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成簇 pri-miRNAs表达载体的构建及表达验证 *
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摘要 目的：旨在建立一个多重表达任意 miRNA的方案，实现多个 pri-miRNA表达阅读框的串联，用于 miRNA簇或者 miRNA家

族的功能研究。方法：通过改造 CRISPR/Cas9系统共表达载体 42230，插入 EGFP编码序列以及单个 pri-miRNA序列，实现单个

pri-miRNA表达载体可视化的构建。在单个 pri-miRNA表达载体的基础上，通过同源重组的方式，插入下一个 pri-miRNA序列，实

现多个 pri-miRNA表达阅读框的串联表达。结果：以 miR29家族的三个 miRNA为例，验证了在 pri-miRNA表达阅读框串联方面

的可行性；在多重的 pri-miRNA表达载体中，miRNA成熟体验证结果表明，pri-miR29a和 pri-miR29b能够在哺乳动物细胞中被加

工成熟，其成熟体明显地过表达。在转染的 293A细胞中，miR29家族的靶基因 PTEN的表达水平显著降低。结论：所构建的

pri-miRNA多重表达方案，能够实现多个外源 miRNA在同一细胞中的共表达，对于探索 miRNA家族和 miRNA簇的拮抗或协同

调控功能起到重要的推进作用。
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Construction and Expression Validation of
Clustered pri-miRNAs Expression Vectors*

In order to create a protocol for multiple expression of arbitrary miRNAs in tandem with multiple

pri-miRNA expression reading frames for the functional study of miRNA clusters or miRNA families. By modifying the

CRISPR/Cas9 system co-expression vector 42230, the EGFP coding sequence and a single pri-miRNA sequence were inserted to enable

visualization of a single pri-miRNA expression. Based on a single pri-miRNA expression vector, the next pri-miRNA sequence was

inserted by homologous recombination to achieve tandem expression of multiple pri-miRNA expression reading frames. Taking

three miRNAs of the miR29 family as an example, the feasibility of pri-miRNA expression in reading frame tandem connection was

verified. In multiple pri-miRNA expression vectors, miRNA maturation assay results showed that pri-miR29a and pri-miR29b were able

to be processed to mature in mammalian cells and their mature bodies were significantly overexpressed. In transfected 293A cells, target

gene PTEN of miR29 family expression level was significantly reduced. The pri-miRNA multiple expression protocol that

we constructed enables the co-expression of multiple exogenous miRNAs in the same cell. It plays an important role in exploring the

antagonistic or cooperative regulation of miRNA family and miRNA cluster.
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前言

miRNA（microRNA）是一类长度约为 22个核苷酸的内源

非编码单链小 RNA，主要通过信使 RNA的直接剪切或间接抑

制翻译在转录后水平调控靶基因的表达[1-3]。microRNA在个体

发育的不同时期及不同组织中，拥有不同的表达模式，表明其

在个体发育和分化过程中起着重要的调控作用[4-6]。

最近的研究显示，在基因组中大量发现同时表达的 miR-

NA簇和具有相同种子序列的 miRNA家族，这些 miRNA协同

调节同一生命过程。已知 miR29家族包括三个 miRNA，分别为

miR29a、miR29b、miR29c。这三种 miRNA是经过位于两条不同

的染色体的两个基因簇分别转录形成的。最近研究表明 miR29

家族通过对靶基因的作用而参与了细胞中一系列的生理过程，

比如免疫调控、细胞的凋亡与分化[7]等等。Fariha等人对小鼠不

同组织的表达谱芯片数据分析显示，在肝脏，肾脏，肺以及心脏

中 miR29家族表达水平随年龄上升，导致小鼠出生后体重的

下降[8]。

在 miRNA的功能研究中，过表达 miRNA的载体大多使
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用 Invitrogen公司构建的以 CMV为启动子分别表达不同 miR-

NA的载体。Xiangning Qiu等人在 pcDNA3.1的基础上，使用

同一个启动子在不同酶切位点间串联了 miR34 家族的 3 个

miRNA。他们的实验数据显示，串联表达三个 miRNA的载体

和单独表达每个 miRNA的载体，其 miRNA过表达水平相似；

但是，串联表达载体对细胞扩增的抑制能力明显高于单独表达

的载体[9]。这提示我们，在 miR29家族的功能研究中构建串联

表达载体对于其功能研究至关重要。因此，构建单个和串联

pri-miRNA表达载体，探究 miRNA家族的重要功能。

此外，目前的 miRNA共表达质粒大多采用同一启动子启

动的方法，但是根据 Tingting Wang等人的报道，利用这种方法

构建的共表达载体，随着 miRNA数目的增多，miRNA被加工

成熟的能力会受到影响。因此，尝试使用具有自己启动子各个

miRNA独立表达的 miRNA表达框串联的方法，可能会改善串

联个数对 miRNA的加工成熟带来的影响。

U6 启动子是脊椎动物小细胞核 RNA （small nuclear

RNA，snRNA）U6的启动子，属于 RNA聚合酶 III子类。由上游

启动子元件和非基因控制区组成，可以划分成两个部分：（1）距

转录起始位点上游约 70 bp 范围内有 snRNA 近端序列元件

（proximal sequence element, PSE）和 TATA元件；（2）距转录起

始位点上游约 200 bp远端区域的八聚体基序[10]。U6启动子所

转录基因的下游存在一段 5'-TTTTTT-3'六聚体胸腺嘧啶序列，

它为 RNA聚合酶 III提供转录终止信号。除此之外，U6启动子

还有一个重要的特点，即 +1位的 G对转录效率影响较大[11]。在

RNA干扰技术的 shRNA表达载体的构建过程中，U6启动子

就被广泛应用[12]。2013年以来，研究最为广泛的 CRISPR/Cas9系

统，其单链指导 RNA（single guide RNA, sgRNA）大都采用 U6

启动子[13]。另外该启动子大小约为 250 bp，长度适宜，因此，以

U6启动子作为串联 pri-miRNA表达框的启动子具有可行性。

正如之前 miRNA研究进展中所述，已经有研究报道，miR-

NA簇和 miRNA家族共同参与调控同一代谢通路[14，15]。然而，

这些 miRNAs之间的协同调节机制仍然有待被进一步解析。构

建多个 miRNA的共表达载体，对研究 miRNAs间相互作用重

要重大。目前，大多采用在不同质粒上表达所需 miRNA的方法

来研究 miRNA的功能。但是，受到转染效率的影响，这样的方

法并不利于多个 miRNA同时在一个细胞中表达[16]。虽然，Xi-

angning Qiu等人在 pcDNA3.1上实现了 3个 miRNA的同时表

达，但是他们的方法仍然具有局限性，如载体上有限的多克隆

位点数限制插入 miRNA的数量。因此建立一个多重表达任意

miRNA的方案，构建一种能够在哺乳动物细胞中更加灵活的

同时表达多种 miRNA的载体对于研究 miRNA簇以及 miRNA

家族在生命过程的功能至关重要。

1 材料与方法

1.1 材料

42230（pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9）质粒；DH5琢
感受态细胞（TIANGEN）；293A细胞（本实验室冻存）；NovoRec

PCR誖 一步定向克隆试剂盒；限制性内切酶；RevertAid First

Strand cDNA Synthesis Kit。

1.2 方法

1.2.1 目的片段的扩增 根据 PCR 试剂盒使用说明，以

miR29家族设计的不同引物，PCR扩增不同目的片段。PCR反

应体系：2× Taq MasterMix 10 滋L，上游引物 1 滋L（200 nM），下
游引物 1 滋L（200 nM），模板 3 滋L，H2O 5 滋L。反应条件：95℃

变性 2 min后，95℃ 30 s，60.5℃ 1 min，72℃ 1 min，40个循

环，72℃延伸 10 min。PCR产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定后，切

胶回收。

1.2.2 重组质粒的构建和鉴定 用 BamH I和 EcoR I分别对

单个 pri-miRNA表达载体和两个（或三个）pri-miRNA表达载

体的 PX330-U6-CBh-EGFP进行酶切，纯化后的线性化酶切产

物与目的片段的重组后，转化大肠杆菌感受态 DH5α（普通转

化过程，未经蓝白斑筛选），于 37℃振荡培养至少 1 h，涂板后

37℃恒温培养 12-14 h，挑取单克隆经菌落 PCR验证后送上海

生工生物工程公司测序，并抽提正确质粒。

1.2.3 pri-miRNAs多重表达载体在细胞中的表达 用完全培

养基 DMEM（10 %胎牛血清，100 mg/mL链霉素，100 U/mL青

霉素）于 37℃、5 % CO2细胞培养箱中培养 293A细胞。在重组

质粒转染 2 h前，将含血清培养基换为不含血清的 opti-MEM

培养基，按照 LipofectamineTM 2000转染试剂的说明书进行转

染。转染 6 h后吸去上清，继续加入完全培养基培养 48 h后，用

显微镜观察细胞的生长状态及荧光状态。

1.2.4 总 RNA提取、反转录、实时定量 PCR扩增 依照说明

书使用 TRIzol Reagent（Invitrogen,美国）提取总 RNA。RNA的

质量和浓度通过 NanoDrop 2000c（Thermo NanoDrop,美国）超

微量分光光度计确定。采用 DNaseI以去除基因组 DNA污染。

采用 SuperScript II Reverse Transcriptase（Fermentas,美国）试剂

盒进行逆转录。PCR过程使用 ABI 7500 real-time PCR system

（Applied Biosystems,美国），结果利用 7500 Software v2.0.4 软

件采用 2-△ △ CT法比较实验组和对照组的表达量。

1.3 引物设计

miRNA序列信息来自 miRBase，利用 primer3，Primer Pre-

mier 5.0和 Oligo7设计 stem-loop茎环反转录特异性引物。如

表 1所示。

Target sequence（5'to 3'）

miR-29a-3p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTAACCG

miR-29b-3p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAACACT

miR-29c-3p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTAACCG

miR-16-5p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGCCAA

表 1 Stem-loop茎环反转录特异性引物

Table 1 Stem-loop reverse-transcription-specific primer
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图 1多重表达 pri-miRNAs载体构建过程

Fig. 1 Multiple expression of pri-miRNAs vector construction process

图 2单个 pri-miRNA表达载体的构建与验证 A、B经过限制性内切酶 BamH I酶切后的的 PX330-U6-BamH I-CBh-EGFP载体电泳图；

C、D、E以 GT1-7基因组为模板分别以 pri-miR29a/b/c上下游为引物经 PCR扩增得到 pri-miR29a、pri-miR29b、pri-miR29c片段；

F、G、H菌落 PCR分别验证重组质粒；

Fig. 2 Construction and Verification of Single Pri-miRNA Expression Vector

A, B After restriction enzyme BamH I digested PX330-U6-BamH I-CBh-EGFP vector electrophoresis;

C, D, E Prim-miR29a, pri-miR29b and pri-miR29c fragments were amplified by PCR using prim-miR29a/b/c upstream and downstream primers from

GT1-7 genome as template; F, G, H colony PCR were used to verify the recombinant plasmid;

2.1.1 单个 pri-miRNA表达载体的构建 使用限制性内切酶

BamH I线性化载体 PX330-U6-BamH I-CBh-EGFP（图 2A、B）。

以 GT1-7 基因组为模板，分别以 pri-miR29a/b/c 为引物进行

PCR扩增目的片段（图 2C、D、E）。以 pre-miRNA-seq为引物进

行菌落 PCR验证，筛选阳性克隆，PCR产物大小为 410 bp、426

bp、426 bp（图 2F、G、H）。经测序验证后，与理论结果相同，载体

构建成功。

2 结果
2.1 pri-miRNAs多重表达载体的构建
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图 4三个 pri-miRNAs多重表达载体的构建与验证

Fig. 4 Construction and validation of three pri-miRNAs multiple expression vectors

A经过限制性内切酶 EcoR I处理的线性化的载体 PX330-U6-pri-miR29a-29b-CBh-EGFP；B PX330-U6-pri-miR29c-CBh-EGFP为模板，

Multi-miRNA-F2与Multi-miRNA-R为上下游引物经 PCR扩增的 U6-pri-miR29c片段；C菌落 PCR对重组质粒进行验证；

A linearized vector PX330-U6-pri-miR29a-29b-CBh-EGFP treated with the restriction enzyme EcoRI; B PX330-U6-pri-miR29c-CBh-EGFP as a

template, Multi-miRNA-F2 and Multi-miRNA-R for the upstream and downstream primers PCR amplified U6-pri-miR29c fragment;

C colony PCR to verify the recombinant plasmid

图 3两个 pri-miRNAs多重表达载体的构建与验证

Fig. 3 Construction and validation of two pri-miRNAs multiple expression vectors

A经过限制性内切酶 EcoR I处理的单个 pri-miRNA载体；B以 PX330-U6-pri-miR29b-CBh-EGFP、PX330-U6-pri-miR29c-CBh-EGFP为模板，

分别以Multi-miRNA-F1、Multi-miRNA-R为上下游引物进行 PCR扩增，得到的 U6-pri-miR29b、U6-pri-miR29c片段；C菌落 PCR验证重组质粒；

A single pri-miRNA vector treated with the restriction enzyme EcoR I;

B PX330-U6-pri-miR29b-CBh-EGFP, PX330-U6-pri-miR29c-CBh-EGFP as a template, Multi-miRNA-F1, Multi-miRNA-R for the upstream and

downstream primers PCR amplified U6-pri-miR29b, U6-pri-miR29c fragment; C colony PCR validation of the recombinant plasmid.

2.1.2 两个 pri-miRNAs多重表达载体的构建 使用限制性内

切酶 EcoR I对单个 pri-miRNA表达载体进行酶切（图 3A）。以

构建成功的单个 pri-miRNA 表达载体为模板，分别以 Mul-

ti-miRNA-F1、Multi-miRNA-R1为上下游引物进行 PCR扩增长

度为 630 bp 目 的 片 段 （图 3B）。 以 42230-EcoR I-L、

42230-EcoR I-R为上下游引物对重组质粒进行菌落 PCR验证，

PCR产物 825 bp（图 3C）。经测序验证后，与理论结果相同，载

体构建成功。

2.1.3 三个 pri-miRNAs多重表达载体的构建 使用限制性内

切酶 EcoR I线性化处理 PX330-U6-pri-miR29a-29b-CBh-EGFP

（图 4A）。以 GT1-7基因组为模板，分别以 Multi-miRNA-F2、

Multi-miRNA-R2 为上下游引物进行 PCR扩增长度为 631 bp

目的片段（图 4B）。以 42230-EcoR I-L、42230-EcoR I-R为上下

游引物进行菌落 PCR验证，筛选出扩增片段位于 1007-1522 bp

之间的阳性克隆（图 4C）。经测序验证后，与理论结果相同，载

体构建成功。

2.2 pri-miRNAs多重表达载体在细胞中的表达

2.2.1 脂质体法转染 293A细胞 细胞铺板 24 h后用显微镜

对细胞进行观察，并利用脂质体进行转染。如图 5所示，实验组

细胞中转染 PX330-U6-pri-miR29abc-CBh-EGFP可观察到绿色

荧光。

2.2.2 Real-time PCR检测 RNA水平基因表达量 与野生型

293A细胞相比，PX330-U6-pri-miR29a-CBh-EGFP质粒转染组

miR29a 是前者表达量的 7.183 倍，过表达水平显著；

PX330-U6-pri-miR29b-CBh-EGFP质粒转染组 miR29b 是前者

表达量的 4.397 倍，过表达水平显著；PX330-U6-pri-miR29c-

CBh-EGFP质粒转染组 miR29c是前者表达量的 0.6913倍，可

以认为没有过表达。如图 6所示。

与 野 生 型 293A 细 胞 相 比 ，PX330-U6-pri-miR29a-

29b-CBh-EGFP质粒转染组 miR29a是前者表达量的 7.251倍，

过表达水平显著，miR29b是前者表达量的 9.223倍，过表达极

为显著；PX330-U6-pri-miR29a-29c-CBh-EGFP 质粒转染组

miR29a是野生型 293A细胞中表达量的 6.224倍，过表达极为

显 著 ；PX330-U6-pri-miR29b-29c-CBh-EGFP 质 粒 转 染 组

miR29b是野生型 293A细胞表达量的 3.243倍，过表达极为显

著，miR29c是野生型表达量的 1.412倍，未过表达。如图 7所示。

野生型 293A 细胞相比，PX330-U6-pri-miR29abc-CBh-

EGFP质粒转染组 miR29a是前者表达量的 5.303倍，过表达水
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图 6 pri-miRNAs单个表达载体对 293A细胞 miR29a、29b、29c表达

的影响

Fig. 6 Effects of single pri-miRNAs expression vector on miR29a, 29b, 29c

expression in 293A cells

图 5转染 48 h后在 293A细胞中绿色荧光表达情况

Fig. 5 The expression of green fluorescence in 293A cells after 48 h transfection

分别为用荧光显微镜观察到的转染 293A细胞 48 h后：PX330-U6-pri-miR29abc-CBh-EGFP质粒转染组和无质粒脂质体

转染试剂对照组中细胞的荧光状况

图 7 pri-miRNAs两个多重表达载体对 293A细胞 miR29a、29b、29c表

达的影响

Fig.7 Effects of two pri-miRNAs multi expression vectors on miR29a, 29b,

29c expression in 293A cells

平显著，miR29b是前者表达量的 4.374倍，过表达显著。如图

8所示。

2.2.3 Real-time PCR检测靶基因 PTEN相对表达量 已有报

道显示，PTEN基因是 miR29家族的靶基因。如图 9所示，单

个、两个、三个 pri-miRNAs表达载体在 293A细胞中 PTEN基

因相对表达量。由此可见单个质粒转染组与对照组差异极为显

著；两个多重质粒转染组与对照组差异显著；三个多重质粒

转染组与对照组差异显著。可得出结论：所构建三种pri-miR-

NAs 表达载体在 293A 细胞中对 PTEN 基因的表达产生了

显著影响。

3 讨论

在 miRNA的功能研究中，过表达 miRNA的载体大多使

用 Invitrogen公司构建的以 CMV为启动子分别表达不同 miR-

NA的载体。2011年，Xiangning Qiu等人使用同一个启动子在

不同酶切位点间串联了 miR34家族的 3个 miRNA。他们的实

验数据显示，串联表达三个 miRNA的载体和单独表达每个

miRNA的载体，其 miRNA过表达水平相似；但是，多重表达载

体对细胞扩增的抑制能力明显高于单独表达的载体[17,18]。这提

示我们，在 miR29家族的功能研究中构建多重表达载体对于

其功能研究至关重要。为了解决随着 miRNA 数目的增多，

miRNA被加工成熟的能力会受到影响的问题，尝试使用具有

自己启动子各个 miRNA独立表达的 miRNA表达框串联的方

法，可能会改善串联个数对 miRNA的加工成熟带来的影响。因

此，尝试使用长度适宜的 U6启动子作为可行性串联 pri-miR-

NA表达框的启动子。
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图 8 pri-miRNAs三个多重表达载体对 293A细胞中 miR29a、miR29b

表达的影响

Fig. 8 Effects of three pri-miRNAs multi expression vectors on miR29a,

29b, 29c expression in 293A cells

图 9构建的各个载体对 293A细胞中 PTEN基因表达的影响

Fig. 9 Effect of each vector constructed on PTEN gene expression in 293A

cells

本方案使用的载体是对现有的 CRISPR/Cas9系统共表达

载体42230进行改造而成[19]，将载体中的 Cas9编码序列替换为

EGFP编码序列，实现载体转染细胞后的可视化，另外将 sgR-

NA骨架序列替换为限制性内切酶 BamH I识别序列，提供

pri-miRNA的插入位点。对于 pri-miRNA串联表达载体的构

建，首先构建单个 pri-miRNA表达载体并在此基础上，通过设

计带有同源臂和下一个 pri-miRNA 插入位点的引物对

pri-miRNA表达阅读框进行扩增，同时利用一步克隆试剂盒实

现多个 pri-miRNA表达阅读框的串联。

将构建成功的载体转染进入鼠源的下丘脑 GT1-7细胞进

行表达，转染质粒组观察到了 EGFP的表达，但绿色荧光强度

比 293A细胞中强度较弱。已有研究发现 GT1-7细胞本身细胞

周期长、分裂慢用脂质体法转染效率不高[20-22]。但是通过荧光强

度的识别表明构建的单个和多个 miRNA载体在 GT1-7细胞

中是可以工作的。虽然没有在 mRNA水平进行载体 miRNA相

对表达量的测定，但根据 GT1-7细胞中 EGFP的表达水平可以

认为除了 293A细胞外，所构建成功的可视化 pri-miRNA簇表

达载体在其它哺乳动物细胞中也是可以工作和表达的。表明本

方案所提供的基本质粒构件具有很宽的应用范围，可以实现使

用同一载体在不同物种间解析 miRNA功能。

实验研究以 miR29 家族为例，成功构建了可视化成簇

pri-miRNAs表达载体，并在哺乳动物细胞中成功表达。无论是

RNA水平上 miRNA成熟体的过表达还是基因水平上的相对

表达量的差异都表明了所探究的使用具有自己启动子各个

miRNA独立表达的多种 pri-miRNAs多重表达载体的构建方

案是可行的，这一方案能够实现多个外源 miRNAs在同一细胞

中的共表达与功能执行，构建成功的 pri-miRNAs多重表达载

体可以用于miRNA簇或者 miRNA家族的功能研究[23,24]。

从基因组中直接扩增待插入的 pri-miRNA，用于构建的单

个和多重 pri-miRNA表达载体。但是在不同 pri-miRNA表达载

体中，由于 pre-miRNA两侧的序列长度差异，导致转染进入

293A细胞后，miR29a、miR29b成熟体的相对表达量显著增加，

但 miR29c 成熟体的相对表达量没有明显变化。参考 Sven

Diederichs等人对侧翼序列影响 miRNA加工成熟的结果，认为

本方案所表达 pri-miRNA序列自身形成的二级结构，可能会影

响 Dicer酶的结合，从而影响 miRNA成熟体的形成 [25，26]。从

pri-miR29a、29b、29c序列预测的结构中可以得知，与 miR29a、

29b相比，miR29c的初级体结构明显不对称，侧翼序列的不对

称有可能影响 miR29c的结构的正确形成与成熟，从而影响成

熟 miR29c的表达[27，28]。除此之外，检测不到成熟 miR29c的过

表达还有可能是因为所扩增初级体中两侧序列较短。有研究表

明最小的 pri-miRNA中包含前体序列和大约 20个核苷酸碱基

的侧翼序列，尽管我们扩增的 pri-mi29c包含长度为 30nt核苷

酸碱基的侧翼序列，但有可能仍然没有达到能够使

pre-miR29c正确剪切的长度，从而影响 miR29c的成熟 [29，30]。

接下来我们会解决 miR29c成熟体表达的问题，利用构建成功

的 pri-miRNAs 多重表达载体继续探究 miR29 家族在细胞内

的信号通路及功能。

目前已分别成功构建多个表达载体。构建成功的多重

miR29家族表达载体在 293A细胞中成功过表达 miR29a、29b，

同时将多重表达载体在细胞中的相对表达量与单个表达载体

的相对表达量进行比较，未发现有显著差异，这说明将 miRNA

家族中各 miRNA多重表达并未影响 miRNA的表达水平。这

些数据都表明所探讨和研究的成簇 pri-miRNA表达载体的构

建方法是可行的。

另外根据实验数据我们可以看到，我们构建的 pri-miRNAs

串联表达载体在 293A细胞中通过 miR29家族的过表达，而使

其靶基因 PTEN的相对表达量与野生型 293A细胞相比产生了

显著差异。这表明我们构建的可视化 pri-miRNAs簇表达载体

可以用来进行 miRNA家族的功能研究，也从基因功能角度验

证了本课题探讨的此种成簇 pri-miRNAs表达载体构建方法是

可行的。其中，pri-miR29b、pri-miR29c单个 pri-miRNA表达载

体与 pri-miR29b-29c 两个 pri-miRNAs 表达载体转染进入

293A细胞后，虽然检测到了 miR29b、miR29c 成熟体的过表
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达，但并没有影响 PTEN基因的相对表达量，这可能是因为缺

少 miR29a表达的原因。总而言之，本研究通过以 miR29家族

为例，成功构建了可视化成簇 pri-miRNAs表达载体，并在哺乳

动物细胞中成功表达。无论是 RNA水平上 miRNA成熟体的

过表达还是基因水平上的相对表达量的差异都表明了本课题

所探究的使用具有自己启动子各个 miRNA 独立表达的多种

pri-miRNAs串联表达载体的构建方案是可行的，这一方案能

够实现多个外源 miRNAs在同一细胞中的共表达与功能执行，

构建成功的 pri-miRNAs串联表达载体可以用于 miRNA簇或

者 miRNA家族的功能研究。接下来我们会解决 miR29c成熟

体表达的问题，利用构建成功的 pri-miRNAs串联表达载体继

续探究 miR29家族在细胞内的信号通路及功能。

总之，以 miR29家族为例，我们成功建立了多重表达 miR-

NA的方案。这一成果对于未来我们探索 miRNA家族和 miR-

NA簇的拮抗或协同调控功能起到重要的推进作用。未来我们

将对本方案进行改进和优化，在此基础上继续多重其他

pri-miRNA表达框，探索载体的容纳能力。
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