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摘 要：!"#$% 是 &’($! 家族信号转导通路的抑制分子，可反馈调节 %&’$! ( )*+,-信号转导通路，从功能推
测，!"#$% 表达紊乱，可影响细胞对 &’($! 的应答，从而促进细胞的恶性化进展，为了深入探讨 !"#$% 基因功
能，通过设计引物，用 %./01 ,.23 巢式 $456法从人胎脑文库中扩增 !"#$%基因编码区全长，回收产物，克隆
并构建真核表达载体，同融合有报告基因的 )*"+)顺式增强子元件共转染 784!9细胞，结果表明：%&’$!可抑
制 )*"+) 报告基因的活性，!"#$%基因可正调控 )*"+)报告基因的表达，并拮抗 %&’$!对该基因的抑制作用 :
由此得出结论：!"#$%基因通过拮抗 %&’$!来调控 )*"+)基因 :
关键词; !"#$%基因；)*"+)基因；克隆；表达
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!"#$%是 )*+,- 家族的抑制型 )*+,-，它作
为转化生长因子 $! 家族 B %&’$!- C信号的胞内拮

抗因子，可选择性抑制 &’($! 信号转导通路 O # P :
&’($!信号转导通路的异常同多种肿瘤的发生有
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3/4)5(6)7 !"#$% 2+- J,G3bJTJG, +- + &’($!$J3,/0JNHG +3b+L.3J-b &’($! -JL3+HJ3L +3, *JL1b K+UbJ0JK+bG J3 +
3GL+bJdG TGG,N+0e H..K b. 0.3bU.H &’($! -JL3+HJ3L: %1G ,J-.U,GU .T Jb- GfKUG--J.3 -1./H, J3TH/G30G 0GHHg- UG$
-K.3-JdG3G-- b. &’($! +3, 0.3bUJN/bG b. b1G KU.0G-- .T 0GHH h - *+HJL3+3b bU+3-T.U*+bJ.3: %. T/Ub1GU J3dG-bJL+bG
b1G LG3G T/30bJ.3 .T !"#$%_ b1G T/HH 0.,J3L UGLJ.3 .T !"#$% 2+- 0H.3G, +3, !"#$% *+**+HJ+3 GfKUG--J.3
dG0b.U 2GUG 0.3-bU/0bG,: %U+3-JG3b 0.$bU+3-TG0bJ.3 2+- KGUT.U*G, b. Gf+*J3 b1G UGL/H+bJ.3 .T )*"+) NZ !"#$%
LG3G: %1G UG-/Hb- -1.2G, b1+b J3 784!9 0GHH-_ &’($! 0+3 J31JNJb b1G +0bJdJbZ .T )*"+) UGK.UbGU_ 21G3
0.$bU+3-TG0bJ.3 2Jb1 !"#$%_ b1G UGK.UbGUg- +0bJdJbZ J30UG+-G,: %1G UG-/Hb- -/LLG-b b1+b !"#$% 0+3 UGL/H+bG
)*"+) GfKUG--J.3 NZ +3b+L.3J\J3L &’($! :
8#0 9+5247 !"#$% LG3Gi )*"+) LG3Gi 0H.3Gi GfKUG--J.3
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关，如结肠直肠癌、胰腺癌、肺癌、皮肤癌等 % ! & ’ 有
研究表明，!"#$%作为 &’((! 信号转导通路的抑
制元件，其高表达同胰腺癌有关 % " & ’ 本实验室前
期研究结果显示：!"#$%在永生化人支气管上皮
细胞发生恶性转化后表达增高 % $ &；作为 &’((! 的
一个早期应答基因， !"#$% 在恶性化细胞中对
&’((! 的应答降低 % ) &；研究还发现，恶性化细胞有

较强的增殖能力，同时 &’((! 对该细胞的生长抑
制作用也发生了减弱 % * & ’ 进一步研究还表明，
!"#$%基因对细胞增殖有明显的促进作用 % + & ’ 前
期研究结果提示，!"#$%基因的高表达可能同肺
癌尤其是磷癌的发生有关 ’ 虽然研究表明 !"#$%
基因有很重要的生物学功能，但因其表达及序列

的特异性，到目前为止，国外只有几个实验室获得

了其编码区克隆，国内还没有，因此成为进一步进

行功能研究的一大障碍 ’ 为了进一步探讨该基因
在肺癌发生中的作用及机制，本文对 !"#$%基因
进行了全编码区的克隆、表达，并用报告基因表达

策略调查了 !"#$%基因对 )*"+)基因的调控 ’

! 材料与方法

!" ! !"#$%基因全编码区的扩增
用 ,-./0(1-23 巢式 456 方法从人胎脑文库

% 57-389/0: ;3/’ &中扩增 !"#$%基因，引物序列分
别为：

<4= )> (55<,55,<<,<5?<5,5<5,<,<???5(">
?@4= A B C D )>(<,<<,,??,,5,??,,5??55<5,(">
?@4! A E C D )> (<,?,,5<??<55<<<5?<,5(">
?@4! A B C D )>(5,<55??5,?,,?<<?<,?<(">
阳性对照 A E C D )>(?5?,??,??5<,<5,???<??<?<(">
阳性对照 A B C D )>(,?,??5??<5,,?<,?<<?<,??(">
用 <1FG38GH9(?5 ! 456 IJ8 A57-389/0: ;3/’ C进

行 456扩增 ’ 具体如下，取 =# "K ) L ?5! 456
M.NN9O: ) "K ?5(P978: ) "K 人胎脑文库 /QR<，
= "K )# L 1R,4 混合物，外引物 <4=和 ?@4= A ( C
或阳性对照引物各 = "KA=# "S-7 T K C : )# L <1(
FG38GH9(?5! 4-7’ 混合物 = "K，用水补足至 )#
"K，进行第一轮 456扩增，反应条件为：U$ V预
变性 " SJ3后，U$V ) W: +! V " SJ3: ) 个循环；
U$ V ) W: +# V " SJ3: )个循环；U$ V ) W: *X V
" SJ3: !)个循环，再于 +! V延伸 ) SJ3’ 取第一
轮 456 产物 ! "K: 用内引物 ?@4! 进行第二轮
456扩增，扩增条件为 U$ V预变性 " SJ3后，U$ V
) W: +! V = SJ3 "# W: )个循环；U$ V ) W: +# V

= SJ3 "# W: )个循环；U$ V ) W: *X V = SJ3 "# W:
!)个循环，再于 +! V延伸 ) SJ3’ 取第一和第二
轮 456产物各 =# "K: 用 =Y琼脂糖凝胶电泳，紫
外灯下观察结果 ’
!" # $%& 产物的克隆及序列测定
琼脂糖电泳纯化 456产物，将切下的产物片

段用 456产物快速纯化回收试剂盒 A 4O-S9HG C 回
收，将该片段与 4?ZP(,9GW[载体 A 4O-S9HG C连接，
转化大肠杆菌后挑选阳性克隆，用限制性内切酶

,)-6#鉴定是否有片段插入，选择阳性克隆提取
质粒进行序列测定 ’ 用 Q@ H939 =’ # 核苷酸和蛋
白分析软件包对所得到的序列进行分析 ’
!" ’ !"#$%基因真核表达载体的构建
用 ,)-6#酶切插入 !"#$%基因的 4?ZP(,9GW[

载体及 45;’ 39- 真核表达载体: 回收酶切片断，
!"#$%基因片断同 45;’ 39-真核表达载体片断连
接，转化大肠杆菌后挑选阳性克隆，用限制性内切

酶 ,)-6#鉴定是否有片段插入，用 !"##酶切鉴
定插入方向 ’
!" ( 细胞培养与基因转染
人永生化支气管上皮细胞 MZ4!Q 由美国

\GOOJW 55 馈赠，用 K\5(X无血清培养液（MJ-N7.J1W
;3/’），"+ V，)Y 5]!条件下培养 ’ 指数生长期的
MZ4!Q细胞按每孔 = L =#)接种 !$孔板，=X ^ !$ 0
之后用脂质体转染法，将 !"#$% 真核表达载体
45;@SG1+’ 39- 与融合有碱性磷酸酶报告基因的
)*"+)顺式增强子元件共转染，转染 !$ 0后细胞
换液，加入 ! "H T K ,?_(!= A?J‘/-: ;3/ C : 于 $X 0
收集培养上清，用 ?O9G8 ZW/<49,P@Z<4化学发光
检测试剂盒（57-389/0，;3/）检测分泌到培养液中
的碱性磷酸酶 ’ 实验重复 "次，取平均值:统计学
检验用 W8.1938 .(89W8’

# 结果

#" ! !"#$%基因全编码区的扩增
图 =< 为以人胎脑文库为模板，以 <4= 和

?@4=为外引物进行的第一轮 456扩增结果，图
=M 为以 ?@4! 为内引物进行的的第二轮 456 扩
增结果 ’ 由图 =可知，经过 ,-./0(1-23 巢式 456
扩增，我们得到了一条介于 = I‘和 ! I‘之间的目
的片段，该片段同预期的产物长度相吻合 ’
#" # $%&产物的克隆及序列测定

456 扩增得到的产物同克隆载体连接后进
行克隆及序列测定，结果表明，得到的基因序列为
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图 ! !"#$%基因全编码区 "#$%&’(#)*巢式 +,-扩增产物电泳图谱
#$ %阳性对照和 "& ’()*扩增结果；# + % !"#$%全编码区扩增结果

./01 ! "#$%&’(#)* *2342(’+,- 5678/9/%54/#* :23$843 #9 4&2 !"#$% 02*2 9$88 %#(/*0 :20/#*
#$ % ,-* ./0 1’234),5 26 1257,78* )29,’2: (93 "& ’()*; #+ % ,-* 9*5,*3 ./0 1’234),5 26 !"#$% 64:: )2379< ’*<729
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!"#$%基因编码区全长，该核苷酸序列同 =(>(5-7
=等 ? @ A发表的序列同源性为 BBC D"E C 同其相比，
有差异的核苷酸及氨基酸位点见表 F，预测的蛋

白结构及功能变化分析见表 !C 由结果可知，有差
异的 G个氨基酸基本上不影响蛋白质的整体结构
及功能 C

表 ! 本克隆（;$# <<）同 ;5=53&/ ; 得到克隆的核苷酸及氨基酸序列差异比较
"5>82 ! ?/992:2*4/54/#* %#675:/3#* #9 *$%82#4/(2 5*( 56/*# 5%/( 32@$2*%2 %8#*2( >= ;5=53&/ ; 5*( ;$# <<

核苷酸 H氨基酸 #I4):*2,73* H $J792 ()73 % =(>(5-7 = =42 KK =(>(5-7 = =42 KK

GLF H FMG
D!@ H F@M
@LN H !MN
LND H !MB
FFM" H "LL
F!F! H GNG

$
$
O
$
P
/

P
P
/
P
$
O

Q
Q

Q
0

0
0

R
S

序列位点（T*U4*9)* 57,*） 核苷酸 #I4):*2,73* % 氨基酸 #$J792 ()73 %

表 A 本克隆（;$# <<）同 ;5=53&/ ; 得到克隆预测的蛋白质结构和功能差异比较
"5>82 A ?/992:2*4/54/#* %#675:/3#* #9 7:#0*#34/%542( 7:#42/* 34:$%4$:2 5*( 9$*%4/#* #9

!"#$% %?BC )&/%& %8#*2( >= ;5=53&/ ; 5*( ;$# <<

功能性

V49),729(:7,>
! W螺旋 X 1GDN
$:1-(Y-*:7Z X 1GDN

结构所在方位

T,’4),4’(: 1257,729
立体结构

T,*’7) [4:\

=(>(5-7 = =42
KK

=(>(5-7
= =42 KK =(>(5-7 = =42 KK =(>(5-7 = =42 KK

差异的氨基酸位点

]766*’*9,7(,729
(J792 ()73 57,*5

$:1-(
Y62’J79<

$:1-(
Y62’J79<

$:1-(
Y62’J79<

$:1-(
Y62’J79<

$:1-(
Y62’J79<

$:1-(
Y62’J79<

$:1-(
Y62’J79<

$:1-(
Y62’J79<

+’(9)-*3
573* )-(79

+’(9)-*3
573* )-(79

+’(9)-*3
573* )-(79

+’(9)-*3
573* )-(79

^79*(’
573* )-(79

^79*(’
573* )-(79

^79*(’
573* )-(79

+’(9)-*3
573* )-(79

+(5*

+(5*

$)73

=>3’21-7:7)

+(5*

+(5*

+(5*

+(5*

RZ,*’9(:

RZ,*’9(:

RZ,*’9(:

RZ,*’9(:

RZ,*’9(:

RZ,*’9(:

RZ,*’9(:

RZ,*’9(:

FMG

F@M

!MB

"LL
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图 ! 克隆质粒的限制性内切酶消化图谱
%& ’ !"#(!酶切鉴定结果；)，# 为阳性质粒；!，" 为阴性质粒；% * ’ $%&!酶切鉴定 $%&’( 插入方向；) + # 是正向插入；, + -
是反向插入

"#$% ! &’()*#+)#,- ’-.,-/+0’1(’ .#$’()#,- 21))’*- ,3 +0,-’. 201(4#.(
%& ’./0123 4/567836 92:2 38;26<23 => !"#(!? )@ # 92:2 4068<8A2 4/567836 513 !@ " 92:2 12;5<8A2 4/567836；% * ’ B321<8C8D5<801 0C
<E2 8162:<801 38:2D<801 => $%&!F &701; <E27@ ) + # 92:2 62162 $%&’( 4/567836@ , + - 92:2 51<862162 $%&’( 4/567836

!% 5 !"#$%基因真核表达载体的构建
!"#(!酶切克隆载体后回收的 $%&’( 基因

片段同 G.BF 120真核表达载体相应的酶切片段连
接，克隆后 !"#(!酶切鉴定结果见图 "&；$%&!

酶切鉴定片段插入方向，结果见图 "*F 图 "&显
示，)号和 #号克隆为插入阳性克隆；图 "*显示，
) + #号克隆为正向插入，, + -号为反向插入 F

!% 6 !"#$%基因对 &’"(&报告基因的调控
图 "& 为融合有报告基因碱性磷酸酶的

")%*"顺式增强子元件载体示意图，图 "*为转染
后培养上清中报告基因活性检测结果 F 由图 "可
知@ 在 *HG!I细胞中，同单独转染 ")%*"相比，
")%*"同 $%&’(基因共转染后，报告基因活性显

著增高（ +J$F $,）F KLMN") 可明显抑制 ")%*"基
因的转录活性，单独转染 ")%*" 后，同未加
,-.N")刺激的细胞组相比，加 ,-.N")刺激后，
报告基因活性显著降低（ +J$F $)）， ")%*" 同
$%&’( 基因共转染后，这种作用部分受到拮抗
（ +J$F $,）F

4O>DNPH&G
%& ’

!"#$%&’"() *(+%(&,- *.,/,(’ 01- ! " #$!2
&.L KL.&.LKL.& .LKL.&.LKL

.&.LKL.&.LK

4K&QO>D PH&G
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图 ! !"#$%基因对 &’"(&顺式增强子元件的活性上调作用
$% &为融和有报告基因碱性磷酸酶的 &’"(&顺式增强子元件载体示意图；$ ’ &为转染后报告基因活性检测结果

"#$% ! &’’()* +’ !"#$% +, &’"(& )#-./)*#,$ (,0/,)(1 (2(3(,*
$% &()* )+,)+-./ 012*01)3)*/ 42.*35643 42.3)-.-.7 4-*8)43-.7 /.1).4/5 /+/9/.3 2: &’"(&；$ ’ &(/5/ 35).*-/.3 42835).*:/43-2. 5/*6+3* 2:

!"#$% ).; &’"(& 5/0253/5 </4325*=

! 讨论

!"#$% 基因是 )*+8! 信号转导通路的抑制
元件，可以抑制 )*+8! 信号在胞浆内的传导 > ? @ =
)*+8! 信号转导的基本过程是：ABC8!同受体结
合后可使跨膜的"型和#型丝氨酸 D苏氨酸激酶
受体（A!E8"、A!E8#）形成异源复合物，启动
ABC8!信号 = 活化的 A!E8F磷酸化下游 G9);*（!
和 "）分子H 使 G9);!、G9);"活化并同 G9);I形
成异源复合物，转位到核，调节靶基因的转录应

答，从而抑制细胞生长H 诱导其凋亡 = !"#$%可同
活化的 ABC8!受体复合物特异并稳定的结合，阻
断受体对 G9);!，G9);" 的磷酸化，从而抑制
ABC8!诱导的靶基因的转录活化 > J @ = 在肿瘤学方
面，G9);K在化学诱导性皮肤癌、肝细胞癌、胰腺
癌中高表达；转染 !"#$%基因的胰腺癌细胞在软
琼脂中的克隆形成增加，裸鼠成瘤能力增强 > " @ =
上述资料表明：G9);K可能通过负调控 )*+8! 信
号转导通路或其它机制在细胞增殖、分化和恶性

变中发挥功能 = 我们实验室前期研究表明 > I L M @，

在人支气管上皮细胞恶性转化过程中，!"#$%基
因的表达增高，该基因对 ABC8! 刺激的应答降
低；!"#$%高表达的细胞增殖能力强，恶性化程

度高，ABC8!对此细胞系的生长抑制能力减弱 =
为了进一步验证发生恶性转化的细胞系表现出的

这些特征是否由 !"#$% 高表达引起，它们同
!"#$%表达增高的关系如何，我们对 !"#$%基因
的编码区全长进行了克隆及表达 =

!"#$%基因编码区全长于 ?JJK年由 N)O)*1-
N等 > P @，Q),)2 %等 > J @及 A200/5 RQ>?S @等相继克隆

到之后，有关它的基因功能研究逐渐成为一大研

究热点，但由于其表达特性及序列的特异性，用常

规实验方法不易得到该序列，到目前为止，只有上

述提到的几个实验室拥有其全编码区克隆，为了

进一步研究该基因表达变化同肺癌发生的关系及

在肺癌发生中所起的作用，我们从人胎脑文库中

对其进行了克隆 = 结果表明，经热启动，高退火温
度的巢式 TUE扩增，得到一条同预期长度相吻合
的目的条带，克隆及测序验证结果表明，该 VQ%
序列长 ? !P? W0，是 G9);K 基因全编码区，同
N)O)*1- N等发表的序列同源性为 JJ= #"X，其中
有 M个核苷酸碱基不同，其中 I个碱基可能引起
编码的氨基酸改变 = 用 VG 7/./ ?= S 核苷酸和蛋
白分析软件包对所得到的序列进行分析结果表

明，这些改变基本上不会改变其编码的蛋白质的

结构和功能 = 通过 ,&-E"酶切克隆及表达载体，
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并将酶切产物连接及克隆转化，得到了 !"#$%真
核表达载体 &’()*+,-. /012 并用 !"#!酶切鉴定
得到了分别为正向和反向插入的表达载体 . 为进
一步研究 !"#$% 基因功能同肺癌发生发展的关
系等打下了基础 .
在人类癌症中，细胞逃逸 345"介导的抗增

殖效应常常同肿瘤的发展相关 . 在细胞周期的任
一期 345"均能诱导抗增殖基因反应 . 然而，只
有在 46期诱发的抗增殖基因反应能有效抑制细
胞周期进程 . 在这一期，345"介导的生长终止
包括 &’"(&表达下调 7 66 8，见于大多数生长可被

345" 抑制的细胞类型中 . 作为 345" 信号通路
的抑制分子， !"#$%基因是否通过抑制 345"介
导的抗增殖基因反应从而促进细胞增殖还需要进

行验证 . !"#$%基因同 &’"(&顺式增强子元件瞬
时共转染的结果表明， !"#$%过表达可使 &’"(&
顺式增强子元件的活性增高，使 345"对 &’"(&
的抑制作用减弱 . 结果证明 !"#$% 基因过表达
确实可通过抑制 345"通路来活化 &’"(& 转录活
性，从而拮抗 345"介导的抗增殖基因反应，使细
胞增殖能力增强，向恶性化发展 .
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