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GLI3、EN1 基因在单纯性马蹄内翻足发生中的功能研
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摘要 ：为了探讨人类GLI3基因在单纯性马蹄内翻足（Idiopathic congenital talipes equinovarus，ICTEV）

发生时所起的作用，文章构建了大鼠 Gli3 基因启动子区域荧光素酶报告基因表达载体来分析 Gli3 基因启动

子的活性，并利用 P-match 软件预测大鼠 Gli3 基因启动子区域可能的调控元件，应用 CHIP 实验加以验证。

并利用 RT-PCR、免疫组化和 Western blotting 的方法分析大鼠 En1 与 ICTEV 的相关性。经 P-match 软件预

测， Gli3 基因启动子区域有３个转录因子 En1 的可能结合位点，经 CHIP 实验证实位点 1 是真正结合位点。

RT-PCR、免疫组化和 Western blotting 方法都证实 En1 基因在马蹄内翻足模型鼠中表达下降。研究结果提示

大鼠的转录因子 En1 可能是 Gli3 基因的上游负调控元件。在 ICTEV 患者中，很可能是由于 EN1 基因表达

水平的下降导致了 GLI3 基因表达水平的上升，最终导致 ICTEV 的发生。 
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Abstract: To investigate the role of gene Gli3 in idiopathic congenital talipes equinovarus (ICTEV), we 

constructed the Gli3 luciferase reporter gene expression vectors to analyze the promoter activity of the rat gene 

Gli3. The regulatory element in the promoter region of the rat Gli3 was predicted using P-match software and 

further verified by CHIP experiment. Meanwhile, the correlation between the rat En1 and ICTEV was evaluated by 

RT-PCR, immunohistochemistry, and Western blotting analyses. The result from P-Match software prediction 

showed that only one of the three possible En1 binding sites in Gli3 promoter region was interacted directly with 

En1 in vivo, which was confirmed by CHIP analysis. The results from RT-PCR, immunohistochemistry and  
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Western blotting analyses suggested that En1 was down-regulated in ICTEV model rats compared to the controls. 

Our results indicated that En1 might be the negative regulatory element in the upstream of Gli3. The low 

expression level of EN1 in ICTEV could contribute to the up-regulation of GLI3, which led to the genesis of 

ICTEV. 

Keywords: GLI3; EN1; idiopathic congenital talipes equinovarus (ICTEV) 

单纯性马蹄内翻足(Idiopathic congenital talipes equinovarus，ICTEV)是较为常见的危害

儿童健康的先天畸形之一，其发病率大约为 1‰～8‰[1]。患儿一出生即表现跟骨下关节内翻, 

跗骨骨关节内收，形成足前部内收，足后部内翻， 跖骨旋后，踝关节下垂成马蹄足状[2]。

目前对于人类ICTEV的发病机制还知之不多，多数学者认为，ICTEV的发生可能与多种易感

基因和环境影响因素有关[1]。 

GLI3 是参与早期肢体发育的重要转录因子之一，已证实与指（趾）的发育密切相关，

但是否与ICTEV的发生相关国内外未见报道。我室前期以ICTEV核心家系为研究对象，通过

SNP关联分析的方法发现GLI3 基因与ICTEV的发生可能相关[3]。Logan 等[4]报道EN1 基因的

突变也会造成指的结构发生变化，而这两个基因同在极化活性区（Zone of polarizing activity，

ZPA）表达。为了探讨这两个基因之间是否相互作用，以及二者的相互作用是否与ICTEV的

发生相关，本研究构建了大鼠ICTEV动物模型，对大鼠En1 表达水平和Gli3 调控机制进行了

研究，为ICTEV的发病机制和病因学研究奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1 材料 

1.1.1  对象   

Wistar 大鼠，鼠龄 70~90 d，体重 220~230 g，清洁级，由中国医科大学动物部提供。 

1.1.2  试剂   

全反式维甲酸(all trans-retionic acid，ATRA)及矿物油购自 Sigma 公司（美国）；逆转录

PCR 试剂盒购自 TaKaRa 公司（日本）；免疫组化试剂盒购自上海天呈科技有限公司（中国）；

核蛋白提取试剂盒购自 Active Motif 公司（美国）；CHIP 试剂盒购自 Active Motif 公司（美

国）；EMSA 试剂盒购自 Pierce 公司（美国）；羊抗兔 En1 抗体购自 Sigma（美国）；羊抗

兔 Sox9 抗体购自 Santa Cruz(美国)。 

1.2 方法 
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1.2.1 荧光素酶报告基因表达载体的构建   

为了分析大鼠 Gli3 基因启动子区域的启动子活性，我们利用 Primer5 软件设计了 4 对引

物。其共用 Forward 引物在 Gli3 基因转录起始点上游-645 bp 的位置，而 Reverse 引物在转

录起始点上游及第一外显子上，并依次截短。将这几段序列克隆之后，连接于 pGL-3 荧光

素酶报告基因表达载体上，来分析这几段区域的启动子活性。如图 1 所示，这几段序列的长

度分别为 145 bp(Luc-500，-645～-500)、437 bp(Luc-208，-645～-208)、544 bp(Luc-101，-645～

-101)、747 bp(Luc+102，-645～+102)。引物序列见表 1。25 μL PCR 反应体系包括：2.5 μL 

10×PCR 缓冲液，2 μL  2.5 mmol/L dNTPs , 引物各 20 pmol , Taq DNA 聚合酶 1.25 U，50 ng 

DNA，用水补齐至 25 μL。反应条件为：94 ℃ 5 min；94℃ 45 s，60℃ 50 s，72℃ 45 s，35

个循环；最后再 72℃ 延伸 10 min。PCR 产物纯化后，连接于 pMD18-T 载体上，经 KpnI 和 

HindIII 双酶切后连接于 PGL-3 荧光素酶报告基因上，由上海生工生物工程技术服务有限公

司测序。将 12 µg PGL-3 和 0.1 µg pRL-TK(转染效率的内参)瞬时转染于大鼠成肌细胞系中，

24 h 后测荧光素酶活性。 

1.2.2  Gli3 基因启动子区域分析   

利用P-Match软件对大鼠Gli3 基因启动子区域进行分析(http://www.gene-regulation.com)，

寻找感兴趣的调控元件。 

1.2.3  染色质免疫沉淀（CHIP）  

CHIP 实验是研究转录调控蛋白和相应核苷酸序列结合的常用方法，能真实、完整地反

映结合在 DNA 序列上的调控蛋白。取 5 只孕 14 d 正常胎鼠下肢置于 PBS 缓冲液中，匀浆

处理后严格按照 CHIP 试剂盒操作步骤进行操作。实验管加入 8 mg En1 抗体，阴性对照管

中加入 8 mg Sox9 抗体。4℃摇床孵育过夜，用 CHIP 清洗液清洗 3 遍，65℃反交联 5 h，离

心取上清，加入蛋白酶 K，42℃孵育 2 h，回收 DNA，以其为模板进行 PCR 扩增。同时以

Input DNA 为模板进行 PCR 扩增，来验证胎鼠下肢中有无 Gli3 基因表达；以大鼠基因组 DNA

为模板进行 PCR 扩增，作为 PCR 实验阳性对照。PCR 体系同 1.2.1，复性温度为 59℃，复

性时间为 1 min，预期产物分别为 264 bp(包含 En1 预测位点 1)和 237 bp（包含 En1 预测位

点 2 和 3）。CHIP 实验所用 PCR 引物序列见表 1。 

1.2.4 ICTEV 大鼠模型的建立   

ICTEV 大鼠模型的建立参照文献[5]。  

1.2.5  En1 基因的 RT-PCR 检测   

http://www.gene-regulation.com/
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取孕 14 d ICTEV 模型胎鼠和正常对照组胎鼠各 5 只，按常规方法提取下肢足踝部组织

总 RNA。严格按反转录试剂盒操作说明反转录合成 cDNA，以 cDNA 为模板，以 β-actin 作

为内参，检测 En1 基因的表达情况。PCR 体系同 1.2.1，复性温度为 59℃。En1 基因预期产

物大小为 255 bp，β-actin 预期产物大小为 389 bp。产物经 1.5 %琼脂糖胶电泳, 用

AlphaImage 2000 自动成像仪（Alpha Innotech Corp., San Jose ,CA）摄影，用 Fluorchem v 2.0 

Stand Alone 软件分析 RT-PCR 产量。经 t 检验进行统计分析。  

1.2.6  免疫组化  

取孕14 d的ICTEV模型胎鼠和正常对照组胎鼠各5只。将胎鼠下肢用中性甲醛固定，并

用石蜡包埋切片。切片常规脱蜡入水，严格按照试剂盒操作规程进行免疫组化实验。En1 主

要为细胞质染色，阳性细胞胞浆中存在棕黄色颗粒。每张切片选取5个视野,每个视野计数100 

个细胞,计算阳性细胞发生率。经t检验进行统计分析。 

1.2.7  Western blotting  

取孕 14 d ICTEV 模型胎鼠和正常对照组胎鼠各 5 只，所有模型胎鼠和正常对照胎鼠下

肢分别收集于一管，严格按照蛋白提取试剂盒的操作要求提取蛋白。应用 SDS-PAGE 凝胶

电泳分离蛋白质，电转至 PVDF 膜上。3% BSA 封闭后，于 1：200 稀释的 En1 抗体孵育 3 h，

再用 1：4000 稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗孵育 2 h，ECL 显色。 

2  结果与分析 

2.1 Gli3 基因启动子区域依次截短荧光素酶报告基因表达载体的构建及活性分析   

如图 1 所示，我们构建了 4 个 Gli3 基因启动子区域依次截短的荧光素酶报告基因载体，

经测序证实连接片段与预期相符，且连接方向正确。Gli3 基因转录起始点上游启动子区域依

次截短的几个部分荧光素酶活性结果见图 2。可见 Luc-208 与 Luc-500 段相比，活性下降为

1/3，证明在-500 bp 与-208 bp 之间可能存在负调控元件；Luc-101 与 Luc-208 相比活性上升

8 倍左右，证明-208 bp 与-101 bp 之间可能存在很强的正调控元件；同理，-101 bp 与+102 bp

之间可能存在弱的正调控元件。 
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图 1 大鼠 Gli3 基因启动子区域构建依次截短的荧光素酶报告基因 

各个依次截短的荧光素酶报告基因长度分别为 145 bp(Luc-500)、437 bp(Luc-208)、544 bp(Luc-101，)、747 

bp(Luc+102)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  大鼠 Gli3 基因启动子区域构建依次截短的荧光素酶相对活性分析 

 

2.2 转录因子结合位点的预测   

利用 P-match 软件对 Gli3 基因转录起始点上游 1 000 bp 进行转录因子结合位点分析，如

图 3 所示，结果发现 3 个可能的转录因子 En1 结合位点,分别位于-500 bp～-208 bp、-208 bp～

-101 bp、-101 bp～+102 bp 之间，分别命名为位点 1、位点 2、位点 3 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3 大鼠 Gli3 基因启动子区域转录因子 En1 结合位点 

小写黑色字母为 Gli3 基因转录起始点上游 696 bp 的序列；小写红色字母分别为 Gli3 基因转录起始点上游

696 bp 范围内的 3 个 En1 结合位点的核心序列；大写字母为 Gli3 基因第一外显子序列。 
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2.3 染色质免疫沉淀（CHIP）试验结果  

如图 4 所示，以 Input DNA 为模板进行 PCR 扩增后有目的片段，说明在大鼠胎鼠下肢

中有 En1 基因的表达，以大鼠基因组 DNA 为模板扩增出目的片段，说明 PCR 实验有效。

实验组有目的片段而阴性对照组无目的片段，说明 En1 抗体特异。经位点 1 引物 PCR 扩增

后有目的片段（泳道 1），而位点 2、3 引物 PCR 扩增后无目的片段（泳道 5），可以判断

转录因子 En1 只结合于位点 1 上。 

 
 

位点 2、3位点 1 

 
 
 
 
 
图 4 CHIP 实验结果 

M：DL2000 Marker；1、5：加 En1 抗体组， PCR 扩增后只有泳道 1 有目的片段（264bp）；2、6：加入 Sox9

抗体的阴性对照组；3、7：Input 组；4、8：用基因组 DNA 作模板的 PCR 阳性对照组。 

 

2.4 RT-PCR 分析 En1 表达情况  

ICTEV模型胎鼠下肢En1基因与β-actin基因平均密度（ADV）比值为0.075±0.013；正常

对照胎鼠下肢En1基因与β-actin基因平均密度（ADV）比值为0.253±0.045。经t检验，两组差

异显著（t=5.205, P＜0.01），ICTEV模型胎鼠下肢En1基因表达低于正常对照胎鼠下肢，表

达明显下调（图５）。 

 

 

M      I      N 

图 5 孕 14 d 正常胎鼠和 ICTEV 模型胎鼠下肢 En1 基因 RT-PCR 结果 

M：DL2000 Marker；N：正常胎鼠对照组；I：ICTEV 模型胎鼠组。 
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2.5 免疫组化分析 En1 表达情况   

En1 蛋白主要位于胞浆，表现为棕黄色颗粒，呈弥漫性全浆表达。正常胎鼠阳性细胞呈

片状分布，表现为全浆型（图 6N），阳性率为(85.3±5)%。而模型胎鼠的 En1 蛋白表达明

显下调，而且棕黄色颗粒较小（图 6I）,阳性率为(48.7±6)%，显著低于对照组（t=3.326, 

P<0.01）。 

 

 

 

 
N     I 

 
图 6 孕 14 d 正常胎鼠和 ICTEV 模型胎鼠下肢 En1 蛋白免疫组化结果 

N：正常胎鼠对照组；I：ICTEV 模型胎鼠组。 

 

2.6 Western blotting 分析 En1 表达情况  

如图 7 所示，模型胎鼠与正常对照胎鼠相比，ICTEV 模型胎鼠下肢的 En1 蛋白表达明

显下调。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 7 孕 14 d 正常胎鼠和 ICTEV 模型胎鼠下肢 En1 蛋白 Western blotting 结果 
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I：ICTEV 模型胎鼠组；N：正常胎鼠对照组。 

 

3 讨 论  

单纯性马蹄内翻足是常见的严重危害儿童健康的先天畸形之一，其发病机制目前仍不是

很清楚。关于ICTEV的发病原因，国内外的研究争论很多。曾提出多种观点，如骨骼发育异

常，神经肌肉病变，软组织挛缩，血管异常，宫内发育阻滞，母亲吸烟，受孕月份及出生季

节等，但均缺乏有力的证据[6~8]。通过对双胞胎的研究及复合分离分析，提示遗传因素与

ICTEV的发病相关。大量的证据强烈提示ICTEV的发病与目前尚不清楚的致畸基因相关[9]。 

ICTEV的遗传基础虽然比较肯定, 但其致病基因的鉴定却进展缓慢。人类胚胎在孕 12 

周时已能通过超声检查识别出ICTEV症状[10]。其致病基因必然是在此之前就发生异常表达, 

并与骨骼、软骨、肌肉、神经的发育相关, 特别是与足踝部发育相关。已知的与下肢发育相

关的基因有DTDST、COL9A1、FGF、SHH、WNT、EN-1、LMX-1、GLI1、GLI3、HOXD、

BMP等[11]，可以通过对ICTEV致病基因的定位及功能鉴定对其发生做进一步的研究。 

在肢体发育的早期，肢体远端沿前后轴的发育主要是受其后端间充质内ZPA的调控。而

转录因子GLI3 是该区域内的信号分子之一，它可以沿肢体前后轴方向限定各个基因表达的

区域边界，这为建立肢体不对称模式提供了必要的位置信息[12]。目前的研究认为，GLI3 作

为SHH- GLI3 信号通路中的关键环节来发挥作用。在肢体发育的过程中，GLI3 基因能确定

指（趾）的数目。至今已有很多报道表明，GLI3 基因突变可导致多种先天畸形，而这些综

合征均表现有肢体特别是指（趾）的数目及形态畸形。如Greigs综合征和Pallister-Hall综合征

等，二者的相关基因都被定位于 7p13，随后又都被证实与GLI3 基因相关。本课题组前期通

过应用SNP关联分析方法证实了GLI3 基因与ICTEV相关[3]。进一步应用RT-PCR检测ICTEV

患者和正常对照的足踝部肌肉中GLI3 基因的表达，结果未检测到GLI3 基因的表达，提示出

生后GLI3 基因在足踝部的表达可能关闭，该基因很可能只在胚胎时期在足踝部发挥作用。

大鼠胚胎中Gli3 基因于孕 12.5 d表达达到高峰[13]，结合取材的需要，我们选择孕 14 d胎鼠作

为研究对象。RT-PCR分析、免疫组化及Western blotting等实验均提示，与正常对照胎鼠相

比，Gli3 基因在ICTEV模型胎鼠下肢发育的各个时期表达均上调，进一步证明了Gli3 基因与

ICTEV畸形发生可能相关。而且随着出生的临近，该基因在ICTEV模型胎鼠和正常对照胎鼠

下肢的表达都逐渐下降，这也提示很可能出生后Gli3 基因在足踝部的表达即关闭（数据未发

表）。但在ICTEV模型胎鼠中Gli3 基因的表达水平变化的机制还不是很清楚。为了探讨促使
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Gli3 基因表达水平变化的原因，我们构建了Gli3 基因启动子区域依次截短的荧光素酶报告

基因表达载体。转入大鼠成肌细胞后，测其荧光素酶活性，结果提示在-500～-208 bp范围内

可能存在负调控元件，在-208～-101 bp范围内可能存在强的正调控元件，在-101～+102 bp

范围内可能存在弱的正调控元件。我们推断很可能是在Gli3 基因启动子区域存在一些调控元

件，与Gli3 基因的上游转录因子结合，调控Gli3 基因的表达。为了寻找影响Gli3 启动子活

性的调控元件，我们利用P-match软件对大鼠Gli3 基因转录起始点上游 1 000 bp的序列上的

转录因子结合位点进行了预测，结果发现有 3 个可能的转录因子En1 结合位点。 

在肢芽形成的早期阶段，En1 基因的 mRNA 和蛋白质就均匀分布在整个腹侧肢芽外胚

层中。EN1 是参与下肢发育的一个重要转录因子，它的功能缺失将导致尖端外胚层脊

（ Apical ectodermal ridge，AER）区域的扩大，从而影响正常的肢体形成。而且 EN1 功能

的缺失也会造成爪的结构发生变化，这与 GLI3 基因的功能有相似之处。P-match 软件预测

Gli3 基因转录起始点上游有 3 个 En1 结合位点，由此我们分析 En1 基因很可能是 Gli3 基因

的上游调控转录因子。为了确定哪一个或哪几个位点是真正的转录因子 En1 结合位点，我

们应用染色质免疫沉淀实验进行检测，结果证实只有位点 1 是真正的 En1 结合位点。En1

结合位点 1 位于 Gli3 基因转录起始点上游-500～-208 bp 范围内的负调控元件区域（荧光素

酶报告基因分析结果），表明 Gli3 基因表达过程中，En1 很可能是一个负调控的转录因子。 

为了进一步明确 En1 基因与 ICTEV 发生的相关性，我们又对 En1 基因在 ICTEV 模型

大鼠胎鼠下肢的表达情况进行了研究，结果发现，不论在 mRNA 水平，还是在蛋白质水平，

ICTEV 模型胎鼠中 En1 基因的表达水平都明显下降，差异显著。由于大鼠基因组与人类基

因组高度同源，所以人类疾病的大鼠模型可以基本上真实模拟人类疾病的发病过程。因此我

们推测，在人类 ICTEV 患者中，很可能是由于 EN1 基因表达水平的下降，导致 GLI3 基因

表达水平的升高，最终导致 ICTEV 的发生。 

本文通过对En1 基因在ICTEV模型胎鼠下肢的表达情况进行分析，证实En1 基因通过调

控Gli3 基因的表达参与ICTEV的发生。但ICTEV的发生很可能与多个基因相关[14~18]，这些

基因之间是否相互作用、相互影响，是否存在一个影响肢体发育的网络还有待于深入研究。

本课题组将就这些问题进一步探讨，为研究ICTEV发生发展的分子机制奠定一定的理论基

础。 
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表 1 引物序列 
 

名称 序列（5’－3’） 复 性 温 度

（℃） 
Lucifase Forward(公用引物)  
Lucifase Reverse1 
Lucifase Reverse2    
Lucifase Reverse3 
Lucifase Reverse4 
CHIP site1：Forward   
CHIP site1 Reverse 
CHIP site2/3：Forward 
CHIP site2/3 Reverse      
RT-PCR Forward 
RT-PCR Reverse 
β-actin forward 
β-actin reverse 

TAA AGT TGA CCA CCA GAA 
GTG TGC CGA AAG GGT TGT AAC GC 
GCC AGT CAA AGT CAC ACG CAG CT 
GCC CTT CTG CAT CTT CTG CCT GAG   
CAC GGC CTT CTC ACT GAC ATC TGT 
AAC CCT TTC GGC ACA CTT CTG 
GAC CCC AGG CTT TGC TAT CT 
GCG TGT GAC TTT GAC TGG CTT C 
GGG CCT CCA TAA TGT CTG CTC  
CCG CGA TCC TAC TCA TGG GTT C 
GCC GCT GCT CCG TGA TGT AG 
TCA CCC ACA CTG TGC CCA TCT ACG A 
CAG CGG AAC CGC TCA TTG CCA ATG G 

 
60 
60 
60 
60 
59 
 
59 
 

59 
 
59 
 
 

 

 13


