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腐胺对小鼠成纤维细胞中Atp8al基因表达的影响 

万 涛-，李朝幸 ，田园园z，王李英z，秦栋栋2，李 凯 ，曲嘉琳z，汤 华z 

(1．重庆医科大学附属第一医院呼吸科，重庆 400016；2．重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室， 

重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究腐胺对小鼠成纤维细胞中Atp8al基因表达的影响，初步探讨其作用机制。方法：用基因芯片和Real—time 

PCR检测正常小鼠和Azinl(Antizyme inhibitor 1)基因敲除小鼠肝脏组织中Atp8al基因的在mRNA水平上的表达；构建Atp8al 

基因启动子的虫荧光素酶报告质粒 pGL3-Atp8al—P；将重组质粒转染 NTH3T3成纤维细胞中，分别在含有4~g／ml腐胺和不含 

腐胺的条件下，用双荧光素酶检测系统检测虫荧光素酶活性。结果：在含有腐胺的培养条件下，转染A加8n1基因启动子虫荧光 

素酶报告质粒的细胞虫荧光素酶的活性明显改变。结论：腐胺能够抑制Atp8al基因启动子活性而降低其在NIH3T3成纤维细 

胞中的表达。 
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Effects of putrescine on Atp8al gene expression in mouse NTH3T3 cells 

WAN Tao，et ol 

(Department ofRespiratory Diseases，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of putrescine on the expression of Atp8al in NIH3T3 cells and reveal its regulatory 

mechanism．Methods：DNA mieroarray and Real-time PCR were performed to detect the A tp8al gene expression in normal mouse liver 

and Azinl knockout mouse liver．Atp8al promoter luciferase repo~er plasmid，pGL3-A~8al—P，was constructed．NTH3T3 cells were 

transiently transfeeted with pGL3-A tp8al-P，and cultured in medium with and without putrescine respectively．Then the lueiferase 

activity was detected．Results：The relative luciferase activity was changed in the cells which were transfected with pGL3-A tp8al-P when 

cultured in medium added with putrescine．Conclusion：Putrescine could down—regulate the A tp8al gene expression in NIH3T3 cells by 

inhibiting its promoter’S activity． 
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多胺是一种低分子量的有机多聚阳离子，包括腐胺(Pn— 

trescine)、精胺(Spermine)、精脒(Spermidine)，广泛存在于哺 

乳动物细胞 ，在细胞增殖、分化中起重要作用。多胺能够通过 

与 DNA、RNA、各种胞质内配体及膜蛋白相互作用而导致机 

体发生一系列生理或病理改变Ⅲ。通过基因捕获技术，我们得 

到了鸟氨酸脱羧酶抗酶抑制子基因缺失型小鼠[21，前期研究 

中，利用高效液相色谱检测A in1基因敲除小鼠和野生型小 

鼠体内腐胺的水平，结果表明腐胺含量在Azin1基因敲除小 

鼠纯合型的肝脏、肾脏和脑组织中均出现降低。另外，通过基 

因芯片，我们发现Azin1基因敲除之后，小鼠体内多个基因 

的表达发生显著改变[31。其中，P型镁离子依赖的三磷酸腺苷 
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酶 II(Atp8a1)的表达量明显上调。Atp8a1是一种氨基磷脂 

转运酶 ，主要功能是帮助维持细胞膜上磷脂的不对称分布 。 

为明确Azinl基因敲除小鼠体内腐胺含量的变化是否与 

Azinl基因敲除所导致的A tp8al基因表达存在相关性，我们 

构建了Atp8al基因启动子的虫荧光素酶报告质粒 ，将其转染 

NTH3T3成纤维细胞中，加入含腐胺的培养液进行培养，通过 

检测荧光素酶活性的变化来研究腐胺在转录水平是否能够 

调节 Atp8al基因的表达。 

l 材料和方法 

1．1 材料 

小鼠成纤维细胞 NTH3T3及大肠杆菌 DH5仅由重庆医 

科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室保存。盐酸 
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我们将pGL3-Atp8al—P重组质粒转染NTH3T3成纤维细胞， 

转染后 4-6 h，加入 4 p,g／ml(最佳有效浓度)的盐酸腐胺继续 

培养。48 h后，收集细胞，提取蛋白，进行启动子荧光素酶活 

性检测。结果如图 3所示。 
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pRL—TK质粒作为内参用来标化转染效率，转染后 48 h检测 

双荧光素酶的活性。相对荧光索酶活性用虫荧光素酶活性与 

海肾荧光素酶活性的比值(FL／RL)来表示。( 尸<O．05) 

图3 腐胺能够抑制Atp8al基因启动子活性 

3 讨 论 

在细胞体系中，多胺能影响DNA合成的启动和复制叉 

的移动速度。在 中w一14噬菌体中，这种作用是通过腐胺和 

DNA的共价结合实现的161。精胺和亚精胺可以促进 DNA的 

聚合沉淀，进而阻止DNA的热变性和辐射变性，这种稳定作 

用可以通过中和核苷酸链上磷酸基团所带的负电荷来实现。 

进一步研究表明，在稀释的 DNA溶液中，多胺可以与单个的 

DNA分子发生作用，促进 DNA的浓缩和超螺旋过程171。Fa— 

iardo等 报道，多胺可以激活或抑制与DNA合成有关的酶， 

但这种作用能被高浓度的钙或镁离子所代替。这些结论，证 

实了多胺与 DNA的转录是密切相关的。 

Atp8。l是P型ATP酶4型亚族中的一员，这种高度保守 

的P型ATP酶广泛表达于真核和原核生物，含5个亚族，4型 

ATP酶仅表达于高等真核生物，典型的P型 ATP酶均含有一 

保守序列 DKTGT[L，I，v，M】rr，I，s】，并且包含 10个被证实的 

跨膜区。它们的分子量从 70—150 kD不等 。Sobcki等口ol对 

Atp8al基因启动子结构和功能分析表明，小鼠A~8al基因 

启动子缺少 TATA盒和一个稳定的起始序列，全长和核心启 

动区虫荧光素酶报告系统分析显示Atp8al基因启动子具有 

强的启动活性并且具有一定的细胞特异性。这种特异性可能 

因为更多的调控片段和不同的转录因子存在于不同的细胞 

以及转录起始复合物组合的不同而导致Atp8al基因的差异 

表达。 

本研究中，我们发现A inl基因敲除小鼠和正常小鼠相 

比，体内腐胺的含量明显减少。因为鸟氨酸脱羧酶抗酶抑制 

子在腐胺的代谢过程中发挥作用，Azinl基因缺失型小鼠体 

内通过鸟氨酸脱羧酶，鸟氨酸脱羧酶抗酶以及 AZI相互 

作用对腐胺的代谢调节环节出现失衡，因而导致了腐胺含量 

的降低。另外，利用基因芯片我们获得了Azin1基因敲除小 

鼠和正常小鼠肝脏中差异表达的基因，其中，Atp8al基因表达 

在 Azinl基因敲除小鼠中出现显著上调，这一结果说明Azin1 

基因的缺失所引起的小鼠体内生理或病理变化直接或间接 

影响了Atp8al基因的表达。 因此 ，我们构建了Atp8al基因 

的启动子虫荧光素酶报告质粒(pGL3-Atp8a1一P)，通过加人 

腐胺这一调节因子来研究腐胺与Atp8al基因表达的关系。 

小鼠成纤维细胞 NIH3T3中转入Atp8al基因的启动子虫荧 

光素酶报告质粒后，加入腐胺，其活性明显减弱，说明腐胺可 

以通过抑制Atp8al基因启动子的活性进而降低其在小鼠成 

纤维细胞中的表达。这一结果显示了腐胺在基因转录调节中 

的作用 ，但具体机制仍有待进一步研究。 
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