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稳定表达大鼠 GCLC启动子及荧光素酶报告基因
细胞株的建立 *
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摘要 目的：建立稳定表达大鼠谷氨酰半胱氨酸合成酶催化亚单位（GCLC）启动子及荧光素酶报告基因的大鼠肺泡上皮细胞株。

方法：克隆大鼠 GCLC上游 5.9kb的启动子序列并构建重组报道载体 PGL4.19-GCLC-LUC，转染到大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞 L2，经
G418筛选以获得单细胞抗性克隆并在传代过程中能稳定表达荧光素酶活性；检测细胞荧光素酶表达与细胞数量相关性；PCR检

测稳定细胞株基因组已整合的插入片段；刺激因子刺激 6h，检测稳定细胞株的反应性。结果：成功构建 PGL4.19-GCLC-LUC；构

建的稳定细胞株能稳定地表达荧光素酶，且与细胞数量正相关；PCR检测稳定细胞株目的片段稳定整合基因组；TNF-琢刺激后，
能使荧光素酶活性上升，差异有统计学意义（P<0.05）；Rapamycin，GSH-EE刺激后，荧光素酶活性显著下降（P<0.05）。结论：成功

构建稳定表达大鼠 GCLC启动子及荧光素酶报告基因的细胞株，将为高通量药物筛选以及进一步研究 GCLC基因的转录调控提

供重要的细胞研究手段。
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Establishment of Rat Lung Alveolar Epithelial Cell Lines Stably
Expressing of GCLC Promoter and Luciferase Reporter Gene*

To construct a rat typeⅡ alveolar epithelial cells L2 with stable expression of GCLC promoter and

luciferase reporter gene. The luciferase reporter vector PGL4.19 including rat GCLC 5.9 kb proximal regulatory sequence was

constructed. Then the GCLC-LUC plasmid was transferred into L2 cells, and the GCLC-LUC cell clones were obtained by screening with

G418. The positive clones stably expressing firefly luciferase were identified by detecting the luciferase activity. The stable GCLC-LUC

cells were stimulated by various factors for 6h, and then detected the luciferase activity. The GCLC-LUC plasmid was successfu-

lly constructed, and the L2 cell with stable expression of luciferase was successfully established. The luciferase activity increased
significantly after treating with TNF-琢 (P<0.05), and decreased after treating with Rapamycin, GSH-EE (P<0.05). The L2

cells with stable expression of luciferase may be a good method for drug screening in further reaeach.
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前言

氧化应激（Oxidative Stress）是指机体受到有害刺激时，活

性氧的生成速率大于清除速率，形成氧化和抗氧化的失衡，并

引起一系列生物反应的过程。在生物体中，肺部是最容易受到

氧化应激的器官之一[1]，长期吸入香烟烟雾以及一些有害气体

会造成氧化损伤[2]。谷胱甘肽（GSH，glutathione）是肺内重要的

抗氧化剂和自由基清除剂，在正常氧化还原状态的维持中扮演

着重要角色[3-4]，而 酌-谷氨酰半胱氨酸的形成，是体内生物合成

GSH的关键步骤之一，主要由限速酶谷氨酰半胱氨酸连接酶

（GCL，Glutamate cysteine ligase）催化，GCL由催化亚基（GCLC）

及调节亚基（GCLM）组成，其中，GCLC是合成 GSH 的首要的

限速步骤[5-6]。对 GCLC表达调控机制的研究，有助于了解生物

体 GSH表达水平变化的机制，对进一步阐明机体抗氧化失衡

的机制有重要意义。目前，荧光素酶报告基因分析系统广泛应

用于基因的转录调控研究，其检测快速、简便、灵敏度高、实验

数据可靠而且重复性好[7]。由于启动子在基因的表达中起着极

其重要的调控作用，因此，本实验通过克隆大鼠 GCLC基因上

游 5892bp的调控序列，构建稳定表达大鼠 GCLC基因启动子

及荧光素酶的细胞株，以进一步探讨大鼠 GCLC基因的表达调
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控机制。

1 材料与方法

1.1 材料
PCR试剂购自 TOYOBO公司；限制性内切酶和 T4 DNA

连接酶购自 NEB公司；质粒提取试剂盒和胶回收试剂盒购自
Qiagen公司；双萤光素酶活性分析试剂盒购自 Promega公司；
PCR引物和 LipofectamineTM2000购自 Invitrogen 公司；G418

购自 Merck 公司；GSH-EE、Rapamycin、TPA、TNF-琢、Nicotine

购自 Sigma公司；胎牛血清购自 Hyclone公司；F12K培养基购

自杭州吉诺公司；大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞 L2、PGL4.19载体由

广州医学院实验医学研究中心提供。

1.2 大鼠 GCLC 基因上游调控序列的克隆与荧光素酶报道载
体的构建

设计上游引物 5'-ATTGTCGACGGAGCAGTGGCCACA-
GGCCCTC-3'和下游引物 5'- ATTAAGCTTCGCCGCGTCCT-

CCTCCTGGCC-3'，从大鼠肝脏组织提取基因组 DNA为模板，

进行 PCR反应，扩增大鼠 GCLC基因上游 5892bp的调控序列

基因。PCR 条件为 94℃预变性 2 min，经 98℃ 10 s、68~61℃

30 s（每个循环依次降 1℃），7个循环后，再 98℃ 10 s、61℃ 30

s、68℃ 6 min 30个循环后，68℃延伸 10 min。经 1%琼脂糖凝胶
电泳鉴定 PCR产物，胶回收 PCR产物后，用 I单酶切，再用

Ⅲ酶切，再连接到经 I/ Ⅲ双酶切的 pGL4.19线

性化载体上，转化 TOP 10感受态细胞，挑选阳性重组克隆经
Ⅲ / I双酶切鉴定正确后，送公司测序。

1.3 GCLC-LUC稳定克隆细胞的筛选及建立
L2细胞在含有 10%的胎牛血清的 F12K培养基，在 37℃，

5%CO2，饱和湿度的细胞培养箱内培养。于转染前一天，以 6×
105个细胞 /孔接种于 6孔板培养，待细胞汇合度达 80~90%，

按照 Lipofectamine2000 操作说明转染 PGL4.19-GCLC-LUC。

于转染 24 h后用 0.25%的胰酶消化细胞，按 5× 102个细胞 /孔

接种到 12孔板，培养基中含 G418浓度为 600 滋g/mL。每 2~3

天更换培养基并维持 G418筛选直到单细胞抗性克隆出现。挑

取单细胞克隆并扩大培养，每传几代检测一次荧光素酶活性以

淘汰不能稳定表达荧光素酶的细胞克隆。传至 30代，能稳定表

达荧光素酶的克隆即为 GCLC-LUC的稳定克隆细胞。
1.4 GCLC-LUC稳定克隆细胞荧光素酶表达相关性检测

取已筛选的稳定克隆细胞，依次按细胞数 5× 104、2.5×
104、1.25× 104、6.25× 103、3.125× 103接种于 48孔板，每个密度

设三个复孔。置培养箱培养 24小时后，用 PBS洗细胞 2~3次，

吸净余液，加入 1× Passive lysis buffer 65 滋L/孔，在脱色摇床
上摇动 15 min，按荧光素酶分析系统试剂盒说明书操作，检测

各孔细胞荧光素酶活性。

1.5 GCLC调控序列及荧光素酶编码基因的检测
稳定克隆细胞接种至 6孔板，待细胞汇合度达 95%以上，

提取基因组 DNA。于 GCLC 上游调控序列设上游引物 5'-
CTGGTCCTCGCCACTCGTC -3'，于 luciferase 编码基因设计
下游引物 5'- GGAGGGAAGCCGTGGCTGTT-3'，进行 PCR，扩
增含 GCLC上游调控序列及荧光素酶编码基因的 6883bp 片
段。反应条件为 94℃预变性 2 min后，循环程序为 98℃ 10 s、

68~58℃ 30 s（每个循环依次下降 1℃），共 10 个循环，再 98℃

10s、58℃ 30 s、68℃ 7 min 28个循环后再 68℃ 延伸 10 min。
1.6 刺激因子反应性检测

取生长对数期的 GCLC-LUC稳定克隆细胞，按 5× 104个

细胞 /孔接种于 48孔板培养，待细胞汇合度达 80%以上，分别

加 入 GSH-EE （0.5 mg/mL），TPA （100 ng/mL），Nicotine（10

滋mol/L），TNF-琢（100 ng/mL），Rapamycin（50 ng/mL），各设三

个复孔。加入刺激因子后，置培养箱继续培养 6 h后，检测荧光

素酶活性。

1.7 统计学处理

数据处理采用 SPSS16.0统计软件进行分析，所有数据均

采用 x± s表示，多组数据间比较采用单因素方差分析，P<0.05

表示有统计学差异，P>0.05为尚不能认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠 GCLC基因上游调控序列克隆与 PGL4.19-GCLC-LUC

的构建符合预期

1%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物大小与实验设计的
5892bp片段一致，且特异性较好，经 Ⅲ / o I双酶切鉴

定重组载体后，预期产生长度为 9497bp 和 2147bp，鉴定结果

亦符合预期（图 1）。测序结果用 NCBI中的 BLAST软件分析，

结果插入序列与预期序列一致。这说明所克隆的序列已正确插

入重组载体，成功构建 PGL4.19-GCLC-LUC重组质粒。

2.2 GCLC-LUC稳定克隆细胞株的成功建立

经过 600 滋g/mL的 G418维持筛选约两周后，长出了阳性

单细胞克隆（图 2）。挑取了 12个阳性克隆，传代培养并逐渐淘

汰荧光素酶活性值较低的克隆，传至 30代，保留了荧光素酶活

性值最稳定的克隆。成功获得的稳定表达 GCLC启动子及荧光
素酶的细胞株，随着细胞数量的减少，所测得荧光素酶活性呈

现出相关性减少，R2= 0.9928（图 3）。提取该细胞基因组 DNA，
进行 PCR鉴定，能扩增出符合预期 6883bp的条带（图 4）。这说
明 GCLC 启动子及荧光素酶表达基因已稳定整合至 L2细胞

图 1大鼠 GCLC上游调控序列的扩增与 GCLC-LUC重组载体的鉴

定：A：扩增得到 GCLC启动子区域；B：PGL4.19-GCLC-LUC重组载体

经 Ⅲ / I双酶切鉴定

Fig.1 Amplification of 5' flanking region of rat GCLC and identification of

PGL4.19-GCLC-LUC plasmid: A: The GCLC promoter region was

amplified; B: The PGL4.19-GCLC-LUC recombinant plasmid was

identified by Ⅲ / I digestion
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的基因组，成功建立 GCLC-LUC稳定细胞株。

2.3 刺激因子反应性检测
在加入刺激因子 GSH-EE (0.5 mg/mL), TPA (100 ng/mL)，

Nicotine (10 滋mol/L)，TNF-琢 (100 ng/mL), Rapamycin (50 ng/m

L)刺激 6 h后，发现 TNF-琢能明显促进荧光素酶的表达，约为
对照组的 2倍（P<0.05）（图 5）；GSH-EE、Rapamycin能抑制降

低荧光素酶的表达（P<0.05），而 TPA、Nicotine 为阴性反应
（P>0.05）。

3 讨论

氧化应激与肿瘤[8]、呼吸系统[9]、神经系统 [10]和心血管疾

病 [11]等密切相关。生理条件下，机体细胞通过氧化还原信号等

途径严密调控氧化还原状态，使其处于动态平衡，保证了细胞

生命活动的正常进行[12]。GSH是体内重要的抗氧化、抗炎物质，

对保护组织器官免受氧化损伤有重要作用。GCLC 具有 GCL

酶的催化活性，在合成 GSH过程中起着至关重要的作用，因
此，对 GCLC表达调控的研究具有重要意义。利用荧光素酶报

告系统研究启动子对下游基因的调控，可以最大限度地避免下

游基因表达产物对启动子的反馈干扰，能真实地反映外部因素

对调控序列的影响[13]。本实验成功克隆大小为 5892bp大鼠 G-

CLC启动子序列，由于此调控序列较长，它能更准确客观地反
映出大鼠 GCLC基因的转录活性。

研究认为 GCLC基因 5'上游的抗氧化反应元件（antioxid-
ant response element，ARE）与转录因子 Nrf2结合是促进 GCLC

基因表达的主要调控方式[14，15]，另外 AP-1结合序列以及 NF-资B

结合位点也是调节 GCLC表达的重要元件 [16，17]。本实验发现

TNF-琢 能明显促进荧光素酶的表达（P<0.05），即明显增强
GCLC基因的转录活性。有研究表明 TNF-琢能与核转录因子
NF-资B的特异性抑制因子 I资B结合，促进 NF-资B入核，使之能

与基因上游 NF-资B结合位点结合，通过调节基因启动子活性

而对基因的转录进行调节[18]。通过 Genomatix元件分析软件分

析发现，大鼠 GCLC基因上游 6kb的启动子存在多个 NF-资B

结合位点。在本实验中，TNF-琢可能促使 NF-资B与 GCLC启动

子区域的 NF-资B结合位点而增强启动子活性，促进 GCLC的

转录，这与 Yang等的实验结果是吻合的[19]。GSH-EE即还原型

谷胱甘肽乙酯，具有细胞膜渗透性，能透过细胞膜进入细胞内。

细胞内的氧化还原的稳态主要是通过谷胱甘肽自身的氧化还

原反应进行抑制，即还原型谷胱甘肽 GSH与氧化型谷胱甘肽
GSSG的比值维持稳定[20]。本实验结果，加入 GSH-EE刺激后，

荧光素酶的表达下降（P<0.05），即 GCLC基因的转录活性下

调。这可能是细胞内的一种反馈调节机制，细胞内存在过多的

GSH，可能会反馈抑制 GCLC的转录，从而维持细胞内氧化还
原稳态。 Rapamycin是一类新型大环内酯类免疫抑制剂，实验

图 5 GCLC-LUC稳定细胞株对不同刺激因子的反应性

Fig.5 The luciferase activity of L2 GCLC-LUC stable cells after

stimulations

注：数据均采用 x± s表示，*：代表与对照组相比，P<0.05。

Note: Values are means ± standard deviations for triplicates, *: P<0.05

versus the control group.

图 2 GCLC-LUC阳性细胞克隆

Fig.2 The GCLC-LUC cell clone

图 3 不同数量 GCLC-LUC阳性克隆细胞荧光素酶活性表达

Fig.3 The luciferase activity of different cell numbers

图 4 GCLC-LUC阳性克隆基因组 GCLC启动子及荧光素酶基因的鉴

定

Fig.4 Amplification of 5' flanking region of rat GCLC including

luciferase's coding sequences
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中发现 Rapamycin使 GCLC转录下调，可能与 mTOR信号通

路受抑制、炎性信号的降低有关。

本实验克隆并构建了含大鼠 GCLC基因上游 5892bp启动

子的 PGL4.19荧光素酶报道载体，并成功建立稳定表达大鼠
GCLC启动子及荧光素酶报告基因的 L2细胞株，且对刺激因

子有明显的反应性。这将作为重要的细胞研究手段，用于高通

量药物筛选或进一步研究 GCLC基因的转录调控，阐明机体氧

化 -抗氧化失衡的机制。
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