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我们知道， 在其核细胞的生命活动巾细胞

核起着核心作用 。 首先它将巨大 的 DNA 分子

有效地组织起来，使基因能灵活开放与关闭F

其次， 基因组的高度准确的复制，精密而有选

择的转录和程序化的 RNA 力rI工与转运都在细

胞核内进行。可以想象，如此复杂有序的过程

必须要有一个很特殊的高度结构化的细胞器来

组织完成。但是， 这方丽 的研究 一'直无法突

破，直到核骨架等核内结构分离方法的建立，尤

其是一种新的决定染色质结构性和功能性区域

的顺式作用因子一一核词'架结 合序列(MARs ，

Matrix- associated Regions) 的友现，才使分析

细胞内这种重要的控制机制成为可能。

一、 MARs 的发现

核骨架 ， 又称核基 质 (Nucleoskeleton ，

Nuclear matrix ) ， 是存在于真核生物细胞核内

的纤维蛋白网络结构， 由膜下核纤层，内部的

核基质纤维网络以及核仁骨架三部分组成。早

在 7 0 年代初 ， Berezney 军1I Coffey [l J 发现 经

2 mol / L NaCl 抽提及 Dr如se 1 消化得到的核

骨架成分中含有约 1%的核 DNA; 近年， 汪

国顺等人利用元素分析电镜直接在核骨架形态

上原位观察到残留核酸的存在[2J。因此，通过

利用生化及电镜技术对核骨架与染色质的关系

进行研究的句，人们提出了染色质(体)的 DNA

环模型， 认为染色质 DNA 是以 loop 的形式结

合在核骨架上的。 到 1 984 年， Mirkovitch 在

研究果蝇的组蛋白基因的组织结构时，发现在

H3 与 H1 基因之间的非转录区内有一段特殊

序列能与核骨架结合，这种结合使每一组组蛋

内业因单元(H1 ， J-T 2b , Il 2a , H4 , H3) i向

h~一个 DNA 环结构[ 5 J 。 此后 ， 人们陆续从不

同的基因中找到了核骨架结合序列 (MARs ，

又称 SARs ， MAR element) (表 1 )。它们可

以存在于不同类型的细胞中 ， 包括酵母， 果

蝇， 鸡和哺乳动物，甚至手|二植物中也有报道。

随着 MARs 的陆续发现， 一些学者开始

研究其结构特点及生 物学功能。研究表明

MARs 有可能是一种新的序歹IJ 因子 ， 它参与了

细胞的许多重要生命 71;-动。

二、 MARs 的特点

对已报道的 MARs 进行分析，很难找到一

个本质上完全相同的特性， 但它们之间又存在

一些类似的特点。首先， MARs 常常存在于某

个特定基因的侧翼区域，并常常与一些调控因

子相邻。如l鸡溶菌酶基因 [9J 和人的 。-干扰素

基因 [l 5 J 的上游和下游区均 含有 MARs; 小鼠

免疫球蛋白 K 轻链 基因的 MARs 则紧挨上游

区的增强子 [II J ， 果蝇 的两个 hsp 70 基 因的

MARs 存在于启动子与调节元件的上游[51 5 然

而，例外的是 ， 有的 MARs 存在于基因内部=

中国仓鼠二氢叶酸还原 酶基因的第四个内含

子 [ 14 J 以及人的。 球蛋 白基因的第二个内含

子 [ 16 J 中均存在 MARs ， 这种 MARs 在基因编

码区内存在的作用迄今仍不清楚。其次，大多

数的 MARs 都是单拷贝的(除人的 自-干扰素基

因有三个 MARs ) ，而且大多含有相当高的 A­

T 对I町， 有的则富含 A 碱基[6J或 T 碱 基。此

外， 比较果蝇的组蛋白基因组， 二氢叶酸还原

酶基因， Sgs-4 基因 ， hsp 70 热休克基因 的 87
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褒 1 迄今已经发现的 MARs

果蝇 ( Drosophila melanogaster) 

组蛋白基因重复片段(Histone-gene repea t) 

热休克基因 hsp 70(87 A 7 位}~i， ) 

热休克基因 hsp 70(87 C 1 位点 )

乙醇脱氢酶基因 ( Alcohol dehydrogenase) 
Sgs-4 
Fushi tarazu 
Region of rosy and Ace loci 
WL动蛋白基因 ( Actin 5 C) 

自李母(Yeast)

自动复制序列 (ARS elements , ARS 1, HO ARS , 
Histone H 4 ARS , HMR-E ARS, 2 ~tm Plasmid ARS) 
中心粒序列因子 (Centromere elements , CENm , CENIV , CENXI ) 

鸡(Chicken)

溶菌酶基因 (Lysozyme)

α 球蛋白基因(α-globin gene) 
鼠类 (Mur切的

自 球蛋白基因{自-globin gene) 
小鼠(Mouse )

免疫球蛋白 K 轻链基因 (lmmunoglobulin K light chain) 
免疫球蛋白重链基因 ( Immunoglobulin heavy chain) 

大鼠(Rat)

谷氨酸脱氢酶基因(GDH gene) 
中罔仓鼠(Chinese hamster) 
二氧叶酸还原酶基因 (Dihydrofolate reductase) 
入(Human)

。干扰素基因(自-lnterferon)

自 球蛋白基因(自-globin gene) 
次黄喋岭-鸟嘿岭磷酸核糖转移酶基因(HPRT gene) 
载脂蛋白 B 基因 ( Apolipoprotein B gene) 

植物 (Plants)

烟草的三种根特异性的基因 ( Three root-specific tobacco genes) 
玉米乙醇脱氢酶 1-S 基因 ( Maize Adh 1-S gene) 

[ 5 1 

[ 6 J 

[ 7 3

[ 8 J 

[ 9 

~10丁

[ 19J 

[ 11J 

[ 12 J 

[ 13J 

[ 14J 

[15J 
[1 6J 

<17J
[ 18J 

[ 20J 
[ 21J 

俨 「
υd 

A7 位点和鼠的免疫球 蛋白 K 轻链 基因的

MARs 可以发现它们具有一个共同的特点，即

含有拓扑异构酶 1I (to poisomerase JI )的酶切位

点[叩门。拓扑异构酶 E 是一种与 DNA 拓扑结

构有关的酶类 ， 它能松 解 DNA 超螺旋，使

DNA 折叠与去折叠。研究发现拓扑异构酶 E 是

核骨架和染色体骨架的主要成分 [ 22 ， 23)之一 ， 并

且在细胞进入中期时参与染 色体的浓缩过

程[叫。利用拓扑异构酶 E 的专一抑制剂 VM26

能阻止 MARs 与核骨架的体外结合[ 25] ， 这现

象说明 DNA 拓扑异构酶 E 在 MARs 与核骨架

结合中起重要作用。

迄今尚未发现 MARs 与核骨架结合的共同

序列，其原因可能是 MAR-核'自架复合物十分

庞大，覆盖 1000 个碱基对左右的 DNA，同时

涉及多种蛋白 与 DNA 的关系。然而， MARs 

序列所具有的 A-T 丰富的特点在 MARs 与核

骨架的体外结合 中可能起某种作用，即使富含

dA-dT 的 DNA 链可以形成一种能与蛋白 质作

用的特殊结构。同时， 有人用来源于不同基因

和种类的 MARs 进行竞争实验发 现: 对于小

鼠浆细胞核骨架 而 言， 果蝇的组蛋白基因

MARs 是鼠免疫球蛋白 κ轻链基因 MARs 的有

效竞争者 [ 1 1 ); 而鸡浴菌酶基因 5'MAR 与输卵
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管核骨架的结合能被来源于果蝇和鼠的 MARs

所抑制[ 18J。这些实验说明 MARs 可能具有序列

非常相似或结构非常相近的44 点。人们对此做

进一步的研究， 友现鼠免疫球蛋 |主IK 轻链等几

种基因的 MARs 内部含有能形成弯曲的周期

性重复序列， 这种弯曲结向可能在 DNA 环与

核骨架的结合以及超螺旋结构的形成与维持中

起作用 [26] 。因此， 可以推测核 骨 架对 MARs

的识别可能是由几种不同序列组成的一种特殊

结构来实现的。

- 、
MARs 的功能

MARs 在基因中的位置是一个很引人注意

的特征。大多数的 MAR 位于基因的两侧并与

DNA 环基部相对应; 而且常常与一些重要的

顺式调控元件如增强子 ， 启动子，复制起始点

相邻， 这些元件是 DNA 复制 ， 基因的高水平

转录和发育中组织特异性表达所必须的。这个

特点可能决定了 MARs 的几种重要功能: 参与

染色质包装和基因复制 ， 调节基因的表达。

DNA 的合成以及复制起始位点与核骨架

的结合已为越来越多的实验所证实[Z7-28] ，对

酵母自主复制序歹IJ (ARSs)的研究 则将 MARs

与 DNA 复制直接联系起来。酵 母的 ARSs 是

能赋予质粒具有独立生存能力的序列，其作用

相当于复制起始区 ， Amati 等人发现含有 ARSl

和 2μm 环状质粒的质粒中， ARS 片段能与核

骨架结合 [ 8] 。组蛋白 H 4 ARS , HO ARS 和

HMR于E 的研究也得到类似的结果。

长期以来，人们一直在研究染色体的组装

机制。 1989 年 Pienta 提出染色体组装的放射'

环模型[叫 ， 其中较明显的一点是 引入了核骨

架与 MARs 在染色体组装过程中的作用。 DNA

双链绕核小体形成串珠状结构，在此基础上再

盘统成 30 nm 的螺线管， 此螺线管与核骨架结

合形成约 60 kb 大小的 DNA 环， 这些环以核

骨架为轴心， 形成直径为 0 . 84 μm 的放射环结

构， 最后叠加盘绕成染色体。在这个过程巾，

MARs 位于环的基部， 它与核骨架的结合对

DNA 环具有辅佐作用。

这种 DNA 环不仅是染色质包装的结构基

础，而且对于基因的转录和表达有重要作用 ，

即形成一个有转录活性的功能拙。然而，什么

机制启动环的打开? 此 DNA 环的打开与染色

质的去浓缩有何关系? 环的大小是由哪种因子

决定的? DNA 环打开后，如何防止染色质环

的去浓缩波及相邻区域的? Bonifer 等人对环

的基因结构和它与基因表达的关系进行了大查

研究，提出了一个与挂因表达有关的染色质环

结向棋型[ 3 1] (图 1 )。 此模型引入两个位于基

因侧翼区的顺式调控因子一-位点控制序列

(LCRs , Locus Control Regions) 和 A-因子

(Attachment element )一-其中 LCRs 对于整

个环结构的激活有重要作用。 A-element 实际

上是一种 MARs ， 它能将环的结构锚键在核骨

架上， 不仅决定了环的大小， 而且防止了正在

活跃转录的基因彭 li向邻近染色质区域。次年，

Bode 等人发现人的 自 干扰 素基因 5' 端 MAR

和免疫球蛋白基因的增强子 MAR 在超螺旋应

力作用下出现稳定的碱基不配对状态，这种状

态是 DNA 解旋所特有的，因此， 当基因活跃

转录时， MARs 、 拓扑异构酶 、 转录因子与核

~I 
J 飞通萨气
回 1 作为基因调节单位的染色质环模型

左为开放的活跃基因， 右为1疑集的非活跃基因。
(LCR: 位点控制序歹Ij locus control regionl A: 骨

架附着因子 attachment elements; E: 增强子 enhan­

cer, P: 启动子 promotor) ( 引自 Bon if巳r 等 [31 ) ) 
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骨架结合形成具有转录活性的复合体， 其中

MARs 与拓扑异构酶相互作用，以利于转录的

进行[ 32] 。

近年来人们开始利用体外构煌的人工染包

质结构域来研究 MARs 在基因表达 中的功能

和它的作用特点。比较典型的实验是将鸡洛菌

酶基因的 MAR 插入转染表达载体， 当表达系

统侧翼含有 5'MAR 时，其表达效率大大提

高[ 3飞为了进一步研究 MAR 在基因表达中

的作用 ， Blasquez 等人进行删除实验， 去除正

常基因的 MAR 来观察对基因表达的影响， 结

果发现去除免疫球蛋白 K 链基因 内 部的 MAR

能导致基因表达率下降四倍; 当 内部的 MAR

与增强子区的 MAR 同时去除时， 表达率下降

11 倍 [34]。这些实验接着被导入体内， 发现体

外构建的含 MARs 的基因在转基因动物中也

有组织特异性表达[35]。在以上实验 中同时还

观察到 MARs 对基因表达的作用不具有位置

效应。因此， MARs 对基因的高效表达有重要

作用，它可能是一种新的顺式作用元件， 与增

强子、 启动子协同作用调节基囚的表达。

四、 MARs 与核骨架的

结合以及 MARs

的研究方法

MAR 与核骨架蛋白的关系实际上是一种

DNA 与蛋白质的关系 ， 人们对此结合机制了

解得甚少。 Lichtenstein 等人采用不同的条件

分步提取核骨架上结合的 DNA 片段， 并根据

这些片段与核骨架结合的紧密程度总结出两类

DNA-核骨架结合位点(图 2 )。 在松 散结合的

位点中 ， MAR 通过氢键， 离子键和疏水 键与

核骨架结合， 核骨架蛋白位于双螺旋的外侧;

对于紧密结合的位点而言 ， 除了单纯的化学键

外， DNA 与核骨架主要通过拓扑作用结合在

一起， 核骨架蛋白从局部变性区穿过 DNA 双

链。推测紧密结合位点位于染色质环的基部，

而松散结合位点则形成环的次级结构[臼]。 此

[) NA I 核骨架

通过氢键和离

子键结合 \气

回 2 染色质环结构模型。

显示两类 DNA-核骨架结合位点。
( 引自 Lichtenstein 等 [36J )

外， 一些能与 MARs 结合的蛋白质具有独特的

DNA 结合特性，如 Matrin FjG 蛋白含有两段

悻指结构域 (zinc f i nger mot if ) [ 37 ]; 另一种能

与 MAR 组织特异性结合的蛋白 SATB l 则 与

双链 DNA 的小沟结合，通过改变后的磷酸戊

糖链间接识另IJ MARs[3 8] 。

一般研究 MARs 的方法有 South ern 杂交

和体外 DNA-蛋白质服附杂交 ( in v i tro bind­

ing , southwestern blot ) 两种。前者是提 取核

骨架上所结合的 DNA ， 再与 同位素标记的探

针片段进行 Southern 杂交 ， 以检测与核骨架

结合的 DNA 中是否含有目标 DNA 片段; 后

者研究 MARs 与核骨架蛋白的结 合关系 ， 首

先将探针 DNA 片段与核骨架蛋白质在有竞争

性 DNA 存在的条件下温育 ， 核骨架蛋白可以

保持原有核骨架形态参加反应， 再提取与核骨

架结合的片段， 应用电泳分离， 自显影观察;

或者核骨架蛋白经 SDS-聚丙烯眈胶凝 胶电泳

分离， 转移到膜上， 再与探针片段温育[ 39 ] 。

近年来，对 MARs 的研究越来越深入， 人们

利用 Gel reta rdation 、 DNA foot printing 和

DNA 分子的电镜原位杂交等新发展起来 的分

子生物学技术来探寻 MARs 与核骨架结合的核

心序歹Ij以及原位观察 MARs t'E 细胞核 骨架上

的分布。
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结束语

综上所述，我们 可以看出 MARs 作为一

种新型的顺式作用元件参与了细胞的许多重要

生命活动， 因此边过对 MARs 的研究， 有助

于我们进一步了解细胞核内染色质的空间组织

结怡， 以及探索细核内所存在的多种重要的 ìFJ

控机理。

摘 要

核骨架结合序歹IJ (M at rix-associated Reg­

ions , MARs )是存在于其核细胞染色质中的一

段与核骨架特异性结合的 DNA 序列。它常常

位于基因的侧翼区内 ， 与一些调控因子相邻;

序列具有 A-T 丰富的特点， 而且常常含有拓

扑异构酶直的酶切位点。近年 来的研究表明

MARs 参与了细胞的许多重要的生命活动，包

括染色质的组装， 基因的复制和l表达。因此，

MARs 被认为是一种决定染色质结构性和功能

性区域的新的顺式调控因子。 本文对 MARs的

特点， 生物学功能以及研究方法等方面的最新

进展进行了阐述。
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基因工程抗体的获 得

何明亮 李载平

( I归国科学院上海生化所、 中国科学院上海生命科学联合开放实验室 200031) 

、 抗体结构和抗体基因

.1.抗体结构

抗体分为五类， 即 19G、 19M、 19A 、 19D

和 19E，其理化性质各不相同， 在 体内的比

例 、 分布及代谢速率也很不一样。 19G 是最重

要的血清免疫球蛋白，分为四种亚型: 19G 1 

是主要的亚型(占 19G 总蛊-的 67 % )，其次是

19G2 、 19G3 ， 19G4 o 19A 是主要 的分泌型

19 ， 分为 19A1 ， 19A2 两个亚型。 19M 是一

五聚体分子，由 10 条 H 链、 10 条 L 链丰I:t-条

J 链通过二硫键连接而成。 它是一个多价

体。 在 B 细胞膜上的 19M 作为抗原 受体与 B

细胞成熟、 分化有关。

抗体均具 19G 的基本四链结构z 两条相

同的重链(H)和轻链 (L) ， 链间以 二 硫键相连

(图 1 )。分子头部的两个抗原结合片 段 (Fab )

通过"绞链区"与抗体的效应物结合区 Fc 相连 。

肤链的 N-端多变，分别称为 VH 和 VL，它们

参与抗原的识别与结合。在 VH 和 VL 上各有

(F.b'h 

CO).K 

A~~_j_二~

? 
图 1 IJ、 鼠 IgG 分子基本结构

Ig 分子由两条相同的轻链(L)和两条相同的重链

组成， 每条链由 N-端 V 区 (VL 或 VH)和 C- 端 C 区

(CL 或 CH )组成， V 区氨基酸对抗原发生反应，集中

体现予三个互补决定区 CDR1 ， CDR2 和 CDR3 ， V 区

其余部分称为支架区 ， FR 1 ， FR2 , FR3 和 FR 4 , 
C 区有多种效应物功能。

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志




