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斑马鱼卵黄脂磷蛋白在早期胚胎中促进L1-ORF2 
诱导的EGFP报告基因表达

王文霞  王晓蝶  武崇光  Luqman ALI  耿琦  张国忠  冯旭  杨悦成  王秀芳*  吕占军*

(河北医科大学, 河北省实验动物学重点实验室, 遗传研究室, 石家庄 050017)

摘要      为了探讨长散布核元件-1(long interspersed nuclear element-1, L1)在胚胎早期高表达的

分子机制, 将人L1的第二个开放阅读框(open reading frame 2, ORF2)(L1-ORF2, 该文中简称ORF2), 
插入到pEGFP-C1质粒(C1)的EGFP基因下游, 生成C1-ORF2表达载体, 插入的ORF2可以影响EGFP
报告基因的表达。将C1-ORF2等表达载体注射到斑马鱼(Danio rerio)早期胚胎中, 结果表明, 在所

使用的表达载体中, 只有插入ORF2的表达载体诱导EGFP报告基因高表达。C1-ORF2表达载体诱

导的EGFP荧光强度随着胚胎的发育而显著降低。EGFP荧光报告蛋白在C1-ORF2中的表达受到组

蛋白的抑制, 0 h胚胎溶卵液(简称胚胎溶卵液)能减弱组蛋白对EGFP表达的抑制作用, 从胚胎溶卵

液中纯化的卵黄脂磷蛋白(lipovitellin, Lv)的作用强于胚胎溶卵液。凝胶阻滞实验表明, ORF2 DNA
能与胚胎溶卵液蛋白、组蛋白和Lv结合。改变组蛋白、Lv和ORF2片段三者的添加顺序, 结果证

明Lv可以结合ORF2片段和组蛋白, 从而干扰组蛋白与ORF2的结合。进一步研究发现, Lv增加了

C1-ORF2 DNA对DNase I消化的敏感性。该研究获得以下结论: Lv可以与所有检测的DNA片段结合, 
但与ORF2的结合比与其他DNA片段的结合亲和力更高。Lv通过提高ORF2 DNA染色质的易接近

性, 激活ORF2诱导的斑马鱼早期胚胎EGFP基因的表达。

关键词      长散布核元件-1; 斑马鱼(Danio rerio)早期胚胎; 卵黄脂磷蛋白; 凝胶阻滞实验; 染色

质重组; 体外转录

Zebrafish (Danio rerio) Lipovitellin Promotes the Expression 
of EGFP Reporter Gene Induced by L1-ORF2 in Early Embryos
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Abstract       To explore the molecular mechanisms of high expression of L1 (long interspersed nuclear ele-
ment-1) in early embryo, in this study, C1-ORF2 expression vector (in which human L1-ORF2 was inserted into 
pEGFP-C1 vector) was generated and the inserted ORF2 could affect the expression of EGFP reporter gene. The 
C1-ORF2 and other vectors were injected into zebrafish (Danio rerio) early embryos. The results showed that only 
C1-ORF2 induced high expression of EGFP reporter gene. The EGFP fluorescence intensity induced by C1-ORF2 
vector significantly decreased with embryonic development. The expression of EGFP reporter in C1-ORF2 was in-
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hibited by histone, but embryo lysate attenuated the histone-induced suppression of EGFP reporter, and Lv (lipovi-
tellin) purified from embryo lysate had a stronger effect than did unmodified embryo lysate. Gel retardation assays 
showed that ORF2 bound to embryo lysate protein, histone and Lv. Changing the order of histone, Lv and ORF2 
fragment addition proved that Lv could bind with ORF2 fragment and histone to interfere the binding of histone 
to ORF2. This study further found that Lv increased the accessibility of C1-ORF2 DNA to DNase I. It has been 
concluded that there are a variety of DNA binding proteins in 0 h zebrafish embryos, among which Lv is the most 
abundant one. Lv can bind to all DNA fragments detected, but binds to ORF2 with a greater affinity than with other 
DNA fragments. Lv activates EGFP gene expression induced by ORF2 in zebrafish early embryo by enhancing the 
accessibility of ORF2 DNA.  

Keywords       long interspersed nuclear element-1; zebrafish (Danio rerio) early embryo; lipovitellin; gel re-
tardation assay; chromatin reconstitution; in vitro transcription

长散布核元件 -1(long interspersed nuclear ele-
ment-1, LINE-1, 简称L1)是脊椎动物 , 包括哺乳动

物、蜥蜴、青蛙和斑马鱼 , 基因组中的一个转座元

件 [1-3], 人类L1和斑马鱼L1具有70%的同源性 , 并且

人类L1和斑马鱼L1都包含两个开放阅读框ORF1和
ORF2[2-4]。ORF2编码的蛋白在斑马鱼和人类之间

具有进化保守性, 含有核酸内切酶和逆转录酶活性, 
但ORF1编码的蛋白不含保守结构域 [5-7]。L1通常被

认为在分化的细胞类型中是沉默的 , 以避免细胞发

生突变。但是L1在人类、啮齿动物和鱼类的早期

胚胎中高度表达 [8-9]。L1元件在人类胚胎的8细胞期

表达量增加 , 囊胚期开始减少 , 主要表达于人类早

期胚胎多能干细胞中; 小鼠L1在2细胞期表达, 其水

平在 2~8细胞期之间开始下降 , 16细胞期进一步下

降 [10]。L1在蝾螈的胚胎干细胞和早期的多能干细

胞中表达 ; 蝾螈断肢再生实验表明 , L1在断肢后新

生的芽基中表达 , 是去分化细胞的标志 [11]。斑马鱼

胚胎基因组活化晚于哺乳动物 , 斑马鱼胚胎基因组

活化发生在胚胎发育到1 000细胞(受精后3 h)之后 , 
其L1在穹顶期(受精后4.3 h)开始表达, 在受精后8 h
表达量达到峰值 , 而后表达量减少。L1表达发生在

胚胎干细胞、多能干细胞、去分化细胞以及某些

肿瘤细胞中[12]。

在胚胎早期发育过程中 , 由L1元件转录而来的

L1 RNA作为核支架来促进必要的基因表达, 抑制L1
转录会干扰胚胎的正常发育 [8,13]。虽然一些文献报

道了L1在胚胎早期发育过程中的激活过程 , 但调控

L1转录的分子机制尚不完全清楚 [14]。研究促进L1
表达的反式调节因子对于揭示胚胎早期发育、干细

胞形成和细胞去分化的机理有重要生物学意义。 

本研究试图用斑马鱼胚胎阐明影响L1在早期

胚胎中表达的分子机理。斑马鱼胚胎较哺乳动物

胚胎容易获得 , 为生物学研究提供了强有力的工

具 [15]。TAN等 [16]将人MLL-AF9 mRNA显微注射

到斑马鱼胚胎中 , 建立了高效的体内模型 , 用于研

究MLL-AF9基因的功能。卵黄脂磷蛋白(lipovitel-
lin, Lv)是斑马鱼早期胚胎 (early zebrafish embryo, 
EZE)中丰富的DNA结合蛋白。Lv是卵黄原蛋白的

主要成分, 是卵黄原蛋白相关产物中分子量最大的

蛋白。对不同物种Lv和卵黄原蛋白组成的分析表

明 , Lv是一种富含碳水化合物和脂质的糖脂蛋白 , 
类似于卵黄原蛋白 [17]。Lv传统上被认为是胚胎发

育的能量储备, 并被证明参与鱼类胚胎发育的免疫

防御 [18-19]。然而 , Lv是否调控L1的表达尚未见报

道。为了探索人L1在早期胚胎中高表达的分子机

制 , 本研究将构建的人L1-ORF2(简称ORF2)表达

载体显微注射到EZE中。结果发现C1-ORF2注射

入 0 h斑马鱼胚胎 , 孵育 24 h后可观察到Lv能够激

活EGFP报告基因的表达。本研究为寻找与Lv在
人胚胎细胞中发挥类似作用的物质提供了线索。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   动物      本研究使用的斑马鱼为TU品系, 由南

京尧顺禹生物科技有限公司提供。实验按照河北医

科大学动物保护与使用委员会批准的方案进行。将

16周龄的成年斑马鱼饲养在流动系统中 , 每次实验

的前一晚, 将4对成年斑马鱼放置在同一个水箱不同

的网中 , 实验当天上午8点 , 将雄鱼和雌鱼放在同一

个水箱中进行交配和产卵。快速收集处于不同发育
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阶段的受精卵 , 在立体显微镜下向其中注入不同表

达载体。45 min内收集的受精胚胎 (即处于1细胞期

的胚胎 )被称为是0 h斑马鱼胚胎 ; 2 h内收集的受精

胚胎被称为2 h斑马鱼胚胎; 4 h内收集的受精胚胎被

称为4 h斑马鱼胚胎 , 以此类推。将表达载体显微注

射入斑马鱼胚胎后 , 再将胚胎置于加热至28.5 °C的
曝气自来水中饲养。

1.1.2   试剂药品及仪器      三卡因购自美国Mreda
公司 ; 二甲苯氰醇FF、低熔点琼脂糖购自北京索莱

宝科技有限公司 ; 琼脂糖购自西班牙Biowest公司 ; 
Xho/Pst I、Hind III/Nhe I、Apa I/Xho或Xho/Pst I限
制性内切酶购自日本TaKaRa公司; 牛组蛋白、牛血

清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)购自上海源

叶生物科技有限公司; Lv由本实验室从0 h斑马鱼胚

胎溶卵液中纯化获得 ; 硫酸铵购自石家庄市化学试

剂厂 ; DNase I、细胞核提取试剂盒、RNA酶抑制

剂、蛋白酶K购自美国ThermoFisher Scientific公司; 
其他试剂为国产分析纯 ; 荧光倒置显微镜购自德

国Leica公司 ; 超声波破碎仪 (VCX105PB)购自美国

Sonics公司 ; 气动皮升注射系统购自美国WPI公司 ; 
5333型PCR仪购自美国Eppendorf公司; 实时PCR系
统购自美国Applied Biosystems公司; 拉针仪购自美

国Sart公司 ; 28 °C斑马鱼培养箱购自上海森信实验

仪器有限公司。毛细管玻璃针购自美国World Pre-
cision Instruments公司 ; 透析袋购自美国Seva公司 ; 
Alpha Innotech凝胶成像分析仪购自上海普诺森生

物科技有限公司。

1.2   方法

1.2.1   表达载体构建      本课题组在以往发表的论

文中 , 已经构建了C1-ORF2、C1-Alu×14和C1-LacZ
表达载体 [20-21]。简要地 , 从人X染色体的L1PA3区
扩增了人L1-ORF2序列 (简称ORF2, 3 825 bp)。将

ORF2插入pEGFP-C1(C1)质粒的EGFP基因下游 , 构
建C1-ORF2表达载体 ; 将14个串联的Alu序列 (人短

散布核元件, 总长度为3 962 bp)插入C1的EGFP基因

下游, 构建C1-Alu×14表达载体; 将大肠杆菌LacZ基
因片段(3 825 bp)插入C1质粒EGFP基因下游 , 构建

C1-LacZ表达载体。

1.2.2   显微注射表达载体      斑马鱼产卵后快速收集

不同发育阶段的胚胎 , 在体视显微镜下注射不同表达

载体。注射前制备表达载体液, 浓度为0.1 μg/μL, 介质

为: 0.05%酚红、0.1 mol/L KCl。用微毛细血管针将表

达载体溶液注入斑马鱼胚胎卵黄囊中。每个胚胎注

射1.7 nL表达载体溶液。显微注射后, 将胚胎于28.5 °C
孵育。

1.2.3   观察EGFP报告基因mRNA及蛋白的表达情

况      将注射表达载体后的斑马鱼胚胎置于6孔板

中 , 用0.01%的三卡因麻醉。将1.2%低熔点琼脂糖

溶液置于恒温板上保持溶解。从 6孔板中取出三卡

因液, 加入1 mL包埋液(配方为: 0.01%三卡因、1.2%
低熔点琼脂糖 )。将6孔板置于冰上冷却 , 待包埋液

凝固后 , 加入0.01%的三卡因覆盖在三卡因–琼脂糖

包埋液上。利用荧光倒置显微镜 (490 nm激发波长)
观察斑马鱼胚胎中EGFP荧光蛋白的表达情况。利

用 ImageJ软件测量每个斑马鱼胚胎的荧光强度。将

C1、C1-ORF2、C1-Alu×14和C1-LacZ表达载体注

射到0 h斑马鱼胚胎中, 24 h后提取总RNA, RT-qPCR
检测EGFP mRNA水平, 检测EGFP mRNA引物对为: 
上游引物5ʹ-GCA CCA TCT TCT TCA AGG AC-3ʹ, 
下游引物5ʹ-TTG TCG GCC ATG ATA TAG AC-3ʹ, 扩
增片段的长度为181 bp。
1.2.4   0 h斑马鱼胚胎溶卵液 (斑马鱼溶卵液 )的制

备      收集斑马鱼 0 h胚胎 (产卵后 45 min内的胚

胎), 吸净上清, 将斑马鱼胚胎溶于终体积为1 mL的
1×胚胎缓冲液中, 缓冲液配方为 : 0.1 mol/L NaCl、
0.5 mmol/L苯甲基磺酰氟(phenylmethyl sulfonyl 
fluoride, PMSF)、2 mmol/L二硫苏糖醇(dithioth-
reitol, DTT)、0.5 mmol/L乙二胺四乙酸(ethylene-
diamine tetraacetic acid, EDTA)、10 mmol/L Tris-
HCl(pH7.4)中。在0 °C条件下使用超声波破碎仪破

碎胚胎 , 将粉碎的溶卵液于室温、12 000 r/min条
件下离心5 min, 收集的上清液为 100%溶卵液。使

用考马斯亮蓝染色法 , 用牛血清白蛋白制作标准曲

线 , 于 595 nm波长下测定斑马鱼溶卵液 (zebrafish 
embryo lysate, ZEL)的吸光度 (D)值 , 然后将其代入

标准曲线中 , 计算出蛋白质的含量。使用1×胚胎缓

冲液对上清液进行稀释, 得到不同浓度的溶卵液。

1.2.5   从斑马鱼溶卵液中纯化Lv      根据参考文献

[22]中的方法 , 用分子筛加离子交换层析从胚胎溶卵

液中分离Lv, 并用质谱分析技术对纯化出的Lv纯度

进行鉴定。

1.2.6   体外染色质重组      使用孵育重组的方法进

行染色质体外重组 [23]。为防止后续实验中重组混

合物中辅助因子的干扰 , 本研究仅使用组蛋白八
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聚体、载体DNA和Lv进行孵育重组。据报道 , 在
没有辅助因子的情况下 , 重组染色质也可以在适

当的条件下形成 [24]。简而言之 ,  将 C1-ORF2(或
C1-Alu×14)表达载体 (终浓度为 0.1 μg/μL)与指定

浓度的组蛋白八聚体[25]和Lv(或BSA)混合后, 置于

由0.1 mol/L NaCl和10 mmol/L Tris-HCl配制成的

缓冲液中 , 室温孵育 30 min。每个 0 h斑马鱼胚胎

注射1.7 nL上述混合物。培养24 h后, 于倒置荧光

显微镜 (490 nm)下观察。利用 ImageJ软件测定胚

胎EGFP的荧光强度。

1.2.7   凝胶阻滞实验      凝胶阻滞实验是根据文

献 [26]描述的方法。简而言之 , 将C1-ORF2、 C1-
Alu×14、 C1-LacZ和C1表达载体分别使用Xho/Pst 
I、Hind III/Nhe I、 Apa I/Xho和Xho/Pst I限制性内

切酶进行酶切。将消化后的混合物添加到等体积

的10%苯酚 [含有 1%十二烷基硫酸钠 (SDS)]中 , 在
60 °C下作用30 min以使限制性内切酶失活。然后 , 
在–20 °C下将1/10体积的3 mol/L NaAC和3倍体积

的无水乙醇添加到混合物中过夜以沉淀DNA。于

室温、12 000 r/min条件下离心 10 min后获得酶消

化的DNA片段。沉淀用75%乙醇洗涤2次 , 并在双

蒸水(double distilled water, DDW)中溶解。 
将得到的纯C1-ORF2、C1-Alu×14和C1-LacZ

片段分别与等量的溶卵液、组蛋白和Lv混合 , 在由

0.1 mol/L NaCl和10 mmol/L Tris-HCl配制成的缓冲液

(pH7.2)中于室温下孵育15 min, 其中DNA片段的终浓

度为20 ng/μL, 胚胎溶卵液、组蛋白或Lv的终浓度为

指定值。将纯化后的ORF2、Alu×14、C1片段与不

同浓度的Lv在室温下孵育15 min, DNA片段的终浓度

为10 ng/μL, 缓冲液配方为0.1 mol/L NaCl、10 mmol/L 
Tris-HCl。改变2.5 μL组蛋白(指示浓度)、2.5 μL Lv(指
示浓度 )和5 μL ORF2片段 (40 ng/μL)的孵育顺序。将

任意两种组分的混合物在室温下孵育15 min, 加入第

三种组分后在室温下再孵育15 min。 将10 μL培养液

与2 μL二甲苯氰醇FF混合后 , 将5 μL混合液装入6孔
板中, 在4~8 °C下进行1.5%琼脂糖电泳(电泳缓冲液为

0.5× TBE, EB染色)。使用Alpha Innotech凝胶成像分析

仪采集图像。

1.2.8   DNase I消化      首先通过孵育重建方法获得

C1-ORF2+组蛋白+Lv和C1-Alu×14+组蛋白+Lv重
组体。用0.045 U/μL DNase I在室温下分别消化0 s、
30 s、2 min或4 min。加入10 μL终止液(配方为: 0.1% 

SDS、10 mmol/L EDTA), 用无水乙醇沉淀。沉淀物

用75%乙醇洗涤2次, 干燥, 用50 μL 2.5%的SDS溶解, 
加入1/10体积的二甲苯青上样缓冲液。每份样品各

取10 μL点样, 进行1.5%琼脂糖凝胶电泳。

1.2.9   统计分析      所有数据均采用SPSS 17.0软件

进行统计处理。组间比较采用单因素方差分析。

结果以均值±标准差 (x
_
±s)表示。P<0.05为差异有统

计学意义。

2   结果与分析
2.1   L1-ORF2(ORF2)注射入0 h斑马鱼胚胎24 h
后观察EGFP荧光蛋白表达情况

将C1-ORF2、C1-Alu×14、C1-LacZ和pEGFP-
C1(C1)表达载体分别显微注射入0 h斑马鱼胚胎 , 培
养24 h后 , 观察EGFP荧光蛋白表达情况。图1A和

图1B显示 , C1-ORF2诱导了较强的EGFP荧光表达 , 
C1-Alu×14诱导了显著较低的EGFP荧光表达 , C1-
LacZ诱导了较弱的EGFP荧光蛋白表达 (C1-ORF2组 
vs C1-Alu×14组荧光表达强度 , t值为80.32, P<0.01; 
C1-ORF2组 vs C1-LacZ组荧光表达强度, t值为47.89, 
P<0.01)。C1质粒虽然也诱导了EGFP荧光表达 , 但
是C1-ORF2诱导的EGFP荧光蛋白强度仍然显著高

于C1质粒(P<0.05, t值为4.75)。
C1质粒诱导高的EGFP荧光蛋白表达的原因之

一是该质粒含有PolyA增强子 [27], 在C1质粒的EGFP
基因下游插入Alu×14、LacZ或ORF2序列 , 分别转

染HeLa细胞后, 它们均在HeLa细胞中显示了较强的

EGFP荧光蛋白表达的抑制作用 [21]。本研究中 , C1-
Alu×14和C1-LacZ质粒与C1质粒比较 , 均显示出了

对EGFP表达的抑制作用 , 该结果与HeLa细胞中的

结果一致 , 但是C1-ORF2注射入0 h斑马鱼胚胎 , 孵
育 24 h后观察到的结果与在HeLa细胞中的结果不

一致。为了确切证实ORF2在注射的 0 h斑马鱼胚

胎中对EGFP的活化作用 , 本文将C1质粒中的PolyA
序列去除 , 构建了不含PolyA的C1表达载体 , 即C1-
delPolyA表达载体。图1C显示C1-delPolyA与C1表
达载体相比 , 注射入0 h斑马鱼胚胎并孵育24 h后 , 
C1-delPolyA表达载体几乎完全失去了诱导EGFP荧
光蛋白表达的能力(t值为30.26, P<0.01)。将ORF2插
入C1-delPolyA表达载体, 构建了C1-delPolyA-ORF2
表达载体。图1C显示C1-delPolyA-ORF2表达载体

引起了较强的EGFP表达 , 与C1-delPolyA表达载体
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A: C1-ORF2、C1-Alu×14、C1-LacZ或pEGFP-C1(C1)表达载体注射入0 h斑马鱼胚胎24 h后 , EGFP荧光蛋白表达的代表图。B: 由C1-ORF2、C1-
Alu×14、C1-LacZ及C1表达载体诱导的EGFP荧光强度, 数据来自图1A, 为3次独立实验的均值±标准差。C: C1-delPolyA-ORF2、C1-delPolyA、C1
表达载体注射入0 h斑马鱼胚胎24 h后 , EGFP荧光蛋白表达的代表图。D: C1-delPolyA-ORF2、C1-delPolyA、C1表达载体诱导的EGFP荧光强度 , 
数据来自图1C, 为3次独立实验的均值±标准差。E: 将C1-ORF2注射入斑马鱼0 h胚胎, 观察EGFP荧光蛋白在不同时间表达的代表图。F: C1-ORF2
在不同时间诱导的EGFP荧光强度, 数据来自图1E, 为3次独立实验的均值±标准差。G: 将C1-ORF2注射入不同发育阶段的胚胎, 在注射后24 h观察

EGFP荧光表达的代表图。H: 从图1G测量的C1-ORF2诱导的EGFP荧光强度, 为3次独立实验的均值±标准差。*P<0.05, **P<0.01。
A: representative images of EGFP expression at 24 h after injection of the C1-ORF2, C1-Alu×14, C1-LacZ, or C1 (pEGFP-C1) expression vectors 
into 0 h zebrafish embryos. B: EGFP fluorescence intensity induced by the C1-ORF2, C1-Alu×14, C1-LacZ, or C1 expression vectors, calculated from 
the images in Fig.1A (x

_
±s of three independent experiments). C: representative images of EGFP expression at 24 h after injection of the C1-delPolyA-

ORF2, C1-delPolyA, C1 expression vectors into 0 h zebrafish embryos. D: EGFP fluorescence intensity induced by the C1-delPolyA-ORF2, C1-delPo-
lyA, C1 expression vectors, calculated from the images in Fig.1C (x

_
±s of three independent experiments). E: representative images of EGFP expression 

at different times after C1-ORF2 injection into 0 h zebrafish embryos. F: EGFP fluorescence intensity induced by C1-ORF2, calculated from the images 
in Fig.1E (x

_
±s of three independent experiments). G: representative images of EGFP expression induced by C1-ORF2 injection into embryos at differ-

ent developmental stages, observed at 24 h after microinjection. H: EGFP fluorescence intensity induced by C1-ORF2, calculated from the images in 
Fig.1G (x

_
±s of three independent experiments). *P<0.05, **P<0.01.

图1   ORF2在0 h斑马鱼胚胎中激活EGFP荧光蛋白的表达

Fig.1   ORF2 activates EGFP fluorescent protein expression in 0 h  zebrafish embryos
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之间有显著统计学差异(P<0.01, t值为49.41)。图1D
显示的是用ImageJ软件测量的图1C中各组斑马鱼的

荧光强度值。

图 1E和图 1F显示C1-ORF2诱导的EGFP荧光

强度随着观察时间的延后逐渐增加 , 在48 h时达到

峰值。48 h测得的荧光强度值显著高于 24 h、12 h
和 6 h(t值分别为 66.39、74.48和 74.83, P<0.01)。
将C1-ORF2表达载体注射到不同发育阶段的斑马

鱼胚胎 (0 h、2 h或 4 h斑马鱼胚胎 )中 , 在注射后

24 h观察EGFP荧光蛋白表达情况 , 图 1G和图 1H
显示在注射入0 h斑马鱼胚胎 , 孵育 24 h后产生的

EGFP荧光强度最高 , 随着所注射胚胎发育时间的

延后, 荧光强度明显下降 (注射的 0 h斑马鱼胚胎与

2 h、4 h斑马鱼胚胎比较, t值分别为22.65和15.98, 
P<0.01)。

以上这些结果表明, C1-ORF2注射入0 h斑马鱼

胚胎, 孵育24 h后引起了EGFP荧光蛋白的高表达。

2.2   ORF2在转录水平激活EGFP基因表达

使用RT-qPCR检测EGFP mRNA水平 , 图 2显
示与C1-Alu×14或C1-LacZ相比 , C1-ORF2诱导了较

高的EGFP mRNA的表达 (P<0.05)。这些结果表明

ORF2在转录水平激活了EGFP基因的表达。     
2.3   0 h斑马鱼胚胎溶卵液(斑马鱼溶卵液)对EGFP
蛋白表达的影响

ORF2在0 h斑马鱼胚胎中引起了EGFP高表达 , 
推测在ZEL中可能存在某种物质促进这种作用。因

此将不同浓度的溶卵液与C1-ORF2孵育后 , 注射

入0 h斑马鱼胚胎 , 24 h后观察EGFP蛋白的表达情

况。结果证明EGFP蛋白的表达不受任何浓度ZEL
的影响。据文献报道 , 斑马鱼胚胎溶卵液含有抑制

和促进基因表达的蛋白质 [28-29]。由于抑制蛋白主

要是组蛋白 , 因此推测ZEL可能含有减弱组蛋白抑

制作用的成分。将C1-ORF2与不同浓度的组蛋白

(0、0.02、0.04、0.08和0.16 μg/μL)孵育后 , 注射入

0 h斑马鱼胚胎 , 24 h后检测EGFP荧光蛋白的表达。

图3A和图3B显示组蛋白浓度为0.04 μg/μL时 , C1-
ORF2的EGFP荧光强度降低至50.18%, 接近基线的

一半(0.04 μg/μL组蛋白组与0和0.02 μg/μL组蛋白组

比较 , t值分别为22.76和23.57, P<0.01)。高浓度组

蛋白 (0.08和0.16 μg/μL)几乎完全抑制了EGFP蛋白

的表达。 
在确定导致 50% EGFP荧光抑制的组蛋白浓

度后 , 进一步检测了ZEL是否可以减弱组蛋白的抑

制作用 , 结果显示 , 较高浓度的ZEL(1.900 μg/μL、
3.800 μg/μL、7.600 μg/μL)减弱了组蛋白对EGFP
荧光表达的抑制作用(图3C), 3.800 μg/μL ZEL将组

蛋白介导的EGFP荧光抑制作用降低了80.49%。这

些结果表明 , ZEL中含有减弱组蛋白抑制作用的成

分。然而 , 结果也显示 3.800 μg/μL ZEL不能解除

0.08 μg/μL组蛋白对EGFP荧光表达的抑制作用。

综上所述 , ZEL虽然没有激活ORF2诱导的 EGFP
表达的作用 , 但可以减弱组蛋白对ORF2所诱导的

EGFP蛋白表达的抑制作用。

2.4   纯化的Lv减弱组蛋白对EGFP表达抑制的作

用高于ZEL
根据本实验室的前期研究, Lv可能在促进ORF2

将C1、C1-ORF2、C1-Alu×14和C1-LacZ表达载体注射到0 h斑马鱼胚胎中, 24 h后提取总RNA, RT-qPCR检测EGFP mRNA水平。*P<0.05, 
**P<0.01。
C1, C1-ORF2, C1-Alu×14 and C1-LacZ expression vectors were injected into 0 h zebrafish embryos. After 24 h, the total RNA was extracted, and RT-
qPCR was used to measure EGFP mRNA levels. *P<0.05, **P<0.01.

图2   ORF2在转录水平激活EGFP基因的表达

Fig.2   ORF2 activates EGFP gene expression at the transcriptional level
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引起EGFP高表达中起重要作用 , 本研究用分子筛加

离子交换层析从胚胎溶卵液中分离了Lv, 将纯化出

的蛋白质样本进行质谱分析证实了Lv的纯度高达

99.22%, 参见本实验室已经发表的论文[22]。

将0.08 μg/μL组蛋白与不同浓度Lv及C1-ORF2共
同孵育(“孵育重组”法), 图4A显示, 2.5、5.0、10 μg/μL 
Lv可明显减弱0.08 μg/μL组蛋白对EGFP表达的抑制

作用。另外 , Lv解除组蛋白抑制的作用强于ZEL, 即
Lv减弱了0.08 μg/μL组蛋白诱导的抑制作用, 而ZEL仅
减弱了0.04 μg/μL组蛋白诱导的抑制作用。图4B显示, 
2.5、5.0、10 μg/μL Lv诱导的EGFP荧光强度明显高于

0 μg/μL Lv(P<0.05)。0.08 μg/μL组蛋白诱导的EGFP
蛋白抑制率为93.8%, 10 μg/μL Lv诱导的EGFP蛋白抑

制率为22.21%, 因此10 μg/μL Lv使EGFP蛋白表达的

抑制率降低了71.59%。图4C显示注射入C1-Alu×14后, 

EGFP几乎不表达, 而加入组蛋白或Lv对EGFP表达无

影响。

2.5   C1-ORF2与ZEL、组蛋白和Lv具有较高的

亲和力 
C1-ORF2注射入0 h斑马鱼胚胎后 , 引起EGFP

报告基因表达, C1-Alu×14和C1-LacZ注射入0 h斑马

鱼胚胎后, 几乎没有引起EGFP表达(图1); 组蛋白抑

制了C1-ORF2质粒中EGFP蛋白的表达 , 而Lv具有

减弱组蛋白对C1-ORF2质粒EGFP表达抑制的作用。

推测Lv发挥该种作用的分子机理是Lv与C1-ORF2
质粒中的ORF2结合进而导致EGFP报告基因的活

化。因为Lv占ZEL蛋白质的95%以上 , 下面我们用

凝胶阻滞实验探讨了ORF2、Alu×14和LacZ片段分

别与ZEL、组蛋白和Lv的结合能力。

用限制性核酸内切酶消化 C1-ORF2、C1-

A: 与不同浓度组蛋白孵育后C1-ORF2诱导EGFP荧光表达的代表图。B: 测量图3A中各组EGFP荧光强度。n=20。C: 0.04 μg/μL组蛋白和不同

浓度ZEL孵育后, C1-ORF2诱导的EGFP荧光强度, ZEL: 斑马鱼胚胎溶卵液。*P<0.05, **P<0.01。
A: representative images of EGFP fluorescence induced by C1-ORF2 after incubation with different concentrations of histone. B: EGFP fluorescence 
intensities measured from the images in Fig.3A. n=20. C: EGFP fluorescence intensities induced by C1-ORF2 after incubation with 0.04 μg/μL histone 
and different concentrations of embryo lysate. ZEL: zebrafish embryo lysate. *P<0.05, **P<0.01.

图3   ZEL减弱组蛋白对C1-ORF2质粒的EGFP荧光表达的抑制作用

Fig.3   ZEL attenuates histone-dependent suppression of C1-ORF2 plasmid EGFP fluorescence
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Alu×14和C1-LacZ, 使其消化为C1质粒片段和插入

片段 , 分别命名为C1/ORF2、C1/Alu、C1/LacZ片
段。将三种片段分别与不同浓度的ZEL、组蛋白或

Lv孵育 , 之后进行1.5%琼脂糖凝胶电泳和EB染色 , 
观察ORF2片段结合蛋白的情况。结果显示ORF2、
Alu×14、LacZ和C1片段的亮度随着ZEL(图5A)、组

蛋白 (图5C)和Lv(图5E)浓度的增加而降低 , 这表明

这4种DNA片段由于与蛋白质结合而发生凝胶阻滞, 
且ORF2和Alu×14片段的凝胶阻滞程度差异较大。 

图5A为C1、ORF2、Alu×14、LacZ片段与ZEL
孵育后的凝胶阻滞代表图。由于测得的积分光密

度 (integrated optical density, IOD)值代表未与蛋白

结合的DNA片段 , 因此插入片段的 IOD值与C1质粒

片段的 IOD值之比>1, 说明插入片段的结合能力低

于C1片段; 比值<1说明插入片段的结合能力高于C1
片段。用 ImageJ软件测定图5A中第三泳道 (ZEL浓
度为1.425 μg/μL)条带 IOD值 , 图5B显示ORF2片段

与C1片段的 IOD比值为0.82, 说明ORF2片段与ZEL
的结合能力高于C1片段; Alu×14插入片段与C1片段

的IOD比值为1.54, 这表明Alu×14插入片段与ZEL的
结合能力低于C1片段。因此, ORF2与ZEL蛋白的结

合能力高于Alu×14; ORF2片段与Alu×14片段IOD比

值为0.53(0.82/1.54)。LacZ片段与C1片段的 IOD比

值为1.23, 位于ORF2片段与Alu×14片段之间 , 表明

LacZ与ZEL的结合能力高于Alu×14, 但低于ORF2。 
图 5C为C1、ORF2、Alu×14、LacZ片段与组

蛋白孵育后的凝胶阻滞代表图。用 ImageJ软件测

定图5C中第三泳道 (组蛋白浓度0.02 μg/μL)条带的

Lv、组蛋白和C1-ORF2(各2 μL)混合后注射入0 h斑马鱼胚胎。A: C1-0RF2质粒和0.08 μg/μL组蛋白混合后与不同浓度Lv(0、2.5、5.0、10 μg/μL)共同孵育, 
诱导的EGFP荧光表达的代表图。B: 各组EGFP荧光强度, 数据来自图4A, 以3次独立实验的均值±标准差表示。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。C: 
C1-Alu×14质粒和0.08 μg/μL组蛋白混合后与不同浓度Lv(0、2.5、5.0、10 μg/μL)共同孵育, 诱导的EGFP荧光表达的代表图。

Lv, histone and C1-ORF2 (2 μL each) were mixed and injected into 0 h zebrafish embryos. A: representative images of EGFP fluorescence induced by 
C1-ORF2 incubated with 0.08 μg/μL histone and different concentrations of Lv (0, 2.5, 5.0 or 10 μg/μL). B: the EGFP fluorescence intensities measured 
from the images in Fig.4A. Data are presented as the x

_
±s of three independent experiments. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. C: EGFP fluorescence 

intensities induced by C1-Alu×14 incubated with 0.08 μg/μL histone and different concentrations of Lv (0, 2.5, 5.0 or 10 μg/μL).
图4   Lv可减弱组蛋白诱导的EGFP表达抑制

Fig.4   Lv ameliorates the histone-induced inhibition of EGFP fluorescence
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IOD值。图5D显示ORF2片段与C1片段的 IOD比值

为0.04, 表明ORF2与组蛋白的结合能力高于C1片段。

Alu×14与C1片段的IOD比值为1.35, 表明Alu×14与组

蛋白的结合能力低于C1片段。ORF2片段与C1的IOD
比值是Alu×14片段与C1比值的0.029 6倍 (0.04/1.35), 

说明ORF2与组蛋白的结合能力高于Alu×14。LacZ
与C1片段的 IOD比值为1.08, 位于ORF2和Alu×14片
段之间。这些结果表明ORF2与组蛋白的结合能力

高于Alu×14。 
图5E为C1、ORF2、Alu×14、LacZ片段与Lv孵

将C1/ORF2、C1/Alu×14和C1/LacZ片段分别与ZEL、组蛋白或Lv孵育后, 用1.5%琼脂糖凝胶电泳进行EB染色。A: 与ZEL蛋白孵育后, C1、
ORF2、 Alu×14, LacZ片段的凝胶阻滞代表图。ZEL: 斑马鱼胚胎溶卵液。B: 当ZEL浓度为1.425 μg/μL时(第三泳道), 插入片段IOD值与C1片段

IOD值的比值, 数据来自图5A, 为3次独立实验的均值±标准差。C: C1、ORF2、Alu×14、LacZ片段与组蛋白孵育后的凝胶阻滞代表图。D: 当
组蛋白浓度为0.02 μg/μL时(第三泳道), 插入片段与C1片段IOD值的比值, 数据来自图5C, 为3次独立实验的均值±标准差。E: 与Lv孵育后, C1、
ORF2、Alu×14、LacZ片段的凝胶阻滞代表图。F: Lv浓度为1.67 μg/μL时(第三泳道), 插入片段与C1片段IOD值的比值, 数据来自图5E, 为3次独

立实验的均值±标准差。*P<0.05, **P<0.01。
C1/ORF2, C1/Alu×14 and C1/LacZ fragments were incubated with embryo lysate, histone or LV and then subjected to 1.5% agarose-gel electrophore-
sis with EB staining. A: representative gel retardation assays of C1, ORF2, Alu×14, LacZ fragments after incubation with ZEL protein. ZEL: zebrafish 
embryo lysate. B: the ratios of IOD values measured from Fig.5A of the inserted fragments to that of the C1 fragment when the concentration of the em-
bryo lysate was 1.425 μg/μL (lane 3). The data are presented as the x

_
±s of three independent experiments. C: representative images of gel retardation as-

says of C1, ORF2, Alu×14, LacZ fragments after incubation with histone. D: the ratios of IOD values measured from Fig.5C of the inserted fragment to 
that of the C1 fragment when the concentration of histone was 0.02 μg/μL (lane 3). The data are presented as the x

_
±s of three independent experiments. E: 

representative gel retardation assays of C1, ORF2, Alu×14, LacZ fragments after incubation with Lv. F: the ratios of IOD values measured from Fig.5E 
of the inserted fragment to that of the C1 fragment when the concentration of Lv was 1.67 μg/μL (lane 3). The data are presented as the x

_
±s of three in-

dependent experiments. *P<0.05, **P<0.01.
图5   C1-ORF2与ZEL、组蛋白和Lv具有较高的结合能力

Fig.5   C1-ORF2 has high binding abilities with ZEL, histone and Lv
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育后的凝胶阻滞代表图。用ImageJ软件测定图5E中
第三泳道(Lv浓度1.67 μg/μL)条带的IOD值。由图5F
可知 , ORF2片段与C1片段的 IOD比值为0.07, 说明

ORF2与Lv的结合能力高于C1片段 ; Alu×14与C1片
段的 IOD比值为27.1, 表明Alu×14与Lv的结合能力

低于C1片段。ORF2片段与C1的 IOD比值是Alu×14
片段与C1片段IOD比值的0.002 6倍(0.07/27.1), 表明

ORF2与Lv的结合能力显著高于Alu×14。
以C1片段为参照 , 在相同的实验系统中 , 证

实ORF2与Lv结合时 IOD比值为Alu×14 IOD比值

的 0.002 6倍 , 与组蛋白结合时为 Alu×14比值的

0.029 6倍, 与ZEL蛋白结合时为Alu×14比值的0.53
倍。这些结果表明 , ORF2与Lv的结合能力远高于

Alu×14。
2.6   Lv干扰组蛋白与ORF2 DNA的结合

Lv可解除由C1-ORF2诱导的组蛋白对EGFP荧
光蛋白表达的抑制 (图4)。解释这一现象的一个潜在

机制是Lv可能通过以下两种方式阻碍组蛋白与C1-
ORF2 DNA的包装: (1) Lv与ORF2 DNA的结合通过空

间位阻阻止组蛋白与ORF2 DNA的结合 ; (2) Lv与组

蛋白的结合阻止组蛋白与ORF2 DNA的结合。本研

究将不同浓度的Lv与0.1 μg/μL组蛋白以及0.04 μg/μL
的C1/ORF2片段按不同顺序混合, 通过凝胶阻滞实验, 
验证三者的结合方式。 

Lv首先与组蛋白孵育, 在Lv浓度为0 μg/μL时, C1
和ORF2片段均完全阻滞 (图6A, 左图 , 泳道2)。随着

A: 凝胶阻滞代表图显示不同浓度的Lv以不同的顺序与组蛋白和C1/ORF2片段孵育。组蛋白先与Lv孵育, 再与C1/ORF2片段孵育。Lv浓度为0时, 
C1/ORF2片段完全阻滞; Lv浓度为0.012 5或0.062 5 μg/μL时, C1/ORF2片段部分阻滞(左图)。组蛋白与C1/ORF2片段孵育, 然后与Lv孵育。无论

Lv浓度如何, C1/ORF2片段均完全阻滞(中图)。Lv先与C1/ORF2片段孵育, 再与组蛋白孵育。无论Lv浓度如何, C1/ORF2片段均完全阻滞(右图)。
B: 显示图6A中每个泳道的C1和ORF2片段的IOD值的总和, 数据为3次独立实验的均值±标准差。C: 组蛋白、Lv和C1/ORF2片段按不同顺序孵

育的凝胶阻滞结果示意图。

A: representative gel retardation assays showing different concentrations of Lv incubated with histone and C1-ORF2 expression vector in different 
order. Histone was incubated with Lv, and then incubated with ORF2 fragment. ORF2 fragment is completely retarded when the Lv concentration is 0 
and partially shifted when the Lv concentration is 0.012 5 or 0.062 5 μg/μL (left panel). Histone was incubated with ORF2 fragments and then with Lv. 
ORF2 fragments are completely retarded regardless of Lv concentration (middle panel). Lv was incubated with ORF2 fragments and then with histone. 
ORF2 fragments were completely retarded regardless of Lv concentration (right panel). B: the sum of the IOD values of the C1 and ORF2 fragments in 
each lane from the images shown in Fig.6A. The data are presented as the x

_
±s of three independent experiments. C: schematic diagram of gel retarda-

tion results caused by incubating histone, LV and C1/ORF2 fragments in a different order.
图6   Lv干扰组蛋白与C1和ORF2序列的结合

Fig.6   Lv interferes with histone binding to the C1 vector and ORF2 sequence
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Lv浓度的增加(0.012 5和0.062 5 μg/μL), C1和ORF2均
发生部分凝胶阻滞(图6A左图, 泳道3和4, 部分DNA可

以进入凝胶); 但当Lv浓度非常高(0.312 5 μg/μL)时, C1
和ORF2片段发生了完全阻滞(图6A左图, 泳道5, DNA
不能出孔 )。当C1/ORF2片段先与组蛋白孵育 , 然后

再与Lv孵育时, 所有浓度的Lv均导致C1和ORF2片段

完全阻滞(图6A, 中图 , DNA不能出孔)。同样 , 当C1/
ORF2片段先与Lv孵育, 再加入组蛋白孵育时, 所有浓

度的Lv均导致C1和ORF2片段完全阻滞(图6A, 右图)。
图6B显示图6A中每个泳道的C1和ORF2片段的IOD值

的总和(结果为3次独立实验的均值±标准差)。发生这

一现象的可能解释见图6C, 即组蛋白与Lv结合后 , 形
成组蛋白与Lv的复合物(组蛋白-Lv), 从而抑制组蛋白

与DNA之间的结合。电泳可见DNA条带呈凝胶阻滞, 
表明Lv可以干扰组蛋白与DNA的结合。

2.7   Lv可提高C1-ORF2表达载体的DNase Ⅰ消化

敏感性

将 Lv、组蛋白和表达载体 (C1-ORF2或 C1-
Alu×14)在室温下孵育 , 然后用DNase I消化不同时

间(0 s、30 s、2 min或4 min), 1.5%琼脂糖电泳观察

结果 , 验证Lv是否干扰组蛋白与C1-ORF2的包装。

随着DNase I消化时间的增加, 表达载体DNA条带亮

度逐渐减弱(图7A, 泳道1~8), 但C1-ORF2 DNA片段

的亮度显著低于C1-Alu×14。图7B显示的是根据图

7A, 用 ImageJ软件计算出的每个泳道的 IOD值。这

些结果表明 , 当重组系统中包含组蛋白、Lv和质粒

DNA时, C1-ORF2 DNA比C1-Alu×14 DNA更容易被

DNase I消化。 
2.8   Lv可干扰组蛋白与ORF2 DNA的结合

进一步研究组蛋白浓度对凝胶阻滞的影响 , 在
添加C1-ORF2之前 , 首先将组蛋白与Lv孵育。组蛋

白浓度为0.015 μg/μL时, 对DNA凝胶阻滞无明显影响

(图8A)。当组蛋白浓度为0.02 μg/μL, Lv浓度为0时 , 
C1/ORF2条带亮度为C1/ORF2对照的37.06%(即阻滞

率为62.94%)。Lv浓度为0.062 5 μg/μL、0.125 μg/μL、
0.25 μg/μL、0.5 μg/μL、1.0 μg/μL时 , C1/ORF2条带

亮度分别降低至对照组的56.83%、60.53%、65.2%、

57.46%、39.3%。因此 , Lv与组蛋白的结合减弱了组

蛋白引起的C1/ORF2 DNA的凝胶阻滞。 
当组蛋白浓度为0.025 μg/μL, Lv浓度为0 μg/μL

时 , C1/ORF2条带亮度为对照的 0.7%(即阻滞率为

99.3%)。当Lv浓度为0.062 5 μg/μL时, C1/ORF2条带亮

度为对照的28.63%。Lv浓度为0.125 μg/μL、0.25 μg/
μL、0.5 μg/μL、1.0 μg/μL时 , C1/ORF2完全阻滞。这

些结果表明, 低Lv浓度减弱了组蛋白诱导的C1/ORF2
片段凝胶阻滞。当组蛋白浓度为0.03 μg/μL时 , 无论

A: DNase I消化C1-ORF2+组蛋白+Lv(C1-ORF2)或C1-Alu×14+组蛋白+Lv(C1-Alu×14)重组体的代表图。采用孵育重组法重组C1-ORF2/C1-
Alu×14(终浓度为0.1 μg/μL)、组蛋白(终浓度为0.3 μg/μL)和Lv(终浓度为5 μg/μL)。用0.045 U/μL的DNase I 分别消化重组体0 s、30 s、2 min和4 min。B: 
根据图7A的图计算出每个泳道的IOD值。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: representative image showing DNase I digestion of C1-ORF2+histone+Lv (C1-ORF2) or C1-Alu14+histone+Lv (C1-Alu×14) recombinants. C1-ORF2 
(C1-Alu×14) (final concentration 0.1 μg/μL), histone (final concentration 0.3 μg/μL) and Lv (final concentration 5 μg/μL) were recombined using the in-
cubation reconstitution method. The recombinants were digested with DNase I (0.045 U/μL) for 0 s, 30 s, 2 min and 4 min, respectively. B: IOD values of 
each lane calculated from the image of Fig.7A.*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图7   Lv增加C1-ORF2 DNA的DNase I消化敏感性

Fig.7   Lv increases the DNase I digestion sensitivity of C1-ORF2 DNA
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Lv浓度如何 , 组蛋白均可引起C1/ORF2片段完全凝胶

阻滞。

3   讨论
早期胚胎中L1激活与激活因子、L1的异常甲

基化和与Piwi相互作用的RNA有关 [30], 表明早期胚胎

中L1的激活是一个多因素控制的过程。其中激活因

子还包含多种蛋白, 如锌指蛋白Yin-Yang-1[30]、 Ten-11
易位蛋白1[31]、 TFLI-A[32]和SRY家族成员等 [33]。本文

研究了0 h斑马鱼胚胎是否含有解除组蛋白抑制的激

活因子。在细胞核中 , DNA被紧密地包裹在高级结

构中 , 形成了一个高度抑制DNA转录的环境 , 组蛋白

可以干扰转录因子与DNA的结合 , 抑制基因表达 [34]。

ZHANG等[31]报道了Ten-11易位蛋白1通过减弱组蛋白

抑制激活L1表达。本研究结果显示ZEL减弱了组蛋

白诱导的EGFP表达的抑制, 这表明ZEL含有减弱组蛋

白抑制的成分。

将C1-ORF2、C1-Alu×14、C1-LacZ和C1质
粒分别注射入 0 h斑马鱼胚胎 , 发现C1-ORF2引起

EGFP基因高表达 , C1-ORF2注射的0 h斑马鱼胚胎

中EGFP荧光蛋白表达量甚至高于C1质粒 , 插入与

ORF2长度相同的Alu×14序列和LacZ序列的质粒, 仅
引起EGFP蛋白非常弱的表达 (图1A和图1B); 去除

C1质粒中PolyA序列构建的表达载体 (C1-delPolyA), 
在注射入0 h斑马鱼胚胎后仅能引起低的EGFP表达, 
而在C1-delPolyA中插入ORF2, 引起了较强的EGFP
荧光表达 (图 1C和图 1D); 随着斑马鱼胚胎的发育 , 
ORF2引起EGFP的表达逐渐减少(图1G和图1H)。本

课题组以往的研究证明, ORF2序列插入C1质粒后转

染HeLa细胞 , 抑制了EGFP表达 [21]。在注射入ORF2
的0 h斑马鱼胚胎中 , ORF2可激活EGFP基因表达 , 
而ORF2在HeLa细胞中抑制EGFP表达, 这说明ORF2
活化EGFP基因是早期胚胎细胞的特征, 提示在早期

胚胎中存在活化ORF2的反式调节因子。

图 1显示EGFP荧光信号主要出现在卵黄囊外

周。文献报道受精后1天和2天的斑马鱼胚胎荧光图

片中卵黄囊外周的亮度高于中心位置 [35-36]。本文中

卵黄囊外周荧光强度高于中心荧光强度的结果与上

述文献报道一致。关于该种现象产生的原因可能有

两种解释。一种是斑马鱼卵黄属于球型立体结构 , 
中间厚外周薄, 荧光拍摄时紫外线穿透能力有限, 导
致卵黄球外周比中心更加透明 , 所以外周荧光强度

A: 不同浓度组蛋白与不同浓度Lv孵育, 然后再与C1/ORF2孵育, 观察组蛋白和Lv浓度对凝胶阻滞的影响。组蛋白浓度为0.02 μg/μL时, 0.062 5
和0.012 5 μg/μL Lv减弱组蛋白引起的C1/ORF2片段凝胶阻滞; 组蛋白浓度为0.025 μg/μL时, 0.062 5 μg/μL Lv可减弱组蛋白引起的C1/ORF2片段

凝胶阻滞。B: 图8A中各泳道C1和ORF2片段的IOD值的总和。

A: effects of histone and Lv concentrations on gel retardation when different concentrations of histones were incubated with different concentrations of 
Lv and then with C1/ORF2.  When histone concentrations is 0.02 μg/μL, 0.062 5 and 0.012 5 μg/μL Lv attenuated the gel retardation of C1/ORF2 frag-
ment caused by histone; when histone concentrations is 0.025 μg/μL, 0.062 5 μg/μL Lv attenuated the gel retardation of C1/ORF2 fragment caused by 
histone. B: the sum of IOD values of C1 and ORF2 fragments in each lane from the images of Fig.8A.

图8   Lv干扰组蛋白与C1/ORF2序列的结合

Fig.8   Lv interferes with histone binding to the C1/ORF2 fragments 
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高。第二种解释是周边有更多的EGFP分子, 中心的

EGFP分子少。使用荧光共聚焦显微镜可以澄清该

问题 , KALASEKAR等 [35]用共聚焦显微镜拍摄斑马

鱼荧光图片 , 结果依然显示卵黄囊周围的亮度高于

中心。这些结果说明第二种解释的可能性较大。卵

黄囊周边EGFP分子多的原因是注入0 h斑马鱼胚胎

的pEGFP-C1质粒, 一部分进入动物极进而存在于胚

体中 , 其余部分存在于卵黄囊中 , 在合胞体层形成

后 , 依赖合胞体层的转录能力产生EGFP mRNA及

EGFP蛋白。CARVALHO等 [37]报道在斑马鱼早期胚

胎中合胞体层细胞质包围卵黄囊 , 也就是说卵黄囊

周围分布着合胞体层细胞质 , 而包围卵黄囊的细胞

质没有细胞核。卵黄囊中的EGFP基因转录发生在

合胞体层 , 卵黄囊周边存在缺乏细胞核的合胞体层

细胞质, 故而卵黄囊周边亮度高于中心。

0 h斑马鱼胚胎动物极与植物极之间没有细胞

膜隔离 , 将C1-ORF2注射入0 h斑马鱼胚胎后 , C1-
ORF2可以进入动物极 , 所以在斑马鱼卵黄囊和体细

胞里均可以观察到EGFP荧光。鱼体荧光较弱, 卵黄

囊荧光较强 , 分析原因是合胞体层包含几百个细胞

核, 转录能力强, C1-ORF2质粒参与合胞体层细胞核

转录和翻译 , 产物进入卵黄囊。但是注射的质粒不

能完全集中到动物极 , 进入动物极的C1-ORF2会随

细胞分裂呈几何级数减少。Lv是由0 h胚胎的卵黄

囊提供的 , 随着发育时间的延长 , 多层细胞形成 , 体
细胞中Lv等胚胎期ORF2的反式调节因子含量不断

减少 , 因此待胚胎发育到48 h时观察发现鱼体仅显

示非常微弱的荧光(图1E)。
文献报道 , 斑马鱼和黑腹果蝇的早期胚胎中含

有多种DNA结合蛋白, 这些DNA结合蛋白在合子基

因组激活过程中发挥着重要作用 [38]。由于Lv在ZEL
中占大多数 , 因此假设Lv可能在拮抗组蛋白和激活

EGFP报告基因表达中发挥关键作用。将C1-ORF2
质粒和组蛋白混合后与纯化的Lv共同孵育 , 注射入

0 h斑马鱼胚胎 , 结果证明了Lv呈浓度依赖性地减

弱组蛋白的抑制 , 但BSA没有抑制作用(图4和图5)。
这些结果表明 , Lv在斑马鱼早期胚胎中特异性激活

ORF2。BSA对照结果排除了蛋白浓度和实验程序

对结果的影响。 
凝胶阻滞实验显示 ORF2片段与 ZEL、组蛋

白或Lv的结合能力分别强于LacZ片段、C1片段和

Alu×14片段 , 而ORF2与Lv的结合能力最高 (图6和

图7)。据报道 , 多种DNA结合蛋白可影响基因转录 , 
且部分蛋白可调节L1表达。多种蛋白可以与L1的
5ʹUTR的转录结合位点相互作用, 招募RNA聚合酶II
并介导L1的转录[30]。本文发现ORF2 DNA与Lv的亲

和力远高于Alu×14。这些结果提示Lv可能是ORF2
的一个新的激活因子。 

组蛋白和转录因子之间的竞争结合调节了斑

马鱼胚胎的转录[34]。实验结果显示 , 虽然ORF2比
Alu×14更容易与组蛋白结合, 但ORF2与Lv的结合能

力高于组蛋白, 并且早期胚胎中含有大量的Lv, 这可

能是斑马鱼早期胚胎中ORF2被激活的原因。

本文发现Lv与组蛋白先孵育后再加入ORF2片
段孵育 , 可减少ORF2片段的凝胶阻滞。组蛋白 (或
Lv)与ORF2片段提前孵育并不能减少ORF2片段的

凝胶阻滞。组蛋白是一种通用的DNA结合蛋白 , 通
过形成八聚体来包装DNA。组蛋白比其他DNA结

合蛋白具有更高的结合稳定性 , 因此转录因子仅在

组蛋白与DNA结合之前激活基因表达 [39]。本文的

结果表明ORF2与Lv的结合比其他DNA片段更强。

理论上 , 蛋白质与组蛋白结合也可延迟组蛋白包装

DNA。本研究改变Lv、组蛋白和ORF2片段的孵育

顺序, 研究Lv能否与组蛋白结合。结果表明, 只有Lv
与组蛋白预孵育才能减少组蛋白引起的ORF2片段

凝胶阻滞 , 表明Lv具有与组蛋白结合的能力。ZEL
中包含的组蛋白与组蛋白伴侣分子结合 , 而不是独

立存在[40]。这一结果提示Lv也是一种伴侣分子。由

于Lv在ZEL中占很大比例 , 因此Lv在平衡组蛋白与

DNA的结合中起着重要作用。 
组蛋白包装的紧密程度与真核生物DNA转录

直接相关。调节蛋白相关的染色质区域对DNase I
消化高度敏感 [41]。本研究表明 , Lv可以减弱组蛋白

诱导的EGFP表达抑制。据报道, 转录因子可以作用

于染色质的特定区域 , 以干扰DNA的包装 , 表现为

转录因子对DNase I消化的敏感性增加 [41]。本文利

用组蛋白和C1-ORF2(或C1-Alu×14)重组Lv。在这

样的系统中, C1-ORF2 DNA的DNase I消化敏感性高

于C1-Alu×14 DNA(图7), 表明重组的C1-ORF2与重

组的C1-Alu×14相比, 更容易受到Lv的干扰。

组蛋白能够抑制ORF2引起的EGFP表达 , Lv能
减弱该抑制 , 按转录原理推导 , 转录的基因染色质

开放 , 允许RNA聚合酶及转录因子接近DNA; 凝胶

阻滞实验证明Lv与组蛋白先孵育 , 减少了组蛋白与



1006 · 研究论文 ·

DNA的结合 , 证明了Lv与ORF2有强的亲和性 ; DN-
ase I消化实验证明Lv提高了L1-ORF2 DNA的易接

近性。以上三点均说明Lv通过提升染色质易接近性, 
增加了L1-ORF2引起的EGFP报告基因的表达水平。

但是获得最终结论还需要补充较多实验。

总结Lv作用的分子机理: Lv与DNA的结合具有

序列特异性 , Lv与L1-ORF2片段的亲和力高于C1、
LacZ和Alu×14片段。图9示意Lv与ORF2 DNA结合, 
还可以与组蛋白结合 , 干扰组蛋白与ORF2 DNA结

合形成核小体 , 进而促进DNA转录。由于Lv在斑马

鱼早期胚胎蛋白中占很大比例 , 并且Lv具有DNA序

列结合特异性 , 所以推测Lv在斑马鱼早期胚胎中作

为转录因子激活L1-ORF2。

4   结论及展望
本研究证明了组蛋白能抑制L1-ORF2引起的

EGFP表达 , ZEL可解除组蛋白对EGFP表达的抑制。

同时首次发现Lv与DNA的结合具有序列特异性, Lv
与L1-ORF2片段的亲和力高于Alu×14片段。Lv还可

以与组蛋白结合, 干扰组蛋白与ORF2 DNA的结合。

体外实验表明 , Lv通过干扰含ORF2的DNA的包装

来促进EGFP报告基因的表达。由于Lv在斑马鱼早

期胚胎的蛋白中占很大比例 , 并且Lv具有DNA序列

结合特异性 , 推测Lv在斑马鱼早期胚胎中作为转录

因子激活L1-ORF2。L1-ORF2在斑马鱼早期胚胎中

的高表达与Lv干扰DNA包装有关 , 参与了早期胚胎

上图显示组蛋白包装DNA形成整齐的核小体抑制基因转录; 下图显示Lv能与DNA和组蛋白结合, 进而干扰DNA包装核小体, 促进DNA转录。

The above panel shows that histone packaging DNA to form order nucleosomes inhibits gene transcription; the below panel shows that Lv can bind to 
DNA and histones, thereby interfering with DNA packaging nucleosomes and promoting DNA transcription.

图9   Lv作用的分子机理示意图

Fig.9   Schematic diagram of molecular mechanism of Lv action
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发生。人类胚胎中没有Lv, 但L1在人类胚胎中也高

度表达 , 这意味着在人类早期胚胎中也存在与Lv功
能相同的成分。寻找Lv的等效成分对人类胚胎发育

过程中基因再激活的研究具有重要意义。
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