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核骨架与真核基跑去主制起点

何明 亮 字轧平

(中国科学院上海生物化学研究所 20C0 31) 

(中科院上海生命科学联合开放实验室)

、 核 骨架

核白'架 (nuc1ear scaffold) 又名核基质

( nuclear matr ix , NM) , ;是细胞核内一种动态

亚刽分结构， ~ot功能;二将 DNA 组织JJ.X:袖对独

立的区域 (domain) ， 主tfj其提供专一性的转

录、 复iiJiJ 及 RNA 加工的控制位点[ 1 ] 。 它在形

态上为一种细胞核 i均不 j容的骨架网络 [且]，包括

核纤层 ( lamina) 、 内层蛋白纤维颗 粒、 残留的

钱{二1、日核孔复合体L 0 ]。它普遍存在于真核细胞

中 ， 结挠了细胞核的基本形态[3] .

1.核骨嚣的基本成分

核'FJ42是二月抖 |二刮子去垢剂处理细胞核，抽

提掉核)民 Jr-r再用 DNas巳 I 轻度消化， 随后用盐

去掉几乎全部组蛋白和绝六部分非组蛋白 ， 留

下一个类以细胞核的残存结构山。 它包含占细

胞核总蛋白 1 0 %互右的非组蛋白 。 核骨架似

乎深埋入中等纤蛙( intermcdiate filaments) 网

络之中 ， 通过核纤层与细胞质直接相连[ 4 ] 。

核纤j芸九_.核骨架中最稳定的结构， 主要为

分子旦:: 60--80 Kd 的远在i家族组成。 其中以

lamin .A 、 8、 C )j主 ， 它们属中等纤维蛋白

超基因家族， 在核膝下形成规则的纤雄蛋白网

孔， 纤维直径为 10 nm[G]. 核 i均 lamin 的 事i l类

平iJ比例随细胞的类型和分化状 态 而发生变

化[3 ， 7 ]0 Lamin 的磷酸化导致有丝分裂时该纤

层的崩解。 LanimB 总是与核院结 合， J主中等

纤维在核j比上的固着位点[8] 。 怯孔复合体总是

与核纤层钻台在一起 ， 为一组 GlcNÄc--O-Ser 

和 GlcN Ac-O-Thr ~目修饰'豆白，包7革 gp 1 90 、

gp 62 等。 另夕|、还 有 2 10 、 180 、 1 4 5 、 130 、

1 0 0 、 6 3 、 5 8 、 5 4 和 'J5 Kd 每一系列ili 白 。 这

些核孔蛋白的主要功民杜完成核内与当jj )J ill )灭 内

生物大岔子的物质交换。

核骨架在其核细胞染色j员空间组织、 基因

复制 、 基因表达1阿控、 RNA 力iJ工和转运过程

中者[~起着极其重要的fi气周 [ U ， 1 0 ] 。 单 [I~] 和双向版

胶 l也泳发现， 除拓扑异构酶1I ( TOP rr ) 以外 ，

内层网络 (internal network )羊包含数百种低

丰度的非组蛋白 ， 其中 80%以上为酸性运白。

许多 已经确定的核骨架结合运白与复制起始调

控有关， 包括 z

(1) 与 信号传导有关的细胞讷拉宣告 台 [ 11 -13 ]

包括癌基因产物 c-myc、 v-myc 苟 ; 如]福基

因产物 Rb 、 P 5 3 ; 病毒蛋白 : SV-40 T 1/Ü~ ; JW 

病毒 E1 A、 E I B 蛋白 z 多;自均每~VP 1 、 VP2

蛋白等。 另外蛋白激酶 C、 钙训蛋白 (CaM) 、

热休克蛋白 ( hsp ) ， cAMP反应元 件 结合蛋白
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(cAMP responese element binding protein, 
CREB )等都结合在核骨架上。

(2 ) 与基因转录、 复制:有关的酶类 [1町、

转 录调控因子和激素受休[3 ， H] 盹类包括

DNA 拓扑异构酶 1I (1'OP 1I )、 RNA 聚合酶

E 、 DNA 复制酶 α/引发酶、 DNA 连接酶、

解螺酶和 RIP60 等。 转录调 控因子包括

CjEBP、 SP 1.. OC1'- 1 、 AP-1 、 A1'F家族等。

( 3 ) 其他多种蛋白 如核内肌动蛋白 、

核骨架结合元件 (scaffold-a ttached region , 

SAR )结合蛋白 (attachment region binding 

protein , ARB町 、 自主复制序列核心序列结

合蛋白 ( ACS binding protein , ACBP)等。

2. 核骨架结合元件

染色体中 DNA 是一种高度有序的结构。

其高级结构是目前分子生物学和细胞生物学所

没有解决的重大问题川。目前巳确定了 3 个水

平z 核小体， 30 nm 纤维和 DNA 环状结构域

(loop domain) 。 环状结构域涉及 DNA 的超螺

旋的形成， 它通过其特定位点结合在核骨架

上[ 16 ] 。 该特定位点的核音酸序歹IJ 叫核骨 架结

合元件(SAR ) 。 核骨架将 DNA 组织成 大约

50000 个左右的环状结构域， 环的大小在 30~

300 kb ， 平均为 60 恼。 但不排除仅 5 kb 的小

环[ IS] 。 这些 DNA 环的拓扑学特性类似于共价

闭合环状 DNA ， 在有丝分裂过程中仍以环的

形态结合在染色体核心骨架上。 1'op 1I对 DNA

的拓扑学的调节，起着关键性的作用 。 已经证

明，它不仅是中期染色体骨架的主要成分，而

且也与间期核骨架结合。复制以环为单位，起

始于结合在核骨架上的一个特定 区域 [ 17] 。 在

基因的复制过程中 ， 复制叉定位于环的基部。

SAR 首先在是果蝇组蛋白基因座 中被发

现[1町，有极其重要的生物学 功能， 包括E

①限定 DNA 环， 使之成为相对独立的结构、

功能单位。 ②通过与核骨架 的相互作用，控

制染色 质的松驰与关闭，从而调节基因的转

景和复制 。 ③作为 DNA 复制的潜在起始位

点 (potential origin of replica tion ) . ④ 作

为基因的增强子元件. 主要的一类 SAR 是长

度为 100-1000 bp 的富含 A、 T 的元件，内

含若干拓扑异构酶 E 结合和切割位点 (G1'N­

WAYA1'1'NA1'NNR ， 其中 N: A , T , C 或

G; W: A 或 1'; R: A 或 G; Y: C 或 T) 、

A-盒 (A-box: AATAAAYAAA) 及 1'-盒 (1'­

box: 1'1'W1'W1'1'W1'1' )[IS- ZO] 。 另外，许多

结 构 花 式 ( motif) ， 比 如硬折 DNA ( bent 

DNA)，打结的 DNA (kinked DNA)等也可能

与 SAR 的形式有关问。 SAR 可分为两类， 组

成型 SAR (constituve SAR)总是结合在核骨

架上， 不随基因的开放和关闭而发生变化。 如

人载脂蛋白 B 基因 3/-SAR、 与果蝇体节发育

有关的基因 ftz 的 5ιSAR，它们 存在于 各种

细胞中 。 另一类为机能性或功能性 SAR(facu­

ltative or fu nctional SAR) ，它们的存在与基

因的复制和表达有关， 具有组织、细胞及细胞

周期转一性。 如 ftz 基因的 3'-SAR，仅存在

于那些活跃表达该基因的细胞中。

二、核骨架与 DNA 复制起点

1.复制的时主控制

真核基因复制在细胞的 S 期 ， 为细胞周期

控制，即细胞每分裂一次， DNA 仅复制一次。

有些基因在早 S 期复制， 而另外一些基因在晚

S 期复制， 基因复制的这种程序化控制，可能

涉及到染色质的高级结构， 与核骨架密叨 相

关。新合成的 DNA 结合在核骨架上[21]0 DNA 

聚合酶 α 也结合在核骨架上[ 17] 。 高度纯化的

DNA 聚合酶 α 在体外只有很低的聚合Wfj活性，

且只能在缺口处不正确地起始复制，一旦加入

核骨架成分， 就能在体外 专一， 正确地起始

DNA 复制。 核骨架上有 DNA 复制的固定位

点， 复制体(replisome)结合于其上[25 ]0 dN1'P 

的合成和 DNA 新生链的合成都是在复制体中

完成的(图 1 ) [26 ] 。 从链的起始到链的终止， 整

个过程在核骨架上进行， 随着链的向前延伸 ，

核小体也随着向前装配， 整个过程有条不紊。

人们很早就知道基因复制在核骨架上进行。为
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，" : ...;， γ.. .. .. .: .气 ，残存核仁 汽
:、;学￥pr二核骨架结合的复制子

核骨架 : ，:~ ,r:: i' τ -三:......--
I j:J.·号。\LJ残存核膜及核孔复合体

飞坠 ‘ 米复制的 DNA

一一 .DNA 模板
-一·新合成的 DNA

/复制的 DNA

,"­
I~ 

双向复制

c 

/ .阳ωIßJl

"VVUVU\r 

什么基因复制一定要在核骨架上进行， 核霄'架

是怎样控制基因复制和在复制过程中发挥怎样

的作用 ， 直到现在才有可能进行广泛而深入的

研究， 必将成为今后研究的一个热点。

2. 真核基因组复制起点 ( origin) 

我们对细菌和病毒基因组复制起始位点已

进行了广泛而深入的研究，然而在研究真核基

因组，特别是多细胞生物时，却遇到了前所未

有的困难。病毒的 OrigiD 小于 1 怡，在染色体

回 1 A DNA 在核骨架的复制机制模式圈

a . 核骨架

细胞质

b . 复制体(结合在核骨架上)
c. 复制时的 DNA 沿伸方向
d. 放大的复制体结构
(引自 Nelson 等， 19861 Reddy 和 Fa

ger, 1993) 

复制体
复制叉

细胞核

固 1 B 复制过程模式固 (cook ， 1991 ) 
a. 三个复制子在复制起点区 (大三角)和
终点区(小三角)结合于间期核骨架上

b . DNA 聚合酶从核液中(无活 状态)装
配到核霄'架上结合的复制起点的中心区

域〈有活状态)

c. 随着复制的进行， 结合在 核骨架上
的 DNA 环逐渐减小。

d . 其他复制子也进行复制，未复制的
DNA 随后也将完成复制

e . 在有丝分裂时， 间期骨架解聚，母链
DNA完全解聚，完成一个坏的合成。经
复制的环仍结合在骨架上。姊妹染色纤
凝缩， 保证了母链与子链间的问锁结构

的解除。
f. 经过分裂，姊妹细胞中的 DNA 又结

合在核骨架上.

上某一位点产生 1 kb 新生链仅需 10 秒钟。 若

考虑哺乳动物细胞周期为 20 小时 ， 1 kb 片段

仅相当于总 DNA 的 5X1 0- 11 。 要找出该 1 kb 

片段， 显然要比把地球上所有的人放在一起 ，

再从中找出某人要困难得多(22) 。

酵母基因组复制的研究，近年来取得了一

系列重要成果。一些自主复制序列 (autonom­

ously replicating sequence , ARS)在染色体上

能够作为复制起点， 酵母 ARS 不但与核骨架
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紧 fr:: :'ii1, , ïíJÏ j I 川勺果占V: -1; 片 '民'架结 1， [ 1 9 J ， !好

有 ARS ~' í:i .1 j γH 眩'I' J - s):巳 (:~ {~ :.' i {r 0 3;'纳 )j~!!J:_

物的某些 SAR 或其如:1 J主斤-歹'jJ 庄?哥哥 ijl具有

ARS i'i~ 功能 ， 非 S ti. R 区均无 ARS 活性。科学

家们试图从这种内在联军巾 ，找到新的突破口 。

(1) 酵母自纽 豆制序列 野母 ARS 由

一个长约 300 bp 的古台. A.T fi~l片段组成， 分为

三个区域 : domain A 包含一个;茧' 含 AT 的

11 bp 恢心序列 (ARS consensus sequence , 

AC曰 : 5'-WTTTI-.YRTTTW-3气 为 ARS 活

性所必束: [ 27 ， 28 J ; Domain B 位于 ACS 中富 T

链 3'-侧亮的易解名t ~;~:元件 (DNA-unwinding

el巳ment ， DUE) ， 结构复杂 ， 内含若干 ACS 同

2月1序列。 有人认为 ， 它是不必需的， 但对 ARS

功能 有武要贡 献 [ 27J O Domain A. 另一侧为

doma in C，在某些人RS 中发挥作用。 经详细

研究的 ARS 1 仅需约 140 bp 就能有效复制。 其

domain A、 B ， C 均参与了同核骨架的相互作

用。事实上， 仅 domain A 区的 100 bp( domain 

A+ 部分 B+ 部分 do maìn C ) 就有很强的结合

力 [ 1 9J 。 现已证明，在酵母中发现的 许多 ARS

元件均参与了怀lt":骨架的结 合，比如 CENm

的 ARS ， 2 u 主1:因 ARS ， rDNA 的 ARS 等。另

一方时， 多细胞生物的许多 SAR 又具 有酵母

ARS 活性。 身_~ :}~ ftz 基因 5ιSAR ， 组蛋白基

因 SAR，热休克洁白基因 SAR 元件均具有醉.

呵: ARS i刑 1- [ 2 9 J 。 我们 发现 莲 麻蚕(A tticus

ricini ) rDN <\ 非转录间隔 区(non transcri bed 

spaccr , NTS)的 SAR ， 能够驱动质粒在酵母

中 &1 主复 jillJ (待安表 ) 0 对果 !hf;1 X-染色体 800 kb 

进行扫描份析 ， 发现约 100 个片段 中， 58 个

含有 SAR 的片段(片段有章是)中有 40%具有

ARS 活性， 另外两个具有 ARS 活性的片段位

于 SAR 旁侧 ， III其余 41 个不合 SAR 的片段

均无 ARS 洁性[叫。 事 实上， SAR 和 ARS 核

心序列具有相似的信li原序列。

ARS 1 在细胞分裂时不均等分自己， 造成在

细胞内的拷贝姓为的 。 一50 不等。研究发现，

染色休上的 ARS 1 纣合在核 骨架上，而质粒

J : (I':j ARS 1 仅有- S~ì %价台在忆 'fl :~~ i: 0 j !J若

1'E J0:粒上~!~~ 上 CEN 页， 几乎ji l !" : ，'，:川 ARS l 都

能结合在核骨架上， 此外 ARS 1 Ùl拮同果 盹

位 ' 1斗架紧密结合 [ 19J 。 不用 DNA 水解n~ ý.Hm核

霄'架 ， 克隆的 SAR 元件在体外不:1g与之结合 F

与中共骨架封ift 力强的 SAR 元件 可以通过竞争

将内源性的， 与核骨架结合力弱的 SAR 置换下

来 [ 3! J。这说明 ARS 与接骨架的结合是保合的

(saturati ve) 、 可逆的以及在进化上是保守的。

CEN llI 的一个主要功能是将时吨 3 号染色体的

两条姊妹单，体， 正确地分 配 到两 个子细胞中

去 。 因此 ， 它是一个非常强的 SAR 元件， 能够

保证自主复制自主相对平均地分配到两个子细

胞中去。

酵母交配型基因 HML.. HMR 和 MAT 基

因旁侧各有一个 ARS ， 同时它们又参与了同

核骨架的结合. 酵母交1日型的 表现需要 MAT

两侧的 HML 丰I .l HMR 表达受到抑制。 HML 和

HMRl'lJ表达抑制!受沉默子 (silencers)HMRE .. 

HMR 1 、 HMLE 和 HMLI 8(J控制。 HMRE 目

前研究最为透彻[叫 。 令人惊奇的是， 用 ARS 1 

纯化的酵即复 jfj! J 复 合 体 ( origin replication 

complex , ORC [ 33] ， 为核骨架的结合成分，它

不但芳一性，也i司 ARS 1 的 ACS 结合 ， 也能与

HMRE 的 ACS 以及其他沉默子结合[33 ] 。 而在

遗传学je 吁:没有筛选到与 si1encer 直接结合的

蛋白 ， 但改造 HMRE 使之失去 ACS， RAP 1 及

ATF1 的结合位点， 其对 HMR !'IS表达抑制作

用也随之丧失。 这表明 : ORC 在基因的复制

和转录沉默过程中都起着重要作用 [ 3 4 ] 。

对果蝇 ftz 5'-作缺失分析 发现， dAn 或

dTn 对 ARS 活性和l与核骨架的结合两者均有

很大的贡献[29J 。 从 HcLa 细胞中分离得到的具

有 ATP 依赖的 DNA 解旋酶活性的 RIP 60 及

RIP 100 ， 能与酵母 àomain B 专一性结合。

RIP 60、 RIP 100 一旦与 DNA 结合后， 能诱

导Bji增强 DNA 弯曲 ( bent ) o A RS 元件和 SAR

具有许多共同特征z ①专一性地同核骨架结

基因，果蝇卵壳基因，氨基脱氨陈基因 (ADA)
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的 @含一段 ben t DNA ; ③ 为 DNase 1 的

高敏感点区，并能为耳L i;主专… ， '1生的 DNA 酶 如

S n~每切割。

[以乎 DNA 与核骨架的结 合 ， 只 是 DNA

作为 t1 ;! !I] ~!li).点的必需但又不充分的条件。 将

AR Sl ACS 缺失 6 bp ， 它并不改变 ARS1 与

技骨架的结合特性 ， 但足以使 ARS1 失?舌 [l 9 ] 。

另一方而 bent 似乎也只是与 DNA 与核骨架结

合有去 ， 改变 bent 特性似乎不影响 ARS 1 对

质粒在酵母中自主复制的起始功能[叫。

多种与核'自架结合的反式作用因子 (trans­

factor )参与 了 基因复 制的 起 始，如 TBP、

ACBP、 ORC 1 、 ORC2、 OBF 1 军口 ATF 1 ~事 。

DNA 与骨架的结合可能通过几 种方式激

发ARS活性。核骨架结合序列可能定位于origin

区 ， 成为细胞核的一个亚组分，便于多种参与

基因复制的因子或酶的装配。 SAR 的 AT-丰

:雷特征 ， 使起始位点区 DN!\ 双链更 易解开，

为聚合酶!引发酶的进入创造 了 条件。 另 外，

SAR 可能为许多复制因子 (如 ACBP)的聚集，

提供了专一性的结合位点.

(2) 多细胞生物复和! 起点 (Origin) 目

前， 分子生物学家们对多细胞生物基因组复制

的 cis 控制j元件 ， 所知甚少， 当前主要把精力

放在寻找基因组的复制起点上， 尽管存在着这

样一种可能性， 即复制!起点与复信I J起始的调控，

是由不 Ir;h:'J基因元件承担。 月3质粒自主复HjlJ 相

关的分析方法来确定多细胞生物复制起点的失

败 ， 阻碍了我们对多细胞生物复制起点结构的

认识。 即使不存在载体病毒 DNA ， 人的任 何

DNA 大片段均可在培养细胞中 自 主复;jjlJ ~ 甚至

大肠杆菌 DNA 在人的细胞中也有 66%的复制

率 [ 35] 。 通过核骨架富集复制中间体， 随后用

BND-纤维素亲合层析纯化 ， 再通过双向 凝胶

电泳 ( 2 D ) 的分析方法，大大加强和延伸了 自主

复制分析的结果[ 35 ] 。 但目前研究还主要集中在

几种以多拷贝茸因或能以某种方式将其放大的

单拷贝基因上， 包括组蛋白基因。核糖休 RNA

和二氧叶酸还胃、酶 (DHFR )基因 。 另 外，对单

持贝基因 c-myc !，、n rhod opsi n 山进行了研究。

越来越多的结果表明， 高等艾~ t1i生物王因复制

起始于专一性的问:定位点[.1 0 ) 。

①核拉~~体 RNA 基因 ( ribosorna l gene, 
rDNA) 核楷体 RN !\ 基因是细胞的管家基

因，由大约 2 0 0 个独立的转录单位串联组成。

每个重复单位由非转录间阳区(NTS ) ，外转录

间隔区(ETS) ， 18 s rRN.气 汪 !丑 ， 内转录间隔

区(ITS)和 28 s rRNA 基因组成 ， 其 rRNA 结

构基因高度保守 ， 是分子 )2t 化 研究的记想材

料;而间隔区在不同的物种问73度可变。 在卵

的发育过程中 ， 有些物和l' rDNA 大量扩增，因

此是我们研究基因复制 、 ;JX 因主?打l'和基因放大

的极好材料。 酵母、 爪陀、 小鼠 、 果阳和蓝麻

蚕(待发表)rDNA 非转录间隔区均参与了与核

骨架的结合。 电镜观察和 2 D 分析方法表明 ，

rDNA 复 11îlJ均起始于非转录问副区 ， 但复古IJ方

式各有异同 : -~单细胞的酵同:-}:丑单 向延伸大约

3-5 个转录单位[38 ] p 豌豆与酵母类似[叫 ，

爪蛤可能为双向复制， 每个转录单位为一个复

制单，位 [ 3 8与 人为双向复制，但在 非 转录间隔

区内有若 干 起始 点[ 3g ] ; 我们发现， 蓝麻蚕

rDNA 为单向复制 ， 在该区域有一些特征的顺

式(cis)结构， 比如 S l 超敏感位点， d ( AT)18，

dTn , d (GT) 10. . . d (AT )10 以及若干 ACS 等

(待发表)。 目前的研究结果表 明 ， rDNA 复制

的终止点大致位于转录的终止点附近。

②二氧叶 酸还Ilil ~fJ 基 因 (DHFR)

DHFR 基因是目前研究得最为清楚的一个

真核基因。 DHFR 基因与 2BE2 1 2 1 基因在染色

体上跨越长达 240Kb 的一个 DNA 区段， CHOC

400 细胞在 rnethotrexate 存在的情 况下培养，

该基因可以扩增约 10 00 倍。 图二是总结 10 多

年来综合不同的研究方法所得结果而给出的模

示图 [ 4 0] 。 脉冲标记纤维放射 I~I 显彤的方法发

现， DHFR 基因复制j起 始于三个不同的区域

(Initiation Zone) 。 分另!J称为 Oriα、 Or i 陆 和

Ori Yo 研究主要集中在 Ori 日，它位于 DHFR

基因下游约 20 Kb 区域 ， 脉叫l 柯:记的最初 2 分
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钟复制本与 4 . 3 Kb 的 Xba 1 片段杂交。 后来

利用复制陷阴:法证明 μ;lilJ起始于 0 . 5 Kb 的片

出 371JO

~该噩噩二 ! !这一l
AR I AR 

段。 PCR ä 也证明复制起始于 4 .3 Kb 的 Xba

I 片段中的 3 Kb 范围内。

50 60 109 .kb 
兴~

1BE:n:n 

-.翻一一
方法

双向凝胶电泳法

二二 (‘一-「}一 -二二=斗 C三二
不平衡 DNA 合成法

- 、
『

I 111 15 JO 25 ao k~ i 
l__>，;、』←1______"'-1_→斗一_J _. ~ 

HX H 

F 平 ~I 导| E ‘曲

G1 /S 代谢 I I 

细胞 拟制齐1J I I 

基因
拷贝数

?「丁「己国国国之二1
.--、

1000 旱期片段标记怯
1000 + + 11 复制陷阱法

2 C2 新生链长度分析
直 ，1(j)画矗 + + I 0 冈崎片段分布分析
置 ， 111 01 + r.'ττ丁丁了二 - - ~ 不平衡 DNA. 合成法

-' 
- - - - - - -气i之二 -

-、
B OBR E X E王

.• UI1-萨二》 民运工;:: 自- Á.S 同源序周

。;;;二二!七二:::JLA
' ' E . E 

。 1 2 3 4 kJ. 

固 2 中国仓鼠细胞 (CHO)DHFR 基因复制起点区结构

已确定该基因有三个复制起点，包括 Or烛， Ori 陆 和 Ori吁， Ori ß 位于上游和下游 SAR 之间 ，
其周围有许多 cis-元件可能参与调控复制的起始，如 Alu 序列，酵母 ARS 元件， 硬折 DNA和多种
trans-因子的结合位点(比如 RIP 肘， PUR , Oct-l 和 AP-I 等) oE ,EcoR 1 , X, Xba 1 , B, BamHI , 
H , Hind l[ . C引自 Depamphilis ， 1993) 

上述不同方法均证明 Ori ß 确实为 DHFR

基因的一个复制起点。 Ori 自区有许多重要特

征可能与促进复制起始活性有关，其两侧有两

个 SAR ， 通常结合新复制的 DNA ， 有时也作

为细胞的复制起点。 双向复制起点 ( origin of 

bidirectional replication , OBR)两侧有两个

Alu 片段， 与 DNA 扩咱有关， 在 OBR3七末

端 ALu 片段的下游 1 Kb 处有一 个酵母 ARS

元件 ， 3'-旁侧为 H-DNA 区域。 距 OBR 中心

下游约 1 Kb 处为多种蛋白的结合位点，包括

转录因子 OCT 1.. API、 与 ATPase 偶联的解

链酶 RIP60 ， 嘿 R令结合蛋 白 (Pur )等。 该区有

一区 bent DNA 区， RIP 60 一旦结合到该

bent 区，可以增强其 bent 活性，从而有 得利

于其它因子武j结合。 另外，该区还有若干酵母
ACS 序列 ， 其中的许多特征在其它被研究的

真核基因复制起始区也都存在，比如 c-myc，

~hodopsin. 

但是， 双向琼m:i糖电泳显示，在 Ori 自区，
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在较长的区域内均有双向复制炮的存在. 在其

它基因中的情况也与此相似，例如在果蝇组蛋

白基因家族中 ， 5 kb 片段内有若干复制 j包; 果

蝇卵壳基因 ( chorin )于 8 kb 的片段内有若干复

制泡， 尽管 80%集中在 1 Kb 片段内 。 而其它

方法表明这些基因复制起始于特定位点。 在果

蝇胚胎发育的早期，染色体上的复制子长度平

均只跨越 5 Kb-l0 Kb ， 而不是 通常 的 30-

300 Kb。 这表明在多细胞真核生物基因组中有

许多潜在的复制位点，虽然复制起始受到严

格的调控。上述这些自相矛盾的结果迫使人们

对真核基因复制的 cis 控制作出合理 的解释:

复制起始区域内的特定位点 ， Linskens 和 Hu­

berman 认为 ， 特定的蛋白质因子在 DNA 链的

复制起始区与 DNA 结合 ， 导致 Ori 陪 复制起

始区 DNA 解链。 在 OBR 至少总会形 成一个

双向复制泡， 而在复制起始区的其它位点" 自

由地"形成单向复制泡，因此的新生 DNA 链

总是在 ORB 最为丰富。 Jusuit 等人则认为， 复

制起点的选择与周围染色质环境有关，因此是

"叫了许多，只逃申很少"的结果。

总之，目前我们对多细胞生物基因复制

位点的研究就象盲人摸象。每个人只能讲述他

所"触摸"的情况，而无法描绘出 其全貌[ 40J 。

但是，越来越多的证据表明 ， 较高等的真核生

物染色体复制起始于特定的专一位点[35J 。 核

骨架富集技术，使我们能够拿到更多的复制中

间体， 作进一步分析。 利用这种技术，人们已

经可以对单拷贝基因的复制起点进行研究。 目

前已分离到多种与复制有关的蛋白质因子， 它

们在高等其核生物和酵母中均能发挥作用。 对

真核生物复制机制的研究，必将很快成为分子

生物学研究的热点。 越来越完善的体外复制系

统，特别是对体外细胞核重组的研究和更多的

反式作用的蛋白质因 子的阐明，加上我们对

origin 一级结构确定的日益增多，在不久的将

来，对真核基复制的 cis 控制 ， cis-element 与

trans-factor 的相互作用以及核骨 架对 基因复

制的控制 ， 将有一个清楚的认识。

结

核骨架在基因转录、 豆制和重组过程中发

挥了重要作用 。 它将 DNA 组织成 30→300 Kb 

的环状结构域 ， 从而形成相对独立的结梅、 功

能单位。 DNA 复制是以环状结柏域为基本单

位。 参与 DNA 复制的许多转录调控 因子、

DNA 拓扑异构酶、 DNA 解旋晦及聚合酶都结

合在核骨架上。DNA 通过其特定的位点-SAR

元件结合在核骨架上。 SAR 不仅作为 环的边

界限定了 DNA 环的大小， 而且与基因的转录 、

复制有关。 所有酵母自主复制元件都具有

SAR 的特性。 反之 ， 高等生物中的许多 SAR

元件在酵母中又具有 ARS 活性。 SAR 和 ASR

共享类似的核心序列 ， 它们都是核酸酶的高敏

感区 ， 往往具有 bent DNA 特征。 接骨架富集

复制中间体技术，大大推动了高等真核生物基

因组复制位点的研究。已研究的几种高等真核

生物复制起点的 cis-控制元件与酵母在进化上

有一定的保守性z 有一些共同的与复制!有关蛋

白因子的结合位点， 通过 SAR 同核基 质的相

互作用调节染色质构象，从而非H空基因的复制 。

核糖体基因非转录间隔区参与了同核骨架的相

互作用 ， 复制也起始于该区，但不同的物种复

制方式各有易同。目前研究得最为清楚的是二

氢叶酸还原晦基因 Ori ß 结构， 它包含若干可

能与 DNA 复制控制有关的元件， 为 此提出了

真核基因复制的两种模型， 这为我们进一步认

识高等真核基因复制起点打下了良好的基础。
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言重
; 祝贺中国细胞生物学学会成立 15 周年。 i 
i 祝贺中国细胞生物学学会第六届学术大 i 
i 会召开。 ; 

i翩翩翩翩州翩翩翩翩翩翩翩翩翩翩翩翩翩翩翩州翩翩翩翩翩翩翩翩翩翩翩翩翩翩…J
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