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摘要 通过同源性比较原核
、

古核和真核生物 t

NR A T rp
的核普酸序列表明 t

NR A I勺
〕

的

种属特异性元件可能存在于氨基酸接受茎
、

D 茎
、

反 密码茎以及识别位碱基等处
.

设

计并完成了 t

NR A T甲
的突变

,

体外转录及原核
、

真核两种不同来源 的色氨酸 t

NR
A 合成

酶对 tR NA御及其突变体的测活 以确定 tRN A饰的种属特异性元件
,

进一步揭示 t

NR AT甲

及其合成酶之 间的精确识别和共进化过程
.

原核野生型 t

NR A T rp
其接 受茎突变成真

核相应的核普酸后失去 了被原核色氨酞 t RNA 合成酶氨酞化的活力
,

却被赋 予 了真

核合成酶的氨酞化活力
.

反密码茎
、

D 茎对于氨酞化 活力则影响细微
.

结果表 明
t

NR
A饰的种属特异性元件主要位于接受茎部位

,

即氨基酸接受茎和识别位碱基处
.

研 究结果对于 t

NR A 进化及药物的设计具有重要的意义
.

关键词 种属特异性元件 切洲 A饰 氮基酸接受茎 识别位碱基

氨酞 tR NA 合成酶对于 tRNA 的识别错综复杂
.

因为所有的 t

NR A 都具有惊人相似的高级

结构
,

而细胞中每一种氨酞 t

NR A 合成酶必须从众多 t

NR A 分子中鉴别 出它 自己的同工 t

NR A
.

因此鉴定 t
NR A 分子上对于有效氨酞化起决定性作用的一系列核昔酸即成为近 20 年来研究的

焦点
.

一些 t RN A 分子
,

如 t

NR Â
la 可以被不 同种属来源的合成酶氨酞化

.

另一些则不能交叉识

别
.

原核来源的色氨酞 tRNA合成酶不能够识别真核的 t

NR
AT ll J ,

反之
,

真核来源的色氨酞 t

NR
A

合成酶也不 能识 别原核的 t

NR A TrP
.

91 种 t
NR A T rP

基 因的同源 比较表明原核 tR NA I冲和真核

t R刊尸
rp
之间存在着 A I G U7 2 C

,

G S C
一

6C 8 G
,

gA G
,

U一 C
-

A 24 G
,

2G 9U
一

4C l A
,

U 3 1 A
一

3A 9 U 和 7G 3A 等

的差异川
.

为了研究 t

NR A T甲
的种属特异性元件

,

我们构建了含有朝向真核突变的 t

NR A T甲基因

的质粒
,

并对进化过程中这些位点在种属特异性方面的作用进行 了研究
.

1 材料与方法

1
.

1 引物

针对 5
`

端合成了两类引物
.

引物 1 为 5
,

通用引物
,

用于加 竹 启动子
,

使转录从
十 1位

1哭旧
一

以扬 收稿
,

1塑列〕-07
一

05 收修改稿

*

国家自然科学 基金 (批准号
: 39 77 0 17 2 )和 中国科学院重大项 目基金资助项 目

* 二 联系人
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即 t

R NATr p基因起始 ;引物2 为5
`

特异引物
,

用于 CP R 扩增时连接竹 启动子与 t

NR A T rp基因
.

3
`

引物为特异引物
,

两次 CP R 中 3
`

引物相同
.

引物序列见表 1
.

表 l 用于扩增野生型 t

NR A
I劝

〕

及其突变体基因的引物 a)

引物 序列 用途

引物 1 ( 5
`

引物 ) 5
产 ~

(几七 GC C A A G咒 G GC C TC f 从 T A CG AC r CA C I
,

A l
,

A 第 2 次代R S
尸

通用引物

引物 2( 5
`

引物 ) 5’ ~

C l℃ T A A T A c 以c T CA 门{A T AA 。 ; G cG A I
,

A G C l l
,

从 c G 扩增 p w 琪 ,
,

和 1爪M Z

引物 2( 5
,

引物 ) 5气 C I℃ T AA I
,

A ( : GA C CT A C r A T A G 以认; C CA T以; 叨门 {从C 扩增 p W M I 和 pW M3

3
,

引物 5
户一

CT C C翌丛迢业℃C l毛G C A G G口 ; CA G TA G 扩增 pw 畴1
,

和 p WM Z

3
’

引物 5气CT C C丛只逻 rC C T G G T以曰引; C C A G TA G 扩增 p W M I 和 p双M 3

a

)下划线部分为设计的酶切位点 毕 I 和 而 d扭
,

黑体部分为 Bst 0 I 位点

1
.

2 构建 p叭心11
,

p协 , 12
,

p叭 , 灯 和 U ll C
.

A2 4G

p WM I
,

p WM Z 和 p W M 3 三种 tD N A 序列 同表 2 中 t

NR A 序列
,

但所有核昔酸为脱氧核昔酸
,

且 U 被 T 取代
.

构建质粒所需 tD NA 及引物均在本实验室合成
.

构建程序参照文献「Z J进行
.

第 1次 CP R 采用引物 2 及 3
`

引物
,

扩增片段长度为 106 b p
.

cP R 反应条件为 94 ℃
,

1 m in
,

54 ℃
,

4 5 5 ; 7 2℃
,

3 0 5 ; 3 3 个循环 : 7 2℃延伸 10 m i n
.

第 2 次 CP R 以第 l 次 PC R 的产物为模板
,

采用引

物 1及 3
’

引物
,

扩增 片段长度为 120 b p
.

CP R 反 应条件为 94 ℃
,

1 m in ; 72 ℃
,

45
5 ; 33 个循环 ;

72 ℃延伸 10 ha n
.

两次 CP R 后 的产物经低融点凝胶纯 化
,

克隆到 pGE M
一

T 载体 ( I、 朋ega )中
.

测序 ( orP
m e ga 叨 DN A 聚合酶测序系统 )鉴定含 t

NR
AT月〕

基 因的正确克隆
.

小量制备该质粒经

举 工和 iH n d lll 双酶切后亚克隆到 pGE M
一

g fz (
一

) ( P n 〕1l l e ga )载体的相应位点
.

lU l c
一

A24 G 由

人工全合成的双链 tD N A T l l 基因 (含有 ” 启动子和 举 I
,

iH
n d m

,

sB ot 工酶切位点 )经退火后

直接克隆到 pGE M
一

g fz (
一

)载体 中去
.

1
.

3 tRN A T印的体外转录

50 匹 转录体系中含 10 滩 经 sB ot 工酶切线性化含 t

NR
A T r p基因的质粒

,

40 ~
F L T isr

一

H cl

( p H = 8
.

0 )
,

1 5

mnor
F L M g C 12

,

5

motn
F L D rT

,

500
I n g / L B sA (不含核酸酶 )

,

l
.

s

morn
F L N饿

,

40
u

NR as in ( orP me ga )
,

Zoo
u
7T NR

A 聚合酶 ( A n lp ll

~
ia )

.

该反应物在 37 ℃保温 Z h
,

然后加

人 or u DN as e 工
,

37 ℃再保温 30 而
n

.

12 % 变性聚丙烯酞胺凝胶回收转录产物
.

1
.

4 B
.

s u 翻应愈 色氨酞 扭 N A 合成酶与鼠肝氨酞 扭N A 合成酶粗酶的制备

E
.

co il 高表达的 B
.

: ub ilt is 色氨酞 t RN A 合成酶的纯化见文献「3」
.

鼠肝氨酞 t

NR A 合成酶

粗酶的制备为取 3 只大 白鼠 (2 个月
,

约 150 9 )肝脏共 14
.

41 9
,

用 9 岁 L N ac l 洗涤 2 次
,

于缓 冲

液 A (0
.

34 mo F L 蔗糖
,

0
.

田2 mo l/ L M四 cA )中进行组织匀浆破碎
.

2 300 r/ 而
n 4℃离心除去组

织碎片后
,

上清在 4℃ 42 (XX〕 r/ im n 超离心 Z h 去除悬浮物
.

随后上清进行硫酸钱分级沉淀
,

饱

和度 45 % 一 55 % 的酶粗提物重悬 于 1 m L 缓 冲液 B (。
.

3 mo F L K C L
,

0
.

02 mo l/ L irT
s 一 cl p H =

7
.

5
,

0
.

00 1 n 10 1/ L M酥)A c ,

0
.

00 1 mo F L p
一

琉基乙醇 )经 D EA E
一

纤维素柱层析 ( 10
c m x

20
c m )

,

用

缓冲液 B洗脱
,

将所得含酶活力的峰收集
,

对缓冲液 c ( 0
.

02 mo l/ L irT
s 一 cl p H = 7

.

5
,

0
.

oo l mo F

L M夕cA
,

0
.

00 1 mo l/ L 俘
一

琉基乙醇 )透析
,

最终对缓冲液 D ( 50 % 甘油
,

0
.

02 m ol / L irT
s 一

cl pH 二

7
.

5
,

0
.

00 1 mo F L M彭〕Ac ,

0
.

00 1 mo F L日
一

琉基乙醇 )透析后
一
20 ℃冻存

.

1
.

5 测定体外转录的 t RN A rTP 色氨酞化活力
tR NA Trp色氨酞化反应条件基本与文献〔3 」相同

.

滤纸 片先用 1 岁 L 色氨酸溶液浸泡过夜

以竞争性地降低本底
,

临用前烘干
.

取 10 拜L tR NA T ll 〕

色氨酞化反应液点样
,

用 l oo mL 冰预冷
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0 5岁L C T( A 含 0
.

% 5色氨酸) 洗涤 3次
,

再用 or mL 95 % 乙醇及无水乙醚各洗涤一次
.

滤纸干

燥后在 W a ll a c 1
490 液闪计数器上对〔3 H ]

一
t
卿勿p h an ( Am p h

~
i a )计数

.

2 结果

2
.

1 含 口叹A T rP基因的质粒构建

通过两次 cP R 及 pGE M
一

T 载体的中介
,

将 tRN A饰及其突变体的基因最后克隆到 p GE M
-

g fZ (
一

)载体的 攀 工和 iH n d m位点中去
.

重组质粒经由测序鉴定最终筛选出正确的克隆
.

所

构建的质粒大小约 3
.

o kb
,

含有一个 7T 启动子控制 tRN A rpT 基因的转录
,

并可以进行体内表达

和体外转录两种产物的活力测定 (见图 1 )
.

阶
n d 111 sB t 0 1

芍
G A C C ,

- - - -

一 t R N A饰
- - - -

一
〔

二 = 龙> 引物 1

一
找> 引物 2

L A C O P ER O N } T 7 t RN尸
pr

P HA G E F I

<享

一3 ’

引物

L A C O PE R(〕 N

图 1 CP R扩增 t RN A助基因 ( a) 和含 t

NR A I’pr基因的 声 EM
一

9 f(Z
一 )质粒构建图谱 ( b)

经与同源序列比较而获得的突变体为 4种
:
( l) t RN AprT倒 L型分子一条臂的突变即接受茎

部位的突变 ( pWM )I
: A IO U72 C

,

GS C
一

C 68 G
,

gA G 和 7G 3A 突变体 ; ( 2 ) t刚 A Trp倒 L 型分子另一

条臂的突变即反密码茎及 D 茎部位的突变 ( pWM Z )
: U l l C

一

A 2 4 G
,

G 29U
一

4C 1A 和 U l3 A
一

A39 U 突

变体 ; ( 3) 包括上述两种突变体的全部突变 ( pWM 3 ) ; ( 4 )单独进行了 D 茎 lU lC
一

A2 4 G 的突变

( U l l C
一

A2 4 G ) (见表 2 )
,

2
.

2 原核及真核色氨酞 留洲A 合成酶对 切小胜T印及其突变体的活力测定

4 种突变体的体外转录产物用 E
.

col i 高效表达的 B
.

, ub ilt is 色氨酞 tRNA 合成酶进行氨酞

化活力测定
.

结果表 明 p WM I 和 pWM 3
,

B
.

sub ilt is 野生型 (卢叩 r ) tRN AT
r p
其氨基酸接受茎及

识别位碱基朝向真核方向的突变体
,

显著丧失了被色氨酞化的活力
.

而 D 茎和反密码茎突变

体 p WM Z 则与野生型的活力相当
.

D 茎的突变体 U l lC
-

A2 4 G 是枯草杆菌色氨酞 tRNA 合成酸

的较 差底物
.

与此相应
,

在真核大 白鼠肝粗酶测定 中得到相 反的变化
.

p研叮门
, ,

p WM Z 及

U l l C
一

A 24 G 突变体均具有原核的氨基酸接受茎
,

均不能被真核粗酶有效地氨酞化 ;而 p WM I 和

PWM 3 被移植了真核方向的氨基酸接受茎及识别位碱基
,

均被赋予了一定的真核色氨酞 tRN A
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合成酶氨酞化活力 (图 2 )
.

表 2 野生型枯草杆菌 t RN A T rP及其突变体的序列 比较 a)

tR人A l h ,

P WW T

P WM I

p WMZ

p WM 3

U l l C
一

A2 4 G

p确飞q
,

1〕WM I

PW撇
1〕W初 3

U l l C
一

A 24 G

tRN AT rP
基因

A G GG 《; CA U A G U Ut JA A CG C t !A《; AA CA G A G G U C UC C AA A A C C UC C(G 孙
-

G以兀毛 CA U G G U U U A AC (G ; UA G A A C A GA G G U C U CC AA AA CC U CCG 《弘
-

A ( X兀X妥CA t JA 口C UU 气A CG G U A G AG C G G A U G A C U CC A A AU CA U CCG (弘
-

G C G C C CA U G ( ;C U U人气C《兀 UA C A G CG G A U GA CU C CA A A U C A U CC G G
一 -

A G (兀 G CA U A 《工U U A A CG G LIA ( ; AG C A G A G G U C U C〔:A A A A CC U CCC ;̀
-

UG U (认训〕UU C G A UU CC U A ( :U C C C CC U G CC A

UG U G C G UU C GA UU CC U A CU O G CC CC A C CA

UG U G G G UU C G A t !U C CU A CU ( ;C CCC U G C CA

UG L)《艾 ;C UU C G A UU C CU A CU《; ( ; CC CC A CC A

UG U G G G U UC G A UU CC U A CU G C C CC IJG CC A

a) 黑体下划线部分为突变位点

1 40 0 0

12 00 0

1 0 00 0

80 0 0

6 0 00

4 0 0 0

2 0 0 0

0

(a ) /
6 0 0 0

5 0 0 0

4 0 0 0

3 0 0 0

三遏鼎淞

"ù一ù产,.ùt

ù.

沪
t

拿
: 。。。

军 10 0 0

0

八
/

\
\.

\

尹

\

`-\

\

\

\
.

刃

,,,
\

uōuJ/绷一份份ó军

10 20 30

t R N A饰 /Pm o l

2 0 3 0 4 0

tR N A T甲 ZPm o l

ù
`

尸nU
.ó下八”

阵ù匕
。

图 2 野生型及其突变体的氨酞化测定

(
a

)枯草杆菌色氨酞 t
NR A 合成酶 ; b( )鼠肝色氨酞 t

NR A 合成酶粗酶
,

. 表示 p认叹
严
r

,

O 表示

p WM I
,

, 表示 p确, 12
,

7 表示 pW M3
,

. 表示 UI I c书2 4 G

2
.

3 原核色氨酞 切洲A 合成酶对 扭洲A T印及其突变体的动力学常数测定

结果总结如表 3
.

我们比较 了枯草杆菌色氨酞 t

NR A 合成酶对各种突变体与野生型 t】州A

的氨酞化催化效率
.

当采用原核色氨酞 tR NA 合成酶测定时
,

p WM Z 尽管具有真核的 D 茎及反

密码茎
,

其与枯草杆菌合成酶之间的结合能力及最大反应速度与野生型处于相当的水平
.

而

u l l C
一

A2 4 G 突变体的 F~ 较低一些
,

有可能其结构出现了松散
,

因而不能够与合成酶很好地结
Z 、

口

表 3 不同来源色氨酞 t l协 A合成酶对枯草杆菌 t

NR A lh
〕

及其 4 种突变体的动力学常数测定

枯草杆菌色氨酞 t
NR A 合成酶 鼠肝氨酞 t

NR A 合成酶粗酶
氨酞 盆R入A 合成酶

K。
今阴1

.

L
一 `

F6以 / U
·

7
.

4 X

些
1护

3 H
一

场 计数 t/ NR AT耳旧

n,Q了只内00J375928怕
飞曰,

pW W T

PWM I

p W MZ

p W M3

5
.

1 x l护

U l l C
一

A24 G 3
.

g x l护

a
)为每卿

l d州 A饰的计数
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3讨论

本文采用两步 P CR 法构建各种 tR N A
T耳 l

基因
,

在大量构建 t

NR A 基因时
,

可以节约基因构建

的成本
.

我们的研究表明了 t

NR A Trp 的种属特异性元件主要集 中在氨基酸接受茎和 3
`

端第 4 个碱

基即识别位碱基上
.

已有文献报道了 tRNA T rp 的部分个性元件
,

即主要个性元件 G 73
,

反密码子

cc A
,

次要个性元件 lA
一

u7 2
,

5G
一

c 68 和 9A [’ 〕
.

比较可以得知
,

tR NA 的种属特异性元件 与部分

的个性元件一致
.

值得注意的是
,

CC A 反密码子不在其中
,

暗示了反密码子在进化中的绝对保

守性
.

同源性比较揭示 了原核
、

真核来源的 t
NR A Tl l〕

在进化过程中主要差异位点有 16 个
,

但影

响原核
、

真核氨酞 tR N A 合成酶识别的位点仅 9 个
.

因而有可能在进化过程中 tRN A 中的核昔

酸突变是 自发的
,

随机发生 的
.

只有影响到生物功能 的位点
,

才可能通过 酶的突变来恢 复

t
NR A的高活力

,

而不影响活力的位点则以中性突变保留了下来
.

众所周知
,

形成三级结构的很多氢键与 tl州 A 中的不变核昔酸密切有关 D 茎和反密码茎

在三级结构中处于相邻位置
,

与可变环一起通过疏水作用相互堆积而共同稳定 tR N A 倒 L 型

结构另一端的构型
.

U l l
一

2A 4 正处于不变和半不变核昔酸的位置
,

因而仅 lU l C
~

A2 4G
,

即按照

半不变核昔酸进行的傈吟碱基 间或嗜吮碱基间的置换
,

有可能引起构象的细微改变
,

从而对

t

NR A及其合成酶的相互识别产生一定的影响
.

而 D 茎及反密码茎向真核方 向的共同突变则

有可能产生一种弥补效应而削弱了这种影响
.

另外
,

尽管 pWM 3 更倾向于真核 tl州 A
,

它被鼠

肝粗酶色氨酞化的活力却并没有超过 p研不M 2
.

有可能也是因为 ul I A
一

A24 G 松散 了 t

NR户的

三级结构
.

对此有待进一步的研究
.

t
NR A 是古老而具有多功能的分子

.

tRN A 及其类似物中含有生命早期的痕迹
,

因而系统

地研究 tRN A 个性元件就有可能推测出遗传密码的起源及进化途径 〔4
一 7 1

.

另外
,

针对 t

NR A 与

合成酶的相互作用区域
,

亦即氨基酸接受茎及识别位碱基
,

合理地设计 t

NR A 类似物
,

有可能

成为颇具潜力的治疗药物 s[, 9〕
.

有望设计出靶向病原体 t
NR A的新型抑制剂

,

阻断 tRN A 与大

分子的结合
.
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