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人 启动子区的克隆与鉴定 *
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摘要目的：克隆并鉴定和分析人 启动子，为进一步研究其转录调控机制和功能提供实验基础。方法：对 基因翻译

起始位点上游约 2000bp的序列进行在线生物信息学分析，使用 PCR技术扩增该序列并测序，将扩增获得的该片段定向克隆入
PGL-3basic载体中，构建荧光素酶报告基因质粒 -luc。荧光素酶分析检测启动子的活性。结果：本实验成功构建了含有

基因启动子序列的荧光报告系统，经体外验证该报告基因重组载体具有转录活性。结论：本实验所构建的 基因启

动子报告基因载体，为进一步研究 基因的转录调控及其功能奠定了基础。
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Identification and Analysis of Human Promoter*

To clone, identify and analyze human promoter region and provide experimental basis for the
research on the regulatory mechanism and function of . Appoximately 2000 bp up from the ATG of gene was
bioinfomatics analyzed online. The fragment was generated by polymerase chain reaction and sequenced for correctness. The -luc
promoter reporter was constructed by directly cloned this fragment into PGL-3basic vector and the promoter activity was measured by
luciferase assay. The fragment of 1982bp in upstream of the ATG, was amplified successfully and cloned directly into
PGL-3basic vector to make promoter reporter. Luciferase reporter assay showed that the fragment of 1956bp in length indeed had
strong promoter activity. The luciferase reporter system of gene promoter was constructed successfully and could be
used for further study of the function and transcriptional regulation of .
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前言

近年来，卵巢癌的内分泌治疗越来越多地应用于临床，其

中他西莫芬(tamonxifen，TAM)因疗效确切、副作用少而受到广

泛关注[1-4]，但长期使用该药导致的继发性耐药限制了其临床应

用。 是 Cue家族的新成员[5]，研究发现 可通过下

调 ER琢使乳腺癌细胞对 TAM等内分泌治疗药物产生抵抗[6]。

由于上皮性卵巢癌也是一种激素依赖性肿瘤，其发病、进展和

预后与 ER琢密切相关[7-9]。因此， 在卵巢癌内分泌治疗耐

药过程中的作用开始受到关注，但 在卵巢癌细胞中转

录调控的特点目前并不清楚。为此，我们根据生物信息学分析

的结果，从人基因组 DNA中扩增获得了 基因翻译起

始位点上游约 1982bpDNA序列，利用 I酶切位点及 II

酶切位点将扩增序列导入荧光素酶报告基因载体 PGL3basic

中，然后将构建好的质粒转入 HEK293细胞中检测其转录活

性，为研究该基因的转录调控及功能奠定了基础。

1 材料和方法

1.1 材料
大肠杆菌菌种 DH5琢和 HEK293细胞为第四军医大学西

京医院妇产科实验室保存；限制性内切酶、DL2000marker及
1Kb DNA ladder marker购自宝生物工程公司；脂质体 Lipofec-

tamine2000及 DMEM培养基购自 Invitrogen公司；新生牛血清
(杭州四季青公司)；细胞 /组织 DNA 小量提取试剂盒(上海华
舜生物工程有限公司)；琼脂糖凝胶回收试剂盒(天根公司)；双

荧光报告系统及照度计 TD-20/20检测仪(Promega公司)；寡核
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苷酸引物合成及测序 (上海生物工程有限公司)；PGL-3basic

vector 和 Dual-Luciferase Reporter Assay System 购自 Promega

公司。

1.2 方法
1.2.1 基因 5’端上游序列的生物信息学分析 利用

NCBI基因组数据库查找 Cuedc 2基因 5’端上游序列，使用

Promoter Inspector软件进行启动子预测。

1.2.2 引物设计与合成 设计引物：上游引物引入 I酶切位

点 5’-GGGGTACCGTCGCTGTCACCCCACCCCT-3’，下游引

物引入 II酶切位点 5‘-GAAGATCTCCCACAACAGGGCG-

GAGCTC-3’。

1.2.3 基因组 DNA的提取 提取人卵巢癌组织基因组 DNA，参

照试剂盒提供的操作手册进行操作。

1.2.4 PCR 扩增启动子 提取的基因组 DNA稀释 10 倍后取 1

滋L作为 PCR反应模板，反应体系，反应体系为：5 滋L 10× PCR

缓冲液，4 滋L 10 mmol/L dNTPs，0.5 滋L Taq酶(5× 103 U/L)，引

物 10 滋mol/L各 1 滋L，双蒸水补足至 50 滋L。扩增程序为：95℃

5 min，95℃ 30 s，55℃ 45 s，72℃ 1 min完成 35个循环，最后于

72℃延伸 10 min。
1.2.5 启动子报告基因重组体的构建 用琼脂糖凝胶回收试剂

盒纯化回收扩增产物，测序，再用 I及 II双酶切测序正

确的片段，克隆入 PGL-3basic vector，构建荧光报告质粒

-luc。重组质粒均进行双酶切及测序确认。

1.2.6 瞬时转染 转染试剂采用 Lipofectamine2000，参照使用说

明进行转染。转染前 24 h，将细胞接种于 24 孔板，37℃，50

ml/LCO2孵箱培养细胞至次日 80%铺满时进行转染。每孔转入

JN-luc 0.8 滋g，同时共转入 pRL-TK质粒(包含海肾荧光素酶基

因)10ng作为内参对照。

1.2.7 荧光素酶报告基因活性检测 转染 48 h后，采用 Dual-Lu-

ciferase Reporter Assay System进行荧光素酶报告基因活性检

测，每孔加入 100 滋L 1× 细胞裂解液，室温 120 r/min摇床振摇

20 min后，收集细胞裂解液，4℃，13.4× g，离心 10 min，收集离

心后的上清液，用双荧光报告系统及照度计 TD-20/20检测仪

检测荧光素酶活性，取细胞裂解液上清 20 滋L加入荧光素酶检

测试剂 LAR II 100 滋L，测量萤火虫荧光素酶活性，然后加入
SGB buffer将上述反应淬灭，同时启动海肾荧光素酶反应并测

量其活性。

2 结果

2.1 生物信息学分析结果

利用 Promoter Inspector在线进行启动子预测分析，发现在

距离 基因翻译起始位点上游 2000 bp存在可能的启动

子区，而使用 promoter2.0发现在距 基因翻译起始位点

上游 200 bp处存在可能的转录起始位点，其附近并无传统的
TATA-box存在。
2.2 基因启动子的扩增

以提取的人卵巢癌组织基因组 DNA 为模板，扩增出

基因上游序列，获得了预期大小为 1982 bp的目的片段
(图 1)。

图 1 基因启动子的扩增

M：DL2000 marker；1：目的片段(1982bp)

Fig.1 The PCR amplification for promoter

M: DL 2000 DNA marker; 1: target fragment(1982bp)

2.3 启动子报告基因重组体的构建

将所获得的 1982 bp 的目的片段回收后用 I 及 II

双酶切，克隆入 PGL-3basic vector，构建 JN-luc 荧光素酶报告

基因重组体，重组质粒酶切结果见图 2。所有克隆均经测序确

认序列无误。

图 2 重组质粒 -luc的双酶切鉴定

M：1Kb DNA ladder marker；1：重组质粒 -luc KpnI和 Bgl II双酶

切产物

Fig.2 The identification of restriction enzyme digestion for -luc

M: 1Kb DNA ladder marker; 1: Double enzyme product of recombinant

plasmid by KpnI and Bgl II

2.4 荧光报告系统检测转录活性

将构建好的 -luc 启动子报告基因重组质粒转染
HEK293 细胞，以空转 PGL-3basic vector为对照，同时共转
pRL-TK质粒作为内参照，通过检测萤火虫荧光素酶与海肾荧

光素酶活性的比值检测启动子的活性。结果表明：与转染空载

体 PGL-3basic vector相比， -luc具有很高的启动子活性
(图 3)。

图 3 -luc的启动子活性分析(**P<0.05)

Fig.3 Relative luciferase activity analysis of -luc(**P<0.05)
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3 讨论

卵巢癌是妇科肿瘤最常见的死因之一[10]，尽管临床上多采

用手术加化疗及内分泌治疗等综合措施，患者 5年生存率依然

不理想[11]。目前研究认为，化疗药物中，铂类耐药是卵巢癌化疗

失败、术后复发及高死亡率的重要原因[12]。此外，卵巢癌的组织

发生、卵巢癌肿瘤干细胞的存在等也被证实与卵巢癌的发生、

发展及预后相关[13]。因此，卵巢癌的演变进程中具体的病因及

相关分子机制十分复杂。

是一种包含 Cue结构域的蛋白，能够与孕酮受体

相互作用，并促进孕酮诱导的受体的泛素化及降解[6]。Cue结构

域本身是一种泛素化结合基序，具有单泛素化与多泛素化识别

功能，故而 与泛素化关系密切[14]。 在人体组织

中广泛表达，其所执行的功能也多种多样，如在细胞有丝分裂

中， 可被 CDK1磷酸化，进而通过释放 APC/C复合体
促进纺锤体检查点的失活；还能与 IkB激酶直接相互作用，抑

制其活性，从而参与 TNF信号途径及 NF资B的核转位等[15]。值

得注意的是， 与肿瘤的密切关系，最新研究指出

在乳腺癌的发展和治疗中起关键作用，其机制可能与

和 ER琢相互作用并使之下调有关。由于 在卵巢癌中高

表达，其在卵巢癌的发生、发展及治疗中的作用开始受到关注。

因此，研究 的转录调控，对于我们进一步认识该分子的

表达特征、表达水平及其与其它分子相互作用的机制具有十分

重要的意义。

本研究应用生物信息学手段，对 翻译起始位点上

游约 2000bp进行了分析，结果显示其中含有可能的启动子区

域，进一步预测其转录起始位点，发现在其附近缺乏经典的

TATA盒及 GC盒，但含有 c-myc、GATA-3等与肿瘤发生相关

的转录因子结合位点，提示这些因子可能与 的表达存

在密切联系。我们从人卵巢癌基因组 DNA中成功地扩增出了

位于 翻译起始位点上游 1982bp的序列，经测序验证正

确后将之克隆入荧光素酶报告基因载体 PGL-3basic，然后在
HEK293细胞系中验证其转录活性，实验结果表明 -luc

具有较高的启动子活性，至于该序列是否受到相关转录因子的

特异性调控还有待进一步的实验。总之， 启动子的克隆

与鉴定为我们深入了解 的基因表达调控机制及其功能

奠定了良好的基础。
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