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PML通过转录调控CTCF影响C-Myc表达的机制研究
周菁  胡清华  易丽君  付晶晶  李红*

(江西省儿童医院, 南昌 330006)

摘要      该研究探讨了PML(promyelocytic leukemia protein)对多功能转录因子CTCF(CCCTC-
binding factor)的转录调控及其下游靶基因C-Myc的功能影响。通过荧光定量PCR方法分析儿童急

性淋巴细胞白血病样本中PML和CTCF基因的表达水平, 并分析二者之间的相关性。构建了PML与
CTCF真核表达载体, 在共转染细胞中, 利用荧光定量PCR方法和Western blot分析PML对CTCF表达

水平的影响。通过双荧光素报告基因系统分析了PML对CTCF启动子区的调控, 并研究了其对CTCF
下游靶基因C-Myc的表达水平的影响。结果显示, 在临床样本中PML与CTCF表达水平存在负相关性, 
PML通过抑制CTCF的转录降低CTCF的表达水平, 干扰CTCF对下游靶基因C-Myc的调控功能。同时, 
在CTCF的启动子区域可能存在着PML的结合区域, 从而导致CTCF的启动子活性被抑制。
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PML Represses C-Myc Expression through Transcriptional Regulation of CTCF

Zhou Jing, Hu Qinghua, Yi Lijun, Fu Jingjing, Li Hong*
(Jiangxi Provincial Children’s Hospital, Nanchang 330006, China)

Abstract       This study investigated the effect of promyelocytic leukemia protein (PML) on transcription 
regulation of CCCTC-binding factor (CTCF) and its downstream target gene C-Myc. The expression levels of PML 
and CTCF in clinical samples were analyzed by using fluorescence quantitative PCR, and the correlation between them 
was also analyzed. PML and CTCF eukaryotic expression vectors were constructed, and the effect of PML on CTCF 
expression level was analyzed by fluorescence quantitative PCR and Western blot in co-transfected cells. The regulation 
of PML on CTCF promoter region was analyzed through the Dual-Luciferase reporter gene system, and the influence of 
PML on the expression level of C-Myc downstream target gene of CTCF. It showed that there was a negative correlation 
between the expression of PML and CTCF in children ALL. PML reduced the expression of CTCF by inhibiting the 
transcription of CTCF and interfered with the regulation of the CTCF downstream target gene C-Myc. At the same time, 
there may be a binding region of PML in the promoter region of CTCF, resulting in inhibition of CTCF promoter activity. 
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CTCF(CCCTC-binding factor)是广泛存在于真

核生物中的多功能转录因子, 是一种普遍存在的11-
锌指蛋白。CTCF与靶顺序因子的结合可阻断增强

子和启动子的相互作用, 从而将增强子的活性限制

在一定的功能区域。已有研究表明, CTCF调控大

量与肿瘤发生发展相关的基因[1-2]。CTCF是肿瘤抑

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



1840 · 研究论文 ·

制因子, 通过调节下游众多抑癌基因和原癌基因的

表达, 抑制细胞生长、促进凋亡和分化。CTCF和
CBS(CTCF binding site)在肿瘤细胞中也经常会被检

测到突变和缺失, 推测这些改变可能是影响了CTCF
蛋白本身与DNA的结合能力, 从而导致了肿瘤的发

生和进展[3-5]。CTCF功能活性主要受CTCF的结合蛋

白和翻译后修饰方式的调节。CTCF可以与多个蛋

白结合, 这些结合蛋白决定了CTCF执行何种调控功

能。不同的修饰方式将决定其是作为转录活化因子、

转录抑制因子、绝缘子蛋白抑或是染色体空间构象

维系蛋白, 对基因的表达水平进行调控, 从而影响到

细胞的凋亡、增殖和分化[6-7]。这些因素对CTCF功
能的调节主要是通过改变其与DNA结合能力来实

现的。除此之外, 启动子区CpG岛甲基化也能影响

CTCF与DNA的结合[8]。CTCF在髓系白血病的细胞

分化过程中起到一定的调节作用, 在红白血病细胞

系K562细胞系中, 降低CTCF的表达会明显抑制其

向红细胞方向分化, 而过表达CTCF会抑制K562细
胞的增殖[9]。进一步研究发现, CTCF会与GATA1共
同结合在HPIP的启动子上, 并以此调控PI3K/AKT
途径[10]。有研究显示, CTCF在白血病初诊患者中表

达水平上升, 缓解期下降, 复发时表达水平也随之提

高, 可能与肿瘤的进展有关[8]。

早幼粒细胞白血病蛋白( p r o m y e l o c y t i c 
leukemia protein, PML)负责组装PML小体, 现已

发现PML-NB有50多种蛋白, 其中包含一些参与乙

酰化、甲基化、磷酸化、泛素化和小泛素相关修

饰物 (small ubiquitin-related modifier, SUMO)修
饰的酶, 也有一些参与细胞生长调控的转录因子。

这些蛋白或暂时或长期停留在PML-NB内, PML通
过与这些修饰酶和转录因子直接或间接相互作用, 
形成蛋白复合物, 引导转录因子的翻译后修饰, 改
变转录活性, 调节细胞的生长和转化。PML是一

种肿瘤抑制蛋白, 能够与许多蛋白及转录因子结

合, 影响其功能[11-13]。已有研究表明, 在肿瘤发生

过程中, PML自身表达水平和蛋白活性降低均对细

胞的周期及凋亡有一定的影响, 其在乳腺癌[14]、肺

癌[15]、结肠直肠癌[16]、前列腺癌[17]和膀胱癌[18]等癌

症中的肿瘤抑制作用已被证实。PML与急性早幼粒

细胞性白病(acute promyelocytic leukemia, APL)的发

生和进展密切相关。在98% APL患者体内, PML与
RARα(retinoic acid receptor alpha)基因重组成的原癌

基因PML-RARα的出现破坏了PML小体的结构, 导
致了肿瘤的发生。PML在急性淋巴细胞白血病(acute 
lymphoblastic leukemia, ALL)中的作用尚不明确, 还
有待进一步的研究。

我们在儿童急性淋巴细胞白血病患者的骨髓

样本中观察到了PML与CTCF存在负调控的关系。

进一步的细胞学实验结果发现, PML对CTCF及其靶

向下游基因C-Myc的表达存在抑制作用。本研究揭

示了PML对CTCF存在抑制的作用, 并可能存在通过

调控其启动子的活性对其进行调控的途径。

1   材料与方法
1.1   细胞系与主要试剂

人肾上皮细胞系293T购自中国科学院上海细

胞库。Trizol购自Invitrogen公司。反转录试剂、实

时荧光定量PCR试剂购自北京全式金生物技术有限

公司。细胞培养基DMEN及RPMI1640购自Hyclone
公司。胎牛血清购自Gibco公司。GAPDH抗体

(Rabbit, 1094-1-AP)购 自Proteintech公 司。CTCF抗
体(Rabbit, D31H2)购自Cell Signal Technology公司。

C-Myc抗体(Rabbit, AB32072)购自Abcam公司。转

染试剂lipo2000购自Invitrogen公司。双荧光素报告

基因检测试剂盒购自Promega公司。Taq plus PCR 
MasterMix购自天根生化科技(北京)有限公司。限

制性内切酶购自NEB公司。其他试剂均为国产超纯

或分析纯试剂。引物合成为金斯瑞生物科技有限公

司。实验采用的荧光定量PCR引物为, PML上游引物: 
5ʹ-GCC GAC TTC TGG TGC TTT G-3ʹ; PML下游引

物: 5ʹ-TCA CTG TGG CTG CTG TCA AG-3ʹ。CTCF 
上游引物: 5ʹ-ATG GCC TTT GTG ACC AGT GG-3ʹ; 
CTCF下游引物: 5ʹ-CGG ACG CTC TCC AGT ATG 
AG-3ʹ。GAPDH上游引物: 5ʹ-CAA TGA CCC CTT 
CAT TGA CC-3ʹ; GAPDH下 游 引 物: 5ʹ-GAC AAG 
CTT CCC GTT CTC AG-3ʹ。实验采用的载体构建

引物如下, CTCF上游引物: 5ʹ-ATG CGA ATT CAT 
GGA AGG TGA TGC AGT CGA AG-3ʹ, 引入EcoR I
酶切位点; CTCF下游引物: 5ʹ-ATT TGC GGC CGC 
TCA CCG GTC CAT CAT GCT GAG GAT CAT C-3ʹ, 
引入Not I酶切位点。PML上游引物: 5ʹ-CGC GGA 
TCC ATG GAG CCT GCA CCC GCC CGA TC-3ʹ, 引
入BamH I酶切位点; PML下游引物: 5ʹ-ATTT GCG 
GCC GCT CAG CTC TGC TGG GAG GCC CTC 
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TCT G-3ʹ, 引入Not I酶切位点。C-Myc P2 Promoter
上游引物: 5ʹ-TGC AGG ATA TCG ATC GCG CTG 
AGT ATA AAA GC-3ʹ, 引入EcoR V酶切位点; C-Myc 
P2 Promoter下游引物: 5ʹ-CCC AAG CTT GGA CTT 
CGG TGC TTA CCT GG-3ʹ引入Hind III酶切位点。

1.2   标本来源

60例急性淋巴细胞白血病标本来源于本院血

液科收诊的初诊患儿送检的白血病融合基因检测项

目。本实验已获本院伦理委员会的批准, 并与家属

签订了相应的知情同意书。

1.3   Western blot检测CTCF蛋白的表达

收集转染质粒48 h后的细胞, 用PBS洗涤两次, 
加入细胞裂解液, 提取细胞总蛋白, 使用BCA试剂

盒测定蛋白浓度后, 100 °C金属浴加热5 min进行变

性。每个泳道以30 μg的上样量进行聚丙烯酰胺电

泳(SDS-PAGE, 5%浓缩胶, 10%分离胶), 将胶上的蛋

白电转至聚偏氟乙烯膜上, 用5%脱脂牛奶(5%脱脂

奶粉溶于TBST溶液)封闭1 h, 然后孵育相应的一抗

(抗体1000 1׃)于4 °C低速摇床过夜。次日, 以TBST
溶液洗膜三次, 每次15 min。常温孵育对应的二抗(抗
体1000 1׃)并孵育3 h, 放射显影。

1.4   实时定量PCR法检测CTCF及PML的mRNA
表达量

Trizol-氯仿法提取样品中的总RNA, 临床样本使

用的细胞为破红后的骨髓样本, 细胞样本为转染质

粒后48 h的细胞。将获得的RNA用反转录试剂盒合

成cDNA, 以GAPDH为模板, 根据Genebank中CTCF、
PML及GAPDH的基因序列, 采用Primer3.0在线引物设

计网站(http://primer3.ut.ee/)设计荧光定量引物。反应

体系参照荧光定量PCR试剂盒的说明书配置, 反应条

件为: 95 °C 5 min; 然后, 95 °C 1 min, 60 °C 34 s, 重复

40个循环。于60 °C时收集荧光信号。

1.5   质粒构建

Trizol-氯仿法提取临床骨髓样本的RNA并反转

录获得cDNA, 以cDNA为模板, 根据GeneBank数据库

中CTCF、PML及C-Myc的基因序列及其上游启动子

区序列的信息, 设计含对应酶切位点的PML和CTCF
的翻译区全长及c-Myc和CTCF启动子区域的引物。

使用Taq plus PCR MasterMix进行扩增, 反应条件为

95 °C 5 min; 95 °C 30 s, 60 °C 30 s, 72 °C 3 min, 循
环35次; 72 °C 10 min。将PCR产物于1%的琼脂糖

凝胶上进行电泳。电泳后将大小符合预期的DNA

条带切下, 同时, 对载体进行酶切并1%琼脂糖电泳, 
从胶上切下酶切好的线性载体。凝胶回收后, 将片

段连接至相应的载体上, 并送生工生物工程(上海)
股份有限公司进行测序验证, 从而构建完成pCMV-
Flag-CTCF、pcDNA-PML、pGL4.14-C-Myc-P2 
promoter以及pGL4.14-CTCF promoter质粒。

1.6   双荧光素报告基因检测

在24孔板中接种细胞, 各组PGL4.14报告载体

与内参Renilla质粒比均为501׃, 各组转染的质粒总

量以pcDNA空载质粒补齐至一致, 并设置三个重复

孔。以lipo2000作为转染试剂进行转染, 转染的质量

体积比(μg/μL)为12׃。使用Promega双荧光报告基因

检测试剂盒进行检测, 收集转染质粒后24 h的293T
细胞, 每孔用PBS小心清洗两次后吸干, 加入100 μL
裂解液裂解20 min后吸取上清细胞裂解液于酶标仪

测定荧光强度。数据处理方式为计算相对荧光强度

(报告载体荧光强度/内参Renilla荧光强度)。
1.7   细胞转染

Western blot、荧光定量PCR及双荧光素报告基

因检测实验中, 均设置对照组和实验组, 其中对照组

为转染pcDNA空载质粒, 10׃组为CTCF转染量׃PML
转染量=10׃, 以此类推10.5׃组与12.5׃组。细胞接种

后24 h以lipo2000为转染试剂进行转染, 转染的质粒

体积比(μg/μL)为12׃。
1.8   统计学分析

应用SPSS 15.0统计软件进行统计学分析。数

据采用x
_
±s表示, 两组计量资料比较采用t检验。

P<0.05认为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   儿童急性白血病患者中PML与CTCF的表达

情况

Trizol-氯仿法提患儿血样中的RNA, 逆转录

后通过荧光定量PCR的方法确定CTCF与PML的
mRNA表达情况。我们分析了60例初诊ALL患者骨

髓有核细胞中的PML及CTCF表达情况, 采用趋势

分析的方法对两者表达情况存在的关系进行线性分

析。结果表明, PML与CTCF在患者中的表达呈现负

相关的关系(图1)。
2.2   PML对CTCF启动子区域的活性抑制

荧光素酶报告基因(Luciferase)可检测转录因子

对启动子是否存在增强或减弱作用。为了解PML对
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CTCF可能存在的调控方式, 根据Genebank中的序

列信息设计引物, PCR反应扩增获得CTCF转录起始

位点前1 000 bp的启动子区域, 将其构建至报告基因

载体。将构建好的荧光报告载体与表达载体共同转

染293T细胞后24 h, 收集细胞进行荧光值分析。结

果显示, 与转染pcDNA3.1空载的对照组相比, 转染

pcDNA-PML后, 荧光强度变弱, 说明CTCF启动子区

的活性降低了, 这表明PML会抑制CTCF的启动子活

性(图2)。
2.3   PML对CTCF在mRNA表达水平的影响

由于白血病细胞系难以用常规的脂质体及电

转染进行转染, 为探究293T对PML与CTCF的调控

关系, 本实验检测mRNA表达水平、蛋白表达水

平以及双荧光素基因的表达情况。介于293T细胞

自身的CTCF表达量很低, 在实验中通过转染CTCF
表达质粒, 使293T细胞表达外源性CTCF, 与此同

时, 转染梯度浓度的PML表达质粒, 转染后48 h抽
提RNA逆转录后使用荧光定量PCR的方法检测

CTCF的表达量。结果发现, CTCF mRNA的表达

水平随着PML表达量的增高而降低, 呈剂量依赖

性(图3)。
2.4   PML对CTCF在蛋白水平的影响

293T细胞转染CTCF过表达质粒及梯度浓度的

PML质粒48 h后, 抽提细胞蛋白进行Western blot检
测CTCF的蛋白表达量。结果表明, 随着PML表达量

的增加, CTCF蛋白表达的抑制效果越来越明显, 呈
现与mRNA表达情况相似的趋势(图4)。
2.5   PML对CTCF转录调控活性的影响

研究表明, CTCF可通过结合C-Myc的启动子区

并促进其表达[19]。为此, 我们构建了C-Myc启动子区

域的荧光报告质粒pGL4.14-C-Myc-P2 promoter, 通
过荧光素报告基因的方式检测PML影响CTCF对该
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启动子区域活性的调控情况。将C-Myc荧光报告质

粒与CTCF表达质粒以及梯度浓度的PML表达质粒

共同转染至293T中, 24 h后检测荧光值并分析。结

果显示, 与对照组pGL4.14-C-Myc-P2 promoter相比, 
在转入CTCF表达质粒后荧光强度有所增强。随着

PML量的增加, 荧光强度呈现逐渐减弱的趋势。这

表明, PML会抑制CTCF对C-Myc表达活性的激活作

用(图5)。

2.6   PML影响CTCF下游靶基因C-Myc的表达水平

为了进一步证明PML能否在转录后水平上影

响CTCF的下游靶基因C-Myc的表达, 将293T细胞转

染CTCF过表达质粒及梯度浓度的PML质粒48 h后, 
抽提细胞蛋白, 通过Western blot检测C-Myc的表达

情况。结果显示, C-Myc的蛋白表达呈现与图3、图

4中CTCF表达情况以及图5中C-Myc启动子区域活

性变化相似的趋势, 即随着PML的增加而降低。实
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图3   PML抑制外源性CTCF的mRNA表达

Fig.3   PML inhibits mRNA expression of exogenous CTCF in a dose dependent manner

**

CTCF 140 kDa

36 kDaGAPDH

Con
tro

l
1:0 1:0

.5
1:2

.5

R
el

at
iv

e 
ra

tio
 C

TC
F/

G
A

PD
H

 

20

15

10

5

0

CTCF

PML

(–)

(–)

(+)

(–)

(+) (+)

**P<0.01.
图4   PML抑制CTCF的蛋白表达

Fig.4   PML inhibits protein expression of CTCF
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验结果表明, PML通过抑制CTCF的表达, 影响了其

下游靶基因C-Myc的表达(图6)。

3   讨论
PML作 为 肿 瘤 抑 制 因 子, 在p53[20]及PI3K/

AKT[21]等通路中起到关键作用, 促进肿瘤细胞凋亡。

PML在APL中发生基因断裂, 影响了PML小体的结

构, 使用砷剂治疗能够恢复PML小体的结构。PML
在儿童ALL中的作用尚不明确。我们在分析骨髓样

品中基因表达谱时发现, PML与CTCF表达水平呈

现负相关性, 推测PML在ALL中的作用可能与CTCF
有关。CTCF与肿瘤的关系比较复杂, 一般认为
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图5   PML降低CTCF对C-Myc启动子区域的激活作用

Fig.5   PML reduces activation of C-Myc promoter region by CTCF
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图6   PML抑制CTCF下游靶基因C-Myc的表达

Fig.6   PML inhibits the expression of C-Myc downstream of CTCF

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



周菁等: PML通过转录调控CTCF影响C-Myc表达的机制研究 1845

CTCF是一种重要的抑癌基因, 通过调节TP53、RB、
C-Myc、hTERT和CDKN2A等众多基因的表达来影

响细胞生长、分化和衰老的过程[22]。但是人们发现, 
CTCF能够抑制乳腺癌和肺癌细胞的凋亡[23-24]。在

乳腺癌细胞中, CTCF能够结合在凋亡蛋白BAX基因

启动子上, 抑制基因的转录, 当CTCF表达水平增加

时, BAX表达受阻, 肿瘤细胞增殖加快, 细胞呈现抗

凋亡现象[25]。我们在前期研究中发现, CTCF的表达

水平随着患者的治疗情况呈现相应的波动: 初诊患

者CTCF表达水平增加, 完全缓解后表达水平下降, 
复发后表达水平反弹, 在白血病细胞中CTCF可能发

挥着原癌基因的作用。

CTCF的功能广泛, 且作用靶点众多, 许多与其

能够相互影响结合的蛋白。而同样作为通常认知中

的肿瘤抑制因子PML, 同样存在未知的作用。本研

究通过分析临床样本得出在白血病中PML与CTCF
存在负调控的关系, 提示两种因子可能存在相互竞

争的关系。在细胞学实验中发现, CTCF的启动子

区域可能存在PML的结合区域, 从而导致CTCF的启

动子活性被抑制。PML会抑制CTCF的转录及翻译

水平, 使CTCF的mRNA及蛋白水平均下降。与此同

时, PML可抑制CTCF对下游基因C-Myc的调控作用, 
使CTCF对下游基因的激活作用降低, 同时降低了

C-Myc蛋白的表达量。

由于白血病细胞系存在转染困难的情况, 本实

验采用工具细胞293T进行相关的机制研究, 对PML
与CTCF之间的调控关系提供了一些思路。利用基

因编辑技术构建PML及CTCF过表达的白血病细胞

系的工作正在进行中, 在细胞系构建成功之后, 将在

白血病细胞系中进一步对以上结论进行验证。本研

究将为寻找治疗白血病的新的药物靶点及诊断标准

提供一种新的思路。
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