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我们在一个克隆化的基因系统 中研究了

DNA 超螺旋结构在 α AC 晶体蛋白 基 因表达

中的调控作用 z 测定了调节基因区及其对转录

过程的影响 ， 结果显示 αAC 晶体蛋白基因可

被 RF-36 蛋白因子特异性激活。足迹法分析

表明其调控结合区为核昔酸"AGGGCTGGA­

A" ， 能与特定的 DNA 配位体结合，例如抗z­

DNA 单克隆抗体和 Chiral 金属复合物。此种

结合表明 αAC 晶体蛋白基因富含"GC"盒， 并

具有类似"z"型 DNA 构型。所获结果还提示，

DNA 结构的高度有序性在 αAC 晶体蛋白基因

的表达调控过程中起重要作用 [l ， 2J。在此基础

上我们用 SI 核酸酶分析法对 αAC 晶体蛋白基

因的转录起始点进行了测定。

材料 和 方法
-、 材料

1. 已克隆化的质拉晶体蛋白基因(plasmid Alphll 

S辄m/Be! Bam/Bcl 

Bc B c 
PαAC ,‘ , 

br 

2. fl rst exon B. Bam Hl 
Z. second exon Bc. Bcl 1 

i. intron λ . λ promoter 

圄 1 aACæ体蛋白基因克院及其酶切田

-crystall in A2 gene )简 称 PαAC， 来自美国 NIH 的

Dr.J .Piatigrosky 实验室。本室所用为 PαAC-1500

(图 1 )，它的碱基对包括- 826一+ 67 3 基因序列 ， 是

基因图中的第一外显子。 用未端转移酶作 3Zp 标记，

然后用限制性内切酶 EcoRI 和 BamHI 进行酶切， 得

下游片段， 为含有 6 16 个 碱基对 (+ 57一 +673 ) ， 简

写为 αAC-616 晶体蛋白基因， 对其作亚克隆扩增(图

2 )。

p届肉322
3007.", 

快又AC616
4603bp 

Ecof可 t BamH 

围 2 PαAC-616 基因和亚克陆

2 . 真核转录系统。 HeLa 细胞裂解物(富含 RNA

聚合酶E 和转录所必需的因子)和分子量标准对照物

。x 17 t1 DNAjHac ][ 片段 ， 均购自 BRL 公司 。

3 . 四种核昔三磷酸。 ATP、 GTP、 CTP、 UTP

以及磷酸肌酸， 购 自 SIGMA 公司 。

4 . 各种核酸酶。 Nuclease S1. DNasel 、RNaseA

以及 RNaseT1 从 Boehringer Mannheim 公司 购得.
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5. 限制性内切酶。 EcoRI 、BamHI ， PstI 从 New

England Bio Lab 购入。

6 . 同位素sγ -3ZP-ATP(650 Cijmmole , 0 . 015 

μmjml )购自 ICN 公司。

二、古法

1 . 体外转录试验。有关转录试验包括转录产物

的合成、分离、纯化， 根据 Manley [ 31 的方法 进行，

其中 32p 标记参照 Maniatis[41介绍的方法。

2 . 杂交和 S1 核酸酶图谱分析[飞当 αAC-616 晶

体蛋白基因在 HeLa 细胞裂解物体系中发生 run-off

转录产生 mRNA 后，即与 32p_αAC-616 基 因探针进

行分子杂交 (65 "C， 16hr)后加入 S1 核酸酶C 37 0C ， 30')

消化去掉未配对的单链，而保留杂交产生的 RNA­

DNA 双链杂交体(Hybrid) ，作含腺素 ( 7 M) 的聚丙耽

胶凝胶(40%)电泳。用放射性 32p 标记的中x 174 日eaJJI

DNA 作分子量标准参照物，负压干燥后， 作 X 光胶

片(XR-2 kodak)曝光(-70 0C ， 16 hr)。整个操作流

程见图 3 。

牛r/ 〉」3

.快...:.-，' . ，~田· . S' 

国 3 S 1 Mapping 法制定 αAC 基因转录

起始点操作流程图

全主=
'::::(;1 果

冲洗X-底片，获图 4 之结果，在 276 碱

基对 (bp)处凡一洁l断条带，这就是 αAC-616

1. 分子量标准 φx174jHeaJJI

2.αAC 基因 S 1 Mapping 后出现 616 和

276 bp 两条带

留 5 1.牛晶体总 mRNA 的 Sl Mapping 

固

2. SV40 转录片段与 α AC 探针的 S 1 Mapping 

晶体蛋白基因在 HeLa 细胞裂解物体系中发生

转录产生的杂交体。 为了证实该杂交体确是

αAC-616 晶体蛋白基因转录出来的 mRNA 与

αAC-616 DNA 编码单链杂交的产物。我们在

HeLa 转录体系中加入 RNase A 和 RNase Tl' 使

其专一位地水解RNA链中的唯庭核it:酸键和鸟
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付A. CRYSTALLlN 基因核甘ðl!序列
起始部位

EcoR l .........,.... j 

l?2?3?? spia? τ?8? S?i 
CltClC I.' C可"γCCl u. tcγσ仅只:q AC C' C 1 CCCC .ac C t C T C.u AC AC CC tc 1 C'， ‘ τ 1 ( 1 T CCτε'1" .CeC1CC lC C" C. CA T CCC t c ac 1 aC l叫 CT

I , I I I 一，- I I I I 
c;c; cuca‘ ' C&C1Cll Ç1CCε11 çcc 1 c. .. , .. ç c..l t 11 tc c ' C 1 C CH .lc. &CC r tc 11 CCAC ,lC . T (1 CC ' C 1 c.e& ccc 1 C 1 tC 1 CC 1 C &CCC 1 ç T C" C , I , , 1 , , 1 1 I 
clCC巳巳 c tC C. CCi cC CCCC1C l CC "'1 CC 'C Cl c. c 1 巳 ac çc , CC.t CCC 1 C 1 CCC C. CC &C:: T C ‘ Ctτ i 1 'CH " 1 t lC CC; '''' ''cct 1 U rt CCTtC l. , -一_， , ,_, 1 1 1 , i 
"军11; T cca ccc'也~且与"‘ coc口 OCu CC C 1.CC l'.....C令c c. c a AC 1 CCC .. c .. CCC 1 CC t C T C t c.. C t C" C T CCC " CC J T ccc t c C C T C命c

‘ 自 1 - 1 1 1 
UCC…t .. c. uc& T tC &CC. 1 Cl CU 1 T( a Ct:A' C C T 1 OC' TC UCCCl CC CC T CCC巳cc c I TC ' .CCCc .ac CCClC 1 c 1 TC CHC At' TC T 1ζcccca 。

. ‘ I 1 , -1 I 
tcCC'" 11 CICI ‘ cc a C C 1 CC t cccr 1 1 CC' C 1 C t 1 CCH C& 1 C‘ c c c c c 1 H 1 . c. CCCCi Cl ccc t C T 1 c t OCl' 1 Q 1 OC' OC '&c' cc r;cc' lC' TC TG 500 

600 -…ca ，UHMTacicu3…-…<>山…tC; t t 11 ~ T cU C; .- C' ", CAO C l -' C户卢ACCC C; OCT .ll C…τ

Ð lI m Hl 

回 E αAC-616 核苦酸顺序及所测定的转录摇始点

昔酸。结果使该转录杂交体条带从电泳图谱中

消失F 而未加上述两种 RNase 酶的其转录出来

的 mRNA 与 αAC-616 基因探针杂交产生的特

异条带依然存在。当然，在上述转录体系中若

不加 αAC-616 基因，结果也不出现条带。同

时我们用牛品体的总 RNA 与 αAC-616 基因探

针进行杂交作阳性对照F 用经限制性内切酶

PstI 酶切的 SV.o DNA 在 HeLa 转录体系中发

生转录作阴性对照(图 5) ， 结果在前者的电泳

图谱上看到在 276 bp 处有特异条带F 而后者出

现深浅各异的非特异性条带， 进一步证实此

276 片段 的放射自显影条带确是晶体蛋白基因

转录出来的 mRNA 与 αAC-616 基因探针杂交

产生的条带。

据此我们在 αAC-616 晶体蛋白基因的核

昔酸顺序图谱上，从 BamHI 的酶切点-G G-

ATCC-， 第 673 G 位点开始逆向上推 276 个

碱基对位置， 即获得 αAC-616 晶体蛋白基因

的转录起始点， Adenosine (A) ，几图 6 。 其位

于 αAC-616 晶体蛋白基因全图的第 398 个核

昔酸位置上，距该基因 TATA 盒为 79 个核苦

酸位置。

实验表明 HeLa 细胞裂解物是研究真核细

胞基因转录调控的一个理想体系。

讨 论
迄今尚未见有关晶体蛋白基因转录起始点

的报道。已知原核细胞基因的转录起始点距

TATA 盒仅 5-8 个核苦酸位置; 而在真核细

胞基因的转录起始点通帘距 TATA 拿为 20一

30 个核昔酸位点。 当时分离i该亥 αAC 晶体蛋白

基因的美国学者 P到ia川川l此川ti gro囚sky[刊川0盯]按常规推定αAC

基因的转录起始点在该基因 TATA 盒后的第

2幻7 个核昔酸位点 Ad白en∞lωos剖ine回e(A) ，而现在我们用

S 

的转录起始点点、 (Initiation site)位于 αAC 基因

图谱顺序的第 398 核苦酸 Adenosine(A) 位置，

距 TATA 盒为第 79 个核昔酸位置。该结果不

仅表明真核细胞基因转录的复杂性而且也显示

出品体蛋白本身的特殊性。下一步我们拟对该

转录产物 mRNA作顺序分析， 以验证本实验

结果的真实性。

我们以前的工作证明在 αAC-616 基因图

谱上在 + 323一+ 332 核昔酸间存在一个RF-36

蛋白因子调控 结合区(Binding domain) ，在

RF-36 结合的情况下可以促进转录活性提高

6-10 倍，我们还证明 αAC-616 晶体蛋白基因

具有类似"Z"DNA 的构型，此构型的存在与否

也将影响基因转录的起始和表达的调控， 显示

出真核细胞基因表达模式的复杂性和多样性。

提示对晶体蛋白基因转录的起始 ， TATA 盒是

一个必要条件， 但不是充分条件，转录的发生

还受其他因素的制约。

向 HeLa 转录体系中加入 RNaseA和RNase

T 1 都能使杂交体条 带消失，这是因为该两
RNA 酶把转录出来的 mRNA 裂解掉了，无法

形成杂交体。与此同时我们曾把对 RNA 聚合

酶 E特别敏感的 α-鹉古草碱加到正在进行转

录的 HeLa 转录体系中，结果也不见特异性杂

交条带出现，其机理是α-鹅音盟碱抑制了 RNA
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聚合酶 E 的活性，使其无法起始进行转录。近

有文献指出 [7) ， HeLa 细胞裂解物除 含有进行

转录所必须的 RNA 聚合酶夕|、尚含有许 多与转

录有关的因子。今已从 HeLa 细胞裂解物中纯

化出一种重要的基本转录因子: TF 1I H， 是

一多亚基蛋白复合物，具有解链酶、 依赖 DNA

的 ATP 酶及磷酸激酶活性， 参与 mRNA 的

转录起始以及与转录偶联的核昔酸、切除修复过

程。因此可以认为 HeLa 细胞裂解物可以作为

研究其核细胞基因转录调控的理想体系。

摘 要

采用 BRL 提供的 HeLa 细胞裂解，物，巳知

该裂解物中含有 RNA 聚合酶 E 和其 他基因转

录所必需的因子和成分。当 αAC-616 晶体蛋

白基因在I该体系中发生转录产生 mRNA 后 ，

即与用 32p 标记的 αAC-61 6 晶体蛋白基因探针

进行分子杂交，杂交后加入 81 核酸酶消化去
掉未配对的 αAC-616DNA 单链， 保留杂交形

成的 RNA-DNA 双链杂交体。作含!腺素的聚

丙眈胶凝胶电泳， 用。x1 74 日ea][DNA 作分子

标准参照物， 结果表明 转录出来的 mRNA 与

276 个脱氧核糖核昔酸形成 互补杂交链，比

5'-末端标记的 32p_晶体蛋白基因探针为短。

据此在已知的晶体蛋白基因顺序图谱上判定出

αAC-616 晶体蛋白基因的转录起始点位于该图

谐的第 398 位核昔酸 Adenosine，距 TATA 盒

下游第 79 位 (A) 。 并对晶体蛋白基因转录的

特性进行了讨论。

关键词 z αAC-616 晶体蛋白基因转录

起始点 81 核酸酶图谙分析
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S1 NUCLEASE 1\在APPING INITIATION SITE IN THEαA­

CRYSTALLIN 616 GENE 

LIU Xiang Lin et aJ. 

(Cancer & Oncogene Res. Lab. Zhejiang MedicaL University . Hangzhou, 310006 ) 

AB8TRACT 

Sl nuclease mapping technique is used to determine the possible initiat ion site for tran­
scription in thc HeLa Cell extract which containing RNA polymerase n and other necessary 
transcription components , The "Run off" experimcnts with Sl mapping indicate that the RNA 
synthesized is 276 RNA-DNA Hybrids. which is shorter t han that of 5'-termini 32P-DNA 

probe. 
The initation site is at 398 position in theαA-Crystall in 616 gene in adenosine (A). 

This result is different from the previously proposed init iation sitc (P iatigrosky 1983). 
This study a150 ind icates that "TATA" box may be nccessa l'y but not sufficient for trans­

cription. It shows that the αA-Crystal lin 616 gene transcription in the HeLa cell lysate mi­
ght be a ideal model to study the crystallin gene expression. 

Key words ， αA-Crystallin 616 gcne Sl mapping Transcription initiatioD site 
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