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摘要  建立了一种新的核酶切割产物的超灵敏检测方法. 利用分子信标作为核酶切割产物的连接模板
和检测分子, 在 RNA/DNA核酸杂合体连接过程中, 核酶切割产物的信息被实时转换为荧光信号. 该方
法实现了在不标记核酶或 RNA 底物的情况下, 高灵敏、高特异性地检测核酶切割产物, 检测下限可达 
0.05 nmol/L. 为真实准确地反映核酶切割反应提供了一种简便快捷的非同位素分析方法, 也为核酶基
因药物的快速筛选、核酶动力学、核酶在基因治疗中的深入研究提供了全新的思路和技术. 应用该方法
对丙型肝炎病毒锤头核酶的切割产物进行了检测.  

关键词  分子信标连接体系  核酶切割  核酸连接  丙型肝炎病毒锤头核酶 

核酶 (Ribozyme, RZ)是具有切割特定RNA或
mRNA能力的小RNA分子[1]. 在抗病毒、抗恶性肿瘤
基因治疗研究中有着广阔的应用前景[2~5]. 核酶切割
RNA底物, 生成 2′(3′)-环磷酸和 5′-羟基末端切割产
物[6]. 传统检测核酶切割产物的方法是用放射性同位
素标记和聚丙烯酰胺凝胶电泳相结合的方法[6~9], 操
作复杂 , 耗时长 . 近年发展的基于荧光的检测方法 , 
如荧光共振能量转移法 [10~12], 荧光熄灭法 [13], 荧光
各向异性法 [14], 2-aminopurine探针法 [15]和本实验室

以丙型肝炎病毒RNA(HCV-RNA)为底物 , 将其两端
进行标记构建的分子信标核酶探针法 [16], 都能方便
地对核酶切割产物进行检测 . 但是这些方法需要将
核酶或RNA底物进行标记, 不利于临床研究及应用. 

利用分子信标连接体系, 我们实时监测了DNA
与DNA之间的连接过程 [17~19]及DNA磷酸化过程 [20]. 
本文在此基础上 , 发展了一种核酶切割产物的检测
新方法. 该方法不需要对核酶或RNA底物进行标记, 
利用分子信标作为核酶切割产物(RNA片段)与待连
接DNA片段的连接模板和检测分子在RNA/DNA核
酸杂合体连接过程中, 实现核酶切割产物的高灵敏、
高特异性的检测. 检测下限可达 0.05 nmol/L, 其线性
响应范围为 0.25~40 nmol/L. 应用该方法, 快速、准
确地检测了锤头核酶切割HCV-RNA的产物, 该方法
还可用于其他核酶切割产物及RNA活性物质的检测.  

1  实验   
1.1  试剂和仪器 

试剂: 核酶RZ: 5′-GCA CGG UCC UGA UGA 
GUC CGU GAG GAC GAA ACG AGA CCU C-3′; 底

物HCV-RNA: 5′-GAG GUC UCG UAG ACC GUG 
CAC-3′; 分子信标MB: 5′-FAM-CGTCGAGTGCA- 
CGGTCTGGAGCACTTCGACG-DABCYL-3′, 5′端标
记荧光基团 6-羧基-荧光素(FAM), 3′端标记熄灭基团
4-(4′-二甲对胺基偶氮苯)苯甲酸(DABCYL); 模拟核
酶切割产物N1: 5 ′- OH GACCGUGCAC-3 ′; 待连接
DNA片段N2: 5′-AGTGCTCCA-3′; 分子信标互补序
列N3: 5 ′-AGTGCTCCAGACCGTGCAC-3 ′; 对照 
RNA序列N4: 5′-OHCUGGAUGACG -3′, 以上序列由
大连宝生物公司 (Takara)合成 . T4 DNA 连接酶
(Takara), T4多聚核苷酸激酶(Takara), 焦碳酸二乙酯
(DEPC, Sigma), Spermine(Sigma), 其他试剂均为国产
分析纯 . 实验所用水及试剂配制均经过DEPC处理
(0.1% DEPC室温处理 12 h后高压灭菌), 实验器皿均
经过 0.1% DEPC或高温处理.  

仪器: 法国 Jobin Yvon Fluolog Flau3荧光分光光
度仪, 美国 Thermo Neslab恒温水浴.  

1.2  实验方法 

(ⅰ ) 荧光强度测定 .  分子信标荧光基团为
FAM, 实验中荧光强度的测定采用 469 nm 激发, 在
518 nm 处检测. 仪器的入射狭缝与发射狭缝都设为 
5 nm. 检测温度为 37℃. T4 DNA 连接酶在样液中恒
温 10 min, 荧光值稳定后用微量进样器加入, 搅拌溶
液 4 s, 连续进行荧光强度的时间扫描. 样品的发射
光谱在 469 nm激发, 490 nm至 590 nm区间扫描荧光
强度获得.  

(ⅱ) RNA核酸片段的磷酸化实验.  选用T4多聚
核苷酸激酶(PNK酶)对RNA性质的模拟核酶切割产
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物和真实核酶切割产物进行 5′羟基末端寡核苷酸的
磷酸化[21]. 磷酸化反应液为: 50 mmol/L Tris-HCl (pH 
7.6), 20 mmol/L MgCl2, 5 mmol/L DTT, 1 mmol/L ATP, 
1.0 U T4 PNK酶, 3 μmol/L N1或N4. 37℃磷酸化反应
30 min后, 于 80℃处理 5 min, 灭活PNK酶. 反应体积
为 50 μL. p-N1代表 5′磷酸化的N1, p-N4代表 5′磷酸
化的N4. 

(ⅲ) RNA/DNA核酸杂合体的连接.  配制底液A: 
100 mmol/L Tris-HCl (pH 7.6), 10 mmol/L MgCl2, 10 
mmol/L DTT, 0.1 mmol/L ATP, 300 nmol/L MB; 配制
底液B: 在底液A中加入 300 nmol/L N2.  

核酸连接效率的实验需配制 3 种溶液: (1) 在底
液 B中加入终浓度为 300 nmol/L的 p-N1及 1.5 U T4 
DNA 连接酶 ; (2) 在底液 A 中加入终浓度为 300 
nmol/L的 N3; (3) 底液 A.   

核酶切割产物检测实验需配制 4种溶液: 在底液
B中分别加入终浓度为 300 nmol/L的p-N1, N1, p-N4, 
另一个是底液A. 在核酶切割产物灵敏度检测实验中, 
在底液B中分别加入 40, 25, 15, 6, 0.25, 0.05, 0 nmol/L
浓度的p-N1. 反应体积为 150 μL, 反应温度为 37℃, 
加入的T4 DNA连接酶为 1.5 U.  

(ⅳ) 锤头核酶切割HCV-RNA的切割反应及切割
产物的检测.  切割缓冲液参考文献[16]并稍作修改: 
50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.6), 20 mmol/L MgCl2, 0.5 
mmol/L Spermine, 100 nmol/L HCV-RNA, 分别加入
终浓度为 1, 2, 3 μmol/L的核酶RZ. 反应体积为 100 
μL. 在 37℃切割反应进行 1 h后, 在溶液中加入 1.0 U 
T4 PNK酶及终浓度为 1 mmol/L的ATP和     5 
mmol/L的DTT, 于 37℃磷酸化反应 30 min, 80℃处理
5 min. 取出 20 μL磷酸化核酶切割产物, 参考步骤
(ⅲ), 在底液B中进行检测.   

2  结果与讨论 

2.1  实验原理 

本文以HCV-RNA的 5′端非编码区高度保守的一
段序列为核酶的底物, 进行切割反应. 分子信标连接
体系对核酶切割产物的检测原理见图 1. HCV-RNA
底物在锤头核酶切割作用下, 生成 5′端带羟基的切割
产物N1和另一段产物N0(图 1(a)). 在 PNK酶作用下, 
N1 被磷酸化, 生成磷酸化的 N1(p-N1)(图 1(b)). 图
1(c)是分子信标连接体系对 p-N1 的检测. 分子信标
环部被设计成与 N1 及待连接的 DNA 片段 N2 互补, 
连接酶识别并结合到 p-N1 与 N2 核酸杂合体的切口 

 
图 1  分子信标连接体系用于检测核酶切割产物的 

原理的示意图 
(a) 锤头核酶 RZ切割 HCV-RNA底物; (b) 在 PNK酶作用下, 5′-羟基
末端核酶切割产物磷酸化; (c) 分子信标连接体系检测核酶切割产物. 
磷酸化核酶切割产物与分子信标杂交 ,  在连接酶作用下 ,  与待连 

接的 DNA片段连接, 使分子信标打开, 产生荧光 

 
部位 , 将两个核酸片段连接成一条与分子信标互补
的核酸长链, 分子信标被打开, 荧光信号得以恢复. 
在连接过程中, 分子信标不仅起到了监测 RNA/DNA
核酸杂合体连接过程的作用 , 还作为模板参与了连
接反应 , 将核酸杂合体连接反应的信息实时转换为
荧光信号, 实现对核酶切割产物的灵敏监测.  

2.2  分子信标连接体系检测核酶切割产物的标准体
系 

从图 1可知, 分子信标连接体系对核酶切割产物
的检测涉及到切割、磷酸化及连接等反应, 是一个复
杂的过程. 首先用合成的一段 RNA序列 N1, 模拟核
酶切割 HCV-RNA生成的 5′端带羟基的切割产物, 建
立标准检测体系.  

(1) 核酶切割产物与待连接 DNA 片段的连接效
率 .  模拟核酶切割产物 N1(5 ′端带羟基)必须经过
PNK 酶磷酸化后才能参与连接反应, p-N1 代表 PNK
酶磷酸化的 N1. p-N1与待连接的 DNA片段 N2的连
接效率直接影响分子信标检测体系的灵敏度. 图 2考
察了 p-N1与 N2的连接反应, 3个样液的发射光谱从
上至下分别是分子信标与完全互补的 N3((MB+N3)、
分子信标与 p-N1及 N2(MB+p-N1+N2)、分子信标本
底 (MB).  从图中可以看出 ,  分子信标与完全互补
DNA 链杂交后荧光强度明显增强(曲线 1), 是分子信
标本底的 11 倍, 而分子信标与 p-N1 及 N2 在连接酶
连接作用下荧光强度也明显增强(曲线 2), 达到分子  
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图 2  核酶切割产物与待连接的 DNA片段的连接效率 

曲线 1~3分别是 MB+N3, MB+N2+p-N1, MB 

 
信标本底的 10.5 倍, 这说明 p-N1 与 N2 的连接效率
很高, 此体系适合检测核酶切割产物的 RNA片段. 

(2) 核酶切割产物的检测.  核酶切割产物的检
测见图 3. 曲线 1是核酶切割产物p-N1与待连接DNA
片段N2 的荧光强度的时间扫描, 在t0时加入连接酶, 
荧光强度迅速而持续上升, 这是由于连接酶将p-N1
与N2的之间缺口连接, 形成一条与MB互补的核酸长
链, 使MB打开, 荧光强度恢复. 为验证体系中荧光
强度的增加是由于p-N1 与N2 之间的连接产生的, 而
不是由于体系中其他核酸片段或连接酶引起 , 设计
了 3 个对照实验. 曲线 2 是对照RNA序列p-N4 与N2
荧光强度的时间扫描图, 在t0时加入连接酶, 发现荧
光强度没有明显变化 , 说明非核酶切割产物的核酸
片段对荧光没有增强作用; 曲线 3 是没有磷酸化的
N1 与N2 的作用曲线, 加入连接酶, 由于没有磷酸化
的N 1 不能参与连接反应 ,  荧光信号没有明显  

 

 
图 3  核酶切割产物检测图 

曲线 1~4分别是MB+N2+p-N1, MB+N2+p-N4, MB+N2+N1, MB的检测
曲线. 时间t0处加入 1.5 U的T4 DNA连接酶 

的变化; 曲线 4 是 MB 本底, 加入连接酶, 荧光强度
同样没有的变化; 明显的变化, 说明连接酶在检测体
系中对荧光信号没有影响. 以上结果表明: 曲线 1 中
荧光强度的增加是由于 p-N1与 N2连接产生的. 分子
信标连接体系通过将核酶切割产物的信息实时同步转

换为荧光信号, 实现核酶切割产物快速简便的检测. 
(3) 核酶切割产物灵敏度检测.  分子信标作为

一种设计巧妙的核酸探针 , 具有很高的灵敏度与特
异性 [22], 为检测低浓度核酶切割产物提供了一种可
行的手段. 图 4是不同浓度的核酶切割产物 p-N1的
时间扫描图. 从图中可知, 随着p-N1浓度的增加, 荧
光强度逐渐增强 . 荧光强度的增加与核酶切割产物
的浓度密切相关, 根据文献[17]计算连接反应的初速
度 , 插图给出了连接反应初速度与核酶切割产物浓
度之间的关系, 在 0.25~40 nmol/L范围时, 核酶切割
产物浓度与连接反应的初速度呈线性关系 , 符合关
系式(1). 
 V0 = 0.931×C, (1) 
式中V0是连接反应初速度, C表示核酶切割产物的浓
度(nmol/L). 当核酶切割产物浓度为 0.05 nmol/L时, 
在 1000 s内, 荧光信号大于本底噪声的 3倍, 这是该
方法在本实验条件下的检测下限.  

 
图 4  核酶切割产物灵敏度检测 

曲线 1~7表示核酶切割产物(p-N1)浓度依次为: 40, 25, 15, 6, 0.25, 0.05, 
0 nmo/L. 时间t0处加入 1.5 U的T4 DNA连接酶. 插图是连接反应初速

度与核酶切割产物浓度的关系图 
 

2.3  分子信标连接体系检测锤头核酶切割HCV-RNA
的切割产物 

将HCV-RNA两端进行标记, 构建分子信标核酶
探针 , 筛选出了具有较好切割活性的锤头核酶及其
反应条件[16]. 本文在此基础上, 运用分子信标连接体
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系, 不需要对HCV-RNA和核酶进行标记, 实现核酶
切割产物的检测. 图 5 是锤头核酶RZ与HCV-RNA不
同比例时的核酶切割产物检测图. 曲线 1~3 表示RZ
与HCV-RNA的摩尔比分别为 30︰1, 20︰1, 10︰1 时
的检测曲线, 曲线 4 是没有加切割产物的样液. 加入
连接酶后, 曲线 1~3 的荧光信号逐渐上升, 说明核酶
切割产物与待连接DNA片段N2 连接 , 形成一条与
MB互补的核酸链, 使MB荧光基团和猝灭基团分开, 
荧光上升 . 根据连接反应初速度及关系式(1), 得知
核酶与底物摩尔比为 30︰1, 20︰1, 10︰1时, 切割产
物的浓度分别为 8.36, 5.28, 1.18 nmol/L. 这说明随着
核酶与底物摩尔比的减少 , 核酶切割底物的能力下
降, 生成的切割产物减少. 根据切割产物的浓度及稀
释倍率 , 能快速得知在相应摩尔比条件下核酶切割
效率分别为 62.7%, 39.6%, 8.85%(核酶切割效率计算
公式为实际检测到的核酶切割产物量/理论核酶切割
产物量). 由此可知, 运用分子信标连接体系, 不仅可
以实现在不标记核酶或底物的情况下检测核酶切割

产物, 而且能快速得到核酶切割效率, 与已有标记核
酶切割反应的研究方法相比 , 该方法将更有利于核
酶在基因药物筛选及临床医学上的深入应用与研究.  

 
图 5  锤头核酶与 HCV-RNA不同比例时的核酶切割产物

检测图 
曲线 1~3表示核酶与底物摩尔比分别为 30︰1, 20︰1, 10︰1, 曲线 4

是没有加切割产物的分子信标连接体系的本底 

3  结论 
核酶是具有酶切功能的小 RNA 分子, 在基因治

疗中有着巨大的应用潜力. 发展高灵敏、高特异性的
核酶切割的检测体系在临床上具有重要意义 . 利用
分子信标连接体系, 本文高灵敏、高特异性地对核酶
切割产物进行了检测. 优化实验条件, 进一步提高核

酶切割产物与待连接的 DNA 片段之间的连接效率, 
将更有助于检测灵敏度的提高 . 该方法具有以下几
个优点:  

(1) 操作简便. 核酶、核酶底物及切割产物都是
RNA 性质的核酸片段, 很容易污染降解. 该方法与
传统核酶切割检测方法相比, 不需要对 RNA 进行放
射性同位素标记、变性凝胶电泳和放射性自显影等一

系列复杂操作 , 直接以荧光信号给出核酶切割产物
的信息, 有效避免核酸降解.  

(2) 灵敏、快速的核酶切割产物检测方法. 该方
法中分子信标作为 RNA/DNA 核酸杂合体的连接模
板和检测分子, 在连接过程中, 核酶切割产物的信息
被实时转换为荧光信号 , 实现核酶切割产物快速简
便、高灵敏、高特异性的检测. 该方法还可用于其他
核酶、脱氧核酶与 RNA活性物质的分析研究.  

(3) 真实准确地反映核酶切割反应的行为. 该方
法不需要对核酶和 RNA 底物进行标记, 避免了由标
记带来的核酶或底物空间结构的变化 , 真实准确地
反映了核酶切割 RNA 底物的反应, 为筛选具有临床
应用价值的核酶基因药物及深入研究核酶基因治疗

提供了一种有力的分析手段.  
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