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构建 ECE1 3'UTR荧光素酶报告基因载体验证其
与 miR-199a-5p靶向关系 *
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摘要 目的：通过构建双荧光素酶报告基因重组质粒验证 miRNA-199a-5p(miR-199a-5p)与 ECE1基因的靶向调控关系。方法：通过
microRNA靶基因预测软件 Targetscan获取 miR-199a-5p与 ECE1基因 3'UTR潜在的互补结合位点，PCR技术扩增 ECE1基因 3'

端非翻译区，将此序列与 miR-199a-5p mimics或空质粒（NC）共转染到 pmirGLO-ECE1-野生型（WT）的 293细胞里；将此序列突

变序列与 miR-199a-5p mimics或 NC共转染到 pmirGLO-ECE1-突变型（MUT）的 293细胞里，共四组，检测四组细胞中荧光素酶

活性。结果：成功构建双荧光素酶报告基因重组质粒 pmirGLO-ECE1-WT和 pmirGLO-ECE1-MUT。与野生型 NC（4.30 ± 0.53）组

及突变型 miR-199a-5p mimics组（4.465 ± 0.3968）比较，野生型 miR-199a-5p mimics组(1.686± 0.4098)荧光素酶活性明显降低，

P<0.05，有显著差异；突变型 miR-199a-5p mimics组（4.465± 0.3968）与突变型 miR-199a-5p NC(4.18± 0.498)组及野生型 NC（4.30

± 0.53）组两两比较，P>0.05，无明显差异。结论：miR-199a-5p与野生型 ECE1存在结合位点，miR-199a-5p对野生型 ECE1重组质

粒荧光活性有明显的抑制作用，证实 miR-199a-5p能够靶向调控 ECE1基因。
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Construction of ECE1 3'UTR Dual Luciferase Reporter Vector and
Verification of the Targeted Relationship with miR-199a-5p*

To identify the targeted-regulating relationship between miR-199a-5p and ECE1 via constructing luciferase

reporter gene vector. The potential complementary binding sites of miR-199a-5p and ECE1 were predicted by Targetscan. The

3'-untranslated regions (3'UTR) of ECE1 fragment amplified by PCR was cloned into luciferase reporter vector pmirGLO and constructed

the recombinant plasmids pmirGLO-ECE1-WT and pmirGLO-ECE1-MUT, respectively, 293T cells were cultured. Two recombinant

plasmids were cotransfected into 293T cells with miR-199a-5p group mimics or negative control, four groups totally. The luciferase ac-

tivity was detected by dual luciferase reporter gene system. The sequences of pmirGLO-ECE1-WT and pmirGLO-ECE1-MUT

were cloned into pmirGLO successfully. Compared with the wild-type NC（4.30± 0.53）group and the mutant miR-199a-5p mimics

group (4.465± 0.3968), the luciferase activity of the wild type miR-199a-5p mimics group (1.686± 0.4098) was significantly reduced,

P<0.05. The mutant miR-199a-5p mimics group (4.465± 0.3968) was compared with the mutant miR-199a-5p NC (4.18± 0.498) group

and the wild-type NC (4.30± 0.53), P>0.05, no significant difference, and concluded that miR-199a-5p had a significant inhibitory effect

on wild-type ECE1 recombinant plasmid fluorescence activity, and confirmed that miR-199a-5p could target the ECE1 gene.

The miR-199a-5p had binding sites with wild-type ECE1. The miR-199a-5p inhibited the luciferase activity of ECE1 wild type vector,

which indicates ECE1 gene could be targeted regulated by miR-199a-5p.

MiRNA-199a-5p; ECE1 gene; Luciferase reporter gene; 3'UTR
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前言
microRNA（简写作 miRNA）是由 21~24 个核苷酸小分子

组成的短链非编码 RNA分子，是一种功能强大的代谢调控分
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子，它通过局部相互作用链接 mRNA序列，特异性地沉默 mR-

NA，并在转录水平后调控基因表达[1]。miR-199a-5p在许多组织
里都有表达，包括大脑、肝脏、血管等 [2]，脊髓表达丰富[3]。

miR-199a-5p在缺血性中风脑组织里表达下降[4]，在缺血 /再灌
注的大鼠心肌，miR-199a对低氧非常敏感，很快就降到测不到

的水平，过度表达 miR-199a可以下调其靶基因缺氧诱导因子
-1琢（HIF-1琢)和 Sirt1，稳定 p53，减少细胞凋亡[5]。内皮素转化酶

（endothelinconvertingenzyme, ECE)，有两个亚型 , 即 ECE1，
ECE2，其中以 ECE1活性最强，属于 M13家族的锌鳌合的金属
酶，丰富表达于脊髓神经细胞，少量表达于星形胶质细胞[6]。

ECE1是内皮素 -1（ET-1）最重要的激活剂[7]，所以，如果抑制了

ECE1，那么 ET-1将没有活性。AN-KUO[8]实验证明大鼠脊髓缺

血再灌注损伤预处理，尾静脉注射 ECE1抑制剂 CGS 26303，

对 SCIRI有神经保护作用。本课题组前期研究证明，大鼠脊髓

缺血再灌注损伤模型内 miR-199a-5p负调控 ECE1，减少脊髓

细胞凋亡，保护脊髓。通过生物信息学预测发现 ECE1也是
miR-199a-5p的潜在靶基因，本研究拟采用双荧光素酶报告基

因检测生物学技术验证 miR-199a-5p 和 ECE1 之间的靶向关

系，为进一步阐明 miR-199a-5p调节脊髓缺血再灌注损伤分子
机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料
HEK-293T细胞株（中国科学院上海细胞库），T4连接酶、

限制性内切酶 Ⅰ和 Ⅰ（Thermo公司），DH5琢感受态大
肠杆菌（南京诺唯赞生物科技有限公司），双荧光素酶报告基因

载体（pmirGLO载体），LipofectamineTM2000，DL2000bp Marker，
DMEM培养基，Gel Extraction胶回收试剂盒，胎牛血清，Plas-
mid Mini KitI 质粒提取试剂盒 （德国 QIAGEN 公司），
miR-199a-5p，PCR引物（上海生工生物技术有限公司），双荧光

素酶报告基因荧光检测仪( Promega公司)。
1.2 构建含 ECE13'UTR野生型和突变型荧光素酶报告基因质粒

以 SD健康大鼠组织 DNA为模版，构建荧光素酶报告基

因载体预测软件 Targetscan 获取 miRNA-199a-5p与 ECE1 基

因 3'UTR潜在的互补结合位点，设计成对 PCR扩增引物，构建

含有 miR-199a-5p应答序列的 ECE1 3'UTR片段。ECE1引物

上 游 5'- CCGCTCGAGCAGCATCCCAGACACCCTTGA-

GT-3'， 下 游 5'-ATTTGCGGCCGCTGCATTTTCCCTGAA-

GATTTCCA-3'。取扩增产物进行 10 g/L琼脂糖凝胶电泳，120

V，25 min，切胶，纯化回收。将 PCR扩增的 ECE1基因野生型

胶回收产物与 psiCHECK-2载体，用与 1与 1进行双酶

切。酶切产物进行 10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测，并将产物进行

回收纯化。按照 OMEGA Plasmid Mini KitI质粒提取试剂盒说

明书进行目的序列与载体连接，将 5 滋L连接产物加到 DH5琢
感受态细胞中，转化后的菌落挑取单菌落扩增，而后进行双酶

切，酶切鉴定正确的质粒测序。野生型为含有正确目的序列。通

过 TargetScan7.0和 microrna.org软件预测，在 ECE1 3'UTR 的
第 381-388个碱基为 miR-199a-5p与 ECE1的结合位点，突变

这些结合位点，合成构建突变型载体。野生型和突变型荧光素

酶报告基因质粒分别命名为 pmirGLO-ECE1-WT 和 pmirG-

LO-ECE1-MUT。
1.3 重组载体与 miR-199a-5p mimics或 NC 分别共转染 293T

细胞

转染前 24 h，当培养瓶中 293T细胞密度达到 80% ~ 90%

左右按 2105 cells/well细胞，将 HEK-293T细胞接种在 24孔板

中，使用含 20%不含抗生素培养基培养。将细胞随机分为 4组：

野生型 +miR-199a-5p mimics 组 (共转染野生型质粒 +

miR-199a-5p mimics)、野生型 + 空质粒组(共转染野生型质粒
+NC)、突变型 +miR-199a-5p mimics组 (共转染突变型质粒 +
miR-199a-5p mimics)、突变型 +空质粒组(共转染点突变型质粒
+NC)，每组设三个复孔。每个孔用无血清基础培养基稀释
lipofectamine 2000 1 滋L，终体积为 50 滋L，室温下静置 5 min；

每个孔各加入 4 滋g不同质粒，再加入 DMEM-高糖培养基至

总体积 50 滋L，室温下静置 5 min；将两种稀释液混合，室温下

静置 20 min；每孔加入 100 滋L转染复合液，晃动 24孔板稍加

混匀；在 5% CO2，37℃培养箱中孵育 5 h，用新鲜的完全培养基

（含血清）替换含有转染复合物的培养基继续培养 48 h。
1.4 双荧光素酶报告基因活性检测

转染 48 h后，吸去旧的培养基，用 PBS清洗两次，每孔细

胞加入 100 滋L的 PLB（Passive Lysis Buffer），室温轻微振摇 15

min，收集细胞裂解液。将 20 滋L细胞裂解液加入发光板后，每

样品加入 100 滋L LAR II工作液，快速混匀，读值 2 s，检测萤

火虫荧光素酶活性值；记录所测数值，每样品再加入 100 滋L

Stop & Glo誖 Reagent，快速摇匀后，放入发光检测仪中，读值 2

s，检测海肾荧光素酶活性值。荧光检测仪会根据之前检测到的
萤火虫荧光素酶活性值和海肾荧光素酶活性值的比值表述相

对荧光素酶活性。

1.5 统计学方法
数据采用 SPSS 18.0统计软件进行分析，计量资料以(x± s)

表示，两组间均数比较用 t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 ECE1与 miR-199a-5p的结合位点

通过 TargetSan7.0发现，ECE1 3'UTR与 miR-199a-5p存在

结合位点如图 1。

图 1 预测 miR-199a-5p与 ECE1 3'UTR的结合位点

Fig.1 Prediction of blinding sites of miR-199a-5p to ECE1 3'UTR
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2.2 重组载体构建质粒结果

将双酶切后的 pmirGLO-ECE1-WT 载体质粒进行 1％琼
脂糖凝胶电泳，结果如图 2所示，在 233 bp左右有 DNA条带，

与预期的片段大小一致，证明 ECE1基因 3'UTR、已扩增出来。

如图 3所示，双酶切后野生型质粒和突变型质粒片段大小一

致、分子量一致，说明两种载体构建成功。比较图 4 ECE1基因
3'UTR野生型部分测序图（阴影部分为 miR-199a-5p 结合序
列）和图 5 ECE1基因 3'UTR 突变型部分测序峰图（阴影部分

为 miR-199a-5p结合序列）的测序图更进一步表明两种重组质
粒构建成功。

图 2 ECE1基因 3'UTR PCR扩增产物电泳图

Fig.2 Electrophoregram of PCR amplification products of ECE1 3'UTR

2.3 各组细胞中荧光素酶活性分析

在转染重组载体质粒 pmirGLO -ECE1 的实验中，
miR-199a-5p 通过识别 ECE1 3'UTR 结合位点，特异性降解
ECE1基因 mRNA，沉默 ECE1表达，抑制萤火虫荧光素酶转

录，使萤火虫荧光素酶蛋白翻译受阻，萤火虫荧光活性酶值降

低。与野生型 NC（4.30 ± 0.53）组及突变型 miR-199a-5p mimics

组（4.465 ± 0.3968）比较，野生型 miR-199a-5p mimics(1.686 ±
0.4098)组荧光素酶活性明显降低，P<0.05，均有统计学意义；突

变型 miR-199a-5p mimics 组 （4.465 ± 0.3968） 与突变型
miR-199a-5p NC(4.18± 0.498)组及野生型 NC（4.30 ± 0.53）组

两两比较，P>0.05，无统计学意义。如图 6所示。

3 讨论

miRNA的异常表达常会引起许多疾病，所以基于 miRNA

在细胞生长发育过程中的重要调控作用，作为研究和开发新

的、高效的、准确的疾病诊断和治疗技术的靶标，具有良好的应

图 3 ECE1基因 3'UTR重组质粒双酶切电泳图

Fig.3 Map of ECE1 3'UTR recombinant plasmid by double enzyme

digestion

图 4 ECE1基因 3'UTR野生型部分测序图

Fig.4 Map for partial sequences of the wild type ECE1 3'UTR

图 5 ECE1基因 3'UTR突变型部分测序峰图

Fig.5 Map for partial sequences of the mutant type ECE1 3'UTR
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用前景[9]。miR-199a-5p通过下调其靶基因 Smad3，影响肺动脉

高压[10]。miR-199a-5p下调表达的低氧诱导因子 -1琢（HIF-1琢)从

而抑制黑素瘤扩散[11]，HIF-1琢也是 miR-199a-5p的潜在靶基因，

作者也是用双荧光素酶报告基因载体验证了 HIF-1琢 与
miR-199a-5p 通 过 与 相 关 3'UTR 结 合 而 发 挥 调 控 。
miR-199a-5p通过抑制 Rheb 表达和抑制 mTOR 通路的激活，

与强直性脊柱炎的严重程度成负相关 [12]。可以看出一个 miR-

NA可以调节多个靶基因，每个目标靶基因又可以同时由多个
miRNA调控，形成一个复杂的调控网络[13]。ECE1是激活内皮

素(endothelin，ET)ET-1 最重要的转化酶[7]，属于锌鳌合的金属

蛋白酶，丰富表达于脊髓神经细胞[6]。Kilic E[14]证明褪黑素的预

防应用可以通过抑制 ECE1保护脊髓缺血再灌注损伤。在本课

题小组前期体内实验研究发现，大鼠脊髓缺血再灌注损伤后

miR-199a-5p的表达水平与 ECE1 mRNA表达水平成负相关，

本实验结果与前期研究结果一致。

目前，用于验证预测的 miRNA与其目标靶基因相互作用，

电泳迁移率改变分析(EMSA)检测是最广泛的方法。而报告基

因分析是研究 miRNA为基础调控 mRNA 表达的一种独特的
方法，可以避免不准确的结果和结论[15]。我们只用了编码测序

的方法明确了 miRNA在靶基因 3'UTR位置的关系，去除了不

同细胞对验证 miR-199a-5p与 ECE1关系时的影响。miRNA通

过与 3'UTR的相互作用发挥其功能是其重要方法[16]，但不是唯

一方法，也有证据表明 miRNA可以与 5'UTR相互作用[17]，或作

用于哺乳动物转录的蛋白编码区 [18]。本实验野生型

miR-199a-5p mimics组(1.686± 0.4098)与荧光素酶活性比突变

型 miR-199a-5p mimics组(4.465± 0.3968）降低 62%，也验证了

这一点。

荧光素酶报告基因实验的原理是以荧光素为底物来检测

萤火虫荧光素酶活性的一种报告系统[19]。荧光素酶来自于自然

界发光的生物，萤火虫荧光素酶，是从甲虫中分离得到，做为主

要报告基因；而海肾荧光素酶则是从海肾中分离，做为标准化

内参，两者组成双荧光素酶试验[20]。双荧光素酶报告基因系统

比传统的荧光素酶报告基因检测时具有更快的速度，更高的灵

敏度和线型范围。包括萤火虫荧光素酶上结合的氯霉素乙酰转

移酶，茁-半乳糖苷酶等这些辅助报告基因延长了荧光素酶检测

和定量的时间。双荧光素酶检测系统中，荧光素酶活性检测完，

萤火虫荧光被快速淬灭，并同时激活海肾荧光素酶的荧光反

应，可以快速定量。萤火虫荧光素酶可以检测 8个酶浓度数量
级，海肾荧光素酶可以检测 7个酶浓度数量级，可测量线性范

围广。荧光素酶与底物反应，产生荧光，通过检测荧光的强度可

以测定荧光素酶的活性，从而判断转录因子是否能与此靶启动

子片段有作用。而本实验通过生物信息学软件分析，预测

miR-199a-5p与 ECE1 3'UTR的互补结合位点，构建野生型及

点突变型荧光素酶报告基因质粒；通过识别 ECE1 3'UTR结合
位点，特异性降解 ECE1基因 mRNA，沉默 ECE1表达，使萤火

虫荧光素酶转录过程受阻，萤火虫荧光素酶蛋白被抑制，萤火

虫荧光值降低；然而，海肾荧光素酶基因的表达，作为标准化的

参考，没有受到影响，而最终结果计算的萤火虫荧光素酶活性 /

海肾荧光素酶活性的比值降低，提示 miR-199a-5p可以直接作
用于 ECE1 3'UTR的 381-388序列位置，与本课题前期研究结

果一致。miRNA通过 6-8 bp种子序列的链接，调控 mRNA，通

过这种随机的机会可以找到许多靶基因，但是 miRNA是否能

影响到下游的有关蛋白的变化，从而对机体产生影响需要进一

步实验研究[21]。

综上所述，本实验成功构建了 ECE1 3'UTR双荧光素酶报

告基因载体，并验证了 miR-199a-5p与 ECE1 3'UTR区结合。而
miR-199a-5p以怎样的信号通路，在大鼠脊髓缺血再灌注损伤

后如何调控 ECE1，保护脊髓缺血再灌注损伤，是我们进一步要

研究的内容。
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