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带 GFP的启动子鉴定质粒的构建及 

在 HCV启动子鉴定中的应用 

陈维贤，张 君，张 娟，张秉祥，唐 霓，黄爱龙 

(重庆医科大学病毒性肝炎研究所感染性疾病实验牢，重庆 400016) 

【摘 要】目的：利用已有质粒构建带GFP报告基因的启动子鉴定质粒，并用此质粒鉴定丙型肝炎病毒5非翻译区(HCV 5 一 

UTR)启动基因表达的活性。方法 ：用限制性内切酶将质粒 pEGFP—Nl上的 EGFP基因片断切下，与用相同酶切去除荧光素 

酶基因片断的 PGL3 enhancer质粒大片断连接，得到带 GFP的启动子鉴定质粒 pEGFP enhancer。HCV 5 一UTR片断用 PCR方 

法获得，插入 pEGFP enhancer的多克隆区，构建 HCV 5 一UTR驱动 GFP表达质粒。应用脂质体转染技术转染 HepG2细胞并 

观察荧光。结果：成功构建带 GFP报告基因的启动子鉴定质粒 ，并在此基础上构建 了 HCV 5 一UTR启动 GFP表达的质粒。 

前者转染 HepG2细胞后，几乎无 GFP表达，而后者观察到较强的绿色荧光。结论 ：该实验构建的带 GFP报告基冈的启动子鉴 

定质粒本底表达低，可用于真核启动子的鉴定。HCV 5 一UTR可以启动报告基因的表达，具有启动子活性。 
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Construction of the promoter indentifying plasmid with G FP 

reporter gene and identification of the promoter activity of HCV 5 一UTR 

CHEN Weixian，et al 

(Key Laboratory of Infectious Disease，Institute for Viral Hepatitis，Chongqing Medical University) 

【Abstract 1 Objective：To construct a promoter identifying plasmid with GFP as reporter gene．and then identify the promoter activity of 

HCV 5 UTR with this construct Methods：In order to construct the promoter identifying plasmid with GFP as reporter gene
，
the frag- 

ment of EGFP was obtained from the plasmid pEGFP—N l by restrict enzymes digestion．And this fragment was combined with the lar— 

get fragment of plasmid PGL3 enhancer digested by the same enzymes．The fragment of HCV 5 一UTR was obtained by PCR amplifica— 

tion and inserted into the promoter identifying plasmid．The structure of constructed plasmid was confirmed by electrophoresis analysis 

and DNA sequencing．The function of construct was confirmed by lipofectamine—mediated transient expression in HepG2 cells
． Re- 

sults：DNA sequencing showed that the inserted fragment of the constructed plasmid was the same as the template HCV genome
． The 

HepG2 cells transfected with promoter indentifying plasmid nearly didn’t express the reporter gene of GFP while the plasmid with HCV 

5 一UTR could express the GFP gene．Conclusions：The results showed that the author successfully constructed the promoter identifying 

plasmid with GFP as reporter gene．The fragment of HCV 5 UTR could behaviour as an eurakocyte promoter in HepG2 cells
．  
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丙型肝炎是严重威胁人类健康的重要传染病， 

丙型肝炎病毒(Hepatitis C virus，HCV)为一线性单 

股正链的RNA病毒，其基因组全长约 9．6kbp，基本 

结构为5’一UTR—C—E1一E2／NS1一NS2一NS3一 

NS4一NS5—3’UTR。HCV复制、转录与翻译的分子 

作者介绍：陈维贤(1975一)，男，博士， 

主要研究方向：HCV致病机制及基因治疗。 
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机制目前尚无明确的认识l1 j。为深入了解 HCV 

的启动子序列及其功能，我们构建了以绿色荧光蛋 

白(Green fluorescence protein，GFP)为报告基因的启 

动子鉴定质粒，并用此质粒鉴定了 HCV 5非 翻译区 

(5hntranslating region，5，_UTR)启动下游基因表达 

的功能 

1 材料与方法 
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1．1 材料 

质粒 pEGFP—N1，pCDNA3．1(+)，PGL3 enhancer为重 

庆医科大学病毒性肝炎研究所保存并提供。含 HCVIa型全 

长 cDNA质粒 HF／L由美国 rocofeller university的 Rice教授 

赠送。限制性内切酶 HindIII，Xho I，Xba I和 Nco I，碱性 

磷酸酶(CIAP)，连接酶及 JM109菌株为 promega公司提供。 

PCR反应试剂均为 Takara公司产 品。质粒小量抽 提试剂 

盒，PCR产物纯化及胶回收试剂盒为 Omega产品。细胞转 

染用脂质体 Lipofectamine为 lnvitrogen公司产品。HepG2细 

胞株为重庆医科大学病毒性肝炎研究所保存 『{：提供。细胞 

培养用新生牛血清为世纪清产品。其他常j{J试剂为本室 自 

行配制。 

1．2 方法 

1．2．1 带 GFP报告基因的启动子鉴定质粒 pEGFP enhancer 

的构建 如图 1，将 pEGFP—N1和 pCDNA 3．1(+)用 HindIII 

和 Xho I双酶切，分别回收小片断和大片断，以T4 DNA连接 

酶连接后得质粒 pCDNA 3．1(+)一EGFP，再将此质粒和 

PCL3 enhancer用 HindIII和 Xba I双酶切 ，分别回收小片断 

及大片断，以连接酶连接后得质粒 pEGFP enhancer． 

T4DNA连 接酶 

图 I 质粒 pEGFP enhancer的构建技术路线图 

1．2．2 含 HCV5，_UTR的表达质粒的构建 

1．2．2．1 引物设计与合成 根据 HCV 1 a型基因组序列 ，设 

计合成一对扩增引物。上游 引物为 5’一CTAAAGCTrGC— 

CAGCCCCCTGATGG一3’，含有 HindIII酶切位点；下游引物 

为 5’一AACAAGCTrGGTGCACGGTCTACGAGACC一3’．亦 

含有 HindIII酶切位点。扩增产物为 HCVI一341bp片断(5 

一 UTR)。引物由上海博亚申友公司合成。 

1．2．2．2 PCR扩增 反应体系：25 l，10×PCR buffer(含 

Mg。 )2．5 l，dNTP(2．5mmol／L each)21xl，上 下游 引 物 

(10pmol／IL1)各 1txl，HF／L质粒模板(20ng／IL1)1}xl，pyrobest 

高保真酶 1U，DH O补足 251xl。反应 条件为：94~C预变性 

5min；94~C变性 30s，58℃退火 30s，72~C延伸 30s，循环 30次 

后 72~C延伸 10min。扩增产物用 1．5％琼脂糖凝胶电泳，观 

察并成像。 

1．2．2．3 质粒构建 PCR产物用 PCR产物纯化试剂盒纯 

化。纯化产物用 HindIII消化 ，再次用 PCR产物纯化试剂盒 

纯化并进行紫外定量。载体 pEGFP enhancer用 Hind III消 

化 ，胶回收试剂盒纯化后用碱性磷酸酶处理，使其5’端去磷 

酸化，再次纯化后与酶切处理的 PCR产物连接。连接产物 

转化感受态 JM109细菌 ，接种至 LA平板 ，37~C孵箱过夜培 

养。 

1．2．2．4 克隆鉴定 挑取 LA平板上生长的单个菌落至 LA 

液体培养基，37~C，300r／min震摇培养 16h，取 1ml细菌作快 

速筛选 ，lO000r／min离心 30s，弃上清，加入301xl酚：氯仿： 

异戊醇 (25：24：1)，重悬后离心 2min，取 101xl上清液电 

泳，并以空载体作对照。取初筛 阳性的菌株小量提取质粒， 

并将质粒用 Neo I酶切，以鉴定插入片断及插入方向。 

1．2．2．6 序列分析 分别取正反 向插入的阳性克隆进行 

DNA序列分析，由上海博亚申友公司完成。 

1．2．3 质粒在细胞中的表达 

1．2．3．1 细胞培养 HepG2肝癌细胞株由重庆医科大学病 

毒性肝炎研究所保存并提供。采用 1640培养基，加入 10％ 

小牛血清，青霉素 100U／ml，链霉 素 lOOU／ml，在 37℃，5％ 

CO：条件下进行培养及传代。 

1．2．3．2 质粒转染 HepG2肝癌细胞接种于 24孑L板，0．5 

×10 ／孑L，待90％细胞融合后，采用脂质体 Lipofectamine试 

剂盒进行 转染 ，按说明书操作。每孔 细胞 脂质体 用量 为 

21xl，质粒为 1Ixg。 

1．2．3．3 GFP活性观察 转染后继续培养 24h，48h，72h，以 

荧光显微镜观察细胞荧光。 

2 结 果 

2．1 带 GFP报告基因的启动子鉴定质粒 

见图2。该质粒拥有 PGL5 enhancer的骨架和 

质粒 pEGFP—N1的 GFP报告基因。GfP基因前为 

多克隆位区，无启动子序列，其前带 SV40 polyA，后 

有 SV40 enhancer结构。 

2．2 含 HCV启动子片断的表达质粒的构建 

2．2．1 HCV5，-UTR片断 PCR扩增结果 根据引 

物的设计，PCR应扩增出359bp的产物(包括两端 

的酶切位点及保护碱基)，为完整的 HCV 5’非翻译 

区。如图3所见，PCR产物位置与设计一致。 

2．2．2 阳性克隆酶切鉴定：挑取 10个克隆做质粒 
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图2 质粒 l· (r̈ ’-一 jILlttI结构示 意圄 

1 2 

图3 H d-V启动于片断 I1 Ji产物电泳图 

韧筛实验， _rl 9个 隆质耗浊勒速度比空载体 

pE( ̈  e,I1HI ̈ 悭 小 世提取 质 粒 c·I酶 切警 

定 I{l于奄戟体}，E【 ̈ LY1]h~]nl̈ 】17／·p位置打 一个 

Nco I醉切f 点．1 捕人片断 83bp位 有 一 ·I 

酶∽他』 敞』H克隆质粒用 ”l· 翦切后_lJ产生 

两个J十断，『E向捅八州为4190bp+3】210，眨向插入 

t为4365 +I37hp．pI-(；Ft en[IDJI( 为4161 hp． 

如图4所见，克隆 l，3，4．6，8均匀l -J捅人． 2， 

5．7则 为反向插 人 

2 2．3 序列测 结果 挑取电隆 J千“2进行序列 

分析．插人片断 攥扳 DNA完 敛 分别命辑为 

HCV HCV 5 一UTR — I c Jl1hdl⋯ rt +}郓 H( ：V 

HCV 5 U。。。I}{ GFI _1}】H ‘-r(一) 

3 3 质粒在细胞中的表逸 

质粒 I~EGFP— I．pE'GI elllla rl[w，HCV HCV 

5 一UTR一(，FP enhan ·r c+ )．HCV lICV 5 一UTR— 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M  

M  L N A m a  rK0 f 

L口 ne ]一8 ：口 asm Id 1 8 digested byN co I 

L0 n0 9： pEG FP enha Noe r dIgesred by Nc0 

图4 阳性质粒的酶切鉴定 

GFP enhalIC{-'I(一)分别转染 HepG2细胞，荧光观察 

结果 圈5． 

HCV为 ·线性唯股正链n0 RNA病毒，其分子 

病原学机制尚未彻底清楚 一般认为其复制过程是 

I{、A到 RNA．而无 DNA lII问阶段．．其5 一UTR和 

3 一UTI{对嫡毒的复制和涮译的调控有着重要意 

义 ．研究发现其5 一Lq R中存在着 ·个内部核 

糖体进入部位．控制着其黜译起始和效率 同时 5 
一 ¨1I{住病毒复制【fI存重要意义 有研究汪实5 

一 uTR住体外可以结台病毒的RNA依赖的 RNA聚 

合瞬，后者 病毒复制 键性必需成分 ’”’ 本实 

骑中将5 一UTR克隆到带肯 (；FP报告基因的启动 

子鉴定质粒，结果段片断能够驰动下游报告基 的 

表达，而怍为埘且强的反向插凡片断则不能，证实5，_ 

L_rR片断 启动子话性 其匣向序列则尤启动子 

衍件 

相 条件下转染 pE(；FP—Nl和 pHCV 5’一 

UTR GFI el1]larl~ef，发现后者较前者表达荧光的 

细胞数鞋较少．荧光皿较弱．证明 HCV5’一U‘rR启 

动基因表达的活性较 CMV启动子(|，Ec}’P—N】上 

GFP前的 动子为 CMV启动子)弱 可能 HCV5’ 

一 IrJ、R启动心表达的较低活忭亦是其在体内复制 

效率较低的原因之 一 我们在研究中还初步发 

现5’一L．11{的第一结构域刊其启动话性钉抑制作 

用，下 ·步的研究还在进{ 中．． 

本研究 利州已有的质粒成功梅建 r带有GFP 

报 基陶的启动子蝗定质粒，恢质粒GFI 报告基因 

黼兄寤动子．EL有SY40的 poly A结构，放 GFP报告 

肇因不能转求和表达，因此宅载体转染 HepG2细胞 

时只有救微弱的荧光背景，当克隆进的片断具有启 

三 

器 器 
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图5 4种真核表达质 l粒转染 

H pL；2细胞 4 荧光观察情况 

功活陛时，就能够启动该 因的转录进而表达出 

(； I，在荧j七显微镜下可见到绿色荧光 泼鉴定质 

粒优点足非常直观、简单，叮以广泛地用于其它真核 

启动子研究 ．． 
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