
 2015年9月 重庆师范大学学报(自然科学版) Sep.2015
第32卷 第5期 JournalofChongqingNormalUniversity(NaturalScience) Vol.32 No.5

DOI:10.11721/cqnuj20150519

人cidec基因启动子的克隆及PPARγ上调其活性大小比较研究
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摘要:人诱导细胞死亡的DFF45样效应因子C(Celldeath-inducingDNAfragmentationfactor45-likec,cidec)可调节脂肪

代谢,与动脉粥样硬化有密切联系,研究显示该因子表达受到过氧化物酶体增殖物激活受体γ(Peroxisomeproliferator-
activatedreceptorgamma,PPARγ)的调节,但其中的表达机制还不清楚。从人肝癌细胞 HepG2中扩增cidec基因启动子

不同长短片段,分别克隆到虫荧光素酶报告基因载体中;cidec基因启动子片段重组报告基因质粒转染 HepG2细胞,经

PPARγ激动剂罗格列酮(Rosiglitazone,ROZ)处理后,检测荧光素酶活性。结果发现,cidec基因启动子(-1800~+150
bp)加ROZ前后均无明显变化,而cidec基因启动子(-2289~+150bp)质粒荧光素酶活性明显增加,且加ROZ后活性

显著升高(p<0.05)。这表明激活PPARγ可能通过cidec基因启动子的-2289~-1800bp区域PPARγ结合元件而上

调该基因转录活性。
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人诱导细胞死亡DFF45样效应因子C(Celldeath-inducingDNAfragmentationfactor45-likec,cidec)在小

鼠(Musmusculus)体内又名FSP27(Fatspecificprotein27,FSP27),于1992年首次在小鼠脂肪细胞中发现,人

cidec蛋白属于cide家族,它的基因位于3号染色体3p25,全长为16.9kb,编码238个氨基酸,相对分子质量为

27.3kD[1-2]。该蛋白可定位于脂肪细胞的脂滴表面,促进脂肪的储存和脂滴体积的增大[3],与脂代谢、糖代谢、
体内能量平衡和心脑血管疾病密切相关。有研究发现过氧化物酶体增殖物激活受体γ(Peroxisomeproliferator-
activatedreceptorgamma,PPARγ)能够直接结合于鼠cidec基因启动子区-219~-207bp的DNA序列而激

活其表达[4-5]。PPARγ是核受体超家族成员,它的基因位于3号染色体短臂上[6],主要在脂肪组织及免疫系统中

表达,与脂肪细胞分化、脂代谢、动脉粥样硬化和机体免疫等过程密切相关[7-8]。PPARγ的激动剂分两类:生理

性配体和药理性配体,生理性配体是15-脱氧前列腺素J2(15d-PGJ2)及其代谢产物和不饱和脂肪酸等;药理性配

体是包括罗格列酮、曲格列酮、匹格列酮等[9]在内的胰岛素增敏剂噻唑烷酮类化合物(TZDs)。药理性配体是

PPARγ的高效配体,PPARγ被配体激活后,调节靶基因的转录活性[10]。由于肝脏对血液中甘油三酯、胆固醇等

的代谢有重要作用,故本研究选取人肝癌细胞HepG2细胞来克隆构建人cidec基因不同长度启动子(-1800~
+150bp,-2289~+150bp)报告基因质粒,并将质粒转染 HepG2细胞后检测其活性,进而分析两段cidec基

因启动子的活性,为验证PPARγ是否能够直接结合于cidec基因启动子区而上调其表达奠定实验基础。

1材料与方法

1.1材料

HepG2细胞、pRL-TK和pGL3-Basic由本教研室保存;DH5α购于Promega公司;DMEM、胎牛血清购于

HyClone公司;PrimeSTARDNA聚合酶、限制性内切酶KpnI和XhoI、T4DNA连接酶购于TaKaRa公司;转
染用培养基购于Gibco公司;Lipofectamine2000购于Invitrogen公司;报告基因检测试剂盒购于Promega公

司;基因组提取试剂盒购于天根生化科技有限公司;质粒提取试剂盒购于OMEGA;罗格列酮购于Sigma公司。

1.2方法

HepG2细胞接种于含10%胎牛血清的DMEM培养基后于孵箱中(37℃,5%CO2)培养。将细胞平均接种
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于48孔板中培养24h,使细胞密度达到70%~80%融合即可进行转染实验。进行人cidec基因启动子区的

PPARγ可能结合位点序列的生物信息学分析,调控基因转录的启动子区域往往位于基因5′序列-3000bp区域

中,在NCBI的GenBank中获得cidec基因5′端-3000~+150bp区域的序列。根据nubiscan网站在线分析

人cidec基因转录起始位点上游3kb的序列,预测PPARγ的结合位点,结果显示在cidec基因转录起始位点

上游存在部分分值较高的PPARγ可能结合序列(表1)。根据生物信息学分析的结果,设计了两对扩增引物,
扩增产物2439bp(-2289~+150bp)和1950bp(-1800~+150bp)片段来进行报告基因实验。提取

HepG2细胞基因组并以其为模板,扩增以上两段cidec基因启动子片段,并在5′端引入 KpnI酶切位点,3′端
引入XhoI酶切位点。人cidec基因启动子区2439bp(-2289~+150bp)上游引物:5′-CGGGGTACCAAC-
CCTGAAAGAAACCCT-3′(KpnI酶切),下游引物:5′-CCGCTCGAGTCACCCACTTCGTATCCC-3′(XhoI
酶切);人cidec基因启动子区1950bp(-1800~+150bp)上游引物:5′-CGGGGTACCGTGACTGGCTTT-
GTCTACT-3′(KpnI酶切),下游引物:5′-CCGCTCGAGTCACCCACTTCGTATCCC-3′(XhoI酶切)。PCR扩

增体系:98℃预变性4min;98℃变性10s,68℃延伸2.5min,35个循环;12℃保持。PCR产物行胶回收后与

PGL3-Basic载体均用KpnI、XhoI双酶切并回收,回收的PCR产物分别与回收的PGL3-Basic载体进行连接,构
建含cidec基因不同长度启动子的报告基因重组质粒,并命名为pmcidec-Luc1(-2289~+150bp)和pmcidec-
Luc2(-1800~+150bp),重组质粒通过KpnI、XhoI双酶切和测序再进行鉴定。转染 HepG2细胞和报告基因

活性检测:根据Lipofectamine2000试剂说明书进行转染。转染前将 HepG2细胞以每毫升4×105个的密度接

种于48孔细胞培养板中培养24h后准备转染。Lipofectamine2000和质粒(mpmcidec-Luc∶mpRL-TK=10∶1,pRL-TK
作为内对照)分别与OPTIM以一定比例混匀,室温静置5min;将2管混合,室温静置20min;弃掉孔中的培养

液,先用PBS洗2遍,再用OPTIM洗1遍,吸尽液体后将Lipofectamine2000与质粒的混合液加入孔中,并用

OPTIM补加至250μL;转染6h后吸尽转染液,加入含10%胎牛血清的DMEM细胞培养液,孵箱培养12h;再
加入终浓度为0μmol·L-1,100μmol·L-1的罗格列酮,培养24h后收集细胞,按照双荧光素酶报告基因检测

试剂盒说明书进行操作,检测虫荧光素酶与pRL-TK的活性。

1.3统计分析

报告基因实验所得数据均采用x±s表示,采用方差分析对组间数据进行比较,显著性标准为p<0.05。

2结果

2.1人cidec基因启动子区的PPARγ可能结合位点序列的生物信息学分析

登陆NCBI的GenBank查找并下载人cidec基因5′端3kb序列,根据nubiscan网站在线分析PPARγ可能

在cidec基因启动子区的结合位点,分析结果见表1。

表1 人cidec基因启动子区PPARγ可能结合位点在线分析

经典序列 位置 得分 Z分值 P值 E值 半位点E值 结合位点序列

DR2 2258(-) 0.898595 n/a 0.00216184 n/a n/a AGGTCAGGAGTTCA

ER1 2253(+) 0.883939 n/a 0.00239811 n/a n/a TGACCTCAGGTAA

DR2 1894(-) 0.858709 n/a 0.00432975 n/a n/a AGGCCAGGAGTTCA

DR0 2777(-) 0.858709 n/a 0.00432975 n/a n/a AGTTCAAGGCCA

DR8 2258(-) 0.812955 n/a 0.01376670 n/a n/a AGGTCAGGAGTTCAAGACCA

DR8 1578(-) 0.806892 n/a 0.01587900 n/a n/a AGGTCAGGCATTTGAGAGCA

ER9 2245(+) 0.794171 n/a 0.01219080 n/a n/a TGAACTCCTGACCTCAGGTAA

DR8 2785(-) 0.776870 n/a 0.02757210 n/a n/a AGACCAGGAGTTCAAGGCCA

2.2构建cidec基因启动子片段报告基因质粒

提取HepG2细胞基因组并以其为模板,扩增人cidec基因启动子5′端两段序列。PCR胶回收产物连接到

pGL3-Basic载体上,双酶切鉴定两个质粒,有正确目的条带的质粒送公司进行测序。序列结果与GenBank的

cidec基因启动子区序列一致,测序一致的两个cidec基因启动子pmcidec-Luc重组质粒经KpnI和XhoI双酶切

后,在凝胶成像仪下分别可见2439,1950bp两段片段,说明两个报告基因质粒构建成功(图1)。
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  注:M:标准分子量;1:pmcidec-Luc1(-2289~+150bp)重

组质粒;2:pmcidec-Luc2(-1800~+150bp)重组质粒。

图1 人Cidec启动子重组质粒双酶切电泳图

2.3PPARγ对cidec基因启动子活性的调控

加入PPARγ激动剂罗格列酮后pmcidec-Luc1(-2289~
+150bp)活性与无PPARγ配体罗格列酮存在时的情况相

比,前者显著升高(p<0.05);而无论是否加入PPARγ配

体罗格列酮,pmcidec-Luc2(-1800~+150bp)活性在均

无明显变化(图2)。

3讨论

  注:***表示p<0.05。+:有;-:无。

图2 人cidec基因启动子转染活性

为了研究PPARγ上调人cidec基因表达的分子机制,
本研究对人cidec基因5′端上游区域进行生物信息学分析,
通过 NUBIScan网站分析了cidec基因启动子区PPARγ
可能的结合位点,结果发现分值最高的可能结合位点位于

cidec基因启动子上游-2300~-1800bp区域。该结果

与在线生物信息学的分析结论一致,pmcidec-Luc1(-2289~
+150bp)重组质粒受PPARγ上调,而pmcidec-Luc2(-1800~
+150bp)重组质粒报告基因活性不受PPARγ影响;如果

不加PPARγ配体时,也能上调cidec基因,原因是PPARγ
在肝细胞中有组成型表达 并 表 现 基 础 活 性,但 如 加 入

PPARγ配体罗格列酮时cidec 基因表达活性更高(图2)。
最近Langhi等人[11]研究发现,PPARα能直接结合cidec基因启动子而上调该基因表达。关于PPARγ调控其靶

基因的研究中显示,PPARγ活化后与RXR形成异源二聚体,进入核内结合到目标基因的启动子序列上,对靶基

因的表达进行调控。从本研究结果可知PPARγ可能结合在cidec基因启动子-2289~-1800bp区域内。在

肝脏组织中,PPARγ的激动剂罗格列酮能上调载脂蛋白 M(apoM)的基因转录[12],推测这可能与PPARγ的作

用有关。研究发现在鼠3T3-L1细胞中PPARγ能上调cidec基因的表达[5],但PPARγ结合人cidec基因启动子

的详细位点,尚需进一步研究证实。
研究者近些年来发现PPARγ在调节糖代谢、脂代谢、能量代谢及动脉粥样硬化发生等诸多方面发挥重要作

用。本教研室的前期研究发现在人肝细胞培养中加入人载脂蛋白M,24h后可见PPARγ表达下降(结果暂未发

表);而PPARγ可上调cidec基因表达,cidec蛋白分子与脂肪细胞内脂滴形成及脂解有关,与肥胖、肝脂肪病变

相关[13]。本研究初步探讨PPARγ上调人cidec基因表达的分子机制,对构建的2个报告基因质粒的活性分析

发现,PPARγ上调cidec(-2289~+150bp)启动子活性,而对cidec(-1800~+150bp)启动子活性无明显作

用,说明人cidec基因启动子区的PPARγ结合元件很有可能在-2289~-1800bp内。本研究所得结果为深

入研究PPARγ上调人cidec基因分子表达的机制打下了基础,也为肥胖、脂肪肝等疾病的发生提供了新的实验

依据,为上述疾病的治疗提出新的方向。
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CloningofHumancidecGenePromoterandUp-regulationof
itsActivitybyPPARγ

GUODongmei1,2,LIUXiaohua2,PENGJiahe2,YANGXingyong1,JIANGYu2

(1.CollegeofLifeScience,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;2.DepartmentofBiochemistryandMolecular
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Abstract:Humancelldeath-inducingDNAfragmentationfactor45-likec(cidec)canregulatefatmetabolism,iscloselyrelatedto
atherosclerosis.SomeresearchshowsthatitwasaffectedbyPeroxisomeproliferator-activatedreceptorgamma(PPARγ).Sofar,

theexpressionofcidecgenemechanismisnotclear.InthisstudyfromhumanlivercancercellHepG2amplificationofcidecgene

promoterfragment,andclonedintotheluciferasereportergenevectorinsect.Acidecgenepromoterfragmentreorganizationreport

geneplasmidtransfectionHepG2cells,PPARγagonistactivity.Theresultfoundthatreportgenecarriertobuildsuccessfulcidec

genepromoter.Reportgeneassayshowthatcidecgenepromoter-1800~+150bphadnoobviouschangeaddrosiglitazone
(ROZ).Butthepromoter-2289~+150bpplasmidluciferaseactivityincreasedsignificantly,andsignificantlyincreasedadd
ROZ.TheresultshowthatactivationofPPARγmaypasscidecgenepromoter-2289~-1800bpareaPPARγcombinationcom-
ponentsandincreasethegenetranscriptionalactivity.
Keywords:celldeath-inducingDNAfragmentationfactor45-likec;peroxisomeproliferator-activatedreceptorgamma;rosiglita-
zone;promoter
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