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心肌α肌球蛋白重链启动子驱动的 CREG 蛋白表达载体

的构建及鉴定 *
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摘要 目的：构建心肌特异性α- 肌球蛋白重链(α-myosin heavy chain，α-MHC)启动子启动 E1A 基因阻遏子（cellular repressor
of E1A-stimulated genes, CREG）和增强型绿色荧光蛋白（enhanced green fluorescent protein，EGFP）融合的真核表达载体。绿色荧光

蛋白作为报告基因，方便在心肌细胞中直接观察 CREG 蛋白的表达，为心肌特异性转 CREG 基因动物模型制备提供载体。方法：

用 BamH I 和 EcoR I 双酶切 pcDNA3.1 myc-His/hCREG 质粒得到 CREG 基因，亚克隆入增强绿色荧光蛋白表达质粒 pEGFP-N1
中，构建 pCREG-EGFP-N1；根据 Genebank 中公布的α-MHC 基因的启动子序列，人工合成 pUC57-α-MHC 启动子基因序列，经

Ase I 和 Nhe I 双酶切得到启动子α-MHC，亚克隆入 pCREG-EGFP-N1 中替代原 CMV 启动子，构建 pα-MHC-CREG-EGFP-N1，

测序鉴定。用脂质体法将该质粒转染体外培养的小鼠原代心肌细胞，荧光显微镜下观测绿色荧光蛋白的表达；Western blot 检测

CREG 蛋白的表达。结果：成功构建 pα-MHC-CREG-EGFP-N1 质粒，酶切及测序结果正确；成功转染入原代培养小鼠心肌细胞，

在荧光显微镜下可见绿色荧光蛋白的表达，Western blot 检测到 CREG 蛋白的表达。结论：重组质粒 pα-MHC-CREG-EGFP-N1 体

外转染入原代培养小鼠心肌细胞后，目的基因能够在心肌细胞中有效表达，检测方法简便可靠，为下一步建立心肌细胞特异性表

达 CREG 的过表达转基因小鼠、深入探讨 CREG 在心肌疾病发生中的生物学功能研究奠定了基础。
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ABSTRACT Objective: To construct a eukaryotic expressive plasmid for cellular repressor of E1A-stimulated genes (CREG) driven

by a cardiac specific promoter α-MHC and reported by green fluorescent protein, and then to observe its expression in mouse primary
cardiomyocytes in vitro. Methods: CREG fragment was released from pcDNA3.1 myc-His/hCREG plasmid by BamH I and EcoR I
digestion enzymes, and then was subcloned into pEGFP-N1 plasmid to construct pCREG-EGFP-N1 plasmid. The α-MHC promoter
sequence was synthesized according to Genebank, and was attached with Ase I and Nhe I restrictive endonuclease sites at each side. The
α-MHC promoter sequence was released from pUC57-α-MHC plasmid by Ase I and Nhe I digestion enzyme, and then replace
cytomegalo virus (CMV) promoter of pCREG-EGFP-N1 plasmid to construct pα-MHC-EGFP-N1 plasmid. Then, the recombinant
pα-MHC-CREG-EGFP-N1 plasmid was then transfected into mouse primary cardiomyocytes by liposome. The green fluorescent protein
expression was observed by fluorescent microscopy and CREG expression was detected by Western blot. Results:
pα-MHC-CREG-EGFP-N1 was identified by enzyme digestion and sequencing analysis. The results showed that length of the target
genes which were inserted into the recombinant plasmid was correct. The strong expression of green fluorecent protein was observed by
fluorecent microscopy, and the expression of CREG protein was detected by Western blot. These results confirmed that mouse primary
cardiomyocytes were successfully transfected with plasmid. Conclusion: The pα-MHC-CREG-EGFP-N1 eukaryotic expressive plasmid
was successfully constructed and the recombinant vector provides a powerful approach in investigating the function and regulation of
CREG in cardiovascular diseases development and also in producing mouse cardiomyocyte specific hyper-expressive CREG transgenic
mice.
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前言

E1A 激活基因阻遏子 （cellular repressor of E1A-stimulated
genes, CREG）是一个转录调控相关因子。CREG 基因可与外源

性腺病毒 E1A 蛋白及哺乳动物体内转录因子 E2F 家族蛋白竞

争性地结合在靶基因的启动子区，从而阻遏 E1A 蛋白和 E2F
对靶基因的转录，而 E1A、E2F 均具有促进细胞增殖的作用，所

以 CREG 可能通过与 E1A、E2F 竞争性抑制作用而起到促进细

胞分化、抑制细胞增殖的作用[1]。本实验室前期研究发现 CREG
蛋白在小鼠胚胎 E5.5 天即开始表达，随后相继表达于 E9.5 天

的 EC、血管中层的 SMC 和周细胞中，并持续至血管成熟[2]。
心肌细胞特异性表达α- 肌球蛋白重链 (α-myosin heavy

chain,α-MHC)、α-tropomyosin、MLC-2v、心房利钠因子等。用

α-MHC 启动子驱动的新霉素选择基因的表达载体，将其转染

到 ESC 中，分化获得了纯化的心肌细胞 [3]。本实验拟构建

pα-MHC-CREG-EGFP-N1 真核表达质粒，为下一步建立小鼠

心肌细胞特异的 CREG 过表达转基因小鼠、深入探讨 CREG
在心脏疾病发生中的机制奠定了基础。

1 材料和方法

1.1 材料

限制性内切酶 Ase I和 Nhe I(英国 Biolabs 公司)；T4 DNA
连接酶及限制性内切酶 BamH I 和 EcoR I (日本 Takara 公司)；
质粒提取试剂盒、DNA 凝胶回收试剂盒 (美国 Promega 公司)；
pEGFP-N1 (美国 Clontech 公司)；真核表达载体 pcDNA3.1
myc-His(美国 Invitrogen 公司)；pcDNA3.1 myc-His/hCREG (本
实验室孙鸣宇博士构建)；转染试剂 Lipofectamine 2000 (美国

Invitrogen 公司)；DMEM 培养基 (美国 Gibco 公司)；新生牛血

清购自四季青生物材料有限公司；山羊抗小鼠 CREG 和

β-actin 单克隆抗体、兔抗山羊 HRP 标记二抗(美国 Santa Cluz
公司)；DM2000(北京康为世纪生物公司)；大肠杆菌(Escherichia
coli，E.coli) DH5α菌种 (本实验室保存)。
1.2 方法

1.2.1 pUC57-α-MHC 质 粒 构 建 及 α-MHC 片 段 获 取 从

Genebank 中查询到α-MHC 启动子序列，从 -1198 到 +1，共

1200 bp。在α-MHC 启动子两端分别加入 Ase I和 Nhe I 酶切

位点以及保护碱基，由上海生工生物公司合成 pUC57-α-MHC
质粒。用 Ase I和 Nhe I双酶切 pUC57-α-MHC 质粒，完整切下

α-MHC 启动子片段，37℃温育 4 h 后，1%琼脂糖电泳，凝胶回

收试剂盒回收约 1200 bp 的目的片段。
1.2.2 pcDNA3.1 myc-His/hCREG 质粒双酶切及 CREG 片段获

取 用 BamH I 和 EcoR I 双酶切 pcDNA3.1 myc-His/hCREG 质

粒，完整切下 CREG 片段，37℃温育 4 h 后，1%琼脂糖电泳，凝

胶回收试剂盒回收约 670 bp 的 CREG 片段。
1.2.3 pCREG-EGFP-N1 质粒构建 用 BamH I 和 EcoR I 双酶切

pEGFP-N1 质粒使其线性化。37℃温育 12 h 后凝胶回收，在

T4 DNA 连接酶作用下与 CREG 片段连接，16℃连接过夜。连

接产物转化感受态细菌 DH5α，在含有卡那霉素的 LB 平板上

筛选克隆。挑取阳性克隆，摇菌扩增，DNA 质粒提取试剂盒提

取质粒并进行双酶切鉴定。

1.2.4 pα-MHC-CREG-EGFP-N1 质粒构建 用 Ase I和 Nhe I双
酶切 pCREG-EGFP-N1 质粒，37℃温育 4 h 后，1%琼脂糖电泳

确认切除 CMV 启动子后，凝胶回收试剂盒回收线性质粒。在

T4 DNA 连接酶作用下与α-MHC 片段连接，16℃连接过夜。
连接产物转化感受态细菌 DH5α，在含有卡那霉素的 LB 平板

上筛选克隆。挑取阳性克隆，摇菌扩增，DNA 质粒提取试剂盒

提取质粒并进行双酶切鉴定。
1.2.5 小鼠原代心肌细胞的分离培养 取 10 只新生 1 d 的昆明

小鼠，无菌条件下取出心脏剪碎后，用 PBS 漂洗 3 次去除血

细胞和死细胞，加入 0.125% 胰酶 +0.02% EDTA 消化液，37
℃水浴消化 10 min，静置后吸取上清用含有 10%新生牛血清

DMEM 终止消化。未消化的组织块，再加入胰酶溶液消化，重

复几次，直至组织块消化完全。将收集的消化上清用 200 目筛

网过滤后，2000 r/min 离心 5 min，弃上清，PBS 漂洗 1 次后，用

含 10% FBS 的 DMEM 重悬细胞，接种于 100 mm 组织培养皿

中，于 37℃，5% CO2，饱和湿度条件下培养 40 min 去除成纤维

细胞。再次收集未贴壁的心肌细胞至另一培养皿中继续培养。
1.2.6 细 胞 转 染 应 用 Lipofectamine 2000 试 剂 将

pα-MHC-CREG-EGFP-N1 质粒转染至小鼠心肌细胞中。2×
105 个细胞 / 孔接种 6 孔板中，每孔加入 2 mL 含血清、不含抗

生素的正常培养基，24 h 后细胞生长至 50%-60%融合时转染。
转染前每孔细胞换为 2 mL 不含血清不含抗生素的 DMEM 培

养基。用 250 μl 无血清培养基（DMEM 培养基）稀释 4 μg DNA
（即 CREG 真核表达质粒），250 μl DMEM 培养基稀释 10 μl
Lipofectamine 2000 试剂，孵育 5 min 后与稀释的 DNA 混合，

室温保温 20 min。直接将复合物加入到细胞培养基中，摇动

培养板，轻轻混匀。37℃，5% CO2 培养 24 h 后，弃掉培养基，重

新加入 2 mL 含 10% FBS 及抗生素的 DMEM 培养基继续培

养。
1.2.7 Western blot 检测 CREG 蛋白的表达 细胞转染 72 h 后

裂解，将裂解产物与上样缓冲液混合煮沸 5 min，12000 r/min，

离心 3 min 后取上清进行 10%的 SDS-PAGE 电泳，半干式法电

转至硝酸纤维素膜上。TBST (20 mmol/L Tris-HCl(pH7.6)，137
mmol/L NaCl 和 0.1% Tween20)配制的 5% (w/v)脱脂奶粉室温

封 2 h，加入山羊抗小鼠 CREG- 抗于 4℃过夜反应；TBST 洗涤

3 次，每次 15 min 后，加入 HRP 标记的兔抗山羊二抗，室温作

用 2 h；彻底洗涤后，用 ECL 于暗室发光显影；用 Image-Pro
Plus 图像分析软件测量各组条带 IOD 值。
1.2.8 荧光显微镜观察荧光蛋白的表达 细胞转染 48 h 后，用

荧光显微镜（Leica DM3000）观察转染质粒后小鼠心肌细胞中

绿色荧光蛋白的表达情况，显微数码相机拍照。
1.2.9 统计学分析 实验数据以均数±标准差(x±s)表示，组间

比较用非配对 t 检验，P<0.05 为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 目的片段 CREG 和线性 pEGFP-N1 的获取和鉴定

经 BamH I 和 EcoR I 分 别 双 酶 切 pcDNA3.1
myc-His/hCREG 质粒和 pEGFP-N1 质粒，分别得到 CREG 目的

片段和线性化 pEGFP-N1 片段，1%的琼脂糖电泳可见到 670
bp 和 4800 bp 左右的条带，与 CREG 和线性 pEGFP-N1 长度相

符（图 1）。
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2.2 真核表达重组质粒 pCREG-EGFP-N1 的构建及鉴定

将 CREG 片段和线性化 pEGFP-N1 以 T4 DNA 连接酶进

行连接。连接产物转化感受态细菌 DH5α，在含有卡那霉素的

LB 平板上筛选克隆。挑取阳性克隆，摇菌扩增，提取质粒。并进

行双酶切鉴定，1%的琼脂糖电泳可见到 670 bp 和 4800 bp 左

右的条带，与 CREG 和线性 pEGFP-N1 长度相符（图 2）。

2.3 启动子片段 α-MHC 和线性 pCREG-EGFP-N1 的获取和

鉴定

经 Ase I 和 Nhe I 双 酶 切 pUC57-α-MHC 和

pCREG-EGFP-N1 质粒，分别得到 α-MHC 目的片段和去除

CMV 启动子的 pCREG-EGFP-N1 线性片段，1%的琼脂糖电泳

可见到 1200 bp 和 580 bp、4800 bp 左右的条带，与α-MHC 和

CMV 启动子、切除 CMV 的线性 pEGFP-N1 长度相符（图 3）。

2.4 真核表达重组质粒 pα-MHC-CREG-EGFP-N1 的构建及鉴

定

将 α-MHC 片段和线性化 pCREG-EGFP-N1 以 T4 DNA
连接酶进行连接。连接产物转化感受态细菌 DH5α，在含有卡

那霉素的 LB 平板上筛选克隆。挑取阳性克隆，摇菌扩增，提取

质粒。分别用 Ase I和 Nhe I、BamH I 和 EcoR I 双酶切鉴定，1%
的琼脂糖电泳可见到 1200 bp、670 bp 和 4800 bp 左右的条带，

与 α-MHC、CREG 和 切 除 CMV 启 动 子 的 线 性

pCREG-EGFP-N1 长度相符（图 4）。

2.4 pα-MHC-CREG-EGFP-N1 在细胞内的表达

利 用 Western blot 技 术 ， 以 β-actin 为 内 参 ， 检 测

pα-MHC-CREG-EGFP-N1 质粒在小鼠原代心肌细胞中 CREG

图 1 pcDNA3.1 myc-His/hCREG 和 pEGFP-N1 双酶切鉴定

Fig.1 Characterization of pcDNA3.1 myc-His/hCREG and pEGFP-N1 by

restriction endonuclease analysis

1: DM2000 marker; 2: pcDNA3.1 myc-His/hCREG (BamH I and EcoR I);

3: pEGFP-N1 (BamH I and EcoR I).

图 2 pCREG-EGFP-N1 双酶切鉴定

Fig. 2 Characterization of pCREG-EGFP-N1 by restrictive endonuclease

analysis

1: DM2000 marker; 2: pCREG-EGFP-N1 (BamH I and EcoR I)

图 3 pUC57-α-MHC 和 pCREG-EGFP-N1 双酶切鉴定

Fig. 3 Characterization of pUC57-α-MHC and pCREG-EGFP-N1 by

restrictive endonuclease analysis

1: DM2000; 2: pUC57-α-MHC (Ase I and Nhe l); 3: pCREG-EGFP-N1

(Ase I and Nhe I)

图 4 pα-MHC-CREG-EGFP-N1 双酶切鉴定

Fig. 4 Characterization of pα-MHC-CREG-EGFP-N1 by restrictive

endonuclease analysis

1: DM2000; 2: Ase I and Nhe I 双酶切质粒 pα-MHC-CREG-EGFP-N1;

3: BamH I and EcoR I 双酶切质粒 pα-MHC-CREG-EGFP-N1

1: DM2000 marker; 2: pα-MHC-CREG-EGFP-N1(Ase I and Nhe I);

3: pα-MHC-CREG-EGFP-N1(BamH I and EcoR I)
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蛋白的表达量。正常条件下，小鼠心肌细胞有 CREG 表达，但在

转染 pα-MHC-CREG-EGFP-N1 后 CREG 表达明显增高 （图

5）。

2.5 pα-MHC-CREG-EGFP-N1 转染小鼠心肌细胞后在荧光显

微镜下观察

在 60 mm 培养皿上接种小鼠原代心肌细胞，脂质体转染

pα-MHC-CREG-EGFP-N1 重组质粒，转染 48 h 后，部分心肌

细胞可见绿色荧光蛋白的表达（图 6）。

3 讨论

肌球蛋白是心肌 肌 小 节 粗 肌 丝 的 主 要 成 分 ， 由 重 链

(myosin heavy chain, MHC)和轻链(myosin light chain, MLC)组

成。在心肌中，MHC 有两种亚型，即 α-MHC 和 β-MHC。
β-MHC 是胚胎发生和发育过程中心肌中存在的主要亚型；而

α-MHC 在小鼠出生后的表达水平增加，是成年小鼠心肌中的

主要形式[4]。 Gulick J 等分离出小鼠心肌 MHC 基因，并鉴定了

α-MHC 基因的启动子区，α-MHC 启动子能够在心肌中特异

性驱动 CAT 基因的表达，而非心肌组织中不表达[5]。其他研究

所采用的α-MHC 启动子序列包括从 -5446 bp 到 -4 bp 的完

整区域，启动子区域总长度达到 5442 bp，不利于质粒的构建和

目的基因的表达，因此本研究根据文献报道保留了对心肌特异

表达必需的 Trans、MEF-1、MEF-2、MCAT、CArG 元件，构建了

1200 bp 的 α-MHC 启 动 子 序 列 [6]。 将 构 建 好 的

α-MHC-CREG-EGFP 表达载体通过脂质体法转染原代小鼠心

肌细胞，转染 72 h 后，在荧光显微镜下可见心肌细胞发出绿色

荧光，而对照成纤维细胞没有出现绿色荧光，说明构建的

α-MHC-CREG-EGFP 表达载体能够在心肌细胞中特异性表

达，证实该启动子能够保证目的基因在心肌细胞中的特异性表

达。
CREG 是 Veal 等从 Hela 细胞 cDNA 文库中克隆的转录

调控相关基因[1]。CREG mRNA 在成熟分化的组织细胞中广泛

表达，但在去分化的小鼠胚胎干细胞、诱导的多功能干细胞、人
胚胎瘤细胞中却是低表达的，提示 CREG mRNA 表达与组织

分化状态密切相关[7, 8]。 Di Bacco A 等研究发现，CREG 蛋白通

过与细胞膜上 M6P/IGF2R 结合发挥其生物效应，对多种肿瘤

细胞具有抑制增殖和促进分化的作[9]。本课题组前期研究发现

CREG 蛋白是与 M6P/IGF2R 中 11-13 结构域特异性结合而发

挥生物学效应[10]。Xu L 等研究发现 CREG 能够通过 ERK1/2 通

路抑制心肌肥大 [11]。Bian Z 等在此研究基础上，进一步发现

CREG 通过抑制 MEK-ERK1/2 信号通路，抑制心肌肥大、炎症

和心肌纤维化从而改善心功能[12]。本实验室通过大鼠颈动脉拉

伤实验证实，CREG 在维持 VSMCs 分化表型中起重要作用，

CREG 蛋白表达与血管损伤后再狭窄过程中 VSMCs 增殖能力

呈负相关，并且能够抑制新生内膜的过度增生，提示 CREG 基

因具有促进分化、抑制 VSMCs 增殖、诱导 VSMCs 向分化表型

转换的功能 [13, 14]。通过成功构建 CREG 过表达的小鼠内皮细

胞，证实 CREG 过表达的内皮细胞去血清饥饿后凋亡较对照组

明显减少，证实 CREG 过表达抑制了去血清诱导的内皮细胞凋

亡，机制与 PI3K/Akt 通路有关[15]。CREG 在心血管系统发育和

一系列生理和病理过程中所起的重要作用仍不清楚，所以本研

究构建了血管内皮细胞特异启动的真核表达质粒。
由于 CREG 在心血管疾病的发生发展中起了多方面的作

用，重组质粒 pα-MHC-CREG-EGFP-N1 的构建为下一步在体

内研究 CREG 在缺血性心肌病中的作用具有重要意义；同时也

为下一步采用原核微注射技术得到心肌细胞特异高表达

CREG 的转基因小鼠提供了材料。Chan SS 等研究证实，转染

α-MHC-EGPF 的胚胎干细胞和诱导的多功能干细胞，在向心

肌细胞分化早期就可以观察到绿色荧光，而且只在心肌细胞中

表达，其敏感性和准确性优于传统的免疫组织化学和细胞化学

染色 [16]。因此，本研究应用 α-MHC 启动子驱动 CREG 和

EGFP 在心肌细胞中表达，这一特点不仅可以方便地追踪研究

图 5 Western blot 检测 pα-MHC-CREG-EGFP-N1 在小鼠原代心肌细

胞中 CREG 蛋白的表达

Fig. 5 Expression of CREG protein in mouse primary cardiomyocytes

transfected with pα-MHC-CREG-EGFP-N1 (Western blot).

1：转染 pα-MHC-CREG-EGFP-N1 质粒的小鼠心肌细胞；2：未转染质

粒的对照小鼠心肌细胞 *P<0.05 vs 对照

1: mouse primary cardiomyocytes transfected with

pα-MHC-CREG-EGFP-N1; 2: mouse primary cardiomyocytes as control.

*P<0.05 vs control group.

图 6 重组质粒 pα-MHC-CREG-EGFP-N1 转染小鼠原代心肌细胞后相

差显微镜和荧光显微镜照相(200×)

Fig.6 Phase contrast and fluorescence photos of mouse primary

cardiomyocytes transfected with pα-MHC-CREG-EGFP-N1(200×)
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CREG 在干细胞向心肌细胞的分化中的表达变化情况，而且能

够进行细胞研究其在定向分化和心肌细胞中的作用。
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