，使ｐＭＩＲ／ＬＸＲβ７的活性增高（图３Ｂ）；并且过
表达 ｍｉｒ７对 ｐＭＩＲ／ＬＸＲβ７的抑制作用在 ｍｉＲ７
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ也过表达的情况下，该抑制作用可被拮抗
（图 ３Ｃ）。上述结果表明，ｍｉＲ７能特异地结合在
ＬＸＲβｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ。
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Ａ：双荧光素酶检测过表达 ｍｉＲ－７对 ＬＸＲβ３′ＵＴＲ活性
的影响　１：转染 ＮＣｍｉｍｉｃｓ组；２：转染 ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ组；
Ｂ：双荧光素酶检测抑制 ｍｉＲ７对 ＬＸＲβ３′ＵＴＲ活性的影
响　１：转染 ＮＣｍｉｍｉｃｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ组；２：转染 ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ组；Ｃ：双荧光素酶检测 ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
同时转染对ＬＸＲ３′ＵＴＲ活性的影响　１：同时转染 ｍｉＲ７
和ＮＣｍｉｍｉｃｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ；２：同时转染ｍｉＲ７和ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ；ａ：Ｐ＜０．０５，与１组比较
图３　ＭｉＲ７对ＬＸＲβｍＲＮＡ３′ＵＴＲ报告基因活性的影响
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　　将ｐＭＩＲ／ＬＸＲα和ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ共转染ＨｅｐＧ２细
胞后进行 Ｌｕｃ报告基因活性检测，发现 ｍｉＲ７对
ｐＭＩＲ／ＬＸＲα的活性并没有显著影响（图４），以上结果
表明ｍｉＲ７能特异性地结合在ＬＸＲβｍＲＮＡ３′ＵＴＲ。
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１：转染ＮＣｍｉｍｉｃｓ组；２：转染ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ组
图４　过表达ＭｉＲ７对ｐＭＩＲ／ＬＸＲαｍＲＮＡ３′ＵＴＲ的活性

无影响

２．４　ＭｉＲ７抑制 ＬＸＲβ激动剂诱导的脂质生成相关
靶基因的表达

　　用 ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ或 ＮＣｍｉｍｉｃｓ（８０ｎｍｏｌ／Ｌ）转染
ＨｅｐＧ２细胞。１２ｈ后，分别加入 ＧＷ３９６５（２μｍｏｌ／Ｌ）
和ＴＯ９０１３１７（５μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检
测结果表明，ｍｉＲ７能显著抑制ＬＸＲβ激动剂诱导的脂

质生成相关基因 ＦＡＳ和 ＡＣＣｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜
００５，图５）。
２．５　ＨｅｐＧ２细胞内甘油三酯测定
　　将 ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ或 ＮＣｍｉｍｉｃｓ（８０ｎｍｏｌ／Ｌ）转染
ＨｅｐＧ２细胞后，以 ＧＷ３９６５（２μｍｏｌ／Ｌ）和 ＴＯ９０１３１７
（５μｍｏｌ／Ｌ）处理１２ｈ，然后检测细胞内甘油三酯含量，
结果表明，ＧＷ３９６５（２μｍｏｌ／Ｌ）和ＴＯ９０１３１７（５μｍｏｌ／Ｌ）能
明显促进甘油三酯生成，而 ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ能抑制该诱
导作用（图６）。

３　讨论

　　甘油三酯过度合成和堆积导致的肝脂肪性变
（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅａｔｏｓｉｓ）与脂肪性肝炎、肝纤维化，甚至是肝
癌密切相关，抑制甘油三酯的过度合成将有利于这些

疾病的防治。ＬＸＲβ是调节甘油三酯合成的重要分
子，其活化后可增强 ＦＡＳ、ＡＣＣ的表达而促进脂肪酸
的合成，进而与脂质生成堆积相关疾病的发生、发展密

切相关。因此，通过下调 ＬＸＲβ的表达而抑制脂肪酸
的过度合成，将有利于缓解甘油三酯合成或堆积导致

的相关代谢疾病。近年研究表明，ＬＸＲβ一方面通过
配体激活后调控下游靶基因而具有调节代谢、抗炎、抗

肿瘤等重要作用［１３－１４］。另一方面，其自身表达或活性
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ＡＢ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｍｉＲ７对ＧＷ３９６５诱导ＦＡＳ表达的影响　１：转染ＮＣｍｉｍｉｃｓ后以ＤＭＳＯ处理组；２：转染ＮＣｍｉｍｉｃｓ后
以ＧＷ３９６５（２μｍｏｌ／Ｌ）处理组；３：转染 ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ后以 ＧＷ３９６５（２μｍｏｌ／Ｌ）处理组；ＣＤ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｍｉＲ７对
ＴＯ９０１３１７诱导ＡＣＣ表达的影响　１：转染ＮＣｍｉｍｉｃｓ后以ＤＭＳＯ处理组；２：转染ＮＣｍｉｍｉｃｓ后以ＴＯ９０１３１７（５μｍｏｌ／Ｌ）处理组；
３：转染ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ后以ＴＯ９０１３１７（５μｍｏｌ／Ｌ）处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，与１组比较

图５　过表达ＭｉＲ７抑制ＧＷ３９６５、ＴＯ９０１３１７诱导的ＦＡＳ和ＡＣＣ表达
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Ａ：ｍｉＲ７对ＧＷ３９６５诱导甘油三酯升高的影响　１：转染 ＮＣｍｉｍｉｃｓ后以 ＤＭＳＯ处理组；２：转染 ＮＣｍｉｍｉｃｓ后以 ＧＷ３９６５
（２μｍｏｌ／Ｌ）处理组；３：转染ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ后以ＧＷ３９６５（２μｍｏｌ／Ｌ）处理组；Ｂ：ｍｉＲ７对 ＴＯ９０１３１７诱导甘油三酯升高的影响　
１：转染ＮＣｍｉｍｉｃｓ后以 ＤＭＳＯ处理组；２：转染 ＮＣｍｉｍｉｃｓ后以 ＴＯ９０１３１７（５μｍｏｌ／Ｌ）处理组；３：转染 ｍｉＲ７ｍｉｍｉｃｓ后以
ＴＯ９０１３１７（５μｍｏｌ／Ｌ）处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，与１组比较

图６　过表达ＭｉＲ７抑制ＧＷ３９６５、ＴＯ９０１３１７诱导的ＨｅｐＧ２细胞甘油三酯水平变化
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也可受到调控，如 ＰＰＡＲ、ＲＯＲ、ＯＲＰ１Ｓ等都可以调控
ＬＸＲβ的表达。而作为转录后调节基因表达的一种重
要方式———ｍｉｃｒｏＲＮＡ，能否调节 ＬＸＲβ的表达，尚不
清楚。

　　ＭｉＲ７抑制脂质生成是近年发现的一项新功能，
但其具体分子机制尚不清楚。ＭｉＲ调节基因表达时，
常结合在靶基因３′ＵＴＲ而降解 ｍＲＮＡ或抑制翻译，
且目前的生物信息学预测软件或网站也多集中于预测

ｍｉＲ与靶基因３′ＵＴＲ的结合。近年研究发现，ｍｉＲ也
可结合在靶基因的ＯＲＦ区发挥作用，但相应的预测软
件或网站尚不成熟。因此，在本研究中，我们通过网站

（Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ和 Ｐｉｃｔａｒ）进行生物信息学预测 ｍｉＲ７与
ＬＸＲβｍＲＮＡ的 ３′ＵＴＲ结合位点，结果发现，在
Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ和Ｐｉｃｔａｒ网站中，ＬＸＲβｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ区
都有 ｍｉＲ７的可能结合位点，其结合位点在 ＬＸＲβ
ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ１７８１８４（图１）。
　　本研究中，过表达 ｍｉＲ７可抑制 ＬＸＲβｍＲＮＡ及
蛋白的表达（图２Ａ），在探讨其机制时，我们发现，过
表达ｍｉＲ７能够显著抑制 ＬＸＲβ３′ＵＴＲ的报告基因
活性，而ｍｉＲ７的ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ可通过拮抗内源性的ｍｉＲ
７使ＬＸＲβ的３′ＵＴＲ活性升高（图３Ｂ）；并且过表达
ｍｉＲ７对 ＬＸＲβ３′ＵＴＲ的抑制作用能被其对应的
ｍｉＲ７ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ拮抗（图３Ｃ）。然而，过表达 ｍｉＲ７对
ＬＸＲα３′ＵＴＲ的活性并没有影响（图４），上述结果表
明ｍｉＲ７能特异地结合在ＬＸＲβ的３′ＵＴＲ区，从而抑
制ＬＸＲβ的表达。
　　在研究ｍｉＲ７抑制ＬＸＲβ表达与其抑制脂质生成
的关系时，我们选择了脂肪酸合酶（ＦＡＳ）、乙酰 ＣｏＡ
羧化酶（ＡＣＣ）两个基因。它们不但在脂肪酸合成中
发挥重要作用，而且是 ＬＸＲβ直接靶基因，结果显示，
ｍｉＲ７能够抑制 ＬＸＲβ激动剂诱导的 ＦＡＳ、ＡＣＣ的表
达（图５）。该结果表明通过下调 ＬＸＲβ而抑制 ＦＡＳ、
ＡＣＣ的表达可能是 ｍｉＲ７抑制脂质生成的新机制，该
研究为进一步揭示ｍｉＲ７在脂质生成中的作用及表达
调控机制积累新的理论资料；乃至为探索甘油三酯过

度合成导致的相关疾病的防治中，针对过表达 ｍｉＲ７
抑制“ＬＸＲβ→ＦＡＳ、ＡＣＣ通路”而抗脂质生成提供科学
依据。
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