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大鼠 GCLC基因 5’-上游调控区域 (-876~+1)的 3个 E-box元件
功能分析 *
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摘要 目的：GCLC基因表达调控有助于在分子水平了解 GSH变化的机制，对进一步探索机体抗氧化失衡的机制有重要意义。本

实验主要研究 GCLC基因上游调控区域 (-876~+1)三个相邻 E-box元件的作用及探讨 E-box元件组合的基因转录作用机制。方

法：利用 PCR定点缺失法构建多种组合的缺失 E-box元件的 GCLC上游启动子序列的报告基因载体。将所构建的载体在脂质体

介导下瞬时转染大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞（L2细胞)，通过比较转染后细胞的荧光素酶活性，分析 E-box元件对 GCLC基因转录活

性的影响。结果：成功构建出多组定点缺失 E-box元件的 GCLC-Luc基因。在大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞中转染缺失了 E-box的
GCLC-Luc组较转染 GCLC-Luc组均有明显升高(P均 <0.05)。结论：三个 E-box元件(-804~-779，-729~-724，-590~-585)在 GCLC

基因的基础状态下的转录表达中都起到一定的抑制作用,可能以转录因子及元件复合物形式抑制 GCLC基因的转录调控。此结果

揭示 GCLC基因上其他 E-box元件之间也可能存在着相互作用方式，而非简单的单独作用。
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Analysis of three E-box Elements in the 5' upstream Region of
Rat GCLC Gene*

Analyses of the expression and regulation of rat GCLC gene can help to understand the mechanisms GSH

changes the body's resistance at the molecular level which is important to explore the mechanism of oxidative imbalance in the further.

This study is to explore the mechanism of gene transcription suppression of E-box element composition by analyzing the three adjacent

E-box elements of GCLC (Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit) gene in rats. Using SDM (sire-directed mutagenesis)

PCR method constructed a various combinations of E-box elements GCLC promoter sequence upstream of a reporter gene vector. The
constructed vectors were transfected to rat lung alveolar typeⅡ cell (L2) to determine the relative contribution of E-box on Gclc

transcriptional activity. We successfully constructed a multiple fixed missing E-box elements GCLC-Luc genes. In rat type Ⅱ

alveolar epithelial cells transfected the missing group than GCLC-Luc group were significantly higher (P<0.05). Three E-box

elements (-804 ~ -779, -729 ~ -724, -590 ~ -585) in the GCLC gene transcription and expression have inhibiting effects to a certain extent

and may form complexes to suppress GCLC gene transcription.The results also reveal other E-box elements may interact with each other,

rather than simply act alone.

GCLC (Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit); E-box element; Rat Lung Alveolar TypeⅡCell (L2)
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前言

谷胱甘肽 (GSH)是肺内重要的抗氧化剂，在机体抗氧化应
激中发挥着至关重要的作用 [1,2]。而谷氨酸—半胱氨酸连接酶

(GCL)是合成 GSH的第一限速酶，是决定细胞内 GSH水平的
重要物质[3, 4]。GCLC几乎含有 GCL所有底物的结合位点和催
化亚基，具有 GCL所有的催化活性[4- 6]。因此，研究 GCLC的表

达调控有助于在分子水平了解 GSH变化的机制，对进一步探
索机体抗氧化失衡的机制有重要意义。

对大鼠 GCLC基因上游调控序列（约 5.8 kb）元件分析，发
现存在 30多个可能 E-box元件。E-box元件，是一段高度保守
且广泛分布在基因启动子区域的核苷酸序列（CANNTG），能够
参与相关基因的表达调控[7]。该元件普遍存在于多种基因的调

控序列中，已有研究证实 E-box参与 BMAL/CLOCK基因[8,9]、
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OsChia4a 基因 [10]、人类黑皮质素受体 (MC2R)基因 [11]、脂联素
[12]、mPer1节律基因[13]等的表达调控。

课题组前期研究发现，GCLC基因上游调控序列上具有能
与转录因子 (USF、DEC) 结合的 E-box元件(-729~-724)，E-box

元件(-3853~-3848）[14,15]，该元件在大鼠多种组织来源的细胞中

起负性调控作用，并且具有组织特异性，可以在很多细胞中表

达抑制[16]。建立模型后发现，由于数目的众多，缺失了其中的几

个 E-box元件之后仍有其他多个 E-box元件干扰实验结果，如
要全部缺失这些 E-box元件又不具实际操作意义，而其作用方
式的复杂性还可能影响其他基因的表达，致使其生理意义的研

究难以进行下去。由此提出研究方向：在 Gclc基因上游调控序
列上选取一段只含有有限数目（≤ 3 个）的 E-box元件的序列
中，对有限的元件进行单缺失及各个组合缺失，载体构建成功

之后进行转染，观察萤火虫荧光素酶的表达活性，进而具体探

讨 E-box元件对 Gclc基因表达是否存在一定的调控作用及可
能的相互作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料
PCR试剂购于日本 Toyobo公司；质粒提取试剂盒和胶回

收试剂盒购于德国 Qiagen公司；限制性内切酶和 T4-DNA连
接酶购于美国 NEB公司；LipofectamineTM2000购于美国 Invit-
rogen公司；双荧光素酶分析系统试剂盒购于美国 Promega公
司；胎牛血清购于美国 Gibco公司；F-12K培养基购于杭州吉
诺公司；大肠杆菌株 Top10购于北京百泰克公司；所有引物由
上海英潍捷基合成。含 GCLC 上游启动子序列的报道载体
(GCLC-Luc)及含 GCLC上游启动子序列并突变 E-box元件的
报告基因载体(GCLC-dE-box-Luc)由本课题组自行构建。大鼠Ⅱ
型肺泡上皮细胞（L2)由广州医科大学实验医学研究中心提供。
1.2 方法
1.2.1 大鼠 Gclc 上游调控序列的克隆及其报告载体的构建
为了解 E-box元件在转录调控中的作用，需要利用荧光素酶报
告基因对敲除 E-box元件的上游调控序列进行转录活性检测，
并对结果进行分析。

（1）GCLC4347-Luc的克隆及鉴定：以 GCLC5892-Luc为模板，
经 Ⅰ和 Ⅰ进行双酶切后，T4 DNA 连接酶连接到经

Ⅰ / Ⅰ 双酶切的 PGL3-enhancer 线性载体，构建
GCLC4347-Luc。经转化至 TOP 10感受态细胞，挑取单克隆，摇
菌，提取质粒后，酶切鉴定。

（2）GCLC876-Luc的克隆及鉴定：设计 2条引物，引物 P1：
5’-ATTGGTACCGACACACGTATGTCTAATCTCCGTAG-3’；
引 物 P4：5’-AATGCCAAGCTTGGCCGCGT-3’。 以 质 粒

GCLC1759-Luc为模板，引物 P1、P4为引物，进行 PCR 扩增。反
应条件：94℃ 预变性 2 min；98℃ 变性 10 s，53℃ 退火 30 s，
68℃ 延伸 1 min共 30个循环；最后延伸 68℃ 10 min。PCR产
物经 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定，回收目的产物后，胶回收 876
bp的目的产物，经 Ⅰ和 Ⅲ进行双酶切后，T4 DNA连
接酶连接到经 Ⅰ / Ⅲ双酶切的 PGL3-enhancer线性载
体，构建 GCLC876-Luc。经转化至 TOP 10感受态细胞，挑取单
克隆，摇菌，提取质粒后，送上海生工生物工程公司测序。同

样的方法，以 GCLC1759-dE-box2-Luc、GCLC1759-dE-box3-Luc、

GCLC1759-dE-box2/3-Luc 为模板，得到 GCLC876-dE-box2-Luc、
GCLC876-dE-box3-Luc、GCLC876-dE-box2/3-Luc荧光素酶报告载
体。

（3）GCLC876-dE-box1-Luc 的克隆及鉴定：以 GCLC876-Luc

为模板，利用两次 PCR法构建缺失 E-box1（-590~-585）元件的
GCLC—Luc质粒，即 GCLC-dE-box1-Luc。除上述引物 P1、P4
外，再加 2 条引物，引物 P2：5’-GCTTAAGTATCTGCTTTTG-
TACCGGTATATAG-3’；引物 P3：5’-CCGGTACAAAAGCA-
GATACTTAAGCTGC-3’；引物 P1和引物 P2用于扩增 GCLC
基因的近 5’端片段：引物 P3和引物 P4用于扩增 GCLC基因
的近 3’端片段。以质粒 GCLC876-Luc为模板，分别以引物 P1及
引物 P2，引物 P3及引物 P4为引物，进行 PCR扩增。反应条件
同上。PCR产物经电泳、回收，得到的两个 PCR片段为模板，再
以 P1、P4为引物，进行第二轮 PCR 扩增，经电泳，胶回收 876
bp的目的产物，经 Ⅰ和 Ⅲ进行双酶切后，T4 DNA 连
接酶连接到经 Ⅰ / Ⅲ双酶切的 PGL3-enhancer线性载
体，构建 GCLC876-dE-box1-Luc。经转化至 TOP 10感受态细胞，
挑取单克隆，摇菌，提取质粒后，送上海生工生物工程公司测

序。另外，同样的方法，分别以 GCLC876-dE-box2-Luc、
GCLC876-dE-box3-Luc、GCLC876-dE-box2/3-Luc为模板，用上述
引物，构建 GCLC876-dE-box1/2-Luc、GCLC876-dE-box1/3-Luc、
GCLC876-dE-box1/2/3-Luc载体。
1.2.2 瞬时转染及荧光素酶活性分析 L2细胞用含有 10％胎
牛血清的 F-12K培养基在 37℃、5%CO2的细胞培养箱中培养。

转染前一天将 3× 105~5× 105个细胞接种到 48孔细胞培养板，
培养基为 0.3 mL 10%胎牛血清。待长至 90%～ 95%融合时，细
胞状态良好，按 Lipofectermine2000 试剂盒说明 书将
GCLC876-Luc 、GCLC876-dE-box1-Luc 、GCLC876-dE-box2-Luc 、
GCLC876-dE-box3-Luc、GCLC876-dE-box1/2-Luc、GCLC876-dE- box
1/3-Luc、GCLC876-dE-box1/2/3-Luc (300 ng/ 孔 ) 分别与 PRL-
SV40 (15 ng/孔)共转染细胞。于转染 24 h后，用 PBS洗孔板中
的细胞 2～ 3次，按荧光素酶分析系统试剂盒说明书裂解细胞，
检测各孔细胞荧光素酶活性。

1.3 统计学分析
数据处理采用 SPSS16.0统计软件进行分析,所有数据均采

用表示, 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 两轮 PCR定点缺失法扩增出目的片段
以构建的 GCLC876-dE-box1/2/3-Luc 与 GCLC876-Luc 载体

举例，两者均经 I/ Ⅲ双酶切鉴定，结果亦符合预期，片

段长度分别 GCLC876-Luc (图 1.F) 为 5012 bp 和 876 bp，
GCLC876-dE-box1/2/3-Luc(图 1.ddd)为 5012 bp 和 876 bp，这与
大鼠 GCLC基因上游调控序列，重组载体经重组载体经测序鉴
定，插入序列与预期序列一致。结果表明，所克隆序列已正确插

入重组载体，成功构建 GCLC876-dE-box1/2/3-Luc重组质粒。
2.2 重组质粒的测定鉴定

所有重组质粒经测序鉴定，结果显示，GCLC876-Luc、
GCLC876-dE-box1-Luc、GCLC876-dE-box2-Luc、GCLC876-dE-box3-

Luc、GCLC876-dE-box1/2-Luc、GCLC876-dE-box1/3-Luc、GCLC876-
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dE-box2/3-Luc、GCLC876-dE-box1/2/3-Luc与预期设计相符 (图
2，以 GCLC876-dE-box1/2/3-Luc举例)，成功构建重组载体。
2.3 荧光素酶活性检测结果

(1) GCLC5892-Luc、GCLC4347-Luc 和 GCLC5892-dE-box 2/3-luc

分别转染 L2细胞后，荧光素酶活性发生显著上调 (P<0.05)，

比较缺失了富含 E-box的约 1.5 kb片段的 GCLC基因与仅缺失

了其中的两个 E-box元件 GCLC基因的转录抑制作用(图 3)。
( 2 ) GCLC876-Luc、GCLC876-dE-box1-Luc、GCLC876-dE-

box2-Luc、GCLC876-dE-box3-Luc、GCLC876-dE-box1/2-Luc、GCL

C876-dE-box1/3-Luc、GCLC876-dE-box2/3-Luc、GCLC876-dE-box1/

2/3- Luc转染 L2细胞后，在大鼠上游 876 bp调控序列中，无论

是单缺失、双缺失还是三缺失 E-box元件都使荧光素酶活性显

著上调 (P<0.05)，说明 E-box1 (-590~-585)、E-box2 (-729~-724)

、E-box3 (-804~-779)这 3个 E-box元件在 GCLC的基础表达

中都起着转录抑制作用(图 4)。

3 讨论

由于 E-box元件在大鼠 GCLC 基因上游调控序列的广泛

存在，提示 E-box元件在 GCLC基因的表达调控中有不可忽视

图 1 GCLC876-dE-box1/2/3-Luc质粒构建的鉴定

Fig. 1 Identification of GCLC876-dE-box1/2/3-Luc plasmid

M：marker 15000bp

图 2 GCLC876-Luc重组质粒与 GCLC876-dE-box1/2/3-Luc重组质粒 E-box1、E-box2、E-box3元件附近测序结果图(左：正常，右：缺失)

Fig. 2 GCLC876-Luc recombinant plasmid and sequencing diagram near the three E-box elements of GCLC876-dE-box1/2/3-Luc

图 3 大鼠 GCLC5892-Luc、GCLC4347-Luc和 GCLC5892-dE-box2/3-luc荧光
素酶活性对比

Fig. 3 luciferase activity compared among GCLC5892-Luc, GCLC4347-Luc
and GCLC5892-dE-box2/3-luc

注：n=3, *号代表 P＜0.05。 Note : n = 3, * represents P＜0.05.

图 4 E-box1 (-590~-585)、E-box2 (-729~-724)、E-box3 (-804~-779)在大
鼠 GCLC基因 -876~+1上的作用分析

Fig. 4 Analysis the mechanism of gene transcription suppression of the
three adjacent E-box elements

注：n=3, *号代表 P＜0.05，**号代表 P＜0.01。
Note: n = 3, * represents. P＜0.05, ** represents P＜0.01.
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的作用。为更准确客观地反应 GCLC基因的转录调控，本实验

利用已克隆并构建的 GCLC基因上游 5892 bp 的调控序列的
荧光素酶报告载体 GCLC5892-Luc，并设计将一段富含 E-box元
件的 GCLC 上游调控基因 (-2145~-600) 切除，构建出
GCLC4347-Luc基因，猜测缺失了这一段 GCLC基因后表达会有
明显的变化 (P<0.05)。研究实验结果发现：构建成功的
GCLG4347-Luc与 GCLC5892-Luc相比，荧光素酶活性有一定的升
高，显示缺失片段中有转录抑制作用，但与仅双缺失剪切片段

内的两个 E-box元件（E-box3、E-box2）的 GCLC5892-Luc载体却
表现出相似的转录抑制活性，没有明显的区别，这就说明了

GCLC基因长片段分析 E-box元件的复杂性。
而前期实验主要集中在研究 GCLC基因 -1759~+1区段的

位于 -804~-779、-729~-724的 2个 E-box元件 [16]，然而除此之

外，我们分析知道还存在多个 E-box元件，为避免其它 E-box

元件干扰，更单纯地观察在没有 E-box元件的情况下 GCLC基
因的转录状态。我们通过分析得知 GCLC基因 (-876~+1)区段
上只存在 3个 E-box元件，分别是 E-box1 (-804~-779)、E-box2
(-729~-724) 、E-box3 (-590~-585) ，故在此片段长度下分析
E-box元件的作用，可以排除其他 E-box元件的干预，可以更具
体地了解这些 E-box元件在 GCLC基因表达中的地位。通过克
隆并构建不同组合的 E-box 缺失的 GCLC 上游调控序列
（-876~+1）萤火虫荧光素酶报告载体，通过瞬时转染大鼠肺泡
上皮细胞(L2)，分析 E-box元件在大鼠 GCLC基因的转录调控
中的功能。

前期课题组工作证实：E-box2和 E-box3元件在 GCLC基
因转录调控中是抑制元件。而且本实验通过构建仅缺失

E-box1独立元件的荧光素酶报告载体也显示，位于 -590~-585

区域的 E-box元件亦是一个功能抑制元件。此外，不同组合的

缺失 E-box1、E-box2、E-box3，都能使 GCLC的转录活性上调，
且有一定的变化，这说明三个 E-box元件之间存在一定的互相
作用。研究结果发现：单缺失，双缺失和三缺失的实验结果没有

出现明显的叠加性，故猜测三个 E-box元件可能以转录因子及
元件复合物形式抑制 GCLC基因的转录调控，非单纯的叠加调
控作用。这就启示了我们 GCLC基因上的转录抑制元件分析不
仅仅是单个元件分别单独作用，更要考虑到元件之间的相互影

响，进而更深一步探讨 GCLC基因的表达机制，以助于在分子
水平了解 GSH变化的机制，对进一步探索机体抗氧化失衡的
机制有重要意义。本实验只是对有限长度基因上有限元件的相

关分析，对长片段的研究有一定的指导意义，后期实验设计可

以采用本文的实验方法，转移到在长片段上逐段选取进行研

究，随后再综合研究成果，进行系统分析。关于 GCLC上游调控
序列全长上的各个 E-box元件的作用及相互作用机制还有待
于继续讨论和研究。
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