
第 2 1卷 第 1期
2 I J〕年 1月

华南农业大学学报
Jo:

iml a
o

f Sol ui
l C I五n a

A幼
e

l utr ul j t an iv er s it y

V
ol

.

2 1
,

N o
.

Jan
.

2 (XX )

文章编号
: 1X() 1 一 4 l l x (2 (拟 ) ) 0 1 一 X() 86

一
以

核酶及其分子药物设计与应用

侯学文 ` ,

郭 勇2

( 1华南农业大学资源环境学院
,

广东 广州 51 仪讲2 ;2 华南理工 大学生物 工程系
,

广东 广州 51 (万落1 )

摘要
:
核酶 ( ir bo 军”

11e

)是 80 年代初期发现的具有自催化活性的 NR A 片段
.

从核酸水平来破坏对人体不利的基因 (包

括自身突变及外源微生物
、

病毒等 )在人细胞内的表达
,

这是一种 比较专一
,

且对人体危害相对较小的一种治疗方

式
.

经过改构的核酶不仅能起顺式 (
。 is )作用

,

更重要的是也能以反式 ( 拓哪
话

)作用
,

这样就使得人们能够设计出针

对 RN A 的各种具有治疗作用的核酶
.

该文着重介绍具锤头型结构域和发夹型结构域的 2 类核酶的设计
,

及应用核

酶作为治疗药物所要考虑的一些问题
.
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1 核酶的研究概况

在 80 年代以前
,

人们在生物体 内发现 的酶无一

例外都是蛋 白质
.

ce ch 等 [` 〕发现 四膜虫 的 26s
r RNA

可以 自催化剪接成为 1L 9 R卜;A lA tn l a l l
等相继报道 了

大肠杆菌中 RN A 前体加工的 RN as e P (由 20 % 蛋 白

质及 80 % R人A 构成 )
,

将其中的蛋 白质去除
,

并相应

提高 M扩
十

浓度
,

结果 RN A 部分表现出了与全酶相似

的催化活性
.

c ec h图又进一步发现 1L 9 RN A 在一定条

件下能够以高度专一的方式催化寡聚核糖核昔酸底

物的切 割与 连接
,

说 明它 同 时具有核 糖 核酸 酶和

NR A 聚合酶活性 ; 还发现 1L 9NR A 还要 求高度底物

专一性
,

符合米氏动力学
,

对竞争性抑制剂敏感等米

氏酶作用特征
.

至此
,

具催化活性的 RN A 也被当做

酶来看待了
,

称作核酶 ( ir lX吃 ” 们e
)

,

随着研究工作的深

人
,

证明核酶不仅具有核糖核酸酶的剪切功能
,

而且还

具有核酸聚合酶的聚合作用
.

天然 的核酶主要有工类

内元
,

且类内元
,

发夹型核酶
,

锤头型核酶
,

而且均为自

体催化
.

利用基因工程技术
,

保 留核酶的核心作用区

域
,

现已成功地构建出了具异体催化作用的核酶
.

对病毒及 致病菌的治疗
,

要 获得专一杀灭病原

体
,

却对人机体没有任何伤害的成功的疗法
,

其中的

关键是要找到病原体生命活动过程中特异的生命代

谢过程
.

在这一特异代谢点上设计出专一的化学药

物
,

以期达到只杀灭病原体而对人 机体没有任何药

害的 目的
.

但 因这类特异代谢点并不多见
,

且 化学

药剂的效用是多方 面的
,

因此设计 出来 的化学 药物

都或多或少地对人体有一定副作用
,

鉴于此
,

人们

逐渐将 目光转 向生化药物
,

因为生化药物 天然存 在

于体内
,

用量少而疗效高
,

颇受药物学家重视
.

核酸

类药物是生化药物 中重要的一员
,

基 因治疗中所用

的正常基 因片段 以 及反义片段
,

就属核 酸类药物
.

基因治疗是一个较 大课题
,

在此不拟详述
.

反义技

术要求反义 片段与作用对象以 1 : 1 比例结合
,

虽然

也取得了一些成就 s[]
,

但应用于药物前景不是很大
.

核酶近年来异军 突起
,

在作为新药治疗涉及外源致

病基因侵人及 自身基 因突变 的疾病上
,

具有其它药

物所不具备的优点
.

在 4 种核酶中最有应用前景的

核酶是锤头型核酶 ( h

~
ht e ad d o l n a in) 和发夹型核

酶 ( ha i甲 in d o l l l a in)
,

下面分别予以详细介绍
.

2 两种类型核酶的设计准则

锤头型核酶首先发现于植物病毒颗粒内和水螺

卫星 DN A 转录物 中
.

在 自然界 中
,

核酶都在分子内

起作用
,

即核酶 的酶活性区域与作用底物 GU C 序列

在同一条链上
.

该型核酶识别 GU C 序列
,

切割点在

GU C3
`

端
,

裂解后 形成 5
’ 一

经基和 2’
,

3
’ 一

环磷 酸醋末

端闭
.

该型 酶作用 时需 要 二价 阳离 子
,

如 M矛
十 、

M扩
+ ,

但不需要消耗 ATP 等能源
.

要使核酶能作为

分子药物应 用
,

必须能将核酶改造 成能够在分子间

起作用
.

天然的锤头型核酶家族在一级结构上高度

保守
,

它是 由 3 个 Wa t

son
一

Cicr k 双螺旋和一个 由 13

个保守的核昔 酸 ( 5
`

GAA A C ( N ) nG UN ( N )
n CUGA (N )

以 3
’

)组成的催化中心构成
.

利用基 因工程对其进

行改构
,

保留具催化功能的核心区域
,

构建成具异体

催化功能的锤头型核酶
,

即将催化链 的催 化中心改

构成 5
`
C u

GA ( N )GA ( N ) nG A AA C 3
` ,

再在 5
’ ,

3
`

两端连

接上与裂解位点 上 5
’

( ; UC 3
’

两侧核酸序列互补的序
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列川
,

这样一个裂解特异异体核酸片段 的锤头 型核

酶就构建成功 了 (见 图 1 )
.

5
’

U U C A A A U A A G G U A U C A A G U C U A C A C U G C C A A A C

} }日 } } } ! } } } } } }
3

’
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’
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图 1 锤头型核酶模式图

iF .g 1 1 l
l e cs lu l u t ie 11洲x】e l of l团

n l l犯 d x ” d ir b卫 ” 议二

发夹型 的核酶是发现于烟 草环腐病毒的卫星

NR A 负链囚
.

研究表明
,

发夹型核酶 由 4 个 wa
st on

-

Cicr k 双螺旋区及 A
、

B Z 个环构成
.

利用碱基置换研

究表明
,

对于 裂解活性必需 的核酶 片段位 于 A
、

B Z

个环
.

最近的研究表明
,

发夹型核酶可以被拆分成 2

个部分
:
第 1部分为底物链 (A 环和螺旋 1和 2 )

,

第 2

部分包括 B 环和螺旋 3 和 4
,

具有催化活性
.

在应用

上更有意义 的进展是发现
:
这 2 个部分可 以彻底地

分开
,

位于 2 条不 同的链 上 ; 当二者相 遇
,

即可形成

具有完整的发夹型核酶活力 的构型
.

将具催化活性

的链的 H l 和 H Z 螺旋区 的碱基与底物链 裂解 目标

5
`

GU 3C
`

两侧的碱基序列互补
,

这样 就可选择性地裂

解特异的核酸片段 (见 图 2 )
.

也 即构建成具异 体催

化功能的发夹型核酶
.
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图 2 发夹型核酶模式图

iF g
.

2 hT
e s e

lnn
a it e m 仪I

e
l of hal 印 in ir ho 军刃

n e

随着人类基因组计 划的深人
,

已经有越来越多

的人类基因组以及病原微生物 的基因组构成展现在

人们眼前
,

这就为人们设计核酶作为治疗药物提供

了广阔的空间
.

利用电脑检索 出病原微生物基因组

对核酶的进攻最为敏感的位点
,

然后利用化学的
、

生

物化学的或者生物 的手段合成 出核酶
.

而且
,

利用

前两者手段 可以对碱基及连接方式进行修饰
,

从而

达到在胞内稳定性提高的 目的
.

3 与核酶应用有关的几个问题

3
.

1 核酶如何有效地进入细胞

核酶多是在细胞 核 内或细胞质 内发挥作用的
,

如何将核酶投递到其作用部位
,

是核酶临床应用 中

值得考虑的一个问题
.

当然
,

对离体细胞
,

可以应用

基因枪
、

电穿孔法等手段将核酶导人 目标细胞
.

但

在临床上
,

这些手段就不能应用了
,

需要改用一些温

和的手段
,

如脂质体包埋
、

离子导人等
,

这些 方法可

以将核酶导人细胞内
,

经发挥一段时间的功用后
,

逐

渐被核酸酶降解而失效
,

但这些方法选择性较差
,

不

能有效地将核酶定向地导人 目标细胞
.

如果 目标细

胞上有特异的标志物
,

就可利用该标志物 的抗体 与

核酶偶联构建出有定向功能的药物导弹
.

另一种方

法是以逆转录病毒为载体
,

利用 RN A 聚合酶 11 或 m

进行转录
,

但这种方法转染力差
,

而且整合方式相 当

随机以及存在着对编 码基 因的转录沉默
,

因此限制

了它的应用
.

目前
,

腺病毒相关病毒 ( A人V )因为其较

高的转导率以及潜在的单一整合位点
,

被认为是最有

希望的载体
.

如以 A人V 作为载体构建的反义 RN A
,

在

细胞培养中
,

已经有效地控制 H W 的增殖 〔6〕
.

3
.

2 核酶表达方式的选择

核酶在体内的表 达方式应该做到
: “

应激而发
,

反应适度
” ,

这样才符合生物体反应灵 敏
、

经济 的原

则
,

不会给生物体带来新的灾难
.

可以应用在细菌中研究得较为清楚的操纵子—阻遏子系统对核酶的表达进行调控
.

Buj a dr 等就设计

了利用原核及病毒调控单位构成的哺乳动物表达系

统来严密控制基 因表达
.

他将 四环素 ( TE T )阻遏子

与较强的简单疤疹病毒 ( HVS )的转录活化子 V 1P 6 融

合在一起
,

并将 四环 素操纵子元件放在基 本启动子

元件的上游
.

在 没有四环 素时
,

TE T
一

VP 16 融合蛋 白

结合在操纵子单元上
,

并且激活 了基本启动子的转

录
.

在有四环素存在 时
,

T ET
~

V P 16 融合蛋 白因与四

环素结合而不能与操纵子区域结合
,

因此转 录就被

终止 了
.

这种表达系统
,

已在多种细胞
、

生物 以及转

基因鼠中
,

成功地用来表达 m RN A 〔7〕
.

在某些情况下
,

核酶需要有组织特异性 表达
,

如

构建一个 n 型糖尿病 的转基 因鼠模型
,

需要应用胰

腺专一的启动 子
,

就需要选择胰岛素启动子 以确保

降解 己糖激 酶 m】l入A 的核 酶主要 在胰 岛细胞 内表

达 sj[
,

o h ta 等 0[] 利用组织特异表达 的降解 ras (一类
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癌基因 )的核酶抑制人恶性黑 色素瘤细胞 的扩增
.

酪氨酸酶是黑色素形成过程 中的关键酶
,

在黑色素

瘤细胞中有大量表达
.

在酪氨酸酶 的 5
`

序列克隆到

一个 0
.

27 x l护 b 的片段
,

可以使之在黑色素瘤细胞中

特异表达
,

将这一启动子片段连接上降解基 因片段

的核酶 ; 把这一新构建的基 因载人 逆转录病毒载体

中在体外有效地抑制 了人黑色 素瘤 的生 长
、

色素形

成
、

外观及 -H二 基 因的表达
.

有望作为治疗人类癌

症的一种新手段
.

采用核酶 的组成型表达也是选择方式 之一
,

但

是采用组成型启动子也不能保证核 酶在所有的组织

中具有相同的活性
.

利用 巨细胞病毒 ( CMV )的早期

反应基 因的增强子启动子构建降解鼠 件2
一

微球蛋 白

m RN A 的核酶 的组成型表 达【̀0]
,

虽然在多种组织 中

检测到 了该核酶 的表达
,

但只有在肺 中 目标蛋 白降

幅达 90 %
.

哺乳动物 U6 小核 1州 A ( nS R凶A )和 腺病毒 V A I

启动子 是 2 个 近 来常用 作 小 RN A 片段 表 达 的工

具仁川
.

这 2 个系统的共同特点是只需要极少的顺式

附加序列就可以进行正常的起始和终止转录
.

对 U 6

系统而言
,

大约需要 成熟 U 6 编码序列 的前 30 个核

昔酸就可给转录物加上 甲基 磷酸的帽子 ;终止信号

是在插人 目标序列后加上 5 个尿 昔酸
,

这样 的结构

对核酶的稳定性大有帮助
.

3
.

3 核酶与底物 R NA 是否位于同一细胞分室

对大多数 m R N A 来说
,

调控从转录到翻译的转

移机制尚知道得 不多
.

但越来 越多的证据表 明
,

这

些转录物是由特定的途径进行处理与转移的
.

由此

可断言
,

NR A 的分布是不均一 的
,

如肌动蛋白
n侣叫 A

就位于细胞骨架附近
.

RN A 的 3
’

不翻译 区域 ( U服 )包含有对其进行细

胞定位的信号〔`幻
.

如编码 2 个肌动蛋 白同功体 (
。一心

肌和 各细胞质 )的 m RN A 在 同一细胞 中就位 于不 同

的分室
.

肌动蛋 白的 UT R 也 能将编码的 肠cz 带人

与肌动蛋白 m R NA 相 同的部位
.

因此考察这种细胞

内定位信号是否也能将核酶带人与底物
11d弓NA 相 同

的细胞分室
,

是 比较有意义 的
.

将 与底 物 m RN A 相

同的 3
`

U TR 加到核酶 的转录物 中
,

如果这种方法能

将核酶与底物 RN A 定位于相同区域
,

则必能大大增

强核酶的功效
.

还可将核酶定位于细胞核 内
,

如把反式作用 的

核酶与定位于核 的 RNA 偶联起来
,

则可大大提高核

内核酶的浓度
.

如果将核酶与底物 m R入A 共 同定位

于核 内
,

则可将异常 m RNA 在翻译之前即被降解掉
.

3
.

4 核酶作用区域的选择

核酶的作用 区域没 有通用 的模式
,

但 遵守 以下

的选择原则是重要的
: A :选择区域应是高度保守的

.

因在 B州A 病 毒 中
,

突变率是 较高 的
,

约 10 4
每个碱

基
,

若不选择保守区域
,

则会因突变而妨碍核酶的活

力
.

B : 所选择区域应是核酶能够靠近
,

便于进攻的
.

hz en g 等 「̀, 〕在体外证明了一段对核酶敏感的区域
,

一

旦形成二级结 构以后
,

便变得不那么敏感 了
.

这可

利用 一种考察 R NA 二级结构的软件对底物 RNA 进

行分析
,

从而找出可能 的作用位点
.

C : 选定 的 目标

区域一定要有裂解位点
.

锤 头性和发夹型核酶的通

常裂解位点是 GU C
,

但研究表 明 NU X 都可作为有效

的裂解位点
.

这样就使选择范围得 以大大扩展
.

3
.

5 影响核酶活性的一些因素

研究表明
,

核酶活性 中心两侧与底物 RNA 互补

定位 的反义 RN A 链的长度可 以影响核酶的活性
.

在

细胞 中具有长的反义互补链 的核酶 比含短 的互补链

的核酶活性高〔`4】
.

在降解 IL Z l l正又N A 的锤头型核酶

中
,

具有 21 或 27 个核昔酸的互补链的核酶 的活性远

远高于具 14 个核昔酸互补链 的核酶
.

还有一些寡核

昔酸 片段
,

它们可以与底物上除核酶结合 区域外 的

其它部分结合
,

并因而对核酶与底物的结合
、

底物的

裂解 以及产物 的释放等多方面产生影响
,

从而 可能

增加或抑制核酶的活力 [` 5〕
.

细胞 内存在着一些 RNA 结合蛋 白
,

这类蛋白与

核酶及底物 RN A 相互作用
,

可以影响胞 内核酶活性
,

如核不均一核糖体蛋 白 R人PA I 在细胞核及细胞质 内

都能与 NR A 结合
,

当将 R人1认 1纯化并在体外与核酶

和底物 R卜A 一起温育
,

可 以促进它们 的结合及裂解

产物 的释 放
.

因此
,

在 活体内
,

RN PA I 及其它一些

RN A 结合蛋白
,

很有可能也具有促进核酶活力的功

效 [` 6 ]
.

4 实例及前景展望

利用核酶作为治疗药物
,

现在 还处于基础理论

及临床前 应用 的研究 阶段
.

在体外细 胞培 养水平

上
,

o hat[ 刘等利用组织特异表达的降解的核酶有效

地抑制了人恶性黑色素瘤细胞 的增殖
.

s o
e r
等 〔 7̀ 〕

以人组成型肌动蛋 白的启动子连接上降解人类免疫

缺陷病毒 1型 ( HW
一

l) 的 gag 基因转录物的 m RNA 的

核酶
,

以此转染 c了
十

H e al 细胞
,

筛选 出稳定表达 鸟

嘿吟
一

磷酸核糖转移酶的克隆
,

经 PC R 及 NR A 印迹检

查
,

都证 明核酶的存在
.

然后用 HW
一

1感染含核酶和

不含核酶的细胞
.

经定量检测表 明
,

感染 7 d 后
,

转

化细胞的 ga g rnR N A 和 p 24 抗原均有大幅度下降
.

更

有意 义的是
,

转化细胞中的原病毒 DNA 含量更 比未

转化亲株低百倍以上
,

这说明
,

组成型表达的核酶能

降解进人的病毒 NR A 基 因组
.

另外
,

在对含组成型

表达的核酶 的细胞进行为期 9 个月 的培养观察
,

在
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细胞生长速度
、

DN A及 RN A含量
、

细胞形态等方面
,

均未发现转化细胞有中毒迹象
,

说明这是一种安全
、

可靠的治疗方法
.

核酶现在 尚未作 为临床药物应用
,

其中原 因可

能是正如前文所述在应用 中应解决 的问题
,

概括地

也即核酶的投送
、

稳定性
、

免疫原性
、

作用区域等问

题
,

但相信随着对核酶 的基础理论研 究深人及应用

中的技术问题的解决
,

这一新 型
、

安全
、

高效的治疗

方案
,

必将会在治疗涉及基 因突变
、

微生物感染等方

面发挥重要作用
.
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