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真;核基因反义 RNA 研究进展

会使 f这

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

反义 RNA(antisense RNA)是指能与特定

的 mRNA 互补的 RNA 片段， 1981 年 Tomiza­

wa 首先报道[1 ) 。 目前已发现在原核生物中存

在不少天然的反义 RNA 系统， 它们对基因的

复制、转录和翻译起着重 要的 调节控制作

用[ 2 )[句。在其核生物中， 至今尚未观察到有天

然的反义 RNA :{J 在。但通过不同的途径，把

件外人工构 建的反义 RNA(或基因)引入到细

胞内进行基因调控的研究，已有不少报道。本

文介绍近几年来这方面工作的一些进展。

一 、 反义 RNA 的作用

1. 表达反义 RNA 的基因质粒

Izant 军1] Weintraub[ -I ) 最先提出 了真核细

胞反义 RNA 研究的重要性并建立了一个模型

系统。 他们将单纯启彦病毒(HSV)的胸腺略1克

核背激前(TK )DNA 反向插入在 HSV-TK 启动

子或小鼠肉庸w.;毒(MSV)LTR 与 SV 40 polyA 

信号之间， 获得 HSV-TK 的反义 RNA 基因重

mm粒。~号上述民义 HSV-TK 2主因 f员来生和 TK

基因 j页t ~:立以 10 0 .: 1 引入 到小鼠 LTK-~月 1包，结

果发现，与单独引入 TK 基因股粒的对照组相

比， 细胞内 TK 的瞬时表达大大下降。这个实

验表明z 一个外源反义 RNA 基因可以抑制真

核细胞内特定基因的表达。在上述工作的基础

上， 其它一些基因的反义 RNA 基因质校也进

行了构建并研究，如鸡的 TK 基 因[叫，小鼠

自一肌习J蛋白基因 [5J ， 劳氏肉也病毒 (RSV )env

基因 [8] ， 果蝇的 hsp 2 6 基因 [7] ， 氯霉素乙眈

转移酶 (CAT) 基因 ( 5 ) ， c-fos 基因( 8)和 c-myc

基因[町等等。

考虑到某些基因的抑制对细胞可能产生致

死效应， 或实验要求反义 RNA 只在特定的阶

段表达， 不少反义 RNA 重组质位采用了可诱

导的启1动子(5)[ 9 ) 。 较为常用 的果 小鼠 乳腺肿

瘤病毒 (MMTV) 启动子， 在地塞米松的诱

导下，带有上述 启动子的反义 RNA 基 因可

在细胞内表达，其表达量在一定范围内随药
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物放度用高 ifrj 1m)，: 。 如在 MMTV-TK 反义

RNA 基因表达系统中， 随着 Jl!~ 1b米松浓度的

增高， 细胞内 TK 酶活 力呈 现剂量依赖的下

降， 最大可达 90%的抑制 [ 5 ] 。 同 样， 带有

MMTV 启动子的 c-fos 反义 RNA 表达质粒，

在药物存在的情况下， 细胞 DNA 的合成也有

明显的下降[9 ] 0 McGran钊7] 等利用果蝇的热

休克 蛋白 (heat shock protein)hsp 70 基 因的

启动子， 构建τ hsp 26 基因的反义 RNA。所

用受休细胞有 一 特点， 即在 30 0Cl丑'上培养

时， 细胞有j诱发表 达热休克蛋白， 其中 以

hsp 26 对热诱导最敏感， 其 hsp 7 0 基因的启

动子最有效。因此在这种启动子的控制下， 反

从 cDNA 克降体外 合成了 。一球 :时内的 mRNA

和反义 RNA。 然后 j~; 与 mRNA 不同区域互补

的反义 RNA 先注射入!怪的卵母细胞， 温育

一定时间后， 再注入 自 球蛋 ~t mRNA， 结

果观 察到球蛋白合 成的受阻。 Ha1'land 和

Weintraub[ 13] 也用类假的方法丁的现了 TK 基因

和 CAT 基因的 mRNA 和反义 RNA， 将它们

注射到n飞 船卵母细胞， 也发现 CAT 和 TK 基

因产 物合成被抑制 。而且， 注射 到核内的

CAT 基因的表这还能被 注射3ilj ~rn J)[iI质内的反

义 CAT RNA 月IT抑制 。

3. 人工合成的真聚核昔~(

义 hsp 26 RNA 基 因也只有在一定温度下 Kawasaki 观察到， 在爪蛤卵町细胞中寡

(> 30 0C)才表达。 除了上述两种特定条件下才 聚核昔;酸能与相互补的 mRNA 结合，从而阻

表达的系统外，带有金属蔬蛋白(metallothion- ‘ 让 RNA 的翻译 [ 14 ] 。 在此工作基础上， 利用人
ein )启动子， 受重金属诱导的反义 RNA 基因 工合成的寡聚核苦酸(14-32 个核昔酸) 或 与

质粒也有报道[1 1 ] 。

已经知道， 二氢叶酸还原酶(DHFR) 基因

在氨甲院岭的存在下可以进行扩增，从而使与

之相连的基因也大大增加 ，为建立一个稳定的;

高表达的反义 RNA 基因质控系统， Kim 和

Wold[ll] 构建了 DHFR 与反义 TK 基因的杂合

质粒， 并在小鼠 L 细胞内扩增。 通过氨甲喋岭

的筛选， 基因的扩增可高达 5-10 X 10 3 分子/

细胞，从而使细胞内 TK 酶活力下降 85-90% 。

在热休克基因反义 RNA 的研究中， DHFR 基

因质粒和 反义 hsp 26 基因质粒以一定的比例

(20,:1 , 5:1 或 1: 1)共转染果蝇细胞[7] ， 在药

物诱导下， 细胞内可 产生 50→1000 个拷贝数

的反义 hsp 26 基因 ， 与对照、组相比; hsp 26 表

达的抑制最大可达 89% 。

2 . 体外合成的反义 RNA

体外合成的反义 RNA 常常借用显微注射

引入到细胞内。这个方法对那些不能获得稳定

转化的， 或是启动子不能有效表达的细胞系统

尤为适合， 例如卵母细胞。 最初研究的是爪瞻

自一球蛋白基因[1 2 ] 。利用 SP6 RNA 多莞酶系统，

相应 mRNA 互补的单链 DNA，研究了白细胞

间介素 2 、 自细胞问介京 3 [! \]军n肿附坏死因

子[ 15] 基因表达的抑制。 当在!衰核fjt 酸注射到

卵母细胞 1 小时后 ， 再注射相应的 mRNA，

结果发现 mRNA 翻译抑制l最大可达 88% ， 表

明寡聚核音酸介导的阻遏也~!l -- -~lfl较有效地抑

制基因表达的途径。

二、 反义 RNA 拇制作用的特点

1. 作用区域的特异性

从已有实验结果看 ，对于大部分基因而言 ，

互补 RNA 5' 端的反义 RNA 作用最有效。在

Izant 和 Weintraub 的 HSV-TK 实验 中 I町， 最

初构建的质粒可合成一个1364 bp的反义 RNA，

它与 TKmRNA 的+ 51一+ 141 5 区域互补，从

而使瞬时 TK 基因的表达下降约 4 - 5 倍。后

来证明， 一个更短的 ， i旦与 TKmRNA 的 V端

一80一+ 343 区域互补的反义 RNA 基因也有类

似的棚，制，效果。 z 而 HSV-煌'， TK 融合基因重组

子的实验 表明白]， 只要与 TKmRNA5' 端非翻

译区 ß;2 个坤 互补的反义 RNA 顺序， 就能非

常有效地阻碍 TK的表达， 而且其抑制效率比
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互补大部分 TK 编码顺序 (包括起始密码)的长

顺序反义 RNA 更有效。同样地， 与爪蜡球蛋白

mRNA 5'端或翻译起始区互补的反义 RNA，

也能有效地抑制l球蛋白的合成，而与 3'Y;有翻译

或非翻译区互补的反义 RNA， 则对球蛋白的

的合成没有明显可见的影响[12] 。

然而，分析显微注射法引入卵母细胞的反

义 HSV-TK 和 CAT 基因，却发现互补 3'端的

反义 RNA 基因也能阻遏 CAT 和 TK 的合成，

但不及 V端的 反义 RNA 有 效[ 13]。最近有点

报道[10] ， 在成熟的小鼠次级卵母细胞中， 组

织血纤维蛋白洛酶原激活因子 (t-PA) 基因的

5'端， 中部编码区及 3'主席反义 RNA 均可抑制

t-PA 的合 成， 而以 3r端反义 RNA 最有效，

其抑制效率可达 9'1% 。在小鼠的初级卵母细

胞中， 唯独 3' 端反义 RNA 才能起抑制作用 。

两者的差异可能是卵母细胞内 RNA 存在的状

态不同所致。此外， env 基因的 3'和 5'端反义

RNA 基因 ， 对 抑制 RSV 的产生均具同样的效

果[18] 。 核糖体蛋白 Ll 的 3句;由反义 RNA 几'乎

与完整反义 RNA 的作用一样有效[ 19] 。

2. 反义 RNA对 内源、外~基因均有

抑制作用

在研究某一外源基因的抑制实验中，常常

是把反义 RNA 基因以一定 的比例与外源基因

混合后共同引入细胞。 而且-般来说， 所用受

体细胞系统均有明显的 可筛选的标志， 如

HSV-TK 基因所用的受体缅胞是小鼠 LTK-细

胞[4] 。 当把反义 TI.( 基因与 TK 基因共注射入

细胞后， 可通过 TK 酶活力的比较来检测其抑

制效率。 RSVenv 基因反义 RNA 研究中所用

的 R( 一 )Q 细胞， 来源于缺失了 env 基 因的

RSV 感染的鹤鸦细胞， 当含 env 基因的质粒

引人细胞， 能够有效地获得有感染性的病毒颗

粒。因此当反义 env 基因与 env 基因 共转染

R( 一 )Q 细胞， 能观察到病毒的产生明显受抑

。

1 8 1[ j e-­川
甘
H

除子上述以反义 RNA 基因 乓j RNA 基 因

同时引入细胞所进行的研究外， 不少实验还选

用已在细胞内稳定整合的外源基因进行分析。

如 Kiìn 和 Wold[11]选择的 APRT+TK+细胞 ，TK

基因和APRT(腺苛酸磷酸核糖转移酶)基因在

细胞内均稳定整合，回复突变卒很低，而且可

以在 APRT 的选择性 培液中生长， 因此直接

引入 TK 反义 RNA 质粒， 就能观察到 TK 酶

活性的抑制。

利用反义 RNA 对存在于细 胞染色体上的

内源基因的功能进行研究， 近来也有不少报

道。如与分化 和发育有 关的内源细胞角蛋白

B(endo B Cytokeratin )基因 LZO ] ， 一些原癌基

因如 c-fos[町 ， c-myc[町等， 通过这一途径，更

进一L步了解到它们在细胞生长、分化中的作用 。

3. 反义 RNA抑制作用的种属特异性

不少实验巳证明[7， 9 ， 13]，反义 RNA 对细

胞内非同源基因的表达及 RNA 转录物没有影

响。即使是类似的基因 ， 也不会产生抑制效应。

如反义 HSV-TK 基因只抑制小鼠 LTK-细胞中

的 HSV-TK 基因 ， 而对鸡一TK 去因的表达没

有影响 F 同样地， 反义鸡 -TK 卫:因 也只能特

异性地相 制鸡 一TK 基 因的表达， 而不改变

HSV-TK 基因的表达状况[5]。这种特异性在原

核生物反义 RNA 系统中也观察到 [1 7 ] 。

尸 ' 三、反义 RNA 的作用机理

有关反义 RNA 作用的具体机理目前了解

的还不多。在原核生物中， 反义 RNA 的抑制

功能是通过控制翻译[ 1 6 ] 或通过控制启动附加

体 DNA 复制的RNA 引物活力来实现的[ 1 ] 。

但在真核生物中还没发现类似的机制。从现有

大量的实验结果来看， 推测有两种可能2

1. 反义 RNA 在细胞质内 与 mRNA 结合

形成 RNA: RNA二聚休，阻碍 mRNA 的翻

译。

.1'1: ß一 球蛋 白反 义 RNA 基 因研究中发

现[I Z] ， 注射 mRNA 相反义 RNA 的卵句:细胞 ，

其 RNA 经核糖核酸酶(仅对单挝 RNA 有作
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用)消化后， 仍有 mRNA 和反义 RNA 存在。

但这种 RNA: RNA二聚体的形成 是:时间依赖

性的， 因为在注射反义 RNA 后短时间内，不

能观察到这种二聚体。同时还发现，如果先注

射球蛋白 mRNA ， 几个小时 后再注射球蛋白

的反义 RNA ( 与圳市1] 实验顺序相反) ， 结果依

然能够观察到球蛋白台成的明显抑制， 可提示即

便 mRNA 已附 着到了多聚休上，反义 RNA 还

是能够与之结合阻断削译。 在小鼠初级卵母细

胞内， t - PA mRNA 以稳定的、非翻译状态存

在。只有在卵母细胞成熟过程中 ， t- PAmRNA 

才进行 3ι多聚腺昔化 、 翻译、 最后降解。当

把 3'非编 码区反义 RNA 注射 入初级同母细

胞， 然后 Ji'l RNA Ep迹法检测成熟卵母细胞内

RNA 的怕 况， 发现 3' 宣布 RNA:RNA 杂 合体

形成部分被切除了，由此，影响了 t-PAmRNA

的 Y腺昔化和翻译活性[ 1 0] 。

i. 反义 RNA在核内与新生mRNA 结合，

RNA:RNA 二聚体不能进入细胞质。 '

H~磷酸钙沉注j去，把外游、 TK 基因和反义

TK 基因引入细胞， 在无反义 TK RNA 的细胞

中， TKmRNA 主要存在于细胞质内，而在反

义 TK RNA 高表达的细胞中 ， TK mRNA 却

主要集中于核内。 这表明，反义 TK RNA 的合

成， 改变了 TK mRNA 的分布F 此外，)l乎

所有的 RNA : RNA 杂合体都是在细胞核内检

测到的。依据这些结果， Kim 和 Wold 推测

TK 酶活性抑制的机理z 当反义 TK RNA 的

浓度足够高时 ， 它在核 内与 TK mRNA 杂合

形成双链分子 ，后者很难输送入细胞质，从而减

少了细胞质 mRNA 的量。 但也不排 除其他的

可能，如细胞质内的双链 RNA 分子逆向运送

到细胞核内， 或它本身就在细胞质内迅速降解

了 。

从上述这些实验结果看， 无论在核内还是

在细胞质内， 反义 RNA 与 mRNA 均可形成二

聚体。 各个实验系统没有统一的抑制机理，或

许是由于基因结构、 表达条件及其它一些因素

不同所敦。

四、结I 语

近几年来， 许多实验室利用反义 RNA 做

了不少工作，取得了一些结果， 反义 RNA 高

度专一性的调控作用为在分子水平上进行基因

分析提供了一个很有用的工具。一方面，由于

反义 RNA 特异性地抑制某一基因的表达， 我

们可利用它研究特定基因在细胞生长、分化中

的功能F 另一方面 ， 反义 RNA 也可能是基因

治疗的一个颇有 前景的手段， 通过诱导型、 组

织特异性的启动子控制反义 RNA 的表达， 特

异性地抑制癌基因或一些缺陷型基因的功能，

从而达到治疗的目的。 因此， 反义 RNA 工作

无论在理论研究或实际应用 中都有很重要的意

义。

摘 要

反义 RNA 是指 能与 特定 mRNA 互补的

RNA 片段。本文介绍了近年来真核基因反义

RNA 研究的一 些进展， 包括 不同 基因反义

RNA 的作用，反义 RNA 抑制作用 的特点，

以及反义 RNA 的抑制机理。 反义 RNA 对基

因表达具有高度专一性的调控作用 ， 因此可利

用它研究特定基因在细胞生长 、分化中的作用 ，

同时，反义 RNA 系统也可用于抑制有害基因

的表达，从而为治疗提供新的途径。 ，
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荧光源自恢复技术在细胞生物学中的应用警

张孔华

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

近十几年来， 荧光冻白恢复( Fluorescence 

photobleaching recovery , FPR ) 技术的迅速发

展， 并与其它新技术的结合， 为研究院的流动

性提供了新的手段[IJ 。 目荫， FPR 技术巳广

泛应用于定量测定人工膜、 细胞膜以及细胞质

分子的二维运动。

FPR 技术的基本原理是用荧光探针进行

标记，强激光脉冲照射， f吏待测细胞表面的微

区(小于 10 μm2 )上的标记分子产生不可逆的

光化学琛在1 ，随即用微弱激光束监测漂白区域

的荧光恢复过程。由于该区域内外标记荧光分

子的彼此随机扩散或流动， 从而可获得一条以

时间为函数的 FPR 动力学曲线。通过 Axelrod

等 [2J的理论模型， 从 FPR 曲线可获得以下的

信息:1. 运动过程 的类型是 随机扩散还是定

向流动。 2. 计算出扩散系数(D ) (本方法测量

的有效扩散系数范围在 10→_-10- 12cm2j时， 或

流切速度。 3 . 测定出被 标记分子的可动及不

可动部分的比例。这些信息将有助于了解它们

的运动方式、功能以及与其他分 子的相互关

系。

关于 FPR 的方注- 学丰1] FPR 别 细胞的影响

等问题可参阅盲íjy，y ， 3 J 。 本文拟就 FPR 技术在

细胞生物学中的应用 ， 刊简略地i仓注。

}、姐胞膜!fl分子的运动

1.膜组分的扩散速度[4J FPR 测量表明 ，

人工膜和绝大多数细胞膜上脂j贞的扩散系数均

为 10- 8cm2js ， 个别的 << 10- 10cm2js(见后) ， 这

与电子顺磁共振波谱测量的值相同。细胞膜蛋

白质的扩散系数则 在 10- 9-10- 1 2cm 2js 之间。

大部分蛋白肤的扩散系数;:s 10-lOcm2js ， 可动

组分三580%，少数的 < 10 - 1 2cm 2js ， 日11 在 FPR

测量时间 内几乎不动。这些结果反映了生物膜

结构流体性的特征和动态性质。同时也说明大

多数膜蛋臼质在膜平面上的扩散温动， 是有一

定限制的。 Suffman 和 Delbuck 通过一个简单

的流体动力学模型，求解蛋白质的侧向扩散速

率。计算表明，蛋白质分子的大小刘扩散速率

的影响很小，仅受磷脂双分子层的粘滞度限制。

常 本文承蒙fvpj国彦教授指导，特比致谢.
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