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聚合酶Ⅱ依赖的转录

李志艳　张　涌
（西北农林科技大学生物工程研究所　杨陵　７１２１００）

摘要　核基质附着区是一种真核生物的ＤＮＡ元件，能调控染色体结构和活性。为研究体内ＭＡＲ
相关的染色质准入和转录调控，从人基因组中克隆了 Ａｌｐｈａ１抗胰蛋白酶核基质附着区（α１?ＡＴ
ＭＡＲ）并将其连入ｐＥＧＦＰ?Ｃ１载体。分别以空载体和携带ＭＡＲ的载体通过脂质体法转染人胚肾
２９３细胞系。经Ｇ４１８筛选２０天的细胞池用作实验分析。半定量 ＲＴ?ＰＣＲ及荧光显微镜观察显
示此ＭＡＲ能够增强临近基因的表达。进一步用染色质免疫共沉淀（ＣｈＩＰ）共定位ＣＭＶ启动子和
ＲＮＡ聚合酶Ⅱ（ＲＮＡＰⅡ），ＰＣＲ结果显示存在ＭＡＲ元件时，更多的 ＲＮＡ聚合酶Ⅱ被富集到启动
子区。ＣｈＩＰ方法可用于证实ＭＡＲ介导的转录激活，在实时检测方面比 ＲＴ?ＰＣＲ提供了更多动力
学信息。这项技术为进一步研究基因表达调控提供了技术平台。
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　　核基质附着区（Ｓ／ＭＡＲ）是长约３００～３０００ｂｐ的
ＤＮＡ调控元件，常组织成独立染色质环［１］。在组蛋白
抽提后，通过ＤＮＡ核晕结构荧光原位杂交（Ｈａｌｏ?ＦＩＳＨ）
的方法，可以看见这些环锚定在核基质或染色体支架

上［２］。作为一种功能单位，Ｓ／ＭＡＲ参加不同的基质相
关的生物学过程，包括 ＤＮＡ复制，转录调控和染色体
包装［３～５］。近年来其在信号转导，凋亡，胚胎发育，染

色质印记和基因组不稳定性方面的作用［６～９］也相继被

报道。

　　许多 Ｓ／ＭＡＲ相关的转录因子和酶是参与转录和
ＲＮＡ成熟的蛋白复合体的一部分［１０，１１］。一些研究也
表明 Ｓ／ＭＡＲ为染色质重塑提供一个锚定平台［１２］，便
利染色质环的移动。在细胞周期的某个阶段，Ｓ／ＭＡＲ
为转录机器启动创造一个准入环境，随后转录激活物

富集，转录前引发复合物装配，从而提高了建立一个活

性基因座位的可能性。然而实际情况可能更复杂，一

个基因在适合的细胞的恰当阶段激活是一个综合的过

程，其中涉及许多因子的调控平衡。即便是 Ｓ／ＭＡＲ已

被普遍认为是一个正调控因子，一些研究也显示出其

在转录方面的不同效果，这就是所谓的争议活性［１３］。

因此对其作用机理进行研究显得更加必要。在最近的

几十年，通过体内和体外结合实验，许多 ＭＡＲ结合蛋

白被鉴定和特性化。但最大的争议在于从核中分离纯

化蛋白的过程中，生化方法的局限性引起人工沉淀，改

变了蛋白的结合特异性［１４］。几种蛋白被报道以非严

谨的方式结合 Ｓ／ＭＡＲ［１５］，比如 ＳＴＡＴＢ１，ＨｉｓｔｏｎｅＨ１，

ＳＡＦ?Ａ／ＨｎＲＮＰ?Ｕ，ＳＡＦ?ＢａｎｄＡＲＢＰ。Ｔｏｐｏ?２的定位与

以前的功能模式也并不一致［１６］。总之，Ｓ／ＭＡＲ与它

的结合蛋白的关系是一个可逆的动力学反应，是细胞

特异的空间时序的过程。在研究分子相互作用方面，

许多方法［１６，１７］都展示了诱人的前景，比如电磁波，核

磁共振，染色体构象捕获，染色质免疫共沉淀（ＣｈＩＰ）。

传统的生物化学技术与这些新方法结合，再借助计算

机辅助分析，使研究分子动力学和染色质工程学的工

具变的更有效和可靠。ＣｈＩＰ经常被应用于共定位启动

子和转录因子来分析 ＤＮＡ和蛋白之间的关系。在此

方法中，超声破碎染色质以产生一些小片段，然后用相

应的抗体?蛋白复合物与特异的片段免疫沉淀，用 ＰＣＲ
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方法分析预期的ＤＮＡ序列，来揭示体内蛋白和ＤＮＡ的

结合关系。作为一种高度灵敏和特异的实验，曾被用

于展示转录因子和 ＭＡＲ序列的结合。然而转录是一
个涉及大量激活和抑制因子的复杂过程，这种单因子的

结合不能为转录调控提供充分的证据，为了更好地预测

ＭＡＲ在转录调控方面的作用，用ＣｈＩＰ来研究ＲＮＡ聚合
酶和启动子的相互关系来确定ＭＡＲ的功能应该是一个
很好的选择。Ｒｏｌｌｉｎｉ等［１８］已经分离并确定了 α１?ＡＴ
ＭＡＲ位于抗胰蛋白酶基因的上游，在本文中用 α１?ＡＴ
ＭＡＲ作为模型，利用ＣｈＩＰ方法研究基因表达的调控。

１　材料和方法

１．１　ＰＣＲ
　　人血液基因组ＤＮＡ的提取参照Ｓａｍｂｒｏｏｋ等［１９］提
供的方法。根据 ＧｅｎＢａｎｋ的信息（Ｎｏ：ＡＦ１５６５４２），通
过ＰＣＲ获得１２５２ｂｐ的α１?ＡＴＭＡＲ序列，为方便定向
克隆，在上下游引物的５′端分别引入 ＢｓｒＧ１和 ＸｈｏＩ酶
切位点。

　　上游引物：５′?ＴＧＴＡＣＡＡＧＴＡＡＴＧＣＡＴＡＴＴＧＧＣＴＴＡ
ＧＡＴＡＡＧＴＧＡＧＴＧＣＴ?３′
　　下游引物：５′?ＣＴＣＧＡＧＡＣＣＴＴＴＴＡＣＡＡＣＴＴＡＣＴＣＡ
ＧＡＣＣＴＴＴＣＡＴＴＡ?３′
　　ＰＣＲ反应条件为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，
７２℃９０ｓ，执行３０个循环后，７２℃进一步延伸１０ｍｉｎ。
１％ 琼脂糖凝胶分析扩增产物。
１．２　克隆技术和载体构建
　　根据载体说明书进行 ＴＡ克隆，将 α１?ＡＴＭＡＲ的
ＰＣＲ产物连入ｐＭＤ?１８Ｔ（ＴａＫａＲａ）载体中得到 ｐＭＭ质
粒。酶切和测序证实了插入的正确性。用 ＢｓｒＧ１和

ＸｈｏＩ消化ｐＭＭ，并将α１?ＡＴＭＡＲ片段插入ｐＥＧＦＰ?Ｃ１
载体（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）的相应位点，获得重组载体ｐＭＥ。
１．３　细胞培养和转染
　　人胚肾 ２９３细胞被培养在含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基中。根据 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的说明，用脂质
体２０００在六孔板中分别转染 ｐＥＧＦＰ?Ｃ１和 ｐＭＥ质粒。
转染２４ｈ后，用终浓度５００μｇ／ｍｌ的 Ｇ４１８筛选２０天，
阳性细胞用于实验分析。

１．４　半定量ＲＴ?ＰＣＲ
　　对 ＥＧＦＰ的表达进行半定量 ＲＴ?ＰＣＲ分析。用
ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提取总 ＲＮＡ，取２μｇ用 ＭＭＬＶ

反转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）反转录后，以 ＥＧＦＰ特异性引物进
行ＰＣＲ反应，获得４２２ｂｐ的产物。４５９ｂｐ的人ＧＡＰＤＨ

用作内参。反应条件为９４°Ｃ预变性５ｍｉｎ后，９４°Ｃ变

性１ｍｉｎ，５６°Ｃ退火３０ｓ，７２°Ｃ延伸４０ｓ，执行３０个循

环后，进行７２°Ｃ１０ｍｉｎ的终末延伸。

　　ＥＧＦＰ的引物如下：

　　上游引物：５′?ＣＣＡＣＡＡＧＴＴＣＡＧＣＧＴＧＴＣＣＧ?３′；

　　下游引物：５′?ＡＧＴＴＣＡＣＣＴＴＧＡＴＧＣＣＧＴＴＣＴＴＣ?３′。

　　ＧＡＰＤＨ引物为：

　　上游引物：５′?ＧＡＴＧＣＣＣＣＣＡＴＧＴＴＣＧＴＣＡＴ?３；

　　下游引物：５′?ＧＴＧＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧ?３′。

１．５　染色质免疫共沉淀（ＣｈＩＰ）

　　甲醛处理２９３细胞使 ＤＮＡ和蛋白质交连，分离染

色质，用抗ＲＮＡ聚合酶Ⅱ抗体（Ｕｐｓｔａｔｅ）按文献［２０］描

述的进行免疫共沉淀。简单的说，取２×１０６个稳定转

染的细胞，用 １％的甲醛室温固定 １０ｍｉｎ，然后用

１．２５ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸终止交连反应。在裂解缓冲液中，裂

解细胞并且超声破碎，产生大约５００ｂｐ左右的 ＤＮＡ片

段。超声破碎以后取一小部分检测破碎效率，其他的

裂解液上清在ＩＰ缓冲液中稀释６倍，在特异性抗体加

入之前，用蛋白Ａ／Ｇ珠子进行预清除，然后加入特异性

的抗ＲＮＡ聚合酶的抗体和阴性对照抗体 ＩｇＧ４°Ｃ过

夜。几次洗涤以后，复合物从珠子上洗脱下来。用酚

氯仿抽提纯化ＤＮＡ，最后应用于ＰＣＲ分析。取１／５０免

疫沉淀前的输入样品和１／１０免疫沉淀后的 ＤＮＡ样品

进行扩增。ＰＣＲ按照标准的反应体系配置，反应条件

为９４°Ｃ预变性４ｍｉｎ，９４°Ｃ变性１ｍｉｎ，５５°Ｃ退火３０

ｓ，７２°Ｃ延伸３０ｓ，执行３０个循环后，进行７２°Ｃ１０

ｍｉｎ的终末延伸。用于扩增的引物如下：

　　上游引物：５′?ＣＧＴＡＴＴＡＧＴＣＡＴＣＧＣＴＡＴＴＡＣＣＡ?３′；

　　下游引物：５′
!

ＧＣＧＧＡＴＣＴＧＡＣＧＧＴＴＣＡＣＴＡ?３′。

２　结　果

２．１　α１?ＡＴＭＡＲ的ＰＣＲ扩增和鉴定

　　１％的琼脂糖凝胶分析ＰＣＲ扩增产物，图１显示获

得了预期的１２５２ｂｐ的片段。为了保证亚克隆片段位

点和大小的正确性，重组质粒ｐＭＭ用ＢｓｒＧ１和ＸｈｏＩ酶

切鉴定，电泳结果如图２所示。

２．２　表达载体ｐＭＥ的构建和鉴定

　　利用引入的限制性酶切位点，α１?ＡＴＭＡＲ被插入

ｐＥＧＦＰ?Ｃ１的下游得到 ｐＭＥ表达载体，构建结构图见

图３。重组质粒 ｐＭＥ用酶切和 ＰＣＲ进行鉴定，可见

１２５２ｂｐ的ＭＡＲ和４７００ｂｐ的载体片段（图４）。

０４
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图１　α１?ＡＴＭＡＲ的ＰＣＲ结果
Ｍ：ＤＮＡ分子量标记；１，２：α１?ＡＴＭＡＲ的ＰＣＲ产物

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒα１?ＡＴＭＡＲ

图２　ｐＭＭ的酶切鉴定结果
Ｍ：ＤＮＡ分子量标记；１，２：ｐＭＭ的酶切片段

Ｆｉｇ．２　ｐＭＭ ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

图３　重组质粒ｐＭＥ的构建图
ＣＭＶ：ＣＭＶ启动子；ＥＧＦＰ：增强型绿色荧光蛋白

报告基因；ＭＡＲ：α１?ＡＴＭＡＲ；ＴＡＡ：终止密码子

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＭＥ

图４　重组质粒ｐＭＥ的鉴定
Ｍ：ＤＮＡ分子量标记；１：ｐＭＥ的酶切片段；

２：ｐＭＥ的ＰＣＲ结果

Ｆｉｇ．４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＭＥ

２．３　荧光显微镜分析

　　转染后２０天，表达 ＥＧＦＰ的阳性细胞用 Ｎｉｋｏｎ显

微镜观察，结果见图５。与转染 ｐＥＧＦＰ?Ｃ１的细胞（Ａ）

比较，转染ｐＭＥ的细胞（Ｂ）其ＥＧＦＰ表达明显提高。

图５　荧光显微镜图像

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｉｍａｇｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２．４　ＥＧＦＰ的半定量ＲＴ?ＰＣＲ分析

　　转染后２０天，提取总ＲＮＡ进行半定量ＲＴ?ＰＣＲ分

析。ＧＡＰＤＨ（４２２ｂｐ）和 ＥＧＦＰ（４５９ｂｐ）的琼脂糖凝

胶电泳结果见图 ６的 ａ和 ｂ。在 ｂ中，比较整合了

ｐＥＧＦＰ?Ｃ１（４）和 ｐＭＥ（２，３）载体的细胞克隆，发现

ＥＧＦＰ的表达提高了大约２倍。

图６　ＥＧＦＰ的半定量ＲＴ?ＰＣＲ分析
Ｍ：ＤＮＡ分子量标准；１：未转染的细胞；２：整合

ｐＭＥ的细胞克隆１；３：整合ｐＭＥ的细胞克隆２；

４：整合ｐＥＧＦＰ?Ｃ１的细胞克隆

Ｆｉｇ．６　ＳｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴ?ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＧＦＰ

２．５　ＣｈＩＰ分析
　　在制备细胞核／染色质片段后，移走２５μｌ裂解液上
清，检测破碎效率，图７ａ显示了染色质片段达到了大约

１４
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５００ｂｐ左右的理想长度。然后进一步分析其余样品，图

７ｂ的 ＣＭＶ的 ＰＣＲ分析显示了免疫沉淀前的质量控

制。图７ｃ显示，用抗 ＲＮＡ聚合酶Ⅱ的抗体免疫沉淀

后，含ＭＡＲ元件的载体 ｐＭＥ与空载体 ｐＥＧＦＰ?Ｃ１比

较，ＣＭＶ的ＰＣＲ结果提高了３０％～４０％左右。阴性对

照用鼠ＩｇＧ进行免疫沉淀，具有背景ＰＣＲ产物，但其并

不掩盖特异性抗体免疫沉淀的变化趋势。

图７　ＣＭＶ启动子的ＣｈＩＰ结果
Ｍ：ＤＮＡ分子量标准；１：整合ｐＭＥ的细胞克隆１；

２：整合ｐＭＥ的细胞克隆２；３：整合ｐＥＧＦＰ?Ｃ１的细胞克隆

Ｆｉｇ．７　ＣｈＩＰｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＭＶｐｒｏｍｏｔｅｒ

３　讨　论

　　定位在 ａｌｐｈａ１抗胰蛋白酶基因上游的 α１?ＡＴ

ＭＡＲ可能是一个大的染色质结构域的５′边界。除此之

外，α１?ＡＴＭＡＲ还有一些很有吸引力的特征，在其构成

中，ＬＴＲ转座子元件占８５％，并且还含有一个小的外显

子残留。这些都暗示这个区域可能与真核生物的基因

组进化有关［１８］。提示此ＭＡＲ不仅能够用作基本的转
基因构件，也可以为同源重组实验提供一个潜在的框

架。在这里，我们把它作为一个模式系统，对其在转录

调控方面的作用进行研究和确定，然后应用 ＣｈＩＰ方法

进一步揭示其作用机制。

　　转录率是基因表达的一个重要标准，通常用于此

目的方法包括ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹，原位杂交，ＲＮＡ酶保护实

验和定量ＲＴ?ＰＣＲ。然而，在某个阶段，转录已经停止，
ｍＲＮＡ的水平并不是总能反映真实的转录激活率［２１］。

特别是对那些具有长半衰期的基因，实际的转录情况

要考虑ｍＲＮＡ的稳定性。ＣｈＩＰ是一个有力的方法，能

够分析细胞内转录因子和染色质调控复合物与 ＤＮＡ

的相互作用。本文中，我们用 ＣｈＩＰ来研究基因的实时

转录活性，ＲＮＡＰⅡ锚定在启动子上是染色质准入的一
个关键决定子，能很好地反应出存在 ＭＡＲ元件时，报

告基因的转录率。同时，与抗聚合酶抗体的一次免疫

共沉淀可以通过设计不同的引物对许多感兴趣的基因

进行研究。最重要的是，ＣｈＩＰ提供一个天然染色质结

构及不同功能状态下因子与基因结合的活细胞图谱。

　　根据基因登录号，克隆了α１?ＡＴＭＡＲ，其中７５％的

ＡＴ含量给ＰＣＲ带来了困难。在优化引物设计后，得到

１２５２ｂｐ的片段。通过在线软件分析显示此 ＭＡＲ含有

很多活性基序。为了进一步研究它的活性和机制，我

们进行了转基因构件来研究报告基因 ＥＧＦＰ的表达和

ＣＭＶ启动子富集ＲＮＡＰⅡ的能力。用细胞池作为研究

系统以减少与拷贝数和整合位点相关的差异。当ＭＡＲ

被用作顺式元件时，在总体细胞水平中展示了增强的

荧光表达，其中个别的细胞也展示出了额外的提高。

与不含ＭＡＲ的载体相比，携带 ＭＡＲ元件的载体，ＲＴ?
ＰＣＲ分析显示 ＥＧＦＰ的 ｍＲＮＡ水平提高两倍；通过

ＣｈＩＰ实验的ＰＣＲ分析，表明ＣＭＶ和ＲＮＡＰⅡ的共定位

比率提高了约３０％。所有这些都提示当整合入基因组

中时，此ＭＡＲ能够增强异源报告基因的表达并且调控

染色质准入。与血液结合素的结果不同［２２］，对于具有

２６ｈ半衰期的 ＥＧＦＰ而言，ＲＴ?ＰＣＲ和 ＣｈＩＰ保持一致，

但并不完全相同。也就是说 ＣｈＩＰ可以用作转录效率

的定性和定量预测。并且 ＣｈＩＰ提供更多的信息，提示

ＭＡＲ可作为边界元件帮助打开一些活性结构域并且指

导其它的蛋白因子与ＲＮＡＰⅡ结合。在这里，我们建立

了研究转录调控的技术平台，并展示了涉及 ＭＡＲ的生

理状态的准入和ＤＮＡ?蛋白相互作用的可行性。
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