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单酶切
'

e?9&A4)GM

&

6

!

'

e?9&ON

Q

K!

重组质粒&

-!

!

[+1

P4LY2L

'

图
!

!!

ON

Q

K!

凝血酶原酶基因
0_

端调控区序列质粒酶切图

!//
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>7@

!

重组质粒的克隆与鉴定
!

以
?̀&$"

细胞基因组
<],

为

模板#

[+1

扩增获得长度为
#0$8V

'

的
ON

Q

K!

凝血酶原酶基因

=#6$6

!

g/6

序列#与设计长度一致#结果见图
#

'将
[+1

扩增基因片段插入
'

e?9&A4)GM

载体得到重组质粒
'

e?9&

ON

Q

K!

#用
P

9

+

&

和
6(+=

*

双酶切质粒得到
#0$"V

'

大小的

<],

片段#与设计的插入序列大小一致#结果见图
!

'测序结

果显示各插入片段与
e25A45Y

公布的序列完全一致#见图
9

'

图
9

!!

重组质粒
'

e?9&ON

Q

K!

的部分测序图

?

!

讨
!!

论

基因表达是指基因在生物体内的转录*剪接*翻译以及转

变成具有生物活性的蛋白质分子之前的所有加工过程#转录是

基因表达的第一步'转录调控因子#也称为反式作用因子#有

序地结合在特定基因
0_

端侧翼调控序列特殊位点#启动基因

的转录和控制基因的转录效率#这些位点即转录因子结合位点

或顺式调控元件'每个转录因子的结合位点都有特定的结合

模式#找到这些特定的序列片段对研究基因的转录调控有着重

要意义(

.

)

'

肿瘤坏死因子
"

$

*SP(L52ML()G)N4M*(L4K

'

O4

#

I]E&

"

%*干

扰素
"

$

G5*2LN2L(5

"

#

%E]&

"

%等辅助性
I

细胞$

O2K

'

2LIM2KK

#

IO

%

#

型细胞因子与小鼠及人类自发性流产密切相关#二者单

独或联合应用都可诱发小鼠的流产#细胞因子通过触发炎症"

血栓形成过程导致流产的发生#推测在人类自发性流产中也存

在相同的机制(

#

#

#"&#!

)

'在同种异体移植所引起的急性排斥反应

中#细胞因子通过激活
N

Q

K!

凝血酶原酶而介导内皮细胞的损

伤#使内皮细胞损伤
=

凝血
=

炎症反应
=

内皮损伤的恶性病理

循环发生#导致移植排斥反应(

9

)

'这些细胞因子通过胞膜或细

胞内受体经细胞内信号转导系统转换#改变靶基因的转录活

性#诱发细胞特定的应答反应'而细胞内受体分布于细胞质或

细胞核内#本质上都是配体调控的转录因子#均在细胞核内启

动信号转导并影响基因转录'

ON

Q

K!

凝血酶原酶基因定位在染色体
8

W

##7!9

#全长约

8YV

#有
!

个外显子#中间有
#

个长度约
!7!YV

的内含子'

ON

Q

K!

凝血酶原酶有
!

种
P1],

转录本#长度分别为
676YV

和

#70YV

#其
M<],

全长为
#9!"V

'

#编码的蛋白质由
69.

个氨

基酸组成'通过对鼠血管内皮细胞
N

Q

K!

凝血酶原酶启动子活

性的研究显示#

N

Q

K!

凝血酶原酶的表达受其近侧启动子序列中

的顺式元件调控#在多个反式因子的协同作用下#共同调节内

皮细胞的基础表达和对病毒诱导的反应(

#9&#6

)

#其基因
0_

端调

控区存在的正性调控结构域$

'

()G*G32L2

Q

SK4*(L

T

F(P4G5

#

[1<

%

与转录密切相关#

[1<

位于起始位点
=/8

!

=9.

位碱基#研究

表明在
[1<

形成的核蛋白复合物包括特异蛋白$

)

'

2MGNGMG*

T

'

L(*2G5

#

^

'

%

#

"

^

'

9

家族成员*八聚体结合转录因子$

(M*4P2L&

VG5FG5

Q

*L45)MLG

'

*G(5N4M*(L&#

#

aM*&#

%和
D!$

转录因子
&#

$

D!$

*L45)N(LP4*G(5&)

'

2MGNGM&#

#

D*)&#

%等(

#0

)

'本研究显示#

ON

Q

K!

凝

血酶原酶基因
0_

调控区序列中可能存在
!

处启动子序列#分别

位于
=$8"

!

=$!#

和
=8!

!

=!9

位碱基'在
ON

Q

K!

凝血酶原

酶基因
=#6$6

!

g/6

区域共有
#9/

个*

9#

种转录因子结合位

点#究竟哪个启动子序列在转录调控中发挥主导作用以及转录

因子对启动子有何影响尚有待进一步研究'

+

'

e

岛是基因组中长度为
9""

!

9"""V

'

的富含
+

'

e

二

核苷酸的一些区域#主要位于基因的启动子和第一外显子区

域#常出现在真核生物看家基因$

O(S)2&Y22

'

G5

QQ

252

%的调控

区#约有
$"@

以上基因的启动子含有
+

'

e

岛'启动子区中

+

'

e

岛的未甲基化状态是基因转录所必需的#而
+

'

e

序列中

胞嘧啶的甲基化可导致基因转录被抑制'本研究通过在线软

件分析
ON

Q

K!

凝血酶原酶基因
0_

端侧翼调控序列#所分析的区

域无
+

'

e

岛存在#表明该基因的调控可能不受
+

'

e

岛的甲基

化影响(

0

)

'

双荧光素酶报告系统是用以研究基因转录活性的#荧光素

酶报告基因载体用萤火虫荧光素酶基因作为报告基因#可对启

动子及增强子序列作快速及方便的分析#荧光素酶报告基因载

体转染到细胞中#可用荧光素酶检测系统灵敏方便地测定荧光

素酶基因的表达#

'

e?9

载体含猴空泡病毒
6"

$

)GPG4534MS(K4&

*G5

Q

3GLS)6"

#

Ĉ6"

%启动子及增强子的不同组合#有助于分析

<],

片段的转录活性'本实验成功构建了
ON

Q

K!

凝血酶原酶

基因近端启动子转录调控序列荧光素酶报告基因表达载体#为

研究该基因
0_

端侧翼调控序列的各段
<],

的调控活性奠定

了基础'
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经胶质瘤
&!'

级中的表达明显低于在神经胶质瘤
*!(

级

中的表达#因此认为
+IeE

可能在神经胶质瘤的发生*发展过

程中发挥一定作用'而近年
+4K*4VG45(

等(

#$

)的研究却发现级

别越高的星型神经胶质瘤中
+J69

的表达越高#可见
+J69

在

神经胶质瘤的发展过程中具有重要的作用'作者希望通过构

建重组过表达
+J69

质粒#将其转染到神经胶质瘤细胞#改变

其
+J69

的表达#为下一步进行神经胶质瘤体内的侵袭性研究

奠定实验基础'
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