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pGL3-Basic-COX-2-promoter报告基因重组质粒的构建及其功能鉴定 
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目的: 构建COX-2基因启动子荧光素酶报告基因重组质粒pGL3-Basic-COX-2-promoter, 并进行功能鉴定. 方法: 根据已知人的
COX-2基因启动子序列设计两端引物, 扩增人基因组DNA中的COX-2启动子. 载体质粒pGL3-Basic和COX-2启动子分别用限制性内切
酶Hind Ⅲ和Bgl Ⅱ双酶切, 将COX-2基因启动子插入到pGL3-Basic报告载体中. 构建的pGL3-Basic-COX-2-promoter重组质粒和
内参质粒pRL-SV40瞬时共转染胃癌MKN45细胞, 加入100倍细胞数量的H pylori共培养不同时间后, 检测双荧光素酶的活性. 结
果: 成功构建COX-2基因启动子重组质粒pGL3-Basic-COX-2-promoter, 质粒测序及酶切结果完全正确. 瞬时转染实验显示, COX-
2启动子在MKN45细胞中的转录表达随时间的变化而升高, 转染后40 h的双报告基因活性是转染后8 h的3.5倍(P<0.01); 加入H 
pylori共培养后, 同时间点的荧光素酶活性明显升高(P<0.05或0.01), 转染后40 h的活性是转染后8 h的5倍(P<0.01). 结论: 
pGL3-Basic-COX-2-promoter在胃癌MKN45细胞中能被转录激活, 加入H pylori刺激后COX-2活性显著增强, pGL3-Basic-COX-2-
promoter可以用来鉴定和检测细胞中COX-2的水平.
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