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摘要: II类内含子是一类自我剪接内含子, 存在于真菌、细菌及古细菌中, 在植物细胞器中尤为普遍。典型II类内含子的剪

接与剪接体内含子类似, 由内含子RNA及其编码的成熟酶介导完成。高等植物细胞器中, II类内含子成熟酶的结构发生变

异, 导致自剪接功能丧失, 需要核编码蛋白因子辅助完成其剪接过程。自第一个参与叶绿体II类内含子剪接的核编码蛋白

被发现以来, 越来越多的参与高等植物细胞器II类内含子剪接的核编码蛋白因子被报道。本文就高等植物细胞器II类内含

子的分布、结构、剪接方式, 尤其参与它们剪接的核编码蛋白因子作一综述。
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叶绿体和线粒体是植物细胞的两个重要细胞

器, 起源于宿主内共生的蓝藻细菌(Raven和Allen 
2003)和α-变形菌(Andersson等2003), 可产生ATP为
细胞的生命活动提供能量。历经进化, 叶绿体和

线粒体的大多数基因丢失或整合到宿主的核染色

体上, 参与它们基因表达调控、生物发生及功能

发挥的大多数蛋白由核基因组编码。高等植物叶

绿体或线粒体基因的表达调控非常复杂(张琴等

2015; 江芳等2016), 主要发生在转录后加工水平, 
如RNA剪接、RNA编辑、RNA成熟等。

RNA剪接是指RNA前体中内含子的切除及编

码多肽链的相邻外显子连接的过程。高等植物细

胞器的多数基因含有内含子, 且通常位于保守结

构基因内部, 因此, 这些内含子的精确剪接对细胞

器基因的正常表达起关键作用。细胞器的内含子

属于自我剪接内含子, 该类内含子RNA具有催化

作用, 可催化自身的剪切及相邻外显子的连接。

根据结构特征和剪接机制的不同, 自我剪接内含

子可分为I类内含子(group I intron)和II类内含子

(group II intron), I类内含子的二级结构主要由10个
臂环状结构组成, 含有编码类似成熟酶的开放阅

读框(open reading frame, ORF), 可借助游离的鸟嘌

呤核苷酸, 通过两步转酯反应完成自我剪接; II类
内含子的二级结构主要由呈辐射状分布的6个茎

环结构域组成(Toor等2008), 含有编码成熟酶的

ORF, 主要借助腺嘌呤核苷残基和两步转酯反应完

成自我剪接。几乎所有高等植物细胞器内含子都

属于II类内含子(Bonen 2008), 但它们编码成熟酶

的ORF发生丢失或结构变异, 导致自剪接功能丧失

(Zoschke等2010), 需要核编码蛋白因子辅助完成

剪接过程。近年来, 多个参与高等植物细胞器II类

内含子剪接的核编码蛋白因子被鉴定。

1  II类内含子的分布与进化

II类内含子分布于原生生物、真菌、细菌及

古细菌中, 在植物细胞器中尤为普遍。细菌的绝

大多数II类内含子位于基因之间, 或插入到可移动

的DNA元件内部, 极少数位于保守结构基因内部

(Meng等2005)。植物细胞器中的内含子几乎都属

于II类内含子, 拟南芥、玉米和水稻的叶绿体基因

组约含有20个II类内含子和1个I类内含子, 开花植

物的线粒体基因组约有25个II类内含子和1个I类
内含子(Bonen 2008), 这些内含子一般位于高度保

守基因内部。

关于细胞器II类内含子的起源, 一般认为它们

来自细菌II类内含子, 后随内共生事件的发生进入

真核生物的细胞器。基因组分析发现陆生植物细

胞器II类内含子的进化非常复杂, 如地钱、苔藓和

开花植物的线粒体基因组中虽然都有25个II类内

含子, 但它们的同源性很低, 苔藓和开花植物中有

8个II类内含子是相同的, 地钱和苔藓中只有3个, 
地钱和开花植物间仅1个是相同的, 因此, 研究者

认为这些内含子的进化独立于宿主, 且在进化过

程中会分散性地缺失或获得某些序列 (Gro th-
Malonek等2005)。即使在开花植物中, 同一II类内

含子也存在很大差异(Kudla等2002), 如水菖蒲

cox2的内含子长462 bp, 而在银杏中则长达2 660 
bp, 认为主要由于进化过程中内含子的某些结构
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域发生片段插入所致。和细菌的II类内含子相比, 
有些植物细胞器的II类内含子被其他基因隔开, 如
线粒体基因nad1、nad2、nad5和叶绿体基因psaA、
rps12中的内含子。

2  II类内含子的结构与剪接

2.1  II类内含子的结构

虽然II类内含子的长度差异很大, 核苷酸一级

序列的同源性很低, 但它们都能形成保守的二级

结构(Toor等2008), 该结构主要由呈辐射状分布的

6个茎环结构域(D1~D6)组成。D1为最大的结构

域, 包含外显子结合位点EBS1 (exon-binding site 
1)、EBS2、EBS3和δ, 它们可分别与5′外显子中的

内含子结合位点IBS1 (intron-binding site 1)、IBS2
和3′外显子中的IBS3、δ′配对形成双链区, 帮助完

成内含子RNA的折叠、外显子识别及催化区对接

等(Waldsich和Pyle 2008)。D4为最不保守的结构

域, 又被称为可变区, 许多II类内含子编码成熟酶

的ORF位于该结构域内。D5是保守性最高的区域

(Toor等2009), 通常为34 bp的茎环结构, 可与D1支
架通过2个四元环-受体相互作用形成催化核心, 
Mg2+的结合位点位于该结构域。D6为靠近3′-剪接

位点的螺旋结构, 包含参与套索结构形成的腺嘌

呤核苷残基(分支点A), 该残基一般位于内含子3′
末端上游7~8 bp处。虽然D6的保守性不高, 但有

研究显示该结构域是二价金属离子和内含子核心

结合的重要区域, 在内含子的催化过程中起重要

作用(Sigel等2004)。D2和D3结构域较小, 在内含

子折叠过程中, 这2个区域首先完成折叠, 随后作

为支架参与其他结构域的组装(Fedorova和Zingler 
2007)。

植物细胞器中, 并不是所有的II类内含子都具

备上述结构特征, 如叶绿体trnV的内含子和线粒体

nad1-1的D6缺少分支点A残基(de Longevialle等
2007), 线粒体nad4-2的分支点A残基并不出现在最

常见的位置(Bonen 2008)。叶绿体ycf3-2的D5包含

36个核苷酸(de Longevialle等2008), 而线粒体

nad1-2的D5的核苷酸数却很少(Li-Pook-Than和
Bonen 2006)。
2.2  II类内含子的剪接

根据剪接反应及被释放形式的不同, II类内含

子的剪接可分为三种途径。第一种途径与核剪接

体内含子的剪接类似(Toro等2007), 通过两步转酯

反应完成。首先, EBS1与IBS1及EBS2与IBS2的相

互作用使5′-剪接位点靠近D6的分支点A, A的

2′-OH作为亲核基团攻击5′-剪接位点磷酸二酯键

中的磷酸基团, 形成5′-剪接位点游离的3′-OH和内

含子套索结构的中间产物。接着, EBS3与IBS3、δ
与δ′等单碱基的配对使3′-剪接位点正确定位, 5′-剪
接位点游离的3′-OH作为亲核基团攻击3′-剪接位

点磷酸二酯键中的磷酸基团, 形成新的3′-5′磷酸二

酯键, 连接5′和3′外显子, 内含子以套索状结构释

放。这类途径中的两步转酯反应高度可逆, 即被

剪切的内含子可通过逆剪接插入含有与原始5′外
显子相似序列的DNA或RNA分子中。第二种为水

解途径(Vogel和Börner 2002)。首先, 水分子作为亲

核试剂攻击5′-剪接位点, 并在5′-剪接位点形成游

离的3′-OH; 接着, 以与第一种途径的第二步转酯

反应相同的过程完成剪接, 内含子以线性方式释

放。第三种剪接途径(Molina-Sánchez等2006)由一

个游离5′外显子(被认为是以上两种途径中连接外

显子重新打开的产物)的3′-OH攻击3′-剪接位点, 连
接游离的5′外显子和3′外显子, 并在内含子的3′端
形成游离的-OH, 游离的3′-OH进而攻击5′剪接位

点, 释放环状的内含子和新的游离的5′外显子。

细菌和酵母中, 几乎所有的II类内含子都以第

一种途径完成剪接, 而在植物细胞器中, 有的II类
内含子以第二或第三种途径完成剪接, 如叶绿体

trnV的内含子和线粒体的nad1-1因D6缺乏分支点

A残基, 只能以水解途径完成剪接, 内含子以线性

方式释放(de Longevialle等2007); 小麦线粒体

nad1-2以第三种途径完成剪接, 内含子以环状分子

被释放(Vogel和Börner 2002)。
3  植物细胞器II类内含子的剪接因子

II类内含子是可移动的遗传元件, 完成自我剪

接后可以归巢方式插入特异的靶位点, 或以逆转

座方式插入非特异位点。II类内含子的自我剪接

和移动是由内含子RNA和内含子编码的成熟酶组

成的复合物介导的。该成熟酶为多功能蛋白, 在
细菌中通常包括逆转录酶(reverse transcriptase, 
RT)、X、D (DNA-binding)和En (endonuclease) 4
个功能区, RT结构域氨基酸序列保守, 具有逆转录

活性, 可将内含子RNA逆转录成DNA; X结构域为
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RNA结合区, 具有成熟酶活性, 在内含子的剪接中

发挥功能; D结构域氨基酸序列保守性低, 可与

DNA结合; En结构域具有DNA核酸内切酶活性, 与
D结构域一起在内含子转移中起作用。与细菌相

比, 植物细胞器的II类内含子发生严重退化, 开花

植物线粒体和叶绿体基因组中仅存在1个内含子

编码的成熟酶ORF, mat-r和trnK。mat-r编码线粒

体的成熟酶MatR, 它包含一个保守的X结构域, 但
RT结构域已退化, 且En结构域缺失。叶绿体的

trnK编码成熟酶MatK, 多数MatK缺乏II类内含子

移动所必需的结构域, 可参与叶绿体少数内含子

的剪接(Zoschke等2010)。因此, 植物细胞器II类内

含子的体内剪接需要核编码因子辅助完成, 且近

年来, 越来越多参与植物细胞器II类内含子剪接的

核编码蛋白因子被发现。

3.1  成熟酶

除细胞器基因组中的mat-r和trnK外, 植物核

基因组还有4个编码成熟酶的基因, nMat1、nMat2、
nMat3和nMat4, 它们在进化上独立于宿主, 且所编

码的蛋白与细胞器II类内含子编码的成熟酶高度

同源(Keren等2009), 推测这4个基因可能是由植物

细胞器转移进入细胞核的。nMat1~4所编码的4个
蛋白中, nMAT1、nMAT2和nMAT3定位于线粒体, 
nMAT4双定位于叶绿体和线粒体。根据拓扑学和

进化起源可将这4个蛋白分为两类 :  nMAT1和
nMAT2属于I型成熟酶, 缺失D和En结构域, nMAT3
和nMAT4属于II类成熟酶, 包含成熟酶的4个特征

结构域(Mohr和Lambowitz 2003), 但D和En结构域

发生变异。nMAT蛋白D/En结构域的变异或缺失

致使其在内含子移动中的功能丧失, 但仍可在植

物细胞器部分II类内含子的剪接中发挥功能。

nMAT1对线粒体nad1-1、nad2-1和nad4-2的剪接

是必需的(Keren等2012), nMAT2参与nad1-2、
nad7-2和cox2内含子的高效剪接(Keren等2009), 
nMAT4参与nad1-1、-2、-3的剪接(Cohen等2014), 
这些蛋白的功能缺失都会引起线粒体呼吸链复合

物I缺陷的相关表型。

3.2  PPR蛋白

PPR (pentatricopeptide repeat)蛋白广泛存在于

大多数真核生物中, 在陆生植物中尤为普遍。PPR
蛋白是由约35个氨基酸(PPR motif)为重复单位串

联而成的一类蛋白, 根据PPR motif所包含氨基酸

数目的不同, 可将PPR蛋白分为P和PLS两类。PPR
蛋白为RNA序列特异性结合蛋白, 几乎都定位于

线粒体或质体, 可通过与特定核苷酸结合, 参与

RNA转录后加工, 如编辑、剪接、成熟等(Lurin等
2004)。

目前, 报道了多个参与高等植物线粒体内含

子剪接的PPR蛋白。拟南芥中的PPR蛋白OTP43、
ABO5、TANG2、OTP439、BIR6、SLO3和MTL1
对线粒体nad1-1、nad2-3、nad5-2和nad7-1等多个

内含子的剪接是必需的(de Longevialle等2007; Liu
等2010; des Francs-Small等2014; Koprivova等2010; 
Hsieh等2015; Haïli等2016)。玉米中, PPR蛋白

DEK2、EMP16和DEK35功能的丧失, 导致nad1-
1、nad2-4和nad4-1的剪接缺陷(Qi等2017; Xiu等
2016; Chen等2017)。这些PPR蛋白的功能缺失, 会
导致线粒体复合物I缺陷, 植株生长缓慢或种子发

育畸形。除线粒体外, PPR蛋白也参与高等植物叶

绿体内含子的剪接。拟南芥的PPR4、OTP51、
THA8、PMD1参与内含子rps12-1、ycf3-2、trnK
和ndhA的剪接(Schmitz-Linneweber等2006; de Lon-
gevialle等2008; Khrouchtchova等2012; Zhang等
2015), HCF152结合在内含子和外显子的连接处, 
突变体中petB的剪接产物减少, 被认为直接参与

petB转录物的剪接(Meierhoff等2003), 或通过影响

成熟mRNA的降解而间接起作用(Pfalz等2009); 水
稻的WSL对rpl2前体mRNA的剪接是必需的(Tan
等2014)。
3.3  CRM结构域蛋白

CRM (chloroplast RNA splicing and ribosome 
maturation)结构域起源于原核生物核糖体前体结

合蛋白, 与细菌中的YhbY同源, 因参与叶绿体内含

子剪接和核糖体大亚基催化核糖核蛋白的组装而

被命名(Ostheimer等2003)。真核生物中, CRM结

构域蛋白仅在植物中被发现, 包含1~4个保守的

CRM重复序列, 信号肽预测多数定位于质体, 少数

定位于线粒体或细胞核。CRM结构域为RNA识别

结合结构域, 其识别、结合特征与RRM (RNA rec-
ognition motif)类似(Keren等2008)。 近年来的研究

发现 ,  CRM结构域蛋白可与植物细胞器内含子

RNA结合并参与其剪接。
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叶绿体的CRS1 (chloroplast RNA splicing 1)包
含3个CRM结构域, 可通过体内高亲和、特异性地

结合atpF内含子的D1和D4, 帮助内含子正确折叠

并参与其剪接(Ostersetzer等2005); CRS2与细菌的

肽基-tRNA水解酶同源, 通过与包含2个CRM结构

域的CAF1 (CRS2 associated factor)和CAF2蛋白互

作, 参与玉米叶绿体9个内含子的剪接(Ostheimer
等2003); CFM2 (CRM family member 2)包含4个
CRM结构域, 参与叶绿体nadA和ycf3内含子的剪

接(Asakura和Barkan 2007)。与叶绿体相比, 参与

线粒体内含子剪接的CRM结构域蛋白仅2个被鉴

定, 拟南芥的mCSF1 (mitochondria CAF-like splic-
ing factor 1)和mCSF2包含2个CRM结构域, 为CAF
类剪接因子。mCSF1参与线粒体12个II类内含子

的剪接, 它的突变导致线粒体复合物I和复合物IV
功能缺陷(Zmudjak等2013)。
3.4  DEAD-box RNA解旋酶

DEAD-box RNA解旋酶属于解旋酶II家族, 含
有保守的ATP结合域、水解结构域、RNA结合结

构域和一个DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)序列。DEAD- 
box RNA解旋酶广泛存在于所有真核生物和许多

原核生物中, 主要参与ATP依赖的分子内和分子间

RNA结构重排、核糖核蛋白复合物的重新组装, 
也有研究发现DEAD-box RNA解旋酶参与RNA合

成、修饰、剪切、降解及核糖体的生物合成和翻

译起始等(Linder和Jankowsky 2011)。预测高等植

物中约有60个DEAD-box RNA解旋酶(Mingam等

2004), 但绝大多数功能未知。玉米和拟南芥的

RH3 (RNA helicase 3)参与叶绿体rpl12、rpl21、
atpF等内含子的剪接(Asakura等2012; Gu等2014); 
ISE2参与拟南芥叶绿体rpl2内含子的剪接(Carlotto
等2015); 拟南芥的PMH2 (putative mitochondrial 
helicase 2)被认为是剪接体的成员之一, PMH2的纯

合突变体中多个线粒体内含子的剪接效率明显下

降, 推测其作为RNA分子伴侣, 通过促进形成或稳

定RNA的二级结构而影响剪接(Köhler等2010)。
除上述核编码剪接因子外, 还有些蛋白家族, 

如PORR (plant organellar RNA recognition)、RCC 
(regulator of chromosome condensation)等也参与高

等植物细胞器II类内含子的剪接。玉米的PORR蛋
白WTF1可启动叶绿体中约一半内含子的剪接

(Kroeger等2009), 拟南芥的WTF9特异性地参与线

粒体rpl2和ccmFc内含子的剪接(des Francs-Small
等2012)。对于RCC蛋白家族, 迄今仅发现一个成

员RUG3参与拟南芥nad2-2、-3的剪接(Kűhn等
2011)。

综上所述, 高等植物细胞器II类内含子的剪接

是通过多个核编码蛋白因子共同参与完成的, 核
编码蛋白因子在细胞器基因表达调控中起重要

作用。

4  问题与展望

进化过程中, 高等植物细胞器II类内含子编码

成熟酶的ORF发生缺陷或丢失, 丧失了完成自我剪

接的能力。越来越多参与高等植物细胞器II类内

含子剪接的核编码蛋白的发现, 证明这些内含子

的剪接需要核编码蛋白辅助完成, 然而它们的作

用机制仍不清楚。核编码细胞器内含子剪接因子

多为RNA识别结合蛋白, 有的可参与植物细胞器

多个II类内含子剪接事件的发生, 如nMAT2参与线

粒体nad2、nad7和cox2中3个内含子的剪接(Keren
等2009), WTF1对叶绿体atpF、trnV和ndhB中等9
个内含子的剪接是必需的(Kroeger等2009)。内含

子RNA的空间结构是完成II类内含子剪接的关键

因素, 推测这些剪接因子可能通过识别多个内含

子的共有或相似序列, 或识别内含子的二级结构, 
参与内含子的剪接。有的核编码剪接因子只参与

细胞器某个II类内含子的剪接, 如EMP16和OPT43
等(Xiu等2016; de Longevialle等2007), 认为它们可

能是通过识别某个内含子所特有的一级结构参与

剪接的。虽然高等植物细胞器中的核编码剪接因

子多数为RNA识别结合蛋白, 但仅发现CRS1可与

内含子的D1和D4结合(Ostersetzer等2005), 而其他

剪接因子的RNA识别位点尚未见报道, 推测这类

核编码剪接因子可能作为内含子RNA的分子伴侣, 
防止其错误折叠或被降解, 辅助内含子RNA形成

利于剪接的高级结构。由于外显子-内含子边界序

列及剪接机制的相似性, 研究者认为II类内含子为

真核生物剪接体内含子的进化祖先(Martin和Koonin 
2006)。Qu等(2016)最近通过冷冻电镜技术发现, 
细菌II类内含子剪接反应核心区域与剪接体在结

构上存在高度的保守性, 由此推测核编码的细胞

器RNA剪接因子也可能通过招募其他蛋白因子发
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挥作用, 形成类似于剪接体的复合物, 如CRS2通过

与CAF1和CAF2互作参与剪接(Ostheimer等2003), 
CFM2和CFM3一起与CRS2/CAF形成复合物, 参与

叶绿体内含子的剪接(Asakura等2008)。尽管II类
内含子(Toor等2008)的晶体结构已被解析, 但是对

核编码剪接因子的结构了解甚少, 目前仅解析了

THA8 (Ban等2015)的晶体结构, 因此, 高等植物细

胞器II类内含子与剪接体内含子间的关系, 以及核

编码蛋白参与细胞器II类内含子剪接的作用机理

尚需进一步研究, 相信随着更多核编码蛋白剪接

因子的发现, 冷冻电镜、RNA免疫共沉淀等实验

技术的发展, 高等植物细胞器II类内含子的剪接机

制将会越来越明晰。
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Research progress of group II intron splicing in higher plant organelles
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Abstract: Group II introns are large self-spliced introns that are found in fungi, bacteria and archaebacteria, but 
are particularly prevalent within the organelle genomes in plants. The splicing of typical group II introns is 
closely resembles to that of the nuclear spliceosomal introns, which is carried out by the complex of intron 
RNA and intron-encoded maturase. However, group II introns in higher plant organelles have lost the ability to 
self-splice in vivo and require nucleus-encoded proteins as cofactors. Since the first splicing factor was identi-
fied in chloroplasts, more and more nuclear-encoded proteins have been shown to be involved in the splicing of 
the introns in chloroplasts or mitochondria. In this review, we will summarize the data on the distribution, struc-
ture and splicing of group II introns in higher plant organelles, with a focus on their nuclear-encoded splicing 
cofactors.
Key words: group II intron; chloroplast; mitochondrion; maturase; splicing factor

Received 2017-04-12  Accepted 2017-07-11
This work was supported by Shandong Province Higher Educational Science and Technology Program (Grant No. J16LE09) and Qufu Normal 
University Doctoral Fund Project (Grant No. BSQD20152493).
*Corresponding author (E-mail: jewelseeker@163.com).

proper folding of a group II intron RNA. J Mol Biol, 375: 572–580
Xiu ZH, Sun F, Shen Y, Zhang XY, Jiang RC, Bonnard G, Zhang JH, 

Tan BC (2016). EMPTY PERICARP16 is required for mito-
chondrial nad2 intron 4 cis-splicing, complex I assembly and 
seed development in maize. Plant J, 85: 507–519

Zhang HD, Cui YL, Huang C, Yin QQ, Qin XM, Xu T, He XF, Zhang 
Y, Li ZR, Yang ZN (2015). PPR protein PDM1/SEL1 is involved 
in RNA editing and splicing of plastid genes in Arabidopsis 
thaliana. Photosynth Res, 126: 311–321

Zhang Q, Jia N, Li H, Gao HB (2015). Identification and analysis of 
ARC6 gene in a chloroplast division mutant cpd44 in Arabidop-
sis thaliana. Plant Physiol J, 51 (4): 501–508 (in Chinese with 

English abstract) [张琴, 贾宁, 李慧, 高宏波(2015). 拟南芥叶绿

体分裂突变体cpd44和ARC6基因的鉴定与分析. 植物生理学

报, 51 (4): 501–508]
Zmudjak M, des Francs-Small CC, Keren I, Shaya F, Belausov E, 

Small I, Ostersetzer-Biran O (2013). mCSF1, a nucleus-encoded 
CRM protein required for the processing of many mitochondrial 
introns, is involved in the biogenesis of respiratory complexes I 
and IV in Arabidopsis. New Phytol, 199: 379–394

Zoschke R, Nakamura M, Liere K, Sugiura M, Börner T, Schmitz-Lin-
neweber C (2010). An organellar maturase associates with 
multiple group II introns. Proc Natl Acad Sci USA, 107 (7): 
3245–3250


