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摘要：【目的】预测并验证靶向猪内质网应激通路中关键基因的 microRNAs（miRNAs），为进一步研究 miRNAs

对猪内质网应激信号通路调控提供理论基础。【方法】首先利用伪狂犬病毒（PRV）感染猪肾上皮（PK15）细胞，

高通量测序检测差异表达的 miRNAs。然后通过 TargetScan 预测靶向内质网应激通路关键基因 ATF6、IRE1、PERK、

GRP78、XBP1 的 miRNAs。构建含有候选 miRNAs 作用位点的双荧光素酶报告基因重组载体，并分别与 miRNA-mimics

共转染幼仓鼠肾（BHK-21）细胞，通过测定荧光素酶活性来验证内质网应激通路关键基因与候选 miRNAs 的靶标关

系。然后在 PK15 细胞中分别过表达候选 miRNAs，利用 qRT-PCR 和 Western blot 检测候选 miRNAs 对内质网应激

通路关键基因 mRNA 和蛋白表达的影响。【结果】miRNA 测序结果显示，PRV 感染后共引起 35 条 miRNAs 差异表达。

TargetScan 预测显示，靶向 ATF6、IRE1、PERK、GRP78、XBP1 的交集 miRNAs 为 miR-142-5p、miR-145-5p、miR-150

和 miR-199a-5p，并将这些交集 miRNAs 作为候选 miRNAs。随后成功构建 psiCHECK-2-ATF6-m142-3′UTR、

psiCHECK-2-ATF6-m145-3′UTR、psiCHECK-2-ATF6-m150-3′UTR、psiCHECK-2-ATF6-m199-3′UTR、psiCHECK-2-IRE1- 

m150-3′UTR、psiCHECK-2-IRE1-m142/145/199-3′UTR、psiCHECK-2-PERK-m145/150-3′UTR、psiCHECK- 2-XBP1-m142/ 

145/150/199-3′UTR、psiCHECK-2-GRP78-m145/199-3′UTR 双荧光素酶报告基因载体。双荧光素酶检测结果显示，

miR-142-5p 显著抑制 psiCHECK-2-ATF6-m142-3′UTR 荧光素酶活性。psiCHECK-2-IRE1-m142/145/199-3′UTR 分别与

miR-142-5p mimics、miR-145-5p mimics、miR-199a-5p mimics 共转染，以及 psiCHECK-2-XBP1-m142/145/ 

150/199-3′UTR 分别与 miR-142-5p mimics、miR-199a-5p mimics 共转染，过表达组的荧光素酶活性均极显著低

于阴性对照组。同时 miR-145-5p 能够显著抑制 psiCHECK-2-PERK-m145/ 150-3′UTR 荧光素酶活性。这些结果表

明 miR-142-5p、miR-145-5p 和 miR-199a-5p 均有可能分别靶向 ATF6、IRE1、XBP1，而其中 miR-142-5p 可能同时

靶向这三个关键基因调控内质网信号通路。通过 qRT- PCR 和 Western blot 分析发现，过表达 miR-142-5p 后显著

抑制 ATF6 的 mRNA 和蛋白表达，表明 miR- 142-5p 靶向 ATF6 参与调控内质网应激信号通路。【结论】验证了靶向

内质网应激通路关键基因 ATF6 的 miRNA- miR-142-5p，为进一步研究 miR-142-5p 通过调控 ATF6 的表达而影响内

质网应激信号通路奠定了基础。 
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Abstract: 【Objective】 This study was aimed to predict and validate microRNAs (miRNAs) that targeting key genes in the 
porcine endoplasmic reticulum (ER) stress pathway, so as to provide a theoretical basis for regulation of porcine ER stress signaling 
pathway by miRNAs. 【Method】 Firstly, the differential expression of miRNAs in PRV-infected PK15 cells in porcine ER were 
determined by high-throughput sequencing. TargetScan was used to predict miRNAs that targeting the genes ATF6, IRE1, PERK, 
GRP78, and XBP1 of ER stress pathways. Recombinant plasmids were constructed, including candidate miRNA target sites, and the 
regulation of ATF6, IRE1, PERK, GRP78, and XBP1 by candidate miRNAs was validated by co-transfecting dual-luciferase reporter 
gene vector construct with miRNA-mimics into BHK-21 cells. Then, the candidate miRNAs were over-expressed in PK15 cells, and 
then fluorescent quantitative PCR and Western blot were used to detect the effect of miRNAs on key genes expression at mRNA and 
protein levels. 【Result】 MiRNA sequencing results showed that 35 differential expression of miRNAs were determined in 
PRV-infected PK15 cells. The results of TargetScan prediction showed that the intersection of miRNAs targeting four or more genes 
of ATF6, IRE1, PERK, GRP78, and XBP1 were miR-142-5p, miR-145-5p, miR-150, and miR-199a-5p, and these intersections of 
miRNAs were selected as candidate miRNAs. The dual-luciferase reporter plasmids psiCHECK-2-ATF6-m142-3'UTR, psiCHECK- 
2-ATF6-m145-3'UTR, psiCHECK-2-ATF6-m150-3'UTR, psiCHECK-2-ATF6-m199-3'UTR, psiCHECK-2-IRE1-m150-3'UTR, 
psiCHECK-2-IRE1-m142/145/199-3'UTR, psiCHECK-2-PERK-m145/150-3'UTR, psiCHECK-2-XBP1-m142/145/150/199- 3'UTR, 
psiCHECK-2-GRP78-m145/199-3'UTR were successfully constructed. The luciferase assay experiments showed that miR-142-5p 
mimics could significantly inhibit luciferase activity of psiCHECK-2-ATF6-m142-3'UTR dual-luciferase reporter recombinant vector. 
psiCHECK-2-IRE1-m142/145/199-3'UTR was co-transfected with miR-142-5p mimics, miR-145-5p mimics, and miR-199a-5p 
mimics, respectively. The luciferase activity of the over-expressing group were significantly lower than the negative control group. In 
addition, psiCHECK-2-XBP1-m142/145/150/199-3'UTR was co-transfected with miR-142-5p mimics and miR-199a-5p mimics, 
respectively, and the luciferase activity of the over-expressing group were also significantly lower than the negative control group. 
The luciferase assay experiments showed that miR-145-5p mimics could significantly inhibit luciferase activity of psiCHECK-2- 
PERK-m145/150-3'UTR dual-luciferase reporter recombinant vector. The results indicated that miR-142-5p, miR-145-5p and 
miR-199a-5p might targeted the genes ATF6, IRE1, and XBP1. Among them, miR-142-5p might target these three key genes to 
regulate the ER signaling pathway. Overexpression of miR-142-5p significantly down-regulated the levels of mRNA and protein by 
qRT-PCR and Western blot methods. The results showed that miR-142-5p might participate in the regulation of ER signaling 
pathway by targeting ATF6.【Conclusion】 In this study, miR-142-5p was validated to target the key gene ATF6 of the porcine ER 
stress pathway. Thereby, these results laid a foundation for further study of regulation of ER stress pathway through miR-142- 
5p-ATF6 gene axis. 

Key words: pig; endoplasmic reticulum stress signaling pathway; miRNA; ATF6 
 

0  引言 

【研究意义】猪内质网应激过强或持续时间过长

会导致一系列疾病的发生，给养猪业造成巨大经济损

失。内质网应激是一个复杂的调节过程，因此，从不

同角度深入研究猪内质网应激通路至关重要。本研究

通过生物信息学和试验方法预测和验证靶向内质网应

激通路关键基因的 miRNAs，对进一步研究转录后水

平调控内质网应激通路具有重要的意义。【前人研究

进展】内质网是由细胞内膜构成的网膜系统，主要

参与蛋白质合成、转运、折叠、以及脂质和类固醇合

成[1-2]。当细胞受到内源性和外源性刺激时，内质网会

发生未折叠蛋白或错误折叠蛋白累积，诱导内质网应

激（ERS）[3]。在 ERS 过程中，细胞会产生相应的应

答措施，激活未折叠蛋白反应（UPR），减少未折叠

蛋白的积累，以恢复内质网的内稳态[4]。内质网启动

UPR 受到 ATF6、IRE1、PERK 三条信号传导途径的

调控[5]。正常情况下，内质网膜上的 ATF6、IRE1、
PERK 跨膜蛋白与内质网腔内的内稳态感受器葡萄糖

调节蛋白 78（GRP78）结合，形成稳定的复合物，UPR
处于失活状态。当未折叠蛋白或错误折叠蛋白累积时，

GRP78 与 ATF6、IRE1、PERK 解离，并与未折叠蛋

白或错误折叠蛋白结合，激活三种跨膜蛋白，并启动

UPR 的 ATF6、IRE1、PERK 信号通路，从而维持内

质网稳态[6-8]。同时，激活的 IRE1 通过剪切 XBP1 的

mRNA 内含子，使有转录活性的 XBP1s 表达，XBP1s
能够促进内质网分子伴侣和蛋白折叠相关基因的表

达，促进内质网正确折叠能力[9]。研究表明，一定程

度 ERS 有利于增强细胞应对刺激能力，而过强或持续

的 ERS 会导致内质网的内稳态失调，诱导炎症[10]、细

胞自噬[11]、细胞凋亡[12]、胰岛素抵抗[13]等一系列反应

的发生。在猪养殖过程中，病毒感染[14-15]是引起猪 ERS
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的关键因素。本课题组前期研究结果显示，PRV 感染

PK15 细胞后，PRV 能够激活 ERS 通路[16-17]。miRNA
通过抑制靶基因 mRNA 翻译或诱导靶基因 mRNA 降

解，来调控靶基因的表达。关于 miRNA 靶向调节 ERS
通路的机制在人类疾病方面已有研究。miR-30d、
miR-181a、miR-199a 协同作用能够有效抑制 GRP78
表达水平和 GRP78 介导的化学耐药[18]。miR-145、
miR-221 和miR-494 在支气管上皮细胞中调控ATF6[19]，

在小鼠中 miR-702 也调控 ATF6 表达[20]。参与 UPR 调

控的 miRNA 还包括 miR-122 和 miR-30c-2-3p[21-22]。

【本研究切入点】随着高通量 miRNA 测序技术的飞

速发展，大量新的 miRNA 被陆续发现，靶向不同基

因 miRNA 的预测和验证就显得尤为重要。然而，靶

向猪 ERS 通路的 miRNA 调节机制尚不清楚。【拟解

决的关键问题】研究 miRNA 对猪 ERS 通路关键基因

的表达调控作用，为后续从转录后水平研究调控 ERS
的分子机制奠定基础。 

1  材料与方法 

本试验于 2019 年 2—8 月在浙江农林大学动物遗

传育种与繁殖实验室完成。 
1.1  试验材料 

细胞和病毒株：PK15 细胞系和 BHK-21 细胞系购

自中国典型培养物保藏中心（武汉大学）；PRV（浙

江株）由浙江省农业科学院畜牧兽医研究所张存研究

员惠赠。 
主要试剂：psiCHECK-2 质粒、双荧光素酶检测

试剂盒均购自美国 Promega 公司；T4 DNA 连接酶、

限制性内切酶 NotⅠ、XhoⅠ购自美国 Thermo 公司；

miRNA-mimics 序列由上海吉玛制药技术有限公司合

成；LipofectamineTM 3000 购自美国 Invitrogen 公司；

琼脂糖凝胶回收试剂盒、无内毒素质粒中提试剂盒、

2×Taq PCR MasterMix、EasyQuick RT MasterMix 反

转录试剂、BCA 试剂盒均购自北京康为世纪生物科技

有限公司；荧光定量试剂 SYBR® Primix Ex TaqTMⅡ购

自宝日医生物技术有限公司；疏水性 PVDF 膜购自杭

州诺扬生物技术有限公司；脱脂奶粉购自美国 BD 公

司；ATF6 多克隆抗体购自 Abclonal 公司；β-Actin
鼠源单克隆抗体购自 Proteintech 公司；HRP 标记的

羊抗鼠 IgG、HRP 标记的羊抗兔 IgG 抗体均购自

Abbkine 公司。 
1.2  试验方法 

1.2.1  病毒接种与miRNA测序  PK15 细胞接种 6 cm 

培养皿，细胞汇合度 80%时接种 PRV（TCID50= 
10-6.625/0.1 mL）20 μL，同时设空白细胞对照（Control）。
感染 12 h 后收集细胞提取 RNA 进行测序。miRNA 测

序试验是由北京博奥晶典生物技术有限公司完成。利

用 illumina 测序平台对空白对照和 PRV 感染的细胞进

行测序，分析其 miRNAs 表达差异。 
1.2.2  靶向内质网通路的 miRNA 预测和分析   利用

TargetScan（http://www.targetscan.org/）在线预测和分

析靶向 ATF6、PERK、IRE1、GRP78、XBP1 的 miRNA，

并预测其 3′UTR 区可能的作用位点，通过韦恩图

（http://bioinformatics.psb.ugent.be/）取其交集 miRNA。

miRBase（http://www.mirbase.org/）数据库查询并下载

miRNA 成熟序列，并分析其保守性。 
1.2.3  双荧光素酶报告基因载体的构建  根据交集

miRNA 识别并结合靶基因 ATF6（Genbank 登录号：

XM_021089515.1）、PERK（Genbank 登录号：

XM_003124925.4）、 IRE1（ Genbank 登录号：

XM_005668695.3）、GRP78（Genbank 登录号：

XM_001927795.7）和 XBP1（Genbank 登录号：

NM_001142836.1）的 3'UTR 靶点区域，设计引物（表

1）用于扩增包含 miRNA 靶位点的 3′UTR 区。以 PK15
细胞 cDNA 为模板进行 PCR 扩增。扩增产物纯化后

和 psiCHECK-2 载体分别用 XhoⅠ和 NotⅠ于 37℃
双酶切 30min，然后用 T4 DNA 连接酶于 16℃过夜，

再将连接产物转化入感受态细胞 DH5α 中。培养并

挑取阳性克隆，送尚亚生物技术（杭州）有限公司

测序。鉴定结果正确的阳性克隆，提取质粒，进行

酶切验证。 
1.2.4  细胞培养与转染  将 BHK-21 细胞铺板至 24
孔板，细胞融合至 80%左右，利用 LipofectamineTM 
3000 进行转染，按照说明书操作，将阴性对照（NC）、
miR-142-5p mimics、miR-145-5p mimics、miR-150 
mimics、miR-199a-5p mimics 和双荧光报告载体共转

染 BHK-21 细胞，转染 24 h 后收集细胞，用于检测细

胞荧光素酶活性。 
将 PK15 细胞铺板至 6 孔板和 12 孔板，细胞融合

至 50%左右进行转染，将只加转染试剂空白对照

（MOCK）、阴性对照（NC）、miR-142-5p mimics、
miR-145-5p mimics、miR-199a-5p mimics 转染 PK15
细胞，共形成 5 个组合。转染 48h 后收集细胞，6 孔

板细胞用于检测 ATF6 的蛋白水平，12 孔板用于检测

内质网应激通路关键基因 ATF6、PERK、IRE1 和 XBP1
的 mRNA 表达水平。 
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表 1  双荧光素酶报告基因载体构建引物序列 

Table 1  Primers sequences for luciferase reporter gene vector construct 

名称 Names 引物序列 Primer sequence (5′—3′) 片段长度 Size (bp) 

ATF6-m142-3′UTR F:CCGCTCGAGCCGTGGAGTGATTATGTG  413 

 R:ATTGCGGCCGCCTTCCTGAAACTTTACCCT  

ATF6-m145-3′UTR F:CCGCTCGAGCCTGGCTTGAATCTTCCC  301 

 R:ATTGCGGCCGCGTTGTGAGTTCGATCCCT  

ATF6-m150-3′UTR F:CCGCTCGAGTTTTGTCAGTCCTGGGTC  464 

 R:ATTGCGGCCGCAAGATACCTTTGTCATTC  

ATF6-m199a-3′UTR F:CCGCTCGAGTCTTTCTGCCTTCTTGGT  176 

 R:ATTGCGGCCGCGGAAGATGTAGGGTAATGTG  

PERK-m145/150-3′UTR F:CCGCTCGAGCATGGAATAGCCCACCTC  777 

 R:ATTGCGGCCGCTTGGGAAAGTACCGACCT  

IRE1-m142/145/199-3′UTR F:CCGCTCGAGATCGAACCCGAGCCACTG 1006 

 R:ATTGCGGCCGCAGACGCCATCATCAATCA  

IRE1-m150-3′UTR F:CCGCTCGAGAGCCAAGTGCCTTGAGCTG  256 

 R:ATTGCGGCCGCACAGGCTGACATCAAACAGGA  

GRP78-m145/199-3′UTR F:CCGCTCGAGACTGCTCTGCTAGTGTTG  349 

 R:ATTGCGGCCGCACCAGTGTAAATAACAAA  

XBP1-m142/145/150/199-3′UTR F:CCGCTCGAGCTGCTTTCAACCAGCCACT  596 

 R:ATTGCGGCCGCCCCTCAGGTAGGCATTCT  

标下划线的序列为 XhoⅠ和 NotⅠ酶切位点  The underlined sequences are XhoⅠ and NotⅠ digestion sites 

 
1.2.5  双荧光素酶活性检测  按照 Dual-Luciferase® 
Reporter Assay System 说明书操作。PBS 清洗细胞后，

每孔加 100 μL 1×Passive Lysis Buffer，放置室温摇床

缓慢摇动 15 min。吸取 5 μL 裂解液至 96 孔黑色酶标

板对应孔中，再加入 25 μL LAR-II 试剂，使用多功能

酶标仪测定萤火虫荧光素酶的荧光值。然后每孔加入

25 μL 1×Stop &Glo 终止液，检测海肾荧光素酶的荧

光值。最后以萤火虫荧光作为内参照对结果进行均一

化处理。 
1.2.6  总 RNA 提取及 cDNA 合成  利用 Trizol 法提取

PK15 细胞总 RNA，使用分光光度计和 1.2%琼脂糖凝

胶电泳检测 RNA 的浓度和完整性。以 PK15 细胞总

RNA 作为模板进行 cDNA 的合成，反应体系 20 μL：
5×EasyQuick RT MasterMix 4 μL，RNA1μg，RNase- 
free ddH2O 补足体系，涡旋震荡混匀，经短暂离心，

PCR 反应条件：37℃ 15 min；85℃ 5 s，反应结束后

-20℃保存。 
1.2.7  荧光定量引物设计合成与 qRT-PCR 反应  根 

据 NCBI 已发表的猪 ATF6、IRE1、PERK、XBP1、
GAPDH 序列设计 qRT-PCR 引物（表 2）。以不同处

理组的 cDNA 为模板进行实时荧光定量 PCR 扩增。扩

增结束后分析溶解曲线，采用 2-△△Ct 法计算 ATF6、
IRE1、PERK、XBP1 的相对表达量。 
1.2.8  Western blot检测  利用RIPA细胞裂解液提

取转染后 PK15 细胞的总蛋白，BCA 试剂盒检测蛋白

浓度。每组蛋白上样量相同，经 SDS-PAGE 电泳分离

后，转移到 PVDF 膜上。将膜置于 5%脱脂奶粉中，

室温封闭 2h。加 5%脱脂奶粉稀释 ATF6 抗体（1﹕
1 000）及 β-Actin 抗体（1﹕5 000），4℃孵育过夜，

1×TBST 充分洗膜 3 次（10 min/次）后，分别加入

HRP 标记的二抗（1﹕10 000），室温孵育 1 h，最后

扫描分析目的蛋白条带。 
1.2.9  数据统计分析   试验数据均用平均值±标
准误表示，每个试验 3 个生物学重复，统计学分析

采用 T 检验，*P＜0.05；**P＜0.01，具有统计学

意义。 
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表 2  qRT-PCR 引物序列 

Table 2  The sequences of qRT-PCR primers 

名称 Names 引物序列 Primer sequence (5′—3′) 退火温度 Annealing temperature (℃) 片段长度 Size (bp) 

ATF6 F:CTAAAGCGAGTCCTCTACG 60 241 

 R:GCCATGCCTGATTTCACA   

XBP1 F:GGATTCTGACGGTGTTGA 60 161 

 R:GGAGGCTGGTAAGGAACT   

PERK F:AGGAGCAAACGGAGCACG 60 187 

 R:GTCGGTGAGGATGAGGATGG   

IRE1 F:GGACTGGCGGGAGAACAT 60 272 

 R:CGTGGTAGTAGGGCTGGAA   

GAPDH F:GGACTCATGACCACGGTCCAT 60 220 

 R:TCAGATCCACAACCGACACGT   

 

2  结果 

2.1  PRV 感染 PK15 细胞后 miRNA 差异表达分析 

由笔者所在课题组前期研究结果表明 PRV 感染

能够激活内质网应激，所以为了检测 PRV 感染引起

miRNA 表达的变化，用 PRV 感染 PK15 细胞，感染

后 12 h 收集细胞提取 RNA 进行 miRNA 测序。结果表

明，PRV 感染 PK15 细胞后，诱导 miRNA 差异表达。

与 PRV 未感染的空白对照组相比，PRV 感染后共引

起 35 条 miRNAs 表达变化，其中包括 27 条 miRNAs
（miR-132、miR-136-3p、miR-142-3p、miR-142-5p、
miR-146b、miR-190b、miR-199a-3p、miR-199a-5p、
miR-199b-3p、miR-199b-5p、miR-212、miR-218、
miR-218-5p、miR-218b、miR-323、miR-363、miR-369、
miR-375、miR-381-3p、miR-382、miR-551a、miR-758、
miR-874、miR-9、miR-9-1、miR-9-2、miR-9820-5p）
表达量上调，8 条 miRNAs（miR-10391、miR-2366、
miR-27b-5p、miR-30c-1-3p、miR-30c-3p、miR-374b-3p、
miR-671-3p、miR-885-3p）表达量下调（图 1）。结果

表明，PRV 感染引起猪内质网应激后，宿主细胞

miRNA 表达发生变化。 
2.2  靶向内质网通路关键基因的 miRNAs 预测 

利用 TargetScan 生物信息学软件，预测出与

ATF6、IRE1、PERK、GRP78、XBP1 具有靶标关系的

miRNAs 分别有 55、14、52、30 和 21 个。用韦恩图

取交集，miR-150 同时靶向 ATF6、IRE1、PERK、

GRP78、XBP1 五个基因，miR-142-5p 同时靶向 ATF6、
PERK、IRE1、GRP78 基因，miR-145-5p 和 miR-199a-5p
同时靶向 ATF6、IRE1、GRP78、XBP1 基因（图 2）。

于是，本研究选择 miR-142-5p、miR-145-5p、miR-150
和 miR-199a-5p 作为候选 miRNAs。 
2.3  双荧光素酶报告基因载体的构建与鉴定 

将 ATF6、IRE1、PERK、GRP78、XBP1 的 3′UTR
区插入 psiCHECK-2 构建双荧光报告载体，再将连接

产物转化入大肠杆菌感受态细胞 DH5α 中，培养并挑

取单克隆，送去公司测序。鉴定结果正确的阳性克隆，

提取质粒，进行酶切验证（图 3）。最终获得重组正

确的双荧光报告载体分别命名为 psiCHECK-2-ATF6- 
m142-3′UTR、psiCHECK-2-ATF6-m145-3′UTR、psiCHECK- 
2-ATF6-m150-3′UTR、psiCHECK-2-ATF6-m199-3′UTR、
psiCHECK-2-IRE1-m150-3′UTR、 psiCHECK-2-IRE1- 
m142/145/199-3′UTR、psiCHECK-2-PERK-m145/150- 
3′UTR、psiCHECK-2-XBP1-m142/145/150/199-3′UTR、
psiCHECK-2-GRP78-m145/199-3′UTR。 
2.4  荧光素酶报告基因活性检测 

为了进一步确认 miR-142-5p、miR-145-5p、
miR-150 和 miR-199a-5p 能够靶向作用于内质网通路

关键基因，将重组质粒分别与 miR-142-5p mimics、
miR-145-5p mimics、miR-150 mimics 和 miR-199a-5p 
mimics 共转染，24 h 后检测荧光素酶活性。结果显示，

共转染 psiCHECK-2-ATF6-m142-3′UTR 与 miR-142- 
5p mimics 后，过表达组的荧光素酶活性极显著低于阴

性对照组（图 4-A）。同时，psiCHECK-2-IRE1-m142/ 
145/199-3′UTR 分别与 miR-142-5p mimics、miR-145-5p 
mimics、miR-199a-5p mimics 共转染，过表达组的荧

光素酶活性极显著低于阴性对照组（图 4-B），以及

psiCHECK-2-XBP1-m142/145/150/199-3′UTR 分别与

miR-142-5p mimics、miR-199a-5p mimics 共转染，过 



3174                中  国  农  业  科  学    53 卷 

2

4

6

PRV VS Control, Num. Up=27, Num. Down=8

FC=0.5 FC=2

Pvalue=0.05

0

-8 -4 0 4 8
log2 (FC)

-lo
g 1

0
(P

V
al

ue
)

 
 

图 1  PRV 感染 PK15 细胞 miRNA 测序数据火山图 

Fig. 1  Volcano plot of miRNA-sequencing data from PRV infected PK15 cells 
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图 2  与 ATF6、IRE1、PERK、GRP78、XBP1 具有靶标关系的

miRNAs 交集预测 

Fig. 2  The intersection prediction of miRNAs target ATF6, 

IRE1, PERK, GRP78 and XBP1  
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M：DL2000 Marker；1：psiCHECK-2-ATF6-m142-3′UTR，2：psiCHECK- 
2-ATF6-m145-3′UTR，3：psiCHECK-2-ATF6-m150-3′UTR，4：psiCHECK- 
2-ATF6-m199-3′UTR，5：psiCHECK-2-IRE1-m150-3′UTR，6：psiCHECK- 
2-IRE1-m142/145/199-3′UTR，7：psiCHECK-2-PERK-m145/150-3′UTR，
8：psiCHECK-2-XBP1-m142/145/150/199-3′UTR，9：psiCHECK-2-GRP78- 
m145/199-3′UTR  

 

图 3  双荧光报告基因载体双酶切鉴定 

Fig. 3  Identification of luciferase reporter gene vector by XhoⅠ 

and NotⅠ double digestion 
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表达组的荧光素酶活性也极显著低于阴性对照组（图

4-C）。共转染 psiCHECK-2-PERK-m145/150-3′UTR
与 miR-145-5p mimics，能够显著下调荧光素酶报告基

因的表达（图 4-D）。结果表明，miR-142-5p 与 ATF6、

IRE1、XBP1 的 3′UTR 靶位点结合，miR-199a-5p 与

IRE1、XBP1 的 3′UTR 靶位点结合，以及 miR-145-5p
与 IRE1、PERK 的 3′UTR 靶位点结合，从而抑制了荧

光信号的产生。
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图 4  miR-142-5p mimics、miR-145-5p mimics、miR-150 mimics 和 miR-199a-5p mimics 对重组载体荧光素酶表达的影响 

Fig. 4  Influence of miR-142-5p mimics, miR-145-5p mimics, miR-150 mimics and miR-199a-5p mimics on luciferase expression 

of recombinant vector 

 
2.5  qRT-PCR 分析 

根据荧光素酶报告系统筛选结果，利用 qRT-PCR
试验来进一步验证。将空白对照（MOCK）、阴性对

照（NC）、miR-142-5p mimics、miR-145-5p mimics、
miR-199a-5p mimics 分别转染 PK15 细胞，转染 48 h
后收集细胞，qRT-PCR 检测 ATF6、IRE1、XBP1 和

PERK 的 mRNA 表达水平。结果表明，过表达

miR-142-5p 后，ATF6 的表达量显著低于阴性对照组

和空白对照组（P＜0.05，图 5-A）。说明 miR-142-5p
负调控 ATF6 的表达。而 miR-142-5p、miR-145-5p
和 miR-199a-5p 过表达后，极显著上调 IRE1mRNA
表达（P＜0.01，图 5-B）。同样，过表达 miR-142-5p
和 miR-199a-5p 后，XBP1 的 mRNA 表达也显著上调

（P＜0.05，图 5-C）。 

2.6  过表达 miR-142-5p 对 ATF6 蛋白表达的影响 

过表达 miR-142-5p 后，ATF6 蛋白的表达情况见

图 6。结果显示，过表达组中 ATF6 的表达量显著低

于阴性对照组和空白对照组。结果表明，miR-142-5p
与 ATF6 靶位点结合后，抑制 ATF6 蛋白的表达。 

3  讨论 

3.1  miRNA 测序分析 

miRNA 是一类 18—25 bp 的调节性非编码 RNA，

主要通过部分碱基互补配对方式将其种子序列与靶

基因 mRNA 的 3′UTR 结合，从而调控基因表达参与

多种重要生理过程。大量研究表明，miRNA 在调控

内质网应激通路关键基因中发挥重要作用[18-22]，但

是大部分报道都集中在人和小鼠等哺乳动物的研究 
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图 5  过表达 miRNAs 后 ATF6、IRE1、XBP1 和 PERK mRNA 的表达量 

Fig. 5  The expression of ATF6, IRE1, PERK and XBP1 mRNA after over-expression miRNAs 
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A.转染 miR-142-5p mimics 后，PK15 细胞中 ATF6 蛋白 Western blotting 检测；B.转染 miR-142-5p mimics 后，PK15 细胞中 ATF6 蛋白相对表

达量检测 
A. shows the Western blotting analysis of ATF6 protein in PK15 cells transfected with miR-142-5p mimics; B. shows the expression level of ATF6 protein 
detected by Western blotting after miR-142-5p mimics transfecting into PK15 cells 

 

图 6  转染 miR-142-5p mimics 后 PK15 细胞中 ATF6 蛋白表达检测 

Fig. 6  Western blotting analysis of ATF6 in PK15 cells transfected with miR-142-5p mimics 

 
上，对猪 miRNA 的研究尚未报道。因此，开展内质

网应激通路相关 miRNA 的研究，为从转录后水平调

控内质网应激通路从而调控 PRV 感染奠定理论基

础。 
本课题组前期研究结果显示 PRV 感染激活内质

网应激通路。本研究首先利用高通量测序方法发现

PRV 感染 PK15 细胞后引起 35 条 miRNAs 差异表达，

其中包括 miR-132 、 miR-142-5p 、 miR-199a-5p 、

miR-374b-3p、miR-382 和 miR-874。研究表明 PRV 感

染后引起 miR-132、miR-199a/b-3p 和 mir-374b-3p 等

13 条 miRNAs 在宿主细胞内差异表达，同时通过 GO
富集分析差异表达 miRNAs 潜在的宿主靶基因，发现

这些靶基因参与生物调节、应激反应、免疫应答和细

胞凋亡等信号传导过程[23]。还有研究发现，CSFV 感
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染 PK15 细胞后引起 miR-382 和 miR-874 等 69 条

miRNAs 表达变化[24]。推测 PRV 感染引起猪内质网应

激后，宿主 miRNA 靶向内质网应激通路关键基因，

从而参与调控内质网应激过程。 
3.2  生物信息学软件预测分析 

本研究中，利用生物信息学的方法预测与内质网

应激通路关键基因 ATF6、IRE1、PERK、GRP78、XBP1
具有靶标关系的 miRNAs，发现与 ATF6、IRE1、PERK、
GRP78、XBP1 中至少 4 个基因具有靶标关系的

miRNAs，分别是 miR-142-5p、miR-145-5p、miR-150、
miR-199a-5p。其中 miR-142-5p 和 miR-199a-5p 在

miRNA 测序结果中也显示为差异表达。研究发现

ERS 传导器 IRE1 通过下调 miR-150 介导纤维化，

同时 IRE1促进 XBP1剪接进而激活肌成纤维细胞中

内质网扩张[25]。此外，面对各种环境应激，miRNA
成为应激后免疫修饰的靶点。miR-142-5p、miR--150
在热应激大鼠中差异表达，调控参与大鼠小肠热应

激病理及生理反应相关的基因表达[26]。HPV 感染细

胞后下调 miR-145 表达，低表达的 miR-145 使细胞免

受环境应激诱导的凋亡[27]。有研究表明，在人肺腺癌

细胞中，miR-199a-5p 通过调控 GRP78 转录本使

GRP78 基因表达水平显著下调 [28]。因此推测，

miR-142、miR-145、miR-150、miR-199 可能在猪内质

网应激过程中发挥着调控作用。 
3.3  候选 miRNAs 对内质网关键基因表达的影响 

根据 miRNA 预测结果，构建了双荧光素酶报告

基因重组载体，并利用双荧光素酶报告系统验证发现

miR-142-5p mimics 显著抑制 psiCHECK-2-ATF6- 
m142-3′UTR 重组载体荧光素酶活性。同时 qRT-PCR
和 Western blot 试验再次验证了这一结果，过表达

miR-142-5p 后，ATF6 的 mRNA 水平和蛋白表达均

显著下调。表明 miR-142-5p 通过降解 mRNA 的方

式靶向猪 ATF6。针对靶向人 ATF6 的 miRNA 研究

结果发现，在 UPR 过程中，PERK 介导的 miR-424
与 ATF6 的 3′UTR 区作用位点结合调节 ATF6 的表

达，并减弱 ATF6 转录活性[29]，miR-145、miR-221
和 miR-494 可以靶向 ATF6 的 3′UTR 区进而抑制囊

性纤维化中 ATF6 表达 [19] 。而本研究中发现

miR-145-5p 并不靶向猪 ATF6，具体机制尚需要进

一步研究。 
本研究中，miR-142-5p、miR-199a-5p 均与 IRE1、

XBP1 的 3′UTR 靶位点结合，从而抑制了荧光素酶活

性。但 qRT-PCR 结果显示，IRE1 和 XBP1 的 mRNA

表达水平并未下调，而且显著上调，可能是由于

miR-142-5p 和 miR-199a-5p 同时激活相关信号通路从

而上调 IRE1 和 XBP1 表达，如 miR-142-5p 同时能够

激活 UPR 的 ATF6 信号传导通路，ATF6 可以协同

IRE1 信号传导通路，促进 XBP1 的 mRNA 转录[30]。

研究表明，miR-30d、miR-181a 和 miR-199a-5p 三条

miRNAs 共转录能够明显降低 GRP78 表达，三条

miRNAs 的联合作用可能是实现 GRP78 显著下调的

关键[18]。本研究中双荧光素酶报告系统结果显示，

单独 miR-199a-5p 并不靶向猪 GRP78 3′UTR。据此

推测可能需要多个 miRNAs 才能有效调控 GRP78 的

表达。 
以上结果表明，miR-142-5p 可能靶向 ATF6 达到

调控内质网应激反应的作用。 

4  结论 

本研究通过 miRNA 测序发现，伪狂犬病毒感染

诱导 miR-142-5p 表达上调，同时，miR-142-5p 通过降

解 mRNA 的方式靶向猪 ATF6，因此推测 miR-142-5p
通过靶向 ATF6 调控伪狂犬病毒增殖。 
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