
神经元是构成大脑神经系统网络功能的基本

单位，不同神经元之间相互作用的集合构成了有

各种高级功能的复杂神经网络，原钙粘蛋白可能

在复杂神经网络形成中起到关键作用[1耀3]。神经元
细胞膜表面蛋白的选择性表达能够产生单个神经

元表面分子的多样性，该多样性能够使神经元联
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摘 要院人类原钙粘蛋白渊Protocadherin袁Pcdh冤基因簇包含 53个成串排列非常相似的基因袁组成 3个紧密相连
的基因簇渊琢袁 茁和 酌冤遥 原钙粘蛋白基因簇 酌通过启动子选择性表达产生神经元细胞膜表面的分子多样性袁但
是袁 该多样性产生的分子机制还不清楚遥 调控元件 HS7L和 HS5-1aL作为候选的增强子可能具有调控 Pcdh酌
基因表达的作用遥 利用分子克隆的方法袁将调控元件 HS7L和 HS5-1aL分别克隆至包含 酌a9尧酌a10尧酌b3尧酌b7和
酌c3启动子的荧光素酶报告基因的下游遥 通过荧光素酶报告基因试验检测其对该 5种 Pcdh酌启动子活性的影
响袁发现 HS7L对 5种启动子活性具有增强作用袁HS5-1aL对 酌a10启动子活性具有增强作用遥 之后袁通过基因
沉默绝缘子 CTCF袁发现下调 CTCF不仅降低 酌b1基因表达袁而且能够显著降低 酌b1启动子报告基因活性遥试验
结果表明调控元件 HS7L和 HS5-1aL能够增强 Pcdh酌启动子活性袁推测可能通过 CTCF介导的增强子-启动子
相互作用调控 Pcdh酌的细胞特异性基因表达遥
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in the Human Protocadherin Gene Cluster
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Abstract：Promoter choice of members of the protocadherin 酌 (Pcdh酌) gene cluster in single neurons may
generate an enormous diversity on the cell surface of individual neurons in the brain, but the underlying
molecular mechanisms are poorly understood. Here, candidate enhancer elements of the human Pcdh酌 clus原
ter, HS7L and HS5-1aL, were cloned into the downstream of the luciferase reporter gene which is under the
control of the 酌a9, 酌a10, 酌b3, 酌b7, or 酌c3 promoter. Luciferase reporter gene assay, which was used to char原
acterize the functions of these two elements, revealed that HS7L enhances the promoter activity of all of the
five genes; by contrast, HS5 -1aL increases the 酌a10 promoter activity. In addition, the insulator CTCF
knockdown led to a decrease in the levels of 酌b1 mRNAs and its promoter activity. These results suggested
that HS7L and HS5-1aL play an important role in regulating the cell-specific Pcdh酌 expression in the brain
by CTCF-mediated long-distance enhancer-promoter DNA looping interactions.
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系具有特异性，即自我识别或自我回避[3]。原钙粘
蛋白家族作为钙粘蛋白超家族中的成员，是一类

依赖钙离子的细胞表面粘着蛋白 [2，4，5]，在神经发
育中扮演重要作用[6~10]。原钙粘蛋白基因家族包含
3 个紧密相连的基因簇：Pcdh琢 簇、Pcdh茁 簇和
Pcdh酌簇，在哺乳动物中高度保守[11耀13]。人类Pcdh酌
基因簇由 22个可变第一个外显子和下游 3个恒
定的外显子组成，单个可变第一个外显子剪接到

下游 3个恒定的外显子可产生 1种信使 RNA分
子 [2]，不同的神经细胞对可变第一个外显子上游
启动子的选择性表达产生了神经元表面的分子多

样性[14，15]。
DNA 调节元件与 DNA 酶超敏位点 HSs

（DNase I hypersensitive sites）密不可分，因为 HSs
区域有调节因子结合，导致核小体重建或缺失，继

而该区域的 DNA序列容易被 DNA酶降解[16]。真
核生物的基因组在调节因子介导的远距离相互作

用下形成复杂而高度有序的染色质结构。绝缘子

CTCF（CCCTC-binding factor）在其中扮演着组织
者的角色[17]。先前研究发现 Pcdh酌每个可变第一
个外显子的启动子（除 酌c4、酌c5外）都含 1个保守
序列元件[11，14]，即 CTCF结合位点[18耀20]，且 CTCF可
以影响 Pcdh酌启动子的活性[20]。染色质免疫共沉
淀结合二代测序技术揭示了两个候选的调控元

件,即 HS7L和 HS5-1aL,但其调控功能还有待确
认[20]。本研究通过分子克隆、荧光素酶报告基因和
基因沉默试验，证实了 HS7L 和 HS5 -1aL 对
Pcdh酌启动子活性的增强作用，并探讨了绝缘子
CTCF对 Pcdh酌基因表达的影响。

1 材料和方法

1.1 细胞株

人胚胎肾细胞系 293T、人神经母细胞瘤细胞
系 SK-N-SH购自上海细胞库。
1.2 主要试剂

萤火虫荧光素酶报告载体 pGL3 -Control
（E1741）和 pGL3-basic（E1751）、海肾荧光素酶内
参载体 pRL-TK（E2241）、pGEM誖 -T Easy Vector
SystemI（A1360）、双荧光素酶检测试剂盒（E2940）
和反转录试剂盒（A3500）购自美国 Promega公
司；FastStart Universal SYBR Green Master 试剂
（04913914001） 购自瑞士罗氏公司；Lipofec原
tamineTM 2000（11668-019）购自美国 Invitrogen公
司；KOD-Plus（KOD-201）购自日本 TOYOBO 公

司；限制性内切酶 Kpn玉 （R0142S）、Hind芋
（R0104S）、EcoR 玉 （R0101S）、Sac 玉（R0156V）、
Xba玉（R0145S）、Sal玉（R0138S）和 T4 DNA 连接
酶（M0202L）购自美国 New England Biolabs公司；
基因组 DNA 纯化试剂盒（A1120）购自美国
Promega 公司；FBS（10099-141）、DMEM（10313 -
021）购自美国 Gibco公司。
1.3 仪器

PCR仪（美国 Applied Biosystems公司），Ep原
pendorf 5415D离心机（德国 Eppendorf公司），电
泳系统（美国 Bio-Rad公司），CO2细胞培养箱（美
国 Thermo公司），Synergy 2 多功能酶标仪（美国
BioTek 公司），ChemiDoc XRS+ 系统 (美国 Bio-
Rad公司)。
1.4 方法

1.4.1 序列比对分析

人基因组 DNA序列信息从 http://genome.uc原
sc.edu/网站获取。序列同源分析结果通过 Vista软
件得出 [21]，网址为 http://genome.lbl.gov/vista/index.
shtml。
1.4.2 荧光素酶报告系统中质粒的构建

经 PCR (pGL3F和 pGL3R为引物)将 EcoR玉、
Xho玉、Mlu玉和 Sac玉酶切位点序列引入 pGL3-
Basic质粒。以从 HEC-1-B细胞系中提取的人基
因组 DNA为模板，使用表 1所列引物,通过 PCR
扩增 酌a9（酌a9F和 酌a9R）、酌a10（酌a10F和 酌a10R）、
酌b3（酌b3F 和 酌b3R）、酌b7 （酌b7F 和 酌b7R）、酌c3
（酌c3F和 酌c3R）、酌b1(酌b1F和 酌b1R)的启动子序列
以及 HS7L（HS7LF和 HS7LR）和 HS5-1aL（HS5-
1aLF和 HS5-1aLR）调控元件序列。将 PCR扩增
的各启动子序列经 Kpn玉和 Hind芋双酶切后，插
入 pGL3-Basic载体的 Kpn玉和 Hind芋酶切位点
之间，即获得 pGL3 -酌a9 -luc、pGL3 -酌a10 -luc、
pGL3-酌b3-luc、pGL3-酌b7-luc、pGL3-酌c3-luc 和
pGL3-酌b1-luc质粒。将 HS7L或 HS5-1aL元件分
别插入 pGL3 -酌a9 -luc、pGL3 -酌a10 -luc、pGL3 -
酌b3-luc、pGL3-酌b7-luc 和 pGL3-酌c3-luc 质粒的
EcoR玉和 Sal玉限制性内切酶识别位点之间，即
获得 pGL3-酌a9-luc-HS7L/HS5-1aL、pGL3-酌a10-
luc -HS7L/HS5 -1aL、pGL3 -酌b3 -luc -HS7L/HS5 -
1aL、pGL3-酌b7-luc-HS7L/HS5-1aL和 pGL3-酌c3-
luc-HS7L/HS5-1aL质粒。上述克隆均经 Sanger测
序确定其正确性。
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表 1 克隆所用引物
Table 1 Primers for cloning

1.4.3 双荧光素酶报告基因活性测定

双荧光素酶报告基因活性测定采用美国

Promega公司 Dual-Glo荧光素酶报告基因检测系
统。293T 细胞的培养使用含 10%胎牛血清的
DMEM高糖培养液（含 100 kU/L青霉素和 100 kU/L
链霉素）。以 293T细胞转染为例，转染前细胞按
照 3伊104个/孔接种于 96 孔板。转染使用 Lipo原
fectamine 2000试剂，每孔转染 37 fmol质粒 DNA
（不足 200 ng 用 pGEM-T Easy 质粒补齐），10 ng
内参 pRL-TK与 25 滋L DMEM无血清培养基混合，
记为 A液；然后，将 0.4 滋L脂质体与 25 滋L DMEM
无血清培养基混合，记为 B 液，室温放置 5 min。
最后，将 A液和 B液 1:1 混合，室温放置 20 min
后，加入 96孔板中。293T细胞转染 48 h后，弃去
培养液，每孔加入 50 滋L 裂解液，萤火虫荧光素
酶底物反应 10 min后，吸取 40 滋L孔细胞转移至
白色不透光 96孔板中，在 Synergy 2 多功能酶标
仪中测得每个孔的萤火虫荧光素酶发光值。然后

往孔内加入 20 滋L孔萤火虫荧光素酶的淬灭剂
以及海肾荧光素酶的底物，反应 10 min，再测得
每个孔的海肾荧光素酶的发光值。数据表述为萤

火虫荧光素酶/海肾荧光素酶的数值。每个实验至
少重复 3次。SK-N-SH细胞中的双荧光素酶报告
基因活性测定试验与此类似，不再赘述。

1.4.4 慢病毒包装与感染

采用 Lipofectamine 2000试剂，将 CTCF shRNA
质粒或 GFP shRNA 质粒与包装质粒 pPax2 和

pMD2.G[20]共转染 293T细胞，转染 18 h后更换病毒收
集培养基（含 10%胎牛血清，11 g/L BSA，100 kU/L青
霉素和 100 kU/L链霉素）分别于转染后 42 h和 66 h
收集含病毒颗粒上清，经离心、过滤后分装存放于-
80 益冰箱。SK-N-SH细胞感染时添加 8 滋g/mL
polybrene (Sigma)，感染第 3 d 后添加 2 滋g/mL
Puromycin (Sigma),每 2 d更换一次培养液。
1.4.5 实时定量 PCR

细胞经 TRIzol试剂裂解并提取 RNA，取 1 滋g
RNA，经美国 Promega公司 AMV试剂逆转录,实
时定量 PCR 检测采用瑞士 Roche 公司 FastStart
Universal SYBR Green Master试剂在 ABI 7500定
量 PCR 仪中进行。实时定量 PCR 引物采用
Primer 5引物设计软件设计，GAPDH基因作为内
参(引物见表 2)。

1.4.6 蛋白免疫印迹

蛋白免疫印迹实验采用 Millipore CTCF抗体
作为一抗，经 4 益孵育过夜后，与羊抗兔二抗孵育
1 h，图像采集使用 ChemiDoc XRS+ 系统 (Bio-
Rad)。
1.4.7 统计学处理

采用 SPSS软件进行 t检验分析，n=3，t 值检
验后，*P<0.05为有显著性差异；**P<0.01为有极显
著性差异。

2 结果

2.1 调控元件 HS7L和 HS5-1aL的序列保守性
分析

基因组调控元件（如增强子和基因座控制区）

在不同的物种中具有高度保守性[22]。本文对人和
鼠的 Pcdh酌基因簇下游序列进行了 Vista分析。图
1中，横坐标代表序列在基因组中的位置，纵坐标
代表人与鼠的序列相似性程度。可见，人与鼠的

Pcdh酌基因簇除了外显子的序列保守外，内含子及
基因间序列同样具有高度的序列相似性。DNA酶
超敏位点 HS16、HS5 -1bL/HS17、HS18、HS19 -20
能够顺式激活 Pcdh茁基因簇的表达，且这些位点的

Primer
pGL3F
pGL3R
酌a9F
酌a9R
酌a10F
酌a10R
酌b3F
酌b3R
酌b7F
酌b7R
酌c3F
酌c3R
酌b1F
酌b1R
HS5-1aLF
HS5-1aLR
HS7LF
HS7LR

Sequence（5忆-3忆）
GAAAGATCGCCGTGTAATTC
CGGGATCCGAGCTCACGCGTCTCGAG原
GAATTCTTATCGATTTTACCACATTTGTAG
GGGGTACCGAAATAGAGTGCAAAGTTCTACCAAG
CCCAAGCTTCGCTGCTTCATCAGGTTCTTTC
GGGGTACCAGCTTCAGAGTGAATTATCTCATG
CCCAAGCTTAAAGTCCTCACTGGACACGTTG
GGGGTACCCGTGACGGGATTGAGCAAGAT
CCCAAGCTTGTTCTCCGAGCAGGACCAACTA
GGGGTACCCCCTGGATGATGGTAATGACTAG
CCCAAGCTTCTTTTCCAGTTGGAGAAAGTGC
GGGGTACCCAAGCCAGATTTGTTGGTGTT
CCCAAGCTTTCGTCCCTGAGATTTCGCT
GGGGTACCGCAGTCATGCCAGAGTTTAT
CCCAAGCTTACCCTGGACTTCTGTGATTTG
GGAATTCCATGGAGGCCAGGCCAAG
ACGCGTCGACCAGCTTTTCAGAAGAAACGTT
GGAATTCTTTAACTGGGAGCCCTGTACTTT
ACGCGTCGACGCTTGGACCTTATCCCTGTTCT 表 2 实时定量 PCR所用引物

Table 2 Primers for Real-time PCR
Primer
Pcdh酌b1F
Pcdh酌c3F
Pcdh酌-conR
GAPDH-F
GAPDH-R

Sequence（5忆-3忆）
GGATCTGCTGTGTGATGATCCT
ACCATCAGGTGTATCTCACCAC
CGACTTCTTCTTGTTGCCATTG
GGAGTCCACTGGCGTCTTCAC
GCAGGAGGCATTGCTGATGAT
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图 3 HS5-1aL对 Pcdh酌启动子活性的影响
Fig.3 The effects of HS5-1aL on the human Pcdh酌 pro鄄
moter activity

缺失能够非均一地部分降低 Pcdh酌亚型的表达[23]。
调控元件 HS7L和 HS5-1aL作为候选的增强子可
能具有调控 Pcdh酌基因表达的作用[20]。

2.2 HS7L对 Pcdh酌启动子活性的影响
为研究 HS7L 是否影响 Pcdh酌 的启动子活

性，将克隆并测序正确的重组质粒（图 2左）与
pGEM-T Easy载体，内参载体质粒 pRL-TK瞬时
转染 293T细胞后,再分别测出萤光虫荧光素酶和
海肾荧光素酶的活性，用二者的比值大小衡量

Pcdh酌启动子活性强弱。实验结果显示：阴性对照
质粒中加入 HS7L序列后显著提高了 酌a9、酌a10、
酌b3、酌b7和 酌c3的启动子活性（图 2右）。该结果
表明，DNA超敏位点 HS7L具有增强 Pcdh酌启动
子活性的作用。

2.3 HS5-1aL对 Pcdh酌启动子活性的影响
为了探究 HS5-1aL对 Pcdh酌的启动子活性

的影响，构建双荧光素酶报告系统（图 3左）并转
染 293T细胞，检测双荧光素酶的活性。结果显示
HS5-1aL对 酌a10有显著的增强作用，但对其他启
动子无显著影响（图 3右）。该结果表明，DNA超
敏位点 HS5-1aL具有增强部分 Pcdh酌 启动子活
性的作用。

2.4 CTCF基因沉默对 Pcdh酌基因表达和启动
子活性的影响

以慢病毒作为载体，通过 shRNA下调 CTCF

后，从 SK-N-SH细胞中提取蛋白进行蛋白免疫
印迹检测，结果显示该 shRNA 能够有效降低
CTCF蛋白表达（图 4A）。CTCF分别下调 5 d和 9 d
后，从 SK-N-SH细胞中提取总 RNA，经反转录进
行实时定量 PCR分析，发现 酌b1基因表达在下调
第 5 d增加，在下调第 9 d降低（图 4B），酌c3无显
著性变化（图 4C）。CTCF下调 5 d后瞬时转染含
酌b1或 酌c3启动子的双荧光素酶报告基因质粒，
发现 酌b1启动子活性显著降低，酌c3 无显著性变
化（图 4D）。该结果表明，CTCF对于维持 酌b1基因
表达和启动子活性至关重要，调控元件 HS7L和
HS5-1aL以及已报道的其他下游调控元件可能通
过 CTCF 介导的增强子-启动子相互作用调控
Pcdh酌表达。

图 1 人与鼠 Pcdh酌基因簇下游的 DNA序列保守性分析
Fig.1 Homology analysis of the downstream sequences
of the human and mouse Pcdh酌 gene clusters

图 2 HS7L对 Pcdh酌启动子活性的影响
Fig.2 The effects of HS7L on the human Pcdh酌 promoter
activity

图 4 CTCF基因沉默对 Pcdh酌基因表达和启动子活性
的影响
(A) 免疫印迹曰渊B冤 酌b1 实时定量 PCR曰渊C冤 酌c3 实时定量
PCR曰(D) 酌b1和 酌c3双荧光素酶报告基因检测遥
Fig.4 The effects of CTCF knockdown on the human
Pcdh酌 gene promoters
渊A冤 Western blot; (B) Real-time RT-PCR assay of the 酌b1
gene; (C) Real-time PCR assay of the 酌c3 gene曰 (D) Dual Glo lu鄄
ciferase assay of the 酌b1 or 酌c3 promoter.

(A) (B)

(C) (D)
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人脑中包含超过 1 000亿个神经元细胞，这
些细胞之间互相联系形成约 150万亿个特异的突
触连接，原钙粘蛋白基因簇可能在大脑复杂神经

元连接中起到重要作用[1，3，12]。如此庞大的相互作
用网络需要大量的细胞表面分子用以“自我识

别”，使神经元能够“自我回避”。最近研究发现，

Pcdh在实现神经元的“自我回避”中发挥至关重
要的作用[6]，Pcdh是目前脊椎动物中唯一被发现参
与该功能的基因。Pcdh能够通过启动子选择性表达
产生巨大的分子多样性，该启动子的选择被认为是

通过增强子-启动子的相互作用得以实现的[20]。但是
目前，Pcdh的增强子调控元件还未被完全确定[23, 24]。
本文对 Pcdh酌的增强子调控元件的研究对于探索
Pcdh酌如何实现多样性表达的分子机制至关重要。

已有的研究鉴定了 Pcdh酌 下游调控元件
HS16、HS5-1bL/HS17、HS18和 HS19-20，但是基
因敲除这些元件几乎完全沉默 Pcdh茁基因，只能
非均一地部分降低 Pcdh酌基因的表达[23]。我们实验
室先前发现 Pcdh酌下游调控元件 HS7L和 HS5-
1aL具有增强子特性，即富集RNA聚合酶域[20]。因
此，有必要进一步对该两个调控元件做进一步研

究。报告基因是现代分子生物学中用于分析顺式

元件与反式作用因子相互作用关系的一种重要工

具[25]。本研究通过分子克隆，将调控元件 HS7L和
HS5-1aL分别克隆至包含 酌a9、酌a10、酌b3、酌b7 和
酌c3启动子的荧光素酶报告基因的下游。通过荧
光素酶报告基因试验检测其对该 5种 Pcdh酌启动
子活性的影响，发现 HS7L对 5种启动子活性都具
有增强作用，而 HS5-1aL仅对 酌a10启动子活性具
有增强作用。这些结果表明，DNA超敏位点 HS7L
和 HS5-1aL具有增强 Pcdh酌启动子活性的作用。

CTCF是真核生物中进化上高度保守的锌指
蛋白，具有转录激活、抑制、绝缘子、印迹、X染色
体失活、介导形成高度有序的染色质构象以及招

募 RNA聚合酶的功能[26，27]。先前报道发现：除了
琢c2、茁1、酌c4、酌c5之外，原钙粘蛋白其他基因的启
动子都包含一个 CTCF识别位点。CTCF通过结合
原钙粘蛋白 琢基因簇中的启动子和增强子，介导
二者的相互作用，形成基因表达中枢，从而实现启

动子的选择[20]。因此，CTCF可能也通过介导增强
子-启动子相互作用调控 Pcdh酌表达。本研究通
过基因沉默转录因子 CTCF，发现下调 CTCF不仅

降低 酌b1 基因表达且能够显著降低 酌b1 启动子
报告基因活性。该结果表明，CTCF对于维持 酌b1
基因表达和启动子活性至关重要，调控元件 HS7L
和 HS5-1aL以及已报道的其他下游调控元件可
能通过 CTCF介导的增强子-启动子相互作用调
控 Pcdh酌表达。该结果为进一步研究 Pcdh酌基因
表达调控机制奠定了基础。
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机制可能与影响肿瘤细胞生长周期发生变化，活

化线粒体介导的凋亡途径诱导细胞发生凋亡相

关。本实验结果显示对于胰腺癌临床治疗来说，

BENS和 TBP是很有潜力的抗肿瘤药物。
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