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大鼠肝转录活性染色质的分离及

某些理化性质的研究

周 度金 导师
:

易禄康教校

生 化 教 研 室 )

提 要 作者参照 G Ot t e s f e ld 的 DN as
o

l温和消化
、

配合M g “ 溶解的方法
,

结合本实验室

条件加以改进
,

将大鼠肝染色质分离成 S : 、

P : 、

P Z
三个组份

。

比较分析了它们的化学组成
,

模板活

性及对 D N as
e

l 消化的敏感性
。

结果显示
: S : 染色质组份富含 R N A 和非组蛋白

,

具有高模板活性

和高度的 D N as e l 消化敏感性
,

其 R N A含量为 lP
、

P : R N A含量的 2 倍以
_

匕 S : 的模板活性分别

为 P , 、

P Z
的 7

.

7倍和 3
.

2倍
,

它对 D N a s e
l 〔l勺消化敏感性分别是 P , 、

P :
组份的 2 0倍和 7 倍 以上

。

说明此法分离的 S : 染色质组份为肝细胞核内的转录活性染色质
,

而 P : 、

P Z组份为转录非活性染色

质
。

关健词 染色质
;
了舌性染色质 , 脱氧核糖核酸酶 I ;

转录活性

七十年代以来许多研究工作证明
,

真核

染色质中能够转录的基 因只 占基因组的 10 一

2 0 %
,

核内大部分基因 D N A 处于被抑制的

非活性状态 〔` )( ”
。

由于具有转 录活 性 的 染

色质在结构
、

组成和功能上都与整个 染色质

不同 (“ ’ ,

基 因的激活和转录过程只能在活性

染色质这一特定的染色质结构形式 中进行
。

因此
,

将活性染 色质从整个染色质 中分离出

来
,

分析其结构
、

组成和功能特征 以及某些

外加因素对它的结构和功能 的影响
,

无疑是

研究真核细胞基因表达调控机理的重要途径

之一
。

近年来
,

国外学者们曾采用机 械 剪

切 ( ` ’ 、

超声粉碎 ( ” ’ 、

梯度 离心 ( ” ’ 、

层析 ` 7 ’
等

方法分离活性染色质
。

但这些方法大都因为

不同程度地造成 染色质蛋白质的重排
,

破坏

了活性染色质的天然构型而受到限制
。

由于

活性染色质具有更伸展的构型
,

易于被核酸

酶优先释放
,

近几年来
,

核酸酶被广泛用于

分离活性染色质
。

核酸酶消化法温和
、

简便

且具序列特异性
。

本实验参照 G Ot t o s fe ld “ ’

的 D N as e 亚温和消化
,

配合M g C 1
2

溶解的方

法
,

根据本实验室的条件
,

重新摸索 了 消

化
、

离心和测活条件
,

在本实验室建立了分

离活性染色质的方法
,

为进一步探讨辐射对

转录的影响或其它 因素对转录调控的机理提

供一条有用的研究途径
。

材 料 与 方 法

1
.

材料
、

试剂

实验动物为健康雄 性大 白 鼠
,

体 重 17 。~ 22 。

g
o

试 剂
: D N a s e l ( 3 2 o K u n

i t z u n i t s
/ rn g蛋 白

质 ) 系 S i g m a 公司产品
。

E
.

C o l i R N A 聚合酶 ( i

。
/ 卜l) 中国科学院生物物理研究所生 化 试 剂 厂 产

品
。 3 H

一

U T P ( 1 7 C i / m M ) r卜国科学院上海原子

核研究所产 品
。

A T P
、

G T P
、

C T P
、

U T P系 上 海

东风试剂厂产品
。

2
。

方 法

( 1 ) 肝细胞核制备
:

按照 P f l u g f e l d e r ( 8 ) 等

的方法稍加改良
。

( 2 ) 肝染色质制备
:

参照王智等 .() 改 进 的

H u a n g氏梯度洗脱法
。

( 3 ) 染色质化学成份分析
: D N A含量测定

:

用 B u r t o n “ 0 )法
,

J汉小牛胸腺D N A为标准
。

R N A 含

量测定
:

按 D a v i d ( ’ ` )法水解 R N A后用 O r e
i n o l “ : )法
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3 5

测定R N A含量
,

以酵母 R N A为标准
。

总 蛋 自含量

测定
:

用 o
.

o Z N N a O H 稀释染色质后 用 I
J 0 w r y ( , 3 》

法测定
,

以小牛血清白蛋白为标准
。

组蛋白和非组

蛋白的含量测定
:

用 o
.

4 N H : 5 0 . 按 B o n n e r

法 ( ,` ,

提取组蛋白
,

以 l 刀w yr 法 ( ls) 测组蛋白与刁卜组蛋白

的含量
。

( 4 ) 大鼠肝转录活性与转录非活性染色质的

分离
,

参考 G o t t e s f e l d ( l ) 等法稍加改进
,

经梯度

洗脱法所制备的肝染色质悬浮于 10 倍体积的 10 m M

T r
i

s 一 H C I缓冲液 ( p H s
.

o )
,

4 ℃下匀浆
,

所 得

染色质溶液对 2 5 m M 醋酸钠 (P H 6
.

6) 透析过夜
。

4 ℃下高速 ( 2 7
,

o o o r p m ) 离心 2 0分钟
。

收集沉淀

悬浮于 2 5 m M 醋酸钠 ( p H 6
.

6 )
,

匀浆
,

调染色质

I C爪

浓度为O
.

D = 10
。

将染色质溶液置 25 ℃ 水浴
2 6 0 fl m

预热 5 分钟后
,

加入 o
.

I M T r i s 一

H C I 缓冲液 ( p H

1 1) 使反应液 p H升至 7
.

5左右
。

将反应管置冰浴冷

却至 。 ~ 4 ℃
,

于 1了
,

o o o r p m离心 2 0分 钟
,

得沉淀

部分P l 、

上清液 S : 。

小心吸取 lS 置冰浴中
,

逐滴

加入M g C I : 使最终浓度为 2 m M
,

搅拌半小时
,

于

1 7
,

o o o r Pm离心 2 0分钟
,
所得上清液 S :

为 M g Z十

溶

解组份
,

沉淀 P Z为 M g 么
+

不溶解组份
。

( 5 ) 染色质模板活性测定
:

反应总体积 1 00

卜1内含
: 3 o m五1 T r i

s 一

H C I 缓冲液 ( p H s
.

o )
、

1 0

m M M g CI
: 、

1 m M 日
一

硫 基乙醇
、

A T P
、

G T P
、

CT P各l m M
、 a H

一

U T P I 林C i
,

各染色质组份相当于 1 0

件g D N A
,

E
,

C o l i R N A 聚合酶 i 单位
。

于 3 7℃ 恒

温水浴振荡保温 20 分钟后加入 10 % T C A (三氯醋酸 )

一 Z o m M N a ; P 2 0 7
终止反应

。

水浴放置 15 分钟后
,

酸不溶性物质经玻璃纤维滤 膜过 滤
,

相 继 用 10 %

T C A
、

5 % T C A
、

95 %乙醇各 5 m l抽洗三次
,

滤膜在

8 0℃干燥 3 0分钟
,

浸于 s m l o
·

4 % p p o

一 0
·

0 1 % p o p o p

一

甲苯闪烁液内
,

于 F J
一

21 o 1G 液闪计数器计数
。

( 6 ) D N a s e l 对肝活性与刁卜活性染色质的消

化动力学测定
,

参考王智等 (6I )的方法进行
。

消化百分率

消化上清 O
.

D 2 6 o n m 一 对照组上清 O
.

D 2 6 o n m
一

— 一 粟色质氏 D Z面而
1

结 果 与 讨 论

严格控制 D N as e 亚用量及酶与染色质共

同保温的温度和时间
,

是分离活性染色质成

功的关键
。

我们按 以下两条标准确定分离条

件
:

( 1 ) 上清 S
:

组份的 D N A 含最控制在

占总染色质 D N A量 的 1 0一 2 0 % (
’ ) ; ( 2 ) 5

2

组份模板活性应明显地高于其他组份
。

结果

表明
,

固定消化时的温度 ( 25 ℃ ) 和 D N as e

l 用量 ( 1 0 u
/ A 2 6 0 n m )

,
5

2

组份 D N A含量

随消化时间的延长而增加
。

如表 1所示
,

用

D N a s e 亚 ( 10 u
/ A 2 6 0 m n

) 消化 5 分钟
, 1 6 %

表 1 消化 不 同时间 S
: 、

P
工 、

P
:
的 D N A 含量比仁

,

! ( % ) 及模板活性 ( c p m /林g D N A )

一
。一

一
几

一

一
lP

消化时间 (分 )

染色质组分 P 2

2 0
。

3

P -

5 9
。

6

S 2

2 4
。

0
性月八é

熟一.l66牡.125
DN A含量比 ( % )

模板活性
( c P m /件9 D N A )

P i

7 0
。

9

1 2 6
。

2 1 9 2
。

7 3 2 7
。

2

6 0
。

3

1 4 5
。

6

1 9
。

1 3 1
。

2 9 1
。

2 1 6 8
。

2

l 5

P 2

1 6
。

4

8 9
。

1

0
。

5

2 4 8
。

9

以 P l 之模板活
性为 l 的比值

1
。

0 1
。

5 2
。

6
。

0 0
。

9 2
。

0

的染色质D N A处于上清 5
2

部分
,

延长消化时

间
,

5
2

组份D N A含量逐渐增加
。

但随着消化

时间的延长
,

S
:

模板活性逐渐降低
。

这是因

为
,

虽然转录活性染色质由于它的更伸展的

构型易于被核酸酶消化释放
,

但延长消化亦

能降解部分非转录活性 D N A
,

且使释放的

D N A片断更短 (“ ’ 。

这种较小分子的 D N A难于

在本实验所用的离心力下沉淀下来
,

仍处于

上清部分
,

造成非活性染色质的污染
,

导致

5
2

组份模板活性下降
。

为满足 5
2

组份 (即转

录活性染色质组份 ) 的 D N A含量不超过总染

色质 D N A的 2 。%和高模板活性两个条件
,

本



实验选定 D Na se 1 l o u
/ A 26 O n m

、

25 ℃ 水浴

保温 5 分钟为分离活性染色质的消化条件
。

为检测 S
:

组份是否 即活性染色质
,

实验

分别在模板功能
、

对 D N as e
l 消化敏感性和

化学组成三方面比较分析 5
2 、

P 工 、

P
Z

染色

质组份
。

结果表 明 5
2

组份具有如下特征
:

1
.

高模板活 性 已有实验 (“ ’ 证明 G ot -

t 。 s fe id 的D N a s e
l / M g

Z 十

溶解法所得的 M g
’ +

溶解组份 ( 5
2

组份 ) D N A包含一系列单拷 贝

顺序和 中度重复顺序
,

而且来自不同细胞类

型的活性染色质组份含有不同的 D N A顺序
。

这部分 D N A 富含为总细 胞 R N A ( ”
、

胞 浆

m R N A (
’ 7 ) 、 r R N A (

’ 8 ’
所编码的 D N A J硕序

。

体

外检测分离的 S
:

模板活性亦明显高于 P , 、

P
:

等非活性染色质组份
,

其程度随活性染色质

分离方法和细胞来源而异
,

一般为 P
Z

组份的

模板活性的 2 一 3倍 (
’

)(
’ “ ’ 。

本实验 S : 组份的

模板活性亦明显高于 P , 、

P
:

组份 (表 2 )
,

表 2 S
: 、

P
, 、

P
:

染色质组份模 板活 性比较 (又士 S E )

模板活性
( c P m / 件9 D N A )

犷
_

工P l 之模板 夕
;

斤

性为 1 的 比值

模板活性
( e P m / t、 9 D N A )

1 1 9
。

7士 7
。

O

( 3 )带

2 0 5
。

6士 1 1
.

5

( 3 )

3 1 7
.

9士 1 7
。

4

( 3 )

1
。

0 1
。

7 2 2
。

6 6

1 1 2
。

0士 8
。

6

( 3 )

2 3 7
.

6士 1 0
.

4

( 3 )

8 6 2
。

2士 1 5
。

6

( 3 )

以 P I之模板活
性为 1 的比值 2

。
1 2 了

。
7

紫外吸收法
,

二苯胺法

染色质组份的模板活性
。

2
.

对D N a s e l 消化的高度敏感性 已

知 D N as “
I 能特异 地 优先消化转录活 性 基

因 (
’ 。 ’ ,

因此对 D N as e
l 消化敏感性的高低可

能作为衡量染色质某些组份是否为活性染色

质的重要指标
。

图 1显示 5
2

对 D N as e
l 的消

~ 一一一一沪一“
/ 洲尸一

即印一40J

_一
一一

一一一—
`

加劫100

ǎ次à祷求攀恤深

. 括号内数字为实验次数

但其程度受用于测定 5
2 、

P
工、

P
:

D N A 含 量

的方法影响
。

由紫外法改为二苯胺法测染色

质各组份的 D N A含量
,

所计算的 S
:

模板活

性由为 P :
的 2 倍增至 7

.

7倍
,

由为 P
:

的 1
.

5一

1
.

7倍增至 3
.

2倍
。

其原因可能是本室用于分

离活性染色质的 D N as e l 比活性太低 ( 3 2 Ou
/

m 只蛋 白质 )
,

消化时所需酶量较大
,

这些

酶蛋白溶解性好
,

保留于上清 S
:

可能性大
。

酶蛋白本身在 2 6 o n m 处亦有光吸收
,

使紫外

法测得的 5
2

组份 D N A 含量较它的实际含量

高
,

则以单位 D N A 计算的 S
:

模板活性比实

际活性低
。

改用二苯胺法测定染色质各组份

D N A含量发现 S
:

的 D N A 含量明显低于紫外

吸收法的测定值
,

而 P : 、

P
Z

的 D N A 含量则

与紫外吸收法测定值十 分 接 近 (未 发表资

料 )
。

因此
,

我们认为在 D N ae
s l 比活性太

低时
,

应 以二苯 胺 法 测 得的 D N A值计算各

于乓生舀孟{l
,

少卜J (

。一 . 0 5
。 b

—
态

.

—
.
只

阁 1 D N a “ “ I 对 5 2 、

P ,
、

P Z

染色质组

份的 护;彗f匕动力 j全



化敏感性远远地高于 P
; 、

P
Z,

分别是 P
, 、

P
Z

的 2 0倍和 7 倍以上
。

保温 5 分钟
,

5
2

的消化

率高达 49 %
,

而 .P
: 、

P
Z

的消化率仅分别为

2
.

3 %和 7
.

0 %
。

S
:

组份对 D N a s e
l 高度敏感

性提示 5
2

组份富含对 D N as e
l 高度敏感的转

录活性基因
。

本文虽缺乏对 S
:

组份 D N A 进

行特异基因顺序分析的直接证据
,

但 己有不

少文献 ( ” ( ” ) (
’ “ ’
证明用 D N a s e 亚 / M g “ +

求容解法

分离的 M g
“ 十

i容解组份富含转录活性基因
。

3
.

富含 R N A 本实验 5
2

的 R N A含量

为P
:

的 R N A 含量的 2 倍多 (表 3 )
。

此与

表3 扦染 色质各组份 的化 学成份 分析

蛋白质 / 组蛋白 / 非组蛋白/ R N A /
D N A D N A D N A D N A

染色质

P x

P :

S :

1
。

9 5

1
。

7 8

1
。

8 1

2
。

4 4

1
。

0 1

1
。

2 2

1
。

1 3

1
。

6 9

0
。

7 4

O
。

6 5

O
。

4 9

O
。

6 5

0
。

0 8 0

0
。

0 6 8

0
。

0 5 6

0
。

1 3 8

A r n o l d (
’ ” ’ !

’

肉结果相近
。

S
:

中非组蛋白 / D N A

( 0
.

63 ) 稍高于 P
Z

的非组蛋 白 / D N A (0
.

49 )

与 B o n n o r (“ ” 所报告的活性染色质非组蛋 白 /

D N A ( 0
.

4 6 ) 稍高于非活性染色质 (0
.

2 9)

的结果类似
。

但 5
2

组蛋 白含量高于染色质和

P
l 、

P
:

染色质组份的组蛋白含量
,

此与文

献中活性染色质组蛋 白 / D N八值低于 ( “
` ’
或接

近于 (“ 2 ’非活性染色质巾的组蛋 白 / D N A 的结

果不一 致
。

其原因可能有
:

( 1 ) 消化染色

质时加入的 D N as e
l

一

卞身使蛋 白 质量增加
,

直接影响蛋白质含量测定
,

使 5
2

组份总蛋白

含量较高
,

组蛋 白含量较高可能 与此有关 ;

( 2 ) 己有实验 (“ “ ’
证明从 5

2

提取的组蛋白

组份含有酸提取的非组蛋 白
。

鉴于本实验中 5
2

组份具有与多数文献的

活性染色质基本相同的高模板活性
、

高度的

D N as o l 消化敏感性和富含 R N A等特点
,

说

明 5
2

组份相当于肝细胞内转录活性染色质
,

而 P 工 、

P
:

为非活性染色质
。

本文所介绍的

方法可 以较成功地分离活性染色质
。
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