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miRNA一45 1表达质粒的构建及其对 iNOS基因表达的抑制 

李春蕾 ．-2，何晓燕 -．一，彭琼乐 一，张 政 ．一，武卫华z，彭惠民 

(1．重庆医科大学基础医学院细胞生物学及遗传学教研室；2．重庆医科大学分子医学与肿瘤研究中心；3．重庆医科大学实验教 

学管理中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨miRNA--451对肾小球系膜细胞中诱导型一氧化氮合酶(Inducible nitric oxide synthase，iNOS)基因表达的影 

响。方法：依据 miRBase数据库中 mmu—miR一451序列 ，设计两条寡核苷酸片段 ，退火处理后克隆至 pGenesil一1质粒 ，构建 

pGenesil一1一miRNA一451质粒及阴性对照质粒 pGenesil一1一control。将 pGenesil一1一miRNA一451及 pGenesil一1一control质粒分别转 

染小鼠。肾小球系膜细胞 ，经 G418筛选，建立稳定表达 pGenesil一1一miRNA一451及 pGenesil一1一control的细胞株。采用 MqT比色 

法检测活细胞数并绘制生长曲线；RT—PCR、Western blot及免疫细胞化学检测 iNOS基因表达的差异。结果：经测序证实重组质 

粒构建成功，与未处理的小鼠肾小球系膜细胞和稳定表达 pGenesil一1一control的细胞相比，在稳定表达 pGenesil一1一miRNA一451 

的小鼠肾小球系膜细胞中，细胞增殖受到抑制 ，iNOS基因的蛋白表达明显受到抑制 ，而 iNOS基因的 mRNA水平无明显变化。 

结论：miRNA一451在翻译水平抑制了 iNOS基因的表达，并对小鼠肾小球系膜细胞生长具有显著的抑制作用。 
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【Abstract]Objective：To elucidate the effect of miRNA一45 1 on the expression of inducible nitric oxide synthase(iNOS)gene in the 

mesangial cells of mice．Methods：Two template DNA sequences were designed based on mmu-miR-45 1 sequence in miRBase database． 

The mmu—miR一451 expression plasmid and a control plasmid，named pGenesil-1一miRNA-451 and pGeneil-1-control respectively， 

were generated by the cloning of annealed oligonucleotides into pGenesil-1，then transfected into mesangial cells，which were stably 

selected by G418 to establish mesangial cell lines stablely expressing pGenesil一1一miRNA一45l and pGenesil-1-contro1．The living cells 

were counted by MTT assay and cell growth CHIVES were drew to analyze the cell proliferation．The iNOS mRNA level was assessed by 

RT-PCR．The expression of iNOS protein Was determined by Westem blot and immunoeytochemistry．Results：Th e recombinant vectors 

were verified by sequencing．The cell growth curves indicated the proliferation of ceils transfected with pGenesil一1一miRNA一451 were 

inhibited significandy，compared with that of cells transfected with pGenesil—control and ceils without treatments．RT—PCR analysis 

showed the levels of iNOS mRNA were almost unchanged in the ceHs with or without treatments．Western blot and immun0cytochemistry 

demonstrated a significant decrease of iNOS protein levels in the cells transfected with pGenesil一1一miRNA一45 1．but not in the cells 

transfected with pGenesil一1-control，when compared with mesangial cells．Conclusion：miRNA一45 1 repressed the expression of iNOS 

gene translationly，and significantly inhibited cell growth． 
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microRNA(miRNA)作为一类进化上非常保守 

的内源性非编码单链小 RNA分子，广泛存在于哺乳 

动物体内，长度约为 2l～23 nt，通过与靶 mRNA的 
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3’非翻译区(3’UTR)序列不完全配对的方式对相应 

的蛋白编码基 因进行转录后水平调控『1．21。目前有多 

项研 究显示 miRNA与糖尿病 及其 并发症关 系密 

切[3I4】。本课题前期工作从肾脏特异性 miRNA为切 

入点，采用 miRNA芯片筛查早期糖尿病肾病 db／db 

小鼠和正常对照 db／m小鼠肾脏组织 miRNA差异 
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表达谱 ，发现表达差异显著的有 66个 miRNA[s-，其 

中 miRNA一451经过 real～time RT—PCR验证 ，在糖 

尿病肾病(Diabetic nephropathy，DN)组低表达 ，提 

示miRNA一45l可能参与早期 2型糖尿病。肾病的发 

生。利用 miRBase Target数据库对miRNA一451的靶 

基因进行预测的过程中，我们发现诱导型一氧化氮 

合酶 (Inducible nitric oxide synthase，iNOS)基因是 

miRNA一45l可能的靶基因之一 ，而 已有 的文献报道 

iNOS基因与DN中肾小球病变关系密切[61。为进一 

步研究miRNA一451在 DN发生发展过程中的作用． 

本实验通过构建 pGenesil一1一miRNA一451的真核表 

达载体，并转染到小鼠肾小球系膜细胞(Mesangial 

cell，MC)中，观察上调 miRNA一451对 MC的增殖 

及 iNOS基因表达的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒、菌株及细胞 pGenesil一1载体购 自武汉晶赛公 

司；E．coli DH5 由本室保存；小鼠肾小球系膜细胞株购 自湘 

雅医学院细胞中心。 

1．1．2 试剂 T4 DNA连接酶、各种限制性内切酶、质粒抽 

提、胶回收试剂盒均购 自宝生物工程(大连)有限公司；脂质 

体转染试剂 LipofectamineTM 2000和 RNArose购 自Invitro— 

gen公司；兔抗人iNOS及鼠抗人 B—actin多抗购自Santa Cruz 

公司，HRP标记的羊抗兔 IgG及羊抗鼠IgG、兔 sP检测试剂 

盒及 DAB购 自北京中杉金桥生物技术有限公司；化学发光 

检测试剂盒购白天根生物技术有限公司；蛋白裂解液及 BCA 

蛋白定量试剂盒购 自碧云天生物技术公司；PVDF膜(O．22 

m)购自Millipore公司；其他试剂均为国产分析纯试剂。 

1．2 方法 

1．2．1 miRNA一451表达质粒及其对照质粒的构建及鉴定 

1．2．1．1 miRNA一451转录模板 DNA链的设计 参照文献【7】， 

略有改动，依据 miRBase数据库中mmu—miR一45 1序列，设计 

两条寡核苷酸片段，同时设计一对随机对照单链寡核苷酸片 

断，其顺序为：BamH I酶切位点，成熟miRNA相应的寡核苷 

酸序列，RNA聚合酶Ⅲ转录终止序列(polyT)，Sal I酶切位点 

(用于后续的酶切鉴定)，Hindm酶切位点。其序列为：miR— 

NA一451一sense：5’一GATCCCCAAACCGTrACCATTACTGAGT 

TITqqTFGTCGACA一3’．miRNA一451一antisense：5’一AGCT／'G 

TCGACAAAAAAAACTCAGTAATGGTAACGG ITTGGG一3’； 

control—sense：5’一GATCCCCCEGAAATYAGCCTArrIrI1AAGCT 

T／T／TFGTCGACA一3’．control—antisense：5’一AGC rI’GTCGAC 

AAAAAAAGCTFAAATAGGCTAA11-rCGGGGG一3’，由上海生 

工生物工程公司合成。 

1．2．1．2 miRNA一451重组质粒及其对照质粒的构建 pGen— 

sil一1质粒，其 RNA聚合酶Ⅲ启动子为人 U6启动子，抗性标 

记为卡那霉素。DNA单链模板退火后，用 T4连接酶将其与 

经 BamH I和 HindⅢ双酶切的线性 pGensil一1空载体进行连 

接 ，用大肠杆菌 DH5 Ot感受态细胞转化，筛选卡那霉素抗性 

克隆。 

1．2．1．3 miRNA一451重组质粒及其对照质粒的鉴定及测序 

分别用限制性内切酶Sal I和 ￡I进行单酶切鉴定，由于 

合成的寡核苷酸片段中有一个 ．s I酶切位点，pGensil一1质 

粒上也有一个 So]I酶切位点，因此用 Sal I酶切时应该能切 

下一个约 350 bp的小片段 ，而 风 I酶切则不能，电泳观察酶 

切片段的分子量大小初步鉴定，然后送重庆医科大学感染性 

疾病教育部重点实验室测序，测序正确的重组质粒分别命名 

为 pGenesil一1一miRNA一451及 pGenesil一1一control，其 中pGe～ 

nesil一1一control为阴性对照质粒。 

1．2．2 细胞培养及稳定转染 用含 15％~b牛血清的 DMEM 

高糖培养基，于37 oC，5％C0：的培养箱中培养MC。转染前 

24 h以每孔 1 X 10 个细胞接种 6孔培养板，细胞汇合度达 

70％左右时，利用 LipofectamineTM2000将 pGenesil一1-miR— 

NA一451和pGenesil一1一contro1分别转染小鼠肾小球系膜细 

胞 ，转染 24 h后 ，更换为选择性培养基(含 600 Ixg／ml G418 

和 15％dx牛血清的 DMEM高糖培养基)进行培养 ，隔天换 

液。2周后出现抗性克隆，挑单克隆再以 40O Ixg／ml维持量的 

G418扩大培养，建立稳定转染的细胞系。稳定转染细胞系分 

别命名为 MC—miRNA一451细胞及 MC—control细胞。 

1．2．3 噻唑蓝(M1TI’)比色试验 取对数生长期未转染质粒 

的 MC以及稳定表达 了 pGenesil一1一miRNA一451和 pGene— 

sil'l—control的 MC，接种 96孔培养板，细胞密度为每孔 2× 

103个细胞，每组 5孔，连续 6 d每天取样 ，MTT法测定活细 

胞数并绘制生长曲线，实验重复 3次。 

1．2．4 总 RNA抽提和一步法 RT—PCR 用 RNArose试剂分 

别提取 未转染 质粒 的 MC及 稳定 表达 pGenesil一1一miR— 

NA一451及 pGenesil一1一control的MC总 RNA，采用一步法行 

RT—PCR反应。反应条件：RT反应：50oC 30 min，94℃2 min； 

PCR反应：94~C 30 S，58％ 30 S，72℃ 1．5 min，共进行 35个循 

环 ，最后 72℃延伸 10 min。iNOS基因引物：上游 5’一GTG 

ITrCCACCAGGAGATGTI'G一3’；下 游 5’一CTCCTGCCCACTG 

AGTFCGTC一3’，PCR产物为576 bp。GAPDH为内参照，其引 

物为：上游 5’一GATGAcATcAAGAAGG rCGTGAA一3’；下游 

5’一TrCTFGGAGGCCATGTGGGCCAT一3’，PCR产 物 为 240 

bD。PCR产物经 2％琼脂糖凝胶电泳检测后，由Bio—Rad凝胶 

成像仪摄取凝胶图像，用Quantity One进行半定量分析。 

1．2．5 蛋白提取和 Western blot 用冰预冷的 RIPA细胞裂 

解液分别裂解未转染的 MC、稳定表达了 pGenesil一1一miR— 

NA一451及 pGenesil一1一control的MC，离心收集上清。BCA法 
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表达量信号值高提示可靠性 、可重复性较好，差异 

显著表明与 DN关系密切，选取这 7个 miRNAs进 

行荧光定量 RT—PCR验证显示芯片结果可靠，这提 

示miRNA可能参与了早期 DN的发生。本实验中我 

们选取在糖尿病肾病组低表达的miRNA一451为研 

究对象，根据 miRBase Target数据库，在 miRNA一 

451可能靶基因中包含 iNOS基因。我们此前的研究 

发现 iNOS基因与糖尿病肾病相关凹，还有研究表明 

糖尿病大鼠早期肾组织中的 iNOS基因表达是 DN 

发病的重要诱因之一㈣。因此，本文构建 miR一451 

真核表达质粒 ，用于考察上调小 鼠 MC中 miR一451 

的表达量对 MC增殖及 iNOS表达的影响。 

Takamizawa等使用 pHI—RNApuro质粒有效地 

上调了 miRNA基 因的表达『7I。本文选用 pGenesil—l 

质粒，带有 U6启动子、卡那霉素及新霉素抗性基因 

和 EGFP基因，便于对质粒进行筛选及转染和稳定 

表达细胞株筛选；并证实用此方法构建的 miRNA 

真核表达载体，能够有效地提高在糖尿病肾病组低 

表达的 miRNA在 MC细胞 中的表达量『5_。本文经经 

酶切、测序证实成功构建了pGenesil一1一miRNA一451 

和 pGenesil一1一control。可用于进一步研究 miRNA一 

451在早期 DN中的生物学功能。 

本文结果 表明 miRNA一451对 MC细胞生长增 

殖具有显著的抑制作用，并且在翻译水平抑制了i． 

NOS基因的蛋白表达 。已有研究证实抑制 iNOS可 

以缓解由NO引起的肾小球硬化lll】，中药黄芪和葛 

根素等对 iNOS的表达有抑制作用且可用来治疗 

DN[ ， 】。从 miRNA一451抑制 iNOS表达 的角度来 

讲，miRNA一45l很可能是 DN的保护性因子。此外， 

其它研究也发现高表达 miR一377可引起肾小球纤 

维粘连蛋白分泌的增加 ，从而对 DN产生作用l】41。这 

说 明，miRNA的异常表达调控参 与了 DN的发生发 

展 。 

本文结 果为研究 miRNA一451在 DN中的作用 

机制提供了依据；明确 miRNA一451在 DN中的作用 

可为通过干预 miRNA表达研发 DN防治新药奠定 

基础 
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