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　　摘　要：端粒酶是由端粒酶反转录酶和端粒酶ＲＮＡ构成，端粒酶ＲＮＡ中含有端粒合成所需的模板序列。现

仅获得了拟南芥的端粒酶ＲＮＡ序列。为了建立快速有效的富集植物端粒酶的方法并克隆水稻的端粒酶ＲＮＡ序

列，研究中使用不同浓度的ＰＥＧ６０００选择性的沉淀端粒酶萃取液中的杂蛋白。结果表明当ＰＥＧ６０００浓度为４％时，

端粒酶活力最高，并可以有效降低核糖体２８ＳｒＲＮＡ和１８ＳｒＲＮＡ的干扰。从端粒酶蛋白液中提取ＲＮＡ，并在其３′
端连接接头，在模板区设计上游引物，ＰＣＲ 扩增获得一条 ２９２ｂｐ的未知片段，其中含有端粒模板序列

５′－ＡＡＡＣＣＣＴＡＡ－３′。将该片段及拟南芥端粒酶ＲＮＡ的转录调控区进行序列比对分析发现，两者具有类似的转录

调控元件。因此，初步判定２９２ｂｐ的目的片段为水稻端粒酶ＲＮＡ的模板下游序列。
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０　引　言

端粒酶是一种ＲＮＡ依赖性的ＤＮＡ聚合酶，由
端粒酶反转录酶（ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ　ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，

ＴＥＲＴ）和端粒酶ＲＮＡ（ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ　ＲＮＡ，ＴＥＲ）构
成，其功能是催化端粒序列的合成。端粒是位于染
色体末端的重复序列，在细胞周期的大多数时间，端
粒均以环状的形式存在以保护易受攻击的染色体末

端［１］。通过对拟南芥、水稻、玉米、大麦等多种植物
的研究发现，端粒酶主要分布在细胞分裂旺盛的分
生组织中［２－３］，在愈伤组织中也有较高的端粒酶活
力［４］。动植物端粒酶在细胞生长过程中发挥着类似
的作用，但是两者端粒酶活力的表达调控有着明显
的差异。成熟的植物细胞端粒酶活力较低，但是在
诱导脱分化和再分化的过程中则可以恢复端粒酶活

力，这也反映了植物细胞全能性的特点［５］。
根据同源蛋白的序列保守性，现已克隆到了拟

南芥和水稻的端粒酶反转录酶基因，但是在部分植
物中发现ＴＥＲＴ基因的转录产物还存在选择性剪
切现象，这种机制仍不清楚［４，６－７］。在端粒酶 ＲＮＡ

方面，不同物种的 ＴＥＲ在大小和序列上存在着显
著的差异，然而对线虫、酵母和脊椎动物的ＴＥＲ进
行系统进化分析发现，ＴＥＲ的二级结构中存在多个
保守结构域。这些保守结构包括端粒模板区、５′模
板边界元素、含有模板序列的大环、一个潜在的假结
和一个闭合环状螺旋区［８－１０］。最近有报道称，拟南芥
端粒酶中可能存在两种ＴＥＲ形式－ＴＥＲ１和ＴＥＲ２，
两者的模板区序列均为５′－ＣＴＡＡＡＣＣＣＴＡ－３′，但在
端粒合成时ＴＥＲ１是主要的模板提供者［１１］。因此，
获取更多植物端粒酶ＲＮＡ的序列信息并进行系统的
分析，对进一步阐述其结构与功能具有重要的意义。
本研究的目的是探究一种快速有效的分离纯化

植物端粒酶的方法，克隆水稻的端粒酶ＲＮＡ，并通过
生物信息学技术预测分析水稻与拟南芥端粒酶ＲＮＡ
的转录调控元件。核糖体是影响端粒酶富集及端粒
酶ＲＮＡ克隆的主要因素。研究中利用核糖体大小亚
基偶联及解聚的动态平衡受镁离子浓度调控的机

制［１２］，提高裂解液中镁离子的浓度，使核糖体大小亚
基最大程度的偶联在一起。然后，使用不同工作浓度
的ＰＥＧ６０００选择性沉淀不同分子量的蛋白，期望获



得单位端粒酶活力及端粒酶蛋白量均最高的蛋白提

取液。从该蛋白提取液中提取ＲＮＡ，在３′端连接接
头，然后通过ＲＴ－ＰＣＲ克隆端粒酶ＲＮＡ序列。
不同植物的端粒酶ＲＮＡ在大小、序列甚至是

二级结构上很可能也存在较大的差异，但它们的作
用都是在植物细胞分裂旺盛的组织中维持分裂细胞

的端粒长度以保证染色体的完整性。这意味着不同
植物的端粒酶ＲＮＡ具有类似的表达调控机制。转
录起始位点上游和下游序列在ＣＧ和ＡＴ偏爱性方
面有显著的不同，这种现象在水稻和拟南芥中都普
遍存在，相对熵值分析发现，这是由于上游保留着顺
式元件而引起转录起始位点上下游自由能的不

同［１３－１４］。Ｍｏｒｅｙ等［１５］基于毗连序列间自由能的差
异提出了一种启动子预测程序ＰｒｏｍＰｒｅｄｉｃｔ，根据
预测到的启动子位置可以初步判断未知基因５′端
转录起始位点。然后可以使用植物顺式元件数据库

ＰＬＡＣＥ［１６－１７］对端粒酶 ＲＮＡ候选序列中可能存在
的转录调控元件进行解析。

１　材料和方法

１．１　材料
水稻愈伤组织，乙二醇二乙醚二胺四乙酸

（ＥＧＴＡ）、聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）、苯甲基磺酰氟
（ＰＭＳＦ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）及ＰＥＧ６０００购自上海生
工生物工程技术服务有限公司，ＲＮＡｉｓｏ　Ｐｌｕｓ、ＲＮＡｉｓｏ－
ｍａｔｅ　ｆｏｒ　Ｐｌａｎｔ　Ｔｉｓｓｕｅ、Ｔ４ＲＮＡ　ｌｉｇａｓｅ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　Ｒｅ－
ｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（ＲＮａｓｅ　Ｈ－）购自 ＴａＫａＲａ 公司，

ＲＮａｓｅ固相清除剂购自天恩泽。实验中用到的引物均
为上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．２　方法

１．２．１　不同浓度ＰＥＧ６０００优化端粒酶的提取
取３ｇ水稻愈伤组织于研钵中，加液氮充分研

磨，然后转入５０ｍＬ离心管中并迅速加入１０ｍＬ裂
解液（裂解液：Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　７．５，ＭｇＣｌ２
１５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ　１００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＧＴＡ　２０ｍｍｏｌ／Ｌ，

ＰＭＳＦ　１００μｍｏｌ／Ｌ，ＰＶＰ　１．５％，甘油１０％，ＤＴＴ
１ｍｍｏｌ／Ｌ）。４℃，１３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；将上
清（端粒酶初提液）分装到６个２ｍＬ的ＥＰ管中，每
管１．５ｍＬ；分别加入５０％的ＰＥＧ６０００至其工作浓
度分 别 为 １０％、８％、６％、４％、２％、０％，冰 育

３０ｍｉｎ，期间间断混匀；４℃，１３　０００ｒ／ｍｉｎ 离心

１５ｍｉｎ；将上清转入新的ＥＰ管中，并测定不同浓度

ＰＥＧ６０００选择性沉淀杂蛋白后得到的上清液中蛋
白的浓度，然后分装并保存至－８０℃。

１．２．２　酶促反应及端粒酶活力分析
酶促 反 应 采 用 陈 波 等［１８］的 方 法，用 每 个

ＰＥＧ６０００工作浓度下得到端粒酶粗提蛋白做两组
实验，分别为正常组和灭活组，每组加３０μＬ的端粒
酶粗提蛋白。其中，灭活组在酶促反应前先６５℃
１５ｍｉｎ将端粒酶灭活，正常组不做处理；然后正常组
与灭活组同时进行酶促反应。酶促反应体系为

３００μＬ（酶促缓冲液：Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　５０ ｍｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ
８．３，ＭｇＣｌ２５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ　５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００　０．１％，ＥＧＴＡ　１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＤＴＴ　１ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｄＮＴＰｓ（无ｄＣＴＰ）５０μｍｏｌ／Ｌ，ＢＳＡ　１０ｎｇ／μＬ），前
导引物Ｃｈｅｎ０３（见表１）工作浓度为１．２μｍｏｌ／Ｌ。
酶促反应条件：１９℃，１３ｍｉｎ；９４℃，１ｍｉｎ。
酶促反应后，先在酶促体系中加１μＬ　１０ｎｇ／μＬ

ＲＮａｓｅ　Ａ　Ｈ２Ｏ，３７℃孵育３０ｍｉｎ；然后参照《精编分子
生物学指南》中的ＤＮＡ酚抽提和乙醇沉淀法回收酶
促产物，其中在酚／氯仿／异戊醇处理离心后取等量上
清，最后加２０μＬ水充分溶解，并测定ｓｓＤＮＡ浓度。
端粒酶的单位酶活力定义为：１９℃条件下１μｇ蛋白

１ｍｉｎ合成１ｎｇ　ＤＮＡ为一个活力单位。

１．２．３　水稻愈伤组织及端粒酶粗提液中ＲＮＡ的
提取

　　水稻愈伤组织总 ＲＮＡ 和端粒酶粗提液中

ＲＮＡ的提取使用ＴａＫａＲａ公司的ＲＮＡｉｓｏ　Ｐｌｕｓ和

ＲＮＡｉｓｏ－ｍａｔｅ　ｆｏｒ　Ｐｌａｎｔ　Ｔｉｓｓｕｅ试剂，提取方法参照
其中的植物ＲＮＡ提取。

１．２．４　ＲＮＡ的ＰＡＧＥ变性电泳
配制新鲜的４ Ｍ 尿素和１０×标准ｌｏａｄｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ（５０％甘油，５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ，０．２％溴酚
蓝），将两者等体积混合即为１０×尿素上样缓冲液，
每１０μＬ　ＲＮＡ 加１μＬ　１０×尿素上样缓冲液。

６５℃，１０ｍｉｎ，然后迅速冰浴５ｍｉｎ。上样于３．５％
ＰＡＧＥ核酸凝胶中，４Ｖ／ｃｍ电泳。

１．２．５　ＲＮＡ与接头的连接、回收及反转录
将从端粒酶粗提液中提取的ＲＮＡ与单链接头

Ｌｉｎｋｅｒ　２（见表１）连接，连接体系参见Ｔ４ＲＮＡ连接
酶使用说明，１５℃连接１６ｈ。
连接反应结束后加等体积水饱和酚，室温混匀

５ｍｉｎ；１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清，加入等体
积的氯仿，室温混匀５ｍｉｎ；４℃，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ；取上清于新 ＥＰ管中，加入１／１０体积３
ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠（ｐＨ５．２）和２．５倍无水乙醇（加盐后
体积），混匀后，冰上放置３０ｍｉｎ；４℃，１３　０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ；７５％乙醇洗涤１次；１３　０００ｒ／ｍｉｎ离心
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５ｍｉｎ，弃上清；瞬时离心吸尽残余的乙醇，室温干燥

５ｍｉｎ，加８μＬ的ＤＥＰＣ　Ｈ２Ｏ溶解。
由于端粒酶 ＲＮＡ 很可能具有复杂的二级结

构，因此反转录酶使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎ－
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ，反转录体系及条件参见ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　Ｒｅ－
ｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ说明书，其中反转录引物使用
与Ｌｉｎｋｅｒ　２反向互补的ＲｅｖＰｒｉｍ（见表１）。
表１　候选序列克隆中所用引物的序列

名称 序列（５′－３′）

Ｃｈｅｎ　０３ ＡＴＧＡＴＧＴＧＣＡＡＣＴＣＧＡＣＡＡＣＴＴ
Ｌｉｎｋｅｒ　２　５′ＰＯ４－ＧＧＡＴＣＣＧＧＴＡＣＣＴＣＴＡＧＡＴＣＡＧ－ＮＨ２３′
ＲｅｖＰｒｉｍ　ＣＴＧＡＴＣＴＡＧＡＧＧＴＡＣＣＧＧＡＴＣ
ＧＥＮＦ　１ ＡＧＣＣＴＴＴＴＣＴＧＧＴＡＡＡＣＣＣＴＡＡＡＣ
ＧＥＮＦ　２ ＡＧＣＣＴＴＴＴＣＴＧＧＴＡＡＡＣＣＣＴＡＡＣＧ
ＧＥＮＦ　３ ＡＧＣＣＴＴＴＴＣＴＧＧＴＡＡＡＣＣＣＴＡＡＣ
ＧＥＮＦ　４ ＡＧＣＣＴＴＴＴＣＴＧＧＴＡＡＡＣＣＣＴＡＡＡＧ
ＧＥＮＦ　５ ＡＧＣＣＴＴＴＴＣＴＧＧＴＡＡＡＣＣＣＴＡＡＧ

１．２．６　候选序列的克隆
鉴于端粒酶ＲＮＡ的模板区序列可能存在不同

的排列方式，设计了多种上游引物，实验过程中根据
实验结果以及陈波等［１８］的实验数据做了进一步的

改进，设计出了另外５种上游引物ＧＥＮＦ　１～ＧＥＮＦ
５（见表１）。ＰＣＲ反应中以ｃＤＮＡ为模板，上游引
物分 别 为 ＧＥＮＦ　１～ ＧＥＮＦ　５，下 游 引 物 为

ＲｅｖＰｒｉｍ。ＰＣＲ反应参数：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃
４５ｓ，４８℃４０ｓ，７２℃５０ｓ执行８个循环；９４℃４５ｓ，

５６℃４０ｓ，７２℃ ５０ｓ执行２４个循环；７２℃延伸

１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１．５％的琼脂糖凝胶进行电泳
分析。

２　实验结果

２．１　不同浓度ＰＥＧ６０００处理后得到的端粒酶提取
液中的蛋白浓度

　　实验中用不同浓度的ＰＥＧ６０００选择性的沉降
端粒酶初提液中的蛋白。在ＰＥＧ６０００浓度＜２％时
上清中的蛋白沉淀下的较少；随着ＰＥＧ６０００浓度的
增加蛋白沉降速率增加，ＰＥＧ６０００浓度达到４％时
达到最大；在较大的ＰＥＧ６０００浓度＞８％时，基本可
以沉淀下初提液中的大部分蛋白（见图１）。

２．２　不同ＰＥＧ６０００浓度下得到的端粒酶活性大小
从图２中可以看到，ＰＥＧ６０００浓度在０～４％之

间时，端粒酶的活力较高并且变化不大，在浓度为

４％时端粒酶活力最大。随着ＰＥＧ６０００浓度的继续
增加，端粒酶活力急剧下降。在ＰＥＧ６０００浓度增加
到１０％时，基本上没有端粒酶活力。

２．３　端粒酶蛋白提取液中ＲＮＡ组分的ＰＡＧＥ电
泳分析

　　从端粒酶蛋白粗提液中提取 ＲＮＡ，各组取

２μｇ，用３．５％的ＰＡＧＥ胶尿素变性电泳分离，电泳
时用水稻愈伤ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ做参照。如图３所示各组
的ＲＮＡ可以有效分离，并且分子量均比１８ＳｒＲＮＡ
小。随着ＰＥＧ６０００浓度从０％到４％的增加大分子
量的ＲＮＡ依次减少，而ＰＥＧ６０００浓度大于６％时，

ＲＮＡ种类骤减。

２．４　候选序列的克隆
使用上游的５种引物及下游引物ＲｅｖＰｒｉｍ进

行ＰＣＲ扩增，结果如图４，第２组、第３组和第４
组在４００ｂｐ～５００ｂｐ间有一条片段，而第４组在

３００ｂｐ附近还有一条带。将第４组的两条带回
收克隆并测序，测序结果显示两条带的大小分别
为４５９ｂｐ和２９２ｂｐ。经 ｂｌａｓｔ比对分析发现，

４５９ｂｐ的片段不具备完整的模板序列，而２９２ｂｐ
的片段则含有合成端粒序列的模板，模板区序列
为５′－ＡＡＡＣＣＣＴＡＡ－３′。
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１．ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ，２．０％组ＲＮＡ，３．２％组ＲＮＡ，４．４％组ＲＮＡ，

５．６％组ＲＮＡ，６．８％组ＲＮＡ，７．１０％组ＲＮＡ

图３　端粒酶粗提蛋白中ＲＮＡ的ＰＡＧＥ电泳

　　

Ｍ．１００ｂｐ　Ｍａｋｅｒ，１．对照，２．ＧＥＮＥ　１，３．ＧＥＮＥ　２，

４．ＧＥＮＥ　３，５．ＧＥＮＥ　４，６．ＧＥＮＥ　５

图４　不同上游引物与ＲｅｖＰｒｉｍ的ＰＣＲ结果

２．５　候选序列转录调控元件的分析
从ＮＣＢＩ水稻及拟南芥的基因组数据库中，分

别查找水稻２９２ｂｐ目标序列及拟南芥ＴＥＲ１的模
板区上游１　０００ｂｐ序列，用ＰｒｏｍＰｒｅｄｉｃｔ程序进行
了启动子预测分析。在水稻中预测到３个启动子
区，拟南芥中为２个（见图５）。横轴代表模板区上

游核苷酸的位置，其中右边界为模板区５′端，纵轴
表示自由能的大小。通过对这些启动子位置及启动
子两侧自由能差异的分析，可以初步判定水稻的转
录起始位点为７５８ｂｐ处，距模板区５′端２４３ｂｐ；拟
南芥的转录起始位点为７０３ｂｐ处，距ＴＥＲ１的模板
区５′端２９８ｂｐ。

图５　启动子区预测

　　以图５中预测的转录起始位点为基础，通过

ＰｌＡＣＥ数据库［１６－１７］对起始位点上游约８００ｂｐ的序列
进行了转录调控元件的预测及比较分析（如图６）。
水稻中的目标序列及拟南芥ＴＥＲ１序列转录起始位
点上游的转录调控元件很相似，两者在－４０～－５０

ｂｐ区均有ＴＡＴＡＢＯＸ 元件，在转录起始位点附近没
有起始密码子 ＡＴＧ，此外在上游还有ＣＡＡＴＢＯＸ、

ＣＡＣＴ、ＥＢＯＸＮＮＡＰＡ、ＧＡＴＡＢＯＸ、ＤＯＦＣＯＲＥＺＭ、

ＰＯＬＬＥＮ１ＬＥＬＡＴ５２、ＡＲＲ１ＡＴ 等转录调控元件，并
且这些调控元件在两者中的分布位置也很相似。
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图６　水稻目标序列与拟南芥ＴＥＲ１转录调控元件比较分析

３　讨　论

聚乙二醇能够按分子量大小的不同对蛋白质等

生物大分子进行选择性的沉淀，因此实验中采用不
同浓度的ＰＥＧ６０００对端粒酶的提取进行优化。对
图１和图２数据比较分析，发现在ＰＥＧ６０００浓度从

０％增加到４％时，蛋白的浓度有明显的下降，而端
粒酶的活力变化不大，说明离心后的上清中部分分
子量较大的杂蛋白沉降而端粒酶蛋白基本上还都是

处于上清中；在４％～８％范围内，从图１中可以看
到粗提蛋白的沉降有一个明显加快的过程，而在图

２中相应的ＰＥＧ６０００浓度范围端粒酶的活力也有
一个大幅下降。由此可以推断出在ＰＥＧ６０００浓度大
于４％时，端粒酶开始沉淀，而４％的ＰＥＧ６０００浓度
可以从初提液中选择沉降大约５０％的杂蛋白，此时
端粒酶基本上仍处于上清中，所以４％的ＰＥＧ６０００可
以有效的沉淀杂蛋白，并获得较好的端粒酶活力。

在端粒酶ＲＮＡ的克隆过程中发现，核糖体小
亚基中的１８ＳｒＲＮＡ中存在与端粒酶ＲＮＡ模板相
似的序列，所以排除细胞中大量存在的１８ＳｒＲＮＡ
的干扰是实验中必须解决的问题。ＲＮＡ的变性电
泳分析显示，裂解液中镁离子工作浓度从５ｍｍｏｌ／Ｌ
提高到１５ｍｍｏｌ／Ｌ基本上可以促进游离的核糖体
大小亚基聚合，增加其分子量而被ＰＥＧ６０００选择性
沉降下来；在ＰＥＧ６０００的浓度为０％时，提取出的

ＲＮＡ中也不含有核糖体ＲＮＡ，可能是因为裂解液
中不含有蛋白质变性剂，核糖体大多吸附在内质网
或多个核糖体共同结合在ｍＲＮＡ上，这样在高速离
心的条件下，大部分附着核糖体即随着沉淀下来。

因此提高镁离子浓度可以更有效地降低核糖体小亚

基１８ＳｒＲＮＡ的干扰。
对克隆到的２９２ｂｐ序列进行ｂｌａｓｔ比对分析，

发现该片段是位于水稻第６号染色体上的未知序
列，含有合成端粒序列所需要的模板区，模板区序列
为５′－ＡＡＡＣＣＣＴＡＡ－３′。该模板区具备端粒合成
时的锚定位点，同时该模板区３′端以ＡＡ结尾也与
之前研究发现的端粒酶在体外延伸时优先合成以

ＴＴ结尾的前导引物想吻合［１８］。此外，与拟南芥模
板区１０个碱基相比，９个碱基的模板区可以防止复
制时出现滑动现象，保证端粒合成的准确性。水稻
目标序列和拟南芥 ＴＥＲ１转录调控元件的预测结
果表明，两者的基本启动子是ＴＡＴＡＢＯＸ。在上游
还都具有调控转录起频率的ＣＡＡＴ元件，调控植物
发育的ＥＢＯＸＢＮＮＡＰＡ元件以及调控基因组织特
异性表达的ＧＡＴＡＢＯＸ元件。预测结果显示两者
的转录调控元件具有较高的相似性，但仍需克隆端
粒酶ＲＮＡ５′端的转录调控区序列并进行实验验证。
综合以上分析，研究认为从水稻中克隆的

２９２ｂｐ目标片段为端粒酶 ＲＮＡ的模板下游序列，
在后续的实验中还需要获取完整的转录序列，并进
一步分析鉴定。
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