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·基础研究·
血管内皮生长因子基因 3'UTR不同基因型载体的构建与鉴定 *
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摘要 目的：构建含 SNP位点的血管内皮生长因子（VEGF）基因 3'UTR的荧光素酶报告基因载体，为进一步揭示 VEGF基因

3'UTR的单核苷酸多态性（SNP）影响肺癌发病风险的分子机制奠定基础。方法：以 rs3025039和 rs3025040两个位点均为 C纯合
子的非癌症病人血液 DNA为模板，扩增出两位点为 C/C单体型、长度为 1448 bp的 VEGF基因 3'UTR目的片段，测序验证后将
其克隆至 pMIR-REPORT荧光素酶报告基因载体上，得到重组质粒 pMIR-C/C。同时，我们以 pMIR-C/C为模板定点突变两个 SNP
位点，得到具有 T/T单体型的重组质粒 pMIR-T/T。将各重组质粒转化大肠杆菌 DH10B，筛选阳性克隆后提取质粒进行双酶切鉴
定及 DNA测序鉴定。结果：单菌落质粒测序验证显示带有 C/C单体型的 VEGF基因 3'UTR重组质粒 pMIR-C/C构建成功；经两
次定点突变，成功将 pMIR-C/C质粒转变为 pMIR-T/T，经测序验证未引入任何其他突变。同时生物信息学预测还显示 rs3025040
位点位于 miR-199a/b与 VEGF基因 mRNA的结合位置，其改变可以影响 miRNA与 mRNA的结合效率。结论：本研究成功构建
了含有两个连锁 SNP的 VEGF基因 3'UTR的荧光素酶报告基因载体，为今后 VEGF基因 3'UTR的功能研究奠定基础。
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ABSTRACT Objective: To construct luciferase reporter gene vectors containing vascular endothelial growth factor (VEGF) gene

3'UTR with two SNP sites and to detect microRNA binding stability in different genotype VEGF gene 3'UTR. Methods: Non-cancer pa-

tients' genomic DNAwith C/C homozygote in the two linked SNP sites (rs3025039 and rs3025040) was used as a PCR template to amplify

1448bp 3'UTR of VEGF gene. After the PCR product was cloned into the pMIR-REPORT luciferase miRNA expression report vector,

this pMIR-C/C vector was used as PCR template to construct the pMIR-T/T by site-specific mutagenesis. Both pMIR-C/C and pMIR-T/T

vectors were transferred into E.coli DH10B and verified by double-enzyme digestions and DNA sequencing. Results: Two recombinant

plasmids were successfully constructed and the sequences of them were the same as expected. Furthermore, the bioinformatics analysis

suggested that rs3025040 T allele may increase miR-199 a/b regulation of VEGF gene expression. Conclusions: Luciferase reporter vec-

tors pMIR-REPORT-VEGF 3'UTR containing two SNPs homozygotes in VEGF gene 3'UTR were successfully constructed and these

constructions of the recombinant plasmids will be further studied in related SNP function analysis in lung cells.
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前言

血管内皮生长因子 （vascular endothelia growth factor，

VEGF）是一种对血管生成有极强诱导作用的蛋白质，它可以由

肿瘤细胞、血管内皮细胞和巨噬细胞合成，并通过自分泌和旁

分泌方式特异地作用于血管内皮细胞上的受体，从而促进内皮

细胞的生长、增殖、迁移、细胞外基质降解等[1]。流行病学研究发
现 VEGF基因 3'非翻译区（3'UTR）的 SNP rs3025039可以影响

多种肿瘤的发病风险，Krippl P 等研究发现 VEGF 基因 SNP

rs3025039的 T基因型可以明显降低个体 VEGF的表达水平，
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从而降低个体乳腺癌的发病风险 [2]；Heist RS 等还发现

rs3025039位点的 T基因型可以提高非小细胞肺癌患者的手术

后生存率 [3]。本课题组前期的研究通过 HapMap 检索发现
VEGF 基因 3'UTR 的两个 SNP 位点 rs3025039 与 rs3025040

完全连锁，然而截至到目前该两位点的具体生物学机制还不十

分清楚。鉴于此，本研究拟构建含 SNP rs3025039和 rs3025040
两相互连锁位点的 VEGF基因 3'UTR荧光素酶表达载体，为

今后探索它们的生物学功能奠定基础。同时本研究还应用生物
信息学方法对所研究的 VEGF基因 3'UTR SNP rs3025039 和

rs3025040两个位点与特定 microRNA（miRNA）的结合效率进

行预测，初步探索该 SNP位点起作用的生物学机制。

1 材料和方法

1.1 材料和试剂

非癌症病人血液 DNA由广州肿瘤医院提供；荧光素酶报

告基因载体 pMIR-REPORT（AM5795）购自 Applied Biosystems

Inc公司，定点突变试剂盒 Muta-directTM（SDM-15）购自北京赛

百盛基因技术有限公司；限制性内切酶 HindⅢ（#R0104V）和

Mlu I（#R0198V）购自 NEB 公司，T4DNA 连接酶（M180A）购

自 Promega 公司，Ex Taq DNA 聚合酶 （DRR001A） 购自

TaKaRa公司，质粒提取试剂盒（DP103-02）购自 TIANGEN公

司，胶纯化回收试剂盒（AP-GX-250）购自 AXYGEN公司；感受

态细胞 E.coli DH10B和培养基等其他试剂均由南方中心实验

室提供。引物由上海赛百盛基因技术有限公司合成；PCR产物
和质粒测序均由本中心测序完成。
1.2 引物设计与目的基因获得

以含有 rs3025039 和 rs3025040 两个 SNP 位点，长度为

1448bp的 VEGF基因 3'UTR为目的基因，用 Primer 3在线引

物设计软件设计两端引物，并且在正义链 5'末端加上保护碱基

和MluⅠ酶切位点，反义链 5'末端加上保护碱基和 HindⅢ酶

切位点，得到引物序列如下：

正 向 引 物 5'- GTAGACGCGTGGGAACCAGATCTCT-

CACCA-3'，

反向引物 5' -TCCAAAGCTTGGGCAGAGCTGAGTGT-

TAGC-3'

以肺部正常组织 DNA为模板，按以下条件进行 PCR反

应：94℃ 5min 第 1 次 循 环 ，94℃ 1min、60℃ 1min、72℃
1.5min，35个循环，72℃ 10min 1个循环。反应产物在 1%琼脂
糖凝胶上电泳，切胶回收后测序检测，筛选出两个 SNP位点均

为 C/C纯合子的 PCR产物；并且将其与 T载体连接，电击转化

入感受态细胞 E.coli DH10B，培养后再次对质粒测序验证以保

证引物两端序列正确。
1.3 两种重组质粒的获得

分别将上述扩增出的 VEGF基因 3'UTR 区 PCR 产物和

pMIR-REPORT载体用 MluⅠ和 HindⅢ双酶切 37℃温育 2h、
电泳分离、目的片段切胶纯化后回收，计算比例（目的片段摩尔
数：载体摩尔数 =3:1～10:1）后在 T4DNA连接酶作用下 16℃
水浴连接过夜，使目的片段插入线性化后的 pMIR-REPORT载

体中，次日取出连接液于 70℃水浴 10min灭活连接酶，得到重
组质粒 pMIR-C/C；经电击转化入感受态细胞 E.coli DH10B，涂

在含有氨苄霉素的 LB琼脂培养基上，37℃过夜培养，挑取单
克隆，放入 3mL LB培养液 37℃摇床（250rpm）过夜培养，根据
质粒提取试剂盒操作说明书提取目的重组质粒 pMIR-C/C后

进行双酶切鉴定和测序验证。
根据定点突变试剂盒 Muta-directTM的说明，以验证正确的

重组质粒 pMIR-C/C为模板，通过两对互补引物（下划线加粗

代表突变位点）对两个位点逐次定点突变：

rs3025039突变引物：

5'-GGCGGGTGACCCAGCATGGTCCCTCTTGGAATT-3'，

5'-AATTCCAAGAGGGACCATGCTGGGTCACCCGCC-3'；

rs3025039 位点 C→T 定点突变 PCR 反应：95℃ 30s 第 1
次循环，95℃ 30s、55℃ 1min、72℃ 8min，18 个循环，72℃
10min 1个循环，将 rs3025039位点由 C突变为 T。在 PCR产物
中加入 1μl（10U/μl）MutazymeTM酶 37℃温育 1h，消化甲基化
质粒从而选择突变质粒即有缺口的重组质粒 pMIR-T/C，经电

击转化入感受态细胞 E.coli DH10B，涂在含有氨苄霉素的 LB

琼脂培养基上，37℃过夜培养，得到环化的重组质粒
pMIR-T/C，挑取单克隆，3mL LB培养液 37℃摇床（250rpm）过
夜培养，提取重组质粒 pMIR-T/C后测序验证。
rs3025040突变引物：

5'-ACAGGGATGAGGACACTGGCTCT-

GACCAGGAGT-3'，5'-ACTCCTGGTCAGAGCCAGTGTCCT-

CATCCCTGT-3'，

以验证正确的重组质粒 pMIR-T/C为模板，rs3025040位点

C→T 定点突变 PCR 反应：95℃ 30s 第 1 次循环，95℃ 30s、
55℃ 1min、72℃ 8min，18 个循环，72℃ 10min 1 个循环，将
rs3025040 位点由 C 突变为 T。同理在 PCR 产物中加入 1μl
（10U/μl）MutazymeTM酶 37℃温育 1h，消化甲基化质粒从而选
择突变质粒即有缺口的重组质粒 pMIR-T/T，经电击转化入感

受态细胞 E.coli DH10B，涂在含有氨苄霉素的 LB琼脂培养基

上，37℃过夜培养，得到环化的重组质粒 pMIR-T/T，挑取单克
隆，3mL LB培养液 37℃摇床（250rpm）过夜培养，提取目的重
组质粒 pMIR-T/T后进行双酶切鉴定和测序验证。
1.4 生物信息学预测 VEGF基因 3'UTR的 SNP位点与 miRNA

的结合性

应用miRSNP数据库（http://compbio.uthsc.edu/miRSNP/）[4]，

找出 VEGF 基因 SNP rs3025039 和 rs3025040 两位点的相关

miRNA；运用 RNAhybrid（http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de

/rnahybrid/submission.html）[5]预测 VEGF 3'UTR的两个 SNP位

点和成熟 miRNA分子的结合效率。

2 结果

2.1 VEGF基因目的片段的获得

以非癌症病人血液基因组 DNA为模板，在引物中分别引

入MluⅠ和 HindⅢ酶切识别序列，扩增得到含有 rs3025039和

rs3025040 两个 SNP 位点的 VEGF 基因 3'UTR 基因片段。
PCR结果如图 1所示，扩增的片段大小与预期相符。
2.2 重组质粒双酶切检测和测序鉴定

经过 MluⅠ和 Hind Ⅲ双酶切，C/C纯合型的 VEGF基因

3' UTR片段与 pMIR-REPORT载体连接重组，并转化到感受态

细胞中。挑选成功长出单克隆的菌株进行小规模培养后抽提质
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粒，再用MluⅠ和 HindⅢ对重组质粒 pMIR-C/C进行双酶切验

证，电泳结果如图 2 的第一泳道所示，目的片段大小为

1448bp。
以重组质粒 pMIR-C/C为模板经过一次 rs3025039位点的

C→T定点突变后，得到突变的中间质粒 pMIR-T/C，挑选成功
长出单克隆的菌株，测序验证正确后进行小规模培养后抽提质

粒；再以该中间质粒 pMIR-T/C为模板经过一次 rs3025040位

点的 C→T定点突变后，得到突变的目的重组质粒 pMIR-T/T。

同理挑选成功长出单克隆的菌株进行小规模培养后抽提质粒，

再用MluⅠ和 HindⅢ对重组质粒 pMIR-T/T进行双酶切验证，

电泳结果如图 2的第二泳道所示，目的片段大小也为 1448bp。
我们采用 ABI 3730xl测序仪对各个重组质粒进行测序验

证，如图 3所示，A、B和 C、D分别表示重组质粒 pMIR-C/C和
pMIR-T/T，由图可见 rs3025039和 rs3025040两位点的 C基因

型在重组质粒 pMIR-T/T中均成功转变成 T基因型。

图 1 3'UTR PCR电泳图，1:1448bp VEGF基因 3'UTR片段，M:1 kb

plus DNAMarker

Fig. 1 3'UTR PCR electrophoresis, 1: 1448bp VEGF 3'UTR; M: 1 kb plus

DNAMarker

图 2重组质粒 pMIR-C/C和 pMIR-T/T双酶切鉴定：1：重组质粒

pMIR-C/C；2：重组质粒 pMIR-T/T；M：1 kb plus DNAMarker

Fig. 2 MluⅠand HindⅢ enzyme identification of the recombinant

plasmid pMIR-C/C and pMIR-T/T：1: pMIR-C/C；2: pMIR-T/T；M: 1 kb

plus DNAMarker

图 3 rs3025039和 rs3025040处两个 SNP位点由 C突变为 T的测序验证图，A：rs3025039位点为碱基 C；B：rs3025040位点为碱基 C；

C：rs3025039位点定点突变为碱基 T；D：rs3025040位点定点突变为碱基 T

Fig. 3 Plasmid sequencing validation of two SNPs at rs3025039 and rs3025040 mutated C into T respectively, A：Base C at rs3025039 site; B：Base C at

rs3025040 site; C：Base T at rs3025039 site after site mutation; D：Base T at rs3025040 site after site mutation
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将重组的真核表达载体 pMIR-C/C和 pMIR-T/T的插入片

段序列与 NCBI公布的 VEGF基因 3' UTR序列进行核酸比对

验证，证实克隆得到的目的片段为 VEGF基因 3'UTR序列（如

图 4），两载体插入片段除两个 SNP位点外未引入任何其他突

变，可以进行 3'UTR的不同单体型 SNP与 miRNA相互作用对

VEGF基因表达影响的相关功能研究。

图 4 重组质粒 pMIR-C/C和 pMIR-T/T示意图

Fig. 4 Schematic diagram of recombinant plasmid pMIR-C/C and pMIR-T/T

2.3 确定 VEGF基因 3'UTR SNP位点以及与相关 miRNA的结

合效率

我们检索 miRSNP 数据库，发现 VEGF 基因 SNP

rs3025039和 rs3025040两位点分别位于 miR-591、miR-199a和
miR-199b的结合位点。从理论上来说，成熟 miRNA分子的 5'
端与结构基因的 3'UTR区结合越紧密，则越容易导致结构基因

的 mRNA降解，而在 miRNA结合位点上的 SNP往往会影响

miRNA与 mRNA的结合效率，从而影响 mRNA的表达水平。
因此，本研究中我们进一步运用 RNAhybrid进行不同基因型

RNA结合效率比较，结果如图 5所示，其中尤以 has-miR-199a

和 has-miR-199b最为明显。成熟 miRNA has-miR-199a的 5'端
与 rs3025040位点 T基因型的最小折叠自由能（Minimal fold-

ing free energy, MFE）为 -27.6kcal/mol，明显低于 C基因型的

-23.1kcal/mol，要破坏该结合所需的自由能更大，miRNA结合

得更紧密，因此，T基因型更易导致 VEGF基因 mRNA降解。
同理成熟 has-miR-199b的 5'端也可以与 rs3025040 位点的 T

基因型结合得更紧密，从而更易降解 VEGF基因 mRNA。

图 5 VEGF基因 3'UTR mRNA与相关 miRNA的结合效率（自由能负值越大二级结构越稳定，红色：3'UTR，绿色：miRNA）：A: hsa-miR-591与

rs3025039位点的碱基 C互作；B: hsa-miR-591与 rs3025039位点的碱基 T互作；C: hsa-miR-199a与 rs3025040位点的碱基 C互作；D: hsa-miR-199a

与 rs3025040位点的碱基 T互作；E: hsa-miR-199b与 rs3025040位点的碱基 C互作；F: hsa-miR-199b与 rs3025040位点的碱基 T互作

Fig. 5 Hybridization efficiencies between VEGF 3'UTR pre-mRNA and related miRNAs (larger negative free energy, more stable secondary structure;

Red: 3'UTR, Green: miRNA)：A: hsa-miR-591 & rs3025039 C hybridization；B: hsa-miR-591 & rs3025039 T hybridization；C: hsa-miR-199a &

rs3025040 C hybridization；D: hsa-miR-199a & rs3025040 T hybridization；E: hsa-miR-199b & rs3025040 C hybridization；F: hsa-miR-199b &

rs3025040 T hybridization
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3 讨论

在所有生物的基因表达中，结构基因的 3'UTR是非常重要

的调控元件，它包括了介导发育进程的空间调控元件（SCR）、
维持 mRNA稳定的胞质聚腺苷酸化元件（CPE）、调控转录产物
的命运和特殊基因的表达的富含 "A"区和富含 "U"区等[6]。近
几年随着 miRNAs研究的不断深入，发现生物的 3'UTR具有更

广泛的生物学功能，其可以与机体内的多种 miRNAs互补结

合，调控自身基因的表达[7]，比较典型的例子是在大鼠肉瘤中发

现的 Ras蛋白表达调控，Johnson SM等发现人类 RAS基因的

3'UTR包含多个与 let-7 miRNA家族结合的位点，而且 let-7

miRNA的高表达能够降低原癌基因 RAS的表达水平[8]。最近
有文献报道在 VEGF基因 3'UTR也存在多个 miRNAs的结合

位点[9]，从而提示 VEGF基因的表达也同样受多种 miRNAs的

调控。
在 miRNA靶基因结合位点上的基因变异如 SNP，可以影

响 miRNA与靶基因 mRNA的亲和力，改变该基因的降解程

度，从而影响特定基因的表达[10]。Nicoloso MS等人发现 TGF-
BR1 基因 3'UTR rs334348 不同基因型的荧光素酶质粒和

miR-628-5p分子共转染入MCF7细胞后，G基因型细胞的荧光

素酶活性明显低于 A基因型，从而说明 SNP rs334348与乳腺

癌易感性有关[11]。通过报告基因沉默实验，Sethupathy P等发现
位于 AGTR1基因 3'UTR的 SNP rs5186的 A基因型可以与位

于 21号染色体的 miR-155相互作用，抑制 AGTR1基因的表

达，并由此证实 rs5186在患者血压调控中的作用[12]。本研究中
我们首次通过检索 miRSNP 数据库，发现 VEGF 基因 SNP

rs3025039和 rs3025040两位点分别位于 miR-591、miR-199a和
miR-199b的结合位点，且 SNP的基因型变化可以影响 miRNA

与 mRNA的结合效率，由此我们推测该两位点可能通过以上

机制影响 VEGF基因的表达。
综上所述，十几年来 VEGF在血管生成调节方面的作用一

直是人们研究的焦点之一。Linderholm B等发现 VEGF可以明
显促进乳腺癌的生长，其表达水平高者，肿瘤体积较大且恶性

程度较高 [13]；Masuya D等在对肺癌的研究中也发现 VEGF的

表达水平与肺癌的肿瘤局部淋巴结远处转移分期（TNM）密切

相关[14]。而围绕 VEGF基因多态性在血管生成与肿瘤生长中的
作用也进行了大量的研究[15]，本实验首次借助 pMIR-REPORT

载体和基因突变技术成功构建了含 rs3025039和 rs3025040两

SNP位点不同单体型的 VEGF基因 3'UTR报告基因载体，不

仅为研究 VEGF基因与 microRNA相互作用提供方便，也为

VEGF基因 3'UTR区 SNP的相关功能研究奠定基础。除此之
外，以往研究证实 VEGF基因 3'UTR区多态性可以影响多种

癌症的易感性，然而其机制一直不清楚。本研究首次将该 SNP
与相关 miRNA的交互作用相联系，提出 VEGF基因 3'UTR多

态性可以影响相关 miRNA与基因 mRNA结合的假说，并通过

生物信息学分析证实 rs3025040 位点 T 基因型可以促进

miR-199a/b与 VEGF基因的结合，这些均为将来该位点的功能

研究提供参考。
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