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■背景资料
胃癌是最常见
的恶性肿瘤之
一, 其发病趋势
呈逐年上升和
年轻化趋势. 本
研究通过构建
DAB2IP启动子
载体, 探讨转录
因子对DAB2IP
的转录调控作
用, 为DAB2IP参
与胃癌的发生
和发展的研究
提供的实验基
础和理论依据. 
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Abstract
AIM
To construct and identify pGL3-Basic-DAB2IP-
luc vector, a luciferase reporter gene vector 
containing DAB2IP promoter, and explore the 
regulatory effect of Snail on the activity of this 
promoter in gastric cancer cells.

METHODS
The fragment of DAB2IP gene promoter (1000 bp) 
was amplified by PCR and then cloned into 
pGL3-Basic-luc vector to obtain pGL3-Basic-
DAB2IP-luc vector, which was identified by 
restriction enzyme digestion, sequencing and 
biological activity detection. The activity of 
pGL3-Basic-DAB2IP-luc and the expression of 
DAB2IP were detected after transfection with 
pEGFP-C1-Snail in gastric cancer cells.

RESULTS
Luciferase reporter system showed that the 
luciferase activity was significantly lower in 
the Snail + pGL3-Basic-DAB2IP-luc group 
compared to the pGL3-Basic-DAB2IP-luc group 
and blank group (P < 0.01 for both). In addition, 
the luciferase activity was significantly lower 
in the pGL3-Basic-DAB2IP-luc group than in 
the blank group (P < 0.01). Real-time PCR and 
Western blot results showed that mRNA and 
protein expression of DAB2IP was decreased 
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核心提要: DAB2IP是多个信号通路的重要分子
开关, 参与细胞内信号调控. 通过构建DAB2IP
启动子载体, 在胃癌细胞中验证转录因子Snail
对DAB2IP的转录活性和表达水平的影响.
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0  引言

人DOC-2/DAB2相互作用蛋白基因(DAB2IP)是
最近发现的RasGAP家族的一个新成员, 该家族

成员通过其共有的RasGAP结构域在Ras通路

发挥信号转导作用[1,2]. DAB2IP通过其不同的

结构域参与多个信号通路调控有效抑制肿瘤

的发生和发展[3,4]. 在多种恶性肿瘤中, DAB2IP
广泛参与调节肿瘤细胞的增殖、凋亡、侵袭

和转移过程, 并能通过影响肿瘤干细胞的自我

更新抑制肿瘤的发展[4-7]. 近年来, 转录因子参

与调控下游靶基因, 影响肿瘤的发生和发展备

受关注[8,9]. 目前, 研究[10,11]发现DAB2IP上游调

控受表观遗传学影响, 而有关转录因子参与

DAB2IP表达调控的机制还不明确. 为了进一步

探讨DAB2IP在肿瘤调控中的作用, 明确转录因

子对DAB2IP转录和表达的影响, 本实验首先构

建了DAB2IP启动子载体, 软件预测并筛选与

DAB2IP启动子潜在的转录因子, 最后在胃癌细

胞中验证转录因子Snail对DAB2IP的转录活性

和表达水平的影响. 成功构建DAB2IP启动子载

体为DAB2IP的转录调控研究提供了实验工具, 
进一步阐明了DAB2IP在胃癌发生和发展中的

分子机制, 为DAB2IP成为抗肿瘤药物的新靶点

提供理论支持. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胚肾上皮细胞株HEK293A细胞

及AGS、BGC823细胞为病理科自存; 双荧

光素酶报告系统检测试剂盒购自Promega公
司; DNA提取试剂盒、DNA Ladder Marker、
PrimeSTAR HS DNA-Polymerse、T4 DNA 

in gastric cancer cells after transfection with 
pEGFP-C1-Snail.

CONCLUSION
The transcription factor Snail inhibits the 
transcription and expression of DAB2IP. 
The vector pGL3-Basic-DAB2IP-luc has been 
constructed successfully and its biological 
activity has been identified, which provides an 
important tool for further study of the role of 
DAB2IP in transcriptional regulation in gastric 
cancer. 
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摘要
目的
构建并鉴定DAB2IP启动子荧光素酶报告基
因载体pGL3-Basic-DAB2IP-luc, 观察Snail在
胃癌细胞中对DAB2IP表达调控. 

方法
利用PCR法克隆出DAB2IP启动子序列(1000 
bp), 构建pGL3-Basic-DAB2IP-luc载体并酶
切并测序鉴定. 检测转染pEGFP-C1-Snail载
体对pGL3-Basic-DAB2IP-luc双荧光素酶活
性及对DAB2IP的表达水平的影响. 

结果
荧光素酶报告系统结果显示Sna i l+pGL3-
B a s i c-D A B2I P-l u c组荧光活性明显低于
pGL3-Basic-DAB2IP-luc组和空白组(P <0.01; 
P <0.01), 此外, pGL3-Basic-DAB2IP-luc组比
空白组的荧光活性更低(P <0.01; P <0.01). 荧
光定量PCR和Western blot结果显示, 转染
pEGFP-C1-Snail下调DAB2IP的mRNA和蛋
白水平. 

结论
转录因子Snail抑制DAB2IP的转录和表达. 
具有生物活性的pGL3-Basic-DAB2IP-luc的
构建成功为研究DAB2IP在胃癌中转录调控
机制提供了重要的研究工具. 
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■研发前沿
近年来抑癌基
因DAB2IP参与
肿瘤的发生发
展的研究成为
国内外研究热
点, 但对转录因
子调控DAB2IP
表达影响胃癌
的演进报道较
少. 本文通过构
建D A B 2 I P 启
动子载体, 探讨
在胃癌细胞中
转录因子调控
DAB2IP表达的
分子机制. 
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■相关报道
前期学者研究
已发现DAB2IP
在多种恶性肿
瘤中发挥抑癌
作用 ,  DAB2IP
作为分子开关
通 过 调 控 多
个 信 号 通 路
影响肿瘤细胞
的 增 殖 、 周
期、凋亡、迁
移和转移 .  此
外 ,  DAB2IP在
肿瘤组织中低
表达提示患者
预后不良 .  作
者前期研究发
现D A B 2 I P在
结直肠癌中通
过表观调控影
响肿瘤细胞的
转移 .  本研究
为进一步研究
D A B 2 I P在肿
瘤中发挥的作
用提供了新方
法和新思路. 

Ligase、各内切酶、TaKaRa TaqTM购自TaKaRa
公司. 质粒提取试剂盒、DNA凝胶回收试剂盒

购于DONGSHENG BIOTECH公司. 荧光报告

系统检测仪(GloMaxTM 20/20)为Promega产品, 
型号为E5331. 双荧光报告载体、pEGFP-C1-
Snail实验室自存. 
1.2 方法
1.2.1 DNA提取: 取人血液并分离其中白细胞, 
用4 ℃冷冻PBS轻柔冲洗1遍, 然后用0.25%的

胰酶裂解, 收集于离心管中, 用4 ℃冷冻PBS冲
洗1遍, 2000 g /min离心5 min, 弃上清, 用200 μL
冷冻PBS重悬细胞, 按照基因组DNA提取试剂

盒说明提取人基因组DNA. 
1.2.2 DAB2IP启动子序列扩增: 在Ensembl
数据库中, 在线获得D A B2I P起始密码子所

在序列上游1 k b作为D A B2I P 的启动子序

列, 根据该序列和载体pGL3-Basic酶切位点

设计引物. 上游引物(含有酶切位点Kpn  Ⅰ): 
5'-AAAAGGTACCAGGACAATCCGGATCAT
GTCA-3', 下游引物(含有酶切位点Hin d Ⅲ): 
5'-AAAAAAGCTTCCTCCTTTTGTATTCCAT
C T G-3'. 取上述人基因组D N A为模板根据

PCR说明书进行扩增, PCR产物进行DNA定

量, -20 ℃保存备用. 
1.2.3 DAB2IP启动序列荧光素酶报告基因表达
载体构建: 取上述PCR扩增的DAB2IP启动序

列和质粒小提的pGL3-Basic载体用Kpn  Ⅰ和

Hin d Ⅲ分别双酶切, 利用凝胶回收试剂盒回收

并纯化酶切产物. 将上述制备纯化的DAB2IP
启动序列与线性化双黏性末端的pGL3-Basic
载体片段以5∶1摩尔比的比例用T4 DNA连接

酶于16 ℃循环水浴连接反应过夜, 连接产物于

60 ℃灭活10 min后转化至感受态大肠埃希菌

DH5α, 经氨苄霉素抗性筛选, 挑取阳性克隆提

取重组质粒, 细菌小摇、质粒小提, 该产物进

行双酶切鉴定. 
1.2.4 荧光素酶活性检测: 荧光素酶活性检测将

96孔板转染了荧光素酶报告基因的细胞培养

上清吸弃, 每孔加裂解液75 μL, 裂解15 min后, 
转移至96孔板白板中, 将96孔板置于荧光检测

仪中读板, 检测结果分析: 萤火虫荧光素酶F与
海肾荧光素酶R发光值的比值(F/R)即为荧光

素酶的相对活性. 活性倍数 = (F/R)样品/(F/R)
对照, 保存所读取的数据, 做柱状图并进行统

计学分析. 

1.2.5 荧光定量PCR: DAB2IP 引物: s ense: 
5'-CTTGACCATGAACGCGCAGT-3', anti-sense: 
5'-ATACTCTCTTTCAGCTGGGTCAGG-3'. 
Snail引物: sense: 5'-GACCACTATGCCGCGCT
CTT-3'; anti-sense: 5'-TCGCTGTAGTTAGGCT
TCCGATT-3'; 反应条件: 95 ℃预变性2 min, 95 ℃
变性30 s, 60 ℃ 退火34 s, 72 ℃延伸34 s, 40个
循环; 计算方法: 以Folds = 2-ΔΔCt表示实验组

与对照组目的基因表达的倍比关系, 公式如下: 
ΔΔCt = [Ct(目的基因) - Ct(GAPDH)]实验组-[Ct(目
的基因)-Ct(GAPDH)]对照组. 
1.2.6 Western blot检测: 将状态良好的细胞用冷

PBS洗2次, 加入细胞裂解液反复混匀, 冰上放

置20 min. 收集细胞裂解液于EP管, 12000 g离
心20 min, 上清收集于-80 ℃保存. 检测时, 取蛋

白溶液冰上融解后, 检测浓度, 以每孔10 μg蛋
白上样量, 电压80-100 V进行10%SDS-PAGE电
泳分离, 再以100 V, 90 min的条件电转到PVDF
膜上, 5%脱脂奶粉封闭1 h后, 检测抗体Snail和
DAB2IP以1∶200比例与封闭液混合, 加入膜, 
4 ℃孵育过夜, PBST洗涤3次后, 加入HPR标记

的羊抗兔IgG二抗(1∶10 000)室温摇床振荡1 h. 
PBST洗涤3次, 加入ECL发光液曝光. 
统计学处理 数据分析均使用SPSS13.0软

件包进行统计处理, 所有数值均以3次独立实

验的mean±SD表示. 两组间的比较采用双尾

不配对学生t检验, 多组间的均数比较采用单因

素方差分析. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 目的基因P C R扩增结果  以此查找获得

DAB2IP启动子序列设计引物, 并以人血液提

取DNA为模板进行PCR扩增, 扩增产物进行

凝胶电泳. 电泳结果显示: 在Marker DL5000的
1000 bp左右有1条特异的条带, 这与我们预扩

增的DAB2IP启动子1000 bp大小一致, 从而证

明DAB2IP启动子已经扩增成功(图1). 
2.2 构建载体pGL3-Basic-DAB2IP-luc 载体

pGL3-Basic和上述DAB2IP启动子PCR产物分

别进行Kpn  Ⅰ和Hin d Ⅲ双酶切, 纯化后进行

T4酶连接. 连接产物经过细菌转化、克隆筛

选、细菌小摇后质粒小提. 小提产物进行酶切, 
酶切结果显示, 在单酶切泳道5000 bp以上可见

1条带, 在双酶切泳道1000 bp和5000 bp附近分

别见到1条带, 这与我们的载体和启动子片段
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■创新盘点
本研究在转录
因子对DAB2IP
的启动子转录
调控方面进行
了 初 步 探 讨 , 
成 功 构 建 了
D A B 2 I P 启动
子载体, 并首次
预测并验证了
Snail与DAB2IP
启动子存在潜
在结合 ,  并从
m R N A和蛋白
水平检测Snail
对DAB2IP的表
达调控影响. 

大小一致. 为进一步鉴定质粒序列, 部分质粒

进行测序, 测序结果经BLAST比对, 序列完全

正确测序, 从而证明pGL3-Basic-DAB2IP-luc构
建成功(图2). 
2.3 DAB2IP上游转录因子预测 利用Mapper2、
Consite、TRED 3个常用软件预测DAB2IP上
游转录因子, 选取最高评分并综合分析可能与

DAB2IP启动子结合的潜在的转录因子, 综合

考虑选择3个软件均评分较高的转录因子Snail
作为DAB2IP的转录因子. 预测软件预测位置

如表1所示.
2.4 检测Snail对DAB2IP启动子活性影响 将
pGL3-Basic-DAB2IP-luc和pEGFP-C1-Snail载
体共同转染至AGS、BGC823及HEK293A细

胞后, 荧光素酶报告系统结果显示其荧光活

性明显低于单独转染pGL3-Basic-DAB2IP-luc
组和空白组(P <0.001; P <0.001), 此外单独转染

pGL3-Basic-DAB2IP-luc组比空白组的荧光活

性更弱(P <0.001; P <0.001), 表明转录因子Snail
能抑制DAB2IP启动子的转录活性(图3). 

2.5 过表达Snail下调DAB2IP表达水平 在AGS
和BGC823细胞中分别转染pEGFP和pEGFP-
C1-Snail质粒, 荧光定量PCR和Western blot检
测发现在两种胃癌细胞中, 与转染pEGFP相比

较pEGFP-Snail组DAB2IP的RNA和蛋白水平

均下调. 由此我们认为转录因子Snail能有效的

抑制DAB2IP的表达(图4, 5). 

3  讨论

细胞信号转导是指位于细胞膜或细胞内的受

体受细胞外信号分子的刺激, 通过一系列相

关信号转导蛋白的酶促反应, 将生物学信息

传递到核内, 诱导相应的基因表达, 引起相关

生物学效应的过程. 信号转导通路的异常活

化与恶性肿瘤的发生、发展关系密切[12,13]. 转
录因子介导的信号转导通路的异常与肿瘤的

发生、演进及预后密切相关. 胃癌的发生和

发展是多基因、多步骤的复杂过程, 其中胃

癌细胞中基因的转录调控异常在其中发挥着

重要的作用[14]. 
人D A B2I P是最近发现的R a s G A P家族

的一个新成员[15]. DAB2IP位于9q33.1-q33.3
染色体, 包含4个结构域分别为C2结构域、

RasGAP结构域、DUF结构域、PH结构域, 其
中RasGAP结构域为RasGAP家族的保守结构

域[16]. DAB2IP是多个信号通路的重要分子开

关, 参与细胞内信号调控[17,18]. 例如, 文献报道, 

     预测软件 预测位置

Consite 151-156 bp CACCTG

321-326 bp CAGGTG

TRED 151-156 bp CACCTG

321-326 bp CAGGTG

Mapper2 321-326 bp CAGGTG

表  1  软件预测转录因子Snail与DAB2IP启动子结合位点

图  1  DAB2IP 启动子片段电泳结果图. 1: Marker DL 5000; 
2, 3: DAB2IP启动子片段.

图  2  pGL3-Basic-DAB2IP-luc酶切电泳结果图. 1: Marker 
DL 5000; 2: pGL3-Basic-DAB2IP-luc双酶切电泳; 3: 

pGL3-Basic-DAB2IP-luc单酶切电泳; 4: pGL3-Basic-

DAB2IP-luc未切电泳. 箭头所指为DAB2IP启动子片段. 
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EZH2表观沉默DAB2IP基因的表达, DAB2IP
沉默能有效的活化Ras和核因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-κB)信号通路, Ras通路促进前

列腺癌原发性肿瘤生长, 而NF-κB通路则促

进其上皮间质转化(epithelial to mesenchymal 
transition, EMT)的发生和转移[18]. DAB2IP通
过其Ras-GAP结构域, 抑制Ras-Raf-MEK细胞

存活信号通路, 抑制前列腺癌细胞生长[3]; Xie
等[16]发现DAB2IP的表达缺失导致EMT的发

生, 促进前列腺癌细胞的转移. DAB2IP调控

GSK-3β-β-catenin信号通路, 通过其C2功能区

与PP2A形成复合物促使GSK-3β活化, 造成

β-catenin的降解, 进而导致EMT的发生. 
DAB2IP肿瘤相关机制研究主要集中在前

列腺, 而在胃癌中DAB2IP转录相关研究较少. 
为进一步明确DAB2IP在胃癌中的转录调控机

制, 本实验首先构建并鉴定了DAB2IP启动子

荧光素酶报告基因载体, 通过软件预测可能调

控DAB2IP的转录因子, 通过综合分析最终确

定Snail与DAB2IP启动子潜在结合可能性最

大. 锌指转录因子Snail属于转录抑制因子Snail
超家族, 该家族成员具有相似的结构, 由1个含

有4-6个锌指结构域的高度保守的羧基末端和

1个高度可变的氨基末端构成, 各成员间结构

上的不同主要表现在中间P-S富集区域. 在肿

瘤的生长、转移和EMT过程, 转录因子Snail都
发挥重要的转录调控作用[19]. 在胃癌中, Snail
对细胞间钙黏附蛋白E-cadherin的转录抑制是

胃癌细胞发生EMT的重要步骤[20]. 本实验中双

荧光素酶实验充分证实了Snail对DAB2IP的转

录调控的可靠性, 通过荧光定量PCR和Western 
blot检测发现Snail抑制DAB2IP的mRNA和蛋

白表达. 由此我们可以认为: 首先, pGL3-Basic-
DAB2IP-luc的构建成功为DAB2IP转录相关研

究提供了重要的实验工具; 其次, 证实Snail参
与调控DAB2IP的转录表达, 为DAB2IP参与调

控胃癌的发生和发展分子机制提供了新的理

论依据和实验思路. 
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■同行评价
本文实验证据充
足, 科学结论较
明确, 为参与调
控胃癌的发生和
发展分子机制提
供了新的理论依
据和实验思路 , 
具有一定的学术
价值. 



Published by Baishideng Publishing Group Inc
8226 Regency Drive, Pleasanton, 

CA 94588, USA
Fax: +1-925-223-8242

Telephone: +1-925-223-8243
E-mail: bpgoffice@wjgnet.com

http://www.wjgnet.com

  

                                                          © 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights reserved.  

I SSN 100 9 3 0 79
2 8>

9 771009 307056


