










!"# 两个拷贝 $#%& 回文序列插入可以有效抑制 !"# 基因在大肠杆菌中的表达

!"#$ 回文结构序列末端添加磷酸基团后，插入 $%&’() 质粒的 !"#& 位点，所获得的重

组子与 $*’+,-$./ 质粒共转化大肠杆菌，出现两种完全不同的情况：一类与 $%&’() 及 $%&0
’()!"1 共转化的质粒电泳图谱相似，在 $*’+,-$./ 质粒带之前，仍然有大小与 $*’+,-$ 相

同的质粒带，说明 $%& 基因的表达未被抑制，测序证明这类质粒与 $%&’()!"1 相同，只含有

单拷贝的 !"#$ 回文结构序列；另一类则不同，在 $*’+,-$./ 质粒带之前，大小与 $*’+,-$
相同的那条质粒带消失了（图 20!3 4 !"），说明 +,-$ 位点不再被切割，因而也就说明在这种

情况下，$%& 基因的表达被抑制了，测序证明这类质粒含有两个拷贝的 !"#$ 回文结构序

列，命名为 $%&’()!"#。这种方式插入，形成的回文序列实际长度为 5"#$，其转录的单链

67. 如果回折，则可以形成一段长为 !2#$ 的双链结构（图 8/）。从 $%& 基因的表达受抑制

这一结果来看，在这种情况下，转录产生的单链 67. 可以有效回折，形成一段较稳定的双

链结构，阻碍核糖体向前移动，从而有效地抑制下游基因的表达。

’ 讨论

一般地，确定某个基因表达与否需要检测这个基因的表达产物，如果是酶基因，需要

将酶提取纯化后确定它的活性，活性不易检测的表达产物，还需要通过抗原 9 抗体免疫反

应，才能判断它表达与否。本文构建了 ’()0+,-$ 质粒系统，将含有 $%& 基因的质粒与含有

两个同向 +,-$ 序列（中间含一段 :7. 序列）的质粒同时转化大肠杆菌，在共转化成功的菌

株中，$%& 基因如果表达了，就会切割另一个质粒上的 +,-$ 序列，使其释放掉中间的 :7.
序列，自身环化成一个小质粒。根据质粒电泳图谱上是否出现小质粒带以及出现的小质

粒带的强弱，就可以很直观地判断细胞内 $%& 基因是否表达以及表达水平高低的大致情

况。利用这个系统，通过观察顺式作用元件和反式作用因子对 $%& 基因表达的影响，可以

很方便地研究这些作用因子对细胞内基因表达的效应，而不需要体外进行其酶活测定。

本文利用这个系统对回文结构的长度与基因表达的关系进行了初步的研究，并获得了较

好的结果。重组系统构建成功，为今后更方便地分离、克隆表达调控元件，研究基因表达

打下了基础。

回文结构序列与基因表达存在密切的关系。在增强子中出现的回文结构序列一般有

利于调控基因表达的反式作用因子与之结合，从而促进基因表达［2 4 8］；在终止子前出现的

回文结构序列有利于 67. 聚合酶!从 :7. 模板上脱离下来，从而有效终止转录过程［;］。

回文结构序列在转录后形成的单链 67. 上，具有回折以形成部分双链结构的趋势。从本

文所获得的实验结果来看，长至 <3#$ 的回文结构序列还不足以抑制其下游基因的表达，

只有 5"#$ 的回文结构序列才能形成较稳定的双链结构，抑制下游基因的表达。

在我们平常的基因操作中，经常会在不注意的时候设计出回文结构序列，从本文的实

验结果看，只要其长度不超过 <3#$，它就不会直接影响下游基因的表达。另外，广义上的

回文结构序列还包括中间有几个核苷酸间隔的不对称序列，这样的回文序列转录成单链

67. 后，常可以形成茎 9 环结构（即发夹结构）。环结构核苷酸在 " 个以上，配对的核苷

酸达到 5 4 = 对时，核苷酸之间的空间位置障碍基本可以克服，这时形成的发夹结构就比

较稳定。这种发夹结构很容易阻止核糖体前移，从而可有效地抑制下游基因的表达。所
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以，在进行 !"# 序列设计时，如何利用回文结构序列，是值得考虑的因素之一。

在基因表达调控中，回文结构序列不仅可增强和促进基因的表达，本文结果证明，回

文结构序列大于 $%&’ 时，也可有效地抑制基因的表达，因此，回文结构序列是极其重要的

基因表达调控元件之一。目前在基因工程研究中，甲基化、拷贝数、("# 过量表达等因素

常可造成基因沉默，这样的文献很多，但类似本文的研究结果，目前还未见到报道。过长

的回文结构序列是否也是造成基因沉默的原因之一，还有待进一步研究。
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