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摘 要 : 应用不同浓度的由门平逆转录反应
,

分析了苦瓜
、

丝瓜
、

蓖麻和水稻的 25 S r
RN A ~

i可 icr i n 区域中的甲

基化核昔
,

发现了这 4 种植物 25 S
r
R NA 的第 3 胆 3

、
2 性托汤和 2 96 2 位的腺嗦吟

、

胸腺啥吮和腺嗦吟是 2
,一

住甲基化

核昔 ; 在丝瓜和苦瓜 25 5
r
RN A 的第 2 叩 2

、
2 塑火)位的胞啼吮和鸟嚓吟是葫芦科植物所特有的两个 2’

一

O
一

甲基化核

昔 ; 第 2 少“ 位点的尿啥吮是苦瓜
、

丝瓜
、

蓖麻和水稻的一个碱基甲基化核昔 ; 而且
,

植物 25 S r
RNA 第 3 很3 位

甲基化腺嚷吟核昔刚好位于 ~
i可 icr in 结构域的茎环上

,

与核糖体失活蛋白切割位点相距仅 5 个核昔酸
,

而在哺

乳动物和酵母的
r
RN A 相同位点上没有甲基化修饰的存在

,

根据这一结果推测
,

斑几 来源植物核糖体 RN A 的自

我保护可能与这一位点的修饰有关
。
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以

在高等植物中广泛存在一类能抑制真核细胞核

糖体功能的毒蛋白一核糖体失活蛋白 ( ir加
s o m e i n

-

ac it vat ing 帅 et in
,

R正 )
,

现已从 350 多种植物中发

现 100 多种 l[, 2]
。

R IP 具有 N
一

糖昔酶活性
,

专一地

水解 285
r RN A 第 4 324 位腺嗓吟碱基

,

阻止核糖体

与延伸因子 2 结合
,

从而终止蛋白质合成图
。

R lp

在
r RNA 上的作用位点是一个非常保守的茎环结

构
,

称为
。 一 s

二i可 icr in looP ( SRL )
,

也是延伸因子 2

的识别位点 z[]
。

R IP 具有特异的底物专一性
,

不能

失活原核细胞核糖体
,

但能使 自由的 出N A 失活 ;

对酵母
、

哺乳动物等真核细胞的核糖体和裸露的
r RNA 都具有失活作用

,

而且对核糖体的活性比裸

露的
rRN A 高

,

说明该类细胞核糖体蛋白不但不影

响 R IP 与
r RN A 的结合

,

反而促进 RIP 的糖昔酶活

力川
。

hz agn 等阁研究了辛纳毒素等 5 种 R ll 、 的底

物特异性
,

发现它们不能失活 自身的核糖体及

川N A
,

即使加人额外的核糖体因子 ( 5 100 ) 也不

能促进毒素对自身核糖体的活性
。

这些结果表明
,

Rl p 来源的植物核糖体 RNA 的 ~ i可 icr in 区域可能

发生 了某些结构上的修饰或改变
,

阻止了 班P 的识

别和催化
。

真核细胞中
,

甲基化是核糖体 NR A 最重要的

转录后修饰
,

除了少数几个是碱基甲基化外
,

其余

是核糖的 2’
一

O
一

甲基化
,

这些修饰位置大部分位于

r RN A 的高度保守区
。

在酵母和哺乳动物中
,

许多

甲基化的位点是相同的 [’]
。

核糖体 NR A 中修饰核

昔的作用
,

迄今仍不清楚
。

目前许多研究推测

讯N A 修饰核昔可能与
r RN A 的识别

、

折叠等有关 ;

我们认为这些核昔可能还与 讯N A 自身保护有关
。

本研究通过测定和 比较分析几种真核生物 25 5/ 2 85
r RN A a 一 s

二 i可 icr in looP 区域的甲基化核昔
,

探讨

州四A 甲基化的作用
。

l 材料与方法

1
.

1 植物总 RN A 的制备

新鲜丝瓜 `咖 州众以
r ic a 、

苦瓜 用肠加〕dr ic 。

hca
-

arnt
沁 购 自农贸市场 ; 釉稻 口理饥 sa t俪 由本室提

供
,

避光发芽
,

取黄化苗 ; 蓖麻 icR in 。

~
is

种子购自种子公司
,

常规发芽
,

取叶片或茎
。

取 1

g 植物组织
,

用液氮冷冻研磨成粉
,

再用异硫氰酸

肌法 s[, 6〕提取总 NR A
。

1
.

2 寡核昔酸引物及标记

寡核普酸引物由上海 S an 卯 n
公司合成

,

序列

为
:

SRF I : 5
’
G 1T ACCAC A (G泥 AT AA (汀七C 3

`

S IR U : 5
’

C CAAGC GCG川限A C口认竹G3
`

引物 S RF I 和 SR丑2 用于扩增 25 5 核糖体 DNA 片段 ;

引物 SIR双 以 〔y少 P〕 A {FP (购 自北京亚辉公司 )

,
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标记 5
`

末端
,

按分子克隆手册 v[] 操作
,

用于逆转录

分析和甲基化核昔的精确定位
。

1
.

3 逆转录分析

逆转录反应的体积为 20 仁L
,

含 6 滩 总 RN A
,

20
n g s

` 一
32 P 标记的引物

,

按不同的 d y 即浓度分别

加入 10
~

F L dM即 ; 将反应液混匀后
,

65 ℃变性

5 而
n ,

冷至 42 ℃保温 or 而
n ,

加人 2的 单位 M
-

MvL 逆转录酶 ( P omr
e ga ) 42 ℃ 延伸反应 30 而 on

为了精确定位甲基化核昔的位置
,

以引物 SRF I 和

5用u 扩增蓖麻 由N A 序列
,

然后克隆进 p GEM
一

T 载

体上
,

质粒 DNA 的插人片段用
犯 P 标记的 SR丑2 引

物测序
,

用作相对分子质量标志
,

逆转录产物和相

对分子质量标志用 8 mol lL 尿素 p = 10 % 聚丙烯酞

胺凝胶电泳分析 s[]
。

2 结果与讨论

2
.

1 逆转录反应中 d y 即浓度的影响

本文采用 .0 X() 5
,

0
.

5
,

1 和 1
.

5

~
UL 4 种不

同浓度的 dM即
,

以 32 P标记的 SIR双 引物对苦瓜和

丝瓜总 RN A 进行逆转录分析
,

结果表明 (图 1 )
,

在 5 脚
0 1/ L 的 dNTp 浓度下

,

苦瓜和丝瓜 25 S r RN A
-

~ i可 icr in 区域及上游中具有 2
` 一

O
一

核糖甲基化核昔

位点对逆转录酶具有阻碍作用
,

形成明显的逆转录

停顿点 ; 在 o
.

5 1

mn
o l几 高浓度 d y rP 下逆转录时

,

无明显的停顿现象
,

而在 1 mn lo lZL 和 1
.

5 mn
l o l /L

高浓度 dN TP 下逆转录时
,

形成明显的逆转录停顿

点
。

因此
,

本研究采用 5 网
10 1几低浓度的 dNTp 和

0
.

5 mm
o l / L高浓度的 d M即分析植物中 25 5 州四A 的

s

二 i可 icr in 区域 2
` 一。

一

甲基化位点较为合适
。

2
.

2 植物中
5

0 1可 icr in 区域甲基化位点的鉴定

以引物 SRF I 和 S IR双 扩增的蓖麻 rD N A 序列为

分子量对照
,

5 拼m o l几 和 0
.

5

~
F L 的 d NT p 逆转

录分析苦瓜
、

丝瓜
、

蓖麻和水稻中
s

二 i可 icr in 区域

甲基化位点
,

结果表明 (图 2 )
,

在 dN
r

即 的浓度为

5 卿
l o F L 时

,

这 4 种植物 25 5 rR N A 的第 3 02 3
、

2

966 和 2 96 2 位的腺嚷吟
、

胸腺嗜陡和腺嗓吟处形

成明显的逆转录停顿点
,

而在 0
.

5 mn lol l L 高浓度
`INI P 下逆转录时

,

上述 3 个位点无明显的停顿现

象
,

说明这 3 个位点分别是一个甲基化核昔
。

到目

前为止
,

在酵母 5
.

ce 卿 is俪 和哺乳动物 25 5 和 285
r RN A 上相对应的位点的核昔酸没有被甲基化 ; 在

丝瓜和苦瓜 25 5 出四A 的第 2 99 2
、

2 9男) 的胞啼吮

和鸟嗦吟具有 2个非常突出的逆转录停顿点
,

而在

蓖麻和水稻的 讯NA 中没有出现
,

说明这 2 个甲基

化核昔是葫芦科植物所特有的 ; 在苦瓜
、

丝瓜
、

蓖

麻和水稻的第 2 9科 位点的尿嗜陡处
,

低浓度和高

浓度的 dNTP 逆转录时均不能通过这一位点
,

对逆

转录酶具有强烈的阻碍作用
,

形成明显的逆转录停

顿点
,

通过 拓幽 A 同源序列的比较分析发现
,

在人

和酵母 285 和 255
r RN A 上相同位点的尿咙咤为碱

基甲基化
,

因此
,

本研究结果表明
,

植物中这一位

点也是碱基甲基化
。

图 1 不同洲 l r 浓度对逆转录反应的影响

isF
.

1 巧
卫1犯 r e x往江` 10 n at 山氏er nt dNl r

c
on

e e川井币 o n 6灿 m t 脚 0 lP an 肠

M : 皿吐
e r ; l

,

2
,

3
,

4
:

苦瓜 ; 5
,

6
,

7
,

8
:

。
(

( IN I P ) / (枷d
.

L
一 ’

)
:
l

,

5 为 0
.

3
,

7 为 1
.

田5

0 ; 4

丝瓜 ;

; 2
,

6 为 0
.

5 ;

,

8 为 1
.

5

通过 比较植物
、

动物和酵母 25 512 85 核糖体

NR A
aCSI

i川 icr in 结构域的甲基化状态 (图 3)
,

发现

蓖麻
、

丝瓜
、

苦瓜和水稻的 25 5 rB N A 第 3 02 3 位腺

嗦吟甲基化核昔刚好位于 ~ 而 icr in 结构域的茎环

结构上
,

与核糖体失活蛋白切割位点相距仅 5 个核 一

昔酸
,

而在哺乳动物和酵母的 J 幽A 相同位点上没

有甲基化修饰的存在 [’]
,

也没有发现指导这个位点

2
`一

O
一

核糖甲基化修饰的反义
s n o RN A

o

真核生物核糖体 NR A 的甲基化修饰大部分位

于核糖体 RN A 高度保守的区域闭
,

从酵母
、

植物

到哺乳动物
,

有许多甲基化的位点是处于相同的位

置
,

这些修饰可能具有一种系统发育上的保守功

能
。

研究表明 [’]
,

甲基化的核昔具有较强的疏水特

性
,

2
` 一

0
一

甲基化的区域对碱抵抗
,

对于 招四A 的折

叠
、

识别和稳定具有重要作用
。

董贻诚等 l1[ 通过计

算机模型分析天花粉蛋白与底物类似物 G AGA 相互

作用的机理
,

根据天花粉蛋白的结构模型
,

天花粉

蛋白的活性部位是二 口袋状
,

lE 印 和 1R 63 位于活

性部位口袋的底部
,

口袋的直径约 100 娜
,

Rlp 对

州四A 4 324 位的专一性主要是由于 4 324 位前后骨
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图 2 4种植物 25 5川四A~ 而 cri ni 区域

甲基化核昔的鉴定

Fi g
.

2 D
e te nl ll n a t ino of ht e m e ht y la tde

n u e l即 it de
s
ni

~ 训 cri ni d om画 n
na d sit fl毋正 de Se Uq

e
nc es

of 25 5 rRN A 加 m of ur P lna st

A
,

C
,

G
,

T
:
山NA 序列 lad 山叮 ;

l
,

2 :苦瓜 ; 3
,

4
:

丝瓜 ; 5
,

6 :

水稻 ; 7
,

8 :蓖麻 ;

。
(d Nl r ) / (~

1
.

L
一 ’

)
:
l

,

3
,

5
,

7 为 0
.

加5 ; 2
,

4
,

6
,

8为 0
.

5

架的特殊性
,

主链骨架在 4 324 位形成急剧的转

折
,

使 4 324 位碱基突出于主链骨架外
,

伸向 m P岛

的活性部位 口袋
,

与活性部位 口袋底部的残基

1E 60 和 R 163 相互作用
,

当天花粉蛋白和 28 5 诏幽A

接近时
,

分子是带正电的 1R 63 侧链与 4 324 位上

的碱基相互作用
,

使 4 3抖 位糖昔键 Cl ’ 一

叽发生了

电子转移
,

电子从 C l `

向 凡 移动
,

使 c l ’

带正电
,

带负电的 lR oo 侧链稳定带正电的 C l ’ ,

附近水分子

通过亲核攻击使核糖断裂
,

质子转移到碱基 呱 上
,

O H转移到核糖环 C
, ’

上
,

使 4 324 位碱基腺嚓吟被

切下
,

完成水解过程
。

根据这一分析
,

我们可以推

测
,

在植物中
,

由于 25 5 川四A 中 ~
i可 icr in 茎环

上发生了某些化学修饰如甲基化核昔
,

改变了这一

区域的极性
,

当班 R 和 255 出四A 接近时
,

R IP s
被

排斥
,

川四 A 中
,

, i可 icr in 茎环结构不能进人核糖

体失活蛋白的 活性 口袋 内
,

从而保护了 自身的

川四A 不被切割
。

从蓖麻
、

丝瓜
、

苦瓜和水稻中都发现了相应的

R于s ,

在 25 5 出四A s

alc i可 icr in 茎环结构上发生的甲

基化修饰可能是 R ll 、 来源的植物中的普遍现象
。
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