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[摘　 要] 　 目的　 筛选高效调控 ＬＰＡ 基因表达的 ｍｉＲＮＡꎮ 方法　 用在线预测工具预测作用于 ＬＰＡ 基因 ３′ＵＴＲ 的

ｍｉＲＮＡꎬＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染预测所得 ｍｉＲＮＡ ｍｉｍｉｃ 后 ＨｅｐＧ２ 细胞载脂蛋白(ａ)[Ａｐｏ(ａ)] ｍＲＮＡ 和蛋

白表达水平ꎮ 实验分为对照组、ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ 组、ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ＋ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组和 ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组共 ４ 组ꎮ
使用荧光素酶报告系统进行 ｍｉＲ￣６２６ 靶标验证实验ꎮ 结果　 可作用于 ＬＰＡ 基因 ３′ＵＴＲ 的 ｍｉＲＮＡ 有 ９ 个ꎮ ｍｉｍｉｃ 转

染组与对照组相比ꎬＡｐｏ(ａ)的 ｍＲＮＡ 表达水平差异不显著ꎬ但 ｍｉＲ￣６２６ 能显著下调 Ａｐｏ(ａ)蛋白的表达ꎮ 使用 ｍｉＲ￣
６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 后ꎬｍｉＲ￣６２６ 对 Ａｐｏ(ａ) 蛋白的下调作用减弱ꎮ 转染 ｍｉＲ￣６２６ 后细胞裂解液的荧光强度显著下降ꎮ 结论

ｍｉＲ￣６２６ 能显著下调 Ａｐｏ(ａ)蛋白表达水平ꎬ其通过与 ＬＰＡ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 序列结合ꎬ抑制 ＬＰＡ ｍＲＮＡ 翻译实现的ꎮ
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[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ (ａ)ꎻ　 ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌꎻ　 ＭｉＲ￣６２６
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｍｉＲＮＡ ｆｏｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＰＡ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｍｉＲＮＡ
ｏｆ ＬＰＡ ｇｅｎｅ ３′ＵＴＲ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ｏｎ￣ｌｉｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｔｏｏｌｓ. 　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ( ａ)
(Ａｐｏ(ａ)) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ.　 Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐꎬ ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ＋ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ.　 Ｔｈｅ ｍｉＲ￣６２６
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ｏｆ ＬＰＡ ｇｅｎｅ.　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏ(ａ) ｍＲＮＡ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ
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ｄｉｒｅｃｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ＬＰＡ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ.

　 　 高脂蛋白(ａ)[ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ(ａ)ꎬＬｐ(ａ)]是动脉粥

样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ Ａｓ)的独立危险因子[１]ꎮ 研

究表明ꎬＬｐ(ａ)可破坏动脉壁的抗氧化机制以及凝

血与抗凝之间的平衡ꎬ并且抑制由一氧化氮介导的

血管舒张、促进单核细胞向内皮下迁移和黏附ꎬ促
使炎症细胞向 Ａｓ 斑块部位迁移ꎬ促进 Ａｓ 的发生和

发展[２]ꎮ Ｌｐ(ａ)通过抑制转录生长因子 β 的活性可

刺激血管平滑肌细胞的生长ꎬ从而使血管变窄和 Ａｓ
的发生发展[３]ꎮ Ｌｐ(ａ)也能影响人静脉内皮细胞和

动脉内皮细胞的细胞骨架重排ꎬ引起细胞渗透性增

加、细胞收缩和功能紊乱[４]ꎬ产生心血管系统的毒

害作用ꎬ因此需要寻找安全有效的降 Ｌｐ(ａ)的药物ꎮ
然而ꎬ血浆 Ｌｐ(ａ)的水平主要是由遗传因素决定ꎬ并
且 Ｌｐ(ａ)对大多数现有的降脂药物或食物不敏感ꎮ
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烟酸被发现能够降低 Ｌｐ( ａ)水平ꎬ但是仅能降低

２０％~３０％的范围ꎬ这远远不能满足临床上控制高

Ｌｐ(ａ)水平的需求ꎬ并且烟酸只能抑制 Ｌｐ(ａ)的配

装ꎬ并不能抑制 Ｌｐ( ａ)的核心蛋白成份载脂蛋白

(ａ) [ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ( ａ)ꎬ Ａｐｏ ( ａ)] 的生成ꎬ而 Ａｐｏ
(ａ)本身对心血管有毒害作用[４]ꎮ 其他的药物ꎬ诸
如阿司匹林、左旋肉碱、ＰＣＳＫ９ 和胆固醇转移蛋白

抑制剂有降 Ｌｐ(ａ)作用ꎮ 但是ꎬ这些降 Ｌｐ(ａ)的药

物对治疗心血管疾病和降低死亡率还没有显现出

效果ꎮ 近年来ꎬ一些研究表明 ｍｉＲＮＡ 在脂质代谢中

扮演着重要角色[５￣６]ꎮ ｍｉＲ￣１２２ 是肝细胞中表达最

高的 ｍｉＲＮＡꎬ并与脂质的代谢有关[５]ꎬｍｉＲ￣３３ａ 和

ｍｉＲ￣３３ｂ 对维持体内胆固醇的平衡有重要作用[７]ꎮ
肝细胞中可能存在参与 Ｌｐ(ａ)调控的 ｍｉＲＮＡꎮ 本

研究拟通过生物信息学方法分析可能作用于

Ａｐｏ(ａ) ｍＲＮＡ 的 ｍｉＲＮＡꎬ然后在 ＨｅｐＧ２ 细胞中验

证它对 Ａｐｏ(ａ)表达的影响ꎬ并确定 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣６２６ 在

Ａｐｏ(ａ)基因 ＬＰＡ 转录 ｍＲＮＡ 上的作用靶点ꎮ 从基

因表达调控入手ꎬ从源头阻止 Ａｐｏ(ａ)生成ꎬ真正意

义上实现对 Ｌｐ(ａ)水平的有效控制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 生物信息学预测

从蛋白质引用数据库 ( ＨＰＲＤꎬ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｈｐｒｄ.ｏｒｇ)获取基因 ＬＰＡ 的 ｍＲＮＡ ３′端非编码区(３ ′
ＵＴＲ)ꎮ 然后用 ＲＮＡｄｒａｗ 软件(版本为 ｖ１.１ ｂ２)分

析 ＬＰＡ 基因的 ｍＲＮＡ ３ ′ＵＴＲ 的二级结构ꎮ 最后用

Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ、ｍｉＲａｎｄａ、ＭｉＲＢＤ 和 ＰＩＴＡ 分别预测 ＬＰＡ
基因的 ｍＲＮＡ ３ ′ＵＴＲ 与 ｍｉＲＮＡ 的结合位点ꎮ
１.２　 主要试剂

ＨＵＶＥＣ￣１２ 细胞由中南大学湘雅细胞中心提

供ꎻＳＭＭＣ￣７７２１ 细胞来自于上海中科院细胞所ꎻ
ＨｅｐＧ２ 细胞为上海复旦大学生命科学学院馈赠ꎻ胎
牛血清是杭州四季青生物公司产品ꎻＤＭＥＭ 高糖培

养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻ羊抗人 Ａｐｏ( ａ)一抗购自

Ａｂｎｏｖａ 公司ꎻＨＲＰ 标记链霉亲和素和小鼠抗人 β￣
ａｃｔｉｎ 一抗均为北京康为世纪生物科技有限公司的

产品ꎻ ＨＲＰ 标 记 的 山 羊 抗 小 鼠 ＩｇＧ ( Ｈ ＋ Ｌ ) 和

ＥＣＬＰｌｕｓ 化学发光试剂均购自碧云天生物技术研究

所ꎻＨｉ ＰｅＦｅｃｔ 转染试剂购于 ＱＩＡＧＥＮ 公司ꎻｍｉＲＮＡ
ｍｉｍｉｃ 合成于广州锐博生物科技有限公司ꎻ ＰＣＲ
Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ、 Ｆｓｅ Ⅰ 和 Ｘｂａ Ⅰ 限 制 性 内 切 酶 购 于

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ快速连接试剂盒、ＪＭ１０９ 感受态细

胞、双荧光酶报告基因检测试剂盒及 ｐＧＬ４ 质粒均

购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻ其它试剂均为国产分析纯ꎮ
１.３　 细胞培养和蛋白质提取

ＳＭＭＣ￣７７２１ 和 ＨｅｐＧ２ 细胞均使用含 １０％胎牛

血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养基进行培养ꎬ而 ＨＵＶＥＣ￣１２
细胞则使用含 １０％小牛血清的 ＤＭＥＭ 低糖培养基

进行培养ꎮ ３７℃、５％ＣＯ２ 下细胞培养箱培养ꎮ
蛋白提取全程均在冰上进行操作ꎮ 弃细胞培

养基ꎬ然后用冰冷 ＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ采用室温下自然晾

干ꎮ 在裂解液充分均匀覆盖细胞的前提下ꎬ按

１０ ｃｍ２加 １００ μＬ 裂解液(终浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ)的比

例加裂解液ꎬ裂解 ３０ ｓ 后ꎬ刮取细胞裂解混合物至

１.５ ｍＬ 离心管ꎬ冰上继续裂解 ２０ ｍｉｎꎬ期间约每间

隔 ５ ｍｉｎ 用手指轻弹离心管使其混合均匀ꎮ 在

１２０００ ｒ / ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎꎬ用微量取样器吸取上清

液转移至 １.５ ｍＬ 新离心管中ꎬ蛋白电泳上样:蛋白

与上样缓冲液的比例 ４ ∶ １ꎬ漩涡 １０ ｓ 后离心 １ ｍｉｎꎬ
沸水浴 ５ ｍｉｎ 后ꎬ冷却ꎮ
１.４　 ＰＣＲ 分析

按 Ｆｅｒｍｅｎｔａ 逆转录试剂盒操作说明书ꎬ获得目

的基因 ｃＤＮＡꎮ 反应体系总体积 ２０ μＬꎬ操作分为以

下步骤ꎮ ①在冰上操作ꎬ把 ０.１ ｎｇ ~ ５ μｇ 总 ＲＮＡ 模

板、１ μＬ Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)１８ 引物、１０ μＬ 无核酸酶水加到

１００ μＬ ＰＣＲ 管中ꎬ漩涡震荡 １０ ｓꎬ离心 ３０ ｓꎮ ②
６５℃、５ ｍｉｎ 后将 ＰＣＲ 管插入冰块中ꎮ ③依次加入

５×反应缓冲液 ４ μＬ、Ｒｉｂｏ ＬｏｃｋＴＭ ＲＮａｓｅ 抑制剂

１ μＬ( ２００００ ｋＵ / Ｌ)、 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ２ μＬ、
Ｒｅｖｅｒ ＡｉｄＴＭＭ￣ＭμＬＶ 逆转录酶１ μＬ(２０００００ ｋＵ/ Ｌ)ꎮ 漩

涡１０ ｓꎬ离心３０ ｓꎮ ④４２℃、６０ ｍｉｎꎮ ⑤７０℃、５ ｍｉｎ 并终止

反应ꎮ ＧＡＰＤＨ 引物序列为 ｓｅｎｓｅ ５′̄ ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴ￣
ＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧ￣３′ꎬａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′̄ ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴ￣
ＧＴＡＧ￣３′ꎬ产物长度大小为４９６ ｂｐꎮ ＬＰＡ 引物序列为

ｓｅｎｓｅ ５′̄ ＧＡＣＧＧＧＡＧＡＣＡＧＡＧＴＧＡＡＧＣ￣３′ꎬ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′̄
ＴＣＡＡＡＴＣＡＡＡＡＴＡＡＧＴＧＣＡＧＡＧＴＴ￣３′ꎬ产物长度大小为

２４３ ｂｐꎻ５０ μＬ ＰＣＲ 反应体系为引物２ μＬ、λＤＮＡ ２ μＬ、２×
ＰＣＲ Ｍｉｘ ２５ μＬ、超纯水体积 １５ μＬꎮ 采用的反应条件为

９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ然后 ９４℃３０ ｓ、５６℃３０ ｓ、７２℃ ４０ ｓꎬ共
３５个循环后 ７２℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 通过 ２％琼脂糖凝胶电泳

来检测 ＰＣＲ 产物片段的大小ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

总蛋 白 上 样 量 为 ２０ μｇꎮ ８０ Ｖ 恒 压 电 泳

３０ ｍｉｎꎬ然后再转换为 １５０ Ｖ 恒压电泳 ４０ ｍｉｎꎮ 电

泳完成后将胶放在转膜液中浸泡ꎬ时间为 １５ ｍｉｎꎮ
同时将 ＰＶＤＦ 膜进行预处理:甲醇中 １５ ｓ、去离子水

中 ２ ｍｉｎ、转膜液中 ５ ｍｉｎꎮ 在 ２００ ｍＡ 恒流条件下转

移 ２ ｈ(冰水浴)ꎮ 转膜完成后ꎬ 所用 ＰＶＤＦ 膜用去
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离子水清洗 ３０ ｓ、甲醇 １５ ｓ、滤纸上晾 １５ ~ ２０ ｍｉｎꎮ
膜充分晾干后ꎬ移至甲醇 １５ ｓ、去离子水清洗 ３０ ｓ、
丽春红染色 １ ｍｉｎꎬ然后以去离子水清洗ꎬ检查转膜

效果ꎮ ＰＢＳＴ 洗膜５ ｍｉｎ重复 ２ 次ꎬ以便洗去丽春红ꎮ
在含 １％ＢＳＡ 的封闭液中室温下封闭 ２ ｈꎬ室温下用

１ ∶ １０００ 比例 ＰＢＳＴ 稀释的一抗孵育 ２ ｈꎬ然后 ＰＢＳＴ
洗膜 １０ ｍｉｎ 重复洗 ３ 次ꎮ １ ∶ １０００ 比例 ＰＢＳＴ 稀释

二抗室温孵育 １ ｈꎬ然后用 ＰＢＳＴ 清洗膜 １０ ｍｉｎ 重复

３ 次ꎮ 用去离子水洗去膜上 ＰＢＳＴꎬ加入足量 ＥＣＬ
Ｐｌｕｓ 孵育 １ ｍｉｎ 后ꎬ放上胶片ꎬ适当曝光后ꎬ显影、
定影ꎮ
１.６　 靶基因验证实验

实验分为三组ꎬ 即 ＬＰＡ ｍＲＮＡ ３′ ＵＴＲ、 ＬＰＡ
ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ＋ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ 和 ＬＰＡ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ
＋ ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ ＋ ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎮ ＬＰＡ 引 物

ｓｅｎｓｅ:５′￣ＴＧＧＡＣＧＧＧＡＧＡＣＡＧＡＧＴＧＡＡＧＣＡＴ￣３′ꎬａｎ￣
ｔｉｓｅｎｓｅ: ５′￣ＧＧＣＡＴＡＧＣＴＧＧＴＡＧＣＴＧＧＧＡＡＣＡ￣３′ꎬ 其

产物片段长度为 １２３ ｂｐꎮ 逆转录反应后ꎬ以逆转录

所得 ｃＤＮＡ 为模板对 ＰＣＲ 目的片段进行扩增ꎬＰＣＲ
条件为 ９４℃ 预变性５ ｍｉｎ后ꎬ９４℃ ３０ ｓ、５５℃ ３０ ｓ、
７２℃ ３０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎬ 最后 ７２℃延伸５ ｍｉｎꎮ 用

２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＣＲ 产物片段ꎮ
目的 ＤＮＡ 片段纯化和回收均按试剂盒说明书

进行ꎮ 采用 ２０００ ｋＵ / Ｌ ＦｓｅⅠ和 ２００００ ｋＵ / Ｌ ＸｂａⅠ
双酶切ꎬＰＣＲ 扩增片段与 ｐＧＬ３ 载体的连接采用

Ｐｒｏｍｅｇａ 快速连接系统ꎮ 吸取 ２ μＬ 连接反应产物

和 ５０ μＬ ＪＭ１０９ 转化感受态细胞ꎮ 转染 ４８ ｈ 后ꎬ倒
掉培养基ꎬ用 ＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎮ 将转染后的细胞用 １００
μＬ 细胞裂解液裂解充分后ꎬ加入萤光素酶检测试剂

Ⅱ以便产生萤火虫萤光信号ꎬ从而监测萤火虫萤光

素酶报告基因表达情况ꎬ并对萤火虫萤光强度进行

定量分析ꎬ加终止试剂猝灭上述荧光ꎬ同时启动海

肾萤光素酶的反应ꎬ进行第 ２ 次测量ꎮ
１.７　 统计学分析

用 ｘ±ｓ 表示实验数据ꎬ采用标准差分析和配对 ｔ
检验的统计学方法ꎬ实验数据分析和作图采用

Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ５.０.１ 软件ꎬ选取 ９５％可信区间ꎬＰ<
０􀆰 ０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结　 果

２.１　 结合 ＬＰＡ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 的 ｍｉＲＮＡ 预测

综合 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ、ｍｉＲａｎｄａ、ＭｉＲＢＤ 和 ＰＩＴＡ ４ 个

生物信息学网站的分值分析结果ꎬ选出高分值的

ｍｉＲ￣６２６、 ｍｉＲ￣５１９ａ、 ｍｉＲ￣５１９￣ｂ￣３ｐ、 ｍｉＲ￣４２５、 ｍｉＲ￣
５１９ｃ￣３ｐ、 ｍｉＲ￣５９０￣５ｐ、 ｍｉＲ￣３３８￣３ｐ、 ｍｉＲ￣６５５、 ｍｉＲ￣
５９０￣３ｐ 作为潜在结合 ＬＰＡ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 的 ｍｉＲＮＡꎮ
２.２　 筛选高表达 Ａｐｏ(ａ)的细胞株

在 ＨｅｐＧ２、ＳＭＭＣ￣７７２１、ＨＵＶＥＣ 三种细胞株中ꎬ
ＨｅｐＧ２ 细胞表达 Ａｐｏ(ａ)的水平最高(图 １)ꎮ 因此ꎬ
我们用 ＨｅｐＧ２ 细胞做进一步的实验ꎮ

图 １. ＨｅｐＧ２、 ＳＭＭＣ￣７７２１ 和 ＨＵＶＥＣ￣１２ 三种细胞株中

Ａｐｏ(ａ)表达水平的比较

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ａｐｏ(ａ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＨｅｐＧ２ꎬ
ＳＭＭＣ￣７７２１ ａｎｄ ＨＵＶＥＣ￣１２ ｃｅｌｌｓ

２.３　 ｍｉＲＮＡ 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)表达

与对照组相比ꎬ所有 ｍｉＲＮＡ ｍｉｍｉｃ 处理 ２４ ｈꎬ
其 Ａｐｏ( ａ) ｍＲＮＡ(即 ＬＰＡ)表达水平差异不显著

(图 ２Ａ)ꎮ 蛋白分析结果表明ꎬｍｉＲ￣６５５ ｍｉｍｉｃ 和

ｍｉＲ￣５９０￣５ｐ ｍｉｍｉｃ 均能下调 Ａｐｏ( ａ)表达ꎬ其中以

ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ 的下调作用最明显(图 ２Ｂ)ꎮ
２.４　 不同时间点 Ａｐｏ(ａ)蛋白表达水平

用蛋白质印记分别检测转染 ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ
０ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈ 后 Ａｐｏ(ａ)蛋白水平的差异ꎬ结
果发现ꎬ转染 ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ ３６ ｈ 组 Ａｐｏ(ａ)蛋白水

平显著低于 ２４ ｈ 处理组ꎬ而 ４８ ｈ 处理组和 ３６ ｈ 处

理组之间 Ａｐｏ(ａ)蛋白水平差异无显著性(图 ３)ꎮ
２.５　 ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 逆转 ｍｉＲ￣６２６ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞

Ａｐｏ(ａ)表达的抑制作用

ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ＋ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组的 Ａｐｏ(ａ)
表达水平ꎬ显著高于 ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ 组和对照组(图
４)ꎮ 这表明 ｍｉＲ￣６２６ 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)的表

达具有特异性ꎮ
２.６　 靶基因验证实验

实验发现ꎬＬＰＡ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ＋ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ
组的荧光强度显著低于 ＬＰＡ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 组ꎬＬＰＡ
ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ＋ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ＋ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组

荧光强度则显著高于 ＬＰＡ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ＋ｍｉＲ￣６２６
ｍｉｍｉｃ 组(图 ５)ꎮ 结果表明ꎬｍｉＲ￣６２６ 与 ＬＰＡ ｍＲＮＡ
３′ＵＴＲ 能靶向性结合ꎮ
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图 ２. ＨｅｐＧ２ 细胞在转染 ｍｉＲＮＡ ｍｉｍｉｃ ２４ ｈ 后 Ａｐｏ( ａ)
ｍＲＮＡ(Ａ)和蛋白(Ｂ)表达情况(ｎ＝ ３) 　 　 １ 为对照组ꎬ２ ~ １０
依次为 ｍｉＲ￣６５５、 ｍｉＲ￣５９０￣３ｐ、 ｍｉＲ￣５１９ａ、 ｍｉＲ￣５１９ｂ￣３ｐ、 ｍｉＲ￣３３８￣３ｐ、
ｍｉＲ￣５１９ｃ￣３ｐ、ｍｉＲ￣５９０￣５ｐ、ｍｉＲ￣４２５、ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ 组ꎮ ａ 为Ｐ<０.０５ꎬ
与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ａｐｏ(ａ) ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｍｉｍｉｃ ｇｒｏｕｐｓ
ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ(ｎ＝ ３)

图 ３. ｍｉＲ￣６２６ 抑制 Ａｐｏ(ａ)蛋白表达的时间效应(ｎ＝ ３)
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ ｈ 比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｉｍｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣６２６ ｏｎ Ａｐｏ(ａ) ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ(ｎ＝ ３)

图 ４. ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 对 ＨｅｐＧ２ Ａｐｏ(ａ)表达的影响(ｎ ＝
３)　 　 １ 为对照组ꎬ２ 为 ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ 组ꎬ３ 为 ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ ＋

ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组ꎬ４ 为 ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ Ａｐｏ(ａ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
(ｎ＝ ３)

图 ５. 荧光素酶基因报告系统 ｍｉＲＮＡ￣６２６ 靶基因验证(ｎ ＝
３)　 　 １ 为 ＬＰＡ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 组ꎬ２ 为 ＬＰＡ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ＋ｍｉＲ￣６２６
ｍｉｍｉｃ 组ꎬ３为 ＬＰＡ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ＋ｍｉＲ￣６２６ ｍｉｍｉｃ＋ｍｉＲ￣６２６ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｍｉＲＮＡ￣６２６ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｌｕｃｉｆ￣
ｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ(ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

降 Ｌｐ(ａ)研究已经成为目前该领域新的热点ꎮ
但 Ｌｐ(ａ)的血浆水平主要受遗传因素的影响ꎬ受食

物和药物的影响很小ꎮ 在遗传因素中ꎬ影响其血浆

水平主要是 ＬＰＡ 等位基因差异性及其单核苷酸多

态性( ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ ＳＮＰ) 两个因

素[８￣１０]ꎮ 但自从发现胆道堵塞患者较正常人血浆

Ｌｐ(ａ)水平低很多以来ꎬ证实胆酸可通过激活法尼

醇 Ｘ 受体(ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＦＸＲ)ꎬ而抑制Ｌｐ(ａ)
的生物合成ꎬ从而显著降低胆道堵塞患者的血浆水

平ꎬ使得从 ＬＰＡ 基因表达调控入手降 Ｌｐ(ａ)成为一

条崭新的途径ꎮ 应用反义寡核苷酸作用于 ＡｐｏＢ１００
ｍＲＮＡ 也能显著降低血浆 Ｌｐ(ａ)的水平[１１￣１２]ꎬ烟酸
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的部分降 Ｌｐ(ａ)作用是通过促使 ＦＸＲ 结合到 ＬＰＡ
基因启动子上游的－８２６ ｂｐ 到－８１４ ｂｐ 区域ꎬ从而抑

制 ＬＰＡ 基因转录ꎬ－８２６ ｂｐ 到－８１４ ｂｐ 区域同时也

能竞争性地结合肝核因子 ４α ( ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ ４ ａｌｐｈａꎬＨＮＦ４α)ꎬ但 ＨＮＦ４α 促进 ＬＰＡ 基因转

录[１３]ꎮ 硫化氢即是通过上调 ＦＸＲ、下调 ＨＮＦ４α 而

抑制肝细胞 Ａｐｏ(ａ)的表达水平[１４]ꎬ而维生素 Ｃ 则

是通过影响 ＦＸＲ 基因启动子的甲基化水平发挥抑

制肝细胞 Ａｐｏ(ａ)表达水平[１５]ꎮ
本研究发现ꎬｍｉＲ￣６５５、ｍｉＲ￣５９０￣５ｐ 和 ｍｉＲ￣６２６

均能对 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ) 表达起负性调控作用ꎮ
其中ꎬ以 ｍｉＲ￣６２６ 的作用最显著ꎬ并具有时间依赖

性ꎮ ｍｉＲ￣６２６ 作用 ２４ ｈ 开始表现出明显抑制效应ꎬ
而处理 ３６ ｈ 和 ４８ ｈ 后ꎬＡｐｏ(ａ)的蛋白水平进一步

降低ꎬ且显著低于 ２４ ｈ 处理组ꎬ但 ４８ ｈ 与 ３６ ｈ 之间

差异无显著性ꎬ提示在 ＬＰＡ 基因恒定的情况下ꎬ肝
细胞 Ａｐｏ(ａ)的表达水平可能存在一个调控阈值ꎬ当
达到这个阈值后ꎬ细胞内 Ａｐｏ(ａ)的表达量维持在一

个相对较稳定的水平ꎬ而当肝细胞内 Ａｐｏ(ａ)水平低

于阈值后ꎬ细胞内启动负性反馈ꎬ增加 ＬＰＡ 基因的

转录ꎬ或减少 Ａｐｏ(ａ)的分泌ꎬ从而使胞内 Ａｐｏ(ａ)处
于一个相对稳定的水平ꎮ 同时转染 ｍｉＲ￣６２６ 和

ｍｉＲ￣６２６ 抑制剂ꎬＡｐｏ(ａ)表达水平显著高于单独转

染 ｍｉＲ￣６２６ꎬ说明当 ｍｉＲ￣６２６ 的作用受到抑制后 Ａｐｏ
(ａ)的表达水平可部分恢复ꎬ反证了 ｍｉＲ￣６２６ 对 Ａｐｏ
(ａ)表达的抑制作用ꎮ 而单独转染 ｍｉＲ￣６２６ 抑制剂

与对照组相比ꎬＡｐｏ(ａ)表达水平则明显上升ꎬ提示

在 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ｍｉＲ￣６２６ 有一定水平的基础表达ꎮ
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