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!

要!端粒酶是由端粒酶反转录酶和端粒酶
P@M

构成!端粒酶
P@M

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
P@M

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
P@M

序

列!研究中使用不同浓度的
[K̂ V"""

选择性的沉淀端粒酶萃取液中的杂蛋白%结果表明当
[K̂ V"""

浓度为
#X

时!

端粒酶活力最高!并可以有效降低核糖体
$B5*P@M

和
%B5*P@M

的干扰%从端粒酶蛋白液中提取
P@M

!并在其
!p

端连接接头!在模板区设计上游引物!

[aP

扩增获得一条
$F$I

Z

的未知片段!其中含有端粒模板序列

Cp7MMMaaa8MM7!p

%将该片段及拟南芥端粒酶
P@M

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
$F$I

Z

的目的片段为水稻端粒酶
P@M

的模板下游序列%

关键词!水稻#

[K̂ V"""

#端粒酶
P@M

#特征解析

中图分类号!

S&B%

!!!

文献标志码!

M

(

!

引
!

言

端粒酶是一种
P@M

依赖性的
b@M

聚合酶%由

端粒酶反转录酶"

<1-(N1*,;1*1:1*;1<*,+;6*3

Z

<,;1

%

8KP8

#和端粒酶
P@M

"

<1-(N1*,;1P@M

%

8KP

#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'

%

(

&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'

$7!

(

%在愈伤组织中也有较高的端粒酶活

力'

#

(

&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'

C

(

&

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
8KP8

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'

#

%

V7&

(

&在端粒酶
P@M

方面%不同物种的
8KP

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
8KP

进

行系统进化分析发现%

8KP

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)

Cp

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'

B7%"

(

&最近有报道称%拟南芥

端粒酶中可能存在两种
8KP

形式
A8KP%

和
8KP$

%

两者的模板区序列均为
Cp7a8MMMaaa8M7!p

%但在

端粒合成时
8KP%

是主要的模板提供者'

%%

(

&因此%

获取更多植物端粒酶
P@M

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
P@M

%并通过

生物信息学技术预测分析水稻与拟南芥端粒酶
P@M

的转录调控元件&核糖体是影响端粒酶富集及端粒

酶
P@M

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'

%$

(

%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
[K̂V"""

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
P@M

%在
!p

端连接接

头%然后通过
P87[aP

克隆端粒酶
P@M

序列&

不同植物的端粒酶
P@M

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
P@M

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
â

和
M8

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'

%!7%#

(

&

L(*1

=

等'

%C

(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
[*(N[*1H36<

%根据

预测到的启动子位置可以初步判断未知基因
Cp

端

转录起始位点&然后可以使用植物顺式元件数据库

[OMaK

'

%V7%&

(对端粒酶
P@M

候选序列中可能存在

的转录调控元件进行解析&

!

!

材料和方法

%?%

!

材料

水稻愈伤组织%乙二醇二乙醚二胺四乙酸

"

K̂ 8M

#)聚乙烯吡咯烷酮"

[>[

#)苯甲基磺酰氟

"

[L5J

#)二硫苏糖醇"

b88

#及
[K̂V"""

购自上海生

工生物工程技术服务有限公司%

P@M3;([-);

)

P@M3;(7

N,<1.(*[-,+<83;;)1

)

8#P@M-3

4

,;1

)

[*3N156*3

Z

<P17

:1*;18*,+;6*3

Z

<,;1

"

P@,;1_

A

#购自
8,R,P,

公司%

P@,;1

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&

%?$

!

方法

%?$?%

!

不同浓度
[K̂ V"""

优化端粒酶的提取

取
!

4

水稻愈伤组织于研钵中%加液氮充分研

磨%然后转入
C"NO

离心管中并迅速加入
%"NO

裂

解液"裂解液!

8*3;7_a-C"NN(-

*

O

Z

_&?C

%

L

4

a-

$

%CNN(-

*

O

%

Ra-%""NN(-

*

O

%

K̂ 8M$"NN(-

*

O

%

[L5J%""

#

N(-

*

O

%

[>[%?CX

%甘油
%"X

%

b88

%NN(-

*

O

#&

#W

%

%!"""*

*

N3+

离心
%CN3+

$将上

清"端粒酶初提液#分装到
V

个
$NO

的
K[

管中%每

管
%?CNO

$分别加入
C"X

的
[K̂ V"""

至其工作浓

度分别为
%"X

)

BX

)

VX

)

#X

)

$X

)

"X

%冰育

!"N3+

%期间间断混匀$

#W

%

%!"""*

*

N3+

离心

%CN3+

$将上清转入新的
K[

管中%并测定不同浓度

[K̂ V"""

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
AB"W

&

%?$?$

!

酶促反应及端粒酶活力分析

酶促反应采用陈波等'

%B

(的方法%用每个

[K̂ V"""

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
!"

#

O

的端粒

酶粗提蛋白&其中%灭活组在酶促反应前先
VCW

%CN3+

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

!""

#

O

"酶促缓冲液!

8*3;7_a-C" NN(-

*

O

Z

_

Bi!

%

L

4

a-

$

CNN(-

*

O

%

Ra-C"NN(-

*

O

%

8*3<(+]A

%"""?%X

%

K̂ 8M%"NN(-

*

O

%

b88%NN(-

*

O

%

H@8[;

"无
Ha8[

#

C"

#

N(-

*

O

%

T5M%"+

4

*

#

O

#%前

导引物
a01+"!

"见表
%

#工作浓度为
%?$

#

N(-

*

O

&

酶促反应条件!

%FW

%

%!N3+

$

F#W

%

%N3+

&

酶促反应后%先在酶促体系中加
%

#

O%"+

4

*

#

O

P@,;1M_

$

D

%

!&W

孵育
!"N3+

$然后参照.精编分子

生物学指南/中的
b@M

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
$"

#

O

水充分溶解%并测定
;;b@M

浓度&

端粒酶的单位酶活力定义为!

%FW

条件下
%

#

4

蛋白

%N3+

合成
%+

4

b@M

为一个活力单位&

%?$?!

!

水稻愈伤组织及端粒酶粗提液中
P@M

的

提取

!!

水稻愈伤组织总
P@M

和端粒酶粗提液中

P@M

的提取使用
8,R,P,

公司的
P@M3;([-);

和

P@M3;(7N,<1.(*[-,+<83;;)1

试剂%提取方法参照

其中的植物
P@M

提取&

%?$?#

!

P@M

的
[M̂ K

变性电泳

配制新鲜的
# L

尿素和
%"g

标准
-(,H3+

4

I)..1*

"

C"X

甘油%

C"NN(-

*

OKb8M

%

"?$X

溴酚

蓝#%将两者等体积混合即为
%"g

尿素上样缓冲液%

每
%"

#

OP@M

加
%

#

O%"g

尿素上样缓冲液&

VCW

%

%"N3+

%然后迅速冰浴
CN3+

&上样于
!?CX

[M̂ K

核酸凝胶中%

#>

*

6N

电泳&

%?$?C

!

P@M

与接头的连接)回收及反转录

将从端粒酶粗提液中提取的
P@M

与单链接头

O3+Y1*$

"见表
%

#连接%连接体系参见
8#P@M

连接

酶使用说明%

%CW

连接
%V0

&

连接反应结束后加等体积水饱和酚%室温混匀

CN3+

$

%$"""*

*

N3+

离心
%"N3+

$取上清%加入等体

积的氯仿%室温混匀
CN3+

$

#W

%

%$"""*

*

N3+

离心

%"N3+

$取上清于新
K[

管中%加入
%

*

%"

体积
!

N(-

*

O

醋酸钠"

Z

_C?$

#和
$?C

倍无水乙醇"加盐后

体积#%混匀后%冰上放置
!"N3+

$

#W

%

%!"""*

*

N3+

离心
$"N3+

$

&CX

乙醇洗涤
%

次$

%!"""*

*

N3+

离心

"BC

!!!!!!!!!!!!!!
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CN3+

%弃上清$瞬时离心吸尽残余的乙醇%室温干燥

CN3+

%加
B

#

O

的
bK[a_

$

D

溶解&

由于端粒酶
P@M

很可能具有复杂的二级结

构%因此反转录酶使用
[*3N156*3

Z

<P1:1*;18*,+7

;6*3

Z

<,;1

%反转录体系及条件参见
[*3N156*3

Z

<P17

:1*;18*,+;6*3

Z

<,;1

说明书%其中反转录引物使用

与
O3+Y1*$

反向互补的
P1:[*3N

"见表
%

#&

表
!

!

候选序列克隆中所用引物的序列

名称 序列"

CpA!p

#

a01+"! M8̂ M8̂ 8̂ aMMa8â MaMMa88

O3+Y1*$

Cp[D

#

7̂ M̂8aâ 8̂Maa8a8M̂ M8aM̂ 7@_

$

!p

P1:[*3N a8̂ M8a8M̂ M̂ 8̂Maâ M̂8a

K̂@J% M̂ aa8888a8̂ 8̂MMMaaa8MMMa

K̂@J$ M̂ aa8888a8̂ 8̂MMMaaa8MMâ

K̂@J! M̂ aa8888a8̂ 8̂MMMaaa8MMa

K̂@J# M̂ aa8888a8̂ 8̂MMMaaa8MMM̂

K̂@JC M̂ aa8888a8̂ 8̂MMMaaa8MM̂

%?$?V

!

候选序列的克隆

鉴于端粒酶
P@M

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'

%B

(的实验数据做了进一步的

改进%设计出了另外
C

种上游引物
K̂@J%

$

K̂@J

C

"见表
%

#&

[aP

反应中以
6b@M

为模板%上游引

物分 别 为
K̂@J %

$

K̂@J C

%下 游 引 物 为

P1:[*3N

&

[aP

反应参数!

F#W

预变性
$N3+

$

F#W

#C;

%

#BW#";

%

&$WC";

执行
B

个循环$

F#W#C;

%

CVW#";

%

&$W C";

执行
$#

个循环$

&$W

延伸

%"N3+

&

[aP

产物用
%?CX

的琼脂糖凝胶进行电泳

分析&

'

!

实验结果

$?%

!

不同浓度
[K̂ V"""

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
[K̂ V"""

选择性的沉降

端粒酶初提液中的蛋白&在
[K̂ V"""

浓度
&

$X

时

上清中的蛋白沉淀下的较少$随着
[K̂ V"""

浓度的

增加蛋白沉降速率增加%

[K̂ V"""

浓度达到
#X

时

达到最大$在较大的
[K̂ V"""

浓度
2

BX

时%基本可

以沉淀下初提液中的大部分蛋白"见图
%

#&

$?$

!

不同
[K̂ V"""

浓度下得到的端粒酶活性大小

从图
$

中可以看到%

[K̂ V"""

浓度在
"

$

#X

之

间时%端粒酶的活力较高并且变化不大%在浓度为

#X

时端粒酶活力最大&随着
[K̂ V"""

浓度的继续

增加%端粒酶活力急剧下降&在
[K̂ V"""

浓度增加

到
%"X

时%基本上没有端粒酶活力&

图
%

!

不同浓度
[K̂ V"""

选择性沉淀后上清中

的蛋白浓度

图
$

!

不同
[K̂ V"""

浓度下的端粒酶活力

$?!

!

端粒酶蛋白提取液中
P@M

组分的
[M̂ K

电

泳分析

!!

从端粒酶蛋白粗提液中提取
P@M

%各组取

$

#

4

%用
!?CX

的
[M̂ K

胶尿素变性电泳分离%电泳

时用水稻愈伤
<(<,-P@M

做参照&如图
!

所示各组

的
P@M

可以有效分离%并且分子量均比
%B5*P@M

小&随着
[K̂ V"""

浓度从
"X

到
#X

的增加大分子

量的
P@M

依次减少%而
[K̂ V"""

浓度大于
VX

时%

P@M

种类骤减&

$?#

!

候选序列的克隆

使用上游的
C

种引物及下游引物
P1:[*3N

进

行
[aP

扩增%结果如图
#

%第
$

组)第
!

组和第
#

组在
#""I

Z$

C""I

Z

间有一条片段%而第
#

组在

!""I

Z

附近还有一条带&将第
#

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
#CFI

Z

和
$F$I

Z

&经
I-,;<

比对分析发现%

#CFI

Z

的片段不具备完整的模板序列%而
$F$I

Z

的片段则含有合成端粒序列的模板%模板区序列

为
Cp7MMMaaa8MM7!p

&

%BC

第
#

期 马登旭等!水稻端粒酶
P@M

候选序列的克隆及特征解析



%?<(<,-P@M

%

$?"X

组
P@M

%

!?$X

组
P@M

%

#?#X

组
P@M

%

C?VX

组
P@M

%

V?BX

组
P@M

%

&?%"X

组
P@M

图
!

!

端粒酶粗提蛋白中
P@M

的
[M̂ K

电泳

!!

L?%""I

Z

L,Y1*

%

%?

对照%

$?̂K@K%

%

!?̂K@K$

%

#?̂K@K!

%

C?̂K@K#

%

V?̂K@KC

图
#

!

不同上游引物与
P1:[*3N

的
[aP

结果

$?C

!

候选序列转录调控元件的分析

从
@aTQ

水稻及拟南芥的基因组数据库中%分

别查找水稻
$F$I

Z

目标序列及拟南芥
8KP%

的模

板区上游
%"""I

Z

序列%用
[*(N[*1H36<

程序进行

了启动子预测分析&在水稻中预测到
!

个启动子

区%拟南芥中为
$

个"见图
C

#&横轴代表模板区上

游核苷酸的位置%其中右边界为模板区
Cp

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
&CBI

Z

处%距模板区
Cp

端
$#!I

Z

$拟

南芥的转录起始位点为
&"!I

Z

处%距
8KP%

的模板

区
Cp

端
$FBI

Z

&

图
C

!

启动子区预测

!!

以图
C

中预测的转录起始位点为基础%通过

[-MaK

数据库'

%V7%&

(对起始位点上游约
B""I

Z

的序列

进行了转录调控元件的预测及比较分析"如图
V

#&

水稻中的目标序列及拟南芥
8KP%

序列转录起始位

点上游的转录调控元件很相似%两者在
A#"

$

AC"

I

Z

区均有
8M8MTD]

元件%在转录起始位点附近没

有起始密码子
M8̂

%此外在上游还有
aMM8TD]

)

aMa8

)

KTD]@@M[M

)

M̂8MTD]

)

bDJaDPK/L

)

[DOOK@%OKOM8C$

)

MPP%M8

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
V

!

水稻目标序列与拟南芥
8KP%

转录调控元件比较分析

$

!

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
[K̂ V"""

对端粒酶的提取进行优化&对

图
%

和图
$

数据比较分析%发现在
[K̂ V"""

浓度从

"X

增加到
#X

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
#X

$

BX

范围内%从图
%

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

$

中相应的
[K̂ V"""

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
[K̂V"""

浓度大

于
#X

时%端粒酶开始沉淀%而
#X

的
[K̂V"""

浓度

可以从初提液中选择沉降大约
C"X

的杂蛋白%此时

端粒酶基本上仍处于上清中%所以
#X

的
[K̂V"""

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
P@M

的克隆过程中发现%核糖体小

亚基中的
%B5*P@M

中存在与端粒酶
P@M

模板相

似的序列%所以排除细胞中大量存在的
%B5*P@M

的干扰是实验中必须解决的问题&

P@M

的变性电

泳分析显示%裂解液中镁离子工作浓度从
CNN(-

*

O

提高到
%CNN(-

*

O

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
[K̂ V"""

选择性

沉降下来$在
[K̂ V"""

的浓度为
"X

时%提取出的

P@M

中也不含有核糖体
P@M

%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
NP@M

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
%B5*P@M

的干扰&

对克隆到的
$F$I

Z

序列进行
I-,;<

比对分析%

发现该片段是位于水稻第
V

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
Cp7MMMaaa8MM7!p

&该模板区具备端粒合成

时的锚定位点%同时该模板区
!p

端以
MM

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

88

结尾的前导引物想吻合'

%B

(

&此外%与拟南芥模

板区
%"

个碱基相比%

F

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
8KP%

转录调控元件的预测结

果表明%两者的基本启动子是
8M8MTD]

&在上游

还都具有调控转录起频率的
aMM8

元件%调控植物

发育的
KTD]T@@M[M

元件以及调控基因组织特

异性表达的
M̂8MTD]

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
P@MCp

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

$F$I

Z

目标片段为端粒酶
P@M

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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