
!" 卷 # 期
$%%!年 &月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-. $%%!

收稿日期：$%%%/!%/!0，修回日期：$%%!/%$/%1。

基金项目：“20#”高科技资助项目（!%$/!!/%#/%#）

"通讯作者。34)：20/!%/0#&!1!#5；6-7：20/!%/0#&#$%&#；8/9-:)：;<=<=->=?@=A):B# * AC-* D4C * BD
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增强子是基因转录调控的一个重要而必需的元件，其最

初发现于 G’5%早期基因的表达过程中［!，$］。自此以后，相继
发现这一远端基因调控序列广泛存在于真核细胞、原核细胞

和病毒基因组中［# H "］。本文选取活性较高的痘苗病毒原核

增强子样序列 ’’!为目的片段，利用缺失和随机突变的方
法对 ’’!功能区进行分析，阐明其结构和功能的关系，进一
步丰富原核增强子的作用机理和基因转录调控方面的研究。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 菌株和质粒：质粒 @FI由本室提供，其带有!/半乳糖
苷酶基因（3+04）为报告基因。质粒 @J)=4;BK:@C GL（/）和 @M8,
"N6（ O）购自华美生物工程公司，质粒 @GP"$购自美国 PK(/
94Q-公司。大肠杆菌菌种 R,!%#为本室冻存。
"#"#$ 限制酶和修饰酶：各种内切酶、35S+F连接酶、L)4D(>
大片段，牛小肠碱性磷酸酶（TUP）及核糖核酸酶（V+-;4），购
自德国 J(4<K:DQ4K ,-DD<4:9有限公司，美国 PK(94Q-公司，宝
生物大连有限公司和中国医学科学院友谊生物制品公司。

"#"#% 试剂和试剂盒：W+PM 购自德国 J(4<K:DQ4K ,-DD<4:9
公司。质粒制备试剂盒（X:Y-KZ P)=; ,:Z:@K4@; S+F P=K:[:B-C:(D
G.;C49，X:Y-KZ P)=; ,:D:@K4@; S+F P=K:[:B-C:(D G.;C49）和末端删
切试剂盒（8K-;4/F/J-;4 G.;C49）购自美国 PK(94Q-公司。
"#$ 方法
"#$#" 重组质粒的构建：质粒制备、克隆方法按文献［2］。
所用宿主菌为大肠杆菌 L!$系 R,!%#。构建过程见结果。
"#$#$ !/半乳糖苷酶活性测定：按文献［2］进行。
"#$#% S+F序列测定及分析：采用双脱氧链末端终止法在
#"#S+F全自动测序仪（F@@):4Z J:(;.;C49;公司）上测定核酸
序列，并用 S+FGUG序列分析软件进行分析。
"#$#& S+F末端缺失试验：根据 PK(94Q-公司“8K-;4/F/J-;4
G.;C49”方法并作改进。
"#$#’ 化学诱变试验：按文献［1］进行并作改进。

$ 实验结果

$#" 痘苗病毒增强子样序列 !!"的缺失突变体研究
为了对 ’’!功能区进行定位，我们对该片段进行缺失

突变体分析。

$#"#" &\端删切实验：首先构建删切质粒 @M8,/"N6* ’’!，
用限制酶 56$U]7#$ZUUU消化可分别产生一个 #\凸出端和一
个 &\凸出端，使得 89(UUU可以从 7#$ZUUU末端切向 ’’!片段
的 &\端。多次酶切电泳分析并比较大小之后，从一系列突变
体中选出 " 个克隆，命名为 @M8,/"N6 ’’!^&S，用 80(VU]
.+:_U酶切回收缺失不同大小的片段，克隆至质粒 @GP"$的
.+:_U]80(VU位点中，获得中间质粒 @GP/’’!（/）* &S。再用
限制酶 !,+U];"(U 回收片段，克隆至检测载体 @FI 的 !,+U]
;"(U位点，获得检测质粒 @FI/’’!^&S（S$"%，S$0%，S$&%，
S$#%，S$$%，S$!%，S!1%，S表示缺失突变体，后面的数字表示
缺失后的 ’’!序列长度，以 A@为单位）（&\端删切实验技术
路线见图 !）。
$#"#$ #\端删切实验：首先构建删切质粒 @GL/’’!，用限制
酶 .+:_U].&/‘U消化可分别产生一个 &\凸出端和一个 #\凸
出端，使得 89(UUU可以从 .+:_U末端切向 ’’!片段的 #\端。
多次酶切电泳分析并比较大小之后，从一系列突变体中选出

0个克隆，命名为 @GL/’’!^#S，用 7#$ZUUU] <+0U酶切回收缺失
不同大小的片段，克隆至质粒 @GP"$的 7#$ZUUU] <+0U位点中，
获得中间质粒 @GP/’’!^#S。再用限制酶 7#$ZUUU].1,UU回收
片段，克隆至检测载体 @FI的 7#$ZUUU].1,UU位点，获得检测
质粒 @FI/’’!^#S（S$0%，S$&&，S$&%，S$5&，S$!%，S$%%）（#\端
删切实验技术路线见图 $）。

S+F缺失实验结果表明，随着删切的进行，活性逐渐下
降。&\端缺失 !%A@时，增强活性下降约 &%a，缺失 $%A@时活
性继续从 &%a下降到 $5a，继续删切 #%A@时，活性基本保持
稳定，说明距 &\端 $% H #%个碱基之间的序列对 ’’!的活性
仅有微弱的影响。删切至 &%A@时增强活性仅剩 !!a，基本



图 ! 增强子样序列 ""!的 #$末端缺失实验技术路线
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图 = 增强子样序列 ""!的 >$末端缺失实验技术路线
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同 !"#；$%端缺失 &’(!时，增强活性发生明显变化，降至原始
活性的 )’*，继续缺失 &+(!时，活性继续下降至 &’*，删切
至 $+(!时增强活性仅剩 ,’*，同 !"#基本相同。证实 +%末
端 &’(!的核苷酸序列和 $%末端 &’(!的核苷酸序列对于 --,

的活性具有重要作用，因为缺失任意一个都会导致增强活性

的大幅度下降。而 +%末端 $’ . +’(!的核苷酸序列对于保持
--,片段的基本活性非常重要，当缺失它时 --,的活性完
全消失（见图 $，图 )）。

图 $ --,序列 +%端缺失结果及其对 !"#/基因表达活性的影响

0123$ +%4567189: ;5:541<8 65=>:4= <? --, ?6927584 98; 14= 18?:>58@5 <8 !"#/ 5A!65==1<8 9@41B14C

图 ) --,序列 $%端缺失结果及其对 !"#/基因表达活性的影响

0123) $%4567189: ;5:541<8 65=>:4= <? --, ?6927584 98; 14= 18?:>58@5 <8 !"#/ 5A!65==1<8 9@41B14C

!"! 痘苗病毒增强子样序列 ##$的随机突变体研究
根据化学物质如亚硝酸钠可使 DE"发生随机突变的原

理，对 --,片段进行诱变，后用限制酶 $%&;FFFG’"(HF 消化
回收片段，克隆至检测载体 !"#的 $%&;FFFG’)!FF位点，测定

!I半乳糖苷酶活性变化。结果共得到 ,)J 株活性发生变化
的突变株，活性变化范围在 $$* . ,$,*之间。其中 $K株活
性下降，,’L株活性上升，碱基突变对 --,的增强活性具有
正调节和负调节作用。经反复活性测定，选取其中数值稳定

且变化较大的 +株，其增强活性分别为原始增强子的 ,$,*、

,&$*、,,M*、KK*和 $$*，分别命名为 N,、N&、N$、N) 和
N+，进行序列测定和分析，该序列及其功能等同物已申报专
利，专利申请号为 ’’,&$+L+OM（见图 +）。

% 讨 论

本文选用外切核酸酶 FFF消化法，通过控制剂量、反应温
度在不同的时间点取样，从而获得不同大小的目的片段。结

果发现，随着删切的进行，活性逐渐下降。+%末端 &’(!的核
苷酸序列和 $%末端 &’(!的核苷酸序列对于 --,的活性具有
重要作用。而且两个区域并不能单独起作用，因为缺失任意

一个都会导致增强活性的大幅度下降。而 +%末端 $’ . +’(!
的核苷酸序列对于保持 --, 片段的基本活性非常重要，当
缺失它时 --,的活性完全消失。随机诱变实验结果表明核
苷酸变化对 --,的增强活性具有正调节和负调节作用。对

图 + --,及其突变体序列比较

0123+ P5Q>58@5 @<7!961=<8 <? --, 98; 14= 7>4984=

于活性下降最多的突变体来说，它的碱基突变数目也最多，

且分布在序列的各个部分；而对于单一碱基突变体，活性变
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化相对较小，且对活性有影响的碱基突变多发生于 !"末端
!#$%的核苷酸序列内。
综合删切和诱变实验结果，并对照 &&’序列，可以认为

&&’增强子样序列存在多个功能调节域，共同参与调节 &&’
增强子的活性。而且 !"末端 (#$%和 )# * !#$%的核苷酸序列
和 )"末端 (#$%的核苷酸序列对于 &&’ 的活性具有重要作
用。当缺失这些区域时，增强活性大幅度下降，且当此区域

内的碱基发生替换突变后，活性也发生明显变化。
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会议消息

基因组 ’**+大会将在哈佛大学召开
+; Y.,AE9;1/. )月 V日消息 H.EO.-165公司日前表示将为哈佛大学分子和细胞生物学系和基因组研究

中心召开的“基因组 (##’（O.-7D165 (##’）”会议提供赞助。
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