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摘要 LncRNA-GAS5作为 miR-21的“分子海绵”，通过“吸收”miR-21从而调控 miR-21对靶基因的抑制．此外，miR-21
直接调控非完全匹配靶基因 PTEN和 TPM1的表达．我们首先在 HEK293T和 HeLa细胞中确认，miR-21通过碱基互补配对
调控非完全匹配靶基因 PTEN和 TPM1的蛋白表达，但不影响 PTEN 和 TPM1 mRNA 的水平．此外，过表达 miR-21 后，
qRT-PCR检测 PTEN和 TPM1 mRNA的半衰期，发现它们的半衰期显著缩短，miR-21加速 PTEN和 TPM1 mRNA的降解．
通过转染 lncRNA-GAS5的过表达质粒，发现 lncRNA-GAS5竞争性地与 miR-21结合能够延长 PTEN和 TPM1 mRNA的半衰
期，而 miR-21与 lncRNA-GAS5碱基互补配对结合后，又对 lncRNA-GAS5存在调节作用，减弱 lncRNA-GAS5的稳定性并
加速 lncRNA-GAS5的降解．LncRNA-GAS5作为 miR-21的“分子海绵”能够抑制 miR-21对非完全匹配靶 mRNA PTEN和
TPM1的降解，同时，miR-21与 lncRNA-GAS5结合后又存在对 lncRNA-GAS5的反馈调节，这些相互作用机制的发现有助
于了解 lncRNA、miRNA、mRNA之间这个复杂又精细的调控环路．
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自从第一个功能性的小 RNA(small RNAs)被发
现以来，研究者已经从动物、植物、真菌甚至病毒

中鉴定出成千上万的 miRNA (microRNAs) [1-2]．

miRNA指的是长度 23 nt 左右的非编码 RNA，现
已发现 miRNA通过碱基互补配对的方式靶向编码
蛋白质的 mRNA，介导基因转录后途径的沉默[3]．

研究发现，miRNA能够调控大部分编码蛋白质的
基因，而且基因组中超过 30%的基因受到 miRNA
靶向调控．miRNA能够参与包括细胞增殖、迁移、
分化、凋亡和肿瘤发生等多项生物学过程[4]．

因为 miRNA与 mRNA之间最少 6个碱基的互
补配对就足够介导 miRNA靶向 mRNA分子[5]，所

以一个 mRNA可以受到多个 miRNA的调控，而一
个 miRNA又可以靶向多个 mRNA[6]．miRNA作用
于基因的转录后水平调控[3]，多细胞动物的 miRNA
能够直接在碱基完全匹配的位点引起 Ago蛋白介

导 mRNA 剪切 [7-9]．但更多的情况下，miRNA 与
mRNA形成非完全匹配或部分匹配配对，介导的
mRNA的翻译抑制[8]、mRNA结构的不稳定或者两
者的共同作用[10]，研究发现，一些 miRNA造成的
翻译起始抑制和 mRNA poly(A)尾的去除是 miRNA
沉默非完全匹配 mRNA的主要作用机制[11-12]．

研究发现 miR-21在胰腺癌、脑癌、胃癌、乳
腺癌、肺癌、前列腺癌等多种癌症均表达异常[13-14].
miR-21在体外培养及动物模型均被证明是一种原
癌基因，其靶向包括 PTEN、 TPM1、 Pdcd4、
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Spry1 和 Spry2 等多个与细胞增殖、生长、侵袭、
凋亡相关的基因[15-19]．根据 miRecord的数据，实验
证实 miR-21的靶 mRNA至少已有 42 个，而且依
然不断有新的靶基因被证实，但是 miR-21对癌症
的发生与发展的确切作用机制并不清楚[20]．

在过去的十年间，对 lncRNA功能的研究已经
取得了较大的进展，但仅仅有一小部分 lncRNA的
功能被鉴定出来 [21]．最近， lncRNA 作为 ceRNA
(competitive endogenous RNA，竞争性内源 RNA)，
又称作 miRNA“分子海绵”的功能已经引起了研
究者极大的兴趣．CeRNA 指的是 RNA 分子含有
miRNA的碱基互补区域，作为一个诱饵分子“吸
收”miRNA，从而抑制 miRNA 对靶 mRNA 的沉
默效应．长非编码 RNA GAS5(lncRNA-GAS5)最初
是通过使用差减杂交技术(subtraction hybridization)
从小鼠胚胎成纤维细胞 NIH 3T3分离鉴定出来的[22].
随后也迅速鉴定出人 lncRNA-GAS5，人 GAS5 基
因内含子中编 码 9 种不 同的 snoRNA (small
nucleolar RNA，核仁小 RNA)，研究发现 lncRNA-
GAS5表达与细胞的接触抑制和血清饥饿存在较大
的联系，而且证明是一种抑癌因子 [23]． 但是，

LncRNA-GAS5如何调控肿瘤发生的确切分子机制
还有待进一步研究．在 GAS5转录本外显子 4的位
置有一个 miR-21 的结合位点，而且有报道
lncRNA-GAS5 能够作为 miR-21 的一种“分子海
绵”，通过此作用影响 miR-21靶基因的表达[15]．

miRNA与 mRNA之间的碱基完全匹配将引起
mRNA的剪切，而且能够检测出 mRNA水平的下
调，然而，miRNA对非完全匹配靶 mRNA水平没
有显著影响．LncRNA 作为 miRNA“分子海绵”
的发现， lncRNA 在 miRNA 对非完全匹配靶
mRNA的调控中起到了什么作用引起了我们的兴
趣．已有研究报道 PTEN和 TPM1是 miR-21的非
完 全 匹 配 靶 基 因 [18, 24-25]． 本 研 究 旨 在 证 实

lncRNA-GAS5能够通过与 miR-21相互作用影响非
完全匹配靶 mRNA 的稳定性． 我们发现，
lncRNA-GAS5、miR-21 和 miRNA-21 的靶 mRNA
存在相互的负反馈调节环路，lncRNA-GAS5 通过
其 miRNA“分子海绵”作用能够直接与 miR-21相
互作用，以此调控 miR-21靶 mRNA的稳定性，而
miR-21 在与 lncRNA-GAS5结合后，又能降低
GAS5稳定性，加速其降解．

1 材料与方法

1援1 材料

HEK293T 和 HeLa 细胞株及 pcDNA6.0b 载体
均为本实验室保存．DMEM培养基购自 Gibco 公
司，细胞培养瓶和 12 孔细胞培养板购自 Thermo
公司，TRIzol 试剂购自 Sigma 公司，反转录酶购
自 Promega公司，dNTP购自天根公司，RNA酶抑
制剂购自 Thermo 公司，实时荧光定量检测试剂
SYBR Green mix 购自 Toyobo 公司，琼脂糖购自
Lonza 公司，Tris base和甘氨酸购自 Novon 公司，
异丙醇、氯仿、无水乙醇产自国药集团．PCR 引
物、反转录引物和 qPCR引物均由生工公司合成，
miR-21 模拟物 (miR-21 mimic)、对照 (NC)以及
miR-21抑制剂(miR-21 inhibitor)、对照均由广州锐
博公司合成．Phusion DNA扩增酶购自 Thermo公
司，限制性内切酶均购自 Thermo公司，T4连接酶
和基因组提取试剂盒购自天根公司，切胶回收和质

粒提取试剂盒购自 Thermo公司．
1援2 细胞培养

HEK293T 和 HeLa 细胞使用含有 10%胎牛血
清的 DMEM高糖培养基，在条件为 37℃、5% CO2

的细胞培养箱中培养．

1援3 LncRNA鄄GAS5表达载体构建
通 过 使 用 RT-PCR 技 术 ， 上 游 引 物 为

GAS5-F1(5忆 CGGGGTACCTTTCGAGGTAGGAGT-
CGACT 3忆)，下游引物为 GAS5-R1(5忆 ATAAGAA-
TGCGGCCGCTGGATTGCAAAAATTTATTAA 3忆)，
扩增人 GAS5全长序列，并将目的片段克隆入表达
载体 pcDNA6.0b(Invitrogen，Carlsbad，CA，USA),
并命名为 pcDNA6-GAS5．
1援4 细胞转染

将 HEK293T 和 HeLa 细胞接种于 12 孔板中，
24 h后取 1 滋g pcDNA6、pcDNA6-GAS5质粒稀释
于 100 滋l无血清 DMEM 中后，分别与含有 3 滋l
Lipofectamine 2000 转染试剂的 100 滋l无血清
DMEM培养基混合，室温孵育 20 min后加入到相
应的细胞培养孔中，培养 5 h后更换含 10%胎牛血
清培养基继续培养 48 h．

将生长良好的 HeLa 细胞和 HEK293T 细胞接
种于 12 孔板中，于 37℃、5% CO2 条件下培养

24 h．按照 Lipofectamine 2000 说明书将 50 pmol
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Primers Sequences(5忆邛3忆)
PTEN-F GCGTGCAGATAATGACAAGG

PTEN-R GGATTTGACGGCTCCTCTAC

TPM1-F TTGAGAGTCGAGCCCAAAAAG

TPM1-R CATATTTGCGGTCGGCATCTT

VASN-F GAGAGCCACGTCACACTGG

VASN-R CAAAGTCGGCGTAGTCAAGC

GAS5-F CCCAAGGAAGGATGAG

GAS5-R ACCAGGAGCAGAACCA

GAPDH-F GGTGGTCTCCTCTGACTTCAA

GAPDH-R GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT

hsa-miR-21-F TAGCTTATCAGACTGATGTTGA

hsa-miR-21-R GCGAGCACAGAATTAATACGAC

U6-F CTCGCTTCGGCAGCACA

U6-R AACGCTTCACGAATTTGCGT

miR-21 mimic、NC 或 100 pmol miR-21 inhibitor、
NC 分别稀释于 100 滋l无血清 DMEM 培养基中，
与含有 3 滋l Lipofectamine 2000转染试剂的 100 滋l
无血清 DMEM培养基混合，室温孵育 20 min后加
入到相应的细胞培养孔中，同时使用终浓度为

10 mg/L的放线菌素 D抑制细胞转录，分别收取 5
个时间点的细胞总 RNA待检测．

接种状态良好的 HEK293T和 HeLa细胞于 12
孔板中培养 24 h，将 0.5 滋g pcDNA6-GAS5 或
pcDNA6.0b稀释于 100 滋l无血清 DMEM中，与含
有 3 滋l Lipofectamine 2000转染试剂的 100 滋l无血
清 DMEM培养基混匀，室温孵育 20 min后加入到
相应的细胞培养孔中，培养 5 h 后更换含 10% 胎
牛血清培养基继续培养 24 h，然后使用终浓度为
10 mg/L的放线菌素 D抑制细胞转录，并收取细胞
总 RNA．

HEK293T 和 HeLa 细胞种于 12 孔板中，24 h
后，将 0.5 滋g pcDNA6-GAS5 或 pcDNA6.0b 和
100 pmol miR-21 inhibitor 与 100 滋l无血清 DMEM
培养基混合，与含有 3 滋l Lipofectamine 2000转染
试剂的 100 滋l无血清 DMEM培养基混合，室温孵
育 20 min后加入到相应的细胞培养孔中，同时使
用终浓度为 10 mg/L的放线菌素 D抑制细胞转录，
分别收取 5个时间点的细胞总 RNA待检测．
1援5 蛋白质印迹 (Western blot) 分析

PTEN 单抗购自 Proteintech 公司 (Rosemont，
IL，USA)， TPM1 多抗购自 ABclonal (Woburn，
MA， USA)．GAPDH 抗体购自中杉金桥公司
(ZSGB-BIO，Beijing，China)，使用 ProteoJETTM细

胞裂解液 (ThermoFisher Scientific，Rockford， IL，
USA) 提 取 细 胞 总 蛋 白 ， 总 蛋 白 使 用 12%
SDS-PAGE分离后，将蛋白质条带转移至 PVDF膜
(millipore，Bedford，MA，USA)上，5%TBST 配
制的脱脂牛奶室温封闭 1 h，4℃一抗孵育过夜，
TBST 洗膜 3 次共 15 min， HRP 标记的二抗
(CoWin Biotech， Beijing， China)室温孵育 1 h，
ECL显影．
1援6 实时荧光定量 qRT鄄PCR分析

按照 Trizol试剂(Sigma 公司)说明书提取细胞
总 RNA．将所提取的 RNA稀释至 1/50，在紫外分
光光度计上检测 RNA 的浓度以及 A 260/A 280 值．取

1 滋g RNA用 1%琼脂糖电泳鉴定 RNA的完整性．
取 1 滋g RNA 反转录合成 cDNA．利用 Stratagene
公司 Mx3000P qPCR 仪检测 RNA 水平．qPCR 反

应体系如下：1 滋l cDNA，1 滋l特异引物(表 1)，2伊
qPCR SYBR Green mix 10 滋l，ddH2O 8 滋l．反应条
件：预变性 95℃ 3 min，变性 95℃ 15 s，退火
56℃ 20 s，延伸 72℃ 20s，40个循环，采集熔解曲
线．使用Mx3000P软件进行结果分析．

1援7 统计分析

所有结果均以(x 依 s)表示，数据比较分析使用
Student’s t test检验，P<0.05视为具有统计学差异.

2 结 果

2援1 MiR鄄21 靶向 PTEN 和 TPM1 mRNA并调控
其蛋白质表达

已有报道证实 PTEN和 TPM1 作为 miR-21的
非完全匹配靶 mRNA[18, 24-25]．生物信息学分析确认

PTEN 的 3忆 UTR 和 TPM1 的 3忆 UTR 区域含有
miR-21的结合位点(图 1a)．为了检测 miR-21对非
完全匹配靶 mRNA PTEN 和 TPM1 的影响，分别
将 50 pmol miR-21 mimic 和 NC 转染 HEK293T 细
胞和 HeLa细胞，转染 48 h后提取细胞的总 RNA，
1%琼脂糖电泳检测细胞总 RNA完整性，证明所提
总 RNA质量良好，进行反转录获得 cDNA后，进
行实时荧光定量 PCR检测．实验结果表明，相对
于对照组，转染 miR-21 mimic 进行过表达
miR-21，PTEN 和 TPM1 mRNA 水平无明显变化
(图 1b)．

为了研究 miR-21对 PTEN和 TPM1蛋白表达
的影响，分别将 50 pmol miR-21 mimic 和 NC 或

Table 1 qPCR primers used in this study
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2援2 miR鄄21加速 PTEN和 TPM1 mRNA降解
研究报道，大部分 miRNA 具有较长的半衰

期，其稳定性较强 [26-27]，我们在 HEK293T 细胞和
HeLa 细胞检测 miR-21 的半衰期．HEK293T 和
HeLa细胞接种于 12孔板，培养 24 h 后，使用放
线菌素 D (10 mg/L)抑制细胞转录，分别收取抑制
转录后 5 个时间点(0、4、8、12、24 h)的细胞总

RNA，紫外分光光度计检测 RNA浓度，琼脂糖电
泳检测 RNA质量，然后进行反转录，随后使用实
时荧光定量 PCR 技术检测 2 种细胞各个时间点
miR-21水平(图 2a)．实验结果显示，在 2 种细胞
内，miR-21的半衰期均大于 24 h，miR-21稳定性
较强，这就消除了进一步研究 miR-21对非完全匹
配靶 mRNA PTEN 和 TPM1 稳定性的影响时，

Fig. 1 MicroRNA鄄21 targets the PTEN and TPM1 mRNAs and regulates their protein expression
(a) Predicted miR-21 binding sites located in the 3' UTRs of the human PTEN and TPM1 mRNAs. (b) Quantitative RT-PCR analysis of PTEN and

TPM1 mRNA expression in HEK293T and HeLa cells at 48 h after transfection with miR-21 mimic. Expression of PTEN and TPM1 were normalized

to the internal control GAPDH. (c) Western blot analysis of PTEN and TPM1 protein expression in HEK293T and HeLa cells transfected with miR-21

mimic or miR-21 inhibitor. NC, negative control; miR-21, miR-21 mimic; IG, inhibition group (miR-21 inhibitor).

100 pmol miR-21 inhibitor和 NC 转染 HEK293T 细
胞和 HeLa细胞，转染 48 h后提取细胞的总蛋白，
BCA法对细胞总蛋白进行定量，蛋白质印迹法检
测 2种细胞 PTEN和 TPM1蛋白质表达水平．结果
显示，相比较于对照组，在 2 种细胞内过表达
miR-21 组 PTEN和 TPM1的蛋白质表达水平显著
降低，而使用 miR-21 inhibitor 组 PTEN 和 TPM1

的蛋白质表达水平上升(图 1c)．这些结果表明，在
HEK293T 和 HeLa 细胞内，PTEN 和 TPM1 作为
miR-21的非完全匹配靶基因，其蛋白质的表达水
平受到 miR-21的调控．类似的结果，改变 miR-21
的水平不影响 PTEN和 TPM1 的 mRNA水平但影
响其蛋白质表达，已经在其他的细胞系或组织中有

报道[18, 24-25]．
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Fig. 2 MicroRNA鄄21 accelerates PTEN and TPM1 mRNA decay
(a) Real-time PCR analysis of the half-life of miR-21 in HEK293T and HeLa cells treated with actinomycin D. Relative levels at 0 h were normalized to

1. U6 snRNA served as an internal miRNA control. (b) Quantitative RT-PCR analysis of the half-lives of PTEN and TPM1 mRNAs in HEK293T and

HeLa cells transfected with miR-21 mimic (50 nmol/L) then treated with actinomycin D (10 mg/L). Cells were harvested at five time points, and total

RNA was isolated and reverse transcribed. (c) Quantitative RT-PCR analysis of the half-life of VASN mRNA in HEK293T and HeLa cells. GAPDH

mRNA was used as a normalization control for mRNAs. NC, negative control; miR-21, miR-21 mimic. : NC; : miR-21.

miR-21自身稳定性对实验结果造成的影响．
在 HEK293T 和 HeLa 细胞中转染 miR-21

mimic和 NC，同时使用放线菌素 D(10 mg/L)抑制
细胞转录，收取 5个时间点(转染后 0、4、8、12、
24 h)细胞总 RNA，1%琼脂糖检测 RNA 完整性，
结果显示 RNA 完整性良好，反转录获得 cDNA
后，使用实时荧光定量 PCR 检测转染 NC组与
miR-21 mimic 组 HEK293T 细胞和 HeLa 细胞各个

时间点 PTEN和 TPM1水平(图 2b)；同时在 2种细
胞检测各个时间点非 miR-21靶 mRNA VASN的水
平(图 2c)．上述结果发现，在 2种细胞，相比较于
对照组，转染 miR-21 mimic 组 PTEN和 TPM1 的
半衰期明显减短，PTEN和 TPM1的降解速率显著
增加，非完全匹配靶 mRNA PTEN 和 TPM1 与
miR-21 结合后，miR-21 能够影响它们的 RNA 稳
定性，加速其分子的降解．
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为了更加有力地证实 miR-21 能够加速 PTEN
和 TPM1 的降解，HEK293T 细胞和 HeLa 细胞转
染 50 pmol miR-21 mimic 24 h，然后转染 100 pmol
miR-21 inhibitor和 NC，同时使用放线菌素 D抑制
细胞转录，收取 5 个时间点细胞总 RNA，
qRT-PCR检测两种细胞各个时间点 PTEN和 TPM1

水平 (图 3)．实验结果显示，相比与对照组，
miR-21 inhibitor 能够延长 PTEN 和 TPM1 的半衰
期，增加它们的稳定性．

上述实验结果证实在 HEK293T 和 HeLa 细胞
中，miR-21 能够加速其非完全匹配靶 mRNA
PTEN和 TPM1的降解．

2援3 LncRNA鄄GAS5 增强 PTEN 和 TPM1 mRNA
稳定性

最近研究表明 lncRNA能够作为 miRNA内源
的“分子海绵”吸收 miRNA，从而影响 miRNA对
下游基因的调控．有研究报道，lncRNA-GAS5能
够作为 miR-21的天然“分子海绵”[28]．因此，我

们打算以 lncRNA-GAS5 作为 miR-21“分子海绵”
入手，探究 lnRNA-GAS5能够通过其 miR-21“分
子海绵”的功能调控 miR-21非完全匹配靶 mRNA
的稳定性．生物信息学分析，lncRNA- GAS5包含
miR-21 的结合位点 (图 4a)；构建完成 lncRNA-
GAS5 表达质粒，HEK293T 和 HeLa 细胞转染
0.5 滋g pcDNA6-GAS5，qRT-PCR检测 lncRNA-GAS5
的表达(图 4b)．

为了探究 lncRNA-GAS5 对 PTEN 和 TPM1
mRNA 稳定性的影响，HEK293T 细胞和 HeLa 转
染 0.5 滋g pcDNA6-GAS5过表达质粒，过表达 24 h

后，使用放线菌素 D抑制细胞转录，收取 5 个时
间点的细胞总 RNA，qRT-PCR检测两种细胞各个
时间点 PTEN 和 TPM1 的 mRNA 水平(图 4c)．结
果显示，在 HEK293T 和 HeLa 内过表达 lncRNA-
GAS5延长了 PTEN和 TPM1的半衰期，增强了它
们的 RNA稳定性．
2援4 lncRNA鄄GAS5 通过与 miR鄄21 直接相互作用
影响 PTEN和 TPM1 mRNA的稳定性

因为 miRNA和 mRNA之间形成大于 6个碱基
配对的非完全匹配就可以导致 mRNA的沉默效应，
而且 1 个 mRNA 可能被多个 miRNA 靶向，1 个
miRNA 又可以靶向多个 mRNA [19-20]．为了证实我

们的理论，lncRNA-GAS5调控 miR-21非完全匹配
mRNA 是通过其 miR-21 的“分子海绵”的作用，
研究 lncRNA-GAS5延长 PTEN和 TPM1 mRNA的
半衰期是否是通过与 miR-21的直接相互作用就显
得相当重要．
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Fig. 3 MicroRNA鄄21 inhibitor attenuates PTEN and TPM1 mRNA decay
HEK293T and HeLa cells were transfected with 50 nmol/L miR-21 mimic, incubated for 24 h, transfected with 100 nmol/L miR-21 inhibitor and treated

with actinomycin D (10 mg/L). Cells were harvested at five time points, and total RNA was isolated and reverse transcribed. Quantitative real-time PCR

analysis was used to measure the half-lives of the PTEN and TPM1 mRNAs. NC, negative control; Anti-miR-21, miR-21 inhibitor. : NC; :

Anti-miR-21.
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为了更加明确 miR-21在整个环路中所扮演的
角色，我们在 HEK293T细胞和 HeLa 细胞中共转
染 100 pmol miR-21 inhibitor 和 0.5 滋g pcDNA6-
GAS5或 pcDNA6.0b，转染 24 h后，使用放线菌素
D抑制细胞转录，收取 5个时间点的细胞总 RNA，
qRT-PCR检测两种细胞各个时间点 PTEN和 TPM1
mRNA水平(图 5)．实验结果表明，在使用 miR-21

inhibitor 封 闭 了 miR-21 之 后 ， 过 表 达

lncRNA-GAS5 并不能明显地改变 PTEN 和 TPM1
的 mRNA稳定性．这提示，lncRNA-GAS5通过竞
争性地与 miR-21结合，以此增强 PTEN和 TPM1
的 mRNA稳定性．换言之，lncRNA-GAS5能够抑
制由 miR-21介导的非完全匹配靶 mRNA PTEN和
TPM1的降解作用．

Fig. 4 GAS5 increases the stability of PTEN and TPM1 mRNAs
(a) Predicted miR-21 binding sites within lncRNA-GAS5. (b) HEK293T and HeLa cells were transfected with pcDNA6 or pcDNA6-GAS5, and GAS5

mRNA expression was quantified by qRT-PCR at 48 h. GAPDH mRNA was used as a normalization control for mRNAs. (c) HEK293T and HeLa cells

were transfected with pcDNA6-GAS5 or pcDNA6 for 24 h, then treated with actinomycin D (10 mg/L). Total RNA was isolated at five time points and

qRT-PCR was performed to measure the half-lives of the PTEN and TPM1 mRNAs. NC, pdDNA6; GAS5, pcDNA6-GAS5. *P < 0.05 are considered

statistically significant. : NC(pcDNA6); : GAS5.姻 姻音 音
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2援5 miR鄄21加速细胞内源 lncRNA鄄GAS5的降解
LncRNA-GAS5 含有 miR-21 的结合位点，而

且 lncRNA与 mRNA 在结构上较为相似，为了探
究 lncRNA-GAS5 结合 miR-21 之后 GAS5 的命运
变化，我们在 HEK293T 和 HeLa 细胞中转染
miR-21mimic和 NC，同时使用放线菌素 D抑制细
胞转录，收取 5 个时间点(转染后 0、4、8、12、
24 h)细胞总 RNA，1%琼脂糖检测 RNA 完整性，
结果显示 RNA 完整性良好，反转录获得 cDNA

后，使用实时荧光定量 PCR 检测转染 NC 组与
miR-21 mimic组 HEK293T细胞和 HeLa细胞(图 6)
各个时间点 lncRNA-GAS5水平．结果发现，在两
种细胞，相比较于对照组，转染 miR-21 mimic组
lncRNA-GAS5 的半衰期明显减短，lncRNA-GAS5
的降解速率显著增加，lncRNA-GAS5与 miR-21竞
争结合后，miR-21 能够与 lncRNA-GAS5 结合影
响其稳定性，加速细胞内源 lncRNA-GAS5分子的
降解．

Fig. 6 MicroRNA鄄21 accelerates lncRNA鄄GAS5 decay
Quantitative RT-PCR analysis of the half-lives of lncRNA-GAS5 in HEK293T and HeLa cells transfected with miR-21 mimic (50 nmol/L) then treated

with actinomycin D (10 mg/L). Cells were harvested at five time points, and total RNA was isolated and reverse transcribed. NC, negative control;

miR-21, miR-21 mimic. : NC; : miR-21.

Fig. 5 Overexpressing GAS5 and blocking miR鄄21 does not significantly affect PTEN and TPM1 mRNA stability
HEK293T and HeLa cells were co-transfected with pcDNA6 or pcDNA6-GAS5 and miR-21 inhibitor, cultured for 24 h, then cells were treated with

actinomycin D (10 mg/L). Total RNA was isolated at five time points and qRT-PCR was performed to quantify the half-lives of the PTEN and TPM1

mRNAs. NC, pcDNA6 and miR-21 inhibitor; GAS5, pcDNA6-GAS5 and miR-21 inhibitor. : NC; : GAS5.
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3 讨 论

在动物细胞中，miRNA直接介导完全匹配靶
mRNA的剪切，从而导致靶 mRNA迅速降解 [28-29].
miRNA介导的非完全匹配靶 mRNA的转录抑制，
而对完全匹配靶 mRNA造成的剪切沉默效应分别
代表了不同的基因调节途径[30]．近来有一些学者认

为，miRNA对非完全匹配靶 mRNA的沉默作用是
通过直接的翻译抑制，降低靶 mRNA的稳定性，
或者是两者的共同作用导致的．已有报道显示，

miRNA例如 miR-12a、miR-125b和 let-7能够导致
它们非完全匹配靶 mRNA的稳定性降低 [12]．但究

竟多少匹配数目或匹配率就能介导 mRNA的剪切
或者翻译抑制之间转化还需要进一步的研究．因为

miRNA 非完全匹配机制的存在，非常大比例的
mRNA受到 miRNA的调控，而且 6个以上的碱基
配对就可以介导 miRNA 非完全匹配机制导致的
RNA 干扰(RNA interference，RNAi)的发生，所以
miRNA引起的 RNA干扰的脱靶效应(off-target)不
容忽视，尤其在临床开发应用 miRNA时，更应引
起研究者的重视．

miRNA 通过加速非完全匹配靶 mRNA 降解
影响 mRNA的稳定性，以达到调控基因的表达．
非完全匹配靶基因的蛋白质水平的下调可以直接被

检测到，但是 mRNA水平的变化就没有明显变化，
文献报道的 miR-21 能够调控 PTEN 和 TPM1 的
蛋白表达，但是相应的 mRNA水平确没有显著变
化[18, 24-25]．研究发现，miRNA对非完全匹配 mRNA
能够介导靶 mRNA的脱腺苷化，从而影响 mRNA
的稳定性．我们的研究证实，人为抑制细胞的转

录，miRNA的过表达就能引起靶 mRNA的快速降
解．那么，不抑制细胞的转录而过表达 miRNA，
非完全匹配靶 mRNA是如何保持水平不变呢？我
们推测，相比较于 miRNA对于完全匹配 mRNA的
剪切降解，脱腺苷化所造成的非完全匹配靶

mRNA的降解效率较低，那么有可能 mRNA由于
降解造成的减少，快速地被新转录出来的 mRNA
所恢复，但我们的推测还需进一步的研究及实验结

果支持．

长非编码 RNA指的是长度大于 200 nt不编码
蛋白质的一类 RNA分子，长非编码 RNA 已经能
够参与表观遗传、转录水平、转录后水平和翻译水

平多个层次的基因表达调控 [31-32]．CeRNA 也称为
miRNA“分子海绵”，揭示了一类长非编码 RNA

新的调控机制，长非编码 RNA 通过“吸收”
miRNA，影响 miRNA 下游功能．长非编码 RNA
的结构与 mRNA 非常相似，miRNA 靶向 mRNA
后导致基因表达的沉默，那么 miRNA通过碱基互
补配对与长非编码 RNA 结合后会导致什么结果
呢？最近有研究报道，miRNA 同样也可以调控
lncRNA 的稳定性，并通过这样的机制影响
lncRNA丰度以及功能，已经报道证实的有 let-7和
lincRNA-p21、 miR-9 和 MALAT1、 miR-34a 和
UFC1、 miR-211 和 LOC285194、 miR-124 和
LNCSCA7以及 miR-574-5p和 PTCSC3[33]．以 let-7
和 lincRNA-p21为例介绍研究者发现的机制，HuR
蛋白与 let-7/Ago2相互作用抑制 lincRNA-p21的表
达，其中 HuR 蛋白和 let-7/Ago2 与 lincRNA- p21
的结合对 lincRNA-p21 的降解起到非常重要的作
用．简言之，HuR 与 lincRNA-p21 结合，招募
let-7/RISC，从而导致 lincRNA-p21 的降解 [34]．

lncRNA-GAS5 作为 miR-21的“分子海绵”，我们
的实验结果显示，miR-21能够加速 lncRNA-GAS5
的降解，所以推测 miR-21 介导 lncRNA-GAS5 的
降解也是通过 HuR/Ago2途径，但还需实验证实．
LncRNA和 mRNA能够通过 miRNA这个中间分子
实现调控作用，同时 miRNA又可以通过影响 RNA
稳定性的方式调控 mRNA 和 lncRNA的水平，这
些机制构成了 lncRNA、miRNA、mRNA三者这个
复杂又精细的调控环路．

在本研究中，我们在 HEK293T 细胞和 HeLa
细胞中证实了 miR-21 能够调控非完全匹配靶
mRNA PTEN 和 TPM1 蛋白水平的表达，但对
PTEN和 TPM1 mRNA水平无显著影响．我们发现
miR-21 可以加速 PTEN 和 TPM1 mRNA 的降解，
而使用 miR-21 inhibitor 可也延长 PTEN 和 TPM1
的半衰期．此外， lncRNA-GAS5 作为 miR-21 的
“分子海绵”能够通过与 miR-21结合增强 PTEN和
TPM1 mRNA的稳定性．大部分研究认为 lncRNA
通过 miRNA“分子海绵”的功能“吸收”miRNA，
从而影响 mRNA的丰度；但从本研究的实验结果
来看，我们认为 lncRNA 调控 mRNA 蛋白质表达
的实质是其抑制或减弱 miRNA 介导的 mRNA 降
解，导致 mRNA稳定性的上升，最终致使 mRNA
水平和蛋白质表达的增加．

既然 miR-21能够加速 lncRNA-GAS5的降解，
那 么 不 同 细 胞 系 或 不 同 组 织 中 miR-21，
lncRNA-GAS5的表达是否存在相关性？我们通过
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查询非编码 RNA数据库 NONCODE和 miRNA数
据库 miRNAMap，比较 miR-21 和 lncRNA-GAS5
的相关性．结果显示，在 lncRNA-GAS5高表达的
卵巢组织中，miR-21 表达水平则较低，而在
miR-21高表达的肺、肾组织中，lncRNA-GAS5的
表达水平较低，提示两者表达可能存在一定的相关

性，相关研究还有待于今后进一步开展．
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LncRNA鄄GAS5 Inhibits Decay of microRNA鄄21
Imperfect Complementary Target mRNAs*

ZHENG Wei, DONG Jie, LI Shao-Hua, DING Hong-Mei, LI Hui, HUANG Ai-Xue, XIA Wei,
BAI Chen-Jun, GUO Xiao-Hua, LI Da, GENG Jie, LI Jie**, SHAO Ning-Sheng**

(Institute of Basic Medical Sciences, Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100850, China)

Abstract LncRNA-GAS5 can act as a “ sponge” for microRNA-21 (miR-21) by competitively sequestering
miR-21 from binding target mRNAs. Moreover, miR-21 directly regulates PTEN and TPM1 via imperfect
complementary target base pairing．We confirmed miR-21 regulates PTEN and TPM1 protein expression without
significantly affecting PTEN and TPM1 mRNA expression via imperfect complementary target binding in
HEK293T and HeLa cells. Furthermore, Overexpressing miR-21 could significantly shorten half-lives of PTEN
and TPM1, miR-21 enhanced PTEN and TPM1 decay．Cells were transfected with lncRNA-GAS5 expression
vector, we found lncRNA-GAS5 competitively bound miR-21 and increased the half-lives of PTEN and TPM1.
Besides, miR-21 bound with lncRNA-GAS5 could lead rapid decay of lncRNA-GAS5. This study indicates
lncRNA-GAS5 functions as a miR-21 “ sponge” that inhibits mRNA degradation of the miR-21 imperfect
complementary targets PTEN and TPM1, and miR-21 also could regulate lncRNA-GAS5 stability by base
pairing．Further exploration of the mechanisms may improve our understanding of the lncRNA-miRNA-mRNA
sophisticated regulatory feedback loop.
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