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不均一核核糖核酸及其在肿瘤细胞中的研究来

孙谨

〈辽宁省肿瘤研究所〉

HnRNA liIl不均一核核糖核酸，系真核生

物的核 RNA 成分之一，因分子量不均一而得

名.它约占核 RNA 的 30% 左右，碱基比例

与 DNA 相似。它是真核细胞基因的一级转录

体，是遗传信息由核向胞质，由核酸向蛋白质传

递中的主要中间体，它一部分加工成 mRNA ，

因此是 mRNA 的前体，大部分(70-90%) 于

核内降解.

结构特征

HnRNA 的平均长度 (13000 个核昔酸)约

为 mRNA 的 5-10 倍Î. 新转录的 HnRNA 在

链增长完成前，便在 d 端加上一段与其后加工

过程无关的甲基化帽结构， m7GpppN~N" ，其

抗酶解能力增强.

10-40%HnRNA 在核内转录后立即在分

子 3' 端进行多聚腺昔化并完成于加工之前.

Poly(A)JI民序部分运送到胞质，部分在核内降

解. Poly(A) J顺序对 HnRNA 加工成 mRNA

并输送至胞质有决定作用。HnRNA 加成 Poly

(A) JEî-H[J形成利于加工的分子结构.腺病毒

HnRNA 加成 Poly(A)后即开始加工，未加成I

Poly(A)的则迅速降解• i旦非造lUl组织珠蛋白

HnRNA 的加工似乎与多聚腺音化无关.

HnRNA 转录自基因组的垂复和非重复j顺

序。哺乳类及海胆 HnRNA 分子中约 10→30%

是来自重复顺序.用部分碱水解和 Poly(dT)

纤维素亲和层析确定，与 3' 端 Poly(A) 相连

接的主要是单一顺序， 5' 端主要是重复顺序。

大鼠腹水细胞 HnRNA 的 80% 是重复和单一

顺序交替排列，其中 28% 由长 200 个核苛酸的

重复顺序与长 1200 个核苦酸的非重复顺序交

替间插，另 43% 交替间插的重复与非重复顺序

各长 200 及 9800 个核音酸。Hela 细胞HnRNA

3' 端有一段非重复顺序与 Poly(A)片段邻近，

其长度与细胞 mRNA的平均长度相似。海胆胚

胎 HnRNA 由 300 与 800 个核音酸的重复与

非重复顺序交替组成。基因无性繁殖技术揭示，

编码 mRNA 顺序的结构基因被非密码插入顺

序所隔开。小鼠目-珠蛋白 mRNA 前体中的结

*本文系作者在中国科学院上海细胞生物学研究

j沂基因三组进修!刊。撰写， 任t蒙导师张玉li见教授

指导修改，谨致谢意。
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构基因转录j顺序则被两段插入顺序隔成三个区

段。HnRNA 顺序复杂性一般比相应 mRNA 的

要高。 HeLa 细胞 HnRNA (4.1x108 ) 及海胆

HnRNA( l. 7 X 108 ) 比相应 mRNA(4.95 x 107 

及 1. 7 X 107 )高 10 倍。 L 细胞 HnRNA 复杂性

比 mRNA 高 4 倍.

转录自 DNA 回文区的发夹结构(即双链

RNA , dsRNA)在哺乳类 HnRNA 中约占 1-

3%，可能是加工产生 mRNA 的区域，有易被

加工酶识别的位点。

HnRNA 链与积聚在链上的蛋白质结合成

电镜下可见的约 200 埃的 HnRNP 颗粒. Hn

RNA 在形成 HnRNP 颗粒时就可开始加工，

但有的颗粒则连结到核膜上成为颗粒网留于核

内，不被加工且很稳定。 HnRNP 中的蛋白质能
随基因活化时染色质非组蛋白增加而起变化，

推测两者间有某种联系.

制备方法简介

研究HnRNA 在基因调控中的作用时要

求首先制备获得完整的、不被 DNA 污染的

HnRNA. 
总 HnRNA 可以从总核 RNA 制得.以大

鼠肝和腹水细胞为例，用黑糖一氯化钙法或
拘橡酸桂先分离核，再将核悬于0.14M

NaCl(l%SDS) 中，在 4"C用等容积 pH6 的水

饱和酣提取。将水相和盼相间的界面蛋白质再
依次严格地在 4"C、 40 0C 、 55 0C 、 65"C及 85"C

分别用 0.14M NaCl 与 pH6 的水饱和盼的 1:

1 混合液提取， 850c时得 HnRNA. 不同组织

的提取条件有所不同[1]。用此法制备， HnRNA 

易降解。冷酷法提取大鼠腹水细胞[Z] 、 HeLa 细

胞[3]、海胆胚[4]及小鼠 L细胞[5]HnRNA 时，

将核悬于 2%SDS一(7-8M) 尿素-0.35M

NaCl-1mMEDT A-0.01M Tris-HCl (pH8) 

中，用 1:1 的盼一氯仿在室温振摇两次，水层
加 pH6 的醋酸铺至最终浓度为 2% ，再以 2 容

和、乙醇沉淀 HnRNA，一 18"C冷冻 4 小时后高

速离心分离.

产品中污染的 DNA 一般均用电泳纯无

RNase的 DNaseI 酶在37"C水解除去。HnRNA

与 rRNA 前体的分离可采用黑糖线性梯度

离心法或甲基化自蛋白硅藻土吸附柱层析法。

在含二甲亚帆变性剂的黑糖梯度上离心或用

Poly(U)琼脂糖柱层析，所得 HnRNA 纯度更

高，不降解， G+C 比例低.

还可从 HnRNP 制备总 HnRNA. 真核细

胞核用生理离子强度微碱性的缓冲浪处理，再

借超声法等破核膜即可获得 HnRNP，但得率

均低.超声法所得一般均为 30SHnRNP ，加核

酸酶抑制剂则 S 值可达 300S 左右[6]。大鼠肝

细胞核是在 10mMTris-HCl(pH7)-0.15M

N aCl-1.5mMMgClz 缓冲液中利用超声波破核

膜，然后两次震糖梯度离心即可分出 HnRNP

区带，在 0.5%SDS 中用盼从 HnRNP 中提

取 HnRNA [7]. Pogo 鉴于盼易使 RNA 积聚发

生构型改变，改用 SDL 破核膜， 再在藤糖梯

度上分级分离， SnRNA 在梯度顶部， 18S 及

28SrRNA 在梯度中部，底部主要为 HnRNA
[8] 

Long 等 [9]从 Friend 红白血病细胞中提

取 HnRNA 时， 将细胞悬于 10mMTris-HCl'

(pH7.的-1.5MMgClz-300mM 黑糖中冻融破

膜，然后在含 0.5%SDL 的 100mMTris-HCl

(pH8.2)-20mM EDT A 中用酷提取， HnRNA

的产率可达 70-90%。细胞核若先在含 PIPES

后在含苯甲磺酷氟 (pheny1methy 1sulf ony 1-

f1uoride)的震糖-Tris(pH7. 7) 中处理，并与

DNase 于 10 0C温育 1-2 小时，即能使核内

DNA 完全水解， 可提得无 DNA 污染的 Hn

RNA. 

此外，采用 Edmonds 等方法用01igo(dT)

纤维素进行亲和层析，借有无 NaCl 的 Tris

缓冲液梯度洗脱，可从总核 RNA 中分出带

Po1y(A)的部分即 Po1y(A+)HnRNA 。

HnRNA 在正常细胞基因调控中可能的作

用

(1) 活化或抑制基因表达 Frenster[10]提

出 HnRNA 对 DNA 双螺旋体有两个相反的作
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用:①作为多聚阴离子体，通过无选择地络合能

从 DNA 双螺旋体上移去染色质中的组蛋白，

使 DNA 双螺旋解链，活化基因。 HnRNA 还

能降解成中度重复顺序的去阻遏物 RNAs ，

在特定基因位点与 DNA 反密码链杂交，既稳

定了解链作用，又使 DNA 密码链游离成不对

称转录的模板。②HnRNA 断裂成信使与非信

使片段时， DNA 双螺旋的反密码链上的去阻

遏物 RNAs 即与后者形成双链体而被除去，基

因则被关闭(抑制).

(2) Sherrer 指出(1汀， HnRNA 加工成

mRNA 时系通过高度专一机制除去一些 RNA

顺序，胞质 mRNA 顺序是分几步从含多顺反子

的 HnRNA 中选择加工而来，所以从核向胞质

的信息流量是有选择性和受限制的。

(3) Dickson 指出 [12] ， HnRNA 与 DNA

相比，更易与蛋白质(酶〉缔合.机体通过酶与

HnRNA 结合使之迅速降解. HnRNA 因能迅

速转变，又有强编码能力，还能高度专一地与

DNA 及蛋白质反应，故能充当基因调控分子。

HnRNA 中保留在核内的顺序还可在基因组的

适当位点借氢键固定下来，成为转录新

HnRNA å''.l引物. Davidson 等 [13]曾提出一重

要设想， HnRNA 中互补重复顺序转录体间在

核内生成的二联体本身不能加工成 mRNA ，在

与整合调控转录体(目11 SnRNA) 结合成二联体

后才能加工.

HnRNA 在细胞癌蛮过程中的变化

有两种观点:

(1)认为 DNA 的转录模板活性以及转录

后的加工和运转在细胞癌变时有改变。 Shapot

等 [14] 指出， 大鼠及小鼠在用放线菌素D抑制

rRNA 合成时作体内标记，结果正常肝中 Hn

RNA 比活迅速下降，而肝癌细胞中仅微有降

低，表明肝癌细胞中代谢稳定的 HnRNA 比例

较正常肝细胞低得多。 Torell等 [15]证实，有些

肝癌细胞不能加工某些大 HnRNA 分子，只能

保留未加工的 HnRNA 分子.他们还指出，

白血病细胞与淋巴细胞相比，含有较大量的

带 Poly(A) 的核 RNA. Garratt 等(1 6] 用核

酸分子竞争杂交法证明，新生大鼠肝和肝癌

5123C 细胞中的核 RNA 的共同特征就是都缺

少成年鼠肝核 RNA 中所存在的某些碱基顺

序o Ono 等(1 7]用同样方法也证明正常肝与肝

癌 AH-130 细胞的核 RNA 顺序之间有一定差

异。 Grady 等[ 18] 用单一顺序 DNA 探针与过

量 RNA 饱和杂交，发现正常小鼠及多瘤病毒

转化的 ALjN 细胞的核 RNA 和 Polysomal

RNA 在顺序复杂性上有很大差别。张玉砚等

[19] 用核酸分子杂交技术观察到二乙基亚硝胶

诱发的大鼠肝癌细胞中，能与正常大鼠肝细胞

核 DNA 重复顺序互补的细胞核 RNA 比正常

大鼠肝细胞核 RNA 少，而能与正常大鼠肝细

胞核 DNA 单一顺序互补的细胞核 RNA 比正

常大鼠肝细胞核 RNA 有所增加.此外还观察

到 [20] 与 rRNA 基因扩增或基因调控变化有关

的大鼠肝癌核 RNA 中 rRNA 碱基顺序比正

常大鼠肝核 RNA 中 rRNA 碱基顺序增加。观

察结果似能间接说明，大鼠肝细胞癌变中核

RNA 顺序的缺失可能发生在 HnRNA 分子

上. Capetaneki 等问]利用 cDNA.RNA 杂交

动力学分析揭示，根据 Poly(A+)nRNA 复

杂性的测定， Novikoff 肝癌细胞单倍体基因

组获得表达的比率 (4%) 比正常肝的 (5%) 要

低.正常肝与 Novikoff 肝癌两种类型细胞中

所共有的某些顺序在分布频率上也有差别.

Novikoff 肝癌 Poly(A+)nRNA 与转录白正

常肝 Poly(A+)nRNA 的 cDNA 之间的异源

杂交表明， 某些正常肝的顺序在 Novikoff 肝

癌细胞中确有丢失.

分子杂交技术已证实，真核细胞分化时发

生 RNA 转录及加工模式的改变，国而可以推

测细胞从正常到肿瘤表型的转变时也伴随基因

表达的改变，上述 HnRNA 及核 RNA顺序的

变化可能是这种改变的反映.

(2) 认为转录模板活性没有改变而是转

录后核 RNA 向胞质内的传递有了改变或

RNA 在细胞质内的稳定性有了改变. Moyzis 
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等 [22]利用 Melli 等的过量 DNA.RNA 杂交法

及 Grady 等所用方法证明正常的和苯并茂转
化的中国仓鼠胚胎培养细胞间的 Poly(A +) 

nRNA 和 Poly(A+)mRNA 在顺序的量和复

杂性上均无显著差异。我们[23] 用 Melli 等的

方法也只看到大鼠正常肝及肝癌细胞的 Poly

(A +)nRNA 顺序间有很小差异。这些结果似

表明化学致癌剂引起细胞癌变出现表型变化时

只伴随基因表达模式的很少改变. Moyzis 等

[22]还指出，转录自重复顺序的标记 Poly(A +) 

nRNA 部分仅 11. 5% 而 Poly(A+)mRNA 部

分却达 22%，大概 Poly(A+)nRNA 加工成

Poly(A +)mRNA 时有某些重复顺序发生选择

性丢失或此两种 RNA 群体间可能存在部分非

同源性.此种丢失或非同源性在正常的和转化

的中国仓鼠胚胎培养细胞间又有相同程度的表

现，表明细胞癌变时重复和单拷贝转录体相对

量的变化并未引起 RNA 顺序总量的改变.

Jacobs 等 [24] 用大鼠肝总的和按丰度分级分离

的 Polysomal RNA-cDNA 探针与大鼠正常

肝和 HTC 肝癌细胞的 Poly(A+)nRNA 进行

同源和异源杂交，发现正常肝 nRNA 中含有的

高丰度的信使顺序在 HTC 肝癌细胞 RNA 及

其 nRNA 中有缺失，可能是转录后选择性加工

的专一性有了改变. Jacobs 等并未发现 HTC

肝癌细胞中有新顺序的表达. Reiners 等 [25]也

提出，NovikoH 肝癌细胞中复杂性低丰度高的

肝 RNA 群体的缺失直接与转录后调控机制

有关.信使顺序的核稳态水平是核内各种事件

综合影响的结果。核和胞质间发生的信使顺序

丰度分布频率的调控对决定细胞表型有重要作

用. Wilkes 等[叫也认为，大鼠再生肝 Poly

(A +)nRNA 中含有正常肝的全部顺序，而正

常肝 Poly(A+)nRNA 中却缺少再生肝的某些

顺序，既可解释为肝再生时比正常肝有更多

的基因获得转录，也可解释为大鼠肝再生时顺

序的多聚腺苛化作用可能有了改变，某些在正

常肝中未多聚腺背化的核 RNA 顺序在肝再生

时被多嚷腺音化了. Balmain 等 [27]研究 Pre-

mRNA 顺序在 Friend 细胞 Poly(A+)nRNA 

中的分布频率时也确认，多聚腺#化作用不仅
是 RNA 顺序运转的一个信号，而且在向胞质

传递的定量选择中起一定作用. Wilkes 及

Balmain 等的观点对于癌变细胞核 RNA 顺序

的变化也是适用的.

以上两种观点至今尚处于争论之中。
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