
Hereditas (Beijing)  2015年 8月, 37(8): 801―810 
www.chinagene.cn  研究报告 

                           

收稿日期: 2015−03−13; 修回日期: 2015−06−16 
基金项目: 国家重点基础研究发展计划项目(973 计划)(编号：2012CB517903)资助 
作者简介: 刘静茹，硕士研究生，专业方向：孤独症致病机制。Tel: 023-63633751；E-mail: yanse.429093913@163.com 
通讯作者: 周卫辉，博士，研究员，研究方向：分子生物学。E-mail: zhouweihui@hotmail.com 
DOI: 10.16288/j.yczz.15-105 
网络出版时间: 2015-6-30  15:43:25 
URL: http://www.cnki.net/kcms/detail/11.1913.R.20150630.1543.001.html 

 

儿童孤独症相关基因 NRXN1β启动子功能分析 
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重庆医科大学附属儿童医院，儿童发育疾病研究教育部重点实验室，认知发育与学习记忆障碍转化医学重庆市重点实验室，

重庆市儿童发育重大疾病诊治与预防国际科技合作基地，重庆 400014 

摘要: Neurexins 是神经特异性突触蛋白，Neurexin1β 结构的异常与孤独症密切相关。为分析孤独症相关基因

NRXN1β最小启动子和调节基因转录的功能元件，本文构建了含 NRXN1β基因上游调控区不同区域的荧光素酶

报告基因质粒，转染 HEK293 细胞后，利用检测双荧光素酶报告基因的转录活性以确定 NRXN1β基因最小启动

子区，进而筛选出相应的显著增强或抑制报告基因活性的功能区；同时，为鉴定顺式作用元件，利用基因定点

突变技术对基因功能区内和临近 DNA 序列进行连续的碱基突变；最后，采用转录因子预测工具对启动子功能

区内的转录调控元件进行分析。结果首次发现 NRXN1β 最小启动子区位于−88~+156 bp，−88~−73 bp 和

+156~+149 bp 可增强启动子活性，+229~+419 bp 可抑制启动子活性，且−84~−63 bp 为能够显著性增强启动子

活性的顺式作用元件，该区域可能存在 DBP(Albumin D-site-binding protein，DBP)和 ABF1(Autonomously 

replicating sequence-binding factor 1，ABF1)两个转录因子结合位点。 

关键词: NRXN1β；启动子；DBP；ABF1；转录因子  

Functional analysis of autism-associated NRXN1β gene promoter 
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Abstract:  Neurexins are neuron-specific synaptic proteins, and abnormal structure of Neurexin1β is closely asso-

ciated with autism. To characterize the minimal promoter of autism-associated NRXN1β gene and identify functional 
elements regulating its transcription, luciferase reporter plasmids containing different regulatory regions upstream of 
NRXN1β gene were constructed. After transfecting HEK293 cells with these plasmids, the minimal promoter region of 
NRXN1β gene was determined by detecting the transcriptional activity of luciferase reporter genes while the corres-
ponding functional elements that significantly enhance or inhibit the activity of reporter genes were further screened 
out. To identify cis-acting elements, continuous nucleotide mutation within the functional regions and adjacent DNA 
sequences were generated using site-directed mutagenesis techniques and then transcriptional regulatory elements 
in corresponding regions were analyzed using transcription factor binding prediction tool. Our results showed for the 
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first time that the minimal promoter region of human NRXN1β gene is located between positions ‒88 and +156 

(−88/+156); two regions −88/−73 and +156/+149 enhance while the region +229/+419 inhibits promoter activity. The 

region −84/−63 significantly enhances promoter activity as cis-acting elements, suggesting the presence of DBP and 
ABF1 transcription factor binding sites in this region. 

Keywords: NRXN1β; promoter; ABF1; DBP ; transcription factor 

儿童孤独症(Autism)，又称自闭症，是一种发病
于婴幼儿期严重的神经系统疾病，在临床上主要表

现为社会交往障碍、活动兴趣局限以及行为刻板重

复等，甚至多数患儿还伴有不同程度的智力发育落

后[1]。普遍认为儿童孤独症是由多种生物学因素引

起，而遗传与环境变化因素的共同作用是致病的主

要原因。前人的研究表明 [2~5]，NRXN 基因编码的
Neurexin 蛋白在神经突触的发生、发展和神经信号
的传递中起着至关重要的作用。目前研究发现在孤

独症的患儿中 NRXN 基因表达异常[6]。Neurexin 轴
突蛋白是一类突触前膜细胞表面粘附分子，其转录

和翻译过程以及同突触后膜蛋白质之间的联系情况，

可以影响突触的发生和信息传递[7~12]。此外，神经元

的分化也可以增强 Neurexin蛋白的表达水平[13]。因

此，NRXN基因启动子转录活性的高低影响着突触的
发生发展，从而与孤独症致病机制密切相关。人

NRXN1、NRXN2、NRXN3 基因分别位于第 2、11、
14号染色体上，分别有 1.1 Mb、106 kb和 1.6 Mb，
每个亚型转录出 α和 β 转录本[14]，迄今为止尚未见

对 NRXN 基因家族启动子区转录调控顺式作用元件
的研究报道。本研究首次分析了 NRXN1β 启动子区
域的功能区和调节基因转录的顺式作用元件。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

萤火虫荧光素酶报告基因载体 pGL4.10、质粒
抽提试剂盒、Dual-Luciferase Reporter Assay Systems
购自 Promega公司；Escherichia coli DH5α感受态菌
株为本实验室留存；HEK293 细胞株购自 American 
Type Culture Collection公司；Phusion超保真 DNA
聚合酶及相关 PCR 试剂购自 New England Biolabs
公司；引物合成、脂质体转染试剂 Lipofectamine2000
购于 Invitrogen公司；限制性内切酶和 Mutant BEST 
Kit试剂购自 TaKaRa公司；Tris Base、Na2EDTA·2H2O、
Tryptone、Yeast Extract购自 Sigma公司。 

1.2  质粒的构建 

根据 NRXN1β的基因组序列设计引物(表 1)，分
别在引物的 5′侧翼引入限制性内切酶的位点和相应
的保护碱基，按常规分子生物学方法提取 HEK293
细胞基因组DNA为模板进行 PCR扩增反应。Kpn Ⅰ
和 Sac Ⅰ双酶切 PCR产物及载体 pGL4.10，回收纯
化后，将 PCR产物与载体经连接、转化，通过酶切
鉴定，送上海英骏生物工程有限公司测序得到阳性

报告基因质粒。 
以构建成功的质粒为模板，设计具有单双突变

碱基的正反向引物(表 1)，按 Mutant BEST Kit 试剂
盒说明书进行操作，经 PCR、酶切、测序鉴定后获
得阳性含有突变的报告基因质粒。 

1.3  细胞培养和转染实验 

HEK293细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM培养
基，37℃、5% CO2条件下培养。用 Promega公司去
除内毒素质粒抽提试剂盒提取质粒，测定浓度及纯

度。HEK293 细胞接种于 48 孔板，培养至细胞长
至 70%~90%时进行转染。将 270 ng的报告基因质粒
和 30 ng的内参照质粒 p3PRluc共转染，具体步骤参
照 Lipofectamine 2000 说明书进行。每个样品做 3
个孔，进行 3次重复实验。 

1.4  双荧光素酶活性测定 

HEK293细胞转染 24~48 h后，吸弃培养基。然
后参照双荧光素酶报告基因分析系统(Promega)操作
手册进行，在 Glo Max 20/20 Luminometer(Promega)
仪器中检测每孔 Firefly 荧光素酶活性 (F 值 )和
Renilla荧光素酶活性(R值)。以 F/R值表示各个样本
的荧光素酶活性。 

1.5  统计学和生物信息学分析 

实验数据均采用 Graph Pad Prism5 软件(Graph 

Pad Software，USA)进行统计分析，所有数据采用
SD，采用方差分析 ANOVA，显著水平 P<0.05。 

±X
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表 1  引物信息 

引物名称 引物序列(5'→3′) 扩增片段大小(bp) 

NRXN1β –543/+668 
F：GGGGTACCCCTCCTTGTGAGTTTTGGTC 
R：CGAGCTCCCTCCTTCGGACAGTCTTCT 

1211 

NRXN1β –274/+668 
F：GGGGTACCTGCCATTTGCCATTGTAGTTC 
R：CGAGCTCCCTCCTTCGGACAGTCTTCT 

942 

NRXN1β –209/+668 
F：GGGGTACCTTCCCGTTTCGCCTTACA 
R：CGAGCTCCCTCCTTCGGACAGTCTTCT 

877 

NRXN1β –106/+668 
F：GGGGTACCATAGGCTCGTCCTCTGCA 
R：CGAGCTCCCTCCTTCGGACAGTCTTCT 

774 

NRXN1β –88/+668 
F：GGGGTACCTTGCATCCGAGCTTCAGT 
R：CGAGCTCCCTCCTTCGGACAGTCTTCT 

756 

NRXN1β –73/+668 
F：GGGGTACCAGTGATTTGCTGTTTGGAGAC 
R：CGAGCTCCCTCCTTCGGACAGTCTTCT 

741 

NRXN1β –37/+668 
F：GGGGTACCAGCCCCTTGCTTCACCAG 
R：CGAGCTCCCTCCTTCGGACAGTCTTCT 

705 

NRXN1β +34/+668 
F：GGGGTACCTCTCCCTTACTCCTTCGTC 
R：CGAGCTCCCTCCTTCGGACAGTCTTCT 

634 

NRXN1β –106/+419 
F：GGGGTACCATAGGCTCGTCCTCTGCA 
R：CGAGCTCCCTCCTGGAAGGTCCTCACT 

525 

NRXN1β –106/+156 
F：GGGGTACCATAGGCTCGTCCTCTGCA 
R：CGAGCTCCGCCTCCTGACACTTACGC 

262 

NRXN1β–106/+138 
F：GGGGTACCATAGGCTCGTCCTCTGCA 
R：CGAGCTCCCCGGCGAGGGGTTCAGA 

244 

NRXN1β –106/+143 
F：GGGGTACCATAGGCTCGTCCTCTGCA 
R：CGAGCTCTTACGCCCGGCGAGGGGTTC 

249 

NRXN1β –106/+149 
F：GGGGTACCATAGGCTCGTCCTCTGCA 
R：CGAGCTCTGACACTTACGCCCGGCGAGG 

252 

NRXN1β–209/+156 
F：GGGGTACCTTCCCGTTTCGCCTTACA 
R：CGAGCTCCGCCTCCTGACACTTACGC 

365 

NRXN1β –116/+156 
F：GGGGTACCCCCTCGTTACATAGGCTCGTC 
R：CGAGCTCCGCCTCCTGACACTTACGC 

272 

NRXN1β –88/+156 
F：GGGGTACCTTGCATCCGAGCTTCAGT 
R：CGAGCTCCGCCTCCTGACACTTACGC 

244 

NRXN1β –73/+156 
F：GGGGTACCAGTGATTTGCTGTTTGGAGAC 
R：CGAGCTCCGCCTCCTGACACTTACGC 

229 

p4NRXN1β –116/+156 –88–87M  
F：aaGCATCCGAGCTTCAGTG 
R：TGCAGAGGACGAGCCTAT 

272 

p4NRXN1β –116/+156 –86–85M 
F：TTaaATCCGAGCTTCAGTGATTTGC 
R：TGCAGAGGACGAGCCTAT 

272 

p4NRXN1β –116/+156 –84–83M 
F：TTGCggCCGAGCTTCAGTGATTTGC 
R：TGCAGAGGACGAGCCTAT 

272 

p4NRXN1β –116/+156 –82–81M 
F：TTGCATaaGAGCTTCAGTGATTTGCTG 
R：TGCAGAGGACGAGCCTAT 

272 

p4NRXN1β –116/+156 –80–79M 
F：ccGCTTCAGTGATTTGCTGTTT 
R：GGATGCAATGCAGAGGACGC 

272 

p4NRXN1β –116/+156 –78–77M 
F：GAaaTTCAGTGATTTGCTGTTTGG 
R：GGATGCAATGCAGAGGACGC 

272 

p4NRXN1β –116/+156 –76–75M 
F：GAGCaaCAGTGATTTGCTGTTTGGAG 
R：GGATGCAATGCAGAGGACGC 

272 

p4NRXN1β –116/+156 –74–73M 
F：GAGCTTggGTGATTTGCTGTTTGGAG 
R：GGATGCAATGCAGAGGACGC 

272 
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续表 

引物名称 引物序列(5'→3′) 扩增片段大小(bp) 

p4NRXN1β –116/+156 –72–71M 
F：aaGATTTGCTGTTTGGAGACTGCAG 
R：TGAAGCTCGGATGCAATGCAG 

272 

p4NRXN1β –116/+156 –70–69M 
F：GTccTTTGCTGTTTGGAGACTGCAG 
R：TGAAGCTCGGATGCAATGCAG 

272 

p4NRXN1β –116/+156 –68–67M 
F：GTGAaaTGCTGTTTGGAGACTGCAG 
R：TGAAGCTCGGATGCAATGCAG 

272 

p4NRXN1β –116/+156 –66–65M 
F：GTGATTaaCTGTTTGGAGACTGCAG 
R：TGAAGCTCGGATGCAATGCAG 

272 

p4NRXN1β –116/+156 –64–63M 
F：aaGTTTGGAGACTGCAGATTTGCAT 
R：CAAATCACTGAAGCTCGGATGCAA 

272 

p4NRXN1β –116/+156 –62–60M 
F：CTaaaTGGAGACTGCAGATTTGCAT 
R：CAAATCACTGAAGCTCGGATGCAA 

272 

注：引物名称中下划线表示突变碱基所处位置，M表示该质粒含突变碱基。引物序列中下划线表示引入 Kpn I和 Sac I的酶切位
点，小写英文字母表示该位点的突变的碱基，F表示上游引物，R表示下游引物。 

 
应用在线转录起始位点查询网站 DBTSS (http: 

//dbtss.hgc.jp/)，查询 NRXN1β 转录起始位点。应用
UCSC Genome Browser(GRch37/hg19)公布的数据，对
NRXN1β 功能区碱基的保守性进行分析。应用在线
转录因子预测软件 PROMO(http://alggen.lsi. upc.es/)
对 NRXN1β基因功能区内转录因子进行分析和预测。 

2  结果与分析 

2.1  NRXN1β具有最小启动子活性的 5′侧翼边界 

根据 NCBI(http://www.ncbi. nlm.nih.gov/pubmed/)
公布的 NRXN1β的参考基因 NM_138735.2，与 UCSC 
Genome Browser(GRch37/hg19)公布的人类基因组
序列比对后，确定 NRXN1β转录起始位点(第 1个外
显子的第 1 个核苷酸)位于基因组第 2 号染色体
的 50574769位置。为分析启动基因转录活性区，以
第 1 个外显子第 1 个碱基为+1，首先构建了含有
NRXN1β 启 动 子 区 域 的 报 告 基 因 质 粒
p4NRXN1β–543/+668，测序结果显示该质粒插入了
人第 2 号染色体 50574227~50575537 的片段。除了
在+59 位置有一个碱基 T 变为 A，属于单核苷酸多
态性的位点 rs116199888(chr. 2: 50574892)外，其他
序列完全正确。报告基因质粒 p4NRXN1β–543/+668
与内参质粒 p3PRluc 共转染 HEK293 细胞，报告基
因相对荧光素酶活性结果显示，以质粒 pGL4.10 的
荧光素酶活性为基准 1，p4NRXN1β–543/+668 其荧
光素酶活性显著高于阴性对照 pGL4.10 空载体，为
32.48 2.33 (P<0.01)，提示插入片段 NRXN1β–543/ 

+668具有启动子活性。 
为确定启动子 5′侧翼的最小边界，对 5′侧翼序

列进行删切构建了一系列含有不同启动子区域的荧

光素酶报告基因(图 1A和 C)，并将重组质粒分别与
内参质粒共转染 HEK293。 
相对荧光素酶活性结果显示：对比实验组 b~d

和 f~h发现在−543~−88区域，启动子活性随插入片
段的缩短变化无统计学意义；而对比实验组 h 和 i
在 NRXN1β–88/+668 进一步删切 15 bp 启动子活性
随插入片段的缩短明显降低(P<0.01)；对比实验组 i
和 j，−73~−37删切后启动子活性改变无统计学差异；
最后通过实验组 j和 k发现，−37~+34删切后NRXN1β
的启动子活性消失(图 1B和 D)。 
上述结果提示，具有较高活性的 NRXN1β 最小

启动子 5′侧翼边界位于第 1个外显子上游 88的位置，
而−88~−73 可能存在具有增强启动子活性作用的功
能区。 

2.2  NRXN1β具有最小启动子活性的 3′侧翼边界 

上述结果表明–543~–88删切后相对荧光素酶活
性无明显差异，而 5′侧翼删切到–73荧光素酶的活性
则显著降低，为避免载体 DNA 序列对–88/–73 的影
响，选择插入片段的 5′端为–106 的报告基因质粒
p4NRXN1β–106/+668为基础，构建了一系列含不同
启动子区域的 3′侧翼序列删切质粒(图 2A、C和 E)，
其 中 p4NRXN1β–106/+229 由 Nhe Ⅰ 单 酶 切

p4NRXN1β–106/+668质粒后重新连接得到，将质粒
分别与内参质粒共转染 HEK293细胞。 ±
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图 1  HEK293 中 5′侧翼序列质粒荧光素酶活性测定结果分析 
A 和 C 为质粒删切示意图。箭头表示转录起始位点和转录方向，横线代表 NRXN1β 的启动子区，Luc 方框代表编码荧光素酶报告基
因的序列所在位置，a~k 英文字母代表实验组顺序，质粒命名以 Exon1 第 1 个碱基作为+1。B 和 D 为质粒相对荧光素酶活性结果分
析图。*P<0.05表示与阴性对照质粒比较或标注的组间比较。 
 
相对荧光素酶活性结果显示：对比实验组 m~n、

q~r 和 u~v 发现 3′侧翼序列+668~+419、+229~+156
和+149~+143 的缺失对 NRXN1β 启动子的活性无明
显改变；对比实验组 n和 o发现+419~+229删切后启
动子活性升高了一倍，差异具有统计学意义(P<0.05)；
对比实验组 t与 u可见进一步删切+156~+149后启动
子活性明显降低(P<0.01)；实验组 v 和 w 的结果表
明+143~+138删除后启动子活性消失(图2 B、D和F)。 
上述结果提示，NRXN1β 最小启动子 3′侧翼边

界可能位于转录起始位点下游 156 的位置，且在
+149~+156 存在增强启动子活性的功能区，在
+229~+419存在抑制启动子活性的功能区。 

2.3  –88/+156 为具有高启动子活性的 NRXN1β 最
小的启动子区 

基于上面的实验发现具有较高启动子活性的基

因组序列的边界分别是 5′ –88和 3′ +156。为进一步
证实该区域–88/+156 是否为最小的启动子区，构建
了以+156结尾的一系列 5′侧翼区的删切质粒(图 3A)，
分别与内参质粒共转染 HEK293细胞，相对荧光素酶

活性结果显示：重组质粒 p4NRXN1β–209/+156、
p4NRXN1β–116/+156 、 p4NRXN1β–106/+156 和
p4NRXN1β–88/+156 之间无显著差异(P>0.05)，而
p4NRXN1β–73/+156 的荧光素酶活性显著低于
p4NRXN1β–88/+156(P<0.05)(图 3B)。结果说明
NRXN1β–88/+156 确为迄今为止所发现的具有较高
转录活性的最小的基因组序列，而 NRXN1β–73/ 
+156有可能是维持低活性基础转录的启动子区。 

2.4  第 1 外显子上游的–84/–63 为 NRXN1β 基因的
顺式作用关键区域 

应用在线转录起始位点数据库 DBTSS 寻找人
NRXN1β 转录起始位点在基因组的定位，发现成人
脑组织 NRXN1β 转录起始碱基位于第 1 个外显子上
游 48，而胚胎组织中位于第 1个外显子上游 41。这
两个位点都包括在最小启动子区–88/+156 中。为确
认参与–88/–73 功能区的碱基序列，以 p4NRXN 
1β–116/+156 为模板，在–88/–73 功能区附近和转录
起始位点上游选择–88/–60 区构建了一系列突变质
粒(图 4A)，转染 HEK293细胞。 



 

806 Hereditas (Beijing)  2015 第 37卷 

  

    

 
图 2  HEK293 中 3′侧翼序列质粒荧光素酶活性测定结果分析 
A、C和 E为质粒删切示意图。箭头表示转录起始位点和转录方向，横线代表 NRXN1β的启动子区，Luc方框代表编码荧光素酶报告
基因的序列所在位置，l~w文字母表示实验组顺序，质粒命名以 Exon1第 1个碱基作为+1。B、D和 F为质粒相对荧光素酶活性结果
分析图。*P<0.05表示标注的组间比较。 

 

 
 

图 3  HEK293 中 3′端为+156 系列质粒荧光素酶活性测定结果分析 
A为质粒删切示意图。箭头表示转录起始位点和转录方向，横线代表 NRXN1β的启动子区，Luc方框代表编码荧光素酶报告基因的序
列所在位置，质粒命名以 Exon1第 1个碱基作为+1。B为质粒相对荧光素酶活性结果分析图。*P<0.05表示标注的组间比较。 
 

将图 4A 中实验组按 1~16 序号编码，以质粒
pGL4.10为实验组 1，其相对荧光素酶活性为基准 1，
对比第 2、3、4和 16实验组发现，–88~–85以及–62–61
碱基突变后对启动子活性无重要作用(P≧0.05)；对
比第 2、5~11 实验组可见，–84~–71 的碱基突变对
启动子活性有一定影响(P<0.05)；最后对比第 2 和
12~15实验组，–70~–63碱基突变后对启动子活性影

响显著(P<0.01)(图 4B)。 
上述结果提示，NRXN1β功能区–88/–73真正具

有增强启动子活性的碱基位于–84~–63之间。 
基于 UCSC Genome Browser(GRch37/hg19)公

布的数据，分析了这一功能区序列保守性，结果显示

NRXN1β基因 5′侧翼区–84~–63区域，在多个不同的
种属间高度保守(图 5)，说明了此区域可能存在具有 
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图 4  –88/–60 功能区定点突变质粒荧光素酶活性测定结果分析图 
A为质粒突变位点示意图。箭头表示转录起始位点和转录方向，横线代表 NRXN1β的启动子区，Luc方框代表编码荧光素酶报告基因
的序列所在位置，质粒命名以 Exon1 第 1 个碱基作为+1，圈内大写英文字母表示该位置突变后的碱基。B 为质粒相对荧光素酶活性
结果分析图。1~16为实验分组编码。*P<0.05相比于 p4NRXN1β–116/+156。 

 

 
 

图 5  人、狒狒、小鼠、大鼠、大象–88~–63 碱基对比分析 
 
正调控作用的转录因子结合位点。 

用转录因子搜索程序 PROMO 对 NRXN1β5′侧翼

区–84~–63的基因组序列区域进行了分析，结果分析显

示在真核细胞中NRXN1β基因 5′侧翼区–84~–63共有 2

个转录因子结合位点，其位点及相应转录因子见表2。 

表 2  NRXN1β基因 5′侧翼区–84~–63 区段内的转录因

子结合位点 

转录因子 相对位置 序列信息 相似度 

DBP –69~–63 ATTTGCT 100% 

ABF1 –73~–68 AGTGAT 100% 
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3  讨  论 

1992 年，Sudhof 实验室首先报道轴突蛋白
Neurexin为一个神经元表面蛋白家族，这一家族的 3
个基因分别转录出两种具有不同的 5′非翻译区和蛋
白质氨基末端的变异体 α 转录本和 β 转录本[14,15]。

从 NRXN 被首次发现至今，研究主要集中在其蛋白
质的功能、在神经突触信号传递中的作用以及数千

个蛋白质异构体形成的机制等方面[16]，缺乏基因转

录水平对其表达机制的研究。目前除了个别报道发

现了在翻译起始位点上游部分区域有重要功能[17]，

对 Neurexin1β转录调控方面未见有相关报告。 
本文针对 NRXN1β基因启动子区域进行研究，利

用经典的启动子定位实验找到了 NRXN1β 只有 244
个碱基同时又有较高启动子活性的区域–88/+156，无
论哪一侧翼的进一步删切都会造成其启动子活性显

著降低，因此这一区域为能够驱动 NRXN1β 高表达
的最小启动子区。应用基因定点突变技术证实了在

NRXN1β基因启动子的–84/–63存在一个能显著增强
转录活性的顺式作用功能区，5′侧翼删切–88/–73导
致的插入序列启动子活性的降低可能是由于这一顺

式作用功能区遭到破坏所致。在结果 3中以+156结
尾的 5′侧翼序列删切质粒荧光素酶活性测定结果所
表现的启动子活性趋势虽然与结果 1 相一致，但
–88~–73 在结果 1 中删切该区域后，以+668 结尾的
质粒启动子活性降低了约 68%，而结果 3 中删切该
区域后，以+156结尾的质粒启动子活性降低了 20%
左右，此差异可能是由于–84/–63 功能区与存在于
+156/+668 的某个功能域相互作用而导致启动子转
录活性的变化。 
应用转录因子结合位点识别工具，对可能与功

能域–84/–63 的序列相结合的转录因子进行了初步
分析，发现转录因子 ABF1(Autonomously replicating 
sequence-binding factor 1，ABF1)和 DBP(Albumin 
D-site-binding protein，DBP)结合的序列与功能域
–84/–63所包括的序列高度吻合。相关文献报道转录
因子 ABF1是一个多功能的，能够结合 DNA特定区
域的蛋白质，对于酵母菌的细胞活性有重要作用；

并控制着 DNA的转录、复制以及基因的沉默，研究
发现对于 ABF1 这些功能都是由 C 端的两个重要功
能区 CS1(624~628 氨基酸序列 )和功能区 CS2 

(639~662氨基酸序列)所调控的，前者主要负责调节
细胞的活力，参与细胞核中的多项程序，后者主要

调控染色体的复制和转录活性[18]。另一个转录因子

DBP(Albumin D-site-binding protein，DBP)的过表达
可以抑制空间的学习但是不影响记忆，增加了红藻

氨酸诱导的惊厥敏感性；并认为其作为一种转录因

子介导了海马神经元 GLR-1R(Glucagon like peptide-1 
receptor，GLR-1R)的激活与神经元可塑性之间的联
系[19]。课题组正在进行的初步实验结果表明，以功

能区–84/–63 的序列为探针确实能在凝胶电泳迁移
率实验中显示与核蛋白提取物的特异结合条带，但

要确认结合的蛋白质，还需更多的实验证据。 
孤独症与轴突蛋白的联系主要来自孤独症人群

的基因组关联研究和发现的多种 NRXN 基因组序列
的变异，包括拷贝数的变异、大片段的序列缺失和

单个碱基的突变等多种形式，变异的位置既有外显

子编码区也有基因启动子区[20~23]。目前认为与孤独

症发生有关联的 NRXN 基因的突变是通过损害兴奋
性和抑制性突触功能的平衡而发挥作用的，特别是

在突触的发生和发展以及神经元分化中，Neurexin1β
都担任了重要的角色[24]。研究发现一些 ASD病例中
NRXN 基因 5′侧翼端的缺失较 3′侧翼端要多[25]。基

因编码区的错义突变能够改变轴突蛋白的氨基酸组

成和结构，从而影响神经环路的信号传递。而位于

启动子区变异的作用尚缺乏深入研究，最近的一篇

筛查孤独症人群的 NRXN1基因变异的报道[26]，共筛

查到 7 个新的变异，但并未对这些变异对基因功能
的影响做进一步的研究，其中两个变异 c.-749T>A
和 c.-675G>T 位于 NRXN1β 的第 1 外显子的非编码
区，相当于 cDNA的翻译起始点的上游第 749和 675
位的碱基，通过与所克隆的基因组序列的比对，这

两个变异恰好就位于具有启动子活性插入片段

–88/+668的+1到+135之间，而+1/+135是最小启动
子–88/+156 的核心区域，提示这些在孤独症病人中
发现的变异有可能通过影响基因的启动子活性而改

变 NRXN1β 基因的表达水平并最终影响兴奋性和抑
制性突触功能的平衡。 
综上所述，根据目前初步的研究结果再结合其

他研究者的临床研究资料，以及未来对上述功能区

针对性的研究，将有助于阐明 NRXN 基因在在孤独
症发病中的可能作用及作用机制。 
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