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［摘 要］ 目的：构建大鼠巨噬细胞炎性蛋白⁃1α（macrophage inflammatory protein⁃1α，MIP⁃1α）基因启动子（全长和截短）荧光

素酶报告质粒，并观察在人胚肾细胞（HEK⁃293T）中过表达干扰素调节因子⁃8（interferon regulatory factor⁃8，IRF⁃8）对MIP⁃1α基
因启动活性的影响，同时筛选其可能的 IRF⁃8结合元件。方法：采用PCR技术，扩增出大鼠MIP⁃1α基因启动子序列，将MIP⁃1α
基因启动子插入到荧光素酶报告基因载体 pGL3⁃basic中，构建MIP⁃1α基因启动子全长荧光素酶报告质粒（pGL3⁃MIP⁃1α⁃
FL）。将上述pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL和本课题组已构建的大鼠 IRF⁃8过表达质粒（pIRES2⁃IRF⁃8）共转染HEK⁃293T细胞，检测细胞

内荧光素酶活性，确定 IRF⁃8对MIP⁃1α基因的启动作用。同时，应用生物信息学软件预测MIP⁃1α基因启动子上 IRF⁃8的结合

元件，并据此构建3个MIP⁃1α基因启动子截短的荧光素酶报告质粒（pGL3⁃MIP⁃1α⁃1~3）。将上述MIP⁃1α基因启动子全长和各

截短的荧光素酶报告质粒和 IRF⁃8过表达质粒共转染HEK⁃293T细胞，再测定荧光素酶活性，初步确定 IRF⁃8的结合元件。结

果：菌液PCR及核酸测序证实，上述pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL（-1 400~+94 nt）质粒构建成功。将pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL和pIRES2⁃IRF⁃8共
转染HEK⁃293T后发现，过表达 IRF⁃8可显著增加MIP⁃1α基因启动子活性。应用生物信息学软件预测发现MIP⁃1α基因启动子

上 IRF⁃8的结合元件（-1 157~-1 144nt、-740~-734 nt、-683~-670 nt、-365~-359 nt、-249~-236 nt），并据此构建3个MIP⁃1α基
因启动子截短的荧光素酶报告质粒，即pGL3⁃MIP⁃1α⁃1（-453~+94 nt）、pGL3⁃MIP⁃1α⁃2（-352~+94 nt）和pGL3⁃MIP⁃1α⁃3（-3~+
94 nt）。将pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL、pGL3⁃MIP⁃1α⁃1~3和pIRES2⁃IRF⁃8共转染HEK⁃293T后发现，pGL3⁃MIP⁃1α⁃3的启动活性显著低

于pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL、pGL3⁃MIP⁃1α⁃1和pGL3⁃MIP⁃1α⁃2。提示 IRF⁃8可能结合在大鼠MIP⁃1α基因启动子的-352~-3 nt区域的

IRF⁃8结合元件（-249~-236 nt）上。结论：本实验成功构建了大鼠MIP⁃1α基因启动子全长及截短荧光素酶报告质粒，并初步筛

查出 IRF⁃8在MIP⁃1α基因启动子上的可能结合元件，为后续研究奠定了基础。
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［Abstract］ Objective：To construct luciferase reporter plasmids of full ⁃ length and truncated promotors of rat macrophage
inflammatory protein⁃1α（MIP⁃1α）gene and detect their activity in HEK⁃293T cells in response to interferon regulatory factor⁃8（IRF⁃8）
overexpression，screening the possible binding elements for IRF⁃8. Methods：Rat MIP⁃1α promoter was amplified by PCR and cloned
into the luciferase reporter plasmid（pGL3⁃basic）. The recombinant plasmid（pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL）and rat IRF⁃8 overexpression plasmid
（pIRES2⁃IRF⁃8）were co⁃transfected into HEK⁃293T cells and then the luciferase activity was detected to determine the role of IRF⁃8
in MIP ⁃1α gene transcription. Meanwhile，the potential IRF ⁃ 8 binding elements within MIP ⁃ 1α promoter were predicted by using
bioinformatics software. Based on the predicted results，three luciferase reporter plasmids of truncated MIP⁃1α gene promotor（pGL3⁃
MIP⁃1α⁃1~3）were constructed. The promoter luciferase reporter plasmids of pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL or pGL3⁃MIP⁃1α⁃1~3 and the plasmid
of pIRES2⁃IRF⁃8 were co⁃transfected into HEK⁃293T cells. Then，the luciferase activity was detected to screen the IRF⁃8 binding
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人类系膜增生性肾炎（mesangial proliferative glo⁃
merulonephritis，MsPGN）是一种免疫相关的肾脏疾

病，其发病率约占临床肾活检病例的40%［1-2］。MsP⁃
GN的主要病理变化是肾小球系膜细胞（glomerular
mesangial cells，GMCs）异常增生及细胞外基质（extra⁃
cellular matrix，ECM）过度分泌，最终引起肾小球纤维

化［3-4］。但是MsPGN的病因及致病机制至今不明。

大鼠Thy⁃1肾炎（Thy⁃1N）是公认的一种研究人

类MsPGN的动物模型［5-6］。给大鼠注射抗Thy⁃1抗原

的抗体，该抗体能与GMCs表面的Thy⁃1抗原结合，继

而激活补体引起炎症反应。已知，补体C5b⁃9复合物

是Thy⁃1N免疫性炎症损伤的重要启动原［7-8］，而病变

过程中继发的巨噬细胞（Mϕ）浸润也与肾损伤关系密

切［5，9-10］。补体对靶细胞的作用分为溶解型（lytic）和

亚溶解型（sublytic）两种［11］。Lytic C5b⁃9可使靶细胞

穿孔破坏，而 sublytic C5b⁃9则能刺激靶细胞，开启多

条信号通路或上调多种转录因子［12-13］，诱导细胞分泌

一些炎症或趋化因子，引发炎症反应［14-15］。本课题组

前期的研究发现，Thy⁃1N大鼠肾组织（体内）和受

sublytic C5b⁃9刺激的大鼠GMCs（体外）中巨噬细胞

炎性蛋白⁃1α（macrophage inflammatory protein⁃1α，
MIP⁃1α）即C⁃C家族趋化因子配体3（chemokine C⁃C
motif ligand 3，CCL3）的表达均明显上调。提示 sub⁃
lytic C5b⁃9作为疾病的启动原，能刺激GMCs产生巨

噬细胞趋化因子MIP⁃1α，并招募巨噬细胞，进而促

进了肾组织的炎性损伤。

为了寻找调控MIP⁃1α基因的转录调控机制，本

课题前期的实验又筛查了Thy⁃1N大鼠肾组织和受

sublytic C5b⁃9刺激的大鼠GMCs中上调表达的转录

因子，尤其是对干扰素调节因子（interferon regulato⁃

ry factors，IRFs）家族的 9个成员进行了检查。对比

发现，IRF⁃8的表达在体内外均显著上调，且其峰值

略早于MIP⁃1α。IRF⁃8也称作干扰素保守序列结合

蛋白（ICSBP），是 IRFs的重要成员，其基因定位在人

16q24.1，编码区为1 281 bp，蛋白质由426个氨基酸

组成［16］。已发现 IRF⁃8可调节细胞的增殖、分化和自

噬等行为［17-18］。此外，近年来研究还表明，IRF⁃8能促

进靶细胞合成一些趋化因子，诱发机体炎症反应。例

如，有学者指出，IRF⁃8可与PU.1和核因子（NF）⁃κB结

合成复合物，进而增强其DNA结合结构域（DNA⁃bind⁃
ing domain，DBD）与DNA的结合能力和促进巨噬细胞

中Rantes基因的转录［19］。Nardi等［20］还报道，IRF⁃8可
上调B细胞中CCL6和CCL9基因的表达，从而抑制由

转染原癌基因BCR⁃ABL诱导的小鼠B细胞白血病。

我们前期的研究已经证实，在大鼠GMCs中过

表达 IRF⁃8可上调MIP⁃1α基因的表达，生物信息学软

件预测亦揭示大鼠MIP⁃1α启动子区含有多个 IRF⁃8
结合元件。但是，有关 sublytic C5b⁃9能否通过上调

IRF⁃8直接启动大鼠GMCs中MIP⁃1α基因转录，目前

尚不清楚。鉴于此，本实验构建了大鼠MIP⁃1α基因

启动子（全长和截短）的荧光素酶报告质粒，与大鼠

IRF⁃8过表达质粒共转染HEK⁃293T细胞，研究 IRF⁃
8对MIP⁃1α基因的启动情况，同时筛选 IRF⁃8在MIP⁃
1α基因启动子上可能的结合区域，拟为进一步研究

IRF⁃8启动MIP⁃1α基因转录在 sublytic C5b⁃9诱导大

鼠Thy⁃1N病变中所起的作用提供依据。

1 材料和方法

1.1 材料

HEK⁃293T细胞购自美国ATCC。pGL3⁃basic、

elements. Results：It was verified that pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL（-1 400~+94 nt）plasmid was constructed correctly by PCR analysis and
nucleotide sequencing. The plasmids of pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL and pIRES2⁃IRF⁃8 were co⁃transfected into HEK⁃293T cells，and then the
luciferase activity of MIP⁃1α gene promotor was markedly increased in response to IRF⁃8 overexpression. The potential IRF⁃8 binding
elements（-1 157~ -1 144 nt，-740~ -734 nt，-683~ -670 nt，-365~-359 nt，and -249 ~ -236 nt）within MIP⁃1α promoter were
predicted by using bioinformatics software. Based on the predicted results，we constructed three luciferase reporter plasmids of
truncated MIP⁃1α gene promotor，namely pGL3⁃MIP⁃1α⁃1（-453 ~ +94 nt），pGL3⁃MIP⁃1α⁃2（-352 ~ +94 nt）and pGL3⁃MIP⁃1α⁃3（-3
~ +94 nt）. The plasmids of pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL or pGL3⁃MIP⁃1α⁃1~3 and pIRES2⁃IRF⁃8 were co⁃transfected into HEK⁃293T cells，and
the result displayed that the activity of pGL3⁃MIP⁃1α⁃3 was much lower than that in pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL，pGL3⁃MIP⁃1α⁃1 and pGL3⁃MIP
⁃1α⁃2，indicating that the region of rat MIP⁃1α promoter（-352 ~ -3 nt）might contain an IRF⁃8 binding element（-249 ~ -236 nt）.
Conclusion：The rat full⁃length and truncated rat MIP⁃1α promotor luciferase reporter plasmids were constructed successfully，and the
possible IRF⁃8 binding element was found，which could be beneficial to further studies.
［Key words］ macrophage inflammatory protein⁃1α（MIP1⁃α）；interferon regulatory factor⁃8（IRF⁃8）；promoter
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pRL⁃SV40荧光素酶双报告载体质粒以及双荧光素

酶报告基因检测试剂盒均购自美国 Promega公司。

IRF⁃8过表达质粒（pIRES2⁃IRF⁃8）由本实验室前期

构建。组织基因组DNA提取试剂盒由北京天根生

化技术有限公司提供。Phanta® Max Super⁃Fidelity
DNA Polymerase由南京诺唯赞生物科技有限公司提

供。限制性内切酶KpnⅠ、XhoⅠ和T4 DNA连接酶

均购自日本TaKaRa公司。

1.2 方法

1.2.1 引物设计

登陆 NCBI，搜索 GenBank 数据库中的大鼠

MIP⁃1α DNA 序列（NC_005109.4），利用 Primer 5.0
软件辅助设计针对MIP⁃1α基因启动子区（-1 400
~ +94 nt）的引物，然后应用GenePlan和 JASPAR软

件预测MIP⁃1α基因启动子区域 IRF⁃8结合元件，并

根据预测结果设计引物扩增启动子各截短片段。

合成上下游引物时，分别加入KpnⅠ、XhoⅠ酶切元

件序列（表 1）。

1.2.2 大鼠MIP⁃1α基因启动子序列（全长和截短）

的扩增

以大鼠基因组DNA为模板，应用 Phanta® Max
Super⁃Fidelity DNA Polymerase，进行PCR反应，扩增

大鼠MIP⁃1α基因启动子全长和截短序列。引物序

列见表1，其中下划线分别表示KpnⅠ、XhoⅠ酶切元

件，GG、CCG代表保护性碱基。PCR扩增条件如下：

95 ℃预变性3 min；95 ℃ 15 s，63.3 ℃ 15 s，72 ℃ 60 s，
循环 30次后；72 ℃最后延伸 5 min。扩增产物经琼

脂糖凝胶电泳后进行割胶纯化。

表1 扩增大鼠MIP⁃1α基因启动子（全长和截短）的引物序列

Table 1 The primers for rat MIP⁃1α gene full⁃length and truncated promoter

名称

全长

0
1号截短

0
2号截短

0
3号截短

引物序列

上游：5′⁃GGGGTACCACGCAAGCATTCGCATAC⁃3′
下游：5′⁃CCGCTCGAGCAAGGGCAGCGGTGGA⁃3′
上游：5′⁃GGGGTACCAGCCCCTCCTGGTGGTG⁃3′
下游：5′⁃CCGCTCGAGCAAGGGCAGCGGTGGA⁃3′
上游：5′⁃GGGGTACCTGGCAAGGAACGGGGTT⁃3′
下游：5′⁃CCGCTCGAGCAAGGGCAGCGGTGGA⁃3′
上游：5′⁃GGGGTACCACAAGAGGCAGCGAGTAC⁃3′
下游：5′⁃CCGCTCGAGCAAGGGCAGCGGTGGA⁃3′

位置

-1 400 ~ +94 nt
0
0-453 ~ +94 nt
0
0-352 ~ +94 nt
0
000-3 ~ +94 nt

1.2.3 大鼠MIP⁃1α基因启动子（全长和截短）荧光

素酶报告质粒的构建与鉴定

将pGL3⁃basic和上述不同PCR产物用KpnⅠ和

XhoⅠ进行双酶切，运用割胶法纯化线性化的pGL3⁃
basic和酶切后的PCR产物，再在T4 DNA连接酶的

作用下分别行连接反应（16 ℃过夜），将连接产物转

化感受态细胞DH5α，并涂布于含Amp抗性的LB平

板上，37 ℃培养 12 h后，挑取菌落接种于 3 mL含

Amp抗性的 LB培养液中，37 ℃培养过夜。取培养

后的菌液（1 μL）用上述引物分别进行PCR扩增，其

产物经 2%琼脂糖凝胶电泳鉴定，筛选出阳性克隆

质粒再送测序鉴定。最后，将构建的重组质粒分别

命名为 pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL（全长）、pGL3⁃MIP⁃1α⁃1（1
号截短）、pGL3⁃MIP⁃1α⁃2（2号截短）和pGL3⁃MIP⁃1α
⁃3（3号截短）。

1.2.4 重组质粒转染HEK⁃293T细胞

将HEK⁃293T细胞接种于 24孔板中（1×105个/
孔），培养过夜，待细胞融合度达到 70%时，用 Lipo⁃

fectamine 2000转染试剂将pIRES2⁃IRF⁃8、pRL⁃SV40
分别与MIP⁃1α基因启动子质粒（pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL、
pGL3⁃MIP⁃1α⁃1、pGL3⁃MIP⁃1α⁃2或pGL3⁃MIP⁃1α⁃3）
共转染HEK⁃293T细胞。其中 pRL⁃SV40作为转染

率内参照，实验同时设转染 pGL3空载质粒（pGL3⁃
basic）作为对照。

1.2.5 荧光素酶活性的测定

质粒转染HEK⁃293T细胞 48 h后，收集细胞裂

解物用双荧光素酶报告基因检测试剂盒分别检测

MIP⁃1α基因启动子表达质粒及内参照质粒的荧光

活性，操作步骤详见试剂盒说明书。其中，目的基

因的萤火虫荧光素酶活性（M1）/内参照 pRL⁃SV40
质粒的海肾荧光素酶活性（M2），即为被检测质粒的

相对荧光素酶活性（RLU）。
1.3 统计学方法

定量数据以均数±标准差（x ± s）表示，采用

SPSS 19.0软件进行方差分析和Bonfferoni法进行两

两比较，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。
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图2 IRF⁃8对于大鼠MIP⁃1α基因启动子全长活性的影响

Figure 2 The effect of IRF⁃8 on the activity of rat MIP⁃1α
gene promoter（full⁃length）

2 结 果

2.1 大鼠MIP⁃1α基因启动子荧光素酶报告质粒的

构建与鉴定

PCR扩增大鼠MIP⁃1α基因启动子全长（-1 400 ~
+94 nt）后，将其插入 pGL3⁃basic质粒中。重组质粒

经转化后涂布于 LB平板，菌液 PCR筛出阳性克隆

后（图 1），送公司测序。测序结果显示其序列及插

入方向均正确。表明大鼠MIP⁃1α基因启动子全长

荧光素酶报告质粒已成功构建（命名为 pGL3⁃MIP⁃
1α⁃FL）。

2.2 IRF⁃8过表达对于大鼠MIP⁃1α基因启动子全

长活性的影响

将 pGL3⁃basic、pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL、pRL⁃SV40、
pIRES2、pIRES2⁃IRF⁃8行不同组合转染HEK⁃293T
细胞，转染后48 h裂解细胞进行双荧光素酶报告基

因检测。结果显示，共转染 pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL 和

pIRES2⁃IRF⁃8的细胞，其 RLU值显著高于其他组

（图2）。提示 IRF⁃8过表达能够促进MIP⁃1α基因的

转录。

2.3 大鼠MIP⁃1α基因启动子（各截短）荧光素酶报

告质粒的构建

2.3.1 大鼠MIP⁃1α基因启动子截短位置的确定

为进一步研究MIP⁃1α基因启动子区 IRF⁃8可能

的结合元件，应用生物信息学软件GenePlan和 JAS⁃
PAR进行了 IRF⁃8结合元件的预测。结果表明，在

MIP⁃1α基因启动子区域共含有5个可能的 IRF⁃8结
合元件，具体位置见表2。据此设计了3对引物以扩

增MIP⁃1α基因启动子各截短序列，引物序列见表

1。拟扩增MIP⁃1α基因启动子3个截短的长度分别

为547 bp（-453 ~ +94 nt）、446 bp（-352 ~ +94 nt）和

97 bp（-3 ~ +94 nt）。

2.3.2 大鼠MIP⁃1α基因启动子（截短）荧光素酶报

告质粒的构建与鉴定

上述各截短荧光素酶报告质粒构建方法同全

长，菌液PCR鉴定结果如图3所示，目的片段大小均

相吻合。DNA测序结果亦显示插入序列及插入方

向均正确。表明大鼠MIP⁃1α基因启动子截短荧光

素酶报告质粒即 pGL3⁃MIP⁃1α⁃1（-453 ~ +94 nt）、

pGL3⁃MIP⁃1α⁃2（-352 ~ +94 nt）和 pGL3⁃MIP⁃1α⁃3
（-3 ~ +94 nt）已构建成功，可用于后续研究。

2.4 IRF⁃8过表达对于大鼠MIP⁃1α基因启动子各截

短活性的影响

将MIP⁃1α基因启动子全长（pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL）
和各截短荧光素酶报告质粒（pGL3⁃MIP⁃1α⁃1~3）分

别与 pIRES2⁃IRF⁃8质粒共转染HEK⁃293T细胞，检

测其荧光素酶活性。由图 4可以看到，转染 pGL3⁃
MIP⁃1α⁃3质粒细胞的RLU值与转染 pGL3⁃MIP⁃1α⁃
FL、pGL3⁃MIP⁃1α⁃1、pGL3⁃MIP⁃1α⁃2质粒组相比，其

RLU值显著降低。提示在MIP⁃1α基因启动子上，

IRF⁃8的结合元件可能存在于-352 ~ -3 nt区域，而

M：marker；FL：pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL质粒菌液PCR扩增产物。

图1 琼脂糖凝胶电泳

Figure 1 Agarose gel electrophoresis

2 000 bp
1 000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

M FL

表 2 GenePlan和 JASPAR预测的大鼠MIP⁃1α基因启动

子区 IRF⁃8结合元件

Table 2 IRF⁃8 binding elements within rat MIP⁃1α gene
promoter predicted by GenePlan and JASPAR

预测的 IRF⁃8结合元件

1
2
3
4
5

位置

-1 157 ~ -1 144 nt
0 -740 ~ -734 nt
0 -683 ~ -670 nt
0 -365 ~ -359 nt
0 -249 ~ -236 nt
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此区域含有生物信息学软件预测的 IRF⁃8结合元件

（-249 ~ -236 nt，5′⁃TCATAAGAGAAACT⁃3′）。

3 讨 论

大鼠Thy⁃1N病理变化类似于人类MsPGN，因此

多年来一直被用于人类MsPGN的实验研究。大鼠

Thy⁃1N病变具有补体依赖性，尤其是 sublytic C5b⁃9
的依赖性［7-8］。本课题组前期研究已揭示，大鼠Thy⁃
1N早期，肾小球内有 sublytic C5b⁃9沉积，其伴有Mϕ
细胞浸润［5，9-10］。在Thy⁃1N发病早期和体外用 sub⁃
lytic C5b⁃9刺激GMCs后能够增加转录因子 IRF⁃8和
Mϕ细胞趋化因子MIP⁃1α基因的表达。进一步研究

发现，IRF⁃8可正向调控大鼠GMCs中MIP⁃1α基因的

表达。已有学者报道，IRF⁃8可以结合到 Rantes、
CCL6、CCL9等趋化因子基因的启动子上，促进这些

基因转录［19-20］。生物信息学软件预测亦揭示大鼠

MIP⁃1α启动子区含有多个 IRF⁃8的结合元件。故我

们推测，在大鼠Thy⁃1N的发病中，sublytic C5b⁃9刺

激GMCs后，可能会经过 IRF⁃8直接作用于MIP⁃1α
基因启动子区域进而激活MIP⁃1α基因转录。

为了研究 IRF⁃8促进MIP⁃1α基因转录的作用，

本实验构建了大鼠MIP⁃1α基因启动子全长荧光素

酶报告质粒（pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL）。将 pGL3⁃basic、
pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL、pRL⁃SV40、pIRES2、pIRES2⁃IRF⁃8
行不同组合转染HEK⁃293T细胞，然后检测各组细

胞荧光素酶活性，用含有海肾荧光素酶的pRL⁃SV40
质粒作为内参照，以消除转染效率的影响。结果发

现，将 pGL3⁃MIP⁃1α⁃FL与 pIRES2⁃IRF⁃8共转染后，

其荧光素酶活性明显高于其他转染组。提示 IRF⁃8
作为转录因子能够启动大鼠MIP⁃1α基因的转录，这

与本课题组前期实验发现的“IRF⁃8过表达促进大

鼠GMCs中MIP⁃1α基因表达”的实验结果是一致的。

为了确定大鼠 IRF⁃8与MIP⁃1α基因启动子的结

合元件，先通过GenePlan和 JASPAR软件预测发现

了大鼠MIP⁃1α基因启动子区存在5个可能的 IRF⁃8
结合元件，并据此设计构建了3个MIP⁃1α基因启动

子（截短）荧光素酶报告质粒，即 pGL3⁃MIP⁃1α⁃1、
pGL3⁃MIP⁃1α⁃2和 pGL3⁃MIP⁃1α⁃3，随后将 pGL3⁃
MIP⁃1α⁃FL、pGL3⁃MIP⁃1α⁃1、pGL3⁃MIP⁃1α⁃2 和

pGL3⁃MIP⁃1α⁃3分别与 pIRES2⁃IRF⁃8共转染HEK⁃
293T细胞，再测定各组细胞内荧光素酶活性。结果

表明，pGL3⁃MIP⁃1α⁃3的启动子活性明显低于pGL3⁃
MIP⁃1α⁃FL、pGL3⁃MIP⁃1α⁃1和 pGL3⁃MIP⁃1α⁃2，提
示pGL3⁃MIP⁃1α⁃3与pGL3⁃MIP⁃1α⁃2相比，可能截去

了1个有效的 IRF⁃8结合元件，而根据上述生物信息

学软件预测的结果，该截短区域（-352 ~ -3 nt）内存

在1个可能的 IRF⁃8结合元件（即-249 ~ -236 nt，5′⁃
TCATAAGAGAAACT⁃3′）。不过，具体的结合元件

及其功能仍有待于染色质免疫沉淀（chromatin im⁃
munoprecipitation，ChIP）和突变实验进行确证。

综上所述，本实验成功构建了大鼠MIP⁃1α基因

启动子（全长）荧光素酶报告质粒，并在HEK⁃293T
细胞中证实过表达 IRF⁃8可促进MIP⁃1α基因启动。

与此同时，根据生物信息学软件预测的 IRF⁃8结合

元件，设计并构建了不同的大鼠MIP⁃1α基因启动子

截短荧光素酶报告质粒，并在HEK⁃293T细胞中探讨

了过表达 IRF⁃8对上述不同启动子区域的激活作用，

初步筛出了其可能的结合元件，这为今后进一步研究

sublytic C5b⁃9刺激大鼠GMCs中MIP⁃1α基因表达及
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M 1

菌液PCR扩增产物（M：marker；1：pGL3⁃MIP⁃1α⁃1质粒；2：pGL3
⁃MIP⁃1α⁃2质粒；3：pGL3⁃MIP⁃1α⁃3质粒）。

图3 各截短荧光素酶报告质粒菌液PCR鉴定

Figure 3 PCR indentification of different truncated lucif⁃
erase reporter plasmids
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图4 IRF⁃8对于大鼠MIP⁃1α基因启动子各截短活性的影响

Figure 4 The effects of IRF⁃8 on the activity of different
truncated rat MIP⁃1α promoter
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其可能的启动机制提供了有用的实验材料。
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