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“１０～２３”型脱氧核酶的研究进展
洪洁华，刘晓波，吕小迅

（广东药学院基础学院微生物学教研室，广东 广州　５１０００６）

摘要：脱氧核酶是利用体外分子进化技术获得的一种具有酶活性的单链ＤＮＡ分子。迄今为止，利
用该技术已筛选出多种具有催化功能的脱氧核酶分子，其中研究最多的是具有ＲＮＡ切割活性的脱
氧核酶，尤其是１０～２３型脱氧核酶，该酶能催化ＲＮＡ特定部位的切割反应，从 ｍＲＮＡ水平使基因
灭活，从而调控蛋白质的表达，在抗肿瘤、抗病毒等基因治疗领域具有广阔的应用前景。
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　　脱氧核酶（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｚｙｍｅｓ，ＤＲｚ）是利用体外分
子进化技术（ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｌｉｇａｎｄｓｂｙｅｘｐｏ
ｎｅｎｔｉａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ，ＳＥＬＥＸ）获得的一种具有酶活性
的 ＤＮＡ 分 子，亦 称 酶 性 ＤＮＡ（ＤＮＡ ｅｎｚｙｍｅ，
ＤＮＡｚｙｍｅ），能在一定条件下切割 ＲＮＡ分子特定位
点的磷酸二酯键。自１９９４年首次发现脱氧核酶以
来，迄今已从人工合成的随机多核苷酸单链ＤＮＡ库
中筛选出具有 ＲＮＡ或 ＤＮＡ切割作用、金属螯合作
用、过氧化物酶活性、ＤＮＡ激酶活性，以及 ＤＮＡ连
接酶活性等多种催化功能的脱氧核酶，研究最多的

是具有 ＲＮＡ切割活性的脱氧核酶，尤其是“１０～

２３”型脱氧核酶（１０～２３ＤＮＡｚｙｍｅ，１０～２３ＤＲｚ）。
除了其廉价低毒，高稳定性等特性外，催化活性与底

物识别能力的结合，使具有ＲＮＡ切割活性的脱氧核
酶成为目前分子生物医学及新药开发等多种领域研

究的热点。

１　“１０～２３”型脱氧核酶的结构
１０～２３ＤＲｚ（图１）是Ｓａｎｔｏｒｏ等［１］从１个含１０１４

个嵌合分子的随机ＤＮＡ序列库中，通过体外筛选法
得到的第１０轮循环的第２３个克隆，是目前研究最
多的一种具有 ＲＮＡ切割活性脱氧核酶。它的结构
包括底物结合臂和催化序列两部分。１０～２３ＤＲｚ
的活性中心由１５个脱氧核糖核酸组成，催化基序中
第８个碱基可以是Ｔ、Ｃ或Ａ，以Ｔ的活性最高，其余
碱基高度保守，对其进行碱基突变或反转突变后变

异体没有活性。活性中心两侧各有约７～９个核苷
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酸的底物结合臂，底物结合臂通过 ＷａｔｓｏｎＣｒｉｃｋ配
对与底物结合后进行底物的定点切割。１０～２３ＤＲｚ
切割位点位于 ＲＮＡ分子上的未配对的嘌呤和配对
的嘧啶之间。理论上通过改变结合部位的碱基序列

就可作用于不同底物靶 ＲＮＡ的 ＡＵＧ起始密码子，
且此酶碱基数少，设计及合成十分方便，因此１０～
２３ＤＲｚ作为一种潜在的强有力的 ＲＮＡ特异性切割
工具无论是在体外应用于ＲＮＡ限制性内切酶，还是
在体内作为ＲＮＡ水平上的基因失活剂，都具有很好
的应用前景。

图１　“１０～２３”型脱氧核酶的结构
脱氧核酶（下链）与 ＲＮＡ底物（上链）通过碱基互补配对结合，

箭头所示为切割位点，Ｒ＝Ａ或Ｇ；Ｙ＝Ｕ或Ｃ

２　“１０～２３”型脱氧核酶的修饰原则及设计策略
脱氧核酶由于其很高的切割活性（Ｋｃａｔ／Ｋｍ大约

为１０９Ｍ－１·ｍｉｎ－１）和极强的切割特异性（单碱基错
配即可大幅度降低切割活性），在基因治疗方面有

着极其广泛的应用前景。但是，作为一种新型的基

因治疗药物，脱氧核酶同其他基因灭活因子一样面

临着诸如如何有效进入细胞、如何实现准确的胞内

定位、如何对抗核酸酶降解等直接影响催化效率的

问题。针对这些问题，目前已有许多学者尝试对脱

氧核酶进行修饰以及设计新的导入系统等策略。

Ｚａｂｏｒｏｗｓｋａ等［２］研究了１０～２３ＤＲｚ催化核心
的最佳修饰部位，发现在切割位点临界处的核苷酸

改变将会显著降低催化活性，而８位的 Ｔ具有最大
的自由度，对其进行改动影响最小。Ｏｋｕｍｏｔｏ等研
究表明催化核心区第９位 Ｃ磷酸化可使其催化效
率提高近１０倍。

与其他反义分子一样，脱氧核酶在体内也很容

易遭受核酸酶降解，为了提高脱氧核酶稳定性，必须

对其进行必要的化学修饰。目前常用的对其结合臂

进行修饰的方法主要有：３′端添加倒位连接Ｔ碱基、
硫代磷酸修饰和 ２′Ｏ甲基化修饰。最近，Ｖｅｓｔｅｒ
等［３］发现，利用锁核酸（ｌｏｃｋｅｄｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＬＮＡ）
修饰的１０～２３ＤＲｚ可提高切割短 ＲＮＡ底物的效

率，甚至在降解长片段和具有高级结构的ＲＮＡ底物
时也一样能保持高降解活性；通过固相片段浓缩技

术（ｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｆｒａｇｍｅｎｔｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ，ＳＰＦＣ）可获得
多种类型的 ＤＮＡ多肽偶联物，经过偶联修饰的
ＤＮＡｚｙｍｅ与靶标 ＲＮＡ的亲和力增强，切割活性也
大大提高，并且抵抗脱氧核糖核酸酶１降解的稳定
性也提高了［４］。

Ｃｈｅｎ等［５］设计了一种能够在细胞内产生单链

ＤＮＡ的表达载体，并应用此载体在细胞内表达的
１０～２３ＤＲｚ成功下调了 ｃｒａｆ激酶基因的表达。鉴
于１０～２３ＤＲｚ不能内源性地进行复制，而必须依靠
外源性导入，从而使其应用受到限制。Ｃｈｅｎ等［６］最

近设计了两种环形的噬菌体脱氧核酶命名为 ＣＤｚ７
和ＣＤｚ４８２，由单链噬菌体载体 Ｍ１３ｍｐ１８携带导入
大肠杆菌细胞中，靶向 β内酰胺酶的 ｍＲＮＡ，结果
显示，该环形脱氧核酶不仅能够在细菌中进行复制，

而且还显示了很高的抑制 β内酰胺酶和细菌生长
的活性。因此作者认为，该研究为合成具有广泛应

用潜能的复制性脱氧核酶提供了一个新的策略。

目前，应用脂质体介导的方法将脱氧核酶导入

体外培养的细胞中已得到广泛的应用，但是当前仍

然缺乏有效的方法将脱氧核酶导入体内，使其在体

内的应用受到限制。Ｎｕｎａｍａｋｅｒ［７］等针对 ＰＫＣε基
因设计了一种脱氧核酶，并尝试应用电穿孔方法将

该酶导入小鼠正常的脉管系统中，研究结果显示，电

穿孔法能将脱氧核酶有效地导入小鼠肠系膜血管的

多个细胞层，该酶能够高效特异地降低培养细胞及

未损伤的血管中 ＰＫＣεｍＲＮＡ和蛋白的水平。因
此，作者认为电穿孔法有望成功应用于将脱氧核酶

导入体内。

３　“１０～２３”型脱氧核酶的应用
３．１　恶性肿瘤的基因治疗

作为ＲＮＡ特异切割酶的１０～２３ＤＲｚ，是其中最
引人注目的。Ｍｉｔｃｈｅｌｌ等［８］以 １０～２３ＤＲｚ为模板，
针对转录因子 ＥＧＲ１设计合成的脱氧核酶能够直
接地、序列特异性地抑制乳腺癌细胞在裸鼠中增殖、

转移和化学入侵，抑制实体瘤的生长，针对 ＥＧＲ１
的脱氧核酶还具有抑制血管形成的能力。因此，作

者认为这种新型的、靶向基因的药物可能直接或间

接地用于肿瘤治疗。

血管生成在肿瘤的发生发展中具有重要作用，

抗血管生成是目前肿瘤治疗的热点之一。Ｚｈａｎｇ
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等［９］设计了一种针对血管内皮生长因子受体 ２
（ＶＥＧＦＲ２）的脱氧核酶，该酶能以浓度和时间依赖
性的方式有效地切割 ＶＥＧＦＲ２ｍＲＮＡ，诱导血管内
皮细胞凋亡，显著地抑制血管内皮细胞生长。注入

裸鼠移植瘤后能显著抑制肿瘤生长，肿瘤内血管密

度明显减少，肿瘤外周区域细胞死亡显著增加，可望

成为抗血管生成的又一新型药物。有研究表明，碱

性亮氨酸拉链蛋白（ｂａｓｉｃｒｅｇｉｏｎｌｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒｐｒｏ
ｔｅｉｎ）ｃＪｕｎ与细胞的增殖、迁移和凋亡相关，但ｃＪｕｎ
是否对血管发生有直接作用仍然不清楚。为了研究

ｃＪｕｎ与血管发生的关系，Ｚｈａｎｇ等［１０］针对 ｃＪｕｎ
ｍＲＮＡ设计合成了一种脱氧核酶（Ｄｚ１３），并将其转
染人微血管形成细胞（ＨＭＥＣ１），结果显示该酶能
明显抑制ｃＪｕｎ蛋白的表达，阻断内皮细胞的增殖、
迁移、化学入侵和血管形成。因此作者认为，针对ｃ
Ｊｕｎ的脱氧核酶在抑制肿瘤血管发生及生长方面具
有潜在的治疗价值。

人端粒酶是由 ＲＮＡ成分（ｈＴＲ）和蛋白亚基
（ｈＴＥＲＴ）组成，绝大多数恶性肿瘤表达端粒酶活性，
通过抑制端粒酶ＲＮＡ组分或蛋白亚基的表达，可以
降低肿瘤细胞的端粒酶活性，从而可能达到治疗肿

瘤的目的。赵家明等［１１］针对 ｈＴＥＲＴ基因的核苷酸
序列，合成“１０～２３”ＤＲｚ及其类似物，提取总 ＲＮＡ
在体外切割ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ；转染鼻咽癌细胞后，使其
在胞内切割ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ，结果显示，人工合成的脱
氧核酶能够高效特异地切割端粒酶 ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ，
并降低鼻咽癌细胞的端粒酶活性，促进鼻咽癌细胞

凋亡。他们以相同的方法设计合成的针对 ｈＴＲ
ｍＲＮＡ脱氧核酶转染鼻咽癌细胞后，同样观察到鼻
咽癌细胞端粒酶的活性受到明显的抑制［１２］。因此，

作者认为脱氧核酶作为一种新发现的催化性核酸，

在肿瘤的基因治疗领域中将具有极其重要的应用价

值。

３．２　病毒感染性疾病方面的应用
３．２．１　ＨＩＶ病毒的研究　早在 １９９７年，Ｓａｎｔｏｒｏ
等［１］就设计出了可特异性切割ＨＩＶ１病毒ｇａｇ／ｐｏｌ，
ｅｎｖ，ｖｐｒ，ｔａｔ和ｎｅｆｍＲＮＡ起始密码区的脱氧核酶，
新近 Ｃｈａｋｒａｂｏｒｔｉ等建立了快速鉴别靶标 ＲＮＡ切割
位点的方法，应用１０～２３和８～１７两种催化模序，
针对 ＨＩＶ１病毒基因 ５′端顺式激活反应元件
（ＴＡＲ），筛选出许多切割位点用于抑制病毒的复
制，研究发现８～１７催化模序最为有效，无论是降解
全长或短片段的靶位。作者认为由于ＨＩＶ１病毒基

因的ＴＡＲ区在功能上是十分保守的，因此这种抑制
效应对一系列分离株都是有效的。

鉴于以脂质体载体导入哺乳动物细胞在活体应

用中的可操作性很差，Ｕｎｗａｌｌａ等［１３］利用鸟嘌呤残

基可直接与巨噬细胞表面清道夫受体相互作用的能

力，合成了一种在３′端包含１０个 Ｇ残基的脱氧核
酶５９７０，经过这种改造的脱氧核酶可不需要载体而
被巨噬细胞特异性摄入，并能够特异性切割 ＨＩＶ１
ＴＡＴ／Ｒｅｖ的编码ＲＮＡ，从而有效抑制细胞内 ＨＩＶ１
病毒的基因表达。该实验为脱氧核酶应用于活体治

疗的实用性提供了方法学依据。

３．２．２　肝炎病毒的研究　Ｗｏ等［１４］针对ＨＢＶ基因
ＯＲＦ的第１５７位 ＡＵＧ和 ｅ基因 ＯＲＦ的第１８１６位
ＡＵＧ设计合成的脱氧核酶 ＤｒｚＢＳ和 ＤｒｚＢＣ，能在有
效浓度为０．１～２．５μｍｏｌ·Ｌ－１的范围内呈剂量依赖
性地抑制ＨＢＶｓ基因、ｅ基因的表达，最高抑制率分
别为 ９４．２％和 ９１．８％；ＤｒｚＢＳ、ＤｒｚＢＣ对 ＨＢｓＡｇ、
ＨＢｅＡｇ表达的抑制效率明显高于作为对照的反义
寡核苷酸 ＡｓＢＳ和 ＡｓＢＣ，但有效浓度却为后者的
１／１０。在高效抑制靶标基因的同时没有发现明显的
细胞毒性，作者认为是一种特异性的、高效的抗

ＨＢＶ基因治疗剂。于乐成等以１０～２３ＤＲｚ催化基
序设计的针对丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）５′非编码区及部
分Ｃ区（ＲＮＡ５′ＮＣＲＣ）的脱氧核酶用于治疗 ＨＣＶ
感染，也观察到了较好抑制效果。

３．２．３　其他病毒的研究　Ｔｏｙｏｄａ等设计合成的针
对流感病毒 ＰＢ２ｍＲＮＡ起始密码子的脱氧核酶能
在培养细胞中有效地抑制流感病毒的复制，其作用

明显优于反义寡核苷酸（ＡＳＤＯＮ）且毒性较小。
Ｓｃｈｕｂｅｒｔ等［１５］以１０～２３ＤＲｚ为模板设计了特异性
切割人鼻病毒１４（ｈｕｍａｎｒｈｉｎｏｖｉｒｕｓｌ４）５′端非翻译
区的脱氧核酶，通过应用３′３′反相 Ｔ连接、２′Ｏ甲
基化ＲＮＡ和ＬＮＡ、调整识别臂的臂长等措施对其进
行优化，大大增强了其催化活性和抵抗核酸酶降解

的稳定性，当切割 ＲＮＡ的不同靶点时，只需对其进
行轻微修饰即可，这为脱氧核酶最终应用于病毒感

染的临床治疗奠定了基础。

３．３　心血管疾病方面的应用
早期生长反应因子１（ｅａｒｌｙｇｒｏｗｔｈｒｅｓｐｏｎｓｅｆａｃ

ｔｏｒ１，Ｅｇｒ１）是一种重要的转录因子，在正常动脉壁
表达水平很低，一般不能测及；但血管壁机械性损伤

后数分钟内，Ｅｇｒ１就能在平滑肌细胞（ＳＭＣ）和内皮
细胞中呈诱导性表达并促进相关基因的转录和表
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达，促进动脉壁细胞的复制和增殖，导致血管阻塞。

Ｆａｈｍｙ等［１６］针对人 ＥＧＲ１基因的翻译起始位点设
计了一种ＬＮＡ修饰的脱氧核酶（ＬｚＦ４），该酶能抑制
ＳＭＣ中ＥＧＲ１蛋白的表达，并以一种剂量依赖性和
无毒性的方式抑制ＳＭＣ的增殖，还能抑制机械损伤
后伤口边缘ＳＭＣ的再生，显示了它对动脉粥样硬化
等血管堵塞和损伤性疾病的潜在治疗价值。

纤溶酶原激活物抑制剂１（ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，ＰＡＩ１）在心肌梗死、动脉粥样硬化，以及
再狭窄病人血浆中的水平明显升高，ＰＡＩ１ｍＲＮＡ
和蛋白的表达在动脉粥样硬化病人的动脉中也明显

升高，但ＰＡＩ１表达的升高与不良的心血管疾病预
后之间的确切关系仍然不清。Ｘｉａｎｇ等［１７］针对人与

鼠的ＰＡＩ１ｍＲＮＡ设计合成的脱氧核酶能抑制心肌
梗死后心脏中 ＰＡＩ１的表达，从而显著地增强了人
成血管细胞依赖的新生血管的形成、心肌细胞的再

生，促进心脏功能的恢复。

３．４　其他应用
除了作为基因表达抑制剂，Ｔｏｄｄ等在 １０～２３

ＤＲｚ的基础上建立了一种新的 ＰＣＲ技术———脱氧
核酶荧光定量ＰＣＲ（ＤＺＹＮＡＰＣＲ），以对核酸进行定
量检测。Ｃａｉｒｎｓ等用脱氧核酶对核酸突变进行分
析。Ｓｕｅｎａｇａ等［１８］则利用脱氧核酶的序列特异性切

割ＲＮＡ的特性，对微生物菌群中特异的 ｒＲＮＡ进行
定量检测。

４　结语
总之，脱氧核酶催化能力的高效性、与底物结合

的特异性和化学性质的相对稳定性等多种优势是

ＡＳＯＤＮ和核酶所无可比拟的，它在用作抗病毒、抗
肿瘤以及抗心血管性疾病等疾患的新型基因治疗药

物方面有着独特的开发价值和应用前景。尽管面临

的实际问题仍很多，但随着各种研究数据的积累和

新型高效递送载体的开发，相信这些问题可以得到

合理解决。
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４８７９－４８８４．

·２０１· ＦｏｒｅｉｇｎＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓＳｅｃｔｉｏｎｏｆＰｈａｒｍａｃｙ　２００７Ａｐｒｉｌ；３４（２）


