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摘要: 为了探讨人类 UTROPHIN 蛋白表达上调的可能因素, 文章利用 P-match 软件预测人类 UTROPHIN 基因

启动子区域可能的调控元件, 应用 CHIP 和 EMSA 实验加以验证, 并利用 RNA 干扰和荧光定量 PCR 的方法分

析人类 EN1 转录因子调节 UTROPHIN 表达的作用机制。经 P-match 软件预测, UTROPHIN 基因启动子区域有 2

个转录因子 EN1 的可能结合位点, 经 CHIP 和 EMSA 实验证实位点 2 是真正结合位点。通过 RNA 干扰实验, 发

现在 HeLa 细胞中 EN1 基因沉默后, 可使 UTROPHIN mRNA 水平上调。以 UTROPHIN 蛋白为靶点可能为

DMD(Duchenne muscular dystrophy)基因治疗提供一种新的策略。 
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Abstract: To investigate possible factors up-regulating the expression of UTROPHIN, potential regulatory elements in 
the promoter of the human UTROPHIN was predicted by P-match software and verified by EMSA and ChIP. The 
mechanism of EN1 regulation of the human UTROPHIN expression was evaluated by RNA interference and real-time PCR 
analyses. Two potential EN1 binding sites in UTROPHIN promoter region were predicted by P-Match software but only the 
second site was verified to interact directly with EN1 by EMSA and ChIP. The results from RNA interference and real-time 
PCR showed that the mRNA level of UTROPHIN increased in HeLa cells after EN1 was knockdowned by siRNA. It 
indicated that EN1 might be a negative regulatory factor for UTROPHIN. Our study suggested that UTROPHIN might be a 
new target for DMD therapy. 
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自从法国医学家 Guillaume-Benjamin-Amand 
Duchenne于 1861 年首次详细描述Duchenne型肌营
养不良(DMD) 以来 , 不少临床医学家和遗传学家
对该病进行了系统而深入的研究, 虽然已在诊断和
遗传咨询方面取得了重大进展, 但是仍然无法阻止
患者进行性加重的肌萎缩和在 20 岁左右死亡的命
运。近年来对Duchenne型肌营养不良患者的治疗有了
新的进展, 在方法学上也有所创新, 有些已开始进入
临床研究阶段 , 如基因治疗领域中的外显子剪接
(Exon skipping)治疗[1, 2]、腺相关病毒(Adeno-associated 
viruses, AAV)载体介导的DYSTROPHIN小基因(Mini 
gene)治疗 [3]、越过DYSTROPHIN基因异常终止密码
(Read through)的治疗[4]、肌内注射全长DYSTROPHIN
基因cDNA质粒的治疗[5]; 细胞移植治疗领域中的骨
髓干细胞移植治疗[6, 7]、成肌细胞移植治疗[8, 9]; 药物
治疗领域中的增加UTROPHIN表达的治疗[10, 11]、蛋白

酶抑制治疗和胰岛素样生长因子治疗等 [12]。目前 , 
最为紧迫的问题就是如何寻找一种替代蛋白, 此蛋白
在体内的过量表达可补偿因DYSTROPHIN缺失而造
成的伤害。而DYSTROPHIN相关蛋白—UTROPHIN 
的发现[13], 恰恰为这种方法开辟了道路。 

UTROPHIN 是人常染色体 6q24上的一个基因, 
其mRNA 长度为 13 kb, 相对分子量约为 400 kDa。
UTROPHIN 与DYSTROPHIN在氨基酸序列上有很
大同源性, 它们都含有 4 个不同的结构区: N-端区, 
含同源重复顺序的棒状区, 富含半胱氨酸区和C-端
区。N-端区的前 250 个氨基酸推测为肌动蛋白结合
部位, 二者在此区氨基酸序列同源。UTROPHIN 和
DYSTROPHIN的C-端区之间比较, 发现二者在此区
高度保守, 氨基酸之间有 80%能精确匹配, 并且剩
下的残基中约有一半是保守的。DYSTROPHIN的部
分 C- 端 区 与 相 邻 的 富 含 半 胱 氨 酸 区 参 与
DYSTROPHIN与糖蛋白复合物的结合[14]。C-端区的
缺失往往会产生严重的DMD 症状 [15], 说明此区对
维持DYSTROPHIN的功能十分重要。UTROPHIN与
DYSTROPHIN 此 区 间 的 强 烈 保 守 性 预 示 了
UTROPHIN 可能在DYSTROPHIN缺失的肌肉中以
与DYSTROPHIN相似的方式结合到肌纤维膜上。正
是由于氨基酸序列的高度同源性及结构相似性 , 
UTROPHIN才能像DYSTROPHIN一样结合肌动蛋
白, 并且随后发挥与DYSTROPHIN相似的功能[16]。

随着分子生物学研究的不断深入, UTROPHIN被认
为是基因治疗DMD非常有希望的替代物。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

人宫颈癌细胞系 HeLa 细胞系购自上海中科院
细胞库。 

1.2  方法 

1.2.1  细胞培养 

人宫颈癌HeLa细胞在 1640 培养基(10%胎牛血
清 , 100 U/mL青霉素 , 100 μg/mL链霉素)、37℃、
5%CO2及饱和湿度的条件下培养。0.25%的胰酶(生
理盐水配制)消化传代。 

1.2.2  UTROPHIN 启动子结构及活性分析 

登陆www.ensemble.org/网址获取人UTROPHIN
基因上游 1 500 bp序列的信息, 利用相关文献 [17,18]

及P-MATCH软件预测UTROPHIN基因 5′上游序列

转录因子的结合位点。 

1.2.3  染色质免疫沉淀(CHIP) 

CHIP实验是研究体内蛋白和 DNA 相互作用的
有用工具, 通过该技术研究者可以得到目的蛋白在
活体细胞中与 DNA 的绑定情况以及相关组蛋白的
修饰位点。培养的细胞在实验之前 12 h换液, 5 mL
定容。严格按照 CHIP 试剂盒(Active Motif 公司)操
作步骤进行操作。实验管加入 5 mg EN1抗体, 阴性
对照管中加入 5 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, 进行
PCR 扩增。同时以 Input DNA 为对照, 来验证 HeLa
细胞中有无 UTROPHIN基因表达; 以 HeLa细胞提取 
DNA为模板进行 PCR扩增, 作为 PCR实验阳性对照。
PCR反应条件: 94℃预变性 3 min; 然后按  94℃ 50 s, 
52℃ 50 s, 72℃ 1 min, 35 个循环; 最后 72℃延伸
10 min。CHIP实验所用 PCR引物序列见表 1。 

1.2.4  凝胶阻滞实验(EMSA) 

化学合成含有 EN1 结合位点 2 的 DNA 序列
ctgacccgggaacGTAGTGGggctgatcttccg(大写字母为结
合位点)作为探针。3′生物素标记探针, 按照说明书 
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表 1  染色质免疫沉淀实验及荧光定量 PCR 实验中所用的引物 

染色质免疫沉淀实验中所用的引物及序列(5′→3') 荧光定量 PCR实验中所用的引物及序列(5′→3') 

UTROPHIN1 F: TGGGGTGAGTTGGAAGGC EN1 F: GCACCAGGAAGCTGAAGAAG 

UTROPHIN1rev R: GGAGACCGAACCAGAATG EN1rev R: TCCGTGATGTAGCGGTTTG 

UTROPHIN2 F: CGCAGTCAGGTGACTTGGG UTROPHIN F: TTGAGGGCAGTGAGCCTATT 

UTROPHIN2rev R: CCAGATGAGAAGGGTGCAGAT UTROPHINrev R: TGCACCAATCTTCAGTCCAG 
  β-actin F: CCCAGAGCAAGAGAGGCA 
  β-actinrev R: GGGAGCCACACGCAG 

 
进行操作。取培养的 HeLa细胞, 应用核蛋白提取试
剂盒(Pierce公司)于实验前提取核蛋白。EMSA体系
按照比例配制后进行电泳, 转膜, 检测。 

1.2.5  RNA 转染  

本实验所有指标检测都按如下分组: 实验中以 
PBS 代替转染剂和 siRNA 混合物设置为空白对照
组 (Control), 转染无义序列 siRNA 组 (Nosense 
siRNA), 转染 EN1-1 siRNA、EN1-2 siRNA组。然后
进行 siRNA的转染(按照说明书进行)。  

1.2.6  Real-Time PCR 检测 RNA 干扰后 EN1 及

UTROPHIN 基因 mRNA 的表达水平 

用反转录试剂盒(Promege)将总 RNA 反转录成
cDNA 第一链。反应总体积为 20 μL, 反应条件为:   
42℃孵育 60 min, 99℃ 5 min终止反应, 4℃ 5 min
灭活反转录酶。 

参考GenBank中人EN1、UTROPHIN基因 cDNA
序列, 应用 Primer3软件设计引物, 进行 PCR扩增。
所用的引物序列见表 1。 

实时荧光定量 PCR 在 ABI7500 荧光定量 PCR
仪上进行 , 反应总体积 12.5 μL, 包括 cDNA(约
20 ng/μL), 1.0 μL; 2×SYBR Green PCR mastermix, 
6.25 μL;  Primer mix, 4.0 μL; 无菌水, 1.25 μL 。反

应条件: 50℃ 2 min, 95℃ 10 min, 95℃ 15 s, 60℃ 
1 min, 40次循环。加溶解曲线阶段: 95℃ 15 s, 60℃ 
1 min, 95℃ 15 s, 60℃ 15 s。每个标本重复测量两次, 
采用标准曲线法分析所得数据。 

2  结果与分析 

2.1  UTROPHIN 基因上游序列存在 EN1 的可能结
合位点 

利用 P-MATCH 软件预测转录因子的结合位点, 
结果预测到了 2个 EN1的结合位点(分别命名为 EN1 
binding site 1和 EN1 binding site 2, 以后简称位点 1
和位点 2)。提示 EN1可能通过这些结合位点发挥转
录调节作用。如图 1所示。 

2.2  在 HeLa细胞中 EN1直接和 UTROPHIN基因
上游序列结合 

我们应用染色质免疫沉淀技术验证在细胞内 EN1
和 UTROPHIN基因上游序列的结合作用。外源表达了
EN1 的 HeLa 细胞的染色质经交联和酶切割后应用
EN1抗体进行免疫沉淀。以转录起始点上游–7 000 bp
左右一段 240 bp长的序列作为内对照, 发现沉淀的染
色质中有位点 2的扩增, 无位点 1的扩增, 无对照位点
的扩增。表明 EN1 在体内可以和位点 2 结合。 

 

 
 

图 1  UTROPHIN 基因 5'上游序列包含 EN1 可能的结合位点 
UTROPHIN基因启动子区域的核酸序列。灰框所示为 EN1结合位点。 
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2.3  体外EN1直接和UTROPHIN基因上游序列结合 

应用凝胶阻滞实验在体外验证 EN1和位点 2的
结合作用, 当 EN1 蛋白质存在时出现阻滞的 DNA-
蛋白质复合体, 当加入 EN1 抗体时出现超阻滞条带
(图 2)。证明在体外 EN1和位点 2可以直接结合。 
 

 
 

图 2  位点 2 的凝胶阻滞实验结果 
“***”所指为生物素标记的游离探针, “**”为 EN1-DNA 复合体, “*”
为 EN1-EN1抗体-DNA复合体。 
 

2.4  RNA干扰 

转染 HeLa细胞 6 h后观察转染效率(图 3)。在
荧光显微镜下所见, 转染阳性细胞可看绿色荧光(图
3A); 在同一相差显微镜下所见 , 可看到全部细胞
(图 3B)。转染效率在 70%以上, 可满足实验的要求。 

2.5  qRT-PCR检测RNA干扰后目的基因的mRNA
表达 

检测转染后 EN1 mRNA在 HeLa 细胞系中的表 
达。转染 EN1-2 siRNA 组 EN1 的 mRNA 拷贝数和
EN1-1 siRNA 组及无义序列组相比明显降低, 说明
转染  EN1-2 siRNA 的  HeLa 细胞内  EN1 mRNA

的表达明显受到抑制。 
检测转染后UTROPHIN mRNA在HeLa 细胞系

中的表达。转染 EN1-1siRNA组 UTROPHIN mRNA
表达变化不明显。转染 EN1-2 siRNA 组 , 可见
UTROPHIN表达量明显升高(图 4)。 

3  讨  论 

脊椎动物en基因有enl、en2 两个成员, 人类的
EN1 基因定位于 2q13-q21。包括 2 个外显子和 1 个
内含子, 编码序列长 1 179 bp。EN1蛋白由 392个氨
基酸构成。在果蝇的体节分化中有重要作用。1989
年Logan等[19]克隆出的与人同源的小鼠en1 和en2 同
源盒发现其与果蝇en1基因高度同源。1992年Logan
等[20]又发现en1 蛋白可能在外胚层, 随后在神经发
生中发挥重要作用。EN基因表达很早(自E8 开始), 
在很多组织中有表达, 其中包括组织肌肉, 而且在
成年中脑神经元中持续表达。 

全长UTROPHIN蛋白同源产物为A和B, 它们转
录的初始不同, 由启动子A 和B 转录。启动子A位
于 5′末端的一个甲基化敏感CpG岛内, 第 1 外显子
是非编码的。启动子B位于第 2内含子内, 第 3外显
子以后的mRNA两者是相同的 [ 2 1 ] 。目前所知 , 
UTROPHIN A和B 在许多组织中是独立调节并且共
表达。应用UTROPHIN A和B的特异性抗体发现
UTROPHIN B 严格限定于各种组织的血管平滑肌
层和内皮层, 认为是局限于血管内皮的UTROPHIN
蛋白同型异构体; UTROPHIN A位于NMJ和周围神
经, 还主要存在于大血管平滑肌, 细动脉也有少量
存在, 在其他组织, 如肾小球丛和皮质肾小管、脉络
膜丛和软脑膜也有分布。m d x小鼠 ( D M D模型 

 

 
 

图 3  转染效率对比图 
A: 为 20倍荧光显微镜下转染后 6h的细胞; B: 为同一相差显微镜下细胞。 
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图 4  RNA 干扰后 EN1 和 UTROPHIN 表达情况 
A: EN1表达改变情况; B: UTROPHIN表达改变情况。 
 

鼠 )utrophin A表达上调 , 并沿着肌肉膜广泛分布 , 
Western blot 证明utrophin A在mdx小鼠的心脏和骨
骼肌中分别上升到原来的 2和 4倍, utrophin B无变
化。在正常人的骨骼肌中,UTROPHIN 位于NMJ 和
肌腱接合处; 可是在DYSTROPHIN 缺陷鼠的肌肉中, 
UTROPHIN 也位于肌纤维膜, 可和DPC (Dystrophin- 
associated protein complex) 成分共同纯化出来。在
一些引起炎症的肌病中 , 也发现DYSTROPHIN 和
UTROPHIN共同位于成熟纤维的肌纤维膜上。在正
常胎儿的肌肉中 , UTROPHIN位于肌纤维膜上 , 它
的水平随胎儿的发育而逐渐降低 , 与此同时
DYSTROPHIN 在肌纤维膜中的水平却随胎儿的发
育渐渐升高。这就说明UTROPHIN与DYSTROPHIN
在肌肉发育过程中具有协同调控的作用。而且, 在
一些情况下UTROPHIN 能定位到肌纤维膜上的事
实说明UTROPHIN 能在某种条件下重新定位到
DYSTROPHIN 病人的肌纤维膜上 , 从而缓解因
DYSTROPHIN缺失而造成的伤害[22]。 

我们预测到的EN1结合序列位于转率起始点上游
−1074~−1080 和−892~−899 区域 , 实验证实−892~ 
−899 区域与EN1 蛋白有结合。2005年Miura[23]报道

UTROPHIN基因 5′非翻译区启动子A对调节肌肉再
生时UTROPHIN蛋白的水平有重要作用。2007 年
Perkins  [24] 报到了神经源性的生长因子heregulin通过
N-box介导的沉默机制导致UTROPHIN启动子A活性
增加。此外 , 其他学者也报道了 SP1、NFATc1/ 
calcineurin 和 肌 源 性 的 生 长 因 子 可 以 增 加
UTROPHIN启动子A活性。 

为了探讨EN1 对UTROPHIN蛋白表达的影响 , 
我们将EN1 基因用RNA干扰的方法将其沉默。RNA 

干扰的靶位识别是一个有着高度序列特异性的过程, 
同一mRNA 内不同部位核苷酸合成的 siRNA 会产
生不同的沉默效应。Holen 等[25]报道只有一小部分

能有效阻抑基因表达,不同靶点的抑制效果不同。即
便有一个核苷酸的改变, 实验过程中都有可能检测
不到靶向基因的 RNA 干扰现象。因此在 RNA 干
扰实验中, siRNA 序列的选择尤为重要。我们设计
特异针对人EN1基因的靶序列, 选取 2条 siRNA。
EN1-1 siRNA干扰序列在本研究中未对HeLa细胞中
的EN1 基因mRNA产生明显的干扰效应 , 而EN1-2 
siRNA对其产生了明显的干扰效应, 使EN1 在转录
后水平发生沉默。证明选取合适的 siRNA 序列, 可
有效的抑制人HeLa细胞中EN1基因的表达。在 RNA 
干扰实验中, 通常很难达到使基因完全沉默的效果, 
而只是将 mRNA 的表达降低到一个比较低的水平, 
其原因可能是在细胞的防御层如剪接体还存在部分 
mRNA, 或是存在一些细胞未转染成功。  

我们用 EN1-1 siRNA和 EN1-2 siRNA对 HeLa
细胞进行瞬时转染 , 我们用染料法进行 Real time 
PCR检测 RNA干扰后以 β-actin为内对照的 EN1和
UTROPHIN 基因 mRNA 表达水平。发现 EN1-2 
siRNA 可以使 EN1 基因表达明显下调, EN1-1 siRNA
使 EN1基因沉默效应不明显。同时发现 EN1-2 siRNA
干扰后 UTROPHIN表达有升高, EN1-1 siRNA干扰后
UTROPHIN表达改变不明显。说明 EN1对 UTROPHIN
可能存在着负调控作用, 但是这种表达改变是否在其
他细胞系和体内同样存在还需进一步验证。 

通过 EN1 RNA干扰实验我们发现在 HeLa细胞
中 EN1基因沉默后, 可使UTROPHIN mRNA水平上
调。以 UTROPHIN蛋白为靶点可能为 DMD基因治
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疗提供一种新的策略。 
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