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[摘　 要] 　 目的　 研究发现母体表达基因 ３(ＭＥＧ３)对 ＨｅｐＧ２ 细胞载脂蛋白(ａ)[Ａｐｏ(ａ)]表达的调控作用及其

机制ꎮ 方法　 用荧光素酶报告系统分析 ＭＥＧ３ 与 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的靶向性结合ꎮ 采用实时定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测

高表达 Ａｐｏ( ａ) 的 ＨｅｐＧ２ 细胞和低表达 Ａｐｏ( ａ) 的 ＳＭＭＣ７７２１ 细胞中 ＭＥＧ３ 的表达情况ꎻ向 ＨｅｐＧ２ 细胞转染

ＭＥＧ３ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 Ａｐｏ(ａ)、ＴＥＴ２ 表达情况ꎻ采用小干扰 ＲＮＡ 技术沉默 ＴＥＴ２ 的表达ꎮ 结果　 ①
ＭＥＧ３ 与 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 能互补性结合ꎬ荧光素酶报告基因系统分析结果证实了 ＭＥＧ３ 与 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 结合的

存在ꎮ ②ｍｉＲ 芯片结果表明ꎬ在 ＨｅｐＧ２ 细胞中ꎬｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 表达水平升高ꎬ是对照组的近 １.５ 倍ꎬＭＥＧ３ 在

ＨｅｐＧ２ 细胞和 ＳＭＭＣ７７２１ 细胞中均有表达ꎬ但前者 ＭＥＧ３ 的表达水平显著低于后者ꎮ ③ＭＥＧ３ 抑制 Ａｐｏ(ａ)表达ꎮ
④ＭＥＧ３ 下调 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的表达ꎬ上调 ＴＥＴ２ 的表达ꎻｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的 ｍｉｍｉｃｓ 可逆转 ＭＥＧ３ 对 Ａｐｏ(ａ)的下调作用

及 ＴＥＴ２ 的表达ꎬ但可被 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的抑制剂逆转ꎻＴＥＴ２ 沉默可逆转 ＭＥＧ３ 对 Ａｐｏ(ａ)的下调作用ꎮ 结论　 ＭＥＧ３
通过 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ / ＴＥＴ２ 途径下调 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)的表达ꎮ
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[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ( ａ) (Ａｐｏ(ａ)) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｍａｔｅｒｎａｌ ｇｅｎｅ ３ (ＭＥＧ３) ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ＭＥＧ３ ｔｏ ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ
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ＭＥＧ３ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏ(ａ) ａｎｄ ＳＭＭＣ７７２１ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏ(ａ)ꎻ ＭＥＧ３ ｗａｓ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏ(ａ) ａｎｄ ＴＥＴ２ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲ.　 ＴＥＴ２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｕｓｉｎｇ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＭＥＧ３ ａｎｄ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｃｏｕｌｄ ｃｏｍｐｌｅ￣
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５ｐꎻ ＴＥＴ２ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃａｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ Ａｐｏ(ａ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＥＧ３.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＭＥＧ３ ｄｏｗｎｒｅｇｕ￣
ｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏ(ａ) ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ / ＴＥＴ２ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 高脂蛋白(ａ)[ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ(ａ)ꎬＬｐ(ａ)]是心血管

疾病的独立危险因子[１￣２]ꎬ然而其血浆浓度主要由

遗传因素控制ꎬ几乎不受食物和药物的影响ꎬ因此

采取从调控其基因表达入手的策略ꎬ即抑制载脂蛋

白(ａ)[ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ(ａ)ꎬＡｐｏ(ａ)]的表达成为降低

高脂蛋白(ａ)血浆浓度的必然选择ꎮ 母体表达基因

３(ｍａｔｅｒｎａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ３ꎬ ＭＥＧ３)为母体表达

的印迹基因中一个ꎮ 其编码 ＲＮＡꎬ属于一种 ＲＮＡ
基因ꎬ已经从该基因转录了多个可变剪接的转录物

变体ꎬ并且它们都是长的非编码 ＲＮＡ ( ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣
ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬｌｎｃＲＮＡ)ꎮ 该基因在许多正常组织中

表达ꎬ参与多种多样病理生理过程中的表观遗传调

控ꎮ 我们最近发现 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 靶向抑制去甲基化

酶 １０ꎬ１１ 转位酶 ２ ( ｔｅｎ￣ｅｌｅｖｅｎ￣ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ
２ꎬＴＥＴ２) 的表达[３]ꎬ而 ＴＥＴ２ 可抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞

Ａｐｏ(ａ)的表达[４]ꎬ生物信息学分析表明ꎬＭＥＧ３ 可

与 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 互补性结合ꎬ故 ＭＥＧ３ 存在通过

ＭＥＧ３ / ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ / ＴＥＴ２ 调控 Ａｐｏ ( ａ) 表达的可

能性ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

ＨｅｐＧ２ 细胞株购于中国上海细胞生物所细胞

中心ꎻ总的 ＲＮＡ 提取试剂购于普洛麦格生物技术有

限公司ꎻ反转录试剂盒为赛默飞世尔科技公司产

品ꎻｑＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 试剂盒为普洛麦格生物技术有

限公司产品ꎻ人 Ａｐｏ( ａ) ＥＬＩＳＡ 试剂盒为厦门慧嘉

生物有限公司产品ꎻ用于蛋白分析的 ＥＣＬ 化学发光

试剂盒购于上海 ＢｅｓｔＢｉｏ 贝博生物ꎻＡｐｏ( ａ)兔抗人

一抗及人抗兔二抗均购于台湾 Ａｂｎｏｖａ 公司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ
兔抗人一抗、人抗兔二抗均购于美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
Ｇｒｏｕｐ 公司ꎻ过表达 ＭＥＧ３ 质粒构建于上海吉凯基

因ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ
１.２　 ＭＥＧ３ 转染

ＭＥＧ３ 转染参考试剂盒上的试剂说明书进行:
(１)先用胰酶消化处于对数生长期的细胞ꎬ然后用

１ ｍＬ培养液稀释并计数ꎬ在 ２４ 孔培养板中按 ８ ×
１０４ / 孔的密度接种细胞ꎬ并加入 ５００ μＬ 培养液ꎬ于
３７ ℃、５％ＣＯ２ 下进行培养ꎻ(２)取 ０.４ ｇ 浓度大于

０.１ ｋｇ / Ｌ 的质粒溶于 ＴＥ 缓冲液ꎬ再依次加入 ６０ μＬ
的无血清培养基和 １.５ μＬ 的转染试剂ꎬ混匀ꎻ(３)室

温下静置 １０~１５ ｍｉｎꎬ促使转染复合物形成ꎻ(４)于
２４ 孔板中将转染复合物加入细胞中并充分混匀ꎬ细
胞培养 ４８ ｈ 后ꎬ在共聚焦显微镜下观察效果ꎮ
１.３　 萤光素酶报告分析

使用 ｐｓｉ￣ＣＨＥＣＫ２ 载体(ＰｒｏｍｅｇａꎬＭａｄｉｓｏｎꎬＷＩꎬ
ＵＳＡ)构建含有野生型或突变 ＭＥＧ３ 质粒的萤光素

酶报告载体ꎮ 使用 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 模拟物、ｍｉＲ￣１２５ａ￣
５ｐ 抑制物或阴性对照(ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的扰乱序列)将
含有 ｐｃＤＮＡ３. １￣ＭＥＧ３ 质粒的荧光素酶载体 ( １００
ｎｇ ) 与 人 胚 肾 ２９３ ( ＨＥＫ２９３ ) 细 胞 共 转 染

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)ꎬ１０ ｎｇ Ｒｅｎｉｌｌａ 萤光素

酶报告基因用作内部对照ꎮ ４８ ｈ 后ꎬ收集细胞并裂

解ꎮ 根据制造商的说明使用 Ｄｕａｌ￣Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ
Ａｓｓａｙ Ｓｙｓｔｅｍ(ＰｒｏｍｅｇａꎬＭａｄｉｓｏｎꎬＷＩꎬＵＳＡ)测定萤光

素酶活性ꎮ
１.４　 ｍｉＲ 芯片分析

将培 养 的 ＨｅｐＧ２ 细 胞 ( ５ × １０７ 个 / Ｌ ) 和

ＳＭＭＣ７７２１ 细胞(５×１０８ 个 / Ｌ)分为 ２ 组ꎬ无菌条件

下提取总 ＲＮＡ 后ꎬ送公司进行 ｍｉＲＮＡ 谱分析ꎮ
１.５　 小干扰 ＲＮＡ 转染

选出生长状态良好的细胞ꎮ 转染的前一天ꎬ将
密度为(４~５)×１０７ 个 / Ｌ 的细胞接种到 ２４ 孔板ꎬ然
后用含胎牛血清和抗生素 ０.５ ｍＬ 的 ＤＭＥＭ 培养基

培养细胞ꎬ当在 ２４ ｈ 内细胞汇合达到 ７０％~９０％时ꎬ
于 ５０ μＬ 无血清的 ＤＭＥＭ 培养基加入 ２０ ｐｍｏｌ 的

ｓｉＲＮＡꎬ轻柔混匀ꎮ 加入 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００ꎬ用 ５０ μＬ
无血清的 ＤＭＥＭ 稀释 １ μＬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００ 试剂并

混匀ꎬ室温下 ５ ｍｉｎꎮ 这些准备工作做好以后ꎬ再将

稀释好的 ｓｉＲＮＡ 和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００ 试剂混合、混
匀并置室温下ꎬ促使 ｓｉＲＮＡ / Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００ 复合

物的形成ꎬ约 ２０ ｍｉｎ 后将 ｓｉＲＮＡ / Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００
复合物 １００ μＬ 加到有细胞的培养板中ꎬ轻柔摇晃细

胞培养板ꎮ 于 ３７ ℃ ＣＯ２ 细胞培养箱中温育 ２４ ~
４８ ｈ完成转染ꎮ
１.６　 实时荧光定量 ＰＣＲ

细胞处理完成后ꎬ用 Ｅａｓｔｅｐ 􀅺 Ｓｕｐｅｒ 总 ＲＮＡ 提

取试剂盒提取 ＨｅｐＧ２ 细胞总 ＲＮＡꎮ 提取方法严格

遵循试剂盒说明进行操作ꎮ 获取细胞总 ＲＮＡ 后ꎬ紫
外分光光度计测定 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０ 的值介于 １. ８ ~
２.０之间ꎮ 取细胞总 ＲＮＡ ２ μＬ ꎬ用赛默飞世尔科技

公司反转录试剂盒反转录合成 ｃＤＮＡꎮ 反应体系如

下:ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ ９.５ μＬꎬ５×５×ＲＴ Ｂｕｆｆｅｒ (含 ２５
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ｍｍｏｌ / Ｌ Ｍｇ２＋) ４ μＬꎬｄＮＴＰ (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｅａｃｈ) ２ μＬꎬ
ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ(１０７ Ｕ / Ｌ) ０.５ μＬꎬＯｌｉｇｏ (ｄＴ)２０ (１０
μｍｏｌ / Ｌ) １ μＬꎬ总 ＲＮＡ 模板 ２ μＬꎬＲｅｖｅｒＴｒａ Ａｃｅ １
μＬꎬ总体积 ２０ μＬꎮ 反应条件:３０℃ １０ ｍｉｎꎬ４２℃ ３０
ｍｉｎꎬ９９℃ ５ ｍｉｎꎬ４℃ ５ ｍｉｎꎮ 反应结束后冰浴 ５ ｍｉｎꎮ
反转录产物一部分进一步扩增ꎬ其他的－８０℃保存

待用ꎮ ＰＣＲ 扩增用 ｑＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 试剂盒以及

ＳｔｅｐＯｎｅＴＭ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍꎬ操作方法严格按

照说明书进行ꎮ 引物为上海生工设计并合成ꎬ引物

序列 如 下: ＧＡＰＤＨ 上 游 ５′￣ＴＧＣＣＡＴＣＡＡＣＧＡＣ￣
ＣＣＣＴＴＣＡ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＴＧＡＣＣＴＴＧＣＣＣＡＣＡＧＣＣＴＴＧ￣
３′ꎻＡｐｏ(ａ)上游 ５′￣ＣＡＧＣＡＣＧＴＴＣＡＴＴＣＣＡＧＧＧＡ￣３′ꎬ
下游 ５′￣ＣＡＣＣＡＧＧＧＡＣＣＡＴＴＧＡＴＧＴＣＡ￣３′ꎻＭＥＧ３ 上

游 ５′￣ＧＣＴＣＴＡＣＴＣＣＧＴＧＧＡＡＧＣＡＣ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣
ＣＡＡＡＣＣＡＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＧＡＧ￣３′ꎻ ＴＥＴ２ 上 游 ５′￣
ＡＣＴＣＡＣＣＣＡＴＣＧＣＡＴＡＣＣＴＣ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＴＣＡＧＣＡＴ￣
ＣＡＴＣＡＧＣＡＴＣＡＣＡ￣３′ꎮ 反应条件如下:９４℃预变性

５ ｍｉｎꎻ９４℃变性 ３０ ｓꎬ５５℃退火 ４５ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ最
终 ７２℃延伸 ８ ｍｉｎꎮ 然后开始溶解曲线ꎬ每 ０.５℃一

个梯度ꎬ从 ５５℃到 ９５℃ꎬ每个梯度延续 １０ ｓꎮ 统计

Ｃｔ 值ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎬ用 ２－ΔΔＣｔ法计算 ＲＮＡ 的

相对表达量ꎮ
１.７　 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 表达分析

总 ＲＮＡ 的提取按照试剂盒中的操作说明书进

行ꎬ将冰冻细胞溶解于 ７００ ｍＬ Ｑｉａｚｏｌ 试剂中ꎬ并用

ｍｉＲＮｅａｓｙ 试剂盒提取总小分子 ＲＮＡꎮ 将总 ＲＮＡ 样

本储存在－８０ ℃中ꎮ ｍｉＲＮＡ 的反转录使用 ＴａｑＭａｎｓ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ 转录试剂盒(Ａｐ￣
ｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ｂｙ Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ ＵＳＡ)ꎮ ＰＣＲ
使用 Ｔａｑ￣Ｍａｎｓ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｓｙｓｔｅｍ(Ａｐ￣
ｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ｂｙ Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ ＵＳＡ)ꎮ ５０ ｎｇ
小 ＲＮＡ 转换为互补的 ＤＮＡꎬ加入 ｍｉＲＮＡ 引物ꎬｍｉＲ￣
ＮＡ 的转录水平高低通过与内参 Ｕ６Ｂ 比较而得到其

相对含量ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.８　 蛋白质免疫印迹

按说明书提取蛋白ꎬ以 ４０ μｇ 蛋白上样量上样ꎮ
浓缩胶 ８０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ、分离胶 １２０ Ｖ 电泳 ８０
ｍｉｎꎮ 对应的蛋白标准 Ｍａｒｋｅｒ 的位置按照蛋白的分

子量切下凝胶ꎬ转膜(转膜条件为 ２２０ ｍＡ ２ ｈ)ꎮ 丽

春红染色观察转膜效果ꎮ 将含目的蛋白 ＰＶＤＦ 膜置

于 １％ＢＳＡ 和 ５％脱脂奶粉溶液封闭 ６ ｈꎮ 按 １ ∶
(２５００~５０００)稀释比例加一抗和 １ ∶ (１０００ ~ ２０００)
的稀释比例加 β￣ａｃｔｉｎ 的一抗ꎬ在 ４ ℃ 下过夜后用

ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每 １５ ｍｉｎ 换液ꎮ 按照 １ ∶ ２０００ 的

稀释比例加入二抗ꎬ按照 １ ∶ (２５００ ~ ５０００)的稀释

比例加入用辣根过氧化物酶标记羊抗兔 ＩｇＧ 二抗ꎬ
再在摇床上室温孵育约 ２ ｈ 后用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次

(每隔 １５ ｍｉｎ 换液 １ 次)ꎮ 用 ＥＣＬ 发光剂发光ꎬ成
像系统中观察蛋白条带摄像ꎬ目的蛋白相对表达 ＝
目的蛋白灰度值－背景灰度值 / β￣ａｃｔｉｎ 灰度值ꎮ
１.９　 细胞免疫荧光

细胞爬片后ꎬ取出载有细胞的玻片ꎬ１×ＰＢＳ 漂

洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ４％多聚甲醛固定细胞 ３０ ｍｉｎꎬ１
×ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ０.１％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 透膜

１０ ｍｉｎꎻ１×ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ１０％血清３７ ℃
下封闭 １ ｈꎻ完全移除血清ꎬ不再漂洗ꎬ直接滴加按适

量比例稀释的一抗ꎬ４ ℃孵育过夜ꎻ第二天 ３７ ℃下

复温 １ ｈꎻ１×ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ滴加按适量

比例稀释的荧光二抗(二抗的稀释、孵育以及以后

的步骤需避光)ꎬ室温孵育 ２ ｈꎻ孵育完成后ꎬ１×ＰＢＳ
漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ使用 ＤＡＰＩ 室温染色 ３０ ｍｉｎꎬ
孵育完成后ꎬ１×ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ移除残留

液体ꎬ滴加抗荧光猝灭剂封片ꎬ按相应的二抗选择

适当的波长ꎬ于荧光显微镜下观察并拍照保存结

果ꎮ 应用 Ｉｍａｇｅ￣ｐｒｏ Ｐｌｏｓ 图像处理软件分析并统计

图像ꎮ
１.１０　 统计学分析结果

所有结果均采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 ｔ 检验的统计

学方法ꎬＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５.１ 和 ＳＰＳＳ１７.０ 统计软件

进行分析ꎬＰ<０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１ 　 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 对 ＴＥＴ２ 靶向性的生物信息

学分析及验证

２.１.１　 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中高表达 　
　 ｍｉＲ 芯片分析结果表明ꎬ在 ＨｅｐＧ２ 细胞中ꎬｈｓａ￣
ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 表达水平升高ꎬ是对照组( ＳＭＭＣ７７２１
细胞)的近 １.５ 倍(表 １)ꎮ
２.１.２　 ＭＥＧ３ 与 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 结合的生物信息学分

析及荧光素酶报告验证 　 　 生物信息学分析结果

表明ꎬＭＥＧ３ 全序列长度为 １７３０ ｂｐꎬ在 １６３３ ~ １６４４
位点共 ２１ ｂｐ 之间ꎬ与 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 有较多的碱基

(１４ 个)互补ꎬ提示 ＭＥＧ３ 可与 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 靶向性

结合(图 １)ꎮ 验证性实验结果表明ꎬＭＥＧ３ 与 ｍｉＲ￣
１２５ａ￣５ｐ 有结合的位点(图 １)ꎮ 构建 ＭＥＧ３ 的荧光

素酶报告载体及 ３ 个不同的点突变体载体ꎬ发现野

生型 ＭＥＧ３ 与 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 结合后其荧光值显著下

降ꎬ但种子序列点突变以后使 ＭＥＧ３ 与 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ

０９８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ９ꎬ２０１８



有结合受到不同程度的影响ꎬＭＥＧ３￣ａ 的突变位点

位于种子序列的非互补结合点ꎬ故对 ＭＥＧ３ 与 ｍｉＲ￣
１２５ａ￣５ｐ 结合影响不大ꎮ ＭＥＧ３￣ｃ 的突变位点位于

种子序列的互补结合点ꎬ且是 ５′端的第二个碱基ꎬ
故对 ＭＥＧ３ 与 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 结合影响很大ꎬ其突变

后几乎导致二者之间结合能力的丧失ꎮ ＭＥＧ３￣ｂ 的

突变位点位于种子序列的互补结合点ꎬ但是 ３′端的

碱基ꎬ故对 ＭＥＧ３ 与 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 结合影响不是很

大ꎮ 这个实验验证了 ＭＥＧ３ 与 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 之间能

够靶向性结合ꎮ

表 １. ｍｉＲ 芯片分析差异表达 ｍｉＲＮＡ
Ｔａｂｌｅ １. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｃｈｉｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲＮＡ

ＩＤ Ｎａｍｅ
Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ

２ ｖｓ １

ＦｏｒｅＧｒｏｕｎｄ

１ ２

ＦｏｒｅＧｒｏｕｎｄ￣ＢａｃｋＧｒｏｕｎｄ

１ ２

Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ

１ ２

１０９７７ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１８３￣５ｐ ２.６７４１７４１４２ ３４６.５ ４４６ １７６ ２８２.５ ０.４００９１１１６２ １.０７２１０６２６２
１０９９７ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１９ａ￣３ｐ １.６５３０６８９０９ ２８７ ２７３.５ １２８.５ １２７.５ ０.２９２７１０７０６ ０.４８３８７０９６８
１４７５０６ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２１￣５ｐ ２.１１８４０１０４６ １８１９ ２２５２ １６６１ ２１１２ ３.７８３５９９０８９ ８.０１５１８０２６６
１０９２８ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ １.４７８８３９３０７ ５７０.５ ５１１ ４００.５ ３５５.５ ０.９１２３００６８３ １.３４９１４６１１
注:“２”为ＨｅｐＧ２ꎬ“１” 为 ＳＭＭＣ７７２１ꎻ“Ｎａｍｅ”:每个ｍｉＲＮＡ 的名字ꎻ“ＩＤ”:芯片探针ꎻ“Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ”:２ 组标准化光密度比值(使用标准化数据和
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图 １. ＭＥＧ３ 与 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 结合的荧光素酶报告验证　 　 ＭＥＧ３:ｔｇｔｇａｔｇｃｇｇｔｔｃｃａａａｇｃａｃꎻＭＥＧ３￣ａ:ｔｇｔａａｔｇｃｇｇｔｔｃｃａａａｇｃａｃꎻＭＥＧ３￣ｂ:ｔｇｔｇａｔｇｃｇ￣
ｇｔｔｃｃａａａｇａａｃꎻＭＥＧ３￣ｃ:ｔａｔｇａｔｇｃｇｇｔｔｃｃａａａｇｃａｃꎮ 红色字母表示突变位点ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｅｎｚｙｍｅ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＧ３ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ

２.２　 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＭＥＧ３ 表达分析

ＨｅｐＧ２ 为 Ａｐｏ(ａ)高表达的肝癌细胞株ꎬ其是否

表达 ＭＥＧ３ 尚不清楚ꎬ结果表明ꎬ与低表达 Ａｐｏ(ａ)
的 ＳＭＭＣ７７２１ 肝癌细胞株相比较ꎬ前者 ＭＥＧ３ 表达

显著低于后者(图 ２)ꎮ

２.３　 ＭＥＧ３ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)表达水平的影响

通过向 ＨｅｐＧ２ 细胞转染 ＭＥＧ３ 的质粒载体ꎬ采
用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测 Ａｐｏ(ａ)的表

达水平ꎬ结果发现ꎬ转染 ＭＥＧ３ 后ꎬＡｐｏ(ａ)的蛋白及

ｍＲＮＡ 表达水平均显著下降(图 ３)ꎮ
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图 ２. ＨｅｐＧ２ 细胞 ＭＥＧ３ 表达情况 　 　 ａ 为 Ｐ < ０. ０５ꎬ与

ＳＭＭＣ７７２１ 细胞相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＥＧ３ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

２.４　 ＭＥＧ３ 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)表达的机制

２.４.１　 ＭＥＧ３ 抑制 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的表达ꎬｍｉＲ￣１２５ａ￣
５ｐ 逆转 ＭＥＧ３ 对 Ａｐｏ(ａ)表达的下调作用ꎬ并下调

ＴＥＴ２　 　 ＭＥＧ３ 显著下调 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的表达水平

(图 ４)ꎬ向 ＨｅｐＧ２ 细胞加入 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的 ｍｉｍｉｃｓ
(模拟物)ꎬ结果发现ꎬＭＥＧ３ 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ
(ａ)表达的作用被部分逆转(图 ４)ꎬ证实 ｍｉＲ￣１２５ａ￣
５ｐ 参与了 ＭＥＧ３ 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)表达ꎮ

ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 能抑制 ＴＥＴ２ 的表达ꎬ使用 ｍｉＲ￣
１２５ａ￣５ｐ 的抑制剂(ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ)可逆转 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 对

ＴＥＴ２ 表达的抑制作用(图 ４)ꎮ

图 ３. ＭＥＧ３ 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)的表达(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＭＥＧ３ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏ(ａ) ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

图 ４. ＭＥＧ３ 抑制 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 的表达ꎬｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 逆转ＭＥＧ３ 对 Ａｐｏ(ａ)表达的下调作用ꎬ并下调 ＴＥＴ２(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＭＥＧ３ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. ＭＥＧ３ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐꎬ ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏ(ａ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
ＭＥＧ３ꎬ ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＴＥＴ２
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２.４.２　 ＭＥＧ３ 上调 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＴＥＴ２ 的表达ꎬＴＥＴ２
沉默逆转 ＭＥＧ３ 对 Ａｐｏ(ａ)表达的下调作用　 　 转

染 ＭＥＧ３ 后ꎬＴＥＴ２ 的表达水平显著上调ꎬ活性显著

增加(图 ５)ꎬ而使用小干扰 ＲＮＡ 技术沉默 ＴＥＴ２ 后ꎬ

ＭＥＧ３ 下调 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)表达的作用被逆转

(图 ５)ꎮ 以上结果说明 ＭＥＧ３ 通过 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ /
ＴＥＴ２ 途径下调 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)表达ꎮ

图 ５. ＭＥＧ３ 上调 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＴＥＴ２ 的表达及活性ꎬＴＥＴ２ 沉默逆转 ＭＥＧ３ 对 Ａｐｏ(ａ)表达的下调作用(ｎ ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＭＥＧ３ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. ＭＥＧ３ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＴＥＴ２ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ＴＥＴ２ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕ￣
ｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＧ３ ｏｎ Ａｐｏ(ａ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　 讨　 论

ＭＥＧ３ 是 一 种 印 记 基 因ꎬ 位 于 人 类 染 色 体

１４ｑ３２.３ 上的印迹 ＤＬＫ１￣ＭＥＧ３ 基因座ꎬ包含 １２ 个

基因亚型ꎬ编码与肿瘤发生相关的 ｌｎｃＲＮＡꎮ 它的小

鼠直系同源基因 Ｍｅｇ３ 也被称为基因诱捕基因座 ２
(Ｇｔｌ２)ꎬ位于第 １２ 号染色体远端ꎬＭＥＧ３ 基因编码

ｌｎｃＲＮＡꎬ并在许多正常组织中表达ꎬ其缺失或表达

异常与多种疾病有关ꎬ如肿瘤[５]、糖尿病相关微血

管功能障碍[６]ꎬＭＥＧ３ 起着 ｍｉＲＮＡ 海绵的作用ꎬ其
负调控 ｍｉＲ￣９ 在血管内皮细胞血管生成中起作

用[７]ꎮ 在 Ｍｅｇ３￣ＫＯ 小鼠中由血管内皮生长因子调

节的基因表达增加[８]ꎮ 最新的研究发现 ＭＥＧ３ 通

过序列互补作用ꎬ以内源性海绵的形式ꎬ抑制 ｍｉＲ￣
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２２３ 的功能并增加 ＮＬＲＰ３ 表达诱导内皮细胞的焦

亡[９]ꎮ 提示 ＭＥＧ３ 这种 ｍｉＲＮＡ 吸附海绵可能涉及

更多心血管病发生机制ꎮ
ＴＥＴ２ 是一种 ＤＮＡ 去甲基化酶ꎬ其在动脉粥样

硬化的发生发展中起重要作用ꎮ 研究发现ꎬ低血流

剪切应力可通过抑制 ＴＥＴ２ 引起内皮功能障碍[１０]ꎬ
这与 ＴＥＴ２ 抑制炎性因子的表达有关[１１]ꎬＴＥＴ２ 还通

过影响血管平滑肌细胞的分化与动脉粥样硬化发

生发展相关联[１２]ꎮ 因此ꎬＴＥＴ２ 可能成为动脉粥样

硬化干预的新靶点ꎮ 深入研究 ＴＥＴ２ 的表达调控意

义重大ꎮ
调控 ＴＥＴ２ 的因子众多ꎬ但参与 ＴＥＴ２ 表达调控

的 ｍｉＲＮＡ 所知甚少ꎬｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 是我们近来发现

的可下调 ＴＥＴ２ 表达的非编码 ＲＮＡꎬ因 ｌｎｃＲＮＡ 是

ｍｉＲＮＡ 的吸附海绵ꎬ本研究证实ꎬ ＭＥＧ３ 可吸附

ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐꎬ由于 ＭＥＧ３ 对于 ｍｉＲＮＡ 的独特调控

作用ꎬ而 ｍｉＲＮＡ 又参与了 Ａｐｏ(ａ)基因表达的调控ꎬ
故深入研究 ＭＥＧ３ 对 Ａｐｏ(ａ)基因表达的调控机制

意义重大ꎮ ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中高表

达ꎬＭＥＧ３ 与前二者相反ꎬ其在 ＨｅｐＧ２ 细胞中低表

达ꎬＴＥＴ２ 也是如此ꎬ而 ＨｅｐＧ２ 细胞高表达 Ａｐｏ(ａ)ꎬ
即 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ 与 Ａｐｏ(ａ)存在正相关的关系ꎬ
而 ＭＥＧ３ 与 ＴＥＴ２ 存在负相关的关系ꎬ但这些因素

之间的内部联系并不清楚ꎮ 我们的研究结果证实

ＭＥＧ３ 可抑制 Ａｐｏ(ａ)的表达ꎬ并证实其通过一种表

观调控的方式起作用ꎬ即 ＭＥＧ３ 通过 ｍｉＲ￣１２５ａ￣５ｐ /
ＴＥＴ２ 途径下调 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ａｐｏ(ａ)表达ꎬ这进一步

丰富了 Ａｐｏ(ａ)表达的调控机制ꎬ为干预高脂蛋白

(ａ)的心血管毒害作用提供了新的干预模式和干预
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