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肺癌耐药相关基因ＣＡ９１６７９８核心启动子区域的初步鉴定

胡若兰，周向东　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院呼吸内科）

　　［摘要］　目的　对肺癌耐药相关基因 ＣＡ９１６７９８的核心启动子区域进行初步鉴定。方法　 采用 ＰＣＲ方法对
ＣＡ９１６７９８基因上游不同长度的序列片段０Ｈ～９Ｈ进行扩增，以ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ载体构建基因报告质粒，转染ＣＯＳ７细胞，荧光
素酶检测序列启动活性，酶切鉴定、测序及数据库比对确定核心启动子的可能存在位置，并采用生物信息学方法对核心启

动子区域结合位点进行预测。结果 　 成功构建了启动子荧光素酶报告基因；活性实验表明；９Ｈ组与阴性对照组比较，相
对荧光强度差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；０Ｈ～８Ｈ各组与９Ｈ组比较，相对荧光强度差异均具有统计学意义（Ｐ＜
００５）；９Ｈ片段为处于ＣＡ９１６７９８基因片段上游１７９ｂｐ处，长度为５６８ｂｐ的序列区；功能预测显示该区存在多种细胞因子
的结合位点。结论　 ９Ｈ序列区域具有较强的启动活性，为基因ＣＡ９１６７９８的核心启动子序列区域。
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ｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆｃｏｒｅｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎｗｅｒｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔａｒｇｅｔｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｃｌｏｎｅｄ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｇｒｏｕｐ９Ｈｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
００５）．Ａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐ０Ｈｔｏ８Ｈ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｗｅｒｅａｌｓｏｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎ
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ｓｉｔｅｓｆｏｒｓｅｖｅｒａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｆａｃｔｏｒｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ９Ｈ
ｆｒａｇｍｅｎｔｈａｓａｓｔｒｏｎｇｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ，ａｎｄｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｔｈｅｍａｊｏｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｏｃｕｓｏｆＣＡ９１６７９８．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ＣＡ９１６７９８；ｐｒｏｍｏｔｅｒ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＳｔａｒｔｉｎｇＦｕｎｄｆｏｒＴａｌｅｎｔｓＲｅｔｕｒｎｉｎｇｆｒｏｍＯｖｅｒｓｅａｓｏｆＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（２００９ＸＨＧ０９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺｈｏｕＸｉａｎｇ
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　　多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）是肿瘤细胞
接触一种抗癌药物后导致对多种结构和作用机制不同

的抗癌药物产生的耐受性。目前 ＭＤＲ已是导致临床
肺癌化疗失败的主要原因之一。ＣＡ９１６７９８基因为本
课题组研究新发现的，与肺癌耐药相关的基因，前期研

究已克隆了ＣＡ９１６７９８基因的全长ｃＤＮＡ，并进行了测
序检测［１］，目前已上载到 ＧｅｎＢａｎｋＥＳＴ数据库中，并
完成了ＣＡ９１６７９８基因参与 ＭＤＲ过程的一些相关研

究［２－３］。然而，前期研究中并未涉及 ＣＡ９１６７９８基因
的转录调节机制以及参与耐药的作用机制，因而本研

究着眼于定位 ＣＡ９１６７９８基因的核心启动子区域，主
要通过构建启动子荧光素酶报告基因重组体的方法，

对ＣＡ９１６７９８基因的核心启动子区域进行定位，并通
过预测软件对核心启动子区进行结合位点预测，为后

续的机制研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　吸头，２００μＬＰＣＲ管（ＡｘｙｇｅｎＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），Ｍａｒｋｅｒ和质
粒抽提试剂盒（北京天根公司），琼脂糖（Ｓｉｇｍａ），ＫＯＤＰｌｕｓ酶
（日本Ｔｏｙｏｂｏ公司），引物（上海生工合成），限制性内切酶（美
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国ＮＥＢ公司），胎牛血清（美国 ＧＩＢＣＯ公司），ＤＭＥＭ培养基
（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司），０．２５％胰酶消化液（Ｓｉｇｍａ公司），２４孔
板（康宁公司），荧光素酶活性检测试剂盒（Ｓｉｇｍａ公司），ＰＣＲ
仪（美国 ＡＢＩ公司），低温离心机（美国 Ｓｉｇｍａ公司），酶标仪
（美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。
１．２　细胞培养
　　ＣＯＳ７细胞从液氮罐中取出快速复苏，培养于 ＤＭＥＭ培养
基中，培养基中含有１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００Ｕ／ｍＬ链霉素双
抗，置于５％ＣＯ２、３７℃恒温培养箱中培养，根据细胞的生长情
况进行传代，调整好细胞状态备用。

１．３　ＰＣＲ扩增目的片段
　　以人肺腺癌细胞Ａ５４９全ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增目的基因
上游５０００～６０００ｂｐ范围内的全长序列片段 ＨＲＬ，上游引物
５′ＧＧＣＧＡＣＡＴＴＧＡＧＴＴＣＴＴＴＣＣＧＡＧ３′，下游引物 ５′ＧＣＣＣＴＴＴ
ＣＡＡＧＡＡＣＣＣＴＧＧＡＣＡＣ３′。然后引入 ＫｐｎⅠ（ＧＧＧＧＴＡＣＣ）和
ＢｇｌⅡ（ＧＡＡＧＡＴＣＴ）酶切位点，约合５００ｂｐ连续缩短得到各长
度基因片段，其引物情况见表 １，总计分为 ９组：０Ｈ、１Ｈ、２Ｈ、
３Ｈ、４Ｈ、５Ｈ、６Ｈ、７Ｈ、８Ｈ、９Ｈ。ＰＣＲ反应条件为：９８℃预变性
５ｍｉｎ，９８℃变性３０ｓ，６８℃退火１８０ｓ，７２℃延伸１０ｍｉｎ，扩增
完成后，５０μＬ酶切产物加入上样孔中，５Ｖ／ｃｍ条件下进行电
泳，１％的琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ扩增产物。参照天根公司
的普通琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒进行样品回收。

表１　引物及序列

上游引物 序列（５′→３′）
０Ｈ１ ＧＧＧＧＴＡＣＣＧＧＣＧＡＣＡＴＴＧＡＧＴＴＣＴＴＴＣＣＧＡＧ
１Ｈ ＧＧＧＧＴＡＣＣＣＴＡＧＡＡＡＡＴＣＧＴＴＧＡＧＴＴＴＧ
２Ｈ ＧＧＧＧＴＡＣＣＡＴＧＴＴＡＴＴＡＧＣＡＴＴＧＴＣＡＣＣ
３Ｈ ＧＧＧＧＴＡＣＣＡＡＣＣＴＣＣＧＣＣＴＣＣＴＧＧＧＴＴＣ
４Ｈ ＧＧＧＧＴＡＣＣＣＡＧＧＴＡＡＧＡＡＣＣＣＴＴＧＣＴＣＣ
５Ｈ ＧＧＧＧＴＡＣＣＧＣＡＧＴＧＡＧＣＣＧＡＧＡＴＴＧＴＧＣ
６Ｈ ＧＧＧＧＴＡＣＣＡＡＡＡＣＴＣＡＧＣＡＧＴＧＧＡＡＡＡＧ
７Ｈ ＧＧＧＧＴＡＣＣＧＧＡＧＴＡＴＡＧＴＧＡＴＧＣＧＡＴＣＴ
８Ｈ ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＴＣＣＴＣＧＣＣＴＴＧＴＣＣＡＧＴＣＴ
９Ｈ ＧＧＧＧＴＡＣＣＧＧＴＧＡＧＧＴＣＡＧＴＧＧＧＣＣＴＡＧ

下游序列

０Ｈ２ ＧＡＡＧＡＴＣＴＧＣＣＣＴＴＴＣＡＡＧＡＡＣＣＣＴＧＧＡＣＡＣ

１．４　载体质粒构建
　　双酶切ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ载体和各片段回收产物，反应体系总计
为３０．０μＬ：目的片段溶液 １５．０μＬ，ＫｐｎⅠ １．０μＬ，ＢｇｌⅡ
１０μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ３．０μＬ，Ｈ２Ｏ２０．０μＬ。１６℃反应过夜连
接，连接体系为２０μＬ，条件为：ＰＧＬ３ｂａｓｉｃ５．０μＬ，目的片段溶
液１０．０μＬ，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ１．０μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ，Ｈ２Ｏ
３．０μＬ。构建完成质粒系统。
１．５　质粒回收和ＤＮＡ测序
　　连接产物加入装有感受态细菌 ＤＨ５α（已在冰上解冻）的
ＥＰ管中，冰浴３０ｍｉｎ，４２℃水浴９０ｓ，冰浴２ｍｉｎ；加入８００μＬ
ＬＢ培养基，３７℃，１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１ｈ；３０００ｒ／ｍｉｎ离心，弃
上清后，吸取１００μＬ加到卡那抗性ＬＢ平板上，用Ｌ棒涂匀；平
板放入３７℃恒温箱中培养过夜。挑取饱满的白斑扩菌，于氨
苄抗性液体培养基中，３７℃，１５０ｒ／ｍｉｎ震荡培养过夜。参照天
根质粒抽提试剂盒进行质粒抽提回收。然后进行ＤＮＡ测序分
析，ＤＮＡＳＴＡＲ软件对检测结果进行读取。

１．６　荧光素酶检测
　　将各组构建的质粒转染ＣＯＳ７细胞，分组：１Ｈ、２Ｈ、３Ｈ、４Ｈ、
５Ｈ、６Ｈ、７Ｈ、８Ｈ、９Ｈ、阴性对照组（ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ／空）。同时设置空
白孔用于扣除背景，每组设置３个复孔，转染时每孔ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ
质粒和内参质粒ｐＲＬ／ＴＫ的量之比为１０∶１，其中ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ质
粒转染５００ｎｇ，内参质粒 ｐＲＬ／ＴＫ转染５０ｎｇ，脂质体２０００用
１μＬ。转染培养４８ｈ后，根据荧光素酶活性检测试剂盒要求，
酶标仪中检测荧光活性。

１．７　基因序列定位和功能预测
　　通过在ＮＣＢＩ数据库中对最终明确片段和 ＣＡ９１６７９８基因
片段分别进行 ｂｌａｓｔ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／），明确启
动区和ＣＡ９１６７９８基因片段之间的位置关系。采用ＴＲＡＮＳＦＡＣ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．ｃｏｍ）对定位的启动子区域序列进
行潜在的转录因子结合位点的预测。

１．８　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示；采用 ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２１．０统计
软件进行数据分析；分析方法采用单因素方差分析，由于方差

不齐，事后采用ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ检验。

２　结果

２．１　上游全片段和０Ｈ片段ＰＣＲ扩增结果
　　选取的检测目标区域为ＣＡ９１６７９８基因前端５６５８ｂｐ范围
内的碱基序列，全长ＨＲＬ总计长度为５１１０ｂｐ。引入酶切位点
的全长序列分别在头尾加了８个碱基，通过ＰＣＲ后凝胶电泳结
果，可以看到全长序列片段ＨＲＬ和引入酶切位点的０Ｈ序列均
成功扩增，见图１。
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Ａ：扩增的上游全片段；Ｍ：标准；１：全长 ＨＲＬ；Ｂ：扩增的０Ｈ片段；
Ｍ：标准；１、２：０Ｈ

图１　全序列ＰＣＲ扩增结果
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２．２　各小片段扩增结果
　　ＰＣＲ结果显示，１Ｈ～９Ｈ片段均能成功扩增，并且碱基数梯
度降低的情况同预期缩短序列目的一致，见图２。
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质粒；２～７：分别为４Ｈ、５Ｈ、６Ｈ、７Ｈ、８Ｈ、９Ｈ

图２　各小片段ＰＣＲ扩增结果

２．３　酶切鉴定结果
　　对回收的质粒进行酶切鉴定，见图３。结果显示各序列片
段均被正确的构建到质粒中，并成功获得克隆。
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Ｍ２：标准

图３　酶切鉴定结果

２．４　荧光素酶检测结果
　　荧光素酶检测结果显示，各片段的启动活性情况见图４，
８Ｈ和９Ｈ区与阴性对照组比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５）；０Ｈ～８Ｈ各组与 ９Ｈ组比较，差异均具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。且９Ｈ区为启动活性最好的序列区，因此，９Ｈ即
为核心启动子存在区域。
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图４　荧光素酶活性检测结果（ｎ＝３）

２．５　定位和功能预测
　　采用 ＤＮＡＳＴＡＲ软件打开 ９Ｈ序列区测序结果，通过在
ＮＣＢＩ数据库中对 ９Ｈ片段和 ＣＡ９１６７９８基因片段分别进行
ｂｌａｓｔ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／），明确 ９Ｈ片段所处位
置，９Ｈ比对结果见图５Ａ。根据具体的比对结果，确定了核心
启动子区位于ＣＡ９１６７９８基因片段上游１７９ｂｐ处，长度为５６８ｂｐ
的序列区，如图５Ｂ所示。

!

"

图５　９Ｈ片段比对结果（Ａ）和启动子位置示意图（Ｂ）

　　通过ＴＲＡＮＳＦＡＣ的ＡｌｉＢａｂａ２．１、ＰＭａｔｃｈ、Ｐａｔｃｈ、ＭａｔｒｉｘＣａｔｃｈ
等在线软件的预测，表明９Ｈ序列区有潜在的与多种细胞因子
结合的位点，如低氧诱导因子 ＨＩＦ１、凋亡因子 ＮＩＰ、转录因子
ＳＰ１以及ＮＦκＢ、ｃＲｅｌ等。

３　讨论

　　本研究截取ＣＡ９１６７９８上游约合６０００ｂｐ范围的
基因序列作为研究区域，ＰＣＲ技术扩增各长度的基因
片段，并引入双酶切位点，构建质粒载体系统。实验中

通过凝胶电泳证实了截断基因片段的反转录和质粒构

建的准确性，转染ＣＯＳ７细胞进行荧光素酶活性检测，
明确了 ９Ｈ序列区具有最好的启动活性，即确定为
ＣＡ９１６７９８基因的核心启动子存在区域。另外，从结果
中可以看到，随着序列的延长，启动能力表现出下降的

现象，这在其他基因启动子检测的研究中也有类似的

结果，说明在核心启动子上游不同区段可能存在各种

调控元件，共同作用于目的基因的转录表达［４］。测序

结果显示在９Ｈ片段中，可能存在ＴＡＴＡ盒和ＧＣ盒类
结构，说明其与反式作用因子具有潜在的结合能

力［５－６］。在对序列进行潜在结合位点的预测的研究中

发现并印证了前述想法，一些与低氧、肿瘤、炎症等相

关过程的因子可能与９Ｈ区域之间存在结合位点。
　　目前尽管对肺癌的化学治疗取得了一定进展，但
过去 ２５年其 ５年生存率仍未见显著提高，约为
１５％［７］。化疗是肺癌治疗的主要手段之一，肺癌细胞

对化疗的耐受是肺癌患者低生存率的主要原因之一。

可见，肺癌耐药机制的研究，对临床实践具有积极的意

义。ＣＡ９１６７９８基因为本课题组新发现的肺癌耐药相
关基因，研究已经证实 ＣＡ９１６７９８对肺癌的多药耐药
具有重要作用［８］。既往研究还显示在 Ａ５４９细胞中
ＣＡ９１６７９８可能会受到 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｍＴＯＲ通路的调控
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影响［９］，这条通路同时也会参与调节细胞的生长、增

殖和存活等生命过程。同时，癌症在发生和发展的过

程中，往往也伴随着局部低氧和炎症反应等，而 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ也参与到细胞氧化水平变化［１０］和炎症反应［１１］等

过程。本研究定位的启动子核心区域，功能预测显示

也具有潜在参与类似过程的作用元件。前述证据信息

均对本次启动子核心区的鉴定结果起到了证据支持的

作用，说明本实验研究方法的适用性和结果的合理性。

　　综上，本研究结合 ＰＣＲ方法、质粒转染克隆以及
荧光素酶检测等方法，对肺癌耐药相关基因ＣＡ９１６７９８
的核心启动子序列进行定位，并对核心启动子区进行

了功能预测研究，为后续调控机制的研究奠定了基础。
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图２　筛窦原发性黑色素瘤组织病理学观察　（ＨＥ×４０）

２　讨论

　　单侧鼻塞、肿块和鼻衄是鼻腔鼻窦黏膜黑色素瘤最为常见
的临床表现，但这些症状非特异性，往往难以和鼻息肉、鼻窦炎

及其他常见肿瘤相鉴别，尤其是肿瘤未着色时。发生于鼻窦者

因位置深在，临床症状出现较晚，并且鼻内镜检查往往显示不

佳，直至出现剧烈疼痛甚至面部变形时方就诊，此时肿瘤多已

侵犯多个鼻窦，且有颅内转移可能，预后差。因而对鼻腔鼻窦

黏膜黑色素瘤的早期、准确诊断显得尤为重要。

　　鼻腔鼻窦黏膜黑色素瘤含有顺磁性的黑色素，在磁共振成
像中特征性的表现为 Ｔ１ＷＩ高信号及 Ｔ２ＷＩ低信号

［３］，而鼻窦

其他恶性肿瘤及炎性病变在 Ｔ１ＷＩ多表现为等或偏低信号，在
Ｔ２ＷＩ多表现为不同程度的高信号，因而可以进行有效的诊断
及鉴别。但在某些病例中，出血以及其他类黑色素物质使得鉴

别诊断较为困难。另外，无色素或含微量黑色素者在磁共振成

像中并无典型的信号改变，可能表现为其他更为常见的病变。

本例磁共振表现即不典型，难以定性。此时，需结合免疫组织

化学染色，临床上常用一组抗体诊断，包括Ｓ１００、ＥＭＡ、ＨＭＢ４５、
ＣＫ、Ｄｅｓｍｉｎ、ＮＳＥ等。大多数肿瘤细胞 Ｓ１００、ＨＭＢ４５、波形蛋
白、Ｋｉ６７和 ｐ５３呈阳性表达，ＣＫ、ＣＤ４５、ＣＤ６８呈阴性表达［４］。

本例免疫组化ＥＭＡ（＋），Ｓ１００（＋），Ｋｉ６７（＋６０％），ＣＤ（－），
ＣＫ（－），支持黑色素瘤的诊断。
　　鼻腔鼻窦黏膜黑色素瘤临床少见，确诊需依靠组织病理
学，但ＭＲＩ可清晰显示肿瘤的部位、范围及信号特征，了解其对
重要结构的侵犯，可进一步提高诊断的准确率，辅助确定治疗

方案和判断预后。
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