荧光报告基因实验
一、什么是荧光素酶和双荧光素酶？
荧光素酶报告基因检测是以荧光素（luciferin）为底物来检测萤火虫荧光素酶（Firefly Luciferase）活性的一种报告系统。荧光素酶可以催化luciferin氧化成oxyluciferin，在luciferin氧化的过程中，会发出生物荧光（bioluminescence），可通过荧光测定仪设备测定luciferin氧化过程中释放的生物荧光，常应用于miRNA靶基因验证及启动子转录活性调控等方向研究。
利用荧光素酶与底物结合发生化学发光反应的特性，把感兴趣的基因转录的调控元件克隆在萤火虫荧光素酶基因的上/下游，构建成荧光素酶报告质粒。然后转染细胞，适当刺激或处理后裂解细胞，测定荧光素酶活性。通过荧光素酶活性的高低判断刺激前后或不同刺激对感兴趣的调控元件的影响。

双荧光素酶通常是指萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶。萤火虫荧光素酶是从甲虫（Photinus pyralis）中分离得到，分子量为61kDa；海肾荧光素酶（Renilla Luciferase）则是从海肾（Renilla reniformis）中分离，分子量为36kDa。 

（一）两种酶的区别？
1. 底物和辅因子不同：萤火虫荧光素酶需要荧光素、氧气、ATP和镁离子同时存在才能发光；而海肾荧光素酶仅需要腔肠素（coelenterazine）和氧气。
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2. 发光的颜色不同：萤火虫荧光素酶产生的光颜色呈现黄绿色，波长550-570nm；而海肾荧光素酶产生蓝光，波长480nm。正是由于这两种酶的底物和发光颜色不同，所以在双报告实验中得到广泛应用。

（二）为什么采用双荧光素酶报告系统？
单报告基因实验往往会受到各种实验条件的影响，而双报告基因则通过共转染的“对照”作为内参为试验提供一基准线，从而可以在最大程度上减小细胞活性和转染效率等外在因素对实验的影响，使得数据结果更为可信。一般情况下，海肾荧光素酶基因作为内参使用，将带有海肾荧光素酶基因的质粒与报告基因质粒共转染细胞；或是将两个报告基因构建到同一个质粒上，分别用不同的启动子启动其表达。计算结果时，将萤火虫荧光素酶的检测值比上海肾荧光素酶检测值（Firefly Luciferase/ Renilla Luciferase），这样就可以减少内在变化因素对实验准确性的影响，相当于做了标准化，使测试结果不受实验条件变化的干扰。

（三）双荧光素酶报告基因检测有哪些常用的载体？
1. 两种荧光素酶分别位于两个载体上。
比如研究miRNA的靶基因实验时，这两种载体分别为：
（1）pMIR-REPORT载体：它用来插入miRNA靶序列，评估细胞内miRNA功能。该载体包含一个CMV启动子控制下的萤火虫荧光素酶报告基因。在荧光素酶基因的3'UTR区域包含一个多克隆位点，用于插入预测miRNA的结合靶序列或其他核苷酸序列。若荧光素酶活性下降，说明该段插入序列受到miRNA调节，这模仿了miRNA靶序列的作用方式。
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（2）pRL系列载体（以pRL-CMV为例），pRL系列载体可在哺乳动物细胞中组成型地表达海肾荧光素酶。
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又如，研究转录因子和启动子的实验时，两种载体分别为：
（1）pGL4.20载体，pGL4.20载体含Luciferase荧光素酶报告基因，无启动子，用于研究目的启动子的功能，在荧光素酶基因的上游包含一个多克隆位点，用于插入启动子序列，若Luciferase荧光素酶活性上升，说明该段启动子受到转录因子的调控。
（2）pRL系列载体。
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2. 两种荧光素酶位于同一个载体上。这样偏差更小，毕竟转染一个质粒比转染两个质粒要容易，在这方面，根据检索到的资料显示，现在的这类质粒比较有名的是Promega公司的pmirGLO质粒。
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二、双荧光素酶报告系统有哪些应用？
（一）验证microRNA同某基因mRNA靶向互作。将待测mRNA的3’UTR序列插入报告基因载体，再共转入该microRNA，如果萤光素酶活性下降，则提示为其靶序列。
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（二） 验证microRNA同lncRNA靶向互作。将候选的lncRNA序列插入报告基因载体中F-Luc的3’UTR区域，检测萤光素酶活性。
[bookmark: _GoBack]（三） 验证特定转录因子同其调控序列的作用。将该序列（通常为启动子区域）插入报告基因载体，同时在实验细胞中共转过表达该转录因子，可分析转录因子过表达是否提高萤光素酶活性。
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（四） 启动子结构分析。将启动子区域序列（通常2k左右）进行分段截短，或对特定位点进行突变，再分别构建入luciferase报告载体，检测其启动子活性。
（五） 启动子SNP分析。一些基因的启动子区域存在单核苷酸多态性，可运用萤光素酶报告系统分析其相对活性。
（六） 可以分析信号通路是否激活。将该信号通路的下游响应原件序列构建入报告基因载体，在不同上游信号条件下，萤光素酶活性代表了通路的下游响应。如将HIF1α的响应原件hypoxia-responsive element (HRE)插入luciferase报告载体构建稳转细胞株，可以用于低氧相关通路的研究。又如，在GPCR研究中，将cAMP response element（CRE）载入报告基因载体，构建稳定表达细胞株后，可以用于分析GPCR的激活与抑制剂筛选。 

三、实验步骤（以验证Gene A为miRNA的靶基因为例）
主要分为：质粒转染细胞→双报告基因检测→统计学分析。
1.需要的病毒或者质粒：
miRNA-Ctrl/miRNA-OE（miRNA的ctrl和OE可以提前包好病毒）
pMIR-REPORT（不插入任何片段，作为control）
pMIR-REPORT-WT（将Gene A的3’UTR插入pMIR-REPORT）
pMIR-REPORT-MT（将Gene A的3’UTR突变后插入pMIR-REPORT）
pMIR-REPORT-miRNApos（将miRNA的反向互补序列插入，作为阳性对照）
pRL-CMV（作为内参）
（根据实验需要也可以再设置siRNA组）
2.实验步骤（以24孔板为例）
· Day1 种细胞于24孔板
· Day2 病毒感染（根据实验加入一定量的miRNA-Ctrl/miRNA-OE）
· Day3 Report质粒转染（以24孔板一个孔为例，实验时可配置成Mix逐孔加入以减少误差）:
25ul opti-MEM+300ng plasmid+10ng pRL-CMV
25ul opti-MEM+0.45ul lip2000
6h后换液
（实验分组可参考下图，每个组可以设置3个重复孔）
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· Day4 双报告基因检测
（1）1 X cold PBS清洗一遍，加入80-100ul lysis buffer（buffer用量可以根据细胞量进行调整）；
（2）在摇床上冰上被动裂解30min；
（3）4℃，12000rpm离心10min；
（4）吸取上清10ul于luciferase 专用96孔板；
（5）依次加入50ul Firefly Luciferase Buffer(FB)或50ul Renilla Luciferase Buffer(RB)（RB中加入腔肠素，现用现加,FB和RB可在441室再加入）;
（6）酶标仪检测发光。

四、数据分析（以miRNA调控靶基因的实验为例）
1.先计算出每孔的Firefly Luciferase/ Renilla Luciferase 的比值(F/R，第4列和第10列)；
[bookmark: OLE_LINK1]2.求出miRNA-Ctrl三个重复孔的平均值（下图第5列 average1）；
3.再以miRNA-Ctrl组的average1为标准1，用miRNA-OE组的F/R三个重复值（第10列）分别除以average1 得到三个ratio(相当于进行了一个标准化);
4.求出ratio的平均值作为average2。
5.分别用average1和average2的值作柱状图。
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五、常见问题分析
正是由于报告基因检测结果受多种因素影响，如载体状态、细胞状态、转染量、转染效率、裂解效率、加样精度、检测过程等，一旦某个细节处理不好，都可能导致实验失败或结果的不准确。

（一）荧光值过高
荧光值过高可通过以下方式尝试解决：
1. 减少质粒转染量；
2. 细胞样品裂解后，离心取上清后可适当稀释后检测。
注：不建议通过减少底物量来降低荧光值，需要保证底物的饱和来反映荧光素酶真实的表达水平，否则会造成检测结果出现大的偏差。

（二）荧光值过低
若检测到的荧光值比较低或无荧光值，可从样品裂解效率、转染效率、检测过程等这几方面进行考虑：
1. 转染效率低
（1）优化转染实验条件； 
（2）确保转染DNA的质量，可通过酶切或琼脂糖凝胶电泳的方法对DNA质量进行鉴定；
（3）选择活性较高，处于指数分裂期的细胞进行转染。
2.检测过程操作不规范
（1） 需加入足量底物，保证底物的饱和，否则会造成检测结果出现很大偏差；
（2）室温反应。反应时各个组分（细胞裂解产物，底物工作液等）都需要调整到室温；
（3）荧光素酶的半衰期一般约30min，加完底物后可立即检测，尽量在30 min内完成。
3.底物氧化失效
（1）底物避光密封保存，萤火虫荧光素酶底物-20℃保存；海肾荧光素酶底物推荐-80℃保存；
（2）反应工作液建议现用现配。

（三）复孔重复性差
报告基因检测实验受多种因素影响，因此同批次样品检测值也可能出现浮动。除了引入另一个报告基因作为内参照避免实验条件变化的干扰之外，一般还需设置3个复孔。想要得到一个准确的结果，应尽可能减小复孔之间的差异性：
1. 细胞裂解后建议离心取上清，保证样本的均一性；
2. 保证加样的准确性，移液器需定期校准，确保移液精准；
注：荧光素酶报告基因实验的检测结果非常灵敏，复孔之间的数值有一定差异是正常的，一般认为在同一个数量级的差异是可以接受的。

六、荧光素酶报告基因还有哪些其他用法？
荧光素酶基因还可以用来标记细胞和活体动物，步骤如下：
· 将荧光素酶基因插到预期分析的细胞染色体内；
· 通过单克隆细胞技术的筛选，培养出能稳定表达荧光素酶的细胞株，当细胞分裂、转移、分化时, 荧光素酶也会得到持续稳定的表达；
· 将标记好的细胞接种到实验动物体内后，当外源（腹腔或静脉注射）给予其底物荧光素(luciferin)，即可在几分钟内产生发光现象。这种酶在ATP，氧存在的条件下，催化荧光素的氧化反应才可以发光，因此只有在活细胞内才会产生发光现象，并且发光光强度与标记细胞的数目线性相关。
 荧光素酶报告基因标记活体动物的应用领域：
（1）肿瘤学：荧光素酶报告基因活体成像能够让研究人员能够直接快速的测量各种癌症模型中肿瘤的生长、转移以及对药物的反应。非常适合于肿瘤体内生长的定量分析，避免宰杀老鼠。
（2）干细胞与免疫学：萤火虫荧光素酶报告基因做示踪标记干细胞，将目的基因与萤火虫荧光素酶基因融合融合表达，做成转基因小鼠，进行干细胞移植，可以用活体生物发光成像技术示踪干细胞在体内的增殖、分化及迁徙的过程。
可以通过标记免疫细胞，观察免疫细胞对肿瘤细胞等的识别和杀死功能，评价免疫细胞的免疫特异性、增殖、迁移及功能等。
（3）蛋白质相互作用：可利用动物体内生物发光成像技术研究活体动物体内蛋白与蛋白的相互作用。其原理是将分开时都不单独发光的荧光酶的C端和N端分别连接在两个不同的蛋白质上，若是这两个蛋白质之间有相互作用，荧光酶的C端和N端就会被连接到一起，激活荧光素酶的转录表达，在有底物存在时出现生物发光。在活体条件下研究药物对蛋白质相互作用的影响，可以观察到在体外实验中无法模拟的活体环境对蛋白质相互作用的影响。（荧光素酶酶活恢复法检测体内蛋白质互作，来自萤火虫的荧光素酶（Firefly luciferase, LUC）可以分成N和C两段蛋白质而没有酶活，将N和C端各融合另外的两个蛋白质，如果这两个蛋白质在体内可以互作的话，那么LUC的N和C端将在空间上靠近而恢复酶活，因此可以通过检测分段的LUC可否恢复酶活而判断两个蛋白质之间在体内是否存在相互作用。）
image4.png
2257 BamH |

SV40 late
poly(A)

2005 Xbal

1074 Csp45 |

PRL-CMV
Vector

(4079bp)

Pst |1 836
Nhe 11058

Bglll 1

CMV Immediate Early
Enhancer/Promoter

EcoICR 1725
"Hind Il 754

1354VA01_6A




image5.png
Synthetic poly(A)
signal/transcriptional
pause site

(for background
reduction)

Sall 3188

Synthetic

poly(A) Amp"

Puro”
pGL4.20[/uc2/Puro]
Vector

SV40 early  (5404bp)
enhancer/
promoter

2020 BamHI

SV40 late
poly(A) signal

5134MA




image6.png
SV40 late
MCS  poly(A) signal

SV40 early
enhancer/promoter

hRluc-neo

pmirGLO
fusion

Vector

e (7350bp)

promoter

Synthetic
poly() signal

Ampr ’

57...GCAAG ATCGC CGTGT AATTC TAGTT GTTTA AACGA GCTCG CTAGC

7841MA

lue2 Pmel  EcolCRI  Nhel
Dral Sac |

CTCGA GTCTA GAGTC GACCT GCAGG... 8

Xhol Xbal Sall
Accl Sbfl





image7.png
promotor luciferase Iuciferase 3'UTR
S —
I E——

| |

Transeription factor x miRNA
promotor Iuciferase Iuciferase 3UTR

! !
e e




image8.png
N

e C\ OQO





image9.png
control

MT

MIRNAP

259
174
Rii

3648

3442

3415
962
878
885

1403

1346

1369

3 4

MIRNA-Ctri

R FIR
708 0.365819
608 0.286184
707 0.157001
6983 0.522412
5512 0.624456
5224 0653714
2456 0.391694
2280  0.385088
1990 0444724
5900  0.237797
5474 0.24589
5739 | 0.238543

averagel,  SD
0269668 0.105384

0600194 0.068931

0.407168  0.032691

0240743 0.004473

control

MT

MIRNAF®

F
147
1247
1407
2207
2229
2230
1957
2277
2294
432
514
543

R
4502
3721
5013
6507
5817
8192
3697
3617
4541
6609
6093
7103

10
MIRNA-OE

FIR
0254776
0335125

0.28067
0339173
0383187
0272217
0529348
0629527
0505175
0.065365
0084359
0.076447

1

ratio
0.944774
1.24273
1.040798
0.565106
0638439
0.453548
1.300072
1.546110
1.240703
0271515
0.350411
0.317544

12 13

average2  SD
1.076101 0152083

0552365 0.093102

1.362295 0.161933

0.313157 0.039631




image10.png
1 miRNA-Ctrl
@@ miRNA-OE

|

HE

—

REOLTNQ®OSITANS
v+~ +~oocoo o

AIAROY 8selaydn pazijewioN

control





image1.jpeg
HO. COOH irefly luc se " ™
TGy e TR Oy st





image2.jpeg
oH

0

Rentauierase

aN

o




image3.png
SV40 polyA Hindlll (463)

Pmel (476)

(6438) Ml (485)
Notl (407)
SV40 P(;?:;)Q:Er Y f _Nael (507)
| \( — Sacl (519)
Puromycin —— el
G7)

(5188)
SV40 pA
(5153)-\Y
Sspl (4961)
(4943)\

‘\\“\‘ Luciferase
y
\
) EcoRI (1609)

]

pMIR-REPORT™ Luciferase
6470 bp

Ampicillin /

BamHI (2205)
(4083)
(4024)7 LcMV Promoter

ColE1 Origin “-EcoRI (2808)

(3138)
Figure 1. pMIR-REPORT Luciferase
CMV Promoter: 2210-2813 Puromycin: 5447-6046
Firefly luciferase: 540-2210 SV40 pA signal: 5153-5188
MCS: 467-539 Ampicillin: 4083-4943
SV4Q Poly(A): 404-467 ColE1 Origin: 3138-4024
SV40 Promoter: 6139-6438 -





