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摘   要：本研究旨在构建肌肉特异性合成启动子库，筛选出活性较高的肌肉特异性启动子，分析

高活性启动子序列中启动子元件与其活性的关系，为人工合成启动子提供一定理论依据。选取 19 个源

于肌肉特异性元件、保守元件、病毒调控序列的元件，随机连接构建肌肉特异性合成启动子库。构

建荧光素酶质粒 pCMV-Luc 和 pSPs-Luc，将以上质粒转染至成肌细胞系 C2C12，通过荧光素酶活性

检测评估合成启动子活性；利用另外 2 种非肌肉源细胞系 HeLa 和 3T3 验证高活性启动子的肌肉特

异性，分析活性高、肌肉特异性好且测序比对正确的启动子序列，探索元件组成与启动子活性之间

的关系。本研究成功构建肌肉特异性启动子库，筛选出有效合成启动子质粒 321 个，其中 SP-301
启动子活性为 CMV活性的 5.63倍；活性较高的 15个启动子具有肌肉特异性；分析高活性且测序正

确的启动子，发现元件组成与启动子活性之间存在一定关系。肌肉特异性元件在启动子中占比偏

高，但与启动子活性强弱相关性较小，是组织特异性的决定元件；病毒元件在强活性启动子中含量

均不低于 20%，可能是影响启动子活性的关键元件；保守元件含量与启动子活性之间具有显著的相

关性，其含量与启动子活性成正比。本研究为合成组织特异性高效启动子提供了一定理论基础，为

原位基因传递体系的构建和应用提供了新思路。 
关键词：合成启动子；筛选；相关性分析；启动子元件 
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Abstract: The purpose of this study is to construct a muscle-specific synthetic promoter library, 
screen out muscle-specific promoters with high activity, analyze the relationship between 
element composition and activity of highly active promoters, and provide a theoretical basis for 
artificial synthesis of promoters. In this study, 19 promoter fragments derived from 
muscle-specific elements, conserved elements, and viral regulatory sequences were selected and 
randomLy connected to construct a muscle-specific synthetic promoter library. The luciferase 
plasmids pCMV-Luc and pSPs-Luc were constructed and transfected into the myoblast cell line 
C2C12. The activities of the synthesized promoters were evaluated by the luciferase activity 
assay. Two non-muscle-derived cell lines HeLa and 3T3 were used to verify the muscle 
specificity of the highly active promoters. The sequences of promoters with high activity, good 
muscle specificity, and correct sequences were analyzed to explore the relationship between the 
element composition and activity of promoters. We successfully constructed a muscle-specific 
promoter library and screened out 321 effective synthetic promoter plasmids. Among them, the 
activity of SP-301 promoter was 5.63 times that of CMV. The 15 promoters with high activity 
were muscle-specific. In the promoters with high activity and correct sequences, there was a 
relationship between their element composition and activity. Muscle-specific elements 
accounted for a high proportion in the promoters, while they had weak correlations with the 
promoter activity, being tissue-specific determinants. Viral elements accounted for no less than 
20% in highly active promoters, which may be the key elements for the promoter activity. The 
content of conserved elements was proportional to the promoter activity. This study lays a 
theoretical foundation for the synthesis of tissue-specific efficient promoters and provides a new 
idea for the construction and application of in-situ gene delivery systems. 
Keywords: synthetic promoter; screening; correlation analysis; promoter elements 

 
启动子位于基因 5ʹ端上游的非编码区域，

是一段能被 RNA 聚合酶识别并结合的特异性

DNA 序列，具有转录起始功能，是调控基因转

录的核心区域[1]。启动子由多个重要的短核苷

酸序列组成，主要分为核心区和上游调控区这

2 个部分。核心启动子区又称近端启动子区，

位于转录起点附近 35 bp 左右，是一段利用

RNA 酶作用机制精确指导转录起始所必需的
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最短连续 DNA 序列。此区域由一些非常重要的

功能元件组成，能很准确地定位转录起点和方

向，是基因调控过程的关键区域 [2]。核心启动

子区主要包括几种最常见的核心区元件，即

TATA box、BRE 元件(TFIIB recognition element, 
BRE)[3-4]、起始子(initiator, Inr)[5-6]、下游启动子

元 件 (downstream core promoter element, 
DPE)[7-8]、DCE (downstream core element, DCE)
及 MTE 元件(motif ten element, MTE)[9]。上游

启动子区，又名远端启动子区，是指位于距离

转录起始位点几百或上千个核苷酸不等的上游

区域，该区域元件通常与相应的蛋白因子结合

来改变转录效率[10]，由于每个基因的启动子元

件和位置均不相同，故不同的基因表达调控不

同。上游启动子区通常包括位于–70 bp 附近的

CAAT box、GC box 及上游增强子等[2,11]。CAAT 
box 对基因转录有强激活作用，能控制转录起

始的频率和强度。CAAT box 存在于 TATA box
上游，可使基因表达量显著提高[12]。 

随着合成生物学的快速发展，合成的功能

元件在基因工程代谢领域表现出较大的应用潜

力[13]。启动子是基因表达过程中控制转录水平

的重要元件，为显著提升基因表达量，可通过

人工合成启动子文库对基因工程的代谢途径进

行精细调控，使代谢途径最优化[14-15]。本研究

以来源于肌肉特异性元件、保守元件、病毒元

件的 19 个启动子片段随机组合构建肌肉特异

性合成启动子库，进一步构建荧光素酶质粒

pCMV-Luc 和 pSPs-Luc，将以上质粒转染至

C2C12 细胞，通过检测荧光素酶活性评估启动

子活性高低，并进一步利用非肌肉源细胞系

HeLa和 3T3细胞验证高活性启动子的肌肉特异

性。本研究将其中特异性好、活性高且测序比

对正确的启动子进行分析，比对启动子元件组

成，分析启动子元件组成与其活性之间的相关

性以期为合成新型高效启动子提供理论基础，

并为基因治疗中靶基因在肌肉组织的高效特异

性表达提供更有效的方案。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  质粒和细胞 

19 种启动子元件由北京擎科新业生物技术

有限公司合成；pCR®-Blunt Ⅱ-TOPO®质粒购自

Invitrogen 公司；pGL3-Basic 质粒系实验室保

存；大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 感受态细

胞购自 TaKaRa 公司；C2C12 小鼠成肌细胞、

HeLa 人宫颈癌细胞、NIH/3T3 小鼠胚胎成纤维

细胞购自中国科学院上海生命科学研究院细胞

资源中心。 
1.1.2  主要试剂  

Kpn I、Xho I、Mlu I 和 Nhe I 限制性内切酶

购自 Fermentas 公司；Zero Blunt® TOPO PCR 
Cloning Kit、T4 polynucleotide kinase、T4 DNA 
ligase 购自 Invitrogen 公司； DL2000 DNA  
marker 购自 TaKaRa 公司；CHROMA SPIN-1000 
Columns 购自 Clontech 公司；琼脂糖购自

Biowest 公司；E.Z.N.A.TM Plasmid Mini Kit I 购
自 Omega 公司；PierceTM BCA Protein Assay Kit
购自 Thermo 公司；Luciferase Assay Kit 购自

Promega 公司。 
1.2  方法 
1.2.1  启动子元件磷酸化与退火 

根据文献[16-21]选取 19 个启动子元件，包

括 8 个肌肉特异性元件、5 个保守元件和 6 个

病毒元件，序列如表 1 所示。将合成的 19 对启

动子元件单链进行磷酸化和退火，反应体系如

下：T4 polynucletide kinase buffer (10×) 3 μL，

每对单链等比例混合(100 μmol/L) 20 μL，ATP  
1 mmol/L，T4 polynucleotide kinase 30 U。反应

条件为：37 ℃ 30 min，94 ℃ 5 min。 
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表 1  启动子元件序列 
Table 1  Promoter elements 
Source No. Element Sequence 
Muscle specific 
element (ME) 

1 SRE F: 5ʹ-GACACCCAAATATGGCGACGG-3ʹ 
R: 3ʹ-CTGTGGGTTTATACCGCTGCC-5ʹ 

2 MEF-1 F: 5ʹ-CCAACACCTGCTGCCTGCC-3ʹ 
R: 3ʹ-GGTTGTGGACGACGGACGG-5ʹ 

3 MEF-2 F: 5ʹ-CGCTCTAAAAATAACTCCC-3ʹ 
R: 3ʹ-GCGAGATTTTTATTGAGGG-5ʹ 

4 MEF-3 F: 5′-GGCTTCAGGTTTCCCTA-3ʹ 
R: 3ʹ-CCGAAGTCCAAAGGGAT-5ʹ 

5 TEF-1 F: 5ʹ-CACCATTCCTCAC-3ʹ 
R: 3ʹ-GTGGTAAGGAGTG-5ʹ 

6 Trex F: 5ʹ-GGACACCCGAGATGCCTGGTTA-3ʹ 
R: 3ʹ-CCTGTGGGCTCTACGGACCAAT-5ʹ 

7 MPEX F: 5ʹ-GGGCCCCTCCCTGGGGACAGCCCC-3ʹ 
R: 3ʹ-CCCGGGGAGGGACCCCTGTCGGGG-5ʹ 

8 MAPF F: 5ʹ-ATATGGCGACGGCC-3ʹ 
R: 3ʹ-TATACCGCTGCCGG-5ʹ 

Conserved element 
(CE) 

9 AP-1 F: 5ʹ-TGCTGACTTGGT-3ʹ 
R: 3ʹ-ACGACTGAACCA-5ʹ 

10 AP-2 F: 5ʹ-CAAGGCCTGGGGACA-3ʹ 
R: 3ʹ-GTTCCGGACCCCTGT-5ʹ 

11 GATA-2 F: 5ʹ-ACCCGATATGCCTGG-3ʹ 
R: 3ʹ-TGGGCTCTACGGACC-5ʹ 

12 TATA box F: 5ʹ-GGACTATATAAAAAACCTG-3ʹ 
R: 3ʹ-CCTGATATATTTTTTGGAC-5ʹ 

13 CAAT box F: 5ʹ-CCAGCCAATAGC-3ʹ 
R: 3ʹ-GGTCGGTTATCG-5ʹ 

Virus element (VE) 14 

72 bp SV40 

F: 5ʹ-GGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCA 
AAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCA-3ʹ 
R: 3ʹ-CCACACCTTTCAGGGGTCCGAGGGGTCGTCCGTCTTCATACGTT 
TCGTACGTAGAGTTAATCAGTCGTTGGT-5ʹ 

15 16 bp in the 
CMV promoter 

F: 5ʹ-CTTGGCAGTACATCAA-3ʹ 
R: 3ʹ-GAACCGTCATGTAGTT-5ʹ 

16 18 bp repeat of 
CMV promoter 

F: 5ʹ-ACTAACGGGACTTTCCAA-3ʹ 
R: 3ʹ-TGATTGCCCTGAAAGGTT-5ʹ 

17 19 bp in the 
CMV promoter 

F: 5ʹ-CCCCATTGACGTCAATGGG-3ʹ 
R: 3ʹ-GGGGCTAACTGCAGTTACCC-5ʹ 

18 19 bp repeat of 
CMV enhancer 

F: 5ʹ-GCCCATTGACGTCAATAAT-3ʹ 
R: 3ʹ-CGGGTAACTGCAGTTATTA-5ʹ 

19 21 bp repeat of 
CMV promoter 

F: 5ʹ-ACGGTAAATGGCCCGCCTGGC-3ʹ 
R: 3ʹ-TGCCATTTACCGGGCGGACCG-5ʹ 

 
1.2.2  磷酸化启动子元件的连接  

将上述 19 种磷酸化启动子片段等比例混

合，以 T4 DNA 连接酶连接，16 ℃金属浴过夜， 

72 ℃ 10 min 灭活连接酶，得到不同长度的启动

子连接混合产物。使用 1%琼脂凝胶电泳观察混

合产物大小。 
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1.2.3  启动子连接产物柱纯化与电泳鉴定  
颠倒纯化柱，完全悬浮凝胶混合物；常温

700×g 离心 5 min，弃上清；100 μL 连接产物悬

空加至纯化柱凝胶，700×g 离心 5 min，收集纯

化产物。测定纯化后产物的浓度和纯度，并通

过 1%琼脂凝胶电泳观察纯化后产物的长度。 
1.2.4  启动子质粒构建  

用 Zero Blunt® TOPO PCR 克隆试剂盒将不

同 大 小 的 启 动 子 纯 化 产 物 与 pCR®-Blunt 
Ⅱ-TOPO®质粒连接，构建 Topo-SPs 质粒，具体

步骤如下：取纯化启动子片段 3 μL、盐溶液 1 μL、

灭菌水 1 μL 和 pCR®-Blunt Ⅱ-TOPO®载体 1 μL，

依次加入到 0.5 mL 的 EP 管中，轻柔混匀，室温

静置 5 min，完成连接。将以上产物转化至 E. coli 
DH5α 感受态细胞，取 50 μL 菌液涂布于含卡那

霉素的 LB 固体培养基 37 ℃培养过夜。 
1.2.5  Topo-SPs 质粒鉴定 

从培养过夜的 LB 固体培养基中随机挑取

10 个单菌落，接种于含卡那霉素的 LB 液体培养

基中，编号 1–10，37 ℃恒温培养箱中振荡培养

24 h 后，取 100 μL 菌液进行快速裂解鉴定。使用

琼脂凝胶电泳初步观察质粒大小，构建成功的质

粒送成都擎科梓熙生物技术有限公司进行测序。 
1.2.6  合成启动子库构建  

挑取 LB 固体培养基上所有单菌落(1 128 个)
摇菌，提取质粒并测序。在该平板上加 10 mL
含卡那霉素的 LB 液体培养基，移液枪吹下平

板上的所有单菌落至液体培养基中，37 ℃振荡

培养过夜，构成合成启动子库。 
1.2.7  荧光素酶质粒构建  

质粒 pcDNA3.1(+)和 pGL3-Basic进行 Mlu I/ 
Nhe I 双酶切，将 CMV promoter 片段连接至

pGL3-Basic 构 建 pCMV-Luc 质 粒 。 质 粒

Topo-SPs 和 pGL3-Basic 进行 Kpn I/Xho I 双酶

切，将启动子片段连接至pGL3-Basic构建pSPs-Luc
质粒。 

1.2.8  启动子筛选及其肌肉特异性  
将pCMV-Luc和pSPs-Luc质粒转染至C2C12

细胞，48 h 后检测细胞荧光素酶活性和蛋白含量，

计算出样品相对荧光素酶活性。相对荧光素酶活

性(RLU/mg protein)=荧光素酶活性值/蛋白含量。

选取相对荧光素酶活性较高的启动子质粒和

pCMV-Luc，分别转染至 HeLa 和 3T3 细胞，48 h
后 利 用 PierceTM BCA Protein Assay Kit 和

Luciferase Assay Kit 分别检测蛋白含量和细胞荧

光素酶活性值，通过上述公式计算出样品相对荧

光素酶活性，通过比较合成启动子质粒在 3 种不同

细胞中相对荧光素酶活性来分析其肌肉特异性。 
1.2.9  启动子元件分析  

对 1.2.6 中活性较高且测序成功的启动子元

件进行组成分析，并利用皮尔逊相关系数分析各

启动子元件之间的分布关系及启动子元件含量

与启动子活性强度之间的关系，寻找启动子元件

之间或启动子元件与启动子强度的潜在关系。 

2  结果与分析 
2.1  启动子元件连接产物 

进行 1%琼脂凝胶电泳，发现启动子连接产

物大小分布较广(图 1)，从 100 bp 到 2 000 bp
均有片段存在，连接产物条带清晰且亮度强，

证明连接效果好，可进行后续实验。 
2.2  纯化后的合成启动子片段 

测定纯化后的启动子元件，发现产物的平

均浓度为 102.1 ng/μL，且 A260/A280 和 A260/A230

均在正常范围内，纯度较好(表 2)。进行 1%琼

脂凝胶电泳测定，发现条带较纯化前更加集中，  
100 bp 到 1 000 bp 范围内亮度更高(图 2)。 
2.3  合成的启动子单菌落裂解产物 

随机挑取 10 个菌落，其中 9 个菌落有电泳

条带，但所含的质粒大小不一(图 3)，说明这些

质粒是由大小不一的合成启动子片段与 TOPO
载体连接构成，表明初步连接成功。 
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图 1  启动子连接产物电泳图   Marker：DL2000 
DNA marker；Lane 1：启动子连接产物 
Figure 1  Electrophoretogram of promoter ligation 
products. Marker: DL2000 DNA marker; Lane 1:  
Promoter ligation product. 
 

表 2  柱纯化合成启动子的浓度和纯度 
Table 2  The concentration and purity of the 
synthetic promoter after column purification 
Number Concentration (ng/μL) A260/280 A260/230 
1 103.2 1.86 1.98 
2 103.0 1.85 1.97 
3 100.3 1.86 1.94 
Mean value 102.1 1.86 1.96 
 

 
图 2  纯化后启动子连接产物电泳图   Marker：
DL2000 DNA marker；Lane 1：纯化后的启动子连

接产物 
Figure 2  Electrophoretogram of purified promoter 
ligation products. Marker: DL2000 DNA marker; 
Lane 1: The purified promoter ligation product. 

2.4  启动子质粒活性 
将从 1 128 个单菌落中提取的 pSPs-Luc 分

别转染至 C2C12 细胞，转染成功且具有荧光素

酶活性的合成启动子质粒为 321 个，其中 4 个

质粒启动子活性为 CMV 的 2 倍以上，分别是

SP-301、SP-985、SP-129 和 SP-182；有 45 个启动

子质粒活性是 CMV 的 0.5–2.0 倍；其余 272 个启

动子质粒活性为 CMV 活性的 50%或以下(图 4)。 
 

 
图 3  单菌落裂解产物电泳图   Marker：DL2000 
DNA marker；Lane 1–9：目的片段；a：Topo-SPs 质
粒片段 
Figure 3  Electrophoretogram of single colony 
lysis. Marker: DL2000 DNA marker; Lane 1–9: The 
target fragments; a: Topo-SPs plasmid fragment. 

 

 
图 4  启动子质粒活性   横坐标：SP 启动子与

CMV 启动子差异倍数的对数值；纵坐标：SP 启

动子与 CMV 启动子活性的比值 
Figure 4  Promoter screening map. Horizontal 
coordinate: Logarithmic value of difference 
between SP promoter and CMV promoter; Ordinate: 
The ratio of SP promoter activity to CMV promoter 
activity. 
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2.5  启动子特异性 
将筛选得到的活性较好的启动子质粒

pSP-301、pSP-985、pSP-129、pSP-61、pSP-228、
pSP-230、pSP-61、pSP-817、pSP-631、pSP-852、
pSP-319、pSP-61、pSP-762、pSP-1069、pSP-504、
pSP-849和 pCMV-Luc转染至HeLa和 3T3细胞，

检测荧光素酶活性，发现所有合成启动子质粒

在 C2C12 细胞中的活性均极显著高于 HeLa 和

3T3 细胞(P<0.01) (图 5)。 

2.6  启动子元件组成分析 
启动子活性高于 CMV 且测序比对正确的

合成启动子序列如图 6A 所示，可以看出这些

合成启动子序列均由不同启动子元件序列拼接

而成，长短不一。分析启动子元件组成发现部

分合成启动子所含的启动子元件分布较均匀，

如 SP-301 和 SP-817；而部分合成启动子所含启

动子元件具有偏向性，如 SP-228 中 72 bp 的

SV40 元件占比达 40% (图 6B)。分析各个合成

启动子的元件来源，发现肌肉特异性元件在这

些启动子组成中总体占比偏高(图 6C)。 

2.7  启动子元件组成与酶活的相关性 
分析启动子元件与活性的相关性(图 7A)，

发现 MAPF、GATA-2、72 bp SV40 和 CMV 启

动子 18 bp 与启动子活性相关性相对较高，而

且 MEF-1 与 MEF-2、MEF-1 与 CMV 增强子   

19 bp、Trex 与 MEF-3、Trex 与 CMV 启动子   
16 bp、CMV 启动子 16 bp 与 19 bp 之间相关性

显著(P<0.05)。进一步分析启动子来源与启动子

的活性(图 7B)，发现保守元件与启动子活性之

间相关性显著(P<0.05)。而各元件之间，肌肉特

异性元件与病毒元件相关性显著(P<0.05)，与保

守元件相关性极显著(P<0.01)。从图 8B 可看出

保守元件含量与启动子活性的大致趋势，即随

着保守元件含量降低，启动子活性也逐渐降低，

但并不是所有启动子都有此特点。由图 8A 和

8C 中并不能明显看出肌肉特异性元件和病毒

元件含量与启动子活性之间的关系。 

3  讨论与结论 
通过分析启动子的结构组成，发现启动子

序列由不同大小的调控元件组成，而启动子的

启动强度和组织特异性对基因的表达和转录过

程有一定影响。本研究在肌肉特异性元件、保

守元件和病毒元件这 3 种来源的启动子中挑选

了 19 个不同的 DNA 调控元件作为组装元件，

将不同启动子元件进行随机连接，连接到载体

上，得到合成启动子库。在质粒构建过程中，

由于启动子片段大小不一且均为平末端连接，

普通 T4 连接酶难以连接成功[22]。利用具有高效

连接效率的 Zero Blunt® TOPO PCR Cloning Kit 
 

 
 

图 5  启动子质粒转染不同细胞的荧光素酶活性   
Figure 5  Luciferase unit activity detection of promoter plasmid in different cells. **: P<0.01. 
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图 6  合成启动子序列元件组成与占比   A：合成启动子序列元件组成. B：各元件在合成启动子中的
含量占比. C：三种来源元件在合成启动子中的含量占比. 启动子元件序号如表 1 所示. ME：肌肉特异
性元件；CE：保守元件；VE：病毒元件 
Figure 6  Component composition and proportion of synthetic promoter sequence. A: Synthetic promoter 
sequence components. B: The proportion of each element in the synthetic promoter. C: The content of three 
promoter elements in synthetic promoter. The promoter element number is shown in Table 1. ME: Muscle 
specific element; CE: Conserved element; VE: Virus element. 
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图 7  各种合成启动子元件与活性的相关性   A：各启动子元件与活性的相关性分析. B：不同来源启

动子与活性的相关性分析. SP/CMV：SP 启动子与 CMV 启动子活性的比值；ME：肌肉特异性元件；

CE：保守元件；VE：病毒元件 
Figure 7  Correlation analysis of composition and activity of synthetic promoter elements. A: Correlation 
analysis of promoter elements and activity. B: Correlation analysis of different promoters and activity. 
SP/CMV: The ratio of SP promoter activity to CMV promoter activity; ME: Muscle specific element; CE: 
Conserved element; VE: Virus element. 
 

 
 

图 8  不同来源启动子含量与启动子活性关系图   A：ME 含量与各启动子活性. B：CE 含量与各启动

子活性. C：VE 含量与各启动子活性 
Figure 8  The relationship between promoter content and promoter activity from different sources. A: ME 
content and promoter activity. B: CE content and promoter activity. C: VE content and promoter activity. 
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盒，依赖于 A 和 T 碱基的互补配对，无需连接

酶即可直接将平端 DNA 片段插入质粒载体，测

序成功的质粒共同构成了合成启动子文库，可

进行下一步筛选。 
将 pSPs-Luc 和 pCMV-Luc 转染 C2C12 细

胞后，用单位荧光素酶检测方法评估各合成启

动子的活性，进行初步筛选。从合成启动子库

中筛选了 1 128 个单菌落，质粒提取且转染成

功 321 个 pSPs-Luc，将这些启动子的活性与

CMV 进行比较，发现大多数启动子活性较低，

启动子片段随机组合得到高活性启动子的效率

低。CMV 启动子是启动真核基因表达最有力的

启动子之一[23]，而筛选出的活性高于 CMV 的

启动子能使基因表达量更高，具有较好的应用

前景，研究其序列组成有助于更高效地合成高

活性启动子。为了进一步验证这些启动子是否

具有肌肉特异性，将以上高活性启动子质粒

pSPs-Luc 分别转染到 2 种不同组织细胞 3T3 和

HeLa。结果发现，以上质粒在肌肉细胞内的单

位荧光素酶活性极显著高于其他 2 种细胞，说

明以上高活性启动子质粒同时也具有良好的肌

肉特异性。 
启动子作为基因表达载体的重要组成元件

之一，在提高外源基因表达效率方面发挥着重

要作用，在基因工程领域的开发和利用上具有

重要的研究意义[13]。因此，对启动子结构和功

能的深入研究是相当重要的，一方面能更有利

于阐明基因转录模式和调控机制，另一方面有

助于对外源基因的表达进行合理调控[24-25]。分析

17 个启动子活性高于 CMV 且测序比对正确的

启动子序列，发现启动子各元件的相关性分析

结果与不同来源启动子分析结果相符。从不同

启动子来源占比结果可以看出，活性最高的 4 个

启动子 SP-301、SP-985、SP-129 和 SP-182 中，

SP-301 和 SP-182 中这 3 种来源的启动子元件含

量无较大差别，而 SP-985 中肌肉特异性启动子

含量较高，SP-129 中保守元件含量较高。值得

关注的是，病毒元件在这 4 种启动子内占据的

比例相似，且在所有启动子中，病毒元件含量

均不低于 20%。本研究中中病毒元件为 CMV
或 SV40 的核心启动子元件，CMV 启动子是从

人巨细胞病毒中发现的强启动子，主要包括 5 个

部分：CMV 独特区域(–683 至–545 bp)、CMV
增强子区域(–544 至–663 bp)、核心聚合酶 II 启
动子区域(–62 至–1 bp)、外显子 I 区域(+1 至

+121 bp)和内含子 A 区域(+121 至+954 bp)[26]。

SV40 启动子是猿猴空泡病毒 40 启动子，常作

为质粒构建的高活性启动子[27]，这可能是这些

启动子具有高启动子活性的原因。肌肉特异性元

件在这 17 个启动子中的比例均偏高，但与启动

子活性关系弱，这可能是由于这些元件的主要

功能为在特定的组织细胞中启动基因的转录与

表达[28]。分析启动子保守元件，发现该元件含

量与启动子活性显著相关，且与启动子活性大体

成正比。本研究中保守元件来源于启动子核心

区和上游调控区元件，这些元件具有直接、准

确和有效地指导起始转录、激活基因转录、控制

转录起始的频率和强度以及促进相应基因转录

等作用[7,12,29-30]，以上功能可能是保守元件含量

会显著影响启动子活性的原因。在这些高活性

肌肉特异性启动子中，肌肉特异性元件含量与

保守元件、病毒元件含量显著相关，这可能是

肌肉特异性元件在这些启动子中普遍占比偏高

所致。尽管得到的高活性启动子数量较少，但

基于本研究中的相关性结果以及不同启动子元

件功能的区别，启动子元件含量组成与合成启

动子活性之间的关系值得进一步探索。与此同

时，由于缺乏两者的相关性研究，实验存在一

定局限性，还需要更加深入地研究论证其之间

可能存在的关联。 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4626 

本研究首次构建了合成肌肉特异性启动子

库，验证了部分启动子的肌肉特异性，并对启

动子元件组成与启动子活性进行相关性分析，

有利于进一步阐述不同来源启动子元件含量高

低对启动子活性的影响，为合成新型高效启动

子提供了理论基础，并为疾病基因治疗中基因

在肌肉组织的高效特异性表达提供了更有效的

方案。 
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