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ｍｉＲ８０２靶向 Ｈｎｆ１Ｂ抑制胰岛素分泌的作用研究
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摘　要　探究ｍｉＲ８０２对于胰岛β细胞分泌胰岛素的影响及其作用机制。利用 ｍｉＲ８０２类似物及 ｍｉＲ８０２抑制剂分别在
胰岛原代细胞及Ｍｉｎ６细胞过表达或敲降ｍｉＲ８０２；采用 ＥＬＩＳＡ法检测 ｍｉＲ８０２对胰岛素分泌的影响；通过 ｍｉＲＮＡ靶基因
数据库预测、荧光素酶报告法和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法确证ｍｉＲ８０２的靶基因；最后开展功能回复实验阐明ｍｉＲ８０２调控胰岛β细
胞分泌胰岛素的作用机制。结果表明：在胰岛原代细胞和 Ｍｉｎ６细胞中过表达 ｍｉＲ８０２能抑制胰岛 β细胞分泌胰岛素；
ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验证明ｍｉＲ８０２通过抑制靶基因肝细胞核因子１Ｂ（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ１β，Ｈｎｆ１Ｂ）的转录和翻
译，从而抑制胰岛素的分泌。
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　　２型糖尿病是由遗传和环境等因素导致的以
高血糖为主要特征的慢性非传染性疾病［１］。糖尿

病可引发多种并发症，包括心脑血管疾病、肾衰竭、

失明等，严重的胰岛素抵抗也是非酒精性脂肪肝病

最主要的致病因素［２］，极大影响患者的生活质量，

并给患者家庭和社会带来沉重的经济负担，成为全

球公认的医疗卫生保健问题。因此阐明糖尿病的

发病机制，探究引起糖尿病发生的新靶点，对糖尿

病的诊断和防治意义重大。ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是
一种内源的短片段非编码 ＲＮＡ，约含２０～２２个碱
基，通过与ｍＲＮＡ的３′端非翻译区结合，引起靶基
因剪切或抑制靶基因的翻译从而对其表达进行调

控［３］。目前研究发现许多ｍｉＲＮＡ参与调控糖尿病
的发生、发展［４－５］。比如，ｍｉＲ３３５已被证明以编
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码胰岛素分泌相关的ＳＮＡＲＥ复合物成员的ｍＲＮＡ
为靶点［６］；ｍｉＲ３７５也被报道可通过反馈环节被高
水平的葡萄糖负调控，因为其可通过靶向 ＰＤＫ１减
弱胰岛素基因转录［７］；另有研究表明 Ｍｉｎ６细胞暴
露于高葡萄糖环境可导致多个ｍｉＲＮＡ表达水平的
改变，其中ｍｉＲ３０ｄ被发现参与胰岛素基因转录的
调节［８］；同样，小鼠胰岛中 ｍｉＲ１５ａ表达的变化与
胰岛素基因 ｍＲＮＡ水平相关［９］。以上研究均表

明，ｍｉＲＮＡ对胰岛 β细胞具有重要的调控作用。
但目前关于ｍｉＲＮＡ调控胰岛β细胞功能的具体机
制尚未完全阐明。因此揭示并完善ｍｉＲＮＡ调控胰
岛β功能的机制，是糖尿病研究领域中亟待解决
的重要科学问题。

本课题组前期通过高通量测序发现与正常饮

食小鼠胰岛组织相比，在高脂饮食模型小鼠胰岛组

织中ｍｉＲ８０２的表达水平显著升高。且新近研究
表明，ｍｉＲ８０２直接与 ＮＦκＢ抑制因子（ＮＲＦ）的
３′ＵＴＲ结合并抑制其表达，介导肥胖相关肾
病［１０］；同时在小鼠肝脏中 ｍｉＲ８０２的过表达损害
葡萄糖耐受性，并降低胰岛素敏感性，而 ｍｉＲ８０２
表达的降低则改善了葡萄糖耐量和胰岛素作

用［１１］。因此，ｍｉＲ８０２对糖尿病的发生、发展发挥
着重要的调控作用。

但是 ｍｉＲ８０２是否能直接调控胰岛 β细胞的
功能，目前尚未有文献报道。为了深入探讨 ｍｉＲ
８０２对胰岛β细胞功能的调控作用，本研究利用脂
质体转染法在胰岛原代细胞和Ｍｉｎ６细胞中过表达
或敲降 ｍｉＲ８０２，通过 ＥＬＩＳＡ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等实
验揭示ｍｉＲ８０２胰岛β细胞的功能及其作用机制。
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　材　料

１１　试　剂
ＤＭＥＭ高糖培养基、ＲＰＭＩ１６４０完全培养基、

胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００、
Ｔｒｉｚｏｌ试剂（南京诺唯赞公司）；ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ
蛋白质定量试剂盒、胰蛋白酶（上海碧云天生物公

司）；割胶回收试剂盒（北京康为世纪生物科技有

限公司）；兔抗鼠 Ｈｎｆ１Ｂ单克隆抗体、兔抗鼠
ＧＡＰＤＨ单克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司）；ｍｉＲ８０２
类似物及其阴性对照，ｍｉＲ８０２抑制剂及其阴性对
照、ｍｉＲＲＮＡ实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ定量试剂盒
（上海吉玛制药技术公司）；Ａｌｌｉｎｏｎｅ逆转录试剂

盒、实时荧光定量 ＲＴｑＰＣＲ试剂盒（美国 ａｂｍ公
司）；Ｖ型胶原酶（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；Ｔ４
ＤＮＡ连接酶（日本ＴａＫａＲａ公司）。
１２　仪　器

４８０ＩＩ实时荧光定量仪（美国 Ｒｏｃｈｅ公司）；
Ｓｙｎｅｒｇｙ荧光酶标仪（美国Ｂｉｏｔｅｋ公司）；ＴＳ２Ｒ显微
图像采集系统（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＴｒａｎｓＢｌｏｔ
ＴｕｒｂｏＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳转膜仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公
司）；４６００蛋白曝光仪（上海Ｔａｎｏｎ公司）。
１３　质粒、细胞和动物

大肠埃希菌、２９３Ｔ细胞、ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴ质粒、
海肾质粒、ｐｃＤＮＡ３１（＋）质粒、ＰＬＶＸｓｈＲＮＡ２质
粒均保存于本实验室。胰岛 β细胞系 Ｍｉｎ６细胞
由南京医科大学韩晓教授课题组提供。６～８周龄
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠购自扬州大学比较医学中心，许可
证号ＳＣＸＫ（苏）２０１７０００７。所有动物实验均符合
动物伦理委员会标准。

'

　方　法

２１　细胞培养和提取
Ｍｉｎ６细胞复苏及培养和胰岛原代细胞的提取

均按文献［１２］的方法进行。
２２　细胞的转染

将ｍｉＲ８０２类似物及其阴性对照、ｍｉＲ８０２抑
制剂及其阴性对照的干粉于常温离心机中１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，之后加入ｄｄＨ２Ｏ溶解粉末，配制
为２０μｍｏｌ／Ｌ的储存液，将储存液分装后于－２０℃
保存。取培养于６孔板中的细胞，按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅＴＭ２０００说明书的要求进行转染，先将细胞上清
换成无血清培养基饥饿培养４ｈ，之后将待转染的
ｍｉＲＮＡ和ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００按照体积比１∶２加
入到无血清培养基中，并使 ｍｉＲＮＡ在培养基中的
终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ，６ｈ后换成完全培养基继续
培养用于后续的实验。

２３　葡萄糖刺激的胰岛素分泌（ＧＳＩＳ）实验
将纯净的胰岛原代细胞均匀铺在１２孔板中，

并设置每孔中胰岛细胞的数量为３０个。加入 ＲＰ
ＭＩ１６４０完全培养基１００μＬ（含１０％胎牛血清），
置于细胞培养箱平衡１２ｈ，并将Ｍｉｎ６细胞（１×１０７

个）接种于 １２孔板，按照“２２”项所述的转染步
骤，在胰岛细胞和Ｍｉｎ６细胞中过表达或敲降 ｍｉＲ
８０２，转染 ４８ｈ后，用含 ２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的

００１



第５１卷第１期 王丹维，等：ｍｉＲ８０２靶向Ｈｎｆ１Ｂ抑制胰岛素分泌的作用研究

Ｈａｎｋ′ｓ平衡盐溶液缓冲液作为饥饿液培养６ｈ，之
后分别用２５和２５ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖刺激２ｈ，刺
激结束之后，收集细胞上清液，用小鼠胰岛素

ＥＬＩＳＡ试剂盒检测上清液中胰岛素的含量，同时用
细胞刮刀将接种的细胞完全刮下，收集细胞后用

ＢＣＡ试剂盒进行蛋白定量，用每孔胰岛素的含量
（μＩＵ）／每孔细胞蛋白含量（ｍｇ）作为胰岛素分泌
能力的评价指标。

２４　靶基因预测和双荧光素酶检测实验
根据 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／

ｖｅｒｔ＿７２／），ｍｉＲＢａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ／），
ｍｉＲｗａｌｋ（ｈｔｔｐ：／／ｍｉｒｗａｌｋｕｍｍｕｎｉｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇｄｅ／）
网站预测ｍｉＲ８０２潜在的靶基因，利用Ｂｉｂｉｓｅｒｖ２（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｂｉｂｉｓｅｒｖｃｅｂｉｔｅｃｕｎｉｂｉｅｌｅｆｅｌｄｄｅ／ｒｎａｈｙｂｒｉｄ／）
计算靶基因与ｍｉＲＮＡ的结合自由能，将预测到的靶
基因合成包含酶切位点和目的片段的３′ＵＴＲ种子
序列，人工合成野生型片断上下游引物（Ｈｎｆ１ＢＷＴ
Ｆ／Ｒ），在野生型片断的基础上合成种子序列互补序
列的突变位点，合成突变片段（Ｈｎｆ１ＢＭＵＦ／Ｒ），片
段长度为５９ｂｐ，序列如表１所示。

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｕｓｅｄｆｏｒｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔａｓｓａｙ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
Ｈｎｆ１ＢＷＴＦ ＣＴＡＧＴＡＡＣＴＧＡＴＧＣＡＡＡＡＡＣＴＴＧＡＡＴＣＴＧＴＴＡＣＴＧＡＡＡＴＡＡＧＡＴＧＡＧＧＡＣＣＡＡＧＧＡＧＧＡ
Ｈｎｆ１ＢＷＴＲ ＡＧＣＴＴＣＣＴＣＣＴＴＧＧＴＣＣＴＣＡＴＣＴＴＡＴＴＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧＡＴＴＣＡＡＧＴＴＴＴＴＧＣＡＴＣＡＧＴＴＡ
Ｈｎｆ１ＢＭＵＦ ＣＴＡＧＴＡＡＣＴＧＡＴＧＣＡＡＡＡＡＣＴＴＧＡＡＴＣＴＡＣＣＧＴＣＡＧＡＡＴＡＡＧＡＴＧＡＧＧＡＣＣＡＡＧＧＡＧＧＡ
Ｈｎｆ１ＢＭＵＲ ＡＧＣＴＴＣＣＴＣＣＴＴＧＧＴＣＣＴＣＡＴＣＴＴＡＴＴＣＴＧＡＣＧＧＴＡＧＡＴＴＣＡＡＧＴＴＴＴＴＧＣＡＴＣＡＧＴＴＡ

ＷＴ：ｗｉｌｄｔｙｐｅ；ＭＵ：ｍｕｔａｎｔ；Ｆ：ｆｏｒｗａｒｄ；Ｒ：ｒｅｖｅｒｓｅ

　　将合成的单链退火，使用Ｔ４ＤＮＡ连接酶将退
火产物与酶切后的 ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴ质粒进行连接
重组，并将其转化进大肠埃希菌中，提取质粒。

ＭｉＲ８０２与 ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴ重组质粒、海肾质粒共
转染到２９３Ｔ细胞：提前将２９３Ｔ细胞均匀铺至２４孔
板中，转染３种质粒，每种设置３个平行孔。２９３Ｔ
细胞铺板密度为每孔２×１０５个，体系５００μＬ，转染
前将２４孔板中换成４００μＬ不含抗生素和血清的
培养基，４～６ｈ后开始转染。转染结束后４８ｈ使
用双荧光素酶报告试剂盒对其荧光强度进行检测。

２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｈｎｆ１Ｂ蛋白的表达
向上述步骤中获得的胰岛原代细胞和Ｍｉｎ６细

胞中分别加入ＲＩＰＡ裂解液（含有蛋白酶和磷酸酶
抑制剂），置于冰上用细胞刮刀刮下，每隔１０分钟涡
旋１０ｓ，使细胞得到充分的裂解，加入５×上样缓冲
液溶液，并用ＰＢＳ将蛋白浓度调整为１０μｇ／μＬ，将
制备好的样品置于１００℃金属浴中煮１０ｍｉｎ。利用
５％浓缩胶和１０％分离胶进行电泳，先将电压设置成
８０Ｖ，待样品跑到浓缩胶和分离胶的分界线时，调整
电压为１４０Ｖ，整个电泳持续约９０ｍｉｎ。将 ＰＶＤＦ
膜用甲醇活化１０ｍｉｎ后，使用半干转印法将蛋白
转移到膜上，转移后将膜置３％脱脂牛奶中室温封
闭１ｈ。封闭结束，用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，
加入相应的按１∶１０００稀释的一抗（兔抗鼠 Ｈｎｆ１Ｂ
单克隆抗体、兔抗鼠ＧＡＰＤＨ单克隆抗体），将样品

在４℃冰箱中过夜孵育。一抗孵育之后，洗膜
３次，每次１０ｍｉｎ，后加入相对应的二抗孵育１ｈ，
二抗孵育结束之后，继续洗膜 ３次并于曝光仪中
曝光。

２６　ＲＮＡ的提取和ｑＰＣＲ
在转染后的细胞中加入Ｔｒｉｚｏｌ裂解液１ｍＬ，将

细胞充分裂解后提取细胞 ＲＮＡ，使用 ｑＰＣＲ试剂
盒，分别将 ＲＮＡ反转录成普通 ｃＤＮＡ和 ｍｉＲ８０２
的ｃＤＮＡ，进行ｑＰＣＲ。ｑＰＣＲ过程中所使用的引物
序列如表２所示。其中 ＣＹＣ为 Ｈｎｆ１Ｂ的内参；Ｕ６
为ｍｉＲ８０２的内参。

Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｑＰＣＲ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
Ｈｎｆ１ＢＦ ＣＣＣＣＴＣＡＣＣＡＴＣＡＧＣＣＡＡＧ
Ｈｎｆ１ＢＲ ＧＧＴＴＣＴＧＡＧＡＴＴＧＣＴＧＧＧＧＡＴＴ
ＣＹＣＦ ＧＡＧＣＴＧＴＴＴＧＣＡＧＡＣＡＡＡＧＴＴＣ
ＣＹＣＲ ＣＣＣＴＧＧＣＡＣＡＴＧＡＡＴＣＣＴＧＧ
ｍｉＲ８０２Ｆ ＣＧＧＣＧＴＣＡＧＴＡＡＣＡＡＡＧＡＴＴＣ
ｍｉＲ８０２Ｒ ＴＡＴＧＧＴＴＴＴＧＡＣＧＡＣＴＧＴＧＴＧＡＴ
Ｕ６Ｆ ＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴＴＧＧＡＡＣＧ
Ｕ６Ｒ ＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴＣＣ

２７　质粒构建
在ＮＣＢＩ数据库中查找Ｈｎｆ１Ｂ的编码序列，以

Ｍｉｎ６细胞的 ｃＤＮＡ作为模板扩增 Ｈｎｆ１Ｂ的编码
区，Ｈｎｆ１Ｂ全长１５９９ｂｐ，利用割胶回收试剂盒回
收所得到的片段，选用ｐｃＤＮＡ３１（＋）真核生物表
达质粒，将回收得到的片段和ｐｃＤＮＡ３１（＋）质粒
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用ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ进行双酶切（３７℃酶切６ｈ），
将酶切后的质粒割胶回收，利用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶将
质粒和片段于３７℃过夜连接１２ｈ，连接后的质粒
转化至大肠埃希菌，挑取单克隆菌测序，成功构建

的过表达质粒命名为 ｏｖｅｒＨｎｆ１Ｂ；同时空载的
ｐｃＤＮＡ３１（＋）作为 ｏｖｅｒＨｎｆ１Ｂ的对照质粒。利

用 ｓｈＲＮＡ 数 据 库 （ｈｔｔｐ：／／ｓｉｒｎａｗｉｍｉｔｅｄｕ／
ｈｏｍｅｐｈｐ）设计 Ｈｎｆ１Ｂ的序列，采用 ＢａｍＨⅠ和
ＥｃｏＲⅠ作为酶切位点，用上述同样的方法，将其构
建在ＰＬＶＸｓｈＲＮＡ２的载体上，构建成功的敲除质
粒命名为ｓｈＨｎｆ１Ｂ（ＰＣＲ引物见表３）。利用空载
的ＰＬＶＸｓｈＲＮＡ２载体作为ｓｈＨｎｆ１Ｂ的对照质粒。

Ｔａｂｌｅ３　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒＰＣＲ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
ＯｖｅｒＨｎｆ１ＢＦ ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＧＡＴＧＧＴＧＴＣＣＡＡＧＣＴＣＡＣＧＴＣＧＣ
ＯｖｅｒＨｎｆ１ＢＲ ＣＣＣＴＣＧＡＧＧＧＴＣＡＣＣＡＧＧＣＴＴＧＣＡＧＴＧＧＡＣＡＣ
ＳｈＨｎｆ１ＢＦ ＧＡＴＣＣＣＡＧＣＡＴＧＴＣＴＴＣＣＡＧＴＡＡＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＴＡＣＴＧＧＡＡＧＡＣＡＴＧＣＴＧＴＴＴＴＴＴＧ
ＳｈＨｎｆ１ＢＲ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＣＡＧＣＡＴＧＴＣＴＴＣＣＡＧＴＡＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＴＴＡＣＴＧＧＡＡＧＡＣＡＴＧＣＴＧＧ

２８　功能回复实验
分别将３０个纯净的胰岛原代细胞和１×１０７

个Ｍｉｎ６细胞接种于１２孔板，将待实验的细胞分为
４组，根据 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００说明书的方法，分
别转染ｍｉＲ８０２类似物及其阴性对照、ｏｖｅｒＨｎｆ１Ｂ
和ｍｉＲ８０２类似物 ＋ｏｖｅｒＨｎｆ１Ｂ，转染４８ｈ后，按
“２３”项方法进行 ＧＳＩＳ实验，检测胰岛素的分泌
能力。

２９　统计学处理
实验数据均以 珋ｘ±ｓ表示，平均值对比分析采

用双因素方差分析（ＴｗｏＷａｙＡＮＯＶＡ），单因素方
差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）和 ｔ检验，Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

(

　结　果

３１　ｍｉＲ８０２在 Ｍｉｎ６和胰岛原代细胞中转染效
率的验证

将ｍｉＲ８０２类似物及其阴性对照，ｍｉＲ８０２抑

制剂及其阴性对照分别转染至Ｍｉｎ６和胰岛原代细
胞中，转染４８ｈ后通过 ｑＰＣＲ检测转染效率，结果
如图１所示，与对照组相比，转染 ｍｉＲ８０２类似物
的组中ｍｉＲ８０２表达显著上调，在 Ｍｉｎ６细胞和胰
岛原代细胞中分别上调至对照组的３００倍和２００
倍。转染ｍｉＲ８０２抑制剂组与对照组相比，则显著
抑制了ｍｉＲ８０２的表达，在 Ｍｉｎ６细胞和胰岛原代
细胞中分别下调至对照组８０％及６０％，上述结果
说明ｍｉＲ８０２类似物和 ｍｉＲ８０２抑制剂可以作为
上调和抑制ｍｉＲ８０２表达的有效工具。
３２　ｍｉＲ８０２调控胰岛素的分泌

经葡萄糖刺激后Ｍｉｎ６细胞和胰岛原代细胞的
胰岛素分泌结果如图 ２所示，用高糖或低糖刺激
时，过表达ｍｉＲ８０２可明显抑制 Ｍｉｎ６细胞和胰岛
原代细胞分泌胰岛素，而敲降 ｍｉＲ８０２则促进
Ｍｉｎ６细胞和胰岛原代细胞分泌胰岛素。以上结果
均表明 ｍｉＲ８０２能够调控胰岛 β细胞胰岛素的
分泌。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ｑＰＣＲｖｅｒｉｆｉｅｄｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｍｉＲ８０２ｉｎＭｉｎ６ｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄｉｓｌｅｔｐｒｉｍａｒｙｃｅｌｌ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＲｅｌａｔｉｖｅｍｉＲ８０２ｌｅｖｅｌｉｎＭｉｎ６；Ｂ：ＲｅｌａｔｉｖｅｍｉＲ８０２ｌｅｖｅｌｉｎｉｓｌｅｔ
Ｐ＜０００１
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ８０２ｏｎｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＭｉｎ６（Ａ）ａｎｄｐｒｉｍａｒｙｉｓｌｅｔｃｅｌｌｓ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
 Ｐ＜００５； Ｐ＜００１； Ｐ＜０００１

３３　ｍｉＲ８０２靶基因的初步验证
利用ｍｉＲＮＡ靶基因数据库预测 ｍｉＲ８０２的潜

在靶基因，结合ｍｉＲ８０２对胰岛β细胞的生物学功
能，筛选出 Ｈｎｆ１Ｂ为 ｍｉＲ８０２的潜在靶基因，通过
软件 Ｂｉｂｉｓｅｒｖ２预测分析，发现 ｍｉＲ８０２与 Ｈｎｆ１Ｂ
靶向性结合的自由能为－９１７ｋＪ／ｍｏｌ，说明Ｈｎｆ１Ｂ

与 ｍｉＲ８０２的结合位点具有高度保守性（图 ３
Ａ），同时双荧光素酶报告基因检测结果显示，
Ｈｎｆ１Ｂ萤火虫荧光素酶的相对荧光强度能够被
ｍｉＲ８０２类似物抑制，但能被 ｍｉＲ８０２抑制剂增强
（图３Ｃ）。上述结果表明 Ｈｎｆ１Ｂ可能是 ｍｉＲ８０２
的靶基因。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎａｎｄｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ８０２ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ
Ａ：ＴａｒｇｅｔｂｉｎｄｉｎｇｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｏｆｍｉＲ８０２ａｎｄＨｎｆ１Ｂｗａｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙｂｉｂｉｓｅｒｖ２；Ｂ：ＴａｒｇｅｔｂｉｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｍｉＲ８０２ａｎｄＨｎｆ１Ｂｗａｓ
ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙｔａｒｇｅｔｓｃａｎ；Ｃ：ＴａｒｇｅｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ８０２ａｎｄＨｎｆ１Ｂｗａｓｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙｄｏｕｂｌｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
 Ｐ＜０００１
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３４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＰＣＲ验证ｍｉＲ８０２靶向Ｈｎｆ１Ｂ
为了进一步确证 ｍｉＲ８０２靶向 Ｈｎｆ１Ｂ，本研究

利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＰＣＲ进一步确认。结果如图
４所示，在 Ｍｉｎ６细胞中过表达 ｍｉＲ８０２可以显著
降低靶基因 Ｈｎｆ１Ｂ的蛋白和 ｍＲＮＡ水平，而在
Ｍｉｎ６细胞中敲除ｍｉＲ８０２时观察到相反的现象。
３５　Ｈｎｆ１Ｂ促进胰岛素分泌

Ｈｎｆ１Ｂ是对胰腺细胞形成和维持血糖稳态具有
重要作用的转录因子。为了研究Ｈｎｆ１Ｂ是否能调控
胰岛β细胞功能，本研究通在Ｍｉｎ６和胰岛原代细胞
中转染ｓｈＨｎｆ１Ｂ和Ｈｎｆ１Ｂ过表达载体，通过 ｑＰＣＲ
及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 Ｈｎｆ１Ｂ的转染效率，结果显示
Ｈｎｆ１Ｂ在Ｍｉｎ６细胞中过表达约３００倍，降低至７０％
（图５Ａ）；在胰岛原代细胞中Ｈｎｆ１Ｂ被过表达约２５０
倍降低至７０％（图５Ｂ）。接着在Ｍｉｎ６细胞及胰岛
原代细胞中开展 ＧＳＩＳ实验，ＥＬＩＳＡ检测结果显示
Ｈｎｆ１Ｂ可以显著促进 Ｍｉｎ６细胞（图５Ｃ）和胰岛原

代细胞（图５Ｄ）分泌胰岛素。以上结果表明Ｈｎｆ１Ｂ
可调控胰岛β细胞分泌胰岛素。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ８０２ｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｈｎｆ１ＢｉｎＭｉｎ６ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）．Ｐ＜０００１

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨｎｆ１ＢｏｎｔｈｅｓｅｃｒｅｔｏｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｉｓｌｅｔβｃｅｌｌｓＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＨｎｆ１ＢｉｎＭｉｎ６ａｎｄｐｒｉｍａｒｙｉｓｌｅｔｃｅｌｌｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
Ａ：ＣｈａｎｇｅｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＨｎｆ１ＢｉｎＭｉｎ６ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＣｈａｎｇｅｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＨｎｆ１Ｂｉｎｐｒｉｍａｒｙｉｓｌｅｔｃｅｌｌｓ；Ｃ：Ｅｆｆｅｃｔｓｏｎ
ｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎＭｉｎ６ｃｅｌｌｓ；Ｄ：Ｅｆｆｅｃｔｓｏｎｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｉｓｌｅｔｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５；Ｐ＜００１；Ｐ＜０００１
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３６　ｍｉＲ８０２靶向Ｈｎｆ１Ｂ抑制胰岛β细胞分泌胰
岛素

为了进一步验证 ｍｉＲ８０２是否通过靶向
Ｈｎｆ１Ｂ调控胰岛素的分泌，在 Ｍｉｎ６细胞和胰岛原
代细胞中转染ｍｉＲ８０２类似物 和Ｈｎｆ１Ｂ过表达载

体，结果如图６Ａ和６Ｂ显示，与单转染 ｍｉＲ８０２
类似物组相比，共转染Ｈｎｆ１Ｂ和ｍｉＲ８０２类似物组
可回复ｍｉＲ８０２降低的胰岛素分泌能力，以上结果
表明ｍｉＲ８０２是通过靶向Ｈｎｆ１Ｂ抑制胰岛素分泌。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＭｉＲ８０２ｔａｒｇｅｔｉｎｇＨｎｆ１ＢｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｉｓｌｅｔβｃｅｌｌｓＣｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｍｉＲ８０２ｍｉｍｉｃｓａｎｄＨｎｆ１ＢｉｎＭｉｎ６ａｎｄｐｒｉｍａｒｙｉｓｌｅｔｃｅｌｌｓ
ｆｏｒ４８ｈ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＩｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎＭｉｎ６ｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｉｓｌｅｔｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０００１

*

　讨　论

肝细胞核因子 １α（Ｈｎｆ１Ａ）和 Ｈｎｆ１Ｂ（或
ｖＨＮＦ１）是在肝、肾、肠道和胰腺 β细胞中表达的
密切相关的转录因子［１３］。其最初被发现为单基因

糖尿病基因，临床特征包括胰腺发育不全和外分泌

功能不全。来自动物模型的数据表明，Ｈｎｆ１Ｂ对于
胰腺和肝脏发育的多个阶段至关重要［１４］。Ｈｎｆ１Ｂ
的分子改变与多器官疾病有关［１５－１６］，包括５岁以
下儿 童 的 成 熟 期 糖 尿 病 （ＭＯＤＹ５，ＨＮＦ１β
ＭＯＤＹ）［１７－１８］，外分泌胰腺的形态和功能异常［１９］。

另有研究表明Ｈｎｆ１Ｂ突变携带者具有高胰岛素血
症并伴有胰岛素抵抗［２０］。新近研究显示Ｈｎｆ１Ｂ通
过调控ＰＰＡＲγ信号通路参与调控胰岛素抵抗［１５］，

以上研究均说明Ｈｎｆ１Ｂ可能参与胰岛 β细胞功能
的调控。同时，Ｈｎｆ１Ｂ可能与 ＰＡＸ６启动子结合，
直接控制 ＰＡＸ６的表达［２１］，许多证据表明，ＰＡＸ６
的任何改变（过度表达和限制性表达）均能对血糖

产生影响，从而参与了糖尿病的发生与发展。

ＰＡＸ６有望成为治疗糖尿病的新的发展方向［２２］，也

为进一步深入研究提供新的依据。

本次研究通过在Ｍｉｎ６细胞和胰岛原代细胞中
转染 ｍｉＲ８０２的模拟物和抑制剂，发现过表达
ｍｉＲ８０２会抑制胰岛β细胞胰岛素的分泌，利用生
物信息学预测并经过双荧光素酶报告系统、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ等实验确证了Ｈｎｆ１Ｂ是 ｍｉＲ８０２的靶基因；最
后通过功能回复实验证明了 ｍｉＲ８０２是通过靶向
Ｈｎｆ１Ｂ，从而抑制胰岛素分泌。本研究首次阐明了
ｍｉＲ８０２可以参与胰岛β细胞功能的调控，初步探
讨其调控机制，为糖尿病的发生发展提供一定的理

论基础。
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