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　　［摘要］　目的　对人β位点裂解酶１（ＢＡＣＥ１）基因核心启动子进行克隆，构建携带ＢＡＣＥ１基因启动子的荧光素酶报告载

体，筛选稳定表达细胞株并分析其转录活性。方法　提取人胚肾 ＨＥＫ２９３细胞基因组ＤＮＡ，以其为模板，ＰＣＲ扩增ＢＡＣＥ１核心

启动子（－６９１～＋６７）并克隆至荧光素酶报告载体ｐＧＬ４．２１中，构建ＢＡＣＥ１基因启动子荧光素酶报告载体ｐＧＬ４．２１ＢＡＣＥ１，将

其转染 ＨＥＫ２９３细胞（无启动子的ｐＧＬ４．２１载体作阴性对照），利用嘌呤霉素筛选稳定表达株后检测其转录活性。结果　成功扩

增到７５８ｂｐ的ＢＡＣＥ１核心启动子，ｐＧＬ４．２１ＢＡＣＥ１载体经双酶切鉴定正确；ＨＥＫ２９３细胞被该载体转染后经嘌呤霉素筛选得

到６株稳定表达ＢＡＣＥ１启动子的细胞株，其转录活性分别是对照组（ＨＥＫ２９３／ｐＧＬ４．２１）的（１３４．７±２２．３）、（６３４．０±１３．９）、

（４３７．６±６．１）、（８０５．５±５．５）、（４９２．８±５９．１）、（１０２１．１±４６．６）倍（犘＝０．００１）。结论　成功构建了人ＢＡＣＥ１基因启动子荧光素

酶报告载体。

［关键词］　β位点裂解酶１；核心启动子；荧光素酶报告载体；高通量药物筛选
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种神经退行

疾病，近年来其发病率不断增高。现有许多证据支持淀粉样蛋

白（ａｍｙｌｏｉｄｂｅｔａ，Ａβ）的沉积是 ＡＤ主要致病机制之一
［１］。因

此，减少 Ａβ沉积成为治疗 ＡＤ的一条重要途径。β位点裂解

酶１（ＢＡＣＥ１）是体内主要的β分泌酶，是裂解淀粉样前体蛋白

（ＡＰＰ）产生Ａβ的限速酶。Ａβ具有神经毒性，可引起神经突

触功能障碍、神经元丢失，进而导致认知功能受损［２］。研究表

明，在小鼠脑内注射ＢＡＣＥ１的小干扰ＲＮＡ可减轻 ＡＰＰ转基

因小鼠的Ａβ沉积和提高认知功能
［３６］，这说明抑制ＢＡＣＥ１表

达会改善 Ａβ相关的认知功能障碍，因此β分泌酶ＢＡＣＥ１被

作为开发ＡＤ药物的潜在靶点。

目前，ＢＡＣＥ１基因单核苷酸多态性与 ＡＤ发病是否相互

作用尚未定论［７８］，而针对ＢＡＣＥ１分子的靶向治疗有望为治

疗ＡＤ提供新思路，但对于ＢＡＣＥ１分子的上游调控机制仍不

清楚。为此本试验通过克隆人ＢＡＣＥ１基因核心启动子区，构

建荧光素酶报告系统并筛选其稳定表达细胞株，为进一步研究

ＢＡＣＥ１基因转录调控、多态性分析及其高通量药物筛选提供

有力工具。

１　材料与方法

１．１　材料　人胚肾 ＨＥＫ２９３细胞为本实验室保存；Ｐｈａｎｔａ

ＨＳ高保真ＤＮＡ聚合酶购自Ｖａｚｙｍｅ公司；限制性内切酶、Ｔ４

ＤＮＡ连接酶购自ＮＥＢ公司；无内毒素质粒抽提试剂盒、胶回

收试剂盒、荧光素酶报告质粒ｐＧＬ４．２１、荧光素酶检测试剂购

自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＴＲＩｚｏｌ、脂质体２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；

ＤＭＥＭ培养基、ＯｐｔｉＭＥＭ 培养基、胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公

司；嘌呤霉素、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自Ｓｉｇｍａ公司；感受态细
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胞ＤＨ５α购自北京鼎国公司；引物由上海英骏生物技术有限公

司合成。其余试剂为进口分析纯。

１．２　方法

１．２．１　人基因组模板的制备　取对数生长期的 ＨＥＫ２９３细

胞，采用ＴＲＩｚｏｌ法
［９］提取基因组ＤＮＡ，置于－２０℃保存备用。

１．２．２　人ＢＡＣＥ１基因启动子的扩增　以基因组ＤＮＡ为模

板，采用ＰｈａｎｔａＨＳ高保真 ＤＮＡ聚合酶以特异性引物扩增

ＢＡＣＥ１基因上游约７５８ｂｐ的核心启动子（－６９１～＋６７）区，

上游引物：５′ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＣＡＧＣＣＡＴＴＴＣＴＣＣＴＣＡＧＴ

ＣＴＧ３′，下游引物：５′ＣＣＧＣＴＣＣＴＣＧＡＧＴＣＡＧＧＣＣＡＣ

ＣＡＴＡＡＴＣＣＡＧＣＴ３′，下划线分别为 ＮｈｅＩ和ＸｈｏＩ酶切位

点。ＰＣＲ反应体系为：１０×ＰＣＲ缓冲液３．０μＬ，ｄＮＴＰｓ１．０

μＬ，上下游引物各０．５μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），ＰｈａｎｔａＨＳ酶０．５μＬ，

基因组 ＤＮＡ３．０μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ补至３０．０μＬ。反应条件：

９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５６℃退火６０ｓ，７２℃延伸

３０ｓ，共３０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ，ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝

胶电泳鉴定。

１．２．３　ＢＡＣＥ１基因启动子荧光素酶报告载体的构建　ＰＣＲ

产物和ｐＧＬ４．２１载体经 ＮｈｅＩ和ＸｈｏＩ双酶切后，在Ｔ４ＤＮＡ

连接酶作用下１６℃连接过夜并转化入ＤＨ５α感受态细胞，挑

取２个氨苄青霉素筛选的阳性克隆。再经 ＮｈｅＩ和ＸｈｏＩ双酶

切鉴定后送上海英骏公司测序，测序正确的命名为ｐＧＬ４．２１

ＢＡＣＥ１，提取质粒后－２０℃保存备用。

１．２．４　细胞培养及稳定表达株的筛选　ＨＥＫ２９３细胞培养于

含有１０％胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素

的 ＤＭＥＭ培养基，置于３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中培养。将

汇合度约８０％的 ＨＥＫ２９３细胞以４×１０５ 接种６孔板，待细胞

贴壁生长至约７０％～８０％汇合度时进行转染。用ＯｐｔｉＭＥＭ

培养基分别稀释载体ｐＧＬ４．２１ＢＡＣＥ１（每孔５μｇ）和脂质体

（每孔５μＬ）（单独转染ｐＧＬ４．２１作为阴性对照组），室温孵育

５ｍｉｎ，载体和脂质体混合后室温孵育２０ｍｉｎ，加入ＨＥＫ２９３细

胞中，３７ ℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中培养。转染后４８ｈ采用

１μｇ／ｍＬ浓度的嘌呤霉素筛选，筛选第１４天时采用９６孔板有

限稀释法克隆化，待单细胞长满后转至２４孔板继续培养，然后

依次转至１２孔板、６孔板及１０ｃｍ培养皿继续扩大培养（此过

程２～３个月）。得到来自６株单克隆扩大培养的稳定表达细

胞株，用化学发光仪检测其转录活性。选取荧光强度最高的进

行后续试验并命名为 ＨＥＫ２９３／ｐＧＬ４．２１ＢＡＣＥ１（阴性对照组

命名为 ＨＥＫ２９３／ｐＧＬ４．２１）。

１．２．５　荧光素酶活性测定　荧光素酶活性测定按照荧光素酶

活性检测试剂盒说明书进行操作。简单来说，将 ＨＥＫ２９３／

ｐＧＬ４．２１ＢＡＣＥ１和 ＨＥＫ２９３／ｐＧＬ４．２１（阴性对照组）细胞以

２×１０４ 接种９６孔板（各３个重复孔），培养２４ｈ后每孔加与培

养基等体积的 ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅａｇｅｎｔ，轻轻混匀。室温裂解１０

ｍｉｎ后在化学发光仪Ｇｌｏｍａｘ９６（Ｐｒｏｍｅｇａ）中测量萤火虫荧光

素酶活性。

１．３　统计学处理　采用ＳＡＳ１４．０的统计软件进行统计分析，

计量资料用狓±狊表示，采用Ｅｘｃｅｌｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ狋检验分析，检验

水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＢＡＣＥ１基因启动子扩增产物的鉴定　提取 ＨＥＫ２９３细胞

基因组ＤＮＡ，以其为模板进行ＰＣＲ扩增ＢＡＣＥ１基因上游长度

７５８ｂｐ的核心启动子（－６９１～＋６７），ＰＣＲ产物经１％琼脂糖电

泳可见大小约７５８ｂｐ的条带，与目的片段大小相符，见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡ相对分子质量标准；泳道１～５：ＢＡＣＥ１基因启动子。

图１　　ＢＡＣＥ１基因启动子的ＰＣＲ扩增

２．２　荧光素酶报告载体ｐＧＬ４．２１ＢＡＣＥ１的构建与鉴定　

７５８ｂｐ的ＰＣＲ产物与携带萤火虫荧光素酶基因的ｐＧＬ４．２１

分别以ＮｈｅＩ和ＸｈｏＩ双酶切，连接并转化ＤＨ５α后挑取２个阳

性克隆子。经 ＮｈｅＩ和 ＸｈｏＩ双酶切后可见大小约５５３２ｂｐ

（ｐＧＬ４．２１）与７５８ｂｐ（ＢＡＣＥ１启动子）的２个片段出现（图

２Ａ）。测序验证也正确，这说明本研究成功构建携带ＢＡＣＥ１

启动子的荧光素酶报告载体，见图２Ｂ。

　　Ａ：荧光素酶报告载体 ｐＧＬ４．２１ＢＡＣＥ１的酶切鉴定；Ｂ：携带

ＢＡＣＥ１基因启动子的荧光素酶报告载体结构图。Ｌｕｃ２Ｐ：萤火虫荧光

素酶基因；ＰＳＶ４０：ＳＶ４０启动子；Ｐｕｒｏ：嘌呤霉素抗性基因；１：１号克隆

子；２：２号克隆子。

图２　　荧光素酶报告载体ｐＧＬ４．２１ＢＡＣＥ１

的鉴定及结构图

２．３　构建稳定表达 ＢＡＣＥ１启动子的细胞系　ｐＧＬ４．２１

ＢＡＣＥ１和阴性对照ｐＧＬ４．２１转染 ＨＥＫ２９３细胞（６孔板）后

４８ｈ，培养基中加入嘌呤霉素进行稳定筛选。培养第１４天时

采用有限稀释法克隆化，最后筛选得到６株单克隆稳定表达细

胞株 ＨＥＫ２９３／ｐＧＬ４．２１ＢＡＣＥ１（克隆子１～６）。

２．４　稳定表达细胞株具有转录活性　本研究对筛选到的６株

稳定表达细胞株进行荧光素酶活性检测（把阴性对照组

ＨＥＫ２９３／ｐＧＬ４．２１的荧光值看作１）。结果表明，克隆子１～６

均具有较强的荧光活性，其荧光值分别为对照组（ＨＥＫ２９３／

ｐＧＬ４．２１）的（１３４．７±２２．３）、（６３４．０±１３．９）、（４３７．６±６．１）、

（８０５．５±５．５）、（４９２．８±５９．１）、（１０２１．１±４６．６）倍（犘＝

０．００１）。其中，６号克隆子荧光活性最强，作为后续试验使用。

３　讨　　论

　　ＢＡＣＥ１是人体内唯一的β分泌酶，它能剪切 ＡＰＰ生成
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Ａβ，且在ＡＤ患者脑中，Ａβ是淀粉样炎症斑的主要组成成分，

Ａβ沉积在ＡＤ的发生、发展中起着关键作用。抑制ＢＡＣＥ１活

性以降低Ａβ生成成为治疗ＡＤ的靶点。目前对ＡＤ治疗的研

究均致力于开发 β和 γ分泌酶抑制剂，以抑制 Ａβ的产

生［１０１３］，但是ＡＰＰ还可以被α和γ分泌酶裂解产生可溶性且

具有神经营养和神经保护作用的ｓＡＰＰα片段。所以非特异性

地抑制γ分泌酶会导致生理功能紊乱
［１４］。有报道称在 ＡＤ发

病过程中，Ａβ随着ＢＡＣＥ１的上调而增多，并与 ＡＤ发病呈正

相关［１５］；用ＢＡＣＥ１ｓｉＲＮＡ处理神经干细胞后Ａβ产生明显减

少［６］。ＢＡＣＥ１过表达或活性增强可能导致Ａβ过度产生，最终

诱导认知功能损伤。因此，针对ＢＡＣＥ１的靶向治疗可能成为

治疗ＡＤ的一种新途径
［１０１２］。因此，构建携带ＢＡＣＥ１基因的

荧光素酶报告载体来研究ＢＡＣＥ１基因的调控和功能具有重

要意义。

利用荧光素酶报告载体研究启动子对下游基因的调控，可

以避免下游基因表达产物对启动子的干扰，能较好地反映外在

因素对调控序列的影响。近年来，利用荧光素酶报告基因载体

的药物筛选方法得到广泛应用。本试验通过克隆人ＢＡＣＥ１

基因核心启动子，构建萤火虫荧光素酶报告载体ｐＧＬ４．２１

ＢＡＣＥ１，并成功筛选到６株稳定表达该启动子的 ＨＥＫ２９３细

胞株。本研究构建的 ＨＥＫ２９３／ｐＧＬ４．２１ＢＡＣＥ１细胞株具有

较强的转录活性，虽然比瞬时转染时的转录活性低１～２个数

量级，但是稳定表达更利于药物的高通量筛选，减少了组间

差异。

综上所述，本试验成功构建ＢＡＣＥ１启动子驱动的荧光素

酶报告载体，并筛选到了稳定表达细胞株，将为高通量药物筛

选及进一步研究ＢＡＣＥ１基因的转录调控提供重要的细胞学

研究手段。
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《重庆医学》对临床研究论文医学伦理学要求

凡投本刊的临床研究论文（主体是以人为研究对象），作者应说明其遵循的程序是否符合负责人体试验的委员会（单位

性的、地区性的或国家性的）所制订的伦理学标准，并提供（上传）该委员会的批准文件复印件及受试对象或其亲属的知情同

意书复印件。
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