
书书书

第二军医大学学报 　２０１２年６月第３３卷第６期　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｕｎ．２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．６

·６１３　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１２．００６１３ ·论　著·

肿瘤坏死因子α调控启动子活性促进ｎｅｔｒｉｎ１的表达

白久旭，曹　宁，韩敬明，李　旭，王东辉
沈阳军区总医院血液净化科，沈阳１１００１５

　　［摘要］　目的　探讨ＴＮＦα对ｎｅｔｒｉｎ１基因表达的影响，并对其调控机制作初步研究。方法　采用ＲＴＰＣＲ和蛋白质
免疫印迹法检测ＴＮＦα对ｎｅｔｒｉｎ１表达的影响。用ＰＣＲ反应扩增ｎｅｔｒｉｎ１启动子序列，克隆至ｐＧＬ３荧光素酶报告基因载

体，转染 ＨＥＫ２９３Ａ细胞，通过检测荧光素酶活性观察ＴＮＦα对ｎｅｔｒｉｎ１转录水平的表达调控。结果　ＴＮＦα（２０ｎｇ／ｍｌ）能
上调ｎｅｔｒｉｎ１的表达。成功构建ｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ荧光素酶表达载体，并证实构建的报告基因载体启动子具有活性；发

现ＴＮＦα可使ｎｅｔｒｉｎ１启动子活性增加（Ｐ＜０．０５），并以剂量和时间依赖方式调节ｎｅｔｒｉｎ１启动子的活性。结论　细胞因子
ＴＮＦα可能通过调控启动子的活性而调节ｎｅｔｒｉｎ１的表达。
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ａｃｔｉｖｉｔｙ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｎｅｔｒｉｎ１；ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｓｉｔｅ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（６）：６１３６１６］

　　Ｎｅｔｒｉｎ１是与层粘连蛋白相关的高度保守的小
分子分泌蛋白家族成员，在神经系统中高表达，在细
胞迁移和轴突导向活动中具有重要的作用，其同源
物在多种模式动物中均已发现［１］。近年来一些体内
和体外实验证实ｎｅｔｒｉｎ１在血管新生、细胞转移、组
织形态发生以及炎症反应调节等方面发挥了重要的

作用［２３］。有研究发现过表达ｎｅｔｒｉｎ１能够减轻炎
症反应，降低急性肾损伤对肾脏功能的影响［４５］。

　　肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）
是创伤或感染后机体最早产生的多功能细胞因子之

一，在组织器官的损伤中起重要作用。研究表明

ＴＮＦα在体内组织普遍表达，可以启动和调节与免疫
和炎症反应有关的细胞因子及黏附分子等炎性介质

的基因表达［６］。目前，关于ＴＮＦα能否在炎症反应中
调节ｎｅｒｉｎ１的表达尚不清楚。本研究拟从基因转录
水平研究ＴＮＦα与ｎｅｔｒｉｎ１之间的关系，为进一步研
究ｎｅｔｒｉｎ１转录调控的具体机制打下基础。

１　材料和方法

１．１　材料　ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＳＹＢＲ ○Ｒ
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ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＴａＫａＲａ公司），反转录试剂盒
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（本实验室保存），基
因组ＤＮＡ提取试剂盒（天根生化科技有限公司），高
保真酶ＰＲＩＭＥＳＴＡＲ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、限制性内
切酶 ＸｈｏⅠ和 ＮｃｏⅠ（ＴａＫａＲａ公司），ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ
载体、ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒ１０００ＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ
（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），柱式质粒（小量）纯化试剂盒、柱式
胶回收试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ公司），脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅＴＭ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），人胚胎肾 ＨＥＫ２９３Ａ
细胞系（本实验室保存），ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ公
司），胎牛血清（ＦＢＳ，杭州四季青生物工程材料有限
公司），ＴＮＦα（Ｒｏｃｈｅ公司），Ｎｅｒｉｎ１兔抗人多克隆
抗体（Ａｂｃａｍ 公司），βａｃｔｉｎ 鼠抗人单克隆抗体
（Ｓｉｇｍａ公司），辣根过氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ、
羊抗小鼠ＩｇＧ（北京中杉金桥公司）。

１．２　实时定量ＰＣＲ　细胞总ＲＮＡ的提取及反转
录按试剂盒说明书进行。按照ＳＹＢＲ ○ＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ说明书在冰上配制ＰＣＲ反应液。在 ＡＢＩ
７５００荧光实时定量ＰＣＲ仪上机，ＰＣＲ条件：９５℃预
变性１０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃３４ｓ，４５个循环。

１．３　免疫印迹法分析　用ＲＩＰＡ裂解液收取蛋白
样品，加入５×加样缓冲液，煮沸１０ｍｉｎ，进行ＳＤＳ
ＰＡＧＥ；利用半干转膜仪将蛋白转移至 ＮＣ膜，用

５％的脱脂奶粉室温封闭１ｈ，ＰＢＳＴ洗膜３次，每次

５ｍｉｎ；５％ＢＳＡ稀释 Ｎｅｔｒｉｎ１抗体，４℃孵育过夜，

ＰＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ；用５％脱脂奶粉稀释二
抗，室温孵育１ｈ，ＰＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ；加发
光液体，用 ＭｕｌｔｉｌｍａｇｅｌｉｇｈｔｃａｂｉｎｅｔａｌｐｈａｌｍａｇｅｒＴＭ

１２２０凝胶成像系统扫描成像。

１．４　细胞培养和人类基因组ＤＮＡ的提取　ＨＥＫ
２９３Ａ细胞培养于含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液中，
用基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取 ＨＥＫ２９３Ａ细胞基
因组ＤＮＡ，具体步骤按照试剂盒说明书进行。

１．５　ＰＣＲ扩增人ｎｅｔｒｉｎ１基因启动子序列及产物

回收纯化　依据ＧｅｎＢａｎｋ分析ｎｅｔｒｉｎ１启动子序列

并设计其引物，扩增其启动子区－７００～＋１００片段，

上游引物：ｔｇｇｃｔａｇａａｃｇａａｇｃｃｇｃｇｔ下游引物：ｃｔｃ

ｃｃｇｃｃｇａｇｃｔｃｇｇａｇｔｇ，其酶切位点分别为ＮｈｅⅠ、

ＨｉｎｄⅢ。引物由生工生物工程技术服务（上海）有

限公司合成。以 ＨＥＫ２９３Ａ细胞基因组ＤＮＡ为模

板，ＰＣＲ扩增ｎｅｔｒｉｎ１启动子片段。反应条件：９５℃
预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延

伸１ｍｉｎ，共３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。对ＰＣＲ
产物行１％琼脂糖凝胶电泳，回收并纯化。

１．６　报告基因ｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ载体的构

建　将回收的ＰＣＲ产物经双酶切后，从凝胶中回收

酶切产物，与ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ载体（双酶切）用Ｔ４ＤＮＡ
连接酶连接，转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，扩增，柱式质粒（小

量）纯化试剂盒提取质粒后进行 ＮｈｅⅠ、ＨｉｎｄⅢ双

酶切鉴定。将鉴定正确的质粒送生工生物工程技术

服务（上海）有限公司ＤＮＡ测序。

１．７　报告基因载体转染细胞后荧光素酶表达活性

测定　将处于对数生长期的 ＨＥＫ２９３Ａ细胞用胰

酶消化后分别接种于４８孔板中，培养２４ｈ，在细胞

融合达７０％左右时，加入测序正确的构建好的

ｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ、ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ、内 参 质 粒

ｐＲＬＴＫ共转染 ＨＥＫ２９３Ａ细胞，每种载体平行做

３孔，报告基因载体每孔１００ｎｇ，ｐＲＬＴＫ每孔５ｎｇ，

具体步骤见ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００说明书。转染４８

ｈ后裂解细胞并收取细胞裂解液，按照ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒ

ａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒ１０００ＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ操作步骤检测荧光

素酶活性值。

１．８　细胞因子表达调控　将 ＨＥＫ２９３Ａ细胞株接

种到４８孔板，培养１６ｈ，汇合度达５０％～７０％后转

染。ｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ、ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ、内参质

粒ｐＲＬＴＫ共转染ＨＥＫ２９３Ａ细胞，转染２４ｈ分别

加入ＴＮＦα５ｎｇ／ｍｌ、１０ｎｇ／ｍｌ、２０ｎｇ／ｍｌ培养６ｈ、

１２ｈ、２４ｈ后分别裂解细胞收取细胞裂解液。每个

标本重复测定３次。计算每孔标本的平均发光值。

以发光值的高低反映荧光素酶活性。

１．９　统计学处理　采用ｔ检验或方差分析，运用

ＳＰＳＳ１０．０统计学软件进行数据分析。检验水平（α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　ＴＮＦα对ＨＥＫ２９３Ａ细胞ｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ和
蛋白表达水平的影响　加入细胞因子 ＴＮＦα（２０
ｎｇ／ｍｌ）培养 ＨＥＫ２９３Ａ 细胞，２４ｈ后收集细胞总

ＲＮＡ和总蛋白，用实时定量ＰＣＲ和蛋白质免疫印
迹法检测ｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ和蛋白质水平。结果显示

ＴＮＦα作用细胞２４ｈ后能够上调ｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ
和蛋白水平的表达（图１）。

２．２　Ｎｅｔｒｉｎ１基因启动子 ＰＣＲ 产物扩增　以

ＨＥＫ２９３Ａ细胞基因组为模板，以ｎｅｔｒｉｎ１启动子
序列设计引物，ＰＣＲ扩增出大小约８００ｂｐ的ＤＮＡ
片段，与预期目的条带大小相符。

２．３　报告基因ｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ载体的构
建　将ＰＣＲ产物双酶切后连接入ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ载体，
转化ＤＨ５α，选取克隆提取质粒，经ＮｈｅⅠ、ＨｉｎｄⅢ
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双酶切，琼脂糖电泳后可见一条约８００ｂｐ的ＤＮＡ
片段，与ＰＣＲ产物大小相同（图２）。质粒测序结果
证实插入的片段为正确的ｎｅｔｒｉｎ１启动子序列。

图１　ＴＮＦα对ＨＥＫ２９３Ａ细胞ｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ（Ａ）和

蛋白（Ｂ）表达水平的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＮＦαｏｎｎｅｔｒｉｎ１ｍＲＮＡ（Ａ）ａｎｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＥＫ２９３Ａｃｅｌｌｓ
　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图２　ｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ重组质粒经

ＮｈｅⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定结果

Ｆｉｇ２　ＮｈｅⅠａｎｄＨｉｎｄⅢｅｎｚｙｍｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ
Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓ

ｍｉｄｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｈｅⅠａｎｄＨｉｎｄⅢ

２．４　Ｎｅｔｒｉｎ１基因启动子序列的生物信息学分
析　采用 ＴＦＳＥＡＲＣＨ 软件 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｒｃ．
ｊｐ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／ｄｂ／ＴＦＳＥＡＲＣＨ．ｈｔｍｌ）对 克 隆 的

ｎｅｔｒｉｎ１启动子区域序列进行分析，发现该启动子区
域存在多种转录因子结合位点，包括 ＧＡＴＡ２、

ｐ３００、ＣｄｘＡ、ＳＴＡＴｘ、ＳＲＹ、ＨＮＦ３ｂ、ｃＲｅｌ、ＨＦＨ
２、ＭＺＦ１、Ｓｐ１、ＮＦκＢ、Ｉｋ２、Ｓｐ１等。

２．５　ｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ载体在 ＨＥＫ２９３Ａ
细胞中的表达　ｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ载体转染
组的荧光素酶活性比ｐＧｌ３Ｂａｓｉｃ空载体转染组高２３
±３．３５倍，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．６　ＴＮＦα对ｎｅｔｒｉｎ１启动子活性的影响　加入
细胞因子ＴＮＦα培养转染ｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ

的 ＨＥＫ２９３Ａ细胞，ＴＮＦα以剂量和时间依赖方式
上调节 ＨＥＫ２９３Ａ细胞中ｎｅｔｒｉｎ１基因启动子活
性。与对照组相比，５、１０、２０ｎｇ／ｍｌＴＮＦα使ｎｅ
ｔｒｉｎ１的荧光素酶相对活性分别增加１．５、３．２和５．８
倍（Ｐ＜０．０５）（图３）。和对照组相比，２０ｎｇ／ｍｌ的

ＴＮＦα刺激细胞６、１２、２４ｈ后荧光素酶相对活性分
别增加１．２、２．３和６．５倍（Ｐ＜０．０５，图４）。

图３　不同浓度ＴＮＦα对ｎｅｔｒｉｎ１启动子活性的调节

Ｆｉｇ３　ｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＮＦα

Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图４　２０ｎｇ／ｍｌ的ＴＮＦα在不同时间点对

ｎｅｔｒｉｎ１启动子活性的调节

Ｆｉｇ４　ｐＧＬ３ｎｅｔｒｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ｂｙ２０ｎｇ／ｍｌＴＮＦαｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｅｒｉｏｄｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　Ｎｅｔｒｉｎｓ家族是最早在神经系统中发现的可溶
性神经导向因子，在神经发育所需的轴突导向及细
胞迁移中发挥双重导向功能。近年来研究发现该家
族及其受体在非神经组织中广泛表达并发挥着重要

的作用，提示ｎｅｔｒｉｎｓ家族不仅在中枢神经系统的发
育过程中提供了迁移信号，在非神经组织中也参与
了细胞的黏附、游走、增殖、分化甚至凋亡的调控［７９］。
有研究发现ｎｅｔｒｉｎ１参与炎症的反应和调节，在缺氧
的环境下低氧诱导因子α（ＨＩＦα）能诱导ｎｅｔｒｉｎ１表
达而抑制局部的肠道炎症反应［１０］。Ｎｅｔｒｉｎ１作为抗炎
反应蛋白能够在急性肺损伤模型中减少肺泡的炎症

反应［１１］。ＴＮＦα是炎症级联反应中起关键作用的细
胞因子，可以促进炎症介质的释放，包括白细胞介素
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（ＩＬ）１，ＩＬ６、ＩＬ８等细胞因子及黏附分子，构成炎性损
伤效应［１２１３］。ＴＮＦα可以通过调控转录因子的表达
来调节炎症反应，如ＴＮＦα能够上调转录因子ＥＳＥ１
参与气管炎症反应［１４］。

　　荧光素酶报告基因技术是了解基因表达和调控
的重要工具，能够准确的反映外周因素对启动子序
列的影响。本研究选用不含启动子的荧光素酶报告
基 因 ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ 载 体，将 ｎｅｔｒｉｎ１ 启 动 子 区

域－７００～＋１００序列克隆入ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ中。通过
检测荧光素酶的活性间接地反映ｎｅｔｒｉｎ１的转录表
达水平。进一步通过 ＴＮＦα 的刺激研究其对

ｎｅｔｒｉｎ１转录的调控表达机制。本研究首先通过细
胞学实验发现 ＴＮＦα在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平上调

ｎｅｔｒｉｎ１的表达，再通过荧光素报告基因实验进一步
发现ＴＮＦα以剂量依赖和时间依赖的方式上调

ＨＥＫ２９３Ａ细胞 ｎｅｔｒｉｎ１基因启动子活性，提示

ＴＮＦα可能主要在转录水平调节 ＨＥＫ２９３Ａ细胞
中ｎｅｔｒｉｎ１的表达。目前，ＴＮＦα诱导ｎｅｔｒｉｎ１表
达的机制尚不完全清楚，我们利用生物信息学软件
分析ｎｅｔｒｉｎ１基因启动子区域的结构和功能，发现
其启动子序列有ＧＡＴＡ２、ＮＦκＢ、ＳＰ１等重要转录
因子的结合位点。有研究报道转录因子 ＮＦκＢ在

ｎｅｔｒｉｎ１的转录调控中发挥重要的作用，在肠炎患者
中ＮＦκＢ激活ｎｅｔｒｉｎ１的表达影响肠癌发病的进
展，通过调控 ＮＦκＢ抑制ｎｅｔｒｉｎ１的表达可以作为
一种治疗肠癌的新型药物靶点［１５］。研究发现ＴＮＦ
α能够激活 ＮＦκＢ从胞质进入细胞核，在核内与多
种基因启动子特异性序列结合，并启动转录发挥其
调控作用［１６］。ＴＮＦα调节ｎｅｔｒｉｎ１的表达很可能
是通过激活ＮＦκＢ信号转导通路实现的。

　　ＮＦκＢ活化是炎症反应激活的信号通路，是启
动和控制炎症反应的中枢环节。游离的ＮＦκＢ具有
向细胞核内移位的能力，进入细胞核内的 ＮＦκＢ与
各种炎症介质和细胞因子靶基因启动子区域的特定

序列结合而迅速诱导相应基因的表达，从而启动细
胞炎症反应。研究发现炎症性肠病进展到肠癌的过
程中，ｎｅｔｒｉｎ１的表达上调，并且其表达可能受到

ＮＦκＢ的调控［１７］。对于ＴＮＦα如何通过 ＮＦκＢ通
路调控ｎｅｔｒｉｎ１的表达有待于进一步的研究。

４　利益冲突
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