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锤头状核酶 RC P 对 H BV 的 P 基因体外转录物的作用
`
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提 要 本文根据 H as e fo ff 和 G er la
ch 发表的锤头状核酶结构

,

设计合成了针对 H B V ay w 株 P 基因 5
, -

端 2 3 6 0 位点 ( G U C )的核酶 R C P
,

其作用底物为 H I毛V
a y w P 基因的翻译起始区 ( 2 1 4 0一 2 4 2 2 区段 )

,

运用基因

克隆结合体外转录的方法
,

评价了 R C P 的切割活性
,

结果表明
,

R C P 在体外成功地切割了长为 34 。 个核昔酸

的靶 R N A 分子
,

这一工作为我们进一步在细胞内评价 R C P 抑制 H B V 全基因组复制及其基因表达的研究创

造了条件
。
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嗜肝 D N A 病毒基因组 D N A 的复制是经过前基

因组 R N A 的逆转录而进行的
。

其负链 D N A 是在依赖

R N A 的 D N A 聚合酶 (逆转录酶 ) 催化 下以前基 因组

R N A 为模 板 合成
,

其正链 D N A 是 在依 赖 D N A 的

D N A 聚合酶催化下以负链 D N A 为模板合成
。

由此可

见
,

嗜肝 D N A 病毒编码的双功能 D N A 聚合酶是其基

因组复制的关键酶
〔’ 三,

这成为设计抗 H B V 药物理想的

靶点
。

王平川等运用反 义 R N A 的技术业 已证 明
,

在

H B V 基因组 的不同区段中
,

以其 P 基 因的 5 , 一

端及其

非编码 区的反义 R N A 对 H B V 基因表达和复制的抑

制作用最佳
,

这为我们设计核酶时靶位点的选择提供

了理论依据
。

在上述 反义 R N A 的工 作基 础之 上
,

针 对反 义

R N A 作用的理想靶位点—
P 基因的翻译起始区

,

按

H as e l o f f 和 G e r l a c h 发表的锤头状核酶结构
〔2 ,

设计并

S a e l

合 成 了针 对 H B V a y w 株 P 基 因 5忆端 2 3 6 0 位 点

( G U C )的核酶 R C P
,

结果表明
,

R C P 在体外成功地切

割 T 长为 3 4 0 个核昔酸 ( N u e l e o t i d e , n t ) 的靶 R N A 底

物分子
。

l 材料和方法

L l 化学试剂与酶

p G E M
一

s z f ( 一 )购自 P r o m e g a

公司
,

S p 6 / T 7 转录试剂盒

购 自 B
o e h r i n g e r

M
a n n h e i m 公司

;
[

a 一 3 2 p j
一

U T P 购 自 A m e r -

s h a m 公司
.
克隆所需的酶均购 自 iB ol ab 公司 ; 质粒 p U C

一
1 8/

H B V
一 a y w 由王平提供

。

1
.

2 核酶 R C P 及其作用底物的分子 克隆

首先
,

设计并合成了针对 H B v
a

yw 株 P 基因 5’
一

端 2 3 6 0

位点 ( G U C )的核酶 R C P 基因
,

将其分为两段部分互补的寡聚

核普酸片段
,

采用 A B I公司的 3 8 1 A D N A 合成仪合成
,

其序

列为
:

K l
e n o w 酶

5
` 一

C A A G A G C T C G A G G C A G G T T T C G T C C T C A C G G A
·

3’
一 。 · · · · · · · ·

… … …
G G A G T G C C T G A G T A G T C G G G A T C T T G A C G T C A T G

一
5

P s t l

两片段退火后
,

用 K le n o w 酶补平两端
,

经 S a e l / P s t l 酶

切 后克隆在体外转录载体 p G E M
一

3fZ ( 一 )质粒的 S P 6启动子下游
。

核酶 R C P 的作用底物来 自 H B V ay w P 基因的翻译起始

区 2 1 4 0 一 2 4 2 2 区段 (含 2 3 6 0位点 )
。

将 H B V
a y w D N A 经 X b

a

I / B g l l ( 2一4 0一 2 4 2 2 )双酶切后
,

插入 p G E M
一

3 Z f ( 一 )质粒的

S P 6启动子下游
。

1
.

3 体外转录与切割

核酶基因 R C P 及其底物的克隆均用 E co R I 线性化后
,

按

勘
e h r in g e r

M
a n n h e im 公司的转录试剂盒所提供 的方法

,

在

S P 6 R N A 聚合酶催化下分别转录出核酶及底物 R N A 分子
,

以

供体外 切 割反应使用
。

在 底物的转录体系中加入 了 〔Q 一 3 :
P 二

-

U T P 作标记
,

以便观察切割反应的情况
。

核酶的体外切割反应是在 5 0 nr m
o l / L T

r i s
·

H C I ( p H s
.

o )
,

1 m m ol L/ E D T A 及 M g 科存在的体系中
,

同时加入核酶及其底

物的转录产物 R N A 分子
,

于 42 ℃
,

反应 Z h
。

反应完毕
,

经聚丙

烯酞胺凝胶电泳 (P A G E )
,

配合放射 自显影方法
,

观察切割反应

的情况
。

结果与讨论

核酶 R C P 及其作用底物的分子克隆 ( 见 图 1
、

2)

·
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图 1 锤头状核酶 R C P 基因克隆
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2 0) 墓因克隆

F i g 2 C o n s t r u e t io n o f s u b s t r a t e ( H B P
一

2 0 ) g e n e e l o n e a n d i t s i n v i t r o t r a n s e r i P t io n

2
.

2 R C P 活性的体外分析结果

核酶基 因克隆 P C R / 3 z f ( 一 )及 其底物 克隆 H B P

一 2 0均用 E
.

。 o R I 线性化后
,

用 S P
。

R N A 聚合酶转录

出相应的 R N A 分子
,

然后 R C P 及其作用底物的体外
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2 R C P 活性的体外分析结果

核酶基 因克隆 P C R / 3 z f ( 一 )及 其底物 克隆 H B P

一 2 0均用 E
.

。 o R I 线性化后
,

用 S P
。

R N A 聚合酶转录

出相应的 R N A 分子
,

然后 R C P 及其作用底物的体外


