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hsa．miR．655靶向调控绝经后骨质疏松症肾阴虚证
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摘要：目的研究靶向调控绝经后骨质疏松症肾阴虚证关联基因cLcFl的microRNAs。方法 通过生物信息学预测可能与

CLCFl基因3’非编码区(3’Non encoding area，3’uTR)作用的miRNAs；将人工合成的野生型和突变型CLCFl基因3’uTR区序

列克隆至荧光素酶报告质粒；将重组荧光素酶报告载体和miRNAs表达载体共转染293T细胞，用双荧光素酶检测试剂盒测定

荧光素酶活性，验证miRNA对CLCFl基因翻译水平的抑制作用。结果 生物信息学预测结果显示，CLCFl基因3’uTR与

hsa-miR_655、hsa·miR·300、hsa-miR-381、hsa-miR一374c、hsa_miR一515等5个miRNAs存在互补结合位点；双荧光素酶实验结果表

明，与对照组比较，hsa．miR石55组荧光活性下调至33．09％，差异有显著性意义(P=0．001)，当使用突变型CLCFl基因3
7

UTR，荧光活性上调至67．22％，说明hsa—miR_655对CLCFl 3’uTR的基因表达水平有显著抑制作用；与对照组比较，hsa—miR一

374c和hsa·miR·515组荧光活性分别下调27．27％(P=o．000)和27．74％(P=0．006)，二者对cLcFl 3’uTR的基因表达水平

有一定抑制作用；hsa-miR-300和hsa—miR一381组与对照组相比，荧光活性分别下调6．35％(P=0．213)和9．89％(P=O．127)，

二者对CLCFl 3’uTR的基因表达无明显抑制作用。结论 hsa—miR击55通过靶向结合CLCFl mRNA的3’UTR区，在转录后水

平负性调控绝经后骨质疏松症肾阴虚证关联基因cLcFl的表达。

关键词：中西医结合；肾阴虚证；绝经后骨质疏松症；cLcFl基因；微小RNA；3’非编码区；荧光素酶报告系统
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Abstract： Objective To investigate the microRNA regulation on the gene expression of CLCFl in postmenopausal osteoporosis

associated witll Kidney Yin deficiency．Methods Bioinfo珊atics were used to predict the possible miRNAs that target bind to

CLCFl gene 3’non coding region(3’UTR)． Artificial synthesized wild type and mutation type of CLCFl gene 3’uTR region

sequences were cloned into tlIe luciferase reponer plasmid；recombinant luciferase reporter Vector and miRNAs expression Vectors

were transfected into 293T cells and dualluciferase assay kit was used for me detemination of luciferase actiVity，and to Verify the

miRNA inhibition of candidate target genes at tlle leVel of translation．Results Bioinfo珊atics prediction results showed that the

CLCFl gene 3’UTR and tlle hsa—miR_655，hsa—miR·5 15，hsa-miR一300，hsa—miR一38l，hsa—miR一374c et a1．miRNAs binding sites

盯e complementary． Compared with the contml group，me fluofescence actiVity of the hsa—miR_655 group reduced to 33．09％，

which reached statistical significance(P=0．001)．when using tlle mutant cLcFl gene 3’UTR，nuorescence actiVity increased to

67．22％，indicating tllat hsa-miR_655 has a significant inhibitory effect on tlle CLCFl 3’UTR gene．Compared with the control

group，tlle nuorcscence actiVity of tlle hsa·miR一374c and hsa—miR一5 15 gmups reduced by 27．27％(P=0．000)and 27．74％(P=

0．006)， respectiVely， confiming ttlat tllese two micmRNAs haVe inhibitor)r effect on山e expression of CLCFl gene． The

nuorescence actiVity of hsa-miR-300 and hsa·miR-381 groups decreased by 6．35％ (P=0．213)and 9．89％ (P=0．127)，
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respectively，compared with tlle contml gmup，both had no obvious inhibitory effect on the gene expression of CLCFl 3’UTR．

Conclusion hsa-miR一655 can target bind to the 37UTR of CLCFl mRNA，and negatiVely regulates the gene expression of CLCFl

in postmenopausal osteoporosis associated with Kidney Yin deficiency at me post transcriptional leVel．

Key words： IntegratiVe medicine； Kidney Yin deficiency； Postmenopausal osteoporosis； CLCFl gene； microRNAs； 3’Non

encoding area；Dualluciferase assay

绝经后骨质疏松症(postmenopausal oste叩orosis，

POP)是老年女性常见病多发病，以骨量减少、骨的

纤维结构退化为特征，进而引发骨脆性增加和骨

折⋯。中医学认为骨质疏松症属于“骨痿”、“骨枯”

范畴，肾藏精，主骨生精虚少，不能营养骨骼而发生

骨质疏松。临床’肾虚常见肾阴虚和肾阳虚，绝经后

骨质疏松症以肾阴虚为主旧1。课题组前期研究发

现”圳：心肌营养蛋白样细胞因子1(cardiotmphin．

1ike cytokine factor l，CLCFl)是POP肾阴虚证的关

联基因，CLCFl在POP肾阴虚组与健康对照组比较

时表达明显下调。但POP肾阴虚证CLCFl表达失

调的原因尚不清楚。

microRNAs(miRNAs)是一类内源性、长度约

19～26个核苷酸的非编码短小RNA，是由具有发夹

结构的约70—90个碱基大小的单链RNA前体经过

Dicer酶加工后生成。miRNAs通过和靶基因mRNA

3’非编码区(3’Non encoding area，3’uTR)配对，降低

mRNA的稳定性和抑制其翻译，从而靶向调控基因

表达口引。鉴于miRNA可以靶向抑制基因的表达，

是基因表达重要的调控分子。为了探讨POP肾阴

虚证CLCFl表达下调的机制，本研究通过miRNA

靶基因预测软件筛选CLCFl的靶标miRNA，并运用

双荧光素酶实验系统进行生物学验证，深入探讨

CLCFl表达调控的机制，将有助于阐明POP肾虚证

的分子机制。

1材料与方法

1．1试剂与仪器

人肾胚293T细胞(ATCC，Microbix公司)；感受

态大肠埃希菌DH5仅(宝生物工程有限公司)；野生型

和突变型CLCFl基因3’UTR载体(上海生博医学生

物工程科技有限公司)；hsa．miR石55、hsa-miR．300、

hsa-miR．381、hsa．miR．374c、hsa．miR．515表达质粒(深

圳市华安平康生物科技有限公司)；LipofectamineTM

2000转染试剂(Invitrogen公司)；双荧光素酶报告基

因检测系统(Promega公司)；限制性内切酶xho I和

BamH I(宝生物工程有限公司)；胎牛血清(Hyclone

公司)；DMEM培养基(GIBCO公司)；酶标仪(Tecan

公司，Infinite M1000)。

1．2方法

1．2．1 靶基因预测：miRNA靶基因预测软件：

microma．org： http：／／www． microma． org／microma／

getDownloads．domiRanda v5： http：／／www．ebi．ac、

uk／enright-snr／microcosm／htdocs／targets／V5／

TargetScan 5．1：http：／／www．targetscan．org／。采用

miRanda、Targetscan和micmma．org 3个数据库检索

人CLCFl基因，预测可能靶向作用于CLCFl的

miRNA，评分高者优先，预测结果取交集。

1．2．2 CLCFl基因荧光素酶报告载体的构建：从基

因库中获得CLCFl基因3’uTR序列(NM 013246)，

根据CLCFl基因3’UTR序列设计合成引物，上下游

引物分别引入限制性内切酶Xho I和BamH I识别

位点，引物序列为：上游：5’-CTTCTGACCTTCTC

CTCTTC-3’；下游：5’-TGGGGCAAGCATTTTATrTG

TTAAT．3’。PCR扩增，扩增产物经琼脂糖电泳检

测，切胶纯化回收，回收产物及载体经限制性内切酶

xho I和BamH I双酶切，酶切产物再次纯化回收，

二者经T4 DNA连接酶连接，转化DH5仅感受态大

肠杆菌。提取质粒，Xho I和BamH I双酶切初步鉴

定，测序。重组质粒命名为pLUC．CLCFl—3’UTR。

1．2．3 突变型荧光素酶报告载体的构建：根据

CLCFl基因3 7UTR序列与miR_655结合位点设计

合成突变体引物。第1个结合位点突变体引物序列

为： 上 游： 5’一AGGCGATCGCTCGAGCTTCTGAC

CTTCTCCTCTTCG-3 7；下游： 5 7．2． CCAAATAAAT

AAATATACACACTTAGAGTCATGAGTGGG．3’。第2

个结合位点突变体引物序列为：上游：5 7．3．

ATATTTATTTATTTGGAGATGTTAl阿vI'．3’；下游：5’．

AGAATAGAAATTCTGCAATAAATATC一3’。 以构建

的pLUC—CLCFl-3’UTR为模板分别进行PCR扩增，

扩增产切胶纯化回收，回收产物及pLUC．M载体经

限制性内切酶xho I和BamH I双酶切，酶切产物再

次纯化回收，二者经T4 DNA连接酶连接，转化

DH5a感受态大肠杆菌。提取质粒，酶切初步鉴定，

测序。重组质粒命名为pLuc．cLcFl一3 7．mutuTR。

1．2．4细胞转染：人肾胚293T细胞加入到含10％
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胎牛血清(FBs)的DMEM，置于37℃恒温、5％CO，

的饱和湿度培养箱中培养。使用24孑L培养板，于转

染前1天接种适当数目的293T细胞至板中。实验

共分3组，对照组(不含miRNA的空载体与含

CLCFl基因野生型或突变型3’UTR片段的双荧光

素酶报告基因共转染)；miRNA+CLCFl．3’uTR wT

组(共转染miRNA表达质粒与CLCFl野生型3’

uTR片段的双荧光素酶报告基因)；miRNA+

CLcFl．3’uTR Mut组(共转染miRNA表达质粒与

CLCFl突变型3’UTR片段的双荧光素酶报告基

因)。每组设3个平行孔，转染48h后裂解细胞，检

测荧光素酶活性。

1．2．5荧光素酶活性测定：质粒转染48 h后，弃去

培养基，用PBs洗l遍，吸干剩余的PBs。配制1×

PLB。使用前放到常温，孑L加100“L稀释好的1×

PLB，摇床常温条件下摇15 min，进行裂解。反复吹

吸后将裂解好的细胞和PLB将孔板置于冰上操作。

白色不透光的96孔板中每孑L加20“L预先混好的

LAR II，每孑L加入细胞裂解液上清1“L，加入水29

斗L，2 s后测数据。每孑L马上添加20斗L预先混好

的Stop&Glo Reagent，静止2 s后，检测萤火虫荧光

素酶的活性。向检测管中加入100斗L Stop&Glo试

剂，检测海肾荧光素酶活性。对萤火虫荧光素酶荧

光值与海肾荧光素酶荧光值的比值进行校正，作为

各孔报告基因荧光强度值。

1．2．6统计学处理：采用SPSS 17．O软件进行数据

分析，计量资料采用mean±SD描述，比较用单因素

方差分析，双侧检验，P<0．05表示有统计学意义。

2 结果

2．1 生物信息学预测CLCFl的靶标miRNA

采用miRanda、TargetScan和microma．o唱3个

数据库检索人CLCFl基因，预测可能靶向作用于

CLCFl的miRNA，评分高者优先，预测结果取交集。

结果如图1，TargetScan预测到的CLCFl的靶标

miRNAs有44个，miRanda预测到21个靶标

miRNAs，microma预测到27个，3个数据库预测结

果交集共有5个，分别为hsa．miR-655、hsa—miR一300、

hsa—miR一381、hsa-miR-374和hsa．miR一515。

2．2 双荧光素酶活性实验验证靶向调控CLCF1基

因的miRNAs

为验证与CLCFl基因3
7

uTR序列作用的

miRNAs，笔者将pLUc—cLcFl—3 7uTR与miRNA表

达质粒共转染293T细胞，采用双荧光素酶报告系统

图l CLcFl靶标miRNAs的预测结果

Fig．1 Schematic diagmm of the candidate

miRNAs by prediction tools

94l

检测荧光素酶活性，将不同miRNA表达质粒的荧光

素酶活性与对照组进行比较。研究结果发现(见表

1)：与对照组比较，hsa-miR-655组荧光活性下调至

33．09％，两组差异有显著性意义(P=0．001)，说明

hsa．miR．655对CLCFl 3’uTR有显著抑制作用；与

对照组比较，hsa．miR．374c和hsa—miR一515组荧光活

性分别下调27．27％(P=0．000)和27．74％(P=

0．006)，二者对cLcFl 3 7uTR的基因表达水平有一

定抑制作用；hsa-miR-300和hsa—miR．38l两组与对

照组相比，荧光活性分别下调6．35％(P=0．213)和

9．89％(P=O．127)，提示二者对CLcFl 3 7UTR无明

显抑制作用。以上结果说明：hsa-miR石55、hsa_miR一

374c和hsa．miR．515是可能靶向调控cLcFl基因的

miRNAs，其中hsa．miR石55对CLCF1 3’uTR抑制作

用最为显著，故后续对hsa—miR_655与CLCFl 3’

uTR的调控关系进行进一步研究。

表1 各组microRNA荧光素酶活性相对值(i±s)

Table l Expression of luciferase activity

in difl．erent groups(面±s)

2．3 hsa．miR．655特异性下调CLCFl基因表达

通过miRanda预测软件发现CLCFl 3 7uTR有2

处miR_655的潜在结合位点，分别位于cI．cFl 3’

万方数据



942 主垦量亟堕坠蓥查垫!!至!旦箜丝鲞箜!塑垦!!!!Q!!!!P!!!!：皇!鲤!!!!!!：!!!丝：塑!：!

UTR序列第669和857碱基处(见图2)。可以看

出，miR_655与CLCFl之间可能存在很好的靶向关

系。为验证hsa-miR．655是否特异性与CLCFl基因

3’UTR序列作用，笔者将2个预测的miR一655结合

位点同时突变后，将突变质粒的荧光素酶活性与野

生型质粒进行比较，发现当使用突变型cLCFl基因

3’UTR，荧光酶活性上调至67．22％(图3)。也就是

说，hsa．miR．655可以下调野生型CLCFl 3’UTR质

粒的荧光素酶活性，但不影响突变型质粒的荧光素

酶活性。荧光素酶报告实验证实hsa-miR一655可以

特异性作用于cLCFl基因的3
7

uTR，靶向抑制

CLCFl的表达。

图2 CLCFl 3’uTR区与hsa—miR击55结合位点预测

Fig．2 The prediction results of hsa—miR—655 binding sites in the CLCFlgene 3’UTR

Contr01 miR．655+CLCF l mlR一655一CLCF

．3．3’UTRWT ．3．3’UTRMu

图3 CLCF1 3’UTR突变后荧光素酶括性的变化

Fig．3 Relative luciferase activity of CLCFl

gene 3
7

UTR mutation

3 讨论

POP是老年女性常见多发病。中医理论认为，

肾藏精主骨生髓，肾虚是骨质疏松症的主要病机。

课题组前期研究发现，CLCFl在POP肾阴虚组与健

康对照组比较时表达明显下调，是POP肾阴虚证的

关联基因。鉴于miRNA可以靶向抑制基因的表达，

是基因表达重要的调控分子。为了探讨POP肾阴

虚证CLCFl表达下调的机制，本研究通过miRNA

靶基因预测软件筛选CLCFl的靶标miRNA，并运用

3 7UTR双荧光素酶实验系统进行生物学验证。3’

UTR双荧光素酶实验"1是目前对预测的miRNA靶

标进行鉴定和功能确证常用方法。研究发现：生物

信息学预测结果显示，CLCFl基因3’UTR与hsa—

miR石55、hsa．miR．300、hsa．miR．38 l、hsa—miR一374c、

hsa．miR．515等5个miRNAs存在互补结合位点；从

双荧光素酶实验看出miR-655对CLCFl基因的表

达抑制效率达到66％左右。当使用突变型CLCFl

3’uTR，抑制作用有所恢复，说明hsa—miR石55对

cLCFl 3’uTR的基因表达水平有显著抑制作用；

hsa-miR一374c和hsa-miR-5 15对CLCFl 3’UTR的基

因表达水平有一定抑制作用，抑制率分别为

27．27％(P=0．000)和27．74％(P=0．006)；hsa-

miR一300和hsa哪iR．38l对CLCFl 3’UTR的基因表

达无明显抑制作用。

microRNAs(miRNAs)是一类内源性、长度约

19～26个核苷酸的非编码短小RNA，miRNAs通过

和靶基因mRNA 3，非翻译区(3’uTR)配对，降低

mRNA的稳定性和抑制其翻译，从而靶向调控基因

表达‘61。miRNA对骨代谢和骨的发育重建至关重

要。miR一133和miR．135通过抑制成骨分化中关键

的转录因子Runx2和Smad5，抑制干细胞向成骨细

胞分化‘8⋯。Li等‘1叫发现了miR．286l它能够通过

抑制HDAC5的表达，降低Runx2的降解作用，促进

鼠原代成骨细胞的分化，并且他们发现miR一2861在

原发性骨质疏松病人中表达异常。wang-I¨研究发

现循环单核细胞中的miR．133可以作为绝经后妇女

骨质疏松的潜在生物学标记。说明miRNA在骨质

疏松的发生和进展中发挥了重要的调控功能。

CLCFl属白细胞介素6(IL_6)细胞因子家族成

员，IL．6是一种生物活性多肽物质，是骨吸收的主要

调节者‘1“。CLCFl参与JAl(／sTAT信号通路中，下

游基因cBP是一种对钙离子有高度亲和性的蛋白，
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主要功能是参与钙的运载，与钙代谢关系密切¨3|。

课题组前期研究发现，CLCFl基因是POP肾阴虚证

的联基因，可能参与POP的发生发展进程。3圳。本研

究结果表明，hsa．miR．655能通过靶向结合

CLCFlmRNA的3 7UTR区，在转录后水平负性调控绝

经后骨质疏松症肾阴虚证关联基因cLCFl的表达。

miR一655基因定位于染色体14q32．31上，自

2005年miR一655首次被发现以来，越来越多的研究

对miR一655基因及其在各种生物学功能中发挥的作

用进行了报道¨4|。如miR一655能够调控APP蛋白

的表达，参与阿尔茨海默病发病的调节’15|。wang

等¨6。研究发现，miR-655在食管鳞状细胞癌

(esophageal squamous ceU carcinoma，ESCC)中表达

下调，miR_655过表达后抑制了肿瘤转化因子1

(PTTGl)的表达，从而抑制ESCC的侵袭能力。本

研究结果表明，hsa—miR_655通过靶向结合cLcFl

mRNA的3’UTR区，在转录后水平负性调控绝经后

骨质疏松症肾阴虚证关联基因CLCFl的表达。因

此笔者推测：miR_655靶向调控CLCFl可能参与

POP肾阴虚证的发生发展进程，是POP肾阴虚证的

分子机制之一。

microRNAs目前巳成为研究各种疾病发病机制

的热点，通过研究microRNAs的生物学功能，有助于

更全面理解疾病发生的机理，寻找疾病新的生物标

志物和治疗靶点。本研究发现，hsa—miR．655能靶向

调控绝经后骨质疏松症肾阴虚证关联基因CLCFl

的表达，后续笔者将深人探讨hsa-miR一655介导

cLcFl基因参与POP肾阴虚证的具体机制，这对于

将来发掘POP肾阴虚证患者的特异性诊断和预后

标记具有指导意义，也为中医“证”内涵的研究从

microRNAs角度提供了新的切入点。

[2]

[3]
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