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L1-ORF2不同片段对报告基因表达产生不同影响 
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摘要: 长散布重复序列-1(Line-1, L1)是重要的人类基因组成分, 完整的 L1 有 6 kb, 在基因组中存在的 L1 多数

是不完整序列, 有必要研究 L1 片段对基因表达的调控作用。PCR 扩增 L1 第二读码框(L1-ORF2)不同位置的  
280 bp 片段, 共 7 段, 同向 8 串联按正、反方向分别插入 pEGFP 质粒 GFP 基因下游, 观察插入序列对 GFP 报

告基因表达的影响。构建的质粒瞬时转染 HeLa 细胞, 经荧光显微镜和 Northern 检测, 不同片段对转录量和终

止影响不同。7 个片段正序对 GFP 报告基因的抑制均高于其反序, 在正序串联表达载体 p280-1*8 和 p280-9*8
的 GFP 基因转录量超过其他 280 正序插入片段, 在反序串联表达载体 p280-1*8as 和 p280-9*8as 的 GFP 基因转

录量超过其他 280 反序片段。280-1*8、280-9*8、280-1*8as 和 280-9*8as 属于转录终止性序列。Alu 在基因组

的多数区段与 L1 分布呈反比, Alu 正、反序均对 GFP 表达有抑制作用, 但反序抑制作用高于正序, Alu 正序属于

转录延伸性序列。280 bp 片段反序插入的所有质粒荧光阳性细胞均高于正序插入质粒。经碱基分析, L1-ORF2
各段均存在 A 碱基含量多, T 碱基含量少的现象, 这可能是其正、反序对基因表达影响不同的原因。 

关键词: L1; Alu; pEGFP-C1; ORF2; GFP 

Different effects on reporter gene expression by distinct L1-ORF2 
segements 
DUAN Xiao-Cui1, JIN Xia1, XIE Ying1, JIAO Ning2, LIU Jing1, WANG Xiao-Yan1, 

LU Zhan-Jun1 

1. Hebei Key Lab of Laboratory Animal, Department of Genetics, Hebei Medical University, Shijiazhuang 050017, China;  
2. Preparation Room of the Third Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050051, China 

Abstract: An intact L1 define element is 6 kb in length in human genome. The majority of the L1s is truncated and has di-
rection difference, implying that it is interesting to study the effects of different length and directions of L1s on gene. In this 
work, 7 different segments were obtained from L1-open reading frame 2 (ORF2), each of which was 280 bp in length. Each 
segment was connected into 8 repeats in head and tail tandem manner and was inserted to downstream of GFP gene in dif-
ferent directions in pEGFP-C1. The inserted ORF2 segments in the sense orientation caused much stronger inhibition on 
gene transcription and protein expression than antisense sequences did. Among all segments, the first and ninth 280 bp 
segments of ORF2 in both orientations induced weaker inhibition on gene transcription than other segments in the same 
orientations and did not induce transcriptional elongation. The distribution of Alu in most regions of genome was inverse 
ratio with L1. The inserted Alus in both orientations inhibited GFP gene expression, but the inhibition in antisense orienta-
tion was stronger than that in sense orientation and the sense Alu was the sequence of inducing transcription elongation. 
A-rich of ORF2 was probably the molecular basis of its sense orientation with stronger inhibition on gene expression. 
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在人类基因组中, 主要的重复序列类型有长散
布重复序列 (Long interspersed nuclear elements, 
LINEs)和短散布重复序列(Short interspersed nuclear 
elements, SINES)。LINE1(L1)是主要的 LINEs 序列, 
占人类基因组的 17%。Alu 家族占人类基因组 10%, 
是主要 SINEs成分。 

重复序列是重要的非编码序列, 在多细胞真核
生物基因表达调节中起重要作用[1]。L1 重复序列和
Alu 重复序列在基因组中的分布不是随机的, 与其
生物学功能有关。容易失活的基因(如 X染色体基因, 
B细胞抗原受体基因, T细胞抗原受体基因), 染色体
基因贫乏区域存在较多的 L1序列[2], L1与基因表达
调节, 生物进化有关。Alu 的特征与 L1 不同, 在基
因丰富区域和高表达的染色体中分布较多, 在多数
染色体区域 Alu与 L1呈负相关分布[3]。 

有报道 L1-ORF2(来自 L1.2家族)插入报告基因
下游可以下调 GFP表达, 而且正、反序列表现出明
显差异性[4]。完整的 L1有 6 kb, 但是在基因组中多
数 L1序列属于不完整的序列, 而且在基因中的插入
方向以反序插入为主, 因此需要研究不同的 L1片段
对基因表达的影响。Alu的基因组学特征与 L1不同, 
那么作为 GFP的下游插入序列是否与 L1显示差异, 
也值得探讨。本研究用 L1-ORF2不同位置片段的串
联序列和 Alu 串联序列对上述问题做了探讨。之所
以使用串联序列是考虑短片段(280 bp)对基因表达
的影响较小不易观察。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

RP11-29107克隆引自英国 Wellcome Trust实验
室, 氯霉素抵抗型, 含有 L1PA3(L1 亚家族)和 Alu
序列。pEGFP-C1 质粒、DH5α菌株和 HeLa 细胞均
为本实验室保存。 

1.2  方法  

1.2.1  构建 8 串联表达载体 

PCR 扩增 RP11-29107 克隆 L1-ORF2 的不同片
段, 在引物上设计合适的酶切位点, 根据 XbaⅠ和
NheⅠ酶切位点可以连接不能切断的特性 , 反复同
向串联, 构建出含有 ORF2 片段 8 同向重复串联的
表达载体。正序名称为: p280-1*8(pEGFP-C1 质粒

GFP基因下游插入 L1-ORF2 5′端 280 bp正向同向 8
串联体)、p280-2*8、p280-4*8、p280-5*8、p280-7*8、
p280-8*8 和 p280-9*8; 反序名称为: p280-1*8as、
p280-2*8as、p280-4*8as、p280-5*8as、p280-7*8as、
p280-8*8as和 p280-9*8as。 

PCR扩增 RP11-29107克隆上的 Alu, 引物设计原
则与串联同上, 正、反表达载体分别称为 pAlu*8 和
pAlu*8as。构建 8串联表达载体所使用的引物见表 1。 

1.2.2  细胞转染  

将 pEGFP-C1和重组表达载体用 LipofectamineTM 

2000瞬时转染 HeLa 细胞, 于 37℃、5%CO2环境中

培养 36 h, 4%多聚甲醛固定。 

1.2.3  荧光显微镜观察 

荧光显微镜下观察记数 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 500
个), 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%。 

1.2.4  Northern 杂交 

GFP5F和GFP6R作为引物, pEGFP-C1作为模板, 
dNTP中的 dCTP用α-32P-dCTP取代, 配制 PCR反应
液, 用 PCR法制备 32P标记的 GFP探针。12孔板培
养的转染细胞用 Trizol(赛百盛公司 , Beijing SBS 
Genetech Co.,Ltd.)提取总 RNA, 甲醛变性琼脂糖凝
胶电泳, 毛细法将 RNA 转移到尼龙膜。50%甲酰胺
-32P标记的 GFP探针杂交、冲洗后放射自显影。GFP
探针杂交、放射自显影以后, 尼龙膜用剥离液(50%甲
酰胺- 5%SDS-50 mmol/L Tris)80℃, 1 h处理两次, 冲
洗后用检测 neo (Neomycin resistance cassette) mRNA
的探针再次杂交, 作为对照, neo mRNA探针用 PCR
法制备, 引物为 NeoF和 NeoR, 见表 1。 

2  结果与分析 

2.1  重组表达载体构建 

2.1.1  重组表达载体构建示意图 

在 pEGFP-C1 质粒多克隆位点 (MCS)插入
L1-ORF2不同片段或 Alu(图 1)。图 1显示串联重复 
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表达载体构建方法 , 插入一个片段的表达载体用
HindⅢ和 XbaⅠ酶切, 回收大片段, 用 HindⅢ 和
NheⅠ酶切回收小片段, 将回收的大、小片段连接得

到 2串联体, 利用 XbaⅠ和 NheⅠ酶切位点可以连接
但是不能切断的特性, 反复重复上述步骤, 得到 4
串联和 8串联表达载体。 

 
表 1  表达载体构建使用的引物      

引物名称 序列(5′→3′) 注 

280-1F ATCGGAATTCTTAATCTAGATAAATGACAGGATCAA ATTCACA 扩增 ORF2 5′端第一个 280 bp上、下游引物

280-1R ATCGGGTACCATGCTAGCCTTTGTCTCTTTTGATCTTT   

280-2F ATCGGAATTCTTAATCTAGATAAAAGGCCATTACATAATGGT  

280-2R ATCGGGTACCATGCTAGCTTGGGGTGA AGAGTTCTG T  
扩增 280-2上、下游引物 
 

280-4F ATCGGAATTCTTAATCTAGATAAAGAAGGCAAGAAATAACT 

280-4R ATCGGGTACCATGCTAGCTTCTCCTAGATTTTCTAG 
扩增 280-4上、下游引物 
 

280-5F ATCGGAATTCTTAATCTAGATAAATCCACCATGATCAAGTG 

280-5R ATCGGGTACCATGCTAGCGGGAATGCTTCCGTTTTT 
扩增 280-5上、下游引物 
 

280-7F ATCGGAATTCTTAATCTAGATAACCATGCTCATGGGTAGG 

280-7R ATCGGGTACCATGCTAGCTATCTCTGTTTTAGTACCAGT AC 
扩增 280-7上、下游引物 
 

280-8F ATCGGAATTCTTAATCTAGATAAGGAAAACCTAGGCATTAC 

280-8R ATCGGGTACCATGCTAGCCCACTTTTTGATGGGGT 
扩增 280-8上、下游引物 
 

280-9F ATCGGAATTCTTAATCTAGATAAGTGAAGGACATGAACAG 

280-9R ATCGGGTACCATGCTAGCTCCTAGATCCCTGAGGAAT 
扩增 280-9上、下游引物 
 

Alu-1 ATCGGAATTCTTAATCTAGATAAGGCTGGGCGCGGTGGCTCAC 

Alu-2 ATCGGGTACCATGCTAGCTGAGACGGAGTCTCGCTGTG 
扩增 Alu上、下游引物(283 bp) 
  

1GFP1F CCACTACCTGAGCACCCAGTC  位于 GFP基因 3′端, 检测用上游引物 
(460 bp) 

GFP5F GGGCGAGGGCGATG  

GFP6R GTGGGCCAGGGCAC  
GFP探针上、下游引物(81 bp) 
 

NeoF GCTCCTGCCGAGAAAGTATCC 

NeoR CCCTGATGCTCTTCGTCCAGA T  
Neo探针上、下游引物(170 bp) 
 

 

 
 

图 1  质粒的结构、L1-ORF2 片段的扩增位置和串联表达载体构建示意图 
A: 片段插入位置示意图; B: 完整的 LINE-1, 包括 5′UTR、ORF1、ORF2和 3′UTR, EN和 RT分别代表核酸内切酶和逆转录酶的编码序列; −1~−9
的位置表示 PCR扩增片段插入构建质粒位置; C: 8串联片段重组质粒构建示意图。 
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2.2  重组表达载体的鉴定   

重组表达载体经 PCR、测序和酶切鉴定证明序列
正确, PCR鉴定结果见图 2; 测序和酶切鉴定结果从略。 

用 1GFP1F为上游引物, 用相应特异性引物(正序
重组表达载体用下游引物, 如 280-1R, 反序重组表达
载体用上游引物, 如 280-1F)进行 PCR 扩增, 扩增产
物经 1% 琼脂糖凝胶电泳, 紫外透射仪下观察到特异
引物各泳道均出现约 400 bp特异扩增条带, 与预期大
小吻合。图 2A 显示下游引物扩正序模板可见明显条
带; 图 2B显示上游引物扩反序模板可见明显条带。 

2.3  荧光观察 

在荧光显微镜视野下, 随机选取同一视野, 分
别在白光下计数总细胞数, 在荧光下计数荧光阳性
细胞数, 结果见表 2, 并拍摄照片(图 3)。所有 p280
片段表达载体反序的荧光阳性率均高于正序, pAlu
的正、反序列 GFP荧光阳性率没有明显的差异。 

2.4  不同插入片段对 GFP基因转录的影响  

L1-ORF2 不同片段串联序列和 Alu 串联序列插
入 pEGFP-C1 质粒, 瞬时转染 HeLa 细胞,  Northern
杂交分析发现 , 所有 L1-ORF2 片段串联序列反序
GFP 基因的表达均高于正序, 在正序串联表达载体

中, p280-1*8和 p280-9*8的 GFP基因转录量超过其
他 280 正序插入片段 , 在反序串联表达载体
p280-1*8as和 p280-9*8as的GFP基因转录量超过其他
280反序片段。Alu与 L1-280片段不同, 正序插入 GFP
基因表达高于反序。不同串联片段转录终止位置不同, 
图 4A中 p280-1*8(泳道 1)、p280-9*8(泳道 7), 图 4B
中 p280-1*8as(泳道 1)、p280-9*8as(泳道 7)属于提前
终止性序列, Alu正序(图 4A, 泳道 8)不发生转录提前
终止。HeLa 细胞 RNA 作为空白对照, 没有任何杂交
带(泳道9), 说明探针的杂交带来自于转染质粒; 图4C 
和图 4D显示 GFP基因表达参照的 Neo杂交结果, 各
质粒转染泳道的 Neo mRNA表达没有显著区别, 说明
实验条件一致, 对 GFP基因表达的分析成立。 

2.5  碱基量分析 

对 L1-ORF2不同的 280 bp片段和 Alu(283 bp)
进行碱基量分析, 发现不同的 280 bp片段 A碱基均
明显多于 T碱基(图 5)。图 6为 L1-ORF2的不同 280 bp
片段及 Alu中 A、T碱基比率。将 L1-ORF2 不同的
280 bp片段、Alu分为 10 bp一段, 统计其中的 A碱
基含量, 以 A碱基数做纵坐标, 以 10 bp的序列位置
为横坐标, 结果见图 6, 显示在各 280 bp 片段中 A
碱基含量没有明显的聚集和平均分配趋势。 

 

 
 
图 2  PCR 鉴定正、反序重组表达载体  
A: 正序扩增。1~8: 分别为 p280-1*8、p280-2*8、p280-4*8、p280-5*8、p280-7*8、p280-8*8、p280-9*8、pAlu*8; M: DL2000 Marker; B: 反序
扩增。1~8: 分别为 p280-1*8as、p280-2*8as、p280-4*8as、p280-5*8as、p280-7*8as、p280-8*8as、p280-9*8as、pAlu*8as; M: DL2000 marker。 
 
表 2  重组表达载体正、反序的荧光阳性率 

插入片段 细胞阳性率( x±S, %) 插入片段 细胞阳性率( x±S, %) 

280-1*8 1.81±0.87 280-1*8as 14.00±4.63 

280-2*8 1.40±0.59 280-2*8as 19.70±3.18 

280-4*8 1.50±0.18 280-4*8as 12.82±3.45 

280-5*8 0.51±0.17 280-5*8as 12.51±3.04 

280-7*8 1.67±0.93 280-7*8as 11.12±3.15 

280-8*8 2.46±0.14 280-8*8as 15.45±6.41 

280-9*8 2.54±0.59 280-9*8as 11.96±4.54 

Alu*8 4.4±1.85 Alu*8as 1.70±0.56 

注: 取三次平均值。  
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图 3  重组表达载体瞬时转染 HeLa 细胞荧光观察 GFP 蛋白表达 
A~P: 白光下的细胞; a~p: 荧光下荧光阳性细胞. A(a): p280-1*8; B(b): p280-1*8as; C(c): p280-2*8; D(d): p280-2*8as; E(e): p280-4*8; F(f): 
p280-4*8as; G(g): p280-5*8; H(h): p280-5*8as; I(i): p280-7*8; J(j): p280-7*8as; K(k): p280-8*8; L(l): p280-8*8as; M(m): p280-9*8; N(n): 
p280-9*8as; O(o): pAlu*8; P(p): pAlu*8as。 
 

3  讨 论 

L1重复序列约有 50万个拷贝, 完整的 L1约有
6 kb, 在基因组中的 L1 多数属于不完整的序列[5], 
这样就存在了 L1 重复序列的不同片段对基因表达

是否影响不同的问题。本实验将 L1-ORF2 280 bp不
同片段的正、反序列反复串联后分别插入到

pEGFP-C1的GFP基因下游, 共选择 7段 280 bp片段, 
覆盖 L1-ORF2 序列的 51.24%, 因为其他位置有较多
的干扰连接的酶切位点(HindⅢ, XbaⅠ等), 所以未进 
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图 4  串联片段影响 GFP 基因表达的 Northern 杂交验证 
A: GFP 报告基因探针杂交。1~10: 分别为 p280-1*8、p280-2*8、p280-4*8、p280-5*8、p280-7*8、p280-8*8、p280-9*8、pAlu*8、HeLa 和 pEGFP-C1; 
B: GFP 报告基因探针杂交。1~10: 分别 p280-1*8as、p280-2*8as、p280-4*8as,、p280-5*8as、p280-7*8as、p280-8*8as、p280-9*8as、pAlu*8as、
HeLa 和 pEGFP-C1; C 和 D 表示 Neo 探针杂交。 
 
 

 
 

图 5  L1-ORF2 的 280 碱基不同片段和 Alu 中 A、T 碱基比率 
 

 
 

图 6  序列位置 A 碱基含量   
图中每个数据点代表 10碱基中的 A含量。 

 

行实验。发现不同 280 bp片段抑制基因表达不同, 正
序抑制作用高于反序。基因组学分析表明, 人的 19号
染色体含有大量的 Alu重复序列(27.6%), 而 19号染色
体是基因密度最多, 基因表达最活跃的染色体[6], 提
示 Alu 可能与活化基因有关。X 染色体基因容易发生
失活, 基因组学分析表明X染色体含有29%的L1重复

序列[7], L1在容易失活的 X染色体基因转录起始部位
含量高, 而逃逸失活基因 Alu含量高[8]。 

Han 等[4]将 ORF2 正序列插入报告基因下游抑
制报告基因转录, 低表达基因及其侧翼有较多的 L1, 
L1与基因表达下调有关[9]。基因中的 L1片段多数是
反序, 这可能是由于正序对基因表达产生抑制导致
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有害影响的缘故[5]。Han 等[4]发现 L1-ORF2 正序抑
制报告基因表达, 其抑制机理可能是由于抑制 RNA
聚合酶转录延伸。HS-40 是位于ζ球蛋白基因 5′上
游的 DNaseⅠ敏感位点, 两个串联 HS-40 序列插入质
粒却抑制基因表达, 同时缺失 DNaseⅠ敏感性, 提示
插入序列抑制基因表达可能与染色质构象有关[5]。 

本文中用串联重复的方法直接证明 ORF2 不同
位置片段均抑制报告基因表达, 且正序串联片段的
抑制作用高于反序, 这些结果与基因组学分析和以
往的实验报道一致。L1-ORF2 不同片段对基因表达
的抑制程度不同 , Northern 检测表明 , 在正序中 , 
280-1 和 280-9 对基因的抑制作用较弱, 在反序中
280-1as和 280-9as对基因的抑制作用较弱。L1-ORF2
不同片段对 GFP 基因的终止位置产生不同影响 , 
280-1、280-9、280-1as 和 280-9as 发生转录提前终
止, 其他 280 片段转录延伸。转录终止是基因表达
的重要组成部分, 有人认为, RNA 聚合酶在离开启
动子之后几百碱基范围 1 和 Alu 均抑制基因表达, 根
据本文 Northern 结果分析, Alu 正序插入质粒(图 4A, 
泳道 8)的 GFP基因表达超过所有 280片段插入质粒, 
而 Alu反序的 GFP基因表达(图 4B, 泳道 8)虽然低于
所有 280 反序, 但却高于多数 280 正序。所以说 Alu
虽然抑制基因表达, 但比 L1序列的抑制程度要轻, 这
可以解释 Alu和 L1的基因组分布特征和实验数据。Alu
正序插入质粒 GFP RNA 量最高, 但是荧光阳性细胞
率没有成比例升高 , 这可能是因为 Alu 作为 GFP 
mRNA 的下游序列对转录后过程产生了影响[12, 13]。 

Alu正序不发生转录提前终止(Fit4A lane8), Alu序
列没有 RNA Pol Ⅲ的转录终止信号[14], GFP基因上游
的 CMV启动子使用 RNA PolⅡ, 将 Alu插在 GFP基
因下游与GFP基因共用一个启动子, 不发生转录提前
终止, 说明 Alu序列上也没有 RNA PolⅡ的终止信号。 

对 L1-ORF2 280 bp各段进行了碱基量分析, 发
现正序的 A 碱基含量高于其他碱基, 这就意味着在
反序中 T 碱基含量高于其他碱基。这可能是正、反
序列对 GFP基因表达影响不同的一种原因。 
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