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摘要:MicroRNA(miRNA)是在真核生物中发现的一类内源性的具有调控功能的非编码RNA.在动物细胞内,miRNA
通常引起目的mRNA的切割或阻碍其翻译过程,从而抑制目的基因的表达.本研究发现,hsa-miR-206通过与LXRα3'
UTR直接相互作用,以抑制细胞中LXRα的 mRNA水平,下调LXRα的转录活性,并最终使LXRα配体 GW3965对

LXR的目的基因SCD-1 的诱导作用受到抑制.这些结果表明,hsa-miR-206能够负调控LXRα的表达及转录活性.
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  肝核X受体(liverXreceptor,LXR),属于核受体

家族中的类甲状腺激素受体亚家族(thyroidhormone
receptor-likesubfamily).LXR 基因包含了两个亚型,
其中一个亚型是LXRα(NR1H3),其编码基因位于染

色体11p11.2的位置,在肝脏、肾脏、小肠、脂肪组织、
巨噬细胞、肺脏和脾脏中有着较高的表达水平;另一个

亚型是 LXRβ(NR1H2),其 编 码 基 因 位 于 染 色 体

19q13.3的位置,在体内各器官中均能检测到其表

达[1].LXR需要与配基结合后方能激活,在未与配基

结合前,LXR与共抑制子(co-repressor)结合并存在

于细胞质中;在与配基结合后,LXR与RetinoidXRe-
ceptor(RXR)形成异源二聚体,并与共激活子(co-acti-
vator)相结合,进入细胞核内与其目的基因启动子上

的特殊结合元件LXRResponseElements(LXREs)结
合,调节其目的基因的表达.LXR是机体内一种非常

重要的调控因子,其调控的目的基因相当广泛[2-4].目
前,已发现的LXR目的基因主要与胆固醇和脂类代谢

调控相关,具体包括了:三磷酸腺苷结合盒转运体

(ABC-ATP bindingcassettetransporterisoforms
A1,G1,G5,andG8),载脂蛋白E(ApoE-apolipopro-
teinE),胆固醇酯转运蛋白(CETP-cholEsterylester
transferprotein),胆固醇7-羟化酶(CYP7A1-CYto-

chrome P450isoform 7A1-cholesterol7-hydroxy-
lase),脂肪酸合成酶 (FAS-fattyacidsynthase),脂蛋

白脂酶(LPL-lipoproteinlipase)以及固醇调节元件结

合蛋白(SREBP-1c-sterolregulatoryelementbinding
protein1c)等[5].由于其广泛的调控作用,LXR参与

了许多生理过程的调节,如脂类物质与胆固醇的代

谢[2-4]、抗 炎 症 作 用[6-7]、甾 体 类 激 素 的 合 成 与 代

谢[8-9]等.
MicroRNA(miRNA)是在真核生物中发现的一

类内源性的具有调控功能的非编码RNA,其大小约为

20~25个核苷酸[10-12].miRNA属于转录后修饰分子,
它们通常与目的mRNA序列中的互补序列相结合,从
而引起转录的抑制和基因沉默.在动物细胞内,miR-
NA通常与mRNA3'UTR(untranslatedregion)中的

互补序列相结合,从而引起目的mRNA的切割或阻碍

其翻译过程,最终抑制目的基因的表达[13].异常的

miRNA表达情况通常会引起生理功能的异常以及疾

病的出现.近年来,miRNA与核受体之间相互关系的

研究亦逐渐增多.根据已有报道,在核受体家族中,

PXR、ERα与Tailess分别受到了不同miRNA分子的

调控[14-16].而LXRα也被证实受到了hsa-miR-613的

调控[17].
我们利用 Microcosmtargets(http:∥www.ebi.

ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5)分
析软件对可能作用于LXRα的一系列miRNA分子进

行了分析预测,获得多个有可能作用于LXRα3'UTR
的miRNA分子.本研究中,通过实验证明,该分析软
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件所预测到的miRNA分子hsa-miR-206能够通过与

LXRα3'UTR产生直接的相互作用而抑制LXRα的表

达水平及其转录活性,为 miRNA对LXRα的调控作

用提供了新的证据.

1 材料与方法

1.1 材 料

本课题中所使用的过表达质粒及报告基因质粒均

从美国匹兹堡大学药学院所获取;报告基因实验中所

用到的化学试剂均购自美国SigmaAldrich公司;细
胞转染实验所用的Lipofectamine2000购自美国In-
vitrogen公司;RNA提取分离所使用试剂盒购自于国

内 Tiangen公司;RNA 逆转录试剂盒及 Real-time
PCR定量 分 析 所 使 用 的 试 剂 盒 购 自 日 本 Takara
公司.

1.2 方 法

1.2.1 细胞共转染实验

HepG2细胞以0.5×105/孔接种于24孔板中培

养过夜后,按照使用说明书,使用Lipofectamine2000,
根据不同的实验需要,将质粒共转染至细胞,并进行后

续实验.各部分实验所转染质粒的含量及后续处理如

下:1)LXRα3'UTR报告基因实验:CMX-Luc-LXRα
3'UTR/Empty/hsa-miR-206CS、CMX-miR-206与

CMX-β-gal分别为0.5,1.0与0.2μg/孔,转染12h
后进行荧光素酶活性测定;2)hsa-miR-206过表达实

验:CMX-miR-2061.0μg/孔,转 染 12h 后 加 入

GW3965(10μmol/L)处理24h,提取总RNA进行逆

转录及Real-time-PCR分析;3)LXRα报告基因实验:

tk-LXRE-Luc、CMX-miR-206与 CMX-β-gal分 别 为

0.5,1.0与0.2μg/孔,转染12h后,加入 GW3965
(10μmol/L)再处理24h并进行荧光素酶活性测定.

1.2.2 荧光素酶活性测定

根据参考文献[16],对细胞中荧光素酶的活性进

行测定,并以细胞中共转染过表达的β-半乳糖苷酶的

活性对荧光素酶活性进行校正,分析细胞中荧光素酶

的相对活性.

1.2.3 总RNA的提取、逆转录及Real-timePCR分析

细胞总RNA的提取及逆转录均根据所使用试剂

盒中的使用说明书进行,Real-timePCR 分析采用

SYBRGreen染料法,使用RocheLC480实时定量荧

光PCR仪进行分析,获取的 mRNA含量经由看家基

因Cyclophilin 进行校正后,分析 mRNA 的相对表

达量.

1.2.4 数据分析

各组实验结果均已在不少于3次的独立实验中得

到重复.实验数据均以 Mean±SEM表示,根据资料性

质分别进行方差分析及组间t检验,p<0.05为有显

著性差异.

2 实验结果

2.1 hsa-miR-206能够作用于LXRα3'UTR序列

首先采用LXRα3'UTR报告基因实验,对has-
miR-206能否与LXRα3'UTR产生直接的相互作用

进行了探讨.在转染了CMX-Luc-LXRα3'UTR报告

基因质粒的HepG2细胞内,共转染CMX-miR-206能

够显著抑制荧光素酶基因的表达,其抑 制 率 约 为

71%;而在转染了CMX-Luc-empty阴性报告基因质

粒的HepG2细胞内,过表达hsa-miR-206对荧光素酶

基因的表达无影响;另一方面,作为阳性对照,在转染

了CMX-Luc-206CS报告基因质粒的HepG2细胞内,
共转染CMX-miR-206能够显著抑制荧光素酶基因的

表达,其抑制率约为70%(图1).

2.2 hsa-miR-206下调LXRα的mRNA表达水平

在证明hsa-miR-206能够与LXRα3'UTR直接

进行相互作用后,在细胞中,观察hsa-miR-206能否影

响内源性LXRα的表达.在HepG2细胞内转染CMX-
miR-206过 表 达 hsa-miR-206后,可 观 察 到 细 胞 内

LXRαmRNA表达水平受到明显的抑制,其表达水平

下降至对照组的59%(图2).

2.3 hsa-miR-206下调LXRα与其目的基因

启动子的结合

  为了进一步证明hsa-miR-206对LXRα表达水平

的抑制作用,在 HepG2细胞中共转染了hsa-mir-206
的表达质粒以及含有能够与LXR结合的启动子序列

的报告基因tk-LXRE-Luc,并用LXR配基 GW3965
(10μmol/L)处理24h后,观察细胞中内源性LXRα与

其目 的 基 因 启 动 子 的 结 合 情 况.从 结 果 可 见,经

GW3965处理后,细胞内荧光素酶的活性有明显升高;
而当在细胞内过表达hsa-miR-206后,GW3965处理对

tk-LXRE-Luc的荧光素酶活性无影响(图3).结果表明,

hsa-miR-613能下调LXRα与其目的基因启动子的结

合,进一步证明hsa-miR-206对LXRα的抑制作用.
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厦门大学学报(自然科学版) 2013年

*表示p<0.05,下同.

图1 hsa-mir-206与LXRα3'UTR存在直接相互作用

Fig.1 hsa-mir-206directlyinteractedwithLXRα3'UTR

图2 hsa-mir-206下调LXRαmRNA水平

Fig.2 hsa-mir-206down-regulatedLXRαmRNAlevel

图3 hsa-mir-206抑制GW3965
对tk-LXRE-Luc的荧光素酶活性及诱导作用

Fig.3 hsa-mir-206inhibitedtheinductionofGW3965
ontk-LXRE-Lucluciferaseactivity

2.4 hsa-miR-206抑制GW3965对LXRα下游

目的基因表达的诱导作用

  LXRα的转录活性受到抑制,则必然会影响其所

调控的下游目的基因的表达.在这一部分实验中,考察

了hsa-miR-206对LXRα下游目的基因SCD-1 表达

水平的影响.对 HepG2细胞采用LXR配基 GW3965
(10μmol/L)处理24h后,可见LXRα下游目的基因

SCD-1 的mRNA表达水平有明显升高;而当细胞内

过表达hsa-miR-206后,GW3965处理对SCD-1的表

达水平无诱导作用,进一步证明了hsa-miR-206能抑

制LXRα的转录活性(图4).

图4 hsa-mir-206抑制GW3965
对SCD-1表达水平的诱导

Fig.4 hsa-mir-206bluntedtheinduction
onSCD-1expressionbyGW3965
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3 讨 论

miRNA作为一种重要的调控因子,受到了越来

越多的关注.由于其广泛的调控功能,miRNA的表达

水平与多种生理或病理状态都有着密切的联系.近年

来,miRNA 在代谢中的作用也受到了更多的重视.
LXRα作为肝脏中的一种重要的核受体,在机体的糖

脂代谢过程中发挥着重要的调控作用.目前,已有报道

证实,人源性LXRα受到了miRNAhsa-miR-613的调

控.本课题研究发现了另一种能够调控人源性LXRα
的miRNA分子hsa-miR-206.

在动物体内,我们已知 miRNA对其目标基因的

调控方式为成熟的 miRNA分子与该基因的3'UTR
部分相结合,进而使该 mRNA 分子降解,或影响该

mRNA分子的翻译等,从而抑制该基因的表达水平.
基于这一作用机制,将LXRα的3'UTR序列克隆到荧

光素酶的下游部分,对hsa-miR-206与LXRα3'UTR
序列间的相互作用进行了验证.而在分 别 引 入 了

CMX-Luc与CMX-Luc-206CS2种报告基因系统作

为阴性与阳性对照后,也排除了假阴性与假阳性结果

对本部分实验结果的影响.而在其后的细胞实验中,也
证明了,在细胞中过表达hsa-miR-206后,LXRα的

mRNA表达水平及其转录活性均受到了显著的抑制,
而且,LXRα下游目的基因SCD-1 的表达水平也出现

明显的下调.
近来有文献指出,miR-206能够在肝细胞中抑制

LXRα诱导的脂质合成,并且该作用是由于 miR-206
对LXRα及其下游目的基因SREBP-1c和FASN 的

抑制所导致[18].该研究与我们的实验结果相一致,均
证明了hsa-miR-206能够通过与LXRα3'UTR 的直

接作用而抑制细胞内LXRα的 mRNA表达水平.此
外,我 们 的 实 验 结 果 表 明,hsa-miR-206 能 够 抑 制

LXRα在细胞内的相关调控功能.同时,还证明了,作
为脂质合成的另外一个重要的基因,SCD-1 的表达水

平同样受到了hsa-miR-206的抑制,这可能也与hsa-
miR-206能够在肝细胞中抑制LXR诱导的脂质合成

有关.
综上所述,本研究结果表明,hsa-miR-206能够抑

制LXRα的表达及转录活性.hsa-miR-206对 LXRα
的抑制作用是通过与LXRα3'UTR序列的直接相互

作用而实现的.hsa-miR-206与LXRα3'UTR序列产

生相互作用后,可能通过加速LXRαmRNA的降解,
从而下调细胞中LXRαmRNA及其蛋白水平,进而明

显抑制了LXRα的调控功能.这一观点也在相应的

LXRα报告基因及LXRα下游目的基因表达水平的变

化中获得了证实.本研究为与机体代谢密切相关的重

要的核受体LXRα提出了一种新的调控通路,为将来

研究与 LXRα相关的生理作用提供了新的参考和

思路.
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hsa-miR-206NegativelyRegulatesNuclear
ReceptorLXRαmRNAExpression

HANYing,SONGXiu-yu*
(ClinicalLaboratoryDepartment,TheFirstHospitalAffiliatedtoXiamenUniversity,Xiamen361003,China)

Abstract:LiverXreceptor(LXR)isamemberofthenuclearreceptorsuperfamilyofligand-activatedtranscriptionfactors.LXRs
exhibitregulatoryeffectsondiversephysiologicalfunctions,rangingfromcholesterolandlipidmetabolismtoanti-inflammation,hepa-
tobiliarydiseases,andsteroidhormonebiosynthesisandmetabolism.miRNAsareendogenousnon-codingRNAsfoundineukaryotes.
Inmammaliancells,miRNAsusuallyinhibittargetgenesexpressionbysplicingtheirtargetmessengerRNAorblockingmRNA
translations.Inourpresentstudy,wefoundhsa-miR-206couldinteractwithLXRα3'untranslatedregionthroughdirectbindingwith
itsresponseelement.hsa-miR-206inhibitedcellularLXRαmRNAlevelanditsregulatoryfunctions.hsa-miR-206alsoabolishedthe
inductiononLXRtargetgeneSCD-1byLXRligandGW3965treatment.Collectively,hsa-miR-206negativelyregulatedLXRαmR-
NAlevelanditsregulatoryfunction.OurfindingsprovidesnewinsighttotheregulationonendogenousLXRαbyanovelmechanism,

whichimpliespotentialinterventionsonLXRαrelatedphysiologicalfunctions.
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