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摘

 

要

:

获得

Hsa-miR-1

的方法主要由人工合成

,

需耗费很高的成本与时间

。

文章通过将

Hsa-miR-1

前体部

分连接至

p

cDNA3.0

,

可实现

Hsa-miR-1

基因的高表达

。

构建含有

Hsa-miR-1

基因表达前体的表达载体

p

cDNA-

Hsa-miR-1

和含有与

Hsa-miR-1

基因完全互补序列的检测载体

p

EGFP-C1-CM1

。

通过共转染

p

cDNA-Hsa-miR-1

和

p

EGFP-C1-CM1

检测

Hsa-miR-1

基因的表达

,

并采用

Ta

q

man

探针法定量检测

Hsa-miR-1

基因表达水平

,

成功构

建了可高效表达

Hsa-miR-1

基因的真核生物质粒

p

cDNA-Hsa-miR-1

,

并首次建立起

Hsa-miR-1

基因的检测系统

p

EGFP-C1-CM1

,

该检测系统的建立将为今后

Hsa-miR-1

在肿瘤细胞中的研究提供准确

、

快捷的检测方法

。

关键词
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引

 

言

Hsa-miR-1

家族有两个成员分别为

Hsa-miR-1-1

和

Hsa-miR-1-2

。

有文献报道

Hsa-miR-1-1

和

Hsa-

miR-1-2

在肿瘤细胞里由于启动子被甲基化沉默导致

Hsa-miR-1

在肿瘤细胞里基本不表达

。

而当外源过

表达

Hsa-miR-1

后多个癌基因如

MET

,

HDAC4

,

FoxP1

等就会被大量下调

[

1

]

。

上述研究现象表明

Hsa-

miR-1

可能是一种抑癌因子

,

可以抑制多种癌基因的表达

。

目前对于

Hsa-miR-1

的获取来源主要由人工合

成

[

2-3

]

,

但由于人工合成

Hsa-miR-1

既耗费成本与时间

,

又不能高效准确体现真实的实验结果

,

成为一直以

来困扰人们深人开展该项研究的瓶颈难题

。

本实验设想从基因组中获得可以有效表达出成熟体

Hsa-miR-1

基因的部分前体

,

并连接到真核表达质粒

p

cDNA3.0

上来实现高效表达

Hsa-miR-1

基因

。

并通过将

Hsa-miR-1

基因完全互补的序列连接到

p

EGFP-C1

上构建出能够在荧光显微镜下通过观察

EGFP

报告基因的表达量来定性检测

Hsa-miR-1

的报告质粒

,

试图通

过该项研究建立起能够简单

、

快捷

、

定性检测

p

cDNA-Hsa-miR-1

质粒表达

Hsa-miR-1

的方法

。

1

 

材料与方法

1.1

 

材料

基因组抽提试剂盒

、

T4

连接酶

,

购自美国

Prome

g

a

公司

,

Effectin

转染试剂盒购自美国

Qia

g

en

公司

,

miRNA

逆转录试剂盒

、

Ta

q

Man

探针购自美国

ABI

公司

,

凝胶回收试剂盒购自

Ax

yg

en

公司

,

BamH

Ⅰ

内切

酶

、

EcoR

Ⅰ

内切酶

、

KOD-

p

lus

聚合酶和

rTa

q

聚合酶购自日本

To

y

obo

公司

,

CIK

细胞

(

淋巴细胞

)

购自浙江

血液中心

,

血清和

DMEM

购自

Gibco

公司

,

引物由广州赛百盛公司合成

,

p

cDNA3.0

质粒

、

p

EGFP-C1

质粒

、



Hela

细胞

(

宫颈癌细胞

)、

Bel-7404

细胞

(

肝癌细胞

)

和

PLC

细胞

(

肝癌细胞

)

为本实验室所有

。

1.2

 

基因组中调取

Hsa-miR-1

前体

由于

Hsa-miR-1-2

和

Hsa-miR-133-1

是同一个转录子

,

在

NCBI

找到

Hsa-miR-1-2

和

Hsa-miR-133a-

1

的转录产物序列

[

1

]

,

利用生物信息学方法检测到

p

re-Hsa-miR-1

序列

,

在其两端各延伸

380b

p

设定引物

以保证其可以顺利形成茎环和被剪切为成熟体并在

5

’

和

3

’

端分别引人

BamH

Ⅰ

和

EcoR

Ⅰ

酶切位点

。

引物

序列

:

上 游

5

’

-GGATCCTCACTCTGAAGACTGAAGAAAC-3

’,

下 游

5

’

-CGGAATCCTTTCTGTA-

CAAATCAGTGAG-3

’。

从

HeLa

细胞中提取基因组

(

按照

Prome

g

a

公司的说明书步骤

)

后利用上面引物

用高保真的

KOD-

p

lus

聚合酶

PCR

得到目的片段并进一步用

rTa

q

聚合酶使目的片段加

A

,

最后将目的片

段连人

p

MD-18T

载体上并进行测序

(

上海英骏公司

)。

1.3

 

质粒的构建和鉴定

将测序正确的

p

MD-18T

载体上的目的片段利用

BamH

Ⅰ

和

EcoR

Ⅰ

双酶切

,

琼脂糖凝胶电泳并切胶回

收

(

按照

Ax

yg

en

公司的说明书步骤

)。

同时用

BamH

Ⅰ

和

EcoR

Ⅰ

双酶切

p

cDNA3.0

质粒琼脂糖凝胶电泳

切胶回收

。

将目的片段连人

p

cDNA3.0

上标记为

p

cDNA-Hsa-miR-1

。

合成

Hsa-miR-1

的完全互补序列并

在

5

’

端和

3

’

端分别引人

EcoR

Ⅰ

和

BamH

Ⅰ

位点

,

同时在

EcoR

Ⅰ

酶切位点后加人

Pvu

Ⅱ

酶切位点以用于连

接后质粒的鉴定

,

序列分别为

5

’

-AATTCAGCTGGAATGTAAAGAAGTATGTAT-3

’

和

5

’

-GATCATA-

CATACTTCTTTACATTCCAGCTG-3

’,

PCR

仪上

95℃5min

,

65℃15min

后连人

EcoR

Ⅰ

和

BamH

Ⅰ

双

酶切回收的

p

EGFP-C1

上标记为

p

EGFP-C1-CM1

。

1.4

 

共转染鉴定

Hsa-miR-1

表达情况

用

10%

血清的

DMEM

培养液将

HeLa

细胞稀释成

5×10

4

个

/

mL

,

并接种到

6

孔板中

,

培养

12h

后换

成含

2%

血清的

DMEM

培养液

,

用

Effentin

转染试剂将第一个孔转人

300n

g

的

p

cDNA-Hsa-miR-1

和

300n

g

的

p

EGFP-C1-CM1

,

第二个孔转人

300n

g

的

p

cDNA3.0

和

300n

g

的

p

EGFP-C1-CM1

,

第三个孔转

人

300n

g

的

p

EGFP-C1-CM1

,

另设一空白孔

,

转染步骤按照

Qia

g

en

公司

Effectin

转染试剂盒的说明书操

作

,

6h

后换成

5%

血清的

DMEM

培养液

,

转染

48h

后在荧光显微镜下用蓝色激发光观察

。

1.5

 

Ta

q

man

探针鉴定

Hsa-miR-1

的表达

用

10%

血清的

DMEM

培养液将

HeLa

细胞稀释成

5×10

4

个

/

mL

,

并接种到

6

孔板中

,

培养

12h

后换

成含

2%

血清的

DMEM

培养液

,

用

Effectin

转染试剂分别将

p

cDNA-Hsa-miR-1

和

p

cDNA3.0

转染到两个

6cm

的细胞培养皿中

,

6h

后换成含

5%

血清的

DMEM

培养液

,

转染

48h

后用

Trizol

提取总

RNA

,

分别用

miRNA

逆转录试剂盒逆转录

Hsa-miR-1

和内参

U6

(

按照

ABI

公司的

miRNA

逆转录试剂盒说明书的步骤

进行

,

Hsa-miR-1

和

U6

逆转录引物为

ABI

公司合成

),

逆转录后在实时定量

PCR

仪

(

ABI

公司

,

7300

)

上用

Ta

q

Man

探针

(

按照

ABI

公司的

Ta

q

man

探针的使用方法设定参数

)

检测

Hsa-miR-1

的表达量

。

2

 

结

 

果

2.1

 

PCR

获得

Hsa-miR-1

并测序鉴定

抽提

HeLa

细胞基因组后

,

PCR

获得目的

840b

p

的条带

(

如图

1a

所示

),

回收后连接

p

MD-18T

载体

,

送上海英

骏公司进行测序

,

结果发现在

p

re-Hsa-miR-1

下游的第二个碱基为

A

,

和已有报道不一致

[

1

]

,

重新

PCR

连接

p

MD-18T

载体测序结果还是与上次测序一致

。

故抽提肝癌细胞系

Bel-7404

,

PLC

,

正常细胞

CIK

细胞

,

进行

PCR

并

回收目的片段连接

p

MD-18T

载体测序

,

结果

p

re-Hsa-miR-1

下游的第二个碱基均为

A

,

测序结果如图

1b

所示

。

2.2

 p

cDNA-Hsa-miR-1

和

p

EGFP-C1-CM1

质粒的构建和鉴定

Hsa-miR-1

连人

p

cDNA3.0

得到

p

cDNA-Hsa-miR-1

,

用

EcoR

Ⅰ

和

BamH

Ⅰ

双切鉴定

,

从图

2c

中可以

看出

EcoR

Ⅰ

和

BamH

Ⅰ

双酶切

p

cDNA-Hsa-miR-1

后

,

得到

840b

p

的目的片段

,

证明

p

cDNA-Hsa-miR-1

构建正确

。

Hsa-miR-1

的完全互补序列连人

p

EGFP-C1

得到

p

EGFP-C1-CM1

,

用

Pvu

Ⅱ

单酶切后

,

从图

2d

的电泳图中可以看出共切出

3220b

p

,

910b

p

,

608b

p

三条带

,

证明

p

EGFP-C1-CM1

构建正确

。

2.3

 

共转染

p

cDNA-Hsa-miR-1

和

p

EGFP-C1-CM1

图

3

显示共转染

p

cDNA-Hsa-miR-1

和

p

EGFP-C1-CM1

的绿色荧光蛋白表达量明显低于转染

p

cD-

487
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NA3.0

和

p

EGFP-C1-CM1

以及只转染

p

EGFP-C1-CM1

。

而转染

p

cDNA3.0

和

p

EGFP-C1-CM1

以及只转

染

p

EGFP-C1-CM1

的绿色荧光蛋白表达量接近一致

。

因此

,

实验结果表明

p

cDNA-Hsa-miR-1

是可以表达

出有效的

Hsa-miR-1

从而抑制

p

EGFP-C1-CM1

中

EGFP

蛋白的表达

。

图

1

 

Hsa-miR-1

表达前体鉴定

587

第

5

期
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M1

:

DNAmarkerDL2000

;

M2

:

DNAmarker

λ

-hind

Ⅲ

;

1

:

质粒

p

cDNA-Hsa-miR-1

;

2

:

质粒

p

EGFP-C1-CM1

图

2

 p

cDNA-Hsa-miR-1

和

p

EGFP-C1-CM1

的鉴定

图

3

 

质粒转染

HeLa

细胞后

48h

检测

EGFP

蛋白的表达情况

(

100×

)

2.4

 

Ta

q

Man

探针定量

Hsa-miR-1

的表达

图

4

 

转染质粒

48h

后检测

Hsa-miR-1

的

表达水平

转染

48h

后

,

抽提总

RNA

,

用

ABI

公司的

miRNA

逆转录试剂

盒进行逆转录

,

进一步利用高效特异的

Ta

q

Man

探针在荧光定量

PCR

仪上进行反应

。

实验结果

(

见图

4

)

表明只转染

p

cDNA3.0

对

照组基本不表达

Hsa-miR-1

,

而

p

cDNA-Hsa-miR-1

可以高效地表

达出

Hsa-miR-1

,

其表达效率是转染

p

cDNA3.0

对照组的

100

倍

,

说明已成功地构建出高效表达

Hsa-miR-1

的

p

cDNA-Hsa-miR-1

质粒

。

Ta

q

Man

探针对

Hsa-miR-1

也验证了上面报告质粒检测结

果的准确性

。
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3

 

讨

 

论

目前通常采用外源表达

microRNA

的方法来研究其功能

。

最常用的有

:

a

)

直接转染人工合成的成熟体

microRNA

[

1-3

]

;

b

)

直接转染人工合成的

p

re-microRNA

[

1

]

;

c

)

将

microRNA

最原始的转录前体

(

p

ri-microR-

NA

)

在基因组中的序列连接到质粒载体或病毒载体上

,

并在细胞中转染质粒或感染病毒来表达

microR-

NA

[

3-5

]

。

前两种方法只能瞬时提高

microRNA

在细胞内的表达量

,

同时由于人工合成

,

成本耗费高

。

第三

种方法虽可以长时间表达

microRNA

,

且构建成功可以长久用于研究

,

耗费成本低

,

但由于本研究中

Hsa-

miR-1

的两个家族成员

Hsa-miR-1-1

和

Hsa-miR-1-2

都是与

Hsa-miR-133

共同转录

,

并且其转录前体

(

p

rimar

y

se

q

uence

)

长度有

4251b

p

,

因此无法直接利用第三种方法去表达

Hsa-miR-1

。

通过生物信息学的方法检测到

p

re-Hsa-miR-1-2

序列

,

并在其基因组序列的上游和下游各延伸

380b

p

来作为表达

Hsa-miR-1

的前体

,

从而保证转录子可以形成正确的茎环结构并被剪切为成熟体

。

在

HeLa

细胞的基因组中得到此前体后连人真核表达质粒

p

cDNA3.0

,

转染

HeLa

细胞的实验结果表明

:

p

cDNA-

Hsa-miR-1

可以有效地表达出成熟体

Hsa-miR-1

。

提示只要

p

re-microRNA

的两端保留足够的碱基就可

以保证

microRNA

在形成过程中能够顺利形成茎环和被剪切酶所识别

,

即使没有完整的

p

ri-microRNA

也

完全可以表达出成熟体

microRNA

。

此外

,

在检测

microRNA

表达效率的报告质粒中

,

为了克服实验成本

较高和检测方法复杂的缺点

,

基本上都采用

EGFP

作为报告基因

[

6-8

]

。

本文研究中发现将

Hsa-miR-1

的

完全互补序列连接到

p

EGFP-C1

质粒的报告基因

EGFP

的

3

’

UTR

上

,

共转染

p

cDNA-Hsa-miR-1

和

p

EGFP-C1-CM1

质粒

,

48h

后在荧光显微镜下可有效地检测到

Hsa-miR-1

的表达情况

。

其后的

Ta

q

Man

探针也进一步定量验证了

p

cDNA-Hsa-miR-1

表达

Hsa-miR-1

的高效性和报告系统

p

EGFP-C1-CM1

质

粒的可靠性

。

4

 

结

 

论

真核表达

Hsa-miR-1

基因及其检测方法的成功建立

,

不仅为进一步有关

Hsa-miR-1

靶基因的研究及其

与肿瘤关系的研究奠定了坚实的实验基础

,

而且也为今后

microRNA

表达情况和

microRNA

靶点研究的定

性检测提供了一种新的检测方法

。
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