
EFTUD2（elongation factor Tu GTP ⁃ binding do⁃ main⁃containing 2）基因编码 GTP酶。GTP酶是 U5
小核核糖核蛋白（small nuclear ribonucleoprotein，sn⁃
RNP）即剪接体复合物的一个组成部分，与剪接体的

其余部分一起发挥作用，可剪接前体mRNA（precur⁃
sor messager RNA，pre⁃mRNA）以产生成熟mRNA。
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［摘 要］ 目的：鉴定并分析EFTUD2（elongation factor Tu GTP⁃binding domain⁃containing 2）基因的启动子区域。方法：应用生

物信息学技术对EFTUD2基因结构及潜在启动子区域进行分析，预测4个EFTUD2启动子序列。使用全基因合成技术以及高

保真PCR扩增得到目的启动子序列，通过BglⅡ和NheⅠ双酶切，将目的条带克隆到双荧光素酶报告基因载体psiCHECK⁃2中，

得到4个长度不同并覆盖EFTUD2基因转录起始位点附近约2 kb的EFTUD2基因启动子双荧光素酶报告基因重组体。荧光素

酶分析检测启动子活性。结果：经酶切、测序鉴定，成功构建了人EFTUD2启动子荧光素酶报告基因重组质粒。通过荧光素酶

活性检测，重组体EFTUD2⁃0.5的相对荧光素酶活性增加（P < 0.05），提示EFTUD2基因核心启动子序列位于转录起始位点附

近约500 bp的区域内。结论：EFTUD2基因转录起始位点上游500 bp具有启动子活性，初步判定其核心启动子位于该区域。
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［Abstract］ Objective：To identify and analyze the elongation factor Tu GTP⁃binding domain⁃containing 2（EFTUD2）promoter region
for the further study of the gene in transcriptional control and expression. Methods：The EFTUD2 gene structure and potential
promoter regions were analyzed by bioinformatics methods，and based on which four EFTUD2 promoter sequences were predicted.
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在剪接过程中，EFTUD2既可以直接参与剪接加工

也可以参与剪接体 snRNP的再循环过程。EFTUD2
作为 GTP水解酶的一种，作用类似于剪接体易位

酶，既能介导RNA或蛋白质的构象变化，促进U1与
前RNA的 5′剪接位点碱基配对，又能促进U4与U6
碱基配对的分离，从而构成5′剪接位点、U6及U2催
化核心结构，而这一结构能避免剪接复合体过早活

化。因此，EFTUD2是成熟剪接体组装生物过程中

不可缺少的成分。

目前，关于EFTUD2基因突变体的研究已有相

当多的报道。已经发现 Treacher⁃Collins 综合征、

Nager综合征、CHARGE综合征或Feingold综合征患

者存在EFTUD2突变［1-4］，并有研究表明EFTUD2基
因突变可导致MFDGA型（mandibulofacial dysostosis
Guion⁃Almeida，OMIM 610536）畸形［3-5］，而某些基因

突变导致的表型差异都证实了有剪接体的参与。

另有研究证实宿主基因转录后调控即前体mRNA
剪接所导致的固有免疫相关蛋白差异性表达，在机

体抵抗外来病毒感染入侵时起到了至关重要的作

用［6-7］。因此，有理由认为EFTUD2基因在遗传畸形

以及调节固有免疫方面扮演着重要角色。值得注

意的是，现有的研究鲜有涉及该基因自身的表达和

调节机制。基于以上事实，研究并阐明EFTUD2基因

的表达调控机制具有重要的生物学意义。本研究拟

对其启动子区域进行了预测、克隆、鉴定和初步分析，

以期为进一步深入研究其调控机制奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

人肝癌细胞HepG2为本实验室保存，常规培养

使用含10%胎牛血清（Gibco公司，美国）的DMEM培

养基（Gibco公司，美国），培养基添加了1.5 mmol/L 谷

氨酰胺，100 U/mL 青霉素，100 μg/mL 链霉素（Sigma
公司，美国），于 37 ℃ 5%CO2饱和湿度培养箱中培

养。10 cm 培养皿、96孔板（Corning公司，美国），

PBS（Amerosco公司，美国），Trypsin⁃EDTA Solution
（0.25% Trypsin+0.53 mmol/L EDTA，Hyclone 公司，

美国），GP⁃transfect⁃Mate转染试剂、质粒pUC57、psi⁃
CHECK⁃2（Genepharma公司，美国），DNA内切酶、

DNA连接酶、DNA marker（Fermentas公司，美国），琼

脂糖、DNA凝胶回收试剂盒（北京天根生化科技有

限公司），中量抽提试剂盒（杭州爱思进生物技术有

限公司），酵母提取物、胰蛋白胨（OXOID公司，美

国），卡那霉素（Sigma公司，美国），氨苄青霉素（Sig⁃

ma公司，美国），无乙水醇、异丙醇、丙三醇、氯化钠、

无水氯化钙、氢氧化钠（北京国药集团化学试剂有

限公司），ClonExpress® Entry One Step Cloning Kit
（南京诺唯赞生物科技公司），引物由上海吉玛制药

技术有限公司合成，Dual⁃Luciferase报告基因检测

系统试剂盒（Promega公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 生物信息学分析

从UCSC数据库获取 EFTUD2的 cDNA和基因

组序列，用在线BLAST程序进行序列比对，得出EF⁃
TUD2基因外显子和内含子的组成。通过EPD真核

启动子数据库在线软件预测目的基因启动子区域，

利用 Sequence Retrieval Tool得到EFTUD2启动子序

列，并分别选取 0.5、1.0、1.5、2.0 kb序列片段（EF⁃
TUD2 pro⁃0.5 kb、EFTUD2 pro⁃1.0 kb、EFTUD2 pro⁃
1.5 kb、EFTUD2 pro⁃2.0 kb）。
1.2.2 引物的设计与合成

根据生物信息学分析得到的EFTUD2 pro⁃2.0 kb
启动子序列，设计覆盖目的基因全长的寡核苷酸引

物，并根据预测的EFTUD2 pro⁃0.5 kb、EFTUD2 pro⁃
1.0 kb、EFTUD2 pro⁃1.5 kb启动子序列分别设计3对
扩增引物（引物序列见表1）。目的基因上下游引物

分别加有psiCHECK⁃2载体上BglⅡ和NheⅠ限制性

酶切位点两侧同源序列，用于载体亚克隆。引物序

列由上海吉玛公司设计和合成。

1.2.3 全基因合成与PCR扩增获取目的序列

采用多重 PCR合成目的序列 EFTUD2 pro⁃2.0
kb，并以EFTUD2 pro⁃2.0 kb序列为模板，PCR扩增

目的序列 EFTUD2 pro⁃0.5 kb、EFTUD2 pro⁃1.0 kb、
EFTUD2 pro⁃1.5 kb。全基因合成 PCR反应：第 1轮

PCR反应体系：oligo mix（E2.0⁃1~E2.0⁃24）6 μL，10×
Pfu Buffer（+Mg2+）5 μL，dNTP、上下游引物E2.0⁃1和
E2.0⁃24 各 1 μL，ddH2O 36 μL，Pfu DNA polymerase
0.3 μL。循环条件：95 ℃预变性3 min，94 ℃变性30 s，
55 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，循环30次后72 ℃延伸

5 min。第2轮PCR反应体系：第 1轮PCR反应产物

1 μL，10×Pfu Buffer（+Mg2+）5 μL，dNTP、上下游引物

E2.0⁃1和E2.0⁃24各1 μL，ddH2O 41 μL，Pfu DNA poly⁃
merase 0.3 μL。循环条件同第1轮PCR。第1轮PCR
可得到混有目的基因条带的非单一条带PCR混合产

物，再以第1轮的PCR产物为模板，通过第2轮 PCR
获得单一的目的基因条带 E2.0⁃A。同样，以 oligo
mix（E2.0⁃23~E2.0⁃46）为合成模板，以 E2.0⁃23 和

E2.0⁃46为上下游引物，经相同的2轮PCR反应得到
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表1 EFTUD2启动子报告基因的引物序列

Table 1 The primer sequences to construct the EFTUD2 promoter reporter

E2.0为EFTUD2 pro⁃2.0 kb启动子序列；E1.5为EFTUD2 pro⁃1.5 kb启动子序列；E1.0为EFTUD2 pro⁃1.0 kb启动子序列；E0.5为EFTUD2
pro⁃0.5 kb启动子序列。下划线标示处为与psiCHECK⁃2载体上BglⅡ和NheⅠ限制性酶切位点两侧同源的序列。

引物名称
E2.0⁃1
E2.0⁃2
E2.0⁃3
E2.0⁃4
E2.0⁃5
E2.0⁃6
E2.0⁃7
E2.0⁃8
E2.0⁃9
E2.0⁃10
E2.0⁃11
E2.0⁃12
E2.0⁃13
E2.0⁃14
E2.0⁃15
E2.0⁃16
E2.0⁃17
E2.0⁃18
E2.0⁃19
E2.0⁃20
E2.0⁃21
E2.0⁃22
E2.0⁃23
E2.0⁃24
E2.0⁃25
E2.0⁃26
E2.0⁃27
E2.0⁃28
E2.0⁃29
E2.0⁃30
E2.0⁃31
E2.0⁃32
E2.0⁃33
E2.0⁃34
E2.0⁃35
E2.0⁃36
E2.0⁃37
E2.0⁃38
E2.0⁃39
E2.0⁃40
E2.0⁃41
E2.0⁃42
E2.0⁃43
E2.0⁃44
E2.0⁃45
E2.0⁃46
E1.5F
E1.5R
E1.0F
E1.0R
E0.5F
E0.5R

引物序列（5′→3′）
CTCACATGGCTCGACAGATCTCCTCACCTACCGGGGAGATTT
AACTGTCACACTATTCAGGGAAGGACCTTCCAGGATGTGGCCACTGAAATCTCCCCGGTAGGTGA
TTCCCTGAATAGTGTGACAGTTCCAGGGCACAGTTCTCTTTCCTCCCATCTTATCCTTCCGCTCC
CTTTGCCTACAGGGGTATTGTCCTTGCATCACATCTGAAGCCACTGGAGCGGAAGGATAAGATGG
ACAATACCCCTGTAGGCAAAGGACAGAAATTAGGCAATGGACTTAATGCTGTGTCTGTGGGTGTG
TTGGTCCGTAACAGGTTTATCCTATACCATGCAAAGTCTAGCTGCCTCACACCCACAGACACAGC
GGATAAACCTGTTACGGACCAATATGACCATAATAATAACAACAGCGATAGCTGACTGCTTTCAA
TTCTTGCACATAAGACTGAGCAAGTGTCTGACACATGTGAGGTGCTTGAAAGCAGTCAGCTATCG
TGCTCAGTCTTATGTGCAAGAACTCATTTAATTATAACAGTTACTGTTCTACAGATAAATAATTG
TTGATCTTATGCAATTTCCTTAACTTCTCTGAGTCTCAATTATTTATCTGTAGAACAGTAACTGT
GAAGTTAAGGAAATTGCATAAGATCAAACAGTAGACGGTGGGGCCAGGACTGAAGCCCAGAATGG
GGCCCTCCTGTTATGGTGGATTATAGTAGTTAACTCTGAAATCAAACCATTCTGGGCTTCAGTCC
CACCATAACAGGAGGGCCTGAGAAAAATGGCAGTGAGCCAACCTGAACTCCTCATAGGAAGCCAC
ACAAACGGGAGAATGCTGCCAAGTTACGGGCAGTGGAACAGAGGGTGGCTTCCTATGAGGAGTTC
GCAGCATTCTCCCGTTTGTACTTCTCATCAGCAGTGAGTGCAGCCTGCAGCTCTTTCTCCAAAGC
TCCCAGGCACAGGCCATGGAAAGGAATGACATCATCAACTTCAAGGCTTTGGAGAAAGAGCTGCA
GGCCTGTGCCTGGGAAGGCAAAGGGAATACATGTCAGTGGACAGTCAATATCAGGGGAAAGAGGG
GTGCTTTGGGGTCATTTTGTGTTCTGGTGAATAATTCAGAGGTACCCTCTTTCCCCTGATATTGA
CACAAAATGACCCCAAAGCACTCTGGACATCATGTCACTCAGATTGGGAGGTGTTACAAAAATCT
CTCACTGTGAAATTCAACTTGTCTTTGTAAAATAGAAAACCAGATTTTTGTAACACCTCCCAATC
AGACAAGTTGAATTTCACAGTGAGGACTTACACAAGACTTGTCCCTGAAAATAGAATACAGAGTC
AAAGAGCAAAATTAAGACAGAACTCCAAATTGAAAGTCAGGACTCTGTATTCTATTTTCAGGGAC
GAGTTCTGTCTTAATTTTGCTCTTTGCCTCTAAAAATATTTTTAATTTTGGTGCTTCAGTCGAGG
CTATGGGGGAAGAGTGAAGAAACTGAATTCTGAGATCCCAATGCCTCCTCGACTGAAGCACCAAA
TTTCTTCACTCTTCCCCCATAGGATTGTTCTACAGCAAGTCGTTTCGACAGGGGACCTCACACAA
TGAAACTTTATCCCCGAGCTCAAGGGTAACTAACAAGAGTTCTGCCTTTGTGTGAGGTCCCCTGT
GAGCTCGGGGATAAAGTTTCATTCTTCATTGAATGTCTTTAATGAGGAAGGAGACTTTCACCCAA
CTTTGCCCCTTCTACTTGATTTCCTGCTCAGTCATTGCATCTGGTTTGGGTGAAAGTCTCCTTCC
GAAATCAAGTAGAAGGGGCAAAGGAAGGAGCTCAATGACCCCATCCCCAAATCCCTCTGTCCAGC
CTAAAGGCATTGCCCAGGTACCTAGGGACCTCTGTTCCAGCCCTGGGCTGGACAGAGGGATTTGG
TACCTGGGCAATGCCTTTAGTTCTATCACTGTACTTCTGTAGTTTCTGCATATCTGAGGCTGACT
CCAGAAAAAAAAAAAAAGAAAAGAATATCTCTGTAGAAATGATCAGTCAGCCTCAGATATGCAGA
AGATATTCTTTTCTTTTTTTTTTTTTCTGGCTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGCGATC
AGGATCGAAAATTGCTTGAACCCCGGAGGCAGAGGTTGCAATGAGCCAAGATCGCGCCACTGCAC
GGTTCAAGCAATTTTCGATCCTGACCTCAAGTAATCCGCGCGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGG
CTAGAACCCACGTAGAGAATCTCTCTGCAGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGC
GAGATTCTCTACGTGGGTTCTAGTCGTGGCTCTGGCATTTACTTGTGGGACCTCTCTGAACTGCA
TTGGTGATGACCCCGCCACAAAATCTAGCTCAACTCACTAGGAGTTTGCAGTTCAGAGAGGTCCC
GGCGGGGTCATCACCAACAGCCCTAGCGCAAGGAAGCAGGAAGTCCCCAACCAATCCCATAGCCA
ACCCCAGCCCCTTCTTGGCGTTCAGATTCCCTACGTTGGGGTAGGGTGGCTATGGGATTGGTTGG
CAAGAAGGGGCTGGGGTGGCCAGTAACCGAAATCAGGTGTCCAGTTCTCAGCCCTCCCCAGGCAT
GGTCCGGGAGGCTGAGTAAGGGGACGGAAGGGTTAGTTCTATGTATTAAATGCCTGGGGAGGGCT
CTCAGCCTCCCGGACCTTCACCCCAGCAGTCCCGGCCTTGGTCCCCTTGCTTTCTTTGGGGATCC
GGGCGTGGTCTGCGCGGGGTTGCCCTCCTGTTCTGGTTTATCAGGGGATCCCCAAAGAAAGCAAG
GCGCAGACCACGCCCGCAGCTGTGGTTGCCTAGCAACTGCGCTAACAGCCTGACCACGTGATCTG
CTTGGAAGCCATGGTGGCTAGCAATGGGGGGAGGGGCCTTCGGGCAGATCACGTGGTCAGGC
CTCACATGGCTCGACAGATCTGAAAAATGGCAGTGAGCCAACCTGA
CTTGGAAGCCATGGTGGCTAGCAATGGGGGGAGGGGCCTTCGGGCAGAT
CTCACATGGCTCGACAGATCTGAAAAATGGCAGTGAGCCAACCTGA
CTCACATGGCTCGACAGATCTCAGTTTCTTCACTCTTCCCCCAT
CTCACATGGCTCGACAGATCTGAAAAATGGCAGTGAGCCAACCTGA
CTCACATGGCTCGACAGATCTGTGCTGGGATTACAGGCGTGAG
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基因条带E2.0⁃B。将得到的2个片段E2.0⁃A和E2.0
⁃B利用EcoRⅤ单酶切分别克隆到pUC57载体中，挑

出阳性克隆并进行测序验证。测序正确的序列经

PCR扩增得到大量目的产物E2.0⁃A和E2.0⁃B。E2.0
⁃A和E2.0⁃B具有同源序列（即引物E2.0⁃23和E2.0⁃
24扩增出的序列），同源重组后，可整合成完整的

EFTUD2 pro⁃2.0 kb片段。EFTUD2 pro⁃0.5 kb、EF⁃
TUD2 pro⁃1.0 kb、EFTUD2 pro⁃1.5 kb目的序列的获

取是以EFTUD2 pro⁃2.0 kb序列为模板进行高保真

PCR扩增。PCR反应体系：EFTUD2 pro⁃2.0 kb模板

1 μL，10×Pfu Buffer（+Mg2+）5 μL，dNTP、目的基因

上下游引物各 1 μL，ddH2O 41 μL，Pfu DNA poly⁃
merase 0.3 μL。循环条件：95 ℃预变性3 min，94 ℃变

性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，循环 30次后

72 ℃延伸5 min。获得的PCR产物经凝胶电泳观察

成像并切胶回收。

1.2.4 载体构建

用于构建重组载体的 psiCHECK⁃2质粒含有海

肾荧光素酶报告基因、萤火虫荧光素酶报告基因、

T7启动子和SV40增强启动子。重组载体的启动子

是通过双酶切替换掉T7启动子和SV40增强启动子

的目的基因片段。首先，用 BglⅡ和 NheⅠ对 psi⁃
CHECK⁃2载体进行双酶切，电泳后用DNA 凝胶回

收试剂盒回收双酶切的 psiCHECK⁃2载体条带。利

用 ClonExpress® Entry One Step Cloning Kit，将扩增

回收好的目的序列，重组克隆到线性化的 psi⁃
CHECK⁃2载体中，构建含EFTUD2启动子序列和双

荧光素酶报告基因的重组质粒。利用氯化钙法制

备感受态细胞，将连接产物转化感受态细胞，涂布

于含 50 μg/mL氨苄青霉素 LB平板上，置于 37 ℃
培养箱培养。挑取 4个单独的克隆菌落，置于含

50 μg/mL 卡那霉素的 LB液体培养基中，于细菌摇

床上培养，37 ℃，250 r/min，培养16 h后小抽提质粒

并做酶切鉴定挑出阳性克隆，取阳性克隆的对应菌

液送测序，将测序结果与目的基因序列进行比对，

正确无误后，进行大量质粒抽提，得到足够的重组

质粒，分别命名为 EFTUD2⁃0.5、EFTUD2⁃1.0、EF⁃
TUD2⁃1.5、EFTUD2⁃2.0。
1.2.5 瞬时转染

HepG2 细胞在 10 cm 培养皿中培养至 80%~
90%融合时，按 5×105个/孔的浓度接种 12孔板，于

37 ℃ 5% CO2培养 24 h后进行质粒瞬时转染，转染

使用GP⁃transfect⁃Mate转染试剂，每孔质粒用量为

1.6 μg，GP⁃transfect⁃Mate用量为 4 μL。实验设立 7

个组，分别为①空白细胞组；②P check2.0⁃NC组；③
P check2.0⁃positive组；④EFTUD2⁃0.5组；⑤EFTUD2⁃
1.0组；⑥EFTUD2⁃1.5组；⑦EFTUD2⁃2.0组。分别收

集转染后48 h的细胞，进行双荧光素酶系统检测。

1.2.6 双荧光素酶报告基因活性检测

采用Dual⁃Luciferase报告基因检测系统试剂盒

对收集的细胞样品进行荧光素酶报告基因活性检

测。参照试剂说明书，每孔细胞先用 1×PBS洗涤 2
次，加入预先制备好的裂解液PLB 300 μL。在室温

下轻缓晃动培养板 15 min，把裂解液转移到检测试

板中，每孔 100 μL，实验设计 3 个复孔。打开

TecanM1000酶标仪，选择双荧光素酶检测系统进行

检测。每孔加入10 μL的荧光素酶检测试剂Ⅱ（LA⁃
RII），于酶标仪上检测萤火虫荧光素酶活性。随后

取出测试板，继续每孔加入 10 μL Stop&Glo®试剂，

将上述反应淬灭，并同时启动海肾荧光素酶反应，

检测海肾荧光素酶活性。

1.3 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8 统计软件进行统计分

析。数据以均数±标准差（x ± s）表示，所有实验结果

重复3次。采用 t检验进行两组间比较，P ≤ 0.05 为

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 EFTUD2的基因结构

本文通过UCSC在线数据库（http：//genome.uc⁃
sc.edu/）分析了人 EFTUD2的基因结构。如图 1所

示，EFTUD2基因位于第17号染色体（17q21.31），该
基 因 目 前 有 4 个 转 录 本 ，转 录 本 ENST
00000426333.6、ENST00000592576.5、ENST0000059⁃
1382.5 包含 28 个外显子和 27 个内含子，转录本

ENST00000402521.7包含 27个外显子和 26个内含

子。根据ENCODE数据显示的组蛋白修饰数据，转

录活性增强标志 H3K27Ac 以及 DNase 敏感位点

（DHS）在第 1外显子附近区域显著富集，由此可初

步推测，EFTUD2基因启动子区域应该位于其第 1
外显子区域附近。

2.2 EFTUD2启动子报告基因重组载体的构建

对转录起始位点上游的序列用启动子预测软

件进行分析，显示该部分区域确实是一个潜在的启

动子区域。提取转录起始位点上游-2 000~-1 bp的
序列，分别选取 500、1 000、1 500、2 000 bp 4个序

列片段，设计相应引物，采用多重 PCR全基因合成

2 000 bp片段，并以该片段为模板，采用高保真PCR
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扩增另外500、1 000、1 500 bp 3个片段（图2）。通过

BglⅡ和NheⅠ双酶切，将获得的目的片段克隆到

psiCHECK⁃2载体中，构建EFTUD2启动子报告基因

重组质粒，重组质粒酶切鉴定结果见图 3。所有克

隆均经测序验证正确无误。

2.3 EFTUD2启动子活性分析

将构建好的各EFTUD2启动子报告基因重组质

粒分别转染HepG2细胞，以含有能在细胞中正常启

动RLUC表达的SV40 增强启动子的P check2.0⁃pos⁃
itive质粒作为阳性对照，通过检测萤火虫荧光素酶

和海肾荧光素酶活性的比值，分析不同启动子片段

的活性。从转染后48 h的荧光比值可以看出，4个启

动子片段中，以EFTUD2 pro⁃0.5 kb的活性最高，约

为空白对照组的 3倍以上，而 EFTUD2 pro⁃1.0 kb、
EFTUD2 pro⁃1.5 kb、EFTUD2 pro⁃2.0 kb的活性相对

较低（图 4）。因此可以初步判断，EFTUD2的核心

启动子区域位于EFTUD2 pro⁃0.5 kb对应的基因组

区域。

3 讨 论

基因转录产生的pre⁃mRNA需要通过剪接作用

去除内含子，拼接外显子产生成熟的mRNA才能进

行下一步的翻译表达。在进行剪接的过程中形成

的剪接复合物称为剪接体，它是由 5个不同的小核

核糖核酸（snRNA）U1、U2、U5、U4/U6以及超过 170
种蛋白质所组成的大型核糖核酸蛋白质复合物，称

EFTUD2 pro⁃2.0 kb（-2 000/-1）
EFTUD2 pro⁃1.5 kb（-1 500/-1）
EFTUD2 pro⁃1.0 kb（-1 000/-1）
EFTUD2 pro⁃0.5 kb（-500/-1）

RLuc

Exon 1
TSS：+15′ 3′

RLuc
RLuc
RLuc

EFTUD2基因启动子相对于EFTUD2基因转录起始位点（+ 1）的位置。EFTUD2的第一个外显子用实心黑框显示。启动子片段以EF⁃
TUD2 pro⁃length命名。海肾荧光素酶基因位于目的序列下游。

图2 人EFTUD2基因启动子报告重组载体构建示意图

Figure 2 Schematic diagram of EFTUD2 gene promoter reporter recombinants

采用UCSC（http：//genome.ucsc.edu/）数据库检索人EFTUD2的基因组区域（chr17：44 849 943~44 899 662，GRCh38/hg38），根据轨迹指示，

H3K27Ac以及DNase敏感位点（DHS）富集区位于第1外显子附近区域。

图1人EFTUD2基因的染色质状态

Figure 1 Chromatin state annotation of the human EFTUD2 gene locus
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为 snRNP［8-9］。剪切作用是真核细胞将mRNA翻译

成蛋白质的先决条件，剪接体在这一过程中起到了

关键作用，其参与的 pre⁃mRNA剪接过程是一个动

态变化的加工过程，通过将U1 snRNP、U2 snRNP和

U4/U6⁃U5 tri⁃snRNP以及许多其他蛋白质募集到pre⁃
mRNA来逐步形成剪接体。最初，U1和U2 snRNP
分别与 pre⁃mRNA的 5′剪接位点（SS）和分支位点

（BS）相互作用，随后，招募预组装的U4/U6⁃U5 tri⁃
snRNP，然后取代U1和U4。在激活时，U4/U6双链

体被破坏，U6和U2 snRNA彼此碱基配对，并分别与

pre⁃mRNA 5′和 3′剪接位点结合，U5 snRNA碱基与

pre⁃mRNA 5′剪接位点上游的外显子序列配对，从而

形成高度结构化的RNA相互作用网络，产生剪接体

的催化RNA核心［10-11］。催化剪接过程分两步进行：

首先，内含子的5′末端被切割并连接到分支位点以

产生套索结构，接着是内含子的 3′末端被切割，使

外显子 5′和 3′相连接。U5 snRNP 的 3 个大蛋白

Prp8（precursor RNA processing 8）、RNA解旋酶Brr2
（bad response to refrigeration 2）和鸟苷三磷酸酶

（GTPase）即 EFTUD2在催化活化过程中起关键作

用［12-13］。EFTUD2是剪接体中U5 snRNP的核心成

分，它与前mRNA加工因子 8（pre⁃mRNA processing
factor 8，PRPF8）一起控制小核核糖核蛋白 200（SN⁃
RNP200）活性［14-18］，并通过影响U4/U6双链体解旋

直接需要的剪接因子参与向剪接体活性形式的转

变［19］。同时，EFTUD2也参与调节剪接后剪接体亚

基的解体。EFTUD2突变可导致遗传畸形，其差异

性剪接在调节固有免疫中起到重要作用。已证实

EFTUD2可通过转录后调控髓样分化因子 88（my⁃

eloid differentiation primary response gene 88，MyD88）
的表达，进而影响 NF⁃κ B 信号通路的活化［20- 21］。

EFTUD2过表达可以激活RIG⁃I通路，促进黏病毒抗

性蛋白A（myxovirus resistanceprotein A，MxA）、2⁃5⁃
寡腺苷酸合成酶 1（2⁃5⁃oligoadenylate synthetase 1，
OAS1）等抗病毒蛋白表达，从而抑制丙型肝炎病毒

（HCV）感染［22］，因此，EFTUD2在抵抗外来病毒入侵

中扮演着重要角色。综上，阐明EFTUD2表达调控

机制对于全面精确解析其功能具有重要意义。

现有研究大多集中于EFTUD2基因表达和突变

引起的细胞生物学以及临床表型改变及其机制方

面，而关于EFTUD2基因的详细分子表达调控机制

尚无报道。一般来说，转录因子对靶基因的表达调

控都是通过与其启动子区域结合来启动的。因此，

本文对EFTUD2的启动子区域进行了鉴定与初步分

析。结果发现，EFTUD2的启动子区域EFTUD2 pro⁃
0.5 kb（-500/-1）具有较强的转录活性，初步判断

EFTUD2的核心启动子序列位于该区域内。值得注

意的是，EFTUD2 pro⁃1.0 kb（-1 000/-1）和EFTUD2
pro ⁃ 1.5 kb（-1 500/-1）的活性相比 EFTUD2 pro ⁃
0.5kb连续降低，提示EFTUD2基因转录起始位点上

游-1 000~-500 bp以及-1 500~1 000 bp范围内存在

连续的沉默子元件，而EFTUD2 pro⁃2.0 kb（-2 000/-1）
的活性又比EFTUD2 pro⁃1.5 kb略微升高，提示在该

基因转录起始位点上游的-2 000~-1 500 bp范围内

可能存在较弱的顺式作用元件，该顺式作用元件对

EFTUD2核心启动子的上调作用不足以抵消其下游

沉默子元件的下调作用。
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使用GP⁃transfect⁃Mate转染试剂将EFTUD2启动子报告基因重组

载体瞬时转染HepG2细胞，转染后48 h，通过双荧光素酶测定系统测

量萤火虫和海肾荧光素酶活性。与空白对照组比较，*P < 0.05（n=3）。
图4 EFTUD2启动子报告重组载体的荧光素酶测定

Figure 4 Luciferase assays of the EFTUD2 promoter re⁃
porter recombinants

空
白
对
照
组

（bp）

3 000—2 000—1 500—1 000—
500—

4 M 3 2 M 1

4个EFTUD2启动子重组载体经BglⅡ和NheⅠ双酶切后，通过

琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。M：GeneRuler DNA Ladder Mix；1：EF⁃
TUD2 pro⁃0.5 kb重组质粒双酶切产物；2：EFTUD2 pro⁃1.0 kb重组质

粒双酶切产物；3：EFTUD2 pro⁃1.5 kb重组质粒双酶切产物；4：EF⁃
TUD2 pro⁃2.0 kb重组质粒双酶切产物。

图3 琼脂糖凝胶电泳鉴定重组体

Figure 3 Identification of recombinants by agarose gel
electrophoresis
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该发现为阐明EFTUD2基因的表达调控机制奠

定了坚实的基础，也有助于进一步研究EFTUD2表达

水平与固有免疫的关系以及差异性剪接的具体机制。
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