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目的
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基因启动子为靶点构建双荧光素酶报告基因载体!建立体外药物筛选细胞模型!并对中草药小分

子化合物进行筛选%方法
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基

因启动子的启动转录活性!并对共转染质粒比例&工具细胞选择等条件进行探索和优化!相关药物处理进行验证%结果
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编码#前者在调节浆细

胞分化发挥重要的转录因子作用#后者由于功能缺陷失去了对

多个靶基因的调控作用#所以传统意义上所说的
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或调控异常时#将使免疫功能紊乱#多克隆
T

细胞激活*多种

自身抗体大量产生#诱发系统性红斑狼疮$
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&*类风湿关节

炎$
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&*多发性硬化*肾小球肾炎*自身免疫性溶血性贫血等

疾病#而干扰
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表达会使相关自身抗体水平降低#抑制
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细胞向浆细胞分化#病情得到缓解#发病延缓'
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)本实验旨在

通过建立以
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基因启动子为靶点的高通量药物筛选模

型寻求
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表达下调剂#在分离提取的中草药免疫活性成

分中进行筛选)包括多糖类*皂苷类*类黄酮类*有机酸类*多

酚类和萜类等多种成分被证明能调节机体免疫功能作用#在免

疫相关疾病的治疗上也收到较好的临床疗效'

)
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)根据相关文

献报道#选取
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基因转录起始位点上游
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和
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序列作为本模型的目标启动子序列#再结合双荧光素酶报

告基因技术#构建
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活性抑制剂细胞筛选模型#双荧光
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"

1%

$美

国
AK3,73T#"Z

B

+87<+

公司产品&检测萤火虫荧光素酶活性%

再加入海肾荧光素酶检测试剂$

Z8"

F

29"

试剂&

$%%

#

]

#将上述

反应猝灭#并启动海肾荧光素酶反应#检测海肾荧光素酶活性)

荧光素酶活性用每组萤火虫荧光素酶活性与海肾荧光素酶活

性的比值来表示$即启动子活性&)

>&?&@

!

药物筛选模型的验证
!

L?@

甲基化抑制剂
5.

氮杂
.1Q.

脱氧胞苷$

5.@C;.>!:

&对
=:LP$

基因启动子有明显的诱导激

活作用'

/

(

)因此#本研究采用
5.@C;.>!:

来验证该筛选方法是

否可以检测
=:LP$

启动子激活效应#同时用
:A.=>:

来检测

T9#<

F

.$<:?@

的表达变化)

>&?&A

!

筛选中草药小分子化合物对
=:LP$

启动子的作用
!

对已有研究报道的对动物体
T

细胞的增殖及抗体生成有调节

作用的中草药小分子提取物'

(.$%

(

#如黄芪$

@+83;

N

;9K+

&*人参皂

苷$

N

#,+7,"+#!7

&*白芍总苷$

A"8;9

N

9KH"+#!7+"G

F

;7",

B

#

A2=

&*

雷公藤多苷$

A3#

F

873

BN

#K<

N

9

B

H"+#!7

#

A6=

&*灵芝多糖$

2;,".

!73<;9KH#!K<

F

"9

B

+;HHD;3#!7+

#

2]=Z

&及青蒿素的衍生物青蒿

琥酯$

@387+K,;87

#

@Zb?

&等#在构建模型的基础上#分别进行

检测其对重组细胞荧光素酶基因活性及
=:LP$

基因启动子

的影响)

>&?&B

!

以
PAA

法检测对构建药物筛选模型所需细胞系生长

曲线的影响
!

取生长状态良好的
b1))

细胞#以每孔
5^$%

'

接种
()

孔板中#实验组分别加入不同浓度筛选出的能抑制

=:LP$

基因启动子活性的小分子化合物)每
10

小时进行

PAA

法测定
5)%,<

处吸光度值$

G%

值&#并连续记录
)!

#以

培养时间为横轴#

G%

值为纵轴#做不同药物对
b1))

细胞生长

曲线的影响)

>&@

!

统计学处理
!

采用
23;

F

D

F

;!5&%

软件进行单因素方差分

析#计量资料以
Kg2

表示#样本均数间的比较采用
]ZL.7

检

验#以
!

%

%&%5

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

=:LP$

基因启动子序列的克隆*鉴定及表达载体的构

建
!

从
1('A

细胞中提取总
L?@

为模板
=>:

扩增出
=:LP$

基因的启动子片段#通过琼脂糖凝胶电泳成像显示在约
1)-
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4

F

*

$15-4

F

处有特异性条带#与
=:LP$

启动子目的片段大

小一致$图
$@

&)纯化的
=>:

产物送至上海生工生物公司进

行
L?@

测序#结果显示与
27,T;,e

中登录的
=:LP$

基因序

列完全一致)构建的重组载体
F

2]'.=:LP$

#

=:LP$

启动子

1)-4

F

*

$15-4

F

成功插入到
F

2]'.T;+#H

载体中$图
$T

*

>

&)

?&?

!

选取荧光素酶表达活性更高的模型进行优化
!

由于细胞

的共转染效率受脂质体的量*脂质体与
L?@

的比例#两种质

粒之间的比例和宿主细胞等多种因素的影响#为了获得较强的

启动子活性#对
F

2]'.=:LP$

与
F

:].Ad

共转染比例进行探

索#设置
F

2]'.=:LP$

与
F

:].Ad

的转染比例为
$i$

*

1i$

*

0i$

及
/i$

分别瞬时转染
1('A

*

b1))

*

@:R--

细胞#以

F

2]'.T;+#H

*

F

2]'.>",83"9

作为阴*阳性对照#每次实验设两复

孔#并重复
'

次)两段不同长度启动子构建的荧光素酶报告载

体
F

2]'.=:LP$

$

1)-4

F

"

$15-4

F

&且与内参质粒
F

:].Ad

在

转染不同细胞株时均以
1i$

共转染比例时的荧光素酶表达活

性更高$图
1@

"

>

&#且以
$15-4

F

长度启动子构建的荧光素

酶报告载体转染
b1))

细胞系荧光素酶表达活性最高$图

1L

&#因此以
F

2]'.=:LP$

$

$15-4

F

&转染
b1))

细胞为最终

选定的荧光素酶报告载体细胞筛选模型#且与内参质粒
F

:].

Ad

以
1i$

的比例共转染进行后续实验)

!!

@

!

=:LP$

基因启动子的克隆片段%

T

*

>

!构建的重组载体后经双限制性内切酶切后的片段%

P

!

P;e73L]$%%%%

%

$

"

!

=:LP$

启动子片段

$

1)-4

F

&%

1

"

!

=:LP$

启动子片段$

$15-4

F

&%

$

!

=:LP$

启动子$

$15-4

F

&%

$Q

!

=:LP$

启动子$

1)-4

F

&%

1

*

1Q

!

F

2]'.T;+#H

%

'

*

'Q

!重组载体
F

2]'.

=:LP$

$

$15-4

F

"

1)-4

F

&%

0

!

$15-4

F

启动子构成的重组载体酶切后
F

2]'.=:LP$

"

5#$8

(

h-

:

$

'

$

0/%%4

F

h$15-4

F

&%

0Q

!

1)-4

F

构成的重

组载体酶切后
F

2]'.=:LP$

"

J>/

'

h5#$8

(

$

0/%%4

F

h1)-4

F

&)

图
$

!!

=:LP$

基因启动子的克隆片段及酶切片段

!!

@

!

1('A

细胞%

T

!

R(1(

细胞%

>

!

b1))

细胞%

L

!各组相对荧光活性)

图
1

!!

各组相对荧光活性比较

?&@

!

不同药物对
=:LP$

启动子的诱导作用

?&@&>

!

药物筛选模型的验证
!

用
%&5

*

$

*

1

*

0

#

<"9

"

]

的
5.

@C;.>!:

处理重组的
b1))

细胞筛选模型#与
%

#

<"9

"

]5.@C;.

>!:

相比#增加
5.@C;.>!:

的刺激#荧光强度及
=:LP$

基因

启动子的活性呈剂量依赖性增强#见图
'

)用
:A.=>:

检测

T9#<

F

.$<:?@

的表达水平也与之对应#随
5.@C;.>!:

剂量增

加而表达增加#各剂量组
T9#<

F

.$

基因
<:?@

分别为
%&-1'g

%&$1$

*

%&(50g%&%$$

*

$&(/-g%&$15

*

'&%$1g%&1$'

*

0&5)1g

%&%(-

#比较差异有统计学意义$

!

%

%&%5

&)该筛选方法可以

用于筛选针对
=:LP$

基因的小分子抑制剂的研究#双荧光素

酶报告基因法检测
=:LP$

基因启动子活性具有极高的灵敏

性)该方法可以采用微孔板处理细胞并直接测定荧光强度#可

以高通量筛选针对
T9#<

F

.$

的免疫抑制药物)

?&@&?

!

不同浓度青蒿琥酯和白芍总苷对
=:LP$

启动子活性

的影响
!

经过反复的筛库工作及不断地重复和确定#最终得到

对
=:LP$

启动子活性有影响的化合物#分别是对
=:LP$

启

动子抑制作用的青蒿琥酯及对
=:LP$

启动子呈现低浓度增

强*高浓度抑制的白芍总苷)结果显示#与
%

#

<"9

"

]

相比#青

蒿琥酯从
5

#

<"9

"

]

浓度开始对
=:LP$

基因启动子活性呈明

显降低$

!

%

%&%5

&#在
1%

#

<"9

"

]

浓度时降到最低%白芍总苷

呈现小剂量促进
=:LP$

启动子活性#高剂量抑制
=:LP$

基

因启动子活性)见图
0

)

?&@&@

!

PAA

法检测青蒿琥酯和白芍总苷对
b1))

细胞生长

增殖的影响
!

青蒿琥酯低剂量$

&

1%

#

<"9

"

]

&#其对细胞生长

增殖影响较小#生长抑制率小于或等于
$%&5\

%再增加剂量

时#细胞毒性较明显#

ML

值显著小于
%

#

<"9

"

]

组$

!

%

%&%$

&#

生长增殖明显受抑制)白芍总苷对细胞生长增殖的影响较复

杂#

&

5

#

<"9

"

]

时#对细胞生长增殖的影响较小#对
=:LP$
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启动子起增强激活的作用%

'

1%

#

<"9

"

]

时#荧光强度明显减

弱#对细胞生长增殖的抑制较明显#生长抑制率大于或等于

'$&'\

)见表
$

*

1

)

图
'

!!

在
b1))

细胞中不同浓度的
5.@C;.>!:

对
=:LP$

基因启动子活性的影响

!!

@

!青蒿琥酯%

T

!白芍总苷)

图
0

!!

不同浓度青蒿琥酯和白芍总苷对
=:LP$

启动子活性影响

表
$

!!

青蒿琥酯对
b1))

细胞生长增殖的影响

青蒿琥酯浓度
G%

值$

Kg2

& 生长抑制率$

\

&

%

#

<"9

"

] %&((5g%&%$/ %

5

#

<"9

"

] %&(-(g%&%$$ $&)%

$%

#

<"9

"

] %&(1'g%&%1% -&1'

1%

#

<"9

"

] %&/(5g%&%55 $%&%5

'%

#

<"9

"

] %&)$$g%&%0-

"

'/&5(

5%

#

<"9

"

] %&'-/g%&%-1

"

)1&%$

!!

"

!

!

%

%&%$

#与
%

#

<"9

"

]

比较)

表
1

!!

白芍总苷对
b1))

细胞增殖生长的影响

白芍总苷浓度
G%

值$

Kg2

& 生长抑制率$

\

&

%

#

<"9

"

] %&((/g%&%$$ %

5

#

<"9

"

] %&/()g%&%$5 $%&1

$%

#

<"9

"

] %&-(5g%&%$1 1%&'

1%

#

<"9

"

] %&)/5g%&%1$

"

'$&'

'%

#

<"9

"

] %&5$0g%&%1$

"

0/&0

5%

#

<"9

"

] %&1-%g%&%15

"

-1&(

!!

"

!

!

%

%&%$

#与
%

#

<"9

"

]

比较)

@

!

讨
!!

论

T9#<

F

.$

在促进
T

细胞分化中起着关键作用#主要通过
'

个基因表达程序诱导了浆细胞发育'

$$.$1

(

!$

$

&

T9#<

F

.$

阻断
T

细胞增生程序#主要包括直接抑制
H.<

B

H

#下调
Y1O.$

及抗凋

亡基因
@$

#上调
H!e

抑制子
F

$/

和
F

1$

%$

1

&

T9#<

F

.$

上调促使

_

N

分泌的基因#包括
_

N

重链及轻链基因*

S

链*

fT=.$

等%$

'

&

T9#<

F

.$

下调在形成生发中心和
T

细胞激活中起重要作用的

基因#包括
=;E.5

*

TH9.)

*

@_L

*

T>:

信号转导相关基因等)以

=:LP$

基因启动子为靶点的抑制性分子将可能通过抑制浆

细胞分化及抗体的产生#用于抗体所致自身免疫性疾病的治

疗#并且由于成年后
=:LP$

的表达局限于生发中心晚期的
T

淋巴细胞和浆细胞'

'

(

#在其他组织器官无表达#以
=:LP$

为

靶标的药物可能主要影响抗体的产生#而对尚存在补救途径的

正常细胞免疫*固有免疫等免疫功能无太大影响#有可能成为

高度特异*选择性的免疫性疾病治疗药物#为抗体所致免疫性

疾病的治疗提供新的途径)

本研究通过构建重组质粒#转染细胞#双荧光素酶法检测#

成功构建以
=:LP$

基因启动子为靶点的双荧光素酶报告基

因药物筛选模型#根据信号比和灵敏度#确立了实验最佳条件!

选择
F

2]'.=:LP$

和
F

:].Ad

的共转染比例为
1i$

#以

$15-4

F

长度片段为活性较高启动子来构建荧光素酶报告载

体#确定
b1))

细胞为工具细胞进行后续药物筛选实验)鉴于

=:LP$

基因启动子
>

F

2

岛区域存在着较高程度的甲基化#使

=:LP$

基因表达受抑#而
L?@

甲基化抑制剂
5.@C;.>!:

可

诱导
=:LP$

基因去甲基化再诱导转录激活'

$'

(

)因此#本实

验采用
5.@C;.>!:

作为阳性药来验证该筛选方法是否可行#

结果显示
5.@C;.>!:

能明显增强
=:LP$

基因启动子的活性#

并与其
<:?@

的表达变化相符#说明药物筛选模型构建成功)

对现已报道对动物体
T

细胞的增殖及抗体生成有调节作用的

中草药小分子提取物如黄芪*人参皂苷*白芍总苷*雷公藤多

苷*灵芝多糖及青蒿琥酯等
1%%

多种药物进行筛选试验#检测

加入药物后双荧光素酶报告基因活性的表达变化#筛选出青蒿

琥酯能降低荧光强度#抑制
=:LP$

基因启动子活性#而白芍

总苷表现为低剂量促进*高剂量抑制的作用)

青蒿琥酯具有明显地减少
T

细胞过度活化#抑制自身抗

体形成的作用#用于治疗
P:]

"

9

F

3

鼠后#发病延缓#发病程度

减轻#血清抗
!+L?@

抗体和抗
@?@

抗体滴度降低#小鼠脾脏

中
T@OO<:?@

表达水平显著下降#其机制可能是参与体内

T

细胞分化调控的关键环节'

$0

(

)但其是否参与调节
=:LP$

基因的表达及调节的分子机制尚不明了#其对
=:LP$

基因的

下调作用是初始靶点还是其某个上游基因的后继效应呢+ 为

此#本实验在筛选出最佳条件的作用下#加入不同浓度的青蒿

琥酯处理#观察青蒿琥酯是否直接作用于
=:LP$

基因启动

子#结果表明青蒿琥酯呈剂量依赖性抑制
=:LP$

基因启动子

活性#并结合细胞的生长增殖曲线#

&

1%

#

<"9

"

]

浓度时对

=:LP$

基因启动子活性的抑制程度较高且细胞生长状态影

响较小#随着浓度的加大细胞生长增殖明显受抑制#可能与青

蒿琥酯还影响细胞生长增殖的调控有关%白芍总苷也是传统的

免疫调节药物#既能调节
A

细胞免疫#又能调节
T

细胞免疫#

体外实验证实白芍总苷具有低浓度促进和高浓度抑制的双向

调节作用#通过多种途径抑制自身免疫反应#对类风湿关节炎*

系统性红斑狼疮等自身免疫性疾病有确切疗效#其作用机制可

能是通过负调节腹腔巨噬细胞$

=P

&产生
_].$

及产生大量

=2Y1

而抑制
T

细胞增殖分化'

$5

(

)因此本实验也检测了白芍

总苷是否抑制
=:LP$

基因的表达#结果显示小剂量可促进

=:LP$

基因表达#大剂量会抑制
=:LP$

基因启动子活性#而

大剂量时对细胞生长增殖的影响较大#说明白芍总苷抑制

=:LP$

启动子活性可能与细胞毒性有关)

综上所述#本实验构建了重组质粒
F

2]'.=:LP$

#将其与

/00$
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1%$-

年
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期



内参质粒
F

:].Ad

瞬时共转染工具细胞#采用双荧光素酶法

检测基因启动子活性#建立了以
=:LP$

基因启动子为靶点的

药物筛选模型#为筛选以
=:LP$

基因为靶点的免疫抑制药物

提供了一种有效的方法#同时也丰富和发展了中草药小分子提

取物在治疗自身免疫性疾病方面的机制研究#为研发新的免疫

抑制剂奠定基础)
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'重庆医学(杂志对运用统计学方法的有关要求

$&

统计学符号!按
2T''5/X$(/1

,统计学名词及符号-的有关规定#统计学符号一律采用斜体)

1&

研究设计!应告知研究设计的名称和主要方法)如调查设计$分为前瞻性*回顾性或是横断面调查研究&#实验设计

$应告知具体的设计类型#如自身配对设计*成组设计*交叉设计*析因设计*正交设计等&#临床试验设计$应告知属于第几期

临床试验#采用了何种盲法措施等&%主要做法应围绕
0

个基本原则$重复*随机*对照*均衡&概要说明#尤其要告知如何控制

重要非试验因素的干扰和影响)

'&

资料的表达与描述!用
Kg2

表达近似服从正态分布的定量资料#用
B

$

)9

&表达呈偏态分布的定量资料%用统计表

时#要合理安排纵横标目#并将数据的含义表达清楚%用统计图时#所用统计图的类型应与资料性质相匹配#并使数轴上刻度

值的标法符合数学原则%用相对数时#分母不宜小于
1%

#要清楚区分百分率和百分比)

0&

统计学分析方法的选择!对于定量资料#应根据所采用的设
l

计类型*资料所具备的条件和分析目的#选用合适的统计

学分析方法#不应盲目套用
7

检验和单因素方差分析%对于定性资料#应根据所采用的设计类型*定性变量的性质和频数所

具备的条件及分析目的#选用合适的统计学分析方法#不应盲目套用
!

1 检验)对于回归分析#应结合专业知识和散点图#选

用合适的回归类型#不应盲目套用简单直线回归分析%对于具有重复实验数据检验回归分析资料#不应简单化处理%对于多

因素*多指标资料#要在一元分析的基础上#尽可能运用多元统计分析方法#以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内

在联系做出全面*合理的解释和评价)

5&

统计结果的解释和表达!应写明采用统计学方法的具体名称$如!成组设计资料的
7

检验*两因素析因设计资料的方

差分析*多个均数之间两两比较的
P

检验等&#统计量的具体质$如!

7̀ '&05

#

!

1

0̀&)/

#

@ )̀&-(

等&%在用不等式表示
!

值的

情况下#一般情况下选用
!

$

%&%5

*

!

%

%&%5

和
!

%

%&%$'

种表达方式#无须再细分为
!

%

%&%%$

或
!

%

%&%%%$

)当涉及总

体参数$如总体均数*总体率&时#再给出显著性检验结果的同时#应再给出
(5\

可信区间$

DQ

&)
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