
!"卷#期
$%%%年&月

生 物 工 程 学 报

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

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%%

收稿日期：!///0%"0!1，修回日期：$%%%0%$0$1。

基金项目：国家科委“2"#”高科技资助项目（2"#0!%$0!!）。

痘苗病毒!!!"原核增强子样序列的克隆及其结构与功能的研究
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（中国预防医科院病毒基因工程国家重点实验室 北京 !%%%&$）

摘 要 利用带有氯霉素乙酰转移酶报道基因的检测载体，从痘苗病毒基因组3+4中筛选到一个增强子样片段

’’!"。序列分析表明，该片段长!!$56，是痘苗病毒3+4依赖性7+4聚合酶、6().4聚合酶亚单位和3+4聚合酶
基因789#%的一部分，含有1个4:丰富区。采用带有!0半乳糖苷酶报道基因的载体检测发现，该片段正向可以
增强报道基因表达/;%倍，反向可以增强报道基因表达1;!倍。7+43(<5)(<<=>?实验证实，它对基因的增强活性
表现在转录水平上。3+4删切实验证实，&@端!%56及#@端!$56对其活性有重要调节作用，而该片段><A""2$的
序列对增强子的活性至关重要。
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增强子最初是于!/2!年在C’1%早期基因中
发现的［!，$］，此后人们又从不同生物中发现了多种

增强子序列［#"A］。国内侯云德、吴淑华等［2，/］在研

究人#、!干扰素基因在大肠杆菌中的表达调节时，
发现C’1%3#$D$E片段可以明显增强干扰素基因
的表达。增强子具有以下特点，它可以在离启动子

较远的地方行使功能，可以在启动子上游和下游发

挥作用，并且没有方向依赖性［!%］。目前认为，转录

增强子是蛋白质结合序列，它能够以正调节方式参

与转录调节［!!，!$］。转录增强子和增强子结合蛋白

在组织发育和分化以及代谢调节中具有重要作用。

因此，研究增强子和其启动子之间的关系、功能，具

有重要的理论意义和现实意义。

本文采用携带有氯霉素乙酰转移酶（F4:）报道
基因的增强子检测载体，从痘苗病毒基因组3+4
中筛选到一个长!!$56的原核增强子样序列

’’!"，并对其结构与功能进行了研究。

" 材料与方法

"#" 材料

"#"#" 菌株和质粒：质粒6G+$和64H均由本室
提供，其中6G+$带有氯霉素乙酰转移酶（F4:）报
道基因，64H带有!0半乳糖苷酶（H-IJ）报道基因。
质粒6E)KLMIN=6<CG（O）和6PQ,AJR（S）购自华

美生物工程公司。大肠杆菌菌株T,!%#为本室冻
存。

"#"#$ 限制性核酸酶及修饰酶：各种内切酶、

:13+4连接酶和 G)L>(U大片段购自美国 +LU
Q>?)->DE=()-5M公司和中国医学科学院友谊生物制
品公司。

"#"#% 试剂和试剂盒：9+8P 购自 E(LVN=>?LN
,->>VL=W公司，X8:P和Y0?-)购自8N(WL?-公司。

Z=[-ND8)KM,=D=6NL6M3+48KN=R=I-<=(>C.M<LW 购
自8N(WL?-公司。3=?\=?VH-5L)=>?->D3L<LI<=(>
C<-N<LNG=<X购自 E(LVN=>?LN ,->>VL=W 公司。

QN-ML040E-MLC.M<LW购自8N(WL?-公司。

"#$ 方法

"#$#" 痘苗病毒染色体3+4的提取：按文献
［!#］进行。

"#$#$ 重组质粒的构建：质粒制备，克隆方法按文
献［!1］。所用宿主菌为大肠杆菌G!$系T,!%#。
构建过程见结果。

"#$#% !0半乳糖苷酶活性测定：按文献［!&］进行。

"#$#& 3+4序列测定及分析：采用双脱氧链末端
终止法在#A#43+4全自动测序仪（466)=LDE=(M.M0
<LWM公司）上测定核酸序列，并用3+4CXC序列分
析软件进行分析。

"#$#’ 7+43(<5)(<<=>?：根据E(LVN=>?LN,->>0



!"#$公司“%!"&’()*+,"$-+".’+(/#0"12.3#4,".
5*6.#0#78,#29”方法并作改进。

!"#"$ &:;删切实验：根据<.2$"=8公司“>.8+"?
;?@8+")*+,"$”方法并作改进。

# 实验结果

#"! 原核增强子样序列的克隆
采用AB:C质粒作为增强子的检测载体，AB:C

载体氯霉素耐受性为DE!FEE"=／$G。根据痘苗病
毒基因组序列和限制酶图谱，选择识别H碱基序列
的内切酶单一酶切或识别I碱基序列的不同内切酶
两两组合，将痘苗病毒染色体&:;酶切，片段补
平，克隆进入AB:C的!"#’位点中。转化，在含

CEE"=／$G氯霉素的G@（;）平皿进行压力筛选，结
果挑选出一株插入片段大小为EJFK6左右的阳性克
隆AB:C?LLFI。测定AB:C?LLFI的氯霉素抗性
为IEE!MEE"=／$G，即可使氯霉素抗性提高FE倍
左右。

图F 增强子检测载体

3#=JF L"N,2.+/+"0#9"9!89N".N429#9=

#"# 增强子样序列的方向、位置不依赖性及增强活
性的研究

为了检验LLFI是否具有增强子的重要特性，
即方向不依赖性，用限制酶$%&O’／’#"5’酶切回
收插入片段，克隆进入质粒A@4/"+N.#A,)B（P）的相
应位点中。再分别用$%&O’／’#"5’和’#"5’／

()*0#酶切回收插入片段，克隆进入质粒A;G的
$%&O’／’+,’’（反向）和()*0’’’／’+,’’（正向）位点，
测定$?半乳糖苷酶基因（G8NQ）的表达水平。A;G
载体的G8NQ基因表达活性为IJR个S#44".单位，序
列正向克隆可使该基因表达增强RJE倍，为ICJF个

S#44".单位；序列反向克隆可使该基因表达增强HJF
倍，为CMJT个S#44".单位。由于载体AB:C多克隆
位点距离启动子DEE6A，A;G多克隆位点距离启动
子TEE6A，在两个载体中LLFI均有增强活性，从而
证实了它的方向不依赖性。

#"% 序列测定及分析
对LLFI进行序列测定，然后在("9689K核酸

数据库检索及利用&:;)’)软件分析表明，该片段
为痘苗病毒&:;依赖性O:;聚合酶，A24*;聚合
酶亚单位和&:;聚合酶基因O<UTE的一部分，同
源性为RMV。LLFI全长FFC6A，其中含有H个;%
丰富区，分别位于FF，CC，TD和RM位。

#"& ’’!$片段对!(半乳糖苷酶基因的转录增强
作用

为了探明该序列对基因表达的增强作用是否发

生在转录水平上，用&#=2W#="9#9标记的G8NQ&:;
作为探针，采用O:;&2,642,,#9=方法对携带有基
因片段和不带有基因片段的菌株的G8NQ$O:;的
含量进行了测定和比较。结果显示该增强子样序列

的正反向均能使报道基因的转录增强，并且增强活

性与$?半乳糖苷酶活性检测结果一致。说明该序列
对G8NQ基因表达的调控发生在转录水平上。结果
见图C。

图C O:;点杂交结果

3#=JC O"+/4,21O:;&2,642,,#9="WA".#$"9,
FXA;G?LLFI（P），9"=8,#Y"0#."N,#29；

CXA;G?LLFI（Z），A2+#,#Y"0#."N,#29；

TX,O:;，9"=8,#Y"N29,.24；

HXG8NQ="9"，A2+#,#Y"N29,.24

#") ’’!$片段结构及功能区分析
为了确定LLFI片段的功能区，我们对该片段

进行缺失突变体分析：

;JD[端删切实验：
用限制酶 -.*’和 ()*0#酶切消化质粒

A(>S\Q1?LLFI，可产生一个T[凸出端和一个D[凸
出端，使得核酸外切酶#（>W2#）可以从增强子片
段LLFI的D[端开始删切。从一系列突变体中选出

I个克隆，命名为A(>S\Q1?LLFIXD&，分别克隆到
检测载体A;G中，获得I个缺失突变体检测载体

A;G?LLFIXD&（&FE，&CE，&TE，&HE，&DE，&IE，&表
示缺失突变体，后面的数字表示缺失的碱基数）。
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!"#$端删切实验：
用限制酶 !"#%&和 $"%&酶切消化质粒

’()*+,-.//01，使得核酸外切酶!（)23!）可以
从增强子片段//01的#$端开始删切。从一系列突
变体中选出+个克隆，命名为’()*+,-.//014
#5。再分别克隆到检测载体’67的&’(8!／!)*
"位点，获得检测载体’67.//01"#5（591，50:，

50;，5:<，5#9，5#1，519共+个#$端缺失突变体）。
测定不同缺失突变体的#.半乳糖苷酶活性。

5=6删切实验证实，>$端在仅删除09余碱基
时，活性就发生明显变化，下降至原活性的11?，从
片段#$端删切0:碱基时，活性下降至原活性的

1<?，继续删切至约#9个碱基后，活性仍为原活性
的1<?，但继续删切至约#1个碱基后，活性急剧下
降，仅剩原活性09?，与对照质粒’67基本相同。

5=6删切实验证实，>$端09@’及#$端0:@’对其活
性有重要调节作用，而该片段AB+1$;:的序列对

//01原核增强子的活性至关重要（见图#、图<）。

图# //01>$端缺失结果（#6）及缺失对7CD,
基因表达活性的影响（#!）

EFG"# >$BHIJFACK8HKHBF3AIHLMKBL3-//01-ICGJHABL（#6）

CA8FBLFA-KMHANH3A7CN,H2’IHLLF3ACNBFOFBP（#!）

! 讨 论
本文采用增强子检测载体，从痘苗病毒基因组

5=6中克隆到一个原核增强子样序列//01，序列

分析结果表明该序列与痘苗病毒5=6依赖性Q=6
聚合酶、’3KP6聚合酶亚单位和5=6聚合酶基因

QRS#9的部分序列，同源性为T;?。//01具有方
向不依赖性的增强活性。

图< //01#$端缺失结果及缺失（<6）对7CN,
基因表达活性的影响（<!）

EFG"< #$BHIJFACK8HKHBF3AIHLMKBL3-//01（<6）

CA8FBLFA-KMHANH3A7CN,H2’IHLLF3ACNBFOFBP（<!）

增强子的重要特征之一是它的增强活性体现在转录

水平上，本文采用地高辛标记报道基因，用Q=6打
点杂交的方法研究了细胞中JQ=6的水平，结果发
现该增强子样序列的正反向均能使报道基因的转录

增强，并且增强活性与#.半乳糖苷酶活性测定基本
一致。结果证实了该序列对7CN,基因表达的调控
发生在转录水平上，说明了//01序列的增强功能
类似于真核增强子序列。

本文采用核酸外切酶&&&分别从>$端和#$端对

//01片段进行了删切，结果发现，>$端09@’及#$
端0:@’对其活性有重要调节作用，而该片段AB+1
$;:的序列对增强子的活性至关重要。!KCUH
等［01］发现%!/增强子&中)R元件的:9@’的序列
是完成增强子功能必需的部分。本文在痘苗病毒增

强子中也发现存在类似现象。

T###期 秘晓林等：痘苗病毒//01原核增强子样序列的克隆及其结构与功能的研究
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