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·基础研究·
miR-126报告基因载体的构建及其功能鉴定 *

虢灿杰 卞兆连 盛 黎 马 雄△

(上海交通大学医学院附属仁济医院消化所及消化科 上海 200127)

摘要 目的：根据 miR-126的预测靶点构建荧光素酶报告基因重组质粒，并进行功能鉴定。方法：利用 sanger数据库提供的 miR-

126 靶序列设计引物，PCR 扩增目的微小 RNA (microRNAs, miRNAs) 靶基因 3' 非编码区（three-prime untranslated regions,
3'UTRs）序列，PCR产物双酶切，后连入经过同样双酶切的 pGL3-control载体中，连接产物转化大肠杆菌 DH5琢，进行阳性克隆鉴
定。同样，将候选靶基因 3' UTRs突变，突变型 3 ' UTR克隆入 pGL3-control报告载体，构建野生型和突变型的报告基因重组质粒。

将野生型和突变型的报告基因载体分别和化学合成的 microRNA以及内参质粒共转染 293TN细胞，进行双荧光素酶检测。结果：

成功构建 miR-126报告基因野生型和突变型重组质粒 pGL3- VEGF-A -3'UTR和 pGL3- VEGF-A -3'UTR，质粒测序及酶切结果完

全正确。瞬时转染实验显示，过表达 miR-126能直接抑制 VEGF-A-3'UTRs报告基因活性。结论：miR-126对 VEGF-A具有靶向调

节功能。
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Construction of miR-126 Reporter Gene Vector and
Detection of Its Function*

To construct miR-126 luciferase reporter gene vector according to miR-126 predicted target sequences and

to detect its function. The primers were designed and amplified by using the putative target site for miR-126 predicted by

Sanger database and inserted at the XbaI site, and immediately downstream of the luciferase gene in the pGL3-control vector. A mutant

version with a deletion the site of perfect complementarity was also generated. Wild type and mutant recombinant plasmid for pGL3-vegfa

-2-3'UTR and pGL3-mutvegfa -2-3'UTR were constructed and confirmed by sequencing. Twenty four hours before transfection,
pGL3-vegfa-3'UTR or pGL3-mutvegfa-3'UTR plus pRL-TK were transfect alone or in combination with miR-126 mimics. Luciferase

activity was measured 24hr after transfection. pGL3-vegfa-3'UTR and pGL3-mut vegfa-3'UTR recombined luciferase reporter

gene vector were constructed successfully, and the result of sequencing and double digesting of recombined plasmid were completely

correct. The experiment showed that luciferase activity of pGL3-vegfa-3'UTR reporter gene decreased after miR-126 overexpression.

VEGF-A is the target of miR-126.
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前言

miRNAs是近年发现的以序列特异性方式调控基因表达

的一种非编码蛋白质的单链小分子 RNA，长度通常为 21～ 25

核苷酸 (nucleotide, nt)。miRNAs主要与靶基因转录的 mRNA3'

UTRs通过完全互补或不完全互补方式结合，在转录后水平调
节靶基因的表达[1]。一个 miRNA可调节数百个靶基因包括转

录因子、细胞因子、受体等，几种 miRNAs也可以联合调控单一

基因的表达，miRNAs和靶基因组成了复杂的调节网络[2]，揭示

miRNA 的作用靶点对认识体内 miRNAs 之间、miRNAs 与
mRNA之间、miRNAs与蛋白质以及与 DNA 之间的网络交互

作用具有重要意义。

依据 miRNA与靶基因的 3’UTR序列存在互补性，同一家

族的成熟 miRNAs在 5’端具备高度同源性，成熟 miRNA的
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2~8 位碱基序列为“miRNA seed”原则 [3]，采用 miRanda 法对
GeneBank中的序列进行扫描，搜索 miRNA的靶基因[4]。结果

发现，miR-126 与血管内皮生长因子（vascular endothelial

growth factor, VEGF）VEGF-A mRNA间存在 7 bp的互补序列，

有较强的互补性，可作为反义作用因子与其结合，在转录后水

平对 VEGF-A起负调节作用。因此，为进一步证实，本课题组利

用双荧光素酶报告基因实验对 miR-126 的潜在靶基因进行验

证，为其后续的功能研究提供了良好的实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料
pGL3-control载体（E1741）、pRL-TK载体（E6241）和 Dual-

Luciferase RePorter Assay试剂盒购于 Promega公司，Taq DNA

聚合酶、dNTP、T4DNA连接酶限制性内切酶、DNA marker、质

粒小量提取试剂盒、DNA 凝胶回收试剂盒：大连宝生物

（TaKaRa）工程有限公司；基因组 DNA提取试剂盒：申能博彩

生物科技有限公司；质粒中提试剂盒：Qiagen公司；DMEM培
养基，胎牛血清：Gbico公司；大肠杆菌 DH 5α ，293TN细胞均

由本室保存。

1. 2 方法
1.2.1 引物的设计与合成 查询 Sanger miRBase数据库收录的
miRNA数据，找到 mir-126的成熟序列，采用 miRanda法对
GeneBank中的序列进行扫描，搜索 miRNA的靶基因，结果发

现，miR-126与 VEGF-A mRNA间存在较强的互补性，miR-126

与 VEGF-A mRNA存在 7 bp的互补序列。（图 1）根据提供的

靶序列，设计引物序列，野生型引物：上游引物 5'-CTGCTCTA-
GAGACAAAGACG-3'；下游引物 5'-AATCTGTGTTTCCAATC-

TCTCTC-3'。突变型上游引物5'- CTGCTCTAGAGACAAAG-

ACGTGATGTT AATATCTTTTCCCCCACATAATACTTGGA-

TAA-3'；下游引物 5'-AATCTGTGTTTCCAATCTCTCTC -3'。

图 1 miR-126与 VEGF-A 3’UTR预测结合靶点

图 1 Putative binding sites of miR-126 in VEGF-A 3'UTR

1.2.2 PCR 扩增 取 1 滋g 总 DNA 按 PCR 反应体系试剂盒操

作，以大鼠基因组 DNA为模板，PCR扩增，PCR反应条件：94

℃ 5 min（预变性）；94 ℃ 30 s（变性），相应退火温度 45 s（退

火），72 ℃ 45 s（延伸），共 30个循环；72 ℃ 7 min（延伸）。扩增

产物于 2 %琼脂糖凝胶中电泳，条带长度根据 2000 bp DNA分

子量 marker确定。
1.2.3 重组表达载体 pGL3-VEGF-A-3'UTR和 pGL3-mutVEGF-

A-3'UTR的连接、序列鉴定 对质粒表达载体(pGL3 vector)以

及回收的 PCR片段进行酶切线性化处理，取 10 滋L酶切产物

经 2%琼脂糖凝胶电泳，切胶后回收酶切产物，分光光度仪测定
OD260值，计算浓度。取 50 滋L感受态细菌 DH5琢，加入 10 滋L

连接产物。将抽提质粒做酶切鉴定，将含有重组质粒的菌液送

上海英骏生物技术公司作 DNA测序鉴定，以证实目的片段确
是否克隆入载体。

1.2.4 双萤光素酶检测 293细胞培养 24小时。实验分五组：单
加 PGL3-control(100ng)组，单加 pGL3-VEGFA-3'UTR (100ng)

组，pGL3-VEGFA -3'UTR (100ng)和 mir-126 (50nM)组，pGL3-

mutVEGFA-3'UTR和 miR-126 (50nM)组，pGL3-VEGFA-3'UTR

和 miR-GFP (50nM)组，转染试剂用 Qiagen公司的 Hiperfect转
染试剂，浓度按照说明书推荐。所有的实验组均同时转染

pRL-TK (Promega)海肾质粒作为内参。转染 24小时后，按按
Promega试剂盒 Dual-Luciferase RePorter Assay System技术手
册操作（图 6）。
1.3 统计学分析

采用 SPSS 10.0软件包对所获数据进行统计学分析。所有

实验数据用均数± 标准差表示，组间差异采用 t检验，P<0.05

表明差异有统计学差异。

2 结果

2.1 microRNA靶基因预测

跨物种比较 microRNA序列的保守性及种子序列的保守

性，可见靶位点 ATTATTA在大鼠、小鼠、人类跨物种中存在保

守性，即靶位点在多物种 3'UTR比对中相同位置碱基相同。根

据 miRanda靶基因预测软件，大鼠、小鼠、人类三种物种中
miRNA 的 5' 端和靶 RNA 的 3'UTR 端结合，miRNA 的 5' 端
2-8或 2-7个核苷酸称为种子区(seed region)，miRNA种子区能

与靶序列配对。

2.2 VEGF-A-3’UTR和 mutVEGF-A -3’UTR的 PCR扩增
2%琼脂糖凝胶电泳。PCR成功扩增出包括野生型和突变

型 VEGF-A 3’UTR的片段，电泳结果可见大小分别约 433bp

（野生型）和（突变型）的特异性条带。M为 DL2000 DNA Mar-
ker，1 为 mutVEGF-A-3’UTR 的 PCR 产物，2 为 VEGF-A-3’
UTR的 PCR产物。

图 2 VEGF-A-3'UTR和 mutVEGF-A-3'UTR的 PCR产物凝胶电

泳结果

Fig.2 Gel electrophoresis of the PCR product of VEGF-A-3'UTR and

mutVEGF-A-3'UTR
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2.3 荧光素酶报告基因载体的示意图
miRNA靶标表达克隆包含 SV40启动子驱动的报告基因

（萤火虫荧光素酶）的下游紧接 3’-UTR（即 miRNA作用位点）

序列。第二个报告基因 renilla luciferase，可用于监测转染，表达

效率，并可以作内参。

图 3 萤火素酶报告基因基本结构

Fig.3 Schematic representation of he basic structure of firefly luciferase (f-luc) reporter gene

2.4 PCR鉴定阳性克隆

根据 DNA Marker 判断，目的条带 (528bp=433bp(片段)
+95bp(载体多克隆位点两端))长度所处位置正确，所检测的 4

组菌落均为阳性转化菌株。

2.5 测序鉴定结果
测序鉴定图谱结果与设计序列完全一致 (图 5)。

2.6 Luciferase活性检测

在含有 VEGF-A-3’UTR 预测靶位点的质粒构建成功后，

将其与 mir-126转染 293TN，转染 28h后进行分析荧光素酶活

性，反映 VEGF-A-3’UTR是否可与预测靶标作用。结果如图 6

所示：在稳定表达的细胞系 293TN中，当转染了含 VEGF-A-3’
UTR预测靶位点的质粒 pGL3-VEGF-A-3’UTR后，荧光素酶

的活性有明显降低，而含有 mutVEGF-A-3’UTR序列的阴性对

照 和 空 白 质 粒 都 没 有 明 显 变 化 ： 在 稳 定 转 染 了

pGL3-mutVEGF-A-3’UTR和 pGL3-control的细胞中，荧光素

酶的活性均没有明显变化。因此，提示 VEGF-A-3’UTR基因组
中 ATTATTA就是 mir-126的靶位点。

图 4 PCR产物阳性菌落检测电泳M道：DL2000分子量标准；1-4道：

阳性菌落

Fig.4 PCR screen positive clone, agarose gel electrophoresis analysis of

PCR products

M lane: DL2000 DNA marker; 1-4 Lane: positive clone

图 5 慢病毒载体 pGL3-VEGF-A-3'UTR和 pGL3-mutVEGF-A-3'UTR的测序图

Fig.5 Sequencing map of the lentiviral vector pGL3-VEGF-A-3'UTR and pGL3-mutVEGF-A-3'UTR

3 讨论

miR-126及其互补相似物 miR-126*是目前最受关注与血

管生成有关的基因表达调控因子，定位于表皮生长因子样结构

域 7(epidermal growth factor-1ike domain 7, EGFL7)基因 7号内
含子内[5, 6]。在许多肿瘤细胞或组织中，miR-126表达较正常组

为低[7-10]。不仅如此，miR-126还在细胞生长增殖、免疫调节方面

起着重要的作用[11-14]，这一特点无疑将使 miR-126 成为治疗肿

瘤的一种新的选择。在 miRNA的研究过程中，遇到最大的瓶颈

就是 miRNA靶基因的证实，miRNA被预测可调控上千种哺乳
动物的基因，但是相对的，只有很少的靶点经过试验有效的确

认[15]。由于 miRNA只与其靶基因的 3′ -UTR的 18-22个碱基
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配对，其可以通过部分或者全部配对起作用，因此一个 miRNA

可以有数千个靶基因，一个靶基因也可以有数千个 miRNA与

其配对，它们形成错综复杂的网状结构，给靶基因的预测和证

实带来了困难[16]。大规模的 miRNA靶基因芯片筛选技术已经
开始运用，为疾病的发病机制和诊断治疗的研究提供了新的思

路，但芯片技术也有其局限性，包括信息质量的稳定性差、费用

较高等[17]。通过生物信息学预测和体外荧光素酶报告基因的证

实仍然是目前 miRNA靶标寻找的最常用的方法[18, 19]。荧光报

告载体实验是即将含有目的 miRNA 结合位点的靶基因
mRNA 3' UTR片段克隆插入荧光素酶编码区的下游，构建荧

光报告载体[20]。当前，利用荧光素酶报告基因检测实验寻找或

验证 miRNA对靶点作用性已成为不可或缺的实验技术。

本研究通过生物信息学分析发现 VEGF-A 可能是
miR-126的靶基因，且相关性极大，同时通过构建 miR-126 报
告基因野生型和突变型重组质粒 pGL3-VEGF-A-3’UTR 和
pGL3-mutVEGF-A-3'UTR，并与含海肾荧光素酶的内参质粒
pRL-TK共转染 293TN细胞，运用双荧光素酶报告基因法检测
miR-126对 pGL3-VEGF-A-3’UTR的直接作用，通过观察荧光

素酶的表达强度证实了我们的假想 ---VEGF-A就是 miR-126

的靶基因。miR-126报告基因载体的成功构建及其体外实验证

实了其对靶基因 VEGF-A良好的可调控性，为后续基因研究和

治疗提供了新的实验基础。
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图 6 双荧光素酶法检测报告基因强度，293TN细胞分为 5组分别被共

转染后在荧光分光光度计检测萤火素酶强度，单加 PGL3-control

(100ng)组，单加 pGL3-VEGF-A-3'UTR (100ng)组，

pGL3-VEGF-A-3'UTR (100ng)和 miR-126 (50nM)组，

pGL3-mutVEGF-A-3'UTR和 miR-126 (50nM)组，pGL3-VEGF-A-3'UTR

和 miR-GFP (50nM)组。数据采用均数± 标准差，重复 4次。 "*":表示

与空白对照组（Con组）比较具有显著性差异（P<0.05）

Fig.6 Dual luciferase assay is performed in 293TN, which has been

transfected with luciferase construct alone or cotransfected with miR-126

mimics or mimics control. Firefly luciferase construct containing mutant

(MutPGL3-VEGF-A) target site of the VEGF-A 3'UTR is generated and

transfected as indicated. Firefly luciferase activity is normalized to Renilla

luciferase activity for each sample. *P < 0.05 compared to pGL3-VEGF-A.
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