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SAA3启动子调控的炎症诱导表达系统体内表达及对内毒素响应特性研究

太光平 ,汪仕良 ,王　裴 ,王桂珍 ,黎　鳌　　 (第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 ,重庆 400038)

　　【提要】　目的: 探索应用血清淀粉样蛋白启动子 ( SAA 3)调控下游基因的可能性 ,利用构建的 SA A3启

动子 /氯霉素乙酰转移酶 ( CA T )表达载体观察 SA A3启动子 /增强子应用于调控目的基因体内表达特性及

对体内炎症信号刺激的响应特性。方法:小鼠随机分 2组 ,采用腹腔注射法转染脂质体 /DN A复合物 , 48 h后

LP S攻击 ,测定 L PS攻击后不同时间 C AT的诱导表达 ( ELI SA法 )及不同时间的血清 IL-6水平 ( EL ISA

法 )。 结果: L P S攻击可诱导转染小鼠 CA T在肝、肺表达 , LP S活化迅速诱导肝脏 CA T表达 , 12 h达 3. 74

ng /mg蛋白 , 36～ 48 h维持较高的表达水平 , 96 h下降 ;小鼠血清 I L-6的水平与肝脏 C A T表达显著正相关

r= 0. 87。 结论:本研究证实 SA A3启动子转录调控序列 ( - 306～ + 47)在体内可响应炎症刺激灵敏启动、诱

导下游的报告基因 CA T表达 ,适合于构建自适应炎症诱导性表达载体 ,为炎症疾病的基因治疗奠定基础及

治疗新策略。

　　关键词　血清淀粉样蛋白启动子 ( S AA 3) ;氯霉素乙酰转移酶 ( CA T ); L PS; IL-6;基因治疗

　　中图法分类号　 R394; R996　 文献标识码　 A

　　急性相反应蛋白 ( Acute responsive phase pro-

teins, ARPS)是一类进化上高度保守的蛋白 ,能对各

种炎性刺激灵敏响应。 业已阐明 ,血液 ARPS水平的

升高与创伤、感染及炎症反应的严重程度成正比 ,并随

病程的波动而波动。 ARPS主要在肝细胞合成 (如补体

C3、抗胰蛋白酶 a-AT) ,其中血清淀粉样蛋白启动子

( Serum amyloid A3 , SAA3)既可表达于肝细胞 ,也表

达于肝外单核细胞系统。 SAA3启动子存在 IL-1、 IL-6

激活应答元件
[1 ]
。因此 ,利用 ARPS基因启动子能对病

理信号迅速响应的特性 ,就可能使其调节的目的基因

表达随疾病的病理生理信号 (炎性反应水平 )变化而改

变 ,受疾病病理过程自动控制 ,为解决基因治疗中目的

基因表达的时机和表达水平动态控制这关键问题将提

供一极好的治疗基因调节策略
[2 ]
。 本实验选用含

SAA3启动子 (- 306～ + 47)调节序列及报告基因氯

霉素乙酰转移酶 ( Chlo ram phenico l acety lt ransferase,

CAT )的真核表达质粒 ( PSAA3CAT3) ,观察 SAA3

启动子 /增强子对报告基因调控作用及对体内炎症信

号及刺激的响应特性 ,探索应用 SAA3体内调控基因

表达的可能性。

1　材料与方法

1. 1　动物
　　 BA L B /C小鼠 ,雌雄不限 ,体重 18～ 25 g ,本校实验动物中
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心提供。

1. 2　表达载体
　　 PS AA 3CA T 3为一穿梭质粒 ,含鼠 SA A3启动区 ( - 306～

+ 47)转录调节序列 , SA A3启动子下游为 C A T编码区及

SV 40 poly A序列 ,系载体 pBL CA T 3 ( EM BL / GenBank编号

X 64409)的衍生载体 ,该载体由日本 Kana zaw a大学 Ya mamo to

教授惠赠。常规质粒转化 ( D H5a大肠杆菌 )及碱裂解法抽提、纯

化质粒 DN A[3]。

1. 3　体内基因导入
　　 BAL B /C小鼠随机分成两组 ,实验组 ( PSA A3CA T 3 DN A

+ L PS攻击组 )及对照组 ( PS AA 3CA T 3 DN A组 ) ,实验分 3次

进行 ,实验组 21只 ,对照组 14只。 实验组每只小鼠腹腔注射

0. 5 m l含 DN A 20μg的 DN A脂质体复合物及生理盐水 ,实验

组同时注射 250μg L PS( Ecoli O111 B4 Sig ma) , DO T AP脂质

体购自 Boehringe r Ma nnheim 公司 ,对照组单纯腹腔注射

PSA A3CA T 3 DN A /脂质体复合物及生理盐水。 不同时相点

12、 24、 36、 48、 72、 96、 120 h ,取眼眶血 ,取肝、肾、脾、肺、肠 ,液氮

冻存待测。

1. 4　氯霉素乙酰转移酶 CAT的测定

　　收集不同时相点组织用 0. 25 mmol /L T ris缓冲液冰浴中

匀浆 ,反复冻融 3次 , 12 000×g 离心沉淀 ,取上清。 Lo w ery法

定蛋白含量 , CA T酶联免疫试剂药盒 ( Bo eh ring er M annheim

公司 )测定 CA T蛋白水平。

1. 5　血清 IL-6的测定

　　收集不同时相点血清 ,用 IL-6酶联免疫试剂药盒 (第四军

医大学免疫教研室提供 ) ,酶标仪测定 O D值 ,估计样品 I L-6含

量。
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1. 6　统计学分析
　　所有数据 x-± s表示 ,以 t检验进行统计学处理。

2　结果

2. 1　转染小鼠体内脏器 CAT表达分布
　　 L PS攻击可诱导转染 C AT在肝、肺表达 ,而未能在脾、肾、

肠及血清检测到 CA T表达 ,该方法 CA T检测下限为 5 pg ,见

表 1。

2. 2　肝脏 CAT诱导表达的时间动态分析

　　 L PS活化迅速诱导肝脏 CA T表达 , 12 h达 3. 74 ng /mg蛋

白 , 36～ 48 h维持较高的表达水平 , 96 h下降 , 120 h接近对照

组水平 ( 2. 741. 80 ng /mg蛋白 ) ,见表 2。

表 1　 LPS攻击不同脏器报告基因 CAT表达水平

Tab 1　 LPS induced CAT expression in diff erent

organs in vivo

CAT( ng /m g p ro tein)

Liver Lung Spleen Kidney In testine Serum

CAT 16. 26± 3. 25 3. 71± 2. 43 - - - -

表 2　 LPS诱导肝脏报告基因 CAT表达动态分析 ( CAT ng /mg)

Tab 2　 Kinet ics of CAT expression in liver induced by LPS

12 h 24 h 36 h 48 h 72 h 96 h 120 h

3. 72± 1. 28 9. 25± 3. 86 18. 28± 6. 32 16. 60± 5. 18 8. 54± 3. 36 5. 43± 1. 08 3. 04± 1. 10

2. 3　肝脏 CAT诱导表达的剂量效应关系

　　不同剂量内毒素攻击小鼠 ,结果显示 100μg的内毒素 48

h已显著激活、启动了 CA T基因的表达 ,与 200μg、 300μg剂

量组间无显著差异 ( P > 0. 05) ,见表 3。

表 3　 LPS诱导肝脏 CAT表达的剂量-效应关系

Tab 3　 Dose-dependent expression of CAT

in liver induced by LPS

LPS(μg /mouse)

25 50 100 200 300

CAT( ng /mg) 8. 62± 1. 53 11. 88± 3. 80 15. 52± 5. 44 17. 08± 7. 59 17. 34± 6. 21

2. 4　小鼠血清炎症介质水平与 CA T诱导表达的相

关分析

　　相关分析显示 L P S攻击肝脏 C A T表达与小鼠血清 IL-6

的水平显著正相关 r= 0. 87,见图 1。

图 1　肝脏 CAT表达与血清 IL-6水平的相关分析

Fig 1　 Correlation analysis of hepatic CAT expression

and serum IL-6 level

3　讨论

　　目前普遍采用的基因治疗载体其目的基因的表达

受载体自带启动子自发激活 ,表达不受限制 ,不能解决

目的基因表达的时机和表达水平动态控制这一关键问

题 ,难于符合临床要求 (可控制性基因治疗 )。急性相反

应是生物界较普遍的一种对各种炎性打击 (创伤、感

染 )的应答及保护性反应。业已阐明血清急性相反应产

物 ( C-RP)、小鼠血清淀粉样蛋白 ( SAA)的表达正比与

疾病 (感染、创伤 )的严重程度 ,随疾病病程的变化而波

动。 SAA在 LPS攻击后 24 h后血清水平增加 1 000

倍 ;体外 20%的单核细胞上清诱导的肝细胞 HepG2

SAA m RN A表达增加 150～ 224倍 ( 6～ 24 h )及 375

倍 ( 48 h )。其中 SAA3是唯一既能在肝细胞合成 ,亦在

肝外细胞如巨噬细胞表达的 SAA蛋白
[4 ]。 S AA3能表

达于多种细胞系统的特性对炎性疾病基因治疗有独特

意义。本研究选用的 SAA3启动子调节序列 ( - 306～

+ 47) ,其包括了外显子Ⅰ ,邻近转录起点的 31 bp的

保守序列 T ATA盒子 ,含有 C /EBP增强子结合蛋白

元件 , N F-KB结合元件 ( - 164～ - 155 ATT TCTG-

GAAATGCC)、 N F-IL-6( IL-6核因子 )作用元件及肝

组织特异性增强子元件 (- 96～ - 38) [ 5 ]。本试验证明

腹腔注射转染 CA T基因主要在肝脏诱导表达 ,肺有

低水平表达 ,而脾、肾、肠及血液均无可测水平的 CAT

表达。 C AT体内分布特点与该表达体系中启动子 /增

强子组织特异性元件及脂质体分布特点有关。 LPS攻

击 12 h小鼠肝 CAT开始上升 , 36～ 48 h维持在较高
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水平 ,至 120 h回降 ,该结果与小鼠内源性 SAA水平

峰值时间相似 [6 ]。 本试验 SAA3启动子 /增强子调节

CAT体内表达有诱导表达特性。 LPS活化 36～ 48 h,

肝 CAT表达增加 6. 71～ 7. 40倍 , C AT表达水平与

LPS剂量有关 ,但不同剂量 LPS诱导 CAT表达水平

个体变异较大。 IL-6被认为是肝急性期蛋白的主要活

化因子 , LPS攻击组小鼠血清 IL-6水平与 C AT表达

水平正相关 ,相关系数 r= 0. 87。 说明内源性细胞

SAA3启动子调节元件可有效指导下游目的基因在体

内表达 ,其表达水平依赖于炎症介质水平 ,提示用急性

期反应蛋白 SAA3启动子调控目的基因表达的策略

是可行的。
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Study of SAA3-mediated inf lammation inducible expression system in v ivo

and the responsive characteristics to endotoxin
T AI Gua ng-ping , W AN G Shi-liang , W AN G Pie, W AN G Gui-zhen, LI Ao ( Institute o f Burn Resea rch, Southw est-

er n Hospital, T hir d M ilitar y M edical U niv ersity , Cho ng qing 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o study the ex pressio n chara cteristics of pS AA 3 /CA T in vivo a nd its respo nsiv e

cha rcteristics to inflamma to r y stimulus in o rder to assess the possibility to mo dulate a tar ge t g ene with the

pro moto r of serum a myloid A3 g ene ( S AA 3) .Methods: M ice w er e r ando mized into tw o g ro ups. They receiv ed

intr aperitoneally administra tio n of pSA A3CA T-lipo so me mix ture and then w ere challeng ed with L PS. CA T

ex pression in the o rg ans of the mice and their ser um co ntent of IL-6 we re determined w ith EL ISA.Resul ts:

LP S a ttack induced CA T r ecepto r ex pression in the liv er and lung. In the liv er , CA T ex pressio n r eached 3. 74

ng /mg in th e 12th hour afte r L PS a ttack and the pea k va lue o f CA T ex pressio n occured betw een th e 24th and

48th ho ur. CA T expr ession bega n to decline after the 96th hour. The intensity of CA T ex pressio n in the liv er

wa s dependent o n the dosag e of L PS. The intensity of CA T expr essio n in the liv er w as po sitiv ely co rr ela ted

to the se rum content o f IL-6 (r= 0. 87) .Conclusion: Our findings sugg est tha t the pro mo tor o f S AA 3 t ran-

sc riptio n modula tio n sequence ( - 306～ + 46) is able to response to inflammato ry stimula tio n sensitiv ely ,

pro mote a nd induce the expr essio n o f the dow nstr ea m g ene o f CA T , which is suitable to co nst ruct a n infla m-

matio n-inducible v ecto r. Our finding s prov ide theo retical basis of g ene th erapy fo r inflamma tor y disease.

　　 Key words　 ser um a myloid A3 g ene; pro moto r; C AT; IL-6; gene thera py; mo use
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