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。
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反式作用 因子的研究
爷

刘东远 廖名湘 方福德
(中国医学科学院基础医学研究所

,

中国协和医科大学基础 医学院医学分子生物学国家实验室
,

北京 l侧1】)5

摘要 探讨大鼠谷脆甘肤 S
一

转移酶 1P 基 因上游增强子元件及作用于其上特异性

结合蛋 白与该 基 因在癌 细 胞 中高表达 的关 系
,

用荧光素酶报告系统在 H e
加 及

C B R H7 9 19 细胞中确定 了增强子元件 工( G PE 工 )及增强子元件 fl ( G I〕E ll )的活性
,

并

将 .
〕E n 的增强子活性部位定位于其上游 84 坤 的 G p E n

一

1 区域内
.

分析对比不 同

细胞中结合于 G PE 工核心序列 (
CGPE 工 )

、

G PE n
一

1 上特异性核结合蛋 白
,

发现 H e
压

,

CB RH7 91 9 细胞 中存在的
C Gp E 工特异性结合蛋 白及 GPE 且

一

1 特异性的 64 ku 结合蛋

白在正常大鼠肝细胞中则不存在
.

因此
,

上述反式作用因子可能与 G PE 工
,

G PE n 的

增强子活性及该基 因在癌细胞中高表达 密切相关
.
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大 鼠谷胧甘肤 S
一

转移酶 lP ( art gl ut hat ion e s
一
t
arn

s fe asr
e IP

,

` STP )I 基因在正常大 鼠肝及正

常再生肝几乎不表达
,

而在 化学致癌物诱导 的癌变细胞及肝癌前病变细胞 中具有很 强的表

达 〔’ 〕
,

这种强表达是由其基因转录水平变化决定的「2 ]
.

对该基因上游调控序列的研究发现在
一 2

.

5
一

2
.

2 kb 之间存在增强子元件 s[,
4〕

.

为进一步了解该区 域与 ` S TP I基因在癌细胞中

高表达的关系
,

对这一区域及作用于其上的反式作用因子进行了研究
.

1 材料与方法

1
.

1 重组荧光素酶报告质粒的构建

从含有 ` 511
〕 l 基 因上游 3

.

0 k b (
一 2 9( x〕 一 + 59 饰 )片段 的质粒 E

一

CAT 上将
一 2

.

2 kb 片段 GPE 用 及瓦 I
,

A cc l 双酶酶切下来
,

再经 从记 m酶切将其分为上游 122

11 )及下游 2 16 bp ( G PE fl )两个片段
,

然后用 刀山 工

将 G p E H切为上游 84 坤 ( C P E H
一

l) 及下游 132 饰

( ( ; PE n
一

2 )的片段 (图 1 )
.

将上述 酶切所获得的缺

失片段分别插接至带有启动子的荧光素酶表达 载

体 p Gu
一

orP 献er ( P or
l l l e g a

)中
,

重组报告质粒分别命

名 为 p G IZ UL C〔; p E
,

p G IZ uL C Gp E工
,

pG皿uL C Gp E n
,

一 2
.

5 ~

帅 ( G p E

月e c
l

G P E I G P E ll
一

1 G PE ll
一

2

图 1 IG S
r

作 1基因上游 一 2
.

5
- 一 2

.

2 kb GP E

区域限制性酶切图谱

199 8
一

12
一

03 收稿
,

1创关荞肠
一

28 收修改稿
* 国家自然科学基金资助项 目 (批准号

: 3 96 70 173)
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p GuLU C Gp E fl
一

1
,

p G IZ UL C Gp E n
一

2
.

1
.

2 细胞转染及酶活性测定

用磷酸钙
一

DNA 共沉淀法 s[] 将 or 滩 待转染 的荧光素酶报告质粒与作为细胞转染效率校

正标准 p
一

半乳糖昔酶报告质粒共转染到 6 、 1护个 eH肠 及 C BR H7 9 19 细胞 (二乙基亚硝胺诱发

的大 鼠肝癌细胞系
,

中国科学院上海生物学研究所 )之 中
,

经 60 h 的培养
,

裂解细胞
.

按文献

「6」介绍的方法测定荧光素酶及 卜半乳糖昔酶活性
.

本实验进行 3 次转染
,

每次转染设 3 组平

行对照
.

测得的荧光素酶活性经 卜半乳糖昔酶活性校正后获得相对荧光素酶活性
.

以 p G u
-

而mo et r 相对荧光素酶活性为标准 1
,

各报告质粒转染所得相对荧光素酶活性与之相比
,

获得

各片段对基因表达活性的增强倍数
.

对数据进行统计处理
,

实验数据以均值 土 标准差表示
.

组间差异采用 P 检验
.

1
.

3 探针的标记

1
.

3
.

1 末端补平标记 ( l) 用 卿 11
,

lM
u 工将 Gp E n

一

1 从 p G I Z UL C Gp E ll
一

1上酶切下来并

回收
.

( 2 ) 合成寡核 昔 酸 片段 ( G PE 工核 心序列
, c Gp E 工 ) 探 针

: 5
,

C C TA迎吸丛担丛 CTA
T GAT TC A3G

`

和 3
’

CA G I℃AGT G AT AC TAAGT CGT C C S
` .

( 3) 在标记反应管中加人 l oo gn 上述回收

或合成的片段
,

按照文献「5」的方法进行 租 e

~ 合成酶补平标记
.

1
.

.3 2 全链探针标记 用 卿 n
,

殉
几 工将 GPE n

一

1从 p G皿 uL c G p E n
一

1 上酶切下来
,

插接

至 M 13 mP 19 噬菌体载体多克隆位点 区 刀。矶 H l
,

彻
n 工之间

.

利用 M 13 正向引物
,

以重组体

M 13 G PE n
一

1单链 为模板
,

按文献〔6」的方法进行探针标记
,

然后将全链标记的 G PE n
一

1 探针酶

切下来并用聚丙烯酞胺凝胶电泳分离回收
.

1
.

4 凝胶电泳迁移率变更实验 ( E M SA )

参照文献「7」的方法制备 H e
U 及 CB R H7 9 19 细胞核蛋白抽提物

,

按文献「8〕的方法从正常

大鼠肝组织细胞中提取核蛋白
.

取 10 滩 核蛋 白
,

按文献「9」的反应条件进行 c GPE 工与核蛋白

结合反应
,

并用 4% 聚丙烯酞胺凝胶电泳进行分离鉴定
.

取 10 拜g 核蛋 白
,

在 10

mmo
F L N a 一H e详 s

( pH
= 7

.

9 )
,

50

mmo
F L KC I

,

2 unn
o l / L E DT A

,

1

~
F L D rT

,

2 I l u n o F L irT
s 一 HCI (声

= 7
.

9)
,

10 %甘油和含缝精 DN A 的溶液中与 GPE n
一

1探

针进行结合反应
,

然后用电泳分离鉴定 C PE ll
一

1 特异性结合蛋白
.

1
.

5 D N A
。

蛋白质紫外交联实验

取 50 腮核蛋白
,

参照文献「6」的方法进行 DNA
一

蛋白质紫外交联实验
.

2 结果

2
.

1 州已S T P I 基因上游 G P E ( 一 2
.

2 - 一 2
.

s kb )区域增强子活性的确定

将重组报告质粒 p G理 UL C Gp E I
,

p G IZ UL C Gp E n
,

p G皿UL CGp E n
一

1 和 p G IZ UL C Gp E n
一

2

及 p Gu
~

P or m o te r
转染 H

山
,

CB R H7 9 19 细胞并测定荧光素酶活性
.

结果表 明
,

无论在 H e
u 还

是在 C B RH 7 919 细胞中
,

GPE 工均能使报告基 因表达强度增强 5 一 6 倍
,

是一很 强的增强子元

件
.

GP E n 也能增加基因表达强度 3 倍左右
,

且其增强子活性部位位于 G PE ll
一

1 中
,

与 C PE 工

相 比为一弱的增强子元件 (图 2)
.

2
.

2 结合于 d 已P E I 的反式作用因子

G PE I 增强子核心部分 (
c GP E 工 )是 由两个尾对尾排列 的佛波醋应答类似序列 ( T RE )组
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成 「̀0]
.

采用 E Ms A方法 比较分析不同细胞结

合于
c GPE 工上的反式作用 因子

,

发 现 eH肠
,

C B RH 7 91 9 细胞中均存在特异性结合的蛋 白

质因子
,

其 中结合带 A 为两细胞系共有的特

异性结合蛋 白
,

能被特异性的
e G PE 工竞争结

合
,

而不被非特异性 C P I : 11
一

1竞争结合
.

在正

常大鼠肝细胞中不存在与
CG PE 工结合的反式

作用因子 (图 3 )
.

2
.

3 结合于 G P E亚
.

1 的反式作用因子

G PE ll
一

l 在 H e l a 及 C B R H7 9 19 细胞 中对

基 因表达均有增强作用
.

用 EM SA 方法分析

结合于其上 的特异性结合蛋 白
,

结果发现不

仅在 H e
肠

,

C B R l l 7 91 9 细胞 中
,

而且在正 常大

转染质粒 2
.

00 6
.

0 0 (倍数 )

PG L Z
一

P r o m o te r

PG L Z L U C G PE

PG L Z L U C G P E 11

PG L Z L U C G P E 11
一

l

PG L ZL U C G PE 11
一

2

图 2 重组报告质粒细胞转染结果示意图

无十 ` , n 二 3
.

. . . 表示 H el a 细胞
,

三二表示 c B l u 17 9 19 细胞
,

, 尸 < 0
.

01
,

与同种细胞 p G] 巴
~

P m l加 ter 组相 比较

鼠肝细胞中都有特异性结合蛋白与 G P E n
一

1 结合
.

eH肠 细胞 中带 I 一 W
,

C B RH 7 9 19 细胞及

正常大 鼠肝细胞中带 工
,

n 为特异性结合蛋 白
,

能被特异性的竞争结合物 G PE ll
一

1竞争掉
,

而

不被非特异性的
c ( ; P E工所竞争

.

其中 C B RH 7 919 细胞与正常大鼠肝细胞结合带相似 (图 4 )
.

但从 DNA
一

蛋白质紫外交联测定特异性结合蛋 白分子量实验可以看到
,

H e
压

,

C B RH 79 19 细胞

中均存在一 64 ku 的特异性结合蛋 白
,

而在正常大鼠肝细胞 中未见这一结合带 (图 5 )
.

0010

C B R I通7 9 19

10 0 3 0 0 0

0 0 3 0 0

7 8 9

N R L C

nIJnù了O0005n

a
3040LeHo

0nU
气、ǎ日0今ù0nl

u e G P E I (倍 )
u G P E 11

一

l (倍 )

A ~

图 3
e (; P E 工特异性 EMSA 结合图谱

所用细胞类型
,

非标记竟争结合物类型及非标记竟争结合物过量于标记探针摩尔倍数

比标注于图上方
.

入RL C 为正常大鼠肝细胞
,

cu GI
〕
E l 为非标记

e G PE工 (特异性竞争结

合物 )
, u (护 E H

一

l 为非标记 G PE ll
一

l (非特异性竞争结合物 )

3 讨论

` STP I 基 因在正常大鼠肝细胞 中几乎不表达
,

而在化学致癌物诱导的肝癌及癌前病变细

胞中有强表达
,

该基因 5
`

侧上游
一 2

.

5 - 一 2
.

2 kb 之间的增 强子元件与其在癌细胞中的高表达

密切相关
.
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uG E P11
一

l (

u eG E PI (

图 4 G E Pn
一

1特异性 E MA S结合图谱

说明同图 3

He L aC B 7 9 19 R HN R LC

uG E PI (倍
uG E P11

一

l (倍

) 5 0 0 0 05 0 0 0 0 0 0 0

02 05 0 0 0 0 02 0 05 0 0 0

2 3 4 5 6 7 9 8

6 4、

一

绷豁纂
淤

图 5 G l
〕

E n
一

I DA N
一

蛋白质紫外交联图谱

说明同图 3

本实验结果表明
, 一 2

.

s kb 处 的 C P E I 为

一强增强子元件
.

C P E 工序列 内存在一有两

个尾对尾排列的 TR E 类似序列组成的
e G P E工

元件
.

这种 由 2个或 3 个 T RE 类似序列 以不

同方向排列组成 的增强子元件存在于多种 且

相代谢解毒酶基 因上游调控序列 中
,

其中某

些与化学诱导激活基因表 达相关汇” 〕
,

因此一

直是研究 的热点
.

比较正常大 鼠肝细胞与化

学致癌物诱导肝癌细胞系 C B R H7 9 19 c G p E 工

上特异性结合蛋 白
,

对 于揭示
c G PE I 在化学

致肝癌细胞 中 式; S TP I 基 因高表达 的作用有

积极的意义
.

研究表明
,

C B RH 7 91 9 细胞中存

在
e GP E工特异性结合蛋 白

,

而正常大 鼠肝细

胞 中则不存在
,

说明 C B R H7 91 9 细胞 中作用于
c G PE I 的反式因子与 式; S T P I 基因高表达密切相关

.

能够结合于这种由 2 个或 3 个 TRE 类似

序列 以不 同方 向排列组成 的增 强子元件上 的反式作 用 因子 有多种
,

如 A -P l[
’ 2〕

,

M淤
`” 1

,

N F
-

2E 【’ 4〕及许多未确定的因子等
,

本实验观察到的结合于
l ( ; p E 工的反式 因子的特点

、

性质和结构

有待于进一步确定
.

G PE n 是一相对弱的增强子元件
,

其活性部位存在于其上游 的 GP E ll
一

1 中
.

用 E M sA 实验

比较结合于 G PE ll
一

1上的特异性结合蛋 白发现无论 H el a ,

C B RH 7 91 9 细胞还是正常大鼠肝细胞

中都存在多种特异性结合蛋 白
,

而且 C BR H7 91 9 细胞与正常大 鼠肝细胞结合带相似
.

但 DN A
-

蛋白质紫外交联实验表明
,

在 H e
助

,

C B RH7 9 19 细胞 中存在一 64 ku 结合蛋 白
,

而在正常大 鼠

肝细胞 中则无这一结合带
.

两种结合 图谱的差异可能是 由于蛋 白质结合位置差异造成 的
.



第 3期 刘东远等
:

大鼠谷胧甘肤 S转移酶 1 P基因增强子及其反式作用因子的研究 29 3

N DA
一

蛋白质紫外交联实验 中以嗅化脱氧尿嚓陡 ( B记 U P T)代替脱氧胸腺 嚓咙 (d I T
,

P )掺人标记

的探针
,

从而大大增强 DNA
一

蛋 白质结合物对紫外照射的敏感度
,

使结合于胸腺嗜陡 ( )T 富含区

的蛋白质在交联图谱上明显强于结合其他区域的蛋白质 e[]
.

因此不同细胞 EM sA 图谱中同一

位置的结合带可能因不同蛋 白质结合位置的不同而在紫外交联时产生结合强度 的差异
,

结合

于 G C 富含区 的蛋 白质又因交联能量低未在交联 图谱中显现
.

因此可 以认为 H e
肠

,

C B RH 79 19

细胞这种结合于 T 富含区的 64 ku 特异性蛋 白因子在正常大 鼠肝细胞中不存在
,

与 (〕PE 且
一

1

增强子活性及 心S TP I 基因在癌细胞中的高表达密切相关
.
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