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摘要 目 的 构建大 鼠酸敏感离子通道 ｌ
（
ＡＳ ＩＣ ｌ

） 基 因启 动因转录活性的调控机制 以及为进一步探究 ＡＳ ＩＣ １

子突光素酶报告质粒 ｐＧＬ３
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－

ｐ
ｒｏｍｏ ｔ ｅｒ

，并进行功能的鉴在 ＲＡ 中的作用奠定基础 。

定 。 方法 设计 、合成 ＡＳＩＣ １ 启 动子 引 物 ， 采用 聚合酶链反
°

应 （
ＰＣＲ ） 技术从大 鼠全基 因组 ＤＮＡ 中扩增 出 ＡＳ Ｉ Ｃ １ 启 动子１ 材料与方法

片段 ；

Ｎｈ ｅ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 双酶切后将 目 的 片段连接到 ＰＧＬ３
－Ｂ ａｓ ｉ ｃ

报告载体上 ； 构建的 Ｐ
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－

Ｐ＿ ｔ ｅ ｒ麵质粒和 ｐ
ＲＬ ＿Ｕ 材料 ２９灯 细胞株 （ 本实验室保存 ）

、

；

ＤＭＥＭ／

ＴＫ 内参质粒瞬时共转染 ２９３Ｔ 细胞检测 ＡＳ ＩＣ １ 启 动子活性 。
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１ ２ 培养基 （ 美 国 Ｈ
ｙ
ｃ ｌｏｎｅ 公司 ） ； 胎牛血清 （ 美 国

结果 ＰＣＲ 扩增得到大 鼠 ＡＳＩＣ １ 基因启 动子片段 ； 成功构建Ｇ ｉ ｂｃｏ 公司 ） ； 琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒 、大肠杆
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ｒ〇ｍ〇 ｔ ｅ ｒ 报告基 因 载体 ， 菌 落 ＰＣＲ 和 测 序结果菌感受态细胞 ＤＨ５ ｃｔ 、
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１０００ｂｐＤＮＡ ｌ ａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ
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＝
基 因载体 ， 为探究胤 １ 转录表达 的 调控机制 奠定基
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达在中枢和外周神经系统 以及非神经组织 中 ， 通过ＤＮＡ 提取试剂盒抽提大鼠脑组织 ＤＮＡ
，具体实施步
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＋

和 Ｃ ａ
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内 流参 与 各种病理生理效应
⑴

。

骤按照产品操作说明手册进行 。 对提取 ＤＮＡ 测量

ＡＳ ＩＣ １ 因其对 Ｃ ａ

２ ＋
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２ ＋
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＾ 、
（１ ］

＇０１３

（ 各 ２ ． ５ｐ
ＧＬ３ Ｂ ａｓ ｉ ｃ空载体与作为 内参的ｐ

ＲＬ －ＴＫ
质粒共转

ｍｍｏｌ／Ｌ
）
４
ｊ
Ｊ 、

ＤＮＡ 模板 １ ．０
 ｉ

ｘＫ ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ０ ．５
 （

ｘ ｌ
，染 。 每组试验重复 ３ 次 ，试验设 ６ 个复孔／次 。

加 ｄｄＨ
２
０ 补足至 ５０

 ｉ

ｊＪ 。 循环条件为 ９ ８尤 预变性 ３１ ． ２ ． ５ 荧光素酶报告基 因 活性 的检测 细胞转染

ｍ ｉｎ
；

９ ８ 丈 变性 １ ０ｓ
、
５ ５ 丈 退火 １ ５ｓ

、
７２ｔ 延伸 １４８ｈ 后 ， 弃培养液 ，

ＰＢＳ 清洗细胞 １ 次 ，
室温摇动 １ ５

ｍ ｉｎ
，循环 ３ ０ 次 ；

７２ｔ１ ０ｍ ｉｎ 终止反应 。
ＰＣＲ 产物ｍ ｉｎ

。 按照双突光素酶检测试剂盒的操作说明书 ， 取

进行 １ ０
ｇ
／Ｌ 琼脂糖凝胶 电泳 ， 并对 ＰＣＲ 扩增产物 回 １ ００

ｐ
ｉＬｕ ｃ ｉｆｅｍ ｓｅＡ ｓ ｓａ

ｙ
Ｂｕ ｆｆｅ ｒＩ Ｉ 于 １ ．５ｍ ｌ 的离心管

收纯化备用 。 中 ； 将 ＧｌｏＭ ａｘ
？

Ｍｕ ｌ ｔ ｉＪｒ 单管型多功能检测仪测定间

１ ２ ． ３Ｐ
ＧＬ３ －ＡＳＩＣ １

－

ｐ
ｒｏｍｏ ｔｅｒ 栽体 的 构 建 用 Ｘｈｏ隔设定为 ２ｓ

， 测读为 １ ０ｓ
； 将 ２９３ Ｔ 细胞裂解液转移

Ｉ 和 ＮｈｅＩ 分别 双酶切 ＰＣＲ 产物和 ＰＧＬ３
－ＢａＳ ｉ ｃ 载到新的 １ ．５ｍ ｌ 离心管 中 ， 用移液器轻轻吸打 ２

￣

３

体 ， 回收 目 的片段 。 将线性化载体和 回 收的 目 的 片次混匀 ，切勿要旋涡振荡 ，将离心管放人到化学发光

段以 １
：

２
（摩尔 比 ） 的 比例加到试管 中进行重组反应仪中读取萤火虫荧光素酶发光值 ； 再将离心管移 出

（
４２ｔ孵育 ３ ０ｍ ｉｎ

） ， 放置 ２
￣ ３ｍ ｉｎ 后取 １ ０

 （

ｘｌ 反应发光仪 ，加入 １ ００
ｐ

ｉＳ ｔｏｐ
＆ＧｌｏＲｅａ

ｇ
ｅｎ ｔ

， 用移液器吹

液体转化到大肠杆菌 ＤＨ５ ａ 感受态细胞中 ， 并涂布打混匀后 ，再将离心管放 回多功能检测仪 中读取海

于含氨苄青霉素 （
１ 〇〇ｍ

ｇ
／Ｌ

） 抗性 的 ＬＢ 琼脂平板肾荧光素酶发光值 ， 计算前者与后者 的发光值的 比

上
，

３ ７ｔ 培养 １ ６ｈ 后 ， 从转化子的平板上随即挑取值 ， 即 为被检测质粒的相对荧光素酶活性 （
ｒｅ ｌ ａｔ ｉｖｅ

８ 个菌落 ，挑取菌落接种于 １ ０
Ｍ 含氨苄抗性的 ＬＢ ｌ ｉ

ｇ
ｈ ｔｕｎ ｉ ｔ

，ＲＬＵ ） ０

培养液中 。 取培养后的菌液 （
１Ｍ ） ， 进行菌落 ＰＣＲ

，１ ． ３ 统计学处理 采用 ＳＰＳＳ１ ６ ．０ 统计软件进行
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５
＇

－ＴＣＧＣＡＧＡＣＡＣＴＣＧＴＡＧＧＣＧ －３
＇
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５

＇
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３

＇

，
以培养后 的性分析 ，

以 ａ
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ｘｍｏｌ／Ｌ
）０ ？８

ｐ ｉ
、后段引物 （

１ ０
 ｜

ｘｍｏｌ／Ｌ
）０ ．８

 ｜

ｘ ｌ
、
５ｘ

；

Ｂｕｆｆｅｒ
（
ｗ ｉｔｈＭ

ｇ

２ ＋

）
２
 ｊ
ｘ ｌ

、
ｄＮＴＰ

（ 各
２ ＿５ｍｍｏｌ／Ｌ

）
１ ．６２ ． １ｐＧＬ３

－Ｂａｓ ｉｃ
载体双酶切 用Ｎ ｈ ｅＩ和ＸｈｏＩ

Ｗ 、
ＤＮＡ 模板 １ ． ０

 ｆ

ｊｄ 、
Ｔａ

ｑ 酶 ０ ． １
ｐ ｉ

， 加 ｄｄＨ
２
０ 补足对 ＰＧＬ３

－Ｂａｓ ｉ ｃ 表达载体 （ 图 １ Ａ
） 进行酶切 ， 琼脂糖

至 ２０
ｐ ｉ 。 循环条件为 ９４ 丈 预变性 ５ｍ ｉｎ

；

９４Ｔ 变电泳结果表 明 ，
在 ４０００￣ ５０００ｂ

ｐ 有 明显条带 ， 回

性 ３０ｓ
、
５５＾ 退火 ３０ｓ

、
７ ２ｔ 延伸 １ｍ ｉｎ

， 循环 ３ ０收４８０７ｂ
ｐ长度的 ＰＧＬ３

－Ｂ ａｓ ｉ ｃ 载体片段 （ 图 １ Ｂ
） 。

次 ；

７２１ １ ０ｍ ｉｎ 终止反应 。 进行凝胶 电泳 、观察并２ ． ２ 大鼠 ＡＳＩＣ１ 基 因 启 动子 的 扩增 以 基 因 组

照相 。 选取阳性克隆接种到 ＬＢ 液体培养基 ，

３７ＴＤＮＡ 为模板扩增 ＡＳ ＩＣ １ 启 动子序列 ， 扩增 的 ＰＣＲ

摇菌过夜 ； 取含 ＡＳ ＩＣ １ 启 动子的菌液行 ＤＮＡ 测序 ， 产物经过 １ ． ２％ 琼脂糖电泳后 ， 结果可见在约 ２０００

之后提取质粒备用 。 构建携带 ＡＳ ＩＣ １ 基 因 启 动子ｂ
ｐ 处出现单

一

的 明亮的条带 ， 与 １９２９ｂｐ 的 ＡＳ ＩＣ １

序列 的 Ｐ
ＧＬ３ 表达载体 ，命名 为 Ｐ

ＧＬ３ －ＡＳＩＣ ｌ
－

ｐ
ｒ〇ｍ〇 ｔ

－启 动子片段大小相符合 （ 图 ２
） 。

ｅ ｒ
。 ２ ． ３ 大鼠 ＡＳＩＣ１ 基因启 动子荧光素酶报告质粒的

１ ２ ． ４ 荧 光素酶报告基 因 载体转 染 ２３ ９Ｔ 细 胞构建与鉴定 ＰＣＲ 扩增大 鼠 ＡＳ ＩＣ １ 基 因 启 动子片

２９３Ｔ 细胞于含 １ ０％ 胎 牛血清 （
ｆｅ ｔａ ｌｂｏｖ ｉｎｅｓｅｒｕｍ

，段 （

－

１ ５４５￣＋ ３ ８４
） 后 ， 将其克隆至 ｐ

ＧＬ３ －Ｂ ａｓ ｉ Ｃ 载

ＦＢＳ
） 的 ＤＭＥＭ／ Ｆ －

１ ２ 培养基中进行培养 ， 转染前 ２４体上构建 Ｐ
ＧＬ３ －ＡＳ ＩＣ ｌ

－

ｐ
ｒ〇ｍ〇 ｔｅｒ 质粒 。 重组质粒经

ｈ 将对数生长期的 ２９ ３Ｔ 细胞消化计数 （ 密度为 １ｘ转化后涂布于 ＬＢ 琼脂平板上 ， 挑取 ８ 个克隆摇菌 ，

１ 〇
５

个／孔 ） ， 种于 ２４ 孔板中 ，置于 ３ ７ 丈
、
５％（：０

２ 培菌落 ＰＣＲ 鉴定结果显示均出现了 阳性克隆片段 （ 图

养至 ６０％￣７０％
， 用 ５０

ｐ ｉＯ
ｐ ｔ ｉ

－ＭＥＭ 培养基稀释３ Ａ
） ； 另外将所得阳性克隆送公司测序 ，

ＤＮＡ 测序结

０ ． ９
 ｊ

ｘｇ 质粒报告质粒和 ０ ． １ ｊ

ｘｇｐ
ＲＬ －ＴＫ 质粒 ， 同时果显示 ，两者序列一致 （ 图 ３ Ｂ

） 。 上述结果提示大鼠

１
 （

ｘ ｌＬ ｉ
ｐｏ

ｆｅｃ ｔａｍ ｉ ｎ ｅ２０００溶于 
５ ０

 ｜

ｘｌＯｐ ｔ ｉ

－ＭＥＭ
培养基ｐ

ＧＬ３ －ＡＳＩＣ  １
－

ｐ
ｒｏｍｏｔｅｒ

质粒已成功构建 。

中 ，

５ｍ ｉ ｎ 后将两者混合室温静置 ２０ｍ ｉｎ
； 用 ＰＢ Ｓ 清２ ． ４ 大鼠 ＡＳＩＣ１ 基 因启动子荧光素酶报告质粒的

洗细胞 ３ 次后加入 ４００
ｐ

ｉＯ
ｐ

ｔ ｉ

－ＭＥＭ
，再逐滴加人质功 能 鉴 定重 组 质 粒 Ｐ

ＧＬ３ －ＡＳＩＣ １
－

ｐｒｏｍｏｔｅｒ 和

粒 － 脂质体混合物 ，轻轻摇晃 ， 置 ３ ７ 丈
、
５％Ｃ０

２ 培ｐＧＬ３
－Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ 质粒分 别 与 内 参质粒 Ｐ

ＲＬ －ＴＫ 共转染

养 ６ｈ
， 然后更换含 １ ０％ ＦＢ Ｓ 的 ＤＭＥＭ／Ｆ －

１ ２ 培养液２９３Ｔ 细胞后 ， 观察萤火虫以及 内参海肾荧光素酶报

５００
ｐｉ 继续培养 ４８ｈ 。 实验 中将作为 阴性对照 的告基 因 活性 ， 两者活性 的 比值即 为 ＡＳ ＩＣ １ 启 动子活
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ｇ
ｉ ｎ ２ ５ ０

图 １ 载体及双酶切琼脂糖 电泳

Ａ
：ｐ

ＧＬ３
－ Ｂ ａｓ ｉ ｃ 质粒载体图谱 ；

Ｂ
：Ｎ ｈ ｅ １ 、

Ｘ ｈ ｏ 丨 双酶切后结果 ；

Ｍ
：
Ｍａ ｒｋＣＴ

；

ｌ ：

４８ ０７ｂ
ｐ的 ｐ

Ｇ Ｌ３ －

ｌ３ ａ ｓ ｉ Ｃ 片段

ｂ
Ｐ １Ｍｂ

ｐ性 ， 内参质粒 ｐ
Ｒ Ｌ －ＴＫ 可 以排除 由 于转染效率 和细

Ｂ

胞数 目等因素不 同所引起的组间差异 ，结果表明 ， 与

空质粒 ｐ
Ｇ Ｌ３ －Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ 转 染 组 相 比 ， 重组 质 粒 ｐ

ＧＬ３ －

１ ９ ２ ９ ＡＳ ＩＣ ｌ
－

ｐ
ｒｏｍ ｏ ｔ ｅ ｒ 质粒转 染组 的 荧光 素酶活性高 １ ４

倍 ， 两者相 比 ，差异有统计学意义 （
＜
＝ －

１ ９ ．０７７
，

Ｐ＜

〇 ． 〇 丨

） （ 图 ４
） 。 提示构建的大 鼠 Ｐ

ＧＬ３－ＡＳ ＩＣ ｌ
－

ｐ
ｒｏ

－

ｍ ｕ ｌｅｒ 质粒可 以反映 Ａ Ｓ ＩＣ １ 启 动子的功能 。

２ ０
－

＊ ＊

１ ５
－

Ｔ

图 ２ＡＳ ＩＣ １ 启 动子 ＰＣ Ｒ 扩增结果
７、

１ 〇
－

Ｍ
： 
Ｍ ａ ｒｋ ｅ ｒ

； 
１  ：

１９ ２９ ｌ〕
ｐ的

ＡＳ Ｉ Ｃ １启 动子片段骸

？
５

－

Ａｂ
ｐＭ １ ２ ３４ ５ ６７ ８ｂ

ｐ

〇  １
１ １



〇 〇 〇

 ＾ ｐＧＬ３
－Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ ｐ

Ｇ Ｌ ３
－

ｐ
ｒｏｍ ｏ ｔ ｅ ｒ

１〇 〇 〇 图 
４ｐ

（ ； ｌ ３ －Ａ Ｓ Ｉ Ｃ ｌ
－

Ｐ
ｒｏｍ〇 ｔ ｅＭ转染 

２ ９３Ｔ
细胞后 的相对焚光素酶活性

５ ０ ０
Ｊ

ｔ
＇ ＊

．

ｊ ｐ
（ ； ｌ ３ －

Ｈ ａ ｓ ｉ ， ｆ ｜ ［ ｜ｔ ｉＫ ；

？ ？

／

＞

＜ ０ ． ０ １

２ ５ ０

■
１ ０ ０ ３

Ｂ
 ＡＳ Ｉ Ｃ ｓ 是一类 Ｈ

＋

门控的 阳离子通道 ， 当细胞外

ｐ
Ｈ 值下降 （

Ｈ
＋

浓度上升 ） 时 ，
ＡＳ Ｉ Ｃ ｓ 被激活 ， 其离

，子通道打开 ， 通过对 Ｎａ

＋

和 Ｃ ａ

２ ＋

的通透形成 内 向 电
 ｆ 

 ，  ＊

 Ｉ Ｉ

＊

 ，
＊



■ ｉ ｔ Ｉ ＾
＇

 ｎ

流 ， 引起细胞膜去极化而产生兴奋性效应 ；
几乎所有

疾病如癌症 、炎症 、缺血 、缺氧等 的过程都会 引 起不

同程度 的 ｐ
Ｈ 值下 降 ， 而 ＡＳ ＩＣ ｓ 作为

一种重要 的酸
图

３ｐ
（， Ｌ３ －ＡＳ Ｉ Ｃ ｌ

－

ｐ
ｒｏｍｏ ｔｅ ｒ

质粒的鉴定＿

Ａ
： 菌 落 ｐｃ ｋ 扩 增 结 果 ；

Ｍ
： Ｍ ａ如ｎ 丨 Ｕ 个 克 隆 Ｗ ｐ

ＧＵ －

感受器 ，感受这种变化进而影响着组织病理生理的

Ａ Ｓ Ｉ Ｃ ｌ

－

ｐ
ｒｏｍ ｏ ｌ ｅ ｒ＾＾粒麵 ＰＣ Ｒ 扩增 产物

；

Ｂ
： ｐ
Ｇ Ｌ３ －ＡＳ Ｉ Ｃ ｌ

－

ｐ
ｒｏｍ ｏ ｔｅ ｒ 质改变

⑷
。 近年来对 ＡＳ Ｉ Ｃ ｓ 的研究发展非常迅速 ， 到

粒的测序图谱 （ 部分 ） 目前为止 ，
已 克隆 出来 由 ４ 个基 因 编码 （

ＡＳ Ｉ Ｃ ｌ ／Ａ ｃ
－
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根神 经 节 （
ＤＲＧ

） 内 憐 酸 化 ｃＡＭＰ 反 应 元 件 结 合 蛋 白爪持续时 间 均缩短 （
Ｐ ＜ ０ ． ０５

） ；

ＯＣＴ 组 ＰＷＭＴ 较 ＢＶ 组 升

（ ｐＣＲＥＢ ） 表达的变化 ， 为生长抑 素受体 （
ＳＳＴＲ

） 的外周镇痛高 ，但这两组 间 ＰＷＴＬ 差异无统计学意义 。 注射 ＢＶ 后 ＢＶ

作用提供理论依据 。 方法 于 ＤＡ 大 鼠右爪足底 中 间部位 ，组同侧 ＤＲＧ 中 ｐＣＲＥＢ 阳性细胞百分数较对照组 明 显增加

用 ５０
 ｆ
Ｕ 微量注射器皮下注射 ＢＶ

（ ０ ． １ｍ
ｇ
／５０

 （

ｘ ｌ
） 建立 ＢＶ 疼 （

Ｐ ＜ 〇 ．０５
） ，
局部 ＯＣＴ 预处理 明显减少 ｐＣＲＥＢ 阳性细胞百

痛模型 。 成年雄性 ＤＡ 大 鼠随机分为 ５ 组 ： 对照组 、
ＢＶ 组 、分数 （

Ｐ＜ 〇 ． 〇５ ） 。 结论 足底注射 ０ＣＴ 抑制 ＢＶ 导致的 自

ＯＣＴ 组 、对侧 ０ＣＴ 组 和环生 长抑 素 （
ｃ
－

ＳＯＭ
） 组 。 分别用秒发性伤害感受行为和机械痛敏 ， 并伴有 同侧 ＤＲＧ 内 ｐＣＲＥＢ

表和计数器记录大鼠注射 ＢＶ 后抬／舔爪时 间 和 自 发性缩足表达降低 ， 这
一作用可能是 ＯＣＴ 通过激活外周局部 ＳＳＴＲ 导

反射次数等伤害感受行为 。 大 鼠机械敏感性阈值用 ｕ
ｐ

－

ｄｏｗｎ致的 。

法测定 ， 用 ５０％ 机械缩爪 阈值 （
ＰＷＭＴ

） 表示 ， 分别 于注射前关键词 奥 曲肽 ； 蜜蜂毒疼痛模型 ； 背根神经节 ； ｐ
ＣＲＥＢ

１ｈ 和 注 射后 １ ． ５ｈ 测 量 。 热 刺 激 反 应 用 热 缩 爪潜 伏 期中 图分类号 Ｑ
４２６

（
ＰＷＴＬ

） 表示 ， 于注射前 ３ ０ｍ ｉｎ 和注射后 ２ １！ 测量 。 采用免文献标志码 Ａ 文章编号 １ ０００ 
－

 １ ４９２
（
２０ １ ６

）
０５

－

０６２４
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２２ 接收生长抑素 （
ｓｏｍａｔｏ ｓ ｔａｔ ｉ ｎ

，

ＳＳＴ
） 是广泛分布于中枢

基金项 目 ： 国家 自 然科学基金 （ 编号 ：

８ １＿ ４ 】
） ； 四川 省教育厅 自 然和外周神 经 系统 的 肽类物质 ， 激 活生长抑 素 受体

号

＾ＴＴ／

成都医学院 自 然科学基金资
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） 能抑制 脊髓背 角 神经

作 者单位 ：
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川北 医学院生物化学教研室
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性行为的抑制 ｆｎＡ类急、ｔｅ
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