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!" 核酸酶作用与微环 #$% 分子的克隆策略
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（南开大学生命科学学院，天津 %$$$3!）

摘 要 米曲霉来源的 E! 核酸酶具有降解单链 F*G 或 H*G 的作用。在适当的条件下，该酶能将不同的环形 F*G
分子从超螺旋转变成开环和线形结构，对质粒 ?IJ!" 的实验证明，E! 核酸酶的这种转变作用与加入的酶量呈正相

关。在 #7!K 总反应体积中，按 !$$D= F*G 加入 7@ 至 !3@ 的 E! 核酸酶，能获得较高比例的线形 F*G。由于微环 F*G
分子太小，单酶切位点的出现率较低，很难用常规方式进行克隆，以 E! 核酸酶进行线形化是微环 F*G 克隆的途径。

?J% 是已知最小的真核生物线粒体 F*G 类质粒（7%3A?），经 E! 核酸酶线形化后，成功地克隆到 ?+F!104 载体上。
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在多数原核生物和一些真核生物中存在主基因组以外

的双链环形 F*G 质粒或类质粒［! M %］。研究这些额外遗传物

质的结构、功能及起源，不仅在探讨遗传物质的构成与生物

进化方面有重要的理论意义，而且为生物工程新载体的开发

提供可靠的依据和资源。为了研究这些分子的性质，首先必

须将其克隆到已知的载体上。通常采用限制性内切酶，将环

形目的 F*G 切成线形，然后与适当的载体连接。然而，对于

黄瓜线粒体类质粒 ?J% 这样的微环 F*G，一方面，核酸分子

本身较小，常见限制酶单酶切位点的出现率较低，另一方面，

F*G 的二级结构、修饰或其他未知原因对限制性内切酶的

活性也有抑制作用，使微环 F*G 难于被消化成线形和进行

克隆。所以，在这种情况下需要寻找新的克隆途径。

多年来，米曲霉（3&4%*1#,,)& (*25+%）来源的 E! 核酸酶对单

链 F*G 或 H*G 的降解功能被广泛关注，基于 E! 核酸酶的性

质开发了 E! 核酸酶保护分析法、双链 F*G 末端平滑化等多

种分子生物学技术。有文献报道，E! 核酸酶能在适当的条

件下，随机地在环形超螺旋 F*G 分子上单位点切开单链或

双链，使之转变成开环或线形［2］。然而，E! 核酸酶对超螺旋

F*G 分子的这种作用尚未引起普遍关注，只有少数研究组

利用其进行 F*G 形状分析［7 M 6］。

微环 F*G 分子的线形化是其克隆操作中的关键环节。

本文以 E! 核酸酶对环形 F*G 分子的作用为中心，探索并确

定环形 F*G 分子线形化的稳定酶反应条件，为难以被限制

性内切酶消化的微环 F*G 分子的克隆建立了一种新的方

法。

" 材料与方法

"&" 材料

?IJ!" 为标准质粒；微环 F*G 类质粒 ?J% 来源于“津研

四号”黄瓜（!)0)6#& &+/#7)&）黄化子叶线粒体，所用黄瓜种子

由天津市黄瓜研究所提供。

"&’ 试剂与酶

米曲 霉（ 3&4%*1#,,)& (*25+%）来 源 的 E! 核 酸 酶、?+F!104

&5.B’- 及随机引物标记试剂盒购自 4,N,H, O<’B5./D’(’=P 有限

公司；QG4R、F*G 聚合酶（4,S ?(@T）、U0=,( 及 VR4W 购自 E,D=’D
公司；42 F*G 连接酶购自华美生物工程公司；［"0%# R］QJ4R 购

自北京亚辉生物医学工程公司；三羟甲基氨基甲烷和琼脂糖

购自 R-’;5=, 公司。

"&( 质粒提取

参照文献［3］碱裂解法大量提取质粒 ?IJ!"；参照文献

［1 M "］提取黄瓜线粒体总 F*G，样品经 !X琼脂糖凝胶电泳

分离，切下类质粒 ?J% 泳带，按文献［!$］回收 F*G。

"&) !" 核酸酶作用

以无菌去离子水稀释 E! 酶至适当浓度；在 ?Y 2)6、#7!K
总反应体积中含有终浓度 $) $%;’(ZK JY%J[[*,、$) #1;’(ZK

*,J( 和 $)$!;’(ZK \DE[2，在 ## ] #%^条件下，酶与底物 F*G
反应 !7;<D 后，立即放入冰浴中，并加入 !!K $) 7;’(ZK :F4G
终止反应。



!"# 线形 $%& 的末端加尾

参照文献［!］，对线形 "#$ 进行末端加“%”反应。

线形 &’% ()*!+
,- . /01123（含 4+( 5 ） *!6
*7789:6 ;%<= ,-!6

（*0:!6）<>? "90@ ,!6
;;A(B 加至 *-!6

C!D (E ! C, F C(D (7GH! 酚:氯仿抽提，醋酸钠、无水乙醇

沉淀 &’%。

!"’ 探针标记

依据试剂盒说明，以纯化的黄瓜线粒体类质粒 "#$ 为模

板，按随机引物法合成带［"I$( =］标记的探针。

!"( )*+,-./0 杂交

按标准方法操作。

1 结果与讨论

1"! )! 核酸酶对 234!5 的线形化

J, 核酸酶是单链 &’% 或 K’% 的特异性降解酶，但不同

的酶量对底物的作用结果迥然不同，中等酶量可以在切口或

小缺口处切开双链 &’%，过量的酶可以将双链核酸完全消

化［,,］。在适当的条件下，J, 核酸酶能将#L,C! 从超螺旋转

变成开环和线形［!］。为了利用 J, 核酸酶对环形 &’% 的线形

化作用，寻找新的微环 &’% 分子的克隆途径，我们以 "M#,N
为材料，研究 J, 核酸酶的不同使用量与底物线形化效果的

关系，以确定最佳的 J, 核酸酶对环形 &’% 的线形化条件。

按材料与方法 ,)! 中介绍的条件提取 "M#,N &’%，经酚:
氯仿抽提去除蛋白质后将沉淀的核酸溶于无菌水中。在

(*!6 总反应体积中，按每 ,--H+ "M#,N &’% 加入 -) $0 至 ,C0
不同 J, 核酸酶的酶量进行消化，样品经 ,)(O琼脂糖凝胶电

泳进行分析。结果见图 , 所示：未经任何酶作用的 "M#,N
&’%（第 ,$ 泳道）出现超螺旋和开环两条泳带，超螺旋的量

明显较大。经 J, 核酸酶的作用，"M#,N &’% 的结构发生变

化，在 -)$0 和 -)P0 低酶量组（第 , 和 ( 泳道）可以观察到超

螺旋的量已经减少，开环结构明显增加，线形结构隐约可见；

当 J, 核酸酶的酶量加大到 ,0 至 ,C0（第 $ F ,, 泳道）时，随着

酶量的加大，超螺旋逐渐减少，线形开始显现并逐渐增加，开

环也呈增加趋势，超螺旋向线形和开环的转变与酶量呈正相

关。在每 ,--H+ "M#,N &’% 加入 *0 F ,C0 J, 核酸酶的酶量范

围内，能获得较高比例的线形 &’%。另外，经 J, 核酸酶作用

后所形成的线形 "M#,N，其迁移距离与限制酶消化的线形分

子一致，提示环形 &’% 分子经 J, 核酸酶作用后所形成的线

形结构基本保持完整。文献［!］根据 J, 核酸酶对#L,C! 的

作用结果指出，J, 核酸酶先随机地在一个位点切开双链

&’% 中的一条单链，将超螺旋转变成开环，再在开环的切口

处切开另一条单链，将开环转变成线形［!］。这说明经过 J,
核酸酶作用和电泳分离后形成锐带的线形分子，结构完整，

末端平滑，回收后可用于克隆。

图 , J, 核酸酶对 "M#,N 的作用结果

QG+) , J, H0R92>@2 ;G+2@SG8H 81 "M#,N &’% 7892R092@

T92RS38"E832@G@ U>@ ;8H2 UGSE , )(O >+>38@2 +29 ) 6>H2@ , F ,, U232 98>;I

2; UGSE &’% @>7"92@ >1S23 J, H0R92>@2 ;G+2@SG8H) <E2 >780HS 81 2HVW72

>;;2; "23 ,--H+ &’% U>@ - )$0，-)P0，,0，,)*0，(0，( )*0，$0，!0，

*0，,,0 >H; ,C0，32@"2RSGX29W) 6>H2@ ,( U>@ 98>;2; UGSE &’% @>7"92

>1S23 !"#K$ ;G+2@SG8H) 6>H2@ ,$ U>@ 98>;2; UGSE &’% @>7"92 H8S S32>SI

2; UGSE >HW 2HVW72@) 4 U>@ &’% 7>3Y23 ) ###，B# >H; 6 32"32@2HS@ R8I

X>92HS9W R98@2; RG3R92，8"2H RG3R92 >H; 9GH2>3 R8H1837>SG8H，32@"2RSGX29W

1"1 黄瓜线粒体类质粒 246 的线形化

上述结果表明，在适当的酶量范围内，J, 核酸酶能将微

环 &’% 从超螺旋转变成线形结构。黄瓜线粒体类质粒 "#$
为 **-Z" 左右的双链环形 &’% 分子，是目前已知最小的真核

生物线粒体 &’% 类质粒［$，*，,-］。由于类质粒 "#$ 的分子较小

以及未知的二级结构和其他因素的影响，本研究室曾对纯化

的 "#$ 进行了大量的限制酶单酶切实验，均未成功，所以无

法进行常规的克隆。因此，选择 J, 核酸酶对 "#$ 进行线形

化。参考 J, 核酸酶作用 "M#,N 的反应条件，在 (*!6 总反应

体积中，含有约 (--H+ 的超螺旋 "#$，加入 !*0 和 ,*0 J, 核酸

酶分别进行实验。图 ( 显示，在 ,*0 J, 核酸酶实验组中，超

螺旋主要转变成线形，但仍可见少量开环。在 !*0 J, 核酸酶

实验组中，超螺旋和开环完全消失，只可见少量的线形结构，

说明酶量有些偏大；经 J, 核酸酶作用形成的线形带很锐，表

明在这个泳带中的 &’% 长度均一，可以直接克隆这种线形

"#$。

1"6 246 克隆

超螺旋 "#$ 经过 J, 核酸酶线形化作用后，以 () *O琼脂

糖凝胶电泳进行分离，回收线形 &’%。为了有效地将线形

"#$ 与载体连接，按方法 ,) * 对线形 "#$ 进行加“%”。连接

反应按 "4&,[I< \2RS83 产品说明进行。以 ! ) "#$% ]4,-N 为受

体菌，蓝白斑筛选重组子；使用限制酶 !"#K$和 &’($双酶

切重组子，酶切下的插入片段带有 !*Z" 的一段载体序列，图

$>的电泳结果显示，插入片段的迁移位置与预计的相符。

为了进一步鉴定阳性克隆，以纯化的黄瓜线粒体 "#$ 为模板

合成探针，进行 J80SE23H 杂交。图 $Z 显示，酶切的插入片段

被探针杂交，表明克隆的外源片段是 "#$，核酸序列测定其

长度为 *$CZ"，也与预期结果一致。"#$ 的序列已被 ^2H/>HY
收录（收录号：%Q*((,N*）。

,!(( 期 白艳玲等：J, 核酸酶作用与微环 &’% 分子的克隆策略



图 ! "# 核酸酶对 $%& 的作用

’()* ! +(),-.(/0 /1 $%& +23 45 "# 0678,9-,
"9:$8,- ;,<, 90985=,> 45 ! * ?@ 9)9</-, ),8 ,8,7.</$A/<,-(-* # 90> & *
"9:$8,- >(),-.,> ;(.A B?6 90> #?6 "# 0678,9-,，<,-$,7.(C,85；!* -9:$8,
0/. .<,9.,> ;(.A 905 ,0=5:,-；D* +23 :9<E,< * %%%，F% 90> G <,$<,H
-,0.- 7/C98,0.85 78/-,> 7(<78,，/$,0 7(<78, 90> 8(0,9< 7/01/<:9.(/0，<,-$,7H
.(C,85

图 & $%& 重组子鉴定

’()* & I>,0.(1(79.(/0 /1 <,7/:4(090. $%& +23 78/0,
J8,7.</$A/<,-(- ;9- >/0, ;(.A # *!@ 9)9</-, ),8 * G90, # (0 &（9），&（4）

90> &（4K）9<, 988 8/9>,> ;(.A .A, ./.98 +23 /1 7676:4,< :(./7A/0><(6:*
G90, !：<,7/:4(090. $%& -9:$8, 91.,< >(),-.(/0 ;(.A !"#L! 90> $%&! *
MA, 9<</; (0>(79.,- .A, (0-,<.,> 1<9):,0. 76. >/;0 45 <,-.<(7.(/0 ,0=5:,-*
4K (- .A, "/6.A,<0 A54<(>(=9.(/0 <,-68. /1 4 * D：+23 :9<E,<（+G!NNN）*
%%% 90> F% <,$<,-,0.- 7/C98,0.85 78/-,> 7(<78, 90> /$,0 7(<78, 7/01/<:9H
.(/0，<,-$,7.(C,85

根据测定的核酸序列，用已知的单切点限制酶消化类质

粒 $%&，仍未切开该分子。序列分析表明，$%& 分子上存在大

量重复序列，这提示，+23 的二级结构以及可能存在的某些

未知修饰抑制了限制性内切酶的作用，使以限制性内切酶线

形化为基础的分子克隆无法实施。对于难以用内切酶线形

化的双链微环 +23 分子，尤其是像线粒体类质粒那样需经

纯化的少量样品，采用以 "# 核酸酶线形化为基础进行克隆

是省时而有效的途径。
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更 正

在本刊 GDDG，"Z（[）：[BZ \ FDG，论文“日本血吸虫中国大陆株 G"XFO5 蛋白编码基因的克隆和表达”的第三位作者英文

名字应为张亮，全部作者英文名字为：Q:6 Y(LP’.，I:6 Q.(,LQ.(,，]^76U I.(#4，V@ ];.L_.(#4，‘@ M.(#4LV$，]^a@ Y$(#L
A,#4，A7: Y,$LP.#。特此更正。我们对由此给张亮先生造成的不便致以歉意。
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