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摘要: 研究室的前期工作发现, Alu 串连序列插入 pEGFP-C1 质粒的 GFP 基因下游, 瞬时转染 HeLa 细胞抑制

GFP 基因表达, 2F2R(来自 SV40PolyA 反序 5′端的第 2 个 60 bp)插入 GFP 和 Alu 串连序列之间可以解除 Alu 序

列对 GFP 基因的抑制作用。文章通过删减 2F2R 发现, 45R(2F2R 5′端的 45 bp)、30R 和 22R 可以活化基因, 且
二串连体活化基因作用高于单体。Secloop(2F2R 近中部的 22 bp)和 Poly4(2F2R 3′端的 30 bp)不能活化基因。30R
与 Poly4 用 9 碱基连接形成 30R-Poly4, 其活化基因作用低于 2F2R, 两个 22R 之间连接碱基数对活化 GFP 基

因作用没有明显的影响。22R(5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGT- 3′)含有不完整的回文序列, 可以形成不完整

的茎环结构, 包括一个 3 碱基 loop、3 bp 第一茎、2 碱基泡和 3 bp 第二茎。改变 22R 茎环结构的碱基突变明显

影响其活化 GFP 基因的作用, 过多互补和过少互补的茎环结构均不利于活化基因 , 提示适当的不完整

茎环结构与活化基因有关。  
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Abstract: Our previous studies showed that tandem Alu repeats inhibited GFP gene expression when they were inserted 
into the downstream of GFP gene in pEGFP-C1 vector and HeLa cells were then transfected transiently. The sequence 
named 2F2R (second 60 bp from the 5′ end of SV40PolyA antisense strand) eliminated the repression of GFP gene expres-
sion induced by Alu repeats when 2F2R was inserted between GFP and Alu repeats. In this study the deletion of 2F2R DNA 
showed that 45R (45 bp in 2F2R 5′end), 30R (30 bp in 2F2R 5′ end) and 22R (22 bp in 2F2R 5′ end) activated GFP gene 
expression, and the activating actions of the double tandem sequences were stronger than those of their corresponding single 
sequences. Secloop (22 bp near the center in 2F2R) and Poly4 (30 bp in 2F2R 3′ end) sequences did not activate GFP gene 
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expression. The activating action of 30R-Poly4 sequence formed by ligating 30R with Poly4 by 9 bp was lower than that of 
2F2R. The linking base number between two 22R sequences did not influence the GFP gene expression obviously. 
Sequence 22R (5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′) contains an imperfect palindrome sequence and may form an 
imperfect stem-loop structure including a 3nt loop, 3 bp first stem, 2nt bulge, and 3bp second stem. The mutations changing 
stem-loop structure of 22R influenced the GFP gene activation significantly and neither the excessively stable nor exces-
sively unstable stem-loop structures were in favour of GFP gene activation, which suggested that the suitably imperfect 
stem-loop structures had something with gene activation. 

Keywords: non-coding sequence; GFP; stem-loop; Alu; SV40PolyA 

真核和原核生物基因组中均存在非编码序列 , 
真核生物基因组中非编码序列较多, 原核生物基因
组中非编码序列较少, 如人基因组中大于 95%的序
列属于非编码序列, 而大肠杆菌基因组中非编码序
列约占 11%。非编码序列中蕴藏着重要的有关遗传
和发育的信息, 但是仍然不清楚多数非编码序列的
生物学作用 [1]。Alu元件属于短串连重复序列(Short 
Interspersed Nuclear Elements, SINE), 由 7SL RNA
基因经融合、进化形成, 并通过转座大量扩增, 如今
Alu元件的数量约占人类基因组的 10%[2]。Alu元件有
基因抑制作用, 人类烟碱乙酰胆碱受体α6 亚单位基
因的构成和启动子分析显示, 将Alu串连序列融合到
α6 基因启动子区域, 不管方向和拷贝数目如何, 均
为转录抑制成分[3]。 

基因侧翼的非编码序列存在高度结构特征, 含
有重要的调控元件, 包括 5′UTR、3′ UTR、转录终止
信号、增强子等, 对基因表达产生重要影响[4,5]。位

于N4 噬菌体RNA聚合酶启动子部位的茎环结构有
活化基因的作用[6]。所有的黄病毒(Flavivirus)基因组
含有 3′末端的茎环结构, 这些茎环结构对于病毒复
制是必需的, 已经证明这些区域可以结合病毒编码的
和细胞中固有的蛋白质[7]。日本库蚊病毒(Nodamura) 
RNA2 的 3′末端存在茎环结构, 删除该茎环结构, 严
重阻碍RNA2复制[8]。 

将人基因组的DNA分成 7nt小片段, 统计每一
种小片段的个数, 发现互补的小片段有几乎相同的
个数 [9], 提示在单链水平DNA也具有互补性 , 可以
形成茎环结构。用生物软件分析人基因组DNA单链, 
只要具备一定的长度(如一百碱基), 几乎都可以折
叠形成茎环结构。这些结果说明了DNA茎环结构在
人基因组中普遍存在, 但是人基因组中茎环结构的

功能还不清楚。 
本研究室的前期工作发现, Alu14(14个Alu同向

串连)插入pEGFP-C1 质粒的GFP基因下游可以抑制
基因表达 [10], 在 GFP基因和 Alu14 之间插入
SV40PolyA反序(PolyAas, 240 bp)解除Alu14 对GFP
基因的抑制作用, 将PolyAas 分为 4段, 每段 60 bp, 
第 2个 60 bp (2F2R) 依然可以活化GFP基因[11]。本

研究通过删减 2F2R发现一个 22 bp序列活化基因, 
又通过对这个 22 bp序列进行突变和删减 , 研究
DNA茎环结构对 GFP基因活化的作用。选择
pEGFP-C1 作为本项目的真核细胞表达载体是因为
pEGFP-C1 带有荧光报告基因便于检测 , 并且
pEGFP-C1 的多克隆位点位于GFP基因下游 , 插入
序列不会影响GFP读码。本研究的目的是探讨下游
序列对GFP基因表达的影响 , 使用pEGFP-C1 质粒
符合这一要求。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

pAlu14质粒为本研究室前期工作构建, 系将 14
个Alu元件同向、正向串连插入pEGFP-C1 质粒的
GFP基因下游, pEGFP-C1 质粒为空载体, 不含有插
入序列[12]。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  合成引物和作为模板的 DNA 片段   

委托 DNA合成公司(赛百盛, 北京)合成带适当酶
切位点的引物, 上游引物带 EcoRⅠ/XbaⅠ(或 Hind
Ⅲ/ XbaⅠ)酶切位点, 下游引物带 KpnⅠ/NheⅠ酶切
位点(表 1)。通过 PCR 扩增将酶切位点引入到扩增
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产物中, 便于下一步将 PCR 扩增产物连入质粒。合
成带有不同突变位点或突变部位的 DNA 片段作为
模板(表 2)。 

1.2.2  表达载体构建   

用带有酶切位点的引物, 进行 PCR 扩增目的片
段, 目的片段有两类; 一类是 pEGFP-C1 质粒中的
SV40PolyA 片段, 使用的引物见表 1, 扩增片段的位
置见图 1; 另一类是合成的 DNA片段(表 2), 使用的
引物见表 1。构建表达载体涉及两个过程, 其一是将
PCR 扩增片段插入 pEGFP-C1 质粒, 构建单体和 2
串连体质粒; 其二是将构建的 pEGFP-C1 质粒中的
插入片段(单体或 2串连体)用限制酶切下, 经电泳、
胶分离后插入 pAlu14 质粒的 GFP 基因和 Alu 串连
序列之间, 即插入 GFP下游, Alu串连序列的上游。 

具体方法是, 用 EcoRⅠ/KpnⅠ(或 HindⅢ/XbaⅠ)双
酶切 pEGFP-C1质粒, 同时用同样的酶切 PCR扩增 
产物, T4 DNA连接酶连接后得到插入一个片段的表

达载体。NheⅠ酶切产生一个 5′CTAG突出端, 可以

与XbaⅠ酶切产生的质粒大片段有效连接。但是连接

以后的位点不能被其中的任何一个酶切断。我们利

用此特性制备同向二串连体, 本文中涉及的所有 2

串连体(如 2F2R*2, 45R*2等)均用这种方法制备。再

将pEGFP-C1质粒中的插入片段(单体或 2串连体)用

HindⅢ/ NheⅠ切下 , 连入经HindⅢ/ XbaⅠ酶切的

pAlu14质粒中。经PCR、酶切和测序(诺赛基因, 北京)

鉴定正确以后用于实验。详见参考文献[12,13]。 

文章中使用的表达载体名称含义举例 ; 

“p2F2R*1-Alu14”代表在 pEGFP-C1质粒的 GFP基 
 
表 1  构建表达载体的引物 

引物名称 引物序列 注释 

Poly60-2F(上游引物)          EcoR I    Xba I 
5′-ATCGGAATTCTTAATCTAGATAAGTGAAAAAAATGCTTTATT

扩增 2F2R,45R,30R  
   

   

Poly60-2R(下游引物)          Kpn I   Nhe I 
5′-ATCGGGTACCATGCTAGCACACTACGATAACGAAA  

扩增 2F2R, Poly4  
   

45R(下游引物) Kpn I   Nhe I 
5′-ATCGGGTACCATGCTAGCAAAGCAATAGCATCA 

扩增 45R 
   

30R(下游引物) Kpn I   Nhe I 
5′-ATCGGGTACCATGCTAGCCAAATTTCACAAATA 

扩增 30R 
   

Poly4F(上游引物) EcoR I    Xba I 
5′-ATCGGAATTCTTAATCTAGATAATGATGCTATTG 

扩增 Poly4 
   

FirLoopF(上游引物) EcoR I     Xba I 
5′-ATCGGAATTCTTAATCTAGATAATGTGAAAAAA 

扩增 22R, 19R, 16R 
   

Poly22R(下游引物) Kpn I    Nhe I 
5′-ATCGGGTACCATGCTAGCACAAATAAAGCA  

扩增 22R 
   

SecloopF(上游引物) EcoR I     Xba I 
5′-ATCGGAATTCTTAATCTAGATAATGCTTTATTTGT 

扩增 Secloop 
   

SecloopR(下游引物) Kpn I    Nhe I 
5′ATCGGGTACCATGCTAGCCACAAATTTCAC 

扩增 Secloop 
   

1619MR(下游引物) Kpn I    Nhe I 
5′-ATCGGGTACCATGCTAGCAC 

扩增 19R,16R 
   

EcoXba (上游引物)         EcoR I    Xba I 
5′-ATCGGAATTCTTAATCTAGA

扩增 17ntAT 
   

KpnNhe(下游引物) Kpn I   Nhe I 
5′-ATCGGGTACCATGCTAGC

扩增 17ntAT 
   

22R2F(上游引物) HindⅢ   Xba I 
5′-ATCGAAGCTTAATCTAGAGTGAAAAAAATGC 

扩增 22R20, 22R21, 22R22, 22R24, 
22R25, 22R28, 22R211 

   

22R2R(下游引物) Kpn I    Nhe I 
5′-ATCGGGTACCATGCTAGCACAAATAAAGC 

扩增 22R20, 22R21, 22R22, 22R24, 
22R25, 22R28, 22R211 

   

22RF(上游引物) EcoR I    Xba I 
5′-ATCGGAATTCTTAATCTAGATAATGTG 

扩增 S2, S4, S5, S6, S7, S8, SecS2, SecS4, 
SecS5,SecS6,SecS7,SecS8, 

   

22RR(下游引物) Kpn I    Nhe I 
5′-ATCGGGTACCATGCTAGCAC 

扩增 S2, S4, S5, S6, S7, S8, SecS2, SecS4, 
SecS5,SecS6,SecS7,SecS8 
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表 2 构建表达载体的合成模板 
模板名称 合成模板的序列 
19R 5′-AATGTGAAAAAAATGCTTTATTGCTAGC-3′ 
16R 5′-AATGTGAAAAAAATGCTTTGCTAGC-3′ 
  

17ntAT 5′-CTAGATAATAAAAAAATGCTTTATTTGCTAGCAT-3′ 
  

22R20 5′-GAAAAAAATGCTTTATTTAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
  

22R21 5′-GAAAAAAATGCTTTATTTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
22R22 5′-GAAAAAAATGCTTTATTTTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
  

22R23 5′-GAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
  

22R24 5′-GAAAAAAATGCTTTATTTTGTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
  

22R25 5′-GAAAAAAATGCTTTATTTGTGTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
  

22R28 5′-GAAAAAAATGCTTTATTTGTGATGTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
  

22R211 5′-GAAAAAAATGCTTTATTTGTGCTAATGTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
  

S2 5′-ATAATGTGAAAAAATGCTTATTTGTGCTAGC-3′ 
  

S4 5′-ATAATGTGAAAAAAAATGCTTTTATTTGTCTAGC-3′ 
  

S5 5′-ATAATGTGAAAAAAAAATGCTTTTTATTTGTCTAGC-3′ 
  

S6 5′-ATAATGTGAAAAAAAAAATGCTTTTTTATTTGTCTAGC-3′ 
  

S7 5′-ATAATGTGAAAAAAAAAAATGCTTTTTTTATTTGTCTAGC-3′ 
  

S8 5′-ATAATGTGAAAAAAAAAAAATGCTTTTTTTTATTTGTCTAGC-3′ 
  

SecS2 5′-ATAATGTGAAAAAATGCTTTATTGTCTAGC-3′ 
  

SecS4 5′-ATAATGTGAAAAAAAATGCTTTATTTTGTCTAGC-3′ 
  

SecS5 5′-ATAATGTGAAAAAAAAATGCTTTATTTTTGTCTAGC-3′ 
  

SecS6 5′-ATAATGTGAAAAAAAAAATGCTTTATTTTTTGTCTAGC-3′ 
  

SecS7 5′-ATAATGTGAAAAAAAAAAATGCTTTATTTTTTTGTCTAGC-3′ 
  

SecS8 5′-ATAATGTGAAAAAAAAAAAATGCTTTATTTTTTTTGTCTAGC-3′ 
 

A  
                 1F1R           2F2R          3F3R           4F4R 
 PolyAas：5′  ┗           ┛             ┛             ┛             ┛3′      
1F1R: 5′-GCTTACAATTTACGCGTTAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCA-3′  
2F2R: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAT-3′      
3F3R: 5′-AAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGG-3′   
4F4R: 5′-GGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTA-3′   

B 
2F2R: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAT-3′ 
45R: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTT-3′ 
30R: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTG-3′ 
22R: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
19R: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATT-3′ 
16R: 5′-GTGAAAAAAATGCTTT-3′ 
17ntAT:  5′-AAAAAAATGCTTTATTT-3′ 
Secloop:            5′-TGCTTTATTTGTGAAATTTGTG-3′ 
Poly4:                                   5′-TGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAT-3′ 

 

图 1  2F2R 及其删减序列的序列和位置 
A: PolyAas等分为 4段, 各段的名称、位置和序列; B: 对 2F2R进行删减突变, 各删减片段的名称、位置和序列。 
 

因下游依次插入一个 2F2R片段和 14个 Alu元件, 即
在 pAlu14质粒的 GFP基因下游插入一个 2F2R片段; 
“p2F2R*2-Alu14”代表在 pAlu14质粒的GFP基因下游
插入 2个 2F2R片段。其余质粒命名遵从相同的原则。 

1.2.3  细胞转染  

用质粒(包括重组表达载体和pEGFP-C1)0.4 μg

和 LipofectamineTM2000(Invitrogen Carlsbad, USA) 
2 μL瞬时转染培养于 24孔板的HeLa细胞, 于 37℃、
5%CO2环境中继续培养 36 h, 用Trizol试剂提取总
RNA用于Northern印记检测。   

1.2.4  Northern 印记检测   

用 9N随机引物和大肠杆菌DNA聚合酶大片段, 
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将α-32P-dCTP掺入DNA(590 bp)中制备GFP探针。590 
bp DNA片段扩增自GFP基因并经过琼脂糖凝胶电
泳纯化 ,  上、下游引物分别为 ;  5 ′-GGGCGAGG  
GCGATG-3′和 5′-CTTGTACAGCTCGTCCATGC-3′。
提取转染细胞总RNA, 甲醛变性琼脂糖凝胶电泳 , 
将RNA转移到尼龙膜。32P标记的GFP探针杂交、冲
洗后通过放射自显影记录实验结果。然后, 这种杂
交过的尼龙膜用剥离液处理, 去除32P-GFP探针, 用
检测neo RNA的探针再次杂交, 放射自显影作为转
染效率的内参对照。Neo探针用随机引物法标记, 标
记模板为Neo基因PCR扩增产物(671 bp), 扩增 671 
bp Neo DNA的上、下游引物分别为 ; 5′-CACA 
ACAGACAATCGGCTGCT-3′和 5′-AGCGGCGATA 
CCGTAAAGCAC -3′。 

2  结果与分析 

2.1  删减 2F2R对活化基因的影响 

本文中所要研究的序列来自PolyAas(240 bp), 
将PolyAas分成 60 bp一段, 分别称为 1F1R、2F2R、
3F3R和 4F4R, 其位置和序列见图 1A。2F2R插入
pAlu14的GFP和Alu序列之间可以解除Alu14对GFP
基因表达的抑制作用[11]。为了获得 2F2R中的何种序
列可以活化基因的证据, 本文中对 2F2R进行删减分
析, 删减碱基序列和位置见图 1B。 

图 2 为 2F2R 3′ 端删减碱基后, 单体或二串连
体插入 pAlu14质粒 GFP基因下游, 转染 HeLa细胞 
后 Northern 印记检测结果。可见单体和二串连体随
着删减碱基的增加, 活化基因作用下降, 19R和 16R 

 

 

A 

      B 
泳道 1: 2F2R:5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAT-3′ 
泳道 2: 45R: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTT-3′ 
泳道 3: 30R: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTG-3′ 
泳道 4: 22R: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
泳道 5: 19R: 5′- GTGAAAAAAATGCTTTATT-3′ 
泳道 6: 16R: 5′-GTGAAAAAAATGCTTT-3′ 
泳道 7: 2F2R*2: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATGCTAGATAA 
GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAT-3′ 
泳道 8: 45R*2: 5′- GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTGCTAGATAA 
GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTT-3′ 
泳道 9: 30R*2: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGGCTAGATAAGTGAAAAA 
AATGCTTTATTTGTGAAATTTG-3′ 
泳道 10: 22R*2: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGCTAGATAATGTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
泳道 11: 19R*2: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTGCTAGATAATGTGAAAAAAATGCTTTATT-3′ 
泳道 12: 16R*2: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTGCTAGATAATGTGAAAAAAATGCTTT-3′ 
泳道 13: pAlu14 
泳道 14: HeLa  
泳道 15: pEGFP-C1    

 

图 2  2F2R 及其删减序列插入 pAlu14 活化 GFP 基因作用的 Northern 印记检测 
A: 2F2R或者其突变序列以单体或二串连体形式插入 pAlu14质粒的 GFP基因和 Alu串连序列之间, 转染 HeLa细胞, Northern印记检测 GFP
报告基因的表达。B: 泳道对应的插入序列, 方框中为连接 2 个单体的酶切位点连接后的序列。泳道 13、14 和 15 分别为插入 14 个 Alu 的
pEGFP-C1, 未转染和空载体转染对照。 
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活化基因作用很弱。2F2R及其删减序列二串连体的
活化基因作用均高于其相应的单体(图 2A 泳道 7-12 
vs.泳道 1-6)。碱基删减和串连还影响转录终止位置, 
单个 45R 的低分子转录物和高分子转录物各占约
1/2, 但是二串连体 45R 以低分子量转录物为主(图
2A泳道 2 vs.泳道 8); 二串连体 19R明显出现低分子
量的转录物, 与其单体表现不同(图 2A 泳道 5 vs.泳
道 11), 这可能是因为碱基删减和串连使转录终止位
点的作用发生改变。30R 与 22R 单体和二串连体均
以高分子量转录物为主(图 2A泳道 3、4和泳道 9、
10)。图 2B是插入 pAlu14质粒中的片段。 

图 3 是 2F2R 的其他两个位置的序列 Poly4 和
Secloop的单体(在 2F2R中的位置见图 1B, 插入序列
见图 3B)及其二串连体插入 pAlu14 质粒的 Northern
印记检测结果。该两个片段插入 pAlu14 质粒与
pAlu14 比较均没有明显的活化 GFP 基因作用(泳道
1-4 vs.泳道 5)。  
 

 
 

B 
 

泳道 1: Poly4*1: 5′-TGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAT-3′ 
泳道 2: Secloop*1: 5′-TGCTTTATTTGTGAAATTTGTG-3′ 
泳道 3: Poly4*2: 5′-TGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAT 
GCTAGATAATGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAT-3′ 
泳道 4: Secloop*2: 5′-TGCTTTATTTGTGAAATTTGTGGCTAGATAA 
TGCTTTATTTGTGAAATTTGTG-3′ 
泳道 5: pAlu14 
泳道 6: pEGFP-C1 
 

图 3  2F2R 其他位置片段插入 pAlu14 的活化 GFP 基因

作用(Northern 印记检测) 
A: Poly4、Secloop 单体或二串连体插入 pAlu14质粒的 GFP 基因和
Alu 串连序列之间, 转染 HeLa 细胞, Northern 印记检测 GFP 报告基
因的表达。B: 泳道对应的插入序列, 方框中为连接 2个单体的酶切
位点连接后的序列。 

 
 

B 
 

泳道 1: 16R*2: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTGCTAGATAATGTGA 

AAAAAATGCTTT-3′ 
泳道 2: 17ntAT*2: 5′-AAAAAAATGCTTTATTTGCTAGATAATAAAA 

AAATGCTTTATTT-3′ 
泳道 3: 19R*2: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTGCTAGATAATGTGA 

AAAAAATGCTTTATT-3′ 
泳道 4:17ntAT*1: 5′-AAAAAAATGCTTTATTT-3′ 

泳道 5:22R*2: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGT 

GCTAGATAATGTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
泳道 6: pAlu14 

泳道 7: pEGFP-C1  
 

图 4  22R 及其突变序列插入 pAlu14 的活化 GFP 基因作

用(Northern 印记检测)    
A: 22R及其删减序列的二串连体插入 pAlu14质粒的 GFP基因和 Alu
串连序列之间, 转染 HeLa 细胞, Northern 印记 检测 GFP 报告基因
的表达。B: 泳道对应的插入序列, 方框中为连接 2 个单体的酶切位
点连接后的序列。 
 

图 4是 17ntAT与 22R的比较, 区别在于删除了
22R上游的“5′-GTG”和下游的“GT-3′ ”, 17ntAT缺失
了 22R 上游的 3 个碱基和下游的 2 个碱基, 仍然具
有活化基因的作用 , 且转录物的量不低于 22R(图
4A泳道 2 vs.泳道 5), 说明删除的这 5个碱基对于活
化基因并不重要。19R 等于是删除了 22R 下游的 3
个碱基(“TGT-3′ ”), 转录量明显下降(图 4A泳道 3 vs.
泳道 5), 说明从 22R下游向上游数第 3个碱基(T)对
于转录至关重要。在 19R 的基础上再删除下游的 3
个碱基(ATT-3′)成为 16R, 转录量又进一步下降(图
4A泳道 1 vs.泳道 5)。与其他序列相同, 17ntAT二串
连体的转录量高于单体(图 4A泳道 2 vs.泳道 4)。22R



 
第 4期 王红钢等: SV40PolyA顺式活化基因元件中不完整茎环结构的发现和序列研究 343 

 

 

上游和下游的 5 个碱基尽管对转录量不产生影响, 
但是明显促进转录延伸, 与 17ntAT 比较, 22R 产生
高分子量的转录物(图 4A 泳道 2 vs.泳道 5)。图 4B
是插入质粒的序列。 

2.2  30R与 Poly4串连增加活化基因作用 

30R 可以活化基因(图 5A 泳道 1 vs.泳道 5), 
Poly4不能活化基因(图 5A泳道 2 vs.泳道 5)。尽管
插入 Poly4 不能活化 GFP 基因, 但是将 Poly4 接在
30R下游可以增加 30R的基因活化作用(图 5A 泳道
3 vs.泳道 1、2、5), 说明 30R与 Poly4串连(30R-Poly4)
有协同活化基因的作用。30R-Poly4与 2F2R相比, 在
中间加入酶切位点(9碱基, 图 5B), 由于这 9个碱基
的插入使 30R-Poly4 高分子量转录物的量上升, 转
录物的总量有所下降(图 5A泳道 3 vs.泳道 4)。图 5B
显示插入质粒的序列。 

 

 
 

B 
 

泳道 1: 30R*1: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTT G-3′ 
泳道 2: Poly4*1: 5′-TGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAT-3′ 
泳道 3: 30R-Poly4*1: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATT 
TGGCTAGATAATGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAT-3′ 
泳道 4: 2F2R*1: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTT 
GTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTAT-3′ 
泳道 5: pAlu14 
泳道 6: pEGFP-C1  
 

图 5  30R 与 Poly4 串连增加活化 GFP 基因作用(Northern
印记检测)  
A: 30R与 Poly4串连后插入 pAlu14质粒的 GFP基因和 Alu串连序列之
间, 转染 HeLa细胞, Northern印记检测 GFP报告基因的表达。B: 泳道
对应的插入序列, 方框中为连接 2个单体的酶切位点连接后的序列。 

2.3  两个 22R 之间连接碱基数对活化 GFP 基因的
作用 

改变两个 22R 之间的连接碱基数(将 22R 3′端 
TG和 5′端 GTG也视为连接碱基), 观察对 GFP基因
的活化作用, 碱基序列如图 6B, 两个 22R 之间的碱
基数对活化基因作用没有明显的影响(图 6A), 该特
性不同于 2F2R和 30R-Poly4串连体的比较(0碱基连
接活化基因作用高于 9碱基连接)。中间有 2个碱基
(图 6A, 泳道 3)和 15个碱基(图 6A, 泳道 9)导致较
多的高分子量转录物出现。 
 

 
B 
 

泳道 1: 22R20: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTAAAAAAATGC 
TTTATTTGT-3′ 
泳道 2: 22R21: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGAAAAAAAT 
GCTTTATTTGT-3′ 
泳道 3: 22R22: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTTGAAAAA AAT 
GCTTTATTTGT-3′ 
泳道 4: 22R23: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAAAAA 
ATGCTTTATTTGT-3′ 
泳道 5: 22R24: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTTGTGAAAAA 
AATGCTTTATTTGT-3′ 
泳道 6: 22R25: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGTGAAAA 
AAATGCTTTATTTGT-3′ 
泳道 7: 22R28: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGATGTGA 
AAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
泳道 8: 22R211: 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGCTAGATAA 
AAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
泳道 9: 22R215: (即 p22R*2-Alu14):  
5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGCTAGATAATGTGAAAAA
AATGCTTTATTTGT-3′ 
泳道 10: pAlu14 
泳道 11: HeLa 
泳道 12: pEGFP-C1 
 

图 6  两个 22R 之间连接碱基数对活化 GFP 基因的作用

(Northern 印记检测)    
A: 合成 22R20-22R211 模板, 用带有酶切位点的上、下游引物扩增, 酶
切后插入 pAlu14质粒, 测序正确后用于实验, 转染 HeLa细胞, Northern
印记检测 GFP 报告基因的表达。B: 泳道对应的插入序列, 方框中为连
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接 2个 22R的序列 (将 22R的 TG-3′和 5′-GTG也计入连接序列)。 

2.4  茎长的作用 

改变 22R 第一茎和第二茎的碱基数, 从 2 个碱
基到 8个碱基, 插入到 pAlu14的 GFP下游, 转染细
胞后做 Northern 印记检测, 结果见图 7A, 插入序列
见图 7B, 只有 22R (图 7A 泳道 13 vs. 泳道 1-12)转
录效率最高, 且高分子量转录物最多。 

 

 
B 
泳道 1: S2*2: 5′-GTGAAAAAAGTCTTATTTGCTAGATAATGTG 
AAAAAAGTCTTATTT-3′ 
泳道 2: S4*2: 5′-GTGAAAAAAAAGTCTTTTATTTGCTAGATAA 
T GTGAAAAAAAAGTCTTTTATTT-3′ 
泳道 3: S5*2: 5′-GTGAAAAAAAAAGTCTTTTTATTTGCTAGATAA 
TGTGAAAAAAAAAGTCTTTTTATTT-3′ 
泳道 4: S6*2: 5′-GTGAAAAAAAAAATGCTTTTTTATTTGTGCTA 
GATAATGTGAAAAAAAAAATGCTTTTTTATTTGT-3′ 
泳道 5: S7*2: 5′-GTGAAAAAAAAAAATGCTTTTTTTATTTGT 
GCTAGATAATGTGAAAAAAAAAAATGCTTTTTTTATTTGT-3′ 
泳道 6: S8*2: 5′-GTGAAAAAAAAAAAATGCTTTTTTTTATTTGT 
GCTAGATAATGTGAAAAAAAAAAAATGCTTTTTTTTATTTGT-3′ 
泳道 7: SeS2*:5′-GTGAAAAAGTCTTTATTGCTAGATAATGTGA 
AAAAGTCTTTATT-3′ 
泳道 8: SeS4*2: 5′- GTGAAAAAAAAAGTCTTTATTTTGCTAGAT 
AATGTGAAAAAAAAAGTCTTTATTTT-3′ 
泳道 9: SeS5*2: 5′-GTGAAAAAAAAAGTCTTTATTTTTGCTAG 
ATAATGTGAAAAAAAAAGTCTTTATTTTT-3′ 
泳道 10: SeS6*2; 5′-GTGAAAAAAAAAATGCTTTATTTTTTGT 
GCTAGATAATGTGAAAAAAAAAATGCTTTATTTTTTGT-3′ 
泳道 11: SeS7*2; 5′-GTGAAAAAAAAAAATGCTTTATTTTTT TGT 
GCTAGATAATGTGAAAAAAAAAAATGCTTTATTTTTTTGT-3′ 
泳道 12: SeS8*2; 5′-GTGAAAAAAAAAAAATGCTTTATTTTTT 
TTGTGCTAGATAATGTGAAAAAAAAAAAATGCTTTATTTTT
TTTGT-3′ 
泳道 13: 22R*2; 5′-GTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGCTAGATAAT 
GTGAAAAAAATGCTTTATTTGT-3′ 
泳道 14: pAlu14 
泳道 15: pEGFP-C1  
 

图 7  改变 22R 茎环结构中茎的碱基个数对活化 GFP 基

因的作用(Northern 印记检测)    
A: 将不同茎长的 22R 序列二串连体插入 pAlu14 质粒, 转染 HeLa
细胞, Northern印记检测 GFP报告基因的表达。B: 泳道对应的插入

序列, 方框中为连接 2个 22R茎长突变体的序列。 

3  讨 论 

已知质粒中的SV40PolyA在HeLa细胞中上调荧
光素酶(Luciferase)报告基因表达 [14]。我们以往的工

作证明SV40PolyA及其片段 (2F2R)可以解除Alu  

串连序列对GFP基因表达的抑制作用[11]。为了研究

2F2R中何种序列在活化基因中起关键作用 , 从
2F2R的 3′端渐次删除碱基, 结果表明 45R、30R和
22R都可以活化基因 , 且其二串连体的活化基因作
用强于单体, 但是 19R和 16R没有明显的活化基因
作用。2F2R的近中部和下游的两段序列, Secloop和
Poly4没有明显的活化基因作用。 

A 

已知茎环结构与基因转录有关, N4噬菌体RNA
聚合酶(vRNAP)识别的启动子部位含有反向重复序
列, 包括 5~7碱基的茎和 3碱基的环, 这样的结构对
于vRNAP 的识别是必需的[6]。本文中发现的 22R包
含不完整的回文序列, 可以形成不稳定的茎环结构, 
可以分为 3碱基的loop、3bp的第一茎、两碱基的泡
和 3 bp第二茎共 4部分, 如图 8所示。 

从 22R 序列的 3′端删除 3 个碱基形成 19R, 活
化 GFP 基因的作用显著减弱, 说明 22R 下游的这 3
个碱基(5′-TGT-3′)对于活化基因有重要作用。从 22R
的 5′端删除 GTG同时从 3′ 端删除 GT形成 17ntAT、
17ntAT 单体和二串连体插入 pAlu14 质粒均可以活
化 GFP基因, 说明删除的这 5个碱基对于活化 GFP
基因不重要。17ntAT是 22R中形成不完整茎环结构
的最小序列, 而 19R 和 16R 均可以破坏该种茎环结
构并伴随GFP基因活化作用明显下降, 提示该种不完
整茎环结构在 GFP基因活化中起作用。本文中还观察
到 22R以高分子量转录物为主, 而 17ntAT以低分子量
转录物为主, 反映它们的转录终止位置发生改变。 

5′和 3′非翻译区对于控制病毒的基因组功能有
重要作用, 生物软件预测这些非翻译区含有不同的
茎环结构, 多数在其茎中显示泡结构(出现非互补碱
基), 属于不完整的茎环结构[7, 8, 15]。鼠肝炎病毒基因

组第一茎环(MHV-SL-1)的第 35碱基是A, 该碱基在
茎中是不互补的 , 形成泡 , 如果去掉这个碱基 , 使
茎完全互补, 病毒则不能复制[16], 说明过于稳定的
茎环不利于病毒复制。 
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所有生物的 DNA都有负超螺旋(右手螺旋向相反 的方向旋转形成的结构), 负超螺旋有多余的能量 ,  

 
 
图 8  22R 及其突变序列次级结构示意图 
 
会转变为单链泡状结构, 如果泡状区域有回文序列
则可以形成茎环结构 , 通过这样的分析可以认为 , 
活体细胞中双链 DNA 反向重复序列可能形成小范
围的茎环结构。 

我们的初步实验表明, 茎环结构要有适当的大
小才可以活化基因。如图 8 所示 22R有适当的茎环
结构, 可以活化基因; 而S4 和SeS4 过度互补, 活化
基因作用减弱, S2 和SeS2 互补作用弱, 其活化基因
作用也下降。关于为什么会有这种现象, 在此提出
可能的假设; 我们的前期工作证明, Alu串连序列抑
制GFP基因表达与促成染色质紧密包装有关 [10], 那
么破坏染色质的紧密包装就可以活化基因, 图 8中
22R能够形成不完整茎环结构 (回文序列不完全互
补), 这种结构属于不稳定的茎环结构, 使DNA在不
同形式的双链和茎环结构之间不断转化, 从而形成
动态DNA, 不容易被紧密包装。核小体形成和染色
质包装涉及蛋白质与DNA相互作用和蛋白质与蛋白
质相互作用, 是一种多级反应过程, 例如DNA与组
蛋白结合成核小体有人认为涉及 20 个以上的非共
价键反应。形成茎环结构不仅改变了DNA的相对长
度, 而且改变了DNA的相位, 会影响染色质包装。  

适当的不稳定茎环结构活化基因, 有重要的生
物学意义。在人的基因组中有许多不完整的茎环结

构, 有可能是活化基因的顺式元件, 顺式元件通常
要通过反式调节因子发挥作用, 寻找触发茎环结构

的反式调节因子是下一步的工作。基因表达调节在

衰老过程中起重要作用, 细胞一代比一代老, 但是
DNA 的一级结构没有明显的改变(表观遗传)。虽然
关于表观遗传有若干解释, 如 DNA 甲基化、组蛋白
修饰、染色质构象等, 但是仍然不能全面解释和很
好的控制表观遗传和衰老, 可能还存在其他未知的
调控机制和调控成分。本文初步证明 DNA的不完整
茎环结构可以活化基因, 这可能是基因调控的一种
形式, 将为衰老、表观遗传研究提供新的线索。 
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•科学新闻• 

 

我国首次查清小熊猫身份之谜 
 

 
2011年 3月 28日, 中央电视台综合频套(CCTV-1)《新闻 30分》和新闻频道(CCTV-13)的《新闻 30分》及《新闻

直播间》栏目, 以“我国首次查清小熊猫身份之谜”对云南大学云南省生物资源保护与利用重点实验室于黎研究员课题
组研究成果进行了报道。 

于黎研究员课题组一直致力于我国珍稀濒危物种小熊猫的分类及进化历史研究。近日, 该课题组结合基因组信息, 
通过筛选大量基因标记, 提出小熊猫是单独的一个科, 而且与浣熊科和鼬科的关系最接近。这一研究结果不支持小熊猫
属于浣熊科、熊科或臭鼬科的传统观点, 为目前世界上备受争议的小熊猫进化地位提供了重要信息。而且此研究提供了
一个使用大规模内含子数据进行哺乳动物分子系统学研究的成功范例, 为脊椎动物分子系统学研究提供了新的核基因
标记。文章发表在分子系统学领域刊物《Systematic Biology》(2011, 60: 175–187; 2009年影响因子 8.48)。 

此外, “云南电视台”、“北京科技报”、“中新社”以及“中国广播网”等媒体也陆续对此进行了报道和关注。 
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