
启动子克隆
基本概念

启动子的分类

顺式作用元件(cis-acting element): 同一 DNA分子中具有特殊功能的转录因子 DNA结合位点和其

它调控基序，如启动子、增强子及沉默子等。

启动子(Promoter): 能确保转录精确而有效起始的 DNA 序列，即 DNA 模板上专一地与 RNA 聚合

酶结合并决定转录从何处起始的部位，也决定基因的转录效率。

反式作用因子(trans-acting factor): 参与基因表达调控的因子,它们与特异的靶基因的顺式元件结

合起作用。编码反式作用因子的基因与被反式作用因子调控的靶序列(基因)不在同一染色体上。

转录因子(Transcription factors): 能够以席列特异性方式结合 DNA并目调节转录的蛋

白质。

按生物种类分类 按转录模式分类

按启动效率分类 按结构模型分类

原核启动子 真核启动子 组成型启动子 组织特异性启动子

诱导型启动子

强启动子 弱启动子

polI 型启动子：rRNA
polII 型启动子：mRNA
polIII 型启动子：tRNA



真核启动子的结构

启动子的特点

enhancer：增强子，顺势远端调控元件，促进远距离的靶基因转录。

silencer:沉默子，顺势远端调控元件，阻遏远距离的靶基因转录。

corepromoter：包含转录起始位点以及该位点上下游的一部分序列，大约上下游各 50nt

左右。一般核心启动子只有大约 40nt。

proximalpromoter:近端启动子。紧接核心启动子上游数百个碱基对的区域，通常包含多

个 TFs 结合位点。

TSS：转录起始位点。即转录时，RNA 链第一个核苷酸相对应 DNA 链上的碱基，通常为一

个嘌呤。

1、结构复杂：通常含一些特定的元件，如 TATA box

2、具有方向性：启动下游的基因的表达启动子长度不确定性

3、一个基因通常含有多个启动子，启动不同转录本表达

4、某些启动子具有表达的时空性和组织特异性



The punctilious RNA poly merase II core promoter

启动子的研究思路

• 启动子结构研究，包括核心启动子区域、正调控区域、负调控区域及增强子的确定

• 组织特异性启动子筛选及确定

• 顺式作用元件与反式作用因子相互作用研究：转录因子结合位点，SNP （单核苷酸多态

性）等

• 启动子甲基化作用研究

• 新顺式作用元件发现及功能鉴定

启动子的研究方法

• 生物信息学分析：启动子序列、转录因子结合位点等

• 启动子克隆及活性检测：荧光素酶报告分析

• 启动子与蛋白质相互作用分析

①酵母单杂交（Y1H）技术

②染色质免疫共沉淀（ChIP）技术

③凝胶阻滞分析（EMSA）试验

④ DNA 足迹（DNase I footprinting）分析法

⑤ 启动子芯片 ...



启动子序列的查找

•打开 http://genome.ucsc.edu/，

•选择 genomes

•选择 Human，在 Position/Search Term 中输入所需查找的基因名称

•点击 Tools中 Table Browser

• 在 track 中选择 NCBI RefSeq， output format 选择 sequence

•点击 get output，选择 genomic 后 submit

http://genome.ucsc.edu/，


选择

•Promoter/Up stream by 2000 bases

•5'UTR

•Exons in upper cases, everything else in low case

•get sequence

在下载文件中，找到对应的转录本序列。

•小写碱基为 promoter上游 2000bp。

•大写碱基是 5'UTR，第一个大写碱基是转录起始位点。

•大写碱基取前面 4行即为 promoter下游 200bp。



• 通过脚本调用 R 语言包 TFBSTools、JASPAR2018 和 Biostrings 进行

TFBs 位点预测

• JASPAR 数据库默认值为 0.8，越高越可靠

JASPAR预测工具：jaspar.genereg.net/



启动子报告克隆

GLuc-ON™启动子报告克隆在 GLuc报告基因上游插入一段 1.2~1.5kb的序列，这段插入序

列与基因转录起始位点（TSS）上游大约 1.5kb到下游 200bp之间的 5'侧翼序列一致，可

以通过观察荧光素酶的活性来研究启动子对基因的调节作用。

启动子报告克隆载体



启动子报告克隆 FAQs
Q：我在你们公司购买了启动子克隆，但是测序的结果有几处突变，你们不保证

碱基序列一致吗？会不会影响我的验证结果？

A：我司的启动子克隆选择的是 Hela 细胞的基因组作为模板，由于 SNP 的存在，

因此我们获得的启动子序列会出现不一致的情况，在大部分情况下 SNP的存在

如果是在非核心区域，并不影响启动子的功能验证。

如果您需要碱基序列完全一致的可以选择基因合成服务，但在购买前应协商好。

Q：启动子克隆的核心功能片段在哪？

A：不同启动子的核心功能片段位置有不同，主要是 RNA 聚合酶结合位点，转录

起始位点等，具体位置需要自行预测验证。我司也可提供有偿的预测服务。

Q：我司如何预测基因的启动子序列？

A：我们公司预测启动子的方法，是通过研究了多个公共的启动子数据库，并且

进行了验证实验之后确定的。我们一般情况下，选定的启动子序列，从转录起始

位点上游 1200bp到下游 100-200bp。当然也有部分特殊的启动子序列采用文献

报道。


