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摘要: 采用生物信息学方法对斑点叉尾[image: image2.png]


(Ictalurus punctatus)ipu-miR-143的靶基因进行预测, 并对预测到的ipu-miR-143靶基因进行生物学鉴定。生物信息学预测结果显示, 斑点叉尾[image: image3.png]


微管相关蛋白基因RP/EB家族EB1基因的3′-UTR区具有ipu-miR-143的潜在作用位点。结合对几种近缘物种中RP/EB家族EB1基因和miR-143的进化保守性进行分析, 推测ipu-miR-143在斑点叉尾[image: image4.png]


中可以通过靶向EB1基因的3′-UTR区而发挥其调控功能。因此, 本研究将斑点叉尾[image: image5.png]


EB1基因的3′-UTR区(含有miR-143靶位点)构建到pMIR-REPORTTM Luciferase载体的下游, 通过双荧光素酶报告基因检测系统对ipu-miR-143的靶基因进行鉴定。采用HEK293和CCK两种细胞进行细胞转染, 两种细胞中转染miR-143 mimics组荧光相对活性与对照组相比均表现为显著性降低(P<0.05)。共转染miR-143 inhibitors后, CCK细胞中荧光素酶相对活性(8.27±1.02)与对照组相比(5.44±1.55)显著上调(P<0.05); HEK293细胞中荧光素酶相对活性(6.30±1.19)与对照组(4.26±0.84)相比有所上升, 但无显著性差异(P>0.05)。初步研究结果提示, miR-143可以通过靶向EB1基因的3′-UTR区而发挥其调控功能。本研究旨为后续深入研究斑点叉尾[image: image6.png]


EB1基因的转录后调控机制提供基础依据。
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(Ictalurus punctatus)亦称美洲鲇、沟鲇, 自然分布于美国中南部、加拿大南部和大西洋沿岸部分地区, 其产量超过当前美国淡水水产总产量的一半以上(FAO 2010)。1984年, 湖北省水产研究所首次将斑点叉尾[image: image9.png]


从美国引入中国, 1987年人工繁殖成功后开始在中国大陆多个地区进行养殖推广实验。目前, 斑点叉尾[image: image10.png]


在中国大陆已推广至江苏、安徽、江西、湖北等20余个省市, 并显示出良好的产业化发展前景。由于斑点叉尾[image: image11.png]


是引进种, 经过连续多代的人工繁殖, 目前中国斑点叉尾[image: image12.png]


养殖群体的生产性状已有所退化, 表现出生长速度变慢、体型变短、抗病力下降、饵料系数升高等种质衰退现象, 严重阻碍了斑点叉尾[image: image13.png]


产业体系的健康发展。近年来的研究表明, 真核生物体内广泛存在着一类与转录后基因沉默相关的重要RNA(microRNA, 简称miRNA), 这些小RNA参与了包括细胞分化、激素分泌以及器官发育等在内的几乎所有已知的生物学过程[1−2]。因此, 我们推测miRNA在斑点叉尾[image: image14.png]


生长发育、基础代谢、免疫调节等生理过程中同样发挥了重要的功能。

在之前的研究中, 笔者采用生物信息学结合Solexa深度测序的策略系统开展了斑点叉尾[image: image15.png]


miRNA的鉴定研究, 获取了较多数量的斑点叉尾[image: image16.png]


miRNA序列[3]。在这些miRNA中, miR-143是当前研究较多的重要miRNA之一, 其在包括人类在内的多种生物的细胞增殖、细胞分化、细胞代谢等过程中均发挥了重要的调控功能。近年来, 针对miR-143在不同生物中的确切生物学功能及其作用机制的研究已越来越多[4−5]。本研究采用生物信息学方法预测到ipu-miR-143可以靶定于斑点叉尾[image: image17.png]


微管相关蛋白基因RP/EB家族EB1基因的3′-UTR区。考虑到EB1基因与斑点叉尾[image: image18.png]


感染病原微生物过程中的免疫调控功能密切相关[6−7], 我们将斑点叉尾[image: image19.png]


EB1基因的3′-UTR区(含有miR-143靶位点)构建到pMIR-REPORTTM Lucife​rase载体的下游, 通过双荧光素酶报告基因检测系统对ipu-miR-143的靶基因EB1进行了初步的鉴定, 本研究将为后期深入开展ipu-miR-143在斑点叉尾[image: image20.png]


生长发育、免疫调节等生命活动中的调控机制研究积累数据。

1  材料与方法

1.1  实验材料

HEK293细胞为本实验室保存, 斑点叉尾[image: image21.png]


CCK细胞由中国水产科学研究院长江水产研究所曾令兵研究员惠赠。细胞培养用DMEM、M199液体培养基等购自美国Gibico公司, 细胞培养瓶、培养板等耗材购自美国Corning公司。

pMIR-REPORTTM Expression Reporter Vector System载体购自Ambion公司, 转染用Lipo​fectamine 2000购自Invitrogen公司, 双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自Promega公司。Ipu-miR-143 mimics、ipu-miR-143 mimics Nega​tive Control以及ipu-miR-143 inhibitor、ipu-mi​R-143 inhibitor Negative Control 等均购自上海吉玛生物制药有限公司。Taq DNA 聚合酶、T4 DNA连接酶、限制性内切酶等购自Takara公司, 质粒抽提试剂盒购自天根生物科技有限公司, 感受态细胞DH5a、PCR产物凝胶回收试剂盒等购自北京全式金生物科技公司。
1.2  Ipu-miR-143与EB1基因mRNA结合位点的预测与分析

从GenBank中下载包括斑点叉尾[image: image22.png]


在内的几种鱼类的EB1基因序列, 通过Clustal软件进行比对, 分析其序列保守性, 并通过Mega软件构建进化树。

 通过RNAhybrid软件在斑点叉尾[image: image23.png]


EB1基因序列(NM_001200082.1)上搜索miR-143靶位点的对应区域, 预测ipu-miR-143可能作用的靶位点。

1.3  双荧光素酶报告基因载体构建

1.3.1  斑点叉尾[image: image24.png]


基因组DNA提取  采用酚-氯仿法提取斑点叉尾[image: image25.png]


基因组DNA, 1%的琼脂糖凝胶电泳检测所提取基因组DNA的完整性, 紫外分光光度法检测DNA的浓度及纯度。

1.3.2  斑点叉尾[image: image26.png]


EB1基因mRNA 3′-UTR区的扩增  根据所预测的斑点叉尾[image: image27.png]


ipu-miR-143的靶位点信息设计引物, 用于PCR扩增EB1基因的3′-UTR片段。分别在上游引物和下游引物中引入MluI和HindIII酶切位点。

引物序列分别为: 

PMIR-EB1-F:  GTAGACGCGTCTGTGTCCTTGTCTCCTCC; 

PMIR-EB1-R:  TCCAAAGCTTAAACATCCC AAACGACCAC。 

PCR反应体系(PrimeSTAR HS, TAKARA)为25 µL, 其中包括: 10×PCR Buffer 2.5 µL, Mg2+(2.5 mmol/L)2.5 µL, dNTP(2.5 mmol/L)2 µL, 正反向引物(10 nmol/L)各1 µL, Taq polymerase
(5 U/µL)0.25 µL, DNA(100 ng/µL)1 µL, 最后加ddH2O补足体积至25 µL。PCR反应共计30个循环, 循环前95℃预变性5 min, 每个循环包括95℃变性45 s, 61℃退火45 s, 72℃延伸45 s, 循环结束后于72℃延伸10 min, 扩增产物用1.5% 琼脂糖凝胶电泳检测。

1.3.3  pMIR-EB1表达载体构建  目的片断经MluI和HindIII双酶切后进行切胶纯化, 将纯化后的片段克隆至pMIR-REPORTTM Luciferase 载体中(图1), 酶切鉴定后做进一步测序验证, 构建成功的载体命名为pMIR-EB1。

1.4  细胞转染

转染前24 h将生长状态良好的HEK293细胞系以及CCK细胞系分别接种于12孔板中(每孔接种2×105个细胞), 细胞融合度达到80%~90%后, 参照脂质体LipofectamineTM 2000说明书进行细
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图1  pMIR-Report Luciferase报告基因载体结构

Fig. 1  Structure of pMIR-Report Luciferase vector
胞转染。

以同时转染的pRL-SV40质粒(Promega, Madison, CA)作为对照, 每个分组做6个平行, 所有实验均重复3次以上。

每一种细胞瞬时转染分组情况如下: 
(A) ipu-miR-143 mimics+ pMIR-EB1+pRL-SV40; 
(B) ipu-miR-143 mimics Negative Control + pMIR-EB1+ pRL-SV40; 
(C) ipu-miR-143 inhibitor+ pMIR-EB1+ pRL- SV40; 
(D) ipu-miR-143 inhibitor Negative Control +


pMIR-EB1+ pRL-SV40。

1.5  荧光素酶活性检测

转染24 h后检测细胞中荧光素酶基因活性, 按Promega公司提供的双荧光素酶报告基因检测方法进行。去除细胞培养板中的培养基后, 用PBS洗涤细胞2次, 去除脱落的细胞及剩余的培养基; 每孔加入200 μL PLB细胞裂解液, 将培养板置于脱色摇床上低速振荡15 min后收集细胞; 在液氮和37℃温度下反复冻融3次, 待细胞充分裂解后于12 000 r/min 4℃离心5 min; 吸取细胞裂解上清液20 μL, 向其中加入100 μL荧光素酶底物(LARII)混合后测定荧光素酶的发光值; 然后向其中加入100 μL的反应终止液(Stop&Glo), 测定作为内标的pRL-SV40荧光素酶的发光值; 两者的比值即为荧光素酶的相对活性。
2  结果与分析

2.1  斑点叉尾[image: image29.png]


miR-143与EB1基因结合位点预测

 由于目前尚无专门针对斑点叉尾[image: image30.png]


miRNA的靶基因预测软件, 考虑到miR-143在包括鱼类在内的脊椎动物中具有高度的保守性(斑点叉尾[image: image31.png]


ipu-miR-143与斑马鱼dre-miR-143序列完全一致)(图2), 因此首先利用Targetscan、miRanda以及RNAhybrid等软件预测斑马鱼miR-143的靶基因。
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图2  斑点叉尾[image: image33.png]


miR-143成熟序列相似性比对

Fig. 2  Comparision of miR-143 mature sequence and seed sequence in channel catfish

利用Targetscan、miRanda以及RNAhybrid软件均预测到miR-143可以靶定于斑马鱼微管相关蛋白基因RP/EB家族EB1基因的3′-UTR区。采用NJ法对包括斑点叉尾[image: image34.png]


、斑马鱼等鱼类在内的11种动物的EB1基因的编码序列构建系统进化树(图3)。结果显示, 斑点叉尾[image: image35.png]


与斑马鱼等几种鱼类的微管相关蛋白基因RP/EB家族EB1基因在进化树上聚在一起。考虑到miRNA靶位点 (特别是miRNA种子区结合位点) 在近缘物种间常常表现出一定的进化保守性[8], 我们采用RNAhybrid软件在斑点叉尾[image: image36.png]


EB1基因(NM_001200082.1)的3′-UTR区搜索ipu-miR-143的潜在靶位点。
[image: image37.png]54 B R Ictalurus punctatus NM001200082
94 KPGEEEE Salmo salar NM 001139657

100 548 Danio rerio NM 213640
21 & 2 J7 il Takifugu rubripes XM003962909
1001 gol— 1 Oryzias latipes XM004086363
LT Xenopus laevis NM001088741
JFXY Gallus gallus NM001030860
N Homo sapiens NM012325

100 — /INER. Mus musculus NM007896
JEML Culex quinquefasciatus XM001843298
INEEWE Apis florea XM003690345

70
90

0.1




图3  斑点叉尾[image: image38.png]


EB1基因编码序列系统进化分析

Fig.3  Phylogenetic analysis of EB1 coding sequence in channel catfish

生物信息学预测结果显示(图4), ipu-miR-143的靶位点位于斑点叉尾[image: image39.png]


EB1基因的3′-UTR区(其与靶基因的结合自由能为23.6 kcal/mol), 与其在斑马鱼EB1基因上的作用模式较为相似。因此, 我们推测斑点叉尾[image: image40.png]


EB1基因的3′-UTR区具有潜在的ipu-miR-143靶基因作用位点, ipu-miR-143可以通过与其相互作用而发挥转录后调控功能。

2.2  斑点叉尾[image: image41.png]


pMIR-EB1表达载体构建

通过PCR扩增获取斑点叉尾[image: image42.png]


EB1基因3′- UTR区片段, 经MluI和HindIII双酶切后克隆至pMIR-REPORTTM Luciferase载体之中, 酶切鉴定后随机挑取3个克隆做进一步的测序验证。测序结果表明, 载体插入序列与斑点叉尾[image: image43.png]


EB1基因的3′-UTR区序列完全一致, 表明已成功构建了含有斑点叉尾[image: image44.png]


3′-UTR区的荧光素酶报告基因载体, 将其命名为pMIR-EB1。 
2.3  斑点叉尾[image: image45.png]


ipu-miR-143靶基因鉴定

采用HEK293和CCK两种细胞进行荧光素酶报告基因检测(图5,图6)。HEK293及CCK细胞中转染miR-143 mimics组荧光相对活性与对照组相比
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图4  生物信息学预测斑点叉尾[image: image47.png]


miR-143与EB1基因3′-UTR区相互作用

A: 斑点叉尾[image: image48.png]


EB1基因3′-UTR区, 单下划线为miR-143作用区域, 双下划线为miR-143种子区; B: 斑点叉尾[image: image49.png]


EB1基因 3′-UTR区与ipu-miR-143相互作用模式.

Fig. 4  Bioinformatic analysis of the interaction between miR-143 and EB1 mRNA

A: 3'-UTR of the Channel catfish EB1 gene. Ipu-miR-143 target site is single line underlined. Seed region is underlined with a double lined underline; B: Bioinformatic prediction of interaction between ipu-miR-143 and I. punctatus EB1 gene.
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图5  miR-143 mimics与pMIR-EB1报告基因载体共转染后荧光素酶相对活性
结果表示与共转染后作为转染效率内参照的pRL-SV40质粒的荧光素酶活性比较得到的比活性值; 每组数值均通过3次
以上的独立实验得出;“*”号表示与对照相比P<0.05.
Fig. 5  Comparison of relative luciferase activity after transfection of miR-143 mimics

Relative luciferase activities were measured and calculated as the ratio of firefly/renilla activities in the cells. The results were presented as means±SD from three independent experiments,
“*” P<0.05.
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   图6  miR-143 inhibitors与pMIR-EB1报告基因载体共转染后荧光素酶相对活性

结果表示与共转染后作为转染效率内参照的pRL-SV40质粒的荧光素酶活性比较得到的比活性值; 每组数值均通过3次
以上的独立实验得出; “*”号表示与对照相比P<0.05.
  Fig. 6  Comparison of relative luciferase activity after transfection of miR-143 inbibiors

Relative luciferase activities were measured and calculated as the ratio of firefly/renilla activities in the cells. The results were presented as means±SD from three independent experiments. 

“*” P<0.05.
均表现为显著性降低(P<0.05)。共转染miR-143 inhibitors后, CCK细胞中荧光素酶相对活性(8.27±1.02)与对照组相比(5.44±1.55)显著上调(P<0.05); 而HEK293细胞中荧光素酶相对活性(6.30±1.19)与对照组(4.26±0.84)相比有所上升, 但是无显著性差异(P>0.05)。
3  讨论

近年来, 随着Solexa深度测序技术的发展以及测序费用的不断降低, 已有越来越多的水产经济物种的miRNA序列被克隆鉴定[9−11]。与miRNA的频频发现相比, 水产动物miRNA功能的相关研究却相对滞后, miRNA与靶基因相互作用的确切机制尚不清楚。本研究采用生物信息学与分子生物学相结合的策略, 对斑点叉尾[image: image52.png]


miR-143的靶基因EB1进行了初步鉴定, 为后续深入研究ipu-miR-143在斑点叉尾[image: image53.png]


中的基因表达调控研究积累了数据。近年来, 利用miRNA与靶基因之间所存在的碱基互补性, 已有很多研究开始采用生物信息学方法预测miRNA的潜在靶基因, 现已开发出多个miRNA靶基因分析软件——如Targets​can、PicTar、miRanda、RNA22、RNAhybrid等, 为后续分子生物学验证打下了基础。与植物miRNA通常与靶基因mRNA互补性较高相比, 动物miRNA与其靶基因的互补性通常较低, 其作用模式也更为复杂——当其与靶基因mRNA几乎完全互补时常引起mRNA降解; 而当其与靶基因mRNA互补程度较低时, 则常引起mRNA翻译抑制。由于动物miRNA与mRNA的互补性不高, 在进行预测时仅依赖种子区的互补, 一个miRNA常对应着多个靶基因, 这些预测到的靶基因中不可避免地包含着一定的假阳性, 需要采用实验手段对这些预测结果做进一步的验证[12−14]。目前, 已有一些研究者开始利用高通量基因表达芯片来鉴定miRNA靶基因。但是, 单纯采用基因表达芯片来验证miRNA靶基因的方法可能容易忽视通过翻译抑制而发挥作用的靶基因。近年来, 蛋白质组学技术以及CLIP-seq等技术体系已开始被应用
于miRNA靶基因鉴定工作之中, 由于这些方法从蛋白表达水平分析靶基因的表达变化, 因此具有高效率、高准确性等优点, 但是这些方法存在费用较高等不足[15]。Promega公司开发了以萤火虫荧光素酶检测与海肾荧光素酶结合使用的双荧光素酶报告基因检测系统, 对于小规模的miRNA靶基因鉴定研究而言, 该系统具有快速、灵敏、简便等诸多优点, 已被广泛应用于多种生物的miRNA靶基因鉴定工作之中。目前, 人类以及其他模式生物miRNA靶基因的鉴定研究报道相对较多, 随着miRNA生物调控功能研究的不断深入, 水产经济物种各种生理过程相关miRNA靶基因的鉴定及其功能研究也越来越多。如Yan等[16]通过生物信息学预测miR-203b可以与罗非鱼MyoD基因的3′-UTR区相互作用而发挥其调控功能, 然后通过体外荧光素酶报告基因实验证实了这一推测。OSTF1在尼罗罗非鱼渗透压调节方面发挥了重要的作用, Yan等[17]发现渗透压胁迫条件下OSTF1基因表达量显著上调, 而miR-429表达量显著下调, 结合生物信息学分析他们推测miR-429可能参与了OSTF1基因的表达调控, 最终通过体外荧光素酶报告基因实验证明OSTF1确实是miR-429的靶基因。

miR-143是当前研究较多的重要miRNA之一, 其在包括人类在内的多种生物的细胞增殖、细胞分化、细胞代谢等过程中均发挥了重要的调控功能。最新的研究显示, miR-143异常表达可能与人类胃癌、胰腺癌、结肠癌、白血病等多种肿瘤的发生、发展之间存在密切的相关性[18−21]。在miR-143靶基因研究方面, Yang等[22]通过蛋白质组学技术研究了人类miR-143可能调控的靶基因, 推测有包括RP/EB家族Mapre 1在内的共10个基因可以被miR-143所调控。微管相关蛋白基因RP/EB家族编码微管末端结合蛋白, 其在细胞分裂、细胞迁移、增殖以及细胞周期调控等生命活动中发挥了重要的生物学功能[23−24]。研究表明, RP/EB基因家族表达异常与人类多种肿瘤的发生、发展密切相关[25−26]。斑点叉尾[image: image54.png]


EB1基因属于微管相关蛋白基因RP/EB家族, 其cDNA全长为1 725 bp, 共编码258个核苷酸。Qian等[6]和Banu等[7]研究了斑点叉尾[image: image55.png]


感染爱德华氏菌(Edwardsiella ictaluri)以及嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)后头肾、脾、肝等组织中EB1基因的表达变化情况, 推测EB1基因可能在斑点叉尾[image: image56.png]


感染病原微生物的机体应激反应及免疫调控过程中发挥了重要的作用。生物信息学预测表明斑点叉尾[image: image57.png]


EB1基因上可能存在miR-143的潜在靶位点。因此, 本研究构建了含有EB1基因3′-UTR区的双荧光素酶报告基因系统, 开展了斑点叉尾[image: image58.png]


miR-143的靶基因鉴定研究, 结果初步证实miR-143可以通过靶向EB1基因的3′-UTR区而发挥其调控功能。
之前的研究显示, 虽然许多miRNA可以在体外实验中显著抑制报告基因载体的表达, 但其不能完全真实地模拟动物体内特定miRNA与其靶基因的相互作用。此外, 由于靶基因鉴定时多通过引入外源miRNA来研究其调控功能, 这些外源miRNA的浓度一般均超出了细胞的正常生理水平, 而不正常的miRNA水平可能会导致细胞功能的异常发生, 这些异常也会间接地调控基因的表达。因此, 在以后的研究中还需要结合其他手段对本研究所得到的结果进行深入验证。

致谢: 感谢中国水产科学研究院长江水产研究所曾令兵研究员惠赠斑点叉尾[image: image59.png]


CCK细胞。
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Identification of EB1 as a novel target of ipu-miR-143 in channel catfish (Ictalurus punctatus)
TANG Liuxiu1,2, XU Zhiqiang2, ZHAO Muzi2, GE Jiachun2, PAN Jianlin2
1. Freshwater Fisheries Research Institute of Jiangsu Province, Nanjing 210023, China
2. School of Life Science, Nanjing Normal University, Nanjing 210017, China; 
Abstract: The potential target of ipu-miR-143 was predicted and identified using a luciferase reporter gene assay with HEK293 and CCK cell lines in vitro. Bioinformatic analyses indicated that the 3′ untranslated region (3'-UTR) of the microtubule-associated protein RP/EB family member 1 gene (EB1) contains an ipu-miR-143 target site, which perfectly complements the seed region (positions 2–8) of the mature ipu-miR-143 sequence. Therefore, we speculate that the EB1 gene might act as a direct regulatory target of miR-143 in channel catfish. The pMIR-EB1 report vector containing the ipu-miR-143 complementary sequence was constructed to investigate the target of ipu-miR-143 in channel catfish. Then, pMIR-EB1 and miR-143 mimics were co-transfected into the HEK293 and CCK cells to detect the biological activity of ipu-miR-143. In comparison with the control groups, the miR-143 mimic groups showed significantly lower levels of luciferase expression in the two cell lines (P<0.05). Luciferase activity of the ipu-miR-143 inhibitor groups was significantly higher than that of the control groups in the CCK cell line (P<0.05). Contrarily, there were no significant differences between the inhibitors and control groups in the HEK293 cell line (P>0.05). The results demonstrate that the EB1 gene could be a target gene of ipu-miR-143 and provide valuable information for further research on the post-transcriptional mechanisms of ipu-miR-143 in channel catfish. 
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