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哺乳动物核仁蛋白基因编码的

一个新的内含子 sn 0

NR
A

关
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(中山大学生物工程研究 中心
,

广州 51 02 7 5)

摘要 通过计算机分析和实验鉴定
,

发现 了哺乳动物中一种新的内含子
Son NR A

-

2 25
.

2 25 sn
o R N A 长为 6 9 个核普酸

,

具有典型的 box c / D 结构元件和末端配对区
,

一

段长为 n 个核普酸的序列与 18 5 1
,

R N A 互补
,

其下游紧接 1洲〕
x

D’
.

按 照理论计算
,

2 25

sn
0 RNA 具有指导 18 5 1, R N A 中 A 167 s( 按人 18 5 r RN A 编号 ) 2忆 O

一

核糖甲基化 的功能
.

2Z 万基 因位于人
、

小 白鼠和大鼠核仁蛋 白 ( N cu l印 l i n) 基 因第 5 个 内含子 中
,

揭示 出哺

乳动物核仁蛋 白基 因是一种多内含子
Son RNA 编码 的宿主基 因

.

关键词 2 2 5 nS 0 RN A 核仁蛋白 哺乳动物

核仁小分子 NR A (
, on R刊A )是一类新的核酸调控分子

,

在真核生物核糖体的生物合成 中起

关键作用
.

近年来已陆续发现
,

至少有 6 种 S on R N A 直接参与 rR N A 前体的切割
,

它们是
1, R N A

复杂加工体系的必要组分 [’ 〕
.

最新结果表明
, , on R N A作为一类 R N A 向导 ( R N A gu id e

)参与了

r R N A 化学修饰过 程
,

如指 导 r R N A 中 2气 0
一

核糖 甲基化和假尿 嚓陡核 昔 的生成 [ 2 一 4〕
.

许多
S no R人A 对于 r RN A 前体形成正确的构象具有重要 的意义 s[]

.

S no R N A 指导
r R N A 化学修饰过程

的分子机制的阐明
,

揭示出
r RN A 中某些修饰核昔数目与

Son RNA 基 因数 目的关系
,

为发现新

的 ,仙NR A 指明了方 向
.

例如
,

在酿酒酵母
r R N A 中鉴定出 55 个 2

` 一

O
一

核糖甲基化核昔
,

目前已

发现指导 51 个位点 2
, 一

。
一

核糖甲基化的反义
Son NR A困

.

在哺乳动物 R N A 中有约 105 个 2
` 一

。
-

核糖甲基化核昔
,

目前还只发现 57 种反义 Sno R入A
.

继续发现和鉴别哺乳动物中新的
s no R人A

及其功能
,

是当前
Son R N A 研究领域 中的重要课题

.

过去
,

主要通过实验的方法来寻找新 的
S on RNA

.

由于人类基 因组计划的进展
,

国际分子

生物学数据库中已积累了大量的 D NA 序列
.

采用计算机分析核酸序列来鉴定 R N A 新基因的

方法正在迅速发展
.

我们曾采用计算机分析基 因内含子序列 的方法
,

发现了哺乳动物中十几

种新
。 on R N A比 7

,

8〕
.

在此基础上
,

我们又建立 了一个新 的方法叫直接对 国际数据库扫描分析
,

在酵母和水稻中发现了几种独特的
S n o R N A 基 因组织 仁̀。

,

川
,

在哺乳动物 中也发现了一些新的

宿主基因 ( h os t ge n e
)

.

本文报道通过对人
、

小白鼠 ( ~ ~
以。 )和大鼠 ( ar u o on 几夕eg u 。 )核仁

蛋白基 因序列的分析
,

在该基 因的第 5 个 内含子 中发现一种新 的反义
S on RNA 基 因 2Z 兄 揭示

l哭心
一

08
一

25 收稿
,

l塑尧工 11
一

01 收修改稿
苦
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出哺乳动物核仁蛋白基因是一种多内含子
S no R N A 编码的宿主基因

.

1 材料与方法

1
.

1 计算机分析

通过 In te m et 与国际分子生物学数据库 E M B L 和 诀nb an k 联 网
,

按照我们建立的反义
Son

NR A基因鉴别方法回
,

对数据库直接进行扫描分析
.

以 P c ge n 。 6
.

0 软件包对所获核酸数据进

一步进行序列鉴别和分析
.

1
.

2 实验鉴定

用于 22 5 Son R刊A N o r l ll e m 杂交 和逆转录分析的寡核昔酸引物和探针为 PZ 25
,

序列为
: 5

`

G I T r c A G
,

rA T I
,

A A G T C c c T r l飞汀 3
` .

引物 5
`

末端的
’ “ P 标记按分子克隆手册「’ 2〕操作

,

〔y
一 32 P」A TP

( 5 以叉〕 ilC ) /

~ l) 购 自北京亚辉公司
.

采用异硫氰酸肌法提取和纯化人的细胞株和小 白鼠肝

细胞总 NR A〔` , ]
.

20 滩 总 R N A 以 8 om l/ L 尿素
一

8 % 聚丙烯酞胺凝胶 电泳分离
.

用 hP

~
ia

M ult iP ho o n 型电泳系统将分离后的 RNA 转移至 Hy ob
n d + 尼龙膜 ( A l l ll l l e玲h am )上

,

晾干后的尼

龙膜在 2 53 mn 紫外灯下交联 5 m in 固定 R N A
.

以 32 P 标记 的寡核昔酸 ZP 25 为探针
,

杂交和洗

膜条件按文献仁7」操作
.

逆转录反应的体积为 20 拌L
,

含 20 雌 总 R N A 和 20
。 g 以 ’ Z P 标记的寡

核昔酸引物
,

d N r l
〕

浓度为 2 50 拼m (〕F L
.

反应液充分混合后于 65 ℃变性 5 m in
,

冷至 42 ℃后
,

加

人 2以) 单位的 M M VL 逆转录酶 ( orP
m e ga )

,

在 42 ℃延伸反应 30 m in
,

以 8 mo l/ L 尿素
一

8 % 聚丙烯

酞胺凝胶电泳和放射性 自显影检查逆转录产物
,

分子量标准为 p B咫 22 质粒 以限制性 内切酶

腼 工和 刀故 )

111 水解并以
32 P 作 5

`

末端标记制备
.

C D N A 的克隆和序列测定按文献仁7」操作
,

以

eS qu en as e eS qu en ic gn 试剂盒 ( h fe sc ie cn e
)直接测定质粒 D N A 序列

.

2 结果

通过对基 因库的计算机分析
,

发现 了一个
s on NR A 基 因候选序列

,

命名为 2Z 5 D N A
.

该序

列保守地位于人
、

小白鼠和大鼠核仁蛋白基因的第 5 个 内含子中 (图 1 )
,

并且具有典型的反义
s on R N A 基因特征 (图 2 )

.

在序列 的 5
`

端有 T (执 (T …执 ( h 〕x C )序列
,

中部和 3
`

端则分别有一个 CT
-

G A ( 1刃 x l)
`

和 be x D )序列 ;在 1刃x C 上游及 b o x D 的下游
,

各有一段长达 6 个以上核昔酸的反向重

复序列
,

可形成常见的
Son R N A 末端配对区 ( et mr in al s et m ) ;一段长为 n 个核昔酸的序列与 185

r R N A 互补 (图 2 中用黑线指 明 )
,

其下游紧接 场
x D

` .

按照反义 s l l 0 R N A 结构 与功能理论计

算 z[, 3〕
,

该互补序列与下游的 bo xD
,

可共同指导 18 5 r R N A 中第 16 78 位的腺嗦吟核昔 (按人 185

讯刊A 编号 )的 2
, 一

O
一

核糖甲基化
.

18S
r RN A A 1 678 是一个保守的位点

,

在人和爪蟾中已被实验

11 12 13 14 15 16 17 18 19 1 10 11 1 112 113

t t
IJ2 0 U 2 3

图 1 哺乳动物核仁蛋白基因结构示意图

. 外显子
,

口 内含子

l ) I C i = 3
.

7 x lo ,o
勒
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22 5
,

哺乳动物核仁蛋白基因编码的一个新的内含子
S n 0

RNA
,

3--L甲

H U A C A G

Mm C T 一 一

R a 七 一 T一 一

C及A A G G G A C T T八八 T A C T G八A A C C A * * G A T G T T

C 一 A T * * 一 G G 一 一 一

{{{ {{{
iii甲 G A甲民 到到
___ _ _ _ _

」」
二二二二

A T C T 一 G G A 一

}}}
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巳巳
G户户 r G T G C T G T

一 一 一 一 一 一 T一

一 一 一 一 - 一 T 一

2 2 5 指导的 r R N A 甲基化

::: 2 5 。 n o ; N ;

厄巫困
一 3 ,,

555 尹 一 A G G G A C U U八全、 U AAA

333 , 一 U C C C U G八A U U A G 一 5 了了

人人 工日5 r R N A ...

八八1111 6 7 888

图 2 3 种哺乳动物 22 5
s l l o R入A 基因序列及功能元素

uH M m R a t 分别代表人
、

小 白鼠和大 鼠

鉴定为一个 2
` 一

。
一

核糖甲基化核昔 〔’ 4 〕
.

迄今为止
,

尚未在任何生物 中发现指导该位点 甲基化

的 s n 0 R N A
.

因此
,

2Z 5 D N A 可能编码一种新的核仁小分子 R N A
,

即 22 5 S n o R N A
.

一

崛撇人M罗ùù
矢伞卜

采用实验 的方法对 2 25 Son R N A 进行 了验

证
.

根据 z 25 D
NA 的序列

,

合成一个 22 个核昔 8 9 -

酸长的 D NA 引物或探 针 P2 2 5 (见 图 2)
.

以 3“ P 8 0 -

标记 的 P Z 25 探针 对人 和小 白鼠总 R N A 进 行

N o rt ll e m 分析
,

结果表明
,

在严格 的条件下
,

ZP 25 6 4 -

探针与人和小 白鼠中一个大小为 69 个核昔酸的 5 7 -

朋A (即 及 5 s n o R N A )稳定地杂交 (图 3 (
a
) )

.

这 5 1-

一长度与预期结果 十分 吻合
.

以 正忆2 5 为 引物

对人和小白鼠总 RN人 进行逆转 录
,

得到的唯一

产物是一个 36 个核昔酸的
C DN A (图 3 (b) )

.

将

该
c D

NA 克 隆并 进 行 序 列 测 定
,

其 结 果 与

M 小鼠 人

“ ’一

腌雄赚 i

图 3 22 5
,
on RN A 的鉴定

( a) N o rt h em 杂交
,

( b) 逆转录分析

z2 5 D N A 对应序列一致
.

根据所合成 的
C D N A 的长度 和序列分析

,

可将 2 25 s n o R刊A 的 5
’

端确

定在 加
x C 上游第 5 个核昔酸处 (图 2 ( a) )箭头所示 )

.

参照 N o

hrt
e m 杂交的结果

,

2 25 S on R N A

的 3
’

端确定在 加
x D 下游的第

`

7 个核昔酸处
.

3 讨论

核仁蛋白是细胞核中一种主要的蛋白质
,

保守地存在 于各种真核生物 中
.

核仁蛋白已被

发现具有多种功能
,

它不仅在 rD NA 的转录 汁RN A 前体的加工和核糖体的组装中起重要作用
,

而且还具有维持染色体结构以 及细胞信号传导等多方 面功能〔’ 5〕
.

哺乳动物核仁蛋 白基因长

达 g kb
,

有 14 个外显子
,

但 70 % 以 上的序列为内含子成分
.

iN co los 。
等 〔’ “ 〕在哺乳动物核仁蛋

白基因的第 n 号 内含子中发现了一种指导 18 5 r R N A 甲基化的 U 20
S on R N A 编码区

,

首次揭示

了核仁蛋 白基 因也是一种宿 主基 因
.

随后
,

我们从人
、

鸡
、

爪蟾和两种鱼 (伽
〕ir n o ca , 动 和

aS l护on ga i几 11记 ir )核仁蛋白基因的第 12 号 内含子中鉴别出 u 23 基因
,

一种能够指导 18 S r R N A 中



自然科学进展 第 o r卷

U79 生 成 假 尿 嗜 陡核 昔 的 o b x

柑 A C A s o n

NRA (另 文 发 表
,

eG
n b a n k a e e e s io n n 。

.

jA oo 7 0 15
,

jA 0( 刃7 29
一

jA以刃73 1 )
,

再次显示了核仁蛋白基因内含子的功能意义
.

现在该基因的第 5 个 内含

子中又发现了 22 5 基因
,

进一步揭示出哺乳动物核仁蛋 白基因是一种多 内含子
Son R N A 编码

的宿主基因
.

哺乳动物核仁蛋白基因共有 13 个内含子
,

除已发现的 3 个 内含子编码
Son R N A 及第 4 个

内含子 (仅 9 8
一

106 b p )外
,

其他 9 个 内含子中是否也存在 NR A 基因或功能元件
,

目前 尚未有任

何的报道
.

值得指出
,

在人
、

小 白鼠和大鼠核仁蛋 白基因第 1个内含子中有一段相当保守的序

列 cl sl t ’ 7〕
.

但是
,

我们在其中并没有发现任何
, on NR

A 基 因的序列和结构特 征
.

以该保守序

列合成专一性 D N A 探针
,

对人和小白鼠细胞总 R N A 进行分析
,

也未能发现对应 的 R N A 分子

(未发表结果 )
.

但是这并不排除采用常规技术无法检 出一些丰度极低或不稳定 的 R N A 分子

的局限性
.

对哺乳动物核仁蛋 白基因其它内含子序列的功能意义以及内含子基因的起源仍有

待进一步的研究
.

人
、

小 白 鼠和 大 鼠 2Z , 基 因 序列 已 被 eG
n B a ll k 收 录

,

分 别 为 jA 01 0 66 6
,

jA 01 06 6 7 和

jA o l O66 8
.

9

l 0

I l

l 2

l 3

l 4

l 5

l 6

参 考 文 献

Max w e
l l E S

,

E n u l
i e r M J

.

hT
e s m司 ] n u e l eo lar R卜A

.

A川
1

R e 、 B i倪 h em
,

199 5
,

35 : 897

iN
c
ol o os M

,

uQ L H
,

iM
c ho t B

, et al
.

nI 咖
一

en c ed ed
,

以ise
n se s nr 目1 nu cl eol ar NR sA

: ht e e h a 「a e tier azt ion of in ne no v el sP ec ies

p o i n t s to ht
e i r

d ier e t olr
e

as 即 id
e s

for ht e Z
, 一

O
一

ir扬 se me ht y l at i o n of
r
R卜A

s
.

J MOI B iol
,

1创拓
,

2团 : 17 8

凡 5 5一】遗坦 20 1 2
,

H en 叮 Y
,

B ac he lle ir e J P
, e t al

.

Si t e
一

印e e iif e ir ob s e

rnet hy l at ion of p re n 】川os 皿司NR A : A on v e l fu n e ti o n

ofr
s n l司 n u e

l
e -

o lar R五A
s .

C e ll
,

199 6
,

85 : 1 0 77

S而 ht C M
,

S t e i t z J A nS o st o

rm i n ht e nu e l曰 du s : n

ew orl
e s

ofr
In ” 1

目 s m a l l R N】〕5
.

C e ll
,

199 7
,

89 : 砧 9

Ste i t z
J A门丫刀

w 欢1 K T S rl u l l R N A ch 叩 e

orn
e s of r ir be s

ome
bi o罗 n e s i s

.

cS i e n e e ,

199 5
,

27 0 : 1 6 26

h
】w e T M

,

D 记y 5
.

A e or llP u t at i o n al cs re en ofr m e ht yl at i o n 即 id e

osn NR sA i n yaes t
.

Se i en e e ,

l , 巡〕
,

2 83 : 1 168

uQ L H
,

iN col oos M
,

iM ch
o t B

, d al
.

2U 1
, a

~ el s m a l l nu cl oel 肛 NR A iw ht a 13 in s c仅喇
e

~
t o ty ot 28 S

I
丑 NA

,

is en
c

记de in

an i n r

orn
o f ir 加os n坦1卿 t e i n 匕 sen

e i n e h i e ken an d m田 l u l皿 15
.

N u e l e i e A e ids

eR
s ,

199 4
,

2 2 ( 20 )
: 4 0 83

uQ L H
,

H e l玛 Y
,

N i e ol oos M
, e t al

.

U24
, a n

vo el i n

otrn
一

cen 记de s m目} nu e loel ar NR A iw ht otw 12 n t l o n g , ph y lo g e ll et i
e
al ly e on

-

se vr de
。 o

呷 lem
e n t面

t i
e s t o 28 5 r RN A N u e l e i e A

e
id

s

eR
s ,

199 5
,

2 3 ( 14 )
:

2 肠 9

屈 良鹊
,

周 惠
.

一种从基因数据库中识别反义 sn o

NR A 基 因的新方法
.

中山大学学报 (自然科学版 )
,

l哪旧
,

38( 1)
: 25

屈 良鹊
,

钟 翎
,

施苏华
,

等
.

水稻 H s p 70 基 因第一个内含子编码 2 种核仁小分子 NR A
.

自然科学进展
,

1期
,

7 (2 ) : 234

uQ L H
,

H

aenrs
A

,

功 Y J
, et al

,

eS v e n on v e l me ht y lat i
o n 即 id e ,

faln l nu e lco lar R刊A s

aer 脚
e

sse 司 肠犯 1 a e

oxonnnr
脚ly

o
i

s t

onr i
c

r

anr
s e ir pr b y art lp an d R Na s e 211 i n y e as t

.

M ol Cle l B iol
,

l奥心
,

19 ( 2 )
: 1 1科

S出
l l
b

l飞洲〕 k J
,

F r i l , 三h E F
,

M田 l iiat s T
.

M o la 火l

阮 Cl o in n g : A I
`
d
“ , r a 七〕 yr M~ 吐

.

Z dn 记
.

N ew Yokr
: CS H P~

,

1989

肠 ge P A
.

A l习洲〕

aort ry uG id e

oT NR A
.

Ne w 叭
,
人 :

W ll ey
一

U ss l、 』bl i c at ion
,

199 6

M ad en B E H
.

hT
e

nume oru
s m侧 l iif己 nu e l曰

〕 ide s i n e uk脚
o ti e ir加 , 仰 a

NR A
.

I喃9 Nu
e l A e ids R se M OI B IOI

,

19则〕 ,

39 : 24 1

悦 n i s t y H
,

S i e

耐 H
,

R
O n

ser B
, e r 滋

.

S t n lc t

二 出记 of n e t ion s o f n u cl 浏 i n
.

J Cell cS i
,

199 9
,

112 ( 6 )
: 76 1

Ni e ol oos M
,

C苗 z e l咨 15
一

F e

err
r M

,

M i e h ot B
, et al U20

, a n o v
el s m习1 n u e lcol ar -NR A

,

i s en喇
e i n an i n

otrn of t he nu cl 印 l i n

sen
e i n

n 班川业 r`
司5

.

oM l C e l l B IOI
,

199 4
,

14 ( 9 ) : 5 766

oB
u d洲 l 】 H M

,

内 n e
场 e F

.

Nu
e loel i n g e l 】e 0 1名出 l iazt ion i n

耐
e n ts : h i剥 y co n s evr de

s曰 p l en e e s iw t h i n d u℃ e of ht e 13 i n

咖
5

.

eG
n e ,

19少〕
,

8 8 : 18 7


