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[摘要 ]　目的: 将体外筛选具有切割内皮素21 (endo thelin21, ET 21) mRNA 的 10223脱氧核酶转染原代培养新生大鼠心肌细

胞,观察其对心肌细胞 ET 21 mRNA 的影响。方法: 体外转录 ET 21 全长RNA 底物,设计并合成 5条 ET 21 10223脱氧核酶

(D Z1～D Z5) ,其 5′及 3′端各有 2个核苷酸硫代修饰,体外切割 ET 21 RNA 底物,筛选有效脱氧核酶; 5′标记荧光素 FAM 的

10223脱氧核酶瞬间转染新生大鼠心肌细胞以观察对 10223脱氧核酶的摄取;采用半定量R T 2PCR 检测ET 21基因的表达。结

果: D Z2、D Z3、D Z4 及D Z5 在体外均可切割 RNA 底物, 其中D Z4 两侧结合区结合自由能之差最大, 其切割效率最高, 达

83. 5% ,而D Z3两侧结合区结合自由能之差最小,其切割效率亦最低 (47. 3% ) ;瞬间转染新生大鼠心肌细胞 24 h,心肌细胞内

可见 10223脱氧核酶的分布,半定量R T 2PCR 结果显示转染 24 h 后的D Z4 (0. 2 Λmo löL )可减少血清诱导肥大心肌细胞 ET 21

mRNA 及细胞总蛋白,降低细胞活力与蛋白质合成速率 (P < 0. 05)。结论: 本研究设计的 10223脱氧核酶能切割体外转录的

ET 21全长RNA 底物,转染心肌细胞后,可抑制 ET 21 mRNA 的表达,减缓血清诱导心肌细胞肥大, 10223脱氧核酶两侧结合

区自由能的差值与切割效率有关。
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[ABSTRACT ]　Objective: To design and select 10223 deoxyribozym e cleaving ET 21 mRNA in v itro, and to detect ET 21 mR 2
NA exp ression in cu ltu red neonatal ra t cardiom yocytes after 10223 deoxyribozym e transfect ion. M ethods: F ive 10223 deoxyri2
bozym es (D Z12D Z5) w ith 2 pho spho ro th ioate group s at 5′and 3′end w ere designed and syn thesized. Fu ll2sequence ET 21

RNA w as transcrip ted and FAM 2labeled 10223 deoxyribozym e w as used to select cleavab le 10223 deoxyribozym e in v itro and

to detect in tracellu lar up take. T he con ten t of ET 21 mRNA w as m easu red by sem i2quan tita t ive R T 2PCR after 10223 deoxyri2
bozym e w as transfected in to cu ltu red neonatal ra t cardiom yocytes. Results: A ll ET 21 10223 deoxyribozym es, excluding D Z1,

cleft ET 21 RNA substrates efficein t ly du ring the 1st h and D Z4, w ith largest free energy difference of 2 hyb ridizing dom ains,

cleft the substrates mo st efficien t ly, w h ile D Z3, w ith low est free energy difference, cleft the substrates least efficien t ly. A t

24 h after transfect ion, D Z4 w as seen in tracellu larly. D Z4 decreased the con ten t of ET 21 mRNA , the cell viab ility, the con2
ten t of to tal p ro tein and p ro tein syn thesis rate of serum 2induced hypertroph ic cardiom yocytes 24 h after transfect ion. Conclu2
sion: T he 10223 deoxyribozym e designed in th is study can cleave fu ll2length ET 21 substrates efficien t ly, w h ich decrease the

con ten t of ET 21 mRNA and inh ib it cardiom yocyte hypertrophy induced by serum after transfect ion. T he free energy differ2
ence of 2 hyb ridizing dom ains of 10223 deoxyribozym es p lays an impo rtan t ro le in cleavage.
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Ξ　 1982 年 K ruger 等[ 1 ]首次在四膜虫核糖体

RNA 中发现的一段具有自身切割活性的 RNA 序

列,命名为核酶 ( ribozym e)。随后,在多种生物包括

人体内发现了多种核酶。近年来,一类新的、由单链

DNA 构成的催化分子 (脱氧核酶)已由人工方法筛

选获得, 特别是一类称之为“10223 脱氧核酶”的分

子[ 2～ 8 ],只需改变底物结合区的核苷酸构成,即能阻

断特定基因的表达。10223脱氧核酶由 2部分组成:

中心 15个保守核苷酸的催化区及两侧 7～ 9个核苷

酸组成的底物序列识别区。通过碱基配对, 10223脱

氧核酶与 RNA 底物特异性结合, 切断两结合区间

未配对的嘌呤与相邻嘧啶间的磷酸二酯键[ 3～ 5 ]。102
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23 脱氧核酶催化效率高,且相对分子质量较小, 稳

定性好,易于制备。但目前多数实验采用人工合成的

包含切割位点的小片段 RNA 或m RNA 中的局部

序列作为底物,以研究 10223脱氧核酶的特性[ 5～ 8 ],

但忽略了m RNA 空间结构对 10223 脱氧核酶的影

响,故整体应用效率较低。本实验采用内皮素21 (en2
do thelin, ET 21)全长 cDNA 体外转录的 RNA 作为

底物,以筛选体内具有较高切割效率的 ET 21 10223

脱氧核酶,并为 10223 脱氧核酶的筛选提供试验方

法。

1　材料和方法

1. 1　材料和试剂　10223 脱氧核酶及所用引物均

由上海生工生物技术公司合成并纯化; Pf u 高保真

DNA 聚合酶购自上海生工生物技术公司; T aq 酶为

P rom ega 公司的产品; pGEM 23Z 质粒购自华美生

物工程公司; SD 大鼠 (体质量 250～ 300 g, 60～ 100

d 龄)及乳鼠 (1～ 3 d 龄)自上海西普尔2必凯公司购
得; 胰蛋白酶及其他生化试剂购自Am resco 公司;

DM EM 培养基购自 Sigm a 公司; 胎牛及小牛血清

为杭州四季青公司的产品; FuGEN E 6 为Roche 公

司产品; Α232P2U T P 自北京亚辉生物技术公司。

1. 2　切割 ET 21 m RNA 脱氧核酶的设计选择　

ET 21 m RNA 切割位点为起始位点AU G 与 ET 21

编码区末之间 (即第 1～ 156 位核苷酸)的所有AU

及GU 连接,两侧底物结合区均为 9个核苷酸,其 5′

及 3′端各有 2个核苷酸硫代修饰。排除所有与底物

结合的自由能 (∃G)≤- 24 kca löm o l(1 kca l= 4. 187

kJ )及与大鼠非 ET 21 m RNA 发生交叉反应的脱氧

核酶, 共选出 5 条脱氧核酶, 序列分别为D Z1: 5′2

CTC CCA A GA GGC TA G CTA CAA CGA A GC

T GT T TC23′; D Z2: 5′2GGC TCT GCA GGC TA G

CTA CAA CGA T TC CT T CTC23′; D Z3: 5′2TCT

CCA GGA GGC TA G CTA CAA CGA GT G CT G

GGA 23′; D Z4: 5′2A CG CT T GGA GGC TA G

CTA CAA CGA CT G CGG GGT 23′; D Z5: 5′2CA G

GA G CAA GGC TA G CTA CAA CGA GCT T GG

A CC23′。

1. 3　切割底物的制备　切割底物通过体外转录制

备而得。抽提正常 SD 大鼠心脏组织总RNA ,逆转

录后, Pf u 高保真 DNA 聚合酶扩增 ET 21 全长

cDNA ,插入 pGEM 23Z质粒中,筛选后测序。线性化

后在 Α232P2U T P 存在下体外转录核素标记的 ET 21

RNA , 5%含 7 m o löL 尿素的变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离,电洗脱后,乙醇沉淀, - 80℃保存[ 3 ]。

1. 4　体外切割活性测定　所有体外切割活性测定

均在近似于生理条件的缓冲液中进行: 50 mm o löL

T ris2HC l (pH 7. 4, 37℃) , 2 mm o löL M gC l2, 150

mm o löL N aC l及 0. 01%十二烷基磺酸钠 (SD S) ,反

应体积为 10 Λl。底物及脱氧核酶的终浓度分别为 5

Λm o löL 及 1 Λm o löL , 分别在 37℃预热 10 m in, 混

合后 37℃孵育 1 h,加入等体积用冰预冷的终止液

(8 m o löL 尿素, 20%蔗糖, 90 mm o löL T ris2硼酸盐
(pH 8. 3) , 20 nm o löL N a2 ED TA , 0. 05%溴酚蓝,

0. 05%二甲苯青及 0. 1% SD S) , 5%含 7 m o löL 尿素

的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,放射自显影后分

析,测定 1 h 切割率。所有体外切割活性测定均在不

同时间重复 2次[ 3 ]。

1. 5　心肌细胞培养及对脱氧核酶的摄取　取出生

1～ 3 d 的 SD 大鼠数只,无菌条件下取出心脏,去除

心房后,将心室组织剪碎, 0. 2%胰蛋白酶逐次消化,

制成单细胞悬液,差速贴壁后收集未贴壁细胞,接种

于培养板,接种密度为 5. 0×104öcm 2, 37℃、5%CO 2

孵箱中继续培养 24 h 后换成含 10%小牛血清、不含

抗生素的DM EM。心肌细胞接种于盖玻片上,培养

至细胞融合达 60% ,采用脂质体 FuGEN E 6将 0. 2

Λm o löL 5′端标记荧光素 FAM 10223脱氧核酶转染

心肌细胞,转染过程按 FuGEN E 6转染试剂说明进

行, 10223 脱氧核酶与 FuGEN E 6 的比值均为

2 Λg∶3 Λl。12 及 24 h 后取出盖玻片, 在荧光显微

镜下 (激发波长 494 nm , 512 nm 波长)观察。

心肌细胞培养至细胞融合达 60% , 换成无血清

培养基,继续培养 12 h 后分为 3组: (1)血清对照组:

单纯加入胎牛血清至终浓度 10% (V öV ) , 诱导心肌

细胞肥大; (2) 10223脱氧核酶组: 即在血清诱导心肌

细胞肥大的同时应用 FuGEN E 6将D Z转染心肌细

胞; (3)脂质体 FuGEN E 6 对照组: 血清诱导心肌细

胞肥大的同时单纯应用相同量的FuGEN E 6。脱氧核

酶的剂量分别为 0. 1及 0. 2 Λm o löL。

1. 6　半定量R T 2PCR检测ET 21 m RNA的表达　提

取心肌细胞总RNA , 取 2 Λg 总RNA , 以 o ligo dT 18

为引物,M 2M LV 逆转录酶逆转录成 cDNA ,反应体积

25 Λl。各取 3 Λl cDNA 进行 PCR 反应, Β2act in 为内

参照。ET 21 正义引物序列为 5′2CA G A GG CGA
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TCA GA G CAA CCA 23′,反义引物序列为 5′2CAA

GGA GGA GCA GGA GCA A CG23′,扩增产物长度

296 bp。Β2act in 正义引物序列为 5′2CCC A T T GAA

CA C GGC A T T 23′, 反义引物序列为 5′2GGT A CG

A CC A GA GGC A TA CA 23′,扩增产物长度为 236

bp。 PCR 反应体系为 50 Λl, 条件为 94℃预变性 10

m in, 94℃30 s, 58℃15 s, 72℃ 30 s, ET 21扩增 30个

循环, Β2act in 扩增 23个循环。各取 20 Λl PCR 产物,

1. 5% (W öV )琼脂糖凝胶电泳分离后,凝胶成像系统

分析。以 ET 21条带与 Β2act in 条带光密度之比 (ET 2
1öΒ2act in)反映ET 21 m RNA 含量。

1. 7　测定细胞活力、总蛋白含量和蛋白合成速

率　心肌细胞接种于 96孔培养板 (105öm l, 0. 1 m lö

孔)。培养结束前 4 h 每孔加入噻唑蓝 (M T T )溶液

(5 m göm l) 20 Λl,继续孵育 4 h 后,吸弃上清液,每

孔加入 150 Λl DM SO ,震荡 10 m in, 用酶联免疫分

析仪于 490 nm 测定光密度值。

将心肌细胞接种于 24 孔培养板 ( 105öm l,

1 m lö孔)。培养结束后,提取总蛋白,用BCA 法以可

见光分光光度计在 562 nm 测定溶液的光密度值,

以溶剂为空白对照,牛血清白蛋白为标准品作标准

曲线,测定各孔心肌细胞总蛋白含量。

心肌细胞接种于 96 孔培养板 ( 105öm l,

0. 1 m lö孔)。培养结束前 12 h,各孔加入 18. 5 kBqö

孔3H 2亮氨酸,继续培养 12 h 后,多头收集器收集于

玻璃纤维滤膜,干燥后置于闪烁瓶,加入闪烁液,用

液闪计数器测定掺入量, 结果以 cpm 值表示, 反映

心肌细胞蛋白合成速率。

1. 8　统计学处理　数据均以 xθ±s表示,方差齐性

的多组数据采用方差分析,方差不齐的数据则采用

秩和检验。

2　结　果

2. 1　底物的制备　体外转录产生的 RNA 长短不

一,无法直接用于体外切割率的测定。采用 5%含 7

m o löL 尿素的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳纯化 RNA

底物,电洗脱回收后,经变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离、放射自显影鉴定,其条带较为均一。

2. 2　体外切割活性测定　变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离,放射自显影成像,观察到D Z2、D Z3、D Z4及

D Z5均可切割ET 21 RNA 底物,仅D Z1对底物无切

割作用。其中切割位点位于G147U 的D Z4,其两侧结

合区结合自由能之差最大, 1 h 切割率最高, 达

83. 5% ; 而D Z3 两侧结合区结合自由能之差最小,

其切割效率亦最低 (47. 3% ) ;而D Z2和D Z5虽两侧

结合区结合自由能之差相同,但D Z2总的结合自由

能高于D Z5,其切割效率也高于D Z5 (1 h 切割率分

别为 68. 1%和 50. 8% )。

2. 3　心肌细胞对D Z 的摄取　采用脂质体 Fu2
GEN E 6将 5′端标记荧光素 FAM 的D Z4转染心肌

细胞, 12 h 后出现较弱荧光,而转染 24 h 后,心肌细

胞中呈现较为明显的荧光,主要分布于细胞核,胞质

中的荧光较胞核为弱 (图 1)。故心肌细胞在转染后

继续培养 24 h,抽提总RNA 用R T 2PCR 检测 ET 21

m RNA 的变化。

图 1　培养新生大鼠心肌细胞

对 FAM 标记 10-23脱氧核酶的摄取

F ig 1　Uptake of FAM - labeled 10-23

deoxyr ibozym e by cultured neonata l card iom yocytes

A : 12 h after transfection; B: 24 h after transfection

2. 4　D Z 对心肌细胞 ET 21 m RNA 的作用　半定

量R T 2PCR 结果显示,空白对照组 ET 21öΒ2act in 之

比为 0. 615±0. 044; 0. 1 Λm o löL D Z4 组 ET 21öΒ2

act in 之比为 0. 566±0. 046,与空白对照组及相应脂

质体对照组 (0. 617±0. 050)比较无显著差异; 0. 2

Λm o löL D Z4 组 ET 21öΒ2act in 之比为 0. 471±

0. 053,较空白对照组及相应脂质体对照组 (0. 607±

0. 058)明显降低 (n= 5, P < 0. 05)。空白对照组与 2

个脂质体对照组 (0. 1、0. 2 Λm o löL D Z4)之间, ET 2
1öΒ2act in 无统计学意义。

2. 5　D Z 对心肌细胞活力及蛋白质合成的影

响　血清对照组与 2 个脂质体对照组 (0. 1、0. 2

Λm o löL D Z4)之间细胞活力、细胞总蛋白及蛋白质

合成速率相比无统计学差异; 0. 1 Λm o löL D Z组的

细胞活力、细胞总蛋白及蛋白质合成速率与相应脂
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质体对照组比较差异亦无统计学意义; 而 0. 2

Λm o löL D Z 组的细胞活力与相应脂质体对照组比

较细胞活力下降了 26. 6% , 细胞总蛋白下降 54.

5% ,蛋白质合成速率下降 34. 1% (n= 5, P < 0. 05)。

3　讨　论

心肌肥厚是高血压、心瓣膜病、急性心肌梗死等

临床常见病的并发症,也是预后指标之一,持续性心

肌肥大最终会导致心衰乃至猝死。Ito 等[ 9 ]的研究表

明,外源性给予 ET 21能增加心肌细胞表面积、刺激

蛋白质合成、提高3H 亮氨酸掺入及增加胚胎型心脏

特异性蛋白质表达,可见 ET 21 具有强烈的促心肌

细胞肥大的作用。本实验采用血清诱导心肌细胞肥

大模型[ 10 ] , 同时给予 ET 21 10223 脱氧核酶抑制内

源性 ET 21的表达,结果表明, ET 21 10223脱氧核酶

可减少内源性 ET 21 合成,减轻血清诱导心肌细胞

肥大的作用。

10223 脱氧核酶的切割效率与其切割位点的选

择关系密切,其与底物的结合受RNA 序列及切割位

点附近空间结构的复杂性影响较大。目前尚难人工预

测较长的RNA 的空间结构,而用于体外筛选的底物

多为人工合成的包含切割位点的小片段 RNA 或

m RNA 中的局部序列[ 3～ 5 ], 这类底物的空间结构对

酶的影响较小,有利于研究酶的特性。但由于忽略了

m RNA 空间结构对 10223 脱氧核酶的影响, 筛选出

的 10223脱氧核酶不一定适用于整体或细胞内给药。

本研究采用的底物为 ET 21 全长 cDNA 体外转录的

RNA , 与天然 ET 21 m RNA 相比, 除无 5′帽结构及

3′多聚腺苷酸尾外,其他结构非常相似。

已有实验表明, 10223 脱氧核酶底物序列识别

区与底物结合的自由能大小是影响切割效率的重要

因素[ 3～ 8 ]。本研究通过底物结合自由能的比较大小

及实验观察,认为底物结合的自由能与切割效率并

不存在正比关系。为进一步探讨 10223脱氧核酶切

割效率与结合自由能的关系,除总的结合自由能外,

我们还分别比较了 5′及 3′底物结合区的结合自由

能。结果显示在两侧结合区核苷酸数量相同的情况

下, D Z2、D Z3、D Z4 和D Z5 其 5′或 3′底物结合区的

结合自由能与其切割效率无直接的关系,而两侧结

合区结合自由能的绝对差值与切割效率有一定的关

系。本工作设计的 10223脱氧核酶能切割体外转录

的 ET 21 全长RNA 底物,转染心肌细胞后,可抑制

ET 21 m RNA 的表达,减缓血清诱导心肌细胞肥大,

10223脱氧核酶两侧结合区自由能的差值与切割效

率有关。
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