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［摘 要］ 目的：克隆人脂肪非典型钙黏蛋白1（FAT atypical cadherin 1，FAT1）基因启动子，找到核心启动子区域并对其转录

调控机制进行初步分析。方法：通过PCR方法获得人FAT1基因5′上游1 163 bp（-1 029~+134 bp）的片段，亚克隆至pGL3⁃ba⁃
sic载体；通过步移缺失构建不同缺失片段的重组质粒。双荧光素酶报告活性分析检测各重组质粒在A549细胞和HEK293T细

胞中的活性，找到核心启动子区域。利用生物信息学方法预测核心区域的转录因子结合位点。结果：经测序、酶切鉴定，成功

构建了人FAT1启动子荧光素酶活性报告基因重组质粒。与pGL3⁃basic质粒相比，人FAT1启动子重组质粒的相对荧光素酶活

性增加（P < 0.05）。通过生物信息学软件预测人FAT1启动子区域（-233~-110 bp）可能含有TFAP2C、KLF5等转录因子结合位

点。结论：成功构建人FAT1启动子不同缺失片段的荧光素酶报告基因重组质粒。通过荧光素酶活性比较，推测人FAT1的核

心启动子区域位于-233~+134 bp区域，其中可能含有若干转录因子结合位点。
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Identification and primary function of human FAT1 gene promoter
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［Abstract］ Objective：To clone the promoter sequences of fat atypical cadherin 1（FAT1），and to preliminarily analyze the
transcriptional regulatory mechanism of the promoter. Methods：Promoter region was consructed by bioinformatic methods，and the
application of 1 163 bp（-1 029~+134 bp）fragment of 5′upstream sequence of FAT1 gene by PCR was conducted，followed by cloning
to pGL3 ⁃ basic vector to establish the luciferase report gene recombinant plasmid. Another four recombinant plasmids of different
lengths were obtained through walking deletion and then cloned to pGL3 ⁃ basic plasmid as before. The resultant plasmids were
transfected into A549 cells and HEK293T cells respectively together with pGL3⁃basic vector. After this their activities were detected
via dual⁃luciferase reporter assay. Bioinformatic methods was performed to predict the sequences of the potential transcriptional factor
binding sites of the core region found in the promoter. Results：The lusiferase reporter gene recombinant plasmids of human FAT1
promoter were successfully conducted. The relative luciferase activities of recombinant promoters，in contrast to pGL3⁃basic vector，
were much higher（P < 0.05）. Note the sequences of the binding sites such as TFAP2C、KLF5 were possibly included in the promoter
region（-233~-110 bp）of FAT1 gene，which could bepredicted through bioinformatic means. Conclusion：The construction of the
luciferase report recombinant plasmids of FAT1 gene were successfully done，and four of these plasmids had strong luciferase activities
in A549 cells and HEK293T cells，comparing to the activities of pGL3⁃basic plasmid. Through this the core region was probably found.
It is concluded the core promoter region of FAT1 gene was possibly located in the（-233~+134 bp）region，in which may preserve
potential important transcriptional binding sites.
［Key words］ FAT1；promoter；transcriptional regulation

［J Nanjing Med Univ，2019，39（06）：862⁃866］

［基金项目］ 江苏省“科教强卫”工程创新团队（领军人才）项目（CXTDA2017018）
∗通信作者（Corresponding author），E⁃mail：guopzhou@126.com

·基础研究·

南京医科大学学报（自然科学版）
Journal of Nanjing Medical University（Natural Sciences）

第39卷第6期
2019年6月··862



在真核生物中，异常的细胞内环境可以诱导钙

黏蛋白的病理调节，导致细胞病变，如肾脏疾病和

自身免疫性疾病［1］。细胞黏附在多细胞生物的发育

和动物形态发生过程中起着重要作用。脂肪非典

型钙黏蛋白 1（FAT atypical cadherin 1，FAT1）是一

种钙离子依赖性黏附蛋白，属于单跨膜受体。研究

表明，FAT1通过其细胞质尾部特定的蛋白⁃蛋白质

相互作用来调节细胞的迁移和生长控制［2］。FAT1
在肾小球上皮细胞表达尤其丰富，肾小球上皮细胞也

叫足细胞，小鼠的FAT1基因缺失导致这些富含肌动

蛋白的足细胞发育异常［3］。FAT1的缺失还会减少成

纤维细胞和足细胞的细胞黏附和迁移，导致足突消

失和狭缝膜完整性的破坏，进而导致激素抵抗型肾

病综合征［4］。

因此，研究 FAT1基因对激素抵抗型肾病综合

征有重要的理论指导意义。但是目前对FAT1的研

究主要集中在信号通路及其与蛋白的相互作用上，

对于FAT1自身的转录调控机制研究较少。本实验

旨在通过构建人FAT1启动子荧光素酶报告重组质

粒并分别瞬时转染A549细胞和HEK293T细胞，分

析其在这 2种细胞中的荧光素酶活性来推测 FAT1
启动子的核心区域，旨在为进一步研究人 FAT1的

转录调控机制奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

腺癌人类肺泡基底上皮细胞（A549细胞）、人源

胚胎肾细胞（HEK293T细胞）、pGL3⁃basic质粒、pRL⁃
TK（海肾荧光素酶报告质粒）为本实验室保存。胎

牛血清、Opti ⁃MEM 培养基（Gibco 公司，美国）；

DMEM培养基（Thermo Scientific 公司，美国）；大肠

杆菌E.coli DH5α（北京擎科生物科技有限公司）；基

因组DNA提取试剂盒、切胶回收试剂盒、小量质粒

提取试剂盒（Omega公司，美国）；限制性内切酶Kpn

Ⅰ和 XhoⅠ、T4 DNA连接酶、TaKaRa Ex Taq 保真

酶、DL5000 Marker（TaKaRa 公司，日本）；琼脂糖

（Gene公司，西班牙）；质粒转染试剂LipofectamineTM

2000 脂质体（Invitrogen 公司，美国）；双荧光素酶检

测试剂盒（Promega 公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和基因组DNA的提取

A549细胞和HEK293T细胞用含 10%胎牛血清

的高糖DMEM培养基培养，置于37 ℃、5% CO2培养

箱中，2~3 d传代1次。采用对数期生长细胞进行实

验操作。A549细胞全基因组DNA通过基因组DNA
提取试剂盒提取，按照使用说明书具体操作。

1.2.2 生物信息学分析

人 FAT1 基 因 序 列（GenBank 编 号 ：NC ＿

000004.12）从美国国立生物技术中心数据库NCBI
（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/）获得，通过UCSC
网站（http：//genome.ucsc.edu/）对比获得人基因组序

列，找到起始密码子 ATG上游约 1 163 bp片段序

列。用 JASPAR软件（http：//jaspar.genereg.net/）预测

转录因子结合位点。

1.2.3 克隆人FAT1基因启动子区域

通过 Primer Primier 5.0 软件设计人 FAT1 5′端
缺失片段引物（由南京擎科生物科技公司合成），上

游：5′⁃CGGGGTACCCCCTCGGAAT⁃TTCACGCTGTT⁃
3′（下划线部分为 Kpn Ⅰ酶切位点），下游 5′⁃CC⁃
GCTCGAGCCTAACCAGA⁃GTGCCAACG⁃3′（下划线

部分为 XhoⅠ酶切位点）。以人 A549细胞基因组

DNA为模板，通过 PCR扩增人 FAT1基因 5′侧翼区

长度约 1 163 bp序列，PCR 反应条件：98 ℃ 10 s，
60 ℃ 15 s，68 ℃ 90 s，35 个循环。将PCR产物进行

1%琼脂糖凝胶电泳实验，并用小量切胶回收试剂盒

回收扩增的DNA。

1.2.4 人FAT1启动子荧光素酶报告基因重组质粒

的构建与鉴定

用限制性内切酶Kpn Ⅰ、XhoⅠ双酶切 PCR产

物和pGL3⁃basic 质粒，双酶切后的片段经回收纯化

后用 T4连接酶连接，转入大肠杆菌 E.coli DH5α，
37 ℃摇床摇菌，1 h后涂布在含氨苄青霉素的LB固

体培养基上，置于 37 ℃培养箱培养过夜，次日挑取

单克隆进行菌落PCR验证，取阳性单克隆菌落送测

序，测序结果正确者扩大培养并 37 ℃摇床过夜，次

日提取质粒。对质粒进行双酶切，进行 1%琼脂糖

凝胶验证。通过测序和双酶切鉴定正确者，命名为

pFAT1⁃1。以 pFAT1⁃1 DNA为模板，通过步移缺失

构建不同长度的FAT1启动子序列（引物见表1），通

过 PCR扩增获得相应产物。用同样的方法构建不

同缺失片段的人FAT1启动子荧光素酶报告基因重

组质粒，分别命名为 pFAT1⁃2、pFAT1⁃3、pFAT1⁃4、
pFAT1⁃5。
1.2.5 质粒转染和荧光素酶活性检测

A549细胞和HEK293T细胞于 96孔细胞培养

板中铺板培养，次日待细胞生长至密度为 50%~
70%时进行人FAT1荧光素酶报告基因重组质粒与

pGL3⁃basic 质粒、pRL⁃TK质粒共转染，采用 Lipo⁃
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fectamineTM 2000试剂进行瞬时转染，培养 24 h后收

集细胞，吸掉培养基用PBS洗1次，然后用细胞裂解

液裂解细胞，震荡 15 min后收取细胞，采用双荧光

素酶试剂盒在双荧光素酶报告分析系统中进行荧

光素酶活性检测。计算各荧光素酶重组报告质粒

及 pGL3⁃basic质粒和内参 pRL⁃TK质粒的荧光素酶

活性的比值，即相对荧光素酶活性。

1.3 统计学方法

采用 SPSS16.0统计分析软件对数据进行统计

学分析。实验结果以均数±标准差（x ± s）表示，采用

t检验，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 生物信息学分析

从NCBI数据库中获得人FAT1基因序列，截取

从翻译起始位点ATG后134 bp至上游1 029 bp的序

列。JASPER软件分析其内大量转录因子结合位

点。此序列为本实验的最大长度启动子区域。

2.2 人FAT1基因启动子荧光素酶报告基因重组质

粒的构建和鉴定

以A549细胞的全基因组DNA作为模板，用引

物 FAT1⁃F/FAT1⁃R进行 PCR扩增，产物经 1%琼脂

糖凝胶电泳检测，目测与目的片段大小基本一致，

进行回收。将回收的PCR产物和pGL3⁃basic质粒分

别用限制性内切酶Kpn Ⅰ、XhoⅠ进行双酶切后连

接转化摇菌涂板，挑取单克隆进行菌落 PCR验证，

目测与目的片段大小一致者为阳性菌落，送测序，

测序结果比对正确者即目的重组质粒的阳性单克

隆菌液。将相应菌液进行扩大培养并提取质粒，并

将获得的质粒用限制性内切酶Kpn Ⅰ、XhoⅠ进行

双酶切，1%琼脂糖凝胶电泳后可见 2条片段，一条

约 5 000 bp，即 pGL3⁃basic载体片段；另一条片段大

小约1 200 bp，与目的基因大小片段一致（图1）。经

过测序和双酶切鉴定后，构得人 FAT1基因启动子

荧光素酶报告基因重组质粒，命名为pFAT1⁃1。

2.3 人FAT1基因启动子5′侧翼区缺失突变体的构建

以pFAT1⁃1 DNA为模板，用同样方法通过步移

缺失构建出不同长度的 FAT1启动子缺失突变体。

将测序结果正确者所对应的阳性单克隆菌液进行

扩大培养并提取质粒。提取出相应质粒后进行双

酶切，2%核酸琼脂糖凝胶电泳显示出相应大小的各

不同缺失片段（图2）。获得的相应重组质粒分别命

名为pFAT1⁃2、pFAT1⁃3、pFAT1⁃4、pFAT1⁃5。
2.4 人FAT1启动子活性的检测

将构建的人FAT1启动子荧光素酶报告重组质

粒及 pGL3⁃basic质粒和内参 pRL⁃TK质粒共转染至

生长密度 50%~70%的A549细胞中，24 h后进行荧

光素酶活性检测。结果显示，在A549细胞中与对照

组 pGL3⁃basic（1.00±0.00）相比，重组质粒相对荧光

素酶活性分别是 22.33±5.33、21.58±3.39、46.48±
3.11、57.34±1.884、5.66±1.02，差异具有统计学意义

（P < 0.05，图 3）；在 HEK293T 细胞中，与对照组

pGL3⁃basic（1.00±0.00）相比，重组质粒相对荧光素

酶活性分别是 20.06±4.34、25.59±3.77、34.19±6.38、

表1 扩增人FAT1启动子区片段引物序列

Table 1 Primers desigened for amplifying for promoter segments of human FAT1 gene

酶切位点用下划线标出，上游酶切位点为限制性内切酶Kpn Ⅰ，下游酶切位点为限制性内切酶XhoⅠ。

引物

FAT1⁃1F
FAT1⁃2F
FAT1⁃3F
FAT1⁃4F
FAT1⁃5F
FAT1⁃R

位置（bp)
-1 029~+134
0 -612~+134
0 -377~+134
0 -233~+134
0 -110~+134

序列（5′→3′）
CGGGGTACCCCCTCGGAATTTCACGCTGTT
CGGGGTACCACAAAGACCACGAAGAGCATAA
CGGGGTACCAGACGCAGCCGAAGGAGGA
CGGGGTACCCGCCCAGCCGGAGAATCC
CGGGGTACCGGAAAGAGGCAGCGAGTC
CCGCTCGAGCCTAACCAGAGTGCCAACG

目的片段大小（bp）
1 163
0 746
0 511
0 367
0 244

5 000
3 000
2 000
1 500
1 000
750
500

250
100

（bp） M 1

M：DL5000 Maker；1：pFAT1重组质粒双酶切产物。

图1 pFAT1质粒鉴定

Figure 1 Identification of pFAT1 recombinant plasmid
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46.64±1.89、4.39±1.15，差异具有统计学意义（P <
0.05，图 3），表明人FAT1启动子荧光素酶报告重组

质粒转染至A549细胞和HEK293T细胞后均具有启

动子活性。比较这5个不同缺失片段的重组质粒之

间的相对荧光素酶活性，其中pFAT1⁃4的活性最强，

而pFAT1⁃5的相对荧光素酶活性较pFAT1⁃4降低约

90%，两者差异有统计学意义（P < 0.001），故推测人

FAT1启动子的核心区域可能位于-233~+134 bp 区

域；在A549细胞，pFAT1⁃1和 pFAT1⁃2的相对荧光

素酶活性分别与 pFAT1⁃3和 pFAT1⁃4的相比较，差

异有统计学意义（P < 0.05，图 3），提示相关启动子

区域可能含有转录抑制因子。

2.5 人FAT1启动子核心区域转录因子结合位点预测

根据上述人FAT1启动子重组质粒的荧光素酶

活性检测分析，提示-233~-110 bp 区域内可能存在

明显影响启动子活性的转录因子结合位点，应用

JASPAR软件对该区域进行分析，获得可能的转录

因子结合位点。预测结果显示该序列区域内可能

含有TFAP2C、KLF5等转录因子结合位点（图4）。
3 讨 论

真核生物在其转录水平的调控仍然是真核生

物调控基因表达非常重要的机制。转录水平的调

控主要通过调控转录起始部位一些特殊的调控序

列如启动子和作用于启动子区的一些转录因子。

本研究为确定人FAT1基因启动子核心区域的可能

位置，构建了5条不同缺失片段的FAT1启动子荧光

素酶基因报告重组质粒，并通过瞬时转染和荧光素

酶活性检测，推测其核心启动子区域可能位于5′侧
翼区-233~+134 bp区域内。通过重组质粒pFAT1⁃4
和 pFAT1⁃5相对荧光素酶活性比较，进一步推测在

5′侧翼区-233~-110 bp核酸序列中可能含有多个关

键转录因子结合位点，提示 FAT1基因可能受这些

转录因子的调控。

FAT1是一种钙离子依赖性黏附蛋白，对调控肌

动蛋白动力学、细胞极化、细胞黏附和迁移等起重

要作用，通过多种信号通路及蛋白与蛋白的相互影

响起作用［5-8］。如在其胞内区，FAT1和肌萎缩蛋白

（atrophin）直接相互作用，调节细胞的转移。两者

还通过平面细胞极性途径（the planar cell polarity
pathway，the PCP pathway）起作用，影响细胞的极

性［1，9-10］。FAT1通过结合Ena/VASP蛋白调控细胞

动力学和细胞极化，进而影响到细胞的黏附和迁

移［2-3，10］。另外，FAT1还通过RHO/RAC1/CDC42信

A549
HEK293T
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pFAT1⁃3 比较，#P＜0.05（n=3）。
图 3 人 FAT1启动子荧光素报告基因重组质粒分别在

A549细胞和HEK293T细胞中相对荧光素酶活性

Figure 3 Analysis of relative luciferase activities of five
promoter luciferase report gene recombinant
plasmids of human FAT1 gene in A549 cells
and HEK293T cells respectively

5 000
3 000
2 0001 500
1 000
750
50

250
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M：DL5000 Maker；1：pFAT1⁃1 重组质粒双酶切产物，插入片段

大小 1 163 bp（-1 029~+134 bp）；2：pFAT1⁃2 重组质粒双酶切产物，

插入片段大小 746 bp（-612~+134 bp）；3：pFAT1⁃3 重组质粒双酶切

产物，插入段大小 511 bp（-337~+134 bp）；4：pFAT1⁃4 重组质粒双酶

切产物，插入片段大小 367 bp（-233~+134 bp）；5：pFAT1⁃5 重组质粒

双酶切产物，插入片段大小 244 bp（-110~+134 bp）。
图2 人FAT1启动子荧光素酶报告基因重组质粒双酶

切鉴定

Figure 2 Identification of luciferase report gene re⁃
combinant plasmids of human FAT1 gene promoter by dou⁃
ble enzyme digestion

转录因子结合位点用下划线标出。

图4 运用JASPAR软件预测转录因子结合位点

Figure 4 Prediction of binding sites of transcriptional fac⁃
tors by JASPAR

TGGCGCGCCCAGCCGGAGAATCCCGTCCGCGCCCGGG
GCGGGGGGCGAGGCGGGGCGCTGACGTCACCTCCCCT

KLF5
CCCCCACCGCCTCCAAGGGGGAGGGAGTGG

TFAP2C
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号通路影响管腔结构的形成以及细胞的迁移。

RAC1和CDC42是RHO GTP酶，而RHO GTP酶信号

通路对慢性肾脏病起着重要作用［4，11-13］。因此，调控

FAT1自身的表达也可以通过有关蛋白以及各种信

号通路直接或间接起作用，并为后续进一步的研究

提供了方向。

转录因子是一类可以和基因上游启动子区序

列结合从而调控相关基因表达的蛋白质。在正常

组织，KLF5在很大程度上调控多个细胞进程，如移

动、凋亡［14］。高表达的 TFAP2C通过促进细胞增殖

严重影响着肺癌、乳腺癌等多种疾病的预后，考虑

其可能减少细胞之间的黏附进而使增殖的细胞转

移扩散［15］。结合转录因子结合位点预测的结果，推

测KLF5及TFAP2C可能通过与FAT1启动子的特殊

序列结合参与细胞的发生发展等过程。人FAT1的
转录调控是否受到上述转录因子的影响，尚需进一

步验证。总之，本研究成功构建了人 FAT1启动子

荧光素酶报告重组质粒，并预测了 FAT1启动子区

可能含有的关键转录因子结合序列，为进一步研究

FAT1转录调控机制奠定了基础。
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