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精神分裂症易感基因 DISC1 重组质粒

pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR 的构建和分析

宋红涛1,焦东亮1,王立金1,沐林林1,王文娟1,宋佩佩1,翟长平2,何摇 震3

[摘要]目的:构建精神分裂症断裂基因 1(DISC1)重组质粒 pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR,分析和鉴定该重组质粒。 方法:通过生物

信息学分析精神分裂症病人差异表达 miRNA鄄181b鄄5p 与精神分裂症易感基因 DISC1 的结合位点,选取包含结合位点在内的

上下游 200 bp 长度序列 DISC1 3忆UTR(1. 26 kb鄄WT)人工合成目的基因,将合成的目的基因导入 H343 pmirGLO 空载体构建

pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR,对构建的重组质粒进行分析和鉴定。 结果:测序结果显示,DISC1 3忆UTR(1. 26 kb鄄WT)基因成功插于

H343 pmirGLO 质粒,pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR 序列正确,与目标序列比较覆盖度为 84% ,相似度为 100% 。 结论:成功构建了精

神分裂症易感基因 DISC1 重组质粒 pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR,为 miRNA鄄181b鄄5p 调控精神分裂症易感基因 DISC1 奠定了基础,
可用于后续研究。
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Construction and analysis of recombinant plasmid
pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR of schizophrenia susceptibility gene DISC1

SONG Hong鄄tao1,JIAO Dong鄄liang1,WANG Li鄄jin1,MU Lin鄄lin1,WANG Wen鄄juan1,SONG Pei鄄pei1,ZHAI Chang鄄ping2,HE Zhen3

(1. School of Mental Health,Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233030;2. Department
of Science and Education,3. Department of Psychiatry,Anhui Province Veterans Hospital,Bengbu Anhui 233400,China)

[Abstract] Objective:To construct the recombinant plasmid of the disrupted in schizophrenia 1(DISC1) pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR,
then analyze and identify the recombinant plasmid. Methods: The binding sites of differentially expressed miRNA鄄181b鄄5p in
schizophrenia and schizophrenia susceptibility gene DISC1 were analyzed by bioinformatics. The upstream and downstream 200 bp
length sequence of DISC1 3忆UTR (1. 26 kb鄄WT) including the binding sites was selected and synthesized. The synthesized target gene
was inserted into H343pmirGLO plasmid to construct pmirGLO鄄DISC1 3忆 UTR, which was analyzed and identified. Results: The
sequencing results showed that the DISC1 3忆UTR (1. 26 kb鄄WT) gene was successfully inserted into the H343pmirGLO plasmid. The
pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR sequence was correct. Compared with the target sequence,the query cover of pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR sequence
was 84% and the identity was 100% . Conclusions:The recombinant plasmid pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR is successfully constructed,which
lays a foundation for the regulation of schizophrenia susceptibility gene DISC1 by miRNA鄄181b鄄5p and can be used in follow鄄up study.
[Key words] schizophrenia;disrupted in schizophrenia 1;miRNA鄄181b鄄5p;recombinant plasmid

摇 摇 精神分裂症断裂基因 1(DSC1)是目前较明确

的精神分裂症易感基因之一,其首次在一个具有染

色体平衡易位的苏格兰精神疾病高发家系中被发

现,后续研究[1]显示,DISC1 与精神分裂症存在明显

相关关系。 精神分裂症的遗传模式复杂,难以用单

纯的遗传因素来解释,目前认为可能是遗传因素和

环境因素两者相互作用共同导致了精神分裂症的发

生,表观遗传学解释了在不改变基因型的情况下环

境因素是如何致病的。 微小 RNA(miRNA)作为表

观遗传学的一员,可以靶向结合目标 mRNA 负性调

控众 多 基 因。 精 神 分 裂 症 关 联 的 miRNA 中,
miRNA鄄181b 表达和调控的异常与精神分裂症的发

生和发展的密切关联已有报道[2 - 4]。 miRNA鄄181b
可能通过抑制 DISC1 基因及其蛋白的表达,影响突

触和神经元的发育,在精神分裂症的发病过程中起

重要作用。 本研究拟通过生物信息学分析精神分裂

症病人差异表达 miRNA鄄181b鄄5p 与精神分裂症易

感基因 DISC1 的结合位点,选取包含结合位点在内

的上下游 200 bp 长度序列 DISC1 3忆UTR(1. 26 kb鄄
WT)人工合成目的基因,将合成的目的基因导入

H343 pmirGLO 空载体构建 pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR,
对构建的重组质粒进行分析和鉴定,以期为 miRNA鄄
181b鄄5p 调控精神分裂症易感基因 DISC1 的机制研
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究提供基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 主要仪器与材料 摇 超微量分光光度计(北京

凯奥 科 技 发 展 有 限 公 司, K5600 型 ), PCR 仪

(Applied Biosystems,2720 thermal cycler),凝胶成像

分析仪(培清科技,JS鄄680D 型),DNA 电泳槽(上海

天能科技有限公司,HE鄄120 型)。
H343 pmirGLO 质粒和 DH5琢 感受态细胞及和

元无缝克隆试剂盒来自和元生物技术(上海)股份

有限公司,AxyPrep 质粒 DNA 小量抽提试剂盒来自

爱思进生物技术(杭州)有限公司。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1摇 目的基因合成摇 通过生物信息学分析精神

分裂症病人差异表达 miRNA鄄181b鄄5p 与精神分裂

症易感基因 DISC1 的结合位点,TargetScan(http: / /
www. targetscan. org / ) 预测到 2 个结合位点 (见图

1),选取包含结合位点在内的上下游 200 bp 长度序

列 DISC1 3忆UTR(1. 26 kb鄄WT)人工合成目的基因。

!1   hsa-miRNA-181b-5p"#$%DISC1 3'UTR&'()*+

1. 2. 2摇 制备线性化表达载体摇 在限制性内切酶的

作用下酶切表达载体,酶切反应体系如下:2 滋g 质

粒,10 伊反应 Buffer 5 滋L 和 1 滋L 限制性内切酶,用
纯水稀释至 50 滋L,然后在 37 益水浴锅中孵育 2 h
以上。 利用琼脂糖凝胶电泳检测酶切产物的酶切效

果,并从琼脂糖凝胶电泳后的胶中切割出目的载体

条带, 采 用 TaKaRa MiniBEST Agarose Gel DNA
Extraction Kit Ver. 3. 0 对切割的条带进行回收。
1. 2. 3摇 目的基因构建入线性化表达载体摇 将目的

基因片段和线性化载体按照 2颐 1 比例添加到离心管

中,在无缝克隆试剂盒作用下进行重组反应 30 min,
将反应后的产物转移到冰上冷却 5 min。 反应产物可

以直接用于转化,也可冷藏于 -20 益冰箱保存备用。
1. 2. 4摇 转化和 PCR 鉴定摇 (1)取具有抗生素抗性

的质粒 2 滋L 放入 100 滋L DH5琢 感受态细胞中,将
上述混合液放在冰上冷却 30 min;(2)将混合液在

42 益环境下热激 90 s 后,立即放置在冰上,冷却

2 min;(3)加入 1 mL LB 液体培养基至管中,37 益、
200 r / min 30min,活化细菌;(4)取 50 mL 菌液涂平

板(如果转化效率低,可多取菌液或离心弃上清取

下层涂板;涂菌棒在酒精灯上烘烤之后应搁置稍凉

后再涂板,以防杀死细胞),涂板时,感受态涂两个,
有抗性,无抗性,转化后菌液涂一个有抗性(涂板后

的平板先正放一会,干燥菌液后将其倒置在 37 益培

养箱中培养);(5)选取平板上培养出的转化子,将
其重悬于 10 滋L LB 培养液中,从中选取 1 滋L 模板

进行菌落 PCR 鉴定。
1. 2. 5摇 阳性克隆鉴定和质粒小提摇 菌落鉴定得到

的阳性克隆,送样本到和元生物技术(上海)股份有

限公司进行测序验证,比对测序结果并分析,测序通

过的阳性克隆,采用 AxyPrep 质粒 DNA 小量抽提试

剂盒提取质粒。

2摇 结果

2. 1摇 pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR 质粒图谱 摇 以“Luc2鄄
C鄄F GTG GTG TTG TGT TCG TGG AC冶为正向测序

引物, “ SV40pA鄄F GCA ATA GCA TCA CAA ATT
TC冶为反向测序引物,Nhe 玉和 Sal 玉分别为上下游

克隆酶切位点,H343 pmirGLO 为空载体,将合成的

目的基因 DISC1 3忆UTR(1. 26 kb鄄WT)置于空载体

中,构建 pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR 质粒(见图 2)。
2. 2摇 测序结果在 NCBI / BLAST 数据库中的比较和

分析摇 将 pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR 质粒的克隆序列与

NCBI / BLAST 数据库中的 DISC1 3忆UTR(1. 26 kb鄄
WT)序列分别推导出来的开放阅读框进行比对

(dnaman1:送测序的 pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR 质粒克
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隆序列的开放阅读框; dnaman2: NCBI 数据库中

DISC1 3忆UTR(1. 26 kb鄄WT)序列的开放阅读框),结
果表明:检测序列与目标序列的覆盖度为 84% ,相
似度为 100% 。

SV40!"#$%&'

SV40()*+,-./*
SV400123

4567*89

:;<=/>?
<=+G418

@A!"
#$%&'

Ampr./*

BCDE<=+
FDE<=

GHI01*pMB1/ColE1/PBR322

SalⅠ

!KLM3

DISC1 3＇UTR
NheⅠ

@AOPQ=
RSTluc2

UVW%XY
ZR1./*

[2   pmirGLO-DISC1 3'UTR\][^

pmirGLO-DISC1 3＇UTR

2. 3摇 pmirGLO鄄DISC13忆UTR 质粒的鉴定摇 将构建的

pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR 质粒进行测序,结果与预期

一致,部分测序法结果见图 3。

!3   pmirGLO-DISC13'UTR"#$%&'()

3摇 讨论

摇 摇 DISC1 基因与精神分裂症的关联最初是在苏格

兰家系报道,此后在德国[5]、芬兰[6]、中国[2 - 3] 等地

区人群的相关研究也证实了 DISC1 基因与精神分

裂症的发病存在一定的关联。 国外有研究[6] 发现,
精神分裂症病人的快感缺乏症状与 DISC1 基因有

关联。 进一步研究[7 - 9] 发现,无论是在发育早期还

是青春期后的大脑中,DISC1 对突触的形成和神经

元发育均有重要调控作用,DISC1 基因和 DISC1 蛋

白在早期神经发育和成年后海马神经发过程中扮演

着重要的角色,与精神分裂症的发生和发展有关。
精神分裂症的遗传模式复杂,单卵双生子拥有一致

的基因型,但精神分裂症的同病率只有 50% 左

右[10],目前认为基因和环境的相互作用影响了精神

分裂症的病理生理过程。 表观遗传学作为一种非传

统的遗传模式,解释了基因型不变的情况下环境因

素是如何致病的。
miRNA 凭借其在转录后水平对基因表达的调

控,可以靶向调控大脑的分化和发育过程中的多个

基因,对神经突的形成、保持和生长等过程也有重要

的调控作用[4]。 有研究[11]发现,精神分裂症病人体

内 miRNA 的差异表达与精神分裂症的发生和发展

有关联。 精神分裂症关联的 miRNA 中, miRNA鄄
181b 表达和调控的异常与精神分裂症的发生和发

展的密切关联已有报道[2 - 4]。 2008 年 BEVERIDGE
等[12]选取 21 组病例和对照,利用基因芯片和实时

定量 PCR 发现,miRNA鄄181b 在精神分裂症病人颞

上回和背外侧前额叶区中表达上调,进一步分析发

现 miRNA鄄181b 可以靶向调控精神分裂症的易感基

因 VSNL1[13] 和 AMPA[14]。 2017 年 LIU 等[15] 检索

1990 - 2016 年发表的有关精神分裂症 miRNA 的文

章,筛选出 6 篇合计 330 例精神分裂症病人和 202
名健康对照者进行分析,也进一步证实了 miRNA鄄
181b 在精神分裂症病人外周血中高表达,对精神分

裂症具有较高的诊敏感度和特异度。 由此可见,
miRNA鄄181b 的差异表达可能在精神分裂症的病理

生理过程中起重要作用,但关于 miRNA鄄181b 在精

神分裂症发病中的机制暂无具体报道。
本研究运用 TargetScan 预测和分析 hsa鄄miRNA鄄

181b鄄5p(miRNA鄄181b 的成熟体) 的靶基因发现,
hsa鄄miRNA鄄181b鄄5p 可以靶向作用于 DISC1,DISC1
的 3忆UTR 区有 2 个 hsa鄄miRNA鄄181b鄄5p 的结合位

点,选取包含结合位点在内的上下游 200 bp 长度序

列 DISC1 3忆UTR(1. 26 kb鄄WT)人工合成了目的基

因。 以 H343 pmirGLO 为空载体,将合成的目的基

因 DISC1 3忆UTR(1. 26 kb鄄WT)置于空载体中,成功

构建了 pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR 质粒。 将 pmirGLO鄄
DISC1 3忆UTR 质粒的克隆序列与 NCBI / BLAST 数据

库中的 DISC1 3忆UTR(1. 26 kb鄄WT)序列进行比对分

析发现,检测序列与目标序列的覆盖度为 84% ,相
似度为 100% ,进一步对构建的 pmirGLO鄄DISC1 3忆
UTR 质粒进行测序,结果与预期一致。 由此可见,
本研究成功构建了精神分裂症易感基因 DISC1 重

组质粒 pmirGLO鄄DISC1 3忆UTR,为 miRNA鄄181b鄄5p
调控精神分裂症易感基因 DISC1 奠定了基础,可以
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用于后续研究。
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