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孤生受体的相互作用对视黄酸应答元件的影响

吴　乔
(厦门大学肿瘤细胞工程国家专业实验室,厦门　361005)　　

张晓坤
( T he Burnh am Ins titute,加州, 92037　美国)

摘要　孤生受体 COUP-TF 和 nur77的功能及其作用机理仍未阐明. 以 DNA 瞬时转染和测定氯

霉素乙酰转移酶( CAT )活性,以及凝胶阻抑测定, 分析 COU P-T F 和 nur77 的相互作用对视黄酸

应答元件( RAREs)的影响.实验表明, COU P-T F 通过降低 RAREs的基础活性,来增强 RARE 对

视黄酸( RA)的敏感性, 而 nur77则拮抗 COUP-TF 的作用. nur 77能够加强不同 RAREs的转录活

性,并且与 RA 的诱导无关. 结果证实, nur 77通过与 COUP-TF 的直接作用而对 RAREs 产生影

响,从而抑制 COUP-TF 与 RAREs结合和 COUP-TF 的转录活性.

关键词　孤生受体, COU P-T F, nur77,视黄酸应答元件, 视黄酸

Interaction of Orphan Receptors and Their Effect

on Retinoic Acid Receptor Elements

WU Qiao
(T he S tate L aboratory f or Tumor Cell Eng ineering, X iamen Univ ersity ,X iamen 361005)

ZHANG Xiaokun
( The B urnham Insti tut e, CA 92037 USA )

Abstract　T he funct ion o f tw o orphan receptor s, COU P-T F and nur 77, and their mechanism of

act ion remain larg ely unknow n. The interact ion betw een COU P-T F and nur77, and their effect on

retinoic acid respo nse elements ( RAREs ) w ere invest igated. In t ransient t ransfect ion assay and

CAT assay, COUP-T F increased ret inoic acid( RA) sensit ivity to RAREs by r educing basal act ivi-

ty of various RAREs. nur 77 counteracted the ef fect of co -transfected COUP-TF in CV -1 cells.

nur77 enhanced the t ranscript io nal activity o f various RAREs in a RA-independent m anner. Gel

retar dat io n assay show ed that nur77 and COUP-T F antag onized each o ther's DNA binding . T hese

observat ions demo nstr ate that nur77 ex erts it s effect on RAREs through direct interact ion w ith

COU P-T F, which results in inhibit io n of COUP-T F RA RE binding and tr anscriptional act iv ity .
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　　近年来, 视黄酸( ret ino ic acid, RA )已应用于临

床治疗许多类型的癌症. RA 的作用主要由其受体

RARs( ret inoic acid r eceptors)和 RXRs( ret inoid X

receptor s)介导, 这些受体作为配体激活的转录因

子, 通过结合到各种类型的视黄酸应答元件

( ret inoic acid response elem ents, RAREs)上, 调控

基因的转录与表达 [ 1, 2] . 研究表明, 尽管 RARs 或

RXRs 的表达对介导 RA 的作用是必需的,但它们

的表达并不能完全驱动靶基因对 RA 的应答
[ 3] ,提

示还有其它受体参与 RA 应答的调节.

COU P-T F ( chicken ovalbumin upst ream pro -

moter t ranscript ion facto r ) 与 RARs 和 RXRs 一

样, 属于类固醇/甲状腺核受体超家族成员,由两种

不同的基因COUP-TFⅠ和 COU P-T FⅡ编码
[ 4]

. 由

于 COU P-T F 的特异性配体至今未知,因此将它归

为孤生受体( orphan recepto r) . COU P-T F 能够抑

制 RARs诱导的转录活性, 是因为 COUP-TF 形成

同源二聚体结合到 RAREs 上, 从而竞争性地抑制

RARs 结合到 RARE 上,表明 COU P-T F 可能参与

调节 RA 的应答过程
[ 5]

.另一个孤生受体——nur 77
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(也称 NGFⅠ-B 或 TR 3 )也属于核受体超家族成

员,已确定在 RARB启动子中含有 nur77的结合位

点[ 6] , nur 77能够与 RXR形成异源二聚体而结合到

BRARE上
[ 7]

,提示 nur77也可能参与对 RARB基因
表达的调节. 所以,尽管这些孤生受体的特异性配体

仍未确定,但它们能够通过与 RARs或 RXRs的相

互作用调节 RA 的应答.

目前为止,孤生受体之间的相互作用仍未阐明,

它们与 RAREs 的相关性则是阐明其功能关系, 及

其对 RA 应答调控的关键. 因此, 本文着重分析

COU P-T F、nur77和 RAREs之间的相互关系,结果

表明, COUP-TF 与 nur 77存在着拮抗作用, 这种作

用是通过抑制对方结合到 RAREs 上产生的. 这一

结论可能为研究孤生受体对视黄酸应答元件的调控

提供新思路.

1　材料与方法

1. 1　细胞培养

用于 DNA 瞬时转染的 CV-1细胞(猴肾细胞)

培养在 DM EM 培养液中. CV -1 细胞来自美国

AT CC.

1. 2　各种受体表达质粒和报告基因表达质粒

用于 DNA 瞬时转染的 nur77和 COU P-T F 表

达质粒为它们的 cDNA 片段克隆到 pRc/ CM V 表

达载体 ( Inv it ro gene, San Dieg o, CA) 中. 各种类型

的报告基因表达质粒是将各种视黄酸应答元件,包

括 BRARE、$BRARE、RARB 启动子、TRE-pal、

Apo AⅠ-RARE、CRBPⅠ-RARE 和 M HC-TRE 等

克隆到含有胸腺嘧啶脱氧核苷激酶的氯霉素乙酰转

移酶启动子( tk-CAT )上, 表达载体为 pBluescript-

CAT v ector. 这些表达质粒的构建具体参见文

献
[ 2, 8～10]

, B-半乳糖苷酶表达质粒购于 Pharmacia.

$BRARE 为 BRARE 突 变 体, 序 列 为 T G-

TAGGGT TCACACT GAGTT CACTCA (划线的为

突变的核苷酸) .

1. 3　DNA瞬时转染和氯霉素乙酰转移酶( CAT)活

性测定

以 5×104 细胞/孔的接种量将细胞接种于 24孔

培养板中, 24 h后采用磷酸钙和 DNA 共沉淀的转染

方法 [ 11: a] ,将所需的DNA, 包括 COUP-T F 和 nur77

表达质粒、各种报告基因表达质粒、B-半乳糖苷酶表
达质粒等瞬时转染到 CV-1细胞中, 37℃、3% CO 2 温

育过夜.细胞转染后, 换新鲜培养液,用 10
- 7

mol/ L

视黄酸( Sigm a)处理 24 h, 细胞用 PBS 洗涤, 加入

200 Ll T ris( 250 mm ol/ L , pH7. 8) , 于干冰上反复冻

融 3次,得细胞提取液,再按文献[ 11: b]方法测定氯

霉素乙酰转移酶活性和 B-半乳糖苷酶活性.

1. 4　体外受体蛋白的合成和凝胶阻抑测定

参照文献 [ 2] 方法. 主要步骤为: 通过酶解

DNA, 转录,翻译等步骤进行体外受体蛋白合成(试

剂盒为Stratagene ( San Diego ) , 按说明书操作) , 合

成的受体蛋白包括 nur77、COU P-T FⅠ、COU P-TF

Ⅱ、RAR和 RXR.以 A-32
P-dATP 和 A-32

P-dCTP 标

记 各 种 寡 核 苷 酸, 包 括 BRARE, $BRARE,

T RE -pal, Apo pAⅠ-RARE, CRBPⅠ-RARE 等(各

种寡核苷酸序列参见文献[ 2, 8, 9] ) ,以制备探针. 将

合成的受体蛋白与探针室温杂交 20 m in, PAGE 胶

上电泳, 干胶, - 80℃曝光, 显影. 如果需要加入抗

体, 则先将抗体与受体蛋白室温温育 30 min, 再与

探针杂交.

2　结果与讨论

2. 1　COUP-TF 与nur77的拮抗作用

为了研究两种孤生受体的相互关系, 分析

COUP-TF 对 RA REs转录活性的影响,以及 nur 77

对 COUP-T F 活性的抑制作用, 首先进行 CAT 活

性测定. 通过 CAT 相对活性的高低,判断 RA 调控

CAT 表达的作用,以及 nur 77和 COU P-TF 对 RA

调控 CAT 表达作用的影响.当以 BRARE-tk-CAT

作为报告基因时,随着 COUP-TF 浓度的增加, RA

诱导的CAT 相对活性基本不变( F ig . 1:实心杆) , 但

基础活性受到显著抑制( Fig . 1: 空心杆) , 结果导致

依赖 RA 的倍数诱导(即: RA 诱导后的 CAT 相对

活性/ RA 诱导前的 CAT 相对活性, fold induct ion)

增加( Fig . 1: 斜线杆) .随着 nur77的加入和浓度的

提高,基础活性又显著提高( Fig . 1:空心杆) ,但 RA

诱导的CAT 相对活性仍基本不变( Fig . 1:实心杆) ,

结果导致依赖 RA 的倍数诱导下降 ( F ig. 1: 斜线

杆) ,由此提示 COUP-T F 对 CAT 基础活性的抑制

作用被 nur77 所拮抗. 当以另一个 RARE——

T REpal-tk-CAT 作 为报 告基因 时, 也 观察 到

COUP-TF 与 nur 77 的拮抗作用 ( Fig . 1) . 结果表

明, COU P-TF 能够加强 RAREs 对 RA 的敏感性,

nur77则降低 RA REs对 RA的敏感性, 而这种作用

正是由于 COUP-T F 和 nur 77的相互拮抗产生的.

2. 2　nur77对视黄酸应答元件转录活性的影响

COUP-TF 与 nur 77相互拮抗的结果提示一种

新的调节RA应答的可能机制 , 由于BRA RE上含
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Fig. 1　Effect of COUP-TF an d n ur77 on BRARE and TRE-pal

Fig. 2　nur 77 promoted various RAREs ' act ivity

有 nur77 的结合位点 [ 6] , 那么 nur 77是否可能通过

结合到视黄酸应答元件上而对 RA 产生调控呢? 为

此,我们分析 nur77对 RAREs转录活性的影响.首

先, 选用三种含有 BRARE 的报告基因( RARB-tk-

CAT , BRARE-tk-CAT 和 $BRARE-tk-CAT ) , 并以

空白载体的报告基因 pBLCAT 2 作为对照, 测定

CAT 活性. 随着 nur 77 浓度的增加, RA 诱导的

CAT 相对活性显著提高( Fig . 2:实心杆) , 但更为重

要的是基础活性也显著提高( F ig. 2: 空心杆) , 对照

组中未见基础活性或 RA 诱导的 CAT 相对活性发

生变化( F ig. 2) , 由此提示,转录活性的加强可能不

是 RA 诱导的结果,而是基础活性增强的结果.为了
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Fig. 4　An alysis of nu r77 bin ding to variou s RAREs

证实这种可能性, 以及确定这种作用并不仅仅对

BRARE 特异, 其它 RARE 报告基因, 如 T REpal-

tk-CAT , ApoA Ⅰ-RARE-tk-CAT 和 CRBP Ⅰ-

RARE-tk-CAT 等和 nur77一起,分别转染到 CV-1

细胞, 结果再次证明, 随着 nur77浓度的增加,不仅

RA 诱导的 CAT 相对活性显著提高,而且基础活性

也显著提高( F ig. 2) . 作为对照,我们还选用另一类

报告基因 MHC-T RE-tk-CAT (甲状腺激素特异性

应答元件) ,并以其特异性配体 T 3 (甲状腺激素)诱

导,结果随着 nur 77浓度的增加, T 3 诱导的 CAT 相

对活性以及基础活性均不改变( Fig . 2) .以上结果证

实, nur 77能够加强 RAREs 转录活性, 但这种作用

与 RA 的诱导无关.

2. 3　nur77和 COUP-TF相互拮抗的机制

为了进一步了解 nur 77加强 RAREs转录活性

是否由于其结合到 RAREs 上引起的,我们进行凝

胶阻抑测定.当以 BRARE 探针时, nur77 不能结合

到 BRARE 上, RXR 也不能结合到 BRA RE 上, 但

nur 77 和 RXR 形成的异源二聚体可以结合到

BRARE上,因为 nur77/ RXR 异源二聚体能够被抗

nur 77抗体( anur77)作用后向上移动,或被抗 RXR

抗体( aRXR)所抑制( Fig . 3) . 结果不仅佐证 nur77

能够与 RXR形成异源二聚体
[ 7] ,而且表明 nur77加

强 RARE 活性不是通过自身结合到 BRARE 上产

生的. 当以 $BRARE( BRA RE 的突变体)为探针时,

nur 77/ RXR异源二聚体则不能结合到 $BRARE 上

( F ig . 3) ,表明在 BRARE中, nur 77结合位点的完整

性,对于有效形成 nur 77/ RXR 二聚体十分重要.

　　当以其 它 RA REs, 如 T RE-pal , CRBP Ⅰ-

RARE 和 ApoAⅠ-RARE 等作为探针,不仅 nur77

不能结合到这些RAREs上, 甚至nur 77/ RXR异源

Fig. 3　An alysis of nu r77 bin ding to BRARE and $BRARE

二聚体也不能结合到这些 RAREs上( Fig . 4) .作为

对照, RA R和 RXR 可以形成异源二聚体而结合到
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各种 RAREs 上
[ 2] ( Fig . 4) . 以上结果表明, 尽管

nur 77/ RXR 异源二聚体能够结合到 BRARE, 但它

不是 nur77 加强 RA REs 活性的关键, 由此进一步

提示, nur77可能通过蛋白-蛋白的相互作用调控

RAREs, 而这个蛋白可能是 COUP-T F.

为此,我们通过凝胶阻抑测定证实这种可能性.

首先分析 nur 77对 COUP-TF 结合到 BRARE 的影

响. COU P-T F 能够形成同源二聚体结合到 BRARE

上
[ 5]

,但 nur 77能够抑制 COU P-T F 结合到 BRARE

上, 而且抑制作用随 nur77 浓度的增加而加强

( F ig. 5) , 作为对照, 加入 RAR, COU P-T F 不会被

抑制 ( Fig. 5) . 反之, 我们也分析 COU P-T F 对

nur 77/ RXR的影响,当 nur77/ RXR结合到 BRARE

上, COUP-TF 能 够 抑 制 nur77/ RXR 结 合 到

BRARE 上, 而且随着 COU P-T F 浓度的增加, 抑制

作用更显著( F ig . 5) . 在其它 RAREs, 如 CRBPⅠ-

RARE , TRE-pal, 和 ApoA Ⅰ-RARE 上, 也发现

nur77抑制 COUP-T F 结合到 RAREs上 ( Fig . 6) .

结果表明, nur77 与 COUP-TF 的相互拮抗是通过

抑制对方结合到 RAREs上产生的,而且是蛋白-蛋

白的直接作用, nur77 功能的发挥不需要 nur77 直

接结合到 RAREs, 这与 COU P-T F 需要结合到

RAREs 才对其它受体产生竞争性抑制
[ 5]有所不同.

　　COU P-TF 与 nur 77相互作用及其对 RAREs

的调控还提示我们,在癌细胞中, RA 可能通过调节

nur77/ COU P-T F 发挥抗癌作用, 而且 nur 77 和

COUP-TF 的动态平衡在调节癌细胞对 RA 敏感性

的过程中可能起着重要作用, 有关研究正在进行.

Fig. 5　M utual inhib ition of n ur77 and COUP-T F protein

Fig. 6　Inhib iti on of C OU P-TF binding to various RAREs by nur 77
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