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摘要　　PJ综合征(Peutz-Jeghers syndrome)是一种常染色体显性遗传疾病.其致病基因所编码的

蛋白质为一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶(STK11).S TK11可以激活 AMPK , p53 等多条信号通路.

文中在克隆了 S TK11 的基本启动子区域基础上 , 用生物信息学分析预测该区域内可能存在 p53结

合位点和 Sp1结合位点.EMSA 结果证实了信息学分析的预测.Sp1结合位点核心碱基定点突变

后 , 其 PGL3 重组突变体质粒萤光素酶活性下降 1.9 倍;p53 结合位点核心碱基的定点突变后 ,

PGL3重组突变体质粒萤光素酶活性下降 14.6倍 , 均有统计学意义.利用内源表达 STK11的 L02

细胞株 , 瞬时转染 pcDNA 3.1-myc-his-B(-)-p53 , 经 Real-time PCR和Western blo t ting 检测发现 ,

p53过表达可以上调 S TK11的表达 , 因此 p53对 STK11的表达有正反馈调节放大作用.

关键词　　PJ 综合征　STK11　p53　转录调控

　　PJ综合征(Peutz-Jeghers syndrome , PJS)是一

种常染色体显性遗传疾病.其疾病基因 Serine/

Threonine K inase 11 (S TK11)于 1998 年 被克

隆
[ 1 , 2]

.STK11是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 , 在

细胞内广泛表达 , 并通过对 p53 , Wnt , AMPK 及

PTEN 等多种信号系统活性的调节行使多种重要复

杂的生理功能[ 3 , 4] .ST K11表达丰度在个体发育的

不同阶段存在组织与时相差异性 , 提示 S TK11 的

表达受到复杂而又精密的调控.本研究小组在初步

定位 S TK11 启动子区位于-1322— -1160 区间的

基础上[ 5] , 又经生物信息学分析发现该区间存在可

能的 Sp1结合位点和与 p53 结合的顺式作用元件.

p53假定结合位点的存在提示 p53对 STK11的表达

可能有反馈调节作用 , 这引起了我们极大的兴趣 ,

这是因为 STK11 与 p53 在功能上有密切关系 ,

S TK11被公认为 p53信号通路上游调节蛋白:如无

S TK11内源性表达的 G361细胞株 , STK11的过表

达通过 p53依赖的方式诱导 p21/WAF1表达导致细

胞周期 G1期阻滞
[ 6]
, 并且 S TK11与 p53存在直接

相互作用
[ 7]
.最近 , Zeng 等的研究进一步明确了

S TK11上调 p53信号通路的机制:STK11 可被招

募至 p21/WAF1 启动子区参与调节 p53 对 p21/

WAF1的转录激活[ 8] .

本研究通过电泳迁移率分析(EMSA)证实了

S TK11 启动子区域(-1322— -1160)存在 Sp1和

p53的结合位点;突变体双荧光素酶活性分析发现

p53的结合位点核心碱基的突变明显影响其转录活

性 , 过表达 p53 能上调 S TK11 表达水平 , 发现了

p53对 STK11的表达有正反馈的调节作用.

1　材料与方法

1.1　材料

L02细胞系(正常人胎肝细胞)及 HeLa 细胞由

中国典型生物保藏中心提供;p53 单克隆抗体购自
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BD公司 , S TK11 单克隆抗体购自 UpS tate 公司;

Py robest酶 、 限制性内切酶为 TaKaRa 公司产品;

Lipofectamine 2000和 pcDNA 3.1-myc-his-B(-)购

自 Invit rogen 公司;Hotstar 酶 、 逆转录试剂盒 、

Tip100质粒抽提试剂盒和 SYBR-Green PCR M as-

ter Mix 购自 Qiagen公司;PGEM-T-p53质粒由医

学遗传学国家重点实验室张雅坤提供;双萤光素酶

检测试剂盒 、 EMSA 试剂盒购自 E3050 公司;

Luminometer 单光子检测仪为 Promega 公司产品;

核蛋白抽提试剂盒购自 Active Mo tif公司.

1.2　方法

1.2.1　生物信息学分析　顺式元件的分析主要使

用 MatInspecto r软件对 S TK11启动子区(-1322—

-1160)进行扫描 , 分析预测可能的转录因子结合

位点.现行 MatInspector2.2版本以 TransFac(Tran-

scription Facto rs Database)7.0 中所收录的转录因

子结合位点数据库作为共有序列库 , 与待检序列进

行比对扫描 , 网址如下:

http://www .genomatix.de/cgi-bin/matin-

specto r prof/mat fam.pl

1.2.2　载体构建　萤光素酶报告基因重组质粒的构

建:采用巨引物法[ 9] , 以野生型 PGL3 -1425—

-1160质粒为模板
[ 5]
, 用引入突变碱基引物(见表 1)

进行两轮 PCR扩增 , 从而得到定点突变的片段 , 用

XhoⅠ和K pnⅠ双酶切后连入 PGL3-Basic质粒 , 得到突

变质粒 PGL3-Sp1mut 和 PGL3-P53mut.真核表达质

粒pcDNA 3.1-myc-his-B(-)-p53采用 ApaⅠ和 NotⅠ双

酶切 PGEM-T-p53后连入 pcDNA 3.1-myc-his-B(-),

经酶切 、测序证实 , 用 Tip100抽提质粒后备用.

1.2.3 　细胞培养及瞬时转染 　Hela 细胞株(无

S TK11内源性表达)和 L02细胞株(有 STK11内源

性表达)在含 10%灭活小牛血清的高糖 DMEM 培养

液中 , 37℃, 5%CO 2 和适合湿度的细胞培养箱传

代培养.瞬时转染采用脂质体 Lipofectamine2000 ,

具体转染方法参照其说明书进行.每次转染均用 24

孔板 , 每个样品转 2 个孔.转染体系如下:Lipo-

fectamin2000脂质体 1.5μL , 待检或对照质粒 600 ng ,

phRL-SV40质粒(内对照)4.0 ng , DMEM 培养液

100μL .每个质粒至少单独转染 3次.

1.2.4　电泳迁移率分析(EMSA)　T4 多核苷酸激

酶催化法对转录因子 p53和 sp1结合的特异性核苷

酸片段(见表 1)进行(r-32 P-A TP)末端标记 , 在加入

标记的探针前 , 将 5 x 结合缓冲液 3.0μL , L02细

胞核蛋白提取物 15μg(约 3—5μL)混合 , 并用无核

酸酶的水补充至 15.0μL .对于竞争性反应 , 在此

体系中加入非标记的竞争性或非竞争性寡核苷酸

30 ng , 竞争性探针与标记探针加入量的摩尔比例为

50 ∶1.样品经 4% PAGE(40 ∶1 , 0.5xTBE ,

350V电泳 45min), 干胶后在-70°C 曝光 24 h.

表 1　构建突变重组质粒及 Real-time PCR所用引物 a)

引物 碱基序列(5′—3′)

R-a(-1160) CCGctcgagGGACACCGCACGCCC

F-1425 GGggtaccTCACAGCCGTGGCCTCGT CTC

Sp1-mu t1 TCAGCGGCG TCAGGGCGGGCAGAG

Sp1-mu t1-mut2 TCAGCGGCG TCAGAGCG TGCAGAG

p53-mut AACGGGTGGGCGCATCGT CCTCGC

S tk11-F ct tgagtacgaaccggccaa

S tk11-R acggcaccacagtcatgct

Beta-actin-R aatctggcaccacaccttct

Beta-actin-F agcacagcctggatagcaac

　　a)R-a(-1160)和 F-1425为构建野生型启动子重组质粒用引物;

Sp1-mu t1和 p53-mut 为构建突变重组质粒用引物 , 小写字母为引入

的限制性酶切位点 , 下划线为引入的定点突变 , 大写字母为引物特

异性序列;同时 , Sp1-mut1 , Sp1-mu t1-mut2 和 p53-mut 为 EMSA

实验中使用突变探针 , 野生型探针为其未引入突变序列.S tk11-F ,

S tk11-R , Beta-actin-R和 Beta-act in-F为 Real-time PCR用引物

1.2.5　双荧光素酶活性分析　HeLa 细胞转染前培

养于 24 孔板 , 生长密度约 90%时进行 Lipo-

fectamine2000协助转染 , 转染 32 h后 , 收集细胞 ,

按照试剂盒操作手册进行双荧光素酶活性分析 , 每

个孔测 2次.各孔细胞之间的转染效率通过内对照

活性进行校正.样品校正转染效率后的活性 , 分别

减去阴性对照的背景值 , 除以阳性对照的标准值 ,

最后得到各样品相对于对照 pG L3-Basic的相对活性

(Basic相对活性值为 1).

1.2.6　Real-time PCR 检测 p53过表达对 STK11基

因的影响 　L02 细胞株在含 15%灭活胎牛血清的

1640培养液中 , 37℃, 5%CO 2 和适合湿度的细胞

培养箱传代培养.转染前一天接种于 6 cm 培养皿 ,

pcDN A 3.1-myc-his-B(-)-p53 真核表达质粒瞬时转

染采用脂质体 Lipofectamine 2000 , 用 pcDNA 3.1-
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myc-his-B(-)空质粒作为阴性对照 , 具体转染方法

参照其说明书进行.分别于转染后 24 , 36 h 收获细

胞 , 常规抽提 RNA , 逆转录为 cDNA , PCR反应条

件:SYBR-Green PCR M aster Mix 15μL , cDNA

0.8μL , Primer Mix(10μmol/ L)0.8μL , 混匀后

10μL 每孔上样 , 每样品设 3 个复孔.PCR程序:

95℃, 10min;95℃15 s;60℃30 s循环 40次 , 循

环结束后以 Beta-act in为内参计算相对定量值(rela-

tive quanti ty), 所用引物见表 1.

1.2.7　Western blotting检测 p53过表达对 STK11

基因的影响　L02细胞株转染前一天接种于 10 cm

培养皿 , pcDNA 3.1-myc-his-B(-)-p53 真核表达质

粒瞬时转染采用脂质体 2000 , 具体转染方法参照其

说明书进行 , 转染后分别于 24 , 36 h 收获细胞 , 抽

提细胞总蛋白质 , 并测定样品蛋白浓度(按 BCA 试

剂盒说明书进行), 取 10μg 总蛋白行 12%SDS-

PAGE蛋白电泳并将蛋白转至 PVDF 膜 , 依次与一

抗(STK11∶1∶300 , Be ta-actin 1∶2500)和二抗(羊

抗鼠 IgG , 1∶5000)各在室温下孵育 1 h , ECL 试

剂盒显影.实验重复 3次.

1.2.8　数据处理及分析 　各质粒的相对萤光素酶

活性的计算及分析见参考文献[ 5] .

2　结果

2.1　生物信息学分析结果

使用 MatInspector 软件进行 -1322— -1160

片段分析 , 搜寻可能的转录因子结合位点 , 发现

-1220 —-1196区间可能是与 p53结合的顺式作用

元件 , 以 “ p53 识 别序 列” 表 示(下同);在

-1240 —-1236区间可能是与 Sp1结合的顺式作用

元件以 “Sp1识别序列” 表示(下同), 并且在 “Sp1

识别序列” 中存在两个紧邻的 “Sp1识别序列” , 分

别以 Sp1-1和 Sp1-2表示(图 1).

图 1　生物信息学预测的部分结果 , 显示预测的 Sp1和 p53 结合位点中的核心碱基

小写为侧翼序列

2.2　重组质粒的构建及鉴定

萤光素酶报告基因重组质粒的构建是以野生型

PGL3-1425— -1160质粒为模板定点引入突变碱

基引物 , 得到了突变质粒 PG L3-Sp1mut 和 PGL3-

P53mut.经 Xho Ⅰ和 K pn Ⅰ双酶切 , 琼脂糖凝胶

电泳检测 , 证实突变体大小与目的片段一致 , 经测

序证实定点突变已经成功地被引入.pcDNA 3.1-

myc-his-B(-)-p53 真核表达质粒用 Apa Ⅰ和 Not Ⅰ

双酶切 , 琼脂糖凝胶电泳检测目的基因片段 、 并测

序证实 , pcDNA 3.1-myc-his-B(-)-p53A 按正确阅

读框插入了 p53的 CDS cDN A(图 2 、 图 3).

2.3　EMSA结果

同位素标记的 “Sp1 识别序列” 和核蛋白提取

物孵育后能观察到阻滞带 ,阻滞现象能够被自身非

图 2　pcDNA3.1-myc-his-B(-)-p53 重组质粒酶切结果

1和 4 , DNA 标志;2 , pcDNA 3.1-myc-his-B;

3 , pcDNA 3.1-myc-his-B(-)-p53

标记探针竞争 , 但不被非标记的突变探针竞争 , 表

明 Sp1可以特异性结合于本 “Sp1识别序列” ;“Sp1

识别序列” 含有两个可能的 Sp1结合位点(Sp1-1和

Sp1-2), Sp1-1突变和 Sp1-1/ Sp1-2 双突变非标记

探针均无竞争作用 ,提示Sp1是结合于Sp1-1(图4).
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图 3　突变体重组质粒酶切结果

M , DNA 标志;

1 , PGL3-Sp1mut1;

2 , PGL3-p53mu t;

3 , PGL3-Basic

同位素标记的 p53结合片段和核蛋白提取物孵育后

能观察到阻滞带 , 阻滞现象能够被自身非标记探针

竞争 , 但不被非标记的突变探针竞争 , 加入 p53单

克隆抗体 , 可以观测到超阻滞带 , 表明 p53 可以特

异性结合于 “p53识别序列” (图 5).

2.4　突变体的双萤光素酶分析

p53核心结合位点突变后 , 突变体萤光素酶活

性(35.0±1.8)相对野生型(516±13.2)下降 14.6

倍 , P<0.01(图 5);Sp1-1核心结合位点突变体萤

光素酶活性(269±4.2)相对野生型(516±13.2)下

降 1.9倍 , P<0.01(图 6).

图 4　 “ Sp1 识别序列” EMSA结果

[ 32P]-Sp1-Wt 为同位素标记的 “ Sp1识别序列” ;Sp1-w t 为非同

位素标记的 “ Sp1识别序列” ;[ 32 P]-C onsen sus 为同位素标记的

Sp1识别共有序列;Consensu s非为同位素标记的 Sp1识别共有

序列;Sp1-1-mut1为非同位素标记的 Sp1-1 突变序列;Sp1-1-

mu t1-mut2为非同位素标记的 Sp1-1/ Sp1-2双突变序列.

泳道 1 , 未加核蛋白的阴性对照;2-8 , 均加有 L02细胞核蛋白提

取物 , 其中 2为 Sp1 EMSA 阳性对照;3显示非同位素标记 AP2

识别共有序列对[ 32 P]-Con sensus无竞争作用;4显示C onsensus

对[ 32P] -Sp1-w t 呈现出竞争作用;5 为[ 32P] -Sp1-w t 阳性对照

(同 2);6显示 Sp1-w t对[ 32P] -Sp1-w t 呈现竞争作用;7和 8显

示单突变与双突变序列均不能对[ 32P] -Sp1-w t 产生竞争作用 ,

两者的竞争效果无明显差异

图 5　 “ p53识别序列” EMSA结果

[ 32 P]-p53-w t为同位素标记的 “ p53识别序列” ;p53-w t 为非

同位素标记的 “ p53识别序列” ;[ 32P]-Consensus为同位素标

记的 p53识别共有序列;Consensu s非为同位素标记的 p53识

别共有序列;p53-mu t为非同位素标记的 p53突变序列;p53-

Ab为 p53抗体.

泳道 1-6均为以上序列与 L02细胞核蛋白提取物作用的结果.

1为 p53 EMSA 的阳性对照;2显示 Consensu s对[ 32P] -Con-

sen sus呈现出竞争作用;3为[ 32P ]-p53-w t 阳性对照(同 1);

4显示 p53-mu t对[ 32P]-p53-w t 竞争作用不明显;5显示 p53-

w t对[ 32P]- p53-w t 呈现出竞争作用;6显示加入 p53抗体对

[ 32 P]- p53-w t 的 EMSA呈现超阻滞效应
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图 6　p53突变体萤光素酶活性分析结果

突变体萤光素酶活性(35.0±1.8)相对野生型(516±13.2)下降

14.6倍 , Sp1-1核心结合位点突变体萤光素酶活性(269±4.2)

相对野生型(516±13.2)下降 1.9倍.P<0.01

2.5　Real time PCR结果

L-02细胞株转染 pcDNA 3.1-myc-his-B(-)-p53

重组质粒 24 h 后可以观察到 S TK11 基因的 mRNA

水平上调 , 其相对定量值(2.07±0.20)较空载体对

照(4.73±0.21)上升了 2.27倍 , 36 h后相对定量值

(14.98±0.22)较空载体对照上升至 7.23倍 , P<

0.01 , 表明在过表达p53基因后S TK11 基因mRNA转

录增加(图7).

图 7　Real-Time PCR检测 STK11的表达

p53过表达 24和 36h 分别导致 L02细胞 STK11

mRNA 相对量增加 2.27倍和 7.23倍 , P<0.01

2.6　Western blotting结果

L-02细胞株转染 pcDNA 3.1-myc-his-B(-)-p53

重组质粒 24 h 后可以检测到细胞内表达的 ST K11

蛋白水平 , 并较空载体对照为高 , 至 36 h时 ST K11

蛋白水平增加更加明显 , 表明过表达 p53基因导致

S TK11蛋白表达增加(图 8).

图 8　Western blotting 检测结果

1 , 未转染组;2, 转染 pcDNA 3.1-myc-his-B(-)空载体;3, pcD-

NA 3.1-myc-his-B(-)-p53转染 24h;4 , pcDNA 3.1-myc-his-B(-)

-p53转染 36h , 表明过表达 p53诱导 STK11蛋白的表达升高

3　讨论

我们在以前的工作中克隆了 S TK11 的启动

子[ 5] , 并将其定位于-1322— -1160区域(翻译起

始密码子 A 为+1), 该启动子没有典型的 TA TA

盒 , 位于 CpG岛内.通过对该片段进行转录因子结

合位点的生物信息学分析 , 发现-1256 —-1247序

列可能为 Sp1结合序列 ——— “Sp1识别序列” .该片

段含有两个可能的 Sp1 结合位点(Sp1-1和 Sp1-2);

而 -1207—-1203 则可能为 p53 结合序列 ———

“p53 识别序列” .为了解上述两个片段是否能与

Sp1蛋白和 p53蛋白结合 , 我们首先合成了以上两

个片段 , 然后采用 EMSA 实验证实了它们能分别和

p53 和 Sp1 特异性地结合.由于 “Sp1 识别序列”

含有两个可能的 Sp1结合位点(Sp1-1和 Sp1-2), 为

确定 Sp1是与哪个 Sp1识别序列结合 , 在行 EMSA

实验时 , 我们采用了 Sp1-1位点突变探针和 Sp1-1/

Sp1-2双位点突变探针进行竞争实验 , 结果显示:

Sp1-1位点突变探针和 Sp1-1/ Sp1-2双位点突变探

针均不能对 “Sp1 识别序列” 与 Sp1特异结合产生

竞争作用 , 提示 Sp1 是结合于 Sp1-1 , 因为 , 如果

Sp1结合位点在 Sp1-2 , 非标记 Sp1-1突变片段应该

产生类似非标记探针 “Sp1识别序列” 的竞争效果.

882 自然科学进展 　第 17卷　第 7期　2007年 7月



为了初步了解 p53 和 Sp1 对 S TK11 转录可能产生

的影响 , 我们构建了针对 “Sp1识别序列” 和 “p53

识别序列” 核心碱基的 pG L3突变载体 , 观察它们

与野生型 pG L3重组载体转录活性的差异.我们在

进行 S TK11 启动子克隆研究时 , S TK11 启动子在

Hela 细胞和 L02细胞中均有转录活性[ 5] , 因此 , 在

本研究中只用了 Hela 细胞进行转录活性研究.结

果发现 Sp1-1核心碱基的突变可轻微地下调其转录

活性.基于 Sp1 结合元件为无 TA TA 盒的启动子

的基本元件的考虑[ 10] , 我们将研究的重点集中在

p53对 S TK11 转录的影响上 , 其原因来自以下几个

方面:首先 , 本研究发现 “p53 识别序列” 核心碱

基的突变可明显下调其转录活性.再者 , 已有研究

显示 S TK11 生物学功能的实现与 p53有着十分密

切的联系.早在 2001 年 , Karuman 等就发现

S TK11与 p53 有密切的关系———STK11诱导的细

胞凋亡呈现出 p53依赖特性[ 7] .Wei 等从基因敲除

小鼠得到的研究结果发现 S TK11与 p53 在肿瘤发

生过程中存在协同作用 , S TK11
+/-
/p53

+/-
小鼠与

S TK11
+/-
或者 p53

+/-
小鼠相比 , 生存期短 , 错构

瘤性息肉的形成时间也较 STK11+/ -小鼠提前 , 同

时其肿瘤易感性增加[ 11] .最近 Zeng 等的研究发现

S TK11和 p53在细胞核内存在直接相互作用 , 不但

对 p53蛋白进行磷酸化修饰 , 还直接参与 p53 对

p21/WAF1的转录激活 , 上调 p21/WAF1 的表达 ,

诱导细胞周期 G1期阻滞
[ 8]
.S TK11为 p53的上游

调节蛋白已得到公认.还有 , 来自 p53自身调控的

研究结果显示 p53的表达调控在转录 、 翻译后修饰

及降解过程均存在复杂的正 、 负反馈机制[ 12] , 这就

使我们联想到 p53 对 S TK11 的表达调控作用可能

是 S TK11 转录调控的重要机制之一.

为了观察 p53对内源性 STK11表达调控作用 , 我

们选用有 STK11内源性表达的 L02细胞 , 瞬时转染

pcDNA 3.1-myc-his-B(-)-p53真核表达质粒 , 在 RNA

水平和蛋白水平观察p53的过表达对 STK11表达的影

响.结果发现 , p53过表达导致了 STK11的mRNA表

达水平增高 , 并且随之引起蛋白表达丰度的明显增加.

我们的研究证实了 p53可以在转录水平上调 STK11的

表达 , 发现了p53与STK11的表达之间正反馈通路的

存在 , 对了解 STK11表达调控机制及 STK11调控细

胞增殖机制注入了新的内容.
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