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二恶英反应增强子调控的虫荧光素酶报告基因质粒的构建

张志仁" 徐顺清 周宜开 任 恕 吕 斌
（华中科技大学同济医学院环境医学研究所，武汉市 ?%$$%$）

摘 要 为加强二恶英类化学物质的快速筛选和半定量检测，我们构建了一在二恶英反应增强子调控下的虫荧光

素酶报告基因质粒。二恶英反应增强子来源于@AB&质粒，++3&启动子来源于@C,D+质粒，上述两者连接后与
虫荧光素酶载体连接，转染人A4@E#肝癌细胞，以#，%，"，10四氯代二苯并二恶英（3CFF）诱导报告基因表达后检
测虫荧光素酶活性。结果表明该质粒中虫荧光素酶的表达受二恶英反应增强子的调控，且在一定浓度范围内虫荧

光素酶的活性与3CFF的量呈线性关系。研究显示该质粒转染的细胞株有望用于快速筛选及半定量检测二恶英，
可进一步加强研究作为二恶英类化学物质监测的常规方法。
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二恶英类化学物质是一大类能与芳香烃受体结

合，并产生二恶英类毒性损害的化学物质。它们结

构相近，与机体作用产生毒性的机理也相近。这类

物质主要包括多氯代二苯并二恶英，多氯代二苯并

呋喃和多氯联苯中的某些种类。它们毒性作用广

泛，且作用剂量低，在环境中广泛存在，并且可以通

过生物链富集，对人类健康危害极大［!"#］。

二恶英类化学物质对机体危害很大，急需加强

对它们的日常监测。但目前检测二恶英的金标准—

色谱学方法，由于需要高精密的仪器、专门的技术人

员和严格的质量控制，全世界仅有少数实验室具备

检测能力。并且检测一个样本通常需!$$$"#$$$
美元，耗时数周至!个月，不能满足日常监测的需
要［%］。为此建立一种快速样本筛选及半定量检测

的方法，满足一般分析的需要势在必行。

二恶英类化学物质毒性作用的机理为，二恶英

类化学物质首先与机体细胞内芳香烃受体结合使之

激活，转位于核内后与核中的芳香烃受体核转位子

蛋白结合，然后结合于特异基因上游的二恶英反应

增强子启动机体特异基因的表达如细胞色素

I?H$!B!和!B#等，产生毒性作用［?"H］。这也是经
典的以"0乙氧基0异吩恶唑酮0脱乙基酶（8JKF）或
芳烃羟化酶为标志物的生物学检测方法的原理［5］。

根据二恶英类化学物质的毒性作用机理，我们拟构

建一在二恶英反应增强子调控下的虫荧光素酶报告

质粒，该质粒中虫荧光素酶的表达在二恶英反应增

强子的调控之下。将该质粒转染含芳香烃受体的人

A4@E#肝癌细胞中，筛选出稳定转染的细胞株，则
该细胞中虫荧光毒酶的表达受芳香烃受体的调节。

二恶英类物质与该细胞株作用，即可剂量依赖性地

诱导虫荧光素酶的表达，因此可用该细胞株定性或

半定量地检测作用于细胞的二恶英类化学物质。

! 实验方法

!)! 主要仪器
超 净 工 作 台（AH!%$$）；低 温 离 心 机

（+LMJ$##M）；恒温水浴摇床（江苏太仓市实验设备
厂）；二氧化碳培养箱（NA8OOBP#%H$+I）；弱光仪
（美国8E公司OP2H$"型）。

!)" 主要试剂

3#$Q#，.1,$，.+4AL，50(J&限制酶（华美
公司）；.1,$接头（上海生物工程技术服务有限公
司）；@EO%0I-’9’D4-载体（I-’94=,公司）；3CFF标
准品（B..RSD,<QSL<.)）

!)# 质粒构建

!$#$! 二恶英反应增强子的获得：质粒IAB&（美
国哈佛大学医学院T)I)U/:D(’.V教授馈赠，结构见
图!）由3#$Q#酶切电泳分离，得#5?"W@含二恶英



反应增强子片段。再经!"#!"酶和$%&#$酶切，
得%个片段大小分别为&’()*，&’%+)*和+%()*，其
中+%()*片段含二恶英反应增强子为所需。由于

!"#!"酶和!’(!酶为同裂酶，而$%&#$酶切末
端为平端。加入!’(!接头，!’(!消化生成两端均
为!’(!粘端的,-.片段。

图& 质粒/!.$结构

0123& 456789:;81565<*=>7?1@/!.$

!"#"$ AAB$启动子获得：质粒*A;>8（美国哈佛
大学医学院C/DE18=5;F教授馈赠，结构见图G）经

)*+@"酶切得一&%(+)*含AAB$启动子片段，再
以!’(!酶切电泳分离纯化得%H()*片段为所需，
其IJ端为!’(!粘端，%,端为)*+@"粘端。

图G 质粒/A;>8结构

0123G 456789:;81565<*=>7?1@/A;>8

!"#"# 二恶英反应增强子与 AAB$启动子的连
接：在BK,-.连接酶作用下，上述两片段连接成一
约&(G()*片段。从IJ端至%J端其顺序依次为：IJ端

!’(!粘端、二恶英反应增强子、AAB$启动子、%J
端)*+@"粘端。由于二恶英反应增强子作用与序
列方向无关，因此连接而成的片段 AAB$启动子
的作用已在二恶英反应增强子的调控之下。

!"#"% 含虫荧光素酶编码序列载体的处理：*LM%N
/95?58O9载体（结构见图%）以)*+@"和!’(!双
酶消化，得G(H)*（该片段含 P$K(启动子）和

K’(&)*（含虫荧光素酶基因）片段。电泳分离纯化

K’(&)*片段。该片段IJ端为)*+@"粘端，%J端为
!’(!粘端。
!"#"& 处理载体与目的片段的连接：BK,-.连接
酶于适当条件下将目的片段与处理后的载体连接，

连接后的质粒结构见图K。重组质粒转入CA&(H大

肠杆菌菌株，于含氨苄青霉素的MQ培养基中选择
培养。重组质粒酶切鉴定。

图% 质粒QLM%N/95?O8O9结构

0123% 456789:;81565<QLM%N/95?58O9

图K 重组质粒结构

0123K 456789:;81565<9O;5?)16>68*=>7?1@

!3% 细胞培养及质粒转染
人类肝肿瘤细胞株!O*LG（中国武汉典型培养

物保藏中心）于含&(R热灭活胎牛血清的&+K(培
养基（L1);5）中，%ST，IR二氧化碳浓度下培养。
细胞的短暂转染采用磷酸钙共沉淀法，以&I#2

重组质粒转染!O*LG细胞。转染细胞于上述条件
培养K’E后，分别加入二甲基亚砜和溶解于二甲基
亚砜的B4,,（&6?5=／M），继续培养GKE，检测荧光
素酶活性，方法见下［S］。

细胞的稳定转染采用重组质粒（&I#2）和选择
性质粒/BUN!V2（4=568O;E公司）（&I#2）磷酸钙共
沉淀法共转染!O*LG细胞，转染细胞于上述条件培
养GKE，再转入含I((#2／?M潮霉素选择培养基中
培养。每G天换一次培养基，共培育K周［’］。选择
生长良好的细胞，分别加入二甲基亚砜和溶解于二

甲基亚砜的B4,,（&??5=／M），继续培养GKE，检测
荧光素酶活性（方法见下），于其中挑选有诱导活性

且强发光细胞做进一步的培养及研究。稳定转染细

胞株保存于含&(R二甲基亚砜无抗生素的&+K(培
养基中，置于液氮罐中。

!"& ’()) 与虫荧光素酶诱导的剂量反应关
系［*!!+］

第一天：接种稳定转染细胞于+孔板中，每孔加
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细胞悬液!"#，细胞悬液密度为$%&’(个细胞／

"#。
第二天：转染细胞株荧光素酶活性诱导。于含

转染细胞孔中加入溶解于)*+,的-.))标准系
列，并且每孔)*+,浓度低于’/(0。每个浓度制

!个平行样。对照组加入)*+,，浓度为’/(0。
第三天：荧光素酶活性的检测。重组质粒转染

细胞组去除培养基后，用!"#冷却的磷酸盐缓冲液
洗涤细胞!次。用清洁橡皮铲收集细胞于&"#磷
酸盐缓冲液中，保存于12’3。离心去除磷酸盐缓
冲液，加入(’’!#荧光素酶裂解缓冲液（456"789公
司）裂解细胞，&!’’’8离心!":;，去除细胞残骸，上
清于12’3保存或直接用于检测虫萤光素酶活性。
虫萤光素酶活性的检测取&’’!#的荧光素酶分析
试剂（456"789公司），加入$’!#的细胞裂解液，于
弱光仪计算!<发光值，结果由打印机自动打印。酶
活性表示用每!8蛋白多少个相对发光单位（=#>）
表示，即=#>／!8。蛋白检测用?:6@=9A法。同时
做荧光素酶发光标准曲线，将荧光素酶溶解于裂解

缓冲液中，配成浓度梯度，检测时取(’’!#加入

&’’!#的荧光素酶分析试剂，于弱光仪检测发光强
度。

!B" 数据的统计分析
每个标准浓度做!个平行样，取其平均值。

-.))与酶活性间的关系采用CDE7F进行回归分
析，计算检测下限。检测下限定义为实验空白平均

值加上!倍标准差。

# 结 果

#B! 重组质粒的鉴定
重组质粒和GH#!@456"6I75载体共同电泳和

)JK分子量标准进行比较，结果见图(。一方面比
较重组质粒与GH#!@456"6I75载体的相对分子量，
另一方面鉴定重组质粒的分子量大小。由图(可见
重组质粒分子量大于GH#!@456"6I75载体，与)JK
分子量标准比较大小约为L’’’MG。重组质粒以

!"#"和$%&A#酶切，GH#!@456"6I75载体也以上
述两个相同的酶切，共同电泳与)JK分子量标准
比较，结果见图L。由图L可见两质粒酶切后均分
为两条泳带，且其中分子量大的一条位置相近，分子

量小的一条则重组质粒的大于GH#!@456"6I75载体
的，分子量大小分别约为&N’’MG和$’’MG。由上述
电泳结果可在原处理后载体上连接上了一大小约为

&N’’MG的片段，该片段与目的序列大小相近。

图( 重组质粒与未重组质粒电泳图谱

O:8B( -P77F7EI56GP657<:<6Q57E6"M:;9;IGF9<":A9;AR7EI65
K：)JK"95S75

?：=7E6"M:;9;IGF9<":A

.：T7EI65GF9<":A

图L 重组质粒$%&A#和!"#"酶切鉴定

O:8BL UA7;I:Q:E9I:6;6Q57E6"M:;9;IGF9<":AMVA:87<I:6;
K：)JK"95S75

?：):87<I:6;6Q57E6"M:;9;IGF9<":AMV$%&A#9;A!"#"
.：):87<I:6;6QR7EI65GF9<":AMV$%&A#9;A!"#"

#B# 短暂转染细胞荧光素酶诱导
短暂转染细胞分别为)*+,和-.))诱导荧

光素酶活性，验证重组质粒是否受二恶英反应增强

子的调控，结果-.))诱导荧光素酶活性为)*+,
诱导的2’倍。表明重组质粒荧光素酶的表达受

-.))的调控，重组质粒构建成功。

#$% &’((与稳定转染细胞虫荧光素酶活性的剂
量反应关系

以$，!，W，2@-.))的标准浓度系列来诱导稳定
转染细胞虫荧光素酶的活性，以此来确定该细胞株
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检测二恶英类化学物质的检测限及线性范围。其结

果见图!。同时做荧光素酶标准反应曲线，以明确
发光强度与荧光素酶间的关系，结果见图"。
由图!可见该细胞株具有较宽的线性范围，可

从数个#$%&’／(到#))$%&’／(；在该范围内线性关
系较好，其*值为)+,-；检测下限在本实验中为

#+#$%&’／(。由图"可见在固定./0及荧光素浓度
的条件下，荧光素酶浓度与发光强度间有良好的对

数线性关系，因此可通过检测发光强度来反应

/122的浓度。由以上结果可知，虫荧光素酶报告
质粒稳定转染的细胞株，可用于二恶英类化学物质

的检测，在线性范围内可定量，超过线性浓度则可用

于定性。

图! /122诱导稳定转染细胞荧光素酶
活性的剂量3效应图

4567! 2&893*98$&:89;<*=9>&*/12235:?<;@5&:’<;5>9*A89
A;@5=5@B5:8@AC’9@*A:8>9;@5&:A’;9’’

图" 荧光素酶浓度与发光强度关系

4567" /D9*9’A@5&:8D5$C9@E99:@D9;&:;9:@*A@5&:
&>’<;5>9*A89A:?’<%5:98;9:;9

! 结 论
通过本实验我们成功构建了可用于二恶英类化

学物质检测的虫荧光素酶报告质粒，该质粒的表达

受二恶英增强子的调控。以该质粒稳定转染的细胞

株用于检测，检测下限可达#+#$F，线性范围宽可

从#$F到#))$F。并且该法较之于色谱法操作简
单、费时少，不需精密的仪器，检测样品花费少。因

此如用于大量样本的快速筛选，可节省人力、物力及

财力。

与经典的以!3乙氧基3异吩恶唑酮3脱乙基酶
（GHI2）或芳烃羟化酶为标志物的生物学检测方法
比较，由于虫荧光素酶基因为原核基因，在真核细胞

中没有背景表达，检测限可更底；并且虫荧光素酶不

受表达后的调控，线性关系更好，因此虫荧光素酶报

告质粒更适合于检测二恶英类物质。另外由于该质

粒为人工构建，可进一步通过基因工程的方法，改良

质粒，提高其发光效率，提高该方法的灵敏度。进一

步的实验，可从使用该法检测实际样本，标准化操作

程序，改善质粒的发光特性着手，使该法成为检测二

恶英类物质的常规方法。
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基因脉冲导入仪

性能指标 7$(\<\ 7$(R<\

输出波形 指数尖脉冲 矩形脉冲

输出电压（N） \<<"R]<< \<<"R<<<

最大电流（#） \]< \<

配置电容 <̂]"R\̂]#X

基因脉冲导入仪可用于植物、动物和各种微生物的各类细胞电穿

孔，并能获得很高的转化率，经天津市科委组织鉴定一致认为达到T<
年代末期国外同类产品的先进水平，可替代进口产品。

该产品荣获\YYR年全国新技术、新产品展销会金奖，被评为\YYR
年度国家级新产品，获天津市科技成果三等奖，\YY;年授予专利权，目
前已在国内许多国家级重点实验室应用，很受用户欢迎。

整机由微机控制，工作安全，稳定可靠，操作简单，使用方便。

研制单位：天津理工学院科技开发中心

通信地址：天津市南开区红旗南路天津理工学院电子工程系 邮政编码：;<<\Y\
电 话：<RR_R;ZSY:\]；<RR_R;ZSYR;T 联 系 人：徐宝强

:S\ 生 物 工 程 学 报 \S卷




