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Ikaros调控FUT4转录活性及其机制的初步分析
易丽君  胡清华  陈  卡  周  菁  李  红*

(江西省儿童医院中心实验室, 南昌 330006)

摘要      岩藻糖基转移酶IV(fucosyltransferase IV, FUT4)是催化蛋白质岩藻糖基化的关键酶, 
参与肿瘤细胞的增殖、迁移和浸润, 但关于FUT4的转录调控机制目前尚不清楚。该文通过对人

FUT4基因近端启动子序列进行分析, 构建不同长度启动子删减体的荧光素酶报告基因表达载体, 
分析其转录活性。转录因子结合位点在线网站ALGGEN预测FUT4近端启动子序列, 发现转录因

子Ikaros在FUT4的启动子区有潜在的结合位点。该研究旨在初步探讨Ikaros调控FUT4转录活性, 
进一步完善FUT4的调控机制。荧光素酶活性分析FUT4基因启动子删减体的转录活性和Ikaros对
FUT4转录活性的影响。结果显示, FUT4转录起始位点上游1.2 Kb(FUT4-1.2 Kb)在293T细胞中转

录活性最高; Ikaros抑制FUT4的转录活性, 且呈现剂量依赖效应; 当Ikaros的DNA结合位点发生缺失

性突变时, 能够解除Ikaros对FUT4转录活性的抑制作用。
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Ikaros Regulates FUT4 Promoter Activity and Its Mechanism
Yi Lijun, Hu Qinghua, Chen Ka, Zhou Jing, Li Hong*

(Department of Central Laboratory, Jiangxi Provincial Children′s Hospital, Nanchang 330006, China)

Abstract       Fucosyltransferase IV (FUT4) is the key enzyme in the process of the fucosylation. It is involved 
in the proliferation, migration and infiltration of tumor cells, but the mechanism of transcription regulation of FUT4 
remained unclear. In this study, we constructed different recombinant plasmids carrying FUT4 promoter segments 
with different lengths according to the bioinformatics analysis and identified their transcriptional activities in 293T 
cell line. It’s found that there were potential DNA binding sites in the promoter of FUT4 according to analyses of 
FUT4 promoter by ALGGEN online. This study aims to explain the regulation of FUT4 by Ikaros to supply the 
FUT4 regulation mechanism. The transcriptional activities were analyzed by double luciferase method. The effects 
of Ikaros on FUT4 transcriptional activity were analyzed. The results showed that 1.2 Kb upstream of the FUT4 
transcription initiation site (FUT4-1.2 Kb) had the highest transcriptional activity in 293T cells. Ikaros inhibited the 
transcriptional activity of FUT4 in a dose-dependent manner. When Ikaros DNA-binding sites were deleted, it was 
possible to remove the inhibitory effect of Ikaros on FUT4 transcriptional activity.

Keywords       fucosyltransferase IV; transcription factor Ikaros; luciferase activity assay

淋巴细胞转录因子Ikaros在造血细胞和神经细

胞中特异性表达, 通过调节细胞周期影响细胞的增

殖和分化, 同时作为肿瘤抑制因子, Ikaros异常会阻

滞T、B细胞的发育从而导致肿瘤形成[1-3]。结构上, 

Ikaros通过可变剪切形成不同的亚型(可变剪切体/突
变体), 分为功能亚型Ikaros1~3和显性负向(DN)亚型

Ikaros4~10, DN亚型的表达能够抑制或削弱Ikaros的
功能, 同时抑制功能性Ikaros的表达水平。其中, 临
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床数据结果表明, 在DN亚型Ikaros中, Ikaros6在急性

淋巴细胞白血病(acute lymphoblastic leukemia, ALL)
中出现的频率最高, 且抑制作用最强。

细胞表面糖蛋白或糖脂含有岩藻糖基化的寡

糖链, 参与胚胎的发育、受精卵的着床、组织器官

形成, 且与肿瘤的生长和浸润密切相关。根据催化

岩藻糖基化寡糖合成的岩藻糖基转移酶不同, 分别

命名为FUT1~11(fucosyltransferase 1-11)。在发生多

重耐药(multi-drug resistance, MDR)的肝癌细胞和

急性早幼粒白血病细胞中, 都伴随着岩藻糖基化水

平的增加。已有研究表明, FUTs在肿瘤组织中表达

水平明显增高, 其中, FUT4高水平表达与细胞增殖、

MDR及预后密切相关[4]。

FUT4主要在白细胞和上皮细胞中表达, 在肿

瘤细胞中表达异常, 如结肠癌、胰腺癌中FUT4明显

升高[5-6]。前期工作表明, FUT4在儿童ALL中表达水

平也显著升高(数据没有显示), 但其表达调控机制

尚不清楚。本研究以荧光素酶报告基因表达载体

PGL4质粒为载体构建FUT4启动子序列的报告基因

质粒, 同时构建Ikaros的表达载体, 初步探讨Ikaros对
FUT4启动子转录活性的调控作用, 揭示FUT4基因

的表达调控机制之一, 为进一步研究FUT4基因转录

调控机制奠定基础。

1   材料与方法
1.1   材料

荧光素酶报告基因表达载体PGL4.14购自Promega
公司。DNA聚合酶及相关PCR试剂购自天根生化科

技(北京)有限公司。人外周血DNA提取试剂盒、胶

回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自Omega公司。限

制性核酸内切酶购自NEB公司。Lipofectamine 2000
购自Invitrogen公司。细胞株293T为本实验室储存。

1.2   基因序列的获得

搜索NCBI核酸数据库, 获得Ikaros和FUT4全长

mRNA序列, 对FUT4基因近端启动子序列进行预测, 
获得长度为2.4 Kb的近端启动子序列。

1.3   引物设计与合成

根据GenBank公布的FUT4基因–2.4~0 Kb区域

的核苷酸序列, 设计扩增该序列不同长度的PCR引
物, 引物酶切位点分别为Nhe I和Kpn I, 引物序列如

表1。引物由金斯瑞生物科技有限公司合成和纯化。

1.4   Ikaros表达载体的构建及鉴定

经典法(Trizol-氯仿法)提取人血细胞中总RNA, 
1 μg RNA逆转录cDNA, 以此为模板, PCR扩增Ikaros
的全长。PCR扩增条件为: 95 oC变性5 min; 95 oC变
性30 s, 64 oC退火30 s, 72 oC延伸2 min, 35个循环; 
72 oC延伸10 min。以1%琼脂糖凝胶电泳进行检测, 
并回收PCR产物。BamH I和Xho I双酶切PCR产物

和pcDNA3.1 vector, 回收纯化后, 将PCR产物和载

体pcDNA3.1大片段进行连接, 获得的质粒命名为

pcDNA3.1-Ikaros。所构建的质粒采用BamH I和Xho I
双酶切鉴定, 阳性克隆由广州华大基因公司测序。

1.5   FUT4近端启动子序列质粒的构建及鉴定

按Omega公司外周血DNA提取试剂盒操作

说明提取人全血细胞基因组DNA, 以此为模板, 
PCR扩增相应 DNA片段。PCR条件为 : 95 oC变

性5 min; 95 oC变性30 s, 60 oC退火30 s, 72 oC延伸

2 min, 30个循环; 72 oC延伸10 min。以1%琼脂糖凝

胶电泳进行检测, 并回收PCR产物。Kpn I和Nhe I
双酶切PCR产物和载体pGL4, 回收纯化后, 将PCR

表1   引物序列表

Table 1   Primers sequences

引物名称

Name

序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

上游引物

Forward  primer
下游引物

Reverse  primer

Ikaros ATG GAT GCT GAT GAG GGT CAA G TTA GCT CAT GTG GAA GCG GTG

FUT4-0.4 Kb TCA TTC ATC TCA CTG AAC AGG CAA GAG GGA GGG AGG GAG TCC

FUT4-0.8 Kb TCT ATT TCT CCC CTA GTA TCA GTG GAG GGA GGG AGG GAG TCC

FUT4-1.2 Kb TTT TCC GAG ACG GAG TCT CGC TTT GAG GGA GGG AGG GAG TCC

FUT4-1.6 Kb TGA AGA GGG AGA AGA ATG TGA ATA GAG GGA GGG AGG GAG TCC

FUT4-2.0 Kb AAT AAG AAC AAT CCA GTC CCC GAG GGA GGG AGG GAG TCC

FUT4-2.4 Kb CCC TCC CCA CTA TCT GTT TCT CTC G GGT CTC GAG CCT CCT GTA CCT TCC
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产物和载体pGL4大片段进行连接, 获得的质粒分

别命名为 pGL4-FUT4-2.4 Kb、pGL4-FUT4-2.0 Kb、
pGL4-FUT4-1.6 Kb、pGL4-FUT4-1.2 Kb、pGL4-
FUT4-0.8 Kb、pGL4-FUT4-0.4 Kb。所构建的质粒

采用Kpn I、Nhe I双酶切鉴定, 阳性克隆由广州华大

基因公司测序。

1.6   Ikaros调控FUT4启动子转录活性的检测

pcDNA3.1-Ikaros与各FUT4启动子删减体报告

载体共转染293T细胞, 以pcDNA3.1和pGL4空载体

共转染组为空白对照, 以pcDNA3.1空载体和PGL4-
FUT4-2.4 Kb共转染组为阴性对照, 检测Ikaros对
不同长度片段的FUT4基因启动子的转录活性的影

响。293T细胞均接种于含有10%胎牛血清的DMEM
高糖培养基中, 37 oC、5% CO2培养箱中培养。转染

前1 d将其平均接种于24孔板中, 调整密度使转染时

细胞达到70%~80%汇合。用Lipofectamine 2000脂
质体法将重组质粒pcDNA3.1-Ikaros(100 ng)分别与

pGL4-FUT4-2.4 Kb、pGL4-FUT4-2.0 Kb、pGL4-
FUT4-1.6 Kb、pGL4-FUT4-1.2 Kb、pGL4-FUT4-0.8 Kb、
pGL4-FUT4-0.4 Kb质粒转染至细胞, 转染48 h后用

PBS洗各组细胞2次, 裂解细胞后在多功能酶标仪中

检测荧光素酶活性。计算萤火虫荧光素酶活性与海

肾荧光素酶活性的比值, 即为报告基因的相对活性, 
实验重复3次。

1.7   细胞增殖与凋亡的测定

pcDNA-Ikaros、pcDNA-Ikaros6分别转染293T
细胞, 以pcDNA载体作为阴性对照组, 检测Ikaros和
Ikaros6对293T细胞增殖和凋亡的影响。蛋白质免

疫印迹检测凋亡相关蛋白Bcl-2(B cell lymphoma/
lewkmia-2)和Bax(Bcl-2 assaciated X protein)蛋白质

水平。对数期细胞接种96孔板, 分别转染Ikaros表
达重组质粒, 分别在0、24、48、72 h加入5 mg/mL 
MTT溶液20 μL, 继续培养4 h, 轻轻吸去上清, 每孔

加150 μL DMSO, 充分振荡混匀, 在酶标仪上测定

570 nm处测定吸光度值, 实验重复3次。空白对照组

为无细胞DMEM培养液。以培养时间为横坐标, 吸
光值为纵坐标绘制细胞生长曲线, 计算细胞增殖率。

增殖率(%)=(D实验–D空白对照)/(D对照–D空白对照)×100%。

慢病毒包装Ikaros6, 转染人白血病细胞株Jurkat, 
以慢病毒空载体作为阴性对照组, 嘌呤霉素抗性筛

选稳转细胞株, 检测Ikaros调控FUT4的表达水平及

对Jurkat细胞凋亡的影响。

1.8   统计学处理

采用GraphPad prism 5软件进行数据分析和作

图。常规进行方差齐性检验, 正态性检验。计量资料

实验数据以x
_
±s表示。单变量两组资料之间的比较采用

t检验。多组资料之间的比较采用单因素方差分析, 方
差不齐采用非参数检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   Ikaros mRNA全长的PCR扩增

提取人外周血全血总RNA, 测定RNA的浓度和

纯度。将1 μg RNA逆转录成cDNA, 以此为模板进

行PCR扩增, 1%琼脂糖凝胶电泳后, 可见1 560 bp的
特异性条带(图1A)。
2.2   FUT4启动子不同片段的PCR扩增与鉴定

以人全血的DNA为模板, 以FUT4启动子的不同

长度片段引物进行PCR扩增后, 进行电泳, 可见2 400、
2 000、1 600、1 200、800、400 bp特异性扩增条带, 
扩增出不同长度的FUT4启动子序列, 条带分子量大

小与预期一致(图2A)。
2.3   重组质粒的鉴定

将pcDNA3.1 vector和Ikaros的PCR产物用BamH I
和Xho I双酶切, 纯化后连接, 转化筛选阳性克隆, 可
疑阳性克隆经双酶切鉴定(图1B), 最终以测序结果

为准。利用Kpn I和Nhe I内切酶将不同FUT4启动

子片段连接到PGL4载体上, 酶切鉴定(图2B)可疑

阳性克隆, 酶切产物电泳分析, 有2条电泳带, 与预

测一致。各重组质粒经华大测序分析, 序列结果与

Genebank序列一致。

2.4   FUT4启动子转录活性检测

将各FUT4启动子重组质粒100 ng转染入293T
细胞, 利用荧光素酶检测系统测定荧光值, 分析不同

启动子片段的活性。不同启动子的删减体缺失片段

示意图如图3A所示。启动子活性分析表明, 重组质

粒pGL4-FUT4-2.4 Kb、pGL4-FUT4-2.0 Kb、pGL4-
FUT4-1.6 Kb、pGL4-FUT4-1.2 Kb、pGL4-FUT4-0.8 Kb
和pGL4-FUT4-0.4 Kb与pGL4空载体相比, 相对荧光

值显著增强(P<0.05)。而在pGL4-FUT4-1.2 Kb的荧

光素酶的相对活性最强(图3B)。结果提示, FUT4启
动子在–800~–1 200 bp的转录活性最强, 在此附近区

域可能含有激活型顺式作用元件。

2.5   Ikaros调控FUT4转录活性检测

将等量的 Ikaros和各FUT4启动子重组质粒共
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转染入293T细胞, 利用荧光素酶报告系统测定荧光

值, 分析Ikaros蛋白质对FUT4不同启动子片段的活

性的影响。启动子活性分析表明, 与pGL4空载体相

比, 各删减体的转录活性水平均降低, 重组质粒pGL4-
FUT4-2.4 Kb的荧光值显著降低 (P<0.001), pGL4-
FUT4-2.0 Kb的荧光值降低(P<0.05), 均具有统计学差

异。由此表明, Ikaros蛋白能够抑制FUT4启动子的转录

活性, 且抑制作用最强的是pGL4-FUT4-2.4 Kb(图3C), 
初步结果表明, Ikaros蛋白质能够抑制FUT4的表达, 
且可能在FUT4转录起始位点: –400 bp和–2.4~–2.0 Kb

有转录调控因子Ikaros的结合位点。

2.6   Ikaros抑制FUT4基因表达具有剂量依赖性

实验证明, Ikaros对pGL4-FUT4-2.4 Kb的抑制

效应最明显, 将不同剂量的pcDNA3.1-Ikaros分别与

pGL4-FUT4-2.4 Kb共转染入293T细胞, 利用荧光素

酶报告系统测定荧光值, 分析不同剂量的Ikaros对
FUT4的抑制效应。启动子活性分析表明, 不同剂量

的Ikaros对FUT4的抑制效应不等, 在未达饱和时, 随
着Ikaros量的增加, 抑制效果越来越明显(图3D)。实

验结果表明, Ikaros抑制FUT4启动子的转录活性呈

(A) (B)

2 000 bp

1 000 bp
2 000 bp

1 000 bp

 1                   2 1                   2

A: Ikaros特异性引物PCR扩增产物电泳图; 1: 2 000 bp marker, 2: Ikaros特异性PCR产物。B: pcDNA-Ikaros阳性重组子BamH I和Xho I双酶切鉴

定电泳图; 1: 2 000 bp marker; 2: pcDNA-Ikaros双酶切产物。

A: agarose gel electrophoresis of PCR products of Ikaros; 1: 2 000 bp marker, 2: PCR products of Ikaros. B: identification of recombinant  plasmid of 
pcDNA-Ikaros double digestion with BamH I and Xho I; 1: 2 000 bp marker, 2:  the product of pcDNA-Ikaros with digestion.

图1   Ikaros PCR产物与pcDNA-Ikaros重组质粒的鉴定

Fig.1   Identification of PCR product and recombinant plasmid of Ikaros

(A) (B)

2 000 bp

 1 000 bp
750 bp

 500 bp

         1        2       3        4        5        6        7        8    1        2         3        4         5         6         7    

A: FUT4启动子各删减体的特异性引物PCR电泳图; 1: 5 000 bp marker, 2: FUT4-0.4 Kb PCR产物, 3: FUT4-0.8 Kb PCR产物, 4: FUT4-1.2 Kb PCR
产物, 5: FUT4-1.6 Kb PCR产物, 6: FUT4-2.0 Kb PCR产物, 7: FUT4-2.4 Kb PCR产物, 8: 2 000 bp marker. B: FUT4启动子各删减体与荧光报告载

体PGL4阳性重组子Kpn I和Nhe I双酶切鉴定电泳图; 1: 2 000 bp marker, 2: pGL4-FUT4-0.4 Kb双酶切产物, 3: pGL4-FUT4-0.8 Kb双酶切产物, 4: 
pGL4-FUT4-1.2 Kb双酶切产物, 5: pGL4-FUT4-1.6 Kb双酶切产物, 6: pGL4-FUT4-2.0 Kb双酶切产物, 7: pGL4-FUT4-2.4 Kb双酶切产物。

A: agarose gel electrophoresis of PCR products of FUT4 different promoter; 1: 5 000 bp marker; 2: PCR products of FUT4-0.4 Kb, 3: PCR products 
of FUT4-0.8 Kb, 4: PCR products of FUT4-1.2 Kb, 5: PCR products of FUT4-1.6 Kb, 6: PCR products of FUT4-2.0 Kb, 7: PCR products of FUT4-
2.4 Kb, 8: 2 000 bp marker. B: identification of recombinant plasmids of FUT4 different promoter double digestion with Kpn I and Nhe I; 1: 2 000 bp 
marker; 2: the products of pGL4-FUT4-0.4 Kb, 3: the products of pGL4-FUT4-0.8 Kb, 4: the products of pGL4-FUT4-1.2 Kb, 5: the products of pGL4-
FUT4-1.6 Kb, 6: the products of pGL4-FUT4-2.0 Kb, 7: the products of pGL4-FUT4-2.4 Kb.

图2  FUT4启动子各删减体的鉴定

Fig.2  Identification of recombinant plasmids of FUT4 different promoters
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A: FUT4启动子各删减体的结构示意图; B: 转染等量的FUT4启动子删减体的荧光报告。重组质粒转染293T细胞, 48 h后测定荧光值, 以空载体作

为空白对照, 检测不同删减体的荧光转录活性; C: Ikaros对FUT4启动子删减体的转录抑制作用。以空载体作为空白对照, 等量Ikaros与等量FUT4
各删减体共转染293T细胞, 分别检测相对荧光活性; D: Ikaros对FUT4启动子的抑制效应具有剂量依赖性。以空载体作为空白对照, 不等量的

Ikaros与等量pGL4-FUT4-2.4 Kb共转染293T细胞, 分别检测各组的相对荧光活性。*P<0.05, **P<0.01。
A: schematic diagram of promoter deletion constructs of the FUT4 promoter; B: FUT4 promoter activity analysis of serial FUT4 promoter deletion 
constructs. FUT4 promoter constructs were transfected into 293T cells, the luciferase activities of the deletion constructs were normalized to the control 
group and presented as a relative level of luciferase activity; C: Ikaros binding represses the transcription of FUT4. Ikaros and FUT4 promoter constructs 
were transfected respectively into 293T cells, the luciferase activities of the deletion constructs were normalized to the control group and presented as a 
relative level of luciferase activity; D: Ikaros in a dose-dependent manner and the longest FUT4 promoter constructs were transfected into 293T cells. 
*P<0.05, **P<0.01.

图3  Ikaros对FUT4启动子各删减体转录活性的影响

Fig.3  Effect of Ikaros on the activities of FUT4 promoters with different length in the 293T cells

现剂量依赖效应。

2.7   Ikaros突变体解除Ikaros对FUT4启动子的抑

制效应

大量研究表明, Ikaros通过可变剪切形成不同的

突变体, 在无功能亚型中出现频率最高的为Ikaros6, 
本研究构建了Ikaros6的表达载体pcDNA-Ikaros6, 将不

同剂量的pcDNA3.1-Ikaros6分别与pGL4-FUT4-2.4 Kb
共转染入293T细胞, 利用荧光素酶报告系统测定荧

光值, 操作过程同上, 启动子活性分析表明, Ikaros6对
FUT4启动子的转录活性无影响, 说明当Ikaros发生突

变时, 解除了Ikaros对FUT4启动子的抑制效应(图4C)。
2.8   Ikaros通过调控FUT4基因表达影响细胞增

殖和凋亡

通过MTT法检测不同时间点pcDNA3.1-vector、
pcDNA3.1-Ikaros、pcDNA3.1-Ikaros6组对293T细胞增

殖的影响。以转染0 h的增殖率为1(100%), 计算不同

时间点细胞的增殖率, pcDNA3.1-vector、pcDNA3.1-
Ikaros、pcDNA3.1-Ikaros6转染24 h后 , 增殖率分别为

(78.79±5.8)%、(88.53±11.1)%、(94.51±9.4)%。可

能由于转染试剂对细胞造成损伤 , 故增殖率低于转

染前。转染48 h后 , 增殖率分别为 (110.43±11.3)%、

(132.25±7.8)%、(151.94±5.7)%, 细胞增殖达到高峰

期 , Ikaros6组增殖率高于其他 2组 , 差异具有统计

学意义 (P<0.05)。转染 72 h, 后期因代谢产物的积

累和营养缺乏导致细胞生长受抑 , 增殖率分别为

(65.26±2.69)%、(68.15±3.8)%、(74.77±2.3)%。同一

时间点 , pcDNA3.1-vector对照组和pcDNA3.1-Ikaros
组的增殖率均低于pcDNA3.1-Ikaros6组。但有文献

指出 , Ikaros转染293T细胞易发生SUMO化修饰 , 能
够解除Ikaros对细胞增殖抑制的作用, 故相对于对照
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A: MTT法检测不同时间段Ikaros及其突变体Ikaros6对细胞增殖的影响; B: 免疫蛋白印迹法检测细胞凋亡相关蛋白Bax和Bcl-2的表达水平; 1: pcDNA 
vector, 2: pcDNA-Ikaros, 3: pcDNA-Ikaros6。**P<0.01, NS: 差异无显著性。

A: Ikaros and its mutant Ikaros6 on cell proliferation were detected in different time by MTT assay; B: Bax and Bcl-2 were detected by Western blot; 1: pcDNA 
vector, 2: pcDNA-Ikaros, 3: pcDNA-Ikaros6. **P<0.01, NS: not significance.

图5  Ikaros对293T细胞增殖和凋亡的影响

Fig.5  Effect of Ikaros isoforms on the proliferation and apoptosis of 293T cells
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A: Ikaros与其突变体Ikaros6的结构示意图; B: Ikaros和Ikaros6调控FUT4启动子转录活性示意图, 当转录因子Ikaros缺失突变成Ikaros6时, 缺失了

DNA的结合位点, 无法结合在FUT4的启动子上; C: 转染不等量的Ikaros6和等量的PGL4-FUT4-2.4 Kb入293T细胞, 荧光值无明显变化, Ikaros6
解除了Ikaros对FUT4启动子的转录抑制作用。

A: the structure diagram of Ikaros and its mutant Ikaros6; B: the diagram of Ikaros and Ikaros 6 regulating FUT4 promoter transcription activity, when 
the transcription factor Ikaros deletion mutation which lack DNA binding sites, it can not be combined in the FUT4 promoter; C: transfection of Ikaros6 
and an equal amount of PGL4-FUT4-2.4 Kb into 293T cells showed no significant change in fluorescence, and Ikaros6 isoform abrogates its repressor 
role in FUT4 transcription.

图4  Ikaros6对FUT4启动子删减体的转录活性无抑制作用

Fig.4  Non-DNA-binding Ikaros6 isoform abrogates its repressor role in FUT4 transcription
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组 , Ikaros组增殖率高于对照组 , 由此可见 , 相比于

Ikaros, 显性负向型IK6促进293T细胞增殖(图5A)。
293T细胞经瞬时转染48 h后 , 收获细胞 , 提取

蛋白质 , 用Western blot检测细胞凋亡相关蛋白的水

平。pcDNA3.1-vector、pcDNA3.1-Ikaros、pcDNA3.1-
Ikaros6组Bax相对水平分别为3.25±0.13、2.61±0.08、
0.84±0.09, Bcl-2相对水平分别为3.37±0.30、4.52±0.48、
7.05±0.10,由此可见, Ikaros6组抗凋亡蛋白Bcl-2的相对

水平高于对照组, 促凋亡蛋白Bax的相对水平低于对

照组, 差异有统计学意义(图5B)。

多项研究表明, 显性负向型Ikaros6的表达抑制

了功能型Ikaros的表达, Jurkat细胞株仅表达功能型

Ikaros, Ikaros6转染Jurkat, FUT4的表达水平升高(图
6A), 且Ikaros6呈现抗凋亡的作用(图6B)。

3   讨论
基因表达调控机制是当前基因组学研究的热

点之一, 对FUT4基因表达的调控机制目前还不甚清

楚。有研究表明, FUT4基因表达受其启动子区甲基

化调控。本文从基因启动子水平初步分析了Ikaros



34 · 研究论文 ·

调控FUT4基因转录活性的分子机制。FUT4合成产

物LeY是肿瘤的一个相关抗原, 抑制FUT4的表达能

够抑制鳞癌细胞的增殖, 化疗药物与FUT4抑制剂的

联合使用, 能够加强对肿瘤细胞的增殖抑制作用[7]。

Ikaros影响细胞的增殖和凋亡, 异常表达时, 发挥抗凋

亡的作用, 同时在真核细胞中, Ikaros能够抑制FUT4
的表达, 当转染Ikaros6时, 其干扰了功能型Ikaros的
表达, 从而解除了Ikaros对FUT4的抑制作用。

本研究通过构建FUT4启动子不同删减体的荧光

素酶报告基因载体, 荧光素酶活性分析各删减体的转

录活性, 在FUT4基因转录起始位点上游–0.8~–1.6 Kb
的转录活性最强, 与杨雪松等[8]的研究结果一致。 

Ikaros属于锌指结构家族的成员, 由IKZF1基因

编码, 具有C2H2结构, 含有8个外显子, 4~6号外显子

编码N-端的4个DNA结合结构域, 具有DNA结合能力, 
8号外显子编码C-端蛋白质结构域, 用于形成同二聚

体或异二聚体。多项研究表明, Ikaros发生缺失突变

是ALL预后不良的独立危险因素。本实验室已成功

构建Ikaros的表达载体和FUT4启动子删减体的荧光

报告基因载体。两者共转染结果表明, Ikaros对不同

删减体均有抑制作用, 但在–2.0 Kb和–2.4 Kb的抑

制效应显著, 可以推测, 在FUT4转录起始位点上游 
–0.4 Kb、–1.6~–2.0 Kb、–2.0~–2.4 Kb可能有有潜在的

Ikaros DNA结合位点, 且通过对抑制作用最强的删减

体分析, Ikaros对FUT4的抑制作用呈现剂量依赖效应。

本研究初步分析了Ikaros对FUT4基因转录活性

的调控作用, 对FUT4启动子区功能分析的结构表明, 
FUT4启动子区含有多个潜在的Ikaros转录因子的结

合位点, 提示Ikaros可能参与FUT4基因表达的调控。

FUT4基因转录活性具体受到哪些转录因子的影响

及结合位点, 有待对其启动子区进一步进行凝胶迁

移实验和染色质免疫共沉淀实验的分析。
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A: Ikaros在白血病细胞株Jurkat中调控FUT4的表达。建立Ikaros突变体Lenti-Ikaros6稳转细胞株, Lenti-Mock作为对照组, 分别检测FUT4的表达

水平。B: 免疫蛋白印迹法检测细胞凋亡相关蛋白Bax和Bcl-2在白血病细胞株Lenti-Mock和Lenti-Ikaros6中的表达水平。

A: Ikaros regulates the expression of FUT4 in Jurkat cell line. Lenti-Ikaros6 and Lenti-Mock were constructed and selected, the relative expression level 
of FUT4 was detected. B: Bax and Bcl-2 were detected by Western blot in Lenti-Mock and Lenti-Ikaros6 Jurkat stable cell lines.

图6  Ikaros调控FUT4的表达及抗凋亡作用

Fig 6  Ikaros regulates the expression of FUT4 and its antiapoptotic effect
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