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组蛋白八聚体的装配及荧光标记

检测体外组装核小体的效率
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（内蒙古科技大学生命科学与技术学院，内蒙古包头０１４０１０）

　　摘要：基于影响核小体定位的ＤＮＡ序列ＴＡ１０－ｂｐ周期性和 Ｒ５Ｙ５序列模体，设计６条对组蛋白亲和性不同的
ＤＮＡ序列，将其克隆到重组质粒中，分别命名为ＣＳ１～ＣＳ６。通过ＰＣＲ扩增的方法，在引物上标记Ｃｙ３荧光信号分子，
获得大量标有Ｃｙ３的目的序列；同时，从大肠杆菌中表达纯化了 Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３、Ｈ４共４种组蛋白，经复性装配成组蛋

白八聚体，利用盐透析法将目的ＤＮＡ序列与组蛋白八聚体组装成核小体结构；经荧光信号检测，分析６条目的序列形
成核小体的能力。结果发现，ＣＳ２、ＣＳ３形成核小体的能力较强，该结果与 ＴｒｉｆｏｎｏｖＥＮ提出的核小体在该模体上的精
确定位基本吻合，该试验方法的建立对核小体结构及相关表观遗传学领域的研究具有一定的意义。
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　　表观遗传是后基因组时代的研究热点，其中核小体定位
是重要的研究领域之一。它在真核生物细胞转录调控、ＤＮＡ
复制和修复等过程中扮演着至关重要的角色［１］。科学家们

经过大量的试验研究发现，在所有对核小体定位有影响的因

素中，ＤＮＡ序列扮演着关键的角色［２］。近年来，有大量关于

核小体定位的理论分析和预测，但大多没有进行直接的试验

验证。体内试验易受到很多因素的干扰，因而体外重组核小

体试验技术是研究核小体定位的有效手段之一。

影响核小体定位的ＤＮＡ序列因素有ＴＡ１０－ｂｐ周期性、
ｐｏｌｙＡ、各种序列模体等［３］。其中以色列科学家 Ｔｒｉｆｏｎｏｖ建立
了多个理论模型，分析了线虫、人类等模式生物核小体定位特

征，提出ＲＲＲＲＲＹＹＹＹＹ模体可能是一种具有强核小体定位
信号的序列，其中Ｒ是嘌呤，Ｙ是嘧啶［４－５］。本试验主要考虑

了ＴＡ１０－ｂｐ周期性和 Ｒ５Ｙ５序列模体，构造了６条对蛋白
质亲和力不同的 ＤＮＡ序列，标记为 ＣＳ１～ＣＳ６，构建重组质
粒，经过ＰＣＲ扩增得到大量ＣＳ序列。同时，试验从含有组蛋
白重组基因质粒的大肠杆菌中表达纯化出４种组蛋白，装配
形成组蛋白八聚体。在体外将 ＤＮＡ序列与组蛋白八聚体在
一定条件下进行组装形成核小体结构，建立了一种基于荧光

标记检测核小体体外组装的试验方法，为后续研究奠定了

基础。

之前试验采用Ｂｉｏｔｉｎ标记方法检测核小体组装效率较为
繁琐，６条序列组装后还须经过核小体电泳、转膜条件、紫外
交联、封闭、加抗体、洗膜、加抗体、暗室曝片等步骤［６］。由于

检测的信号需要多步转换，才能间接地反映核小体组装效率，

而且难以量化，以至于结果存在较大误差。本研究在此基础

上对核小体检测方法做了改进，试验的ＤＮＡ直接进行荧光标
记，组装后进行聚丙烯凝胶电泳检测，放入荧光化学凝胶成像

系统中成像，根据荧光的强弱即可直观地判断大概结果，后期

—２１— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１４期



用专业软件读取数据就可计算得出组装率，从而使核小体定

位的研究结果更加直观、简便、并且更精确可测。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种及质粒　试验所用菌株为ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α；
质粒采用含有ＣＳ１～ＣＳ６的ｐＵＣ１９重组质粒。
１．１．２　主要仪器与试剂　仪器：ＰＣＲ仪（２７２０Ｔｈｅｒｍａｌ
Ｃｙｃｌｅｒ）、电泳仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）、台式多功能高速离心机
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８０４Ｒ）、冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ）、凝胶成
像系统（ＧｅｎｅＧｅｎｉｕｓ）、紫外分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００）、层
析柜（ＴｈｅｒｍｏＲｅｖｃｏ）、荧光化学发光成像系统（Ａｍｅｒｓｈａｍ
Ｉｍａｇｅｒ６００）。

试剂：酵母提取物、胰化蛋白胨购自英国ＯＸＯＩＤ公司，琼
脂糖购自法国ＢＩＯＷＥＳＴ公司，ＮａＣｌ、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰
胺购自美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司，胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购
自生工生物工程（上海）股份有限公司，ＤＮＡ分子 ｍａｋｅｒ、限
制性内切酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自日本Ｔａｋａｒａ公司。
１．２　方法
１．２．１　目的序列信息　试验所用的６条目的序列中 Ｒ表示
腺嘌呤（Ａ）或者鸟嘌呤（Ｇ），Ｙ表示胸腺嘧啶（Ｔ）或者胞嘧啶
（Ｃ）。在６条序列中，ＣＳ１只具有Ｒ５Ｙ５序列模体特征；ＣＳ４～
ＣＳ６只具有 ＴＡ１０－ｂｐ周期性规律；而 ＣＳ２～ＣＳ３同时具备
Ｒ５Ｙ５模体和ＴＡ１０－ｂｐ周期规律。目的序列由生工生物工
程（上海）股份有限公司合成，直接连接到ｐＵＣ１９多克隆位点
中的ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅠ之间。

具体碱基信息如下：

ＣＳ１：序列１（ＲＲＲＲＲＹＹＹＹＹ）
ＣＧＧＧＡＡＴＴＴＣＴＣＧＧＡＧＡＴＴＣＴＣＧＧＡＧＧＴＴＣＣＴＧＡＧＡＧＧＴ

ＣＴＴＣＧＡＡＧＧＣＴＴＴＣＡＧＧＧＡＴＣＣＴＴＣＡＧＡＧＧＣＴＴＣＣＡＧＡＧＧＣＴ
ＣＴＴＧＡＧＧＧＡＣＣＴＴＴＧＧＧＡＡＴＴＴＣＣＧＡＡＧＧＴＣＣＴＴＣＡ；

ＣＳ２：序列２（ＲＲＲＲＲＹＹＹＹＹ）
ＴＡＧＧＡＡＴＴＴＣＴＴＡＧＡＧＡＴＴＣＴＴＡＧＡＧＧＴＴＣＣＴＡＡＧＡＧＧＴ

ＣＴＴＴＡＡＡＧＧＣＴＴＴＴＡＧＧＧＡＴＣＣＴＴＴＡＧＡＧＧＣＴＴＣＴＡＧＡＧＧＣＴＣ
ＴＴＡＡＧＧＧＡＣＣＴＴＴＡＧＧＡＡＴＴＴＣＴＡＡＡＧＧＴＣＣＴＴＴＡ；

ＣＳ３：序列３（ＲＲＲＲＲＹＹＹＹＹ）
ＴＡＡＧＧＡＴＣＣＣＴＴＡＧＡＡＡＴＣＣＣＴＡＧＧＡＧＴＴＣＴＴＡＧＡＧＡＧＴ

ＴＣＣＴＡＡＡＡＧＣＴＣＴＴＡＧＡＧＡＴＴＣＴＣＴＡＡＧＧＧＣＴＴＴＴＡＧＧＧＡＣＴＴ
ＣＴＡＧＡＡＧＡＣＴＴＣＴＡＡＧＡＡＴＴＣＴＴＡＡＧＡＧＴＴＣＴＴＴＡ；

ＣＳ４：序列４（ＲＲＹＲＲＹＹＲＹＹ）
ＴＡＧＣＡＡＴＴＧＣＴＴＡＧＴＧＡＴＴＧＴＴＡＧＣＧＧＴＴＧＣＴＡＡＴＡＧＧＴ

ＣＧＴＴＡＡＣＧＧＣＴＡＴＴＡＧＴＧＡＴＣＡＴＴＴＡＧＴＧＧＣＴＧＣＴＡＧＣＧＧＣＴ
ＡＴＴＡＡＴＧＧＡＣＣＡＴＴＡＧＣＡＡＴＴＧＣＴＡＡＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡ；

ＣＳ５：序列５（ＲＲＹＹＲＹＹＲＲＹ）
ＴＡＧＣＴＡＴＴＧＡＴＴＡＧＴＣＡＴＴＧＡＴＡＧＣＴＧＴＴＧＡＴＡＡＴＣＧＧＴ

ＣＧＡＴＡＡＣＴＧＣＴＡＧＴＡＧＴＣＡＴＣＡＧＴＴＡＧＴＣＧＣＴＧＡＴＡＧＣＴＧＣＴ
ＡＧＴＡＡＴＣＧＡＣＣＡＧＴＡＧＣＴＡＴＴＧＡＴＡＡＴＣＧＴＣＡＧＴＴＡ；

ＣＳ６：序列６（ＲＹＲＹＲＹＲＹＲＹ）
ＴＡＣＧＴＡＴＡＴＡＴＴＡＴＡＣＡＴＧＣＡＴＡＴＡＴＧＴＧＣＡＴＡＣＧＣＧＧＴ

ＧＴＡＴＡＣＡＴＧＣＡＴＧＴＡＣＧＣＡＴＧＣＧＴＴＡＴＡＣＧＣＡＴＡＴＡＣＡＴＧＣＡ
ＣＧＴＡＣＧＣＧＡＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＴＡＴＡＴＡＣＡＣＧＴＧＣＧＴＴＡ。

１．２．２　目的序列扩增纯化　根据重组质粒的碱基序列，在
ＣＳ序列２端设计引物，对ＣＳ１～ＣＳ６进行序列片段的扩增。

ＰＣＲ扩增反应体系：５．０μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，４．０μＬｄＮＴＰ，
２．０μＬ荧光引物，２．０μＬＣＳ－Ｒ，３．０μＬＭｇ２＋，０．３μＬＤＮＡ，
ｒＴａｑ０．３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３３．４μＬ。

ＰＣＲ扩增反应程序：９４℃、５ｍｉｎ；９４℃、２０ｓ，６４℃、２０ｓ，
７２℃、３０ｓ，３２次循环；７２℃、１０ｍｉｎ，４℃保存。

ＰＣＲ扩增引物为上游引物：５′－ＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＡＡＴＴ
ＣＧＡＧＧ－３′；下游引物：５′－ＧＣＣＡＡＧＣＴＴＣＴＧＡＧＡＴＣＧＧＡＴ－
３′，其中，上游引物５′端标记Ｃｙ３荧光分子。

配制１．２％琼脂糖凝胶分别对 ＣＳ１～ＣＳ６扩增的目的序
列进行电泳检测，然后进行胶回收获取序列片段，胶回收采用

生工生物工程（上海）股份有限公司的胶回收试剂盒。

１．２．３　组蛋白的表达纯化　分别将含有组蛋白 Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、
Ｈ３、Ｈ４基因重组质粒的单菌落接种于含有氨苄的 ＬＢ培养基
上，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养至Ｄ６００ｎｍ值为０．４～０．６时加入ＩＰＴＧ
进行诱导表达［７］。收集诱导表达后的菌体，用 ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ重
悬，再超声破碎细菌至菌体完全破裂，离心获取沉淀。加入

ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ＋Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００重悬沉淀，离心去上清后，利用
ｕｎｆｏｌｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ充分溶解，离心获取沉淀，测定沉淀浓度。其
中１×ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ的成分为５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ｂａｓｈ６０５７００ｇ，
１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ５．８４０００ｇ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ－Ｎａ２０．３７２００ｇ，
１ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲脒（ｂｅｎｚａｍｉｄｉｎｅ）０．１５６６１ｇ；ｕｎｆｏｌｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ的
成分为 ７ｍｏｌ／Ｌ盐酸胍（ｇｕａｎｉｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）６６８．７８０００ｇ，
２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ｂａｓｅ２．４２２８０ｇ，１０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ１．５４２４０ｇ。
１．２．４　组蛋白复性及八聚体装配　取５ｍｇＨ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３、
Ｈ４加入透析袋中，置于ｒｅｆｏｌｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ中透析，４℃搅拌１２ｈ
后，再换１次透析液，４℃透析 ２４ｈ，将透析液取出，４℃、
１３００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集上清，再将样品浓缩至５００μＬ，
过分子柱，收集片段。其中 ｒｅｆｏｌｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ成分为 ２ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ２３３．７６００ｇ、１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ｂａｓｅ２．４２２８ｇ、１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ－Ｎａ２０．７４４５ｇ、５ｍｍｏｌ／Ｌβ－疏基乙醇０．６８５０ｍＬ。
１．２．５　核小体组装及其检测　将纯化的组蛋白八聚体与目
的序列以一定的比例加入到含有２ｍｏｌ／Ｌ氯化钠的 ＴＥ缓冲
液中混匀，总体系３０μＬ，加入透析管中，放入含２ｍｏｌ／Ｌ氯化
钠的ＴＥ透析液中透１６ｈ，在此过程中用恒流泵将ＴＥ缓冲液
匀速滴入透析液中，使其中氯化钠的浓度降到 ０．６ｍｏｌ／Ｌ；之
后将透析管转入到不含有氯化钠的 ＴＥ缓冲液中透析 ３～
６ｈ。

组装核小体的试验体系见表１，分别在组蛋白与 ＤＮＡ比
例为０．６、０．８、１．０这３种条件下进行组装。组装后将样品的
体积调整一致，分别用ＥＢ染色、考马斯亮蓝染色、Ｃｙ３荧光信
号检测的方法分析组装效率及检测手段的灵敏度。

表１　为核小体组装成分及组装比例

ＤＮＡ
比例

ＤＮＡ添加量
（μＬ）

八聚体添加

量（μＬ）
５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
添加量（μＬ）

ＴＥ添加量
（μＬ）

０．６ ５．９１ ２．７３ １２．００ ９．３６
０．８ ５．９１ ３．６４ １２．００ ８．４５
１．０ ５．９１ ４．５５ １２．００ ７．５４

　　采用ＧＥ公司的ＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａｇｅｒ６００荧光凝胶成像仪检
测拍照分析ＥＢ染色、考马斯亮蓝染色、Ｃｙ３荧光信号结果。
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核小体组装过程的吉布斯自由能变化采用文献［３］中的
方法计算。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ序列扩增及纯化
　　目的序列克隆到载体上后，为大量获得组装核小体的
ＤＮＡ序列，采用ＰＣＲ的方法对目的序列进行扩增。扩增后进
行１．２％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色结果见图１。图１中 Ｍ为
ＤＬ１０００ＤＮＡＬａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ，ＣＳ１～ＣＳ６序列条带位置为
１００～２００ｂｐ之间，即得到电泳条带大小约为１５０ｂｐ，这与目
的序列的长度１５２ｂｐ基本一致，说明条带位置正确（图１）。

　　对ＰＣＲ扩增产物进行胶回收，回收后的样品采用非变性
聚丙烯酰氨凝胶电泳检测。由于 ＰＣＲ引物上标记有 Ｃｙ３荧
光分子，目的序列经扩增后在尾部同样带有荧光标记分子。

用荧光化学发光凝胶成像系统拍像，结果如图２所示。图中
ＣＳ１～ＣＳ６为纯化后的序列，电泳条带与理论值基本一致，且
没有任何的污染，纯度较高。

２．２　组蛋白的表达纯化
从大肠杆菌中表达４种重组组蛋白，经 ＳＤＳ聚丙烯凝胶

酰胺电泳检测的结果见图３。Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ的分子量约为１５ｋｕ，
Ｈ３的分子量约为１７ｋｕ，Ｈ４的分子量约为１４ｋｕ。纯化的组
蛋白Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３、Ｈ４条带位置正确，基本没有其他蛋白的

条带存在，可用于后续试验。

２．３　组蛋白复性及八聚体装配
　　将４种组蛋白以等摩尔比例进行复性透析，装配成八聚
体分子结构。在复性过程中，分子间可能会发生团聚，也可能

形成四聚体结构。为进一步纯化试验需要的组蛋白八聚体分

子，采用凝胶层析的方法对样品进行纯化，洗脱曲线如图４所
示。出现４个洗脱峰，其中第１个洗脱峰为大的团聚物，中间
峰为组蛋白八聚体，最后１个峰为四聚体。将中间洗脱峰对
应的样品用ＳＤＳ聚丙烯凝胶酰胺电泳检测，结果见图５。从
图５中可以看出，每个泳道中均呈现出３条条带，其中最上的
条带为Ｈ３分子，中间为Ｈ２Ａ和Ｈ２Ｂ的混合物，最下的条带为
Ｈ４分子，条带的亮度与位置均符合理论预期结果。每个样品
中都没有检测到杂蛋白的污染，纯度较高，可用于后续核小体

体外组装试验。

２．４　核小体组装及检测
为摸索组蛋白与目的 ＤＮＡ在不同比例条件下形成核小

体的能力，分别采用 ０．６、０．８、１．０这 ３个不同的组蛋白与
ＤＮＡ序列的质量比进行组装核小体。

组装核小体后，首先采用 ＥＢ染色和 Ｃｙ３荧光标记检测
手段分析样品。图６－Ａ是检测荧光信号的结果，３个不同比
例下，电泳中均呈现２条条带，其中下面的条带是没有形成核

小体的游离ＤＮＡ，上面的条带是形成核小体的ＤＮＡ。将同一
个凝胶电泳用ＥＢ染色检测的结果见图６－Ｂ，与荧光检测结
果对应的位置都检测到了条带，但是 ＥＢ染色的条带没有荧
光信号检测的条带亮度高，说明 ＥＢ染色的方法没有 Ｃｙ３荧
光标记检测手段灵敏。同时，从 ＥＢ染色结果可以看出条带
的大致位置，游离 ＤＮＡ的条带在１００～２００ｂｐ之间，而核小
体ＤＮＡ由于组蛋白的存在，位于４００ｂｐ左右。３个不同比例
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下形成核小体的效率有所差异，随着组蛋白比例越大，形成的

核小体条带越深。游离的ＤＮＡ条带越浅，说明组装的核小体
越多。用荧光标记检测出来的结果条带清晰、灵敏，用 ＥＢ染
色后图片中显示出来的并不灵敏，组蛋白的结合在一定程度

上影响了ＥＢ的染色效果，所以一般采用荧光标记来检测。
　　为进一步从组蛋白的角度检测组装的核小体，分别采用
荧光标记检测和考马斯亮蓝染色检测体外组装核小体的结

果，图７－Ａ所示是 Ｃｙ３荧光标记检测的结果。对凝胶进行
考马斯亮蓝染色后，在核小体对应条带位置也呈现出蛋白条

带（图７－Ｂ），说明组蛋白与ＤＮＡ有效地装配成了核小体。
试验以ＣＳ３序列为组装核小体的试验ＤＮＡ模板，进行３

个不同比例的组装条件摸索，均有效地形成了核小体结构。

在后续对多条序列同时进行组装核小体时，考虑到多条 ＤＮＡ
序列对组蛋白亲和性的差异，选择在组蛋白与 ＤＮＡ比例为
０．８的条件下进行组装试验，使得形成的核小体既不过分饱
和，同时又能体现出各条序列组装核小体的差异。

２．５　６条ＣＳ序列组装核小体效率的对比
为进一步对比６条ＣＳ序列组装核小体效率的差异，在同

样的试验条件下，同时组装核小体结构，Ｃｙ３荧光信号检测结
果见图８。从图８中可以看出，６条序列的泳道中均出现２条
条带，分别是核小体ＤＮＡ和游离ＤＮＡ，表明均能有效地形成
核小体。但是每一条序列的核小体ＤＮＡ和游离ＤＮＡ相对亮
度不同，例如，ＣＳ２、ＣＳ３泳道中核小体ＤＮＡ条带相对较亮，而
ＣＳ１、ＣＳ６泳道中核小体ＤＮＡ条带相对较弱，说明它们形成核
小体的能力存在差异。

　　利用凝胶成像定量分析软件 ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＴＬ，将泳道中
的条带分别定量化处理，读取相对数值，计算６条序列组装核
小体过程中吉布斯自由能的变化，进而评价各条序列对组蛋

白的亲和性。定义未形成核小体的自由 ＤＮＡ为 ＶＤ，形成核
小体的ＤＮＡ为ＶＮ，则反应过程的表观平衡常数Ｋｅｑ＝ＶＮ／ＶＤ，
吉布斯自由能变化ΔＧ０＝－ＲＴｌｎ（Ｋｅｑ），以 ＣＳ１为对照序列，
相对吉布斯自由能变化ΔΔＧ０＝ΔＧ０样本 －ΔＧ

０
对照

［３］。

组装核小体过程的吉布斯自由能计算结果见表２。ＣＳ２
和ＣＳ３的相对吉布斯自由能最小，说明这２条序列对组蛋白
的亲和性最大，在同等条件下，越易形成核小体［８－９］。
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表２　组装核小体过程的吉布斯自由能

序列 ＶＮ ＶＤ ＶＮ／ＶＤ ΔＧ０ ΔΔＧ０

ＣＳ１ １９６．４９ ９０２．２５ ０．２１７７７８ ３５１０．３８４ ０．００００
ＣＳ２ ８９１．３６ ５７１．４１ １．５５９９３１ －１０２４．０００ －４５３４．３８００
ＣＳ３ ６７９．２０ ４９９．６４ １．３５９３７９ －７０７．０７８ －４２１７．４６００
ＣＳ４ ２５５．４４ １０８７．２０ ０．２３４９５２ ３３３５．５７２ －１７４．８１２０
ＣＳ５ ４４０．９７ ７２６．０６ ０．６０７３４７ １１４８．３９３ －２３６１．９９００
ＣＳ６ １６６．８３ ８６３．５４ ０．１９３１９３ ３７８６．２４５ ２７５．８６１３

３　结论与讨论

体外组装核小体是研究核小体定位及染色质结构相关领

域常用的一种技术手段。目前主要通过２种策略有效地组装
核小体，一种是利用如 ＮＡＰ或 ＡＣＦ等染色质重塑因子的作
用，使ＤＮＡ序列缠绕到组蛋白上，该过程需要消耗能量［１０］。

另一种是本试验中使用的，由于组装过程中不需要其他蛋白

因子的参与，仅依赖盐浓度的变化驱动核小体的装配，所以组

装核小体的效率只与 ＤＮＡ序列的特征有关，在研究 ＤＮＡ序
列影响核小体定位时，该方法具有较大的优势［１１］。

体外组装核小体结构后，如何灵敏地检测核小体形成效

率是一个关键问题。其中最为便利的检测手段是ＥＢ染色方
法，但是ＥＢ染色的灵敏度较低，对于核小体组装能力差的
ＤＮＡ序列，会导致较大的误差。同位素标记是灵敏度非常高
的一种检测手段，但是在组装核小体的试验中，由于需要大量

的摸索条件，需要一次性制备大量的 ＤＮＡ序列，从摸索组装
核小体的比例等条件到多条序列组装核小体能力的相互对

比，往往试验周期较长，而同位素的半衰期又较短，这就限制

了试验的进度，且同位素标记试验需要在专业的实验室才能

完成［１２］。另一种检测手段是笔者所在课题组前期使用的生

物素标记方法，将组装核小体的 ＤＮＡ序列标记生物素分子
后，检测时需要转膜、抗体识别、底物反应、曝光胶片等步骤，

较为繁琐的试验步骤容易放大误差［６］。本试验采用荧光分

子Ｃｙ３标记在ＰＣＲ引物的５′端，在序列准备时，非常方便地
获得大量标记Ｃｙ３的目的ＤＮＡ序列，组装核小体的样品经电
泳后，直接在荧光凝胶成像仪中激发荧光信号成像，既灵敏又

简洁方便，同时克服了上面几种方法的缺点。

试验中设计的６条序列，ＣＳ２、ＣＳ３同时具有 ＴＡ１０－ｂｐ
周期和Ｒ５Ｙ５模体规律，而 ＣＳ１没有 ＴＡ１０ｂｐ规律，ＣＳ４～
ＣＳ６没有Ｒ５Ｙ５模体规律，理论上讲，ＣＳ２、ＣＳ３对组蛋白的亲
和性最高，同样条件下组装核小体的效率最大。经过组装核

小体的试验结果分析，电泳的结果显示 ＣＳ２、ＣＳ３形成核小体
相对较多。吉布斯自由能的结果发现，ＣＳ２和 ＣＳ３序列形成
核小体过程中吉布斯自由能最小，说明这２条序列更加倾向
于核小体的形成，验证了笔者设计序列的理论基本是正确的。

总之，本研究利用盐透析方法，建立了１套体外组装核小

体的试验体系，发展了一种荧光标记检测核小体组装效率的

手段。该方法可灵敏、便利且定量化地分析不同ＤＮＡ序列核
小体的效率。该方法的建立对核小体定位及染色质结构相关

领域的研究具有重要的意义。
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