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郑丙莲, 复旦大学生命科学学院教授、博士生导师、青年科学基金项目(A类)获
得者。主要研究领域为植物非编码RNA与表观遗传, 聚焦探索不同种类非编码

RNA, 尤其是套索RNA, 如何产生、如何发挥作用以及在植物生殖发育过程中

发挥何种作用。近期相关成果主要发表在Science、Mol Cell、Dev Cell、Plant 
Cell、PNAS、NAR等学术期刊, 引领了国际套索RNA代谢和功能研究的新方向。

套索RNA的代谢和功能研究进展
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(复旦大学生命科学学院, 复杂性状的遗传调控全国重点实验室, 上海 200438)

摘要      套索RNA(lariat RNAs)是前体信使RNA(pre-mRNA)剪接过程中被切除的内含子所形

成的固有产物。长期以来, 套索RNA被视为无功能的剪接副产物, 并由胞内唯一的去分支酶DBR1
特异性识别并水解其2’-5’磷酸二酯键, 进而被外切酶快速降解。DBR1的功能完全缺失导致套索

RNA全局性累积, 并引发动植物胚胎致死。最新研究表明, 动植物中部分套索RNA可逃逸DBR1去
分支所介导的降解, 进而在细胞内稳定积累, 参与众多生理与病理学过程。该文系统梳理了DBR1
的结构特征、底物识别特异性及互作蛋白调控机制, 总结了套索RNA在全基因组水平上鉴定的前

沿技术; 重点阐述了套索RNA在转录后调控中的多维生物学功能, 包括作为非编码RNA(ncRNA)前
体、顺式激活宿主基因转录、维持剪接体循环与剪接保真性, 以及作为分子海绵或支架调控结合

蛋白与小RNA的稳态。基于“动力学竞争模型”, 深入探讨了DBR1去分支与套索RNA核质运输对

细胞稳态及病理过程(如神经退行性疾病、病毒致病与应激响应)的调控机制。作为经典的管家型

ncRNA之一, 解析套索RNA的代谢与功能调控不仅有助于加深对基因表达可塑性的认识, 也可为

深入理解套索RNA作为非编码RNA的通用生物学特性及开发潜在RNA药物靶点提供新视角。
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Abstract       Lariat RNAs are intrinsic products derived from excised introns during pre‑mRNA splicing. For 
a long time, lariat RNAs were considered as non‑functional splicing by‑products. They are specifically recognized 
by DBR1, the sole cellular debranching enzyme, which hydrolyzes their 2’‑5’ phosphodiester linkage, followed 
by rapid degradation by exonucleases. Complete loss‑of‑function of DBR1 results in global accumulation of lariat 
RNAs and embryonic lethality in both animals and plants. Cumulative evidence indicates that a subset of lariat 
RNAs in animals and plants can escape DBR1‑dependent debranching and degradation, stably accumulating in 
cells and participating in diverse physiological and pathological processes. This review systematically summarizes 
the structural features, substrate‑recognition specificity of DBR1 and regulatory modes mediated by its interacting 
proteins, and outlines state‑of‑the‑art techniques for genome‑wide identification of lariat RNAs. Multiple biological 
roles of lariat RNAs in post-transcriptional regulation are highlighted: serving as precursors for ncRNAs (non‑coding 
RNAs), cis‑activating host gene transcription, sustaining spliceosome recycling and splicing fidelity, and acting 
as molecular sponges or scaffolds to modulate the homeostasis of binding proteins and small RNAs. Based on the 
“kinetic competition model”, DBR1-catalyzed debranching and nucleocytoplasmic trafficking of lariat RNAs are 
further discussed with respect to their co-modulation of cellular homeostasis and pathological processes, including 
neurodegenerative disorders, viral pathogenesis and stress responses. As a class of housekeeping‑like ncRNAs, de‑
ciphering the metabolism and functional regulation of lariat RNAs helps deepen understanding of gene‑expression 
plasticity, and provides new perspectives for comprehending general biological properties of lariat‑derived ncRNAs 
and exploring potential RNA‑based therapeutic targets. 
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在真核生物中 , 基因表达的准确调控依赖于前

体信使RNA(pre-mRNA)精准且高度偶联的加工过

程。真核生物基因普遍具有 “断裂基因 ”(split gene)
的结构特征 , 其编码序列 (外显子 )被非编码序列 (内
含子 )分隔 [1-2]。在pre-mRNA剪接过程中 , 内含子被

切除并以特异的 2’-5’磷酸二酯键分支结构形式释

放 , 生成套索RNA(lariat RNAs)[3]。由于绝大多数真

核生物基因均含有内含子 , 套索RNA在胞内的生成

量与成熟mRNA呈摩尔等量分布 , 且展现出极高的

序列与拓扑结构多样性。因此 , 套索RNA的代谢是

真核细胞内数量最为庞大RNA质量监控 (RNA qual-
ity control, RQC)的对象之一。

长期以来 , 套索RNA被普遍视为剪接反应后无

功能的废弃副产物。在正常的生理稳态下 , 其代谢

过程完全依赖于真核生物中唯一的RNA去分支酶

1(RNA debranching enzyme 1, DBR1)[4]。DBR1能够

特异性识别并水解套索RNA分支位点的 2’-5’磷酸

二酯键 , 将套索转化为线性内含子 , 随后被外切酶

快速降解。DBR1功能的完全缺失会导致套索RNA
的全局性累积 , 且导致动植物胚胎致死 , 提示套索

RNA的正常降解直接与生物的存活相关。然而 , 近
年来随着高通量测序技术的革新以及生物信息学算

法的发展, 这一经典范式迎来了重大突破: 从植物到

哺乳动物 , 大量研究表明相当一部分套索RNA能够

逃逸DBR1介导的去分支降解 , 在胞内特异且稳定

地积累。稳定存在的套索RNA不仅可作为非编码

RNA(non-coding RNA, ncRNA)前体 , 还能通过顺式

调控宿主基因转录、维护剪接体循环, 以及作为“分
子海绵”或“分子支架”调控蛋白与小RNA稳态, 在发

育演化、应激响应及神经退行性疾病等病理生理过

程中展现出多维的调控功能[5]。

作为管家型非编码RNA的经典原型, 深入解析

套索RNA的代谢与功能调控机制 , 不仅能极大拓宽

我们对非编码RNA的认知 , 更可为进一步对真核生

物基因表达的可塑性提供新的视角。本文将围绕

套索RNA的代谢调控及其生物学功能展开系统综

述 : 首先梳理套索RNA的生成与DBR1的生化结构

特征及其互作蛋白 ; 其次总结套索RNA全基因组高

通量鉴定与体外合成的前沿技术 ; 再次重点剖析稳

定套索RNA在转录及转录后水平的多维功能机制 ; 
最后基于 “动力学竞争模型 ”, 探讨DBR1介导的套

索RNA去分支与套索RNA核质运输对细胞稳态的

动态调控 , 并展望该领域面临的未解难题与潜在治

疗应用。
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1   套索RNA的生成
在最早对真核生物基因表达的研究中发现了一

个谜题 : 细胞核内转录本的分子量显著高于细胞质

中的成熟mRNA, 断裂基因的发现提供了这一谜题的

答案。1977年Sir Richard John Roberts团队 [1]和Phillip 
Allen Sharp团队 [2]发现成熟mRNA与其DNA模板杂

交时可形成特殊的R-loop结构。该结构呈典型的三

链核酸构型 , 由成熟mRNA与同源DNA配对形成的

DNA/RNA杂合双链以及一条游离的单链DNA构成。

后续研究发现 , 绝大多数真核生物结构基因属

于断裂基因, 由外显子(expressed region, exon)和内含

子 (intervening sequence, intron)交替镶嵌组成。不过

少数蛋白编码结构基因, 以及部分tRNA、rRNA编码

基因不属于此类。断裂基因转录生成pre-mRNA, 需
借助剪接反应去除内含子转录片段、连接外显子转

录序列 , 使编码序列连续化。剪接过程参与基因表

达调控 : 单一mRNA前体可选择不同剪接位点发生

可变剪接(alternative splicing, AS), 产生多种mRNA变

体, 进而翻译得到蛋白质同源异构体[6]。

内含子根据其剪接方式差异可被分为 I型内含

子 [7]、II型内含子 [8]以及剪接体 (III型 )内含子 [9]。根

据结构与剪接方式的差异 , 真核生物内含子可被分

为不同类型 , 各类内含子的分布特征与剪接机制存

在显著区别。Ⅰ型内含子主要分布于真核生物线粒

体、质体、低等真核生物核rRNA基因, 同时少量存

在于细菌与噬菌体的部分基因中; Ⅱ型内含子多定位

于真菌线粒体及植物叶绿体的基因序列中。Ⅰ型与Ⅱ
型内含子均属于自我剪接型内含子 , 无需大量复杂

的蛋白酶、剪接因子等辅助元件参与 , 主要依靠自

身特殊的序列与二级结构 , 即可自主切除内含子序

列、连接相邻外显子, 完成成熟RNA的加工成熟。

剪接体内含子为真核生物细胞核pre-mRNA的

内含子类型, 与前两类内含子不同的是, 该类内含子

无法自主形成稳定有序的二级结构 , 剪接过程必须

依赖剪接体的催化辅助才能完成。剪接体是一种

动态大分子复合物 , 核心组成元件为U1、U2、U4、
U5、U6五种小核核糖核蛋白颗粒 (small nuclear ri-
bonucleoprotein particle, snRNP), 每种 snRNP均由特

异性蛋白与富含尿苷酸的小分子核RNA(snRNA)组
装而成, 是介导核内pre-mRNA精准剪接的核心功能

结构。剪接体介导的pre-mRNA剪接过程高度有序 , 
全程包含两步连续的酯基转移反应 , 依次完成分支

反应与外显子连接反应。首先 , U1 snRNP识别5′剪
接位点(5′ splicing site, 5′SS), 剪接因子SF1结合内含

子分支位点(branch point, BP), 同时U2辅助因子(U2 
snRNP auxiliary factor, U2AF)识别多聚嘧啶区与3′剪
接位点 (3′ splicing site, 3′SS), 共同形成早期复合物

(E complex)。随后, U2 snRNP结合BP并进一步招募

U4/U6-U5三联 snRNP, 经构象重排后组装成具备催

化活性的成熟剪接体。在催化阶段 : 第一步反应中 , 
位于BP位点核苷酸的2′OH亲核攻击5′SS的磷酸二

酯键, 形成2’-5’磷酸二酯键并产生套索状结构; 第二

步反应中 , 释放出的上游外显子3′OH进攻下游3′SS
的磷酸二酯键, 将上下游外显子拼接连接, 形成成熟

的mRNA, 并将内含子套索RNA(lariat RNAs)释放出

来(图1和表1)[10]。

2   DBR1介导套索RNA去分支线性化的

功能与机制
2.1   DBR1是介导套索RNA去分支线性化的关键酶

套索RNA于1984年被发现为pre-mRNA剪接的

副产物 , 而唯一负责套索RNA去分支的DBR1酶随

后才得到分离鉴定 [4]。1991年 , 研究者利用芽殖酵

母 (Saccharomyces cerevisiae)进行遗传筛选 , 寻找调

控类逆转录转座子Ty1、Ty3转座的作用元件, DBR1
基因在该研究中首次被鉴定 [4]。实验表明 , 多个芽

殖酵母dbr1等位基因突变体的Ty1和Ty3元件转座效

率相较野生型均显著下降。后续研究证实 , 该蛋白

在进化上的功能保守性使其同样能够促进人类逆

转录病毒HIV-1的复制 [11-12]。尽管DBR1参与转座子

(transposable element, TE)转座和HIV-1复制的机制

仍不清楚, 但这些发现明确了DBR1是调控逆转录元

件活性的关键因子之一。此外 , 由于芽殖酵母基因

组中内含子区域占比极小, DBR1的功能对其生长发

育并非必需; 然而, 在内含子序列占比约20%的裂殖

酵母 (Schizosaccharomyces pombe)中 , dbr1纯合无义

突变体则表现出严重的生长发育缺陷的表型[13]。

此外 , 在拟南芥和小鼠中 , dbr1纯合无义突变

均表现出胚胎致死表型 [14-15]。同时 , 利用CRISPR-
Cas9基因编辑技术在人类细胞中构建的dbr1无义或

移码突变细胞株系 , 也表现出显著的生长与存活缺

陷表型 [16]。临床研究表明 , DBR1功能损伤也会引

发一种常染色体隐性遗传性先天性免疫缺陷病 (临
床表现为儿童脑干病毒性脑炎和致死性先天性鱼鳞
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病 )[17-18]。尽管DBR1功能缺失导致不同物种表现出

异常表型的具体机制尚未完全明确 , 但目前有假说

认为这与其基因组中含内含子基因的占比密切相

关 : 芽殖酵母中仅约2.5%的基因含有内含子 , 而裂

殖酵母中该比例升至约20%; 相比之下, 植物、小鼠

及人类等高等真核生物中超过70%的基因含有内含

子。DBR1蛋白在真核生物中广泛存在, 其介导套索

RNA去分支的功能在物种间高度保守—拟南芥、

小鼠或人类的DBR1均能完全恢复裂殖酵母dbr1突
变体的表型[14,18-20]。

动植物中DBR1功能缺失突变会引发胚胎致死 , 

因此难以获得DBR1纯合敲除突变体, 这限制了在体

内层面研究DBR1调控套索RNA代谢的分子机制。

故而早期DBR1介导套索RNA去分支功能研究主要

依赖酵母等低等生物 dbr1突变体与体外酶活实验。

Northern blot与套索RNA测序结果显示, 部分内含子

产生的套索RNA在dbr1突变体中显著累积 ; 体外酶

活实验则利用人工合成带有2’-5’磷酸二酯键的Y形

RNA底物, 检测DBR1的去分支催化活性[21-24]。

随着相关研究的逐步深入 , DBR1在高等真核

生物中介导套索RNA去分支反应的遗传学证据不

断丰富。在拟南芥甲基磺酸乙酯 (ethyl methanesul-

5′ exon

5′ exon

5′ exon

2′OH

3′ exon

3′ exon

3′ exon

Step I

3′OH

Step II

Mature mRNA Lariat RNA

Pre-mRNA经两步连续转酯反应被剪接为成熟mRNA, 同时产生含有2’-5’磷酸二酯键的内含子套索RNA。

Pre-mRNA undergoes splicing into mature mRNA via two consecutive transesterification reactions, concomitantly releasing intron lariat RNAs contain-
ing a 2’-5’ phosphodiester bond.

图1   内含子套索RNA的生成过程(根据参考文献[10]改编)
Fig.1   The biogenesis of intron lariat RNAs (adapted from the reference [10])

表1   主要几种RNA类型的结构与连接特征比较

Table 1   Structural and linkage features of different RNA species
类型

Type

特征

Characteristics

磷酸二酯键类型/连接方式

Phosphodiester bond type/linkage

缩略图

Schematic

Linear ssRNA (single-
stranded RNA)

A single ribonucleotide chain with free 5′ 
and 3′ ends

All 3’-5’ phosphodiester bonds (linear back‑
bone)

Linear dsRNA (double-
stranded RNA)

Two complementary RNA strands base-
pair to form a double helix

Standard 3’-5’ phosphodiester bonds (each 
strand linear); the two strands are held together 
by hydrogen bonds

Lariat RNAs A circular “lariat” body with a free 3′ tail, 
resembling a lasso

A unique 2’-5’ phosphodiester bond at the 
branch point; the remaining bonds are 3’-5’ 
phosphodiester bonds

circRNA
(circular RNA)

A covalently closed circular molecule with 
no free 5′or 3′ ends

All 3’-5’ phosphodiester bonds; the 5′ and 3′ 
ends are covalently joined ○
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fonate, EMS)诱变筛选miRNA生成或功能异常突变

体的过程中 , 获得一株单个碱基突变但具有多效性

发育缺陷的dbr1-2弱突变体。该突变体表现出叶缘

缺刻、叶片丛生、植株矮化及结实率降低等多种发

育异常表型 [25]。相较于野生型植株 , dbr1-2突变体

内约10%的套索RNA发生显著累积[26-27]。近期, Fair-
brother实验室 [16]成功构建了可正常存活的dbr1缺陷

型HEK-293T细胞系 , 并在全基因组水平层面证实 , 
DBR1功能部分缺失即可导致细胞内大量套索RNA
累积。虽然目前DBR1从调控逆转录转座子转座到

介导套索RNA去分支的功能演化机制尚不充分清

楚 , 但现有研究也表明 , DBR1作为调控真核生物套

索RNA代谢的关键组分 , 对高等真核生物的正常生

命活动与生存发育至关重要。

2.2   DBR1介导套索RNA去分支线性化的生化结

构特征

DBR1蛋白识别底物具备严格的结构特异性。

体外去分支酶活实验证实 , 该酶仅特异性水解套索

RNA分支位点处的2’-5’磷酸二酯键 , 且催化活性依

赖相邻 2’-5’与 3’-5’磷酸二酯键共同存在。这种双

化学键依赖特征说明 , 分支RNA独特的空间结构

是DBR1实现底物识别的核心元件。此外 , 当分支

位点碱基为腺苷 (A)时 , DBR1催化效率显著高于鸟

苷 (G)、尿苷 (U)与胞苷 (C)[28], 提示酶活性中心可与

腺嘌呤碱基发生特异性相互作用。DBR1蛋白是由

N-端金属磷酸酯酶结构域 (metallophosphoesterase, 
MPE)与C-端结构域 (C-terminal domain, CTD)构成

(图2A)。N-端MPE结构域在跨物种演化中高度保守, 
与其水解磷酸二酯键的核心催化功能相匹配。与之

相反, C-端序列在不同物种间则分化各异, 提示了该

区域可能具备功能异质性。可变的C-端区域在一

些物种中含有典型核定位信号 (nuclear localization 
signal, NLS), 调控蛋白亚细胞分布; 人源、真菌与植

物DBR1能够发生主动核质穿梭 [25,29-30], 而阿米巴原

虫 (Entamoeba histolytica) DBR1(EhDBR1)主要定位

于细胞质 [31]。上述物种特异性的亚细胞定位特征表

明, C-端除支撑核心催化功能外, 还兼具调控功能。

MPE家族蛋白依靠高度保守的GNHD/E基序

结合双金属离子 , 组装形成催化中心并发挥酶活

性。结构生物学研究显示 , DBR1与分支RNA底物

之间通过多重分子作用力实现相互识别 (图2B)。分

支RNA-EhDBR1复合物结构模型表明, His91的空间

构象适配2’-5’磷酸二酯键的水解去分支反应 ; 丙氨

酸替换突变实验证实该残基是维持DBR1体内外催

化活性的关键位点 [21,23-24,32-35]。DBR1的催化残基群

(Lys59/Tyr64/Asp205/Met231)可通过空间约束效应 , 
将RNA分支位点锚定在双核MPE活性中心。紧邻

催化中心的套索识别环区域 (lariat recognition loop, 
LRL; 130–158位氨基酸 )构成不依赖碱基序列的识

别模块 : Lys134与底物3′侧旁胞苷形成氢键 , Phe136
与His156借助碱基堆积作用以及核酸骨架相互作用

稳定3′端腺苷。其核心催化机制为 : 2’-鸟苷与3’-胞
苷之间的碱基堆积诱导核酸骨架发生构象形变 , 推
动分支位点腺苷翻转并嵌入Tyr64与His156形成的

π-π堆积夹层结构。RNA分支区域的骨架构象重塑 , 
与MPE结构域静电表面形成互补 , 使DBR1既能区

分线性仅有3’-5’磷酸二酯键的RNA, 又可识别序列

多样的分支位点 [33]。突变实验表明 , 破坏上述关键

结构元件(如LRL缺失、Cys14定点替换)可完全消除

DBR1的体内去分支活性, 说明这些元件协同参与底

物识别过程。

所有MPE家族酶均依赖双金属离子作为辅因

子 [33], 而DBR1拥有独特的双锰离子(di-Mn2⁺)活性中

心 [32,34]。相较于家族其他成员 , DBR1存在一处特征

性差异: 保守半胱氨酸(Cys)残基取代了其他MPE蛋
白该位置普遍存在的天冬氨酸 (Asp)。该替换能够

形成稳定的Zn2+-Cys配位键 , 保护邻近Fe2⁺辅因子不

被氧化 [21,32,36]。EhDbr1晶体结构与酿酒酵母ScDbr1
生化实验结果共同证明 , Mn2+、Fe2+、Zn2+三类金属

离子协同调控DBR1催化套索RNA去分支的酶活过

程[33]。

2.3   DBR1互作蛋白的研究进展

尽管现有研究已证实DBR1负责介导套索RNA的
去分支反应, 但DBR1在细胞内如何被招募并结合套索

RNA的分子机制仍然需要进一步研究。已有研究显

示 , DExD/H-box家族两种RNA解旋酶Prp22与Prp43分
别参与成熟mRNA和套索RNA的释放过程[37-38]。Prp43
依靠RNA依赖性ATP酶活性 , 在剪接反应完成后催

化剪接体解离 , 介导套索RNA释放 [39-42]。在酵母体

系中 , 过表达ATP酶功能缺陷突变体Prp43 T123A可

产生显性负效应 , 抑制细胞生长。该突变不干扰剪

接催化与成熟mRNA从剪接体释放 , 但能够显著阻

断内含子套索RNA释放。当套索RNA滞留在Prp43 
T123A阻滞的剪接复合物中时 , DBR1无法接触其底
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物 , 因而无法催化套索RNA去分支 [43]。上述证据也

表明 , Prp43介导的套索RNA的释放是DBR1发挥对

套索RNA去分支功能的必要前提。

DBR1能够特异性识别分支RNA结构并催化去

分支反应 , 是调控套索RNA代谢的核心酶 [24]。推测

DBR1功能实现需要其他RNA结合蛋白 (RNA bind-
ing protein, RBP)协同参与 , 以此调控底物识别特异

性或催化效率。近期研究发现 , 结合分支位点附近

的RNA结合蛋白AQR可介导DBR1招募至内含子结

合复合体 (intron-binding complex, IBC); AQR功能缺

失突变体同样表现出与DBR1敲除细胞株系中套索

RNA大量累积相似的表型。针对DBR1互作蛋白的

筛选工作进一步鉴定出同源非催化蛋白DRN1, 该蛋

白可与DBR1结合, 并在酵母与人类细胞中参与套索

RNA代谢调控。然而DRN1敲低或敲除仅造成体内

套索RNA轻微累积 , 说明其对套索RNA代谢的调控

作用相对有限[44-45]。拟南芥中的后续研究表明, 富含

脯氨酸的SIC(SICKLE)蛋白可直接与DBR1互作 , 促
进套索RNA代谢。高温胁迫诱导SIC发生液–液相分

离 , 将DBR1招募至应激颗粒 (stress granule); DBR1
亚细胞定位改变导致套索RNA内源累积 , 并通过顺

式调控上调耐热相关基因转录 , 最终提升植株耐热

性[46]。与此同时, 人类细胞研究发现SIC的人源同源

蛋白TTDN1(trichothiodystrophy non-photosensitive 
1)同样能够结合DBR1。TTDN1通过MPLKIP结构

域直接结合DBR1, 其N-端内在无序区域则负责与

内含子结合复合体IBC互作[47-48]。敲除SIC或TTDN1
均可产生与dbr1突变体类似的套索RNA累积表型 , 
证明二者均能协助DBR1完成对套索RNA的去分支

降解过程。进一步生化实验显示 , DBR1能够维持

TTDN1蛋白稳定性 ; 而TTDN1在不改变DBR1底物

特异性的前提下, 可将DBR1催化效率提升19倍[47]。

植物中近期的一项研究发现ALBA(acetylation 
lowers binding affinity)家族蛋白可与DBR1相互作

用。一方面 , ALBA蛋白通过C-端的精氨酸–甘氨酸

富集基序 (arginine-glycine-glycine/arginine-glycine 
rich sequence, RGG/RG-rich motif)结合套索RNA, 增
强DBR1与底物的结合能力; 另一方面依靠N-端结构
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A: DBR1蛋白的结构域分布示意图; MPE: 金属磷酸酯酶结构域; CTD: C-端结构域; B: EhDBR1关键氨基酸残基与分支RNA分支位点的相互作

用示意图。保守残基通过多重分子间作用力锚定分支RNA骨架, 从而实现对其2’-5’磷酸二酯键的特异性识别与线性化。

A: schematic domain organization of DBR1 protein; MPE: metallophosphoesterase; CTD: C-terminal domain; B: schematic representation of interac-
tions between key amino acid residues of EhDBR1 and the lariat RNA branchpoint. Conserved residues anchor the lariat RNA backbone through mul-
tiple intermolecular forces, thereby enabling specific recognition and linearization of its 2’-5’ phosphodiester bond.

图2   阿米巴原虫DBR1的生化结构特征(根据参考文献[23-24]改编)
Fig.2   Biochemical and structural features of EhDBR1 (adapted from references [23-24])
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域结合并激活DBR1, 提升其去分支酶活 , 加速套索

RNA降解。低温胁迫能够减弱ALBA与DBR1的相

互作用, 从而引发套索RNA的累积, 进而抑制冷响应

基因转录 [49]。这一系列DBR1互作蛋白的鉴定研究

充分说明DBR1介导的套索RNA去分支过程需要辅

因子的参与, 进而维持套索RNA代谢的高效降解。

3   套索RNA的鉴定研究进展
3.1   传统方法鉴定单个位点套索RNA

传统观点认为 , 套索RNA仅是pre-mRNA剪接

过程的副产物, 可经由DBR1介导的去分支反应快速

加工并降解。此外 , 套索RNA特殊的分支结构使得

早期研究难以通过常规逆转录技术实现完整序列的

有效扩增。因此 , 建立准确可靠、操作简便的套索

来源环状RNA鉴定方法 , 对深入解析其代谢规律及

生物学功能具有重要意义。

鉴于线性RNA与套索类分支环状RNA的空间

构象存在本质差异—套索RNA因在分支位点处

存在包含 2’-5’磷酸二酯键的分支结构而呈现环状

形态 , 因此在折叠与分子构型上与同等长度的线性

RNA显著不同。这种结构特性使其在变性凝胶电

泳或二维聚丙烯酰胺凝胶电泳中的迁移速率与线

性RNA存在显著区别 , 利用该特性可通过Northern 
blot等手段对其进行检测鉴定 [3,50]。同时 , 逆转录

PCR(RT-PCR)也被广泛用于套索RNA的鉴定 : 基于

逆转录酶虽然效率低但也能勉强读取2’-5’磷酸二酯

键的特性, 可在其环状区域设计一对背向引物, 进而

通过反向PCR技术实现对套索RNA的特异性扩增与

检测[51]。但这些传统方法只能实现少量位点的检测。

3.2   高通量测序方法基因组范围鉴定套索RNA
随着对套索RNA研究的深入 , 亟待利用生物信

息学手段在全基因组范围内鉴定各物种中的套索

RNA。鉴于逆转录酶具有通过套索RNA的2’-5’磷酸

二酯键的特性 , 结合高通量测序与生物信息学分析

已成为全基因组鉴定内含子套索RNA的核心手段。

Taggart等 [52]首先通过鉴定定位在全基因组内含子区

域、反向排布且跨越分支位点的测序 reads(intronic 
BSJ reads/lariat reads), 实现了对5′剪接位点(5′SS)与分

支位点 (BP)的精确界定 , 为套索RNA的研究奠定了

基础 (图3A)。在实验层面 , 可进一步利用3’-5’核酸

外切酶RNase R处理总RNA。该酶能高效降解线性

RNA(包括mRNA、rRNA等), 但无法降解含有2’-5’磷

酸二酯键的闭合环状结构的套索RNA及环状RNA, 从
而实现套索RNA与环状RNA的特异性富集[53]。因此, 
通过RNase R消化与rRNA去除等步骤富集套索来源

环状RNA, 结合高通量测序可显著提升套索RNA鉴

定的灵敏度与准确度[26,54-56]。

然而 , 逆转录酶在分支位点分支处的通过能力

较弱, 导致现有检测方法效率受限, 通常需借助其他

策略克服该瓶颈。例如 , 通过CIP和RppH去磷酸化

酶及5’-3’核酸外切酶XRN-1消化清除线性RNA, 保
留套索RNA; 再利用重组DBR1使其线性化后构建

高通量测序文库 , 即LIT-seq(lariat termini sequenc-
ing)与Branch-seq技术 (图3B)[57-58]。这些方法能够捕

获5′和3′端一一对应内含子5′SS和3′SS的测序 reads, 
进而实现套索RNA的精确鉴定。此外 , 共转录套索

RNA测序 (co-transcriptional lariat sequencing, CoLa-
seq)利用逆转录酶在套索RNA的2’-5’分支位点易发

生终止的特性 , 也可有效鉴定套索RNA的分支位点

(图3B)[59]。

从高通量测序文库分析的角度来看 , Taggart
与Fairbrother[60]开发的ShapeShifter工具 , 可基于内含

子测序 reads的覆盖形态鉴定并定量稳定存在的套

索RNA(图3C)。针对多数公共RNA-seq数据未经过

RNase R处理且易受内含子滞留干扰等问题, 亦可通过

分支位点注释信息将内含子划分为环状区域 (loop re-
gion, 5′SS-BP)与尾部区域(tail region, BP-3′SS); 对于缺

乏分支位点注释的位点 , 默认以3′剪接位点上游第26
位核苷酸作为分支位点 [26 44,61-62]。通过设定套索RNA
环状区域 /尾部区域(loop region/tail region)的测序reads
比值≥2, 且通过内含子loop region计算得到的FPKM三

次重复值均≥5的严格标准, 可筛选出稳定存在的套索

RNA(图3D)。该双重判定策略显著提升了鉴定准确性, 
为解析套索RNA的代谢过程提供了可靠支撑[27,56]。

4   套索RNA的生物学功能和作用机制
随着高通量测序技术的迭代与生物信息学分

析方法的完善 , 跨物种研究不断证实部分套索RNA
能够在体内特异且稳定地积累。这一发现打破了套

索RNA仅为剪接副产物的传统认知 , 极大推动了对

其生物学功能的研究 , 并为深入研究其生理调控机

制奠定了重要基础[25-26,63-67]。

4.1   套索RNA作为底物加工成ncRNA
在正常生理状态下 , 套索RNA被DBR1去分支
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线性化后 , 会迅速被外切核酸酶降解。然而越来越

多研究证实 , DBR1介导的套索RNA去分支并非仅

作为RNA降解清除的前提步骤 , 更为多种内含子来

源ncRNA的生物生成提供了底物 , 极大拓展了套索

RNA代谢调控的生物学功能 (图4A)。对于携带box 
C/D或box H/ACA保守基序的内含子 , 经DBR1去分

支后的线性内含子RNA, 可通过结合核仁小分子核

糖核蛋白复合物 (small nucleolar ribonucleoprotein, 
snoRNP)抵御外切酶降解 , 进而加工为成熟的核仁

小分子RNA(small nucleolar RNA, snoRNA), 虽然植

物中 snoRNA的生物生成有其他途径 , 但DBR1介导

的去分支步骤是真核生物内含子来源 snoRNA的主

要生成途径 [68-69]。此外 , 内含子套索RNA也是真核

生物miRNA(microRNA)生物生成通路的重要组成

部分 , 其加工主要包括两大核心途径 : 在经典途径

中 , 含颈环结构的初级miRNA(pri-miRNA)的套索

RNA经DBR1去分支后释放前体 , 随后进入动植物

各自的经典miRNA加工通路完成成熟 [70-72]; 而在非

经典mirtron miRNA通路中, 加工过程完全依赖套索

RNA的去分支 , 线性化的内含子序列可直接折叠形

成含颈环结构的前体miRNA(pre-miRNA), 从而绕过

Drosha的切割步骤。该通路在真核生物中具有进化

保守性 [73-74]; 然而mirtron miRNA在植物中所占比例

非常低, 且被证明有功能的几乎很少[74]。此外, 在酵

(A) (B)
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A: 跨分支位点reads检测法(junction reads detection), 利用逆转录酶读取跨分支位点的特异性连接序列(junction reads), 精准定位套索RNA的5′剪
接位点(5′SS)与分支位点(BP)。B: 基于去分支或末端标记的测序技术(LIT-seq/Branch-seq), 利用重组DBR1将套索RNA线性化后建库, 或通过

末端捕获技术直接测序获取BP至3′SS片段, 实现套索末端的高效鉴定。C: 基于测序覆盖度的形态分析法(ShapeShifter), 根据RNA-seq数据中内

含子区域测序reads的覆盖形态特征, 对稳定积累的套索RNA进行鉴定与定量。D: 基于区域reads密度比值的筛选流程(self-customized pipeline), 
将内含子分为套索RNA环状区(loop region: 5′SS-BP)与套索RNA尾部区(tail region: BP-3′SS), 通过计算两区域的reads密度比值高效筛选稳定套

索RNA。

A: junction reads detection, precise localization of the 5′SS (5′ splice site) and BP (branch point) of lariat RNAs using reverse transcriptase to read spe-
cific junction reads spanning the branchpoint. B: debranching- or terminal tagging-based sequencing (LIT-seq/Branch-seq), linearization of lariat RNAs 
using recombinant DBR1 prior to library construction, or direct sequencing of BP-to-3′SS fragments via terminal capture techniques to efficiently iden-
tify lariat termini. C: coverage profile-based shape analysis (ShapeShifter), identification and quantification of stably accumulated lariat RNAs based on 
the coverage profile and shape characteristics of intronic sequencing reads in RNA-seq data. D: region reads density ratio-based pipeline (self-customized 
pipeline), division of introns into loop region (5′SS-BP) and tail region (BP-3′SS) regions, followed by calculating the reads density ratio between the 
two regions to efficiently screen for stable lariat RNAs.

图3   套索RNA全基因组鉴定与检测的高通量测序策略(根据参考文献[26,52,57-60,62]改编)
Fig.3   High-throughput sequencing strategies for genome-wide identification and detection of lariat RNAs 

(adapted from references [26,52,57-60,62])
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母新型隐球菌中还发现 , 滞留在剪接体上的剪接中

间体套索RNA经DBR1线性化后 , 可被诱导加工生

成siRNA(small interfering RNA)[75]。

最近一项植物中关于套索 RNA的研究表明 , 
当DBR1功能受损或植物遭受病原体感染等应激刺

激时 , 未能被及时清除的套索RNA会异常积累 , 并
被RNA干扰 (RNAi)途径劫持转化为套索RNA来源

的小干扰RNA(lariat-derived small interfering RNA, 
lasiRNA)。在这一过程中, 单链套索RNA首先被植

物内源的RNA依赖性RNA聚合酶 (RNA-dependent 
RNA polymerase, RDR)识别并作为模板转录合成

双链RNA(double-strand RNA, dsRNA)。随后 , 生
成的dsRNA被DCL(dicer-like)蛋白家族切割 : 在正

常或DBR1缺陷状态下 , 主要由DCL4优先切割产

生 21 nt的 lasiRNA; 而在DCL4受抑制或特定病原

体 (如TuMV病毒 )入侵时 , 套索RNA则会被DCL2
切割为 22 nt的 lasiRNA。这些生成的 lasiRNA能

够跨靶向同源mRNA的外显子区域。尤其是 22 nt 
lasiRNA, 它具备诱导产生次级小RNA(secondary 
s iRNA)的能力 ,  进而引发广泛的外显子来源的

siRNA爆发。这些次级siRNA一方面通过抑制翻译

(如靶向NIA1/2等发育关键基因 )导致植物生长发育

停滞 , 另一方面会在病毒细菌感染时过度沉默免疫

基因(如PR5、WRKY53), 最终破坏植物的抗病防御

反应[76]。

4.2   套索RNA顺式调控基因表达

已有研究表明 , 套索RNA可顺式调控基因的转

录表达。多项研究证实 , 从高等植物到人类细胞系 , 
套索RNA的全基因组表达水平与其宿主基因表达量

呈显著正相关 , 这进一步提示该类分子对其宿主基

因具有普遍且重要的调控潜力 , 也为深入挖掘套索

RNA的生物学功能指明了方向(图4B)[26,63-64]。

现有研究已逐步阐明套索RNA调控宿主基因转

录的具体分子机制。其中 , 最具代表性的是人类细

胞中丰度较高的套索来源环状RNA—ci-ankrd52,  
该RNA主要富集于自身转录位点 , 能与RNA聚合酶

II(RNA polymerase II, Pol II)转录延伸复合物直接相

互作用 , 正向调控Pol II的转录延伸活性 ; 敲降ci-an-
krd52可显著下调母本基因ankrd52的mRNA水平 , 证
实了套索RNA顺式转录激活的功能 [64]。此外 , 果蝇

中鉴定的经典功能型套索来源环状RNA—sisR-4, 
由dpn(deadpan)基因座第二个内含子剪接后逃逸去

分支产生 , 可通过母源卵母细胞传递 , 并在胚胎早

期发育阶段正向调控dpn基因的转录 [77]。而在植物

中 , 高温响应通路中套索RNA可发挥转录水平正向

调控作用 , 有研究报道热胁迫诱导SIC蛋白相分离 , 
促使DBR1进入应激颗粒 , 从而抑制套索RNA降解 ; 
源自HSP70-4、HSP90-1内含子的套索RNA大量累

积 , 在细胞核内促进母本基因的转录 , 从而上调热

激蛋白表达 , 正向维持植物耐热性 , 这一结果为套

索RNA参与植物逆境响应提供了证据。这也表明

此类调控机制在真核生物中具有一定的进化保守

性。

4.3   套索RNA调控pre-mRNA剪接

Pre-mRNA剪接过程中剪接体的循环再利用 , 
是真核生物基因表达调控的核心环节。套索RNA
被剪接体释放并去分支线性化降解 , 这是剪接体

完成催化后顺利解离并进入下一轮循环的关键前

提。DBR1作为真核生物中唯一能特异性水解套

索RNA的 2’-5’磷酸二酯键的去分支酶 , 其功能完

整性不仅直接决定细胞内套索RNA水平 , 更全面

调控剪接体循环效率与 pre-mRNA剪接保真性 (图
4C)。在正常生理状态下 , 剪接产生的套索RNA会

被DBR1快速去分支线性化 , 随后被核酸外切酶降

解 ; 而DBR1功能受损会导致细胞内套索RNA在全

基因组范围内显著积累 , 进而直接干扰剪接体的

正常循环 [78]。在裂殖酵母中 , 敲除DBR1会引发细

胞内套索RNA大量累积 , 同时导致全基因组 pre-
mRNA剪接效率较野生型显著下降 [62]; 在人类细胞

系中 , 敲低DBR1同样会导致全基因组套索RNA水

平上调 , 并引发外显子跳跃可变剪接事件广泛增

加 , 该分子表型是由套索RNA累积所致的剪接体

循环缺陷导致[16]。

真核生物中剪接与转录固有的共转录偶联特

性 , 会显著放大由DBR1缺陷及套索RNA累积引发

的剪接异常效应。DBR1功能缺失使得剪接体从累

积的套索RNA上释放显著延迟 , 拉长了内含子切除

与外显子定义之间的窗口期 , 这为套索RNA异常累

积导致可变剪接紊乱提供了核心分子机制。该机制

在真核生物中具有高度进化保守性 : 模式植物拟南

芥dbr1弱突变体中同样存在全基因组套索RNA显著

累积并伴随可变剪接紊乱的表型 [25-26], 这为植物中

套索RNA代谢与pre-mRNA剪接调控的关联研究提

供了重要遗传模型。
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4.4   套索RNA作为分子海绵或分子支架的生物

学功能

近年来的研究表明 , 体内稳定的套索RNA可通

过分子海绵、分子支架等多种机制广泛参与真核生

物的转录后调控(图4D)。一方面, 含有miRNA结合位

点的套索RNA可通过竞争性内源RNA(competing en-
dogenous RNA, ceRNA)机制发挥分子海绵效应 , 竞争

性结合miRNA以阻断其对靶mRNA的降解, 从而维持

靶基因的表达稳态 [27,64]。另一方面 , 套索RNA还可作

为诱饵吸附细胞内RBP, 调控靶蛋白的亚细胞定位、

病理聚集与生物学功能。这一机制在多种生理与病

理模型中得到了深入验证 : 在肌萎缩侧索硬化 (amyo-
trophic lateral sclerosis, ALS)模型中, DBR1缺陷导致的

套索RNA积累可通过直接结合致病蛋白TDP-43阻断

其病理聚化 , 进而显著降低其神经毒性 [79]; 而在单纯

疱疹病毒(herpes simplex virus, HSV)感染体系中, 病
毒编码的潜伏期相关转录本 (latency-associated tran-

script, LAT)作为稳定套索RNA, 可通过直接结合

核糖体 60S大亚基影响核糖体组装 , 实现对宿主与

病毒基因翻译效率的全局调控 [80]。此外 , 部分高表

达套索RNA凭其独特的环状拓扑结构及抗核酸外

切酶的稳定性 , 可充当大分子复合物组装的分子支

架。

在模式植物拟南芥中的研究进一步拓宽了套

索RNA的分子海绵机制, 在对miRNA生物生成调控

因子进行正向遗传筛选鉴定了 dbr1-2弱突变体 , 该
突变体在全基因组套索RNA大量积累的同时伴随

miRNA水平的全局性下调 ; 机制研究表明 , 积累的

套索RNA可作为miRNA加工复合物的分子海绵, 阻
碍其对pre-miRNA的切割加工 , 从而影响miRNA的

生物生成。这一发现不仅揭示了套索RNA调控植

物小RNA通路的新机制 , 也明确了DBR1介导的去

分支降解是维护植物miRNA生物生成稳态的核心

保障[25]。

(A) (B)

(C) (D)
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A: 作为非编码RNA前体, 套索RNA可进一步加工生成小核仁RNA(snoRNA)、mirtron、siRNA以及套索衍生siRNA(lasiRNA)等多种非编码

RNA。B: 顺式调控亲本基因转录, 剪接产生的套索RNA可反馈调控RNA聚合酶II(Pol II)的活性, 进而顺式调控其亲本基因(parent gene)的转录

过程。C: 维护剪接体复合物循环, DBR1缺陷会抑制套索RNA的去分支与降解, 导致后剪接体复合物(post-splicing complex)无法正常解聚释放, 
从而阻碍剪接体组分向前剪接体复合物(pre-splicing complex)的回收循环。D: 充当“分子海绵”及调控翻译, 套索RNA可作为miRNA海绵(miRNA 
sponge)或RNA结合蛋白海绵(RBP sponge)吸附相关分子, 同时还能通过直接结合翻译复合体或核糖体组分调控mRNA的翻译效率。

A: serving as precursors for non-coding RNAs, lariat RNAs can be further processed into various non-coding RNAs, including snoRNA, mirtron, siR-
NA, and lasiRNA (lariat-derived small interfering RNA). B: cis-regulating parent gene transcription, spliced lariat RNAs can feedback-regulate the ac-
tivity of RNA Pol II (polymerase II), thereby cis-regulating the transcription of their parent genes. C: maintaining spliceosome assembly and recycling, 
DBR1 deficiency blocks the debranching and degradation of lariat RNAs, preventing the disassembly of the post-splicing complex and impeding the 
recycling of spliceosomal components into pre-splicing complexes. D: acting as molecular sponges and regulating translation, lariat RNAs function as 
miRNA sponges or RBP (RNA-binding protein) sponges to sequester target molecules, and can also regulate mRNA translation efficiency by interacting 
with translational machinery or ribosomal components.

图4   套索RNA的生物学功能与作用机制(根据参考文献[5]改编)
Fig.4   Biological functions and regulatory mechanisms of lariat RNAs (adapted from reference [5])
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5   总结与讨论
5.1   DBR1介导套索RNA降解的未解机制

在真核生物中 , RNA转录、剪接与代谢过程由

众多因子共同参与、协同介导完成。然而作为RNA
质量监控的关键步骤 , 套索RNA的去分支却几乎完

全依赖于DBR1。与调控其他RNA加工过程的多组

分复合物相比 , DBR1展示出极高的高效性与自主

性 , 该特性引出了关于套索RNA代谢生物学机制的

核心科学问题。

首先 , DBR1的生化特异性反映出特殊的底物

识别策略。与传统依赖专一性 RNA结合域 (RNA 
binding domain, RBD)或辅助因子的RNA加工酶不

同 , DBR1似乎通过直接识别并结合分支RNA结构 , 
这使得DBR1去分支活性在细胞内的时空间调控机

制仍不清楚。

其次 ,  虽然传统观点认为 DBR1介导的套索

RNA去分支反应发生于细胞核内 , 但越来越多的证

据表明 , 在正常生理状态下 , DBR1与套索RNA均可

定位至细胞质。这种双重定位不仅提示了其潜在的

非经典功能 , 也引发了关于套索RNA核质运输调控

机制的思考。解答这些问题有赖于在活细胞水平对

去支活性进行空间定位及对套索RNA的动态追踪。

此外 , DBR1活性可能受到翻译后修饰或亚细

胞区域化的精密调控 , 从而根据细胞生理需求动态

改变套索RNA的周转速率。例如 , 病毒感染或氧化

应激等环境刺激可能短暂抑制DBR1活性, 引发套索

RNA的应激性积累 ; 而在发育阶段转换过程中 , 细
胞则可能需要提升DBR1活性以加速核苷酸的回收

利用。在进化选择压力下, DBR1避免了代谢通路的

冗余 , 演变为一种多功能的“分子把关者”(molecular 
gatekeeper), 将其催化活性与细胞稳态维持及非经

典RNA功能紧密偶联。

5.2   套索RNA鉴定与合成的技术进展与挑战

随着高通量测序技术与套索检测算法的深度

融合, 真核生物套索RNA图谱得到了极大丰富, 但在

检测灵敏度与特异性上仍存在明显瓶颈。目前 , 精
准鉴定全长套索RNA的主要障碍在于逆转录酶难以

高效跨越分支点处的2’-5’磷酸二酯键。因此 , 开发

能够高效跨越套索RNA分支位点的工程化逆转录酶

变体 , 将为套索RNA的高精度定量与结构注释带来

突破。

此外深入探究套索RNA的生物学功能必须依

赖能够忠实还原真实2’-5’磷酸二酯键的体外合成方

法。利用哺乳动物核提取物进行体外剪接或直接化

学合成分支寡核苷酸等传统手段 , 在产率和序列灵

活性上均受到严重限制。近年来, 基于古菌II型内含

子核酶(group II intron ribozymes)介导的合成技术为

解决这一难题提供了新思路 [81-82]。该自剪接策略克

服了传统方法的低效缺陷 , 实现了特定序列全长套

索RNA的高产率、规模化制备。

5.3   套索RNA的新兴功能与调控谜题

细胞内未被降解 (或稳定存在 )的套索RNA, 其
生物学功能全景仍有待深入探索。作为一类特殊的

环状RNA结构 , 高丰度的套索RNA可作为核酸结构

支架组装RNP复合物 , 或作为 “分子海绵 ”竞争性吸

附RNA结合蛋白, 进而参与转录后的调控。

套索RNA在不同组织和细胞类型中的特异性

积累 , 进一步暗示了其依赖于生理环境的功能多

样性。同时弄清楚套索RNA生物合成的动力学调

控—尤其是DBR1介导的去分支与核输出过程的

竞争关系—是解答套索RNA结构拓扑性与功能之

间因果联系的关键。基于此, 我们提出了“动力学竞

争模型”(kinetic competition model)假设: 若去支反应

发生延迟 (如DBR1活性下调或发生空间隔离 ), 结构

完整的套索RNA将被优先输出至细胞质 , 其独特的

环状拓扑结构使其能够在胞质中发挥新的功能 (如
充当胞质蛋白或miRNA的支架或海绵 ); 反之 , 若核

内去分支高效发生 , 则套索RNA将被快速降解。套

索RNA结构在真核生物中的高度保守性 , 表明其经

历了多功能化的进化优化。近年来 , 套索RNA动态

平衡的失调已被证实与神经退行性疾病及病毒致病

机制密切相关 , 这使其具备成为新型临床治疗靶点

的潜质。深入阐明套索RNA稳态与RNA质量控制

通路之间的相互作用 , 将增加科学界对发育与疾病

发生过程中基因表达可塑性认识的一个新的角度。
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