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　　摘要：为了揭示ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ在鹅卵泡颗粒细胞凋亡中的作用及调控机制，本研究分离培养鹅等级卵泡颗粒细
胞并转染ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ相似物（ｍｉｍｉｃ）和抑制物（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ），采用ｑＰＣＲ法检测细胞凋亡相关基因的ｍＲＮＡ表达量；
为进一步探究其作用机制，结合ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ和Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ７．０预测 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ靶基因，然后在中国仓鼠卵巢细胞
系（ＣＨＯ）中采用双荧光素酶报告系统检测 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ对血管生成因子 Ａ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ，
ＶＥＧＦＡ）３′ＵＴＲ荧光素酶活性的影响，最后采用ｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ对鹅颗粒细胞 ＶＥＧＦＡ表达量的影响。结
果显示，过表达ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ能显著升高ＢＣＬ２／ＢＡＸ比值（Ｐ＜０．０５），显著下调Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达量（Ｐ＜０．０５）；
抑制ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ则显著下调ＢＣＬ２／ＢＡＸ值（Ｐ＜０．０５），对Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达量无影响（Ｐ＞０．０５）。双荧光素酶
报告载体系统发现，ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ能极显著抑制 ＶＥＧＦＡ－ＷＴ报告载体荧光素酶活性（Ｐ＜０．０１），但对 ＶＥＧＦＡ
ｍＲＮＡ表达量无显著性影响（Ｐ＞０．０５）。上述试验结果表明，ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ可能通过抑制 ＢＡＸ和 Ｃａｓｐａｓｅ３表达量
来抑制鹅颗粒细胞凋亡，但在鹅颗粒细胞中ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ是否通过ＶＥＧＦＡ调控细胞凋亡需要进一步研究。
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　　卵巢卵泡发育状况影响家禽繁殖性能和产蛋
率，而影响卵泡正常发育的因素众多，其中颗粒细

胞增殖分化或凋亡对卵泡发育具有重要作用［１］。

颗粒细胞能合成多种活性肽，不仅可以调节垂体释

放促卵泡素（ＦＳＨ）影响卵泡发育，还能作为局部调
节因子调控类固醇激素生成和细胞增殖，为卵泡生

长发育所必需。禽类卵泡发育过程中大量发生闭

锁，这个过程主要受颗粒细胞凋亡率调控。Ｊｏｈｎｓｏｎ
等发现，鸡卵泡闭锁起始于颗粒层并受颗粒细胞凋

亡过程的调节［２－３］。

　　ｍｉＲＮＡ是一类长约１８～２５ｎｔ具有调控功能的
内源性非编码蛋白 ＲＮＡ［４］。目前在颗粒细胞中已
经发现许多 ｍｉＲＮＡ参与调控细胞增殖凋亡。对猪
健康卵泡和闭锁卵泡测序后发现，ｍｉＲ－２６ｂ在闭锁
卵泡中表达量显著升高，进一步研究发现其通过靶

向ＡＴＭ（共济失凋突变基因）促进颗粒细胞凋亡［５］。

对水牛健康卵泡、早期闭锁卵泡和晚期闭锁卵泡测

序后发现，包括 ｍｉＲ－２１－５ｐ在内多个 ｍｉＲＮＡ表
达量随着卵泡闭锁程度增加先升高后下降，表明

ｍｉＲ－２１－５ｐ可能参与了调控颗粒细胞凋亡［６］。

ＦＳＨ处理鸡颗粒细胞后能抑制细胞凋亡，对处理样
品测序后发现包括 ｌｅｔ－７家族和 ｍｉＲ－１３０／３０１家
族在内的ｍｉＲＮＡ差异表达，表明它们可能在细胞凋
亡中发挥了作用［７］。表皮生长因子（ＥＧＦ）处理鹅
等级前颗粒细胞后，能促进细胞增殖，ｍｉＲＮＡ测序
后发现包括ｍｉＲ－２６ｂ、ｍｉＲ－２７ａ、ｍｉＲ－２７ｂ等多个
ｍｉＲＮＡ表达量显著上调［８］。笔者所在课题组通过

对不同发育阶段卵泡颗粒层测序得到许多差异表

达的ｍｉＲＮＡ，包括 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ［９］。Ｄｏｎａｄｅｕ等
测序发现，ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ在牛闭锁卵泡颗粒细胞
中的表达量显著高于在健康卵泡颗粒细胞中［１０］。

对牛发情期第３天次级卵泡和优势卵泡的颗粒层测
序后发现，ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ在次级卵泡颗粒层中表
达量显著高于在优势卵泡中，但在发情期第 ７天
ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ表达量趋势与之相反，说明 ｍｉＲ－
１９９ａ－５ｐ在颗粒细胞中的作用可能与卵泡发育阶
段有关［１１］。目前ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ在颗粒细胞中的
研究只停留在测序水平，关于其在颗粒细胞中的功
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能及作用机制尚未报道。

　　目前，ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ在禽类颗粒细胞中的作
用尚未有报道，而颗粒细胞的凋亡率影响卵泡正常

发育，因此本试验通过在鹅颗粒细胞中转染 ｍｉＲ－
１９９ａ－５ｐ相似物（ｍｉｍｉｃ）或抑制物（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）来过
表达或抑制内源性 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ表达。ｑＰＣＲ法
检测细胞凋亡关键基因表达量，使用生物信息学预

测 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ靶基因并通过双荧光素酶报告
系统验证，最后 ｑＰＣＲ法检测 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ对靶
基因表达量的影响。本研究结论旨在为进一步阐

明ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ在禽类颗粒细胞中的作用奠定
基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料和细胞系
本试验动物材料选用在相同条件下饲养的健

康、开产时间和体质量基本一致并处于产蛋高峰期

的天府肉鹅母系母鹅。试验动物来自四川农业大

学家禽育种场，使用程序按照四川农业大学动物护

理与使用指南进行；中国仓鼠卵巢细胞系（ＣＨＯ）购
自中国科学院昆明动物研究所。试验于 ２０１８—
２０１９年在四川农业大学畜禽遗传资源发掘与创新
利用四川省重点实验室完成。

１．２　鹅颗粒细胞分离培养
将鹅颈部放血处死后取出卵泡，按照 Ｇｉｌｂｅｒｔ等

的方法分离 Ｆ２～Ｆ４等级阶段卵泡颗粒层：在超净
台中剪碎后加入 ０．０５％ Ⅱ型胶原酶（美国 ＭＰｂｉｏ
公司），在３７℃水浴锅中消化，无明显块状物后终
止消化［１２］。离心后弃去上清，加入含１０％ ＦＢＳ（胎
牛血清，美国 Ｇｉｂｃｏ公司）和１％青链霉素混合液的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２（杜尔贝科改良伊格尔培养基，美国

ＨｙＣｌｏｎｅ公司）培养基重悬细胞，接种于１２孔板，放
入３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养。
１．３　颗粒细胞转染

颗粒细胞培养 ４８ｈ后，按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００（美国英杰生命技术有限公司）说明书操作转
染不同浓度的ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ的相似物（ｍｉｍｉｃ）和
抑制物（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）。笔者所在课题组前期对鹅颗粒
细胞ｍｉＲＮＡ进行测序，得到 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ序列
（５′－ＣＣＣＡＧＵＧＵＵＣＡＧＡＣＵＡＣＣＵＧＵＵＣ－３′），根据
其序列由上海吉玛制药技术有限公司设计合成鹅

ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ的 ｍｉｍｉｃ和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，详见表１。每
个试验组共设３个重复孔，２４ｈ后使用ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ
［宝生物工程（大连）有限公司］收集ＲＮＡ样品。

表１　ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ相关序列

种类
序列

（５′→３′）

ｍｉｍｉｃ ＣＣＣＡＧＵＧＵＵＣＡＧＡＣＵＡＣＣＵＧＵＵＣ

ＡＣＡＧＧＵＡＧＵＣＵＧＡＡＣＡＣＵＧＧＧＵＵ

ｍｉｍｉｃＮＣ ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ

ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＧＡＡＣＡＧＧＵＡＧＵＣＵＧＡＡＣＡＣＵＧＧＧ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ ＣＡＧＵＡＣＵＵＵＵＧＵＧＵＡＧＵＡＣＡＡ

１．４　荧光定量ＰＣＲ检测基因表达量
用ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ提取细胞总 ＲＮＡ后，使用上海

吉玛制药技术有限公司设计合成的 ｍｉＲＮＡ＆Ｕ６反
转录与定量试剂盒检测 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ的表达量。
使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ和ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭⅡ［宝生物工程（大连）有限公司］检测
ｍＲＮＡ表达量。每个样本重复 ３次，ｍｉＲＮＡ和
ｍＲＮＡ表达量计算分别以Ｕ６和β－ａｃｔｉｎ为内参，本
试验所用定量引物序列见表２。

表２　定量引物序列

基因
上游引物序列

（５′→３′）
下游引物序列

（５′→３′）

ＶＥＧＦＡ ＡＧＡＣＣＴＧＧＡＧＣＴＴＧＣＡＴＧＡＣ ＧＧＴＡＧＧＡＣＡＣＡＣＡＣＧＡＣＡＧＧ

Ｃａｓｐａｓｅ３ ＣＴＧＧＴＡＴＴＧＡＧＧＣＡＧＡＣＡＧＴＧＧ ＣＡＧＣＡＣＣＣＴＡＣＡＣＡＧＡＧＡＣＴＧＡＡ

ＢＡＸ ＧＡＡＧＣＡＴＴＴＡＣＡＧＴＴＧＣＣＡＴＴＡＣＡＧ ＣＣＡＣＡＡＧＣＡＡＧＣＡＡＡＧＡＧＣＣ

ＢＣＬ２ ＧＡＴＧＣＣＴＴＣＧＴＧＧＡＧＴＴＧＴＡＴＧ ＧＣＴＣＣＣＡＣＣＡＧＡＡＣＣＡＡＡＣ

β－ａｃｔｉｎ ＣＡＡＣＧＡＧＣＧＧＴＴＣＡＧＧＴＧＴ ＴＧＧＡＧＴＴＧＡＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＧ

ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ ＣＴＴＧＣＧＴＡＴＣＣＣＡＧＴＧＴＴＣＡＧＡ ＴＡＴＧＧＴＴＧＴＴＣＡＣＧＡＧＴＣＣＴＴＧＴＣ

Ｕ６ ＡＴＴＧＧＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴ ＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧ

　　注：β－ａｃｔｉｎ表示ｍＲＮＡ定量内参；Ｕ６表示ｍｉＲＮＡ定量内参。
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１．５　靶基因预测与载体构建
根据靶基因预测网站 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ７．０（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／ｖｅｒｔ＿７１／）和 ＲＮＡＨｙｂｒｉｄ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｉｂｉｓｅｒｖ．ｃｅｂｉｔｅｃ．ｕｎｉ－ ｂｉｅｌｅｆｅｌｄ．ｄｅ／
ｒｎａｈｙｂｒｉｄ）预测到鹅 ＶＥＧＦＡ（ＸＭ＿０１３２０００６０．１）可
能是ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ的靶基因，在３′ＵＴＲ处存在潜
在结合位点。根据鹅 ＶＥＧＦＡ３′ＵＴＲ设计如下引物
扩增包括潜在结合位点在内的片段：Ｆ：５′－ｃｇａｇｃｔｃ
ＴＣＡＧＴＡＣＧＧＡＣＧＡ－３′；Ｒ：５′－ｃｔｃｔａｇａＧＧＣＧＡＡＧＧ
ＴＴＧＧ－３′，引物 ５′端小写字母分别代表 ＳａｃⅠ、
ＸｂａⅠ 酶切位点和保护碱基。将扩增产物胶回收
后和ｐｍｉｒＧＬＯ质粒［普洛麦格（北京）生物技术有限
公司］使用ＳａｃⅠ、ＸｂａⅠ内切酶（英国 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ公司）进行双酶切，再次胶回收后将扩增片
段连接到 ｐｍｉｒＧＬＯ质粒上得到野生型重组载体即
ＶＥＧＦＡ－ＷＴ。将野生型载体的潜在结合位点突变
为其互补序列，得到突变型重组载体即 ＶＥＧＦＡ－
ＭＵＴ，点突变由北京擎科新业生物技术有限公司
完成。

１．６　双荧光素酶报告载体试验
ＣＨＯ细胞系复苏后接种于培养皿中，待细胞长

满后用胰酶消化，然后用含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养基重悬细胞，以１×１０６～４×１０６个／ｍＬ的密度
接种于９６孔板。待细胞密度达到约 ７０％ ～８０％
时，按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００（美国英杰生命技术有
限公司）说明书将 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐｍｉｍｉｃ／ＮＣ分别
与ＶＥＧＦＡ－ＷＴ／ＭＵＴ两两共转染，试验共设４个试
验组，每组３孔重复值。

１．７　双荧光素酶活性检测
使 用 Ｄｕａｌ－Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ试 剂 盒

（Ｐｒｏｍｅｇａ）检测荧光活性，检测前先将 ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ底
物按要求溶解分装，－８０℃备用。按试验需要量稀
释１×裂解液，并按ｓｔｏｐ＆Ｇｌｏｂｕｆｆｅｒ∶ｓｔｏｐ＆Ｇｌｏ底
物＝５０∶１的比例现配 ｓｔｏｐ＆Ｇｌｏ底物备用。ＣＨＯ
细胞转染２４ｈ后弃去培养基，ＰＢＳ清洗１次，加入
裂解液充分裂解细胞后将其转移到小 ＥＰ管中。检
测时先加入２０μＬ细胞裂解液和１００μＬｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
底物反应并读取Ａ值，继续加入１００μＬｓｔｏｐ＆Ｇｌｏ
底物反应读取Ｂ值，Ａ／Ｂ比值即为最终检测结果。
１．８　数据分析

使用 ２－ΔΔＣＴ法计算基因相对表达量［１３］，使用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０软件的 ｔ－ｔｅｓｔ检验分析数据并
作图。

２　结果与分析

２．１　ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ过表达和抑制效果检测
本试验中 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐｍｉｍｉｃ设置 ３０、９０、

１５０ｎｍｏｌ／Ｌ３个转染浓度，检测 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ过
表达效果，结果见图１－Ａ。ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐｍｉｍｉｃ
转染颗粒细胞 ２４ｈ后，与各自对照组相比，９０、
１５０ｎｍｏｌ／Ｌ浓度时 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ表达量显著增
加（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ设置 ５０、
１００、１５０ｎｍｏｌ／Ｌ３个转染浓度，结果见图 １－Ｂ，
１００、１５０ｎｍｏｌ／Ｌ时，ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ表达量均极显著
减少（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．００１），因此后续试验过表达
组和抑制组定量样品转染浓度均选择１５０ｎｍｏｌ／Ｌ。

２．２　ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ对颗粒细胞凋亡关键基因表
达量的影响

由图２可知，过表达ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ后，抗凋亡

基因Ｂ－ＣｅｌｌＣＬＬ／Ｌｙｍｐｈｏｍａ２（ＢＣＬ２）与促凋亡因
子ＢＣＬ２ＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＸＰｒｏｔｅｉｎ（ＢＡＸ）的比值（ＢＣＬ２／
ＢＡＸ）上升，促凋亡基因Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达量均下
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降，与对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）。抑制ｍｉＲ－
１９９ａ－５ｐ后，ＢＣＬ２／ＢＡＸ比值显著下降，但 Ｃａｓｐａｓｅ３
表达量没有显著差异（Ｐ＞０．０５）。
２．３　ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ靶基因预测与载体构建

通过Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ网站预测 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ靶基
因，从中挑选与颗粒细胞增殖凋亡相关的基因，最

终选择 ＶＥＧＦＡ作为候选靶基因。将鹅 ＶＥＧＦＡ３′
ＵＴＲ序列和鹅ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ序列导入ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ
网站中寻找二者的结合位点，结果见图３。设计引
物扩增得到６７７ｂｐ的 ＶＥＧＦＡ３′ＵＴＲ片段，包含潜
在的结合位点。最终构建得到的野生型和突变型

载体序列见图４。

２．４　ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ靶基因鉴定
ＣＨＯ细胞转染２４ｈ后检测荧光活性，结果见图

５。当过表达 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ时，和对照组相比
ＶＥＧＦＡ－ＷＴ荧光活性被极显著抑制（Ｐ＜０．０１），说
明二者之间存在结合位点；过表达 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ
对 ＶＥＧＦＡ－ＭＵＴ荧光活性没有显著变化（Ｐ＞

００５），说明二者不存在结合位点，即预测的结合位
点正确，鹅ＶＥＧＦＡ是 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ的靶基因。进
一步在鹅颗粒细胞中检测ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ表达量（图
６）发现，无论是过表达还是抑制 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ表
达，ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ表达量均没有显著差异（Ｐ＞
００５）。　
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３　讨论与结论

已知ＢＣＬ２和ＢＡＸ是通过形成同源或异源二聚
体来调节细胞凋亡的，二者比值降低促进凋亡，反

之则抗凋亡［１４］。本研究中过表达 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ
后ＢＣＬ２／ＢＡＸ比值显著升高，而抑制后比值显著下
降，促凋亡基因 Ｃａｓｐａｓｅ３表达量也在过表达
ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ后显著下降，说明 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ
在鹅颗粒细胞中可能起到抑制细胞凋亡的作用。

ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ在颗粒细胞中的功能研究尚未有报
道。Ｚｈｕ等发现ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ可以诱导心肌细胞
和结直肠癌细胞凋亡［１５－１６］。在小鼠肝细胞中刺激

内质网应激发生后，抑制 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ表达可以
促进细胞凋亡，表明 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ在肝细胞中起
到抗凋亡的作用，抑制内质网应激引起的细胞凋

亡［１７］。此外ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ还可以调控细胞增殖。
在肝癌细胞中，ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ调节缺氧诱导因子
１α（ＨＩＦ１Ａ）和ＶＥＧＦＡ抑制细胞增殖［１８］。Ｙｅ等发现
在结 直 肠 癌 细 胞 中，ｍｉＲ －１９９ａ－５ｐ通 过
ＨＩＦ１Ａ／ＶＥＧＦＡ途径抑制细胞增殖，但不影响细胞凋
亡和细胞周期［１９］。

ｍｉＲＮＡｓ的经典作用方式是通过与靶基因
ｍＲＮＡ３′ＵＴＲ结合抑制靶基因表达，继而发挥不同

功能。本研究使用 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ网站共预测到６２１个
ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ靶基因，从中筛选与颗粒细胞凋亡
相关的基因，最终选择 ＶＥＧＦＡ基因作为候选基因。
ＶＥＧＦＡ基因编码肝素结合蛋白，诱导血管内皮细胞
的增殖和迁移，对于血管生成必不可少［２０］。在小鼠

颗粒细胞中慢病毒介导过表达 ＶＥＧＦＡ后，ＢＡＸ和
Ｃａｓｐａｓｅ３表达量显著下降，抑制颗粒细胞凋亡［２１］。

在绵羊颗粒细胞中直接添加 ＶＥＧＦＡ可促进细胞增
殖［２２－２３］。卵泡发育需要血管提供氧气，因此

ＶＥＧＦＡ还影响卵泡正常发育，直接向小鼠卵巢中注
射ＶＥＧＦＡ后，可促进卵泡数量增加和血管生成［２４］。

Ｈｓｕ等发现上调 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ可以通过靶向
ＶＥＧＦＡ的３′ＵＴＲ抑制子宫内膜间充质干细胞增殖，
验证了二者之间的靶向关系［２５］。

　　由于 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ网站中预测靶基因与 ｍｉＲＮＡ
结合位点时不包含鹅，为了确定 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ与
鹅ＶＥＧＦＡ基因潜在的结合位点，使用ＲＮＡＨｙｂｒｉｄ网
站导入鹅ＶＥＧＦＡ３′ＵＴＲ与ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ序列，预
测二者可能的结合位点并构建野生型和突变型载体。

本研究发现过表达ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ后，ＶＥＧＦＡ－ＷＴ
报告载体荧光素酶活性显著下降，说明 ＶＥＧＦＡ是
ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ的靶基因。当突变二者的潜在结合
位点后过表达ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ对 ＶＥＧＦＡ－ＭＵＴ报
告载体荧光素酶活性无影响，证明预测的结合位点

正确。本研究进一步检测 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ对
ＶＥＧＦＡ表达量的影响时发现，无论是过表达还是抑
制 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ表达，都不影响颗粒细胞中
ＶＥＧＦＡｍＲＮＡ的表达量，表明 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ是在
翻译水平调控ＶＥＧＦＡ蛋白表达。在人子宫内膜基
质细胞中，ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ通过与 ＶＥＧＦＡ３′ＵＴＲ结
合抑制其蛋白表达量，但不影响ｍＲＮＡ表达量［２６］。

　　ｍｉＲＮＡ靶基因众多，在不同发育阶段或组织细
胞中起主效作用的靶基因可能存在差异，而单个靶

基因又会同时受到多个ｍｉＲＮＡ调控，共同构成复杂
的调控网络［２７－２８］。目前众多研究表明，ＶＥＧＦＡ在
颗粒细胞中行使促进细胞增殖和抗凋亡的作用，而

本研究发现 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ在鹅颗粒细胞中可能
发挥抑制细胞凋亡的作用，因此推测 ｍｉＲ－１９９ａ－
５ｐ在鹅颗粒细胞中抗凋亡功能可能不是通过靶基
因ＶＥＧＦＡ实现的，或者说 ＶＥＧＦＡ在此过程中作用
很小，不是主效靶基因，仍需要进一步试验探究。

　　本研究发现 ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ可能抑制鹅颗粒
细胞凋亡，并通过双荧光素酶报告系统验证了
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ＶＥＧＦＡ是 ｍｉＲ －１９９ａ－５ｐ的 靶 基 因，但 是
ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ抑制鹅颗粒细胞凋亡的功能是否通
过ＶＥＧＦＡ通路实现需要进一步研究。本研究初步
探讨ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ在禽类颗粒细胞中的功能及
可能机制，为深入探究ｍｉＲＮＡ在禽类卵巢颗粒细胞
中的功能提供理论依据。
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