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利用Gal4/ VP16- UAS和双荧光素酶报告基因

系统检测 - 分泌酶活性
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摘要目的:确立基于 Gal4/ vp16- UAS 和双荧光素酶报告基因系统检测 - 分泌酶切割淀粉样前体蛋白活性的方法。方法:

将插入上游激活序列(UAS)和萤火虫荧光素酶报告基因的质粒 MH100, 嵌合酵母活性转录因子( Gal4)、单纯疱疹病毒蛋白( VP16)

和 - 分泌酶切割位点的质粒 C99- GVP,以及海肾荧光素酶质粒 pRL- CMV,用脂质体转染法转入稳定表达淀粉样前体蛋白 C

末端的人神经母细胞瘤细胞( SH- SY5Y) ,用免疫沉淀Western blot分析法检测 - 淀粉样蛋白( A )的生成, 利用 Gal4/ vp16- UAS

和双荧光素酶报告基因系统测定荧光素酶报告基因的表达。结果: 免疫沉淀Western blot分析表明A(的生成在 - 分泌酶激活剂

神经节苷脂GM1作用下升高并呈剂量依赖性, 同时双荧光素酶法检测 - 分泌酶活性也同步升高。在 - 分泌酶抑制剂作用下

A 的产生呈剂量依赖性的减少, 同时 - 分泌酶活性也同步降低。结论:基于 Gal4/ vp16- UAS 和双荧光素酶报告基因系统检测

- 分泌酶活性的方法有效可靠, 是一种敏感、定量的检测方法。
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ABSTRACT Objective: To establish an assay, based on Gal4/ vp16- UAS and Dual- Luciferase reporter gene, for detecting the ac-

tivity of - secretase in the proteolytic processing of precursor protein. Methods: Human neuroblastoma cells SH - SY5Y C99, which stably

expresses APP C99, were transfected with the plasmids MH100, C99- GVP and pRL- CMV. MH100 encodes the up activated sequence ( UAS)

and luciferase. C99- GVP encodes the C- terminal fragment of APP and Gal4/ VP16. pRL- CMV encodes the Renilla luciferase. Immunopre-

cipitation Western blot was used to analyze the A secretion. The expression of the reporter gene in the cell lysates was assayed by the method

based on Gal4/ VP16- UAS and Dual- Luciferase reporter gene system. Results: Luciferase activities detected by the Gal4/ VP16- UAS and

Dual- Luciferase reporter gene assay system were increased by GM1, in parallel with the increase of A secretion detected by immunoprecipitation

Western blot. - Secretase Inhibitor IX inhibited the secretion of A and it also decreased luciferase activities in a dose dependent manner.

Conclusion: The assay based on Gal4/ VP16- UAS and Dual- Luciferase reporter gene is effective and reliable for detecting the activity of -

secretase with sensitivity and quantitation, which is helpful to the researches of pathomechanism and therapy of Alzheimer s disease.
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阿尔茨海默症( Alzheimer s disease, AD)是一种病因不明,

以进行性痴呆为主要临床特征的大脑退行性疾病。老年斑

( senile plaque)是AD的主要病理特征之一, 其主要成分是 -

淀粉样蛋白( Amyloid - protein, A )。既往研究证实 A(与 AD

的发生发展密切相关[ 1- 3]。A 是由淀粉样前体蛋白( amyloid

precursor protein, APP) 经过 - 和 - 分泌酶切割而产生

的[ 4, 5]。其中, - 分泌酶在 APP穿膜区外 28 个氨基酸的位置

切割 APP,产生一个大的 N端片段和含有 A 片段的99 个氨基

酸的跨膜片段 C99, C99 再经过 - 分泌酶在 A 序列第 40/ 42

位氨基酸水解, 产生39- 42个氨基酸的肽段 A 和另一胞内片
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段( APP intracellular domain, AICD) [ 2]。研究证明较长的 A(更

易于聚积,并在老年斑形成过程中起到种子作用[ 6, 7]。 - 分

泌酶作为A(生成的最后一个关键酶, 决定了 A 片段的长短。

开发针对特异性 - 分泌酶的抑制剂, 是治疗 AD 的方向之

一[8]。目前尚缺乏有效的方法检测 - 分泌酶的活性,因此建

立一种高效、快速的检测 - 分泌酶活性的方法, 为筛选 -

分泌酶抑制剂提供一个有效的工具,将有助于 AD的病理机制

和临床治疗研究。

研究表明, Gal4- UAS 系统广泛应用于蛋白质相互作用,

Gal4只有与 UAS 结合时, 方能激活下游基因的转录。在 Gal4/

VP16- UAS 系统中 VP16 替换了 Gal4的激活部位, 具有更强的

激活功能。双荧光素酶报告基因系统具有机制明确、快速高

效等优点。本研究拟整合这两种系统建立一个基于 Gal4/ vp16

- UAS 和双荧光素酶报告基因系统的 - 分泌酶活性检测方

法,并用 - 分泌酶激活剂 GM1 和功能性抑制剂 IX 验证这种

方法的可靠性。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 细胞株和质粒 稳定转染人类基因 APP的 C 末端 99

个氨基酸和信号肽 SP的 SH- SY5Y细胞( SH- SY5Y C99)由德

国海德堡大学分子生物学中心馈赠。质粒 C99- GVP、MH100

是由瑞典斯德哥尔摩诺贝尔医学学会 Nusland 教授惠赠。质

粒 C99- GVP 是在 pcDNA3. 1 上克隆人类基因 APP 的 C 末端

C99和 DNA结合/激活结构域 Gal4/ VP16。质粒 MH100 编码萤

火虫荧光素酶基因和上游激活序列 UAS。海肾荧光素酶质粒

pRL- CMV购自 Promega公司。

1. 1. 2 试剂和仪器 转染试剂购自 Invitrogen 公司。转染用

的质粒用QIAGEN 质粒小提试剂盒提取。MEM/ F12 培养基购

自GibcoBRL 公司。鼠抗人 A 1- 16 单克隆抗体 WO2 由德国

海德堡大学分子生物学中心馈赠。功能性 - 分泌酶抑制剂

IX购自 Calbiolcam 公司。双荧光素酶报告基因检测试剂盒购

自 Promega 公司。辣根过氧化物酶偶联抗鼠 IgG 购于中山生

物技术有限公司。ECL 试剂购自 Amersham 公司。CO2 培养箱

(贺利氏, 德国 ) , VeritasTM 微孔板光度计( Turner Biosystem, 美

国)。

1. 2 方法

1. 2. 1 细胞培养及处理 SH- SY5Y C99细胞的培养液成分:

MEM / F212 培养基, 10% (体积百分比 )灭活胎牛血清, 1% (体

积百分比)非必需氨基酸, 200mmol/ L 谷氨酰胺, 0. 4mg / L潮霉

素B。在37 、5% CO2条件下培养。于转染前 1d 将细胞接种

到24 孔板培养, 实验当天细胞生长面积达 70% , 每个孔加

200ng MH100, 100ng C99- GVP, 2ng 海肾荧光素酶质粒 pRL-

CMV,以空质粒 pcDNA3. 1为对照,按照 Lipofectamine 转染说明

操作,转染至 SH- SY5Y C99。转染 24小时后弃培养液,用 1

PBS ( pH 7. 4) 洗涤后, 分别加入无血清培养液 1. 0mL, 其中 3

个实验组分别加入质量浓度为 1、10 和 50mg/ L 的GM1,对照组

加入等体积的无菌超纯水, 另一个实验组加入 -分泌酶抑制

剂,对照组加入等体积的无菌超纯水, 继续培养 6h, 收集细胞

培养液供免疫沉淀Western blot 用, 细胞进行下一步的双荧光

素酶报告基因检测。

1. 2. 2 双荧光素酶报告基因检测 收集培养液后,用 1 PBS

( pH 7. 4)清洗细胞,每孔加入 100 l 双荧光素酶检测试剂盒中

的细胞裂解液, 进行细胞裂解收集。取 20 l 细胞裂解产物, 进

行目的报告基因荧火虫荧光素酶及内对照海肾素荧光素酶检

测,计算荧火虫荧光素酶的表达值与内对照肾素荧光素酶表

达值的比值。

1. 2. 3 免疫沉淀及Western blot 检测培养液中 A 含量 将各

组细胞培养液于 2700r/ min 离心 15min,取上清各加入抗 A 单

克隆抗体( WO2) 6 L, 蛋白质G- agarose( Sigma) 35 L,于 4 旋

转混合过夜, 2700 r/ min 离心 10min 后弃上清, 沉淀物用 1

PBS ( pH 7. 4) 洗涤 3 次, 加入蛋白电泳上样缓冲液 25 L, 于

97 变性 10 min,短暂离心, 取上清上样。用 10% (质量分数 )

Tris- Tricine 凝胶电泳后, 将蛋白质通过电转移法转移至硝酸

纤维素膜( 385 mA, 40 min)。将硝酸纤维素膜置于 1 PBS ( pH

7. 4)中煮沸 5min 以增加蛋白信号, 用 5%脱脂奶粉( PBS 溶解 )

封闭 1h, 1 PBS 漂洗 3 次, 每次 5min, 加入单克隆抗体 WO2

(用 PBS 稀释, 1 2000) , 室温下孵育 1h, 1 PBS( pH 7. 4)漂洗 3

次,加入辣根过氧化物酶偶联抗鼠 IgG(用 PBS 稀释, 1 2000) ,

室温孵育 1h, 用 PBS 漂洗后以 ECL 系统检测蛋白条带。目的

蛋白条带的光密度分析用 Bio- Rad 凝胶成像系统的 Ge-l

doc2000 分析,并进行统计学分析。

1. 3 统计学方法

所有数据用均值 标准差( x s)表示, 用 SPSS 10. 0 的单

因素方差分析和 Bonferroni多重比较检验统计分析。p< 0. 05

为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 GM1 引起 - 分泌酶活性的升高:

SH- SY5Y C99细胞在不同浓度的 GM1 作用 6 小时, 用免

疫沉淀Western blot检测培养液中 A 的分泌。结果表明, 细胞

培养液中的 A 随着 GM1浓度的升高而增加(图 1)。6 次独立

实验均得到相同结果, 经单因素方差分析和 Bonferroni多重比

较检验显示 10 M, 50 MGM1 处理组细胞分泌 A 的量与对照

组均明显升高。与对照组相比,加入 10 M GM1 后 A(的生成

增加了 2. 98( 0. 41倍, 加入 50 M GM1 后 A 的生成增加了 4. 3

0. 79 倍,差异有统计学意义( p< 0. 01)。
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图 1 免疫沉淀Western blot法检测 GM1促进 SH- SY5Y C99细胞分

泌A

Figure 1 A secretion in SH- SY5Y C99 cells was increased by GM1 signif-

icant ly

A, 1, treated with 0 M GM1; 2, t reated with 1 GM1; 3, treated with

10 M GM1;4, t reated with 50 M GM1

B, n= 3, * * p< 0. 01 versus 0 M GM1

2. 2 GM1 对报告基因表达结果的影响:

图 2显示, GM1 与荧光素酶基因的表达存在明显的剂量

- 反应关系。经单因素方差分析和 Bonferroni多重比较检验,

加入 10 M, 50 MGM1 后荧光素酶基因的表达与对照组的差异

具有显著性 ( p< 0. 01)。

图 2 GM1对报告基因表达的影响

Figure 2 Ef fects of GM1 on the luciferase act ivity

n= 6, p< 0. 01 versus 0 M GM1

2. 3 功能性 - 分泌酶抑制剂 IX对 A 分泌的影响:

加入功能性 - 分泌酶抑制剂 IX后, A 的生成显著减少

(图 3)。在 0. 1 M 处理组, A 的生成明显减少( p< 0. 001) , 在

0. 3 M 处理组, A 的生成几乎检测不到。

图 3 免疫沉淀 Western blot 法检测功能性 - 分泌酶抑制剂 IX 抑

制 SH- SY5Y C99细胞分泌 A

Figure 3 A secret ion in SH- SY5Y C99 cells was decreased by Inhibitor IX

A, 1, t reated with 0 M Inhibitor IX; 2, treated with 0. 1 M Inhibitor IX;

3, treated with 0. 2 M Inhibitor IX; 4, treated with 0. 3 M Inhibitor IX

B, n= 3, * * p< 0. 01, * * * p< 0. 001 versus M Inhibitor IX

2. 4 功能性 - 分泌酶抑制剂 IX 对报告基因表达结果的影

响:

图 4 功能性 - 分泌酶抑制剂 IX对报告基因表达的影响

Figure 4 Effects of Inhibitor IX on the luciferase activity

n= 6, * * * p< 0. 001 versus 0 M Inhibitor IX

从图 4 可见,荧光素酶基因的表达随着功能性 - 分泌酶

抑制剂 IX浓度的升高而降低, 在 0. 1 ( M处理组, 荧光素酶基

因的表达明显降低( p< 0. 001) ,而在 0. 3 M 处理组, 荧光素酶

基因的表达的降低具有非常显著性, 与抑制剂对 A(的生成影

响一致。
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3 讨论

A(是阿尔茨海默病( AD )的主要病理特征老年斑的主要

组成成份, 抑制 A 生成是 AD 治疗中处于核心地位的上游治

疗措施, 而 - 分泌酶是 A 的生成过程中的关键酶, 因此, 对

于 - 分泌酶的研究成为 AD 的研究热点和重点之一。文献

报导的检测方法,主要是根据终产物 A 的产量和抑制剂的作

用来判断 - 分泌酶活性[ 9, 10]。但这些方法操作繁杂,影响因

素多并且不能定量,不易进行高通量的筛选。

本文所建立的基于 Gal4/ VP16- UAS 和双荧光素酶报告

基因系统的检测方法,是将 Gal4/ VP16 与APP的 C末端 C99 融

合成质粒 C99- GVP, 在细胞内经过 - 分泌酶水解后, 包括

Gal4/ VP16的胞内片段转入核中, 与上游激活序列 UAS 结合,

从而促进了下游荧光素酶基因的表达。与传统方法相比, 本

研究方法具有以下几方面 的优点: 首先, 活性酵母转录因子

Gal4只能在识别 UAS 时才能激活目标基因, 使启动子下游基

因转录,故该方法有较强的特异性; 其次, VP16 具有很强的激

活功能,易于激活下游荧光素酶基因的表达, 因此该方法灵敏

性较高; 第三,双荧光素酶报告基因系统本身具有方便、灵敏

和高通量的特点。Karlstrom 等采用 Gal4/ VP16- UAS 和单荧光

素酶基因报告系统有效检测出缺失 PS1 的胚胎干细胞中 -

分泌酶的活性
[11]

, 本研究应用 Gal4/ VP16- UAS 和双荧光素酶

基因报告系统检测神经瘤细胞 - 分泌酶的活性,并应用免疫

沉淀Western Blot方法进一步验证了该检测方法的可行性。

本文采用 - 分泌酶的激活剂和功能性抑制剂对该检测

方法进行验证。GM1 是 - 分泌酶的激活剂, 在 APP产生 A

的过程中只作用于 - 分泌酶而对 - 和 - 分泌酶不产生影

响[12]。本研究用不同浓度的 GM1 作用于 SH- SY5Y C99 细

胞,用免疫沉淀Western blot 法检测 GM1 促进了 - 分泌酶活

性,同时用本文建立的方法检测到荧光素酶报告基因表达相

应升高。另外, 用功能性 - 分泌酶抑制剂 IX 作用于 SH -

SY5Y C99 细胞,用本方法检测到 - 分泌酶活性相应降低, 与

免疫沉淀Western blot法的结果一致, 进一步验证了这种方法

的可靠性。

综上所述,本研究建立的基于 Gal4/ VP16- UAS 和双荧光

素报告基因系统的检测 - 分泌酶活性的方法是可行的, 具有

特异性强、灵敏度高、高通量等特点, 为进行 - 分泌酶抑制剂

的筛选提供了一个较好的方法。
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