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摘 要 雌激素受体!（5=!）是乳腺癌治疗的靶标和预后的指标。在乳腺癌中，人 > 盒结合蛋白 /（>?@./）与 5=!
共表达，并在一些乳腺肿瘤中过表达。这些结果提示，>?@./ 与 5=!可能存在相互作用。>?@./ 由于剪切方式不

同，产生两种形式的 >?@./，即 >?@./A 和 >?@./B。体外 CA1 沉淀实验表明，>?@./A 和 >?@./B 均能结合 5=!，>?@./A
的结合能力大于 >?@./B。体内免疫共沉淀实验也表明，>?@./A 和 >?@./B 以激素不依赖的方式与 5=!结合。5=!
通过其 D*E 结合结构域与 >?@./A 和 >?@./B 结合，而 >?@./A 和 >?@./B 通过其 * 末端的亮氨酸拉链结构域和 F 末

端的转录激活结构域与 5=!相互作用。这些结果提示，>?@./A 和 >?@./B 可能通过与 5=!的相互作用参与雌激素

受体信号途径。

关键词 雌激素受体!（5=!），> 盒结合蛋白 /（>?@./），相互作用

中图分类号 GH3 文献标识码 E 文章编号 /""".#"4/（!""$）"#."##!."%

乳腺癌是妇女中最常见的恶性肿瘤之一，雌激

素受体!（5=!）在其发生发展过程中具有重要作用。

5=!是核受体类的转录因子，调节与雌激素有关基

因的转录［/，!，#］。5=!的 * 端和 F 端各有一个转录

激活结构域，即 EI/ 和 EI!。不同的是，EI/ 具有激

素不依赖的转录激活功能，而 EI! 具有激素依赖的

转录激活功能，即只有与配体结合后才能发挥其转

录激活作用。EI/ 和 EI! 之间是 D*E 结合结构域

（D?D），是直接与 D*E 相互作用的区域［$，%］。EI/ 和

EI! 的有效转录激活依赖于 5=!与其它蛋白质的相

互作用，这些与 5=!结合的蛋白质被称为 5=!共调

节因子（<’J2KL(,M’JN 或 <’O,<M’JN）［/，#］，分为共激活因

子（<’,<M7P,M’JN）和共抑制因子（<’J2QJ2NN’JN）。目前与

5=!相互作用的共调节因子还没有完全搞清。

人 > 盒结合蛋白 /（>?@./）是一与靶基因启动

子序列中的 > 盒结合的转录因子，其 * 端有一个亮

氨酸拉链（RS7Q）结构域，F 端为转录激活结构域［4］。

>?@./ 在成人组织中广泛存在。在胚胎期，>?@./
主要在外分泌腺体、成骨细胞、成软骨细胞和肝脏中

表达［4，H］。>?@./ 对肝细胞的生长具有重要作用，

>?@./ 的缺失导致肝脏发育不全和致死性贫血而使

胚胎死于子宫之中［3］。在人多骨髓瘤细胞中，>?@./
在恶性血浆细胞分化中具有重要作用［0］。>?@./ 存

在两种剪切形式，即 >?@./A 和 >?@./B，分别由 !4/
和 #H4 个氨基酸组成。在内 质 网 应 急 时，>?@./B
6=*E 经剪切在其 /4% 位氨基酸残基处产生移码突

变，产生了 >?@./A。>?@./A 具有很强的转录激活活

性，可激活哺乳动物的未折叠蛋白反应［/"，//］。由此

可见，>?@./B 和 >?@./A 的 * 端具有相同的 RS7Q 结

构域，而 F 端具有不同的转录激活结构域。

最近的研究表明，在乳腺癌中，5=!与 >?@./ 共

表达，在一些乳腺肿瘤中，>?@./ 6=*E 表达水平上

升［/! T /H］。因此，>?@./ 与 5=!可能存在相互作用。

由于 5=!在乳腺癌的发生、发展中具有重要作用，

因此研究 >?@./ 与 5=!的相互作用可能为乳腺癌

的治疗提供新的治疗靶标。

% 材料和方法

%(% 质粒和细胞株

Q<D*E#.>?@./A 和 Q<D*E#.>?@./B 表达载体由

本室保存，Q<D*E#.5=!表达载体如文献［/3］所述，

A&$" 转化的人 !0#1 由本室保存。



!"# 抗体

抗 !"#$ 的单克隆抗体购自 %&’() 公司，抗 *+!
的抗体购自 %),-) ./01 公司，辣根过氧化物酶偶联的

羊抗鼠和羊抗兔 2’$ 购自 345-6/ 公司。

!"$ 分子生物学试剂

各种分子生物 学 试 剂 分 别 购 自 7*8、9&)’4,、

345-6/ 及 2,:&-/6’4, 等公司。

!"% &’( 扩增

本文扩增 *+!和 ;8<=> 片段所用的条件为：

?@A变性 > (&, 后，按以下参数进行 BC 次循环：?@
A变性 > (&,，CC A复性 > (&,，DB A延伸 >EC (&,。

最后 DB A延伸 D (&,。<.+ 扩增所用酶为保真度很

高的 !"# F7# 聚合酶。

!") 重组质粒的构建

表达谷胱甘肽 % 转移酶（$%G）=*+!融合蛋白的

载体构建如下：以含有 *+!全长编码序列的质粒为

模板，以表 > 中的相应引物，利用常规 <.+ 扩增 *+!
三个结构域（>=>HC))，>HI=BHB))，BHB=C?C))），将扩增

的片段用 $%&J2 和 ’(62 双酶切后克隆于用同样酶

切的 K$*;=L$（<M)/()5&) 公司）载体中。

表达谷胱甘肽 % 转移酶（$%G）=;8<=> 融合蛋白

的载体构建如下：以 ;8<=>% 和 ;8<=>N 为模板，以

表 > 中的相应引物，利用常规 <.+ 扩增 ;8<=>%（>=
ODP ))）、;8<=>N（>=BP> ))）、;8<=>（> Q >I>）、;8<=>

（HB Q >@D）、;8<=>%（>@H Q ODP）、;8<=>N（>@H Q BP>），

将扩增的片段用 $%&J2 和 ’(62 双酶切后克隆于经

同样酶切的 K$*;=L$（<M)/()5&) 公司）载体中。

利用 <.+ 和酶切鉴定获得阳性重组质粒，经部

分序列测定证实阅读框架正确。

表 ! &’( 扩增所用的引物及其序列

*+,-. ! &/01./ 2.34.56.2 42.7 89/ &’( +1:-0806+;0952

.6,R-/05- </&(4/ R4S04,54

*+!（>=>HC))） CT=.$$$#G..#G$#..#G$#...G..#.#.=OT

CT=..$.G.$#$GG##.#$G#$.$#$G.G..GG$=OT

*+!（>HI=BHB))） CT=.$$$#G..##$$#$#.G.$.G#.G$G$=OT

CT=..$.G.$#$GG##$#....#.GG.#....G$=OT

*+!（BHB=C?C))） CT=.$$$#G..G.G$.G$$#$#.#G$#$#$=OT

CT=..$.G.$#$GG#$#.G$G$$.#$$$###.=OT

;8<=>%（>=ODP ))） CT=.$$$#G..#G$$G$$G$$G$$.#$=OT

CT=..$.G.$#$GG#$#.#.G##G.#$.G$$=OT

;8<=>N（>=BP> ))） CT=.$$$#G..#G$$G$$G$$G$$.#$=OT

CT=..$.G.$#$GG#$GG.#GG##G$$.GG..#$=OT

;8<=>（>=>I> ))） CT=.$$$#G..#G$$G$$G$$G$$.#$..$=OT

CT=..$.G.$#$GG#.#.GG$.G$GG..#$.G.#.=OT

;8<=>（HB=>@D ))） CT=.$$$#G..$G#$.#$.G.#$#.G$..#$=OT

CT=..$.G.$#$GG#.G..G.GG.#$.##..#$=OT

;8<=>（>@H=ODP ))） CT=.$$$#G..$.$$##$..##$$$$##G$=OT

CT=..$.G.$#$GG#$#.#.G##G.#$.G$$=OT

;8<=>（>@H=BP> ))） CT=.$$$#G..$.$$##$..##$$$$##G$=OT

CT=..$.G.$#$GG#$GG.#GG##G$$.GG..#$=OT

!"< =>*?@(!融合蛋白在大肠杆菌中的表达

将上述构建的表达谷胱甘肽 % 转移酶的融合蛋

白的重组质粒和表达 $%G 的空载体 K$*;=L$（<M)/=
()5&) 公司）转化到大肠杆菌 FJC!中。转化子 ODA
振荡过夜，再按 BU 的接种量转接，OI A 培养 P M
后，加入 2<G$ 至终浓度为 IE> ((6VW"，BI A继续诱

导培养过夜。收集上述诱导菌，基本按 <M)/()5&) 公

司说明书进行，利用谷胱甘肽可结合 $%G 的特点，

用谷胱甘肽=%4KM)/6R4 @8 小颗粒纯化 $%G 融合蛋

白。即按 >I X> 的比例加入细胞裂解液，超声破碎，

离心收集上清液，加入适量谷胱甘肽=%4KM)/6R4 @8
小颗粒，结合 O M。再收集谷胱甘肽=%4KM)/6R4 @8 小
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颗粒，充 分 洗 脱 未 结 合 蛋 白 质 后，即 得 到 结 合 有

!"#$%&!、!"#$’()$* 或 !"# 蛋白的谷胱甘肽$"+,-.$
/01+ 2( 小颗粒。

!"# $%& 沉淀（’())*+,-.）分析

按 )/03+4. 公司提供的说明在以下体系中进行

体外翻译：25"6 #7# #8 9:;<= 3.1>+/ ?;@，A"6［
BC "］$

甲硫氨酸，A"4 ’()$*"、’()$*D 或 %&!重组质粒，

加水至总体积 C5"6，混合后 B5 E水浴 * -，得到BC "
标记蛋白 ’()$*"、’()$*D 或 %&!。取上述吸附有

!"# 融合蛋白的 "+,-./01+ 小颗粒 *5"6（约含目标蛋

白 *5"4）和 *5"6 体外翻译产物加入到 5FC 36 结合

缓冲液中［C5 330GH6 #/;1$IJG（,I8FC），*C5 330GH6
K.JG，* 330GH6 %L#M，5FB 330GH6 L##，5F*N K)$25
以及蛋白酶抑制剂］，2E结合过夜。用上述结合缓

冲液洗 "+,-./01+ 小颗粒 2 次，每次 *5 3;7，弃上清，

加入 * O "L" 上样缓冲液 *5"6，煮沸 *5 3;7，进行

"L"$)M!% 电泳，凝胶干燥后用 ’$光胶片曝光显影。

!"/ 免疫共沉淀

按 P7Q;>/04+7 公司说明，利用 6;,0R+<>.3;7+ A555
转染 ASB# 细胞。转染 A2 - 后收集细胞，)(" 洗 A
次，用 5FC 36 裂解液［C5 330GH6 #/;1（,ITF5），C55
330GH6 K.JG，5FCN K)$25，* 330GH6 L##，以及蛋

白酶抑制剂］裂解细胞，超声破碎后，*A555 /H3;7，

2E离心 *C3;7，取上清做免疫共沉淀实验。在上清

中加入琼脂糖珠偶联的抗 U6M! 抗体免疫沉淀含

U6M!标签的表达蛋白（U6M!$’()$*" 和 ’()$*D），

2E结合过夜。用裂解液洗涤沉淀物 2 次。沉淀进

行 "L"$聚丙烯凝胶电泳，用抗 %&!抗体进行 V+1>+/7
WG0> 分析，检测免疫沉淀物中是否含有 %&!。

!"0 123425. 6),4 分析

样品进行 "L"$)M!% 后，电转移至硝酸纤维素

膜，然后用 C N脱脂奶粉 2E封闭过夜，弃溶液，加

入用 C N脱脂奶粉稀释的一抗（抗 %&!和抗 U6M!
的单克隆抗体），室温轻摇 * -，#("# 洗膜 B 次后，加

入用 C N脱脂奶粉稀释的二抗（抗 %&!抗体为辣根

过氧化物酶偶联的羊抗兔 P4!，抗 U6M! 抗体为辣根

过氧化物酶偶联的羊抗鼠 P4!），室温轻摇 * -，#("#
洗膜 B 次后，用化学发光法显色 C 3;7，压片显影。

7 结果

7"! 89:*!% 和 89:*!; 与 <=!的体外相互作用

利用体外转录和翻译偶联的方法，成功地用BC "
标记并翻译了 %&!（图 *，;7,:>）。将 !"#$’()$*"（*$
B8X ..）、!"#$’()$*D（*$AX* ..）或 !"# 纯化蛋白分别

与 %&!混合后进行 !"# 沉淀（,:GG$Y0Z7）实验。结果

表明（图 *），!"#$’()$*"（*$B8X ..）、!"#$’()$*D（*$
AX* ..）均能与 %&!结合，而阴性对照 !"# 不能结合

’()$*" 和 ’()$*D，说明 ’()$*" 和 ’()$*D 能特异

结合 %&!。

图 * ’()$*" 和 ’()$*D 与 %&!体外相互作用

U;4[* !" #!$%& ;7>+/.<>;07 0R ’()$*" .7Y ’()$*D Z;>- %&!

7"7 与 89:*! 结合的 <=!区域的定位

为了进一步定位 %&!与 ’()$* 的结合区域，体

外翻译和标记了 ’()$*" 和 ’()$*D，将 !"#$%&!（*$
*TC..）、!"#$%&!（*T5$ATA..）、!"#$%&!（ATA$CSC..）或

!"#纯化蛋白分别与BC " 标记的 ’()$*" 和 ’()$*D
混合 进 行 !"# ,:GG$Y0Z7 实 验。结 果 表 明（图 A），

!"#$%&!（*T5$ATA..），即包含 %&!$L(L 结构域的片

段能与 ’()$*" 和 ’()$*D 结合，且与 ’()$*" 的结合

强，而不与分别包含 MU* 和 MUA 结构域的 !"#$%&!
（*$*TC..）和 !"#$%&!（ATA$CSC..）及阴性对照 !"# 结

合。

图 A ’()$*" 和 ’)($*D 与 %&!结合区域的定位

U;4[A ?.,,;74 0R >-+ ;7>+/.<>;07 /+4;071 0R ’()$*"
.7Y ’()$*D Z;>- %&!

7"> 与 <=!结合的 89:*!% 和 89:*!; 区域的定

位

同样利用 !"# ,:GG$Y0Z7 实验，定位了 ’()$*"
和 ’()$*D 与 %&!结 合 的 区 域。将 !"#$’()$*（*$
*5*..）、!"#$’()$*（ TA$*28..）、!"#$’()$*"（ *2T$
B8X..）、!"#$’()$*D（*2T$AX*..）或 !"# 纯化蛋白分

别与BC " 标记的 %&!混合进行 !"# ,:GG$Y0Z7 实验。

结果表明（图 B），’()$*（*$*5* ..）、’()$*"（*2T$B8X
..）和 ’()$*D（*2T$AX* ..）都可与 %&!结合，即 ’()$
* 的 K 端和 J 端都可与 %&!结合，’()$*" 的 J 端比
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!"#$%& 的 ’ 端结合强。

图 ( )*!与 !#"$%+ 和 !#"$%& 结合区域的定位

,-./( 0122-3. 45 678 -36891:6-43 98.-43; 45 )*!
<-67 !"#$%= 13> !"#$%&

!"# $%&’( 与 )*!在哺乳动物细胞内的相互作用

为进一步研究 !"#$% 与 )*!在哺乳动物细胞

内结合的特异性，本文将带有 ,?+@ 标签的 !"#$%=、

!"#$%& 分别和 )*!共转染 AB(C 细胞，用抗 ,?+@
抗体免疫沉淀 )*!，用抗 )*!抗体做 D8;6893 EF46 分

析，检测免疫沉淀物中是否含有 )*!。结果表明（图

G），!"#$%= 和 !"#$%& 都可与 )*!结合，且 !"#$%=
比 !"#$%& 的结合能力强。雌激素的存在与否不影

响 !"#$% 与 )*!的结合（图略）。

图 G !#"$%= 和 !"#$%& 与 )*!体内相互作用

,-./G !" #$#% -36891:6-43 45 !"#$%= 13> !"#$%& <-67 )*!

+ 讨论

)*!转录活性的调节需要配体的结合、磷酸化、

共调节因子的相互作用［%B—AA］。)*!有两种共调节

因子，即共激活子和共抑制子［A(］。我们首次发现，

!"#$%= 和 !"#$%& 在体内外与 )*!结合，!"#$%= 的

结合能力大于 !"#$%&，推测 !"#$%= 和 !"#$%& 可能

是另一 )*!的共调节因子。

目前发现的大部分 )*!共激活因子与其 +,%
和 +,A 结构域结合，如 =*’$%、2HI 和 =*+ 等与 )*!
的 +,% 结 构 域 结 合，=*’$%、=*’$A、=*’$(、#)*’、

#J*’A 等与 +,A 结构域结合［%，(，A(，AG］。)*!KJ+ 结

合结构域是 )*!与 KJ+ 结合的区域，也是与共调节

因子结合的区域，但后者的研究报道很少。我们的

结果表明，!"#$% 与 )*!的 KJ+ 结合结构域结合。

最近的研究发现，共激活子可与除雌激素受体以外

的核受体 KJ+ 结合结构域结合，这些共激活子包括

@C%BI［AL］和 =J&*,［AH］。@C%BI 与 糖 皮 质 激 素 受 体

（@*）的 KJ+ 结合结构域相互作用，并可提高 @* 的

转录活性。=J&*, 是一小锌指蛋白，通过与雄激素

受体（+*）的 KJ+ 结合结构域结合提高 +* 的转录

活性。因此，!"#$% 可能是又一个通过与 KJ+ 结合

结构域结合影响 )*!转录活性的共调节因子。

在乳腺癌发生发展过程中，)*!信号途径的活

性增强，一个重要的原因是 )*!共调节因子的变

化。已有报道表明，!"#$% 在一部分乳腺癌病人中

过高表达。!"#$% 与 )*!的直接相互作用的事实提

示 !"#$% 在乳腺癌发生发展过程中起重要作用。大

部分 )*!共调节因子以雌激素依赖的方式调节 )*!
转录活性，但妇女绝经后，雌激素水平下降，此时有

哪些因子在调节 )*!的转录活性还不清楚。!"#$%
可以激素不依赖的方式与 )*!结合，提示 !"#$% 可

能是 )*!激素不依赖的共调节因子。综上所述，研

究 !"#$% 在 )*!信号途径中的作用可能为乳腺癌

的治疗提供新的治疗靶标。
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