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摘  要：人 MTERF3基因编码线粒体基因转录和能量代谢的负调控因子。采用 PCR技术对人MTERF3基因 5'侧

翼上游 1251 bp启动子序列进行扩增，并将其克隆至荧光素酶表达载体 pGL6-TA，构建人MTERF3基因启动子荧

光素酶报告基因质粒。经酶切、测序鉴定后，将其用脂质体转染体外培养的 HEK293细胞株，利用双荧光素酶测

定系统检测其表达活性。研究结果表明，克隆获得的 1251 bp DNA序列与 GenBank报道的一致，且插入方向正

确。含人MTERF3基因启动子的报告基因荧光素酶的表达活性显著提高（P＜0.05），约为对照组（空载体 pGL6-TA）

的 9.8倍。本研究通过对人MTERF3基因启动子的克隆及其荧光素酶表达载体构建与表达活性的测定，为进一步

阐明人MTERF3基因表达的调控机制奠定实验基础。 
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Abstract: Human mitochondrial transcription termination factor 3 (MTERF3) protein is a negative regulator of 
human mitochondrial gene expression and energy metabolism. Human MTERF3 gene was amplified with the 
human genome by PCR, the segment was cloned into the eukaryotic expression vector pGL6-TA. The 
recombinant was detected by endonuclease and sequenced. Plasmid pGL6-MTERF3-promoter was transfected 
into HEK293 cells by lipofectamine 2000. The activity of luciferase was detected, and the effect of the human 
MTERF3 promoter was studied. The sequenced segment (1251bp) in the recombinants was identical to that 
reported in GenBank and the segment was inserted in right direction. The dual-luciferase analysis results showed 
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that the human MTERF3 promoter containing 1251bp fragment had the high transcriptional activity in HEK293 
cells transfected with the recombinant plasmid, which were about 9.8 times of those in negative control group 
(empty vector pGL6-TA). The luciferase reporter gene vector with human MTERF3 promoters of 1251bp has 
been constructed successfully, which lay a foundation of further study on the regulation of the human MTERF3 
gene expression. 
Key words: human MTERF3 gene; promoter; reporter gene; luciferase; vector 
 

人线粒体转录终止因子 3（mitochondrial 
transcription termination factor 3, MTERF3）基因属
于线粒体转录终止因子基因超家族的成员，定位于

人类染色体 8q22.1，由 11个外显子和 10个内含子
组成[1]。人 MTERF3 基因编码的蛋白质产物由 417
个氨基酸残基构成，N端 1-68个氨基酸为进入线粒
体的导肽，其后 349个氨基酸为成熟的MTERF3蛋
白[2]。已有研究证实，人 MTERF3是线粒体基因转
录和能量代谢的负调控因子[3]，但其自身表达调控

的机制目前仍不明确。基因表达的启动、RNA水平
的修饰、蛋白水平的调节等环节是影响基因的表达

水平的主要因素，其中最为关键的一环是基因转录

水平的起始[4]。启动子对转录激活起着重要的作用，

所以启动子的克隆是研究启动子活性的基础。目

前，国内外尚未见有关于人 MTERF3基因启动子克
隆的研究报道。因此，本研究用 PCR 技术扩增人
MTERF3基因启动子区 1251 bp的 DNA序列，克隆
至荧光素酶报告基因载体 pGL6-TA，并对其转录活
性进行初步分析，为进一步研究人 MTERF3基因表
达调控的分子机制奠定实验基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  实验材料  

人胚肾 HEK293 细胞株和感受态大肠杆菌
JM109细胞株由本实验室保存。 
1.1.2  试剂 

荧光素酶报告基因载体 pGL6-TA、海肾荧光素
酶报告基因载体 pRL-TK载体、RIPA细胞裂解液、
双荧光素酶检测试剂盒（dual luciferase reporter 
Kit）、PBS缓冲液（pH7.4）购自上海碧云天生物技
术有限公司，全血基因组 DNA 提取试剂盒购自北
京天根生物技术有限公司，PCR产物纯化试剂盒、
DNA凝胶回收试剂盒、小量质粒DNA提取试剂盒、

Hot-Start Taq DNA聚合酶、T4 DNA 连接酶、限制
性核酸内切酶、DL2000 DNA Marker等购自大连宝
生物工程有限公司，转染试剂 Lipofectamine 2000
购自 Invitrogen公司，DMEM培养基、胎牛血清购
自 Gibco公司，其他化学试剂均为国产分析纯。引
物合成和DNA测序由昆明硕擎生物技术公司完成。 
1.1.3  仪器 

2720 Thermal Cycler 型 PCR 扩增仪（美国
Applied Biosystems公司）；9507 Lumat LB光度计
（德国 Berthold Technologies GmbH & Co.KG）；凝
胶成像系统（美国 Bio-Rad公司）；恒温振荡器（江
苏太仓实验厂）：高速冷冻离心机（美国 Thermo公
司）；UV-2000切胶仪（上海天能科技有限公司）；
DYY-6C型电泳仪（北京六一仪器厂）；SW-CJ-1FD
超净工作台（苏州净化有限公司）；生物安全柜（苏

州安泰空气技术有限公司）；全自动灭菌锅（上海

博讯实业有限公司医疗设备厂）；3111 细胞培养箱
（美国 Thermo公司）； HH-4恒温水浴锅（上海国
华电器有限公司）；微量移液器（德国 Eppendorf公
司）。 
1.2  方法 
1.2.1  引物设计 
根据UCSC基因组数据库中的人MTERF3基因

序列，提取该基因 5'侧翼启动子区 3000 bp的序列，
用软件 TFSEARCH ver 1.3对该基因启动子区进行
预分析 [5]。再根据生物信息学分析结果及人

MTERF3基因启动子区包含 CpG岛的 1251 bpDNA
序列，采用 Primer premier 5.0软件包设计一对特异
性引物，上游引物 5'端加入 KpnⅠ酶切位点，下游
引物 5'端加入 Hind Ⅲ酶切位点，上游引物为
MTERF3-promoter-F: GGCGGTACCAGCGGTGTG 
TGCTGAA，下游引物为 MTERF3- promoter-R: 
GGCAAGCTTTCTACTGGGCGGCG AAA。 
1.2.2  基因组 DNA的提取 
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抽取健康人静脉血 3 mL，分离外周血单个核细
胞，用基因组 DNA 提取试剂盒提取外周血基因组
DNA，作为 PCR 扩增的模板，操作步骤严格按照
试剂盒说明书进行。 
1.2.3  PCR扩增 
利用合成的一对特异性引物（MTERF3- 

promoter-F 和 MTERF3-promoter-R），PCR 扩增人
MTERF3基因启动子序列，PCR反应体系为：基因
组 DNA模板 1 μL，10×Taq酶缓冲液 5 μL，上下游
引物各 1 μL，Taq DNA聚合酶 0.2 μL，dNTP 2 μL，
补充双蒸馏水至总体积为 50 μL。PCR反应条件为：
95℃预变性 3 min，94℃变性 1 min, 58 ℃退火 30 s, 
72 ℃延伸 1 min，共 30个循环，最后 72 ℃再延伸
5 min。取所有 PCR产物用 1.5%琼脂糖凝胶进行电
泳，再用 DNA凝胶回收试剂盒进行纯化。 
1.2.4  重组荧光素酶报告基因载体的构建及鉴定 

PCR 扩增人 MTERF3 基因 5'侧翼启动子中
1251 bp的 DNA片段，经过电泳和胶回收纯化后用
KpnⅠ和 Hind Ⅲ限制性核酸内切酶消化，连接至
pGL6-TA 质粒荧光素酶（Luciferase）基因上游。
重组质粒转化到感受态大肠杆菌 JM109，经双酶切
和 PCR鉴定后，送昆明硕擎生物技术有限公司进行
DNA测序，测序引物为RVprimer3-F:CTAGCAAAA 
TAGGCTGTCCC，RVprimer3-R: CTGAGCGTCA 
GACCCCGTAG。将成功构建的质粒命名为 pGL6- 
MTERF3- promoter。 
1.2.5  细胞培养与转染 

用含 10% FBS的 DMEM培养基培养 HEK293
细胞，传代后以 2×104个/孔接种至 24 孔细胞培养
板中，待细胞生长至约 80%~90%融合时，利用脂
质体 Lipofectamine 2000将上述构建的重组质粒与
内参对照质粒 pRL-TK共转染 HEK293细胞，内参
照与重组表达质粒的比值为 1:20，以转染 pGL6-TA
空载体为对照物。质粒转染操作严格按试剂盒说明

书进行。每组设 3个复孔，独立重复实验 3次。 
1.2.6  荧光素酶表达活性的检测 

重组荧光素酶报告基因质粒通过脂质体介导

转染 HEK293细胞 48 h后，离心收集细胞，用灭菌
的 PBS洗涤细胞 2~3次，分别加入 RIPA细胞裂解
液，待细胞完全裂解后离心收集上清液，检测荧光

素酶活性，严格按照双荧光素酶报告基因检测试剂

盒说明书操作，取样本 20~100 μL，加入 100 μL萤

火虫荧光素酶检测试剂，混匀后，以报告基因细胞

裂解液为空白对照，测定萤火虫荧光素酶相对光单

位（RLU，relative light unit），然后再加入 100 μL
海肾荧光素酶检测工作液，混匀后测定海肾荧光素

酶相对光单位。分别记录萤火虫荧光素酶（Firefly 
luciferase）激发底物释放荧光的数值（RLU1），样
本中内参对照质粒携带的海肾荧光素酶（Renilla 
luciferase）激发底物释放荧光的数值（RLU2）。以
RLU1/ RLU2比值表示重组质粒荧光素酶相对表达
活性。每组设 3个复孔，独立重复实验 3次。 
1.2.7  pGL6-MTERF3-promoter启动活性的测定 
在重组质粒中萤火虫荧光素酶的表达受上游

启动子序列的调节。细胞转染后，萤火虫荧光素酶

活性的高低直接反映了启动子的强度。用相同量的

pGL6-TA、pGL6-control、pGL6-MTERF3- promoter
分别和 pRL-TK共转染HEK293细胞，继续培养 48 h
后测定荧光素酶活性。 
1.2.8  统计学处理 
采用 SPSS 17.0软件进行统计学分析。实验数

据以均数±标准差（mean ± SD）表示，各组均数比
较采用独立样本 t-test，以 P＜0.05为差异具有统计
学意义，P＜0.01为差异极显著。 

2   结果与分析 

2.1  人 MTERF3基因启动子 PCR产物的扩增 
以人基因组DNA为模板，利用 PCR技术扩增人

MTERF3基因 5'侧翼启动子区 1251 bp的DNA序列，
加上引物上的保护碱基和酶切位点，PCR产物的全长
为 1269 bp，1.5%琼脂糖凝胶电泳结果显示，扩增得
到的 PCR产物的片段大小与预期值相符(图 1)。 

 
M：DL2000 DNA marker  1: PCR产物 

图 1 人MTERF3基因 5'启动子区 1269 bp PCR扩增结果 
Fig.1 PCR amplification of the human MTERF3 5-falnking 

promoter 
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2.2  pGL6-MTERF3-promoter质粒的构建 
PCR 扩增人 MTERF3 基因 5'侧翼启动子区 

1269 bp的 DNA序列，通过 T4 DNA连接酶连入
pGL6-TA质粒荧光素酶基因的上游，成功构建质粒
pGL6-MTERF3-promoter（图 2）。 

                  

 
图 2  pGL6-MTERF3-promoter重组质粒的图谱 
Fig.2 plasmid profile of pGL6-MTERF3-promoter  

 

2.3  pGL6-MTERF3-promoter质粒的鉴定 
pGL6-MTERF3-promoter 重组质粒经 KpnⅠ和

Hind Ⅲ双酶切，被切割成 1269 bp和 5629 bp两个
片段，酶切反应的结果与预期的相符（图 2）。DNA
测序结果显示外源片段正确插入 pGL6-TA载体，碱
基序列与 GenBank中报道的序列完全一致，无移码
突变（图 3）。 

 
M：DL2000 DNA marker  1: pGL6-MTERF3-promoter酶切片段 

图 3  KpnⅠ和 Hind Ⅲ双酶切 pGL6-MTERF3-promoter 
Fig.3 pGL6-MTERF3-promoter digested by Kpn and Hind Ⅰ Ⅲ 

 
图 4  人MTERF3基因启动子荧光素酶报告基因表达载体

的测序结果 
Fig.4 DNA sequence of luciferase reporter gene vectors 

containing human MTERF3 promoter region 
 

2.4  pGL6-MTERF3-promoter的启动活性检测 
pGL6-TA 、 pGL6-control 、 pGL6-MTERF3- 

promoter重组质粒分别与内参质粒 pRL-TK共转染
HEK293 细胞后，用双荧光素酶活性检测试剂盒分
析启动子活性，结果显示，pGL6-MTERF3- promoter
的荧光活性介于 pGL6-TA和 pGL6- control之间，
比 pGL6-TA对照组的荧光活性高出约 9.8倍，差异
具有统计学意义（P＜0.05）（图 4）。 

 
图 5  HEK293细胞株荧光素酶活性测定结果（与对照组比

较，**P＜0.01, *P＜0.05） 
Fig.5 Measurement of luciferase activities in HEK293 

3  讨论 

人 MTERF3 属于线粒体转录终止因子蛋白家
族的成员，它通过与线粒体 DNA（mitochondrial 
DNA, mtDNA）重链和轻链启动子区结合，抑制线
粒体 DNA双链的转录水平[3]。Wredenberg 等的研
究进一步发现哺乳动物 MTERF3 还能调节线粒体
中核糖体大亚基的组装，影响线粒体核糖体的生物

合成[6]。人 MTERF3蛋白是线粒体基因表达和能量
代谢的负调控因子，对恶性肿瘤、线粒体糖尿病、

神经退行性疾病（如阿尔茨海默病、帕金森症等）

的诊断与治疗具有较好的应用前景[7]。然而，对于
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影响人 MTERF3 基因自身表达调控的机制迄今仍
不清楚。 
转录水平的调控是基因表达调控中尤为重要

的一个环节，转录起始是基因表达的基本控制点，

而靶基因启动子的重组报告基因表达质粒则是研

究转录调控机制的基础。我们在前期研究中，通过

生物信息学方法对人 MTERF3 基因的启动子区的
序列特征、转录因子及其结合位点进行了分析。为

进一步探讨人 MTERF3基因的表达调控机制，本研
究进行了人 MTERF3 基因启动子的克隆及其荧光
素酶报告基因表达载体的构建。荧光素酶报告基因

法是目前用于基因转录调控研究的一种常用方法，

广泛应用于启动子转录活性的分析，它通过将目的

基因特定的启动子、增强子等调控元件克隆至不含

启动子的荧光素酶报告基因表达载体中，通过质粒

转染细胞，下游的荧光素酶的表达水平能直接反映

上游的启动子的转录活性 [9]。康鲁东等构建了人

PSMA 基因启动子表达载体 [9]，周雯等构建了人

claudin-10 基因启动子荧光素酶基因质粒[10]，陈衍

等构建了人脂肪酸合成酶 FAS基因启动子表达载
体[11]，以上研究中构建的载体均成功的应用于人类

基因启动子活性的研究。 
本研究选用人 MTERF3基因 5'侧翼 3000 bp长

度的 DNA 序列作为目标序列，通过软件

TFSEARCH分析转录因子结合位点进行初步预测，
克隆了人MTERF3基因启动子区 1251 bp的序列，
构建了人MTERF3荧光素酶报告基因表达质粒。为
检测其启动子活性，研究中选择了快速、简便、灵

敏的双荧光素酶报告基因系统进行人 MTERF3 基
因启动子活性的检测，该系统是先以荧光素

（luciferin）为底物来检测萤火虫荧光素酶，后以肠
腔素（coelenterazine） 为底物来检测海肾荧光素酶，
并且在后续加入海肾荧光素酶底物时，同时加入抑

制萤火虫荧光素酶催化 luciferin发光的物质，使后
续检测仅仅检测到海肾荧光素酶的活性，从而实现

双荧光素酶报告基因检测[12]。用等量的 pGL6-TA、
pGL6-control、 pGL6-MTERF3- promoter 分别和
RL-TK 共转染 HEK293细胞，培养 48 h后检测荧
光素酶活性，发现 pGL6- MTERF3-promoter的荧光
素酶的表达显著的提高，荧光活性比 pGL6-TA高约

9.8 倍。总之，本研究成功构建了含人 MTERF3 基
因启动子的荧光素酶报告基因表达载体，为后续研

究人 MTERF3 基因启动子的组织特异性和表达调
控机制奠定了基础。 
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