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摘要 研究发现，质膜 -细胞骨架连接蛋白 Ezrin在多种肿瘤细胞中异常表达，而且 Ezrin的表达上调与肿瘤细胞的移动侵袭
相关，但是调控 ezrin基因转录的分子机制却不清楚．为了探明 ezrin基因的转录调控机制，以肺癌细胞 A549为材料，首先
采用双荧光素酶报告基因分析系统检测 ezrin基因 5忆侧翼嵌套缺失序列和位点突变序列的转录活性，鉴定肺癌细胞中 ezrin基
因的基本启动子区以及关键的顺式作用元件 Sp1结合位点 (-75/-69)和 AP-1结合位点 (-64/-58)．其次，利用凝胶电泳迁移
率变动分析证明，肺癌细胞核蛋白提取物能够与 ezrin基因含有关键顺式作用元件的 DNA序列结合，形成 DNA-核蛋白复合
物，而且 Sp1结合位点和 AP-1结合位点与重组蛋白 rhSp1和 rhAP-1的结合具有位点特异性．最后，利用瞬时转染实验证
实，转录因子 Sp1和 AP-1 (由 c-Jun和 c-Fos组成的异源二聚体)分别通过 Sp1结合位点和 AP-1结合位点，增强 ezrin基因基
本转录活性，而且，过表达转录因子 Sp1、c-Jun或 c-Fos上调了 Ezrin蛋白表达．研究确定，肺癌细胞中调控 ezrin基因基本
转录活性的关键顺式作用元件是 Sp1结合位点 (-75/-69)和 AP-1结合位点 (-64/-58)，与之作用的转录因子 Sp1和 AP-1对于
ezrin基因的转录激活作用至关重要．
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Ezrin是一种质膜 -细胞骨架连接蛋白，属于
ERM (ezrin-radixin-moesin) 家族成员 [1]．研究证明

Ezrin参与多种细胞行为，如细胞黏附 [2]、移动[3]、

信号传导[4]等．而且，Ezrin在包括肺癌细胞在内的
多种肿瘤细胞中异常表达，其表达上调与肿瘤细胞

的移动侵袭相关[5～8]．因此，有人提出 Ezrin可以作
为一些肿瘤的一种新的预警标志分子，甚至作为肿

瘤患者的一种有希望的治疗靶点[9]．然而，迄今为

止，关于 ezrin基因在肺癌等肿瘤组织细胞中的转
录调控机制尚不清楚．

为了揭示 ezrin基因在肿瘤细胞中的转录调控
机制，我们曾检测 Ezrin蛋白在肺癌、胃癌、食管
癌和宫颈癌等多种肿瘤细胞中的表达，以及 ezrin
基因 5忆侧翼区序列在上述细胞中的转录活力，初
步确定 ezrin基因 5忆侧翼区序列对于 Ezrin蛋白在
肿瘤细胞中的高表达起重要作用[10]．但是，调控

ezrin基因转录的关键顺式作用元件及转录激活因
子仍不明确．为此，本文以肺癌细胞 A549 为材
料，运用双荧光素酶报告基因检测系统和凝胶电泳

迁移率变动分析等实验技术手段，探测调控 ezrin
基因基本转录活性的关键顺式作用元件及转录因

子．这些研究对于揭示 ezrin基因在肺癌等肿瘤细
胞中的转录调控机制有重要意义．

1 材料与方法

1.1 质粒

Sp1表达载体 CMV-Sp1来源于 Guntram Suske
(Philipps-University, Marburg, Germany)；pcDNA3购
自 Invitrogen公司 (Carlsbad, CA, USA)；pGL3-Basic
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1.2 细胞与细胞培养

肺癌细胞株 A549 购自中国科学院上海细胞
库．细胞在含 10%小牛血清的 DMEM 培养基
(Invitrogen公司)中贴壁生长．用含 0.25%胰蛋白
酶和 0.02% EDTA的消化液消化细胞，进行传代培
养．对于需转染的细胞，将细胞接种于 96孔细胞
培养板或 6 孔细胞培养板中，当细胞汇合率为
50%～80%时，可用于质粒瞬时转染实验．
1.3 瞬时转染

接种于 96孔培养板中的细胞用于双荧光素酶
活性检测．提取质粒并测定其含量．用缓冲液 EB
(Qiagen公司质粒提取试剂盒中提供)将 pGLB以及
含 ezrin基因 5忆侧翼区序列的重组 pGLB质粒稀释
至 100 mg/L，内参照质粒 pRL-TK稀释至 20 mg/L，
然后将 pGLB和重组 pGLB质粒分别与 pRL-TK按
50∶1混合，即 1 滋g∶0.02 滋g．将转录因子表达载
体 CMV-Sp1、pcDNA3-c-Jun、pcDNA3-c-Fos和对
照质粒 pcDNA3用缓冲液 EB稀释至 100 mg/L，根
据实验需要用量加至上述含有 pRL-TK的混合质粒
中．质粒瞬时转染步骤参照 Superfect 转染试剂
(Qiagen, Mainz, Germany)说明进行．转染后继续培
养 48 h，收获细胞．每组实验样品 3 个平行实验
孔，并至少进行 3次重复实验．

接种于 6孔培养板中的细胞用于 Western blot
分析．将转录因子表达载体 CMV-Sp1、pcDNA3-
c-Jun、pcDNA3-c-Fos或对照质粒 pcDNA3分别瞬
时转染至 A549细胞中，每孔转染质粒 6 滋g，转染
后继续培养 48 h，收获细胞．
1.4 双荧光素酶活性检测及统计学分析

双荧光素酶活性检测参照双荧光素酶报告基因

分析系统操作手册，在 TD20/20 型照度计上进
行．根据 TD20/20型照度计配置的软件包计算出
各组转染细胞的相对荧光素酶活性 (萤火虫荧光素
酶 /海肾荧光素酶)，以此代表重组 pGLB质粒报
告基因启动子的转录活性．各组实验数据均计算

( x 依 s ).应用 SPSS 13.0 软件 (SPSS, Chicago, IL,
USA)对各组实验数据之间是否有显著性差别进行
t检验，P < 0.05表示差异显著．
1.5 电泳迁移率变动分析(electrophoretic mobility
shift assay, EMSA)

A549细胞核蛋白的提取参照文献[11]．设计
合成人 ezrin基因 5忆侧翼区单链寡核苷酸及其互补
序列 (表 2)．双链 DNA序列的合成和探针标记参
照 DIG Gel Shift Kit操作手册进行 (Roche, Mannheim,
Germany)．5～10 滋g A549 细胞核蛋白提取物或
0.2～0.3 滋g重组蛋白 (rhSp1或 rhAP1, Promega公

(pGLB) 和 pRL-TK 购自 Promega 公司 (Madison,
WI, USA)．以 ezrin基因 5忆侧翼区嵌套缺失序列为
报告基因启动子的质粒 pGLB-hE(-1 759/+134)、
pGLB-hE (-1 324/ +134)、 pGLB-hE (-696/ +134)、
pGLB-hE(-213/+134)、pGLB-hE(-87/+134)、pGLB-
hE(-32/+134)由汕头大学医学院肿瘤病理研究室构
建，在 pGLB的萤火虫荧光素酶报告基因上游分别
连接 ezrin 的 -1 759/ +134、 -1 324/ +134、 -696/
+134、-213/+134、-87/+134、-32/+134片段 (ezrin
基因转录起始位点定义为+1，翻译起始位点在

+135)．以 ezrin基因 5忆侧翼区位点突变序列为报告
基 因 启 动 子 的 质 粒 pGLB-hE (-87/ +134)Sm、
pGLB-hE (-87/ +134)Sd、 pGLB-hE (-87/ +134)Am、
pGLB-hE(-87/+134)Ad和 pGLB-hE(-87/+134)SAm
由汕头大学医学院肿瘤病理研究室构建，ezrin基
因-87/-46 野生型序列及位点突变序列见表 1．
c-Fos和 c-Jun表达载体 pcDNA3-c-Jun和 pcDNA3-
c-Fos由汕头大学医学院肿瘤病理研究室构建，是
在载体 pcDNA3上分别连接 c-Fos和 c-Jun的完整
编码区．

Table 1 Site鄄directed mutagenesis plasmids
Plasmid name ezrin gene -87/-46 sequences (5忆→ 3忆) Notes

pGLB-hE(-87/+134) GCCCGCAGTGCTGGGCGGGGCGCTGACTCACCCGGGCCCGGG Wild type

pGLB-hE(-87/+134)Sm GCCCGCAGTGCTAATATTTGCGCTGACTCACCCGGGCCCGGG Sp1 site mutation

pGLB-hE(-87/+134)SAm GCCCGCAGTGCTAATATTTGCGCGTCGGATCCCGGGCCCGGG Sp1 and AP-1 sites mutation

pGLB-hE(-87/+134)Sd GCCCGCAGTGCTGCGCTGACTCACCCGGGCCCGGG Sp1 site deletion

pGLB-hE(-87/+134)Am GCCCGCAGTGCTGGGCGGGGCGCGTCGGATCCCGGGCCCGGG AP-1 site mutation

pGLB-hE(-87/+134)Ad GCCCGCAGTGCTGGGCGGGGCGCCCCGGGCCCGGG AP-1 site deletion

Sp1 binding sites (-75/-69) framed; AP-1 binding sites (-64/-58) underlined; Mutation sites shadowed.
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Probe name Sequences Notes

Probe W 5忆 GCCCGCAGTGCTGGGCGGGGCGCTGACTCACCCGGGCCCGGG 3忆 Wild type, ezrin -87/-46 sequence

3忆 CGGGCGTCACGACCCGCCCCGCGACTGAGTGGGCCCGGGCCC 5忆
Probe S 5忆 GCCCGCAGTGCTGGGCGGGGCGC 3忆 Wild type, ezrin -87/-65 sequence

3忆 CGGGCGTCACGACCCGCCCCGCG 5忆
Probe A 5忆 GCGCTGACTCACCCGGGCCCGGG 3忆 Wild type, ezrin -68/-46 sequence

3忆 CGCGACTGAGTGGGCCCGGGCCC 5忆
Probe Sd 5忆 GCCCGCAGTGCTGCGCTGACTCACCCGGGCCCGGG 3忆 Sp1 site deletion, ezrin -87/-46 sequence

3忆 CGGGCGTCACGACGCGACTGAGTGGGCCCGGGCCC 5忆
Probe Ad 5忆 GCCCGCAGTGCTGGGCGGGGCGCCCCGGGCCCGGG 3忆 AP-1 site deletion, ezrin -87/-46 sequence

3忆 CGGGCGTCACGACCCGCCCCGCGGGGCCCGGGCCC 5忆
Probe Sm 5忆 GCCCGCAGTGCTAATATTTGCGCTGACTCACCCGGGCCCGGG 3忆 Sp1 site mutation, ezrin -87/-46 sequence

3忆 CGGGCGTCACGATTATAAACGCGACTGAGTGGGCCCGGGCCC 5忆
Probe Am 5忆 GCCCGCAGTGCTGGGCGGGGCGCGTCGGATCCCGGGCCCGGG 3忆 AP-1 site mutation, ezrin -87/-46 sequence

3忆 CGGGCGTCACGACCCGCCCCGCGCAGCCTAGGGCCCGGGCCC 5忆
Sp1 binding sites (-75/-69) framed; AP-1 binding sites (-64/-58) underlined; Mutation sites shadowed.

Table 2 Oligonucleotide sequences for EMSA

司) 与标记 DNA 探针在 20 滋l 反应液 (20 mmol/L
Hepes pH 7.9, 1 mmol/L EDTA pH 8.0, 1 mmol/L
DTT, 10 mmol/L (NH4)2SO4, 0.2% Tween-20 (w/v),
30 mmol/L KCl, 1 滋g poly [d (I-C)], 0.1 滋g poly
L-lysine)中室温下孵育 30 min．同时，为检测滞留
带的特异性，加入未标记寡核苷酸序列作为特异性

竞争剂，加入量是探针的 125倍．对于 Sp1结合阻
断分析，标记 DNA探针与不同浓度的光辉霉素 A

(mithramycin A, MMA)在 4℃孵育 1 h后加入反应
液．反应混合物在 6%非变性聚丙烯酰胺凝胶上
4℃、80 V电泳 100 min，电泳缓冲液为 0.5伊TBE.
电泳结束后，将凝胶转移至带正电荷的尼龙膜上．

免疫反应参照 DIG Gel Shift Kit操作手册进行．于
成像系统 FluorChem TMIS-8900 (Alpha Innotech,
USA)中化学发光 1 h检测 DNA-核蛋白复合物的
形成，计算分析灰度值．

1.6 Western blot分析
提取 A549 细胞总蛋白，测定蛋白质含量．

20 滋g细胞总蛋白提取物进行 12% SDS- 聚丙烯酰
胺凝胶电泳，将蛋白质电转至 PVDF膜 (pore size
0.45 滋m, Millipore, Billerica, MA, USA) 上，5%脱
脂奶粉封闭 1 h，加入一抗 Ezrin Ab-1 (3C12,
Mouse Mab MS-661-P, NeoMarkers, Fremont, CA,
USA)， 鼠 单 克 隆 抗 体 Sp1 (ab58199, Abcam,
Cambridge, UK)， 兔 抗 体 c-Jun (H-79, sc-1694,
Santa Cruz, CA, USA)，兔抗体 c-Fos (sc-52, Santa
Cruz) 或单克隆抗体 茁-actin (鼠 IgG1 同型，克隆
AC-15, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)，室温
孵育 1 h．然后用 PBST (0.01 mol/L, pH 7.2～7.4,
0.05% Tween 20)洗 2次，PBS洗 1次；再加入对
应的二抗羊抗鼠 IgG-HRP (sc-2031, Santa Cruz) 或
羊抗兔 IgG-HRP (sc-2030, Santa Cruz)，室温孵育
1 h，用 PBST 洗 2 次，PBS 洗 1 次；最后加入
Western blotting 化学发光试剂 (sc-2048, Santa
Cruz)，于 FluorChem TMIS-8900 成像系统进行成

像及条带灰度分析．

2 结 果

2.1 ezrin 基因 5忆侧翼存在增强子区和基本启动
子区

重组质粒 pGLB-hE (-1 759/ +134)、 pGLB-hE
(-1 324/ +134)、 pGLB-hE (-696/ +134)、 pGLB-hE
(-213/+134)、pGLB-hE(-87/+134)和 pGLB-hE(-32/
+134)以 ezrin基因 5忆侧翼不同长度 DNA序列为报
告基因启动子，将这些质粒分别与内参照质粒

pRL-TK共转染 A549细胞，检测相对荧光素酶活
性．结果见图 1，ezrin基因 -1 324/+134片段表现
出最强的转录活性，-87/+134是表现基本转录活
性的最短片段． ezrin 基因 5忆侧翼区序列从-1 324
截短到-696时，启动子转录活性降低约 75%，从
-87 截短到-32 时，启动子转录活性几乎完全丧
失．与-696/+134 比较，进一步的 5忆侧翼缺失片
段-213/+134和-87/+134没有对启动子转录活性产
生显著影响．这说明，在 A549细胞中，ezrin基因
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Fig. 2 Identification of key transcriptional regulatory
elements within the ezrin basal promoter region

pGLB-hE(-87/+134) or site-directed mutagenesis constructs were
cotransfected with pRL-TK into A549 cells. Luciferase activity was
normalized to Renilla luciferase activity and then shown relative to that
of pGLB-hE(-87/+134), which was given the value 100%. Each value
was plotted as x 依 s. The data are representative of at least 3 independent
experiments. Transfections were carried out in triplicate for each
experiment. The asterisks (*) indicate that site-directed mutagenesis of
human ezrin gene 5忆-flanking sequences significantly reduced luciferase
expression in A549 cells, where ** indicates P < 0.01. 1: pGLB;
2: pGLB-hE (-32/ +134); 3: pGLB-hE (-87/ +134)SAm; 4: pGLB-hE
(-87/+134)Ad; 5: pGLB-hE(-87/+134)Am; 6: pGLB-hE(-87/+134)Sd;
7: pGLB-hE(-87/+134)Sm; 8: pGLB-hE(-87/+134).
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Fig. 1 Localization of transcriptional regulatory region
of the human ezrin 5忆鄄flanking region

pGLB or recombinant pGLB constructs containing different length of
ezrin gene 5忆 -flanking region were cotransfected with pRL-TK into
A549 cells. Luciferase activity was normalized to Renilla luciferase
activity and then shown relative to that of pGLB-hE(-1 759/+134),
which was given the value 100%. Each value was plotted as x 依 s. The
data are representative of at least 3 independent experiments.
Transfections were carried out in triplicate for each experiment. The
asterisks (*) indicate that either deletion mutagenesis of human ezrin
gene 5忆-flanking sequences significantly reduced luciferase expression in
A549 cells, where ** indicates P < 0.01. 1: pGLB; 2: pGLB-hE (-32/
+134); 3: pGLB-hE(-87/+134); 4: pGLB-hE(-213/+134); 5: pGLB-hE
(-696/+134); 6: pGLB-hE(-1 324/+134); 7: pGLB-hE(-1 759/+134).
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的-1 324/-696具有转录正调控作用，含有增强子
序列，-87/+134含有 ezrin基因基本启动子区序列，
而-87/-32则为基本转录活性调控区．

2.2 Sp1 结合位点 (-75/-69) 和 AP鄄1 结合位点
(-64/-58) 是调控 ezrin基因基本转录活性的关键顺
式作用元件

利用转录因子预测程序 http://www.gene-
regulation.com/pub/programs/alibaba2 对 ezrin 基因
基本转录活性调控区 (-87/-32序列)进行转录因子
结合位点预测，结果发现，这一区域存在多个转录

因子的潜在结合位点，其中-75/-69 (GGGCGGG)
为转录因子 Sp1 的经典结合位点， -64/ -58
(TGACTCA) 为转录因子 AP-1的经典结合位点．
将含有 Sp1 和 AP-1 位点的质粒 pGLB-hE (-87/
+134)、Sp1位点突变质粒 pGLB-hE(-87/+134)Sm、
Sp1位点删除质粒 pGLB-hE(-87/+134)Sd、AP-1位
点突变质粒 pGLB-hE(-87/+134)Am、AP-1位点删
除质粒 pGLB-hE(-87/+134)Ad以及 Sp1和 AP-1两
位点同时突变质粒 pGLB-hE(-87/+134)SAm分别与
内参照质粒 pRL-TK共转染至 A549细胞中，检测
相对荧光素酶活性．结果见图 2，A549 细胞中，
与同时含有 Sp1 和 AP-1 位点的质粒 pGLB-hE

(-87/ +134 ) 相比，单独突变或删除 Sp1 位点或
AP-1位点使荧光素酶活性降低约 50%，两位点同
时突变使酶活性降低约 90%，接近于不表现转录
活性质粒 pGLB-hE(-32/+134)的水平．这说明，在
A549 细胞中，Sp1 位点 (-75/ -69) 和 AP-1 位点
(-64/-58)为调控 ezrin基因基本转录活性的关键顺
式作用元件，它们对于表现 ezrin基因基本转录活
性同等重要．

2.3 ezrin基因含关键顺式作用元件序列与 A549
细胞核蛋白提取物的结合反应

采用 EMSA实验研究确定，在 A549细胞中是
否存在着某种核蛋白与含有 Sp1位点或 AP-1位点
的 ezrin基因序列相结合，结果见图 3．从图 3可
见：a．A549细胞核蛋白提取物能够与 ezrin基因
的-87/-46 序列 (Probe W, 含 Sp1 位点和 AP-1 位
点)形成两条明显的 DNA-核蛋白复合物带(图 3-2)，
与-87/-65 序列 (Probe S, 含 Sp1 位点) 和-68/-46
序列 (Probe A,含 AP-1位点)分别形成一条明显的
DNA- 核蛋白复合物带 (图 3-4, 6)；b．在含有
A549细胞核提取物和寡核苷酸序列探针的混合物
中，加入对应的未标记寡核苷酸序列作为竞争性抑

制剂，结果表明上述 DNA-核蛋白复合物带减弱或
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Fig. 4 Effect of mithramycin A on nuclear extracts from
A549 cells binding to ezrin gene -87/-46 sequence

Increasing concentrations of mithramycin A (0.1, 1, or 10 滋mol/L) were

preincubated with Probe W (a), Probe Sd (b) or Probe Ad (c) for 1 h at

4℃ before being added to EMSA reaction mixture. The DNA-protein

complexes and free probes were marked by arrows. (a) : Complex玉;

: Complex域. (b) : Complex A. (c) : Complex B.

Fig. 3 Binding activity of nuclear extracts from A549
cells to ezrin basal transcriptional regulatory region

Nuclear extracts prepared from A549 cells were incubated with
DIG-ddUTP labeled DNA probes (lane 1～3: Probe W; lane 4, 5: Probe
S; lane 6, 7: Probe A) at room temperature for 30 min. 125 fold molar
excess unlabeled oligonucleotides (lane 3: W; lane 5: S; lane 7: A) were
used as specific competitors, respectively. The DNA-protein complexes
and free probes were marked by arrows.
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消失 (图 3-3, 5, 7)．由此可见，在肺癌细胞中的确
存在着某种核蛋白，能够特异性地与含有 ezrin基
因关键顺式作用元件的 DNA序列相结合．另外，
与 Probe W(42 bp)相比较，Probe S(23 bp)和 Probe A
(23 bp)片段较短，电泳速度快，在凝胶前沿已看
不到游离探针 (图 3-4～7)．

2.4 光辉霉素 A抑制 A549细胞核蛋白与 ezrin基
因含 Sp1位点序列的结合
光辉霉素 A (MMA) 为 Sp1 特异性化学阻断

剂，可阻断转录因子与 DNA序列上的 Sp1位点的
结合．在 EMSA 反应体系中加入不同浓度的
MMA，检测 MMA对 DNA-核蛋白复合物形成的
影响．结果显示：a．A549细胞核蛋白与含有 Sp1
位点和 AP-1位点的野生型探针 (Probe W) 形成 2
条明显的 DNA-核蛋白复合物带，MMA抑制复合
物玉的形成，而且这种抑制作用具有MMA浓度依
赖性 (图 4a)；b．当探针删除 Sp1位点、保留 AP-1
位点 (Probe Sd)时，只形成一条明显的 DNA-核蛋
白复合物带 A，复合物 A的形成不受 MMA 浓度
影响 (图 4b)；c．当探针删除 AP-1位点、保留 Sp1
位点 (Probe Ad)时，形成一条明显的 DNA-核蛋白
复合物带 B，MMA抑制复合物 B的形成具有浓度
依赖性 (图 4c)．说明，图 4a中的复合物玉和图 4c
中复合物 B的形成与 Sp1位点有关．

2.5 重组蛋白 rhSp1和 rhAP鄄1(c鄄Jun)与 Sp1位点
和 AP鄄1位点的结合具有特异性

重组蛋白 rhSp1是利用杆状病毒表达系统在昆
虫 Sf9细胞中表达人 Sp1结构基因所提取纯化的蛋
白质；重组蛋白 rhAP-1 (c-Jun)是利用大肠杆菌表
达人 c-Jun 结构基因所提取纯化的蛋白质． rhSp1
和 rhAP-1 (c-Jun) 可代替转录因子 Sp1 和 c-Jun进
行体外 DNA- 蛋白质结合实验．利用 rhSp1 和
rhAP-1 (c-Jun) 检测 ezrin 基因的 Sp1 结合位点
(-75/-69) 和 AP-1结合位点 (-64/-58) 与转录因子
Sp1 和 c-Jun 的结合活性和结合特异性．结果见
图 5，rhSp1能够与含有 Sp1结合位点的野生型探
针 Probe W 结合形成滞留带 Complex A (图 5-1)，
而与不含 Sp1结合位点的突变型探针 Probe Sm不
能形成滞留带 (图 5-2)，类似地，rhAP-1能够与含
有 AP-1结合位点的野生型探针 Probe W结合形成
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Fig. 6 Effect of transient expression of Sp1, c鄄Jun, or c鄄Fos on the human ezrin basal transcriptional activity in A549 cells
Constructs pGLB-hE(-87/+134) (a, d), pGLB-hE(-87/+134)Sm (b), or pGLB-hE(-87/+134)Am (c) were cotransfected into A549 cells with pRL-TK
and the indicated amounts of pcDNA3, CMV-Sp1, pcDNA3-c-Jun or pcDNA3-c-Fos. Luciferase activity was normalized to Renilla luciferase activity
and then shown relative to that of pGLB-hE(-87/+134) (a, d), pGLB-hE(-87/+134)Sm (b), or pGLB-hE(-87/+134)Am (c) in response to pcDNA3,
which was given the value 100%. Each value was plotted as x 依 s. The data are representative of at least 3 independent experiments. Transfections were
carried out in triplicate for each experiment. The asterisks (*) indicate that transient expression of Sp1, c-Jun, and/or c-Fos significantly increased
human ezrin basal promoter-directed luciferase expression in A549 cells, where * and **indicate P < 0.05 and P < 0.01, respectively.

Fig. 5 Binding activity of rhSp1 and rhAP鄄1 (c鄄Jun)
with the ezrin gene -87/-46 sequence

0.2～0.3 滋g recombinant protein rhSp1 or rhAP-1 (c-Jun) was incubated
with Probe W (wild-type), Sm (Sp1 site mutation) or Am (AP-1 site
mutation) and then was analyzed by EMSAs.
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滞留带 Complex B (图 5-3)，而与不含 AP-1结合位
点的突变型探针 Probe Am不能形成滞留带(图 5-4).
可见，ezrin基因的关键顺式作用元件 Sp1位点和
AP-1位点能够分别特异性地结合转录因子 Sp1和
AP-1．

2.6 转录因子 Sp1、c鄄Jun、c鄄Fos对 ezrin基因基
本启动子的激活作用

为了明确转录因子 Sp1、 c-Jun 和 c-Fos 对
ezrin基因的转录激活作用，以及检测这种激活作
用是否通过 Sp1 位点 (-75/ -69) 和 AP-1 位点
(-64/ -58)，将报告基因表达载体 pGLB-hE (-87/
+134)、 pGLB-hE (-87/ +134)Sm 或 pGLB-hE (-87/
+134)Am与内参照质粒 pRL-TK和转录因子表达载
体 CMV-Sp1、pcDNA3-c-Jun 或 pcDNA3-c-Fos 共
转染 A549细胞，利用双荧光素酶报告基因检测系
统分析过表达转录因子 Sp1、 c-Jun 或 c-Fos 对
ezrin基因基本启动子活性的影响，以及在转录因
子之间是否存在协同调控转录的作用．前期实验结

果显示，转染空载体 pCMV或 pcDNA3对报告基
因表达的影响没有明显差异 (P > 0.05)，本研究选
择以 pcDNA3为转录因子表达载体对照质粒．

A549细胞的报告基因检测结果见图 6．从图 6
中可见，对于同时含有 Sp1和 AP-1位点的报告基
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Fig. 7 Transient expression of Sp1, c鄄Jun or c鄄Fos
up鄄regulates Ezrin expression in A549 cells

A549 cells were transfected with the transcription factor expression

vectors pcDNA3, CMV-Sp1, pcDNA3-c-Jun or pcDNA3-c-Fos. Total

protein from A549 cells was collected and analyzed by Western blotting

using 20 滋g protein per lane. 茁-Actin is shown as a loading control. Fold

change in Ezrin indicates the ratio of optical density of Ezrin to 茁-actin.
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因表达质粒，瞬时表达 Sp1或 c-Fos均能增强 ezrin
基因基本启动子活性 (P < 0.01，图 6a)，对于含有
Sp1位点突变的报告基因表达质粒，瞬时表达 Sp1
对 ezrin基因启动子活性无增强作用 (图 6b)，对于
含有 AP-1位点突变的报告基因表达质粒，瞬时表
达 c-Fos对启动子活性增强作用低于含有 AP-1位
点的质粒 (图 6c)，而无论报告基因表达质粒的
AP-1位点是否突变，瞬时表达 c-Jun对于启动子的
增强作用均不明显 (图 6a, 6b, 6c)．这些实验结果说
明，转录因子 Sp1是通过 Sp1位点调控 ezrin基因
基本转录活性，c-Jun对 ezrin基因基本启动子无明
显的转录激活作用，c-Fos对 ezrin基因的激活作用
具有 AP-1位点依赖性．
为了进一步确定转录因子之间是否存在协同调

控 ezrin 基因转录的作用，组合两种因 子
c-Jun/c-Fos、c-Jun/Sp1 或 c-Fos/Sp1 分别同时瞬时
表达，结果显示 (图 6d)，同时表达 c-Jun/c-Fos与
单独表达 c-Fos对荧光素酶活性的增强作用差异不
显著 (P > 0.05)，同时表达 c-Jun/Sp1 与单独表达
Sp1对荧光素酶活性的增强作用差异不显著 (P >
0.05)，与转染 pcDNA3的对照相比，单独表达 c-Fos
使荧光素酶活性提高约 87%，单独表达 Sp1使荧
光素酶活性提高约 35%，而同时表达 c-Fos/Sp1使
荧光素酶活性提高 220%．这说明，c-Jun与 c-Fos
之间、c-Jun与 Sp1之间无协同调控 ezrin基因基本
转录活性的作用，而 c-Fos 和 Sp1 具有协同调控
ezrin基因基本转录活性的作用．
2.7 过表达转录因子Sp1、 c鄄Jun 或 c鄄Fos 上调
Ezrin蛋白表达
为了探究转录因子 Sp1、 c-Jun 和 c-Fos 对

A549细胞 Ezrin蛋白表达的影响，将转录因子表
达载体 CMV-Sp1、pcDNA3-c-Jun、pcDNA3-c-Fos
以及对照质粒 pcDNA3分别瞬时转染 A549细胞，
提取细胞总蛋白，Western blot 检测 A549 细胞内
Sp1、c-Jun、c-Fos和 Ezrin蛋白表达水平的变化．
检测结果见图 7．从图 7中可见，与转染 pcDNA3
的对照 (图 7-1) 比较，转染 CMV-Sp1 (图 7-2)、
pcDNA3-c-Jun (图 7-3)或 pcDNA3-c-Fos (图 7-4)分
别引起 A549细胞内转录因子 Sp1、c-Jun或 c-Fos
的表达量增加，而且，这三种转录因子表达载体的

转染均使 Ezrin 蛋白的表达量上调．这说明，在
A549细胞内转录因子 Sp1、c-Jun和 c-Fos对 Ezrin
蛋白的表达起调控作用．

3 讨 论

Ezrin在多种肿瘤细胞中异常表达，而且 Ezrin
的表达上调与肿瘤细胞的移动侵袭相关[5～8]．我们

以往的研究结果提示，5忆侧翼区序列对 ezrin基因
在癌细胞中的高表达起重要作用[10]．转录因子结合

位点预测结果也显示，ezrin基因 5忆侧翼区序列含
有众多的 Sp1 结合位点，此外，还有 NF-滋E1、
AP-1等转录因子结合位点．研究发现，转录因子
Sp1 的表达与肿瘤的发生、发展和转移密切相
关[12]，AP-1参与细胞的增殖、分化和肿瘤细胞的
转移侵袭等过程[13]．Sp1和 AP-1是调控肿瘤转移
侵袭相关基因表达的重要转录因子．

本研究中，我们利用人肺癌细胞株 A549来探
测调控 ezrin基因基本转录活性的 DNA 序列元件
及转录因子，结果发现，两个关键顺式作用元件，

一个经典的 Sp1结合位点 (-75/-69)和一个经典的
AP-1结合位点 (-64/-58)，对于表现 ezrin基因基本
转录活性是必需的 (图 2)，转录因子 Sp1和 AP-1
分别通过 Sp1结合位点和 AP-1结合位点调控 ezrin
基因基本转录活性 (图 6)．

AP-1是由 Jun(c-Jun, JunD和 Jun)和 Fos(c-Fos,
FosB, Fra-1和 Fra-2)家族成员组成的二聚体，通过
亮氨酸拉链结构域的碱性区域与 DNA序列结合，
识别经典序列 5忆 TGAGTCA 3忆或相似序列 [14, 15]．

Jun家族成员能够形成同源和异源二聚体，Fos家
族成员相互间不能二聚化作用，但可以与任一 Jun
家族成员结合，这种结合比 Jun家族成员自身二聚
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化更能激活转录[16]．在许多类型的细胞中 AP-1以
Jun/Fos 异源二聚体的形式起作用，有时也存在
Jun/Jun 同源二聚体的形式．AP-1 二聚体中，与
AP-1位点直接结合的因子是 Jun，Fos不能直接与
DNA序列结合，需要通过与 Jun形成异源二聚体
的方式间接结合 DNA序列，增强转录激活作用．
本研究中，瞬时表达 c-Jun，不表现依赖 AP-1位点
的转录激活作用，这与 AP-1位点突变降低荧光素
酶活性的结果不一致，可以推断通过 AP-1位点介
导转录激活作用的不是由 c-Jun 组成的同源二聚
体．然而，瞬时表达 c-Fos对于含有 AP-1位点的启
动子的增强作用大于不含 AP-1位点的启动子．提
示，在肺癌细胞中，c-Jun和 c-Fos组成异源二聚
体作用于 AP-1位点，共同调控 ezrin基因基本转录
活性，c-Fos在转录激活过程起主要作用．Sp1为
含锌指结构、序列特异性 DNA结合蛋白，它结合
被称为 GC box的序列 5忆 GGGCGG 3忆，在任一方
向表现功能[17]．Sp1还与其他转录因子形成联合体
调控基因表达，这些转录因子有 NF-资B [18]、

C/EBP[19]和 AP-1[20]等，我们的研究结果也显示 Sp1
和 c-Fos协同调控 ezrin基因基本转录活性．
本研究中，转录因子 Sp1、c-Jun和 c-Fos的表

达上调均对 A549细胞 Ezrin蛋白的表达起增强作
用，而报告基因检测结果却显示，c-Jun对 ezrin基
因基本启动子无明显的转录激活作用．实际上，

ezrin 基因基本启动子区上游的序列对 A549细胞
ezrin的转录调控同样起重要作用 (图 1)，细胞中
Ezrin蛋白的表达是多因素综合调控的结果，c-Jun
有可能直接或通过调控其他转录因子的表达而间接

作用于 ezrin基因基本启动子区以外的序列，从而
调控 Ezrin蛋白的表达．
综上所述，本文鉴定了肺癌细胞 A549中调控

ezrin基因基本转录活性的关键顺式作用元件和转
录因子，这将有助于进一步揭示肺癌等肿瘤细胞中

ezrin基因的转录调控机制．
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Identification of Elements and Transcription Factors for ezrin
Basal Transcriptional Activity in Lung Cancer Cells*
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Abstract It has been found that Ezrin is aberrantly expressed in some carcinomas and there is a relationship
between the high level of Ezrin expression and metastatic potential of carcinomas. However, the molecular
mechanisms underlying the regulation of the human ezrin gene transcription are not well understood.
Transcriptional regulation regions of the human ezrin gene were examined by linking 5忆 -deletion mutants and
site-directed mutagenesis of the 5忆-flanking region to a luciferase reporter gene, and the basal promoter region and
key DNA sequence elements (an Sp1 binding site, -75/-69; and an AP-1 binding site, -64/-58) involved in the
expression of the human ezrin gene in lung cancer A549 cells were explored. Furthermore, electrophoretic mobility
shift assay (EMSA) showed that DIG-ddUTP labeled DNA sequences containing ezrin key elements could bind
nuclear extracts from lung cancer cells to form DNA-protein complex, and the bindings to Sp1 and AP-1 sites by
rhSp1 and rhAP-1, respectively, were specific. Finally, the analysis of transient transfection of A549 cells by
transcription factor expression vectors indicated that Sp1 and AP-1 (c-Jun/c-Fos heterodimer) could increase the
human ezrin basal transcriptional activity significantly through the Sp1 and AP-1 binding sites, respectively. In
addition, over-expression of Sp1, c-Jun or c-Fos could up-regulate Ezrin expression. The data suggested that the
Sp1 and AP-1 binding sites were two key elements regulating ezrin gene basal transcriptional activity in lung
cancer cells, and the corresponding transcription factors Sp1 and AP-1 were crucial for the transactivation.

Key words ezrin gene, transcriptional regulatory element, transcription factor, dual-luciferase reporter assay
system, electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
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