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　 　 摘要： 目的　 构建大鼠 Ｐｒｅｓｔｉｎ 基因（ＳＬＣ２６Ａ５）３′端 ＵＴＲ 区双荧光素酶报告系统， 为研究 Ｐｒｅｓｔｉｎ 基因的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
调控提供基础平台。 方法　 以 Ｃ６ 细胞基因组 ＤＮＡ 为模板 ＰＣＲ 扩增 ＳＬＣ２６Ａ５ 基因的 ３′ＵＴＲ 序列， 并连接至 ｐｍｒｉ⁃ＲＢ⁃
ＲＥＰＯＲＴＴＭ双荧光素酶报告载体多克隆位点， 测序验证插入序列并转染入 ２９３Ｔ 细胞检测其荧光素酶活性。 结果　 测序

结果表明 ＰＭＩＲ⁃３′ＵＴＲ 的插入序列正确， 在转染入 ２９３Ｔ 细胞后其荧光素酶能正常表达。 结论　 大鼠 Ｐｒｅｓｔｉｎ⁃３′ＵＴＲ 双

荧光素酶报告基因载体构建成功。
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　 　 ２０００ 年 Ｚｈｅｎｇ［１］ 首先应用减法 ＰＣＲ 分离出一种

在耳蜗外毛细胞 （ＯＨＣ） 中特异表达的基因， 并在

细胞中表达出相应蛋白， 对此蛋白功能特性的研究认

为它就是耳蜗 ＯＨＣｓ 的分子马达， 将 它 命 名 为

Ｐｒｅｓｔｉｎ。 Ｄａｌｌｏｓ［２］用 ｃＤＮＡ 文库差减法验证了 Ｐｒｅｓｔｉｎ
的存在。 Ｌｉｂｅｒｍａｎ［３］ 构建了 Ｐｒｅｓｔｉｎ 缺失的转基因小

鼠， 发现这些突变小鼠的听觉阈值升高了， 说明

Ｐｒｅｓｔｉｎ 蛋白在感音功能中起到重要的作用。
Ｐｒｅｓｉｎ 蛋白的表达受很多外来因素的影响， 研究

发现噪声、 辐射、 缺氧等因素会导致 ＯＨＣｓ 的 Ｐｒｅｓｔｉｎ
表达水平变化［４～７］， 但目前尚无 Ｐｒｅｓｔｉｎ 表达调控机

制方面的研究报告。 我们在大鼠噪声性听力损失的研

究中发现， 其耳蜗 ＯＨＣｓ 的 Ｐｒｅｓｔｉｎ 表达水平上调，
新一代高通量的 ｓＲＮＡ 测序分析发现噪声性听力损失

大鼠耳蜗出现数百个差异性表达的 ｍｉＲＮＡｓ， 我们构

建了大鼠 Ｐｒｅｓｔｉｎ 基因 ３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告载体，
试图对差异性表达的 ｍｉＲＮＡｓ 进行靶点验证， 从而筛

选出具有调控 Ｐｒｅｓｔｉｎ 表达的 ｍｉＲＮＡｓ， 为进一步的研

究提供理论及实验依据。
１　 材料和方法

１􀆰 １　 Ｐｒｅｓｔｉｎ （ＳＬＣ２６Ａ５） ３′ＵＴＲ 序列分析

利用 ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ、 ＮＣＢＩ、 ｍｉＲＤＢ 及 ｅｎｓｅｍｂｌ 网站预

测大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 序列， 根据 ｍｉＲＮＡ 通过其种子

序列 （５′端第 ２ 至第 ７ 或第 ８ 核苷酸） 同靶基因 ｍＲＮＡ
分子 ３′ＵＴＲ 特异性， 结合调控靶基因表达的原则， 在大

鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 序列寻找到 ｍｉＲＮＡ 相应的靶点 （ｔａｒ⁃
ｇｅｔｓｃａｎ 预测）， 以 ３′ＵＴＲ 序列 ２００ ～ ５００ ｂｐ 片段构建

载体。
１􀆰 ２　 根据大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 序列信息对其进行

扩增

根据大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 序列信息设计其扩增

引物， 以大鼠细胞系的脑胶质瘤细胞 （Ｃ６ 细胞） 基

因组 ＤＮＡ 为模板， ＰＣＲ 扩增 ＳＬＣ２６Ａ５ 基因的 ３′ＵＴＲ
序列。
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ＰＣＲ 反应 （ＰＣＲ 仪， Ｂｉｏ⁃ＲＡＤ 公司） 体系设计

为 ３０ μｌ 总 体 系： ５ × Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ Ｂｕｆｆｅｒ ６ μｌ
（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司）、 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｍｉｘ ２ μｌ （Ｆｅｒ⁃
ｍｅｎｔａｓ 公司）、 上下游引物 （锐博生物， 广州， １０
μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 １ μｌ、 Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ 聚合酶 （Ｆｅｒ⁃
ｍｅｎｔａｓ 公司， ２􀆰 ５ Ｕ ／ μｌ） ０􀆰 ３ μｌ、 ＤＮＡ 模板 １ μｌ （约
１００ ｎｇ）； 反应条件： ９８℃、 ２ ｍｉｎ 预变性， 循环内

９８℃、 １０ ｓ 变性， 从 ６６℃每个循环降 １℃退火， ７２℃
延伸 ２０ ｓ； １０ 个循环； 在 ６０℃ 退火， 进行 １５ 个循

环； ＰＣＲ 反应循环后 ７２℃继续延伸 ３ ｍｉｎ， 然后 ４℃
保存。 ＰＣＲ 反应完取 ２ μｌ ＰＣＲ 产物进行 １％琼脂糖

（ＢｉｏＷｅｓｔ 公司， 西班牙） 电泳分析， 按照凝胶纯化

试剂盒 （天根生化， 北京） 说明书进行纯化 ＰＣＲ
产物。
１􀆰 ３　 大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告基因载体

的构建

利用 ＸｈｏＩ、 ＮｏｔＩ 两个限制性内切酶 （Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司） 将大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 基因片段连接 （Ｌｉｇａ⁃
ｔｉｏｎ） 到 ｐｍｉＲ⁃ＲＢ⁃ＲＥＰＯＲＴＴＭ 双荧光素酶报告载体

（ ｐｍｉＲ⁃ＲＢ⁃ＲＥＰＯＲＴ Ｖｅｃｔｏｒ， 锐博生物， 广州） 中，
构建大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告基因载体

（图 １）。

图 １　 ｐｍｉＲ⁃ＲＢ⁃ＲＥＰＯＲＴＴＭ双荧光素酶报告载体图谱

双酶切反应体系如下： １０ＸＨ 缓冲液 ３ μｌ， 目标

基因片段约 ２ μｇ， ２ 种内切酶 （１０ Ｕ ／ μｌ） 各 １ μｌ，
灭菌去离子水补足到 ３０ μｌ。 反应条件 ３７℃、 ３ ｈ。 酶

切后回收纯化酶切产物， 按照纯化试剂盒说明书进行

纯化产物。
连接反应体系如下： 目的基因片段 １５ μｌ、 载体

１ μｌ、 １０ＸＴ４ 连接缓冲液 ２ μｌ、 Ｔ４ 连接酶 （Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司） １ μｌ、 灭菌去离子水补足到 ２０ μｌ， ２２℃连接

３ ｈ。
１􀆰 ４　 大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告基因载体

的鉴定

转化 （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ）： 取连接产物加到 ＤＨ５α
感受态细胞 （天根生化， 北京） 中， 冰浴 ３０ ｍｉｎ。
将上述转化液置于 ４２℃水浴 ９０ ｓ， 后立即置于冰浴

中放置 ２～３ ｍｉｎ， 加入 ９００ μｌ ３７℃预热的 ＬＢ （不含

抗生素） 培养基 （ＯＸＯＩＤ， 英国）， １５０ ｒ ／ ｍｉｎ、 ３７℃
振荡培养 ４５ ｍｉｎ。 ２５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 吸走上清

液， 留 １００ μｌ 混匀菌液加到含 Ａｍｐ 抗生素 ＬＢ 固体

琼脂培养基上 ３７℃培养 １６ ｈ。
菌落 ＰＣＲ 鉴定： 取平皿中白色菌落做模板进行

ＰＣＲ （ＰＣＲ 仪， Ｂｉｏ⁃ＲＡＤ 公司）。 ＰＣＲ 反应体系设计

为 １０ μｌ 总体系： １０Ｘ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ １ μｌ、 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＭｇＣｌ２ １ μｌ、 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ ｍｉｘ ０􀆰 ８ μｌ、 载体上下

游引物 （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ５ μｌ、 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶

（２􀆰 ５ Ｕ ／ μｌ） ０􀆰 １μｌ、 ＤＮＡ 模板 ０􀆰 ５ μｌ （约 １００ ｎｇ），
反应条件为 ９５℃、 ３ ｍｉｎ 预变性， 循环内 ９５℃、 ３０ ｓ
变性， ５６℃ 退火， ７２℃ 延伸 ４５ ｓ， ２５ 个循环， ＰＣＲ
反应循环后 ７２℃继续延伸 ３ ｍｉｎ， 然后 ４℃保存。 将

白色菌落的 ＰＣＲ 产物进行跑胶， 如果有目标条带则

认为是阳性克隆， 并将该单菌落培养的菌液提取质粒

后送测序公司 （金唯智生物， 苏州） 进行测序， 检

测是否成功将进一步鉴定。
１􀆰 ５　 大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告系统荧光

活性检测

将大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告基因载

体和 ｍｉｍｉｃ ＮＣ （Ｎｏｎ⁃ｔａｒｇｅｔ Ｃｏｎｔｒｏｌ） 或 ｒｎｏ⁃ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ
的 ｍｉｍｉｃ （阳性对照） 分别转染入 ２９３Ｔ 细胞， ２４ ｈ
后按照双荧光素酶检测试剂盒 （ Ｐｒｏｍｅｇａ 公司， 美

国） 提供的操作方法检测荧光素酶活性的改变， 荧

光照度计 （ＰＥ 公司） 分别检测转染 ３′ＵＴＲ 双荧光

素酶报告系统与阳性对照载体的萤火虫荧光素酶活

性 （Ｒｎ） 和海肾素荧光素酶活性 （ Ｆｆ）， 以萤火虫

荧光素酶活性 ／海肾素荧光素酶活性值作为荧光素

酶活性。
２　 结果

２􀆰 １　 基因序列分析

在 ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 网站上预测到大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ 的转录

本为 ＮＭ＿ ０３０８４０， 但在 ＮＣＢＩ、 ｍｉＲＤＢ 及 ｅｎｓｅｍｂｌ 网
站上均没有找到大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５（ＮＭ＿０３０８４０）３′ＵＴＲ 序

列， 只找到其编码 （ＣＤＳ） 序列； 在 ｅｎｓｅｍｂｌ 网站上

取 ＣＤＳ 序列后的 ５００ ｂｐ ３′侧翼序列 （３′Ｆｌａｎｋｉｎｇ ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅ） 为 ３′ ＵＴＲ 序列， 在 ３′ 侧 翼 序 列 中 找 到

ｍｉＲＮＡ 相应的靶点 （ ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 预测）， 可作为目标

基因片段构建载体。
２􀆰 ２　 大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 序列引物设计其扩增

设计 ＰＣＲ 扩增大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 引物序列： 上

游： ５′⁃ＣＣＡＣＴＣＧＡＧＧＡＣＣＴＧＣＡＴＧＧＧＧＴＴＧＴＧ⁃３′（ＸｈｏＩ），
下 游： ５′⁃ＡＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＣＴＧＡＣＴＧＴＴＣＴＴＣＣＴＧ⁃３′
（ＮｏｔＩ）； 划线部分分别为 ＸｈｏＩ、 ＮｏｔＩ 酶切位点序列。
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ＰＣＲ 反应完成后取 ０􀆰 ２ μｌ 产物进行 １％琼脂糖电

泳分析， 结果见图 ２。 电泳结果显示， ＰＣＲ 产物特异

且大小与预期相符。 回收该产物， 并将其连接到

３′ＵＴＲ双荧光素酶报告基因载体中。

Ｍ：ＤＬ２０００， 扩增大小与理论大小相符

图 ２　 ３′ＵＴＲ 序列扩增 ＰＣＲ 产物琼脂糖电泳分析

２􀆰 ３　 大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告基因载体

的鉴定结果

２􀆰 ３􀆰 １　 转化的菌落鉴定　 挑取 ５ 个转化的菌落， 进

行 ＰＣＲ， 取 ５ μｌ ＰＣＲ 产物进行 １％琼脂糖电泳分析，

用载体上游和载体下游引物扩增的条带理论大小为

７５０ ｂｐ 左右， 其实际扩增条带见图 ３。 电泳结果显

示， 挑取的 ５ 个单克隆均为阳性克隆， 选择其中一个

阳性克隆进行测序验证。

Ｍ：ＤＬ２０００， 扩增大小与理论大小相符

图 ３　 转化菌落 ＰＣＲ 产物琼脂糖电泳分析

２􀆰 ３􀆰 ２　 阳性克隆测序鉴定　 大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 双

荧光素酶报告基因载体测序结果显示成功将 ３′ＵＴＲ
序列插入的 ｐｍｉＲ⁃ＲＢ⁃ＲＥＰＯＲＴ Ｖｅｃｔｏｒ。 序列如图 ４
（下划线标注为插入序列， 两边为载体序列）。

ＡＡＴＧＣＴＧＴＧＡＣＡＧＧＡＧＧＡＧＣＴＣＣＡＧＡＴＧＡＡＴＧＧＧＴＡＡＧＴＡＣＡＴＣＡＡＧＡＧＣＴＴＣＧＴＧＧＡＧＣＧＣＧＴＧＣ
ＴＧＡＡＧＡＡＣＧＡＧＣＡＧＴＡＡＴＴＣＴＡＧＧＣＧＡＴＣＧＣＴＣＧＡＧＧＡＣＣＴＧＣＡＴＧＧＧＧＴＴＧＴＧＣＧＣＣＧＣＧＣＣＴＧＡＡ
ＴＴＣＴＧＡＡＣＴＴＡＡＣＡＣＡＣＴＴＴＡＡＡＴＡＣＣＡＧＧＴＣＧＡＧＧＣＴＴＴＣＴＴＣＣＣＡＣＣＧＣＣＣＡＡＧＧＧＡＡＡＴＧＣＴＧＧＴ
ＡＧＴＴＡＣＧＧＣＴＣＧＡＴＴＴＧＣＡＧＧＧＴＧＡＡＴＧＡＡＧＣＣＴＡＧＣＡＡＧＡＴＧＴＡＴＣＴＣＡＣＧＣＴＴＧＣＧＣＴＧＴＴＴＡＡＧ
ＣＴＧＡＡＴＡＣＴＴＣＡＡＡＧＡＴＴＡＡＣＴＧＧＣＴＴＣＴＴＧＧＧＴＴＴＡＴＧＣＡＧＴＧＡＣＡＴＴＴＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣＴＴＡＡＴＧＴＴ
ＡＧＣＴＣＴＧＴＴＴＴＧＴＧＡＧＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＣＴＴＡＣＴＣＣＴＧＡＴＴＴＣＴＴＴＴＴＴＡＴＣＴＧＡＡＧＣＣＴＴＴＧＧＡＡＡＣＴＡＡ
ＴＣＡＣＡＴＡＡＡＡＴＴＡＣＡＡＡＧＴＴＡＧＣＡＡＡＴＧＴＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＡＡＧＡＴＴＴＡＴＴＴＡＴＴＡＴＡＴＡＴＡＡＧＴ
ＡＣＡＣＴＧＴＡＧＣＴＧＴＣＴＴＣＡＧＡＣＡＣＧＣＣＡＧＡＡＧＡＧＧＧＣＡＣＣＡＧＡＴＣＴＣＡＴＧＡＣＡＧＡＴＧＧＴＴＣＴＧＡＧＣＣＡ
ＣＣＡＴＧＴＧＡＴＴＧＣＴＧＧＧＡＴＴＴＧＡＡＣＴＣＡＧＧＡＣＣＴＣＡＧＧＡＡＧＡＡＣＡＧＴＣＡＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＧＧＣＣＧＣＡＡ
ＴＡＡＡＡＴＡＴＣＴＴＴＡＴＴＴＴＣＡＴＴＡＣＡＴＣＴＧＴＧＴＧＴＴＧＧＴＴＴＴＴＴＧＴＧＴＧＡＧＧＡＴＣＴＡＡＡＴＧＡＧＴＣ

图 ４　 大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 基因载体序列图

２􀆰 ３􀆰 ３　 大鼠 ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告系统荧

光值表达　 测定结果显示， ＳＬＣ２６Ａ５ ３′ＵＴＲ 双荧光素

酶报告系统与阳性对照报告基因载体分别转染入 ２９３Ｔ
细胞后， 均能在细胞内产生荧光素表达 （见图 ５）。

　 　 　 　 　 　 　 　
３′ＵＴＲ 双荧光素

酶报告载体
　 　

阳性对照载体

（含 ｒｎｏ⁃ｍｉＲ⁃２１１⁃５ｐ）
注： 以海肾荧光酶基因为内参检测萤火虫酶基因荧光活性

图 ５　 ３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告系统与阳性对照相对荧光活性比较

３　 讨论

常用的报告基因有胭脂碱合成酶基因、 章鱼碱合

成酶基因、 新霉素磷酸转移酶基因、 氯霉素乙酰转移

酶基因、 庆大霉素转移酶基因、 葡萄糖苷酶基因、 荧

光素酶基因等［８］， 其中荧光素酶的检测则只需短短

数秒， 由萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶组成的双荧

光素酶报告基因系统， 可检测出 １×１０－１９ ｍｏｌ 的酶分

子， 具有超高的灵敏性与特异性， 检测的线性范围可

达 ６～８ 个数量级， 所以双荧光素酶报告基因是理想

的报告基因［９，１０］。 目前判定 ｍｉＲＮＡ 是否与靶基因的

３′ＵＴＲ 结合主要通过双荧光素酶检测系统［１１］， 构建

Ｐｒｅｓｔｉｎ 基因 ３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告载体就是为了验

证 Ｐｒｅｓｔｉｎ 基因具有转录后调控作用的 ｍｉＲＮＡ。
本文通过扩增大鼠 Ｐｒｅｓｔｉｎ 基因 ３′ＵＴＲ 区， 连接

至双荧光素酶报告载体中， 并检测 ３′ＵＴＲ 双荧光

素酶报告系统的荧光值，证实大鼠ＳＬＣ２６Ａ５　 ３′ＵＴＲ双
（下转第 ３７ 页）

·０１· 中国工业医学杂志　 ２０１５ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 １ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｉｎｄ Ｍｅｄ　 Ｆｅｂ ２０１５， Ｖｏｌ． ２８ Ｎｏ． １　 　



表 １　 各组大鼠脑皮质 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰ 酶和

　 　 　 　 　 　 Ｃａ２＋ ⁃ＡＴＰ 酶活力 （ｎ＝ ６， ｘ±ｓ） μｍｏｌ ／ （ｈ·ｍｇ ｐｒｏ）

　 　 组别 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰ 酶 Ｃａ２＋ ⁃ＡＴＰ 酶
对照组 ６􀆰 ６７±０􀆰 ２１ 　 　 ３􀆰 ４１±０􀆰 ４２ 　 　

低剂量 ＭｅＨｇ 组 ５􀆰 ３８±０􀆰 ２９∗∗ ２􀆰 ５４±０􀆰 １７∗∗

高剂量 ＭｅＨｇ 组 ３􀆰 ２１±０􀆰 １４∗∗ ２􀆰 １３±０􀆰 ０９∗∗

ＤＭ 预处理组 ５􀆰 ５６±０􀆰 ２４▲▲ ３􀆰 ００±０􀆰 １１▲▲

注： 与对照组比较， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与高剂量 ＭｅＨｇ 组比较， ▲▲Ｐ
＜０􀆰 ０１。

表 ２　 各组大鼠脑 Ｃａ２＋、 ＲＯＳ 含量及细胞凋亡率 （ｎ＝ ４， ｘ±ｓ）
　 组别　 Ｃａ２＋（ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ＲＯＳ（荧光强度） 细胞凋亡率（％）

对照组 ９４􀆰 ８４±１５􀆰 ０１ 　 　 １０１􀆰 ５８±２４􀆰 ５０ 　 　 ２􀆰 ３０±０􀆰 ８５ 　 　

低剂量 ＭｅＨｇ 组 １５２􀆰 ５１±３２􀆰 ７９∗ １８５􀆰 ３８±２４􀆰 ４９∗∗ １０􀆰 ０８±２􀆰 ２７∗∗

高剂量 ＭｅＨｇ 组 ２２７􀆰 ７１±３９􀆰 ６８∗∗ ３９９􀆰 ７７±４３􀆰 ２３∗∗ ２５􀆰 ４０±４􀆰 ６９∗∗

ＤＭ 预处理组 １８０􀆰 １８±２８􀆰 ２４▲　 ２５４􀆰 １８±３０􀆰 ７６▲▲ １６􀆰 ８５±３􀆰 ５７▲▲

注： 与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与高剂量 ＭｅＨｇ 组比

较， ▲Ｐ＜０􀆰 ０５， ▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

３　 讨论

神经病理学观察发现经 ＭｅＨｇ 染毒后大鼠大脑皮质组织

结构紊乱、 间质严重水肿、 染色淡， 神经元数量减少， 呈变

性、 坏死改变， 表明 ＭｅＨｇ 对大鼠的神经毒性模型已经建立。
谷氨酸 （Ｇｌｕ） 是中枢神经系统具有代表性的兴奋性氨基

酸［４］ 。 当 Ｇｌｕ 释放增加， 胶质细胞重摄取功能下降时， 就会

导致 Ｇｌｕ 代谢转运障碍。 本实验发现随着 ＭｅＨｇ 染毒剂量的增

加， Ｇｌｕ 代谢转运中的 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰ 酶和 Ｃａ２＋ ⁃ＡＴＰ 酶活力降

低， 这可导致细胞间隙内 Ｇｌｕ 的大量蓄积进而引发 Ｇｌｕ 代谢转

运障碍。 Ｇｌｕ 作用于细胞膜上的 ＮＭＤＡ 受体， 升高细胞内

Ｃａ２＋浓度， 造成 Ｃａ２＋超载， 最终导致细胞死亡［５，６］ 。 本结果也

显示， 随着 ＭｅＨｇ 染毒剂量的增加细胞内 Ｃａ２＋含量随之升高。
过量的 Ｃａ２＋沉积于线粒体， 线粒体呼吸链的氧化功能受到干

扰， ＲＯＳ 生成增多［７］ ， 核酸内切酶和凋亡基因在 Ｃａ２＋的激活

下进行表达， 细胞凋亡也相应增加， 细胞凋亡率明显升高。

本实验表明 ＤＭ 预处理对甲基汞所致神经毒性起到一定

的拮抗作用。 此外， 有研究表明 ＲＯＳ 的产生、 增加可以加重

ＭｅＨｇ 对 Ｎａ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰ 酶活力的抑制［８］ ， 减少对 Ｇｌｕ 的重摄取，
进一步加重由 Ｇｌｕ 过量表达引起的 Ｇｌｕ 代谢转运障碍。 由此可

见， 甲基汞可以通过影响 Ｇｌｕ 代谢障碍来增加胞内 ＲＯＳ 的生

成， 诱发氧化损伤； 而 ＲＯＳ 生成过多也可以加重 Ｇｌｕ 代谢转

运障碍， 提示 Ｇｌｕ 代谢转运障碍与氧化损伤之间存在一定的

交互作用。
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（上接第 １０ 页）
荧光素酶报告系统在细胞中可以正常表达， 说明大鼠

Ｐｒｅｓｔｉｎ⁃３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告基因载体的构建成功，
这将为进一步研究调控 Ｐｒｅｓｔｉｎ 基因表达的 ｍｉＲＮＡ 提

供了研究基础和工具。
［本文为广东药学院科技处⁃附属第一医院联合自然科学
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