
书书书

第二军医大学学报 ２０１４年５月第３５卷第５期 犺狋狋狆：／／狑狑狑．犪犼狊犿犿狌．犮狀

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｍａｙ ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５
·４９５　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１４．００４９５ ·论　著·

髓核细胞中活化犜细胞核因子对犃犇犃犕犜犛４启动子的调控作用
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　　［摘要］　目的　观察活化Ｔ细胞核因子（ＮＦＡＴ）１、４、５在髓核细胞中对聚蛋白聚糖酶ＡＤＡＭＴＳ４启动子活性的影响，

初步探讨椎间盘退变可能的分子机制。方法　将 ＡＤＡＭＴＳ４ｐβｇａｌＢａｓｉｃ质粒经限制性内切酶犡犺狅Ⅰ及 犎犻狀ｄⅢ酶切后插

入到ＰＧＬ３Ｂａｓｉｃ质粒中，经筛选后获得纯化的ＰＧＬ３ＡＤＡＭＴＳ４质粒。离体培养后，使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００系统进行转染

实验，将ＮＦＡＴ１、ＮＦＡＴ４、ＮＦＡＴ５以及ＤＮＴｏｎＥＢＰ质粒和ＰＧＬ３ＡＤＡＭＴＳ４质粒共转染大鼠髓核细胞。将正常髓核细

胞和转染后的髓核细胞分别作为对照组和实验组。用双荧光素酶报告基因检测系统测髓核细胞中 ＮＦＡＴ１、ＮＦＡＴ４、

ＮＦＡＴ５对犃犇犃犕犜犛４基因启动子活性的影响。结果　构建了犃犇犃犕犜犛４基因双荧光素酶报告质粒，发现２个ＮＦＡＴ结

合元件。与对照组相比，转染ＮＦＡＴ１的髓核细胞中ＡＤＡＭＴＳ４启动活性被抑制（犘＜０．０５），而转染ＮＦＡＴ４、ＮＡＦＴ５以及

ＤＮＴｏｎＥＢＰ的髓核中ＡＤＡＭＴＳ４启动子活性改变无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＮＦＡＴ１可调控ＡＤＡＭＴＳ４的表达，

可能在椎间盘生理以及退变过程中对蛋白聚糖的含量起重要调控作用，为椎间盘退变的生物学治疗提供了一个新的策略。
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　　椎间盘退变是导致椎间盘突出以及其他脊柱疾

病的病理基础，而细胞外基质成分的改变，如聚蛋白

聚糖（ａｇｇｒｅｃａｎ）的降解，是椎间盘退变的重要表现之

一［１］。含有血小板凝血酶敏感蛋白结构域的解聚素

与金属蛋白酶（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ

ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｔｙｐｅⅠ ｍｏｔｉｆｓ，ＡＤＡＭＴＳ）家族成

员中的ＡＤＡＭＴＳ４是目前公认最重要的聚蛋白聚

糖酶，研究表明它在软骨以及椎间盘退变的过程中

有重要作用［２３］。本研究通过分析人ＡＤＡＭＴＳ４基

因启动子片段后，发现该启动子中含有２个活化Ｔ

细胞核因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＴｃｅｌｌｓ，

ＮＦＡＴ）家族结合位点。进一步采用双荧光素酶报

告基因检测系统，检测了髓核细胞中 ＮＦＡＴ１、４、５

对犃犇犃犕犜犛４启动子活性的影响，探讨椎间盘退

变的分子机制，以期为椎间盘退变的生物治疗提供

依据。

１　材料和方法

１．１　材料　人 犃犇犃犕犜犛４ｐｒｏｍｏｔｅｒｉｎＰβｇａｌ

Ｂａｓｉｃｖｅｃｔｏｒ获赠于 Ｄｒ．Ｔｈｉｒｕｎａｖｕｋｋａｒａｓｕ（Ｌｉｌｌｙ

ＲｅｓｅａｒｃｈＬａｂｓ），限制性内切酶犡犺狅Ⅰ和 犎犻狀ｄⅢ均

购自ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司，ｐＲＬＴＫ海肾荧光

素酶质粒、ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＴＭ ＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓ

ｔｅｍ、ｐＳＶβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ质粒、质粒提纯试剂盒、Ｔ４

ＤＮＡ连接酶均购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，胰酶ＥＤＴＡ、

ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清均购自Ｇｉｂｃｏ公司，Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＤＮＡ

提取试剂盒、ＤＮＡ纯化试剂盒均购自Ｑｉａｇｅｎ公司。

１．２　ＰＧＬ３ＡＤＡＭＴＳ４基因质粒构建方法　用

犡犺狅Ⅰ及犎犻狀ｄⅢ两种内切酶将３．５ｋｂ犃犇犃犕犜犛４

启动子片段从 ＡＤＡＭＴＳ４ｐβｇａｌＢａｓｉｃ质粒中切

出，同时将ＰＧＬ３空载体的上游和下游分别切开。

琼脂糖凝胶电泳后，用 ＱｉａｇｅｎＤＮＡ提取试剂盒及

ＱｉａｇｅｎＤＮＡ纯化试剂盒对所得ＤＮＡ片段进行提

取，纯化。在１６℃下，用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶体系将

犃犇犃犕犜犛４启动子片段与ＰＧＬ３空载体连接，转化

入大肠杆菌体内，涂布于含氨苄青霉素的琼脂糖

（ａｇａｒｒｏｓｅ）细菌培养板后，再置于３７℃的培养箱过

夜。利用接入犃犇犃犕犜犛４启动子片段后的ＰＧＬ３

表达氨苄青霉素耐药基因的特性，挑取有效存活细

菌，将其克隆、摇菌、过柱后获得纯化质粒，并用

ＤＮＡ电泳方法来确认成功构建正确质粒。

１．３　髓核细胞的分离和培养　用Ｒｉｓｂｕｄ实验室分

离椎间盘髓核细胞法［４］，分离大鼠髓核细胞获取原

代细胞后，将其放在３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中，孵育

４８ｈ后换液，以后每２ｄ换１次液体，按时观察细胞

形态。当细胞生长满大约８０％培养皿时，按１∶３的

比例进行传代。消化：取待传代细胞培养瓶（皿），加

入适量０．２５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ，加入培养液终止消

化，离心后弃去培养液，加入新鲜培养液后，按１∶３

比例进行传代。冻存：髓核细胞消化后，加入１ｍＬ

冻存液（ＤＭＥＭ＋２０％胎牛血清＋１０％ＤＭＳＯ）中，

转移到冻存管后放入－８０℃冰箱，２４～４８ｈ后放入

液氮箱中。复苏：将细胞迅速在３７℃水浴箱中融化，

移至加有新鲜培养液的试管内，１２００ｒ／ｍｉｎ离心

２ｍｉｎ，加入新鲜培养液后，转移至培养瓶后放入细

胞培养箱内培养，次日换液。

１．４　荧光素酶报告基因检测　使用双荧光素酶报

告基因检测试剂盒（ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＴＭｒｅｐｏｒｔｅｒＡｓ

ｓａｙＳｙｓｔｅｍＰｒｏｍｅｇａ）来检测荧光素酶基因表达：每

孔细胞中加入裂解液５０μＬ，室温下摇床裂解细胞

３５～４０ｍｉｎ，以１０μＬ细胞裂解悬液加入萤火虫荧

光素酶底物５０μＬ，读取荧光表达，再加入海肾荧光

素酶底物５０μＬ，读取荧光表达，以海肾荧光素酶与

底物反应读数作为校正内参，二者比值即为获得校

正后的读数。

１．５　统计学处理　所有的实验独立重复３次，用狋

检验进行组间比较，实验数据以珚狓±狊表示，检验水

准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　犃犇犃犕犜犛４启动子体外扩增、酶切以及鉴定

结果　ＡＤＡＭＴＳ４ｐβｇａｌＢａｓｉｃ质粒被限制性内切

酶犎犻狀ｄⅢ和犡犺狅Ⅰ进行酶切后的产物，再分别经

０．８％琼脂糖电泳后，在紫外灯下可见０．８～４．５ｋｂ

不等的条带。选取３．５ｋｂ的犃犇犃犕犜犛４启动子片

段作为目的基因，使用 ＱｉａｇｅｎＤＮＡ 提取试剂盒及

纯化试剂盒对所得ＤＮＡ片段进行提取、纯化。纯化

后的ＰＧＬ３ＡＤＡＭＴＳ４ｐｒｏｍｏｔｅｒ质粒，再次用内切

酶犎犻狀ｄⅢ和犡犺狅Ⅰ进行双酶切，可见４．６ｋｂ的线

性ＰＧＬ３Ｂａｓｉｃ质粒和３．５ｋｂ的犃犇犃犕犜犛４启动

子片段（图１），证实质粒构建成功。
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图１　重组质粒的酶切鉴定

犉犻犵１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犾犪狊犿犻犱犘犌犔３犃犇犃犕犜犛４

狆狉狅犿狅狋犲狉犪犳狋犲狉犱犻犵犲狊狋犻狅狀犫狔犡犺狅Ⅰ犪狀犱犎犻狀犱Ⅲ

ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｉｇｅｓｔｐｌａｓｍｉｄＰＧＬ３ＡＤ

ＡＭＴＳ４ｐｒｏｍｏｔｅｒ（１７）ａｇａｉｎ，ａｎｄＦ２（３．５ｋｂ）ｗａｓｓｕｃｃｅｓｓ

ｆｕｌｌｙｏｂｔａｉｎｅｄ．Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＰＧＬ３Ｂａｓｉｃ；２：ＰＧＬ３

８１３；３：ＰＧＬ３１２０３；４：ＰＧＬ３１８１３；５：ＰＧＬ３２２０９；６：

ＰＧＬ３３５０８；７：ＰＧＬ３４５２４

２．２　犃犇犃犕犜犛４启动子片段分析　对获取的

３．５ｋｂ犃犇犃犕犜犛４启动子片段进行测序，并且使

用ＪＡＳＰＡＲ数据库
［５］来研究该３．５ｋｂＡＤＡＭＴＳ４

启动子序列中是否存在 ＮＦＡＴ的结合位点。分析

结果显示在３．５ｋｂ犃犇犃犕犜犛４启动子转录起始点

上游－７０７～－７０２ｂｐ和－３０９８～－３０９３ｂｐ处有

２个ＮＦＡＴ结合位点，即“ＧＧＡＡＡＡ”序列。除此之

外，还可见犃犇犃犕犜犛４启动子片段中存在着多个

ＮＦκＢ、Ｒｕｎｘ等结合位点（图２）。

２．３　ＮＦＡＴ１和 ＮＦＡＴ４对 ＡＤＡＭＴＳ４启动子

的调控作用　使用 ＮＦＡＴ１、ＮＦＡＴ４表达质粒分

别转染大鼠髓核细胞。相比于正常的髓核细胞，转

染１５０ｎｇＮＦＡＴ１质粒后ＡＤＡＭＴＳ４启动子活性

读数为０．６１±０．０１，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

而在转染５０、１００、１５０ｎｇＮＦＡＴ４后，相比于正常

的髓核细胞，ＡＤＡＭＴＳ４启动子活性读数分别为

０．８９±０．１３、０．７±０．０９８、０．９７±０．２４，差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。

２．４　渗透压以及ＮＦＡＴ５／ＴｏｎＥＢＰ对ＡＤＡＭＴＳ４

启动子活性的调控作用　分别检验了在标准渗透压

和４５０ｏｓｍ渗透压状态下犃犇犃犕犜犛４启动子活性。

结果显示，与标准渗透压条件下培养的髓核细胞相

比，高渗条件下培养的髓核细胞中犃犇犃犕犜犛４启

动子活性读数为０．４３±０．０４２，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。分别将５０、１００、１５０ｎｇ的ＤＮＴｏｎＥＢＰ

质粒转染处于高渗透压条件下培养的髓核细胞中，

相比于未转染 ＤＮＴｏｎＥＢＰ的髓核细胞，转染了

ＤＮＴｏｎＥＢＰ的髓核细胞中 ＡＤＡＭＴＳ４启动子活

性的读数分别为０．５３±０．０９、０．４６±０．０５、０．５２±

０．０７，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。为了进一步验

证ＮＦＡＴ５／ＴｏｎＥＢＰ是否对犃犇犃犕犜犛４的转录具

有调控作用，我们分别将５０、１００、１５０ｎｇ的ＮＦＡＴ

５／ＴｏｎＥＢＰ表达质粒转染髓核细胞，相比于正常的

髓核细胞，其犃犇犃犕犜犛４启动子活性读数分别为

０．８９±０．０８、０．７３±０．１５、０．８０±０．１１，差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　论

ＡＤＡＭＴＳ是一种新型Ｚｎ２＋依赖性分泌型金属

蛋白酶，广泛存在于哺乳动物和无脊椎动物中。

ＡＤＡＭＴＳ４是生物体中最重要的聚蛋白聚糖酶，在

髓核中ＴＮＦα、ＩＬ１β等炎症因子能够通过 ＭＡＰＫ、

ＮＦκＢ信号转导通路诱导表达导致聚蛋白聚糖分

解，在椎间盘退变的过程中发挥作用［６］。ＮＦＡＴ家

族包括 ＮＦＡＴ１～４以及 ＮＦＡＴ５／ＴｏｎＥＢＰ，其中

ＮＦＡＴ１～４由Ｃａ
２＋信号调节，ＮＦＡＴ５则通过渗透

压的改变而被激活。ＮＦＡＴ在软骨细胞以及髓核细

胞中也有表达，具有促进软骨退变的作用［７８］，并且

在软骨细胞中ＮＦＡＴ１上调了犃犇犃犕犜犛４启动子

活性［９］。

本实验克隆了３．５ｋｂ人犃犇犃犕犜犛４基因启动

子片段，成功构建了犃犇犃犕犜犛４基因双荧光素酶报

告质粒。对该启动子序列进行分析，结果显示在该

启动子转录起始点上游有２个 ＮＦＡＴ结合元件。

ＮＦＡＴ１转染髓核细胞，数据显示在髓核细胞中

ＮＦＡＴ１下调了犃犇犃犕犜犛４启动子活性，该结果与

软骨细胞中［７８］的并不一致。由于在不同的组织或

者细胞型中，ＮＦＡＴｓ可以与不同的转录因子结合形

成不同的转录复合体或者激活其他的转录因子，从

而对启动子活性产生不同的影响［１０］，推测在髓核细

胞和软骨细胞中，ＮＦＡＴ可能结合了不同的转录因

子从而对 犃犇犃犕犜犛４的转录产生相反的作用。

Ｔｏｍｉｔａ等
［１１］的研究已经证实 ＮＦＡＴ４通过上调骨

形态发生蛋白２的表达促进软骨分化以及聚蛋白聚



·４９８　　 · 第二军医大学学报　２０１４年５月，第３５卷

图２　３．５犽犫犃犇犃犕犜犛４启动子序列分析结果

犉犻犵２　犛犲狇狌犲狀犮犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳３．５犽犫犃犇犃犕犜犛４狆狉狅犿狅狋犲狉犫狔犑犃犛犘犃犚

ＴｈｅｃｏｎｓｅｎｓｕｓＮＦＡＴｂｉｎｄｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅ“ＧＧＡＡＡＡ”ｗｅｒｅｌｏｃａｔｅｄａｔｐｏｓｉｔｉｏｎｓ－７０７ｔｏ－７０２ａｎｄ

－３０９８ｔｏ－３０９３ｕｐｓｔｒｅａｍｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓｔａｒｔｓｉｔｅ．ＮＦＡＴ：ＮｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖｉｔｅｄＴｃｅｌｌｓ
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糖产生。我们的结果显示ＮＦＡＴ４对犃犇犃犕犜犛４

启动子无调控作用，但文献报道ＮＦＡＴ４通过抑制

合成糖胺聚糖（ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ，ＧＡＧ）的关键

酶———葡萄糖醛酸转移酶的转录活性［１２］，参与髓核

细胞外基质代谢过程，在蛋白聚糖成熟的过程中发

挥重要的调控作用。

本研究还检测了髓核细胞中渗透压对 犃犇

犃犕犜犛４启动子活性的影响，与文献
［１３］的结果一

致，高渗透压抑制了 ＡＤＡＭＴＳ４启动子活性。将

ＤＮＴｏｎＥＢＰ在高渗透压条件下共转染髓核细胞，

数据显示ＤＮＴｏｎＥＢＰ并没有解除高渗透压对犃犇

犃犕犜犛４启动子的抑制作用，说明在这个过程中高

渗透压没有激活 ＮＦＡＴ５／ＴｏｎＥＢＰ。用 ＮＦＡＴ５／

ＴｏｎＥＢＰ质粒转染髓核细胞，数据与之前的结果一

致，ＮＦＡＴ５／ＴｏｎＥＢＰ对犃犇犃犕犜犛４启动子活性

没有明显影响。我们推测与既往报道中高渗透压激

活ＮＦＡＴ５／ＴｏｎＥＢＰ的经典通路发挥作用
［１４］不同，

高渗状态抑制犃犇犃犕犜犛４启动子的活性并不是通

过该通路来实现的，这个过程中可能存在其他未知

的调控机制。
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