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新型隐球酵母基因间来源的小 ＲNA功能验证
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摘要:【目的】验证内源基因间来源的 20 － 25nt 的 small ＲNA( sＲNA)是否具有干扰功能。【方法】通过建立
隐球酵母 sＲNA 测序文库，得到约 200 个长度在 20 － 25 nt 的 sＲNAs，运用建立的验证新型隐球酵母 sＲNA
功能报告系统，对其进行干扰功能验证。【结果】通过 CLC-sＲNA 报告系统，对选取的 sＲNA 进行了分子水
平的功能验证，发现一个具有干扰功能的基因间来源的 sＲNA。【结论】新型隐球酵母 sＲNA 来源具有多样
性，对报告靶基因存在着干扰功能，其干扰的通路应当是经典 ＲNAi 通路，同时在无性传递过程中具有
稳定性。
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真核生物中广泛存在长度约为 20 － 30 nt small
ＲNAs( sＲNAs)，许多 sＲNA 参与基因表达调控过
程，特别是沉默过程。根据其前体结构、起源、以及
作 用 机 制， sＲNA 可 以 分 为 三 类: miＲNA
( microＲNA )、siＲNA ( small interfering ＲNA ) 和
piＲNA(piwi-interacting ＲNA)［1 － 4］。sＲNA 对于基因
组稳定性、多细胞生物体生长和发育都起着不容忽
视的作用［5 － 6］，例如，miＲNA 一般通过与其靶基因
的 3’-UTＲ 区域互补结合以对靶 mＲNA 的转录或翻
译发挥抑制功能［6 － 9］。 sＲNA 一般通过 ＲNAi 途径
发挥作用，ＲNAi 机制在很多真菌中都是保守存在
的［10 － 11］，或者通过形成异染色质产生沉默，比如裂
殖酵母［12］。事实上，真菌中的大多数 sＲNA 都为
siＲNA，在新型隐球酵母和粗糙脉孢霉等真菌中大
量存在［10 － 11，13 － 16］。

新型隐球酵母 ( Cryptococcus neoformans)，属于

担子菌单细胞真菌，广泛存在于自然界中，同时也是
常见致病真菌，是研究真菌的模式真菌之一，遗传背
景清晰，分子生物学工具丰富，多株隐球菌的全基因
组测序和注释也已完成，拥有 ＲNAi 过程的关键元
件如 Argonaute 蛋白，Dicer 内切酶，以及 Ｒdp1(依赖
于 ＲNA 的 ＲNA 聚合酶)［16 － 19］，其 ＲNAi 干扰现象
也被不同实验室证实。针对 C． neoformans 菌株
H99 的 20 － 25 nt 的 sＲNA 深 度 测 序 ( deep
sequencing)表明，sＲNA 数量极大，达到百万条以
上，在其他生物中也相似。但是，这些 sＲNA 是否
都具有干扰功能是一个重要问题，找到其中的具有
干扰作用的 sＲNA 十分困难。

我们前期在新型隐球酵母 JEC21 中克隆鉴定
出约 200 条长度为 20 － 25 nt 的 sＲNA 分子［20］，通
过构建一个报告验证系统，结合生物信息学分析，我
们首次在真菌中发现两个具有干扰能力的 miＲNA
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分子(miＲ1 和 miＲ2)［20］，这两个 miＲNA 来源于约
70nt 的前体(和哺乳动物的前体长度相同)，表达具
有时序性。本文在前期工作的基础上，再次克隆鉴
定约 200 个 sＲNA 分子，得到一个具有干扰能力的
sＲNA，命名为 sＲNA-1，其来源与 miＲ1 和 miＲ2 不
同，产 生 于 基 因 间 区 域，序 列 为: 5 ’-
UGCGUUCGACACGCGGCAGGCA-3’。以参与漆酶
表达的氯离子通道基因 CLC1 为报告基因，融合基
因在受到干扰的情况下产生白色菌落 ( CLC1 突变
表型，漆酶缺陷，不能产生黑色素)，野生型产生黑
色菌落，证明 sＲNA-1 是一个具有干扰功能的
sＲNA。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株: 大肠杆菌(Escherichia coli)DH 5α 感
受态细胞，新型隐球酵母 (C． neoformans) JEC21 为
野生型菌株，由本实验室保藏。新型隐球酵母 Tx1
菌株为氯离子通道蛋白基因 CLC1 缺失突变株，不
产生黑色素，作为受体菌株以及黑色素产生的白色
负对照。新型隐球酵母 Tx1c 菌株(CLC1 基因回补
菌株)，新型隐球酵母 CLC-sＲNA-1 菌株(含有 CLC-
sＲNA-1 融合基因)，新型隐球酵母 CLC-sＲNA-1-m
菌株(CLC-sＲNA-1 融合基因中 sＲNA-1 序列随机突
变菌株)。
1. 1. 2 培养基: YPD 培养基(2% 葡萄糖，2%蛋白
胨，1% 酵母提取物，pH 6. 2)，0. 1%葡萄糖 Asn 培
养基(0. 1%天门冬酰胺，0. 3% KH2PO4，0. 1%葡萄
糖，pH 5. 2 ) 是诱导漆酶产生的培养基，终浓度
100mg /L 的去甲肾上腺素 ( nor-epinephrine，NE) 作
为底物被加入到 0. 1%葡萄糖 Asn 平板中以观察黑
色素产生。
1. 1. 3 主要试剂和仪器: Invitrogen TＲIzol Kit(美
国 Invitrogen 公司)，E． coliDH5α 感受态细胞(大连
宝生物工程有限公司)，内切酶(大连宝生物工程有
限公司)，DNase Ⅰ (大连宝生物工程有限公司)，
MLV 反转录酶(大连宝生物工程有限公司)，OligodT
(18)(大连宝生物工程有限公司)，Small ＲNA Gel
Extraction Kit(大连宝生物工程有限公司)，FastStart
Universal SYBＲ Green Master(上海 Ｒoche 公司)，去
甲肾上腺素( Sigma 公司)，StepOnePlus 实时荧光定

量 PCＲ 仪器(美国 Applied Biosystems 公司)。
1. 2 酵母总 ＲNA 提取以及实时定量 PCＲ( qＲT-
PCＲ)

将培养 48h 的新型隐球酵母菌体细胞收集，参
照产品说明书，使用 Invitrogen TＲIzol Kit 提取酵母
总 ＲNA。并用 DNaseⅠ(60 － 80 U /μL)在 37℃条件
下消化去除残留 DNA，反转录反应中使用 1μg 的总
ＲNA 作为模板，并使用 MLV 反转录酶以及 OligodT
(18)进行反转录反应。每 20 μLqＲT-PCＲ 反应体系
中加入 cDNA(大约 50 ng)，每种引物的浓度为 300
nmol /L，实验所用的染料为 FastStart Universal SYBＲ
Green Master，每一个样品需重复 3 个孔，本实验中，
ACTIN 基因被用作 qＲT-PCＲ 的内参基因，空白对照
为仅含水和上下游引物，主要用于排除背景和引物
设计缺漏问题。本实验所用水均采用 DEPC 处理的
不含 ＲNA 酶的水。
1. 3 sＲNA 的克隆

按照 Small ＲNA Gel Extraction Kit 说明书回收
sＲNA。将培养 48h 的新型隐球酵母菌体细胞收集，
用传统的异硫氰酸胍法提取总 ＲNA，用 15% PAGE
尿素(7 mol /L)胶电泳分离 sＲNA，本实验所用的
ＲNA marker 的条带大小范围为 20nt ～ 100nt。sＲNA
的条带大小大约在 22 nt 左右，回收后的 sＲNA 参照
Small ＲNA Cloning Kit 说明书，并参照 Jiang 等的方
法进行克隆，即在 sＲNA 的 3'端和 5'端加上一个接
头(试剂盒供应)，并用 oligo 引物进行扩增得到
cDNA，扩增得到的 cDNA 连接入 T 载体 pMD20-T，
将其用热激方法转化入 DH 5α 大肠杆菌感受态细
胞，随机挑选 200 个大肠杆菌转化子进行测序。
1. 4 生物信息学方法分析鉴定 sＲNA

所有测序得到的 sＲNA 序列在 NCBI (National
Center for Biotechnology Information)和 SGTC(Stanford
Genome Technology Center)数据库中的新型隐球酵母
的基因组序列进行 Blast 比对，为了能够更好的鉴定
sＲNA，所有来自 tＲNA 或 rＲNA 的 sＲNA 首先被排除，
生物信息学分析能够预测 sＲNA 及其在基因组上的
位置，通过与已知的植物和哺乳动物的 sＲNA 进行比
较，分析 sＲNA 的结构特征，用 VMir( http: / / books．
elsevier． com / companions /978012379179 ) 分 析 预 测
sＲNA 中是否存在发夹结构。
1. 5 pBS + CLC + sＲNA 报告基因系统的构建

为了验证基因间来源的 sＲNA-1 是否具有干扰
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功能，将其插入到报告基因 CLC1 的 3’UTＲ 区域，
得到融 合 基 CLC-sＲNA-1。引物 CLC-EcoＲ Ⅰ-S /
CLC-HindⅢ-A 和 CLC-sＲNA1-HindⅢ /CLC-XhoⅠ-A
用于扩增 CLC-1 基因的开放阅读框和终止子区域，
扩增得到的片段分别用 EcoＲ Ⅰ /HindⅢ，HindⅢ /
XhoⅠ限制性内切酶酶切，将其分别连入 pBluescript
SK 质粒(见图 1-A，图 1-B)。表 1 为所用引物序列。
作为对照，sＲNA-1 的随机突变序列 sＲNA1-m，其对
应 的 cDNA 序 列 为: 5 ’-TACTTGCTAAATGAG
CCGGTCA-3’以同样的方式构建报告融合基因。
1. 6 新型隐球酵母的转化

Tx1 菌株感受态细胞与 5μg 线性化的质粒混合
均匀，用电击方法进行转化(1400V)，电击过后的细
胞均匀涂布在含有 100μg /mL Hygromycin B 的 YPD
固体培养基的平板中，倒置培养于 28℃的培养箱中
48h 左右，挑选其中的 3 个转化子划线纯化。然后
将纯化后的转化子涂布于浓度 100mg /L 的去甲肾
上腺素的固体 0. 1% 葡萄糖 Asn 培养基中，观察漆
酶产生情况。

图 1． pBS-CLC-sＲNA 报告系统简图(A) 和 pBS-CLC-

sＲNA 干扰质粒图谱(B)
Figure 1． Schematic diagram of pBS-CLC-sＲNA reporter system

(A) ; The interfering plasmid pBS-CLC-sＲNA (B) ．

表 1． 本实验所用的引物
Table 1． Primers used in this study

Primer Sequence(5'→3')
CLC-EcoＲⅠ-S GACCTAGAATTCATTCAACAAGAAAAGCGGCGTACCGTTCTA
CLC-HindⅢ-A TACGGAAGCTTTCATCCTTGTATTCCTTCGTCCAACTCATAG
CLC-XhoⅠ-A GATTACTCGAGCCTGTCGGTGAGCAAGAACAAGAAG
CLC-sＲNA1-HindⅢ TTAACGAAGCTTTGCGTTCGACACGCGGCAGGCATTAAATTTTGTTAGACTGACCAGTATCCCG
qCLC-S AATGACTGTGAATACGGGCG
qCLC-A CTTGGTCGGACACGAGAATG
qACT-S ATGGTATTGCCGACCGTATGC
qACT-A TTTCGGTGGACGATTGAGGG

2 结果和分析

2. 1 新型隐球酵母 sＲNA 的克隆和分析
为了能够进一步寻找隐球酵母中的 sＲNA，我

们克隆了 sＲNA 反转录得到的 cDNA 小型文库，以
pMD20-T 为载体，得到了大约 20000 个大肠杆菌转
化子，并随机挑选了其中的 200 个转化子进行了测
序，sＲNA 的长度大约在 14 － 25 nt。
2. 2 转化子验证

利用 PCＲ 验证 CLC-sＲNA 片段转入 Tx1 缺失
菌株中。鉴于转化子的筛选标记为潮霉素抗性基
因，而带有潮霉素抗性基因的质粒 pBS-HYG 与
pBS-CLC-sＲNA 报告质粒共转化，所以需要确认转

化子能同时拥有 pBS-HYG 与 pBS-CLC-sＲNA 片段。
我们提取了转化子的基因组，用 PCＲ 验证 pBS-CLC-
sＲNA 质粒是否存在。

图(2-A)显示为 Tx1 菌株的 CLC1 基因被标记
基因 UＲA5 取代突变，通过在基因的 PstⅠ位点插入
2 kb 的 UＲA5 使其插入失活［21］，在本实验中，我们
分别在 CLC1 的 287bp 和 2844bp 位点设计引物，转
化子的 PCＲ 能得到两条片段: 2. 5kb (来源于基因
组)和 550bp (来源于转入片段)。如果 pBS-CLC-
sＲNA 没有进入细胞，PCＲ 只能得到一条片段，为
2. 5kb(图 2-B)。
2. 3 sＲNA-1 对报告基因 CLC1 的干扰表型检测

新型隐球酵母的 CLC1 基因负责编码氯离子通
道蛋白，和铜离子的吸收和内稳态有关［21，22］，破坏
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图 2． Tx 1 菌株 CLC1 基因突变示意图(A)和验证 pBS-
CLC-sＲNA 转化子电泳图(B)
Figure 2． (A) Schematic diagram of mutated CLC1 of Tx1 strain;

(B) The electrophoresis detecting the transformed plasmid pBS-CLC-

sＲNA in the transformants．

此基因能够影响漆酶(Lac1)获得铜离子，导致培养
基中的去甲肾上腺素(NE)不能被氧化产生黑色素，
Tx1(CLC1 缺失)在加有 NE 的低葡萄糖(0. 1%葡萄
糖)诱导培养基中产生的菌落为白色(野生型为黑
色)。

图 3． 含有 sＲNA-1 的转化子在 0. 1%葡萄糖 Asn 培养
基上的表型
Figure 3． Phenotype of the transformants containing sＲNA-1 on

low-glucose (0. 1% ) Asn agar with NE．

我们将构建的 pBS-CLC-sＲNA-1 质粒与与
pBS-HYG 质粒分别线性化后电转入 Tx1 菌株，如果
sＲNA-1 有干扰作用，则 CLC1 基因受到干扰降解，
Tx1 菌株在含有 NE 的低葡萄糖 (0. 1% 葡萄糖)培
养基中影响漆酶获得铜离子，导致菌落呈白色;如果
sＲNA-1 不具有干扰作用，则漆酶正常，产生黑色菌
落。我们将含有 sＲNA-1 的转化子在 30℃ 的 YPD
试管中培养过夜，然后收集菌体，将约 107 个细胞在
含有 NE 的低葡萄糖(0. 1%葡萄糖)诱导培养基上
涂布成均匀的菌苔，大约 19h 后观察表型，如图 3 所
示，含有 CLC-sＲNA-1 报告系统的转化子菌落在含
有 NE 的低葡萄糖(0. 1%葡萄糖)诱导培养基上的
菌落与负对照的 Tx1 菌落颜色相同，均为白色，而
CLC-sＲNA-1-m(CLC-sＲNA-1 融合基因中 sＲNA-1 的

序列随机突变)和野生型菌株为黑色，说明插入的
sＲNA-1 干扰了 CLC1 基因的表达，从而不能产生黑
色素。
2. 4 Ｒeal-time PCＲ 验证 sＲNA-1 对 CLC1 基因
的干扰功能

本实验采用 Ｒeal-time PCＲ 从转录水平上检测
CLC1 报告基因的表达量，从而考察 sＲNA-1 对 CLC1
报告基因的干扰功能。其结果如图 4 所示，我们可
以看出，与野生型和回补菌株 Tx1c 相比，含有 CLC-
sＲNA-1 报告系统的转化子中 CLC1 基因的 mＲNA
转录水平发生了明显的下调。Ago1，Ｒdp1，和 Dcr2
为 ＲNAi 干扰途径的主要组分，我们的前期实验证
明 Ｒdp1 对 sＲNA 干扰作用影响最大［23］。为了验证
Ｒdp1 对 sＲNA 干扰作用的影响，我们还构建了以
UＲA5 作为报告基因的 UＲA5-sＲNA 报告系统，结果
证明 Ｒdp1 为 sＲNA 发挥干扰作用的核心组件［24］。
所以我们认为 sＲNA-1 与我们之前发现的 miＲNA
(miＲ1 和 miＲ2 )［20］一样，应当也是通过经典的
ＲNAi 的途径对 CLC1 基因发挥干扰功能的。

图 4． 实时定量检测 JEC21 野生型菌株，Tx1 菌株，
Tx1c 回补菌株，CLC-sＲNA-1-m 菌株，CLC-sＲNA-1
菌株中 CLC1 基因相对表达量
Figure 4． Quantification for the expression of CLC1 by qＲT-

PCＲ in the strains of JEC21，Tx1c，Tx1，CLC-sＲNA-1-m，CLC-

sＲNA-1．

2. 5 sＲNA 的前体分析
运用 Vmir 软件分析，此 sＲNA-1 对应的基因组

位点周围的序列似乎不能形成有侧翼的发夹环结
构。这预示着 sＲNA-1 的起源可能与 miＲ-1 和 miＲ-
2 有所不同。
2. 6 sＲNA 干扰作用可遗传性分析

为了检测带有 sＲNA-1 的菌株中干扰作用的稳
定性，我们将带有 pBS-CLC-sＲNA-1 片段的转化子
稀释到 106 左右，涂布于含有 NE 的低葡萄糖
(0. 1%葡萄糖)诱导培养基中培养，将性状稳定的
白色单菌落重复上述步骤进行 10 代培养，并观察每
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次传代的结果，发现长出的菌落均为白色，我们采
用 Ｒeal-time PCＲ 的方法进一步从转录水平上检测
CLC1 报告基因的表达量，我们可以看出，与野生型
和回补菌株 Tx1c 相比，含有 sＲNA-1 的 CLC 报告系
统的转化子即使经过 10 代培养，其 CLC1 基因的
mＲNA 转录水平仍然存在着明显的下调(图 5)。说
明在新型隐球酵母中，sＲNA-1 的干扰作用建立之后
能够在无性生长条件下稳定传代。

图 5． 实时定量检测经 10 代培养后 JEC21 野生型菌
株，Tx1 菌株，Tx1c 回补菌株，CLC-sＲNA-1-m 菌株，
CLC-sＲNA-1 菌株中 CLC1 基因相对表达量
Figure 5． Quantification for the expression of CLC1 by qＲT-

PCＲ in the strains of JEC21，Tx1c，Tx1，CLC-sＲNA-1-m，CLC-

sＲNA-1 after ten generation of cultures．

3 讨论

本实验构建了新型隐球酵母 sＲNA 克隆文库，
并从中选取了 200 个转化子进行生物信息学和分子
生物学验证，得到其中一个起源于基因间的干扰
small ＲNA，说明干扰 sＲNA 的起源在隐球菌中具有
多样性。构建的 CLC-sＲNA 报告基因检测系统及其
负对照系统，我们可以发现新型隐球酵母细胞内的
sＲNA-1 结合在报告基因的 3’UTＲ 区，能够导致
CLC1 基因的降解，使报告基因在相应的缺失菌株中
不能实现回补功能，从而验证了新型隐球酵母中小
ＲNA 靶序列库中的 sＲNA-1 具有干扰功能，再一次
证明该报告系统研究隐球菌 siＲNA 中的作用［20］。
我们将阳性转化子传代培养，发现其干扰表型可以
稳定遗传，说明 sＲNA-1 干扰具有可遗传性。Vmir
软件对 sＲNA-1 的前体进行分析，此 sＲNA 不能形成
有侧翼的发夹环结构。这预示着 sＲNA 的结构同样
存在着多样性。遗憾的是，sＲNA-1 的天然靶序列以
及它可能参与细胞过程仍然是未解之谜，这也是众
多小 ＲNA 研究中的一个难点，进一步分析可能有助
于解释内源 siＲNA 的生物学意义。
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Interfering effect of an intergenic-derived sＲNA of
Cryptococcus neoformans

Qiang Zhao，Yiwen Huang，Ping Zhang，Xiaoting Sun，Xudong Zhu*

State Key Program of Microbiology and Department of Microbiology，College of Life Sciences，Nankai University，Tianjin
300071，China

Abstract:［Objective］ We demonstrated the interfering effect of a new intergenic-derived sＲNA of Cryptococcus
neoformans． ［Methods］We constructed a library of sＲNAs from 20 to 25 nt，and used a reporter gene CLC1 that was
fused to the testing sＲNAs to show the interference effect，i． e． the degradation of the CLC1 would gene rate an albino
phenotype of the transformants． ［Ｒesults］ Through the CLC-sＲNA reporter system，we acquired one sＲNA，sＲNA-1，
located to an intergenic region of the genome of C． neoformans，that displayed interfering effect on CLC1 ． ［Conclusions］
In C． neoformans，the origination of sＲNA may be diverse． The endogenous sＲNA should play interfering function via the
canonical ＲNAi pathway．
Keywords: Cryptococcus neoformans，small ＲNAs，miＲNAs，ＲNAi
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