
秩和检验。检验水准 �= 0�05。

2� 结 � 果

2� 1� 各处理组细胞膜 Na+ , K+ �ATP酶活性 � 正常对照、砷

染毒组、磷酸钠高、低剂量组 Na+ , K+ �ATP酶含量分别为

( 0�962 � 0�081 ), ( 0� 544 � 0�037 ), ( 0� 761 � 0� 067 ) 和

( 0�654 � 0� 095) U / ( m gprot� h), 磷酸钠高、低剂量组细胞膜

Na+ , K+ �ATP酶活性高于砷染毒组 (P < 0�05)。

2�2� 不同处理组 V ero细胞膜磷脂主要组分含量 (表 1) � 砷

染毒组 4种细胞膜磷脂含量均低于正常对照组 (P < 0�05),

磷酸钠高剂量组 4种磷脂含量分别高于砷染毒组; 磷酸钠低

剂量组细胞膜磷脂酰丝氨酸、磷脂酰胆碱含量高于砷染毒组

(P < 0�05)。

表 1� 不同处理组 Vero细胞膜磷脂含量比较 (�x � s, m g /mL, n= 6)

组别 ( mg /L) 磷脂酰丝氨酸 磷脂酰胆碱 磷脂酰乙醇胺 神经鞘磷脂

正常对照组 0�087 � 0�003 0�588 � 0�105 0�127 � 0�053 0�071 � 0�029

砷染毒组 2�20 0�051 � 0�018a 0�240 � 0�038a 0�073 � 0�030a 0�047 � 0�121a

砷 +磷酸钠 2�20+ 69�00 0�083 � 0�005b 0�506 � 0�073b 0�101 � 0�237b 0�066 � 0�003b

2�20+ 17�25 0�074 � 0�009b 0�367 � 0�053ab 0�085 � 0�007a 0�058 � 0�005ab

� � 注:与正常对照组比较, aP < 0�05;与砷染毒组比较, bP < 0�05。

3� 讨 � 论

本实验结果表明, 磷酸钠可保护砷对细胞膜 Na+ , K + �

ATP酶和膜磷脂的损伤。这与砷和磷在元素周期表中同属一

族, 化学性质相似,均具有从负三价到正五价的价态变化, 这

大分子磷对无机砷有竞争作用使得进一步证明。砷中毒可使

细胞膜的磷脂组分下降, 可能与砷对抗氧化系统功能有关, 也

与砷本身能直接参与超氧阴离子的生成有关 �8�。膜磷脂组

分改变对细胞功能具有重要影响 �9�。磷脂组成的脂质双层

膜是各种物质进入细胞的屏障,补充磷酸钠可因磷竞争性减

轻砷的毒性使膜磷脂损伤减轻。王萍等 �10�就磷与砷的竞争

机制, 在农业方面进行了相关研究,结果表明, 砷与磷之间存

在竞争, 与本实验结果基本一致。磷酸钠可以竞争结合无机

砷, 减少砷置换的磷基团,从而减少砷取代正常生化反应中的

磷酸和参与氧化磷酸化的过程 ,减轻对多种酶的活性抑制, 起

到保护作用。这也从另一方面提示砷对细胞的毒性作用机制

可能是氧化与非氧化机制共同作用的结果。
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� � 摘 � 要: 目的 � 观察不同长度的人端粒酶催化亚单位 ( hTERT )的启动子对启动增强型绿色荧光蛋白 ( EGFP )能

力的差异, 评价启动子启动功能与长度的关系。方法 � 克隆 4段不同长度的端粒酶基因起始位点 ( ATG )上游序列长

约 2 068、1 135、333和 142 bp的启动子片段, 通过观察 EGFP的荧光强度,确定启动效率。结果 � 显微镜观察荧光亮
度及荧光分光光度计检测荧光强度随着启动子长度的缩短而减弱,荧光强度由高至低依次为 8. 56, 7. 81, 6. 88, 3. 62。

结论 � 人端粒酶的表达强度及端粒酶的活性变化与其启动子的长度有关,而肿瘤细胞的端粒酶表达相对增强,可通过
下调启动子活性 ,为肿瘤的靶向性基因治疗提供新思路。

关键词: 端粒酶启动子; 荧光蛋白; SW 579

� � 中图分类号 : R 73- 35� � � � � � 文献标志码: A� � 文章编号: 1001�0580( 2011) 02�0217�03
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M edic ine, L ia oning M edica l Co llege ( Jinzhou 121000, China )

Abstract: Objective� To c lone DNA sequence o f hum an te lom erase reverse tran scriptase prom o te r( hTERTp) and to

exp lo re the func tion o f the prom o ter in prom o ting enhanced g reen flurescence pro te in( EGFP ) and the relationsh ip betw een

prom o ter leng th and function. Methods� The hTERT prom o ter of 2068bp, 1 135 bp, 333bp, 142bp w ere am p lified. The

hTERT prom o ters w ere inser ted in to upstream o f EGFP to reconstruc t four recom binant p la sm ids and transfected in to the

SW 579 ce lls. Then the fluo rescence intensity w as detected and the prom o ter rate w as identif ied. R esu lts� The prom o te ef�
fiency o f four eukary o tic plasm ids decreased w ith the sho rten ing o f the prom o ter leng th w ith the f luo reslen ic in tensity o f

8� 56, 7� 81, 6� 88 and 3�62 from high to low. Conclusion� The hum an te lom erase reverse transcriptase expre ssion and ac tiv�
ity change are co rrelated w ith the leng th o f the prom o ter. The re search g iv es a w ay for tum or gene therapy by dow n regula�
tion o f the acitiv ity o f hTERTp.

K ey words: hTERTp; GFP; SW 579

� � 肿瘤细胞端粒酶 ( hTERT ) mRNA 表达水平与端粒酶活

性呈正相关, 而启动子的激活是细胞永生的关键一步, 因此端

粒酶启动子 ( hTERTp)的调节就显得尤为重要, 主要是在转

录水平对 hTERT启动子的调节 �1- 2�。本研究采用 PCR 方法

分别克隆了 hTERTp - 2068, - 1135, - 333和 - 142 bp的

DNA序列,并将其替换绿色荧光蛋白质粒 pEGFP- N1上游

的启动子, 转染入甲状腺鳞癌细胞株 SW 579中, 通过观察启

动增强型绿色荧光蛋白 ( EGFP)的能力强弱, 确认启动子的

启动活性, 评价不同长度的启动子功能, 以便为研究以 hTER�

Tp为靶点的肿瘤靶向性基因治疗提供依据。

1� 材料与方法

1. 1� 材料 � 荧光蛋白质粒 pEGFP�N1(美国 Prom ega公司 );

L15培养基 (美国 GIBCO 公司 ); 质粒小量提取纯化试剂盒、

M arker和纯化试剂盒 (北京威格拉斯技术有限公司 ) ;大肠埃

希菌 DH 5�限制性内切酶 A se�、BamH�、Taq聚合酶、DNA

连接试剂盒 (大连 TaKaRa公司 ); L ipo fectam ineTM 2000、T rizo

(美国 Inv itrogen公司 )。

1. 2� 方法 �

1. 2. 1 � hTERTp 的 PCR 扩增及鉴 定 � 根据 GenBank

( AF098956)中 hTERTp序列设计 2对引物。P1: 上游引物 5�
- GCACCCATAATACTGGGGTGTCTTC - 3�, 下游引物 5�-

CGCGCTCGCACAGCCTCTG- 3�; P2: 上游引物: 5�- TAATTA�

ATCTGTCCTGCGGTTGTGCCG G - 3�下游引物: 5�- CGG�
GATCCGAGCGCACGGCTCGGCAG- 3�; P2引物 5 '端分别引入

限制性内切酶 Ase�和 BamH�的酶切位点 (下划线表示 )。

先以人类基因组为模板, 以 P1为引物, 退火 65. 5 � , 使用
LA�Taq及其 GC Buffer进行 PCR反应, 扩增产物为 2068 bp;

再以第 1次 PCR产物为模板, 以 P2为引物, 退火 66 � 进行

PCR反应,扩增目的片段为 1135 bp。PCR产物用 1� 2% 琼脂
糖凝胶电泳, 并用 PCR 产物回收试剂盒回收纯化。其余

333bp和 142bp两段序列为 T akara公司合成。

1� 2�2� pEGFP�hTERTp重组质粒的构建 � 用 Ase�和 BamH

�双酶切带酶切位点的 PCR产物, 用 PCR 产物纯化试剂盒

回收 4条目的 DNA条带; 用 Ase�和 BamH�双酶切 pEGFP�

N1质粒 ( pEGFP�N1原有的启动子被切掉 ) , 酶切产物回收;

上述 2种回收产物按质量比为 4�1作连接反应, 16 � 过夜,
构建重组质粒。用 A se� 和 BamH�双酶切和 PCR2种方法

鉴定, 并进行 DNA序列分析。

1� 2�3� 细胞培养及重组质粒的转染 � Sw579细胞系 ,常规培

养, 按照 Inv itrogen公司的脂质体说明书将 4个重组质粒分别

转染细胞数目大致相等的受体细胞 Sw579中, 为获得稳定转

染, 用终浓度 700 �g /mL的 G418选择培养液进行选择培养

筛选, 获得的稳定转染细胞进行荧光强度检测。

1�2�4� 观察并检测荧光强度 � 荧光显微镜观察,荧光分光光
度计 (H itach,i F�4500)对稳定转染的 pEGFP�hTERTp的 SW 579

细胞进行荧光定量分析。采用冻融法提取蛋白后测定, 以同一

基准总蛋白量 (用德国 B ioPhotom eter测定 )比较各组荧光强

度,每一实验重复 6次,以各实验组荧光测定值减去空白组 (未

转任何质粒 )荧光测定值作为用于统计分析的数值。

1. 3� 统计分析 � 采用 SAS软件进行实验数据的多重比较和

差异显著性检验。

2� 结 � 果

2. 1� PCR产物电泳结果 (图 1) � 以人类基因组为模板, PCR
扩增 hTERTp,经琼脂糖凝胶电泳, 得到清晰的 4条目的 DNA

片段,与预期结果吻合。

注: M: M ark er; 1: 142 bp; 2: 333 bp; 3: 2068 bp; 4: 1 135 bp。

图 1� 人类基因组 hTERTp PCR的电泳结果

2. 2 pEGFP�hTERTp重组质粒的鉴定 �

2. 2. 1� 酶切鉴定 � PCR产物经酶切鉴定与预期结果相符。

2. 2. 2� 测序鉴定 � 构建的 hTERTp序列与 hTERTp原始序列

( AF098956)进行比对,测序结果说明获得的 4段启动子 DNA

片段序列与原始序列同源性 100% ,表达载体构建成功。

2. 3� 观察并检测荧光强度 (图 2) � 转染后 4种长度的启动

子均能启动 EGFP的表达,荧光显微镜观察均发出绿色荧光,

平均每个视野 ( 10 � 10)发光细胞数随启动子强度的降低而

减少, 分别为 78, 45, 28, 5; 图 2结果表明, 随着启动子的缩短,

启动 EGFP发光的能力越差, EGFP的相对发光强度值越低。

图 2� 荧光分光光度计检测不同长度端粒酶启动子发光强度
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3� 讨 � 论

hTERT基因表达的调控是端粒酶活性调控的中心环

节 �3�, 从启动子序列上分析, hTERT 启动子含有 2个 E�box
( CACGTG ) , 分别位于 - 165~ - 160和 - 49~ - 44 bp�4�, 是

bHL H Z转录因子 M yc / M ax / M ad网络系统的结合位点, 直

接联系癌基因激活与端粒酶活化。 hTERT 启动子还存在 2

个雌激素反应元件 �4�, 6个转录因子 SP1结合位点, 1个位于

- 873 GGGCGG- 868, 其他 5个位点位于 2个 E�box之间的

GC 盒 ( - 110~ - 102、- 88 ~ - 83、- 56 ~ - 48、- 36 ~ - 28

和 - 7~ - 2 bp) ,这些位点都能与 Sp1作用, 若其突变将下

调 hTERT�5 �。不同长度的启动子含有不同的转录因子结合

位点, 结合位点的多少,种类可能决定了启动子启动强度的不

同 �6�,本研究设计的 4种长度启动子片段包含不同的调控位

点 1 135 bp片段包含上述所有的 E�box和 6个转录因子 SP1

结合位点, 333 bp启动子包含 2个 E�box和 5个 SP1结合位

点; 142 bp启动子包含 1个 E�box和 5个 SP1结合位点; 而

2068 bp的启动子包含上述所有调控位点之外还包括远端其

他未知的重要调控位点,这也解释了本研究随着启动子序列

长度的下降, 启动绿色荧光蛋白表达的能力依次下降的结果。

选择应用强 hTERTp驱动肿瘤相关因子凋亡或表达增

强, 可以获得对癌细胞生长明显的抑制和诱导凋亡的作

用 �7�,也为研究 hTERTp功能和为临床基因治疗肿瘤提供了

新思路。
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� � 摘 � 要: 目的 � 探讨维生素 D受体 ( VDR )基因遗传多态性与环境交互作用对青少年体能发育影响。方法 � 随机
抽取浙江省绍兴市 17~ 18周岁青少年 212名进行体格检查及问卷调查, 对 VDR基因进行 PCR扩增,采用基因测序技

术检测基因多态性,以多分类有序 Log istic模型分析体能发育的影响因素和交互作用。结果 � 维生素 D受体基因 Bs�
m I位点的多态性与体育锻炼存在交互作用, 交互作用系数为 3� 208; T ru9 I位点的多态性与体育锻炼、睡眠时间以及学
校对体育锻炼的重视等均存在交互作用,交互作用系数分别为 2�499、1� 936和 1�987。结论 � 青春期体能发育中, 维
生素 D受体基因多态性与环境因素存在交互作用。

关键词: 维生素 D受体; 基因多态性;环境因素; 交互作用;体能
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adolescen ts� HU M ing�yue, L IQ iang, BAO Q i�yu, e t a.lD epa rtm ent o f P reven tiveM edic ine, Schoo l o f Env ironm enta l Sci�
ence and PublicH ea lth,WenzhouM edica l C o llege (Wenzhou 325035, China )

Abstract: Objective� To investiga te interactiv e effect o f v itam in D recep to r( VDR ) gene po lym o rph ism and env iron�
m ent facto rs on phy sica l deve lopm en t am ong ado lescen ts. Methods� To tally 212 ado lescents at ag e o f 17 to 18 years w ere

random ly selected from senio r h igh schoo ls o f Shaox ing c ity fo r phy sical exam ina tion and que stionnaire surv ey. Po lym era se

chain reac tion( PCR ) and DNA sequencing w e re perform ed to ana lyze the VDR geno type. The re lation sh ip betw een VDR

gene po lym o rphism and env ironm en ta l facto rs on phy sica l developm ent w as ana ly zed w ith o rdina l log istic reg ression

analy sis. R esu lts� The re sults show ed tha t the interactiv e effec t ex isted in B sm I gene site po lym o rphism and phy sica l ex er�
c ise w ith an in terac tion index va lue o f 3� 208. The in terac tive effect ex isted in T ru9I g ene site po lym o rph ism and phy sica l

ex ercise, sleep ing tim e, the im po rtance o f phy sica l exe rc ise advocated by the schoo l w ith the in te rac tion index va lue o f

2� 499, 1�936, and 1�987, respectiv ely. Conclusion� VDR gene po lym o rph ism and env ironm ent factor s show an interactiv e

e ffec t on phy sica l deve lopm ent am ong ado le scents.

K ey words: v itam in D recepto r; gene po lym o rph ism; env ironm enta l fac to r; in terac tion; phy sica l deve lopm ent
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