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摘  要: 为探究 DNA 序列元件对不同启动子调节转基因稳定表达的影响，利用遍在染色质开放元件 (Ubiquitous 

chromatin opening elements，UCOE) 和基质黏附序列 (Scaffold/matrix-attachment regions，MAR) 分别与含增强

子的 oct4 基因启动子、含 CpG 岛的 sox2 基因启动子和不含调控元件的 nanog 基因启动子以及同时包含增强子和

CpG 岛的 CMV 启动子组合构建 pOCT4-MAR、pOCT4-UCOE、pSOX2-MAR、pSOX2-UCOE、pNANOG-MAR、

pNANOG-UCOE、pCMV-UCOE、pCMV-MAR 等质粒，分析这些质粒稳定转染后的表达量和嵌合表达差异。结

果发现，UCOE 与含增强子元件的 oct4 启动子组合能较稳定高效表达，而 MAR 与含 CpG 岛的 sox2 启动子组

合能较稳定高效表达。利用排除位置效应原因的嵌合表达对染色质高级结构调控基因表达的稳定性分析表明：

(1) 通常情况下 UCOE 比 MAR 调节的表达载体的表达更高效和更稳定；UCOE 连接含 CpG 岛的启动子形成开

放染色质调节的高表达更稳定；(2) MAR 与启动子上 TATA 盒或增强子可能通过染色质环产生高表达，但相对

不稳定。结论：染色质调节元件 UCOE 和 MAR 与启动子调控元件之间能通过染色质开放状态或染色质环调控

基因稳定表达。 

关键词: 染色质调节序列，启动子调控元件，开放染色质，染色质环  

 

 

·生物技术与方法· 



 
 

王斌 等/染色质调节元件与不同启动子的相互作用对基因表达调控的影响 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3311

Effect of interactions of chromatin regulatory elements with 
different promoters on the regulation of gene expression 
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Abstract:  The effect of altering the promoter region of ubiquitous chromatin-opening element (UCOE) and matrix 

attachment region (MAR) on stable and efficient expression of genes was investigated. Four different promoters were tested, 

namely, oct4 containing an enhancer region, sox2 having a CpG island, nanog having no regulatory elements, and CMV 

containing a CpG island and an enhancer region. Eight reporter plasmids were constructed: pOCT4-UCOE, pOCT4-MAR, 

pSOX2-UCOE, pSOX2-MAR, pNANOG-UCOE, pNANOG-MAR, pCMV-UCOE, and pCMV-MAR. Stable and efficient 

expression was observed when UCOE combined with the oct4 promoter, whereas the sox2 was the best promoter suited for 

MAR. Comparison of the stable clones of oct4-UCOE and sox2-MAR showed that UCOE-regulated expression is more 

stable and efficient than MAR-regulated expression. When CpG island-containing promoter is linked with UCOE, stable 

and efficient expression could be observed. These data suggest that an enhancer region in the promoter leads to high, yet 

unstable expression when combined with UCOE, whereas CpG islands stabilize expression. In conclusion, UCOE and MAR 

interact with regulatory elements on the promoter by altering the chromatin open state and chromatin loop to regulate gene 

expression. 

Keywords:  chromatin-modifying sequences, regulatory elements on promoter, opening chromatin, chromatin loop 

 

重组治疗性抗体或蛋白药物  (统称重组药)

是重大疾病如癌症、类风湿关节炎、乙型肝炎和

艾滋病等疾病的有效药物，其突出特点是研发和生

产成本高，导致药品价格昂贵，因此降低研发和生

产成本是重组药生产的迫切需求。作为研发和生产

中的主要障碍，重组药细胞株在生产过程中的不

稳定现象仍然有许多未解之谜，一般认为表达载体

的整合位置 [1]和表观遗传因素引起的转基因沉  

默[2-3]是重要原因。稳定的表观遗传机制包括组蛋

白修饰 (低乙酰化)、DNA 甲基化[4]等可遗传的表

观标记和位置效应[2]，同时不稳定的染色质因素如

非整合位置原因导致的染色质高级结构变化也可

能是影响表达的重要原因，其中包括开放染色质层

面的变化及染色质与染色质之间的交互作用。 

开放染色质通常是细胞结构上呈解聚状态，

位于间期核中心，在细胞周期的早期进行复制。

其组蛋白高度乙酰化，相连 DNA 的 CpG 二核苷

酸通常无甲基化。用 DNase Ⅰ和其他内切酶进行

分析时，发现有两类不同的染色质开放区域，分

别是：长度为 200–600 bp 的位点开放染色质，比

聚集区染色质敏感 2 倍 (DNase Ⅰ超敏位点) 以

上；以及长展开放染色质 (大于 600 bp)，比聚集

区染色质敏感 10 倍以上[5]。基因的高效稳定表

达受开放染色质的调控，但是如何调控开放染色

质进而调控基因的稳定高效表达至今仍然不完

全清楚。 

调节开放染色质的 DNA 元件比较受关注，

包括行使组织特异的或遍在基因表达模式的遗传

调控元件[6]，如遍在染色质开放元件 (Ubiquitous 

chromatin opening elements，UCOE)[7]，以及通过

物 理 阻 隔 形 成 开 放 染 色 质 边 界 的 绝 缘 子 

(Insulator) 或障碍元件[6]。UCOE 是建立和维持转

录专一开放染色质结构功能的遗传控制元件，是

Allen 等发现的 HNRPA2B1-CBX3 位点 (A2UCOE) 
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一段 1.5 kb 的片段[7]。UCOE 序列在与某些启动

子结合时，通过抑制启动子区 DNA 甲基化克服

转基因沉默[8]。   

染色质上 DNA 环也可以看作染色质之间相互

作用的一种方式。MAR (Scaffold/matrix-attachment 

regions)[9]是 DNA 环上与核骨架附着的 DNA 元 

件[10]。MAR 序列与核基质有着较高的亲和性，

能将转基因与周围的基因组的负面作用隔绝开 

(绝缘功能)，因此能克服转基因位置效应[11-12]。 

染色质调节序列 MAR 和 UCOE 通过抑制转

基因沉默和克服位置效应使转基因相对稳定地表

达。然而在表达载体构建中，发现 MAR 和 UCOE

序列对不同启动子表达量的变化有着不同的影

响，有些启动子与染色质调节元件结合对下游基

因的改变很小，有些则改变较大，有较好的激活

效应；且并非染色质调节序列元件与所有不同启

动子结合都能有效地激活基因表达[13-14]。  

对真核生物的强启动子特征进行分析，发现

在转录起始位点 (Transcription start site，TSS) 附

近存在许多转录调控元件参与染色质的调节，这

些元件是主动调节关联启动子区域染色质重塑的

DNA序列。如TATA盒是募集RNA酶复合体 (PIC) 

的地方，TATA 盒和启动子区核小体位置对基因的

表达水平影响较大 [15]；而哺乳动物 β-珠蛋白

(β-globin) 基因 TATA 盒与核小体迁移有关[16]。

启动子上的 CpG 岛则是表观沉默研究的焦点，

CpG 岛是 DNA 甲基化最密集的地方，也是通过

去 DNA 甲基化调节基因转录的关键元件。高甲

基化的 CpG 岛会有选择性地募集大量染色质，

低甲基化的 CpG 岛区染色质常常形成半胱氨酸

甲基化缺失、低水平的组蛋白 H1、高水平的组

蛋白乙酰化及无核小体区域的 DNase Ⅰ的高敏

感性位点[17]。启动子上的近端增强子也以不同的

方式影响 K4、K9 和 K36 位的组蛋白甲基化。在

增强子连接的基因编码区所有 3个赖氨酸残基都

高度三甲基化，而 K9 和 K36 位的二甲基化不受

增强子的影响；在增强子区域只在 K4 和 K9 处

出现单甲基化，有别于基因编码区的组蛋白甲基

化修饰[18]。 

干细胞因子 Oct4、Sox2 和 Nanog 的基因是

决定干细胞分化和成体细胞去分化的 3 个关键基

因，其在成体细胞中几乎不表达，而在干细胞中

则高表达，这 3 个基因的体内表达调控明显受环

境引起的表观遗传因素的影响[19-20]。分析发现，

oct4 基因启动子上主要包含增强子序列[21]，sox2

基因启动子上包含 TATA 盒和 CpG 岛[22-23]，而

nanog 基因启动子上除近端启动子区外，不包括

任何顺式调节元件[23]。 

本研究选择 oct4启动子和 sox2启动子为研究

对象，构建 UCOE 和 MAR 与之相连的表达载体，

分析 UCOE 和 MAR 分别与 TATA box、CpG 岛

和近端增强子之间的相互作用对表达稳定和高效

的影响，通过深入理解 UCOE 对启动子区域的

DNA 甲基化抑制机制和 MAR 的染色质环形成机

制以及与 3 个启动子调节元件的相互作用，探讨染

色质高级结构变化对转基因高效稳定表达的影响。 

1  材料与方法 

1.1  表达载体的构建 

以商业载体 pEGFP-C1 (购自淼灵质粒平台)

为模板进行改造。用 AseⅠ和 AgeⅠ酶同时将

pEGFP-C1 上的 CMV 启动子切除，替换为 oct4 

(Ensembl:ENSG00000204531) 、 sox2 (Ensembl: 

ENSG00000181449) 基因的启动子中包含主要

调控元件的部分序列 (0–1 500 bp)，获得中间载

体 pOCT4、pSOX2。分别在中间载体 pOCT4、

pSOX2和 oct4启动子前端插入MAR序列和UCOE

序 列 ， 获 得 pOCT4-MAR ， pOCT4-UCOE 和

pSOX2-MAR、pSOX2-UCOE；作为对照，以 nanog 

(Ensembl:ENSG00000111704) 和 pEGFP-C1 的

CMV启动子构建pNANOG-MAR、pNANOG-UCOE

和 pCMV-MAR、pCMV-UCOE 等质粒 (图 1)。 
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图 1  UCOE 和 MAR 分别与 4 种启动子 oct4、sox2、nanog 和 CMV 结合的结构 

Fig. 1  Schematic diagram of plasmids containing UCOE and MAR combined four different promoters: oct4, sox2, 
nanog, and CMV, respectively. CGI indicates CpG island, PP indicates proximal promoter, SpA indicates SV40 polyA. 
 

1.2  转染及 G418 筛选 

用电击转化仪 (BTX ECM 830) 转化，电击

杯中加入 1×106 个细胞，280 V、20 ms 电击一次。

转染后培养 24 h，待细胞密度增至 50%–70%汇合

时加 150 g/mL G418 进行筛选培养，直至大量细 

胞死亡后，用 75 g/mL G418 继续培养至细胞克

隆出现。 

1.3  定量检测标记蛋白 EGFP 表达量 

在所有这些改造的载体中，通过分析其表达

框上的增强型绿色荧光蛋白  (EGFP) 基因表达
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来观察载体表达的效率。 

1.3.1  荧光强度分析 

利用荧光显微镜 (LEICA DMI 3000B)，统一

拍照参数：10 倍焦距；70%绿光、蓝光和白光强

度，每孔从不同角度随机拍摄 4 张照片，并用

ImageJ 软件进行荧光强度分析。 

1.3.2  qRT-PCR 分析 

提取细胞总 RNA，用 Trizol 试剂 (Invitrogen)

进行 RNA 提取并用逆转录试剂盒 (Abm 公司，

中国江苏，Cat#G492) 逆转录为 cDNA。定量 PCR

反应 (Abm 公司，中国江苏，Cat#MasterMix-S) 体

系为 20 µL，内参基因用 gapdh，引物均分别用 egfp

和 gapdh 基因的通用检测引物。将配制好的样品

和内参在定量 PCR 仪 (EppendorfQX200) 上各做

3 个重复。使用 2–ΔΔCt方法分析基因表达相对变化。 

1.3.3  ELISA 分析 

用蛋白质含量为 1–10 μg/mL 的小鼠 GFP 单

抗 (Proteintech) 液。设置标准曲线对照 10 孔，

空白对照、阴性对照及阳性对照。4 ℃过夜进行

包被。加 0.1 mL 待检样品，37 ℃孵育 1 h，洗涤

后加酶标抗体 (Proteintech)，在各反应孔中加入新

鲜稀释的酶标抗体 0.1 mL，37 ℃孵育 0.5–1.0 h，

洗涤后加底物液显色反应，在酶标仪上  (美国

Molecular Devices:SpectraMax M2) 用 450 nm 波

长紫外光检测各孔 OD450 值。 

1.4  稳定表达和不同时间点荧光强度分析 

所有转染上述质粒的 CHO 细胞，经 G418 筛

选 7–8 d 后形成稳定转染的细胞，并在持续添加

75 g/mL G418 保持筛选压力。将稳转细胞按    

1 000 个/孔铺到 6 孔板中，等细胞克隆长出来后，

进行荧光强度分析。从转接到 6 孔板中开始计算，

每隔 5 d 全面观察检测一次荧光强度。分别计算

10 d、20 d 和 30 d 的荧光强度。 

1.5  嵌合表达分析 

分别对 pOCT4-MAR、pOCT4-UCOE、pSOX2- 

MAR、pSOX2-UCOE 等 4 个载体和 pNANOG- 

MAR、pNANOG-UCOE 和 pCMV-MAR、pCMV- 

UCOE 等对照质粒的 24 个稳转细胞单克隆，即  

每个细胞克隆 3 个重复，用 Image J 软件中

Mininum、Maxentropy、Mean 等 3 种算法进行荧

光强度分析。三种算法分别计算同一个样本中最

强表达的荧光细胞、大于平均荧光强度的所有细

胞和大于最小荧光强度的所有细胞，计算 3 种不

同细胞的荧光强度的标准误差，来衡量每个样本

中 egfp 基因嵌合表达多样性和差异程度，标准误

差越大，则表明样本中嵌合表达程度越大，每个

稳转细胞样品之间的嵌合程度用 Origion2019b 进

行 t-test 成对检验统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  MAR 与 sox2 启动子或 UCOE 与 oct4 启

动子调控高效表达 

为了验证染色质调节元件 UCOE 和 MAR 与

启动子上的顺式作用元件如 CpG 岛、增强子和

T A T A 盒 之 间 存 在 共 同 作 用 ， 对 构 建 的

pOCT4-MAR、pOCT4-UCOE、pSOX2-MAR、

pSOX2-UCOE 等质粒载体进行稳定转染，并对这

些启动子启动的 egfp 基因通过 EGFP 基因荧光强

度分析、qRT-PCR 分析和 ELISA 分析 (图 2)，结

果显示，上述 CHO细胞中稳定转染 25 d 后，UCOE

调节的启动子，其表达普遍获得提高，其中

pOCT4-UCOE 中的 egfp 表达增强最为显著；MAR

调节的启动子对基因表达的影响普遍不显著。但

例外的是，pSOX2-MAR显著增强，而pSOX2-UCOE

则没有明显增强 (表 1，图 2)。因为 OCT4 启动子

由近端增强子和核心启动子组成，因此推测

UCOE 与增强子组合可能增强基因高表达；而

SOX2 启动子由 CpG 岛和 TATA 盒组成，因此推

测 MAR 与 CpG 岛或 TATA 盒之间的相互作用可

能增强基因表达。进一步通过对照质粒分析发

现，用 MAR 调节含增强子和 CpG 岛的 CMV 启

动子并不增强表达，因此推测在 sox2 基因启动

子上，MAR 可能更多与 TATA 盒相互作用或者 
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表 1  利用 MAR、UCOE 调节含增强子、CpG 岛、TATA 盒的启动子的载体及在 CHO 细胞中的表达 
Table 1  The expression profiles in CHO cell with plasmids containing MAR or UCOE and different promoters. 
The promoter may contain enhancer, CpG island, TATA box, or their combinations 

Vectors Target promoter Elements in promoters Chromatin regulators Effect of expression

pOCT4 oct4 promoter Enhancer None Control 

pOCT4-MAR oct4 promoter Enhancer MAR Insignificant 

pOCT4-UCOE oct4 promoter Enhancer UOCE Improved 

pSOX2 sox2 promoter TATA box+CpG island None Control 

pSOX2-MAR sox2 promoter TATA box+CpG island MAR Improved 

pSOX2-UCOE sox2 promoter TATA box+CpG island UCOE Insignificant 

pNANOG nanog promoter None None Control 

pNANOG-UCOE nanog promoter None UCOE Improved 

pNANOG-MAR nanog promoter None MAR Insignificant 

pEGFP-C1 CMV early promoter Enhancer+CpG island None Control 

pCMV-UCOE CMVearly promoter Enhancer+CpG island UCOE Improved 

pCMV-MAR CMV early promoter Enhancer+CpG island MAR Insignificant 

 
是两个元件之间同时起作用增强基因表达。而

UCOE 调节 CMV 启动子的表达增强并不特别显

著，推测 UCOE 与 CpG 岛共同存在启动子区时可

能对表达并无益处。 

2.2  稳定转染后表达量变化分析 

根据 2.1 中载体表达模式，为了探讨 UCOE

和 MAR 是否与含 TATA 盒、CpG 岛和增强子等

启动子元件共同作用的表达规律，对转染了

pOCT4-MAR 、 pOCT4-UCOE 、 pSOX2-MAR 、

pSOX2-UCOE、pNANOG-MAR、pNANOG-UCOE

质粒的 CHO-k1 细胞荧光强度进行了连续的观察

分析，并在转染后 10 d、20 d 和 30 d 三个时间点

进行荧光拍照，以观察每个载体表达的稳定性 

(图 3)，用 ImageJ 软件中 Mean 算法和 Maximum

算法对最强的荧光细胞强度和平均细胞荧光强

度进行分析 (图 4)。从平均细胞荧光强度来看，

所有质粒表达的 EGFP 荧光强度 10–30 d 基本呈

逐渐下降的趋势；但是对最强表达的荧光细胞分

析表明，pOCT4-UCOE 载体能稳定持续表达到

20 d 后表达量才开始下降；pSOX2-MAR 载体则

在 10 d 稳转后表达量不断下降，但在 20 d 后表

达量开始上升，到 30 d 时表达量又恢复到与  

第 10 天持平的水平，变化幅度大且没有规律性；

而 pNANOG-UCOE 载体则由稳转第 10 天时较

低的表达量开始不断增强到 20 d 达到最高表达

量，之后才开始下降。这提示 pOCT4-UCOE、

pSOX2-MAR、pNANOG-UCOE 等 3 个载体在   

第 10 天时都不是相对高表达的载体，但在 20 d 后

相对表达量都较高，表明 3 个载体表达量更稳定。 

2.3  染色质调节元件与启动子相互作用调节

的高效表达与稳定性关联分析 

为了进一步理解 UCOE 和 MAR 分别与含

TATA 盒、CpG 岛和增强子等启动子元件的相互

作用构成的开放染色质状态的稳定程度，对稳转

后的单个细胞克隆的生长速度、表达强度差异及

细胞分裂能力进行分析。以单个细胞克隆为研究

对象的分析发现随机整合了同一个质粒的不同单

细胞克隆生长速率不同 (图 5A 左)，由于不同单

克隆质粒整合位置不同，其开放染色质状态也可

能不同，提示外源启动子的开放染色质状态可能影

响细胞生产速率。同时质粒整合于同一单克隆中不

同细胞荧光强度也不同 (图 5A 中)，提示染色质调 
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图 2  稳定转染 25 d 以后，由 TATA 盒和 CpG 岛组成的 sox2 启动子 (第一排) 和由含增强子的 oct4 启动子 (第

二排) 被染色质元件 UCOE 和 MAR 调控后，获得的增强表达模式相反 
Fig. 2  After 25 days of stable transfection, sox2 promoter (first row) and oct4 promoter (second row) were regulated 
by chromatin elements UCOE and MAR, respectively, and showed different enhanced expression patterns.  



 
 

王斌 等/染色质调节元件与不同启动子的相互作用对基因表达调控的影响 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3317

 
 
图 3  依据 UCOE 和 MAR 与包含不同调节元件启动子的相互作用构建的表达载体分别在 10 d、20 d、30 d 的表

达分析 

Fig. 3  Gene expression profiles in CHO-K1 cells at time points of 10 d, 20 d and 30 d. These plasmids contain UCOE 
or MAR and promoters with different regulatory elements.  

 

节元件与启动子相互作用形成的开放染色质在整

合位置相同的情况下，仍然还受其他因素的影响。

另外同一单克隆中存在荧光强度特别高的细胞，其

细胞分裂能力显著下降 (图 5A 右)，提示某些与细

胞分裂相关联的位置可能存在延展的开放染色质。 

以相同整合位置的单克隆为研究对象，对其

表现出较大的表达差异定义为单克隆嵌合表达。

通过分析每一个质粒的单克隆嵌合表达程度，作

为比较各个质粒之间的嵌合表达差异的依据，以

评价整合位置相对固定的前提下对不同质粒的开

放染色质结构变化规律。分别对 pOCT4-MAR、

pOCT4-UCOE；pSOX2-MAR、pSOX2-UCOE；

pNANOG-MAR、pNANOG-UCOE 和 pCMV-MAR、

pCMV-UCOE 等 8 个质粒的 24 个单克隆，即每个质

粒取 3 个不同时间点的稳转单克隆为分析对象，

每个克隆重复进行 Mininum、Maxentropy、Mean 等    

3 种算法的荧光强度分析，3 种算法分别取不同荧

光强度的细胞进行计算，以每一个单克隆中 3 种算

法获得的荧光强度之间的标准误差表示细胞嵌合表

达程度，标准误差越高表示其嵌合表达程度越高。 
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图 4  依据 UCOE 和 MAR 与带不同调节元件的启动子发生相互作用所构建的表达载体在 CHO 细胞中稳转单克

隆的嵌合表达分析 

Fig. 4  Chimeric expression analysis of monoclones that stably transfected plasmids behalf of interaction between 
UCOE/MAR with different promoters. 

 
 
  

统计分析结果表明，UCOE 或 MAR 与含 CpG

岛的 sox2 启动子和 CMV 启动子共同作用时启动

的嵌合表达程度差异不显著；而与不含 CpG 岛、

仅含增强子的 oct4 启动子和不带任何调节元件的

nanog 启动子共同作用时，则差异显著 (图 5B–C)，

提示启动子上 CpG 岛可能具有稳定 UCOE 或

MAR 调节的开放染色质的作用。另外，比较

UCOE 和 MAR 对嵌合表达的影响发现，除只含

增强子的 oct4 启动子中 pOCT4-UCOE 嵌合表达

程度显著高于 pOCT4-MAR 外，其余 3 个启动子

中 UCOE 调节的单克隆嵌合表达程度都低于带

MAR 序列的质粒，提示 UCOE 具有降低嵌合表

达的作用；而增强子在嵌合表达中发挥不同于其

他调节元件的作用。同时对两组嵌合表达差异显

著的质粒进行比较时发现，带增强子的 oct4 启动

子和不含任何调节元件的 nanog 启动子表现出完

全相反的表达模式，即对 oct4 启动子来说，

pOCT4-UCOE 嵌合表达程度显著高于 pOCT4- 

MAR；对 nanog 启动子来说，pNANOG-UCOE 的

嵌合表达程度显著低于 pNANOG-MAR (图 5B–C)，

如果 UCOE 具有降低嵌合表达的作用，则 pOCT4- 

UCOE 的高嵌合表达进一步说明增强子可能是引

起高嵌合表达的关键调节元件。 

对比 8 个质粒的单克隆嵌合表达差异和基因

高效表达关联分析发现，对 oct4 启动子来说，

UCOE 调节的基因高效表达导致高嵌合，而对

sox2 启动子被 MAR 调节的高效表达与高嵌合的

关联不显著；对 nanog 启动子 (无调控元件) 和

CMV (CpG 岛+增强子) 启动子分析发现，UCOE

调 节 两 个 启 动 子 高 效 表 达 都 呈 低 嵌 合 表 达       

(图 5D–E；表 2)。以上结果表明，染色质调节序

列 UCOE 调节的高效表达较为稳定，只有 oct4 启

动子是例外。但相较于 oct4 启动子上由 UCOE+增

强子调节的高表达高嵌合，MAR+TATA box+CpG

岛调节高表达和低嵌合，表现出更好的稳定性。

同时 CMV 启动子上 UCOE+增强子+CpG 岛组合

则也调节高表达和低嵌合，由 UCOE+nanog 同样

调控高表达和低嵌合，说明 UCOE 普遍调节高表

达和低嵌合。而 UCOE+增强子调节的高表达例外

地出现高嵌合，提示增强子调节的高表达可能不稳

定，同时 UCOE+增强子+CpG 岛组合则调节高表

达和低嵌合，说明 CpG 岛的存在可能抑制了增强 



 
 

王斌 等/染色质调节元件与不同启动子的相互作用对基因表达调控的影响 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3319

  

 
 
图 5  质粒稳定转染后单克隆细胞中出现的嵌合表达现象 
Fig. 5  Chimeric expression occurred in monoclones transfected with the plasmids. (A) Left: different monoclones 
showed different growth rates; Middle: variable fluorescence intensity appeared in different cells in the same monoclone; 
Right: cells showed different dividing ability in the same monoclone. (B) Analysis of chimeric expression in cells 
transformed with different plasmids. (C) Structures of four different promoters. (D–E) Analysis of egfp expression 
driven by different promoters in different plasmids. 
 
表 2  8 个质粒的单克隆嵌合表达与基因表达的关系 
Table 2  The relationship between chimeric expression and gene expression in cells transformed with 8 plasmids 

Plasmids Regulatory elements in promoters Chimeric expression Expression level 
Stability of 

opening chormatin

pOCT4-UCOE UCOE+enhancer High High Unstable 

pOCT4-MAR MAR+enhancer Low Low Stable 

pSOX2-UCOE CpG island+TATA box+UCOE Insignificant Low Relatively stable 

pSOX2-MAR CpG island+TATA box+MAR Insignificant High Relatively unstable

pNANOG-UCOE UCOE Low High Stable 

pNANOG-MAR MAR High Low Unstable 

pCMV-UCOE UCOE+enhancer+CpG island Low High Stable 

pCMV-MAR MAR+enhancer+CpG island High Low Unstable 
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子带来的不稳定。综合低表达高嵌合的情况判断

(表 2)，通常情况下UCOE调节的高效表达比MAR

更稳定；但当 MAR 与含 TATA 盒的 sox2 启动子

结合时也能高效且相对稳定地表达，由于上述分

析提示的 CpG 岛在稳定表达中发挥关键作用，而

sox2 启动子上 TATA 盒只与 MAR 结合时在稳定

开放染色质中起作用。 

3  讨论 

3.1  MAR 或 UCOE 序列通过与启动子调控元

件共同作用调控稳定表达 

转录水平的调控是基因表达调控的首要环

节，MAR 和 UCOE 对基因表达的调控主要针对

转录水平的调控。真核生物转录由起始、延伸和

终止等环节组成，转录的起始由 RNA 聚合酶Ⅱ复

合体的形成和起始开始，经典理论阐明了启动子

上的调控元件在辅助 RNA 聚合酶Ⅱ募集、形成中

的作用，RNA 聚合酶Ⅱ的形成取决于染色质的解

聚、拓朴结构的改变等环节，因此染色质水平的

改变，是转录调控的重要组成部分。但是在更深

入的染色质调控研究上，仍有许多待探索的空间，

如开放染色质的精细调控方面仍然未有定论。

MAR 和 UCOE 序列通过不同的机制形成开放染

色质调控基因表达，目前已成为哺乳动物细胞稳

定表达不可或缺的重要元件。 

本研究表明，MAR 与含 CpG 岛和 TATA 盒

的 sox2 基因启动子结合后，其载体 pSOX2-MAR

在稳定转染后的表达稳定性显著强于 UCOE 与

sox2 启动子的组合。这可能是由于正常情况下

sox2 启动子 TSS 位置上含有 CpG 岛，启动子上

的CpG岛不易被甲基化因而在起始位点形成稳定

的核小体缺失区域[24]，是基因稳定转录的基础，

而 UCOE的作用是通过阻止启动子上 CpG位点甲

基化[8]，因此在 sox2 启动子上加入 UCOE 在功能

上重复且不会发挥叠加作用；而 MAR 通过形成

染色质环[25]可改善 sox2 启动子上有利于转录的

核小体占位。UCOE 和 MAR 的不同干预中，MAR

除了稳定含 TATA 盒的 sox2 启动子的 pSOX2- 

MAR 高表达外，对包括含增强子的 oct4 启动子、

不含调节序列的 nanog 和同时含 CpG 及增强子的

CMV 启动子均低于 UCOE 的调节效果，提示

TATA 盒可能与 MAR 有相互作用。TATA 盒促进

形成 RNA 聚合酶复合体，其中中间蛋白 (Mediator) 

可参与染色质环的形成影响染色质重塑[22,26]，反

过来 MAR 形成染色质环可能通过中间蛋白与

TATA 盒发生相互作用。 

而另一方面，UCOE 与含增强子的 oct4 启动

子结合，其载体 pOCT4-UCOE 表达稳定性优于

MAR 与 oct4 启动子组合。这可能是由于 oct4 启

动子主要包含近端增强子和 Sp1 结合区的近端启

动子，因此 UCOE 的甲基化抵抗作用能够对去除

启动子上 CG 的甲基化从而减少核小体的占位，

进而增强表达；而 MAR 对启动子近端增强子区

H3K9 上乙酰化的阻止，可能是妨碍其发挥转录

增强效应[27]的原因。 

该结果意味着 MAR 或 UCOE 序列对启动子

上染色质的调节受到启动子上的调控元件影响。

具体来说，MAR 更有利于 TSS 区含 CpG 岛的启

动子上形成核小体占位的合理分布，甚至是核小

体缺失；而 UCOE 则有利于带增强子的启动子上

核小体占位的“合理”分布。即启动子上调控元件

与 MAR 或 UCOE 相互作用调节染色质的改变。 

3.2  排除位置效应的表达不稳定可能归因于

染色质高级结构的动态变化 

转基因表达中因为位置效应导致的嵌合表达

是主要障碍，位置效应本质是染色质构象问题。

通过分析整合位置一致的单克隆中细胞嵌合表

达，则反映的是相同染色质构象背景下的动态变

化，往往是外源载体稳定性的本质。 

对pOCT4-MAR、pOCT4-UCOE、pSOX2-MAR、

pSOX2-UCOE 及 其 对 照 pNANOG-MAR 、

pNANOG-UCOE 和 pCMV-MAR、pCMV-UCOE

等几个载体中的单克隆细胞嵌合表达表明，
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UCOE 与启动子组合的载体普遍稳定，而 MAR

与启动子的组合，无论是低表达还是高表达都相

对不稳定。对高表达的 pOCT4-UCOE、pSOX2- 

MAR 和 pNANOG-UCOE 在稳定转染后随时间点

发生的表达变化来看，高效表达的载体都呈现较

大波动，尤其 pSOX2-MAR 的表达量变化尤其波

动较大且呈现无规律性。MAR 通过形成三维结构

染色质环增强基因高表达[9]，pSOX2-MAR 可能通

过 TATA 盒和 MAR 共同形成染色质环，染色质环

可能相对不稳定。真核生物中染色质三维结构的

形成是相对瞬时的状态，但这种高级结构的改变

可能促成启动子上形成稳定的转录复合体，以及

通过改变核小体位置形成二维构象的开放染色

质，并最终导致组蛋白或 DNA 的修饰等稳定的

表观标记的形成，从而对基因转录产生稳定的影

响[28]。UCOE 通过与 oct4 启动子和 nanog 启动子

形成的高效表达载体表现出的相对稳定，可能是

UCOE 介导的非甲基化 GC 更有利于稳定的核小

体缺失即开放染色质的形成，含 CpG 岛的载体也

通过去甲基化 CG 形成更稳定的开放染色质。 

3.3  染色质高级结构对表达不稳定的影响 

MAR 和 TATA 盒与染色质 DNA 环的形成相

关，同时通过比较发现染色质 DNA 环形成的高

表达不稳定。而另一方面含增强子的启动子表达

也不稳定。最近大量的研究表明，活跃的增强子 

(Active enhancer) 可以像启动子一样独立地启动

自身转录 RNA，命名为 eRNA[28]。eRNA 通过结

合 中 间 蛋 白 、 黏 连 蛋 白 和 装 载 因 子 Nipbl 

(Nipped-B-like protein) 形成黏连蛋白相关的增强

子-启动子染色质 DNA 环，将增强子置于与靶基

因启动子接近的三维位置[26,28]，从而在三维结构

层面激活基因转录、起始和延伸。通过 MAR 与

TATA 盒可能涉及的染色质 DNA 环和同样涉及染

色质 DNA 环的高级结构对表达的不稳定现象，

表明染色质 DNA 环对表达的影响相对 DNA 去甲

基化带来的开放染色质更稳定。 

通过上述的分析和讨论，可以初步归纳染色

质高级结构对表达不稳定的影响为：(1) TATA 盒

和增强子可能受染色质 DNA 环的调控，因此容

易与 MAR 组合形成高表达，同时染色质 DNA 环

形成的高表达相对不稳定。(2) UCOE 通过抑制启

动子区 CG 的甲基化尤其 CpG 岛的去甲基化形成

的开放染色质可能更有利于高效表达的稳定。 

但是由于以上结论的部分证据仅来自数据的

推导，以上结论仍需进一步获得直观和直接的实

验证据进行进一步确认。 
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