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摘要    Split 内含肽可以通过反式剪接作用介导两个蛋白片段的共价连接. 基于这

一原理, 利用来自于 Synechocystis sp. strain PCC6803 的天然 split 内含肽 DnaEs 作为

蛋白剪接元件, 通过其反式剪接作用介导了四环素阻遏蛋白(TetR)与 1-型单纯疱疹

病毒(HSV)的转录活化域(VP16)的共价连接, 形成融合蛋白 TV. 应用 RT-PCR 技术

以及荧光显微镜成像技术分别在 mRNA 转录水平与蛋白表达水平上研究了 DnaEs
的剪接活性, 结果证明在细胞内DnaEs可以介导融合蛋白TV的产生. 同时也对融合

蛋白 TV 的转录活性进行了研究, 并将其与通过重组 DNA 表达得到的同种蛋白的转

录活性进行了比较, 发现 DnaEs 介导的融合蛋白与基因重组得到的同种蛋白转录活

性相似. 此外, 还研究了四环素类似物 Dox 对 TV 转录活性的调控, 结果表明 Dox
可以明显抑制其转录活性. DnaEs介导转录激活因子融合, 并启动下游报告基因表达

的实验方法, 为深入开展 DnaEs 的应用研究提供了重要实验依据.  
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内含肽是宿主蛋白中插入的蛋白元件, 它可以

自我催化在宿主蛋白中产生断裂使内含肽两侧的外

显肽连接成成熟的蛋白质[1]. 内含肽介导的这一自我

催化过程称为蛋白质剪接. 典型的内含肽包含 4 个保

守的基序, 依次为基序A、基序B、基序F和基序G, 另
外在基序B和基序F之间还嵌有归巢核酸内切酶序列
[1,2]. 核酸内切酶序列的功能与内含肽基因在基因组

内的移动有关, 所以该序列的删除对蛋白剪接没有任

何影响[3]. Mini内含肽正是这样一类没有核酸内切酶

序列的内含肽. Mini 内含肽还可以在基序B与基序F
之间人为的断开, 成为split内含肽, 得到两个非活性

split内含肽片段, 当这两个片段发生二聚化重折叠后

split内含肽才可恢复其蛋白剪接活性.  
split内含肽片段间存在一定的内在亲和力, 它可

以自发地引导两片段发生二聚化与重折叠, 从而恢

复split内含肽剪接活性. 因此亲和力的大小与其活性

密切相关[4~6], 一般认为具有高亲和力的split内含肽

通常具有高剪接活性 [7,8]. 另外split内含肽的活性大

小还与片段在细胞内的溶解性有关[9]. DnaEs是存在

于Synechocystis sp. strain PCC6803 中的天然split 内
含肽, 分别由两个独立的基因 ndnaE 与cdnaE编码. 
其产物nDnaE由 123 个氨基酸组成, 而产物cDnaE由
36 个氨基酸组成. 这是第一个也是目前唯一得以鉴

定的天然split内含肽. 在细胞内它具有极高的内在亲

和力与细胞溶解性, 因而具有高效的剪接活性[6,10,11].  
split内含肽介导的蛋白互补技术(intein mediated 

protein complementation) 是利用split内含肽的反式剪

接功能, 将分别表达的两个蛋白片段融合恢复蛋白

活性. 现在已被引入到哺乳动物细胞的各种应用 中
[6,12~18]. 最近的报道证实DnaEs介导DNA结合域与转
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录激活域的共价融合产生的融合蛋白具有位点特异

性的转录激活作用, 并且由于转录放大作用增强了

检测中信号的强度[19].  
本文利用DnaEs介导四环素阻遏蛋白(TetR)与 1-

型单纯疱疹病毒转录活化域(VP16)两个蛋白片段在

胞质内的融合, 得到的融合蛋白能特异地识别四环

素反应元件(TRE)并激活下游报告基因的表达. 由于

采用了四环素(Tc)或其类似物(Dox)可调控的 TetR 作

为 DNA 结合结构域,  因此产生的融合蛋白不仅能

提高系统检测信号的强度, 而且还可以利用 Dox 对

其转录活性进行调控, 为DnaEs深入的应用研究提供

了实验依据.  

1  材料与方法 

1.1  材料 

质粒 pKEB1 与 pMEB4 由 New England Biolabs 
(NEB) 的 Ming-Qun Xu 博士所赠 . pEGFP-N1 和 
pTRE2hyg 购自 ClonTech. TREx-293 细胞系以及

pcDNA3.1(+)购自 Invitrogen. 质粒 pGL3-Basic 来自

Promega. 1 型-单纯疱疹病毒(HSV)基因组来自于本实

验室收藏. pfu DNA 聚合酶购自天根生化科技有限公司, 
中国. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)购
自 Gibco, Invitrogen, Carlsbad CA. 胎牛血清(FBS)购自

Hyclone, 美国 . 青霉素、链霉素来自 Sigma, 美国 . 
TRIzol 试剂以及 Moloney Murine Leukemia Virus 逆转

录酶 (M-MLV RT)是 Invitrogen, CA 的产品.  

1.2  基因融合以及载体的构建 

实验选用Escherichia Coli DH5α作为质粒构建的

宿主菌. 用含有巨细胞病毒(cytomegalovirus, CMV)强
启动子的pcDNA3.1(+)作为蛋白在哺乳动物细胞中的

表达载体. 质粒的构建如图 1 所示. nDnaE和cDnaE分
别扩增自质粒pMEB4 和pKEB1[20]. TetR从TREx-293
细胞系基因组中扩增得到. VP16 扩增自本实验室的 1-
型单纯疱疹病毒基因组. 所有扩增引物序列见表 1. 
TetR与nDnaE的融合方法如下, 20 μL PCR反应体系

中加入 :  模板Te t R与 n D n a E各 5 0  μg ,  d N T P 

 

 
 

图 1  表达质粒构建结果 
(a) 质粒构建示意图. 序列 KFAEY 和 CFNKS 是与内含肽 N, C 端紧密相连的外显肽部分, 作为剪接位点它们可确保 DnaEs 的高效剪接; (b) 
overlap PCR 方法融合 cDnaE 与 VP16 基因的结果. cDnaE 基因片段(36 个氨基酸)108 bp N 端带有 kozak 序列及 HindⅢ酶切位点共 127 bp, 

VP16(127个氨基酸)以及N端剪接位点CFNKS, 另加C端的XhoI剪接位点共 414 bp, 它们分别扩增自质粒 pKEB1与HSV基因组; (c) overlap 
PCR 方法融合 TetR 与 nDnaE 基因的结果, TetR (207 个氨基酸)621bp 外加 N 端 kozak 序列及 NheI 酶切位点共 650 bp. KFAEY-nDnaE(共 128
个氨基酸)384 bp 外加 C 端 HindⅢ酶切位点共 400 bp. TetR 扩增自 TREx-293 细胞基因组. nDnaE 扩增自质粒 pMEB4. MI: DNA marker, 自上

而下以次为 600, 500, 400, 300, 200 和 100 bp; MIV: DNA marker, 自上而下以次为: 7000, 5500, 3500, 2000, 1000 和 500 bp 
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表 1  实验中所用到的引物序列 

引物 序列 
nDnaE.5 5′-TCCAAGTTTGCGGAATATTGCCTCAGTT-3′ 

nDnaE.3 5′-CCCAAGCTTATTTAATTGTCCCAGCG-3′ 

cDnaE.5 5′-CCCAAGCTTACCATGGTTAAAGTTATCGGTCGTCG-3′ 

cDnaE.3 5′-ACGCGGATTTGTTAAAACAATTGGCGGCGATCGCC-3′ 

TetRforward 5′-CTAGCTAGCACCATGTCTAGATTAGATAAAAGTAAAG-3′ 

TetRreverse 5′-CAATATTCCGCAAACTTGGACCCACTTTC-3′ 

Vp16forward 5′-GTTTTAACAAATCCGCGTACAGCCGC-3′ 

Vp16reverse 5′-CCGCTCGAGCTACCCACCGTACTCGTC-3′ 

ACTIN.5 5′-GCTCCGGCATGTGCAA-3′ 

ACTIN.3 5′-AGGATCTTCATGAGGTAGT-3′ 

EGFP.5 5′-TCATGGCCGACAAGCAGAAGAACG-3′ 

EGFP.3 5′-CGGCGGCGGTCACGAACTC-3' 

 
混合物(0.2 mmol/L)1 μL, 2. 5 U pfu 聚合酶(天根生化

科技有限公司) 0.5 μL, 10×pfu 缓冲液 2 μL. 反应条

件为: 95℃ 30 s, 49℃ 30 s, 72℃ 1 min, 反应 10 个循

环, 然后加入 5 pmol/L 引物 TetRforward 与 nDnaE.3
混合物 1 μL, 95℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 2 min, 反应

35个循环. cDnaE与VP16片段的融合方法类似, 20 μL 
PCR 反应体系中加入: 模板 cDnaE 与 vp16 各 50 μg, 
dNTP 混合物(0.2 mmol/L)1 μL, 2.5 U pfu 聚合酶(天根

生化科技有限公司) 0.5 μL, 10×pfu 缓冲液 2 μL. 反
应条件为: 95℃ 30 s, 49℃ 30 s, 72℃ 30 s, 反应 10 个

循环, 然后加入5 pmol/L引物 cDnaE.5与 Vp16reverse
的混合物 1 μL, 95℃ 30 s, 55℃ 30 s,  72℃ 1 min, 
反应 35 个循环. 利用 PCR 产物回收试剂盒(天根生化

科技有限公司)回收融合产物, 然后通过酶切连接将得

到的 TN, CV 片段分别插入到质粒 pcDNA3.1hygro (+)
中(图 1). 实验中构建的所有质粒都经测序验证. 

1.3  RNA 的提取及逆转录 

以含有 10% FBS 的DMEM为培养基, 将人胚胎

肾细胞(HEK293 细胞)以每孔 6×105细胞培养到六孔板

内. 过夜待细胞铺满度为 90%后, 应用Lipofectamine 

2000 (Invitrogen)转染试剂进行转染实验, 转染质粒为

pTN(表达TetR-nDnaE融合片段), pCV(表达cDnaE- 
VP16 融合片段), pTRE-E(报告基因EGFP的表达质

粒). A孔中转入pCV, pTN 与 pTRE各 1 μg, 在B孔中

转入pCV与pTRE各 1 μg, C孔中转入pTN与pTRE各 1 

μg. 24 h后, TRIzol试剂(Invitrogen)裂解细胞, 按说明书

标准操作从细胞中提取总RNA, 经RNase Free的
DNase消化可能存在的痕量DNA后, 取A, B, C号孔提

取的总RNA各 2 μg用Oligo (dT)15引物及M-MLV逆转

录酶进行一链合成得到其cDNA, 然后各取 1 μL 
cDNA为模板进行PCR反应.  

1.4  细胞培养与转染 

HEK293 细胞培养基为DMEM, 含有 10% FBS, 

100 U/mL 青霉素以及 100 μg/mL链霉素. 培养条件为

37℃, 5% CO2浓度. 转染试剂为Lipofectamine 2000 

(Invitrogen). 转染所用的质粒为天根质粒提取试剂盒

制备.  
细胞共转染实验方法 : HEK293 细胞以每孔

3×104个细胞培养到 96 孔板内. 过夜待细胞铺满度为

80%左右, 用Lipofectamine 2000 试剂按标准操作进

行转染实验, pTN, pCV 与 pTRE-E 3 质粒的共转染

是以总每孔中转染相应的质粒共 2 μg(pTV与pTRE共
转染实验中两质粒之比为 1︰1; pCV, pTN及pTRE-E
共转染实验中 3 种质粒比为 2︰2︰1), 然后于 24 h后
在不连续的随机视野下拍摄. 所有转染实验均重复 3
次以上. 

1.5  荧光分析与图像采集 

细胞转染结束24或 48 h后, 用Olympus IX70 荧
光显微镜(Olympus, 东京, 日本)观察转染结果. 并用
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Olympus c5060-ADU 照相机采集图像, 所有的图像

均在不连续的随机视野下拍摄.  

2  结果 

2. 1  pCV, pTN 与 pTRE-E 载体的构建 

以前的研究 [21]已证实内含肽的每个剪接位点都

存在严格的化学、电位以及空间特异性, 基因突变与

化学分析进一步揭示了内含肽剪接位点的保守氨基

酸残基为起始端的Cy s或S e r ,  末端的A s n  以及 
cDnaE起始端的Ser, Thr或Cys[22]. 这些保守氨基酸残

基包含了蛋白剪接的充足信息, 即使内含肽被插入

到外源宿主蛋白框架中 , 它也能顺利地进行剪    
接[23,24]. 为了确保实验中DnaEs的高效剪接, 本实验

选用了临近nDnaE N端的KFAEY 5个氨基酸做为N端

的剪接位点, 同时选用临近cDnaE C端的CFNKS序列

作为了另一剪接位点分别连接到nDnaE与cDnaE的两

侧(图 1(a)). 将表达KFAEY的剪接位点序列设计到引

物nDnaE.5 中(表 1). 表达CFNKS剪接位点的序列设计

到引物Vp16forward中(表 1). 通过PCR反应分别将得

到KFAEY-nDnaE以及CFNKS-VP16, 然后通过overlap 
PCR 融 合 得 到 TetR-KFAEY-nDnaE, 
cDnaE-CFNKS-VP16(图 1(b),(c)). 经测序证实, 所有

的序列与预期的一致. 

2.2  融合蛋白 TV 活性的鉴定 

实验中最为关键的一步就是确保DnaEs介导产

生的融合蛋白(TV)具有转录活性. 以前报告由TetR 
与 VP16 组成的融合蛋白表现出有效的转录活性[25]. 
考虑到由DnaEs介导的融合蛋白在TetR与VP16 之间

有 10 个氨基酸残基(KFAEY/CFNKS)插入, 为了验证

这 10 个氨基酸的插入是否影响到TV的正确折叠以及

其转录活性, 本实验通过基因克隆得到与融合蛋白

TV相同的嵌合蛋白TV基因, 然后将该基因插入载体

pcDNA3.1(+)得到质粒pTV, 由该质粒表达的嵌合蛋

白TV与通过DnaEs介导产生的融合蛋白TV具有完全

相同的蛋白质一级结构. 最后将pTV与报告基因质粒

pTRE-E共转染细胞 . 结果显示在共转染有pTV 和
pTRE-E的细胞中, 可以观察到EGFP的高效表达(图
2). 说明虽然融合蛋白TV在TetR与VP16 之间插入了

10 个氨基酸, 但它并不影响融合蛋白在细胞内的折

叠, 仍可以有效地发挥转录作用.  

2.3  应用 RT-PCR 技术检测 DnaEs 的剪接活性 

在鉴定融合蛋白TV的活性之后, 本实验进一步

确认在细胞内DnaEs是否能够顺利剪接得到融合蛋白

TV. 将pCV, pTN 以及 pTRE-E共转染HEK293 细胞. 
孵育 24 h后提取总RNA进行RT-PCR实验. TRE是一

个对四环素特异性极高的反应元件 , 在细胞内

pTRE-E只特异地应答TV起始下游基因的表  达[25]. 
因此, 如果细胞内DnaEs没有剪接出融合蛋白TV, 或
者得到的融合蛋白TV没能进行正确的折叠, 则细胞

内不会有下游报告基因EGFP的表达, 也就是说报告

基因EGFP的表达能够证明DnaEs的剪接活性, 并且

其表达水平的高低在一定程度上可以反映DnaEs剪接

活性的高低. 本实验结果显示CV, TN共表达的细胞

中EGFP的mRNA含量明显高于只表达CV或只表达

TN的细胞(图 3). 这充分证明CV, TN的共表达使细胞

内DnaEs片段间发生重组, 介导产生了具有转录活性

的融合蛋白TV.  

2.4  应用荧光显微镜检定 DnaEs 的剪接产物 

为了进一步确定 DnaEs 片段能够在胞内发生正

确折叠以及有效剪接 ,  本实验应用荧光显微镜对

EGFP 的表达情况进行了直观分析. 结果如图 4 所示, 
在只转染 pTRE-E的阴性对照细胞中没有观察到荧光 

 

 
 

图 2  pTV 与 pTRE 共转染实验 
对照组: 阴性对照为转染 2 μg pEGFP-N1 质粒的 HEK29 细胞, 阳性

对照为单独转染 2 μg pTRE-E 质粒的 HEK29 细胞 
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图 3  RT-PCR 技术检测 DnaEs 剪接活性 
泳道 1~4: 细胞共转染 Pcv, pTN 与 pTRE 各 1 μg; 泳道 5~8: 细胞

转染 pCV与pTRE-E各1 μg; 泳道 9~12: 细胞共转染 pTN 与 pTRE
各 1 μg. 泳道 1, 5, 9: 阳性对照, 人γ-肌动蛋白(527 bp); 泳道 2, 6, 
10: CV的表达情况, 所用引物 cDnaE.5 与Vp16reverse扩增CV全长

(541 bp); 泳道 3, 7, 11: TN 的表达情况, 引物 TetRForward 与
TetRreverse, 只扩增其中的 650 bp; 泳道 4, 8, 12:  EGFP 的表达情

况, 引物为 EGFP.5 与 EGFP.3, 只扩增 EGFP 其中的 458~685 bp 区

的片段, 大约 227 bp. M: DNA marker自下而上依次为 100, 200, 300,  
400, 500, 600 bp 

 

 
 

图 4  HEK293 细胞内内含肽介导 TetR 与 VP16 的融合 
(a) pTN, pCV 与 pTRE-E 3 种质粒共转染; (b) pCV 与 pTRE-E 质

粒共转染; (c) pTN 与 pTRE-E 质粒共转染; (d) 单独转染 pTRE-E
质粒; 对照: 共转染 pTV 与 pTRE-E 质粒细胞. 所有实验均重复 

3 次以上 
 

蛋白的表达(图 4(d)); 而只转染 pTN 与 pTRE-E 的细

胞中只有极少量的荧光蛋白表达(图 4(c)); 同样在只

转染 pCV 与 pTRE-E 的细胞中也是只有极少量荧光

蛋白的表达(图 4(b)); 而在 pCV, pTN 与 pTRE-E 3
个质粒共转染的细胞中荧光蛋白的表达量极高(图
4(a)). 比较图 4(a)与图 4(b)~(d), 可以看到存在 DnaEs
剪接的细胞(图 4(a))与没有剪接的细胞(图 4(b)~(d))
中 EGFP 的表达量差别明显, 并且随着时间的延长, 
这种差别也会愈加明显. 这就进一步证明了细胞内

单独的 CV 或单独的 TN, 并不能有效地激活 EGFP
的表达, 只有 CV 和 TN 共表达的细胞中 DnaEs 才可

以介导 TV 的融合. 此外与前面 DNA 重组技术得到

的 TetR-VP16(图 2)的结果相比, 还可以得出由 DnaEs
介导产生的融合蛋白 TV 与通过 DNA 重组得到的嵌

合蛋白 TV 具有相似的转录活性. 
共表达CV与TN蛋白片段的细胞中能够启动

EGFP表达的另一可能原因是: 受DnaEs剪接效率的

影响CV与TN可能形成二聚体, 由于分子量比较小这

种异源二聚体也可能通过自由扩散进入细胞核[19]启

动报告基因的表达, 从而增强了实验的信号强度, 为
了分析CV与TN二聚体对实验结果的影响, 构建表达

MC4R-cDnaE-VP16(MCV) 融合蛋白的质粒 pMCV, 
其中MC4R为细胞膜蛋白人黑质素 4 受体. 因此在表

达该蛋白的细胞中, CV蛋白片段通过MC4R定位到细

胞膜上, CV与TN形成的二聚体因此不能转运至细胞

核, 此时报告基因将由蛋白剪接产生的TV启动表达. 
从而排除了CV与TN二聚体对实验结果的影响. 结果

如图 5所示, 共转染pTN, pMCV以及pTRE-E  3个质

粒的细胞与对照没有明显区别, 说明DnaEs介导产生

了可以游离进入细胞核的融合蛋白TV, 启动下游报

告基因的表达. 
 

 
 

图 5  pTN, pMCV 以及 pTRE-E 共转染实验 
(a) pTN, pCV 以及 pTRE-E 共转染 HEK 293 细胞结果; (b) pTN, 

pMCV 以及 pTRE-E 共转染 HEK 293 细胞结果 
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2.5  融合蛋白 TV 的转录活性受 Dox 调控 

为了验证 Dox 调控 TV 转录活性的能力, 将共转

染 pCV, pTN 与 pTRE-E 3 质粒的细胞分为两组, 其
中一组的细胞的培养基中没有加入任何 Dox(图 6(a)和 
(b)), 而另一组培养基中加入了 2.5 μg/mL Dox(图 6(c) 
和(d)), 如图 6 所示 24, 48 h 后用 Dox 处理的细胞中

EGFP 表达量明显低于未处理的细胞. 因此 Dox 可以

对融合蛋白 TV 的转录活性产生明显的抑制作用. 本
实验表明利用不同浓度的 Dox 可以调控融合蛋白的转

录活性. 
 

 
 

图 6  Dox 严格调控融合蛋白 TV 的转录活性 
(a),(b) 细胞共转染 pTN, pCV 与 pTRE-E 3 种质粒, 未经 Dox 处理

24 及 48 h 后的荧光蛋白情况; (c),(d) 细胞共转染 pTN, pCV 与 
pTRE-E 3 种质粒同时用 2.5 μg/mL Dox 处理后 24 及 48 h 后的荧光 

蛋白情况. 所有实验均重复 3 次以上 

 

3  结果与讨论 
四环素阻遏蛋白是位于E. coli 转座子Tn10 四环

素阻遏操纵子中的DNA结合蛋白, 在正常情况下TetR
与四环素操纵子序列(tetO)结合阻止转录起始. 当加入

四环素或其类似物强力霉素Dox后, 与TetR结合改变

其构象使TetR蛋白从TetO位点释放出来从而解除阻遏
[26]. VP16 则是来自于 1-型单纯疱疹病毒转录激活蛋白

C-末端的转录激活结构域(127 个氨基酸残基)[27]. TetR
或VP16 单独存在的情况下并不具有起始转录的功能, 
但它们的融合蛋白TetR-VP16(tTA)可以与特异的DNA

结合域tetO结合并激活转录, 当加入四环素或其类似

物强力霉素Dox后, 由于TetR从tetO分离下来, 其转录

功能受到抑制, 因此不同浓度的Dox可以严格地调控

tTA的转录活性[25]. 本实验中, 由于DnaEs的剪接作用

在TetR与VP16 之间形成了 10 氨基酸多肽的插入(图
1(a)), 结果证明这 10 个氨基酸的插入在确保高效剪接

的同时并没有对融合形成的TV活性产生显著影响. 提
示在DNA结合结构域与转录激活结构域(VP16)的连接

区可以进行适当的修饰. 酵母双杂交系统和哺乳动物

双杂交系统也是基于DNA结合结构域与转录激活结构

域重建发挥转录激活作用来检测蛋白-蛋白相互作用的, 
但所不同的是两种双杂交系统中DNA结合结构域与转

录激活结构域的重建是通过蛋白-蛋白相互作用实现的, 
而DnaEs介导的TetR与VP16 的融合是一种共价转接, 
因此其优点更为突出.  

细胞中 CV 与 TN 共表达时, 由于 DnaEs 片段间

的亲和力引导重组产生剪接功能将 TetR 和 VP16 两个

片段通过共价键连接到一起, 形成融合蛋白 TV(图 7). 
因此DnaEs片段间的亲和力是 split内含肽高效剪接的

关键, 据报道细胞内 DnaEs 两片段之间具有很强的内 
  

 
 

图 7  split 内含肽高效介导具有可调控转录活性蛋白融合

示意图 
TetR (1~207 氨基酸)是DNA结合蛋白, 它可以与基因组中的特异

位点(TRE)结合, 该结合可用四环素类似物Dox进行调控, VP16 是

HSV转录活化域的C端的 127 个氨基酸片段[21]. TV 是TetR与VP16
的融合蛋白, 它可以特异地与TRE结合并激化转录, 并且其转录

活性受Tc或Dox调控. 当细胞内共表达TN和CV时, 由于DnaEs的
高亲和力及高效剪接而形成融合的 T V ,  从而激活报告基 

因的表达 
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在亲和力, 表现为高效剪接活性[6,10,11,28]. 但另有报道

则认为DnaEs两片段间的内在亲和力并不能引起

DnaEs的充分重组产生足够强的检测信号, 并且他们

证实利用相互作用的蛋白进一步引导DnaEs片段二聚

化与重组可以使产生的信号明显增强, 基于蛋白-蛋白

相互作用前后DnaEs产生信号的明显不同, 他们在细

胞内成功的检测了多种蛋白-蛋白间的相互作用[16~19]. 
对于DnaEs片段间内在亲和力大小不同的这两种观点, 
本实验认为DnaEs片段间存在一定的内在亲和力, 在
简单细胞内如原核细胞内它可以较容易地引导片段重

组产生剪接活性, 通过剪接后酶活性的恢复使信号放

大, 表现为DnaEs片段间的强作用力; 但从另一方面

看, 当同样的内在亲和力在结构复杂的细胞如真核细

胞中时由于受到多种阻力的影响, 它介导DnaEs的重

组也必然会受到一定程度上的影响, 表现出较低的剪

接活性. 因此对于具体不同的应用中DnaEs片段间可

能会表现出亲和力大小不一致的情况. 
本实验中split内含肽高效介导转录激活因子融

合, 并激活下游报告基因的高效表达. 其原因在于(1) 
DnaEs片段的高表达. 由于在pTN, pCV的构建中, 本
实验采用了强启动子CMV(图 1)确保了TN与CV的高

表达, 在细胞质内形成高浓度的TN, CV共存有利于

DnaEs片段间的重组与剪接, 产生大量TV; (2) 融合

蛋白TV的信号放大作用. TV的转录激活作用使基因

表达产物具有积累效应, 从而使可检测的信号大大

增强; (3) 强大的TRE反应元件. 它是由 7 个 42 bp重
复序列组成, 每个重复序列都包含一个tetO, 这 7 个

重复序列位于强启动子pminiCMV的上游[25], 采用高

拷贝的tetO和强启动子明显增强了TV与其结合的能

力. 由于这 3 方面的原因使split内含肽介导具有转录

活性蛋白的融合产生极强的信号.  
Kanno等人[19]曾报道利用DnaEs介导DNA结合蛋

白mLexA与VP16 融合产生的蛋白具有转录活性. 在
此基础上, 本研究采用了与TRE结合具有可调控的

TetR作为DNA结合蛋白 , 通过DnaEs介导将其与

VP16 共价连接, 产生的融合蛋白TV不仅能特异地在

TRE位点激活转录, 而且还可以利用Dox对转录产生

的信号进行调控. 与已报道的利用小分子物质直接

调控内含肽剪接活性的rapamycin调控系统 [7,29]以及

甲状腺素调控系统[30]相比, 虽然方式不同, 但都可以

对DnaEs引起的信号进行调控.  
本文证明了细胞内 DnaEs 可以有效地介导 TetR 

和 VP16 片段的融合, 产生的融合蛋白 TV 可以特异

地与 TRE 反应元件结合并激活报告基因的转录, 在
细胞内可以检测到较高的报告基因表达. 同时由于

TetR的诱导功能使TV的转录活性严格地受四环素类

似物 Dox 的调控, 高浓度 Dox 可以完全抑制报告基

因的表达, 调控范围大. 提示可以应用 Dox 调控报告

基因的表达. 虽然由于实验条件所限, 本研究没有对

DnaEs 介导具有可调控转录活性蛋白的胞内融合进

行定量分析. 但结果在一定程度上证明了该方法具

有信号强、可调控等特点, 显示出 DnaEs 介导可调控

转录活性蛋白融合的良好应用前景, 为DnaEs更深入

的应用研究打下基础.      
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