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渡调控的秘密 ， 有可能为找到细胞周期正常调

控与异常调控的差别， 以及为阐明癌变及治疗

肿瘤奠定基础。
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高等植物中外源基因表达的转录后调控

李 立巳 白 永豆豆

( 中国科学院上海植物生理研究所 200032 ) 

高等植物中基因表达与调控的分子机和IJ是

细胞和分子生物学研究的重点之一，随着植物

基因克隆技术以及基因转化系统不断完善， 在

高等植物中，外源基因可以通过根癌农杆菌或

直接基因转移导入高等植物细胞并再生成新的

植株，转入的基因存在于每个植物细胞中并能

遗传。 因此转基因植物成为进一步研究基因表

达调控的重耍手段和对象， 这方面的突破与进

展有助于人们将更多的外源基因引入到经济作

物中去并获得高表达、 稳定遗传的转化植物。

在早期的遗传转化工作中， 提高和稳定外

源基因表达的研究大多集中在转录水平的调控

(例如在外源基因的 5'末端连接强启动子 ，在 3'

末端连接有效的终止信号)。这当然因为转录过

程的调控是基因表达调控中最为重要的一环，

转录能否开动是基因能否表达的决定性一步。

但是 ，对于基因的整体表达过程，它包括转录、

初级转录产物的加工、 运输、 mRNA 的翻 译
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以及蛋白产物的后加工这一系列步骤 ， 每个步

骤上都存在着复杂而精细的调节，尤其在真 ，怯

生物中 ， 转录和翻译在时间和空间上都是分隔

开的 ， 转录后水平的调节对基因的表达调控也

就十分重要了。 11:许多实验巾 ， 提高夕1、源基因

的转录活性并不能有效地提高细胞巾相 应 的

mRNA 水平和1蛋白含量 ， 说明转去; 后水平的

调控也影响着外源也因的表达。

对高等植物而言 ， 一般基因的 mRNA 的

平均寿命为几个小时.[IJ。如果植物体仅仅通过

调节基因的转录开关是难以及时适应环境条件

的变化的 ， 而转录后水平的调节则可能迅速有

效地调节基因的表达适应环境的变化。转录后

水平调控的分子机制十分复杂，目前的许多研

究工作者认为 ， mRNA 代谢和翻译活性的调节

在植物中广泛存在[飞 mRNA 代谢调 控的分

子机制还不清楚 ， 但普遍认为 mRNA 代谢机

制和代谢速率根本上取决于转录产物自身的结

构[ 3J。高等植物中外源基因表达的转录后调控

的研究也着重于分析和改造转录产物的结构，

提高 mRNA 的稳定性和翻译活性。

一、 5' 末端帽子结构

真核基因 mRNA 5' 末端转录出来 不 久即

在鸟苦酸转移酶和 甲 基转移酶催化下戴上帽子

结构 ， 这是真核基因 mRNA 区别于原核基因

mRNA 的显著特征。帽子结构参与翻译起始，

可以促进蛋白质生物合成起始复合物的形成。

没有甲基化的帽子(如 GpppN-)或是采用化学

或酶学的方法除去帽子 ， 其 mRNA 的翻译活

性显著下降。帽子结构的类似物如 m7GMP ， m7 

GDP 等都强烈抑制戴帽 mRNA 的翻译，帽子

结构不仅提高翻译起始频率还 能保护 mRNA

免遭外切核酸酶的破坏， 提高 mRNA 的稳定

性问。

二、先导序列

从真核基因 mRNA 5'末端帽子到起始密

码子之间的不翻译核苦酸序列称为先导序列。

植物基因的先导序歹IJ苦i( 含 AU(平均约 60一

70 %) 。先导序列的长皮和E威主~顺序在不同的物

和[1和不同的基因中变化很大，甚至同一基因通

过不同的转录起始得到不同长度的先导序列。

先导序列的长度对翻译效率的影响是存在的 ，

但不是绝对的。二级结构较多的先导序列对翻

译起始是不利的。深入研究先导序列的结构、组

成和 l 氏度对 mRNA 的加工、 运输和 l 蛋白翻译

活性的影响是很有意义的问题。烟草花叶病毒

(TMV) 基因组 RNA68 个碱基的先导序列和

苗稽花叶病毒(AMV) RNA 4 3 6 个碱基的先导

序列具有提高夕|、源基因 mRNA 翻译活性的功

能[ 6] 。 实验推测可能 因为 AMV RNA 4 的先

导序列不形成特定的二级结构，无需翻译起始

因子消除二级结构从而提高了翻译效率[6] J 而

TMV 基因组 RNA 的先导序列正相反， 它具

有 Q 式的特定的二级结构作为某种 RNA 结合

蛋白的特异的识别 信号从而提高了翻译活

。

。
。ι

1-

-

A
叮E
hr

三、 3' 末端序 列 及 poly(A) 尾 巴

在外源基因的 3'末端连上某些植物基因的

3' 末端序列可以增强外源基因的表达。高等植

物基因的 3' 末端区域常有多个加 poly ( A ) 的

信号 ， 在第一个加 poly ( A ) 信 号的下游还有

一段(G)T含量丰富的序列。 在报告基因磷酸

新霉素转移酶基因 JI ( nptII ) 的扩端连上植物

的章鱼碱合成酶基因的 3'末端 序列 ( 3'ocs ) , 

可以显著提高报告基因在转化植物中的表达。

嵌合基因中 3'ocs 的缺失实验 表明，包 含 加

poly(A)位点及其下游的 1 44 碱基对对 npt II 

表达活性影响最大 ， 其中又以包含主要加尾信

号和主要及次要加尾位点在内的 35 碱基对最

为重要 ，这 35 碱基对 的缺失使 nptII 的表达降

低到本底水平。此外， 据统计结果在大部分

哺乳动物基因 扩 末端加尾信号下游约 30 碱基

对处含有 YGTGTTYY 序列，这一序歹IJ与加尾

信号之间距离的改变会降低 mRNA 3' 末端的

加工效率 ， 植物基因 3'端也含有类似的结构元
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件， 不过距离加尾信号的 位置不 确定。 3 /ocs

中类似 YGTGTTYY 的序列位于加尾信号下游

约 140 碱基对处， 在 npt II 和 3 /ocs 嵌台基因

加尾信 号下游 98-142 碱丛对的缺失 致使

npt II 活性下降 4 倍 [9J 。

在嵌合基因中 ， 不同的植物基 因的扩 末

端序列对外源基因表达活性的影响也不相同。

将一系列嵌合基因导入烟草原生质体做|瞬间表

达 ， 结果表明 扩端连接 1 ， 5-核糖 二 磷酸竣化

酶小亚基基因 3 ' 端序列的 npt II 活性 比 连接

3/0囚 的活性高出 3 倍 ， 后者又分别比连接 2 s 

种子贮藏蛋白基因在l伸展素基因 扩端 序 列 |在j

nptll 活性高 5-10 倍。而连有查尔酬合成酶il

因 3 '端序列的nptll 活性 比;在接 3/ocs 的 要低

20 f岳阳。由此看来 ， 细胞中高产稳定组成型表

达的基因的 扩端序列有利于外源基因的表达，

而由环境诱导短期表达的基因的 扩端序列无益

于外源基因的表达。

poJy (A)尾巴在有些且因的表 达中具有稳

定 mRNA 的作用 ， 在另一些基因中则具有调

节 mRNA 翻译活性的功能或是两种功能兼有。

po1y (A ) 尾巴平11某些蛋白因子的结合 能保护

mRNA 免遭外切核酸胞的 |海解。 poly ( A ) 的降

解很可能是 mRNA降解的第一步，较长的 poly

(A )尾巴可能有利于提高 外源基因 mRNA 的

稳定性[1010

四 、 内含 子

由于|儿含子序列存在于原初转录物中而在l'

RNA 的剪切反应中被去除 ， 过去很长一段时

间内含子被认为是基因中多余的、 无用的部

分。其实不然，现在的研究已经表明内含子在基

因的表达调控中起着重要的作用。目 前研究得

比较多的是王米 Adh 1 i!占 因第一内 含子 (Adh 1 

intron 1 ) ，玉米 Shrunke n-1 基因第一内含子

(Shl intron 1 ) 和水稻 actin 基因第一内含子(ac

tin intron 1 ) 等。通常是将内含子插入 35 s 启动

子或其它启动子和报告基因之间构建重组质粒

来转化植物细胞 ， 测报告基因的表达活性的变

化。在 35 s 启动子与自-葡萄糖睦苦酸酶基因编

码区 ( uidA ) 之间插入 actin intron 1 转化水稻'

和l 玉米原生质体， uidA 活性分别提高 40 倍丰1:1

56 f古 [ IIJ 。 在 35 s 启动子和 )J因脂碱 合成酶基因

启动子 (NOP ) 与氯每京航基转移酶基因之间插

入 Adh1 intron1 转化玉米原生质体， cat 表达活

性分别提高了 8一20 倍和 170倍 [12 J。同样在转

化的大麦原生质体中， Adh1 intron1 使 cat 表

达活性提高了 30 倍[ 1 3J 。 玉米 Shl 基 因 5 / ftl尚不

翻译引导序列中的第一 外显子 (Sh1 exonl ) 与

第一内含子 (Shl intron 1 ) 分别使 cat 基因表达

活性提高 1 0 倍手1..1 100 倍，两者共同使用可使

报 告 1& 因活性增强 100 0 倍之多 [l 4] ， 其中

exonl 与 intron1 的作用机理是不同的。 exonl

的作用与启动子上游元件有关 ， 在双子叶植物

与单子叶植物中具有相同的增强 表 达作用;

Shl intronl 只在转化的单子叶 植物中有效 ，

在双子叶植物中反而抑制l了报告基因的表

达[1 4 J 。玉米 Adh l intronl 在双子 叶植物中也

没有增强基因表达的fF f[J [12J。实验分 析认为

intron 的作用 与 RNA 的的按有关，它很可

能是通过提高细胞质 I-þ成熟 mRNA á'~含量而

不是通过提高 mRNA 的稳定性或翻译活性

起到l增强表达作用的。内含子的增强作用与其

两侧核昔酸顺序密切相关 ， 其作用机理尚不清

楚[ 14 J 。核基因 mRNA 的内含子剪接位点很保

守 ， 均为 5' ↓GU ..… .AG ↓ 了。 一般而言，双子

H十植物内含子 AU 合量较单子叶植物丰富 ， 双

子叶植物只剪接 AU 丰富的内含子 ， If'J 含子中

的茎环结构抑制剪接。而在单子叶植物中剪接

条件要宽松得多[15 ， 1 町， 上述玉米 Adh 1 in tron 

1 , Shl in tron 1 等内含子在转化的烟草、 大豆

等双子叶植物中不能有效剪接 ， 因而不影响或

抑制报告基因的表达[ 16J。目前 在单 子叶植物

中 为增强目的 基 因的 表 达 1吧'使用 Adh l

intron 1 等内含子[17 ， 18J 。

五、 mRNA 不稳定序列

在高等真核细胞巾，有些基因的 mRNA
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半衰期很短(<60min) ，如植物的光敏色素基

因 ， SAUR 基因和几种动物细胞中的原癌基

因。通过分析这些不稳定的 mRNA 序列 ， 发

现了一些与 mRNA 降解有密切关系的所谓不

稳定序列。

一种是多拷贝的串联 ATTTA 序列 ， 这种

重复序列普遍存在于许多l哺乳动物基因的不稳

定转录物中 ， 位于基因的 3' 端不编码区， 如

哺乳动物基因 c-fos ， GM-CSF (granulocyte

macrophage colony-stimulating factor) [19 ， 20J 。

将人工合成的 11 拷贝的 ATTTA 序列插入报

告基因扩端不编码区转化烟草 ， 测得报告基因

的 mRNA 迅速降解了，而作为对 照实验的另

外两种 同样含有 A 和 T 的顺序没有引起

mRNA 降解的现象， 说明引起 mRNA 不稳定

的因素是特定的碱基序列[ 2J 。 在有些植物基因

中也发现存在 ATTTA 顺序，但还没有实验证

明它是否对 mRNA 的稳定性具有调节功能，

另外， 在转化植物中表达水平很低的苏云金杆

菌杀虫蛋白基因中也含有 ATTTA 顺序 [3J 。

第二种是从大豆及其它几种植物的 SAUR

基因 mRNA 编码区下游发现的一约 40 碱基川

的高度保守的顺序，称为 DST 顺序[ 18J。对几

种植物中不同基因的 DST 顺序进行分析比较 ，

概括出其 一般结构模式为 GGAg-avg. 5-

cAT A G ATTa-avg. 6- (Aj C) (T j A) (Aj T) 

TttGTA ( TjC )(加点及大小写表示 保 守 性强

弱) ， 将人工合成的 DST 顺序分别插入 GUS 基

因和自-珠蛋白基因的扩端不编码区转 化烟草 ，

结果表明两个串联的 DST 顺序足 以使两种报

告基因的 mRNA 迅速降解[I J o DST 顺序是目

前植物中发现的一种导致 mRNA 不稳 定 的顺

序。

DST 顺序及多拷贝的 AUUUA 顺序引起

mRNA 降解的机制有两种模式 z 一是 poly (A)

尾巴降解模式。不稳定序列可能使 poly (A)尾

巴不能与poly(A)结含蛋白结合 ， 使得mRNA3'

末端容易遭受外切核股酶的降解[Zlh 二是核

酸内切酶剪切模式。不稳定序列本身或是激活

mRNA 上另一段序列， 成为特异的核酸内切

酶的攻击位点 ， 经内切酶作 m后的 mllNA 碎

片很快被外叨酶降fú!~ [叫。 在植物细 胞中寻找

与 DST 顺序相作用 的 RNA 结合蛋白或是

RNAase 将会进一步阐明 DST 顺序的功能和高

等植物中 mRNA 的降解机 ;j儿

六、 密码子的使用

外源基因的 G +C 含旦及使用的密码子与

植物基因的 G+ C 含豆和偏爱密码子的差别也

是造成mRNA不稳定 ，翻译活性低的重要原因。

大多数植物基因以 AUG 作为起始密码

子， 起始密码子的最佳前后核昔 酸顺序是

AACAAUGG0 23 J或 UAAACAAUGGCU[叫，

其中-3 位的 A 和 +4 位的 G(AUG的A 为第一

位)最为重要。有些实验表明在植物中使用动

物基因中更常见的 CCACCAUGG 顺序能增强

mRNA 的翻译起始 ，这可能是因为 CCACCA有

利于与核糖体 RNA 的互补识别[25 J。植物基因

的终止密码子多用 UGA ， 终止密码子下说:第

个碱基多为 A。 在双子叶植物中， UAA 的

使用频率比 UGA 高[26 J。双子叶植物偏爱的密

码子有 44 个 ， 很少用 XCG (X 代表 四种碱基

中的任一种)类的密码子。 单子叶植物偏爱的

密码子有 38 个 ， 极少使用 XUA 类的密码子，

且有一部分单子叶植物基因在密码子的第三位

使用 。 或 C 的频率很高[10 J 。

每和 11生物中常用的密码子与相应的 tRNA

丰度具有共进化的关系 ， 使用对应的 tRNA 丰

度高的密码子无疑会加快翻译的速度。在苏云

金杆菌的杀虫晶体蛋白基因的改造实验中 ， 利

用密码子的简并性 ， 不改变编码 的氨基酸顺

序，去掉植物中不常用的密码子，换之以植物

偏爱的密码子，井去掉其中的 ATTTA 顺序和

加I poly (A) 的信号序歹IJ AATAAA 和 AAAT

AA， 增加 了 G+C 含量同时避免 mRNA 产生

稳定的二级结构如茎环结构等。经过部分改造

( 3 %的碱基改变)和全部改造(21%的碱基改

变)的鳞翅目昆虫毒素蛋白基因 Cl'yIA(b)在转
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化植物(烟草，西红柿 ， 棉花)中的表达效率分

别 提高了 10 倍和 1 00 倍之多，经改造的

CryIA ( c ) 基因的表达活性也大大 提 高。对部

分和全部改造的 CryIA( b ) 基因的 mRNA 丰度

和蛋白产量的分析比较表 明 ， 全 部改造的

CryIA ( b ) 基因使用植物偏爱 的密码子，从整

体水平上提高了翻译效率[ 27] 。

除了上述 mRNA 自身结构因素对基因表

达活性的影响之外， 还有一种抑制外源基因表

达的现象称为共抑制l现象 ， 民IJ 当 引入的外源基

因多拷贝插入到植物染色体 DNA 中 或与植物

中原有的基因有一定的同源性，则此外源基因

和植物中原有的基因的在达都可能受到抑制。

这与反义 RNA 的抑制现象相类似，同源顺序

引起共抑制的分子机理有待进一步的研究。

在植物体的生命活动中 ， 基因的表达与调

控还与植物体的生长发育 ， 细胞内的激素水

平 ， 光照以及环境因素的变化密 切相关，深入

地研究和阐明植物基因表达调控的分芋机制，

将有助于解决植物基因工程中出现的许多问

题， 推动植物基因工程的前进。

摘 要

转基因植物是研究高等植物中基因表达调

控的重要手段和对象 ， 高等真核生物中基因表

达的灵活性多样性与转录后调控密 切相关。 本

文着重阐述 RNA 的自身结构与代谢 调控之间

的关系 ， 分别从 5 '端帽子结构、 先导序歹IJ 、 3'

末端序列及 poly ( A )尾巴、 内含子序歹IJ 、 不稳

定序列、 使用的密码子等六个方面说明 RNA

的特定结构对其稳定性及翻译活性的影响。
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