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摘要： 为了研究猪链球菌 ２ 型 （ＳＳ２） 核糖核酸酶Ⅲ （ＲＮａｓｅ Ⅲ） 的催化特性， 利用大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 异源表达猪链球菌 ２ 型 ＲＮａｓｅ Ⅲ
（ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ） 并通过镍柱亲和层析的方法分离纯化。 异源表达研究显示， 重组蛋白 ＲＮａｓｅ Ⅲ大部分为可溶性表达； 催化特性研究显示， ＲＮａｓｅ
Ⅲ主要依赖 Ｍｇ２＋或 Ｍｎ２＋发挥催化功能， 并在不同离子浓度和 ｐＨ 值环境下具有不同的催化活性； 底物特异性研究显示， ＲＮａｓｅ Ⅲ特异性切割长度

为 ３０ ｂｐ 的双链 ＲＮＡ， 同时对内源性的 ｒｎｃ ｍＲＮＡ 和 ５Ｓ ｒＲＮＡ 具有良好的特异性。 上述结果表明， 相较于其他细菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ， ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ具有独

特的催化特性， 为深入理解 ＲＮａｓｅ Ⅲ如何介导 ＳＳ２ 致病机制奠定了基础。

关键词： 猪链球菌 ２ 型； 核糖核酸酶Ⅲ； 原核表达； 催化特性

中图分类号： Ｓ８５２􀆰 ６　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２４）０１－００４６－１０

Ｃｌｏｎｉｎｇ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅲ ｆｒｏｍ
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ２

ＳＵＮ Ｗｅｎ１， ＺＨＡＮＧ Ｙｏｎｇｙｉ１， ＬＵ Ｃｈａｎｇ１， ＺＨＵ Ｄｅｗｅｎ１， ＹＩＮ Ｙｕａｎｙｕａｎ１， ＸＵ Ｑｕａｎｍｉｎｇ１，２∗， ＣＨＥＮ Ｙｅ１∗

（１􀆰 Ｆｕｊｉａｎ ａｎｄ Ｔａｉｗａｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｂｉｏｌｏｇｙ， Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｅｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ）， Ｆｕｊｉａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｆｕｚｈｏｕ ３５０００２， Ｃｈｉｎａ；

２􀆰 Ｆｕｊｉａｎ Ｐｏｌｉｃｅ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｆｕｚｈｏｕ ３５０００７， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＲＮａｓｅ Ⅲ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ２ ＲＮａｓｅ Ⅲ （ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ）， ｗｅ ｕｓｅｄ Ｅｓｃｈｅ⁃
ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ｔｏ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓ ＲＮａｓｅ Ⅲ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ２， ａｎｄ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＲＮａｓｅ Ⅲ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ
ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｎｉｃｋｅｌ ｃｏｌｕｍｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ． Ｎｅｘｔ， ｖａｒｉｏｕｓ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈａｔ
ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＮａｓｅ Ⅲ ｔｏ ｂｅ ｓｏｌｕｂｌｅ， ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ＲＮａｓｅ Ⅲ ｍａｉｎｌｙ
ｒｅｌｙｉｎｇ ｏｎ Ｍｇ２＋ｏｒ Ｍｎ２＋ ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐＨ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ，
ｔｈａｔ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ＲＮａｓｅ Ⅲ ｔｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｃｌｅａｖｅ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ ｗｉｔｈ ａ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ３０ｂｐ， ｗｉｔｈ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｆｏｒ
ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｎｃ ｍＲＮＡ ａｎｄ ５Ｓ ｒＲＮＡ． Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ ｈａｄ ｕｎｉｑｕｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉ⁃
ｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ａ ｄｅｅｐｅｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｈｏｗ ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ２．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ２； ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅲ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

　 　 猪链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ） 是一种人畜共患的

革兰阳性兼性厌氧球菌［１］。 猪链球菌 ２ 型 （ＳＳ２） 是

诸多血清型中毒力最强、 流行最广、 临床分离率较高

的一种血清型， 宿主感染后往往呈现脑膜炎、 心内膜

炎、 中毒性休克综合征等临床症状［２］。
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　 　 为了快速适应环境的变化， 细菌需要调节特定基

因的转录以及某些 ＲＮＡ 的加工、 衰变。 有研究报道，
核糖核酸酶 （ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ， ＲＮａｓｅｓ） 是细菌转录后

调控的关键因子， 可以控制各类 ＲＮＡ 的降解和稳态

水平来维持各项生命活动［３］。 在多种细菌中有对

ＲＮａｓｅｓ 催化特性和作用进行探究［４－６］， 其中核糖核酸

酶Ⅲ （ＲＮａｓｅ Ⅲ） 是一类双链特异性核糖核酸内切

酶， 广泛存在于原核生物和真核生物中［７］。 细菌

ＲＮａｓｅ Ⅲ可以调节自身 ｍＲＮＡ 的合成以及特定 ＲＮＡ
的降解和成熟［８］， 在对数期生长的大肠杆菌中， 有

超过 １０％的 ｍＲＮＡ 稳态水平受 ＲＮａｓｅ Ⅲ调控［９］， 多

核苷酸磷酸化酶 （ＰＮＰａｓｅ） 也是一种具有催化切割
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ＲＮＡ 功能的外切核糖核酸酶， 研究发现编码 ＰＮＰａｓｅ
的 ｐｎｐ ｍＲＮＡ和编码 ＲＮａｓｅ Ⅲ的 ｒｎｃ ｍＲＮＡ 均可被

ＲＮａｓｅ Ⅲ催化降解［１０］。 在多种细菌研究中发现，
ＲＮａｓｅ Ⅲ的催化活性需要金属离子的辅助， 例如大肠

杆菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ可在 Ｍｇ２＋或 Ｍｎ２＋催化下选择性识别并

切割双链 ＲＮＡ （ｄｓＲＮＡ） ［１１］。 ＲＮａｓｅ Ⅲ会根据特异性

的切割位点切割 ｄｓＲＮＡ［１２］， 此外切割位点附近的特

定碱基配对模式也可能影响 ＲＮａｓｅ Ⅲ的切割效率［１３］。
ＲＮａｓｅ Ⅲ往往特异性催化某些天然或合成的 ｄｓＲＮＡ，
细菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ将多种前体 ＲＮＡ， 如 ｒＲＮＡ、 ｔＲＮＡ 及

ｓＲＮＡ 等加工成为成熟 ＲＮＡ［１４］。 早期研究发现 Ｒｃ
ｍｉｎｉ ＲＮＡ 和 Ｎ４４ ＲＮＡ 能被大肠杆菌和荚膜红杆菌

ＲＮａｓｅ Ⅲ特异性切割［１５］。 同时也有研究表明， ＲＮａｓｅ
Ⅲ的活性影响某些致病菌的形态， Ｍａｅｄａ 等［１６］ 研究

发现谷氨酸棒杆菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ 可以催化降解 ｍｒａＺ
ｍＲＮＡ 的编码区来维持细胞形态的稳定。 ＲＮａｓｅ Ⅲ的

活性还影响某些致病菌的毒力性状， 尤其在沙门菌

中， ＲＮａｓｅ Ⅲ参与调控生物被膜形成、 对宿主定殖和

抗生素的敏感性等［８］

在模式细菌大肠杆菌和枯草芽胞杆菌的研究中，
ＲＮａｓｅ Ⅲ的催化特性已有很多报道， 然而关于链球菌

ＲＮａｓｅ Ⅲ的研究却鲜有报道［１７－１８］。 猪链球菌是当前

广受重视的人兽共患病原之一， 目前尚未见关于猪链

球菌 ２ 型 ＲＮａｓｅ Ⅲ （ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ） 的研究报道， 因

此挖掘其催化特性具有重要意义。 本研究对 ＳＳ －
ＲＮａｓｅ Ⅲ进行了遗传演化分析和二级结构预测， 通过

克隆表达 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ并对其进行表征， 比较与其他

种类细菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ在底物催化特性方面的异同， 通

过比较差异性， 进一步了解猪链球菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ底物

催化特异性的分子机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

ＳＳ２ 野生菌株 （０５ＺＹＨ３３） 由浙江大学冯友军教

授馈赠， 质粒 ｐＥＴ２８ａ 由本实验室保存。 所用菌株大

肠杆菌 Ｔｏｐ１０ 和大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞、
体外转录试剂盒（Ｔ７ 高效转录试剂盒，货号：ＪＴ１０１－
０）和 ＲＮＡ 纯化回收试剂盒均购自北京全式金生物有

限公司。 限制性内切酶和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接 酶 购 自

ＴａＫａＲａ 公司。 胶回收试剂盒、 ＤＮＡ 纯化试剂盒购自

Ｏｍｅｇａ 公司。 用于 ＰＣＲ 扩增和体外转录的 ＲＮＡ 底物

引物序列见表 １， １６ ｍｅｒ ｓｓＲＮＡ、 ３０ ｍｅｒ ｓｓＲＮＡ 及引

物由福州铂尚生物科技有限公司合成。

表 １　 引物序列

引物名称 　 　 　 　 　 引物序列 （５′→３′）

ｒｎｃ
Ｆ： ＡＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣＣＡＴＧＧＣＧＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＣＡＴＧＡＡＡＧＡＴＴＴＡＣＡＴＧＣＡＡＡＡＴ （ＮｃｏⅠ）
Ｒ： ＴＧＴＣＧＡＣＧＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＣＴＡＴＣＣＴＣＴＡＧＣＣＴＣＣＡＣＡＧＣＡ （ＥｃｏＲⅠ）

ＲＮＡ １􀆰 １
Ｆ： ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＧＧＡＧＴＡＧＡＧＧＧＡＣＡＡＡＣＴＣＡＡＧＧＴＣＡＴＴＣＧＣＡＡＧＡＧＴＧＧＣＣＴＴＴＡＴＧＡＴＴＧＡＣＣＴＴＣＴＴ
Ｒ： ＡＡＧＡＡＧＧＴＣＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＧＣＣＡＣＴＣＴＴＧＣＧＡＡＴＧＡＣＣＴＴＧＡＧＴＴＴＧＴＣＣＣＴＣＴＡＣＴＣＣＣＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴＡ

Ｔ７－ｔＲＮＡＳｅｒ
Ｆ： ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＧＡＧＧＡＴＴＡＣＣＣＡＡＧＴＣＣＧ
Ｒ： ＡＧＧＡＧＧＡＴＧＴＧＧＧＡＴＴＣＧＡ

Ｔ７－５Ｓ ｒＲＮＡ
Ｆ： ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＴＴＡＡＧＴＧＡＣＧＡＴＡＧＣＣＴＡＧＧＡＧ
Ｒ： ＧＣＴＡＡＧＣＧＡＣＴＡＣＣＧＴＡＴＣＴＡＡ

Ｔ７－ｔＲＮＡＴｙｒ
Ｆ： ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＧＡＧＡＧＡＴＡＧＣＧＡＡＧＡＧＧＣＴ
Ｒ： ＴＧＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧＧＡＴＴＣＧＡ

Ｔ７－ｒｎｃ
Ｆ： ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＴＧＡＡＡＧＡＴＴＴＡＣＡＴＧＣＡＡＡＡＴＴＡ
Ｒ： ＣＴＡＴＣＣＴＣＴＡＧＣＣＴＣＣＡＣＡＧＣ

Ｔ７－ｒｎｇ
Ｆ： ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＴＧＡＧＡＧＡＣＴＧＧＴＴＡＡＡＴＴＴＡＧＡＡＡ
Ｒ： ＴＴＡＴＴＣＡＧＣＣＴＴＴＴＣＴＴＧＧＴＣＴＡ

　 　 注： 下划线为酶切处。

１􀆰 ２　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ遗传进化及二级结构分析

通过在线生物信息学网站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｙｈｉｔｓ． ｓｉｂ．
ｓｗｉｓｓ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ）预测 ＲＮａｓｅ Ⅲ潜在的氨基酸

修饰位点。 使用 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 对包括猪链球菌在内的

革兰阳性菌和革兰阴性菌的 ＲＮａｓｅ Ⅲ氨基酸序列进

行同源性比较， 再经多序列比对， 遗传进化树采用

Ｍｅｇａ 软件进行绘制。 以超嗜热菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ蛋白为模

板 （ＰＤＢ： １ｙｚ９） 进行同源建模， 经 ＥＳＰｒｉｐｔ ３􀆰 ０ 分

析处理后得到猪链球菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ蛋白的二级结构，
所用参考序列见表 ２。
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表 ２　 细菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ蛋白参考序列

细菌 拉丁文学名 参考序列号

猪链球菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ ＷＰ＿０１２０２８２６４

大肠杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＷＰ＿０５２９３７５８３

肺炎克雷伯菌 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ＷＰ＿１１０２３１５５２􀆰 １

铜绿假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＫＷＸ５３３７０

肺炎链球菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ＷＰ＿０００６６１５０７

化脓性链球菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｙｏｇｅｎｅｓ ＶＧＱ２８３８４

无乳链球菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ ＫＸＡ５５０３６

嗜热链球菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ ＷＰ＿１７９９７２０３２

金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ＡＬＨ９９１８３

表皮葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ ＷＰ＿２０２５９５８９７

猪葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｈｙｉｃｕｓ ＷＰ＿０３９６４６０９５

超嗜热菌 Ａｑｕｉｆｅｘ ａｅｏｌｉｃｕｓ ＷＰ＿０１０８８０５８３􀆰 １

１􀆰 ３　 体外转录合成底物 ＲＮＡ 及纯化

模式底物 ＲＮＡ： ＲＮＡ １􀆰 １ 以及细菌内源性底物

ＲＮＡ： ５Ｓ ｒＲＮＡ、 ｔＲＮＡｔｙｒ、 ｔＲＮＡｓｅｒ、 ｒｎｃ ｍＲＮＡ、 ｒｎｇ
ｍＲＮＡ 均利用表 １ 中的相关引物经 ＰＣＲ 扩增及胶回

收获得用于体外转录的 ＤＮＡ 模板， 再通过体外转录

试剂盒获取相关 ＲＮＡ 产物。 体外转录反应体系如下：
１ μｇ 模板 ＤＮＡ， ４ μＬ ５×Ｔ７ 转录反应缓冲液， ８ μＬ
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＴＰ Ｍｉｘ， ２ μＬ Ｔ７ 转录酶 ｍｉｘ， 无酶水补

至 ２０ μＬ。 充分混匀后于 ３７ ℃金属浴中反应 ２ ｈ， 随

后添加 １ μＬ ＤＮａｓｅ Ｉ， ３７ ℃反应 １５ ｍｉｎ， 最后添加

１ μＬ ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ （ｐＨ ＝ ８􀆰 ０） 终止反应， 利用

纯化回收体外转录试剂盒回收纯化 ＲＮＡ 产物， 最后

置于－８０ ℃保存。
１􀆰 ４　 重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ｒｎｃ 的构建与转化

以猪链球菌 ０５ＺＹＨ３３ 基因组 ＤＮＡ 为模板扩增

ＲＮａｓｅ Ⅲ编码的 ｒｎｃ 基因， ＰＣＲ 产物经胶回收得到目

的 ＤＮＡ 片段。 用 ＮｃｏⅠ和 ＥｃｏＲⅠ对质粒 ｐＥＴ２８ａ 和目

的片段进行双酶切。 所用体系为： 质粒 ｐＥＴ２８ａ 或目

的片段 ６ μＬ， 酶切 Ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ， ＮｃｏⅠ和 ＥｃｏＲⅠ各

０􀆰 ５ μＬ， 双蒸水补至 １０ μＬ。 于 ３７ ℃水浴酶切 ４ ｈ，
酶切产物分别使用清洁回收试剂盒回收。 回收产物连

接体系如下： 目的基因片段回收产物 ６ μＬ， 质粒

ｐＥＴ２８ａ 酶切回收产物 ２ μＬ， 连接缓冲液 １ μＬ， 最后

加入 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶 １ μＬ 于 １６ ℃ 金属浴中连接过

夜。 连接产物转入大肠杆菌 Ｔｏｐ１０ 感受态细胞中， 轻

轻混匀后冰浴放置 ３０ ｍｉｎ， ４２ ℃水浴热激 ９０ ｓ， 继

续冰浴 ２ ｍｉｎ， 随后加入 ４００ μＬ 不含抗生素的 ＬＢ 液

体培养基， 轻轻混匀后于 ３７ ℃、 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养

１ ｈ， 取出菌液以 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ， 吸弃

２００ μＬ上清液后混匀取适量菌液涂布于含卡那霉素

的 ＬＢ 平板上， ３７ ℃培养箱中倒置培养 １６ ｈ， 挑取单

菌落于 ６００ μＬ 含卡那霉素 ＬＢ 培养基 （终浓度为 ５０
μｇ ／ ｍＬ） 中， ３７℃摇床培养 ８ ｈ， 菌液 ＰＣＲ 鉴定为阳

性后提取质粒， 再经双酶切鉴定和 ＤＮＡ 测序无误后，
将重组质粒转化至表达菌株大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中。
１􀆰 ５　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ诱导表达

将阳性菌落转接于 １０ ｍＬ 含卡那霉素的 ＬＢ 培养

基中， 于 ３７ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养过夜， 以 １％接

菌量至 ２００ ｍＬ 含有卡那霉素 （终浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ）
ＬＢ 培养基中， ３７ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养， 待菌液

ＯＤ６００ ≈０􀆰 ６ 时， 加入诱导剂 ＩＰＴＧ （终浓度为 ０􀆰 ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， １８ ℃、 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 继续诱导培养 １６ ｈ，
８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 收获菌体沉淀， ＰＢＳ 洗涤并

重悬沉淀， 重悬液高速离心后弃上清液， 重复洗涤 １
次， 收集菌体保存于－８０ ℃。
１􀆰 ６　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ纯化

诱导表达后的菌体用 ４０ ｍＬ ＰＢＳ 重悬， 冰浴超声

破碎菌体细胞 （２００ Ｗ， 超声 １ ｓ， 间歇 ３ ｓ， 时间

１０ ｍｉｎ）， ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 分别收集上清液

和沉淀 （沉淀用等量 ＰＢＳ 重悬）， 按照 １ ∶ ５ 的比例

分别加入 ６×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混匀， 煮沸 ８ ｍｉｎ 将蛋白

变性， 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 进行可溶性分析， 检测目的蛋

白分别在上清液和包涵体中的表达情况。 使用镍亲和

层析柱进一步纯化， 再经超滤管替换、 浓缩得到更高

纯度的 ＳＳ －ＲＮａｓｅ Ⅲ蛋白， 最后用 １２􀆰 ５％的 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 检测表达量和纯度。
１􀆰 ７　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ化学交联反应

设置反应体系为 １０ μＬ， 将纯化后的 ＳＳ－ＲＮａｓｅ
Ⅲ蛋白与不同浓度 （ ０， ２􀆰 ５， ５􀆰 ０， １０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
的乙二醇双丁二酰琥珀酸酯 （ＥＧＳ） 室温进行交联

６０ ｍｉｎ， 然后添加 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘氨酸终止反应。 通过

１２􀆰 ５％浓度的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 以及银染显示结果。
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１􀆰 ８　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ体外催化反应

１􀆰 ８􀆰 １　 金属离子对 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化活性的影响

为了探究金属离子对 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ的辅助催化作

用， 配制 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的不同金属离子 （Ｍｇ２＋、
Ｍｎ２＋、 Ｚｎ２＋、 Ｃａ２＋、 Ｃｕ２＋） 催化反应体系 （反应体系

１０ μＬ）， 其中包含 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ （ ｐＨ ＝ ７）
１ μＬ， １６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ １ μＬ， ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＴ １ μＬ
和 ５００ ｎｇ ＲＮＡ １􀆰 １， 最后加入 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳ －ＲＮａｓｅ
Ⅲ， 此时开始计时； 另设置 １ 组不添加 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ
为对照组。 ３７ ℃ 反应 １５ ｍｉｎ 和 ４５ ｍｉｎ， 加入 １０ ×
ＲＮＡ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 终止反应， 通过 ２０％ （含 ７ ｍｏｌ ／ Ｌ
尿素） ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测催化效果。 同时探究不同金

属离子浓度对 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化活性的影响， 仅更改

催化反应体系中金属离子浓度 （０􀆰 １、 １、 ５、 １０、 ５０
和 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 其余步骤与上述一致， 最后通过

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 以及银染染色检测催化效果。
１􀆰 ８􀆰 ２　 ｐＨ 值对 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化活性的影响

为探究 ｐＨ 值对催化活性的影响， 向反应体系中

加入相同浓度 （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 的金属离子， 催化反应

体系 ｐＨ 值调整为 ５、 ６、 ７、 ８、 ９、 １０， 其余步骤与

１􀆰 ８􀆰 １ 一致， 采用 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 以及银染检测催化

效果。
１􀆰 ８􀆰 ３　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对不同底物 ＲＮＡ 的催化反应

确定最适反应体系 ｐＨ 值为 ７， Ｍｇ２＋ 浓度为 １０

ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 向反应体系施加不同类型 ＲＮＡ 底物 （１６
ｍｅｒ ｓｓＲＮＡ、 ３０ ｍｅｒ ｓｓＲＮＡ、 １６： ３０ ｄｓＲＮＡ、 ３０： ３０
ｄｓＲＮＡ、 ｔＲＮＡｓｅｒ、 ｔＲＮＡｔｙｒ、 ５Ｓ ｒＲＮＡ、 ｒｎｃ ｍＲＮＡ 和

ｒｎｇ ｍＲＮＡ）， ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对底物 ＲＮＡ 的催化反应过

程与 １􀆰 ８􀆰 ２ 一致。

２　 结果

２􀆰 １　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ序列分析

首先通过在线分析网站比对确定猪链球菌

０５ＺＹＨ３３ 菌株基因组上的 ＲＮａｓｅ Ⅲ氨基酸序列， 同

时结合基因组重测序， 结果发现在 ０５ＺＹＨ３３ 菌株基

因组上的 ＳＳＵ０５＿１１９１ 和 ＳＳＵ０５＿１１９２ 合并为一个开

放阅读框， 共同编码 ＲＮａｓｅ Ⅲ蛋白 （图 １）。 进一步

利用在线软件Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ 解析 ０５ＺＹＨ３３ 菌株 ＲＮａｓｅ Ⅲ
的氨基酸序列。 结果发现， ＲＮａｓｅ Ⅲ氨基酸序列存在

３ 个磷酸化位点， 分别为酪蛋白激酶 ＩＩ 磷酸化位点

（４１～ ４４ ａａ、 １３７ ～ １４０ ａａ）、 蛋白激酶 Ｃ 磷酸化位点

（２１１ ～ ２１３ ａａ）， 以及 １ 个 Ｎ－酰基化位点 （１３ ～ １８
ａａ）， 提示了蛋白质磷酸化可能参与调控 ＲＮａｓｅ Ⅲ的

活性。 如图 ２ 的结构分析所示， ＲＮａｓｅ Ⅲ包含 ２ 个结

构域 （催化结构域 Ｒ Ⅲ Ｄ 和 ｄｓＲＮＡ 结合结构域

ｄｓＲＢＤ）， 主要通过 １１ 个 α－螺旋和 ３ 个 β－折叠连接

部分卷曲螺旋的方式形成稳定的二级结构， 其中催化

基序由 ＥＲＬＥＦＬＧＤＡ 共 ９ 个保守氨基酸组合而成。

图 １　 猪链球菌 ０５ＺＹＨ３３ 菌株中 ｒｎｃ 基因座示意

２􀆰 ２　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ同源蛋白比较

选取 ３ 种链球菌 （无乳链球菌、 化脓链球菌、
肺炎链球菌）、 ３ 种葡萄球菌 （猪葡萄球菌、 表皮葡

萄球菌、 金黄色葡萄球菌） 以及 ４ 种不同的革兰阴

性菌 （大肠杆菌、 超嗜热菌、 铜绿假单胞菌、 肺炎

克雷伯菌） 与 ＳＳ２ 的 ＲＮａｓｅ Ⅲ进行多序列比对分析。

结果显示， 相比于其他细菌， ＳＳ２ 与 ３ 种链球菌

ＲＮａｓｅ Ⅲ具有极高的同源性 （图 ２）。 此外， 遗传进

化分析结果显示， ＳＳ２ 的 ＲＮａｓｅ Ⅲ与所选 ３ 种链球菌

处于相同遗传分支， 其中亲缘关系最近的是肺炎链球

菌； 而与选取的 ４ 种革兰阴性菌亲缘关系最远， 位于

不同的遗传分支 （图 ３）。
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图 ２　 ＲＮａｓｅ Ⅲ蛋白二级结构分析

注： ○为本研究细菌。

图 ３　 猪链球菌与不同类别细菌的 ＲＮａｓｅ Ⅲ蛋白进化树分析

２􀆰 ３　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ的表达与纯化

通过 ＰＣＲ 扩增 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ编码的 ｒｎｃ 基因并将

其克隆至 ｐＥＴ２８ａ 载体， 双酶切 （ＮｃｏⅠ和 ＥｃｏＲⅠ）
鉴定， 结果条带与预期大小一致 （图 ４Ａ）， 将该重

组表达载体命名为 ｐＥＴ２８ａ－ｒｎｃ， 经 ＤＮＡ 测序鉴定无

误后将该重组表达载体转入表达菌株大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 中， 通过 ＩＰＴＧ 诱导表达 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ， ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 分析结果 （图 ４Ｂ） 显示在 ２５ ｋＤａ 附近出现与
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预期蛋白大小一致的差异表达条带。 优化表达条件，
分析上清液和沉淀， 发现在低温且低诱导剂浓度下外

源表达的目的蛋白大部分可溶， 但仍有部分以包涵体

形式存在 （图 ４Ｂ）。 为了获得纯化的 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ，
利用 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ蛋白上融合的 ６×Ｈｉｓ 标签， 使用镍

亲和层析柱纯化上清液中的目的蛋白， 结合超滤管对

纯化的目的蛋白及缓冲液进行浓缩和替换， ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 检测显示成功获取高纯度的 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ （图
４Ｃ）。

注： Ａ． 对重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ｒｎｃ 进行双酶切 （ＮｃｏⅠ和 ＥｃｏＲⅠ）， 其中 Ｍ 为 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ， １ 为重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ｒｎｃ； Ｂ． 重组蛋白 ＳＳ－ＲＮａｓｅ
Ⅲ在大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 的诱导表达及可溶性检测， 其中 Ｍ 为蛋白 Ｍａｒｋｅｒ， １ 为未添加 ＩＰＴＧ 条件， ２ 为添加 ＩＰＴＧ 并低温诱导条件， ３ 为上清

液 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ蛋白， ４ 为沉淀 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ蛋白； Ｃ． 重组蛋白经纯化后 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测， 其中 Ｍ 为蛋白 Ｍａｒｋｅｒ， １ 为 ＳＳ－

ＲＮａｓｅ Ⅲ。

图 ４　 ＲＮａｓｅ Ⅲ的异源表达与纯化

２􀆰 ４　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ的化学交联分析

ＲＮａｓｅ Ⅲ内切核糖核酸酶通常作为同源二聚体起

作用［４］， 为了验证 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ是否二聚化， 将纯化

后的 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ与不同浓度的交联剂 ＥＧＳ 共同孵育

进行化学交联， ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 结果如图 ５ 所示， ＳＳ －
ＲＮａｓｅ Ⅲ二聚体会随着 ＥＧＳ 浓度的升高而增加， 表

明 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ具有与其他 ＲＮａｓｅ Ⅲ同源物相同的二

聚化潜力。

Ｍ． 蛋白Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 未添加 ＥＧＳ； ２􀆰 添加 ２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＥＧＳ； ３􀆰 添

加 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＥＧＳ； ４􀆰 添加 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＥＧＳ。

图 ５　 不同浓度 ＥＧＳ 下 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ的化学交联分析

２􀆰 ５　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ 对金属离子的依赖性分析

　 　 为了探究 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ的催化特性， 利用在其他

细菌［４，１９］ 中已有报道的具有双链特性的 ＲＮＡ １􀆰 １ 作

为 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ的催化底物， 如图 ６Ａ 所示， ＲＮＡ １􀆰 １
由 １ 个 ６０ ｎｔ 大小的 ＲＮＡ 分子包含 １ 个不对称 （４ ｎｔ ／
５ ｎｔ） 的内环组成， 具有 １ 个一级切割位点 （ａ） 和 １
个二级切割位点 （ｂ）。 切割 ａ 或 ｂ 单一位点分别产

生 （１３ ｎｔ 与 ４７ ｎｔ） 和 （１９ ｎｔ 和 ４１ ｎｔ） 大小的 ＲＮＡ
片段， 同时切割 ａ 和 ｂ 位点将产生大小为 ２８ ｎｔ 的
ＲＮＡ 片段。

在 ｐＨ 值为 ７ 的反应体系中添加 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 不同

的金属离子 （Ｍｇ２＋、 Ｍｎ２＋、 Ｚｎ２＋、 Ｃａ２＋和 Ｃｕ２＋） 进行

催化反应， 催化产物经含 ７ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素的 ２０％ ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 胶检测。 结果如图 ６Ｂ 所示， 仅在添加 Ｍｇ２＋或

Ｍｎ２＋条件下的 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ才具有催化活性， 能够将

完整的 ６０ ｎｔ 的 ＲＮＡ １􀆰 １ 切割成不同大小的 ＲＮＡ 片

段， 其中在添加 Ｍｇ２＋条件下， 出现了大小为 ２８ ｎｔ 的
切割产物， 表明 Ｍｇ２＋的存在会导致 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ同时

切割 ＲＮＡ １􀆰 １ 的 ａ 和 ｂ 位点。
进一步通过改变反应体系中 Ｍｇ２＋或 Ｍｎ２＋的浓度，

结果如图 ７Ａ 所示， ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ的催化切割产物的

量会随着 Ｍｇ２＋ 的浓度升高而增多， 且浓度达到

５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化切割活性达到峰值； 如

图 ７Ｂ 所示， ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ在 Ｍｎ２＋存在下的催化切割

活性与 Ｍｇ２＋类似， 在 Ｍｎ２＋浓度达到 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时其催
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化切割活性达到峰值。 对 Ｍｇ２＋和 Ｍｎ２＋进行比较， 发

现在 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 同样浓度的 Ｍｇ２＋或 Ｍｎ２＋体系中， ＳＳ－
ＲＮａｓｅ Ⅲ催化 ＲＮＡ １􀆰 １ 切割位点不同， 产生的小

ＲＮＡ 片段不同。 研究结果表明， ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ作为一

种内切核糖核酸酶发挥作用同样需要金属离子的辅

助， 而且在不同金属离子体系和反应浓度条件下均显

著影响 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对 ＲＮＡ １􀆰 １ 催化切割位点的偏

好性。

注： Ａ． 模式底物 ＲＮＡ １􀆰 １ 二级结构示意， ａ 和 ｂ 为 ２ 个特异性切割位点； Ｂ． 添加不同金属离子 （Ｍｇ２＋、 Ｍｎ２＋、 Ｚｎ２＋、 Ｃａ２＋、 Ｃｕ２＋ ） 分别作

用 ０、 １５、 ４５ ｍｉｎ 后检测 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化活性变化。

图 ６　 不同金属离子对 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化活性的影响

注： Ａ． 控制反应体系 ｐＨ 值不变， 添加不同浓度 Ｍｇ２＋ （０􀆰 １、 １、 ５、 １０、 ５０、 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 分别作用 ０、 １５、 ４５ ｍｉｎ 后检测 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化

活性的变化； Ｂ． 控制反应体系 ｐＨ 值不变， 添加不同浓度 Ｍｎ２＋ （０􀆰 １、 １、 ５、 １０、 ５０、 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 分别作用 ０、 １５、 ４５ ｍｉｎ 后检测 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ
催化活性的变化。

图 ７　 不同金属离子浓度对 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化活性的影响

２􀆰 ６　 不同 ｐＨ 值对 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化活性的影响

在多种细菌研究中发现， 不同的 ｐＨ 值可以作为

影响 ＲＮａｓｅ Ⅲ催化切割活性的因素， 因此我们分析

了 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ的催化活性是否也受 ｐＨ 值的影响。
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结果如图 ８Ａ 所示， 在相同浓度 Ｍｇ２＋ （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
不同 ｐＨ 条件下， ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化切割 ＲＮＡ １􀆰 １ 的

位点出现不同。 在酸性或中性条件中， ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ
更倾向于同时切割 ＲＮＡ １􀆰 １ 的 ａ 以及 ｂ 位点 （２８ ｎｔ
大小的切割产物条带更明显）， 表明在 Ｍｇ２＋催化下，
不同 ｐＨ 值会影响 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对底物切割位点的偏

好性。 然而在相同浓度 Ｍｎ２＋ （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 不同 ｐＨ
值条件下， 如图 ８Ｂ 所示， ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ仅在酸性及

中性环境中表现出较高的催化切割活性， 在弱碱性环

境中的催化活性并不突出， 且随着 ｐＨ 值升高其催化

切割活性逐渐消失。 在相同的酸性环境条件下， 比较

不同金属离子 Ｍｎ２＋ 与 Ｍｇ２＋ 条件下 ＲＮａｓｅ Ⅲ对 ＲＮＡ
１􀆰 １ 的切割位点的偏好， 与添加相同浓度 Ｍｇ２＋相比，
在金属离子 Ｍｎ２＋ 催化作用下， ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对 ＲＮＡ
１􀆰 １ 的催化切割更偏好 ｂ 位点 （图 ８）。 研究表明 ＳＳ－
ＲＮａｓｅ Ⅲ发挥作用时， 不同 ｐＨ 值显著影响了 ＲＮａｓｅ
Ⅲ对双链特异性 ＲＮＡ 的催化切割位点的偏好性。

注： Ａ． Ｍｇ２＋浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 在不同 ｐＨ 值 （５、 ６、 ７、 ８、 ９、 １０） 下分别作用 ０、 １５、 ４５ ｍｉｎ 后检测 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化活性的变化；
Ｂ． Ｍｎ２＋浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 在不同 ｐＨ 值 （５、 ６、 ７、 ８、 ９、 １０） 下分别作用 ０、 １５、 ４５ ｍｉｎ 检测 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化活性的变化。

图 ８　 不同 ｐＨ 值对 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化活性的影响

２􀆰 ７　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对 ｄｓＲＮＡ 的特异性切割作用

为了更深入地探究 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ的催化特征， 利

用化学合成单链或双链 ＲＮＡ 催化底物， 包括 ２ 个单

链 ＲＮＡ （ｓｓＲＮＡ）： １６ ｍｅｒ ｓｓＲＮＡ 和 ３０ ｍｅｒ ｓｓＲＮＡ，
以及 ３ 种双链 ＲＮＡ： １６： １６ ｄｓＲＮＡ、 ３０： １６ ｄｓＲＮＡ
及 ３０： ３０ ｄｓＲＮＡ。 在最佳催化反应体系 （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｍｇ２＋， ｐＨ ＝ ７） 中添加这 ５ 种催化底物， 分析 ＳＳ －
ＲＮａｓｅ Ⅲ催化切割能力。 结果如图 ９ 所示， ＳＳ－ＲＮａｓｅ
Ⅲ无法催化切割单链 ＲＮＡ （１６ ｍｅｒ ｓｓＲＮＡ 和 ３０ ｍｅｒ
ｓｓＲＮＡ）， 以及底物长度为 １６ ｂｐ 的 ｄｓＲＮＡ （１６： １６
ｄｓＲＮＡ、 ３０： １６ ｄｓＲＮＡ）， 但 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ能够充分

切割长度为 ３０ ｂｐ 的 ｄｓＲＮＡ （３０： ３０ ｄｓＲＮＡ）， 并将

其切割成特定的分解产物。 以上结果表明 ＳＳ－ＲＮａｓｅ
Ⅲ对 ＲＮＡ 底物的切割具有双链特异性， 且催化切割

ｄｓＲＮＡ 的最小长度要求与已研究报道过的大肠杆菌

同源 ＲＮａｓｅ Ⅲ也略有不同。

注： 在最适反应条件 （Ｍｇ２＋ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 ｐＨ ＝ ７） 下分别作用 ０、
１５、 ４５、 ９０ ｍｉｎ， 检测 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对不同长度 ＲＮＡ 底物 （１６ ｍｅｒ
ｓｓＲＮＡ、 ３０ ｍｅｒ ｓｓＲＮＡ、 １６： １６ ｄｓＲＮＡ、 ３０： １６ ｄｓＲＮＡ、 ３０： ３０
ｄｓＲＮＡ） 的催化活性。

图 ９　 针对不同长度单链和双链 ＲＮＡ 底物催化切割活性分析
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２􀆰 ８　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对不同内源性 ＲＮＡ 催化切割特性

　 　 研究表明细菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ具有降解或加工多种内

源性 ＲＮＡ （ 如 ｒＲＮＡ、 ｔＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 等 ） 的 功

能［４］。 因此， 为了验证 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对自身编码的内

源性 ＲＮＡ 催化切割特性， 本试验通过体外转录的方

式获取多种猪链球菌内源性 ＲＮＡ， 包括 １ 种 ｒＲＮＡ
（５Ｓ ｒＲＮＡ）、 ２ 种 ｔＲＮＡ （ ｔＲＮＡｔｙｒ、 ｔＲＮＡｓｅｒ ） 以及 ２
种 ｍＲＮＡ （ ｒｎｃ、 ｒｎｇ）。 结果如图 １０ 所示， 在最适催

化条件下 （Ｍｇ２＋ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 ｐＨ ＝ ７）， ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ
对 ２ 种 ｔＲＮＡ 转录本催化切割效率较弱， 可充分催化

切割 ｍＲＮＡ （ ｒｎｃ）， 难以切割 ｍＲＮＡ （ ｒｎｇ）， 对 ５Ｓ
ｒＲＮＡ 具有一定催化能力。 以上结果表明 ＳＳ２ 多种内

源性 ＲＮＡ 转录本受 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ催化切割能力影响

且具有不同的催化效率。

注： 在最适反应条件 （Ｍｇ２＋ １０ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 ｐＨ ＝ ７） 下分别作用 １、
１５、 ４５、 ９０ ｍｉｎ， 检测 ＳＳ － ＲＮａｓｅ Ⅲ对 ＳＳ２ 内源性 ＲＮＡ （ ｔＲＮＡｔｙｒ、
ｔＲＮＡｓｅｒ、 ｒｎｃ ｍＲＮＡ、 ｒｎｇ ｍＲＮＡ、 ５Ｓ ｒＲＮＡ） 的催化活性。

图 １０　 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对 ＳＳ２ 内源性 ＲＮＡ 的催化特性分析

３　 讨论

近年来， 越来越多的研究表明核糖核酸酶Ⅲ作为

细菌全局性调控网络的催化因子［２０］， 具有识别并切

割 ｄｓＲＮＡ 的功能， 在多种细菌中被认为是病原菌致

病过程的一种关键因素［２１］。 ＲＮａｓｅ Ⅲ作为一种在细

菌中广泛存在的金属离子依赖性的双链特异性内切核

糖核酸酶， 在细菌的生命活动及致病过程中具有重要

作用， 但只在少数细菌中如大肠杆菌进行了表征和功

能研究［２２］， 并且目前还没有对于猪链球菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ
的深入研究。 本研究对来自猪链球菌 ２ 型的 ＲＮａｓｅ Ⅲ
同源物进行了表征及催化特性分析。

研究发现 ＳＳ －ＲＮａｓｅ Ⅲ与已有报道的大肠杆菌

ＲＮａｓｅ Ⅲ催化特性部分相似［２３］， 只有 Ｍｇ２＋或 Ｍｎ２＋可

以辅助 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对底物的催化作用， 而 Ｃａ２＋同样

不支持催化作用， 推测可能与 Ｃａ２＋具有较大的半径和

不同的配体配位特性有关［２４］。 与苜蓿中华根瘤菌

ＲＮａｓｅ Ⅲ［４］ 不同的是， 更高浓度 （ ＞ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 的

Ｍｎ２＋反而抑制了 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ的催化活性， 并且 ＳＳ－
ＲＮａｓｅ Ⅲ似乎更依赖 Ｍｇ２＋的辅助催化作用； 而与苜蓿

中华根瘤菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ类似的是， Ｍｎ２＋使得 ＳＳ－ＲＮａｓｅ
Ⅲ对 ｂ 位点切割更具有专一性。 值得注意的是， 在其

他研究中发现金属离子 （Ｍｇ２＋、 Ｍｎ２＋、 Ｚｎ２＋等） 的存

在可能会导致非特异性切割位点的产生［４， ２５－２６］， 因

此推测， 结果中出现的某些非特异性切割产物可能是

反应体系中存在的 Ｍｇ２＋或 Ｍｎ２＋将 ＲＮＡ 底物片段化所

产生的。 总体而言， 这些发现证实了 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ在

模式底物 ＲＮＡ １􀆰 １ 上具有严格金属辅因子依赖性。
此外， 细胞内 ｐＨ 值变化可以影响酶活性， 在布鲁菌

或芽胞杆菌中， ＲＮａｓｅ Ⅲ只有在 ｐＨ 值大于 ７ 的碱性

缓冲液环境中才能表现催化活性［２５， ２７］， 然而在 Ｍｎ２＋

催化条件下， ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对 ＲＮＡ １􀆰 １ 的催化活性则

会随着碱性逐渐加强而消失， 因此推测金属离子在不

同酸碱环境下调节 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ活性可能有助于细菌

应对环境胁迫。 此外不同 ｐＨ 值催化条件下， ＳＳ－
ＲＮａｓｅ Ⅲ的底物切割产物也存在差异， 因此猜测酸碱

环境的变化可能影响了 ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ对 ＲＮＡ １􀆰 １ 切割

位点的偏好性。 ＲＮａｓｅ Ⅲ已被证明能够在体外切割具

有双链特征的 ＲＮＡ， 包括细菌自身编码或非编码的

ＲＮＡ［２８］， 在大多数细菌如苜蓿中华根瘤菌及大肠杆

菌中， ＲＮａｓｅ Ⅲ仅能降解 ｄｓＲＮＡ， 并且对内源性

ＲＮＡ 底物表现出不同的偏好［４］， 而毛霉菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ
还可切割单链 ＲＮＡ［２２］。 本研究发现， 与大肠杆菌

ＲＮａｓｅ 类似， ＳＳ－ＲＮａｓｅ Ⅲ不能切割外源性的 ｓｓＲＮＡ，
能够有选择性地催化切割 ｄｓＲＮＡ， 并且针对不同类

型的猪链球菌内源性 ＲＮＡ （ ｒｎｃ ｍＲＮＡ、 ｒｎｇ ｍＲＮＡ、
５Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｔＲＮＡ） 具有不同的切割效率， 表明 ＳＳ－
ＲＮａｓｅ Ⅲ对内源性的多种 ＲＮＡ 转录本的加工存在差

异性， 可为该酶的进一步开发利用提供参考依据。
综上所述， 本研究通过克隆纯化得到的 ＳＳ －

ＲＮａｓｅ Ⅲ具有与其他细菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ家族成员相似的催

化特征， 通常以二聚体的形式存在， 具有较严格的金

属辅助因子依赖性， 能够识别并催化切割部分特定的

ｄｓＲＮＡ 结合基序。 然而， 在催化反应条件或催化

ＲＮＡ 底物不同时， 猪链球菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ与其他种类细

菌 ＲＮａｓｅ Ⅲ的催化特性存在差异。 以上结果为进一

步探究 ＲＮａｓｅ Ⅲ在猪链球菌中的调控作用奠定了基

础， 也为了解 ＲＮａｓｅ Ⅲ在细菌中的催化特性提供了

参考依据。

·４５· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 １
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