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真核细胞基因表达的调节控制是当前分子

生物学领域最令人感兴趣的研究课题之一.但

由于真核细胞基因组的复杂性，目前对此问题

的了解还是不够深入的.随着生物化学、细胞

化学和遗传工程技术的发展，使得基因表达的

研究，尤其是特定基因表达的研究成为可能.

从动物细胞分离的核仁和核仨染色质，为

研究核糖体基因(rDNA)的转录提供了一个比

较理想的系统.第一、在核仨或核仁染色质中

仅仅含有核糖体基因，并含有只负责核糖体基

因转录的聚合酶 1 .第二、核仨及核仁染色质

的转录产物是核糖体 RNA (i'RNA)，它包括

28S ,18S ,5.8S RNA 和它们的前体 45SRNA.

因此，检测核仁和核仁染色质在体外转录的

气忠实性"就比较容易.第三、核仁比较容易

分离.第四、一般认为 rRNA 的合成是通过

改变核糖体基因转录的速率而被调节的，所以

核仁及其染色质可以用来研究在转录水平上核

糖体基因调节的机理.本文简介近年来这些方

面的研究成果.

-、核仨及核仨撬包质的制备

目前，分离核仁及核仁染色质所用的材料
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多为大自鼠细胞[112] ， 蛙的卵母细胞[町， 四膜

虫细胞[41，以及多种人工培养细胞[川]。首先，

依材料的不同，选择适当的方法分离得到纯净

的细胞核，再用超声波破碎细胞核，经蘸糖梯

度离心得到核仁.然后按 Spelsberg仰和 Bu

sch<町等人的方法，用不同盐浓度的溶液多次

抽提核仁，即可得到核仁染色质.

二、核仨及核仨染色质的性质

核仁在细胞分裂前期消失，于细胞分裂后

期在染色体核仁组织区重新形成.

核仁在形态上可以分为下述几部分问:颗

粒状成分、纤维状成分、核仁"光亮区"、 核

仁黑暗物质"、核仁内染色质、核仁外周染色

l 质和 DNA 纤维部分.

核仁的生物化学组成比较复杂，含有RNA

聚合酶 1 ，核糖体蛋白质，核糖体 RNA 前体

的特殊加工酶类，如修饰酶，裂解酶等，还含

有一种低分子量的 RNA (UaRNA) , rDNA , 

以及其他成分等.核仁及核仁染色质的化学组

成如表 1所示.与缅胞核及核染色质的化学组

成相比， 核仁及核仁染色质含有较高的 RNA

和蛋白质.这是由于在核仁及核仁染色质中存
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215. 
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自 细胞生物学杂志 1981 年

费 1 攘仨.a攘仨锦鱼康的化学组成

大鼠肝核仁[1]

大鼠肝核仁 [2J
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固 1 大阻肝横仨 DNA 醺一蘸幢密
鹰梯鹰离心固蕾

+一+分离的核仁 。一。核仁染色质
·一·核仁 DNA

箭头表示 T，DNA(37白的峰

在着与之紧密结合的核糖体前体的结果.核仁

来源不同，提取方法不同， 都会影响 DNA、

RNA 和蛋白质三者之间的比例关系.

DNA: 用碱一廉糖梯度离心比较了精制过

的大鼠肝核仁 DNA 及核仁染色质 DNA 的大

小，如图 1所示.核仁 DNA 的分子量是

5.6 X 106，相当于1. 7 X 104核苦酸.这样长度

的 DNA 至少可以为一个 45S RNA 编码，这

就为在体外用分离的核仁合成 4õS RNA 提供

了理论依据。在核仁染色质中， DNA 的分子

量是1.6 X 106，这说明在染色质的制备过程中

有机械切割作用，或脱氧核糖核酸酶的降解作

用.图 2 显示出在 4M 尿素中核仁 DNA、 核

仁染色质和核染色质的热熔解曲线.染色质的

l.4 

1.31 

~ 1.21 

黎

1. 

1. 

~，O~~8(l \1υ 

固 2 攘仨操包质的热嬉解困诺
+一+核染色质 。一。核仁 DNA

咱JJ)I
R 
<

·一·核仁染色质

攘仨 RNA 蘸幢密鹿锦摩酶心固诺

DNA 比去蛋白的 DNA 对热更稳定， 而核仁

染色质与核染色质之间的差异甚小.

RNA: 鼠肝核仁 RNA 的典型的熊糖密度

梯度离心图谱如图 8 所示.

蛋白质z 核仁中蛋白质的含量高，种类

多，它包括核糖体颗粒蛋白，酶蛋白，染色质

蛋白，如组蛋白，非组蛋白等。 Orrick ， L. 
R. 以及 01son ， M.O.J.等[11 ， 12]，用双向凝

胶电泳对此进行了分析研究.用 0.4NHa SO，

从核仁中抽提出酸可溶性蛋白质，经双向凝胶

电泳分离，可看到 100 多个斑点.核仁非组蛋

白是相当不均一的，代谢活性异常活泼，并且

高度磷酸化。 SDS-丙烯眈胶凝胶电泳图谱表

明，核仁和核仁外染色质之间有明显差别。核

仁非组蛋白的种类和功能将是有关基因表达调

控的进一步研究的目标. Busçh 等[8]还比较了

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



第'3 卷第 4 期 细胞生物学杂志 ? 
一一一一一一一二 一一一一一-一一一-

Novikoff 肝癌细胞和正常强肝细胞核仁蛋白

质，发现两者之间的凝胶电泳图谱有许多斑点

是不同的。可见，在不同生理条件下，核仁蛋

白会发生变化，因此根据这些变化可研究核仁

蛋白质的功能.

三、分离阁楼仁在体外的 RNA 合成

1. 45S RNA 的合成条件: Ro 和 Busch

等[13]于 1964 年第一次证明用分离的核仁在体

外系统中能合成 RNA，反应体系需要全部四

种核苦三磷酸和二价阳离子.' RNA 的合成几

乎被放线菌素D所抑制，而被核糖核酸酶所降

解.缺少一种核苦三磷酸， RNA 的合成便不

能进行. Grummt 等问，叫也利用分离的核仁

在体外合成了 455RNA 和更大的 RNA. On

ishi 等[16]用从鼠肝及腹木癌细胞分离的核仁

探讨了 455RNA 合成的条件. 他们的结果表

明，要最大限度的合成 455RNA，在合成的

反应体系中二价镜离子和核糖核酸酶抑制剂是

必不可少的，反应温度在25-37"C之间， 25 'C 

最好， 15-30分钟即可完成反应.作为标记底

物的 CTP 或 UTP，其浓度至少是0.012mM.

2. 转最远程的忠实性g 可通过鉴定其转

录产物 RNA 的大小，核苦酸组成，分子杂交

行为，沉降图谱等加以分析.

(1) RNA 的大小 在真核生物体内，核

糖体基因首先转录成核糖体 RNA 的前体，大

约是1. 4x10' 核普酸，沉降系数 455，经过

加工成熟过程，最终形成 285 ， 18 5 , 5 ,85 

RNA. 但是已有报道，分离的核仁在体外合成

的 RNA 比在体内合成的 RNA 短，这可能是

受到核仁纯度及其结构完整性的影响.因为在

提取核仁过程中， 超声波处理会使核仁 DNA

断裂，或者有核质的污染，致使核质内所含的核

糖核酸酶将新舍成的 RNA 降解成沉降系数更

小的片段，甚至小到 4-85. 然而 Gtummt等

也发现，在体外还可以合成大于 455 的RNA.

(2) 核等酸组成和可旨纹圄谱"分析 分离

的核仁体外转录产物 RNA 的核曹酸组成分析

表明，其 G、 C 含量占 60-70%，这一数字与

体内 rRNA 前体中 G、 C 含量很相近. Buseh 
等[6， 17]用改良的同系层析技术作了核糖核酸酶

T1 降解核仁转录产物的指纹图谱，发现在降

解由体内提取的 455RNA 的大约 200 个斑点

中，只有四个斑点在核仁体外转录物中不存
在.这就意味着，尽管 rDNA 仅占核仁 DNA

的 0.5%，但被转录的部分仅仅局限于核仁

DNA 中的 rDNA ， 足见在核仁中存在着某种

控制系统，它们帮助聚合酶特异地识别核仁

DNA 中的 rDNA.

(3) 利用分子杂交技术分析 RNA 产物

分子杂交技术是鉴定转录过程忠实性的有效方

法之一. 当用分离的核仁在体外合成的 RNA

与 CsCl 梯度上离心分离得到的核仁 DNA 一

起a退火'时，这些新合成的 RNA便杂交到含有

核糖体基因的重链 DNA 上，根据 DNA 转录

时其转录产物的碱基与之五补的原则，说明这

些新合成的 RNA 是由核仁 DNA 中的 rDNA

转录出来的rRNA.另外，为鉴定转录忠实性，还

可通过分子杂交竞争实验来进行. Grummt[叫

证明，分离的核仁在体外合成的 RNA 可与从

体内提取的 455RNA 对 rDNA进行杂交竞争，

其竞争率达 90%，而与 285 加强5RNA 的竞

争率是60%. 这就表明了在分离的核仁中核糖

体基因在体外相当忠实地转录.然而，由于分

离的核仁中含有内源 rRNA，使问题复杂化.

目前多采用与过量的 DNA 杂交，或者把内源

RNA 与体外合成的 RNA (带家原子〉通过

5H-琼脂糖亲和层析加以分开的办法来克服.

四、核仨巍包质转嚣的特性

L 核仨黛色盾的模极活性E 以核仁染色

质为模板，外加 RNA 聚合酶进行体外转录，

发现染色质的模板活力是去蛋白 DNA 模板活

力的 10-20%. 用 5pelsberg 等人的方法制

备的核仁染色质可以作为 RNA 聚合酶1. l[ 

和大肠杆菌 RNA 聚合酶的模板进行体外转

录[101 ， 在同一模板上三者的转录活性是不同

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



8 细胞生物学杂志 1981 年

的。大肠杆菌聚合酶显示出最高的转录活性，

RNA 聚合酶 I 次之， RNA 聚合酶 E 最低.

无论是改变反应体系中 RNA 聚合酶的用量还

是染色质模板的浓度，其结果都是如此.当以

核仁染色质为模板，用 RNA 聚合酶 I 和大肠

杆菌 RNA 聚合酶作叠加转录时，发现[aH]~

UMP 的掺入为两者之和.与 RNA 聚合酶 I

相比较，在核仁染色质模板上有更多的转录起

始位点被大肠杆菌 RNA 聚合酶所利用，它也

能够转录 RNA 聚合酶 I 所不能转录的核仁染

色质的 DNA 区段.

2. 核仨挠色质键嚣的特性s 虽然核仁染

色质可以作为 RNA 聚合酶1. J[及大肠杆菌

RNA 聚合酶的模板进行体外转录， 但其转录

产物却很不相同.为进一步澄清不同 RNA 聚

合酶转录核仁染色质的性质，将体外合成的

RNA 与核仁 DNA 杂交，或分别与 4õSRNA

及 28S 加强SRNA 混合体对 rDNA 作杂交竞

争实验[18] ，结果表明， 用 RNA 聚合酶 I 转

录出来的产物比用 RNA 聚合酶 E 或大肠杆菌

RNA 聚合酶转录的产物对 rDNA 杂交的竞争

力更强.当大肠杆菌 RNA 聚合酶被用于转录

核仁染色质时，其转录产物与 45S RNA 对

rDNA 的杂交竞争率仅达 10%，而 RNA 聚

合酶 E 和 I 的转录产物与 45S RNA 对 rDNA

的竞争率分别达到 20% 和 40% 或更多.当用

去蛋白的 DNA 作模板时，其转录产物几乎不

能与 rRNA 对 rDNA 进行竞争杂交，此时，

无论用那种 RNA 聚合酶其差别是不明显的.

五、存在问题与属盟

1.关于转录机制的研究g 根据现在的研

究，目前认为在分离的核仨体系中，体外新合

成的 RNA 链的 80% 是在体内已经起始的

RNA 链上的延长，‘而不是重新起始. 那么，

rRNA体外合成重新起始的问题是否如此，仍

有进一步研究的必要.

如前所述， Grummt等发现，用分离的核

仁在体外合成的 RNA 大于4õ S，而产生所谓

"转录过头"现象.他们认为造成这一现象的

i原因可能是转录终止阶段出现障碍.因此，转

录是如何终止的，亦需研究.

2. 攘仨和攘仨巍包质的转最控制因于g

rDNA 仅占核仁 DNA 的 0.5%，而核仁的基

因产物，无论是在体内还是体外系统中皆为

rRNA. Ballal , N .R. 等[20]报告，用他们的

方法得到的核仁染色质仍保留有 20% 的内源

RNA 聚合酶 I 的活性， 体外转录产物与体外

完整核仁转录产物的指纹图谱基本相同。用小

于或等于 0.6 M NaCl 抽提核仁所得到的染色
质仍保留有内源 RNA 聚合酶的活力和转录的

特性，从外部添加 RNA 聚合酶 I 并不能显著

增加转录能力，直到用 1 M NaCl 抽提核仁
时，外加 RNA 聚合酶 I 才能起作用，并且转

录产物与完全去蛋白的核仁 DNA 的转录产物

相似，但这种转录是任意的，是不忠实的.这

说明在核仁染色质部分确实有控制忠实转录的

因子，并存在于某一特定浓度的盐溶液抽提的

核仁染色质中.这一结果也反映了染色质结构

对于核糖体基因忠实转录的必要性.

3. 不同生理条件对攘仨的影响[ 18]: 

rRNA 的合成速率与细胞增疆的速率密切相

关，即与生物的生长，蛋白质合成有关.蛋白质

合成抑制剂放线菌素嗣、嘿岭霉素等直接抑制

rRNA 的合成.给鼠注射硫代己酷股以后，剌

激鼠肝细胞增长，此时， 鼠肝核仁中 rRNA

合成增加. rRNA合成速率改变的原因，可能

与不同生理条件下核仁中 RNA 聚合酶量的多

少或活性的高低有关.因此，从具有不同增殖

速率的细胞中分离出的核仁，将适合于说明

rRNA合成速率变化的机制，为研究基因表达

的调节提供了一条途径.

4. 关于攘糖体基因的"结掏体制" (Or
ganization ):限制性内切酶基因图谱表明，

真核生物的核糖体基因可能是中度重复的，是

以许多结构基因的重复单位成串组合排列的.

图 4(的显示出蛙、小鼠及 Hela 细胞的一个

4óSRNA 前体结构基因和间隔区所组成的核
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(叫一ζ二二::J-D-[二二二:J~~二
18S 5.8S 288 间隔区 18S 

(bJ-{二二3王辛f二3一一一-D-^'叫E二
188 5.8S 28S' 击fiÌ\都t 28:;" 间隔区 18S

回 4 rDNA 的存在方式

糖体基因的重复单位.图 4(b)是果蝇(Droso

phila) 的核糖体基因的重复单位， 与(a)所不

同的是在 285rRNA 基因中有一长度不等的非

编码插入序列。而酵母核糖体基因的重复单位

是以 185 ， 5.85 , 255 的顺序排列的.由此看

出，真核生物核糖体基因的存在方式依物种的

不同而有差异。那么，核糖体基因的多样性与

生物的进化有何关系将是今后研究的问题.

至于核糖体基因是否采取核小体结构仍有

争议[21] 。 用核酸酶消化的结果表明， 核糖体

基因具有核小体结梅，而用电子显微镜并未观

察到。因此，核糖体基因是否具有核小体结

构，尚待研究。

5. 结构与功能的关系， Daskal , Y.等[叫

曾研究过核仁染色质的超级结构〈电镜扫描图

谱分析〉与转录活性之间的关系; Bombik[23] 

及 Huaug 等[叫对核仁及核仁染色质作过溶液

构象研究，发现 RNA 及蛋白质对核仁 DNA

的圆二色光谱椭圆率有明显影响.这说明

RNA 和蛋白质的存在与否可直接影响核仁

DNA 的构象.加强这方面的研究， 可以揭示

核仁 DNA 与蛋白质之间的相互作用.

6. rDNA 的纯系繁殖z 尽管 rDNA 是中

度重复的基因，特别是在蛙的卵母细胞中可以

增加 2000 倍，但是，要想得到足够量的 rDNA

还是比较困难的o Higashinakagawa 等 [3] 从

大量高纯度的核仁染色质仅仅得到 1-2 微克

的 rDNA o 基因纯系繁殖技术提供了大量获得

特定基因的手段。最近 Grummt 等[比]利用这

一技术，得到了含有 185RNA 编码的 rDNA

片段.如果把用纯系繁殖技术得到的含特定基

因的 DNA 片段与相应的染色体蛋白〈包括组

蛋白与非组蛋白〉重组，构成所谓"微染色

体"，便可深入地研究转录过程及染色体蛋白

对转录的调节机制。
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