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专一切割苹果锈果类病毒多体自切割核酶的克隆

和转录物的体外活性测定

孙洁霖 张朝春 周 丽 杨希才"

（中国科学院微生物研究所，北京 !%%%"%）

摘 要 将苹果锈果类病毒的 !个 !7=/的靶序列连接在锤头型核酶的 4D末端，构成自切割核酶。经人工合成和
EFG扩增，克隆在转录载体 .H9I6JK（ L）的 3"( !34#$5 "位点。利用限制酶 3"( M与 6+, M的连接，消失其识别位
点序列，将自切割核酶片段插入到重组质粒中，经连续 #次亚克隆，分别获得 $、7、5、"、!%和 !$拷贝的多体自切割
核酶。在 86G+N聚合酶作用下，线性化重组质粒转录的多体自切割核酶通过内部的顺式切割释放出较多数量的核
酶分子，提示在转录水平能够提高核酶转录物的浓度。用相同摩尔浓度的单体和 !$体自切割核酶分别对4$ E标记
的靶 N,,’O进行反式切割，核酶与靶 G+N摩尔浓度比为 !：!。放射自显影结果表明：多体自切割核酶对靶 N,,’O
的切割效率明显高于单体自切割核酶。我们推测多体自切割核酶在体内系统中可能具有更好的应用价值。
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核酶是一种具有内部核糖核酸酶活性的催化性

小 G+N分子。在烟草环斑病毒（8G’）卫星 G+N中
发现的锤头型核酶［!，$］以其分子结构的简单性，得到

了广泛的报道及研究。锤头型核酶包含两个区域：

催化区 Q-);? MM 能够引起靶位点的切割；反义区
Q-);? M和 Q-);? MMM负责识别及结合靶 G+N，对反义区
域的改变可以重新定向核酶的专一性而不影响核酶

的催化活性［4］。对已知靶序列并含有 HRF位点的
基因设计专一性核酶，通过对其 0G+N的切割达到
抑制该基因的表达。近年来应用核酶控制 G+N病
毒基因表达的研究已取得很大进展［7，#］。

许多研究结果表明，在体外切割反应中，核酶分

子与靶分子的浓度比是影响核酶催化活性的重要因

素。参与反应的核酶浓度越高，对靶 G+N的催化效
果越明显。要得到对靶 G+N有效的切割效果，反应
体系中核酶浓度往往需要高于靶子浓度的 !% S !%%
倍［5 S "］。GC;J［&］等构建了针对 QT’核心区域 HRF位
点的 #体自切割核酶，通过顺式切割反应释放出数
量较多的单体核酶，提高了核酶的浓度，自切割的单

体核酶具有比非自切割的单体核酶更高的活性。

本文报道了利用 3"( M和 6+, M两种内切酶相
互连接的方式构建的针对苹果锈果类病毒（N,,’O）
负链的 !$体自切割核酶，并检测了多体自切割核酶
体外对靶 N,,’O负链 G+N的反式切割效果。

! 材料与方法

! "! 菌种、质粒
质粒 .H9I6UK（ L）、受体菌 7 * 0(,# VQ##、苹果

锈果类病毒（N,,’O）的全长 @V+N 克隆 .H9I4U3
N,,’O由本实验室提供。
! "# 试剂

W)(-=(X酶，8:Y .)CB MM购自上海生工生物工程
公司，限制酶 4#$O "，3"( !，6+, !、87 V+N 连
接酶和 ,E5Z86 82:=B@2;./;(= W;/ 购自 8:W:G: 公司，
[>:)、ME8H和丙烯酰胺等均为国产试剂。
! "$ 自切割核酶和引物的设计、合成和扩增
根据 Q:B-)(KK和 H-2):@\［!］报道的锤头型核酶的

结构特点，选择病原物苹果锈果类病毒（N,,’O）负
链 G+N"&3&!的 HRF碱基作为切割位点。同时，在
锤头型核酶下游增加一段核酶靶序列构成自切割核



酶，全长 !"#$（不包含酶切位点序列）。其 %&’序列
如下：

!( )*)+’+)+)*+’*+’+*))+*+’++’)+’’’)*))++*++

, - . /

’’**))++’ !"# )+)*)+*)+’)’’+)** 0(

1 2

,为 !"#!限制性酶切位点，2为 $%&!和 ’()/"
限制性酶切位点，-和 /分别是锤头型核酶的两翼
配对区域 31456 !和 31456 "，.为锤头核酶的核心
催化序列，1为锤头核酶自切割的靶序列，其中，+*)
为核酶作用的靶位点。

自切割核酶 .%&’分 ’ 、7两链合成，分别为 08
和 09个碱基。’链 0(端与 7链 0(端有 :0个碱基互
补。经退火、补平后得到双链 .%&’。
以双链 .%&’为模板，加入适量引物进行 ;)<

扩增。引物 :：!( ))*)+’+)+)*+’*+’+*) 0(；引
物 9：!( ’’’+)**+*)+’)+’+)++’)*) 0(；反应条
件：=>? 0@5#；=>? 0AB，>!? 0AB，"9? 0AB，! 个循
环；=>? 0AB，!A? >AB，"9? >AB，>A 个循环；"9?
:A@5#。核酶的单链 %&’序列和引物 :、9由上海生
工公司合成。

$ %& 自切割核酶基因的克隆
获得的 ;)< 产物经聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

和纯化。参照分子克隆方法，将产物及载体

C+DE"F2（ G）分别用 !"#!H’()/"双酶切，经连接，
转化感受态 * I +#&( %3!#，通过菌落蓝白斑筛选和限
制酶酶切鉴定，得到重组质粒 C+DEJ:<K。我们采用
能产生相同粘性末端的 !"#!和 $%&!两种限制酶
来获得自切割核酶多体的串联体。具体步骤为：将

克隆有单体自切割核酶的载体用 $%&!H’()/"双酶
切，与用 !"#!H’(),"酶解过的 ;)<产物连接获得
C+DEJ9<K。待进一步克隆的载体可通过用 $%&!H
’()/"酶解制备，通过 !"#!H’()/"双酶解 C+DEJ
9<K获得待插入的 9<K基因片段。经过连续 !次亚
克隆，获得连有 :9拷贝的 C+DEJ:9<K。
$ %’ 重组质粒序列测定
重组质粒 C+DEJ><K 的测序工作由 *,L,<, 公

司完成。

$ %( 自切割核酶和靶子 )**+,的体外转录
含有自切割核酶基因的重组质粒 C+DEJ:<K 、

C+DEJ><K 、C+DEJ8<K和 C+DEJ:9<K分别用内切酶
’()/ "处理，靶 ’MMN/ 克隆的 C+DE0FJ’MMN/ 用
$%+O处理。线性化的载体经 :P ,QRSB1电泳检测后
回收纯化，作为转录模板。转录反应按照 M;TH*"

*R,#B.R5C$5S# L5$的操作步骤进行。在 *" <&’ 聚合
酶的作用下，获得掺入#J09 ;JU*;的 ’MMN/转录物用
于分析自切割核酶的切割活性。核酶转录物不掺入

同位素，转录物经酚H氯仿抽提、乙醇沉淀，沉淀物用
8!P乙醇洗涤 :次，悬浮在 9A$V无 <&,B1的无菌水
中。取 9$V核酶转录物在 TP聚丙烯酰胺凝胶（含
8@S4HV尿素）上电泳检测，银染方法染色［:A］。
$ %- 自切割多体核酶体外切割活性测定
参考邓文生等［::］叙述的方法，取 !C@S4 的 :<K

和 !C@S4 的 :9<K 转录物，分别与09 ; 标记的 ’MMN/
负链转录物在 >A$V 反应体系（含 !A@@S4HV *R5BJ)4
C3 8IA，9!@E EQ)49）中混和（核酶与靶 <&’的摩尔
比为 : W:），=!?变性 0@5#，冰浴骤冷。0"?保温 0 X
后，加入终止缓冲液（=8P甲酰胺，:A@@S4HV D%*’，
A I9P溴酚蓝），取 :H9 体积上样，8P聚丙烯酰胺凝
胶（含 8@S4HV尿素）电泳，进行放射自显影。

. 结 果

. %$ 自切割核酶基因的设计、克隆和鉴定
为在转录水平获得较高浓度的核酶转录物，将

苹果锈果类病毒 ’MMN/负链 <&’8>J="的 :>#$靶序
列连接在锤头型核酶催化区 0(端。图 :显示经计算
机分析预测自切割核酶的二级结构，中间包含 8#$
随机序列的茎环结构，有利于核酶与靶序列的解离。

图 : 自切割核酶二级结构
Y5QI: M1.S#/,RZ B$R[.$[R1 S2 B142J.41,\,-41

R5-SKZ@1 \5, .S@C[$1R ,#,4ZB5B

核酶 !(端的引物 ;:附加 !"#!酶切位点序列，
0(端引物 ;9 附加 $%&!和 ’()/"酶切位点序列。
经 ;)<扩增的核酶片段用 !"#!H’()/"双酶切，克
隆到转录载体 C+DE"K2（ G）的 !"#!J’()/"位点
中。重组质粒用 $%&!H’()/"双酶切，插入 !"#!H
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!"#!!双酶切的核酶片段，获得 " 体自切割核酶
（"#$）。经连续 %次亚克隆，获得一系列的 &、’、(、)*
和 )"体自切割核酶。重组质粒分别定名为 +,-.
)#$ 至 +,-. )"#$。图 "显示多体自切割核酶的构
建图谱。经内切酶酶切鉴定（图 /），得到的上述重
组质粒分别含有 ’"0+（单体）至 1&&0+（)"体）的核酶
基因片段。

图 " 多体自切割核酶基因的构建图谱
2345" 6789:;<=:378 +;7=>99 7? ;>=7@038A8: @<B:3@>;3=

9>B?C=B>DA0B> ;307$E@>

图 / 单体及多体自切割核酶重组子的酶切鉴定
2345/ #>9:;3=:378 >8!78<=B>A9> A8ABE939 7?

;>=7@038A8: +,-.C)#$ F )"#$
)5 .A;G>; "5 +,-.C)#$ H$%&"I !"#’!；/5 +,-.C"#$ H$%&"I !"#!!
& 5 +,-.C&#$ H$%& " I !"#!! 5 % +,-.C’#$ H$%& " I !"#!!
’5 +,-.C(#$ H$%& " I !"#!! 15 +,-.C)*#$ H$%& " I !"#!!

( 5 +,-.C)"#$ H$%& " I !"#!!

& 体自切割核酶的序列测定表明：克隆的核酶
基因序列与设计序列完全一致。

! "! 自切割核酶基因的体外转录
不同拷贝数的自切割核酶载体经 !"#! !酶切

线性化后作为模板，在 J1 #KL聚合酶作用下进行
转录。由于转录系统中存在一定浓度的 .4" I，单体
及多体核酶的转录物即能发生自切割反应。单体核

酶转录物（附加 /18:的载体序列）产生 M&8:（发生自
切割）和 )*’8:的两个片段（图 &：)）；多体核酶的自
切割是随机发生的，&体、(体和 )"体核酶转录物产
生了一系列不同大小的核酸片段（图 &："C&），与预期
的结果相符。表明多体自切割核酶在转录水平上能

够提高核酶分子的浓度。

图 & 单体和多体自切割核酶转录物分析
2345& L8ABE939 7? @787@>;3= A8! @<B:3@>:3= 9>B?C=B>ADA0B>

;307$E@> :;A89=;3+:9
) 5 +,-.C)#$ :;A89=;3+:；" 5 +,-.C&#$ :;A89=;3+:；

/5 +,-.C(#$ :;A89=;3+:；&5 +,-.C)"#$ :;A89=;3+:

! "# 自切割核酶体外切割活性分析
在体外切割反应中，取 %+@7B 的单体自切割核

酶和 %+@7B的 )"体自切割核酶分别与/" N标记的靶
LOOP!混合，核酶与靶 LOOP!的摩尔浓度比为 ) Q )。
/1R温浴 /S 后，分别取 )H" 体积的反应样品进行
(T NL,-（含 (@7BHU尿素）和放射性自显影，分析单
体自切割核酶和 )"体自切割核酶对靶 LOOP!的切
割活性。理论上 LOOP!负链转录物（/1/8:）经核酶
切割产生 )’/8:和 ")*8:的 "个片段（图 %V）。放射
性自显影结果（图 %L）可以看出，单体和 )" 体自切
割核酶都能将靶 LOOP!切割成相关的 "个片段，片
段大小与理论预测的大小一致。)" 体自切割核酶
对靶 LOOP!的切割（图 %L：&C%）明显高于单体自切
割核酶（图 %L："C/）。尽管两种核酶的克分子浓度
相同，由于 )"体核酶能释放出更多的核酶分子，显
示出对靶 LOOP!更高的切割活性。
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根据 !"体核酶与单体核酶在相同条件下对靶
#$$%&的切割活性的比较，我们推测多体自切割核
酶将具有潜在的应用价值。

图 ’ 自切割核酶对靶 #$$%&（ (）反式切割的放射自显影
)*+,’ #-./01&*/+012 34/5*6+ .47 073-8. /9 .47
.0163:;871<1+7 071;.*/6 =7.5776 3789:;871<1=87

0*=/>?27 16& .10+7. #$$%& 67+1.*<7 3.016& @A#
#, #-./01&*/+012 /9 BC D/8?1;0?812*&7 &761.-07 +78

787;.0/D4/073*3（B2/8EF G071）19.70 ;871<1+7 071;.*/6,

! , H10+7. #$$%&（ (）；" I J, #$$%&（ (）K 2/6/270*; 0*=/>?27；

L I ’, #$$%&（ (）K !" :2/6/270 0*=/>?27；

M, $;4721.*; &*1+012 &73;0*=*6+ .47 7ND7;.7& 3*>7 /9 ;871<1+7 D0/&-;.3

! 讨 论
核酶拥有设计的简单性及作用的专一性等优

点，已经逐渐在农业及临床方面作为一种很有潜力

的工具而被广泛使用［!" I !’］。然而，仍有许多影响核

酶催化活性的技术问题正待解决。由于靶 @A#及
核酶的二级结构或核酶的非正确折叠影响了核酶分

子对靶序列的识别［!O，!P］，所以，通常需要核酶浓度远

远高于靶子浓度，核酶才能较好地发挥作用。

核酶 !"#$% ! 和 !"#$% "末端附加的额外序列
（来源于转录载体）影响核酶催化活性，导致核酶在

体外切割反应中影响甚至丧失对靶 @A#的切割活
性［!’］。为了解决核酶浓度及额外序列这两种可能

影响核酶活性的情况，Q4R151等人设计了相互连接
的多体核酶，在每个反式作用核酶的两端插入另一

个可以顺式切割的核酶，构成 34/.:+-6 型核酶［!B］。
我们对 34/.:+-6 模型的核酶进行了改进，设计了同
时具有顺式和反式切割活性的自切割核酶基因，能

够在增加反应体系中核酶分子浓度的同时产生附加

很少额外序列的单体核酶分子。

为了得到自切割核酶的串联体，我们选择能产

生相同粘性末端的限制酶 &’(!和 )*#!位点序列，
将核酶 ’S端的 &’(!酶序列与其 JS端的 )*#!酶序
列连接。这样不仅很容易克隆多个片段的单体核

酶，而且也保证了每个拷贝核酶连接方向的正确性。

将一个拷贝克隆到另一个拷贝后面即意味着每一个

核酶分子均被靶识别位点包围。实际上，这种设计

可以使核酶通过顺式切割转录产物，从而释放出具

有很少额外序列的单体分子［!!］。自切割多体核酶

通过自切割反应，极大的加强了反应体系中单体核

酶的浓度。通过对转录产物的检测可以显示，多体

自切割核酶的顺式切割反应在转录的过程同步发

生，释放的单体核酶的浓度随着保温时间的延长而

增加。

核酶只有和底物碱基配对结合成复合物后，才

能发生切割反应，因此底物与核酶配对区长度直接

影响复合物生成速率并影响整个反应速度。因此核

酶两臂的长度是影响核酶催化活性的重要因素。

T76&0?［!U］等认为具有短 T78*N!和长 T78*N"的核酶
比等臂的核酶具有更高的切割活性。本实验设计了

T78*N !为 O=D ，T78*N "为 !V=D的核酶基本单位作
为反式切割核酶，在反式核酶下游附加部分靶序列

构成了顺式核酶，顺式核酶的 T78*N "为 P =D。顺
式核酶的自切割反应在与靶 @A#存在竞争时也处
于有利状态，因为顺式核酶的 T78*N "短于反式核
酶，不仅更有利于它二级结构的折叠，自然界也总是

倾向于形成自身折叠和内部的切割反应［U］。即使在

体内靶 @A#同时存在时也不会影响顺式核酶发生
自切割反应而释放出较多数量的单体核酶分子。

本文中对自切割核酶转录物的检测采取了改进

的聚丙烯酰胺凝胶银染法检测［!V］，在染色过程中用

双蒸水充分漂洗凝胶，显色液中将甲醛的浓度降低

到 V ,L2FEF，可降低背景显色，使得核酸带很清晰。
用此方法可代替传统的掺入同位素的方法来检测小

分子核酶转录物。
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