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pGL3-Claudin-1 promoter荧光素酶报告基因质粒的构建及其功能鉴定*☆ 

王洪波，王鹏远，刘玉村，万远廉 

 

Construction and characterization of pGL3-Claudin-1 promoter luciferase reporter plasmid    

Wang Hong-bo, Wang Peng-yuan, Liu Yu-cun, Wan Yuan-lian 

文章亮点： 

重组质粒DNA测序结果采用NCBI blast比对与GenBank(gi|62750811)中大鼠Claudin-1基因启动子序列完全匹配。

重组萤光素酶报告基因转录活性检测与 pGL3-Basic 质粒相比，重组 pGL3 质粒转录活性明显增强。经过测序和转

染结果证实有效地 pGL3-Claudin-1 启动子质粒构建成功。 

 

Abstract 

BACKGROUND: Claudin-1 is a multi-functional protein; besides, construction of tight junction strand to seal paracellular 

space, which expression disorder in transcriptional level may be also involved in malignant cancer for invasion, 

metastasis and prognosis as a molecular marker. 

OBJECTIVE: To construct recombinant rat Claudin-1 luciferase reporter plasmid. 

METHODS: Oligonucleotide containing about 2 000 bp in 5’-UTR of rat Claudin-1 genome DNA was designed and 

synthesized, which was inserted into pGL3-Basic vector after double digestion by restriction enzyme KpnⅠ and MluⅠ; 

competent E.coli DH5α and pMD18-T-simple vector were used for screening of positive sample. Positive clones were 

identified by PCR and sequencing. There were four groups in the experiment: Control group, positive control group 

(transfected by pGL3-promoter plasmid), negative group (transfected by pGL3-Basic plasmid) and experimental group 

(transfected by pGL3-Claudin-1 promoter plasmid). Claudin-1 promoter activity was detected in the 293T cell transiently 

transfected. 

RESULTS AND CONCLUSION: The result of recombinant pGL3 plasmid from DNA sequencing was fully consistent with 

promoter sequence of rat Claudin-1 gene in GenBank (gi|62750811) by NCBI blast assay. Compared with pGL3-basic 

plasmid, the transcriptional activity of recombinant luciferase report gene in recombinant pGL3 plasmid was obviously 

increased (P < 0.001). Gene sequencing and transfection results confirmed that effective pGL3-Claudin-1 promoter 

plasmid had been constructed successfully. 

 

Wang HB, Wang PY, Liu YC, Wan YL. Construction and characterization of pGL3-Claudin-1 promoter luciferase reporter 

plasmid. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(28): 5251-5254.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：Claudin-1 是一种多功能蛋白，除了组成紧密连接封闭细胞间隙，它在转录水平的表达失调可能作为一种分子

标志反映到恶性肿瘤的侵袭转移和预后中。 

目的：构建重组大鼠重组 Claudin-1 萤光素酶报告基因质粒。 

方法：设计和合成包含 5’非转录区的约 2 000 bp 的脱氧核糖核酸链，经过限制性内切酶 KpnⅠ和 MluⅠ酶切后插入

到 pGL3-Basic 载体中，并用感受态 E.coli DH5α 和 Pmd18-T-simple 载体筛选阳性样品。阳性克隆通过测序和 PCR

证实。实验分为 4 组：对照组，阳性对照组(pGL3-promoter 质粒转染)，阴性对照组(转染 pGL3-Basic 质粒)，实验

组(转染 pGL3-Claudin-1 promoter 质粒)。将质粒转染 293T 细胞检测 Claudin-1 启动子活性。 

结果与结论：重组质粒 DNA 测序结果采用 NCBI blast 比对与 GenBank(gi|62750811)中大鼠 Claudin-1 基因启动子

序列完全匹配。重组萤光素酶报告基因转录活性检测与 pGL3-Basic 质粒相比，重组 pGL3 质粒转录活性明显增强    

(P < 0.001)。经过测序和转染结果证实有效的 pGL3-Claudin-1 启动子质粒构建成功。 
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0  引言 

 

Claudins基因家族是细胞连接的重要组成部分，目

前发现的家族成员至少有24种，它们在氨基酸序列同源

性、空间结构和核内定位都有一定的差异性和共同   

性
[1-2]

，其中Claudin-1能维持正常细胞和组织间的极   

性
[3]
，区分基底面与顶面，在不同组织中调节吸收、分

泌和阻止致病因素的入侵，发挥防御功能
[4]
。Claudin-1

基因的过表达研究证实这种Claudins基因亚型能增加

跨细胞电阻
[5]
，而Claudin-1敲除的小鼠因为经皮脱水严

重而迅速死亡，当然这不能完全模拟人体状态，但是显

示出对上皮连接紧密性的重要作用
[6]
。同时Claudin-1的

表达还与肿瘤的良恶性、侵袭转移和预后相关
[7-9]

。所以，

作者构建了含有大鼠Claudin-1基因启动子区的荧光素

酶报告基因质粒，并检测转录调控活性，以期了解其启

动子区对基因转录活性的调控机制。 

 

1  材料和方法 

 

设计：分子生物学水平的体外观察实验。 

时间及地点：于2011-05/07在北京大学医学部生理

实验室完成。 

材料：E.coli DH5α感受态细菌购自上海生工公司制

备，-70 ℃保存。 

试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

大鼠基因组DNA的提取：通过饱和氯化钠法提取全细

胞中基因组DNA
[11]

。 

Claudin-1启动子序列扩增和纯化：根据大鼠Claudin-1

启动子区设计上下游引物，包含Claudin-1启动子核心区

域的DNA片段，其中上游引物(5’-GGG TAC CTC CTC 

TGA GGC TAG GGA CA-3’，含有KpnⅠ酶切位点)，下

游引物(5’-GAC GCG TTC AGT GGC AGG TGC AGA 

AAG-3’，具有MluⅠ酶切位点 )。扩增片段长度约       

2 000 bp，包括转录起始点后+170 bp。反应以大鼠细

胞基因组DNA为模板，5×PrimeSTAR
®
 Buffer(Mg

2+ 

plus)10 μL，dNTP Mixture(各2.5 mmol/L)4 μL，Primer 

1(10 μmol/L)1 μL，Primer 2(10 μmol/L)1 μL，模板

DNA<200 ng，Prime STAR
®
 HS DNA Polymerase   

(2.5 U/μL)0.5 μL，灭菌蒸馏水补充到50 μL。反应条件

为94 ℃预变性5 min，94 ℃变性30 s，60 ℃退火30 s，

72 ℃延伸2 min，共计40个cycle，将PCR产物行琼脂糖

电泳，胶体浓度为0.8%，在紫外灯照射下对目的条带切

胶回收。 

目的片断与TA载体连接并行蓝白斑筛选：按照Takara

公司说明书步骤，TA载体与插入序列0.3 pmol于10 μL

体系中16 ℃连接过夜，次日将产物转化细菌，转化1 h

后取100 μL均匀涂布有氨苄西林(100 mg/L)，18 μL 

IPTG(24 g/L)，36 μL X-gal(20 g/L)的LB平板，37 ℃培

养8~16 h后，挑取单克隆白斑溶于20 μL双蒸水中并作

标记，取5 μL菌液作为模板行PCR初步鉴定，阳性者取

500 μL菌液，使用TA载体通用引物测序。阳性结果者按

照说明行质粒小提。 

质粒酶切、切胶回收纯化和重组质粒连接与鉴定：将连

于TA载体质粒、pGL3-Basic质粒以内切酶MluⅠ和

KpnⅠ37 ℃作双酶切3 h，酶切产物使用试剂盒提取纯

化。提取的目的片断与开环的pGL3-Basic序列于16 ℃

反应过夜，次日转化细菌，8~16 h挑取单克隆行PCR鉴

定，阳性者顺序经过质粒小提，质粒中提。 

胞转染及荧光素酶活性鉴定：将2×10
5
个细胞接种于24

孔培养板中，在37℃、体积分数5%CO2 培养箱中培养。

细胞处理分为4组：对照组，阳性对照组(pGL3-promoter

质粒转染)，阴性对照组(转染pGL3-Basic质粒)，实验组

(转染pGL3-Claudin-1 promoter质粒 )。当细胞达到

40%~50%融合后，参照Jetpei转染试剂说明，以每孔中

pGL3质粒0.9 μg，相应0.1 μg β-gal质粒作为参照共转

染细胞。细胞转染24 h后裂解细胞，收集上清并按照文  

献[12]说明使用Turner Designs Luminometer TD20/20 

(Promega)测定荧光素酶活性并经过β-gal结果校正。 

主要观察指标：葡聚糖电泳观察不同大小的DNA片

段；重组质粒荧光素酶活性检测。 

统计学分析：萤光素酶活性实验中每组样品处理至 

试剂及仪器 来源 

pGL3-Basic、pGL3-promoter 荧光素酶报告

基因质粒，β-galactosidase (β-gal)质粒 

PCR 引物   

E.coli DH5α 感受态细菌                                            

DNA 纯化试剂盒、                     

质粒提取及切胶回收试剂盒 

高保真 PrimeSTAR® HS DNA Polymerase  

with GC Buffer、pMD18-T simple vetcor、 

T4 DNA 连接酶、限制性内切酶 MluⅠ和

KpnⅠ 

转染试剂 Jetpei                                           

DMEM 高糖培养基                                               

细胞系 293T(按照文献要求[10]，培养于含体

积分数 10%FBS 的 DMEM 高糖培养基) 

美国 Promega 公司 

 

北京三博远志公司 

上海生工公司 

美国 Omega 公司 

 

日本 Takara 公司 

 

 

 

美国 Polyplus 公司 

美国 Gibco 公司 

美国 Atcc 公司       
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少3次，结果通过Prism 5软件分析，所有数据均以x
_

±s

表示，各组间比较采用单因素方差分析处理。以P < 0.05

差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  Claudin-1基因启动子体外扩增  见图 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Claudin-1启动子序列扩增和纯化以基因组DNA为

模板扩增的PCR产物经过0.8%琼脂糖电泳后，在紫外

灯下可见清晰、惟一的条带，与Marker中相应大小的条

带相匹配。 

2.2  重组质粒酶切鉴定  酶切产物与线形pGL3-Basic质

粒的连接和鉴定重组质粒DNA测序由北京三博远志公司

完成，测序结果采用 NCBI blast 比对与 GenBank 

(gi|62750811)中大鼠Claudin-1基因启动子序列完全匹

配。从转化后的细菌中挑取单克隆行PCR扩增，同样能

得到约2 000 bp的单一条带。提取pGL3-Claudin-1 

promoter质粒行MluⅠ和KpnⅠ双酶切，得到约4.6 kb的

线形pGL3-Basic和2 kb的目的片断，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  重组质粒荧光素酶活性检测  重组萤光素酶报告

基因转录活性检测与pGL3-Basic质粒相比，重组pGL3

质粒转录活性明显增强，差异有非常显著性意义(P < 

0.001), 见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

Claudin-1基因是紧密连接跨膜蛋白Claudins家族

成员之一，它4次跨过细胞膜，它们的相对分子质量在

22 000~27 000之间，蛋白羧基端和氨基端均位于胞浆

面，其形成的细胞外的两个外环，通过与自身或其他跨

膜蛋白联系调节紧密连接间的通透性，影响溶质或带电

离子的通过
[13]

。在生物体中，体内环境必须与体外环境

分开，Claudins等成分共同构成的紧密连接可以封闭细

胞间隙，保持上皮和内皮等的完整性和连续性。 

紧密连接在肠道上皮、血管内皮和表皮中作为免疫

屏障，保护机体免受致病因素的侵害，在慢性实验性自

身免疫性脑脊髓炎中，Claudin-1通过封闭血脑屏障减轻

炎症反应
[14]

，在DSS造成的肠病模型中，Claudin-1的

表达明显下降
[15]

，但有的实验结果并不一致
[16]

，这可能

是肠道组织有癌肿分化倾向的标志之一或者是对损伤

的代偿性修复作用，这说明Claudin-1在感染及炎症反应

中的作用也不是完全一致的，有时候甚至是相反的
[17]

。

在肿瘤细胞中Claudin-1作为诊断和预后的指标，越来越

受到重视。Clear cell RCC和临床参数中，老年人、肿

瘤尺寸大、T期或者M期，Furhman核分期的患者

Claudin-1表达量相对更高，也更容易发生术后远处转 

移
[18]

。有趣的是，Claudin-1的这种作用具有组织特异性，

在结肠癌症中Claudin-1的表达是与肿瘤的形成、进展、

侵袭和转移呈负相关
[19]

，而Claudin-1则能直接抑制胃 

癌
[20]

。在研究癌症的通路中，癌症的发生多与癌症相关

基因的表达失控相关，因此，在表达水平特别是转录水

平研究Claudin-1基因的表达调控对于正常组织和/或癌

症的发生进展有重要意义
[21-22]

。 

在Claudin-1基因转录调控过程中，多种转录因子参

Figure 2  Identification of pGL3-Claudin-1 plasmid after 
double digestion 

图 2  酶切鉴定重组 pGL3-Claudin-1 promoter 质粒 

1      2    M 

4 500 bp 

2 000 bp 

M: DNA Marker III: 1: PCR result through template of 

pGL3-Claudin-1plasmid (2 000 bp); 2: The result of double digestion of 

pGL3-Claudin-1 plasmid (2 000 bp and 4 600 bp) 

Figure 1  Identification results of Claudin-1 promoter 
图 1  Claudin-1 启动子 PCR 鉴定结果 
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Figure 3  Relative luciferase activity after the cells were 
transfected with different plasmids 

图 3  不同质粒转染细胞后的相对荧光素酶活性 

a
P < 0.001 
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与其中。在大鼠Claudin-1基因中，TATA盒使基因具有

最基本的转录活性，多个SP1结合位点分布在启动子  

区
[23]

。另外多种转录因子，例如RUNX3，Smad4和Snail

等也与Claudin-1基因的转录表达相关
[20, 24-25]

。  

本实验成功构建Claudin-1基因荧光素酶报告质粒，

克隆了Claudin-1基因启动子区约2 000 bp序列，使用转

染试剂Jetpei成功转染293T工具细胞。经过荧光素酶活

性鉴定发现，pGL3-Basic和阴性对照组几乎无荧光素酶

报告基因转录活性；pGL3-Claudin-1和pGL3-promoter

质粒均有明显转录活性，且前者的转录活性明显高于后

者。表明claudin-1基因启动子区2 000 bp碱基启动了荧

光素酶的表达，证实了这段序列良好的启动活性。 

鉴于Claudin-1的表达失调与多种生物效应显著相

关，特别是与癌症的发生、发展和转归具有明显相关性，

可以通过它来了解癌肿进程中基因的表达失调，为今后

肿瘤的诊断和治疗提供一定理论依据。 
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