
同际放射医学核医学杂志2012'41月第36卷第1期Int J Radiat Med Nucl Med，Janualy 2012．v01．36．No

·放射生物学·
转录反式激活因子对DNA．PKcs启动子的调控作用

杨天一 张士猛 秦夏 李兵 刘晓丹 周平坤

【摘要】目的检测人类免疫缺陷病毒转录反式激活因子(‘FAT)对DNA依赖蛋白激酶催化垭单

位(DNA．PKes)基冈启动子活性的影响。方法用PCR方法克隆DNA—PKes基凶肩动子的系列截短

体，通过DNA重组构建pGL3一basic—DNA—PKcs肩动子报告质粒载体，通过双荧光素酶报告基因检

测DNA—PKcs基因的肩动子活性，采用基于乳糖抑制子和乳糖操纵子并结合绿色荧光蛋白分子荧光

的大规模染色质松弛报告系统脱察染色质的重构活性，并研究了电离辐射对TAT参与染色体重构

的影响。结果构建了DNA．PKes启动子(全长区域为一939 hp—l bp)的系列截短体的报告质粒载

体，鉴定⋯其核心区域为一64 bp~_1 bp。TAT能够抑制DNA．PKcs基因启动子的转录活性。TAT具

有大规模的染色体松弛活性，电离辐射能抑制TAT参与染色体重构的作用。结论TAT能抑制

I)NA修复基因DNA—PKcs的扁动子活性，电离辐射能抑制TAT参与染色体重构的作用。

【关键词】反式激活；辐射效应；DNA依赖蛋白激酶催化皿单位基因启动子；染色体重构
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【Abstract】Objective‘Fo exph,re the influem·P of human immunodefieiency virus transactivator of

transeription(TArr)Oll the promoter activity of DNA dependent protein kinase catalytic subunit fDNA—PKes)．

Methods The truncated promoters of DNA—PKes were chined by PCR from the template DNA from HeLa

genomit’DNA，and the pGL3一basic—DNA—PKcs promoter reporter plasmids were constructed．The activity of

DNA—PKes promoters was detected by dual—luciferase I．eporler assay system．A Lac—repressor and Lac—

operator based green fluorescent protein imaging system was used to assay the ehromatin remodeling aetMty．

Results A sel ies of reporlel’plasmids harboring the truncated promoters of DNA—PK(‘S from一939 bp to一1 bp

were constructed．The sequeuee of一64 bp to一1 bp was identified as a criti(。al element fbr the activity of

DNA—PKes promoter．"rAT can suppress the activity of DNA—PKcs promoter．TAT participates in the

regulation of the large scale('hromatin relaxalion．hmizing radiation attenuates the activity of TAT played in

the chronmtin remodeling．Conclusion TAT represses the promoter activity of DNA repair protein DNA—

PK(‘S．and also play a role of large Sf‘ale ehi’omatin remodeling whieh('all be attenuated by ionizing radiation．

【Key words】Trans—activation；Radiation effe(·ts"DNA dependent protein kinase catalytic subunit

promoter；Chromatin remodeling

转录反式激活因子(transactivator of transcription，

TAT)是人类免疫缺陷病毒(human immI㈣，defi(：ien(-y

HIV)的非结构蛋白，其作为早期的渊节因

子，在HIV—l的病毒复制中发挥了重要的作用。
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感染HIV一1的细胞将TAT释放到细胞外，被释放

f士{来的TAT通过其转导域能够自由地穿梭于非感

染的细胞I“。越来越多的研究显示，TAT在诱发获

得性免疫缺陷综合征相关的肿瘤中发挥了重要的作

用口I。体内外的实验提示，TAT本身与肿瘤细胞的

增殖有密切的联系川。TAT与宿主细胞的相互作用

方式和机理受到关注。

DNA依赖蛋白激酶催化亚单位(DNA dependent

protein kinase catalytic subunit，DNA．PKcs)属于磷脂
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酰肌醇3一激酶相关激酶超家族川。DNA—PKcs与其

他两个亚单位Ku70和Ku80共同构成DNA—PKcs

复合物，参与DNA双链断裂的非同源末端连接修

复过程[5／。DNA—PKcs的活性是决定机体放射敏感性

的重要因素之一。低表达DNA．PKcs的肿瘤对放疗

反应敏感。对辐射高度敏感的神经胶质瘤细胞

M059J，其DNA—PKcs基因的第32号外显子丢失

了一个碱基，由此造成的移码突变使得DNA—PKcs

基因的翻译提前终止。DNA．PKcs在细胞DNA的

损伤修复以及维持基因组稳定性方面发挥了重要的

作用161。

本实验室的前期T作显示，转染TAT基因的细

胞中，DNA—PKes的mRNA和蛋白水平都有明显降

低【7J。本研究在此基础上进一步从人的基因组DNA中

克隆出DNA．PKcs的启动子，构建成报告基因表达

载体，通过双荧光素酶报告基因系统检测"FAT对

DNA—PKcs启动子活性的影响，探讨TAT如何在转

录水平上调控DNA—PKes的转录，并观察电离辐射

对TAT蛋白染色体重构功能的影响。

1材料和方法

1．1主要材料

人胚胎肾293T细胞和宫颈癌HeLa细胞由本

室保存；二氢叶酸还原酶基因敲除的中国仓鼠卵

巢A03_1细胞由Andrew S．Belmont博士(美国伊利

诺伊大学)赠送，军事医学科学院生物工程研究所

叶棋浓教授实验室长期保存；真核表达TAT蛋白

的质粒pcDNA3．1一Flag—TAT、用于染色质重构分析

的质粒pEGFP—Lae．TAT及对照质粒pEGFP—Lac由

本室构建和保存；TAT蛋白南本室表达、纯化并

保存。细胞转染试剂LipofeetaminerM 2000为美国

Invitrogen公司产品；pGL3一basic载体(一种荧光素

酶报告基因载体)及双荧光素酶报告基因检测试剂

盒为美国Promega公司产品；DNA聚合酶、T4 DNA

连接酶、限制性内切酶Mlu I和BglII均为美国New

England Biolabs公司产品；Dulbeceo’s Modified

Eagle Medium(DMEM)培养液及小牛血清均为美

国Gibco公司产品；DNA—PKcs抗体和B—actin抗体

均为Santa Cruze公司产品；蛋白裂解液为Pierce

公司产品；硝酸纤维素膜为Amersham Pharmacia

Biotech公司产品；引物合成和测序均由北京i博

生物技术有限公司完成。

I．2方法

1．2．1 人DNA．PKcs启动子系列截短体的扩增

选取人宫颈癌HeLa细胞的基因组DNA作为模

板，根据_}lt；动子预测软件预测的启动子序列合成引物。

利用PCR疗法扩增DNA-PKcs启动子系列截短体，包

括-939bp～一1 bp、-939bp～-53bp、-939bp～一340 bp、

—647bp～一1bp、一435bp--1bp、一152bp～一1bp、-96bp-

一1 bp、一96 bp～一65 bp、一64 bp～一1 bp等IX域。PCR

扩增条件为：94℃变性5 min后，按以下参数进行

30个循环：94℃变性30 S、58℃退火30 S、72 oc延

伸60 S。用1％琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增结果。

1．2．2载体的构建与测序

用限制性内切酶Mlu I和Bgl H双酶切pGL3．

basic载体，37℃下酶切4 h，将酶切产物进行l％

琼脂糖凝胶电泳，网收载体大片段。将PCR产物

用Mlu I和Bgl 1I双酶切，形成带有黏端的双链，

用T4 DNA连接酶连接到pGL3。basic载体中，得到

pG[。3一basic—DNA—PKcs启动子的系列截短体载体，

并转化大肠杆菌DH50L，挑选克隆，摇菌并提质

粒，用Mlu I和Bgl 1I双酶切法鉴定，鉴定片段大

小正确的质粒送相关公司测序验证。

1．2．3细胞转染

按常规方法进行转染，用含10％／b牛血清的

DMEM培养液将人胚胎肾293T细胞接种于24孑L

细胞培养板中，接种量以转染时细胞密度达到

80％为宜，培养24 h后进行转染。将总量为0．1～

0．5 txg的质粒与25¨l无血清、无抗生素的DMEM

培养液混合，再将0．5斗l Lip()fectamineTM 2000与25¨l

无血清、无抗生素的DMEM培养液混合，然后将

上述2种溶液轻轻混合，室温放置20 rain，加人

24孔细胞培养板中，37℃孵箱中培养48 h。

1．2．4双荧光素酶报告基因检测

按照试剂盒的说明书进行以下操作：①将试剂

盒中50倍的荧光素酶测试试剂(1uciferase assav

reagent，LAR)稀释至1倍，每个样本加入500 I*1；

②室温下以离心半径为8 Cffl、2000 r／min离心5 min

后，分别取20¨l上清加入到96孑L细胞培养板中；

③用I倍的LAR溶液配制适量发光底物，并将

200倍的终止液稀释至1倍；④将100 Ixl发光底物

加入96孔细胞培养板中，用Promega公司荧光化

学发光仪读数一次，取积分值后记录；⑤加入1倍

的终止液至步骤④的96孔细胞培养板中，用荧光
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化学发光仪读数一次，取积分值后记录；⑥计算步

骤④的积分值／步骤⑤的积分值，即为相对荧光强

度值。

1．2．5 TAT对DNA．PKcs启动子活性影响的检测

将构建好的pGL3一basic．DNA—PKcs启动子(全

长)载体与pcDNA3．1-Flag—TAT载体共转染进293T

细胞，利用双荧光素酶报告基因系统检测TAT对

DNA．PKes启动子活性的影响；将pGL3．basic．

DNA．PKcs启动子载体转染293T细胞36 h后，分

别加入4 I,Lg、8斗g和16¨g的外源TAT作用8 h，

观察外源TAT对DNA．PKcs启动子活性的影响。

1．2．6 DNA—PKcs启动子核心区域的鉴定

为了确定TAT调控DNA．PKcs启动子序列的

核心区域，首先构建了DNA—PKcs启动子系列截短

体的重组报告质粒载体(9组)，分别用DNA．PKcs

启动子的不同截短体载体转染293T细胞，利用上

述双荧光素酶报告基因系统检测DNA．PKcs启动子

不同截短体的活性。

1．2．7 TAT对DNA．PKcs启动子不同区域活性的

影响

将DNA—PKcs的全长启动子(一939 bp—一1 bp区

域)、核心启动子以及一些截短体(一152 bp—一1 hp、

一96 bp—一1 bp和一96 bp～一65 hp区域)质粒DNA分

别与pcDNA3．1-Flag．TAT载体共转染到293T细胞

中，利用双荧光素酶报告基因系统检测启动子活性

的变化；将DNA—PKcs的全长启动子、核心启动子

以及一些截短体与pcDNA3．1(-)载体共转染的293T
细胞作为阴性对照。

1．2．8荧光显微观察技术检测TAT的染色质松弛

活性

分别将pEGFP．Lac．TAT或对照pEGFP—Lac质

粒转染到A03—1细胞中，采用本实验室改良建立

的大规模染色质松弛技术检测TAT的染色质松弛

活性【8J。取出载有处理后的待检测细胞的盖玻片，

首先用4％多聚甲醛f用磷酸缓冲生理盐水

(phosphate buffered saline，PBS)配制]室温固定细胞

30 rain，PBS洗3次，每次5 min；用0．2％Triton

X．100(PBS配制)室温破膜10 rain，PBS洗3次，

每次5 min；然后用0．2 btg／ml的4’，6一二脒基．2．苯

基吲哚(4’，6-diamidino一2一phenylindole)染核8 rain，

PBS洗3次，每次10 rain；最后用10％的甘油封

片。通过在激光共聚焦显微镜下观察到的荧光点大

小来判断靶基因诱导的染色质大尺度松弛程度。

1．2．9 电离辐射对TAT参与染色体重构的影响

分别将pEGFP—Lae-TAT和pEGFP．Lac转染到

A03j细胞中，转染24h后，电离辐射组采用4 Gy

的60co^y射线照射，照射后4 h观察荧光斑点面积

的大小，对照组不接受电离辐射。

2结果

2．1 TAT抑制DNA．PKcs基因的启动子活性

将构建好的pGL3一basic—DNA．PKcs启动子(全

长)载体与表达TAT蛋白的pcDNA3．1-Flag．TAT载

体共转染进293T细胞，利用双荧光素酶报告基因

系统检测TAT对DNA．PKcs启动子活性影响，结

果见图1。随着表达TAT的质粒DNA量的增加，

DNA．PKcs启动子的活性逐渐受到抑制(图1a)。为

了观察纯化的外源TAT蛋白对DNA—PKcs启动子

活性的影响，将pGL3一basic—DNA—PKcs启动子载体

转染293T细胞36 h后，分别加4 Ixg、8¨g和16¨g

的外源TAT蛋白作用8 h，收集细胞检测。结果显

示：随着TAT加入量的s曾Dil，DNA．PKcs的启动子

活性受到抑制逐渐s曾,hi：i(图1b)，说明加入外源性
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TAT同样能抑制DNA—PKcs的启动子活性，将导致

DNA．PKcs的mRNA水平降低。

2．2 DNA—PKcs的核心启动子区域

H丧壬缺失番豺谓与起始fj艺点—匕游一64bp。一1 bp／-53 bp～

一l bp的启动子截短体(如⋯939bp 53bp，一939bp～
一340 bp，一96 bp一65 bp)，其启动基因转录的活性

显著降低，而一64 hp—l hp截短体本身就具有较

强的启动活性(图2)。由此表明一64 hp—．1 hp区域

为DNA．PKcs的核心启动子区域。

坦
魁
慧
架

球

l 2 3 4 5 6 7 8 9

组别

图2 DNA依赖蛋白激酶催化亚单位启动子核心区域的

鉴定网中，I：启动子一939bp—．1 bp区域组；2：启

动子一939 bp—-53 bp区域组；3：启动子一939 bp一

一340 bp区域组；4：启动子一647bp—一1 bp区域组；5：

启动子一435bp—一l hp区域组；6：启动子一152 bp一

一1 bp区域组；7：启动子一96 bp—一1 bp区域组；8：

启动子一96 bp—-65 hp区域组；9：启动子一64 bp一

一1 bp区域组。

2．3 TAT能抑制DNA．PKcs整个启动子的活性

TAT不仅能抑制DNA．PKcs启动子的核心区

域，也能抑制其非核心区域的活性。由此可知，

TAT并不只是调控DNA．PKcs启动子的核心序列，

而可能对DNA．PKcs启动子的整个序列都有影响

(图3)。

2．4 TAT的调节大规模染色质松弛功能及电离辐

射的影响

染色质松弛是基因转录和DNA修复等所必须

的，TAT是否通过影响大规模的染色体重构来调

节DNA．PKcs的启动子活性?本研究通过A03-l

染色体重构模型来分析TAT对染色体重构的影响口I，

并观察了TAT具有大规模染色质松弛作用，且电

离辐射对TAT的这种染色体重构功能具有抑制作

用。如图4所示，与础船pEGFP-Lac E匕较，pEGFP-
Lac-TAT组的荧光斑点面积明显要大，而电离辐射在

一定程度上抑制了TAT参与的染色体重构。
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图3 TAT抑制DNA．PKcs启动子的不同区域的活性

图中，1：启动子一939 bp—一lhp区域组；2：启动子

一152bp—一lbp区域组；3：启动子一96 bp—一lbp区域

组；4：启动子一96 hp—．65 hp区域组；5：启动子

一64 hp—．1bp区域组。图中，TAT：转录反式激活因

子；DNA．PKcs：DNA依赖蛋白激酶催化亚单位；

pcDNA3．1-Flag．TAT：真核表达TAT蛋白的质粒。
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图4电离辐射对TAT的染色体重构功能的影响 图

4a：pEGFP-I_ac．TAT参与A03—1细胞电离辐射前后的

染色体重构；图4b：pEGFP-Lac．TAT参与A03—1细

胞电离辐射前后染色体重构相应的统计图。图中，

TAT：转录反式激活因子；pEGFP．Lac-TAT和pEGFP-

Lac：分别为用于染色质重构分析的质粒及对照质粒：

GFP：绿色荧光蛋白。
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近年来研究发现，获得性免疫缺陷综合征

(acquired immune deficiency syndrome，AIDS)诱导

的肿瘤患者对放射治疗的敏感性与普通的肿瘤患者

有很大的差异，如AIDS高发生率的Karposi肉瘤

患者，无论是其肉瘤组织还是正常黏膜组织，放疗

后产生的细胞毒性反应明显高于非AIDS的普通肿

瘤患者，AIDS诱导的肿瘤患者对放疗的敏感性很

可能与DNA修复因子功能的缺失有关。DNA—PKcs

是DNA双链断裂的关键修复因子，它的活性与机

体的放射敏感性有关。

本实验室以往的实验结果显示，TAT能在

mRNA水平和蛋白水平上抑制DNA—PKcs的表达，

从而导致细胞对电离辐射的敏感性增加。本研究进

一步探索了TAT是如何在转录水平上调控DNA—

PKcs的表达。本研究通过构建DNA—PKcs启动子

的系列截短体，经报告基因分析，无论是共转染

TAT基因还是加人外源的TAT蛋白都能明显地抑制

启动子的活性。本研究将启动子截断成不同的区域，找到了DNA-PKcs的核心启动子序列(⋯64bp l bp IX

域)，并将这些启动子不同截短体的报告基因转到

细胞中，通过报告基因分析，TAT蛋白不仅能抑

制DNA—PKcs的核心启动序列，而且对每个启动序

列的活性都有明显的抑制作用。DNA．PKcs的核心

启动序列中含有结合转录因子核因子一KB和转录凶子

SPl的序列，但其启动子序列中缺少TATA盒pI，

HIV．1的长末端重复序列中也含有类似的结合转录

因子核凶子一KB和SPl的结合序列㈣，为什么TAT能

激活HIV．1的长末端重复序列活性，反而抑制了

具有类似序列的DNA—PKcs启动子的活性呢?研究

表明，TAT并不是简单地调控某个转录因子来调

节DNA．PKcs的启动子序列，TAT还具有大规模的

染色体松弛活性，此活性可能也参与基冈转录调节

作用。DNA与组蛋白八聚体组成了核小体，基因

转录是必须通过染色体重构来使核小体的结构打

开，让一些转录因子能够结合到基因的启动序列

中，从而促使基因的转录。我们通过染色体重构的

模型证实了TAT能够参与到染色体重构巾，并证实

了电离辐gt能够抑制TAT参与染色体重构。本研。

究为了解AIDS的发病机理及其合并肿瘤患者对放

射治疗的敏感性提供了重要信息。
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