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摘　要：为研究草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）ｍｉＲ３３在固醇调节元件结合蛋白１（Ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＲＥＢＰ１）调节脂代谢中的作用，构建了草鱼 ＳＲＥＢＰ１基因 ３′端非翻译区（Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ
ｒｅｇｉｏｎ，ＵＴＲ）含ｍｉＲ３３靶序列的双荧光素酶报告基因载体。首先用 ＰＣＲ法获得 ＳＲＥＢＰ１ｍＲＮＡ含 ｍｉＲ３３
结合位点的３′ＵＴＲ序列（３７９ｂｐ），与双荧光素酶报告载体 ｐｍｉｒＧＬＯ重组后转染 ＤＨ５α感受态细胞。然后经
筛选和双酶切鉴定，获得含有 ＳＲＥＢＰ１基因３′ＵＴＲ的双荧光素酶报告载体：ｐｍｉｒＧＬＯＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ。最
后在草鱼肝细胞Ｌ８８２４共转染 ｍｉＲ３３ｍｉｍｉｃｓ和 ｐｍｉｒＧＬＯＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ，明确 ｍｉＲ３３与 ＳＲＥＢＰ１基因３′
ＵＴＲ区的靶向关系。结果表明，含有ＳＲＥＢＰ１基因 ３′ＵＴＲ序列的双荧光素酶报告基因载体构建成功，ＰＣＲ、
双酶切和基因测序证明序列与目标一致；转染ｐｍｉｒＧＬＯＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ的Ｌ８８２４细胞可表达荧光素酶，单独
转染载体组的荧光素酶活性显著高于共转染载体和ｍｉＲ３３ｍｉｍｉｃｓ组（Ｐ＜０．０５）。本研究证实草鱼ＳＲＥＢＰ１
是ｍｉＲ３３的直接靶基因，ｍｉＲ３３通过和ＳＲＥＢＰ１ｍＲＮＡ３′ＵＴＲ结合，调控ＳＲＥＢＰ１基因的转录后表达。
关键词：草鱼；ＳＲＥＢＰ１；ｍｉＲ３３；３′非翻译区；ｐｍｉｒＧＬＯ报告基因载体；荧光素酶活性
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　固醇调节元件结合蛋白（Ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＲＥＢＰ）是脊椎动物调节
脂代谢的一类膜结合核转录因子，目前在哺乳动

物中已发现 ３个成员：ＳＲＥＢＰ１ａ、ＳＲＥＢＰ１ｃ和
ＳＲＥＢＰ２，其中ＳＲＥＢＰ１ａ和 ＳＲＥＢＰ１ｃ由同一个
基因 ＳＲＥＢＰ１的不同启动子转录生成［１］。

ＳＲＥＢＰ１主要激活与脂肪酸生成有关的基因，如
脂肪酸合成酶基因（Ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳＮ），
硬脂 酰 辅 酶 Ａ 脱 氢 酶 基 因 （ＳｔｅａｒｏｙｌＣｏＡ
ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ，ＳＣＤ），以及乙酰辅酶Ａ羧化酶基因１
（ＡｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ１，ＡＣＣ１）等，而ＳＲＥＢＰ２
主要作用于胆固醇调节基因，如３羟基３甲基戊
二酸 单 酰 辅 酶 Ａ 还 原 酶 基 因 （ＨＭＧＣｏＡ
ｒｅｄｕｃａｓｅ，ＨＭＧＣＲ）、低密度脂蛋白受体基因
（Ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬＲ）等［２］。

ｍｉＲＮＡ３３是参与维持机体脂质稳态的一种小分
子核糖核酸，在人类发现有 ｍｉＲＮＡ３３ａ和
ｍｉＲＮＡ３３ｂ两个亚型，其编码序列分别定位于
ＳＲＥＢＰ２和ＳＲＥＢＰ１基因的内含子上；而在小鼠
中只发现一种 ｍｉＲＮＡ３３，定位于 ＳＲＥＢＰ２内含
子上［３６］。ｍｉＲ３３不仅与其宿主基因共转录，还
一起参与维持机体胆固醇和脂质稳态［７］。ｍｉＲ
３３的主要靶基因为 ＡＴＰ结合盒转运子 Ａ１／Ｇ１
基因（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒＡ１／Ｇ１，
Ａｂｃａ１／Ａｂｃｇ１）。通过与靶基因的３′ＵＴＲ区相应
序列结合，下调其表达，进而降低细胞胆固醇的

外流、高密度脂蛋白（Ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ＨＤＬ）的合成及胆固醇的逆转运［３］；此外，ｍｉＲ３３
还能靶向肉毒碱棕榈酰基转移酶（ＣＰＴ１Ａ）、肉碱
Ｏ辛基转移酶（ＣＲＯＴ）和羟烷基辅酶Ａ脱氢酶Ｂ
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（ＨＡＤＨＢ）等参与脂肪酸 β氧化的相关基因，从
而减少脂肪酸的降解［６］。最近研究发现，ｍｉＲ３３
还可靶向 ＳＲＥＢＰ１［８］。ｍｉＲ３３存在缺陷时，
ＳＲＥＢＰ１水平升高，脂肪酸合成增加并积聚于肝
和脂肪组织。ｍｉＲ３３／小鼠出现肥胖和肝脂肪病
变的主要机制是由于ＳＲＥＢＰ１的过表达。

目前关于ＳＲＥＢＰ和ｍｉＲ３３的研究结果虽然
大多来自哺乳动物，但有证据表明，二者在脊椎

动物中高度保守［９１０］。对斑马鱼、大西洋鲑和金

头鲷的研究显示，ＳＲＥＢＰ１和鱼类的糖脂代谢有
关，可调节脂肪酸合成或糖代谢相关基因的表

达［９，１１］，在此过程中，ｍｉＲＮＡｓ也可能作为上游因
子，通过调控 ＳＲＥＢＰ１的表达而成为 ＳＲＥＢＰ调
节网络中的重要成员。我们在之前的研究中已

克隆出草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）ＳＲＥＢＰ１基
因全长ｃＤＮＡ［１２］，其中３′ＵＴＲ长度为１２８２ｂｐ。
本研究利用ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）预测软件预测出
该基因３′ＵＲＴ序列中含有两个与脂代谢相关的
ｍｉＲＮＡ—ｍｉＲ３３和 ｍｉＲ１６的靶序列。为进一步
研究ＳＲＥＢＰ１和ｍｉＲ３３在草鱼脂代谢中的作用
及ｍｉＲ３３对 ＳＲＥＢＰ１表达的调控，我们克隆了
ＳＲＥＢＰ１基因 ３′ＵＴＲ区含有 ｍｉＲ３３靶序列的
碱基片断，构建了含ｍｉＲ３３结合位点的报告基因
载体，并在草鱼肝细胞中进行荧光素酶活性检

测，明确ｍｉＲ３３在草鱼 ＳＲＥＢＰ１表达中的调控
作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
草鱼肝细胞（Ｌ８８２４），购自中国典型培养物

保藏中心（Ｃｈｉｎａｃｅｎｔｅｒｆｏｒｔｙｐｅｃｕｌｔｕｒｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，
ＣＣＴＣＣ），呈 贴 壁 生 长；质 粒 ｐｍｉｒＧＬＯ Ｄｕａｌ
ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅｍｉＲＮＡＴａｒｇｅｔＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＶｅｃｔｏｒ、双荧光
素酶检测试剂盒 ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙ
Ｓｙｓｔｅｍ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ（美国）；ｇｃｍｉＲ３３ｍｉｍｉｃ由
上海吉玛制药技术有限公司合成；感受态细胞

ＤＨ５α由北京鼎国生物科技有限公司提供。其他
试剂有 Ｔ４ＤＮＡ连接酶（Ｔｈｅｒｍｏ美国）、２×Ｅｓ
ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＣＷＢＩＯ，北京）、ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＫｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）（ＴａＫａＲａ，
大连）、限制性内切酶 ＳａｃＩ和 ＸｂａＩ（ＮＥＢ，北
京）、无支原体优质胎牛血清（四季青，杭州）、青

链霉素 （Ｓｉｇｍａ，美国）、ＤＭＥＭ 高糖培养基

（Ｇｉｂｉｃｏ，上海）和 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
上海）；主要仪器为全波长多功能酶标仪

（ＶａｒｉｏｓｋａｎＦｌａｓｈ，Ｔｈｅｒｍｏ）。
１．２　靶向 ＳＲＥＢＰ１基因３′ＵＴＲ的 ｍｉＲＮＡ预
测

利用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）预测软件（ｈｔｔｐ：／／
ｒｅｇｒｎａ．ｍｂｃ．ｎｃｔｕ．ｅｄｕ．ｔｗ／ｈｔｍｌ／ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｈｔｍｌ），
预测可能与 ＳＲＥＢＰ１基因 ３′ＵＴＲ相互作用的
ｍｉＲＮＡ。按照生物信息学预测规则，寻找符合要
求的ｍｉＲＮＡ。一般要符合两个原则，一是ｍｉＲＮＡ
５′的第２～８位的核苷酸序列（种子序列）要完全
与ＳＲＥＢＰ１基因的３′ＵＴＲ互补；二是考虑在不同
物种中其保守性高低和结合的自由能大小。

１．３　构建 ｐｍｉｒＧＬＯＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ双荧光
素酶报告载体

根据本课题组已克隆的 ＳＲＥＢＰ１基因 ３′
ＵＴＲ区的碱基序列（ＫＪ１６２５７２）和预测出的 ｍｉＲ
３３所在的靶序列，采用 Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计
ＰＣＲ引物，序列为：ＳＲＥＢＰ３′ＵＴＲＦ１：５′ＣＣＣＧＧＧ
ＴＣＴＡＧＡＴＴＣＴＴＣＣＣＡＡＣＡＧＴＴＣＡＴＣＡＣ３′；ＳＲＥＢＰ
３′ＵＴＲＲ１：５′ＣＣＣＧＧＧＧＡＧＣＴＣＡＴＣＣＣＡＧＡＣＧＡＴ
ＡＡＣＡＧＧＴＡＡ３′（加下划线分别为ＸｂａⅠ、ＳａｃⅠ酶
切位点序列，之前序列为保护碱基，引物的扩增

产物长度应为３７９ｂｐ，位于ＳＲＥＢＰ１基因３′ＵＴＲ
的第１４８～５２７ｂｐ处）。提取草鱼肝脏总 ＲＮＡ，
ＲＴＰＣＲ法获取 ＳＲＥＢＰ１的 ３′ＵＴＲ片段。反应
体系为：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１
μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，无菌水补足 ２０μＬ。反应条件
为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５９．４℃ ３０ｓ，
７２℃ １ｍｉｎ共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃
保存。１％琼脂糖凝胶电泳分析 ＰＣＲ反应产物，
并对产物进行纯化。用 ＳａｃⅠ和 ＸｂａⅠ对纯化的
ＰＣＲ产物和载体进行双酶切，然后Ｔ４酶连接（连
接时ＰＣＲ产物与荧光素酶报告载体的摩尔数之
比为３∶１，连接体系共１０μＬ）。将连接产物导入
ＤＨ５α感受态细胞进行阳性克隆验证，双酶切及
电泳检测正确后，送公司测序鉴定。鉴定正确的

重组载体命名为ｐｍｉｒＧＬＯＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ。
１．４　瞬时转染草鱼肝细胞Ｌ８８２４

将构建的 ｐｍｉｒＧＬＯＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ载体感
染草鱼肝细胞 Ｌ８８２４。采用２４孔板进行细胞培
养，细胞接种密度为５×１０４。在含１０％胎牛血清

８１



１期 王俊丽，等：草鱼ＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ双荧光素酶报告载体构建及ｍｉＲ３３对其表达的影响

的ＤＭＥＭ培养液、２８℃和５％ ＣＯ２条件下，培养
至细胞密度达７０％ ～８５％时开始转染。转染细
胞分为两组：只转染 ｐｍｉｒＧＬＯＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ
报告载体的为对照组，共转染 ｐｍｉｒＧＬＯＳＲＥＢＰ１
３′ＵＴＲ报告载体和 ｍｉＲ３３ｍｉｍｉｃ为处理组。每
组细胞设６个平行。转染方法：吸去原培养液，
每孔加入３００μＬ新鲜无血清培养液；然后每孔加
入２００μＬ转染试剂［对照组转染试剂：４μＬ报告
载体（５００ｎｇ／μＬ）＋１．５μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００＋
１μＬＰ３０００＋２００μＬ无血清培养液；处理组转
染 试 剂：４ μＬ 报 告 载 体 ＋ １．５ μＬ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００＋１μＬＰ３０００＋２μＬｍｉＲ３３
ｍｉｍｉｃｓ（２０μｍｏｌ／Ｌ）＋２００μＬ无血清培养液］；
培养箱中培养４８ｈ后检测荧光素酶活性。本实
验重复３次。
１．５　荧光素酶活性测定

采用全波长多功能酶标仪，按照 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司提供的双荧光素酶检测试剂盒操作说明，分别

检测对照组和处理组的荧光素酶活性。

１．６　统计学处理
所有数据用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行 ｔ检

验。分析结果以平均数 ±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）
表示。当Ｐ＜０．０５时 表示差异具有统计学意义。

２　结果与分析

２．１　靶向 ＳＲＥＢＰ１基因 ３′ＵＴＲ的 ｍｉＲＮＡ预
测结果

预测结果显示：ＳＲＥＢＰ１的３′ＵＴＲ区存在两
个与脂代谢相关的ｍｉＲＮＡｓ靶序列，即ｍｉＲ３３和
ｍｉＲ１６。ｍｉＲ３３的靶序列位于ＳＲＥＢＰ１基因３′
ＵＴＲ的第４３３～４６３ｂｐ处，ｍｉＲ１６位于第６５０～
６７１ｂｐ处。两个ｍｉＲＮＡ均从第二位碱基开始与
靶序列互补配对（图１）。

图１　预测的ｍｉＲＮＡ与ＳＲＥＢＰ１基因
３′ＵＴＲ靶序列的互补情况

Ｆｉｇ．１　Ｂａｓｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ｍｉＲＮＡｓａｎｄｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ

２．２　ｐｍｉｒＧＬＯＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ双荧光素酶报
告载体的构建与鉴定

根据预测的ｍｉＲ３３在ＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ的靶
序列及其所在位置设计引物，ＰＣＲ产物经琼脂糖
凝胶电泳显示为一条长度约３８０ｂｐ的条带，与实
际长度（３７９ｂｐ）相符（图２），测序结果证实该片
断基因序列完全正确。将扩增片断插入线性化

的ｐｍｉｒＧＬＯ载体，再用双酶切鉴定，结果显示酶
切后得到的片段与预期片段大小相符（图３）。双
向测序结果显示，重组载体中的ＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ
序列与ＰＣＲ产物完全一致，也与ＧｅｎＢａｎｋ数据库
上的吻合，表明该序列已成功转入 ｐｍｉｒＧＬＯ载体
中。

图２　ＳＲＥＢＰ１基因３′ＵＴＲ扩增产物电泳图
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＳＲＥＢＰ１

３′ＵＴＲｂｙ１％ ａｇｒｏｓｅｇｅｌ

２．３　转染细胞的荧光素酶活性
对照组（只转染 ｐｍｉｒＧＬＯＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ

载体）和处理组（共转染 ｐｍｉｒＧＬＯＳＲＥＢＰ１３′
ＵＴＲ载体和ｍｉＲ３３ｍｉｍｉｃ）细胞均检测到荧光素
酶活性，但对照组酶活性（１．４１７±０．１４１）显著高
于处理组（１．０６４±０．０８１）（Ｐ＜０．０５，图 ４）。
ｍｉＲ３３ｍｉｍｉｃｓ显著下调了 ｐｍｉｒＧＬＯＳＲＥＢＰ１３′
ＵＴＲ荧光素酶报告载体的报告荧光，说明
ＳＲＥＢＰ１应是ｍｉＲ３３的靶基因。
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图３　ｐｍｉｒＧＬＯ重组载体双酶切结果
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ
ｐｍｉｒＧＬＯｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｐｌａｓｍｉｄ

图４　转染细胞的荧光素酶活性
Ｆｉｇ．４　Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ

３　讨论

ｍｉＲＮＡ和ＳＲＥＢＰ均是脂代谢调节网络中的
重要成员。ＳＲＥＢＰ是哺乳动物肝脏脂肪生成基
因的主要调节者［１２］，不仅在脂类代谢中发挥重

要作用，还参与对葡萄糖的代谢调节［１３］。ｍｉＲＮＡ
几乎参与了动物脂代谢的所有调节层次，包括脂

肪细胞分化、脂肪组织能量代谢、肝脏脂类代谢

和脂类代谢调节相关激素的分泌［１４１５］。目前已

确定包括 ｍｉＲ３３、ｍｉＲ１２２、ｍｉＲ３７０、ｍｉＲ３７８、
ｍｉＲ３０２ａ和 ｍｉＲ１０６ｂ在内的多个 ｍｉＲＮＡ参与
调控脂类代谢［１６］，其中 ｍｉＲ３３定位在 ＳＲＥＢＰ基

因的内含子上，与 ＳＲＥＢＰ共表达，二者共同参与
调控机体胆固醇及脂类稳态［７］。ｍｉＲ３３ａ不仅靶
向调控Ａｂｃａ１、Ａｂｃｇ１、ＣＰＴ１Ａ、ＣＲＯＴ等与细胞胆固
醇稳态和脂肪酸氧化相关的基因［３，６］，也是

ＳＰＥＢＰ１表达的调节因子［８］，通过与 ＳＲＥＢＰ１
３′ＵＴＲ结合下调其表达。虽然已证实 ＳＲＥＢＰ１
与ｍｉＲ３３在脊椎动物中高度保守［９１０］，但在鱼类

中关于二者的研究并不多。我们在之前的研究

中已克隆出草鱼 ＳＲＥＢＰ１全长 ｃＤＮＡ［１２］。为验
证草鱼ＳＲＥＢＰ１是否如哺乳动物一样是 ｍｉＲ３３
的靶基因，本研究先通过软件预测靶向 ＳＲＥＢＰ１
基因的ｍｉＲＮＡ，发现ｍｉＲ３３和ｍｉＲ１６在ＳＲＥＢＰ
１的３′ＵＴＲ区均存在可以互补配对的靶序列。为
避免假阳性需通过实验的方法验证预测结果是

否准确［１７］。一般采用双荧光素酶检测和免疫印

迹进行验证［１８１９］，本研究选择双荧光素酶基因报

告法，通过克隆含 ｍｉＲ３３结合位点的 ＳＲＥＢＰ１
的３′ＵＴＲ序列，成功构建了ＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ双荧
光素酶基因报告载体，并通过 ｍｉＲ３３ｍｉｍｉｃｓ和报
告基因载体共转染草鱼肝细胞 Ｌ８８２４，判断 ｍｉＲ
３３对细胞荧光素酶表达的影响。结果表明，ｍｉＲ
３３ｍｉｍｉｃｓ明显下调了 ＳＲＥＢＰ１３′ＵＴＲ荧光素酶
报告载体的报告荧光，说明 ＳＲＥＢＰ１是 ｍｉＲ３３
直接调控的靶基因，ｍｉＲ３３通过与 ＳＲＥＢＰ１
ｍＲＮＡ３′ＵＴＲ结合，对其进行转录后水平调控。
本研究为进一步揭示 ｍｉＲ３３与 ＳＲＥＢＰ１在草鱼
脂代谢调控网络中的作用奠定了理论和材料基

础。
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