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摘   要：本研究旨在探究 microRNA(miRNA)对牛下丘脑可卡因 -苯丙胺调节转录肽 (cocaine- 
and amphetamine-regulated transcript peptide, CART)的转录后调控作用，并筛选调控关键

miRNA。通过生物信息学分析来预测与牛 CART 3ʹ非翻译区(3ʹ untranslated regions, 3ʹUTR)结
合的潜在 miRNA，发现 CART 3ʹUTR 存在 7 个 miRNA 结合位点，即 bta-miR-377、
bta-miR-331-3p、bta-miR-491、bta-miR-493、bta-miR-758、bta-miR-877 和 bta-miR-381 结合

位点；使用逆转录聚合酶链式反应(reverse transcription-PCR, RT-PCR)技术检测 CART 基因与

靶 miRNA 在牛下丘脑内源性表达情况，发现它们均在牛下丘脑组织内表达；通过双荧光素

酶报告实验验证 CART 3ʹUTR 与靶细胞 miRNA 结合位点，证明了 CART 3ʹUTR 与 7 个 miRNA
均具有靶向结合关系；通过细胞实验检测靶 miRNA 对外源性 CART 基因与 CART 蛋白表达的

影响并筛选调控关键 miRNA，结果表明， 7 个 miRNA 均能抑制外源 CART 信使 RNA 
(messenger RNA, mRNA)的表达，其中以 bta-miR-491 的抑制作用最强， bta-miR-377、
bta-miR-331-3p、bta-miR-491、bta-miR-493 及 bta-miR-381 均能抑制外源性 CART 蛋白表达，

其中以 bta-miR-381 的抑制作用最强；通过动物实验研究关键 miRNA 对下丘脑 CART 基因、

CART 蛋白表达及血清 CART 浓度的影响，结果表明，miR-491 和 miR-381 可结合 CART 
3ʹUTR 位点，调节下丘脑 CART 内源性表达并影响其血清浓度。本研究的结果表明，miR-491
和 miR-381 是调节牛下丘脑 CART 表达的主要 miRNA，可通过调节 CART 内源性表达进而影

响血清 CART 浓度。  
关键词：牛；下丘脑；CART；miR-491/381；摄食 

·动物及兽医生物技术· 
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Abstract: This study aimed to explore the roles of microRNAs (miRNAs) in the 
post-transcriptional regulation of cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART) 
peptide in the bovine hypothalamus and to screen key regulatory miRNAs. Targetscan was 
used to predict the potential miRNAs binding to CART 3ʹ untranslated regions (3ʹUTR). 
Bioinformatics analysis predicted 7 miRNA binding sites in the bovine CART 3ʹUTR, which 
were bta-miR-377, bta-miR-331-3p, bta-miR-491, bta-miR-493, bta-miR-758, bta-miR-877, 
and bta-miR-381, respectively. Reverse transcription-PCR (RT-PCR) was carried out to 
determine the endogenous expression of CART and target miRNAs in the bovine 
hypothalamus. All the 7 target miRNAs and CART were endogenously expressed in the bovine 
hypothalamus. The dual-luciferase reporter gene assay was employed to detect the targeted 
binding relationship between CART 3ʹUTR and target miRNAs obtained from bioinformatics 
analysis. The dual-luciferase reporter gene assay confirmed that the 3ʹUTR of CART had a 
targeted binding relationship with the 7 target miRNAs. Cell experiments were conducted to 
examine the effects of target miRNAs on the messenger RNA (mRNA) and protein levels of 
exogenous CART and screen for key regulatory miRNAs. The results of cell experiments 
showed that the 7 miRNAs downregulated the mRNA level of CART, with bta-miR-491 
demonstrating the strongest downregulating effect. Bta-miR-377, bta-miR-331-3p, 
bta-miR-491, bta-miR-493, and bta-miR-381 downregulated the protein level of CART, with 
bta-miR-381 exerting the strongest downregulating effect. Animal experiments were 
conducted to explore the effects of key regulatory miRNAs on the mRNA and protein levels of 
CART in the hypothalamus and the CART concentration in the serum. The results from animal 
experiments showed that miR-491 and miR-381 regulated the endogenous expression of 
CART in the hypothalamus and the concentration in the serum by binding to the CART 3ʹUTR. 
These results suggest that miR-491 and miR-381 are the main miRNAs regulating CART 
expression in the bovine hypothalamus, which can affect serum CART concentration by 
modulating endogenous CART expression. 
Keywords: bovine; hypothalamus; cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART); 
miR-491/381; feed intake 
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可卡因 -苯丙胺调节转录肽 (cocaine- and 
amphetamine-regulated transcript peptide, CART)
是一种在中枢及周围神经系统广泛分布的神经

肽，参与调节多种生理功能[1]。下丘脑回路中，

CART 在弓状核、外侧带等多个与摄食相关的

区域高表达，是一种内源性饱腹因子[2-4]。在小

鼠和大鼠侧脑室注射 CART 可抑制摄食，用抗

体中和内源性 CART 则会产生相反效果，表明

CART 对摄食具有潜在调节作用[5-7]。高脂肪饮

食诱导的早熟与弓状核 CART 表达增加有关，

CART 神经元可以通过介导瘦素影响高脂肪饮

食诱导的 Kiss1 神经元[8]。神经肽 Y 是一种常

见的食欲肽，可刺激食物摄入，与 CART 免疫

活性神经元密切相关，通过调节 CART 释放影

响摄食[9]。 
目前，关于 CART 摄食调节的研究主要集

中在与食欲调节因子的互作上，CART 转录后

调控的分子机制尚不明晰。miRNA 是小型单链

RNA，通过与靶基因信使 RNA (messenger RNA, 
mRNA)的 3ʹ非翻译区 (3ʹ untranslated regions, 
3ʹUTR)不完全互补配对在转录后水平调控基因

表达，从而调节部分生理过程[10-11]。miRNA 在

调节摄食和体重方面发挥着重要作用。Price 等[12]

发现，敲除 miR-33 会促进小鼠前脂肪细胞增

殖、脂质摄取增强、脂肪分解受损、摄食量增

加。Crépin 等[13]发现，沉默小鼠下丘脑 miR-200a
后，瘦素受体和胰岛素受体底物 2 的表达水平

提高，体重增加减少。与正常小鼠相比，

miR-185-3p 敲除小鼠的饮水和摄食量明显增

加，而 miR-185-3p 过表达的结果相反[14]。这些

研究结果提示 miRNA 可能通过调节 CART 的转

录后表达来影响摄食和体重，但具体作用机制

尚不清楚。本研究利用生物信息学分析、逆转

录聚合酶链式反应 (reverse transcription-PCR, 
RT-PCR)、双荧光素酶、细胞培养、脂质体转染、

过表达、RNA 干扰、实时荧光定量 PCR (real-time 
quantitative-polymerase chain reaction, RT-qPCR)、
Western blotting 、 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)等
实验技术手段，探究牛 miRNA 对下丘脑 CART
转录后调控机制，并筛选其关键调控 miRNA。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  分析软件 

基 因 序 列 查 询 与 比 对 数 据 库 ： NCBI 
(www.ncbi.nlm.nih.gov)；mRNA-miRNA 靶向预

测数据库：Targetscan (www.targetscan.org)；
miRNA 成 熟 序 列 检 索 数 据 库 ： miRBase 
(www.mirbase.org)；miRNA 基因序列比对软件：

DNAman。 
1.1.2  细胞系 

人胚肾细胞系 293T 第 5 代冻存于山西农业

大学生命科学学院实验室。 
1.1.3  实验动物 

本研究所有动物实验均严格按照山西农业

大学实验动物伦理委员会 (批准号：SXAU- 
EAW-2022M.AB.002023200)要求执行。 

三头西门塔尔牛来自山西文水肉牛屠宰

场。屠宰后，采集下丘脑，用磷酸盐缓冲液

(phosphate buffered saline, PBS)洗涤后放入液氮

中保存备用。70 只 6 周龄无特定病原体(specific 
pathogen free, SPF)级 ICR 雌性小鼠购自斯贝福

北京生物技术有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  生物信息学分析 

用 Targetscan 数据库确定 miRNA 与 CART 
3′UTR 是否具有结合位点，并评估其信噪比；

用 miRBase 查询得到牛、人 miRNA 成熟序列；

用 DNAMAN 软件对其序列进行比对。 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4560 

1.2.2  靶基因内源性表达分析 
用 TRIzol 试剂(赛默飞世尔科技)提取牛下

丘脑总 RNA，质检合格后用含 gDNA Eraser 的
PrimeScriptTM RT 试剂盒 (TaKaRa Biomedical 
Technology)进行 mRNA 反转录；用 miRNA First 
Strand cDNA Synthesis [生工生物工程(上海)股
份有限公司]进行 miRNA 反转录(茎环法)，具体

引物序列见表 1。以 cDNA 为模板，使用 2×Es 
Taq MasterMix (康为世纪生物科技股份有限公

司)进行目的基因 PCR，具体引物序列见表 2。
引物序列交由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成。采用 1%或 2.5%琼脂糖凝胶电泳检测

CART 和靶 miRNA PCR 产物，分离目标条带并

进行测序，测序结果与 NCBI 数据库中的基因

序列进行比对。 
1.2.3  双荧光素报告实验 

取 7 个含有潜在 miRNA 靶点/突变靶点的

牛 CART 3′UTR 荧光素酶报告质粒交由上海吉

玛制药技术有限公司构建。将 293T 细胞接种到

96 孔板，在添加 10% FBS (ScienceCell)的 RPMI 
1640 basic (赛默飞世尔科技)培养基中培养。每

组设置 3 个重复。待细胞达到 70%汇合度时，

使用 D-Portal 转染试剂(天津三箭生物技术有限

公司 )将 0.5 µg 荧光素酶报告质粒和 1 µg 
miRNAmimics 共转染 293T 细胞，36 h 后，使

用双荧光素酶报告基因检测试剂盒(上海碧云

天生物技术有限公司)检测萤火虫和海肾的荧

光素酶活性。每个转染孔的萤火虫荧光素酶活

性归一化为海肾荧光素酶活性。 
1.2.4  细胞共转染 

bta-miR-377、bta-miR-331-3p、bta-miR-491、
bta-miR-493、bta-miR-758、bta-miR-877、
bta-miR-381、NC mimics 片段及牛 CART 基因

过表达载体均由上海吉玛制药技术有限公司合

成。设置 7 个实验组(miR-377、miR-331-3p、
miR-491、miR-493、miR-758、miR-877 和 

表 1  miRNA 反转录引物序列 
Table 1  miRNA primer sequences of reverse 
transcription 
Primer name Primer sequence (5ʹ→3ʹ) 

miR-377 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGT
ATTCGCACTGGATACGACACAAAA 

miR-331-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGT
ATTCGCACTGGATACGACTTCTAG 

miR-491 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGT
ATTCGCACTGGATACGACCCTCAT 

miR-493 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGT
ATTCGCACTGGATACGACCCTGGC 

miR-758 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGT
ATTCGCACTGGATACGACGGTTAG 

miR-877 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGT
ATTCGCACTGGATACGACCCCTGC 

miR-381 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGT
ATTCGCACTGGATACGACACAGAG 

 
表 2  目的基因 PCR 引物序列 
Table 2  Target gene primer sequences of PCR 
Primer name Primer sequence (5ʹ→3ʹ) 

CART-F ACGCGTCCGGTTTCAGCACCAT 

CART-R CTTGACAGATGACATCACAACC 

miR-377-F CGCGATCACACAAAGGCAAC 

miR-331-3p-F CGGCCCCTGGGCCTATC 

miR-491-F CGAGTGGGGAACCCTTCC 

miR-493-F GCGCGTGAAGGTCTACTGTGT 

miR-758-F GCGTTTGTGACCTGGTCCA 

miR-877-F CGCGGTAGAGGAGATGGC 

miR-381-F CGCGTATACAAGGGCAAGCT 
 

miR-381)和 1 个阳性对照组(NC)，这 8 个组均

与 CART 共转染；另设 8 个阴性对照组，均与

pEX-3 共转染(miR-377、miR-331-3p、miR-491、
miR-493、miR-758、miR-877、miR-381 和 NC)；
还设转染试剂对照组(TransIntroTM EL)和空白

细胞组(未转染)各 1 个。每组 3 次重复。将 293T
细胞接种于 6 孔板，细胞培养基组成同上，待

细胞达到 70%汇合度时，用 TransIntroTM EL 转染

试剂(北京全式金生物技术股份有限公司)双转

染 4 µg CART 基因过表达载体和 250 pmol 靶
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miRNA mimics 至 293T 细胞，5 h 后更换为完全

培养液，继续培养 24−48 h。 
1.2.5  miRNA和CART mRNA的相对表达量检测 

293T 细胞双转染 24 h 后，用 RT-qPCR 技

术检测靶 miRNA 和 CART mRNA 的表达水平。

TRIzol 试剂分离细胞总 RNA；Mir-X miRNA 
First-strand Synthesis Kit (TaKaRa Biomedical 
Technology) 进 行 miRNA 的 反 转 录 ；

PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser 
(TaKaRa Biomedical Technology)进行 mRNA 反

转录；TB Green® Premix Ex TaqTM II (TaKaRa 
Biomedical Technology)检测靶 miRNA 和 CART 
mRNA 的相对表达量，引物序列见表 3；实验

具体操作按说明书要求进行。以 U6 与 β-actin
为内参基因，使用 2−ΔΔCt 值计算基因相对表达情

况，用 GraphPad Prism 软件对数据进行单因素

方差分析。 
1.2.6  Western blotting 分析蛋白表达水平 

293T 细胞双转染 48 h 后，使用 PBS 洗涤细

胞 3 次；每孔加入 200 µL 蛋白裂解缓冲液(北京

索莱宝科技有限公司)，裂解后的样品 14 000 r/min
离心 5 min，取上清；使用 Easy II Protein 
Quantitative Kit (北京全式金生物技术股份有限

公司)检测蛋白浓度，根据检测结果统一各组蛋

白浓度。每孔加入 52.5 µg 蛋白样品后进行十二

烷 基 硫 酸 钠 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, 
SDS-PAGE)，当样品带跑至距胶板下沿 0.5 cm
时结束电泳；分离对应条带后将蛋白转移到硝

酸纤维素膜上，调节电流值 250 mA，转膜 60 min；
将膜取下置于 5%脱脂奶粉封闭液中封闭 1 h，
随后加入相应一抗稀释液：β-actin 单克隆抗体

(1:2 000；康为世纪生物科技股份有限公司)和
CART 多克隆抗体(1:500；武汉伊莱瑞特生物科

技股份有限公司)，4 ℃孵育过夜；次日使用三

羟甲基氨基甲烷缓冲液洗膜后，加入相应二抗 

表 3  目的基因 RT-qPCR 引物序列 
Table 3  Target gene primer sequences of RT-qPCR 
Primer name Primer sequence (5ʹ→3ʹ) 

β-actin-F GGGACCTGACTGACTACCTC 
β-actin-R TCATACTCCTGCTTGCTGAT 
CART-F CCTGCTGCTGCTGCTACCTTTG 
CART-R CCACGGCGGAGTAGATGTCCAG 
U6-F GGAACGATACAGAGAAGATTAGC 
U6-R TGGAACGCTTCACGAATTTGCG 
miR-377-F TCGCATCACACAAAGGCAACTTTTGT 
miR-331-3p-F GCCCCTGGGCCTATCCTAG 
miR-491-F ATAGTGGGGAACCCTTCCATGAGG 
miR-493-F TGAAGGTCTACTGTGTGCCAGG 
miR-758-F CCTTTGTGACCTGGTCCACTAACC 
miR-877-F ATATGTAGAGGAGATGGCGCAGGG 
miR-381-F CCGTATACAAGGGCAAGCTCTCTGT 

 

 

稀释液：山羊抗兔 IgG (1:5 000；康为世纪生物

科技股份有限公司)和山羊抗小鼠 IgG (1:5 000；
康为世纪生物科技股份有限公司)，室温摇动   
l h；洗膜后，滴加化学发光液(康为世纪生物科

技股份有限公司)显影；利用 ImageJ 软件对显

影条带进行灰度定量分析，以 β-actin 为内参，

计算 CART 与 β-actin 的灰度比值。 
1.2.7  小鼠饲养及侧脑室注射 

所有小鼠适应性喂养 1 周后随机分为 7 组

(agomiR-491 组、antagomiR-491 组、agomiR-381
组、antagomiR-381 组、NC 组、生理盐水组、空

白组)，每组 10 只，小鼠可自由进行水和食物的

摄取。mmu-agomiRNA mimics、mmu-antagomiRNA 
mimics 与 NC 片段交由上海吉玛制药技术有限

公司合成。将 miRNA mimics 与活体转染试剂

EntransterTM-in vivo (北京英格恩生物科技有限公

司)恢复至室温，用纯水将核酸稀释为 1.5 µg/µL，
按照 1:2 的比例将 EntransterTM-in vivo 加入到稀

释后的核酸溶液，振荡混匀后室温静置 15 min，
使用微量注射器(上海高鸽工贸有限公司)进行

侧脑室注射，根据文献中的方法进行侧脑室注

射[15]。注射 72 h 后，分离小鼠下丘脑组织，液
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氮速冻后在−80 ℃保存(动物实验方案由山西农

业大学实验动物伦理委员会批准，批准号：

SXAU-EAW-2022M.AB.002023200)。 
1.2.8  小鼠下丘脑表达检测 

将保存的小鼠下丘脑组织取出，在液氮中

充分研磨。每 50–100 mg 研磨完全的下丘脑组

织加入 1 mL TRIzol 试剂，充分振荡混匀，室温

放置 5 min 使其充分裂解。使用 RT-qPCR 技术

检测小鼠下丘脑靶 miRNA和 CART mRNA表达

水平，方法同上。将小鼠下丘脑组织剪切成细

小的碎片，每 50 mg 组织加入 500 µL 裂解液，

匀浆至充分裂解；将裂解后的样品 14 000 r/min
离心 5 min，取上清；Western blotting 检测小鼠

下丘脑 CART 蛋白表达水平，方法同上。使用

ELISA 技术检测小鼠血清中 CART 水平；注射

72 h 后，摘眼球取血法收集小鼠血液，室温倾斜

放置 2 h；待血清自然析出后，4 ℃、4 000 r/min
离心 10 min，取上清液。根据小鼠 CART ELISA
试剂盒说明书(上海纪宁生物科技有限公司)测定 
血清中 CART 蛋白浓度，使用酶标仪测量 450 nm
处各孔 OD 值。 
1.2.9  统计学分析 

本研究中数值以 x s± 表示。多组比较采用

单因素方差分析，两组比较采用 t 检验。P<0.05
认为有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  牛 CART 基因过表达载体碱基数 

EcoR I 和 BamH I 双酶切回收的质粒使用

1%琼脂糖凝胶电泳进行分析，结果如图 1 所示，

泳道 1 显示了双酶切得到的 CART mRNA+UTR 
(806 bp)和 pEX-3 骨架(4 000 bp)。将 806 bp 处

条带分离测序，结果与NCBI中牛CART mRNA+UTR
序列(NM_001007820.3)进行比对，序列一致，证

明重组过表达载体构建成功，可进行后续实验。 

 
 

图 1  pEX-3-CART mRNA+UTR 过表达载体酶

切产物电泳图 
Figure 1  Electrophoretic image of the product of 
pEX-3-CART mRNA+UTR overexpression vector. 
M: DNA marker. 
 

2.2  牛下丘脑 CART-miRNAs 靶向关系预

测 
Targetscan 软件分析得到哺乳动物中 7 种

miRNA (miR-377、miR-331-3p、miR-491、miR-877、
miR-758、miR-381 和 miR-493)可能靶向 CART 

3′UTR (图 2)；其中，miR-377 和 miR-331-3p 与

CART 3′UTR 结合的总 context++得分最高，

miR-493 最低。 

2.3  靶基因在牛下丘脑的表达 
利用 RT-PCR 技术检测牛下丘脑靶基因的

内源性表达，结果显示 7 个靶 miRNA 和 CART

基因均在牛下丘脑中表达(图 3)，目标条带的测

序结果与预期一致。 

 
 

图 2  通过 Targetscan 筛选的与 CART 互作

miRNA 及其总 context++得分 
Figure 2  miRNA interacting with CART screened 
by Targetscan and their total context++ score. 
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图 3  CART 和靶 miRNA 在牛下丘脑的表达产物电泳图 
Figure 3  Electrophoretic image of CART and target miRNA expression products in bovine hypothalamus 
(n=3). M: Marker. 
 
 

2.4  靶 miRNA 与 CART 结合关系验证 
将 CART 3′UTR 中与 7 个 miRNA 互补的片

段构建到荧光素酶报告质粒(pmiRGLO)中，置

于荧光素酶报告基因的下游；此外还构建了 7 个

含有 CART 3ʹUTR 突变位点的质粒作为对照。

CART 与 7 个靶 miRNA 的潜在结合位点以及

CART 3ʹUTR 的突变位点如图 4 所示。将含有野

生型或突变型 CART 3ʹUTR 的质粒与 miRNA 
mimics 共转染 293T 细胞；转染野生型 CART 
3′UTR 的细胞中，7 个 miRNA mimics 均显著抑

制荧光素酶活性(P<0.05)，而转染突变型 CART 
3ʹUTR 的细胞则没有抑制(P>0.05，图 5)，表明

CART 3ʹUTR 的 7 个结合位点都能够被相互作

用的 miRNA 靶向；其中 miR-377 抑制作用最强

(P<0.001，图 5A)，miR-493 抑制作用最弱

(P<0.05，图 5D)。 

2.5  靶 miRNA 对 CART 体外表达的影响 
2.5.1  靶miRNA 对外源性CART基因表达的影响 

RT-qPCR 检测结果表明，7 个靶 miRNA 均

过表达成功(图 6A−6G)，且在 miRNA+CART
组中，靶 miRNA 与 CART mRNA 发生互作，降

低了靶 miRNA 的相对表达量 (P<0.000 1)。
RT-qPCR 检测 18 个分组中 CART mRNA 的相对

表达量，结果如图 6H 所示：CART mRNA 在 7 个

实验组及 NC+CART 组中均过表达，在 8 个阴

性对照组、转染试剂对照组及空白组未检出，表

明 pEX-3-CART mRNA+UTR 重组质粒成功转染

293T 细胞且完整表达出 CART mRNA+UTR 序

列；7 个靶 miRNA 均可抑制 CART mRNA 的表

达(P<0.000 1)，其中，bta-miR-491 抑制效果最
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强，bta-miR-331-3p、bta-miR-877 抑制效果次

之，bta-miR-377 和 bta-miR-758 抑制效果较弱，

bta-miR-493 和 bta-miR-381 抑制效果最弱。 
2.5.2  靶miRNA对外源性CART蛋白表达的影响 

CART 过表达载体和靶 miRNA mimics 共转

染 48 h 后，采用 Western blotting 检测过表达靶

miRNA 对 293T 细胞 CART 蛋白表达的影响。

与 NC 相比，7 个靶 miRNA 中，miR-758 和

miR-877 对 CART 蛋白表达无影响(P>0.05)， 
miR-377、miR-331-3p、miR-491、miR-493 和

miR-381 显著降低 CART 蛋白表达(P<0.05)，其

中 miR-381 抑制作用最强(P<0.001，图 7)。 
2.6  干扰和过表达 miR-491/381 对小鼠内

源性 CART 表达的影响 
选择体外实验中对 CART mRNA 抑制作用

最强的 miR-491 和对 CART 蛋白抑制作用最强

的 miR-381，进一步评估它们对内源性 CART 

表达的影响。通过侧脑室注射 agomiR-491/381 

mimics 或 antagomiR-491/381 mimics 对小鼠

下丘脑 miR-491/381 进行过表达或敲除 (图

8A、8B)。侧脑室注射对小鼠摄食量 (图 9A)

和体重(图 9B)无显著影响(P>0.05)。注射 72 h

后检测小鼠下丘脑中 CART 表达，与对照组相

比，agomiR-491/381 处理极显著降低了 CART 

mRNA (P<0.000 1，图 8C)和 CART 蛋白(P<0.05，

图 10A、10B)的表达；antagomiR-491/381 处理极

显著增加小鼠下丘脑中 CART mRNA (P<0.000 1，

图 8C)和 CART 蛋白(P<0.01，图 10A、10B)的

表达。使用 ELISA 技术进一步探究 miR-491/381

是否会影响小鼠血清中 CART 浓度，与对照组

相比，agomiR-491/381 处理后血清 CART 浓度

极显著降低(P<0.01)；相反，antagomiR-491/381

处理后血清 CART 浓度则上调(P<0.01，图 10C)。 

 

 
 

图 4  CART 结合序列、突变序列与相关 miRNA 
Figure 4  Schema of the wild-type and mutated CART 3ʹUTR indicating the interaction sites between 
miRNA and the 3ʹUTR of CART. CART wt: Wild-type sequences of CART 3ʹUTR binding site. CART mut: 
Mutant sequences of CART 3ʹUTR binding site. 
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图 5  双荧光素报告实验检测牛 CART 与靶 miRNA 的靶标关系 
Figure 5  Targeted regulation of CART by related miRNA detected by dual luciferase reporter assay system. 
A–G: Dual luciferase assay in 293T cells co-transfected with the miRNA mimic and reporter vectors 
containing either the wild-type or mutated 3ʹUTR of CART. The renilla luciferase activity was normalized to 
the firefly luciferase activity. CART-WT: Wild-type sequences of CART 3ʹUTR binding site constructed on 
pmiRGLO plasmid. CART-MUT: Mutant sequences of CART 3ʹUTR binding site constructed on pmiRGLO 
plasmid. GP-miRGLO: Empty vector. NC: Negative control of miRNA. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 
compared with NC. 
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图 6  七种靶 miRNA 显著抑制 CART mRNA 的表达 
Figure 6  Seven miRNA significantly inhibited the expression of CART mRNA. A–G: miRNA expression in 
293T cells after miRNA/NC treatment by RT-qPCR (n=3). **** P<0.000 1 compared with miRNA+pEX-3 
groups. H: RT-qPCR analysis of CART mRNA expression in 293T cells after miRNA/NC treatment (n=3). 
Different letters indicate significant difference between different groups (P<0.000 1), and the same 
superscript letters indicate insignificant difference (P>0.05). EL: TransIntroTM EL transfection reagent group; 
CK: Control check group. 
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图 7  五种 miRNA 显著抑制 CART 蛋白表达 
Figure 7  Five miRNA significantly inhibited the expression of CART protein. A: Western blotting results 
showed that the miR-377 and miR-331-3p, but not NC, inhibited the expression of CART protein in 293T 
cells (n=3). B: Compared with NC, miR-491 and miR-493 treatments significantly reduced the CART protein 
expression (n=3). C: miR-758 and miR-877 had no significant effect on the expression of CART protein in 
293T cells (n=3). D: miR-381 declined the CART protein expression in the 293T cells (n=3). E–H: 
Semi-quantitative densitometric analysis by Image J. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 compared with 
NC+CART group. 
 
 

3  讨论 
CART 广泛分布于神经系统，参与免疫功

能、应激、体液平衡、内分泌调控等多种生理

功能的调节[16-19]。研究发现，CART 是一种厌 

食肽，在减少食物摄入的代谢刺激下表达上调，

在禁食和肥胖时下调[20-21]。miRNA 是一种小型

单链 RNA，通过与靶基因 mRNA 3ʹUTR 不完全

互补配对在转录后水平调节靶基因表达[10]。本

研究通过生物信息学分析初步筛选出哺乳动物

中可能与 CART 3ʹUTR 互作的 7 个 miRNA，且

7 个靶 miRNA 均在牛下丘脑表达。miRNA 与 
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图 8  miR-491 和 miR-381 对小鼠下丘脑 CART mRNA 表达量的影响 
Figure 8  Effects of miR-491 and miR-381 on the expression of CART mRNA in the mouse hypothalamus. 
A–B: RT-qPCR analysis of miR-491 or miR-381 expression in mice hypothalamus after 72 h of receiving 
ICV injection (n=9). C: RT-qPCR analysis of mRNA levels of CART in mice hypothalamus after 72 h of 
receiving ICV injection of agomiR-491, antagomiR-491, agomiR-381, antagomiR-381, NC, NS, and the 
untreated control (n=9). NC: Negative control of miRNA; NS: Normal saline; CK: Control check. * P<0.05, 
**** P<0.000 1 compared with CK. 
 

 
 

图 9  侧脑室注射对小鼠采食量和体重的影响 
Figure 9  Effects of intracerebroventricular injection on feed intake and body weight of mice. A: After 72 h 
of pre feeding, the feed intake of mice was measured every 24 h. No significant difference of food intake was 
found between the injection groups and the untreated control after ICV injection on day 7. B: After 0 h of pre 
feeding, the body weight of mice was measured every 48 h. No significant difference in body weight was 
found between the injection groups and the untreated control after ICV injection on day 7. NC: Negative 
control of miRNA; NS: Normal saline; CK: Control check. 
 
靶基因 3ʹUTR 结合位点的靶向关系是调控靶

基因表达的基础[22]。双荧光素酶报告基因检测

系统由萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶组成，

通过检测荧光量来判断酶的活性，进而反映基

因间的关系，是一项公认的验证核酸靶向关系

的技术。张力懿等[23]通过双荧光素酶报告基因

实 验 验 证 miR-23b-3p 与 磷 酸 二 酯 酶 4B 

(phosphodiesterase 4B, PDE4B)具有靶向关系，

后续进一步证明 miR-23b-3p 通过靶向 PDE4B
调控山羊肌内前体脂肪细胞的分化。本研究中

双荧光素酶报告基因实验结果表明 7 个靶

miRNA 对 CART 3ʹUTR 预测位点均有靶向关

系，为靶 miRNA 调节下丘脑 CART 的表达提

供了可能性。 
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图 10  miR-491 和 miR-381 对小鼠下丘脑 CART 蛋白表达量的影响 
Figure 10  Effects of miR-491 and miR-381 on the expression of CART protein in the mouse hypothalamus. 
A: Levels of CART protein in mice hypothalamus were determined by Western blotting analysis (n=3). 491: 
agomiR-491; ant-491: antagomiR-491; 381: agomiR-381; ant-381: antagomiR-381. B: Semi-quantitative 
densitometric analysis by Image J. C: Levels of CART protein in mice serum were determined by ELISA 
(n=7). NC: Negative control of miRNA; NS: Normal saline; CK: Control check. * P<0.05, ** P<0.01 
compared with CK. 
 

为筛选调控牛下丘脑 CART 表达的关键

miRNA，本研究进一步将靶 miRNA 与 CART
基因过表达载体双转染 293T 细胞，293T 细胞

极少表达细胞外配体所需的内生受体，且比较

容易转染，是常用的研究外源基因表达的细胞

株。比较 7 个靶 miRNA 对下丘脑 CART 的抑

制作用发现 miR-758 和 miR-877 仅能抑制外源

CART mRNA 的表达；miR-377、miR-331-3p、
miR-491、miR-493 和 miR-381 可抑制外源 CART 

mRNA 和 CART 蛋白的表达，其中 miR-491 对

CART mRNA 抑制作用最强；miR-381 对 CART
蛋白抑制作用最强。CART 通过促肾上腺皮质

激 素 释 放 因 子 (corticotropin-releasing factor, 
CRF)依赖性中枢机制调节下丘脑-垂体-肾上腺

(hypothalamus-pituitary-adrenal, HPA) 轴 的 活

性，原位杂交显示肾上腺切除大鼠下丘脑室旁

核和弓状核中 CART mRNA 水平降低 [24-26]。

miR-375 作为介导 CRF 信号通路的负调控因
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子，通过靶向丝裂原活化蛋白激酶 8 来影响阿

黑皮素原的表达，随后下调细胞外调节蛋白激

酶 (extracellular regulated protein kinases, 
ERK1/2)磷酸化和神经生长因子诱导的克隆 B
转录活性[27-28]。Gao 等[29]发现，在阿黑皮素原

神经元中特异性敲低 miR-7 或 miR-17-92 会加

重小鼠饮食诱导的肥胖。Ji 等 [30]研究表明，

miR-10b 可通过调节延边黄牛垂体细胞生长抑

素受体 2 (somatostatin receptor 2, SSTR2)基因

的表达来调节生长激素(growth hormone, GH)
水平。以上研究表明 miRNA 在中枢神经系统发

挥重要调节作用，这是本研究进行预测的基础。 
目前对 miR-491 和 miR-381 的功能研究主

要集中于乳腺癌、头颈鳞状细胞癌等疾病，对

其调节摄食和体重的功能报道较少[31-32]。因此

本研究选择体外实验中对 CART 表达抑制效果

最强的 miR-491/381 进行动物体内验证。牛体

内 miR-491/381 的成熟序列与小鼠完全相同，

两者与牛体内 CART mRNA 3ʹUTR 的结合位点

也与小鼠相同。CART 在牛和小鼠下丘脑区域

生理功能类似，且 miRNA 过表达、沉默的小鼠

模型成本低，操作过程简便，因此选择小鼠代

替牛进行体内验证。小鼠体内实验数据表明，

过表达 miR-491/381 降低了小鼠下丘脑内源性

CART 表达，干扰 miR-491/381 后取得相反结

果，且 miR-491/381 还会进一步影响小鼠血清

中 CART 浓度。CART 在动物体内广泛分布，

血液中 CART 水平也与中枢神经系统中 CART
表达相关。垂体 CART 的日变化与血液中的变

化相似，血浆 CART 的变化反映了垂体前叶

CART 表达的变化 [33-34]。本研究的结果提示

miR-491/381 可能通过调节下丘脑 CART 的表达

来影响血液 CART 水平，与前人研究基本一致。 
本研究发现调节牛下丘脑 CART 表达的主

要 miRNA 为 miR-491 和 miR-381，二者会进一

步影响血液 CART 水平。然而，在注射 miRNA 
72 h 内，小鼠摄食量和体重未见明显变化，这

可能与注射 miRNA 剂量小、测量时间短、样本

数量少有关。未来的研究方向是进一步探究

miR-491 和 miR-381 靶向下丘脑 CART 后对牛

摄食量和增重的调节作用。 

4  结论 
本研究发现了牛下丘脑 7个靶 miRNA均可

靶向 CART，且 miR-491 和 miR-381 是调节

CART 表达的关键 miRNA；小鼠活体实验进一

步证明 miR-491 和 miR-381 可调节下丘脑

CART 内源性表达，并影响血清 CART 浓度，

这为研究二者对牛下丘脑摄食和增重的调节作

用奠定了实验基础。 
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