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#在细胞转染后表达

7

I

F

"

*V>#

)

'进行双荧光素酶报告基因分析试验#以人血液基

因组
b̂*

为模板#通过
V(P

扩增得到人
!$>">"

*

基因启动子

区域
S!'&'

!

e#00

总长度为
!"$0,

K

的片断#将该片断经

cC:

&

"

W;29

'

酶切位点插入
K

M5">6+-;F

质粒#获得
K

M5"

"

!$>

'/.!

重庆医学
#'!#

年
.

月第
$!

卷第
!=

期

"

基金项目"国家自然科学基金资助项目$

"!'='./=

&%广东省自然科学基金资助项目$

0$&!'&!&'!''#&"&

&'

!

#

!

通讯作者#

?@B

!$

'#'

&

.!.$/"!'

%

)>4+;B

!

3

O

"

E;44H%F:4

'



">"

*

质粒#

V(P

引物为!

&g>((M(?(M*M ?(? M?M *M(

(((M(?MM?*(>"g

$

-@2-@

&和
&g>(((**M(??M?*(?(

*(M(*((?(MMM((>"g

$

+2A;-@2-@

&'

>%C

!

荧光定量
P?>V(P

!

W@5+

细胞接种在
.

孔板#转染细胞

后
$/C

收集细胞#用
?D;]:B

提取总
Pb*

#按
VD:4@

3

+

的反转

录试剂盒说明书进行反转录#用
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软件分析
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仪$

VD:4@

3

+

#

MB:7+N
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水平显著增高#同时
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4Pb*

水平也上升'当转染
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-;Pb*

干扰
*V>#
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转染对照
-;Pb*

相比#
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的
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水平明显降低#同时
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的蛋白

水平也上升'当转染
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'
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$两次独立实验#每次实验每个样本进行
"

次反应&'

图
!

!!
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#00,

K

共

!"$0,

K

长度的基因序列'在这
!"$0,

K

的启动子区域预测

到有
!'

个
*V>#

)

结合位点#见图
"

'

?%C

!

*V>#

)

对人
!$>">"

*

基因转录活性的影响
!

W@5+

细胞

被转染以
K

M5">6+-;F

质粒时#检测到的荧光素酶活性极低#

K

M5">6+-;F

质粒与
K

(7d>7

I

F

"

*V>#

)

质粒共转染时#荧光素

酶活性仍然很低#说明
*V>#

)

蛋白的过表达对
K

M5">6+-;F

质

粒的转录活性没有明显影响'细胞被转染以
K

M5"

"

!$>">"

*

质

粒后#与对照组
K

M5">6+-;F

组相比较#荧光素酶活性显著增高

$

"

组和
!

组&#说明
!$>">"

*

启动子在
W@5+

细胞中有很强的转

录活性'

K

M5"

"

!$>">"

*

质粒和
K

(7d>7

I

F

"

*V>#

)

质粒共转

染时#与单独转染
K

M5"

"

!$>">"

*

质粒相比较#荧光素酶活性显

著增强#说明
*V>#

)

蛋白可以增强
!$>">"

*

启动子的转录活

性#见图
$
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!人
!$>">"

*

基因启动子序列%

6

!预测人
!$>">"

*

基因启动子区域

潜在的
*V>#

)

结合位点'

图
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a(R(

基因组浏览器在线分析人
!$>">"

*

基因启动子结果
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!转染
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质粒%
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!同时转染
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质粒和
K

(7d>

7

I

F

"

*V>#

)

质粒%
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!转染
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!同时转染
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质粒%
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#与
!

组和
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组比较

$两次独立实验#每次实验每个样本进行
"

次反应&'

图
$
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双荧光素酶报告基因分析试验结果

@
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讨
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论

哺乳动物的
!$>">"

蛋白家族至少有
=

种异构体#即
,

*

-

*

.

*

/

*

0

*

*

和
1

#它们能与磷酸化蛋白相结合#从而调节细胞活

性#在应激反应后发生的细胞
b̂*

损伤---有丝分裂前期的

周期阻滞中发挥着重要作用(

$

)

'

!$>">"

家族的成员
*

在正常

皮肤的基底细胞高表达#是上皮类细胞的标志分子(

&

)

%并且已

经证实
!$>">"

*

在多种上皮来源的肿瘤中发挥了作用#通过与

(̂ (#

*

F

I

FB;26

结合形成复合物影响细胞周期与细胞凋亡(

.>/

)

'
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*

基因受到包括
V&"

在内的多种转录

因子的直接调控#

!$>">"

*

蛋白反过来又能与
V&"

等转录因子

相螯合#通过以下
"

种可能途径影响转录因子发挥作用!$

!

&

!$>">"

*

蛋白与转录因子相螯合影响了转录因子与下游基因的

b̂*

结合%$

#

&

!$>">"

*

蛋白与转录因子相螯合影响了转录因

子自身的蛋白水解%$

"

&
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*

蛋白与转录因子相螯合影响了

转录因子与其他蛋白的相互作用(

=

#

0>!'

)

'但直至目前#

!$>">"

*

是否与另一个转录因子
*V>#

发生相互作用尚未见报道'

*V>#

是一个重要的转录因子家族#它参与脊椎动物生长

发育*细胞周期与细胞凋亡调节#病理状态下参与肿瘤的发生*

发展'哺乳动物
*V>#

家族存在
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个亚型!

*V>#
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*V>#
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*

*V>

#
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*V>#
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和
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#其中#

*V>#

)

与上皮组织关系密切#在成

年小鼠中#

*V>#

)

的表达主要集中在皮肤*前列腺*胸腺*眼睛

和骨骼肌#

*V>#

,

的表达主要集中在肾脏#

*V>#

-

主要在胎盘

表达'在正常人上皮组织中#

*V>#

)

在基底细胞层表达#

*V>

#

-

在基底细胞*棘细胞和颗粒细胞层表达#而在上皮内未检测

到
*V>#

,

的表达(

!!

)

'最近研究发现
*V>#

与乳腺癌(

!#

#

!"

)

*卵

巢癌(

!$

)

*肺癌(

!&

)

*睾丸癌(

!.

)

*黑色素瘤(

!=

)等上皮来源的肿瘤

相关#并通过调控细胞周期与凋亡途径参与肿瘤发生*发展'

以前的研究也证实#

*V>#

)

能促使宫颈鳞状上皮癌细胞系
W@>
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细胞凋亡(

!/

)

'

由于
*V>#
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与
!$>">"
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均在正常上皮组织高表达#它们在

上皮来源的肿瘤中发挥了重要作用#因此#

*V>#

)

与
!$>">"

*

可

能在肿瘤发生*发展中存在密切联系'本研究对
*V>#

)

在宫

颈癌细胞系
W@5+

细胞中调控
!$>">"

*

的作用进行了初步探

讨#发现
*V>#

)

在
W@5+

细胞内正调控
!$>">"

*

的
4Pb*

水平

和蛋白水平'由于
*V>#

)

是转录因子#通常是通过其蛋白的

b̂*

结合域与下游基因启动子区域的
*V>#

结合位点相结合

来直接调控下游基因的转录#因此#用软件分析了人
!$>">"

*

基因的启动子#结果发现在人
!$>">"

*

基因启动子区域转录起

始位点上游
S!'&',

K

至转录起始位点下游
#00,

K

之间#存

在
!'

个潜在的
*V>#

结合位点#双荧光素酶报告基因分析试

验结果证实了
*V>#

)

可以增强
!$>">"

*

启动子的转录活性'

本研究结果首次证实了
*V>#

)

正调控
W@5+

细胞内
!$>">

"

*

的表达#并揭示了这种调控作用可能是通过
*V>#

)

增强
!$>

">"

*

启动子的转录活性来完成的'为深入探讨
*V>#

)

调控

!$>">"

*

的作用奠定了基础#为阐明
*V>#

)

和
!$>">"

*

在上皮肿

瘤中的作用提供了新思路'
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)
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)

%
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*

K
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X

)

%
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