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微小 RNA对胚胎细胞 BUB1基因的表达抑制 

施 琼 ，一。翁亚光 ，徐远久 ，蔡 燕 ，蒋洪彦 

(1．重庆医科大学临床检验诊断学实验室，2．基础医学院核医学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨微小RNA对胚胎细胞BUB1基因表达的调控。方法：用定量real-time PCR比较micmRNA转染前后的胚 

胎细胞内源性基因BUB1 mRNA表达水平，同时用 western blot比较转染前后 Bubl蛋白的表达水平。结果：对照组的 BUB1基 

因 mRNA拷贝数 ／GAPAH mRNA拷贝数为O．1960±0．0688，而转染 microRNA重组质粒后，实验组的mRNA比值分别为 

O．1968 4-0．0689和O．1962±0．0670，经统计分析，两实验组细胞的内源性 BUB1基因mRNA水平与对照组无显著性差异；而蛋 

白水平在转染后均有明显降低。结论：microRNA主要在翻译水平调节哺乳动物细胞内基因的表达，为研究基因表达的调控机制 

奠定了良好的基础。 

【关键词】微小RNA；BUB1基因；定量RT-PCR 

【中国圈书分类法分类号]a394．2；Q343．2 【文献标识码】A 【收稿日期】2006—10-30 

．  Expression of BUB1 gene in trophoblastic cells was 

depressed by microRNA 

SHI 9 ng，et al 

(Laboratory of Clinical Diagnostics，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To discuss the depressed expression of BUB1 gene in trophoblastic cells by microRNA．Methods：Endogenous 

BUB1 mRNA level Was compared by using quantitative real-time PCR before and after transfected with microRNA plasmid； 

and the Bubl protein level Was compared by western blot．Results：Ratio of BUB1 mRNA／GAPDH mRNA of control group was 

0．1960 ±0．0688．and after transfected with microRNA rec0Inbillant plasmid Was 0．1968 ±0．0689 and 0．1962 4-0．0670 

respectively．Statistical study of samples showed they have no instinct different；otherwise the protein level Was significantly 

decreased after transfected with microRNA plamid．Conclusion：This study established microRNA Can control gene expression in 
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微小 RNA(MicmRNAs，miRNA)是近年发现的 
一 大类单链 RNA短片段，尽管对mIRNA的研究还 

处于初级阶段，据推测miRNAs在高级真核生物体 

内对基因表达的调控作用可能和转录因子一样重 

要，它可能代表在一个新发现的层次上的基因表达 

调控方式。近年来 ，有学者认为在细胞分裂的整个 

过程中，细胞内有一个监控体系(surveillance sys— 

ten=)保证细胞分裂的正常进行，它对 DNA的损伤、 

纺锤丝的完整性及染色体最终是否正常分离起着 

重要的监控作用。Rieder等【1．每认为，细胞内的着丝 

粒相关蛋白一关卡蛋白(Checkpoint Protein。CP)能 

作者介绍：施 琼(1969一 )，女，博士生。 

主要研究方向：细胞周期和染色体分离。 

基金项目：重庆医科大学校办课题(基全号：NsFⅨ 2oo5l9)。 

够准确的识别纺锤丝微管与染色体着丝粒点的连 

接，是细胞分裂监控体系中的一个重要组成部分。 

其中 BUB 1(Budding Uninhibited by Benomy1)基因 

编码的 CP的功能尤其引人注 目。本文利用 Re— 

al—timePCR、Western blot等方法比较分析 micmR— 

NA转染前后 BUB1基因mRNA和蛋白水平的变 

化，探讨 miRNA对 BUB1基因表达的调控。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

质粒及菌种 ：质粒为PTZU6+I，菌种为 JM109，均来 自重 

庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室。 

主要试剂和仪器：核酸内切酶购自Pmmega公司，脂质 
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体 Lipofectamine2000购自Invitrogen，Life technologies。DMEM 

和特优级血清购自Hyclon公司。cK抗体和波形蛋白抗体购 

自北京中山公司。定量 PCR所用探针由上海Genecore合成。 

BUB1蛋白一抗购自Santa cruz公司(抗体编号SC一18286)。 

onmiscriptTM Reverse Transcriptase试 剂 盒 购 自 QIAGEN。 

platinum Taq polymerase购 自invitrogen，life technologies。T 

载体试剂盒购自TaKaRa公司。Real-time PCR仪为美国】ⅥJ 

公司生产的 opticon monitor2。 

1．2 胚胎细胞的培养及鉴定 

由重庆医科大学附属医院妇产科收集妊娠 1O周以内的 

人工流产胚胎，夫妇双方均无有毒有害物质接触史，家族中 

无遗传病史，女方无自然流产史和先兆流产的症状、年龄在 

23—32岁之间，染色体核型分析正常。 

胚胎组织的所有器械均进行无菌处理，专人将胚胎组织 

及时送达细胞培养室，立坤对胚胎组织进行洗涤和分选，获 

取其绒毛组织。 

基础培养液是DMEM，胎牛血清浓度为20％，原代细胞 

培养7一lO天进行传代，以后每次传代细胞的时间为4—6天。 

用CK7抗体鉴定绒毛滋养层细胞为阳性，而非滋养层 

细胞为阴性；相反波形蛋白抗体作为阴性对照，鉴定绒毛滋 

养层细胞为阴性。而非滋养层细胞为阳性，鉴定细胞为3—5 

代的细胞。 

1．3 microKNA表达质粒的构建 

美国哈福大学的分子实验室以实验为依据，应用生物信息 

学相关知识，为预测人类基因的miRNA建立了专门的检索网 

站：http：／／www．microm~org／mammalian／index_new．html，在该网 

站查找到本课题所需的hBUB1的miRNA及作用位点是 

1581：has—mir-27b和 1587：has—mir-199a*．其中茎环结构为7 

个 碱 基 TTA AGAG．BLAST (Basic Local Alignment Search 

Too1)分析 ，microRNA序列与其他基因没有同源性。BUB1基因 

的microRNA序列交由上海生工合成，将其溶于三蒸水，使其 

终浓度为25 mol／L。将正反链按等摩尔数加入退火缓冲液， 

95℃孵育5min，然后水浴缓慢使其降至室温，使其形成双链。 

克隆所用的两个核酸内切酶位点是Sail和Xbal，鉴定 

所用酶切位点EcoR I和 Ⅲ，克隆质粒交由博亚测序，测 

序结果与合成序列完全吻合。 

设计的 BUBI基因的microRNAs序列如下： 

BUB1-miRNA一1一F： rcGAGG-r(釉 AA1℃OG rGA— 

CACTI’ITAAGAGAAG rI TCACCGA rI℃AACACTrrI-r 

BUB1-miRNA一1一R：CTAGAAAAAGTG rrI AATCGGT- 

GACACTrC．IIC rrA A A AGTG rCACCGA rI℃AACACC 

BUB1-miRNA一2一F：TCGAG ITGG rrACACG rC rGA I。_ 

GACATITAAGAGATGTCATC~GACGTGTAACCAATITIT 

BUB1一miRNA-2一R：CTAGAAAAATrGGTrACACGTCT- 

GATGACATCTC rIlAAATGTCATCAGACG-I、GT ÂCCAAC 

1．4 转染胚胎细胞 

测序鉴定后质粒抽提保存于一80~C。将培养3-5代的绒 

毛细胞计数后传至培养板中进行培养，24h后，细胞完全贴壁， 

使用Lipofectamine 2000转染细胞，操作方法照说明书。 

1．5 用定量 real—time PCR测定转 染前后 BUB1基 因的 

mR．NA水平 

A 实验组别设计 ：将原代培养的胚胎细胞 ，每空按 1 X 

106个细胞数种于 6孔板 中，待其长满后 ，3孔转染 

1．0 gPTZU6+I空 质 粒 即 对 照 组 ，3孔 转 染 1．0 g 

BUB1一miRNA一1质粒组 ；3孔转染 1．0 g BUB1一miRNA一2 

质粒组，转染48h后，收集每组 1孔细胞提取总RNA，操作按 

说明书，紫外分光光度计对总RNA定量。应用一步法，即逆 

转录和扩增在同一体系内完成的聚合酶链反应。反应体积为 

25 l。反应条件 ：50~C 2min，95~C lOmin 1个循环；95~C 

30s，6o℃Imin 40个循环。其余两空收集细胞提取总蛋白， 

用于作 western blot检测。 

B BUB1基因特异的引物和探针序列如下 ：(交由上海 

necore公司合成) 

BUBI—FAM：5’AGG代 CGAGGTI'AA 代 3’ 

BUB1一FP：5’ATCTGCCCGC rrcCCAG3’ 

BUB 1-RP：5’AGCCTACAC rrGGCCCCAT3’ 

C 标准品用T载体构建(T载体试剂盒购自TaKaRa公 

司)，克隆序列如下： 

rI；AGCAATGGGTAAA I．GAAGACAGA— 

CA rrAT rI AAAAGGAAAGAAGCAAA Il_ 

GCTrrIIGAAGAACAGCTA rn AAACA— 

GAAAA IlGGATG从 CTI℃ATAA— 

GAAGTI．GCATCAGGTGG rI GAGACATC— 

CCATGAGGATCrIlGCCCGCrrI℃一 

CCAGGAAAGG rCCGAGGT- 

rAA．IICCAGCACG rA rI GGGCCAAGTG— 

TAGGCTCCCAGCAGGAACrGAGAGCGC— 

CATG rC rI℃CAG n ACC rA rCAGCAGA— 

CACCAG rGAACATGGAAAAG 

D 内参选用人的 GAPDH基因 ，其探针和引物购 自 

Genecore公司o 

1．6 Western blot检测 Bubl蛋 白水平 

— 抗已述，滴度 1：300。用 B-actin作内参，选用鼠抗人的 

B—actin抗体(购自Santa cruz公司，编号为SC一7210)。二抗为 

辣根过氧化物酶标记的鼠抗羊(用于BUBI蛋白检测)和羊抗鼠 

(用于 p—actin检测)(均购自北京中山公司)，滴度 1：5000。 
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w州 him用比学发光方法显色 北京鼎国的 marker 

2 结 果 

2 1 '蓝眷层细胞的培养和鉴定 

皱毛组织块』泉代培养．再经消化传代法对其进 

行纯化．用anti—eytokeratin和 mati—vimen6n抗体对 

传代到第 5代的细胞进行豁定，结果 85％以上的细 

胞为滋养层细胞．满足实验要求 

2．2 定 量 Real⋯ e PCP．检 测 BUB1基 因 的 

n1 NA水平 

标准曲线： 0 997 

每一样品做 5个 半行管 每侧标本 BUB1基因 

mRNA拷 吼数与该杯本 GAI DH基 mRNA拷毗 

数之比值显 转染m ，RNA质粒后 BUBI基周 

的n1RNA水平分刖与对照绀经 SPaS】2．0软件对两 

弛立样本进行 t_f 统计学检验．丽实验组与埘瞰 

组的比较结粜均碾示P>【】05，无显著 差异．说叫 

胚胎细胞在转染microRNA质粒后，茸内源性摹因 

B[JB1的 mRNA水平术受到影啊，microl／INA住转录 

水平未参于 BUB1摹因表达的稠控(见表 I) 

2 3 Western blot检 测 转 染 microRNA 质 粒前 后 

Bub1蛋白的 表连 

ntieroRNA质粒转染胚胎细胞48h后．Wesl r-兀1 

围 I免疫细胞化学鉴定滋养层细胞(~201' 

表 1 转染 m mRnA质粒前后胚胎细胞 BUBI基因的 l̈f{ A拷贝数，f，̂PI)H基因n RNA拷贝数的统计分析表f =5 

讣组 

对舜组 

转染 BlIBI⋯ IRNA I质粒组 

转染BUBI⋯ iRNA 2质粒组 

ViAl}2 的rnRNA拷贝数 mAPDH 田 mRNA拷眦数均值 

blot检测结果狂实两实验组的Bubl蛋白水平均【lJ】 

显下词．说明microRNA主要在翻译水平参干基因 

的下调。 

3 讨 论 

在生物体中 ⋯i roRNA(4、分子 RNA J对靶基因 

的蛹节作用正逐渐被人类所认识，科学家开始认识 

到这些普遍存在的小分子在真棱革因表达调控中 

有着广泛的作用．电是基固表达调控机制研究的一 

个崭新切^点 MicroRNA(miRNA／足一种大小约 

21～23个核苷酸n々单链 、分子 ItN̂ ．是甫具有发夹 

结构的约 70～90个碱基大小的单链 RNA fji『体经越 

Dicer酶加工后生成 国外已研究发现．哺乳动物 

的胚胎癌性细胞 (ECC)内有多种稳定存住的 mi 

croRNA．分别时不同的基困表达进行蛹榨 M 一 

cmRNA还具有组织和器官的特异性 在人的肝、 

肾 肺等组织器官分化形成阶段发现不同的 ～  

eroRNAs的稳定表达，以此术确立和(或J保持封l成 

器自的细胞和组纵生物学性状的稳定 目前认为 

miemRNA对 目的摹因的iJ；jj节是依靠 microRNA与 

目的基因的转录产物 mRNA的 3’ 阻nsIat J r 
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B a(1it 

图2 胚胎细胞转染 m mRNA质粒 481I后 I—I蛋白的 

w rn_)I『，I结果圈 

1．转染 f,BIJI；】一miRN4-1质粒后 48h 

2转染 p1]liB I miRNA一2质粒瓶 48h 

3转染ptzu6-I空质牲后48h 

gions(3’UTR．非编码区)的特异桉苷酸序列 对结 

台，可住翻译或转录聒两个水平上实现 I征人类， 

microRNA s主要是埘摹 表达翻译水平的调 ．所 

以对于翻译水平渊节的基因、【l!I』mi c-forNA 足基 

表达调节很重要的机制；而对邶 转录后水平嗣节 

的基因，儿1i RNAs同样可通过酬泽水平的下谰，起 

到辅助或补充调节的作用 针对不同的牛物体以及 

同一生物体内 ：同的靶基冈 ．m mRNA对其渊控 

的方式是不明确的．使其成为mi(r．、RNA研究中一 

个急待解决的问题 日前国内外对纂困调控的机理 

尚 明确 这也是基因蛆学研究的重点千fl难点之 
一  随营人类基因组汁划的完成，人类壁囤；E~uH 51 "构 

已经阐明．并且建记了较为系统的庞犬数据库；其 

他物种的基因纽结构也在小断地阐明与完善，使基 

闵表达调控机理的研究显得越为重螫 Micn RNAs 

作为一大类最近发现的 能编码蛋白质的调节 

基因．庄基因表达巾的调控作用正得到r 泛的关 

注。由 f miRNA 存存的『L泛性和多样-性，拦示 

miRNAs Hf能有非常J 泛 多样的生物学功能 l 

miRNAs在生命过程的某个阶段关闭或调控基因表 

达水平 ，从而控制细胞的多种 L命活动，包括 期 

发育(Reinhart 2000) 细胞增殖，细胞阔 ，细胞死 

亡(1~rennecke 2003)．脂肪代谢(xu 2003)和细胞分 

化(Kawasaki 2oo3)。MiRNA在胚胎的发育和肿瘤的 

发牛机制巾有很重要的意义I I 

染色体正常分离是细胞分裂中一个十分蓖耍 

的 过程 ．在染 色体 的 分离 过程 中有 一 个 

check—rHli utl prt~lein(CP J组成的监控体系，能够准 

确地识别纺锤丝 融管与染色体着丝粒点的连接 ， 

从而保证染色体的正常分离 日前认为 BUB1是 

CP的丰 成 圩之一⋯，口 以通过删 卡I1应蛋 l的 

活性起到调 约捶体敝管和着丝粒连接的作用 

BUBl在染包作分离过程中的作用1机制口前尚 

完全清楚 “I．深八研究川胞I勺B L I{1鹾因的表达 ． 

剥探讨染色体不分离的分子机制 囱 【一分重 的 

意 义 

本课题组 完成 shRNA于扰抑制 BUBl堪同 

表达的研究琏础 进一步研究 miemRNA对基因 

表达的嗣控f1L,~0实验巾分别用定睫rea[一lime H：R 

和 stea T1 Not方法检测转染 mit-rf RNA质粒前 

的 【{UB】基国的 mIINA水平辛Il蛋r]水平．发现 rail— 

NA水平在刊照纲 j实验组无显著簋 『n]蛋自水平 

在实验组明显降低，}兑明nwmR、A主要在翻译水 

平参于些因的表达调控 以fiiffl,3 RNA干扰主 

要在转录水平 日的基因的表达有所区别 虽然 

近年来，人们发理了很多m，RNAs，但剥其功能的研 

究进展缓睫，miR As作为碡 表达的重要调控 L 

理．有很多奥秘等着我们去探索 ．随着我们在人体 

内发现的miRNA的增多． 硬对miRNA从识的深 

八，人类就会在更高的层{NJ 诠释与 E命现象和疾 

病的发生宵关的基 凋控机理．为防冶胚胎发育异 

常和肿瘤的发生奠定· 实的理论基础 
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子宫内膜细胞中特异的激素受体改变来调节的【l】。 

本文观察组与正常对照组子宫内膜在增生期血卵 

泡刺激素(FSH)、黄体生成素(LH)、雌激素(E2)、催 

乳素(PRL)、孕酮(P)及睾酮(T)水平无差异，两组 

PR表达水平相比差异无显著性意义。但ER、VEGF 

及 KDR表达在观察组低于对照组，差别有显著性。 

说明雌激素可能通过与其受体结合发挥作用，进而 

影响 VEGF及 KDR的表达。 

子宫内膜新血管形成的过程，受多种因子调 

控，其中VEGF被认为是作用最强、特异性最高的 

调控因子。VEGF主要作用于血管内皮细胞，与内 

皮细胞上的 KDR和 nt—l受体高亲和力结合后 

可作为内皮细胞特异性有丝分裂原，诱导内皮细 

胞增生、毛细血管袢形成，同时还可增加微血管 

通透性，通过诱导间质产生，促进体内新血管的 

生成[21。本研究中观察到观察组和正常对照组子 

宫内膜腺上皮和血管内皮细胞同时表达VEGF和 

KDR，提示自分泌或旁分泌是 VEGF促进血管生 

成的重要途径。VEGF通过自分泌或旁分泌机制 

刺激血管内皮增生、移位和结构形成，促进血管 

生长发育并维持血管的通透性。Herve MA[31实验 

发现通过VEGF旁分泌途径调节，E2增加子宫内 

膜 KDR表达。 

本研究结果表明雌激素可能是 VEGF表达增 

强的主要调节因素之一。Hyde一4】发现在VEGF基因 

上有和 ER基因上雌激素反应元件 (estrogen re— 

sponsive element，ERE)高度同源的两个核苷酸序 

列，分别位于VEGF基因的5’和3’非翻译区，这两 

个序列可以和ERB或ERa特异地结合。ER的表 

达与VEGF的表达存在正相关。Buteau—Lozanop]等 

发现人 VEGF 0．7kb片段启动子(+54／+749)，它序 

列有 809'o与 ERE序列同源 ，其能与ER结合。 

Matthew Stonert*3发现在 VEGF基因 GC／GT近端及 

远端通过 ERa／Spl和 ERa／Sp3表达，Koos RDr7】研究 

也表 明 ERa与 VEGF基 因启动子富含 GC区 

Spl／Sp3相联系。Koduri s旧认为ERa变异体能增加 

VEGF表达。 

通过以上实验我们认为可能是由于ER下降使 

VEGF及KDR下降，减少子宫内膜血管形成，子宫 

内膜增生修复困难导致原因不明月经过少。当然 

ER减少机制及其它调控作用有待进一步研究。 
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