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　 　 摘要:　 本试验通过构建 ＰＤＰＫ１ 基因 ３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告载体ꎬ并验证 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 与 ＰＤＰＫ１ 的靶向关

系ꎮ 利用生物信息学软件预测 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 与 ＰＤＰＫ１ 结合位点ꎻ利用 ＰＣＲ 扩增 ＰＤＰＫ１ 基因 ３′ＵＴＲ 序列ꎬ将其克

隆到 ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ＭＣＳ 双荧光素酶报告基因载体中ꎻ将 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 及阴性对照分别与野生型 ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１￣
ＷＴ￣３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告质粒共转染至 ２９３Ｔ 细胞中ꎬ双荧光素酶报告系统检测各组荧光素酶活性ꎮ Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ、
ｍｉＲｂａｓｅ 数据库预测结果显示ꎬｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 与 ＰＤＰＫ１ 基因 ３′ＵＴＲ 存在互补结合位点ꎻ酶切及测序结果表明ꎬ双荧

光素酶报告载体构建成功ꎻ荧光素酶活性试验结果表明ꎬｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 能够与 ＰＤＰＫ１ 基因 ３′ＵＴＲ 结合并抑

制荧光素酶活性ꎮ ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 能够与 ＰＤＰＫ１ 靶向性结合ꎬＰＤＰＫ１ 是 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 的靶基因ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ＰＤＰＫ１ ｇｅｎｅ ３′ＵＴＲ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅ￣
ｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ａｎｄ ＰＤＰＫ１ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ
ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ａｎｄ ＰＤＰＫ１. Ｔｈｅ ３′ＵＴＲ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰＤＰＫ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣
ＭＣＳ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｖｅｃｔｏｒ. Ｔｈｅ ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｅｒｅ ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１￣
ＷＴ￣３′ＵＴＲ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎｔｏ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｕａｌ ｌｕ￣
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ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ａｎｄ ｔｈｅ ３′ＵＴＲ ｏｆ ＰＤＰＫ１ ｇｅｎｅ. Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｇｇａ￣
ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ｍｉｍｉｃｓ ｃｏｕｌｄ ｂｉｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ３′ＵＴＲ ｏｆ ＰＤＰＫ１ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｔｈｅ ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ｃａｎ ｂｉｎｄ
ｔｏ ＰＤＰＫ１ꎬ ａｎｄ ＰＤＰＫ１ ｉｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＰＤＰＫ１ꎻ ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐꎻ ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓꎻ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

　 　 禽白血病是由禽白血病病毒(Ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓｖｉｒ￣
ｕｓꎬＡＬＶ)引起的ꎬ是鸡三大肿瘤性疾病(马立克氏

病、白血病、网状内皮增生症病)中最先被人们关注

并研究的一种禽类疾病ꎮ 该疾病是由反转录病毒科

(Ｒｅｔｒｏｖｉｒｉｄａｅ) 禽白血病病毒(又称肉瘤病毒群病

７４１



毒)( ＡＬＶ)引起的以造血细胞恶性增生为主的多种

肿瘤性疾病的统称[１]ꎮ 据报道ꎬ在一些中国鸡群

中ꎬＡＬＶ￣Ｊ 可诱导各种肿瘤的发生[２￣３]ꎬ导致鸡晚期

发病和急性肿瘤[４￣５]ꎬ且具有高达 ６０％的发病率和

２０％的死亡率[２]ꎮ 由于 ＡＬＶ￣Ｊ 具有极高的突变率和

重组率ꎬ且极易导致其宿主范围和毒性改变ꎬ可导致

肿瘤、免疫缺陷、白血病和淋巴瘤ꎮ 因此ꎬ研制相关

疫苗存在一定难度ꎮ 除此之外ꎬ在实际生产中ꎬ禽白

血病病毒的传播方式也给禽白血病的防治带来了一

定的难度ꎮ
３￣磷酸 肌 醇 依 赖 性 蛋 白 激 酶￣１ ( ＰＤＫ１ 或

ＰＤＰＫ１)是属于 ＡＧＣ 激酶家族的古老丝氨酸￣苏氨

酸激酶ꎬ具有作为 ＡＧＣ 激酶的主要调节剂的特

性[６]ꎮ 众所周知ꎬ许多肿瘤是由关键信号传导途径

的失调引起的ꎮ 而 ＰＤＰＫ１ 上游信号蛋白的改变ꎬ例
如酪氨酸激酶受体的激活、 ＰＩ３Ｋ 组成型活化及

ＰＴＥＮ 功能丧失ꎬ都可以引发人类癌症ꎮ 同时ꎬＰＤ￣
ＰＫ１ 的多个下游效应物ꎬ如 Ａｋｔ、ｐ９０ＲＳＫ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、
ＰＫＣ 和 ＳＧＫꎬ与癌症恶化趋向及更具侵袭性的疾病

有关ꎮ 例如ꎬ在人体前列腺癌中ꎬ与原发性肿瘤相

比ꎬ含有 ＰＤＰＫ１ 基因的基因座在淋巴结转移和去势

抵抗性前列腺癌中常被检测到[７]ꎻ在人体食管鳞状

细胞癌中ꎬ与邻近的非癌组织相比ꎬ肿瘤细胞中 ＰＤ￣
ＰＫ１ 蛋白表达更高ꎮ 此外ꎬＰＤＰＫ１的高表达与晚期

肿瘤分期(阳性淋巴结转移或高组织学分级)和较

短的总生存期相关[８]ꎮ 例如ꎬＰＤＰＫ１ 在 ４０％以上的

急性髓性白血病患者中过度表达ꎬＰＤＰＫ１ 高表达的

患者呈现较差的治疗结果ꎬ且比 ＰＤＰＫ１ 低表达的患

者存活时间更短[９]ꎮ
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ 位于鸡 ７ 号染色体ꎬ包含 ６８ 个核

苷酸序列ꎮ 而 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ 位于鸡 ２ 号染色体上ꎬ
有 ６８ 个核苷酸序列ꎮ ｍｉＲ￣１４８ａ 的表达已在人、小
鼠、大鼠和斑马鱼中得到证实ꎬ但尚未在鸡中得到验

证ꎮ 在正常生理条件下ꎬｍｉＲ￣１４８ａ 在各种人体组织

中表达ꎬ包括脑、心脏、肝脏、胸腺、胰腺、肾、胎盘、子
宫、睾丸和造血系统等[１０￣１２]ꎮ ｍｉＲ￣１４８ａ 的表达下调

可以在多种癌症中检测到ꎬ包括胃癌、结肠直肠癌、
胰腺癌、肝癌、食道癌、乳腺癌、非小细胞肺癌和泌尿

生殖系统癌症ꎮ 本试验室前期发现 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣
５ｐ 在 ４０ 日龄的禽白血病患病鸡和未患病鸡的脾脏

组织中存在差异表达ꎬ但目前对于其与 ＰＤＰＫ１ 的靶

向关系尚未报道ꎮ 本研究采用生物信息学方法对

ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 的直接作用靶基因及作用位点进

行分析ꎬ并通过双荧光素酶报告基因系统分析 ｇｇａ￣
ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 是否能靶向调控 ＰＤＰＫ１ 基因ꎬ为进一

步研究 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 在鸡抗禽白血病育种中的

应用提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

人肾上皮细胞(２９３Ｔ)、大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态

细胞、双荧光素报告基因载体 ( ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣
ＭＣＳ)均购自上海吉满公司ꎬ胶回收试剂盒购自凯杰

生物技术有限公司(上海)ꎬ小提质粒试剂盒购自 Ｏ￣
ＭＥＧＡ 公司ꎬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司(美国)ꎬＴａｑ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 购自 ＴａＫａＲａ
宝生物(大连)科技有限公司ꎬＨｉｅｆｆ Ｃｌｏｎｅ Ｐｌｕｓ Ｏｎｅ
Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 购自 ＹＥＡＳＥＮꎬ琼脂糖购自上海前

尘生物有限公司ꎬＭｌｕ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 内切酶购自 Ｆｅｒｍａｎｔａｓ
公司ꎬ胎牛血清、ＤＭＥＭ、胰酶均购自 ＧＩＢＩＣＯ 公司

(美国)ꎬ引物合成及测序由生工生物工程(上海)有
限公司完成ꎮ 二氧化碳培养箱ꎬＳＨＥＬＬＡＢ 公司产

品ꎻ荧光倒置显微镜ꎬＮｉｋｏｎ 公司产品ꎻＣＦＸ９６ 荧光

定量 ＰＣＲ 仪ꎬＢｉｏ￣Ｒａｄ 公司产品ꎻ超低温冰箱ꎬＴｈｅｒ￣
ｍｏ 公司产品ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 靶基因的预测及靶基因富

集　 前期课题组曾对 ｍｉＲＮＡ 与鸡白血病之间的关

系进行了探究ꎬ通过采集 ４０ 日龄患病鸡和健康鸡的

脾脏组织进行全转录组测序ꎬ最终筛选出了 ７ 个差

异表达的 ｍｉＲＮＡ(ｇｇａ￣ｍｉＲ￣２０５ａ、ｇｇａ￣ｍｉＲ￣２１￣５ｐ、ｇｇａ￣
ｍｉＲ￣３８３￣５ｐ、 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣２０３、 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣２２３、 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣
１４８ａ￣５ｐ、ｇｇａ￣ｍｉＲ￣２１￣３ｐ)ꎮ 在此基础上ꎬ首先ꎬ通过

使用 ｍｉＲＤＢ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ７.１ 等生物信息学软件预测

ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 靶基因ꎬ求其交集ꎮ 然后ꎬ利用生

物信息学软件 ＤＡＶＩＤ 将靶基因的交集在 ＮＦ￣ｋＢ 信

号通路进行靶基因富集ꎬ最终选定 ＰＤＰＫ１ 作为 ｇｇａ￣
ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 的靶基因ꎮ
１.２.２　 构建 ＰＤＰＫ１ 野生型双荧光素酶报告基因质

粒　 本试验结合 ｍｉＲＤＢ 软件和 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ找到

ＰＤＰＫ１ 与 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 的结合位点 ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｍｉｒｄｂ. ｏｒｇ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｔａｒｇｅｔ ＿ ｄｅｔａｉｌ. ｃｇｉ? ｔａｒｇｅｔＩＤ ＝
５４１５４１)ꎬ共构建 ３ 个 ＰＤＰＫ１ 基因 ３′ＵＴＲ 野生型报

告基因质粒ꎮ 选用的载体为 ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ＭＣＳ
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(上海吉满生物科技有限公司提供)ꎬ首先通过双酶

切的方法得到线性化载体ꎬ然后通过 ＰＣＲ 扩增的方

法得到 ＰＣＲ 扩增片段ꎬｇｇａ￣ＰＤＰＫ１ 引物序列: ｇｇａ￣
ＰＤＰＫ１￣Ｆ:５′￣ＡＧＡＴＣＧＣＣＧＴＧＴＧＡＣＴＣＧＡＧＴＡＡＣＡ￣
ＡＴＣＡＧＡＣＡＴＧＣＡＧＴＣＡＣＣＴＴＧＣ￣３′ꎬ ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１￣Ｒ:
５′￣ＣＣＣＣＧＡＣＴＣＴＡＧＣＡＣＧＣＧＴＣＣＴＴＧＡＣＡＣＡＡＧＡ￣
ＴＴＴＧＡＡＡＣＴＧＣＣ￣３′ꎬ其引物末端具有 ２０ 个线性化

载体末端的同源碱基ꎬ其中黑色下划线部分序列为

同源臂序列ꎬ未划线部分分别为 ＰＤＰＫ１ 的上游引物

序列和下游引物序列ꎬＭｌｕ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点为引物

两端添加同源臂的位置ꎮ ＰＤＰＫ１ 报告基因质粒及

ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ｍｉｍｉｎｃｓ 序列由上海吉满生物科技

有限公司合成ꎮ
双酶切 ＰＣＲ 产物ꎬ２％琼脂糖凝胶电泳纯化回

收ꎻＭｌｕ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 双酶切 ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ＭＣＳ 空载

体ꎬ产物经 ２％琼脂糖凝胶电泳纯化回收ꎻ采用无缝

克隆的方式ꎬ根据 ＨｉｅｆｆＣｌｏｎｅＴＭ 重组反应体系ꎬ将酶

切好的载体与目的片段进行连接ꎬ于 ５０ ℃连接 ２０
ｍｉｎꎬ再取 １０ μｌ 的连接产物加入制备好的 ＤＨ５α 感

受态细胞中ꎬ置于冰上ꎮ 最后再加入到含氨苄霉素

或卡那霉素等的平板上ꎬ涂板后挑选若干个单菌落ꎬ
进行小量摇菌培养ꎬ然后进行测序鉴定ꎮ
１.２.３　 双荧光素酶活性检测 　 分别将接种构建成

功的 ＰＤＰＫ１ ３′ＵＴＲ 报告基因载体质粒菌液移至 ５
ｍｌ ＬＢ 培养液中ꎬ３７ ℃摇床(２２０ ｒ / ｍｉｎ)过夜ꎬ用高

纯度质粒抽提试剂盒 ＱＩＡｐｒｅｐ Ｍｉｎｉｐｒｅｐ Ｈａｎｄｂｏｏｋ
制备质粒ꎮ 将状态良好ꎬ处于对数生长期的空白细

胞用 ０ ２５％胰酶消化ꎬ用完全培养基悬浮成单细胞

悬液ꎬ细胞计数后ꎬ接种于 ２４ 孔培养板中ꎬ培养过

夜ꎬ观察细胞生长状态ꎮ 在细胞覆盖率 ７０％左右

时ꎬ进行转染试验ꎬ转染 ２ ｈ 前将培养基换为新鲜的

培养基ꎬ分别为 ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＤＰＫ１ ＷＴ１＋
ＴＫ、ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＰＤＰＫ１ ＷＴ２ ＋ ＴＫ、 ｍｉＲ￣
１４８ａ￣５ｐ ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＤＰＫ１ ＷＴ３＋ＴＫ、ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ｍｉｍ￣
ｉｃｓ ＋ ＵＴＲＮＣ ＋ ＴＫ、 ｍｉＲ ＮＣ ＋ ＰＤＰＫ１ ＷＴ１ ＋ ＴＫ、
ｍｉＲＮＣ＋ＰＤＰＫ１ ＷＴ２＋ＴＫ、ｍｉＲＮＣ＋ＰＤＰＫ１ ＷＴ３＋ＴＫ、
ｍｉＲＮＣ＋ＵＴＲＮＣ＋ＴＫꎬ转染 ４８ ｈ 后ꎬ从培养箱中取靶

细胞裂解、离心ꎬ收取上清液ꎬ然后根据报告基因检

测试剂盒说明书操作进行检测ꎮ
１.２.４ 　 统计学分析 　 所有试验结果均采用 ＳＰＳＳ
１８.０ 软件进行统计ꎬ结果用均数±标准差表示ꎬ组间

比较采用 ｔ 检验ꎬＰ<０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结 果

２.１　 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 与 ＰＤＰＫ１ ３′ＵＴＲ 互补结合

位点预测

　 　 通过生物信息学软件 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ、ｍｉＲｂａｓｅ 筛

选得分较高ꎬ且交集较多的靶基因ꎬ结果发现 ｇｇａ￣
ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 与 ＰＤＰＫ１ ３′ＵＴＲ 存在互补结合位点

(图 １)ꎮ

图 １　 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 与 ＰＤＰＫ１ ３′ＵＴＲ 互补结合的靶位点

Ｆｉｇ.１　 Ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ａｎｄ ３′ＵＴＲ ｏｆ ＰＤＰＫ１ ｇｅｎｅ

２.２　 重组载体质粒的测序结果

重组载体质粒基因测序选用 ｓａｎｇｅｒ 测序法ꎬ其
中 ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１ ３′ ＵＴＲ ( ｇｇａ￣ｍｉＲ￣
１４８ａ￣５ｐ) ＷＴ１、 ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１ ３′ ＵＴＲ
(ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ) ＷＴ２ 采用 ｓａｎｇｅｒ 反向测序法ꎬ
ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１ ３′ＵＴＲ ( ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣
５ｐ)ＷＴ３ 采用 ｓａｎｇｅｒ 正向测序法ꎮ ３ 种 ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣
ＬＵＣ￣ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１ ３′ＵＴＲ(ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ)ＷＴ 阳性

重组克隆测序分别如图 ２、图 ３、图 ４ꎬ经过比对ꎬ重
组克隆中插入片段序列与目的片段序列完全一致ꎬ
因此载体构建成功ꎮ

２.３　 双荧光素酶活性

转染 ４８ ｈ 后ꎬ在 ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ１０００ 荧光检测仪上

检测萤火虫与海肾荧光素酶值ꎬ并计算二者相对荧

光素酶活性(△Ｃｔ)ꎬ３ 次独立重复试验结果显示ꎬ每
个样品的萤火虫及海肾的荧光素酶值均较高且表达

稳定ꎮ 在转染重组载体质粒 ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ｇｇａ￣
ＰＤＰＫ１ ３′ ＵＴＲ ＷＴ 的试验中ꎬ与 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ
ＮＣ 组相比较ꎬｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 组的荧光素酶活性

和 ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ｍｉｍｉｃｓ 组荧光素酶活性均显著下

降ꎬ差异显著ꎻ转染空白载体质粒的试验中ꎬ２ 组荧

光素酶活性无显著差异(图 ５)ꎮ
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下划线为 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 结合序列ꎮ
图 ２　 ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１ ３′ＵＴＲ(ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ)ＷＴ１ 阳性克隆测序结果

Ｆｉｇ.２　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１ ３′ＵＴＲ(ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ) ＷＴ１

下划线为 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 结合序列ꎮ
图 ３　 ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１ ３′ＵＴＲ(ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ)ＷＴ２ 阳性克隆测序结果

Ｆｉｇ.３　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１ ３′ＵＴＲ (ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ)ＷＴ２

下划线为 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 结合序列ꎮ
图 ４　 ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１ ３′ＵＴＲ (ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ)ＷＴ３ 阳性克隆测序结果

Ｆｉｇ.４　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ｇｇａ￣ＰＤＰＫ１ ３′ＵＴＲ (ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ)ＷＴ２

３　 讨 论

截至目前ꎬ已经报道了 ９９４ 个与鸡有关的成熟

ｍｉＲＮＡꎬ但尚不清楚 ｍｉＲＮＡ 参与 ＡＬＶ￣Ｊ 诱导肿瘤发

生的机制以及参与宿主抗 ＡＬＶ￣Ｊ 应答调节的具体

ｍｉＲＮＡꎮ ＡＬＶ￣Ｊ 在受感染的鸡中能引发肿瘤性疾

病ꎬ从而导致其死亡ꎬ同时引起非肿瘤性疾病ꎬ即由

免疫抑制引起的继发感染[１]ꎬ使得病鸡出现身体消

瘦、耐受性病毒血症和免疫抑制等症状[１３￣１４]ꎮ ＡＬＶ￣

Ｊ 影响了全球家禽业ꎬ它已在美国[１５]、中东[１６]、澳大

利亚[１７]等地被发现ꎬ并造成了巨大的经济损失ꎮ
ｍｉＲＮＡ 作为重要的基因表达和蛋白质翻译过

程中的调控因子ꎬ在肿瘤的发生发展中ꎬｍｉＲＮＡ 通

过结合其靶基因 ３′ＵＴＲ 区域沉默其靶基因的功能ꎬ
从而发挥其调控枢纽的作用[１８]ꎮ 在本试验前期阶

段ꎬ我们利用生物信息学技术ꎬ在 ｍｉＲＮＡ 靶基因预

测网 站 ( ｍｉＲＤＢꎬ ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ ) 发 现ꎬ ＰＤＰＫ１ 基 因

３′ＵＴＲ的第 ４２、２ ４５５、３ ７３１、３ ９０７、４ １１０碱基序列
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ａ:ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＤＰＫ１ ＷＴ１＋ＴＫꎻｂ:ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ｍｉｍｉｃｓ＋

ＰＤＰＫ１ ＷＴ２＋ＴＫꎻｃ:ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ｍｉｍｉｃｓ ＋ＰＤＰＫ１ ＷＴ３ ＋ ＴＫꎻｄ:
ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ ｍｉｍｉｃｓ＋ＵＴＲ ＮＣ＋ＴＫꎻｅ:ｍｉＲ ＮＣ＋ＰＤＰＫ１ ＷＴ１＋ＴＫꎻ
ｆ:ｍｉＲ ＮＣ＋ＰＤＰＫ１ ＷＴ２＋ＴＫꎻｇ:ｍｉＲ ＮＣ＋ＰＤＰＫ１ ＷＴ３＋ＴＫꎻｈ:ｍｉＲ
ＮＣ＋ＵＴＲ ＮＣ＋ＴＫꎮ ＵＴＲ ＮＣ:构建 ３′ＵＴＲ 区域报告基因质粒的对

照ꎻＴＫ:海肾内参ꎮ
图 ５　 各组荧光酶活性比较

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

位置可能和 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 互补ꎬ所以据此推测ꎬ
ＰＤＰＫ１ 可能是在癌症发生、发展过程中 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣
１４８ａ￣５ｐ 的一个潜在靶基因ꎬｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 调控

ＰＤＰＫ１ 基因 ｍＲＮＡ 表达ꎮ 所以为了进一步研究

ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 和 ＰＤＰＫ１ 之间的关系ꎬ本试验采

用双荧光素酶报告基因检测系统ꎬ验证二者之间是

否存在靶标关系ꎮ 我们将含有 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 结

合靶位点 ３′ＵＴＲ 的 ＰＤＰＫ１ 基因目的片段克隆插入

ＰＧＬ３￣ＣＭＶ￣ＬＵＣ￣ＭＣＳ 双荧光素酶报告载体中的

Ｘｈｏ ＩꎬＭｌｕ Ｉ 的酶切位点ꎬ将构建成功的质粒经

Ｘｈｏ ＩꎬＭｌｕ Ｉ 酶切ꎬ并经过测序后证明质粒构建成

功ꎮ 试验结果表明ꎬｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 能够显著抑制

荧光素酶的表达ꎬｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 能够直接作用于

ＰＤＰＫ１ 的 ３′ ＵＴＲ 区并对其产生负性调控作用ꎬ
ＰＤＰＫ１是 ｇｇａ￣ｍｉＲ￣１４８ａ￣５ｐ 的靶基因ꎮ
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