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原核增强子样序列 3A 的克隆及其结构与功能的研究

何建新, 　廖小慧, 　秘晓林, 　韩　峰, 　王　艳, 　吴淑华3

(中国预防医学科学院病毒学研究所, 病毒基因工程国家重点实验室, 北京　100052)

摘要　从大肠杆菌C600 株染色体基因组中筛选到一个原核增强子样序列 3A , 其正、反向增强活

性分别能提高 Β2半乳糖苷酶活性 7111 和 2193 倍Λ采用体内转录, RNA 斑点印迹杂交的方法, 证明

3A 序列对于基因表达的调控发生在转录水平上Λ 3A 功能区的研究表明, 3A 增强活性主要位于距

其正向克隆 5′端 (增强活性较强的方向称为正向, 反之为反向) 300～ 540 bp , 长约 240 bp 的区段

内, 并证明 3A 片段增强活性至少由两个增强活性位点组成Λ
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Clon ing and Structure-function of Prokaryotic Enhancer- l ike Sequence 3A

H E J ian2x in, L IAO X iao2hu i, B I X iao2lin, HAN Feng, W AN G Yan, W U Shu2hua3

(S ta te K ey L abora tory f or M olecu lar V irology and Genetic E ng ineering , Institu te of V irology , CA PM , B eij ing　100052, Ch ina)

Abstract　A p rokaryo t ic enhancer2like sequence 3A ,w as screened from the genom e of E scherich ia

coli st ra in C600 and its enhancem en t effect w as ana lyzed. Its po sit ive and negat ive enhancem en t
act ivit ies w ere abou t 7111 t im es and 2193 t im es respect ively by increasing the exp ression of Β2
galacto sidase gene. By RNA do t hyb rid assay, the enhancer2like sequence 3A enhanced the
exp ression of the repo rter gene a t the tran scrip t ion level. T he end2delet ion assay show ed tha t the
enhancing funct ion reg ion of sequence 3A w as abou t 240 bp betw een 300 bp and 540 bp area a t
the 5′end of the sequence and the funct ion reg ion con sisted of a t least tw o enhancing sites.
Key words　E scherich ia coli, p rokaryo t ic enhancer2like sequence, end delet ion, st ructu re and
funct ion

　　增强子是远距离地对启动子发挥顺式调节作用

的一种元件, 它在启动子的上游或下游及本身处于

正向或反向位置都具有活性[ 1, 2 ]Λ 1981 年在真核病

毒 SV 40 中首次发现了增强子, 此后增强子被发现

广泛存在于真核基因组中, 并对基因的表达调控都

具有重要作用Λ 我国学者侯云德和吴淑华首先发现

SV 40 的 H indË B 片段在大肠杆菌中有明显的增

强子样活性[ 2～ 4 ]Λ 后来我国学者又陆续报道了痘苗

病毒 K 片段、人乳头瘤病毒 6b 型和 16 型的U RR

区域及大肠杆菌 JM 103 染色体中的M 序列都具有

增强子样活性[ 5～ 8 ]Λ国外学者在 1986 年发现和证明

了大肠杆菌中的 Ρ 54 型增强子, 并在后来的研究中

阐明了此类增强子的作用机理[ 1, 9～ 12 ]Λ 鉴于大肠杆

菌系统仍是目前国际上用于大规模生产基因工程产

物的表达载体, 也是真核表达体系的基础性载体, 所

以原核增强子的发现和研究不仅对了解原核基因转

录调节的机理具有根本性的理论意义, 而且具有明

显的实用价值, 为了对大肠杆菌原核增强子有更深

入的了解, 并使原核增强子在生物技术产品生产中

得到有效的应用, 本实验选择大肠杆菌 K12 系的

C600 菌株, 从中筛选新的原核原增强子 3A , 并对其

结构与功能进行了研究Λ



1　材料和方法

111　菌株

大肠杆菌 JM 103 为本室保存菌种, 大肠杆菌

DH 5Α购自 P rom ega 公司Λ
112　质粒

原核增强子增强活性检测质粒 pKN 2 和 pAL

由本实验室构建[ 5, 6, 13 ] , pGEM 23ZF (+ )、pB luescrit

SK (+ )和 pSP72 购自 Stra tagene、P rom ega 公司Λ
113　大肠杆菌染色体D NA 的提取

按Ow en (1987)方法进行[ 14 ]Λ
114　Northern 印迹及D igxon 的标记和检测

按参考文献 [ 15 ] 中列出方法进行Λ 使用

Boeh ringer M annheim 公司试剂盒Λ从pAL 质粒中

回收约 700 bp 的L acZ 基因B am H É öC laÉ 片段作

为N o rthern 印迹探针Λ
115　缺失突变方法

采用 P rom ega 公司的“E rase2a2base”试剂盒Λ
在DNA 一端是 5′突出末端、一端为 3′突出末端时,

EXO Ë 只从 5′突出末端削去核苷酸, 而另一端将保

持完好Λ 我们将此特点对来自大肠杆菌基因组的原

核增强子样序列 3A 进行末端连续删切, 获得一系

列 3A 缺失突变体Λ 具体方法见参考文献 [ 5 ]和

[16 ]Λ
116　Β-半乳糖苷酶活性的测定

按文献[5 ]方法进行Λ
117　D NA 序列分析

用AB I PR ISM 377 型自动测序仪进行Λ

2　结果

211　原核增强子样序列 3A 的克隆

采用 pKN 2 作为增强子检测载体 (F ig. 1) , 它在

多克隆位点后有痘苗病毒启动子N 2 和报告基因氯

霉素乙酰转移酶 (CA T ) , 只能在氯霉素浓度低于

100 m göL 的LB 平板中生长[ 6 ]Λ 纯化的大肠杆菌

C600 株染色体DNA [ 14 ] , 经内切酶 H ae Ë 充分消

化、末端补平后, 插入 pKN 2 多克隆位点中 Sm a É
位点中, 然后转化于大肠杆菌 JM 103, 在氯霉素浓

度为 400 m göL 的LB 平板中进行压力筛选Λ结果获得

一阳性克隆pKN 3A , 能在氯霉素浓度为 800～ 1 000

m göL 的培养液中生长 (pKN 2 仅为 100～ 200 m gö

L ) Λ 经酶切鉴定插入的基因组片段有 017 kb 左右Λ
212　原核增强子样序列 3A 对 Β-半乳糖苷酶基因

表达的增强作用

F ig. 1　Physical m ap s of p lasm id pKN 2 and pAL

原核增强子的重要特征之一就是具有方向不依

赖性Λ 为检测 3A 序列的这一特征, 将其以正、反两

个方向克隆到另一检测载体 pAL 中 (F ig. 1) , 测定

其对 Β2半乳糖苷酶基因表达的增强作用Λ 3A 片段

用 E coR É öS a l É 从 pKN 3A 上取下, 插入到

pB luescrit SK (+ )中的相应位点中, 获得pSK3A 中

间质粒; 然后用B am H É 切下 3A 片段, 与B g l Ê
消化过的 pAL 载体连结, 获得 3A 片段分别以正、

反方向插入的 pAL 3A (+ ) 和 pAL 3A (- ) Λ 测定

pAL 3A (+ )和 pAL 3A (- )转化大肠杆菌 JM 103 株

的 Β2半乳糖苷酶活性, 并和 pAL 空载体转化株比较

(F ig. 2) Λ 结果表明, 3A 序列的正、反向分别增强 Β2
半乳糖苷酶表达 7111 和 2193 倍Λ

F ig. 2　T he enhancem ent effect of p rokaryo tic enhancer2

like sequence 3A by detecting the Β2galacto sidase activity

213　原核增强子样序列 3A 对 Β-半乳糖苷酶基因

的转录增强作用

提取 pAL、pAL 3A ( + ) 等转化的大肠杆菌

JM 103 细胞总RNA , 进行斑点杂交分析Λ 地高辛标
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记的L acZ 基因序列, 作为核酸杂交的探针, 与不同

稀释度的RNA 样品杂交Λ结果表明, pAL 3A (+ )中

报告基因L acZ m RNA 转录水平比 pAL 中高 (F ig.

3) , 与 Β2半乳糖苷酶活性增强结果基本一致Λ这些结

果说明这些基因组DNA 片段的增强作用发生在转

录水平上Λ

F ig. 3　RNA Do t2blo tt ing of pAL 3A (+ ) and pAL

1. pAL 3A (+ ) ; 　2. pAL ; 　3. Contro l (yeast tRNA )

214　原核增强子样序列 3A 的D NA 序列分析

将 3A 片段插入 pGEM 23Zf 中进行自动DNA

序列测定并用DNA S IS 软件分析Λ 结果表明 3A 序

列为 669 bp (F ig. 4, 该序列及其功能等同物已申请

专利, 申请号为 0012359518) , 与已报道的大肠杆菌

基因组序列的同源性高达 99% [ 17, 18 ]Λ 3A 片段由 3

段不连续的大肠杆菌基因组序列组成Λ 1～ 260 bp

是大肠杆菌 sm pB 基因的 3′端序列, 431～ 531 bp 是

ssrA 基因的 5′端序列, 而 261～ 430 bp 是一个未知

功能的非编码区Λ 532～ 669 bp 是大肠肝菌基因

tra522 编码区中的一段序列Λ
215　原核增强子样序列 3A 缺失突变研究

为研究原核增强子样序列 3A 的增强作用功能

区, 对 3A 序列进行了缺失突变研究Λ 用 E coR É ö

P st É 切开pSK3A 质粒, EXO Ë 从 E coR É 末端对

原核增强子样序列 3A 片段进行 5′端定向缺失, 得

到 7 个序列长度不等的 3A 5′端定向缺失突变体,

分别命名为pSK3P12pSK3P7Λ经鉴定 P1～ P7 的长

度分别为 200～ 630 bp 不等 (F ig15) Λ 然后将 P1～

P7 片段插入至 pAL 中, 检测它们的 Β2半乳糖苷酶

活性并计算出它们的增强活性 (F ig15) Λ 结果表明,

3A 片段从 5′端缺失 300 bp 时 (P3)对增强活性没有

明显影响, 说明 sm pB 基因的 3′端序列不具有增强

活性; 继续缺失 110 bp (P2) , 此时活性已开始下降;

到只剩下 200 bp 时, 增强活性已不明显Λ

F ig. 4　DNA sequence of the p rokaryo tic enhancer2like sequence 3A

F ig. 5　T he sizes ( left) and the enhancem ent effect ( righ t) of the 5′deletion m utan ts
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　　用A p a É öS a lÉ 双酶切 pSK3A 质粒, 使 EXO

Ë 从其 3′端的 S a l É 末端对 3A 片段定向缺失突

变, 同样也得到 7 个 3′端定向缺失突变体 pSK3K1

～ 7 (F ig. 5) , K1～ K7 长度分别为 150～ 540 bp 不

等Λ 然后将这些片段插入到 pAL 中, 检测它们的 Β2
半乳糖苷酶活性并比较其增强活性变化 (F ig. 6) Λ结

果表明 3A 片段从 3′端缺失 170 bp 左右时 (K2) , 它

的增强活性已略有降低, 表明 tra522 编码区对原核

增强子样序列 3A 增强活性没有明显作用; 当缺失

350 bp 时 (K3) , 片段增强活性明显降低; 当片段缺

失到不足 250 bp 后, 已几乎不存在增强活性Λ

F ig. 6　T he sizes ( left) and the enhancem ent effect ( righ t) of the 3′deletion m utan ts

3　讨论

本文采用增强子检测载体, 从大肠杆菌 C600

株染色体基因组中克隆到一个原核增强子样序列

3A , 它具有方向不依赖性的增强活性Λ正、反向位置

都具有增强活性, 在 pAL 质粒中分别对 Β2半乳糖苷

酶基因表达增强了 7111 倍和 2193 倍Λ
基因转录水平的调节是增强子的一个重要特

征Λ 通过 DNA öRNA 杂交对 Β2半乳糖苷酶的

m RNA 转录量进行了比较, 结果显示原核增强子样

序列 3A 对 Β2半乳糖苷酶基因转录增强, 从而证明

确实发挥在转录水平上Λ 这一证明为以后 3A 的理

论研究和实际应用提供了依据Λ
为了进一步了解原核增强子样序列 3A 的特

征, 我们采用缺失突变方法对 3A 序列进行增强作

用功能区的分析Λ 用核酸外切酶Ë 末端缺失的方法

对 3A 的功能区进行了定位, 缺失突变体片段 P3、

K1 和 3A 完整序列有一样增强活性Λ 所以 3A 的功

能区位于距其正向克隆 5′端 300～ 540 bp 长约 240

bp 的区段内, 而 P1、K4～ K6 的增强活性变化也说

明了这点Λ序列分析的结果表明, 在此功能区内含两

个A T 丰富区, 分别在第 362～ 382 和 399～ 415 位

核苷酸位置Λ 已有报告认为增强活性与A T 丰富区

或 GC 丰富区有关[ 11, 19, 20 ]Λ 缺失突变体 K3 和 P3 都

具有增强活性, 说明 K3 和 P3 序列重叠区 (仅 20

bp )中含有 3A 片段增强活性位点Λ 3′端缺失突变体

K2 的增强活性明显高于 K3, 说明其中有增强活性

位点, 因此 3A 片段增强活性至少由两个增强活性

位点组成Λ 已经报道多个大肠杆菌基因的转录调节

是由上游序列多个增强活性位点或转录激活蛋白结

合位点进行, 范围从启动子附近至上游 100 bp 以上

之间, 如DNA 结合蛋白A da 就结合在 ad a 和 a idB

启动子上游- 60 至- 40 碱基对间, 而 F is 蛋白对

hupA 基因启动子的作用位点有 4 个, 其中心位置

分别是- 94、- 168、- 215 和- 260 碱基对[ 21, 22 ]Λ 因

此, 3A 序列中同时存在多个增强活性位点符合大肠

杆菌基因转录调节特点Λ 3A 序列的原核增强活性

主要来自非编码区和 ssrA 基因 5′端Λ因此这些增强

活性位点在自然状态可能就是调节 ssrA 基因转录

与表达, 但这需要更进一步的研究分析, 包括鉴定它

们的DNA 结合蛋白和进行定点突变等研究Λ
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