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miR鄄152 通过抑制低密度脂蛋白受体表达
减少肝细胞的脂质摄取
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨 miR鄄152 对 HepG2 细胞低密度脂蛋白受体(LDLR)表达及其脂质摄取能力的影响。 方法

生物信息学预测 miR鄄152 与 LDLR 3爷UTR 的结合关系,荧光素酶报告基因检测 miR鄄152 与 LDLR 的结合情况。
HepG2 细胞中转染 miR鄄152 mimic 或 inhibitor 后,Western Blot 检测 LDLR 蛋白水平,油红 O 染色观察 HepG2 细胞内

脂滴情况。 结果摇 生物信息学预测表明 miR鄄152 与人 LDLR 3爷UTR 的 872鄄878 位结合,且二者结合的自由能较低。
miR鄄152 显著抑制荧光素酶的活性及 HepG2 细胞 LDLR 蛋白的表达。 miR鄄152 明显抑制 HepG2 细胞对脂质的摄

取,而 anti鄄miR鄄152 则刚好出现相反的结果。 结论摇 miR鄄152 通过沉默 LDLR 表达抑制肝细胞的脂质摄取。
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MiR鄄152 Inhibits Hepatocyte Lipid Uptake by Targeting Low Density Lipoprotein Re鄄
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effect of miR鄄152 on low density lipoprotein receptor (LDLR) expression and
hepatocyte lipid uptake. 摇 摇 Methods摇 Bioinformatics websites predicted the combination of miR鄄152 with LDLR 3爷UTR.
Luciferase reporter assay confirmed the binding of miR鄄152 to LDLR 3爷UTR. 摇 LDLR expression was measured by Western
Bolt, and intracellular lipid droplet stained with oil red O in HepG2 cells transfected miR鄄152 mimic and inhibitor. 摇 摇
Results摇 MiR鄄152 was bound to the 872鄄878 sites within human LDLR 3爷UTR, furthermore, their binding free energy was
very low. 摇 MiR鄄152 obviously inhibited the luciferase activity and hepatocyte LDLR expression. 摇 Lipid uptake was dra鄄
matically suppressed in HepG2 cells treated with miR鄄152. 摇 The exactly opposite results were observed by anti鄄miR鄄152
treatment. 摇 摇 Conclusions摇 MiR鄄152 targets LDLR expression and inhibits hepatocyte lipid uptake.

摇 摇 血液中低密度脂蛋白胆固醇( low density lipo鄄
protein cholesterol,LDLC)水平增高是冠心病主要的

独立危险因素之一,血液 LDLC 水平升高不需要其

他危险因素协同就足以促进动脉粥样硬化( athero鄄
sclerosis,As)发生发展[1]。 因此,维持血液中 LDLC
的正常水平对于动脉粥样硬化的防治具有重要意

义。 目前认为,血液中 LDLC 水平主要是受到肝细

胞表面低密度脂蛋白受体(low density lipoprotein re鄄

ceptor,LDLR)调节[2]。 LDL 在一般情况下,由肝细

胞 LDLR 识别,结合并内吞入细胞内,到达溶酶体从

而降解,因此,肝细胞 LDLR 表达量的改变对血液中

LDLC 水平起着关键作用。 microRNA 是一类内源性

长约 22 个核苷酸的非编码小分子单链 RNA,mi鄄
croRNA 通过与靶基因的 3爷非翻译区(3爷untranslat鄄
ed region region,3爷UTR)互补结合,从而促进靶基因

mRNA 的降解和翻译的抑制,在转录后水平调控靶
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基因表达。 多个文献表明,microRNA 通过调节脂质

代谢相关蛋白在机体胆固醇动态平衡中发挥重要

作用[3鄄4]。 本研究通过生物信息学分析预测出 miR鄄
152 可与 LDLR 3爷UTR 结合,并通过实验进一步观

察了 miR鄄152 对 LDLR 表达的调控及其对肝细胞脂

质摄取的影响,以期为 microRNA 在动脉粥样硬化

发生发展中的作用提供新的实验依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 细胞培养与处理

摇 摇 HepG2 细胞与 293T 细胞用含 10%胎牛血清的

DMEM 高糖培养基培养,37益、5% CO2 及饱和湿度

的培养箱中静置培养。 HepG2 细胞处理前换用含 2
g / L 牛血清白蛋白的 DMEM 培养基,同时加入 50
mg / L ox鄄LDL 或 1 mCi / L [ 3H] 标记的胆固醇共

孵育。
1郾 2摇 荧光素酶报告基因载体构建及荧光测定

获取 Geneback 收录的 LDLR 序列(登录号为

NM鄄000527),利用引物分析软件 Primer Premier 5郾 0
针对 LDLR 3爷UTR 设计引物;以 HepG2 基因组 DNA
为模板行 PCR 扩增,并构建野生型 psiCHECKTM鄄2鄄
LDLR鄄WT 3爷 UTR 载体,同时对 psiCHECKTM鄄2鄄LD鄄
LR鄄3爷UTR 载体上带有的 miR鄄152 靶点序列进行

UGCACUG 到 UUACACC 的点突变,构建突变型

psiCHECKTM鄄2鄄LDLR鄄Mut 3爷 UTR 表达载体。 按实

验分组进行转染,48 h 后裂解细胞,根据荧光素酶

检测试剂盒提供的方法检测 hRluc 及 hLuc 的荧光

强度,二者的比值反映 miR鄄152 与 LDLR 3爷UTR 的

结合情况。
1郾 3摇 Western Blot 检测 LDLR 表达

收集处理后的 HepG2 细胞,加入 RIPA 裂解液

[主要成分为 50 mmol / L Tris (pH 7郾 4),150 mmol / L
NaCl,1%NP鄄40,0郾 5%脱氧胆酸钠,0郾 1% SDS,以及

原钒酸钠、氟化钠、EDTA、Leupeptin 等多种抑制剂]

置冰上裂解 30 min,4益离心 10 min,弃去沉淀。 以

4颐 1 加入 5 伊 SDS 凝胶加样缓冲液,100益 加热 10
min。 10% SDS 聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离,200
mA 恒流湿转膜 2 h 后,5% 脱脂牛奶封闭 2 h,按
1颐 1000加入羊抗人 LDLR 一抗,4益孵育过夜,TBST
洗 3 次,1颐 1000 加入辣根过氧化物酶标记的小鼠抗

羊二抗,室温孵育 2 h,TBST 洗 3 次,用 Tanon 5500
免疫荧光检测系统激发荧光,Tanon MP 软件摄取图

像,Tanon CAL 软件分析获取各条带的光密度值。
1郾 4摇 油红 O 染色

取无菌 6 孔培养板,每孔均放入消毒盖玻片,加
HepG2 细胞悬液 2 mL / 孔,加入 50 mg / L ox鄄LDL 及

相应处理因素共孵育 48 h,用 PBS 溶液轻轻洗涤细

胞 2 次,加 4% 多聚甲醛固定细胞 5 min,以 PBS 溶

液清洗 1 min 后,加稀释好的油红 O 工作液染色

15 ~ 20 min,以去离子水清洗 2 ~ 3 次,每次 1 ~ 2
min,50%异丙醇镜下分色后,用苏木素染核 5 ~ 7
min 后去离子水清洗 5 min,用 0郾 5% 酒精快速分色

并以流水返蓝后,在显微镜下观察并摄影,显示的

鲜红色颗粒即为脂滴。
1郾 5摇 统计学分析

所有实验均重复 3 次。 实验所得数据采用x 依 s
表示,组间比较采用方差分析,由 SPSS 18郾 0 统计软

件完成。 P < 0郾 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 生物信息学预测 miR鄄152 靶向结合 LDLR
3爷UTR

多个 microRNA 靶标预测网站显示 miR鄄152 与

LDLR 3爷UTR 靶向结合(图 1),提示 miR鄄152 与 LD鄄
LR 可能存在稳定的生理调控作用。 RNAhybrid 网

站分析人 /鼠 miR鄄152 与 LDLR 3爷UTR 结合自由能

情况,结果显示 miR鄄152 与 LDLR 3爷UTR 结合自由

能较低(图 2)。

图 1. 人和鼠 miR鄄152 与 LDLR 3爷UTR 结合情况摇 摇 上部为人 miR鄄152,下部为鼠 miR鄄152。

Figure 1. Predicted annealing of human and murine miR鄄152 to the LDLR 3爷UTR
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图 2. 人 /鼠miR鄄152 与 LDLR 3爷UTR 结合自由能情况摇 摇 左图为人 miR鄄152,结合位点为 872鄄878 位;右图为鼠 miR鄄152,结合位点为

757鄄764 位。

Figure 2. Schematic alignment of the free energy scores for miR鄄152鄄LDLR hybrids

2郾 2摇 荧光素酶报告基因分析 miR鄄152 靶向结合

LDLR 3爷UTR
构建野生型及其突变型的 LDLR 3爷UTR 荧光素酶

报告基因表达质粒与 miR鄄152 mimic 共转染到 293T 细

胞,发现 miR鄄152 明显抑制 psiCHTM鄄2鄄LDLR鄄WT 3爷
UTR 的表达,对 psiCHECKTM鄄2鄄LDLR鄄Mut 3爷UTR 表达

无影响,表明miR鄄152 可靶向结合胞内 LDLR mRNA 的

3爷UTR,从而抑制 LDLR 蛋白表达(图 3)。
2郾 3摇 miR鄄152 下调 HepG2 细胞 LDLR 蛋白表达

将 HepG2 细胞分为 3 组:在加入 50 mg / L ox鄄
LDL 同时,(1)空白对照组,培养液中加入空脂质

体;(2)miR鄄152 mimic 组:培养液中加入脂质体包

裹的 40 nmol / L miR鄄152 mimic;(3)miR鄄152 inhibi鄄
tor 组:培养液中加入脂质体包裹的 80 nmol / L miR鄄
152 inhibitor。 24 h 后 Western Blot 检测发现,miR鄄
152 mimic 组 LDLR 蛋白表达较空白对照组明显降

低, miR鄄152 inhibitor 组 LDLR 蛋白表达与空白对照

组比较明显上调。 表明 miR鄄152 可抑制肝细胞 LD鄄
LR 蛋白的表达(图 4)。
2郾 4摇 miR鄄152 抑制肝细胞脂质摄取

各组 HepG2 细胞用 50 mg / L 的 ox鄄LDL 孵育 24
h 后,油红 O 染色显色胞内脂滴。 与空白对照组比

较,miR鄄152 mimic 组HepG2 细胞内脂滴稀少、体积也

小,miR鄄152 inhibitor 组HepG2 细胞内脂滴数量多、体
积大。 提示 miR鄄152 抑制肝细胞的脂质摄取(图 5)。

3摇 讨摇 论

研究表明,miR鄄152 在肿瘤发生发展及糖尿病肾

病形成等多种病理生理过程中扮演重要角色[5鄄7] 。

图 3. 人 miR鄄152 mimic 与 LDLR 3爷UTR 荧光素酶报告基

因载体共转染 293T 细胞后的相对荧光强度 摇 摇 a 为 P <
0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 LDLR鄄WT 3爷UTR 组比较。

Figure 3. Luciferase activity assay of 293T cells cotransfect鄄
ed with a luciferase reporter plasmid containing the LDLR
3爷 UTR ( including wild type and mutation) and miR鄄152
mimic for 24 h

Bidzhekov 等[8]发现 miR鄄152 在人动脉粥样硬化斑

块中的表达明显高于正常血管,并提示 miR鄄152 的

表达与动脉粥样硬化的发生发展相关。 miR鄄152 在

动脉粥样硬化中到底有何具体作用,取决于它所结

合调控的靶标基因在动脉粥样硬化中的功能。 为

此,本研究采用生物信息学方法,利用多个在线数
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图 4. 转染miR鄄152 mimic 及其 inhibitor 24 h 后HepG2 细胞 LDLR 蛋白表达的变化摇 摇 1 为空白对照组,2 为 miR鄄152 mimic
转染组,3 为 miR鄄152 inhibitor 转染组。 a 为 P < 0郾 05,与空白对照组比较。
Figure 4. LDLR protein levels are assayed in HepG2 cells transfected with miR鄄152 mimic and inhibitor by Western Blot

图 5. 转染 miR鄄152 mimic 及其 inhibitor 24 h 后 HepG2 细胞内脂滴的情况摇 摇 A 为空白对照组,B 为 miR鄄152 mimic 转染组,C 为

miR鄄152 inhibitor 转染组。

Figure 5. Hepatocellular lipid droplet is dying with oil red O after transfected with miR鄄152 mimic and inhibitor

据库预测了 miR鄄152 的靶标基因,结果显示人、小鼠

LDLR 3爷UTR 均存在 miR鄄152 的结合位点。 进一步

分析 miR鄄152 与 LDLR 3爷UTR 的结合情况则发现

miR鄄152 与其结合位点互补配对较好,与人、小鼠的

结合自由能较低,分别为 - 26郾 7 kCal / mol、 - 25郾 3
kCal / mol,明显低于 - 10 kCal / mol。 上述结果表明

miR鄄152 与 LDLR 3爷UTR 具有结合的生物学基础,
提示 miR鄄152 对 LDLR 的表达可能具有调控作用。

LDLR 的表达受到多个因素的调节。 在转录水

平,胆固醇调节元件结合蛋白(sterol regulatory ele鄄
ment鄄binding proteins,SREBP)是 LDLR 主要的调节

因子[9],此外,有文献报道 DNA 甲基转移酶通过对

LDLR 启动子的甲基化修饰也可调节其表达[10]。 在

转录后水平,近年来研究发现枯草溶菌素转化酶 9
(proprotein convrtase subtilisin / kexin 9,PCSK9)可靶

向作用 LDLR 溶酶体降解途径,减少 LDLR 蛋白水

平表达[11],也有文献报道 IDOL 蛋白( inducible de鄄
grader of the low鄄density lipoprotein receptor)可以介

导 LDLR 的泛素化,并在溶酶体降解[12]。 本课题组

在生物信息学预测结果提示 miR鄄152 具有靶向调控

LDLR 3爷UTR 的生物学基础上,利用荧光素酶报告

基因系统进一步分析了 miR鄄152 对 LDLR 3爷UTR 活

性的影响,结果证实 miR鄄152 可以靶向结合 LDLR
3爷UTR。 随后,我们将 miR鄄152 mimic、miR鄄152 in鄄
hibitor 分别转入肝细胞,Western Blot 检测细胞 LD鄄
LR 表达情况,结果发现 miR鄄152 可以调控 LDLR 蛋

白的表达。 这一结果表明 miR鄄152 是 LDLR 转录后

水平的一个调节因子,其可能通过靶向结合 LDLR
3爷UTR,抑制 LDLR 蛋白的翻译过程,从而减少细胞

LDLR 蛋白表达水平。
LDLR 的主要生理功能是摄取血液中的 LDL,

课题组也观察了 miR鄄152 对肝细胞 LDL 摄取能力

的影响。 油红 O 染色结果表明,上调肝细胞 miR鄄
152 表达可以抑制细胞的脂质摄取能力,而下调

miR鄄152 表达则起相反作用。 然而,有研究表明

miR鄄152 在酒精诱导的肝脂肪变小鼠的肝脏高表

达[13]。 因此,miR鄄152 在整体水平对 LDLR 表达的

调控以及对肝脏脂质摄取能力和动脉粥样硬化发

生发展的确切作用还需进一步探讨。 目前,我们的

结果则表明 miR鄄152 可以与 LDLR 3爷UTR 靶向结
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合,并下调 LDLR 蛋白的表达,miR鄄152 有可能成为

脂质代谢一个新的干预靶点。
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