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几种因素对大鼠肝细胞核体外转录测定的影晌

柳君泽巾 易禄康( 第三军医大学训练部 生化教研室)6 3 。。3 8

包含真核细胞全部遗传信息的 DN A以

及催化 RN A生成的N RA聚合酶( RN APl o)

位于细胞核内
,

其中P ol l 位于核仁
,

转录

生成
r
RN A前体

,
P ol n 和 皿位于核 浆

,

分

别转录生成m RN A前体 ( H
n RN A )和 s s RN A

、

tR N A及 S
o
RN A前体

’̀ 》 。

细胞核体外转录反

应体系是研究真核细胞 RN A 转录发生机制

以及真核基因表达转录水平调 节 的有 效 手

段
。

本文就转录体系中细胞核的荆量
、

反应

时间以及核的贮存方式等对 RN A 转 录 生成

的影响进行了观察
。

核悬液起动反应
,

于 35 ℃振荡温育一定时间
,

终止

反应后
,

酸不溶物质收集于玻礴纤维膜上
,

抽洗后

烘千
,

加闪烁液于液闪计数仪中计数
。

酶活性以在此反应条件下H , 一 U M P掺入的d p m

/林 g D NA表示
。

R N A P ol l的活性为 加人高浓度

的 a 一 a m a n i t i n 时所侧的活性 . R N A P o l l 的活

性为总活性 一 加入低浓度 Q 一 a nZ a in t in 时所侧的活

性 , R N A Pol l 的活性为总活性一 醉 I活性 一 酶 ,

活性
。

2 结 果

1 材 科 与 方 法

l
。

l 材杆

实验动物为健康雄性W is t ar 系大鼠
,

体重2 50

~ 3 0 0 9
0

主要试 剂
: a 一

鹅 膏孟荤 碱 ( a 一 a m a n i t i n ) 系

西德 B o e h r i n g e r 一 M a n n h e i m 公司产品 . DT T 系

S e r v a公司产品 , H 3一 U T P ( s z 4G B q / m m o l )为中科

院上海原子能研究所产品 ; A T P
、

C T P
、

G T P
、

U T P为上海东风试刘厂产品 . 小牛胸腺 D N A 为上

海牛奶公司产品 , 肌酸激酶 (3 u0 / nI g P or t
。

) 为

中科院上海生化所产品
。

其他试刻均为分析纯
。

l
。
2 方法

1
.

2
.

1 大鼠肝细胞核悬液的制备 参照 Y川 2 , 的

方法改进
,

全过程在。~ 4 ℃下操作
。

最终核沉淀悬

浮于。 .

3 4 m ol / L蔗搪溶液中
,

分装后于指定条件下

保存备用
。

核悬液D N A含量按 B ur ot n (3) 法浦定
,

以小牛胸腺 DN A为标准
。

所分离的细胞核经光镜检

查形态完整
,

无胞浆污染
。

核产率达 40 % ~ “ %
。

1
.

2
.

2 细胞核转录活性侧定 所用 器 皿 及溶液

均经灭菌处理
。

除反 应总体 250 日
,

含7 om m ol / L

( N H ` ) : 5 0 . ,
0

.

s u 肌酸激酶
,

o
.

o s tn m o l / L U T P
-

o
.

07 4G B q H 3一U T P外
,

其他成份同文献 f ` )
。

低浓

度 ( l u
g / m l ) 或高浓度 ( 2 0 0林 g /扭 l ) 。

一 a m a n i t泣。

的加人以区别不同类型 R N A聚合酶
。

加人一定最的

, 现在病理生理救研室 一

2
。
1 细胞核 3 种 RN A P o l 的活 性分布

高渗蔗箱分离的大鼠肝细胞核以存在于核仁的

P ol l含量最高 (如表 1 )
。

因P ol l 在核 内含量

很微
,

故以下讨论可不考虑 .( .)

表 l 细胞核 RN A聚合璐活性分布
.

R N A P o l
H 一U M P掺人

d p m /林9 D N A

1 32 7
.

1土 19
.

2 57
.

` 9

1 2 25
.

6士1 1
.

心 a ,
。

7 9

1 1` 。

3士 1 3
。

0 2
。

5 2

~
.

一 . ,

-
.

一
.

一- ~ ~
.

. .

- ~ - ~

一
~

. 反应介质不含未标记 U T P , 表中效值为 8

次平行讨且的花士 s牙

2
。
2 细胞核 DN A全时RN A P ol 活性侧定的

影响

细白核转录的总活性随核D N A皿增加而升高
,

但单位 D加A t 的 H , 一 U M P 渗人则有一极限 《如图

1 )
.

2
。

3 反应沮育时间时特录活 性的影响

在观察的 l h 反应时间 内
,

以 H一U M P . 入

d , . /林` DN A对退育时间作圈呈一姐形双曲线
,

表现出RN A P ol 活性的饱和现象 《如图2)
。

2
。
4 幼脸枚不 同贮存沮度时 R N A P o l 活性

的影响
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图 1 细胞核转 录系统中核 D N A 量对

H
3 一

U M P掺入活性的影响
x

一
x H 3 一 U M P掺入的d p m . ·

—
·

H 昌一 U M P

掺入的d p 栩 / I, 9 D N A

图 3 细 胞核 不 同贮 存温 度时其体外转 录 活

性的影响

80印4020
ǎ岁à五余恤

24h 72h l冈 48h + 24 h酬 )

储存时间

图 4 液氮中不 同贮存叮间时细胞核转录活

性的影响

4030加or

代20的蕊百dP

0 10 20 30 40 5 0 60 70

温育时间 (~ )

3 讨 论

图 2 核 转录活性与反应时间的关系

所分离肝细胞核按D N A浓度约 1垃 g / m l悬浮于

。 .

34 m ol / L 蔗搪溶液中
,

分别于液氮
, 一

18 ℃和

。℃贮存 24 h
,

检测其体外转录活性改变情况
。

以液
一氮中保存的细胞核转录活性为 10 。%

,

相当于94
.

6

d p m / 林 9 D N A (如图 3 )
。

2
.

5 不 同贮存时间时细 胞核体外转 录活性的

影响

以贮存24 h细胞核的R N人 Pol 总活性为100 %
,

分别观察于液氮中贮存 72 h
、

16 d和液氮中贮存 a4

h后解冻于。 ℃继续保持 24 h (共 72 h ) 的肝细胞核

RNA P o l总活性的变化 (如图 4 )
。

细胞核体外转录反应是研究真核基因表

达转录水平调控的重要手段
。

本实验发现在

底物过量的反应体系中
,
H 3 一

U M P的掺入 与

细胞核荆量和反应时间有关
,

存在剂量和时

间依赖性
,

其核 D N A 用量在 1 0 0林g时
,

反应

时间3 0 m i n ,

酶 活性最高
,

与 G
e o r g e

等 ( 4 )

所用剂量一致
。

有报道
,

大鼠及小鼠肝细胞核中R N A

P o
l l + l 的活性为总活性的 6 0%左右 ( 6 ) ( , ) ,

与本实验结果相近
。

不同的细胞核分离方法

对转录活性的影响主要表现在 P ol 皿
,

匀浆

组织或核洗涤过程中均可使其丢失` 8)
。

核仁
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含有高浓度的 R N A P ol l
,

若以单位 D N A

量 (核仁 D N A量为总核量的 4%~ 5% )来表

示
,

核仁 P ol l 的含量或 /和活性是 细 胞 核

总 R N A P ol 含量或 /和活性的 10 倍 (2)
。

因

此
,

P ol l的活性对 R N A的转录 生成影响明

显
。

对用于体外转录分析所分离的细胞核
,

在 24 h内
,

最好分装后于液氮或 一 18 ℃保存
,

避免反复冻融
。

长期保存于液氮中的细胞核

以不超过两周为佳
。

O ℃保存的细胞核不适

用 于 R N A的体外转录生成研究
。

关匆词 遗传转录
, R N A聚合酶类

;
细饱核
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合成肤抗原 E LI s A检测丙型肝炎病毒核心抗体实验条件

的初步探讨
辛

郝 飞 吴纯清 陈国致 郑 红 李梦东 (第三军医大学西南医院 传染科 ) 6 3。。 3 8

自19 89年获得丙型 肝 炎 病 毒 ( H C V )

克隆并测出H C V R N A的大部分核昔酸序列

以来
,

相继建立了 H C V 抗体 测 定 和 聚 合酶

链反应 ( P C R ) 检测 H C V R N A的方 法
,

使

丙型肝炎的病原诊断取得突破性进展 《’ )( 2 )
。

目前所采用的重组抗原建立的酶联免疫吸附

试验 ( E L巧 A )和重组免疫印迹法 ( R I B A )

检测抗 H C V存在着感染早期 检 出 率低
、

试

剂昂贵和检出的临床意义不太 明确等缺点
,

且特异性较差 ( 2 ,
。

最近研究表明
,

用人工合

一
~

「国蒙自然科学基金资助项 目
-

成多肤作抗原检测特异性抗体显示 良好的应

用前景 (3)
。

我们用按 H CV R N A编码 的 部 分

氨基酸序列合成的多肤抗原
,

建立了检测抗

H C V 的 E L IS A方法
,

并与用重组抗 原 检测

的阳性血清作对比
,

结果较满意
,

现报告如

下
。

1 材 料 和 方 法

1
.

1 合 成肤 ( C P
。
)

按 H C V R N A序列 (’) 合成第 39 ~ 74 氨基酸的寡


