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人ACER2基因启动子的鉴定与初步分析
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摘要        碱性神经酰胺酶2(alkaline ceramidase 2, ACER2)是一个参与脂质类信号分子神经酰

胺代谢的酶分子, 在细胞增殖、衰老和凋亡等过程中起重要作用。为了进一步研究ACER2基因的

转录调控机制, 该研究克隆鉴定了ACER2基因的启动子。首先, 应用5'RACE(rapid amplification of 
cDNA ends, cDNA末端快速扩增)技术鉴定了ACER2基因的转录起始位点。然后, 通过PCR定向克

隆和定点突变策略, 构建了三个长度不同的覆盖ACER2基因5'端侧翼区起始密码子ATG上游约1.3 
Kb区域的一系列ACER2基因启动子荧光素酶报告基因重组体。启动子活性分析表明, ACER2基因

启动子定位于转录起始位点附近约670 bp的区域内。转录因子结合位点分析结果表明, ACER2基
因启动子含有Sp1、GATA-1和AP-1等潜在的转录因子结合位点, 提示Sp1和GATA-1等转录因子可

能参与ACER2基因的转录调控。
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神经酰胺是一种重要的脂质类信号分子, 在细

胞增殖、生长、迁移、分化、衰老和凋亡等众多生

物学过程中起着重要作用。当细胞受到紫外线照射、

热击、化疗药物等各种外界条件刺激后, 内源性的

神经酰胺合成增加, 进而诱导细胞衰老、生长抑制、

细胞凋亡等一系列生物学过程。神经酰胺在细胞内

还可以经不同的酶催化而进一步转变为神经鞘氨醇

和1-磷酸鞘氨醇(sphingosine-1-phosphate, S1P)等活

性代谢物[1,2]。

神经酰胺酶能够水解神经酰胺产生脂肪酸和

神经鞘氨醇, 后者接着被神经鞘氨醇激酶磷酸化

产生S1P[1,2]。迄今为止, 已经发现有5种不同的人

神经酰胺酶, 包括酸性神经酰胺酶(acid ceramidase, 
AC, 或称ASAH1)、中性神经酰胺酶(neutral cerami-
dase, NC, 或称ASAH2)、碱性神经酰胺酶1(alkaline 
ceramidase 1, ACER1, 或称ASAH3)、碱性神经酰

胺酶2(ACER2, 或称ASAH3L)和碱性神经酰胺酶

3(ACER3, 或称PHCA)[1]。

在这5种神经酰胺酶中, ACER2引起了我们课

题组的关注。ACER2基因定位于人类染色体9p22.1, 
编码蛋白含275个氨基酸残基, 分子量约31.3 kDa, 
其蛋白质亚细胞定位于高尔基体[3]。已有研究结果

表明, ACER2在除胎盘之外的多种正常组织中呈现

低水平广泛表达, 外界应激因素如血清饥饿处理可

导致其表达水平显著上调; 基因芯片数据也提示其

在肝癌组织中表达水平呈现上调[3~7]。因此, 研究并

阐明ACER2基因的表达调控机制具有重要的生物

学意义。然而, 目前关于ACER2调控机制的研究仍

鲜有报道, 其启动子区域仍不清楚。本研究即利用

5’RACE(rapid amplification of cDNA ends, cDNA末

端快速扩增)确定了ACER2的转录起始位点, 对其启

动子区域进行了克隆鉴定并对其功能进行了初步分

析, 为深入研究其调控机制奠定基础。

1   材料与方法
1.1  材料

人胚肾细胞系HEK293和人宫颈癌细胞系HeLa
均为本实验室保存, 均采用DMEM培养基培养, 培养

基均添加10%FBS和青霉素(100 U/ml)/链霉素(100 
µg/ml), 培养于5%CO2培养箱。人血液基因组DNA
和人正常组织总RNA购自Ambion公司。培养基、

胎牛血清和Lipofectamine 2000试剂购自Invitrogen
公司; BD SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit
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购自Clontech公司; pTA2载体和各种限制性内切酶

购自TOYOBO公司; DNA连接试剂盒和高保真酶购

自TaKaRa公司; pGL3-basic vector和Dual-Luciferase® 
Reporter Assay System购自Promega公司; 质粒纯化试剂

盒购自OMEGA公司; PCR产物纯化回收试剂盒和琼

脂糖凝胶纯化回收试剂盒购自TIANGEN公司; KOD- 
Plus-Mutagenesis Kit购自TOYOBO公司。

1.2  方法

1.2.1    生物信息学分析        从GenBank数据库获取

ACER2的cDNA和基因组序列, 用在线BLAST程序

进行序列比对, 得出ACER2基因外显子和内含子的

构成。提取ACER2基因起始密码子5’上游约5 000 
bp的序列, 用启动子分析软件, 预测启动子区域。用

TFsearch等软件对启动子区域进行转录因子结合位

点分析, 寻找潜在的转录因子结合位点。采用DNA-
MAN软件进行简单的序列比对和限制性酶切位点

等序列分析。

1.2.2    转录起始位点的鉴定        人正常睾丸组织

总RNA购自Ambion公司, 利用紫外分光光度计定量

并计算D260/D280比值, 用琼脂糖凝胶电泳检测其质

量以确保RNA的完整性。根据已知ACER2 mRNA
序列采用Primer Premier 5.0软件设计了两条用于5’-
RACE的基因特异性引物(gene-special primer, GSP)。
引物序列分别为: 5’-TGC TGA TCG TGT TGT AGA 
ACT CGG CG-3’, GSP1(325); 5’-CAC TGA CCA 
CCA CCT TGA ACC TAC CC-3’, GSP2(601), GSP1
和GSP2的核苷酸序列均位于ACER2基因的编码区, 
且分别位于第二外显子和第四外显子区域。采用

5’RACE方法确定ACER2转录起始位点的位置, 实验

方法参照Clontech公司的BD SMARTTM RACE cDNA  
Amplification Kit说明书和作者的前期文献进行[8~10]。用

1%琼脂糖凝胶纯化回收5’RACE扩增产物, 与pTA2 

载体连接, 用DH5α制备感受态进行转化。随机挑取

多个克隆过夜培养后用质粒小抽试剂盒提取质粒

DNA, 初步筛选为阳性克隆后进行测序, 用ABI 3710 
DNA测序仪双脱氧法全自动测序。

1.2.3    启动子报告基因重组体的构建        首先, 采
用Primer Premier 5.0软件设计一对携带Sac I/Nhe I限
制性酶切位点的引物(序列见表1), 以正常人血基因

组DNA为模板, 采用高保真PCR扩增ACER2基因转

录起始位点上游区域, 预计片段大小为1 285 bp, 将
扩增产物经Sac I/Nhe I双酶切后定向克隆入pGL3-
basic载体, 以构建含ACER2基因5’调控序列和荧光

素酶报告基因的重组质粒, 重组体经酶切和测序鉴

定确认, 根据其长度命名为P1285(-470/+815)。然后, 
再以上述构建成功的P1285(-470/+815)重组体作为

模板, 采用基因定点突变技术构建两个5’端缩短的

删除体。定点突变引物参见表1, 使用TOYOBO公司

的KOD-Plus-Mutagenesis Kit试剂盒, 具体方法参照

试剂盒说明书, 略有改动。构建的删除体均采用酶

切和测序方法鉴定确认, 确认构建成功后分别被命

名为P800(+15/+815)和P676(+140/+815)。
1.2.4    瞬时转染        质粒瞬时转染采用Lipofectamine 
2000试剂进行, 方法参照试剂使用说明书。转染前1 d, 
将细胞以1×105/孔接种至12孔培养板, 细胞生长密度

至80%时进行转染。每组设置3个重复孔, 同时共转

染入10 ng pRL-TK质粒(包含海肾荧光素酶基因), 作
为内参对照。

1.2.5    荧光素酶报告基因活性检测        转染48 h后, 
采用Dual-Luciferase® Reporter Assay System进行荧

光素酶报告基因活性检测, 方法参照试剂使用说明

书。细胞先用1×PBS洗2次, 加入250 µl 1×细胞裂解

液, 室温120 r/min摇15 min, 然后, 收集细胞裂解液, 
离心去除细胞碎片。荧光素酶活性采用化学发光检

表1　ACER2启动子报告基因重组体构建引物序列

Table 1    The primer sequences for ACER2 promoter reporter construction
重组质粒名称 引物序列 酶切位点

Constructs  Primer sequences Restriction site
P1285(-470/+815) F(1613): 5’-ACC GAG CTC ACT TCT CTG GTG TAA GCA CTG GC-3’  Sac I site
 R(2897): 5’-CTA GCT AGC AAA GCA CAG TCC TGG GGG AGT TG-3’  Nhe I site
P800(+15/+815) F(2097): 5’-CCG CAG CAG CTC TGG GCT CTT CTC A-3’ 
 pGL3b-mutationR: 5’-GGT ACC TAT CGA TAG AGA AAT GTT CTG GC-3’ 
P676(+140/+815) F(2222): 5’-GAC AAC TAC ACC ATC GTG CCT GCT A-3’ 
 pGL3b-mutationR: 5’-GGT ACC TAT CGA TAG AGA AAT GTT CTG GC-3’
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测仪GloMax-20/20检测, 取细胞裂解液上清20 µl加
入荧光素酶检测试剂II(LARII)100 µl, 检测萤火虫荧

光素酶活性, 并继续加入Stop&Glo®试剂, 将上述反

应猝灭, 同时启动海肾荧光素酶反应, 检测海肾荧光

素酶活性。

2   结果
2.1  ACER2的基因结构

以GenBank数据库中的已报道的ACER2基因的

cDNA序列和EST序列为基础, 与相应的人基因组序

列进行比对分析。结果表明, ACER2基因位于人第

9号染色体, 有6个外显子和5个内含子组成(图1), 翻
译起始密码子位于第1个外显子, 终止密码子位于第

6个外显子。所有内含子都以GT开始, 以AG结束, 
遵守GT/AG剪接规律。

将正常睾丸组织扩增获得的RACE产物进行纯

化回收和克隆测序, 结果表明, PCR扩增产物中一条

带为非特异性扩增, 另外一条带为特异性扩增, 长度

约为222 bp(包括30 bp的NUP引物序列)。经进一步

的序列比对分析, 发现ACER2基因的转录起始位点

位于起始密码子ATG的上游76 bp处, 其首个碱基为

鸟嘌呤G, 即为ACER2基因的转录起始位点, 设定为

+1(图3)。
2.3  ACER2基因启动子报告基因重组体的构建 

对ACER2基因转录起始位点附近的序列进行

图1　人ACER2基因结构示意图

人ACER2基因的结构系根据已报道的ACER2的cDNA序列以及人类

基因组参考序列采用生物信息学分析预测得到。外显子与内含子分

别用实心方框与线条表示。转录起始密码子ATG以及终止密码子均

以箭头指示。

Fig.1　Schematic representation of human ACER2 gene  
structure

The genomic organization of human ACER2 gene was predicted 
based on the reported ACER2 cDNA sequence and human ge-
nomic reference sequence by bioinformatic analysis. Exons and 
introns are indicated by filled boxes and thin lines, respectively. 
The translation start codon, ATG, and translation stop codon are 
indicated by arrows.

2.2  ACER2基因的转录起始位点鉴定

采用5’RACE技术, 成功鉴定了ACER2基因的

转录起始位点。为了获取完整的ACER2 5’端非翻译

区序列并避免PCR扩增时基因组DNA的潜在污染, 
共设计了两条GSP引物, 均位于编码区, 且分别对应

于ACER2基因的第2和第4外显子区域(图2)。首轮

PCR采用GSP2引物和接头引物(adaptor primer, AP)
以正常睾丸组织制备的5’-RACE cDNA为模板进行

扩增, 琼脂糖凝胶电泳检测均没有发现明显PCR扩
增条带出现, 仅有引物二聚体。将首轮扩增产物进

行稀释后作为模板, 采用内侧GSP1引物和巢式通用

引物(nested universal primer, NUP)进行巢式扩增, 琼
脂糖凝胶电泳检测发现可以从睾丸组织扩增到明显

的PCR产物, 共两个扩增条带(图2)。

图2　5’-RACE分析ACER2基因转录起始位点

上图为用于RACE分析的引物设计示意图。仅显示了ACER2基因的

部分编码区域。下图所示为RACE产物的1.0%琼脂糖凝胶电泳图。

RACE分析人睾丸组织总RNA为模板进行, 具体见“材料与方法” 
部分的描述。分别以AP/GSP2和NUP/GSP1引物进行首轮(泳道1)和
巢式PCR扩增(泳道2)。分子量标准为DL2 000为(泳道M)。PCR产物

被克隆并连接在pTA2载体并进行测序。 

Fig.2　5’-RACE analysis of the transcription start site of 
the ACER2 gene

Upper panel shows a schematic representation of the primer design for 
RACE assays. Only partial of the coding region of ACER2 is shown. 
Lower panel shows the analysis of RACE products on 1.0% agarose 
gel. RACE assay was conducted on human testis total RNA as described 
in Experimental Procedures, and PCR-based amplifications were per-
formed by using AP/GSP2 and NUP/GSP1 for primary (Lane 1) and 
nested PCR (Lane 2), respectively. DL2 000 was used as molecular 
markers (Lane M). PCR product was cloned into pTA2 vector and se-
quenced subsequently.
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启动子预测和CpG岛预测等分析表明, 在起始密码

子ATG上游存在多个可能的启动子区域和一个潜

在的CpG岛(图3和图4)。根据上述结果, 首先采用

PCR和酶切定向克隆的方法构建了包含ACER2基因

转录起始位点附近1 285 bp区域序列的荧光素酶报

告基因重组体, 即P1285(-470/+815)。然后在此基础

上, 以P1285(-470/+815)为模板, 进一步采用基因定

点突变技术构建了两个5’端缩短的长度分别为800 
bp和676 bp的删除体, 分别命名为P800(+15/+815)和
P676(+140/+815)(图4)。PCR扩增产物见图5。重组

质粒酶切鉴定结果见图6。所有克隆均经测序确认

正确无误。

2.4  ACER2基因启动子活性分析 
将上述构建的三个ACER2基因启动子报告

基因重组质粒分别转染H1299和HEK293细胞, 同
时, 共转染内参pRL-TK质粒。通过检测萤火虫荧

光素酶和海肾荧光素酶活性的比值, 来表示不同启

动子片段的活性。启动子活性分析表明: 与pGL3-
basic载体相比(无启动子对照), 上述构建的3个

图3　ACER2启动子区的核苷酸序列

潜在的转录因子结合位点的核苷酸序列采用下划线标注。下划线标

明的黑体字母为ACER2转录起始位点(+1)。外显子序列以大写字母

表示, 内含子序列以小写字母表示, ATG为起始密码子。

Fig.3　Nucleotide sequences of the promoter region of 
ACER2 gene

The nucleotide sequences of putative transcription factor binding sites are 
underlined. The underlined bold letter (+1) indicates the transcription ini-
tiation site of ACER2 gene. Exon sequences are shown in capital letters, 
intron sequences are in lowercase letters, ATG indicates start codon.

图4　ACER2启动子报告基因重组体示意图

ACER2转录起始位点用箭头指示。CpG岛的位置也在图中标明。重组体以“P片段长度(起始位置/结束位点)”的方式命名。

Fig.4　Schematic diagram of the ACER2 gene promoter reporter constructs
The arrow indicates the ACER2 transcription start site. The positions of the putative CpG islands are also shown. The constructs are named as P 
length(start position/ end position).

图5　ACER2基因5’-侧翼区的PCR扩增

人ACER2基因5’-侧翼区采用F1613/R2897引物扩增。PCR产物用

1.0%琼脂糖行凝胶电泳(1)。分子量标准为DL2 000(M)。

Fig.5　PCR amplification of ACER2 gene 5’-flanking region
PCR was performed to amplify the 5’-flanking region of huamn ACER2 
gene by using the F1613 and R2897(lane 1). PCR product was sepa-
rated on 1.0% agarose gel. DL2 000 DNA ladder was used as molecular 
markers (lane M).
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ACER2基因启动子报告基因重组质粒P1285(-470/ 
+815)及其相应缩短的删除体P800(+15/+815)和
P676(+140/+815)在H1299和HEK293两种细胞系中

均具有较高的启动子活性, 其中, 在HEK293细胞中

的活性明显高于H1299细胞系(图7)。3个重组体中, 
以P1285(-470/+815)的活性为高, 而P800(+15/+815)
和P676(+140/+815)的活性相对较低。其中, 最短的

P676(+140/+815)重组体仍具有很高的启动子活性, 
表明ACER2基因的核心启动子区域很可能位于该重

组体对应的基因组区域。

图6　ACER2启动子重组质粒酶切鉴定

P1285(-470/+815) (2)、 P800(+15/+815) (3)和P676(+140/+815) (4)采
用Sac І/Nhe І双酶切, pGL3-basic为阴性对照(1)。分子量标准为1 Kb 
ladder (M1)和DL2 000 (M2)。

Fig.6　Identification of the ACER2 promoter reporter con-
structs

Recombinant plasmids were prepared and digested with SacI/NheI  
for P1285(-470/+815) (lane 2), P800(+15/+815) (lane 3), and P676 
(+140/+815) (lane 4). Sac I/Nhe I-digested pGL3-basic vector was used 
as a negative control (lane 1). 1 Kb ladder (lane M1) and DL2 000 (lane 
M2) were used as molecular markers. 

3   讨论
神经酰胺是一种参与细胞增殖、凋亡等多种

生物学过程的重要脂质类信号分子, 细胞内神经酰

胺的水平受多种因素调节, 研究并阐明其调节机制

不仅具有重要理论意义, 而且具有潜在应用价值。

ACER2基因是近年来克隆的一个新的神经酰胺酶, 
其研究报道相对较少。

Xu等[3]最早对ACER2基因进行克隆鉴定和初步

的功能分析, 认为ACER2通过水解神经酰胺而调节

神经鞘氨醇和S1P的水平, 进而参与细胞增殖的调

节。研究结果表明, 高水平的ACER2外源性表达可

以导致神经鞘氨醇的积聚而诱发细胞生长停滞, 而
低水平的ACER2外源性表达可以导致S1P水平的升

高并促进无血清培养基中的细胞增殖; siRNA介导

的ACER2表达下调则明显增强血清饥饿引起的生

长阻滞和凋亡, 血清饥饿又可上调ACER2的mRNA
水平和酶活性。此外还发现ACER2在肝癌和大肠

癌中的表达水平上调, 这与Graveel等[4]较早的研究

结果一致。最近, Mao等[7]还发现, ACER2的表达上

调可介导4-羟苯基维甲酰胺(N-[4-hydroxyphenyl] 
retinamide, 4-HPR)药物的抗肿瘤作用。4-HPR处

理可引起ACER2的表达上调; ACER2过表达可增强

4-HPR引发肿瘤细胞死亡的效果, 而干扰ACER2表
达则减弱4-HPR的抗肿瘤效应。这些结果强烈提示, 
ACER2的表达变化在细胞增殖、凋亡和肿瘤发生等

生物学过程中具有重要作用。

然而, ACER2基因表达调控的详细分子机制仍

图7　ACER2基因启动子报告基因重组体活性分析

各报告基因重组体与pRL-TK瞬时转染入H1299与HEK293细胞系, 每组3个重复。荧光素酶活性检测参见“材料与方法”部分。启动子活性表

示为各重组体与pGL3-basic的倍数比。结果显示为三个重复实验的平均值与标准差。

Fig.7　Luciferase assay of the ACER2 promoter reporter constructs
H1299 and HEK293 cells were transiently co-transfected in triplicate in 12-well plates with the indicated luciferase reporter constructs together with the 
Renilla luciferase reporter plasmid (pRL-TK). The luciferase activities were measured by as described in Materials and Methods. Promoter activities are 
shown as fold induction compared to the activity of cells transfected with the pGL3-basic vector. The results are presented as the mean±S.D. of tripli-
cates from a representative experiment.
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不清楚, 其启动子区域仍不清楚。鉴于此, 我们对

ACER2基因的转录起始位点及其启动子区域进行

了鉴定与初步分析。启动子活性分析表明, ACER2
基因启动子区域定位于转录起始位点附近约676 bp 
的区域内。转录因子结合位点分析表明, ACER2启
动子区域含有多个潜在的Sp1、GATA-1、AP-1等
转录因子结合位点[10,11]。目前, 已有研究结果表明, 
Sp1参与细胞增殖、细胞凋亡以及癌变过程的基因

表达调控, 在大量细胞增殖、凋亡和肿瘤相关基因

的启动子区域均发现有典型的Sp1结合位点[10~12]。

譬如我们课题组最近就发现Sp1参与NFBD1基因的

表达调控, 凝胶阻滞迁移率分析和染色质免疫共沉

淀分析也证实Sp1确实和NFBD1基因启动子区域结

合; 对Sp1结合位点进行定点突变后, 则导致相应启

动子活性显著降低; 进一步采用RNA干扰技术抑制

细胞内源Sp1表达后, 则导致NFBD1靶基因表达水

平显著降低, 并显著提高化疗药物对细胞的生长抑

制和促凋亡作用[10]。此外, 不少研究结果也表明, 转
录因子GATA-1和AP-1也同样参与细胞增殖、细胞

凋亡以及癌变过程的基因表达调控[13,14]。启动子活

性分析结果也表明, P1285(-470/+815)的活性明显

高于P800(+15/+815)和P676(+140/+815)的活性, 说
明-470 bp~+15 bp区域内含有重要的激活性转录因

子结合位点。而该区域中恰恰含有Sp1和GATA-1等
转录因子的结合位点, 再次提示Sp1和GATA-1可能

在ACER2基因的转录调控中具有重要作用。因此, 
在下一步的研究工作中, 很有必要通过凝胶阻滞迁

移率分析、染色质免疫共沉淀和RNA干扰等实验确

认上述转录因子在ACER2基因转录调控以及其在细

胞增殖、细胞凋亡以及肿瘤发生发展中的作用。

值得注意的是, 我们还发现, ACER2基因启动子

区域含有一个典型CpG岛区, 这就提示ACER2基因的

表达调控可能还涉及表观遗传修饰如甲基化修饰的

调节。启动子区CpG岛的甲基化修饰在肿瘤相关基

因表达调控中的作用已得到广泛的研究和认可[15,16]。 
因此, ACER2基因启动子区的CpG岛在细胞增殖、

细胞凋亡和肿瘤发生发展过程中是否受到甲基化修

饰的调控, 非常值得进一步深入研究。

总之, 本研究首次鉴定了ACER2基因的转录起

始位点和启动子区域, 这对进一步详细研究ACER2
基因的核心启动子、调控区中的各种顺式作用元

件和与之发生相互作用的反式作用因子, 及阐明

ACER2基因的表达调控机制奠定了坚实的基础。
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Cloning and Preliminary Identification of Human ACER2 Promoter
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(1Department of Biochemistry and Molecular Biology, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China; 

2Molecular Medicine and Cancer Research Center, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract        Alkaline ceramidase 2, ACER2, is a ceramide-hydrolyzing enzyme which plays an important role 
in cell proliferation, senescence, and apoptosis etc. To further investigate its transcriptional regulatory mechanism, 
ACER2 gene promoter has been cloned and identified in the present study. At first, the transcriptional start sites for 
ACER2 gene have been identified by 5' RACE (rapid amplification of cDNA ends) and bioinformatic analysis. Fur-
thermore, three overlapping genomic fragments from the 5'- flanking region of ACER2 gene have been coloned into 
pGL3-basic vector to construct ACER2 promoter reporters. Luciferase reporter assay indicated that ACER2 pro-
moter region is mainly located in a 670 bp region nearby the transcriptional start site. Transcriptional factor binding 
analysis indicated that, ACER2 gene promoter contains several putative binding sites for transcriptional factors such 
as Sp1 and GATA-1. These results suggested that transcriptional factors such as Sp1 and GATA-1 might be invov-
led in the transcriptional regualtion of ACER2 gene. 
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