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摘　要：采用实时荧光定量、生物信息学、双荧光素酶报告和体内 ｍｉＲＮＡ抑制的方法，探究 ｍｉＲ１９２在尼罗
罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）应答碳酸盐碱度胁迫中的作用。结果如下：（１）实时荧光定量ＰＣＲ实验表明，在
急性碱度胁迫（６ｇ／ＬＮａＨＣＯ３）尼罗罗非鱼６ｈ后，鳃组织中 ｍｉＲ１９２的表达显著下调，溶质转运蛋白基因
（ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｓ１６Ａ７，ＳＬＣ１６Ａ７）表达显著上调（Ｐ＜０．０５）；（２）借助生物信息分析预测到 ＳＬＣ１６Ａ７可能是 ｍｉＲ
１９２的靶基因；（３）利用双荧光素酶报告实验发现 ｍｉＲ１９２会与 ＳＬＣ１６Ａ７的３′ＵＴＲ结合；（４）体内对 ｍｉＲ１９２
抑制后，ＳＬＣ１６Ａ７的表达显著上调（Ｐ＜０．０５）。证实了ｍｉＲ１９２参与了尼罗罗非鱼应答碱度胁迫中的调控过
程，ＳＬＣ１６Ａ７是ｍｉＲ１９２的直接靶基因，为探明ｍｉＲＮＡｓ调控尼罗罗非鱼应答碱度胁迫的分子机制提供了一定
的依据。
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　　中国拥有大量的盐碱水资源，面积约为
６．０３×１０１２ｍ２［１］，但开发利用难度大，需要适宜
的水产养殖品种［２］。盐碱水具有盐度高、ｐＨ高、
碱度高、离子成分复杂等特点［３］，其中碱度是指

水中能与酸发生中和反应的物质总量，包括

ＨＣＯ－３、ＣＯ
２－
３ 等弱酸根，ＯＨ

－等强碱以及ＮＨ３等
弱碱性物质，而天然水体中主要以碳酸盐碱度为

主［４］。通常，适当的碱度有利于水生生物生存，

但过高的碳酸盐碱度对水生生物具有较强的毒

害作用［５６］。碱度毒性会影响血液中 ｐＨ缓冲体
系，会损伤鳃、黏膜等离子交换组织［７］。尼罗罗

非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）是一种广盐性鱼类。
本实验室在开展耐盐碱罗非鱼新品种选育的过

程中也试图研究其适应盐碱环境的机制［８］。在

高碳酸盐碱度胁迫下，血氨浓度上升，罗非鱼会

启动尿素与谷氨酰胺代谢途径共同参与调节血

氨浓度［９］。碱度胁迫会影响尼罗罗非鱼鳃离子

细胞 数 量 和 形 态［１０］。碳 酸 酐 酶 （ｃａｒｂｏｎｉｃ
ａｎｈｙｄｒａｓｅ，ＣＡ）家族中的 ＣＡⅡ、ＣＡⅣ、溶质载体

家 族 蛋 白 （ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ，ＳＬＣ）中 的
ＳＬＣ４Ａ４、ＳＬＣ２６Ａ６参与碱度胁迫下离子转运、渗
透压平衡调节［１１］。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类内源性、短链非
编码小 ＲＮＡ［１２］。ｍｉＲＮＡｓ主要通过与靶基因的
３′非翻译区（３′ＵＴＲ）的碱基不完全配对，抑制或
降解靶基因的表达［１３］。研究表明 ｍｉＲＮＡ广泛参
与动物［１４１５］和植物［１６］适应环境的过程。在植物

中的研究表明 ｍｉＲＮＡ在适应盐度［１７］、碱度［１８］、

温度［１９］和湿度［２０］的变化中发挥重要作用。在尼

罗罗非鱼的研究中发现：ｍｉＲ２０４通过靶向血管
内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ）响应低氧胁迫［２１］；ｍｉＲ３０ｃ和 ｍｉＲ２０６分
别通过靶向热休克蛋白（ｈｅａｔＳｈｏｃｋＰｒｏｔｅｉｎｓ７０，
ＨＳＰ７０）和胰岛素样生长因子（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ１）来应对渗透压变化［２２２３］；ｍｉＲ２１
通过靶向血管内皮生长因子ＶＥＧＦＢ和ＶＥＧＦＣ来
参与适应碱度胁迫［２４］。本实验室已通过高通量

测序技术发现碳酸盐碱度胁迫后罗非鱼鳃组织
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中６７个差异表达显著 ｍｉＲＮＡｓ，并结合实时荧光
定量ＰＣＲ对７个ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ１２２、ｍｉＲ１９２、ｍｉＲ
１９４ａ、ｍｉＲ２４ａ、ｍｉＲ３０ｄ、ｍｉＲ１４３和 ｍｉＲ１５５）进
行了初步研究，但尚未对其作用和靶基因进行深

入研究。

选取ｍｉＲ１９２深入研究其在尼罗罗非鱼应答
碱度胁迫中的作用，首先采用实时荧光定量 ＰＣＲ
检测在急性碱度胁迫尼罗罗非鱼后，９６ｈ内鳃组
织中ｍｉＲ１９２的表达变化。利用生物信息软件预
测ｍｉＲ１９２的靶基因，并对靶基因进行 ＫＥＧＧ通
路分析。在众多可能的靶基因中筛选出溶质转

运蛋白（ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｓ１６Ａ７，ＳＬＣ１６Ａ７）基因进行
实时荧光定量 ＰＣＲ、双荧光素酶报告实验以及活
体体内注射ｍｉＲ１９２抑制剂实验进一步验证靶向
关系。本研究为探明ｍｉＲＮＡｓ调控尼罗罗非鱼应
答碱度胁迫的分子调控机制提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料
实验用尼罗罗非鱼取样于上海海洋大学罗

非鱼种质资源试验站，体质量为（１１０±１０）ｇ，暂
养于室内控温循环水族箱内，每天定时投喂 ２
次，投喂量约为鱼体质量的３％。待完全适应新
环境后，挑选规格均匀、体质健康的个体开展碱

度胁迫实验。本研究经上海海洋大学动物实验

伦理委员会批准。

１．２　碳酸盐碱度胁迫实验设计
实验容器为６０ｃｍ×４５ｃｍ×４０ｃｍ的玻璃水

槽，实验用碱水提前配制，在曝气完全的淡水中

加入所需 ＮａＨＣＯ３（分析纯），稳定４８ｈ后使用。
实验前１ｄ停止喂食，实验开始时将鱼从过渡淡
水中直接移至碱度组中进行急性胁迫，每组投放

１０尾鱼，设置３个重复。于胁迫后 ０、６、１２、２４、
４８、７２和９６ｈ采样，胁迫过程中没有死亡现象，
每个重复组取１尾鱼。

根据预实验结果，设置淡水组 ＦＷ和碱度组
ＡＷ６（６ｇ／ＬＮａＨＣＯ３），实验期间应适当换水保持
碱度。配置完成后，用滴定法对水体碱度进行测

量，ＦＷ组碱度为 ２．０１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＡＷ６组碱度为
６８．６０ｍｍｏｌ／Ｌ。

取胁迫后０、６、１２、２４、４８和９６ｈ的鳃组织进
行实时荧光定量，检测 ｍｉＲ１９２和 ＳＬＣ１６Ａ７的表
达量。取０ｈ其他组织用于ｍｉＲ１９２的组织表达
谱分析。

１．３　总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成
利用Ｔｒｉｚｏｌ法提取尼罗罗非鱼的鳃组织总

ＲＮＡ，提取步骤严格按照 ＴＲＮｚｏｌＡ＋ Ｒｅａｇｅｎｔ
（ＴＩＡＮＧＥＮ）说明书操作，以１．５％的琼脂糖凝胶
电泳检测ＲＮＡ完整性，并测定质量浓度及纯度，
稀释至１ｎｇ／μＬ保存于 －８０℃冰箱备用。提取
０ｈ尼罗罗非鱼的鳃、脑、心、肌肉、肝、肾、肠组织
的总ＲＮＡ，用于组织表达谱检测。

所提取的总 ＲＮＡ经１．５％的琼脂糖凝胶电
泳检测ＲＮＡ无降解条带和污染条带，核酸浓度
检测仪测定的Ａ２６０／Ａ２８０为１．８～２．０，可用于后续
实验。

使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ（ＴａＫａＲａ）试剂盒合成ＳＬＣ１６Ａ７的ｃＤＮＡ第
一链，反应体系第一步，去除 ＲＮＡ中残存的 ＤＮＡ
（１０μＬ）：５×ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒＢｕｆｆｅｒ２．０μＬ，ｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ１．０μＬ，ＲＮＡ１．０μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ６．０
μＬ。第二步，合成ｃＤＮＡ第一链（２０μＬ）：经第一
步处理的 ＲＮＡ１０．０μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅ
ＭｉｘⅠ １．０μＬ，ＲＴ引物 １．０μＬ，５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
Ｂｕｆｆｅｒ４．０μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ４．０μＬ。

合成ｍｉＲ１９２的 ｃＤＮＡ第一链，第２步中用
ｍｉＲ１９２ＲＴ引物替代 ＲＴ引物，其余同 ＳＬＣ１６Ａ７
ｃＤＮＡ第一链的合成。

制备的 ｃＤＮＡ保存在４℃冰箱，用于后续实
验。

１．４　引物设计与筛选
根据测序所得尼罗罗非鱼 ｍｉＲ１９２序列，采

用生工生物工程股份有限公司提供的茎环序列，

使用Ｐｒｉｍｅｒ５设计茎环引物，选取 Ｕ６ｓｎＲＮＡ作
为内参基因。

选取βａｃｔｉｎ作为内参基因，对ＳＬＣ１６Ａ７设计
引物。引物通过软件 Ｐｒｉｍｅｒ５设计，由上海生工
生物工程股份有限公司合成。选择３′ＵＴＲ区域
用于双荧光素实验中的引物设计，通过普通 ＰＣＲ
反应筛选验证，引物信息详见表１。

８０４



３期 周昊天，等：ｍｉＲ１９２在尼罗罗非鱼应答碱度胁迫中的表达及靶基因

表１　引物序列信息
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

引物Ｐｒｉｍｅｒ　　　　　 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｍｉＲ１９２

正向引物 ＧＣＧＣＧＡＴＧＡＣＣＴＡＴＧＡＡＴＴＧ
反向引物 ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ

ＲＴ引物
ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧ
ＧＡＴＡＣＧＡＣＧＧＣＴＧＴ

ＳＬＣ１６Ａ７ＵＴＲ
正向引物 ＣＧＣＧＴＴＴＡＡＡＣＧＴＧＴＧＧＴＧＡＡＣＣＣＡＡＴＧＴＧＣ
反向引物 ＧＣＴＣＴＡＧＡＣＡＧＣＴＴＣＴＣＣＧＴＧＴＣＴＧＧＴＴ

Ｕ６ｓｎＲＮＡ
正向引物 ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ
反向引物 ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

βａｃｔｉｎ
正向引物 ＣＡＧＣＡＧＡＴＧＴＧＧＡＴＣＡＧＣＡＡＧＣ
反向引物 ＴＧＡＡＧＴＴＧＴＴＧＧＧＣＧＴＴＴＧＧ

注：下划线表示ＤｒａⅠ和ＸｂａⅠ的酶切位点，加粗为保护碱基（引物的扩增长度为５０８ｂｐ，位于ＳＬＣ１６Ａ７基因３′ＵＴＲ第１００４～１５１１ｂｐ
处）。

Ｎｏｔｅｓ：ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓｏｆＤｒａⅠ ａｎｄＸｂａⅠ ａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ，ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｍａｒｋｅｄｉｎｂｏｌｄａｒｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｂａｓｅｓ（Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｉｓ
５０８ｂｐ，ｌｏｃａｔｅｄａｔｔｈｅ１００４－１５１１ｂｐｏｆｔｈｅ３′ＵＴＲｏｆｔｈｅＳＬＣ１６Ａ７ｇｅｎｅ）．

１．５　实时荧光定量 ＰＣＲ
使用 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ （Ｔｌｉ

ＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）试剂盒进行荧光定量 ＰＣＲ，反应体
系如下（２０μＬ）：ＴＢＧｒｅｅｎＴＭ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）（２×）１０．０μＬ，ＰＣＲ正向引物（１０
μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，ＰＣＲ反向目录（１０μｍｏｌ／Ｌ）
０．５μＬ，ｃＤＮＡ２．０μＬ，无ＲＮａｓｅ酶水７．０μＬ。反
应程序：９５℃ ２ｍｉｎ预变性；９５℃ １５ｓ变性；
５８．５℃ １ｍｉｎ退火延伸，反应进行３５个循环。

数据分析采用ＣＦＸＭａｎａｇｅｒ软件进行。基线
值、阈值和阈循环值由软件自动设定，每个反应

设置３个平行组。每批反应均设阴性对照，确保
反应体系未受污染，采取相对定量２－ΔΔＣＴ［２５］法计
算表达量。

１．６　双荧光素酶报告载体构建与鉴定
构建 ｐｍｉｒＧＬＯＳＬＣ１６Ａ７３′ＵＴＲ双荧光素酶

报告 载 体：根 据 Ｅｎｓｅｍｂｌ上 的 基 因 序 列
（ＥＮＳＯＮＩＧ００００００１６９３４）通过 ＲＴＰＣＲ方法扩增
ＳＬＣ１６Ａ７基因３′ＵＴＲ片段。使用１．５％ 琼脂糖
凝胶电泳分析 ＰＣＲ反应产物，并对产物进行纯
化。用ＤｒａⅠ和ＸｂａⅠ对纯化的ＰＣＲ产物和载体
进行双酶切，然后 Ｔ４酶连接（连接时 ＰＣＲ产物
与荧光素酶报告载体的摩尔数之比为１０∶１，连接
体系为１０μＬ）。将连接产物导入 ＤＨ５α感受态
细胞进行阳性克隆验证，双酶切及电泳检测正确

后，送公司测序鉴定。鉴定正确的重组载体命名

为 ｐｍｉｒＧＬＯＳＬＣ１６Ａ７３′ＵＴＲ。
瞬时转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞：采用２４孔板进行

培养，接种密度为５×１０４。使用含１０％胎牛血
清（ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ培养基置于 ＣＯ２培养箱中培

养，在３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养２４ｈ至细胞密
度达 ７０％～８５％ 时开始转染。转染分为３组：
重组载体ｐｍｉｒＧＬＯＳＬＣ１６Ａ７３′ＵＴＲ（对照组）、重
组载体 ｐｍｉｒＧＬＯＳＬＣ１６Ａ７３′ＵＴＲ ＋ ｍｉＲ１９２
ｍｉｍｉｃ（处理组）和重组载体ｐｍｉｒＧＬＯＳＬＣ１６Ａ７３′
ＵＴＲ＋ｍｉＲ１９２ｍｉｍｉｃＮＣ（处理 ＮＣ组）。转染
时每组细胞设６个平行，先吸去原培养基，取２５
μＬＯＰＴＩＭＥＭ培养基稀释 １μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００并充分混匀（转染稀释液），取 ２５μＬＯＰＴＩ
ＭＥＭ培养基稀释 １μｇｍｉＲ１９２ｍｉｍｉｃｓ或者
ｍｉｍｉｃＮＣ并充分混匀（处理稀释液），将上述处
理稀释液缓慢滴入转染稀释液中，轻轻混匀后于

室温孵育５ｍｉｎ。加入转染脂质体复合物至细胞
中，转染６ｈ后更换新鲜 ＯＰＴＩＭＥＭ培养基。在
３７℃，５％ ＣＯ２条件下孵育细胞２ｄ后分析转染
细胞的荧光值。

１．７　双荧光素酶报告基因系统检测
使用 ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ ＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ

（Ｐｒｏｍｅｇａ）试剂盒，在 ＰｒｏｍｅｇａＧＬＯＭＡＸ上检测
荧光信号。将５×ＰＬＢ稀释成１×ＰＬＢ备用，预混
好ＬＡＲⅡ和Ｓｔｏｐ＆ＧｌｏＲｅａｇｅｎｔ反应液。弃去旧培
养基，用ＰＢＳ清洗２遍，每孔加入１００μＬ１×ＰＬＢ
裂解细胞，置于摇床上１５ｍｉｎ。将５０μＬＬＡＲⅡ
加入１．５ｍＬＥＰ管中，取１０μＬ细胞裂解液加入
ＥＰ管，置于仪器检测信号；加入５０μＬＳｔｏｐ＆Ｇｌｏ
Ｒｅａｇｅｎｔ，再次置入仪器，检测信号。根据测得的
萤火虫荧光素酶活性值 Ｆ（ｆｉｒｅｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）及海
肾荧光素酶活性值 Ｒ（ｒｅｎｉｌｌａｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ），计算得
出相对荧光素酶活性ΔＣＴ＝Ｆ／Ｒ。
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１．８　罗非鱼体内注射ｍｉＲＮＡ抑制剂实验
罗非鱼分别注射生理盐水（对照组）和 ｍｉＲ

１９２抑制剂（处理组）。提前使用ＲＮａｓｅｆｒｅｅ无菌
水稀释 ｍｉＲ１９２抑制剂，每尾每次注射剂量为
５００μＬ的ｍｉＲ１９２抑制剂稀释液（２００μｍｏｌ／Ｌ），
对照组使用５００μＬ０．６５％的生理盐水。采用胸
腔注射，每天２次，注射３ｄ，注射时间固定。距
离第１次注射９６ｈ后，取肌肉、鳃、肾和肝组织进
行测量。

１．９　统计学处理
实验数据采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分

析。分析结果采用平均值 ±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）
表示，当 Ｐ＜０．０５时表示差异具有统计学意
义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ１９２的生物信息学分析和靶基因预测
使用ｍｉＲａｎｄａ和ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ对ｍｉＲ１９２的靶

基因进行预测，并对预测的结果进行 ＫＥＧＧ通路
富集分析（Ｐ＜０．０５），见图１。结果显示，预测的
靶基因在损伤修复相关通路（ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ、ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ）和碳代谢通路（ｃａｒｂｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）上显
著富集，也与ｐ５３、Ｗｎｔ、ＦｏｘＯ等信号通路相关联。
在靶基因预测结果中，ＳＬＣ１６Ａ７的靶向结合位点
被两个软件同时预测位于３′ＵＴＲ的区域（图２），
推测其被 ｍｉＲ１９２直接靶向调节的可能性较大，
因此选择ＳＬＣ１６Ａ７作为后续验证靶基因。

图１　预测靶基因的ＫＥＧＧ通路富集分析图
Ｆｉｇ．１　ＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｍａｐｏｆＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｆｏｒｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ

２．２　ｍｉＲ１９２组织表达谱
取０ｈ各个组织的 ｃＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，对

扩增产物进行凝胶电泳检测，检测其组织表达

谱。由图 ３可知，ｍｉＲ１９２在肾、肌肉、心、肝、
肠、脑和鳃中都表达，其中在肾、肝和肠中表达水

平较高。使用ＩｍａｇｅＪ对凝胶电泳条带的亮度进

行定量，见图３。
２．３　ｍｉＲ１９２和 ＳＬＣ１６Ａ７在碱度胁迫下 ９６ｈ
内鳃组织中表达规律

ｍｉＲ１９２和ＳＬＣ１６Ａ７在碱度胁迫下鳃组织中
的表达如图４所示。在 ＡＷ中，ｍｉＲ１９２表达显
著下降，ＳＬＣ１６Ａ７的表达显著上升。
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图２　对靶基因ＳＬＣ１６Ａ７的预测结果
Ｆｉｇ．２　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅＳＬＣ１６Ａ７

图３　ｍｉＲ１９２的组织表达谱
Ｆｉｇ．３　ＴｉｓｓｕｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１９２

柱状图上方“”代表差异显著（Ｐ＜０．０５）。

“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图４　ｍｉＲ１９２和ＳＬＣ１６Ａ７在鳃组织９６ｈ内的表达
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１９２ａｎｄＳＬＣ１６Ａ７ｉｎｇｉｌｌｗｉｔｈｉｎ９６ｈ

２．４　双荧光素酶报告载体的构建与鉴定
根据 ｍｉＲ１９２在 ＳＬＣ１６Ａ７３′ＵＴＲ的靶向位

点设计引物，ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳显示为
一条长度约５００ｂｐ的条带，与实际长度（５０８ｂｐ）
相符，测序结果证实该片断基因序列完全正确。

ｐｍｉｒＧＬＯ载体经过酶切线性化，插入目的基因片
段，制备 ｐｍｉｒＧＬＯＳＬＣ１６Ａ７３′ＵＴＲ双荧光素酶
重组载体。构建好的载体经过双酶切鉴定，结果

显示酶切后得到的片段与预期片段大小相符。

见图５。

２．５　荧光素酶活性检测
处理组、对照组和处理 ＮＣ组均检测出荧光

信号，但处理组的荧光素酶活性显著低于对照组

和处理 ＮＣ组。ｍｉＲ１９２ｍｉｍｉｃｓ显著降低了
ｐｍｉｒＧＬＯＳＬＣ１６Ａ７３′ＵＴＲ双荧光素酶报告载体
的荧光素酶表达。见图６。
２．６　罗非鱼体内注射ｍｉＲＮＡ抑制剂实验

与注射生理盐水（对照组）相比 ｍｉＲ１９２抑
制剂（处理组）中肝、鳃、肾、肌肉中 ｍｉＲ１９２表达
均受到抑制，表达水平下降 （Ｐ＜０．０５），见图７。
ＳＬＣ１６Ａ７的表达均显著上升（Ｐ＜０．０５），见图８。
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Ａ．ｐｍｉｒＧＬＯＳＬＣ１６Ａ７３′ＵＴＲ双荧光素酶报告载体；Ｂ．ＰＣＲ

产物；Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ。

Ａ．ＤｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｏｆｐｍｉｒＧＬＯＳＬＣ１６Ａ７３′ＵＴＲ；Ｂ．

ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＰＣＲ；Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ．

图５　琼脂糖凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．５　Ｒｅｓｕｌｔｏｆａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

柱状图上方“”代表差异显著（Ｐ＜０．０５）。

“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜

０．０５）．

图６　双荧光素酶活性检测
Ｆｉｇ．６　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

柱状图上方“”代表差异显著（Ｐ＜０．０５）。

“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图７　体内注射ｍｉＲＮＡ抑制剂实验中ｍｉＲ１９２的表达
Ｆｉｇ．７　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１９２ｉｎｖｉｖｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡａｎｔａｇｏｍｉｒ

３　讨论

研究表明，ｍｉＲ１９２是一种高度保守的
ｍｉＲＮＡ，在生物生长和疾病发生的过程中发挥重
要作用。例如：在人肝癌细胞中，ｍｉＲ１９２的表达
显著下降，其靶向的 ＳＬＣ３９Ａ６参与癌细胞转移过
程［２６］；在人结直肠癌细胞中，ｍｉＲ１９２通过靶向

ＣＸＣ基 序 趋 化 因 子 配 体 ２基 因 （ＣＸＣ
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ２，ＣＸＣＬ２）抑制癌细胞迁移［２７］；在水

稻中，ｍｉＲ１９２负调控 ＡＴＰ结合蛋白 （ＡＴＰ
ｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＡＢＣ）基因参与对金属
镉胁迫的应答过程［２８］。ｍｉＲ１９２在尼罗罗非鱼
的肾、肝、胃肠、肌肉和鳃组织中均有表达，而碱

度胁迫下在鳃组织中的表达随时间显著下调。
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对ｍｉＲ１９２预测靶基因的 ＫＥＧＧ通路富集分析
发现，ｍｉＲ１９２的靶基因与多个重要的信号传导
（ｆｏｘＯ ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、ｗｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
等）、氨基酸代谢（ｌｙｓｉｎｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ等）、抗生素
的生物合成（ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ）、内质网中
的蛋白质加工（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｉｎｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ

ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ）等通路相关联。上述通路都在罗非鱼
适宜碱度胁迫过程中起到重要作用［８］，如参与逆

境响应、生物损伤修复等。综上说明 ｍｉＲ１９２参
与了罗非鱼应答及适应碱度胁迫的过程，也暗示

了其可能的作用。

柱状图上方“”代表差异显著（Ｐ＜０．０５）。

“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图８　体内注射ｍｉＲＮＡ抑制剂实验中ＳＬＣ１６Ａ７的表达
Ｆｉｇ．８　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＬＣ１６Ａ７ｉｎｖｉｖｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡａｎｔａｇｏｍｉｒ

　　本研究筛选了靶基因 ＳＬＣ１６Ａ７并进行深入
研究。通过实时荧光定量技术发现在碱度胁迫

下ｍｉＲ１９２显著下调，同时 ＳＬＣ１６Ａ７的表达显著
上调。双荧光素酶报告实验发现，ｍｉＲ１９２会与
ＳＬＣ１６Ａ７的 ３′ＵＴＲ区域结合，降低相应荧光表
达。体内注射 ｍｉＲ１９２抑制剂后，罗非鱼多个组
织中ｍｉＲ１９２的表达显著下调，同时 ＳＬＣ１６Ａ７显
著上调。结果说明，ＳＬＣ１６Ａ７是 ｍｉＲ１９２直接调
控的靶基因，即 ｍｉＲ１９２通过与 ＳＬＣ１６Ａ７的
ｍＲＮＡ３′ＵＴＲ区域结合，对其进行转录后水平调
控。

溶质转运蛋白１６家族 （ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｓｆａｍｉｌｙ
１６，ＳＬＣ１６）是细胞膜（含胞内膜）上最重要的膜
转运蛋白家族之一，它参与了细胞间的物质运输

和能量传递等重要生理活动［２９］，其中 ＳＬＣ１６Ａ１、
ＳＬＣ１６Ａ３、ＳＬＣ１６Ａ７和 ＳＬＣ１６Ａ８在人体内的主要
作用是转运乳酸盐、丙酮酸和酮体［３０］。例如，当

氧气供应不足、糖酵解受到刺激时，细胞内产生

大量乳酸，ＳＬＣ１６Ａ１和 ＳＬＣ１６Ａ３会参与酸碱调控
并将乳酸代谢出细胞［３１］。在高盐碱度环境下，生

物体内ｐＨ会发生变动，耗氧率升高［３２］，细胞内

可能会聚集乳酸代谢产物［３３］。推测 ＳＬＣ１６Ａ７可
能通过调节乳酸代谢和细胞内ｐＨ而参与罗非鱼
适应碱度胁迫的过程。
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［１９］　ＺＨＯＵＸＦ，ＷＡＮＧＧＤ，ＳＵＴＯＨＫ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｃｏｌｄｉｎｄｕｃｉｂｌｅｍｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｐｌａｎｔｓｂｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓ

［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔＢｉｏｐｈｙｓｉｃａＡｃｔａ（ＢＢＡ） Ｇｅｎｅ

ＲｅｇｕｌａｔｏｒｙＭｅｃｈａｎｉｓｍｓ，２００８，１７７９（１１）：７８０７８８．

［２０］　ＺＨＡＯＢＴ，ＬＩＡＮＧＲＱ，ＧＥＬＦ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｄｒｏｕｇｈｔｉｎｄｕｃｅｄｍｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｒｉｃｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄ

ＢｉｏｐｈｙｓｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２００７，３５４（２）：５８５

５９０．

［２１］　ＺＨＡＯＹ，ＺＨＵＣＤ，ＹＡＮＢ，ｅｔａｌ．ｍｉＲＮＡｄｉｒｅｃｔｅｄ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＶＥＧＦｉｎｔｉｌａｐｉａｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉａｃｏｎｄｉｔｉｏｎ［Ｊ］．

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄ ＢｉｏｐｈｙｓｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，

２０１４，４５４（１）：１８３１８８．

［２２］　ＹＡＮＢ，ＧＵＯＪＴ，ＺＨＡＯＬＨ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ３０ｃ：ａｎｏｖｅｌ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｔｉｌａｐｉａ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄ

ＢｉｏｐｈｙｓｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１２，４２５（２）：３１５

３２０．

［２３］　ＹＡＮＢ，ＺＨＵＣＤ，ＧＵＯＪＴ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ２０６ｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅ

ｇｒｏｗｔｈｏｆｔｈｅｔｅｌｅｏｓｔｔｉｌａｐｉａ（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）ｔｈｒｏｕｇｈ

ｔｈｅｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆＩＧＦ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０１３，２１６（７）：１２６５１２６９．

４１４



３期 周昊天，等：ｍｉＲ１９２在尼罗罗非鱼应答碱度胁迫中的表达及靶基因

［２４］　ＺＨＡＯＹ，ＷＵＪＷ，ＷＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｏｆｍｉＲ２１ｉｎ

ａｌｋａｌｉｎｉｔｙｓｔｒｅｓｓｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｔｉｌａｐｉａ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄ

ＢｉｏｐｈｙｓｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１６，４７１（１）：２６

３３．

［２５］　ＬＩＶＡＫＫＪ，ＳＣＨＭＩＴＴＧＥＮＴＤ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄａｔａｕｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄｔｈｅ

ｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００１，２５（４）：４０２４０８．

［２６］　ＬＩＡＮＪＷ，ＪＩＮＧ Ｙ，ＤＯＮＧ Ｑ Ｚ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ１９２，ａ

ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｉｎｄｉｃａｔｏｒ，ｔａｒｇｅｔｓｔｈｅＳＬＣ３９Ａ６／ＳＮＡＩＬｐａｔｈｗａｙｔｏ

ｒｅｄｕｃｅｔｕｍｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１６，７（３）：２６７２２６８３．

［２７］　郑敏．ｍｉＲ１９２靶向 ＣＸＣＬ２基因对结直肠癌细胞侵袭迁

移能力的抑制作用［Ｄ］．唐山：华北理工大学，２０１７．

ＺＨＥＮＧＭ．ｍｉＲ１９２ｔａｒｇｅｔｓＣＸＣｍｏｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ２

ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

［Ｄ］．Ｔａｎｇｓｈａｎ：ＮｏｒｔｈＣｈｉｎａＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１７．

［２８］　刘海丽．ｍｉＲ１９２、ｍｉＲ１６６及其靶基因ＨＤＺｉｐ对水稻镉胁

迫应答的功能研究［Ｄ］．杭州：中国计量学院，２０１３．

ＬＩＵＨ Ｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｎｃａｄｍｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆ

ｍｉＲ１９２、ｍｉｒＲ１６６ａｎｄｉｔ’ｓｔａｒｇｅｔＨＤＺｉｐｉｎｒｉｃｅ（Ｏｒｙｚａ

ｓａｔｉｖａ）［Ｄ］．Ｈａｎｇｚｈｏｕ：ＣｈｉｎａＪｉｌｉａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１３．

［２９］　ＭＩＴＣＨＥＬＬＰ．Ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｓｔｈｒｏｕｇｈｎａｔｕｒａｌｍｅｍｂｒａｎｅｓ

［Ｍ］／／ＮＯＲＤＦＦ．ＡｄｖａｎｃｅｓｉｎＥｎｚｙｍｏｌｏｇｙａｎｄＲｅｌａｔｅｄ

ＡｒｅａｓｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＪｏｈｎＷｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，

Ｉｎｃ．，１９６７：３３８７．

［３０］　王月，徐冰红，刘虎，等．溶质转运蛋白超家族的功能及

结构研究进展［Ｊ］．现代生物医学进展，２０１７，１７（２４）：

４７７５４７８３，４７９３．

ＷＡＮＧＹ，ＸＵＢＨ，ＬＩＵＨ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎｔｈｅ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ

［Ｊ］．ＰｒｏｇｒｅｓｓｉｎＭｏｄｅｒｎＢｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１７，１７（２４）：

４７７５４７８３，４７９３．

［３１］　ＨＡＬＥＳＴＲＡＰＡＰ．ＴｈｅＳＬＣ１６ｇｅｎｅｆａｍｉｌｙＳｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｒｏｌｅ

ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎｈｅａｌｔｈａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＡｓｐｅｃｔｓ

ｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１３，３４（２／３）：３３７３４９．

［３２］　ＺＨＡＮＧＰＤ，ＺＨＡＮＧＸＭ，ＬＩＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｏｄｙ

ｗｅｉｇｈｔ，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｓａｌｉｎｉｔｙ， ｐＨ， ｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙａｎｄ

ｆｅｅｄｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｎｌｅｔｈａｌＤＯｌｅｖｅｌｓｏｆｗｈｉｔｅｌｅｇｓｈｒｉｍｐ，

Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ（Ｂｏｏｎｅ，１９３１）［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，

２００６，２５６（１／４）：５７９５８７．

［３３］　张桂芝．单羧酸转运蛋白 ＭＣＴ１基因反义表达重组载体

转染人肺腺癌细胞及其生物学效应的研究［Ｄ］．重庆：

第三军医大学，２００１．

ＺＨＡＮＧＧＺ．ＳｔｕｄｙｏｎＭｏｎｏｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１ｇｅｎｅ

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｖｅｃｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｌｕｎｇ

ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａＡ５４９ｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｆｆｅｃｔｓ［Ｄ］．

Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ：ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００１．

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１９２ｉｎＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏａｌｋａｌｉｎｉｔｙｓｔｒｅｓｓａｎｄ
ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ

ＺＨＯＵＨａｏｔｉａｎ１，２，ＺＨＡＮＧＣｈｅｎｇｓｈｕｏ１，２，ＷＡＮＧＹａｎｌｉｎｇ１，２，ＺＨＡＯＪｉｎｌｉａｎｇ１，２，ＺＨＡＯＹａｎ１，２

（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＳｈａｎｇｈａｉＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎｆｏｒＡｑｕａｔｉｃＡｎｉｍａｌＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＢｒｅｅｄｉｎｇ，
ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＩｎｏｒｄｅｒｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｍｉＲ１９２ｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｃａｒｂｏｎａｔｅａｌｋａｌｉｎｉｔｙｓｔｒｅｓｓｉｎＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａ，
ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙａｎｄｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎｖｉｖｏｗｅｒｅｕｓｅｄ．Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ：（１）ＴｈｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１９２ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ｗｈｉｌｅｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｓ１６Ａ７，ＳＬＣ１６Ａ７ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｇｉｌｌｓｏｆ
Ｎｉｌｅｔｉｌａｐｉａａｆｔｅｒ６ｈｏｕｒｓａｃｕｔｅａｌｋａｌｉｎｉｔｙｓｔｒｅｓｓ（６ｇ／ＬＮａＨＣＯ３）（Ｐ＜０．０５）；（２）Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ
ｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔＳＬＣ１６Ａ７ｍｉｇｈｔｂｅｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｏｆｍｉＲ１９２；（３）Ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ｍｉＲ１９２ｄｉｒｅｃｔｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｄＳＬＣ１６Ａ７ｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｉｔｓ３′ＵＴＲ；（４）ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｉＲ１９２ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＳＬＣ１６Ａ７ｉｎｖｉｖｏ（Ｐ＜０．０５）．Ｉｎｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ，ｍｉＲ１９２ｗａｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅ
ａｄａｐｔａｔｉｏｎｏｆＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａｔｏａｌｋａｌｉｎｉｔｙｓｔｒｅｓｓ，ａｎｄＳＬＣ１６Ａ７ｗａｓｔｈｅｄｉｒｅｃｔｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｏｆｍｉＲ１９２．Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ
ｐｒｏｖｉｄｅｓａｂａｓｉｓｆｏｒｅｘｐｌｏｒｉｎｇｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｍｉＲＮＡｓｉｎｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏａｌｋａｌｉｎｉｔｙｓｔｒｅｓｓｉｎＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｌｋａｌｉｎｉｔｙｓｔｒｅｓｓ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ；Ｎｉｌｅｔｉｌａｐｉａ；ｍｉＲ１９２；ＳＬＣ１６Ａ７

５１４


