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BATF2对Wnt信号通路影响的研究
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摘要      Wnt信号通路在各种生物体内高度进化保守, 与癌症的发生发展密切相关。BATF2是
一个新近发现的基因, 研究表明其具有抑癌基因的作用。目前, BATF2与Wnt信号通路的关系尚不

清楚, 该文用荧光素酶报告基因检测、Real-time PCR和Western blot发现BATF2能影响Wnt信号通

路。过表达BATF2可明显下调TCF4/β-catenin的转录活性和Wnt信号通路下游基因的表达, 可以下

调细胞核中的β-catenin。推测BATF2可能通过下调细胞核中的β-catenin来实现对Wnt信号通路的下

调。上述结果为抑制Wnt信号通路用于肿瘤治疗提供了一定的依据。
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Wnt信号通路是一条十分保守的信号转导通路, 
从果蝇到哺乳动物, 其成员都有高度的同源性[1]。目

前的研究成果认为, Wnt信号通路的主要成员包括: 
Wnt、Frizzled、LRP5/6、Dishevelled、APC、GSK3β、
Axin、β-catenin、TCF/LEF和泛素蛋白。其具体的作

用机制为: 当胞外的Wnt蛋白同细胞跨膜受体Frizzled
及辅助受体LRP5/6结合后, 触发胞内的信号转导, 活
化胞质中的Dishevelled, 从而抑制了胞质中Axin-APC-
GSK3β形成的降解复合体对β-catenin的磷酸化, 导致

β-catenin在细胞质内积累并入核, 最终与转录因子

TCF形成复合体, 起始下游靶基因的转录[2]。Wnt信号

通路的下游靶基因多数参与细胞增殖与凋亡, 如cyclin 
D1[3]、c-myc。越来越多的研究结果表明, Wnt信号通

路的过度激活与许多人类肿瘤的发生发展具有密切

的正相关性[4-6]。为此, 基于Wnt信号通路研究新型的

抗肿瘤药靶一直是科学家们重要的研究方向之一[7-8]。

BATF2是一个新近发现的基因。2008年, Su等[9]

用干扰素-β(IFN-β)处理黑素瘤细胞后诱导了黑素瘤

细胞的分化。IFN-β调控了许多与黑素瘤细胞分化

相关的基因 , BATF2(又称为SARI, suppressor of AP-1, 
regulated by IFN[9])就是其中之一。BATF2(basic leu-
cine zipper transcription factor, ATF-like 2)属于BATF家
族, 这类蛋白质含有碱性亮氨酸拉链结构, 属于AP-1/
ATF超家族。BATF能和Fos竞争性结合c-Jun, 形成

BATF/c-Jun异二聚体, 但是由于BATF没有转录激活

结构域而不能起始转录[10], 所以能抑制AP-1的转录活

性。有研究证明, BATF2通过与c-Jun的相互作用来抑

制AP-1的活性, 最终下调cyclin D1[9]、CCN1[11]等基因, 
实现细胞周期阻滞而抑制癌细胞增殖。

然而, 目前关于BATF2的功能并没有被详细研

究过, 为进一步了解BATF2是否还参与其他的信号途

径, 我们运用荧光素酶报告基因检测、Real-time PCR
和Western blot发现BATF2可以下调Wnt信号通路。过

表达BATF2可明显下调TCF4/β-catenin的转录活性

和Wnt信号通路下游基因的表达, 同时我们初步证明

BATF2是通过调控β-catenin的出核来实现下调Wnt信
号通路的。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1　质粒、菌株和细胞株　　pcDNA3-HA tag真
核表达载体、pRL-SV40、TOPflash、FOPflash、E.coli 
DH5α菌株由本实验室保存; 293T细胞购于中国科学

院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究

所细胞库。

1.1.2　主要试剂和抗体　　DMEM培液、Lipo-
fectamine 2000 Transfection Reagent、胎牛血清和Tri-
zol试剂购于 Invitrogen公司 ; Dual-Luciferase Reporter 
Assay Kit购于Promega公司 ; ReverTra Ace qPCR RT 
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Kit、SYBR Green Real-time PCR Master Mix-Plus购
于TOYOBO公司 ; 细胞裂解液RIPA和细胞核蛋白

与细胞浆蛋白抽提试剂盒购于碧云天动物药业公

司 ; β-tubulin抗体购于北京康为世纪生物科技有限公

司 ; HA抗体购于Abmart公司 ; c-myc抗体、H3抗体和

β-catenin购于Santa Cruz公司 ; cyclin D1抗体购于Cell 
Signaling Technology公司。

1.2  方法

1.2.1　pcDNA3-HA-BATF2表达质粒的构建        根
据NCBI数据库中提供的BATF2编码序列(Accession 
NM_138456.3), 由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成长度为825 bp的编码序列放入pUC57质
粒, 得到pUC57-BATF2。为进一步分子克隆, 设计引

物序列如下: Primer F: 5’-CCG GAA TTC TGC ACC 
TCT GTG GGG GCA AT-3’; Primer R: 5’-CCT CTA 
GAT TAG AAG TGG ACT TGA G-3’。引入酶切位

点EcoR I和Xba I(用下划线表示), 同时去掉BATF2本
身的ATG。以pUC57-BATF2为模板经过PCR扩增出

BATF2编码序列。通过相应的酶切位点将BATF2编
码序列连入pcDNA3-HA tag载体得到pcDNA3-HA-
BATF2, 酶切鉴定、测序确定序列和读码框的正确性。

1.2.2　细胞培养        293T细胞于含10%胎牛血清的

DMEM中培养, 2天传代一次, 在5% CO2、37 ºC恒温

培养箱中培养。

1.2.3　细胞转染和处理        转染前一天将细胞接种

于6孔板中, 第2天细胞长至90%~95%时开始转染。

具体转染步骤见Lipofectamine 2000试剂盒说明书。

转染36 h后加LiCl(终浓度为20 mmol/L), 处理8 h后
取细胞进行下一步检测。

1.2.4　荧光素酶报告基因活性检测        铺细胞转染

质粒, 转染36 h之后加LiCl(20 mmol/L), 处理8 h后加

PLB裂解液裂解细胞, 用荧光素酶报告基因检测试

剂盒检测荧光素酶值和内参海肾荧光素酶值, 取两

者的比值作统计, 比较差异。

转染的实验组质粒为: 
pcDNA3-HA-BATF2 (HA-BATF2)+TOPflash+ 

pRL-SV40, pcDNA3-HA tag(EV)+TOPflash+pRL-SV40, 
pcDNA3-HA-BATF2(HA-BATF2)+FOPflash+pRL-
SV40, pcDNA3-HA tag(EV)+FOPflash+pRL-SV40。
1.2.5　Real-time PCR        用Trizol法提取细胞总RNA
并反转录成cDNA。对c-myc和cyclin D1的mRNA表达

水平进行检测, 以GAPDH为内参。使用的引物为:

c-myc F: 5’-AGA GAA GCT GGC CTC CTA 
CC-3’; c-myc R: 5’-AGC TTT TGC TCC TCT GCT 
TG-3’[12]; cyclin D1 F: 5’-CCC TCG GTG TCC TAC 
TTC AAA-3’; cyclin D1 R: 5’-CAC CTC CTC CTC 
CTC CTC TTC-3’[13]; GAPDH F: 5’-GGT GGT CTC 
CTC TGA CTT CAA CA-3’; GAPDH R: 5’-GTT GCT 
GTA GCC AAA TTC GTT GT-3’。

PCR条件为: 95 ºC变性5 min, 然后进行95 ºC 30 s, 
60 ºC 30 s, 72 ºC 30 s循环, 共40次, 每个样品均设置3
个复孔。

1.2.6　细胞核与细胞浆蛋白的分离        用细胞核蛋白

与细胞浆蛋白抽提试剂盒分离细胞核和细胞浆蛋白。

1.2.7　Western blot        去除6孔板中的细胞培养液, 
加入预冷的PBS洗2次, 每孔加入100 µL RIPA裂解

液, 冰上裂解5 min后用细胞刮刀刮下细胞, 收集入

离心管, 4 ºC、12 000 r/min离心10 min。取上清, 用
BCA法测蛋白质浓度。取50 µg蛋白质与1/4体积的

5×电泳加样缓冲液混合, 煮沸10 min。上样, 浓缩胶

电压80 V, 分离胶电压120 V电泳。电泳后立即转膜

至硝酸纤维膜上。用5%的脱脂牛奶室温封闭1 h后, 
加一抗二抗孵育, 最后显色检测。

1.2.8　统计学处理        采用SPSS统计软件对各样

品的相对活性数据进行t检验、方差分析。P<0.05
为差异有显著性。

2   结果
2.1  pcDNA3-HA-BATF2表达质粒的构建和鉴定

以pUC57-BATF2为模板, PCR扩增得到BATF2
片段, 将片段插入pcDNA3-HA tag的EcoR I和Xba I
之间, 构建pcDNA3-HA-BATF2。经过双酶切鉴定和

测序证明克隆序列和读码框正确(图1)。
2.2  BATF2抑制TCF4/β-catenin的转录活性

质粒转染293T细胞, 实验组质粒和细胞处理方

法见1.2.4。结果表明, 用LiCl处理细胞后, 与空载相

比过表达BATF2可明显下调TCF4/β-catenin的转录活

性。另外, 在没有LiCl处理的情况下, BATF2可以下

调本底水平的TCF4/β-catenin的转录活性(图2)。
2.3  BATF2下调Wnt信号通路下游基因

在确定过表达BATF2能够下调TCF4/β-catenin
的转录活性后, 进一步检测Wnt信号通路下游基因是

否也受到影响。用pcDNA3-HA-BATF2转染293T细
胞, 细胞处理方法见1.2.3。提取细胞总RNA, 反转录
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pcDNA3-HA-BATF2的EcoR I和Xba I双酶切鉴定。M: marker; 1: 双
酶切产物。

The identification of pcDNA3-HA-BATF2 construct by endonuclease 
restriction with EcoR I and Xba I. Lane M: marker; lane 1: double-
digested plasmid.

图1　pcDNA3-HA-BATF2表达质粒的鉴定

Fig.1　Identification of pcDNA3-HA-BATF2 construct

用LiCl处理细胞后, 同空载相比过表达BATF2能够明显下调TCF4/
β-catenin的转录活性(**P<0.01)。同时在没有用LiCl处理组, 和空

载相比BATF2也同样可以降低TCF4/β-catenin本底水平的转录活性

(*P<0.05)。其中, EV为pcDNA3-HA tag, HA-BATF2为pcDNA3-HA-
BATF2。
The transcriptional activity of TCF4/β-catenin was significantly reduced 
by the overexpression of BATF2 compared with the empty vector after 
the treatment of LiCl (**P<0.01). Moreover, the overexpression of the 
BATF2 could also reduce the TCF4/β-catenin basal transcriptional activ-
ity compared with the empty vector without LiCl treatment (*P<0.05). 
EV is pcDNA3-HA tag, HA-BATF2 is pcDNA3-HA-BATF2.

图2　BATF2对TCF4/β-catenin转录活性的影响

Fig.2　The influence of BATF2 on TCF4/β-catenin transcrip-
tional activity

后用Real-time PCR检测c-myc和cyclin D1 mRNA的表

达情况。结果显示, 同空载相比, BATF2能够明显下

调c-myc和cyclin D1的mRNA水平(图3A)。
另外, 还检测了c-myc和cyclin D1蛋白质水平的

变化情况, 细胞处理方法见1.2.3。结果显示, 在293T
细胞中过表达BATF2可下调Wnt信号通路下游基因

c-myc和cyclin D1的表达(图3B)。这说明, BATF2可能

是通过减弱了TCF4/β-catenin的转录活性而使c-myc
和cyclin D1的mRNA水平下降, 最后导致蛋白质表达

量下降。

2.4  BATF2下调细胞核中β-catenin的表达

为了确定BATF2下调Wnt通路的具体机制, 我
们检测了BATF2对β-catenin稳定性的影响。细胞处

理方法见1.2.3。结果显示, BATF2可以下调β-catenin
在细胞中的含量(图4A)。

β-catenin在Wnt信号通路中行使功能的关键是

入核, 入核以后能与TCF4形成复合物起始靶基因的

A: Real-time PCR检测在293T细胞中, 同空载相比过表达BATF2可
以下调c-myc和cyclin D1的mRNA水平(**P<0.01); B: 在293T细胞中

BATF2可以下调c-myc和cyclin D1蛋白质的表达。其中, mock为不转

质粒的空白对照, EV为pcDNA3-HA tag, HA-BATF2为pcDNA3-HA-
BATF2。
A: the c-myc and cyclin D1 mRNA had significant decrease by over-
expression of BATF2 in 293T cells compared with the empty vector 
(**P<0.01); B: the c-myc and cyclin D1 protein levels were signifi-
cantly reduced by the overexpression of BATF2 in 293T cells. Mock is 
not transfected with any plasmid, EV is pcDNA3-HA tag, HA-BATF2 is 
pcDNA3-HA-BATF2.

图3　BATF2对Wnt信号通路下游目标基因的影响

Fig.3　The influence of BATF2 on the expression of Wnt 
target genes was detected in different cell lines
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转录。我们进一步分析β-catenin在细胞质和细胞核

中的变化, 结果显示在用LiCl处理和不处理的情况

下, BATF2都可以降低β-catenin在细胞核中的含量

(图4B)。已有报道证明细胞核中的β-catenin存在出

核降解的途径[14-15], 所以我们认为BATF2有可能调

控了β-catenin的出核降解。

A: BATF2能够下调细胞中β-catenin的含量; B: BATF2能够下调β-catenin在细胞核中的含量。H3为细胞核内参, 表明核质分离是成功的。其中, mock
为不转质粒的空白对照, EV为pcDNA3-HA tag, HA-BATF2为pcDNA3-HA-BATF2。
A: BATF2 downregulates the β-catenin levels in the cell; B: BATF2 downregulates the nuclear β-catenin levels. H3 is the reference of nuclear, the result 
shows that the separation of the cytoplasm and nuclear is successful. Mock is not transfected with any plasmid, EV is pcDNA3-HA tag, HA-BATF2 is 
pcDNA3-HA-BATF2.

图4　BATF2下调细胞核中β-catenin的含量

Fig.4　BATF2 downregulates the levels of β-catenin in nuclear

3   讨论
为了研究BATF2是否影响Wnt信号通路, 我们构

建了BATF2的真核表达质粒, 并用荧光素酶报告基

因检测、Real-time PCR和Western blot检测了TCF4/
β-catenin的转录活性和Wnt信号通路下游目标基因的

表达情况。结果显示, 过表达BATF2可以减弱TCF4/

β-catenin的转录活性, 并在mRNA水平和蛋白质水平

下调Wnt信号通路的下游目标基因c-myc和cyclin D1
的表达。同时, 过表达BATF2可以下调细胞核中的

β-catenin。我们初步推测, BATF2可能通过下调细胞

核中的β-catenin来实现对Wnt信号通路的下调。

关于BATF2如何下调细胞核中的β-catenin, 我们
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推测可能是BATF2调控了β-catenin的出核降解。不

论在正常细胞或者肿瘤细胞中, β-catenin都存在着出

核降解过程。β-catenin的出核也是一个多因子参与

的过程 , 目前的研究显示参与该过程的因子主要有

CRM1[16]、APC[17]和RanBP3[18]。其中 , APC除了在胞

质中通过影响β-catenin的磷酸化来调控β-catenin的降

解, 还能入核调控β-catenin的出核和降解[14], 由于APC
的突变而导致的Wnt通路异常激活和很多癌症尤其

是结肠癌的发生发展有密切联系[19-20]。而RanBP3
由于能够调控β-catenin出核降解而被认为是抑癌基

因[21]。BATF2是否通过参与、调控这些过程来调节

β-catenin的稳定性都值得研究。

BATF2作为一个核定位蛋白 , 已有报道证明

BATF2与c-Jun有相互作用[9], 而c-Jun能与TCF4结合

正调控Wnt信号通路[22]。所以, BATF2与c-Jun的相互

作用不仅可以影响AP-1的活性 , 还可以影响Wnt信
号通路。另外, 除了与c-Jun有相互作用, BATF2很可

能跟其他蛋白有相互作用而影响Wnt信号通路。因

为蛋白数据库的酵母双杂交数据显示BATF2可以

与DAZAP2相互作用 , 而有研究报道[23], DAZAP2与
TCF4的相互作用是TCF4行使其正常功能所必需的 , 
用siRNA干扰掉DAZAP2后能下调Wnt信号通路。所

以 , 我们推测BATF2与DAZAP2有相互作用 , 从而干

扰了DAZAP2同TCF4的相互作用, 最终导致下调Wnt
通路。还有报道 [24]显示 , BATF2可以通过抑制P53相
关的NF-κB活性来诱导肿瘤细胞凋亡。这些通路是

否与Wnt信号通路存在corss-talk, 是否影响Wnt信号

通路, 其具体机制值得进一步探究。

另外, BATF2在多个肿瘤系中低表达, 在正常

细胞中高表达。有研究表明, 在肝癌的临床样本中

BATF2的表达较正常组织显著降低, 并且同肝癌的发

生发展存在正相关性[25]。同时, 有报道证明BATF2可
抑制AP-1的活性从而抑制肿瘤细胞周期[9]; 通过下调

CCN1的表达抑制肿瘤细胞迁移[11]等。这都提示了

BATF2可能有广谱的抑癌效应。结合本实验室靶向

癌症基因–病毒治疗应用平台[26-27], 利用BATF2基因重

组的靶向基因病毒将有可能取得较好的抗癌效果。
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The Investigation of Influence on Wnt Signaling Pathway by BATF2
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Abstract        Wnt signal pathway is highly conserved in different species throughout evolution, which plays 
a crucial role in tumor genesis and progression. BATF2 is a novel gene, which has shown the antitumor activity. But 
the relationship between Wnt pathway and BATF2 has not been clearly investigated. In this study, we revealed that 
BATF2 could influence the Wnt signaling pathway by luciferase report assay, Real-time PCR and Western blot. The 
overexpression of BATF2 could significantly reduce the TCF4/β-catenin transcriptional activity and the Wnt target 
genes expression, and downregulate the β-catenin in the nuclear. We hypothesized that the BATF2 reduced the Wnt 
signaling pathway through downregulating β-catenin in nuclear. The results provided an antitumor therapy through 
inhibit Wnt signaling pathway.
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