
中国生物制品学杂志 2018年 3月第 31卷第 3期 Chin J Biologicals March 2018，Vol. 31 No. 3

RECK（reversion-inducing cysteine-rich protein with
kazal motifs）基因是近年来发现的新型基质金属蛋
白酶（matrix metalloproteinase，MMP）抑制剂，通过对

多种 MMP表达的抑制，阻碍新生血管产生，从而抑
制肿瘤细胞的转移。有报道称，RECK基因表达与肿
瘤转移抑制具有较好的相关性［1-2］，但对 RECK基因
的调控机制，尤其是涉及 microRNA（miRNA）的转录
后调控研究较少。

miRNA通过对靶基因的调控影响肿瘤细胞的
生长和迁移，与多种肿瘤的发生、发展密切相关［3-6］。
miRNA可与靶基因 mRNA的 3′非编码区（3′-untran-
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摘要：目的 构建 RECK（reversion-inducing cysteine-rich protein with kazal motifs）基因 mRNA 3′非编码区（3′-untran-
slated region，3′UTR）全长及两个截短片段的荧光素酶报告基因载体，以进一步研究 microRNA对 RECK基因的调
控。方法 以人乳腺癌细胞系 MCF-7基因组 DNA为模板，PCR扩增 RECK基因 mRNA的 3′UTR全长及两个截短
片段，利用双酶切将目的片段定向插入报告基因载体 pGL3-Control 中，将克隆载体转化大肠埃希菌 DH5α感受态
细胞进行扩增，采用菌落 PCR、双酶切、测序鉴定重组子，双荧光报告基因检测其表达活性。结果 重组载体中 RECK
3′UTR序列与 GenBank序列比对一致且插入方向正确；3个重组载体分别命名为 pGL3-RECK 3′UTR-1、pGL3-RECK
3′UTR-2和 pGL3-RECK 3′UTR-3，转染细胞后可表达荧光素酶基因。结论 成功构建了 RECK基因 3′UTR全长及两
个截短片段的荧光素酶报告基因载体，为进一步研究 microRNA对靶基因 RECK的调控奠定了基础。
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Abstract： Objective To construct the luciferase reporter gene vector for full length and two truncated fragments of
RECK 3′UTR so as to further study the regulation of microRNA to RECK gene． Methods The full length and two
truncated fragments of RECK mRNA were amplified by PCR using the genomic DNA of human breast cancer MCF-7 cells
as template，digested with two restriction enzymes and inserted into luciferase reporter vector pGL3-Control． The
constructed recombinant plasmids were transformed to competent E． coli DH5α． The recombinants were identified by
colony PCR，enzyme digestion and sequencing，while the luciferase activity was determined by reporter gene assay．
Results The RECK 3′UTR sequences in recombinant plasmids named as pGL3-RECK 3′UTR-1，pGL3-RECK 3′UTR-2
and pGL3-RECK 3′UTR-3 respectively were consistent with those in GenBank，and were inserted correctly． Luciferase
gene was expressed in the cells transfected by all the recombinant plasmids． Conclusion The luciferase reporter gene
vector for full length and two truncated fragments of RECK 3′UTR was constructed correctly，which laid a foundation of
further study on RECK gene regulation through microRNAs．
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slated region，3′UTR）部分序列互补结合，抑制其蛋
白翻译［7］，实现对靶基因的调控。目前已发现有通
过靶向 RECK基因调控肝癌、胃癌、肺癌及乳腺癌转
移的 miRNAs［8-11］。在众多预测以 RECK为靶点的
miRNA中存在许多未被验证的 miRNA，其靶点相关
性及在肿瘤转移中的调控机制尚不清楚。本研究设
计构建了 RECK mRNA 的 3′UTR 全长及两个截短
片段的荧光素酶报告基因载体，为后续通过双荧光

报告基因实验验证靶点相关性及进一步探讨miRNA
对 RECK基因的调控提供依据。

1 材料与方法

1． 1 细胞、载体及菌株 人乳腺癌细胞系 MCF-7由
内蒙古医科大学微生物与免疫学研究室保存；pGL3-
Control荧光素酶报告基因载体和 pRL-TK海肾荧光
素酶载体由南开大学惠赠；感受态菌株大肠埃希菌

DH5α购自天根生化科技（北京）有限公司。
1． 2 主要试剂 总 RNA抽提纯化试剂盒、AMV反
转录试剂盒、凝胶染料购自北京全式金生物技术有
限公司；T4 DNA连接酶购自日本 TaKaRa 公司；琼
脂糖凝胶回收试剂盒购自天根生化科技（北京）有

限公司；限制性内切酶购自美国 NEB公司；UNI质
粒小提试剂盒购自北京康润诚业生物科技有限公

司；Lipofectamine 2000 转染试剂购自美国 Thermo
公司；双荧光报告基因检测试剂盒购自美国 Promega
公司。
1． 3 引物设计及合成 利用 primer premier 5 设计
RECK 3′UTR 全长（1号）及两个截短序列（2号和 3
号）引物，并在上下游引物 5′端分别添加 XbaⅠ和
FseⅠ酶切位点（下划线部分）。RECK 3′UTR 1号上
游引物序列：5′ -GCTCTAGACACCTCACTCTCCTG-
CCT-3′，下游引物序列：5′-GGGGCCGGCCTGACATA-
TTCTGAAAGCT-3′；RECK 3′UTR 2 号上游引物序
列：5′ -GCTCTAGACAGGCTCACTGGTCACGG-3′，下
游引物序列：5′-GGGGCCGGCCTGACATATTCTGAA-
AGCT-3′；RECK 3′UTR 3号上游引物序列：5′-GCT-
CTAGACACCTCACTCTCCTGCCT-3′，下游引物序列：
5′ -GGGGCCGGCCAGTCACAGACACAAATC-3′。引
物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。
1． 4 RECK基因 3′UTR的 PCR扩增 以人乳腺癌
细胞系 MCF-7基因组 DNA为模板进行 PCR扩增，
采用 50 μL 反应体系。反应条件为：94 ℃预变性
5 min；94 ℃ 30 s，61 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min，共 35个
循环；72 ℃再延伸 10 min，4 ℃终止反应。采用 1％

琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR产物后，切取大小正确的
目的条带，凝胶回收试剂盒进行回收，具体操作按试

剂盒说明书进行。
1． 5 RECK基因3′UTR荧光素酶报告基因载体的构
建 分别对 pGL3-Control 载体和回收的 PCR 产物
进行双酶切（XbaⅠ／ FseⅠ）。采用 50 μL酶切反应
体系：PCR产物或载体 20 μL，XbaⅠ1 μL和 FseⅠ
4 μL，10 × 反应缓冲液 5 μL，H2O 20 μL；37 ℃反应
4 ～ 6 h。反应结束后，酶切产物用 1％琼脂糖凝胶电
泳鉴定，并切胶回收纯化。用 T4 DNA连接酶将酶
切后的 pGL3-Control载体与 PCR产物 16 ℃连接过
夜，连接产物转化大肠埃希菌 DH5α感受态细胞，以
氨苄西林筛选阳性克隆，37 ℃培养过夜。
1． 6 重组载体的筛选及鉴定 挑取 3个单菌落至
含氨苄西林的 LB液体培养基中，37 ℃振荡过夜。以
2 μL菌液为模板，进行 PCR鉴定，扩增反应条件同
1． 3项。扩增产物经 1％琼脂糖凝胶电泳鉴定，选取
PCR结果阳性的菌液提取质粒。用内切酶 XbaⅠ和
FseⅠ对质粒进行双酶切。反应体系为：质粒 15 μL，
XbaⅠ1 μL，FseⅠ4 μL，10 × 反应缓冲液 3 μL，H2O
7 μL；37 ℃反应 6 h。阳性克隆送上海生工生物工
程技术服务有限公司进行测序验证。
1． 7 双荧光报告基因的检测 分别将报告基因载体
（pGL3-Control及 3个新构建载体）和 pRL-TK 海肾
荧光素酶载体（内参）共转染至 MCF-7细胞中，转染
48 h。按照荧光素酶检测试剂盒说明书进行操作：
弃去原培养液，加入裂解缓冲液，室温反应 15 min；
加入荧光素酶测定缓冲液（LARII）混匀后测定光输
出；加入等量荧光淬灭剂（Stop ＆Glo reagent），淬灭
萤火虫荧光素酶，同时启动海肾荧光素酶反应，测定

10 s后的光输出。每组试验重复 3次。

2 结 果

2． 1 目标序列的鉴定 以人乳腺癌细胞系 MCF-7
基因组 DNA为模板，PCR扩增得到 RECK3′UTR 全
长（1号）及两个截短片段（2和 3号），扩增片段长度
分别为 1290、676 和 667 bp，见图 1。PCR 产物经
1％琼脂糖凝胶电泳分析，可见大小均与设计相符的
目的片段，见图 2。
2． 2 RECK 基因 3′UTR荧光素酶报告基因载体的
鉴定 pGL3-Control载体及回收的 PCR产物的双酶
切产物经 1％琼脂糖凝胶电泳分析显示，酶切后的
线性载体与未酶切的环状载体相比，电泳速度较慢，

见图 3。3个单菌落接种至含氨苄西林的 LB液体培
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养基，以其菌液为模板，PCR 扩增产物经 1％琼脂
糖凝胶电泳分析显示，1、2、3-2 和 3-3 片段大小均
与设计相符，见图 4。PCR鉴定阳性的菌液提取的
质粒的双酶切产物经 1％琼脂糖凝胶电泳分析显
示，质粒均可切出 2 条带，表明目的片段已插入载
体，1、2和 3号切出的小片段大小分别为 1 290、676
和 667 bp，与设计相符，见图 5。阳性克隆测序结果
与 RECK 3′UTR 通过 NCBI 上 BLAST 进行比对分
析，其中 1-2、2-2和 3-3号克隆显示 100％匹配，表明
序列正确无突变，见图 6，重组载体分别命名为pGL3-
RECK 3′UTR-1、pGL3-RECK 3′UTR-2 和 pGL3-
RECK 3′UTR-3。

图 1 RECK3′UTR全长及截短序列模式图
Fig 1． Models of full length and truncated fragments of

RECK 3′UTR

M：DNA marker；1：阴性对照（以水为模板）；2：RECK 3′UTR 全
长（1号）；3：截短片段（2号）；4：截短片段（3号）。

图 2 PCR扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图
Fig 2． Agarose gel electrophoretic profile of PCR products

M：DNA marker；1：pGL3-Control载体；2：pGL3-Control载体的双
酶切产物；3 ～ 5：分别为 RECK3′UTR 全长（1号）、截短片段（2号）、
截短片段（3号）的双酶切产物。

图 3 pGL3-Control 载体及回收的 PCR 产物的双酶切
（XbaⅠ／ FseⅠ）鉴定

Fig 3． Restriction map of pGL3-control vector and PCR
product（XbaⅠ／ FseⅠ）

M：DNA marker；1：阴性对照（以水为模板）；2 ～ 4：RECK3′UTR
全长（1-1、1-2、1-3号）；5 ～ 7：截短片段（2-1，2-2，2-3号）；8 ～ 10：截
短片段（3-1，3-2，3-3号）。

图 4 菌液 PCR扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图
Fig 4． Agarose gel electrophoretic profile of colony PCR

products

M：DNA marker；1 ～ 3：RECK3′UTR 全长（1-1、1-2、1-3 号）；4 ～
6：截短片段（2-1，2-2，2-3号）；7，8：截短片段（3-2，3-3号）。

图 5 重组质粒的双酶切（XbaⅠ ／ FseⅠ）鉴定
Fig 5． Restriction map of recombinant plasmids （XbaⅠ ／

FseⅠ）

2． 3 重组质粒荧光素酶表达活性 双荧光报告基因
检测结果显示，构建的 3个重组质粒均可在细胞中
表达荧光素酶基因，与对照质粒 pGL3-Control相似，
见图 7，表明 3个重组质粒均可用于后续 miRNA调
控 RECK基因的靶点相关性研究。
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图 6 质粒 pGL3-RECK 3′ UTR-1（A）、pGL3-RECK
3′UTR-2（B）和 pGL3-RECK 3′UTR-3（C）的部分测序图

Fig 6． Partial sequencing map of recombinant plasmids
pGL3-RECK 3′UTR-1（A），pGL3-RECK 3′UTR-2（B） and
pGL3-RECK 3′UTR-3（C）

图 7 双荧光报告基因检测
Fig 7． Dual luciferase reporter gene assay

3 讨 论

肿瘤转移的病理过程非常复杂，其中通过分泌

MMP 对基底膜降解破坏是关键步骤之一，MMP 在
肿瘤的侵袭和转移中具有重要作用。RECK基因是
近年来发现的新型 MMP抑制剂，可通过转录后调控
抑制多种 MMP的表达，也可阻碍肿瘤微环境中新生
血管形成，从而抑制肿瘤的侵袭及转移［12-13］。RECK
基因缺陷会导致 MMP过表达，使细胞外基质过度降
解，并降低周围组织完整性，诱导形成新生血管，促

进肿瘤细胞迁移；相反，RECK基因高表达时则抑制
MMP生成，从而阻止肿瘤细胞对基底膜的破坏，抑制

肿瘤细胞迁移。在多数正常组织及细胞中均可检测
到RECK基因表达，但在多种肿瘤组织及细胞中RECK
基因不表达或低表达［14］。RECK基因表达与肿瘤转
移抑制有很好的相关性。有报道称，RECK 基因可
以通过 STAT3依赖的血管生成开关调控乳腺癌转
移［15］。因此，研究靶向 RECK基因 miRNAs在肿瘤
生长及转移过程中的调控网络及其作用机制，对阐

明肿瘤转移机制及开发抗肿瘤药物具有重要意义。
miRNA是真核生物体内约 18 ～ 25 nt的内源性
非编码单链 RNA，在转录后参与调控基因表达。一
个转录本的总体结构由 5′非编码区（5′untranslated
Region，5′UTR）、编码区（open reading frame，ORF）和
3′UTR组成。其中 3′UTR具转录本特异性，对mRNA
转录后修饰、维持 mRNA稳定性及蛋白质翻译效率等
方面起重要作用。miRNA可以与相应靶基因 mRNA
的 3′UTR区以碱基互补配对原则结合形成二聚体，
引起靶基因 mRNA降解或者翻译抑制。与靶基因
mRNA 3′UTR完全互补的 miRNA可直接引起mRNA
降解，与 3′UTR不完全互补的 miRNA则抑制 mRNA
翻译成蛋白质，从而实现对靶基因表达的负调控［7，16］。
同一个 miRNA可以结合多个靶基因的 3′UTR区，同
一个基因 3′UTR区也可以结合多个 miRNAs，实现真
核生物复杂的转录后调控。因此，以 mRNA为靶点，
通过软件预测可获得能与 mRNA 3′UTR区结合的大
量 miRNAs，但是预测结果需要进一步的实验来验证
其靶点结合特异性，从而确认是否具有对靶基因的调

控功能。通常采用荧光素酶报告基因系统来验证靶
点特异性［17］，去除不具功能性的预测结合的 miRNA，
其基本原理是 miRNA与其靶基因 mRNA 3′UTR区
结合后，可抑制报告基因蛋白的表达，只要检测报告

基因蛋白即可。将靶基因 mRNA 3′UTR 区定向克
隆至荧光素酶报告基因载体，系统中加入待验证的

miRNA，如果 miRNA可以与重组载体上 3′UTR区互
补结合，则抑制载体上荧光素酶表达，表明该miRNA
可以实现对靶基因的特异性调控；如果 miRNA不能
与重组载体上 3′UTR区互补结合，则不能抑制荧光
素酶表达，该 miRNA不具有靶点特异性，从而获得
该 miRNA与靶基因的功能相关性信息。
本研究成功构建了 RECK mRNA 的 3′UTR 全

长及两个截短片段的重组荧光素酶报告基因载体，

双荧光报告基因检测结果显示，重组质粒可表达荧

光素酶，表明构建的重组载体可用于验证预测的

miRNA与其靶点 RECK基因的相关性，为后续进一
步研究 miRNA对 RECK基因的调控奠定基础。

（下转第 256页）
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体库筛选。本研究将针对 T、B细胞表位的 10条多
肽［10-11］混合，经淘筛富集和 Phage ELISA，获得 3株
候选噬菌体抗体。今后可利用独立多肽，深入探讨
抗体的结合位点。
筛选中发现，虽然 VH-λ初级抗体库的库容和

3轮淘筛后的噬菌体输出量均高于 VH-κ库，但是从
Phage ELISA结果来看，VH-κ库的筛选效果明显优
于 VH-λ库。淘筛的洗脱方法可能是造成 VH-λ库
抗体亲和力低的关键因素，因此可通过优化洗脱液

等方式来优化淘筛，以获得更多高亲和力的抗体。
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