
转录及转录后调控研究策略及技术 

广州莱博生物科技有限公司 



• 转录因子与启动子研究策略 

• microRNA研究方法 

• 信号通路研究策略 

• Western blot实验技术 

主要内容 



转录 

高等动物基因组转录大量非编码RNA，组成细胞中高

度复杂的RNA调控网络。  
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转录因子与启动子研究策略 

启动子：一段能被RNA聚合酶特异性识别和结合，能正确有效的

起始转录的一段DNA序列。 

特点： 

通常含一些特定的元件，如TATA box，GC box 

具有方向性：启动下游基因的表达 

启动子长度的不确定性 

一个基因通常含有多个启动子，启动不同转录本的表达 

某些启动子具有表达的时空性和组织特异性。 



研究启动子的意义: 

• 启动子是基因的重要组成部分，启动子就像“开关”，决定

基因的活动。 

• 启动子活性的异常，则可能导致基因表达的调节障碍，从而

有可能导致疾病的发生 

• 找到组织特异性启动子，为靶向治疗提供可能 

• 找到某些疾病关键基因异常表达与启动子的关系，为基因治

疗提供可能 

 



如何获得启动子序列？ 

• 对于全基因组已知的物种 

通过Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

通过UCSC (http://genome.ucsc.edu/) 

• 对于基因组未知的物种 

反向PCR （Inverse PCR） 

接头PCR （Linker adaptor PCR） 

 

 



启动子研究方法 

启动子片段扩增 

生物信息学预测 缺失载体构建 

甲基化检测 

启动子结构分析 新作用元件分析 EMSA、ChIP 



研究所涉及到的实验技术 

1、DNA提取； 

2、基因克隆； 

3、载体构建； 

4、生物信息学预测； 

5、细胞培养及转染； 

 

6、双荧光检测； 

7、甲基化检测； 

8、qRT-PCR； 

9、EMSA/Super-sheft； 

10、ChIP 



研究方向 

• 研究已知的转录因子和未知启动子的调控关系 

• 在已知的启动子上找到新的顺式作用元件（发现蛋白在启动子上的

结合位点） 

• 寻找响应A因素（基因表达变化，药物诱导等）在启动子上的响应序

列及其结合的转录因子 

• 研究启动子甲基化对转录因子结合能力的影响及其对启动子活性的

影响 

• 发现组织或者时空特异性表达启动子的最短且活性最高的序列 

 
 

 



案例分析1 

• 研究主题：NF-κB正调控COMMD7 
• 研究思路：1、临床研究— —确定COMMD7和NF-κB的表达水平及相关性 
•                  2、关系验证— —Luc、ChIP、EMSA/Super-sheft 
•                  3、功能研究— —细胞+动物 



Figure 1: Correction between COMMD7 and NF-κB in 

hepatocellular carcinoma. (A) COMMD7 and (B) p65 

expression in hepatocellular carcinoma and para-

carcinoma tissues using immunohistochemistry (IHC). 

Representative images at different magnifications from 

independent experiments are shown. Tumor: 

hepatocellular carcinoma; Normal: para-carcinoma tissue. 

(C) qRT-PCR and (D) Western Blot assays revealed the up-

regulation of COMMD7 in hepatocellular carcinoma 

(tumor, T), compared with para-carcinoma tissues (normal, 

N). (E) qRT-PCR also revealed the up-regulation of NF-κB 

in hepatocellular carcinoma. (F) Correlation analysis 

revealed a significant correlation between COMMD7 and 

the expression of p65 subunit of NF-κB. **p < 0.01 vs. 

normal. 



调控机制研究 



功能研究 
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microRNA研究策略 

定义 
microRNAs（miRNAs）是一种小的内源性非编码RNA分子，大约由18-25个

核苷酸组成。这些小的miRNA通常靶向一个或者多个mRNA，通过翻译水平

的抑制或断裂靶标mRNAs而调节基因的表达. 

 

自从let-7发现以来，应用随机克隆和测序、生物信息学预测的方式，又分别

在众多生物体如病毒、家蚕和灵长类动物中发现了成千上万的miRNAs。被鉴

定的miRNAs均被miRBase（www.mirbase.org）网站整理并加以注释。 

 

 



microRNA作用的分子机制 
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案例分析2 

• 研究主题：miR-375靶向调控Frizzled 8抑制结直肠癌转移 
• 研究思路：1、临床研究— —确定miR-375的表达水平 
•                  2、功能研究— —迁移、侵袭、动物模型 
•                  3、机制探讨— —Wnt/β-catenin pathway、FZD 8 



样品选择 90例癌组织，90例癌旁组织 

qRT-PCR 

功能研究（体内） 细胞迁移、细胞侵袭、细胞划痕 

功能研究（体外） 裸鼠转移模型 

机制探讨 FZD 8，Wnt/β-catenin pathway 



miRNA靶基因的筛选 

miRNAs主要结合于靶基因的3’UTR 



生物信息学的分析（在线搜寻工具） 



搜索结果 
1. 基因  预测miRNA         2. miRNA 预测targets 



miRNA靶基因的验证 

1. qRT-PCR：部分有效或
间接作用 

2. Western Blot：可能是
间接作用 

3. Sensor reporter 
       直接证据 
    
    综合应用上述方法。 

Sensor reporter assay 



miRNA靶基因功能验证 

对miRNA靶基因的功能进行研究，是深入了解miRNA功能的一

种重要手段。研究方法： 

Loss-of-function  

Gain-of-function 



双荧光素酶报告质粒比较 

                miRNA-Targets                                   TF-Promoter                          



信号通路研究策略 

定义 

信号通路是指当细胞里要发生某种反应时，信号从细胞外到细胞

内传递了一种信息，细胞要根据这种信息来做出反应的现象。 

即：能将细胞外的分子信号经细胞膜传入细胞内发挥效应的一系

列酶促反应通路。 

细胞外的分子信号（称为配体，ligand）包括激素、生长因子、

细胞因子、神经递质以及其它小分子化合物等 



PI3K/AKT 



Angiogenesis 



Apoptosis 



Autophagy Signaling 



Cell Cycle Control: G1/S Checkpoint 



Cell Cycle Control: G2/M DNA Damage Checkpoint 



Other Cell signaling 

• AMPK 
• B Cell Antigen 
• Death Receptor 
• Histone Methylation 
• Insulin Receptor 
• Jak/Stat/IL-6 
• Notch、MAPK、mTOR、Toll-Like、 NF-kappaB
、 Wnt/beta-Catenin, et al. 



案例分析3 



信号通路调控甲基化影响miRNA 



如需了解更多课题协助、实验技术、 
论文编译等相关资源，请扫码添加下 
方小编微信【营销、广告人员勿扰】 
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