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大鼠肝细胞核游离型 R N A聚合酶的体外转录活性测定

柳君泽
`

易禄康 (第三军医大学学训练部生化教研室 ) 6 3 0 0 38

提 要 本文利用大鼠肝细胞核体外转录体系
,

探讨放线菌素 D 对染色质 (或 D N A )模板的抑

制效应
,

并探讨人工合成的 P ol y 臼 ( A一 ) 〕的转录模板效应 ;在此基础上测定细胞核游离型 R N A 聚

合酶 ( R N A P ol )的活性
,

对以高渗 (2
.

3m ol L/ )蔗糖一次提取的正常大鼠肝细胞核
,

比较了其中两类

不同功能状态的 R N A P ol 的相对含量
,

并对游离型 R N A P ol 在真核细胞 R N A 转录过程中的作用进

行了讨论
。

关键词 核糖核酸聚合酶类
;
转录

,

遗传
;

丈鼠
:
放线菌 素 D

真该细胞 R N A 的转录生成是 1 个由多种

成份参加的复杂过程
,

其确切机制不尽清楚
。

R N A P ol 是参与真核细胞内 R N A 转录生成过

程的主要酶
,

国外不少学者报道
,

此酶是以两种

形式存在于细胞核内
,

即①与染色质 (或 D N A )

模板 紧密 结合的 ( e h r o m a t i n o r t e m p l a t e
一 e n -

g a g e d o r b o u n d )形式和②游离的 ( f r e e )形式
。

真核细胞在受到激素或药物等刺激后
,

这两种

类型的酶均发生活性变化
。

关于这两种类型的

聚合酶在结构和功能上的相互关系及转录过程

中的意义尚不十分清楚
。

本文作者在大 鼠肝细

胞核体外转录体系基础上
,

测定了游离型 R N A

P ol 的活性
,

对研 究真核转录器的组成和转录

的机制
,

揭示真核基因表达在转录水平上的调

节有一定意义
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

实验动物为健康雄性 w as at r
系大鼠

,

体重 250 ~

3 0 0 9
。

主要试剂
:

多聚脱氧腺嗦吟
一

胸腺啥吮核昔酸 (P ol y

〔d ( A一 )〕 )和
。 一

鹅膏草碱 (。
一a m a n it i n

,

oB
e h r in g e r

一

M an hn ie m 公司产品 ) ;二硫苏糖醇 ( D T T
,

eS vr
a

公司

产品 ) ;

放线菌素 D ( ac it n o m yc in D
,

中国科学院上海药

物研究所产品 ) ; ’ H
一

U T P ( 2 2 C i / m m o l ) (中国科学院上

现在病生教研室

海原子能研究所产品 )
; A T P

,

C T P
,

G T P
,

U T P (上海东

风试剂厂产品 ) ;
肌酸激酶 ( 3 o u

/m g rP ot
,

中国科学院

上海生物化学研究所产品 )
。

其他试剂均为分析纯
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 大鼠肝细胞核悬液制备
:

按 Y
u
报道的方法川

进行
。

1
.

2
.

2 模板结合的 R N A P ol 活性测定
:

按本文作者

报道的方法
` ’ )

进行
。

1
.

2
.

3 游 离的 R N A P ol 活性 测定
:

反 应总体 积

1 5 0杯l
,

( N H
;

) :
5 0

。
3 5m m o

l /L
, ’
H

一

U T P 一 2产C i
,

其他成

份含量与结 合酶 活性 测定相同
。

反应体 系中加入

1 00 拜 g / m 1( 或指定量 )的放线菌素 D 和 40 雌 /m 1( 或指

定量 )的 P o l y 〔d ( A
一
T ) 〕

,

通过加入 6 0产9 D N A 的细胞

核悬液起始反应
,

于 35 ℃ 振荡温育 30nr in
。

其后处理参

照文献
` 2 ,

报道的方法进行
。

2 结果

2
.

1 放线菌素 D 的转录抑制效应

放线菌素 D 对转录的抑制随浓度的增加而增强
,

当介质中其浓度为 1 0 0产 g / m l 时
,

抑制率达 90 % (图

l )
。

2
.

2 外源 P ol y 〔d ( A
一

T ) 〕的转录模板效 应

当 oP ly 〔d ( A
一

T )〕浓度低于 4。拜g / m l 时
,

其转录的

模板效应随浓度增加而明显升高 (图 2)
.

2
.

3 P o ly 〔d ( A
一

T ) 〕
、 a 一 a m a n i t i n 和 A e t in o -

m y e in D 对转录的协同影响 (表 l )
。
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衰 1P
ol y〔 d( A一 )〕

,

A e t i n o m y e in D 和
a 一 a m a n -

iit n

对转录的协同影响
’

H
一
U M P 接入 d p m /拌9 D N A %

6 52
.

6士 2
.

9 10 0

用高渗 (2
.

3m ol / L )蔗糖一次提取的正常大鼠肝细

胞核
,

在无附加条件下测定其模板结合的 R N A oP l活

性
,

同时引入 A
e t in o m y e i n D 和 P o

ly 以 (A
一

T ) 〕
,

观察其

游离酶活性
,

比较二者的百分含量
,

结果见表 2
。

00,̀n
` ..且. .二

因素

+ P o ly臼 (左 T ) 〕

+ Po ly〔d ( A
一

T ) 〕

+ a e t i n o r n y e i n D

+ OP l y〔d ( A
一

T ) 〕
·

+ 企 a m a n i t i n

十企 a m a n i t i n

+ a e t i n o m yc i n D

+ P o ly 臼 ( A
一

T ) 〕

+ 。 一 a m a n i t i n

+ a e t i n o m y e i n D

2 4 8
.

7士 10
.

4

50604020ǎ享à攀解贫要
3 9 5

.

9士 3 7
.

8

0士 2
.

3二

7 3
.

8士 7
.

8

6 0
。

7

0

11
.

3

,

表中数据 为两次浏定 的 ( 牙 士 s ,

) ; P o
l y 〔d ( A

一 T )〕
,

A e t i n o m v e i n D 和 a 一 a m a n i t in 的浓度 分万
,

1

为 4 0
,
1 0 0 和 l拜g

m/ l ;

. ,

浏贵管与本底差小于拿

O

一
2 5 50 7 5 1X() 12 5 1 5()

放线窗素 D 浓度 伽 gmI/ )

图 1 放线菌素 D 对转录的抑制效应

1 0 0%活性相 当于 5 3 5d p m /雌 D N A

2
.

4 正常大鼠肝细胞核两种类型 R N A P ol 的

相对含 童

表 2 大鼠肝细胞核模板结合的和游离的 R N A 聚合酶的百分含 t
’

(厉 士 J ,

:
Q曰亡」n乙沼任总 R N A P o l

RN A P o l l

RN A P o l l

模板结合酶

( d p m /拼9 D N A )

1 0 2
.

1士 1
.

5 ( 6 )

70 7士 2
.

7 ( 6 )

3 1
.

1士 1
.

5 ( 6 )

游离酶

( d p m /井9 D N A )

2 6 1
.

1士 7
.

4 ( 4 )

8 6
.

2士 5
.

6 ( 4 )

7 1
.

8

5 4
。

9

1 74
.

9士 4
.

6 ( 4 ) 8 4
.

9

,

10 。% 代表结 合畴与游离晦总活性 ;括 号中数字代表浏 责次数 ,游离阵活性是在 A ct in
o m cy in D 和 P ol y 〔d

(A
一

T )〕同时存在的条件下浏重的
。

400

22000之百

含 300

200100 0

攀想藕尺氏侧舀口|免

20 40 60 8 0 100

全o ly d[ (A 一劝 ]浓度 伽 g加 1)

图 2 P ol y 〔d ( A
一
T )〕演度与转录活性的关系

3 讨论

真核细胞的转录过程是 R N A P ol 结合在

编码基因的染色 质 D N A 区域上
,

连 同其它转

录调节因子 ( T F )一起组成转录复合体
` 3 , ,

此复

合体在沿模板滑动过程中以三磷酸核昔为底

物
,

按碱基配对原理合成一条 R N A 链 (酶移动

学说
` 4) )

。

而游离于染色质 (或 D N A )的 R N A

P ol 则是通过 应用放线 菌素 D 和 P ol y 〔d ( A
-

T ) 〕得到证实
。

放线菌素 D 可插入双链 D N A 的

G C 碱基对之间
,

破坏 D N A (或染色质 ) 的模板

活性
` 5 ’ ,

从而影响转录复合体沿模板的移动
,

抑
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制 R N A的生成
。

在放线菌素 D抑制 内源性染

色质 (或 D N A)模板时
,

不含 G
、

C 碱基的 Pol y

〔d ( A
一

T ) 〕发挥转录的模板效应
。

对于细胞核内

这两种类型的 R N A P ol 在转录中的作用
,

Y u ` 6 ,

曾提出
“ R N A P ol 循环假说

” ,

认为

参考文献

结 合 酶

起 始一一一补 延 长一
-一~ ) 终止

\
游 离 。

/

游离酶如何辨认起始信号并与之结合
,

它

怎样与转录因子结合形成复合体以及酶本身在

此过程中发生了哪些结构上的变化
,

仍是值得

探讨的问题
。

游离酶在细胞核或 R N A P ol 的提取过程

中极易丢失
,

尤其是在高离子强度介质中
,

以超

声破碎细胞核或在 低渗介质 中反复洗涤细 胞

核
,

都可致其大量丢失
` 7 ) 。

因此
,

不同提取方法

所得细胞核中游离酶的含量不尽一致
。

Y u “ ’

在

用 2
.

3m ol / L 的蔗糖提取的大鼠肝细胞核 中
,

两种功能状态的 R N A P ol 各占 50 %
。

本实验结

果发现
,

总活性的 70 %为
“

贮备
”
状 态的游 离

酶
,

这种差别可能是测量条件不同所致
,

因游离

酶对最佳离子强度需要较低
` 8 , 。

同时发现
,

P ol

I 的结合型 (占 5。% ) 较 P ol l 的 为 高 ( 占

15 写 )
,

说明多数 R N A P ol l 是处于非活性的游

离状态
,

相对而言
,

结合在染色质模板上的活性

P ol l 分子较多
。

因细胞核体外转录是在体转录

过程的延续
` , ’ ,

提示体 内
r R N A 前体的转录调

节主要发生在延长阶段
,

而 m R N A 前体 ( H n

一

R N A )的合成调节主要是在转录的起始阶段
。

1
.

Y u
F

u l i
.

H ig h e o n e e n t r a t io n o f R N A P o l y m e r a s e l

15 r e s p o n s ib l
e

f
o r t h

e h ig h r a t e o
f

n u e
l
e o l a r t r a n -

s e r ip t io n
.

B i o e
h

e
m J 1 9 8 0 ; 1 8 8 ( 2 )

:
3 8 1

2
.

柳君泽 易禄康
。

几种因素对大鼠肝细胞核体外转录

测定的影响
。

第三军医大学学报 19 92
;
14 ( 2)

:

17 2

3
.

R
e
d -l压M

.

O s v 。
]d

o F
,

D
a n n y R

.

In i t i
a t io n o f t r a n -

s e r ip t io n b y R N A P o
l y m

e r a s e 1
.

B io e
h im B io p h y

A
e t a 1 9 8 9 ; 1 0 0 9 ( 1 )

:
1

4
.

M ie h e
1 R

,

M i e h
e
l E D

,

B
r a

d
u r y E M

, e t a l
.

C h
r o m o s o -

m
a
l l o o p /

n u e le a r
m

a t r i x o r g a n iaz t io n o
f t r a n s c r ip

-

t io n a
l ly

a e t i v e a n
d in a e t iv e

R N A P
o ly m e r a s e in H e l a

n u e l e i
.

J M
o l B i o l 1 9 8 8 ; 2 0 1 ( 3 )

:
5 4 5

5
.

K
e
l l

a s B
,

A u s t o k e r L J L
,

玫
e
b

e e T J C
, e t a

l
.

F o r m s
A l

a n d A l l D N A
一

d
e p e n

d
e n t R N A P o l y m e r a s e a s e o m

-

p o n e n t s o
f t w o d e

f i
n e d p o o

l
s o f P o

l y m e r a s e a e t iv it y

in M
a m m

a l ia n e e
l l

s
.

E u r J B i o e h e m 1 9 7 7 ; 7 2 ( 3 )
:
5 8 3

6
.

Y u F L
,

M
a r y C

,

L a u r a R
.

T is s u e , s e x , a n d
a n im a

l

s p e c ie s s p e c i fi
c i t y o

f
a f la t o x i n B

,

in匆b i t io n o
f

n u c
l
e -

a r
R N A P o

l y m
e r a s e 1 a e t i

v i t y
.

C
a r e i n o m g e n e s is

1 9 8 2 , 3 ( 9 )
:
1 0 0 5

7
.

N o r
m

a n
M

,

S t e p h
e n P G

.

T
r a n s e r ip t io n i n is o la t e d

n u e
]
e i

.

I n :

B
u s e h H

.

T h
e e e l] n u e

l
e u s : n u e

l
e a r p a r t i

-

e
l
e s

.

P a r t A V
o l

.

8 N e
w Y o r

k
:

A e a
d

e m i e P
r e s s ,

1 9 8 1
:
1 3 9 ~ 1 9 1

8
.

C h
a m b o n P

.

E u e a r y o t ie R N A P o
l y m e r a s e s

.

I n :

oB y e r

P D
.

T h
e e n z y m e s

.

V o
l

.

1 0
,
N e

w Y
o r k

:

A
e a d e

m ie

P
r e s s ,

1 9 7 4
:
2 6 1~ 3 3 1

9
.

H
o s o y a

T
,
N a g a i Y

,
I n a g a k i T

, e t a
l

.

I
n v iv o e f fe e t o

f

a n
d

r o g e n a n
d

e y e l o h e x i m id
e o n th e

R N A s y t h e s is in

i s o
l
a t e

d
n u e

l
e i o f r a t v e n t r a

l P r o s t a t e s
.

J B i o c h e m

1 9 7 8 ; 8 4 ( 6 )
:
1 5 1 9

(收稿
:
1 9 9 1

一
0 8

一
2 1 ;

修回
:
1 9 9 1

一
1 2

一
1 0 )
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De te rm i a n ti o no f t ra nse ri P ti o na c ti vi ty o f ra t li ve r nu e le i e f re e

RNA Po y lm e ra se i n vi t ro

Li
u

J
u ne z

,

Y i L
u k a n g (块 p a r t m e n t o f B i o e

h
e m is t r y

,

T h i r d M il i t
a r y M

e d i e a l C
o
l l

e g e ,

C h
o n g q in g

.

6 5 0 0 3 8 )

A b s t r a e t T h e i n h i b i t o r y e
f fe

e t s o f a e t in o
m y e i n D o n e h r o

m
a t i n ( o r

D N A ) t e m p l a t e a n d t h
e

s t im u
l
a t in g e

f fe e t s o
f

s y n t h e t ie t e m p l a t e

oP l y 〔d (A
一

T ) 〕 o n t r a o s e r ip t i
o n

w
e r e o b s e r v e d in t h

e li v e r

n u e l e i e t r a n s e r ip t i
o n a

l
s y s t e m o

f t h
e r a t in v i t o r

.

B y in t r o
d

u e i n g p r o p e r e o n e e n t r a t io n s o
f

a e t in o m y e i n

D
a n d P

o ly 〔d ( A
一

T ) 〕 i n t o e a e h r e a e t i
o n a r y s y s t e

m
, a m e t h

o
d t o a s s a y f r e e R N A p o

ly m e r a s e a e t iv i t y

in t h
e n u e le u s

w
a s e s t a b l i

s h e d
.

I n
a dd it io n , a e o

m p a r is o n o f t h e e o n t e n t s b e t w e e n e h r o m a t in
一e n g a g e

d

a n
d f r e e p o

l y m e r a s e in n o r m a
l

r a t li
v e r n u e

l
e i i s o

l
a t e

d w i t h h y p e r t o n ie s u e r o s e ( 2
.

3 m o l /L ) w
a s

m a d e
.

E
v e n t u a l l y

, th e p o s s ib ]e r o l
e fr e e R N A P o ly m e r a s e s p ]a y in t h

e e u k a r y o t ie t r a n s e r iP t io n a l P r o -

e e s s
w

a s d i s e u s s e d
.

K e y w o r d s R N A P
o ly m e r a s e s ; t r a n s e r

i p t io n ,

g e n e t ie ; r a t ; a e t in o m y e i n
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附表 治疗过程中病人血型鉴定观察表

日期 抗
一
A 抗

一
B 抗

一
A 卫 A 。

Ik O
e

198 9
.

04
.

1 5

份份拼柑什

十料份拼+科拼柑

l 夕8 9
.

04
.

2 1

19 89
.

0 5
.

2 9

( 2) 本例病人血型变异其血型抗原随着疾病的缓

解而逐渐增强 (见附表 )
,

和以往报道的情况相似
,

但兰

氏川报告一例白血病病人 A 抗原减弱病情未缓解 A 抗

原即恢复
,

为何会出现此情况
,

尚需进一步探讨
。

关键词 血型
;
抗原变化 ,白血病
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