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丁型肝炎病毒基因组 RNA 能于 U688-G689之间

自我催化剪切(Self-cleavage),具有酶性 RNA即核酶

活性 ,这是一种分子内剪切现象(Int ramolecular clea-

vage), 又称顺式剪切(Cis-cleavage)。体外研究显示 ,

较短但具有较高自剪切活性的基因组核酶 (Genomic

ribo zyme , g .Rz)是 g .Rz1/84(1和 84分别为切点 5'

和 3'端碱基数),呈假结样二级结构
[1 ]
。国外报道 g.Rz

也可对长 8 ～ 13核苷酸(nt)的同源性底物进行分子间剪

切(Inter-molecular cleavage), 又称反式剪切(T rans_

cleavage)
[ 2 , 3]

。本研究旨在探讨 g.Rz是否能反式剪切

更长的同源性底物 RNA ,并观察删除茎 IV 区部分序
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列后对其活性的影响 。

1材料和方法

1.1 主要试剂
BamH Ⅰ 、Hind Ⅲ 、pst Ⅰ 、Sau96 Ⅰ 、质粒提取纯化盒购自

Boehringer M annheim 公司;T7转录盒购自 P romeg a公司;T4

连接酶为 MBI 产品;α-32p-UTP 、 X光片分别为北京亚辉公司和

Kodak公司产品。核酶 cDNA由上海 Sangon 公司合成。

1.2 质粒
g.Rz74相当于 g .Rz1/84之第 11 ～ 84 nt序列 , 去除其茎

Ⅳ区 19 nt(相当于 g .Rz1/84之第 48 ～ 56 、 60 ～ 69 nt), 即得

g.Rz55。将两者的 cDNA 克隆至 pGEM-4Z 的 BamH Ⅰ与

Hind Ⅲ位点间 , 以获取重组质粒 pG Rz74 、 pGRz 55。pRz277B

由我室与军事医学科学院放射医学研究所共同构建 , 含 277 bp

长的重庆地区丁型肝炎病毒核酶区 cDNA[ 4 ] 。

1.3 体外转录
pG Rz74、pGRz55经 BamH Ⅰ线性化 ,用 T7噬菌体 RNA 聚合酶
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转录获得核酶 RNA 。 pRz277B 用 Sau96 Ⅰ线性化 , 以

α-32p-U TP 标志 ,转录获取同源性底物 RNA ,纯化后测含量 。操

作按试剂盒说明书进行 。

1.4剪切反应
将核酶与底物按量浓度 100∶1混合 , 反应体系 15μl , 在

T ris·HCl 50 mmol/L(pH 7.5)条件下 ,依次经 95℃3 min 、冰

浴 10 min 、 37℃水浴 10 min , 再加入MgCl2至 20 mm ol/L ,

37℃水浴 ,于 5 、30 、90 min各取出 5μl终止反应 , 最后 12%变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳(含 7 m ol/L 尿素)和放射自显影 。

2 结果

2.1质粒构建
质粒 pG Rz74 、pGRz55中 BamH Ⅰ 、Hind Ⅲ位点重建 , pst

Ⅰ位点被切去 ,故能被 BamH Ⅰ、Hind Ⅲ切开 ,而不能被 pst Ⅰ

切开 ,提示重组质粒构建成功;送上海基康生物公司测序证实插

入序列正确 。

2.2核酶对底物的反式剪切作用
底物 RNA 长 87 nt ,其 5'端 53 nt 系载体序列 , 3'端 24 nt

为 HDV 基因组 RNA 第 665 ～ 698 nt , 其中 U688-G689为预计

剪切位点 ,相当于 g .Rz1/84的自剪切位点。理论上底物应能被

g .Rz74或 g .Rz55切成 77 nt和 10 nt 2个片段 ,实际结果与此

相符 , 其中 10 nt因较短 , 电泳出胶;30 m in 时可以观察到剪切

产物 , 90 min时剪切效果更明显 ,见图 1。

图 1核酶 g .Rz74和 g .Rz55对同源性底物的反式剪切

A1:不加核酶底物 RNA ;A2:不加核酶底物 RNA 在反应体系

中;B 1 ～ B3:g .Rz74在 5 、30 、90 min时点的剪切效果;C1 ～ C3:

g .Rz55在 5 、30 、90 min时点的剪切效果

Fig 1 Homogenous substrate trans-cleave by g.Rz74

and g.Rz55

Lane A1:Substrate (without ribozym e);Lane A2:Substra te

in the reaction system w ithout ribozyme ;Lane B1 ～ B3:

T rans-cleaving activity of g.Rz74 a t 5 、 30 and 90 min points

respective ly ;Lane C 1 ～ C3:Trans-cleav ing activity of g .Rz55

at 5 、30 and 90 min po ints respec tively

3 讨论

研究表明 ,自剪切 HDV 核酶 g.Rz1/84的假结样

结构包括 4个双链区(茎 Ⅰ ～ Ⅳ)、2个环状区(L3 、L4)

和 3个连接区(J1/4 、J2/4 、J1/2),其中茎 Ⅲ、L3 、J1/4 、J2/4区

可能共同构成活性中心 ,而茎 Ⅱ、茎 IV 主要起稳定核

酶结构的作用;茎 I 区的 G ·U 摆动配对 (Wobble

pai r)对核酶活性至关重要 ,不可更替 ,其余 6 bp 的序

列可以变动但必须保持 Wastson-Crick配对。1996年

Kaw akami等[ 2]将具有自剪切活性的 g.Rz 分割为茎

I 区 3'侧和 5'侧 2个部分 ,在适宜 Mg
2 +浓度及 pH 等

条件下将两者重先混合后可出现“核酶”(即茎 Ⅰ区 3'

侧序列)对“底物”(茎 Ⅰ区 5'侧序列 ,长 13 nt)的反式

剪切;1997年 Fauzi等[ 3] 进一步将此核酶的茎Ⅳ区减

至 5 bp ,发现也能反式剪切长 13 nt的同源性底物。我

们的研究表明:①g .Rz可以反式剪切更长的同源性

底物 RNA;②茎Ⅳ区去除了 19 nt , 只保留根部 4 bp

的 g .Rz55也具有反式剪切活性 。

另一方面 , 由于 g .Rz底物结合区(茎 Ⅰ区)的 6

个Wastson-Crick 碱基配对序列可以有一定程度的变

动 , 故通过改变此区序列以与不同的底物结合 、在不

同的位点剪切底物就成为可能。而且 , 丁型肝炎病毒

核酶是目前发现的唯一可于自然状态下存在于哺乳

动物细胞内的核酶 , 其在哺乳动物细胞内的定位及活

性发挥可能优于锤头状或发夹状核酶 , 因此 , 它有可

能发展成为一种新型有效的核酸工具酶 , 以用来剪切

其他肝炎病毒 RNA 等异源性 RNA 分子
[ 5 , 6]

。由于

g .Rz55长度较短 ,可作为下一步研究工作的基础 。
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