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LAPTM4B启动子荧光素酶报告基因重组体的构建 
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(1．重庆医科大学医学检验系，重庆 400016；2．北京大学临床肿瘤学院，北京肿瘤医院检验科， 

E京市肿瘤防治研究所免疫研究室， E京 100036；3． E京大学基础医学院细胞生物学与遗传学系， E京 100083) 

【摘 要】目的：LAPTM4B基因是肝癌中高度表达的新基因。为下一步 LAPTM4B启动子的活性分性，本文构建了 

I．APrrM侣基因启动子调控的报告基因重组表达质粒。方法：以LAPTM4B基因组 cDNA为模板扩增翻译起始位点上游DI 

序列。PCR产物定向克隆到含荧光素酶报告基因的载体 pG】L3一Basic中，并经限制性内切酶消化鉴定。结果：通过酶切鉴定 

和基因测序，证明成功地构建了三种不同长度的pC —LAPTM4B—Luc荧光素酶表达质粒，形成了系列的LAPTM4B启动 

子重组体。结论：充分利用生物信息学资源，利用已知基因的启动子序列，可快速，准确地克隆已知基因启动子序列并构建启 

动子载体。LAPTM4B启动子荧光素酶报告基因重组体的构建为LAPTM4B启动子的活性分析奠定了基础。 
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Construction of LAPTM4B promoter—Iuciferase reporter recombinants 

PENG Fangyi，et al 

(Department ofClinical Biochemistry，FacultyofLaboratoryMedicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：LAPTM4B is a novel gene which is over expressed in HCC．To evaluate LAPTM4B gene promoter on gene 

transcription，we constructlueiferase reporter plasrnid pGL3一LAtrI'M4B—Lue．Methods：TheLAPTM4B eDNAwasused aS atem— 

plate in the polymerase chain reaction to amplify its upstream regions from the translation initiation ccxton．The PCR p~ uct Was di— 

rectly cloned into the lueiferase reporter vector pGL3一Basic．Results：Restriction enzymes digestion and nueleotide sequencing con— 

firmed that the recombinant plasmids were correct without base mutation and deletion．Conclus／on：A known gene promoter sequence 

could be freely obtained from Genbank database．This is very useful for the gene promoter cloning and promoter vector constructing ． 

The construction of LAPTM4B recombinant pl~mid lay a foundation of the analysis of promoter activities． 
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I APTM4B基因是通过荧光差异显示技术筛选 

出可在成人正常肝中低表达而在绝大多数癌组织表 

达高度上调的未知 cDNA片段(LC27一DD)，测序 

结果表明这是一个位于8q22．1的新基因，具有7个 

外显子，6个内含子_1 J。基于其含有4个跨膜区、典 

型的溶酶体定位信号及与 LAPTM4A同源46％这 

样一些结构特性，这一新基因编码的蛋白质被 

HUGO命名为溶酶体相关 4次跨膜蛋白质B(1yso— 

some—associated protein~ rane 4 beta)，缩写 

为LAPTM4B[卜4l。众多研究表明，染色体8q22．1区 

域在肝癌、食管癌等多种肿瘤存在染色体扩增[5,6]。 
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主要研究方向：肝癌相关基因LAPTM4B的表达调控。 
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LAPTM4B基因在大部分肝癌高表达，而这个基因 

恰好位于染色体8q22．1。但对一些LAPTM4B基因高 

表达肝癌标本的Southern blot研究，并未发现该基 

因在DNA水平的明显扩增，因而推测 LAPTM4B 

在肝癌高表达的原因是否为转录调节的失控。作为 

进一步研究 LAPTM4B基因表达调控、活性及其生 

物学作用的前期工作，利用 PCR技术扩增了 

LAPTM4B基因并构建了多个调控荧光素酶报告基 

因的真核表达载体。 

1 材料与方法 

1．1 试剂 
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5’端进行了修正，得到了准确的全长 cDNA序列。 

Northern杂交表明，这个基因在肝癌组织，尤其是低 

分化肝癌高度表达，在中分化肝癌组织和正常胎肝 

组织中度表达，而在高分化肝癌组织、癌旁组织(非 

癌组织)和正常成人肝组织低水平表达。在大部分 

肝癌 细 胞 系 和 正 常 肝 来 源 的永 生化 细 胞 系 

LAPTM4B基因也较高表达l_4 J。以上结果强烈提 

示，LAPTM4B可能对细胞的生长、增殖和分化起重 

要作用，它的高表达可能是肝癌进展到一定阶段(后 

期)的一个重要分子遗传学标志。周柔丽教授以前 

和近期的研究也都证明 LAPTM4B与细胞的生长 

和增殖有一定的关系[ ，由含全长 LAPTM4B cD— 

NA真核表达载体转染的HLE细胞克隆形成率比 

对照高；生长速度、DNA合成及细胞周期运行加快； 

尤其是对生长因子的依赖性降低，并具有较强的软 

琼脂糖凝胶集落形成能力；细胞迁移及侵袭人工基 

膜 的 能 力 也 显 著 增 强[8， 。这 些 结 果 提 示 

LAFrrM4B的过表达与肝细胞的癌变和进展可能有 

关系。可见 LAPTM4B基因可能是一个与肝癌密 

切相关的一个重要基因，因此，有必要对 LAPTM4B 

基因的表达调控进行深入研究。基因的表达调控可 

以在不同水平及多个阶段进行，但在转录水平调控 

基因表达是最经济和有效的。对 IA B基因 

启动子的结构、功能及其在癌细胞中的表达调控机 

理进行研究，将有助于阐明癌细胞生长、分化、恶变 

的分子机理。 

目前基因报告系统已广泛应用于研究真核细胞 

基因的表达和调控。利用报告系统研究 IA B 

启动子的调控作用可以最大限度的避免下游基因表 

达产物对启动子的反馈干扰，能真实的反映外周因 

素对调控序列的影响。荧光素酶报告系统是广泛应 

用于哺乳动物的第1个非同位素遗传报告系统。与 

目前常用的CAT报告基因相比更加适合对基因瞬 

时表达的研究，从而使其成为研究可诱导系统一种 

理想的报道分子。作为 LAPTM4B基因启动子调 

控进一步研究的前期工作，本文扩增了该基因5’端 

上游一系列不同长度的DNA序列，并克隆到质粒 

pGL3～Basic中，成功构建 了 LAPTM4B表达调控 

载体。为体外研究 LAPTM4B启动子转录调节提 

供了新的手段。目前 LAPTM4B基因启动子的结 

构和功能的研究尚处于起始阶段，上述工作将为进 

一 步研究该基因启动子区重要的顺式调控元件和相 

关的反式作用因子以及核基因对于诱导信号的应答 

机制，发现调控该基因表达的重要的靶标打下基础。 

(通讯作者：张青云，男，研究员，主要从事分子免疫学及 

肿瘤标志物的研究) 
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