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摘 要 !型内含子核酶经过设计特定的信号引导序列（QE+），可特异性地定点剪接目的基因 2*7，从而在 2*7 水平达到修

复病变基因的目的。以四膜虫材料，克隆了其 !I+ 12*7 内含子核酶基因，体外转录证实该 Q 型内含子核酶具有完全的自我剪

接的功能。为检测该核酶的反式剪接功能，构建了缺失后半段 #IM0- 基因序列的绿色荧光蛋白（E[F）的截短突变体重组质粒

SUV#\SUV"$K-NE[FKG! ，并证实其失去了发射绿色荧光的活性。利用 FG2 和分子克隆技术，构建了以上 NE[F 突变体的反式剪

接修复核酶 -.1AC>K140KG]&!，该核酶载体以克隆的 !I+ 2*7 内含子为核心，选择 NE[F 编码区 "%M 位 <KE 为剪接位点，以 "88K"%H
位设计 QE+ 序列，核酶 H^端携带 "%#K8%$0- 的 NE[F 基因序列，连接于 -2GKG]&! 真核表达载体中。体外转录突变 NE[F 的原核

表达载体 SUV#\"$K-EN] 和 -.1AC>K140KG]&!，以混合转录产物为模板进行 2<KFG2，电泳及测序证实产物中含有反式剪接修复的

野生型 NE[F /2*7，从而证实构建的反式剪接核酶具有体外反式剪接功能。将截短突变重组质粒 SUV#\SUV"$K -NE[FKG! 与

核酶质粒 -.1AC>K140KG]&! 共转染 X,(A 细胞，用荧光显微镜观察转染结果，发现有少量共转染的 X,(A 细胞发出绿光；2<KFG2 检

测出野生型 NE[F /2*7，证明构建的反式剪接核酶具有体内反式剪接的功能，但其反式剪接效率低。
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KTUC 年 V4*&(4 等［K］在嗜热四膜虫（ ’($%)*+,(")
$*(%,&-*!.!)）发现 CWX 4?QR 前体的自我剪接（’(-32
’;-$!$%&）能力，其后类似的活性 ?QR 分子不断发现

并被命名为核酶（4$5"678(）。由于核酶作用的特异

性和易于人工改造的特点，其潜在应用价值得到了

充分研究。多数研究集中于小分子锤头核酶和发夹

核酶的剪切性活性，被设计用于破坏有害的基因转

录产物，代表性的有针对乙肝病毒（SYB）和丙肝病

毒（S@B）、人免疫缺陷病毒（S"）、V24,’ 突变的非

小细胞肺癌（QX@Z’）［C］、马凡综合症（AOX）的 OYQ2
K8?QR［0］等。相对而言，对具有独特的剪接功能的

!型内含子核酶的研究还比较少。

!型内含子核酶的二级结构都含有 T 个特征性

的配对区（PK2PT）［[］。其中 PK 结构中的内部引导序

列（$%%(4 &*$#( ’()*(%!(，\NX）决定 I1端外显子和内

含子间的准确剪接位点。通过设计带有与靶 ?QR
互补的特异性 \NX 的核酶，能够在设定的位点（\NX
互补区末端）进行剪切，然后连接上核酶末端所带的

任何 01端 ?QR 序列。Z,% 等［I］利用这种反式剪接功

能，将胎儿的#2珠蛋白 8?QR 剪接进入突变的$2珠
蛋白的 8?QR 来纠正镰形细胞贫血。P/7-,!."* 等［W］

成功地进行了针对引起强直性肌营养不良（]A）的

遗传缺陷进行反式剪接修复。^,.),%,5( 等［_］设计

的剪接核酶能减少人类肿瘤细胞突变 PI0，同时恢

复野生型 PI0 活性。

反式剪接核酶技术具有进行基因治疗的可行

性，但众多因素包括最佳靶位点的选择、核酶稳定性

及切割效率、核酶的长程表达等问题的存在限制了

该技术的进一步开发。在本研究中，我们利用该截

短突变的 ;MNOP2@C 作为简化的模式突变分子，检验

核酶剪接能力和影响因素。利用四膜虫 CWX 4?QR
前体内含子 \ 作为核酶核心，设计的 W %. 的 \NX 锚

定 ;MNOP2@C 质粒表达的 KT[%. 的 E 位点，并参照文

献［W］方法，将 \NX 往前延伸，使间隔 0 %. 外的其它

W %.与核酶 01外显子形成第二个配对区，以此互补

方式将核酶 01端连接的 MNOP 8?QR 进一步锚定于

剪接部位（设计图见 O$& 9K），通过荧光观察直接反映

剪接效率。

图 K 绿色荧光蛋白反式剪接核酶 \NX 的设计
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) 材料和方法

) *) 四膜虫 +,- &./0 前体核酶基因的克隆与鉴

定

嗜热四膜虫（’($%)*+,(") $*(%,&-*!.!)）由华东师

范大学侯连生老师赠送。在无菌条件下将四膜虫接

种于灭菌的 PN 培养液内，在 0_‘的条件下培养。

四 膜 虫 ]QR 的 提 取 采 用 MaQR Y-""# ]QR V$.
（bAMNR N*,%&6/"*）进行。

利用 P@? 扩增四膜虫 CWX 4?QR 前体核酶基因

片段，引物 ZY_W、ZY__ 设计于外显子 K 和外显子 C
之内（:,59K）；扩增反应在 IL%Z 反应体系中采用 P3*
]QR 聚合酶按标准方法进行，反应程序：TI‘变性

C8$%，TI‘ 0L’、II‘ 0L’、_C‘0L’ 共 0L 个循环。获

得的 ]QR 片段经琼脂糖凝胶电泳分析，利用 Q*!-("
:4,; N(- M=.4,!.$"% V$.（@ZbQ:M@S）回收，按照试剂盒

说明克隆于 ;NMA2:2B(!."4（P4"8(&,）。获得的阳性

克隆用 0X P-,’8$# A$%$;4(; V$. B(4’$"% 0DK（上海博

彩）提取质粒，/%)!酶酶切鉴定重组 ;NMA2:24$5 质

粒的插入方向，并分别测序验证。
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表 ! 研究中所用的引物及其序列

"#$%& ! ’()*&( +&,-&./&+ -+&0 ). 12)+ +1-03
!"#$%" &%’(%)*%（+,-.,） /%0*"#12#3)

4567 **89*8*9922*99**998*8* &%)0% :3" ;7& <=>

4566 298829**992**922*928*8*82*9* >)2#0%)0% :3" ;7& <=>

?@A+ 8*9**99992*99*8889*2 &%)0% :3" 2"()*92 BCD!

?@AEF 882*228298)228**82*82 >)2#%)0% :3" 2"()*92 BCD!

?@AEE *82988292*888828999982292*988*928*9**28 &%)0% :3" #)2"3) G H#2I GC& "%1J9*%K LM BCD! $92*I

?@AE; *9*28*9*8**829882**89829*2**9999*2992*992 >)2#0%)0% :3" #)2"3) G .,-:J9)N#)8 H#2I BCD! ., 0%’(%)*%

?@AE. 9228922982222889829*2*889**29*88*828*9828
&%)0% :3" BCD! +,-:J()N#)8 H#2I #)2"3) G 0%’(%)*%（?@AE; "%O%"0%
*3$1J%$%)2"M 0%’(%)*%）

?@AEP 88988282888988222222 >)2#0%)0% :3" ., BCD!

! 45 转录核酶的顺式剪接活性鉴定

利用 !"#!酶切线性化 1CBQ-"#L 质粒，产生体

外转录模板。体外转录 ;7& <=> 前体核酶：在 ;F"4
的反应体系中加入如下组分：P"4 + R S"9)0*"#12#3)
5(::%"，;"4 S6 <=> 聚 合 酶，E"4 =S!（;+)$3JT4），

FU+"4 <=90% G)I#L#23"，V"4 线 性 化 1CBQ-"#L 质 粒

/=> 模板，PU+"4 灭菌 KKW;X。.6Y温浴 ; I。

正反向转录反应产物加入 +"4 上样缓冲液，上

样于 +Z聚丙烯酰胺凝胶中电泳并记录 <=> 带型，

分析获得的 <=> 是否剪接。

! 46 截短突变 789:’;<5 的质粒构建

以 1CBD!-[; 质粒为模板，设计引物对 ?@A+T
?@AEF 进行 ![<，回收产物后连接 1Q/EV-S 载体，

获得 ?@A+TEF-1Q/EV 质粒，以 $%&K#酶酶切鉴定正

反向后以 ’()!和 $%&K# 双酶切 ?@A+TEF-1Q/EV
质粒和 1CBD!-[; 质粒，回收酶切片段后连接转化获

得 突 变 的 ?@A+TEF-1CBD!-[; 质 粒。 将 突 变 的

?@A+TEF-1CBD!-[; 质粒测序鉴定。

! 4= 截短突变 9:’ 反式修复核酶质粒 71(#.+;()$;
<>?5 的构建（见图 5）

构建流程中包括：（E）以 1CBQ-"#L 质粒为模板，

?@AEET?@AE; 为引物，扩增含有与截短 BCD 基因序

列互补的特异性 GC& 序列的、并具有部分 BCD 基因

.,端的核心核酶片段 "#L-?@AEET?@AE;；以 1BCD!-[;

质粒为模板，?@AE.T?@AEP 为引物，扩增按 BCD 基

因 .,端的序列全长 1BCD!-[;-?@AE.T?@AEP。（;）以

以上 纯 化 的 ![< 产 物 等 量 混 合 为 模 板，?@AEET
?@AEP 为引物，扩增产生 CD! 特异反式修复核酶基

因 2"9)0-"#L-CD!。（.）产物连接于 1Q/EV-S 载体，以

$%&K#酶酶切鉴定插入方向，并通过序列测定验证

序列的正确性。（P）以上 插 入 片 段 通 过 $%&K#，

*+"!酶切位点亚克隆于 1<[-[Q\; 质粒中，获得

12"9)0-"#L-[Q\; 质粒，序列测定验证。

图 ; 反式剪接核酶质粒 S"9)0-"#L [Q\; 的构建流程

D#8]; [3)02"(*2#3) 3: "%*3$L#)92#3)
1J90$#K S"9)0-"#L [Q\;

! 4@ 71(#.+;()$;<>?5 反式剪接核酶的体外转录产

物修复效果检测

以 !,)!酶酶切线性化 ?@A+TEF-1CBQ 质粒，以

*+"$酶酶切线性化 12"9)0-"#L-[Q\; 并回收纯化。

分别以 ?@A+TEF-1CBQ 质粒和 12"9)0-"#L-[Q\; 质粒

回收产物为模板按 EU; 方法进行转录反应。反应完

成后立即将产物 混 合 并 于 .6Y 孵 育 ;F$#)，进 行

F+6 -(%&).) /012&"# 03 4%05)6(&0#078 生物工程学报 ;FF+，\3JU;E，=3U+



!"#$ 的 %&’( 修复。

修复反应产物采用 &)*$+& 鉴定全长 !"#$ 的

存在。采用 $,-%./0 公司的 &)*$+& 试剂盒并按其

说明书进行，$+& 引物为 1234，12356 反应程序：

789 4%:;，<79 =%:;，继续循环程序 <79 >6?、449
5%:;、@89=%:; 共 >7 个循环，冷却至 79后取 >6!A
&)*$+& 产物用 5B琼脂糖凝胶电泳检测。

! "# 反式剪接核酶细胞内反式剪接效果检测

用含 56B小牛血清培养 C.D0 细胞，细胞密度为

7 E 564 种植于六孔板，待细胞长至对数生长期后，按

试剂 说 明 以 脂 质 体 转 染 试 剂 A:F-G.HI0%:;.)J =666
（K;L:I,-/.;）将 FI,0;?*,:M*+JN= 与 1234O56*F"!#$*+=

共转染，F&+*+JN= 与 1234O56*F"!#$*+= 共转染作

为阴性对照。细胞转染的 P’( 量为 5Q@!/O孔。在

转染 =6 R 78S 后荧光显微镜下观察转染细胞的绿色

荧光蛋白表达情况。细胞内总 &’( 用 ),:T-D 试剂

提取，&)*$+& 鉴定产物野生型 !"#$ %&’(。

$ 结果与分析

$%! 四膜虫 $#& ’()* 前体核酶基因的克隆与鉴定

根据嗜热四膜虫 =@U ,&’( 前体基因序列设计

$+& 引物 AVW@ 及 AVWW，分别位于外显子 5 和外显

子 = 中，扩增的片段大小应该为 45@MF，电泳结果显

示 $+& 产物与预计长度一致（#:/ X >*(）。该片段用

) 载体克隆，可能产生不同方向的插入，利用片段中

含有 !"#"酶酶切位点，可区分正向（5<MF，@<=MF，

=>MF，5@75MF，5576MF）和 反 向（5<MF，@<=MF，=>MF，

5768MF，5>W>MF）重组 F"!J*,:M 质粒（#:/ X>*V）。将正

向重组质粒 F"!J*,:M*5 测序后的结果在 ".;V0;Y 数

据库中利用 VA(U) 进行比较，其序列于嗜热四膜虫

核酶序列完全一致。

具有自我剪接的功能，由于扩增的 =@U ,&’( 前

体基因片段中含有 566MF 外显子，转录后自我剪接

产生长约 766;I 的内含子。将转录产物进行 4B聚

丙烯酰胺凝胶电泳，可见正向重组 F"!J*,:M 质粒转

录产 物 为 长 约 566;I 及 766;I 的 片 段，反 向 重 组

F"!J*,:M 质粒转录产物为长约 466;I（#:/ X >*+）。证

明 F"!J*,:M 质粒表达的核酶具有自我剪接功能。

$ " $ 截 短 突 变 的 +,-. 表 达 质 粒 /0123!45
6,+-.57$ 构建

引物 1234 和 12356 的 设 计 位 点 分 别 位 于

F!"#$*+= 的 第 7@@MF 和 <><MF，$+& 产 物 长 约

7W>MF，包含有 !"#$ 编码区 >7W 个碱基并在 >Z*末端

导入了一个 $%&[#酶酶切位点。该片段克隆至鉴

定 FJP58*) 载体后以 ’()"酶，$%&[#酶双酶切

1234O56* FJP58 质粒和 F"!#$*+= 质粒，回收酶切

片段后连接转化获得截短突变的 1234O56*F"!#$*
+= 质粒，质粒表达缺少 + 末端 5>6 个氨基酸残基。

测序结果与设计一致，转染 C.D0 细胞证明突变的

!"#$ 丧失了产生绿色荧光的能力。

图 > 四膜虫核酶的克隆和顺式剪接活性鉴定

#:/X > +D-;:;/ 0;[ H:?*?FD:H:;/ 0HI:L:I\
HS0,0HI.,:]0I:-; -G *)+"#(,-)&# ,:M-]\%.

(X $+& F,-[^HI -G *)+"#(,-)&# ,:M-]\%. /.;. G,0/%.;I（J：P’(

%0,Y.,， 5： $+& F,-[^HI ）X VX &.?I,:HI:-; [:/.?I:-; F0II.,; -G

,.H-%M:;0;I FD0?%:[ F"!J*,:M（5：G-,_0,[ :;?.,I FD0?%:[ H^I M\ P,0K，=：

,.L.,?. :;?.,I FD0?%:[ F"!J*,:M ）X +X ),0;?H,:FI:-; F,-[^HI -G

A:;.0,:].[ ,.H-%M:;0;I FD0?%:[ F"!J*,:M（5：I,0;?H,:FI:-; F,-[^HI -G

,.L.,?. :;?.,I FD0?%:[ F"!J*,:M，=：I,0;?H,:FI:-; F,-[^HI -G G-,_0,[

:;?.,I FD0?%:[ F"!J*,:M）X

$ "8 +,-. 反式剪接修复核酶质粒的构建

引物 12355 和 1235= 的设计位点分别为四膜

虫核酶的 W8 ;I 和 7@4 ;I 处，前者在引物序列中将

=@U &’( 前体外显子 5 对应的 K"U 序列更换为与

!"#$ 编码序列第 5<7 位对应的 K"U；后者包括核酶

>Z端剪接位点以及部分 !"#$ >Z端编码序列。扩增

出的 766MF 片段含有定位 !"#$ %&’( 剪接位点的

K"U 和核酶核心。引物 1235> 和 12357 的设计位

点分别为 F!"#$*+= 质粒的 86W MF 和 5785 MF 处，

1235> 序列为 1235= 的反向互补，$+& 结果应约为

@86 MF。以上 $+& 产物混合作为模板，12355 和

12357 为引物进行的 $+& 结果产生长度为 5686 MF
的 !"#$ 剪 接 修 复 核 酶 基 因。该 基 因 插 入 F&+*
+JN= 载体，插入核酶测序结果见图 7。序列符合设

计，其中 5 R 5@ 位为 !"#$ 剪接修复核酶的内部导

引序列组合，包括 5 R @ 位的 K"U 和 5= R 5@ 位的延

伸定位序列；5W R 76> 位为四膜虫 =@U &’( 一号内

含子，即核酶核心部分；767 R 56W8 位是 !"#$ 的 >Z
端序列，用于剪接替代异常 !"#$ 的 >Z端序列。

$ "9 利用截短的 +,-. 验证核酶的剪接修复作用
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细胞 外 反 式 剪 接 验 证 通 过 体 外 转 录 截 短 的

!"#$%&’()*+,-(./ 质粒和剪接修复核酶质粒 )01234(
156(.78/ 进 行。 混 合 以 上 转 录 产 物，以 !"#$%
!"#&9 为引物进行 :;(-.:，扩增到约 &’’’6) 的产

物，符合 *+,- 全长的分子量（,5< = 9）。为证明剪接

位点的正确性，将 -.: 产物连接 )+*7(; 载体后测

序，结果符合野生型 *+,- 序列。

图 9 构建完成的核酶基因序列

,5<=9 .>340?@0AB 156>CDEA <A3A 4AF?A3@A
& G H：AI0A345>3 4AF?A3@A 1AJA14AKD E20@LAB 0> 9’$(9&&，ML5@L 54 N>KK>M53< 0LA +OP(4)K5@53< 50A= &/ G &H（Q>KB）：0LA R+S 4AF?A3@A 1AJA14AKD E20@LAB 0> &TU(

&U930 >N *+,- E:VW= &X G 9’O（K>MA1@24A）：/HS 1:VW 5301>3 ! = 9’9 G &’XT（@2)502K）：OP(4AF?A3@A >N *+,-=

图 $ :;(-.: 鉴定 )01234(156(.78/ 的反式剪接活性

,5<=$ W442D >N 0LA 01234(4)K5@53< 2@05J50D >N
)01234(156(.78/ 6D :;(-.:

7：/Y’Z6 [VW K2BBA1；&：:;(-.: )1>B?@0 2E)K5N5AB N1>E !" #!$%&

01234@156AB 01?3@20 *+,- E:VW 23B 156>CDEA E5I0?1A= /：:;(-.:

)1>B?@0 2E)K5N5AB ?453< 0>02K :VW N1>E @AKK4 @>(01234NA@0AB M50L !"#$%

&’()+*,-(./ 23B )01234(156(.78/ =

将 )01234(156(.78/ 和 !"#$%&’()*+,-(./ 质粒

共转染 \AK2 细胞，提取总 :VW 以 !"#$%!"#&9 为引

物进行 :;(-.:，检测反式剪接核酶细胞内反式剪接

效果，结果证明细胞内同样具有野生型 *+,- 表达

（,5< =$），说明在细胞内有反式剪接作用。

通过荧光显微镜观察转染细胞的绿色荧光，可

见转染野生型 )*+,-(./ 细胞 $’] 具有强烈的荧

光，而转染截短突变质粒 !"#$%&’()*+,-(./ 者细胞

未见任何荧光，说明突变 *+,- 已经失去了发射绿

色荧光的能力。细胞共转染 !"#$%&’()*+,-(./ 和

)01234(156(.78/ 后，绝大多数细胞没有发现绿色荧

光出现，但在极少数细胞内可以检测到荧光，其比例

低于 &]，且强度较弱（,5< =H）。

图 H 荧光显微镜检观察转染 \AK2 细胞中反式剪接活性

,5<= H ,K?>1A4@A30 >64A1J205>3 >N 01234(4)K5@53< 2@05J50D 6D 01234NA@053< \AK2 @AKK4
^AN0：01234NA@0AB M50L )*+,-(./ )K24E5B；75BBKA：01234NA@0AB M50L E?0230 )*+,-(./ )K24E5B；

:5<L0：@>(01234NA@0AB M50L E?0230 )*+,-(./ )K24E5B 23B )01234(156 )K24E5B=
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! 讨论

基因治疗方法由于受到诸多因素的影响，在临

床实践中的效果尚不尽如人意，但对于其基础技术

的研究与探讨是酝酿突破的根本途径。剪接型核酶

能够在清除有害突变基因产物的同时恢复其正常功

能的生物活性分子，作用的靶分子和靶位点由简单

的碱基互补关系决定，易于认为改造设计，具有重要

的潜在应用前景［!］。本研究以典型的四膜虫 " 类内

含子核酶为基础材料，利用其核酶核心，以截短的

#$%& ’()* 为靶分子，探讨获得高活性修复核酶的

设计与构建方法，获得了具有一定活性的特异性核

酶载体。

剪接修复的原理是定点置换出 +,端 ’()*。绿

色荧光蛋白在人类细胞不存在，导入细胞后能够通

过荧光显微镜检术直接判断活性蛋白的存在，因而

被选用作为检验核酶剪接能力的模板。本实验设计

的突变 -#$%&./0 缺失了编码区 +123- 至 !453- 的

片段而不能表达正常 #$%&，作为修复模式分子能够

方便地提供检测手段。

有效剪接修复核酶须保证剪接产物 ’()* 的正

确性和达到一定的剪接效率。准确性的关键在于准

确的剪接位点、相关的 "$6 序列的设计［4］。本实验

在设计时，通过分析 $%& ’()* 的二级结构，将 7 89
的 "$6 锚定在 -#$%&./0 质粒的 :4189 的 ; 位点，并

采用第二个配对区，将核酶 +,端连接的 #$%& ’()*
进一步锚定于剪接部位，获得的产物序列符合要求

并在细胞内观察到了荧光。说明剪接型核酶的设计

是正确的。

实验结果未能得到高效率的修复 $%& 的表达。

细胞内核酶剪接修复涉及多种因素的影响，包括有

靶细胞的转染效率、核酶载体在细胞内的表达效率

和剪接位点募集的有效核酶产物浓度等重要指标。

实验中需要共转染两个质粒载体，难以对细胞内的

靶分子和核酶有效浓度进行准确控制，是一个重要

的原因，尤其是在进行体内实验时，需要更高的转染

效率的基因导入载体。绿色荧光蛋白表达效率可以

检测，但核酶载体的有效浓度未知，为研究核酶表达

效率对靶分子修复的影响，可能需要建立有效的表

达效率检测手段，进一步实验中应对表达的核酶进

行特异性标记，准确反映核酶在细胞内的有效浓度，

探讨表达产物量与修复效率的关系。另外虽然设计

"$6 序列和延伸互补序列能够准确定位剪接位点并

获得修复的靶基因产物，但由于靶 ’()* 位点附近

二级结构的干扰［:5］，可能所选择的位点并非具有最

佳的核酶募集效率。可选的方案是利用兼并的 "$6
文库［::］，针对较大范围的靶序列进行筛选，获得高

效结合位点后再根据情况设计特异的延伸互补序

列，提高靶位点底物.核酶的有效结合。
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