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的特异性探针与活化因子蛋白
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等学者发现的一种原癌基因#该

基因参与胚胎发育过程中的骨形成'
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属于活化因子蛋

白$
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家族中
]@9

亚家族成员之一#其调节肿瘤细胞的生

长*转移和侵袭主要是通过与目标基因启动子上的抗原处理相

关转运体反应元件相结合而实现的'
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)目前#国内外关于

];B$+

与乳腺癌的研究还处于起步阶段#其分子机制的研究也

较少)本研究探讨
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在乳腺癌细胞中高表达原因及其启

动子高转录活性的分子机制#为针对
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靶向治疗乳腺癌提

供一定的试验基础)

A

!

资料与方法

A,A

!

一般资料
!

选取
%

株人乳腺癌细胞株
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和
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株人脐静脉内皮细胞株
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进行研究)
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仪器与试剂
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公司#实时

荧光定量逆转录
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聚合酶链反应$
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蛋白测定试剂盒*细胞核蛋白抽提试剂

盒均购自碧云天生物技术研究所#电泳迁移率试验试剂盒购自
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Q<A":;@

H

8<

公司#其余试剂均为国产分析纯试剂)人乳腺

癌细胞株
!Y1%*+

*
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及人脐静脉内皮细胞株
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均购自于美国模式培养物集存库)
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方法
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细胞培养方法
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胎牛血清的杜氏培养基培养)细胞密度为每孔
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) 个

细胞#用
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胰蛋白酶消化并传代)
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检测方法
!

将
*

株细胞在体外条件下进

行培养#当细胞生长至对数生长期时裂解细胞#并提取细胞的

/#21

#通过逆转录的方法将
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株细胞的
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逆转录成
EY$

21

#设计
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引物检测
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株细胞中
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的相对

表达量#细胞周期
03#

芯片数据分析采用##
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方法)
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蛋白水平检测方法
!

将
*

株细胞在体外条件下

进行培养#当细胞生长至对数生长期时裂解细胞#并提取细胞

的总蛋白)采用蛋白质印迹法检测
*

株细胞中
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蛋白的

表达情况#同时检测
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内参蛋白#操作按
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试剂盒使用说明进行)
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启动子转录活性检测方法
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动子双荧光报告载体
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癌细胞株
!Y1%*+

和
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转种于
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孔细胞培养板#每孔

接种的细胞数量为
+-----

个#细胞完全贴壁后更换不含血清

的培养基#转染
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启动子报告载体#每孔转染量为
+

"

H

#同

时每孔转染
-,+

"

H

的内参报告基因
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含
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胎牛血清的完全培养基继续培养
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#细胞裂解后收

集荧光蛋白#检测荧光蛋白活性)
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孔细胞培养板#每孔接种的细胞数量为
+-----

个#

细胞完全贴壁后更换不含血清的培养基#转染
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统计学处理
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软件进行统计学处理#计

量资料以
If:

表示#组间比较采用单因素方差分析#以
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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在不同细胞株中的表达情况
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细胞株
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相对表达量分别为
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#明显高于
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细胞株的
+,--f-,--
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统计学意义$
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蛋白在不同细胞株中的表达情况
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蛋白相对表达量分别为
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中的表达强度
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启动子在不同细胞株中的活性比较
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乳腺癌细胞中调控
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启动子转录活性区域分析
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乳腺癌细胞中调控
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启动子转录活性区域分析
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乳腺癌细胞
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基因启动

子核心区域生物信息学分析
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-,-&

#明显低于野生型报告载体
(

XS*P$!+

#差异有统计学意

义$

D

$

-,-)

&)

B,G

!

凝胶迁移阻滞试验结果
!

见图
=

)图中
];88

(

;@'8

表示

没有与核蛋白结合的生物素标记的自由探针#图中上端
=

泳道

表示核蛋白
10+

与其特异性探针相结合的条带#该条带与自

由探针比较#发生了明显的阻滞现象)第
+

泳道为没有添加核

蛋白的阴性对照组#该组
10+

特异性探针因不能与任何核蛋

白结合而没有发生阻滞现象%第
%

泳道为添加
+--

倍生物素

$已提取核蛋白&的
10+

特异性探针#其阻滞效应明显减弱#自

由探针优先反应
%-/"<

%第
*

泳道为添加
+--

倍生物素$已提

取核蛋白&的
10+

特异性探针#由于优先反应
%-/"<

且不能

够与
10+

结合#其阻滞效应并没有受到影响%第
=

泳道为加入

核蛋白并添加生物素标记
10+

探针#其阻滞效应明显#而且与

第
*

泳道的阻滞条带无明显差别)

图
=

!!

凝胶迁移阻滞试验

C

!

讨
!!

论

!!

乳腺癌是最常见的女性恶性肿瘤之一#发病率仅次于子宫

癌)乳腺癌的发病人数占全身各类恶性肿瘤发病人数的
?[

$

+-[

#现已成为威胁女性健康的重要原因之一#越来越受到广

大学者和科研人员的关注'

+

(

)乳腺癌的发病常与基因遗传相

关#广泛的流行病学研究发现#

=-

$

&-

岁及更年期前后妇女发

病率较高)欧美的流行病学研究发现#

P#31$+

*

P#31$%

*

0)*

*

06U2

等基因的表达或缺失与乳腺癌的发病有着密切的

关系#与这些基因相关的乳腺癌占全部乳腺癌的
)[

$

+-[

'

%$*

(

)

];B$+

是新近发现的与癌症密切相关的基因#在多种癌组

织细胞中呈现高表达#可以促进肿瘤细胞的增殖*侵袭和转移

能力'

=

(

)本研究通过
#6$03#

技术和免疫印迹技术检测乳腺

癌细胞株
!Y1%*+

*

!3]$?

中
];B$+

的
/#21

表达和蛋白表

达#与正常的人脐静脉内皮细胞株相比#它们的相对表达量明

显增高)这表明在体外培养的乳腺癌细胞株中#

];B$+

的
/#$

21

和蛋白呈现高表达)在细胞内#

/#21

和蛋白的表达受到

各种因素的调节#其中基因在转录水平上的调控是最重要的#

而基因的转录活性调节主要涉及基因的启动子区域)本研究

构建
];B$+

基因启动子全长的报告载体
(

XS*P$%+&*

#将该报

告基因连同内参
(

#S$6a

共转染乳腺癌细胞株
!Y1%*+

*

!3]$?

和正常的人脐静脉内皮细胞株
U3T*-=

#发现乳腺癌细

胞株
!Y1%*+

和
!3]$?

中
];B$+

启动子的转录活性明显高于

人脐静脉内皮细胞株
U3T*-=

#这与
];B$+

中
/#21

和蛋白表

达检测结果是一致的)

基因启动子是基因的组成部分之一#在遗传学中是指
+

段

能使基因进行转录的
Y21

序列#其可以被
#21

聚合酶辨认#

并开始转录'

)$&

(

)在
#21

合成中#启动子区域和调控区域就

像/开关0#决定基因的活动#继而控制细胞开始生产哪一种蛋

白质'

?$O

(

)然而基因启动子区域存在着成千上万的转录因子及

反式作用因子调控的区域#对于这些区域的研究才是弄清基因

转录调节机制的钥匙)本研究采用生物信息学相关方法并参

考国内外相关文献#在
];B$+

启动子全长报告基因的基础上克

隆了一系列的短截报告基因#通过分析其荧光活性发现在

h+&=

$

h)%<:

启动子区域中存在特异性调节
];B$+

启动子

转录的活性区域#这为寻找潜在的转录因子或者反式作用因子

结合位点提供了线索)同时#本研究发现该区域有着两个与

];B$+

基因转录密切相关的转录因子结合位点
V0+

和
10+

#另

外两个转录因子
UX#+

和
10%

与
];B$+

启动子的转录活性调

节关系不大)本研究采用巢式
03#

方法构建这两个位点的报

告基因#通过转染乳腺癌细胞并检测荧光活性发现
10+

位点

可能与乳腺癌细胞株
];B$+

启动子活性调节相关#这提示
10+

位点可能是调控
];B$+

在乳腺癌细胞中高转录活性的重要转

录因子结合位点)

凝胶迁移阻滞试验是用来研究
Y21

与特异性蛋白的相

互作用的一种方法#通常是用放射性标记或者生物素标记的

Y21

片段与分离纯化蛋白成分$可以是胞浆蛋白#也可以是胞

核蛋白&或提取物中的蛋白混合物相结合#然后在非变性凝胶

中分析该产物的表达情况)与游离
Y21

相比#蛋白
$Y21

复

合物由于相对分子质量大而导致迁移率降低#因此与游离

Y21

片段相对比时可观察到/阻滞0现象'

.

(

)该方法可用于检

测
Y21

结合蛋白*

#21

结合蛋白#可通过加入特异性的抗体

来检测特定的蛋白质#并可进行未知蛋白的鉴定'

+-

(

)本研究

使用乳腺癌细胞株的细胞核蛋白和放射性自显影技术观察到

了明显的阻滞现象#间接证实基于反式作用因子
10+

序列设

计的生物素标记探针可以与核蛋白中高表达的
10+

蛋白相互

结合)这说明反式作用因子
10+

参与了乳腺癌细胞中
];B$+

基因启动子转录的进行#其具体作用机制可能是促进了
#21

'

类聚合酶与启动子的结合而促进转录的进行#或者是提高了

通用转录因子
Y21

聚合作用从而促进了转录的发生)

综上所述#乳腺癌细胞株
!Y1%*+

*

!3]$?

中#

];B$+

的

/#21

和蛋白呈高表达#调节
];B$+

启动子活性的主要区域位

于启动子起始转录位点上游
h+&=

$

h)%<:

区域#该区域可能

存在的潜在转录因子或者反式作用因子位点为
10+

#该位点

的碱基序列为
6631611111

)
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雌激素通过
U#

介导基因或非基因机制调控心血管系统

功能'

+

#

.$+-

(

)

U#B

和
U#

%

位于细胞核内#通过调节特异性靶基

因的转录而发挥基因型调节效应#由独立基因
UV#+

和
UV#%

编码#广泛分布于巨噬细胞*脂肪细胞*血管内皮细胞和血管平

滑肌细胞等'

++

(

)有研究表明#

UV#+

和
UV#%

基因的单核苷酸

多态性$

V209

&影响了雌激素相关的作用#如
UV#+

的
0AG

'

$

;9%%*=&.*

&和
_'B

&

$

;9.*=-?..

&#

UV#%

的
#9B

&

$

;9+%)&-=.

&

和
1CG

&

$

;9=.O&.*O

&等)

0AG

'

基因多态性能影响转录因子

的结合#改变蛋白质表达'

+%

(

)有研究表明#

U#B

和
U#

%

基因

的遗传变异与脂质代谢*

3ZY

等疾病有关'

+*$+=

(

)本研究结果

显示!两组
U#

*

基因
0AG

'

*

_'B

&

和
U#

%

基因
#9B

&

*

1CG

&

基因型频率分布具有群体代表性#其酶切多态性在男*女性间

没有明显性差异%

3ZY

组中
((

*

KK

*

##

*

11

基因型最多#

00

*

__

*

;;

*

BB

基因型最少#对照组中
0

(

*

KK

*

##

*

11

基因型最多#

00

*

__

*

;;

*

BB

基因型最少#

3ZY

组
(

*

K

基因分布频率明显高

于对照组$

D

$

-,-)

&#其原因可能与冠心病危险因素相关)

综上所述#雌激素基因多态性可能是一个有效的治疗

3ZY

的靶点#

(

*

K

基因分布频率可能与冠心病危险因素相关)

尽管公共卫生的健康教育宣传在不断加强#但
3ZY

的发病率

仍不断攀升)因此#需要尽更大的力量去避免诱发冠心病的相

关危险因素#降低冠心病的发生率)
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