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摘 要 : 运用个卜算机及实验的方法
,

在粟酒裂殖醉 母 ( & h ~
。仪去a r{)

I刀J ce s p o m be ) 中 发现和鉴

定 了一个新的
、

结构特殊的 、 O
R N A一

一
2 15

.

该
S n o B N A 由

一

个独立转录的幕因编码
,

位 于酵

母 2 号染色体
_

上
,

Z ! 5 长达为 92 个核许酸
,

属 J
二

反 义
、 1([ )

n N A 家族
. `

之除 了具有典型的 l
x 以份D

结构元素和 未端配对 区外 还 含有分别与酿酒醉件 2 15 和 咫 扣 同的两个反 义序列
,

反映 了栗

酒裂殖醉母 Z巧 、 俄N 入从因可能是通过 2 种
、州袱N入基因 的吸组 而来的

.

推测 21 5 除 了指导

25 5 ,
1州A A名4 9 和 A如8 的 2

, 一

敏
一

核糖的甲从化修饰外
,

还 可能在
r
R N A 构象形成中起作用

.

粟

酒裂殖醉母 21 5 的发现
.

从 个新的 角度揭示 了
。

on 朋 A 基因结构和功能的复杂性
, `

并为研究

这类 sno NB
A 基 因的起源 和进化提供 」’ 重要线索

.

关键词
: 21 5 ;

sno R N人 ; 粟酒裂殖酵母 (触沥
、仪d 闭 or m y c 巴3
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核仁小分子 R N A (
s n l a l l nu d e ol a : R N A

, s n( )R N A ) 的研究是当前真核生物分子生物学的

研究热点之一 大 量的 实验结果 表 明它们 在真 核 生物 核 糖体的 生物 合 成 中起 重要 作

用仁’
,

2 }
.

根据推算
, 一

种生物中可能存在许 多的
, on R N A 种类

.

目前
,

在各 种真核生物中

发现并鉴定的
S on 】I N A 已超过 24 0 多个

.

如此众多的
s on R N A 在结构和功能及其基因组织等

方面都呈现出丰富的多样性
.

因此
,

继续 发现新的 s no R N A
,

特别是具有特殊结构和功能

的
s lor R N A

,

对研究
S llo NR A 基因的起源

,

结构与功能的进化等都具有十分重要的意义
.

粟酒 裂 殖 酵 母 (灰h iz’) sa o ha 二哪。 oP m b。 ) 属 酵 母 科 裂 殖 酵 母 属
,

与 酿 酒 酵 母

( 5
.

。 e

, iis ae )有较大的亲缘关系
.

但是
,

许多研究表明其基因结构和基因的表达调控与酿

酒酵母有所不同
,

与高等动物却有一定的相似性川
.

因此
,

在研究真核生物基因的表达和

调控方面被认为是一个 良好的模式生物
.

近年来
,

粟酒 裂殖酵母基 因组计划进展十分迅

速
,

大量的基因不断地被发现和鉴定
.

然而
,

对粟酒 裂殖酵母的
。no NR A 研究却很少

,

迄

今为止仅报道 了 3U
、

U 14
、 s n l弓3 8 和 S n

3R 9 4 种与酿酒酵母 同源的
S on R N A 基因

.

由于大量

的粟酒裂殖酵母 D N A 序列积累在数据库中
,

为研究粟酒裂殖酵母的
s no R N A 基因提供了良

好的基础
.

本文报道我们在粟酒裂殖酵母中发现和鉴定了一 个新 的
。11o R N A

-
Z巧

,

并对
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第 2 期 周 惠等
:
粟酒裂殖酵母 21 5 sno RN A 的鉴定及结构与功能分析

2 15 的结构与功能进行了分析和讨论
.

1 材料与方法

1
.

1 计算机分析

通过 Ill te m et 联网
,

使用 ljl A S T A 和 以S〕…
1

八程序
,

对 E M B L 和 eG nb
a n k 的数据库进行搜

索
.

核酸分子数据的输入和进 一步的序列鉴别
、

分析均采用 CP ge n e 6
.

0 软件包
.

1
.

2 D N A 探针和引物

用于 21 5 S nt) R N A 逆转录和 N o川 , m 杂交分析 的探针和引物 S1P 5 的序列为 5
’

CT CT A
-

G AC T《; A C G’ f G C A A A T C A G 3
’ .

1
.

3 酵母 R N A的制备

探针和引物的 5
`

端 以 补 32 P A即 (北京亚辉公 司 ) 标记
.

粟酒裂殖酵母菌株 OP 27 ( SIP ) 为本实验室收藏
.

酵母于 30 ℃
,

180 r/ 面
n 在 YE DP

培养基 中培养至 月 = 1
.

0
.

于 4 ℃ 以 4 以X) r/ 而 n
离心 10 而

n
收集菌体

.

液氮研磨后
,

用酸

性异硫氰酸肌一步法提取总 R N A闭
.

1
.

4 R N A 分析

将 30 雌 酵母总 NR A 以 户 二 8 % 变性 聚丙烯酞胺凝胶 电泳分 离
,

电转 移 至尼 龙膜

(儿
n e

hsr am ) 上
,

经紫外交联后用标记探针进行杂交检测
.

在逆转 录反 应的 20 湃
』

反应体

积中
,

含有 30 滩 总 NR A
,

20 gn 32 P 标记的引物和 200 脚 l lo l/ L d N作
.

将反应液于 65 ℃保温

5 m in
,

冷至 42 ℃后
,

加人 2 00 个单位 M l万 逆转录酶 ( GI B C O ) 进行 30 而 n 延伸反应
.

产

物用 p 二 8 % 变性聚丙烯酸胺凝胶分离
.

纯 化的
c D N A 以末端转移酶 ( p o l en ga ) 对其 3

’

末

端加 C 尾
,

然后 以 砂ly C 6I 和 S1P 5 为引物进行 cP R 扩 增 扩增产 物经分 离纯化后
,

用

幻

~
DNA 聚合酶补平

,

再克隆至 户艺 19 载体上
.

以标记的 sP 巧 和 oP ly cl 6 为探针对克隆

子进行原位杂交和 质粒杂交鉴定
.

采用 llP al11
1a( ifa D N A 测序 试剂盒和

35 5
一 。认TP 标记 方式

,

直接测定重组质粒的 D N A 序列
.

2 结 果

运用计算机对国际基因数据库进行搜索分析
,

我们在粟酒裂殖酵母 2 号染色体上发现

l 个
s llo R人A 基因候选序列

,

命名为 Z 巧 D N A (图 l )
.

_ 一
语

G A (二A A A C 《子I r

1洲从 C 】幻x l) h 一x C
`

l’l 件 r巨互还二困
” ,cr cA AAA

A A旦工达丛鱼丝
~

` 玉A匝亘 {cG 1A’ c

;(AT 匹亘困
25 5

1丑 N A

3’令
b
〕 x D

A A硬刃
,

I T f
’

陀 C A’ r C卫乞塑工 l卫
_

乡这送工丛丛9 几

2 5 5 r
R入八

匡二互玉。 军。皿` 仁G r l℃C Cr rr ( , 7 2 8 )

图 1 2巧 sn o
R N A基因序列及结构特征

月莎 1 hT
o se qu

e
(nj

e
an ll

s

恤
ut alr oln it坛 叮 lz s

s
on NR A 卯 l1e

21 5 osn R汉 A的编码区以箭歹
;
指出

.

括号中的数字为粟酒裂殖酵母第 2号染色体的
C

osr in d lC l)7 的顺序号

该序列位于 } 个转录方向相反的蛋 白质基因之间的 l
.

Z kb 间隔区中
,

同时
,

在 s n O R
-

N A 编码 区上游 60 个核昔酸处 有一个 T A I人 l卫〕x 元素
,

因此 有可能为一独立转录的基因
.

21 5 D N A 具有典型的 1,洲 C / D 类 Son R N A 基因结构元素和末端配对 区
: 即 5

’

端含有一个 扬
x C
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粟酒裂殖酵母 21 5 s no R N A 基因序列已被国际基因库 EM B L 收录
,

编号为 萄2 23 844
.
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