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ε分子内完整的侧向突出结构对鸭乙肝病毒
反转录酶启动引发至关重要
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摘要 :通过构建鸭乙肝病毒ε (Dε) 的 RNA 文库并利用指数级富集的配体系统进化技术 (SEL EX) 筛选的策略 ,获

得与反转录酶 ( P 蛋白)高度亲和的适配子 (Aptamer) ,再通过体外引发实验和核酸酶切割方法测定全部适配子的

RNA 二级结构 ,以研究鸭乙型肝炎病毒 (Duck Hepatitis B Virus , D HBV) 中对启动 P 蛋白引发步骤至关重要的ε

结构信息。本研究发现凡是支持 P 蛋白启动引发的高亲和力适配子中均包含完整的侧向突出结构 ;而一旦侧向突

出被破坏 ,则适配子均不再支持 P 蛋白启动引发。本研究的结果表明 Dε分子内部的一个完整侧向突出结构对于

P 蛋白启动引发是必不可少的。
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　　乙肝病毒 ( Hepatitis B Virus , HBV ) 属嗜肝

DNA 病毒科 ,能引起宿主发生乙型肝炎[ 1 , 2 ] 。HBV

感染宿主细胞后 ,312kb 的 HBV 松弛型环状 DNA

(RC DNA)基因组首先在宿主细胞核内转化为共价

闭合环状 DNA ( ccc DNA ) , cccDNA 继而在宿主

RNA 聚合酶的作用下转录产生前基因组 RNA

( Pregenomic RNA ,pgRNA) ,pgRNA 进入细胞质

并经翻译产生衣壳亚单位和病毒反转录酶 ( P 蛋

白) ,后者立即结合至 pgRNA 的 5’端附近的ε茎环

结构上 ,启动衣壳亚单位装配和反转录起始 (图 1) 。

在反转录合成 HBV 负链 DNA 之前 , HBV P 蛋白

首先需要以ε分子内的侧向突出 (Bulge) 结构为模

板 ,合成 3～4 个寡核苷酸作为反转录合成过程的起

始引物 ,该引物共价地结合至 P 蛋白 TP 区内第 63

位的 Tyr 残基上 (在鸭乙肝病毒中为第 96 位氨基

酸残基) ,上述过程称为“蛋白质引发 (p rotein p rim2
ing)”。在起始引物合成后 , P 蛋白及新合成的引物

转位至 pgRNA 3’末端附近的 DR1 区 ,以 pgRNA 为

模板 ,合成互补性 HBV 负链 DNA [3 , 4 ] 。

近年来 ,对 HBV 复制机理的研究取得较大的

进展 ,但由于缺乏体外研究系统和 P 蛋白结构信

息 ,故而对 HBV 复制起始机理的研究发展滞后。

图 1 　HBV 复制起始机理示意图

Figure 1 　Schematic illust ration of t he

HBV replication initiation

最先取得突破的是利用兔网织红细胞裂解液 ( Rab2
bit reticulocyte lysate , RL ) 成功重建鸭乙肝病毒

(D HBV) P2ε复合物 ,并用该复合物启动了蛋白质

引发反应 ,使得体外研究 P2ε的相互作用成为可

能[527 ] 。尽管 D HBV 与 HBV 不完全相同 ,但其基

因组复制的基本特征是高度保守的。因此 ,D HBV

可作为研究 HBV 复制机理的一个良好模型[8 ] 。

ε是由下茎、上茎、顶端环和侧向突出结构组成

的一个 RNA 茎环结构。利用上述体外重建系统 ,



通过向鸭乙肝病毒ε(Dε) 结构中引入碱基突变可以

鉴定对 P 蛋白结合和启动引发起重要作用的序列

和/ 或结构元件。但长达 57nt 的 DεRNA 茎环结构

使传统的位点特异性突变分析法难以有效发挥作

用 ,因为分子内部甚至单个核苷酸的突变都会导致

完全改变的 DεRNA 二级结构 ,从而破坏与 P 蛋白

相互作用所必需的结构元件。为克服这个缺点 ,我

们此前构建了 Dε突变体文库[9 ] ,经过 SEL EX 筛

选、克隆和测序 ,共鉴定了 15 个与 P 蛋白强结合的

适配子 (S12S15) 。本研究对这些适配子的体外结合

能力和体外启动引发的能力进行定量分析 ,并逐一

分析这些适配子的 RNA 二级结构 ,旨在揭示 Dε中

对 P 蛋白启动引发至关重要的结构元件。

材料与方法

1 　菌株 　大肠杆菌 ( Escherichia col i Top10 ) ( Invit rogen) 。

2 　质粒的构建 　p T7AMVpolD HBV162N2His6 △3’eps[10 ]

是编码带组氨酸标签的 D HBV P 蛋白的质粒 ,用于体外翻

译 P 蛋白。该质粒包括以下主要元件 : T7 启动子、完整

D HBV P 蛋白的 ORF (位于第 170～2 530 位核苷酸位置之

间的序列)以及插在 P 蛋白 ORF 氨基端第二与第三密码子

之间的 6 个连续组氨酸密码子。

表达完整 D HBV 基因组的质粒源于 pCD16 [9 ] 。pCD16

包含比 D HBV16 菌株基因组稍长的 DNA 序列 (位于第

2 520～3 021/ 1～2 816 位核苷酸位置的序列) ,并且该序列

处于巨细胞病毒 (Cytomegalovirus ,CMV) IE 启动子/ 增强子

的控制下。含有选定适配子序列的 pCD16 衍生质粒通过

PCR 介导的诱变反应 ( PCR2mediated mutagenesis) 获得。野

生型 Dε RNA 通过体外转录 pBDεwt 质粒获得 , 其中

pBDεwt 质粒含有第 2 520～2 652 核苷酸位置的 D HBV16

序列。

3 　一步法体外转录和翻译 P蛋白 　D HBV P 蛋白通过在兔

RL 中 利 用 TN T T7 转 录/ 翻 译 系 统 ( Promega ) 对

p T7AMVpolD HBV162N2His6 △3’eps 质粒进行连续体外转

录和翻译而获得。标记新合成的 P 蛋白的方法如下 :添加

25μCi 35 S 标记的甲硫氨酸 (1 000 Ci/ mmol , Amersham/

Pharmacia)于 50μl 反应体系中。

4 　体外转录获得 RNA 文库 　T7 RNA 聚合酶介导的转录

反应如已发表文章中所描述操作 [9 ,11 ] 。使负链寡聚核苷酸

链 Dep sN4L N4 (2)和正链寡聚核苷酸链退火以形成含有 T7

启动子的部分双链 DNA 作为转录模板 ,利用 T7 MEGA

short script 试剂盒 ( Ambion) 转录获得初始 RNA 文库。完

整的寡聚核苷酸 DepsN4LN4 (2) 的互补序列为5′2GAA T2
TAA TA CGA C TCA C TA TA GGGCTGCCAAGGTATCTTTAC2
GTCTACNNNNCTGTTGTNNNNTHTGACTGTACCTTTGGT2
ACCCT TT23′,其中粗体部分为 Dε序列 ,斜体部分为 T7 启

动子序列 ,随机序列部分用加下划线的 N 表示。合成的寡

聚核苷酸文库和转录产生的 RNA 的品质和量通过 12 %变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳及银染法进行分析 ,并通过测定在

260 nm 上的紫外光吸收值来确定前述 RNA 的浓度。按照

类似于前述过程的操作步骤获得 SEL EX 筛选过程中的后

续 RNA 文库 ,即利用 RT2PCR 获得的产物做模板转录后

即可。

5 　体外引发反应 　在 30 ℃于兔 RL 体系中体外翻译 P 蛋白

1 小时后 ,添加野生型或突变型 DεRNA (若无特殊说明 ,Dε

RNA 的终浓度均为 1μmol/ L) 30 ℃继续孵育 1 h ,使二者形成

P2Dε复合物。然后 ,在 10μl 含 P2Dε复合物的兔 RL 体系中

加入等体积的含有非标记 dCTP、dGTP、dTTP 及 015μlα232 P

标记的 dA TP (3 000 Ci/ mmol ; Amersham)的 2 倍引发缓冲

液 (终浓度 :10 mmol/ L Tris2HCl p H 810 ,6 mmol/ L MgCl2 ,

10 mmol/ L N H4 Cl , 2 mmol/ L MnCl2 , 012 % N P240 ,

015 mmol/ L亚精胺 ,0106 %β2巯基乙醇) ,37 ℃反应 1 h ,然

后加入含 2 %SDS 的 SDS2PA GE 上样缓冲液终止反应。终

产物通过 SDS2PA GE(715 %聚丙烯酰胺 ,011 % SDS) 分离。

凝胶通过 X2射线或 Fuji BAS 1 500 磷屏影像分析仪观察 ,用

MacBas 软件进行定量分析。

6 　RNA的内源性标记和外源性标记 　内源性标记指体外

转录时通过加入α232 P 标记的 U TP 标记 RNA ;外源性标记

指利用磷酸激酶和γ232 P A TP (5 000 Ci/ mmol) 去磷酸化和

再次磷酸化 RNA ,得到 5′端标记的 RNA ,详细描述见 [9 ,11 ] ;

未标记的剩余 N TP 经过 Quick Spin columns (Roche)分离去

除。作为酶的结构探针的 RNAs 通过变性凝胶电泳进行纯

化并溶解于终浓度 5μmol/ L 的 TE 缓冲液中 (放射比活 2 ×

105 cpm/ pmol) 。

7 　亲和层析法体外筛选与 P蛋白结合的 RNA　在 50μl 体

外翻译反应系统 (RL)中加入终浓度为 1μmol/ L 的 RNA 文

库 ,30 ℃孵育 1 h。然后加入含 50μl Ni2 + N TA 琼脂糖珠

(Qiagen) 的结合缓冲液 400 μl ( 011 mol/ L 磷酸缓冲液 ,

p H 714 ,150 mmol/ L NaCl ,20 mmol/ L 咪唑 , 011 % ( v/ v)

N P240 ,100 mg/ mL 酵母 t RNA) ,继续孵育 1h。反应结束

后 , Ni2 + N TA 琼脂糖珠先用 1ml 预冷的结合缓冲液洗两

次 ,再用 1 ml TM K 缓冲液 (50 mmol/ L Tris/ HCl ,p H715 ,

10 mmol/ L MgCl2 , 40 mmol/ L KCl , 100 mg/ mL 酵母 t R2
NA)洗涤两次 ,以除去未结合的 RNAs 和 RL 。最后 ,将

Ni2 + N TA 琼脂糖珠悬浮于 100μl TM K 缓冲液中 ,用苯酚

抽提以纯化与 P 蛋白结合的 RNA。将 RNA 用乙醇沉淀后 ,

再溶解于 20μl TE 缓冲液中。

8 　RT2PCR扩增 ,手工测序和克隆 　1μl RNA 适配子溶液

用 Superscript II 反转录酶 ( Gibco/ BRL) 进行反转录 ,用 100

mmol/ L NaO H 水解去除 RNA 模板 ,再用 Taq DNA 聚合酶

( Promega) 进行扩增。扩增产物直接以 Thermo Sequenase

Cycle Sequencing (USB ,Cleveland ,USA) 试剂盒进行手工测

序 ,其中手工测序的目的是获得同一随机位点经 Selex 富集

后在 A、T、G和 C 分布上的变化。最后 ,将经 9 轮循环筛选

·792·　4 期 　　　　　　胡康洪等 :ε分子内完整的侧向突出结构对鸭乙肝病毒反转录酶启动引发至关重要



后获得的 RT2PCR 产物 ,通过两端预先设置的 B am HI 和

Eco RI 位点克隆到 pU C18 中 ,然后对所得 15 个克隆子的质

粒 DNA 分别测序 (S12S15) 。

9 　RNA结合竞争 P 蛋白检测法 　RNA 与在体外翻译的
35 S2Met标记 P 蛋白结合。翻译体系在 30 ℃反应 1 h 后 ,加

入32 P 内源性标记的野生型 DεRNA (终浓度为 50 nmol/ L)

及 1μmol/ L 未标记的经 9 轮 Selex 筛选的 RNAs ,继续孵育

1 h ;然后 ,与 P 蛋白结合的 RNA 用 Ni2 + N TA 琼脂糖珠富

集。连续洗涤四次 ,再将 Ni2 + N TA 琼脂糖珠与 200μl SDS2
PA GE 上样缓冲液、80μl 的 1 mol/ L 咪唑 (p H715) 和 80μl

的 01 5 mol/ L 的 ED TA (p H810) 混合 ,以释放 Ni2 + N TA 琼

脂糖珠中与 P 蛋白结合的 RNA。取 20μl 上清液样品通过

SDS2PA GE 分析 (14 % 聚丙烯酰胺 ,011 % SDS) 。32 P 标记的

RNA 经35 S 标记的 P 蛋白校正后 ,通过磷屏成像系统定量。

10 　RNA结合直接检测法 　将32 P 内源性标记的 RNA (终

浓度 50 nmol/ L)加入前述体外翻译系统中 ,检测方法与方

法 9 所述基本相同。用液体闪烁计数仪测定每一洗脱步骤

后洗脱液中 Ni2 + N TA 琼脂糖珠的放射活性。在洗脱四次

后 ,与 P 蛋白结合的 RNA 由变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

并用磷屏成像系统定量。

11 　RNA二级结构分析 　利用 MFOLD 软件预测 RNA 适

配子的二级结构 [12 ] 。基于能级最低原则确定其理论最优二

级结构模型 ,再结合核酸酶图谱进行实验验证 ,以确定适配

子的真实二级结构图谱。软件预测的具体步骤为 :打开

MFOLD 主页 [12 ] ,输入 RNA 适配子的一级核酸序列 ,根据

所分析 RNA 的特点设置相应参数 (如无特殊要求 ,可按照

默认参数设置) ,选定结果输出格式后 ,运行“Run”菜单 ,保

存最优的二级结构模型结果即可。RNA 二级结构核酸酶谱

方法如下 :用 5′端末端标记的 RNA 转录物进行二级结构测

定 [13 ] 。将 RNA 先变性并随后复性 ,将包含 5 ×104 cpm 的各

个待测样品溶解于 50 μl 含有 100 μg/ mL 酵母 t RNA 的

TM K缓冲液中 ,随后在室温下与下述核酸酶之一分别混合 :

RNA 酶 A (用于切除未配对的嘧啶 ;每个反应 1 ng ,反应时

间 1 min)或 RNA 酶 T1 (用于切除未配对的 G;每个反应 2

U ,反应时间 10 min) 或 CL3 核酸酶 (用于切除未配对的 C ;

每个反应 4 U ,反应时间 5 min) 。通过苯酚抽提终止酶切反

应 ,酶切产物经沉淀后通过 8 %变性 PA GE 及放射自显影法

分析。5′端标记的野生型 Dε RNA 用 50 mmol/ L Na2 CO3

(p H910)溶液在 90 ℃处理 15 min 以产生碱性梯带 (Alkaline

ladders) ,由于每一个核苷酸可被连续切开 ,从而充当定位

marker 的作用。在变性条件下对样品进行 RNA 酶 T1 消化

能得到 G特异性梯带 (含 G的全部位置均被切开) 。

结　　果

1 　Dε适配子的获得及序列测定

利用 D HBV 系统 ,我们在 Dε的上茎中引入 8

个随机核苷酸序列 ,建立了ε文库 ,经过连续 9 轮

SEL EX 筛选 ,筛选产物克隆及测序 ,得到一批与 P

蛋白高度亲和的适配子 (表 1) ,其中 S5 的序列与 S1

相同 ,S9 和 S10 的序列与 S4 相同 ,S11 及 S14 的序

列与 S12 相同 ,故在表 1 不再重复列出。在随机序

列 N 以外出现的区别于 Wt 的个别核苷酸因 SEL2
EX 筛选中的 PCR 扩增错误造成。

表 1 　Dε适配子的序列测定结果

Table 1 　Sequences of the 9 round SEL EX2derived Dεaptamers

5′ Bulge NNNN NNNN 3′

Wt2Dε

S1 ( S5)

S3

S4 ( S9 , S10)

S12 ( S11 ,S14)

S13

S2

S6

S7

S8

S15

U GCCA A GGU A U

···········

···········

···········

···········

···········

···········

···········

···········

···········

···········

CU U U A C

······

······

······

······

······

······

······

······

······

······

GU CU A C

·····G

······

······

······

······

C·····

C·····

CC····

······

······

AUUG

AACG

CUGG

CCAA

CCAC

CAUU

CCCC

CCCC

CCAA

CCCA

CUAG

CU GU U GU

····G··

A······

·······

·······

·······

··2·G··

2······

·······

·······

····A··

CGUG

CCAC

CCAC

CCAU

CCAC

CAUU

CCAC

CCAA

CCUU

CCAA

AACC

U GU GA C

······

······

······

······

·A····

·A····

··A···

······

······

···C··

U

·

·

·

·

·

·

·

·

·

G

GU A CCU U U G GU A

············

············

············

············

············

············

············

············

············

············

2 　Dε适配子的体外结合活性和体外引发活性的测

定

对筛选所得适配子的体外结合能力进行定量测

定。实验结果表明 (图 2A) ,与野生型 Dε(相对比值

为 1)相比 ,S1、S2、S3、S12 和 S13 的 P 蛋白体外结

合能力均明显优于野生型 Dε(介于 12 至 42 之间) ,

其中 S1 和 S2 尤为突出 ,它们的体外结合能力分别

是野生型 Dε的 42 倍和 2515 倍 ; S4、S6 和 S7 的 P

蛋白体外结合能力则与野生型 Dε的 P 蛋白体外结

合能力相差不大 ,分别为 0198、117 和 0180 ; S15 的

P 蛋白体外结合能力是野生型 Dε的 0130 ;而 S8 几

乎没有检测到体外结合信号 ,故它是非特异性吸附

后的筛选产物。

随后 ,我们又对突变型适配子的体外引发活性
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进行定量测定。实验结果见图 2B ,与野生型 Dε(相

对比值为 1) 相比 , S1、S3、S4、S12 和 S13 均表现出

不同程度的体外引发活性 (介于 0136 至 410 之间) ,

其中 S1 的体外引发活性是野生型 Dε的 4 倍 ; S2、

S6、S7、S8 和 S15 的体外引发活性均明显劣于野生

型 Dε(介于 0103 至 0116 之间) 。

由此 ,依据体外引发活性的实验结果 ,我们将筛

选所得的 Dε适配子分为两类 :一类为明显具有体

外启动活性的适配子 ,包括 S1、S3、S4、S12、S13 ;另

一类为几乎不具备体外引发活性的适配子 ,包括

S2、S6、S7、S8、S15 (图 2 ,B) 。

图 2 　Dε适配子结合活性和引发活性的体外测定

Figure 2 　Quantitative analysis of the binding acitivity and the priming activity of the

SEL EX2derived apatmers1 The result s are given as means ±SD from three independent

experiment s , each determined in duplicate

A1 The relative binding value ( RBV) of aptamers : t he in vit ro direct binding activity of wt Dεfor P protein is defined as 1 ,

RBV is t he ratio of t he direct binding activities between aptamer Dεand wt Dε;B1 The relative priming value ( RPV) of

aptamers : t he in vi t ro priming activity of wt Dεis defined as 1 , RPV is t he ratio of t he priming activities between aptamer

Dεand wt Dε1

3 　Dε适配子的 RNA二级结构分析

我们用核酸酶切方法对上述二类适配子的

RNA 二级结构逐一进行分析 (图 3 ,A) 。根据 RNA

二级结构的理论预测[12 ]及核酸酶谱实验验证 ,我们

确定了全部适配子 RNA 的真实二级结构 (图 3 ,B) 。

结果表明 ,凡具备体外引发活性的第一类适配子均

包含完整的侧向突出结构 ;相反 ,侧向突出结构被破

坏的第二类适配子均没有体外引发活性 ,尽管它们

分子内对应的序列 CUU UAC 仍存在 ,表明完整的

侧向突出结构对引发至关重要。另外 ,全部 15 个

SEL EX筛选的适配子中 ,具备开环的上茎结构的适

配子达 10 个 (图 3 B 中用下划线标示) ,分别为 S1、

S5 (其序列与 S1 相同) 、S6、S7、S4、S9 (其序列与 S4

相同) 、S10 (其序列与 S4 相同) 、S11 (其序列与 S12

相同) 、S12、S14 (其序列与 S12 相同) ,占总适配子

的 2/ 3 ,表明与 wtDε相比 ,Dε分子内具备的开环上

茎结构有利于与 P 蛋白结合。

讨　　论

Dε是由 57 个核苷酸组成的一个 RNA 茎环结

构 (图 3 ,A) ,该结构与 HBV 反转录酶即 P 蛋白之

间的相互作用对 HBV 的复制起始及衣壳包装至关

重要[3 ,4 ] 。而ε与 P 蛋白的结合以及 P 蛋白准确地

启动引发无疑是 P2ε相互作用的核心所在。但由于

传统实验技术的局限 ,对 P2ε相互作用的信息知之

甚少。因此 ,研究 HBV 中对于启动蛋白质引发步

骤至关重要的ε结构信息不仅对揭示 HBV 的复制
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起始机理有理论指导意义 ,而且对筛选有效的抗 HBV 药物有重大价值。

　　本文结合 SEL EX 筛选技术、体外重组方法检

测结合活性和引发活性以及核酸酶 RNA 二级结构

分析等方法 ,对经过 9 轮 SEL EX 筛选后所得的一

批适配子进行体外分析。在实验技术方面有如下优

点 : (1) SEL EX 技术从其诞生之日到现在 ,历经短短

十几年时间即发展为有力的筛选平台 ,其优势在于

在分子内部某区域连续引入随机核苷酸以建立文库

进行筛选 ,能够毫无倾向性地对分子内重要的序列/

结构进行综合分析 ;另外 ,SEL EX 技术相对于单克

隆抗体技术所需筛选时间短 ,却能达到与抗原/ 抗体

相互作用可比较的特异性[14 ] 。(2) 传统的 RNA 结

构研究往往采用位点特异性突变技术 ,与之相比 ,核

酸酶 RNA 二级结构分析法既方便快捷 ,又不失准

确性。尤其适用于相对“巨大”的茎环结构 (如ε结

构)且同时需要分析多个目标适配子的情况 ,核酸酶

法无疑为系统性结构分析实验提供了一种有力的工

具。当然 ,SEL EX 技术也有其缺点 ,如它必须以高

效文库为基础并且可能存在假阳性结果 ,本研究中

的 S8 即由筛选的假阳性结果产生 ,尽管经历 9 轮筛

选 ,但却检测不到其体外结合活性。

另外 ,通过本研究也可以清楚地发现在 D HBV

基因组复制过程中 ,P 蛋白与ε2RNA 结合和 P 蛋白

启动引发是两个独立事件。即 : P 蛋白与ε的结合

后 ,还需通过结构重排形成代谢稳定的中间结构 ,才

能触发蛋白质引发反应[9 ,13 ] 。当ε2RNA 二级结构

上的侧向突出消失或者遭到破坏时 ,与ε2RNA 结合

的 P 蛋白不能有效地启动蛋白质引发反应 ;而只有

ε2RNA 的二级结构中保留完整的侧向突出结构时 ,

P 蛋白才可能正常启动引发过程。可见 ,充当引发

模板的侧向突出结构本身就是蛋白质引发反应必需

的结构元件。我们推测 ,这种突出结构促进ε分子

在空间上向 P 蛋白 TP 区的 Tyr 残基靠近。本研究

中的 S1 和 S2 具有很强的 P 蛋白体外结合能力 (分

别是野生型的 42 倍和 25 倍) ,且其体外引发相对值
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也最具代表性 (分别是野生型的 4 倍和 011 倍) ,是

继续进行体内研究的理想实验材料。尤其是 S2 ,最

近的研究证实 ,它在体内有能力竞争性争夺 P 蛋

白 ,由于引发能力的缺陷 ,使病毒 DNA 反转录停

滞[15 ] ,从而可以作为 RNA 诱饵干扰野生型 D HBV

复制。

至此 ,我们首次证明了在 Dε分子内 : (1) 具备

开环的上茎结构有利于和 P 蛋白结合 ; (2)ε分子内

完整的侧向突出结构对 D HBV 反转录酶的启动引

发至关重要。这些实验结论的得出 ,不仅丰富了

HBV 复制起始机理的内容 ,也为今后设计竞争性结

合 P 蛋白的抗 HBV 诱饵分子提供了极有价值的参

考性药物标靶[16 ] 。
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An Undamaged Bulge inε is Essential for Initiating Priming of D HBV Reverse

Transcriptase

HU Kang2hong1 , 2 ,FEN G Hui1 ,L I Hui1

(1 S tate Key L aboratory of V i rology , W uhan I nstit ute of V i rology , Chinese A cadem y of Sciences , W uhan 430071 , China;
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Abstract :Previously , we have established anεlibrary and selected out a series of RNA aptamers with high2
er affinity to P protein based on t he i n v i t ro Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment

(SEL EX) in duck hepatitis B virus (D HBV) system1 In order to st udy t he st ruct ural element s wit hin t heε

t hat is essential for initiating priming of HBV reverse t ranscriptase ( P p rotein) , all selected aptamers were

subjected to i n v i t ro priming assay and RNA secondary st ruct ure p robing1 We found t hat all t hose aptam2
ers supporting priming had an undamaged bulge , while t hose lacking of the bulge no more support p rim2
ing1 Our result s suggest an undamaged bulge wit hin Dεis indispensable for initiating priming of P protein1
Key words : D HBV ;reverse t ranscriptase ;ε;bulge
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