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摘要 通过生物信息学分析
,

预测人 S T K ll 基因可能的转录起始位点和重要的调控 区域
.

以此

为基础
,

构建含人 S T K ll 基 因上游序列缺失片段的 p G I另 重组载体
,

瞬时转染 I厂 0 2 和 H el
一 a 两种

细 胞系
,

通过检测荧光素活性分析缺失片段 的启动活性
.

结果显 示各缺 失片段在 两株细 胞中均有

启动活性 ; 当 3
`

端 固定在一 9 18 时
,

5
’

端由一 1 9 4 3一一 14 2 5的移位对启动活性无 明显影响
,

提示这

一 区间内不存在重要 的顺式作用元 件
; 将 5

’

端 固定在一 19 4 3时
,

随着 3 `

端 向 5
`

的缩短 ( 一 9 18~

一 10 3 9~ 一 1 16 0 )
,

启 动 活 性 明显增 强 ( 活 性 p G I
才

3
一

19 4 3 A > p G I
J

3
一

1 9 4 3 B > p G I
,

3
一

19 4 3 C )
,

提示

一 1 16 0
一

10 3 9和一 10 3 9 一 一 9 18 的区 间分别存在负性顺式作用元件
,

同时提示核心 启动子的 3 `

端

位于 一 1 1 6 0 的 5
’

末端
.

在 p G I
J

3
一

1 3 2 2( 一 1 3 2 2一一 9 18 )亦观察到启动活性
,

提示核心 启动子的 5 `

端

应该位于 一 13 2 2 的 3
`

末端
.

因此
,

人 S T K ll 基因的核心启动子位于 一 1 3 2 2一一 1 16 0 之间
.

关键词 “ 拟 I 基因 生物信息学 启动子 顺式作用元件 转录起始位点

P J 综合征 ( P e u t z 一

J
e g h e r s s y n d r o m

e )是一种常

染色体显性遗 传疾 病
.

其疾病基 因于 19 9 8 年被克

隆〔` ,

2〕
.

基因所编 码 的蛋 白质 S T K ll 是一 种丝 氨

酸 /苏氨酸蛋 白激酶
.

最近研究显示
:

S T K n 参与

了个体胚胎 发育及细胞 极化 等重要生 命活 动的调

控
,

并与 P 53
,

W nt 及 A M P K 等多种信号系统相

关 3[]
.

而关于其表达研究 的结果表明其表达丰度在

个体发育的不 同阶段存在组织 与时相差异性川
,

提

示 S T K ll 的表达受到复杂而又精密 的调 控
.

在转

录水平对基因进行调控在基因表达过程中有着重要

的意义
,

但 目前 尚无有 关其转 录调控 研究的报道
.

本实验 以生物 信息学分 析为基础
,

克隆人 5 T K ll

基因上游序列的 5
’

和 3
’

缺失 片段
,

与 p G I另 荧光素

酶报告载体构成重组载体
,

分析双荧光素酶活性来

评价各缺失片段的启动子功能
.

材料和方法

1
.

1 材料

荧光素酶报告基 因载体 p G I一
,

海肾荧光素酶

报告基因载体 p R I
才一

T K 及双荧光素酶检测试剂均为

P or m e g a 公司产品
.

各种 限制性 内切 酶
、

T 4 连接

酶为 T a K a R a 公 司产 品
.

L i p o f e e t a m i n e Zo 0 0 购 于

I n v i t r o g e n 公 司
.

p R M l l 6 4 0 培养 基
、

胎 牛血清为

G I B C O 公司产品
.

L
一

02 ( 正常人胎肝细胞 )
、

H el .a

细胞系购 自武汉大学 中国典型培养物保藏中心
.

抗

S T K l l 单克隆抗体 ( U P S T A T E
, 。 lo n e s 。 1 0 )

,

辣

根过氧化物酶标记 的抗 小鼠 l g G 为 iS g m a 公 司产

品
,

E C I
一

试剂盒购 自 P h a r m a e i a
.

1
.

2 生物信息学分析

( 1) 人 S T K ll 基因转录本信息的获得

主要利用下列数据库
:

2 0 0 5
一

1 1 2 1 收稿
.

2 00 6 0 1 0 6 收修改稿

,

囚家自然科学基金资助项 目 (批 准号
: 3时 。 0 5 3 7)

, ,

现 l二作单位
:

南华大学附属第二医 院
,

湖南衡阳 耗 10 01

, , ,

通 讯作者
.

E n l a ,
l
: s

h i x , a o l i
u 6 17 6 6@ y a h

o o
.

e o n ,
·

c n
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h t tp :

/ /

www
.

e ns el n bl
.

o rg /

H om 仓sa p i e ns /

U C 以二 h t tp :

/ /g eo nm e
.

s u e e
.

ed u /

( 2 )人 ST K ll基因 C p G岛分析和基因转录起

始位点预测分析

以人 T K Sl l基因 5
`

端 ( 一 4 0 0 0一 + 2 89
,

定 义

翻译起始密码子 A 为 + 1) 为处理序列进 行 C p G 岛

分析
,

所 用 软 件 为 M e t h p r im e r :
( h t t p :

/八t s a
·

u e s f
.

。 d u u r o l a b / m e t h p r im e r / i n d e x l
.

h t m )
.

然后对

此处理序列再进行转录起始位点预测
,

所用预测 软

件为 D r a g o n G e n e S t a r t F i n d e r ( D G S F ) ( h t t p
:

/ /

s dm e
.

l i t
.

o r g
.

5 9 / p r o m o t e r / d r a g o n G S F I _ O / g e n e -

st ar t
.

ht m )
.

该程序综合评价有关 C p G 岛
、

转录起

始位点 以及预计起始位点下游 的信息
,

对基因起 始

作出预测
.

D G S F 以 C p G 岛作为重要参数在预测过

程中
,

因此它对 于含有 C p G 岛基因的起始预测十分

有效川
.

( 3) S T K ll 启动子区域预测

以人 S 了K ll 基因 ( 一 40 0 0
-

一 l) 为处理 序列
.

预 测 软 件 l 为 e ( ) N s l丁E ( h t z p :

/ / w w w
.

p h y l o
-

fo ot
.

or g / )
,

该软件 以物种间基因序列和位 置的保

守性为基础进行启动子区域预测
,

大大提高了预测

的准 确性 巨6 〕
.

预 测 软 件 2 为 p r o m o t e r l n s p e C t o r

( h t t p :

/ / w w w
.

g e n o m a t i x
.

d e / e g i
一

b i n /
e ld o r a d o

/

m ia n)
,

特异性 可高达 85 %
,

但敏感性为 50 % 丁7 ,
.

1
.

3 质粒构建

综合生物信息学分析结果
,

构建 5
`

和 3
`

缺失片

段作为候选启动子 区域
,

以 人 S T K ll 基因 ( N T _

0 8 6 8 9 4
.

1) 序列为参照设计引物 (所用 引物见表 1)
.

以正常人基因组 D N A 为模板
,

用 P C R 法扩增各 片

段
,

各片 段 用 K勿 , 1
,

X h ( , I 双 酶 切 后 连 入 到

p G L 3
一

B a is c
载体

.

各重组质 粒经酶切 和测 序证实
.

各重组质粒 中所插人的片段见图 1
.

`孟芸
- ~ ~ ~ ~ 日

.

-
。 + 50 9

I) r e o n G S卜
一 1240

一 1544 . . . . . . . . . . . . . . . . 刀

. . . .

. . . .

6 8 0 . . . . . . . . .
一 90()

40 3 . . . . . . . . . .
一 5 40

C沐子岛

C o n s t t e

P r o m o t e r l n s pe

P G [ 3
一

19 43 A (
一 19 43
一

1 16 0 )

P G L 3
一

19 43 n (一 19 43一 一 10 39 )

P G L 3
一

19 4r (
一 19 43
一

9 一8 )

PG L3
一

154 3 (
一 154 3
一

9 18 )

PG L 3
一

142 5 (
一 14 2 5
一

9 18 )

PG L 3
一

1 32 2 (一 13 22一 9 18 )

图 1 人 5 1’K刃1 苍因生物信息学分析及所构建 的 5
`

和 3’ 缺失片段

箭头所指 为预测的转录起始位点一 1 2 4。 ; C (P二岛预测区域位于 一 1 5 4 4一 + 509 区间 . 〔
、
o n点 e 预测启动子区域为

一 16 8 0一 一 9 0 0 ; P r o m o t e r
l n s p e e l o r 预测启动子区域位于 一 1 4 0 3 一 5 4 0

1
.

4 细胞和细胞培养

I二 0 2 和 H el , 细 胞 采 用 含 10 % 胎 牛 血 清 的

R P M 1 6 40 培养液
,

置于 37 ℃ 的 C q 培养箱中培养
.

E C I
J

试剂盒显色
.

1
.

5 转染细 胞 系 内源性 S T K ll 蛋 白表 达检测

(W e s t e r n b l o t t i n g )

抽提细 胞总 蛋 白质
.

取 2 0 拌g 总蛋 白行 10 %

S D S
一

P A G E 并 将 蛋 白转 至 P V D F 膜
,

一 抗 为 抗

S T K l l 单克隆抗体 ( 1
, 10 0 0 )

,

二抗为辣根过氧化

物酶标记 的羊抗 小 鼠抗体 ( 1 , 3 0 0 0 0 )
,

最 后通 过

1
.

6 转染

L
一

0 2 及 H e L a 细胞转染 前培养 于 24 孔板
,

生

长密度约 9 0 %时进行 I
J

i p o f e e t a m i n e Z 0 0 0 协助转染
,

转染 具 体操作参 考 I
J

i p o f e e t a m i n e Z 0 0 0 操 作 说 明
.

分别以转染 p G I
J

3
一

B a s i e
,

p G I
才

3
一

P r o m o t e : 为阴性 和

阳性 对 照
,

以 转 染 海 肾荧 光 素 酶 报 告 基 因载 体

p R L
一

T K 作为内对照
.

转染 48 h 后进行双荧光素酶

活性测定
.

每种质粒均做复孔转染
,

在每种 细胞株
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中至少重复 3次转染及活性测定实验
.

1
.

7 数据处理及活性分析

各质粒的 相对荧 光素酶活性 (倍 )的计算 公式

为
:

(实验片段荧光素酶活性 /共转的海肾荧光素酶

活性 ) / ( p G I
J

3
一

B a s i C 荧光素酶活性 /共转染的海 肾荧

光素酶活性 )
,

相对荧光素酶活性数值 以均数 士 标

准差 ( X 士 S )表示
.

I 和 X h o l 双酶切后 1%琼脂糖凝胶电泳结果 (图 2)

显示
:

各重组质粒 中插人 的 目的 片段 大小与理想

的片段大小完全符合
,

进一 步测序 证明各 重组质

粒中插入的 目的片段 无突变 发生
,

表明载体构建

成功
.

1 2 3 4 5 6 M

裹 l 载体构建所 用引物
b P

2 (洲) 0

引物 碱基序列 ( 5
`

~ 3
’

)

R a (一 1 16 0 )

R b ( 一 10 3 9 )

】X() 0

7 5 0

500
R ( ( 一 9 18 )

F 19 4 3
2 5 0

1oo
F 15 4 3

F 1 12 5

F 1 3 2 2

C C (分C T (
、

( i A G ( i (二A C A (
、

( G C A (
’

G (
、

C C

(
’

C ( 二(
,

T (
、

( i A (二 C A (
、

(
、

C G C G C T C C C T 丁C

( C ( ; C T (
、

(二A G ( 二( ; T T C C C G A A (二G 丁G (
’

C (二

( 分(二(二(二T 入C C A C T (分G ( 二( i A 《议袄
、

T G A (只奋C A G G A G

(乡(二( 二G T 八 (
工

t
、

G t
、

T (
一

(
、

T T C C A ( 二〔二T C C G C A A G

(二( j ( 二G T 八 (
’

(
’

T 〔
、

A C A ( 二(
,

(
、

G T G (二C (
’

T C G T (
、

T C

(玉( 玉( 3G T A C (
、

C ( A A G t’ ( i C C G A f C A A T C G C

2 结果

2
.

1 生物信息学分析结果

( l) 人 S T K ll 基因转录本信息

在 G e n B a n k
,

Em s e m b l e 以及 U e s e 等数据库

中进行检索以 及核酸序列 比对所获得的 S T K ll 的

e D N A 克隆 A F 2 17 9 7 s 其 5
’

末端为最长
,

其 5
’

U T R

区为 9 6 1 b p
.

而 获 得 的 拼 接 序 列 R e f s e q G e n e s

N M _ 0 0 0 4 5 5
.

4
,

5
’

U T R 区有 l l l s b p
.

( 2 ) C p G 岛分析结果

M e t h P r im e r
分析结果显示

:

人 S T K l l 第一外

显子及上游富含 C p G 岛
,

位于 一 15 4 4一十 5 09 区间

(图 I )
.

( 3) 转录起始位点软件预测结果

D G S F 预测人 S T K ll 基因的转 录起始位点 在

一 1 2 4 0 ( 图 l )
.

( 4) 启动子区域预测结果

p r o m o t e r l n s p e e t o r 分 析结 果显 示
:

人 S r K l z

启动子区 域位于 一 1 4 0 3一 一 5 4 0 ( 图 l )
.

C o n s i t e 分

析结果为一 1 6 8 0一一 90 0( 图 1)
.

2
.

2 p G L 3 荧光素酶报告基因载体鉴定结果

构建的 p G I
J

3
一

1 3 2 2
,

p G I
J

3
一

1 4 2 5
,

p G L 3
一

1 5 4 3
,

「〕G I
J

3
一

1 9 4 3 A
,

p G I
J

3
一

1 9 4 3 B
,

p G I
一

3
一

1 9 4 3 C 用 K P n

图 2 p G 3L 荧光紊醉报告甚因 , 组载体醉切鉴定结 .

M 为 D I Z0 0 0 D N A 分子量标准 ; l 一 6 分别代表 p G I 3
一

1 3 2 2
,

p G I 3 14 2 5
.

p G I 3
一

15 4 3 , p ( j l
·

3 19 4 3 A
, p G I 3

一

19 4 3 B
.

P G I 3 1 9 4 3 (
’

2
.

3 转 染细 胞系内源性 S T K n 蛋 白表达检测

( w e s t e r n b一o t t i n g )结果

L
一

0 2 和 H e L a 两细胞系内源性 S T K n 表达 的

w e s t e r n b l o t t i n g 结 果 ( 图 3 ) 显示
:

I
J 一

0 2 细胞有内

源性 S T K l l 表达 ; H e I
J a 细胞无 内源性 S T K l l 表

达
.

H e L a L0 2

S T K l l

一
5 1 k u

圈 3 L
一
0 2

.
H e L a

细胞 中内谏性 sT K ll 的裹达

2
.

4 5 1汤a l 上游各片段双荧光素酶活性分析

各片段的荧光素酶相对活性结 果显示 ( 图 4 )
:

各片段在 L
一

0 2 和 H el 之 细胞系 中都具 有荧光素酶

活 性
.

在 L
一

0 2 细 胞 系 中
,

p G L 3
一

1 3 2 2
,

p G L 3
-

1 4 2 5
,

PG I
一

3
一

1 5 4 3
,

PG L 3
一

1 9 4 3 A
,

PG L 3
一

1 9 4 3 B
,

p G L 3
一

19 4 3 C 重 组 载 体 分 别 为 p G I
一

3
一

B a s ie 的 2 5
,

4 0
,

5 0
,

1 5 0
,

8 0
,

5 0 倍 ; 在 H e l
一 a 细 胞 系 中

,

6

个 重 组 载 体 分 别 为 p G x
J

3
一

B a s ic 的 1 5
,

2 0
,

2 5
,

1 4 0
,

7 0
,

2 5 倍
.
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各片段荧光素酶相对活1生 ( {离)

GP L 3
一

rP o m o te r

P( 玉L 3
一

194 3 A 一】】6 0

PG 13
一

194 3 B
一 10 39

PG 1 3
一

194 3C
一9 18

P( 玉L 3
一

154 3

P( 玉L 3
一

142 5

P( 11 3
一

132 2

诞 i L 3
一

B a s一e

一 9 ! 8

一9 18

一 9 18

图 4 5 1诵J 上游序列各片段的荧光紊酶相对活 性

3 讨论

人 S T K ll 基 因 位 于 19 p 13
.

3
,

总 跨 度 约 为

23 k b
,

包含 10 个外显子
,

其中 1 个外显子 为可选

择性内含子 〔 2 〕
.

基 因所 编码 的蛋 白质 S T K n 是一

种丝氨酸 /苏氨酸蛋 白激酶
,

它含 4 33 个 氨基酸残

基
.

S T K ll 在染色质重构
、

细胞周期阻滞
、

细胞极

性
、

W nt 信号 通 道 以 及 能 量代 谢 中 发 挥 重 要 作

用川
.

S T K n 的表达丰度在个体发育的不同阶段存

在组织与时相差 异性川
,

提示 S T K n 的表达受到

复杂而精密的调控
.

转录调控 的研究对其功 能的深

人研究有着重要意义
.

确定转录起始位点能为寻找启动子区段提供锚

点
,

故而对于基因的转 录调控研究具有至关重要 的

意义
.

目前用于确定转录起始位点的实验方法有引

物延伸
、

R N A 酶保护以及 5 ’
R A C E ( R a p id a m p l i f i

-

e a t i o n o f 。 D N A e n d s )等
,

但均耗时耗力
,

生物信息

学分析显示 S T K ll 启动子为富含 G / C 启动子
,

现

有的确定转 录起始位点 的实验方法难于定位其转 录

起始位点川
.

可喜 的是 目前 网上 数据库资源 丰富
,

在获得基因的转录本后
,

如能充分利用网上数据库

资源寻找尽可能长的 5 ’

端
c D N A 序列

,

将大大缩减

确定转录起始位点的实验工作量
.

作者通过在 G en
-

B a n k
,

E m s e m b l e 以及 U C S C 等数据库中进行检索

以及核酸序列比对所获得 的 S T K ll 的 5 `

端最 长的

e D N A 克隆为 A F 2 1 7 9 7 8
,

其 5
`

末端位于 S T K l l 翻

译起始位点的一 9 61 处
.

但 R ef s eq 数据资源查询结

果显示 S T K ll 的最长 m R N 八 拼接序列的 5
’

末端位

于 一 1 1 15 处
.

富 含 G (/
’

的不典型启动子其基 因存

在多 个转录 起 始 位点
,

其 问跨 度 可达 数 百个碱

基 8[]
,

而 S T K ll 的启动子恰好属 于这 类不典 型启

动子
,

所 以数据库搜寻发现 5
`

末端最 长
c D N A 克隆

和 m R N A 拼 接 序 列 结 果不 符 合 的 可能 原 因 有
:

( l) 两者的 5
’

末端可能均 已接近实际的转录起 始位

点 (即 S T K ll 在一 1 1 15 和 一 96 1 附近各存在一 个转

录起始位点 ) ; ( 2) 一 1 1 15 附近是实际的转 录起 始

位点
.

软件 D G S F 预测人 S T K ll 基因的转 录起始

位点在一 1 2 4。 处
.

综合数据库搜 寻结果
、

软件预测

结果以及 P C R 引物设计的合理性
,

我们将 S T K ll

基因上游序列缺 失片段 3
`

端定在 一 91 8
,

一 1 0 3 9
,

一 1 16 0 3 处
.

转录调控研究的一个常用策略是利用

网上在线软件分析并获得候选启动子 区段
.

作 者利

用 P r o m o t e r l n s p e e t o :
分析结 果显示

:

人 S T K l l 启

动子区域位于 一 1 4 0 3一一 5 40
,

(
、

on 众
e 分析结果为

一 1 6 8 0一 一 90 0
,

提示在 一 16 8 () I, p一 一 5 4 0 b p 区 间

可能存在启 动子 片段
.

综 合 两软 件 预测 结果 以 及

P C R 引物设计 的合理性
,

我们将 S T K ll 基因 f几游

序列 缺 失 片 段 5
`

定 在 一 19 4 3
,

一 15 3 4
,

一 14 2 5
,

13 2 2 4 处
,

并结合前 面确定的 3
`

端
,

我们构建 r 6

个候选启动子片段 的 p (月
团

3 重组载体
.

在 3
’

缺 失 片 段 的 实 验 分 析 中
,

l)( H
,

3
一

19 ,l3 A

(一 1 94 3一一 1 16 0 )
,

P G I
“

3
一

19 4 3 B ( 一 1 9 43 一 10 3 9 )
,

p G此
一

z 9 4 3 e ( 一 1 9 4 3一 一 9 1 5 ) 的 5
’

端相 i1t[
,

差异仅

在 3
’

端
,

它 们 的 活性 分别 为 p G I
一

3
一

B a s ic 的 150
,
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8 0
,

50 倍 (I
J一

02 细胞系中 )
.

3
`

端缺失最长的 p G L 3
-

19 4 3 A 仍具有荧 光素酶 活性
,

说 明人 S T K ll 基 因

的转录起始位点在一 1 1 60 的 5
’

端
.

相应的
,

其 核心

启动子区域亦在一 1 16 。 的 5
`

端
.

在 5
`

缺失片段的实

验分析中
,

p G I
J

3
一

1 9 4 3 C ( 一 1 9 4 3一一 9 18 )
,

p G I
J

3
-

1 5 4 3 ( 一 1 5 4 3
-

一 9 18 )
,

P G I
廿

3
一

1 4 2 5 ( 一 14 2 5一

一 9 15 )
,

p G I
J

3一 3 2 2 ( 一 13 2 2一 一 9 18 ) 的活性分别为

p G I
J

3
一

B a s i e 的 5 0
,

5 0
, `

40
,

2 5 倍 ( I厂0 2 细胞系中 )
,

均具有一 定的启 动活性
,

尤其 是 5
`

端缺 失最 长的

p G L 3
一

13 2 2 仍具有荧光素酶活性
,

说明 S T K ll 基

因的核心启动子区 域在一 1 3 2 2 的 3
`

端
.

结合 5
`

端

和 3
`

端缺 失 片段 的启 动 活性 结 果
,

可 以 初 步将

S T K ll 基 因 的核 心 启 动 子 区 域 界定 在 一 13 2 2一

一 1 1 6 0之间
.

将 6 个片段的启动活性作相邻之间的比较
,

可

见 p G I
,

3
一

1 9 4 3 (
’ ,

p ( ; I
团

3
一

15 4 3
,

p G I
碑

3
一

14 2 5 3 者活性

差异不明显
,

提示 ( 一 1 9 4 3 一 1 4 2 5) 区间内可能不

存在重要的调控作用元件
; p G I

J

3
一

1 9 4 3 A (一 1 9 4 3一

一 1 1 6 0 )
,

p G I
J

3
一

1 9 4 3 B ( 一 19 4 3 一 一 10 3 9 )
,

p G I
才

3
-

1 9 4 3 C ( 一 19 4 3 一 9 1 8 ) 的活性 分别 为 p G I
J

3
一

B a s i e

的 15 0
,

8。
,

5 0 倍 (I
J一

。 2 细胞系中 )
,

3 者活性差异

明显
,

在 H eI
J a 细胞 系 中存在 相 同的趋 势

,

提 示

一 1 16 0一 一 1 0 3 9 和 一 103 9
- -

一 9 18 的两个 区间 内都

含有负性顺式作用元件
.

用 w e s t e r n l) l o t t i n g 方法在 I
廿 一

0 2 细胞 中可检测

到 S T K ll 的表达
,

在 H eI
J a 细胞中未见表达

,

与以

往文献报道结果一致 川
,

故我们选择 S T K n 表达

有差异的这两株细胞系进 行转染实验
,

以期发现细

胞特异性转录 因子
.

结果却发现不 仅在 卜 02 细胞

中
,

所有 6 个片段均具有不同程度的启动活性
,

在

H el 沮 细胞 中
,

所有 6 个 片段均 同样具有不 同程度

的启动活性
,

其 中原因推测可能如下
:

基因的转 录

不但受核心启 动子 及其附近近端调控元件的影响
,

还与远端调控元件的调控作用以及启动子区甲基化

有关
,

已有研究报道提到启动子区域的高甲基化就

是导致 H e L a 细胞中 S T K ll 低表达的重要原因川
.

综上所述
,

在人 S T K l l 基 因一 1 3 2 2一一 1 1 6 0

区间内包 含有 核心启动子
,

在 一 1 16 。一 一 10 3 9 和

一 10 3 9一 一 9 18 的区 间内存在有重要 的顺式作用元

件
,

而且为负性顺式作用元件
,

这一发现为 S T K ll

基因转录调控的深入研究奠定了基础
.
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