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C l S n o R N A
,

水稻中一种新的

核仁小分子 R N A
`

屈 良鸽 钟 翎 施苏华 法勇军 周 惠
(中山大学生命科 学学院

,

广州 5 1 0 2 7 5 )

摘 典 通过计算机分析国际分子生物学数据库和 山N A 序列分析等方法
,

在水稻 (。卿

翻` . )中发现了一种新的核仁小分子 RN A :

lC s on R N A
.

该 R N A 具有 bo x C
,

加
x D 和末端碱墓

配对区等典型的核仁小分子 NR
A 结构特征 ;并有 14 个核昔酸与水稻 18 : r

NR
A 中一段保守序

列互补
.

推测 cl sn
o R N A 可能在 1 85 rR N A 甲基化过程中起重要作用

.

编码 lC sn oR N A 的基因

位于水稻 sH p70 基因的第一个内含子中
.

这是在水稻中发现的第一个由基因内含子编码的

S n o RN A
.

关锐词

分类号

S n o R N A
,

水稻
,

SH p 7 0
,

基因

Q 7 4

9 0年代以来
,

一系列新的核仁小分子 R N A ( s on R N A )的发现及在核糖体生物合成中

调控作用 的确定
,

是真核 生物基 因结构和表达领域中的最新进展 .l[ 2〕
.

目前已被发现的

s n o R N A 的基因有 2 种类型 [ ,〕 :

完全独立的基因
,

它们编码 u : ,

u 。 ,

u 1 3

等 s n o R N A ;
大部份

新发现的 S on R N A (如 U , ;
一 U Z ;

)都是由某种基因的内含子编码的
.

这些 s on R N A 的宿主基

因 ( h os t ge n e )
,

多为细胞中高效表达的看家基因 (如核糖体蛋白质基 因 )
,

但另一类宿主基

因仅编码一些功能尚不清楚的 R N .A

根据推算
,

一种生物中可能存在众多的 s on R N A 种类
,

只有小部分 sn
o R N A 已被发现

和鉴定出来
.

继续发现和鉴定新的 s on R N A 及其基因
,

对于研究真核生物中复杂的大分子

rR N A 加工和核糖体生物合成具有重要的意义川
;
并将进一步丰富迄今已知真核生物基因

和基因组结构的内容
.

所以
,

采用各种方法去寻找和发现新的 sn
o R N A

,

已成为该领域中

国际竞争十分激烈的前沿
.

目前
,

新发现的 sn
o R N A 大多数来自动物和酵母两大类生物

,

植物方面的研究还刚刚开始 sj[
.

本文报道从一种植物水稻中发现了一种新的核仁小分子
R N A 及其宿主基 因

,

这对于阐明植物中由内含子编码的核仁小分子 R N A 的结构及功能

具有重要的意义
.
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材料与方法

l
·

1 计算机分析

通过 nI et r ne t 与国际分子生物学数据库 O en b an k 联网分析
,

获得核酸数据
.

核酸序列

的输入
,

比较分析采用 CP ge en 6
.

0 软件包进行
.

L Z D N A 引物

用于 C I s n o R N A 逆转录的 D N ^ 引物 P , e

序列为
:
5
` o ^ T e ^ G ^ T o G T ^ o T o e ^ T G A 3

`
.

lP
。

在 C l S on R N A 中的位置参见 图 1
.

IP
。

的 51 末端 标记按分子克 隆手册困操作
.

丫一
3 2 P

A PT 购于北京福瑞公司
.
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图 1 水稻 c l sn oR N A 及其蓦因的核昔酸序列和结构元索
F ig

.

1 R ice C I S n o R N A a n d ist ge
n e

eS q u e n

偏
a n d s tr u c t u r a l .el m e n st in i t

1
.

3 水稻 (肠卿 蒯朋 )总 R N A 的提取和纯化

取人工温室培养的水稻黄化苗嫩叶
,

经液氮冷冻后
,

磨成粉
,

以醋酸钾法提取 71[
,

并以

异硫佩酸肛法纯化图
.

1
.

4 e l s n o R N ^ c n N ^ 的合成和 CP R 扩增

逆转录反应的 2 0 、 L 缓冲液中包含 1 5 阳水稻总 R N ^
,

1 0 n g D N A 引物 p , C
(以 丫一 3 , p

标记 5 ,

末端 )
,

d N T P ( ^
,

o
,

e
,

T )的浓度分别为 2 0 0 m m o l / L
.

反应液在 6 5 ,C 变性 5 m i n 后
,

放于 4 2 ,C保温 1 0 m i n .

加入 A M v 逆转录酶 ( pt o m e g a ) 1 0个单位
,

再于 4 2℃继续保温 3 0

m in
.

在反应结束后
,

以 8 %聚丙烯酞胺变性凝胶检测逆转录结果
.

p B R 32 2 质粒以限制性

内切酶 T aq l 和 H ae , 水解作为分子 t 标准
.

c D N A 的纯化和 cP R 扩增参照方法 〔8〕进

行
.

T a q n N A 聚合酶购于 R o m e s a
公司

,

CP R 扩增反应在 p E 公司的 D N A T h e r m a l c y e l e r

上进行
.
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3 讨 论

19 9 4年
,

英国一个实验室根据 已知的哺乳动物和酵母 S on R N A U l ;

序列设计分子探

针
,

成功地测定出玉米等 3 种植物中的 U , ; S on R N A
.

但是由于缺乏充分的证据
,

他们并不

能确定植物中的 U I ; S on R N A 是否由基因的内含子编码侧
.

c l s on R N A 的发现及鉴定
,

是

水稻中发现和鉴定的第一个由一种蛋白质基因的内含子编码的核仁小分子 R N A
,

也是世

界上首次报道的植物基因内含子编码的核仁小分子 R N .A

水稻 C l S on R N A 与 lU
;

等 S on R N A 具有 bo x C
,

bo x D 和末端碱基配对区等相同的结

构特征
.

但是
,

这些不同种类的 sn
o R N A 有完全不同的与 rR N A 互补的序列

.

这意味着它

们具有不同的功能
.

与 C I sn
o R N A 互补的 rR N A 序列

,

是 1 85 rR N A 中部一段十分保守的

序列
,

其中还包含两个保守的甲基化位点 (图 lb 中用黑点指出 )
.

过去的研究已表明
,

s n o R N A 与
r R N A 中甲基化位点有密切的关系;[,

吕〕
.

所以
,

我们推测
,

C l S on R N A 可能参与

1 85 r R N A 中部这一保守序列 甲基化的形成
.

目前已经发现
,

许多 s on R N A (如 u l ; ,

lU 。 , U Z;

等 )都普遍存在于从人到酶母等各种生

物细胞中 z[,
.〕

.

这些 sn
o R N A 与 rR N A互补的核昔酸序列

,

在进化过程中具有十分强烈的

保守性
.

所以
,

该序列可以作为鉴别同源 sn
o R N A 的一个有效指标

.

通过对 已发表的各种

s n o R N A 数据的比较
,

尚未发现任何其它生物中的 S n p R N A 与水稻 C l S on R N A 有相似的

1 85 rR N A 互补序列
.

因此
,

cl nS
o R N A 的发现与鉴定

,

不仅对研究植物基 因的结构与功能

有重要的意义
;而且为在人类或其它生物中鉴定出与 C l S no R N A 同源的核仁小分子 R N A

提供了分子基础
.

cl sn
o R N A 的

c D N A 序列 已被 国际分子生物学数据库 EM BL 收入
,

其 A C C 编号为

2 6 9 6 3 3
.
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