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雄激素应答元件假冒 DNA对 PSA基因启动子的抑制作用

张鹏举 ,　张建业 3 ,　陈蔚文 ,　姜安丽 ,　张莲英 ,　郭　强
(山东大学医学院 ,生物化学与分子生物学研究所 ,济南　250012)

摘要　研究雄激素应答元件假冒 DNA (ARE decoy)对前列腺特异抗原 ( PSA)基因启动子的抑制作

用.联合运用报告基因和假冒 DNA策略 ,构建了含 PSA基因 5′侧启动子区 640 bp DNA的萤光素酶

表达载体 p GL32 PSA ,与人工合成的双链硫代 ARE假冒 DNA共转染前列腺癌细胞株 PC32M并作用

不同的时间 (24 h、48 h、72 h) .应用双萤光素酶测定系统 ,检测萤光素酶的表达活性.结果显示 :ARE

decoy DNA显著抑制报告基因萤光素酶的表达 ,抑制率可达 95 % ,而对照 decoy DNA无此作用.作用

不同的时间对萤光素酶活性的抑制无显著性差异.
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Inhibition of Androgen Responsive Element Decoy DNA on

the Promoter of Prostate Specif ic Antigen

ZHANG Peng2ju , ZHANGJian2ye
3

, CHEN Wei2wen , J IANG An2li , ZHANGLian2ying , GUO Qiang
( Institute of Biochemistry and Molecular Biology , School of Medicine , Shandong University ,Jinan　250012 , China)

Abstract　To observe the effect of exogenous androgen responsive element decoy on the promoter of prostate
specific antigen (PSA) , p GL32 PSA luciferase expression vector containing 640 bp DNA fragment of the PSA
gene 5′promoter region was constructed. Meanwhile , a 232mer phosphorothioated ARE decoy based on the
deduced ARE sequence at the promoter region of PSA gene was synthesized. p GL32 PSA plasmid and the ARE
decoy DNA were cotransfected into PC32M cell by lipofectamine

TM
2000. Through detecting the activity of

luciferase , the effect of ARE decoy on the promoter of PSA was studied. The results showed that the activity of
luciferase was significantly reduced in the ARE decoy2transfected cells , though not in the cells transfected with
the control decoy. There were no significant differences in the effect of ARE decoy in different time.
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　　雄激素及其受体在前列腺的发生 ,生长 ,分化和

功能的维持上起着重要的作用.雄激素的作用是由

雄激素受体 (AR)介导的[1 ,2 ] . AR属于类固醇Π甲状

素受体超家族成员 ,是一种配体依赖型的转录因子 ,

主要存在靶细胞的核内.前列腺特异抗原 (prostate

specific antigen PSA)特异地在前列腺上皮细胞中表

达[3 ]
,且其表达受雄激素调节[4 ]

. PSA 基因附近的

640 bp 的启动子中[5 ,6 ]含有一个功能性 TATA 盒

(TTTATA , - 28～ - 23) ,一个 GC盒 ( GGGCGGAGT ,

- 54～ - 45 ) 和一个雄激素应答元件 ( ARE ,

AGAACAgcaAGTGCT , - 170～ - 156) .雄激素进入前

列腺上皮细胞后首先与细胞核内的雄激素受体结

合 ,引起受体构象改变 ,随后受体与热休克蛋白解

离 ,受体磷酸化形成二聚体 ,二聚体与启动子中的雄

激素应答元件结合 ,促进前起始复合物的形成和诱

导 PSA基因的转录.转录因子假冒 DNA策略是人工

合成与转录因子结合序列相一致的、与转录因子有

高亲和力的双链寡核苷酸 DNA ,将其转入细胞内 ,

与内源性顺式元件竞争结合特定的转录因子 ,削弱

转录因子与内源性基因的作用 ,导致基因表达抑制.



本实验根据 PSA基因启动子 - 170 bp 附近的 ARE

序列合成 ARE decoy DNA ,为了使寡核苷酸片段在

细胞内稳定而采用了全硫代的形式.将合成的 ARE

decoy DNA与构建的含有 PSA 5′侧启动子区 640 bp

DNA( - 170附近存在一个 ARE)的萤光素酶报告基

因表达载体 p GL32 PSA 共转染前列腺癌细胞 PC32M ,

通过检测萤光素酶活性 ,研究 ARE decoy DNA 对

PSA启动子的抑制作用.

1　材料和方法

111　材料

各种酶均购自 Takara公司. RPMI1640为 Hyclone

产品. Dual2luceferase Reporter Assay System 购 自

Promega公司.

细胞和质粒 p GL32Basic 质粒 , p GL32Control 质

粒 ,pRL2 TK质粒　由本校遗传教研室龚瑶琴教授惠

赠. PC32M细胞和雄激素受体表达质粒 hAR由本教

研室保存.

112　pGL32 PSA质粒的构建

用 PCR扩增 PSA基因 5′侧启动子中 640 bp 的

DNA片段 ,经电泳纯化后用限制性内切酶 Sac Ⅰ和

KpnⅠ消化 ,然后连接到用同样限制性内切酶切割

的 p GL32Basic质粒上 ,DNA片段连至质粒中萤光素

酶 (Luc + )基因上游.重组质粒转化到大肠杆菌 ,分

离纯化后 ,双酶切和电泳鉴定后交上海博雅公司测

序.构建的质粒命名为 p GL32 PSA .

113　合成硫代寡核苷酸并退火

ARE decoy　 5′2TGCAGAACAGCAAGTGCTAGC23′

3′2ACGTCTTGTCGTTCACGATCG25′

Control decoy 5′2GTCTGATAAAGGGTGTTCTTTTT23′

3′2CAGACTATTTCCCACAAGAAAAA25′

TEN缓冲液 (10 mmolΠL Tris2HCl , 011 mmolΠL EDTA ,

011 molΠL NaCl , pH 810)分别溶解寡核苷酸单链 ,互

补链等摩尔比混合 ,95℃10 min ,缓慢冷却至室温.

114　细胞培养

PC32M在 37℃,5 % CO2 饱和湿度的细胞培养

箱中培养 ,培养基为 RPMI21640 ,含 10 %新生牛血清

及青霉素、链霉素各 100 UΠml.

115　转染实验

使用 Invitrogen 公司的 LipofectaminTM 2000 转染

系统 ,按说明书操作. 利用 pRL2 TK质粒作为内参

照 ,内参照与各表达质粒的比值为 1∶25.转染前 1

d ,接种 2×10
5细胞于 12孔板中 ,培养 18～24 h ,待

细胞汇合至 90 %～95 % ,用无血清培养基洗涤细胞

2 次. 014～ 116 μg 质粒Π合成 DNA 和 1～ 4 μl

Lipofectamin
TM

2000在无血清培养基中混匀 ,室温放

置 20 min ,加到细胞上 ,培养 36～40 h后收获细胞.

116　细胞的收获和萤光素酶表达活性的测定

应用 Dual2luceferase Assay System ,按照试剂盒说

明书操作.吸去细胞培养液 ,PBS(1115 gΠL Na2 HPO4 ,

012 gΠL KH2 PO4 , 8 gΠL NaCl , 012 gΠL KCl , pH 714)洗

涤细胞 1次 ,尽量吸尽 PBS洗涤液 ,每孔加入 100μl

l×PLB (passive lysis buffer) ,轻轻晃动 5 min ,将细胞

裂解液转移到 115 ml Eppendorf管内.化学发光仪设

置如下 :测量前延搁时间 2 s ,测量时间 10 s ,手动操

作. 在测量管中加入 100μl LAR (Luciferase Assay

Reagent) ,吸取 20μl细胞裂解液与之混匀 ,尽快放入

发光仪 ,读取样品中载体携带的萤火虫萤光素酶激

发底物所释放荧光的数值 ( M1 ) .读数完毕后 ,在同

一测量管中加入 100μl Stop & GloReagent ,混匀后放

入发光仪读取样品中内参照质粒携带的水母萤光素

酶激发底物所释放荧光的数值 ( M2 ) .为消除转染效

率带来的影响 ,以萤火虫萤光素酶与水母萤光素酶

活性的比值 ( M1ΠM2 )表示萤光素酶重组质粒的相对

表达活性.

117　数据处理

所有数据均以平均数 ±标准差表示.应用 t 检

验进行两均数间的差异性分析 , P≤0105认为有显

著性差异.采用复孔处理 ,每组实验重复 3次.

2　结果

211　pGL32 PSA质粒的构建及鉴定

用 PCR扩增了 PSA基因 5′侧启动子区 640 bp

的 DNA片段 ,把它连于 p GL32Basic质粒中萤光素酶

(Luc
+ )基因的上游 ,构建了质粒 p GL32 PSA ( Fig11) .

此重组质粒经限制性内切酶 Sac Ⅰ和 Kpn Ⅰ的联合

消化 ,会被切成 640 bp 和 418 kb的两个片段 ,酶切

反应的结果与预期的相符.将酶切验证正确的重组

质粒送上海博亚公司测序 ,结果完全正确 (图略) .

在重组质粒中萤光素酶的表达受上游启动子序

列的调节.转染后 ,Luc活性的高低直接反映了启动

子作用的强度.用等量的 p GL32Basic ,p GL32Control ,

p GL32PSA 分别和 pRL2 TK 共转染 PC32M , p GL32
PSA ,hAR ,pRL2 TK共转染 PC32M ,在有或无睾酮条

件下培养 (Fig12) .

发现 p GL32 PSA 的萤光活性介于 p GL32Basic 和

p GL32Control之间 ,在雄激素和雄激素受体同时存在
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Fig. 1　p GL32 PSA plasmid

Fig. 2　Mesurment of luciferase activities in PC32M

11p GL32Basic ; 21p GL32Control ; 31p GL32 PSA ; 41p GL32 PSA +

hAR ; 51p GL32 PSA + hAR + testerone

下 ,Luc活性显著升高.

212　ARE decoy DNA转染结果

为确定雄激素受体表达质粒 hAR和 p GL32 PSA

的合适浓度 ,保证 p GL32 PSA 过量.我们固定 hAR浓

度 115μg与不同量 p GL32 PSA ,pRL2 TK共转染 PC32M

(Fig13) 1

Fig. 3　Mesurement of luciferase activities in PC32M

Different amount of p GL32 PSA cotransfected with a fixed amount of

hAR

固定 p GL32 PSA 0119μgΠml和 pRL2 TK 716 ngΠml

与不同浓度的 hAR共转染 PC32M(Fig14) .

Fig. 4　Measurement of luciferase activites in PC32M

Different amount of hAR cotransfected with a fixed amount of p GL32

PSA

最终确定应用共转染的 hAR ,p GL32 PSA ,pRL2
TK量分别为 0119μgΠml , 0119μgΠml和 716 ngΠml.

不同浓度 ARE decoy DNA 与 hAR ,p GL32 PSA ,

pRL2 TK共转染 PC32M ,以 Control decoy DNA作对照

(Fig15) .

Fig. 5　Measurement of luciferase activities in PC32M with the

following transfections

1. Treated without any decoy DNA ; 2—4. Treated with 0166

μgΠml , 1132 μgΠml , 1198 μgΠml control decoy DNA

respectively; 5—9 Treated with 0166 μgΠml , 0199 μgΠml ,

1132μgΠml , 1198μgΠml , 2164μgΠml ARE decoy DNA ,

respectively

实验发现 ,ARE decoy DNA能显著降低萤光素

酶表达活性 ,在 1198μgΠml 时抑制率可达 95 % ,而

Control decoy DNA却无此作用.

为了研究共转染时间对 ARE decoy DNA作用的

影响 ,我们分别在共转染后 24 h、48 h、72 h收获细

胞 ,检测萤光素酶活性 (Fig16) .

对照组和实验组的结果显示 ,不同时间段内 ,

ARE decoy DNA的抑制作用无显著性差异.

3　讨论

雄激素及其受体在前列腺癌的发生发展过程中

起着非常重要的作用.雄激素的作用由雄激素受体

介导.未活化的雄激素受体通常与热休克蛋白结合.
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Fig. 6 　Measurement of luciferase assay activities in PC32M in

different times with the following transfections

Control group represented cotransfected p GL32 PSA ,pRL2 TK , hAR

without any decoy DNA ; Treatment group represented p GL32 PSA ,

pRL2TK ,hAR cotransfected with 1198μgΠml ARE decoy DNA

一旦与雄激素结合 ,AR的构象发生变化而与热休克

蛋白分离 ,活化的 AR形成二聚体并识别、结合靶基

因启动子Π增强子中特定的 DNA序列即雄激素应答

元件 (ARE)从而启动相应基因的转录.转录因子假

冒DNA策略[5 ]是目前分子生物学领域研究的热点

之一 ,它是应用与顺式作用元件相一致的寡核苷酸

双链 DNA转染细胞 ,竞争结合并抑制转录因子的作

用 ,从而抑制转录因子调控基因的表达.本实验联合

应用报告基因和假冒 DNA策略 ,将 PSA基因启动子

与萤光素酶基因 (报告基因)相连构建了 PSA2萤光
素酶基因真核表达载体 ,并使之与雄激素应答元件

假冒 DNA共转染前列腺肿瘤细胞 PC32M. ARE假冒

DNA进入细胞后 ,竞争结合细胞内的雄激素受体 ,

使之不能与 PSA 启动子中的ARE结合 ,从而抑制了

PSA 启动子的作用和萤光素酶基因的表达 ,抑制率

可达 95 %.

利用不同顺式作用元件的假冒 DNA转染细胞 ,

抑制细胞内相应转录因子的作用 ,可以研究这些顺

式元件Π转录因子在基表表达调控中的作用机理 ,以

及不同顺式元件Π转录因子之间的协同作用 ,为基因

表达调控研究提供一个重要工具.另一方面 ,利用假

冒 DNA转染肿瘤细胞 ,抑制其细胞内转录因子的功

能和相关基因的表达 ,有可能抑制细胞增殖和诱导

细胞凋亡.例如 ,ARE假冒 DNA转染前列腺肿瘤细

胞 ,有可能通过抑制 AR的作用 ,诱导前列腺肿瘤细

胞的凋亡.利用 E2F特异结合序列的假冒 DNA转染

肿瘤细胞 ,有可能抑制肿瘤细胞增殖.又如 ,生存素

(survivin)基因和 bcl22基因是两个重要的细胞凋亡

抗性基因 ,它们的有效表达均需转录因子 Sp21的反

式激活.利用 Sp21特异结合序列的假冒DNA转染肿

瘤细胞 ,有可能通过抑制 Sp21的作用阻止生存素和

bcl22基因的表达 ,诱导肿瘤细胞调亡.因此 ,假冒

DNA的应用有可能为肿瘤的基因治疗开辟一个新

的途径.
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