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核基质结合区提高稳定整合的 CAT 报告基因

在 NIH3T3 细胞中的表达

王天云田芳张胜力侯卫红王建民薛乐勋*

(郑州大学细胞生物学研究室，郑州 450052)

摘要通过PCR从人基因组扩增。珠蛋白核基质结合区(matrix attachment region, MAR)及 p

干扰素MAR，正向及反向克隆至 pCAT3 载体 SV40启动子的上游，分别检测瞬时及稳定表达的情

况下 MAR在 NIH3T3 细胞内对 CAT报告基因的影响情况。结果显示:瞬时表达情况下，反向及

正向插入的MAR均不能提高CAT基因的表达;稳定整合的情况下，插入的 P珠蛋白 MAR可使CAT

报告基因表达水平提高 8 倍， ß千扰素 MAR提高 3 倍，反向及正向插入的 MAR没有明显的差别。

这表明 MAR能在一定程度上提高外源基因的表达水平，并且不同的 MAR对外源基因表达的影响

存在差异， MAR 的插入方向对外源基因的表达水平没有明显的作用。

关键词 核基质结合区:转基因:基因沉默:报告基因

真核哺乳细胞表达系统能使外源基因完成蛋白

质正确折叠和翻译后加工，因而不失为基因工程中

一个重要的表达系统，然而由于位置效应等原因导

致的基因沉默而使外源基因表达水平不高川，因此

提高外源基因表达水平、克服基因沉默至关重要。

利用核基质结合区(matrix attachment region, MAR)是

近年来发展起来的克服外源基因失活的一种有效方

法[2)0 MAR是真核生物染色质上的一段富含NT 的

DNA 序列，能使染色质形成环状结构，还可以作

为 DNA 复制的起始点或调控基因的转录[坷，尤其是

将MAR构建成载体后能提高外源基因表达水平，增

强外源基因表达的稳定性及提高转化细胞稳定株的

频率等[2)。然而研究发现不同的 MAR对外源基因表

达的影响不一[24]，其作用机制目前仍不清楚[2，4-11) 。

为进一步探索 MAR对基因表达的影响及其作用机

制，我们从人基因组 DNA 克隆了 P 珠蛋白 MAR、

P 干扰素 MAR，克隆至 pCAT3 载体 SV40 启动子

前，研究了其在小鼠成纤维细胞系 NIH3口的表达

调控功能。

1 材料与方法

1.1 材料

DNA 限制酶、 PCR 试剂等购自 TaKaRa 公司，

DMEM 细胞培养基、小牛血清、 G418 购自 Gibco

BRL 公司:凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自

杭州维特洁(v-gene)生化公司; pCAT3-control 载体

购自 Promega 公司、 CAT-ELISA 检测试剂盒购自

Roche 公司。其他所用试剂均购自上海生工公司，

引物合成及测序由上海生工公司完成。

1.2 方法

1.2.1 MAR片段的克隆及pCAT3-MAR载体的构建

成 根据 GenBank报道的人的 P珠蛋白 MAR(No.

L22754) , ß 干扰素MAR (No. M83137)分别设计引

物， ß珠蛋白 MAR: 夕-TTAGTAAGACATCACCπ­

GCATTT-3' , 5'-AGCCATAGTTTGAGTTACCCTTT-

3' , ß 干扰素MAR: 5'-CTAAGAGGAACCCAAGGA­

GACA-3' , 5'-AATCATTCAACTAGGCCAGCA-3' 。

为实现定向克隆，引物的 5' 分别引入 SacI/XhoI 酶

切位点 (GTCGAGCTC; AGCCTCGAC)及 SacIlKpnI

酶切位点 (GTCGAGCTC; GTCGGTACC)o PCR条

件如下: 95 oC 3 min , 94 oC 40 s , 55 oC 30 s , 72 oC 

40 s 30 个循环， 72 oC 3 mino 采用盼氯仿抽提，

乙醇沉淀提取基因组 DNA ， PCR 扩增 MAR 序列，

PCR 产物 1% 凝胶电泳鉴定正确后送上海生工测序。

将 P珠蛋白 MAR及 P干扰素MAR分别用 SacIl

XhoI 、 SacI/KpnI 酶切， T4 连接酶连接至用相应内
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图 2 MAR稳定转化株的鉴定

1: 对照(未转化); 2: pCAT3-ß-globin-MAR (R); 3: pCAT3-ß-globin­

MAR (P); 4: pCAT3-ß-interfc;ron-MAR (R); 5: pCAT3书-inter­

feron-MAR (P); M: DNA marker 。

3 讨论

转基因沉默是在转基因动植物中所遇到的急需

解决的关键问题，利用核基质结合区来稳定、提高

外源基因表达是近年来发展起来的克服外源基因沉

默的有效策略。目前已有不少利用核基质结合区提

高外源基因表达的相关报道问。

我们从人类基因组克隆克隆了 p珠蛋白MAR及

。干扰素 MAR，测序分析序列与 GenBank (No. 

L22754 , M83137)报道的序列完全一致。为研究

MAR 的功能，我们将MAR 片段分别正向及反向克

隆到报告基因载体 pCAT3 上转染 NIH3T3 细胞。实

验结果表明，瞬时表达的情况下MAR对 CAT基因

的表达没有明显的促进作用，这与以往的研究结果

基本一致{6，9 ， 1川其原因可能与 MAR 的作用机制相

关，现在普遍认为， MAR作为边界元件(boundary

elements)限定了染色质的集缩程度，将不同的基因

片段界定于不同的染色质环内，并阻挡了邻近染色

质区的顺式调控元件对环内基因的影响。转基因连

有 MAR 时，有可能形成一个独立的环区，此区受

周围染色质的影响很小，使得外源基因能够进行高

水平的转录，即存在"拷贝数依赖'性"(copy gene 

dependent)[呵。根据这个观点， MAR必须整合到染

色质上才能起作用。其次我们研究发现， MAR 插

入的方向与其作用没有直接的关系，实验中反向插

入和正向插入的MAR的均能提高CAT基因的表达，

说明实验所用的人的 P珠蛋白 MAR、 P 干扰素MAR

的作用是无方向性的，这与前期的研究报道基本一

致[4，9]。但也的报道认为 MAR 的作用与其插入方向

有关[6，7] ，这可能与所用的 MAR有关。另外我们还

发现，相同的条件下不同的 MAR 的作用效果不同，

R珠蛋白 MAR及 P干扰素MAR促进CAT基因表达

水平的提高存在差异。这可能与 MAR 与核基质的

亲和力有关。 Michalowski 等[14]根据 MAR与核基质

的亲和性将 MAR 分成"强"、"中"、"弱"三

种，并证明与核基质结合能力较强的 MAR 序列比

弱的增强外源表达水平要高[10， 15]。但有的实验也已

证实MAR的作用效果与其与核基质的亲和性并没有

直接的相关性，与核基质亲和性高的 MAR 其促进

基因表达的效应并不比亲和性低的高[4，8 ， 11]。这可能

是因为 MAR 的作用不仅仅与核基质的结合状态相

关，还可能存在与调控蛋白结合调控启动子活性的

机制。关于这方面的作用机制尚有待于进一步研

究。

本工作是在河南省分子医学重点学科开放实验

室完成，特此致谢!
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Matrix Attachment Regions Increased Stable Integrated CA T 

Repo阳 Gene Expression Level i州mT3C?!1s

Tian-Yun Wang, Fang Tian, Sheng-Li Zhang, Wei-Hong Hou, Jian-Min Wang, Le-Xun Xue* 
(Laboratory for Cell Biology, Zhengzhou Universiη， Zhengzhou 450052, China) 

Abstract The ß-globin matrix attachment region (MAR) and ß-interferon MAR DNA fragments were 

amplified through PCR, and cloned into the upstream of SV 40 promoter of pCAT3 vector in forward and reverse 

orientation, the CAR enzyme activities of different constructs were examined under transient and stable expression 

respectively. The results showed that ß-globin MAR could increase the CAT gene expression 8 fold, ß-iI1terferon 

MAR 3 fold in stable integration transformants, however there were little effects of MAR on CAT ge配 expression

levels under transient expression. The orientation of two MARs inserted into the vector had no effect on CAT gene 

expresslOn. 

Key words matrix attachment region; transgene; gene silence; reporter gene 
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