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人NOD8基因启动子绿色荧光蛋白
表达载体的构建与鉴定

曾 琪， 胡巢凤， 孙丽萍， 陆大祥
(暨南大学医学院病理生理学教研室，发热研究室，广东广州510632)

[摘要】 目的：构建人NOD8基因启动子的绿色荧光蛋白表达载体。方法：用特定的限制性内切酶位点，以人

基因组DNA为模板，PCR扩增含有人NOD8基因启动子不同长度2段序列，并进行酶切以切除启动子的pEGFP-

Q作框架结构，插入表达载体pEGFP．C2中，构建含有人NOD8基因启动子驱动的绿色荧光蛋白载体pEGFP-C2一

NODS(520 bp),pEGFP-C2一NODS(760 bp)，用脚-I和Nhe I双酶切和PCR鉴定重组质粒，再将重组质粒进行DNA

序列分析。构建的重组质粒经脂质体(1ipofeetamine)rM2000介导转染HEK293、K562和HeLa细胞，转染48 h后在

倒置荧光显微镜下观察。结果：pEGFP．C2-NOD8(520 bp),pEGFP-C2·NOD8(760 bp)分别经酶切鉴定和序列测定

证实目的基因已插入重组质粒；细胞转染结果表明，构建的2段重组质粒转染HEK293、K562及HeLa细胞均能表

达绿色荧光，其中构建的pEGFP-C2-NOD8(760 bp)重组质粒绿色荧光表达强于pEGFP-C2-NOD8(520 bp)。结论：

成功构建2段不同长度的人NOD8基因启动子绿色荧光蛋白表达载体。

[关键词】核苷酸结合寡聚化结构域8启动子(NOD8启动子)；载体；绿色荧光蛋白；基因表达
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Construction of GFP expression vector drived by promoter of human NOD8 gene
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[Abstract] Aim：To construct a specific GFP expression vector drived by promoter of human NOD8

gene．Methods：Two DNA segments of NOD8 gene promoter were amplified by PCR from human genome

DNA and correctly connected to the vector pEGFP—C2 which had cut out promoter by restriction enzyme．

Two sequences of constructed pEGFP—C2一NOD8 plasmids were analysed after identified by脚I and Nhe
I restriction digestion．PCR and sequence analysis．Recombinant plasmids were transfened into cell line

HEK293．K562 and HeLa by lipofectamine啊2000．The transfection 48 hours later under the inverted flu．

orescence microscope to observe．Results：Two constructed pEGFP—C2一NOD8(520 bp)、pEGFP-C2一

NOD8(760 bp)plasmids were the same as the design confirmed by restriction digestion and sequence a·

nalysis．The results of cell transient transfection indicated that the GFP could be observed in HEK293，
K562 and HeLa by two plasmids transfection．The GFP expression of constructed pEGFP—C2一NOD8(760

bp)is stronger than that of pEGFP-C2一NODS(520 bp)．Conclusion：The GFP expression vector driven

by human NOD8 gene promoter is successfully constructed．which establishes favourable bases for further
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study on the mechanism of NOD8 gene expression and regulation．

[Key words]nueleotide—bmding oligomerization domain一8(NOD8)promoter；vector；qreen fluo-
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目前的研究认为，哺乳动物具有两个微生物识

别系统，一个系统是由称为Toll样受体(Toll．1ike re-

ceptors，TLRs)的膜结合受体家族组成，，I'LRs是病原

微生物跨膜信号转导的重要受体，主要参与机体抗

感染的防御反应[1‘2】。另一个识别系统是核苷酸结

合寡聚化结构域(nueleotide—binding oligomerization

domain，NOD)样受体(NOD—like receptors，NLRs)，

也称为NOD蛋白，NLRs位于胞浆，参与对细胞内

病原体相关分子模式(pathogen·associated molecular

patterns，PAMPs)的识别并诱导炎症反应口。5】。

研究发现人类基因组中有20多个NLRs成

员[6-7]，NOD8是NLRs的一个成员，可能是一种新

型的炎症和调亡信号转导的负调节蛋白C6]。NOD8

可以与ASC(apoptosis．associated speck—like protein

containing a CARD)相互作用，并抑制其多种作用，

ASC可激活NF．kB和easpase一1，诱导炎症及凋

亡f6j。NOD8的mRNA表达于所有器官，其中高表

达于心脏，脑，骨骼肌。而研究表明ASC在这些组

织中表达的相对较少【_¨。NOD8突变所引发的疾病

为家族性地中海热和寒冷诱导自发炎症综合症¨J。

目前国内外NOD8蛋白的研究主要集中在其功

能、信号转导方面，而对其基因调控却知之甚少。本

研究将不同长度NOD8启动子构建到切除启动子的

pEGFP-C2质粒中，构建人NOD8基因启动子绿色荧

光蛋白表达载体，并转染HEK293、I<562和HeLa细

胞，为进一步深入探索NOD8启动子中不同反式因子

作用结合位点对NOD8的基因调控提供实验依据。

1材料与方法

1．1实验材料

质粒pEGFP．C2、大肠杆菌E coli．DH5a为本

室保存；DNA多聚酶pyobest、dNTP及相关的buffer

购自大连TaKaRa公司；限制性内切酶脚I、Nhe I
为MBI公司产品；T4 DNA连接酶购自美国promega

公司；DNA Marker等为北京普博公司产品。质粒小

量抽提试剂盒，PCR产物纯化及胶回收试剂盒购自

Omega公司；细胞转染所用脂质体lipofeetamineTM

2000为Invitrogen公司产品；HEK293(人胚肾上皮

细胞)、K562(人慢性髓源白血病细胞)及HeLa(子

宫颈癌细胞)细胞株购自中科院上海细胞所。细胞

培养基DMEM为Hyclone公司产品，胎牛血清为杭

州四季青公司产品。常用试剂中电泳及分离试剂均

为分析纯试剂配制。

1．2实验方法

(1)引物设计及合成NOD8基因启动子不同结

构域DNA片段的制备 根据GenBank提供的

NOD8基因组序列(序列号NM一176821)和所选用的

质粒pEGFP．C2设计合成两对引物。所扩增的片段

大小为520 bp与760 bp；其中520 bp片段中包含人

转录因子COUP—TF2结合位点，760 bp片段中包含

COUP-TF2和AIRE(auto immune regLlla tor)结合位

点。引物均由上海生工合成。两条上游引物分别为：

u1(-50一-569 bp)：5’GGCGGC笪匹叁丛ACT-
AA从ATACAAAAGTGAOCl’G 3’：
U2(一50一-759 bp)：5

7 GGCGGC塑堂CAA·
TIX℃们['GAG?rGTAG 3 7：

共同的下游引物为：D：5’Q盯GCTAGCCCA—

AGll'ATAGAGCG(认GG 3’在上游引物和下游引物的

5 7端分别引入脚I和Nhe I的酶切位点(下划线序
列)。

(2)PCR扩增目的基因片段以人基因组DNA

为模板，PCR扩增出相应片段，反应体系如下：模版

l斗L、10×PCR缓冲液2斗L、引物(10 retool／L)各

l仙L、T叼DNA聚合酶0．5 wL及10 mmol／L dNTP 2

斗L，加H20至50斗L混匀。PCR反应条件为：95 oC

预变形5 min，94℃变性30 s，55 oC退火30 S，72 oC

2 min，35个循环；72 oC延伸10 min。产物长度分

别为520 bp、760 bp。扩增产物在含0．5 mg／L溴化

乙锭(EB)的10 g／L的琼脂糖凝胶中电泳分析，用

紫外观测仪观察结果。

(3)NOD8基因启动子目的片断的酶切与回收

NOD8基因启动子不同结构域DNA片段PCR扩

增后经lOg／L的琼脂糖凝胶电泳分离目的片断，用

Omega Agarose Gel DNA Purification Kit胶回收试剂

盒切胶回收目的DNA片断，按说明书操作。经脚
I和Nhe I双酶切后经10∥L琼脂糖凝胶电泳分离

目的片断，切胶回收目的DNA片断，方法同前。

(4)载体的酶切与回收含有质粒pEGFP·c2
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的菌液复苏后，用小量质粒抽提试剂盒提取质粒。

将其用Vsp I和Nhe I双酶切，酶切产物经10 g／L琼

脂糖凝胶电泳分离载体DNA片断，方法同前。

(5)真核表达载体pEGFP．C2一NOD8的构建及

鉴定分别用经限制性内切酶vsp I和Nhe I双酶

切并经凝胶电泳鉴定回收后的PCR产物和切除启

动子的质粒pEGFP．C2，在T4 DNA连接酶作用下

笼
、入／ ori

Nhe I
／

t—．rEc047
111

＼＼Age I

16℃连接过夜。用氯化钙法制备感受态，连接产物

转化大肠杆菌DH5a，将转化的菌液涂布于含卡那

霉素的LB平板上，37℃培养16 h，挑取阳性克隆，

扩大培养后小量提取质粒，进行脚I和Nhe I双
酶切鉴定和PCR鉴定。经上述方法鉴定后的重组

质粒进行DNA序列分析，由大连TaKaRa公司测

序，序列确证无误后，再大量扩增(图1)。

≥)蚶2，2
～⋯≮sv'rK芦雾E辩GFP、I D—ouble digestio。n⋯09≮戮F—e 螽硭E墓GFPpoly
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7kbKan'l
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图1 pEGFP．C2一NOD8(520 bp)wt,pEGFP-C2一NODS(760 bp)wt重组质粒的构建

(6)细胞培养及细胞基因转染采用DMEM培

养液，按总溶液体积的10％添加胎牛血清及青霉素

和链霉素各100彬nlL，在37℃、体积分数为5％CO,
条件下进行细胞培养及传代。转染前1 d将HEK293、

K562及HeLa细胞按5×lO细胞s／mL的密度分别接

种于6孔板内，待细胞生长至80％融合时进行转染。

将2嵋质粒DNA稀释于无血清OPTI—DMEM至终体

积500止，取5止lipofectaminem2000，用500 ixL无
血清OPTI．DMEM稀释并混匀，室温静置5 rain。随

后，将二者轻轻混匀，室温下孵育20 min；转染前用

无血清无抗生素的DMEM将待转染细胞洗1次后，

再将DNA／lipofectaminelM2000混合物加入6孔板，

轻轻混匀，置于37℃、体积分数为5％CO：培养箱

中孵育。转染5 h后终止反应，并换成新鲜的体积

分数为10％FBS新鲜DMEM培养基，置于CO：培养

箱继续培养。

(7)实验分组 实验分为：(DpEGFP—C2转染

组；②未转染质粒组；③PEGFP．c2，NOD8(520 bp)wt

转染组；(蓟pEGFP—C2-NOD8(760 bp)wt转染组；分

别转染K293，K562及HeLa细胞。

(8)荧光显微镜检测荧光表达 将转染的

HEK293、K562和HeLa细胞置于倒置荧光显微镜

(Olympus BX-51)下，观察细胞中绿色荧光的表达，

用488衄波长紫外光激发，发射光波长为507 am，
转染后24 h以荧光倒置显微镜开始观察。

(9)重组质粒转染真核细胞后荧光灰度值检测

每组细胞分别取不重迭的20个视野，通过Leica

Qwin图像分析系统，在相同灰度阈值设定条件下测

出整个背景视野的灰度值(GA)，视野内荧光阳性

细胞灰度值(Ca)。荧光强度灰度值=(Ga—GA)。

荧光强度越低荧光越弱，灰度值越高荧光越强。应

用SPSS 13．0统计软件进行F检验分析各组实验数

据，所有数据用(均数±标准差)表示，P<0．05为差

异有显著性。

2 结果

2．1 NOD8基因启动子不同结构域DNA片段的

PCR扩增

琼脂糖凝胶电泳显示，扩增的基因片段的大小

分别为520 bp、760 bp，结果与预期设计一致(图2)。

M：DGL2000 DNA mark；1：pEGFP-C2-NODS(520 bp)wt；2：pEG-

FP-C2一^慨∞(760 bp)Wt

图2 NOD8启动子不同片段的PER扩增产物
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2．2重组表达载体的酶切鉴定

将构建的重组DNA用脚I和Nhe I双酶切，
分别获得大小为520 bp、760 bp的基因片段(图3)，

Ml：DGL2000 DNA mark；M2：1 kb mark；l：pEGFP·c2一NOD8

(520 bp)wt；2：pEGFP—c2一NOD8(760 bp)wt

图3重组质粒用脚I和^％I双酶切鉴定

表明人NOD8基因启动子不同长度的2段序列已被

插入到pEGFP—C2中。

2．3 PCR产物的序列分析

所得序列的结果联网到NCBI进行同源性分

析，同源性为100％。测序结果与GenBank数据库

相应的NOD8基因启动子DNA序列完全一致，表明

成功构建含有NOD8基因启动子序列及基因的表达

载体。

2．4重组质粒在真核细胞中的表达

pEGFP—C2转染组转染HEK293细胞后24 h，荧

光倒置显微镜下可见绿色荧光蛋白表达，且随培养

时间的延长绿色荧光蛋白表达增多、亮度增强，48 h

最高。转染组在HEK293细胞中表达绿色荧光较强

(图4)，在K562细胞绿色荧光较弱，HeLa细胞内绿

色荧光表达最弱(图未列出)，未转染质粒组镜下未

观察到绿色荧光。重组质粒pEGFP—C2．NOD8(760

bp)wt表达的绿色荧光较pEGFP—C2一NOD8(520

bp)wt强。实验重复3次以上，结果均一致。

A：阳性对照组pEGFP-C2；B：pEGFP-C2·NOD8(520 bp)；C：pEGFP-C2·NOD8(760 bp)；D：阴性对照组

图4质粒转入HEK293细胞后48 h绿色荧光表达情况(x200)

2．5荧光灰度值检测结果

由于HeLa细胞内绿色荧光蛋白表达较弱，因

此只检测了HEK293和K562细胞荧光灰度值。转

染的HEK293和K562细胞中，对照pEGFP—C2转染

组荧光灰度值高于2个重组质粒pEGFP—C2一NOD8

wt组(P<0．05)；重组质粒pEGFP—C2一NOD8(760

bp)wt转染组灰度值高于pEGFP·C2一NOD8(520

bp)wt转染组(P<0．05，图5)。

3讨论

NOD蛋白是一个胞浆蛋白家族，广泛存在于植

物、线虫、脊椎动物和人类的胞浆内，在遗传上高度

保守，参与对细菌的识别及诱导炎症反应。NOD8

基因位于16q12，编码NOD8／NALPl0蛋白，mRNA

可表达于各种组织细胞系中，NOD8基因调控的研

究将为防治各种感染性疾病提供依据。

A B C D

A：阴性对照组；B：pEGFP-C2一NOD8(520 bp)；C：pEGFP-C2一NO

(760 bp)；D：阳性对照组pEGFP-C2．1)与阴性对照组相比P<

o-05；2)与阳性对照组pEGFP-C2相比P<0．0l；3)与阳性对照组

pEGFP—C2相比P<0．05；4)与转染组pEGFP—C2．NOD8(520 bp)相

比P<0．05

图5质粒转染HEK293细胞和K562细胞荧光灰度值检测

结果
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在外源基因转录活性的研究中，应用报告基因

技术，可研究肩动子和增强子对基因表达的调控作

用一“⋯。目前，对于基因转录调控的研究多采用瞬

时转染及检测报告基因的表达来分析启动子活性。

绿色荧光蛋白(green fluorescent protein，GFP)基因

本身就是一个生物发光系统，其发光过程不需要其

它外源性底物参与，是一种接受紫外或蓝光辐射时

就能引发生物发光反应(bioluminescence reaction)

的报告基因。GFP对寄主细胞不存在毒性，并且所

克隆转染细胞有稳定性好，可连续传代，高水平表达

GFP基因及活细胞直接观察等优点。所以GFP作

为一种新型报告基冈来研究细胞基因表达，调控，转

基因动物，细胞分化及蛋白定位的检测等较其它报告

基因有明显优势’⋯，被广泛用于研究某特定基因在

活体条件下的表达情况，细胞内的定位及功能分析。

本实验中将载体的CMV立早启动子／增强子通

过限制性内切酶换成NOD8基因的启动子，并通过

脂质体介导将重组质粒转染HEK293、K562和HeLa

细胞进行瞬时表达；并选用在大多u$-孚L动物细胞均

表达的强效启动子CMV作为阳性对照，以示GFP

表达的有效性，并比较包含不同顺式作用元件的启

动子的启动效率。酶切和DNA测序的结果均证实

所构建的NOD8启动子驱动的绿色荧光蛋白报告基

因载体是正确的。在细胞内的转染实验发现，转染

不同细胞株的NOD8启动子片段驱动的绿色荧光蛋

白的表达的强度由强至弱依次为转染HEK293细

胞、K562细胞、HeLa细胞；此结果表明含NOD8启

动子的质粒在HEK293细胞中转染效率最高。转染

包含不同反式作用因子结合位点的NOD8启动子片

段驱动的绿色荧光蛋白的表达的强度由强至弱依次

为CMV启动子、pEGFP．6"2．NOD8(760 bp)启动子

与pEGFP—C2·NOD8(520 bp)启动子；pEGFP—C2-

NOD8(520 bp)启动子中有COUP-TFII的结合位点，

pEGFP-C2一NOD8(760 bp)启动子中有COUP．TFII

和AIRE的结合位点。COUP．TFII与其在NOD8基

因启动子上的结合位点结合町抑制相关基冈的表

达；AIRE是一种具有转录活化潜能的DNA结合蛋

白，具有很强的转录活性，与NOD8基因启动子卜的

结合位点结合町增强转录活性。故此，本研究所构

建的不同长度的NOD8启动子因包含的反式作用因

子结合位点不同，驱动的绿色荧光蛋白报告基因表

达的荧光强度也不相同，且与反式作用因子的正负

调节．功能有相一致的变化关系，对研究NOD8基因

表达的调控机制具有重要意义。
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