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生物技术与方法                                                               

基于核酶技术的人线粒体色氨酸 tRNA的高效转录及其

活性鉴定 
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摘  要: 利用 T7 RNA 聚合酶(T7 RNA polymerase, T7 RNAP)的体外转录方法因其简便、高效而在 RNA 制备中得到广

泛应用, 但该法由于 T7 RNAP 的启动子跨越转录起始位点而会导致转录产物多出附加序列; 如果去掉 T7 启动子的转录

起始位点, 则会严重降低 T7 RNAP 的转录活性。本实验很好地消除了以上弊端, 将 T7 RNAP 的高效转录系统与核酶高

度专一的自剪切技术相结合, 成功构建了一种不影响转录效率的体外转录方法, 而且转录后核酶能够在设计的特定位

点进行自剪切并释放出目的 RNA, 得到了活性达 113.6 pmol/µg 的人线粒体色氨酸 tRNA(HmtRNATrp (UCA))。该方法转录

效率高、重复性好, 适合 RNA 的大量精确制备。 
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High-level transcription of human mitochondrial tRNATrp 
based on ribozyme and characterization on its aminoacylation 
activity 
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Abstract: In vitro transcription systems with T7 RNA polymerase (T7 RNAP) were widely used in preparation of RNA 

because of their simplicity and high efficiency. The transcripts would have additional 5 sequence since T7 promoter spans the 

transcription start site, while deletion of the transcription start site would severely reduce the T7 RNAP transcriptional activity. 

We successfully developed an in vitro transcription by combining of T7 RNAP high efficient transcription system and highly 

specific self-splicing technology of ribozymes, in this system, ribozyme self-splices at the designed specific site and releases 

the aim RNA without affecting transcription efficiency of T7 RNAP, the aminoacylation activity of human mitochondrial 

tRNATrp (HmtRNATrp (UCA)) is 113.6 pmol/µg. This method with its high efficiency on transcription and good repeatability is 
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very suitable for preparation of accurate RNA in large scale. 

Keywords: transcription in vitro, ribozyme, human mitochondrial tRNATrp 

tRNA 基因突变导致疾病发生的分子机理是当

前 研 究 的 热 点 问 题 [1], 研 究 表 明 人 线 粒 体

tRNATrp(HmtRNATrp (UCA))基因的点突变会导致发育

迟缓、脑病、肠胃综合症等疾病[2-5], 为深入研究突

变对 HmtRNATrp (UCA)生物学活性的影响, 需建立一

整套人线粒体色氨酰 tRNA 合成酶 (HmtTrpRS)与

tRNATrp 的 识别系 统 , 因此获 得 大量纯 化 的

HmtRNATrp (UCA)及其突变体是研究必备条件。 

但在以体外转录的方法制备 RNA过程中, 噬菌

体 T7 RNAP的启动子跨越转录起始位点, 且严格保

守 , 通常需以 5-GGG 起始 , 这样虽然保证了 T7 

RNAP的转录活性, 但转录出来的产物 RNA以启动

子固有的转录起始位点作为开端, 与实际需要的目

的RNA不符, 为保证目的RNA的准确性, 简单的方

法就是去掉启动子中的转录起始位点 5-GGG, 但又

会导致 T7 RNAP的转录活性急剧下降, 在实际研究

中, 刚好以 5-GGG 作为起始位点的 RNA 极少, 比

如 本 实 验 中 就 需 要 转 录 以 5-AGA 起 始 的

HmtRNATrp (UCA)。因此本研究对传统的体外转录方

法做了一些改进, 将T7 RNAP的高效性与目的RNA 

的精确大量获得很好结合在一起, 成功设计了带 5

锤头核酶结构的 HmtRNATrp (UCA)基因, 通过转录后

核酶能够在特定位点进行自剪切并释放出正确目的

tRNA的方法, 并得到了高活性的 HmtRNATrp (UCA)。 

1  材料和方法 

1.1  菌株和质粒 

受体菌大肠杆菌 Escherichia coli DH5α和质粒

PMD18-T均购自 TaKaRa公司。 

1.2  酶和试剂 

限制性内切酶 BstN I购自 New England Biolabs

公司, 核酸分子量标准、T4 DNA连接酶、dNTPs和

Ex Taq DNA 聚 合 酶 购 自 TaKaRa 公 司 ,  

RiboMAXTM Large Scale RNA Production System-T7

购自 Promega 公司 , L-[5-3H]色氨酸为 Amersham 

Pharmacia公司产品, L-色氨酸购自 Gibco BRL公司, 

Ni-NTA agarose购自 Qiagen公司, HmtRNATrp (UCA)

基因和引物由 Invitrogen公司合成, 丙烯酰胺和甲叉

双丙烯酰胺购自 BBI, 其他化学试剂均为国产分析

纯。 

1.3  方法 

1.3.1  能特异性切割出目的 HmtRNATrp (UCA)的核酶

的设计 

根据 Haseloff[6]等提出的锤头状核酶的设计原

则 , 结合以往实验经验 , 并用 pcFOLD 软件进行

RNA 二级结构预测, 设计出锤头状核酶。设计的锤

头状核酶含有 33个核苷酸, 其中包括 22 nt 催化核

心和 11 nt (5 5 nt – 3 6 nt) 侧翼反义序列。核酶序

列为 5-ATTTCTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAA 

ATAGT-3(划线部分为核酶与底物互补的侧翼)。 

1.3.2  带有核酶结构序列的 HmtRNATrp (UCA)基因的

克隆(图 1) 

通过搜索数据库 http://www.staff.uni-bayreuth.de/ 

~btc914/search/index. html得到野生型 HmtRNATrp 

(UCA)基因序列, 人工合成该基因 5-AGAAATTTA 

GGTTAAATACAGACCAAGAGCCTTCAAAGCCC 

TCAGTAAGTTGCAATACTTAATTTCTGCCA-3, 
针对 HmtRNATrp (UCA)和核酶结构的特点设计合成如

下引物。 

引物 1: 5-ATTTCTCTGATGAGTCCGTGAGG 

ACGAAATAGTACTCACTATTAGAAATTT-3； 

引物 2: 5 -CTCTAATACGACTCACTATAGGGA 

TTTCTCTGATGAGTCCGTGAG-3, 方框所示部分

为 T7启动子； 

引物 3: 5-GCCTGGCAGAAATTAA-3, 下划线

部分为 BstN I 酶切位点。 

采用二步 PCR 法, 第 1 步 PCR 用引物 1 和

3, 以合成的野生型 HmtRNATrp (UCA)基因作为模板, 

反应条件为: 94oC 5 min; 94oC 30 s, 48oC 25 s, 72oC 

20 s, 30个循环; 72oC 10 min。这样在 tRNA基因的

5和 3端分别加上了核酶结构和 BstN I 酶切位点

5-CCTGG-3, 第 2步 PCR用引物 2和 3, 以第 1次

PCR 产物作为模板, 反应条件同第一步, 这样, 在 
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图 1  带有 T7 启动子和锤头核酶基因的 HmtRNATrp (UCA)基因重组质粒构建 
Fig. 1  Construction of the recombinant plasmid of HmtRNATrp (UCA) gene. 

 

第 1次 PCR产物的 5端增加了 T7启动子 5-CTCT- 

AATACGACTCACTATAGGG-3。第 2 次 PCR 产物

通过 T4 DNA 连接酶连接到 PMD18-T 载体中, 转

化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞, 涂平板, 挑选阳性

克隆, 送上海 Invitrogen生物技术公司测序。同时设

立无核酶结构对照组, 直接以不跨越转录起始位点

的 T7启动子 5-CTCTAATACGACTCACTATA-3 (引

物 5)和引物 3 为引物, 以野生型 HmtRNATrp (UCA)基

因作为模板进行 PCR扩增, 克隆测序。 

1.3.3  HmtRNATrp (UCA)的体外转录及核酶自动剪切

得到目的片段 

以测序正确的质粒为模板进行 PCR扩增以制备

转录模板 DNA, 为增加酶切片段的长度, 便于电泳

鉴定, 重新设计了一条与载体质粒 PMD18-T互补配

对的引物 4, 碱基序列位于目的片段插入下游, 为: 

5-TGCCTGCAGGTCGACGATT-3, 采用引物 2 和

引物 4, 扩增后片段为 159 bp, 目的片段割胶回收, 

在 60oC, BstN I 酶切 4 h产生 CCA末端, 用酚: 氯

仿: 异戊醇(25: 24: 1, V/V/V)抽提去蛋白, 然后用乙

醇、醋酸铵沉淀, 得到长度为 139 bp的带有核酶结

构基因序列的转录模板用于转录。对照组采用引物

5和引物 3进行扩增后用于转录。 

100 µL转录体系中含有: 1 µg 经 BstN I酶切的

含核酶结构基因和HmtRNATrp (UCA)基因的转录模板,     

40 mmol/L Tris-HCl(pH 8.0), 15 mmol/L MgCl2,    
5 mmol/L DTT, 500 mg/L BSA, 1.5 mmol/L dNTPs,  

40 U RNasin, 200 U T7 RNAP。该反应物在 37oC保

温 4 h。然后加入 l0 U DNase, 37oC保温 30 min以水

解 DNA模板。转录产物经含 8 mol/L尿素的 16%聚

丙烯酰胺凝胶电泳, 电泳结束后不需染色直接在紫

外灯下割胶纯化[7]。 

1.3.4  HmtRNATrp (UCA)色氨酰化活力测定 

在进行氨酰化反应之前, 转录产物于 94oC加热

2 min, 然后缓慢退火至室温 , 以便使 HmtRNATrp 

(UCA)形成正确的高级结构。人线粒体色氨酰 tRNA合

成酶(HmtTrpRS)已由本实验室成功表达和纯化。 

HmtRNATrp (UCA)色氨酸接受活力用 HmtTrpRS 

(比活力为 3821.85 U/mg)进行测定, 氨酰化反应条

件为: 50 μL反应体系包含 4 mmol/L ATP、 1 mmol/L 

DTT、 1 μCi L-[5-3H]色氨酸、6 μmol/L色氨酸,   40 

mmol/L MgAc2和 140 mmol/L Tris-HCl(pH 7.8)。通

过测定一系列时间的产物量确定初速度。 

滤纸片先用 1 g/L 色氨酸溶液浸泡过夜以竞争

性地降低本底 , 临用前烘干。反应后取 20 µL 

HmtRNATrp (UCA)色氨酰化反应液点样, 用 l00 mL冰
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预冷的 50 g/LTCA(含 0.05％色氨酸)洗涤 3次, 再用

l0 mL 95%乙醇及无水乙醚各洗涤 1次。滤纸干燥后

在 Wallac 1490液闪计数器上对[5-3H]-色氨酸计数。

以反应体系中的底物浓度与对应的酶促反应速度为

参数, Line-Burk作图法计算 HmtRNATrp (UCA)的动力

学常数。色氨酸氨酰化活力单位(pmol/g)定义为每

微克 tRNA可接受色氨酸的皮摩尔数。 

2  结果 

2.1  带有核酶结构的野生型 HmtRNATrp(UCA)基因

的质粒构建 

71 nt 野生型 HmtRNATrp (UCA)基因进行第一步

PCR扩增后, 产物为 117 bp; 第二步 PCR扩增产物

长度为 140 bp。PCR产物经 1%琼脂糖电泳, 在紫外

凝胶成像系统下可见明亮清晰条带(图 2)。经两步

PCR扩增, 在 5端依次加上了核酶结构和 T7启动子, 

在 3端加上了 BstN I 酶切位点。第 2 次 PCR 产物

连 接 到 PMD18-T 载 体 中 ( 命 名 为 PMD18-T- 

HmtRNATrp (UCA)), 转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞, 

测序结果证实插入序列与设计的完全相符。 

 

图 2  第一次和第二次 PCR 扩增产物鉴定图 

Fig. 2  PCR products analysis. M: DNA marker; 1: the first 
PCR products of human mitochondrial tRNATrp, 117 bp; 2: the 
second PCR products of human mitochondrial tRNATrp, 140 bp. 
 

2.2  转录前 PCR 扩增及酶切结果 

转录前模板需经 BstN I 酶切以产生 tRNA 的

CCA 末端, 为增加酶切片段长度便于电泳检测, 采

用引物2和一条与载体质粒PMD18-T互补配对的引物

4, 以测序正确的重组质粒 PMD18-T- HmtRNATrp (UCA)

为模板进行 PCR扩增, 扩增后片段为 159 bp, 目的

片段割胶回收, 在 60oC, BstN I 酶切 4 h产生 CCA

末端, 用酚: 氯仿: 异戊醇(25: 24: 1, V/V/V)抽提去

蛋白, 然后用乙醇、醋酸铵沉淀, 得到长度为 139 bp

的带有核酶结构基因序列的转录模板用于转录。

1.7%琼脂糖凝胶电泳, 目的条带正确(图 3)。 

 

图 3  PCR 产物和 BstN I 酶切结果 
Fig. 3  PCR products and restriction enzyme digestion analysis. 
M: DNA marker; 1: products digested with BstN I, 139 bp; 2: 
PCR products, 159 bp. 
 

2.3  体外转录及核酶自剪切释放目的片段

HmtRNATrp (UCA) 

如图 4 所示, 锤头状核酶位于 T7 启动子下游, 

含有 33个核苷酸, 其中包括 22 nt活性中心和 11 nt 

( 5 5 nt – 3 6 nt) 侧翼反义序列。 

测序结果表明构建的核酶基因序列与设计的序

列完全一致, 利用 BstN I线性化后的模板转录后自

剪切产物应包含 2个条带: 目的 HmtRNATrp (UCA))长

度为 71 nt, 附加片段 48 nt, 但是转录结果显示体外

转录物除了以上 2 个条带外, 还有另一 119 nt 条带

(图 5), 其为未自剪切的 119 nt 转录产物, 条带明显

弱于目的 HmtRNATrp (UCA))的 71 nt条带, 表明大部分

转录产物自剪切成功。对照组未见任何条带。本实验

结果不需任何染色直接在紫外灯下观察即可看到明

显条带, 说明转录效率较高, 但在该条件下对各条带

回收后的含量进行测算, 核酶自剪切率为 85.6%。转

录产物自剪切后释放出目的 tRNA, 证明本实验的设

计是正确的。 

取 71 nt处的目的条带割胶纯化用于氨酰化活力测

定。1 µg转录模板转录后, 得到 100 µg HmtRNATrp (UCA) 

(图 6)。 

2.4  HmtRNATrp(UCA)动力学常数测定   

HmtRNATrp (UCA)色氨酰化反应动力学常数测 

定中, 反应总体积为 50 µL, 200 nmol/L HmtTrpRS,



1736    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech            November 25, 2009  Vol.25  No.11 

  

Journals.im.ac.cn 

 

图 4  锤头状核酶结构及剪切位点示意图 
Fig. 4  Schematic representation of the hammerhead ribozyme. Arrow indicates the cleavage site. 

 

 

图 5  转录后核酶自剪切产物电泳图 
Fig. 5  Transcription products. 1: control group; 2: trial group. 

 

tRNA 的浓度变化为 0.1 ~1.8 μmol/L。 

纯化的 HmtRNATrp (UCA)在 HmtTrpRS 催化下

其氨酰化活力达 113.6 pmol/µg。 

3  讨论 

基于 T7 RNAP 及其强启动子之间识别的特异

性而建立起来的高效转录系统, 已在 RNA结构与功

能研究中广泛应用[8-9]。但从现有的研究中可以发现, 

不严格以 T7启动子固有序列作为启动子的转录, 其

效率较低, 目的 RNA的产量只有模板的几倍[10], 这

在一定程度上限制了 RNA 结构与功能研究中对目

的 RNA的大量获得。因为, T7 RNAP的高效性是建

立在对 T7启动子高度特异性的基础之上的[11], T7启

动子含有 23 个高度保守的碱基序列17→+6, 分为

2 个结构域,−16→−6 和−6→+6, 更重要的是, 它跨 

 
图 6  野生型人线粒体 tRNATrp 结构图 
Fig. 6  Wild-type human mitochondria tRNATrp. 

 

越转录起始位点, 特别是+1 位到+3 位的 3 个 G(图

4),对 T7 RNAP 酶活性起着关键作用 , 因为 T7 

RNAP N端的组氨酸、赖氨酸等活性区域分别与 T7

启动子的+1 位、+2 位和−14 位、−4 位结合[12-14]。

而且, 研究还发现当+1位的 G突变后, T7 RNAP的

转录效率丧失了 1/2[15], 当+3位的G突变后, 转录效

率只为原来的 3/4[16], 因此转录起始位点的 5-GGG

是保证 T7 RNAP的转录活性所必需的。所以本实验

T7 启动子的设计保留了转录起始位点后面+1→+3

位的 3个G, 以便更好地保留 T7 RNAP的转录活性。 

但是, 这样转录出来的 tRNA 5端必然带有附
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加额外序列, 严重影响目的 tRNA的精确性, 由此根

据核酶能够在特定位点进行专一性剪切的特点设计

了锤头核酶结构, 转录之后 RNA可以自剪切切去多

余的 RNA, 同时释放目的片段。核酶的基本组成包

括中间极为保守的核苷酸序列(活性中心)和两端的

侧翼序列。核酶活性中心决定了核酶的切割活性 , 

是高度保守的序列, 而侧翼序列则决定着核酶识别

的特异性。人们发现在保证碱基互补的前提下, 改

变侧翼序列中核苷酸的序列并不影响核酶的催化功

能, 这一特性使核酶有可能成为特异性切割目的基

因的又一有效工具, 人们可以根据不同的底物设计

成具有针对性的核酶。根据靶 RNA的序列, 确定核

酶的识别区系列, 设计侧翼反义序列并加入高度保

守的活性中心, 以形成完整的核酶结构, 结果表明

设计的核酶具有较高的体外切割活性, 证明该方法

精确得到了高活性的 HmtRNATrp(UCA)。  

本实验结果显示转录产物有 3个条带, 1条为转

录后未自剪切的总片段 , 另 2 条分别为目的条带

HmtRNATrp(UCA)和多余片段 , 且目的条带明显强于

未剪切条带, 表明大部分转录产物自剪切成功。本

实验结果不需任何染色直接在紫外灯下观察即可看

到明显紫外吸收条带, 说明转录效率和剪切效率均

是相当高的, 1 µg 转录模板转录后, 得到 100 µg 

HmtRNATrp (UCA)所得目的 RNA, 达到了模板的 100

倍。对各条带回收后的含量进行测算, 核酶自剪切

率为 85.6%, 没有达到理想的 100%, 研究表明 [17], 

剪切温度与时间对核酶的切割活性影响较大, 50oC

时核酶的切割活性比 37oC时高得多, 除了结构的影

响外 , 作为金属酶的核酶 , 二价金属离子特别是

Mg2+也是核酶作用的重要条件。因此在以后的实验

中还可以对转录后切割条件做进一步探索, 提高切

割效率, 最大限度地得到目的 RNA。 

以上结果说明本实验建立了较为理想的体外转

录反应条件, 从而可以进一步扩大反应体积, 制备

出足量的 tRNA, 应用于结构与功能的研究, 该方法

同样可以用于其他 RNA的体外转录制备。 
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本书共分为九章，第一章主要分析了中国

外来有害生物入侵现状、发生与发展趋势；

第二章重点介绍了中国最具危害性与威胁性

的 20 个农林入侵物种的分布与危害以及核

心研究问题；第三章在因子分析及典范对应

分析的基础上，深入剖析了外来有害生物成

功入侵的因素；第四章应用不同的分析模式，

评估了生物入侵对经济、生态与社会的影响；

第五章重点构架与解析了中国生物入侵基础

与应用研究的体系与模式，提出在基础理论

研究方面需要重点关注的科学问题，简要介

绍了现阶段基础与应用研究的主题项目及代表前沿性研究的核心成果与突出亮点；第六章以典型农林入侵

物种（病虫草）为对象，系统地归纳与总结了其入侵机制、扩张与暴发的生态学过程、与本地种的竞争与

互作的关系以及对生态系统产生的影响等；第七章从预防预警、检测监测、应急处理、持续防控的技术与

方法的角度，系统性总结了生物入侵防控技术的研究与发展；第八章从管理到研究等不同层面，提出了一

些应对生物入侵的建议；第九章有针对性地提出了基础理论与防控技术的创新需求。 

本书适合于从事生物入侵、生物多样性、生态安全、动植物检疫、植物保护与环境保护等领域的科研

人员、大专院校师生以及行政管理人员等使用。 
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