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特异切割!"#脂加氧酶$%&’的核酶

体外活性及动力学研究

刘灿辉 孙仑泉" 田 波""

（中国科学院微生物研究所 北京 !$$$1$）

摘 要 根据锤头状核酶（456&7/89）的作用模式，设计、合成并克隆了特异性切割!#2脂加氧酶（!#2:;）84)<的

核酶基因。以合成的#=个核苷酸长的!#2脂加氧酶4)<片段为底物与转录的核酶4)<一起保温检测其体外切

割活性。实验结果表明，在>?@保温时，核酶在体外对!#2脂加氧酶具有较高的特异切割活性，其38值为!>$$
,8&’／:，其4A+B值为$C$1>／85,，在=$@保温时，核酶具有很高的切割活性，其4A+B值为$C>!／85,。
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核 酶 是 小 分 子4)<，能 特 异 性 地 催 化 切 割

4)<分子，因此具有阻断基因表达的巨大潜力。近

年来，利用核酶的这种功能来设计能切割一些病原

性4)<E的核酶。曾报道有在细胞内切割爱滋病毒

4)<的核酶［!］。我们曾得到对FGH%I有高度抗性

的核酶转基因马铃薯系［#］。心血管疾病是引起人

类死亡 的 首 要 原 因。血 小 板 型!#2脂 加 氧 酶（!#2
:;）能将氧分子插入到花生四烯酸的碳2!#上，形成

!#2羟基花生四烯酸过氧化物，激活!#2:;对引起高

血压和增加血管紧张素!有重要作用。把特异切割

!#2:;的核酶基因转入活细胞中，有可能达到防治

心血管病的效果。

! 材料和方法

!(! 特异切割!"#)*$%&’的核酶的设计

J+E9’&KK等人［>］提出锤头状核酶催化切割4)<
的模式由三部分组成，即包含与切点相邻的保守序

列LMN的底物4)<、高度保守的序列构成的核酶

二级结构催化区、与底物4)<配对的识别区。首

先确定与切点相邻的保守序列LMN位点，即切割

位点区域，我们选择!#2:;包含第0#核苷酸处的

LMN在内的一段序列为靶4)<，根据靶4)<的序

列，确定核酶的识别区序列，并加入高度保守的具有

切割活性的一段序列，即构成具有切割活性的核酶，

长度为3"个核苷酸，其=O端和>O端的配对长度均

为!#个核苷酸。

!(" 核酶基因的合成及克隆

根据所设计的核酶序列，确定核酶单链脱氧寡

核苷酸的序列，利用P9AQ8+,R)<合成仪合成了

该基因的两条寡核苷酸链。通过H3多核苷酸激酶

的作用，核酶基因两条寡核苷酸链的=O端磷酸化，

退火，得到双链R)<。以5+,S酶解TLUV2>WK（X）

成粘端，并用碱性磷酸酶去磷酸化。核酶基因R)<
与TLUV2>WK（X）连接的条件为#$88&’／:H.5E·N’

（TJY?C"），!$88&’／:VZN’#，!$88&’／:RHH，

$C"88&’／:<HF，受体菌为RJ="，感受态细胞的

制备采用N+N’#处理的方法，把连接产物加入到感

受态细胞中，置于冰浴中>$85,，3#@热击0$E后，

向其中加入:P培养基，>?@保温"$85,，转化细胞

涂布于含氨苄青霉素（!$$8Z／:）X[2Z+’XSFHL
的:P平板上，>?@培养过夜。挑选白色克隆，提质

粒，通过酶切鉴定筛选阳性克隆。由>?><2!1R)<
自动测序仪测定R)<序列。

!(+ !"#)*底物%&’的标记

长度为#=个核苷酸的!#2:;底物4)<，序列

为 MNMMNMNNLLLMNLM<N<<NNLNLM，用［.2
>#F］2<HF标记=O端，反应体系为：$C=,8&’底物，

=#:［.2>#F］<HF，##:H3\5,+E96-KK9.，!$单 位






