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FXR1真核表达载体的构建与表达及其对神经节苷脂浓度的影响 *
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摘要 目的：构建脆性 X相关基因 1（FXR1）的真核表达载体并检测其对神经节苷脂（GM1）浓度的影响。方法：以 pYESTrp3-FXR1
为模板，利用 PCR扩增 FXR1基因，PCR产物经 I和 I双酶切后插入真核表达载体 pcDNA3.1(-)中，获得的阳性克隆进
一步酶切及测序鉴定；将构建成功的 pcDNA3.1(-)-FXR1转染 SH-SY5Y细胞后，采用Western blot检测 FXR1的表达情况，同时
采用 ELISA试剂盒检测细胞内 GM1的浓度。结果：PCR扩增产物为 1.9 Kb的片段，与 FXR1基因大小相符，阳性克隆经双酶切
后获得两条分别为 5.4 Kb和 1.9 Kb的片段，测序结果与 GeneBank中序列相同。构建成功的重组质粒 pcDNA3.1(-)-FXR1转染
SH-SY5Y细胞后，细胞中 FXR1的表达增加，同时有效提高了细胞内 GM1的浓度（P＜ 0.05）。结论：成功构建了真核表达载体
pcDNA3.1(-)-FXR1，FXR1的表达增加可以提高 SH-SY5Y细胞中的 GM1浓度，这些为后续深入研究 FXR1基因在神经组织发育
中的调控功能及其在脆性 X综合征（FXS）中的作用机制奠定了基础。
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Construction and Expression of Eukaryotic Vector of FXR1 and the Effection
of Ganglioside GM1*

To construct a eukaryotic expression vector encoding FXR1 and detect its effect on the concentration of
GM1. FXR1 was amplified by PCR using pYESTrp3-FXR1 as template and then inserted into eukaryotic expression vector
pcDNA3.1 (-) using restriction site of I and I. The positive clones were further identified by enzyme cleaving and sequencing.
The pcDNA3.1(-)-FXR1 was transfected into SH-SY5Y cells and the expression level of FXR1 was detected by Western blotting and the
concentration of GM1 was detected by ELISA Kit. The PCR product was a 1.9 Kb fragment consistent with FXR1 gene size, the
positive clones were double enzyme cleaved to 5.4 Kb and 1.9 Kb fragment and the results of sequencing were the same as GeneBanks.
The expression level of FXR1 was up-regulated and the concentration of GM1 was increased (P＜ 0.05) considerably in SH-SY5Y cells
transfected with pcDNA3.1 (-)-FXR1. Eukaryotic expression vector encoding FXR1 was successfully constructed, and
over-expression of FXR1 could regulate the GM1 concentration, which laid the foundation for the further studying the regulatory func-
tions of FMR1 gene in neural tissue development and the mechanism in fragile X syndrome.
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前言

脆性 X 综合征(fragile X syndrome，FXS)是一种常见的遗

传性智障疾病，其致病基因脆性 X智力低下基因 1 (fragile X

mental retardation 1，FMR1)5' 端非编码区 CGG 三核苷酸重复
序列的不稳定扩增及其异常甲基化可导致其编码产物脆性 X

智力低下蛋白(Fragile X mental retardation protein, FMRP)减少

或缺失[1]。脆性 X相关基因 1（Fraglie X related gene 1, FXR1）是
FXS中与 FMR1高度同源的致病相关基因[2]，两者均属于脆性

X基因家族成员。
FXR1对神经系统和肌肉组织[3]的正常发育具有重要的调

节作用，在 FXR1正常表达的 FXS胎儿脑组织中未发现显著

的神经病理学异常，提示 FXR1可能部分弥补 FMR1的功能[4]。

在本课题组的前期研究中发现 FXR1基因的编码蛋白脆性 X

相关蛋白 1 (Fragile X related protein 1) 和胞嘧啶单核苷酸 N-

乙酰神经氨酸合成酶(CMAS)存在相互作用[5]，但是两者之间的

作用机制不明[6]。CMAS可催化活性唾液酸的生成，而唾液酸又

是神经节苷脂的传递递质，故我们推断 FXR1P与神经节苷脂

的生成存在某种联系。因此，本研究通过构建 FXR1真核细胞

表达载体 pcDNA3.1(-)-FXR1，并转染 SH-SY5Y细胞后验证其

在神经细胞中的表达情况，同时检测 FXR1不同表达水平下细

胞内神经节苷脂浓度变化的情况，为阐明 FXR1在神经系统生
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长发育中的作用提供数据支持，为进一步揭示 FXR1在 FXS

中的致病机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

人神经母细胞瘤 SH-SY5Y细胞、大肠杆菌 DH5琢均为为
本实验室保存；重组质粒 pYESTrp3/FXR1为本课题组前期构

建；pcDNA3.1(-)（Clontech公司）；限制性内切酶 I和
I及 T4 DNA连接酶（BBI公司）；Lipofectamine 2000转染试剂

（Invitrogen公司）；无内毒素质粒小提试剂盒（QIAGEN公司）；
FXR1P单抗(Millipro公司)；GAPDH抗体（碧云天生物技术公
司）；2× Taq Master Mix (康为世纪公司)；人抗神经节苷脂抗体
(GM1)ELISA 试剂盒（北京华英生物技术公司）；胎牛血清（四

季青生物技术公司）；DMEM/F12培养基(Gibco公司)。
1.2主要方法
1.2.1 FXR1 的扩增 根据 GeneBank 中人 FXR1 基因的核苷

酸序列设计引物，其中上游引物中插入 I酶切位点，P1：5'-

tatctcgagctatggcggagctgacggtggag-3'，下游引物中插入 I酶

切位点，P2：5'-gcggaattctatgaaacaccattcaggac-3'。以 pYESTrp3-

FXR1重组质粒为模板进行扩增。PCR反应体系：2× Taq Mas-

terMix 10 滋L，上游引物 1 滋L，下游引物 1 滋L，模板 3 滋L，H2O

5 滋L。反应条件：94 ℃变性 4 min后，94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72

℃ 90 s，30个循环，72 ℃ 10 min。PCR产物经琼脂糖凝胶电泳

鉴定后切胶回收。

1.2.2 重组质粒的构建和鉴定 用 I和 I分别酶切

胶回收的 PCR产物和 pcDNA3.1 (-) 空载体，酶切产物经 T4

DNA 连接酶连接后，转化提前制备好的大肠杆菌感受态
DH5琢于 37 ℃过夜振荡培养，挑取单克隆并抽提质粒，经双酶

酶切验证成功后送上海 Invitrogen公司测序，测序结果显示正

确的重组质粒命名为 pcDNA3.1(-)-FXR1。
1.2.3 重组质粒转染 SH-SY5Y细胞及 FXR1P的表达检测 用

完全培养基 DMEM/F12（10%胎牛血清，100 mg/mL链霉素，
100 U/mL青霉素）于 37 ℃、5 % CO2细胞培养箱中培养人神经

母细胞瘤 SH-SY5Y细胞。在重组质粒转染细胞前，改用无抗生

素无胎牛血清培养液培养 24h，待细胞融合度大于 80%即可转

染。按照 Lipofectamine 2000产品说明书进行细胞转染。转染
6h后吸去上清，继续加入完全培养基培养 48 h。收集并裂解细

胞，利用Western blot技术检测 FXR1P的表达变化，同时以未

转染质粒的细胞为空白对照，以转染空质粒 pcDNA3.1(-)的细

胞为阴性对照。

1.2.4 检测 FXR1过表达对细胞神经节苷脂浓度的影响 培养

SH-SY5Y细胞，将细胞分为正常组、空质粒组和过表达组。正

常组为未转染质粒的细胞，空质粒组为转染 pcDNA3.1(-)的细
胞，过表达组为转染重组质粒 pcDNA3.1(-)-FXR1的细胞。裂解

三组细胞，离心后提取细胞上清液，按照人抗神经节苷脂抗体

(GM1)ELISA试剂盒测定细胞的神经节苷脂浓度，最后采用
SPSS13.0软件进行数据分析。

2 实验结果

2.1 FXR1基因扩增

根据 Genebank所提供的 FXR1基因的序列设计引物，以
pYESTrp3-FXR1为模板进行扩增，目的片段长度约为 1.9 Kb。
琼脂糖凝胶电泳结果显示所得条带与目的片段长度大小相符

(图 1)。

2.2 重组表达质粒 pcDNA3.1(-)-FXR1酶切鉴定
pcDNA3.1 (-)-FXR1重组质粒经 I和 I双酶切，

凝胶电泳结果可见约 5.4 Kb和 1.9 Kb 的两个片段，与 pcD-

NA3.1(-)空质粒和 FXR1基因片段大小相符，证明 FXR1 基因

已成功克隆到表达质粒上（图 2）。

2.3 重组表达质粒 pcDNA3.1(-)-FXR1的测序鉴定

将酶切鉴定的阳性克隆过夜摇培后，菌液送往上海 Invit-
rogen公司进行测序，结果分析显示 DNA序列和读码框完全正

确（图 3）。

图 1 FXR1体外 PCR扩增的结果

M：1kb ladder Marker; Lane 1 and 2：FXR1

Fig .1 The PCR amplification products of FXR1

M: 1kb ladder; Lane 1 and 2：FXR1

图 2重组表达质粒 pcDNA3.1(-)-FXR1的酶切结果

M:1kb ladder Marker; Lane 1：pcDNA3.1(-)-FXR1质粒

Lane 2： Ⅰ+ Ⅰ双酶切 pcDNA3.1(-)-FXR1质粒

Fig .2 The results of pcDNA3.1(-)-FXR1 digested with endonuclease

M: 1kb ladder Marker; Lane 1:pcDNA3.1(-)-FXR1

Lane 2: pcDNA3.1(-)-FXR1 digestion by Ⅰand Ⅰ
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2.4 重组表达质粒 pcDNA3.1(-)-FXR1转染 SH-SY5Y细胞 48h

后 FXR1P的表达变化
Western blot检测结果显示：过表达组中的 FXR1P的表达

水平较空白对照组和阴性对照组明显升高（图 4）。

2.5 FXR1过表达对 SH-SY5Y细胞中 GM1浓度的影响

利用酶标仪分别检测 450 nm波长时正常组、空质粒组和
FXR1过表达组的 OD值，结果（图 5）显示：FXR1过表达组
SH-SY5Y 细胞的 GM1 浓度与正常组相比升高 78.25%（P＜

0.05，n=3），而正常组与空载体组之间的结果没有显著差异。

3 讨论

脆性 X综合征（FXS）是一种常见的遗传性智障，临床上主
要表现为中度到重度的智力低下，并常伴有特殊面容、巨睾、多

动症、癫痫发作及认知功能障碍等。在我国约有 20万左右的患
者，故其致病机制的研究仍是热点问题。FMR1 和 FXR1 是
FXS主要致病相关的基因，两者编码的蛋白 FMRP与 FXR1P
是 RNA结合蛋白，在氨基酸序列上具有极高的同源性,均含有
两个 KH结构域(K同源结构域)、RGG盒 (富含精氨酸甘氨酸
的区域)、NLS(核定位信号)和 NES(核输出信号)，其中的 KH结
构域和 RGG 盒可以与富含 U 元件的 RNA[7,8]以及 RNA 中的
G-四叠体相结合[9]，同时可以与 Motor蛋白共同作用决定 mR-
NA的亚细胞定位进而介导翻译调控[10]。目前，国内外学者针对

FMRP的结构与功能研究较多，而对 FXR1P的研究则为少见。
近年研究发现 FXR1P不仅调控其靶 mRNA翻译 [11-13]，而

且还参与了 miRNA的调控途径[14-16]。本课题组的前期研究首次

发现 CMAS 是 FXR1P 的相互作用蛋白 [5]，CMAS 可以催化
CMP-N-乙酰神经氨酸即活性唾液酸的生成。唾液酸是广泛存
在于生物系统中的一类天然糖类化合物，广泛存在于生物体内

细胞膜糖蛋白和脂蛋白中，在生命活动中发挥着重要作用[17]，

其主要是以多聚唾液酸的形式存在于细胞表面，参与细胞粘

附、迁移、神经突生长、神经元分化、神经元导向、突触形成等功

能[18-20]。研究发现高唾液酸可以增加血清中神经节苷脂的含量，

并能促进认知能力的发展[21]。生物体内神经节苷脂的生成主要

包括两个过程，首先是唾液酸的活化，这一步由 CMAS催化；
然后是活化的唾液酸被转移至寡糖类等其他基团形成唾液酸

糖结合物，这一步由唾液酸转移酶催化。单唾液酸四己糖神经

节苷脂（monosialote- trahexosyl ganglioside, GM1）是一类含唾
液酸的鞘糖脂，神经系统中含量尤其丰富，是神经细胞膜的组

成成分，同时它也在神经突触的形成和神经传导过程中起着关

键的作用。

综合上述，本课题组推测 FXR1P可能与 CMAS相互作用
共同调控神经细胞内 GM1 的生成。因此，本研究通过构建
FXR1 真核细胞表达载体 pcDNA3.1 （-）-FXR1，并转染
SH-SY5Y细胞，验证其在神经细胞中的表达情况，同时检测了
GM1 的浓度。研究结果表明，转染重组质粒 pcDNA3.1（-）
-FXR1后，FXR1P的表达水平增加，并且 SH-SY5Y细胞内的
GM1浓度随着 FXR1P表达的增加而升高。因此，我们认为
FXR1P可通过与 CMAS之间的相互作用，使得细胞内唾液酸
的活化加强，从而调节细胞内 GM1的含量增加，最终实现对神
经系统生长发育的调控作用，这些研究结果为揭示 FXR1基因
在 FXS中的功能提供重要的理论依据。
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