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　　［摘要］　目的　研究正向和反向ＳＶ４０ｐｏｌｙ（Ａ）信号在３种常用细胞株中对上游基因表达的调控作用，为基因表达研究
中载体ｐｏｌｙ（Ａ）信号的选择提供依据。方法　将ＦＬｕｃ与ＲＬｕｃ两种荧光素酶基因插入同一质粒，构建带有双荧光素酶报
告基因的载体ＤｕａｌＬｕｃ。在ＦＬｕｃ基因后分别插入正向和反向互补的ＳＶ４０ｐｏｌｙ（Ａ）信号序列，得到２个带有不同ＳＶ４０ｐｏｌｙ
（Ａ）信号的载体ＤｕａｌＬｕｃ２、ＤｕａｌＬｕｃ３。将其分别转染常用的３类细胞株２９３、Ｌ０２和ＨｅＬａ细胞，应用双荧光素酶标仪和反转

录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）法测定报告基因（ＦＬｕｃ）的表达量，以ＲＬｕｃ基因的表达量作对照。结果　成功构建携带正向和
反向互补ＳＶ４０ｐｏｌｙ（Ａ）序列的双荧光素酶载体ＤｕａｌＬｕｃ２、ＤｕａｌＬｕｃ３；双荧光素酶标仪检测表明，在２９３细胞中，ＤｕａｌＬｕｃ２、

ＤｕａｌＬｕｃ３的ＦＬｕｃ／ＲＬｕｃ比值分别为３．２５±０．４３、３．０３±０．１４，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；在Ｌ０２细胞中，ＤｕａｌＬｕｃ２、

ＤｕａｌＬｕｃ３的ＦＬｕｃ／ＲＬｕｃ比值分别为６．１６±０．３９、３．８３±０．３９，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；在 ＨｅＬａ细胞中，ＤｕａｌＬｕｃ２、

ＤｕａｌＬｕｃ３的ＦＬｕｃ／ＲＬｕｃ比值分别为１．２１±０．１０、０．６６±０．０２，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＲＴＰＣＲ检测与荧光素酶检

测结果一致。结论　不同细胞中ｐｏｌｙ（Ａ）信号序列对上游基因的调控作用存在差异；ｐｏｌｙ（Ａ）信号对上游基因的调控作用主
要发生于转录水平。

　　［关键词］　ＳＶ４０ｐｏｌｙ（Ａ）加尾信号序列；基因表达；双荧光素酶报告系统
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　　真核生物ｍＲＮＡ转录完成后有一个加尾过程，
即在３′末端分裂处［ｐｏｌｙ（Ａ）位点］加入一串腺嘌呤
尾巴［１］，称为多聚腺苷酸化［ｐｏｌｙ（Ａ）ｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ］。
除了哺乳动物组蛋白 ｍＲＮＡ外［２］，几乎所有真核生
物的ｍＲＮＡ分子中都带有ｐｏｌｙ（Ａ）尾

［３］。Ｐｏｌｙ（Ａ）
尾对ｍＲＮＡ从核到细胞质的运输、后续翻译以及增
强ｍＲＮＡ的稳定性都发挥重要作用，是基因表达调
控的一个重要元件［４７］。加尾过程由ｐｏｌｙ（Ａ）聚合酶
催化完成，但ｐｏｌｙ（Ａ）添加部位并不直接位于转录
终止位点，而是转录产物３′末端一个特异性酶切除
后的序列。该酶识别位点常位于加尾位点上游

１３～２０碱基处，由切点上游 ＡＡＵＡＡＡ及切点下游
的ＧＵＧＵＧＵＧ组成（单细胞真核生物除外）［７］，也称
为ｐｏｌｙ（Ａ）加尾信号［ｐｏｌｙ（Ａ）ｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ，

ＰＡＳ］。

　　目前最常用的ＰＡＳ是猴巨细胞病毒早期蛋白
多聚腺苷酸加尾信号［ｓｉｍｉａｎｖｉｒｕｓ４０ｌａｔｅｐｏｌｙ（Ａ）

ｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ，ＳＶ４０ＰＡＳ］，位于ＳＶ４０病毒Ｔ抗
原后，是 ＳＶ４０基因组中一段２．３７ｋｂＢａｍＨⅠ
ＢｃｌⅠ的酶切片段［８］。经过比较，我们发现常用的表
达载体中存在两种类型的ＳＶ４０ＰＡＳ信号序列，其
大部分序列完全反向互补。鉴于此，我们分别构建
正反向ＳＶ４０ＰＡＳ序列调控下的双荧光素酶载体，
转染３类常用细胞株，通过双荧光素酶以及反转录

ＰＣＲ方法，检测报告基因ＦＬｕｃ在蛋白及 ＲＮＡ水
平的相对表达量，研究正反向ＳＶ４０ＰＡＳ对上游报
告基因表达的影响，为基因表达研究中载体ｐｏｌｙ
（Ａ）信号的选择提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　ｐＧＬ３Ｐｒｏｍｏｔｅｒ及ｐＲＬ
ＴＫ质粒均购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ｐＤＣ３１５质粒购自北
京本元正阳公司。人胚肾细胞株２９３购自加拿大

ＭｉｃｒｏｂｉｘＢｉｏｓｙｓｔｅｍ公司，人肝脏正常细胞株Ｌ０２
及子宫颈癌细胞株 ＨｅＬａ均购自中国科学院上海生
物化学与细胞研究所。质粒提取试剂盒购自Ｑｉａｇｅｎ
公司，实验用限制性内切酶及连接酶均购自ＮＥＢ公
司，回收试剂盒 ＮｕｃｌｅｏｓｐｉｎＥｘｔｒａｃｔⅡ购自 ＭＡＣＨ
ＥＲＥＹＮＡＧＥＬ 公司，高保真 ＰＣＲ 试剂盒购自

Ｔｏｙｏｂｏ公司，双荧光素酶检测系统购自Ｐｒｏｍｅｇａ公
司，反转录试剂盒及反转录ＲＴＰＣＲ试剂盒均购自

Ｔｏｙｏｂｏ公司。细胞培养基购自Ｇｉｂｃｏ公司，孔径为

３．５ｃｍ的６孔板细胞培养皿购自美国Ｃｌｏｎｉｎｇ公
司，转染试剂盒ＰｏｌｙｆｅｃｔＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ购自

Ｑｉａｇｅｎ公司。核酸蛋白质测定仪购自Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司，ＰＣＲ 仪购自 Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司，荧光素酶检测仪

ＭｉｎｉｌｕｍａｔＬＢ９５０６购自德国 Ｂｅｒｔｈｏｌｄ公司，ＲＴ
ＰＣＲ仪ＳｔｅｐＯｎｅ购自ＡＢＩ公司。

１．２　引物设计与合成　根据引物设计原则，应用

ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件中的Ｐｒｉｍｅｒ设计程序，获得引物序
列，并且分别在引物 ＧＴ２４８、ＧＴ２４９的５′端引入酶
切位点ＢｇｌⅡ和多克隆位点ＫｐｎⅠ、ＳａｌⅠ、ＳｐｅⅠ、

ＳａｃⅠ，ＧＴ２５１引入酶切位点 ＢｇｌⅡ；在 ＧＴ８６６和

ＧＴ８６７的５′端分别引入酶切位点ＳａｃⅠ和ＣｌａⅠ。
具体序列如下，ＧＴ２４８：５′ＧＧＡ ＡＧＡ ＴＣＴ ＧＣＧ
ＡＴＣＴＧＣＡＴＣＴＣＡＡＴＴＡＧＴＣＡＧＣＡＡＣＣＡ
ＴＡＧＴＣＣＣ３′；ＧＴ２４９：５′ＧＡＧＣＴＣＡＣＴ ＡＧＴ
ＧＧＧＴＣＧＡＣＧＧＴＡＣＣＡＴＴＡＣＡＣＧＧＣＧＡＴ
ＣＴＴＴ３′；ＧＴ２５０：５′ＧＧＴ ＡＣＣＧＴＣＧＡＣＣＣＡ
ＣＴＡＧＴＧ ＡＧＣＴＣＧＴＣＧＧＧＧＣＧＧＣＣＧＧＣ
３′；ＧＴ２５１：５′ＧＧＡ ＡＧＡ ＴＣＴ ＴＴＡ ＴＣＧ ＡＴＴ
ＴＴＡＣＣＡＣＡＴＴＴＧＴＡＧＡＧＧＴＴＴＴＡＣＴＴ
３′；ＧＴ８６６：５′ＧＴＧＡＧＣＴＣＴＴＣＧＡＧＣＡＡＣＴＴ
３′；ＧＴ８６７：５′ＧＣＡ ＴＣＧ ＡＴＧ ＧＡＴ ＣＴＴ ＣＧＡ
ＴＧ３′；ＧＴ７２１：５′ＴＣＡＡＡＧＡＧＧＣＧＡＡＣＴＧＴＧ
ＴＧ３′；ＧＴ７２２：５′ＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＣＴＴＧＴＣＡＡ
ＴＣ３′；ＧＴ７２３：５′ＴＴＴＡＴＧＧＣＧＡＣＡＴＧＴＴＧＴ
ＧＣ３′；ＧＴ７２４：５′ＡＣＣＡＧＡＴＴＴＧＣＣＴＧＡＴＴＴ
ＧＣ３′；引物均由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，并在使用前
配制成１０μｍｏｌ／Ｌ备用。

１．３　双荧光素酶载体的构建　以ｐＧＬ３Ｐｒｏｍｏｔｅｒ
质粒为模板，以 ＧＴ２４８、ＧＴ２４９为引物，扩增ＳＶ４０
启动子至ＦＬｕｃ终止密码子间的片段，以 ＧＴ２５０、

ＧＴ２５１为引物扩增ＳＶ４０加尾信号序列。两者的扩
增产物合并后作为模板，以ＧＴ２４８、ＧＴ２５１为引物，
扩增后获得ｐＧＬ３Ｐｒｏｍｏｔｅｒ载体从ＳＶ４０启动子至

ＳＶ４０加尾信号序列间的片段，并突变原有的ＸｂａⅠ
酶切位点，换以ＫｐｎⅠ、ＳａｌⅠ、ＳｐｅⅠ、ＳａｃⅠ多克隆
位点。ＰＣＲ片段经ＢｇｌⅡ单酶切，１％琼脂糖凝胶电
泳鉴定，切胶回收目的片段，与ｐＲＬＴＫ２载体［由

ｐＲＬＴＫ改造而来，删除原有ＲＬｕｃ基因后的ＳＶ４０
ＰＡＳ，换以１段人工合成的ｐｏｌｙ（Ａ）信号序列］Ｂｇｌ
Ⅱ单切后的线性片段相连，转化并挑选反向插入的
阳性克隆，酶切鉴定并测序验证正确，获得包含萤火
虫荧光素酶 （ｐｈｏｔｉｎｕｓｐｙｒａｌｉｓ，ＦＬｕｃ）和海肾荧光
素酶（ｒｅｎｉｌｌａｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｎｉｆｏｒｍｉｓ，ＲＬｕｃ）报告基因
的载 体 ＤｕａｌＬｕｃ２（ＦＬｕｃ 基 因 后 为 正 向 ＳＶ４０
ＰＡＳ）。以ｐＤＣ３１５质粒为模板，ＧＴ８６６、ＧＴ８６７为
引物，扩增该载体中的反向ＳＶ４０ＰＡＳ序列，经Ｓａｃ
Ⅰ和ＣｌａⅠ双酶切、电泳、回收，替换ＤｕａｌＬｕｃ２载体
的正向ＳＶ４０ＰＡＳ序列，获得另一双荧光素酶载体

ＤｕａｌＬｕｃ３（ＦＬｕｃ基因后为反向ＳＶ４０ＰＡＳ）。
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１．４　双荧光素酶的检测　取对数生长期２９３、Ｌ０２
及ＨｅＬａ细胞铺６孔板，设３个复孔，３７℃ＣＯ２培养箱
孵育２４ｈ后，用Ｑｉａｇｅｎ公司的Ｐｏｌｙｆｅｃｔ转染试剂分别
转染ＤｕａｌＬｕｃ２与ＤｕａｌＬｕｃ３质粒各２μｇ，３７℃ＣＯ２培
养箱内转染４８ｈ后，吸去培养液，生理盐水清洗２次，
加入５００μｌ的１×ＰＬＢ液裂解细胞，摇床振摇１５ｍｉｎ
后吸至１．５ｍｌ的ＥＰ管内离心，取上清，根据Ｐｒｏｇｅｍａ
双荧光素酶检测试剂盒的说明，在 ＭｉｎｉｌｕｍａｔＬＢ９５０６
仪上检测ＦＬｕｃ／ＲＬｕｃ的比值。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测　分别用 ＤｕａｌＬｕｃ２和 Ｄｕａｌ
Ｌｕｃ３质粒转染２９３、Ｌ０２、ＨｅＬａ细胞，各设３个复
孔。转染４８ｈ后，吸去培养液，生理盐水清洗２次，
每孔中加入１ｍｌＴＲＩｚｏｌ裂解细胞，震荡混匀，室温
静置５ｍｉｎ。每管加入氯仿２００μｌ，剧烈震荡１５ｓ混
匀，４℃２４６６４×ｇ离心１５ｍｉｎ，吸取上层水相，加入

２倍体积的无水乙醇混匀，４℃ ２４６６４×ｇ离心３０
ｍｉｎ，倒上清，加入１ｍｌ７５％的乙醇洗涤沉淀，４℃
２４６６４×ｇ离心３ｍｉｎ，倒上清，室温放置３ｍｉｎ晾
干，加入４０μｌ无ＲＮＡ酶的ＤＥＰＣ水，溶解ＲＮＡ，应
用无ＲＮＡ酶的ＤＮＡ酶处理１ｈ，纯化后重新溶解，
应用核酸蛋白质测定仪检测ＲＮＡ浓度与纯度。取
上述ＲＮＡ１μｇ，应用ＱｕａｎｔｓｃｒｉｐｔＲＴＫｉｔ（ｃＤＮＡ第

一链合成试剂盒）合成单链ｃＤＮＡ，其操作步骤及方
法参考试剂盒说明书。应用Ｔｏｙｏｂｏ公司ＲＴＰＣＲ
试剂盒，分别以ＧＴ７２１与ＧＴ７２２、ＧＴ７２３与ＧＴ７２４
为引物，扩增ＦＬｕｃ、ＲＬｕｃ基因，以ＲＬｕｃ表达量为
内参，定量检测ＦＬｕｃ／ＲＬｕｃ比值，具体操作参照试
剂盒说明书。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，检验
水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　２种ＳＶ４０ＰＡＳ的比较　ＳＶ４０ＰＡＳ是真核表
达载体中常用的加尾信号序列。然而，在载体构建
中我们发现，在常见通用载体中存在２种不同的

ＳＶ４０ＰＡＳ，ＳＶ４０早期 ＰＡＳ（ＳＶ４０ｅａｒｌｙＰＡＳ）与

ＳＶ４０晚期ＰＡＳ（ＳＶ４０ｌａｔｅＰＡＳ）。比较发现，这２
种ＳＶ４０ＰＡＳ大部分序列完全反向互补（图１），我们
将其分别命名为ＳＶ４０ＰＡＳ（＋）与ＳＶ４０ＰＡＳ（－）。
经ＮＣＢＩ数据库查找比对显示，Ｐｒｏｍｅｇａ公司开发
的ｐＧＬ、ｐＲＬ等系列载体采用ＳＶ４０ＰＡＳ（＋），而

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司开发的ｐｃＤＮＡ３．１、ｐＥＮＴＲＴＭ系列载
体均采用ＳＶ４０ＰＡＳ（－）。结果暗示这２种ＳＶ４０
ＰＡＳ对上游基因的表达具有不同的调控特性。

图１　ＳＶ４０ＰＡＳ（＋）与ＳＶ４０ＰＡＳ（－）比对结果

Ｆｉｇ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＳＶ４０ＰＡＳ（＋）ａｎｄＳＶ４０ＰＡＳ（－）ｂｙＢａｓｉｃＬｏｃａｌＡｌｉｇｎｍｅｎｔＳｅａｒｃｈＴｏｏｌ（ＢＬＡＳＴ）

２．２　双荧光素酶载体的构建与改造　为研究ＳＶ４０

ＰＡＳ（＋）与ＳＶ４０ＰＡＳ（－）两种加尾信号序列对上

游基因表达调控的影响，我们构建了双荧光素酶载

体，将两个不同的荧光素酶ＦＬｕｃ与ＲＬｕｃ基因装

载到同一载体，以期互为参照，减少系统误差，定量

检测调控元件的作用差异。

　　按上述方法，本研究分别构建两个双荧光素酶

载体ＤｕａｌＬｕｃ２、ＤｕａｌＬｕｃ３，ＲＬｕｃ基因后插入同一

人工ｐｏｌｙ（Ａ）信号序列，而在ＦＬｕｃ基因后分别插

入ＳＶ４０ＰＡＳ（＋）与ＳＶ４０ＰＡＳ（－）序列。构建的

载体具体图谱见图２。
图２　ＤｕａｌＬｕｃ２载体图谱

Ｆｉｇ２　ＭａｐｏｆＤｕａｌＬｕｃ２ｖｅｃｔｏｒ
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２．３　双荧光素酶的检测分析　ＤｕａｌＬｕｃ２与Ｄｕａｌ

Ｌｕｃ３的ＦＬｕｃ／ＲＬｕｃ比值，在２９３细胞中分别为

（３．２５±０．４３）与（３．０３±０．１４），差异无统计学意义；

Ｌ０２细胞中分别为（６．１６±０．３９）与（３．８３±０．３９），

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＨｅＬａ细胞中分别为

（１．２１±０．１０）与（０．６６±０．０２），差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。

２．４　ＲＴＰＣＲ检测分析　以 ＲＬｕｃ为内参，采用

ＲＴＰＣＲ分别检测２９３、Ｌ０２和ＨｅＬａ细胞中ＦＬｕｃ
和ＲＬｕｃ基因。结果ＤｕａｌＬｕｃ２与ＤｕａｌＬｕｃ３的Ｆ

Ｌｕｃ／ＲＬｕｃ比值，在２９３细胞中分别为（０．７４４±

０．０８）与（０．６９１±０．０９），差异无统计学意义；Ｌ０２
细胞中分别为（１．２３１±０．０８）与（０．４８１±０．０５），差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；在 ＨｅＬａ细胞中分别为

（１．２１４±０．０９）与（０．７２０±０．０６），差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　Ｐｏｌｙ（Ａ）加尾信号（ＰＡＳ）参与真核ｍＲＮＡ３′端

形成的重要过程，而ＳＶ４０ＰＡＳ序列包含３个重要

基序（２个Ｕｒｉｃｈ区和１个Ｇｒｉｃｈ区），可以加强多

聚腺苷酸化作用，是一种高效ｐｏｌｙ（Ａ）加尾信号，在

各种真核表达载体中起着重要作用［９］。ＳＶ４０ＰＡＳ
有两种，ＳＶ４０早期ＰＡＳ与ＳＶ４０晚期ＰＡＳ，这两种

加尾信号序列都包含 ＡＡＵＡＡＡ，但大部分序列完

全反向互补，存在于著名生物公司开发的多种系列

表达载体中，暗示它们具有各自的优点。

　　为研究这２种ＳＶ４０ＰＡＳ在不同细胞中对上游

基因表达量的调控作用，我们构建了双荧光素酶报

告基因载体系统。在该系统中，２种荧光素酶基因

（来源于萤火虫的ＦＬｕｃ基因与来源于海肾的 Ｒ

Ｌｕｃ基因）被装载在同一质粒。在分析过程中，可替

换ＦＬｕｃ基因的调控元件，而ＲＬｕｃ基因的调控元

件保持不变作为内参。相对于将２个荧光素酶基因

插入２个不同的载体，共转染细胞的双荧光素酶检

测系统，该系统可以消除转染质粒量的差异、转染过

程的差异、转染细胞状态的差异等，大幅减少系统误

差，准确量化调控元件的调控作用，因而是载体元件

筛选的一种理想工具。

　　通过双荧光素酶与ＲＴＰＣＲ检测分析，本研究

发现２９３细胞中正反向ＳＶ４０ｐｏｌｙ（Ａ）信号对上游

基因的调控无差异；Ｌ０２、ＨｅＬａ细胞中正反向

ＳＶ４０ｐｏｌｙ（Ａ）信号对上游基因的调控作用差异显

著，且正向ＳＶ４０ｐｏｌｙ（Ａ）序列优于ＳＶ４０ｐｏｌｙ（Ａ）

序列，表明正反向ＳＶ４０ＰＡＳ在不同细胞中对上游

基因的表达量具有不同的调控作用，与我们的推测

相符。有意思的是，在表达抗体的研究中发现，携带

反向ＳＶ４０ＰＡＳ的腺病毒在Ｌ０２细胞中的抗体表

达量高于携带正向ＳＶ４０ＰＡＳ的腺病毒，与此研究

中的结果相反，暗示在质粒表达系统、病毒表达系统

中，ＳＶ４０ＰＡＳ的调控作用可能并不一致，其具体机

制有待于进一步探讨。在杆状病毒表达系统中，

ＳＶ４０ＰＡＳ对上游基因的转录水平起促进作用，但

对上游基因的翻译水平起抑制作用，表明 ＳＶ４０

ＰＡＳ对上游基因表达量的调控作用具有两面性。

因而，综合来讲在实际应用中，为获得所需基因的最

大表达量，应注重ｐｏｌｙ（Ａ）加尾信号的筛选。
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