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调节。 凡此种种，再加上各种实验动物模型和

体内外细胞功能重组的实验条件的确立等等，

都使应用免疫活性细胞来研究上述问题比起其

他生物学材料更为合适。

兔疫学在最近二十多年的发展大大借助于
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其他生物科学的理论和技术，形成了免疫生物

学这一新的学科领域，我们相信，今后免疫生

物学中一些基本问题的阐明，必将反过来推葫

整个生物科学的前进@

染色体非组蛋白及其对真核细胞

基因转录的调节

均玉 5民

(中国科学院生物物理研究所)

近十年来，有关真核生物细胞核生物化学

的研究最显著的发展之一，是对染色体非组蛋

白(简称 NHP) 的重要性给予了充分肯定。现

已知道，染色体非组蛋白是相当不均一的，它含

有许多有关细胞核代谢的酶类，如RNA、DNA

聚合酶等、但人们最感兴趣的是它们含有能

控制基因表现的蛋白。人们已从许多真核生物

中分离出了 NHP ，并与 DNA，组蛋白一起

进行体外染缸质重组实验，以期了解 NHP 对

DNA 或染色质特异性转录活性的调节作用。

-、染色体非组蛋白的制备

染色质的制备和组成 z 制备NHP一般是从

染色质开始的 ， 分离染色质的方法基本上是除

去动物组织细胞的细胞质和可踏性的核成分，

然后得到核蛋白复合物。 通常分两步进行z 首

先用适当的含盐缓冲液匀浆动物组织，经过滤

除去未破裂的细胞和膜碎片，用低速离心收集

粗制细胞核沉淀，再通过蔚糖密度梯度离心11j!J

备纯净的细胞核，其次是用适当的含盐续;巾被

破碎细胞核， 经高速离心，除去可溶性核成

分，制备染色质。

染色质包括四种主要成分，即DNA、组蛋

白 、非组蛋白和少量的RNA o DNA含量 随细

胞种类的不同而有变化qDNA的含 一量约占染龟

质重量的30-40% ，若把它作为 1 ，其它三种

成分的含量与之相比较，从表 1 可以看到，在

不同生物和不同细胞中，组蛋白与DNA的比率

大约是 1 : 1 ，而NHP的变化甚大。

染色体非组蛋白的制备z 迄今为止，得到

表1 染色质的化学组成

来 源 I DNA | 户主 J 组蛋白 ! 非但蛋白
鼠肝 1 I 0.04 I 1.15 I 0.95 

fIí 'J 脑 I 1 I 0.13 I 1. 6 I 0.5 

ι豆豆丁丁一「 …订J厅. 64
牛胸腺 I 1 I 00臼5 I 0 . 8阴9 I 0. 21 

H 

NHP 还是比较困难的，因为它不易溶解，很容

易与 DNA、组蛋白形成复合物，给分离造成许

多困难。尽管如此，还是报道了许多纯化制备

NHP 的方法。 ( 1 )用稀酸处理染色质，去除

组型号自，然后用酣或SDSì杏解，离心除去DNA ，

也可用牛脱脱氧核糖核酸酶水解 DNA，抽提出

N!-!P o (2) 为避免用强酸 强碱处理染在质，

可采用高浓度的盐 (NaCl ) 溶液或"高放度盐

( NaCl )一一尿素溶液" (近中性 pH) 抽提

染色质，通过超离心或凝胶过滤除去 DNA，再

通过离子交换层析，把组蛋白与NHP分开。常

用的树JJ旨是 与io ..Rex 70 (阳离子树脂)， NHp 
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不被树脂吸附直接流出。 NHP可进一步用树脂

分离。用Sephaàe SE树脂，通过盐梯度洗脱，可

以大量制备 NHP 0 Mac Gil1ivay 等(1)用起基

磷灰石柱层析，把小鼠胚肝染色质分成五部

分，其纯化方法及分析结果见表 2 。从表 2 可

见，鼠胚)汗 NHP在起基磷灰石柱上的分级分离

部分地依帧于蛋白质磷酸化的程度。 组分H 1是

组蛋白，组分H l - 4 是NHP。 组分H 2有"激活"

胚肝D~A 组分HI 复合物转录珠蛋白mRNA的

能力，而组分H3 "激活"能力较差，组分H ( 则

不能"激活" 。 组分H 2 - .都含有少量 的核酸

(RNA) ，可用CsC1 î第度离心除去。 ( 3 )另

外，还可根据NHP的专一性集团( 如磷蛋白、

HMG蛋白等) 来分离。

表2 小鼠Jlf、 iìf~ 包体蛋白质的分离及其分衍

3担怠/iJl

~.lfN ，Cl'5m草草 : r m Jt NO;l'P04 p宵 c .s

经 J正确灰石

l磷放盐 60mM 2回m 1i 200 m,... !iOOmlC 
NaC I 2 M 2 .11 r. 
尿素 ~M ~}I 5 M ôM JI 
氯化脱 2 M YI ii F>280nm 

1(, l[啻 JI, ]1. I DNA 

:111白' 7z 12 4 

隙组性/基破I\!!性 。 5 1.3 1.3 1.2 

均/毫克蛋白 0.09 ~ .28 13.48 5.2r) 4.54 

蜘tjlli 白质 。 0.02 1.15 2.90 >200 

IlNA" 。 1.2 1.2 92 

近年来， 由于蛋白质分离技术的改进，人

们已从种类繁多的NHP复合物中分离出一些单

一的 NHP( 2;3 )。通常是在常规分离的基础上，

如硫酸钱分级沉淀、凝胶过滤、柱层析等，再

借助于高灵敏度的凝胶电泳技术，及DNA-琼

脂糖〈或DNA -纤维素)亲和层析来实现。如

NHPC 14 的分级分离，先用 0--30% , 30-60% , 

60-- 95% 硫酸锻沉淀， 而后再用双向凝胶电泳

分离制得单一的NHPC 14 ;非组蛋白NH 3 00 0 0 的

制备，便是先通过程基磷灰石柱分离得到一组

不均一的非组蛋白 ，而后再经过DNA-琼脂糖

197 9 年

亲和层析分离。自从 Knecht 等川 1 971 年第一

次分离得到单一的NHPo1 s 以来，目前已 分离

得到十几种单一的 NHP，并对它们的性质进

行了一些研究 (见表 3 ) 。 但是在这些单一的

NHP 中直接与基因转录控制有关的蛋白质还

是比较少的。其中 NHPC 14 能促进 ( 3 H ) -UTP 

的掺入，使 DNA 的转录模板能力增加30% 。

二、染色体非组蛋白的特点和性质

组成和非均一性 z 染色体非组蛋白通常'也

称酸性蛋白。其氨基酸组成与组蛋白的不同，

所含酸性氨基酸(谷氨酸、门冬氨酸 j 多 r碱

性氨基酸(精氨酸、赖氨酸和组氨酸 〉 。 如表

2 所示， NHP 的般性氨基酸与碱性氨基陋 的

比率犬于 1 ，然而也有少数 NHP 呈中性或碱

性，所以把这类染色体蛋白质称为染色体非组

蛋白比称"酸性蛋白"更为确切。
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由不同来源的染色质分离得到 的 NHP 是

非常不均一的，含有许多有关细胞核代谢的酶

类，如与 DNA合成和修复有关的 DNA聚合酶

及连接酶， 与 RNA合成有关的 RNA聚合晦，

与蛋白质拥工、 l海解有关的蛋向酶， 以及与核
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酸和蛋白修饰有关的酶类(甲基化酶，乙散化

酶，磷酸激酶，去甲基化酶，去乙酷化酶，磷

酸酶等) 。 除酶类以外，在 NHP 中还有一些

具有结构功能的蛋白质。然而，更引起人们注

意的 NHP，是那些可能含量很少而对基因表

现有调节作用的成分。

NHP中磷酸含量是相当高的，其中丝氨酸

和苏氨酸易被磷酸化，而且磷酸盐的转换速率

很快，所以NHP的磷酸化是 NHP 重要的代谢

性质。 NHP 还含有硫醇基。更值得注意的是

NHP存在色氨酸，而组蛋白中元}t氨基酸，这

可作为特异标记NHP的基础。

月1 SDS ì疑肢电泳分析NHP，发现NHP比组

蛋白复杂得多，包括12一18种主要成分，和50

种稀有成分，其分子量范围是 1 万一10万。由

于 NHP 的不均一性，引起人们更进一步研究。

利用双向凝胶电泳如"酸一尿素系统"电泳

法，或丙烯酷脏凝股电泳的等电聚焦电泳与

SDS 凝胶电泳联合技术，友现啃齿类动物和鸡

组织的染色体 NHP 具有范围较广的分子量和

等电点，通过染色测到 50-100 种蛋白质。利用

Peterson 等(5)所介绍的同位素标记细胞蛋白

质，与高分辨率的双向凝胶电泳〈等电聚焦

SDS电泳)相结合的技术，可将 Hela细胞染色

质的NHP分离成 450 种之多。大多数是稀有成

分，然而其中有60多种蛋白质类似于在核质和

细胞质中所测到的。

目前要准确地估计存在于真核生物细胞核

中的基因调节蛋白的数量还是比较困难的。通

常认为调节一个基因的%，异蛋白的拷贝数为

10 3 …10 4 ， 因而用一般的凝胶电泳测远不能满

足要求， Peterson 等人所介绍的方法可以部分

地完成这一任务。

NHP 的这种不均一性可能与抽提它时所

用去垢剂 (SDS) 的浓度有关系，因为 SDS是

→种解聚剂，它的浓度不同可以引起 NHP 解

聚程度的差异。另外， NHP 的数目和种类也

与分离相分级分离它的方法有关。因此在解释

NHP 的不均)性时必须谨·民。
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组织和种属特异性z 有不少学者利用 SDS

凝胶电泳技术，对NHP 的组织和种属特异性进

行了比较研究。许多实验表明 z 不同种属动物

的相同组织，如大白鼠，小白鼠和鸡的肝脏，

其染色体非组蛋白电泳图谱是相似的。在鼠肝

发育再生时期，其NHP的差异主要也是数量的

变化。然而，同→种动物的不同组织其染色体

NHP 的电泳图谱却是有组织专→性的。如发

现鸡网织红细胞 NHP 的电泳图诺比鸡肝脏染

色体 NHP多一条带 F 鸡脑的 NHP 与其网织红

细胞 NHP 大部分是相同的，而少量的 NHP却

非常不同。 Wu 等(6)利用 SDS 凝胶电泳比较

了鼠的肝、肾、脾、肺、胸腺、甲状腺和脑组

织染色体NHP，发现大部分电泳带是相同肘，

只有少数 NHP 是组织专一的，特别是脑组织

的NHP与其它组织的NHP差异更大。 Wu 等也

比较了不同种属的相同组织的NHP，他们把除

鱼以外的多种脊椎动物如鼠、猪、乳牛、鸡、

海龟和蛙的肝脏与肾脏的 NHP 进行了凝胶电

泳比较，资料表明，在这些动物中， NHP 的

变化比组蛋白大，而有少数电泳带对所有组织

似乎是不变的。

上述事实说明， NHP有其组织和种属特异

性。在不同动物组织中存在着大量相同的NHP ，

这些NHP大概就是酶蛋白和结构蛋白，对各种

组织是共同的。由于这些蛋白质的大量存在，

可能掩盖了集中在核内的为数不多的基因调控

蛋白，因为数量少不易检测出来，但这却是一

类更重要的有组织专一性的蛋白。

合成与转换:早已知道， NHP和组蛋白先

在细胞质核糖体上合成，而后再进入细胞核中。

但是，组蛋白主要是在细胞周期的 S 期合成，

而NHP的合成则发生在~~个细胞周期。 NHP的

合成速率比组蛋白快，激素剌激细胞后NHP(jJ

合成速率明显增加。

翻译后修饰:翻译1万NHP的修饰寻l起人们

极大注意，翻译后NHP可被磷酸化，乙酷化，

甲基化等修饰，最主要的是磷酸化。表 2 表明

NHP经起基磷灰石柱层忻后各部分的含磷程
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庭。 NHP磷酸化与改变基园的表现有关系。另

外，有人报道了NHP翻译后能发生多聚腺昔二

磷酸核糖基化作用。

三、染色体非组蛋白对真核细胞

基因转录的调节

关于DNA、染色质或染色质中特定基因剖'

录性质的研究， 多采用体外染包质重组技术和

分子杂交方法。 所谓染色质体外重组技术，是

把不同来源的染色质预先分成它的组分DNA 、

组蛋白和非组蛋白，然后再将不同米源的不同

组分以不同的比例在体外组合起来，研究各个

组分之间的相互作用 。 实验证明，体外重组的

染色质和天然染色质所转录的 RNA 是极相似

的。 ' 所谓分子杂交方 法， 二是利用 DNA 变性后

成为单链，并能与相应的RNA有互补作用这

一特性，来测定DNA样品中某一基因的存在 。

它既可用来测定某个基因的存在，也可测定由

特定基因所转录的RNA产物。在研究特定基

因转录时，所用的分子杂交技术与上述有所不

同，是反过来作的，即利用特定基因的 RNA

转录产物为模棍，以四种脱轼核背三磷酸(一

种是用同位亲标记的)为底物 ， 在依赖于RNA

的DNA聚合酶(即逆转录酶) 存在下 ， 得到

与RNA模棍互补的标记DNA，以互补的 DNA

作为一个探针，经过分子杂交米检测是否存在

特定基因的转录产物RNA。

1.接色体非组蛋白对 DNA 选择性转录的

调节 ( 7) 

NHP选择性激的。刘A转录 z 在 Ehrlich J监

水肿瘤细胞RNA聚合酶反应体系中，以与RNA

聚合酶同谅的DNA作模板， 当加入由腹水肿

瘤细胞提取的NHP时，激活了 RNA 的体外 合

成。这一激活作用对DNA模板和IRNA 聚合酶

体系都是专一的。 国为以牛胸腺、 鼠肝丰n鸡红

血球来源的DNA代替肿瘤DNA作模板时，贝IJ

肿瘤细胞NHP对RNA合成并没有激活作用 ，

如图 1 所示。当改变 RNA 聚合酶体系时，这

一NHP对 RNA的合成也无激活作用。事实上

10 

1 9 7 9 年

0 .5 1. 01. 52.02.5 3 .0 
蛋白质:DNA

图1 NHP 选择性激活 DNA 转录

-一- 0 一一腹7]:.肿瘤 DNA

--牛胸腺 DNA、鼠肝 DNA、 鸡网织
红细胞 DNA

这一NHP是用与其同源的DNA-纤维素亲和层

析制得的，因而表明了NI-IP的某些成分能够识

别3! 结合到腹水肿拮 DNA 特异的核背酸序列

上。把 t述腹水肿瘤DNA降解成大约 500-600

个核背酸对长的片段，与NHP作结合实验，发

现起激活作用的NHP 仅仅结合到单拷贝 DNA

序列上，没有或很少结合到重复的 DNA 序列

上(见图 2 ) 。

50一

。士可.~~~-~ L:=I~士±芒一-
o .1 8 1主 1 6

,"[1 .0; fiI" 

图2 NHP 与 DNA 的选择性结合(125I-DNA)

一一.一一单拷贝 DNA

}一重复 DNA 序列

NHP激活以单拷贝序列DNA 为模板的

RNA转录的起始反应: NHP专一地结合到单

拷贝DNA序列上，并引起转录活性增加。用

[r_ 32 P] , ATP、 GTP和 [3 I-1] -UTP作RNA

聚合酶反应体系的标记底物 ， 在 NHP 存在或

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



第一卷第一期

缺少的情况下进行RNA的合成。当 NHP存在

下合成RNA时， [ r- 3 ZP] -ATP的掺入速率

成倍的增加， [3H]-UTP掺入是平行增加，而

对 [r_ 3ZP ] -GTP的掺入投有 什么 影 响。在

RNA的合成反应中，不管 NHP 存在与 否，

RNA产物的平均链长大约是相同的。一般认为

RNA的合成是以ATP或GTP作为5'末端核昔

酸开始的，所以上述结果表明 NHP 只激活

RNA的起始反应，并不促进RNA 链的增长

〈见图 3 ) 

综上所述，起激活作用的 NHP，能够识别

并专一地结合到同源的单拷贝DNA序列上，从

而激活其转录，并通过激活RNA合成的起始反

应采实现。

160 
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图3 腹水肿癌 NHP 对 RNA 合成和链起始的影响

.....-一有N[[P 存在
。口A-一无 NHP 存在

另外，从Ehrlich腹水肿瘤细胞染色质分离

得到另一类 NHP，它们对DNA体外转录有抑

制作用。

NHP与DNA的结合z 为确定这类起抑制

作用的 NHP 与 DNA 的相互作用是否有选择

性， 首先把Ehrl i ch腹水 )l'I l 硝纽I fl包DNA降解成

含有重复片列和1单拷贝 序列的 DNA 片段，利

m硝酸纤地亲)民过v!\的结合分析法，检查了这

类 NHP与DNA相结合的能力，友现NHP仅仅

结合到重复的1)NA 序列上 ， 很少结合到单拷

贝 DNA序列上。

NHP对DNA转录的抑制1:把这类 NHP加

到以同源的双链DNA为模板 ， RNA聚合酶 且

反应体系中，可以看到， RNA 的合成受到抑

制。当以变性的DNA 为模板时则无抑制作用

〈见图 4 )。当用大肠杆菌RNA 聚合酶时，

也无抑制作用。同时发现， NHP抑制RNA 的

合成是发生在用重复的DNA 序列作模板，而

不是用单拷贝的DNA序列作模板。

NHP抑制以重复的DNA 序列为模板的

"0 

μg ,\-1I l ' 

图4 Ehrlich 腹水肿瘤 NHP 对依赖于

DNA 的RNA 合成的抑制

RNA链合成的起始反应 ， 而又.jRNA链的延长并

不起作用。

因此，起抑制作用的NHP优先地抑制同源

的重复DNA 序列的转录活性，有组织专一性，

对RNA 聚合脚也有严格要求。

然而 ， 更多的研究证明， NHP与 "裸露"

的DNA相复合时，不能改变DNA的模板活性 j

而只有与 DNA -组蛋白复合物相作用时才增

加DNA的模板活性 ， 关于这一点下面将述及 。

2. 操色体非组蛋白对接包质转录的调节

利用染色质体外重组技术，对真核ílIl l;包基

因表现，染色质的结构与功能进行了问:多研究 ，

而天然的或重组的染色质则是研究基因转录功

能的理想模板。实验指町 ， 染色质的转录模板

活性只是游离DNA转录模板活性的 卡分 之 一

左右，其原因就在于 z 组蛋白在基因表现的调
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节控制中作为非特异的抑制者，与DNA的任何
区段都可作用 ， 掩盖了RNA合成的起始位点，

从而降低了那一区段的模板活性。与此相反，

NHP可能"激活" DNA -组蛋白复合物的模板

活性，或者说是解除组蛋白的抑制作用，从而

促进DNA -组蛋白复合物中DNA的模板活性。

Bekh町 等人 川 、 9 ) 从兔肝染色 j贡 中分离

出三种不同成分的NHP Mo ， Ml :tilM 3 ' 他们研

究了这三部分NHP对DNA-组蛋白复合物转录

及阔二色性光谱的影响。 结果发现这 三 部分

NHP 不影响"裸露" DNA 的转录活性，但对

DN 

图 5 )儿。在限制聚合酶酶量的条件下，以复合

物为模板， Mø剌激 [3HJ -UTP 掺入到 RNA

中的量，达到以 DNA为模板时掺入量的44% , 

M3的影响大 于Mo ， 可以注到 4 7% ， MJ 对 DNA­

组蛋白复合物的转录儿乎没有影响。他们发现

Mo 和M3 以不同的矶理增加 RNA的合戚， Mo 

是通过全面影响 DNA -组蛋白复合物的掏象来

剌激RNA 的合戚 ， 而 M3 则是通过增加RNA

聚合酶结合到 DNA-组蛋白复合物七的数量来

增加RNA的合成，这一结论是与困二色性光谱

的测定结果相吻合的。由于Mo 对D?>IA-组蛋白

复合协的作用，使其困二色椭圆率由5100增加

到6900 (度-厘米 2 /克分子 ) ， 这反映了 Mo使

复合物构象发生变化的结果。

Gilmour 等( 1 ) 按图 6 设计了兔胸腺和骨

恼细胞染色质重组实验 ， 在聚合酶存在下， 重

组的兔胸腺和骨髓细胞染色质分别能转录胸腺

RNA和骨髓RNA ， 当 用胸腺和骨髓的DNA、组

蛋白混合在一起，力n人胸腺NHP时，重组的染

色质能转录出胸腺 RNA ， 而把胸腺与骨髓的

DNA、组蛋白混合在一起，加入骨髓的NHP时，

则重组染色质转录出骨髓 RNA。实验有力地说

明，组织专一位非组蛋白的出现，就决运组织

中那个基因的转录。 当 NHP "激活" 转革时，

NHP 的组织专一性还可以通过组织同源的

NHP "激活"能力大于组织异掘的 NHP这样的

事实来说明(如图 5 所示 〉 。

i 9 '7 9 年

í，~ J;;( IJ N A 异曲liDN A

图6 旦旦旦对 DNA 和重组染色质模板活性的影响
| 斜 H才 DNA

E回 DNA+H (1 : 1) (H: 组蛋臼 )

M: DNA +NHP( Mo M, M3) 
M/H DNA+ H+NHP(Mo Ml ]\13) 

同源: 兔

异源· 鸡 DNA十日

Mo Ml M3 由兔染色质得到

~';'J.;他染(立民 兔的忱地色顶

j响 117..'\门 p ~n 俐'冉 í~ :J). ') -1':陆、、! !l '币 rH t{t色质

图6 染色质重组实验

3. 染色体非组蛋白对真核细胞特定基因

转录的调节

关于真核细胞特定基因 ( 有专一性生物功

能的基因〉表现的研究大都集中在rRNA基因、

5SRNA基因、 组蛋白基因、 珠蛋白基因和卵

白 蛋白基因。因为这些基因在真核细胞中有很

大的重复性，或存在于特定组织的细胞中( 如

输卵管细胞等) ，或存在于细胞周期的特定时

期，使于分离纯化，分析鉴定。

Stein 等 (11) 以Hela细胞的不同周期作为
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研究真核细胞特定基因表现调节的模式系统，

可其组蛋白基因的表现作了较为广泛的研究。

他们以与组蛋白 mRNA 互补的 [3HJ-标记的

单链DNA作为探针，来分析组蛋白mRNA序列

的存在与否。他们发现，在细胞周期的S期，亦即

DNA复制期 ， 在其染色质转录物中含有组蛋白

mRNA序列，而在细胞周期的G，期却没有组蛋

白mRNA序列。染色质重组实验证明，当在

DNA复制的细胞周期时， NHP对组蛋白基因

转录的活化起着一种关键性的作用。为验证

NHP在调节组蛋白基因方面的功能，如图 7 所

表示的，他们把G，期、 S期染色质进行了分解，

设计了一系列重组实验，结果见表 4 。通过上

述实验说明，同一基因在不同细胞周期的活动

状况不同，而不同细胞周期的NHP对同一基因

的影响不同，只有S期NHP 才是组蛋白基因转

录的调节蛋白，对组蛋白基因的活化起着关键

作用.

刊}回细 !也染色质 G.)þj细胞染色质

重组染色质 ~t叫T

sWI细胞 Xli P

可[组集色质带有

(j，J国细胞 :\1 !J'

l羽 7 Hela 细胞染色质重组实验

MacGillivray等人( 1) 研究了 NHP 对珠蛋

白基因转录的调节。他们以十四天小鼠胚肝为

材料， 提均l 了)压肝染色质，在大肠杆菌 RNA

聚合酶存在下进行了体外转录乡 以 与珠 蛋白

mRNA互补的DNA为探针，作分子杂交，发现

在转录产物中含有珠蛋白mRNA。把染色质榕

解在亩-2JhNaCl-5M尿素-的 tris-HCl (pH 8.û) 

缓冲破中，此时染色质DNA与蛋白质;分离，再

• 17 • 

用梯度透析技术使之重组，其转录活性与天然

表4 NHP 对Hela 细胞组蛋白基因转录的调节

模板类型 | 外加蛋白质类型 | (纽 JL子fdZA)
S 时组染二万「一一 一---，-孟录产尹

二函豆豆-~Jffi [-一一一-[ -u品f一-

G，期重纽染色质 I s 期 NHP 1 3332物·随 NHP

G，财组染色质 I s 期组蛋白 1 元转录产 物
质 | G 1 均圳刷川i汀川川N阳吁叮I盯-

(手其L 它类型) I 
期重组染色质 I ~，期总染色质 ! 对 5 期染色质转录元

1 .蛋白 l 影响

染色质转录活性的程度相似。如前所述，他们

进一步用起基磷灰石柱层析，把胚肝染色质分

成为H" Hh H3和Hd 四部分 (H，为组蛋白，

Hr-H4是对起基磷灰石亲和力不同的 NHP部

分) ，将DNA-H，复合物分别与H z ， H J 和 H 4

重组， 可以观察到这些重组染色质对珠蛋 白

mRNA 转录的程度是不同的，其中 H 2部分对转

录的活化最高(见图 8 )。上述实验证明，鼠

胚肝珠蛋白基因的转录是由胚肝中特异的一类

NHP控制的。

二
，
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图8 111 DNA、组蛋白和经瓷基确灰石层析的
NHP 重组染色质的 RNA 转杂物对互补

DNA 的I商定

通过经基磷灰石分析， 分别将 fLi旺肝染色

质和成年鼠脑染色质的蛋白质部分分离成组蛋

白和NHP，将胚肝或脑的 NHI'与鼠的 DNA和

组蛋白重组，进行体外转录实验，以珠蛋白互

补ONA 为探针检测转录物，反;现只有与脏肝
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NHP 重组的染色质才有杂种分子形成，对脑的

NHP 是无效的。 这一实验说明，决定珠蛋白
基因转录的组织专一的 NHP ，只存在于胚月:1:

而在脑组织中并不存在。 这进一步说明， 同一

基因在不同组织中活动状况不同。

Chiu 等 ( 1 2 ) 也对鸡的网织红血球珠蛋白基

因进行了研究， 得到了与七述 类 似的结果，

证明只有网织红血球染色质的 NHP 的某一部

分， 可专-地调节珠蛋白基因的转录，并且具

有组织专一性。

鸡输卵管是研究基因表现调节控制的一个

理想的模式系统。 0' i\1 a lley 等 I I 3 ) 利用类固醇

撤素处理未成熟的母鸡，引起输卵管的急剧

生长租分化，诱导出专一性的卵自蛋白。他们

从激素处理的鸡输卵管中分离出染色质，把它

们作为研究体外传录的模板，为了解类固醇激

素调节基因表现的机理，他们作了多年的工作，

并提出了类固i问:激素调节鸡输卧j 管卵白蛋白

基因表现的作用模型。 概括起来，即类固醇激

素进入靶细胞，与细胞质激素受体相结合，形

成激素→受体复合物， 随后转移到细胞核里，

通过与染色质的相互作用行使调节功能。应该

指出的是，激素剌激鸡揄卵管卵白蛋白 mRNA

合成的同时，鸡揄卵管染色质NHP的合成也相

应增加，这与其他研究者关于NHP调节基因表

现的结论是一致的，并认为是在转录水平上行

使功能。

四 、 真核细胞墓因转录的调节机理

基因表现的调节和控制是当前分子生物学

集中研究的问题之一。 其基本问题是，如何选

择地转录基因组的特定区域 ， 或者确定的基因

如何被"打开" 和 "关闭"。关于真核细胞基

因表现的调节手fl控制有多种解释，认为( 1 ) 

可能存在类似于原核细胞如乳糖阻遏蛋白那样

的调节蛋白，负责真核基因转录的调节。研究

表明，某些特异的 NHP 以一种专一的方式结

合在 DNA_L i可对同源 DNA的-g序列有其

特异性。 ( 2 ) 各种R.NA聚合酶对萎因表现的

197 9 年

调节，如真核细胞RNA聚合酶 I 负责rRNA的

合成， RNA聚合酶II负责mRNA的合成 . RNA 

聚合酶 M 负责 5 sRNA手j] tRNA的合成。用同源

的RNA聚合酶 E 由染色质转录珠 蛋白 mRNA

序列时的转)=J<产物比用大肠杆菌 RNA 聚合酶

时约高出三倍，鸡输卵管 RNA聚合酶比异源的

RNA聚合酶转录更多的卵白蛋白mRNA序列。

( 3 )染色质亚单位局部构象的改变可能是调

节基因表现的重要环节之一，这种调节作用可

能与结合在染色质上的蛋白质有关系。 体外重

组实验表明， NHP对DNA 组蛋白复合物转录

的调节作用，大概是它能使 DNA-组蛋 白复

合物的构象发生变化。 ( 4 ) 染色质RNA对基

因表现也可能有调节作用。

关于NHP对基因表现的调节问题，目前的

看法是 ， 作为染色质NHP主要成分的磷酸化的

NHP ， 在调节真核细胞基因转录中起着关键作

用。 Stein 等 ( 1 0 ) 用分J离出磷酸化的 NHP 手u把

已磷酸化的 NHP 再去磷限化的方法，来确定

NHP 磷酸化对特定基因( Hela 细胞组蚕白基

因)转录的影H向。他们从Hela细胞染色质:中分

离出四种磷酸化程度不同的NHP，分别与 G 1 期

染色质重组，同时检测组蛋白、 mRNA序列产

物的多少 ， 发现只有两种磷酸化程度较高 的

NHP对G 1期 染色质有"活化"或"去抑制"作

用，有组蛋白 mRNA的产物， 其它两种NHP没

有这一作用 。 没有转录产物 ， 因为 G J j的染色质

本身是不能转录组蛋白mRNA的 。 用固相碱性

磷酸单醋酶将Hela grn胞S其)~NHP部分地 去磷酸

化( 约去掉60%的磷酸基因) ，然后再与DNA

及S期组蛋白重组，进行体外转录，发现组蛋

白mRNA序列转录物减少了 70% 以仁。上述两

个实验有力地说明了NHP磷酸化对特定基因转

录调节的重要性。

总之， 关于NHP对基因表现调节的机理，

目前尚未完全阐明。通常认为NHP能识别特定

的DNA序列及其特异的空间结构。由于NHP磷

酸化， 使带负电荷的NHP在DNA识另Ij位点附近

与带正电荷的组蛋自相结舍，导致DNA-组蛋
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白复合物构象发生变化，这时组蛋白-非组蛋

白复合体可能发生部分地转移，使DNA裸露，

暴露出更多的RNA聚合酶结合位点，从而促进

了模板活力， 使转录活性增加，起着正调控的

作用。

近年来的研究表明，虽然染色体非组蛋白

具有调节基因表现的功能，然而迄今还未解决

在真核细胞中用某种单一的 NHP 专一地调节

基因表现的问题，要解决这一问题，就需要分离

单一的NHP。 假如我们能把有调节基因活动功

能的特异的蛋白分离出来，用它调节和控制某

种基因的表现， 有可能实现人类对疾病及生物

生长发育的控制。另一方面，我们还可以分离

纯化具有特定生物功能的 DNA 片段，与组蛋

白、非组蛋白进行体外重组，研究这一具有特

定功能的重组染色质的体外调控机理，更进一

步阐明真核细胞基因表现臼调节问题。
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把姊顿早期原肠胚的背唇移植到另一胚胎腹面时，能

形成次级胚胎。移植的背唇能诱导外胚层形成神经系

统， 同时还能和容主组织-起， 调整成为中轴器官，

因此称为 "组织者" 。由背周1号J初级诱导作用发动的

一理串诱导锁链， 导致各种器官的逐步发育.

移码解读

正常情况下， DNA 上的核ti' 酸 顺 序，转 录在

mRNA上后， 在翻译过程中 ， 每三个核答酸为-组决

定一个氨基酸， 结果产生→正常的多~k ( 右俨 i 1 ) 。 但

如果DNA模板的正常核普酸顺序中 插入或缺失一个

或多个 〈 只要不是 3 或 8 的倍数 〉的核苦酸， 在ið平读

时即因起点移位 ， 被 "话I~ " 出的是一系列新的三联密

码， 翻译成一系列不同的氨基酸，结果在肤链合成中

插入了一段不正确的氨基酸顺序(右图 2 ， 3 )。这样

引起的突变叫移码突变( Frameshift mut a tion ) 

这种突变可Ii!校正抑制补偿。

组银啻 (Organizer)

德国胚胎学东史培曼 (Spem:um) 在 192 8年发现
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