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摘要 CEL I 是从芹菜中分离出来的一种单链特异性核酸酶 ,属于S1 核酸内切酶家族中的一种 ,能准确切割异源双链DNA 错配位点。
概述了CEL I 酶的分离技术及其在发现单核甘酸多态性( SNP) 方面的应用 ,为从事动、植物及人类遗传研究的科技工作者提供参考。
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  CEL I 是1998 年发现的一种单链特异性核酸酶( Single-

strand specific nuclease) [ 1] , 其等电点为6 .0～6 .5 , 分子量为43

kDa ,催化活性需要Mg2 + 和Zn2 + 的参与[ 2] , 属于S1 核酸内切

酶家族中的一种, 为胞内酶[ 3] 。单链特异性核酸酶主要应用

于清除 DNA 或RNA 双链分子存在的单链[ 4] , 这类酶如S1 核

酸酶和绿豆核酸酶在20 多年前就已广泛应用于切割双链

DNA 分子中的末端单链悬突[ 5] ,它们具有相同的关键残基和

类似的结构,但是在切割单核苷酸碱基对时表现出较大的差

异[ 6] 。一些早期的研究表明,这类酶可以切割异源双链DNA

分子中的错配位点[ 4 , 7] , 但是随后的研究表明这种切割是不

可行的[ 8 - 9] 。一个重大的进步是美国宾夕法尼亚州 Fox

Chase 癌症研究中心的 Yeung 博士和他的同事从芹菜中提取

出来一种单链特异性核酸酶 CEL I 酶, 能较好地从3′端切割

异源双链DNA 分子中错配的单核苷酸碱基对[ 1] 。这个发现

解决了低成本、高通量发现 DNA 序列中SNP 等多态性技术

的瓶颈, 在此基础上,用CEL I 酶结合LI- COR DNA 序列分析

仪( LI- COR, USA) 或ABI 遗传分析仪( Applied Biosystem, USA)

开发出的Tilling 和 Ecotilling 技术, 可以发现大量基因组序列

中存在的点突变[ 10] 。现在, 这种技术已成为反向遗传学研

究中探讨基因功能的较佳方法之一, 并在多种不同动、植物

( 如拟南芥、玉米、水稻、斑马鱼) 突变群体和自然群体多态性

的研究工作中取得了不少成绩[ 11 - 13] 。因此, 活力高和稳定

性好的核酸内切酶CEL I 是从事这方面研究工作的保障, 探

讨芹菜中CEL I 酶的提纯和应用十分有意义。

1  CEL I 核酸内切酶的分离纯化

1 .1  CEL I 分离纯化的意义  由于 CEL I 酶是目前生物界

发现的唯一能准确切割异源双链 DNA 中存在错配位点的

酶[ 13] ,在遗传学研究和应用领域中扮演重要的角色, 具有广

阔的应用前景。美国环球基因有限公司( Transgenomic ,Inc .)

与Yeung 研究小组合作, 生产了以 CEL I 酶为核心成分的

SURVEYOR 试剂盒。利用此试剂盒, 结合双色变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳技术, 能大量准确地发现特定区域或基因突变产

生的SNP 等多态性[ 14] 。目前此酶及反应的试剂盒已在我国

上市( 参见网站:http :/ / www.transgenomic .com.cn) , 但是购买

此酶的费用很高 ,仅100 个反应的CELI 需800 美元 ;另外, 该

公司所生产的酶未解决好稳定性问题, 即使使用干冰( - 70

℃左右) 运输到我国, 该酶也基本上失去了应有的活性; 因

此,在国内难以购买到质优价廉的CEL I。这样, 探讨芹菜中

CEL I 酶的提纯和应用十分有意义。

1 .2 CEL I 分离纯化的步骤 任何一种酶的分离纯化都应

遵循其物理化学特性, 选择适当的分离方法和分离介质, 在

此基础上, 才能抛弃或减少多次长时间使用高速、超速冷冻

离心和多次使用层析和凝胶过滤的传统提取方法 ,提高提取

的效率。

  就CEL I 的分离和提取方法来讲,Oleykowski 等在1998

年首先报道了从芹菜中提取CEL I 的技术[ 1] 。随后, 很多科

技工作者对提取此酶的方法进行了改进[ 2 - 3 ,12] , 其中Yang 等

的提取方法被广泛接受,其CEL I 酶提纯过程如表1 所示[ 3] 。

从表1 可看出,79 .34 L 的粗提液,总酶活力为1 .9×107 U, 经

过8 次纯化,最终获得0 .5 ml 的纯酶, 酶的比活力从原来的

9 .7×102 U/ mg 升至3 .1×107 U/ mg , 纯度提高33 000 倍 ;酶活

力从原来的1 .9×107 U减至3 .1×105 U,回收率为1 .63 % 。

1 .3 CEL I 核酸内切酶分离纯化的局限性 现有报道CEL

I 核酸内切酶的提取方法比较复杂, 如多次长时间使用高速、

甚至超速离心步骤, 多次使用凝胶过滤和离子交换层析等复

杂的过程,此外酶的回收率也较低( 低于10 %) , 酶的纯度不

高, 易产生蛋白聚集现象 ,导致酶的贮存及酶活性不稳定, 在

使用上存在不少问题。

1 .4  分离纯化CEL I 酶的设想与实施  从我国利用 CEL I

酶从事反向遗传学研究( 如探讨基因多态性和基因功能的关

系) 、人类疾病的个性化诊断、分子标记辅助育种等研究和应

用情 况来看, 目前已 有介绍 国外这 方面 研究 工作的 文

章[ 15 - 17] ,利用此酶的研究工作刚刚起步( 如油菜的948 项目

研究,http :/ / cpst .hzau .edu .cn/ yc/ xiangmu.aspx) , 在今后几年
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中它将成为我国从事相关研究和应用工作的热点。因此 ,

CEL I 酶在我国将具有广阔的应用前景, 市场潜力很大。而

芹菜中CEL I 酶提取及其稳定性的研究工作, 从我国已有的

报道来看, 仅有2 篇关于 CEL I 粗酶提取的相关报道[ 18 - 19] 。

但从他们的提取方法来看,只是简单地重复国外的方法。因

此,研究得出高纯度、高稳定性的CEL I 酶, 以及在此基础上

开发出我国利用 CEL I 酶来大量发现SNP 等多态性的试剂

盒, 将具有广阔的应用前景。

表1 从芹菜中分离、提纯CEL I 酶的分步及酶活力得率[3]

Table 1 Thefractional steps and enzymeactivity yield of separating and purifying CEL I enzymefromcelery

步骤

Step

总体积∥L

Total volume

蛋白总量∥mg

Total amount of protein

总活力∥U

Total activity

比活力∥U/ mg

Specific activity

提纯倍数

Purification multiple
Buffered juice    79 .34     19 399 1 .9×107 9 .7×102

25 %( NH4) 2SO4supernatant 70 .56 17 005 1 .6×107 9 .2×102 1 .0

80 %( NH4) 2SO4 pellet 8 .00 2 072 9 .0×106 4 .4×103 4 .5

Con A-Sepharose 4B 2 .50 6 .750 3 .6×106 5 .4×105 553 .8

DEAE-Sephacel 0 .12 2 .690 2 .4×106 8 .8×105 907 .6

Phosphocellulose P-11 0 .48 0 .408 1 .5×105 3 .8×106 3 854 .0

Phenol Sepharose CL-4B 0 .34 0 .054 5 .6×105 1 .0×107 10 676 .0

Mono Q 0 .03 0 .030 3 .6×105 1 .2×107 12 316 .0

Superdex 75 0 .000 5 0 .005 3 .1×105 3 .1×107 33 000 .0

  鉴于CEL I 酶在反向遗传学研究中的重要作用及目前分

离纯化CELI 酶的局限性,笔者提出分离纯化CELI 酶的工艺

流程设想与实施步骤,如图1 所示。

图1 分离纯化CEL I 酶的工艺流程设想

Fig .1 Thetechnological process assumptionfor separating and puri-

fying CEL I enzyme

  该技术路线在充分利用CEL I 酶物理和化学性质的基础

上,研究如何减少和清除提取液中有色物质, 选用某种或几

种物理化学的方法使更多的杂蛋白快速沉淀, 或反之使 CEL

I 酶快速沉淀, 其中以低速( 或短时间高速) 大容量离心代替

高成本和长时间的高速或超速冷冻离心; 探讨采用何种物质

( 如凝集素) 、方式和方法在不减少 CEL I 酶回收率的前提下

进一步地纯化CEL I 酶 ;筛选出适宜的凝胶或离子交换剂进

行一次层析获得电泳纯 CEL I 酶, 以替代多次高速甚至超速

冷冻离心、多次凝胶过滤和离子交换层析等费时和高成本且

妨碍大量生产的提纯步骤。根据这种思路, 经过近2 年的研

究,已获得了较好的研究结果( 数据待发表) 。

2  CEL I 酶在发现SNP 中的应用

单核苷酸多态性( Single nucleotide polymorphism,SNP) 是指

近缘种群或同种个体在基因组水平或某一特定遗传位点中

由单个核苷酸( A、T、G、C) 替换引起的单核苷酸差异[ 20] , 而定

向诱导 基 因组 局 部 突变( Targeting induced local lesions in

genomes,Tilling) 和 Ecotilling( Tilling 技术在自然群体中的应

用) 技术是近年来研发出的一种寻找SNP 等多态性的全新技

术方法[ 13] ,具有高的准确性、低花费、快速大量地发现突变群

体或自然群体中特定区域 DNA 分子的变异, 如 DNA 序列中

的SNPs、小的插入和缺失等 ,可获得单个基因或某个蛋白保

守结构域的突变与功能之间的关系[ 11 - 13] 。这种技术方法的

关键点之一是利用芹菜中的CEL I 核酸内切酶切割异源双链

( Heteroduplex) DNA 错配位点来发现DNA 序列中的SNP。

SNP 在真核生物的基因组中具有分布广泛、密度高、稳定

性好、通常具二等位基因( Biallele) 的特性, 基本上克服了

RFLP、AFLP 和SSR 等分子标记存在的不足, 适合进行高通量

自动化的基因分型[ 13 ,21] 。目前 Tilling 和 Ecotilling 技术方法

已成为发现基因或染色体上特定区域点突变的一种重要手

段,在功能基因组学、人类疾病诊断、作物遗传改良与分子育

种、精细遗传和物理图谱的构建与整合、生物多样性与进化

遗传学等领域具有广阔的应用前景[ 20 - 21] 。

具体讲来 ,利用芹菜中核酸内切酶 CEL I 来发现SNP , 可

以直接应用于以下几个方面。

2 .1  基于连锁不平衡的关联分析 在基于连锁不平衡基础

上针对复杂性状进行关联分析时,SNP 被考虑作为最适合的

分子标记[ 21] 。在分析多基因控制的性状时 ,可用于发现候选

基因或基因组特定区域的SNP 及与表型的关联关系, 获得候

选基因与表型性状的关联程度。例如建立SNP 与表型( 如人

类疾病) 之间的联系, 可得出某些SNP 或SNP 单体型与特定

疾病、特定地区发病人群乃至个别患者的相关性, 疾病的诊

断和治疗将更有针对性,可以做到个体化诊治。

近几年来 ,SNP 已在人类遗传病、药学以及肿瘤研究中得

到了应用 ,如Zhou 等利用2 条常染色体上的20 个SNPs ,使用
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荧光定量PCR 的方法, 检测早期结肠癌患者的等位位点来判

断病人预后[ 22] 。在大规模或全基因组范围内检测SNPs 与疾

病相关性方面,Mohrenweiser 等使用高密度SNP 芯片( 包含近

1 500 个SNPs) ,在全基因组范围内检测了膀胱癌患者的SNPs

发生情况[ 23] ,这种全基因组范围内的SNPs 分析具有潜在的

预后和诊断价值。

2 .2 在功能基因组学中的应用 功能基因组学的主要内容

将是充分了解动、植物和人类基因组 DNA 序列的变异( 主要

是SNP) ,进而揭示某些特异性状如人类多基因疾病和其他生

物学性状的遗传学基础。利用 CEL I 发现的SNP , 可以促进

基因组学性状表达的基因网络研究, 了解基因、环境与表型

的内在联系 , 加速突变体的筛选并掌握其遗传信息。如动、

植物反向遗传学研究中采用Tilling 和Ecotilling 方法, 可发现

基因SNP/ 单体型( Haplotype) 与表型的关系, 了解多基因控制

复杂性状之间的联系及某一功能基因突变后对表型的影响 ,

在发现SNP 的同时还可进行基因分型。如利用SNP 发现对

氧磷 酯 酶 1 ( Paraoxonase 1) 基 因 的 SNP 与 阿 尔 茨 海 默

( Alzhei mer) 病密切相关[ 24] ,N- 乙酰基转移酶II 基因中的SNP

与局限性肠炎( 又称克罗恩病 ,Crohn’s Disease) 密切相关[ 25] 。

在药物基因组学研究中,通过检测SNP 可揭示人群中不

同个体对药物敏感性差异的根本原因。不同的人群、个体由

于不同的遗传背景而对某些药物具有不同的反应性, 据美国

1994 年的报告, 因药物副作用而入院患者达200 万人 ,因药物

副作用而死亡的人数达10 万人[ 26] 。由于SNP 不仅可以作为

遗传标记, 通过连锁或关联分析定位疾病易感基因, 以及研

究其与药物反应性的关系,而且有些SNP 本身就可直接导致

疾病或引起药物/ 毒物反应性的差异。一些SNP 被发现与抗

癌和抗焦虑药物的敏感性相关[ 27] , 因此 , 在使用某种药物之

前,进行个体SNP 分析, 是预防药物副作用 , 提高疗效的关

键。这种以基因分型为基础的医疗将随着功能基因组时代

的到来而一天天向我们走近。

在植物功能基因的SNP 研究中,近年来已取得了不少的

成绩, 如发现小麦 Wx- D1 基因( 编码结合在淀粉粒上的淀粉

合成酶,Granule- bound starch synthase I) 中的 SNP 是影响小麦

淀粉特性的重要原因[ 28] , 功能基因中的SNP 改变玉米谷粒成

分和淀粉含量[ 29] ,玉米中八氢番茄红素合成酶( Phytoene syn-

thase) 基因中的SNP 单体型决定籽粒颜色[ 30] , 小麦 Gl u- D1 位

点上高分子量麦谷蛋白x- 型基因启动子区域的一个SNP 与

高分子量麦谷蛋白亚单位1Dx5 和1Dy10 关联[ 31] , 与水稻低

温抗性相关的交替氧化酶基因中SNP 导致了水稻对低温抗

性的改变[ 32] ,大麦 Cxp I 基因( 编码丝氨酸羧肽酶I) 位点上的

SNP 能很好地检测丝氨酸羧肽酶基因的表达量和麦芽的品

质[ 33] ,一个 cDNA 片段中的SNP 与辣椒的辛辣程度密切相

关[ 34] 等。

2 .3  DNA 指纹的确立 传统的DNA 指纹分析主要是采用

RFLP、AFLP 和SSR 等方法,由于SNP 基本上克服了这些分子

标记存在的不足[ 13 ,21] , 可用于物种鉴定、物种起源与亲缘关

系、遗传育种等领域;也可用于法医研究中的罪犯身份鉴别、

亲子鉴定等。如Gri mes 等对红色头发的研究中 ,通过对犯罪

现场罪犯所遗留的生物检材的特殊SNP 位点进行分型, 可以

提供罪犯的一些外在特征,如头发的颜色、眼睛的颜色等[ 35] ;

此外在器官移植中供体和受体间的配对选择及物种进化的

应用和研究中都具有重要意义。

2 .4  群体遗传学和连锁不平衡 利用SNP 标记能详细和快

速地研究群体的组成及其相互关系, 能有效地分析基因型和

表型之间的关系。

由于人类自然群体中连锁不平衡值通常较小且易衰减

( 一般间隔大于1 .0 c M 的基因间连锁不平衡很少出现) , 因

此,许多学者致力于应用近期的群体混合行为产生的连锁不

平衡作为检测基因连锁的可行性研究策略。在1988 年就有

学者率先提出该策略的基本思路[ 36] , 随后 Briscoe 等在1994

年从理论研究和模型试验两方面对该策略进行了发展[ 37] 。

迄今为止 ,与群体的连锁不平衡水平紧密相关的单体型频率

广泛应用于基因定位的研究中。

2 .5  遗传图谱的构建  建立精细的遗传连锁图谱需要分布

广泛、密度高和稳定性好的遗传标记, 而SNP 正是这一类型

的分子标记。因此, 利用SNP 构建的遗传连锁图在作物上能

将数量特性位点( QTL) 定位于更小的染色体区域内, 更有利

于分子标记辅助选择育种( MAS) ; 在人类疾病的遗传连锁分

析中,可用于疾病易感基因定位, 其定位的精度将比微卫星

标记精细得多,可直接用于指导易感基因克隆等。如 Nasu 等

建立了213 个共显性的遍布于整个水稻基因组SNP 分子标

记,并将94 个SNP 整合到已有的遗传图谱中分布在全部12

条染色体上[ 38] 。此外,Guo 等利用大麦的SNP 及其他分子标

记,在构建遗传连锁图谱的基础上 , 发现了一些与抗旱性相

关的数量特性位点[ 39] 。

2 .6  生物多样性分析 SNP 同样适用于分析生物界的进化

与进化过程中物种多样性的形成、基因组的突变以及突变的

选择等。

众所周知, 水稻 Wx 基因是决定糯性强弱的主要因子, 该

基因存在G- T 型( 即 AGGT 和 AGTT) 的SNP。Yamanaka 等在

大量分析的基础上发现AGGT 来自粳稻, 而 AGTT 来自籼稻 ,

指出该SNP 可作为判断糯性强弱及籼粳稻遗传进化的一个

标记 ;同时研究还得出籼粳杂交选育出的水稻品种中鲜见

AGGT 的原因,即人们在种植过程中偏好 AGTT 类型的品种而

使得它在栽培品种中占优势[ 28] 。Varshney 等利用遗传背景

差异大的6 个国家大麦地方品种作为研究材料 ,获得了一些

具有基因信息的SNPs , 利用这些SNPs , 分析了它们的单体型

与遗传相似性的关系 ,确定出可以用来作为大麦遗传多样性

分析的分子标记[ 40] 。
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