
大鼠前列路前叶细胞两种受雄激素调节的 H1RNA 核前体

i余均海

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

在大鼠 lìíf歹IJ m~ 11 Íf 叶细胞， 雄激素在转录水

平调节六 ;f1I l ~ 如 i 多 )忱的合成 z 前列!际结合蛋白

(PBP ) 的 二 个亚)J).c [1] 、 一 种 2 2 KDa 糖蛋

白 [ 2 ， 3 ] 、 亚精脑结合蛋 白 (SBP)[4] 和 29 KDa 

蛋白质 [ 5 ]。此外， 尚有 9.3 KDa 和 13.5 KDa 

的多肤， 其相应的 mRNA 已由克隆 的 cDNA

( "119 和 . 9 2 )杂交 以及体外翻泽东统证实 [ 6 ]。

虽然这后两种多!比尚未被 分 离 和定性，其

mRNA 水平巳显示对前列腺内雄激素 水平有

反应。 因此， 雄激素可能既影响转录的起始过

程， 又影响原始转录产物的转录后加工。为理

解该过程中雄激素的可能作用，我们分析了其

前体 nRNA 的资料。 同时，用 cDNA 探 计探

查有或无Ht激素状态下 的 nRNA 水平， 以 确

定雄激素的调节作用。

材料和方法

动物 ê;ft tt!: SD 大鼠 ， 3 00 克左右。去括: 激素动

物于麻醉下经阴囊切除窄丸。 正常或去雄激素动物断

头处死后取前列腺组织。

试Jl1J 所用试剂均为分析纯。

方法 前列腺组织用等渗葳糖缓冲液匀浆方法，

分离出细胞核 [ 7 1 0 nRNA 的分离用盐酸肌(Schwarz­

mann )方法[81 ， 最后溶于 4 0 mmoljL KCl一10 mmoljL 

Tris- HCl pH 7. 5• 1 mmoljL EDTA-0.1%SDS(结

合缓冲液 ) oRNA 溶液加热至 70 0C ， 3 分钟后即上样至

Oligo (dT )12-18 Cellulose( 7 型 ， PL-Biochemicals) 

柱[9 1 。经结合缓冲液洗涤后 ，结合的 Poly(A) nRNA用

10 mmoljL Tris- HCl pH 7 • 5-1 mmoljL EDTA 洗脱。

加入 1 / 1 0 体积的 2 mol jL NaAC pH 5.5 和 2 倍' 体 积

的乙醉 ，贮放于 0 一20 0C沉淀。离心后的 RNA 沉淀用

70%冷乙醉洗涤 ， 干燥后溶于灭菌 水 中 。 RNA样品

25 问 用 1 . 0% agarose ~疑胶电泳分部(含甲 基氧氧化

宋 I E O1 ， 经 Northern En边转移， 与两种缺 口转译的

cDNA 探击 1. 0 92 和 .119 杂交 [ 11 1 0 cDNA "92 fi! ~ llD 筛

选自前列腺 PBR 322 cDNA )芋 ， 经鉴立 民结刊的多

!lk ;1.:J 13 .5 KDa 丰口 9.3 KDa。

专一性 RNA 的半定量检测 ， 采用 l? ~IJ~交方法 r 11 J 0 

0. 2 5--16μE 的 RNA 样品溶于 50μ1 :;j( 巾，与 30μl

的 20 x SSc 和 20μ1 的 37 % 甲应混 合 ， 在 ßO"C水

浴 中温 育 15 分钟。经处理后的 RNA 样品与 1 00~d

的 1 5 x SSc i昆 合后 ， 在负压下点 样子， Nitrocellulose 

(N. C . )滤膜上(DA 8 5-0. 45 μm ， Sch leicher & 

Schuell)。点样后的 N. C. j虑l度在 42 0C f~i 杂交 6 小

时，加 32P-cDNA 探针后杂交 12 小时 [ 11 1 0 J:页杂交液成

份为 50 % formamide-5 x SSc- 0.5moljL Na phospha­

te pH 6.5- 5 x Derhardt' s-0 . I % SnS-l00μg/m­

Sperm DNA(变性)。杂交后的 NC . 滤膜用 2 x SSc­

O . I%SDS 室温下洗涤两次，然后用 0 . 2 x SSc- O.l % 

SDS 68 "C 洗涤三次。空气巾干燥滤肢 ， x-线胶片曝

光。 得到满意的印象后 ， 剪下点样的小坠l片 ， 于含甲

苯的内烁液中计数。剪下相应大小的因~I飞片 ， 作为背

霞计数。

结果和讨论

图(1)是前列腺 nRNA 与克隆的 cDNA "9 2 

〈编码 13.5 KDa 多nt )和 011 9 ( 编 ií"b 9. 3 KDa 

多肤)杂交的 Northern 分析。眼 光 的 x-线胶

片显示 ， 与 cDNA'92 杂交的 nRNA 有三条带 ，

大小依次为 4.7 、 3.8 和 1.2 kb。最大的 是

4.7 kb，可能是初始转录产物。 3 . 8 kb 的条 带

较模糊，假定为转录后加工的中间产物。但其

放射性的相对 含量 很低， 仅 0. 47% 、 不能排

除污染造成的假象。1. 26 kb 为成熟的 nRNA ，

相当于 mRNA 大小( 6 ]。最大的和成熟的 nRNA

长度差是 3.5 kb ， 约占初起转录物的 74% ， 代

表 intron 顺序。 cDNA ' 11 9 与 nRNA 的杂交

本人得到王通裕教授的资助及指导 ， 在此铭谢。
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因 1 大坟前列 ij!j! nRNA 与 cDNA 的

Nurt henn 杂交

j r: '1旨 / :1'1川 'n'I I '!\i~ Poly( A ) nRNA (样品 2 ) 2 :) μ g ， 

经 1 % Ag;Hose t;tJ民 I [ I， ;"j:分部口 ， 弓 cDNA-!) 2 ;FIl -1 19 
{'Io Nort Ì1 crn -'1号飞。分川i:JI~ ,',:(;:1 RNA 假定是 初始转
录产物 ， n\~光;二百\ (l0 ~(:J}(}!\ n RNA。 杆 lull 丁 是正常大

鼠 mRNA ， 10μg。 作， '，，'， 3 克:队fl~ v:生三;? 大 l~l;llìíj 歹Ij J殊的
Poly( A) 只NA, 丰刊、予户 ↓JllU川!川!

主初初j刀] 虫始f台f平和l门1阴P成1飞( ~:川:丁::.(~卢!飞\ I门lR NA ['户问厅叮干可] (1的!山甘刊百简;j:扩夕头I， !'♂F同阿}厅" ' J衣飞 ， 为可能的中间 !JI!工

转录物。

有类似 !JJ 况 ， x-线胶片 显示 1， 18 、 2.5 、 3. 1

和 5. 4 kb 四条带。 其 中 1 . 1 8 kbnRNA 与

mRNA 大小相符， 最大的 nRNA 是 5 . 4 胁，

占初始转求物的 78% 。 因此可以估计 ， 编码多

!比 13. 5 kDa ~II 9 . 3 kDa 的切始转 录物， 可能

是相应 mRNA 长!立的 1 倍 1、n :5 倍 。 分子量标

J骨二 28 S 、 ] 8 S ;;、门 . 1 S 。

Nor thern 杂交的 x- 线胶片汗I E度扫描仪

分析结果见因(川平日夜( 1 ) 。 因 (2 )的密 度分析

显示 ， 正常大鼠 Po ly ( A ) -nRNA 与 cDNA-9 :~

或- 11 9 杂交分别有三个或JlIl 个峰，其 位 置与

照片上的条带对应。 其中初始转 录 物 分别占

5. 3 % 或 9.3% ， 成熟 nRNA 分别为 94 ， 4 %或

88% ， 而 中 r8"J 转 -;J{ 物呈痕迹量 .分别为 0 .4 7%

或 1 . 7% 。 由于分析 精度的限制， 3 , 8 kb 和

3 . 1 kb 条 千ii 转模糊 ， 密度 分析其含量分 别 占

0. 47%和 0 . 3 % ， 只能假定为可能的中问转丑

物， 尚不 ij~ tl~除污染造成的假象。 上述 Po l y

(A ) nRNA 的三种形式均与 cDNA 探针 杂交 ，

表明 Poly ( A) 化 j~转录后力n T.的最早步骤之

一， 可能与 nRNA 的切接同时 进行。我们 尚

能看 到， 成熟 口RNA 占 90%左右， 提示 新生

的 nRNA 分子切接过程 相 当快，似是 " [瞬 间 "
发生的。因此， 用 '，:;\'m，生化 ;Ijll备方法得 到的

Pol y ( A ) nRNA ， 其中间传 )j(物的险视11 1甫一定

的 I到 xfto 当然 ， 这些可能的中间产物的证τ，

需要辅以相应基因顺序的分析、 比较。

因 (1 ) 第 4 行是 正常大鼠 前列腺细胞总

nRNA 与 cDNA )，宋针杂交的结果， 其 带 刑，1 与

Poly (A ) nRNA 的相似， 尤以初始转录物显

示相同的影象密度 。 由于 Pol y(A) nR NA 的得

二~1为二 %左右， 因此总 nRNA 中的 50 倍 ， 才

能在 Northern 杂交中呈 现出相近 的影象密

度。同样道理， 根据密度分析(资 料未列于本

文)总 nRNA 中成熟转 h(物(第 4 行)为 Poly( A ) 

-nRNA ( 第 2 行)中的 26 % 。 由于总 nRNA 中

相应的 RNA 分子被稀释了 50 倍，所以其成熟

nRNA 理应为 Pol y( A ) nRNA 中 的 13 倍。上

述itË算表明， 大 部 分的 nRNA 均未 被 Poly

(A )化， 仅在核中周转， 其中少部分被转运到

胞质用于蛋白质合成。

图中 mRNA 与成熟 nRNA 分子的 位置一

致， 表明后者为最终的加 工产物。 由于 成熟

nRNA 占整个 Poly( A ) nRNA 的 90%左右，

因此杂交后过度曝光， 影象密度较宽， 难以精

确计算其分子的大小。此外， 本实验 中 RNA

电泳使用 1 %的 agarose 1.蜒胶 ， 因而分 子 量较

小的成熟 nRNA 分子在电泳中的分 部与 已发

表资料(使用 1 .4 %aga rosc 1:疑胶 )( 6]有所差异。

本文着重讨论前体 nRNA 的表达与 激素 的关
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回 2 大鼠前列腺 Poly(A ) nRNA 各组份'分析

正常大日前歹I J)尿 po ly ( A ) nRNA 与民河 1- 32P- cONA-9 2 (A ) hl… 119 

(B) Nor t he rn 杂交(见国 1 La ne 2)的密r:CLI拍分析 。

表 1 大鼠前列腺Poly (A) nRNA 各组分分析

# 92 I '11. 9 

% MW I % MW 

初]斗击中专景物 1. 7 kb a严 . Jn 5 . 4 kb 

中问转去物 I 3. 8 kb 0. 47 3 . 1 kb 

E ?. s kb 

成熟转录物 1. 2 kb 94 . 4 1 . 18 kb 
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正帘大阳1日歹Ij)拟 Poly( A ) nRNA 经与 cDNA-92 或- 1 HJ Northern 杂交后的 x-线胶片(见怪1 1 , lane 2) ， 密度

扫描仪扫描的峰被(见图 2 )。按而积推算的百分比值。

系 ， 因此 nRNA 分子的 大小是一个近似值。

已有报告， 去:tqt ð!fr.素大鼠前列腺细胞中雄

激素专一性生主因的转录低下[ i S ] ， 木文 North

ern 杂交显示相似结果。 去捕:激素的大鼠前歹IJ

腺 Poly(A ) nRNA 与 cDNA-9 :! 或-119 的杂交

未能探测到问始转 ;;~ )l/lfJ序，况且成熟的 nRNA

也仅为做 111 (因 1 第 3 行 〉。然而 ， nRNA 点杂

交的半定远检测结果发现，去雄激素两天后可

杂交的顺序减少到正常数 20%左右(罔 3 )。这

一差异除去跟作因素之外， 可能反映γ该两种

方法用于探查基因表达状况精确度的差川。 因

此， 对于基因表达程度的探测， 宜加用 内 标

准， 如! House Keeping :E~ I坷的探针。另一方雨，

nRNA FU;-? ， I↓1 巳降介的 JJfIÍ(} J号，经 Northern 分部

)I~~ 1棋布: 将或退 出 ;槌j眩 ， 而不白能E时丰板此拘怀:~斗咄~I汩r[们!

j这主些j阳顺店帜i 片序:仍然 口时r 以七u占昂1定 白丘:. NC 、U陀屹U陀忧EE:膜上而用点
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图 3 大照前列 踉 nRNA 和 cDNA

探针的 Dot 杂交

0. 25一 1 6 ~tg 不 同激素条件下的大鼠前列 腺细胞
Poly( A ) nRNA 经系列f'Îî释后 点样子 N. C.滤)段，与

cDNA 探针 '92 和 番 1 J 9 杂交。 N 为正常' p.RNA . C 为

去激素两天的 nRNA， CT广CTa 分别为去激素两天
后注入桂激素后 1 - 8 小叶、j 所提取的 nRNA。 杂交点

纸片经闪烁液 仁Il ì l 数 ， 们 J 0 3cpm 对 nRNA 最 (μg)作

图。

杂交的方法检测到。

图 (3 )的点杂交是 用 cDNA-9 2 平1] 一 119 来

探测M:激素对前列腺细胞基因转录的影响。去

捕;激素大鼠于/Z怪:激素投)刊后 8 小时，前列!保

nRNA 的合成达到最大， 分别为 正常 的 74 %

和 80 % ， 这一结果与先前的工作相一致 [ 3 ， 6] 。

技用雄激素后 4 小时， 大鼠前列腺 nRNA的合

成率减 眩 ， rJ1J r戈趋于饱和l 。 结果表 明， 雄激

素对于编码 13 . 5 kDa 丰1] 9.3 kDa 两种多肤的

基因转录活性， 有显著的调节作用。从 nRNA

合成的动力学分析， 转录活性于 2 小时左右最

大。 已有报告， 大鼠前列腺细胞核内 Poly(A)

聚合酶活性于雄激素处理后的 2 -4 小时被剌

激 [ 1 仆 。 这提示雄激素的作用至少也涉 及到转

录后的加工步骤。由于实验资料的限制，本文

尚不能在~雄敝素对于转录后调节的全过程的影

响进行探讨。

编 1川"川川t才'H阿耳种惟激素i呐网节的多)庄肮I口tt二(U . 5 kDa 丰和和11 1 

9.3 kD，们1川) 自的甘 mRNA 前体巳 H由1 No创rt由he盯en门n 杂 交分

析大鼠前列 j限腺p腺且均古剖b 叶细胞的 nRNA飞 得 到f证i正E实。可

被杂交(!的斗节ηf可J .最k段王 大 nRNA *经圣汩问问IJ 定 是 4.7 k胁b 军和口

5 . 4 kb ， 分别编刊 1 3 . S kDa 和 9.3 kDa 两种

多脉 ， 井:被假定为初始转录物。 主于已经泪r)定

的成辩'~ nHNA 分子大小 分别 )'( 1. ~~ kb 和 l

1. 18 kb ， 因此可以 í l~ 计大约 80 % 的初始转录

物为 in t ron 顺序。 i亥两种前休 RNA 的合成取

决于雄激素的存在与否。 在去敝京两天 的大

鼠 ，前体 RNA 的水平即降至正常的 20 %左右 。

注入雄撤去后 8 小时， 前休 RNA 可以恢复到

正常值的 80 %左右。 文章尚不能 对~ß: 激 素影

响 nRNA 转录后加工过程的可能'性 ， 作 出进

一步的探讨。
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