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今后工作重点应放在前三项，其他六项也值得

试验研究，其中有些项目也获得一些经济价值。

但比起前三项似乎较为次要些，遥远的将来它

们可能被分子遗传研究成果所代替。

2. 走向未来

1) 新植物的创造一一当遗传工程技术达

到随心所欲的时候，人们可以从植物染色体、叶

绿体、 线粒体中的几百万基因中分离出所需要

的基因 ， 经转移后表达，达到一个自由世界时，

就可能去创造有益人类需要的新型植物，可根

据人们的愿望创造新的农作物、森林植物、观

赏植物、 园艺、 药用 、 草原、海藻等各种植物，

或几种类型植物的混合体。预计 21 世纪是生

物时代有可能实现以上设想。

2) 农业革命

(1) 新的农作物出现。按照上述，创造新

植物种适合人类要求， 不仅营养丰富且具有各

种抗性。例如l禾本科和豆科植物的新物种， 以

及将农作物改变成多年生的谷物树种等等。

(2) 新技术的应用。 、以细胞培养的胚状体

制成超级和11子，按照季节时间定时萌发(如定时

炸弹)。目前已在少数非农作物上试验，获得

一定结果。 ' 未来也将用在林业、 园艺 ， 并应以

人类主要的粮食作物为主。

植物和农作物工业、 食品工业和饲料工业

的突起，使粮食、 食品 、 饲料生产均在工厂里

进行， 不受天时、地理、 时间的影响和阻碍，

生产的粮食可满足世界人口不断增长的需求。

(3) 海洋与空间的利用

人类早已在各个方面利用海洋。 从古代用

围垦海洋科l植到近代在海洋上建立城市。 利用

比陆地大几倍面积的海洋去培养人类所需要的

植物，又可从海水中提取人类有用且又有高度

经济价值的化学物质。近十年美苏已开始规划

利用太空，包括其他星球在内，探索全球宇宙

太空中生产人类需要的物质和移民等问题。据

闻美苏太空研究规划中， 已包含有许多动、 植

物材料。
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mic RNA基因调控原理及应用

肖韦

(南京农学院)

1 . 何谓 mic RNA 

micRNA 是英文 mRNA Interfering Com­

plementary RNA 的缩写[1]。我 们知道， 基

因的转录与 DNA 复制的一个重要 不同之处

是: 当 DNA 转录时， 只以一条链作为模板来

合成 mRNA ， 这条 DNA 链被称为"有义 t革"

(sense strand) ， 相对应的 另←条链 则被称为

"反义链"( antisense strand )。一般认为反义链

是不被t'<坛的。假~ä反义链被转录，它所指导

合成的 RNA 会不会象 DNA 的 复制一样， 同

从有义链转录 的与它碱 基顺序互补的 mRNA

相结合? 这一结合对基因表达时 mRNA 的翻

译又会产生什么影响?

有人曾做过这样的实验:用变性为单链的

某一 DNA 片段与细胞 mRNA 提取物作分子杂

交 ， 经体外翻译后再作蛋白质电泳，同未作杂

交的蛋白质电泳对照，发现经过分子杂交后，

那段 DNA 所编码的蛋白质在电泳谱上消失，

说明与 DNA 杂交后的 mRNA 失去了作为翻译

模板的功能。根据这一原理设计的"分子杂交

捕捉"技术的 应用作 者曾在另一篇文章中提
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及 [ 2 ]。人们设想，在活体状态下， 如果引入一

段单链 RNA 使之与某特定基因的 mRNA 配

对， 就会抑制这一基因的表达。实验结果证实

了这一设想。 于是， 可以通过分子互补而干扰

正常 mRNA 翻译功能的 RNA 就被称为 micR­

NA ， 也有人叫它 "反义 RNA"。

2 .天然存在的 micRNA 调控系统

迄今所知 micRNA 的基因调控至少在原核

生物中是天然存在的 。

大肠杆菌 E. coli 有两种主要的外膜蛋白

分子 OmpF 和 OmpC ， 共同组成亲水 分子的扩

散通道。 在高渗环境中， 归lpC 增加，臼npF 减

少， 二者总量相对稳定。 研究发现 Ompc 基因

是受另一操纵子 臼npB 上OmpR 正向调节的 ，

OmpF 基因则不受 OmpR 直接控制。在大肠杆

菌基因组上 ， 这三个基因都相距很远。 Mizuno

等川在研究 OmpC 基因时出乎意料地发现z 在

αnpC 基因 5'末端外 ， 有一个很短的转录单位 ，

方向与 OmpC 转录方向相反，同样受 臼npR 正

向调节。它所转录的含有 17 4 碱墨的 RNA 与

OmpF mRNA 的 5'末端有|京人的互补关系 ， 互

补区段包括了为核糖体识别的位点及前 9 个用

于 OmpF 氨基酸合成的密码 ， 而在这个小 RNA

两端各自形成一个折叠配对的"发夹"结构，以

保证 RNA 分子本身的稳定。 在活体条件下，

这种天然产生的 mic (归lpF) RNA 已被测到，

并证明它有与 OmpF mRNA 自己对的特 性。 尽

管有些研究对这个小 RNA 分子在翻 译水平上

抑制 OmpF 合成的重要性还有所怀疑， 然而作

为一个基因调控系统的实例， 已被人们普遍接

受。

事实上， Simons 和 Kleckner[3]在此之前就

发现转座子 Tn 10 的被称为"多拷贝抑制 "(mul­

ticopy lnhibi t ion ) 的现象是通过 micRNA 实

现的。 当被克隆到质粒上的 Tn 10 右臂的 IS 10 

转化入大肠杆菌后， 尽管寄 主细胞内的 IS 10 

是多拷贝的 ， 却只有少量 IS 10 进入寄主基因

组。研究表明 $ IS l O 右臂有-个重叠基因，

启动区 pIN 指导合成转座酶 ( transposas时 ， 而

pOU 侧指导合成一个小 RNA，转录方向 与 plN

相反， 因此它正好和转座酶 mRNA 的旷末端

互补。由于 pOUT 启功能力较强， 足 量 的 小

RNA 有效地在翻译水平上控制了转座酶 的合

戚， 从而阻止过量的 IS 10 插入寄主DNA。这

种调控据认为有利于转座子和|寄主的共处。本

例和前例的不同之处在于:由于两个基因的重

叠， micRNA 与 mRNA 的互补是完全的。 二

者的比较见图 1 。
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图 1 两种天然 micRNA 基因结构的比较

A , mic (OmpF )与 OmpC基因的相互位置，它们位

于大肠杆菌基因组 47' 处，同受 OmpR 调控。

B ， 转座子 Tn 10 右臂 1810 的基因结构 ， 由 pOUT

转录的 RNA 与转座酶 mRNA 有一段互补区。

细菌质粒 ColEl 拷贝量的反馈调节及"不

亲和性"为人们所熟悉， 其机制也源于 RNA 的

分子杂交(.， 5 ]。由此质粒DNA 所转录 的 一个

RNA lI 分子可与靠近 ColEI 复制起点的一 段

DNA 结合 ， 然后在核糖核酸酶H的作用下生成

RNA 引物， 启动 DNA 复制。当质粒拷贝量增

加时，另一转录单位 RNA 1 的含量提高，它专

一性地与 RNA lI 杂交， 改变后者的二级结构 ，

使之失去 RNA 引物功能， 从而阻遏质粒的复

制 ， 达到拷贝量的反馈调控。另外一些研究结

果证明质粒 PI ， lncF 1I 等也具有类似 ColEl

的反馈调节机制。

在真核生物中， Worlg 和 Verma[ ß ] 曾在研

究一个大豆根瘤蛋白基因时发现， 这一基因 5'

末端外有一个完整的可转录顺序， 由它假定合

成的 RNA 与此蛋白基因 mRNA5'末端的 80 个
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核音酸 碱基互补， 但尚未1'1.:: 7舌体中发现这个

RNA 分 子。此 外， Rezaian 和 Symons[ 7 J发现

黄瓜花叶病毒(CMV) 中被称为卫星 RNA 的某

些片段可与病毒基因组中具有合成外壳蛋白功

能的两个 RNA 分子互补，推测卫星 RNA 的

功能与调控 CMV 夕!、壳蛋白有关。

另一方面， RNA : RNA 分子杂交被用来解

释真核细胞转录后加丁.的机制 r 8 , 9J。研究表明

一些真核细胞中大量存在 的核内小分子 RNA

与 mRNA 前体中的识别和切割位 点处的保守

碱基顺序有着充分的互补关系。 新近的报道[10]

已证实 RNA :RNA 碱基配 对是 识另IJ 内 含子、

RNA 切割及外显子重接的重要步骤。

3. micRNA 在基因调节中的应用

DNA 的反义 链不被转录，主要是因为它

没有适当 的启动区和终止信号，因而不能构成

一个"转录单位飞 可元， 通过施以简单的重组

DNA 操作， 把一个基 因X的内部转录部分颠

倒过来(如图 2 所示)，就可以使原来的反义链

处于启动区和终止区控制之下， 从而转录出一

段可与 基因X 的 mRNA 互补的 RNA， 称 为

mic(X)RNA。 白 1984 年以来从不同实验室已

获得了许多成功的例子。

Inouye 的实验室在发 现了 大肠杆菌中

OmpCαnpF 调控 机理后，体外 重组了一个与

脂蛋白 Ipp 基因互补的"基因"并通过质位载入

大肠杆菌，发现 其 内源脂蛋白的合成可以被

mic(Ipp ) RNA 有效地阻断。他们还将重组的

mic(OmpC)基因引入大肠杆菌，发现它能抑制

OmpC 的合成[IIJ 0 Pestka 等 [ 1 Z ]用 同 样 办法颠

倒了克隆在质粒中的 乳糖操 纵子第一个基因

LacZ 的片段， 在 乳糖诱导下， 通 过颜色反应

定量测出。-半乳糖昔 酶的活性降低了 98% ，

顺序而下的另两个酶，半乳糖苦通透酶平日转乙

陆酶的活性分另IJ下降了 80 %和 55% 。

人工合成的 micRNA 也可以在真核细胞中

发挥作闹。 Izant 和 Weintraub[1 3 ]做 过这样的

实验z 将一种痛彦病毒:HSV 所 携带的胸苦激

酶(TK)基 因直接注，入 TK-的小鼠 L 细胞核，

可将其转化成 TK+细胞， 若 将 改 造 了的 mlc

(TK)RNA 基因与 TK 基因同时注入， 当配比

量达到 100:1 时， TK+ 的细胞数量减少了四

倍。鸡 TK 基因与 HSV-TK 基因不同源，但同

样可以转化 TK-鼠细胞，若以 100:1 将 mic(H­

SV-TK)基因与鸡 TK 基因注入小鼠 TK-细胞，

则未见有抑制转化的效应，说明基因调节确是

通过.RNA 互补 来实现的。 Rubenstein 等的实

验( 1. J表明，用分别克隆在质粒中的 LacZ 基因

和 mic(LacZ)基因同时转 染鼠细胞，自一半乳糖

苦酶的4合成比对照 减少了 90%，同一质粒上

的非同源基 因则不受影响。 Kim 和 Wold{ 1 5 J对

micRNA 在真核生物中的表达作了详尽研究，

他们发现低水平的 mic(TK)RNA 不足以抑制

寄主内源 TK+基 因的 表达。 当 mic(TK)RNA

在寄主体内大量增殖时， 细胞内 TK 水平大大

降低。他们还在这种细胞核提取物中测到了

RNA:RNA 分子，认为 这种分 子杂交阻碍了

mRNA 向细胞质的转运。

直接将体外合成的 micRNA wi:其类似物引

启动民 终止区 mi cRNA 
5… -伊..，.........._..... ) , ." 飞'……·飞 -- -户户申~- -

(; A T C A /... "" A C U ;\ C 5/子杂交 A r 11 A C 
CTAGT ./'转成 tJ CA U C -_一唱- UCAIJC 

1 … … ) ' 5 守.._ -~ ' ! ' ---"'-企~--
纶额川剧 I W阳 气抑制基因表达

11."马 /转录 IIhl 

们动阿 飞飞 终止lV __ ""两
5':":_~_::~':7 _~咱r~'".啕咀~__"._-- ] γ "...,........-- '\;J 

TCAT C: I II r l. llr ~ 
L一- U U A U L ' /加 L 转运‘酬 i李1 ，.J4ι午..; ， 转豆 v..-Tr-··1

靶珞肉

固 2 mic RNA 的工伟原理。图中说明了人工蠢组 miçRNA 基因的 一般方法
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入寄主细胞同样能起到抑制特定基因表达的功

效。最早的例子见文献口的。作者将人工合成的

含有 13 个碱基的~J聚 脱氧核 昔酸加入被劳斯

氏肉瘤病毒 (RMV) 侵染的鸡胚成纤维细胞，

由于这段 核昔酸链与 RMV 病毒 35 S RNA 末

端互补， 结果使病毒蛋白质合成及增殖受阻。

Metton [ 1 '1 ] 则直接将 体外合成的与珠蛋白

mRNA 互补的 RNA 注入蛙卵母细胞， 发现这

种 RNA 专一性地与珠蛋白 mRNA 结合， 进而

阻遏了细胞中珠蛋白的合成。

目前， 类似的工作已经在粘菌 Dictyostel­

ium [1町、高等植物[10 ]和果蝇[川等不同生物类型

上取得成功。细胞内源基因的表达被 micRNA

抑制后， 出现了相当 于基 因突变的"拟表型

。henocopy )。被抑制的基 因种类也很普遍。

从以上分析可以看到 ， micRNA 的调控系

统具有普遍适用性、 专一性和高效性等特点，

无论在理论和实践上都有重要的研究价值。 通

过总结现有实验结果，下述几个因素直接关系
micRNA 的有效性[ 1 5 ， 2 1 J 。

(1) micRNA 在 mRNA上的互补区域: 能

够互补mRNA5'末端的 micRNA 较有效。也就

是说互补区应包括被认为与核糖体-mRNA 复

合体形成有关的所谓 Shine-Dalgarno 顺序。 只

互补 mRNA3'末端的 micRNA 效果较差，咛 但也

有例外。

(2) micRNA 的长度z 有人认为，micRNA.

以含有 30-400 核苦酸为宜。比如天然 IS 10 中

micRNA 基因必 需长度为 180 核苦酸， 实际互

补区约长 40 核苦酸 ; mic(OmpF)RNA 与 OmpF

mRNA 互补区长 82 核昔酸， 配对碱基 51 个。

长于 2000 核苦酸的 micRNA 会降低有效性，

可能是由于小分子 RNA 容易杂交的缘故。

(3 ) micRNA 分子的稳定性z 延长 mic­

RNA 的寿命显然有利于提高基因调控能力。

(4) 为了有效地抑制基因的表达，micRNA

量通常要比靶基因 mRNA 多至 20 倍以上z 这

一要求可以通过多种遗传操作手段来满足， 常

见的如增加基因拷贝，或用可诱导的强肩功区

来控制j micRNA 基因等。

micRNA 的研究目前虽然处于初级阶段，

但进展较快， 人们已经逐渐认识到这一生物调

控机制潜在的实践意义。比如， 癌症历来是医

学上的…太难题。有人设想，即使我们尚不能

确知致癌基因， 去IJ 可以制造癌细胞的 micRNA

基因文库，用它来全而抑制癌细胞的生长，并

从中筛选出致癌基因。有了癌基因就可以利用

micRNA 更有效地抑制它。传染性疾病的预防

也是人们感兴趣的课题。如果事先针对某种病

原基因合成 micRNA 基因并转入生物基因组，

一旦病菌(毒 〉侵染， 就可以自动诱导 micRNA

基因的表达 ，从而阻断致病所需蛋白质的合成。

这可能为生物免疫学开辟一个新领域。micRNA

的作用原理还可以被用来人工调节细胞发育代

谢的进程。在农业生产上， 对于抗病、 除草、

保鲜提高产品品质等都有不可估量的前景。

在基础生物学研究方面 ， micRNA 也将是

有力的工具之一。用它来专一性地阻断生物代

谢途径，可以深入地研究各种基因的表达及酶

的功能， 以及各种物质在细胞内的代谢过程。

摘要

与正常 mRNA 碱基顺序互补， 并能通过

与 mRNA生成互补杂交分子而干扰mRNA翻译

功能的 RNA 被称为 micRNA 或 antisense RN­

Ao micRNA 调控系统在原核生物中是天然存

在的， 真核细胞中 某些 转录后加工机制也与

RNA:RNA 分子杂交有关。 利用基因操作技术

可以获得人为的 micRNA， 来研究某些特定基

因的表达调节和功能。
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植物基因载体-Ti 质粒的应用方法 〈下〉

朱群 白永延

( Q1 T'1 院上海植物生理研究所〉

(三 )Ti 质粒的政建

众所周知， Ti 质粒分子大，并有许多基因

分布其上 ，为克服直接操作完整Ti质粒的困难，

Chilton , Framond 等 (1 983)分别构建于一批微

型 Tí 质粒(Mini Ti)[泣 ， 28 1，他们将军、区 DNA

插入既能在大肠杆菌中 ， 又能在根癌农杆菌中

复制的广宿 主质粒上，这个微小的 Ti 自身并

无转化植物细胞的能力，但当有 Ti质粒 Vir 区

域在同一菌中起反式互补作用时，这个微型 Ti

即能将 T-DNA 转入植物细胞的染色体之中，

因而外源基因只要能插入微型 Ti 的 T 区DNA ，

便能被转入植物细胞的基因组。

无论是野生型的 Ti 质粒， 还是改建的微

型 Ti 质粒， 尽管它们已能将外源基 因引入植

物细胞，并能使此外来基因通过减数分裂，但

由于被转化的植物会产生肿瘤，而肿瘤组织难

以再生成完整植株， 因而必须将 Ti 质粒的致

瘤基因去掉，构建出解 除了 "武装"的 Ti质粒

用作基因载体。

<I) l. pGV 3850 系统

pGV 3850 是 Zambryski 等 ( 1983)利用 pA­

cgB 和 pGV 3839 构 建而成的。 pAcgB 是 pBR

322 中插有1因脂碱型质粒 T-DNA 左 右两个边

pBR322 

固 7 pGv. 3850 结构示意图 (15)

LB 、 RB 分别表示左、 右边界。 口表示脑

脂碱合成酶基因
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