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摘 要! $目的% 探讨缺氧诱导因子
!(!

&

%&'!(!

#对
)*+,-

启动子活性的作用"并鉴定其作用
位点' $方法% 应用

12+*34+5

软件分析
)*+,-

启动子区域潜在的
%&'!#!

结合位点' 通过荧光素
酶报告基因载体(电泳迁移率实验!

67)8

)和染色质免疫沉淀!

9:&;

)实验研究
%&'!(!

是否
能够与

)*+,-

启动子区域潜在的位点结合"直接调控
)*+,-

的表达' $结果% 生物信息学分析
发现

)*+,-

启动子区域存在
!

个
%&'!(!

可能的结合位点!

<$=>

"

<$/0

)和!

<=/>

"

<=>?

)' 双荧
光素酶报告基因检测发现 !

<=/>

"

<=>?

) 位点是
%&'!(!

特异性结合于
)*+,-

的位点"

%&'!(!

蛋白与之结合后调节
)*+,-

基因转录活性'

67)8

和
9:&;

实验证实了
%&'!(!

蛋白和
)*+,-

启
动子区!

<=/>

"

<=>?

)结合"直接上调
)*+,-

的表达' $结论%

)*+,-

启动子区域存在
%&'!(!

的结
合位点"

%&'!(!

与之结合后直接调控
)*+,-

的表达'
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+
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缺氧微环境在肿瘤侵袭转移过程中发挥重要作

用$

(

%

'

%&'!(

是缺氧诱导肿瘤侵袭转移的一个关键性

核转录因子"它是一个异源二聚体"由一个
!

亚单

位和一个
"

亚单位组成' 缺氧状态下
%&'!(!

稳定

性增加并移位到细胞核"与
%&'!("

亚单位结合成二

聚体
%&'!(

" 与下游基因启动子区域的缺氧反应元

件&

:OYD`,+ 2L3YD*3,NL

"

%@6

)结合"调控其转录$

!

%

' 其

中"

%&'!(!

对转录因子的调控是缺氧诱导肿瘤上皮

间质转化促进侵袭转移的重要机制$

>

%

'

)*+,-

是参与上皮间质转化的一个关键性转录

因子$

/

%

'我们前期研究结果表明"胰腺癌组织中
%&'!

(!

和
)*+,-

的表达上调" 并且
%&'!(!

与
)*+,-

表达

呈正相关 $

=

%

'

%&'!(!

阳性表达与淋巴结转移有关"

)*+,-

阳性表达与
XV7

分期有关' 此外"

%&'!(!

和

)*+,-

的表达是影响胰腺癌患者术后生存时间的独

立预后因素'

@V8

干扰沉默胰腺癌细胞株
;+*5!(

中

%&'!(!

(

)*+,-

表达下调" 其体外侵袭迁移能力也下

降' 但
%&'!(!

调控
)*+,-

表达的具体分子机制还不

明确'本研究拟通过荧光素酶报告基因载体(电泳迁

移率实验&

L-L512DY:D2L1,5 MDW,-,1O 3:,41 +33+O

"
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和染色质免疫沉淀 !

3.(&;*</) /;;')&=(03/=/<*</&)

"

-.>?

#实验研究
@>A!7!

是否能够与
B)*/+

启动子区

域潜在的位点结合"直接调控
B)*/+

的表达$ 通过本

实验研究有助于阐明
@>A!7!

对
B)*/+

基因表达的

调控作用和分子机理" 为进一步研究胰腺癌的靶向

治疗奠定基础$

7

材料与方法

!"!

材 料

人胰腺癌细胞株
?*)3!7

购自中国科学院上海

生命科学研究院细胞资源中心$

CDED

培养液%胎

牛血清购于
F/G3&

公司$胰酶%二甲基亚砜购于杭州

四季青公司$ 质粒中抽试剂盒% 割胶纯化试剂盒%

?-H

试剂盒购自
I/*40)

公司$

J/=&,03<*;/)0 !K""

试剂购于
>)L/<(&40)

公司$双荧光报告基因分析试剂

盒%

EDBM

%

-.>?

试剂盒均购于
=(&;04*

公司$ 兔抗

人
"!*3</)

%

@>A!7!

抗体"

@H?

标记的羊抗兔二抗购

于
MG3*;

公司$ 缺氧培养盒
FE:G&N %*( !9OJ

和产

气包%指示条购于法国梅尼埃公司$

!"#

方 法

79!97

细胞培养及细胞缺氧模型的构建

?*)3!7

及转染后细胞用含
7KP

胎牛血清的

CDED

培养$ 细胞培养条件为
QR"

恒温%饱和湿度

为
OP-2

!

%指数生长的细胞为实验对象$ 细胞缺氧

模型采用法国梅尼埃公司的缺氧培养盒" 参照说明

书$

79!9! B)*/+

启动子区域
@HE

位点分析

应用
<(*)1,*3

&真核生物基因转录调控因子数据

库"

.<<=

'

SS<(*)1,*394G,9T0

#对人
B)*/+!;H:M

全长序列

进行分析" 发现
B)*/+

启动子区域存在两个潜在的

@>A!#!

结合位点
UO# !M-FVF!Q# W

(

$

)

"命名为
@HE7

!

X$OQ

"

X$YZ

*和
@HE!UXOYQ

"

XOQ[W

$数字标注的位点

即为
@HE

&

A/4'(0 7

*$ 因此克隆序列为转录起始位

点
U<(*)13(/=</&) 1<*(< 1/<0

"

VBBW

下游
7O[G=

" 上游

ROKG=

"全长
ZK[G=

&

A/4'(0 !

*$

$%&'() # *+,%- .(/0/1)( 2)3')+4) 56789

!

:!8;<

$%&'() ! =>/ ./1)+1%,- ?@A 2%1)2 B?@A! ,+C ?@A# -/4,1)C DE8F 1/ DEGH ,+C D8GF 1/ D8F; %+ I'0,+

*+,%-!.(/0/1)(

!

()2.)41%J)-K< %C)+1%L%)C MK 2)3')+4) ,+,-K2%2

Z7!
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荧光素酶报告基因载体的构建

将
'()*+

启动子片断插入到
,-./!0)1*2

载体中

的荧光素酶报告基因上游! 根据
3456 -7(5)(8

的

序 列 设 计 引 物 序 列 "

9:;<);=!,;*>7;

"

?" !----@A4

4--AA-4@-4@4@4@A--A-@@A4!&"

#

;7B7;17!,;*>7;

"

?"!44-4@4-A--A@@A-A-@44@-4A-4@4-!&"

$提

取
C)(2!#

细胞基因组
D3A

! 作为
C4E

扩增模板$

C4E

扩增条件为预变性
F?# ?>*(

# 变性
F?$ &G1

!

退火
?H$ &I1

!延伸
$H$ J>*(

!

&"

个循环#

$H$

延伸

J">*(

$

C4E

产物用
JK

琼脂糖凝胶电泳鉴定$ 扩增

片段通过
LM:!

和
N*(="

酶切消化!然后插入到同

样酶切后的
,-./!0)1*2

空载体$

J%!%/

脂质体瞬时转染靶细胞
C)(2!J

检测启动子

荧光素酶活性

试验分组"空载体
,-./

组%

,-./!'()*+

转染组%

,-./!'()*+ON6P!##

组$ 细胞转染前一天接种到
/H

孔板中!质粒转染按
.*,:972Q)>*(7 !GGG

使用说明进

行 $ 报告基因质粒转染
#!?(R

!

N6P!##

表达质粒

&

,S-PC!3#!N6P##

'转染
!GG(R

!同时转染海洋腔肠

荧光素酶&

;7(*++)

'做为内参来矫正细胞数和转染效

率等!培养
!/M

后收细胞$用双荧光素酶报告基因检

测系统检测荧光素酶活性
T

活性分析参照检测试剂

盒说明
U

$

J%!%? '()*+

启动子区域
N6P!J#

结合位点突变

按 照
'Q;)Q)R7(7

公 司 定 点 突 变 试 剂 盒

VW*84M)(R7 '*Q7!D*;72Q7= XWQ)R7(71*1 Y*Q

的方案操

作!针对
'()*+

启动子区域的两个
N6P!J#

结合位点进

行突变!即针对
NES

核心序列&

A4-@-

'突变!&

Z$?&

!

Z$/F

'位点突变体命名为
C-./!'()*+!>WQJ

!&

Z?/&

!

Z?&H

'位点突变体命名为
C-./!'()*+!>WQ!

&

P*RW;7 &

'!

测序鉴定$

双荧光素酶报告基因系统检测突变体活性及

N6P!J#

对其活性影响!方法同上$ 依据以上实验结

果推断&

Z?/&

!

Z?&H

'位点发挥功能!因此
SX'A

和

4M6C

试验均针对此核心位点设计引物$

J%!%$ SX'A

6(B*Q;:R7(

公司订购合成探针! 序列如下"

?%!

4-A-A-44A4-@-4--@-@444@ @!&"

$

C)(2!J

细胞

转染
N6P!J#

表达质粒&

,S-PC!3J!N6PJ#

'抽提细胞

核蛋白$ 用
J%?$+

(

-)>>) &!C

)

!A@C

标记
&%?,>:+

SX'A

探针 !

I%?$+ @/

多核 苷酸激酶 !

&[$

水 浴 !

&I>*(

$ 以
J$+ I%?>:+\. SD@A

终 止 反 应 ! 添 加

J""$+ @S 5W997;

! 然后将标记好的探针应用
X*!

2;:',*( -!!? 4:+W>(1

纯化标记的探针$ 用结合缓冲

液将蛋白与已标记的探针混匀孵育后冰上
&">*(

$

在上述相应的上样体系中额外加入相应的抗体

J\!$R

!冰上继续孵育
$">*(

$ 聚丙烯酰胺凝胶电泳

&

!["]

!

!"">*(

'$ 凝胶真空干燥! 磷屏置于室温压

片过夜!第二天用扫描仪扫片$

J%!%[ 4M6C

C)(2!J

细胞共转染
N6P!J#

表达质粒&

,S-PC!

3J!N6PJ#

'与
,-./!'()*+

$ 利用
J&

甲醛使细胞中蛋

白质与
D3A

交联后!离心沉淀!提取细胞核内容物#

用超声波破碎仪断裂染色质! 离心! 收集上清!用

4M6C

稀释缓冲液
J 'J"

稀释上清$ 在液体中加入

J""$+ C;:Q7*( A '7,M);:17 07)=1

!

/$

摇床孵育
JM

后

离心!收集上清加入
!$R

的
4M6C

级抗体和兔
6R-

抗

体!

/$

孵育过夜$用
C;:Q7*( A '7,M);:17 07)=1

收集

蛋白抗体复合物!

/$ ! """;,>

离心
/>*(

! 弃尽上

清!用
4M6C

洗脱缓冲液洗
/

次后!用
S+WQ*:( 0W997;

洗脱$ 在上述样本中加入蛋白酶
Y

充分混匀!

$?$

水浴过夜$

C4E

纯化
D3A

!

/"$+

水洗脱
D3A

!

C4E

扩增验证样本富集程度! 引物序列"

NESJ!9:;<);=

"

?"!4A@444@--AA-4@-4@4@4@!&"

#

NES!J!;7B7;17

"

?" !4@44A-@-@@@A-4-A-4-4!&"

#

NES!!9:;<);=

"

?"!-4@---44A--4@-4@@@-4A!&"

#

NES!!;7B7;17

"

?"!--A4A44@-A44@@44-A4-!&"

$ 反应条件为 "

FH$

预变性
&>*(

! 随后进入循环 "

FH$ !"1

%

$H$

!"#$%& ' !()*"+ ,%-.-/0% %01"-) *)2 "/3 .$/*)/3 2"*1%*.

FJ&
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;<1

!

=!! ><1

"共
;<

个循环"最后
$?!

延伸
@A/)

# 扩

增产物通过琼脂糖电泳后
BC

染色"凝胶成像$

#9!9?

统计学处理

采用
DEDD#F9"

统计软件包进行统计学处理$ 计

量资料采用均数
"

标准差%

!!"

&表示"多组计量资料

之间比较采用单因素方差分析 %

&)0#G*5 H:28H

&$

以
E$"9"@

为差异有统计学意义$

!

结 果

!"#

双荧光素酶报告基因分析系统检测
IJK#7!

蛋

白对
D)*/+

基因启动子区转录活性的影响

ELM;#D)*/+NIJK#7!

组和
ELM;#D)*/+

缺氧组荧

光素酶活性较
ELM;#D)*/+

常氧组显著提高"与对照

组比高出约
=

倍%

K/4'(0 ;

&$ 这提示
D)*/+

启动子区

%

O=@<

"

N#@?

&包含
IJK##!

特异性结合位点$ 该区存

在两个
IJK##!

可能的结合位点
IPB

%

IPB#

'

O$@F

"

O$;>

(

IPB!

'

O@;F

"

O@F?

&"为了明确这两个
IJK##!

可

能的结合位点哪个发挥作用"我们构建了这两个结合

位点的突变体%

A'Q#

'

O$@F

"

O$;>

(

A'Q!

'

O@;F

"

O@F?

&$

并将这些报告系统的载体分

别转染
E*)3##

细胞" 结果显

示
ELM;#D)*/+#A'Q# NIJK##!

组 和
ELM;#D)*/+#A'Q#

缺 氧

组荧光素酶活性仍较
ELM;#

D)*/+

常氧组显著提高" 与对

照组比高出约
=

倍 $ 只有

ELM;#D)*/+#A'Q! NIJK##!

组

和
ELM;#D)*/+#A'Q!

缺 氧 组

荧光素酶活性与
ELM;#D)*/+

常氧组相比没有显著差异$

这说明突变了 %

O@;F

"

O@F?

&

这一位点影响了
IJK##!

蛋白

与
D)*/+

启动子区的结合"而

突变%

O$@F

"

O$;>

&这一位点则

没有这种抑制效应$ 这些结

果表明"

D)*/+

的启动子区具

有
IJK##!

结合位点"可以被

IJK##!

转录激活"这个结合

位点位于%

O@;F

"

O@F?

&$

!"! IJK##!

蛋白与
D)*/+

基因启动子区其结合位

点存在结合

应用
-.JE

技术检测共转染
IJK##!

表达质粒

%

RBLKE#:##IJK#!

&与
ELM;#D)*/+

的
E*)3##

细胞内

IJK##!

与对应
S:H

序列的结合情况$ 设计的两条

引物分别针对两个潜在的
IJK##!

结合位点$ 针对

%

O@;F

"

O@F?

&位点设计的引物扩增后"在对应位置

检测到特异结合条带的出现"而针对%

O$@F

"

O$;>

&

位点设计的引物扩增后则没有检测到相应条带

%

K/4'(0 @

&$ 用未经抗体沉淀的
J)R'Q S:H

扩增的产

物电泳条带最强"而模板为阴性抗体所得
S:H

的扩

增产物少"电泳条带最弱$ 提示
D)*/+

基因启动子区

IJK##!

结合位点%

O@;F

"

O@F?

&是一个有功能的反应

元件$

BTDH

研究
IJK##!

蛋白与
D)*/+

基因启动子区

IJK##!

结合位点体外的结合情况$ 合成放射性同位

素%)

L*AA* F!E

*

#HUE

&标记的
D)*/+

探针"该探针序

列包含了
D)*/+

启动子区
IJK##!

结合位点%

O@;F

"

O@F?

&$选用转染
IJK##!

表达质粒的
E*)3##

细胞作

为实验样品$

+*)0 F

为核抽提物与推测探针反应物

中"加入
IJK##!

抗体
V#"4W

后"观察到
1'R0(1./,Q

现
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象!

%&'( )

为加入
*+,!#!

抗体
-!"./

后"

012(304567

现

象更为明显!而加入非相关性抗体
+.89!".:

时"无
01!

2(304567

现象#

%&'( ;

$!

%&'( !

为核蛋白与标记探针形

成阻滞条带!而加入
;<

倍的冷探针可使阻滞条带消

失%

%&'( =

&!加入非特异性竞争物
>?%@A+!AB

"条带仍

然存在%

%&'( $

&'这一结果提示
C'&5%

启动子区#

D;)E

"

D;EF

&位点是
*+,!#!

的特异性结合位点#

,5.13( $

&'

G4+>

和
HICJ

实验结果明确了
*+,!=!

蛋白结合于
C'&5%

基因启动子区
*+,!=!

结合

位点#

D;)E

"

D;EF

&'

E

讨 论

*+,!=

是以异源二聚体蛋白形式存在的

转录因子"包括氧敏感的
*+,!=!

和持续组成

表达的
*+,!=#

"它是缺氧的一个标志物' 缺氧条件

下"肿瘤细胞内许多基因的转录和表达发生变化"对

缺氧作出应答反应"被称为缺氧反应基因'缺氧反应

基因中受
*+,!=!

调控的基因称为
*+,!=!

的靶基

因" 这些靶基因的启动子或增强子内含有一个或多

个
*KH

" 其典型的核苷酸序列为
;"!JG8L8!E"

是

*+,!=!

的
MNJ

结合位点"活化的
*+,!=

与之结合"

形成
*+,!=

(

2E<<OGP>

环腺苷酸反应元件

结合蛋白
-GKHP:

"以及其他转录因子的起

始复合物"从而启动靶基因的转录)

Q

*

' 目前

已发现的
*+,!=!

靶基因多达
=""

余条"它

们参与肿瘤的侵袭转移进程)

F

*

'

本研究中"我们通过生物信息学技术

在
C'&5%

启动子区域找到
!

个可能的
*+,!

=!

特异性结合位点 "分别位于 %

D$;E

"

D$)R

&和%

D;)E

"

D;EF

&' 我们克隆了
C'&5%

的一段启动子序列%

DQ;"

"

S#;F

&"并构建

了分别针对两个结合位点的突变体
T17#

%

D$;E

"

D$)R

&和
T17!

%

D;)E

"

D;EF

&'经双荧

光 素 酶 报 告 基 因 分 析 系 统 检 测 发 现 "

>8U)!C'&5%S*+,!#!

组和
>8U)!C'&5%

缺氧

组荧光素酶活性较
>8U)!C'&5%

常氧组显

著提高"提示
C'&5%

启动子区%

DQ;<

"

S#;F

&

包含
*+,!#!

结合位点 ' 该区存在两个

*+,!#!

可能的结合位点
*KH

%

*KH#

+

D$;E

"

D$)R

!

*KH!

+

D;)E

"

D;EF

&" 为了明确这两

个
*+,!#!

可能的结合位点哪个发挥作

用"我们构建了这两个结合位点的突变体

%

T17#

+

D$;E

"

D$)R

!

T17!

+

D;)E

"

D;EF

&' 并

将这些报告基因的载体分别转染
>&'B!#

细胞" 结果显示
>8U)!C'&5%!T17#S*+,#!

组和
>8U)!C'&5%!T17#

缺氧组荧光素酶活

性仍较
>8U)!C'&5%

常氧组显著提高"与对

!"#$%& ' ()* +),- .//.0 1./ $/*2 34 /)41 5,67!

8"92"9: 34 3)* ;9."< =%4>43*%

+'217 &'75!*+,#! +.8

*KH#

*KH!

6":$%* ? ()* @A;B .//.0 1./ $/*2 34 /)41 5,6!7! 8"92"9: 34 3)*

;9."<!=%4>43*%

G?T2(757?3
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C12(304567
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W'%&V(A
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D D =".
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D D
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"7$68&+9!!6:&9##

照组比高出约
;

倍! 只有
<=>?!@)*/+!A'B!CDEF7!

组 和
<=>?!@)*/+!A'B!

缺 氧 组 荧 光 素 酶 活 性 与

<=>?!@)*/+

常氧组相比没有显著差异! 这说明突变

了 "

GH?I

#

GHIJ

$ 这一位点影响了
DEF!#!

蛋白与

@)*/+

启动子区的结合#而突变"

G$HI

#

G$?K

$这一位

点则无抑制效应! 这提示
@)*/+

启动子区"

GH?I

#

GHIJ

$位点是
DEF!#!

特异性结合位点#

DEF!#!

蛋白

通过与之结合调节
@)*/+

基因转录活性!最近有研究

表明#

DEF!#!

与靶基因特异性位点结合调控其转录

是通过对靶基因表观遗传修饰如组蛋白乙酰化实现

的 %

KL#!

&

#我们推测
DEF!#!

对
@)*/+

的直接调控也存

在
@)*/+

基因的组蛋白乙酰化#这需要进一步的实验

证明!

缺氧诱导上皮间质转化促进肿瘤的侵袭转移!

@)*/+

是参与上皮间质转化的一个关键性转录因子%

?

&

!

我们的实验结果证明
@)*/+

是
DEF!#!

的一个靶基

因#这为进一步研究胰腺癌的靶向治疗奠定基础#为

阐述胰腺癌侵袭转移的分子机制提供新的思路!
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