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医学与免疫生物技术                                                               

DNA 聚合酶 δ结合蛋白 38 是 microRNA-291a-5p 的一

个靶基因 

林德球，林辽华 
华南师范大学生命科学学院，广州 510631 

摘  要: DNA 聚合酶 δ结合蛋白 38 (DNA Polymerase delta-interacting protein 38，PDIP38) 是 2003 年新鉴定的一个基因，

目前认为其可能在 DNA 修复、有丝分裂以及血管平滑肌细胞迁移中起重要作用。根据本实验室前期在胚胎干细胞中对

该基因的研究，认为 microRNA 可能在 PDIP38 的调控过程中发挥了重要作用。为证实这种推论，运用生物信息学方法

预测发现在胚胎干细胞中高表达的microRNA——microRNA-291a-5p (miR-291a-5p) 与 PDIP38的开放阅读框 (ORF) 有

一个配对非常理想的靶位点，通过构建该靶位点的报告基因载体以及 ORF 表达载体，分别进行荧光素酶报告基因分析

以及细胞转染和 Western blotting 方法。结果证明 miR-291a-5p 能够直接调节 PDIP38 的蛋白表达。进一步运用 real-time 

PCR 和 Western blotting 分析证明了在胚胎干细胞中 miR-291a-5p 能够调节内源 PDIP38 的蛋白表达而对其 mRNA 表达

无影响，这些都证明 PDIP38 确实是 miR-291a-5p 的一个靶基因。 
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DNA polymerase delta-interacting protein 38 is a target gene  
of microRNA-291a-5p 

Deqiu Lin, and Liaohua Lin 

College of Life Science, South China Normal University, Guangzhou 510631, China 

Abstract:  DNA polymerase delta-interacting protein 38 (PDIP38) was identified in 2003 as a human DNA polymerase delta 
interacting protein which plays important roles in DNA repair, mitosis and vascular smooth muscle cells (VSMCs) migration. Our 
previous study showed that PDIP38 was expressed in mouse embryonic stem (ES) cells and upregulated in protein levels after 
differentiation from ES cells, while the expression in mRNA levels was not changed. We supposed that microRNA played key roles 
in the regulation of PDIP38 and the differentiation of ES cells. By bioinformatics assay, we predicted that PDIP38 was a potential 
target of microRNA-291a-5p (miR-291a-5p). Futhermore, we validated the possibility of miR-291a-5p to regulate the protein 
expression of PDIP38. Using luciferase reporter assay, realtime PCR and western blot methods, we firstly demonstrated that 
miR-291a-5p directly inhibited the expression of PDIP38. The present results shed a new light on the study of PDIP38 and 
miR-291a-5p in the differentiation of ES cells. 

Keywords:  microRNA, miR-291a-5p, PDIP38, embryonic stem cell 
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MicroRNA (miRNA) 是一类约 22 nt 的高度保

守的非编码 RNA 分子。在动物中，miRNA 主要以

不完全配对的方式结合到靶基因 3′非翻译区 

(3′UTR) 的多个互补位点，在转录后水平沉默其靶

基因的表达。在植物中，miRNA 主要以完全或几乎

完全配对的方式结合到靶基因编码区的互补位点，

引起 mRNA 降解[1-2]。 

miRNA 参与包括发育、分化、增殖、调亡和机

体病变等多种生理过程，其异常表达会导致发育缺

陷、癌症、肥胖、早老性痴呆等多种疾病的产生[3-6]。

和许多 mRNA 类似，miRNA 的表达也具有时空特

异性[3,7-8]。近年来的研究发现，miRNA 在干细胞的

自我更新、分化及其子代细胞的分化中发挥了重要

的作用。在胚胎干细胞，精原干细胞和各种体组织

干细胞中，miRNA 也发挥了类似的功能[9-10]。 

PDIP38 是 DNA 聚合酶 δ 结合蛋白 38 (DNA 

Polymerase delta-interacting protein 38) 的缩写。

PDIP38 是一个新鉴定的基因[11]，因而目前的研究比

较 少 。 PDIP38 可 以 和 增 殖 性 细 胞 核 抗 原 

(Proliferating cell nuclear antigen，PCNA) 结合[11]。

PCNA 也可以和 DNA 聚合酶 δ 结合。在 DNA 复制

过程中，PCNA 募集 DNA 聚合酶 δ 到 DNA 上修复

损伤的 DNA，以提高前导链的合成效率[12]。此外，

PDIP38 也和线粒体内 DNA 类核的一些组成蛋白结

合，并且在整个有丝分裂的过程中，PDIP38 都定位

于有丝分裂的纺锤体 [13-14]。最新的研究则证明

PDIP38 在血管平滑肌细胞 (VMSCs) 迁移中发挥关

键作用[15]。在前期的研究中，我们在 mRNA 和蛋白

水平上分别检测了小鼠胚胎干细胞中 PDIP38 的表

达，发现 PDIP38 在胚胎干细胞中有表达，同时在胚

胎干细胞形成类胚体发生分化以后其蛋白表达水平

显著增高，而 mRNA 水平则未见有明显的变化。根

据对 PDIP38 的初步研究结果，我们认为很可能

miRNA 在 PDIP38 的表达调节中发挥了重要的作

用。由此我们对 PDIP38 进行了 miRNA 结合位点的

生物信息学预测，发现在 PDIP38 的开放阅读框 

(ORF) 末 尾 处 有 一 个 和 microRNA-291a-5p 

(miR-291a-5p)配对非常理想的靶位点，而有研究者

已经证实 miR-291a 的基因簇成员在胚胎干细胞中

高表达，并且在细胞周期调节中具有重要作用[16-17]。 

根据以上的研究背景和生物信息学预测的结

果，我们认为 miR-291-5a 很有可能调节 PDIP38 蛋

白的表达，进而影响胚胎干细胞的分化。通过荧光

素酶报告基因分析、 real-time PCR 以及 Western 

blotting 分析等方法我们证实了 PDIP38 确实是

miR-291-5a 的一个靶基因。 

1  材料与方法 

1.1  载体构建 
从小鼠的大脑 cDNA 文库中扩增出 PDIP38 的

961~1 860 bp 和 1 101~1 860 bp 两个片段以及它的

ORF 区 域 。 分 别 克 隆 到 pMIR-REPORT 载 体 

(Ambion) 的萤光素酶基因后面的 Xho I 位点和 Sac I

位点之间以及 C 端带有 Flag 标签的 pCDNA3.1 载体

的 Xba I 和 Sal I 位点之间。具体如下，在 50 μL 体

系中加入 5 μL 10× KOD Plus PCR buffer，5 μL 

2 mmol/L 的 dNTPs， 2 μL 25 mmol/L MgCl2，

20 μmol/L 的正反向引物各 1 μL，cDNA 模板 1 μL，

KOD Plus 1 μL (TOYOBO)，用水补至 50 μL。PCR

程序为：94℃变性 2 min；94  30 s℃ ，60  30 ℃ s，72  ℃

1 min，30 个循环；72  5 min℃ 。PCR 产物琼脂糖电

泳后，用琼脂糖凝胶回收试剂盒 (上海生工) 回收目

的 条 带 。 对 于 靶 位 点 的 克 隆 ， 回 收 片 段 及

pMIR-REPORT 用 Xho I 和 Hind III (TaKaRa) 双酶

切，37℃消化 2 h；对于 ORF 的克隆，PCR 片段及

载体用 Xba I 和 Sal I (TaKaRa) 双酶切。酶切产物用

PCR 回收试剂盒 (上海生工) 回收。载体和片段的

连接用 T4 DNA 连接酶 (Fermentas) 在 16℃进行。

连接产物转化到大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，挑阳

性克隆用 PCR 进行鉴定，并送华大基因公司测序确

认。用高纯度质粒小抽试剂盒 (北京天根) 提取转染

级的质粒。扩增片段所用的引物见表 1。 

1.2  细胞培养及转染 
报告基因分析采用的细胞为 293T 细胞，用含

10％胎牛血清 (Invitrogen) 的高糖 DMEM 培养基 

(Invitrogen) 培养。采用小鼠胚胎干细胞 R1 细胞

系，进行 Western blotting 检测内源基因表达 ES 细

胞培养在 0.1％明胶  (Sigma) 铺盘的经丝裂霉素  
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表 1  文中所用的引物序列 
Table 1  The primer sequences in this study 

Primer name Primer sequence (5′−3′) 

target+forward GTCGAGCTCCCAGTATAGCAGCCATGT 
CTCTC 

target−forward GTCGAGCTCCACCCTCAGGCCTTCACT 
GGTA 

target+/target−reverse GACGAGCTCAGTCCAATTCTCTGGCTC 
CTGT 

ORF forward GAGTCTAGAATGGCTGGTTGTGTGGCCCG

ORF reverse GAGGTCGACCTACCAGTGAAGGCCTGA 
GGGT 

PDIP38 forward GACAGTTGGTGTGTTTGAGGT 

PDIP38 reverse GGTAGTAAGTGTGAGTTTTGCC 

GAPDH forward TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG 

GAPDH reverse TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT 

 

(上海生工) 处理后的单层小鼠胚胎成纤维 (Mouse 

embryonic fibroblasts，MEF) 细胞上，培养液成分为

含有 10％胎牛血清  (Gibco)、2 mmol/L 谷氨酸  

(Gibco)、0.1 mmol/L β-巯基乙醇(Gibco)、白血病抑

制因子(Leukemia inhibitory factor，LIF，Chemicon

公司) 的 DMEM 培养液，每天换液，隔天传代。

ES 细胞在 0.1％明胶铺盘的皿中传代 1 次，以去除

MEF 细胞。MEF 细胞的培养基为含 10％胎牛血清

的 DMEM。转染前 1 天，接种到 24 孔培养板中。

miRNA mimic 及 miRNA inhibitor (广州锐博生物科

技有限公司) 的转染终浓度为 50 nmol/L。进行报告

基 因 分 析 时 ， 同 时 转 入 50 ng/ 孔 的

pMIR-REPORT3-target+或 pMIR-REPORT3-target−，

及 20 ng/孔的 pRL-TK。转染 24 h 后，进行荧光素酶

活性，荧光定量 PCR 及 Western blotting 分析。本文

中所用的转染方法为脂质体转染法，转染试剂为

lipofectamine 2000 (Invitrogen)，在 293T 细胞中的转

染效率能够稳定在 90％左右。 

1.3  报告基因分析 
报告基因检测使用 Dual-Luciferase Reporter 

Assay System (Promega) 试 剂 盒 在 单 管 光 度 计

Promega GloMax 20/20n 上进行。实验操作按试剂盒

及仪器的操作说明进行。具体如下，收获的细胞

用 PBS 缓冲液清洗 2 次，在 24 孔板的每孔中加入

100 μL PLB 裂解液，室温下在摇床上温和摇动

15 min。设定测试方案为双荧光检测，2 个荧光的读

值时间均为 10 s。取 20 μL 细胞裂解液到 1.5 mL 的

离心管中，加入 100 μL LAR II 底物，混匀，读取萤

火虫荧光酶活性，随后加入 100 μL Stop & Glo 试剂，

混匀，读取海肾荧光素酶活性。以肾荧光素酶活性

为参照，计算萤火虫荧光酶的相对活性。 

1.4  总 RNA 抽提及实时荧光定量 PCR 
收获 24 孔板中的细胞，吸去培养基，每孔加入

200 μL Trizol (Invitrogen)，在摇床上混匀 10 min，

将细胞裂解物转移到 1.5 mL 的离心管中。加入

40 μL 氯仿，剧烈振荡 20 s，静止 2 min。于 4℃、

12 000×g 离心 15 min，吸取上层水相转移到新的

1.5 mL 的离心管中，加入等体积异丙醇，室温沉淀

30 min。12 000 r/min 离心 10 min，弃上清，用 70％

乙醇洗涤沉淀１次，晾干，用无 RNase 的 ddH2O 溶

解 RNA，测定浓度。 

取 10 μg 总 RNA，用 DNase I (Promega) 处理

30 min 以消化基因组 DNA，70℃灭活 DNase I。取

消化过的 2 μg 总 RNA，加入 0.5 μg 随机引物，补水

至 10 μL，于 70℃加热 5 min，立刻置冰上冷却。随

后加入反转录体系的其他试剂 (5× 反转录缓冲液、

dNTPs 、 RNase 抑 制 剂  (TaKaRa) 及 反 转 录 酶

M-MLV (Promega))。反转录在 37℃进行 1 h，然后

于 70℃灭活反转录酶。产物用 Real-time PCR Master 

Mix (TOYOBO) 进行实时荧光定量分析。引物序列

见表 1。 

1.5  Western blotting 分析 
将收获的 24 孔板的细胞，每孔用 40 μL 1× SDS

加样缓冲液裂解，裂解液转移到 1.5 mL 的离心管中。

裂解液样品用沸水煮 10 min，随后高速离心 10 min。

样品电泳后，转印到 PVDF 膜，用 BSA 封闭膜。

PDIP38 的兔源多克隆抗体由瑞典卡罗林斯卡医学

院细胞与分子生物学系的 Mario M. Müller 教授惠

赠。辣根过氧化物酶标记的抗兔二抗购自北京天根

生物工程公司。化学发光试剂为 West Pico 化学发光

底物试剂盒 (北京天根)。 

1.6  统计分析 
所有数据以均数±标准误表示  ( x s± )。使用

Excel 软件进行 T 检验以比较样本间差异。P＜0.05

视为有统计学差异。 
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2  结果 

2.1  对PDIP38 mRNA上的miRNA结合位点进行

生物信息学分析 
鉴于 PDIP38 在小鼠胚胎干细胞 R1 以及其形成

类胚体以后的表达变化，我们认为 miRNA 在胚胎干

细胞分化过程中对 PDIP38 蛋白表达有重要的调节

作用。为了验证我们的假设，利用 microInspector

软件对 PDIP38 基因能够结合的 miRNA 进行了预

测分析。由于已有报道 miRNA 的靶位点除了位于

3′ UTR 外，也可以位于靶基因的编码框[18-19]，所以

我们的预测也同时针对靶基因的编码框和非翻译区

序列。如图 1 所示，miR-291a-5p 和 PDIP38 的编码

框接近 3′末端的一段区域有着高度的互补性，在

miR-291a-5p 的 1~11 位碱基区域 (种子区域为 2~8

位碱基) 更是完全配对。该靶位点的配对性相当稳

定，自由能为−39.7 kcal/mol。并且在不同种属中，

PDIP38 的该区域附近都有这一个保守的靶位点序

列。这说明，PDIP38 很有可能是 miR-291a-5p 的一

个靶基因。 

2.2  荧光素酶报告基因分析 miR-291a-5p 对

PDIP38 的调节 
为了验证 PDIP38 是否确实能被 miR-291a-5p 调

控，我们构建了 2 个报告基因载体，一个包含这一

靶位点，一个则不包含，如图 2A 所示。将这 2 个报

告质粒及化学合成的 miR-291a-5p 共转染 293T 细

胞，发现带有这一靶位点的报告基因受到明显的抑

制。而在加入了 miR-291a-5p 的反义寡核苷酸后，

报告基因的抑制受到明显的解除，如图 2B 所示。这

说明 miR-291a-5p 可以与 PDIP38 上的这一靶位点结

合进而抑制其蛋白表达。 

2.3  Western blotting 验证 miR-291a-5p 可以在蛋

白水平调节 PDIP38 的表达 
为了进一步证实，我们将 Flag 融合的 PDIP38

的完整 ORF 和 miRNA 或反义核酸共转染入 293T

细胞。观察当靶位点位于 ORF 区域时，miR-291a-5p

对 PDIP38 的调控是否仍然有效。如图 3 所示，当靶

位点位于 ORF 区域时，miR-291a-5p 仍然能够明显

下调 PDIP38 的表达。这种抑制可被 miR-291a-5p 的

反义核酸特异地逆转，使 PDIP38 的表达得以恢复。 

 

图 1  预测 PDIP38 mRNA 上 miR-291a-5p 的靶位点 
Fig. 1  Predicted target site of miR-291a-5p on PDIP38 
mRNA. (A) The base pairing between miR-291a-5p and its 
target site on PDIP38 mRNA. (B) The conservation of the 
miR-291a-5p target site. 

 

图 2  荧光素酶报告基因分析 miR-291a-5p 对 PDIP38 的

调节 (统计数据为 3 次独立实验的结果，每次实验重复 1
次，* P＜0.05；** P＜0.01) 
Fig. 2  Identification of miR-291a-5p regulating the expression 
of PDIP38 by luciferase reporter assay. (A) The schematic 
diagram of the reporter plasmids with or without target site. (B) 
The regulatiuon of miR-291a-5p on the target site of PDIP38 
mRNA analyzed by luciferase assay. miR-NC: negative control; 
AS: miRNA inhibitor (antisense). Data shown were x s±  
values from three independent experiments performed in 
duplicate (*P<0.05; ** P<0.01). 



林德球等: DNA 聚合酶 δ 结合蛋白 38 是 microRNA-291a-5p 的一个靶基因 1099 

 

Journals.im.ac.cn 

 
图 3  miR-291a-5p 抑制外源的 Flag 标记的 PDIP38 的表

达 (统计数据为 3 次独立实验的结果，* P＜0.05) 
Fig. 3  miR-291a-5p inhibitted the expression of exogenous 
Flag tagged PDIP38. Data shown were x s±  values from three 
independent experiments (* P<0.05). 
 
2.4  在胚胎干细胞R1中证实miR-291a-5p可以调

节内源性 PDIP38 蛋白的表达 
最后，我们检测了胚胎干细胞系 R1 内源的

PDIP38 表达是否也受 miR-291a-5p 调节。图 4A 表

明在转染了 miR-291a-5p 以后，内源的 PDIP38 明显

下调。而用反义核酸抑制了 miR-291a-5p 以后，

PDIP38 的表达也显著回升。同时，PDIP38 的 mRNA

则没有明显变化 (图 4B)。这说明 miR-291a-5p 是在

转录后水平上抑制 PDIP38 的表达。 

3  讨论 

miRNA 是近年发现的一类新的非编码调节性

小 RNA。研究发现 miRNA 广泛参与了生物体的各

种生理过程。miR-291a-5p 是在胚胎干细胞中特异表

达的 miRNA 基因簇中的一个成员。高度的表达特异 

 

 

图 4  miRNA 基因簇抑制内源 PDIP38 蛋白的表达差异 
Fig. 4  The differentiation of inhibitted the protein of 
endogenous PDI38 by miRNA. (A) miR-291a-5p inhibitted the 
protein expression of endogenous PDIP38. (B) miR-291a-5p did 
not inhit the mRNA of PDIP38. Data shown were x s±  values 
from three independent experiments (** P<0.01). 
 
性表明这些 miRNA 可能在维持胚胎干细胞和神经

干细胞的低分化状态中发挥一定的作用。但是，目

前为止这些 miRNA 的具体功能尚未得到证实。 

miR-291a 是从小鼠的胚胎干细胞中克隆到的一

个 miRNA 基因簇成员，该 miRNA 基因簇约在 2.2 kb

以内，包含 7 个 miRNA 发夹结构——miR-290、

miR-291a、miR-291b、miR-292、miR-293、miR-294
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和 miR-295[10,16]。目前在大鼠中只发现有 miR-290、

miR-291a 和 miR-292，也是成簇分布的[15]。尚未在

人类中发现这一 miRNA 簇的同源物。研究发现，此

基 因 簇 是 胚 胎 干 细 胞 和 神 经 干 细 胞 中 特 有 的

miRNA[16]。其中 miR-291a-3p、miR-291b-3p、miR-294、

miR-295 可促进因细胞周期的进程 (从 G1 期转变到

S 期)，可能进而因此介导了干细胞的增殖[16,20]。最

近的研究揭示 miR-291-3p、miR-294、miR-295 可以

提高 Oct4、Sox2、Klf4 诱导的细胞重编程效率[20]。

此外，人们对这一基因簇上的 miRNA 的功能还知之

甚少。 

PDIP38 的功能目前还了解不多，已有的研究结

果证明 PDIP38 可以和 PCNA 结合[11]，而 PCNA 在

DNA 复制过程中可以募集 DNA 聚合酶 δ 到 DNA

上，通过修复损伤的 DNA 来提高前导链的合成效

率[12]。此外，PDIP38 在整个有丝分裂的过程中都定

位于有丝分裂的纺锤体[13-14]。2009 年 Lyle 等[15]的研

究则证明 PDIP38 可能是动脉粥样硬化和血管狭窄

等血管疾病的新的治疗靶点，而这些功能都是通过

影响血管平滑肌细胞中的活性氧水平以及动态细胞

骨架重塑来实现的。 

我们的前期研究结果发现 PDIP38 在小鼠胚胎

干细胞 R1 中有表达，在 R1 形成类胚体分化以后其

蛋白表达显著升高，而其 mRNA 表达则无明显变化，

这使我们想到了 miRNA 可能在此分化过程中发挥

重要作用。为了深入了解 PDIP38 在胚胎干细胞分化

中的功能以及是否通过 miRNA 调节其蛋白表达，我

们通过生物信息学方法预测到了胚胎干细胞中高表

达的 miRNA——miR-291a-5p 可能调节其表达，并

首先在 293T 细胞中通过荧光素酶报告基因以及

Western blotting 等方法证实了其能够显著抑制

PDIP38 蛋白的表达水平，而转染 miR-291a-5p 的反

义核酸则能够逆转这种抑制作用。为了进一步确认

此抑制作用，我们将 miR-291a-5p 转染入胚胎干细

胞 R1 中，同样证实了其对 PDIP38 蛋白表达的抑制

作用。采用多种实验方法，针对内源表达和外源表达

的 PDIP38 以及从过表达 miRNA 和抑制 miRNA 表达

等多个角度的论证使我们更加明确了 miR-291a-5p

对 PDIP38 的抑制作用。我们推测，PDIP38 和

PCNA、DNA 聚合酶 δ 以及纺锤体蛋白结合以后将

发挥负调控 DNA 合成、细胞分裂和细胞周期的作

用。而在增殖旺盛的干细胞内，miR-291a-5p 可能通

过负调节 PDIP38 促进了 DNA 的复制、细胞分裂，

进而维持了干细胞的高增殖能力。 

综上所述，我们从多个角度证明了 PDIP38 是

miR-291a-5p 的一个靶基因。这是到目前为止国际上

鉴定的第一个 miR-291a-5p 的靶基因。这一信息对

于进一步了解 PDIP38 以及 miR-291a-5p 在胚胎干细

胞分化以及细胞分裂和迁移中的功能提供了重要的

线索。 
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