
C/EBP茁 mRNA 3忆非翻译区
肿瘤抑制功能的分子机制 *

———同时缺失 3段短序列降低其肿瘤抑制活性
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摘要 CCAAT/增强子结合蛋白 茁(C/EBP茁) mRNA的 3忆非翻译区(3忆UTR)，是先前工作发现的一个具有肿瘤抑制功能的 RNA
调控元件．应用基因定点突变技术将该 3忆UTR cDNA 上的三段核苷酸同时缺失掉，将缺失突变体稳定转染人肝癌细胞系
SMMC-7721，并检测了该缺失突变体对 SMMC-7721细胞系表型的影响，包括测定稳转细胞系的生长曲线、软琼脂集落形成
能力、细胞集落形成能力及裸小鼠成瘤性．研究发现，C/EBP茁 3忆UTR中这三段短序列的同时缺失明显降低了 3忆UTR的肿
瘤抑制活性，使受其稳定转染的细胞系恶性显著增强．人全基因组基因芯片分析和实时荧光 RT-PCR分析结果表明，与回复
对照细胞相比，缺失突变 3忆UTR稳定转染细胞中，一些癌基因的表达量有所增加，而一些抑癌基因的表达量有所下降，这
提示上述三段短序列是 C/EBP茁 3忆UTR的肿瘤抑制功能所同时需要的．
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近年来的研究表明，真核生物 mRNA 的
3忆UTR在基因表达调控和其 mRNA定位中发挥着
重要作用，有些真核生物 mRNA的 3忆UTR还与肿
瘤发生和逆转有关 [1～5]．我们也已发现 C/EBP茁
(CCAAT/enhancer binding protein-茁)的 3忆UTR [6, 7]具

有肿瘤抑制功能．此外，从 20世纪 90年代至 21
世纪初，已报道了 6种真核生物 mRNA的 3忆UTR
具有抑制肿瘤生长的作用，除 C/EBP茁 3忆UTR外，
它们分别是： 琢- 原肌球蛋白 (琢-tropomyosin，
琢-Tm)、阻抑素(prohibitin)、核糖核苷酸还原酶 R1
和 R2以及 mel-18基因的 3忆UTR[8～11]．由于真核生

物 mRNA的 3忆UTR为非蛋白编码序列，其肿瘤抑
制作用可能是通过其自身序列与细胞内蛋白质因子

相互作用引起的[8, 12]，但这一过程的具体机制目前

仍不清楚． Jupe在对阻抑素 3忆UTR的研究过程中
发现，该 3忆UTR的表达不但可以改变乳腺癌细胞
的形态表型，而且还能抑制其迁移活性[13]．对阻抑

素 3忆UTR的深入研究发现，其肿瘤抑制作用主要
集中在该 3忆UTR的某个 /某些关键核苷酸上．如
将其 3忆UTR上的第 729位点作 C/T转换之后，则
该 3忆UTR的肿瘤抑制作用基本消失[14]．我们近年

的研究也确定了在 C/EBP茁 3忆UTR上存在三个可能
的蛋白质结合序列[15]．本文研究了 C/EBP茁 3忆UTR
上三个可能的蛋白质结合序列对其自身抗癌功能的

影响，通过基因定点突变、体外和体内实验、基因

芯片以及荧光定量 RT-PCR等方法，确定了上述三
段序列对 C/EBP茁 3忆UTR肿瘤抑制作用的影响．

1 材料与方法

1.1 实验动物和细胞系

人肝癌细胞系 SMMC-7721、回复对照细胞系
CL1(稳转 C/EBP茁 3忆UTR的 SMMC-7721)[12]及恶性

对照细胞系 VEC(稳定转染 pCMV-script空载体的
SMMC-7721)均由本室保存，细胞置于添加 10%新
生牛血清(杭州四季青生物工程材料公司，超级)、
0.3%谷氨酰胺、氨苄西林钠(50 U/ml)、硫酸链霉素
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Table 1 Primers used for real鄄time PCR analysis
Genes Primer sequences PCR products/bp

CABLES1 5忆 TTGAAGTTGGACGGAGGAAG 3忆 169

5忆 AGGAGGTGGAGTCTATGGTA 3忆
DUSP6 5忆 GCCAAAGACTCCACCAACTT 3忆 141

5忆 GCTCCAGTGATCCGAGATG 3忆
SLC6A6 5忆 GATCATCATAGCCCACTACAC 3忆 117

5忆 TAGACATTCAGGAGGGACAC 3忆
SLC25A6 5忆 GAAAGTCAGGCACAGAGCG 3忆 109

5忆 TGCACGGAGACACTGAAGC 3忆
TP53 5忆 TGCTCAGATAGCGATGGTCT 3忆 162

5忆 GTTGTAGTGGATGGTGGTAC 3忆
CSF1R 5忆 AGGGAATCCCAGTGATAGAG 3忆 129

5忆 ACAGGGTCCAGTGAGGTGA 3忆
SLA 5忆 GAAGACTGTGGACTGGAGG 3忆 106

5忆 CTCTCGAAGGCCATAGCTG 3忆
CNKSR2 5忆 TGAGTTGCGCCAGTCCTTAT 3忆 135

5忆 TCTTGCGAATGGGAGACACT 3忆
VAV3 5忆 CATCGCTCGGTATGACTTCT 3忆 124

5忆 CCTGCCATTTACTTCTCCTC 3忆
茁-Actin 5忆 AACACCCCAGCCATGTACG 3忆 255

5忆 AATGTCACGCACGATTTCCC 3忆

(50 mg/L)的 RPMI 1640培养液中，在 37℃、5% CO2

细胞培养箱内培养；裸小鼠(Balb/c nu/nu)，4～5周
龄，购于中国科学院上海实验动物中心，饲养于中

国科学院上海生命科学院 SPF动物房．动物实验
均遵循国家科委《实验动物管理条例》进行．

1.2 方法

1.2.1 质粒构建与转染．按照基因定点突变试剂盒

(Gene Tailor Site-Directed Mutagenesis Kit, Invitrogen
公司)操作手册进行，对克隆质粒 pSP64/0.28(克隆
有 C/EBP茁 3忆UTR序列)进行缺失突变，将突变成
功 3忆UTR 克隆至真核表达载体 pCMV-script 中，
构建成真核表达质粒 pCMV-N3．用磷酸钙转染试
剂盒 (Invitrogen)将 pCMV- N3 转染肝癌细胞系
SMMC-7721，经 G418药物筛选得到稳定转染细胞
系 N3．
1.2.2 细胞生长曲线．取相等数量的 SMMC-7721、
回复细胞 CL1、恶性对照细胞 VEC及实验细胞 N3
分别于直径为 30 mm培养皿培养，按文献[16]所述
方法绘制各细胞系生长曲线．

1.2.3 软琼脂集落形成试验．取经高压灭菌的

0.6% Gibco Bacto-agar/RPMI 1640培养基铺在 30 mm
培养皿内，待其凝固．细胞用胰酶处理取下，悬于

RPMI1640培养基，多次计数后取含 1 000个细胞
的培养基量，与 0.3% Gibco Bacto-agar/ RPMI 1640
培养基混合，加至凝固的培养基上，常规培养 2周
后观察，显微镜下计数逸50个细胞的集落，每种
细胞至少做 4个重复，取平均值． (琼脂的制备：
用三蒸水分别制备出 1.2%和 0.6% 2个浓度的琼脂
溶液,高压灭菌后，待其温度降到 40℃时再与 2伊
RPMI 1640完全培养基等体积混合)．
1.2.4 细胞集落形成试验．取对数生长期的细胞制

成单细胞悬液，计数后每种细胞接种 3 个 30 mm
培养皿，每皿 1 000个细胞，每皿 2 ml RPMI 1640
完全培养基，轻轻摇晃培养皿，使细胞分布均匀，

常规培养 1～2周，其间不换液，待培养皿中出现
肉眼可见的克隆时，吸去培养基，用 D-Hank’s液
轻轻洗 1次，然后每皿加入 1 ml 10%甲醇溶液固
定细胞 30 s．吸去甲醇溶液，每皿加 1 ml 结晶紫
染色液，室温放置 20 min，吸去染色液，用蒸馏水
洗涤，将培养皿倒置于吸水纸上吸干水分并拍照．

1.2.5 裸小鼠成瘤试验．选择 4～5周龄的 Balb/c
nu/nu裸鼠，雄性．把对数生长期的实验组细胞及
对照组细胞用胰酶取下，无血清 RPMI 1640培养
液洗涤 3次，计数后，离心收集细胞，重悬于无血

清 RPMI 1640培养液．在每只裸小鼠背部皮下注
射 0.15 ml的细胞悬液，含 5伊106个细胞．全部操

作在 2 h内完成，细胞从取出到注射前保持 0～4℃
低温．肿瘤的测量使用电子读数游标卡尺．肿瘤体

积的计算公式是 V =0.5伊 a伊 b2，(a表示长径，b 表
示短径) [17, 18]，4周后处死裸鼠，剥离肿瘤，称湿
重，进行统计学分析．

1.2.6 细胞总 RNA 提取和基因芯片检测．采用
Trizol(Invitrogen公司)一步法抽提细胞总 RNA，检
测样品溶液浓度和纯度，以变性琼脂糖凝胶电泳检

测样品完整性后，将样品委托上海康成生物工程有

限公司，进行人细胞全基因组表达谱基因芯片检测

分析．

1.2.7 荧光定量 RT-PCR检测．采用荧光定量 RT-
PCR，按照 PCR试剂盒使用说明，进行基因芯片
结果的验证．细胞总 RNA 按照 TRIzol(Invitrogen
公司)所带说明抽提，最终将 RNA溶于 DEPC处理
的三蒸水中，存于-70℃，各基因引物序列见表 1，
茁-actin基因作为内参基因．

2 结 果

2.1 重组表达质粒 pCMV鄄N3的构建与转染
我们先前的研究提示，在 C/EBP茁 3忆UTR上的
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Fig. 4 Clony numbers of the tested cells in soft鄄agar
colony formation ability of the tested cells in soft agar

x 依 s, n逸4. *P < 0.001.

Fig. 2 RT鄄PCR results showing the expression
of the transfected gene in the cells

M: DNA marker; 1: RT-PCR product of N3; 2: RT-PCR result of 7721

as negative control.

Fig. 1 Construction of the recombinant
plasmid pCMV鄄N3

1～10 bp、130～150 bp和 249～282 bp三段核苷酸
序列为 C/EBP茁 3忆UTR 上可能的蛋白质结合位
点[15]，应用定点突变试剂盒将 3忆UTR 上的上述三
段核苷酸序列缺失掉，然后将缺失突变的 3忆UTR
亚克隆到真核表达载体 pCMV-script 的 Pst玉 /
EcoR玉位点之间构建成重组质粒 pCMV-N3，重组
质粒构建示意图如图 1所示．重组质粒经上海桑尼
生物科技有限公司测序证明正确．之后将重组质粒

做 EB-氯化铯梯度超离心提纯后按磷酸钙转染试剂
盒(Invitrogen公司)操作指南所述方法转染 SMMC-
7721细胞，48 h之后换用含高浓度 G418(2 g/L)的
选择性培养基筛选．采用高 G418浓度是为了克服
该肝癌细胞系内在的药物抗性[12]．经 G418筛选培
养 2～3周后,获得稳定转染细胞系．Trizol抽提细
胞总 RNA后做 RT-PCR，扩增条带大小与预期值
相符，如图 2所示．

2.2 细胞生长曲线

取实验组细胞 N3、恶性对照细胞 VEC、
SMMC-7721及回复对照细胞 CL1分别绘制其生长
曲线，每个时间点至少做 3个重复，最后取其平均
值，由图 3可见，实验组细胞 N3比回复对照细胞
CL1的生长速度稍快一些，而 N3与恶性对照细胞
VEC和 SMMC-7721的生长速度相近．

2.3 软琼脂集落形成能力

恶性细胞在软琼脂中形成集落的能力体现了细

胞恶性度的强弱[19]．我们发现，实验组细胞 N3的
软琼脂集落形成能力远大于其回复对照组细胞

CL1，而与恶性对照组细胞 VEC和 SMMC-7721的
集落形成能力非常接近，表明实验组细胞 N3的恶
性度要明显强于回复对照细胞(图 4)．1 M 2
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Fig. 6 Growth curves of tumors in nude mice
General growth rules of tumors in nude mice. The tumors were

measured with electronic vernier caliper once every three days. x 依 s,

n逸6. * P < 0.001. : 7721; : VEC; : CL1; : N3.▲ ▲■ ■ ● ●◆ ◆

Fig. 7 Weights of dissected tumors
Horizontal lines represent mean values. Some tumors’weights are very

similar and therefore their dots overlap. x 依 s, n逸6. *P < 0.001.

Fig. 5 Colony formation rates of 4 cell lines

2.4 细胞集落形成试验

在相同的培养条件下，恶性细胞的集落形成能

力也可体现细胞恶性度的强弱．由图 5可见，实验
组细胞 N3与回复对照组细胞 CL1相比，其在相同
时间、相同培养条件下形成的细胞集落要大，并且

数量也更多些，说明其集落形成能力要比 CL1强，
而其集落形成能力接近恶性对照组细胞 VEC 和
SMMC-7721细胞．

2.5 裸小鼠体内成瘤性

实验组和对照组细胞在注射裸鼠 3天后,所有
的裸鼠都长出了绿豆大小的白色瘤结节．自接种细

胞后 3天起，每间隔 3天测一次小鼠瘤体大小，结
果如图 6所示．一个月之后，处死裸鼠，剥离肿

瘤，称湿重．结果表明，实验组细胞 N3所生成的
肿瘤要远大于回复对照组细胞 CL1所形成的肿瘤，
两者差异显著，而其与恶性对照组细胞 VEC 及
SMMC-7721所形成的肿瘤大小相接近，两者差异
不显著，如图 7所示．

2.6 基因芯片分析结果

为进一步确定 C/EBP茁 mRNA 3忆UTR 上述核
苷酸片段缺失所引起的细胞基因表达的变化，取经

相同条件培养的 N3细胞与 CL1细胞进行人细胞全
基因组表达谱基因芯片检测分析，结果如表 2 所
示．与回复对照细胞 CL1 相比，N3 细胞内一些
基因的表达水平发生改变．在表达差异大于 2.0倍
的基因中，有一些肿瘤抑制基因 (如 p53 和
DUSP6) [20～23]，其表达水平分别下降至对照细胞的

41.5%和 43.5%，而一些与肿瘤发生有关的基因(如
CSF1R和 VAV3)[24～26]表达水平有所提高，其表达

水平比对照细胞分别提高了 4.323和 3.21倍．
2.7 荧光定量 RT鄄PCR分析结果
以上芯片分析结果用荧光定量 RT-PCR进行了

验证． 取表达上调的基因 SLC25A6、 CSF1R、
SLA、VAV3和 CNKSR2以及表达水平下调的基因
DUSP6、SLC6A6、TP53和 CABLES1作为目标基
因，分别设计针对这些基因的特异引物进行荧光定

量 RT-PCR检测，结果如表 3所示，上述几种基因
表达的荧光定量 RT-PCR分析结果与基因芯片分析
结果基本一致，证实了芯片分析的可靠性．
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3 讨 论

迅速增殖是肿瘤细胞的主要特征之一，遏制肿

瘤细胞迅速增殖是控制肿瘤发生的重要途径[27, 28]．

近年来的研究表明，真核生物 mRNA的 3忆UTR作
为与细胞内反式作用因子(主要是蛋白质)相互作用
的主要元件，不但在基因表达调控和 mRNA定位
中发挥着重要作用，而且其调控功能可能还涉及细

胞整体的正常增殖．早已发现，3忆UTR 内部的突
变可以引起疾病，即破坏细胞的正常生长(如强直
性肌营养不良[29]就是一个经典的例子)．而从 20世
纪 90年代开始，发现了一批 3忆UTR，其单独(不包
括编码区)在恶性细胞中表达时能引起细胞恶性表
型的逆转(回复)，即肿瘤恶性表型的抑制．然而，
虽然这些 3忆UTR作用的存在无可置疑，但直到现
在，它们的这种抗(抑)癌基因样的功能还没有得到
满意的阐明．

Susan Davis 等 [30]在研究人原肌球蛋白玉
(tropomyosin玉，TPM1)的过程中发现，经表达纯
化的 TPM1 3忆UTR RNA 在体外可与 PKR(protein
kinase RNA-activated)结合并激活 PKR．而 PKR除
可以磷酸化翻译起始因子 2琢 (eIF-2琢)从而阻断
GDP-GTP循环进而阻止蛋白质合成以外，还具有
抑制细胞增殖和抑制肿瘤发生的作用[31, 32]，由此推

断，TPM1的 3忆UTR的肿瘤抑制作用可能是通过
激活 PKR来完成的．另外，随着对 miRNA 研究
的深入，现已明确 miRNA的调控作用是通过其与
靶 mRNA的 3忆UTR进行序列互补配对完成的[33～36].
Zhu等[37]的研究表明：TPM1的 3忆UTR内存在一个
微小 RNA-21(mir-21) 作用的靶位点，mir-21 即通
过与这个靶位点结合起调控作用．这一调控发生在

翻译水平上，mir-21与 TPM1 3忆UTR 的结合只改
变 TPM1的蛋白表达量，而不改变其 mRNA的转
录水平，而 miRNA21在肿瘤细胞内高表达，是一

Table 2 Genes whose expression levels changed significantly in N3 cells compared with that of CL1 cells
GenBank

accession No.
Genes

Fold change

N3/CL1
Description

Up-regulated genes
NM_001636 SLC25A6 2.873 Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier:

adenine nucleotide translocator), member 6
NM_005211 CSF1R 4.323 Colony stimulating factor 1 receptor

NM_005748 SLA 2.096 Srt-like-adaptor

AB020700 CNKSR2 2.015 mRNA for KIAA0902 protein

NM_006113 VAV3 3.210 Homo sapiens vav 3 oncogene

NM_021005 NR2F2 3.318 Nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2

NM_000565 IL6R 2.816 Interleukin 6 receptor

NM_004613 TGM2 2.774 Transglutaminase 2

Down-regulated genes

NM_001946 DUSP6 0.435 Dual specificity phosphatase 6

AB209172 SLC6A6 0.488 Solute carrier family 6

NM_000546 TP53 0.415 Tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome)

NM_138375 CABLES1 0.491 Cdk5 and Abl enzyme substrate 1

NM_016619 PLAC8 0.497 Placenta-specific 8

NM_005959 MT2A 0.491 Metallothionein 2A

NM_138967 SCAMP5 0.476 Secretory carrier membrane protein 5

NM_033515 ARHGAP18 0.441 Rho GTPase activating protein 18

Table 3 Real鄄time RT鄄PCR analysis of some up鄄regulated genes and down鄄regulated genes described in Table 2
Cells Genes Fold change Genes Fold change Genes Fold change

SLC25A6 3.29依1.05 DUSP6 0.48依0.16 CSF1R 5.41依0.93

N3/CL1 TP53 0.52依0.14 VAV3 2.75依0.31 CABLES1 0.51依0.09

SLC6A6 0.63依0.07 SLA 2.67依0.61 CNKSR2 2.69依0.69
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个癌基因，因此，Zhu等认为 TPM1 3忆UTR的肿瘤
抑制作用可能是通过对抗miRNA21来发挥的．
本文中，我们发现，将 C/EBP茁 3忆UTR上三个

短序列片段同时缺失之后，导致这个 3忆UTR的肿
瘤抑制功能明显降低．同时，基因表达芯片分析又

表明，如 p53等肿瘤抑制基因的表达显著降低，而
一些与细胞恶变有关的基因则被调高表达，这也印

证了上述细胞和动物水平的工作结果．总之，我们

的研究结果说明，这 3 个短序列片段是 C/EBP茁
3忆UTR的肿瘤抑制功能所必需的．Jupe 等在对阻
抑素 3忆UTR肿瘤抑制作用的研究中发现，阻抑素
3忆UTR的肿瘤抑制作用主要集中在该 3忆UTR的某
个 /某些关键核苷酸上[14]．如果将其 3忆UTR上的第
729位核苷酸作 C/T转换，则该 3忆UTR 的肿瘤抑
制作用基本消失．这与我们的研究结果相互印证，

提示真核生物 mRNA的 3忆UTR抗癌基因功能确实
与其某些特定的核苷酸序列有关．

我们和国际科学家都认为，因为真核生物

mRNA的 3忆UTR为非蛋白编码序列，其肿瘤抑制
作用很可能是通过其自身序列与细胞内因子相互

作用引起的[8, 12]．事实上，我们已发现，C/EBP茁
3忆UTR能与包括细胞角蛋白及波形蛋白等细胞骨
架蛋白在内的多种细胞蛋白发生相互作用[38]．之所

以选取文中所述的三段序列进行定点突变，是因为

先前工作提示它们可能是与细胞蛋白的结合位点．

显然，发现在与 C/EBP茁 3忆UTR的相互作用中起关
键作用的细胞蛋白质因子，将意味着关于 C/EBP茁
3忆UTR的肿瘤抑制功能分子机制的工作取得了突
破．目前，鉴定缺失突变体和细胞蛋白相互作用性

质的工作正在进行中．
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Molecular Mechanism of Tumor Suppression Activity of C/EBP茁 mRNA
3忆UTR: Simultaneous Deletion of 3 Short Sequences in The 3忆UTR

Reduces Its Tumor Suppression Activity*
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Abstract The 3忆untranslated region of CCAAT/enhancer binding protein 茁 (C/EBP茁) is a regulation element
with tumor suppression activity found in previous study. Here, it is reported that deletion of 3 short sequences in
this 3忆UTR reduces the tumor suppression activity of it, as demonstrated by slowed-down cell growth, reduced
colony formation ability in soft agar and in ordinary culture conditions, as well as the decreased tumorigenicity in
nude mice. The cDNA array and real-time RT-PCR analysis showed that the loss of tumor suppression activity for
the mutated 3忆 UTR was due to the change of the gene expression profile of the transfected cells, i.e. the
up-regulation of several genes related with malignant phenotype and the down-regulation of some genes related
with tumor suppression, compared with the revertant control cells. These results indicate that those short sequences
are simultaneous necessary for the tumor suppression activity of the C/EBP茁 3忆UTR.
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