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微小 RNA鄄548z 与 CD147 基因 3忆UTR 结合
对急性心肌梗死患者 CD147 表达的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨微小 RNA鄄548z(microRNA鄄548z, miR鄄548z)与 CD147 基因 3忆非翻译区单核苷酸多态性位点

rs8259 T / A 结合对急性心肌梗死(AMI)患者 CD147 表达的影响。 方法摇 以 30 例 AMI 患者及 13 例正常人作为研

究对象,应用聚合酶链反应鄄限制性片段长度多态性(PCR鄄RFLP)技术检测 CD147 基因 rs8259 位点的基因型。 外周

血单个核细胞(PBMC)中 miR鄄548z 及 CD147 mRNA 的表达采用荧光定量聚合酶链反应(qPCR)法检测,CD147 蛋

白表达应用 Western Blot 法。 双荧光素酶报告基因验证 miR鄄548z 与 rs8259 T / A 的相互作用。 结果摇 AMI 患者 AA
型和 TT 型 PBMCs 中 miR鄄548z 的表达水平无差异,并与正常对照组无统计学意义(P > 0. 05);AMI 患者 AA 型和

TT 型 PBMCs 中 CD147 mRNA 的表达水平无差异(P > 0. 05);而 AMI 患者 AA 型组 CD147 蛋白的表达水平明显高

于 TT 型组;双荧光素酶报告基因结果显示,mimic miR鄄548z 能够抑制携带 CD147 基因 rs8259 位点 T 等位基因载体

的荧光素酶活性,呈剂量依赖性。 结论摇 miR鄄548z 能与 AMI 患者 CD147 基因 3忆UTR rs8259 的 T 等位基因结合,从
而调控 CD147 蛋白的表达。
[中图分类号] 摇 R5 [文献标识码] 摇 A

The Effect on the Expression of CD147 in Acute Myocardial Infarction Patients as
MicroRNA鄄548z Binding to the CD147 Gene 3忆 Untranslated Region
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(Department of Cardiology,Affiliated Hospital of Jiangsu University,Zhenjiang,Jiangsu 212001,China)
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect on the expression of CD147 in acute myocardial infarction (AMI) pa鄄
tients as microRNA鄄548z (miR鄄548z) binding to the single nucleotide polymorphism (SNP) sites rs8259 T / A at CD147
gene 3忆untranslated region (UTR). 摇 摇 Methods摇 Samples for the study were from 30 patients with AMI and 13 healthy
people. 摇 Genotype of rs8259 sites on CD147 gene was detected by polymerase chain reaction鄄restriction fragment length
polymorphism (PCR鄄RFLP) method. 摇 Quantitative polymerase chain reaction (qPCR) was used to detect the relative ex鄄
pression levels of miR鄄548z and CD147 mRNA in peripheral blood mononuclear cells (PBMC). 摇 The expression of CD147
protein in PBMCs was detected by Western Blot. 摇 The interaction between miR鄄548z and rs8259 different alleles was
proved by luciferase reporter gene assay. 摇 摇 Results摇 The expression of miR鄄548z in AA and TT AMI patients, as well as
in normal people appeared no significant difference (P > 0郾 05). 摇 There was no significant difference between AA and TT
patients with AMI in the expression levels of CD147 mRNA in PBMCs (P > 0郾 05). 摇 The level of CD147 protein in AMI
patients with AA genotype was significantly higher than the TT genotype group. 摇 The luciferase reporter gene assay showed
that mimic miR鄄548z could does鄄dependly reduce the relative luciferase activity of constructs carrying the T allele. 摇 摇
Conclusion摇 MiR鄄548z could bind to rs8259 bearing T alleles on the 3忆UTR of CD147 gene and negatively regulate the ex鄄
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pression of CD147 protein in AMI patients.

摇 摇 急性心肌梗死 ( acute myocardial infarction,
AMI)是冠状动脉不稳定斑块的破裂导致血管闭塞,
从而引起心肌缺血坏死[1]。 研究表明,多种炎症介

质能够影响冠状动脉斑块的进展及稳定性[2]。
CD147,又被称为细胞外基质金属蛋白酶诱导因子

(matrix metalloproteinase inducer, EMMPRIN),是人

类免疫球蛋白超家族的成员,它广泛地表达于人体

各种组织细胞中。 大量的研究显示 CD147 能够促

进粥样斑块的形成,并且可以刺激基质金属蛋白酶

(matrix metalloproteinase, MMP)分泌,从而导致斑

块的稳定性降低 [3鄄6],并最终引起 AMI。 我们前期

研究表明,CD147 基因 3忆非翻译区(3忆untranslated
region , 3忆UTR)的单核苷酸多态性(single nucleotide
polymorphism , SNP)位点 rs8259 能够影响 AMI 的

发 病 风 险。 AMI 患 者 CD147 表 达 增 加 并 受

rs8259T / A 多态性影响[7鄄8],但其具体机制不明。 众

所周知,靶基因 3忆 UTR 与微小 RNA ( microRNA,
miRNA)种子序列结合能抑制相关蛋白质翻译,而
靶基因的 SNP 能影响这一结合[9鄄12]。 我们推测,存
在某个 miRNA 能够与 CD147 基因 3忆 UTR 位点

rs8259 结合影响 CD147 的表达,从而影响 AMI 的发

病风险。 生物信息学预测显示:CD147mRNA 的 3忆
UTR 存在多个 miRNA 结合位点,通过与 NCBI 数据

库比对发现,miR鄄548z 的种子序列与 rs8259 结合。
因此,我们在前期研究基础上进一步探讨 miR鄄548z
是否能与 rs8259 不同等位基因结合并影响 CD147
表达。

1摇 材料与方法

1. 1摇 研究对象的选择及标本留取

摇 摇 根据 2007 年 ESC 对 AMI 的定义标准,选择江

苏大学附属医院 2013 年 12 月至 2014 年 10 月住

院,确诊为 AMI 且排除其他炎症性疾病的患者 30
人。 另选 13 名经冠状动脉造影排除冠状动脉病变,
并排除其他炎症性疾病的正常人。 所有受试者均

在冠脉造影时抽取桡动脉血 4 mL,乙二胺四乙酸抗

凝。 取其中的 2 mL 全血提取基因组 DNA, - 20益
冻存,用于分析 CD147 基因多态性,另 2 mL 全血提

取单个核细胞 ( peripheral blood mononuclear cells,
PBMC),加 800 滋L Trizol 试剂, - 70益冻存,用于提

取总 RNA。

1郾 2摇 PCR 扩增及扩增产物的限制性酶切

CD147 的 PCR 扩增反应体系为 15 滋L,含 10 伊
PCR 缓冲液 1. 6 滋L,引物 P1、P2 各 0. 2 滋L(引物的

设计与合成由上海生工生物公司完成),dNTP1. 2
滋L,5 伊 106 U / L 的 TaqDNA 聚合酶 0. 2 滋L(Takara,
日本),基因组 DNA 模板 50 ~ 100 ng,不足体积用灭

菌双蒸水补至 15 滋L。 PCR 反应条件为:94益预变

性 5 min,再按以下程序循环 36 次:即 94益变性 30
s,55益退火 45 s,72益延伸 45 s;末次循环后,72益
延伸 10 min。 取 PCR 扩增产物 10 滋L,加限制性内

切酶 Mbo玉(Thermo Fisher Scientific,美国)1 滋L,10
伊 buffer 2 滋L,并用无核酸酶处理水补足至 30 滋L,
37益孵育 5 min。 反应终止后取消化片段在 2. 5%
的琼脂糖凝胶上电泳 1 h,溴乙锭(ethidium bromide,
EB)染色,染色后在凝胶成像系统上判断结果。
1郾 3摇 miR鄄548z 及 CD147mRNA 表达水平的检测

选取经酶切和测序(DNA 测序由上海生工生物

公司完成)证实的纯合子(AA,TT)个体对应的 PB鄄
MCs鄄Trizol 样本,抽提总 RNA。 采用“加尾法冶对抽

提的总 RNA 进行逆转录(试剂由日本 Takara 公司

提供),cDNA 用以检测 miR鄄548z 和 CD147mRNA 的

表达水平。 选用 U6 作内参,参照 PrimeScript miR鄄
NA qPCR Starter Kit(Takara,日本)推荐的 Real鄄time
PCR 反应的条件进行实验。 以 U6 的 CT 值对成熟

miR鄄548z 及 CD147mRNA 的相对表达水平进行标准

化,利用 驻驻CT 值比较不同组间的 miR鄄548z 及

CD147mRNA 表达水平。
1郾 4摇 Western blot 检测 CD147 蛋白的表达

选取纯合子(AA,TT)个体对应的 PBMC 样本,采
用含有蛋白酶抑制剂(PMSF)的放射免疫沉淀(RI鄄
PA)缓冲液直接冰上提取总蛋白。 使用 BCA Protein
检测试剂盒(Thermo Fisher Scientific)对蛋白浓度进

行定量。 取等量蛋白样品进行 10% SDS鄄PAGE 电泳,
然后转移到 PVDF 膜上。 使用稀释为 1颐 1000 的兔抗

人 CD147 IgG 单 克 隆 抗 体 ( Proteintech, 编 码:
bc009040),检测一抗与标记有 HRP(1颐 10000)的种属

特异性二抗(Aldrich 公司),并通过增强的 ECL 试剂

盒(通用电气公司)可视化。 最后,用 Alpha 化学发光

凝胶成像系统(Proteinsimple 钴)对膜进行扫描成像。
用 AlphaView 软件对蛋白条带的灰度值进行计算,并
计算 CD147 与 茁鄄actin(内参)的比值。
1. 5摇 构建 CD147 基因 3忆UTR 荧光素酶报告载体

设计特异性引物(引物的合成由上海生工生物
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公司完成) 分别对正常人基因型为 rs8259AA 和

rs8259TT 纯合子个体的 DNA 样本进行扩增,目的片

段的两端分别为 XhoI 和 BamHI 酶切位点。 用 T4
连接酶(Thermo Fisher Scientific)将 PCR 产物连接

到 pLUC 质粒(Promega)海肾荧光素酶基因下游的

XhoI 和 BamHI 位点之间。 通过直接测序的方法确

定携带 CD147 基因 3忆UTR rs8259鄄T 等位基因(设为

pLUC鄄BSG鄄T)和 rs8259鄄A(设为 pLUC鄄BSG鄄A)等位

基因的载体(载体的测序由上海生工生物公司完

成)。
1. 6摇 细胞转染和荧光素酶活性检测

将不 同 浓 度 的 mimic hsa鄄miR鄄548z 与 携 带

CD147 基因多态性位点 rs8259 不同等位基因(T /
A)的双荧光素酶报告载体瞬时共转染 293T 细胞,
48 h 后裂解细胞,用荧光素酶检测试剂盒(Promega,
美国)检测双荧光素酶活性,以萤火虫荧光素酶活

性值作为内参,将海肾荧光素酶活性与萤火虫荧光

素酶活性的比值作统计分析。
1. 7摇 统计分析

数据应用 SPSS 19. 0 软件进行分析。 其中,计
量资料的比较均采用双侧 Student爷s t 检验,结果以x
依 s 表示。 miR鄄548z 的相对表达和与之对应的

CD147 蛋白水平的相关分析运用 Pearson 法。 P <
0. 05 表示差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 生物信息学预测结果

摇 摇 运用 TargetScan 在线软件预测显示,CD147 基因

3忆UTR 存在多个 miRNA 结合位点。 再与 NCBI 数据

库进行比对,发现 CD147 基因 3忆UTR 的 SNP 位点

rs8259 恰好位于 miR鄄548z 结合的种子区(图 1)。

图 1. 生物信息学软件预测结果摇 摇 A: miR鄄548z 与 CD147 基因 3忆UTR 结合示意图。 其中 miR鄄548z 5爷端第 2 ~ 8 个核苷酸序列为其种子

序列。 B:rs8259 在 CD147 基因 3忆UTR 上的位置示意图。

Figure 1. Bioinformatics software analysis

2郾 2摇 CD147 基因型分析

CD147 基因 rs8259 位点多态性分析,PCR 扩增

产物片段大小为 162 bp。 根据限制性内切酶 Mbo I
酶切片段的情况,基因型有 3 种,TT 型(162 bp 一条

带)、AT 型(162、137、25 bp 三条带) 和 AA 型(137、
25 bp 两条带) (图 2),因 25 bp 的条带分子量小在

电泳时显示不明显。 PCR 产物测序结果证实 PCR
RFLP 基因分型真实可靠(图 3)。
2. 3摇 PBMC 中 miR鄄548z 的表达水平

比较 AMI 患者(15 例)与正常人(13 例)PBMC

中 miR鄄548z 的相对表达水平,结果显示差异无显著

性(8. 317 依 1. 017 比 8. 615 依 0. 830,P = 0. 825;图
4A)。 挑选 AMI 患者中 rs8259 基因型为纯合子的

个体(AA 型 7 例和 TT 型 6 例),以同样的方法比较

AA 型和 TT 型 AMI 患者 PBMC 中 miR鄄548z 的相对

表达水平,结果显示并无统计学差异 (8. 688 依
1. 326比 7. 150 依 1. 955,P = 0郾 518;图 4B)。
2郾 4摇 rs8259 不同等位基因对 AMI 患者 PBMCs 中
CD147 表达水平的影响

仍然选取上述的 13 个纯合子基因型个体,以
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U6 作为内对照,比较 AA 型和 TT 型 AMI 患者 PB鄄
MCs 中 CD147 mRNA 的相对表达水平,结果显示并

无统计学差异(4. 870 依 1. 300 比 4. 045 依 1. 102,P

= 0. 645;图 5A)。 半定量分析对应的 CD147 蛋白

表达水平,其结果显示 AA 型组 CD147 蛋白的表达

水平明显高于 TT 型组(图 5B 和图 5C)。

图 2. CD147 基因 rs8259 多态性位点 3%琼脂糖凝胶电泳结果摇 摇 M 为 marker,5、11、12 为 TT 型,1、7、9 为 AA 型,2、3、4、6、8、10 为

AT 型。

Figure 2. 3% agarose gel electrophoretical result of CD147 gene rs8259 polymorphism

图 3. 纯合子基因型 PCR 产物测序图谱摇 摇 图上红色框内所示,上图为 TT 型,下图为 AA 型。

Figure 3. Sequencing results of the PCR products of homozygotes

图 4. PBMC 中 miR鄄548z 的表达水平摇 摇 A 为 AMI 患者(15 例)与正常人(13 例)PBMC 中 miR鄄548z 的相对表达水平,两组间无统计学

意义(P = 0. 825);B 为 AA 型和 TT 型 AMI 患者 PBMC 中 miR鄄548z 的相对表达水平,其结果无统计学意义(P = 0. 518)。

Figure 4. The level of miR鄄548z in PBMC

2郾 5摇 荧光素酶活性分析

根据生物信息学预测结果,rs8259 位点 T 等位基

因比携带 A 等位基因可以更好地与 miR鄄548z 的种子

序列配对结合。 与对照组相比,mimic miR鄄548z 能够抑

制携带CD147 基因 rs8259 位点 T 等位基因载体的荧光

素酶活性,并且该效应呈剂量依赖性(其中 100 nmol / L
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浓度下,荧光素酶活性被抑制 30% 以上);而携带

CD147 基因 rs8259 位点 A 等位基因载体的荧光素酶活

性并不能被 mimic miR鄄548z 抑制(图 6)。

图 5. PBMC 中 CD147 的表达水平摇 摇 A 为 AA 型和 TT 型 AMI 患者 PBMCs 中 CD147 mRNA 的相对表达水平,并无差异。 B、C 为 AA 型

和 TT 型 AMI 患者 CD147 蛋白的表达水平,AA 型 CD147 蛋白的表达量明显高于 TT 型(a 为 P = 0. 003)。

Figure 5. CD147 level in PBMC

图 6. 双荧光素酶报告基因检测结果摇 摇 A 为与对照组相比,mimic miR鄄548z 能够抑制携带 CD147 基因 rs8259 位点 T 等位基因载体的荧

光素酶活性,并且该效应呈剂量依赖性(a 为 P = 0. 045);B 为携带 CD147 基因 rs8259 位点 A 等位基因载体的荧光素酶活性,并不能被 mimic
miR鄄548z 抑制。

Figure 6. The result of luciferase reporter gene assay

3摇 讨摇 论

冠心病 ( coronary atherosclerotic heart disease,
CHD)是目前威胁人类健康的头号杀手,其中 AMI
是其最严重类型。 AMI 的发病机制主要是冠状动

脉粥样硬化不稳定斑块破裂,继而导致冠状动脉远

段闭塞,引起心肌供血不足[1]。 多种炎症因子参与

了这一过程,CD147 就是其中一种重要的炎症因

子。 它能够促进单核细胞向血管壁内迁移[3];还可

以调控 MMP 活性,使斑块表面的纤维帽降解,导致

斑块稳定性下降[6]。 但从遗传学角度阐述 CD147
与 AMI 发病关系的研究目前还很有限。 我们的前

期研究已证实 CD147 3忆UTR 基因多态性能够影响

AMI 的发病风险[7]。 结合现有的文献资料,位于

CD147 基因 3忆UTR 的 SNP 很可能通过与 MicroRNA
特异性结合从而影响蛋白的表达,进而影响 AMI 的
发病。 MicroRNAs 是一类长约 22 个核苷酸的小分

子非编码 RNA,通常认为它们的作用是转录后调控

mRNA 的降解或者仅仅抑制 mRNA 的翻译。 MiR鄄
NAs 与 mRNA 的结合遵循 Watson鄄Crick 配对原则,
即 miRNA 5爷端的第 2 ~ 8 个核苷酸与靶 mRNA 完

全连续互补配对,miRNA 的这一段核苷酸序列就是

所谓的“种子区冶 [9鄄11]。 通过生物信息学方法可以找

出可能与已知基因相结合的 miRNAs。 从预测结果
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可以看出,CD147 基因 3忆UTR 确实存在多个 miRNA
结合位点,其中 miR鄄548z 的种子区刚好位于我们之

前研究的 SNP 位点 rs8259,因此选择 miR鄄548z 作为

研究影响 CD147 基因 rs8259 位点生物学效应的切

入点。
miR鄄548 是一个庞大的低度保守的灵长类种属

特异性 miRNA 基因家族,已经发现该基因家族有

69 个成员[13]。 目前对该家族成员的研究还比较有

限。 本文第一次用实验证实了 miR鄄548z 的作用位

点之一是 CD147 基因 3忆UTR 的 SNP 位点 rs8259。
双荧光素酶报告基因实验表明,携带 T 等位基因的

载体,由于可以与 miR鄄548z 发生相互作用,荧光素

酶的活性明显被抑制(图 6),并且该抑制效应对

miR鄄548z 呈剂量依赖性;而携带 A 等位基因的载

体,即使在高浓度(100nmol / L)的 mimic miR鄄548z
的刺激下,其荧光素酶活性也没有被明显抑制。 可

以认为,rs8259T > A 这一突变打破了 miR鄄548z 与

CD147 基因 3忆UTR 的结合。 AA 型和 TT 型 AMI 患
者 CD147 mRNA 的相对表达量无统计学意义,而
CD147 蛋白的表达有着明显差异, AA 型患者

CD147 蛋白的相对表达量明显高于 TT 型患者(图
5),结合双荧光素酶报告基因结果,可以推测,TT 型

患者 CD147 蛋白表达下调部分是由于 miR鄄548z 的

作用,miR鄄548z 可能仅仅抑制了 CD147 蛋白的翻译

过程而并未降解 mRNA。 正常对照组与 AMI 组的

miR鄄548z 表达量无差异,提示在 AMI 的病理过程似

乎并不能影响外周血 PBMCs 中 miR鄄548z 表达,AMI
患者 PBMCs 中处于基础表达水平的 miR鄄548z 已能

够发挥调节 CD147 表达的功能。
综上所述,可以得出:miR鄄548z 能与 AMI 患者

CD147 基因 3忆UTR rs8259 的 T 等位基因结合,从而

调控 CD147 蛋白的表达。 由于一个基因含有多个

miRNA 的结合位点,一个 miRNA 也可以作用于多

个基因。 因此,在体内影响 CD147 表达的主导遗传

学因素尚待相关实验证实。
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