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Egr-1对APP基因表达的调控作用
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摘要      该研究构建了含有APP启动子的荧光素酶报告质粒以及缺失突变的报告质粒 , 将
该质粒与 Egr-1真核表达载体pCDNA3-Egr-1共转染到 HEK293与U87MG细胞中进行荧光素

酶活性测定 , 以确定Egr-1对APP基因表达的调控作用。通过染色质免疫共沉淀实验(chromatin 
immunoprecipitation assay, ChIP)和凝胶电泳迁移实验 (electrophoretic mobility shift assay, EMSA)确
定Egr-1蛋白在APP启动子上的结合部位 , 同时利用组蛋白去乙酰化酶抑制剂TSA(trichostatin A)和
butyrate诱导内源性Egr-1的表达以及Egr-1抑制剂suramin来作用于细胞 , 通过蛋白免疫印迹分析

(Western blot)检测Egr-1对APP蛋白表达的作用。结果显示, Egr-1蛋白在APP基因启动子上5′UTR区
域有特异性的结合部位, 去除该结合部位则Egr-1失去对APP基因启动子的调控作用, ChIP和EMSA
的结果也证实了该结合位点 ; 通过HDAC抑制剂和 suramin干扰内源性Egr-1的表达则显著影响了

Egr-1对APP基因表达的调控作用。

关键词      Egr-1; 淀粉样前体蛋白; 阿尔茨海默病; 基因表达调控

Regulatory Effects of Egr-1 on APP Gene Expression
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Abstract       The luciferase reporter plasmids which contain APP gene promoter and mutant APP gene promoter 
were constructed. The Egr-1 eukaryotic expression vector pCDNA3-Egr-1 and the constructed reporter plasmids 
were co-transfected into HEK293 and U87MG cells to analyze the effects of Egr-1 on APP promoter activities. The 
chromatin immunoprecipitation assay (ChIP) and electrophoretic mobility shift assay (EMSA) were performed to 
determine the binding sites of Egr-1 on 5′UTR in APP promoter. Cells were treated with histone deacetylase (HDAC) 
inhibitor trichostatin A (TSA) and butyrate as well as Egr-1 inhibitor suramin and Western blot was performed to 
evaluate the changes of endogenous Egr-1 expression and the effects of Egr-1 on APP promoter activities were 
verified. The results of luciferase assay demonstrated that Egr-1 could up-regulate APP gene expression, and Egr-1 
could bind to the specific binding sites in the 5′UTR of APP promoter. The up-regulatory effects of Egr-1 on APP 
promoter would be eliminated when these binding sites were deleted.  ChIP and EMSA results confirmed that Egr-1 
could bind to these sites. In addition, the effects of Egr-1 on APP promoter activities were dramatically influenced if 
the endogenous expression of Egr-1 was disturbed by  HDAC inhibitor and suramin.
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阿尔茨海默病 (Alzheimer’s disease, AD)是一

种不可逆转的、渐进性的神经损害性疾病,  缓慢

地引起记忆和思维能力的衰退[1]。AD的发病机理

至今尚未明确, 但经典的A-β学说受到了广泛认可 , 
A-β(amyloid β-peptide)是由淀粉样前体蛋白(amyloid 
precursor protein, APP)经过分泌酶异常裂解而产生 , 
并在细胞外大量沉积后形成老年斑 [2-3]。APP是一种

多功能的跨膜蛋白, 广泛存在于哺乳动物体内, 在整

个进化过程中是高度保守的, 在发育方面的调控作

用与突触形成是相平行的[4]。APP有多种异构体, 越
来越多的研究表明 , 这些异构体的表达模式在哺乳

动物的神经系统是不相同的[3]。目前, 大多数的研究

所关注的是APP的裂解和所释放的A-β及其神经毒

性作用 [5-6] 。体外研究表明 , APP能促进神经元的分

枝发生和突触形成 , 调节神经元的兴奋性和突触可

塑性并可能保护神经元免于氧化应激的损伤。除了

这些在神经系统发育过程中的重要作用之外 , 在许

多其他组织细胞中也检测到了APP的存在 [4]。APP
在非神经组织中的功能并没有得到详尽的研究 , 但
已经有越来越多的证据表明 , APP在血液凝固、血

小板活化以及免疫细胞对损伤和感染的应答方面有

潜在功能[7]。对APP基因敲除小鼠的研究提供了大

量的有关APP通路的信息以及它在神经胶质细胞正

常功能中也有重要作用[8]。APP的表达受到多种细

胞介导因子的调控[9] 。

早期反应因子 -1(early responsive factors-1, 
Egr-1)(也叫做NGFI-A)是一种早期生长反应基因, 属
于转录因子锌指蛋白家族成员。在许多细胞中 , 包
括神经元 , 早期反应因子 -1显示出Fos样诱导功能。

早期反应因子 -1能够调控突触可塑性过程及维持长

时程效应中的某些晚期反应因子[10]。Egr-1可以在

小鼠大脑皮质组成型表达 , 但是在某些刺激条件下

(如暴露于新环境、恐怖条件下及认知任务等), 可快

速在前额叶和海马组织诱导表达[11-13]。Egr-1可以上

调早老素在神经元细胞中的表达[14], 最终导致 γ-分
泌酶对APP的裂解。在AD病人的大脑中, Egr-1的表

达上调, 过表达的Egr-1通过活化CDK5和失活PP1控
制Tau蛋白的磷酸化和去磷酸化[15]。但Egr-1对APP
基因表达调控的影响至今未见报道。本研究利用报

告基因技术探索Egr-1对APP表达的调控作用及其

机制, 为AD的预防及新药的开发提供新的思路和方

法。

1   材料与方法
1.1   材料    

PCDNA3-Egr-1、pGL3-basic及pCDNA3-Purα
真核表达载体系本实验室保存; HEK293和U87MG
细胞为本实验室所保存; 抗体均来自于美国Abcam
公司; 报告基因检测系统试剂盒购于美国Promega公
司。 
1.2   构建pGL3-APP启动子真核表达载体   

通过计算机辅助分析发现,  在 A P P基因的

5′UTR区域存在着Egr-1结合位点, 以此来设计引物。

利用PCR技术, 以APP启动子为模板, 使用设计好的

引物扩增APP启动子DNA, 将扩增得到的DNA片段

纯化 , 回收 , 克隆到pGL3-basic报告质粒荧光素酶基

因上游, 构建pGL3-APP170/147、pGL3-APP100/147
及pGL3-APP100/147缺失突变体报告质粒。

1.3   荧光素酶报告基因实验

将构建好的质粒分别转染到HEK293和U87MG
细胞中, 培养48 h后吸出细胞培养皿中的培养液, 然
后用冷的PBS洗涤细胞 , 用细胞刮将细胞从培养皿

中刮除, 转移到EP管中后加入100 μL细胞裂解液, 将
细胞重悬后放于冰盒使细胞充分裂解 , 12 000 ×g离
心15 min, 取100 μL上清加入到96孔板中, 用报告基

因试剂盒和化学发光检测系统进行测定。

1.4   染色质免疫共沉淀实验(chromatin immuno-
precipitation, ChIP)

用Egr-1真核表达质粒pCDNA3-Egr-1转染培养

的U87MG细胞, 甲醛固定细胞20 min后超声破碎, 提
取核蛋白, 加入Egr-1抗体孵育过夜, 与靶蛋白Egr-1-
DNA复合物相互结合, 加入protein A, 结合抗体-Egr-
1-DNA复合物 , 离心 , 去上清 , 对沉淀下来的复合物

进行清洗 , 除去一些非特异性结合 , 用洗脱液洗脱 , 
得到富集的Egr-1-DNA复合物 , 解交联后纯化富集

的DNA片段, 将其进行PCR分析。

1.5   凝胶迁移实验(electrophoretic mobility shift 
assay, EMSA)

将Egr-1真核表达质粒 pCDNA3-Egr-1转染到

U87MG细胞中 , 用细胞裂解液裂解细胞 , 加入总反

应体积为20 μL、含20 μg细胞核蛋白、60 000 cpm 
[γ-32P-ATP]末端标记的单链寡核苷酸探针于反应缓

冲液中。冰上孵育30 min后 , 上样于8%的非变性聚

丙酰胺胶中电泳 4 h。干胶后进行放射自显影。对

于竞争和迁移分析 , 在加入同位素标记探针之前 , 
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于细胞提取液中分别加入非标记的寡核苷酸探针 , 
Egr-1抗体或者正常血清在4 °C孵育过夜。实验所用

的寡核苷酸探针来自APP启动子的+63到+89部位5′-
ACG GCG GTG GCG CGG GCA GA-3′, 非特异性竞

争性寡核苷酸为富含AT的序列 : 5′-TCT GTA CGT 
GAC CAC ACT CAC CTC-3′。
1.6   Egr-1的表达对APP基因的影响 

U87MG和HeLa细胞用DNA去乙酰化抑制剂

trichostatin A(TSA, 10 nmol/L)、butyrate(1 nmol/L)
和 /或Egr-1抑制剂苏拉明 (suramin, 100 μmol/L)处理

细胞4 h后收获细胞蛋白, 取50 μg总蛋白的细胞裂解

液进行常规Western blot分析, 并进行荧光素酶实验。

U87MG细胞分别转染pCDNA3.0、pCDNA3-Purα和
pCDNA3-Egr-1真核表达质粒后 , 取50 μg总蛋白的

细胞裂解液进行常规Western blot分析。U87MG细

胞分别转染pCDNA3-Egr-1表达载体以及pCDNA3
空载体, 48 h后进行RT-PCR分析, 检测APP基因的表

达。

2   结果
2.1   构建的pGL3-APP启动子报告质粒载体

为了证实Egr-1对APP启动子的调控作用 , 通过

计算机辅助分析从理论上确定了Egr-1在APP启动子

序列上两个结合位点分别位于5′UTR区的+63到+79
和+66到+82。本研究构建了包括这两个结合位点

在内的长度从APP启动子–170到+147的荧光素酶报

告质粒pGL3-APP170/147。在APP启动子的近端, 含
有多个Egr-1结合位点 , 但位于5′UTR区域的这两个

Egr-1结合位点起着主导作用。为了进一步研究APP
启动子的5′UTR区域的Egr-1位点的功能 , 排除其他

部位的Egr-1和其他结合位点的干扰 , 本研究构建了

含有长度从APP启动子–100到+147的荧光素酶报告

质粒pGL3-APP100/147, 该启动子是从转录起始位

点上游100 bp的地方一直延伸到翻译起始位点之前, 
在这个区域 , 仅存在有5′UTR区域的两个Egr-1结合

位点。为了确定这两个结合位点的功能 , 本研究还

通过PCR的方法 , 删掉了APP启动子上从+63到+82
这段区域 , 构建成长度从–100到+147的荧光素酶报

告质粒pGL3-APP100/147缺失突变体(图1)。
2.2   荧光素酶报告基因实验

将构建的pGL3-APP170/147荧光素酶报告质粒

转染到HEK293及U251MG细胞中 , 同时共转Egr-1
过表达质粒及对照质粒 , 然后用PROMEGA公司的 
luciferase试剂盒测定荧光素酶活性。结果显示 , 与
对照组相比 , pGL3-APP170/147报告质粒启动子活

性明显被Egr-1上调 (图 2); 为了进一步研究APP启
动子5′UTR区的功能 , 将构建的pGL-3APP100/147
转染到HEK293及U251MG细胞中 , 其活性依然能

被Egr-1上调 (图 3), 说明APP启动子 5′UTR区的两

个Egr-1结合位点对Egr-1上调 APP启动子活性起

表1   构建pGL3-APP启动子表达载体的引物

Tabel 1   Primers for constructed pGL3-APP promoter plasmid
引物 序列 用途

Primers Sequence Usage

Primer 1-F 5′-GGG GTA CCG GCG GCG CCG CTA GGG TC-3′ 
Constructed pGL3APP100/147 plasmid 
and pGL3-APP100/147Mutant plasmid

Primer 1-R 5′-GTC TCC CGG GGC CCC CGC GCA C-3′ Constructed pGL3-APP100/147Mutant plasmid

Primer 2-F 5′-GGG CAG AGC AAA GGA CGC GGC G-3′ Constructed pGL3-APP100/147Mutant plasmid

Primer 2-R 5′-TTA TAA ATG TCG TTC GCG GGC GCA-3′ Constructed pGL3-APP100/147Mutant plasmid

Primer 3-F
5′-CGC CGC GTC CTT GCT CTG CCC GTC TCC CGG GGC CCC 
CGC GCA C-3′

Constructed pGL3-APP100/147Mutant plasmid

Primer 3-R
5′-GTG CGC GGG GGC CCC GGG AGA CGG GCA GAG CAA GGA 
CGC GGC G-3′

Constructed pGL3-APP100/147Mutant plasmid

Primer 4-F 5′-CGC CAA GGG CGC GTG CAC CTG TGG-3′ Constructed pGL3-APP170/147 plasmid

Primer 4-R 5′-CGC GAC CCT GCG CGG GGC ACC GAG-3′
Constructed pGL3-APP170/147 plasmid
and pGL-3APP100/147plasmid

由于pGL3-APP100/147Mutant是缺失突变体, 故需要利用引物1从pGL3-APP170/147中扩增出–100到+62的片段, 用引物2从pGL3-APP170/147中
扩增出从+83到+147的片段。将两次PCR的片段纯化后作为模板, 再用引物3将两个片段连接、扩增, 即得到pGL3APP100/147Mutant的构建载体。

Since pGL3-APP100/147 is deletion mutant plasmid, the primer 1 was used to amplify the fragment of APP promoter from –100 to +62 from pGL3- 
APP170/147 and primer 2 to amplify the fragments of APP promoter from +83 to +147. Purified the fragments from the 2 PCRs and used it as template, 
the primer 3 was used to amplify, sub-clone into pGL3 basic vector to construct the pGL3-APP100/147Mutant plasmid.
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A: pGL3-APP170/147质粒结构示意图; B: pGL3-APP100/147质粒结构示意图; C: pGL3-APP100/147Mutant缺失突变体质粒结构示意图。

A: schematic illustration of pGL3-APP170/147 plasmid construct; B: schematic illustration of pGL3-APP100/147 plasmid construct; C: schematic 
illustration of pGL3-APP100/147Mutant plasmid construct.

图1   构建的质粒结构示意图

Fig.1   Schematic construction of plasmids
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A: HEK293细胞中Egr-1对pGL3-APP170/147质粒活性的影响; B: U251MG细胞中Egr-1对pGL3-APP170/147质粒活性的影响。

A: the effects of Egr-1 on pGL3-APP170/147 activities when co-transfected into HEK293 cells; B: the effects of Egr-1 on pGL3-APP170/147 activities 
when co-transfected into U251MG cells.

图2  pGL3- APP170/147荧光素酶报告基因实验结果

Fig.2  The results of pGL3- APP170/147 with Luciferase assay

A: HEK293细胞中Egr-1对pGL3-APP100/147及pGL3-APP100/147Mutant缺失突变体质粒活性的影响; B: U251MG细胞中Egr-1对pGL3-
APP100/147及pGL3-APP100/147Mutant缺失突变体质粒活性的影响。

A: the effects of Egr-1 on pGL3-APP100/147 and pGL3-APP100/147Mutant activities when co-transfected into HEK 293 cells; B: the effects of Egr-1 
on pGL3-APP100/147 and pGL3-APP100/147Mutant activities when co-transfected into U251MG cells.

图3  pGL3-APP100/147 和pGL3-APP100/147Mutant荧光素酶报告基因实验结果

Fig.3  The results of pGL3-APP100/147 and pGL3-APP100/147Mutant with Luciferase assay
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着主导作用。为了验证这一点 , 本研究将 pGL3-
APP100/147缺失突变体转染到 HEK293细胞及

U251MG胶质瘤细胞系中 , 发现删掉了+63到+82区
域的质粒同时共转染了过表达的Egr-1质粒 , 其荧光

素酶活性与对照组相比没有显著差异 , 即说明Egr-1
将不再能上调+63到+82区域缺失的APP启动子活

性 (图3)。由此可以推断 , APP启动子5′UTR区+63
到+82区域为Egr-1的结合位点 , 当这段结合序列从

APP启动子区删除时, Egr-1对APP启动子5′UTR区的

调控作用消失。   
2.3   染色质免疫共沉淀实验

染色质免疫共沉淀实验结果显示 , 免疫共沉淀

产物扩增出了长度约为260 bp的片段, 也就是APP启
动子区–143到+118的长度 (图4), 即APP启动子上的

特定序列能与Egr-1抗体复合物进行免疫共沉淀 , 这
说明APP的启动子上富含GC序列的区域有Egr-1的

结合位点, 且Egr-1能够直接与APP启动子区(–143到
+118)结合。

2.4   Egr-1在APP启动子上的结合情况

凝胶迁移实验结果显示 , Egr-1能与单链寡核苷

酸探针特异性结合, 并且随着Egr-1蛋白浓度的增加, 
结合的寡核苷酸片段的放射性也随之增强 , 二者之

间有明显的量效关系 ; 高浓度冷探针能够竞争性抑

Egr-1 antibody APP(–143~+118)

1 2 3 4 5

1: 未加入探针; 2: Egr-1蛋白0.5 μg; 3: Egr-1蛋白1.0 μg; 4: Egr-1蛋白

2.5 μg; 5: 加入Egr-1抗体; 6: 加入10×冷探针; 7: 加入非特异性探针。

1: free probe; 2: Egr-1 protein 0.5 μg; 3: Egr-1 protein 1.0 μg; 4: Egr-1 
protein 2.5 μg; 5: plus Egr-1 antibody; 6: plus 10× cold oilge; 7: plus 
non-specific oligo.
图5  Egr-1与APP启动子寡核苷酸片段结合的EMSA实验结果

Fig.5  The results of Egr-1 interacting with sequences within 
APP promoter demonstrated by EMSA 

Egr-1

1 2 3 4 5 6 7

1: marker; 2: 细胞核提取物; 3: 同源非免疫血清; 4: 非转染组; 5: 转染

Egr-1真核表达质粒组。

1: marker; 2: the nuclear extracts; 3: the non-immune serum; 4: control 
(the untransfected cells); 5: transfected with Egr-1 eukaryotic expression 
plasmid. 

图4   Egr-1与APP启动子免疫共沉淀实验结果

Fig.4   The results of Egr-1 interacting  with APP promoter 
determined by ChIP
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A: TSA和butyrate分别处理U87MG和HeLa细胞后的Western blot结果; B: TSA和butyrate分别处理U87MG和HeLa细胞后的荧光素酶实验结果。

A: Western blot results of U87MG and HeLa cells treated with butyrate and TSA; B: Luciferase assay results of U87MG and HeLa cells treated with 
butyrate and TSA.

图6   HDAC抑制剂对Egr-1和APP蛋白表达的影响

Fig.6   The effects of HDAC inhibitors on the expressions of Egr-1 and APP
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制Egr-1与单链寡核苷酸探针的特异性结合 ; 这种特

异性结合能够被Egr-1抗体减弱 ; 而非特异性的寡核

苷酸并不能减弱Egr-1与单链寡核苷酸探针结合 , 这
说明Egr-1与APP启动子的结合是特异的 (图5)。进

一步证明了Egr-1的结合位点位于APP启动子5′UTR
区域。

2.5   Egr-1的表达对APP基因的影响

用 HDAC抑制剂 TSA和 butyra te分别处理

U87MG和HeLa细胞后 , 检测细胞中Egr-1和APP的

蛋白表达。结果表明 , 在U87MG和HeLa细胞中 , 
TSA和butyrate可以促进内源性Egr-1的表达 , 并进

一步引起APP的表达上调 (图6A); 在荧光素酶实验

中, butyrate和TSA可以提高APP启动子的活性, 但在

HeLa细胞中这种作用更明显 (图6B)。将U87MG细

胞分别转染pCDNA3.0、pCDNA3-Pura和pCDNA3-
Egr-1真核表达载体, Western blot提示Egr-1过表达可

增加细胞内APP蛋白的表达 (图7A); 进行RT-PCR分
析后 , 实验结果显示Egr-1过表达可以从基因水平上

A: TSA和suramin处理U87MG后的Western blot结果; B: TSA和suramin处理U87MG后的荧光素酶实验结果。

A: Western blot results of U87MG cells treated with suramin and TSA; B: Luciferase assay results of U87MG cells treated with suramin and TSA.
图8  内源性Egr-1对APP表达的影响

 Fig.8  The effect of endogenous Egr-1 on APP expression
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transfected with pCDNA3-Egr-1 and pCDNA3.0.

图7  过表达Egr-1对APP表达的影响

Fig.7   The effect of over expression of Egr-1 on APP expression
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调APP的表达 (图7B)。Egr-1抑制因子 suramin处理

细胞后 , 内源性的Egr-1表达明显减少 , 并且可以逆

转由TSA引起的内源性的Egr-1表达增加 (图8A); 同
时 , 用 suramin处理过的细胞转染APP启动子的报告

基因后, APP启动子的活性也明显下降, 说明内源性

Egr-1的表达水平改变可以直接影响到APP基因的表

达(图8B)。       

3   讨论
APP是一种存在于体内的跨膜蛋白 , 其编码基

因位于人类第21条染色体上, 一般认为APP表达的增

加可能会诱发A-β的产生和沉积 , 对AD病人病理学

方面的改变有促进作用 , 并由此引发神经组织的损

害和功能减退[16]。以往对APP的研究注重于APP的
裂解和A-β的释放 [17], 但是对影响APP表达的调控因

子的作用机制知之甚少。目前, 已知APP表达异常会

引起病变 , 如唐氏愚型患者染色体含有3个APP基因

拷贝 , 导致神经系统表现出早期的AD样改变 [18]。有

研究证明 , 在有些AD病人的大脑中的某些部位有

APP的过度表达[19], 而在APP基因敲除的小鼠中表现

为出生后的生长缺陷症状、活性减低、肌张力减弱、

海马神经活性减弱并伴有发育迟滞的现象[8], 说明

APP对神经系统的发育有着很重要的意义。

由于APP在AD病因学说的重要地位, 研究APP
基因表达的调控因子及其作用机制能够为人们深

入地认识和防治AD提供帮助。本研究结果表明 , 
Egr-1可以上调APP基因的表达 , 无论是在神经系统

来源的细胞(如U87MG和U251MG细胞)或者是非神

经系统来源的其他上皮细胞 (如HEK293和HeLa细
胞 ), Egr-1对APP的基因表达均有明显的上调作用。

这种作用的机制在于Egr-1蛋白能结合到APP启动子

5′UTR区域中的特殊部位 , 实验证实Egr-1是体内调

节APP基因表达的一个重要的因子。

Egr-1是一种早期生长反应因子 [20], 位于人的染

色体5q23-q31部位, 编码两个外显子, 其DNA结合区

含有3个Cys2_His2构成的锌指样结构 , 其亚基常常

优先结合于富含GC的区域 [21]。最近有研究报道, 当
小鼠暴露于新的环境中 , APP可以诱导Egr-1在小鼠

大脑中的异位表达。同时发现 , AD病人的APP蛋白

对于涉及记忆形成的即早基因的异位调控有着重要

的作用 , APP可以通过在相应的基因启动子上抑制

对CREB的募集和改善对HDAC2的重新募集来促进

小鼠前额叶低水平的Egr-1和c-fos的表达[22-23]。从另

一个侧面展示了APP在神经系统里与Egr-1之间的相

互作用 , 提示了Egr-1更为复杂的调作用以及APP蛋
白在更深层次上的功能。

Egr-1依赖性基因表达涉及到Egr-1和越来越多

的其他转录或调节因子功能上的协调 (正协调或负

协调 ), 包括活化的T细胞的核因子(NFAT)、内固醇

生成因子(SF-1)、AP2和糖皮质激素受体等 [24]。由

此可见 , Egr-1并不是单独发挥作用 , 而是和其他转

录因子一起发挥作用的 , 我们希望能寻找到Egr-1调
控APP启动子的上游基因。通过对APP启动子序列

的分析, 发现在+63到+77部位, 有符合Purα结合位点

特征的序列 (GGN)n。这个区域也是Egr-1与APP启
动子结合的位点 , 我们以前的研究也曾经证实Purα
蛋白 , 一种在进化过程中高度保守的调节蛋白 , 对
APP的表达有着明显的负调控作用 [25]。这种结构

上的特异性和相同的结合位点也提示 Purα可能与

Egr-1存在竞争性结合, 从而影响Egr-1对APP启动子

的调控作用 (待发表数据 )。还有哪些调控因子、通

过什么方式调节APP尚有待进一步研究。
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