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摘要 本实验室前期研究发现，2型糖尿病动物模型 ob/ob小鼠血清中 miR-122的含量较正常 C57BL/6小鼠显著升高．本文
进一步研究肝脏特异性 miR-122及其靶蛋白 AldoA(果糖 1, 6-二磷酸醛缩酶 A)在 ob/ob 小鼠肝脏代谢中的作用．首先，经
qRT-PCR技术检测发现 ob/ob小鼠肝脏 miR-122水平较 C57BL/6小鼠显著下降，而 Western blotting分析发现 ob/ob小鼠肝脏
其靶蛋白 AldoA的表达水平显著上升．进一步以 miR-122分子转染 293T细胞后收集其分泌的微囊泡(microvesicles，MVs)，
经 qRT-PCR检测确认后采用特异性荧光染料 DiI-C18标记 MVs，以不同剂量尾静脉注射 BALB/c小鼠体内，不同时间点取
肝组织做冰冻切片．在荧光显微镜下观察证实，包裹有 miR-122的 MVs通过循环系统进入肝脏，同时 qRT-PCR定量分析发
现肝组织中 miR-122含量显著升高，而蛋白质印迹检测发现其靶蛋白 AldoA在肝脏中表达显著下降．AldoA主要催化糖酵
解途径中果糖 1, 6-二磷酸和磷酸二羟丙酮及甘油醛 -3-磷酸之间的转变，miR-122靶向作用 AldoA可能在 2型糖尿病的发生
发展中发挥重要作用．
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2 型糖尿病是 21 世纪一种严重的慢性疾病，
其死亡率约占全球第五位[1]．胰岛素抵抗(IR)是 2
型糖尿病的一个重要特征，主要发生在肝脏、骨骼

肌和脂肪组织中．MicroRNA(miRNA)是一类内源
性的长约 19～23 个核苷酸的小分子单链非编码
RNA，由 DNA转录产生，通常在转录后水平和翻
译水平参与调控基因表达．MiRNA作为一种强有
力的调控因子，调节约 60%的蛋白质表达[2]．它参

与多种生物过程，包括生物个体发育、组织分化、

细胞的增殖和凋亡、病毒感染、能量代谢、癌症的

发生发展等[3-4]．本实验室前期研究发现，miRNA
在血清中能够稳定存在[5]，并且可以作为癌症和其

他疾病的一种新型生物标志物[6-8]．

MiR-122是一种肝脏特异性的 miRNA，在成
熟个体肝脏中高水平表达，占肝脏全部 miRNA含
量的 70%左右[9]．已有报道表明，miR-122参与了
细胞应激反应、肝癌形成以及丙型肝炎病毒(HCV)
复制等多种生理病理过程 [10]．Esau 等 [11]报道

miR-122能够调节体内脂肪代谢，抑制正常小鼠肝
脏中 miR-122的表达能够导致肝脏脂肪酸氧化增强
和肝脏脂肪合成的速率下降．本实验室前期研究结

果显示， miR-122 的表达水平在链尿霉素
(streptozotocin，STZ)诱导的糖尿病小鼠和 ob/ob肥
胖小鼠的血清中显著升高[12]，提示 miR-122在肝脏
能量代谢中发挥着重要作用．

果糖 1, 6- 二磷酸醛缩酶 A(AldoA)是 miR-122
一个已报道的靶基因 [13-14]． 它编码的蛋白是

Aldolase A，即果糖 1, 6-二磷酸醛缩酶 A，主要催
化糖酵解途径中果糖 1, 6-二磷酸和磷酸二羟丙酮
及甘油醛 -3-磷酸之间的转变．
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最近研究发现，细胞分泌的 miRNAs作为一种
新型的信号分子能够介导细胞之间的相互作用，而

微囊泡 (microvesicles，MVs)被证实是循环系统
miRNAs运输的一种有效载体．MVs是一类由细胞
分泌产生，具有脂质双层膜结构、直径为 30 nm～
1 滋m的颗粒状或囊泡状物质[15-16]．1967年，Wolf
等首次发现并报道了来源于血小板的 MVs，当时
命名为“platelet dust”．经过多年研究发现，在生
理和病理状况下，几乎所有类型的细胞都能够分泌

MVs．在不同的病理条件和不同的环境下，细胞分
泌的 MVs的种类和数量均有较大差异．部分文献
已经报道在血液、尿液、腹水、脑脊液、关节滑

液、乳汁以及唾液等各种体液中均发现了 MVs的
存在[17-19]．研究表明，MVs在细胞分化迁移、免疫
应答调控、炎症、凝血、血管生成以及肿瘤转移等

生理病理过程中发挥了重要作用[20-21]．近年来的报

道和本实验室的研究结果都说明，组织和细胞分泌

的 miRNA 包裹在 MVs中，并能够进入靶细胞发
挥作用．

本研究探讨肝脏特异表达的miR-122在 2型糖
尿病动物模型 ob/ob小鼠中的调控作用，不论对其
病理生理过程的认识，还是对 2型糖尿病发病机理
的研究都具有重要的意义．

1 材料与方法

1.1 试剂与材料

C57BL/6小鼠、BALB/c 小鼠及 ob/ob 小鼠为
8周龄、体重 20～25 g的雄性小鼠，购于南京大学
模式动物中心．U6snRNA、miR-122 的特异性
TaqMan 探针引物 (ABI 公司合成 )；U6snRNA、
AldoA 的传统正向和反向引物(Invitrogen 公司合
成)；人源成熟的 has-miR-122分子(大连 Takara公
司合成)，序列为 5忆 UGGAGUGUGACAAUGGUG-
UUUG 3忆．使用的一抗包括鼠来源 GAPDH单克隆
抗体(Santa Cruz，6C5)及羊来源 Aldolase A多克隆
抗体(Santa Cruz，C-16)，二抗为偶联了 HRP的羊
抗小鼠 IgG(Santa Cruz)及鼠抗羊 IgG(Santa Cruz)．
彩色预染蛋白质分子质量标准(P0068)、显影定影
试剂盒(P0020)等购自碧云天生物技术研究所．
1.2 方法

1.2.1 成熟 miR-122分子对 293T细胞的转染．用
脂质体转染试剂 Lipofectamine 2000(Invitrogen 公
司)将成熟的 miR-122分子转染入 293T细胞(上海
细胞中心)．具体操作为：准备两个 EP 管各加入

Opti-MEM转染培养液(Gibco 公司)，然后分别加
入成熟 miR-122 和 Lipofectamine 2000 转染试剂，
轻摇混匀．孵育 5 min 后，将两管迅速混合并摇
匀，室温静置 15～20 min．把上述混合溶液滴加到
293T细胞表面，静置 2 min，然后补加一定体积的
Opti-MEM培养液，返回 37℃恒温培养箱培养；5 h
后换成完全高糖 DMEM培养液继续培养，24 h后
分别收集细胞和培养液，细胞用 Trizol 溶解置于
-70℃保存备用，培养液置于 4℃保存备用．
1.2.2 细胞培养液中 microvesicles(MVs)的分离．
按照已有文献的报道，将收集的 293T细胞培养液
进行一系列离心以获取 MVs．首先用 500 g离心
10 min除去细胞和一些大的碎片，然后是 12 500 g
离心 20 min除去一些小的细胞碎片和垃圾，最后
在超速离心机(日立公司)中以 11 000 g离心 70 min
得到 MVs沉淀，所有的离心都是在 4℃下进行．
根据实验要求，将 MVs沉淀用 DEPC水或生理盐
水溶解．

1.2.3 Microvesicles中总 RNA 的提取．本实验用
购于 Invitrogen公司的 Trizol LS试剂从细胞培养液
的 MVs 中提取 RNA．具体操作如下：取 200 滋l
MVs 的 DEPC 水溶液加入到 EP 管中，与 800 滋l
Trizol LS 试剂充分混合后，室温静置 10 min；每
管中加入 200 滋l氯仿，混合后用力震摇 15 s，4℃
下 12 000 g离心 20 min，将上清液 600 滋l转移至
另一 EP管中；在 EP管中加入 700 滋l异丙醇与上
清液充分混合，由于MVs中 RNA量较少，所以将
混合液置于-20℃中静置 1 h以使 RNA充分沉降；
在 4℃ 12 000 g离心 30 min后除去上清，加入 1 ml
75% DEPC 乙醇将沉淀重悬，4℃ 12 000 g离心
10 min；倒去上清，将残液尽量吸净并晾干，每管
加入 20 滋l DEPC水溶解沉淀．
1.2.4 小鼠肝脏中总 RNA的提取．将 ob/ob小鼠
和 C57BL/6小鼠断颈处死，取出肝脏组织速冻于
液氮中，然后存于 -80℃备用．采用 Trizol试剂提
取总 RNA．取 10～30 mg的组织内层并加入 1 ml
Trizol试剂匀浆．静置 5 min后，加入 200 滋l氯仿,
震摇；静置 3 min后，以 12 000 g离心 15 min．取
上清液，加入等量异丙醇，混均后静置 10 min；离
心 10 min后得白色沉淀．加入 1 ml 75%乙醇，离
心 5 min；倒去上清，晾干，加入 20～50 滋l DEPC
水溶解．

1.2.5 Microvesicles的荧光标记和尾静脉注射．
DiI-C18(Sigma公司)是一种亲脂性橙红色荧光
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1.2.8 小鼠肝脏中蛋白质的抽提．取少量肝脏组

织，加入 200 滋l细胞裂解液，超声波匀浆后静置
于冰上 30 min，在 4℃下，以 12 000 g离心 7 min，
将上清分装在 EP管中保存于-80℃备用；用 BCA
法测定蛋白质浓度．加入 5 伊 上样缓冲液混匀，
95℃煮沸变性 5 min．
1.2.9 蛋白质印迹(Western blot) 分析 AldoA 蛋白
表达水平．肝脏总蛋白中取 40 滋g加样，电泳分离
后，小心剥胶，160 mA恒流将蛋白条带电转移至
PVDF膜上，5%脱脂牛奶封闭 1 h，1∶1 000一抗
孵育过夜，第二天按 1∶2 000孵育二抗，再加入
荧光底物，置暗房内用胶片显影、定影．胶片烘干

后用 Microtek扫描仪扫描后，使用 Bandscan软件
对条带进行灰度分析．本实验的组织取自 ob/ob小
鼠和 C57BL/6小鼠各 10只进行独立重复试验．

1.3 数据处理

用 SPASS13.0软件处理实验数据．所有结果
均以 x 依 s 表示，数据用 Student t-test进行比较分
析，P < 0.05视为具有统计学差异．

2 结 果

2.1 Ob/ob 小鼠及 C57BL/6 小鼠肝脏中 miR鄄122
的表达水平

本组前期研究发现, ob/ob小鼠血清中 miR-122
的表达水平是 C57BL/6小鼠的 4.5倍左右[12]．本实

验中，首先用 qRT-PCR 检测了 ob/ob 小鼠和
C57BL/6小鼠肝脏中 miR-122的含量．实验结果显
示(图 1)，和正常对照相比，ob/ob肥胖小鼠肝脏中
miR-122的含量显著下降．

Table 1 PCR primers used in this study
mRNA Primers

U6snRNA Sense primer：5忆 CGGGATCCGATCCGACGCCGCCATCTCTAG 3忆
Antisense primer：5忆 CGGTCGACTAGTATATGTGCTGCCGAAGCG 3忆

AldoA Sense primer：5忆 AAGGTAGATAAGGGTGTAGTGC 3忆
Antisense primer：5忆 AAGTGCTGTGACGGTTGC 3忆

染料，使用时用适量的 DMSO溶解．向 293T细胞
培养液中加入少许染料并染色过夜．将细胞用 PBS
洗 3次后换上新的高糖 DMEM完全培养液继续培
养 24 h，收集培养液，经过一系列的离心后获
得 MVs．用适量生理盐水溶解，经尾静脉注射入
BALB/c 小鼠中．将荧光标记 MVs以 100 滋g/ 只、
200 滋g/只、500 滋g/只的剂量尾静脉注射入小鼠体
内，3、12和 24 h后取肝组织进行冰冻切片．
收集 miR-122转染的 293T细胞培养液和正常

培养的 293T 细胞培养液经一系列离心后获得
MVs，经 qRT-PCR检测确认转染成功，用适量生
理盐水溶解，将 MVs以 100 滋g/ 只、200 滋g/ 只、
500 滋g/只的剂量尾静脉注射入 BALB/c小鼠体内，
3、12和 24 h后取肝组织迅速置于液氮中速冻保存
备用．

1.2.6 小鼠肝脏组织冰冻切片的制作和观察．将小

鼠用 1%戊巴比妥钠溶液腹腔注射麻醉后，剪开胸
腔，暴露心脏；从心尖插入灌注针至左心室，剪开

右心耳形成灌注液排出通道；从左心室快速灌注

37℃的生理盐水约 50 ml，至小鼠眼球无色透亮为
止；继续灌入 4℃的 4%多聚甲醛溶液(大治生物)约

50 ml，至小鼠躯干、四肢僵直，肝脏变硬；持续
30～40 min后，迅速将肝脏组织用 OCT包埋后置
于-20℃的切片机中(Leica公司)速冻并进行连续冠
状冰冻切片，切片厚度为 20 滋m．用多聚赖氨酸包
被的玻片(鼎国生物)对组织贴片后，置于荧光显微
镜下(Olympus公司)观察．
1.2.7 实时荧光 qRT-PCR 检测 miR-122及 AldoA
的 mRNA 表达水平．检测 miR-122 水平时，用
ABI 公司合成的 U6snRNA、 miR-122 特异性
TaqMan探针引物；检测 AldoA的 mRNA水平时，
用 Invitrogen公司合成的 U6snRNA 和 AldoA的传
统正向和反向引物．U6snRNA作为组织中的内参，
是一种 100 nt大小的管家基因(表 1)．具体操作步
骤包括：RNA 逆转录成 cDNA，qRT-PCR检测特
异性 cDNA 的表达和数据的处理．逆转录体系为
10 滋l，其中加入了 1 滋g 总 RNA，置于 PCR 仪
(ABI公司)中进行逆转录．qRT-PCR体系为 20 滋l，
反应体系各组分在 96孔 PCR板(ABI公司)中混匀，
每个新样品加 3个复孔，加好后置于 ABI 7300序
列检测系统中反应．
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Fig. 4 Quantitative RT鄄PCR analysis of the absolute
expression level of miR鄄122 in MVs

The absolute expression levels of miR-122 in MVs from 293T cells

transfected with mature miR-122 or normal 293T cells were determined

by quantitative RT-PCR. The data is presented as the x 依 s, n=10, **P <

0.01. : lipo2000; : lipo2000+miR-122.

Fig. 3 Quantitative RT鄄PCR analysis of the relative
expression level of AldoA mRNA in liver

between ob/ob mice and C57BL/6
Comparison of AldoA mRNA expression level in liver using a qRT-PCR
assay．The data is presented as the x 依 s, n=10．

Fig. 2 Western blotting analysis of AldoA in liver
of ob/ob mice and C57BL/6 mice

Quantification of protein bands was performed using the Image

software．Equal protein loading was monitored by blotting the same

samples with an antibody against GAPDH．The data is presented as the

x 依 s, n=10, **P < 0.01．

Fig. 1 Quantitative RT鄄PCR analysis of the relative
expression level of miR鄄122 in liver between

ob/ob mice and C57BL/6
Comparison of miR-122 relative expression level in liver using a

hydrolysis probe-based qRT-PCR assay．The data is presented as the

x 依 s, n=10, **P < 0.01.

2.2 Ob/ob小鼠及 C57BL/6小鼠肝脏中 AldoA蛋
白及 AldoA mRNA的表达水平
为了探索肝脏中 miR-122含量变化可能具有的

代谢作用，检测了其靶蛋白 AldoA的表达水平．
Western blot 分析结果如图 2 所示：在肝脏组织
中， ob/ob 小鼠的 AldoA 表达水平明显高于
C57BL/6小鼠．

我们研究了肝脏中 miR-122 靶基因 AldoA
mRNA的表达水平．qRT-PCR分析结果如图 3所
示，ob/ob 小鼠与 C57BL/6 小鼠肝脏中 AldoA 的
mRNA含量差异不大，即在转录水平并没有显著
差异．

2.3 MVs通过尾静脉注射进入肝脏的研究
用成熟 miR-122 对 293T 细胞进行 转染

(800 pmol/dish)，收集转染后的培养液分离出的
MVs，用 qRT-PCR检测分离的MVs中 miR-122的
表达水平，以确定miR-122的转染效率，结果(图 4)
显示，转染后 293T细胞 MVs中 miR-122的含量
是未转染成熟 miR-122细胞 MVs 的 40 倍，说明
miR-122已经成功转染．
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Fig. 7 Western blotting analysis of Aldolase A in liver
of BALB/c mice injected with MVs

Quantification of protein bands was performed using the Image software.
Equal protein loading was monitored by blotting the same samples with
an antibody against GAPDH. The data is presented as the x 依 s, n=10,
**P < 0.01.

Fig. 6 Quantitative RT鄄PCR analysis of the relative
expression level of miR鄄122 in liver of BALB/c

mice injected with MVs
Comparison of miR-122 relative expression level in liver of BALB/c

mice injected with miR-122 transfected 293T MVs and saline solution

by qRT-PCR assay．The data is presented as the x 依 s, n =10, **P <

0.01.

2.4 尾静脉注射MVs后肝脏中 miR鄄122表达水平
的变化

用 qRT-PCR技术检测了尾静脉注射入MVs与
生理盐水， 24 h 后两组 BALB/c 小鼠肝脏中
miR-122的表达水平．实验结果如图 6所示，注入
MVs 后 BALB/c 小鼠肝脏中 miR-122 的含量是对
照组的 4.1倍．

2.5 尾静脉注射MVs后肝脏中 AldoA蛋白的表达
变化

我们检测了注射 MVs后肝脏中 miR-122靶蛋
白 AldoA 的表达水平．Western blot 分析结果如
图 7所示：在 BALB/c小鼠肝脏组织中，尾静脉注

Fig. 5 The fluorescence image of DiI鄄C18鄄labeled MVs in liver of BALB/c mice
MVs isolated from DiI-C18-labeled 293T cells or saline solution control were injected intravenously into BALB/c mice．After 3h, the mouse liver was

isolated, crysectioned and viewed under fluorescence microscopy．The red dots in the image indicates the existence of DiI-C18-labeled MVs in liver．

The green fluorescence and blue fluorescence were used as controls．Every ten randomly selected visual field in one slice was analyzed, n=10.

用荧光染料 DiI-C18对 293T细胞的 MVs进行
荧光标记．将荧光MVs以 100 滋g/只、200 滋g/只、
500 滋g/只的剂量尾静脉注射入 BALB/c小鼠体内，
对照组则为尾静脉注入生理盐水．3、12和 24 h后
取肝组织进行冰冻切片，在荧光显微镜下观察，发

现 500 滋g/只的剂量尾静脉注射后肝脏中的荧光最

明显．图 5显示在 3 h的肝组织中发现了明显的荧
光，说明荧光标记的 MVs通过尾静脉注射进入了
肝脏组织．图中绿色和蓝色视野中没有荧光而红色

视野中出现荧光，说明 MVs的红色荧光特异性．
形态学的观察结果说明 MVs经循环系统进入了肝
脏组织．
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射包裹有 miR-122的MVs后 AldoA的表达量显著
低于生理盐水对照组．

3 讨 论

本实验室前期研究证实，循环 miRNA在血浆
/血清中稳定存在，且能够作为许多疾病的生物标
志物．但是对循环miRNAs的生物学功能却了解甚
少．Skog等[22]研究发现，体外培养的细胞分泌的

exsomes中含有 miRNA，Hunter等[23]的研究也证实

了人类血液 MVs中 miRNA 的存在，这些发现提
示细胞分泌的 MVs很有可能是循环 miRNA运输
的一个有效载体．本实验室的最新研究成果也报道

了血清和培养的 THP-1 细胞分泌的 MVs 中
miRNA 及其生物学功能 [24]，证明 MVs是 miRNA
运输的有效载体，而且还可能运输循环 miRNA到
靶细胞进行细胞间的交流.

2型糖尿病是世界范围内常见的一种异质性代
谢失调综合征[25]，目前认为 2型糖尿病的发病原因
是多种因素共同作用的结果，包括遗传和环境因素

影响 茁细胞的功能和组织的胰岛素敏感性[26-27]．最

近几年，一些研究报道了 miRNAs可能成为参与 2
型糖尿病发病机理的一种新的因素．

本研究结果显示：ob/ob肥胖小鼠的血清中含
有高水平的肝脏特异性 miR-122，而肝脏中
miR-122含量相应下降；AldoA蛋白在 ob/ob肥胖
小鼠肝脏中的表达水平显著高于正常 C57BL/6J小
鼠．因此我们推测在 2型糖尿病的发展过程中，肝
细胞能够分泌更多的 miR-122进入血液而导致肝脏
中miR-122的减少，从而能够通过调节代谢相关靶
基因的表达来改变肝细胞的相关生物学功能．有关

miR-122靶向作用 AldoA的研究已有明确报道[13-14].
AldoA与体内糖的摄取和吸收等代谢过程是紧密联
系的．有研究表明，AldoA在胰岛素刺激的葡萄糖
转运体(GLUT4)胞外转运中发挥着重要作用 [28]．

Hittel等[29]研究发现，肥胖者腹直肌中 AldoA的表
达水平相对于正常对照组是显著上升的．

在本文的研究中，AldoA蛋白在 ob/ob肥胖小
鼠肝脏中的表达水平显著高于在正常 C57BL/6J小
鼠肝脏中的表达，而用成熟 miR-122对 293T细胞
进行转染，收集转染后的培养液分离出 MVs，经
qRT-PCR检测确认转染成功，通过尾静脉注入到
小鼠体内，发现小鼠肝脏中 miR-122的含量明显上
升，而 AldoA蛋白的表达量显著下调．我们的研
究结果证明，肝脏中 miR-122含量的下降能够导致

AldoA这个糖代谢相关酶表达的增加，肝细胞分泌
的 miR-122以 MVs的方式进入循环系统，可能在
调节胰岛素抵抗的形成及 2型糖尿病的发展中发挥
重要作用．
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Role of miR鄄122 Targeting AldoA in The Metabolism of ob/ob Mice*
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Abstract In previous study, our group have found that there is a significant increased level of miR-122 in the
serum of ob/ob mice, an animal model of type 2 diabetes. Here, we further investigated the role of miR-122
targeting AldoA in the liver of ob/ob mice. First, a significant decrease of miR-122 level and a notable increase of
AldoA expression was found in the liver of the ob/ob mice. Second, mature miR-122 was transfected into 293T
cells and then MVs isolated from 293T cells were collected; qRT-PCR was applied to confirm that miR-122 was
rich in MVs. Third, specific fluorescent dye DiI-C18-labeled MVs were injected intravenously into BALB/c mice;
the frozen section of liver was observed through fluorescent microscopy. Finally, miR-122 targeting AldoA in the
metabolism of ob/ob mice was confirmed by qRT-PCR and Western blotting. AldoA mainly catalysed the
transformation between dihydroxyacetone phosphate, glyceraldehyde-3- phosphate and fructose 1, 6 - bisphosphate
in glycolytic pathway. MiR-122 may play an important role in the pathologenesis of ob/ob mice through AldoA
pathway.
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