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c3K

"是真核细胞染色质中与核基质结合的一段
AL3

序列#当

大多数染色质蛋白和其他
AL3

被切割降解后$

c3K

仍能和核基质结合$或者能在竞争性
AL3

片段存在的条件

下$在体外与纯化的核基质结合#将
c3K

构建于外源基因两侧时$能够增强外源基因的高效稳定表达$减少基因

沉默#笔者评述了近年来应用
c3K

序列提高外源转基因在受体植物中表达的最新进展$分析了存在的问题#同

时$对如何进一步应用
c3K

于转基因作物$提高外源转基因的功能表达进行了展望#
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转基因技术的研究和应用!既需要研究开发出

高效)易操作和低成本的外源基因遗传转化技术!也

要求使已经整合到转基因受体生物染色体上的外源

转基因能够高水平的稳定表达!以在受体生物上实

现外源基因的功能(但是!植物的遗传转化这种技

术常受到转基因表达量差异的影响!外源转基因进

入受体后常常发生表达量降低!甚至转基因沉默等

现象!并没有达到预期表达水平(据报道!外源基因

插入受体染色的位置效应!转录中和转录后的基因

沉默等影响了外源基因在转基因植物中表达效

率*

#

+

(目前!提高外源基因表达主要采用选择强的

启动子和诱导型启动子!使用受体生物偏爱的密码

子!选择强的终止子!使用受体生物偏爱的密码子!

使用增强子等方法&也可以选择适宜的转化方法!用

叶绿体作为转化受体!筛选单拷贝后代植株&使用信

号肽!使用病毒编码蛋白&外源基因的修饰与改造!

消除
AL3

甲基化的影响!包括使用核质结合区序

列"

c3K

序列#等*

!'$

+

(而研究证实!将
c3K

与外
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c3K

#增强外源转基因表达的研究进展

源基因作为共同单元!构建表达载体可以不受物种

限制!并具有操作简单效率高的特点!能够使外源基

因整合到细胞基因组当中!降低基因沉默并在当代

稳定表达!降低表达差异!促进外源基因在后代的稳

定遗传!赢得重视*

D'&

+

(笔者分析已报道的有关

c3K

序列应用的成功事例!总结了不同物种来源

的
c3K

序列功能特点!分析了在利用
c3K

序列

提高外源基因表达中应该注意的问题!以及利用

c3K

序列优化载体构建方案的选择标准!最后对

该技术的现状与未来前景做了简要评述(

!

!

D'(

序列的特点

c3K

序列是染色质上的一段与核基质结合的

AL3

序列!富含
3J

区!分布间隔为
&

!

!""X>

!

c3K

的长度一般为
$""

!

#""">

<

!少数可达几个

X>

!常含一些特征基序!如
J'>)=

"

JJVJVJJ'

VJJ

#)

3'>)=

"

33J333e333

#)能形成蛋白质

识别位点的松散
AL3

)弯曲
AL3

)酵母自主复制序

列
3KN

)拓扑异构酶
%

识别位点等(在水稻细胞分

离的
c3K

序列
LR'!

中还发现
D

个独特的能形成

发夹环结构的区段!预示着
c3K

可能有一定的种

属特异性*

H'F

+

(

0)+,9.2:

等*

%

+对拟南芥的
F

段
c3K

序列进行比对时发现!这
F

段
c3K

序列中都有一

个类似大小为
!#>

<

的序列元件(这个元件由

J3V3VVV

和
3VVKJ33LLVVI

组成!是
!

段在空间上紧密结合的序列元件!两者被几个碱基

隔开!或部分重叠在一起!这段
!#>

<

序列作为识别

拟南芥中
c3K

序列的标志"

cKN

#(同时还发现

cKN

是拟南芥
c3K

序列所特有的!平均每隔
#"

X>

就出现一次!但
cKN

并不参与
c3K

序列与核

基质的结合(所以!

cKN

不是
c3K

序列与核基质

结合所必需的!而可能是
c3K

序列完成其他功能

所必需的(这些特征性基序虽能反映
c3K

在序列

组成上的某些共有特性!但往往变化较大!不能作为

鉴定
c3K

的特征性元件*

!

+

(

除了上述的一般特征外!不同的
c3K

还具有

其特殊的序列或结构特征(一些基因两侧的
c3K

有着不同的属性!玉米
$D"&

基因附近区域的
c3K

与核基质结合时能形成
F'F"X>

的染色质环!在这

个染色质区域
$D"&

基因
&]

端的
c3K

对核酸酶的

酶解尤其敏感!而它对
$D"&

基因的表达调控又是

必需的(而西红柿
P3(bc

基因的
&]'c3K

与
$]'

c3K

有着截然不同的结合属性(

,

'

菜豆蛋白基因

&]'c3K

与
$]'c3K

却有着截然不同的调节属性*

G

+

(

总体说!定义
c3K

序列有
!

个标准$

#

#可以和

核基质结合的内源
AL3

片段!当大多数
AL3

被内

切酶切割降解后!

c3K

仍能与核基质相结合&

!

#能

在竞争性
AL3

片段存在的条件下!在体外与纯化

的核基质结合(对于
c3K

序列的鉴定目前主要看

该序列能否与核基质发生特异性结合*

#"

+

(

#

!

D'(

序列的功能与在转化载体中的位置

及方向

#"!

!

D'(

序列的功能

c3K

可以帮助生成和维持一片开放的染色质

区域!通过与核基质结合使外源基因形成
W))

<

环!

而
c3K

处于
W))

<

环的边界处!每一个
W))

<

环形

成一个拓扑上独立的区域!环的大小不影响其对外

源基因的表达!染色体凝结与
AL3

转录在此区域

不受干扰独立进行!从而造成一种分割作用!使每个

转录单元保持相对的独立性!从而使环内基因免受

周围染色质的影响*

##

+

(

W))

<

结构模型暗示
c3K

序列可能作为一个边界元件!阻止染色体的凝缩区

域或外源基因附近的调控元件对外源基因表达产生

影响!既可以使基因上游调控序列和基因启动子相

互靠近!又使环中的
AL3

序列靠近核基质!便于基

因的启动子和增强子与
KL3

聚合酶和转录因子相

互作用!降低其受周围染色质状态的影响!从而增强

启动子的活性!利于提高基因的转录水平!减少基因

沉默*

#!'#$

+

(例如
1

'K[

受到表观遗传效应"

AL3

甲

基化和组蛋白修饰#的影响!使得它的功能产生负面

作用(

c2519-.

等*

#D

+尝试利用染色体边界原件例如

c3K

解决出现的基因沉默现象!结论表明
c3K

对

提高外源基因的功能方面体现出不同程度的稳定性

和有效性(含有人类
,

'

干扰素核基质结合区
C\L'

N3K

的逆转录病毒结构可以克服后生压力!产生统

一的高水平基因表达*

#&

+

(

R*+X)8

等*

#H

+的研究表明

在转基因小鼠中!只有含
c3K

的
"!Y]9CK

基因

F!!
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可以检测到在乳腺上皮细胞有表达(杜氏盐藻中含

有
c3K

载体的氯霉素乙酰转移酶
03J

的表达量

比不含
c3K

的高出
D?&

倍!而且转基因植株个体

间的表达差异降低了
$

倍*

#F

+

(某些
c3K

序列的

功能会受到启动子的影响!例如在玉米转基因植株

中!以
G>

为启动子的
$D"&'c3K

并不影响
I7N

基因的表达!但是
B3

5

*A

做启动子时却增强了
I7N

转基因植株的表达*

#%

+

(

根据
c3K

序列在生物体内功能的不同!可以

简单地把
c3K

序列分为
$

类$第
#

类位于基因的

下游较远处!此类
c3K

序列和核基质的亲和力比

较高!在整个细胞周期中都保持与核基质的结合状

态!它们的作用是将染色质分成许多大小不等的环!

这些
AL3

环除了作为染色质高级组织结构的基本

成分!同时也是基因表达调控单位(第
!

类
c3K

序列通常位于基因启动子区和上游调控序列附近!

与核基质亲和力较弱!只是在基因表达!启动转录时

才与核基质暂时性地结合(第
$

和第
!

类
c3K

相

同之处是它也只和核基质暂时性地结合!不同之处

是它们位于
AL3

复制起始区附近!和
AL3

复制起

始点相邻或在
AL3

复制起始点中!在
AL3

复制时

便于复制叉的形成*

#G

+

(在某些大片段基因的内含

子区域也存在
c3K

序列!

e)*,

等*

!"

+在精子穿孔

蛋白基因的第
!

个内含子上也发现了
c3K

序列(

在人染色体内发现的
D"

个
c3K

中
$HO

位于基因

内的内含子上*

!#

+

(

c3K

和核基质之间的相互作用具有进化上的

保守性!

c3K

可以与异源的核基质相互作用*

!!

+

(

张可伟等*

!$

+用水稻的核基质来验证来自烟草和拟

南芥的
c3K

序列与核基质的结合情况效果理想!

W2.2I9,

4

等*

!D

+分析了
c3K

对
(0

5

bJ/&

基因活力

的影响!结论表明将从烟草中分离的
c3K

序列构

建到载体两侧后
(0

5

bJ/&

基因在花生根中的平均

表达水平明显提高(李旭刚等*

!&

+的研究结果显示

来源于豌豆的
c3K

可以在烟草中提高外源基因的

表达水平!表明不同生物种类的
c3K

与核基质是

能够相互结合的!但并不是所有的
c3K

都能够与

异源的核基质相互作用!如人
,

'

珠蛋白基因中的

c3K

与烟草核基质之间的结合能力就很弱(

#"#

!

转化载体中
D'(

序列的常用位置与方向

c3K

对转基因的效应不仅表现出一定的物种

特异性!而且转基因两侧
c3K

的同源性也是必需

的(当源于拟南芥的
c3K

同时出现在转基因

I7N

两侧时才能提高其在烟草植株中的表达水平!

当转基因两侧的
c3K

异源时则不能提高转基因的

表达水平*

!H

+

!其原因还有待于进一步探索(

将
c3K

置于外源基因表达框两侧!

!

段
c3K

序列成正向重复的效果要好于反向重复的!因此在

构建植物表达载体时使
!

段
c3K

序列成正向重

复*

!F

+

!能减少位置效应!抑制转基因沉默!对外源基

因的表达具有很强的增强作用!或者可以降低不同

转基因个体间表达水平的差异(这也许与
c3K

的

作用机制有关!与单侧连接
c3K

的外源基因相比!

两端顺式连接
c3K

的外源基因与核基质的结合更

稳定!可以富集更多的调控因子促进转录!所形成的

空间拓扑结构也更有利于环内转录(黄慧珍等*

!%

+

从烟草基因组中克隆到
!

条新的
c3K

片段
c#D

和
c#F

!单侧连接
c#D

和
c#F

的转化植株!其平均

I7N

活性分别提高
#?&H

和
!?D$

倍!两侧顺式重复

连接
c#F

的转化植株中
I7N

活性可提高
$?#D

倍(

说明单侧连接
c3K

能提高外源基因表达水平!而

两侧顺式连接
c3K

对外源基因表达的增强作用更

明显(同时还发现!

c#D

和
c#F

虽然来源相同!但

因其序列和结构不同!对外源基因表达的改善作用

也不相同!说明不同的
c3K

对转基因表达的调节

作用并不相同(大部分研究者构建的表达载体!都

是在表达盒的两侧或者是在表达盒的上游连接

c3K

片段!它们对转基因表达作用所表现出来的

大多是明显的促进效应!但在转基因下游!

c3K

在

一定程度上能抑制外源基因的表达水平(张俊河

等*

!G

+研究结果表明转基因下游
,

'

珠蛋白
c3K

在

一定程度上能抑制外源基因的表达水平(另外!为

了提高目的基因的表达水平!针对不同的物种!构建

方式也不尽相同(对于大豆和豌豆材料来说!将

c3K

构建到目的基因单侧或两侧都可以促进
I7N

基因活性表达!但在拟南芥当中!双侧构建的效果明

显好于单侧构建!在玉米材料中
c3K

则必须放在

两侧才能起作用*

##

+

(

%!!
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c3K

#增强外源转基因表达的研究进展

$

!

D'(

序列对转基因植株的其他影响

c3K

对植物转基因的表达研究尚处于初始阶

段(

R+9

;

,9

等*

#G

+最先把
c3K

用于转化植物的研

究中!分别将动物和植物来源的
c3K

连接在报道

基因
I7N

两侧经农杆菌介导转化烟草悬浮细胞!

c3K

仅使
I7N

在不同转基因株系间的表达略有

提高!未能提高其总体表达水平!甚至有些转基因株

系的
I7N

表达水平还有所降低(这与其他研究结

果相差悬殊!但该试验中未估测转基因的拷贝数(

源于大豆热激蛋白基因相邻的
c3K

和源于拟南芥

的
c3K

使
I7N

在转基因烟草植株中的表达量增

加了
&

!

#"

倍!但
c3K

也未降低不同转基因株系

间的表达差异!转基因的表达水平也没有表现出,拷

贝数依赖性-

*

!$

+

(

Y-,

等*

$"

+证明在转基因杨树中

烟草
c3K

序列的存在可使
I7N

表达量明显提高!

并且转基因杨树中的效果好于转基因烟草中的(目

前为止!统计已发表的
c3K

序列"表
#

#!有许多是

动物的!包括果蝇)家蚕)鸡和哺乳动物细胞等&也有

来自植物的!如豌豆)黄豆)拟南芥)烟草和番茄(烟

草)拟南芥)杨树和玉米中的
c3K

序列已经被证实

有增强外源基因表达的作用(表
!

是报道的已克隆

的
c3K

序列在作物上的应用情况及作用(

表
#

总结了已经报道的从不同物种上发现的

c3K

序列数量!可见
cK3

序列物种来源的广泛

性(从微生物)动物)植物和人类基因组中都分离和

鉴定了大量
c3K

序列!从已发表的结果可以发现!

目前在人类基因组中发现的
c3K

序列数量最多!

其次是果蝇和小白鼠!而植物中单子叶植物例如玉

米)水稻和高粱中发现的
c3K

序列数量多于双子

叶植物!如大豆和烟草等(而在微生物中发现的

c3K

较少!只有在人类乳头状瘤病毒中发现的较多(

从表
!

总结的内容!可以发现
c3K

序列来源

广泛!如大豆热激蛋白基因!人
,

'

球蛋白基因和鸡溶

源酶基因等都含有
c3K

的结构序列!转基因研究

多是烟草!验证基因表达使用的是
I7N

报告基因!

主要采用农杆菌介导法!也有采用基因枪法转化(

已报道的结果中
c3K

序列大都是从双子叶植物即

烟草)拟南芥和大豆等中克隆(总体上看!不同物种

来源的
c3K

在不同程度上提高外源基因的稳定表

达!减少基因沉默(

表
!

!

已发现的
D'(

序列

J->.9#

!

c-6+2=-66-51T9,6+9

4

2),::1)a,

2,619

<

*>.25-62),:

来 源

B+2

4

2,

物 种

N

<

9529:

c3K

数量

L*T>9+)/c3K

高等动物

Y2

4

19+3,2T-.

人类
#%&

动物 牛
#

3,2T-. 蚕蛾
#

爪蛙
#

兔子
!

羊
!

中国仓鼠
G

鸡
#"

泥鳅
#H

老鼠
#H

果蝇
%"

小白鼠
#DD

植物 马铃薯
#

M.-,6 四季豆
!

矮牵牛
!

四棱豆
!

豌豆
D

番茄
&

小麦
H

大豆
%

拟南芥
#$

烟草
#%

油菜
!"

水稻
!$

高粱
!$

玉米
D"

微生物 曲霉菌
#

c25+))+

4

-,2:T 小鼠乳腺肿瘤病毒
!

巴尔病毒
!

猿猴病毒
!

红褐肉座菌
$

酵母菌
&

土壤线虫
H

人类乳头状瘤病毒
#"

G!!
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表
#

!

D'(

序列在转基因植株上的作用

J->.9!

!

S//956:)/c3K2,6+-,:

4

9,25

<

.-,6:

转基因植物

J+-,:

4

9,25

<

.-,6

转化方法

J+-,:

4

9,25

T961)@

转化载体结构

N6+*56*+9)/

6+-,:

4

9,258956)+

c3K

来源

B+2

4

2,)/c3K

对目的基因表达的影响

S//9566)6-+

4

96

4

9,9

烟草

J)>-55)

农杆菌
'c3K'M$&N'I7N'LBN'c3K'

豌豆
平均表达水平比对照提高了

!

倍!

最高的可达
&

倍*

$#

+

烟草

J)>-55)

基因枪
'c3K'I7N'c3K'

烟草

在稳定的转基因细胞中
!?C

表达

量提高
H"

倍!

J

"

代转基因植株

!?C

基因的平均表达量比对照提

高了
!

倍*

$!

+

烟草

J)>-55)

农杆菌
'M$&N'I7N'LBN'c3K'

'c3K'M$&N'I7N'LBN'c3K'

Jc#Jc!

$烟草

3c#3c!

$拟南芥

Jc#

!

Jc!

!

Jc$

和
3c#

均能使

外源基因表达增强!分别使外源基

因在烟草中稳定表达增强
#?&

!

&

)

#?$&

和
#?$

倍*

!$

+

烟草

J)>-55)

基因枪
'c3K'I7N'c3K'

烟草
B.F

基因

表达量比对照提高
#D"

倍&拷贝数

低于
#"

个拷贝!

c3K

可以降低同

源抑制!拷贝数高时则不能*

$$

+

烟草

J)>-55)

农杆菌
'c3K#'I7N'c3K#'

'c3K!'I7N'c3K!'

c3K#

$豌豆

c3K!

$拟南芥

c3K

未显著降低转化体子代间的

变异&两端有拟南芥
c3K

的转基

因植株的表达量提高了
&'#"

倍*

!H

+

烟草

J)>-55)

农杆菌
'c3K'I7N'c3K'

烟草

表达量提高
H"

倍!转化体间的变

异稍有降低&未发现表达量与拷贝

数有关!高拷贝有同源抑制现象*

$D

+

烟草

J)>-55)

农杆菌
'c3K'M$&N'I7N'c3K'

'c3K'LBN'LMJCC'c3K'

鸡溶源酶基因
3

元件

转基因表达水平提高了
D

倍&转化

体间的变异有所降低!但未表现出

拷贝数效应*

$&

+

烟草

J)>-55)

农杆菌
'c3K'MKB'

,

'

<

1-:9).2,

4

9,9'

LBN'c3K'

烟草
转化植株稳定表达&转化体间的变

异也有所降低*

$H

+

烟草

J)>-55)

农杆菌
'c3K'I7N'c3K'

大豆热激蛋白基因

转化体间的变异没有变化&基因拷

贝数的增加能提高基因表达水平!

即表现拷贝数效应*

$F

+

烟草

J)>-55)

农杆菌

'c3K#'I7N'c3K#'

'c3K!'I7N'c3K!'

'c3K$'I7N'c3K$'

c3K#

$果蝇
F

,[

c3K!

$人
,

'

球蛋白基因

c3K$

$大豆

转化体间的变异降低了
!"

倍&

I7N

活性有所提高!位置效应降

低*

$%

+

烟草

J)>-55)

农杆菌

',

<

6CC'c#D'M$&N'I7N'JLBN'

',

<

6CC'c#F'M$&N'I7N'JLBN'

',

<

6CC'c#F'M$&N'I7N'c#F'

JLBN'

c#Dc#F

$烟草

I7N

的表达水平与对照相比都有

了明显提高&双侧效果优于单侧!

可使
I7N

活性增强
$?#D

倍*

!%

+

兰花

B+512@

基因枪
'c3K'I7N'CLJ'c3K'

'c3K'LMJCC'c3K'

烟草 转化植株稳定表达*

$G

+

甘蔗

N*

4

-+5-,9

农杆菌
'c3K'03c$&N'YeI'JLBN'

7RC'3[30'JLBN'c3K'

未知
经筛选鉴定获得阳性克隆!为开展

植物抗虫基因工程奠定基础*

D"

+

水稻

K259

农杆菌
'c3K#'I7N'c3K#'

'c3K!'I7N'c3K!'

c3K#

$烟草
B.A

基因

c3K!

$酵母
$BC'&

元件

B.A

和
$BC'&

的
c3K

都显著提

高了转基因的表达水平!减少了转

基因沉默现象*

D#

+

"$!
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#增强外源转基因表达的研究进展

)

!

小结与展望

当前!现代生物技术在全球得到迅猛发展!取得

了令人瞩目的成就!但同时也并没有减弱公众对生

物安全!尤其是对转基因生物安全!特别是对抗生素

选择标记进入体内给人体健康带来危害的可能性!

以及除草剂基因对物种多样性与生态安全的威胁等

的疑虑和关注*

D!

+

(双
J'AL3

转化载体的运用*

D$

+

!

以及非抗生素选择标记和定位表达特异启动子的应

用就是为实现在转基因植物及器官有选择地表达转

基因产物(实际上!有许多对转基因生物安全的疑

虑是来自目前转基因生物技术的理论和机制研究尚

不清楚的地方!比如携带有外源转基因的
J'AL3

整合到受体植物染色体上的机制!

J'AL3

的随机

与偏爱插入受体植物染色体的影响因素!实现
J'

AL3

在转基因植物的有效定点整合的方法(再者!

目前还无法实现外源转基因在受体植物表达量的稳

定调控(然而!这些问题却不仅与转基因生物安全

密切相关!也关系到转基因品种优良特性的质量和

持续时间(

已有报道指出!在动物基因的表达调控中!

c3K

在转基因的稳定表达中具有重要作用*

DD

+

!一

般与核基质区结合的除了转录因子!也包括和转录

因子
3J

序列结合的
N3JR

结合蛋白!对基因转录

调控和染色质重构发挥作用*

D&

+

(已证明!在脊椎动

物中!基因表达区域并不是按照其表达模式进行!通

常在不同类型和不同发育阶段的细胞中发现同一基

因表达!说明它们分享染色体的某一特殊区段(有

报道表明!通过进化和自然选择!动物基因组中存在

基因的边界区!绝缘子等非编码基因调控元件!若干

基因调控包括
c3K

和增强子等*

DH

+

!许多不同基因

组序列可汇集在一起!转换为相似的功能!作用于一

个遗传位点!促进其表达!而又不影响自身的表达和

附近位点的干扰!依次可利用设计新的高效转基因

策略!以确保外源基因在基因组中异位高效表

达*

DF

+

(外源转基因在受体植物的表达与调控是相

当复杂的!前述已分析!

c3K

在转基因植物的稳定

表达中具有显著作用!已在转基因烟草和水稻上得

到证明(但在不同转化事件之间增强表达作用的稳

定性和一致性上有待改善(下一步建议在理论研究

上!争取在植物中发现和克隆更多的
c3K

序列!并

加强对
c3K

及与其共同作用于基因表达调控的基

因组元件的研究!而且随着
AL3

甲基化)乙酰化和

小分子
KL3

等表观遗传作用对基因表达作用的深

入认识!基因组深度测序技术的进步!深入揭示在

c3K

基础上的基因组微序列组成对基因表达调控

的作用*

D%

+

(应用上加快在不同转基因植物中验证

不同物种的
c3K

对转基因稳定表达的作用!以期

在增强转基因稳定表达方面!能有目的地选用和构

建应用
c3K

序列的高效稳定表达转化载体!提高

其在转基因植物稳定表达上的作用与应用范围(
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