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背景介绍 



遇到问题： 
在体外研究的转录结构和机制与体内具体的细胞
现象无法联系起来 
 
问题原因： 
活体细菌细胞内环境复杂（异质性） 
体外环境简单（同质性、混合均匀） 
 

生物分子的亚细胞定位有影响 



转录的空间组织机制 

含义： 

转录组份的胞内定位以及它们对转录活性的动态
响应 

 

功能： 

不同分子组分的空间组织可能会提供一个新的体
内转录调控方式 



gene 转录因子 

RNA聚合酶 RNA 

参与转录的4种主要分子 

              



转录的空间组织 



技术、方法支持 

              

单分子、单细胞成像技术以及高通量、大规模生化方法 



技术、方法支持 



1    基因的组织： 

 空间聚类    v s    动态再定位 



细菌细胞的独特结构 

              

拟核：双链环状的DNA分子紧密缠绕成的致密的
不规则小体 



组织拟核区——转录 

用利福平处理 

用利福平处理过的细胞的拟核区表现出明显的膨
胀（利福平是一种抗生素，能够通过结合RNAP的
β亚基从而限制启动子上的RNAP）。 

基于染色体构象捕获（3C）的方法 

高表达的基因建立并维持着特定的染色体结构域。 

拟核区结构和转录活性的联系 

表明基因是根据他们的转录活性在空间上被组织起来的，
而不考虑它们在染色体上的线性顺序。 

？ 



空间上组织基因的两种方式 

受到相似调控的基因在
空间上被聚集到一起 

基因的细胞位置可能与
其转录活性动态相关 



基因的空间聚类 

含义： 

具有相关表达水平的、相距较远（>100kb）的基
因成对出现（表明这些基因处在相似的环境里）。 

 

功能： 

具有将转录限制在局部区域的优点，在这些区域，
高浓度的RNAP和转录因子能够确保快速响应并高

效转录（这种情况与针对真核细胞提出的转录工
厂理论相似）。 



基因的空间聚类——最初观察 

研究对象：大肠杆菌细胞 

实验条件：在营养丰富的培养基上生长 

现象：功能性的RNAP-GFP融合物（绿色荧光蛋白，在β’

亚基上标记，RpoC-GFP）在每条染色体上形成一个或两个
密集的焦点 

解释：在快速生长的细胞中，核糖体RNA的合成是主要的
转录活动，假定这些RNAP集点是参与rRNA合成的活性
RNAP分子。此外，因为多个rRNA操纵子在染色体上彼此相
隔很远，并且在快速生长的大肠杆菌细胞中，rrn操纵子的
拷贝数能够达到50个，而观察到的RNAP焦点远远少于这个
数目，这表明多个rRNA操纵子被聚在一起转录。 



基因的空间聚类——实验证据1 

研究对象： 
大肠杆菌中核相关蛋白H-NS的空间分布 

技术： 
超分辨率的单分子成像技术 

现象： 
1. H-NS在每个染色体上平均形成两个簇 

2. 双色共定位显示，这些簇与H-NS调控
的基因共定位 

推断：基因聚类 



基因的空间聚类——实验证据2 

研究对象：大肠杆菌多种gal操纵子亚细胞定位 

技术：荧光显微镜检测和3C 

现象：在稳定期，黄色荧光蛋白标记的GalR分子在细胞内
形成了一个到三个点状的聚集点，3C实验检测到在染色体上
相距几百kb的多个gal操纵子之间的相互作用。然而，在缺乏
GalR的细胞中，这些相互作用被废除 

推断：这些操纵子的聚类与GalR的结合有关 



基因的空间聚类——局限（技术限制） 

• 用RNAP或转录因子的空间聚类推断其结合基因
的空间分布 

• 使用3C及其衍生的技术对这些基因的空间接近度

进行研究，或通过联系在相同生长条件下已知的
转录活性来推断。 

 

局限：这些基因的实际细胞定位或空间聚类都没有
直接进行可视化，也没有与蛋白簇比较。 



基因动态重定位 

含义： 

基因根据转录活性来改变的在细胞中的位置 

 

功能： 

基因移入或移出特定的亚细胞位置（传统的转
录调控方式：转录因子的结合或解离） 
 



基因动态重定位——最初观察 

早期电子显微镜： 

转录活跃的基因和RNAP主要定位于拟核表
面而不是内部。 

直观来看，RNAP和转录因子更容易接近拟
核表面的基因而不是内部的。 
 



基因动态重定位——实验证据1 

研究：大肠杆菌成像 

技术：荧光阻遏物-操纵子系统（FROS）对一个质粒DNA

进行标记。 

现象：当质粒携带组成型启动子时，其在拟核朝向细胞
极的边缘形成了一个清晰的焦点；启动子缺失的情况下，
质粒在细胞质内随机扩散。 

结论：虽然质粒DNA没有整合到染色体上，转录活性可以
影响基因的亚细胞定位。 



基因动态重定位——实验证据2 

研究：大肠杆菌 

现象：编码不同膜蛋白的两个基因在诱导时向膜
移动。 

解释：这种移动最有可能是由共转录翻译和蛋白
质插入到膜中导致的，所以可能不是转录活性直
接影响的。 
 



基因动态重定位——矛盾产生 

FROS、活细胞成像 

DNA片段的细胞定位在很大程度上取决于它在染色

体上哪个位置或哪个复制阶段，这与动态重定位
基因的观点相反。 

 

新月柄杆菌 

当将染色体锚定序列parS移动到新的基因组位置后，

染色体会旋转，而全局基因表达谱并没有显著的
变化。基因表达活性与特定的亚细胞位置无关。 
 



如何理解矛盾？ 

一种可能：在响应转录活性时，基因的动态重定
位是不必要的；拟核内部和表面一样易于转录。 

实验证据：在一个小鼠细胞的成像研究中发现，活跃的转录也有可
能发生在染色体内部深处。在这种情况下，可能是基因的细胞内定位
不改变，但基因的局部环境发生变化以促进活跃的转录。 

 

另一种可能：转录活性诱导基因亚细胞定位的变
化不明显，不足以被基于FROS的方法检测到。 

技术缺陷：传统上的FROS使用融合到DNA结合蛋白的荧光蛋白，这
些DNA结合蛋白结合到数百个跨越几kb的结合位点的串联排列上；因
此，长度相似的基因的细胞内位置的准确性和精确性在检测时会受损。
（如果在检测1μm尺度的棒状细菌中在细胞的短轴位置发生的微小变
化时，是尤其具有挑战性的） 



问题的解决 

直接以高分辨率观察基因亚细胞定位的方法 

单分子成像研究使用了修改过的FROS策略来追踪活体大肠杆
菌细胞中2.3kb DNA片段的位置和移动，精确度为40 nm。 

 

结合直接观察活细胞中基因转录活性的方法 

可以深入检查基因为了响应转录活性，是否以及如何在空间上
组织起基因。 



2    转录因子的空间分布： 

成簇    v s    随机扩散 



转录因子TF 

传统观念： 

TF随机分布在细胞中，直到遇到一个特异结合位
点，与其紧密结合来调节相关基因。 

相反的观点 

研究对象：缺乏LacI结合位点的大肠杆菌 

现象：单分子研究发现LacI-Venus优先定位于
其编码基因附近的区域。 

解释： LacI-Venus基因在拟核内部转录和翻译 



转录因子的不同空间分布 

TF的空间分布应反映结合的DNA位点的空间分布。  



TF空间成簇的决定因素——低聚化 

• 二聚突变体GalRT322R和H − NSL30P消除了TF的
成簇出现并减弱了对相应基因的调控。 

GalRT322R突变不影响蛋白质的DNA结合性能 

H − NSL30P似乎改变了DNA结合性能 

因此，在突变体中成簇的消除不能仅仅归因于低聚反应。 

• 此外，其他TF，包括HU，IHF，Fis和StpA，形成
二聚体或更高阶的低聚体，但不在空间上成簇。 

TF的低聚反应可能不足以使DNA位点聚集在一起 



TF空间成簇的其他影响因素 

• 细胞生长条件 

• NAP的表达水平 

• 染色体的超螺旋状态 

 

例如，GalR的抑制可能是由GalR、HU和超螺旋
DNA组成的更高阶的分子复合物介导的。有可能

是，局部染色体结构以及其它蛋白质因子的结合
共同作用，影响了TF分布模式的空间稳定性。 



空间成簇的TF的功能 

1.增加TF的局部浓度，进而增强转录调节。 

2.以类似于真核生物增强子的方式，使远离启动子
的DNA调控元件靠近启动子，从而增强转录调控 

3.通过TF及其靶基因的空间共定位形成DNA环路，
也许能组织染色体结构域。 

未来方向： 
在小的细菌细胞中以高分辨率分析TF的空间分布 

技术新进展：基于单分子的超分辨率成像方法，如光敏
定位显微镜（PALM）和随机光学重建显微镜（STORM）。 



3    RNA聚合酶的空间分布： 

成簇的RNAP是活跃的转录中心吗？ 



RNA聚合酶结构 

核心酶：α2ββ’ω，负责转录延伸； 

σ因子：启动子识别和启动转录所必需的，不
同的σ因子指导转录不同的基因亚型。 
 

• 利福平是一种抗生素，能够结合RNAP的 β 亚基，
限制启动子上的RNAP    调控转录 

• FP可以与β’(RpoC-FP)融合，这些FP融合体能够
替代内源性β’，并且90％以上都被并入RNAP

核心         RNAP成像 



RNAP在大肠杆菌中的空间分布 

（A）在快速生长时，GFP标记的RNAP拥有不同的聚集点。 
（B）经利福平处理后，RNAP的分布变得更均匀。 



RNAP聚焦点=转录活性位点？ 

关键因素：没有直接证据表明观察到的聚集点中RNAP分子确
实积极地参与转录。 

理论上，这些聚集点（RNAP）有两种来源：结合非生产性转
录复合物上的DNA；结合准备转录的强启动子上的DNA。 

在后一种情况下，不同的生长条件或药物处理可能会改变拟
核结构，从而改变结合到核上的RNAP的空间分布。 

理论建模和定量实验表明，大多数RNAP与拟核有关，但只有
约20-30％的RNAP分子积极参与转录，包括rRNA合成酶和
mRNA合成酶。 

RNAP在不同生长条件下的表达水平和转录活性差异很大，研
究表明RNAP的迁移率降低和聚集点的形成不一定是转录活性
的良好指标。 



RNAP聚焦点=转录活性位点？ 

局限： 

在细菌中，由于缺乏特异性药物以及在转录不同阶
段靶向到RNAP的抗体，因此很难像在真核细胞中一
样检测RNAP活性的空间分布。 
 

研究方向： 

使用尿苷类似物共同标记RNAP和新生的RNA，或用
抗体共同标记RNAP和转录延伸因子（如NusA），或
用如上所述的超分辨率FROS系统共标记RNAP和基
因，也许可以鉴定在参与活跃转录的RNAP分子。这
将为聚集点是否是活跃转录工厂提供更具体的证据。 



4    RNA的空间分布： 

翻译    &    降解 



RNA的空间分布 

Q:转录后的RNA分子去哪了？ 

随机扩散？定位到某一特定位置？停
留在原先位置？ 

否有相应的生物学意义？ 

翻译和降解共同影响mRNA的空间位置。 



翻译影响RNA的空间分布 

两种方式： 

• 原核细胞共转录翻译，随着翻译的进行，多个核
糖体和新生肽链的存在，减缓了mRNA的扩散，很
大可能停留在转录的位置。 

• 新生肽的共翻译插入膜能够使得mRNA靶向膜。 

 



翻译——方式1实验证据 

1. 研究：荧光标记、单分子示踪     

现象：70s的核糖体和mRNA的扩散运动受到局部限制。 

2. 研究对象：新月柄杆菌和大肠杆菌 

技术：mRNA原位杂交(FISH)、MS2标记 

现象：编码不同蛋白产物的6种不同的mRNA共同定
位各自的编码基因。 

 
生物学意义：能够促进蛋白与其邻近基因簇编码的配
偶体之间的快速互作。        



mRNA定位或离域的其他机制 

研究对象：大肠杆菌 

现象：未翻译的RNA在细胞两极上形成了局部斑
点；从同一个多拷贝体质粒高度诱导的lacZ 
mRNA在整个细胞中显示出高度均匀的分布。 

结论：定位模式可能依赖于RNA的个体身份。 



翻译——方式2实验证据 

方法：荧光显微镜检验 

研究对象：乳糖渗透酶LacY、四氯离子外排泵TetA
和葡萄糖转运蛋白IICBGlc三种大肠杆菌膜蛋白 

结论：mRNA对膜的定位依赖于翻译：翻译使得移
码突变或者药物抑制破环了其定位。 



mRNA膜定位其他机制——与翻译无关 



降解影响RNA的空间分布 

大肠杆菌中，降解RNA的主要酶RNase E，会定位
在内膜，或者与和膜邻近的细胞骨架结构相连。 

这样的空间分布表明在大肠杆菌中，RNA为了降
解会靶向到膜。 

 

研究：编码葡萄糖转运蛋白IICBGlc的ptsG mRNA

现象：膜靶向能够借助与RNA伴侣Hfq结合的小
RNA高效降解mRNA。 



降解——实验证据 

tmRNA 



总结与展望 



总结与展望 

总结： 

以较高的灵敏度和分辨率证明了基因、转录因子和
RNA聚合酶在细胞内的空间分布 
 

展望： 

• 空间信息是否并且如何转换为转录的调控信号？ 

• 细菌：酶和底物如何进行空间分隔？ 

• 重新分布转录的分子组分来重构局部环境可能
是一种响应信号更快更有效的调控机制？ 



转录调控新范式——空间组织 



感谢聆听！ 


