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含 G0S2基因启动子的荧光素酶报告基因载体的构建 *
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摘要 目的：克隆人 G0S2基因启动子并构建荧光素酶报告基因载体，为进一步研究 G0S2基因转录调控提供质粒。方法：利用
PCR技术从人胚肾 293A细胞基因组 DNA中克隆获得 G0S2基因启动子的 DNA片段，将其克隆至 pGL3-basic表达载体中，并
转化人大肠杆菌 DH5琢，经限制性内切酶酶切、PCR 及测序鉴定得到确认；将重组载体质粒与半乳糖苷酶表达质粒
psV-茁-Galactosidase共转染至大鼠血管平滑肌细胞（VSMC），检测细胞中荧光素酶的活性。结果：pGL3-G0S2-Promoter重组质粒
插入片段和相邻序列正确，克隆的 G0S2基因片段有启动子活性（P<0.05）。结论：成功构建了 pGL3-G0S2-Promoter报告基因质
粒，为进一步研究 G0S2基因的表达奠定了基础。
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Construction and Significance of G0S2 Promoter-Directed
Luciferase Reporter Gene Plasmid*

To clone the luciferase reporter gene and construct promoter region from human G0S2 gene. A
region containing human G0S2 gene promoter was obtained by PCR amplification from 293A cells, and the segment was cloned into the
pGL3-Basic vector and transformed into , which was verified by endonuclease, PCR amplification and direct sequencing. The final
construct (pGL3-G0S2-Promoter) was transferred into VSMC (vascular smooth muscle cells), and the luciferase activity was measured.

The insert and surrounding regions in pGL3-G0S2-Promoter plasmid were confirmed. There was significant promoter activity for
pGL3-G0S2-Promoter vector (P<0.05). Luciferase reporter plasmid pGL3-G0S2-Promoter containing G0S2 promoter can
be built successfully. It will be used to study the transcriptional regulation of G0S2 gene.
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前言

G0S2(G0/G1 switch gene 2)基因是 1991年 Russell等人首

次发现的，在利用 lectin和放线菌酮刺激单核细胞时，G0S2基

因在细胞周期 G0 向 G1 期过渡过程中瞬时增高，又被称为
lectin诱导基因 [1]。G0S2基因是脂肪甘油三酯脂肪酶（adipose
triacylglyceride lipase，ATGL)脂解过程的有效抑制因子，其高

表达于脂肪组织和分化的脂细胞中[2,3]。研究表明，G0S2基因敲

除后脂肪细胞基础和刺激状态下的二酰甘油（TAG）脂解过程

会加快，而 G0S2基因过表达时则相反[2]。ATGL是甘油三酯分
解过程的关键脂肪酶，在催化整个机体脂解反应第一步过程中

起着关键作用[4]。G0S2通过影响 ATGL的酶活性及在细胞的

定位来调节人体内脂肪分解过程[3, 5,6]。机体内甘油三酯的脂解

过程紊乱，会导致血浆中未酯化的脂肪酸升高，促进甘油三酯

在非脂肪组织中如肝脏、心肌和胰脏中的堆积，引起代谢综合

征的发生[7]。胰岛素抵抗的发病机制与脂类分解增加有关，研究

表明，血糖控制不佳的 2型糖尿病患者体内 G0S2表达水平降

低，脂肪组织中 G0S2下调可能是导致胰岛素抵抗状态脂肪分

解增加的一个潜在原因[6]。G0S2基因通过调节 ATGL参与脂
质代谢过程，可能与脂质代谢紊乱相关的疾病如 2型糖尿病、

动脉硬化、高血压等的发生发展有关。因此，研究 G0S2基因的

生物学作用可能为临床相关疾病的治疗提供新的思路。

G0S2基因除了主要表达在白色和棕色脂肪组织外，在肝、

肾、心脏和骨骼肌等组织中也有表达[8]。本课题组在体外培养的

大鼠血管平滑肌细胞中检测到了 G0S2基因的表达。G0S2基

因在血管平滑肌细胞中的生物学作用还需要进一步研究。作为

研究 G0S2基因转录调控及其生物学作用的前期工作，本研究

拟克隆含有 G0S2基因的启动子，并构建该片段的荧光素酶报

告基因载体。

1 材料与方法
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1.1 实验材料

载体质粒 pGL3-Basic、大肠杆菌 DH5琢 感受态细胞、半乳
糖苷酶表达质粒 psV-茁-Galactosidase、荧光素酶活性测定试剂

盒及 茁-半乳糖苷酶活性检测试剂盒购于 Promega公司；人胚

肾 293A细胞和 GFP质粒由湖北医药学院心脏病研究所冻存；
PCR引物、高保真 Pfu DNA聚合酶、DNA纯化试剂盒、质粒提

取及胶回收试剂盒购自 Omega公司；限制性内切酶 KpnⅠ购

于 NEB公司；In-fusion交换酶购于 clontech公司；高糖 DMEM

(Dulbecco's Modified Eagle Medium)购于 invitrogen 公司；胎牛

血清购于杭州四季青生物工程有限公司。

1.2 实验方法
1.2.1 G0S2启动子序列扩增及纯化 根据 G0S2基因 (Gen ID:

49457381)序列，设计两对引物扩增包含 G0S2启动子核心区域

的 DNA片段 (上游引物序列：TTT CTC TAT CGA TAG GTA

CCA CAA GCC CTT GCC TGA ACT A；下游引物序列：ACG

CGT AAG AGC TCG GTA CCG GAA GAA GAG GAG GGG
AAA A，由上海生工生物工程有限公司合成)，扩增片段全长约
1700 bp。反应模板为人胚肾 293A细胞基因组 DNA，反应体系

为 50 滋L，含有 10× PCR buffer 5 滋L、上下游引物(10 滋M)各 l

滋L、dNTPs(10 mM)1 滋L、模版 DNA l 滋L、高保真 DNA聚合酶
1.5 滋L。反应条件为 94 ℃预变性 5 min。94 ℃变性 30 s，60 ℃
30 S，72 ℃ 2 min，共 30个循环，72 ℃延伸 2 min。将 PCR产物

进行 0.8 ％琼脂糖凝胶电泳，并对目的条带进行胶回收。
1.2.2 重组质粒 pGL3-G0S2-Promoter 的构建及鉴定 载体

pGL3-Basic在限制性内切酶 KpnⅠ作用下，37 ℃ 1 h酶切成线
性。利用 Clontech公司的 In-fusion技术将 G0S2 启动子 PCR

产物与 pGL3-Basic载体质粒酶切产物进行连接反应，反应条

件为 37 ℃ 15 min，然后 50 ℃ 15 min，4℃ 1 min。将连接产物转

化到大肠杆菌 DH5琢感受态细胞，菌液均匀涂布于含有氨苄青
霉素（Amp）的 LB 平板，37 ℃培养箱中培养 12 h，随机挑取 5

个克隆，进行 PCR鉴定，取阳性克隆置于 LB/Amp液态培养基

中 37 ℃震荡培养 12 h，根据 Promega公司质粒提取试剂盒说

明书，提取质粒 DNA（pGL3-G0S2-Promoter）。载体质粒经
Ⅰ酶切，1.2 ％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。
1.2.3 大鼠血管平滑肌细胞体外分离及培养 无菌条件下取健

康 SD大鼠胸主动脉，剥除动脉外膜并去除内膜，采用贴壁法

置于 25 cm2细胞培养瓶中，加入含 1× 105 U/L 青霉素、100

mg/L链霉素以及含 10 %胎牛血清的高糖 DMEM培养液，置
37 ℃、5 %CO2、饱和湿度的培养箱中培养。培养 7~9 d组织块

长出细胞团，14 d首次进行传代，然后隔天换液、3-4 d传代 1

次，取指数生长期内的细胞进行实验。

1.2.4 电穿孔法转染启动子 采用 BTX ECM830电转仪，所有
操作均在无菌条件下进行。电转前，用 0.1 M PBS平衡液洗细
胞 2 次，于 1500 rpm 离心 5min 后去上清，用不含血清的
DMEM培养液重悬细胞，并加入 GFP质粒，制成细胞密度为
1× 107 /L、DNA浓度为 30 滋g/L的细胞混悬液。移取 400 滋L混
悬液置于 4 mm电击杯中待转。选择方波、1个脉冲、不同的脉
冲电压（160，180，200，280 V）及不同的脉冲时间（50，70，90
ms）条件下进行瞬时转染。电击完毕将电击杯静置 5 min，加入

含有 10 %FBS的 DMEM培养基，以细胞密度 1× 106 /L接种

到 24孔培养板中，置 37 ℃、5 %CO2培养箱中培养。培养 12 h

后荧光显微镜下观察细胞，200 V、90 ms条件下细胞存活率及
转染效率均较高。采用此优化的电转条件（200 V、90 ms）进行

质粒转染，实验分为 4组，1组为实验组，转染 pGL3-G0S2-Pro-

moter质粒；2组为阳性对照组，转染 pGL3-Promoter；3组为阴

性对照组，转染载体质粒 pGL3-Basic；4组为空白对照组。为校

正组间转染效率，每组均采用表达 茁- 半乳糖苷酶的质粒
psV-茁-Galactosidase同时进行转染。培养 12 h后换液，继续培

养至 24 h。每组设 2个复孔，在相同条件下重复 3次实验。
1.2.5 荧光素酶转录活性测定及茁-Gal活性测定 培养 48 h弃

去细胞培养液，用 0.1 M PBS洗 3次，每孔加入细胞裂解液 100

滋L。充分裂解细胞后，以 12000× G于 4 ℃离心 2 min留上清。

取 20 滋L上清加入 100 滋L荧光素酶的底物，用生物发光仪检

测荧光素酶的活性。另取 30 滋L上清加 20 滋L1× 裂解 buffer进

行稀释，加入 50滋L含 茁-半乳糖苷酶的反应底物ONPG的 Assay

2× Buffer，于 37 ℃反应 30 min后，加入 150 滋L Na2CO3(1 M)

终止反应，于波长 420 nm测定吸光度(A)值，根据标准曲线计

算每孔含 茁-半乳糖苷酶的量。以荧光素酶的活性与 茁-半乳糖
苷酶含量的比值为校正后的结果。

1.2.6 统计学方法 采用 SPSS 20.0统计软件，所有数据以 x± s

表示。各样本间数据比较采用 ANOVA方差分析，P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 G0S2启动子扩增结果
通过上下游引物进行 PCR扩增后，产物进行 0.8 %琼脂糖

凝胶电泳，长度约为 1700 bp的条带即为目的条带，见图 1。目

的基因进行切胶回收。

2.2 G0S2启动子与 pGL3-Promoter质粒的链接与鉴定

随机挑取 5个单克隆菌落，运用菌斑 PCR技术进行鉴定，

结果见图 2。提取鉴定正确的阳性克隆扩增测序，测序结果证

明重组载体克隆正确。重组质粒 pGL3-G0S2-Promoter经
Ⅰ酶切后，1.2 ％琼脂糖凝胶电泳，结果显示出约 4.8 kb的大片

段和 1.7 kb的小片段，与理论结果相符，证明质粒构建成功，见

图 3。
2.3 荧光素酶报告基因转录活性

重组质粒转染大鼠血管平滑肌细胞，结果显示，质粒转染

组和阳性对照组均有明显差异（P<0.05），质粒组与阳性对照组

相比有明显荧光素酶转录活性（P<0.05），见图 3。

图 1 PCR产物电泳结果M：DNA分子量标准；1：PCR产物

Fig.1 PCR agarose gel electrophoresis M: DNA Maker; 1: PCR product

1831窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.10 APR.2014

图 2 重组质粒转化克隆菌的 PCR鉴定M：DNA分子量标准；1~5：重

组载体

Fig.2 Recombinant plasmids agarose gel electrophoresis M: DNA Maker;

1~5: recombinant plasmids

图 3 重组质粒酶切电泳结果 1：重组质粒酶切产物；M：DNA分子量标

准

Fig.3 Recombinant plasmids digested by enzyme 1:digestion of

recombinant by Ⅰ ; M: DNA Maker

图 4 血管平滑肌细胞中 pGL3-G0S2-Promoter启动子活性分析

Fig.4 Luciferase assay of pGL3-G0S2-Promoter in VSMC

* vs.阴性对照 /空白对照 * P<0.05

* vs. Negative Control/Blank Control * P<0.05

△ vs.阳性对照 △ P<0.05

△ vs. Positive Control △ P<0.05

3 讨论

G0S2参与机体内脂质代谢过程，与肥胖、糖尿病胰岛素抵

抗等脂质代谢相关疾病密切相关。研究还发现，G0S2蛋白是一

种含有 103个氨基酸的碱性蛋白，在脂肪细胞和造血细胞分化

过程中基因 G0S2基因表达明显增加，被认为是调节细胞周期

由 G0期向 G1期转换的开关基因[8-10]。成年动物肝脏、骨骼肌及

衰老细胞增殖能力降低的同时 G0S2 基因表达明显增加，
HepG2、FAO 和 Hepa1-6 等有较高增殖能力的肿瘤细胞系中
G0S2基因表达水平明显降低[8]，G0S2基因与细胞增殖和分化
可能密切相关。血管平滑肌细胞增殖、迁移是临床上血管成形

术后再狭窄发生的主要原因之一[11, 12]，因此研究血管平滑肌细

胞中 G0S2基因的生物学作用还可能为心血管疾病的临床防

治提供新的思路。

启动子是转录激活过程中起发动作用的特异 DNA序列，

与转录因子结合后调节基因的转录[13]。基因的转录受到启动子

的精确调控，要明确基因的转录调控机制，启动子的活性分析

是前提。启动子的克隆，一是利用启动子探针质粒载体筛选启

动子，二是利用 PCR技术[14]。本研究根据 G0S2启动子序列，设

计特异性引物，用 PCR技术钓取目的基因，利用 In-Fusion技术
将扩增产物克隆到 pGL3-Basic载体中。

In-Fusion技术是近年来新兴的克隆技术，自 2009年张明

娟等人在国内首次报道成功利用 In-Fusion 技术构建重组载

体[15]，In-Fusion技术已逐渐被采用，现已逐渐应用于基因突变、

多片段克隆及多基因融合等研究[16]。In-Fusion技术是一种非连

接酶依赖的克隆技术，不需要连接酶和磷酸化酶，也不需要对

PCR产物进行酶切，简化了克隆步骤并节省了实验时间和经

费[17, 18]。In-Fusion技术不受基因序列和载体酶切位点的影响，只

需要在设计 PCR引物时分别引入 15个碱基的载体末端序列，

使线性化载体与 PCR产物与 15个共同碱基，然后在反应体系

中加入 In-Fusion交换酶，室温反应就可以将 PCR产物克隆到
目标载体上，这就使得在质粒载体无合适酶切位点的情况下也

可以实现基因克隆，具有高效、精确、便捷的优点。且与传统克

隆方法相比，In-Fusion技术具有较高的克隆阳性率[19]，本研究

随机挑选 5个单克隆，鉴定结果显示均为阳性，克隆阳性率非

常高。

pGL3-Basic是一个能表达荧光素酶蛋白的载体质粒，是研

究启动子活性和功能的常用载体[20]。pGL3-Basic载体中不含启

动子及增强子，因此将外源基因的启动子序列克隆到荧光素酶

基因的上游，再将重组载体转染细胞，启动子序列可以驱动萤

光素酶的表达，通过测定转染后细胞中的萤光素酶活性就可以

得到启动子的活性。本研究将 G0S2启动子与 pGL3-Basic载体
连接后，得到重组质粒 pGL3-G0S2-Promoter，经限制性内切酶
酶切鉴定，得到的 4.8 kb的大片段即为 pGL3-Basic载体，1.7
kb的小片段即为 G0S2启动子，证明质粒构建正确。而将重组
质粒、pGL3-Promoter及 pGL3-Basic分别转染进入大鼠血管平
滑肌细胞，进行荧光素酶报告基因转录活性分析。结果显示：重

组质粒和阳性对照质粒具有转录活性，且重组质粒与 pGL3-Pr-

omoter相比，有明显转录活性，表明重组载体pGL3-G0S2-Pro-

moter具有生物学活性。
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本实验成功构建了含有 G0S2 基因启动子的萤光素酶报

告基因表达载体，并且在血管平滑肌细胞中有明显转录活性，

可以进一步对 G0S2基因功能及调控机制进行研究，为基因核

心启动子区域的分析及功能研究提供了极大的方便。
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