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应用核酶体外切割马铃薯卷叶病毒外壳蛋白基因的研究 
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提 要 针对马铃薯卷叶病毒外壳蛋白基因第 356--358位点“GUC ，设计 、合成丁一种“锤头状” 

核酶。将核酵基因克隆在体外转录载体 p81~1"19的 SP6启动子下特 同时将 PLRV CP cDNA亚克 

隆在体外转录载体 pSPT18的 SP6启动子下赫 利用 SP6 RNA聚合酵分别体外转录，获得核酵分 

子和靶RNA序列。在41℃保温进行核酵切割反应，检测到预期大小且被切开的两个 RNA短片 

段。 

关键词 核酵．马铃薯卷叶病毒．外壳蛋白基因，体外转录．体外切割 
一 __-_——— ———— ’ 。 —～  — ———一  

_ _ 

～
，  

核酶(Ribozyme)是近十年来受到普遍重视的一类基因调控 RNA，具有酶的特性，能够特 

异性地切割靶 RNA序列。核酶最初被发现于自然界中广泛存在的 RNA“自剪切”现象u】。 

1988年，Hasdoff等研究总结了核酶的特征三要素 J，为核酶的实际应用奠定了理论基础。从 

此，核酶的这种“基因剪刀”作用广捱应用于切割动、植物病原 RNA的研究。目前，应用 Ri— 

bozyrne在体外已成功切割了许多病毒核酸分子，如 Hiv[ 、imvc 、PSTvI纠等。 

马铃薯卷叶病毒(Potato leafroll virus，PLRV)属黄化病毒组(Luteovirus)[ ，可侵染马铃 

薯植株，引起黄化、矮缩、卷叶等多种症状，是一种严重影响马铃薯的产量和品质的世界性马铃 

薯病害 。多年来 利用常规育种方法培育抗性品种费时费力，且难以维持稳定的抗性。如 

果把有效切割 PutV的 Ribozyme基因转入马铃薯染色体，就可能阻断病毒复制，达到防治 

Pu V的目的。1990年 Lamb等曾报道应用Ribozynle体外切割 PLRV苏格兰分离株(Pu v 

s)外壳蛋白基因和复制酶基因的研究结果Is]．但至今国内尚未见到有关甩 Ribozyme防治 

PLRV的研究报道。我们于 1992年在国内首次完成了 PLRV中国分离株(Chinese isolate， 

PLRV—ch)外壳蛋白(Coat protein，CP)基因的合成、克隆和全序列分析f9]，为本研究奠定了 

基础，本文即报遭我们根据以上设想和条件，针对 PLRV～(=11cP基因中的一个“GUC”位点， 

设计 合成并克隆了一种“锤头状”核酶。并实现了 PLRV CP基因转录物的体外切割，为最终 

在植物体内应用核酶阻断 PLRV复制创造了条件。 

材料与方法 

1 材料 

1．1 PI，RVCP cDNA克隆质粒及苗种 

含P1 RV CP cDNA的重组质粒 pLCP2及大眄杆菌 E co／i JM109由车实验室提供。 
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1．2 核酶寡核苷醴片段台成 

核酶的模板寡核苷醴片段 I和 Ⅱ在军事医学科学院二所用 DNA合成仪(AB1391)合成。 

1．3 试剂 

限制性内切酶 BamHI、Hindlll、Bg【l、EcoRI、DNA聚合酶I大片段(Klenow)及T．DNA连接酶为华美 

生物工程公司产品，L 多核苷醴激酶 为 Promega公司产品．体外转录试剂盒 s ／T7 Transcription Kit购 自 

Boehringe~Mannheim公司．[Ⅱ- P]dATP、【 P]UTP为北京重辉生物医学工程公司产品。 

其它常捏试剂均为国产分折纯。 

2 方法 

2 1 核酶的克隆与鉴定 

将人工合成的两条核酶寡核苷醴片断纯化并确定浓度．用 T．多核苷醴激酶磷酸化 ．等比例混合后．加热 

至 65℃ 10 rain，然后埋慢退火至4℃。pSPTI9质粒用 BamHI／HtIldⅢ酶切．电泳纯化后经酚、氯仿抽提，乙 

醇沉淀、回溶。按载体与模板4：3的比倒与上述退火混合物在l5℃连接2O h以上。65℃ 5rain，缓慢降温至 

l6℃，加5 uKlenow酶．15℃保温 60min。补加 6 uT4DNA连接酶．继续于 l6℃保温 2 h。特此连接反应物转 

化 E．co／／JM109感受态苗。 

核酶重组子的鉴定参照苗落杂交_l们的方法进行。其中：用[ 越P]dATP标记模板 I为探针。探针标记 

方法 为：l0 I 体系．模板 I 96 Ilg．100 mmol／'L二甲胂酸缓冲液(pH6 8)．1 mmd／L CoO2，0．1 mmd／L DTT． 

10 U末端转移酶(TdT)．40 ci【 p]dATP，37℃保温60min．70℃保温 10rain。取 0．2 检测探针的放射 

性强度．杂交中探针用量为 106cP 【，m 

选取杂交盱性克隆，按碱裂解法Ira]提取克隆质粒 pSPRi．用限制性内切酶 BamHI、HindⅢ及 BglI进行 

酶切鉴定，检测插入片段及其上酶切位点。并由 ABI 370 A型DNA序列分折仪进行序列测定。 

2 2 pLCP2的亚克隆 

将 pLCP2中的 CP eDNA经 E&dRI、 I1dⅢ飘酶切后定向克隆到 pSPTI8的 EcoRI／ITmdⅢ位点。亚克 

隆步骤按质粒载体中克隆的方法【l呻进行．PCR反应条件及操作步骤参照哈斯等(1992) 的方法进行。 

2．3 体外转录 

用EcoRI使pSPCP酶切线性化，用 HindⅢ使oSPRi线性化．两种线性质粒通过电泳纯化、低熔点琼脂塘 

凝胶回收．经酚、氯仿抽提，乙醇沉淀、回溶于水中备用。体外转录按 BoehringerMannheim公司提供的试剂盒 

进行。转录体系为40 nunol／1 Tris(pl-18．0)．0．5mmol／L 4×rNTP．6mmol／LMgCl2．2mmo~LSpermidine．5 

rnmDl／L NaCI．10mmol／LDTT，模板 DNA，l0tlSP6聚台酶。37℃保温 60rain。转录 pSPTCP时．加入 10 

[ P]UTP进行标记。转录混合物经酚、氯仿抽提，乙醇沉淀后，干燥、回溶于水中。用 5％聚丙烯酰胺凝胶 

(7moUL尿素)于 8V／c-n电诛 6 h，X光片放射 自显影以检测转录产物。 

2 4 体外切割 

近约 5：l比倒混合核酶与底物分子，在 50mmd／LTrls—HCI(pH8 0)，25nund／L 条件下于 4l℃ 

保温 60rain。加入等体积的反应终止缓冲液(98％甲酰胺，10mmd／L EDTA，0．1％演酚蓝，0．1％二甲苯青 

蓝' ，帅 ℃处理 30 s后．5％聚丙烯酰胺凝瞳 7 rnol／L尿素)于 8V／era电泳6 h，X光片放射 自显影24 h后观 

察结果。 

结 果 

l 特异切期 PLRV的核酶基因的设计 

针对 PLRV cP基因5 端起第 6个“otJc”位点，根据“锤头状”核酶设计原则【 ，将与靶 

RNA序列切点(Guc)两倜互补的两段核苷酸序列(左侧长 11 nt、右侧长9nt)分别设计在核酶 

保守核心序列(锤头结柯)的两则(见圈 1)。并参照赵西林等的方法[⋯，在核酶保守序列内部 
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加入一个 BgIl酶切位点。核酶的模板是由3 端部分互补的两条 DNA单链 I(5 GAT c( 

GCCTCG CTCTGATGAAAGCCTGTACGG 3 )和Ⅱ (5 AGCTTGGTACCTTCAGTT 

CGT TTC AAG CCG TAC AGG 3 )构成，I、Ⅱ的 5 端分别设计有两种半酶切位点粘端 

(BamH I、HindⅢ)(见图 2a)。 

靶序列： 5，一N⋯ cou枷  枷 u呲 l~ tmlJIm⋯ H_3 
3，一N⋯ l̂}Gĉ ĜI船 ^ Ilc∞ lla：cc⋯  -5 

A C 

 ̂ U 

G ^ G 

R i b o z y m e： U A G  ̂

U  ̂ U 

C C 

G C 

C C 

C 玎 

 ̂ G 

玎 

图 I “锤头状 棱酶底物作用模示图 

{棱酶在底物上的切軎I位点位于第358位棱苷酸处．田中用箭头表示) 

Figure 1 Ribozyme for d~vage of PLRV —Ch CP gene 

l~ xme cI舶vage site indicated hythe arrow 

2 核酶基因的合成及克隆 

首先将 3 端部分互补的 I、Ⅱ链(5 端先经磷酸化)通过两个 5 端酶切位点连接到载体 

pSPTI9的 BamHI／HindⅢ酶切粘端上．然后用 DNA聚合酶 I大片段(Klenow)分别反向延 

长单链模板的两个 3 端，合成了完整的核酶双链，再将两个 3 游离端与载体两个 5 端进行连 

接(图 2b)。 

3 重组克隆 pSPRi及 pSPCP的筛选与鉴定 ． 

在用核酶序列转化后生长的E coli菌中，随机选取了85个菌落．通过菌落原位杂交，出 

现52个杂交阳性克隆。从中挑选一个阳性克隆(#57)．对质粒进行酶切鉴定表明，该质粒存 

在 BamH I、HindIll及 Bgl I切点。序列分析结果亦表明，全长序列与所设计序列完全一致，证 

明此克隆质粒即 pSPRi。 

pSPCP亚克隆筛选出几百个菌落。经酶切鉴定．本实验只选择其中一个 pSPCP质粒进行 

核酶切割反应。 

4 体外转录 

pSPRi／HindⅢ、pSPCP／EcoRI酶切后，经 1％琼脂糖凝胶电泳检测，两种质粒的电沫图谱 

均呈单条带型，证明酶切线性化完全。体外转录产物经酚、氯仿抽提，乙醇沉淀、回溶后在 5％ 

聚丙烯酰胺凝胶(7 mol／L尿素)中电泳，检测到 了符合 PLRV CP基 因大小的、约 627 tit的 

pSPCP转录物(图3)。 
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围2 a．人工台戚的棱酶模板 l、Ⅱ通过 3 靖互补蚋结构示意图；b棱酶克隆质粒的掏建 

F~ure 2 a The synt}·e zed。l。g_Ⅲ【lfleotld r．ndⅡas t哪 plac of ribozyme． 

b (hn rL r1on of the recombinant plac id for cloning of rlbo~yme cDNA 

5 体外切割反应 

按照理论推测，如果核酶能够在预先设计位点切开靶 RNA序列，将会产生大小分别为 

358 nt和 269 nL两个小RNA片段。体外切割反应后经 5％聚丙烯酰胺凝胶(7mot／L尿素)电 

泳、x光片放射自显影显示，确实存在与预期大小相符的、靶 RNA被切开后的两个小片段(图 

3)。 

讨 论 

为获得一个有正常切割活性的核酶，除了必须保证核酶的特征三要素外，靶序列中切割位 

点的选择也是十分重要的因素。我们在 PLRV-ChCP基因(全长627nt)区域内的 9个“GUC” 

中，通过基因内二级结构分析、与几个不同分离株的序列保守性比较，及考虑序列中 G、C碱基 

含量等方面．选择了从5 端起第 6个“GU ’位点。首先，该位点两侧各有 l0个碱基序列在不 

同分离株中基本一致，因此属于稳定的保守区域，利于核酶切割；其次．第6位点两侧的G、C 

碱基分布均匀，与 A、T含量的比例适中，利于核酶的特异性结合；该位点(第358碱基)还接近 

CP基因的中心．但两边长度(指至基因 5 端和 3 端长度)又不完全相等(约相差 90 nt)．便于体 

～ 

+

洲 
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外切割后产物的检测。 

l 

z _I 稚 

4 

● 一358nt 

● -- 269m 

囝 3 喹性聚丙烯酰聩凝睦‘7“ ，L碌素)电诛分析核 

酶与底物反应结果(凝腔浓度为5％)，其中：1靶序列转 

录对照；2，3 DNA／ nd咂分子量 Marker；4棱酶与底 

物反应结果 

ng 3 Anal~isd the pt~luets 0f ribc~med∞ rea~ 

tion by po cq,hmide gel d IoPh。m  (5％．7 rr~I／l， 

urea) 

lm e I Target⋯ nce tra~ ript as a~ntml；Ij【 2 and 

3：2,-DNA／HhtdⅢ M~rker；I e 4：Substt~te incubated 

wlth r~bozyme． 

对于核酶本身结构来说，两侧与靶 RNA互补序列(即核酶的两臂)的长度也十分重要。 

有实验证实，两臂长度与核酶的切割效率直接相关，当把两臂长度从 20 nt减少到 12 nt时，反 

应速度可提高 10倍ll 。Lamb等 体外切割 PLRV~CP基因时，将核酶两臂长度设计为 10／9 

at，取得了较好的效果；而 1992年 Peter Steineeke等  ̈在植物体内切割 npt基因时，所设计核 

酶的两臂长度为 12／lO nt，也获得了切割效率较高的核酶。本实验参考其结果，将两臂长度设 

计为 1l／9 nt，体外切割取得了较好的效果。 

参考赵西林等的方法ll ．在核酶保守区加入的 ¨ 酶切位点，为核酶克隆的鉴定提供了 

有力的证据。实验证明，该位点不仅没有对核酶的活性产生不利影响，而且通过其特有的“茎 

环结构”起到了稳定核酶二级结构的作用。 

用SPj 转录试剂盒体外转录后获得的核酶分子．经DNaseI(RNasefree)处理DNA模 

板后，切割活性较好；另外，据对照实验发现，转录后的核酶和靶序列不经酚、氯仿抽提纯化而 

直接进行切割反应，结果检测不到切割产物。 上实验结果表明，当在 41℃保温时．该核酶具 

有较高的，体外切割 PLRV-CP基因转录物的活性。 目前正试 图在体外适宜 条件下切割 

PLRV全基因组，以及通过三亲融合试验将核酶基因导入马铃薯植株检测其体内活性。 
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Study Oil the Cleavage of Potato Leafroll Virus 

Coat Protein Gene in vitro by Ribozyme 

GuoXudong HasiAgu1a ZhangHeting 

(Departmen~ofBiology，InnerMongolia University．Htdd~ot 010021) 

A hammerhead structure rih~ ne WaS designed and synthesized to potato leafroll virus Chi— 

nese isolate(PLRV—Ch)genome wRhin 356 to 358 nt”GUC”in coat protein(CP)gene．DNA 

sequence encoding the fibozyme wo．s inserted into the  position downstream from S promoter of 

in vitro transcription retool7 pSPT19．The target PLRV CP gene cDNA was subcloned in vector 

r~PT18．The  RNA molecules of fibozyme and target sequence were generated by transcription 

with SPa RNA polymexase in vitro．After cleavage reaction at 41℃ 。two expected short RNA 

fragments were observed． 

Key words Ribozyme，Potato leafroll virus，Coat protein gene．Transcription in vitro，Cleavage 

reaction n t~t'o 
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