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通过双荧光素酶报告基因技术验证
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对大肿瘤抑制因子
+

$

'()*+

%的靶向调控作

用!观察
!"#$%&

在心肌细胞肥大过程中的可能影响&方法
!

运用
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软件预测大鼠
!"#$%&

对
'()*+

的靶向调控作用#以双荧光素酶报告质粒为工具载体!分别插入人工合成的大鼠
'()*+

基因野生型
%78)#

$

'()*+$%78)#$9)

%及突变型
%78)#

$

'()*+$%78)#$:8

%片段!构建
'()*+$%78)#$9)

及
'()*+$%7

8)#$:8

双荧光素酶报告质粒#重组双荧光素酶报告质粒分别与
!"#$%&

过表达质粒共转染
+;%)

细胞!检测

荧光素酶活性并分析
!"#$%&

对
'()*+

的靶向调控作用#血管紧张素
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%诱导体外心肌细胞肥大模型!
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检测
!"#$%&

'
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及心肌细胞肥大基因心房钠尿肽$
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肌球蛋白重链$

"

$:@>

%的表达!

A

肌动蛋白荧光探针观察心肌细胞形态变化&结果
!
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软件预测结果显示!大鼠
!"#$%&

与
'()*+

基

因
%78)#

存在互补结合位点#经酶切及基因测序鉴定!成功构建
'()*+$%78)#$9)

及
'()*+$%78)#$:8

双荧光素酶报告质粒#与
'()*+$%78)#$:8B!"#$%&

组相比!
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组荧光素酶
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组相比!荧光素酶活性显著降低$

-,FGD-,-+!"#&,--D-,-%

!

$

%

-,-&

%#

(6

1!

诱导
GCH

后可检测到心肌细胞肥大基因
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%及
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表达上调$

$
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%!心肌细胞肥大过程中
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表达显著上调$
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基因明显下调$
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后心肌细胞表面积明显增大&结论
!

!"#$%&

可通过与
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基因
%78)#

互补结合实现其对
'()*+

靶向调控作用!

!"#$%&

靶向作用
'()*+

可能参与调

控心肌细胞的肥大&

关键词"双荧光素酶报告基因#
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微小核糖核酸
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大肿瘤抑制因子
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靶向调控#
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心肌细胞肥大
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研究发现#大肿瘤抑制因子
+

%

'()*+

&可通过调

节心肌细胞的生长和凋亡来调控心室的大小#是心肌

细胞的负性调控因子)

&
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$同时#微小核糖核酸
$%&
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&在压力负荷诱导的肥厚心肌中表达上

调)
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#表明
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和
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均参与了心肌细胞肥

大过程(本研究小组前期研究表明#在血管紧张素
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&诱导的体外心肌细胞肥大模型中#
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表

达出现明显上调#同时伴随
'()*+

表达下调#与

!"#?(

调控靶基因的特点相符#提示
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可能通

过靶向调控
'()*+

参与心肌细胞肥大过程)
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(本研

究通过
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软件预测
'()*+

是否为
!"#$%&

靶基因#并构建双荧光素酶报告质粒#验证
!"#$%&

对
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的靶向调控作用#为心肌细胞肥大调控机制

的相关研究奠定基础(
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材料与方法
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可能调控的

靶基因#筛选并确认大鼠
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基因
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是否存

在与
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配对结合的位点#评估
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靶向调控
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的可能性(
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作用位点
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基 因
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汇合度约为
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20(44/

L

*

L

432!

说明书进行荧光素酶活性检测(

$,/,1

!

体外心肌细胞肥大模型构建及
!"#$%&

+

'()*+

检测
!

分离培养大鼠原代心肌细胞#具体步

骤参照文献)

E

*进行(原代培养第
E

天#将细胞分为

对照组%

(6

1!

c

&及实验组%

(6

1!

B

&#对照组加入

含
&-b

胎牛血清的高糖
\:Y:

培养液培养#实验组

培养液中加入
&-

c.

!IO

"

'(6

1!

(培养
GCH

收集标

本#

#)$

<

=>#

检测
!"#$%&

+

'()*+

及心肌细胞肥大基

因心房钠尿肽%

(?=

&和
"

$

肌球蛋白重链%

"

$:@>

&表

达(

!"#$%&

及内参
8.

引物由
W262>I

Q

2"/

公司提供

%引物
[\

!

#!"#d=&++G

+

#!"#d=;--%

&(

(?=

!上游引

物
E7$WWWWW)(WW())W(>(WW()$%7

#下 游 引 物

E7$>)>>(WW(WWW)())>(>>($%7

$

"

$:@>

!上游引

物
E7$>>)>W>(()()>((WWW((($%7

#下游引物
E7$

)(>(WW)W>()>(W>)>>(W$%7

$

'()*+

!上游引物

E7$>>((>(W>((W>(>>>(W(W$%7

#下 游 引 物
E7$

>W(>>W>(>>)>>)((>)>$%7

$

W(=\@

!上游引物

E7$>((W))>((>WW>(>(W)>((W$%7

#下游引物
E7$

(>()(>)>(W>(>>(W>()>(>$%7

(以
8.

为 内

参#

+

c

))

>3计算
!"#$%&

相对表达量$以
W(=\@

为内

参#

+

c

))

>3计算心肌细胞肥大基因及
'()*+

基因相对

表达量(

;.H

收集标本进行心肌细胞
A

肌动蛋白荧

光染色#具体方法参照试剂说明书(

$,'

!

统计学处理
!

使用
*=**&F,-

统计软件分析(

荧光素酶活性检测及基因表达数据以
ED"

表示#组

间比较采用
@

检验#以
$

%

-,-E

为差异有统计学

意义(

/

!

结
!!

果

/,$

!

!"#$%&

与
'()*+

靶向关系预测
!

在线软件

)/0

1

2345/6

预测发现#大鼠
'()*+

的
%7$8)#

存在

!"#$%&

的结合位点#此位点序列在物种间高度保守#

大鼠
!"#$%&

的 种 子 序 列 %

E7$WW>((W($%7

&与

'()*+!#?(

的
%7$8)#EFE$EC+

核苷酸%

E7$8>8$

8W>>$%7

&完全配对互补#且预测评分较高#表明
!"#$

%&

靶向调控
'()*+

可能性大(

/,/

!

双荧光素酶报告基因载体构建
!

'()*+$%7

8)#$9)

双荧光素酶重组载体转化大肠埃希菌后#

挑选
C

个转化子进行
=>#

扩增#产物琼脂糖凝胶电

泳见
.&%P

Q

位置出现特异性条带#与目的条带相符

%图
&

&(挑选阳性转化子进行测序#测序结果与目标

序列完全一致(因
'()*+$%78)#$:8

双荧光素酶

重组载体所用工具载体与鉴定
=>#

产物相同#电泳

图与野生型类似#故未列出(测序显示
'()*+$%7

8)#$:8

双荧光素酶重组载体阳性克隆结果与目标

序列相符#点突变存在(

!!

注!

&

为阴性对照%

MM@

+

^

&$

+

为阴性对照%空载自连对照组&$

%

为

阳性对照%

W(=\@

&$

G

为标记物#自上而下依次为
E]P

+

%]P

+

+]P

+

&,E

]P

+

&]P

+

FE-P

Q

+

E--P

Q

+

+E-P

Q

+

&--P

Q

$

E

$

&+

为
&

$

C

号转化子

图
&

!!

'()*+$%78)#$9)

双荧光素酶

重组质粒双酶切鉴定

/,'

!

+;%)

细胞质粒转染
!

倒置荧光显微镜下连续

观察
WA=

质粒转染
+;%)

细胞#可见
WA=

表达随时

间增加而不断增强#至
GCH

荧光表达强度基本稳定#

转染效率为
;-b

以上%图
+

&(

!!

注!

(

为光学显微镜$

V

为荧光显微镜

图
+

!!

WA=

质粒转染
+;%)

细胞
GCH

#

e+--

$

/,1

!

荧光素酶活性检测
!

质粒共转染
+;%)

细胞
GC

H

后#荧光素酶活性检测结果显示!

)#(A.$%78)#B

!"#$&G.P

组较
)#(A.$%78)#B!"#?($?>

组荧光

素酶活性明显下降 %

$

%

-,-&

&$

'()*+$%78)#$

:8B!"#$%&

组与
'()*+$%78)#$?>B!"#$%&

组

荧光素酶活性差异无统计学意义%

-,;CD-,-%!"#
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#
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&$

'()*+$%78)#$9)B!"#$

%&

组与
'()*+$%78)#$?>B!"#$%&

组相比#荧光素

酶活性明显降低%
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#
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! !

注!与
'()*+$%78)#$?>B !"#$%&

组比较#

"
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-,-&

$与

)#(A.$%78)#B!"#?($?>

组比较#

*

$
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-,-&

图
%

!!

各实验组相对荧光素酶活性

/,2

!

心肌细胞肥大模型
!"#$%&

+

'()*+

及心肌细胞

肥大基因检测
!

(6

1!

诱导心肌细胞
GCH

后实验组

!"#$%&

及心肌细胞肥大基因
(?=

%

$

%

-,-&

&及
"

$

:@>

%

$

%

-,-E

&表达水平较对照组显著上升$与对照

组相比#实验组
'()*+

基因表达水平明显降低%

$

%

-,-E

&(见表
&

(

表
&

!!

两组
!"#$%&

%

'()*+

及心肌细胞肥大基因

!!!

相对表达量#

ED"

$

组别
0 !"#$%& '()*+ (?=

"

$:@>

对照组
% &,--D-,-C &,--D-,-G &,--D-,-F &,--D-,-E

实验组
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"
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注!与对照组相比#
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/,)

!

心肌细胞肥大模型心肌细胞表面积变化
!

(6

1

!

诱导心肌细胞
;.H

后实验组细胞表面积较对照组

增大%图
G

&(

!!

注!

(

为对照组$

V

为实验组

图
G

!!

心肌细胞
A

肌动蛋白荧光染色#

e+--

$

'

!

讨
!!

论

!!

近年来#生物信息学技术的快速发展为
!"#?(

靶基因的鉴定提供了便捷的途径#极大提升了
!"#$

?(

靶基因研究效率(在众多
!"#?(

靶基因预测软

件中#

)/0

1

2345/6

具有预测准确度较高+数据库更新

较快的特点#是目前公认的
!"#?(

靶基因优秀预测

软件#该软件要求
!"#?(

的
E7

端第
+

$

C

位碱基%被

称作-

!"#?(

种子序列.&与
!#?(%78)#

完全互

补#显著提升了靶基因预测阳性率)

.

*

(本研究选用

)/0

1

2345/6

进行靶基因预测#发现大鼠
!"#$%&

的种

子序列%

E7$WW>((W($%7

&与
'()*+!#?(

的
%7$

8)#EFE$EC+

核苷酸%

E7$8>88W>>$%7

&完全配对互

补#且预测评分较高#提示
!"#$%&

对
'()*+

可能存

在靶向调控作用(

!"#?(

靶基因软件的预测结果属理论推测#

!"#?(

与靶基因是否存在功能关系尚需生物学实验

进一步验证(目前常用的
!"#?(

靶基因鉴定方法为

双荧光素酶报告基因法#广泛应用于转录因子+

!"#$

?(

结合的靶分子序列检测)

F

*

(

'YY

等)

C

*研究证实

双荧光素酶报告基因系统可在体内+体外准确地检测

!"#$+%/

的表达和转录后调控(本研究实验设计及数

据处理参照文献)

;$&-

*#荧光素酶活性检测数据经多

层校正#显示大鼠
!"#$%&

可与
'()*+

的
%78)#

结

合#显著抑制其荧光素酶活性#充分证实
!"#$%&

可靶

向作用于
'()*+

(

在有关心肌肥厚的研究中#

!"#$%&

被证实在肥厚

心肌中的表达上调#

!"#$%&

可能是心肌细胞肥大的重

要调控因子)

+$%

*

(同样#

'()*+

高表达于心脏组织#

在心脏发育调节中发挥重要作用)

&&$&+

*

#

'()*+

可通

过调节心肌细胞的生长和凋亡来调控心室的大小#是

压力负荷诱导的心肌肥厚的负性调节因子)

&

*

(由此

可见#

!"#$%&

与
'()*+

均参与了心肌肥厚过程#其

生物学作用也在本研究中得到进一步证实(在体外

心肌细胞肥大模型中#伴随心肌细胞的肥大变化#

!"#$%&

表达显著上调#

'()*+

基因明显下调#与

!"#$%&

靶向作用
'()*+

特点相符#

!"#$%&

靶向作

用
'()*+

可能在心肌细胞肥大过程中发挥重要

作用(

本研究通过生物信息学软件发现大鼠
'()*+

的

%7$8)#

存在
!"#$%&

的结合位点#预测
!"#$%&

与

'()*+

可能存在靶向调控关系$双荧光素酶报告基

因技术进一步验证
!"#$%&

可与
'()*+

的
%78)#

结

合#证实
!"#$%&

可靶向作用于
'()*+

$在体外心肌

细胞肥大模型中#伴随心肌细胞的肥大变化#

!"#$%&

表达显著上调#

'()*+

基因明显下调#与
!"#$%&

靶

向作用
'()*+

的推论相符#进一步证实
!"#$%&

靶向

作用
'()*+

可能参与调控心肌细胞的肥大#为心肌

细胞肥大相关调控机制的研究提供了重要线索(
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的方法以准确检测
>WW

重复数(本研究采用该方法

分析了一个
A:#&

基因前突变家系#结果显示#除咨

询者的丈夫和弟弟外#其他家系成员均为前突变或前

突变携带者(从比较父母和儿女的结果来看#存在动

态突变的情形(即儿女的
>WW

重复数存在增加或减

少的情况#其动态突变的范围为
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左右(根据家系

检测结果#可对咨询者孕后进行产前筛查和诊断的临
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