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　　　核酶的发现及其在基因治疗中的应用
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摘要：　核酶是具有催化功能的结构性ＲＮＡ分子，且大多数核酶具有剪切ＲＮＡｓ的功能，可以利用它们剪切

信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡｓ）调节基因表达，从而作为基因治疗的新手段．阐述核酶的发现历程，以及其在艾滋病、肝

炎、肿瘤和生殖道系统感染等基因治疗的研究进展．最后，分析核酶在基因治疗中的技术优势及存在问题，并

对核酶领域包括更多核酶晶体结构的确立、酶切机理的理解、核酶新的生物学功能的发现等研究进行展望．
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１　核酶的发现

核酶是具有催化功能的ＲＮＡ分子
［１］，在生物界中执行着非常重要的生物功能，如核糖体 ＲＮＡ

（ｒＲＮＡ）和ＲＮａｓｅＰ分别可以合成氨基酸和加工ｔＲＮＡ的前体
［２?３］．迄今为止，已证实自然发生的核酶

种类有１４类．由于大多核酶具有剪切ＲＮＡ的功能，可利用其对靶标ＲＮＡ进行切割，从而控制基因的

表达．核酶的研究已有３０多年的历史．在１９８０－１９９０年的１０ａ间共发现了７类，分别是ＧｒｏｕｐⅠ
［４］，

ＧｒｏｕｐⅡ
［５］，ＲｎａｓｅＰ

［３］，Ｈａｍｍｅｒｈｅａｄ
［６］，Ｈａｉｒｐｉｎ

［７８］，ＨＤＶ
［９］，ＮｅｕｒｏｓｐｏｒａＶＳ

［１０］；在１９９１－２０１３年的

近２５ａ间仅发现了３类，分别是 ＧＩＲＩ
［１１］，ｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ

［１２］，ｇｌｍＳ
［１３］．在２０１４－２０１５年的两年间，

Ｂｒｅａｋｅｒ实验室发现了４类自我剪切的核酶，分别是Ｔｗｉｓｔｅｒ
［１４］，ＴｗｉｓｔｅｒＳｉｓｔｅｒ

［１５］，Ｈａｔｃｈｅｔ
［１５?１６］，Ｐｉｓ

ｔｏｌ
［１５，１７］，并且Ｓｔｅｉｔｚ实验室和另外几个实验室根据这些发现，确立其中两类核酶的晶体结构

［１８?１９］．
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　　大多数核酶具有自我剪切的功能，因此，大多数核酶是通过它们的剪切产物被发现的．如ＧｒｏｕｐⅠ

内含子就是从２６ＳｒＲＮＡ前体的“隐藏的剪切”产物中被发现的
［４］；ＮｅｕｒｏｓｐｏｒａＶＳ核酶是在线粒体

ＲＮＡ的剪切条带中被发现的
［１０］；当病毒采用滚环复制策略进行复制时，有的核酶作为病毒ＲＮＡ的一

部分发生剪切，把多聚的病毒ＲＮＡ剪切成单位长度的病毒个体，因而被观察到
［２０］，如 Ｈａｍｍｅｒｈｅａｄ和

Ｈａｉｒｐｉｎ核酶就是在烟草环斑病毒的卫星ＲＮＡ（ｓａｔｅｌｌｉｔｅＲＮＡｏｆｔｏｂａｃｃｏｒｉｎｇｓｐｏｔｖｉｒｕｓ）的复制中被观

察到的［６?８］；ＨＤＶ核酶也是在肝病病毒的复制中被发现的
［９］．另外，ｇｌｍＳ核酶是在发现核糖开关的过程

中被意外发现的，它既是一个核酶，也是一个核糖开关［１３］．由此可见，这些发现带有比较大的偶然性，经

常是在ＲＮＡ放射性标记、ＰＡＧＥ胶分离和纯化的过程中通过剪切产物被偶然发现的．

最近，Ｂｒｅａｋｅｒ实验室发现４类自我剪切的核酶
［１４?１７］．先是通过生物信息学发现许多结构性的

ＲＮＡ，但由于单从ＲＮＡ二级结构上很难判断它们是否具有核酶的功能，因此，又结合包括合成、放射性

标记、胶分离等生物化学方法检测到核酶．这种方法虽然费时费力，但发现方法显然有很大提高．

２　核酶在基因治疗中的应用

由于核酶具有切割ＲＮＡ的功能，可以利用它们来切割目标ＲＮＡ，降低基因的表达．Ｓａｒｖｅｒ等
［２１］把

加工过的锤头状核酶的催化链部分与底物部分的 ＨＩＶ?１ＧＡＧＲＮＡ相混合，发现这个核酶能切割目标

ＧＡＧＲＮＡ，且在细胞内也能切割．这一实验证明利用核酶来开发抗人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）的基因治

疗是可行的．此后，核酶已经应用于许多疾病包括艾滋病、肝炎、肿瘤和生殖道系统感染等的基因治疗研

究中［２１?３１］．

２．１　核酶在抗艾滋病中的应用

艾滋病又称获得性免疫缺陷综合征，是由于ＨＩＶ（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ）病毒侵入人体并

强烈破坏体内的免疫系统，引发各种严重的并发症．在艾滋病的基因治疗研究方面，有针对艾滋病 ＨＩＶ

基因的ＲＮＡ靶标，如Ｇａｇ
［２１］，ＬＴＲ

［２２］，Ｐｏｌ
［２３］，Ｔａｔ

［２４，３２］，Ｔａｒ
［２５］，Ｎｅｆ

［２６］，Ｅｎｖ
［２７，３３］；ＨＩＶ受体的ＲＮＡ靶

标，如ＣＤ４和共受体ＣＣＲ５
［３４］．虽然靶标不同，但效果都很好，比如靶标ＧａｇｍＲＮＡ的锤头状核酶不仅

可以显著降低ＧａｇｍＲＮＡ和它编码的ｐ２４抗原，还降低了 ＨＩＶ?１前病毒ＤＮＡ１００倍以上
［２１］．

另外，为了提高酶切的效率，有的科学家还构建了靶标同一基因的不同位点的核酶．Ｂａｉ等
［３４］构建

能够在３个位点切割ＣＣＲ５ｍＲＮＡ的三联体核酶，并将它转导至ＣＤ３４＋造血祖细胞中，与未经转导的

对照组相比，实验组感染ＨＩＶ的比率下降７０％．在靶标 ＨＩＶ不同基因的核酶中，靶标Ｔａｔ的锤头状核

酶已用于治疗艾滋病的临床一期（１０个ＨＩＶ病人）和二期（７４个 ＨＩＶ病人）的实验
［３５］．试验结果表明，

核酶在艾滋病的基因治疗方面有良好的应用前景．

２．２　核酶在抗肝炎中的应用

在乙肝（ＨＢＶ）、丙肝（ＨＣＶ）的基因治疗研究方面，Ｗｅｌｃｈ等
［３６］用发夹状核酶靶向切割ｐｇＲＮＡ

（ｐｒｅｇｅｎｏｍｉｃＲＮＡ）和乙肝表面抗原（ＨＢｓＡｇ）ＲＮＡ，通过逆转录病毒导入 Ｈｕｂ７细胞与 ＨＢＶ共表达

后，病毒颗粒减少６６％～８３％；Ｔａｎ等
［３７］将加工过的锤头状核酶转导至ＰＬＣ／ＰＲＦ５细胞，特异性地抑

制了８０％的ＨＢｓＡｇ的表达．Ｄａｉ等
［３８］用锤头状核酶靶标 ＨＢＶ 的３个不同靶点，大大降低 ＨＢｓＡｇ

ＲＮＡ的表达．这３个实验靶标ＨＢｓＡｇＲＮＡ，效果都很好，表明用核酶进行乙肝基因治疗是可行的．

贾战生等［３９］用锤头状核酶靶向切割丙肝病毒的两个非编码区，发现核酶能抑制报告基因的表达．

Ｒｙｕ等
［４０］利用ｇｒｏｕｐⅠ内含子靶向切割ＨＣＶ的ＩＲＥＳ（核糖体内结合位点）ＲＮＡ，并导入白喉毒素Ａ

基因（ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａｔｏｘｉｎＡ），从而使被ＨＣＶ病毒感染的细胞发生凋亡．张文军等
［４１４２］、李小英等［４３］利用

核糖核酸酶Ｐ（ＲＮａｓｅＰ）靶标ＨＣＶ的５′ＵＴＲ（ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ），可减少ＨＣＶＲＮＡ约１０００倍．由

此说明，用核酶靶标非编码ＲＮＡ进行丙肝的基因治疗是可行的．

２．３　核酶在抗生殖道系统感染中的应用

据报道，高危人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）感染与子宫颈癌有密切的联系，超过９０％的宫颈癌患者被感

染了ＨＰＶ．因此，防治 ＨＰＶ很可能有助于预防宫颈癌，但到目前为止仍没有治疗ＨＰＶ的有效方法．利

用核酶和寡核苷酸来抑制 ＨＰＶ基因的表达成为治疗 ＨＰＶ的新方法
［４４］，主要靶标为Ｅ６ｍＲＮＡ和Ｅ７
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ｍＲＮＡ．Ｌｕ等
［４５］设计针对编码ＨＰＶ?１６Ｅ６与Ｅ７转录产物开放阅读框（ＯＲＦ）的特异性核酶，即Ｒｚ１１０

与Ｒｚ５５８，并利用腺相关病毒（ＡＡＶ）作载体转导至受体细胞，发现靶标ＲＮＡ水平明显降低．Ｌｉｕ等
［４６］

通过分析ＨＰＶ?６ｂ和１１Ｅ１ｍＲＮＡ的同源序列，设计可同时剪切 ＨＰＶ?６ｂ与１１Ｅ１ｍＲＮＡ的通用核酶

Ｒｚ１１９８；然后，由体外实验证明Ｒｚ１１９８能够特异性切割靶标ｍＲＮＡ，降低ＨＰＶＤＮＡ复制所必须的Ｅ１

蛋白质的表达．

Ｚｈｅｎｇ等
［４７］、饶智国等［４８?４９］构建具有特异性靶向 ＨＰＶ?１６Ｅ６和Ｅ７转录产物的锤头状核酶———

Ｒｚ１７０，并将其转染至ＨＰＶ?１６阳性宫颈癌细胞ＣａＳＫｉ．结果表明，Ｅ６ｍＲＮＡ，Ｅ７ｍＲＮＡ和蛋白质的表

达显著降低，ｃ?ｍｙｃ和ＢＣＬ?２蛋白质也表达下调，而ｐ５３和Ｒｂ蛋白质的表达上调；受体细胞在体外和

体内实验中的生长均受抑制，凋亡的比率上升，并增强了对化疗和放疗的敏感度．因此，核酶具有治疗宫

颈癌的潜力并可与化疗或放疗进行联合治疗．

２．４　核酶在抗白血病中的应用

慢性骨髓性白血病（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）是一种干细胞来源的白血病，其肿瘤细

胞含有费城（Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ）染色体和相关的癌蛋白ＢＣＲ?ＡＢＬ１
［５０］．Ｐ２１０蛋白是由ＢＣＲ?ＡＢＬ融合基因

编码的，具有异常蛋白酪氨酸激酶活性，是造成ＣＭＬ的重要因素．为了提高酶切效率，Ｌｅｏｐｏｌｄ等
［５１］合

成针对ＢＣＲ?ＡＢＬｍＲＮＡ的多元核酶（ｍｕｌｔｉ?ｕｎｉｔｒｉｂｏｚｙｍｅ），并用脂质体或叶酸?聚赖氨酸（ｆｏｌｉｃａｃｉｄ?

ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ）作载体将核酶转染至用ＢＣＲ?ＡＢＬ融合基因转化的鼠成髓细胞（３２Ｄ细胞）．结果表明，该核

酶可降低ＢＣＲ?ＡＢＬｍＲＮＡ达１０００倍．另外，通过优化靶标的结合位点也能提高酶切效率．付辉等
［５２］

用构建靶标文库和逆转录相结合的方法筛选靶标跨膜糖蛋白（ｇｌｙｃｏｐｈｏｒｉｎＡ，ＧＰＡ）的最佳 ｍＲＮＡ结

合位点，并用白血病细胞株Ｋ５６２细胞进行验证，发现最好的结合位点可下调ＧＰＡ的基因表达９０％．

为了提高酶切的特异性，Ｋｕｗａｂａｒａ等
［５３］构建带有能识别目标序列（ＢＣＲ?ＡＢＬｍＲＮＡ）的感应臂

（ｓｅｎｓｏｒａｒｍｓ）的新核酶．只有在目标序列存在的情况下，它才能与 Ｍｇ
２＋结合形成正确的三维空间结构

并具活力．该新核酶Ｍａｘｉｚｙｍｅ不但在体外（犻狀狏犻狋狉狅），而且在培养的细胞包括源于病人的带费城染色体

的ＢＶ１７３细胞中具有高特异性和酶切活力．Ｔａｎａｂｅ等
［５４］进一步将转导了抗ＢＣＲ?ＡＢＬ核酶后的ＣＭＬ

细胞接种到ＮＯＤ／ＳＣＩＤ（非肥胖糖尿病／重症联合免疫缺陷）小鼠体内，与对照组相比，实验组的小鼠在

１４周后仍然健康存活．由此可见，Ｍａｘｉｚｙｍｅ可完全抑制ＣＭＬ细胞在小鼠体内的浸润（ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）．

为了提高转染效率，Ｓｏｄａ等
［５５］利用ＶＳＶ?假型慢病毒载体（ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓ）构建针对ＥＬＡ２型

ＢＣＲ?ＡＢＬｍＲＮＡ的特异性核酶并转染至ＣＭＬ细胞．结果显示，ＣＭＬ细胞中的ＢＣＲ?ＡＢＬｍＲＮＡ的

水平明显降低，细胞凋亡率升高．为了研究核酶在体外净化骨髓的作用，吴勇等
［５６］设计了抗ＢＣＲ?ＡＢＬ

基因的核酶，转导至ＣＭＬ和正常骨髓细胞，并检测核酶对原代ＣＭＬ细胞的影响．结果表明，核酶能显

著抑制肿瘤生长和原代ＣＭＬ细胞中Ｐ２１０融合蛋白的表达，但不影响正常造血祖细胞的生长．在缓解

模型中，核酶抑制了Ｋ５６２细胞的增殖和ＢＣＲ?ＡＢＬｍＲＮＡ的表达，但不影响ＡＢＬｍＲＮＡ的表达．因

此，抗ＢＣＲ?ＡＢＬ核酶可用于净化骨髓白血病细胞．

３　核酶在基因治疗中的技术优势及面临的问题

核酶是具有催化功能的ＲＮＡ分子，大多数具有剪切ＲＮＡ的功能，在肿瘤和病毒性疾病的基因治

疗方面极具应用潜力．它的技术优势有如下４点：１）核酶能够促使靶基因失活且让其无法恢复，因为

ｍＲＮＡ被剪切之后就无法翻译出全长的肽链，而且它的稳定性可能也会降低；２）核酶能够在体外进行

循环使用［５７］，核酶剪切ｍＲＮＡ后，可以脱离ｍＲＮＡ并找到下一个目标 ｍＲＮＡ；３）核酶直接剪切目标

ＲＮＡ，而不需要像ＣＲＩＳＰＲ（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ），ｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌ

ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ）或ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）那样需要由蛋白酶来剪切目标ＲＮＡ；４）常用于基因治疗的

核酶如锤头状和发夹状核酶分子量比较小，免疫原性弱［５７］．

核酶的基因治疗面临的问题主要有如下５点：１）特异性，核酶的酶链部分即使与靶标没有完全配

对也可能发生微弱的非特异性剪切［１６］；２）ＲＮＡ分子在人体内常常不稳定，在受体细胞里容易降解；３）

酶切效率，特别是细胞体内的酶切效率．高水平的酶切效率是降低靶标ＲＮＡ的关键；４）可塑性，每一种

核酶都有保守的核苷酸，如果保守的核苷酸越多，与之相匹配的靶标序列的可选度就越少，即可塑性小．
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如锤头状核酶只要靶标的序列含有ＧＵＣ即可，因此，它的可塑性比较强；５）载体类型和导入技术
［５８］．

容易构建的、高表达的、稳定性好的、转染效率高的载体，以及高效、安全的细胞导入技术也是核酶

基因治疗的关键环节．现在常用的载体有慢病毒载体、腺病毒载体、重组腺病毒载体、腺病毒相关载体

（ＡＡＶ），而常用的导入技术有脂质体导入技术、电穿孔法、显微注射等．这些方法在核酶基因治疗的应

用有待进一步探索和完善．

４　研究展望

核酶作为一类非常独特的ＲＮＡ分子，在生物界占有重要的生物学地位，如蛋白质的合成是由核酶

执行的．然而，核酶发现的步伐比较艰难，在刚开始的１０ａ里发现了７类，之后的近２５ａ里仅发现了３

类，而且大多是在偶然的实验中发现的．随着生物科技的发展，Ｂｒｅａｋｅｒ实验室于２０１４－２０１５年共发现

４类自我剪切的核酶，大大加快了核酶发现的步伐．这些发现将推进核酶领域的研究进一步深入，包括

更多核酶晶体结构的确立、酶切机理的理解和核酶新的生物学功能的发现等．

发现核酶不久，锤头状核酶就被应用于ＨＩＶ基因治疗的研究．核酶能够促使靶基因失活且让其无

法恢复，并能够在体外进行循环使用，这些优势的存在都使核酶被广泛关注．但是核酶的应用技术还没

有完全成熟，受到诸多因素的影响，如核酶的可塑性、最佳靶位点的选择、核酶的剪切效率、转染的效率、

在受体细胞内的稳定性等．随着更多新核酶的发现、核酶晶体结构的确立、剪切机理的深入了解、转染载

体技术的进步、不断发展的阳离子脂质体导入技术和核酶化学修饰技术［５９］的提高，核酶的基因治疗研

究将不断深入，最终会成为疾病治疗的一个重要手段．
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