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摘要    活体动物microRNA (miRNA)检测技术对阐明miRNA的生物学功能非常重

要. 但是, 目前缺乏一种方便灵敏的实时反映活体动物 miRNA 活性及其变化的体外

监测手段. 通过在分泌型荧光素酶Gluc (Gaussia princeps luciferase) mRNA的 3′非翻

译区插入相应 miRNA 的靶序列构建一系列 miRNA 传感器. 将 miRNA 传感器体外

转染培养细胞和通过水动力注射方法转染小鼠肝脏, 通过检测细胞培养上清和外周

血液中的 Gluc 来反映细胞内和活体动物肝脏的 miRNA 活性. 结果显示, CMV 启动

子驱动的 miRNA 传感器可以长期监测体外培养细胞中的 miRNA 和短期监测小鼠肝

脏的 miRNA, 但由于启动子在肝脏的沉默不能用于长期监测肝脏 miRNA; CAG 启

动子驱动的传感器则成功地实现了对肝脏内源性 miR-122, miR-142 和 miR-34a 以及

对肝脏过表达的 miR-34a 的长期实时监测. 利用以 Gluc 为报告基因的 miRNA 传感

器, 通过检测外周血 Gluc 可以方便地在体外长期连续监测小鼠肝脏的 miRNA. 
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MicroRNAs (miRNAs)是一种体内产生的 19~23

个核苷酸的功能性RNA. 成熟的miRNA与mRNA的

3′非翻译区(UTR)互补结合造成靶 mRNA 的降解和/或

抑制翻译, 从而在转录后水平对蛋白表达进行负调

控[1~4]. 当前检测 miRNA 的方法主要有 Northern 印

迹、反转录定量 PCR (RT-qPCR)和生物芯片[5~7]. 虽

然这些方法得到了广泛应用, 但存在费时、费力的问

题, 而且不能反映 miRNA 在细胞内的实时功能. 一些

研究者在报告基因, 如 lacZ[8], GFP[9]和荧光素酶[10~12]

的 3′-UTR 插入 miRNA 的靶序列构建了 miRNA 传感

器, 将其导入细胞后可以通过检测对报告基因的抑

制情况反映细胞中的 miRNA 活性. 这些传感器可以

揭示组织中 miRNA 的时空变化, 增加人们对 miRNA

功能的了解, 但它们在活体组织中的应用还未得到
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充分的研究, 缺少在体外方便地连续监测活体组织

的 miRNA 的方法.  

此前有研究发现了一种来自于海生挠脚类动物

Gaussia princeps 的分泌型荧光素酶 Gluc. 由于 Gluc 可

以分泌入血, 研究者通过检测外周血中的 Gluc 可以方

便地检测接种在动物体内的肿瘤[13~15]. Gluc 是一个理

想的非侵入性地监测体内生物学过程的报告基因. 在

本研究中, 通过在Gluc基因的3′-UTR插入相应miRNA

的靶序列, 构建了一系列的 miRNA 传感器, 命名为

“Gluc-miRT”, 并且评价了适合长期监测肝脏 miRNA

的启动子. 本研究证实以 CAG 为启动子的 CAG/Gluc- 

miRT 能够在体外连续长期监测小鼠肝脏的 miRNA.  

1  材料与方法 

1.1  miRNA 传感器的构建 

所有 miRNA 传感器均包括 3 个主要元件, CMV

或 CAG 启动子(CAG 启动子包含 CMV 早期增强子、

鸡β-actin 启动子和兔β-globin 多聚腺苷化信号)、来自

pGluc-Basic (New England Biolabs, Ipswich, USA)的

Gluc 报告基因和在 Gluc 基因 3′-UTR 插入的 4 个拷

贝的 miR-122, miR-142 或 miR-34a 的靶序列. 这些元

件被克隆入 2 型腺相关病毒(AAV2)载体中, 在这些元

件的两侧含有 AAV2 的反向末端重复序列(ITR). 这些

miRNA 传感器被命名为 CMV/Gluc-miR-122T 或 CAG/ 

Gluc-miR-122T, CMV/Gluc-miR-142T 或 CAG/Gluc- 

miR-142T 以及 CMV/Gluc-miR-34aT 或 CAG/Gluc- 

miR-34aT (图1(A)). 合成下列核苷酸用于制作miRNA

的靶序列: miR-122, 5′-AATTCCAAACACCATTG- 

TCACACTCCAAGACCAAACACCATTGTCACACT- 
CCAAGACCAAACACCATTGTCACACTCCAAGAC- 
CAAACACCATTGTCACACTCCAA-3′和 5′-GATCT- 

TGGAGTGTGACAATGGTGTTTGGTCTTGGAGTG- 
TGACAATGGTGTTTGGTCTTGGAGTGTGACAAT- 
GGTGTTTGGTCTTGGAGTGTGACAATGGTGTTT- 
GG-3′; miR-142, 5′-AATTCTCCATAAAGTAGGAA- 
ACACTACAAGACTCCATAAAGTAGGAAACACT- 
ACAAGACTCCATAAAGTAGGAAACACTACAAG- 
ACTCCATAAAGTAGGAAACACTACAA-3′和 5′-GA- 

TCTTGTAGTGTTTCCTACTTTATGGAGTCTTGTA- 
GTGTTTCCTACTTTATGGAGTCTTGTAGTGTTTC- 
CTACTTTATGGAGTCTTGTAGTGTTTCCTACTTT- 
ATGGAG-3′; 和 miR-34a, 5′-AATTCACAACCAGC- 

TAAGACACTGCCAAGACACAACCAGCTAAGAC- 
ACTGCCAAGACACAACCAGCTAAGACACTGCC- 
AAGACACAACCAGCTAAGACACTGCCAA-3′和5′- 
GATCTTGGCAGTGTCTTAGCTGGTTGTGTCTTGG- 
CAGTGTCTTAGCTGGTTGTGTCTTGGCAGTGTCT- 
TAGCTGGTTGTGTCTTGGCAGTGTCTTAGCTGGT- 
TGTG-3′. CMV 或 CAG 启动子驱动的不含 miRNA 靶

序列的 Gluc 表达质粒作为对照, 命名为 CMV/Gluc

或 CAG/Gluc. CMV 启动子驱动的不含 miRNA 靶序

列的萤火虫荧光素酶(Fluc)表达质粒, 命名为“CMV/ 

Fluc”, 用于 Gluc 传感器的内参照. 以 HEK 293 细胞

基因组为模板通过 PCR 扩增 pre-miR-122 和 pre-miR- 

34a 基因, 引物为 pre-miR-122, 5′-ACTGCAGAAT- 

TGATCACATTTAC-3′ (上游 )和 5′-CAGTAAGTA- 

CACAAGATTGAGAAG-3′ (下游); pre-miR-34a, 5′- 
GCCTCCTGCATCCTTTCTTTC-3′ (上游 )和 5′-CC- 

TGTGCCTTTTTCCTTCCG-3′ (下游). 

1.2  miRNA 传感器的体外评价 

Huh7, HeLa 或 HEK 293 细胞用含 10%胎牛血清

的 DMEM, 置于 37℃, 5% CO2培养箱中培养. 使用

Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, USA)体外转

染细胞. 通过检测细胞培养上清中的 Gluc 水平来评价

miRNA 传感器的功能和灵敏度. Gluc 活性的检测使用

Gaussia 荧光素酶检测试剂盒(New England Biolabs)按

照 说 明 书 进 行 操 作 , 使 用 发 光 检 测 仪 (Turner 

BioSystems, Sunnyvale, USA)收集 10 s 光信号并测定

其相对光强度.  

1.3  miRNA 传感器的体内评价 

5~6 周龄雄性 BALB/c 小鼠购买并饲养于中国医

学科学院实验动物研究所. 动物实验的程序遵照实

验动物研究所的规章制度, 并遵守国内和国际的动

物实验法规. 用水动力注射法[16]将 miRNA 传感器转

染小鼠肝脏. 具体操作如下: 取小鼠体重(g)10%的生

理盐水(mL), 将传感器溶于其中, 并于 5~7 s 内经小

鼠尾静脉快速注射入体内. 注射后不同时间从尾静

脉采 2.5 μL 全血, 使用 Gaussia 荧光素酶检测试剂盒

(New England Biolabs)按照说明书检测 Gluc 活性.  

1.4  活体成像 

小鼠水动力注射 CMV/Fluc 质粒 24 h 后, 以   

150 mg/kg 的剂量腹腔注射 D-luciferin (Molecular  
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图 1  Gluc-miRT 和 CMV/Gluc-miR-122T 的体外评价 
(A) 通过在 Gluc 基因和 polyA 之间插入 4 个拷贝的 miRNA 靶序列构建 Gluc-miRT (上), 不含 miRNA 靶序列的 Gluc 表达质粒作为对照(下); 
(B) CMV/Gluc-miR-122T 单独转染或与 pmiR-122 (pre-miR-122 表达质粒)共转染 Huh7 (左)或 HeLa 细胞(右), 转染后 1~5 天检测细胞上清中 

的 Gluc. 表示为 x ±SD (n=3) 

Imaging Products, Bend, USA). 10 min 后, 腹腔注射

75 mg/kg 的戊巴比妥钠麻醉小鼠. 麻醉后 5 min, 使

用 IVIS 小动物活体成像系统(Xenogen, Hopkinton, 

USA)收集 10 s 光信号, 进行活体成像.  

1.5  RT-qPCR 检测 miRNA 

使用 mirVana™ miRNA 提取试剂盒 (Ambion, 

Austin, USA)提取小鼠肝脏总 RNA. 使用 mirVana™ 

RT-qPCR miRNA 检测试剂盒(Ambion)以 has-miR-122

和has-miR-142-3p引物系统(Ambion)进行RT-qPCR检

测肝脏 miRNA 含量 . 小鼠 snoRNA202 引物系统 

(Ambion)作为内参照. 利用 HPLC 纯化的与 miR-122 

或miR-142-3p 序列一致的RNA 作为标准品(Invitrogen, 

Shanghai, China)绘制标准曲线确定 miRNA 的拷贝数.  

2  结果 

2.1  体外评价 CMV/Gluc-miR-122T 

本研究首先构建了 CMV/Gluc-miR-122T(图 1(A))

和对照质粒 CMV/Gluc (图 1(A)). 为确定 CMV/Gluc- 

miR-122T 可以有效检测细胞内的 miR-122 水平, 将

其转染至高表达 miR-122 的 Huh7 细胞和不表达

miR-122 的 HeLa 细胞[17]. 转染后 1~5 天, 检测上清

中的 Gluc 活性. 为避免 Gluc 积累, 每天更换培养基. 

转染 CMV/Gluc-miR-122T 的 Huh7 细胞上清中检测

到低水平的 Gluc, 转染后 1~5 天分别为(1385±126), 

(30089±8066), (40894±10917), (54402±18958)和

(30335±3406)相对光单位(relative light units, RLU). 与

之相比, 转染对照质粒 CMV/Gluc 的 Huh7 细胞上清中

Gluc 的水平分别为: (35661±7469), (874808±207580), 

(1355468±185778), (1125206±41611)和(1211542± 

205606) RLU(图 1(B)). 而对于HeLa细胞, 转染CMV/ 

Gluc-miR-122T 的细胞上清中的 Gluc 水平与转染对

照质粒 CMV/Gluc 的细胞上清中 Gluc 水平几乎一致

(图 1(B)). 为进一步证实 Gluc 活性的抑制是 miR-122

依赖性的 , 将表达 miR-122 的质粒(pmiR-122)与

CMV/Gluc-miR-122T 共转染 Huh7 和 HeLa 细胞. 结

果显示, 共转染 pmiR-122的HeLa细胞出现了显著的 
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Gluc 活性抑制 , 转染后 1~5 天 , 分别为(104107± 

4547), (335557±147215), (73922±22262), (67866± 
19776)和(38551±10334) RLU; 而只转染 CMV/Gluc- 

miR-122T 的 HeLa 细胞中 Gluc 活性为 (990217± 

333802), (9782300±2973113), (14623065±2256744), 
(16681655±3120897)和(11183016±2024543) RLU (图

1(B)). 对于 Huh7 细胞, 共转染 pmiR-122 也增强了

Gluc 的抑制 , 转染后 1~5 天 , 分别为 (986±64), 

(14933±3337), (9961±1301), (8638±4530)和(7192±2067) 

RLU. 上述结果表明, CMV/Gluc- miR-122T 的 Gluc 活

性可以被内源性或转染的外源性 miR-122 所抑制; 通

过检测上清中的 Gluc 水平, 无需裂解细胞, CMV/ 

Gluc-miR-122T 可以用来方便地监测细胞内 miR-122

活性.  

2.2  小鼠体内评价 CMV/Gluc-miRT 

本研究评价了 CMV/Gluc-miR-122T 是否可以用

于检测小鼠肝脏中的miR-122活性. miR-122在肝脏中 

高表达[17], 约占肝脏所有miRNA的70%[18]. 以表达萤

火虫荧光素酶的质粒(CMV/Fluc)为内参照, 实验组小

鼠注射各 10 μg 的 CMV/Gluc-miR-122T 和 CMV/Fluc, 

对照组小鼠水动力注射各 10 μg 的 CMV/Gluc 和

CMV/Fluc. 注射后 24 h, 利用 IVIS 活体成像系统检

测肝脏中 Fluc活性, 同时尾静脉采集 2.5 μL全血, 检

测血液中 Gluc 活性. 活体成像结果显示, 共注射

CMV/Fluc+CMV/Gluc 的小鼠肝脏 Fluc 的活性为

(2.50×108±1.08×108) RLU (图 2(A)和(C)), 共注射

CMV/Fluc+CMV/Gluc-miR-122T 的小鼠肝脏 Fluc 的

活性为(2.32×108±1.48×108) RLU (图 2(B)和(C)), 两

组动物 Fluc 的表达几乎一致. 血液 Gluc 检测显示, 

CMV/Fluc+CMV/Gluc 注射组小鼠的 Gluc 的活性

(4768176±499358) RLU; 而 CMV/Fluc+CMV/Gluc- 

miR-122T 注射组 Gluc 的活性为(6842±700) RLU, 下

降了 696.9 倍(图 2(C)). 上述结果表明, 注射 CMV/ 

Gluc-miR-122T 的小鼠的 Gluc 表达被肝脏内源性的 
 

 

图 2  CMV/Gluc-miR-122T 和 CMV/Fluc 共注射小鼠 Gluc 和 Fluc 的表达 
(A) 活体成像检测共注射 CMV/Fluc 和 CMV/Gluc 的小鼠肝脏 Fluc 的表达; (B) 活体成像检测共注射 CMV/Fluc 和 CMV/Gluc-miR-122T 小鼠

肝脏 Fluc 的表达; (C)为(A)和(B)的总结, 检测 CMV/Fluc 和 CMV/Gluc 共注射或 CMV/Fluc 和 CMV/Gluc-miR-122T 共注射小鼠外周血 Gluc.  

表示为 x ±SD (n=3) 
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miR-122 显著抑制; 对 Gluc 的抑制水平反映出肝脏

高度的 miR-122 活性.  

miRNA 传感器的量效关系也被评价. 水动力注射

0.1, 1, 10和50 μg CMV/Gluc-miR-122T到小鼠体内, 注

射后 2~96 h 持续监测血液中 Gluc 水平. 不同剂量组显

示了一致的 Gluc 抑制水平(图 3(A), (B), (C)和(D)). 其

中, 10 μg CMV/Gluc-miR-122T注射组小鼠的Gluc活性

在注射后 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72 和 96 h 分别为 

(28543±5447), (39883±16693), (29172±2216), (33517± 
10103), (33047±9510), (18970±735), (6625±791), (1703± 

116), (438±60)和(275±36) RLU. CMV/Gluc 对照组小

鼠在相同时间点的Gluc活性分别为(301251±27622), 

(1680742±323635), (4251860±668420), (6377790± 
1002630), (9496617±1003472), (8070357±1366697), 
(4679858±706044), (1584957±170868), (253340±54503) 

和(37228±10340) RLU. 10 μg 剂量的 CMV/Gluc-miR-  

 

 

图 3  CMV/Gluc-miR 的体内评价 
BALB/c 小鼠水动力注射 0.1 μg (A), 1 μg (B), 10 μg (C)和 50 μg (D) 的 CMV/Gluc-miR-122T 并监测外周血 Gluc 活性; (E) BALB/c 小鼠水动

力注射 10 μg 的 CMV/Gluc-miR-142T 并监测外周血 Gluc 活性. (F) RT-qPCR 检测肝脏 miRNA. CMV/Gluc-miR-122T 和 CMV/Gluc-miR-142T 

注射前和注射后 72 h, 提取肝脏总 RNA, 利用特异性引物进行 RT-qPCR 检测 miR-122 或 miR-142. 表示为 x ±SD (n=4) 
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122T 注射后 24 h 时, 血液中 Gluc 的抑制达到 706.4

倍(图 3(C)).  

为进一步验证 CMV/Gluc-miR-122T 的特异性, 

将 miR-122 的靶序列更换为 miR-142 的靶序列. 与

miR-122相比, miR-142在肝脏中低表达[19,20]. 水动力

注射CMV/Gluc-miR-142T至小鼠并检测血液中Gluc. 

结果显示, 注射 12 h 内 Gluc 的活性与对照组无差异, 

随后, Gluc 的活性出现轻度下降, 在注射 24, 48, 72 

和 96 h 分别为(2413456±635134), (211951±49479), 

(17665±2705)和(11892±2235) RLU. 在注射后 24~96 h, 

抑制程度为 1.9~14.3 倍(图 3(E)). CMV/Gluc-miR-122T

与 CMV/Gluc-miR-142T 两种传感器的 Gluc 抑制程度

出现显著差异, 反映了肝脏中miR-122的活性显著高

于 miR-142, 同时证实以 Gluc 为报告基因的 miRNA 

传感器可以特异性反映肝脏不同 miRNA 的活性.  

2.3  RT-qPCR 检测小鼠肝脏的 miR-122 和 miR- 
142 

为验证水动力注射法或 miRNA 传感器中 miRNA

靶序列的表达是否会影响肝脏中的 miRNA 水平. 在

传感器注射前和注射后 72 h 提取小鼠肝脏总 RNA, 

利用 RT-qPCR 检测了注射前后肝脏 miR-122 和

miR-142 的拷贝数. 小鼠肝脏 miR-122 在注射 CMV/ 

Gluc-miR-122T 前后分别为(1.20±0.46)×108 和(1.23± 

0.49)×108 拷贝/ng RNA. 小鼠肝脏 miR-142 在注射前

后分别为(3.88±1.67)×106 和(3.64±1.33)×106(图 3(F)). 

上述结果证实肝脏高表达 miR-122 而低表达 miR-142, 

与传感器的检测结果一致, 同时也表明在相应传感

器注射前后, 肝脏两种 miRNA 肝脏的拷贝数没有明

显变化, 说明水动力注射和 miRNA 靶序列的表达不

会影响肝脏 miRNA 水平.  

2.4  利用 CAG/Gluc-miRT 长期监测肝脏 miR-122

和 miR-142 活性 

CMV/Gluc-miRT 可以成功检测体外培养的

Huh7 和 HeLa 细胞中 miRNA 活性, 但体内实验时, 

由于CMV启动子在小鼠肝脏的沉默[21]造成无论传感

器或对照组的Gluc水平在24 h均出现显著下降, 不能

用于长期监测肝脏miRNA活性. 有报道显示CAG启

动子可以驱动水动力注射的外源基因在肝脏的长期

表达[22]. 因此构建了 CAG 启动子驱动的 miRNA 传

感器CAG/Gluc-miRT和对照质粒CAG/Gluc (图 1(A)), 

以便实现对肝脏 miRNA 的长期监测 .  10 μg 的

CMV/Gluc, CAG/Gluc, CAG/Gluc-miR-122T 或 CAG/ 

Gluc-miR-142T 通过水动力注射入小鼠体内, 并检测

血液中 Gluc 的水平. 结果显示, CMV/Gluc 注射小鼠

的 Gluc 水平出现显著下降 ,  从注射后 12 h 的

(8070357±1366697) RLU 下降到注射后 25 天的

(687±101) RLU, 下降了 11747 倍(图 4(A)); 与之不同, 

CAG/Gluc 注射组的 Gluc 稳定持续表达, 在 25 天时

为(459226±53049) RLU, 与6 h时的最高值(1943818± 

499679) RLU 相比, 只下降 4.2 倍, 与 48 h 时的

(951915±75173) RLU 相比只下降 2 倍(图 4(A)). 

CAG/Gluc-miR-122T 注射组的结果显示, Gluc 活性在

注射后 3 h开始出现急剧下降, 至 24 h时下降至最低, 

然后保持在一个相对稳定的水平 ,  波动在 (1239±  

 
 

 

图 4  利用 CAG/Gluc-miRT 长期检测肝脏 miRNA 
(A) 监测小鼠肝脏 miR-122 和 miR-142. BALB/c 小鼠水动力注射

CMV/Gluc, CAG/Gluc, CAG/Gluc-miR-122T 或 CAG/Gluc-miR- 

142T, 并监测外周血 Gluc 活性. 结果表示为 x ±SD (n=4); (B) 监

测小鼠肝脏内源性和过表达的外源性 miR-34a. BALB/c 小鼠水动

力注射 CAG/Gluc-miR-34aT 或共注射 CAG/Gluc-miR-34aT 和

pmiR-34a (pmiR-34a 表达质粒), 并监测外周血 Gluc 活性. 表示为 
x ±SD (n=4) 
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381)~(918±39) RLU 之间(图 4(A)). 从注射后 48 h 到

25 天, 与对照组相比, CAG/Gluc-miR-122T 注射组的

Gluc 抑制倍数在 502.9~766.4 倍之间 . CAG/Gluc- 

miR-142T 注射组注射后 3 h 即检测到 Gluc 活性下降, 

至 24 h 降至更低, 并保持在相对稳定的水平. 注射后

48 h 至 25 天, Gluc 活性最高为(140773±37653) RLU, 

最低为(50631±5796) RLU, 与对照组相比的抑制倍

数为 6.8~9.3 倍(图 4(A)). 上述结果表明, 与 CMV/ 

Gluc-miRT 相比, CAG/Gluc-miRT 的监测结果更稳定

并能实现长期监测肝脏 miRNA 的目的.  

2.5  CAG/Gluc-miRT 也适合检测在肝脏过表达的
外源 miRNA 

在建立了可以长期检测肝脏内源性 miRNA 的方

法后, 又评价了 CAG/Gluc-miRT 是否可以用于实时

监测肝脏过表达的外源性 miRNA. 本研究选择另一

个在肝脏低表达的 miR-34a[20]作为研究对象, 构建了

miRNA-34a 的传感器, CAG/Gluc-miR-34aT. 一组小

鼠水动力注射 10 μg 的CAG/Gluc-miR-34aT, 另一组

小鼠共注射 10 μg 表达 miR-34a 的质粒(pmiR-34a)和

10 μg 的 CAG/Gluc-miR-34aT. 结果显示, 与 CAG/ 

Gluc-miR-142T 相似, CAG/Gluc-miR-34aT 注射组小

鼠在注射后 3 h 即检测到 Gluc 的活性下降, 在 24 h

下降至(124960±15213) RLU, 然后保持在相对稳定

的水平, 最低时为(45017±8349) RLU(图 4(B)). 从注

射后 24 h至 25天, Gluc的抑制倍数为 7.9~10.8倍, 反

映了小鼠肝脏低水平的 miR-34a 活性. 对于共注射

pmiR-34a 组小鼠, 在注射后 3~6 h, Gluc 的活性出现

轻度抑制, 与 CAG/Gluc-miR-34aT 单独注射组一致; 

但是从注射后 12 h开始, Gluc的活性出现显著的下降

((284865±123674) RLU), 并在 24 h 时下降至(19113± 

8412) RLU, 在 48 h 时下降至(2503±446) RLU, 然后

稳定保持在较低的水平至 25 天(图 4(B)). 共注射

pmiR-34a 组小鼠, Gluc 活性的抑制倍数从 48 h 到   

25 天为 319.9~437.5 倍, 结果表明注射 pmiR-34a 的

小鼠肝脏获得了强的外源性 miR-34a 活性, 证明了

这种方法可以用于检测小鼠肝脏过表达的外源性

miRNA.  

3  讨论 

自 1993 年发现 miRNA 以来, 大量研究表明

miRNA 参与调控多种重要生物学行为, 如发育的进

程、细胞分化、细胞凋亡和疾病等[1,4]. Northern 印迹

杂交作为检测 miRNA 的标准方法被广泛应用, 定量

RT-PCR和生物芯片等其他检测技术则提供了更灵敏

和高通量的检测方法 [6,7]. 但是这些方法操作繁琐 , 

不能提供 miRNA 在细胞内的实时活性, 也不能实现

对同一样本 miRNA 的连续监测. miRNA 传感器是包

含 miRNA 靶序列的报告基因, 通过报告基因活性的

变化来检测细胞中 miRNA 的水平和功能[8]. miRNA 

传感器已经用于研究动物体内miRNA 的调控功能[23,24], 

如在肝脏特异性高表达的 miR-122. 利用以荧光素酶

为报告基因的 miRNA 传感器并结合活体成像方法可

以实现体外检测活动物体内的 miRNA, 如检测

miR-221 在乳头状甲状腺癌的表达[10]和检测小鼠肝

脏 miR-122 的调控功能[25]. 但目前仍需要更灵敏和

更方便的方法实现非侵入性地连续监测活动物体内

的 miRNA 活性.  

本研究构建了一系列以分泌型荧光素酶 Gluc 为

报告基因的 miRNA 传感器, 并利用水动力注射方法

转染传感器至小鼠肝脏. 在体外实验中, 无需裂解细

胞, 通过检测上清中的 Gluc 即可监测细胞内 miRNA

活性; 在动物实验中, 通过采集 2.5 μL 外周血液检测

Gluc 实现了对活动物体内 miRNA 活性的快速、方便、

长期的监测. CMV 启动子驱动的 Gluc 传感器可以检

测体外培养细胞的 miRNA 活性和短期检测小鼠肝脏

miRNA 活性; 而且不同剂量传感器注射小鼠 miRNA

检测结果一致. RT-qPCR 结果显示, 水动力注射和肝

脏表达 miRNA 靶序列并没有改变肝脏 miRNA 的拷

贝数. CAG 启动子驱动的 Gluc 传感器则可以实现长

期监测肝脏 miRNA 活性, 而且可以用于检测了肝脏

过表达的外源性 miRNA.  

本研究提供了一个方便、灵敏的长期体外监测活

体小鼠肝脏 miRNA 的方法. 这种方法具有以下的优

点. 首先, 利用 Gluc-miRT 传感器结合外周血 Gluc

检测避免了处死实验动物, 实现了在单一动物长期

监测 miRNA; 第二, 虽然活体成像技术具有组织定

位的优势, 但本方法避免了注射底物和麻醉动物, 可

以更方便的检测活体动物的 miRNA; 第三 , 由于

Gluc 在血液中具有很短的半衰期(大约 20 min), 不会

随时间而积累, 可以得到体内 miRNA 的实时信息. 

最后, Gluc-miRT 传感器具有很高的灵敏度. 当使用

以 Fluc 为报告基因的 miRNA 传感器检测肝脏中的
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miR-122 时, 在注射后 12 h, Fluc 抑制倍数只有 33.7

倍, 而相同在相同时间 Gluc-miR-122T 检测的 Gluc

抑制倍数达到 425.4 倍.  

总之 , 本研究建立了一种以分泌型荧光素酶

Gluc 为报告基因的体外长期连续监测活体动物肝脏

miRNA 的方法 . 这种策略也可以用于检测其他

miRNA, 并可以应用于其他的组织器官. 本方法将

为研究活动物体内 miRNA 功能带来便利.  
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