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Sox2 基因 3'非翻译区保守元件对基因表达的调控作用 
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摘要：转录因子Sox2是脊椎动物早期发育中最早表达的神经系统特异性基因之一，同时在干细胞的维持中也

起着关键作用。通过生物信息学分析，作者发现在脊椎动物Sox2 mRNA 3'非翻译区中存在4段非常保守的富含AU
的区域。将这些片段按照不同的组合克隆到GFP和荧光素酶两种报告基因载体中，在非洲爪蟾胚胎和培养细胞中

检测了这些片段对报告基因表达的影响。结果显示，Sox2的3'UTR可影响报告基因的表达水平，特别是其中的保

守片段2可显著提高报告基因的表达水平，表明Sox2 3'非翻译区有可能参与Sox2表达的转录后调控。 
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Potential Regulatory Role of the Conversed Elements 
in Sox2 3'Untranslated Region 
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(1. State Key Laboratory of Genetic Resources and Evolution, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, 
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Abstract: The transcription factor Sox2 is one of the earliest determinants of the neural system in vertebrate and 
plays crucial roles in stem cell maintenance. Through bioinformatical analysis, we found that the 3'untranslated regions 
(3'UTR) of vertebrate Sox2 mRNAs (especially the 300 bases at the most 3' end) are highly conserved and contain four 
conserved AU rich fragments. Through reporter gene analysis, we evaluated the effects of the Sox2 full length 3'UTR and 
the conserved fragments on gene expression in Xenopus laevis embryos and cultured cells. The results showed that the 
conserved fragment 2 from the 3'UTR of Xenoups laevis Sox2 was able to increase the reporter gene expression 
significantly, indicating the possibility that the expression level of Sox2 might be regulated post-transcriptionally through 
its 3'UTR. 
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转录后水平的调控在调节胚胎早期发育中具

有重要作用。其中最为重要和广泛存在的调节方式

是通过目标mRNA 3'非翻译区（ 3'un-translated 
region, 3'UTR）的调控，而且其调节方式也是多种

多 样 的 (Graybowska et al, 2001; Kuersten & 
Goodwin, 2003)。在胚胎发育早期和生殖细胞发生

过程中，转录活动通常很不活跃，对基因表达的调

控很大程度上发生在转录后水平。如在果蝇和线虫

早期胚胎极性的确定和图式形成过程中，转录后水

平的基因表达调控起着关键作用 (Kuersten and 
Goodwin, 2003)。近来的研究表明，转录后调控对

于调节脊椎动物发育过程中的细胞分化、细胞分裂

及基因区域特异性表达都具有重要作用，如在脊椎

动物体节形成过程中的基因表达调控(Davis et al, 
2001)。已有资料表明转录后调控也参与了脊椎动物

神经系统的发育（Graham et al, 2003)。如Otx2是脑

部发育中重要的调节基因（Suqiyama et al, 2009)，
而翻译水平对于其正常表达与发挥功能是至关重
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要的。如果去除其3'UTR，会导致小鼠胚胎前脑和

中脑的发育异常(Boyl et al, 2001)。 
转录因子Sox2是脊椎动物早期神经系统发育

的重要调节因子，也是脊椎动物早期发育中最早表

达的神经系统特异性基因之一(Mizuseki et al, 1998; 
Kishi et al, 2000; Sasai, 2001)。最早探测到Sox2基因

的表达是在原肠开始时的预定神经外胚层

(Mizuseki et al, 1998)。在中枢神经系统早期发育中，

Sox2在神经上皮中高度表达并在神经干细胞的发

育中具有重要作用(Episkopou, 2005)。Sox2的表达水

平对于其正常功能也是至关重要的。Sox2杂合体小

鼠虽然可基本正常发育，但脑垂体发育异常，导致

个体较小，雄性生殖力下降，说明了其表达水平的

重要性(Avilion et al, 2003; Kelberman et al, 2006)。
Taranova et al(2006)构建了一系列Sox2基因剂量型

等位基因突变小鼠，发现当Sox2的表达量低于正常

水平的40%时，会引起视网膜神经前体细胞的分化

异常和小眼球症的发生，说明Sox2表达剂量对视网

膜神经前体细胞的正常分化是至关重要的。在人

类，Sox2的杂合突变与无眼及小眼畸形也是相关的

(Kelberman et al, 2006)。除转录水平的调控外，Sox2
的表达水平还受到miRNA的调控，但不同于经典的

miRNA的作用机制，miRNA可能是通过与Sox2的编

码区结合而促进其mRNA的降解(Tay et al, 2008)。 
通过生物信息学分析，我们发现在脊椎动物

Sox2 mRNA 3'UTR中存在4段非常保守的富含AU的

区域，提示Sox2的表达可能受到转录后调控。在本

研究中，我们首先克隆了非洲爪蟾（Xenopus laevis）
Sox2基因全长序列并测序，然后在非洲爪蟾胚胎和

293T细胞中检测了Sox2基因3'非翻译区全长及不同

保守片段对报告基因表达的影响。结果显示Sox2 
3'UTR可影响报告基因的表达水平，特别是其中的

保守片段2可显著提高报告基因的表达水平，表明

Sox2的3'UTR可能参与其转录后调控。 

1  材料和方法 

1.1  EST数据库分析 

不同物种Sox2的序列比对分析通过Clustal和
BLSAT程序完成。各物种Sox2基因的序列号分别

为：热带爪蟾（Xenopus tropicalis），NM_213704；
鸡，NM_205188；绵羊，X96997；鼠,NM_011443；
斑马鱼，NM_213118；人，NM_003106。 非洲爪

蟾（Xenopus laevis）的Sox2 3'端全长序列在GenBank

中还没有，为此我们从非洲爪蟾30期胚胎cDNA文

库中克隆了这一基因，进行了全长测序并提交到

GenBank，序列号为GQ292559。 
1.2  质粒构建 

利用 PCR 技术扩增出 3'UTR 区不同长度的片

段，连有酶切位点的引物序列详见表 1。目的片段

用 QIAquick Gel Purification Kit（Qiagen）胶回收纯

化，分别连接至带有绿色荧光蛋白(EGFP)和荧光素

酶(luciferase)报告基因的质粒载体中（pCS2-EGFP, 
pCS2-luc），插入到报告基因读码框之后。RNA 通

过体外转录合成。 
1.3  胚胎体外授精及显微注射 

实验动物成体非洲爪蟾购自美国 Nasco 公司。

非洲爪蟾的体外受精和胚胎培养按照 Gawantka 
(1995)描述的方法进行。非洲爪蟾胚胎发育的时期

按 Nieuwkoop & Faber（1967）所描述的来确定。4
细胞期对角线注射报告基因 DNA（5 µg/mL），每次

注射量为 5 nL。显微注射后的胚胎培养至尾芽阶段

时，置于 Leica MZ16 解剖镜下观察绿色荧光蛋白

的表达强度并拍照，统一不同实验组的曝光时间。 
1.4  荧光素酶报告基因分析 

293T 细胞的转染在 96 孔板中进行，每孔转染

30 ng 连接有 Sox2 3'UTR 序列的荧光素酶报告基因

的质粒， 并加入 3 ng 的 pRL-TK 质粒作为内参照。

每个样品 3个重复，转染后 36 h 用 Dual-Luciferase® 
Reporter Assay System (Promega)检测转染细胞的双

荧光素酶活强度。荧光素酶的活性通过 Fluoroscan 
ascent FL (Thermo Labsystems)荧光分析仪进行。统

计数据以平均值±标准差(SD)表示。荧光素酶表达的

相对荧光单位的差异使用单因素方差进行检验，各

实验组相对荧光单位的均值进行多重 t 检验，P 值

采用 Bonferroni 校正。所有的统计检验均使用 R 
2.8.1 统计。 

2  结  果 

2.1  Sox2 3'UTR 的保守性分析及其对报告基因表

达的影响 
通过对包括非洲爪蟾、热带爪蟾、鸡、山羊、

小鼠、斑马鱼和人的Sox2基因的序列进行生物信息

学比对后，我们发现脊椎动物Sox2 mRNA的3'UTR
非常保守，特别是其3'末端的约300 bp。非洲爪蟾和

热带爪蟾的Sox2 mRNA的一致性为90%。由于非洲

爪蟾为4倍体，可能含有两个Sox2基因拷贝。我们
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分析了非洲爪蟾的EST数据，发现的确存在两个同

源性很高的Sox2拷贝，但相应序列不完整。在可获

得的序列部分其一致性>95%。非洲爪蟾与人的Sox2 
mRNA在编码区的一致性为82%，3'端300 bp非翻译

区的一致性也达到了80%。 
为了研究Sox2 3′UTR对Sox2 mRNA稳定性及

其翻译效率的影响，我们首先克隆了非洲爪蟾，小

鼠和人的Sox2基因的3'UTR（引物序列见表1）并将

其连入含有荧光素酶报告基因pCS-GL3载体，通过

转染293T细胞，我们检测了这3个物种的全长3'UTR
对报告基因稳定性及翻译效率的影响，单因素方差

分析结果表明各组间存在显著差异(F3,8= 13.086, 
P=0.002)。多重t检验结果显示，人与非洲爪蟾和对

照组间存在显著差异 (图1)，说明人的3 '  UTR 

表 1  克隆 Sox2 3'UTR 中不同片段组合所用引物 
Tab.1  Primer sequences for cloning Sox 2 3'UTR different fragments 

片段名称 Fragment name 引物序列 Primer sequence (5' to 3') 产物长度 Product length (bp) 

Xenopus laevis Sox2 3' UTR 
F 5’GGGTCCGGATAAAGATCTAATACTGAAGGAACTTTTATATCC 3’ 
R 5’GGGTCTAGACAGATTTCATATTTCAAAAATTTA3’ 

1018 

E1-4 
F 5’GGGAGATCTGGGAACTTGTATAGAACGAC3’ 
R 5’GGGTCTAGACAGATTTCATATTTCAAAAATTTA3’ 

811 

E2-4 
F 5’GGGAGATCTGGCCACTAGGATTCCAACAT3’ 
R 5’GGGTCTAGACAGATTTCATATTTCAAAAATTTA3’ 

365 

E34 
F 5’GGGAGATCTTTCTCTTATCTCATTTTCAGTAG3’ 
R 5’GGGTCTAGACAGATTTCATATTTCAAAAATTTA3’ 

205 

E4  
F 5’GGGAGATCTGAACTAATCCAACCCTAATAA3’ 
R 5’GGGTCTAGACAGATTTCATATTTCAAAAATTTA3’ 

100 

E3 
F 5’GGGAGATCTTTCTCTTATCTCATTTTCAGTAG3’ 
R 5’GGGTCTAGATTAGGGTTGGATTAGTTCAT3’ 

123 

E2 
F 5’GGGAGATCTGGCCACTAGGATTCCAACAT3’ 
R 5’GGGTCTAGATAAGCACGATAAATTTACAG3’ 

143 

E1 
F 5’GGGAGATCTGGGAACTTGTATAGAACGAC3’ 
R 5’GGGTCTAGAGATGTTTCCGTTGCTTTCTTGT3’ 

525 

Mouse Sox2 3'UTR 
F 5’GGGGGATCCGAACTGGAGAAGGGGAGAGATT3’ 
R 5’CTCGGCAGCCTGATTCCAATAA3’ 

960 

Human Sox2 3'UTR 
F 5’GGGGGATCCTTCACATGTCCCAGCACTAC3’ 
R 5’GGGTCTAGATCAAACTGTGCATAATGGAG3’ 

1175 

 

 
图 1  非洲爪蟾、小鼠和人的 Sox2 全长 3'UTR 对荧光素酶 

报告基因表达的影响 
Fig. 1  The effects of Sox2 3'UTR of Xenopus laevis, 

mouse and human on the expression of the  
luciferase reporter gene 

人的 Sox2 基因全长 3'UTR 可以显著提高报告基因的表达。柱上不同字

母的标识，表示不同组之间具有显著性差异(P<0.05)。 
The Sox2 3'UTR of human improves the expression of reporter gene 
significantly. The different words above bars indicate significance among 
different groups (P<0.05). 
RLU: 相对荧光单位(relative light unit)。 

序列可以明显提高报告基因的表达。非洲爪蟾的全

长3'UTR对报告基因的表达有微弱的降低作用但统

计学无显著差异。 
2.2  非洲爪蟾Sox2 3'UTR不同片段对报告基因     

表达的影响 
仔细比对了非洲爪蟾和人的Sox2 3'UTR序列，

发现其中有 4 个片段最为保守（图 2），分别命名为

片段 1（1 476~1 555 bp）、片段 2(1 848~1 901 bp)、片

段 3(1 934~1 992 bp)和片段 4(2 046~2 120 bp)，其中片

段 2 和 4 最为保守。为了进一步研究这些保守片段

对报告基因表达的影响，我们分别克隆了含有不同

片段的 3'UTR序列（图 2），分别包括了片段 1-4，片

段 2-4，片段 34 和片段 4(所用引物见表 1)，并将克

隆的序列连入含有绿色荧光蛋白报告基因和荧光素

酶报告基因的载体。然后分别进行胚胎显微注射后

观察绿色荧光蛋白的表达强弱和检测荧光素酶的表

达水平。通过GFP的表达（图 3A）可以看出，片段

2-4 和片段 4 可明显的提高报告基因的表达。到了尾
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芽期之后，片段 34 也可以微弱的提高GFP的表达， 
而片段 1-4 和全长 3'UTR对报告基因的表达未见明

显影响。我们进一步定量检测了不同片段对荧光素

酶活性表达水平的影响（图 3B）。单因素方差分析

发现各组间存在显著差异(F5,12= 9.618, P<0.001)。多

重t检验结果显示，全长 3'UTR与不 

 
图 2  用于报告基因分析的 Sox2 3'UTR 的不同片段示意图 

Fig. 2  Illustration of different fragments of Sox2 3'UTR used in the reporter gene assay 

 
 图 3  Sox2 3'UTR 的不同片段对胚胎中报告基因表达的影响 

Fig. 3  The effects of different fragments of Sox2 3'UTR to the reporter genes’ expression 
A：Sox2 3'UTR 的不同片段对显微注射胚胎中 GFP 表达的影响，片段 2~4 和片段 4 可以明显的提高报告基因的表达；B：Sox2 3'UTR 的

不同片段对显微注射胚胎荧光素酶活性的影响，片段 2~4 可以明显提高荧光素酶活性的表达。柱上不同字母的标识，表示不同组之间具

有显著性差异(P<0.05)。 
A: The effects of different fragments of Sox2 3'UTR on the GFP expression in microinjected embryos. The fragment 2-4 and fragment 4 can 
improve the GFP expression significantly; B: The effects of different fragments of Sox2 3'UTR on the luciferase expression in microinjected 
embryos. The fragment 2-4 can improve the luciferase expression significantly. The different words above bars indicate significance among 
different groups (P<0.05). 
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同片段实验组间均存在显著差异，对照组与片段

2~4 组有显著差异，但与其他各组没有差异(图 3B)。
可见片段 2~4 可显著提高荧光素酶的表达。荧光素

酶定量检测的结果与 GFP 中的结果大体一致。 
为了检测这 4 个片段精确的调控作用，找出

Sox2 3'UTR中的核心调控元件，我们又分别克隆了

片段 1，片段 2 和片段 3（引物序列见表 1）并将它

们连入带有GFP和荧光素酶报告基因的载体，然后

通过胚胎注射和细胞转染观察GFP的表达情况及定

量检测荧光素酶活的强度。结果显示，当注射 5 
ng/µL连有GFP报告基因的DNA后在尾芽期观察荧

光强度（图 4A），全长Sox2 3'UTR组荧光表达相对

于对照组有微弱降低，但并不明显。而连有片段 2
和片段 4 的两组胚胎荧光有明显的提高。另外，连

有片段 1 和片段 3 的两组GFP表达也有微弱提高但

是并不明显。荧光素酶定量检测的结果经单因素方

差分析发现各实验组间存在显著差异(F5,12=10.154, 
P<0.001)。多重t检验结果显示，片段 2 除了与片段

4 无显著差异外，与其他各组均存在显著差异（图

4B）。可见片段 2 可显著提高荧光素酶报告基因的

表达，而片段 4 也可提高报告基因的表达但较对照

组无显著差异，这与GFP表达的结果基本一致。为

了进一步验证这 4 个片段的调控作用，又进行了

293T细胞的转染试验。结果经单因素方差分析发现

各实验组间存在显著差异(F5,12=5.211, P=0.009)。多

重t检验结果显示片段 2 与片段 3 及全长 3'UTR存在

显著差异（图 4C）综上所述，通过对GFP和荧光素

酶两种报告基因在胚胎和转染细胞中的表达分析，

证明片段 2 可显著的提高报告基因的表达水平，而

片段 4 也可提高报告 

 

图 4  Sox2 3'UTR 的不同片段对报告基因表达的影响 
Fig. 4  The effects of different fragments of Sox2 3'UTR to the reporter genes’ expression 

A：Sox2 3'UTR 的不同片段对显微注射胚胎中 GFP 报告基因表达的影响，片段 2 和片段 4 可以明显的提高报告基因的表达；B：Sox2 3'UTR
的不同片段对显微注射胚胎荧光素酶报告基因的影响，片段 2 可以明显提高胚胎中荧光素酶的活性；C：Sox2 3'UTR 的不同片段在 293T 细

胞中对荧光素酶报告基因表达的影响，片段 2 和片段 4 可提高报告基因表达，但统计学检验不显著(P>0.05)。柱上不同字母的标识，表示

不同组之间具有显著性差异(P<0.05)。 
A: The effects of different fragments of Sox2 3'UTR on the GFP reporter expression in Xenopus laevis embryos. The fragment 2 and fragment 4 can 
improve the GFP expression significantly; B: The effects of different fragments of Sox2 3'UTR on the luciferase reporter expression in X. laevis 
embryos. The fragment 2 can improve the luciferase activity significantly at injected embryos; C: The effects of different fragments of Sox2 3'UTR 
on the luciferase reporter expression in 293T cell. Fragments 2 and 4 can improve the expression of the reporter gene, but not significant statistically 
(P>0.05). The different words above bars indicate significance among different groups (P<0.05). 
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基因的表达但统计学上并不显著。 

3  讨  论 

我们发现，在脊椎动物Sox2 mRNA 3'UTR中存

在4段非常保守的富含AU的区域，提示Sox2的表达

可能受到转录后调控。我们将这些片段按照不同的

组合克隆到GFP和荧光素酶两种报告基因载体中，

在非洲爪蟾胚胎和培养的293T细胞中检测了这些

片段对报告基因表达的影响。在培养细胞中，非洲

爪蟾Sox2基因的3'UTR全长序列对报告基因的表达

并没有显著的影响，而小鼠和人的全长3'UTR序列

却具有显著的提高作用。我们进一步在非洲爪蟾胚

胎中研究了Sox2基因 3'UTR各个片段的作用，发现

片段2-4和片段4可以显著的提高报告基因的表达，

片段34也具有一定的提高作用。进而我们分别分析

了这4个保守片段各自的作用，发现片段2对报告基

因的表达有明显的提高作用。而这个片段在不同物

种的保守性最高，提示这个片段可能具有一定的功

能意义。由此我们认为Sox2 3'UTR有可能参与内源

Sox2表达的转录后调控。同时我们发现Sox2 3'UTR
的片段2对报告基因表达有显著提高作用，这一点

可以利用来改造基因表达载体，以提高外源基因在

细胞或胚胎中的表达水平。 
关于 Sox2 3'UTR 调控基因表达的机制还有待

于进一步的研究。我们发现在非洲爪蟾 Sox2 3'UTR
区域富含 AU 元件（AU-rich element, ARE）。ARE
在许多哺乳动物 mRNA 3'UTR 中都存在，在已知的

多数情况下参与 mRNA 降解的调控(Di Noia et al, 
2000; Anderson et al, 2008)。我们对于非洲爪蟾 Sox2 
3'UTR 序列相关保守元件的分析及其富含 AU 的发

现将有助于进一步研究转录后调控的机理。 
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