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摘要    在核酶被发现以前, RNA 就因为可以像蛋白质一样折叠成高度有序的结构而被预测

可能具有催化的功能. 该猜想在 20世纪 80年代得到了证明, 四膜虫的Ⅰ型内含子RNA与负责

tRNA成熟的核糖核酸酶RNase P的 RNA组分被发现具有催化功能. 近年来, 在核酶的结构和

功能研究方面取得了很大进展, 包括核糖体在内的多个核酶的高分辨率晶体结构被解析出来. 
本文介绍了这方面的最新研究成果. 
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在核酶被发现以前, RNA 分子因被发现可以像

蛋白质一样形成高度有序的二级结构而被认为其可

能具有催化活性. 此假设在 20 世纪 80 年代, 因 
Tetrahymena Ⅰ型内含子和 RNase P 核酶的发现得到 
了完全的证实[1,2]. 核酶(ribonucleic acid enzyme, 简
称ribozyme), 用来指代那些具有催化活性的RNA分

子, 它与酶(enzyme), 即具有催化功能的蛋白质分子

相应而生. 在过去近 30 年中, 有十几种核酶被发现. 
根据一级序列的大小不同, 核酶可以被分成小核酶

和大核酶 .  小核酶包括锤头核酶、发卡核酶、VS 
(varkud satellite)核酶以及HDV(hepatitis delta virus)核
酶, 它们的序列长度都在 200 个核苷酸以下. RNase 
P,Ⅰ型内含子, Ⅱ型内含子以及核糖体属于大核酶,  
它们的序列长度从几百到几千核苷酸不等. 而根据

其催化的反应的不同, 核酶可以被分成 4 类: 核苷水

解核酶(nucleolytic ribozyme), 它们催化的是位点特 
异性的切割反应; Ⅰ型内含子和Ⅱ型内含子催化的 
都是两步连续的转酯反应, 可以被归为一类; RNase 
P 在加工 tRNA 成熟时使用的是一个水解反应; 催化

肽转移反应的核糖体是最后一类.  
核酶在自然界中广泛存在, 在三界生物中都被

发现并参与多种多样的生物学反应. 小核酶主要存

在于病毒、类病毒和微卫星的 RNA 基因组中, 加工 
滚环复制获得的中间产物到基因组长度 [ 3] . Ⅰ型和 
Ⅱ型内含子在低等真核生物和植物的细胞器基因组 
中富集存在[4], 它们的准确剪接对其宿主基因所编码

的RNA的成熟至关重要[5,6]. 目前为止, 发现两类核

酶在三界生物中普遍存在, 起看家功能. 一类是负责

加工tRNA成熟的核糖核酸酶RNase P(ribonuclease P), 
它由蛋白质和RNA共同组成, 但其催化功能由RNA
组分独立完成, 因此称为RNase P核酶[7]. 另外, 在生

物体最重要的生物学过程——多肽的合成中, 肽键的

形成是由核糖体RNA的肽酰转移酶活性催化的, 这
意味着核糖体也是一个核酶[8].  

在过去的 26 年中, 科研人员在揭示核酶如何行

使酶的功能这一基本的问题上进行了不懈的努力 . 
在研究核酶的精细结构方面, 核磁共振(NMR)和结

晶是两个基本的手段. 直到 1994 年, 即核酶被发现

10 年之后, 第 1 个原子水平的核酶结构(锤头核酶)才
被发现 [ 9]. 从那时起, 特别在最近几年, 在研究核酶

催化的结构基础方面取得了巨大的进展 .  几乎所 
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有类型核酶的晶体结构都已被解析, 而核糖体的高

分辨率的晶体结构也为其 RNA 催化的结构机制提供

了直接的证据. 这些晶体结构成功地揭示了核酶催

化的结构基础: 虽然不同种属核酶的一级序列及其

三级结构是非常不同的, 但是它们的催化大都采用

了广义酸碱的催化机制.  
本文将讨论在探索核酶高级结构, 以及核酶结

构与功能之间关系的研究进展, 也涉及部分核酶在

抗病毒方面的应用.   

1  核苷水解核酶 

1.1  核苷水解核酶的催化 

核苷水解核酶催化位点特异性的切割反应将滚

环复制的中间产物进行加工成基因组长度. 该切割

反应是一个转酯反应, 切割位点处的 2′-羟基攻击其

相邻的 3′磷酸, 在 3′末端形成一个 2′, 3′环化磷酸, 并
在其 5′-末端形成一个自由的羟基 [ 3]. 该催化反应的

化学本质是一个Sn2 反应 (图 1(E)).  首先切割位  
 

 
 

图 1  小核苷水解核酶的结构、活性中心及其催化机制 
(A)~(C) 核苷水解核酶的结构和活性中心. 二级结构示意图中各结构域的灰度与三级结构保持一致, 核酶的切割位点用箭头表示(左栏). 
三级结构是根据已发表的晶体结构, 用pyMOL软件(0.99)重建(中间栏). 活性中心的原子水平视图是从相应的晶体结构中摘出独立显示

(右栏). (A) 垂头核酶, 其三级结构根据PDB文件 2GOZ重建; (B) 发卡核酶, 其三级结构根据PDB文件 1M5K重建. 双向虚线箭头表示这

些碱基参与形成核糖拉链; (C) HDV核酶, 三级结构是根据一个C75U突变的核酶的晶体结构(PDB文件 1SJ3)重建; (D) VS核酶的二级结构, 
环Ⅰ和环Ⅴ之间的远距配对用虚线标注; (E) 核苷水解核酶的催化机制, A示广义酸; B示广义碱. 双面三棱锥的中间态中 4 个共平面的原

子用灰色填充(http://www.rna.whu.edu.cn/pictures/sup4review.htm) 
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点处的 2′羟基被去质子化, 形成的 2′-氧负离子与临

近的 3′磷原子形成一个较弱的键, 切割位点处形成一

个三棱锥式的中间态, 其中 2′-氧负离子亲核试剂和

5′-离去基团位于三棱锥的两个顶端, 与 3′磷酸处在一

条直线上(in-line). 该反应结束后, 切割位点处的 3′, 
5′磷酸二酯键被打断, 2′-氧负离子与 3′磷酸之间则形

成共价键连接[10,11]. 总体而言, 这些核酶也可以催化

这个切割反应的逆反应——连接反应, 利用 5′-羟基

作为亲核攻击基团对环化的磷酸进行攻击. 
该切割反应是一个广义酸碱反应, 其中需要一

个广义碱对 2′-羟基进行去质子化以激活 2′-氧负离子, 
以及一个广义酸对离去基团 5′-氧原子进行质子化. 
核苷水解核酶之所以这样命名是因为在它们的反应

中, 广义酸和广义碱都是核苷, 但HDV核酶例外, 它
可能使用了一个金属离子作为广义酸或者广义碱[12].  

广义的酸碱反应是核酶的一个普遍机制. 与其

他核酶相比, 小核酶的广义酸碱反应有两个独特之

处. 其中最大的不同在于它们利用与被攻击的敏感

磷原子处在同一个核苷酸中的基团作为亲核攻击基

团, 而不是与切割位点很远的碱基(Ⅱ型内含子)或者

外源的分子(Ⅰ型内含子、RNase P 和核糖体). 另一 

个不同在于, 这类核酶使用自身的基团作为广义酸

和广义碱, 而其他核酶则使用金属离子作为广义酸

和广义碱.  

1.2  小核苷水解核酶的结构特征以及活性中心的
组成 

虽然核苷水解核酶具有不相关的一级序列和三

级结构, 它们都需要形成紧密的折叠, 将起功能的核

苷酸带到切割位点附近, 从而充当广义碱或广义酸, 
激活亲核攻击基团或稳定离去基团.   

(1) 锤头核酶.  锤头核酶是一类具有自我切割

活性的RNA, 广泛存在于植物类病毒和寄生虫中, 在
滚环复制中催化特定的磷酸二酯键异构化反应. 锤
头核酶由 1 个保守的核心和 3 个组装成“锤头”形状的

颈区组成. 锤头核酶是第一个得到原子水平分辨率

结构的核酶, 该晶体结构显示它的茎区Ⅱ和Ⅱ共轴

堆积在一起, 而茎区Ⅰ则与茎区Ⅱ形成一个锐角 [ 9]  

(图 1(A)左图). 但从该晶体结构中推断出的结构信息

与生化数据在很多方面不相吻合, 其中最大的问题 

在于该晶体中切割位点处敏感磷原子的定位完全不

能满足“in-line”的催化机制[13]. 所以该晶体结构被认

为没有反映核酶的活性结构, 而是反映了一个本底

状态(ground state). 这个猜想在 2006年由一个全长的

核酶晶体结构得到了完全的证实[14](图 1(A)中图). 在
这个晶体结构中, 茎区Ⅱ和Ⅲ连接区域序列戊糖骨

架的扭曲使切割位点的核苷酸C17 堆积到茎区Ⅲ上, 

将其置于三茎区连接区域的活性中心内. 碱基G5 与

C17 的呋喃糖形成氢键, 帮助其定位到适合“in-line”
攻击的位点. G12 处在可与C17 的 2′-氧负离子形成氢

键的距离内, 而G8 则与离去基团 5′-氧原子形成氢键, 
暗示这两个碱基分别充当广义碱和广义酸. C3 与G8
形成Watson-Crick碱基配对, 以帮助其定位, 如图 
1(A)右图所示. 这个全长核酶的晶体结构解决了以前

晶体结构与生化数据的主要冲突[15].  
(2) 发卡核酶. 发卡核酶与锤头核酶类似, 也是

在植物病毒卫星RNA中发现的, 它可以催化一个可

逆的自我切割反应来加工滚环复制的产物. 发卡核

酶由 4个形成四向连接的茎区组成, 分别是茎区A, B, 
C和D(图 1(B)左图). 茎区A和B各包含一个内环, 核
酶的切割位点位于茎区A的内环中. 这两个内环中的

序列是高度保守的, 而这 4 个茎区的序列则是高度可

变的, 它们的唯一限制就是保持碱基配对[16]. 在核酶

的活性结构中, 茎区A和D共轴堆积在一起, 而茎区B
和C也是共轴堆积在一起(图 1(B)中图). 这两个共轴

堆积的结构域反向平行排列, 以使茎区A和B的内环

相互作用形成核酶的催化中心. 核酶的催化中心涉

及茎区A中A10, G11 与茎区B中A24, C25, 形成的一

个复杂的核糖拉链. 以此+1位的鸟苷酸被挤出A内环

并插入到B内环中, 与C25 形成一个Watson-Crick碱
基配对. 这个作用改变了核糖骨架的构象, 使得−1位
腺苷的 2′-氧负离子的定位非常利于亲核攻击. G8 和

A38 并排在核酶的催化中心并与敏感磷原子形成氢

键, 说明它们可能分别充当催化中的广义碱和广义

酸[17](图 1(B)右图).  
(3) VS核酶.  VS核酶在Neurospora线粒体中非

常丰富, 在加工复制中间体中起作用. VS核酶长度约

为 150 nt, 由 6 个茎区组成, 这 6 个茎区形成两个三

向连接: 2-3-6 连接和 3-4-5 连接, 如图 1(D)所示. 茎
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区Ⅰ的内环中包含了核酶的切割位点, 茎区Ⅳ, Ⅲ和

Ⅵ共轴堆积在一起, 形成一个长的柱状结构; 茎区Ⅱ

和Ⅴ从这个柱中发散出来. 核酶的连接区域的序列

对核酶茎区的共轴堆积至关重要[18]. 核酶的催化中

心位于茎区Ⅵ的A730 内环中, 而核酶的切割位点位

于茎区Ⅰ内环中G620 之后. 茎区Ⅰ末端环中的GUC 

3 碱基可以与茎区V末端环的GAC形成远距配对[19], 
这个相互作用将核酶的切割位点带到了催化中心处.  
由于VS核酶到现在还没有高分辨率的晶体结构, 所
以对比其与发卡核酶的相似性, 加上生化数据显示, 
A765 和G638 可能参与了核酶的广义酸碱催化, 但目

前还不清楚究竟哪个碱基充当广义碱 [20]. G620 和

A638A之间的“sheared base pair”以及G638 同时与

A621, A622 形成的共享的“sheared base pairs”帮助将

待去质子化的 2′羟基定位到广义碱附近[21].  
(4) HDV核酶.  HDV是乙肝病毒(HBV)的一个

卫星病毒, 它具有一个长约 1700 个碱基的环形单链

RNA基因组, 其中 70%是自身互补的. 由RNA聚合酶

Ⅱ驱动的复制产生基因组RNA和反基因组RNA串联

体, 两种RNA都编码HDV核酶以将串联体复制产物

切割成基因组长度的单元. HDV核酶由 5 个配对区组

成, 分别是P1~P4 以及一个 2 bp的配对P1.1. 这些配

对区形成一个复杂的双交叉的假节: P1 和P2 形成一

个假节, P3 和P1.1 形成另一个假节, 这两个假节交叉

使P1 和P1.1 之间形成第 3 个假节. 这 5 个配对区被组

装成两个平行的结构域, 其中P1, P1.1 和P4 共轴堆积

在一起, P2 和P3 共轴堆积在一起(图 1(C)). 这两个结

构域并排排列, 通过 5 个交叉链连接, 并进一步被

P1.1 固定[22]. 配对区P1 是包含切割位点的底物配对

区. 核酶的活性中心包括P1.1, P3 和连接区域, 而配

对区P1, P2 和P4 仅仅是稳定活性中心的结构元件[23]. 
HDV核酶的催化需要二价金属离子, 二价金属离子

可能直接参与核酶的催化. 核酶催化的另一个至关

重要的因子是C75(U75). 这两个因子可能在催化中

充当广义酸和广义碱, 但哪一个充当广义碱到目前

为止还不清楚(图 1(C)右图). HDV核酶的第一个晶体

结构显示C75 与离去基团十分靠近, 说明它可能充当

了广义酸[23]. 后来的多条生化证据支持C75作为广义

酸的机制 [ 2 4 ] 以及一个水化的金属离子作为广 

义碱[12]. 但是最近的一个晶体结构显示C75与亲核攻

击基团靠得非常近, 暗示它可能充当广义碱, 而水化

的金属离子充当广义酸[25]. 所以还需要进一步的研

究来区分这两个因子的具体作用.   

2  RNase P 核酶 
RNase P 是一个由单个 RNA 与一个或多个蛋白

构成的复合体. 复合体中的 RNA 组分是其催化亚基, 
所以RNase P也是一个核酶. RNase P在三界生物, 包
括古细菌、细菌和真核生物中广泛分布, 在多种 RNA
的成熟中起作用. 与其他核酶相比, RNase P 有一些

独特的性质. 首先, RNase P 核酶是以反式方式作用

的, 并可以催化多轮反应. 此外, 与其他核酶只能切

割自身所在的 RNA 不同, RNase P 可以加工多种底 
物, 例如所有的 tRNA, 4.5S rRNA 和 tmRNA(tRNA- 
like 和 mRNA-like RNA). 

2.1  RNase P 核酶的催化 

RNase P使用一个水解反应来加工tRNA的成熟. 
该反应的化学本质也是一个广义酸碱反应. 虽然该

核酶已经有几个晶体结构, 但其功能基团在原子水

平上的排列还没有被得到, 所以该反应的机制大部

分是从生化数据中推断得来的. 反应中的亲核攻击

基团被推断是一个被广义碱激活的水分子. 该反应

需要 3 个二价金属离子参与(图 2(B)). 离子A作为广

义碱对水分子进行去质子化, 形成一个水化的金属

离子作为亲核攻击基团起始反应. 离子B在稳定三棱

锥中间态中起作用. 前体tRNA切割位点处(N−1)处的

2′羟基通过一个水分子结合第 3 个金属离子C完成对

3′离去基团的质子化[7].   

2.2  RNase P 核酶的结构以及活性中心 

RNase P核酶的一级序列和二级结构是非常多样

的, 但所有的核酶都具有一系列高度保守的结构元

件来组成核心结构. 核酶的核心结构包括 5 个包含高

度保守序列的保守区(conserved region, CR), 分别为

CRI-CRV(图 2(A)左图). 除了这些共同的核心结构外, 
每一个 RNase P 核酶都具有其独特的周边结构, 这些

周边结构在每界生物中是进化上保守的 .  细菌的

RNase P 长度约 330~400 nt, 根据其具有的周边结构

可以被分成两个亚类: A-type(Ancestral)和 B-type 
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(Bacillus)[7]. 古细菌RNase P与细菌长度相当, 但具有

不同的周边结构. 真核生物的RNase P长度约为细菌

的 2/3, 并缺少很多周边结构元件[26].  
RNase P核酶可以被分成两个独立折叠的结构域

(图 2(A)左图). 特异性结构域(S-domain)与前体tRNA
的TyC环相互作用, 在底物识别中起作用; 催化结构

域(C-domain)则负责前体tRNA接受臂和 3′-CCA的识

别, 并催化水解反应[27]. 核酶的整体结构是一个由共

轴堆积的茎区组成的紧密折叠[7], 这些茎区通过远程

对接的方式组装到一起. 这些在空间上相关分布的

茎区形成一个特征性的平面来结合前体tRNA[28]. 核
酶的 5 个保守区和P15 以及 3 个共轴堆积的结构域

P1-P4-P5, P2-P3 和P8-P9 一起, 形成活性中心[28,29](图
2(A)右图). P4 是一个在CRI和CRV之间形成的远距离

配对, 它对核酶的催化至关重要. 最近的晶体结构显

示, P4 螺旋的大沟可以结合 3 个二价金属离子, 但这

些金属离子距离活性中心太远, 可能没有直接参与

催化[28]. 而在连接区域结合的两个二价金属离子则

与活性中心非常近, 可能参与核酶的催化. 核酶的周

边结构分布于核酶的表面并远离活性中心, 它们可

以通过远程对接的方式稳定核酶的整体结构[28].  
虽然不同的核酶具有独特的周边结构, RNase P

的整体结构却保持一致, 可能是通过衍生出相应远

程相互作用得到维持的. 例如, A型核酶中P12 和P13
的相互作用在B型核酶中被P10.1 和P12 的相互作用

所取代. 另一个例子是A型核酶中的P16-P17-P6 结构

域, 它在B型核酶中并不存在, 这个结构域参与形成

的三级相互作用在B型核酶中被P5.1 和P15.1 的相互

作用维持[7].   

2.3  RNase P 核酶的底物识别 

虽然已得到了RNase P核酶的几个晶体结构, 但
尚缺少核酶-底物复合物的晶体结构, 所以对底物结

合的了解主要来源于生化数据及对tRNA和RNase P
晶体结构的模拟. 前体tRNA上影响结合的决定因素

包括其 5′前导序列, 3′-CCA 以及TyC茎环[27]. 与前面

提到的一样, 核酶的折叠包含一个平面对tRNA进行

结合. 核酶J5/15 连接区中一个绝对保守的腺苷酸可

以与前体tRNA 5′前导序列的−1 位核苷酸相互作用. 
对TyC茎环的识别是由核酶的S-结构域完成的 , 其
P10/11 区域两个高度保守的腺苷酸参与TyC环的入

邬作用. 核酶L15 与前体tRNA 3′-CCA的相互作用很

早就被发现对水解位点的选择至关重要. 最近的生

化数据表明这个相互作用远非碱基配对那么简单 . 
例如, 该相互作用需要二价金属离子的参与[30], 而且

对可能的配对进行互补突变仍然导致催化活性的下

降, 说明该相互作用并非简单的碱基配对[31].   

2.4  蛋白在 RNase P 核酶中的作用 

RNase P 是一个核酸-蛋白复合体, 其蛋白组分

的存在可以稳定核酶的结构, 或帮助核酶核心结构

的形成. RNase P 核酶的蛋白组分在三界生物中差异

非常大, 提示蛋白的含量与核酶结构的复杂度有一

定的联系: 细菌 RNase P 核酶具有更为复杂的结构, 
而 RNA 本身就可以满足催化需要的结构, 所以细菌 

 

 
 

图 2  RNase P 核酶的结构和催化机制 
(A) RNase P的二级(左)和三级(右)结构, 二级结构中用虚线标注的部分表示这些结构域没有被包括在晶体结构中. 三级结构根据PDB文

件 2A64 重建; (B) RNase P核酶的催化机制(http://www.rna.whu.edu.cn/pictures/sup4review.htm) 
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RNase P仅含有约10%的蛋白; 真核生物RNase P的结

构相对简单, 但其蛋白含量达到了 70%[32]. 所以真核

RNase P中的蛋白组分可能发挥结构作用, 替代缺失

掉的RNA结构元件的功能.  

3  Ⅰ型内含子 
Ⅰ型内含子是一类可以催化自我剪切和外显子

连接的 RNA 分子, 在自然界中广泛分布: 从基因上

来讲, 它们侵入的基因包括 mRNA, tRNA 和 rRNA 等; 
从所处的细胞器来讲, 它们存在于细胞核、线粒体和

叶绿体中; 从所处的物种来说, 它们存在于从原核到

真核的多种生物中. Ⅰ型内含子的数目已经超过了

20000 个, 并且仍在增长.  

3.1  Ⅰ型内含子的催化 

Ⅰ型内含子催化的自我剪接反应是一个连续的 
两步转酯反应, 包括在 5′和 3′剪接位点的顺序切割以

及外显子的连接(图 3(C)左图). 第一步切割反应中, 

包含 5′-底物的茎区进入到核酶的催化核心中, 将 5′ 
剪切位点正确定位以接受攻击. 一个外源的鸟苷也

被结合到核酶的活性中心, 用其 3′羟基作为亲核试剂

对 5′剪切位点的磷原子进行攻击. 该反应导致 5′剪切

位点磷酸二酯键的断裂, 在 5′外显子上形成一个自由

的 3′羟基, 并使外源的鸟苷连接到内含子的 5′端. 第
一步反应完成之后, 核酶经过结构的转换, 将第一步

中进行攻击的鸟苷释放, 然后结合内含子末端高度

保守的鸟苷. 之后第二步反应起始, 用 5′外显子上的

3′自由羟基作为亲核攻击基团对 3′剪切位点进行攻  
击. 该反应导致外显子的连接和内含子的释放. Ⅰ型 
内含子催化已经在文献[11,33~35]中被详细阐述.  

Ⅰ型内含子催化的化学本质也是一个广义酸碱

反应. 至少两个Mg2+直接参与了催化过程. 如图 3(C)
右图所示, 在第一步反应中 MB 结合到外源鸟苷的 3′
羟基上, 作为一个广义碱激活亲核攻击基团. 另一个

Mg2+(MA)作为广义酸稳定 3′离去基团. 在第二步反 
 

 
 

图 3  Ⅰ型内含子的结构和催化机制 

(A)Ⅰ型内含子的二级(左)和三级(右)结构. 二级结构的虚线部分表示这些区域可能包含周边结构. P1 和P2 没有被包含在晶体结构中. 图

示为Tetrahymena内含子的三级结构, 根据PDB文件 1X8W重建; (B) Tetrahymena内含子的活性中心; (C) Ⅰ型内含子的自剪接反应(左)和

第一步催化的中间态(右)(http://www.rna.whu.edu.cn/pictures/sup4review.htm) 
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应中这两个离子交换角色, MA作为广义碱而MB作为

广义酸 . 催化的中间态在第一步反应中被整合了

Mg2+的外源鸟苷的 2′羟基稳定[36], 在第二步中被一

个氢键的网络所稳定[37]. 

3.2  Ⅰ型内含子的结构 

Ⅰ型内含子在序列上差异很大, 从几百个核苷

酸到几千个核苷酸都有分布. 但是所有的Ⅰ型内含

子都具有一个由P1~P9 的 9 个保守的配对区组成的高

度保守的二级结构[38](图 3(A)左图). 这 9 个配对区组

织成 3 个结构域: P1~P2 结构域、P4~P6 结构域和

P3~P9 结构域, 每个结构域中的配对区都是共轴堆积

在一起的. P1 是底物配对区, 包含了核酶的 5′剪切位

点. P3 和P7 形成一个对核酶催化至关重要的假节结

构. 核酶的三级结构是一个紧密的折叠, 其中P4~P6
结构域充当结构的骨架, 而P3~P9 结构域紧密包裹在

P4~P6 结构域的周围(图 3(A)右图). 核酶的 3 个结构

域由保守的连接区连接, 这些连接区在核酶整体结

构的组装以及活性中心的形成中起到重要的作用 . 
双链连接区域可能通过小沟-小沟相互作用介导结构

域之间的组装. 单链连接区排在结构域的周边, 提供

一个互补的面, 帮助结构域之间的组装. 例如J3/4 和

J6/7 可以同P4~P6 结构域形成碱基三联配 , 促进

P4~P6 与P3~P9 之间的组装[39~42](图 3(A)左图).  
除了这 9 个保守的配对区外, 大多数Ⅰ型内含子 

还具有至少一个额外的结构域, 被称为周边结构, 例
如Tetrahymena内含子中的P5abc, P2.1 和P9.1-P9.2 等. 
这些周边结构主要是通过形成各种三级相互作用稳

定核酶的核心结构, 它们的缺失总体来讲会降低但

不会消除核酶的剪接活性 [43,44]. 但是某些周边结构

对核酶的活性却是必需的. 例如Candida内含子中的

P2.1, 其根部配对可以与P3 和P6 形成一个三螺旋连

配的结构, 该结构对核酶催化核心的紧密形成起至

关重要的作用[45].  

3.3  Ⅰ型内含子的底物识别 

在Ⅰ型内含子核酶的催化中, 5′和 3′外显子必须

在催化核心正确定位, 使它们的敏感磷原子与亲核

试剂足够靠近. 5′外显子的定位首先是由内含子中的

内部引导序列(IGS)决定的, 它可以与 5′外显子进行

碱基配对, 形成底物茎区P1(图 3(A)左图). 核酶的 5′
剪切位点是P1 中的一个GU配对, 它在催化核心的定

位是由多个因素共同决定的. 首先, P1与P2是共轴堆

积的, 而在活性结构中, P2 与P8 通过小沟-小沟相互

作用结合到一起, 所以P1 的定位也就因此而决定[46]. 
其次, J2/3和J8/7 作用于P1~P2结构域的小 沟[47]. 最
后, 剪切位点的GU配对通过与J4/5 的A-minor作用插

入到P4~P6 结构域[40]. 这些作用一起将 5′剪切位点固

定到核酶的活性中心.  
内含子 3′末端是一个保守的鸟苷, 在第二步反应

中, 这个残基必须进入到核酶的活性中心接受攻击, 
所以 3′剪切位点就是由这个鸟苷决定的. 两个元件参

与 3′剪切位点的旋转, 首先是一个非常短的远距配对

P9.0. 它是由P7 下游序列和内含子末端鸟苷上游的

序列配对形成的[48]. 这个远距离配对将内含子的末

端鸟苷带到距离活性中心所在的P7 很近的位置上. 
另一个因素是P10, 这是一个由 3′外显子和部分IGS
序列形成的配对, 这个作用进一步将 3′剪切位点定位

到活性中心上[49].  

3.4  Ⅰ型内含子的活性中心 

Ⅰ型内含子的活性中心位于其P7 茎区, 它可以

在第一步反应中结合一个外源的鸟苷作为亲核试剂

发动攻击, 也可以结合内含子的末端鸟苷, 在第二步

反应中接受攻击. 该活性中心是由 4 层碱基三联配构

成的[50]. 在Tetrahymena内含子中, 鸟苷(外源鸟苷或

末端鸟苷)与P7 配对区的G264-C311 配对形成一个共

平面的碱基三联配(G-triple)(图 3(B)). 这个三联配被

夹在其他 3 层碱基三联配中. 在其上方, C262 与G312
配对, 而A263 与G312 的小沟形成氢键, 形成第 1 层

碱基三联配. 碱基C262 正好位于G-triple中鸟苷嘌呤

环正上方, 可能通过碱基堆积稳定鸟苷的结合 . 在
G-triple下方, A261 作用于A256-U310 配对的大沟, 形
成第3层碱基三联配. 最后A306碱基的Hoogsteen边作

用于C266-G309 的大沟, 形成第 4 层碱基三联配[50]. 
该活性中心可以结合两个二价金属离子充当广义酸

和广义碱, 分别对亲核攻击基团进行去质子化和 3′离
去基团进行质子化.  

4  Ⅱ型内含子 
Ⅱ型内含子是另一类大核酶 ,  序列长度在
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400~1000 个核苷酸之间. 它可以在没有蛋白质帮助

的条件下完成自身从前体 RNA 中的切割和外显子的 
连接. Ⅱ型内含子的另一个独特之处在于, 它可以以 
DNA 为底物进行切割. Ⅱ型内含子主要存在于细胞 
器基因组中, 在细菌基因组中也有发现.  

4.1  Ⅱ型内含子的催化 

Ⅱ型内含子的催化机制与剪接体内含子完全一

致, 所以被认为是剪接体内含子的祖先[51]. Ⅱ型内含

子的剪接也是一个连续的两步转酯反应(图 4(C)左图). 
在第一步剪切中, 内含子分支位点的内源腺苷的 2′羟
基对 5′剪切位点进行亲核攻击. 该反应导致 5′剪切位

点的切割, 形成一个套马索结构的内含子, 并在断裂

的 5′外显子上形成一个自由的 3′羟基. 反应结束后, 
5′外显子被固定在原处, 并在第二步剪切反应中, 用
其自由的 3′羟基对 3′剪切位点进行亲核攻击, 得到连

接的外显子并释放套马索结构的内含子[5].  

除了两个特征, Ⅱ型内含子催化的化学机制与 
Ⅰ型内含子几乎相同(图 4(C)右图). 首先, Ⅱ型内含 
子利用一个内含子内部的腺苷攻击 5′剪切位点, 用其

2′羟基作为亲核攻击基团; 其次, 与Ⅰ型内含子中剪

切位点处的 2′羟基参与稳定中间态不同, 该基团在Ⅱ

型内含子中是自由的[52].  

4.2  Ⅱ型内含子的结构 

除了结构域 V(Domain 5, D5)中的保守序列外,  
Ⅱ型内含子的一级序列是高度变化的, 但它们都可 
以形成一个高度保守的二级结构. 该结构由D1~D6
的 6 个结构域组成(图 4(A)), D1 包含了识别两端外显

子以及分支位点亲和攻击试剂的必要信息[53]. D2 和

D3 是核酶完全活性的必要组成部分, 它们的连接区

域(J2/3)是活性中心的一部分[54]. D4 通常编码一个大 
的可读框, 对核酶的折叠和催化没有作用[55]. D5 是Ⅱ 
型内含子中最为保守的区域, 它直接参与活性中心 

 

 
 

图 4  Ⅱ型内含子的结构和催化机制 

(A) Ⅱ型内含子的二级(左)和三级(右)结构. 图示为一个ⅡC内含子的三级结构, 根据PDB文件 3BWP重建; (B) Ⅱ型内含子的活性中心; 

(C) Ⅱ型内含子的自剪接反应(左)和第一步催化的中间态(右)(http://www.rna.whu.edu.cn/pictures/sup4review.htm) 
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的形成, 并提供核酶催化的功能基团[56]. D6 包含分

支位点腺苷, 它的 2′羟基在第一步剪切反应中充当亲

核攻击基团[53].  
根据其不同的结构特征, Ⅱ型内含子可以分为 

ⅡA, ⅡB 和ⅡC 3 个亚类. 一个ⅡC 核酶的晶体结 
构最近被解析. 如图 4(A)右图所示, Ⅱ型内含子的活

性结构是 6 个结构域的紧密组装, 其中D1 充当整个

结构的骨架, 为外显子的结合和活性中心的形成提

供一个预先形成的外部沟. 在结构的上方, D1 的ⅠA

和ⅠB茎区共轴堆积在一起. 处在左方的Ⅰ(ⅰ), Ⅰ

(ⅱ)和DⅡ也是一样. 结构域Ⅰ的ⅠC茎区与堆积的

Ⅰ(ⅰ)-Ⅰ(ⅱ)-DⅡ靠得很近并平行排列. 在右方, 结

合底物的结构域ⅠD1和ⅠD2紧密地靠在一起. D3和

D4 在底部共轴堆积在一起. 这些结构域将保守的结

构域V包裹在中间. D6 虽然被包含在此晶体中, 但并

不可见. 但在该晶体中有合适的空间, D6 被认为位于

D5 旁边的缝隙中[57].  

4.3  Ⅱ型内含子的底物识别 

Ⅱ型内含子底物的识别是由内含子和外显子的

相互作用, 主要是碱基配对决定的. ⅡA和ⅡB内含

子在底物的识别上具有更多的共性. 它们的 5′-底物

是由两个 6 bp的Watson-Crick配对, 称为IBS1(intron 
binding sequence)-EBS1(exon binding sequence)和
IBS2-EBS2 的相互作用进行识别的[53,58]. 而 5′剪接位

点的选择则是由内含子的核心决定的, 特异性的识

别EBS1 末端单链和双链交界处的磷酸二酯键(图 4(A) 
左图). ⅡA 和ⅡB 内含子 3′底物的识别则是不同的.  

ⅡA 内含子通过一个称为δ-δ′的 Watson-Crick 碱基配 

对对 3′底物进行识别, 而ⅡB 内含子则是通过内含子 
EBS3 与外显子IBS3 的配对进行 3′底物的识别[59,60].  
ⅡC 内含子的 5′底物的识别与ⅡA 和ⅡB 内含子非常 

不同. 同上文所述, ⅡC 内含子的 EBS1-IBS1 配对非 

常短, 并且缺少EBS2-IBS2 配对[57,58]. ⅡC内含子 3′ 

底物的识别与ⅡB 内含子非常相似, 都是使用 EBS3- 

IBS3 的配对完成的[58](图 4(A)左图).  

4.4  Ⅱ型内含子的活性中心 

核酶的活性中心涉及到 3 个主要的结构域 D1,  

D5, D6 和一个重要的J2/3 连接. 其中D1 结合底物, 
D6 提供第一步反应中的亲核攻击基团, D5 和J2/3 是

催化的区域. 活性中心的形成是一个对 6 个结构域进

行重组的过程. 除了作为核酶折叠的骨架的功能外, 
结构域Ⅰ通过ε-ε′以及与D5 相互作用κ-κ′, ζ-ζ′和λ-λ′, 

将两端的剪切位点固定到活性中心[61,62]. 分支位点

腺苷的定位是通过它周边的多嘧啶序列与D1 环区序

列的非标准碱基配对决定的[63].   
结构域V是内含子中最保守的结构域, 对催化非

常重要. D5 的大部分序列都参与形成保证D5 正确定

位的三级相互作用, 例如κ-κ′, ζ-ζ′以及λ-λ′. D5 上参

与催化的功能基团是所谓的“催化三碱基”以及D5
中的突起[64,65]. 在折叠的核酶中, 这两个基团靠得很

近, 可能是一同发挥作用的. D5 上同时还具有直接参

与催化过程的金属离子的结合位点[57](图 4(B)).  
D2与D3之间的连接J2/3是活性中心的重要组成

部分 , 但其具体的作用直到最近 Oceanobacillus 
iheyensis的晶体结构被解析出来后才被了解. 它与D5
的突起以及“催化三碱基”成一个三螺旋连配的结构

(图 4(A)右图), 将催化必需的内含子残基带到一起[57]. 

5  核糖体是一个核酶 
核糖体是在三界生物中广泛存在的最重要的生

物大分子, 它催化肽基转移反应来将mRNA翻译成蛋

白质. 核糖体由 2/3 的RNA和 1/3 的蛋白组成[66]. 核
糖体大亚基与底物及其产物的复合物的晶体结构显

示, 只有RNA处在肽键合成的位置. 共有 3 个RNA基

团处于可以与进行亲核进攻的底物氨基基团形成氢

键的距离内: P位点tRNA上 76 位腺苷的 2′羟基, 23S 
rRNA中A2486 的N3 基团, 以及A2486 的 2′羟基[67,68]. 
这些氢键可能对底物氨基基团进行亲核攻击的定位

有关, 或者更为重要的是, 直接参与催化. 在过去的

几年中多个高分辨率的ribosome-mRNA- tRNA复合

体的晶体结构被解析出来, 揭示了核糖体催化的结

构基础[69~71]. 大亚基核糖体的晶体结构显示, 没有蛋

白组分位于距离肽键合成位点 18Å以内的距离, 因此

排除掉了蛋白因子在该反应中起作用的可能性 [67]. 
所以蛋白对催化没有任何作用, 而RNA是完成肽键

转移的唯一组分, 即核糖体是一个基于RNA的酶, 即
核酶.  
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6  结论及展望 
核酶是具有催化活性的分子, 与蛋白质酶一样, 

它们必须折叠成高度有序的三级结构才可行使它们

的功能. 折叠的最终目标是将亲核攻击基团和敏感

磷原子带到一起并激活它们. 核苷水解核酶的亲核

攻击基团和敏感磷原子位于同一个核苷酸内部, 而
且它们具有相对简单的结构, 所以它们的活性结构

可以比较容易的形成. 对于大核酶来说, 它们的亲核

攻击基团和敏感磷原子或者距离很远, 或者处于不

同的分子内, 所以它们对切割位点的识别以及它们

将底物置于活性中心的过程更为复杂, 金属离子或

蛋白因子通常是必要的. 例如, 镁离子对 RNase P 核

酶结合底物, 以及稳定其带有大量静电的活性中心 
非常重要 [ 27]. 大部分Ⅱ型内含子都需要蛋白因子来 
帮助其折叠 [72]. 并且大核酶如RNase P, Ⅰ型内含子 
和Ⅱ型内含子都是金属酶, 金属离子之间参与它们 

的催化过程.  
根据核酶催化的最基本的反应, 通常是位点特

异性切割或连接反应, 以及大部分核酶都可以进行

反式作用的特点, 核酶可以被用于基因治疗, 通过切

割目的基因的mRNA或者挽救失去功能的基因 [ 73] . 
小核酶尤其是发卡核酶和锤头核酶, 在其阻断 RNA
病毒或逆转录病毒, 如 HBV, HCV 及 HIV 的复制方 
面得到了详尽的尝试 [ 74,75]. Ⅰ型内含子被用来挽救 
异常基因. 通过将正常 RNA 连接在内含子的 5′或者 
3′末端, 核酶的连接活性可以将异常 RNA 替换为正 
常RNA [ 76]. Ⅱ型内含子由于可以加工DNA底物, 作 
用更为显著. Ⅱ型内含子中, 剪切位点处的 2′羟基在 
催化的过程中不需要参与稳定中间态, 所以 DNA 底 
物也可以被识别. 这赋予了Ⅱ型内含子在基因治疗 
中非常好的潜力. 但是同时核酶介导的基因治疗又

有许多严重的缺点. 首先, 将核酶 RNA 导入细胞内

是一个很大的挑战. 而且, 核酶 RNA 在体内不稳定, 
极大地限制了核酶在基因治疗中的应用; 其次, 核酶

作用的特异性也是限制核酶应用的大问题. 核酶通

常通过碱基配对识别其剪切位点, 但是微小的错配

可以被很多核酶所容许 . 最后 , 核酶作用的目标

RNA 可能包裹在复杂的 RNA 结构中, 或者因蛋白保

护而被封闭, 这些因素都会阻止核酶接触目标 RNA. 
所以, 核酶介导的基因治疗在应用之前还需要进行

更深入的研究. 
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