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Abstract  Inthe article introduces briefly the structure ,function and catalytic mechanism of Hammerhead ribozyme and Hairpin ribozyme were briefly
introduced and the recent studies and application of ri bozyme oninhibiti ng the propagation of plant viruses i n China were summarized .
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  近年来, 植物病毒病害,如烟草花叶病毒、马铃薯卷叶病

毒、水稻条纹叶枯病毒等 ,已成为植物病害中最大类群之一 ,

仅次于真菌病害, 给农业生产造成了巨大损失。人类在防治

植物病毒病害的历史过程中积累了不少经验,其中最有效的

方法就是抗病育种。随着分子生物技术的发展, 我国在利用

核酶防治植物病毒病害领域已取得了一定的进展,笔者综述

了我国在该方面的研究和应用现状。

1  核酶简介

核酶( Ribozyme) , 又称催化 RNAs ,1981 年Cech 和 Alf man

在研究四膜虫mRNA 前体的剪接中首先发现[ 1 ,2] 。随后的研

究显示,核酶广泛存在于自然界的植物、细菌、病毒和低等真

核生物中[ 3] 。核酶是一类具有酶催化活性的 RNA 分子 , 可

与相应的RNA 底物结合, 行使切割功能[ 4] 。因此, 有人形象

地将核酶称为分子剪刀。目前已经认识的核酶有7 种, 分别

为I 型内含子、II 型内含子、RnaseP、锤头型核酶、发夹型核

酶、VS( Neurospora Varkud satellite ribozyme) 核酶和肝炎δ病毒

( HDV) 核酶[ 3] 。根据分子大小将它们分为2 类 :①大分子核

酶, 分子大小从数百个到3 000 个核苷不等, 包括 RnaseP、I 型

内含子和II 型内含子; ②小型核酶,分子比较小, 一般为35～

155 个核苷, 有锤头型核酶( Hammerhead) 、发夹型核酶( 或

Paperclip) 、丁型肝炎和联包霉线粒体 RNA[ 3 ,5 - 9] 。

2  核酶的结构及其作用机制

在已发现的7 种核酶中,锤头型与发夹型核酶最具有应

用价值。因此,以下主要简述锤头型核酶与发夹型核酶。

2 .1  锤头型核酶 锤头型核酶是世界上第1 个获得完整 X

光晶体结构的催化 RNA ,分子空间结构呈 Y 字形( 核酶和底

物构成) [ 10 ,11] , 是最简单的结构形式, 大约40～50 个核苷[ 3] 。

由2 个伸展的双臂( stemⅠ,stemⅡ) 和1 个柄( stemⅢ) 组成, 另

外还包括3 个保守的单链[ 12] ( 图1) 。3 个螺旋区的长度是可

变的,其长度不同催化活性也不同。螺旋Ⅰ( stemⅠ) 的双链长

度若超过5 个nt , 对切割有抑制作用[ 13] 。螺旋Ⅱ的双链长度

也会影响催化活性,2 对核苷酸活性最高[ 14] 。一般认为 , 与

底物配对的stemⅠ和stemⅢ有6 或7 个核苷酸残基会使酶有

最佳活性 ;但是, 拥有长stemⅢ和短 stemⅠ比拥有长 stemⅠ和

短stemⅢ活性好[ 12] 。

图1 锤头型核酶(a) 和发夹型核酶(b) 的二级结构( 引自文献[ 3] 并修改)

  核酶活性中心由11 个保守和数目不等的非保守核苷酸

[ 5′GAAA( N) nNUH( N) n .CUGA( N) nGA3′] 构成 ,对催化反应起

重要作用[ 12 ,15] 。核酶对靶 RNA 的裂解位点紧接在 NUH( N

代表任意碱基,H 为A、U、C) 的3′端下游, 以GUC 的切割活性

最高[ 16] ,此外还有GUA[ 17] 、AUA[ 18] ,但 AUG 不是切割的有效

位点[ 15] 。 �
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  在Mg2 + 的参与下, 锤头型核酶将在特异位点切割底物 ,

生成2′,3′- 环化的磷酸末端产物和5′- OH 端的产物[ 20] 。大量

研究表明 ,核酶的催化活性需要金属离子参与。关于金属离

子在核酶催化过程所起的作用, 比较流行的机制有2 个 : 单

金属离子催化和双金属离子催化[ 21] 。前者机理如图2( a) ,

在此模型中,金属氢氧化物作为广义碱从2′- OH 接受质子。

活化的2′氧作为亲核试剂进攻切割位点的磷酸, 进而取代即

将断裂的核苷酸上的5′氧[ 22] 。双金属离子机理如图2( b) ,A

位点的金属离子作为路易斯酸( Lewis acid) 接受2′氧的电子 ,
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使2′- OH 去质子更容易,B 位点的金属离子也作为路易斯酸

接受5′氧的电子, 使 O- P 键极化且键合力减弱 , 从而使氧原

子更容易游离出来 ,2′- O- 取代5′- O- 与磷结合,从而产生5′- 羟

基和2′,3′- 环化磷酸的产物[ 21] 。大多数实验结果都倾向于

支持双金属离子催化观点。

图2 锤头型核酶2 种可能的催化机理( 引自文献[19] )

2 .2  发夹型核酶 发夹型核酶与底物结合形成的2 级结构

包括5 个环和4 个螺旋臂( 图1) ,螺旋臂Ⅰ、Ⅱ( stemⅠ、Ⅱ) 及对称

的环1、5 由核酶和底物组成 ,螺旋臂Ⅲ、Ⅳ( stemⅢ、Ⅳ) 及环2、

3、4 由核酶自身折叠形成[ 3 ,23 ,24] 。这样的结构在三维空间上

类似发夹( 最早称为曲形针) , 因此称“发夹核酶”[ 8] 。4 个螺

旋包括18 个碱基对, 只有1 个非正规碱基对A·G。腺苷酸残

基A15 连结2 个结构域, 使它们相互靠近相互作用, 形成催

化反应所必需的3 级结构[ 19] 。

发夹型核酶既可催化切割反应又可催化连接反应 ,与锤

头型核酶( 其催化自切割的活性比催化连接反应的活性高

100 倍) 相反,发夹型核酶催化连接反应的活性比催化切割反

应的活性要高近10 倍[ 3 ,25] 。顺式切割发夹型核酶的底物部

分与核酶的其余部分是分离的, 底物切割位点必须含有

RYN* GUC 这样一个序列,R 代表�呤核苷酸,Y 代表��核苷

酸,N可以是任何核苷酸[ 3] 。发夹型核酶切割底物时stemⅡ必

须含4 个碱基对,而stemⅠ及stemⅣ却可显著延长其配对碱基

数[ 26 ,27] 。催化发生时, 发夹型核酶通过反式转酯反应于图1

( b) 的箭头处切割底物,产生5′- OH和2′,3′- 环磷酸末端[ 23] 。

3  核酶的研究与应用

3 .1  抗烟草花叶病毒 烟草花叶病毒( TMV) 是分布广泛、侵

染性很强的一类植物病毒, 能感染30 个科中的199 种植物 ,

在我国严重危害烟草、蔬菜和花卉等植物。为了抑制 TMV

的传播 ,人类曾使用过诸多方法,但效果均不明显。

近年来, 随着人们对核酶研究的不断深入 , 利用核酶进

行抗病毒研究已成为新的热点。许多研究者根据烟草花叶

病毒基因组的基本结构, 成功设计了针对TMV 不同识别位

点的核酶, 取得令人兴奋的成果。于善谦等( 1997) 以烟草花

叶病毒菜豆株30 kD 蛋白质编码区( 5 503～5 505) 及 CP 基因

编码区( 5 952～5 954) 的 GUC 为靶点, 分别合成锤头型 Rz- 1

和Rz-2 及其相应的底物片段Sb-1( 5 496～5 514) 和Sb-2( 5 942

～5 963) 的 cDNA。体外实验表明, 核酶 Rz-1 对底物Sb-1 作

用时, 在底物与核酶的浓度比为1∶10、1∶20 和1∶50 时均有明

显酶切效果,且3 种浓度比的酶解量未见明显差异 ;核酶 Rz-

2 对底物Sb-2 在底物与核酶浓度比为1∶16 时也有明显的切

割效果[ 28 ,29] 。金春阳等( 1998) 选择烟草花叶病毒 RNA 中外

壳蛋白装配起始区5 503～5 505 的 GUC 作为靶点, 按锤头模

型设计并用化学方法合成了核酶 Rz-1 和小型化核酶Rz-2 ; 核

酶与底物体外作用的结果表明, 在一定的浓度比下,2 种核酶

对底物Sb 都有明显的降解作用[ 30] 。

在研究了单价核酶在体外具有特异切割特异 RNA 的活

性的同时, 一些学者又进行了多价核酶切割病毒 RNA 的探

索。李洁等( 1995) 报道了2 个简单的双价核酶对2 个不同的

TMV 底物的体外切割活性。体外实验表明 ,双价核酶同一分

子内的2 个单元核酶能够独立地行使切割作用 , 互不影响 ,

其专一性和切割效率也没有改变 ,并且双价核酶不仅能分别

作用于2 个靶序列,还能在一个系统中同时对这2 个靶进行

切割[ 29] 。宋任涛等( 1999) 将一个以黄瓜花叶病毒( CMV) 外

壳蛋白( CP) 亚基因组 RNA 为底物的锤头型核酶( RZC) 与专

一切割烟草花叶病毒( TMV) 移动蛋白( MP) 亚基因组RNA 的

锤头型核酶( RZ1) 相互串联构成一个双价核酶( RZ1C) , 体外

实验表明,这个双价核酶能与相应的单价核酶RZ1 和RZC 一

样专一而有效地切割 CMV CP 和TMV MP RNA[ 31] 。

体外实验的成功, 为在生产上应用核酶抗病毒病害开辟

了新的途径。杨建华等( 1998) 将设计的特异切割烟草花叶病

毒RNA 的锤头型核酶 Rz- 2 转化烟草原生质体, 通过检测

TMVc 对烟草原生质体的侵染性发现, 转基因原生质体中

TMV 侵染性明显低于未转基因的对照组[ 32] 。

3 .2  抗水稻条纹叶枯病毒 水稻条纹叶枯病是水稻的主要

病毒病害之一。我国从1964 年第1 次报道该病发生,至今多

次暴发流行,对水稻生产构成严重威胁。引起该病的水稻条

纹叶枯病毒( Rice stripe virus ,RSV) , 为一类特殊的单链、多组

分RNA 病毒[ 33] 。该类病毒经由飞虱传播, 并能在介体昆虫

体内增殖, 经卵传递给下一代介体, 在基因结构和组成上与

侵染 动物和 人体的 Phleboviruses 和 Unkuviruses 病毒相 近

似[ 34] 。

刘力等( 1996) 根据RSV 序列, 在分析其分子结构及病理

特性的基础上设计合成了特异切割水稻条纹叶枯病毒 RNA

保守区及病害特异性蛋白( Disease specific protein ,DSP) 基因

的核酶[ 35] 。病毒 RNA 保守区位于各 RNA 链的5- 末端与3-

末端, 每一条链5- 末端保守区的核酸序列完全一致,3- 末端

与5- 末端的序列则几乎全部相同[ 36] 。一些研究认为 , 该区

域与病毒 RNA 的识别、复制、装配有关。若用核酶破坏此区

域,病毒的基本增殖环就难以进行。而 DSP 为病毒 RNA4 编

码的一种蛋白, 该蛋白在致病过程中出现, 感病品种的细胞

中量多,而抗病品种的细胞中量很少[ 37] 。体外切割实验表

明, 所设计的核酶具有特异切割RSV 病毒的活性[ 35] 。
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3 .3  抗马铃薯卷叶病毒和马铃薯纺锤形块茎类病毒  马铃

薯卷叶病毒( Potato leafroll virus ,PLRV) 是一种严格由蚜虫以

持久方式传播的病毒[ 38] , 属黄化病毒组( Luteovirus) , 可引起

马铃薯植株黄化、矮缩、卷叶、僵化等症状[ 39] 。由于 PLRV 难

以控制 ,给世界各地马铃薯生产造成巨大经济损失。因此 ,

有效地防治PLRV 具有重要的经济效益。用常规育种方法培

育抗马铃薯卷叶病毒品种费时费力 , 且难以维持稳定的抗

性, 无病毒种薯也难以防止再感染。因此 ,至今对PLRV 仍无

特别有效的防治方法。

PLRV 是单链正链 RNA , 在寄主细胞内 PLRV 先转录成

负链RNA,再以负链 RNA 为模板合成病毒正链 RNA。1990

年,Lamb J W等设计了2 个针对 PLRV 正链 RNA 的核酶, 能

体外切割PLRV( 英国苏格兰分离株) 的 CP 基因和复制酶基

因[ 40] 。杨静华等( 1998) 根据PLRV 的繁殖特点, 设想把切割

PLRV 复制酶基因负链的核酶序列转入马铃薯, 利用核酶对

PLRV 复制酶基因负链的切割, 中断 PLRV 复制酶基因的合

成, 从而干扰 PLRV 在马铃薯体内的复制和表达, 达到抗

PLRV 的目的[ 41] 。根据此设想, 设计、合成并克隆了马铃薯卷

叶病毒中国分离株( PLRV- Ch) 复制酶基因负链 RNA 的核酶

序列 ,核酶的最佳切割位点位于 PLRV- S 序列的第3 293 ～

3 295位核苷酸处[ 42] 。据此设计成一个具有切割活性的锤头

状核酶,其5′端配对长度为10 个核苷酸,3′端为12 个核苷

酸[ 41] 。体外实验表明, 核酶 RNA 对 PLRV- Ch 复制酶基因负

链RNA 具有特异切割作用。

马铃薯纺锤形块茎类病毒( Potato spindle tuber viroid ,

PSTVd) 是引起马铃薯品种退化和产量降低的严重病害之一。

已知PSTVd 是在细胞核内复制和累积 ,难以用行之有效的茎

尖脱毒法和传统的抗病育种方法防治。马铃薯品种资源检

测结果表明,国内外许多优良的马铃薯生产品种都不同程度

地感染有PSTVd ,严重地阻碍了马铃薯新品种选育和良种繁

育[ 43] 。邓文生等以类病毒PSTVd 为靶子进行研究, 设计、合

成并克隆了特异切割PSTVd 正链和负链RNA 的锤头型核酶

基因。体外试验表明, 该核酶具有相当高的体外切割活

性[ 44] 。应用植物基因工程技术将该核酶转入马铃薯 , 经抗

性筛选可获得抗PSTVd 侵染的基因工程马铃薯[ 43] 。

3 .4 抗番木瓜环斑病毒 番木瓜( Carica papaya L) 环斑病是

热带和亚热带地区限制番木瓜生产的一种重要病害。引起

病害的番木瓜环斑病毒( Papaya ringspot virus ,PRV) 是马铃薯

Y 病毒组的成员之一, 由单一正链 RNA 构成[ 45] 。人们已试

用过多种方法和措施来防治此病, 但收效甚微。近年来, 随

着对核酶研究的不断深入,利用核酶进行抗病毒研究已成为

新的热点。赵志英等( 1998) 通过基因工程手段将切割PRV

RNA 的核酶基因转入番木瓜 ,分子鉴定表明已成功获得转基

因植株; 进一步的攻毒试验表明, 转基因番木瓜对PRV 具有

一定的抗性[ 45] 。这是继杨建华等[ 32] 之后 ,将核酶基因成功

转入植物并获得抗性植株的又一成功实例。

此外, 孙洁霖等利用构建的核酶对苹果锈果类病毒

( ASSVd) 负链的体外切割实验也表明具有特异切割活性[ 46] 。

4  核酶应用面临的问题及应用前景

核酶应用于抗植物病毒病, 虽然取得了令人兴奋的结

果, 但是也面临以下几方面尚需解决的主要问题:

4 .1 切割效率低 由于切割位点的单一, 致使核酶切割效

率较低。针对该问题, 能否设计一个由切割同一病毒不同位

点的单价核酶串联而成的多价核酶 , 对同一病毒 RNA 进行

多位点同时切割, 只要其中有一个位点成功切割就可以达到

抗病的目的,从而提高其切割效率。

4 .2 表达量不高 核酶的切割活性依赖高浓度的表达量 ,

当核酶表达量低时, 不能达到有效的抗病效果。因此能否通

过构建多体自切割核酶 ,并将其插入强启动子下游, 同时考

虑植物基因表达时其他影响因素而达到提高表达量的目的。

4 .3 稳定性差 核酶在体内最终是以RNA 分子的形式起作

用,因此极易遭到细胞内 Rnase 的破坏。为解决此问题能否

借鉴mRNA 转录后5 端加帽子结构,3 端加PolyA 尾巴的方法

来提高核酶的稳定性。

4 .4  依赖高浓度的表达量 核酶在植物体内的切割活性依

赖高浓度的表达量, 尽管高浓度的核酶对宿主植物本身无毒

害作用, 但对于未曾感染相应病毒的植物而言 ,维持高浓度

的核酶无疑是一种浪费。能否将核酶设计成象诱导酶一样 ,

平时在体内维持极低水平的表达量, 当感染相应病毒时可通

过某种机制迅速提高表达量。

任何新技术的成熟都要经历一个不断完善的过程 ,相信

随着人们对核酶研究的不断深入和构效关系的进一步认识 ,

核酶抗病毒病的安全、高效等特点将会逐渐被人们所了解和

应用, 核酶也将会在植物抗病毒病方面发挥更大的作用。
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导致细胞膜的通透性增加, 细菌的生长受到抑制。

(2) 抑制细胞壁的形成。Ando 等( 1988 年) 研究认为,

Sarcotoxins Ⅱ能够抑制细菌细胞壁的形成 , 使细菌不能维持

正常的细胞形态而生长受阻 , 但对已经形成的细胞壁无作

用[ 3] 。

除此之外 ,有科学家认为含脯氨酸的抗菌肽与细菌的

热休克蛋白结合, 从而发挥抗菌作用[ 4] ; 还有研究表明抗菌

肽是通过多种因素的协同作用来完成杀菌功能的[ 5] ; 另外,

抗菌肽还可通过促进机体的免疫功能来提高抗菌能力。

3  昆虫抗菌肽研究中存在的问题及展望

昆虫抗菌肽具有分子量小、热稳定、强碱性、水溶性好、

抗菌谱广以及原料来源广等优点 , 尤其是其对真核细胞很

少和几乎没有作用。因此抗菌肽可视为从细菌到高等哺乳

动物普遍存在的一类防御性多肽 , 即号称“第二防御体系”

的重要组成部分。随着对抗菌肽的抗菌机制等方面研究的

不断深入, 必将使我们对生物界的免疫体系和机制有着更

新的认识 , 为人类最终攻克癌症提供崭新的思路。

但是昆虫抗菌肽的应用尚有很多问题亟待解决: ①昆

虫抗菌肽的结构与它的功能活性关系密切, 目前所得到的

昆虫抗菌肽活性比传统的抗生素低 , 这就迫切要求进一步

研究昆虫抗菌肽结构与功能的关系 , 为改造和设计出新的

高活性的抗菌肽分子提供理论依据 ; ②昆虫抗菌肽药理药

效方面的研究较少 ,如用药剂量、给药方式、作用时间等; ③

昆虫抗菌肽天然来源有限 , 通过基因工程规模生产是理想

途径 ,但要解决基因表达量少、活性不理想以及降低成本等

问题 ,尚需一定时间; ④克服昆虫抗菌肽转基因的沉默机制

也需要进一步认识 ; ⑤转基因产品食用的安全性和营养质

量的评价工作需要加强和规范化。

随着昆虫抗菌肽的结构特性、作用机理和基因工程研

究的不断深入, 这不仅丰富了生物免疫学和生物化学相关

领域的知识, 也为今后新药设计、基因工程改造及设计合成

新抗菌肽分子提供了全新的思路和手段。有理由相信, 昆

虫抗菌肽将对医疗卫生领域产生积极的推动作用, 给人们

在寻找新药的困境中带来希望, 其应用前景十分乐观。
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