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Fig.3 MiR-302s decreased the relative luciferase activity of cyclinD1JPCAF-3'UTR in 1lEK293 ceUs transfected with pEGFP­
miR-302s 
A: the core miR-302s binding site (l}nderlined) in cyclinDlIPCAF-3'UTR region; B: the relative luciferase activity of cyclinDl-3'UTR after 
transfected with different dose of pEGFP-Cl and pEGFP-Cl-miR-302s expression plasmids indicated in the figure; C: the relative luciferase 
activity of PCAF-3'UTR transfected with different doses of pEGFP-Cl and pEGFP-Cl-miR-302s expression plasmids indicated in the figure. 
An asterisk (*) indicates a P value of <0.05 , and two asterisks (**) indicate a P value of <0.01. 

1.6 2.4 2.8 3.0 3.2 pEGFP-Cl 

MiRNA合成关键酶Dicer敲除小鼠ES细胞表现

出增殖、分化缺陷，其细胞周期 G，和 Go 期延长[8] 。

另外一个miRNA合成关键酶 Dgcr8 缺陷后， ES 细胞

拥制在 G，期间。这些都提示 miRNA调控 ES 细胞周

期 G/S 期转换，维持细胞增殖，抑制自主分化等特

征。我们的研究结果表明， ES 特异性 miRNA-miR-

302簇转染HEK293 细胞后可以缩短细胞G，期，处在

S期的细胞明显增多，表明 miR-302s在调控细胞周期

方面具有重要作用。值得注意的是，最近的研究表

明 iPS 细胞 miR-302s 表达明显升高，提示 miR-302s

簇在重编程和细胞周期调控中的重要作用 [9] 。

MiR-302s 调控细胞周期主要是通过调控一系列、

细胞周期因子的表达实现的，主要包括 cyclin D 1 [6] 、

Cdk4[旬以及本研究证实的新靶基因 PCAF，还有潜在

的靶基因 cyclin D2 , CDK2 , MYST3 等。本研究

的结果显示， miR-302s 抑制 cyclin D L PCA凹'UTR

活性以及 cyclin D 1 , PCAF 蛋白的表达，抑制可达

讨论3 量一致的情况下，空载对照组， 0.2μ.gpEGFP-Cl-miR-

302s组， 0.4 μ.g pEGFP-Cl-miR-302s组， 0.8μgpEGFP­

Cl-miR-302s 组， 1.6μg pEGFP-Cl-miR-302s 组， 3.2

μg pEGFP-Cl-miR-302s 组， MlIM2 比值依次为 19，

11.24, 9.893 , 9.149, 6.58, 6.1040 随着转染 pEGFP­

Cl-miR-302s 的量递增， cyclin DI-3'UTR 与 pGL3-

PCAF-3'UTR 相对荧光素酶活性显著降低(图 3B，图

3C) 0 

2.3 HEK293 细胞转染 pEGFP-Cl-miR-302s 后

细胞周期的变化

采用流式细胞仪检测HEK293细胞转染pEGFP­

Cl-miR-302s 后 48 h 细胞周期的变化。在雪载对照

组， 2μg pEGFP-Cl-miR-302s 组， 4μg pEGFP-Cl­

miR-302s 组 HEK293 细胞 G，期细胞分别为 66.47%，

65.35%, 56.04% , S 期细胞分别为 28.179忘， 29.25% ，

39.60%0 随着转染 pEGFP-Cl-miR-302s 的剂量增

加， HEK293 细胞G，期缩短， S 期延长，提示miR-302s

调控细胞周期 G，-S 期转换。
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