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前言

报告基因常用于测定启动子对基因表达的影响及其与反

式作用因子的相互作用，即将所研究的目的基因调控序列克隆

到含有报告基因的表达质粒中，通过测定报告基因表达的水

平，间接评价在调控序列指导下对基因表达的影响[1]。目前常用

的报告基因所编码的都是一些在真核细胞中不表达或者表达

很低的酶，包括萤光素酶、氯霉素转移酶、β-半乳糖甘酶、以及
分泌性人胎盘碱性磷酸酶等[2]。其中最常用的是双萤光素酶报
告分析系统[3]，其中一种用于待测启动子活性分析，而另一种由

组成性启动子驱动，代表细胞本身的特性而作为内参照校正。
β-NF是黄酮类物质[4]，是很多抗氧化酶的典型诱导物[5]，
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图 1 β-NF对 A549、HepG2、HeLa、MCF-7、Bel-7402、16HBE细胞中
GCLC表达的影响（x±s，n=6）

Fig.1 the effects of β-NF on the expression of GCLC in A549, HepG2,

HeLa, MCF-7, Bel-7402, 16HBE cells（x±s，n=6）

其机制可能是暴露于β-NF后，引起 Nrf1和 Nrf2尤其是 Nrf2
转录因子的活化和转位，诱导这些基因的表达。因此，在研究药
物对二相解毒酶等作用的时候，常被用作阳性对照。本课题组
利用 Luciferase报道系统的研究中发现，β-NF强烈抑制 GCLC
表达，结果与Mulcahy RT等人的研究结果相反[6]，但用 western
blot方法检测 GCLC蛋白水平则发现 GCLC的表达上调。因此
怀疑 β-NF可能对 Luciferase 蛋白的活性具有直接的抑制作
用。鉴于 β-NF在研究中的广泛使用，以及 Luciferase报道载体
越来越多的被用于氧化抗氧化平衡研究中，对于这个问题的阐

明具有重要的意义。本研究设计不同的处理实验，以了解是
否 β-NF对 Luciferase有直接的作用。之后我们在其他几种不
同组织来源的细胞进行了实验，并直接刺激转染有 Luciferase
的报道载体，结果发现 β-NF对 Luciferase直接起了作用。这提
示我们在应用报道系统进行研究的时候得考虑报道系统本身

这个因素，而且应多方面进行研究才能得出可靠的结论。

1 材料和方法

1.1 材料
质粒提取试剂盒（德国 Qiagen），LipofectamineTM2000（美
国 Invitrogen），荧光素酶分析系统 GLO MAXTM 96Microplate
luminometer及配套试剂盒（美国 Promega），各种培养基和胎牛
血清（美国 Hyclone），β-萘黄酮（美国 Sigma），含 GCLC 基因
5' 上游启动子序列的报道载体 GCLC-PGL3-enhancer-Lu-
ciferase （ PL45）、含 Luciferase 基因片段的真核表达载体
pRC/CMV2- luc+（广州医学院实验中心提供），人肺腺癌细胞
（A549），人肝癌细胞（HepG2），人子宫颈癌细胞（HeLa），人乳
腺癌细胞（MCF-7），人肝癌细胞（Bel-7402），人支气管上皮细胞
（16HBE）（广州医学院实验中心提供），Western 试剂（JET-
WAY），抗体（Abcam）。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养、转染、报告基因分析 A549细胞用含 10 %胎
牛血清的 RPMI1640培养，HepG2用含 10 %胎牛血清的 MEM
培养、，16HBE细胞用含 10 %胎牛血清的 DMEM培养，HeLa、
MCF-7、BEL-7402细胞用含 10 %胎牛血清的 RPMI1640培养，
转染前一天将 0.5×105~1×105细胞数接种于 48孔细胞培养
板，约 24 h后待细胞单层融合度达到 80 %~90 %，按 Lipofec-
tamineTM 2000 试剂盒说明书将插入人 GCLC 基因上游调控
序列的报道载体 GCLC-PGL3-enhancer-Luciferase （PL45）与
PRL-SV40海肾荧光素酶内参表达质粒共转染细胞。转染 12 h
后，添加 10 μmol/L β-NF，同时设立 DMSO对照组。12 h后，
PBS洗涤细胞，按 Luciferase assay kit双报道系统说明书，GLO
MAXTM96Microplate luminometer 报道系统检测虫荧光素酶
活性及内参荧光素酶活性，最后计算两者的比值，即反映调控

序列的活性。
1.2.2 western blot 16HBE细胞常规培养在 6孔细胞培养板中，
待细胞融合至 80 %的时候，更换新鲜培养基培养，并添加 10
μmol/L β-NF，同时设立 DMSO对照组，12 h后收集，western
blot测定 GCLC蛋白水平。各组均用含蛋白酶抑制剂的裂解液
于冰上裂解细胞 30min，4℃14000g离心 10 min，收集上清液用
BCA法测定蛋白浓度，每组取总蛋白 25μg，SDS-PAGE分离

蛋白，湿转法将蛋白转至硝酸纤维素膜，经 5 %脱脂奶粉封闭
液封闭 1 h 后，分别加一抗兔抗人 γ-GCS(1：1 000)和兔抗人
GADPH抗体(1：1000)4℃孵育过夜，二抗(辣根过氧化物酶标记
的羊抗兔 IgG，1：10000)孵育 1 h后化学发光法显色。
1.2.3 细胞培养、转染、报告基因分析 含 Luciferase基因片段的
真核表达载体 pRC/CMV2- luc+转染 A549细胞和 HepG2，转
染及检测程序同上。
1.2.4 细胞培养、转染、报告基因分析 PL45质粒转染 A549细
胞和 HepG2细胞，裂解后添加 10 μmol/L β-NF刺激 25 min，上
机检测，同上。

2 结果

2.1 在多种细胞中报告基因检测系统结果显示 β-NF具有抑制
作用

10 μmol/L β-NF刺激转染了 PL45的 A549、HepG2、HeLa、
MCF-7、Bel-7402、16HBE细胞后，荧光素酶相对活性（0.1334±
0.0072、0.8058 ±0.0716、0.1276 ±0.0166、0.025 ±0.0048、
0.2337±0.0026、0.0473±0.0053）较 DMSO对照组（8.0969±
0.5079、20.1537 ±2.5938、4.3815 ±0.6354、1.1632 ±0.1605、
8.5824±0.7838、1.4765±0.3890）明显下降，差别有统计学意义
（P<0.01），见图 1。在这几种细胞中，β-NF对 GCLC的表达起抑
制作用，与文献报道相反，经过多次试验均是相同结果。

2.2 western blot显示 β-NF上调内源性 GCLC的表达
本研究选用了 16HBE 细胞，用 wester blot 测定刺激后

GCLC蛋白的变化，发现 β-NF处理组 GCLC蛋白较 DMSO对
照组明显升高，见图 2，与报道系统结果相反。
2.3 β-NF能抑制非 β-NF反应性报道载体的活性
本实验中心已有成功构建好的含 Luciferase基因片段的真

核表达载体 pRC/CMV2- luc+，其中 pRC/CMV2载体启动子不
受 β-NF影响。我们将 pRC/CMV2- luc+载体转染到 A549细胞
和 HepG2细胞后按相同条件进行刺激发现，β-NF处理组荧光
素酶相对活性（0.1317±0.0179、0.1072±0.0128）较 DMSO 对
照组（7.5097±0.1864、5.8036±0.4151）明显下降，差别有统计
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图 2 16HBE细胞中 GCLC蛋白表达的变化泳：1：DMSO对照组；泳道

2：β-NF处理组
Fig. 2 The expression of GCLC in 16HBE cells :1:DMSO control group;

Chanel 2:β -NF treatment group

图 3 β-NF对 Luciferase基因表达的影响（x±s，n=6）
Fig.3 the effects of β-NF on Luciferase（x±s，n=6）

图 4 β-NF对 Luciferase的直接抑制作用（x±s，n=6）
Fig.4 β-NF directly inhibits Luciferase activity（x±s，n=6）

学意义（P<0.01），见图 3。

2.4 β-NF同样抑制已表达的 Luciferase的活性
另外，为了排除细胞内表达阶段的影响，我们将 PL45转染
入 A549和 HepG2细胞，不经处理使 Luciferase表达 16 h，裂
解后再给予 10 μmol/L β-NF刺激 25 min检测，发现 β-NF处
理组荧光素酶相对活性（0.0137±0.0012、0.1394±0.0287）较
DMSO对照组（5.5327±0.5103、6.4650±0.6012）依然是明显下
降，差别有统计学意义（P<0.01），见图 4。

综合以上结果，可以得出结论：在应用双荧光素酶报告基

因检测系统分析 β-NF对 GCLC 基因表达影响的时候，β-NF
对报告基因直接起了作用，无法反应出它对目的基因的真实作

用。

3 讨论

GSH是一种细胞内广泛分布的小分子抗氧化剂 [7]，体内

GSH含量减少会影响体内许多重要功能并与常见疾病、慢性
病的发生发展有关[8，9]。其在体内浓度与 γ-GCS表达活性有关，
而 γ-GCS又受体内外各种因子的调节[10]。细胞内 γ-GCS活性
改变是机体对众多刺激的重要适应性反应[11]。β-NF属黄酮类
化合物，具有促氧化和抗氧化的双重作用[12]，能影响 γ-GCS的
催化亚基 GCLC基因 5'上游调控序列启动子区域的 ARE元
件与转录因子的结合 [13-15]，从而上调人类 HePG2 细胞内
γ-GCS基因的表达。本课题组长期开展基因上游调控序列的
研究，其中最适用的方法是双萤光素酶报告分析方法。而 β-NF
是多种抗氧化酶的典型诱导物，其它研究也常常把它作为典型

的阳性对照。
本研究将 GCLC-pGL3-enhancer-Luciferase（-3490/+451bp）

报道基因载体导入到人 A549 细胞和 HepG2 细胞中，发现
β-NF处理组的荧光素酶相对活性较 DMSO对照组均明显下
降，与 Mulcahy 等人报道的 β-NF 刺激 HepG2 细胞后促进
GCLC基因表达的结果相反。本研究考虑细胞反应的特异性问
题，选取其它如肝癌细胞 Bel-7402，人子宫颈癌细胞（HeLa），人
乳腺癌细胞（MCF-7），人支气管上皮细胞（16HBE）进行测定，
发现 β-NF刺激对这几种细胞 GCLC基因表达均极度抑制。报
道系统是通过报告基因的活性间接反应目的基因的表达调控，

而直接的蛋白测定则更能真实的反应内源性蛋白的变化。随后
Western blot实验发现，在 16HBE细胞中，β-NF处理组 GCLC
蛋白表达明显升高，与双报道系统结果相反。因此，因此 β-NF
的这种作用是否是它直接影响了 Luciferase值得考虑，在各种
细胞中表现出强烈的抑制现象，从而掩盖了 β-NF对目的基因
的真实作用。pRC/CMV2- luc+是含 Luciferase基因片段的真核
表达载体，其启动子是 β-NF非反应性的，我们将其转染到
A549和 HpG2细胞后按相同条件进行刺激发现，β-NF处理组
荧光素酶相对活性依然明显下降，这更加使我们肯定上述的猜

想。为了验证 β-NF的抑制作用与表达无关，本研究将 PL45转
染入 A549和 HepG2细胞中，细胞裂解后用 10 μ的时候，应综
合应用多种方法进行多方面的验证才能得出可靠的结论。
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