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SV40 PolyA 序列及其 AATAAA 信号对上游 GFP 基因
表达及转录终止的影响 
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摘要: SV40 PolyA(猴空泡病毒 PolyA, 简称 PolyA)序列是有转录终止作用和使转录的 mRNA 添加 PolyA 尾的

DNA 序列(240 bp), 含有 AATAAA 六核苷酸多腺苷化信号(Polyadenylation signal)。在 pEGFP-C1 质粒的 GFP

基因下游插入 14 个同向串联的 Alu 序列(Alu14), 构建 pAlu14 质粒, 瞬时转染 HeLa 细胞, 用 Northern blot 检测

和荧光显微镜观察 GFP RNA 和 GFP 蛋白表达, 发现 Alu 串联序列强烈抑制 GFP 基因表达, 该序列没有转录终

止作用产生高分子量 GFP 融合 RNA。又在 pAlu14 质粒 GFP 基因和 Alu 串联序列之间按正、反方向插入 PolyA

序列及去除 AATAAA 信号的 PolyA 序列, 插入的这些 PolyA 序列均能部分解除 Alu14 对 GFP 基因的抑制作用; 

去除 AATAAA 信号的 PolyA 正、反序列仍然引起转录终止。将 PolyA 反序(PolyAas)分为 4 段每段 60 bp, 中间

的 2 段分别称为 2F2R 和 3F3R, 将 2F2R 或 3F3R 插在 pAlu14 质粒的 Alu 串联序列的上游, 随着插入 2F2R 片

段拷贝数的增加转录的 GFP 融合 RNA 的分子量增加; 2F2R 的下游如果依然是 2F2R 那么 2F2R 可以支持转录

延伸, 如果 2F2R 下游是 Alu 串联序列则 2F2R 导致转录终止。无论插入一个 3F3R 或插入 64 个 3F3R, 均产生

低分子量 GFP RNA。 
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Abstract:  SV40 PolyA (Simian virus 40 PolyA, also called PolyA) sequence is DNA sequence (240 bp) that possesses 
the activity of transcription termination and can add PolyA tail to mRNA. PolyA contains AATAAA hexanucleotide 
polyadenylation signal. Fourteen copies of Alu in sense orientation (Alu14) were inserted downstream of GFP in 
pEGFP-C1 to construct pAlu14 plasmid, and then HeLa cells were transiently transfected with pAlu14. Northern blot and 
fluorescence microscope were used to observe GFP RNA and protein expressions. Our results found that Alu tandem se-
quence inhibited remarkably GFP gene expression, but produced higher-molecular-mass GFP fusion RNA. PolyA and its 
sequence that was deleted AATAAA signal in sense or antisense orientation were inserted between GFP and Alu tandem 
sequence in pAlu14. The results showed that all the inserted PolyA sequences partly eliminated the inhibition induced by 
Alu14. PolyA sequences without AATAAA signal in sense or antisense orientation still induced transcription termination. 
Antisense PolyA (PolyAas) was divided into four fragments that all are 60 bp long and the middle two fragments were 
named 2F2R and 3F3R. 2F2R or 3F3R was inserted upstream of Alu tandem sequence in pAlu14. The molecular mass of 
GFP fusion RNA increased when the copy number of 2F2R increased. 2F2R can support transcription elongation when 
2F2R is located upstream of other 2F2R. Nevertheless, 2F2R located upstream of Alu tandem sequence can induce tran-
scription termination. Inserting one copy or 64 copies of 3F3R in upstream of Alu tandem sequence caused the production 
of lower-molecular-mass GFP RNA. 

Keywords: Alu; SV40 PolyA; AATAAA singal; GFP; transcription termination 

AATAAA六核苷酸是最早被认识到的mRNA多
腺苷化信号[1], 90%的真核mRNA的AATAAA序列都
在距剪切位点的 30 个核苷酸的范围内[2], 它指导核
酸内切酶在此序列下游 15~30 碱基处的特定位点上
裂解前体mRNA, 然后通过多聚腺苷酸聚合酶的催
化作用, 在 3′-OH上逐一引入 100~300个腺嘌呤核苷
酸。AATAAA六核苷酸已经显示出其分子和生理的
关联性：例如, 一大类导致地中海贫血的血红蛋白
病都归因于这个序列的点突变[3,4]。人基因中多腺苷

酸化信号不是严格保守的, 单碱基变异发生率很高, 
通过EST定位研究推定mRNA 3′端仅 73%具有明显
六核苷酸多腺苷酸化信号[5]。 

Alu在人基因组中大约有 100 万个拷贝, 占人类
基因组的 10%, 一方面Alu在人基因组中存在广泛的
多态性[6], 另一方面Alu变异导致疾病[7]。Alu元件下
调基因表达, Ebihara 等 [8]证明Alu对烟碱乙酰胆碱
受体α6 亚基基因有转录抑制作用而且与Alu方向无
关。 

本研究用 14 个 Alu 串联重复序列插入 pEGFP- 
C1质粒, 观察 Alu串联序列对 GFP基因表达量和转
录终止的作用; 再分别将 PolyA正、反序列, 以及去
除 AATAAA 信号的 PolyA 正、反序列插入 GFP 和
Alu串联重复序列之间, 观察这些 PolyA序列对上游

GFP表达量以及转录终止的作用。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒、宿主菌和细胞 

pEGFP-C1 质粒、DH5α 大肠杆菌、HeLa 细胞
株为本实验室保存; RP11-29107克隆(含有 Alu重复
序列)引自英国 Welcome Trust实验室。 

1.1.2  引物   

引物序列及酶切位点见表 1, PCR 扩增各目的
DNA 片段的长度和所需引物见表 2。引物由赛百盛
公司合成。 

1.2  方法 

1.2.1  表达载体构建 

1.2.1.1  pAlu14 质粒的制备 

设计引物上游带有 EcoRⅠ、XbaⅠ酶切位点, 下
游带有 KpnⅠ、NheⅠ酶切位点, 用 RP11-29107 克
隆作为模板, 扩增 Alu 序列。EcoRⅠ和 KpnⅠ作为
Alu插入的位点, 制备 pEGFP-Alu1(以下简称 pAlu1)。
pEGFP-Alu2的制备过程为：用 HindⅢ和 XbaⅠ酶切
构建好的 pAlu1 质粒 , 胶回收大片段 , HindⅢ和 
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表 1  引物序列及酶切位点 

名称 序列(5′→3′) 酶切位点 

PolyAH3 ATCGAAGCTTAATCAGCCATACCACATTTG HindⅢ 

PolyAH4 ATCGAAGCTTGAGCTTACAATTTACGCGTTAAG HindⅢ 

PolyA7 AACTTGGCAGCTTATAATGGTTAC 无 

PolyA8 ATAAGCTGCCAAGTTAACAACAAC 无 

PolyA9 TGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTGTAACCATTATA′ 无 

PolyA10 GCAATAGCATCACAAATTTCACAGCATTTTTTTCAC 无 

GFPF CCACTACCTGAGCACCCAGTC 无 

 
表 2  PCR 反应的目的基因、对应引物及 PCR 产物长度  

目的基因 上游引物 下游引物 PCR产物长度
(bp) 

PolyA PolyAH3 PolyAH4 250 

PolyAa PolyAH3 PolyA9 155 

PolyAb PolyA10 PolyAH4 94 

PolyAaas PolyAH4 PolyA7 142 

PolyAbas PolyA8 PolyAH3 125 

ΔA PolyAH3 PolyAH4 238 

ΔAas PolyAH4 PolyAH3 244 

ΔA GFPF PolyAH4 368 

ΔAas GFPF PolyAH3 374 

 
NheⅠ酶切 , 胶回收小片段 , 再将大、小片段用T4 
DNA连接酶连接 , 转化DH5α感受态菌 ,PCR和酶切
筛选含有目的序列的阳性菌 , 反复重复上述步骤 , 
直到插入序列为 14个Alu元件(pAlu14), 参见文献[9]。 

1.2.1.2  pA-Alu14、pAas-Alu14、pA-ORF2 和 pAas- 
ORF2 质粒的制备 

以pEGFP-C1 为模板 , 带有HindⅢ酶切位点的
PolyAH3 和PolyAH4 作为上、下游引物, 扩增位于
多克隆位点(MCS)下游的PolyA序列(240 bp), 扩增
产物经HindⅢ酶切后连入经HindⅢ酶切和碱性磷酸
酶(CIAP)处理的pAlu14 质粒的Alu14 上游。选阳性
菌提质粒, PCR和测序鉴定获得插入正、反PolyA序
列的质粒, 即pA-Alu14 和pAas-Alu14。将HindⅢ酶
切的PolyA片段插入用HindⅢ酶切和CIAP处理的
pORF2质粒[10], 获得pA-ORF2和pAas-ORF2质粒。 

1.2.1.3  pΔA-Alu14 和 pΔAas-Alu14 质粒的制备 

PCR分别扩增 PolyA序列中第 1个 AATAAA上
游的序列(PolyAa)和第 2 个 AATAAA 下游的序列
(PolyAb)。扩增 PolyAa 时以 PolyAH3 和 PolyA9 分

别为上、下游引物, 扩增 PolyAb 时, 以 PolyA10和
PolyAH4 分别为上、下游引物, 重组 PCR 法融合
PolyAa和 PolyAb的 DNA片段, 制成去除 AATAAA
的正序 PolyA 并命名为 ΔA 片段。去除反序 PolyA
中 AATAAA 的方法基本同 ΔA 片段制备, 将去除
AATAAA的反序 PolyA命名为 ΔAas。将 ΔA和 ΔAas
用酶切法插入 pAlu14质粒的 Alu14上游, 方法同本
文“1.2.1.2”, 制成 pΔA-Alu14 和 pΔAas-Alu14质粒。 

1.2.1.4  其他质粒 

p2F2R*1-Alu14、p2F2R*16-Alu14、p2F2R*64- 
Alu14、p3F3R*1-Alu14和p3F3R*64-Alu14质粒的构
建参见文献[11]; pAlu1 和pAlu8 质粒的制备参见文
献[9]。 

1.2.2  细胞转染   

将 pEGFP-C1 和表达载体用 LipofectamineTM 

2000脂质体瞬时转染HeLa细胞, 于 37℃、5%CO2环

境中培养 36 h, 提取RNA用于Northern检测; 4%多聚
甲醛固定, 用于荧光显微镜观察。 

1.2.3  Northern 杂交 

α-32p-dCTP标记GFP探针和Neo探针, 与转移到
尼龙膜的RNA杂交, 放射自显影, 详见文献[12]。 

1.2.4  荧光显微镜观察   

4%多聚甲醛固定的细胞于荧光显微镜下观察, 
荧光下记数 GFP 荧光阳性细胞数, 白光下记数同样
视野的细胞总数(每个样本至少计数 500个细胞), 计
算荧光阳性细胞百分率。在白光和荧光下分别对同

一视野照相。 
荧光细胞阳性率=荧光阳性细胞数/同样视野细

胞总数×100%。 
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2  结果与分析 

2.1  重组质粒结构及鉴定   

重组质粒结构和片段插入位置见图 1。本文中
使用的所有质粒均经 PCR鉴定、酶切鉴定和测序鉴
定正确后用于实验。PCR图、酶切图以及测序图略。 

 

 
 

图 1  重组质粒结构模式图及插入片段位置   
Alu14(或 L1-ORF2)插入 pEGFP-C1 的多克隆酶切位点; 其他片
段插入位置均位于 GFP基因和 Alu14(或 L1-ORF2)之间。 
 

2.2  PolyA 及去除 AATAAA 信号的 PolyA 正、反
序列活化 GFP基因并引起转录终止 

2.2.1  Northern blot 检测 

8 种不同插入序列质粒转染 HeLa 细胞, North-
ern blot检测结果见图 2。pAlu14(7泳道)和 pORF2(9
泳道)GFP 基因表达量很低, 说明 14 个串联 Alu 或
L1-ORF2 插入 GFP 基因下游可以抑制 GFP 基因表

达; 这两个插入序列虽然均可以抑制 GFP 基因表达, 
但是在转录终止方面表现不同, pAlu14 转录高分子
量的 RNA(7 泳道箭头所示), pORF2 转录低分子量
RNA。在 pAlu14 质粒的 Alu 序列上游或 pORF2 质
粒的 ORF2 上游插入正序或反序 PolyA, 可以促进
GFP基因表达, 产生低分子量 RNA(图 2, 1~4泳道), 
说明 PolyA正、反序列均可以促进 GFP基因表达并
引起转录终止。 

为了检测 PolyA中AATAAA六核苷酸信号对转
录终止的作用, 将 PolyA正、反序列的 AATAAA去
除, 插入 pAlu14质粒的 Alu串联序列上游。结果显
示去除 AATAAA的 PolyA正、反序列依然可以促进
GFP基因表达并引起转录终止(图 2, 5、6泳道对比
1、2泳道)。图 2A的上图是 GFP探针杂交结果, 图 

 

 
 

图 2  GFP 基因下游插入不同序列对 GFP 基因表达的影响   
A: 不同质粒转染 HeLa细胞 Northern blot杂交结果。7泳道箭头
指示高分子量 GFP 融合 RNA 位置, 大概有 5.0 kb 碱基, 符合
GFP 加上 Alu 串联序列的大小(1017nt+283nt×14=4979nt)。28S
约相当于 6.3 kb, 18S约相当于 2.4 kb碱基 RNA的位置。B: A图
中 GFP 探针杂交数据用图像分析软件测定, 绘制 GFP 相对表达
量(相对表达量=面积×灰度)。 
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2A 的下图是 Neo(新霉素抗性基因)探针杂交结果。
Neo 作为转染效率的对照, 各泳道的表达基本一致, 
HeLa细胞(8 泳道)无 Neo 基因表达, 因此 GFP 探针
杂交分析结果成立。 

游强烈抑制 GFP 基因的表达, 荧光细胞阳性率由
(26.5±1.02)% 降 至 (0.10±0.03)%; (2)pA-Alu14 和

pAas-Alu14 中 PolyA 正、反插入 GFP 与 Alu14 序
列间, 荧光细胞阳性率分别为(4.05±0.32)% 和(5.08± 
0.31)%, 该值明显高于 pAlu14的阳性率(0.10±0.03)% 
(P<0.01); (3)去除 AATAAA 的正序 PolyA 构建的
pΔA-Alu14质粒和去除 AATAAA的反序 PolyA构建
的 pΔAas-Alu14 质粒, 转染细胞后荧光阳性率分别
为 (2.08±0.20)%和 (4.03±0.24)%, 二者 比 未 去 除
AATAAA 前荧光阳性率略有减小 , 但仍然高于
pAlu14转染的阳性率(P<0.01)。荧光观察 GFP蛋白 

2.2.2  荧光观察 

pAlu14、pA-Alu14、pAas-Alu14、pΔA-Alu14、

pΔAas-Alu14和 pEGFP-C1 6种质粒瞬时转染 HeLa

细胞, 荧光显微镜观察荧光阳性细胞(图 3), 计算荧

光细胞阳性率(表 3)。6种质粒转染可看出以下差异：

(1)与对照 pEGFP-C1 相比, Alu14 插入 GFP 基因下 

 

 
 

图 3  GFP 基因下游插入不同序列对 GFP 蛋白表达的影响   
W: 白光观察结果; F: 同样视野荧光观察结果。 
 
表 3  GFP 基因下游插入不同序列质粒转染 HeLa 细胞 GFP 蛋白阳性细胞百分率(6 例) 

质粒 GFP 阳性细胞 (%) 均值±SD 

pAlu14 0.09 0.08 0.12 0.10 0.14 0.07 0.10±0.03 

pA-Alu14 3.8 4.2 4.5 3.6 4.0 4.2 4.05±0.32 

pAas-Alu14 4.7 5.5 5.3 5.0 5.2 4.8 5.08±0.31 

pΔA-Alu14 2.0 2.2 2.0 2.1 2.3 1.9 2.08±0.20 

PΔAas-Alu14 3.7 4.0 4.2 3.8 4.2 4.3 4.03±0.24 

pEGFP-C1 25.3 26.8 27.2 26.0 25.7 28.0 26.50±1.02 
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表达结果与 Northern blot 检测 GFP RNA表达结果
基本相同。 

2.3  PolyAas片段的转录终止作用 

将 PolyAas分为 4段每段 60 bp, 中间的 2段分
别称为 2F2R和 3F3R, 将 2F2R或 3F3R插在 pAlu14
质粒的 Alu 串联序列的上游可以活化基因并且随着
串联拷贝数的增加活化 GFP 基因作用下降(图 4B, 
1~3泳道; 图 4C, 1和 2泳道)。在此我们要强调的是
转录终止方面的发现。图 4A的 1、2和 3泳道质粒
分别插入 1, 8 和 14 个 Alu, 从转录 GFP 融合 RNA
大小来看, 依次增加(1.3 kb、3.3 kb和 5.0 kb), 从这
个结果看 Alu没有转录终止信号属于转录延伸序列。
图 4B的 1, 2和 3泳道质粒分别在 pAlu14的 Alu串
联序列上游插入 1, 16和 64个 2F2R, 从转录 GFP融
合 RNA大小来看, 依次增加(1.1 kb、2.0 kb和 4.8 kb),
这样看 2F2R也属于转录延伸序列。但是 2F2R作为
转录延伸序列是有条件的, 2F2R的下游如果依然是
2F2R那么 2F2R可以支持转录延伸, 如果 2F2R下游
是 Alu 串联序列则 2F2R 导致转录终止。3F3R 插入
pAlu14 质粒的 Alu 串联序列上游, 转录终止作用与
插入 2F2R不同, 无论插入一个 3F3R(图 4C, 1泳道)
或插入 64个 3F3R(图 4C, 2泳道), 转录终止位置相
同, 均产生低分子量 GFP RNA, 3F3R属于转录终止
序列。 

3  讨 论 

Alu序列和L1-ORF2 均有沉默子的作用,本实验
中 14 个正向同向串连的Alu元件或L1-ORF2 插入
pEGFP-C1质粒, 抑制了上游GFP基因表达, Alu作为
沉默子下调了GFP转录与Alu串联序列使染色质形
成紧密包装有关[9]。 

本实验中所用的PolyA序列来自pEGFP-C1载体, 
从多克隆位点结束以后第一个碱基(1418)到转录结
束 (1600)再延伸 17 bp, 长度为 240 bp, 其中
1550–1555 和 1579–1584 处各有一个SV40 早期
mRNA PolyA信号 (多腺苷化信号 )AATAAA。
Yamakawa 等[13]曾构建表达起源于AV8 的gag、pol
和env基因的表达载体, SV40 早期区域作为多腺苷
化信号被使用。当一个 850 bp SV40早期区域的片
段被应用于表达载体时, 包虫膜基因env表达消失。
当SV40 早期区域被缩短到 140 bp时env表达恢复。
本实验所用的PolyA片段长 240 bp介于Yamakawa等
所使用的两种片段之间, 结果却使原本被Alu14 序
列抑制的GFP基因表达增加。 

关于 PolyA 正、反序促进上游 GFP 基因表达, 
起初我们认为与序列中的多腺苷化信号 AATAAA
的作用有关 ,  但是去除 AATAAA 的正序和反序

PolyA插入 pAlu14质粒的 Alu序列上游均可以增强
GFP 基因的表达, 且同样发生转录终止, 说明转录 

 

 
 

图 4  Northern blot 杂交检测 PolyAas 片段的转录终止作用 
A: pEGFP-C1 质粒多克隆位点插入 1 个、8 个或 14 个 Alu, 显示随插入 Alu 拷贝数上升 GFP 融合 RNA 转录量下降, 分子量增加。3
泳道中的箭头指示 pAlu14转录的高分子量 GFP融合 RNA。B: 在 pAlu14质粒的 Alu串联序列上游再插入 1个、16个或 64个 2F2R, 
显示随插入 2F2R拷贝数上升 GFP融合 RNA分子量增加, 说明转录可以通过 2F2R序列, 但是不能进入 Alu序列。C: 在 pAlu14质粒
的 Alu串联序列上游再插入 1个或 64个 3F3R, 转录分子量相同的低分子量 GFP RNA, 说明转录不能通过 3F3R。 
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量和转录终止还受除多腺苷化信号以外的因素影响。 
Alu 串联序列可以抑制 GFP 基因表达而且属于

转录延伸序列(图 4A), 说明其上没有转录终止信
号。将 PolyAas分为 4段每段 60 bp, 中间的 2段即
2F2R和 3F3R插在 pAlu14质粒的 Alu串联序列的上
游, 可以活化基因并且随着串联拷贝数的增加活化
GFP 基因作用下降(图 4B, 图 4C)。随着插入 2F2R
片段拷贝数的增加转录的 GFP 融合 RNA 的分子量
增加(图 4B), 这样看 2F2R 也属于转录延伸序列。
3F3R插入 pAlu14质粒的 Alu串联序列上游, 转录终
止作用与插入 2F2R不同, 无论插入一个 3F3R(图 4C, 
1泳道)或插入 64个 3F3R(图 4C, 2泳道), 转录位置
相同, 均产生低分子量 GFP RNA, 说明 3F3R 属于
转录终止序列。需要提到的是, 2F2R作为转录延伸
序列是有条件的, 2F2R 的下游如果依然是 2F2R 那
么 2F2R 可以支持转录延伸, 如果 2F2R 下游是 Alu
串联序列则 2F2R导致转录终止。Alu序列不存在转
录终止信号 , 所以形成高分子量 GFP 融合 RNA; 
3F3R序列存在强的转录终止信号, 所以无论什么情
况均发生转录终止,形成低分子量 GFP RNA; 2F2R
序列带有弱的转录终止信号, 如果下游序列是 2F2R
则转录可以延伸, 如果下游是 Alu 串联序列形成较
大的阻力 2F2R则为转录终止序列。 
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