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摘 要!$目的% 研究
&'(!)*+,-

启动子区单核苷酸多态
/0*1)%2!) 34,56

对其转录调控的影响&

$方法% 构建含有不同基因型
&'(!)*+,-

启动子区的报告基因表达载体
789)!+:0'-!&'()*+,-!4

和
789)!+:0'-!&'()*+,-!5

"分别与内参质粒
;<*"

共转染于
=>?:

'

@A*1

和
5=B

三种细胞后进
行荧光素酶活性分析& $结果%

789)!+:0'-!&'()*+,-!5

等位基因组荧光素酶相对活性与
789)!

7/C&CD>/!&'()E5!4

组等位基因相比"均有显著升高!

FGEHE$

(& $结论% 荧光素酶活性强弱间接
反映了

&'(I@

启动子区遗传变异对转录活性的影响" 当
&'(!)*+,-

启动子区
/0*1)%2!)

位点
为

5

时"可以更为有效地增加
&'(!)*+,-

的转录产物"从而在转录水平上调控
&'(I@

的表达&

主题词!

&'(!)*+,-

)启动子区)单核苷酸多态性
中图分类号!
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&'-/C(I@0 Y&'(I@0Z

是一类长约
!!

个核苷酸

的非编码单链
(I@

分子"广泛分布在病毒'植物和

高等哺乳动物中" 进化上高度保守& 作为一类不编

码蛋白质的
(I@

"

&'(I@0

在生物体的生长发育过

程中发挥了非常重要的调控作用& 研究表明"

&'(!

I@0

主要通过与靶基因完全或不完全互补结合"促

进靶基因
&(I@

降解或抑制翻译而调节基因的表

达& 作为基因表达的负调控因子"每个
&'(I@

可以

调节数百个靶基因"其在细胞增殖'分化'凋亡及发

育' 器官形成等一系列重要生命过程中发挥着重要

作用$

$c)

%

&最近的研究表明"

&'(I@0

表达失调与肿瘤

的发生发展密切相关"其作用具有广泛性和复杂性"

已经发现的人类
&'(I@0

大部分
YA!.Z

位于已知的

肿瘤相关基因组区域内或已知的基因脆性位点 $

*

%

&

同时发现"

&'(I@0

的表达失调是恶性肿瘤的共有

现象"可以导致细胞的恶性转化$

A

%

&

&'(!)*

家族是进化中一类高度保守的
&'(I@

家族"广泛存在于节肢动物'线虫纲动物及哺乳动物

%)A
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中! 人类
;0<!=>

家族主要包含以下
=

个成员"

;0<!

=>+

#

;0<!=>?

和
;0<!=>4

! 其中
;0<!=>+

基因位于

$@=A

$单独转录表达$而
;0<!=>?

和
;0<!=>4

则是

作为一个基因簇共同转录表达 %

A

&

! 多项研究表明$

;0<!=>

家族与
@B=

基因之间形成正反馈网络在
@B=

介导的细胞周期和细胞凋亡调控网络发挥着重要作

用%

A

$

C

&

! 同时$

.')*16

等%

%

&研究结果表明$

;0<!=>

家族

可靶向作用于多条肿瘤相关通路的基因$ 如
.DE>F

A

#

.64,0* G!

#

HGI

#

J4,!!

等在内的近百个下游靶基

因$与肿瘤发生发展密切相关!

单核苷酸多态性'

K:L

(是人类基因组中最常见

的遗传变异之一$

;0<:M

基因及其附近区域的遗传

变异可能通过影响
;0<:M

的成熟进程而发挥其功

能%

NO$$

&

! 本研究通过对
;0<!=>

基因及其启动子区域

在人类
K:L

数据库中进行相关搜索和比对$筛选到

位 于
;0<!=>?F4

启 动 子 区 单 核 苷 酸 多 态 性

)2>N=%C!=PIF.Q

! 生物信息学软件预测结果表明$该

;0<:M

启动子区
K:L

'

IF.

(改变可能会影响其与转

录因子
RMIM

的结合$ 从而发挥其生物学调控作

用! 本研究通过构建含有不同基因型
;0<!=>?F4

启

动子区的报告基因表达载体$ 利用双荧光素酶报告

基因系统研究了
;0<!=>?F4

启动子区
K:L

位点对

;0<!=>?F4

的转录调控功能!

#

材料与方法

!"!

实验材料

@RS=!J+204

#

@<S!K8>T

质粒购自
U*V0W)'51*

公

司$定点突变试剂盒购自上海赛百盛生物技术公司$

转染试剂
S0@'-14W+;0*1 !TTT

购自
U*V0W)'51*

公司$

双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自于
L)';15+

公

司!

I+X D:M

聚合酶#

I> D:M

连接酶#限制性内切

酶#质粒抽提试剂盒#凝胶回收试剂盒等均为
I+Y+)+

公司产品!

Z1,+

细胞#

MB>N

及
.Z3

细胞为本实验

室保存!

!"#

实验方法

#9!9# ;0<!=>?F4

启动子序列报告基因载体构建与

鉴定

根 据
[.K. R1*';1 J)'\21)

数 据 库 提 示 $

)2>N=%C!=

多态位点位于
;0<!=>?F4

的启动子区$距

离转录起始位点上游
]>!=?@

处! 因此本研究设计的

报告基因质 粒将
;0< !=>?F4

启 动 子 区 '

]%C>?@

$

^=$!?@

(序列装入不含启动子的
@RS=!J+204

报告基

因载体中!

构建含有
;0<!=>?

启动子序列的
@RS=!J+204

载体$通过
L.<

扩增人
;0<!=>?

启动子区序列基因

片 段 $ 所 用 引 物 序 列 为 "

_` B" ! ..IMR.IMR!

.MIIRMMIRMI..MRMIRM.. !="

)

<` B" ! MIR!

.MMR.IIM.II..II.M.R..MRR. !="

!

L.<

反应

条件为"

NB# B;0*

$

NB$ =T2

$

AT$ =T2

$

C!$ !;0*

$

=B

个循环后于
C!$

延伸
$T;0*

! 目的片断切胶回收后

用
:/1 !

和
Z0*a!"

双酶切后装入
@RS=!J+204

载

体$ 转化
G94',0!DZB#

感受态细胞并挑取阳性克隆

测序$ 测序结果和
;0<!=>?F4

启动子区序列用
J,+2W

程序进行比对分析! 采用赛百盛定点突变试剂盒对

构建成功的质粒载体进行定点突变$ 构建含有不同

K:L

位点
PIF.Q;0<!=>?

侧翼序列的相应载体$分别

命 名 为
@RS=!?+204!;0<=>?F4!I

和
@RS=!?+204!

;0<=>?F4!.

!

$9!9!

细胞培养及转染

将生长状态良好的
Z1,+

#

MB>N

及
.Z3

细胞分

别接种于
!>

孔板中$ 参照脂质体
S0@'-14W+;0*1

IH

!TTT

说明书进行细胞转染! 质粒
^

质粒共转染分组

情况为"

@RS=!J+204

空载体
^ @<S!K8>T

#

@RS=!?+!

204!;0<=>?F4!I^ @<S!K8>T

和
@RS=!?+204!;0<=>?F4!

.^ @<S!K8>T

! 每组做
=

个平行实验$重复
=

次$转

染
!>/

后收集细胞并进行荧光素酶活性检测!

$9!9=

双荧光素酶活性测定

按
L)';15+

公司提供的双荧光素酶报告基因检

测方法进行$ 用
$%LJK

洗涤细胞
!

次$ 每孔加入

!TT$, LSJ

细胞裂解液收集细胞 $ 反复冻融后

$! TTT) &;0* >$

离心
B;0*

! 吸取
!T$,

细胞裂解的

上清液加入
$TT$,

荧光素酶底物
PSM<%Q

$混合后用

化学发光计测定荧光素酶的发光值$ 再加入
$TT$,

的反应终止液
PKW'@ b R,'Q

$ 测定作为内标的
@<S!

K8>T

荧光素酶的发光值$两者的比值即为荧光素酶

的相对活性!

!"$

统计学方法

采用
KLKK $%9T

统计软件进行统计分析$ 数据

以
!'2

表示$组间数据的比较采用
W

检验$检验水准

为
#cT9TB

!

%=A
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图
$ &'()!*+,-.!/-0)1*2.!3

质粒定点突变!

4!3

"测序结果

注! 与共转染的作为转染效率内参照的
&0(!561"

质粒的荧光素酶活性比较得出比活性
值" 每组数值均为

)

次独立实验得出#柱状图示意均数和标准差"

7

!

89:;:<

$

77

!

89:;::$

%

!

结 果

!"#

构建的
/-0!)1*2.

报告基因载体的验证及定点

突变

构建的表达载体重组质粒
&'()!*+,-.!/-0)1*2

.

经回收后测序验证$ 以确认克隆的正确并防止突

变的产生" 所构建的
&'()!*+,-.!/-0)1*2.

经测序验

证
=,1>)%?!)

位点为
4

$ 该载体命名为
&'()!*+,-.!

/-0)1*2.!4

"对构建成功的质粒
&'()!*+,-.!/-0)1*2

.!4

进行定点突变
@4!3A

$测序结果证明定点突变成

功
@

图
$B

" 最终构建成含有不同
5C8

位点
@324B

的

/-0)1*2.

启动子序列载体$ 分别命名为
&'()!*+,-.!

/-0)1*2.!3

和
&'()!*+,-.!/-0)1*2.!4

"

!"!

重组质粒与
&0(!561"

共转染后荧光素酶报告

基因表达

将
&'()!D+,-.

空质粒 &

&'()!*+,-.!/-0)1*2.!3

和
&'()!*+,-.!/-0)1*2.!4

质粒分别与
&0(!561"

内

参质粒共转染于
E<1>

&

FGH+

和
4FI

细胞中$采用双

荧光素酶报告基因检测各表达质粒的荧光素酶的相

对活性" 在
)

种细胞系中$将
&'()!D+,-.

空质粒组

荧光素酶相对活性值设定为
$

$ 结果显示$ 在
4FI

细胞中$

&'()!*+,-.!/-0)1*2.!4

组荧光素酶相对活

性 为
$;)%) ":;:<>

$ 较
&'()!*+,-.!/-0)1*2.!3

组

'

$;$!<":;:<J

(显著升高'

8K:;::<1

()在
FGH+

细胞转

染实验中$

&'()!*+,-.!/-0)1*2.!4

组荧光素酶相对

活性为
#;>?":;##J

$ 较
&'()!*+,-.!/-0)1*2.!3

组

'

#;<%%":;#)%

(显著升高'

8K:;::<1

()在
E<1>

细胞转

染实验中$

&'()!*+,-.!/-0)1*2.!4

组荧光素酶相对

活性为
!;))>":;#!>

$ 较
&'()!*+,-.!/-0)1*2.!3

组

'

#;??J":;:?<

(显著升高'

8K:;:::)

(% 见图
!

%

)

讨 论

!::!

年
##

月
4+H-L

首次

报道
/-0CE,

异常与肿瘤相

关$已有越来越多的证据显示

/-0CE,

在肿瘤的发生发展

中起着重要的作用% 研究表

明$

/-0CE,

可通过调节原癌

基因
2

抑癌基因的表达参与肿

瘤的发生形成$其差异表达可

作为肿瘤早期诊断& 疗效&预

后评估的指标$有望成为肿瘤

治疗的新靶点*

<

+

% 近年来越来

越多的研究表明$

/-0CE,

基

因 中 的
5C8,

可 影 响 成 熟

/-0CE

的成熟进程和
/-0CE

的结构 &

/-0CE

与靶基因的

识别等$ 使
/-0CE

调控网络

发生异常$从而参与肿瘤的发

生发展*

>M##

+

% 本课题组前期的

研 究 表 明 $ 位 于
N+,!/-0!

$>J+!

成 熟 区 的
=,$$J$1>$)

位点 ,

324

( 改变可影响前体

&=G!/-0!$>J+!

加 工为成熟
!

/-0!$>J+!

中的过程$细胞实

验结果提示$该遗传变异还影
图

! /-0)1*2.

报告基因质粒荧光素酶相对活性

);"

!;<

!;"

$;<

$;"

";<

";"

&'()!D+,-.

&'()!*+,-.!/-0)1*2.!3

&'()!*+,-.!/-0)1*2.!4

4FI FGH+ E<1>

相
对

活
性

值

%)?
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响
/2+!;0)!#<=+!

与靶基因
>?@$

的结合! 同时"本课

题组在以病例#对照研究为基础的遗传关联研究结

果中发现"

)2$$=$A<$B

多态的突变等位基因可以导

致肺癌和乳腺癌的发病风险增加" 引起非小细胞肺

癌$

:?.>.

%死亡风险提高
C=D

"中位生存时间减少

E9<

个月&

#F

"

#!G#B

'

! 截至目前为止"

)2##=#A<#B

多态位点

已在大量研究中报道与肺癌(乳腺癌(胃癌(食管癌(

肝癌等多种肿瘤的发病风险密切相关&

#F

"

#!G#C

'

) 另外"

本课题组对
;0H:I

前体区域遗传变异与
:?.>.

死

亡风险关系研究中发现"位于
/+2!;0H!BF4!#

前体区

的
)2<!%EF%

可以影响
J)1!

和成熟
;0H!BF4!#

的表

达" 但是不影响
J)0!;0H!BF4!#

和它的宿主基因
*(!

4,1+) K)+*24)0JK0'* -+4K') L M:NL.O

的表达"表明该多

态位点可能影响
J)0!;0H!BF4!$

到
J)1!;0H!BF4!$

的转化进程" 而
J)0!;0H!BF4!$

应该是和
:NL.

共表

达&

$$

'

*

;0H!BA

家族可以通过调节
.PQAR=

+

.64,0* S!

(

TSU

(

V4,!!

等相关靶基因的活性而影响细胞内的多

种调控进程 "如细胞周期 (细胞衰老及细胞凋亡

等 &

C

"

%

'

!

;0H!BAW

和
;0H!BA4

是
;0H!BA

家族的重要成

员" 其表达失调可能与多种肿瘤的发生发展密切相

关&

$%G!F

'

! 本研究通过对
:.VX

中人类
?:@

数据库进

行相关搜索及比对" 筛选到位于
;0H!BAWR4

启动子

区
YA!BWJ

单核苷酸多态性
)2A<B%C!B MUR.O

"生物信

息学结果提示该多态位点影响
ZIUI

转录因子的

结合" 可能通过影响
;0H!BAW

成熟过程中的转录进

程而发挥其生物学功能! 前期本课题组在以人群为

基础的病例,对照研究中"我们发现携带
)2A<B%C!B

变异基因型$

U.R..

%者与携带
)2A<B%C!B

野生基因

型$

UU

%个体相比"发生肝癌的风险增加了
AF[

&

!$

'

*

在本研究中"我们采用构建含不同基因型
;0H!BAWR4

的报告基因表达载体" 利用双荧光素酶报告基因系

统研究了
;0H!BAWR4 ?:@

位点对
;0H!BAWR4

的转录

调控作用* 细胞实验结果显示" 在
IEA<

(

\1,+

和

.\3

三个细胞系中"

JZ>B!W+204!;0HBAWR4!.

组荧光

素酶相对活性较
JZ>B!W+204!;0HBAWR4!U

显著升高

$

@]"9"$

%* 由于将含有
)2A<B%C!B ^UR.O

多态位点的

;0H!BAWR4

启动子区序列连接入
JZ>B!V+204

载体

中" 所以荧光素酶活性强弱间接反映了
;0H!BAWR4

启动子区遗传变异对其转录活性的影响* 本研究表

明"

;0H!BAWR4

启动子区遗传变异可以在转录水平上

有效调控其表达" 为进一步深入研究
;0H!BAWR4

在

肿瘤发生(发展中的作用及其机制奠定了基础*
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为全面推进我国肿瘤登记工作! 全国肿瘤登记中心建立了中国肿瘤登记年报制度!自

!NN%

年开始出版了历年的中国肿瘤登记年报! 为我国肿瘤的预防与控制提供了科学依据"

!N$!

年全国肿瘤登记中心收到全国
$NP

个肿瘤登记处
!NNA

年肿瘤登记数据" 通过对上报

数据质量的综合审核!有
T!

个登记处的数据入选#

!N$!

中国肿瘤登记年报$!以反映
!NNA

年我国肿瘤登记覆盖地区恶性肿瘤的发病与死亡水平% 入选资料覆盖人口达
% YPT

万!包括

'$

个城市地区&

Y TPA

万'和
P$

个农村地区&

! TA%

万'% 年报内容共分五个部分!第一部分为

概述(第二部分是数据质量(第三)四部分列出主要分析结果(第五部分是附录!包括数据列

表以及登记工作的流程)统计方法和指标%

#

!N$!

中国肿瘤登记年报$现已由军事医学科学出版社出版!主编赫捷)陈万青!毛伟

敏)夏庆民担任主审%
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中国肿瘤登记年报"出版启事
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