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成都生物所在新的基因敲降工具研究中获进展。锤头状核酶HHRz是一种能够催化RNA剪切反应
的功能核酸大分子，可在特定的位置对底物RNA进行剪切。目前，核酶作为基因治疗工具已应
用于癌症、退行性疾病以及病毒性疾病的基因治疗研究中。其中将HHRz作为基因敲降工具治疗
艾滋病的临床二期研究结果表明，锤头状核酶是非常安全的基因敲降工具，由于其不需要任何蛋
白分子的协助，核酶能够通过两结合臂(binding arm)特异性识别目标RNA序列，同时在特定的位
置将RNA链切开，到目前为止没有其脱靶现象的报道，因此在基因治疗中具有独特的优势。但
是目前广泛使用的天然锤头状核酶，在体内是用于催化RNA自身剪切，当应用于分子间的RNA
剪切时其活性大大下降，从而导致其基因敲降的效率低于其他的分子工具，如干扰RNA。

中国科学院成都生物研究所功能生物大分子和生物检测学科组发展了一个全新的核酶细胞内分子
间筛选策略：以一个毒性蛋白(IbsC)为报告基因，在大肠杆菌中通过核酶对其mRNA的剪切来调
节毒蛋白的表达——如果核酶活性较低，IbsC可有效表达而导致细菌死亡;当核酶具有较高活性
时，毒性蛋白的表达下降细菌则可以在筛选平板上生长出菌落(如图1A)。因此在锤头核酶的催化
活性中心和突环处引入随机突变建立筛选文库(图1B)，经过多轮筛选，通过基于毒蛋白的筛选策
略成功获得多个锤头核酶突变克隆(图1C)，随后通过测序获得了10个具有活性的锤头核酶突变体
。

由于基于毒蛋白的筛选体系难于定量分析筛选出来的核酶在细胞内的剪切效率，他们随后设计了
一个基于双荧光蛋白的报告体系来定量对比不同核酶之间的剪切效率(图2A)。用红色荧光蛋白的
基因替换毒蛋白基因作为报告基因，通过改变核酶的底物结合序列使得核酶靶向红色荧光蛋白的
mRNA，同时融合表达了绿色荧光蛋白的基因作为内参，可以通过流式细胞仪检测细菌红色荧光
相对绿色荧光的降低程度来评估核酶在细胞内的敲降效果。双荧光报告体系结果表明，筛选的核
酶中有三个突变体(TX-2，TX-5，TX-9)比野生型核酶对细胞内的靶基因的敲降效果更好(图2B)，
其中TX-2对红色荧光的敲降效率是野生型核酶的2倍。为确定核酶对靶基因的剪切是否在不同的
RNA序列上的通用性，他们又选择了红色荧光蛋白上另外两个位置进行剪切，TX-2在三个剪切
位置对靶基因的敲降效果表现出了稳定一致的高效催化活性(图2C和D)。

由于TX-2是在原核细胞中获得，随后考察了TX-2在真核细胞中的基因的敲降能力: 首先在癌细胞
Hela中对比了筛选获得的核酶对红色荧光蛋白的敲降效率，结果表明TX-2的敲降效果显著好于野
生型核酶;随后，以斑马鱼的体细胞色素沉着基因(nacre)为核酶的靶标，研究核酶在动物模型上
对特定内源基因的敲降(图3)。结果表明，注射表达TX-2质粒的斑马鱼与野生型核酶注射的鱼相
比，体细胞色素沉着明显减少，RT-PCR的结果也表明TX-2会引起nacre基因在RNA水平上显著减
低(图3A)。又以斑马鱼的尾部发育基因(ntl)为靶标进一步验证TX-2的敲降效率，结果表明TX-2比
野生型核酶具有更好的靶基因敲降效果(图3B)，注射TX-2核酶导致超过27%的斑马鱼出现典型的
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无尾表型。这些结果说明TX-2可以作为一个有效的工具用于细胞内的基因敲降。

综上所述，通过体内筛选方法得到的核酶TX-2无论在原核还是在真核细胞内都表现出比野生型
锤头核酶更好的基因敲降效果，说明基于毒蛋白的细胞内筛选体系完全适于催化分子间核酶工具
的进化和筛选，同时通过体内筛选获得的活性大大增强的突变型锤头核酶，目前用腺相关病毒为
载体利用，TX-2作为新的分子工具在癌症的基因治疗研究工作已经在该研究团队展开。

图1(A)核酶的细胞内筛选策略;(B)筛选库设计;(C)筛选结果。
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图2. 锤头核酶HHRz对大肠杆菌红色荧光蛋白基因的敲降

图3 (A)TX-2对斑马鱼红色荧光蛋白基因的敲降;(B)(C)TX-2对斑马鱼nacre基因(控制色素沉着)的
敲降;(D)TX-2对斑马鱼ntl基因(控制尾部发育)的敲降
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