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人雄激素芳香化酶基因内含子中启动子的研究
 

王金 发
(中山大学生命科学学院 , 广州 510275)

摘　要　利用核酸外切酶Ⅲ (ExoⅢ )对人雄激素芳香化酶基因的 2 400 bp片段的 5’ 端进行

系列缺失 , 并通过转染实验 , 分析了 2 400 bp片段 3’ 端区域的功能作用 , 在雄激素芳香化酶

基因第 2外显子的下游区检测到 1个具有启动子作用的功能元件 , 通过序列分析 , 发现该元件

位于雄激素芳香化酶基因的第 2内含子中 . 该启动子同样受到位于雄激素芳香化酶基因第 1内

含子中沉默因子的抑制作用 . 该启动子能够启动不同基因的表达 , 并且具有较强的启动功能 .
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分类号　 Q 75

雄激素芳香化酶 ( aromatase)催化雄性激素经芳香化生成雌性激素 , 是催化雌性激素

生物合成的限速酶
[1 ]
. 该酶将 C19雄激素底物经过 3次连续的羟基化 ,除去 C19的角甲基 ,

使类固醇的 A环发生酚化而生成相应的芳香化 C18雌激素类固醇 [2 ] .

一些人类常见的癌症 , 尤其是子宫癌和乳腺癌的生长是依赖于雌激素的 , 对于雄激素

芳香化酶的抑制 , 将成为对这些癌症治疗的一种可能的方向 . 因此 , 对雄激素芳香化酶基

因表达调控的研究 , 对于了解雄激素芳香化酶在不同组织中的作用具有非常重要的意义 .

编码雄激素芳香化酶的基因是单拷贝基因 ,至少有 7 500 bp[2, 3 ] ,该基因有 10个外显子

和 9个内含子 . 在 10个外显子中 , 有 9个是固定不变的编码外显子 , 而外显子 1则是可变

的非编码的外显子 , 这与在不同组织中使用不同启动子有关 [4, 5 ] .

曾报道在雄激素芳香化酶基因的第 1内含子中发现有沉默因子 ( silencer)的存在
[ 6] ,并

在第 1内含子中发现了 2个启动子
[6, 7 ]

. 又在该基因的第 2内含子中发现了 1个启动子 , 它

也同样受到沉默因子的抑制 , 本文报道有关结果 .

1　实验部分

( 1)质粒 DNA: 载体为 CAT表达质粒 ( Promaga公司 ) . 克隆 5～ 85为含有雄激素芳

香化酶基因第 1内含子 3 '末端 2 400 bp DN A片段的重组质粒 , 由 Chen Shiuan提供 .

( 2)细胞株和培养基: M CF-7来自美国的 ATCC,是乳腺癌细胞 ,可培养在 DMEM添

加适量小牛血清的培养基中 .
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( 3)主要试剂: 主要限制性内切酶和 DMEM培养基均购自 BRL公司 ; T4激酶、 T4DNA

连接酶购自宝灵曼公司 ; [
14
C ]氯霉素购自 Amersham公司 .

( 4) pCAT重组质粒的构建: 见文献 [6 ]. 将获得的克隆分别命名为 pCAT-C 2. 4和

pCAT-E 2. 4. 其它类型的重组质粒构建采用类似的方法 .

( 5)重组质粒的系列缺失突变: 见文献 [6].

( 6)缺失突变的亚克隆: 经筛选鉴定后 , 将部分系列缺失的 DNA片段分别亚克隆到

pCAT和 phGH质粒载体 ,分别进行转染实验 ,检测这些片段调节 CAT或 hGH基因表达 .

( 7)转染实验、 CAT及 hGH分析: 见文献 [6] .

2　结果与讨论

2. 1　 2 400 bp片段的功能分析

根据对 2 400 bp片段 5 '端的部分序列分析的结果 , 推测在这一片段中可能含有启动

子 , 于是将 2 400 bp片段克隆到 pCAT-E质粒 DNA中 , 筛选正向插入的重组质粒 pCAT-

Enh-Aro-In 2. 4 (图 1a) . 用这种重组质粒做转染实验 ,并以质粒 pCAT-C和 pCA T-B作对

照 . 分析转染细胞中 CAT基因的表达 , 但是没有检测到 CAT活性 , 即启动子没有工作 .

1 2 3 4 5 6 7 8

a Recombinant pCAT-Con-Aro-In 2. 4 DNA;

b Recombinant pCAT-Enh-Aro-In 2. 4 DNA;

c CAT assay s o f DN A transfected cell;

1, 6, 8为 pC AT-C DN A;

2为 pCAT-B DN A; 3为 pCAT-E DN A;

4为 pCAT-P DN A;

5为 pCAT-Enh-Aro-In 2. 4 DN A;

7为 pCAT-Con-Aro-In 2. 4 DNA

图 1　重组体的构建及转染分析

Fig . 1　 Construction and CAT assays o f recom binant DNA

　　根据有关沉默因子的报道
[8 ]
, 推测 2 400 bp片段中很可能有沉默因子的存在 , 从

而抑制了启动子的作用 . 于是 , 将 2 400 bp片段克隆入 pCAT-C, 筛选到正向插入的克隆
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pCAT-Con-Aro-In 2. 4(图 1b) .用这种重组的质粒转染 MCF-7细胞 ,然后分析 CAT活性 .

含 2 400 bp片段的 DNA转染后 , CAT的活性有所降低 (图 1c) . 即 2 400 bp片段中存在有

负调控元件 , 这种负调控元件抑制了 pCAT载体中 SV40启动子的作用 , 从而抑制了 CA T

基因的表达 . 实验结果证实了 2 400 bp的片段中确有负控元件的存在 . 同时也提示 , 如果

2 400 bp片段中有启动子的存在 , 是不能起作用的 . 因它受到负控元件的抑制作用 .

2. 2　 2 400 bp片段中调控元件的功能分析

为了鉴定 2 400 bp片段中的功能元件 ,即沉默因子和启动子 ,分别对 pCA T-Con-Aro-

In 2. 4和 pCAT-Enh-Aro-In 2. 4这 2类重组 DN A进行了系列缺失 ,得到系列缺失突变体 ,

然后进行转染实验 , 分析 2 400 bp片段中功能元件的作用 . 系列缺失结果如图 2所示 . 对

重组质粒 DNA pCAT-Con-Aro-In 2. 4中的 2 400 bp片段进行 3’ 端系列缺失 ,并通过转染

实验 , 在 2 400 bp片段的 5 '端发现了 2个启动子和 1个沉默因子 [8 ] . 对重组质粒 pCAT-

Enh-Aro-In 2. 4 DN A中的 2 400 bp片段进行 5 '端系列缺失 ,并通过转染实验 ,在 2 400 bp

片段的 3 '端部分发现有启动子的功能元件存在 (图 2b) .

a 2 400 bp和重组 DN A图

XbaⅠ XbaⅠ

5 ' 内含子Ⅰ
( 609 bp)

　　　
外显子Ⅱ
( 147 bp)

　　　　　　　
内含子Ⅱ
( 1 403 bp)

3’

pCAT-Enh-Aro-In 1. 7

pCAT-Enh-Aro-In 1. 5

pCAT-Enh-Aro-In 1. 1

pCAT-Enh-Aro-In 0. 6

b重组 DNA转染实验

1 2 3 4 5 6

1为 pCAT-C;

2为 pCAT-Con-Aro-In 2. 4;

3为 pCAT-E; 4为 pCAT-C;

5为 pCAT-Enh-Aro-In 1. 1;

6为 pCAT-Enh-Aro-In 0. 6;

细胞为 M CF-7

图 2　质粒 pCAT-Enh-Aro-In 2. 4 DN A的 5’ 端系列缺失突变

Fig . 2　 5 '-Dele tion o f pCAT-Enh-Aro-In 2. 4 pla smid DNA

2. 3　 2 400 bp片段 3 '端序列分析

对 pCAT-Enh-Aro-In2. 4的 2. 4片段 3 '端进行了序列分析 , 发现至少有 2处存在类

T AT A盒 ( No. 141～ 150, No. 471～ 480) . 由于我们在第 1内含子中已经发现了 2个启动
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子 , 故将此启动子暂时命名为启动子 Aro-PⅢ .

人雄激素芳香化酶基因外显子Ⅱ下游区的部分序列结构为　

001 CCCC AT TT TT C TCCCACTGT C TGGATCCCA TTCGACCCT T ATGGAGCCTG

051 GTAGTGGGAG AAAAATGGGC AATCCAGTGC TCTTGGAACA TCATACCCCG

101 GGAGAATCTT CAACAAGATC TGTGGTTCAA TC AAAAGCAG AGAAT AAT AT

151 AAT TATTCAG AT AATCCCAA TAGAAAACCC CACCCT TCCA CCCTT AAAGC

201 CGC AATGATC AGATATCAGA T TAATTCAGA ATGAC TTGAA ATT TCAGAC T

251 GCTTC TTT AG GTT TC AGTGA AAATGC TTCA T TGCAGACAC ATCTGTTCCC

301 AATTCCATAA GATATCC AAT GAGAC TTT AA GAGCATAGTT ACACACTGGT

351 AAGTGTGTGG GCC TAGTCTC AGTGGGATCA GAAGTGGGAG CATGGGGCTG

401 GCACAAAATG CTCTGTGTCT GGATTCT TTT TAACATTCCA GAT AAT TCC T

451 GTCTCTC TGC C TGAT TCAGC CTGATAT TTT GATT ACT TTA ATGCCC AGTT

501 T AAAGGAACA TT TAGT TAAT T TTGTTC TC T GC TC TGACAG GGTC AACTCT

　

2. 4　 启动子 Aro-PⅢ的功能确证

为了确证启动子 Aro-PⅢ的功能 , 选用另外 1套筛选启动子的表达载体 , pQGH质粒

DNA(图 3) .该质粒含有人的 hGH基因 ,其中 pXGH5的 hGH基因在 mMT-1( mouse met-

allo-thionein-1) 启动子的控制之下 , 而 p TKGH的 hGH基因在 TK ( HSV thymidine

kinase) 启动子的控制之下 . 将启动子 Aro-PⅢ克隆到 pQ GH的 hGH基因的上游 , 然后用

携带有不同启动子的 hGH表达质粒转化 MCF-7,以固相放射免疫分析法测定 hGH的表达

量 , 结果示于表 1.

图 3　h GH表达载体

Fig. 3　 The hGH expression vec tor s

表 1　在 Aro-PⅢ启动子控制下的 hGH基因的表达检测

Tab. 1　 Detection o f the hGH gene expression unde r the promo ter Aro-PⅢ activ ation

编号 处　理 表达量 1) /( c· min- 1 ) 编号 处　理 表达量 /( c· min- 1)

1 pXGH 40 055 2 pTKGH 5 246

3 pQGH 425 4 pQGH-Aro-PⅢ 23 215

　　　 1)表达量为 3次实验结果的平均值

这个实验结果进一步确证了 Aro-PⅢ的启动子功能 , 并且在 MCF-7细胞中启动子

Aro-PⅢ比启动子 TK要强 , 但比 mMT-1要弱 . 另外 , 用不同的细胞作为转染受体 , 发现

启动子 Aro-PⅢ具有组织特异性 (结果未示出 ) , 有关研究正在进行中 .
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The Studies of the Promo ter in the Int ronⅡ

of the Human Aromatase Gene

Wang Jinfa 

Abstract　 In o rder to study the possible function of 2 400 bp fragment that contains pa rtial

sequence o f human aromatase gene, DN A systematic deletion analysis of the f ragment w as

perfo rmed, and a puta tiv e promo ter in the f ragment was found. DN A sequence analy sis re-

vealed tha t the promoter was located in the second int ron of thearoma tase gene. The func-

tion of the promoter was sappressed by a negativ e element , si lencer, si tuated in th e fi rst in-

tron. The promo ter can promo te dif ferent g ene expression in di fferent vecto rs, but the de-

g ree of the expression is dif ferent f rom TK or mu-MT promoter.

Keywords　 aroma tase gene, int ron, deletion, promo ter, si lencer

10 中山大学学报 (自然科学版 ) 　　　　　　　　　　　　　第 36卷

 Schoo l o f Life Sciences, Zhong shan Univ e rsity , Guang zhou 510275


