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第5版前言

眨眼之间，5年过去了，又到了为《现代分子生物学》写"前言"的时候了。能跟读者
们说点什么呢?这个问题其实早在一年多前正式启动第5版修订时就已经在我的脑子里

了，只不过久久定不下来。我的"前言"一贯比较超脱，信手拈来而并不囿于对所修改内
容的介绍。秉承以往的风格，在这里先跟读者们说两句题外话。

一、学术造诣的培养。美国职业篮球联赛（NBA）内部有一种说法∶要想成为巨星，技

术很重要;但若要想成为超级巨星，技术之上的东西更重要。我想，把他们这句话搬到学

术界，说不定也能成立∶即要想成为科学家，学术素养很重要;但要想成为科学大家，学术

素养之上的东西更重要。这里，技术之上或学术素养之上的东西指的是锲而不舍、永不放 
弃的精神;是即使身陷绝境，仍一往无前，所向披靡的豪情壮志;是不以物喜，不以己悲，历

久弥新的坚定信念。举个例子，1986年，NBA开始举办全明星三分球大赛。自此，"大鸟"

拉里·伯德连续3年夺魁。第一年开赛前，伯德信步走进更衣室，对其他所有参赛球员说∶

"你们谁准备拿第二名啊?"多么霸气侧漏的瞬间!有一句罗马名言"Veni，vidi，vici"，意
思是∶我来，我看，我征服。挂在小牛队（NBA球队之一，现更名为独行侠队）更衣室墙上

的座右铭是∶"Our way，our will，our win"，意为∶我们选择的道路和我们的意愿帮助我们赢

得胜利。没有这种精神，没有这种对事业近乎偏执的渴求，你很难在任何领域走多远。

二、敏锐和迟钝、失败与成功的辩证法。"池月荷风"在一篇博客里说∶从小到大，自

己一直以"敏锐"而自豪。上学时，老师教的一学就会，最不怵的就是考试。顺风顺水，轻

松就上了"一本"，还保研。没想到，读博士期间才发现"敏锐"成了致命的短板。实验一

次次地失败，自己敏感脆弱的内心实在不能承受，心情抑郁到了极点。相反，那些平时不

善言谈，上基础课死气沉沉，做事也不干练、处处透着"钝感"的同学却往往在实验上稳扎

稳打，步步前进。他们不容易受失败的困扰（已经经历了太多的失败?!）.总能很快开始

下一个实验。工作以后，也发现迟钝者好像更有利些。对待领导的批评、同事的嫉妒或陷

害、一时的成败，他们并不很在意。这种人很少见异思迁，受了挫折，不会掉头就走，而是

坚持默默前行!

无独有偶，日本作家渡边淳一在他的《钝感力》一书中讲了一个真实的故事∶当年他
学习写作时，他才华横溢的同学0先生已经有文学作品发表，但因为彼时大家都是新手，

经常遭遇编辑部退稿。渡边比较钝，遇到退稿这样的事，会埋头喝上一顿小酒，骂几句那

个对小说一窍不通的臭编辑⋯然后，就忘记不快，重整旗鼓开始新的写作。而0先生



的自尊心跟他的才华一样横溢，经受不了屡屡退稿的伤害，逐渐失去了创作的欲望和动

力，直到彻底退出文坛。所以说，很多时候，失败其实是一件好事，失败能给人带来新的精

神动力。人的一生中，最重要的可能是如何学会面对失败，如何迅速从失败的阴影中站起

来，开始新的征程。如果你不但敏锐而且足够愚钝，才可能在科学上有大的造诣!

从第3版开始，本书就固定为11章.分别讲述染色体结构、DNA的复制形式与特点、

DNA的转座、遗传密码的破译、蛋白质的合成和运转、基因表达调控的原理，探讨DNA甲

基化、蛋白质磷酸化、乙酰化修饰、染色质构象变化等表观遗传修饰对基因活性和功能的

影响，探讨小RNA的产生与作用机制、癌症与癌基因活化、癌症的主要现代疗法、人类免

疫缺陷病毒（HIV）的分子机制、基因组与比较基因组学等现代分子生物学中的重大问题。

第5、6两章集中阐述现代分子生物学主要技术原理和实验流程，以帮助读者尽快掌握分

子生物学研究的精髓。第 11章讨论 DNA序列分析技术对基因组学研究和人类社会进步

的影响。

如果狭隘地从人类的角度看分子生物学这个学科，它关注的是从一个受精卵分化发

育出由数千亿个不同细胞组成的复杂有机体这个过程的分子机制。大量同源域基因研究

表明，个体发育过程中可能存在特化的局域性发育控制中心，也就是说，发育过程是模块

化的，每个模块都是一种自组织体，是适应性与结构化的产物。生命的演化其实就是一个

不断模块化的过程。生物大分子包括核酸、蛋白质和多糖都是由一些更小的、基本结构相

同的分子模块拼接而成的;真核细胞则是由一些共生的原核细胞特化产生的细胞器功能

性整合而成的;包含无数细胞的动植物个体，它们功能性地整合形成各种组织和器官，并

通过模块化的发育程序构建复杂的躯体。因此.物种演化其实就是一系列发育模块的重

组，归根结底是DNA水平上的变异或修饰、插入或缺失。纲举目张，DNA就是纲，其余都

是目!祝同学们尽快掌握分子生物学的纲!

化

2018年3月9日于武汉大学珞珈山

第4版前言 第2版前言第3版前言 第1版序言

头各 之：一国些一冒一

的
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1.1 引言

现代分子生物学研究的终极目标是要在分子水平上阐明各种生命活动的规律，揭示

生命的本质。从20世纪 40年代开始，无数生命科学家用他们的智慧和汗水，赢得了20

世纪自然科学最伟大的革命——揭开生物遗传的谜底。随着 DNA 的结构与功能、RNA

在蛋白质合成中的作用、蛋白质的结构与功能、遗传密码及基因表达调控的本质等被相继

阐述，人类开始了从生物学的必然王国向自由王国的过渡。分子水平的生物学研究，正在

越来越多地影响各个传统生物科学领域，如组织学、细胞学、解剖学、胚胎学、遗传学及生

理学和进化论。我们将在本书中尽可能系统性地提供有关现代分子生物学各分支的基本

理论和主要实验依据，介绍导致最近二三十年来现代生物学高速发展的新技术、新方法以

及所衍生的新学科。本章首先介绍历史背景和主要人物.并简单讨论人类对遗传的最基

本单位——基因——化学本质的认识过程。

1.1.1 创世说与进化论

多少年来，人们常常会反复提出3个与生命和一切生物学现象有关的问题∶

①生命是怎样起源的?

②为什么"有其父必有其子"?

③动、植物个体是怎样从一个受精卵发育而来的?
直到19世纪初叶，这些问题大都只能从宗教或迷信的角度进行回答。西方人一直相

信基督教的宣传，相信上帝先创造了花草树木、世间万物，后来又创造了男人亚当，再从亚
当身上抽出一根肋骨，这就成了女人夏娃。亚当、

图 1-1 Charles
夏娃婚配繁衍产生了人类。1859年，伟大的英国

Robert Darwin（达尔
文） 生物学家达尔文（Charles Darwin）出版了著名的
英国生物学家;进化论 《物种起源》一书，确立了进化论的概念，打破了
的奠基人。

上帝造人的传统观念，极大地推动了人类思想的

发展。达尔文图1-1）从小热爱大自然，喜欢采集

动、植物标本。他 16岁到爱丁堡大学学习，参加

了青年人的普林尼学术活动，研讨拉马克的进化

学说。拉马克虽然不信"上帝创造一切"的"创世

说"，却又拿不出令人信服的证据来。这些讨论

使达尔文的思想陷于矛盾和斗争之中，他决心深

入大自然去寻找答案。
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9年后，达尔文以自然科学家的身份，参加了历时5年的贝格尔号军舰环球旅行，历

尽了千辛万苦，在晕船、饥渴、病痛和死亡的威胁下，他坚持工作，采集了大量动、植物标本

和化石并细心地进行比较、鉴别和研究，提出并解答了一系列学术问题，如∶相似的动物为

什么居住在千里之外的不同地区?同一个小岛上为什么聚集着许多不同的动物?低等动
物与高等动物有些什么样的联系?人是如何产生的?等等。从贝格尔号回到英国以后，

他发表了一系列论文，逐步阐述了生物进化的观点。在《物种起源》这部划时代的科学巨

著中，他用大量事实证明"物竞天择，适者生存"的进化论思想。他认为世界上的一切生

物都是可变的，并预言从低等到高等的变化过程中必定有过渡物种存在。他指出物种的

变异是由于大自然的环境和生物群体的生存竞争造成的，彻底否定了上帝创造万物的旧

思想，推翻了物种不变的神话，使生物学真正迈入实证自然科学的行列。

通过记载不同动、植物的地理分布，研究近亲种族的解剖学、形态学的相似性和变异

率，达尔文第一个认识到生物世界的不连续性。他发现，当记录研究跨越一个较长的历史

时期，主要存在物种会有很大的变化。他认为，环境因素如大地变迁、特定区域内的温度、
降雨量变化及气候条件改变，都会以"自然选择压力"的形式，在生物体的世代遗传中体

现出来。正是在这种"自然选择压力"之下，新物种才不断诞生，旧的、与环境不再相容的
物种也不断消亡。他在书中这样写道∶"对于每一个动、植物种群来说，因为总是有大大多

于可能生存下来的个体出生，所以为生存而斗争是长期的、永久的。"如果某些个体偶然

获得了于自身有利的变异，就会在生与死的斗争中占同类的上风，从而生存下来。根据遗

传学原理，任何生存下来的个体都倾向于扩增其经过修饰的新性状，以保持生存优势。

达尔文关于生物进化的学说及其唯物主义的物种起源理论，是生物科学史上最伟大

的创举之一，具有不可磨灭的贡献。为了纪念这位生物科学大师，人们把进化论称为"达

尔文学说"。

1.1.2 细胞学说

早期生物科学家的另一大贡献是提出了"细胞学说"（cell heory））。
17世纪末叶，荷兰显微镜专家 Leeuwenhoek 制作成功了世界第一架光学显微镜。通

过这一装置，他看到了一系列肉眼看不到而又使人迷惑不解的微小生物，他将这些小生命

称为"微动物"（animalcule）。若干年后，人们才知道它们是单细胞生物。

Leeuwenhoek 出身贫寒，16岁便失学当了学徒。在好奇心驱使下，他把工余时间都用

来研究、磨制、装配玻璃透镜。开始，他用自己磨制的透镜观察蜜蜂蜇人的"针"，看蚊子
叮人的口器，以及小甲虫的足等。随着制镜手艺不断提高，他制成了能放大200倍的显微

镜，不断公布自己的观察结果，并将新发现报告给当时世界最权威的科学管理机构-—英

国皇家学会。他第一个观察到狗和人的精子，发现了酵母菌，描述了红细胞等。为了表彰

和鼓励Leeuwenhoek 的研究工作，英国皇家学会吸收他为会员。自此，一个小学徒终于成

长为受人尊敬的大科学家。

1702年，Leeuwenhoek在观察轮虫时，偶然发现雨水中有微生物。这些生物是怎么来
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的呢? 为了解开这个谜，他做了一个实验;收集开始下雨时的雨水来观察，里面并没有微

生物。到了第四天再观察，就有许多微生物出现在水中。Leeuwenhoek 因此得出了一个

结论∶"风能将空气灰尘中的微生物带入水中。"以后经过对昆虫、海贝和鳝鱼等的细心研

究，他进一步断定∶"微生物不是由泥沙尘埃产生的，而是和动物一样，有完整的生活史。"

这一有趣的发现使Leeuwenhoek 更为出名。

大约与Leeuwenhoek 同时代的 Hooke，第一次用"细胞"这个概念来形容组成软木的

最基本单元。直到19世纪中叶，这一概念才正式被科学界所接受。随着显微技术、组织

保存技术和超薄切片技术的不断发展，科学家发现动、植物组织都是由细胞所组成，而且

细胞是可以分裂的，每一个细胞都是或曾经是一个单独的活的实体，包含有生命的全部

特征。
动、植物的基本单元是细胞，这是 19世纪三大发现之一的"细胞学说"的核心。首先

建立这一学说的是德国植物学家Schleiden 和动物学家 Schwann。Schleiden 出生于汉堡，

22岁就获得了法学博士学位，，但他并不喜欢当律师。28岁时，他先后到哥廷根和柏林学

习植物学和医学，35岁时获得医学和哲学博士学位。Schwann 高中毕业后，没有按照父母

的意愿学神学，而是毅然去柏林学医。24 岁获得博士学位，在柏林解剖博物馆工作时结

识了Schleiden。他俩虽然个性、经历迥异，但共同的志趣和真诚的情感促成了他们多年

的合作。Schleiden 研究被子植物的胚囊，Schwann 研究蛙类的胚胎组织，相同的研究方

向，相似的研究方法，使他们取得了一致见解，共同创立了生物科学的基础理论——细

胞学说。
1847年，Schwann 在描述动物组织时这样写道∶"所有组织的最基本单元是形状非常

相似而又高度分化的细胞。"可以认为，细胞的发生和形成是生物学界普遍和永久的规律。

从此，细胞学说开始广为传播。研究发现，每一个动、植物个体实际上是千千万万个生命

单元的总和，而这些微小单元—细胞，包含了所有的生命信息。因为单个细胞生长分裂，

组织、器官和个体的生命现象实际上是细胞活动的总和，所以细胞可以而且应该成为生物

学研究的首要对象。今天的细胞生物学和分子细胞生物学就是在这个基础上发展起来的。

1.1.3 经典生物化学和遗传学

进化论和细胞学说相结合，产生了作为主要实验科学之一的现代生物学，而以研究

动、植物遗传变异规律为目标的遗传学和以分离纯化、鉴定细胞内含物质为目标的生物化

学则是这一学科的两大支柱。早在 19世纪中叶，人们就发现动物和植物细胞的提取液中

主要是一些能受热或酸变性形成纤维状沉淀的物质。这些物质包含有大体相等摩尔浓度

的碳、氢、氧和氮。科学家将这些物质命名为蛋白质。生物化学家 Buchner第一个实现了

用酵母无细胞提取液和葡萄糖进行氧化反应，生成乙醇，证明化学物质转换并不需要完整

的细胞而仅仅需要细胞中的某些成分。后续研究发现蛋白质是活细胞中所有化学反应的

执行者和催化剂。

生物化学从一开始就承担了双重使命∶分析细胞的组成成分并弄清楚这些物质与细

。
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图1-2 GregrJdunn胞内生命现象的联系。19世纪中叶到20世纪初，
Mendel（孟德尔）

是早期生物化学的大发展阶段，组成蛋白质的 20
遗传学的奠基人，被

种基本氨基酸被相继发现（最晚分离的是苏氨酸. 称为"遗传学之父"，
于1865年发现遗传学

1935年），著名生物化学家 Fisher 还论证了连接相 定律。
邻氨基酸的"肽键"的形成。细胞的其他组成成分，

如脂质、糖类和核酸也相继在那一阶段被科学家所

认识和部分纯化。那时，科学家还无法解释细胞内

最重要的生命活动，即细胞成分是如何世代相传的。

奥地利大科学家、经典遗传学创始人孟德尔

（（Gregor Mendel）（图 1-2）发现并提出遗传学定律的故
事像是不朽的神话，在生物学界被广泛传诵。孟德

尔从小爱好园艺，虽然因为家境贫寒，没有念完大

学就当了修道士，但却矢志不渝钻研科学。他出于对"种瓜得瓜，种豆得豆"的生物遗传

现象的好奇和困惑，挑选了20多种大小不同，形状、颜色各异的食用豌豆，在修道院里反

复进行杂交、自交等试验。从1857年到1864年的7年间.孟德尔选择了7对差异明显的

简单性状，对豌豆的生长进行了仔细的观察。例如，他用产生圆形种子的豌豆同产生皱皮

种子的植株杂交，得到几百粒全是圆形的杂交子一代（F）种子。第二年，他种植了253 粒
F圆形种子并进行自交，得到7324粒F，种子，他发现有5474粒是圆形的，1850粒是皱

皮的，用统计学方法计算出圆皱比为3∶1。

他还进行了具有两个对立性状的豌豆品系之间的双因子杂交试验。他发现当选用产

生黄色圆形种子的豌豆品系同产生绿色皱皮种子的豌豆品系进行杂交时，所产生的F，种

子全是黄色圆形的，但在自交产生F，的576 粒种子中，不但出现了两种亲本类型，而且还

出现了两种新的重组类型，其中黄色圆形315粒，黄色皱皮121粒，绿色圆形108粒，绿色

皱皮32粒。这4种类型的比例接近于9∶3∶3∶1。

根据以上现象，孟德尔总结出生物遗传的两条基本规律∶

第一，当两种不同植物杂交时，它们的下一代可能与亲本之一完全相同。他把这一现

象称为统一规律。根据自已长期的实验结果，孟德尔认为，生物的每一种性状都是由遗传

因子控制的。这些因子可以从亲代到子代，代代相传。在体细胞内，遗传因子是成对存在

的，其中一个来自父本，一个来自母本。在形成配子时成对的遗传因子彼此分开，单独存

在。他还认为，有些遗传因子以显性（dominant）形式存在，即能在任何杂种一代得到表达;
而有些因子呈隐性（recessive）状态，只有当父、母本同时含有这一因子时，才得到表现。

第二，不同植物品种杂交后的F，种子再进行杂交或自交时，下一代就会按照一定的

比例发生分离，因而具有不同的形式。他把这一现象称为分离规律。如红花和白花植株

杂交，得到的F，植株全部为粉色花，自交后代中有1株红色花、1株白色花、2株粉色花。

这一代的白色花互相交配，将永远得到白色花;红色花互相交配得到的永远是红色花;但

这一代的粉色花互相交配，其结果就像上一代那样，仍旧是1红、1白、2粉。所有这些花朵，
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都按照孟德尔的分离规律依次遗传下去。分离规图 1-3 Thomas
Hunt Morgan （托马

律对动、植物的杂种后代都适用。斯·摩尔根）
由于孟德尔的研究方法和结论都远远超越美国生物学家，被誉为

"现代遗传学之父"。 了当时的科学认知水平，他的这些天才的科学发

现和见解，并没有立即引起生物学界的注意。从

1865年他发表《植物杂交试验》一文到1884年

逝世，欧美各国科学界几乎无人理睬他的巨大贡

献。直到1900年，他的理论才被荷兰科学家H.de

Vries 等人重新发现、验证并得到普遍应用，他也逐

渐被公认为经典遗传学的奠基人。

虽然孟德尔早在 1861年就通过豌豆杂交实

验揭示了遗传的物质性（a discrete unit governing

inherited characteristics），但直到1909年丹麦科学

家Johannsen才根据希腊文"给予生命"的定义，创造了"gene"（基因）这个代表遗传学最

基本单位的新名词。美国人托马斯·摩尔根（T.H.Morgan）图1-30是第一个用实验证明"基

因"学说的科学家。1910年，Morgan 和他的助手们发现了第一只白眼雄果蝇。因为正常

情况下，果蝇都是红眼的，称为野生型，所以，他们将白眼果蝇称为突变型。Morgan 将白

眼雄果蝇与红眼雌果蝇交配，所产生的F，不论雌雄，全为红眼果蝇（孟德尔的统一规律!）。

这些F 果蝇互相交配所产生的F，有红眼也有白眼，但所有白眼果蝇都是雄性的，说明白

眼性状与性别有联系，这一点与孟德尔的遗传性状独立分离规律是背道而驰的（现在我们

已经知道，当所研究的两个基因位于同一染色体上而又距离较近时，Morgan 的连锁遗传

规律起主导作用;而当所研究的两个基因位于不同染色体上时，孟德尔的独立分离规律起

主导作用）。
果蝇有4 对染色体。在雌果蝇中，有一对很小呈颗粒状的染色体，两对呈"V"形的染

色体，另有一对呈棒状、被称为XX的染色体。在雄果蝇体内，前三对同雌果蝇完全相同，

第四对染色体则由一条棒状的 X染色体和一条呈"J"形的Y染色体所取代，人们称这一

对为XY染色体。Morgan 当时就知道性染色体的存在，因此他推想，白眼这一隐性基因（w）

是位于X染色体上，而在Y染色体上没有它的等位基因。他将F，红眼雌果蝇（Ww）与白

眼雄果蝇亲本（wY）回交，结果产生的后代果蝇中有1/4是红眼雌果蝇.1/4是白眼雄果蝇。

这个实验证明，白眼隐性突变基因（w）确实位于X染色体上。这一现象被称为遗传性状

的连锁规律，又称连锁遗传。

Morgan 和他的助手们第一次将代表某一特定性状的基因，与某一特定的染色体联系
起来，使科学界普遍认识了染色体的重要性并接受了孟德尔的遗传学原理。Morgan特别

指出∶种质由某些独立的要素组成.我们把这些要素称为遗传因子，或者更简单地称为

基因。

。
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1.1.4 DNA的发现与基因学说的创立

1928年，英国科学家Griffith等人发现，肺炎链球菌使小鼠死亡的原因是引起肺炎。

细菌的毒性（致病力）是由细胞表面荚膜中的多糖所决定的。具有光滑外表的S型肺炎链

球菌因为带有荚膜多糖而能使小鼠发病，具有粗糙外表的R型细菌因为没有荚膜多糖而

失去致病力（荚膜多糖能保护细菌免受动物白细胞的攻击）。

首先用实验证明基因就是 DNA分子的是美国著名的微生物学家Avery。他和他的

同事们首先将光滑型致病菌（S型）烧煮杀灭活性以后再侵染小鼠，发现这些死细菌自然

丧失了致病能力（图1-）。然而，当他们将经烧煮杀死的S型细菌和活的天然无致病力的

R型细菌混合再感染小鼠时，奇迹发生了!实验小鼠每次都可怜巴巴地死了。解剖死鼠

发现有大量活的S型（而不是R型）细菌。他们推测，死细菌中的某一成分——转化源

（transforming principle）将无致病力的细菌转化成病原细菌。用已杀死的S 型细菌的不同

细胞组分反复试验发现，死细菌 DNA指导了这一可遗传的转化，从而导致了小鼠死亡。

Avery 等人的工作奠定了遗传学理论的新基石——DNA是遗传信息的载体。
我们再来看一看美国冷泉港卡内基遗传学实验室科学家 Hershey和他的学生 Chase

在1952年从事的T2噬菌体侵染细菌实验图1-5）。该噬菌体专门寄生在细菌体内，它的头、

尾外部都有由蛋白质组成的外壳，头内主要是 DNA。噬菌体侵染细菌的过程可以分为以

下5个步骤∶①噬菌体用尾部的末端（基片、尾丝）吸附在细菌表面;②噬菌体通过尾轴把

DNA 全部注入细菌细胞内，噬菌体的蛋白质外壳则留在细胞外面;③噬菌体的 DNA一旦

图1-4 DNA是"转
化源"
左图从上到下∶将活的感染小服肺炎链球菌 
S型细菌注射到实验
小鼠体内，小鼠迅速死

活S型细菌 命触 小眼死亡 亡;将经烧煮灭活的S
型细菌注射到小鼠体
内，小鼠保持健康;将
活的R型细菌注射到
小鼠体内，小鼠也保持

小鼠存活死S型细菌 健康;而将烧煮者灭活的叶需 A

死小鼠体内有活S型细菌 S型细菌和活的 R 型
细菌一道注射到小鼠

体内却能导致小鼠死参将
亡。右图∶分离被杀死

活R型细菌 小鼠存活 的S型细菌的各种组
分并分别与活的R型提取死S型细菌DNA

vuswvAod 细菌混合.注射小鼠后

发现，只有S型死细菌与活R型细菌混合
死S型细菌 的 DNA能使R型细■

转化、小鼠死亡十 菌发生转化，获得致-
活R型细菌 病力。OO ②来

活S型细菌
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图 1-5 Hershey和
细菌培养基中含有"P标记的核酸细菌培养基中含有"s标记的氨基酸Chase 证实噬菌体

市学DNA 侵染细菌的实 6
验流程

无放射性标
当细菌培养基中分别 记的噬菌体
带有"S或*标记的
氨基酸或核苷酸，子

代噬菌体中就相应含
有驾标记的蛋白质或

子代噬商体含有"P细菌中释放出有放射子代噬菌体含有"s*P标记的核酸。分别 标记的DNA性标记的子代噬菌体标记的蛋白质
用这些噬菌体感染没 （蛋白质无标记）（DNA无放射性标记）
有放射性标记的细菌，

经过1~2个噬菌体
DNA复制周期后发
现，子代噬菌体中几乎 奖声
不含带"s标记的蛋白

p标记的DNAs标记的蛋白质基本 感染无放射性质，但含有 30??上
标记的细菌 进入细菌体内不进入细菌体内的"P标记，说明在噬

菌体传代过程中发挥
作用的可能是DNA.
而不是蛋白质。

C

子代噬菌体含有30??上的放射性子代啤菌体中基本不含有"s
标记的"P，证明在噬菌体传代过程标记的蛋白质（剩下不到1%

的放射性标记） 中发挥作用的是DNA，而不是蛋白质

进人细菌体内，它就能利用细菌的生命过程合成噬菌体自身的DNA 和蛋白质;④新合成

的 DNA和蛋白质外壳，能组装成许许多多与亲代完全相同的子代噬菌体;⑤子代噬菌体

由于细菌的解体而被释放出来，再去侵染其他细菌。实验中，他们用P标记 DNA.用s
标记蛋白质。他们发现，如果在侵染细菌后立即收集噬菌体，可得到70??"P 标记的
DNA和 20的S标记的蛋白质。如果侵染细菌后让噬菌体复制一代，那么，新生代噬

菌体中50?? DNA链上带有"P标记，而噬菌体总蛋白中只有不到1仍带有S标记。

这说明在噬菌体侵染细菌的过程中，只有 DNA 进入到细菌细胞体内，而这些 DNA 足以完

成噬菌体的全部生命过程。

那么，DNA到底是什么样的呢?在1944年的研究报告中，Avery 这样写道∶当溶液中

乙醇的体积达到 9/10时，有纤维状物质析出。如稍加搅动，这种物质便会像棉线绕在线

轴上一样绕在硬棒上，溶液中的其他成分则以颗粒状沉淀留在下面。溶解纤维状物质并

重复沉淀数次，可提高其纯度。这一物质具有很强的生物学活性，初步实验证实它很可能

就是DNA（谁能想到!）。对 DNA分子的物理化学研究导致了现代生物学翻天覆地的革

命，这更是Avery 所没有想到的!

尽管由于Morgan 及其学派的出色工作，基因学说得以在20世纪初叶就得到了普遍

承认，但直到Watson（沃森）和 Crick（克里克）提出 DNA 双螺旋模型之前，人们对于基因

的理解仍然是抽象的、概念化的.缺乏准确的实质性内容。那时的遗传学家，既没有探明

带
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图1-6 左上，Francis基因的结构特征，也完全不能解释位于细胞核
Harry Compton Crick

中的染色体和基因怎样控制发生在细胞质中 （弗朗西斯·哈里·康
普顿·克里克）;右的各种生化过程，不能解释基因是怎样在细
上，Maurice Hugh

胞繁殖过程中准确地复制和代代相传。正是 Frederick Wilkins（莫

里斯·休·弗雷德里因为他们在1953年提出DNA的反向平行双
克·威尔金斯）;左

螺旋模型，才为充分揭示遗传信息的传递规 下，Rosalind Elsie.
Franklin（（罗 莎 琳律铺平了道路，Watson和 Crick与通过X射线
德·埃尔西·富兰

衍射证实该模型的 Wilkins分享了1962年的 克林）;右下，James
Drewey Watson（詹姆诺贝尔生理学或医学奖图1-6）。英年早逝的
斯·杜威·沃森）形0LI

Franklin 对 DNA晶体结构的解析为Wilkins 的

获奖提供了关键数据。

1.2 分子生物学简史

分子生物学是研究核酸、蛋白质等所有生物大分子的形态、结构特征及其重要性、规

律性和相互关系的科学，是人类从分子水平上真正揭开生物世界的奥秘.由被动地适应自

然界转向主动地改造和重组自然界的基础学科。当人们意识到同一生物不同世代之间的

连续性是由生物体自身所携带的遗传物质所决定的，科学家为揭示这些遗传密码所进行

的努力就成为人类征服自然的一部分，而以生物大分子为研究对象的分子生物学就迅速

成为现代生物学领域里最具活力的科学。

在蛋白质化学方面，继 Sumner在 1936年证实酶是蛋白质之后，Sanger 利用纸电

泳及层析技术于1953年首次阐明胰岛素的一级结构，开创了蛋白质序列分析的先

河。而Kendrew和Perutz利用X射线衍射技术解析了肌红蛋白（myoglobin）及血红蛋白

（hemoglobin）的三维结构，论证了这些蛋白质在输送分子氧过程中的特殊作用，成为研究
生物大分子空间立体构型的先驱。为了解分子生物学进程，我们不妨来看一看以部分诺

贝尔生理学或医学奖和化学奖作为纽带的分子生物学发展简史。

1959年，美籍西班牙裔科学家 Severo Ochoa 发现了细菌的多核苷酸磷酸化酶，成功地

合成了核糖核酸，研究并重建了将基因内的遗传信息通过 RNA中间体翻译成蛋白质的过

程。他和 Kormberg分享了当年的诺贝尔生理学或医学奖，而后者的主要贡献在于实现了

DNA分子在细菌细胞和试管内的复制。

1965年，法国科学家 Jacob 和 Monod 由于提出并证实了操纵子（operon）作为调节细
菌细胞代谢的分子机制而与Iwoff分享了诺贝尔生理学或医学奖。除了著名的操纵子模

型以外，Jacob和 Monod 还首次提出存在一种与染色体DNA序列相互补，能将编码在染色

体 DNA 上的遗传信息带到蛋白质合成场所（细胞质）并翻译产生蛋白质的信使核糖核酸，

即 mRNA分子。他们的这一学说对分子生物学的发展起了极其重要的指导作用。

1968年，美国科学家 Nirenberg由于在破译 DNA遗传密码方面的贡献，与Holl和
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Khorana 等人分享了诺贝尔生理学或医学奖。Holly 的主要功绩在于阐明了酵母丙氨酸

RNA的核苷酸序列，并证实所有tRNA 具有结构上的相似性，而 Khorana第一个合成了核

酸分子，并且人工复制了酵母基因。

1975年，美国人Temin、Dulbecco和Baltimore 由于发现在 RNA肿瘤病毒中存在以

RNA为模板，反转录生成 DNA的反转录酶而共享诺贝尔生理学或医学奖。

1980年，Sanger因设计出一种测定 DNA分子内核苷酸序列的方法，而与 Gilbert 和
Berg分获诺贝尔化学奖。Berg是研究 DNA重组技术的元老，他最早（1972）获得了含有

编码哺乳动物激素基因的工程菌株。Sanger与Gibert 发明的 DNA序列分析法至今仍被

广泛使用，成为分子生物学最重要的研究手段之一。此外，Sanger 还由于测定了牛胰岛素

的一级结构而获得1958年诺贝尔化学奖。

1983年，美国遗传学家 McClintock 由于在 50年代提出并发现了可移动的遗传因子

（jumping gene，或称mobile element）而获得诺贝尔生理学或医学奖。

1984年，德国人 Kohler、美国人 Milstein和丹麦科学家 Jermne 由于发展了单克隆抗体

技术，完善了极微量蛋白质的检测技术而分享了诺贝尔生理学或医学奖。

1989年，美国科学家Altman 和 Cech 由于发现某些RNA具有酶的功能（称为核酶）

而共享诺贝尔化学奖。Bishop和Varmus 由于发现正常细胞同样带有原癌基因而分享当

年的诺贝尔生理学或医学奖。
1993年，美国科学家 Roberts和 Sharp 由于在断裂基因方面的工作而荣获诺贝尔生理

学或医学奖，美国科学家 Mullis 由于发明PCR仪而与第一个设计基因定点突变的 Smith

共享诺贝尔化学奖。

1994年，美国科学家Gilman 和Rodbell由于发现了G蛋白在细胞内信息传导中的作

用而分享诺贝尔生理学或医学奖。

1995年，美国人Lewis、德国人 Nusslein-Volhard 和美国人Wieschaus 由于在40—70

年代先后独立鉴定了控制果蝇体节发育基因而分享诺贝尔生理学或医学奖。

1996年，澳大利亚科学家Doherty和瑞士人 Zinkernagel由于阐明了T淋巴细胞的免

疫机制而分享了当年的诺贝尔生理学或医学奖。他们发现，白细胞只有同时识别入侵病

原物和与之相伴的主要组织不相容抗原，才能准确识别受病原侵害的细胞并将其清除掉。
1997年，美国科学家Prusiner由于发现朊病毒（prion）作为早老性痴呆症（CJD综合征）

等疾病的病原并能直接在宿主细胞中繁殖传播而获得诺贝尔生理学或医学奖。

2006年，美国科学家Korberg 由于在揭示真核细胞转录机制方面的杰出贡献获得

诺贝尔化学奖。美国科学家 Fire 和 Mello由于在揭示控制遗传信息流动的基本机制——

RNA 干扰方面的杰出贡献而获得诺贝尔生理学或医学奖。

2009年，澳籍美国科学家 Elizabeth Blackbumn 由于揭示了端粒和端粒酶（telomere and
telomearse）在保护染色体免遭降解方面的贡献，与她早期的博士生 Carol Greider 以及 Jack

Szostak 共同获得诺贝尔生理学或医学奖。这是第 100届诺贝尔生理学或医学奖，也是诺

贝尔科学奖史上第一次有两个女科学家同时获奖。

。
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图1-7 遗传信息
(a) 传递的中心法则

以雨
（2）Crick在1954年首翻译DNA转录、RNA__ →蛋白质—————→生理功能 次提出的"中心法则"
草图;（b）20世纪70—
80年代广为流传的

(b) "中心法则"示意图;
转录 （c）进入21世纪后修

复制 翻译 正的"中心法则"示DNA 蛋白质———→生理功能RNA
意图。

反转录 tRNA和rRNA

()
转录

复制 翻译DNA 蛋白质———→生理功能RNA

反转录

微RNA± —非编码RNA
(microRNA) (non-coding RNA)

2010年，英国科学家 Robert G.Edwards 因为在试管婴儿和体外授精方面的杰出研究

获得诺贝尔生理学或医学奖。Edwards从 20世纪 50年代开始体外授精实验，长期得不到

科学界和舆论的支持，英国医学研究基金会曾完全停止资助该项目。获奖时，他已经完全

瘫痪，他的夫人在病床前"告诉"他这个迟来的褒奖。

此外，Avery等人（1944）关于强致病性光滑型（S型）肺炎链球菌 DNA导致无毒株
粗糙型（R型）细菌发生遗传转化的实验，Meselson和Stahl（1958）关于DNA半保留复制

的实验，Crick于1954年所提出的遗传信息传递规律（即中心法则）（图1-7），Yanofsky和

Brener（1961）关于遗传密码三联子的设想都对分子生物学的发展起了重大作用，将被永
远记人史册。

我国生物科学家吴宪 20世纪 20年代初在北京协和医学院生化系与汪猷、张昌颖等

人一道完成了蛋白质变性理论、血液生化检测和免疫化学等一系列有重大影响的研究，成

为我国生物化学界的先驱。20世纪 60年代、70年代和80年代，我国科学家相继实现了

人工全合成有生物学活性的结晶牛胰岛素，解出了三方二锌猪胰岛素的晶体结构，采用有

机合成与酶促相结合的方法完成了酵母丙氨酸转移核糖核酸的人工全合成，在酶学研究、

蛋白质结构及生物膜结构与功能等方面都有世所瞩目的建树。

1.3 分子生物学主要研究内容

现代生物学研究发现，所有生物体中的有机大分子都是以碳原子为核心，并以共价键

的形式与氢、氧、氮及磷等以不同方式构成的。不仅如此，一切生物体中的各类有机大分

子都是由完全相同的单体，如蛋白质分子中的20种氨基酸、DNA及RNA中的8种碱基
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所组合而成的，由此产生了分子生物学的3条基本原理∶

① 构成生物体各类有机大分子的单体在不同生物中都是相同的。

②生物体内一切有机大分子的构成都遵循共同的规则。

③某一特定生物体所拥有的核酸及蛋白质分子决定了它的属性。

图1-8 比较了生物体内各种大分子、亚细胞结构及原核、真核细胞或不同生物个体的

大小，了解并熟记它们的相对体积对于我们深入领会分子生物学所研究的生命过程有着

不容忽视的作用。如在B-DNA中每个碱基对中心距离为0.34 nm，DNA 双螺旋的直径为
1.9 nm，而一个相对分子质量为5.0×10*的球状蛋白的直径则为5.0 nm，仅相当于15~20
个碱基对。核小体（nucleosome）由于外表面缠绕了146个碱基对，其相对分子质量则达

到3.0×10°.直径为11 nm。负责蛋白质合成的核糖体，其相对分子质量高达数百万，直径

为20 nm 以上。在一个体积为1~2 μm2的细菌细胞内，多核糖体确实可以算是一个不小

的工厂了。
现代分子生物学主要包括如下四个方面的研究∶

图1-8 生物世界
的长度和体积比较

钢？
（a）生物界各种特征

性生物大分子、各种亚

线粒体细胞结构与细胞、成人 O
红细胞及已知世界最高的树 人类卵子叶绿体典型自木——加州巨杉（高度 容

细菌 鸡卵可达100m以上））的长 白质 噬菌体

8。 细胞核/(O O度比较;（b）核酸、蛋 氨基酸
最小的十 核糖体白质，RNA聚合酶、核 上皮细胞/ 一紫密

命! 小?
细菌 某燕小体、核糖体和人染色

神经细胞体等主要生物大分子
的体积比较。 0.1 nm 100 m10m10nm 100nm 1μm 10μm 100 μm Imm 1m !n 10 mm 100 mm1 nm

电子显微镜员
光镜

人类肉眼

(a)

之之之之之之岁。

DNA 细菌RNA聚合酶球状蛋白直径2.0nm，每个 相对分子质量5.0×103相对分子质量5.0×10'
碱基对0.34nm 直径5 nm 体积9 nm×9 nm×16nm

S
核糖体 人染色体（中等）核小体

长5um相对分子质量2.5×10°相对分子质量3.0×10°
宽1μm体积20nm×20 nm×23nm体积6nm×11 nm×1l nm

(b)
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1.3.1 重组 DNA技术（基因工程）

这是 20世纪70年代初兴起的技术科学，目的是将不同的 DNA 片段（如某个基因或

基因的一部分）按照人们的设计定向连接起来，在特定的受体细胞中与载体同时复制并得

到表达，产生影响受体细胞的新的遗传性状。严格地说，重组DNA技术并不完全等于基

因工程，因为后者还包括其他可能使生物细胞基因组结构得到改造的体系。重组 DNA技

术是核酸化学、蛋白质化学、酶工程及微生物学、遗传学、细胞学长期深入研究的结晶，而

限制性内切酶、DNA 连接酶及其他工具酶的发现与应用则是这一技术得以建立的关键。

重组 DNA技术有着广阔的应用前景。首先，它可被用于大量生产某些在正常细胞代

谢中产量很低的多肽，如激素、抗生素、酶类及抗体等，提高产量，降低成本，使许多有价值

的多肽类物质得到广泛应用。由于发现了根癌农杆菌，发明了植物基因的轰击转化法，用

转基因模式大规模改良农作物的抗病、抗逆、抗虫性，提高产量、改善品质或用传统农作物

产生特种资源已经成为世界农业发展的潮流。

其次，重组DNA技术可用于定向改造某些生物的基因组结构，使它们所具备的特殊

经济价值或功能得以成百上千倍地提高。如有一种含有分解各种石油成分的重组 DNA

的超级细菌，能快速分解石油，可用来恢复被石油污染的海域或土壤。美国科学家应用该

技术构建了"工程沙门氏菌"，在研制避孕疫苗方面取得了重要进展。他们先去掉沙门氏

菌致病基因部分，再引入来自精子的某些遗传信息，将改造后的细菌送入雌鼠体内，发现

能产生排斥精细胞的抗体，使精子不能与卵子结合，从而达到避孕目的。美国陆军研究发

展和工程中心还从织网蜘蛛中分离出合成蜘蛛丝的基因，并利用该基因在实验室里生产

蜘蛛丝。他们将这一基因转移到细菌内，生产出一种可溶性丝蛋白，经浓缩后纺成一种强

度超过钢的特殊纤维。研究人员希望对该基因进行修饰，以生产出高性能纤维，从而用于

生产防弹背心、帽子、降落伞绳索和其他高强度的轻型装备。

第三，重组 DNA技术还被用来进行基础研究。如果说，分子生物学研究的核心是遗

传信息的传递和控制，那么根据中心法则，我们要研究的就是从 DNA 到RNA.再到蛋白
质的全过程，也即基因的表达与调控。在这里，无论是对启动子的研究（包括调控元件或

称顺式作用元件），还是对转录因子的克隆与分析，都离不开重组 DNA技术的应用。

1.3.2 基因表达调控研究

因为蛋白质分子参与并控制了细胞的一切代谢活动，而决定蛋白质结构和合成时序

的信息都由核酸（主要是脱氧核糖核酸）分子编码，表现为特定的核苷酸序列，所以基因

表达实质上就是遗传信息的转录和翻译。在个体生长发育过程中生物遗传信息的表达

按一定的时序发生变化（时序调节），并随着内外环境的变化而不断加以修正（环境调控））。

基因表达的调控主要发生在转录水平或翻译水平上。原核生物的基因组和染色体结构都

比真核生物简单，转录和翻译在同一时间和空间内发生，基因表达的调控主要发生在转录

水平。真核生物有细胞核结构，转录和翻译过程在时间和空间上都被分隔开，目在转录和
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翻译后都有复杂的信息加工过程.其基因表达的调控可以发生在各种不同的水平上。基

因表达调控主要表现在信号转导研究、转录因子研究及 RNA剪辑3个方面。信号转导是

指外部信号通过细胞膜上的受体蛋白传到细胞内部.并激发诸如离子通透性、细胞形状或

其他细胞功能方面的应答过程。当信号分子（配体）与相应的受体作用后，可以引发受体

分子的构型变化，使之形成专一性的离子通道，也可以激活受体分子的蛋白激酶或磷酸酯

酶活性，还可以通过受体分子指导合成cGMP、cAMP、三磷酸肌醇等第二信使分子。研究

认为，信号转导之所以能引起细胞功能的改变，主要是由于信号最后活化了某些蛋白质分

子，使之发生构型变化，从而直接作用于靶位点，打开或关闭某些基因。

转录因子是一群能与基因5'端上游特定序列专一结合，从而保证目的基因以特定的

强度在特定的时间与空间表达的蛋白质分子。在对植物的某些性状进行遗传分析时发现，，

某些基因的突变会影响其他基因的表达。例如，有20多个基因参与玉米花青素的生物合

成，但其中的CI、r、p/或b基因发生突变后，该代谢途径中的结构酶基因全部被关闭。如

果 Antp、Flz或 Ubx等基因发生突变，果蝇的体节发育就会受影响，身体中的一部分就可

能变成相似于另一部分的结构，因此，它们是控制果蝇胚胎早期体节分化与发育的主要调

节基因，它们所编码的蛋白质是调节与发育有关的结构基因表达的总开关。

真核基因在结构上的不连续性是近 10年来生物学上的重大发现之一。当基因转录

成 pre-mRNA后，除了在5'端加帽及3'端加多聚A【poly（A）】之外，还要切去隔开各个

相邻编码区的内含子，使外显子（编码区）相连后成为成熟 mRNA。研究发现，许多基因

中的内含子并不是一次全部切去，而是在不同的细胞或不同的发育阶段选择性剪切其中

部分内含子，生成不同的 mRNA及蛋白质分子。如降钙素基因、肌原蛋白基因和参与果

蝇体细胞分化的 dsx 基因等，都采用选择性剪切方式从而生成不同功能的蛋白质。由于

RNA的选择性剪切不牵涉到遗传信息的永久性改变，所以是真核基因表达调控中一种比

较灵活的方式。

1.3.3 生物大分子的结构功能研究（结构分子生物学）

一个生物大分子，无论是核酸、蛋白质或多糖，在发挥生物学功能时，必须具备两个前

提。首先，它拥有特定的空间结构（三维结构）;其次，在它发挥生物学功能的过程中必定

存在着结构和构象的变化。结构分子生物学就是研究生物大分子特定的空间结构及结构

的运动变化与其生物学功能关系的科学。它包括结构的测定、结构运动变化规律的探索

及结构与功能相互关系的建立 3个主要研究方向。传统上最常见的研究三维结构及其运

动规律的手段是X射线衍射的晶体学（又称蛋白质晶体学），或是用二维或多维核磁共振

研究液相结构。现在，更多的科学家在采用冷冻电子显微镜技术研究生物大分子的空间

结构。

1.3.4 基因组、功能基因组与生物信息学研究

人类基因组全序列的发表为确定基因对人类生长发育和疾病的预防治疗提供了一个
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前所未有的大舞台。最新的数据表明，已有5843个物种的基因组全序列被测定，包括脊

椎动物122个，植物44个，细菌4857个，真菌501个.原生生物119个，后生动物68个（htp∶

//www.ensembl.org），极大地丰富了人类的知识宝库，加快了人类认识自然和改造自然的步
伐。虽然完成某一生物的基因组计划就意味着该物种所有遗传密码已经为人类所掌握，

但测定基因组序列只是了解基因的第一步，因为基因组计划不可能直接阐明基因的功能，，

更不能预测该基因所编码蛋白质的功能与活性，所以，并不能指导人们充分准确地利用这

些基因的产物。于是，科学家又在基因组计划的基础上提出了"蛋白质组计划"（又称"后

基因组计划"或"功能基因组计划"），旨在快速、高效、大规模鉴定基因的产物和功能。

巨大的基因组信息给科学家带来了前所未遇的挑战。以人细胞中所带有的29亿多
个碱基对为例，一个人即使每秒读10个碱基，每天工作24小时，一年干365天，也得花

10年时间才能把这些数据看一遍，更不用说数据分析了。依靠计算机快速高效运算并进

行统计分类和结构功能预测的生物信息学就是在这样的背景下诞生的。没有生物信息学

的知识，不借助于最先进的计算科学，人类就不可能最大程度地开发和运用基因组学所产

生的庞大数据。

1.4 展望

20世纪中期以来，生物学正在各个学科之间广泛渗透，相互促进，不断深入和发展，

既从宏观和微观、最基本和最复杂等不同方向展开研究，也从分子水平、细胞水平、个体和

群体等不同层次深入探索各种生物学现象，逐步揭开生命的奥秘。生物学革命也为数学、

物理学、化学、信息、材料与工程科学提出了许多新概念、新问题和新思路，促使这些学科

在理论和方法上得到发展提高。

生命世界的多样性和生命本质的一致性这个辩证的统一，已经为越来越多的人所接

受。尽管生命过程在不同生物中的表现形式可以是完全不同的，但生命活动的本质是高

度一致的，如核酸与蛋白质一级结构的对应关系，在整个生命世界都是一致的。除极少数

生物体外，脱氧核糖核酸是地球上亿万生灵所共有的遗传密码。如果没有这个统一性，人
们就不可能把某一个基因从A生物转移到B生物体内，得到表达并发挥相同的功能。从

表面上看，动物和植物是两个完全不同的群体，它们以两种完全不同的方式摄取能量。动

物靠的是氧化磷酸化.在食物的氧化过程中合成"生命通货"——三磷酸腺苷（ATP），而

植物则通过光合作用，将光能转变成ATP，以供生命活动之需。其实，动、植物细胞代谢活

动的实质都是电子在一系列受体蛋白质之间传递，造成膜内外质子梯度差，以合成ATP。

生命活动的这种高度一致性，使分子生物学研究日益渗透到生物学的各个领域，产生了全

面的影响。
分子生物学、细胞生物学和神经生物学被认为是当代生物学研究的三大主题，分子生

物学的全面渗透推动了细胞生物学和神经生物学的发展。分子生物学研究技术的发展，几

乎完全改变了科学家对膜内外信号转导、离子通道的分子结构、功能特性及运转方式的认识。
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遗传学是分子生物学发展以来受影响最大的学科。孟德尔著名的皱皮豌豆和圆形豌

豆子代分离实验以及由此得到的遗传规律，纷纷在近 20年内得到分子水平上的解释。越

来越多的遗传学原理正在被分子水平的实验所证实或摒弃，许多遗传病已经得到控制或

矫正，许多经典遗传学无法解决的问题和无法破译的奥秘，也相继被攻克，分子遗传学已

成为人类了解、阐明和改造自然界的重要武器之一。

分类和进化研究是生物学中最古老的领域，它们同样由于分子生物学的渗透而获得

了新生。过去研究分类和进化，主要依靠生物体的形态，并辅以生理特征，来探讨生物间

亲缘关系的远近。现在.反映不同生命活动中更为本质的核酸、蛋白质序列间的比较，已被

大量用于分类和进化的研究。由于核酸技术的进步，科学家已经可能从已灭绝生物的化石

里提取极为微量的 DNA分子，并进行深入的研究，以此确证这些生物在进化树上的地位。

分子生物学还对发育生物学研究产生了巨大的影响。人们早就知道，个体生长发育

所需的全部信息都是储存在 DNA序列中的，如果受精卵中的遗传信息不能按照一定的时

空顺序表达，个体发育规律就会被打乱，高度有序的生物世界就不复存在。大量分子水平

的实验证明，非编码 RNA（包括 miRNA 和 siRNA）在动植物个体发育过程中发挥了举足

轻重的作用。
生命活动的一致性决定了21世纪的生物学是真正的系统生物学（systems biology）），是

生物学范围内所有学科在分子水平上的统一。以基因组学、转录组学、蛋白质组学以及代

谢组学等不同层次"组学"的最新成果为基础的系统生物学是研究生物系统中所有组成

成分（基因、mRNA、蛋白质等）的变化规律，以及在特定遗传或环境条件下相互关系的学
科。由于分子生物学、生物化学及生物物理学的影响，大量物理、化学工作者进入生物学

领域，使分子生物学成为自然科学领域中进展最迅速，最具活力和生机的科学，是新世纪

的带头学科。愿有志于生命科学研究的莘莘学子及广大青年朋友们，早日掌握分子生物

学的原理和核心内容，为人类文明和社会进步做出新贡献!

思考题
1.简述孟德尔、摩尔根和沃森等人对分子生物学发展的主要贡献。

2.写出DNA、RNA、mRNA和 siRNA的英文全名。

3.试述"有其父必有其子"的生物学本质。

4.早期主要有哪些实验证实 DNA是遗传物质?写出这些实验的主要步骤。
5.定义重组DNA技术和基因工程技术。

6.说出分子生物学的主要研究内容。

.7.通过对本章的学习，哪些科学家的哪些事迹使你感动?
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很久以前，人们就知道所有生命体具有代代相传的本领。然而，生物遗传的物质基

础是什么?或者说，什么因素决定了生物遗传呢?现代遗传学，尤其是分子生物学的研

究证实，脱氧核糖核酸，简称 DNA，控制了生物的性状遗传（也有以核糖核酸——-RNA作

为遗传物质的，如部分病毒和类病毒）。无论 DNA或 RNA，都是以核苷酸（nucleotide）为

基本结构单位，由许许多多个单核苷酸通过3'，5'-磷酸二酯键连接形成链状的生物大分

子。每个核苷酸又由磷酸、核糖和碱基3部分组成图2-1）。核苷酸可进一步分解成核苷

（nucleoside）和磷酸，核苷再进一步分解成核糖和碱基（base）。核酸中的核糖有两类∶D-2'-
脱氧核糖（D-2'-deoxyribose）和 D-核糖（D-ribose）。核酸就是根据所含核糖种类不同而

分为脱氧核糖核酸（DNA））和核糖核酸（RNA）。组成 DNA分子的碱基只有4种，即腺嘌呤

（A）、鸟嘌呤（G）、胸腺嘧啶（T）和胞嘧啶（C）。RNA中的碱基有4种，其中3种与DNA中

的相同，只是用尿嘧啶（U）代替了胸腺嘧啶（T）。图2-2是存在于DNA和RNA分子中的

图2-1 核苷酸的
组成与结构
核苷的5'位和3'位都
可能与磷酸基团相连。

看CHAO -CH2
己。o'

-0、

OHOHOH
oHOH0-

（嘌呤）S'-一磷酸（密啶）3'-一磷酸 （（嘌呤）5'-三磷酸

图2-2 组成DNA
NH。和RNA分子的5种

含氮碱基的结构式
HNsCH CHCH

各oi 动HC2 色证 出田4 NN

嘌呤 鸟嘌呤腺嘌呤
NHz

夕fcH CH3cHcH HNHN
cnCHLGcH 行HC2

下且它飞 0
啦金O

尿嗜啶嘧啶 胸腺嘧啶胞密啶

。
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5种含氮碱基的结构式。

2.1 染色体

2.1.1 染色体概述

由于亲代能够将自己的遗传物质 DNA 以染色体（chromosome）的形式传给子代，保持

了物种的稳定性和连续性，因此，人们普遍认为染色体在遗传上起着主要作用。染色体包

括 DNA 和蛋白质两大部分。DNA 只有包装成为染色体才能保证其稳定性，并使其编码
的遗传信息稳定地传递给子代。同一物种内每条染色体所带 DNA的量是一定的，但不同

染色体或不同物种之间变化很大，从上百万到几亿个核苷酸不等。人X染色体就带有1.28

亿个核苷酸对，而Y染色体只带有0.19 亿个核苷酸对（表-1）。此外，组成染色体的蛋白质

（组蛋白和非组蛋白）种类和含量也是十分稳定的。由于细胞内的 DNA 主要在染色体上，

所以说遗传物质的主要载体是染色体。

表2-1 人类基因组各条染色体中碱基对数量和推导的功能基因数量对照*

长度/Mp染色体编号 估计的基因数- 3453220
2954互 240
2427m 200
1861186×
2136182的

172 2576
1831146N

唱 1560146
9 1537113

1653To 13o
132工 2185

18611 134
10329913
12838714

15 80 1198
1217516
15457817
8267918e 167558
9866120

321 土
8353622x 1.465128
21019P

息长 391142907
*根据Science（2001）291∶1304-1351。
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图2-3 大肠杆菌 19世纪中叶，细胞生物学家首先
细胞中基因组 DNA

在光学显微镜下看到了细胞这个生的电子显微镜照片
命的基本单位，他们记录了真核细胞箭头所示处为球状质

粒DNA.各种白斑或
分裂的全过程，发现了细胞质与细胞黑斑为样品制备中产

生的假象。 核之间的界限，还在细胞分裂时观察

到存在于细胞核中的棒状可染色结

构并将其命名为染色体。因为当细

胞分裂时，每条染色体都复制生成一

条与母链完全一样的子链，形成同源

染色体对。一般说来，染色体只有在

细胞有丝分裂过程中，才可在光学显微镜下观察到。而在细胞生活周期中占较长时间的

分裂间期，染色体以较细且松散的染色质形式存在于细胞核中。非分裂期的细胞核经低

渗处理、溶胀破裂后释放出染色质，在电子显微镜下呈纤维串珠状的长丝，包括有DNA 双

螺旋的长臂及部分蛋白质。

真核与原核细胞染色体除了外观结构不同之外，它们在细胞内的存在方式也不同。

细菌染色体外裹着稀疏的蛋白质，这些蛋白质有些与 DNA的折叠有关，另一些则参与

DNA复制、重组及转录过程。真核细胞的染色体中，DNA与蛋白质完全融合在一起，其蛋

白质与相应 DNA的质量比约为2∶∶1。这些蛋白质，包括组蛋白和非组蛋白，在染色体的

结构中起着重要作用。这样，DNA、组蛋白和非组蛋白及部分 RNA（主要是尚未完成转录

而仍与模板 DNA相连接的那些 RNA，其含量不到DNA的10??组成了染色体。

因为原核生物没有真正的细胞核，DNA一般位于一个类似"核"的结构——称为类核

体上。细菌 DNA是条相对分子质量在 10°左右的共价、闭合双链分子，通常也称为染

色体图2-3】。虽然快速生长期内的大肠杆菌可以有几条染色体，但一般情况下只含有一条

染色体。因此，大肠杆菌和其他原核细胞都是单倍的。

原核生物 DNA的主要特征是∶原核生物中一般只有一条染色体且大都带有单拷贝基

因，只有很少数基因（如rRNA基因）以多拷贝形式存在;整个染色体 DNA几乎全部由功

能基因与调控序列所组成;几乎每个基因序列都与它所编码的蛋白质序列呈线性对应

状态。

2.1.2 真核细胞染色体的组成

真核细胞都有明显的核结构，除了性细胞以外，真核细胞的染色体都是二倍体，而性

细胞即生殖细胞的染色体数目是体细胞的一半，故称为单倍体。在二倍体阶段，每个基因

都有两个拷贝，其中的一个拷贝会通过配子（gamete），即性细胞（精子或卵子）从亲本传到

子代。精、卵细胞结合形成合子（zygote），也称受精卵，它包含了从父、母本来的各一个拷

贝的所有基因，从而创造了一个新生的二倍体。在这个新的个体内，基因的一个拷贝来自

父本，另一个拷贝来自母本。

。
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病

作为遗传物质，染色体具有如下特征∶①分子结构相对稳定;②能够自我复制，使亲、

子代之间保持连续性;③能够指导蛋白质的合成，从而控制整个生命过程;④能够产生可

遗传的变异。
由于真核细胞DNA 相对分子质量一般大大超过原核生物，其染色体也常常为大量蛋

白质及核膜所包围，DNA 的转录和翻译是在不同的空间和时间上进行的，所以其基因表

达的调控不仅与DNA的序列有关，而且也与染色体的结构有关。下面我们来详细介绍一

下真核细胞染色体的组成。

1.蛋白质
染色体上的蛋白质主要包括组蛋白和非组蛋白。组蛋白是染色体的结构蛋白，它与

DNA 组成核小体。通常可以用2 mol/L NaCl或0.25 mol/L的 HCI/H，SO.处理染色质使组

蛋白与DNA分开，然后再用离子交换柱层析分离。根据其凝胶电泳性质可以把组蛋白分

为H、HA、H，B、H;及H。这些组蛋白都含有大量的赖氨酸和精氨酸，其中H、H，富含精
氨酸，H富含赖氨酸;H，A、H，B介于两者之间。它们的理化特性见表2-2。

表2-2 真核细胞染色体上的组蛋白成分分析

保守性分离难易度种类 染色质中比例 染色质中位置氨基酸数目相对分子质量

易 接头不保守 0.5223正 21 000
核心较保守较难 ，HA 12914500

核心较保守较难125HB 13800
核心最难 最保守正 135 -15300 -最保守最难 核心H. 11300 102

组蛋白具有如下特性∶

① 进化上的极端保守性。不同种生物组蛋白的氨基酸组成是十分相似的，特别是

H3、H。牛、猪、大鼠的H。氨基酸序列完全相同。牛的H。序列与豌豆序列相比只有两个

氨基酸的差异（豌豆H。中的异亮氨酸"→缬氨酸"，精氨酸"→赖氨酸"）。H3的保守

性也很强，鲤鱼与小牛胸腺的H、只差一个氨基酸，小牛胸腺与豆苗H、只差4个氨基酸。

H，A、H，B的变化相对大些，H，的变化则更大。H、及H，在氨基酸组成上的极端保守性表明，

它们可能对稳定真核生物的染色体结构起重要作用。

②无组织特异性。到目前为止，仅发现鸟类、鱼类及两栖类红细胞染色体不含H，而
带有 H，精细胞染色体的组蛋白是鱼精蛋白这两个例外。

③肽链上氨基酸分布的不对称性。碱性氨基酸集中分布在N端的半条链上。例如，

H，N端的半条链上净电荷为+16，C端只有+3，大部分疏水基团都分布在C端。这种不

对称的分布可能与它们的功能和相互作用有关。碱性的半条链易与 DNA的负电荷区结

合，而另外半条链与其他组蛋白、非组蛋白结合。表2-3比较了不同组蛋白中赖氨酸和精

氨酸含量。
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表2-3 不同组蛋白分子中所含的碱性氨基酸比较（占氨基酸总数的??

碱性氨基酸 H。H3H,BH H-A
9.6赖氨酸 29.5 10.816.010.9

精氨酸 13.713.39.31.3 6.4

④组蛋白的修饰作用。由于组蛋白富含精氨酸和赖氨酸，可以发生包括甲基化、乙

酰化、磷酸化、泛素化、ADP核糖基化、丙酰化、丁酰化、琥珀酰化和巴豆酰化等多种翻译

后修饰。这些修饰共同组成组蛋白密码，在不同的条件下更为灵活地影响染色质的结构

与功能。在几种组蛋白中以H，和H。的修饰作用比较普遍（图2-4，并且以甲基化、乙酰化

修饰为主，H，A、H，B能发生泛素化和乙酰化修饰，H 有泛素化和磷酸化修饰。修饰作用

只发生在细胞周期的特定时间和组蛋白的特定位点上。

组蛋白甲基化是由组蛋白甲基转移酶和去甲基化酶催化的可逆修饰。甲基化可发生

在组蛋白的赖氨酸和精氨酸残基上，而且赖氨酸残基能够发生单、双、三甲基化，而精氨酸

残基能够被单、双甲基化。组蛋白H、的第4、9、27和36 位，H的第 20位赖氨酸，H，的第 

2、17、26位及H，的第3位精氨酸都是甲基化的常见位点。组蛋白H3K4 的甲基化主要聚

集在活跃转录的启动子区域。组蛋白H3K9 和H3K27的甲基化则与基因的转录抑制或

异染色质化有关，H3K36 和H3K79的甲基化参与基因转录激活。这些不同程度的甲基化

极大地增加了组蛋白修饰和调节基因表达的复杂性，组蛋白甲基化的异常导致肿瘤等多

种人类疾病的发生。与其他修饰相比，组蛋白的甲基化修饰方式是比较稳定的，适合作为

表观遗传信息。
组蛋白乙酰化主要发生在核心组蛋白上，在含有活性基因的 DNA结构域中，乙酰化

程度更高，H，和H乙酰化程度大于H，A和H，B。乙酰化的主要位点分布在H;和H，的

N端比较保守的赖氨酸位置上。乙酰化修饰由组蛋白乙酰基转移酶和组蛋白去乙酰化酶

协调进行，以保证乙酰化水平的动态平衡。组蛋白乙酰化呈现多样性，核小体上有多个乙

酰化位点.但特定基因部位的组蛋白乙酰化和去乙酰化是以一种非随机的、位置特异的方

图2-4 组蛋白N
端残基中常见的化

Q专◇▲。。A
学修饰 N—ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAP

823 262728910 14 171824

吗
(H。。。。

SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDNIQGIT-
1 3 5 812 16 20。。。。售。入形 K-K-K-K-NS-K-K-K-K 20 15 12 55 9 13151b( HBHA

● 乙酰化120119 K-C  甲基化C-
▲ 磷酸化
泛亲化oD苛
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。
式进行，可能通过对组蛋白电荷以及相互作用蛋白的影响，来调节基因转录水平。乙酰化/

去乙酰化修饰影响染色质结构和基因活化，组蛋白的乙酰化有利于 DNA与组蛋白八聚体

的解离，使核小体结构松弛，从而使各种转录因子和协同转录因子能与DNA结合位点特

异性结合，激活基因的转录;反之，去乙酰化则抑制转录。组蛋白的乙酰化、去乙酰化修饰还

参与 DNA修复、拼接、复制，染色体的组装，以及细胞的信号转导，与肿瘤等疾病的发生发展

密切相关。有关组蛋白的甲基化和乙酰化在基因表达中的调控作用将在第八章详细介绍。

组蛋白的泛素化修饰位点为高度保守的赖氨酸残基，组蛋白H、H，A、H，B和H;都能

发生泛素化修饰。与经典的蛋白质泛素调节途径不同，组蛋白的泛素化修饰不会导致蛋

白质的降解，却能招募核小体形成染色体，并参与X染色体的失活，影响组蛋白的甲基化

和基因的转录，也在 DNA损伤应答等生理过程中发挥重要调控作用。

组蛋白H、H，A、HB及 H、能够和多聚ADP-核糖的共价结合发生.ADP核糖基化修

饰.被认为是在真核细胞内启动复制过程的开关。

组蛋白的修饰可以通过影响组蛋白与 DNA 双链的亲和性，改变染色质的疏松或凝集

状态，或通过影响转录因子与结构基因启动子的亲和性来发挥基因调控作用。

⑤富含赖氨酸的组蛋白 H。在成熟的鱼类和鸟类的红细胞中，H，被特殊的组蛋白

H、所取代。从该组蛋白的氨基酸成分来看，除了富含赖氨酸（24??以外，还富含丙氨酸

（16??、丝氨酸（13??及精氨酸（11??。它与H，并无明显的亲缘关系。有核的红细胞完全

失去复制和转录的能力，其核很小.染色质高度浓缩，所以人们认为红细胞染色质的失活

与 H、的积累有关。但是，在成红细胞中也有相当数量的 H。有证据表明，H、的磷酸化很

可能在染色质失活过程中起重要作用。
染色体上除了存在大约与DNA等量的组蛋白以外，还存在大量的非组蛋白。非组

蛋白占组蛋白总量的60?0??它的种类很多，有20~100种。非组蛋白包括酶类.如

RNA聚合酶及与细胞分裂有关的收缩蛋白、骨架蛋白、核孔复合物蛋白以及肌动蛋白 肌

球蛋白、微管蛋白、原肌蛋白等，它们也可能是染色质的结构成分。

HMG蛋白（high mobility group protein）。这是一类能用低盐（0.35 mol/L NaCl）溶液

抽提、能溶于2??氯乙酸、相对分子质量都在3.0×10*以下的非组蛋白。因其相对分子

质量小、在凝胶电泳中迁移速度快而得名。HMG蛋白富含赖氨酸、精氨酸、谷氨酸和天冬

氨酸，是真核细胞内除组蛋白外含量最为丰富的一组染色质蛋白质。这类蛋白质的特点

是能与 DNA结合，也能与H 作用，但都很容易用低盐溶液抽提，说明它们与 DNA的结合
并不牢固。现在一般认为这类蛋白质可能与DNA 的超螺旋结构有关，是真核细胞基因表

达调控的动力体现者，在染色质的结构与功能及基因表达调控过程中均发挥着重要作用。

DNA结合蛋白。用2mol/L NaCl除去全部组蛋白和70??非组蛋白后，还有一部分

非组蛋白紧紧地与DNA结合在一起，只有用2 mol/LNaCl和5 mol/L尿素才能把这些蛋

白质解离。它们是一些相对分子质量较低的蛋白质，约占非组蛋白的20??染色质的8??

它们可能是一些与 DNA的复制或转录有关的酶或调节物质。

A24非组蛋白。有科学家用0.2 mol/L的硫酸从小鼠肝中分离到一种称为A24的

0252.1 染色体



非组蛋白。这种蛋白质的溶解性质与组蛋白相似。氨基酸序列测定发现A24 的C端与

HA相同，但它有两个N端，一个N端的序列与HA相同，另一个N端与泛素相同，是
在H2A的119位赖氨酸的 e-NH，上附加上去的多肽。它与H2A差不多大小，呈酸性，

含有较多的谷氨酸和天冬氨酸。A24的总量大约是H，A 的1??位于核小体内，可能具有

rDNA抑制子的作用，但具体功能有待于深入研究。

2.真核生物基因组DNA

真核细胞基因组的最大特点是它含有大量的重复序列，而且功能 DNA序列大多被

不编码蛋白质的非功能 DNA 所隔开。生物体内所有的染色体组成基因组，每 Mb 基因组

DNA上所含有的平均基因数目称为基因密度（gene density）。我们把一种生物单倍染色体

中 DNA的总长度称为基因组的大小（genome size）。基因组的大小与生物体的复杂性

相关图2-5）。在真核生物中，基因组的大小一般是随生物进化而增加的，高等生物基因组

的大小一般大于低等生物，这很容易被高等生物需要更多的基因来控制性状所解释。然

而.许多复杂性相近的物种却有着显著不同的基因组大小。例如，蝗虫的基因组大小是

果蝇基因组的 25倍，水稻的基因组是小麦基因组的 1/40，这表明基因的数目可能与生物

的复杂度关系更加密切。研究发现，基因密度是复杂度相近但基因组大小迥异的物种之

间的主要区别。一般来说，基因密度越高，生物的复杂性越低（表2-4）。与原核生物相比，
真核生物不但基因密度低，而且各种变异相对较多。真核生物中，基因密度随着生物复

杂性的增加而降低，这主要是由于在真核细胞中基因长度，特别是大量基因间隔区序列
（intergenic sequence）造成的。

(b)(a)
4
10有花植物

乌类
哺乳类
爬行类 10
两栖类
硬骨鱼类
软骨鱼类
棘皮动物 Vo
甲壳动物
昆虫
软体动物 10图2-5 各种生物 蠕虫细胞内基因组大小 霉菌 1的比较 藻类
真菌（a）同类生物不同种属 10°
革兰阳性菌之间 DNA总量变化
革兰阴性菌很大;b）从编码每类

支原体生物所需要DNA量
的最低值看，生物基因 10"1010° 1010 唯支 细 酵 霉 蠕 昆 鸟 丙高” “警

两
组的大小具有从低等 原 菌 母 南 虫 虫 类栖2*本 类 类生物到高等生物逐渐

增加的趋势。

，
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表2-4 不同生物基因组中基因密度的比较

物种 大致基因数目基因组大小/Mb基因密度/（基因数 /Mb）

原核生物
肺炎链球菌 2.2 2 3001 060
大肠杆菌K-12 4.6950 4400

真核生物
真菌

12酿酒酵母 5 800480
原生生物
四膜虫 220>90 >20000
无脊椎动物
美丽线虫 200 190009
果蝇 80 13700180
东亚飞蝗 500的. 乡

脊椎动物
人类 8.5 270002900
小鼠 250012 2900

植物
拟南芥 125 25500125
水稻 430 >45.000>100
玉米 >45002200>20

对于复杂度高的生物，调控转录的序列长度显著增长，分散在真核生物中编码蛋白质

的基因区段中的非蛋白质编码区段（内含子）的数目也大量增加（图2-6。例如，人基因组

中功能未知的基因间隔区序列超过60??间隔区 DNA 根据其重复性分为唯一性（大约
1/4的基因间隔区序列）和重复性两大类，人类基因组中几乎一半以上由重复多次的 DNA

图2-6 人类基因
唯一序列 组由多种类型的
510 Mb DNA序列组成.绝其他基因间隔区域

大多数DNA序列不600 Mb 微卫星 编码蛋白质基因间隔区DNA 90 MB200Mb
基因组范围的重复

1400 Mb

人类基因组
内含子非翻译区3200 Mb

相关序列 基因片段1152 Mb
假基因基因和基因相关序列

1200 Mb
基因48Mb
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序列组成。
真核细胞的DNA序列大致上可被分为3类∶

①不重复序列 在单倍体基因组里，这些序列一般只有一个或几个拷贝，它占DNA

总量的40?0??如牛细胞中占55??小鼠中占70??果蝇中占79??不重复序列长

750~2000 bp，相当于一个结构基因的长度。实际上结构基因基本上属于不重复序列，如
蛋清蛋白、蚕丝心蛋白、血红蛋白和珠蛋白等都是单拷贝基因。

②中度重复序列 这类序列的重复次数在 10'~10*之间，占总DNA的10??40??

在小鼠中占20??果蝇中占15??各种 rRNA、tRNA 以及某些结构基因如组蛋白基因等都

属于这一类。非洲爪蟾的18S、5.8S及28S rRNA基因是连在一起的，它们中间隔着不转

录的间隔区，这些rRNA基因及间隔区组成的单位在DNA链上串联重复约5 000次。在

许多动物的卵细胞形成过程中这些基因可进行几千次不同比例的复制，产生2×10°个拷

贝，使rDNA占卵细胞 DNA的75??从而使该细胞能积累102个核糖体，以合成大量蛋白

质供细胞分裂之需。中度重复序列往往分散在不重复序列之间。

③高度重复序列——卫星DNA 这类 DNA只在真核生物中发现，占基因组的

10?0??由6~100个碱基组成，在DNA链上串联重复成千上万次。实验中常用CsCl

密度梯度离心将卫星 DNA与其他 DNA分开，形成两个以上的峰，即含量较大的主峰和高

度重复序列小峰，后者又称卫星区带（峰）。原位杂交法证明，许多卫星 DNA均位于染色

体的着丝粒部分，也有一些在染色体臂上。这类DNA是高度浓缩的，是异染色质的组成

部分。卫星 DNA是不转录的，其功能不明，可能与染色体的稳定性有关。

3.染色质和核小体

由 DNA 和组蛋白组成的染色质纤维细丝是许多核小体连成的念珠状结构图2-7（a），
大量实验证实了这一结构模型。首先，人们发现染色质 DNA的T。值比自由 DNA高，说
明在染色质中DNA极可能与蛋白质分子相互作用;其次，在染色质状态下，由 DNA聚合

酶和RNA聚合酶催化的 DNA复制和转录活性大大低于在自由 DNA中的反应;DNA 酶

I（DNase I）对染色质DNA的消化远远慢于对纯DNA的作用。另外，染色质的电子显

微镜图显示出由核小体组成的念珠状结构【图2-7）】，可以看到由一条细丝连接着的一连

串直径为 10 nm 的球状体。在染色质的X射线衍射图中也发现了10 nm的重复单位。

DNase I或小球菌核酸酶可以切断游离 DNA上的任何磷酸二酯键，而除了少数几个位点

以外染色质中的 DNA是被保护不受消化的。用小球菌核酸酶处理染色质以后进行电泳，

便可以得到一系列片段，这些被保留的DNA片段均为200 bp基本单位的倍数，其大小分

别为200 bp（单体），400 bp（双体）、600 bp（三体）等唱图2-71。电镜图显示一个染色质片段

中球形颗粒的长度为200 bp.如具有600 bp DNA的染色质片段含有3个直径为10 nm 的
颗粒。因此，电镜上看到的颗粒相当于核酸酶切割后得到的核小体（图2-7）。

现在已经知道，核小体是由HA、H，B、H3、H，各两个分子生成的八聚体和由大约

200 bp DNA组成的。H，·H，四聚体的形成启动核小体的组装，四聚体然后与DNA结合，

再与两个HA·H，B二聚体结合，完成核小体的组装。八聚体在中间，DNA分子盘绕在

布
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图2-7 核小体单

(b)(a) 位的存在及核心颗
粒的形成核小体中的组蛋白核心结构

核小体"接头"之间的DNA （a）核小体结构示意
图;（b）从电镜下看到
的染色质结构;（c）核
小体单元的产生;
（d）小球菌核酸酶对
核小体DNA的消化。

50nm组蛋白上的乙酰基"尾巴"

它
乙酰基乙酰基（

乙酰基（ 乙酰基

(d)
bp

—200bp-—
核小体长链

800 
核酸酶初步处理

600 e
乙酰基乙酰基（

乙酰基（ 400乙酰基

200-200bp
核小体单体

核酸酶继续处理

乙酰基乙酰基（
乙酰基 乙酰基

-—146bp-
核心颗粒

外，而H，则在核小体的外面。每个核小体只有一个H。所以，核小体中组蛋白和DNA

的比例是每200bp DNA有HzA、H，B、H3、H。各两个，H一个。每个核心组蛋白有一个N
端延伸的"尾巴"，上面有许多高度修饰的位点（图2-8）。用核酸酶水解核小体后产生只含

146 bp 核心颗粒（国2-7，包括组蛋白八聚体及与其结合的146 bp 核心DNA，该序列绕在

核心外面形成1.65圈，每圈约80 bp。核小体之间的连接DNA的长度是可变的，一般为

20~60 bp。由许多核小体构成了连续的染色质DNA细丝。

需要注意的是，在核小体中组蛋白与 DNA的结合是动态的.其相互作用的稳定性受

到核小体重塑复合体的影响，利用ATP水解释放的能量，由多个蛋白质组成的核小体重
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图2-8 组蛋白八 塑复合体促进组蛋白八聚体沿DNA滑动，
聚体组成核小体的

从一个DNA分子转移到另一个DNA分子，核心 乡H-A 使核小体重塑，增加 DNA的易接近性。上

日HLB 述组蛋白N 端尾部的修饰在调控染色质

组蛋白核心 的易接近性中也发挥重要作用。

核小体的形成是染色体中 DNA 压缩
的第一个阶段。在核小体中 DNA盘绕组

蛋白八聚体核心，从而使分子收缩成1/7，

）N端尾巴 200 bp DNA完全舒展时长约68 nm，却被

压缩在 10nm的核小体中。当然 1/7的压

缩比仍远远低于染色体中 DNA的压缩比。

例如，人中期染色体中含6.2×10°碱基对，

其理论长度应是200 cm，这么长的DNA被

包装在46个5 μum长的圆柱体染色体）中，

其压缩比约为10'。分裂间期染色质比较松散，压缩比是 102~10'。所以说，核小体只是

DNA压缩的第一步。
那么，DNA包装成染色体的下一个水平是什么呢?在电镜下观察染色质，可以看到

10nm及30 nm 两类不同的纤维构造。通过改变离子强度，30 nm 纤维和10 nm纤维可以
可逆地相互转化。10 nm 纤维是由核小体串联成的染色质细丝，主要在低离子强度及无

H，情况下产生。当离子强度较高且有H，存在时，以30 nm 纤维为主，它是由10 nm的染

色质细丝盘绕成螺旋管状的粗丝，通称螺线管（solenoid）。螺线管的每一螺旋包含6个

核小体，其压缩比为6。这种螺线管是分裂间期染色质和分裂中期染色体的基本组分

组蛋白 H，通过与结合在核小体上的 DNA结合，使染色质进一步压缩，形成 30 nm螺线

管（图2-9）。染色质和染色体可能是一
图2-9 组蛋白H、

个多层次的螺旋结构，上述螺线管可使DNA更紧密地盘

绕在核小体上 进一步压缩形成超螺旋。有迹象表明∶

中期染色质是一细长、中空的圆筒，直

径为4000 nm，由30 nm螺线管缠绕而

成，压缩比是 40。这个超螺旋圆筒进
下了
H 一步压缩1/5便成为染色体单体，总压

缩比是7×6×40×5，将近一万倍，与

DNA的压缩比相近（图2-10）。表2-5总

降 结了染色体形成过程中长度与宽度的

变化。
真核生物基因组的结构特点总结

归纳如下∶

。
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① 真核基因组庞大，一般都远大于原核生物的基因组。

②真核基因组存在大量的重复序列。
③真核基因组的大部分为非编码序列，占整个基因组序列的 90??上，该特点是真

核生物与细菌和病毒之间最主要的区别。
④ 真核基因组的转录产

物为单顺反子。 图2-10 染色体DNA
结构示意图(a)⑤真核基因是断裂基因，
（a）30 nm染色体结构

有内含子结构。 图;（b）双螺旋 DNA
经过一系列包装成为

⑥ 真核基因组存在大量
染色体的过程图示。

的顺式作用元件。包括启动子、 30nm
增强子、沉默子等（详见第8章
"真核基因表达调控"）。

⑦真核基因组中存在大

量的 DNA多态性。DNA多态

(b)性是指 DNA序列中发生变异而

讯窄两段各含10个导致的个体间核苷酸序列的差

螺旋的染色质 E异，主要包括单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism,

SNP）和串连重复序列多态性 一个螺旋中包含30
个莲座状结构(tandem repeat polymorphism)

两类。 每个莲座状结构中
核骨架⑧ 真核基因组具有端粒 都有6 个环状DNA

结构。端粒（telomere）是真核

每个环状结构中含生物线性基因组 DNA末端的

有75000 bp一种特殊结构，它是一段 DNA

序列和蛋白质形成的复合体。

其DNA序列相当保守，一般 30nm 结构
有多个短寡核苷酸串连在一

染色体 DNA的念起构成。人类的端粒 DNA长

珠状结构5~15kb。它具有保护线性

DNA的完整复制、保护染色体

末端和决定细胞的寿命等功
双链DNA

能，有关端粒的研究也是分子

生物学的研究热点之一。

2.1 染色体 031



表2-5 染色体形成过程中长度与宽度的变化

长度压缩宽度增加名称成分过程
7倍5倍DNA +组蛋白第一级 核小体

螺线管 6倍3倍核小体第二级
40倍13倍超螺旋螺线管第三级

染色体 5.倍第四级 2.5~5倍超螺旋
合计 50~100倍 8 400倍（8 000~10 000）

2.1.3 原核生物基因组

原核生物的基因组很小，大多只有一条染色体，且DNA含量少，如大肠杆菌 DNA的

相对分子质量仅为2.4×10°，或4.6×10°bp.其完全伸展总长约为1.3 mm，含4 000多个

基因。最小的病毒如双链DNA病毒SV40，其基因组相对分子质量只有3×10°，含5个基

因，而单链 RNA病毒Oβ.只含有4个基因。此外，细菌的质粒、真核生物的线粒体、高等

植物的叶绿体等也含有 DNA 和功能基因，这些 DNA 被称为染色体外遗传因子。从基因

组的组织结构来看，原核细胞 DNA有如下特点。

1.结构简炼
原核 DNA分子的绝大部分是用来编码蛋白质的，只有非常小的一部分不转录，这

与真核DNA的冗余现象不同。在 φX174中不转录部分只占4??右（217/5 386），T4

DNA中占5.1??282/5577），而且，这些不转录 DNA 序列通常是控制基因表达的序列，如

中X174的H和A基因之间（3 906~3973位核苷酸）就包括了RNA聚合酶结合位点、转

录终止信号区及核糖体结合位点等基因表达调控元件。

2.存在转录单元
原核生物 DNA序列中功能相关的 RNA 和蛋白质基因，往往丛集在基因组的一个或

几个特定部位，，形成功能单位或转录单元，它们可被一起转录为含多个mRNA的分子，
叫多顺反子mRNA。申X174及G4基因组中就含有数个多顺反子。功能相关的基因，如

φX174中的D-E-J-F-G-日等都串联在一起转录产生一条mRNA链，然后再翻译成各

种蛋白质，其中J、F、G及 H编码外壳蛋白，，D蛋白与病毒装配有关，E蛋白则导致细菌的

裂解。这是功能相关基因协同表达的方式之一。在大肠杆菌中，由几个结构基因及其操

纵基因、启动基因组成的操纵子也是一种转录功能单位，如组氨酸操纵子转录成一条多顺

反子mRNA，再翻译成组氨酸合成途径中的9 个酶。

3.有重叠基因

直到不久前，人们还认为基因是一段 DNA序列，这段序列负责编码一个蛋白质或一

条多肽。但是，已经发现在一些细菌和动物病毒中有重叠基因，即同一段DNA能携带两

种不同蛋白质的信息。1973年 Weiner和 Weber在研究一种大肠杆菌RNA病毒时发现，

有两个基因从同一起点开始翻译.一个在 400 bp处结束，生成较小的蛋白质，而在3??

情况下，翻译可一直进行下去直到800 bp处碰到双重终止信号时才停止，合成较大相对
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分子质量的蛋白质。当时他们认为相对分子质量大的蛋白质含量少，对病毒无关紧要，因

而不予重视，没有进一步研究。后来，Weissman 证实小分子蛋白质是一种外壳蛋白，需要

量大，大分子蛋白质产量虽少，却是组成有感染力的病毒颗粒所必需的。当Weiner等想

回头研究这一现象时，Sanger在 Nature杂志（1977年）上发表了申X174 DNA的全部核苷

酸序列，正式发现了重叠基因。

①X174 是一种单链 DNA病毒，宿主为大肠杆菌，感染宿主后合成另一条链【【（-）】，变

成复制型（replicating form，RF），然后以新合成的（-）链为模板合成子代DNA分子【（+）
链】，并合成9个蛋白质，总相对分子质量约2.5×103，相当于6078个核苷酸，而病毒

DNA本身只有5375个核苷酸，顶多能编码总相对分子质量为 2.0×10°的多肽，这个矛盾

很长时期都无法解决。Sanger 在弄清中X174 DNA的全部核苷酸序列及各个基因的起讫

位置和密码数目以后发现，中X174的9个基因有些是重叠的。主要有以下几种情况∶

①一个基因完全在另一个基因里面，如基因B在基因A内，基因E在基因D内。

②部分重叠，如基因K和基因C的部分重叠。

③ 两个基因只有一个碱基对的重叠，如D基因终止密码子的最后一个碱基是J基
因起始密码子的第一个碱基。

尽管这些重叠基因的 DNA序列大致相同，但由于基因重叠部位一个碱基的变化可

能影响后续肽链的全部序列，从而编码完全不同的蛋白质。除了中X174外，SV40病毒、

G4噬菌体的 DNA中也存在基因重叠现象。如 SV40 DNA由5 224个碱基对组成，它编码

3个外壳蛋白（VP1、VP2、VP3）及2个表面抗原（T及t），Fiers等在测定 SV40 DNA的全部

核苷酸顺序以后发现，VP1、VP2、VP3的基因之间都有122个碱基对的重叠序列，但密码
子各不相同。t抗原基因完全在T抗原基因里面，它们有一个共同的起始密码子。基因重

叠可能是生物进化过程中自然选择的结果。

2.2 DNA 的结构

现在我们已经知道，DNA是遗传的物质基础，基因是具有特定生物功能的 DNA序列，

通过基因的表达能够使上一代的性状准确地在下一代表现出来。那么，DNA为什么能起

遗传作用，它又是怎样起作用的呢?这与它的分子结构是密切相关的。

2.2.1 DNA 的一级结构

Watson和 Crick 于1953年提出了著名的 DNA双螺旋模型，为合理地解释遗传物

质的各种功能，解释生物的遗传和变异，解释自然界千变万化的生命现象奠定了理论

基础。前面说过，DNA又称脱氧核糖核酸，是英文 deoxyribonucleic acid 的简称。它是

一种高分子化合物，其基本单位是脱氧核苷酸。在所有的 DNA分子中，磷酸和脱氧核

糖（图2-1是永远不变的，而含氮碱基是可变的，主要有4种，即腺嘌呤（A）、鸟嘌呤（G）、

胞嘧啶（C）和胸腺嘧啶（T）（表2-6）。因此脱氧核苷酸可分别称为腺嘌呤脱氧核苷酸、鸟嘌
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图2-11 2-脱氧核 呤脱氧核苷酸、胞嘧啶脱氧核苷酸5SCH,OH OHOH sCH,OH O0.糖（左）和核糖（右）
和胸腺嘧啶脱氧核苷酸。许许多结构式 C1 4C C1立又

耳H 多个脱氧核苷酸经3'→5'磷酸二-工H H H

司 C2C2
酯键聚合而成为 DNA链图2-12）。

！目 OHOHOH
DNA通常以线性或环状形式存在，

绝大多数DNA分子都由两条碱基互补的单链构成，只有少数生物，如某些噬菌体或病毒是
以单链形式存在的。

表2-6 碱基，核苷和核苷酸

核苷酸核苷碱基 DNARNA
腺嘌玲（denine） 腺苷酸（adenyle acid）腺苷（adenoine） dAMPAMP

鸟苷（guosine）鸟嘌呤（gunine） 鸟苷酸（gunyic acid） dGMPGMP
胞苷（ctidine-胞嘧啶（cytosine） CMPCMP胞苷酸（cytidylic acid）

胸苷（thyonidine） 胸苷酸（thymidylieacia）胸腺嘧密啶（thymine） dTTMP
尿苷（undine）尿密啶（uraci） UMP尿苷酸（undylhc acid）

所谓 DNA的一级结构，就是指4种核苷酸的连接及其排列顺序，表示了该DNA分

子的化学构成。从DNA的分子结构可以看出，碱基在长链中的排列顺序是千变万化的。

组成DNA分子的碱基虽然只有4种，它们的配对方式也只有A与T、C与G两种，但是，

由于碱基可以任何顺序排列，构成了DNA分子的多样性。每个 DNA分子所具有的特

图2-12 多核苷酸
链中新生磷酸糖苷
键的产生过程示意 _——含氮碱基

图

3'oH 键形成——-

3oH3'oH单核苷酸5'磷酸基团向核

焦磷酸酸链的3'-OH发起进攻

。
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定的碱基排列顺序构成了DNA 分子的特异性，不同的 DNA链可以编码出完全不同

的多肽。DNA分子中4种核苷酸千变万化的序列排列反映了生物界物种的多样性和复

杂性。
DNA不仅具有严格的化学组成，还具有特殊的空间结构，核苷酸序列对 DNA 高级结

构的形成有很大影响，如 B-DNA 中多G-C区易形成左手螺旋DNA（Z-DNA）.而反向重

复的 DNA片段易出现发夹结构等。可以说，DNA一级结构决定其高级结构，这些高级结

构又决定和影响着一级结构的功能。研究 DNA一级结构对阐明遗传物质的结构、功能以

及表达调控都非常重要。

2.2.2 DNA的二级结构

DNA的二级结构是指两条多核苷酸链反向平行盘绕所生成的双螺旋结构。其基本 图 2-13 A-，B-.
Z-DNA结构比较特点是∶ （a-e）以及左、右手

① DNA分子是由两条互相平行的脱氧核苷酸长链盘绕而成的。 螺旋的比较（（d）

② DNA分子中的脱氧核糖和磷酸交替连接，排
在外侧，构成基本骨架，碱基排列在内侧。 (b)A-DNA(a)B-DNA (c)Z-DNA

两条链上的碱基通过氢键相结合，形成碱基对，它 由田寸的组成有一定的规律。这就是嘌呤与嘧啶配对，而且 粉
腺嘌呤（A）只能与胸腺嘧啶（T）配对，鸟嘌呤（G）只能

与胞嘧啶（C）配对。如一条链上某一碱基是C，另一条

链上与它配对的碱基必定是G。碱基之间的这种一一

对应的关系叫碱基互补配对原则。在生物活体中，不

论 DNA的二级结构还是高级结构，都是时刻变化的，

即在二级结构的各种构象间、在二级结构与高级结构

间或高级结构的各种构象间存在一个动力学的平衡。

通常情况下，DNA的二级结构分两大类∶一类是右手

螺旋，如 A-DNA和B-DNA，DNA通常是以右手螺旋
形式存在的;另一类是左手螺旋，即Z-DNA（图2-13）。

1.DNA右手螺旋的几种构象及其动态平衡

（1）B-DNA 的构象
1953年，Watson 和 Crick 基于以下三个方面的发 (d)3 心 m

现，提出了DNA双螺旋模型∶

① X射线衍射实验数据表明 DNA是一种规则螺

旋结构。
②DNA分子密度测量表明这种螺旋结构由两条

5'多核苷酸链组成。 S/
左手螺旋右手螺旋

③不论碱基的数目多少，G的含量总是与C一
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样，而A与T也是一样的。

该DNA分子双螺旋结构模型解释了DNA的理化性质，并将 DNA的结构与功能联

系起来。DNA结构受环境条件的影响。此模型所描述的是 DNA 钠盐在较高湿度下的结

构，是B型双螺旋，称为 B-DNA结构。B-DNA钠盐结构含水量较高，是大多数DNA在

细胞中的构象。它既规则又很稳定，是由两条反向平行的多核苷酸链围绕同一中心轴构

成的右手螺旋结构图2-13）。多核苷酸的方向由核苷酸间的磷酸二酯键的走向决定，一条
从5'→3'，另一条从3'→5'。链间有螺旋型的凹槽，其中一个较浅，叫小沟（约1.2nm交

叉）;一个较深，叫大沟（约2.2 nm交叉）。两条链上的碱基以氢键相连，G与C配对，A与

T配对（图2-14）。嘌呤和嘧啶碱基对层叠于双螺旋的内侧。顺着螺旋轴心从上向下看，可

见碱基平面与纵轴垂直，且螺旋的轴心穿过氢键的中点。相邻碱基对平面之间的距离为

0.34 nm，即顺中心轴方向，每隔0.34 nm有一个核苷酸，以3.4 nm为一个结构重复周期。

核苷酸的磷酸基团与脱氧核糖在外侧，通过磷酸二酯键相连接而构成 DNA分子的骨架。

脱氧核糖环平面与纵轴大致平行。双螺旋的直径为2.0 nml图2-15）。一般说来，A-T丰富

的 DNA片段常呈B-DNA，它是普遍存在的结构。

（2）A-DNA的结构
在相对湿度75??下时，X射线衍射分析表明DNA的构象不同于上述B-DNA的结

构特点，虽然也是右手双螺旋，但碱基对与中心轴的倾角发生改变，螺旋宽而短，每圈螺

图 2-14 DNA 双
乡螺旋结构中碱基配 CH;0-: -H-N对示意图（A与T，G， 0

0与C能对） p=O
予中！！冬 OH

A雪
吨

CH。o 子上中！！！它
P=O0、

-0)---H一N .0

-H-NO.。 且HG CH2H-? "o=O，
0=N-H--- 。

N-H--- 0名c 于岭O CH;N-H--------0
？ -0 ，-H-。A T

CH2合

。
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图2-15 DNA的反
向平行双螺旋结构3.4 nm

小沟0.34 nm 大沟

篱OC-<: jmo- “怪<·-? O-O0. 碱基配对

磷酸糖苷键氢键

旋包括11个碱基对，该构象的DNA称为A型（A-DNA）。A-DNA与B-DNA的重要区别

在于∶A-DNA 碱基对倾斜大，并偏向双螺旋的边缘，因此具有一个深窄的大沟和宽浅的小

沟;B-DNA中碱基对倾斜角小，螺旋轴穿过碱基对，其大沟宽，小沟窄《图2-13）。若DNA双

链中一条链被相应的 RNA链所替换.则变构成A-DNA。当DNA处于转录状态时，DNA

模板链与由它转录所得的 RNA 链间形成的双链就是A-DNA。由此可见 A-DNA构象对

基因表达有重要意义。此外，B-DNA 双链都被 RNA 链所取代而得到由两条 RNA链组成

的双螺旋结构也是A-DNA，表2-7例举了几种主要 DNA的结构参数。

除A-DNA、B-DNA螺旋外，还存在B'-DNA、C-DNA和D-DNA等不同形式，但它们

均接近B型，可作为B型同一族。

表2-7 不同螺旋形式DNA分子主要参数比较

双螺旋 B-DNAA-DNA Z-DNA
丁6碱基倾角/ 20

0.370.26碱基间距/nm 0.34
螺旋直径/mm 2.37 1.84255
每轮碱基数 121011

平坦宽、较深很狭、很深天沟
很宽、浅 狭、较深 很狭、很深小沟

反式反式 C反式、G顺式糖苷键构象
螺旋方向 左右站

2.DNA 二级结构中左手螺旋———Z-DNA的研究

Z-DNA结构是1979年由 Rich提出的。Rich用一位荷兰科学家提供的 d（CGCGCG）

结晶，对它进行X射线衍射结构分析，最后提出了Z-DNA结构模型。Z-DNA螺旋细长，

每圈螺旋含12对碱基.大沟平坦，小沟深而窄，核苷酸构象顺反相间，螺旋骨架呈Z字形。
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图2-16 Z-DNA调节
（a）邻近调控（转录区与调节区相邻）转录的两种模式图

控制区-启动子
AAvA

不转录Z-DNA

转录—→B-DNA

（b）远距离调控（转录区可在上千个碱基对以外）

控制区 负超螺旋程度低，无扭转张力

B-DNA 不转录

负超螺旋程度高，有扭转张力
之子之之子

可能转录—Z-DNA
之之之之之

当时，由于用右手螺旋结构模型解链过程来解释大分子DNA复制时遇到困难，该模型的

提出曾经一度动摇过右手螺旋学说。现已证明，左手螺旋Z-DNA只是右手螺旋结构模型

的一个补充和发展。
虽然B-DNA是最常见的 DNA构象，但A-DNA和Z-DNA似乎具有不同的生物活性。

图2-16是Z-DNA 调控基因转录的两种模式。在邻近调控系统中，与调节区相邻的转录

区被Z-DNA抑制，只有当Z-DNA转变为B-DNA后，转录才得以活化。而在远距离调控

系统中，Z-DNA 可通过改变负超螺旋水平，决定聚合酶能否与模板链相结合而调节转录

起始活性。
3.DNA 双链的变性和复性

由于DNA 双螺旋的两条链之间通过非共价键结合在一起，它们比较容易分开。当

DNA溶液温度接近沸点或者pH较高时，互补的两条链就可能分开，称为 DNA 的变性

（denaturation）。但 DNA 双链的这种变性过程是可逆的，当变性 DNA的溶液缓慢降温时，
DNA的互补链又可重新聚合，重新形成规则的双螺旋。DNA 双链的这种变性和复性能力

被用于 Southern 印迹杂交和 DNA 芯片分析等。

20世纪 50年代研究 DNA变性的经典实验使人们对 DNA 双螺旋的特性有了深刻

的认识。DNA在260 nm处吸光度（absorbance））最大，并且双螺旋 DNA的光吸收比单链

DNA低40??当 DNA溶液温度升高到接近水的沸点时，260 nm 的吸光度明显增加.这

种现象称为增色效应（hyperchromicity）;相反，减色效应（hypochromicity）则是因为双螺旋

DNA中的碱基堆积降低了其对紫外线的吸收能力。

现在，人们常通过检测 DNA 溶液的紫外吸光度变化来监控 DNA的变性过程。

将 DNA 的吸光度相对温度变化绘制曲线，发现 DNA光吸收的急剧增加发生在相对较

窄的范围内。科学家把吸光度增加到最大值一半时的温度称为 DNA的熔点（melting

point，用T。表示图2-17）。DNA 像冰一样融解，经历了从高度有序的双螺旋结构向无

。
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图2-17 DNA的变

(b) 性曲线及其影响因
素100(a)
（a）DNA的变性曲线;

客 （b）DNA的熔点取决
于G+C的百分含量和低盐单链 60-隔 溶液中的盐浓度。一09p 40l *高盐

双链p
20

自’ 70 1T00100 9060 80g  1io040 7m 0
T/:7/E

规则单链结构的转变。T值是DNA的一个重要的特征常数.其大小主要与下列因素

相关∶
①DNA中G+C的含量 G+C的含量越高，DNA的T。值也越高。这主要是因为

G-C碱基对间有3个氢键，并且它与相邻碱基对间的堆积力更大。常用如下公式T。=
69.3＋0.41（G+C??计算 DNA的T。值，并以此推算该DNA的碱基百分组成。小于

25mer的寡核苷酸的T。值计算公式为∶T =4（G+C）+2（A+T））。

②溶液中的离子强度 离子强度的效应反映出双螺旋的另一基本特征。两条

DNA链的骨架包含了带负电荷的磷酸基团，当这些负电荷没有被中和时，DNA 双链间

的静电斥力将驱使两条链分开。在高离子强度下，负电荷可以被阳离子中和.双螺旋的

结构被稳定保持;在低离子强度下、未被中和的负电荷将会降低双螺旋的稳定性。因此，

在离子强度较低的介质中，DNA 的 T值较低而范围宽，在较高离子强度下，T值较高

而范围窄。所以，DNA 样品一般在含盐缓冲溶液中比较稳定，而较难保存在稀电解质溶

液中。
③ DNA的均一性 一些病毒 DNA、人工合成的多腺嘌呤-胸腺嘧啶脱氧核苷酸等

均质 DNA（homogeneous DNA）融解温度范围较小，而异质 DNA（heterogeneous DNA）融解

温度范围较宽，因此T。值也可作为衡量 DNA样品均一性的标准。

2.2.3 DNA的高级结构

DNA的高级结构是指DNA 双螺旋进一步扭曲盘绕所形成的更复杂的特定空间结构，

包括超螺旋、线性双链中的纽结（kink）、多重螺旋等。其中，超螺旋结构是 DNA 高级结构

的主要形式，可分为正超螺旋（右手超螺旋）与负超螺旋（左手超螺旋）两大类，负超螺旋

是细胞内常见的 DNA 高级结构形式，正超螺旋是过度缠绕的双螺旋。它们在不同类型的

拓扑异构酶作用下或在特殊情况下可以相互转变，如∶
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图2-18 用电话机
连线 做模型说明
DNA链中的螺旋与
超螺旋
右上图为噬菌体 PM2
松弛态DNA的电子
显微照片;右下图为

噬菌体DNA超螺旋
形式的电子显微照
片。（电 镜照片由J. 螺旋一
C.Wang惠赠，1982.
Scientifec American

【临它247:97)

超螺旋

拓扑异构酶拓扑异构酶负超螺旋 e正超螺旋松弛 DNA-澳化乙锭 溴化乙锭

DNA双螺旋结构中，一般每转一圈有10个核苷酸对，双螺旋总处于能量最低状态。

若正常 DNA 双螺旋额外地多转或少转几圈，使每转一圈的核苷酸数目大于或小于10.就

会出现双螺旋空间结构的改变，在 DNA分子中产生额外的张力（图2-18】。若此时双螺旋链

的末端是自由的，可通过链的转动而释放这种额外的张力，从而保持原来的双螺旋结构;

若此时 DNA分子的末端是固定的或是环状分子，双链不能自由转动，额外的张力就不能

释放而导致 DNA分子内部原子空间位置的重排，造成扭曲，即出现超螺旋结构图2-19。

由此可见，B-DNA 双螺旋分子的链间螺旋数若发生变化，就会出现超螺旋结构，而且超螺

旋的绕数与B-DNA的链间螺旋数有密切关系。

研究细菌质粒DNA（环状双链 DNA）时发现，天然状态下该DNA 以负超螺旋为主，稍

被破坏即出现开环结构，两条链均断开则呈线性结构（图2-19）。在电场作用下，相同相对分

子质量的超螺旋DNA 比线性 DNA 迁移率大，线性DNA又比开环 DNA 迁移率大，以此可

判断质粒结构是否被破坏。

DNA分子的这种变化可以用一个数学公式来表示∶

L=7+W
式中，L为连接数（linking number）），是指环形DNA分子两条链间交叉的次数，只要不发

生链的断裂，L是个常量;T为双螺旋的盘绕数（twisting number）;W为超螺旋数（writhing

number），后两者是变量。
超螺旋是DNA三级结构的一种普遍形式，双螺旋 DNA的松开导致负超螺旋，而拧紧

则导致正超螺旋。
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图2-19 由于强

(a) 行分开双螺旋末端
而引发产生的超螺
旋结构及不同构象
DNA在电泳中的泳

动速度
（a）没有超螺旋的两

(b) 股绳子;（b）一端被强
行拉开后，中间出现
超螺旋;（c）左，质粒

DNA的3种不同构
象;e）右，用凝胶电
泳分离超螺旋和松弛
DNA。电泳速度随超
螺旋圈数的增加而提

() 高《电泳照片由J.C.

Wang 惠赠）。

松弛DNA一一，。
缺口

共价闭合
线状 DNA开环DNA超螺旋 DNA 超螺旋DNA

2.3 DNA的复制

前面我们讲过，生命的遗传实际上是染色体 DNA自我复制的结果。而染色体 DNA

的自我复制主要是通过半保留复制来实现的，是一个以亲代DNA分子为模板合成子代

DNA 链的过程。细胞分裂时，通过DNA准确地自我复制（self-replication），亲代细胞所

含的遗传信息就原原本本地传送到子代细胞。由于DNA是遗传信息的载体，因此亲代

DNA必须以自身分子为模板来合成新的分子——准确地复制成两个拷贝，并分配到两个

子代细胞中去，才能真正完成其遗传信息载体的使命。DNA的双链结构对于维持这类遗

传物质的稳定性和复制的准确性都是极为重要的。

双链 DNA的复制是一个非常复杂的过程，在复制的起始、延伸和终止三个阶段，无论

是原核生物还是真核生物都需要有多种酶和蛋白质的协同参与。DNA复制均涉及拓扑

异构酶、解旋酶、单链结合蛋白、引物合成酶、DNA聚合酶及连接酶等酶和蛋白质的参与。

2.3.1 DNA的半保留复制

Watson和Crick 在提出 DNA 双螺旋结构模型时就对 DNA的复制过程进行了探
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图2-20 DNA的半 讨。由于DNA分子由两条多核苷酸链组成，两条链上的碱
保留复制

基——G只能与C相配对，A只能与T相配对，所以，两条链
是互补的，一条链上的核苷酸排列顺序决定了另一条链上的亲代
核苷酸排列顺序。就是说，DNA分子的每一条链都含有合成

它的互补链所需的全部信息。Watson 和Crick推测，DNA在

复制过程中碱基间的氢键首先断裂，双螺旋解旋并被分开，

每条链分别作为模板合成新链，产生互补的两条链。这样新

形成的两个DNA分子与原来 DNA分子的碱基顺序完全一子代+2立率人 样。因此，每个子代分子的一条链来自亲代DNA，另一条链
新链一 则是新合成的，所以这种复制方式被称为 DNA的半保留复制

（semiconservative replication）（图 2-20。
1958年，Meselson和Stahl研究了经5N标记3个世代的大肠杆菌 DNA，首次证明

了DNA的半保留复制。他们将大肠杆菌长期在以5N作氮源的培养基中培养，得到'N-

DNA。由于该DNA分子的密度比普通 DNA（'"N-DNA）的密度要大，在氯化铯密度梯度离
心时，这两种 DNA形成位置不同的区带。他们用普通培养基（含"N的氮源）培养'N 标
记的大肠杆菌，经过一代以后，所有 DNA的密度都在'N-DNA 和"N-DNA之间，即形成

了一半'N和一半'N 的杂合分子，两代后出现等量的"N分子和"N-'N杂合分子。若 

再继续培养，可以看到"N-DNA分子增多，说明DNA分子在复制时均可被分成两个亚单

位，分别构成子代分子的一半，这些亚单位经过许多代复制仍然保持着完整性。

实验已经证明，无论是原核生物还是真核生物，其 DNA 都是以半保留复制方式遗
传的。DNA的这种半保留复制保证了DNA在代谢上的稳定性。经过许多代的复制，

DNA 多核苷酸链仍可完整地存在于后代而不被分解掉。这种稳定性与DNA的遗传功

能相符

2.3.2 DNA复制的一些基本概念

1.复制子与复制叉

一般把生物体内能独立进行复制的单位称为复制子（replicon）。复制时，双链 DNA 要

解开成两股链分别进行，所以，这个复制起始点呈现叉子的形式，被称为复制叉（replication

fork）图2-21）。许多实验证明，DNA的复制是由固定的起始点开始的，并在特定的终止点

结束复制。因此，从复制起始点到终止点的区域为一个复制子。一个复制子只含一个复

制起始点（origin）。复制叉从复制起点开始沿着 DNA链连续移动，起始点可以启动单向

复制或者双向复制，这主要取决于在复制起点形成一个复制叉还是两个复制叉。在单向

复制中，所产生的一个复制叉离开起始点，沿DNA链前进;在双向复制中，起始点处产生

两个复制叉，它们从起始点开始沿着相反的方向等速前进。

2.复制起始点
从细菌、酵母、线粒体和叶绿体中鉴定出的复制起始点的共同特点是含有丰富的AT

：
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图2-21 DNA链的

前导链 复制过程示意图拓扑异构酶Ⅱ
（a）DNA改变双螺旋-3'
构象，解链酶解开双 n后随链 链，在单链DNA结合复制叉移动(a)
蛋白（SSB）和DNA聚型

字DnaB解链酶一 合酶Ⅲ的共同作用下
合成前导链，方向与复

SSB 制叉推进的方向一致。DNA引物酶
RNA引物RNA引物 在后随链上，当复制叉

进一步打开时，RNA

引物才能与DNA单

(b) 链相结合。（b）后随
链合成时，产生冈崎片

段。（c）复制叉继续
前进。引物酶合成新的后随链合成（DNA聚合酶Ⅲ）
RNA引物，与DNA
单链相结合准备引发
合成新的风崎片段。

(e)
888-

网崎片段

序列，它可能有利于DNA复制启动时双链的解开。通常，细菌、病毒和线粒体的DNA分

子都是作为单个复制子完成复制的，而真核生物基因组可以同时在多个复制起点上进行
双向复制，也就是说它们的基因组包含有多个复制子（表2-8。真核生物复制子并非同时起
作用，一般情况下，在特定的时间范围内，只有不超过15??复制子进行复制。

表2-8 部分生物复制子的比较

物种 平均长度/kb 复制子移动速度/（bp·min'）细胞内复制子数目/个

大肠杆菌 ， 50004200
酵母 500 40 3600
果绳 3500 2600而
爪统 15o00 500200
蚕豆 35.000 300 ?

3.复制终止点
复制子中控制复制终止的位点称为复制终止点（terminus）。在环形的大肠杆菌 DNA

中，复制终止点在起始点的相对位置（旋转180°）。复制从起始点开始，双向进行，复制叉

向两个相反方向沿环状 DNA前进，最后两个复制叉相遇在一个位点而停止，该位点即为

终止位点。
4.复制方向
通过放射自显影实验可以判断 DNA 复制的方向性。复制开始时，首先用低放射性的
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1H 脱氧胸苷标记大肠杆菌，数分钟后转移到图2-22 从一个复
单向复制制起始点开始的

复制起始点 含有高放射性的培养基中继续标记。因此，复制叉移动方向DNA单向复制
在放射自显影图像上，复制起始区的放射性

标记密度比较低，感光还原的银颗粒密度也

较低;继续合成区标记密度较高，银颗粒密

度也较高。如果是单向复制，银颗粒的密度分布是一端低，另一端高;而双向复制则是中

间密度低，两端高。

①单向复制 从一个复制起始点开始，只有一个复制叉在移动（图2-22）。某些环状

DNA 利用这种方式拷贝双链 DNA，如质粒 ColE1 DNA。

②双向复制 复制起始于一个位点，但向两侧分别形成复制叉，向相反方向移动。

这种复制方式最为普遍。实验表明，无论是原核生物还是真核生物，DNA的复制主要是

从固定的起始点以双向等速复制方式进行的（图2-23）。复制叉以DNA分子上某一特定顺

序为起点，向两个方向等速生长前进。

③相向复制 还有一种比较特殊的相向复制模式。从两个起始点分别起始两条链

的复制，这种模式虽然有两个复制叉的生长端，但在每个复制叉中只有一条链作为模板合

成 DNA（图2-24）。某些线性 DNA病毒（如腺病毒）以这种方式进行复制，其双链 DNA的每

条链上都有一个复制起始点，分别起始合成一条新链，两条链以相向方式生长延伸。

5.复制速度
真核生物的基因组比原核生物大，其染色体具有复杂的高级结构，复制时需要解开核

小体，复制后又需重新形成核小体，其复制叉移动速度为1000~3000 bp/min。真核生物

染色体DNA上有多个复制起始点，可进行多复制子的同步复制，以满足细胞对DNA的

需要。
细菌 DNA只有一个复制起始点，所以其复制叉的移动速度比真核生物要快20~50

图2-23 放射性标
-50um-—记实验证明DNA

DNA的复制是从固定的
复制叉起始点双向等速进

行的
（a）仅用H胸腺嘧啶

(a)_标记DNA 10 min 即
压X光片;（b）H标

记DNA合成 10 min
后又继续非标记合成
10 min，导致X光片上 (b)__
的复制叉变长，银颗粒
分布广而稀少;（e）从 双向复制起始点(c)
一个复制起始点开始 复制义移动方向 复制叉移动方向
的DNA双向对称式
复制。 ________

重
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。
图2-24 从两个复倍，可达50 000 bp/min。每个复

起始点1 制起始点开始.新生5制单位在30~60 min内完成复 亲代链 DNA单链沿单一方复制叉移动方向_
向生长制。并且，起始点可以连续发 IIITIIT气、新合成的能2新合成的链1

亲代链动复制，以满足其快速生长的 /复制叉移动方向 起始点255需要。
归纳起来，对一个生物体基

因组而言，复制起始点是固定的，表现为固定的序列，并识别参与复制起始的特殊蛋白质。

复制叉移动的方向和速度虽是多种多样的，但以双向等速方式为主。

6.冈崎片段与半不连续复制

由于DNA 双螺旋的两条链是反向平行的，因此在复制叉附近解开的 DNA链一条是

5'→3'方向，另一条是3'→5'方向，两个模板极性不同，而所有已知DNA聚合酶的合成
方向都是5'→3'，不是3'→5'，这就不能解释DNA的两条链几乎同时复制合成这个事实。

为了解释这一等速复制现象，日本学者冈崎（Okazaki）等提出了DNA的半不连续复制

（semidiscontinuous replication）模型。他用H脱氧胸苷短时间标记大肠杆菌，提取 DNA.

变性后用超离心方法得到了许多H标记的、长度为1000~2000个碱基的、被后人称为

冈崎片段的DNA。现在已知一般原核生物的冈崎片段要长些，真核生物中的要短些。延

长标记时间后，冈崎片段可转变为成熟 DNA链，由此推断这些片段必然是复制过程的中

间产物。此外，用DNA连接酶温度敏感突变株进行实验，在连接酶不起作用的温度下，可

以观察到有大量小 DNA片段的累积，说明 DNA复制过程中至少有一条链首先合成较短

的冈崎片段，然后再由连接酶连成大分子DNA。

图2-25总结了两条新链在两个向相反方向移动的复制叉上不同的特征，我们根据

它们不同的性质分别将其称为前导链（leading strand）和后随链（lagging strand）。前导链
DNA的合成按5'→3'方向，随着亲代双链 DNA的解开而连续进行复制;后随链在合成

过程中，一段亲本DNA单链首先暴露出来，然后以与复制叉移动相反的方向按照5'→3'

方向合成一系列的冈崎片段，，然后再把它们连接成完整的后随链。进一步研究还证明，这

种前导链的连续复制和后随链的不连续复制在生物界是有普遍性的，因而称之为双螺旋

DNA的半不连续复制。
7.DNA 聚合酶的作用机制
DNA 的合成是在 DNA聚合酶（DNA polymerase）的催化下完成的。DNA聚合酶用一

个活性位点催化4种脱氧核苷三磷酸的添加，它通过监视引入核苷酸形成A-T或G-C

碱基对的能力，在正确碱基对形成的情况下，引物的3'-OH 和在最佳催化位置上的核苷

三磷酸的α-磷酸才能发生催化反应。只有在正确底物存在时，共价键形成的速率才显

著增加，正确碱基对掺入的速率是错误核苷酸掺入速率的一万倍，表明酶对不同底物具

有催化选择性。
（1）DNA聚合酶的3个结构域

对与引物-模板接头结合的不同DNA聚合酶的三维结构研究表明，该酶的三维结构

0452.3 DNA的复制



图2-25 DNA合成
前导链合成的半不连续性 (a)

（a）前导链是持续合 核苷酸持续地添加到3'端
成的，而后随链则是 一 mrmmmrrrrmTmTTTrT一一一一一一一
以不连续的方式合成 5._LL!

前导链的;（b）两个向相反方 .
些  后随链向移动的复制叉分别 sMNum进

合成前导链和后随链 后随链合成DNA的示意图，显示
前片段 母链单链后片段复制叉是不对称的。

(b)
右复制叉后随链模板左复制叉前导链模板

心65 最新合成
的DNA

左复制义后随链模板 右复制叉前导链模板

类似于一只半握的右手，其3个结构域分别被称为拇指、手指和手掌（图2-2n。DNA底物
位于右手的裂缝中，新合成的 DNA与手掌相连，DNA催化位点位于手指和拇指指尖的裂

缝中。
手掌域含有催化位点的基本元件，由一个β折叠构成。两个二价金属离子（Mg'或

Zn2）在该区域的结合有利于改变催化区域周围的化学环境.利于催化作用的进行。此外，

手掌域还负责检查最新加入的核苷酸碱基配对的准确性。错误配对的碱基使催化活性显

著降低，使引物-模板从聚合酶活性位点上脱离下来，结合到聚合酶上另一个具有校对功

能的核酸酶活性位点上。

手指域对催化也很重要。手指域的几个残基可与引入的 dNTP结合，当正确的碱基

配对形成时，手指域包围住 dNTP，使引入的核苷酸和金属离子密切接触，促进催化反应。

拇指手指、图2-26 DNA聚合
酶的三维结构

一拇指手指 、（2）DNA聚合酶与引 dNTP、物-模板接头结合;
—DNA模板链（b）T7DNA聚合酶与

DNA结合的三维结构。
一手掌

引物链
模板

引物
(b)(a) DNA聚合酶

。
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手指域还能够和模板区结合，使模板产生弯曲，仅使催化位点上引物后的第一个模板碱基

暴露，避免在下一个核苷酸添加时造成对模板碱基选择的混淆。
拇指域与最新合成的 DNA相互作用，一是维持引物以及活性部位的正确位置，二是

促进 DNA聚合酶与其底物之间的紧密连接，有助于添加更多的 dNTP。

（2）DNA聚合酶的延伸能力

DNA的合成速度是由 DNA聚合酶的延伸能力（processivity）决定的。所谓 DNA聚合

酶的延伸能力，是指每次聚合酶与模板-引物结合时所能添加的核苷酸的平均数。高延

伸性的 DNA聚合酶催化 DNA合成的速率可能高达一个完全非延伸性聚合酶的1000倍。

DNA聚合酶沿着 DNA模板滑行的能力有利于提高延伸能力。DNA聚合酶与完全包围

DNA的"滑动夹"蛋白之间的相互作用可以进一步提高延伸能力。

（3）外切核酸酶具有校正新合成 DNA 的能力

作为DNA聚合酶的同一类多肽，核酸酶（校正外切核酸酶，proofreading exonuclease）
通过去除不正确碱基配对的核苷酸来校正 DNA 的合成。当不正确核苷酸被添加到引物

链时，校正外切核酸酶将它从引物链的3'端除去，就像计算机键盘上的删除键那样，把最

近发生的错误去除掉，极大地增加了 DNA合成的精确度。校正外切核酸酶将不正确配对

碱基的发生概率降低至每添加10'个核苷酸出现一次。此外，后面提到的复制后错配修

复可将 DNA 错误概率降至每添加10个核苷酸出现一次。

8.滑动DNA夹极大地增加了 DNA聚合酶的延伸能力

与滑动DNA夹（sliding DNA clamp）的结合使得 DNA聚合酶在复制叉上具有高延伸

能力。滑动 DNA夹由多个相同的蛋白亚基组成"油炸圈饼"形状的结构。滑动 DNA夹

中央的孔洞直径约为3.5 nm.足以容纳DNA双螺旋、参与DNA合成的蛋白质以及必需的

水分子（图2-27）。聚合酶与滑动 DNA夹在复制叉处形成复合体，在DNA合成时沿着DNA

模板高效地滑动，保持聚合酶与 DNA的紧密接触，从而大大增加了DNA聚合酶的延伸

能力。
当单链 DNA模板完成复制后，DNA聚合酶必须从DNA模板和滑动夹上释放下来以

参与新的 DNA 复制，而滑动 DNA夹则会滑动到新的 DNA合成位点并执行新的功能。滑

动 DNA 夹蛋白是病毒、细菌、酵母以及人类等生物的 DNA复制体系中必不可少的保守部

图2-27 与DNA结合
的滑动DNA夹的三
维结构
滑动夹中央的孔洞直
径约为3.5nm，DNA
螺旋 的 宽度 约为
2.0 nm，因此，在滑动
夹和DNA之间可容

纳一个或两个水分子

（图像使用PvMOL软

件制作）。
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件，其结构在不同的生物中是保守的，都是相同的六边形对称结构，但形成夹子的亚基数

在不同生物中可能不同。

如上所述，滑动夹是一个闭合的环，由5个亚基组成的滑动夹装载器（sliding clamp
loader）通过结合和水解ATP催化滑动夹的打开，并将其安放在DNA的引物-模板接头上。

只有当滑动夹在与其相互作用的所有酶都完成工作后，滑动夹装载器才能通过改变滑动

夹的构象将其从DNA上移除。

2.4 原核生物和真核生物 DNA复制的特点

2.4.1 原核生物 DNA复制的特点

大肠杆菌基因组以双链环状 DNA分子的形式存在，复制起始区位于其遗传图的

84 min 附近，复制起始点（oriC）含有3个13 bp 的串联重复保守序列，GATCTNTTNTTT，

以及4个由9bp的保守序列（TTATNCANA）组成的能结合 DnaA的起始结合位点图2-28）。
复制起始后，在 oriC上形成的两个复制叉沿着整个基因组双向等速移动，DNA复制的中

间产物可形成一个θ，两个复制叉在距起始点180°处会合。

1.DNA 双螺旋的解旋

DNA在复制时，其双链首先解开，形成复制叉，这是一个有多种蛋白质及酶参与的复

杂过程。已经发现一些酶和蛋白质能使DNA双链变得易于解开，或者可以使超螺旋分子

松弛。首先在拓扑异构酶Ⅰ的作用下解开负超螺旋，并与解链酶共同作用，在复制起始点

处解开双链。参与解链的除一组解链酶外，还有 Dna 蛋白等，一旦局部解开双链，就必须

有SSB蛋白来稳定解开的单链，以保证该局部结构不会恢复成双链，接着由引发酶等组成

的引发体迅速作用于两条单链 DNA上。不论是前导链还是后随链，都需要一段 RNA引

物以起始子链 DNA的合成。现将其中重要的酶与蛋白质分述如下。

① DNA 解链酶（DNA helicase） DNA解链酶能通过水解 ATP获得能量来解开双链

DNA。大部分 DNA解链酶（包括大肠杆菌解链酶Ⅱ、Ⅲ、T4噬菌体dda、T4基因41和人

解链酶等）可沿后随链模板的5'→3'方向并随着复制叉的前进而移动，只有另一种解链

（Rep 蛋白）是沿前导链模板的3'→5'方向移动。因此推测 Rep蛋白和特定 DNA解链酶

分别在 DNA 的两条母链上协同作用，以解开双链 DNA。

② 单链 DNA结合蛋白（single-stranded DNA binding protein，SSB）最初发现噬菌

DnaA结合位点，4×9bp3×13bp 串联重复序列

图2-28 大肠杆菌
DNA复制起始点 保守序列保守序列
（oriC）保守序列分 TTATNCANAGATCTNTTNTTTT
布图 一
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体T4的基因32蛋白可以在远低于解链温度时使双链DNA分开，并牢牢地结合在单链

DNA 上，后来发现许多生物中都有这类蛋白质。从原核生物得到的 SSB与DNA结合时

还表现出协同效应∶如第一个SSB结合到DNA上去的能力为1，第二个SSB结合能力

则可高达10;真核生物牛、鼠和人细胞中的 SSB与单链DNA结合时，则不表现上述协同

效应。
SSB 的作用是保证被解链酶解开的单链在复制完成前能保持单链结构，它以四聚体

形式存在于复制叉处，待单链复制完成后才离开，重新进入循环。所以，SSB的作用是保

持单链的存在，并没有解链的作用。

③ DNA拓扑异构酶（DNA topoisomerase）大多数天然状态下的DNA分子都具有适

度的负超螺旋，可以形成部分的单链结构，利于蛋白质与DNA的结合。在复制过程中，随

着 DNA 的解旋，双螺旋的盘绕数T减少，而超螺旋数 W增加.使正超螺旋增加，未解链部

分的缠绕更加紧密，形成的压力使解链不能继续进行。拓扑异构酶能够消除解链造成的

正超螺旋的堆积，消除阻碍解链继续进行的这种压力，使复制得以延伸。

2.DNA复制的引发

所有 DNA的复制都是从一个固定起始点开始的.而目前已知的 DNA聚合酶都只能

延长已存在的DNA链，而不能从头合成DNA链，那么一个新 DNA的复制是怎样开始

的呢?
研究发现，DNA新链的起始需要一条 RNA引物。所有的DNA聚合酶都不能够从头

启动新 DNA链的合成，需要带有游离3'羟基的引物（primer）。DNA复制时，往往先由引

发酶（一种特殊的RNA聚合酶，不需要用特异 DNA序列来起始新 RNA引物的合成）在

DNA模板上合成一段RNA链，它提供引发末端引物），接着由 DNA聚合酶从RNA引物3'

端开始合成新的DNA 链。无论前导链还是后随链开始 DNA合成时，都需要 RNA引物引

发复制，只是对于前导链来说，这一引发过程比较简单.只要有一段RNA引物，DNA聚合

酶就能以此为起点一直合成下去。但对于后随链来说.引发过程就十分复杂，每个冈崎片

段都需要新引物，需要多种蛋白质和酶的协同作用，还牵涉到冈崎片段的形成和连接。

后随链的引发过程往往由引发体（primosome）来完成。引发体由6种蛋白质n、n'、n"、
DnaB、DnaC.和 Dnal共同组成，只有当引发体前体（preprimosome）把这6种蛋白质合在一
起并与引发酶（primase）进一步组装后形成引发体，才能发挥其功效。引发酶是 dnaG基

因的产物，是在特定环境下发挥作用的 RNA聚合酶，仅用于合成DNA复制所需的一小段

RNA。引发体像火车头一样在后随链分叉的方向上前进，并在模板上断断续续地引发生
成后随链的引物 RNA短链，再由 DNA聚合酶Ⅲ作用合成 DNA.直至遇到下一个引物或

冈崎片段为止。由RNase H降解RNA引物并由 DNA聚合酶Ⅰ将缺口补齐，再由 DNA连

接酶将两个冈崎片段连在一起形成大分子DNA。

图2-29 以大肠杆菌为例解释了由 oriC复制起始点处引发的 DNA复制过程。在大

肠杆菌中，一些蛋白质有序地作用于复制起始点。首先是在 ATP的作用下，大约20个

DnaA蛋白与oriC的4个9碱基保守序列结合，形成寡聚复合物;接着，在DNA结合蛋

0492.4 原核生物和真核生物 DNA 复制的特点



白HU 蛋白和ATP的共同作用下，图2-29 由大肠杆
菌 oriC.复制起始点

DnaA复制起始复合物使3个13处引发的DNA 复制
过程 碱基串联重复序列变性，形成开oriC

链;在 DnaC蛋白的协助下，六聚
4×9bp保守序列

000606
化的解链酶 DnaB替换了DnaA，

*3×13bp串联重复序列
与DNA链结合，目前认为DnaB可

ATP 能具有两种构象，一种形式与双
DnaA 链 DNA结合，另一种形式与单链

DNA结合。这两种形式的转化可

引发双链体的熔化，需要 ATP的(a)
水解提供能量，即每解开一个碱基

HU +ATP 对需要水解一个ATP，它在一个与

双链区相连的单链区起始解链，使

DNA双链进一步解开。

3.复制的延伸
(b)

在复制的延伸过程中，前导链 5007

ATP 和后随链的合成同时进行。前导合

DnaC 链持续合成，由全酶异二聚体中的

一个亚单位和前导链模板结合，在DnaB
引物 RNA合成的基础上，连续合

(c)
成新的 DNA，其合成方向与复制叉

一致。与引物结合，起
始DNA复制 后随链的合成分段进行，形成

中间产物冈崎片段，再通过共价连

接成一条连续完整的新 DNA 链。分为4个步骤∶

①首先，引物酶合成约10核苷酸大小的新引物。两个引物间的距离在细菌中为

1000~2000个核苷酸，在真核细胞中为100~400个核苷酸。

② DNA聚合酶Ⅲ以5'→3'方向延伸该引物，直到遇见邻接引物的5'端。这个新合

成的 DNA 片段就是冈崎片段。

③在E.coli中，DNA聚合酶Ⅰ具有5'→3'外切酶的活性，被用来去除引物。

④DNA 连接酶连接相邻的冈崎片段使之成为一条完整的子代链。

4.复制的终止
除Tus蛋白以外，链的终止看起来不需要太多蛋白质的参与。当复制叉前移，遇到约

22个碱基的重复性终止子序列（Ter）时，Ter-Tus 复合物能使DnaB不再将 DNA解链，阻

挡复制叉的继续前移，等到相反方向的复制叉到达后停止复制，其间仍有 50~100 bp未

被复制，由 DNA修复机制填补空缺，其后两条链解开。在 DNA拓扑异构酶Ⅳ的作用下使

售
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图2-30 大肠杆菌复制叉解体，释放子链 DNA图2-30）。

复制起始点 中 DNA复制的终止
5. DNA聚合酶

逆时针方细胞中一般含有多种被特化的、能 顺时针方向复制叉 向复制叉高效而精确地复制基因组 DNA的聚合

酶。现已发现在大肠杆菌中存在 DNA聚
TerG TerD合酶I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和V，有关 DNA聚合 TerF

逆时针方向7erA
TerB TerC顺时针方向 复制又陷阱酶Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ（主要 DNA聚合酶）的活性、 复制又陷阱

功能及特点等归纳如表2-9。

DNA聚合酶I是第一个被鉴定出来的 DNA聚合酶，但它不是复制大肠杆菌染色体

的主要聚合酶。该蛋白质可以被蛋白酶切成两个区域∶占蛋白2/3的C端区域（6.8×10'）

又称为 Klenow片段，同时具有DNA聚合酶活性和3'→5'外切核酸酶活性，既可合成

DNA链，又能降解DNA，保证了DNA复制的准确性。另外，它的N端区域（3.5×10*）具

有5'→3'外切核酸酶的活性，可作用于双链 DNA，又可水解5'端或距5'端几个核苷酸处

的磷酸二酯键，因而该酶被认为在切除由紫外线照射而形成的嘧啶二聚体中起着重要的

作用。它也可用以除去冈崎片段5'端 RNA引物，使冈崎片段间缺口消失，保证连接酶将

片段连接起来。

表2-9 大肠杆菌DNA聚合酶Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ的性质比较

性质 DNA聚合酶ⅢDNA聚合酶ⅡDNA聚合酶I
3'→5'外切 十十x
5→3'外切 ，
新生链合成
相对分子质量（× 10'） 90090103
细胞内分子数 10~20400 S
生物学活性 ， 0.05 155
已知的结构基因 Por(B)Port(a) Pol（C） （dnaE、N、Z.X.Q等）

DNA聚合酶Ⅱ具有5'→3'方向聚合酶活性，但酶活性很低。若以每分钟酶促核苷

酸掺入DNA的转化率计算，只有DNA聚合酶I的5??故也不是复制中主要的酶。其
3'→5'外切核酸酶活性可起校正作用。目前认为 DNA聚合酶Ⅱ的生理功能主要是起修

复DNA的作用。
DNA聚合酶Ⅲ包含7种不同的亚单位和9个亚基。生物活性形式为二聚体。它既

有5'→3'方向聚合酶活性，也有3'→5'外切核酸酶活性。该酶的活性较强，为DNA聚

合酶Ⅰ的15倍.DNA聚合酶Ⅱ的 300倍。它能在引物的3'-OH上以每分钟约5万个核

苷酸的速率延长新生的 DNA链，是大肠杆菌 DNA复制中链延长反应的主导聚合酶，是组

成具有高度延伸能力的 DNA聚合酶Ⅲ全酶（DNA Pol Ⅲ holoenzyme）的主要部分。

DNA聚合酶Ⅳ和V分别由 dinB和umuD'，C基因编码，主要在DNA修复和跨损伤合

0512.4 原核生物和真核生物 DNA 复制的特点



成（translesion synthesis，TLS）过程中发挥功能。

6.原核生物 DNA复制的调控

原核细胞的生长和增殖速度取决于培养条件，但在生长增殖速度不同的细胞中DNA

链延伸的速度几乎是恒定的，只是复制叉的数量不同。迅速分裂的细胞具较多复制叉，而

分裂缓慢的细胞复制叉较少并出现复制的间隙。细胞内复制叉的多少决定了复制起始频

率的高低，这可能是原核细胞复制的调控机制。复制起始频率的直接调控因子是蛋白质

和RNA。
以大肠杆菌染色体DNA的复制调控为例，染色体的复制与细胞分裂一般是同步的，

但复制与细胞分裂不直接耦联。复制起始不依赖于细胞分裂，而复制的终止则能引发细

胞分裂。在一定生长速度范围内，细胞与染色体的质量之比相对恒定，这是由活化物、阻

遏物和去阻遏物及它们的相互作用所制约的。复制的功能单位，即复制子与转录的操纵

子相似，由起始物位点和复制起始点两部分组成。起始物位点编码复制调节蛋白质，复制

起始点与调节蛋白质相互作用并启动复制。起始物位点突变使复制停止并导致细胞死亡。

这些条件致死突变包括dnaA、dnaC和 dnaT突变株，证明上述基因编码的调节蛋白质通

过与复制复合物的相互作用确定复制起始频率和复制方式。

DNA复制的调控主要发生在起始阶段，一旦开始复制，如没有意外的阻力，就一直可

以复制下去直到完成。大肠杆菌的复制起始点有oriC.和 oriH两种，其中 oriC是首选的复
制起始点，而oriH是在 RNase H缺失突变株中发现的一系列复制起始点。这两种起始点

起始复制的机制和调控方式不同。

2.4.2 真核生物 DNA复制的特点

真核生物 DNA 的复制与原核生物 DNA复制有很多不同，例如，真核生物每条染色质

上可以有多处复制起始点，而原核生物只有一个起始点;真核生物的染色体在全部完成复

制之前，各个起始点上 DNA的复制不能再开始，而在快速生长的原核生物中，复制起始点

上可以连续开始新的DNA复制，表现为虽只有一个复制单元，但可有多个复制叉。

1.真核生物DNA每个细胞周期只精确地复制一次

在真核生物细胞中，DNA复制只是细胞周期的一部分，它只在S期进行。第一批复

制子的激活标志着S期的开始。在之后的几个小时里，其余的复制子相继启动，细胞中所

有的 DNA都必须精确地复制一次。DNA的重复复制会造成严重的后果，导致基因组中

特定区域的拷贝数增加。真核生物 DNA复制叉的移动速度大约只有 50 bp/s，还不到大

肠杆菌的1/20;真核生物的复制子相对较小，其长度为40~100千碱基对，所以每条染色

体上有多个复制起始点。必须有足够多的起始点被激活，才能保证每个S期细胞中每条

染色体都被完全复制。

2.真核细胞复制的起始需要在前复制复合体 pre-RC的指导下进行

真核生物中复制起始区有什么特点呢?目前为止，酿酒酵母的复制起始点已经被鉴

定出来，长 150 bp左右，包括数个复制起始必需的保守区，将这个特殊序列作为一个部件
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。
来构建一个环状的 DNA分子，这个核外DNA分子在酵母中是能够自主复制的。我们把

酵母的复制起始点称为自主复制序列（autonomously replicating sequences，ARS）。后来在

其他真核生物中也发现类似于酵母 ARS元件的序列。不同 ARS序列的共同特征是具有

一个被称为 A区的11个A-T碱基对的保守序列。

与原核细胞不同，真核细胞中复制起始的两个步骤发生在细胞周期的不同时期∶对指

导复制起始的序列进行识别（复制器选择，replicator selection）发生在G，期，随后的起始点

激活发生在细胞进入S期后，这就保证了每条染色体在每个细胞周期中只复制一次。由

4个独立的蛋白质组成的前复制复合体 pre-RC 的形成介导了复制器的选择。真核生物
DNA复制的起始需要起始点识别复合物（origin recognition complex，ORC）参与，人们首先

在酿酒酵母中发现了 ORC，之后在裂殖酵母、果蝇和爪蟾中鉴定出相似的复合物。
3.细胞周期蛋白依赖性激酶调控前复制复合体的形成和激活

ORC结合复制器后，招募两个解旋酶装载蛋白Cdc6 和Cdt1，再共同募集真核复制叉

解旋酶Mcm2~7复合体，形成pre-RC。如图2-31所示，在G，期pre-RC形成后并没有

立即被激活，只有在细胞从G，到达S期后，由于调控 pre-RC的两种激酶Cdk和 Ddk在S

期被激活，pre-RC被磷酸化后诱发起始点上其他复制蛋白的组装和复制的起始。细胞周

期蛋白依赖性激酶Cdk 在G，期无活性，但在S、G，和M期一直具有高水平的活性。Cdk

对于 pre-RC具有双重调控功能∶它既是激活 pre-RC，启动DNA复制所必需的，又参与抑

制新的 pre-RC的形成。因此，在每个细胞周期内，pre-RC只能在G，期内形成一次，其被

激活的机会也只有一次。

图 2-31 细 胞周
期调控Cdk活性和

pre-RC不激活 pre-RC激活 pre-RC的形成
在G、期，激酶Cak的
水平低，新的pre-RC
虽然能够形成却没有
活性。在S期，Cdk活

激活阶段Pre-RC 4A
性的提高引发DNA调

Cd水平低 Cdk水平高
复制的起始，并阻止
在刚复制产生的DNA细胞周期 上形成其他新pre-
RC，保证了每个细胞
周期中每条染色体只ORC 复制一次。t

批.

无pre-RC形成
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2.4.3 真核生物 DNA聚合酶

已发现的真核生物 DNA聚合酶有15种以上。在哺乳动物细胞中主要有5种 DNA

聚合酶，分别称为 DNA聚合酶α、β、γ、δ和 ε，其特性如表2-10。

表2-10 真核生物DNA 聚合酶的特性比较

DNADNADNADNADNA性质 聚合酶γ聚合酶β 聚合酶ε聚合酶聚合酶a
2一一 2~3亚基数 ≥1

核内核内线粒体核内在细胞内分布 核内
复制修复功能 DNA损伤修复 主要DNA线粒体DNADNA

复制酶引物合成 复制

有有有无3→5'外切 协
无无 无无无5→3外切

真核细胞的 DNA聚合酶和细菌 DNA聚合酶基本性质相同，均以dNTP为底物，需

Mg"激活，聚合时必须有模板链和具有3'-OH末端的引物链，链的延伸方向为5'→3'。

但真核细胞的 DNA聚合酶一般都不具有外切核酸酶活性，推测一定有另外的酶在 DNA

复制中起校对作用。
DNA聚合酶α的功能主要是引物合成，即能起始前导链和后随链的合成。它与引

发酶（primase）形成复合体，因其具有引发、延伸链的双重功能，所以又被称为 pol α的引

发酶。DNA聚合酶β活性水平稳定，可能主要在DNA损伤的修复中起作用，属于高忠实

性修复酶。DNA聚合酶 δ 是主要负责 DNA复制的酶，参与前导链和后随链的合成。而

DNA聚合酶 ε 与后随链合成有关，在 DNA合成过程中核苷切除以及碱基的切除修复中

起着重要的作用，而且，它在细胞的重组过程中可能具有某些功能。DNA聚合酶y 在线

粒体DNA的复制中发挥作用。

除了上述5种主要的DNA聚合酶外，真核生物中还存在g、η、t和 k 等几种

DNA 聚合酶，它们承担着修复损伤的功能，但这些修复酶的忠实性都很低。

有关真核生物DNA复制比较公认的说法是∶在复制叉上存在一个 DNA聚合酶α/引

发酶复合体和另外两个DNA聚合酶复合体。这两个聚合酶中一个是DNA聚合酶δ，另
一个是第二个DNA聚合酶 δ 或DNA聚合酶 ε，前者延伸前导链，后者合成后随链的冈

崎片段。冈崎片段 RNA引物的去除分为两步。首先，一种可特异性切除 DNA-RNA杂合

底物的RNA 酶H1发挥内切核酸酶的活性，在靠近 RNA与 DNA的连接处切开引物，由

具备5'→3'外切核酸酶活性的FEN1蛋白降解RNA 片段。最后，由 DNA连接酶工将相

邻的冈崎片段连接起来。

真核生物染色体复制时，前导链可连续复制直到模板链的末端，释放出完整的子代

染色单体;而后随链以不连续的方式复制，必须有特殊的机制来安排5'端部分DNA链的

。
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复制问题，以免该链子代 DNA的5'端序列逐步缩短。真核生物能够通过形成端粒结构

和具有反转录酶活性的端粒酶来防止 DNA复制时后随链缩短而产生的染色体部分缺短。

端粒酶能利用自身携带的 RNA 链作为模板，以 dNTP为原料，以反转录的方式催化合成

模板后随链5'端 DNA片段或外加重复单位（如人染色体端粒为TTAGGG），以维持端粒一
定的长度，从而防止染色体的缺短损伤。

2.4.4 端粒酶与 DNA末端复制

由于所有新的 DNA合成启动都需要一条引物，这使线性染色体末端的复制成为难

题，称为末端复制问题（end replication problem）图2-32】。以前导链为模板的复制不存在这

种问题，一条 RNA引物即可指导 DNA 链的起始并能延伸到其模板的5'最末端。后随链

合成需要多条引物，当起始最后一个冈崎片段合成的 RNA引物的末端与后随链模板上最

末端的碱基对退火，该RNA引物被从DNA-RNA杂合双链上去除后，引物酶可能缺乏足

够的空间合成新的RNA引物，导致后随链 DNA产物3'端形成一小段单链 DNA，使每一

图2-32 末端复制向题
前导链 3O_ 当后随链复制机器到达染

51_ 色体末端时，引物酶可能。
没有足够的空间去合成新

3' 的RNA引物.导致后随链
3有

DNA产物上3端形成一小
后随链 5'Q 段单链DNA。在下一轮复

制中.这个区域将被丢失.两

5 个产物中的一个会因此逐步前导链 3'O 变短。3心问
最后的网崎片段

3*4 S·
i后随链 s'O

修复冈崎片段
in前导链 3'Q
。引s'O
不完全复制的DNAs3'0
四后随链 s'O

再次复制
o3 w。3

四为”输

水·o50

S.3*
染色体变短
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轮 DNA复制后有一条子代DNA被截短。若这个末端复制问题不被解决的话，将破坏遗

传物质从亲代到子代的完整传递，导致染色体末端基因丢失。

细胞主要通过两种方法来解决末端复制问题。一是用蛋白质代替RNA作为每个染

色体末端最后一个冈崎片段的引物。研究发现，在某些具有线性染色体的细菌和病毒
的染色体末端，有特定蛋白质通过某个氨基酸残基提供-OH，代替RNA引物所提供的

3'-OH。
多数真核细胞则利用端粒酶来延伸染色体3'端，解决末端复制问题。端粒酶是一种

特殊的酶，它由蛋白质和RNA组成。与DNA聚合酶不同的是，它不需要外源 DNA模板

来指导新 dNTP的添加，由于其RNA序列含有1.5 拷贝的完整端粒序列，可以与端粒3'

端的单链 DNA退火，因此，端粒利用其自身含有的 RNA 成分作为模板将端粒序列添加到

染色体3'端。同时，与端粒双链区域结合的蛋白质会精确地调控该片段长度，不会使端

粒无限延伸下去。

2.4.5 真核细胞DNA的复制调控

真核细胞的生活周期可分为4个时期∶G，、S、G，和 M期。G，是复制预备期，S 为复制

期，G，为有丝分裂准备期，M为有丝分裂期。DNA复制只发生在S期。真核细胞中DNA

复制有3个水平的调控∶

①细胞周期水平调控 也称为限制点调控，即决定细胞停留在G，期还是进入S期。

许多外部因素和细胞因子参与限制点调控。促细胞分裂剂、致癌剂、外科切除等都可诱发

细胞由G，期进入S期。一些细胞质因子如四磷酸二腺苷和聚 ADP-核糖也可诱导 DNA

的复制。
②染色体水平调控 决定不同染色体或同一染色体不同部位的复制子按一定顺序

在S期起始复制，这种有序复制的机制还不清楚。

③复制子水平调控 决定复制的起始与否。这种调控从单细胞生物到高等生物是高

度保守的。此外，真核生物复制起始还包括转录活化、复制起始复合物的合成和引物合成等
阶段，许多参与复制起始蛋白的功能与原核生物中相类似。酵母染色体复制只发生于S期，

各个复制子按专一的时间顺序活化，在S期的不同阶段起始复制。研究由3个复制起始点

（ARS1、ARS2 和10Z）构建的质粒发现，酵母复制起始受时序调控，也受α因子和 cdc基因

调控。已克隆的 ARS片段中都有14 bp的核心序列，其中序列为A（或TITT-TATPuTA

（或T）的11个核苷酸是高度保守的，这个区域的点突变使 ARS 失去复制起始功能。

2.5 DNA的突变与修复

2.5.1 DNA的突变

基因突变是指在基因内的遗传物质发生可遗传的结构和数量的变化。DNA的突变

售
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主要来源于 DNA复制过程中出现的错误、遗传物质的化学和物理损伤，以及转座子插入

所造成的 DNA序列变化。自发突变的发生频率非常低，通过人工诱导能够提高突变率。

复制错误和DNA损伤有两个后果∶一是给 DNA带来永久性的不可逆的改变，最终改变基

因编码的序列，称之为基因突变;二是 DNA的某些化学变化使得 DNA 不能再被用作模板

进行复制和转录。基因突变有多种类型，包括碱基替换、转换、颠换、插入突变、同义突变、
错义突变、无义突变和移码突变等。其中最简单的突变是一种碱基变成另一种碱基，其中，
嘧啶到嘧啶和嘌呤到嘌呤的替换称为转换（transition）;嘧啶到嘌呤和嘌呤到嘧啶的替换称

为颠换（tranversion）。一般把单个核苷酸的突变称为点突变（point mutation），并把由于一
个或少数几个核苷酸的插入或缺失引起的突变归入同一类型，称为 indel。突变的累计将

会导致疾病的发生。由于染色体 DNA在生命过程中占有至高无上的地位，DNA复制的

准确性以及 DNA 日常的损伤修复就有着特别重要的意义。

2.5.2 DNA损伤的修复

细胞可以通过多种修复机制来及时修复 DNA损伤。表2-11是几种主要的 DNA修

复系统。

表2-11 DNA的修复系统

损伤 功能DNA 修复系统

复制钻误 恢复铺配错配修复
受损的碱基碱基切除修复 切除突变的碱基

暗啶二聚体核苷酸切除修复 切除突变的核苷酸片段
碱基上的大加合物

修复损伤 DNA，保持遗传信息的完整双链断裂修复（同源重组修复和非同源末端 双链断裂
连接） 性，还可帮助修复 DNA 复制中的错误

嘧啶二聚体和甲基化 DNA 修复嘧啶二体或甲基化 DNADNA 直接修复（光复活作用）

跨损伤合成 嘧啶二聚体或脱嘌呤位点 使复制通过 DNA损伤继续进行，有高
度的易错性

SOs修复 嘧啶二聚体等 维持基因组的完整性，提高细胞的生
存率，但留下的错误较多

1.错配修复
一旦在 DNA复制过程中发生错配，细胞能够通过准确的错配修复（mismatch repair）

系统识别新合成链中的错配并加以校正，DNA子链中的错配几平完全能被修正。充分反

映了母链序列的重要性。因此，错配修复系统对 DNA复制忠实性有很大的贡献。该系统

识别母链的依据来自 Dam 甲基化酶，它能使位于5'-GATC序列中腺苷酸的 N*位甲基化。

一旦复制叉通过复制起始点，母链就会在开始DNA合成前的几秒钟至几分钟内被甲基

化。此后，只要两条 DNA链上碱基配对出现错误，错配修复系统就会根据"保存母链，修

正子链"的原则，找出错误碱基所在的 DNA链，并在对应于母链甲基化腺苷酸上游鸟苷
酸的5'位置切开子链（图2-3），再根据错配碱基相对于DNA 切口的方位启动如图2-34中
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图2-33 根据母链
它甲基化原则找出错 _GATc配碱基过程图示

（a）发现碱基错配; CTAG
（b）在水解ATP的 CH,作用下.MurS、MutL

(a) env与碱基错配位点的 ：
DNA双链相结合;

_MutSATP（e） MutS-MutL 在 一MutLDNA双链上移动，发 ADP+Pi一
现甲基化DNA后由

cHsMuH切开非甲基化 CH,
的子链。 (b)

MutHATP.
复合物ADP+Pi一

六过GH,
(o)

MutH
MutH 切开未经修饰的DNA链

GH; GH

所示两条修复途径之一，合成新的子链 DNA 片段。

2.切除修复
① 碱基切除修复（base-excision repair） 研究发现，所有细胞中都带有不同类型、能

识别受损核酸位点的糖苷水解酶，它能特异性切除受损核苷酸上的 N-β糖苷键，在 DNA

链上形成去嘌呤或去嘧啶位点，统称为AP位点（周2-35）。一类 DNA糖苷水解酶一般只对

应于某一特定类型的损伤，如尿嘧啶糖苷水解酶就特异性识别DNA中胞嘧啶自发脱氨形
成的尿嘧啶，而不会水解RNA分子中尿嘧啶上的N-β糖苷键。DNA分子中一旦产生了

AP位点，AP内切核酸酶就会把受损核苷酸的糖苷-磷酸键切开，并移去包括 AP位点核

苷酸在内的小片段 DNA，由 DNA聚合酶Ⅰ合成新的片段，最终由 DNA连接酶把两者连

成新的被修复的DNA链。

②核苷酸切除修复（nucleotide-excision repair）当DNA链上相应位置的核苷酸发

生损伤，导致双链之间无法形成氢键，则由核苷酸切除修复系统负责修复。图2-36分

。
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GH,CH

foin
MutsATP- -MutLMuuADP+Pi-

GH,GH, 它CHz

DNA解链酶ⅡATP-ATP- DNA外切酶IDNA解链酶Ⅱ ADP+Pi一ADPP一 或DNA外切酶X
GH, 官CH,CH。

DNA外切酶Ⅶ

DNA聚合酶Ⅲ DNA聚合酶Ⅲ

CHCH, CH,CH3

图2-34 碱基错配修复过程示意图

当错配碱基位于切口 3下游端时.在 MutL-MurS、DNA解链酶Ⅱ、DNA 外切酶V或Rec核酸酶的作用下，从错配碱基3'下游端开始切顶除单结
DNA直到原切口，井在DNA聚合酶Ⅲ和SSB的作用下合成新的子链片段。若铺配碱基位于切口的5'上游端，则在DNA外切酶1或X的作用下，
从错配碱基5'上游端开始切除单链 DNA 直到原切口，再合成新的子链片段。

图2-35 DNA分子
(a) 中常见的儿种核苷NH- 0NH, CH CH, 酸非酶促转变反应HN警

（a）脱 氨基反 应;o 40)

（b）脱嘌呤反应（N-β乡材

糖苷键被水解）5-甲基胞赌啶尿嘧啶 胸腺嘧啶胞密啶 。NH-。 o O

气NHNHN
oHN 工！且 夕且
黄嘌呤鸟嘌呤

、
次黄嘌呤腺唾呤

) o

HN

HN O
HO。 HN 占 OH衫-0--CH,-0

HN0

博鸟喂呤H冯际
子心o

去嘌呤残基DNA中的鸟苷酸
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别是大肠杆菌（左）和人类细胞（右）中的修复过程。损伤发生后，首先由 DNA切割酶

（excinuclease）在已损伤的核苷酸5'和3'位分别切开磷酸糖苷键，产生一个由12~13个

核苷酸（原核生物）或27~29个核苷酸（人类或其他高等真核生物）的小片段，移去小片

段后由 DNA聚合酶I（原核）或 ε（真核）合成新的片段，并由 DNA连接酶完成修复中的

最后一道工序。
3.同源重组修复和非同源末端连接

当 DNA发生双链断裂时，可通过同源重组修复（homologous recombination repair，HR）

和非同源末端连接（non-homologous endjoining，NHEJ）来进行修复图2-37。同源重组修复

是利用细胞内的同源染色体对应的 DNA序列作为修复的模板进行DNA 修复的过程。重

组修复又被称为"复制后修复"，它发生在复制之后。机体细胞对在复制起始时尚未修复

的DNA损伤部位可以先复制再修复，即先跳过该损伤部位，在新合成链中留下一个对应

于损伤序列的缺口，该缺口由 DNA重组来修复∶通过从未损伤DNA找回序列信息来修复

DNA的断裂，即先从同源 DNA母链上将相应核苷酸序列片段移至子链缺口处，然后再用
新合成的序列补上母链空缺。同源重组受一系列蛋白质的调控和催化，如原核生物细胞

内的RecA、RecBCD、RecF、RecO、RecR，以及真核生物细胞内的Rad51、Mre11-Rad50等。

受损伤的核苷酸

（a）大肠杆菌DNA 人类DNA切割酶切割酶
O 知知 ②

29个核苷酸13个核苷酸（b）DNA解链酶 DNA解链酶CMr ‘N
知OHOH 管

L11L_11工

（e）DNA聚合酶1 DNA聚合酶

① ⑨

（d） DNA连接酶 DNA连接酶

TTHH 一证

图2-36 大肠杆菌（左）和人类细胞（右）中的核苷酸切除修复过程示意图

在原核生物中，受损伤核苷酸3端的第5位，5'端的第8位磷酸糖苷键分别被 DNA切割酶切开。在人类细胞中，受损伤核苷酸3端第6位.5'
端的第22位磷酸糖苷键分别被 DNA 切割酶切开。

审
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由于同源重组反应严格依赖 DNA分子之间的同源性，只有当细胞核内存在与损伤 DNA

同源的 DNA片段时.HR 才能发生。因此，原核生物的同源重组通常发生在 DNA复制过

程中，而真核生物的同源重组则主要发生在细胞的G，期和S期，是一种高保真（error-free）

的修复方式，对维持遗传物质的正常功能和稳定性具有重要作用。当细胞核内没有相应
的同源 DNA片段时，细胞将利用另一种方式（非同源性末端连接.NHEJ）来进行染色体断

裂的修复。NHEJ通过断裂末端突出的单链之间错排配对，断裂的两个末端直接相互连
接。NHEJ由在细菌、酵母和人类中均有发现的高度保守蛋白家族的 KU介导，是一种易

错（error-prone）修复方式。
4.DNA的直接修复

生物体内还存在多种DNA损伤以后直接修复（direct repair）而并不需要切除碱基或

核苷酸的机制。直接修复是把损伤的碱基回复到原来状态的一种修复。最普遍的例子是

DNA双链断裂(a)
5.
3'

同源DNA
5

(O) DNA双链断裂核酸酶切除5端
■3' 5?丽5

雪3 32 DNA-PKes
斗

-KU70/KU80身”

异源二聚体
DNA链入侵

分支点 8IIIIg3'1

DNA合成，分支点迁移

 3'身一 8警5'a3"。 e7面

o DNA连接酶Ⅳ/XRCC4
DNA持续合成

5! Lan。
3E-

DNA连接

3
5"

图2-37 同源重组修复（HR）和非同源末端连接（NHEJ）

DNA 双链断裂的两种主要修复方式.（a）为同源重组修复（HR）。（b）为非同源末端连接（NHE）。
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图2-38 紫外线诱
田发形成密啶二体 O

C=0相邻的嘧啶

下 己。D
H0、
CC=0

CH,H光（特别是紫外线》 。光（特别是紫外线）

H且 少0、
CC=0 C=065, c
cH, 己。@工 夕(P)

o、 南 0
-N

CC=O>C=06_5
已已 CH;CH;

6-4光化物环丁烷胸腺嘧啶二体

在DNA光解酶（photlyase）的作用下把在光下或经紫外线照射形成的环丁烷胸腺嘧啶二
体及6-4光化物（6-4 photoproduct）还原成为单体的过程（图2-18）。生物体内还广泛存在着

使O-甲基鸟嘌呤脱甲基化的甲基转移酶，以防止形成G-T配对。

5.跨损伤合成
跨损伤合成（translesion synthesis，TLS）是一类复制后修复，，也被称为"跨缺刻复制"

或"备份复制"（backup synthesis），最先发现于原核细胞中。在 DNA链复制过程中，当
DNA聚合酶遇到嘧啶二聚体或脱嘌呤位点等没有被修复的损伤而使复制停顿时，复制机

器必须越过损伤以防止复制叉的崩塌，机体必须启动跨损伤合成系统并忽略已存在的损

伤国-19）。跨损伤合成是由一个独特的但是分布广泛的 DNA聚合酶家族催化的。当细

胞处于较强烈而持久的 SOS应答生理条件下，一些受 SOS机制控制的可诱导性 DNA聚 

合酶，包括大肠杆菌细胞中的 DNA聚合酶Ⅳ（DinB）和 DNA聚合酶V（UmuC，活性形式

是和2个分子的 UmuD'形成的 UmuD2C复合体）.以及真核生物细胞内的被归类为Y家

族的DNA聚合酶（polη、polu、pol k、Rev1等）得到表达。虽然它们是模板依赖性的，但
在掺入核苷酸时却不依赖于碱基配对。该修复机制具有高度的易错性，容易引入突变，但

避免了染色体不完全复制的更坏后果。因为它的高错误率，跨损伤合成被认为是一个聊

胜于无的修复系统，它可使细胞存活下来，但付出的代价是高突变频率的发生，有点像中

国俗语所说的"好死不如赖活着"。
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6.SOS 修复系统 图2-39 跨损伤合

成（TLs）SOS修复（SOS repair）系统是
细胞内DNA损伤刺

细胞DNA受到损伤或复制系统受 激激活 PCNA的泛素
pol g/6 化.促进poln的聚集

到抑制的紧急情况下.细胞为求生 及TLS通路的启动，损伤位点PCNA clamp 保证复制叉跨过损伤存而产生的一种应急措施。它是
位点。

一种旁路系统，允许新生的 DNA 链

越过胸腺嘧啶二聚体继续复制，其

代价是保真度的极大降低。SOS 修 polnPpol c
复包括诱导 DNA损伤修复、诱变

效应、细胞分裂的抑制以及溶原性 pol nRP
细菌释放噬菌体等，细胞癌变也与

SOS修复有关。
SOS修复广泛存在于原核和真

pofn
核生物中，主要包括两个方面∶DNA

的修复、产生变异。前者利于细胞

的存活，具有重要意义，而后者可

能产生不利的后果，如导致细胞的 pol g/8
癌变。

2.6 DNA的转座

DNA 的转座.或称移位（transposition）.是由可移位因子（transposable element）介导的

遗传物质重排现象。与DNA的同源重组相比，转座作用发生的频率虽然要低得多，但它

仍然有着十分重要的生物学意义，这不仅因为它能说明在细菌中发现的许多基因缺失或

倒转现象，而且它常被用于构建新的突变体。已经发现"转座"这一命名并不十分准确，

因为在转座过程中，可移位因子的一个拷贝常常留在原来位置上，在新位点上出现的仅仅

是它的拷贝。因此，转座有别于同源重组，它依赖于DNA的复制。

2.6.1 转座子的分类和结构特征

转座子（transposon，Tn）是存在于染色体DNA上可自主复制和位移的基本单位。最

初是由 Barbara McClintock于20 世纪 40年代在玉米的遗传学研究中发现的。几十年的

研究结果表明转座子存在于所有的生物体内，人类基因组中有 35??上的序列为转座子

序列，其中大部分与疾病相关。

转座子分为两大类∶插入序列（insertional sequence，IS）和复合型转座子（composite

transposon)。
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图2-40 DNA转座
的一般模式

98765432T123456789
987654321123456789

ATGCA
ITACGTj

宿主DNA靶序列

98765432IATGCAlATGCA123456789
198765432ITACGTTACGT123456789

转座子

反向重复序列
靶序列正向重复

1.插入序列（IS）
插入序列是最简单的转座子，它不含有任何宿主基因。它们是细菌染色体或质粒 

DNA的正常组成部分。一个细菌细胞常带有少于10个IS。转座子常常被定位到特定的

基因中，造成该基因突变。科学上用标准命名法对这些突变进行编号，如λ∶∶IS1 表示有

一个IS1 插入到λ噬菌体基因组内。IS都是可以独立存在的单元，带有介导自身移动的
蛋白质，也可作为其他转座子的组成部分。

常见的IS都是很小的 DNA片段（约1kb），末端具有反向重复区，转座时往往复制

宿主靶位点一小段（4~15碱基对）DNA，形成位于IS两端的正向重复区《图2-40）。除IS1
以外，所有已知IS都只有一个开放读码框，翻译起始点紧挨着第一个反向重复区，终止点

位于第二个反向重复区或重复区附近。IS1含有两个分开的读码框，只有移码通读才能产

生功能型转座酶。一般情况下，每个IS转座频率是 10~3~10~/世代，恢复频率则低得多，

为10-*~10-19世代。

2.复合型转座子
复合型转座子是一类带有某些抗药性基因（或其他宿主基因）的转座子，其两翼往往

是两个相同或高度同源的 IS.表明IS插入到某个功能基因两端时就可能产生复合型转座

子（图2-41I。一旦形成复合型转座子，IS就不能再单独移动，因为它们的功能被修饰了，只
能作为复合体移动。大部分情况下，这

图2-41 复合型转
些转座子的转座能力是由IS决定和调座子的两端往往各

标记基因影 K
有一个S.在每个 节的。IS两侧各有反向重 反向重复区反向重复区复区 除了末端带有IS的复合型转座子以

。
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图2-42 转座子

mRNA TnA的结构示意图

转座酶基因 解离酶 β-内酰
靶序列复制靶序列复制 基因 胺酶基因

右反向重复序列左反向重复序列
(38 bp)(38bp)

外，还存在一些没有IS的、体积庞大的转座子（5 000碱基对以上）——TnA家族。这类

转座子带有3个基因，其中一个编码β-内酰胺酶（AmpR），另两个则是转座作用所必需

的。图2-42是转座子TnA结构模式。所有TnA类转座子两翼都带有 38bp的反向重复

序列。

2.6.2 真核生物中的转座子

转座子不仅存在于原核细胞（如大肠杆菌）和低等真核细胞（如酵母）中，也同样存在

于高等真核生物。如玉米和果蝇中就发现了多个在基因组内随机分布而且能重复移动的

转座子。大量研究证实，几乎所有高等生物基因组中都存在类似转座子序列，高等真核生

物基因组的流动性可能比原核生物还要大些。

早在 20世纪初，遗传学家就已发现玉米中存在决定体细胞变异的"控制因子"（事实

上就是转座子）。40多年前 McClintock 在美国康奈尔大学和冷泉港实验室对Ac-Ds等系

统所进行的开创性工作，打破了孟德尔关于基因固定排列于染色体上的概念，尽管在当时
几乎不能被科学界所接受，30 多年后终于在分子水平上得到证实，并使她获得了诺贝尔

生理学或医学奖。
可以把玉米细胞内的控制因子归纳为两大类∶一类是自主性因子（autonomous

element），另一类是非自主性因子（nonautonomous element）。前者具有自主剪接和转座的

功能，后者单独存在时是稳定的，不能转座，当基因组中存在与非自主性因子同家族的自

主性因子时，它才具备转座功能，成为与自主性因子相同的转座子。同一家族的自主性因

子能为非自主性因子的转座提供反式作用蛋白（转座酶），而不同家族间无此反应。研究

发现，玉米转座子同样具有典型的IS特征——在转座子的两翼有两个反向重复序列，在

靶DNA插入位点有两个短的正向重复序列。

2.6.3 转座作用的遗传学效应

转座子引发了许多遗传变异，如基因重排及质粒-染色体DNA整合等，DNA转座的

遗传学效应主要有以下几方面∶

① 转座引起插入突变。各种IS、Tn转座子都可以引起插入突变。如果插入位于某

操纵子的前半部分，就可能造成极性突变，导致该操纵子后半部分结构基因表达失活。

②转座产生新的基因。如果转座子上带有抗药性基因，它一方面造成靶 DNA序列
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上的插入突变，同时也使这个位点产生抗药性。

③转座产生的染色体畸变。当复制型转座发生在宿主 DNA原有位点附近时，往往

导致转座子两个拷贝之间的同源重组，引起 DNA缺失或倒位。若同源重组发生在两个正

向重复转座区之间，就导致宿主染色体 DNA 缺失;若重组发生在两个反向重复转座区之

间，则引起染色体DNA倒位。

④ 转座引起的生物进化。由于转座作用，使原来在染色体上相距甚远的基因组合到

一起，构建成一个操纵子或表达单元，可能产生有新的生物学功能的基因和新的蛋白质

分子。

2.7 SNP的理论与应用

SNP是single nucleotide polymorphism 的缩写，中文翻译为单核苷酸多态性，指基因组

DNA序列中由于单个核苷酸（A、T、C和C）的突变而引起的多态性。染色体DNA同一位

置上的每个碱基类型叫做一个等位位点。SNP是基因组中最简单、最常见的多态性形式，

具有很高的遗传稳定性。随着SNP 检测和分析技术的进一步发展.已经成为继限制性片

段长度多态性（RFLP）和微卫星标记（SSR）之后的第三代遗传标记。

2.7.1 SNP 概述

一个SNP表示在基因组某个位点上一个核苷酸的变化，这种变化可能是颠换，也可

能是转换，后者约占 SNP总量的2/3左右，主要是因为CpG二核苷酸上的胞嘧啶残基是
人类基因组中最易发生突变的位点，其中大多数是甲基化的，可自发地脱去氨基而形成

胸腺嘧啶。SNP 广泛存在于人类基因组中，其发生频率约为1??更高。据估计，人类

DNA中每300~1000个碱基对就有一个SNP，因此，一个人类个体携带300万~1000万

个 SNP。位于染色体上某一区域的一组相关联的SNP等位位点被称作单倍型（ haplotype），

相邻 SNP的等位位点倾向于以一个整体遗传给后代（图2-43。
根据SNP在基因组中的分布位置可分为基因编码区 SNP（cSNP）、基因调控区 SNP

（pSNP）和基因间随机非编码区 SNP（rSNP）3类。因为编码区内的变异率仅占周围序列的
1/5，cSNP的总量显著少于其他两类 SNP。从对生物遗传性状的影响上看，cSNP又可分为

两种，一种是同义cSNP（synonymous eSNP），即 SNP 所导致的编码序列改变并不影响其所

翻译的蛋白质的氨基酸序列.突变碱基与未突变碱基的含义相同;另一种是非同义cSNP图2-43 单倍型是
染色体上共同遗传 （non-synonymous cSNP），指碱基序列的改变可使以其为蓝本翻译的蛋白质序列发生改变，
的SVP组合

从而影响了蛋白质的功能。这种
图中 SNPI 和SNP2在

改变常常是导致生物性状改变的同一条染色体上而且 染色体A 染色体A'染色体A 染色体A'
距离很近，SNP1有等

;土 直接原因。位于基因调控区的工SwPI位位点A和G，SNP2

政有等位位点G和T。 SNP则会影响基因表达量的多少，
SNP2因此，染色体对有两种

因此，这两类 SNP在功能和疾病可能的 SNP组合。
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发生发展方面具有更重要的意义。

2.7.2 SNP 的检测技术

传统的SNP检测方法是采用已有技术，如限制性片段长度多态性（RFLP）、PCR-单链

构象多态性（PCR-SSCP）、毛细管电泳及变性高效液相色谱（DHPLC）等。但目前国际上

最常见的仍然是通过 DNA 测序法获得新的 SNP。

基因型分型（genotyping）是指利用数据库中已有的 SNP进行特定人群的序列和发生

频率的研究，主要包括基因芯片技术、Taqman技术、分子导标（molecular beacon）技术和焦

磷酸测序法（pyrosequencing）等。

2.7.3 SNP 的应用

1.人类单倍型图的绘制

大多数染色体区域只有少数几个常见的单体型，代表了一个群体中人与人之间的大

部分多态性。某些染色体区域可以有很多SNP位点，但是只用少数几个标签 SNP.就能

够提供该区域内大多数的遗传多态性模式。绘制人类单倍型图的目的就是描述人类常见

的遗传多态性模式和染色体上具有成组紧密关联 SNP的区域。2002年10月，国际人类

基因组单倍型图计划（HapMap 计划）正式启动，到目前为止已有超过150万个SNP被精

确定位于各染色体上（下一期的目标是使总密度达到每 500bp有一个 SNP）。已经根据这

些 SNP对来自4个不同人种的269份DNA样品进行了基因型分型，通过不同个体基因

组 DNA 的基因型分型和频率计算，绘制更加精密的单倍型图。人类单倍型图的绘制完

成.将为我们精确定位复杂疾病，如糖尿病、癌症、心脏病、中风、哮喘等的易感基因提供

重要信息。
2.SNP与疾病易感基因的相关性分析

当一个遗传标记的频率在患者中明显超过非患者时，就表明该标记可能与这种疾病

相关。随着大量代谢通路和上百万 SNP的确认，SNP作为新一代遗传标记在人类疾病研

究中显示出极高的潜在价值。已经通过SNP的相关研究发现了高血压、哮喘、类风湿关

节炎、肺癌、前列腺癌等许多易感基因。

3.指导用药与药物设计

由于SNP能够充分反映个体间的遗传差异，所以通过研究 SNP与个体对药物敏感或

耐受的相关性研究，可能阐明遗传因素对药效的影响，因此可能建立与基因型相关的治疗

方案.对患者施行个性化用药。因此，根据特定的基因型来设计药物可能在不久的将来成

为现实。

思考题
1.染色体具备哪些作为遗传物质的特征?
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2.简述真核细胞内核小体的结构特点。

3.请例举3项实验证据来说明为什么染色质中DNA与蛋白质分子是相互作用的。

4.简述组蛋白的主要修饰类型并说出其功能。

5.简述DNA的一、二、三级结构。

6.原核生物DNA具有哪些不同于真核生物DNA的特征?
7.谁提出了DNA双螺旋结构模型?简述其主要实验依据及其在分子生物学发展中的重要意义。

8. DNA以何种方式进行复制?如何保证 DNA复制的准确性?

9.简述原核生物 DNA的复制特点。

10. 什么是DNA的T，值?它受哪些因素的影响?
11.DNA复制时为什么前导链是连续复制，而后随链是以不连续的方式复制?并请以大肠杆菌为例简

述后随链复制的各个步骤。
12.真核生物 DNA的复制在哪些水平上受到调控?

13.细胞通过哪几种修复系统对DNA损伤进行修复?它们在维持基因组稳定性中的作用是什么?

14.什么是转座子，可分为哪些种类?

15.什么是SNP?它作为第三代遗传标记有什么优点?
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现代分子生物学的最基本原理是∶基因作为唯一能够自主复制、永久存在的单位，其

生物功能是以蛋白质的形式表达出来的。所以我们说，DNA 序列是遗传信息的贮存者，

它通过自主复制得到永存，并通过转录生成信使RNA，翻译生成蛋白质的过程来控制生

命现象。
基因表达包括转录（transcription）和翻译（translation）两个阶段，转录是指拷贝出一条

与DNA链序列完全相同（除了T→U 之外）的RNA单链的过程，是基因表达的核心步骤;

翻译是指以新生的mRNA 为模板，把核苷酸三联遗传密码子翻译成氨基酸序列、合成多
肽链的过程，是基因表达的最终目的。因为只有mRNA 所携带的遗传信息才被用来指导

蛋白质生物合成，所以人们一般用U、C、A、G这4种核苷酸而不是T、C、A、G的组合来表

示遗传性状。
转录和翻译的速度基本相等，37℃时，转录生成 mRNA的速度大约是每分钟 2 500个

核苷酸，即每秒钟合成 14个密码子，而蛋白质合成的速度大约是每秒钟15个氨基酸。正

常情况下，从一个基因开始表达到细胞中出现其mRNA的间隔约为2.5 min，而再过半分

钟左右就能在细胞内测到相应的蛋白质。

DNA是贮藏遗传信息的最重要的生物

图3-1 DNA模板 大分子。DNA分子中的核苷酸排列顺序不
蛋白质DNA mRNA与mRNA 及多肽链之

但决定了细胞内所有 RNA及蛋白质的基n 氨基端山6间存在共线性关系 3-
○CmG Arg

、日口日日水口点。点。口
本结构，还通过蛋白质（酶）的功能间接控GmC

TmA
制了细胞内全部有效成分的生产、运转和GC alyGmC
功能发挥。我们把与mRNA序列相同的那AuT

TuA 条 DNA链称为编码链（coding strand）或称Tyr子己刊
CG 有义链（sense strand），并把另一条根据碱基AinT

ThrCmG 互补原则指导 mRNA合成的 DNA链称为模TmA

旦口山石。。
T⋯A 板链template strand）或称反义链（antisensePheT1A

strand）。贮存在任何基因中的生物信息都必Tm1IA
GmC

须首先被转录生成RNA（（图-1，才能得到表AlaCG
CmG

达。DNA和RNA虽然很相似，只有T或U

图。口勾石
ValTmA 及核糖的第二位碳原子上有所不同，但它们TmA

”日。引TmA 的生物学活性却很不同。CunG Ser
TnIA。 除了少数 RNA病毒，所有RNA分子都羧基端的 .

来自 DNA。贮存于DNA双链中的遗传信息
模板链

通过一个被称为转录（transcription）的酶促反

070 第3章 生物信息的传递（上）



。
应按照碱基互补配对的原则被转化成为单链 RNA分子。

3.1 RNA的结构、分类和功能

信使核糖核酸通常用 mRNA 表示，是英文 messenger RNA的简称。mRNA在大肠杆

菌细胞内占总RNA的2??右（tRNA 占16??而rRNA则占80??上）。尽管科学家很

早就怀疑生物细胞内存在能将遗传信息从 DNA上转移到蛋白质分子上的信使（或称模
板），但由于mRNA在细菌细胞内的半衰期很短，科学家直到 20世纪 70年代初才首次将

这一重要物质从细胞中分离出来。现已查明，许多基因的 mRNA 在体内还是相当稳定的。

半衰期从几个小时到几天不等。目前.人们已能从几乎所有生物体内分离纯化编码任何

蛋白质的mRNA。
虽然 mRNA 在所有细胞内执行着相同的功能，即通过三联体密码翻译生成蛋白质，

但其生物合成的具体过程和成熟 mRNA的结构在原核细胞和真核细胞内是不同的。真

核细胞mRNA的最大特点在于它往往以一个较大相对分子质量的前体RNA出现在核内，

需要经过转录后加工。只有成熟的、相对分子质量明显变小并经化学修饰的 mRNA才能

进入细胞质，参与蛋白质的合成。
原核生物常以AUG（有时GUG.甚至 UUG）作为起始密码子，而真核生物几乎永远以

AUG作为起始密码子。

3.1.1 RNA的结构特点

1.RNA 含有核糖和嘧啶，通常是单链线性分子

与 DNA不同，RNA骨架含有核糖，在RNA中尿嘧啶取代了胸腺嘧啶，RNA主要以单

链形式存在于生物体内，其高级结构很复杂。

2.RNA链自身折叠形成局部双螺旋

由于RNA链频繁发生自身折叠，在互补序列间形成碱基配对区，所以尽管RNA是

单链分子，它仍然具有大量的双螺旋结构特征。RNA可以多种茎-环结构（stem-loop

structure），如发夹结构（hairpin）、凸起（bulge）、环状结构（loop）或四通道内环（four-stem

junction）的形式存在用3-2，因此，RNA的碱基配对区可以是规则的双螺旋，也可能是不连
续的部分双螺旋。

除了Watson-Crick 配对的碱基，RNA中还具有额外的非Watson-Crick 配对的碱基，

如G-U碱基对图3-22，该特征使得RNA链自我配对的能力得到增强，更易形成双螺旋结

构，常常出现局部区域碱基配对。双螺旋 RNA的小沟宽而浅，几乎没有序列特异性信息;

大沟狭且深，使得与其相互作用的蛋白质氨基酸侧链难以接近它，因此RNA不适合与蛋

白质进行序列特异性的相互作用，虽然有一些蛋白质可以序列特异性方式结合在RNA上。

3.RNA 可折叠形成复杂的三级结构

因为RNA没有形成规则双螺旋的长度限制，RNA中的碱基配对还可能发生在不
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图3-2 RNA的特
(b) (e)(a)殊结构特征

（a）发夹结构;（b）凸

状‘起;（c）环状结构;（d） s四通道内环;（e）G-U

碱基对;（O假结。

(f)(d) (e) Q

OH-

个中 3核糖
核糖 子

相邻的序列中，形成"假结"（pseudoknot）《图3-20等复杂结构，这些特殊的结构特征使得

RNA常形成大量的三级结构。由于RNA骨架上未配对的区域可以不受限制地自由旋

转，所以碱基和核糖磷酸骨架之间的非常规相互作用使RNA常常折叠成包括不规则的碱

基配对的复杂的三级结构，如 tRNA中的三碱基配对以及碱基与骨架的相互作用。利用

RNA结构的复杂性，研究者可以通过构建含有随机序列的 RNA文库筛选到与特定小分

子、多肽等具有高亲和力的RNA。

4.环状RNA
早在几十年前，生物学家们就发现了环状RNA（circRNA）。近年来，随着二代测序的

发展，人们发现环状RNA其实是非常普遍的。这些分子广泛存在于从古菌、酵母、小鼠到

人类多种生物的细胞中。环状 RNA呈封闭环状结构，因不受 RNA外切酶的影响而不易

降解，比线性RNA稳定得多。真核细胞的环状RNA来自于mRNA前体（pre-mRNA）的

反向剪接。虽然环状RNA通常表达水平较低，但它们的表达存在细胞和组织特异性。近

年来的研究表明，环状 RNA可以通过不同途径影响基因表达，有效扩展真核细胞转录组

的多样性和复杂性，在细胞中扮演着重要的角色。

3.1.2 RNA在细胞中的分布

生物体内的 RNA种类繁多.且分布在细胞的不同部位。各类RNA在组成、大小、分

子结构、生物学功能以及亚细胞定位等方面都有所不同。图3-3列举了目前细胞中已发

现的RNA类型。
生物体内主要有3种 RNA参与遗传信息的传递.即编码特定蛋白质序列的信使

RNA（messenger RNA.mRNA），能特异性解读 mRNA 中的遗传信息、将其转化成相应氨基

酸后加入多肽链中的转运 RNA（transfer RNA，tRNA）和直接参与核糖体中蛋白质合成的

核糖体RNA（ribosomal RNA，rRNA）。

2
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。
图3-3 RNA各组
分在细胞中的分布细胞内总RNA

编码RNA 非编码RNA
占总量的2% 占总量的98%

前mRNA（hnRNA）

非编码RNA前rRNA snRNA snoRNA scRNA GmRNA第前tRNA

RNArRNA 1mRNA
仅真核生物所有生物 仅细菌M]

3.1.3 RNA的功能

RNA既可作为信息分子又能作为功能分子发挥作用。作为信息分子，RNA担负着贮

藏及转移遗传信息的功能，起着遗传信息由 DNA到蛋白质的中间传递体的核心作用;作

为功能分子，它在以下几个方面发挥重要的作用∶①作为细胞内蛋白质生物合成的主要

参与者;②部分RNA可以作为核酶在细胞中催化一些重要的反应，主要作用于初始转录

产物的剪接加工;③参与基因表达的调控，与生物的生长发育密切相关;④在某些病毒中，

RNA是遗传物质。

3.2 RNA转录概述

3.2.1 RNA转录与DNA复制的比较

RNA转录与 DNA的复制相比尽管在化学和酶学上非常相似，但两者之间存在一些 

明显的差别∶
① 与 DNA聚合酶不同，RNA聚合酶具有从头起始转录的能力，所以它在催化 RNA

合成时不需要引物。
② RNA聚合酶在添加几个核苷酸后，便将正在延长的链从模板上置换下来，RNA产

物不与模板DNA 链保持碱基互补状态。因此，多个RNA聚合酶分子可以同时转录一个

基因，保证在短时间内合成某一个基因的大量转录产物。

③ 转录具有选择性。DNA复制必须将整个基因组全部拷贝，并且在每个细胞周期
内只复制一次。RNA转录则是选择性地复制基因组的特定部分，可以产生几个到上千个

相同的拷贝。基因组的不同部分转录程度不同，在不同细胞中，同一细胞的不同生长发育

阶段或者同一细胞应答不同刺激，在不同时间点所转录的基因都可能不同。

④与DNA复制的精确度相比，转录中每添加 10 000个核苷酸会发生一次错误，表
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明转录过程缺乏严谨的矫正机制。

3.2.2 转录机器的主要成分—RNA聚合酶

以DNA序列为模板的 RNA聚合酶主要以双链 DNA 为模板（若以单链 DNA 做模

板，则活性大大降低），以4 种核苷三磷酸作为活性前体，并以Mg2/Mn2*为辅助因子，催化

RNA链的起始、延伸和终止，它不需要任何引物，催化生成的产物是与 DNA模板链相互

补的RNA。RNA或RNA-DNA 双链杂合体不能作为模板。RNA聚合酶是转录过程中最

关键的酶。每个细胞中约有7 000个RNA聚合酶分子，根据细胞的生长情况，任何时候

都可能有2000~5000个酶在执行转录DNA模板的功能。原核和真核生物的RNA聚合

酶虽然都能催化 RNA的合成，但在其分子组成、种类和生化特性上各有特色，我们将在下

面分别介绍。

3.2.3 启动子与转录起始

启动子是一段位于结构基因5'端上游区的DNA序列，能活化RNA聚合酶，使之与

模板 DNA准确地相结合并具有转录起始的特异性。有实验表明，对许多启动子来说，

RNA 聚合酶与之相结合的速率至少比布朗运动中的随机碰撞高 100 倍。

转录的起始是基因表达的关键阶段，而这一阶段的重要问题是 RNA聚合酶与启动子

的相互作用。启动子的结构影响了它与RNA聚合酶的亲和力，从而影响了基因表达的水

平。有关启动子的结构特点，，我们将在后面分别介绍原核和真核生物启动子的组成。

转录单位（transcription unit）
图 3-4 RNA的转 是一段从启动子开始至终止子转录起点录单位示意图

终止子启动子 C （terminator）结 束的 DNA 序 列，编码链
转录区域DNA RNA聚合酶从转录起点开始沿着

模板链-1+1

转录 模板前进，直到终止子为止，转录出

一条RNA链（图3-4。RNA-
转录起点是指与新生 RNA链

第一个核苷酸相对应 DNA 链上的碱基，研究证实通常为一个嘌呤。常把起点前面，即5'

端的序列称为上游序列（upstream），而把其后面即3'端的序列称为下游序列（downstream）。
在描述碱基的位置时，一般用数字表示，起点为+1，下游方向依次为+2、+3⋯⋯等，上游

方向依次为-1、-2、-3⋯等。序列的书写方向通常是固定的，使转录从左（上游）向右（下

游）进行，mRNA同样按照5'→3'方向书写。

3.3 RNA转录的基本过程

无论是原核还是真核细胞，RNA链的合成都具有以下几个特点∶RNA是按 5'→3'方
向合成的，以 DNA双链中的反义链（模板链）为模板，在 RNA聚合酶催化下，以4种核苷

，
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图3-5 大肠杆菌

转录泡 中依赖于DNA的
RNA转录过程图示(a) 非模板链 RNA （a）在转录的任意聚合酶
时刻，转录泡中单链重新形成螺旋
DNA的长度为17个

解链 碱基左右，被聚合形成
DNA 复合物所保护的 DNA

序列为35个碱基左
右;（b）由于基因转录

模板链 所引起的 DNA超螺
RNAs 旋结构变化。5'RNA-DNA 活性位点

杂合物，8bp

转录方向

(b)

负超螺旋

正超螺旋

6

RNA 转录方向

三磷酸（NTPs）为原料，根据碱基配对原则（A-U、T-A、G-C）.各核苷酸间通过形成磷

酸二酯键相连，不需要引物的参与，合成的RNA带有与DNA 编码链（有义链）相同的
序列（A-U）。转录的基本过程包括模板识别、转录起始、通过启动子及转录的延伸和

游卡豆义

3.3.1 模板识别

模板识别（template recognition）阶段主要指 RNA聚合酶识别启动子序列并与启动子

DNA双链特异性结合的过程。启动子（promoter）是基因转录起始所必需的一段 DNA序列，

是基因表达调控的上游顺式作用元件之一。

3.3.2 转录起始

转录起始（initiation）不需要引物。RNA聚合酶结合在启动子上以后，使启动子附近

的 DNA 双链解旋并解链，形成转录泡以促使底物核糖核苷酸与模板 DNA的碱基配对。

转录起始就是 RNA链上第一个核苷酸键的产生。
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图3-6 DNA的转
()DNA(a) 十4录循环假说 +4TIJI口工UrO 连接区（a）转录循环示意图; RNA α螺旋A√（b）RNA聚合酶-DNA

合成NTP-RNA的转录复合物

模型。 mm
连接区移位 α螺旋

底物结合区岂镓

3.3.3 转录延伸

RNA 的合成是连续的过程。一旦进入转录延伸（elongation）阶段，底物 NTP不断被
添加到新生RNA链的3'-OH端随着转录泡复合体与RNA聚合酶沿着 DNA模板向前

移动，DNA双螺旋持续解开，暴露出新的单链 DNA模板，新生 RNA 链的3'端不断延伸，

在解链区形成 RNA-DNA杂合物。而在解链区的后面，DNA模板链与其原先配对的非模

板链重新结合成为双螺旋，RNA 链被逐步释放。

现在常用DNA转录循环（transcription cycle—transloction mechanism）假说（图3-6）来解

释 RNA链的延伸。首先，三磷酸核苷酸（NTP）填补了开放的底物位点并在活性位点形成

磷酯键;此时，处于RNA聚合酶Ⅱ活性位点的核酸发生"移位"，其中连接区的α螺旋结

构从笔直变为弯折再恢复为笔直状态，为下一轮 RNA合成留出了空的底物位点。

3.3.4 转录终止

当RNA 链延伸到转录终止（termination）位点时，RNA聚合酶不再形成新的磷酸二酯

键，RNA-DNA杂合物分离，转录泡瓦解，DNA恢复成双链状态，而 RNA聚合酶和 RNA链

都被从模板上释放出来，这就是转录的终止。

3.4 原核生物与真核生物的转录及产物特征比较

3.4.1 原核生物与真核生物转录过程比较

原核生物与真核生物基因转录具有一定的相似性，但也存在以下几方面的差异表3-1;

① 只有一种RNA聚合酶参与所有类型的原核生物基因转录，而真核生物有3种以 

上的RNA聚合酶来负责不同类型的基因转录，合成不同类型的、在细胞核内有不同定位

的RNA。
②）转录产物有差别。原核生物的初始转录产物大多数是编码序列，与蛋白质的氨基

酸序列呈线性关系;而真核生物的初始转录产物很大，含有内含子序列，成熟的 mRNA 只

占初始转录产物的一小部分。
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表3-1 原核生物与真核生物转录比较

真核生物原核生物
3种以上RNA聚合酶参与转录一种RNA聚合酶参与转录

初始转录产物大多是编码序列，与蛋白质的氨基酸序列 初始转录产物很大，含内含子序列，成熟的 mRNA只占
呈线性关系 初始转录产物的一小部分

初始转录产物不需要剪接加工就可行使翻译模板的初始转录产物需要经过射接、修饰等加工才能成为成熟

功能 的mRNA
转录和翻译发生在同一个细胞空间，这两个过程几乎是 真核细胞 mRNA的合成和功能表达发生在不同的空间

和时间范畴内同步进行的

图3-7 原核生物
真核生物 和真核生物转录及

翻译的比较
细胞质一
细胞核 原核生物内含子 外显子

DNA
转录

转录 mRNA
翻译

RNA转录物 蛋白质一J5'加帽
RNA可变剪接
'多聚腺苷酸化RNA 帽子

画AAAAmRNA
出核

AAAAmRNA
翻译

蛋白质

③原核生物的初始转录几乎不需要剪接加工，就可直接作为成熟的 mRNA进一步

行使翻译模板的功能;真核生物转录产物需要经过剪接、修饰等转录后加工成熟过程才能

成为成熟的 mRNA。
④在原核生物细胞中，转录和翻译不仅发生在同一个细胞空间里，而且这两个过

程几乎是同步进行的，蛋白质合成往往在 mRNA刚开始转录时就被引发了。真核生物

mRNA的合成和蛋白质的合成则发生在不同的空间和时间范畴内（图3-7）。

3.4.2 原核生物 mRNA的特征

1.原核生物mRNA的半衰期短
细菌基因的转录与翻译是紧密相联的，基因转录一旦开始，核糖体就结合到新生

mRNA链的5'端，启动蛋白质合成，而此时该mRNA的3'端还远远没有转录完全（图3-8。
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图3-8 在细菌中， 在电子显微镜下，我们可以看到一连
0min开始转录mRNA的转录、翻译

串核糖体紧紧跟在RNA聚合酶后面。和降解几乎同时进
行，mRNA的半衰期 绝大多数细菌mRNA的半衰期
非常短

短得令人吃惊，mRNA的降解紧随

着蛋白质翻译过程发生。现在一般Ppp
认为，转录开始1min后，降解就开0.5 min，核糖体开始翻详

始了，这就是说，当一个mRNA的5'

端开始降解时，其3'端部分可能仍

在合成或被翻译。mRNA降解的速

度大概只有转录或翻译速度的一半。1.5 min。5'端开始降解
科学家发现每过大约2 min，体系中

出现新生蛋白质的速度就下降 50??

因为基因转录和多肽链延伸的

速度基本相同，所以细胞内某一基因
2.0 min，RNA聚合酶在3端开始终止

产物（蛋白质）的多少决定于转录和

翻译的起始效率，以大肠杆菌色氨

酸合成酶基因为例，平均每分钟约有。
15次转录起始，这些mRNA 链从生3.0 min，降解继续，核糖体完成翻译
成到降解平均被翻译10次，所以，稳

定状态下细胞中每分钟生成150个‘、
多肽。在讨论 mRNA半衰期的时候

我们不应忘记，所有这一切都只是统

计学上的平均值。事实上，新生 mRNA与成熟 mRNA受核酸酶"攻击"的概率是相等的。

所以，有些 mRNA链可能被翻译了许多次，而同一群体中的另外一些 mRNA分子可能根

本没有被翻译。虽然mRNA的寿命具有随机性，但某一mRNA的翻译产量却是大致稳定的。

2.许多原核生物 mRNA可能以多顺反子的形式存在

细菌mRNA 可以同时编码不同的蛋白质.我们把只编码一个蛋白质的 mRNA称为单

顺反子mRNA（monocistronic mRNA），把编码多个蛋白质的 mRNA 称为多顺反子mRNA
（polycistronic mRNA）。多顺反子mRNA是一组相邻或相互重叠基因的转录产物（图3-9），这

图3-9 许多原核
核糖体结合位点细胞的mRNA以多

3顺反子形式存在 5
O@el mRNA

AUGAUG AUG

蛋白质γ蛋白质β蛋白质α
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样的一组基因可被称为一个操纵子（operon），是生物体内的重要遗传单位，如大肠杆菌乳

糖操纵子转录成编码3条多肽的多顺反子mRNA，经过翻译生成β-半乳糖苷酶、透过酶

及乙酰基转移酶。

几乎所有mRNA都可以被分成3部分∶编码区和位于AUG之前的5'端上游非编码区，

以及位于终止密码子之后不翻译的3'端下游非编码区。编码区从起始密码子AUG开始，

经一连串编码氨基酸的密码子直至终止密码子。对于第一个顺反子来说，一旦mRNA的5'

端被合成.翻译起始位点即可与核糖体相结合，而后面几个顺反子翻译的起始就会受其上

游顺反子结构的调控。一种情况是，第一个蛋白质合成终止以后，核糖体分解成大、小亚

基，脱离 mRNA模板，第二个蛋白质的翻译必须等到新的小亚基和大亚基与该蛋白质起

始密码子相结合后才可能开始（图3-10a）。当然，前一个多肽翻译完成以后，核糖体大、小亚

基分离，小亚基也可能不离开 mRNA模板，而是迅速与游离的大亚基结合，启动第二个多

肽的合成（图 3-1nb）。
3.原核生物mRNA的5'端无帽子结构，3'端没有或只有较短的多（A）结构

原核生物起始密码子AUG上游7~12个核苷酸处有一被称为SD序列Shine-Dalgarno

sequence）的保守区，因为该序列与16SrRNA3'端反向互补，所以被认为在核糖体与
mRNA的结合过程中起作用图3-1）。如果把16S rRNA 3'端的6个保守核苷酸反过来写，

则为3'-UCCUCC-5'。所有已知大肠杆菌mRNA 的翻译起始区都含有4~5个（至少3个）

对应于SD序列的核苷酸。

细菌16S rRNA的3'端既非常保守，又高度自我互补，能形成发夹结构。与mRNA互

补的部分也参与这个"发夹"的形成。表面上看这似乎是一对矛盾，一个序列不可能在

形成"发夹"的同时又与mRNA相结合。事实上，这正好说明序列配对是动态的、可变的，

翻译起始复合物的生成很可能包含了rRNA 3'端的发夹结构的改变，启动蛋白质翻译以

图3-10 原核生物
多顺反子基因中后

(a) 续编码区翻译起始
受顺反子之间距离

mRNA一 的影响
第一个编码区 第二个编码区 （）当两个顺反子之

起始 间距离较远时，前一顺
终止 反子翻译的终止与后

一顺反子翻译的起始
是相互独立的;（b）当

两个顺反子之间距离
较近时，前一顺反子

(b) 翻译的终止与后一顺
反子翻译的起始相衔

mRNA 接，30S小亚基始终与
第一个编码区 第二个编码区 mRNA结合，只有50S

大亚基可能与mRNA
分离。终止/起始
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图3-1I SD序 列
与16S rRNA 3'端反 16S RNA
向互补，在核糖体与 3uuccucc CmRNA的结合过程
中发挥重要作用 5'NNN GGAGG NNNNNN AUGNN3'

核糖体结合位点-

DDOl“污过 RBSRBS
终止 终止终止 AUGAUG AUG

蛋白质3蛋白质2蛋白质!____
后，mRNA-rRNA杂合体被打破，为核糖体在mRNA 模板上的移动创造了条件。

3.4.3 真核生物 mRNA的特征

凡是编码功能蛋白的真核基因都通过 RNA聚合酶Ⅱ进行转录，直核基因几乎都是单

顺反子，只包含一个蛋白质的信息，其长度在几百到几千个核苷酸之间。一个完整的基因，

不但包括编码区（coding region），还包括5'和3'端长度不等的特异性序列，它们虽然不编
码氨基酸，却在基因表达的过程中起着重要作用。所以，"基因"的分子生物学定义是;

产生一条多肽链或功能 RNA 所必需的全部核苷酸序列!真核生物 mRNA结构上的最大

特征是5'端的帽子及3'的多（（A）结构（图3-12mn）。
1.真核生物 mRNA的5'端存在"帽子"结构

真核生物（不包括叶绿体和线粒体）的mRNA5'端都是经过修饰的，基因转录一
般从嘌呤（主要是A，也可能是G）起始，第一个核苷酸保留了5'端的三磷酸基团并能

通过其3'-OH位与下一个核苷酸的5'磷酸基团形成二酯键，转录产物的起始序列为

PpApNpNp⋯。然而，如果在体外用核酸酶处理成熟 mRNA，其5'端并不产生预期的
核苷三磷酸，而产生以5'→5'三磷酸基团相连的二核苷酸，5'终端是一个在 mRNA转录

后加上去的甲基化鸟嘌呤（图3-12。
mRNA 5'端加"G"的反应是由鸟苷酸转移酶完成的，这个反应非常迅速，很难在体外

或体内测得5'自由三磷酸基团的存在。据测算，在新生 mRNA链达到50个核苷酸之前，

甚至可能在 RNA聚合酶Ⅱ离开转录起始位点之前，帽子结构就已加到 mRNA的第一个

核苷酸上了。这就是说，mRNA几乎一诞生就是戴上帽子的。一般认为，帽子结构是GTP

和原mRNA5'三磷酸腺苷（或鸟苷）缩合反应的产物，新加上的G与mRNA链上所有其

他核苷酸方向正好相反，像一顶帽子倒扣在mRNA链上，故而得名。

mRNA的帽子结构常常被甲基化。第一个甲基出现在所有真核细胞的mRNA中（单
细胞真核生物 mRNA主要是这个结构），由鸟嘌呤-7-甲基转移酶（guanine-7-methyl-

transferase）催化，称为零类帽子（capO）。帽子结构的下一步是在第二个核苷酸原 mRNA5'

第一位）的2'-OH位上加另一个甲基，这步反应由2'-O-甲基转移酶完成。一般把有这
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善

图3-12 真核生物
(a) mRNA结构

多（A）信号起始密码子转录起始 终止密码子 （a）真核生物mRNA
的结构特征;（b）真35'
核生物mRNA的帽子

3*非编码区5非编码区 编码区 -AAAA 150-250 结构。G- C

CH3

多（A）尾巴5帽子

(b)
CH3一-0号帽子存 己o

在于所有
帽子结构中 此处也可能被甲HN

基化，1类帽子
勾 -N

纾节节 NHz-0-CH, N-0 Z

。具ocHOH OH O

-CH。它-0 p NNH0通过5'一5'磷酸二酯键在原初
mRNA5'端倒扣一个"G" 1类帽子 ooCH,

CH2O=1 0'

2类帽子-
OH

3"

两个甲基的结构称为1类帽子（cap1），真核生物中以这类帽子结构为主。当mRNA原第

一位核苷酸是腺嘌呤时，其N"位有时也被甲基化，这一反应只能在 2'-OH被甲基化以后

才能发生。在某些生物细胞内，mRNA 链上的原第二个核苷酸的2'-OH位也可能被甲基

化，因为这个反应只以带有1类帽子的 mRNA为底物，所以被称为2类帽子（cap2）。有2

类帽子的mRNA 只占有帽 mRNA总量的15以下。

帽子结构可能使 mRNA免遭核酸酶的破坏。实验表明，去除珠蛋白 mRNA 5'端

的7-甲基鸟嘌呤后，该mRNA分子的翻译活性和稳定性都明显下降。而且，有帽子结

构的mRNA更容易被蛋白质合成的起始因子所识别，从而促进蛋白质的合成。在呼肠
孤病毒中，含甲基化5'端 mRNA的蛋白质合成速度比不含甲基的 mRNA要快。用化
学方法除去5'端的甲基以后，上述 mRNA作为蛋白质合成模板的活性消失，说明 mRNA

5'端甲基化的帽子是翻译所必需的。已经发现在呼肠孤病毒中无 m2G的 mRNA不能与

核糖体40S小亚基结合，证明甲基化的帽子结构可能是蛋白质合成起始信号的一部分。
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2.绝大多数真核生物mRNA具有多（A）尾

除组蛋白基因外，真核生物 mRNA的3'端都有多（A）序列，其长度因 mRNA种类不

同而变化，一般为40~200个。多（A）序列是在转录后加上去的，可能在细胞核中的核

内不均一RNA阶段就已经加上了多（A）。目前还不清楚 RNA聚合酶Ⅱ所转录基因的精

确终止位点，但研究发现，几乎所有真核基因的3'端转录终止位点上游15~30 bp处的

保守序列AAUAAA对于初级转录产物的准确切割及加多（A）是必需的（图3-13）。实验证 

明，尽管多（A）位点及AATAAA的存在对于基因的转录和成熟意义重大，但RNA聚合酶

Ⅱ却不在多（A）位点终止，而往往继续转录，因此，大部分已知基因的初始转录产物拥有

多（A）位点下游0.5～2 kb核苷酸序列。

加多（A）时需要由内切酶切开mRNA 3'端的特定部位，然后由多（A）合成酶催化多

腺苷酸的反应。如果将上述保守序列切除，该基因组合的转录活性就会消失。点突变实

验将AAUAAA变为AAGAAA.虽然维持了该基因的转录活性.却发现 mRNA 的剪接加工

受阻，因而没有功能性 mRNA 产生。

多（A）是 mRNA由细胞核进入细胞质所必需的形式，它大大提高了 mRNA在细胞质

中的稳定性。当mRNA刚从细胞核进入细胞质时，其多（A）尾一般比较长，随着mRNA

在细胞质内逗留时间延长，多（A）逐渐变短消失，mRNA进入降解过程。此外，翻译起始

因子eF4F和包绕在多A）尾的poly（A）结合蛋白之间的相互作用使真核mRNA保持环状，

因而多（A）还能增强 mRNA的可翻译能力。

真核生物mRNA大都具有多（A）尾，这一特性已被广泛应用于分子克隆。常用寡聚

dT片段与mRNA上的多（A）相配对，作为反转录酶合成第一条cDNA链的引物。

尽管大部分真核mRNA有多（A）尾，细胞中仍可有多达1/3没有多（A）的mRNA.我

们把带有多（A）的mRNA称为多（A），而把没有多（A）的mRNA 称为多（A厂。现已查明，_-__
图3-13 真核生物

5'mRNA的加多（A） mRNA前体 一AAUAAA——CA——GU- 。
反应

poly（A）合成酶的复合物

_poly（A）结合蛋白

CcstFCPSF poly（A）合成醇
:AAUAAA GCA

多腺苷酸化

-AAUAA——CAAAAAAAAAMAAAA多mRNA——— ________
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。
约1/3的多（A厂mRNA编码了不同形式的组蛋白，其余2/3的多（A）mRNA可能带有与
多（A）*组分相同的遗传信息。

3.5 原核生物RNA聚合酶与 RNA转录

3.5.1 原核生物RNA聚合酶

在细菌中，一种 RNA聚合酶几乎负责所有 mRNA、rRNA和 tRNA的合成。大多数
原核生物 RNA聚合酶的组成是相同的，大肠杆菌 RNA聚合酶是原核生物 RNA聚合酶

中研究最清楚的酶，它首先由2个α亚基、一个β亚基、一个β'亚基和一个o亚基组成

核心酶，然后加上一个σ亚基后则成为聚合酶全酶（holoenzyme），相对分子质量为4.65×

103图3-18）。
原核生物转录的起始需要全酶参与，由o因子辨认起始点，延长过程仅需要核心酶的

催化。转录的真实性取决于有特异的转录起始位点，转录起始后按照碱基互补原则准确

地转录模板 DNA序列及具有特异的终止部位。RNA的合成是在模板 DNA的启动子位
点上起始的，而这个任务是靠σ因子来完成的。RNA聚合酶的核心酶虽可合成RNA，但

不能找到模板 DNA上的起始位点，所以核心酶的产物是不均一的，而且 DNA的两条链都

可作为核心酶的模板。只有带a因子的全酶才能专一地与DNA上的启动子结合，选择其

图3-14 大肠杆菌
RNA聚合酶的主要2α亚基
成分与功能（每个约4×10*）

o亚基
(1.1×10*)

核心酶
（转录延伸）β亚基

(1.5×10) >聚合酶全酶
>催化中心

β亚基
(.6×10)

o亚基 只与转录的起始有关(3.2×10*-9×10*)

TATAATTTGACAATATTAAACTGT

-55 +21α
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中一条链作为模板，合成RNA链。o因子的作用在于帮助转录起始，因此也称为起始亚基，

一旦转录开始，它就脱离了起始复合物，而由核心酶负责RNA链的延伸。研究发现，由β
和β'亚基组成了聚合酶的催化中心，它们在序列上与真核生物RNA聚合酶的两个大亚 

基有同源性。β亚基能与模板 DNA、新生 RNA链及核苷酸底物相结合（表3-2）。

表3-2 大肠杆菌RNA聚合酶的组成分析

功能组分亚基 基因 亚基数相对分子质量

2 核心酶 核心酶组装，启动子识别3.65×106t。 Pod
β 核心酶β和β共同形成RNA合成的活性中心.与1.51×10° 1poB

DNA 模板结合.催化磷酸二酯键形成核心酶11.55×10β POC
未知核心雪” 1.1×10* 1)0

口证叫。 存在多种σ因子，用于识别不同的启动子，促7.0×10 1POD
进转录起始

α亚基可能与核心酶的组装及启动子识别有关，并参与RNA聚合酶和部分调节因子
的相互作用。实验证明，T4噬菌体感染大肠杆菌后对α亚基的一个精氨酸残基进行ADP

糖基化修饰，造成 RNA聚合酶全酶对启动子亲和力降低。

σ因子的作用是负责模板链的选择和转录的起始，它是酶的别构效应物，使酶专一性
识别模板上的启动子。在细胞内σ因子的数量只有核心酶的 30??因此任何时候只有三

分之一的聚合酶以全酶形式存在。o因子可以极大地提高RNA聚合酶对启动子区DNA

序列的亲和力图1-14）.酶底结合常数提高 103倍，酶底复合物的半衰期可达数小时甚至数

十小时。σ因子还能使RNA聚合酶与模板 DNA上非特异性位点的结合常数降低 102倍，

使非特异性位点酶底复合物的半衰期小于1s。核心酶在T7噬菌体 DNA上约有1300

个结合位点，平均结合常数为2×10'。加入σ因子后则出现两类位点，大部分位点的结

合常数在 10~10之间，但有8个位点的结合常数在10'~10'4之间，从而表明σ因子不

仅增加聚合酶对启动子的亲和力，还降低了它对非专一位点的亲和力。

在某些细菌细胞内含有能识别不同启动子的σ因子，以适应不同生长发育阶段的要

求，调控不同基因转录的起始表3-3）。

表3-3 大肠杆菌中的σ 因子能识别并与启动子区的特异性序列相结合

功能基因因子 -10区一-35区 间隔/bp
广泛 16～18rTTGACA TATAAT电 PpoD

CCCCATNTA13~15TCTCNccCTTGAA热休克o TpoH
氮代谢 rTTGCA。CTGNA过气0*

与大肠杆菌相比，T3 和T7噬菌体的RNA聚合酶在结构上要简单得多，它们由一条

多肽链组成，相对分子质量小于1×103。在37℃下，它们的转录速度为每秒200个核苷酸。

但是，这种简单的聚合酶只能起始存在于噬菌体中的几个启动子的转录。因此，大肠杆菌

：
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。
图3-15 转录启动RNA聚合酶组成上的复杂性可能反映了它必须与大量蛋白

RNA 聚合酶结合到 子区 DNA 序列的分
质因子相互作用这个事实。 DNA特定位点 离纯化过程图示

当RNA聚合酶按5'→3'方向延伸RNA链时，解旋的
才字子子岁华 20204

DNA区域也随之移动。聚合酶可以横跨约40个碱基对，而

解旋的 DNA区域大约是17个碱基对。自由核苷酸能被聚 加核酸酶
合酶加到新生的RNA链上，并形成DNA-RNA杂合体。随

着聚合酶在模板上的运动，靠近3'端的 DNA不断解旋，，同时

在5'端重新形成DNA 双链，将RNA 链挤出DNA-RNA杂合
提取DNA

体。RNA的3'端有20~30个核苷酸与 DNA或聚合酶相结
艺之子子名

合（图3-5。

3.5.2 原核生物启动子结构 确定被保护DNA的序列

启动子区是RNA聚合酶的结合区，其结构直接关系到

转录的效率。那么，启动子区有什么结构特点呢?

Pribnow设计了一个实验，他把 RNA聚合酶全酶与模板 DNA结合后，用DNaseI

水解 DNA，然后用酚抽提，沉淀纯化 DNA后得到一个被 RNA聚合酶保护的 DNA片

段图3-15），有41~44个核苷酸对。他先后分离了f噬菌体、T7噬菌体的A2及A;启动子、

λ噬菌体的 Pr启动子及大肠杆菌乳糖操纵子的 UV5启动子等5段被酶保护的区域，并进

行了序列分析，以后又有人做了 50多个启动子的序列分析后发现，在被保护区内有一个

由5个核苷酸组成的共同序列，是RNA聚合酶的紧密结合点，现在称为Pribnow区（Pribnow

box），这个区的中央大约位于起点上游10 bp处，所以又称为-10区。
提纯被保护的片段后却发现，RNA聚合酶并不能重新结合或并不能选择正确的起

始点，表明在保护区外可能还存在与RNA聚合酶对启动子的识别有关的序列。果然，
科学家不久就从噬菌体的左、右启动子P及P，和SV40启动子的-35 bp附近找到了另

一段共同序列∶TTGACA。经过数年的努力，分析了46个大肠杆菌启动子的序列以后确
证绝大部分启动子都存在这两段共同序列，即位于-10 bp处的TATA 区和-35 bp处的

TTGACA区（图3-16）。现已查明，-10位的TATA 区和-35位的TTGACA区是 RNA聚合酶

与启动子的结合位点，能与σ因子相互识别而具有很高的亲和力。

-10区-35区
⋯⋯TTGAaCoAz.⋯TATgAksA0⋯

3.5.3 原核生物启动子中-10区与-35区的最佳间距

在原核生物中，-35区与-10区之间的距离通常是16~19碱基对，小于15碱基对或

大于20碱基对都会降低启动子的活性图3-17）。保持启动子这两段序列以及它们之间的

距离是十分重要的，否则就会改变它所控制基因的表达水平。这可以被解释为一旦-35

区相对于-10区旋转所产生的超螺旋发生改变（增减一个碱基对就会使两者之间的夹角
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图3-16 大肠杆菌
(a)RNA聚合酶全酶所

识别的启动子区

皇 TlG
-10-35

-40(b)-60
-35区上游元件 转录起始位点间隔区-10区间隔区

理论，上一致性序列 +1
TATAAT NN7个工个TTTTNNAAAANNNNTTGACA】INNAAA,

rrmBP1 启动区序列
区TATAAT N。之。GTGTCAlAGAAAATTATTTTAAATTTCCTJN

rP 仓N,之 TAACT[TTGACA]

lae N1[TTTACA [AN6[TATGTT

下;TTGATA 距4TAAT AN8“言平

：TACTGTaraB.AD cTGAcG N。N

发生36°的变化），若要使酶与DNA在这个区域内保持正确的取向，就必须使二者之一发

生扭曲，需要增加结合自由能。

在细菌中常见两种启动子突变。一种叫下降突变（down mutation），如果把 Pribnow区

图3-17 -10区和
-35区的最佳距离

+1-35 」-10

(6bp)(17-19 bp)(6 bp)

50

%/
6/速游.25

o  1615 17 1918
-35区与-10区之间的距离
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一
从TATAAT变成AATAAT就会大大降低其结构基因的转录水平。另一类突变叫上升突

变（up mutation）.即增加 Pribnow 区共同序列的同一性。例如，在乳糖操纵子的启动子中，

将其Pribnow 区从TATGTT变成TATATT.就会提高启动子的效率，提高乳糖操纵子基因

的转录水平。

3.5.4 原核生物 RNA聚合酶对启动子的识别和结合

大肠杆菌RNA聚合酶与启动子的相互作用主要包括启动子区的识别、酶与启动子的

结合及σ因子的结合与解离。

一般认为，RNA聚合酶并不直接识别碱基对本身，而是通过氢键互补的方式加以识

别。在启动子区DNA双螺旋结构中，腺嘌呤分子上的 N°、鸟嘌呤分子上的 N2、胞嘧啶分

子上的N'都是氢键供体，而腺嘌呤分子上的N?、N3，胸腺嘧啶分子上的O*、02，鸟嘌呤分

子上的N'、O°、N'和胞嘧啶分子上的02都是氢键受体。由于它们分别处于DNA 双螺旋
的大沟或小沟内，因此都具有特定的方位，而酶分子中也有处于特定空间构象的氢键受体

与供体，当它们与启动子中对应的分子在一定距离内相互补时，就形成氢键，相互结合。

这种氢键互补学说较为圆满地解释了启动子功能既受 DNA 序列影响，又受其构象影响这

一事实。当保守区某些碱基的取代不影响 DNA 上氢键的方位和特性时，启动子原有的功

能保持不变;当局部DNA构象或电荷密度改变影响了这些基团的相对方位时，启动子的

功能就会受到影响。

3.5.5 原核生物 RNA转录周期

原核生物RNA的转录周期可以用图 3-18表示。下面详细介绍转录起始、延伸和终

止过程中的主要特点。
1.RNA转录起始

① RNA聚合酶全酶对启动子的识别，聚合酶与启动子可逆性结合形成封闭复合物

（closed complex））。此时，DNA 链仍处于双链状态。

②伴随着 DNA构象上的重大变化，封闭复合物转变成开放复合物（open complex），
聚合酶全酶所结合的 DNA序列中有一小段双链被解开图3-18.图3-19】。对于强启动子来说，

从封闭复合物到开放复合物的转变是不可逆的，是快反应。

③ 开放复合物与最初的两个NTP 相结合，并在这两个核苷酸之间形成磷酸二酯键

后转变成包括RNA聚合酶、DNA 和新生RNA的三元复合物（ternary complex）。

新生的三元复合物可以进入两条不同的反应途径∶一是合成并释放2~9个核苷酸的
短 RNA转录物，即所谓的流产式起始。转录起始后直到形成9个核苷酸短链的过程是通

过启动子阶段，此时RNA聚合酶一直处于启动子区，在这个阶段，聚合酶合成的产物长度

小于10个核苷酸，这些转录产物如果不进一步延长，新生的 RNA链与DNA模板链的结

合不够牢固，就很容易从DNA链上掉下来并导致转录重新开始。其次，如果 RNA聚合酶

成功地合成9个以上核苷酸，就形成了一个稳定的三元复合物并离开启动子区，转录就进
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图3-18 原核生物
启动子区域形RNA聚合酶的转录
成封闭复合物周期

开放复合物

亚基 RNA聚合酶
流产式起始

亚基

告才各产

释放亚基

畅
延伸终止发夹结构形成

人正常的延伸阶段。所以，三元复合物通过某个启动子的时间代表这个启动子的起始转
录作用的强弱。三元复合物通过这个启动子的时间越短，表明该基因转录起始的频率越

高。含有σ因子的聚合酶全酶的作用是启动子的选择和转录的起始，而核心酶则在RNA
链的延伸中发挥作用。

2.新生RNA链的延伸

当RNA聚合酶催化新生的RNA链的长度达到9~10个核苷酸时，σ因子从转录复

合物的 RNA聚合酶全酶上脱落下来，RNA聚合酶离开启动子，核心酶沿模板 DNA链移

动并使新生 RNA 链不断伸长的过程就是转录的延伸。

进入延伸阶段，DNA 和聚合酶分子都发生了构象变化。RNA聚合酶从起始阶段的全

酶构象转变为延伸阶段的核心酶构象。核心酶与 DNA模板的结合是松弛状的非特异性

结合，有利于核心酶沿着DNA模板向前移动。当σ因子存在时，β和β'亚基的构象是与

DNA 专一性结合所要求的构象，不含有σ因子的核心酶也失去了对特异性序列识别和结

合的能力。
由核心酶、DNA和新生RNA 所组成的转录延伸复合物是转录循环中一个十分重

要的环节。与转录起始复合物相比，延伸复合物极为稳定，可以长时间地与DNA模

板相结合而不解离。在延伸过程中，新生的RNA链中只有8~9个核苷酸与DNA模

板保持碱基互补状态，RNA链的其余部分则从模板上剥落下来，并从 RNA 出口通道

离开。

。
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。
图3-19 RNA合成3.延伸RNA聚合酶同时具有合
的起始成和校对两种功能

在 RNA延伸过程中，除了RNA 全酶
合成之外，RNA聚合酶还要通过两种 聚合酶与 结合平衡常数

DNA结合 K=10~10机制来执行校对功能。一是聚合酶

利用其活性位点，在一个简单的逆向 之之各乙之芳之夕
反应中，通过重新加入焦磷酸来去除

二元封闭复合物
错误插入的核糖核苷酸。该修复方

DNA 反应速率式既可以去除错误碱基也可以去除
开始解链 k=10~10'个碱基/s正确碱基，但由于其在错误碱基处花

000的时间比在正确碱基处更长，所以去

除错误碱基的频率更高。此种校对方 二元开放复合物
式称为焦磷酸编辑（pyrophosphorolytic

反应速率转录起始editing) k10~个碱基/
另一种校对机制被称为水解编

之之下夕呼吗辑（hydrolytic editing），它是由一些Gre

三元复合物因子激发的。Gre 因子其实主要是延
聚合酶

伸刺激因子，帮助聚合酶快速延伸， 离开启动区时间σ因子被释放 >1-2s
克服较难转录区域的"停滞不前"现

少之之？rsg象，同时去除含有错误配对的序列。

4.RNA转录的终止
RNA合成开始

一般情况下，RNA聚合酶起始基

因转录后，它就会沿着模板5'→3'方

向不停地移动，合成RNA链，直到碰上终止信号时，RNA聚合酶才停止加入新的核苷酸，

与模板 DNA相脱离并释放新生 RNA链。终止发生时，所有参与形成 RNA-DNA杂合体

的氢键都必须被破坏，模板 DNA链才能与有义链重新组合成 DNA 双链。
根据体外实验中RNA聚合酶是否需要辅助因子参与才能终止 RNA链的延伸，可将

大肠杆菌中的终止子分为不依赖于p因子和依赖于p因子两大类。

在不依赖于p因子的终止反应中，没有任何其他因子参与，核心酶就能终止基因转

录。现已查明，模板 DNA上存在终止转录的特殊信号-—终止子，又称内在或固有终止

子（intrinsic terminator，每个基因或操纵子都有一个启动子和一个终止子。
内在终止子有两个明显的结构特点∶① 终止位点上游一般存在一个富含GC碱基的

反向重复序列（大约 20个核苷酸），由这段 DNA转录产生的RNA容易形成发夹结构。

②在终止位点前面有一段由4~8个A-T碱基对序列，其转录产物的3'端为寡聚U。这

些元件要在它们被转录之后才会影响聚合酶，即它们是以 RNA形式发挥作用的。这种结

构特征的存在决定了转录的终止。在新生 RNA中出现发夹结构会导致 RNA聚合酶的暂
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图3-20 由基因序
模板链列决定的转录终止

过程示意图 53+ rGGcCATccGc CrAAAAAAAAA海GCGGATGGC(DNA ccGGTAGGC TTTTTCTACCGGLTrT5 3·

转录

RNA, -UUUUuU__3

A-U配对
RNA.

DNA 一 13_口1OO

停，破坏RNA-DNA杂合链5'端的正常结构。寡聚U的存在使杂合链的3'端部分出现

不稳定的rU·dA区域，两者共同作用使 RNA从三元复合物中解离出来图3-20）。
终止效率与二重对称序列和寡聚U的长短有关，随着发夹结构（至少6 bp）和寡聚U

序列（至少4个 U）长度的增加，终止效率逐步提高。

依赖于p因子的终止指有些终止位点的 DNA序列缺乏共性，而且不能形成强的发夹

结构，因而不能诱导转录的自发终止。体外转录实验表明，RNA聚合酶并不能识别这些

转录终止信号而停止转录，只有在加入大肠杆菌p因子后该聚合酶才能在DNA模板上
准确地停止转录。p因子是一个由6个相同亚基组成的六聚体（图3-21，它的相对分子质

量约为2.8×103，它具有NTP酶和解螺旋酶活性，能水解各种核苷酸三磷酸，它通过催化

NTP 的水解促使新生 RNA 链从三元转录复合物中解离出来，从而终止转录。大肠杆菌的

p-依赖型终止子占所有终止子的一半左右。
目前认为，p因子是RNA聚合酶终止转录的重要辅助因子，它的作用机制可用"穷追"

（hot pursuit）模型来解释。RNA合成起始以后，p因子即附着在新生的 RNA链5'端的某

个可能有序列或二级结构特异性的位点上，利用ATP水解产生的能量，沿着5'→3'方向

朝转录泡靠近，其运动速度可能比 RNA聚合酶移动的速度快些;当 RNA聚合酶移动到终

止子而暂停时，p因子到达RNA的3'-OH端追上并取代了暂停在终止位点上的RNA聚

合酶，它所具有的 RNA-DNA解螺旋活性使转录产物 RNA从模板 DNA 上释放，随后，转

录复合物解体，完成转录过程（图 3-20）。
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(b)
RNA聚合酶
沿模板移动ievcuoscteststgvetaeteiavvoteisrov

(a)

soeoxvewowwewveovonsteo p因子依附在RNA己各才罗竞子号各艺字军

链的5'端

p因子沿RNA 链运动。tsoLu tssesvwstetounywyertxsnet
跟踪聚合酶

Sonc0ssp因子赶上在终止位点Austtooswosusususcuevevos
暂停的聚合酶

终止子量tesctcL-uwcatecoueewucnL.nswsLoovsnszve
三元复合物解体

鲁

图3-21 p因子参与的RNA转录终止模式
（a）p转录终止因子的晶体结构，表明p蛋白是由6个单体形成一个开放的环（来自于SkordalakesEand BergerJM.Cl2003.114∶∶135）;（b）p因子
的"穷追"（hot pursuit）模型。

3.6 真核生物 RNA聚合酶与RNA转录

真核生物的 RNA聚合酶高度分工，转录过程中往往需要包括转录因子在内的多种蛋

白因子参与，因此，真核生物基因转录过程比与原核生物更为复杂。

3.6.1 真核生物RNA聚合酶

真核生物中共有3类结构相对更复杂的 RNA聚合酶，它们在细胞核中的位置不同，

负责转录的基因不同，对α-鹅膏覃碱的敏感性也不同（（表3-→4）。α-鹅膏蕈碱是一种来自

真菌毒蕈的八肽二环剧毒物，它对真核生物的3种RNA聚合酶有不同的浓度依赖性作用。

在动、植物及昆虫细胞中，RNA聚合酶Ⅱ的活性可被低浓度的 α-鹅膏蕈碱所抑制，但聚

合酶Ⅰ却不受抑制。在动物细胞中高浓度的α-鹅膏蕈碱可抑制聚合酶Ⅲ的转录，而在
昆虫中则不具有抑制作用。

表3-4 真核细胞中3类RNA聚合酶特性比较

转录产物酶 细胞内定位 相对活性 对α-鹅音草碱的敏感程度

核仁 不敏感RNA 聚合酶工 50~70%rRNA
核质 敏感RNA聚合酶Ⅱ 20?0%hRNA
核质 约10% 存在物种特异性RNA聚合酶Ⅲ RNA
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1.真核生物 RNA聚合酶的分类

RNA聚合酶Ⅰ存在于细胞核的核仁中，其转录产物是45S rRNA前体，经剪接修饰后

生成除了5S rRNA外的各种 rRNA。rRNA与蛋白质组成的核糖体是蛋白质合成的场所。

RNA聚合酶Ⅰ在低离子强度时活性最高。

RNA聚合酶Ⅱ位于细胞核质内，在核内转录生成mRNA的前体分子，即核内不均一

RNA（hnRNA，heterogeneous nuclear RNA），经剪接加工后生成的mRNA被运送到胞质中作
为蛋白质合成的模板。RNA聚合酶Ⅱ在较高离子强度，特别是高 Mn*条件下，有较高的

活性。
RNA 聚合酶Ⅲ也位于细胞核质内，催化的主要转录产物是RNA、5SrRNA、snRNA（核

内小 RNA），其中 snRNA参与 RNA的剪接。RNA聚合酶Ⅲ在很宽的离子强度范围内均
有活性，离子优选 Mn2+。

除了细胞核中的RNA聚合酶之外，真核生物线粒体和叶绿体中还存在着不同的

RNA聚合酶。线粒体RNA聚合酶只有一条多肽链，相对分子质量小于7×10'，是已知最

小的RNA聚合酶之一，与T噬菌体RNA聚合酶有同源性。叶绿体RNA聚合酶比较大.，

结构上与细菌中的聚合酶相似，由多个亚基组成，部分亚基由叶绿体基因组编码。线粒体

和叶绿体 RNA聚合酶活性不受α-鹅膏覃碱所抑制。

2.真核生物RNA聚合酶的组成分析

3类真核生物RNA聚合酶一般都由8~16个亚基所组成表3-5，相对分子质量超过

5×102。其中，RNA聚合酶Ⅱ的两个大亚基，RPB1和 RPB2，与细菌核心酶的两个大亚基

（β和β'）是同源的;其RPB3和RPB11与α亚基、RPB6与o亚基是同源的。虽然不同生

物3类聚合酶的亚基种类和大小各异，它们的结构都比原核生物 RNA聚合酶复杂但有相

似性。存在两条普遍遵循的原则∶一是聚合酶中有两个相对分子质量超过1×10°的大亚

基;二是同种生物3类聚合酶都有几个共同的亚基，有"共享"小亚基的倾向，即有几个小
亚基，如RPB6、RPC5和RPC9，是其中3类或2类聚合酶所共有的。

表3-5 真核生物RNA聚合酶的亚基

RNA 聚合酶RNA聚合酶ⅡRNA聚合酶I

RPCIRPB1RPA1
RPC2RPB2RPA2

RPB3 RPC5RPC5
RPB11 RPC9RPC9

RPB6RPB6RPB6
其他7个亚基 其他11个亚基其他9个亚基

注∶亚基按照相对分子质量由大到小的顺序排列。

3.真核生物RNA聚合酶的结构

晶体结构研究表明，无论是原核生物还是真核生物，RNA聚合酶有着共同的结构形
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图3-22 原核生物
(b) 和真核生物RNA聚(a)

合酶的晶体结构的
比较
（a）噬热水生菌（Ther-
mus aquaticusRNA聚
合酶的核心酶的结构;
（b）酿酒酵 母（Sac-
charomyces cerevisiae)
RNA聚 合酶Ⅱ的
结构（来自于Cramer

P.et al. 2001.Science
292:1863)。

态，其形状大体像一只蟹爪国3-22）。2006 年度诺贝尔化学奖得主罗杰·科恩伯格等通过
对酵母的 RNA 聚合酶Ⅱ的晶体结构的研究全面地揭示了各亚基间的相互关系，证明有多

个通道分别允许 DNA、RNA和核糖核酸进出 RNA聚合酶的活性中心裂隙图3-23）。RNA

聚合酶Ⅱ分成4个主要作用模块（module），其中包括围绕在活性中心（active center）周

围的一个钳子形结构域（clamp）。蟹爪的两个钳子主要是由最大的两个亚基（RPB1和

RPB2）构成。酶的活性位点是由这两个亚基的一些区域共同组成的，位于钳子基部的一

个被称为"活性中心裂隙"的区域内。只有当钳子形结构域处于开放状态时，才允许启动

子 DNA 序列进入，起始基因转录。钳子形结构域延伸出来的3个平滑结构域可能在转录

过程中起到促进 RNA解旋以及帮助 DNA重新形成螺旋的作用。

3.6.2 真核生物启动子对转录的影响

所谓启动子是指确保转录精确而有效地起始的 DNA 序列。真核生物的基因由3类

不同 RNA聚合酶负责转录，所以这些基因的启动子结构也有各自的特点。由 RNA聚合

酶Ⅱ所转录的编码蛋白质的基因数目最多，这里只介绍 RNA聚合酶Ⅱ所转录的真核生物

图3-23 模板DNA
(b)(a) 进人转录复合体的

RPD2回旋区 路径舵区 墙体/平滑结构域RPD9下颌
墙体/平滑结构域与连接体 （a）俯瞰图∶双螺旋

DNA用倾斜的圆筒表

示，转录因子TFⅡ的

结合位点用虚圈表示;DNA 第二开关-
（b）后视图∶DNA从TFⅡB
钳子形结构和墙体/
平滑结构域的中间马鞍区一 穿越。CTD

钳子形结构域
活性中心RPD1

（顶端） （后面））RPD1 船坞区 （此处未见）连接体 CTD
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图3-24 真核生物
启动子RNA聚合酶Ⅱ所识

别的启动子区 d
10 基因-10-50 -20-30-40

TATAKCAAT区GC区 MognesX

启动子的特点。
1979年美国科学家Goldberg 首先注意到真核生物中由 RNA聚合酶Ⅱ催化转录的

DNA序列5'上游区有一段与原核生物 Pribnow 区相似、富含TA 的保守序列。由于该序列

前4个碱基为TATA.所以又称为TATA区（TATA box））。此后10多年间，科学家通过对许

多基因启动子区的分析，发现绝大多数功能蛋白基因的启动子都具有共同的结构模式。简

单地说.真核基因的启动子在-25～-35区含有TATA 序列图3-24，是核心启动子的组成部

分，在核心启动子上游100~200 bp范围内，还存在一个转录调控区，有多个启动元件，如

在很多基因的-70--80区含有CCAAT区（CAATbox），在-80~-110含有GCCACACCC

或GGGCGGG区（GC box）。习惯上，将TATA区上游的保守序列称为上游启动子元件

（upstream promoter element，UPE）或称上游激活序列（upstream activating sequence，UAS）。

比较原核和真核基因转录起始位点上游区的结构，发现两者之间存在很大的差

别（图3-25）。原核基因启动区范围较小.一般情况下，TATAAT（Pribnow区）的中心位

图3-25 原核和真
原核生物 负调控因正调控因核生物基因转录起

子结合区子结合区始位点上游区的结 -20-70 -30 +1mRNA构比较 下，RNA聚合酶
主要接触位点

Pu{TTGACA TATAAT 9s
-10一7～35

真核生物 +1 mRNA
下下了，

-110增强子 -40 -30 -20

sc区 TATAAA 子CAAT区X

TATA区 转录起点

ccGccc
膜

GGGCGG
或

cAAfer

。
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：
图3-26 SV40基因

--10-30-50 -20-40 +1 启动子上TATAAA
相对 及邻近区域对基因转录活性 ccGGGTGTTccTGAAGGGGGGclATAAAGGGGGTGGGGGGGcGTTCGTcCTCA

转录活性的影响++++ -切除-47-32·

+ 切除-47--29——

0 ——切除-47~-21——

+++ 切除-20-+20——

于-7~-10，上游-30~-70区为正调控因子结合区，+1～-20区为负调控因子结合区。

真核基因的调控区较大，TATAA/TA区位于-20~-30，而-40~-110区为上游激活区。
除 Pribnow区之外，原核基因启动子上游只有TTGACA区（-30~-40）作为RNA聚合酶

的主要结合位点，参与转录调控;而真核基因除了含有可与之相对应的CAAT区之外，大

多数基因还拥有GC区和增强子区等各种调控元件。

TATA 区和上游启动子元件（CAAT区或GC区）的作用有所不同。前者的主要作用

是使转录精确地起始，如果除去TATA 区或进行碱基突变，转录产物下降的相对值不如

CAAT区或 GC区突变后明显，但发现所获得的 RNA产物起始点不固定。研究 SV40晚

期基因启动子发现，上游激活区的存在与否，对该启动子的生物活性有着根本性的影响。

若将该基因5'上游-21～-47核苷酸序列切除，基因完全不表达图3-256）。

上游启动子元件 CAAT区和 GC 区主要控制转录起始频率，基本不参与起始位点的
确定。CAAT区对转录起始频率的影响最大，该区任一碱基的改变都将极大地影响靶基

因的转录强度，而启动区其他序列中1~2个碱基的置换则没有太大的影响。此外，在

TATA区和相邻的 UPE 区之间插入核苷酸也会使转录减弱，在人类β-血红蛋白基因启

动区的两个UPE序列之间插入15个核苷酸，该启动子完全失去功能。CAAT和GC 区相

对于TATA区的取向（5'→3'或3'→5'），对转录强度的影响不大。

尽管这3种保守序列都有着重要功能，但并不是每个基因的启动子区都包含这3种

序列。真核细胞中存在着大量特异性或组成型表达的、能够与不同基因启动子区 UPE相

结合的转录调控因子。基因转录实际上是RNA聚合酶、转录调控因子和启动子区各种调

控元件相互作用的结果。

3.6.3 转录起始复合物的组装

真核细胞 RNA转录起始过程中模板的识别与原核细胞有所不同。真核生物 RNA聚

合酶不能直接识别基因的启动子区，需要至少7种与o因子在细菌转录中所执行的功能

类似的，被称为转录调控因子（transcription factor，TF）的辅助蛋白质（表3-6），按特定顺序结

合于启动子上，帮助 RNA聚合酶特异性地结合到靶基因的启动子上并解开 DNA 双链。

因为不少辅助因子本身就包含多个亚基，所以它们与聚合酶形成的转录前起始复合物
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（preinitiation transcription complex.PIC）相对分子质量特别大，包含 40多条肽链，总相对分

子质量高达2x10°，该复合物保证转录有效的起始。

转录因子和 RNA聚合酶Ⅱ必须以特定的顺序结合到启动子序列上。形成 PIC的第

一步，TFⅡD与启动子核心元件TATA区相结合，RNA聚合酶Ⅱ、TFⅡA、TFⅡB等才能依

次结合。此后，TFⅡE、TFⅡH、TFⅡJ等迅速靠近已形成的复合物图1-27》。PIC的装配过

程具有严格的顺序性，各组分的分工明确，如果缺少一种或几种成分，则不能起始转录，或

者只有很低的转录速率。

此外，RNA聚合酶Ⅱ最大亚基的C端结构域CTD重复序列上有多个位点能够发生

磷酸化图3-27，可能通过影响聚合酶与转录因子的相互作用来影响 RNA聚合酶Ⅱ在 PIC

上的组装，进而调节转录起始。CTD的磷酸化与非磷酸化的互变，对于转录延伸过程也具

有重要的调节作用。

图3-27 由 RNA
-30 +1聚合酶Ⅱ和各种转 DNAITATA 装双展及录因子组装成转录 构

TBP（或TFHD以及TFIA）前起始复合物指导
基因转录 TFIB

FⅡF-RNA聚合酶Ⅱ

[TFIE
TFH

TFHD
GrID
RNA聚合酶ⅡTFIBTFHA/ GFI(TBP) 释放RNA聚合酶Ⅱ，

闭合复合物 去磷酸化TFIH
DNA解链，形成开链复合物

RNA
终止

链延伸
解链的DNA分子

延伸因子一RNA聚合酶Ⅱ的磷酸化，
转录起始，延伸复合物
离开启动子区

TFID ≥TFIH
TFIIETFIB 花表超点TF

TBP)

RNA
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表3-6 真核生物RNA聚合酶Ⅱ所形成的转录起始复合物

蛋白质 功能亚基数 亚基的相对分子质量/×10'

RNA聚合酶Ⅱ 催化RNA的生物合成10~22012；TBP 与启动子上的 TATA区相结合寻
售TFIA 使TBP及TFⅡB与启动子的结合比较稳定12,19,35

TFⅡB 35 与TBP相结合，吸引RNA聚合酶和TFⅡF到启动区上

与各种调控因子相互作用15~250TFID 12
eTFIE 34.57 吸引 TFⅡH，有 ATP酶及解链酶活性

2 30,74“己中” 结合RNA聚合酶Ⅱ并在TFⅡB帮助下阻止聚合酶与

非特异性DNA序列相结合

TFIH 35-8912 在启动子区解开DNA双链，使RNA聚合酶Ⅱ磷酸化，
接纳核苷酸切除修复体系

3.6.4 增强子及其功能

除了启动子以外，近年来发现还有另一序列与转录的起始有关。在 SV40的转录单

元上发现它的转录起始位点上游约200碱基对处有两段72碱基对长的重复序列，它们不

是启动子的一部分，但能增强或促进转录的起始，除去这两段序列会大大降低这些基因的

转录水平，若保留其中一段或将之取出插至 DNA分子的任何部位，就能保持基因的正常

转录。因此，称这种能强化转录起始的序列为增强子或强化子（enhancer）。除SV40外，

还在反转录病毒基因、免疫球蛋白基因、胰岛素基因、胰糜蛋白酶基因等许多基因的启动

区中陆续发现了增强子的存在。

有人曾把β-珠蛋白基因置于带有上述 72碱基对序列的 DNA分子上，发现它在体内

的转录水平提高了200倍。而且，无论把这段72碱基对序列放在转录起点上游1400碱

基对处还是下游3300碱基对处，它都有转录增强作用。增强子很可能通过影响染色质

DNA-蛋白质结构或改变超螺旋的密度而改变模板的整体结构，从而使得 RNA 聚合酶更

容易与模板 DNA相结合，起始基因转录。

增强子具有下列特点∶

①远距离效应 一般位于上游-200碱基对处，但可增强远处启动子的转录，即使相

距十多个千碱基对也能发挥作用。

②无方向性 无论位于靶基因的上游、下游或内部都可发挥增强转录的作用。

③顺式调节 只调节位于同一染色体上的靶基因，而对其他染色体上的基因没有

作用。
④ 无物种和基因的特异性，可以连接到异源基因上发挥作用。

⑤具有组织特异性 SV40的增强子在3T3细胞中比多瘤病毒的增强子要弱.但在

HeLa 细胞中 SV40 的增强子比多瘤病毒的要强5倍。增强子的效应需特定的蛋白质因子

参与。
⑥有相位性 其作用和 DNA的构象有关。
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⑦某些增强子可应答外部信号 如热休克基因在高温下才表达，金属硫蛋白基因在

镉和锌的存在下才表达，另外一些增强子可以被固醇类激素所激活。

3.7 RNA转录的抑制

RNA转录的抑制剂根据其作用性质主要可以分为3大类∶第一类是嘌呤和嘧啶类似

物，它们作为核苷酸代谢持抗剂而抑制前体RNA的合成;第二类是DNA模板功能抑制剂，

通过与 DNA结合而改变模板的功能;第三类是 RNA聚合酶的抑制物，它们与RNA聚合

酶结合而抑制其活力。表3-7是一些典型的 RNA 转录的抑制剂。

表3-7 常见的转录抑制剂

抑制作用靶点抑制剂
核苷酸 抑制和干扰核苷酸合成碱基类似物（5-氟尿嗜啶等）

细菌全酶利福霉素 和β亚基结合，抑制起始

细菌核心酶利迪链霉素 和β亚基结合.抑制起始

DNA模板放射线素D 与DNA结合，阻止延伸

α-鹅膏蕈碱 真核RNA聚合酶 与RNA聚合酶Ⅱ结合

3.7.1 嘌呤和嘧啶类似物

一些人工合成的碱基类似物，如5-氟尿嘧啶、6-氮尿嘧啶、6-巯基嘌呤、8-氮鸟嘌

呤等能够抑制和干扰 DNA 或 RNA合成。这些碱基类似物或者作为代谢拮抗物直接抑制

核苷酸合成有关的酶类，或者通过掺入核酸分子形成异常的核酸结构，从而影响核酸的
进一步延伸。碱基类似物进入体内后一般先转变为相应的核苷酸后才能发挥抑制作用。

6-巯基嘌呤在体内首先转变为巯基嘌吟核苷酸，并阻断细胞内嘌吟核苷酸的合成。它是

重要的癌症治疗药物，用于治疗急性白血病和绒毛上皮癌等。8-氮鸟嘌呤形成核苷酸

后既能抑制嘌呤核苷酸的合成，还能掺入到RNA中，形成非正常的RNA，从而抑制相应

蛋白质的合成。5-氟尿嘧啶进入体内后首先转变为F-UMP，再转变为脱氧核糖核苷酸

（F-dUMP），抑制胸腺嘧啶核苷酸合成酶并阻碍胸腺嘧啶渗入 RNA 分子。5-氟尿嘧啶也

具有抑制肿瘤细胞生长的功能。在正常细胞中，5-氟尿嘧啶能被分解为α-氟-β-氨基

丙酸，但在癌细胞中则不被分解，这是5-氟尿喀啶在临床上被用来作为化疗药物的原因

之一。

3.7.2 DNA模板功能抑制剂

放线菌素、烷化剂和嵌入染料能与DNA结合使其失去模板功能，进而抑制RNA转录。

放线菌素 D（actinomycin D）具有抗菌和抗癌作用，是DNA模板功能的抑制物，可与DNA

形成非共价复合物，抑制其作为模板的功能。1 mmol/L.的放线菌素D就可有效抑制 RNA

十
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一
转录，但需要10mmol/L.才能抑制DNA的复制。

烷化剂如氮芥、磺酸酯、氮丙啶等分子中带有能使DNA 烷基化的活性烷基，同时作用
于DNA 的两条链，使之发生交联，抑制其模板功能。烷化剂的毒性较大，能够引起细胞突

变，具有致癌作用。有些烷化剂，如环磷酰胺，能选择性杀伤肿瘤细胞，因而在临床上被用

于治疗恶性肿瘤。
某些具有扁平芳香族发色团的嵌入剂，如吖啶类染料和溴化乙锭等可插入双链 DNA

相邻的碱基对之间，因此又称为嵌入染料。嵌入剂通常含有吖啶或菲啶环，它们的大小

与碱基相当，插入后使 DNA在复制中缺失或增添一个核苷酸，导致移码突变。溴化乙锭

（ethidium bromide，EB）是高灵敏度的荧光试剂，与核酸结合后抑制其复制和转录。实验中

常用来检测样品中 DNA和 RNA的浓度。

3.7.3 RNA聚合酶抑制剂

某些抗生素或化学药物，如利福霉素（rifamycin）、利迪链霉素（streptolydigin）和 α-鹅

膏蕈碱都是 RNA聚合酶的抑制物。其中，利福霉素能强烈地抑制革兰氏阳性菌和结核

杆菌，具有广谱抗菌作用，能特异性地抑制细菌 RNA聚合酶的活性。利迪链霉素与细菌

RNA聚合酶的β亚基结合，抑制转录的起始。α-鹅膏蕈碱主要抑制真核生物RNA聚合酶。

3.8 真核生物 RNA的转录后加工

3.8.1 真核生物 RNA中的内含子

真核基因大多是断裂的，也就是说，一个基因可由多个内含子和外显子间隔排列而

成。研究表明，内含子在真核基因中所占的比例很高，甚至超过99??表3-8）。

断裂基因的存在表明真核细胞的基因结构和 mRNA合成过程比原核细胞要复杂得

多，因为真核基因表达往往伴随着RNA的剪接过程（splicing），从 mRNA前体分子中切除 

被称为内含子（intron）的非编码区，并使基因中被称为外显子（exon）的编码区拼接形成成

熟mRNA《图3-281。

表3-8 部分人类基因中内含子序列所占的比例分析

内含子数量基因 长度/kb 内含子所占比例/%

e胰岛素 1. 67
eβ-珠蛋白 691.4

血清蛋白 8918 43
胶原蛋白组分M 117 7131
M因子 9525186

>99萎缩性肌强直因子 782 400
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图3-28 真核基因

飞启动予区 3内含子!中存在非编码的内
基因组（含子区 ()

于2外显子1 4
 转录所示基因含有4个外

elS先导区显子和3个内含子。 el 非编码区4

mRNA前体 5'C转录从启动子区开 ，()

始，产生了包括全部
剪接外显子和内含子的前

mRNA。通过剪接除
剪接后的mRNA 需，去内含子.并将外显子 2， 43连接起来，得到成熟的

mRNA。

3.8.2 真核生物tRNA前体的转录后加工

真核生物tRNA基因有内含子，其前体必须经过剪接。其内含子具有下列特点;①长

度和序列没有共同性，一般有16～46个核苷酸;②位于反密码子的下游;③内含子和外

显子间的边界没有保守序列，所以与mRNA的剪接不同，tRNA 前体的剪接不符合一般

规律。
由于tRNA分子具有高度保守的二级结构，真核生物tRNA 前体内含子的精确切除信

号是tRNA分子共同的二级结构。哺乳动物、酵母、果蝇和植物等的∶RNA的加工基本上

相同，主要包括下面需要酶催化的3个过程∶

① 内含子的剪接 tRNA内切核酸酶切割前体分子中的内含子;RNA 连接酶将外显

子部分连接在一起。

②3'端添加 CCA 真核生物所有tRNA前体的3'端缺乏-CCAOH结构，在蛋白质

翻译过程中没有活性，因而需要在tRNA核苷酸转移酶的催化下在其3'端添加 CCA。

③核苷酸修饰 tRNA分子中稀有核苷酸较多，其修饰很频繁。如 RNA甲基化酶

能够催化tRNA分子特定位置的甲基化等，但这些稀有核苷酸的功能还有待深入研究。

3.8.3 真核生物 rRNA前体的转录后加工

大多数真核生物rRNA基因无内含子。有些虽然有内含子但并不转录。新生

rRNA 前体与蛋白质结合，形成巨大的核糖核蛋白前体（pre-rRNA）颗粒，前体长度约为

成熟rRNA的2倍，因此，rRNA前体必须被剪接成成熟的rRNA分子，此过程在核仁中

进行。核仁小RNA（snoRNA）参与核糖核酸酶对特定立体结构的识别，从而确定切割

位点。
在不同真核生物中，rRNA前体的每个转录单位内各 rRNA的排列顺序和加工过程都

十分保守。以人 HeLa细胞为例，哺乳动物细胞内rRNA前体的剪切过程包括以下4个步

骤（图3-29）;
①在5'端切除非编码的序列，生成41S中间产物。

②41S RNA再被切割为两段，一段为32S.含有28S rRNA和5.8S rRNA.另一段为
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·
图3-29人HeLa

（剪切位点）（剪切位点） 细胞和小鼠L细胞
的rRNA前体转录pre-rRNA 45S 5'—
后加工示意图5.88 28S18S

人HeLa细胞 45S 5'

41s

]32s20s
5.8S

]28S18s
小鼠L细胞 45S s'

41S

3618s
32s

5.8S
8

205，含有18S rRNA。

③32S RNA进一步被剪切成 28S rRNA 和5.8SrRNA。

④20S RNA被剪切生成18S rRNA。

3.8.4 真核生物mRNA的剪接

RNA剪接主要有3种（不包括tRNA的加工过程）∶pre-mRNA剪接、I类和Ⅱ类自剪

接内含子。
由 DNA转录生成的原始转录产物——核内不均一RNA（hnRNA），即 mRNA的前体，

经过5'加"帽"和 3'酶切加多腺苷酸，再经过RNA 的剪接，编码蛋白质的外显子部分

就连接成为一个连续的可读框（open reading frame，ORF）.通过核孔进入细胞质，就能作

为蛋白质合成的模板了。表3-9和图3-30分别总结了原始 mRNA成熟期间的主要加工

过程。
真核基因平均含有8~10个内含子，前体分子一般比成熟mRNA大4~10倍。不同

生物细胞内含子的边界处存在相似的核苷酸序列，表明内含子剪接过程在进化上是保守

的。比较同源基因的进化过程发现内含子的异化大于外显子，特定的内含子还可能在进

化过程中丢失，因此，内含子的"功能"及其在生物进化中的地位是一个引人注目的问题。

另外，许多人类疾病是内含子剪接异常引起的，如地中海贫血患者的珠蛋白基因中，大约

有1/4的核苷酸突变发生在内含子的5'或3'边界保守序列上，或者虽然位于内含子中间

但千扰了前体mRNA的正常剪接。
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图3-30 初级转录
产物的生成及其主

转录和"加帽"反应要加工剪接过程
图示 DNA

5

外显子 内含子
5'帽子结构 RNA聚合酶

生成初级转录产物

初级转录产物 非编码3'端序列

RNA切割加
、poly（A）和剪接
过程

成熟 一AAAA， 3'inmRNA

表3-9 RNA 加工过程及其生理功能

加工过程 推测的生理功能
加帽反应 mRNA从细胞核向细胞质运转.翻译起始

加多A反应 转录终止，翻译起始和 mRNA降解

RNA 的剪接 从mRNA、RNA和RNA分子中切除内含子

RNA的切割 从前体RNA中释放成熟RNA和rRNA分子

1.RNA 序列决定了剪接的发生位点

比较不同基因的核苷酸序列发现，mRNA 前体中内含子的两端边界存在共同的序列，
这些序列结构可能是产生 mRNA前体剪接的信号。多数细胞核mRNA前体内含子的 5'

边界序列为GU，3'边界序列为AG。因此，GU 表示供体衔接点的5'端，AG代表接纳体衔

接点的3'端。把这种保守序列模式称为 GU-AG法则，又称为 Chambon 法则。
除了边界序列之外，外显子与内含子交界处的序列，内含子内部的部分序列也可能

参与内含子的剪接图3-315。在3'端剪接位点AG的附近有一段富含嘧啶的区域，含有

10~20个嘧啶核苷酸;5'端有一保守序列（5'-GUPuAGU-3'）。此外，许多发生分叉剪接的

核mRNA内含子3'端上游18~50个核苷酸处，存在一个序列为Py，NPyPu，;APy的保

守区，其中A为百分之百保守，且具有2'-OH，是参与形成分叉剪接中间物的特定腺嘌呤，
图3-31 脊椎动物
mRNA前体中常见
的内含子剪接所必
需的保守序列

分支点 3*剪接位点5'剪接位点
图中显示5'剪接位点 AGGACAG GUPuAGU 富Py区A “”
和3'剪接位点的共有

外显子 外显子内含子序列以及分支点的保

守腺苷酸成分。

。
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。
称为分支点。上述保守序列都是 pre-mRNA剪接过程中各种核糖核蛋白剪接调节因子的

结合位点，对于有效和准确的剪接非常重要。

2.RNA剪接中的两步转酯反应

RNA剪接是由两步转酯反应完成的，这两步转酯反应使得 pre-mRNA中原有的某些

磷酸二酯键断开，并形成一些新的磷酸二酯键。

第一步转酯反应是由位于分支位点的保守腺苷酸的2'羟基引发的。它作为亲核基

团攻击5'剪接位点保守鸟苷酸的磷酰基团。结果，外显子3'端的核糖与内含子5'端磷

酸之间的磷酸二酯键被断开，游离出来的5'磷酸则与分支点保守腺苷酸的2'羟基连接。

因此，除了5'→3'骨架磷酸二酯键，新的磷酸二酯键从保守腺苷酸的2'羟基伸出来，产

生一个三叉交汇点。

第二步转酯反应中，5'外显子作为亲核基团，攻击3'剪接位点的磷酰基团，导致两个

结果∶一是把5'和3'外显子连接起来了，二是把内含子作为离去基团释放出去。因为内

含子的5'端已经在第一次转酯反应中与分支点腺苷酸相连接，所以新释放出来的内含子

形状像一个套索（lariat form）。

在上述两步转酯反应中，没有增加新的化学键，只是断开了两个磷酸二酯键，同时形

成了两个新的磷酸二酯键。

3.剪接体与RNA剪接

上述的转酯反应是由一个被称为剪接体（spliceosome）的大型复合体介导的。剪接

体是mRNA前体在剪接过程中组装形成的多组分复合物，是一种具有催化剪接反映的核

糖核蛋白复合体，它包含约150种蛋白质和5种 RNA国1-1，大小与核糖体差不多。研

究表明，剪接体中的5种RNA（U1、U2、U4、U5和U6）统称为核小RNA（snRNA）。每种

snRNA 长 100~300核苷酸，与几种蛋白质形成的 RNA -蛋白质复合物被称为细胞核小

核糖核蛋白（small nuclear ribonuclear protein，snRNP）。它是剪接体的亚单位，剪接体就是

由这些snRNP形成的巨型复合体，参与RNA的剪接。但是，每种snRNP执行的任务不同，

因此，在剪接反应的不同时期，剪接体中含有不同的 snRNP。剪接体中可能还有一些与剪

接体松散结合的不属于 snRNP的蛋白质。

snRNP在剪接中的功能如下∶①识别5'剪 图3-32 剪接体是
一个巨大的复合物接位点和分支点;②按需要把这两个位点集结
剪接 体大小约为

30个其他蛋白质到一起;③催化或协助催化 RNA 的剪接和连接 1.2×10?。5种smRNP5个snRNA共2.1×10
五17% 共3.3×10 几乎占了总体的一半。反应。只有参与剪接反应的RNA与RNA之间、

占17% 剩下的一些蛋白质包
蛋白质与RNA之间以及蛋白质与蛋白质之间 括已知的剪接因子以

及参与基因表达其他具备很好的协同作用，才能完成复杂的剪接 70个剪接因子 阶段的蛋白质。snRNA中的41个共4.7×10反应。 蛋白质占38% 共.1×10
占18%剪接过程的详细步骤由图3-33所示。

mRNA链上每个内含子的5'和3'端分别与不

同的snRNP相结合，形成RNA和RNP复合物。
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图3-33 真核生物 U2AFmRNA前体中内含 e 剪接前体子剪接过程示意图

U2-smRNP

-U4/U6-snRNP
一US-snRNP

4/6
2

n

4/6

n

U1-snRNP
U4-snRNP

剪接体

一般情况下，由U1snoRNA以碱基互补的方式识别mRNA前体5'剪接点，由结合在3'

剪接点上游富嘧啶区的 U2AF（U2 auxiliary factor）识别3'剪接点并引导 U2 snRNP与分支

点相结合，形成剪接前体（pre-splceosome），并进一步与 U4、U5、U6 snRNP三聚体相结合，

形成 60S的剪接体（spliceosome），进行RNA前体分子的剪接。

哺乳动物细胞中，mRNA前体上的 snRNP是从5'向下游"扫描"，选择在分支点富嘧

啶区3'下游的第一个 AG作为剪接的3'位点。AG前一位核苷酸可以影响剪接效率一

般说来，CAG=UAG>AAG>GAG。如果mRNA前体上同时存在几个AG，可能发生剪接竞争。

RNA剪接过程中容易发生两类错误，一是遗漏了剪接位点，二是剪接位点邻近的非

靶位点被错认为剪接位点。生物体一般通过两种机制来提高选择剪接位点的准确性。首

先，在 RNA转录过程中，RNA聚合酶Ⅱ携带多种参与RNA加工的蛋白质，包括参与剪接

的蛋白质。当新合成的RNA形成5'剪接位点时，这些蛋白质就从RNA聚合酶Ⅱ上转移

到RNA分子上并结合于5'剪接位点，准备与下一个3'剪接位点的剪接成分相互作用，以

识别正确的3'剪接位点。这种与转录同步的剪接体组装方式大大减少了外显子遗漏的

可能性。此外，研究发现可能有一个富含丝氨酸和精氨酸被称为 SR 蛋白的辅助因子与

外显子中的外显子剪接增强子区相结合，通过与剪接机器的相互作用将其引导到邻近的
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图3-34 RNA剪接2内含子1 的5种模式

DNA(
3了外显子1

转录
初级 5L oe 叫转录产物

]3y st[完成剪接 3'513'st 3' 5 ee ，12/的mRNA 1 2
内含子保留外显子延伸外显子遗漏正常情况 ×

可变剪接

剪接位点，以优先识别最靠近外显子的剪接位点.防止错误剪接，确保剪接的准确性和高

效性。
4.RNA的可变剪接

在高等真核生物中，内含子通常是有序或组成性地从 mRNA前体中被剪接，然而，在

个体发育或细胞分化时可以有选择性地越过某些外显子或某个剪接点进行变位剪接，产

生出组织或发育阶段特异性 mRNA.称为内含子的可变剪接或选择性前接。人类基因组

中，大约60??基因能发生可变剪接，使一个基因产生多个蛋白质产物。图3-34显示产

生可变剪接的几条主要途径。

5. Ⅰ类和Ⅱ类自剪接内含子

与前面所述的 mRNA前体中GU-AG类（主要）和 AU-AC类（次要）内含子剪接方式

不同的是Ⅰ、Ⅱ类内含子，因为带有这些内含子的RNA本身具有催化活性，能通过自身折

叠成一种特殊的构象来进行内含子的自我剪接，而不需要形成剪接体。表3-10总结了存

在于生物体内的各种内含子。

表3-10 生物体内的各种内含子

内含子类型 细胞内定位
GU-AG 细胞核前体 mRNA（真核）

AU-AC 细胞核，前体 mRNA（真核）

I类内含子 细胞核。前体rRNA（真核）.细胞器RNA.少数细菌 RNA

类内含子 细胞器 RNA.部分细菌RNA

细胞器RNAⅢ类内含子
双内含子 细胞器RNA
RNA 前体中的内含子 细胞核，RNA 前体（真核）

①Ⅰ类自剪接内含子 最初在研究原生动物四膜虫 RNA前体时发现了I类内含子，

后来在细菌中也发现存在这类内含子。Ⅰ类内含子的剪接主要也是发生了两次磷酸二酯
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键的转移，即两次转酯反应（trans-esterifcation）。在Ⅰ类自剪接内含子切除体系中，第一

个转酯反应由一个游离的鸟苷或鸟苷酸（GMP、GDP或GTP）介导，鸟苷或鸟苷酸的3'-OH

作为亲核基团攻击内含子5'端的磷酸二酯键，从上游切开RNA链。在第二个转酯反应中，

上游外显子的自由3'-OH作为亲核基团攻击内含子3'位核苷酸上的磷酸二酯键，使内含

子被完全切开，上下游两个外显子通过新的磷酸二酯键相连图3-35）。I类内含子释放出
线性内含子，而不是一个套索结构。

Ⅰ类自剪接内含子通常比Ⅱ类内含子小，有一个保守的二级结构，包括容纳鸟苷或鸟

苷酸结合的口袋以及一段与5'剪接位点序列配对的"内在指导序列"，以确定鸟苷亲核攻

击的精确位置。
②Ⅱ类自剪接内含子 这类内含子主要存在于真核生物的线粒体和叶绿体 rRNA基

因中。在Ⅱ类内含子切除体系中，转酯反应无需游离鸟苷酸或鸟苷，而是由内含子本身

的靠近3'端的腺苷酸2'-OH作为亲核基团攻击内含子5'端的磷酸二酯键，从上游切开

RNA链后形成套索状结构。再由上游外显子的自由3'-OH作为亲核基团攻击内含子3'

位核苷酸上的磷酸二酯键，使内含子被完全切开，上下游两个外显子通过新的磷酸二酯

键相连图3-36）。表3-11总结了各种剪接类型的特点。

图 3-35 I类内含
内含子子的自剪接过程

初级转录产物
_3'外显子5'外显子 GpU.5/— UpA -3.

自由鸟苷酸的3'-OH作为亲核基团攻击内含子pG-OH 5'端的磷酸二酯键，从上游切开RNA链

pGpA+

RNA剪接中间产物
-U-OH -GpU 35'-

上游外显子的自由3'-OH作为亲核基团攻击内含子3'
位核苷酸上的磷酸二酯键，使内含子被完全切开

5'pGpA-
-G-OH3

完成剪接的RNA
3?UpU3,

卷
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图3-36 Ⅱ类内含

内含子 子的自剪接过程_cnAPA、
OH

初级转录产物
-3Up5 PC:

内含子本身的某个腺苷酸3'-OH作为亲
24，5'-磷酸二酯键核基团攻击内含子5'端的磷酸二酯键

6 ()

GpAp' 与3'端相连RNA剪接产物
pU:-U-OH折”

套索状结构中的腺苷酸
带有3个磷酸二酯键

上游外显子的3'-OH作为亲核基团攻击内含

子3'位核苷酸上的磷酸二酯键，使套索状结

构完全解离

完成剪接的RNA
oH3*5′- —3UpU-

表3-1!1 RNA剪接的3.种类型

催化机器机制丰度类型
两步转酯反应，分支点为 A 主要剪接体细胞核pre-mRNA 常见，适用于大多数真核基因

内含子编码的核酶Ⅱ类自剪接内含子 罕见，来自某些细胞器的真核基因及 与pre-mRNA类似一
原核基因

I类自剪接内含子 罕见，某些真核生物的细胞核rRNA、 两步转酯反应，分支点为G 内含子编码的核酶
细胞器基因，及少量原核基因

3.9 RNA 的编辑、再编码和化学修饰

3.9.1 RNA的编辑

根据中心法则，DNA、RNA 和蛋白质之间存在着直接的线性关系，即连续的序列DNA
被真实地转录成mRNA序列，然后翻译产生蛋白质分子。断裂基因的发现和 RNA 的剪

接虽然使得基因表达过程增加了一个步骤，但 DNA的实际编码序列没有发生变化。
RNA的编辑（RNA editing）是 mRNA前体的加工方式之一，通过插入、删除或取代一
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图3-37 位点特异
（c）载脂蛋白B基因有29个外显子性脱氨基作用引起

的哺乳动物载脂蛋

白基因转录产物的

编辑 NH:(a)
（a，b）胞嘧啶和腺嘌吟 题干胶25。的位点特异性脱氨基 c
作用产生尿喀啶核次 0
黄嘌呤;（c）哺乳动物 第2 153位密码子编码谷氨酰胺

②载脂蛋白基因转录产 [3
物的编辑。

编辑 UAACAA(b)NH2

人DAR

肝中剪接的mRNA编码 肠mRNA有密码子在第

含4563个氨基酸残基的 2153位密码子终止合成

蛋白质

些核苷酸残基，使 DNA所编码的遗传信息发生变化，是生物细胞内改变 mRNA序列和蛋

白质编码信息的重要途径。介导 RNA编辑的机制有两种∶位点特异性脱氨基作用和指导

RNA 引导的尿嘧啶插入或删除。

哺乳动物载脂蛋白mRNA的编辑是广泛研究的典型例子，图3-37是该基因的 DNA

序列以及在哺乳动物肝和肠组织中分离到的 mRNA序列。载脂蛋白基因编码区共有

4 563个密码子，在所有组织中其DNA序列都相同。在肝中，该基因转录产生完整的

mRNA并被翻译成有 4 563个氨基酸的全长蛋白质，相对分子质量为5.1×10°。在肠中合

成的却是只包含有2 153个密码子的mRNA，翻译产生相对分子质量为2.5×10的蛋白

质。研究发现，该蛋白质其实是全长载脂蛋白的N端，它是由一个在序列上除了2 153位

密码子从CAA突变为UAA之外完全与肝mRNA相同的核酸分子所编码的，位点特异性

脱氨基作用引起的C→U突变使编码谷氨酰胺的密码子变成了终止密码子。

RNA的编辑虽然不是很普遍，但在真核生物中时有发生（表3-12），表明这一途径可能

是细胞充分发挥生理功能所必需的。

表3-12 哺乳动物中 RNA编辑的实例

结果组织 所改变的碱基靶标RNA

肝，肠 载脂蛋白B 谷氨酰胺密码子→终止子c→u
肌肉 半乳糖苷酶 U→A 苯丙氨酸密码子一酪氨酸

睾丸，肿瘤等 Wlms 肿瘤基因 -1 U→c 亮复酸密码子→脯氨酸

肿瘤 神经纤维缩基因 -1 行！己 精氨酸密码子→终止子

脑 A→1谷氨酸受体蛋白 多个谷氨酸密码子→精氨酸

。
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载脂蛋白 mRNA中的C→U，谷氨酸受体蛋白 mRNA中的A→1，都属于脱氨基作用的
结果，分别由胞嘧啶和腺嘌呤脱氨酶所催化。通常情况下，该酶促反应的特异性不强，腺嘌

呤脱氨酶可以作用于双链 RNA 区的任何腺苷酸残基。但是，RNA的编辑发生在带有具催化

作用的脱氨酶亚基的复合体中，有附加的RNA结合区能帮助识别所编辑的特异性靶位点。

除单碱基突变之外，RNA编辑的另一种形式是尿苷酸的缺失和添加。研究发现，利

什曼原虫属细胞色素b mRNA中含有许多独立于核基因的尿嘧啶残基.而特异性插入这

些残基的信息来自指导 RNA（guide RNA），因为它含有与编辑后细胞色素b mRNA相互补

的核苷酸序列。指导 RNA与被编辑区及其周围部分核酸序列虽然有相当程度的互补性，

但该RNA上存在一些未能配对的腺嘌呤，形成缺口，为插入尿嘧啶提供了模板国3-38。
反应完成后，指导RNA从 mRNA 上解离下来，而 mRNA则被用做翻译的模板。

RNA编辑具有重要的生物学意义∶

① 校正作用 有些基因在突变过程中丢失的遗传信息可能通过RNA的编辑得以恢复。

②调控翻译 通过编辑可以构建或去除起始密码子和终止密码子，是基因表达调控

的一种方式。

③扩充遗传信息 能使基因产物获得新的结构核功能，有利于生物的进化。

3.9.2 RNA的再编码

有研究发现，mRNA在某些情况下不是以固定的方式被翻译，而可以改变原来的编码

信息，以不同的方式进行翻译，科学上把RNA编码和读码方式的改变称为 RNA的再编码

图3-38 指导RNA
和RNA的编辑机制核基因 G c TTTAACTTCAGGTTGTTTATTACGAGIATATGGAAAGCGGAGAGAAAAGAAA A G

转录

G C UUUAACUUCAGGUUGUUUAUUACGAGUAUAUGGAAAGOGGAGAGAAAAGAAA A Gpre-RNA
指导RNA配对

pre-RNA A G G C UUUAACUuAGGUUGUUUAUUACGAGUAUAUGGAAAGOOGAGAGAAAAGAAA一
指导RNAAUAUUCAAUAAUAAAU UUAA的 AUAAUAGAXXiO6AUUCAGUAUACACUAUAAUAAUAAU

尿嘧啶插入

mRNA AAAGCCGAGAGAAAAGAAAUUALGUUGUCUUUUAACUUCAGGUGUUUAUUACGAGUAUALGG

指导RNA AUAUUCAAUAALIAAALUUUMMAUAUAAUAGAAAAUUGAAGUuAGUAUAcACUAUAAUAAUAAU

释出mRNA

mRNA AAAGCGGAGAGAAAGAAALUUALGUUGUCUUUUAACUUCAGGUUGUUUAUUACGAGUALALGG
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(RNA recoding)。
某些有机体进行蛋白质翻译时，mRNA的读码信号在tRNA、rRNA 和相关蛋白因子的

作用下发生+1/-1移位，甚至发生核糖体跳过50个核苷酸的情况，我们把前两者称为核

糖体程序性+1/-1移位，把后者称为核糖体跳跃。最近人们还发现自然界存在第21和22

种氨基酸，即硒代半胱氨酸（selenocysteine）和吡咯赖氨酸（pyrrolysine），两者都是通过终止

子通读而编码的。上述的+1/-1移码、核糖体跳跃以及终止子通读都是再编码的表现方式，

因为它们使用了不同于常规的基因解码规则。RNA的再编码可以使一个mRNA产生两种

或多种相互关联但又不同的蛋白质，这也可能是蛋白质合成的一种调节机制。

3.9.3 RNA的化学修饰

除了RNA的编辑之外，有些 RNA，特别是前体rRNA和tRNA，还可能有特异性化学

修饰。图3-39是最常见的6大类化学修饰途径及其产物。研究证实，仅人细胞内rRNA

图 3-39 rRNA.和
去氨基化甲基化RNA分子中核苷酸
从碱基上去掉氦基在核苷酸的碱基或核糖基上加一个或多个-CH3的化学修饰
举例∶鸟嘌呤去氨基后成为次黄嘌呤举例∶鸟嘌呤甲基化产物m'G

。“ 9CH, 多n HIyCH CH
HCHN ， 。

糖 糖

查代 碱基的间分异构化
碱基环结构上发生分子替代用硫取代碱基分子上的氧

举例∶4-硫尿嘧啶 举例∶尿嗜啶变构生成假尿嘧啶。飞”
cH HN夏 =CH用
CH 它飞 cH0=

糖 糖
核苷酸的替代三价键的饱和化
用不常见核苷酸替换常见核苷酸把一个二价键饱和 举例∶奎嘌呤

举例∶二氢尿嘧啶 证哈
-OH究飞 C-OH它 到态。二

NH CH, CH0

CH、o H CH
套 HN

糖

。
110 第3章 生物信息的传递（上）



。
图3-40 酵母U24分子上就存在106种甲基化和95种假尿

经修饰的核苷酸 snoRNA指导 的甲
嘧啶产物，虽然尚未发现特征性保守序 基化

Me列，但有实验证据表明，RNA的化学修饰 进 -3'rRNAAGAUCUUGGUGGUA-
可能具有位点特异性。有实验表明，相对 UcUAGAACCACUAU- ~5'snoRNA
分子质量只有70~100个核苷酸的核仁 D盒
小RNA（snoRNA）参与RNA的化学修饰， i
因为这些 RNA能通过碱基配对的方式，

把rRNA分子上需要修饰的位点找出来。

现在一般认为，snoRNA 上的D盒是甲基化酶的识别位点图3-40。

3.10 mRNA转运

真核 mRNA一旦完成加帽、去除内含子和多腺苷酸化等加工成熟过程，就会通过核

膜上的特殊结构——核孔复合体（nuclear pore complex）运出细胞核进入细胞质，作为模板
翻译产生蛋白质。mRNA 从细胞核进入到细胞质的过程是一个主动转运过程，由 GTP水

解提供能量并受一系列蛋白质的精细调控，防止加工错误或已受损伤的 RNA 进入细胞

质，危害细胞正常的生理活动，甚至造成致命的后果。

成熟 mRNA必须结合一组携带了细胞核跨膜转运信号的蛋白质，待转运受体识别这
些信号后指导 RNA通过核孔离开细胞核。进入细胞质后，参与转运的蛋白质组分就会从

mRNA上解离下来，被识别后重新回到细胞核，参与下一轮 mRNA 的运输图3-41。

图3-41 mRNA从
细胞核转运到细
胞质

细胞核
AAAA

-5S-帽

XoAA

细胞质
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3.11 核酶

核酶（ribozyme）是指一类具有催化功能的RNA分子，通过催化靶位点 RNA链中磷
酸二酯键的断裂，特异性剪切底物 RNA分子，从而阻断基因的表达。"ribozyme"是核糖
核酸和酶两个词的缩合词。

1982年 Cech 从四膜虫 rRNA前体的加工研究中首先发现rRNA前体具有自剪接作

用，提出 ribozyme 的概念，打破了酶都是蛋白质这种传统的观念。1983年，，Altman等人发

现RNase P中的RNA组分可以催化tRNA前体的加工，之后的研究还发现T4 RNA、一些

植物的类病毒（viroid）、拟病毒（virusoid）等都能进行自剪接。

核酶的催化功能与其空间结构有密切关系，目前已知有多种特殊结构的核酶，如

RNase P的RNA亚基（M1RNA）、锤头型、发夹型丁型肝炎δ病毒RNA、I类内含子和Ⅱ

类内含子等。具有自剪切能力的RNA大多数都能形成锤头结构（hammerhead structure）。

该二级结构由3个茎（I、Ⅱ、Ⅲ）构成，茎区是由互补碱基构成的局部双链结构，包围着

一个由 11~13个保守核苷酸构成的催化中心图3-2。核酶剪切通常发生在H（H是除G

以外任意的核苷酸）位点。同一核酶分子由具有催化中心的核酶和含有剪切位点的底物

部分共同组成锤头结构，底物部分是切割部位两端的核苷酸，它与核酶的茎I和茎Ⅲ结

合，在切割之后该底物被释放，由一个新的没有被切割的底物取代，使切割反应得以重复

进行。
不同的核酶具有不同的催化功能，可以分为剪切型核酶和剪接型核酶两大类。

① 剪切型核酶 剪切型核酶只剪不接，能够催化自身RNA或不同的 RNA分子，切

下特异的核苷酸序列。M1 RNA是最典型的例子，在高浓度 Mg*存在时，它可特异性地

剪切RNA前体5'端片段。此外，四膜虫rRNA前体的剪接产物L19也是一种剪切型核酶。
②）剪接型核酶 该类核酶具有序列特异的内切核酸酶、RNA连接酶等多种酶的活

性，它既能切割 RNA分子，也能通过转酯反应形成新的磷酸二酯键，连接切割后的 RNA

分子。前面介绍的I类和Ⅱ类内含子就属于剪接型核酶。

锤头型核酶和发夹型核酶都能够催化产物的连接，但发夹型核酶催化连接反应的活

性比催化切割反应的活性高约10倍，而锤

头型核酶催化切割反应的活性比催化连接图3-42 核酶的锤
头结构

十“””
反应的活性高100 倍。核酶的发现为基因

该酶包括3个茎环区。
治疗提供了新的策略，因为根据其自剪切其间有一个11~13个

茎Ⅲ保守核苷酸构成的催 的特点，可以人工合成多种核酶以抑制破切割位点化中心。N代表该位

坏病毒或癌基因等有害基因的功能。置上可以为任意碱基， H箭头代表切割部位，H
核酶的发现使我们对RNA的重要功响叫叫叫重代表除了G以外的核

茎I 能又有了新的认识。因此，核酶是继反转茎Ⅱ苷酸。在类病毒中，茎

Ⅲ的顶部并没有被环
录现象之后对中心法则的又一个重要修连接起来。
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十

正，说明RNA 既是遗传物质又是酶。核酶的发现为生命起源的研究提供了新思路，也许

曾经存在以RNA为基础的原始生命。照这么说，蛋白质世界也可能（仅仅是可能）起源于

RNA世界!

3.12 RNA在生物进化中的地位

我们曾在本章开篇时说过，基因是唯一能自主复制、世代相传并永久存在的遗传学单
位。中心法则也阐明了 DNA作为遗传信息的贮存者，是生命遗传和生物进化的"中心"。
那么，RNA（或许还包括蛋白质!）有没有可能在生物遗传变异的历史演变中起作用呢?

研究发现，RNA不仅具有极大的拷贝数，其变异率高达 10-~3~10*核苷酸/RNA分子，

翻译错误率累加可达 10-'~102氨基酸/蛋白质分子，能够产生各种不同蛋白质而迅速积

累信息。这就是说，RNA在基因表达过程中有一定的离散，正如鸟枪射击会有一些铅弹

偏离靶心一样。RNA 比相应 DNA序列含有更多的遗传信息，可通过剪接、改变和校正阅
读框架等方式表达出多种蛋白质异构体（同工酶?），还可能通过反转录产生与RNA 信息

相一致的 DNA分子，直接影响后代的基因型，这种作用也可称之为"反馈效应"。
其次，RNA 还是获得性遗传（表观遗传）的分子基础。所谓获得性遗传是指有机体在

生长发育过程中由于环境的影响而不是基因突变所形成的新的遗传性状。在3类主要生

物大分子中，DNA是信息分子，蛋白质是功能分子，RNA既是信息分子，又是功能分子，它

在表达过程中起着信息提取和加工的作用。环境可以影响和诱导 RNA的产生及信息的

加工，从而使机体表现出新的性状，这种性状如果传递给子代细胞或个体，就产生获得性

遗传。实际上，不仅核酸分子是遗传信息的载体，某些亚细胞结构、细胞器和生物膜也能

传递部分遗传信息，它们在环境影响下发生的结构改变有时也能传递给后代。因此，任何

主观武断的结论都可能经不起历史的检验。

思考题
1.什么是编码链?什么是模板链?

2.简述RNA的种类及其生物学意义。
3.简述原核和真核生物 RNA的结构特征。

4.简述RNA转录的概念及其基本过程。
5.请说出复制与转录的异同点。

6.大肠杆菌的RNA聚合酶由哪些组成成分?各个亚基的作用是什么?
7.什么是封闭复合物、开放复合物以及三元复合物?

8.简述c因子的作用。
9.什么是Prbnow box?它的保守序列是什么?

10.说出真核与原核基因转录的异同。
11.大肠杆菌的终止子有哪两大类?请分别介绍一下它们的结构特点。

12.真核生物的原始转录产物必须经过哪些加工过程才能成为成熟mRNA?
13.简述Ⅰ、Ⅱ类内含子的剪接特点。
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14.什么是套索结构?哪些类型RNA的剪接中会形成该结构?
15.什么是RNA编辑?其生物学意义是什么?

16.核酶具有哪些结构特点?核酶的生物学意义是什么?

参考文献
1.Brueckner F,Ortiz J,Cramer P.A movie of the RNA polymerase nucleotide addition cycle. Curr. Opin.

Struct. Biol.,2009,19:294-299.
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3,Korberg R D,Young E T.The molecular basis of eukaryotic transcription.Proc. Nadl.Acad. Sci,2007,

104:12955-12961.
4. Sekine S,Tagami S,Yokoyama S. Structural basis of transcription by bacterial and eukaryotic RNA
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蛋白质的修饰、降解与稳定性研究46 ?



蛋白质是基因表达的最终产物，是组成细胞的主要成分（图4-1）。蛋白质的生物合成是

一个比 DNA复制和转录更为复杂的过程，主要包括∶

① 翻译的起始 核糖体与mRNA结合并与氨酰 tRNA生成起始复合物。

②肽链的延伸 由于核糖体沿 mRNA 5'端向3'端移动，开始了从N 端向C端的多
肽合成，这是蛋白质合成过程中速度最快的阶段。

③肽链的终止及释放 核糖体从 mRNA上解离，准备新一轮合成反应。

核糖体是蛋白质合成的场所，mRNA是蛋白质合成的模板，转移 RNA（transfer RNA，

tRNA）是模板与氨基酸之间的接合体。此外，在合成的各个阶段还有许多蛋白质、酶和

其他生物大分子参与。例如，在真核生物细胞中有70种以上的核糖体蛋白质，20种以

上的AA-tRNA 合成酶，10多种起始因子、延伸因子及终止因子，50种左右RNA及各种

rRNA、mRNA和100种以上翻译后加工酶参与蛋白质合成和加工过程。蛋白质合成是一

个需能反应，要有各种高能化合物的参与。据统计，在真核生物中有将近 300种生物大

分子与蛋白质的合成有关，细胞用来进行合成代谢总能量的 90消耗在蛋白质合成过程

中，而参与蛋白质合成的各种组分约占到细胞干重的35??

在真核生物细胞核内合成的 mRNA.只有被运送到细胞质部分才能被翻译生成蛋白

质。所谓翻译是指将mRNA链上的核苷酸从一个特定的起始位点开始，按每3个核苷酸

代表一个氨基酸的原则，依次合成一条多肽链的过程。尽管蛋白质合成过程十分复杂，但

合成速度却高得惊人，如大肠杆菌只需要 5s就能合成一条由 100个氨基酸组成的多肽.，

而且每个细胞中成百上千个蛋白质的合成都能有条不紊地协同进行。

图4-1 细胞的化
学组分中，蛋白质的

离子、小分子（4??细菌细胞含量在生物大分子
磷脂质（（2??）中占有非常高的比

例 DNA(1%)309
化学物质 RNA(6%)

有机大分子
70% 蛋白质（15??水*

多糖类（2??
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4.1 遗传密码——三联子

贮存在 DNA上的遗传信息通过 mRNA传递到蛋白质上.mRNA与蛋白质之间的联

系是通过遗传密码的破译来实现的。mRNA上每3个核苷酸翻译成蛋白质多肽链上的一
个氨基酸，这3个核苷酸就称为密码，也叫三联子密码即密码子（codon）。翻译时从起始

密码子AUG（initiation codon）开始，沿着mRNA5'→3'的方向连续阅读密码子，直至终止

密码子（termination codon）为止，生成一条具有特定序列的多肽链——蛋白质图42】。新

生的多肽链中氨基酸的组成和排列顺序决定于其基因的碱基组成及其顺序，因此，作为基

因产物的蛋白质最终是受基因控制的。

图 4-2 Criek.关
于IRNA分子破译

过 mRNA遗传密码三
氨基酸-C-NH,ooC- 联子的原始构思

！武

氨基酸结合位点

RNA转接子

豆蔓章尧章完善论予mRNA:
mRNA上的遗传密码三联子

遗传密码是 20世纪 60年代通过设计出色的生物化学和遗传学实验阐明的，它是

科学上的杰出成就之一，它不仅为研究蛋白质的生物合成提供了理论依据，也证实了

中心法则的正确性。70年代以来，分子生物学技术如 DNA、RNA 序列测定及氨基酸序

列测定技术的进步，使遗传密码的存在得到验证。下面我们介绍遗传密码的来源及其

特性。

4.1.1 三联子密码及其破译

蛋白质中的氨基酸序列是由 mRNA中的核苷酸序列决定的，所以，要知道它们之间

的关系就要弄清核苷酸和氨基酸数目的对应关系。mRNA中只有4种核苷酸，而蛋白质

中有 20种氨基酸，以一种核苷酸代表一种氨基酸是不可能的。若以两种核苷酸作为一个

氨基酸的密码（二联子），它们能代表的氨基酸有4=16种，还是不足 20种。而假定以3

个核苷酸代表一个氨基酸，则可以有4'=64种密码，完全可以满足编码20种氨基酸的

需要。
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图4-3 用核苷酸

的插入或删除实验 mRNA s---GUAGCCUACGGAJU---3'
证明 mRNA模板上 (+)
每3个核苷酸组成

插入s---GUAGC C【一个密码子 U C A --3'C G G][AU

(-)

删除 Ss'-GUA [A C G][Cc_u] --3'GA U

(-)(+)
同时进行 [CAC]GGAU--;'5--G UAAG C插入和删除

读码框恢复
)(-)(-)

一次刑除 5'---GUA ---3UACG GA[0-
读码框不变

经过反复研究，Crick等人首先从遗传学的角度证实三联子密码的构想是正确的。他

们发现T4噬菌体rⅡ位点上两个基因的正确表达与它能否侵染大肠杆菌有关，用吖啶类

试剂（诱导核苷酸插入或从DNA链上丢失）处理使T4 噬菌体DNA发生移码突变（frameshift

mutation），从而指导生成一个完全不同的、没有功能的蛋白质，使噬菌体丧失感染能力。

若在模板 mRNA中插入或删除一个碱基，会改变该密码子以后的全部氨基酸序列。若同

时对模板进行插入和删除试验.保证后续密码子序列不弯，翻译得到的蛋白质序列就保持

不变（除了发生突变的那个密码子所代表的氨基酸之外）。如果同时删除3个核苷酸，翻
译产生少了一个氨基酸的蛋白质，但序列不发生变化（图4-3）。另外，对烟草坏死卫星病毒

的研究发现，其外壳蛋白亚基由 400个氨基酸组成，而相应的 RNA片段长约1200个核

苷酸，与假设的密码三联子体系正好相吻合。

遗传密码的破译，即确定代表每种氨基酸的具体密码，在 20世纪 60年代初期是一项

困难的任务。尽管如此，由于体外蛋白质合成体系的建立和核酸人工合成技术的发展，科

学家实际上只花了几年时间就解开了这个谜。

1.以均聚物、随机共聚物和特定序列的共聚物为模板指导多肽的合成

制备大肠杆菌的无细胞合成体系，在含 DNA、mRNA、tRNA、核糖体、AA-tRNA合成酶

及其他酶类的抽提物中加入 DNase，降解体系中的 DNA，耗尽mRNA时，体系中的蛋白质

合成即停止，当补充外源 mRNA或人工合成的各种均聚物或共聚物作为模板以及 ATP、

GTP、氨基酸等成分时又能合成新的肽链，新生肽链的氨基酸顺序由外加的模板所决定。

因此，分析比较加入的模板和合成的肽链即可推知编码某些氨基酸的密码。

1961年，Nirenberg使用能在没有模板的情况下将核苷酸连接起来的多核苷酸磷酸化

酶，把多（U）作为模板加入到上述无细胞翻译体系中，再向体系中加入放射性标记的同种

氨基酸，每次测一种氨基酸，在做了20次不同的实验后发现，新合成的多肽链是多苯丙氨

酸，从而认定 UU代表苯丙氨酸（Phe）（图4-4）。以多（C）及多（A）做模板得到的分别是多

脯氨酸和多赖氨酸，这样很快就解决了3个氨基酸的密码子（当然，一个氨基酸可能有几
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，
图4-4 无细胞翻

合成放射性多肽人工合成的mRNA 译体系证明 UUU编

码苯丙氨酸--思-P-国m-低-B-O-（-s utUtwuwctmuu
将人工合成的mRNA

多核苷酸磷酸化酶∶ 加入到一个含有核糖
在没有模板的情况下将核苷酸连接起来 体、tRNA、多核苷酸

磷酸化酶以及其他小
分子的无细胞翻译体
系中，然后将放射性标
记的氨基酸加入到该
系统中，分析所产生的

多肽。结果发现poly
（U》编码只含有苯丙

氨酸的多肽。
个密码子）。幸运的是，由于上述无细胞体系中 Mg*浓度很高，人工合成的多聚核苷酸不

需要起始密码子就能指导多肽的生物合成，读码起始是随机的。在生理 Mg"条件下，没

有起始密码子的多核苷酸不能被用作多肽合成的模板。

Nirenberg及 Ochoa等又用各种随机的共聚物或特定序列共聚物作模板合成多肽，例
如，以只含A、C的共聚核苷酸作模板，任意排列时可出现8种三联子，即 CCC、CCA、CAC、

ACC、CAA、ACA、AAC、AAA，获得由 Asn、His、Pr、Gln、Thr、Lys等6种氨基酸组成的多肽。
他们发现，以多二核苷酸作模板可合成由2 个氨基酸组成的多肽，如以多（UG）为模

板合成的是多Cys和Val，因为多（UG）中含 Cys和Val的密码∶
5.UGU GUG UGU GUG UGU GUG⋯3'

无论读码从U开始还是从G开始.都只能有UGU（Cys）及GUG（Val）两种密码子。

以多三核苷酸作为模板可得到有3种氨基酸组成的多肽。如以多（UUC）为模板，可

能有3种起读方式∶
5'⋯UUCUUCUUCUUCUUC⋯⋯3'

或5'·UCU UCU UCU UCU UCU⋯⋯3'

或5·⋯CUU CUUCUU CUU CU⋯3'

根据读码起点不同，产生的密码子可能是 UUC（Phe）、UCU（Ser）或CUU（Leu），所以得

到的多肽可能是多苯丙氨酸、多丝氨酸或多亮氨酸，由此可知 UUC、UCU、CUU分别是苯

丙氨、丝氨酸及亮氨酸的密码子。当然，以多三核苷酸为模板时也可能只合成2种均聚多

肽，以多（GUA）为例∶
5.⋯GUA GUA GUA GUA GUA⋯3'

或5'·⋯⋯UAGUAG UAGUAGUAG⋯⋯3'

或5'⋯AGU AGU AGU AGU AGU⋯⋯3'

由第二种读码方式产生的密码子UAG是终止密码，不编码任何氨基酸，因此，只产生

2种密码子GUA（Val）或 AGU（Ser），所以合成的多肽要么是多缬氨酸，要么是多丝

氨酸。
2.核糖体结合技术
Nirenberg 和Leder 还用核糖体结合技术来解决密码问题。这个方法是以人工合成的
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三核苷酸如 UUU、UCU、UGU等为模板，在含核糖体、AA-IRNA的适当离子强度的反应液

中保温，然后使反应液通过硝酸纤维素滤膜。他们发现，游离的 AA-tRNA因相对分子

质量小能自由通过滤膜，加入三核苷酸模板可以促使其对应的 AA-tRNA结合到核糖体

上，体积超过膜上的微孔而被滞留，这样就能把已结合到核糖体上的AA-tRNA与未结

合的AA-tRNA分开。若用20种AA-tRNA做20组同样的实验，每组都含20种 AA-

RNA和各种三核苷酸，但只有一种氨基酸用"C标记，看哪一种AA-IRNA被留在滤膜上，

进一步分析这一组的模板是哪个三核苷酸，从模板三核苷酸与氨基酸的关系可测定该氨

基酸的密码子。例如，模板是UUU时，Phe-tRNA结合于核糖体上，可知 UUU是 Phe 的

密码子（表4-1。

表4-1 三核苷酸密码子能使特定的氨酰RNA结合到核糖体上

与核糖体相结合的 "C标记的氨酰RNA
密码子 Phe-RNA Pro-RNA"Ly-RNA"

0。4.6°UU 。日 7.7AAA
因CCC 0 3.1

·数字代表特定氨酰出RNA与带有模板三核苷酸的核糖体相结合的效率。随机结合=1。

4.1.2 遗传密码的性质

1.密码的连续性

翻译由 mRNA的5'端的起始密码子开始，一个密码子接一个密码子连续阅读直到3'

终止密码，密码间无间断也没有重叠，，即起始密码子决定了所有后续密码子的位置，说明

三联子密码是连续的。

2.密码的简并性

按照1个密码子由3个核苷酸组成的原则，4种核苷酸可组成64个密码子，现在已

经知道其中61个是编码氨基酸的密码子，另外3个即 UAA、UGA和UAG并不代表任何

氨基酸，它们是终止密码子，不能与tRNA的反密码子配对，但能被终止因子或释放因子

识别.终止肽链的合成表4-2。细菌中3种终止密码子的使用频率是不同的，UAA是最常

用的，UGA 比 UAG的使用频率更高一点，但 UGA 出错的可能性更大一些。

因为存在61种密码子而只有20种氨基酸，所以许多氨基酸有多个密码子，实际上除

甲硫氨酸（AUC）和色氨酸（UGC）只有一个密码子外，其他氨基酸都有一个以上的密码子，

其中9种氨基酸有2个密码子，，1种氨基酸有3个密码子，5种氨基酸有4个密码子，3种
氨基酸有6个密码子（表4-3。

由一种以上密码子编码同一个氨基酸的现象称为简并（degeneracy），对应于同一氨基

酸的密码子称为同义密码子（synonymous codon）。另外，AUG和 GUG既是甲硫氨酸及绚

氨酸的密码子又是起始密码子，这种双重功能在生物学上的意义尚不清楚。

。
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表4-2 通用遗传密码及相应的氨基酸

第二位（中间）核苷酸 第三位（3'端）第一位（5'端）
核苷酸 核苷酸G。U A 。半胱氨酸丝氨酸苯丙氨酸 酪复酸

(cy.c)子(Ser.s)(Phe,F)
半胱氨酸苯丙氨酸 酪酸丝氨酸 c
(o.c(Ser.s) (Tyr.y)(Phe.F)。
终止终止丝氨酸亮氨酸 A

(Ssr.s)(Lea,D) (Stop)(Stop)
色氨酸终止丝氨酸亮氨酸 G

(Stop) (Tp,w)(Ssr.s)(Lesu,D)
精氨酸组氨酸脯氨酸亮氨酸 u
(Ag.R)合岁马(Pro.P)(Leu,L)
精氨酸组氨酸亮氨酸 肺氨酸 c

合贷记 (Ag,R)(Pro.P)(Len,D)c
谷氨酰胺脂氨酸亮氨酸 精氨酸 A
(Gn.Q(Leu,L) (Ag.R)(Pro,P)
谷氨酰胺亮氨酸 精氨酸脯复酸 。

(Leu,LD (Ag.R)(Gin.Q(Pro.P)
异亮氨酸 丝氨酸天冬酰胺 u苏氨酸

(Ser.s)(Am,N)(Thr.T)(Ne,D

天冬酰胺 丝氨酸苏氨酸异亮氨酸 。
(Ser,S)(Aan,N)(Thr,T)(le,D工
精氨酸赖氨酸苏氨酸异亮氨酸 “

(Ly.k)(Thr,Tr) (Ag,R)(He,D
甲硫氨酸 精氨酸赖氨酸苏氨酸 G

(Arg,R)(Ls,K)(Tur,D(Mer.M)
甘氨酸丙氨酸绩氨酸 天冬氨酸 u
(Gly.G)(Ap,D)一之(va.v)

天冬氢酸 甘氨酸绩氨酸 丙氨酸 c
(val.v) (Gly,G)(Asp.D)一苦之c
缬氨酸 甘氨酸谷氨酸丙氨酸 A

(Gty,c)吕也(Ah,A)(va.v)

谷氨酸缘氨酸 甘氨酸丙氨酸 c
(ay,G(Gh,E)(A,A)(val.v)

表4-3 密码子的简并性

氨基酸 密码子个数密码子个数氨基酸
亮氨酸丙氨酸 e中

工。 赖氨酸精氨酸
天冬酰胺 甲硫氨酸2 -

苯丙氨酸天冬氨酸 22
2 脯氨酸半胱氨酸 矿
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续表
复基酸氨基酸 密码子个数密码子个数
丝氨酸 e互谷氨酰胺

谷氨酸 。2 苏氨酸。 色复酸 √港
酪氨酸 e组氨酸 o

异亮氢酸 缬氨酸3 4

同义密码子一般都不是随机分布的，因为其第一、第二位核苷酸往往是相同的，而第

三位核苷酸的改变并不一定影响所编码的氨基酸，这种安排减少了变异对生物的影响。

一般说来，编码某一氨基酸的密码子越多，该氨基酸在蛋白质中出现的频率也越高，只有

精氨酸是个例外，因为在真核生物中 CG 双联子出现的频率较低，所以尽管有6个同义密

码子，蛋白质中精氨酸的出现频率仍不高，如图 4-5。

3.密码的通用性与特殊性

遗传密码无论在体内还是体外，也无论是对病毒、细菌、动物还是植物而言都是通用

的，所以密码子具有通用性。20世纪70年代以后对各种生物基因组的大规模测序结果

也充分证明生物界基本共用同一套遗传密码。密码子的通用性有助于我们研究生物的进

化。同时，遗传密码的通用性在遗传工程中得到充分运用，比如在细菌中大量表达人类的

外源蛋白——胰岛素等。

虽然密码子具有通用性，但也发现极少数例外。在支原体中，终止密码子 UGA 被用

来编码色氨酸;在嗜热四膜虫中，另一个终止密码子UAA被用来编码谷氨酰胺。对人、牛

及酵母线粒体DNA序列和结构的研究还发现，在线粒体中也有一些例外情况（表4-4），如
UGA编码色氨酸，而非终止密码子;甲硫氨酸可由AUA编码等，体现了遗传密码的特殊性。

图4-5 除了Arg以 19外，编码某一特定氨
基酸的密码子个数
与该氨基酸在蛋白 s ser质中的出现频率相 Ala Gly,

eLeu吻合 Lys· Val

瘤8/*睡丝活
●TbrGluAsp·o

6Pro
·ATgPhe Asny

~Gin ·1le
Cys

6Hise Met
1p

十e 客。 106 心4
理论频率/次数

。
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表4-4 线粒体与核DNA密码子使用情况的比较

密码子生物 核 DNA编码的氨基酸线粒体 DNA编码的氨基酸

终止子色钢酸所有 UGA
亮氨酸酵母 苏氨酸cCUA
精酸果蝇 丝氨酸AGA

终止子哺乳类 精氨酸AGA/G

甲硫氨酸哺乳类 异亮氨酸AUA

4.1.3 密码子与反密码子的相互作用

在蛋白质生物合成过程中，IRNA的反密码子在核糖体内是通过碱基的反向配对与

mRNA上的密码子相互作用的图4-6）。1966年，Crick 根据立体化学原理提出摆动假说

（wobble hypothesis），解释了反密码子中某些稀有成分（如I）的配对，以及许多氨基酸有2

个以上密码子的问题。

根据摆动假说，在密码子与反密码子的配对中，前两对严格遵守碱基配对原则，第三

对碱基有一定的自由度，可以"摆动"，因而使某些tRNA可以识别1个以上的密码子。一

个tRNA究竟能识别多少个密码子是由反密码子的第一位碱基的性质决定的，反密码子

第一位为A或C时只能识别1种密码子，为G或U时可以识别2种密码子，为I时可识

别3种密码子（表4-5）。如果有几个密码子同时编码一个氨基酸，凡是第一、二位碱基不同

的密码子都对应于各自独立的tRNA。原核生物中有30~45种tRNA，真核细胞中可能存

在50种tRNA。

图 4-6 mRNA上
(a) 的密码子与1RNA。

上的反密码子配对看RNA 示意图
（a））密码子与RNA反
密码子臂上相应序列
配对;（b）当反密码子
第一位是I时，密码
子第三位可以是A、U
或C。

mRNA 5'-
密码子

(b)
3 2 13 212

心心反密码子 （3）（ g-C-1(5)G-C ?
5h
C-G-c(3)C-G-U密码子（5）C-G- i 231 2312 3
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表4-5 （RNA上的反密码子与mRNA上密码子的配对与"摆动"分析

1.反密码子第一位是C或A时，只能识别一种密码子

反密码子 (3'x-Y-A(5)(3'X-Y-C(5')

密码子 (5'y-x-U(3)(5s'Y-X-G(3)

2.反密码子第一位是U或G时，可分别识别两种密码子

反密码子 (3'X-Y-G(5)(3)x-Y-U(5)

密码子 (5'Y-x-A/G(3) (5'Y-x-C/u(3')

3. 反密码子第一位是1时，可识别3种密码子

反密码子 (37x-Y-1(5)
密码子 (5'Y-X-A/U/c(3")

4.2 IRNA

tRNA在蛋白质合成中处于关键地位，它不但为每个三联密码子翻译成氨基酸提供了

接合体，还为准确无误地将所需氨基酸运送到核糖体上提供了运送载体，所以，它又被称

为第二遗传密码。虽然tRNA分子各自的序列不同，但所有的RNA都具有共同的特征∶

存在经过特殊修饰的碱基，RNA的3'端都以CCA-OH结束，该位点是 tRNA与相应氨基

酸结合的位点。

4.2.1 tRNA的三叶草二级结构

tRNA 参与多种反应，并与多种蛋白质和核酸相互识别，这就决定了它们在结构上存

在大量的共性。由于小片段碱基互补配对，三叶草形tRNA分子上有4条根据它们的结

构或已知功能命名的手臂（图4-7∶

受体臂（acceptor arm）因是结合氨基酸的位点而得名，主要由链两端序列碱基配对形
成的杆状结构和3'端未配对的3~4个碱基所组成，其3'端的最后3个碱基序列永远是

CCA序列，伸出双链之外，最后一个碱基的3'或2'自由羟基（—OH）可以被氨酰化。

其余手臂均由碱基配对产生的杆状结构和无法配对的套索状结构所组成。

TψC臂是根据3个核苷酸命名的，其中ψ表示拟尿嘧啶，是tRNA分子所拥有的不

常见核苷酸。
反密码子臂是根据位于套索中央的三联反密码子命名的。反密码子的两端由5'端

的尿密啶和 3'端的嘌呤界定。

D臂是根据它含有二氢尿嘧啶（dihydrouracil）命名的。

图4-7显示了最常见tRNA分子的三叶草二级结构形式。RNA一般有76个碱基，相对

分子质量约为2.5×10。不同的tRNA分子可有74~95个核苷酸不等。tRNA分子长度

的不同主要是由其中的 D臂、TψC臂和多余臂引起的，在D臂中存在多至3个可变核苷酸

位点。tRNA分子中最大的变化发生在位于TC和反密码子臂之间的多余臂（extraarm）上。.
124 第4章 生物信息的传递（下）



·
图4-7 重RNA的三NHz 叶草形二级结构

R-c中！江

俩画龟画画画啊画啊
氨基粮=HO受体臂 o

龟龟龟龟匈匈
CH

腺嘌岭
IRNA

画 气涵b-
子OD臂 Py)G6

O@OOO( G
奋栏O

DO⑧① 鲁舒舒龟龟 C
()一喻岁喻命马际 4:i

错a 六a
<(a二假 ）⑤的④(e

氧(
0⑤ A

多余胃。
妙∶

反密码子臂
(

反密码子

tRNA的稀有碱基含量非常丰富，有70余种。每个tRNA分子至少含有2个稀有碱基，

最多有19个，多数分布在非配对区，特别是在反密码子3'端邻近部位出现的频率最高，

且大多为嘌呤核苷酸.这对于维持反密码子环的稳定性及密码子、反密码子之间的配对是

很重要的。基因组研究发现，原核生物与真核生物细胞中所拥有的各种 tRNA基因总数

很不一样。
所有的RNA都能够与核糖体的A位点（新进入的氨酰tRNA的结合位点）和P位点（肽

酰tRNA的结合位点）结合，此时，RNA分子三叶草型顶端突起部位通过密码子-反密码

子的配对与mRNA 相结合，而其3'端恰好将所运转的氨基酸送到正在延伸的多肽上。此

外，所有 tRNA（除了起始 RNA外）都能被翻译辅助因子EF-Tu（原核生物）或eEF1（真核

生物）所识别而与核糖体相结合，起始tRNA 能被原核生物的起始因子IF-2 或真核生物

的起始因子elF-2所识别。

4.2.2 tRNA的L-形三级结构

有人在二级结构基础上做了酵母tRNA"、RNAM和大肠杆菌tRNAM"、RNA^等的
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图4-8 酵母RNA"
TyC臂 氨基酸受体臂(a) (b)的三级结构示意图

64（根据X射线衍射数 54
据绘制） 56(
（a）和（b）表示用不同
方法构建的模型。 69D臂（包含第20

10~25位残基）

44
26

38
反密码子臂

反密码子32

三级结构，发现都呈L.形折叠（图4-8，而这种结构是靠氢键来维持的。IRNA的三级结构

与AA-tRNA 合成酶对tRNA的识别有关。

tRNA的L形三级结构.保留了二级结构中由于碱基互补而产生的双螺旋杆状结构，

又通过分子重排创造了另一对双螺旋。受体臂和TψC臂的杆状区域构成了第一个双

螺旋，D臂和反密码子臂的杆状区域形成了第二个双螺旋，两个双螺旋上各有一个缺口。

TψC 臂和D臂的套索状结构位于"L"的转折点。所以，受体臂顶端的碱基位于"L"的一
个端点，反密码子臂的套索状结构生成了"L"的另一个端点。

tRNA 高级结构上的特点为我们提供了研究其生物学功能的重要线索，因为RNA上

所运载的氨基酸必须靠近位于核糖体大亚基上的多肽合成位点，而 tRNA上的反密码子

必须与小亚基上的 mRNA相配对，所以分子中两个不同的功能基团是最大限度分离的。

这个结构形式很可能满足了蛋白质合成过程中对tRNA的各种要求而成为tRNA的通式，

研究证实 tRNA 的性质是由反密码子而不是它所携带的氨基酸所决定的。

4.2.3 IRNA的功能

转录过程是信息从一种核酸分子（DNA）转移到另一种结构上极为相似的核酸分子

（RNA）的过程，信息转移靠的是碱基配对。翻译阶段遗传信息从 mRNA分子转移到结构

极不相同的蛋白质分子，信息是以能被翻译成单个氨基酸的三联密码子形式存在的，在这

里起作用的是tRNA的解码机制。

根据 Crick 的接合体假说，氨基酸必须与一种接合体接合，才能被带到RNA 模板的

恰当位置上正确合成蛋白质。所以，氨基酸在合成蛋白质之前必须通过AA-IRNA合成

酶活化，在消耗ATP的情况下结合到RNA上，生成有蛋白质合成活性的AA-IRNA。同时，

AA-tRNA的生成还牵涉到信息传递的问题，因为只有tRNA上的反密码子能与mRNA上

的密码子相互识别并配对，而氨基酸本身不能识别密码子，只有结合到 tRNA上生成AA-

tRNA，才能被带到mRNA-核糖体复合物上，插入到正在合成的多肽链的适当位置上。

。
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。
下面的实验证明模板 mRNA 只能识别特异的 tRNA 而不是氨基酸。lC标记的半

胱氨酸与tRNA结合后生成【'℃】-半胱氨酸-tRNAC"，经Ni催化可生成【'C】-Ala-
tRNA°，再把【"C】-Ala-tRNA加进含血红蛋白mRNA、其他tRNA、氨基酸以及兔网织

细胞核糖体的蛋白质合成系统中，结果发现【'"C】-Ala-tRNA°插入了血红蛋白分子通常
由半胱氨酸占据的位置上，这表明在这里起识别作用的是RNA 而不是氨基酸。

4.2.4 tRNA的种类

1.起始tRNA 和延伸tRNA

有一类能特异地识别 mRNA模板上起始密码子的tRNA叫起始tRNA，其他tRNA统

称为延伸tRNA。起始tRNA具有独特的、有别于其他所有tRNA的结构特征。原核生物

起始tRNA携带甲酰甲硫氨酸（fMet）.真核生物起始RNA 携带甲硫氨酸（Met）。原核生物

中 Met-RNA""必须首先甲酰化生成 Met-tRNAM才能参与蛋白质的生物合成。

2.同工∶RNA
由于一种氨基酸可能有多个密码子，因此有多个tRNA来识别这些密码子，即多

个RNA代表一种氨基酸.我们将几个代表相同氨基酸的 tRNA称为同工RNA（cognate

tRNA）。在一个同工tRNA组内，所有tRNA均专一于相同的氨酰RNA合成酶。同工

tRNA 既要有不同的反密码子以识别该氨基酸的各种同义密码，又要有某种结构上的共同
性，能被 AA-tRNA合成酶识别。所以说.同工 RNA组内肯定具备了足以区分其他tRNA

组的特异构造，保证合成酶能准确无误地加以选择。到目前为止，科学家还无法从一级结

构上解释tRNA在蛋白质合成中的专一性。有证据说明，tRNA的二级和三级结构对它的

专一性起着举足轻重的作用。

3.校正 IRNA
在蛋白质的结构基因中，一个核苷酸的改变可能使代表某个氨基酸的密码子变成终

止密码子（UAG、UGA、UAA），使蛋白质合成提前终止，合成无功能的或无意义的多肽，这

种突变称为无义突变（nonsense mutation），而无义突变的校正 tRNA可通过改变反密码子
区校正无义突变。

错义突变（missense mutation）是由于结构基因中某个核苷酸的变化使一种氨基酸的

密码变成另一种氨基酸的密码。错义突变的校正tRNA通过反密码子区的改变把正确

的氨基酸加到肽链上，合成正常的蛋白质。如某大肠杆菌细胞色氨酸合成酶中的一个甘

氨酸密码子 GGA错义突变成AGA（编码精氨酸），指导合成错误的多肽链。甘氨酸校正

tRNA的校正基因突变使其反密码子从CCU变成UCU，它仍然是甘氨酸的反密码子但不

结合GGA 而能与突变后的 AGA 密码子相结合，把正确的氨基酸（甘氨酸）放到 AGA所对

应的位置上。
校正RNA在进行校正过程中必须与正常的1RNA竞争结合密码子，无义突变的校

正tRNA必须与释放因子竞争识别密码子.错义突变的校正tRNA必须与该密码的正常

tRNA竞争，都会影响校正的效率。所以，某个校正基因的效率不仅决定于反密码子与密
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码子的亲和力，也决定于它在细胞中的浓度及竞争中的其他参数。一般说来，校正效率不

会超过 50??无义突变的校正基因IRNA不仅能校正无义突变，也会抑制该基因3'端正

常的终止密码子，导致翻译过程的通读.合成更长的蛋白质，这种蛋白质过多就会对细胞

造成伤害。同样，一个基因错义突变的矫正也可能使另一个基因错误翻译，因为如果一个

校正基因在突变位点通过取代一种氨基酸的方式校正了一个突变，它也可以在另位点

这样做，从而在正常位点上引入新的氨基酸。

4.25 氨酰tRNA 合成酶

每个tRNA分子如何与 20个氨基酸中正确的一个连接上?这个任务由氨酰tRNA

合成酶（AA-tRNA synthetase）来承担，它确保了RNA 只与正确的氨基酸相偶联。氨酰

tRNA合成酶是一类催化氨基酸连接于tRNA的3'端的特异性酶，其反应如下∶

AA+ tRNA+ ATP→AA-RNA+AMP+ PPi
它实际上包括两步反应∶

第一步是氨基酸活化生成酶-氨基酰腺苷酸复合物。

AA+ATP+酶（E）→E-AA-AMP＋PPi

第二步是氨酰基转移到tRNA3'端腺苷残基的2'或3'-羟基上。

E-AA-AMP+tRNA→AA-tRNA+E+AMP
蛋白质合成的真实性主要决定于 tRNA 能否把正确的氨基酸放到新生多肽链的正确

位置上，而这一步主要决定于AA-tRNA合成酶是否能使氨基酸与对应的tRNA相结合。

AA-RNA合成酶既要能识别tRNA，又要能识别氨基酸，它对两者都具有高度的专一性。

不同的tRNA有不同的碱基组成和空间结构，，每种特异性 AA-tRNA合成酶通过对其独特

结构的识别来保证翻译的正确进行图4-9）。受体臂是 AA-tRNA合成酶识别特异性的关
键因素，若位于该臂上的鉴别者碱基发生变化.会使某个tRNA所识别的密码子发生变化，

从一种 AA-tRNA 合成酶变成另一种 AA-1RNA 合成酶。

图4-9 氨酰RNA
鉴别者碱基合成酶识别1RNA () (b)受体臂、 3'端受体

的独特结构
（a）tRNA结构中氨
酰RNA合成酶识别
的必需元件;（b）谷

氨酰RNA合成酶与
tRNARNA严结合的晶体

结构图。 氨酰iRNA合成酶

反密码子茎、

 反密码子反密码子环-

,
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。
困难的是这些酶怎么去识别结构上非常相似的氨基酸。例如，异亮氨酸只比缬氨酸

多一个甲烯基团.而异亮氨酰RNA合成酶对异亮氨酸的亲和力比对缬氨酸大225倍。

考虑到体内缅氨酸的浓度比异亮氨酸高5倍，缬氨酸被错误活化渗入到异亮氨酸位点上

去的概率应该是 1/40，但实际上错误频率（误差率）只有约1.5×10-2，表明还存在其他重

要的校正手段以增加蛋白质合成的真实性。科学家发现，异亮氨酰IRNA合成酶在催化

口袋附近还有一个编辑口袋，对腺苷酰基化产物进行校对，因此，被错误活化的缬氨酸不

会被结合到RNA"上，而是被酶本身水解，活化阶段产生的误差在后一个阶段被校正。

4.3 核糖体

核糖体是指导蛋白质合成的大分子机器。生物细胞内，核糖体像一个能沿mRNA

模板移动的工厂，，执行着蛋白质合成的功能。它是由几十种蛋白质和几种核糖体RNA

（ribosomal RNA，rRNA）组成的亚细胞颗粒。一个细菌细胞内约有20 000个核糖体，而真

核细胞内可达10°个，在未成熟的蟾蜍卵细胞内则高达102个。这些颗粒既可以游离状

态存在于细胞内，也可与内质网结合，形成微粒体。核糖体和它的辅助因子为蛋白质生物

合成提供了必要的条件。

运载有肽链起始或延伸必需氨基酸的 AA-tRNA.往往以令人难以置信的速度进入核

糖体，在起始或延伸因子的作用下，与 mRNA模板和延伸中的肽链相互作用.卸去所载氨

基酸后立即退出核糖体，以保证新一轮合成反应的顺利进行。

核糖体蛋白约占原核细胞总蛋白量的10??占细胞内总 RNA量的 80???4-6）。在真

核细胞内，核糖体RNA所占的比例虽然有所下降，但仍然占总RNA的绝大部分，是细胞

总蛋白的一个重要组成部分。无论原核或真核细胞内核糖体的含量都是与细胞蛋白质合

成活性直接相关的。
在真核生物中，大多数正在进行蛋白质合成的核糖体都不是在细胞质内自由漂浮，而

是直接或间接与细胞骨架结构有关联或者与内质网膜结构相连的。细菌核糖体大都通过

表 4-6 核糖体及其他组分在大肠杆菌细胞内的分布

细胞内数量组分 占细胞总量
细胞壁 10%6 、
细胞膜 210%

2%DNA ，
35×102%mRNA

3% 1.×10RNA
8×10°21%RNA

核糖体蛋白 9% 2×10*
可溶性蛋白 宅40%
小分子 7.5×103%
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与mRNA的相互作用，被固定在核基因组上。
核糖体包括两个亚基，大亚基约为小亚基相对分子质量的两倍。按照惯例.大。小亚

基的命名是根据离心时的沉降系数而定的。沉降系数的单位是 Svedberg（S;S 值越大，沉

降系数越大），它是由形状和大小共同决定的，因而不是质量的衡量标准。原核细胞中，大

亚基的沉降系数是 50 Svedberg，所以称为 50S 亚基，而小亚基称为30S 亚基。完整的原核

细胞的核糖体称为70S 核糖体。真核细胞的核糖体大一些，由 60S 和 40S 两个亚基组成
805S 的核糖体。

每个亚基包含一个主要的 rRNA成分和许多不同功能的蛋白质分子，，这些分子大都

以单拷贝的形式存在。大亚基除了含有主要rRNA组分外，还有一些相对分子质量较小

的 RNA。核糖体亚基中的主要 rRNA基因虽然有许多个拷贝，但其序列十分保守，暗示

rRNA序列在组成功能核糖体的过程中有着重要的作用。表 4-7是大肠杆菌核糖体的基

因组成成分，从已知的大肠杆菌 rRNA和蛋白质序列来看，细菌的核糖体是完全相同的。

表4-7 大肠杆菌核糖体基本成分

大亚基小亚基核糖体
沉降系数 50S3O0S70S
总体相对分子质量 2.52×10' 1.59×109.30×10

16S(1541) 235(2004)主要rRNA（碱基数）

5S(120)主要RNA（碱基数）
5.60×10fRNA相对分子质量 1.10×10*1.66×10*

RNA所占比例 70%60%66%
蛋白质数量 3621
蛋白质相对分子质量 4.87×103.70×108.57×10
蛋白质所占比例 34% 30%640%6

4.3.1 核糖体的结构

1.核糖体由大小两个亚基组成

核糖体是一个致密的核糖核蛋白颗粒，可以解离为两个亚基，每个亚基都含有一个相

对分子质量较大的rRNA和许多不同的蛋白质分子。这些大分子rRNA能在特定位点与

蛋白质结合，从而完成核糖体不同亚基的组装。原核生物核糖体由约2/3的 RNA及1/3

的蛋白质组成。真核生物核糖体中 RNA占3/5.蛋白质占2/5。原核生物、真核生物细胞

质及细胞器中的核糖体存在着很大差异（表 4-8）。

2.核糖体蛋白
核糖体上有多个活性中心，每个中心都由一组特殊的核糖体蛋白（ribosomal protein，

r-protein，r-蛋白）构成。虽然有些蛋白质本身具有催化功能，但若将它们从核糖体上分
离出来时，催化功能就会完全消失。所以，核糖体是一个许多酶的集合体，单个酶或蛋白

。
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表4-8 几种不同生物核糖体及rRNA的组成

小亚基大亚基
来 源核糖体

沉降系数沉降系数 RNARNA
脊椎动物 18S60S80OS 40S20～295

5S
5.8s

16-18s25s无脊椎动物、植物 40s60s80S
5s
5.8S

原核生物 23s7os 16s30s50s
10～13s16~17S脊椎动物线粒体55 305405

质只有在这个总体结构内才拥有催化性质，它们在这一结构中共同承担了蛋白质生物合

成的任务。核糖体中许多蛋白质（可能还包括 rRNA）的主要功能可能就是建立这种总体

结构，使各个活性中心处于适当的相互协调的关系之中。

已知大肠杆菌核糖体小亚基由21种 r-蛋白组成，分别用 S1⋯S21表示，大亚基由

36种r-蛋白组成，分别用 L1⋯L36表示。真核生物细胞核糖体蛋白质中，大亚基含有

49种r-蛋白，小亚基有33种r-蛋白，它们的相对分子质量在8.0×103~4.0×104之间。

除了作为组成核糖体的基本成分，研究还发现，某些核糖体亚基蛋白在细胞内具有重

要的调控功能。核糖体蛋白（RP）产生突变，能够调节 p53的活性并影响人类疾病和肿瘤

发生。例如，核糖体60S大亚基的重要组分核糖体蛋白L11（ribosomal protein L11，RPL11）
在进化上是一种高度保守的蛋白质.RPL11在细胞质中合成后，经核孔运输到细胞核中，

并在核仁上参与核糖体的组装。组装成熟的核糖体经核孔又进入细胞质中，发挥合成蛋

白质的功能。核仁为 RPL11在细胞内的富集区域。近年来，研究人员发现真核生物中

RPL11 具有调节抑癌蛋白p53及癌蛋白c-Mye活性功能等作用。其他核糖体蛋白，如

RPL5、RPS13、RPS7、RPS14 和RPS19等也被发现与某些疾病的发生相关。 图4-10 核糖体三
维结构示意图（另原核细胞核糖体高精度三维结构的确定在原子水平上揭示了核糖体合成蛋白质的生
见书末彩插））

化机制，有助于科学家深入了解核糖体与起始因子、mRNA和tRNA之间的相互关系，明
核糖体由大、小亚基

确翻译的起始、肽链延伸以及 组成。每个亚基又由
RNA和蛋白质两部分

翻译终止的过程（图4-10）。实验 组成，其中，50S亚基
的RNA部分由灰色表明，大多数核糖体蛋白质位
表示，蛋白质以紫色表

于核糖体的周边，核糖体RNA 示。30S 亚基的RNA
部分以淡蓝色表示，蛋不单单是核糖体的结构成分，
白质以深蓝色表示。
50S 亚基都位于30S它们还直接承担了核糖体的某
亚基之上。旋转 90°

些关键功能，例如三维结构证 后右图显示的空洞为
tRNA结合位点。图明肽基转移中心完全是由 RNA
像使用PyMOL软件
制作。组成的。图4-I1是在高倍电
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图4-11 核糖体结
(a) 真核生物核糖体构模型及原核与真 （b） 原核生物核糖体

80S M,4.2×10'70S M,2.7×10核细胞核糖大、小亚
基比较
（a）电 镜数据模式
图∶大亚基位于整个
分子的左侧，细绳代
表mRNA.位于两个 60S5os
亚基之间的是两个
tRNA分子;（b）原核
生物70S核糖体（相

对分子质量2.7×10） M,2.8×10°M,1.8×10°
和真核生物 80S核 5S rRNA5S rRNA
糖体（相对分子质量 23S rRNA 28S rRNA
4.2×10)。 5.8S rRNA36种蛋白质

49种蛋白质

30S 40S

M,0.9×10° M,1.4×10°
18S rRNA16S rRNA

21种蛋白质 33种蛋白质

镜下得到的原核生物 70S 核糖体大、小亚基相结合的模型，核糖体分子可容纳两个tRNA

和约40 bp 长的 mRNA。
3.核糖体RNA（rRNA）

核糖体内的rRNA不仅是核糖体的重要结构成分，也是核糖体发挥生理功能的重要

元件。下面详细介绍各类rRNA的组成和功能特点。

①5S rRNA 细菌5S rRNA含有120个核苷酸（革兰氏阴性菌）或116个核苷酸（革

兰氏阳性菌）。5S rRNA有两个高度保守的区域，其中一个区域含有保守序列 CGAAC，这

是与tRNA分子TψC环上的GTψCG序列相互作用的部位，是5S rRNA与tRNA相互识

别的序列。另一个区域含有保守序列GCGCCGAAUGGUAGU，与23SrRNA的中一段序列

互补，这是 5SrRNA与50S核糖体大亚基相互作用的位点，在结构上有其重要性。

②16S rRNA 16S rRNA在蛋白质的合成中起着积极作用.它与mRNA、50S 亚基和

P位和A位的tRNA的反密码子直接作用。其长度在1475~1544个核苷酸之间，含有

少量修饰碱基。该分子虽然可被分成几个区，但全部压缩在30S 小亚基内。16S rRNA的

结构十分保守，其中3'端一段ACCUCCUUA的保守序列，与mRNA5'端翻译起始区富含

嘌呤的序列互补。在 16S rRNA靠近3'端处还有一段与23S rRNA互补的序列，在 30S与

50S亚基的结合中起作用。

③ 23SrRNA 作为核糖体大亚基的主要成分，23S rRNA能催化肽键的形成。该蛋

白质与处于A和P位点的tRNA的 CCA末端之间的碱基配对，帮助氨酰 tRNA的α氨

基基团攻击结合于肽酰 tRNA多肽上的羰基，并稳定入位后的氨酰IRNA。其准确的催

化机制有待于进一步研究。23S rRNA基因的一级结构包括2904个核苷酸，它还能与

。
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、
5S rRNA相互作用。核糖体50S大亚基上约有20种蛋白质能不同程度地与23S rRNA相

结合。
④5.8S rRNA 是真核生物核糖体大亚基特有的rRNA，长度为160个核苷酸，含有

修饰碱基。它还含有能够与tRNA作用的识别序列，这说明5.8SrRNA可能与原核生物的

5SrRNA具有相似的功能。

⑤ 18S rRNA 酵母 18S rRNA由1789个核苷酸组成，它的3'端与大肠杆菌16S
rRNA有广泛的同源性。其中酵母18SrRNA、大肠杆菌16SrRNA和人线粒体12SrRNA在3'

端有50个核苷酸序列相同。

⑥ 28SrRNA 28SrRNA 长度为3890~4500 bp，目前还不清楚该rRNA的功能。

从上述讨论中可以看出 rRNA与tRNA 及 mRNA之间的相互关系以及不同的 rRNA

之间的关系，这种关系是建立在序列互补或同源的基础之上的。

4.核糖体有3个tRNA结合位点

氨基酸由氨酰 tRNA运送到核糖体上并通过这个tRNA与携带上一个氨基酸的 tRNA

的相互作用，将新的氨基酸加到正在生长的新生蛋白质链上。核糖体上有3个tRNA结

合位点，分别称为A、P和E位点（国4-12）。其中，A位点是新到来的氨酰tRNA的结合位

点;P位点是肽酰tRNA结合位点;E 位点是延伸过程中的多肽链转移到氨酰tRNA上释

放tRNA 的位点，即去氨酰 tRNA 通过E 位点脱出，被释放到核糖体外的细胞质中去。所

以tRNA的移动顺序是从A位到P位再到E位，通过密码子与反密码子之间的相互作用

保证反应正向进行而不会倒转。由于tRNA 的氨酰末端被定位到大亚基上，而另一端的

反密码子与结合小亚基的mRNA相互识别，所以，每一个RNA结合位点都横跨核糖体的

两个亚基，位于大、小亚基的交界面。

4.3.2 核糖体的功能

核糖体存在于每个进行蛋白质合成的细胞中。虽然在不同生物体内其大小有别，但

组织结构基本相同，而且执行的功能也完全相同。在多肽合成过程中，不同的∶RNA将

相应的氨基酸带到蛋白质合成部位，并与mRNA进行专一性的相互作用.以选择对信

图4-12 核糖体的
P位点 A位点E位点 3个RNA结合位点。

即A、P和E位点
左图为细菌核糖体

核糖体大亚基 核糖体大亚基 的三维结构。根据
管 M.M.Ysupov et al,dmRNA 2001,Science.292:

883-896政编。5'响

核糖体小亚基
核糖体小亚基

1334.3 核糖体



息专一的AA-RNA。核糖体还必须能同时容纳另一种携带肽链的tRNA，即肽酰 tRNA

（peptidyl-tRNA），并使之处于肽键易于生成的位置上。
核糖体包括多个活性中心图+-12，即 mRNA结合部位、结合或接受AA-IRNA 部位（A

位）、结合或接受肽酰tRNA的部位（P位）、肽基转移部位及形成肽键的部位（转肽酶中心）。

此外，还应有负责肽链延伸的各种延伸因子的结合位点。

核糖体小亚基负责对模板 mRNA 进行序列特异性识别，如起始部分的识别、密码子

与反密码子的相互作用等，mRNA的结合位点也在此亚基上。大肠杆菌中与翻译的真实

性有关的蛋白质 S4及 S12也属此亚基。大亚基负责携带氨基酸及RNA的功能，包括肽

键的形成、AA-tRNA、肽酰tRNA的结合等。

最新研究表明，正常细胞可能通过调整特定核糖体的数量来控制蛋白质的表达量。

这是蛋白质表达控制的一条新途径。用核糖体图谱技术检测与核糖体结合的 mRNA并

确定其蛋白质产物，结果表明，异质化的蛋白质往往负责生成执行特定任务的蛋白质。这

些具有异质性的定制核糖体只能生产少数特定的蛋白质，协助细胞控制某些通路蛋白质

的表达。一些罕见的疾病症状可能与特定的核糖体缺陷有关。

4.4 蛋白质合成的生物学机制

蛋白质（protein）一词从希腊文"proteios"衍生而来，是指按重要性排列居于第一位的

东西。尽管现已证明核酸是生命体内最基本的物质，因为蛋白质的合成和结构最终都取
决于核酸，但蛋白质仍是生物活性物质中最重要的大分子组分，生物有机体的遗传学特性

仍然要通过蛋白质来得到表达。
蛋白质的生物合成包括氨基酸活化，肽链的起始、伸长、终止以及新合成多肽链的折

叠和加工，现将各阶段的必需成分列于表4-9。

表4-9 蛋白质合成各阶段的主要成分简表

阶段 必需成分
20种氨基酸1.氨基酸的活化

20种氨酰RNA合成酶
20种或更多的RNA

ATP.Mg"*
2. 链的起始 mRNA

N-甲酰甲硫氨酰tNA

mRNA上的起始密码子（AUG）》

核糖体小亚基
核糖体大亚基
GTP,Mg
起始因子（F-1、JF-2、IF-3）
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种

续表
阶段 必需成分

3.肽链的延伸 功能核糖体（起始复合物）

AA一RNA
伸长因子
GTP.Mg"
肽基转移酶

4.肽链的终止 GTP
mRNA 上的终止密码子
释放因子（RF-1、RF-2，RF-3）

5.折叠和加工 参与起始氨基酸的切除、修饰等加工过程的酶

4.4.1 氨基酸的活化

蛋白质的生物合成是以氨基酸作为基本建筑材料的，且只有与RNA相结合的氨

基酸才能被准确地运送到核糖体中，参与多肽链的起始或延伸。表4-10是蛋白质中全

部 20种氨基酸的主要特征分析，而图4-13 是这些氨基酸的结构式。氨基酸必须在氨酰

tRNA合成酶的作用下生成活化氨基酸——AA-tRNA。研究发现，至少存在 20种以上具

有氨基酸专一性的氨酰tRNA合成酶，能够识别并通过氨基酸的羧基与RNA 3'端腺苷酸

核糖基上3—OH缩水形成二酯键。同一氨酰tRNA合成酶具有把相同氨基酸加到两个

或更多个带有不同反密码子tRNA分子上的功能。

表4-10 参与蛋白质合成的20种氨基酸主要特征分析

出现频率疏水性指数*相对分子质量简称氨基酸 p
非极性
带脂肪族R基团

甘氨酸 725.97 -0.475Gly G
丙氨酸 7.8Ala 6.0189 1.8A

缴氨酸 Val 4.25.97 6.617v
Leu亮氨酸 上 9.13.85.98131

异亮氨酸 131e - 4.56.02 5.3
甲硫氨酸 2.3Met 1.95.74149M

带芳香族R基团
F苯丙氨酸 Phe 3.92.8165 5.48

酪氨酸 。 -13Tyr 3.25.66181
Tm色氨酸 1.4-095.89204W
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续表
简称 出现频率疏水性指数氨基酸 相对分子质量 ，这

极性
R基团呈中性
丝复酸 Sser 5.68 6.8-0.8105吗
肺氨酸 Pr 521.66.48P ns
苏氨酸 The 59-0719 5.87中

半胱氨酸 25507Cy 121 19C
天冬酰胺 -35Aan 5.41132N “
谷氨酰胺 5.65Gln 4.2-35146Q

R基团带正电荷
赖氨酸 5.9-399.74146LyK
组家酸 -327.59 “HH 155
精氨酸 174 5.1-4.510.76ArgR

R基团带负电荷

天冬氨酸 133Ap 5.3-3.52.77D
谷氨酸 -3.53.22 6.3147GhE
*负值表示亲水性，正值表示疏水性。

RNA与相应氨基酸的结合是蛋白质合成中的关键步骤，因为只要 tRNA携带了正确
的氨基酸，多肽合成的准确性就相对有了保障。

在细菌中，起始氨基酸是甲酰甲硫氨酸，所以，与核糖体小亚基相结合的是N-甲酰

甲硫氨酰tRNAM，它由以下两步反应合成∶

Met +tRNAe+ ATP—→ Met-tRNA+AMP+PPi
然后，由甲酰基转移酶转移一个甲酰基到Met 的氨基上。

N'-甲酰四氢叶酸+ Met-tRNA—→四氢叶酸+Met-tRNAMa

真核生物中.任何一个多肽合成都是从生成甲硫氨酰-tRNAit开始的，因为甲硫

氨酸的特殊性，所以体内存在两种tRNA""。只有甲硫氨酰-tRNAiM才能与 40S 小亚

基相结合，起始肽链合成.普通 tRNAM中携带的甲硫氨酸只能被掺入正在延伸的肽

链中。

4.4.2 翻译的起始

蛋白质合成的起始需要核糖体大、小亚基，起始IRNA和几十个蛋白因子的参与，在

模板mRNA编码区5'端形成核糖体-mRNA-起始tRNA复合物并将甲酰甲硫氨酸放入

核糖体P位点。
原核生物的起始RNA是Met-IRNAM，真核生物是 Met-IRNAM。原核生物中 30S

小亚基首先与mRNA模板相结合，再与fMet-IRNAM结合，最后与50S大亚基结合。而 

在真核生物中，40S小亚基首先与 Met-IRNA"相结合，再与模板 mRNA结合，最后与60S

·
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。
图4-13 20种氨基
酸的结构非极性，带脂肪族R基团 非极性，芳香族R基团

Coo Co0coo cooco0 coo
--目 H丙-G-H HN-HN- -C-H 过岁上-C-HC-HHNHN豆证 CH cH2CH2CH。

ch,CH, -CH
甘氨酸 缔氨酸丙氨酸 NH

coocoo OHcoo
HN-C-H N-C-H岁 H,N--H

酪氨酸苯丙氮酸 色氨酸CH2 H-C-CHyCHs

CH。cpaCH
cH,辽CH; 极性，带正电荷的R基团CH, coo coocoo亮氨酸 异亮氨酸甲硫氮酸 H,N-C-HC-HHN-H,N- C-H ]

窝予 cH:CH:
cB: -NHCH2极性，不带电荷的R基团 际Coocoo CH2coo CH5 -站它产HN-C-HHN- HN-C-H-C-H NH

之。CH。CH,oH C-NH,H-C-OH
NH2CH, SH

组氨酸精氨酸苏氨酸丝氨酸 赖氨酸半胱氨酸

coocoo 极性。带负电荷的R基团coo乎 coo-C-HHN- coo过
CH2HN CH: HN- HN-C-H C-HCH,
-CHzH,C. CH: CH。 CH。

CH。cooH.N

HN cooo
天冬氨酸 谷氨酸脯氢酸 谷氮酰胺天冬酰胺

大亚基结合生成80S·mRNA·Met-RNA""起始复合物。起始复合物的生成除了需要 GTP
提供能量外，还需要 Mg、NH'及3个起始因子（IF-1、IF-2、IF-3）。起始因子与30S 小亚

基的结合较为松散，用1molL NH，Cl处理即可使之游离。

1.原核生物翻译的起始

细菌中翻译的起始需要如下7种成分∶

①30S小亚基;
②模板mRNA;

③Met-tRNA";
④3个翻译起始因子，IF-1、IF-2和IF-3;

⑤GTP;
⑥50S大亚基;
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①Mg"。图4-14 翻译起始
复合物的形成 二讨上 翻译起始又可被分成3步间-14。

第一步，30S小亚基首先与翻译
30S小亚基，

起始因子IF-1、IF-3结合，通过SD

序列与 mRNA模板相结合。

第二步，在IF-2和GTP的帮助-mRNA
下，IMet-tRNAM进入小亚基的P位，

起始密码子① tRNA上的反密码子与mRNA上的起mRNA
雪 e产己石 始密码子配对。

IF
第三步，带有tRNA、mRNA、3个

翻译起始因子的小亚基复合物与50S

② 大亚基结合，GTP 水解，释放翻译起

始因子。GTP
30S 亚基具有专一性的识别和选

rRNA 择mRNA起始位点的性质，而IF-3IAe1.

F-1-GTP3'UAC5' 能协助该亚基完成这种选择。研究反密码子 业C借温
发现，30S 亚基通过其16SrRNA的v TKG

3'端与mRNA5'端起始密码子上游一
碱基配对结合。Shine 及 Dalgarmo等

50S- 证明几乎所有原核生物mRNA上都大业基 GDP+Pi
有一个5'-AGGAGGU-3'序列，这个

C 富嘌呤区被命名为SD序列（Shine-

Dalgarmo sequence），它与30S亚基上O
16SrRNA 3'端的富嘧啶区序列5'-

GAUCACCUCCUUA-3'相互补图4-15。
50S, 各种 mRNA的核糖体结合位点大亚基 UAG2

中能与16S rRNA配对的核苷酸数目AUlGv
及这些核苷酸到起始密码子之间的

距离是不一样的，反映了起始信号的

不均一性。一般说来，相互补的核苷

酸越多，30S 亚基与mRNA起始位点结合的效率也越高。互补的核苷酸与AUG之间的距

离也会影响 mRNA-核糖体复合物的形成及其稳定性。
只有 Met-1RNAM"能与第一个P位点相结合，其他所有tRNA都必须通过A位点到

达P位点，再由E位点离开核糖体。

已知 IF-2对于30S起始复合物与 50S 亚基的连接是必需的，而IF-1则在70S起始

复合物生成后促进IF-2的释放，从而完成蛋白质合成的起始过程。

。
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G A A C G C U A C(3')（a）E.colirpA（5'）A G C A C GAG G GGA A A U C UG AU要
E.coli ara B G C GA U U G C AU U U G G A UGGA U G A A A C G AE

A AA CC A G UAE.coli lacI C A A U U C A G GGUGG UG A A UGUG
G U U C G U U C UA A U C UU GGAGG C U U U U UU AUG①X174A蛋白

2噬菌体 cro蛋白 G A A C A AC G CA U G U A C UAAGGAGGU U G UAUG

起始密码子与Met-tRNAMt结合SD序列与16SrRNA结合

(b) <O才飞OH
-<;16S rRNA

3'端 U C C y C
(5)GA UUCC UAGGAGGUUUGAC C UAUsCGA G CUUUUAGU(3)

图4-15 细菌mRNA分子上往往存在一个与16SrRNA 3'端相互补的SD序列

2.真核生物翻译的起始

真核生物蛋白质生物合成的起始机制与原核生物基本相同，其差异主要是核糖体较
大，有较多的起始因子参与，其mRNA具有m2GpppNp帽子结构，Met-tRNAM不甲酰化，

mRNA分子5'端的"帽子"和3'端的多（A）都参与形成翻译起始复合物。

有实验说明帽子结构能促进起始反应，因为核糖体上有专一位点或因子识别 mRNA

的帽子，使 mRNA与核糖体结合图4-16】。帽子在mRNA与40S亚基结合过程中还起稳定

作用。实验表明，带帽子的 mRNA5'端与18SrRNA的3'端序列之间存在不同于 SD序列

的碱基配对型相互作用。
40S起始复合物形成过程中有一种蛋白因子——帽子结合蛋白（elF-4E），能专一地

识别mRNA的帽子结构，与mRNA的5'端结合生成蛋白质-mRNA复合物，并利用该复

合物对 eF-3的亲和力与含有elF-3的 40S 亚基结合。
除了帽子结构以外，40S小亚基还能识别 mRNA上的起始密码子AUG。Kozak 等提

出了一个"扫描模型"来解释 40S 亚基对 mRNA起始密码子的识别作用图4-172。按照这

个模型，40S小亚基先识别在mRNA

图4-16 真核生物的5'端的甲基化帽子，然后沿 mRNA
翻译起始复合物的上40S核糖体小亚基移动，当40S小亚基遇到AUG时，由 形成

于Met-IRNAi*"反密码子与 AUG 配
5'帽子 3'poly(A)对，导致移动暂停。存在于-4位和+1

位的碱基对于AUG是否被识别为起

PABeF-4E始密码子具有重要的影响。在 AUG eiF-4GAUG之前的第三个嘌呤（G或A）以及紧

跟其后的G，可以显著影响翻译效率。

最后一步，60S 亚基与40S复合物结合
编码区 3'非编码区

生成80S起始复合物。在第一个40S
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图4-17 真核生物
核糖体结合位点甲基化帽子核糖体从mRNA的

5'端向下游含有起 Acc AUG aGcc始密码子ALUG的核 mRNA糖体结合位点滑动

小亚基结合甲基化帽子

Gcc Ac AUG G_
小亚基迁移到结合位点

CC AUGGGCC

核糖体亚基能够形成队列

AcC AUG G

亚基离开起始点之前，会有更多的小亚基识别5'端，形成40S 亚基的队列。

起始过程中 mRNA与40S小亚基结合时还需要 ATP，这可能是因为蛋白质合成中消

除 mRNA二级结构是一个耗能过程，需由 ATP水解提供能量。另外根据"扫描模型"，在

40S 亚基沿 mRNA移动过程中也需要能量。

4.4.3 肽链的延伸

与翻译的起始不同，蛋白质延伸机制在原核细胞和真核细胞之间是非常相似的。起
始复合物生成，第一个氨基酸（IMet/Met-tRNA）与核糖体结合以后，肽链开始伸长。按照

mRNA模板密码子的排列，氨基酸通过新生肽键的方式（图4-18》被有序地结合上去。肽链
延伸由许多循环组成，每加一个氨基酸就是一个循环，每个循环包括 AA-IRNA与核糖体

结合、肽键的生成和移位。

1.后续 AA-1RNA与核糖体结合

起始复合物形成以后，第二个AA-tRNA在延伸因子EF-Tu及GTP的作用下，生成

AA-1RNA·EF-Tu·GTP复合物，然后结合到核糖体

的A 位上。这时GTP 被水解释放，通过延伸因子图4-18 多肽链上
早R飞肽键的形成-——缩 EF-Ts再生GTP，形成EF-Tu·GTP复合物，进入新

合反应 H,N-CH-C-OH＋H-N-cH-co0
一轮循环4图4-191。o

青宁亏 模板上的密码子决定了哪种 AA-tRNA能被

结合到A位上。由于EF-Tu只能与Met-tRNA以月R2
外的其他AA-tRNA起反应，所以起始RNA不会C-N-CH-COO-CH-HN-4 。
被结合到A位上，这就是mRNA内部的AUC不会
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图4-19 细菌中
肽链延伸的第一步
反应∶第二个氨酰

起始复合物 1RNA的结合(70S)
50S/ 该氨酰RNA首先与

EF-Tu·GTP形成复
合物，进入核糖体的A

Au G 位，水解产生GDP并

下一个密码子 在EF-Ts的作用下释起始密码子
放GDP并使EF-Tu
结合另一分子GTP，30S
进入新一轮循环。

下一个氨酰IRNA

(Aa

-GTPTab

GTP(Tu

(Ts
第二个氨酰RNA

与核糖体A位点结合 -GTP

(Ts(Tu

GTP
4 Tu]

或GDP

AA0

K针

被起始tRNA 读出，肽链中间不会出现甲酰甲硫氨酸的原因。

2.肽键的生成
经过上一步反应后，在核糖体·mRNA·AA-IRNA复合物中，AA-RNA占据A位，

Met-tRNAM占据P位。在肽基转移酶（peptidyltransferase）的催化下，A位上的AA-

IRNA转移到P位，与fMet-RNAM上的氨基酸生成肽键图4-20。起始RNA在完成使命
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图4-20 细菌中肽
P位点E位点 A位点链延伸的第二步反

应∶肽链的生成

工- Met-IRNAMa
氢酰tRNA2

C二柱

R0
mRNA 5' I(G

在

肽键形成E位点 A位点P位点

-o

去氢酰iRNA

OH
肽酰RNA2

2
AluiG

6

后离开核糖体P位点，A位点准备接受新的 AA-tRNA，开始下一轮合成反应。

3.移位
肽键延伸过程中最后一步反应是移位，即核糖体向 mRNA 3'端方向移动一个密

码子（4-21。此时，仍与第二个密码子相结合的二肽酰tRNA，从A位进入P位，去氨酰

tRNA被挤入 E位，mRNA上的第三位密码子则对应于A位。EF-G是移位所必需的蛋白

质因子，移位的能量来自另一分子 GTP水解。

用嘌呤霉素作为抑制剂做实验表明，核糖体沿 mRNA移动与肽酰tRNA的移位这两

个过程是耦联的。

，
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图4-21 细菌中肽

P位点E位点 链延伸的第三步反A位点
应∶移位
核糖体通过 EF-G介O
导的 GTP水解所提供
的能量向 mRNA模板
3'端移动一个密码子，

去氢酰RNA 使二肽酰rRNA，完全

进入P位，准备开始新
OH 一轮肽链延伸。二肽酰RNA，

为

一
IAuG

-GTP在P-G

移位
+ GDP+PiEF一（

A位点P位点E位点
谆上C-o
NE

账货有!震 -C-H 新进入的氨酰tRNA3

R
0=OH

穆穆
U.G;

核糖体移动方向

肽链延伸是由许多个这样的反应组成的，原核生物中每次反应共需3个延伸因子，

EF-Tu、EF-Ts 及EF-G，它们都具有 GTP酶的活性，EF-Tu和EF-Ts 能够促进 AA-IRNA
进入A位，EF-G则促进移位和卸载 tRNA的释放。直核生物细胞需EF-1（对应干EF-Tu

和 EF-Ts）及EF-2（相当于EF-G），消耗2个GTP，向生长中的肽链加上一个氨基酸。
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4.4.4 肽链的终止

肽链的延伸过程中，当终止密码子UAA、UAG或 UGA 出现在核糖体的A位时，没有

相应的 AA-IRNA能与之结合，而释放因子（release factor，RF）能识别这些密码子并与之

结合，水解 P 位上多肽链与tRNA之间的二酯键。接着，新生的肽链和tRNA 从核糖体上

释放，核糖体大、小亚基解体，蛋白质合成结束。释放因子RF具有 GTP酶活性，它催化

GTP 水解，使肽链与核糖体解离。

释放因子有两类。Ⅰ类释放因子识别终止密码子，并能催化新合成的多肽链从P位

点的tRNA中水解释放出来;Ⅱ类释放因子在多肽链释放后刺激Ⅰ类释放因子从核糖体

中解离出来。细菌细胞内存在3种不同的释放因子（RF1、RF2、RF3），其中，RF1 和RF2
为Ⅰ类释放因子。RFI 能识别UAG和UAA，RF2识别UGA和UAA。一旦RF与终止密

码相结合，它们就能诱导肽基转移酶把一个水分子而不是氨基酸加到延伸中的肽链上。
RF3为Ⅱ类释放因子，与核糖体的解体有关。真核细胞的Ⅰ类和Ⅱ类释放因子分别只有

一种，eRF1和 eRF3。I类释放因子eRF1能够识别3 个终止密码子。
综上所述，蛋白质翻译是一个循环进行的过程，每一个循环包括大、小亚基之间及其

与mRNA的结合，翻译 mRNA，然后各自分离。这种结合和分离称为核糖体循环图4-22）。

当mRNA和起始tRNA结合于游离的小亚基上，翻译过程就开始了，这个小亚基-mRNA

复合物随后就能吸引大亚基结合，从而形成完整的、结合有mRNA的核糖体。蛋白质合

成开始，从 mRNA的5'端起始密码子向 3'端移动。当核糖体从一个密码子移位到另一

个密码子，一个接一个的活化tRNA就进人核糖体的解码和肽基转移酶中心。当核糖

体遇到终止密码子时，已合成的多肽链就被释放出来，核糖体大、小亚基分离，各自离开

mRNA。这些已分离的亚基就可以结合到新的 mRNA分子上，开始下一轮蛋白质合成的
循环。体外反应体系中，核糖体的解离或结合取决于离子浓度。在大肠杆菌内，Mg'浓度

图4-22 蛋白质翻
译过程总览 ）核糖体大亚基

起始IRNA

核糖体小亚基
5氨酰RNA

终止密码子起始密码子 多肽cmRNA

to

。
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图4-23 多核糖体

poly（A）尾巴 翻译蛋白质(a (b)
（a）真核细胞多核糖体旦
的电镜照片（来自于
John Heuser）;（b）一系
列核糖体同时翻译同poly（A）结合蛋白5帽子 起始密码子 一mRNA分子。多(AUG)终止密码子 （A）尾结合蛋白与(AGU)
eF-4G 亚基的相互作
用促进mRNA的环化。
提高 mRNA 的翻译。

100 m

在102mol/L以下时，70S解离为亚基，浓度达 102mol/L.时则形成稳定的70S颗粒。

4.4.5 多核糖体与蛋白质合成

虽然一个核糖体一次只能合成一条多肽，但每个mRNA分子却能同时被多个核糖体

结合同时进行翻译。结合多个核糖体的mRNA称为多核糖体（polyribosome 或 polysome，

图4-23）。由于核糖体的体积巨大，mRNA链上一般每80个核苷酸结合一个核糖体。多（A）

尾结合蛋白与elF-4G 亚基相互作用促进mRNA的环化，提高mRNA的翻译效率，一个

mRNA分子能够利用大批核糖体同时指导多个多肽链的合成。与完成翻译后再开始新的

蛋白质合成相比，这种多重起始意味着在短时间内一条 mRNA能够被高效地翻译，合成

数量更多的蛋白质分子。

真核生物和细菌都利用多核糖体，但因为细菌的 mRNA 无需加工.其转录和翻译

在同一空间进行，在转录刚开始不久就开始合成蛋白质，所以细菌中的蛋白质合成效率

更高。

4.4.6 蛋白质前体的加工

新生的多肽链大多数是没有功能的，必须经过加工修饰才能转变为有活性的蛋白质。

1.N端Met或Met 的切除

细菌蛋白质氨基端的甲酰基能被脱甲酰化酶水解，不管是原核生物还是真核生物，N

端的甲硫氨酸往往在多肽链合成完毕之前就被切除。有些动物病毒如脊髓灰质炎病毒的

mRNA可翻译成很长的多肽链，含多种病毒蛋白，经蛋白酶在特定位置上水解后得到几个

有功能的蛋白质分子（图4-24）。
2.二硫键的形成

mRNA中没有胱氨酸的密码子，而不少蛋白质都含有二硫键，这是蛋白质合成后通过

两个半胱氨酸的氧化作用牛成的。二硫键的正确形成对稳定蛋白的天然构象具有重要的

作用。
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图4-24 新生蛋白
多肽质经蛋白酶切割后 。N-

变成有功能的成熟
蛋白质
左;新生蛋白质在去 末端切割 多蛋白质的切割掉N 端一部分残基后

变成有功能的蛋白质;
右∶某些病毒或细菌可

去掉N端合成无活性的多蛋白
的小肢质，经蛋白酶切割后成

3个有活性的蛋白质活性蛋白质为有功能的成熟蛋白。

3.特定氨基酸的修饰

氨基酸侧链的修饰作用包括磷酸化（如核糖体蛋白质）、糖基化（如各种糖蛋白）、甲基

化（如组蛋白、肌肉蛋白质）、乙酰化（如组蛋白）、泛素化（多种蛋白质）等。图4-25是生物

体内最普通发生修饰作用的氨基酸残基及其修饰产物，如在第二章中所介绍的，组蛋白N

端35个残基中可能出现包括磷酸化、甲基化、乙酰化和泛素化在内的多种修饰。糖蛋白

主要是通过蛋白质侧链上的天冬氨酸、天冬酰胺、丝氨酸、苏氨酸、谷氨酸等残基加上糖基

形成的，内质网可能是蛋白质 N-糖基化的主要场所。胶原蛋白上的脯氨酸和赖氨酸多

数是羟基化的。
① 磷酸化（phosphorylation）主要由多种蛋白激酶催化，发生在丝氨酸、苏氨酸和酪

氨酸等 3种氨基酸的侧链。

②糖基化（glycosylation） 它是真核细胞蛋白质的特征之一。大多数糖基化是由内

图4-25 生物体内
(e)(a)coo最常见的被修饰

Coo coo coo的氨基酸及其修饰 C-HH,N-产物 HN-HN-c-H C-HC-H过岁CH-0- -O

CH-CH CH:（a）磷酸化;（b）羧基
CH。 CH。化;（c）甲基化。 磷酸丝氨酸 cp,CH。ancoo CH:
“资予 NHc-HH,N- 、

它它 豆H-CC-0-P.P-0 ch, CH,CH, O
甲基赖氨酸 二甲基赖氨酸

磷酸酪氨酸磷酸苏氨酸 coo coo
C-H HN-H产 -c-H

CH2CH2
(b) CH。CH。Cn。coo C-O

Hj-c-H 它。ca 豆CH ,CH,、 甲基谷氨酸3csooc/ co0
三甲基赖氨酸Y一羧基谷氨酸

。
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质网中的糖基化酶（glycosylase）催化进行的。所有的分泌蛋白和膜蛋白几乎都是糖基化

蛋白质。
③甲基化（methylation）蛋白质的甲基化是由甲基转移酶催化的。甲基化包括发生

在Arg、His和Gln 的侧基的N-甲基化以及Glu和Asp 侧基的 O-甲基化。

④ 乙酰化（acetylation）发生在赖氨酸侧链上的 ε-NH，由乙酰基转移酶催化。

⑤泛素化和类泛素化修饰（ubiquitination & ubiquitin-like modifications）发生在赖

氨酸残基侧链上，由E1、E2和 E3一系列酶催化（具体见4.6节））。

4.切除新生肽链中的非功能片段
新合成的胰岛素前体是前胰岛素原，必须先切去信号肽变成胰岛素原，再切去B

肽，才变成有活性的胰岛素（图4-26）。不少多肽类激素和酶的前体都要经过加工才能变

为活性分子，如血纤维蛋白原、胰蛋白酶原经过加工切去部分肽段才能成为有活性的血

纤维蛋白、胰蛋白酶。一般说来，由多个肽链及其他辅助成分构成的蛋白质，在多肽链

合成后还需经过多肽链之间以及多肽链与辅基之间的聚合过程，才能成为有活性的蛋

白质。

图4-26 前胰岛素
c链信号肽 B链A链 原蛋白翻译后成熟C 前胰岛素原 过程示意图李

剪切
去掉信号肽

胰岛素原

二硫键的形成

剪切

家

v.容：

剪切

去掉B肽

，，
胰岛素vn-看

S-S
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4.4.7 蛋白质的折叠

由核糖体合成的所有新生肽链必须通过正确的折叠才能形成动力学和热力学稳定的

三维构象，从而表现出生物学活性或功能。因此，，可以说蛋白质折叠是翻译后形成功能蛋

白质的必经阶段。如果蛋白质折叠错误，其生物学功能就会受到影响或丧失，严重者甚至 

会引起疾病。新合成的蛋白质分子如何形成具有功能的空间结构?蛋白质的结构与功能

的关系等问题成为结构生物学研究的热点。

多肽链的折叠是一个复杂的过程，新生多肽一般首先折叠成二级结构，然后再进一步

折叠盘绕成三级结构。对于单链多肽蛋白质，三级结构就已具有蛋白质的功能;对于寡

聚蛋白质，一般需要进一步组装成更为复杂的四级结构，才能表现出天然蛋白的活性或

功能。
有些蛋白质只有在另一些蛋白质存在的情况下才能正确完成折叠过程.形成功能蛋

白质。分子伴侣（molecular chaperone）是目前研究比较多的能够在细胞内辅助新生肽链

正确折叠的蛋白质。它是一类序列上没有相关性但有共同功能的保守性蛋白质，它们在

细胞内能帮助其他多肽进行正确的折叠、组装、运转和降解。目前认为细胞内至少有两类

分子伴侣家族，即热休克蛋白（heat shock protein）家族和伴侣素（chaperonin）。

①热休克蛋白 它是一类应激反应性蛋白，包括HSP70、HSP40和GrpE3个家族，

广泛存在于原核及真核细胞中。三者协同作用，促使某些能自发折叠的蛋白质正确折
叠形成天然空间构象。

②伴倡素 伴侣素包括 HSP60和 HSP10（原核细胞中的同源物分别为 GrEL和

GroES），它主要是为非自发性折叠蛋白提供能折叠形成天然结构的微环境图4-27）。
分子伴侣在新生肽链折叠中主要通过防止或消除肽链的错误折叠，增加功能性蛋白

质折叠产率来发挥作用，而并非加快折叠反应速度。分子伴侣本身并不参与最终产物的

形成。

图4-27 伴侣素形
未折叠的蛋白质被送到成一个闭合的寡聚 蛋白质折叠后被释放出来伴侣素寡聚复合体中

复合体.在其内部对
蛋白质进行折叠
右图为GroEL与GroES
帽子结合的三维结构。

象C
10m

。
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4.4.8 蛋白质合成的抑制剂

蛋白质生物合成的抑制剂主要是一些抗生素，如嘌呤霉素、链霉素、四环素、氯霉素、

红霉素等，此外，如5-甲基色氨酸、环已亚胺、白喉毒素、干扰素、蓖麻蛋白和其他核糖体
灭活蛋白等都能抑制蛋白质的合成。这些抑制剂不仅对于研究蛋白质的合成机制十分重

要，也是在临床上治疗细菌感染的重要药物。

抗生素对蛋白质合成的作用可能是阻止mRNA与核糖体结合（氯霉素），或阻止 AA-

tRNA与核糖体结合（四环素类），或干扰 AA-tRNA与核糖体结合而产生错读（链霉素、新
霉素、卡那霉素等），或作为竞争性抑制剂抑制蛋白质合成。

链霉素是一种碱性三糖，可以多种方式抑制原核生物核糖体，能干扰 fMet-IRNA与

核糖体的结合，从而阻止蛋白质合成的正确起始，也会导致 mRNA的错读。若以多（U）作

模板，则除苯丙氨酸（UUU）外，异亮氨酸（AUU）也会被掺入。用抗链霉素细菌的50S 亚

基及对链霉素敏感细菌的30S 亚基重组获得的核糖体对链霉素是敏感的，而用敏感菌的

50S 亚基及抗性菌的 30S 亚基组成的核糖体对链霉素有抗性，表明链霉素的作用位点在

30S 亚基上。
图 4-28是几种常见蛋白质合成抑制剂的化学结构式。

嘌呤霉素是 AA-tRNA的结构类似物，不需要延伸因子就可以结合在核糖体的A 位

上，抑制AA-IRNA的进入。它所带的氨基与AA-IRNA上的氨基一样，能与生长中的肽
链上的羧基反应生成肽键，这个反应的产物是一条3'羧基端挂了一个嘌呤霉素残基的小

肽.肽酰嘌呤霉素随后从核糖体上解离出来.所以嘌呤霉素是通过提前释放肽链来抑制蛋

正瑶吟冯运豆十号
此外，青霉素、卡那霉素、氯霉素、四环素和红霉素只与原核细胞核糖体发生作用，从

图4-28 儿种常见
CH CH, 蛋白质合成抑制剂

CHyOH 的结构式NH-C-CHCl2耳 OH -cH-CH oO,A
叶它”coNH2 oHoHOH oH”。 OHO

四环素 氯霉索
NH
-NHHN-c NHSH 怪

工- NH-C-NH2HOH=oH,C 且OH
CHOH o oH夕9CH2 HO -Ocn,CH,OH 下中QHcHN西- 个EH ！压还o。 CHo田 OH 直

环已亚胺 链霉
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图4-29 嘌呤霉素
(b)(a)抑制蛋白质合成的

A位点P位点分子机制 嘌岭霉素肽酰tRNA
（a）嘌呤霉素的结构类

oCH;似于氨酰rRNA，能与 CH>-
(AAH2N- -H核糖体A位点相结合; NH2（b）肽酰嘌呤霉素。 C=O NH六地R-C NHOH -OCH;CH,四 C-HR-Co o CH2 C-H0=C-N-

C-oHO Q
s NH OH

中、D
讼 万cH, cn, 田PN： CH:NH2 警。

应乙 HO
N

CH, CH一
mRNA

肽能转移酶

而阻遏原核生物蛋白质的合成，抑制细菌生长。白喉毒素和放线菌酮只作用于真核生物

核糖体。潮霉素、嘌呤霉素和链霉素既能与原核细胞核糖体结合，又能与真核生物核糖体

结合，妨碍细胞内蛋白质合成，影响细胞生长。因此，临床上需要根据其作用原理优先选

择相应的抗生素。

表 4-11总结了上述各种抗生素影响翻译的主要特点。

表4-11 不同抗生素的靶标以及所产生的后果

分子目标目标细胞 后果抗生素/毒素
氯荷素 原核细胞 50S 亚基的肽酰转移酶中心 阻断A位点的氨酰RNA为进行肽基转

移反应的正确定位

原核细胞四环素 30S 亚基A位点 抑制氨酰tNA结合到A位点

潮霉素 30S 亚基 A 位点附近原核和真核细胞 阻挠A位点tRNA到P位点的移位

嘌呤霉素 原核和直核细胞 链终止子;模仿A位点的氨酰rNA的3大亚基的肽酰转移酶中心
端，作为新的多肽链的接受者
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分子目标目标细胞 后果抗生素/毒素
红需素 原核细胞 50S 亚基的多肽出口通道 阻断成长中的多肽链从核糖体的出口，阻

退翻译
原核细胞青需素 抑制细菌细胞壁的合成作用于肽葡聚糖转肽酶

链霉素 作用于30S 亚基原核和真核细胞 干扰氨酰RNA与核栅体的结合;导致

mRNA的错读
原核细胞卡那霉素 作用于 30S核糖体亚基 干扰氨酰tRNA与核糖体的结合，使细菌

蛋白质合成发生错误。
白喉海素 抑制 EF-2的功能化学修饰EF-2真核细胞

放线菌酮 抑制肽酰转移酶活性真核细胞 60S 亚基的肽酰转移酶中心

原核和真核细胞蓖麻毒素 60S 亚基的肽酰转移酶中心 阻挠翻译因子GTP 酶的活化

4.5 蛋白质运转机制

在生物体内，蛋白质的合成位点与功能位点常常被一层或多层细胞膜所隔开，这样就

产生了蛋白质运转的问题。核糖体是真核生物细胞内合成蛋白质的场所，几乎在任何时

候，都有数以百计或千计的蛋白质离开核糖体并被输送到细胞质、细胞核、线粒体、内质网

和溶酶体、叶绿体等各个部分.补充和更新细胞功能。由于细胞各部分都有特定的蛋白质

组分，因此合成的蛋白质必须准确无误地定向运送才能保证生命活动的正常进行。蛋白

质是怎样从合成部位运送至功能部位的?它们又是如何跨膜运送的?跨膜之后又是依靠

什么信息到达各自"岗位"的?对于膜蛋白来说，究竟是什么因素决定它为外周蛋白还是

内在蛋白，为部分镶嵌还是跨膜分布.在膜的外侧还是内侧?这些都是十分有趣的问题，

也是生物膜研究中非常活跃的领域（图4-30）。

一般说来，蛋白质运转可分为两大类∶若某个蛋白质的合成和运转是同时发生的，则
属于翻译运转同步机制;若蛋白质从核糖体上释放后才发生运转，则属于翻译后运转机

制。这两种运转方式都涉及蛋白质分子内特定区域与细胞膜结构的相互关系。

表4-12列举了跨膜运输和镶入膜内的几种主要蛋白质。从表中可知，分泌蛋白质大

多是以翻译运转同步机制运输的。在细胞器发育过程中，由细胞质进入细胞器的蛋白质

大多是以翻译后运转机制运输的。而参与生物膜形成的蛋白质.则依赖于上述两种不同

的运转机制镶入膜内。

表4-12 几类主要的蛋白质运转机制

蛋白性质 主要类型运转机制
分泌 蛋白质在结合核糖体上合成.并以翻译运转 免疫球蛋白、卵蛋白、水解酶、激素等

同步机制运输
细胞器 蛋白质在游离核糖体上合成，以翻译后运转 核、叶绿体、线粒体、乙醛酸循环体、过氧化物酶体等

发育 细胞器中的蛋白质机制运输
两种机制兼有膜的形成 质膜、内质网、类囊体中的蛋白质
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图4-30 蛋白质合
0QQ分泌蛋白成和运转过程示

意图
膜蛋白

通过载体
转运的蛋白

是
一滞留高尔
基体蛋白

滞留线
滞留ER粒体蛋白 -O0o。
蛋白QQQ胞质蛋白 Q00

QQQ 汽它

"自由"育磨厚 3膜结合核糖体 白院罗 核糖体LGO

_QQQ.
、核信号

4.5.1 翻译运转同步机制

一般认为，蛋白质定位的信息存在于该蛋白质自身结构中，并且通过与膜上特殊受体

的相互作用得以表达，这就是信号肽假说的基础。这一假说认为，蛋白质跨膜运转信号也

是由mRNA编码的。在起始密码子后，有一段编码疏水性氨基酸序列的RNA区域，这个

氨基酸序列就被称为信号序列图4-31。信号序列在结合核糖体上合成后便与膜上特定受

体相互作用，产生通道，允许这段多肽在延长的同时穿过膜结构，因此，这种方式是边翻译

边跨膜运转。

切剩位意
GlyAsp GIa-Me 区玉E人流感病毒A蛋白 Lcm Lses Va] Led Leve SyTAla Pee Vai Ain

Gly ProAnp Pro Als Ala AlatPhe val-人前胰岛素源强白。Met Ala Leu Trp Met 【理Leu Leu Pro】配eu配cAaLe0 LcuA le I

重Thr Gia vil val Glyt Ala Phe-牛生长激素 Met Met Aa Aia Gly Pro 松理Thr Ser EEe惠 AI 产he AU Leu工eu C为 LeuPro Trpl

Sser Tyr He Tr Ala Al Pr-蜂港素原蛋白 Met 【y Phe Leu Va! 人s MA Lau V1hc MetVLW3期

果蝇 Met LELuvvTXEWTIeXGyMUL G班随Asp ProAI Ser Glycy， ty-
。

图4-31 蛋白质通过其N端的信号肽在内质网中运转到不同的细胞器
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绝大部分被运入内质网内腔的蛋白质都带有一个信号肽，该序列常常位于蛋白质的

氨基端，长度一般为13~36个残基，有如下3个特点∶①一般带有10~15个疏水氨基酸;
②在靠近该序列N端常常有1个或数个带正电荷的氨基酸;③ 在其C端靠近蛋白酶切

割位点处常常带有数个极性氨基酸，离切割位点最近的那个氨基酸往往带有很短的侧链

（丙氨酸或甘氨酸））。

根据信号肽假说，同细胞质中其他蛋白质的合成一样.分泌蛋白的生物合成开始于结

合核糖体.当翻译进行到 50～70个氨基酸残基之后.信号肽开始从核糖体的大亚基露出，

被糙面内质网膜上的受体识别，并与之相结合。信号肽过膜后被内质网腔的信号肽酶水

解，正在合成的新生肽随之通过蛋白孔道穿越疏水的双层磷脂。—旦核糖体移到 mRNA

的"终止"密码子，蛋白质合成即告完成，翻译体系解散，膜上的蛋白孔道消失，核糖体重

新处于自由状态图4-32。
信号肽在蛋白质运输过程中发挥如下作用;

①完整的信号多肽是保证蛋白质运转的必要条件。信号序列中疏水性氨基酸突变

成亲水性氨基酸后，会阻止蛋白质运转而使新生蛋白质以前体形式积累在胞质中。

②）仅有信号肽还不足以保证蛋白质运转的发生。要使蛋白质顺利跨膜，还要求运转

蛋白质在信号序列以外的部分有相应的结构变化。

③信号序列的切除并不是运转所必需的。如果把细菌外膜脂蛋白信号序列中的甘

氨酸残基突变成天冬氨酸残基，能抑制该蛋白信号肽的水解，但不能抑制其跨膜运转。

④ 并非所有的运转蛋白质都有可降解的信号肽。卵清蛋白是以翻译运转同步机制

进入微粒体中的，但它并没有可降解的信号序列。据此、"信号肽"应当定义为∶能启动

蛋白质运转的任何一段多肽。

图4-32 蛋白质跨
(b) ()(a) 膜运转的信号肽假

ER内腔 说及其运输过程
AmM 子三号音字tonpNNpnud 争当量

充i问AXauviAlJFWWwWSwwi 牙
细胞质基质

SRP受体"
辅助因SRP信号肽

()(a) (e)

20090Qo,

嘴代嘴： 毫号Hid0u
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图4-33 新生蛋白
信号肽 55'帽子质通过同步转运途

①.②径进人内质网内腔 7mRNA
的主要过程 GUA
①核糖体组装、翻译起 O始;②位于蛋白质N

端的信号肽序列首先
仍SRP循环细胞质基质 核糖体循环被翻译;③ SRP与核 SRPg ⑤糖体、GTP以及带有 ③

信号肽的新生蛋白质 GDP+Pi(4
相结合，暂时中止肽链
延伸;④核糖体-SRP 核糖体受体、
复合物与膜上的受体 ⑥
相结合;⑤ GTP水解， ?⑦个信号肽水解酶多肽转运复合物 SRP受体释放SRP并进入新一 内质网、轮循环;⑥肽链重新开
始延伸并不断向内腔

ER腔运输;⑦信号肽被切
除;⑧多肽合成结束，
核糖体解离并恢复到
翻译起始前的状态。

研究新生肽向内质网内腔运转过程发现，SRP（信号识别蛋白）和 DP（停靠蛋白，又称

SRP受体蛋白）介导了蛋白质的跨膜运转过程。SRP能同时识别正在合成需要通过内质
网膜进行运转的新生肽和自由核糖体，它与这类核糖体上新生蛋白的信号肽结合是多肽

正确运转的前提，但同时也导致了该多肽合成的暂时终止（此时新生肽一般长约70个残

基）。SRP-信号肽-多核糖体复合物即被引向内质网膜并与SRP的受体——DP相结合。

只有当 SRP与 DP相结合时，多肽合成才恢复进行，信号肽部分通过膜上的核糖体受体

及蛋白运转复合物跨膜进入内质网内腔，新生肽链重新开始延伸。整个蛋白质跨膜以

后.信号肽被水解，形成高级结构和成熟型蛋白质.并被运送到相应细胞器。SRP与DP

的结合很可能导致受体聚集而形成膜孔道，使信号肽及与其相连的新生肽得以通过。
此时，SRP与DP相分离并恢复游离状态。待翻译过程结束后，核糖体的大、小亚基解离，

受体解聚，通道消失，内质网膜也恢复完整的脂双层结构（图4-33）。进入内质网内腔后，

蛋白质常以运转载体的形式被送入高尔基体或形成运转小泡.分别运送到各自的亚细胞

位点。

4.5.2 翻译后运转机制

研究发现，叶绿体和线粒体中有许多蛋白质和酶是由细胞质提供的，其中绝大多数以

翻译后运转机制进入细胞器内。

1.线粒体蛋白质跨膜运转

线粒体是细胞的"动力站"，它虽然含有遗传物质（DNA、RNA）以及核糖体等，但它的

DNA信息含量有限，大部分线粒体蛋白质都是由核 DNA 编码，在细胞质自由核糖体上合

成。被释放至细胞质，再跨膜运转到线粒体各部分。与分泌蛋白质通过内质网膜进行运

转不同，通过线粒体膜的蛋白质是在合成以后再运转的。这个过程有如下特征∶
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图4-34 线粒体蛋HSP70 _CO0- 白质跨膜运转或者MSF

线粒体前体蛋白与细胞质 细胞质基质
中的分子伴侣相结合NH

CO0-
线粒体外膜AvTom受体复合物 NH,r

它己’_Tom

mHSP70 Tim
线粒体内膜NHATP ADP+a

蛋白酶水解前导肽

前导肽》
折叠

成熟的线粒体蛋白
线粒体基质

① 通过线粒体膜的蛋白质在运转之前大多数以前体形式存在，它由成熟蛋白质和位

于N端的一段前导肽（leader peptide）共同组成。迄今已有40多种线粒体蛋白质前导肽
的一级结构被阐明，它们含 20~80个氨基酸残基，当前体蛋白过膜时，前导肽被一种或两

种多肽酶所水解，释放成熟蛋白质。
②蛋白质通过线粒体内膜的运转是一种需要能量的过程。

③蛋白质通过线粒体膜运转时，首先由外膜上的Tom 受体复合蛋白识别与 HSP70

或MSF等分子伴侣相结合的待运转多肽，通过Tom和Tim组成的膜通道进入线粒体内腔。

蛋白质跨膜运转时的能量来自线粒体HSP70 引发的 ATP 水解和膜电位差（留4-34）。
2.前导肽的作用与性质

拥有前导肽的线粒体蛋白质前体能够跨膜运转进入线粒体，在这一过程中前导肽被

水解，前体转变为成熟蛋白，失去继续跨膜能力。因此，前导肽对线粒体蛋白质的识别和
跨膜运转显然起着关键作用。

前导肽一般具有如下特性∶带正电荷的碱性氨基酸（特别是精氨酸）含量较为丰富，它

们分散于不带电荷的氨基酸序列之间;缺少带负电荷的酸性氨基酸;羟基氨基酸（特别是

丝氨酸）含量较高;有形成两亲（既有亲水又有疏水部分）a螺旋结构的能力。带正电荷

的碱性氨基酸在前导肽中有重要的作用，如果它们被不带电荷的氨基酸所取代，就不能发

挥牵引蛋白质过膜的作用。
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图4-35 前导肽的
外膜识别前导胀不同区域可能在蛋 前导肽被切除，成熟的一部分 前导肽另一部分"信号"白质跨膜运转过程 蛋白定位于内腔

可将蛋白质留于膜间
中起不同的作用

硒
QQO000

广U。
数

内 腔 00.00
愉内膜 黛

膜间空间。

前导肽跨膜运转时首先与线粒体外膜上的受体相结合，实验表明，并非线粒体蛋白质
前体都共用一种受体，但Tom 受体可能是线粒体蛋白质跨膜运转时最主要的受体蛋白。

线粒体有内、外两层膜，前导肽的不同部位可能在蛋白质的跨膜运输过程中发挥不同的

作用（图4-35】。有些前导肽含有"止运入"肽段，当该肽段被跨膜通道中的受体蛋白识别时，

所运输的多肽将被定位在膜上。

3.叶绿体蛋白质的跨膜运转

大多数科学家认为，叶绿体多肽是胞质中的游离核糖体上合成后脱离核糖体并折叠

成具有三级结构的蛋白质分子，多肽上某些特定位点结合于只有叶绿体膜上才有的特异

受体位点。叶绿体定位信号肽一般有两个部分，第一部分决定该蛋白质能否进入叶绿体

基质，第二部分决定该蛋白质能否进入类囊体图4-36）。在这一模型中，蛋白质运转是在翻

译后进行的，在运转过程中没有蛋白质的合成。

叶绿体蛋白质运转过程有如下特点∶

①活性蛋白水解酶位于叶绿体基质内，这是鉴别翻译后运转的指标之一。从完整的

叶绿体内提取的可溶性物质.能够把RuBP羧化酶小亚基前体降解或加工为成敦小亚基，

离心后产生的叶绿体基质和破碎的叶绿体也具有这种功能，而类囊体和提纯的叶绿体膜

都无此特性。在叶绿体蛋白质的翻译后运转机制中，活性蛋白酶是可溶性的，这一点也不
同于分泌蛋白质的翻译运转同步机制，因为后者活性蛋白酶位于运转膜上。因此，可根据

蛋白水解酶的可溶性特征来区别这两种不同的运转机制。

②叶绿体膜能够特异地与叶绿体蛋白的前体结合。叶绿体膜上有识别叶绿体蛋白
质的特异性受体，保证叶绿体蛋白质只能进入叶绿体内。

③叶绿体蛋白质前体内可降解序列因植物和蛋白质种类不同而表现出明显的

差异。

酶
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图4-36 叶绿体蛋

它子” 白质跨膜运转

类囊体蛋白前体
子。 细胞质基质

跨叶绿体膜转运
叶绿体外膜

叶绿体内膜
可溶性蛋白水解酶切除
第一部分跨膜信号肽信号肽·

S NH
跨类囊体膜转运

切除第三部分信号肽

信号肽· 折叠

类囊体膜一

0八成熟类囊体蛋白

类囊体

4.5.3 核定位蛋白的运转机制

真核细胞的细胞核通过核孔与核外相通，因此，核孔是进行双向运转的分子通道。在

细胞质中合成的蛋白质一般通过核孔进入细胞核。所有核糖体蛋白都首先在细胞质中被

合成，运转到细胞核内，在核仁中被装配成 40S 和 60S核糖体亚基，然后运转回到细胞质

中行使作为蛋白质合成机器的功能。RNA、DNA聚合酶、组蛋白、拓扑异构酶及大量转录、

复制调控因子都必须从细胞质进入细胞核才能正常发挥功能。

在绝大部分多细胞真核生物中，每当细胞发生分裂时，核膜被破坏，等到细胞分裂完

成后，核膜被重新建成，分散在细胞内的核蛋白必须被重新运入核内。真核细胞核膜上的

核孔复合体（nuclear pore complex，NPC）是细胞核内外进行物质交换的主要通道，相对分

子质量较小的蛋白质可自由通过NPC或采取被动扩散的方式进入细胞核，而相对分子质

量大于4×10'的蛋白质则需要通过主动运转进出细胞核。以这种方式进出细胞核的蛋

白质需要在其氨基酸序列上带有特殊的核定位信号序列（nuclear localization signal，NLS）

和出核信号序列（nuclear export signal，NES），才能被相应的核运转蛋白识别。
目前已经发现有多种类型的核定位信号，包括经典核定位信号和其他类型的 NLS。
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这些信号都具有一个带正电荷的肽核心，通常是一短的富含碱性氨基酸的序列，它能与
入核载体相互作用，将蛋白质运进细胞核。第一个被确定的 NLS 序列的蛋白质是 SV40

的T抗原，它在细胞质中合成后很快积累在细胞核中，是病毒DNA在核内复制所必需的。

其野生型的氨基酸序列为Pr-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val，该序列中的单个氨基酸突变所
产生的突变型能阻止这种蛋白质进入细胞核而停留在细胞质中。

NLS可以位于核蛋白的任何部位，也能够引导其他非核蛋白进入细胞核。入核信号

与前导肽的区别在于∶①由含水的核孔通道来鉴别;②入核信号是蛋白质的永久性部分，

在引导入核过程中，并不被切除，可以反复使用，有利于细胞分裂后核蛋白重新入核。

蛋白质向核内运输过程需要一系列循环于核内和细胞质的蛋白因子包括核运转因子

（importin）α、β和一个低相对分子质量GTP酶（Ran）参与。α和β组成的异源二聚体是核

定位蛋白的可溶性受体，与核定位序列相结合的是α亚基。由上述3个蛋白质组成的复合

物停靠在核孔处，依靠 Ran GTP酶水解 GTP提供的能量进入细胞核，α和β亚基解离，核蛋
白与α亚基解离，α和β分别通过核孔复合体回到细胞质中，起始新一轮蛋白质运转图437）。

经典的出核信号序列（NES）是由疏水性氨基酸尤其是亮氨酸和异亮氨酸富集的区

域构成，其保守性氨基酸排序为①X-④X2，④X④，其中，④代表疏水性氨基酸L、1、

F或M，而X代表任意氨基酸。经典的 NES大多为 CRM1依赖性，它能够被出核因子

CRM1（chromosome region maintenance 1》exporting/Xpol识别并结合，从而携带该蛋白

质出核。

图4-37 核定位蛋
细胞质基质核定位蛋白白跨细胞核膜运转

参过程示意图
核膜NLS

(2)

①
核转运因子

)( C
⑥ Ran

核孔复合物 GTP+PiGTP(3]

勾

与 O
核质

，
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图4-38 细菌中蛋

哼 白质的跨膜运转SecB

O)

细胞质基质

O SecB
ADP+Pi ATP

⑤④③SeYEG
⑥

周质空间

对于原核细胞来说，同样存在蛋白质运转的问题。研究表明，细菌同样能通过定位于

蛋白质N 端的信号肽将新合成的多肽运转到其内膜、外膜、双层膜之间或细胞外等不同
部位。细菌中新翻译产生的蛋白质与胞质中的分子伴侣 SecB相结合后就能被运送到细

胞膜运转复合物SecA-SeeYEG上.结合有新生肽的 SecA在自身ATP酶活性作用下水解

ATP并嵌入细胞膜之中，导致与SecA相结合的被运转蛋白 N端约20个氨基酸通过膜运

转复合物到达胞外。SecA再与另一个 ATP 相结合，变构嵌入膜内的同时再次把所运转蛋

白的第二部分运出胞外，如此反复，直到把所运转蛋白质全部送到胞外（图4-15。

4.6 蛋白质的修饰、降解与稳定性研究

越来越多的证据表明，生物体内蛋白质的降解过程是一个有序的过程。在大肠杆菌

中，蛋白质的降解是通过一个依赖于ATP 的蛋白酶（称为Lon）来实现的。当细胞中出现

错误的蛋白质或半衰期很短的蛋白质时，该酶就被激活。Lon蛋白酶每切除一个肽链键要

消耗两个分子的ATP。

4.6.1 泛素化修饰介导的蛋白质降解

蛋白质的半衰期从 30s到许多天不等。虽然大部分真核蛋白的半衰期为数小时至

数天，像血红蛋白这样少数蛋白质的半衰期与细胞周期同样长（成红细胞=110天）。在真

核生物中，除了通过溶酶体以及自噬通路.蛋白质的降解主要依赖于泛素蛋白（ubiquitin）。

泛素是一类低相对分子质量的蛋白质，只有76个氨基酸残基，序列高度保守（从酵母和人

细胞中提取的泛蛋白几乎完全相同）。泛素化是指泛素分子在泛素激活酶、结合酶、连接

酶等的作用下，对靶蛋白进行特异性修饰的过程，在该过程中。泛素C端甘氨酸残基通过
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去泛素化 EB3
OL K48&K11 linkages降解 d(CoPpa w(G)

26S蛋白酶体
(E Mono ub蛋白质之间的相互作用 。

K29蛋白质的亚细胞定位、构象 窝影侈K63细胞周期、增殖、调亡、分化、转移
基因表达、转录调节 9oo K33K6信号传递、损伤修复、炎症免疫 季率也

图4-39 泛素化/去泛素化修饰及其在蛋白质降解和细胞生理功能中的调节作用。

泛素在 E1、E2和 E3的作用下与底物蛋白相连接的过程。该过程是一个可逆的过程，可以在去泛素化酶（（DUB）的作用下去除底物（S）上的泛素
化修饰。K11和K48 位的多泛素化修饰使蛋白质通过26S蛋白酶体降解;K63、K29 位等的泛素化修蚀不是蛋白质发牛降解，而是参与细胞内众

多生理过程的调节。

酰胺键与底物蛋白的赖氨酸残基的 ε 氨基结合。在蛋白质分子的一个位点上可结合单

个或多个泛素分子。

泛素化修饰涉及泛素激活酶E1、泛素结合酶 E2和泛素连接酶 E3等3个酶的级联反

应（图4-39∶首先在 ATP 提供能量的情况下，泛素激活酶E1黏附在泛素分子尾部的Cys残

基上激活泛素，E1酶再将激活的泛素分子转移到泛素结合酶 E2上，再由 E2酶和一些种

类不同的泛素连接酶E3酶共同识别靶蛋白，对其进行泛素化修饰。该修饰是一个可逆的

过程，去泛素化酶（DUB）可以去除相应底物的泛素化修饰。目前已经鉴定2种 E1，50余

种 E2、600余种E3和100余种 DUB。底物泛素化修饰的特异性是由连接酶 E3决定的，

可以对靶蛋白进行单泛素化和多泛素化修饰。如图4-40所示，E2酶的外形就像一个夹子，

将靶蛋白固定在中间的空隙内。蛋白质泛素化以后，被标记的蛋白质常被运送到相对分

子质量高达1×10°的蛋白质降解体系中直到该蛋白质完全被降解。

蛋白质的泛素化修饰是翻译后修饰的一种常见形式，该过程能够调节不同细胞途径

中的各种蛋白质。其中，泛素-蛋白酶体途径是最先被发现的，也是一种较普遍的内源

蛋白质降解方式。蛋白酶体（proteasome）因其密度梯度离心沉降系数为26S，故又称其
为26S蛋白酶体。它是由1个20S 催化颗粒（catalytic particle，CP）和2个19 调节颗粒
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图4-40 泛素连接
(b)(a) 酶E3与结合酶E2

或底物复合物的三DDB1Skp2Skpl 维结构sV5-V~50 nm
（a）SCFSkp2-E2 复CUL4AROClRb
合物的结构.Cul1、
Rbx1、Skp1和Skp2复

合物的结构外形就像CTDCul1
一个夹子，其中间的空
隙内可结合底物蛋自;
(b)DDB1-CUL4A-
ROC1泛素连接酶与NTD
猴病毒5的V蛋白复
合物的晶体结构。

图4-41 26S蛋白
(a) 酶体依赖的蛋白质

泛素化降解③
C-O C 蛋白酶体是由1个行码(e) 20s 催化颗粒（CP）和④)

2个19s调节颗粒RP）念码(DUB)底物 组成的桶状结构。一
旦底物蛋白被多泛素19S RP泛素受体、 化（连接至少4个泛素

(b) 分子），它或者直接与26S蛋白酶体20S RP 19S 调节颗粒上的泛
有名 素受体结合（a）.或者
Ub)窗 19S RP连接物 通过19S调节颗粒上

@ 连接物 的连接物受体间接结
受体 合到蛋白酶体（b）.然

底物 后被剪切成小的肽段

而降解，泛素会被再利

用。修改自Ravid and
Hochstrasser.,Nat Rev
Mol Cell Biol,679-
690.2008。（regulatory particle，RP）组成的桶状结构图4-41）。19S 为调节亚单位，位于桶状结构的两端，

识别多泛素化蛋白并使其去折叠。19S 亚单位上还具有一种去泛素化的同功肽酶，使底

物去泛素化。20S为催化亚单位，位于两个19S 亚单位的中间.其活性部位处干桶状结构

的内表面，可避免细胞内环境变化所造成的影响。进一步的研究发现，并非所有泛素化修

饰都会导致蛋白质降解。有些泛素化修饰还能参与多种生物功能的调控，在蛋白质的定
位、代谢、功能、调节和降解中都起着十分重要的作用，能参与细胞周期、增殖、凋亡、分化、

转移、基因表达、转录调节、信号传递、损伤修复、炎症免疫等几乎一切生命活动的调控，在

肿瘤、心血管等疾病发病中起着十分重要作用。此外，蛋白质的泛素化也是研究、开发新

药物的新靶点。

4.6.2 蛋白质的 SUMO化修饰

除了泛素化修饰，细胞内还有一些与泛素化修饰相类似的反应，称为类泛素化修饰，

如 SUMO 化修饰（小泛素化修饰.SUMOylation）和 NEDD 化修饰（NEDDylation）等。小泛
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图 4-42 SUMO 化
修饰和泛素化修饰 底物活化酶E2 活化酶E3活化酶E1修饰方式 羧基端水解酶 成熟形式
的比较

吃 。
泛素化 ATP(

数目众多UBA1 UBC家族

ATP(SUMO化
PIASUBC9ASO1/UBA2

素相关修饰物（small ubiquitin-related modifier，SUMO）是泛素类蛋白家族的重要成员之
一，由98个氨基酸组成，在进化上高度保守。SUMO与泛素之间具有18的同源性，并

且两者都具有典型的ββαββαβ折叠，但两者表面电荷分布不同，暗示其功能不同。小
泛素相关修饰物经由一系列酶介导的生化级联反应共价结合于底物蛋白的赖氨酸残基

上（图4-2）。与泛素相类似，SUMO也以前体形式被合成，并且在羧基端水解酶的作用下

加工为成熟的 SUMO。SUMO化修饰也需要E1、E2和 E3的参与。首先，依赖于ATP的

SUMO活化酶E1的链接亚基与SUMO的 Gly残基相链接，激活 SUMO，再由 SUMO结合

酶 E2的半胱氨酸催化亚基通过识别一个保守序列重-K-X-D/E（重代表疏水性氨基酸，

赖氨酸残基K是 SUMO 偶联位点，X可以是任何氨基酸，D或E 为酸性氨基酸），这种把

SUMO转移到底物的赖氨酸残基上，稳定靶蛋白使其免受降解的过程称为SUMO化修饰。

SUMO化修饰类似于但又不同于泛素化修饰。SUMO化修饰既能协同泛素化，又能

拮抗泛素化修饰。与泛素介导的蛋白质降解不同，SUMO 阻碍泛素对底物蛋白的共价修

饰，提高了底物蛋白的稳定性图4-13】。它能修饰许多在基因表达调控中发挥重要作用的
蛋白质，包括转录因子、转录辅助因子以及染色质结构调控因子。SUMO 化修饰影响蛋白

质亚细胞定位和蛋白质构象，广泛参与细胞内蛋白质与蛋白质相互作用、DNA结合、信号

转导、核质转运、转录因子激活等重要过程。

图 4-43 SUMO 化
SUMO化修饰的通路及其与

泛素化的关系 SUMO A泛素化AOS1/UBA2蛋白质的SUMO 化 UBC9修饰能够阻止泛素化
引起的蛋白质降解。

降解SUMO化修饰需要
AOS1/UBA2和UBC9 底物 稳定化多种酶;去SUMO 化
是在ULP家族蛋白的
催化下完成。 形成复合体

ULPs
SUMO)

去SUMO化
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4.6.3 蛋白质的NEDD化修饰

NEDD8 含有81个氨基酸，是一种类泛素蛋白修饰分子，与泛素分子的一致性为

59??相似性高达80??其相似程度是众多类泛素分子中最高的。研究表明，NEDD8能像

泛素一样在体内固有酶簇作用下被共价结合到底物蛋白上，参与蛋白质翻译后修饰，这一

过程被称为NEDD 化修饰（NEDDylation）（图4-4）。NEDDylation 的发生机制与泛素化相

似，需要酶E1、E2、E3介导的一系列酶促反应。NEDD8可以通过其C端第76位的甘氨

酸与底物的赖氨酸共价结合。底物的去 NEDD化是由去NEDD化酶介导的，NEDD8在去

NEDD化后重新进入循环（图445）。需要注意的是，一些底物在发生 NEDD 化修饰时会和

泛素化修饰共用相同的 E3连接酶，但与泛素化介导的蛋白酶体依赖的蛋白质降解不同，

NEDD 化修饰不会引起蛋白质的降解，而主要通过该种修饰来调节蛋白质的功能。NEDD

化可能参与细胞增殖分化、细胞发育、细胞周期、信号转导等重要生命过程的调控，NEDD

图 4-44 NEDD8
修饰的生化反应UBCI E3APPBPI/UBA3

ATP
底物(UBC12APPBP1/UBA3-→qa

AMP+PPi APPBPi/UBA3 B3
UBCI2

图445 NEDD化修
未活化的《 饰的通路vvNEDD8

NEDD 化修饰的主要

呼NEDD8活化 通路包括NEDD8前
C端水解酶 体活化的过程，通过

E1(UBA3-APPBP1)ATP 激活，与E2（UBC12）成熟的 结合，通过E3连接到去NEDD8 NEDD8 激活 AMP+PPi 底物上的NEDD 化8 去NEDD化 过程以及相反的去
NEDD 化过程。

cUBA
APPBPD

E2结合NEDD化
时

CUBC12
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生理效应
①K48的多泛素化

矾；瞬26s 降解蛋白酶体
biquitin 4

功能改变②K63的多泛素化 ，：
③K29的多泛素化

核孔复合物 核内体的形成合NR。

Aiy杠内体 溶梅体
④多泛素化 ubiqatin博⑧偶联的单泛素化 "接合位点"00o- 的形成"(B3(62

ED，、
转位⑤单泛素化 。被修饰的蛋白质，一一

⑦NEDD化
NDD8 B3)E3 乙DNA(EO) 合

⑤
\suuo

NEDDs
OSUMO化

细胞核SUMO-1 细胞质基质
.sUMo-1 SUM0-2-1SM0-
SUMO-

图4-46 蛋白质的泛素化和类泛素化修饰的生理效应

① K48 位的泛素化导致底物蛋白通过265蛋白酶体的降解。②K63 位的多泛素化引起蛋白质功能的改变。③K29位的多泛素化引起溶酶体

依赖的蛋白质的降解。特定的多泛素化④、单泛素化⑤、NEDD化⑦以及 SUMO化8等能够改变蛋白质的功能.使蛋白质亚细胞定位发生变化
等，参与细胞内多条重要生物学通路。⑥与泛素受体分子（ubiquitin receptor molecule，UR）结合（coupled monoubiquitination）是另一种生物过程

的调控方式。NEDD8与SUMO-1类似易于引起单修饰，而 SUMO-2和SUMO-3能够引起修饰分子链的形成。

化异常会导致人类的神经退行性疾病和癌症。

目前发现的 NEDD化底物蛋白只有Cullin 家族蛋白、原癌基因产物 Mdm2、p53肿瘤

抑制因子、p73、表皮生长因子受体EGFR、乳腺癌相关蛋白3（BCA3）等。更有趣的是，这

些被 NEDD化修饰的底物要么本身可以被泛素化修饰，要么是泛素化 E3连接酶的组分，

暗示 NEDD8和泛素之间在进化上存在某种特定的联系。因为NEDD8参与 NEDD化过

程的关键位点是赖氨酸残基，该残基同时也可以发生乙酰化、甲基化和泛素化，人们普遍

认为，在不同的生理条件下，在蛋白质的同一赖氨酸残基上可能发生不同的修饰以满足不

同的生理需求（（图 4-46）。深入探讨这些翻译后修饰的动态平衡与相互关系将有助于我们阐

明蛋白质翻译后修饰的生物学功能。

4.6.4 蛋白质一级结构对稳定性的影响

成熟蛋白质N端的第一个氨基酸（除已被切除的 N 端甲硫氨酸之外，但包括翻译后

修饰产物）在蛋白质的降解中有着举足轻重的影响（表4-13）。当某个蛋白质的N端是甲硫

氨酸、甘氨酸、丙氨酸、丝氨酸、苏氨酸和缬氨酸时，表现稳定。其N端为赖氨酸、精氨酸时，

表现最不稳定，平均2~3 min 就被降解了。泛素调控的蛋白质降解具有重要的生理意义，

。
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。
它不仅能够清除错误蛋白质，对细胞生长周期、DNA复制以及染色体结构都有重要的调

控作用，而且对于理解细胞的许多生理过程和新药的开发也具有重要意义。

表4-13 蛋白质的半衰期与N端氨基酸残基的关系

半衰期N端残基
稳定型残基

>20h甲硫氨酸、甘氨酸、丙氨酸、丝氨酸、苏氨酸、绩氨酸

不稳定型残基
异亮氨酸，谷氨酰胺 ~-30min
酪氨酸、谷氢酸 ~10 min
肺氨酸 ~7min

~3min亮氨酸、苯丙氨酸、天冬酰胺、赖氨酸

精氨酸 ~2min

思考题
1.简述破译遗传密码的主要过程。
2.遗传密码有哪些特性?说出遗传密码简并性的生物学意义。

3.终止密码子主要有哪几种?

4.RNA在组成和结构上有哪些特点?

5.tRNA 如何转运活化氨基酸至mRNA 模板上?
6.原核生物与真核生物的核糖体组成有哪些异同点?
7.什么是SD序列，其功能是什么?

8.核糖体主要有哪些活性中心?
9.真核生物与原核生物在翻译的起始过程中有哪些不同?

10.链霉素为什么能够抑制蛋白质的合成?

11.哪些抗生素只能特异性地作用于原核生物核糖体?哪些只作用于直核生物核糖体?哪些能同时抑
制原核和真核生物核糖体?

12.什么是分子伴侣，有哪些重要功能?

13.什么是信号肽?它在序列组成上有哪些特点，有何功能?

14.简述线粒体和叶绿体蛋白质的跨膜运转机制。

15.蛋白质有哪些翻译后加工修饰，其作用机制和生物学功能是什么?

16.什么是核定位信号序列，其主要功能是什么?

参考文献

1.Ling J,Reynolds N,Ibba 1. Aminoacyl-tRNA synthesis andtransational quality control. Annu.Rev.
Microbiol,2009,63:61-78.

2.Ramakrishnan V.Ribosome structure and the mechanism of transhation. Cell,2002,108:557-572.
3. Selmer M,Dunham C M,Murphy FV,et al. Structure of the 70S ribosome complexed with mRNA and

tRNA. Science,2006.313:1935-1942.
4.Laursen B S,Sorenson HP,Mortenson K K, et al.Initiation of protein synthesis in bacteria.Microbiol Mol.

参考文献 165



Biol.Rev.,2005,60:101-123.
5. Sonenberg N,Hinnebusch A G.Regulation of translation initiation in eukaryotes:Mechanisms and

biological targets.Cell,2009,136:731-745.
6.Gebauer F,Hentze M W.Molecular mechanisms of translational control Nat.Rev.Mol. Cell Biol,2004,5:
827-835.

数字课程学习

早 思考题解析冒在线自测e 教学课件

166 第4章 生物信息的传递（下）



第5章

分子生物学研究法（上）
-DNA、RNA及蛋白质操作技术

S1 重组DNA技术史话
DNA基本操作技术5.2

53 RNA基本操作技术
5-4 基因克隆技术
55 蛋白质与蛋白质组学技术



分子生物学研究之所以从 20世纪中叶开始得到高速发展，其中最主要的原因可能是

现代分子生物学研究方法、特别是基因操作和基因工程技术的进步。基因操作主要包括

DNA分子的切割与连接、核酸分子杂交、凝胶电泳、细胞转化、核酸序列分析以及基因的

人工合成、定点突变和PCR 扩增等，是分子生物学研究的核心技术。基因工程是指在体

外将核酸分子插入病毒、质粒或其他载体分子，构成遗传物质的新组合，使之进入新的宿

主细胞内并获得持续稳定增殖能力和表达。该项技术其实是核酸操作的一部分，只不过

我们在这里强调了外源核酸分子在另一种不同的宿主细胞中的繁衍与性状表达。事实上，

这种跨越大然物种屏障、把来自任何生物的基因置于毫无亲缘关系的新的宿主生物细胞

之中的能力，是基因工程技术区别于其他技术的根本特征。本章将在回顾重组 DNA技术

发展史的基础上，讨论 DNA操作技术、基因克隆、表达分析技术及蛋白质组学、单核苷酸

多态性分析等现代生物学领域里最广泛应用的实验技术和方法。

5.1 重组DNA技术史话

近半个多世纪来，分子生物学研究取得了前所未有的进步，主要有三大成就∶第一，

在 20世纪 40年代确定了遗传信息的携带者，即基因的分子载体是 DNA而不是蛋白质，

解决了遗传的物质基础问题;第二，50年代提出了DNA分子的双螺旋结构模型和半保
留复制机制，解决了基因的自我复制和世代交替问题;第三.50年代末至 60年代相继

提出了"中心法则"和操纵子学说，成功地破译了遗传密码，阐明了遗传信息的流动与表

达机制。
DNA分子体外切割与连接技术及核苷酸序列分析技术的进步直接推动了重组

DNA技术的产生与发展。因为重组 DNA的核心是用限制性内切核酸酶（restriction
endonuclease，RE）和DNA连接酶对DNA分子进行体外切割与连接，所以，科学家认为，

这些工具酶的发现和应用是现代生物工程技术史上最重要的事件（（表5-1）。1967年，世 
界上有5个实验室几乎同时报道了通过合成相邻核苷酸之间的磷酸二酯键，修复缺

口或催化黏合完全分离的两个 DNA片段的 DNA连接酶。1972年，Boyer实验室发现

有一种内切核酸酶EcoRI能特异性识别CAATTC序列，将双链 DNA分子在这个位

点切开并产生具有黏性末端的小片段。他们还发现，能够把 EcoRI酶切产生的任何

不同来源的 DNA片段通过 DNA 连接酶彼此"黏合"起来。此后，大量类似于 EcoRI

但具有独特识别序列的内切核酸酶被陆续发现，它们中的大多数识别的序列为回文

序列且切割后形成黏性末端，少数为非回文序列（如 BsaI），也有些切割成平末端（如

PuⅡ）图s-1。
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表5-1 重组DNA技术史上的主要事件

年份 事件
F.Miescher首次从莱茵河鲑鱼精子中分离 DNA1869

1957 A. Kormberg从大肠杆菌中发现了DNA聚合酶I

Uchoa发现RNA聚合酶和信使RNA，并证明 mRNA决定了蛋白质分子中的氨基酸序列1959-1960
Nirenberg破译了第一个遗传密码;Jacob和 Monod提出了调节基因表达的操纵子模型1961

1964 Yanofky和Brenner等人证明，多肽链上的氨基酸序列与该基因中的核苷酸序列存在着共线性
关系

1965 Holley完成了酵母丙氨酰rRNA的全序列测定;科学家证明细菌的抗药性通常由"质粒"DNA

所决定
1966 Nirenberg、Uchoa、Khorana和 Cnck等人破译了全部遗传密码

第一次发现DNA连接酶1967
1970 Smith、Wilcox和Keley分离了第一种限制性内切核酸酶，，Temin 和Baltimore从RNA肿瘤病毒

中发现反转录酶
Boyer，Berg等人发展了重组DNA技术，于1972年获得第一个重组DNA分子，1973年完成第一1972-1973
例细菌基因克隆

1975-1977 Sanger 与Maxm和Gilbern等人发明了DNA序列测定技术，1977年完成了全长5 387 bp的噶菌
体φ174基因组测定

1978 首次在大肠杆菌中生产由人工合成基因表达的人脑激素和人胰岛素

美国联邦最高法院裁定微生物基因工程可以被专利化1980
Palmiter和 Brinser获得转基因小鼠.Sprading 和Rubin 得到转基因果蝇1981
美、英批准使用第一例基因工程药物——胰岛素，Sanger等人完成了入噬菌体48 502 bp全序列1982
测定
获得第一例转基因植物1983
斯坦福大学获得关于重组 DNA的专利1984
遗传修饰生物体（GMO）首次在环境中释放1986

1988 Watson 出任"人类基因组计划"首席科学家

DuPont 公司获得转肿瘤基因小鼠—— "Oncomouse"1989
1992 欧洲35个实验室联合完成酵母第三染色体全序列测定（315 kb）

第一批基因工程西红柿在美国上市1994
完成酵母基因组全序列测定（1.25×10bp）1996
英国爱丁堡罗斯林研究所获得克隆羊1997
完成第一个高等植物拟南芥的全序列测定（1.2×10"bp）2000
完成第一个人类基因组全序列测定（2.7×10°bp）2001
首次报导具有革命性的基因编辑体系——CRISPR/Caxs9技术2012

当然，仅仅能在体外利用限制性内切核酸酶和 DNA连接酶进行 DNA 的切割和重组，

还远远不能满足基因工程的要求，因为大多数DNA片段不具备自我复制的能力.只有将

它们连接到具备自主复制能力的DNA分子上，才能在宿主细胞中进行繁殖。这种具备自

主复制能力的 DNA分子就是所谓分子克隆的载体（vector），病毒、噬菌体和质粒等小分子

量复制子都可以作为基因导入的载体。
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图5-1 几种主要
限制性内切核酸酶
所识别的序列、切割 s-CATGCCATGGCATG-3's'-CGCGGATCCGCG-3 Nco IBamH I: GTACGGTACCGTACGCGCCTAGGCGC位点及常用的保护
碱基

5'-CGAGCTCG-3s'-CCGGAATTCCGG-3'EcoRI Sae I GCTCGAGCGGCCTTAAGGCC

s'-CCCAAGCTTGGG-3' 5'-AACTGCAGAACCAATGCATTGG-3HindⅢ Pst[ TTGACGTCTTGGTTACGTAACCGGGTTCGAACcC

5'-GGTCTCNNNNNN-3'5'-CGGGGTACcCCG-3'KxpnI Bsa I  CCAGAGNNNNNNGCCCCATGGGGC

PwⅡs-CAGTG-3'CGCAAAAGGAAAA-3'5'-AAGGAAAAAAGCCiGC(Not I GTCGACTTCCTTTTTTcGcCGGCGTTTTCCTTT

分子克隆的载体种类繁多，但目前全世界各实验室广泛使用的质粒载体大多是从以
下几种载体派生出来的。pSC101是第一代质粒载体（图5-2），全长 9.09 kb，带有四环素抗

性基因（tet'），具有EcoRⅠ、HindⅢ、BamHI、SalI、XhoI、PvuⅡ以及HpaI7种限制性

内切核酸酶的单酶切位点。该载体是一种严紧型复制控制的低拷贝质粒.平均每个宿主

细胞仅有1~2个拷贝，因此，从带有该质粒的宿主细胞中很难大量提取质粒DNA，不利

用后续实验的进行;而 ColE1质粒载体则是松弛型复制控制的多拷贝质粒（图5-2），每个

宿主细胞中的拷贝数可达到1 000~3 000个;pBR322质粒载体同样具有较高的拷贝数

（1000~3000个），便于制备重组 DNA，它由3个不同来源的部分组成（图5-21，，第一部分来
源于pSF2124 质粒易位子Tn3的氨苄青霉素抗性基因（amp'），第二部分来源于pSC101 质

粒的四环素抗性基因（tet'），第三部分则来源于ColE1的派生质粒 pMB1的 DNA复制起点

（ori）。最后一类是 pUC质粒载体（图5-2，由包括来自pBR322质粒的复制起点（ori），氨苄

青霉素抗性基因（amp），大肠杆菌β-半乳糖苷酶基因（lacZ）启动子及编码α-肽的 DNA

序列，特称为 lacZ 基因等4部分所组成。一旦有外源 DNA插入位于lacZ基因5'端的
多克隆位点（MCS）处，lacZ'基因功能被破坏，不能产生功能型半乳糖酶。

lacZ基因编码β-半乳糖苷酶氨基端146个氨基酸的α-肽，IPTG（异丙基-β-D-硫

代半乳糖苷）诱导该基因表达，所合成的β-半乳糖苷酶α-肽与宿主细胞编码的缺陷型β-
半乳糖苷酶互补，产生有活性的β-半乳糖苷酶，水解培养基中的X-gal（5-溴-4-氯-3-

吲哚-β-D-半乳糖苷），生成蓝色的溴氯吲哚。利用这一原理可对重组载体进行蓝白斑

筛选，在含X-gal的培养基中，非转化菌落呈蓝色，含有重组DNA分子的菌落呈白色。
获得了用外源 DNA片段和载体分子连接后的重组载体后，还必须通过一个细菌转化

的过程将其重新导入到宿主细胞中，才能保证重组载体的增殖。1970年，Mandel 和Higa
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：
图5-2 分子克隆

(b)(a) 中最常 见的载体
演变EecRIEcoR I 4AL、frind Ⅲ Nru I （（a）pSC101 质粒载体，-Xho lBamHI -Pvu 1.Sal 1
全长9.09kb，带有四ApaLI-Sma I

- Sma Ieo 环素抗性基因（er）Sma l ori\
及7种限制性内切核ColEISac I-

pSC101 6.64 kb 酸酶的单酶切位点，

9.09 kb 在HindⅢ、BamHI和
MeIBel 1 SalI等3个位点插入ORF 2

外源基因.会导致tetcla I
失活;（b）ColE1质粒这害一
载 体;（c）pBR322质
粒载体;（d）pUC18质
粒载体。

4363/
(a)(e) SpeL它党一

来自pSE2124
Xmml的区段 来自pSC101 NMCS

的DNA区段 Sca l
 PwlpUC18PvupBR322 Ava ll

2.69 kb4.36kb 2 0001 AAmMst I
Aval3 147~
B史

1000
1763来自pMB1 Hgd后的DNA区段

发现，大肠杆菌细胞经适量氯化钙处理后，能有效地吸收λ.噬菌体DNA。1972年，又有实

验室报道，经氯化钙处理的大肠杆菌细胞能够有效摄取质粒 DNA。从此，大肠杆菌就成

了分子克隆中最常用的转化受体。同年，美国斯坦福大学的 Berg等人在体外用限制性核
酸内切酶 EcoRⅠ分别消化病毒 SV40 和λ噬菌体DNA，再用T4 DNA连接酶将两种不同

的酶切片段连接起来，首次获得了同时含有SV40和λ噬菌体 DNA的重组 DNA4图5-3）。
1973年，Cohen实验室也成功地进行了体外 DNA 重组，他们将分别经限制性内切核酸酶

处理的含有编码卡那霉素抗性基因的大肠杆菌质粒R6-5 DNA与含有编码四环素抗性

基因的另一种大肠杆菌质粒pSC101 DNA混合后加入T4 DNA连接酶，得到的重组杂种

DNA分子表现出既抗卡那霉素又抗四环素的双重抗性特征（图5-1h。
由来自大肠杆菌的质粒 DNA形成的重组 DNA分子可以在原来的宿主细胞中增殖，

这似乎还比较容易理解。那么，不同物种的外源 DNA片段是否也可以在大肠杆菌细胞中

增殖呢?为了回答这个问题，Cohen 和 Boyer等人合作，把非洲爪蟾核糖体蛋白基因片段

与pSC101质粒 DNA片段重组后导入大肠杆菌，证明动物基因也能进入大肠杆菌细胞并
转录出相应的mRNA分子。上述实验表明∶

①类似pSC101的质粒 DNA分子可以作为基因克隆的载体，从而将外源 DNA导入

宿主细胞。
②来自高等生物非洲爪蟾基因片段可以被成功地转移到原核细胞中并实现功能表达。
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图5-3 科学家早
(b)(a)期构建的重组 DNA

分燕菌体DNa psC10rEcoRIEcoR L（a）经EcoRI酶切后 Sma l的λ噬菌体 DNA 和 Sma l
猿猴病毒SV40，在T4 PwI-

- Sal IXho 1-DNA连接酶的催化下 - BamHIter'形成重组 DNA;（（b）含 Sv40 君毛
有编码卡那霉素抗性 _ EcoR EcoRI十
基因的质粒R6-5与

Kan'含有编码四环素抗性
基因的质粒 pSC101
分别经 EcoRI酶切， R6-s
并在T4 DNA连接酶
的作用下形成重组质

粒DNA.其能同时降
解卡那霉素和四环素，

③ 质粒 DNA-大肠杆菌细胞作为一种成功的基因克隆体系，有可能在重组DNA或具有双重抗性。

基因工程研究中发挥重要作用。

5.2 DNA基本操作技术

自从1953年 DNA分子双螺旋被发现，分子生物学研究得到各国科学家的高度重视

并且迅速发展成一门新兴学科，这首先要归功于各种 DNA操作核心技术——包括基因组

DNA 提取、凝胶电泳、PCR、重组载体的构建及基因组 DNA 文库的构建等技术的迅速发展

与应用。时至今日，分子生物学研究已经进入三维基因组和三维蛋白质结构大数据时代，

但最基本的DNA操作技术仍然不可或缺。

5.2.1 基因组 DNA的提取

广义的基因组（genome）是指一个单倍体细胞内细胞核、线粒体和叶绿体中所包含的

全部 DNA分子，，而我们通常说的基因组 DNA则特指细胞核内染色体上的包括编码区和

非编码区在内的全部 DNA分子。获取高相对分子质量和高纯度的基因组 DNA，可以使

后续实验如 PCR 反应、Southern 杂交、文库构建或者基因组测序等结果更加可信可靠。

根据不同材料的性质，提取基因组 DNA 时方法略有不同。一般首先将组织材料磨碎

或细胞材料均匀分散。因为植物组织具有细胞壁结构，较难破碎，所以一般先用液氮速冻

帮助研磨，随后加入裂解液破碎细胞，释放细胞核及核内的染色质。动物组织及细胞材料

一般加入 SDS进行裂解。SDS是一种阴离子去污剂，可溶解细胞膜，并使蛋白质变性，释

放出染色质中的 DNA。植物组织一般加入一种阳离子去污剂———CTAB，它可以更好地

除去细胞壁中的多糖成分，溶解细胞膜，并与释放出来的核酸形成复合物。用苯酚和氯仿
做有机相来分离裂解后的各种细胞组分，包括蛋白质、糖类、酚类等有机物，使之与溶解

于水相的 DNA相分离。最后用乙醇洗涤分离后的 DNA，吸收与DNA相结合的水分子，

使之沉淀并得到进一步的纯化。将 DNA沉淀晾干后，溶解于超纯水或 Tris-HCI和 EDTA

配制的TE缓冲液中（图5-4a）。基因组 DNA制备后可以在4℃适当保存.但最好尽快使用。

172 第5章 分子生物学研究法（上）



图5-4 基因组DNA
的提取(b)植物组织动物组织（a） 细胞材料
（a）基因组 DNA提取
的主要实验流程;（b）陆
地棉不同组织的核λDNA 

研磨均匀 DNA样品电泳图。液氮研磨勾浆分散
sDs裂解 CTAB裂解

苯酚、氯仿抽提

水相
<有机相

取水相。
用乙醇洗涤

-DNA
晾干，超纯水或
TE缓冲液溶解

实验中还常将含有 DNA 样品的细胞破碎液通过一个硅胶膜纯化柱，使DNA吸附在硅胶

膜上而与其他成分分开，进一步在低盐浓度下从硅胶膜上直接洗脱 DNA，得到纯度较高

的DNA 样品。
DNA的浓度和纯度可以通过测定其OD2m。和OD2。o来判断。ODz。为1时相当于浓度

为50 μg/mL，而 OD./OD2的比值如果在1.8~2.0之间，表示所提取的 DNA纯度较好，
如果样品中有蛋白质或酚污染，则 OD2./OD2ao的比值将明显低于1.8。

提取基因组 DNA时一定要保证核酸一级结构的完整性，确保所提取的 DNA 片段显

著大于50 kb。在操作时要尽可能避免机械力对 DNA的损伤。可通过琼脂糖凝胶电泳检

测基因组 DNA片段大小。常用相对分子质量为50 kb的λ噬菌体作为检测基因组 DNA

质量的参照（图 5-4b）。

5.2.2 核酸凝胶电泳

自从琼脂糖（agarose）和聚丙烯酰胺（polvacrylamide）凝胶被发现以来，按相对分子质

量大小分离 DNA的凝胶电泳技术，已经成为分析鉴定重组 DNA分子及蛋白质与核酸相

互作用的重要实验手段。

在生理条件下，核酸分子中的磷酸基团呈离子化状态，把这些核酸分子放置在电场当
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图5-5 琼脂糖凝 中，它们会向正电极方向迁移
(b)(a)胶电泳 （图5-5）。由于核酸分子中的磷

（a）琼脂糖凝胶电泳装
型特8o e∶安 酸基团在结构上的重复性，置，电泳仪为电泳槽施

加电压。添加适量的电 ，：，
相同数量的双链DNA几乎泳缓冲液，将琼脂糖凝

胶置于其中，DNA即 具有等量的净电荷，因此它
可在凝胶中由负极向

们能以同样的速度向正电极正极迁移;（b）将琼脂
糖粉末加入电泳缓冲 方向迁移。在一定的电场强
液中加热熔化，倒入凝

度下，，DNA分子的这种迁移胶模具中并插入梳子
形成上样孔，待其冷却

速度，亦即电泳的迁移率，就后拔去梳子，即制备好

琼脂糖凝胶。凝胶电 完全取决于核酸分子本身的
泳完毕后在紫外下显

大小。因此，可以通过电泳将示DNA 条带。
不同相对分子质量的核酸分

子彼此分离开来。
将琼脂糖粉末加热到熔点后冷却凝固便会形成良好的无反应活性的电泳介质。凝

胶的分辨能力与凝胶的类型和浓度有关（表5-2）。琼脂糖凝胶分辨 DNA片段的范围为

0.2~50 kb，而要分辨较小相对分子质量的 DNA片段，则要用聚丙烯酰胺凝胶，其分辨范

围为1~1000 bp。凝胶浓度的高低影响凝胶介质孔隙的大小，浓度越高，孔隙越小，其分

辨能力就越强。反之，浓度降低，孔隙就增大，其分辨能力也就随之减弱。

表5-2 琼脂糖及聚丙烯酰胺凝胶分辨 DNA 片段的能力

凝胶类型及含量 分离 DNA片段的大小范围 /bp

0.3琼脂糖 50 000~1000
0.7琼脂糖 20000~1000

1.4??脂糖 6000-300
4.0聚丙烯酰胺 1000～100
10.0聚丙烯酰胺 500~25

50~120.0聚丙烯酰胺

因为溴化乙锭（ethidium bromide，EB）能插入到 DNA或 RNA分子的相邻碱基之间，

并在紫外光照射下发出荧光，所以，常在琼脂糖凝胶冷却凝固前，加入适量溴化乙锭，电泳
完毕后将凝胶放置在 300 nm 波长的紫外光下，可十分灵敏而快捷地检测出凝胶介质中的

DNA（约50 ng）条带。

用普通琼脂糖凝胶电泳很难分离大于50 kb 的DNA分子，为了进行超大片段DNA

研究，科学家发明了脉冲电场凝胶电泳（pulsed-feld gel electrophoresis，PFGE）技术，用于
分离超大相对分子质量（有时甚至是整条染色体）DNA。在脉冲电场中，DNA分子的迁移

方向随着电场方向的周期性变化而不断改变（图5-6。由于琼脂糖凝胶的电场方向、电流大

小及作用时间都在交替变换，DNA 分子必须随时调整运动方向以适应凝胶孔隙的无规则
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。
图5-6 DNA脉冲
电场凝胶电泳示意
图运 么无规则

细

超大分子，不 a、b表示每次应用脉冲电场
电泳的不同方能有效地被一 方 技术，可分离高
向，c为DNA般电泳分离 达10'bp的DNA分子的最终移 分子动方间

变化。相较于相对分子质量较小的 DNA，相对分子质量较大的 DNA需要更多的脉冲次

数来更换其构型和运动方向。应用脉冲电场凝胶电泳技术，可成功地分离到相对分子质

量高达10'bp的DNA大分子。

5.2.3 聚合酶链式反应技术

聚合酶链式反应（polymerase chain reaction.PCR）技术是目前体外快速扩增特定基因

片段最常用的方法。20世纪 80年代，美国Cetus公司的 Kary Mullis发明了该技术。
PCR技术的原理并不复杂。首先将模板 DNA（质粒、基因组 DNA或mRNA反转录产

生的cDNA）在临近沸点的温度下加热分离成单链DNA分子，然后 DNA聚合酶在一对引

物（一小段单链 DNA）的引导下以单链 DNA为模板并利用反应混合物中的4种脱氧核苷

三磷酸（dNTP）合成新的DNA互补链图5-7。DNA聚合酶是一种天然产生的能催化DNA（包
括 RNA）合成和修复的生物大分子。所有生物体基因组的准确复制都依赖于这类酶的活

性。PCR反应中使用的DNA聚合酶不同于一般的聚合酶，它具有很强的耐高温性，在高

温下数小时不丧失酶活性。DNA聚合酶开始工作时先要产生一小段双链DNA来启动"引

图5-7 聚合酶链
式反应（PCR）技术
原理示意图

U 气：

十利 指数扩增
重复周期分离DNA链 业艺业3V

目标 复制
目标序列专一序列

附着引物
孝

加聚合酶

周期 周期 周期 周期 周期 周期
631 3在色

1755.2 DNA基本操作技术



导"）新链的合成，这一小段引导新链合成的 DNA序列图5-8 PCR指数扩

置一；增时循环次数与 e m 就被称为"引物"，引导 DNA聚合酶特异性扩增目标基DNA产物量比较 ，售中 16 因片段。所以，通过设计特定基因两端的引物序列，即v 32
可实现对目标基因的扩增。。 64， 128 做PCR时，只要在试管内加入模板 DNA、引物、墨 256

明 512 dNTP及缓冲液（酶催化反应的缓冲液），DNA聚合酶10 1024
”目心 2048 就能在数小时内将目标序列扩增100万倍以上。模板

四 4096
DNA分子首先在高温下解开成单链，适当降温后引物8192

江 16 384
六 立即与该模板 DNA特定序列相结合，产生双链区，DNA32788
16 65 536 聚合酶从引物3'端开始复制其互补链，迅速产生与目17 131072

”昌归四口江囚耳公孙引强四
262 144 标序列完全相同的拷贝。在后续反应中，所有新形成524.288

1048 576 的 DNA 双链，都会在高温下解开成单链，体系中的引物
2097 152

分子再次与其互补序列相结合，DNA聚合酶也再度复4194 304
8388 608

制模板 DNA。由于在PCR 反应中所选用的一对引物，16777216
33 554432 是按照与扩增区段两端序列彼此互补的原则设计的，因67 108 864
134.217 728 此，每一条新生链的合成都是从引物的退火结合位点268435 456
536870912 开始并朝相反方向延伸的，每一条新合成的 DNA链上

30 1073741824
闲期 都具有新的引物结合位点。整个PCR 反应的全过程，拷贝

即 DNA解链（变性）、引物与模板DNA 相结合（退火）、

DNA合成（链的延伸）3步，可以被不断重复。经多次循环之后，反应混合物中所含有的

双链 DNA分子数，即两条引物结合位点之间的 DNA区段的拷贝数，理论上的最高值应是

2"图5-8》，，能满足进一步遗传分析的需要。

5.2.4 重组载体构建

要完成对目的基因的功能研究，首先要获取它的重组表达载体，而第一步则是引物
设计。引物长度一般为18~27 bp，GC含量控制在40?0??T值在60℃左右。两个

DNA 引物的5'端还需要各加上一个外切核酸酶的识别位点及其保护碱基，以利于外切核

酸酶稳定结合到 DNA 双链并发挥切割作用，而所选择的外切核酸酶必须与载体上的多克

隆位点相匹配（图5-9a）。

引物合成后，选择合适的 DNA聚合酶和模板 DNA.用PCR扩增目的基因片段图5-）
通过琼脂糖凝胶电泳检测目标条带是否符合预期，如果条带单一，只需要将 PCR产物通

过硅胶膜纯化柱进行纯化就可以了;若条带不单一，还需要在电泳后，在紫外灯下对目标

条带进行割胶回收，溶胶后同样用硅胶膜纯化柱纯化。

用相同的外切核酸酶在适当温度下分别双酶切目的基因片段和载体 DNA4图s-93
根据所加 DNA 总量，确定酶切10 min 至数小时，保证酶切完全。用T4 DNA连接酶进行

连接反应（图5-91，，根据插人目的基因片段与载体各自的DNA浓度及片段长度的不同，一。
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·
图5-9 常规重组HHind引物合成（a） 载体的构建示意图_EcORIKpn1、

BamH I- -Sac Is-GccGGTAccTmTmT-3 （a）合成目的基因片段
两端的引物;（b）PCR

s-GGCGAATTCTTTmTTTT.3 扩增目的基因;（c）对

目的基因和质粒载体

质粒载体 进行双酶切;（d）T4
PCR扩增（b） DNA连接酶将酶切

后目的基因和质粒载
EcoR I 体连接成一个整体。Kan

TGAATTCGCC-3'5'-GCCGGTAdC 且的基袋 cTTAAG3-CGGCEAT CGG-5'

Kpnl、EcoR I
双酶切（e）KpnI、EcoRI

双酶切（c）

鲜的基物CATGGl OmLAA

Kan
T4 DNA连接酶（d）

学醛物塑

重组
质粒载体

Kan

次连接反应需要投入的插入片段与载体DNA 总量的摩尔比应控制在（8～10）∶1时较有

利于连接反应的进行。连接温度为22℃时，T4 DNA 连接酶的活性较高，1~2h即可完成

连接，但酶较易失活，连接不稳定;4℃或16℃连接时，酶的活性维持时间较长，连接后更

稳定，但通常需要反应8h以上。

近几年，一种称为恒温一步法且不依赖T4 DNA连接酶的克隆技术已得到广泛应

用。首先将载体线性化，通过引物设计在插入片段两端引入线性化载体的末端序列

（15~25 bp），PCR扩增插入片段后，其两端具有与线性化载体末端相同的序列。然后，按

一定比例加入插入片段和线性化载体，再加入dNTP，在T5外切核酸酶、DNA聚合酶和

Tag DNA 连接酶的混合催化下，50℃恒温反应15~30 min 即可完成连接反应图s-10）。

由于连接成功的重组载体数量有限，远远不能满足实验需求，有必要通过细菌转化以

获得大量重组载体的拷贝5-1m》。大肠杆菌在 CaCl，溶液处理后，细胞膨胀，细胞膜通透
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图5-10 恒温一步
引物合成 KpnⅠ、EcoRI双酶切法构建重组载体示

s.I5-255p TTTTTTTT.3'意图 3r
对载体进行双酶切，

5.15~25bpTTTTTTTIT-3'使其线性化，在插入
片段两端引入与线性

线性化载体化载体末端一致的序 PCR扩增
列。线性化载体和插

入片段在一种混合酶
Kan'的催化下，50℃恒温反

固的基因
,7。
in应15~30 min 即可完

成连接反应。首先T5

外切核酸酶消化 DNA

片段5端产生单链突
T5外切核酸酶出部分，插入片段和线
DNA聚合酶性化载体末端重新退
Taq DNA连接酶火成双链，然后DNA

聚合酶填补退火双链
目的基因两边的缺口，Tag DNA 5%-

连接酶将缝隙黏合，完

成连接反应。

.Kan

目的款团每图

重组
质粒载体

资。Kan

性发生改变，易于吸附外源DNA.这种状态的细胞被称作感受态细胞。将连接产物与感

受态细胞在试管中混匀，于冰上静置 30 min，然后转移到 42℃热刺激30~90s.此时连接

产物就可能被感受态细胞吸收。再将其置于37℃摇床复苏约1h，然后均匀地涂布在含

有抗生素的培养基上，37℃培养箱中倒置培养（图5-11b）。因为连接产物，即重组后的质粒

载体上带有抗性基因和表达元件.进入大肠杆菌后所产生的蛋白质能降解被大肠杆菌细

胞吸收的抗生素，从而使重组大肠杆菌细胞能够在培养基中存活下来。

过夜培养后培养基上应该长出很多单菌落，随机挑取部分菌落，用菌内的重组质粒做

DNA模板，进行菌落 PCR（colony PCR）扩增，鉴定目的基因片段是否插入载体中（图S-11e）。

挑取阳性菌落于液体培养基中37℃培养10~13h，而后采用碱裂解法提取细菌中的质粒

。
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带

DNA。在强碱性溶液中裂解菌体.释放质粒 DNA.然后用酸中和反应，离心收集上清液后.

通过硅胶膜纯化柱纯化出质粒 DNA（图5-114），，经酶切鉴定和测序确定序列无误后用于进一

步的实验。

图5-11 细菌转化
及重组质粒提取示A买9
意图
（a）将重组后的质粒
载体转化到大肠杆菌重组经CaCl处理 质粒载体 中;（b）过夜培养大肠后的大肠杆菌 杆菌.让重组质粒拷贝
数增加;（c）鉴定出含
有重组质粒的单菌落;Kan
（d）裂解菌体，获取重

转化大肠杆菌（a） 组质粒载体。

过夜培养（（b）

单菌落

培养基中含有Kan

菌落PCR鉴定阳性克隆，
摇菌（e）

提取质粒（d）
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5.2.5 实时定量PCR

由于PCR技术具有极高的敏感性，扩增产物总量的变异系数常常达到10?0??

因此，人们普遍认为应用简单方法对PCR扩增的产物进行最终定量是不可靠的。随着技

术的进步，20世纪 90年代末期出现了实时定量 PCR（real time quantitative PCR，qPCR）技

术，利用带荧光检测的 PCR 仪对整个PCR 过程中扩增 DNA的累积速率绘制动态变化图，

从而消除了在测定终端产物丰度时有较大变异系数的问题。

实时定量 PCR 反应在带透明盖的塑料小管中进行，激发光可以直接透过管盖，激发

荧光探针。荧光探针事先混合在PCR 反应液中，只有与 DNA结合后，才能够被激发出荧

光。随着新合成目的DNA 片段的增加，结合到DNA上的荧光探针增加，被激发产生的荧

光也相应增加。最简单的 DNA结合的荧光探针是非序列特异性的，例如荧光染料 SYBR

GreenⅠ，激发光波长520 nm，这种荧光染料只能与双链 DNA结合图5-12）。

利用SYBR Green I可以检测 PCR反应中获得的全部双链 DNA，但是不能区分不同

的双链 DNA。为了进一步确保荧光检测的就是靶 DNA序列，人们又设计了仅能与目的

DNA序列特异结合的荧光探针，如 TaqMan 探针。TagMan 探针是一小段被设计成可以

与靶DNA序列中间部位结合的单链DNA（一般为50~150 bp），并且该单链DNA的5'和3'

端带有短波长和长波长两个不同荧光基团。这两个荧光基团由于距离过近，在荧光共振

能量转移（FRET））作用下发生荧光淬灭，因而检测不到荧光。PCR 反应开始后，随着双

链 DNA变性产生单链 DNA，TaqMan探针结合到与之配对的靶 DNA序列上，并被具有

外切酶活性的 Taq DNA聚合酶逐个切除而降解，从而解除荧光淬灭的束缚，荧光基团

在激发光下发出荧光，所产生的荧光
图5-12 SYBR （0vn 强度直接反映了被扩增的靶 DNA总未结合的SYBR Green I1作探针的实时定

量（图5-13）。（不能产生荧光）量 PCR 实验过程图
引物承 通过实时定量PCR 确定靶基因3加入到 PCR反应体系

表达强度时，每次实验都应设阴性对中的荧光染料SYBR 目的DNA
Green I仅能与双链 照和4个以上的标准品（将已知浓度3
DNA结合，被激发出

。
引物 的 DNA模板进行一系列的稀释后成绿色荧光.其荧光强 进行PCR

度反映 PCR 产物的
为标准品），每个样品都至少平行做3产量。 3入 全 5

个重复。通常以10~15个循环的荧
5'入 留。

光值作为阈值或基线，也可以以阴性
结合到新DNA分子中的SYBR Green 1

对照荧光值的最高点作为基线。图（产生绿色荧光）
延伸

5-14a显示随着扩增反应循环数增新合成DNA
加，代表扩增产物含量的荧光强度增大◆滑么盖1/- √

加;图5-14b，中标准曲线由标准样品会会会

浓度的g值和其相对应的Cr值所组
带SYBR Green l的DNA双链

成。Cr值是产物荧光强度首次超过

。
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图5-13 应用TagMan
引物 探针的实时定量

PCR技术、浙3·
TaqMan探针具有3个目的DNA 要素∶一端的短波长
荧光基团（菱形），一段e5~

激发光 目的DNA特异的碱
引物 基序列和另一端的长

加入探针进行PCR 波长荧光基团（小圆Q
形）。探针上的荧光基
团十分接近，因此两个

-激发光新合成DNA 荧光基团相互发生淬O
灭，不产生绿色荧光。
探针上的特异的碱基于
序列被设计成能与目
的 DNA中部序列结

Taq DNA聚合酶 合，在PCR反应中.当被释放的染料
Taqg 聚合酶延伸链时，/发出绿色荧光

延伸 它的核酸酶活性会逐

-激发光 个切掉结合在目的

DNA中部的 TagMan
新合成DNA 探针的碱基，从而使两

个荧光基团被释放出

来，解除了荧光淬灭的3*. s. 束缚。短波长的荧光

基团在激发光下产生探针DNA被Tag DNA聚合酶降解
绿色荧光，它的荧光
强度反映新合成目的
DNA的产量。

设定阈值时，PCR 反应所需的循环数。利用标准曲线，可以确定样品中待检测靶 DNA 的

绝对含量。
野生型拟南芥（WT）整株中WUS基因的表达丰度很低.3次重复的平均 Ct 值为

31.23±0.32，而在拟南芥抑癌基因失活突变体植株中WU/S基因的表达丰度显著增加，3
次重复的平均Ct值为21.92±0.13。两者的差值 △Ct值为9.31±0.19，设定实验中PCR

扩增效率为1.8（理论值为2），WUS基因在突变体整株与野生型拟南芥整株中表达丰度的

行(a) N0%(b)

动篇（印要宽YNa se -g 哼， mmpmm ,10壁宁儿
到聚冰*2 10'mmr费中 mmmyrmrr \os

0-
20 304010 50403020 31050

循环敷循环数

图5-14 用实时定量 PCR 法分析未知样品靶基因的绝对表达量

（a）扩增曲线∶由已知总量起始量从1至1000 0个拷贝）的7个标准品和一个未知样品（三角形连线）得到的扩增曲线。随着PCR循环数横坐标）
的增加，代表PCR 产物产量的荧光强度（纵坐标）增加。（b）标准曲线∶纵坐标是每个标准品中所含DNA.总量的对数值（lg）.横坐标是每个标准
品 PCR 产物茔光强度首次超过设定阈值（a中康线）时反应所需的循环数（Cr值）由扩增曲线获得未知样品的Ct值，通过对标准曲线的线性回

归分析可计算出未知样品中靶DNA的起始量（星号）。
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相对比值为n，则 n=1.8^C。由此算出 WUS基因在突变体植株中的表达丰度比在野生型

拟南芥植株中提高了239±26.25倍（表5-3）。

表5-3 实时定量 PCR相对定量实验的数据处理

野生型拟南芥（WT） 突变体拟南芥Mu） 相对比值（1.8*）) ACr(AvgCtw-AvgCl)

21.7831.49
wUSCr值 21.9530.87

22.0431.34
平均值（A~g） 239±26.2521.92±0.1331.23±0.32 9.31±0.19

·拟南芥野生型和突变体样品经由拟南芥管家基因（UBQ10）进行均一化处理。

5.2.6 基因组 DNA 文库的构建

把某种生物的基因组 DNA 切成适当大小，分别与载体组合，导入微生物细胞，形成克

隆。基因组中所有DNA序列（理论上每个DNA序列至少有一份代表）克隆的总汇被称

为基因组 DNA 文库，常被用于分离特定的基因片段、分析特定基因结构、研究基因表达调

控，还可以用于全基因组物理图谱的构建和全基因组序列测定等。

构建基因组 DNA 文库的第一步是制备大小合适的随机 DNA片段，在体外将这些

DNA片段与适当的载体相连成重组子，转化到大肠杆菌或其他受体细胞中，从转化子克

隆群中筛选出含有靶基因的克隆。为保证能从基因组文库中筛选到某个特定基因，基因

组文库必须具有一定的代表性和随机性。也就是说文库中全部克隆所携带的DNA片段

必须覆盖整个基因组。在文库构建中通常采用两种策略提高文库代表性∶一是用机械切
割法或限制性内切核酸酶切割法随机断裂 DNA，以保证克隆的随机性。二是增加文库重

组克隆的数目，以提高覆盖基因组的倍数。预测一个完整基因组文库应包含的克隆数目，

可用 Clark 和 Carbon 于 1975年提出的公式∶

N= ln(1-p/n(1-f)

式中.N表示一个基因组文库所应该包含的重组克隆数目;p表示所期望的靶基因在文库

中出现的概率;f表示重组克隆平均插入片段的长度和基因组 DNA 总长的比值。
为了获得整个基因簇或一个基因及其两翼延伸序列，实验中所制备的 DNA 随机片段

一般约20kb或更大。以人为例，其基因组大小为3×10°bp，若p=99??平均插入片段大

小为20 kb，则N=6.9×10°。
构建基因组文库最常用的是λ.噬菌体载体（克隆能力15~20 kb）和限制性内切酶

部分消化法。常用识别4个核苷酸的限制性内切核酸酶 Sau3A部分消化基因组 DNA，

因为 Sau3A与 BamHI是一对同尾酶，所以由 Sau3A酶切产生的DNA片段可插入到经

BamHI消化的λ噬菌体载体上（基本流程如图5-15 所示）。提取真核基因组 DNA，用

Sau3A局部消化，消化产物经琼脂糖凝胶电泳或者蔗糖梯度离心，收集相对分子质量为

15~20 kb范围的 DNA片段。同时用BamHI消化λ噬菌体载体DNA，纯化后用T4连
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。
图5-15 用Sau3A

(b)(a) （约3×10°bp） 限制性内切核酸酶BamHI位点
消化真核生物基因
组DNA并利用入噬一 载体R coscos L
菌体载体构建基因v DNAVL

组文库的过程图示BamHI消化 加限制性内切核酸酶
Sau3A做局部消化 （a）载体DNA片段

缴”
弃去中间片段 的制备;（b）真核基nwwnww

因组DNA片段的制R coss L
B二w_，对

备;c）体外连接载体
DNA及基因组 DNA

纯化约20 kb片段
片段的反应;（d）体外

R cos 包装;（（e）感染大肠杆工.CO5
血-B ww ，一w. 号 菌 细胞。B=BamHI连接反应

末端;S=Sau3A.末端。

() 约20 kbDNA片段-wA

体外包装

itt(d)

用重组噬菌体感染大肠杆菌

(e)

基因文库

接酶与收集的 DNA片段相连接，形成嵌合分子。体外包装后用重组噬菌体感染大肠杆菌

受体细胞，产生噬菌斑，组成包含该真核生物基因组绝大部分序列的 DNA文库。λ噬菌

体文库构建方法简单高效，所获得的文库易于用分子杂交法进行筛选，因此被广泛用于细

菌、真菌等基因组较小物种的研究。

此外，还有许多高容量克隆载体，如柯斯质粒、细菌人工染色体（BAC）、P1源人工染色

体（PAC）、酵母人工染色体（YAC）都可用于基因组文库的构建。这些载体的优点是可以

插入大片段 DNA，如柯斯质粒可以接受大至45 kb的插入，但是稳定性相对较差，在大量

的复制过程中容易出现缺失现象。BAC、YAC、PAC可以容纳70~1000 kb的外源片段，

主要用于基因组作图，测序和克隆序列的比对。

5.3 RNA基本操作技术

真核生物基因组 DNA非常庞大，而且含有大量重复序列，无论用电泳分离技术还是

用杂交方法都难以直接分离到靶基因片段。而cDNA（complementary DNA）是来自反转
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录的mRNA，不含冗余序列，通过特异性探针筛选cDNA文库，可以较快地分离到相关基
因。由于单链RNA分子不稳定且易发生降解，在自然状态下难以被扩增，因此，为了研究

mRNA所包含的功能基因信息，一般将其反转录成稳定的 DNA 双螺旋，再插入到可以自
我复制的载体中。一个高质量的cDNA文库代表了生物体某一器官或者组织 mRNA中
所含的全部或绝大部分遗传信息。

5.3.1 总RNA的提取

细胞中的总 RNA包括编码蛋白质的 mRNA 和不编码蛋白质的 ncRNA（rRNA、tRNA

以及其他 RNA）。一个典型的动物细胞约含10°3μg RNA，其中80?5??rRNA，

15??20??RNA及其他 ncRNA，这些RNA分子具有确定的大小和核苷酸序列，特别是

总RNA电泳后RNA的2条特征性条带28S和18S是鉴定总RNA纯度和完整性的重要参数。

mRNA占总RNA 的1???同时，由于mRNA呈单链状，容易受核酸酶的攻击，对 RNA

的操作要求比 DNA操作更严格，要保证实验环境、所用器皿及溶液均没有RNA 酶的

污染。
总 RNA的抽提方法有多种，目前实验室常用的方法是用异硫氰酸胍一苯酚抽提法。

Trizol 试剂是使用最广泛的抽提 RNA专用试剂，主要由苯酚和异硫氰酸胍组成，可以迅

速破坏细胞结构，使存在于细胞质及核内的 RNA释放出来，并使核糖体蛋白与RNA分

子分离，还能保证RNA的
图5-16 总RNA提

(a) 完整。提取 RNA时，首先用(b)取
（a）总RNA提取的主 液氮研磨材料，匀浆，加入
要实验流程;（b）陆地 液氮研磨 Trizol 试剂，进一步破碎细胞棉不同组织的总RNA 加入Tizol
样品电泳图。 并溶解细胞成分。然后加入渤 氯仿抽提，离心，分离水相和s 有机相，收集含有RNA的水

氯仿抽提 相，通过异丙醇沉淀，获得比

较纯的总 RNA，用于下一步
水相

mRNA的纯化照5-16）。也可一有机相
以将含有 RNA样品的细胞破

收集水相，
用异丙醇沉淀RNA 碎液通过硅胶膜纯化柱纯化。

要根据不同植物组织的特点，

预先去除酚类、多糖或其他次_RNA
生代谢产物对RNA的干扰。

晾干，无酶水溶解 同样可以通过测定 RNA

样本的ODzo和 OD2来判
断其浓度和纯度。OD.。为1

时相当于浓度为50μg/mL，
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·
当OD.a/OD.的比值在1.8~2.0之间，表示纯度较好，如果样品中有蛋白质或酚污染，则

OD/OD的比值将明显低于1.8。而 OD/OD的比值大于2.0，则说明提取的 RNA可

能有降解。可通过琼脂糖凝胶电泳检测RNA，但要保证整个操作过程中没有RNase 的污

染。电泳后如果rRNA大小完整，而且28S rRNA和18S rRNA亮度接近2∶1，mRNA分

布均匀，则认为 RNA质量较好图 -16b。

5.3.2 mRNA的纯化

真核细胞的 mRNA分子最显著的结构特征是具有5'端帽子结构（m'G）和3'端的

poly（A）尾巴，这种 poly（A）结构为真核生物 mRNA的提取提供了极为方便的选择性标

志，实验中常用寡聚（dTT）-纤维素柱层析法获得高纯度 mRNA。该方法利用mRNA 3'端

含有 poly（A）的特点，当RNA流经寡聚（dT）纤维素柱时，在高盐缓冲液的作用下，mRNA

被特异性地结合在柱上，再用低盐溶液或蒸馏水洗脱 mRNA。经过两次寡聚（dT）纤维柱

后可得到较高纯度的mRNA。实验中常用 poly（AT）Tract mRNA分离系统将生物素标记
的寡聚（dT）引物与细胞总RNA 温育，加入与微磁球相连的抗生物素蛋白以结合 poly（A）
mRNA，通过磁场吸附作用将 poly（A）mRNA 从总 RNA中分离（图s-17。

图5-17 mRNA 的
含有mRNA的总RNA 分离纯化过程简图

-AAAAAAA3'5'm'G·

与生物素-寡聚（dT） 5'B-TTTTTT3'引物相结合

-AAAAAAA3'5'm G
3'TTTTTT-B5'

加包裹有抗生物素蛋
白的微型强力磁球

PMP

-AAAAAA3'[5'm'G
PMPTmTT-肌

磁性吸附

菌罐少-AAAAAAA3'S'm2G PMPTTTTTT-B
洗股

-AAAAAAA3'5'm'G _，
颊菌紧PMP“己噬

（固相）（水相）
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5.3.3 cDNA的合成

cDNA的合成包括第一链和第二链 cDNA 的合成，整个流程如图（图S-18'所示。第一

链cDNA的合成是以mRNA为模板，反转录时加入寡聚（dT）做引物，在反转录酶催化下

形成cDNA。寡聚（dT）引物一般包含 12~20个脱氧胸腺嘧啶核苷酸，后面加一个连接引

物（通常为 Xho Ⅰ等酶切位点）以便于克隆构建。

在cDNA合成的过程中.应选用活性较高的反转录酶及甲基化dCTP.cDNA两端应

加上不同内切酶所识别的接头序列，保证所获得双链cDNA的方向性倒5-19）。反应体系

中一般加入甲基化dCTP，保证新合成的cDNA 链被甲基化修饰，以防止构建克隆时被限

制性内切酶切割。第二链cDNA的合成是以第一链为模板，由DNA聚合酶催化。常用

RNase H切割 mRNA-cDNA杂合链中的 mRNA序列所产生的小片段为引物合成第二条

cDNA的片段，再通过DNA连接酶的作用连成完整的DNA链。此时加入含有另一个酶

切位点的黏性接头（如 EcoRI），与cDNA相连接后用XhoI酶切，使cDNA双链5'端和

3'端分别具有 EcoRI和 XhoI黏性末端，保证它与载体相连时有方向性。因为绝大多数

大肠杆菌细胞都会切除带有5'-甲基胞嘧啶的外源 DNA，所以实验中常选用 mcrA mcrB

菌株以防止 cDNA被降解。

图5-18 cDNA合
寡聚（T2-13） 随机6碱基引物R。 寡聚（dT2-1）成过程示意图

随机6碱基引物
mRNA mRNAmRNA 予专-A。 A · R。R。 Ty-1Ti2- R。R。R。

第一链合成
-A,A,

R。—R。—R。一 R。—R。—R。—， TI-18T12-18

第二链合成

加上EcoRI（Nor1）接头
磷酸化

eDNA分级

EcoR 1EeoRI

cDNA合成完毕，准备连接
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游

图5-19 定向口DNA
接头及引物序列 合成及分子修饰

5'CTCGAGTTTTTTTTTTTT
3'AAAAAAAAAAAAl 5'

无RNase H活性的反转录酶
5-甲基dCTP、dATP、dGTP、dTTP

CH3CHzCHCH,CXho l
5'CTCGAGTTTTTTTTTTTT 3

3'AAAAAAAAAAAA

RNase H
DNA聚合酶I

CHz CHzCH、 CH、 CH;
XhoI

5'cTCGATTTTTTTTTTTT 3'

3'GAGCTCAAAAAAAAAAA 5

EcoR I接头
T4DNA连接酶

CHyCH; CH,CHCH,
EeoR IEcoR I Xho I
⋯·G3'5'AATTC⋯CTCGAGTTTTTTTTTTTT
⋯CTTAA5'3'GAGCTCAAAAAAAAAAAA ■

XhoI限制性内切核酸酶

CH,它CH, CH,CH,
EcoR IXho 
⋯·G3'5'TCGAGTTTTTTTTTTTT1
··.CTTAA5'3'CAAAAAAAAAAAA 

完整的有方向性的cDNA

5.3.4 cDNA文库的构建

由于cDNA的长度一般在0.5~8 kb 之间，常用的质粒载体和噬菌体类载体都能满足
要求。cDNA文库的载体选择要根据该文库的用途来确定，例如常用的Uni-zap XR 载体
是一种λ噬菌粒载体，具备噬菌体的高效性和质粒载体系统可利用蓝白斑筛选的便利，可

容纳0~10 kb DNA插入片段。该载体内部含有 pBluescript 载体的全部序列，重组后可通

过体内剪切反应（in vivo excision）将cDNA插入片段转移到质粒系统中进行筛选、克隆和

序列分析。
含有cDNA插入片段的重组噬菌粒只有经过体外蛋白外壳包装反应，才能成为有侵

染和复制能力的成熟噬菌体。DNA和蛋白提取物的浓度、二者的体积比、反应温度及时

间对包装效果都有很大影响，而包装反应结果的好坏对重组噬菌体的侵染能力至关重要。
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用经包装的噬菌体感染大肠杆菌培养物后涂布在琼脂平板上，便会产生成千上万个独立

噬菌斑，每个噬菌斑由一个重组噬菌体分子形成。一个比较完整的 cDNA 文库常包含大

于5×10°的独立克隆。一旦获得含有某种组织器官cDNA信息的噬菌粒文库，就可用于
筛选目的基因、大规模测序、基因芯片杂交等功能基因组学研究。

5.3.5 基因文库的筛选

基因文库的筛选是指通过某种特殊方法从基因文库中鉴定出含有所需重组 DNA分

子的特定克隆的过程。主要筛选方法包括核酸杂交法、PCR 筛选法和免疫筛选法等。

1.核酸杂交法
核酸杂交法以其广泛的适用性和快速性成为基因文库筛选中最常用的方法之一，常

用放射性标记的特异 DNA探针进行高密度的菌落杂交筛选图5-20）。将圆形硝酸纤维素

膜放在含有琼脂培养基的培养皿表面，将待筛选菌落从其生长的平板上转移到硝酸纤维

素膜上，进行适当温育。同时保留原来的菌落平板作对照。取出已经长有菌落的膜，用碱

液处理，使菌落发生裂解，DNA 随之变性。接着用蛋白酶K处理硝酸纤维素膜去除蛋白

质，形成菌落 DNA的印迹。80℃烘烤滤膜，将 DNA固定在膜上。将滤膜与放射性标记的

DNA或 RNA探针杂交，通过放射性自显影显示杂交结果。在X光底片上显黑色斑点的

就是实验中寻找的目的克隆，可以通过对应于平板上的位置找到相应克隆。

也可用杂交筛选法进行重组噬菌斑的筛选。将硝酸纤维素膜覆盖在琼脂平板表面，

使之与噬菌斑直接接触，噬菌斑中大量没有被包装的游离 DNA 及噬菌体颗粒便一齐转移

到膜上。可从同一噬菌斑平板上连续印几张同样的硝酸纤维素膜，进行重复实验，而且可

以使用两种或数种不同的探针筛选同一套重组子，提高结果的可靠性。

2.PCR筛选法

PCR筛选法与核酸杂交筛选法具有同样的通用性，而且操作简单，但前提是已知足够

的序列信息并获得基因特异性引物。例如要从一个基因组 DNA 文库筛选目的基因，首先

图5-20 通过核酸
移出硝酸将硝酸纤维素膜 。杂交筛选目的克隆
纤维素膜覆盖于菌落上流程图 。C 。

培养基上的菌落

裂解、中和
以去除细菌蛋白

挑出阳性克隆
保存母板 用"P标记的

探针杂交
放射自显影图像 DNA印迹
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图5-21 噬菌体表
达文库的免疫化学
筛选法示意图文库铺于E.coll

形成噬菌斑 从保存板中挑出
阳性噬菌斑

转移到
硝酸纤维素膜

吸收λ噬菌体中
表达的外源蛋白

保存原板
加入一抗。 加底物筛选膜上的 显色噬菌斑印记

B
洗去未结合的抗体
加入酶偶联的二抗 、

将整个文库（以质粒或菌落的形式均可）保存在多孔培养板上，用设计好的目的基因探针

对每个孔进行PCR 筛选，鉴定出阳性的孔，把每个阳性孔中的克隆再稀释到次级多孔板

中进行 PCR 筛选。重复以上程序，直到鉴定出与目的基因对应的单个克隆为止。

3.免疫筛选法
由于免疫筛选法是基于抗原抗体特异性结合原理，所以该法适用于对表达文库的筛

选。也就是说如果该 DNA或者cDNA文库是用表达载体构建的，每个克隆都可以在宿主

细胞中表达，产生所编码的蛋白质，就可以用免疫筛选法进行筛选。即使实验中靶基因的

序列完全未知，只要拥有针对该基因产物的特异性抗体，也能用这个方法进行筛选。

免疫检测与菌落或噬菌斑的核酸杂交相似，先将菌落或噬菌斑影印到硝酸纤维素膜

上，原位溶解菌落释放抗原蛋白，再用抗体与固定了抗原的膜杂交，抗原抗体结合后，再用

标记的二抗与之反应，通过对标记物的检测，就可以找到阳性克隆（图5-21）。

5.3.6 非编码RNA研究

高等真核生物的基因组中，蛋白质编码区只占很少一部分，非蛋白质编码区占据基因

组中绝大部分位置。而高等真核生物基因组中一半以上的DNA会转录为RNA，所以大部

分 RNA是不编码蛋白质的，这些RNA被统称为非编码 RNA（non-coding RNA，ncRNA）。

非编码 RNA 种类很多，依据功能不同，可分为两类，一类是组成型的非编码RNA，如 rRNA
和tRNA，它们是蛋白质合成机器的重要组成成员;另一类是调控型的非编码RNA.包括

miRNA(microRNA)、siRNA(small interfering RNA)、piRNA(piwi-interactiing RNA)、snRNA

（small nuclear RNA）、snoRNA（small nucleolar RNA）、IncRNA（long non-coding RNA）及
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circRNA（circular RNA）等，它们在转录和翻译水平调控基因表达，维持基因组的稳定，或在
细胞功能与命运的决定中发挥至关重要的作用。由于非编码 RNA 在序列特征及调控功能

上的复杂性，目前的研究主要集中在非编码 RNA 基因的发现和生物学功能的鉴定层面上。

非编码RNA 不像 mRNA那样有一个标志性的 poly（A）尾巴的结构，无法通过寡聚

（dT）直接分离，而其他的分离方式又会受到含量较大的rRNA及部分tRNA的干扰，所

以目前只能依据非编码 RNA的大小和形态结构，通过以下几种方式分离出不同的非编码

RNA/图5-2。

(b)(a) 一 总RNA总RNA
iwnstwow ros roooowhowwwioo sowmwnswowo wonoowoN wi  Mwv4vPy+Ninomnwesy an Rov

除去rRNA和RNAtrso wwowa 除去rRNA和RNAMw
RNase R消化线性RNAwns

.割胶分离 vNivowenwMno owos tRNAsnooowowv wwiimwwsAwowoM wn t
字飞无之产xwnoons三

总RNA聚丙烯酰胺凝胶电泳 离子打断 wwwvnwa
分离出小片段RNA（小于50nt）

 离子打断
T4 RNA连接酶 WoAtnAnwowos s yrvannNvsNmw它之么
加poydTD，
反转录酶

MW 加N，随机引物，
反转录酶

DNA聚合酶催化 乏cDNA第二链合成

DNA聚合酶催化

多径贷 cDNA第二链合成

乏乏

加接头，进行PCR扩增
进一步测序分析

图5-22 不同非编码RNA的分离方法示意图
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。
对于较短的，如 miRNA、siRNA、piRNA等常常小于 50 nt的非编码RNA的分离。

提取总RNA后，用聚丙烯酰胺电泳分离出小于50 nt 的 RNA.割胶回收并用乙醇将

RNA 沉淀出来，一般加入糖原和乙酸钠做助沉剂，也可用专一性吸附小片段 RNA的硅

胶膜柱子纯化。用T4 RNA连接酶处理纯化后的RNA 样品，在其3'端连接一段寡核

苷酸序列如 poly（dA），在反转录酶催化下合成cDNA第一链，用DNA聚合酶催化形成

双链cDNA。用A尾酶（A-tailing）在双链cDNA的3'端加上一个dAMP，再将带有一
个dTMP 的接头引物加到双链cDNA的两端，进行 PCR扩增，进一步用于测序或文库

构建等。
也可以从总RNA样品中去除 rRNA 和tRNA，再分离其他非编码 RNA。该方法首先

合成 rRNA和∶RNA特异性生物素标记的寡核苷酸探针，这些探针与各种 rRNA 及 tRNA

杂交，杂合链因为带有生物素标记而被偶联了链霉亲和素的磁珠高效捕获，链霉亲和素
与生物素之间稳定的非共价结合使得生物素标记的双链分子紧密结合在磁珠上。用磁铁

将磁珠从样品中分离，就排除了这两种组成型RNA的干扰。将剩余的 RNA样品随机打

断成200~300 bp的片段，用六聚体引物 N6反转录合成cDNA。这个样品中包含了全部

mRNA 和非编码 RNA的信息.测序完成后，借助 mRNA的典型特征，如起始子、终止子、

可读框及剪切位点等将其分离去除.再根据各种非编码 RNA 的结构特征，通过不同的生

物学软件进行归类分析。

非编码RNA中有一类具有闭合环状结构的 RNA分子，称 cirRNA，利用它的这一

特殊结构可单独将其分离出来。将rRNA和tRNA从总 RNA中除去后，使用具有3'端

核糖核酸外切酶活性的 RNase R专一性降解单链线性RNA分子，即可将 mBNA和其

他线性非编码 RNA一并除去，留下环状的 RNA分子。将环状 RNA分子随机打断，用

六聚体引物N6 在反转录酶的催化下合成cDNA，按前面介绍的程序进行建库测序等后

续分析。

5.4 基因克隆技术

在当今生命科学的各个研究领域中，"克隆"（clone）一词已被广泛使用。在多细胞

的高等生物个体水平上，人们用克隆表示由具有相同基因型的同一物种的两个或数个个

体组成的群体，所以说，从同一受精卵分裂而来的单卵双生子（monozygotic twins）便是属
于同一克隆。在细胞水平上，克隆一词是指由同一个祖细胞（progenitor cell）分裂而来的

一群带有完全相同遗传物质的子细胞。在分子生物学上，人们把将外源 DNA插入具有复

制能力的载体DNA中，使之得以永久保存和复制这种过程称为克隆。由于真核生物基因

组 DNA十分复杂，实验中常通过筛选由mRNA产生的cDNA文库来分离到目的基因片段。

高等生物虽然可拥有3万~5万种不同的基因，但在一定时间段的单个细胞或组织中，仅

有15??右的基因得以表达，产生出5000~10000种不同的mRNA分子，使得筛选过程

相对简单些。
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5.4.1 RACE技术

cDNA末端快速扩增法（rapid amplification of cDNA ends，RACE）是一项在已知 cDNA

序列的基础上克隆5'端或 3'端缺失序列的技术，在很大程度上依赖于 RNA连接酶连接

和寡聚帽子的快速扩增。已知 cDNA序列可来自序列表达标签，减法 cDNA文库，差式显

示和基因文库筛选。主要操作步骤如下（图 5-23）∶
① 获得高质量总RNA。含有大量完整mRNA、tRNA、rRNA和部分不完整mRNA。

②去磷酸化作用。带帽子结构的 mRNA不受影响。

③去掉mRNA的5'帽子结构，加特异性 RNA寡聚接头并用RNA连接酶相连接。

④以特异性寡聚 dT为引物，在反转录酶的作用下，反转录合成第一条 cDNA 链，包

含了寡聚接头的互补序列。

⑤分别以第一链cDNA为模板进行RACE反应。5'RACE 以5'端RNA寡聚接头的

部分序列和基因特异的3'端反向引物进行PCR扩增，获得基因的5'端序列。3'RACE以5'

端基因特异的引物和3'端寡聚 dT下游部分序列为引物进行 PCR 扩增，获得基因的3'端

序列。如果只对3'端序列感兴趣，可以越过2、3两步，直接从第4步开始进行3'RACE。

⑥将纯化后的 PCR 产物克隆到载体 DNA中，进行序列分析。除了获得全长cDNA

之外，RACE 技术还被用于获得5'和3'端非转录序列，研究转录起始位点的不均一性，研

图5-23 s'（a）和3'
(b)(a)（b）RACE 流程图

mRNA -A。号严 。 APGSP1
①-一A。

3/--
AvvvyAAAvnvnvA

② AP

四。，，，，，，，，，3
③ AP利

3'CC.cC-
③四,AP GSP5'G ⋯GI 53℃CCC

APGSP2
① 在反转录酶的作用下，用已知基因片段内部特 ① 在反转录酶的作用下.以连有可以与mRNA3'

异性引物（gene-speific primer 1.GSP1）起始 多核苷酸末端配对的寡聚（灯T）锚定引物 AP

起始 cDNA第一条链的合成。cDNA第一条链的合成。
② 用 RNase 混合物降解模板 mRNA并纯化已合 ②用RNase 降解模板 mRNA。

③用锚定引物AP 和基因片段内部特异引物 GSP成的 ∶DNA第一条链。
进行 PCR扩增.以期得到目的基因3端片段。③由末端转移酶在已合成的rDNA链的3'端连

续加入dCTP，形成寡聚（dC）尾巴。
④ 以连有寡聚（dC）的锚定引物 AP（mnchor primer）

和基因片段内部特异引物GSP2进行巢式 PCR

扩增，以期得到目的基因s'端片段。
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究启动子区的保守性。

5.4.2 RAMPAGE技术

高等真核生物往往具有复杂的基因组，很多基因的表达都具有组织特异性，可变的

启动子选择是造成基因在不同组织特异表达的根本原因，所以有必要对启动子做全面而

深入的分析。RAMPAGE（RNA annotation and mapping of promoters for the analysis of gene
expression）技术是在基因表达的加帽分析技术（cap analysis of gene expresson，CAGE）和前

面介绍的 RACE技术的基础上进一步优化的实验技术，是一种在全基因组范围内鉴定所

有蛋白质编码基因和部分非编码RNA 基因的转录起始位点，确定启动子的具体位置，并

且能够高通量检测基因表达水平的方法。

首先在带接头序列的随机引物作用下反转录已除去rRNA和tRNA的总RNA样本，加

入山梨醇和海藻糖可提高酶的热稳定性。将反转录酶的工作温度从 42℃提高到55~60℃，

以进一步解开 RNA模板可能的二级结构，削弱 RNA 5'端由于GC含量较高而相对牢固的

二级结构，使得反转录能延伸到RNA5'端帽结构处。在 RNA链的末端引入生物素标记，利

用NalO.的氧化特性，通过氧化反应将位于所有 RNA5'端帽子结构处以及3'端的二醇基

团打开，并使其氧化产物醛基与长臂生物素酰酐反应，从而在RNA5'端帽子结构处以及3'
端加上一个生物素。由于随机引物很少刚好结合到RNA的3'端，因此RNA的3'端在大
多数情况下仍然是单链，用RNaseI特异性切割单链状态的RNA，去掉3'端的生物素标记。

最后，用偶联了链霉亲和素的磁珠筛选出5'端帽结构处加上生物素标记的 RNA-cDNA 双

链。然后用RNase H将磁珠上的 RNA降解掉，再从磁珠上分离单链cDNA。

得益于反转录酶的末端转移酶（terminal deoxynucleotidyl transferase，'TIT）活性，它能

催化脱氧核糖核苷酸结合到DNA分子的3'羟基端，使反转录产生的cDNA 3'端加上了3

个胞嘧啶脱氧核糖核苷酸（dCTP），同时 RNA 的 5'端帽结构（m'G）也有利于dCTP的添加。

所以，在反转录时加入一段末端有3个鸟嘌呤核糖核苷酸（GTP）的锚定引物，即可让所有

反转录产生的 cDNA 3'端带上这一锚定引物。利用这一锚定引物和随机引物上的接头序

列做引物进行 PCR 扩增，形成双链 cDNAl图S-24），然后用一种纳米级的微球磁珠进行纯化

和相对分子质量大小筛选。筛选获得包含帽子结构端序列的200~700 bp 的cDNA后便

可用高通量二代测序技术进行序列分析等。

5.4.3 Gateway大规模克隆技术

随着越来越多的动植物基因组全序列被测定，前所未有的编码基因（开放读码框）被

识别，但是，要阐明这些基因的功能，就必须把不同的开放读码框连入各种载体，进行蛋白

质表达、抗体制备、宿主细胞或植物转化、表型分析、细胞内定位以及目的蛋白与其他分子

的相互作用等后续研究。传统的酶切连接方法不能满足大规模克隆的需要，只有通过一

种高效的对载体和宿主没有依赖性的克隆系统，才能完成这项繁杂的工作。Gateway基因
大规模克隆技术利用λ.噬菌体进行位点特异性 DNA 片段重组，实现了不需要传统的酶切
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C

mRNA
=(AAAAAA)。-3'

添加引物接头S'-mmmmmmr GGG-3'CA
反转录酶催化eDNA第一链的合成5'-mmmmmmNNNNNN-3

=(AAAAAA),-3'GGG
NNNNNNua ufuun.S?

mRNA末端标记生物素

(AAAAAA)-3'量国 NNNuu.s
RNase 消化单链RNAC

-GGG =NNNNNNunmnmmmi.5
偶联链霉亲和素的磁珠
捕获mRNA-cDNA杂合链

之子子乙子之三三三三三之

RNase H消化单链RNA

=NNNNNNnmnn_.5?

PCR扩增eDNA
磁珠对eDNA片段进行尺寸筛选

图5-24 RAMPAGE技术操作流程图

联接过程的基因快速克隆和载体间平行转移，为大规模克隆基因组注释的开放读码框提

供了保障。
Gateway 克隆技术主要包括TOPO反应和LR 反应两步。TOPO反应将目的基因 PCR

产物连入Entry 载体，该载体上的CCCTT 能被拓扑异构酶所识别，切开后通过该酶274位

上的酪氨酸与切口处的磷酸基团形成共价键，被偶联在载体上。加入PCR产物后，载体
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基因
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、反应

砂副产物目的载体伍
atRI atR2  atP2atPI ccdBccdB Cm"Gm

图5-25 Gateway大规模克隆策略

（a）TOPO 反应，将由PCR得到的目的基因连入Entry 载体;（b）LR反应，通过位点特异性重组将目的基因从Entry 载体连入表达载体。

上3'突出端GTGG与PCR产物的互补性末端接头序列CACC配对，使PCR产物以正确

方向连入Entry 载体（图5-25am）。
LR反应被用于将目的片段从 Entry 载体中重组入表达载体。Entry 载体上基因两端

具有aL1和atL2 位点，目的载体上含有 aR1和 aR2位点，在重组蛋白的作用下发生
定向重组，形成新的位点 attB1和 attB2，将目的基因转移到表达载体中（图5-25b）。

5.4.4 基因的图位克隆法

基因的图位克隆法（map-based cloning）是分离未知性状目的基因的一种好方法，从

理论上说，所有具有某种表型的基因都可以通过该方法克隆得到。首先，通过构建遗传

连锁图，将目的基因定位到某个染色体的特定位点，并在其两侧确定紧密连锁的RFLP或

RAPD分子标记。其次，通过对许多不同生态型个体的大量限制性内切酶和杂交探针的

分析，找出与目的基因距离最近的分子标记，通过染色体步移技术将位于这两个标记之间

的基因片段分离并克隆出来（图5-26），再根据基因功能互作原理鉴定目的基因。

在 RFLP作图中，连锁距离是根据重组率来计算的，1cM（厘摩）相当于1??重组率。

人类基因组中，1cM≈1000 kb;拟南芥中，1cM≈290 kb;小麦中，，1 cM≈3500 kb。

由于水稻基因组比较小，与其他单子叶植物有较高的共线性现象，其基因组序列已经
被测定，基因转化系统也比较完善，所以成为单子叶植物功能基因研究的模式系统。科学

家已利用自主筛选的水稻突变体和高密度分子标记遗传图谱，应用该技术成功地分离出

多个具有重要生理功能的水稻基因，包括控制水稻分蘖的关键基因 MOCl和控制植株茎

秆强度的脆杆基因BC1。图5-27介绍了图位法克隆 BC1基因的实验流程。
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图5-26 染色体步
已知基因移法克隆基因示

方向 未知基因意图 -核基因库
中的克隆

易
A植物基因组 /8
间隔 100kb→DNA

图5-27 用图位克
(a)隆法获得水稻脆杆

基因 BCY Chr3 
(b)BAC IBAC!'（a）首先将BCI位点 52G19fBAc2定位于水稻3号染色 57M10rBAC3"

体（Chr3）着丝粒区 36N23f|BAC4BAC51的分子标记C524和
重组子 634 6 28、16RM16 之间。（b）覆

盖BCI位点的BAC 36N23fP7P6(e) 57M10r PIPs
大片段，数字表示从 BAC5

、厚7068个bel-2突变体 重组子 -10kbF，植株中鉴定出的重
P2 P3P1 P4~,P5组子数目。（e）BC位

点的精细定位。BCl 重组子 d 0P3位点被定位于CAPS I kb
(d) P2 ATG(cleaved amplified poly- I TGA P4bel-2bel-

morphic sequence）分
子标记P2和P4之间
3.3 kb的DNA区段， —1 kb
并与P3标记共分离。
（d）BCV基因结构。实
心矩框为编码区，空心
矩框为5'和3非翻译
区，矩框之间的线段 5.4.5 热不对称交错多聚酶链式反应克隆T-DNA插入位点侧翼序列
为内含子。bcl-1和

bl-2表示两个脆杆 热不对称交错多聚酶链式反应（thermal asymmetric inter-laced PCR，TAIL-PCR）突变体的突变位点。
常用于扩增T-DNA插入位点侧翼序列，从而获得转基因植物插入位点特异性分子证

据（图5-28）。该方法使用一套巢式（nested）特异引物（T-DNA边界引物，TR）和一个短的随

机简并引物（AD）。第一轮反应（primary reaction，PCRI）是TAL-PCR的重要环节，先进
行5轮高严谨性循环，特异性引物TR1与模板退火，只能发生单引物循环，T-DNA上游侧

翼序列得到线性扩增。再大幅度降低退火温度，使AD及 TR!均与模板DNA相结合，指

数扩增一个循环。此后，两个高严谨、一个低严谨循环交替进行，共15个循环。特异性序

列（两端分别拥有TR1和 AD序列）和非特异性序列I（只有TR1.没有 AD序列）大大超

过非特异性序列Ⅱ（两端均为AD序列）。

PCRⅡ以TR2为特异性引物与AD配对，进行12个TAIL-PCR循环.特异性序列

再次被优先扩增，非特异性序列Ⅰ也大大降低，此时已没有明显的背景片段。PCRⅢ是

真正意义上的 PCR，用TR3为特异性引物与AD配对，共20个循环.进一步扩增特异性

序列。
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特异性引物（T-DNA边界内侧引物.序列已知）
TR2 'TR3TR1

AD引物（短的简并引物，序列未知）
非靶序列染色体侧翼序列T-DNA

TAIL PCRI
（以TR1和AD为引物）
5个高严谨性循环

1个低严谨性循环

TAIL循环
（2个高严谨性循环+1个低严谨性循环）x15

非特异性产物Ⅱ非特异性产物I特异性产物TRI TRI TR1 AD-AD-AD-

S书是书D

<-AD -AD -AD-AD
大量（可见）偏少量（不可见） 少量（不可见）

1000倍稀释

PCR I
（以TR2和AD为引物，12个TAIL循环）

非特异性产物Ⅰ特异性产物 TR2TR2 TR2cQr-
-AD

少量（不可见）中等量（一般不可见）

PCRⅢ
（以TR3和AD为引物，20个普通PCR循环）

琼脂糖凝胶电泳分析（可见到特异性序列）

图5-28 热不对称交错多聚酶链式反应（TAIL-PCR）流程图

5.5 蛋白质与蛋白质组学技术

蛋白质组学是蛋白质（protein）和基因组（genome）研究在形式和内容两方面的完美组

合，该技术致力于研究某一物种、个体、器官、组织或细胞在特定条件、特定时间所表达的

全部蛋白质图谱。蛋白质组与基因组既相互对应又存在显著不同，因为基因组是确定的，

组成某个体的所有细胞共同享有固定的基因组，而各个基因的表达调控及表达程度却会

根据时间、空间和环境条件发生显著的变化，所以，不同器官、组织或细胞内拥有不同的蛋
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白质组。由于蛋白质分离（改进后的双向电泳技术和高效液相层析技术）和鉴定技术（现

代质谱）的快速发展，以及基因组学研究和生物信息学的交叉渗透，蛋白质组学研究在近

年来获得了长足的进展。

5.5.1 双向电泳技术

到目前为止，双向电泳（two-dimensional electrophoresis，2-DE）技术是分离大量混合

蛋白质组分的最有效方法，该技术主要依赖于蛋白质等电聚焦（isoelectric focusing，IEF）

及SDS-聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）双向电泳技术（图5-29），通过等电点和相对分子质量

分离不同的蛋白质。
蛋白质是两性分子，在不同 pH的缓冲液中表现出不同的带电性，因此。在电流的作

用下，在以两性电解质为介质的电泳体系中，不同等电点的蛋白质会聚集在介质上不同的

区域（等电点）从而被分离。因为聚丙烯酰胺凝胶中的去垢剂 SDS带有大量的负电荷，与

之相比，蛋白质所带电荷量可以忽略不计。所以，蛋白质在 SDS凝胶电场中的运动速度
和距离完全取决于其相对分子质量而不受其所带电荷的影响，不同相对分子质量的蛋白

质将位于凝胶的不同区段而得到分离。

固相化 pH 梯度技术（immobilized pH gradients，IPG）的应用，建立了稳定的可精确设

定的pH梯度，直接避免了载体两性电介质向阴极漂移等许多缺点，增大了蛋白质上样量，

大大提高了双向凝胶电泳结果的可重复性。随着各种试剂质量的不断提高和新试剂的开

发，双向凝胶的分辨率空前提高，其最大分辨率已达到每块胶 10 000个蛋白点。

5.5.2 荧光差异显示双向电泳技术

早期的蛋白质组学研究内容主要是蛋白质组的表达模式，即利用常规2-DE 技术鉴

定并建立某一生物体在特定时期的全部蛋白表达谱。然而蛋白质组在生物体的生命进程

图5-29 用2-DE胶 pH0IEFPH3展示拟南芥种子萌
发48 h 后的蛋白质
表达情况

-saS
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●
中是动态变化的，不同生物的个体、组织或细胞在不同发育时期、分化阶段，以及不同的生

理、病理条件下基因表达是不一致的，所对应的蛋白质组也具有特异性。于是，比较蛋白

质组学（comparative proteomics）应运而生，并逐渐成为后基因组学时代的重要技术。

得益于CyDye DIGE荧光标记染料的发现和应用，荧光差异显示双向电泳技术（2-D

fluorescence difference gel electrophoresis，2D-DIGE）在传统2-DE技术上结合多重荧光分

析技术，基本克服了传统 2-DE的系统误差问题，提高了实验结果的可重复性和可信度。

以最小标记法为例，试验中用3种荧光染料对不同样本分别进行标记所有标记样本混

合后，在同一块胶上通过双向电泳得到有效分离，对每块凝胶进行Cy2、Cy3和Cy53次扫

描，所得图像经过统计分析软件进行自动匹配和统计分析，鉴别和定量分析不同样本间的

生物学差异（图5-30。该技术可检测低至25 pg的单一蛋白质，能对多达5个数量级的蛋

Cys标记Cy2标记 Cy3标记

显 WT

IEP
5调凝胶 ⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯高

少

EDVd-SGS 上调

f1

WT

赞

图5-30 野生型陆地棉'徐州 142'（WT）和无长绒无短绒突变体（N）0DPA胚珠总蛋白2D-DIGE 比较分析图谱（另见书末彩插）

用Cy2标记WT和A0DPA胚珠等量混合蛋白作为内标显示为蓝色），Cy3标记胚珠蛋白显示为绿色，Cy5标记WT 胚珠蛋自（显示为红色）。
图中绿色蛋白点代表WT0DPA胚珠中相对于a下调的蛋白质，红色蛋白点则代表WT oDPA胚珠中相对于a上调的蛋白质。
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白质浓度变化给出线性反应，而常规银染法只能检测低至1～60 ng的蛋白质，仅有约

2个数量级的线性动态范围。虽然2D-DIGE 极大地降低了实验中出现的系统误差，但

由于所用荧光染料在不同波长激发光下表现出不同的荧光特性，低丰度蛋白质定量仍

较易出现偏差。

5.5.3 蛋白质质谱分析技术

蛋白质组学中最有意义的突破是用质谱鉴定电泳分离后的蛋白质。现行的质谱仪

可分为3个连续的组成部分，即离子源、离子分离区和检测器。目前常用的是基质辅助

的激光解析电离-飞行时间质谱（matrix-assted laser desorption ionization time-of-light

spectrometry，MALDI-TOF）和电喷雾质谱（electrospray ionisation，ESI-MS）。MALDI-TOF

的工作原理是将从2-DE 胶中分离得到的或其他来源的蛋白质酶解成小肽段后与基质主

要是有机酸）混合，将样品混合物点到金属靶表面上并使之干燥结晶，然后用激光轰击，将

呈离子化气体状态的待分析物从靶表面喷射出去。离子化的气体中每个分子带有一个或

更多的正电荷，这些气体肽段在电场中被加速后到达检测器的时间由肽段的质量和其所

带电荷数的比值（m/z）决定（图5-31）。

实验中，将感兴趣的蛋白点回收后，进行胰蛋白酶胶内酶解，收集酶解肽段。一级质

谱将经蛋白酶降解后的肽段按照质荷比（m/z）及强度（intensity）进行解析，形成肽指纹图

谱（PMF），每个母离子峰代表一种肽段，其强度代表了肽段多少。二级质谱是挑选一级质

谱中有代表性的母离子峰以诱导碰撞解离（collision-induced dissociation，CID）方式打碎，
形成肽段碎片指纹图谱（PFF）。然后，结合一级 PMF 和二级 PFF数据，进行数据库搜索，

获得蛋白质的具体鉴定信息（图5-2）。此外，质谱技术还可以用于鉴定蛋白质复合物组成、
确定蛋白质翻译后修饰的类型与发生位点，例如用于蛋白磷酸化、硫酸化、糖苷化以及其

他修饰的研究。

图5-31 MALDI-
TOF分子质谱仪原
理图

检测器脉冲紫外或IR 激光肽混合物包埋 (3-4 ns)在基质中

盛电场
飞行时间质子化的肽分子雾

acc
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1559,830 MAEEVEEERLKYLDFVRAAGVYAVDSFSTLYLYAK1620.871

(×10) DISGPLKPGvDTIENvvKTvvTPvYYIPLEAVKFVD
K.QVSAOTYSVAQDAPRI到4 KTVDvsvTSLDGvvPPVIKovSAQTYsVAQDAPRIv

LDVASsSVFNTGVQEGAKALYANLEPKAEQYAVTT型= 1 692.031
2 L声 当迎 WRALNKLPLVPQVANvvVPTAVYFSEKYNDvvRGT

812.450 TEQGYRVsSYLPLLPTEKITKVFGDEAS193.22CID
K_AEOYAVITwRL,d 1 236.674 R.IVLDVASSVFNTGVQEGAK.ACID一吕等色卫4

蓝富营
景悍克审

幽调 监进及生孟总 19ep 吕号 监试医号 13m1148.66 1e
1825.0611316.714 2314.438

2067.1501032.501 134677616od22711452
2362901381.746

2382.357 2696.728
2600220020001800160014001000800 m/z2400

图5-32 典型蛋白质一级和二级质谱鉴定结果（另见书末彩插）
将明证诱导的蛋白点（Spot1.左上箭头所示。来到图5-30 市表量上调的蛋白占）回收后，进行胰蛋白醇胶内简解，收集酶解肤段。一级质诺

将蛋白顺经的解后的肽段按图质荷（m/）及噪度（intensity）进行解析，形成肽指约图词《PMFE）。每个母离子峰代表种肤段.1群接表了肽段

多少。二级质谱是挑选一级质谱中有代表性的母离子峰以诱导碰撞解离（CID）方式打碎，形成肽段碎片指纹图谱（PFF）。然后，结合一级 PMF

和二级PFF数据，进行数据库搜索，获得具体的蛋白质鉴定信息。

思考题
1、试述 PCR 扩增的原理和步骤。

2.试比较常规重组载体构建和恒温一步法载体构建的异同点。
3.比较荧光染料SYBR GreenⅠ和TaqMan 荧光探针的主要不同点。

4.分析基因组 DNA文库和 cDNA文库的主要区别。

5.cDNA合成时的方向性是如何实现的?

6.热不对称交错多聚酶链式反应（TAIL-PCR）的主要技术和原理?

7说说从总、RNA的提取到分离出非编码RNA的主要过程。
8.已知一个cDNA 3'端的部分序列，请设计实验流程得到该基因的全长cDNA。

9.试分析RACE技术与RAMPAGE技术的相同点和不同点。

10.简述Gateway大规模克降技术原理及基本操作流程。

11.说说基因图位克隆法的原理和过程。
12.比较基因组与蛋白质组的主要差别。
13.说出蛋白质质谱技术的主要原理。

参考文献
1.Gefter M L,et al. The enzymatic repair of DNA.I. Formation of circular lambda-DNA.PNAS,1967,58:
240-247.

2. Hedgpeth J,et al. DNA nucleotide sequence restricted by the RI endonuclease.PNAS,1972,69:3448-
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Escherichia col.PNAS,1967,57:1426-1433.
4. VenterJC,et al. The sequence of the human genome. Science,2001,291:1304-1351.
5. Weis B,Richardon C.Enzymatic breakage and joining of deoxyribonucleic acid,I. Repair of single-strand

breaks in DNA by an enzyme system from Escherichia coli infected with T4 bacteriophage.PNAS.1967,
57:1021-1028.

6.Wilmut I,et al Vible ofspring derived from fetal and adult mammalian cels. Nature,1997,385:810-813.
7.Zimmerman S B,et al. Enzymatic joining of DNA strands:a novel reaction of diphosphopyridine nucleotide.
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第6 章

分子生物学研究法（下）
基因功能研究技术

6.1 基因表达研究技术

6.2 基因敲除技术

6.3 蛋白质及RNA相互作用技术

6.4 在酵母细胞中鉴定靶基因功能

6.5 其他分子生物学技术



随着越来越多的基因组序列相继被测定，人类对生物本质的认识已经发生了重大变

化。但是，海量序列信息也向我们提出了新的挑战。如何开发利用这些序列信息，如何通

过生物化学、分子生物学等方法研究基因的功能，从而进一步了解生物体内各种生理过

程，了解生物体生长发育的调节机制，了解疾病的发生、发展规律，给出控制、减缓甚至完

全消除人类遗传疾病，是新时期生物学家所面临的主要问题。转录组测序技术、原位杂交

技术为研究单个或多个基因在生物体某些特定发育阶段或在不同环境条件下的表达模式
提供了强有力的手段;基因定点突变（site-directed mutagenesis）技术、基因敲除技术、RNAi

技术可以全部或部分抑制基因的表达.通过观察靶基因缺失后生物体的表型变化研究基

因功能;酵母单、双杂交技术等都是研究蛋白质相互作用、蛋白质-DNA相互作用等的重

要手段。随着分子生物学技术的发展，研究者可以在活细胞内和细胞外研究蛋白质之间

的相互作用，为认识信号转导通路、蛋白质翻译后修饰加工等提供了丰富的技术支持。本

章将主要介绍研究基因功能的各种分子生物学技术和方法。

6.1 基因表达研究技术

6.1.1 转录组测序分析和 RNA-Seq

转录组（transcriptome），广义上指在某一特定生理条件或环境下，一个细胞、组织或者

生物体中所有RNA的总和，包括信使RNA（mRNA）、核糖体RNA（rRNA）、转运RNA（tRNA）
及非编码 RNA（non-coding RNA或sRNA）;狭义上特指细胞中转录出来的所有mRNA的

总和。基因组-转录组-蛋白质组（genome-transcriptome-proteome）是中心法则在组学框

架下的主要表现形式。通过特定生理条件下细胞内的 mRNA丰度来描述基因表达水平

并外推到最终蛋白质产物的丰度是目前基因表达研究的基本思路。

基于传统的 Sanger 测序法对转录组进行研究的方法主要包括∶表达序列标签

（expressed sequence tag，EST）测序技术和基因表达系列分析技术（serial analysis of
expression，SAGE）。EST测序数据是目前数量最多，涉及物种最广的转录组数据，但测序
读长较短（每个转录本测定 400~500 bp），测序通量小，测序成本较高，而且无法通过测

序同时得到基因表达丰度的信息。有人使用 SAGE 测序法，将不同转录本3'端第一个

CATG位点下游14 bp 长的短标签序列来标识相应的转录本。由于标签序列较短，可以将

多个标签串联测序，使SAGE 法相对于EST测序在通量上大大提高。但过短的序列标签

使得序列唯一性降低，即使改进过的LongSAGE 用21 bp标签测序，仍然有约一半的标签

无法被准确注释到基因组上。
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高通量测序技术（high-throughput sequencing）又名深度测序（deep sequencing），包括二
代测序（second-generation sequencing）和三代测序（third-generation sequencing），可以一次

性测序几十万甚至几百万条序列，是传统测序技术的一次革命。

转录组 RNA样品上机测序前需要进行文库构建，根据不同的需求，建库策略会略

有差别。图6-1a是二代 mRNA建库测序的主要流程∶首先提取高质量的组织或细胞总

RNA，质量检测合格后用 poly（T）磁珠富集 mRNA并打断成短片段，用随机引物反转录成

cDNA.并进行DNA末端修复、加碱基A、加测序接头，进行PCR 扩增后建库，最后选择合

适的平台测序。
利用高通量测序技术对转录组进行测序分析，对测序得到的大量原始读长（reads）进

行过滤、组装及生物信息学分析的过程被称为RNA-Seq。对于有参考基因组序列的物种，

需要根据参考序列进行组装（referenced assembly）;对于没有参考序列的，需要进行从头

组装（de novo assembly），利用大量读长之间重叠覆盖和成对读长（pair-end reads）的相对

位置关系，组装得到尽可能完整的转录本，并以单位长度转录本上覆盖的读长数目（reads

per kilo-base gene per million bases，RPKM）作为衡量基因表达水平的标准。如表6-1 所示，

通过 RNA-seq 可以鉴定在棉花根或者茎特异表达的所有基因。

表6-1 棉花组织特异性转录因子表达强度分析

RPKMRPKM
基因序列标识序列标识 基因

存 根 茎茎
F4RIMYB-L 65.510.40Unigene853670.1681.86Unigene58528
HD-Z1PB3 0.00Unigene291460.0056.02Unigene58563 44.49

HBB3 43.600.24Unigene510080.2953.66Unigene58582
36.740.13MIKC45.54DofUnigene58458 0.00 Unigene18073
31.710.15MYB0.0041.56DofUnigene55872 Unigene64521

B3 24.010.09Unigene5869836.64Umigene51911 bHLH 0.19

MYBNAC 0.0428.40Unigene58446 18.45Unigene621090.37
bZIP20.27bHLHUnigene57837 17.620.20Unigene526810.00

SIFa-L 0.34G2-L20.25Unigene58640 16.92Unigene645310.68

B3 14.490.0bHLH15.71 0.13Unigene55579 Unigene64486

转录组组装过程中，同一个非重复序列上覆盖有来自根、茎等不同组织的读长，不同读长数目通过归一化转变为
RPKM值，进而筛选得到组织特异表达的转录因子。

基于二代测序的RNA-seq读长较短，得到的基因转录产物（transcript isoforms）是通

过一定的算法进行组装得到的，这可能会导致较多的嵌合体（chimeric）组装错误，对于后

续的转录组分析造成影响。科学家又开发了基于PacBio 单分子实时测序的三代测序法，

凭借其超长读长可以很精确地进行全长转录组测序，建库过程中无需打断转录本图6-1b），
其平均 10~15 kb的读长可以轻松跨越从5'端到3'-poly（A）尾巴的完整转录本.从而准

确鉴定异构体，并对可变剪接、融合基因、同源基因、超家族基因或等位基因表达等进行精
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mRNA富集(a) (b)了了了了：AAAAAAAA

总RNA提取rrTTTrTTaes

mRNA片段化处理
富集poly（A）RNA

VV VVsoom

DNA第一链合成
反转录合成eDNA及3端加A

DNA大规模扩增。 A.

构建不同大小文库，并3-6kb2-3kb 5-10 kb1-2kbDNA测序接头链接 再次扩增、
SMRTbeIM模板准备VV 约200bp文库 5-10kb2-3kb 3-6kb1-2k 。了下了己子？

PCR扩增测序文库 章，
5-10 kb3-6k八vA

SMRT测序上机测序

图6-1 二代转录组建库测序（a）与三代转录组建库测序（b）流程示意图

确分析。与二代测序相比，三代测序价格较高并有一定的碱基测序错误，因此，实践中常

将各个组织混合进行三代测序得到准确的全长转录物，然后通过对各个组织或者细胞样

本单独进行二代测序，从而准确鉴定基因在各个组织中的表达水平。

6.1.2 RNA的选择性剪接研究

RNA-seq还可用于研究全基因组水平的RNA选择性剪接。所谓 RNA的选择性

剪接是指用不同的剪接方式（选择不同的剪接位点组合）从一个mRNA前体产生不同

的mRNA剪接异构体的过程。一般将选择性剪接分为如下几类∶内含子保留（intron
retention）、5'选择性（alternative donor）剪接、3'选择性（alternative acceptor）剪接、外显子遗

漏型（exon skipping）剪接及相互排斥性剪接（图 6-2）。
常用RT-PCR 方法在单个基因水平上验证由 RNA-seq 预测得到的选择性剪接的真

实性。首先，以cDNA两端特异引物或来自不同外显子的引物序列扩增不同组织来源的

RNA样品中，观察PCR 产物是否存在差异。如果发现差异，测序后检测这种差异是否来
自于选择性剪接。图6-3 为棉花中发现的有选择性剪接基因的物理图谱。选择性剪接使

一个基因翻译为多种蛋白质序列，是基因表达多样性的重要表现形式。分析人类基因组

数据发现，有60??基因在表达过程中可通过选择性剪接产生各种形式的 mRNA。最新

的研究表明，果蝇的 Dscam 基因最多可能够产生 38016种不同形式的剪接体（图6-4）。由

于选择性剪接与细胞的生理、发育调节以及肿瘤的发生、转移等有密切关系，阐明基因的

选择性剪接机制是了解动植物个体发育和基因功能的重要环节。因此，发现新的可变剪
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图6-2 选择性剪
接的不同类型es

内含子保留

35sS'ss

5选择性剪接

3'ss5'ss es

3选择性剪接

3ss5'ss, ，。
外显子遗漏型剪接

、3*ss
相互排斥性剪接

图6-3 转录组测
3选择性剪接【5"选择性剪接 bp 序和 RT-PCR验证呵52989kb 5299.5 kb 30375.5k 30376.5 kb 30376kb 棉花基因不同形式-750 -750Gr-23866 的选择性剪接Gr3877 -500- s00

-250 250 灰框表示组成型基因

系 普量糖 的外显子，蓝框表示可
变的基因外显子，基因
内含子用直线连接，基

内含子保留 息外显子遗漏型剪接bp 因下方的短线条表示

159) 4323 kb17500.5 kb 17501 kb 4323.5 kb RNA-veq 测序得到的-750
多Gr31868 Fs0o reads 比对到该基因对Gr30870
-250 应的位置。每个图的250

试 右边为琼脂糖凝胶电雕翩部部 泳图，RT-PCR进一

步验证左边可变剪接

预测的结果。

图6-4 果蝇的Ds-
外显子17外显子9外显子6外显子4 cam基因可 以通基因组 DNA Cs 过可变剪接产生33

38000 多种可能的
mRNA异构体二

接异构体，确定每个异构体的独特功能和生物学意义并阐明其调节机制，是功能基因组时

代的一个重要特征。

6.1.3 原位杂交技术

原位杂交（in situ hybridization.ISH）是用标记的核酸探针，经放射自显影或非放射
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图6-5 用组织原
(a)位杂交技术检测拟

南芥 BARD1（a）和
干细 胞决定因子
WUS7（b）基因的表

达模式

检测体系，在组织、细胞、间期核及染色体上对核酸进行图6-6 人肌肉糖
原磷酸酶基因在 11

定位和相对定量研究的一种手段，通常分为RNA原位
号染色体上的荧光

杂交和染色体原位杂交两大类。RNA原位杂交用放射原位杂交结果（另
见书末彩插） 性或非放射性（如地高辛、生物素等）标记的特异性探针

与被固定的组织切片反应，若细胞中存在与探针互补的

mRNA分子，两者杂交产生双链 RNA，就可通过检测放

射性标记或经酶促免疫显色，对该基因的表达产物在细

胞水平上做出定性定量分析（图6-51。
荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridization，

FISH）技术首先对寡核苷酸探针做特殊的修饰和标记，

然后用原位杂交法与靶染色体或 DNA上特定的序列结合，再通过与荧光素分子相耦联

的单克隆抗体来确定该DNA序列在染色体上的位置（图6-6）。FISH技术不需要放射性同

位素，实验周期短，检测灵敏度高，若用经过不同修饰的核苷酸分子标记不同的 DNA探
针.还可能在同一张切片上观察几种 DNA探针的定位，得到相应位置和排列顺序的综合

信息。

6.1.4 基因定点突变技术

定点突变（site-directed mutagenesis）是重组 DNA进化的基础，该方法通过改变基因特

定位点核苷酸序列来改变所编码的氨基酸序列，常用于研究某个（些）氨基酸残基对蛋白

质的结构、催化活性以及结合配体能力的影响，也可用于改造 DNA 调控元件特征序列，修

饰表达载体，引入新的酶切位点等。由于迄今尚未建立能精确预测特定氨基酸残基变化

对整个蛋白质结构及活性影响的模型，选择氨基酸突变的位点存在一定的盲目性。因为

即使知道了该蛋白质的三维结构，人们仍然无法了解某个氨基酸残基对其高级结构的影

响。少数几个氨基酸残基的改变，有时根本不影响靶蛋白的功能，有时影响了靶蛋白的活

性位点，有时还能从根本上改变整个蛋白质的高级结构。所以，基因的定点突变是我们进

一步了解蛋白质的结构与功能关系的重要手段。
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图6-7 寡核苷酸介
导的DNA突变技术.诱变寡核苷酸引物

含单拷贝野生型靶序列
应用DNA聚合酶延 的单链重组M13DNA
伸诱变寡核苷酸引物

转染大肠杆菌，
筛选携带突变体
克隆的M13噬菌斑

纯化待筛克隆，序列
分析验证突变体

AGGcGGCTAGGTGGcCTAGGcGGCTACGTGGcCT

最早在20世纪 70年代初进行小噬菌体φX174单链基因组易突变位点图谱分析工

作时认识到基因定点突变的可能性。在人工成功合成寡核苷酸、获得高品质 DNA聚合酶

和DNA连接酶的基础上，科学家建立了体外寡核苷酸介导的DNA突变技术（图6-7。PCR

技术的出现大大促进了定点突变技术的发展，简化了实验操作程序，提高了突变效率。
科学家主要采用两种 PCR方法，重叠延伸技术和大引物诱变法，在基因序列中进行定点

突变。
图6-8 阐述了重叠延伸介导的定点诱变机制。首先将模板 DNA分别与引物对1（正

向引物1和反向引物2）和2（正向引物3和反向引物4）退火，通过PCR1和2反应扩增

出两种靶基因片段。PCR 产物1和PCR产物2在重叠区发生退火，用DNA聚合酶补平

缺口，形成全长双链DNA。
大引物诱变法首先用正向突变引物（M））和反向引物（R1），扩增模板 DNA产生双链大

引物（PCR1），与野生型 DNA分子混合后退火并使之复性，第二轮 PCR 中加入正向引物

（F2），与 PCR1中产生的一条互补链配对，扩增产生带有突变的双链 DNA（图6-9）。由于 F2

的退火温度显著高于第一轮 PCR 所使用的引物M和R1，因此，可以忽略引物M和R1在

本轮反应中所造成的干扰。获得定点突变 PCR 产物以后，一般需进行DNA序列分析以 

验证突变位点。

与经典定点突变方法相比.PCR介导的定点突变方法具有明显的优势∶①突变体回收

2096.1 基因表达研究技术



图6-8 重叠延伸
引物1、 引物3、介导的定点诱变
装 —-

;模板DNA
-3

模板DNA分别与第 学。
一引物对（正向引物! L _

引物2和反向引物2）及第二 引物4
引物对（正向引物3和

PCR产物1反向引物4）退火，通
PCR产物2·- 3'过第一轮PCR产物扩 第一轮PCR于 -5增出两种靶基因片段 s 心（PCR产物1和PCR 53' —4

产物2）。PCR 产物1
和PCR产物2片段在
重叠区发生遐火并进
行延伸，形成具有突变

？心的全长双链DNA。蓝 重叠延伸5

3'<·色圆点表示突变位点。 。___
雪 突变产物， ，3-

图6-9 大引物诱 M_变法示意图 ___3?'5-

___5心扫，PCR1使用正向诱变 RI引物（M.已设定突变
碱基）和反向引物R1）
扩增产生双链大引物

大引物 第一轮PCR二二二学
（PCR1）。第二轮PCR 子

时再用正向引物（F2）

和反向大引物（PCR1）
配对扩增产生带有突

引民in变位点的双链DNA。
星号表示突变位点。 第二轮PCR

-3$CIIITI 一5'___<3
____33----

率高，以至于有时不需要进行突变体筛选;②能用双链 DNA作为模板，可以在任何位点引

入突变;③可在同一试管中完成所有反应;④快速简便，无需在噬菌体 M13载体上进行分

子克隆。所以，PCR介导的定点突变方法已成为定点突变的主要技术。

210 第6章 分子生物学研究法（下）



确

6.2 基因敲除技术

6.2.1 基本原理

经典遗传学（forward genetics）是从一个突变体的表型出发，研究其基因型，进而找出

该基因的编码序列。在后基因组时代，大规模基因功能的研究正成为生命科学研究的热

点，现代遗传学（reverse genetics，反向遗传学）首先从基因序列出发，推测其表型，进而推

导出该基因的功能。基因敲除（gene knock-out）又称基因打靶，该技术通过外源 DNA与
染色体 DNA 之间的同源重组，进行精确的定点修饰和基因改造，具有专一性强、染色体

DNA可与目的片段共同稳定遗传等特点。

1985年，科学家利用同源重组将一段外源质粒 p△β117插入到人类染色体 DNA β-
珠蛋白位点，首次在哺乳动物细胞中进行基因打靶并获得成功。目前.在胚胎干细胞（ES

细胞）中进行同源重组已经成为遗传修饰基因组位点的常规技术。通过对这些基因敲除

生物个体的表型分析，鉴定或推测该基因的生物学功能。

基因敲除分为完全基因敲除和条件型基因敲除（又称不完全基因敲除）两种。完全
基因敲除是指通过同源重组法完全消除细胞或者动物个体中的靶基因活性，条件型基因

敲除是指通过定位重组系统实现特定时间和空间的基因敲除。噬菌体的 Cre/LoxP 系统、

Gin/Gix 系统、酵母细胞的FLP/FRT系统和R/RS 系统是现阶段常用的4种定位重组系统，
尤以Cre/LoxP系统应用最为广泛。

1.完全基因敲除
实验中一般采用取代型或插入型载体在 ES细胞中根据正-负双向选择（positive-

negative selection，PNS）原理图6-10进行完全基因敲除实验。正向选择基因 neo 通常被插
人载体靶 DNA功能最关键的外显子中，或通过同源重组法置换靶基因的功能区。neo 基 图6-10 正-负筛

选法（PNS法）筛选
因有双重作用，一方面形成靶位点的插入突变，同时可作为正向筛选标记。负向选择基因 已发生同源重组的

细胞HSV-t（human semian virus-thymidine kinase）则被置于目的片段外侧，含有该基因的重组
目标序列的第一个外
显子中插入neo 基因，

目的基因 基因敲除载体 两侧为单纯疱疹病毒

胸腺嘧啶激酶基因，在2 HSV-法 3HSV-读启动子 1 neo'1 2 ES 细胞中发生同源重

同源重组 组后，neo'基因插入基
因组中，而单纯疱疹病ee 4
毒胸腺嘧啶激酶基因长
被剪切掉.发生重组
的 ES细胞由于有neo'HSV-庆7SV- 1 neo
基因而获得对抗生素

抗生素G418、丙氧鸟苷 G148抗性。因为缺失
启动子 了单纯疱疹病毒胸腺

嘧啶激酶某因.转化细1 neo1 32 4

胞同时对嘌呤类似物目的基因的第一个外显子被 neo'基因替换
产生了抗性。
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图6-I1 条件型基 欢Hsvneot因敲除策略 32打靶载体 ， 下幸

LoxPLoxP

2 似靶基因序列 ，
neor

同源重组后 1 了 言中靶等位基因

与带有EⅡ-Cre载体、组织
特异性透导Cre重组酶表达
的转基因小鼠杂交，删除
neo基因以及外显子2.目的
基因不表达

3-
细胞不能在选择培养基上生长。如果细胞中发生了随机重组，负向选择基因就可能被整

合到基因组中，导致细胞死亡。由于基因转移的同源重组自然发生率极低，动物的重组概

率为10-2~103，植物的概率为102~10~3，即使采用双向选择法也很难保证一次就从众多

细胞中筛选出真正发生了同源重组的胚胎干细胞，必须用PCR及 Southern杂交等多种分
子筛选技术验证确实获得了目的基因被敲除的细胞系。

2.条件型基因敲除
对于许多有重要生理功能的基因来说，完全基因敲除往往导致胚胎死亡，有关该基因

功能的研究便无法开展。而条件型基因敲除，特别是应用Cre/LoxP和 FLP/FRT系统所开

展的组织特异性敲除，由于其可调节性而受到科学家的重视。构建条件型基因敲除打靶

载体时，常将正向选择标记 neo'置于靶基因的内含子中，并在靶基因重要功能域两侧内

含子中插入方向相同的LoxP位点图6-11）。当实验中需要消除靶基因活性时，与带有 Cre

重组酶基因的 ES细胞杂交，Cre 重组酶就能把两个LoxP位点中间的 DNA片段切除，导

致靶基因失活。标记基因两侧也常常带有LoxP序列，因为许多时候即使标记基因位于内

含子中也会阻断靶基因的转录。一旦出现这种情况，可以用 Cre 重组酶表达质粒转染中

靶 ES细胞，通过LoxP位点重组将 neo抗性基因删除。

以 Cre/loxP系统为基础，可以在动物的一定发育阶段和一定组织细胞中实现对特定

基因进行遗传修饰。利用控制 Cre 表达的启动子活性或所表达的Cre酶活性具有可诱导

性的特征，人们常常通过设定诱导时间的方法对动物基因突变的时空特异性进行人为控

制，以避免出现死胎或动物出生后不久即死亡的现象。

6.2.2 高等动物基因敲除技术

胚胎干细胞分离和体外培养的成功奠定了哺乳动物基因敲除的技术基础。真核生

事
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物基因敲除的技术路线主要包括构建重组基因载体，用电穿孔、显微注射等方法把重组

DNA导入胚胎干细胞纯系中，使外源 DNA与胚胎干细胞基因组中相应部分发生同源重

组，将重组载体中的 DNA序列整合到内源基因组中并得以表达，主要实验流程及筛选步

骤如图 6-12所示。
利用 neo 基因替换目的基因外显子Ⅳ至外显子V区段，得到肠碱性磷酸酶（intestinal

alkaline phosphatase，IAP）基因敲除的 ES细胞，用显微注射或电穿孔法将 IAP基因敲除的
ES细胞注入早期胚胎的囊胚腔中，诱导胚胎分化，获得嵌合体胚胎后与野生型纯合体胚

图6-12 模式动物
HSV-kneo" 小鼠中完全基因敲

基因X的置换载体-口 除的主要技术策略
与应用举例被破坏的基因X，两侧与基因X同源

同源重组 、非同源重组+ES细胞

-售下

其他基因ES细胞DNA基因x
 插入靶基因 随机插入
干一 一

基因X突变 CL.J 口WNOB-侧

基因X无突变
负选择标记基因表达，致死

）将胚胎植入待孕的母体
显微注射，将筛选之后的ES
细胞注入早期胚胎的囊胚腔
中，ES细胞是基因X敲除的
杂合体，并且是黑毛纯合体，
早期胚是白毛杂合体

带突变基因的嵌合体，白色区域
来源于受体胚胎细胞，黑色区域

来源 于ES细胞

嵌合鼠与白毛纯合体的小鼠
进行回交

×

黑色鼠由ES细胞来源的移植（或植入）细胞

发育而成，是被破坏基因X的杂合体

表型分析

2136.2 基因敲除技术



(a) Tkb乙名Dra II N Dra I
部形报E-目的基因

Dra1、一
基因蔽 H_ SDTA除载体 期g

Dra l Ptora I Dra I

国十重组 Aneo基因
a(e(b) (e)-

ES钢题 RU细图 1AP ko器生，#48D3 ：一
抗LAP心至 28s

“豆 没化z 机TNAP两部国
盈

图6-13 肠碱性磷酸酶基因敲除加速小鼠肥胖

（a）利用neo 基因替换目的基因外显子Ⅳ至外显子V区段，得到IAP基因敲除的 ES细胞。P.内源 Southern杂交探针。（b）Souther杂交实验，

IAP基因已从基因组中敲除。D3，来自于亲本ES细胞的 DNA。#48，IAP基因敲除的 ES细胞 DNA。+/+、+/-和-/-分别代表野生型、杂合
体和纯合体。（c）Northern 杂交实验，纯合小鼠体内IAP基因不表达。（d）Western杂交实验，纯合小鼠体内检测不到IAP蛋白。TNAP.非组织

特异性碱性磷酸酶。（e）在高脂饲养条件下.IAP基因敲除的小鼠（ko）较野生型小鼠（wt）更易发胖。

胎回交，获得由 ES细胞分化产生的IAP基因敲除小鼠，实验证明，纯合小鼠体内检测不

到 IAP蛋白，而该基因的敲除导致小鼠变胖（图6-13）。一般来说，动物基因敲除时用显微注
射胚胎干细胞，虽然技术难度相对大些，但命中率相对较高。电穿孔法操作相对简单易行，

但命中率比较低。
因为同源重组常常发生在某一条染色体上，要得到稳定遗传的纯合体基因敲除模型，

至少需要两代以上的遗传。除了基因敲除法，还有人用基因捕获的方法通过随机插入突

变破坏靶基因表达图6-14）。基因捕获载体包括一个无启动子的报告基因（通常为 neo'基

因）.当该基因插入到 ES细胞染色体某个部位，利用所在位点的转录调控元件得到表达

时，该 ES 细胞就获得在含G418的选择性培养基上生长的能力。可通过分析标记基因侧

翼cDNA或染色体 DNA 序列来获得靶基因的相关信息。

由于受整合位点附近染色质区的影响，转基因整合具有显著的位置效应，基因5'端

启动子和增强子区，3'端终止子区都会对转基因的整合产生影响，这是某些打靶载体选择

组织特异性启动子的原因之一。外源转基因的有效表达有时还取决于其是否有内含子，

因为内含子中存在的转录调控元件可影响 mRNA的剪切以及启动子与内含子间的相互

作用。另外，内含子可能含有能开放染色体功能域的序列，还可能通过影响核质成分、位

置等来影响基因表达强度。

除了研究基因功能之外，基因敲除技术还被广泛应用于建立人类疾病的转基因动物

。
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图6-14 基因捕获
外显子2(a)  外显子1 法原理示意图

（a）未插入基因捕获载内含子! 体前，需要被敲除的靶
基因转录翻译出活性转录 5'—— 一AAAAAAA
蛋白质，未知;（b）插
入基因捕获载体后.靶

剪接 一AAAAAAA坏 位点基因转录翻译出
带有GUS（报告基因））
蛋白区段的融合蛋白，翻译 oooooooo 可用组织化学法检测。

GUS，，无启动子(b)
一 基因陷阱载体

随机整合
外显子2外显子1

肉含子1

外显子2外显子1 GUS

随机插入内含子
或外显子中

转录 s'- ——AAAAAAA

剪接 —AAAAAAA5'--E

翻译 000o000o

模型，为医学研究提供遗传学数据，为遗传病的治疗、生物新品种的培育奠定新基础。

6.2.3 植物基因敲除技术

由于动植物细胞结构显著不相同，植物细胞基因敲除常采用不同于动物细胞的策略。

T-DNA插入失活技术是目前在植物中使用最为广泛的基因敲除手段。T-DNA插入失活
就是利用根瘤农杆菌T-DNA介导转化，将一段带有目的基因的 DNA序列整合到宿主植

物基因组DNA上。
农杆菌本身带有Ti（tumor-inducing）质粒，该质粒上除了T-DNA片段（具有介导DNA

转移的功能）和致毒Vr（virulence region）基因之外，还有3套基因，其中两套基因分别控

制合成植物生长素与分裂素，促使植物创伤组织无限制地生长与分裂，形成冠瘦瘤。第三
套基因负责合成冠瘿碱，是一种农杆菌细胞生长所必需的物质。植物根部受到损伤后常

分泌出酚类物质乙酰丁香酮和羟基乙酰丁香酮，这些酚类物质会诱导 Vr基因表达，将Ti

质粒上T-DNA单链切下，并与农杆菌染色体上操纵子编码的基因产物结合形成复合物并

转移进入植物根部细胞的细胞核，最终导致T-DNA 被整合到宿主基因组上。
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Ti质粒本身比较大，很难进行分子重组操作。为了实现植物转基因。通过对Ti质粒进

行改造发展成为共整合载体和双元载体两大系统，图6-15a是共整合载体示意图。先将

目的基因克隆到带有T-DNA的分子克隆载体上，与Ti质粒同时导入到农杆菌中，通过同

源重组使目的基因整合到Ti质粒上，进行植物转基因实验。双元载体系统（图6-151）包括

辅助 Ti质粒和含有目的基因的穿梭质粒。该系统的Ti质粒缺失T-DNA区域，主要是提

供 Vr基因功能，Vr基因能识别并切割穿梭质粒中的LB、RB 区域中的T-DNA片段。与

共整合载体系统所不同的是，双元载体的两个质粒之间不发生同源重组.两个质粒均能在

农杆菌内独立复制。
T-DNA在基因组中无专一整合位点，在植物基因组中一般发生随机整合，所以，只要

突变株的数目足够大，理论上就可能获得每一个功能基因都发生突变的基因敲除植物文

库。拟南芥基因组冗余序列少，基因密度高，几乎每一个DNA插入都会导致某个基因功

能的丧失，结合已完成的拟南芥基因组信息，人们很容易筛选到新的功能基因。已经用

图6-15 共整合载
(a)体系统（a）和双元

系统（b）示意图 目的基因

中间载体
右臂

T-DNA片段
T-DNA目的基因

T-DNA发生
同源重组

T质粒T-DNA
左臂T-DNA

左臂 右臂

致毒区Ti质粒

致毒区

(b) 右臂

T-DNA目的基因

T质粒T-DNA 穿梭质粒
左臂

致毒区

。
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一
T-DNA插入失活方法建立了拟南芥大规模基因敲除突变体库，研究人员可以方便地在多

个数据库中检索到感兴趣基因的突变体，再开展深入的表型分析和功能研究。

6.2.4 基因组编辑技术

基因组编辑（genome editing）技术是利用序列特异核酸酶在基因组特异位点产生

DNA 双链断裂，从而激活生物体自身的同源重组或非同源末端连接修复机制，以达到

特异性改造基因组之目的。锌指核酸酶和转录激活样效应因子核酸酶（transcription
activator-like effector nucleases，TALEN）是2013年之前应用最为广泛的基因组编辑工具，
随着CRISPR/Cas9 系统（clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-

associated protein 9 system）的开发及利用，基因组编辑技术的应用出现了新的高潮。
该系统原来是细菌及古菌适应性免疫系统的一部分，其功能是抵御病毒及外源 DNA

的入侵。CRISPR/Cas系统由CRISPR 序列和 Cas基因家族组成。其中，CRISPR序列由一
系列间隔序列及高度保守的正向重复序列相间排列形成，Cas基因簇位于CRISPR 序列的

5'端，编码的蛋白质可特异性切割外源 DNA。

CRISPR/Cas系统分为I型、Ⅱ型和Ⅲ型，以Ⅱ型的应用最为广泛。有外源 DNA人

侵时，CRISPR序列转录并被加工形成约40 nt 的成熟crRNA（CRISPR RNAs）。成熟的

crRNA与 tracrRNA（trans-activating CRISPR RNA）通过碱基互补配对形成双链 RNA，激

活并引导 Cas9 切割外源 DNA中的原型间隔序列（protospacer）。Cas9蛋白具有两个核

酸酶结构域∶RuvC-like结构域和HNH结构域，其中，HNH结构域切割原型间隔序列中

与crRNA互补配对的 DNA链，RuvC-like 结构域切割另一条非互补链图6-16】。研究表

明，Cas9 对靶序列的编辑依赖于原型间隔序列下游的短序列 PAM（protospacer-adjacent

motifs），PAM通常为5'-NGG-3'，极少情况下为5'-NAG-3'，Cas9切割的位点位于PAM上

游第三个碱基。
根据CRISPR/Cas9系统的特点，研究者将crRNA∶;tracrRNA双分子结构融合成具有

发夹结构的 sgRNA（single guide RNA）），sgRNA分子5'端 20 nt的引导序列可完全与DNA
靶序列互补，从而引导Cas9对靶 DNA进行编辑（图6-14l）。只要改变 sgRNA中的20nt引

导序列，基因组上任意5'-（N）2-NGG-3'序列都可被 CRISPR/Cas9系统编辑。

利用CRISPR/Cas9技术对植物基因组进行编辑，首先需要根据被编辑基因的 DNA 序

列选定 20 bp引导序列及其随后紧跟的5'-NGGPAM序列，如果研究中需要破坏该基因
功能，则要避免把基因的3'端或内含子区序列用作引导序列。先把该序列克隆到相应的

含有sgRNA骨架和 Cas9基因的植物表达载体中，一般由 U6 或 U3启动子驱动 sgRNA在

植物中的表达。将构建好的载体导入到植物细胞中，使sgRNA和 Cas9在植物中瞬时或

稳定表达。由于CRISPR/Cas9在靶标位点上引起核苷酸插入或缺失，可通过 PCR-酶切

方法鉴定突变体。如果靶位点含有一个限制性内切酶位点，且恰好能被Cas9 切割破坏，

则可以利用该限制性内切酶切割含有靶位点的 PCR 产物。来自野生型植株的 PCR 片段

含有完整的酶切位点，可被限制性内切酶消化，电泳检测可见相对分子质量较小的两条
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图6-16 CRIsPR/
(a)Cuo原理

（a）细菌的CRISPR/Cxs9
原型间隔序列系统，crRNAtracrRNA

PAM双RNA分子结构引
导 Cas9核酸酶切割
DNA双链靶位点;
（b）改造的 CRISPR/
Cas9系统，将crRNA∶ 引Cas9tracrRNA双分子结构 in
融合成一个gRNA，

erRNA以引导Cas9 对靶基序
列的编辑。 -3'20nt

trarRNA

(b)

原型间隔序列
PAM

引Cas9
5

引导序列，20mt

*gRNA

带;来自突变体的PCR片段中，酶切位点被破坏，PCR 产物无法被该内切酶消化，电泳检

测仍为一条带。如果靶位点中没有合适的限制性内切酶，那么，可利用T7 核酸内切酶I

来检测PCR 产物。分别向经变性、复性的 PCR产物中加入 T7核酸内切酶Ⅰ，来自野生

型植株的 PCR 产物双链间完全匹配.T7核酸内切酶Ⅰ无法将其切割，电泳可见一条野生

型带;来自突变体的PCR产物可退火形成不完全匹配的 DNA 双链，被T7 核酸内切酶I

识别并切割，电泳可检测到两条较小的突变型条带。最后，通过 DNA 测序确定突变体中

已准确地插入或者缺失相应碱基（图 6-17）。
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图6-17 利用CRIS-

①设计靶位点 PR/ Cas9技术编辑
植物基因组的实验

流程
5'....NNNNNNNKSNSNNNSSANGGNNN....3

PAM引导序列，20 nt

引导序列插入位点

35启动子
② 构建CRISPR/Cas9
表达载体 Cas9核酸酶U6/U3启动子 sgRNA骨架

③将构建好的载体 瞬时转化∶原生质体转化
导入植物细胞，使其
在植物中瞬时或稳

稳定转化∶农杆菌侵染定表达
被转化的原生质体或转基因
植株基因组DNA提取，PCR
扩增含有靶位点的片段

野生型 野生型 突变体野生型 野生型 突变体④DNA插入或缺失
中 +卡、的检测，蓝色箭头 ，

指示突变片段

限制性内切酶酶切检测 T7核酸内切酶I酶切检测

G G A T T A T A G T A T C A T C
⑤对突变体的PCR
产物进行测序，以
确定准确的indels

6.3 蛋白质及 RNA相互作用技术

6.3.1 酵母单杂交系统

酵母单杂交系统（yeast one-hybrid system）是20世纪 90年代中期发展起来的新技术，

可识别稳定结合于DNA 上的蛋白质，可在酵母细胞内研究真核生物中DNA-蛋白质之间

的相互作用，并通过筛选 DNA 文库直接获得靶序列相互作用蛋白的编码基因。此外，该

2196.3 蛋白质及RNA相互作用技术



图6-18 酵母单杂
交的基本原理示意

图 AD
转录调控因子转录调控因子与顺式

作用元件结合.激活最 Ar 号顺式作用元件 Pan顺式作用元件顺式作用元件基本启动子Pm，使报
告基因表达。若连接
入3个以上顺式作用
元件，可增强转录因子

体系也是分析鉴定细胞中转录调控因子与顺式作用元件相互作用的有效方法。的识别和结合效率。

酵母单杂交的基本原理如图6-18所示，首先将已知的特定顺式作用元件构建到最基

本启动子（minimal promoter，P）的上游，把报告基因连接到P.。下游。然后，将编码待测

转录因子cDNA与已知酵母转录激活结构域（transcription activation domain，AD）融合表达

载体导入酵母细胞，该基因产物如果能够与顺式作用元件相结合，就能激活P启动子，

使报告基因得到表达。

目前，酵母单杂交体系主要用来确定某个 DNA分子与某个蛋白质之间是否存在相互 

作用，用于分离编码结合于特定顺式作用元件或其他 DNA 位点的功能蛋白编码基因，验

证反式转录调控因子的 DNA结合结构域，准确定位参与特定蛋白质结合的核苷酸序列。

由于该方法的敏感性和可靠性，现已被广泛用于克隆细胞中含量极低且用生化手段难以
纯化的那部分转录调控因子。常用的酵母单杂交体系基本选用HIS3或LacZ作为报告基

因，虽然有的体系将带有报告基因的载体直接整合于酵母染色体上，大部分实验中报告基

因都位于质粒 DNA上。图6-19是利用酵母单杂交体系和已知的顺式作用元件 DRE 从

图6-19 从拟 南
芥eDNA文库中筛 拟南芥cDNA插入片段
选与顺式作用元件
DRE 相结合的转录
因子示意图

司了号 “了三 LEU2GAL4 AD

转化

酵母转化体

DRE P-mDREDRE URA3DRE

筛选

挑取阳性克隆句’ -测序，进一步验证结合活性o中一

OO0)

阳性克隆（蓝色菌落）
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拟南芥cDNA文库中筛选转录调控因子的基本流程。若将不同的未知基因与酵母GAL4

的 DNA结合结构域相融合，通过检测位于GAL4顺式作用元件下游的报告基因的表达状

况，还可以鉴定出该转录因子是否具有转录激活功能。

6.3.2 酵母双杂交系统

酵母双杂交系统（yeast two-hybrid system）巧妙地利用真核生物转录调控因子的组
件式结构（modular）特征，因为这些蛋白质往往由两个或两个以上相互独立的结构域构

成，其中 DNA结合结构域（binding domain，BD）和转录激活结构域（AD）是转录激活因

子发挥功能所必需的。单独的BD 能与特定基因的启动区结合，但不能激活基因的转录，

而由不同转录调控因子的 BD和 AD所形成的杂合蛋白却能行使激活转录的功能。实

验中，首先运用基因重组技术把编码已知蛋白的 DNA序列连接到带有酵母转录调控因

子（常为GAL1、GAL4或GCN1BD结构域基因片段的表达载体上。导入酵母细胞中使

之表达带有 DNA结合结构域的杂合蛋白，与报告基因上游的启动调控区相结合，准备

作为"诱饵"捕获与已知蛋白相互作用的基因产物。此时，若将已知的编码转录激活结

构域AD的基因片段分别与待筛选的cDNA文库中不同插入片段相连接，获得"猎物"

载体，转化含有"诱饵"的 图6-20 酵母双杂
靶蛋白 结合对象 交技术原理示意图酵母细胞，只要酵母细胞中 转录激活结构域蛋白DNA结合蛋白

表达的"诱饵"蛋白与"猎
"猪物""诱饵"物"载体中表达的某个蛋白

把分别编码"诱饵"和"猎物"
质发生相互作用，不同转录 的重组基因引入酵母细胞

酵母细胞
调控因子的 AD和 BD结构

域就会被牵引靠拢，激活报 ∶"捕获" 猎物
"诱饵"告基因表达。分离有报告

报告基因的转录转录激活子基因活性的酵母细胞，得到
结合位点 报告基因表达的蛋白所需要的"猎物"载体，就能

得到与已知蛋白质相互作

用的新基因图 6-202。

6.3.3 蛋白质相互作用技术

1.等离子表面共振（SPR）技术

该技术是将诱饵蛋白结合于葡聚糖表面，将葡聚糖层固定于纳米级厚度的金属膜表

面。当有蛋白质混合物经过时，如果有蛋白质同"诱饵"蛋白发生相互作用，那么两者的

结合将使金属膜表面的折射率上升，从而导致共振角度的改变。而共振角度的改变与该处

的蛋白质浓度成线性关系，由此可以检测蛋白质之间的相互作用图6-21】。该技术不需要标
记物和染料，安全灵敏快速，还可定量分析。缺点是需要专门的等离子表面共振检测仪器。

图6-22应用SPR技术研究COI1蛋白与JAZ1蛋白之间的相互作用。研究人员首先
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在葡聚糖芯片表面固定1000共振图6-21 离子表面
光感受器光源 信号输出共振技术示意图

单位的茉莉酸（JA）信号通路负调棱镜
控因子JAZ1 蛋白，当体系中同时

有茉莉酸-异亮氨酸（JA-Ile）及

COI蛋白存在时，可以检测到最高

达380共振单位的SPR反应信号。

加入一种在结构和功能上与茉莉
被捕获的待分析物

。
酸甲脂（MeJA）相似的名为冠毒素自由的待分析物 液流通路流向
（COR）的细菌毒素，也能使COI1

和JAZ1发生相互作用。

2.免疫共沉淀技术（co-immuno preipitation，CoIP）
该技术的核心是通过抗体来特异性识别候选蛋白。首先，将靶蛋白的抗体通过亲和

反应连接到固体基质上，再将可能与靶蛋白发生相互作用的待筛选蛋白加入反应体系中，

用低离心力沉淀或微膜过滤法在固体基质和抗体的共同作用下将蛋白复合物沉淀到试管

图6-22 等离子表
(a)面共振技术（SPR） 500-研究 CO11蛋白与

COI1+JAZ1蛋白之间的相 400- 茉莉酸-异亮氨酸互作用

对市当f/额断项
300

（a）只有同时加入JA-
200·e和COt蛋白后，可

以检测到最高 380共 100 ———荧光素酶
振单位的 SPR反应信

..荧光素酶+日号。（b）加入冠毒索 "案莉酸-异亮氨酸
（COR），也能使co1 ！它三-100和JAZ1发生相互作
用，而加入JA、MeJA -200:
和邻苯二胺（OPDA）

300等都无效。 - 500400300200 600100
t/s

(b500·
400-

——冠毒素300-

习★弹件f/解源可区
——莱莉酸-异亮氨酸

200-
100- --邻苯二胺

E∶33∶二o0- --------莱莉酸

⋯⋯ 莱莉酸甲酯-100:

-200
-300-
-400- 0 200 600400

/s
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图6-23 免疫共沉

将蛋白抗体基质复合体加入含 淀示意图有不同组分的蛋白质溶液中

固体基质特异性抗体

国
亲和试剂

与抗体特异·
结合的蛋
自质

O

结合后被共沉淀·
到试管的底部

的底部或微膜上。如果靶蛋白与待筛选 图6-24 c-Myc-ACS2
以及HA-CDPK1免蛋白质发生了相互作用，那么，这个待 疫共沉淀载体构建
流程图筛选蛋白质就通过靶蛋白与抗体和固 pGADT7/ 载体构建pGBKT7/ 因 CDPKACS2体基质相互作用而被分离出来（（图6-23）。

免疫共沉淀实验中常用pGADT7
体外转录、翻译。和pGBKT7质粒载体分别以融合蛋白
产物混合温育

形式表达靶蛋白，体外转录、翻译后将
HA

产物混合温育，分别用Myc或 HA抗 (ACS23cDPK
SMy

体沉淀混合物，过柱后再用 SDS-PAGE

加Mye或HA抗体电泳分离，检测两个靶蛋白之间是否存

在相互作用图 6-24）。实验表明，棉花乙
过柱及SDS-PAGE电泳分离

烯合成酶 ACS2与钙离子依赖性蛋白激

酶CDPK1之间存在相互作用，而该蛋

白与CDPK32及 CRK5没有发生相互作用。ACO1与这3个蛋白都没有发生相互作用（图

6-25)。
3.GST及GAD融合蛋白沉降技术

该技术利用GST 对谷胱甘肽偶联的琼脂糖球珠的亲和性，从混合蛋白质样品中纯化

得到相互作用蛋白（图6-26）。GST沉降试验通常有两种应用∶确定探针蛋白与未知蛋白间

的相互作用，确证探针蛋白与某个已知蛋白质之间的相互作用。与此相类似，实验中把

GAD与PIF3的不同区段相连接成为钓饵，研究该重组蛋白在体外与光敏素B（phyB）、其

缺失N-37位氨基酸的突变体或光敏素A（phyA）的相互作用情况。研究发现，光敏素B（phy
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图6-25 免疫共沉 AColACS2淀实验
CDPK1 CRK5CDPK32CDPK1CRK5结果表明棉花乙烯 CDPK32

合成酶ACS2与钙离
正夕。 o0 HH H。。 。还子依赖性蛋白激酶 c

CDPK1之间存在相
互作用。ACO1不与

批

CDPK1发生相互作用。

图6-26 GST融合
蛋白质x蛋白沉降技术流程 愿GST[GST

谷胱甘肽-谷胱甘肽-密 琼脂糖球珠琼脂糖球珠
's-标记细胞裂解物环s-标记细胞裂解物

GsD蛋白质x 一一
4℃下反应5的

袋

噜
离心收集混合物

警饱？（GSD蛋白质x

用SDS-PAGE分析

发生相互作用的蛋白质

GST融合物

GST

4
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图6-27 体外融合

张物（a） 诱铒 蛋白沉降研究表明
Pr 出 光敏素B（phyB）能与于岩中Pr PIF3发生强烈的相互O-GAD P ep 作用，但缺失N-37位Lph入
导O-GADp 氨基酸的phyB突变体

且甘 以及光敏素A（phyA）, bEN7Pf 只能与PIF3发生较弱
的相互作用。

phy B-N37phyB phy A
总蛋白 结合蛋白(b) 总蛋自 结合蛋白的合蛋白总蛋白

R R/FRR R/FRR RFR

—125 000猎物（phy）
诱饵 —70 000

(GADPIF3)

Pr PrPfr PrPr P
()

40r

吕义！ □R(Pf)3ol
■RFR(Pr)

研基闲号转 再资加组
420

普、

SAP- GADSAB- GAD SAB GAD诱饵∶ P3PIE3PIEF3

猎物∶ 号中 内yB-N37pyA

B）能与 PIF3发生强烈的相互作用（超过 30??光敏素 B 能被 PIF3沉淀下来），但缺失

N-37位氨基酸的 phy B突变体以及光敏素A（phy A）只能与 PIF3发生较弱的相互作用，

约5??光敏素A，或约10?? N-37位氨基酸缺失突变光敏素B能被沉淀下来图6-27。

4.细胞内蛋白质相互作用研究——荧光共振能量转移（FRET）

FRET现象是21世纪初叶发现的。FRET荧光能量给体与受体之间通过偶极-偶极

耦合作用以非辐射方式转移能量的过程又称为长距离能量转移，有3个基本条件∶

①给体与受体在合适的距离（1~10 nm）;

②给体的发射光谱与受体的吸收光谱有一定的重叠（这是能量匹配的条件）;

③给体与受体的偶极具有一定的空间取向（这是偶极-偶极耦合作用的条件）。

FRET需要有两个探针，即荧光给体和荧光受体，要求给体的发射光谱与受体的吸收

光谱有部分重叠，而与受体的发射光谱尽量没有重叠。常用的探针有3种∶荧光蛋白、传

统有机染料和镧系染料。
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荧光蛋白是一类能发射荧光的天然蛋白或突变体，常见的有绿色荧光蛋白（GFP）、蓝

色荧光蛋白（BFP）、青色荧光蛋白（CFP）和黄色荧光蛋白（YFP）等。不同蛋白质的吸收和

发射波长不同，可根据需要组成不同的探针对。

传统有机染料是指一些具有特征吸收和发射光谱的有机化合物组成的染料对。常见
的有荧光素、罗丹明类化合物和青色染料 Cy3、Cy5等，该类染料分子体积较小，种类较多

且大部分为商品化的分子探针染料，因此被广泛应用。镧系染料一般与有机染料联合使 

用，分别作为FRET的给体或受体，检测的准确性和信噪比较之传统染料有提高。

研究蛋白质间相互作用时，FRET一般与荧光成像技术联用，将蛋白质标记上荧光探

针.当蛋白质间不发生相互作用时，其相对距离较大，无 FRET现象.而蛋白质发生相互作

用时，其相对距离缩小，有FRET现象发生（图6-28，可根据成像照片的色彩变化直观地记

录该过程。

图6-28 荧光共振 535nm480 nm 440 nm440 mm能量转移 FRET
YFP YFPCFPCFP

（蛋白质B）（蛋白质A） 分子间相互作用 （蛋白质A蛋白质B）

6.3.4 染色质免疫共沉淀技术

染色质免疫共沉淀（chromatin imnmuno precipitation，ChIP）技术是一项新发展的研究

活体细胞内染色质 DNA与蛋白质相互作用的技术，图6-29显示其主要实验流程∶在活细

胞状态下固定蛋白质-DNA复合物，并通过超声或酶处理将其随机切断为一定长度的染

色质小片段，然后通过抗原抗体的特异性识别反应.沉淀该复合体，从而富集与目的蛋白

相结合的 DNA 片段。对目的片段进行纯化和测序分析，就能获知与目的蛋白发生相互作

用的 DNA序列信息，包括 DNA序列特征、在基因组上的位置、结合亲和程度（结合强度）

以及对基因表达的影响等（图 6-30））。
ChIP技术不仅可以用来检测体内转录调控因子与 DNA 的动态作用，还可以研究组

蛋白的各种共价修饰与基因表达的关系，定性或定量检测体内转录因子与DNA的动态作

用。如果能将你所研究的目的蛋白定位到染色质 DNA上某个或某些功能基因的启动子

区或附近，对于确定你所感兴趣的蛋白质的生物学功能可能会是一次质的飞跃。

6.3.5 RNAi技术及其应用

RNAi（RNA interference，RNA 干涉）技术利用双链小 RNA 高效、特异性降解细胞内同

源 mRNA 从而阻断靶基因表达，使细胞出现靶基因缺失的表型。研究发现.对线虫注射

外源双链 RNA（double-stranded RNA）可诱发与该RNA高度同源的基因序列的特异性"沉

。
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图6-29 染色质免
疫共沉淀技术主要
实验流程示意图转录因子

组蛋白

超声破碎
抗体特异性识别

染色质消化

ovvvvvvvvv
DNA富集

vVyvyvvy
vnvvnvvvvvy

末端修复及加接头

有岁岁6Yu7

A.Mn上7uv

高通量测序

图6-30 用组蛋白
越40

当斗鲜运三之己
修饰抗体H3K4me3
研究棉花全基因组
水平上的组蛋白修20·
饰水平
蓝色的峰表示组蛋白

在基因组特定区域的
富集，示意图中用黑框一：：骨—→量→量 表示外显子，用连接线
表示内含子。箭头表Coton_A_37370 Cotton_A_37371 示基因转录方向。

默"。现在已经知道，RNAi是一个多步骤反应过程，包括对触发物的加工、与目标mRNA

的结合以及目标mRNA的降解。至今已在果蝇、锥虫、涡虫、线虫等许多动物及大部分植

物中陆续发现了RNAi 效应。

双链 RNA是RNAi的触发物，引发与之互补的单链RNA（ssRNA，single-stranded

RNA）的降解。经过 Dicer（一种具有RNAase Ⅲ活性的核酸酶）的加工，细胞中较长的外
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源双链 RNA（30个核苷酸以上）首先被降解形成21~25个核苷酸的小分子干扰核糖核酸

（siRNA，short interfering RNA），并有效地定位目标mRNA。因此，siRNA是导致基因沉默和

序列特异性 RNA降解的重要中间媒介。较短的双链 RNA不能被有效地加工为 siRNA.
因而不能介导 RNAi。siRNA 具有特殊的结构特征，即 5'端磷酸基团和3'端的羟基，其两

条链的3'端各有两个碱基突出于末端。由 siRNA中的反义链指导合成一种被称为RNA

诱导的沉默复合体（RISC）的核蛋白体，再由RISC 介导切割目的 mRNA分子中与 siRNA

反义链互补的区域，从而实现干扰靶基因表达的功能（图6-31）。siRNA 还可作为特殊引物，

在依赖于RNA的RNA聚合酶的作用下，以目的 mRNA为模板合成dsRNA，后者又可被

降解为新的siRNA.重新进入上述循环。因此，即使外源siRNA 的注入量较低，该信号也

可能迅速被放大，导致全面的基因沉默。

在哺乳动物细胞内，较长的 dsRNA会导致非特异性基因沉默，只有21~25个核苷酸

的 siRNA才能有效地引发特异性基因沉默。非哺乳动物细胞可以利用较长的双链 RNA

图6-31 RNAi作
用机制示意图

Po1l

八基因组DNA
病毒

转录 细胞核N
RNAi载体（ Pri-miRNA

Drosh

加加mC ⅢⅢ Pre-aiRNA
shRNA

Exp5

细胞质竞子国 Pre-miRNA
DroshsiRNA 

_AGO

RISC RISC
完全匹配卫 部分匹配

靶基因vl靶基因 予了了vnvnvAnu 449i nyA业0A

mRNA翻译抑制了了，4AnAn

mRNA降解
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直接诱导产生RNAi而无须合成 siRNA.因此，设计非哺乳动物细胞 RNAi实验的步骤比

较简便，只要通过目的基因体外转录得到所需要的 dsRNA.再通过浸泡、注射或转染靶细

胞即可实现 RNAi。

6.4 在酵母细胞中鉴定靶基因功能

酿酒酵母作为单细胞真核生物，具有和动植物细胞相似的结构特征，包括细胞核、内

质网、高尔基体、线粒体、过氧化物酶体、细胞骨架等，而且其细胞生长发育过程和动植物

细胞也有很高的相似性，很多基因在酵母和动植物细胞中是高度保守的。而且，酵母细胞

很容易进行生物化学和分子生物学操作，因此，酵母是基因功能研究中常用的模式生物。

6.4.1 酵母基因转化与性状互补

图6-32 棉花不同利用Yip（整合型质粒）可以对酵母基因
KCS基因互补醇母W1536 5B组中的任意基因进行精确的敲除（置换），并 嫩 elo2△elo3A 突变体
细胞程度分析通过孢子繁殖中的四分体分析技术进行观测 elo2A elo3△
W15eB为野生型单和研究。带有致死突变位点和可能的外源功
倍体细胞;elo2Aelo3AKCS12

能互补基因的酵母二倍体细胞在饥饿条件下 为酵母自身的超长链

脂肪酸合成酶双突变
KCS6形成四分体孢子，将这4个孢子用酵母四分 的单倍体，为致死型;

KCS12、KCS6、KCS2、体分离系统分开，如果所引人的外源基因具 KCS13 KCS13为不同的棉花
备互补突变位点的功能，含有突变基因的单 KCS基因。

KCS2倍体可以存活，否则就不能存活。图 6-32中

将多个棉花KCS基因编码超长链脂肪酸合

成酶）克隆到含有 URA3筛选标记的表达质粒上，用带有 URA3筛选标记的表达质粒替换
带有TRP1筛选标记的质粒，实验发现，KCS12和KCS6基因都能完全互补野生型的表型，

KCS73和KCS2 虽然没有导致野生型的表型，但仍能使酵母细胞恢复生长，表明这些KCS

基因都具备与elo2或elo3相似功能。

6.4.2 外源基因在酵母中的功能鉴定

将外源基因克隆于酵母表达载体上，转化野生型或突变酵母菌株，通过观察酵母的表

型变化或分析细胞中化学成分的变化即可推测该基因的生物学功能。例如，在酵母细胞

中表达外源基因与绿色荧光蛋白基因的融合蛋白后，可通过荧光显微镜观察荧光所在的

亚细胞区域，从而了解该基因产物在细胞中的定位。将棉花中可能编码超长链脂肪酸合

成酶的基因GhKCS转入野生型酵母细胞中，诱导该基因的表达，然后用气相色谱和质谱

技术分析细胞的脂肪酸组成，在带有棉花基因的酵母细胞中出现 C22.0饱和脂肪酸。证明

该基因编码了合成 C22∶0类型的超长链脂肪酸合成酶（图6-33）。因为酵母细胞中有与动植

物细胞比较接近的蛋白质转录后修饰系统，许多在大肠杆菌中不产生功能蛋白质的动植
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图6-33 用气相色
谱法检测基因功能

于307将棉花超长链脂肪酸

野生型醇母合成酶基因 GhKCS转
入到酵母细胞后，用 e20-气相色谱证明细胞抽
提物中载体转入酵母

细胞后，与野生型酵母 0 ，细胞比较发现，C22∶0

（SdD，01×）那垂朝
大量增加，C24∶0 和
C260大量减少，说

O明该基因编码的蛋白 晶
30:质可能主要负责合成 M

它之C22∶0类型的超长链

脂肪酸
便一3oy

10-

0。

物基因在酵母中表达后往往能正常发挥其生物学功能。

6.5 其他分子生物学技术

6.5.1 凝胶滞缓实验

凝胶滞缓试验（electrophoretic mobility shift assay，EMSA）是体外分析 DNA与蛋白质

相互作用的一种特殊的凝胶电泳技术。其基本原理是，蛋白质与 DNA结合后将大大增加
相对分子质量，而凝胶电泳中 DNA朝正电极移动的距离与其相对分子质量的对数成正

比，因此，没有结合蛋白质的DNA片段迁移得快，而与蛋白质形成复合物的 DNA由于受

到阻滞而迁移得慢。历史上，该技术首次为大肠杆菌乳糖阻遏物与其 DNA结合位点的相

互作用提供了动态数据。实验中，当特定的 DNA片段与细胞提取物混合后，若该复合物

在凝胶电泳中的迁移速率变小，就说明该DNA可能与提取物中某个蛋白质分子发生了相

互作用。这一方法简单、快捷，是分离纯化特定 DNA结合蛋白质的经典实验方法。

在 EMSA试验中，用放射性同位素标记待检测的 DNA 片段（即探针 DNA），然后与细

胞提取物共温育，形成 DNA-蛋白质复合物，将该复合物加到非变性聚丙烯酰胺凝胶中进

行电泳。通常用"P标记 DNA分子，而不标记蛋白质。电泳结束后，用放射自显影技术

显现具放射性标记的 DNA条带位置。如果细胞蛋白提取物中不存在与同放射性标记的

DNA探针相结合的蛋白质，那么所有放射性标记都将出现在凝胶的底部;反之，将会形成

DNA-蛋白质复合物，由于受到凝胶阻滞的缘故，放射性标记的 DNA条带就会出现在凝
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图6-34 棉花乙烯PI PIPIPVI PV PIN 合成酶ACO3基因

印ACO3(Gr) u昌 上游启动子不同区-273-757 域（PI~PV）在亚
PⅡ PIPN Pm;PM PV 洲棉（Ga）和雷蒙德，等ACO3(Ga) 棉（Gr）两种不同棉-724 -240

花材料结合蛋白质MYB结合位点100 bp 能力的比较
PIPLPMPNPVPV 最下面的为没有结合

蛋白质的自由探针，Ga GrGa GrGa GrGa GrGa GrGa Gr
探针为γ-*P同位素
标记。

胶的不同部位（图 6-34）。

6.5.2 噬菌体展示技术

噬菌体是细菌病毒的总称，英文为 bacteriophage，来源于希腊文"phagos"，有"吞噬"

之意。噬菌体可在脱离宿主细胞的状态下保持自己的生命，但一旦脱离了宿主细胞，它

们就既不能生长也不能复制，因为大多数的噬菌体只能利用宿主核糖体、合成蛋白质的因

子、各种氨基酸及能量代谢体系进行生长和增殖。噬菌体可被分为溶菌周期和溶原周期

两种不同的类型。在溶菌周期，噬菌体将其感染的宿主细胞转变成为噬菌体的"制造厂"，

产生出大量的子代噬菌体颗粒。实验室常将只具有溶菌生长周期的噬菌体叫作烈性噬菌

体。而溶原周期是指噬菌体 DNA被整合到宿主细胞染色体DNA上，成为它的一个组成部
分，感染过程中不产生子代噬菌体颗粒。具有溶原周期的噬菌体被称为温和噬菌体。

噬菌体展示技术是将基因表达产物与亲和选择相结合的技术，其基本原理是将编码

"诱饵"蛋白（研究中所发现的任何感兴趣的蛋白质）的 DNA片段插入噬菌体基因组，并

使之与噬菌体外壳蛋白编码基因相融合。该重组噬菌体侵染宿主细菌后，复制形成大量

带有杂合外壳蛋白的噬菌体颗粒，直接用于捕获靶蛋白库中与"诱饵"相互作用的蛋白质

（图6-35）。噬菌体次要结构蛋白pⅢ和主要结构蛋白（外壳蛋白）pⅧ均可作为载体来展示外
源多肽。pⅢ基因融合时表达强度低（每个噬菌体上有不超过5个拷贝）.与pVⅧ基因融合

时，表达强度高（每个噬菌体外壳上可能有2700~3000个拷贝）。在pⅢ和pⅧ基因的信

号肽与成熟蛋白质编码区之间都有单一的克隆位点便于外源基因插入，表达的融合蛋白

被分泌到细胞间质并由宿主蛋白酶切除信号肽，融合蛋白被作为结构外壳蛋白呈现到病
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图6-35 噬菌体展
导入噬菌体内并与示技术研究蛋白质 编码噬菌体外壳蛋

相互作用 白的基因相连接 噬菌体侵染mmmmmm E.coli
编码"诱饵"
蛋白的DNA

编码特异
性结合蛋

融合基因在E.coli白的基因
体内表达并组装子

代噬菌体
融合蛋白展示在
噬菌体的表面

艹帮
将此类噬菌体富集后侵染
含有可能与之相互作用蛋

白基因的E.col

筛选与某种蛋白

特异性相互作用
的噬菌体

毒粒子的表面。
直接法亲和筛选是将靶蛋白质分子耦联到固相支持物上，文库噬菌体与固相支持物

温育后洗去未结合的噬菌体，即获得与所筛选蛋白有亲和性的噬菌体。间接法亲和筛选

是将生物素标记的蛋白质分子与文库噬菌体温育后铺在含有链霉亲和素（能与生物素相

结合）的平皿上，洗去未结合的噬菌体，保留在平皿上的就是结合状态的噬菌体。洗脱结
合状态噬菌体后感染细菌，扩增噬菌体，开始新一轮的筛选，连续几次亲和纯化反应后就

能选择性富集并扩增结合靶蛋白的噬菌体。

6.5.3 蛋白质磷酸化分析技术

细胞的生长发育、周期调控、基因表达、蛋白质合成以及神经功能、肌肉收缩等都离不

开蛋白质特异性磷酸化，因此，由蛋白激酶和蛋白磷酸酯酶所催化的蛋白质可逆磷酸化过

程，是生物体内一种普遍且重要的调节方式，控制着众多的生理生化反应和生物学过程。

许多复杂的细胞信号转导系统还涉及由多个蛋白激酶所催化的磷酸化级联反应。通常蛋

白激酶催化ATP或GTP的γ磷酸基团转移到底物蛋白的丝氨酸、苏氨酸或酪氨酸残基上，
促使底物蛋白发生磷酸化，而蛋白磷酸酯酶则能催化底物蛋白发生去磷酸化。此外，底物

蛋白的组氨酸、赖氨酸、精氨酸、天冬氨酸、谷氨酸和半胱氨酸残基上也能发生可逆磷酸化。

一般采用双向电泳及质谱分析等检测底物蛋白磷酸化。由于细胞内可能有多达上千

个蛋白激酶，体内检测某个蛋白激酶活性非常困难，科学家常用体外激酶活性分析法来检

。
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图6-36 蛋白激酶
体外磷酸化活性原核表 分析达系统真核表 组织达系统 提取 泳道1、4和5中的蛋
白质具有使蛋白质磷
酸化的激酶活性，泳
道2、3和6中的蛋白

蛋白质来源 质不能使 MBP（myelin
basic protein）磷酸化。格

分离纯化蛋白质
（待检测的蛋白质）

口ODO

含底物蛋白（如 MBP）
的PAGE

体外磷酸化反应加入含y-P-ATP的反应体系

具有激酶活性的蛋白质能使y-"P标记
的磷酸基因转移到底物蛋白上

—97 000
—68000胶内蛋白质复性

干胶、放射自显影 -43000
-29000

1 2 3 4 5 6

测蛋白激酶活性。该方法能十分可靠地鉴定某个蛋白激酶对底物的磷酸化作用，筛查激

酶的特异性底物。蛋白激酶体外磷酸化活性分析如图6-36 所示，主要分为获取底物蛋白

或待检测蛋白激酶和进行蛋白质体外磷酸化反应两步。可以直接从组织中提取目的蛋白

（包括底物蛋白及待检测蛋白激酶），也可由原核或真核表达载体诱导表达目的蛋白。如图
6-37所示，将体外表达的棉花钙离子依赖性蛋白激酶CDPK1与乙烯合成酶ACS2置于蛋

图6-37 体外蛋白GhACS2 激酶磷酸化特异性GhSUS GhACO1
分析GhCDPK1 + x
有钙离子存在时，蛋白EGTA 激酶 CDPK!能磷酸
化乙烯合成酶ACS2，
但ACO1及SUS蛋白
都不能被碱酸化。
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白质体外磷酸化实验体系中，研究发现，有钙离子存在时，ACS2能被有效地磷酸化，ACO1

及SUS蛋白则不能被磷酸化。

6.5.4 蛋白质免疫印迹实验

蛋白质免疫印迹（Western blotting）是 20世纪 70年代末 80年代初在蛋白质凝胶电泳

和固相免疫测定基础上发展起来的一种技术，是分子生物学中最常用的蛋白质研究技术，

为检测样品中是否存在蛋白抗原提供了一种可靠的方法。该方法的基本原理是被测蛋白

质只能与标记的特异性抗体相结合，而这种结合不改变该蛋白质在凝胶电泳中的相对分

子质量。免疫印迹法具有高效、简便、灵敏等特点，能被用于测定抗原的相对丰度或与其

他已知抗原的关系，也是评价新抗体特异性的一种好方法。

免疫印迹程序可分为5个步骤∶①蛋白质样品的制备;②SDS-PAGE电泳分离样品;
③将已分离的蛋白质转移到尼龙或其他膜上，转移后首先将膜上未反应的位点封闭起来

以抑制抗体的非特异性吸附;④用固定在膜上的蛋白质作为抗原，与对应的非标记抗体

（一抗）结合;⑤洗去未结合的一抗，加人酶偶联或放射性同位素标记的二抗，通过显色或

放射自显影法检测凝胶中的蛋白质成分（图6-38）。

图6-38 Westerm
(b)（a） M 蛋白质样品bloting示意图

(×10')
97 支架硒 O
66
43
31
20
14

海绵膜胶滤纸SDS-PAGE

转膜蛋白质电泳（打蓝色星号者为目的蛋白）

()o
M,(×10')DAB

66.2.

辣根过氧化物酶

二
43.0:

一抗
■硝酸纤维素膜

目的蛋白
免疫反应及显色 目的蛋白western blotting结果
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影响免疫印迹成败的一个主要因素是抗原分子中可被抗体识别的表位性质，所以，在

选择抗体（一抗）时要考虑所选抗体是否能识别凝胶电泳后转印到膜上的变性蛋白，以及

所选抗体是否会引起交叉反应。第二个影响因素是蛋白原液中的抗原浓度。对于中等相

对分子质量的蛋白质（5×10'左右）其浓度需大于0.1 ng才能被检出。如果要检测更低量
的蛋白质，样品要做进一步的纯化。

6.5.5 细胞定位及染色技术

真核生物具有非常复杂的亚细胞结构，每种亚细胞结构或细胞器均含有特定的蛋白

质。蛋白质在组织及细胞内的亚定位，一直是细胞生物学和分子生物学研究的核心问题，

因为了解特定蛋白质的定位，才有可能了解其生物学功能。研究细胞定位可采取多种方

法，最常用的是荧光蛋白标记和免疫荧光法。

最常用的可能是绿色荧光蛋白（GFP）， 图6-39 野生型拟南
芥中WOX5∶GFP它由 238个氨基酸组成，有两个吸收峰，主
融合基因的表达（另
见书末彩插）要吸收峰在395 nm，另一个则在475 nm，前

将ArWOX5的启动子者由紫外光激发，后者由蓝光激发。发射光
序列与GFP 的编码序

也有两个峰值，分别是509 nm和540 nm， 列融合，构建植物转
化载体，通过花序浸染呈绿色或黄绿色荧光。将绿色荧光蛋白的
法转化野生型拟南芥。

编码序列与目的基因启动子融合形成嵌合 在WOX5启动子的指
导下，GFP基因表达，

基因，或者将绿色荧光蛋白编码序列与目的 指示wOX5蛋白应
定位于根端分生组织蛋白编码序列直接相连接，构成融合基因，
（RAM）的静止中心

通过花序浸染法、基因枪、显微注射法、愈伤 （（QC）;红色荧光∶用PI
对细胞壁染色;绿色荧组织转化法、细胞转染等技术，转染植物组 光∶GFP自发荧光。

织或动物细胞，由于融合基因与目的基因表

达模式相同（使用相同的表达调控元件），通

过荧光显微镜观察GFP在组织或亚细胞中的分布就相应确定了目的蛋白在细胞中的

定位（图6-39）。
免疫荧光技术是将免疫学方法（抗原抗体特异结合）与荧光标记技术结合起来研究

特异蛋白抗原在细胞内定位的 图6-40 结核杆菌
外膜蛋白影响核转方法。用针对特异蛋白抗原的
录因子NF-xB在巨

ut O荧光标记抗体作为分子探针检 噬细胞中的定位（另
见书末彩插）测细胞或组织内的相应抗原，

眶耳摄 用结核杆菌外膜蛋白由于所形成的抗原抗体复合物
刺激巨噬细胞 15 min，

:上含有荧光素，利用荧光显微 诱导在胞质定位的

吕心 NF-kB分子转运到细
镜观察标本，确定荧光所在细 胞核中。绿色荧光∶10 μm FITC标记NF-xB分胞或组织，从而对抗原蛋白进行

DAPT 子;蓝色荧光∶DAPI标MergeNF-xB
定位（图6-07。 记细胞核DNA。
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6.5.6 全基因组关联分析及应用

全基因组关联分析（genome-wide association study，GWAS）是一种在人类或动植物全

基因组中以百万计的单核苷酸多态性（single nucleotide ploymorphism，SNP）为分子遗传标

记，进行全基因组水平上的对照分析或相关性分析，通过比较发现影响复杂性状基因变异

的一种新策略。1996年，Risch 最早提出了GWAS设想，他认为人类复杂疾病的研究可以

通过全基因组水平检测每一个基因的变异来确定疾病与基因的关联。2001年，Hansen 等

最早应用GWAS 研究发现控制海甜菜春化抽苔基因与全基因组范围内的两个分子标记

位点相关联。2005年，Science杂志报道了第一篇用GWAS 研究人年龄相关性视网膜黄

斑变性疾病基因网络的论文，之后GWAS在人类医学领域的研究中得到了极为广泛的应

用，许多重要的复杂疾病研究因此取得了突破性进展。

GWAS分析首先通过 SNP分子遗传标记，进行总体关联分析，在全基因组范围内选

择遗传变异进行基因分型，比较实验组和对照组之间每个遗传变异及其频率的差异，统计

分析每个变异与目标性状之间的关联性大小，选出最相关的遗传变异进行验证，并根据验

证结果最终确认其与目标性状之间的相关性。

典型的GWAS基本流程包括∶①建立研究群体，选择尽可能大的样本群，建立目标性

状库;②提取每个样本的 DNA进行测序从而得到群体的基因型（genotype）;③利用合适的

统计模型建立测序得到的 SNPs和目标性状的关联性;④最终实验确认与目标性状之间的

相关性。近年来，该方法在农业动植物重要经济性状主效基因的筛查和鉴定中得到了广

泛应用。图6-41所示为GWAS应用于研究棉花种子油产量高低，通过GWAS鉴定得到

了同时控制棉花种子油棕榈酸（C16∶0）和棕榈油酸（C16∶1）含量的高低与棉花基因组11

号染色体上的SNP相关联，最高的SNP 位点位于基因GaKASⅢ的第一个外显子上，该位

图6-41 通过GWAS
SNPcu(a)12鉴定得到棉花中控

面源合SVAD
棕榈酸（C16∶0）

!的寸制种子油棕榈酸
（C16∶0）和棕榈油酸
（C16∶1含量的基因

829月日系既舌旱SVAMD
(6) SNPcue棕桐油酸（C16∶1）

778--9-10~11 '1 13!56

(c) (bp)122155 800 122156 800 122 157800 122 1588001

36
一哥GaKAS Ⅲ —-<船一器

单体型A∶CGT（精氨酸密码子）
单体型B∶TGT（半胱氨酸密码子）

希
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。
点存在一个非同义突变的 SNP，导致了精氨酸突变成半胱氨酸，从而导致了棉花不同群体

种子油分的差异。

思考题
1.写出用 RNA-seq技术进行转录组学分析的原理。
2.写出 RNA原位杂交的主要实验过程及应用。

3.说出免疫共沉淀实验的原理与过程.比较酵母双杂交技术和免疫共沉淀技术在研究蛋白质相互作用
方面的优缺点。

4.简述RNAi技术原理以及在分子生物学领域应用的前景。
5.写出基因定点突变的原理与实验过程。

6.说出经典遗传学与现代遗传学的异同。

7.假设某哺乳动物基因可能编码了超长链脂肪酸，请在酵母细胞中设计试验研究该基因的功能。
8.简述蛋白质 Pull-down 实验原理与主要步骤。

9.简述 CRISPR/Cas9系统工作原理。

10.简述染色质免疫共沉淀技术原理与基本过程。

11.什么是完全基因敲除和条件型基因敲除。

12.简述酵母单、双杂交系统的基本原理与应用。
13.说出凝胶滞缓实验的原理与应用。
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在自然界，原核生物及单细胞真核生物直接暴露在变幻莫测的环境中，能量供应常常

没有保障，它们只有适应不同的环境来合成各种不同的蛋白质，使代谢过程适应环境的变

化，才能维持自身的生存和繁衍。虽然高等真核生物代源涂径和食物来源都比较稳定，但

它们是多细胞有机体，在个体发育过程中出现细胞分化，形成各种组织和器官，而不同类

型的细胞所合成的蛋白质在质和量上都是不同的。因此，不论是真核细胞还是原核细胞

都有一套准确地调节基因表达和蛋白质合成的机制。

自然选择倾向于保留高效率的生命过程。在单细胞生物群体中，如果出现一个细胞

代谢总效率增加的突变细胞，它的生长将略快于野生型，只要有足够的时间，该突变细胞

系将占据整个细胞群体的主导地位。例如，在一个每30 min增殖一倍的10°细菌群体

中，若有一个细菌变成了29.5min 增殖一倍，大约经过80天的连续生长后，这个群体中

99.9??细菌都是 29.5 min增殖一倍的生长速度（在这个过程中要不断补充新的培养液，

否则细菌将在一两天内停止生长）。

原核生物细胞的基因组较小，编码的蛋白质种类较少。据估计，一个原核细胞中总

共含有10'个蛋白质分子。大肠杆菌基因组约为4.60×10°bp，共有4288个开放读码框，

如果每个基因等同翻译的话，任何一个多肽应有约2 500个拷贝。但是事实上，这些蛋白

质并不是以相同拷贝数存在于每个细胞中，有些蛋白质的数量在细胞中相当稳定，而另

一些蛋白质的数量则波动很大。例如，每个大肠杆菌细胞有约15 000个核糖体，与其结

合的约50种核糖体蛋白数量也是十分稳定的。糖酵解体系的酶、DNA聚合酶、RNA聚

合酶等细胞代谢过程和生长发育过程中必需的蛋白质，合成速率不受环境变化或代谢状

态的影响，这一类蛋白质称为组成型（constitutive）合成蛋白质。其他参与糖代谢的酶和

氨基酸、核苷酸合成系统的酶类，其合成速度和总量都随着环境的变化而改变，这些细胞

内合成速率明显受环境影响而变化的蛋白质称为适应型或调节型（adaptive or regulated）

合成蛋白质。例如一般情况下，一个大肠杆菌细胞中只有15个β-半乳糖苷酶分子，

但若将大肠杆菌培养在只含乳糖的培养基中，每个细胞中这个酶的量可高达几万个

分子。
细菌中大多数的基本调控机制一般执行如下规律∶一个体系在需要时被打开，不需要

时被关闭。这种"开-关"（on-off））机制是通过调节基因转录来建立的，也就是说通过调

节mRNA的合成来实现。实际上，当我们说一个系统处于"off"状态时，也可能有本底水

平的基因表达，常常是每世代每个细胞只合成1或2个mRNA分子和极少量的蛋白质分

子。为了方便，我们常常使用"off"这一术语，但必须明白所谓"关"实际的意思并不是说

这个基因不表达，而是其表达量特别低，低至很难甚至无法检测到。
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7.1 原核基因表达调控总论

我们知道，所有生物的遗传信息，都是以基因的形式储藏在细胞内的 DNA（或RNA）

分子中。随着个体的发育，DNA分子能将其所承载的遗传信息，有序地通过密码子-反

密码子系统，转变成蛋白质分子，执行各种生理生化功能，完成生命的全过程。科学家把

这个从DNA到蛋白质的过程称为基因表达（gene expression）（图7-11。对该过程的调节就

称为基因表达调控（gene regulation 或 gene control）。基因表达调控是现阶段分子生物学
研究的中心课题。要了解生物生长发育的规律、形态结构特征和生物学功能，就必须弄清

楚基因表达调控的时间和空间概念。

图7-1 生物体基
编码链 因表达的过程力下
模板链 第一步是由RNA聚5'ATGCGCCATGCCAGTTACGTACATGCA3'

合酶以DNA双链中3TACGCGGTACGGTCAATGCATGTACGTs'
的模板链为模板，合成
与模板链序列完全互
补（除了T被置换成

转录 U之外）的RNA链;
第二步以RNA链为
模板，在核糖体的作用
下翻译成为由氨基酸

5'AUGCGCCAUGCCAGUUACGUACAUGCA3" 组成的多肽链。

转录产物一
翻译

氨基端 Met-Arg-His-Ala-Ser-Tyr-Val-His-Ala羧基端
泳飞苦。

基因表达调控主要表现在以下两个方面∶

①转录水平上的调控（transcriptional regulation）;

②转录后水平上的调控（post-transcriptional regulation）。

转录后水平上的调控又包括两个方面∶

① mRNA加工成熟水平上的调控（differential processing of RNA transcript）;

②翻译水平上的调控（differential translation of mRNA）。

基因调控的指挥系统也是多样的，不同的生物使用不同的信号来调控基因表达。原

核生物中，营养状况（nutritional status）和环境因素（environmental factor）对基因表达起着
举足轻重的作用。在真核生物尤其是高等真核生物中，激素水平（hormone level）和发育

阶段（developmental stage）是调控基因表达的最主要因素，营养和环境因素的影响力大为
下降。
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图7-2 真核与原核生物转录及翻译调控的总体特征比较

在转录水平上对基因表达的调控决定于 DNA 的结构、RNA聚合酶的功能、蛋白质

因子及其他小分子配基的相互作用。在研究转录及转录调控以前，我们先来分析一下

原核与真核生物转录与翻译的特点。因为原核细胞没有细胞核，mRNA边合成边结合

核糖体.所以，原核细胞的转录与翻译过程几乎同时发生，即转录与翻译相耦联（coupled

transcription and translation）。而真核生物中，转录产物（primary transcript）需要从细胞核

内运转到细胞核外，才能被核糖体翻译成蛋白质。原核生物只存在一种 RNA聚合酶参

与转录，而真核生物中有3种RNA聚合酶参与（高等植物如水稻中存在RNA聚合酶Ⅳ

和V，属于RNA聚合酶Ⅱ的同源基因））。而对于转录后水平的调控，原核生物的蛋白质合

成于甲酰-甲硫氨酸（（IRNA"），并且在起始 AUG序列上游存在一段富含嘌呤的 SD序列

（AGGAGU），促进翻译起始。在真核生物中不存在 SD序列，并且蛋白质的合成起始于非
甲酰化的甲硫氨酸（RNAi*"）（图7-2。

7.1.1 原核基因表达调控分类

原核生物的基因表达调控主要发生在转录水平上，根据调控机制的不同可分为负转

录调控（negative transcription regulation）和正转录调控（positive transcription regulation）。

在负转录调控系统中，调节基因的产物是阻遏蛋白（repressor），起着阻止结构基因转录的

作用。根据其作用特征又可分为负控诱导和负控阻遏两大类（（表7-1）。在负控诱导系统中，

阻遏蛋白不与效应物（诱导物）结合时，结构基因不转录;在负控阻遏系统中，阻遏蛋白与

效应物结合时，结构基因不转录。阻遏蛋白作用的部位是操纵区。在正转录调控系统中，
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。
调节基因的产物是激活蛋白（activator）。正转录调控系统可根据激活蛋白的作用性质分

为正控诱导系统和正控阻遏系统。在正控诱导系统中，效应物分子（诱导物）的存在使激

活蛋白处于活性状态;在正控阻遏系统中，效应物分子的存在使激活蛋白处于非活性状

粉画“。

(b)(a)
之之之之之之之之之之之 苍资学夕之之之

RNA聚合酶

活性激活蛋白非活性激活蛋白非活性阻遏蛋白阻遏蛋白
诱导因子 诱导因子

>阻遏基因转录 >阻遇基因转录基因表达 华因表达

(o) (d)
之之之之夕之之之之之之 之之之子、之之之之之之之

活性阻邀蛋白非活性阻遏蛋白 活性激活蛋白 非活性
激活蛋白

共阻遏蛋白 共阻遏蛋白

>阻遏基因转录阻遏基因转录 基因表运基因表迭

图7-3 细菌中的转录调控体系
（a）负控诱导系统;（b）正控诱导系统;（c）负控阻遏系统;（d）正控阻遏系统。
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表7-1 负转录调控的类型及其特点

正调节 负调节调节物结合到 DNA上

关闭开启是
开启关闭邻

7.1.2 原核基因表达调控的主要特点

1.操纵子的调控
原核基因表达调控的一个重要特点就是大多数基因表达调控是通过操纵子机制来实

现的，如乳糖操纵子、色氨酸操纵子、阿拉伯糖操纵子等。操纵子机制在原核基因调控中

具有较普遍的意义。

（1）乳糖操纵子
细菌对环境的改变必须做出迅速的反应，以应对营养供给随时都可能发生的变化。

因此，细菌产生了一种调节机制，即在缺乏底物时就阻断相应酶类的合成途径，但同时做

好了准备，在特殊的代谢物或化合物的作用下.由原来关闭的状态转变为工作状态，一

旦有底物出现，又立即合成这些酶类。这类基因中最典型的例子是大肠杆菌的乳糖操

纵子。
大肠杆菌在含有葡萄糖的培养基中生长良好，在只含乳糖的培养基中开始时生长不

好，直到合成了利用乳糖的一系列酶，具备了利用乳糖作为碳源的能力才开始生长。细菌

获得这一能力的原因就是因为在诱导物乳糖的诱导下开动了乳糖操纵子，表达它所编码

的3个酶∶β-半乳糖苷酶（使乳糖水解为半乳糖和葡萄糖）、β-半乳糖苷透过酶（使乳糖进

入细菌细胞内）、β-半乳糖苷乙酰基转移酶（使β-半乳糖第6位碳原子乙酰化）。这个操

纵子开动的效果是十分明显的。以β-半乳糖苷酶为例，在葡萄糖培养基中生长时，每个

细菌细胞内只有几个酶分子，但若转移到乳糖培养基中，几分钟后，每个细菌细胞内可产

生3000个酶分子。

（2）色氨酸操纵子

色氨酸操纵子由启动子和操纵基因区组成，该操纵基因区控制一个编码色氨酸生物

合成需要的5种蛋白质的多顺反子mRNA的表达。一般情况下，大肠杆菌中合成色氨酸

的操纵子是开启的。如果在培养基中加入色氨酸，使大肠杆菌能直接利用培养基中的色

氨酸来维持生活而不需要再费力合成，大肠杆菌往往能在2~3 min 内完全关闭该操纵子。

这就是说，某一代谢途径最终产物合成酶的基因可以被这个产物本身所关闭，这个现象被

称为可阻遏现象，这些起阻遏作用的小分子被称为阻遏物。在这里，色氨酸或与其代谢有

关的某种物质在阻遏过程（而不是诱导过程）中起作用。

2.转录起始阶段的调控

在所有的调控方式中，基因表达终止得越早，就越不会将能量浪费在合成不必要的

mRNA 和蛋白质上，因此，调控其表达开关的关键机制主要发生在转录的起始阶段。

。
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◆
原核生物的 RNA聚合酶由核心酶和σ因子组成，核心酶参与转录延长，全酶控制转

录起始。在转录起始阶段，σ因子负责模板链的选择和转录的起始，使酶专一性识别模

板上的启动子。不同的σ因子决定特异编码基因的转录激活，也决定不同RNA（mRNA、
rRNA和 tRNA）基因的转录，参与启动子的识别、结合以及转录起始复合物的异构化，在
细胞发育和对环境的应答反应中起主导作用。

3.转录终止阶段的调控
转录终止阶段的调控一般包括抗终止作用和弱化作用。

能够阻止转录终止的蛋白称为抗终止因子。在终止子上游具有抗终止子作用信号，

一部分 RNA聚合酶能够与抗终止因子结合，跨越终止子序列，顺利通过具有茎-环结构

的终止子，使转录继续进行。

当操纵子被阻遏，RNA合成被终止时，起终止转录信号作用的那一段核苷酸被称为

弱化子。弱化作用在原核生物中相当普遍，如大肠杆菌中的色氨酸操纵子、苯丙氨酸操纵

子、苏氨酸操纵子、异亮氨酸操纵子和缬氨酸操纵子以及沙门氏菌的组氨酸操纵子和亮氨

酸操纵子、嘧啶合成操纵子等都含有弱化子。我们将在后面分析色氨酸基因操纵子结构

时加以详述。
4.转录后调控

原核生物在转录水平的调控是最直接最有效的调控方式，而转录后调控是在转录

生成 mRNA 之后，再在翻译或者翻译后水平上的"微调"，被认为是对转录水平调控的有

效补充。如λ.噬菌体的后期基因是长达 26 kb 的一个片段，作为一个单位转录多顺反子

mRNA。然而其不同基因编码的蛋白质表达量相差很大，这就需要通过翻译水平来调控。

原核生物转录后调控主要包括 mRNA自身结构对翻译的调节、反义 RNA对翻译的调控
及翻译阻遏等现象。

7.2 乳糖操纵子与负控诱导系统

操纵子学说是关于原核生物基因结构及其表达调控的学说，由法国巴斯德研究所著

名科学家Jacob和 Monod在 1961年首先提出，并在10年内经许多科学家的补充和修正

得以逐步完善。我们将在本节介绍建立这一模型的研究过程及实验依据，从而帮助读者

了解原核生物基因表达调控的主要模式和机制。

大肠杆菌乳糖操纵子（lactose operon）包括3个结构基因∶Z、Y和A，以及启动子、控制

子和阻遏子等，如图7-4所示。转录时，RNA聚合酶首先与启动区（promoter，P）结合，通

过操纵区（operator，O）向右转录。转录从O区中间开始，按Z→Y→A方向进行，每次转

录出来的一条 mRNA上都带有这3个基因。转录的调控是在启动区和操纵区进行的。

3个结构基因各编码一种酶∶Z编码β-半乳糖苷酶，Y编码β-半乳糖苷透过酶，A编

码 β半乳糖苷乙酰基转移酶。

β-半乳糖苷酶是一种作用于β-半乳糖苷键的专一性酶，除能将乳糖水解成葡萄糖
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图7-4 lace操纵子
结构基因操纵序列调节基因主要组分分析 - laclaeylaczPo

3510DNA 1040 82578082
mRNA

3.0×103.8×10多肽 1.25×103 3.0×10*

四聚体 四聚体 二聚体膜蛋白蛋白质 6.0×105.0×105.0×10 3.0×10*
乙酰基阻遇子 透过酶功能 β-半乳糖苷酶 转移酶

和半乳糖外.还能水解其他β-半乳糖苷（如苯基半乳糖苷）。β-半乳糖苷透过酶的作用

是使外界的β-半乳糖苷（如乳糖）透过大肠杆菌细胞壁和原生质膜进入细胞内，所以，如

果用乳糖为大肠杆菌生长的唯一碳源和能源，这两种酶是必需的。β-半乳糖苷乙酰基转

移酶的作用是把乙酰辅酶A上的乙酰基转移到β-半乳糖苷上，形成乙酰半乳糖，它在乳

糖的利用中并非必需。

7.2.1 酶的诱导——lac 体系受调控的证据

在不含乳糖及β-半乳糖苷的培养基中，lac'基因型大肠杆菌细胞内β-半乳糖苷酶和

透过酶的浓度很低，每个细胞内只有1~2个酶分子。但是，如果在培养基中加入乳糖，这

两种酶的浓度将很快达到细胞总蛋白量的6??7??每个细胞中可有超过10°个酶分子。

当有乳糖供应时，在无葡萄糖培养基中生长的 lac'细菌中将同时合成β-半乳糖苷酶
和透过酶，如图7-5所示。进一步用P标记的mRNA与模板 DNA进行定量分子杂交，

表明培养基中加入乳糖1~2min图7-5 lac体系的

对市以B 补用喜耦再蟹时
后，编码β-半乳糖苷酶和透过酶"开-关"特性

县雅估末一8/VN2uD7
ac mRNA:1.0l 的lac mRNA量就迅速增加。去

掉乳糖后，lac mRNA量立即下降、-半乳糖苷酶
到几乎无法检测到，表明乳糖确

0.5 、透过酶 实能激发lac mRNA 的合成。

事实上，研究诱导作用时很

少使用乳糖，因为培养基中的乳
Hv 10 时间/min

糖会被诱导合成的β-半乳糖苷
去掉乳糖加入乳糖

酶所催化降解，从而使其浓度不

。
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图7-6 3种乳糖类HOCH。 HOCH2 CH,OH 似物结构式CH,
HO/HO/ HO)S-CH,C-H多 、乎/H

CHz 子叶田多 NQHNoHNOH 过 EHV 受

中OH OHOH直 分
O-硝基半乳糖苷（ONPG）巯甲基半乳糖苷（TMG）异丙基殖基半乳糖苷（IPTG）

断发生变化。实验室里常常使用两种含硫的乳糖类似物——异丙基巯基半乳糖苷（IPTG）

和巯甲基半乳糖苷（TMG）来代替。另外，在酶活性分析中常用发色底物O-硝基半乳糖

苷（ONPG）来做乳糖替代物，研究发现这些乳糖类似物都是高效诱导物图7-6，，因为它们
都不是半乳糖苷酶的底物，所以又称为安慰性诱导物（gratuitous inducer）。

为了证实诱导物的作用是诱导新酶合成，而不是将已存在于细胞中的酶前体转化成

有活性的酶，科学家设计了同位素示踪实验。他们把大肠杆菌细胞放在加有放射性S标

记的氨基酸但没有任何半乳糖苷诱导物的培养基中繁殖几代，然后再将这些带有放射活

性的细菌转移到不含"S、无放射性的培养基中，随着培养基中诱导物的加入，β-半乳糖
苷酶便开始合成。分离纯化β-半乳糖苷酶，发现这种酶无 与S标记，说明酶的合成不是

由前体转化而来的，而是加入诱导物后新合成的。

7.2.2 操纵子模型及其影响因子

1961年 Jacob 和 Monod发表lac操纵子负控诱导模式时，生物界反应之强烈，可与

Watson 和 Crick 在 1953年发表 DNA 双螺旋模型相媲美。他们还根据基因调控模式预言

了mRNA的存在，直接导致了后者的发现，启动了对于氨基酸密码子的实验研究并使整

个分子遗传学体系得以迅速建成和完善。

Jacob和 Monod 认为诱导酶（他们当时称为适应酶）现象是个基因调控问题，而且可

以用实验方法进行研究，他们通过大量实验及分析，加上后人的研究成果，乳糖操纵子的
控制模型已经被人们广泛接受（图7-7，其主要内容如下∶

① Z、Y、A基因的产物由同一条多顺反子的 mRNA分子所编码。

②该mRNA分子的启动区（P）位于阻遏基因（I）与操纵区（O）之间，不能单独起始

半乳糖苷酶和透过酶基因的高效表达。

③操纵区是DNA上的一小段序列（仅为26bp），是阻遏物的结合位点。

④当阻遏物与操纵区相结合时，lac mRNA的转录起始受到抑制。

⑤诱导物通过与阻遏物结合，改变它的三维构象，使之不能与操纵区相结合，从而激

发 lac mRNA的合成。这就是说，有诱导物存在时，操纵区没有被阻遏物占据，所以启动

子能够顺利起始 mRNA的转录。

这一简单模型解释了lac 体系及其他负控诱导系统，我们会在以后发现这种解释并

不是完善的，因为乳糖操纵子中同样也存在着正调控。
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图7-7 lace操纵子
的负调控模型 无诱导物，结构基因不表达

lacI基因转录产
生阻遏物单体，结

阻遢物四聚体 合形成同源四聚体

lac/同源四聚体与
O区DNA相结合，
阻遏基因转录

wwwswusufusyhswuwowswsususuussususwouswsusususu

lacY laAlacl 启动子区/操纵子区 lacZ

诱导物启动 lac 结构基因转录

诱导物使lacl 变
成不能与O区相结
合的非活性形式

无活性的阻遏物

wswsisuuOouswsruwswwwwsusuuwswwwuuuswwu
RNA聚合酶与lac
启动子区相结合，
起始基因转录

00000 mRNA被转录成Q 00000Q0000000000
3个蛋百质β-半乳糖苷酶 β-半乳糖苷透过酶 β-半乳糖苷乙酰基转移糊

1. lac 操纵子的本底水平表达

有两个矛盾是操纵子理论所不能解释的。

首先，诱导物需要穿过细胞膜才能与阻遏物结合，而转运诱导物需要透过酶，后者的

合成又需要诱导。这样我们必须要解释第一个诱导物是如何到达细胞内的。只有两种可

能，或者一些诱导物可以在透过酶不存在时进入细胞，或者一些透过酶可以在没有诱导物

的情况下合成。研究表明，第二种解释是正确的。

其次，人们发现乳糖（葡萄糖-1.4-半乳糖）并不与阻遏物相结合，真正的诱导物是

乳糖的异构体——异构乳糖（葡萄糖-1，6-半乳糖）.而后者是在β-半乳糖苷酶的催化下

由乳糖形成的，因此，乳糖诱导β-半乳糖苷酶的合成需要有β-半乳糖苷酶的预先存在。
对这一现象的解释同样是∶在非诱导状态下有少量的 lac mRNA 合成（每个世代中有1～5

个mRNA分子），这种合成被称之为本底水平的组成型合成（background level constitutive

synthesis）。由于阻遏物的结合并不是绝对紧密的，即使在它与操纵基因紧密结合时，也会
偶尔掉下来;这时启动子的障碍被解除，RNA聚合酶开始转录。这种现象以每个细胞周

。
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带

期1~2次的概率发生。 图7-8 培养基中
去掉诱导物加诱导物 有无诱导物对lac

2.大肠杆菌对乳糖的反应 mRNA及β-半乳糖
苷酶活性的影响假设细菌生长在以甘油为碳

lac mRNA水平源的培养基中，按照 lac操纵子本

底水平的表达，每个细胞内可有几

个分子的β-半乳糖苷酶和乳糖透

诱导后的水平过酶。现在加入乳糖，在单个透过

酶分子作用下，少量乳糖分子进入

细胞，又在单个β-半乳糖苷酶分

/本底水平 本底水平子的作用下转变成异构乳糖。某

个异构乳糖与结合在操纵区上的

④0 e 12 时间/min阻遏物相结合并使后者失活而离 10了 √
开操纵区，开始了lac mRNA的生

物合成。这些mRNA分子编码了 P-平乳糖准的活性

大量的β-半乳糖苷酶和乳糖透 滞后滞后
过酶，其结果导致乳糖大量涌入细

诱导后的水平胞。多数乳糖被降解成为葡萄糖

和半乳糖，但还有许多乳糖被转变

成异构乳糖，然后与细胞内的阻遏

物结合（虽然合成速度低，但是阻
本底水平

遏物仍继续合成，因此必须有足够

的异构乳糖才能使细胞维持去阻

遏状态），阻遏物的失活促使mRNA

高速合成，进一步提高了透过酶和β-半乳糖苷酶的浓度图7-8）。降解产生的葡萄糖被细

胞用作碳源和能源，降解产生的半乳糖则被另一套酶体系转变成葡萄糖，这些酶的合成也

是可诱导的。
一旦培养基和细胞中的所有乳糖都被消耗完毕，由于阻遏物仍在不断地被合成，有活

性的阻遏物浓度将超过异构乳糖的浓度，使细胞重新建立起阻遏状态，导致lac mRNA合

成被抑制。在细菌中，多数mRNA的半衰期只有几分钟，所以在不到一个世代的生长期内，

lac mRNA几乎从细胞内消失。β-半乳糖苷酶及透过酶的合成也趋向停止，这些蛋白质

虽然很稳定，但其浓度随着细胞的分裂而不断被稀释。值得注意的是，如果在原有的乳糖

被撤去之后的一个世代中再加入乳糖，这时乳糖可以立即开始降解，因为此时细胞内仍有

一定浓度的透过酶和β- 半乳糖苷酶。

3.阻遏物 lacl基因产物及功能
现有的研究表明，lac操纵子阻遏物 mRNA是在弱启动子控制下组成型合成的。编

码的阻遏蛋白Lacl的N端是HTH（helix-turn-helix）DNA结合结构域，中间是两个相似
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的核心结构域，可以和诱导物结合。Lacl的C端是一个α螺旋，参与阻遏蛋白的聚合。

阻遏蛋白单体通过中间核心结构域的相互作用形成二聚体，两个二聚体进一步通过C端

的α螺旋聚合形成四聚体形式的阻遏物。当细胞中不存在诱导物（异构乳糖）时，，阻遏

物通过二聚体的两个HTH结构域特异性地结合在 lac 操纵区中一段21bp 的 DNA序列
上，阻止 RNA聚合酶与 lac 操纵子启动子区的结合，抑制 lac mRNA的转录。一旦细胞中

乳糖水平提高，异构乳糖数量增加，有效结合到阻遏蛋白的核心结构域，引起阻遏蛋白的

构象改变，与DNA结合的特异性降低，阻遏蛋白不再特异性结合lac 操纵区而是随机与

DNA的任意区域相结合。lac操纵子的转录起始区暴露并被RNA聚合酶结合，激活 lac

mRNA的转录。而当乳糖耗尽，诱导物异构乳糖减少，失去诱导物的阻遏蛋白会重新特异

性结合lac 操纵区，阻止基因转录图7-9）。

图79 Lac-I的 蛋
Lacl单体结构白质结构示意图及

负控诱导系统 有诱导物，Lacl无诱导物，Lacl特
离开lac操纵区导结合lac操纵区

N端HTH结构域一 OO0 像

：：
核心结构域→

C端α螺旋结构域→ 序
O O0O

诱导物★ lac操纵区

当 lacl基因由弱启动子突变成强启动子，细胞内就不可能产生足够的诱导物来克服

阻遏状态，因此在这些突变体中，整个lac操纵子就不可诱导。

4.cAMP与代谢物激活蛋白

广泛存在于动、植物组织中的cAMP（图7-10）是 ATP在腺苷酸环化酶的作用下转变而

来的，在真核生物的激素调节过程中起着重要作用。在大肠杆菌中，cAMP 的浓度受到葡

萄糖代谢的调节。如果将细菌放在缺乏碳源的培养基中培
图7-10 3'.S'-AMP NIH 养，细胞内cAMP 浓度就高;如果在含葡萄糖的培养基中培
的化学结构式

养，cAMP的浓度就低;如果培养基中只有甘油或乳糖等不
CH

经由糖酵解途径的碳源，cAMP的浓度也会很高，因此推测4
糖酵解途径中位于葡糖-6-磷酸与甘油之间的某些代谢产

0、-CH, 物是腺苷酸环化酶活性的抑制剂。n
中且H 大肠杆菌中的代谢物激活蛋白（CAP，catabolite activator

OH protein），能结合cAMP，又被称为环腺苷酸受体蛋白（CRP，O=P 0

凸 cAMPreceptor protein），由Crp 基因编码。CRP和cAMP都

·
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。
图7-1 cAMP-CRP
复合物激活lac操cAMPcAMP
纵子

RNA聚合酶
CRP CRPaCTD

CAP位点 -10区-35区 +1o因子

是合成 lac mRNA所必需的，凡 Crp 及腺苷酸环化酶基因突变的细菌都不能合成 lac

mRNA。CRP蛋白之间通过相互作用形成二聚体，每个 CRP蛋白可以结合一个cAMP分

子，只有当cAMP装配到 CRP蛋白上使CRP二聚体的构象改变，cAMP-CRP复合物才能

特异地结合到DNA上的CAP位点（CAP site）。lac操纵子上的CAP位点位于转录起始

位点上游约60 bp处，紧邻RNA聚合酶所结合的启动子区。RNA聚合酶α亚基的C

端结构域（aCTD）可以结合CAP位点，并与CAP位点附近的 DNA结合。通过与αCTD

的相互作用，cAMP-CRP复合物帮助RNA聚合酶结合到启动子区域，激活lac mRNA

的转录（图7-1。因为Crp 基因和环化酶基因的突变细菌即使同时也是I或O 突变，都

不能合成出 lac mRNA，一般认为cAMP-CRP是一个不同于阻遏体系的正调控因子，而

lac操纵子的功能是在这两个相互独立的调控体系作用下实现的。CAP不仅参与了lac

基因的表达调控，还参与了大肠杆菌中其他基因的表达调控。图7-12显示了存在于gal、

lac 和 ara3个操纵子上游启动子区的 cAMP-CRP结合位点的相对位置。

此外，半乳糖、麦芽糖、阿拉伯糖、山梨醇等在降解过程中均转化生成葡萄糖或糖酵解

途径中的其他中间产物，所以，这些糖代谢中有关的酶都是由可诱导的操纵子控制的。只

要有葡萄糖存在，这些操纵子就不表达，被称为降解物敏感型操纵子（catabolite sensitive

operon），实验证明这些操纵子都是由 cAMP-CRP 调节的。对大量操纵子启动区的研究表
明，CRP-cAMP结合位点存在序列特异性图 7-13）。

cAMP-CRP复合物与启动子区的结合是 lac mRNA合成起始所必需的，因为这个复合物

结合于启动子上游，能使DNA 双螺旋发生弯曲，有利于形成稳定的开放型启动子-RNA聚

图 7-12 gal、lac
转录起始位点 和ara操纵子上游

启动子区与CRP-
cAMP结合位点的吧乙之之之之子置丶夕习AAvAl 相对位置分析

nAA厌Os010小AA

吗之之之之之之之之ara A0O0AAA
启动子区、

CRP结合位点
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CRP位点 RNA服合酶结合区s八√y mRNA(a)
DNAs'ATTATGraAGrrAeeTeNcTCATTAGGCAcccAGGcTEEcTTATGcrTccecrcca理ioToTGGAATTGTGAGCGGATAACAArTTCACAC

-10区-35区 推纵子区

(b) IAC tronT]lac启动子区
-10区-35区

AsTTrGAC普通性保守区

图7-13 大肠杆菌lac操纵子启动区eAMP-CRP及-35区、-10区序列分析

合酶结构图7-14）。而阻遏物则是一个抗图7-14 CRP-∶AMP
与上游 DNA结合后 解链蛋白（antimelting protein），阻止形成对称序列中央造成模板DNA 沿对

开放结构，从而抑制RNA聚合酶的功能。称序列中央发生了
大于90°的弯曲 下厂 5.葡萄糖对lac 操纵子的影响

β-半乳糖苷酶在乳糖代谢中的作
CRP 用是把前者分解成葡萄糖及半乳糖（半

乳糖将在gal操纵子的作用下再转化成
弯曲>90* 葡萄糖）。如果将葡萄糖和乳糖同时加

入培养基中，大肠杆菌在耗尽外源葡萄

图7-15 葡萄糖抑 糖之前不会诱发 lac 操纵子（图7-15），没有0.8 制了lac操纵子基
β-半乳糖苷酶活性;当葡萄糖消耗完以因的表达 0.7 2000

_1w》/科望艘县蹈未-d
后（图中箭头处），细胞内cAMP 浓度增

对南区卧/锤窝酯膨
0.6

加，β-半乳糖苷酶活性增加，一度停止-1500
0.5- 生长的细胞又恢复分裂。研究发现，葡

-1000 萄糖对 lac操纵子表达的抑制是间接的。
0.4-

例如，有一个大肠杆菌突变体，它在糖酵-50o
解途径中不能将葡糖-6-磷酸转化为下

己6 一步代谢中间物，这些细菌的 lac基因130100彭
/min 能在葡萄糖存在时被诱导合成。所以，

我们说不是葡萄糖而是它的某些降解产

物抑制 lac mRNA 的合成.科学上把葡萄糖的这种效应称之为代谢物阻遏效应（catabolite

repression）。当向乳糖培养基中加入葡萄糖时，葡萄糖的降解产物能降低细胞内 cAMP 的

含量，CAP便不能结合在启动子上。此时，即使有乳糖存在，虽已解除了对操纵基因的阻

遏，RNA聚合酶不能与启动子结合，也不能转录，所以仍不能利用乳糖（图7-16）。

7.2.3 lac操纵子DNA的调控区域—P、O区

已经分离得到含有lac操纵子的DNA片段，发现P区（即启动子区）一般是从I基因

。
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曹
图7-16 葡萄糖对cAMP lac操纵子的调控结合CRP RNA聚合酶Lac阻透蛋白

乳糖
低葡萄糖
高cAMP

Lac阻遏蛋白
开启转录启动子CRP位点

乳糖
高葡萄糖
高cAMP

Lane阻遏蛋白

结束到 mRNA转录起始位点下游5~10 bp，而O区（即阻遏物结合区）位于-7~+28位，

该区的碱基序列有对称性，其对称轴在+11位碱基对。图7-17 分别例举了gal、aroH、

trp、trpR和lac 5个操纵子中P区及O区的相对位置。实验表明，阻遏物与O区的结合

影响了RNA聚合酶与启动区结合形成转录起始复合物的效率。

7.2.4 lac操纵子中的其他问题

1.lacA基因及其生理功能

lacA基因存在于lac操纵子中，编码了β-半乳糖苷乙酰基转移酶。虽然乳糖本身

图7-17 不同操纵
转录起始位点 子P区及O区相对

位置比较
它丶夕之之名之之之之

言长丶之之之子乙之之之之

言之之之之乙之之之之

言”丶之之之名名之岁之之

字丶之之之有名之之名

消动区 阻遏物结合区
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不能被乙酰化，但这个酶能够把乙酰基从供体上转移到半乳糖苷分子上，这具有什么生

理意义呢?
自然界中存在着许多种能被β-半乳糖苷酶降解的半乳糖苷分子，它们的分解产物往

往不能被进一步代谢，很容易在体内积累。这是非常有害的，因为不少半乳糖苷衍生物在

高浓度时是细胞正常生长的抑制物。研究发现，当有IPTG存在时，厂OA大肠杆菌的生

长速度显著慢于相应的A'株系，两组细胞的差异仅仅在于后者能将IPTG 乙酰化而乙酰

化的IPTG不能被β-半乳糖苷酶所分解。所以，A基因虽然不在乳糖降解中起作用，但它

抑制了β-半乳糖苷酶产物的有害性衍生物在细胞内积累，在生物进化中是有意义的。

2.lac基因产物数量上的比较

在一个完全被诱导的细胞中，β-半乳糖苷酶、透过酶及乙酰基转移酶的拷贝数比例

为1∶0.5∶0.2。作为数百万年进化演变的结果，这个比例在一定程度上反映了以β-半
乳糖苷作为唯一碳源时细胞的需要。不同的酶在数量上的差异是由于在翻译水平上受到

调节所致。这种调节有以下两种方式∶

① lac mRNA 可能与翻译过程中的核糖体相脱离，从而终止蛋白质链的翻译。这种
现象发生的频率取决于每一个后续的 AUG密码子再度起始翻译的概率。因此，就存在着

一个从mRNA的5'端到3'端的蛋白质合成梯度。对于大多数多顺反子mRNA分子来说，

这种现象具有普遍性。

②在 lac mRNA分子内部，A基因比Z基因更易受内切酶作用发生降解，因此，在任

何时候Z基因的完整拷贝数要比A基因多。事实上，对于某个活跃表达的多顺反子操纵

子，该mRNA所编码的各种蛋白质的相对浓度都由每一个顺反子的翻译频率所决定。

3.操纵子的融合与基因工程

操纵子在自然条件下可能发生融合，典型的例子是 lac操纵子与负责嘌呤合成的 pur

操纵子的耦联。尽管 pur操纵子以完全不同于 lac操纵子的方式进行调节，但它在染色体

上位于lac操纵子沿转录方向的下游，中间只隔了一个控制细胞对 T6噬菌体敏感性的 tsx

基因。科学家从txZ 细胞中分离到tsx^z 突变体，研究该突变体的DNA序列，发现它缺

失了从 lac操纵子的 Z基因开始，包括整个tsx基因以及 pur操纵基因和 pur启动子的一

部分。这一突变使Z基因缺失终止序列，当转录作用从lac启动子处开始后，就合成出由

一部分Z基因编码区和整个pur基因转录生成的 mRNA分子。因此，在这个体系中，pur

操纵子被"嫁接"到lac启动子上，形成融合基因。这一现象给了生物学家以很大的启发，

因为 lac 启动子是一个很强的启动子，通过它可以使较弱启动子的转录增强，从而增加蛋

白质的合成量。到目前为止，基因融合技术已经成为基因工程操作中应用最广泛的技术。

7.3 色氨酸操纵子与负控阻遏系统

由于trp 体系参与生物合成而不是降解，它不受葡萄糖或cAMP-CRP的调控。色氨
酸的合成主要分5步完成，有7个基因参与整个合成过程（图7-18）。trpE和trpG编码邻氨

。
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、
图7-18 细菌中色
氨酸生物合成途径

分枝酸-CoOH
HOO、

C-CH,
coOH

QLN
邻氨基苯甲酸合酶- GLUtrpE,trpG

丙酮酸

-coOH
邻氨基苯甲酸

子
PRPP

邻氨基苯甲酸磷酸核糖转移酶trpD :PP

了
磷酸核糖邻氨基苯甲酸/oH HoCH-O-①

工 0·

磷酸核糖邻氨基苯甲酸异构酶rpF

>-COOH
DRP-CH-CH-CHz-0-①

Z四 oH OH

trpC
CO: 吲哚甘油磷酸合酶

- CH-CH-CH2-O-① 哚甘油磷酸
NoH oH

功
SER

rpB,trpA 3-磷酸甘油醛 色氨酸合酶

NH2
色氮酸CHz-CH-COOH

基苯甲酸合酶，trpD编码邻氨基苯甲酸磷酸核糖转移酶，rpF编码异构酶，trpC编码吲哚

甘油磷酸合酶，trpA和 trpB则分别编码色氨酸合酶的α和β亚基。研究发现，在大肠杆

菌等许多细菌中，trpD和trpG融合成一个功能基因，rpC和 trpF也融合成一个基因，产
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图7-19 细菌中参

co0coocoo与分枝酸代谢的主
要酶系统 NH NHz邻氨基苯甲酸合酶

（包括ADIC合酶和ADIC裂解酶）
中 丙氮酸RGin Glu

oH
coo它 coo7

PLP
ADC合酮，ADC裂解酶

R 丙氨酸GIn GluR
NH2NH2OH

cooco0
OH 异构分枝酸合酶
零限

OH
它子 C00

分枝酸裂解酶
空
c-CO0 假R=-O- 丙氨酸 OHOH

生具有双重功能的蛋白质。除上述7个基因之外，细菌中还有pabA 和 pabB基因分别编

码 ADC.合酶的两个亚基，pabC基因编码 ADC裂解酶，ubiC基因编码分枝酸裂解酶，entC

基因编码异构分枝酸合酶（图7-19，这些基因产物都在不同程度上参与了分枝酸代谢，与色

氨酸合成有一定关系。

trpE基因是第一个被翻译的基因，和 trpE紧邻的是启动子区和操纵区。另外，前导

区和弱化子区分别定名为trpL和 trpa（不是trpA）。trp操纵子中产生阻遏物的基因是

trpR，该基因距trp基因簇很远。后者位于大肠杆菌染色体图上.25 min 处，而前者则位于

90 min处。在位于65 min 处还有一个trpS（色氨酸RNA合成酶），它与携带有色氨酸的
tRNA'共同参与trp 操纵子的调控作用（图7-20）。trp 操纵子的转录调控包括阻遏系统和
弱化系统，下面分别予以介绍。

7.3.1 trp操纵子的阻遏系统

trpR基因突变常引起 trp mRNA的组成型合成，该基因产物因此被称为辅阻遏蛋白

（aporepressor）。除非培养基中有色氨酸，否则这个辅阻遏蛋白不会与操纵区结合。辅阻

遏蛋白与色氨酸相结合形成有活性的阻遏物，与操纵区结合并关闭trp mRNA转录图7-20。

研究发现，这个系统中的效应物分子是色氨酸，是由 trp 操纵子所编码的生物合成途

径的末端终产物。当培养基中色氨酸含量较高时，色氨酸与游离的辅阻遏蛋白相结合，并
使之与操纵区 DNA紧密结合;当培养基中色氨酸供应不足时，辅阻遏蛋白失去色氨酸并

从操纵区上解离，trp操纵子去阻遏。
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。
阻遇物trpR 色氢酸

低浓度色氨酸∶高浓度色氨酸∶trpR与操纵区结合
抑制vovw" 间隔区

1593 13501 560162 804 401196碱基数∶ O?
rp操纵子1pR B因 oP它一 。 慢’O

间隔区
一量京

———结构基因———调节作用-

140个核苷酸高色氨酸时
前导 RNA}

AUG
低色氨酸时 约7kbmRNA

图7-20 大肠杆菌中的trp 操纵子

7.3.2 trp操纵子的弱化作用

随着对色氨酸操纵子的深入研究，发现有些现象与以阻遏作为唯一调节机制的观点

不一致，例如，在色氨酸高浓度和低浓度下观察到 trp 操纵子的表达水平相差约600倍，

然而阻遏作用仅使转录降低70倍。此外，使阻遏物失活突变不能完全消除色氨酸对 trp

操纵子表达的影响。显然，trp操纵子的这种调控与阻遏物的控制无关，必然还有其他调

控机制。通过对缺失突变株的研究发现，这种调控机制就是弱化作用（atenuation）。事实上，

阻遏-操纵机制对色氨酸来说只是一个一级开关，主管转录是否启动.相当于trp操纵子

的粗调开关，弱化作用相当于精细开关，对氨基酸的生物合成进行精细调控并决定已经启
动的转录是否继续下去。

1.弱化子
弱化系统作为一个细微调控，是通过转录达到第一个结构基因之前的过早终止来实

现的，细胞中色氨酸的浓度是实现过早终止的根本原因。

在 trp mRNA5'端 trpE基因的起始密码前有一个长 162 bp 的 mRNA 片段被称为前

导区，其中123~150位碱基序列如果缺失，trp 基因表达可提高6~10倍，而且无论是在

阻遏细胞内还是在永久性突变的细胞内都是这样。研究发现，当mRNA合成起始以后，
除非培养基中完全没有色氨酸，转录总是在这个区域终止，产生一个仅有 140个核苷酸

的RNA分子，终止 trp基因转录，这就是123~150区序列缺失会提高 trp 基因表达的原

因（图7-20）。因为转录终止发生在这一区域，并且这种终止是被调节的，这个区域就被称为

2577.3 色氨酸操纵子与负控阻遏系统



图7-21 trp弱化子 弱化子。研究引起终止的 mRNA碱+110 +130+120 +140RNA的终止区
基序列图7-21），发现该区 mRNA通AUACCCAGCCcGCCUAAUGAGCGGGCEUUUUUUUU

过自我配对可以形成茎-环结构，A
中一 有典型的终止子特点。G]

要

2.前导肽
各种实验表明弱化作用需要负

载1RNA'参与，这意味着前导序列+140+110
AUACCG UUUuuU 的某些部分被翻译了。分析前导序

列发现，它包括起始密码子AUG和

终止密码子UGA;如果翻译起始于AUG，应该产生一个含有14个氨基酸的多肽。这个假

设的多肽（还未实际观察到）被称为前导肽。前导区序列具有一个非常有意义的特点，在

其第10 和第11位上有相邻的两个色氨酸密码子。这一点很重要，因为组氨酸操纵子中，

也具有弱化子，也具有一个类似的能编码前导肽的碱基序列，此序列中含有7个相邻的组

氨酸密码子。苯丙氨酸操纵子中同样存在弱化子结构，其前导序列中也有7个苯丙氨酸

密码子。这些密码子参与了 trp及其他操纵子中的转录弱化机制。

trp前导区的碱基序列已经全部测定，引人注目的是其中4个分别以1、2、3和4表示

的片段能以两种不同的方式进行碱基配对图7-2，有时以1-2 和3-4 配对，有时只以2-3

方式互补配对。RNase T1降解实验（此酶不能水解配对的 RNA）表明，纯化的 trp前导序

图7-22 原核生物

抗终止构型RNA中前导序列变
构引起转录的终止

(2:3或弱化

成功通读

AUG·

暂停构型
终止转录发夹构型

身图。 1:2 3.4>暂停发夹结构

终止构型前导肢编码区

AUG.RNA -UUUUUUU

转录起始位点DNA ‘3 第一个结构基因ATG·········TGA动子

前导肽编码区
弱化子暂停位点C
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列中确有1-2和3-4的配对方式，由此定位的3-4配对区正好位于终止密码子的识别区，

当这个区域发生破坏自我配对的碱基突变时有利于转录的继续进行（图7-22）。

3.转录的弱化作用

转录的弱化理论认为mRNA转录的终止是通过前导肽基因的翻译来调节的。因为

在前导肽基因中有两个相邻的色氨酸密码子，所以这个前导肽的翻译必定对RNA1的浓

度敏感。当培养基中色氨酸的浓度很低时，负载有色氨酸的tRNA'也就少，这样翻译通

过两个相邻色氨酸密码子的速度就会很慢，当4区被转录完成时，核糖体才进行到1 区（或

停留在两个相邻的trp密码子处），这时的前导区结构是2-3配对，不形成3-4配对的终止
结构，所以转录可继续进行，直到将trp 操纵子中的结构基因全部转录。而当培养基中色

氨酸浓度高时，核糖体可顺利通过两个相邻的色氨酸密码子，在4 区被转录之前，核糖体

就到达2区，这样使2-3不能配对，3-4区可以自由配对形成茎-环状终止子结构，转录

停止，trp操纵子中的结构基因被关闭而不再合成色氨酸（图7-235）。所以，弱化子对 RNA聚

合酶的影响依赖于前导肽翻译中核糖体所处的位置。已从大肠杆菌和沙门氏菌中陆续发

现了不少具有弱化作用的操纵子，它们都具有前导肽，并且前导肽中都富含该操纵子所合

成的那种氨基酸。

图7-23 trp操纵子
的转录与翻译调控
（a）高色复酸时;（b）低

(b)(a) 色氨酸时。5

RNA聚合酶 2-3配对终止转录

守
核糖体停止核糖体 宇1区覆盖1-2区 3-4茎-环

结构形成

RNA.聚合酶
继续转录

4.trp操纵子弱化机制的实验依据

对一个前导区及D基因缺失的 trp操纵子突变体（trpALD102）研究发现，该细菌在补

充了过量色氨酸的培养基中有高于野生型亲本株系8~10倍的色氨酸合成酶活性，这种

去阻遏作用不论在 trpR'或 trpR菌株中都存在（表7-2）。

从表7-2中可以看出前导区的调节作用。trpAED53的L区中不缺失弱化子，而

rpALD102L区中缺失弱化子。缺失前导区后的表达比有前导区的表达要高得多，充分说

明 trp 操纵子的表达调控除阻遏作用外，还受到前导区的影响，失去了这个因素就失去了
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表7-2 rpL 缺失突变株与非缺失菌株色氨酸合成酶活性比较（相对单位）

株系 trpR 0p
过它边” 亡切0.17
TpaLD102(upa) 1001.82

一个调控机制。
1trpL29是增强终止的突变型，它的前导序列29 位核苷酸由原来的G变为A，⋯⋯

AUG⋯⋯→⋯⋯AUA⋯⋯.AUG是前导肽的起始密码，变为AUA 后便不能起始蛋白质合

成，有利于trp mRNA形成1-2、3-4稳定的二级结构，从而增强终止。这一突变型的邻氨

基苯甲酸合成酶活性很低，并且对色氨酸不敏感。因为前导肽根本不能翻译下去，即使在

色氨酸饥饿条件下仍然不能做出解除终止的反应。

另一个增强终止的突变型是trpL75，其75位上的G变成了A。野生型75位上的G

在2区内，它可以与3区内118位上的C形成氢键，当G变为A后，减弱了2区和3区形

成茎-环结构的能力，导致终止增强，trpL75对色氨酸饥饿不能做出反应。此外，缺失了3'

端4个U的突变株dtrpLC1419，也导致终止解除，说明3'端U对转录终止起作用。

细菌通过弱化作用弥补阻遏作用的不足，因为阻遏作用只能使转录不起始，对于已

经起始的转录，只能通过弱化作用使之中途停顿下来。阻遏作用的信号是细胞内色氨酸

的多少，弱化作用的信号则是细胞内载有色氨酸的 tRNA的多少。它通过前导肽的翻

译来控制转录的进行，在细菌细胞内这两种作用相辅相成，体现着生物体内周密的调

控作用。
细菌中为什么需要有弱化子系统呢?一般认为，阻遏物从有活性向无活性的转变速

度较慢，需要有一个能更快地做出反应的系统，以保持培养基中适当的色氨酸水平。弱化

子能较快地通过抗终止的方法来增加 trp基因表达，迅速提高内源色氨酸浓度。

那么，为什么还要有阻遏体系呢?没有阻遏体系，似乎只有弱化也可以调节色氨酸

酶系的合成。目前认为阻遏物的作用是在有大量外源色氨酸存在时，阻止非必需的先导

mRNA的合成，它使这个合成系统更加经济。事实上，自然界中存在着不同类型的合成体

系。组氨酸操纵子拥有在功能上与 trp操纵子完全相同的弱化子结构，但没有阻遏物，它

的表达完全受弱化子调节。

7.3.3 trp操纵子的其他调控机制

大肠杆菌中共有5个基因参与色氨酸生物合成，构成色氨酸操纵子。其中 trpG~D

和 trpC~F为融合基因，翻译出的多肽具有双重功能。有两个启动子（一个位于操纵子5'，

一个位于trpG~D编码区，称为内源启动子）控制整个操纵子的转录，能够感受色氨酸和

无负载的tRNA"的浓度变化。
枯草杆菌（Bacillus subrilis）色氨酸操纵子包括6个基因，处于一个12个基因的大

操纵子内。其他基因控制部分芳香族氨基酸的生物合成。B.subilis 还有第7个色氨酸
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图7-24 B.subilis

E.col tp操纵子 和E.coli色氨酸操

纵子的结构比较rpAtrpBupre-F加mpE2L attmn mpG-D
内源启动子启动子-操纵子区 终止子弱化子

B.subilis m大操纵子
品C- aroE、9rAaroBaroF aroH

mpAmpDrpE trpBtrpC rpF-aton启动子 终止子
启动子 内源启动子弱化子

olate操纵子
2pabC0pGpab8 一

合成基因 rpG（又称pabA）.位于叶酸操纵子中。翻译出来的TrpG;-PabA 多肽链能发挥

两个酶的作用，一个用于色氨酸途径，一个用于叶酸途径。B.subtilis 的色氨酸操纵子也

有两个启动子区。RNA聚合酶在任何一个启动子区起始转录都会受到色氨酸和无负载

1RNAT的调控《（图7-24）。
大肠杆菌色氨酸操纵子受到由色氨酸激活的阻遏蛋白的调节作用。一旦转录越过

前导区，开始结构基因的转录，又会受弱化子的调控，感受无负载的IRNA"的变化，使转

录机器在前导区附近停止或者继续结构基因的转录。在 Bacillus subrilis 色氨酸操纵子

中，色氨酸激活 TRAP调节蛋白并使之与前导 RNA相结合，形成 RNA终止子结构终止转

录。而无负载RNA"的聚集使TRAP蛋白失活，从而激活转录和翻译。另外，当无负载

tRNA"的浓度升高时，由trpA基因编码的AT蛋白与TRAP蛋白结合，抑制该蛋白形成
转录终止复合物从而激活色氨酸操纵子的转录图7-25）。

7.4 其他操纵子

7.4.1 半乳糖操纵子

大肠杆菌半乳糖操纵子（galactose operon）在大肠杆菌遗传图上位于 17min处，包括

3个结构基因∶异构酶（UDP-galactose-4-epimerase，galE）、半乳糖-磷酸尿嘧啶核苷转移

酶（galactose transferase，galT）、半乳糖激酶（galactose kinase，galK）。这3个酶的作用是使
半乳糖变成葡糖-1-磷酸。半乳糖操纵子的调节基因是galR，位于遗传图上55min处。

gal操纵子与 lac操纵子所不同的是 galR与galE、T、K及操纵区O等的距离都很远，而

galR产物对galO的作用与 lacl-lacO 的作用相同。在galR和 galO突变体中，E、T、K
基因得到组成型表达。gal操纵子的诱导物主要是半乳糖。图7-26是几个相关联操纵子

的代谢途径及基因图谱。半乳糖的跨细胞膜运转需要 galP基因产物参与。
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图7-25 B.subilis
（a）RNA聚合酶停留在前导肽区中色氨酸操纵子的

调控机制 trpEDCFBA hisC-brA-arEaroFBH

N
（b）①存在充分的Trp，转录过程终止

Trp激活TRAP蛋白，结合于GAG重复单元上，
破坏了抗终止子结构的形成，使得终止子形成

trpEDCFBA hisC-trA-aroEaroFBH

转录被终止

②缺乏Tp，转录过程继续进行

形成抗终止结构

aroFBH trpEDCFBA hisC-bA-aroE

RNA聚合酶继续转录

缺乏Tp.O TRAP蛋白失活

③存在Trp，但缺乏负载的RNAl中，转录过程继续进行

抗终止子结构形成
aroFBH trpEDCFBA hisC-byrA-aroE

RNA聚合酶继续转录

AT蛋白的结合，
使Tp激活的TRAP失活。

此外，gal操纵子还有两个特点∶①它有两个启动子，其mRNA可从两个不同的起始

点开始转录;②它有两个O区，一个在P区上游-67～-73，另一个在结构基因galE内部。

1.cAMP-CRP对 gal启动子的作用

因为半乳糖的利用效率比葡萄糖低.人们猜想葡萄糖存在时半乳糖操纵子不被诱导。

但实际上有葡萄糖存在时，gal操纵子仍可被诱导。现已分离到一些突变株，其中一类突
变株能在不含葡萄糖的培养基中高水平合成半乳糖代谢酶类（ga/结构基因高效表达）;另

一类突变株中，gal基因的表达完全依赖于葡萄糖，培养基中如无葡萄糖存在，这些细菌的

gal基因不表达，不合成半乳糖代谢酶类。分析 gal操纵子 P-O区的碱基序列发现有两

个相距仅为5bp 的启动子，gal操纵子可以从两个启动子分别起始基因转录，每个启动子

拥有各自的RNA聚合酶结合位点S，和S。（图7-272。cAMP-CRP对从S，和S2 起始的转录
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图7-26 gal操纵子、
lac操纵子和ara操lae操纵子gal操纵子 ara操纵子() 纵子的结构及其代启动子 启动子启动子
谢途径o B 4 DZ YET K 取r

mRNAmRNAmRNA mRNAmRNA
(b) β-半乳糖苷键

o 6CH,OH CH,,OH6CH,OH HO -0. QH、。。影 HO0QH骨OBy -O. 乡 a n、OH夕 且”oH 夕欠WL OH OH乡 且十且OH
且 ！且 吒 oH OHH 品 H

网拉伯糖oH田 乳糖半乳糖 H,0、β-半乳糖苷酶 异构酶（B）ATP-激酶（K）ADP-1
半乳糖+葡萄糖1-磷酸半乳糖 核酮糖

UTP- ATP-激酶（A））uDP转移酶 ADP-中
UDP-半乳糖 5-磷酸核酮糖

差向异构酶 差向异构酶（D）
UDP-葡萄糖 5-磷酸木糖

tCH,OH
9Hy, OH

雷
OH 气

乡OH
H OH
葡萄糖

Met-Arg-Leu
mRNA2S. vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv产字

mRNA;vovvvyvvvvvvvvvvvvvvvv
TGT TGG TTATTTCATACCATAAGCCTAATGGAGCGAATTA TGAGAGTTTATGCTA

AcCAAAT AC GATACA AAAGTATGGTATTCGGATTACCTCGCTTAAT ACTCTCAA

+10 +30+20+1-10-20
有两个相重
叠的Pribnow区

图7-27 gal操纵子启动区S，和S，序列分析
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有不同的作用。
从S;起始的转录只有在培养基中无葡萄糖时才能顺利进行，RNA聚合酶与S，的结

合需要半乳糖、CRP和较高浓度的 cAMP。当腺苷环化酶突变（cya7）或cAMP 受体蛋白突

变（crp7）时，gal操纵子不能从S起始转录。此时如在体外系统中加入cAMP-CRP，就能
够诱发从S，起始的转录。体外转录的实验证明，cAMP-CRP 能够刺激gal操纵子转录，

用含有 gal操纵子调节区的DNA片段作模板进行体外转录时，发现cAMP-CRP抑制从

S2的转录而刺激从S的转录。当有cAMP-CRP时，转录从S开始，当无cAMP-CRP时，

转录从S.开始。
从S，起始的转录则完全依赖于葡萄糖，高水平的cAMP-CRP能抑制由这个启动子起

始的转录，因此，cAMP-CRP在gal操纵子中所起的调节作用比在 lac操纵子中更为复杂。

大肠杆菌的 cya 或crp 突变型不能利用乳糖，但可以利用半乳糖作为唯一碳源。

有一个 gal启动子突变株，不能利用培养基中的半乳糖，若将此突变株再行突变为

cya 或crp，细胞就恢复了利用半乳糖的能力。因为第一次突变失去了从S，起始转录的

能力，却不影响从S2起始转录的能力。细胞中cAMP-CRP的存在抑制了从S，开始的基

因转录，使 gal操纵子既不能从S起始又无法从S，起始转录。双重突变后，无论是cya
突变，还是crp~突变，都能移去cAMP-CRP对S，的阻遏作用，导致gal基因表达，恢复利

用半乳糖作为能源的能力。

一般认为，cAMP-CRP有利于RNA聚合酶-S，区复合物形成开链构象，从而起始基

因转录。同时，由于S，和S2区的核苷酸部分重叠，这一复合物的存在干扰了RNA聚合

酶-S2复合物的形成，抑制 S，起始的基因转录。

2.双启动子的生理功能

为什么gal操纵子需要两个转录起始位点?这与半乳糖在细胞代谢中的双重功能有

关。半乳糖不仅可以作为唯一碳源供细胞生长，而且与之相关的物质——尿苷二磷酸半

乳糖（（UDPgal）是大肠杆菌细胞壁合成的前体。在生长过程中，细胞必须随时合成差向异

构酶，以保证尿苷二磷酸的供应。在没有外源半乳糖的情况下，细胞通过半乳糖差向异构

酶（galactose epimerase，，galE 基因产物）的作用由 UDP-葡萄糖合成 UDPgal。因为细胞壁

合成过程对差向异构酶的需要量很小，本底水平的组成型合成就能够满足细胞生理需要。

实际上，gal mRNA的组成型合成水平已高于lac操纵子所合成lac mRNA的水平，显然这

部分mRNA是在没有半乳糖的情况下合成的。

现在设想只有S 一个启动子，那么由于这个启动子的活性依赖于cAMP-CRP，

当培养基中有葡萄糖存在时就不能合成异构酶。假如唯一的启动子是S，，那么，即使

在有葡萄糖存在的情况下，半乳糖也将使操纵子处于充分诱导状态，这无疑是一种浪

费。所以，无论从必要性或经济性考虑，都需要一个不依赖于cAMP-CRP的启动子（S，）

进行本底水平的组成型合成，以及一个依赖于 cAMP-CRP的启动子（S.）对高水平合

成进行调节。这就是说，只有在S2活性完全被 cAMP-CRP抑制时，调控作用才是有

效的。

，
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。
7.4.2 阿拉伯糖操纵子

阿拉伯糖（arabinose）是另一个可以为代谢提供碳源的五碳糖。在大肠杆菌中阿拉伯

糖的降解需要3个基因∶araB、araA和 araD，它们形成一个基因簇，简写为araBAD。它

们分别编码3个酶∶araB基因编码核酮糖激酶（ribulokinase），araA编码L-阿拉伯糖异构

酶（L-arabinose isomerase），araD编码L-核酮糖-5-磷酸-4-差向异构酶（L-ribulose-

5-phosphate-4-epimerase）。在 gal操纵子中，基因的排列序列就是代谢途径中酶的作用
序列，而这个操纵子却不同，阿拉伯糖的代谢是以 araA、araB、araD的序列进行的。另
外还有两个负责将阿拉伯糖运入细胞的基因，即 araE 和 araF.它们的位置远离这个基

因簇，araE 和 araF分别编码一个膜蛋白和一个位于细胞壁与细胞膜之间的阿拉伯糖结

合蛋白。
与araBAD相邻的是一个复合的启动子区域、两个操纵区（O，O.）和一个调节基因

araC，这个调节基因的性质与我们已介绍过的 lac 及gal操纵子中的调节基因的性质全然
不同。AraC蛋白同时显示正、负调节因子的功能。在lac 和gal操纵子中，阻遏蛋白只能

作为负调节因子，而cAMP-CRP蛋白只能是正调节因子。araBAD 和 araC基因的转录是
分别在两条链上以相反的方向进行的。在标准的遗传学图谱上，araBAD基因簇从启动子

Pao开始向右进行转录，而araC基因则是从P.向左转录图7-28。

激活蛋白
L-阿拉伯天赣

阻遏蛋白

araCmRNAAvvVYTViv
CRP结合位点

aralaraO1araO: 调节基因一

YDNA- 识平 Z araB ara.AaraC 。
Pc PaAD araB.AD mRNA

操纵区 AvAvvAAvnvnvnvnvAvnv-
L-5-磷酸核酮糖L-核酮糖激酶 L-阿拉伯糖
表异构酶异构酶0 CH,OHCHzOH令 CH,OH

C=o-OH C=0C=o运转系统 H-L-阿拉伯糖 HO-G-HG-OHH-GHO-1 C-OH—（胞外） C-H nc Ho-G-H H-c-OHHO-C-H ogHO-C-H O

(CH-o- Cn-0-PCH,OHCH,OH -P-O；合

L-阿拉伯糖 L-核酮糖 0 0

5-磷酸木酮糖（胞内） L-5-磷酸核酮糖

图7-28 ara操纵子上游调控区序列与功能分析
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ara操纵子也是可诱导的，阿拉伯糖本身就是诱导物。在野生型操纵子中，只有阿拉
伯糖存在时才转录出araBAD mRNA.而有葡萄糖存在时则不转录。腺苷酸环化酶缺陷型

和 crp~突变株也不形成 araBADmRNA，说明从Pa。起始的转录过程也需要 cAMP-CRP。

1. AraC 蛋白的正、负调节作用

AraC蛋白既是ara操纵子的正调节蛋白，又是其负调节蛋白（图7-29）。我们来分析

以下实验结果。首先，当araC基因内发生点突变或缺失突变，会产生不能合成 araBAD

mRNA的araC 突变株。其次，构建基因型为 FaraC*laraC-的局部二倍体细胞后发现这
类细胞中 ara操纵子可以被诱导，说明 araC"等位基因是隐性的。如果 araC"突变体的

产物是突变型的阻遏物，那么，araC对于araC"来说至少应有部分显性。

遗传学上的其他证据如araC基因的琥珀突变，也说明araC基因产物是一种蛋白质，
这一点又通过 AraC蛋白的纯化得到了进一步证实。所以说，araBAD mRNA的合成需要

一个有功能的 AraC蛋白，这个蛋白质与诱导物阿拉伯糖相结合后，诱导araBAD基因

表达图7-。3

RNA聚合酶CRP结合位点
(a) araO。 aral

DNA] 出9B1DaraC 团W

araO7
PuADPc了了了了了了、

araCmRNA

araO:

AraC蛋白 araC
AraC蛋白.(b) araO; 0280D警

PpDaral
Pc CRP

结合
莅点

cAMP-CRP
RNA聚合酶

(e)
araCl aRKDb

ara0。 araO aralCRPPc 积AD、了了了，结合位点 araBADmRNA
阿拉伯糖

图7-29 ara操纵子的表达调控
（a）当细胞内没有 AnC蛋白时，由P.启动子起始araC基因转录;（b）当体系中葡萄糖水平较高，阿拉伯糖水平较低时，AraC蛋白与操纵区O。以
及ara/诱导因子结合区上半区相结合，形成DNA回转结构，ara BAD基因不表达;（c）当体系中有阿拉伯糖但无葡萄糖存在时，AraC蛋白与阿拉

伯糖相结合，改变构象成为激活蛋白，AnaC 蛋白同源二聚体分别与araO，和 ara/区相结合，DNA回转结构被破坏，RNA聚合酶在 AraC蛋白和
cAMP-CRP 的共同作用下起始Pμ所调控的结构基因表达。
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◆
有实验证明，当 AraC蛋白以正调控因子作用时，起始转录还需要 cAMP-CRP 的共 

同参与。在第一个实验里，人们发现当反应体系中只含有ara操纵子DNA、RNA聚合 
酶、AraC蛋白及cAMP-CRP中的一个成分，araB.AD mRNA的转录不能起始，说明只有

AraC蛋白和cAMP-CRP协同作用才能起始 araBAD的转录。在第二个实验里，人们用

电镜直接观察ara操纵子DNA分子（这种技术可以看到结合了RNA聚合酶的DNA分子）
发现，除非 AraC蛋白和cAMP-CRP同时存在，RNA聚合酶一般不能与该操纵子DNA

相结合。
2.AraC蛋白的两种形式

AraC 蛋白作为Pp。活性正、负调节因子的双重功能是通过该蛋白质的两种异构体来

实现的。一般认为，Pr是起阻遏作用的形式，可以与现在尚未鉴定的类操纵区位点相结合，

而 Pi是起诱导作用的形式，它通过与Pp。启动子结合进行调节。推测 Pr和Pi这两种结

构处于一种相互平衡之中。在没有阿拉伯糖时，Pr形式占优势;一旦有阿拉伯糖存在，它

就能够与AraC 蛋白结合，使平衡趋向于Pi形式。

3.营养状况对ara操纵子活性的
图7-30 各种营养

影响 (a) araC mRNA 状态下 ara操纵子
RNA-PT 的表达调控（RNA-P图7-30是在各种营养状态下 ara操

代表RNA聚合酶）二
纵子的表达情况。在图7-30（a）中，培养 P
基含有葡萄糖，cAMP-CRP没有与操纵

(b)区位点相结合，AraC蛋白处于Pr形式并 _araC mRNAcAMP
RNA-PCAP与操纵区A位点结合，RNA聚合酶不能
1cAMP与P结合，araC基因虽然仍有转录，但 Pr_CAP

受到抑制，只有少量AraC蛋白形成，整

(e)个系统几乎处于静止状态。它虽然不是
cAMP_

完全关闭，但是尽可能地关闭了。图7-30 RNA-可RNA-PK[Pi PAp

（b）中没有葡萄糖糖，也没有阿拉伯糖， >araBAD mRNAcAMP
RNA-PRNA-P.[Pi因为没有诱导物，尽管有cAMP-CRP与

操纵区位点相结合，AraC蛋白仍以Pr形

式为主，无法与操纵区B位点相结合，无

araBADmRNA转录。图7-30（c）中无葡萄糖，有阿拉伯糖，大量 araC基因产物以Pi形

式存在，并分别与操纵区B、A位点相结合，在cAMP-CRP的共同作用下，araC和araBAD

基因大量表达，操纵子充分激活。

7.4.3 阻遏蛋白 LexA的降解与细菌中的 SOS应答

当细菌 DNA遭到破坏时（如受到紫外线照射），细菌细胞内会启动一个被称为

SOS的诱导型 DNA修复系统。研究发现，参与SOS DNA修复系统的许多基因虽然

分散在染色体的各个部位，但都同时受LexA 阻遏蛋白的抑制，平时表达水平很低。
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图7-31 大肠杆菌
中LexA蛋白阻遏 E.coli基因组DNA
的 SOS DNA损伤修 dinBpolB uurB8复系统操纵子的表
达调控模式

sulAuUrA, o。。
RecA蛋白

①DNA受损伤， O
LexA 阻遏蛋白 产生单链缺口dinF umuC,D

lexA recd
--DNA复制一

dinBpolB uurB

宝产uVUrA,
③LexA阻遇蛋白失活。

蛋白裂解

②RecA与单链DNA结dinF) umuC.D
合，具有蛋白酶活性

ler.A reeA

SOS 体系的诱导表达过程其实就是把 LexA阻遏蛋白从这些基因的上游调控区移开的

过程。
一般情况下，recA基因表达并不完全受LexA阻遏，所以，每个细胞中可有1000个

RecA蛋白单体分散在细胞质中。当DNA严重受损时，DNA复制被中断，单链 DNA缺口

数量增加，RecA与这些缺口处单链 DNA相结合，被激活成为蛋白酶，将LexA蛋白切割成

没有阻遏和操纵区 DNA结合活性的两个片段，导致 SOS 体系（包括 recA基因）高效表达，

DNA得到修复图7-31。只要有活化信号存在，该操纵子就一直处于活性状态。当修复完

成后，活化信号消失，RecA蛋白又回到非蛋白水解酶的形式，LexA蛋白才逐步积累起来，

并重新建立阻遏作用。一旦RecA蛋白的合成停止，细菌开始生长并进行分裂，RecA 又

逐渐地稀释到原先的本底水平。

7.4.4 二组分调控系统和信号转导

细胞生活在不断变化的环境中，温度、pH和渗透压变化，氧分压变化，营养的变化及

细胞浓度的变化等都要求细菌必须随时做出相应的反应以求得生存。前面讨论的诱导和
阻遏转录调控系统均是通过环境中的小分子效应物（诱导物或阻遏物）直接与调节蛋白结

合进行转录调控，，但是在较多情况下，外部信号并不是直接传递给调节蛋白，而是首先通.
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图7-32 细菌中参过传感器（sensor）接收信号，然后以不同方式传到调
环境信号 与信号转导的二组

节部位，这个过程就是信号转导（signal transduction）。 分调控系统
传感激酶目前已知的最简单的细胞信号系统称为二组分调控 .系统（two-components regulatory systems），由两种不同
ATP的蛋白质组成∶即位于细胞质膜上的传感蛋白（sensor

细胞质膜P)protein）和位于细胞质中的应答调节蛋白（response
一应答regulator protein）。因传感蛋白具有激酶活性，所以又 调节蛋白

称传感激酶。表7-3列出了大肠杆菌中存在的各种
①

(c)二组分调控系统。传感激酶常在与膜外环境的信号 磷酸酶产
聚合酶反应过程中被磷酸化，再将其磷酸基团转移到应答调

节蛋白上，磷酸化的应答调节蛋白即成为阻遏蛋白或 基因启动子 操纵区
激活蛋白，通过对操纵子的阻遏或激活作用调控下

游基因表达（7图7-32）。

表7-3 大肠杆菌中存在的二组分调控系统

传感蛋白 应答调节蛋白刺激信号/功能
氧气缺乏 ArcB ArcA
渗透压，包被蛋白 OmpREmvZ
渗透压，钾离子运输 KdpEKpD
磷酸盐清除 PhoBPhoR
氮代谢 NrCNeB
硝酸盐呼吸作用 NarX NarL

NaoQ硝酸盐和亚硝酸盐呼吸作用 NarP

7.4.5 多启动子调控的操纵子

1.rRNA操纵子
大肠杆菌rRNA操纵子（rrnE）上有两个启动 图7-33 大肠杆菌P P3 rrmnE rrnE上有两个启动子P和P，（图7-33）。在对数生长期细菌中，P起始

子（P和P）
的转录产物比P，起始的产物多3~5倍，所以P 1 随着 ppGpp浓度增加，

P 逐渐关闭，而P活是强启动子。但是当细菌处于紧急状态时，如氨
性不变。ppGpp基酸饥饿条件下，细胞中 ppGpp浓度增加，P的作

用被抑制。因为 rRNA是细胞中蛋白质合成机器

核糖体的重要组成部分，不能完全停止供应，由P，起始的 rrnE基因转录就显得越来越重

要。在贫瘠的培养基中，细胞增殖缓慢时，P2是合成rRNA的主要启动子。

2.核糖体蛋白 SI操纵子

与rrnE 操纵子相类似的有核糖体蛋白 SI操纵子（rpsA），，它也受应急反应调节。rpsA
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图7-34 DnaQ蛋 有4个启动子，可能是大肠杆菌中启动子最多的

切DnaQ P白操纵子表达活性
操纵子。P、P2是强启动子，平时主要依靠它们受RNA聚合酶调节
来启动基因的表达，合成SI蛋白。P、P，是弱启

动子，只有在紧急情况下，P、P2启动子受ppGpp！___ 的抑制，由P、P。起始合成的SI蛋白维持了生命

的最低需要。
RNA聚合酶

3. DnaQ蛋白操纵子

DnaQ蛋白是DNA聚合酶全酶的亚基之一，

其主要功能是校正 DNA复制中可能出现的错误。已知这一操纵子受RNA聚合酶活性的

调节，并拥有两个启动子图7-34）。在 RNA聚合酶活性较低时，操纵子的转录由弱启动子

P2控制;而RNA聚合酶活性较高时，就开始利用强启动子P。因为细胞内 RNA 聚合酶
活性与细胞的增殖速度有关，也就是说，在细胞染色体复制比较缓慢时，RNA聚合酶活性

往往较低，此时 DnaQ 蛋白的合成靠弱启动子P.来维持。当细胞增殖速度加快，RNA 聚

合酶活性升高时，P 就被激活，DnaQ蛋白的合成就大大增加。

总之，操纵子中有不同的启动子，它们有不同的强度，其启动作用又受不同因子的调

控。许多因素相互作用，才使基因表达更加有效，更加协调。在不同的生活环境中，不同

的启动子精密地调节基因的表达量，这对维持细菌的生存起着非常重要的作用。

7.5 固氮基因调控

氮是所有生物的基本组成成分，蛋白质、核酸及许多小分子代谢产物都是氮化合物。
没有氮，就没有生命。虽然地球大气的78是氮气，但是有能力直接利用这种游离态氮

的生物种类却很少，绝大部分生物只能利用化合态氮。固氮是将游离态氮转化为化合态

氮的过程。据科学家估计，每年通过雷电等自然现象转化的氮占总固氮量的5??右，人

类通过合成氨工业转化的氮占总固氮量的30??右，而总固氮量一半以上是由生物固氮

过程贡献的。氮气分子是已知最稳定的双原子分子，打开N=N三键需要大量的能量。

人类的合成氨法是在高温高压条件下由催化剂催化将氮气和氢气合成氨气的，每年消耗

了人类总能耗的1??属于高能耗高污染生产过程。因此，合理有效地利用生物固氮资源

可以缓解人类的能源和生态危机。

已经发现的能够固氮的生物都是原核细菌、放线菌和蓝藻。根据这些固氮生物的生

活状态可以将它们分为3类∶第一种是自养（fee-living）固氮菌，它们独立生活，利用光合

作用或者化能合成的能量支持生物固氮过程;第二种是共生（symbiotic）固氮菌，它们可以

和植物形成互相依赖的共生关系，利用植物提供的养料高效固氮，而向植物提供氮化合
物，其中研究最广泛的是在豆科植物中形成根瘤的根瘤菌;第三种是联合（associative）固

氮菌，它们可以和植物形成比较松散的互利关系.依附在植物根系附近，吸收植物根系分

泌的营养成分，回馈氮化合物。

象
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7.5.1 固氮酶

20世纪 60年代初期，有科学家将晾干的厌氧微生物芽孢梭菌细胞溶于稀盐溶液中，

离心后取上清液，加入'N，一定时间后发现反应体系中产生了INH。进一步研究发现，

无细胞提取液中的固氮酶活性会很快地完全被空气所破坏。现已查明，所有的固氮生物

中都有催化固氮反应的固氮酶，这些固氮酶的结构和功能都很保守。固氮酶催化的反

应如下∶
N2+8e +8H"+16MgATP—→2NH3+H2+16MgADP+16Pi

固氮酶由铁蛋白（Fe-protein）和铁钼蛋白（FeMo-protein）两个蛋白质组分构成。铁
钼蛋白中一个α亚基和一个β亚基之间相互作用形成αβ异二聚体，铁钼蛋白是由两个

αβ异二聚体聚合形成的轴对称α，β.异四聚体。每个αβ异二聚体结合一个【 8Fe-7S】的

P金属簇和一个铁钼辅因子（FeMo cofactor），铁钼辅因子由一个【 7Fe-Mo-9S-X】金属簇的

钼原子上连接一个高柠檬酸（homocitrate）构成，其中的X原子最近被发现是一个碳原子。

铁蛋白是由两个亚基形成的二聚体，每个亚基含有一个MgATP 结合位点，两个亚基之间

由一个【 4Fe-4S】金属簇连接。铁蛋白可以和铁钼蛋白的一个αβ异二聚体结合，一个固

氮酶中包含一个铁钼蛋白异四聚体和两个与之结合的铁蛋白异二聚体。铁蛋白、铁钼蛋

白、铁钼辅因子和这些金属簇都是固氮反应不可缺少的。在缺钼条件下，有些固氮生物可

以合成铁钒辅因子或者铁铁辅因子代替铁钼辅因子。

固氮酶催化的固氮反应是一个氮还原反应，每还原一个氮气分子，需要传递8个电

子。首先，铁氧还蛋白和黄素氧还蛋白等电子供体向铁蛋白提供电子，将【 4Fe-4S】*还

原为【4Fe-4S】。电子从铁蛋白的【4Fe-4S】'传递到铁钼蛋白的【8Fe-7S】金属簇，这个

过程依赖铁蛋白水解 MgATP，这时铁蛋白会离开铁钼蛋白重新结合 ATP 并接受电子。这
步反应每次只传递一个电子，每秒只能传递大约5个电子，是固氮反应的限速步骤。在铁

钼蛋白中，【8Fe-7S 】金属簇向铁钼辅因子传递电子。铁钼辅因子是结合氮分子并催化

氮还原反应的活性位点。

在还原氮的同时，固氮酶还有一个次要的活性，它能把氢质子还原成分子氢。这一反

应不利于提高固氮酶活性，因为它既消耗了能量又产生了能竞争性抑制固氮活性的氢分

子。根瘤菌中有些株系（Hup'）能通过氢化酶的作用催化氢和氧的结合，从而利用反应中

释放的氢。这一反应使得在质子还原过程中丢失的某些 ATP再生，还有助于除去固氮酶

附近的分子氧。

7.5.2 与固氮有关的基因及其表达调控

固氮酶催化氮还原是一个很慢的反应，所以在细菌需要通过固氮反应获得氮源的情

况下.细菌需要合成大量的固氮酶。最多时。固氮酶可占细胞总蛋白量的20??同时。固

氮酶对氧高度敏感，较低的氧分压就能破坏固氮酶的活性。在已经研究的固氮酶中，只有

一种高温环境的固氮菌携带的固氮酶是耐受氧的。为了防止氧损害固氮酶造成资源浪费，
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固氮菌有一套响应氧浓度的基因调控机制。另外，反应产物氨的浓度也会影响固氮酶基

因的表达。
1.NifA和o共同激活固氮酶基因的转录

固氮酶系统中包含许多基因∶编码固氮酶各个蛋白质组分的基因、参与各种金属簇和

辅因子合成的基因，以及一些编码转录调控因子基因。固氮酶基因（nif的转录是由 NifA

和σ"因子共同激活的。nif基因转录所依赖的σ因子与其他σ因子都不一样，它识别

和结合的是DNA上-24和-12区。NifA蛋白由3个结构域组成，C端的HTH型 DNA结

合结构域可以识别并结合 nif操纵子的上游激活位点（UAS，upstream activator sequences）;

中间是保守的 AAA*ATP酶活性结构域，可以结合并水解ATP，并且可以与RNA聚合酶

（RNAP）及σ"相互作用，使NifA 聚合成多聚体;N 端是调控结构域主要负责 NifA 活性

的调控。σ"也称为RpoN因子，是RNA聚合酶全酶的组分之一，主要作用是与 NifA或

NtrA相互作用后，使 RNA聚合酶定位在固氮基因的启动子区域。NifA的多聚体结合到

UAS位点，同时与RNA聚合酶的"因子结合，影响了σ"因子的构象并使 DNA解链形

成开放式转录起始复合物，激活 nif基因转录。这个过程依赖于 ATP 的水解图7-35。

2.固氮基因调控体系中的级联调控模式

固氮基因的表达主要由 NifA 和o"共同在转录水平上调控，而 NifA的活性和表达水

平又受其他调控因子的调节，因此，整个固氮基因调控体系是一个级联调控体系。图7-36

显示了克氏肺炎杆菌中的级联调控。nif亿L和nifA基因位于同一个操纵子。在缺氧环境下，

图7-35 NifA 激活
ni/基因转录

NfrA NiA

封闭复合物
NfA NitARNA聚合酶

=及-4
o因子

-ATP

ADP+P;
，

NifA NifA

开放复合物
NtA NiA
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图7-36 固氮基因

氨/谷氨酰胺浓度 受到氧浓度和氨浓
度影响的级联调控

-UMPGilaBGinB GinD

(Nuc)
GIinB 子NtrB8

NurC

ginK
mf/An/L

GinK
NifL-

NifL
NiANiTA

氧浓度
f基因转录

NfL 不能结合 NifA;在有氧环境下，NifL 可以结合 NifA并抑制 NifA的ATP酶活性，遏制

nif基因转录。除了氧浓度，细胞中氨的浓度也会影响固氮基因的表达。NtrC蛋白是 nifA
操纵子的激活因子，它的结构和功能类似 NifA，结合上游DNA并与RNA聚合酶的σ"因

子相互作用。当 NtrC 被磷酸化，可使 DNA 解链形成开放复合物并起始转录。细胞中谷

氨酰胺的浓度与游离氨的浓度呈正相关，当谷氨酰胺浓度低时，ghnD编码的尿苷转移酶

能够将尿甘酸（UMP）转移到 GInB和 GlnK 蛋白上。此时，NtrB使 NtrC磷酸化，nifA操纵

子被 NrC激活;谷氨酰胺浓度高时，GlnB和 GlnK蛋白都不发生尿苷化，GlnB结合 NirB

并使 NtrC去磷酸化，niA操纵子被关闭。另外，氧浓度低时，不带UMP的GInK会抑制

NfL结合 NifA，保证 NifA激活 nif基因表达。NiL是 NifA的负调控因子，仅在部分固氮

菌中存在，nifL 型固氮菌的 NifA则不受 NifL 的调控。例如深红红螺菌（Rhodospirilum

rubrum）、草螺菌（Herbaspirillum seropdicae）和巴西固氮螺菌（Azospillum brasilense）等
固氮菌的 NifA 在氮匮乏时由GlnB 负责激活;茎瘤固氮根瘤菌（Azorhizobium caulinodans）

的 NifA 在氨富余时受到 GlnB及 GlnK的抑制。不同固氮生物中的调控模式在细节上有

很大差异，但是基本上都是响应氧浓度和氨浓度的级联调控模式。

7.5.3 根瘤的产生以及根瘤相关基因的调控

1.根瘤的产生
根瘤菌在豆科植物根际的生长以及与宿主植物根毛幼嫩部位的接触是感染发生的第
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一步。通常情况下，根瘤菌特定小种的宿主范围都是很狭窄的，如 Rhizobium trifoli 主要

感染三叶草，R.phaseoli 主要感染菜豆，R.Leguminosarum 主要感染豌豆表7-41。当然，每

个小种中可能有些株系能感染宿主以外的其他豆科植物。

表7-4 感染各种植物的不同根瘤菌

宿主植物根瘤菌名主要类群
首益苜蓿类 Rmeltioi
_三叶章三叶草类 字长

碗豆类 豌豆、某些菜豆及扁豆R.leguminosarvum
菜豆荣豆类 R phaseo
黄苓黄苓类 Rloessense

羽扇豆类 羽扇豆B.upine
大豆类 大豆Bjaponicum

花生、江豆金合欢属豇豆类 Cowpea rhizobia

根瘤菌细胞以极性的方式与根毛接触，并附着到植物细胞上。这种接触的专一性是

由植物凝血素和细菌细胞壁之间的相互作用所决定的。植物凝血素是由植物细胞所产生

的一种糖蛋白，它对含有半乳糖、N-乙酰葡糖胺和甘露糖的寡聚糖复合体具有糖类结合

特异性，对糖基有很高的亲和力与专一性，现已鉴定出根瘤菌细胞壁上的一种脂多糖组分

很可能就是植物凝血素的受体。有实验表明，根瘤菌能产生一定量的寡聚糖来刺激植物

凝血素的分泌，由基因型所决定的根瘤菌宿主范围，可能受到植物基因组的影响，因为特

定的植物凝血素只能识别特定的细菌表面受体。

2.豆血红蛋白及根瘤素基因的调控

豆血红蛋白（leghemoglobin，Lb）在体内的主要功能是调节根瘤细胞氧含量，它是根瘤

细胞中植物基因组编码的最主要的蛋白质，其血红素辅基可能是由细菌编码的。脱辅基

后的Lb蛋白相对分子质量为1.56×10'~1.59×10'。已经发现存在4种不同的Lb异构

体（Lba、Lbcl、Lbc2和Lbe3），它们在氨基酸序列上虽然只有微小差异，但仍然由不同的基

因编码。分析 Lba 和Lbc 基因的核苷酸序列表明，它们的读码框中插入了3个长短不一
的内含子，因此这些基因的总长度不一样。氨基酸序列分析证实，Lb与动物肌红蛋白存

在同源性。
除了Lb 以外，至少还有20种其他多肽是由植物基因组编码但只在根瘤菌诱导的细

胞中得到表达，这些蛋白质（包括Lb）统称根瘤素（nodulin）。科学家通过被 B.juponicum

感染的大豆根瘤细胞对根瘤素进行了详细的研究，并根据其生理功能将其分为3类∶第一

类是根瘤结构蛋白;第二类是负责将类菌体固定的氮素同化并转移到植物体内的酶系统;

第三类是维持类菌体功能所必需的蛋白质。Lb 就属于第三类根瘤素，它在根瘤固氮体系

中起着不容忽视的作用，因为细胞内氧浓度一般都在数百微摩尔左右，而固氮酶只能在几

十纳摩尔O2浓度下才能正常工作，这对矛盾就是依靠Lb得到解决的。如果将细胞内O2

浓度降低到几十纳摩尔以下，呼吸系统的主要酶类早已停止了反应，根本不可能为细胞的
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推

生命活动提供能量。Lb对O2有极高的亲和力，它与大量自由O2相结合，既大大降低了

自由 O，浓度，又能将分子氧直接输送到呼吸链，真可谓一石二鸟，天衣无缝（表7-5】。

表7-5 大豆根瘤细胞内氧浓度变化分析

类菌体周膜空间 含类菌体的宿主细胞质

L 含量 3000 umal/L30 umol/L
Lb 氧化程度 20% 20%
氧吸附量 600 μmol/L60 umol/L
自由氧浓度 11nnol/L11 mol/L

吸附氧/自由氧 55.0005500)

曾有人用大豆根瘤特异性cDNA进行选择性杂交，并利用与多核糖体相结合的多腺

苷化RNA进行体外翻译，发现每一个含类菌体的根瘤细胞内可有600 000个与核糖体相
结合的 mRNA分子，其中大约有90 000个（15??是Lb mRNA分子。总之，共生固氮是一

个很有意思的体系。人类虽然不一定能在不久的将来使禾谷类植物固氮，但对豆科植物

与固氮菌的相互识别及固氮基因调控因子的研究，却一定可以更加丰富我们对植物和微

生物界的认识。

7.6 转录水平上的其他调控方式

转录过程涉及转录机器附着于DNA，识别启动子序列，起始 RNA的合成、延伸和终

止。转录的任何一步都受到调控，其中某些步骤是主要的调控点，比如 RNA转录的起始

相对延伸和终止来说。自然选择使得生物的调控策略达到最优化。转录过程的调节是生

物基因表达调节最有效的方式。

7.6.1 o因子的调节作用

参与大肠杆菌中基因表达调控最常见的蛋白质可能是σ因子。对大肠杆菌基因组
序列进行分析后发现至少存在7种σ因子，并根据其相对分子质量的大小或编码基因

进行命名（表7-6），其中σ"参与最基本的生理功能基因的转录调控，如碳代谢、生物合成等。

表7-6 大肠杆菌中的各种a因子比较

编码基因o子 主要功能
RPoD 参与对数生长期和大多数碳代谢过程基因的调控电

参与多数氮源利用基因的调控杏意气已”
RpoH 分裂间期特异基因的表达调控a

热休克基因的表达调控RpoS国口

鞭毛趋化相关基因的表达调控RpoF瓦当

过度热休克基因的表达调控RpoE订岁
Fel 参与调节铁离子转运相关基因的表达调控c"
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图7-37 大肠杆菌
中的σ因子（以a" 与核酸酶结合 参与DNA解链
为例）主要包括4个 ，结构城 2大肠杆菌c" m

100 600-500300200 400

结构域2结构域1 结构域4

-10延伸区识别区
基因 GGG nATATGT IAtxGTT 5'

-35区-10区/5

除参与氮代谢的σ"以外，其他5种σ因子在结构上具有同源性，所以统称"家族。

研究发现，所有σ因子都含有4个保守区国7-37），其中第2个和第4个保守区参与结合

启动区DNA，第2个保守区的另一部分还参与双链DNA解开成单链的过程。与上述σ
因子特异性结合DNA上的-35区和-10区不同，g"因子识别并与DNA上的-24和-12

区相结合（图7-38）。在与启动子结合的顺序上，σ"类启动子在核心酶结合到 DNA链上之

后才能与启动子区相结合，而 σ"则类似于真核生物的TATA区结合蛋白（TATA-binding
protein，TBP），可以在无核心酶时独立结合到启动子上。大肠杆菌中主要是"因子参与
转录调控，在特定的情况下，其他σ因子也可取代σ因子，引导 RNA聚合酶开启特定的

基因转录。例如大肠杆菌面临高温环境时，细胞中参与热休克基因调控的。因子的数

量会迅速增加。这些o因子会替代一部分RNA聚合酶中的σ"因子，引导这些RNA聚

合酶到热休克基因的启动子上，激活热休克基因的转录。

不同的σ因子可以独立地起作用，但是，为了保证细胞准确响应不同的环境信号变
化，σ因子之间常常交互作用构成网络调控模式，使得原核基因的表达稳定而平衡。σ因

子本身的活性受到蛋白水解酶的调控，也能被同源的抗σ因子失活。这些抗σ因子能够

与特定的σ因子结合，阻止它们与 RNA聚合酶组装。

图7-38 a"（a）和
-35区 RNA起始位点-10区c*（b）因子识别并

上游调控元件 TOACA(a) ITATAATr[N5零N2结合在所调控基因
上游的不同区域 mRNAAUAuAA

RNA起始位点-12区-24区
上游调控元件b) eTGGNA 名号N。TTGCA

mRNA VVV
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。
图7-39 d的两种
存在形式[SpoIIAB

气品巡
抗o因子

o"因子与抗6因子
儒多结合后，失活

O
SHA

（软一执o
去磷酸化

非活性形式活性形式

SpolAB与
SpolAA结合

活性o"因子被释放

营养物缺乏时，革兰氏阳性菌 Bacillus 会形成孢子来度过困难时期。其孢子的形成

需要4种不同的σ因子。o和o存在于母细胞中，一旦开始形成孢子就产生σ"和 "。

o"和σ先以非活性的前体形式被合成，经过特定的蛋白酶作用转变成活性形式。d'也

是以非活性形式（与抗σ因子SpoⅡAB结合）存在于孢子中，环境刺激导致SpolⅡIAA抗-

抗σ因子去磷酸化，并特异性地与抗σ因子SpoⅡAB结合，释放出有活性的σ"（图7-1。

活性"促使早期孢子形成相关基因（包括σ°和需要进入母细胞中降解前体o2蛋白酶基

因）的转录。活性σ°主要激活后期孢子形成相关基因和需要进入母细胞中降解前体o"

的蛋白酶基因的转录。

7.6.2 组蛋白类似蛋白的调节作用

细菌中存在一些非特异性的 DNA结合蛋白.用来维持 DNA的高级结构，被称为组蛋

白类似蛋白（histone-like proteins）。细菌中的 H-NS 蛋白，就以非特异性的方式结合 DNA.

维持其高级结构。H-NS包含2个结构域，一个DNA结合结构域和一个蛋白质一蛋白质

相互作用结构域。H-NS先结合到DNA上，然后通过蛋白质-蛋白质相互作用形成四聚

体或者多聚体，帮助维持 DNA的高级结构。另外，H-NS与大肠杆菌基因组上分散的大量

基因的调控区有较高的亲和性，这些基因大都与环境条件的变化有关。H-NS非特异性结

合在这些DNA上，抑制这些基因的转录。这些基因的转录激活需要特定的转录因子参与。

7.6.3 转录调控因子的作用

能够与基因的启动子区相结合，对基因的转录起激活或抑制作用的 DNA结合蛋白被
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称之为转录调控因子。大肠杆菌基因组中有 300多个基因编码这样的蛋白质，它们大多

数是序列特异性的 DNA结合蛋白，能够与特定的启动子结合。有些能够调控大量基因的

表达，而有些仅调控一两个基因的表达。转录调控因子CRP、FNR、IHF、Fis、ArcA、NarL和

Lrp 调控了50?因的表达，而约有60个转录因子仅能特异性结合一两个启动子。有些

转录因子对某个基因起激活作用，却对另一个基因起抑制作用。有些转录因子对同一基

因也能发挥两种不同的作用，如 AraC蛋白在结合阿拉伯糖前后就分别起着抑制和激活阿

拉伯糖操纵子基因转录的作用。许多基因的启动子区有多个转录调控因子的结合位点，

这些转录调控因子的共同作用才能使 RNA聚合酶顺利地结合在 DNA 上起始基因转录的

过程。

7.6.4 抗终止因子的调节作用

抗终止因子是能够在特定位点阻止转录终止的一类蛋白质。当这些蛋白质存在时，

RNA聚合酶能够越过终止子，继续转录 DNA。这种基因表达调控机制主要见于噬菌体和

少数细菌中。在 RNA聚合酶到达终止子之前与抗终止因子结合，因为在终止子上游存在

抗终止作用的信号序列，只有与抗终止因子相结合的 RNA聚合酶才能顺利通过具有茎-

环结构的终止子，使转录继续进行（图7-402。
参与大肠杆菌抗终止作用的蛋白是Nus蛋白。转录起始不久，σ因子从RNA聚合

酶上解离下来，NusA蛋白就结合到了核心RNA聚合酶上。NusA的结合增加了RNA

聚合酶在终止子发夹结构处暂
图7-40 抗终止因 停的过程，从而促进抗终止作子的通读作用 （a）开始转录

用的发生。NusA和 o因子不
RNA聚合醇）

能同时结合到RNA聚合酶上。终止位点识别位点 超动子DNA
只要RNA聚合酶结合在 DNA

上，NusA就不会从RNA聚合酶
（b） 缺少抗终止因子 翻详区 上解离，而σ因子可以取代游

定动子 终止位点识别位点DNA 离RNA聚合酶上的 NusA，因

此，在转录起始和终止的过程

Aon 中RNA聚合酶分别受到σ因

子和NusA的调控。大肠杆菌

核糖体 RNA 编码基因rrn的转

录就是抗终止转录的典型。当（e）存在抗终止因子
结合有 NusA的RNA聚合酶遇

帮 识别位点 终儿位点
到boxA终止序列时，NusB/S10

抗终止因子。
抗终止因子在NusG的帮助下

与RNA聚合酶相结合，实现抗

终止（图7-1I）。

。
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·
图7-41 抗终止子

P、> 参与大肠杆菌 rn

基因转录的调控
13S rRNA s RosARNARNAios rRNAlDNA 当结合有NusA的RNABoxABoxA

聚合酶遇到BoxA终
止序列时，NusB/S10

双启动子 抗终止因子可在NusG
的作用下与RNA聚

BoxA=TGCTCTAACA 合酶结合，实现抗终正序列 终止。

7.7 转录后调控

基因表达的转录调控是生物最经济的调控方式——既然用不着某种蛋白质，就用不

着转录了。但转录生成mRNA以后，再在翻译或翻译后水平进行"微调"，是对转录调控

的补充，它使基因表达的调控更加适应生物本身的需求和外界条件的变化。

7.7.1 mRNA自身结构元件对翻译的调节

1.起始密码子
原核生物的翻译要靠核糖体 30S 亚基识别 mRNA 上的起始密码子 AUG，以此决定

它的开放读码框，AUG的识别由 fMet-tRNA中含有的碱基配对信息（3'-UAC-5'）来完成。

原核生物中还存在其他可选择的起始密码子，14??大肠杆菌基因起始密码子为 GUG，

3??UUG，另有两个基因使用AUU。这些不常见的起始密码子与 fMet-tRNA的配对能

力较AUG弱，从而导致翻译效率的降低。有研究表明，当AUG被替换成GUG或UUG后，

mRNA的翻译效率降低了8倍。

2.5'非翻译区（5'UTR）

遗传信息翻译成多肽链起始于mRNA上的核糖体结合位点（ribosome binding site，
RBS），一般是起始密子AUG上游的包括SD序列在内的一段非翻译区，该序列与核糖体

16SrRNA的3'端互补配对，促使核糖体结合到 mRNA上，有利于翻译起始。RBS的结合

强度取决于 SD 序列的结构及其与起始密码 AUG 之间的距离。SD与AUG之间相距一般

以4～10个核苷酸为佳，9个核苷酸为最佳。

此外，mRNA的二级结构也是翻译起始调控的重要因素。因为核糖体的 30S 亚基必

须与mRNA结合，要求mRNA5'端有一定的空间结构。SD序列的微小变化，往往会导 

致表达效率上百倍甚至上千倍的差异，这是由于核苷酸的变化改变了形成mRNA5'端

二级结构的自由能，影响了核糖体30S 亚基与mRNA的结合，从而造成了蛋白质合成效

率上的差异。例如，lacI mRNA是在弱启动子的控制下组成型合成的，其5'UTR的 RNA

序列不利于核糖体的结合，导致 lac/ mRNA 只能低效地翻译出少量Lacl蛋白，保证每个

细胞里通常只有大约10个Lacl 阻遏蛋白的四聚体存在。lacl转录和Lacl蛋白翻译总
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是维持在低水平.这就保证了细菌在遇到乳糖时能够很快产生足够的诱导物来解除阻遏

状态。
3.核糖开关
有些mRNA还含有一种名为核糖开关（riboswitch）的表达调控元件。核糖开关是

一段具有复杂结构的 RNA序列，在原核生物中通常位于mRNA的5'UTR 区域。与

其他调控元件不同，核糖开关能够感受细胞内诸如代谢物浓度、离子浓度、温度等的变

化而改变自身的二级结构和调控功能。从而改变基因的表达状态。核糖开关可能通过

影响转录的起始、延伸和终止，或者通过控制核糖体与 mRNA的结合，或者通过调节

mRNA的稳定性来调控基因表达。在真核生物中，核糖开关还会通过控制 mRNA 的剪

接来调控基因表达。
在枯草杆菌（Bacillus subtilis）中，许多参与甲硫氨酸途径的基因在5'UTR 有一段大

约200 bp的RNA被认为是SAM感受型核糖开关（SAM-sensing riboswitch）。在一些基因中，

如图7-42（a），核糖开关在没有结合SAM时，RNA的二级结构使得核糖体结合位点（RBS）

被暴露在外，核糖体结合到 mRNA上开始翻译蛋白质;而一旦结合了SAM，核糖开关的二
级结构发生改变，与核糖体相结合的RBS位点被封闭，蛋白质翻译就被抑制。而在另一

些基因中，SAM感受型核糖开关一旦结合了SAM.就会在编码区上游产生转录终止的构

象，提前终止转录图7-2（）1。
枯草杆菌的 glmS基因编码一种合成葡糖胺-6-磷酸（glucosamine-6-phosphate，

GlcN6P）的酶，在 glmS mRNA的5'UTR序列中有一段核酶（ribozyme）结构。没有GlcN6P

结合该核酶时，glmSmRNA可以正常翻译出蛋白质;而当翻译得到的酶催化 GlcN6P合

图7-42 SAM感受
(a)型核糖开关 开 美

核糖体

SAM
SAMRBS RBse

(6)开 湍

SAM 转录终止RNA聚合酶
SAM-

寸
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核酶

glmS mRNA
编码区 u-AU-A

G-c
GlmS酶 U·G 高温

一— U-A→
A-U
A-UGleN6P浓度提高 c-GoA
A G--RBSU G核酶 G

pi-/mRNAglmSmRNA
编码区S?： AUG.切割

图7-44 热敏型核糖开关图7-43 核酶型核糖开关

成反应，提高了细胞中GlcN6P的浓度时，GlcN6P就与核酶相结合，有活性的核酶会切割

glmSmRNA，阻止蛋白质翻译（图7-43。
有些核糖开关不受代谢物调节，但受到其他因素的影响。如单核增生性李斯特菌

（Listeria monocyogenes）pfrA基因的5'UTR有一段被称为热敏RNA（thermosensor RNA）
的发夹结构封闭了RBS 位点。当温度由 30℃升高到37℃时，发夹结构会打开释放出

RBS位点，使pfrA基因的表达水平提高5倍（图7-4）。

7.7.2 mRNA稳定性对转录水平的影响

所有细胞都有一系列核酸酶，用来清除无用的 mRNA。一个典型的细菌 mRNA半衰

期为2~3 min。mRNA分子被降解的可能性取决于它们的二级结构。大肠杆菌有一个
CsrAB调节系统。CsrA为一个RNA结合蛋白，CsrB是一个非编码的RNA分子。CsrA可

以结合到受其调控的 mRNA上，也可以与 CsrB的 RNA分子相结合。每个CsrB RNA分

子最多可结合18个CsrA蛋白。

在静止期细菌细胞内，糖以糖原的形式被储藏起来;在细胞快速生长周期.通过糖酵

解途径消耗糖，这两个过程的平衡就是由 CsrAB调节系统来完成的。CsrA蛋白可激活糖

酵解过程并抑制葡萄糖和糖原的合成。在糖原合成途径中，如果 CsrA 蛋白结合到glg 基

因的mRNA分子上，该mRNA分子就易于受核酸酶攻击，其降解过程加快，其作为蛋白质

合成模板的功能就受到抑制（图 7-45）。

7.7.3 调节蛋白的调控作用

细菌中有些 mRNA结合蛋白可激活靶基因的翻译。大肠杆菌 BipA 蛋白就具有依赖
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图7-45 CsrA蛋白 于核糖体的GTP酶活性，能够激活
调 控glg mRNA的

转录调控蛋白基因fts mRNA的翻稳定性
译，是fis蛋白质合成所必需的。稳定构象

CsrA 相反，mRNA特异性抑制蛋白g(gmRNA
则通过与核糖体竞争性结合mRNA

CsrA
分子来抑制翻译的起始。大肠杆

菌中核糖体蛋白就存在翻译抑制CsrA)CsrA
现象。rRNA基因正常转录和翻译，

CSrA蛋白结合 CsrB mRNA 产生核糖体蛋白，由于这些蛋白质

与rRNA分子的亲和力较强，只要g mRNA 不稳定构象 细胞中有足够的rRNA分子，核糖

体蛋白就不会结合到自身mRNA分
子上。当细胞中缺乏足够的rRNA

分子时，核糖体蛋白只能结合到自

身mRNA分子上，导致该mRNA的gg mRNA降解
RBS位点被封闭，蛋白质合成停

止图7-46）。这种机制保证了rRNA

和核糖体蛋白在数量上的平衡。

图7-46 核糖体蛋
rRNA白对自身mRNA翻

RBS基露译的抑制作用
蛋白质合成

基因 基因 基因
mRNA

如果细胞中 核糖体蛋白与
缺乏RNA rRNA相结合

核糖体蛋白与RBS结合，
RBS被封闭

7.7.4 小RNA的调节作用

RNA调节是原核生物基因表达转录后调节的另一种重要机制。细菌响应环境压力（氧

化压力、渗透压、温度等）的改变，会产生一些长度在50~500 nt 之间的非编码小 RNA分
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。
子。这些小RNA能结合mRNA或蛋白质，通过改变靶mRNA的稳定性，影响蛋白质-RNA

的结合或者mRNA的翻译来调节基因表达。原核细胞中的非编码 RNA称为非编码小

RNA（small non-coding RNA）即 sRNA。原核生物 sRNA以反式编码sRNA为主，并且大
部分都需要 RNA 分子伴侣 Hfq蛋白的协助来发挥作用，主要是通过不严格的碱基互补

配对与靶 mRNA结合，抑制或促进靶 mRNA的翻译，加速或减缓靶 mRNA的降解。

细菌铁蛋白用来储存细胞中过剩的铁离子。bf基因编码细菌铁蛋白，而 anti-bf基
因编码反义 RNA。培养基中铁离子浓度较低时，不需要细菌铁蛋白;当铁离子浓度升高

时，就需要细菌铁蛋白行使功能。然而，细胞中无论铁离子浓度高低，bf基因都正常转录

成mRNA，而anti-bfr基因的转录却受到能够感应铁离子浓度变化的Fur蛋白的调控。细

胞中铁离子过多时，Fur蛋白作为抑制因子起作用，关掉与铁摄取有关的众多操纵子，包

括 anti-br基因的表达，使 bfr基因能正常翻译出细菌铁蛋白，储存过剩的铁离子。在铁

离子浓度低时，anti-bf基因转录产生大量反义 RNA.与bfrmRNA 配对，阻止细菌铁蛋白

基因的翻译（图 7-47）。
此外，大肠杆菌中受氧化压力诱导产生的OxyS和受低温诱导产生的 DsrA基因也可

以反式编码sRNA 的方式调控多个基因的翻译。OxyS可以与 fhlA（编码细菌甲酸盐代谢

中的转录激活蛋白）mRNA的核糖体结合位点的部分序列配对.也可以与thlA编码序列

中的特定序列配对，阻止核糖体的结合从而抑制hlA mRNA的翻译。DsrA可以通过促

进编码胁迫相关σ因子rpoS基因的翻译和克服类核相关的H-NS蛋白的转录沉默来调

节转录和翻译。在大肠杆菌中，DsrA主要有两种形式，一种是全长转录形式（fll-length

transcript，Fform），一种是被截短的转录形式（truncated transcript，Tform），这两种形式的比

例会随着温度的变化而存在差异。当温度较低时候，DsrA以F形式为主。DsrARNA具

有3个茎-环，其第一个茎-环结构具有85个核苷酸，对于rpoS的翻译是必须的，而对 

于抗 H-NS活性则是不必要的而第二个茎-环对于抗沉默是必需的。第三个茎-环结构

为转录终止子，可被 trp转录终止子取代而不丧失 DsrA功能。DsrA的第一个茎-环区域 

可以借助 Hfq蛋白与rpoS mRNA 的前导序列互补配对，导破坏了rpoS mRNA核糖体结

图7-47 反义RNA
DNAIa1-br.水因 幼基因 对bf-基因翻译的

抑制作用

砂RNAa-o RNA RNA
存在
ann-bfr RNA

不存在。
ant-bfr RNA

iEEEEEEID
细简铁蛋白

bFRNA失活
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图7-48 反式编 s码 sRNA结合在靶 炎，3'5' 一mRNA 的茎-环结 RBS
构上，使茎-环结构 sRNA 靶mRNA打开，促进靶 mRNA
翻译 核糖体Ha)

核糖体
Hfo

翻译

合位点序列处的茎-环结构，释放核糖体结合位点，激活 mRNA的翻译僧7-48），促进σ因

子的表达，这表明DsrA与poS mRNA的配对可能对于翻译调控是重要的。通过核磁共

振研究 DsrA和DsrA/rpoS 复合物的结构，发现 sRNA含有第二个茎-环的动态构象平衡，

这可能是 DsrA 调节其多个靶 mRNA翻译的重要机制。

7.7.5 稀有密码子对翻译的影响

在大肠杆菌 DNA 复制时，冈崎片段之前的 RNA引物是由dnaG基因编码的引物酶催

化合成的，细胞对这种酶的需求量不大，，而引物酶过多对细胞是有害的。已知 dnaG、rpoD

和rpsU/（30S核糖体上的S21蛋白）属于大肠杆菌基因组上的同一个操纵子，而这3个基

因产物在数量上却大不相同，每个细胞内仅有50个拷贝的 dnaG蛋白，却有2 800个拷贝

的rpoD蛋白，更有高达40000个拷贝的rpsU蛋白。细胞通过翻译调控，解决了这个问题。
研究 dnaG序列发现其中含有不少稀有密码子。分别计算大肠杆菌中25种结构蛋

白和 dnaG、rpoD 序列中64种密码子的利用频率，可以看出dnaG与其他两类有明显不
同（表7-7）。很明显，稀有密码子AUA 在高效表达的结构蛋白及σ因子中均极少使用，而

在表达要求较低的dnaG蛋白中使用频率就相当高。此外，UCG（Ser）、CCU（Pro）、CC（Pro）、
ACG（Thr）、CAA（GIn）、AAU（Asn）和 AGG（Arg）等7个密码子的使用频率在不同蛋白质中

也有明显差异。

表7-7 几种蛋白质中异亮氨酸密码子使用频率比较

蛋白质 AUA/%AUC/%AUU/??

结构蛋白 ，37 62
同亚基 7426

dnG蛋白 323236
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。
许多调控蛋白如 Lacl、AraC、TrpR 等在细胞内含量也很低，这些蛋白质的编码基因中

密码子的使用频率和 dnaG相似，而明显不同于结构蛋白。科学家认为，由于细胞内对应

于稀有密码子的tRNA较少，高频率使用这些密码子的基因翻译过程容易受阻，影响了蛋

白质合成的总量。

7.7.6 重叠基因对翻译的影响

重叠基因最早在大肠杆菌噬菌体申X174中发现，例如B基因包含在 A基因内，E基

因包含在D基因内，用不同的阅读方式得到不同的蛋白质。当时认为重叠基因的生物学

意义是它可以包含更多的遗传信息，后来发现丝状RNA噬菌体、线粒体DNA 和细菌染色

体上都有重叠基因存在，暗示这一现象可能对基因表达调控有影响。现用trp操纵子中

的trpE 基因和 trpD基因之间的翻译耦联现象来说明这个问题。

trp操纵子由5个基因（trpE、D、C、B、A）组成，在正常情况下，操纵子中5个基因产物
是等量的，但 trpE突变后，其邻近的 trpD产量比下游的trpBA产量要低得多。研究 trpE

和trpD以及 trpB和 trpA 两对基因中核苷酸序列与翻译耦联的关系，发现 trpE 基因的终
止密码子和 trpD基因的起始密码子共用一个核苷酸。

trpE——苏氨酸—苯丙氨酸———终止
ACU———UUC——UGA uggcu

AUG———GCU
甲硫氨酸———丙氨酸———-trpD

由于trpE的终止密码子与 trpD的起始密码重叠，trpE 翻译终止时核糖体立即处在
起始环境中，这种重叠的密码保证了同一核糖体对两个连续基因进行翻译的机制。实验

证明，耦联翻译可能是保证两个基因产物在数量上相等的重要手段。除了上述 trpE和

trpD基因之外，trpB 和 trpA基因也存在着翻译耦联现象，因为这两个基因的产物等量存

在于细胞中，而其核苷酸序列同样是重叠的。

trpB——-谷氨酸——异亮氨酸——终止

GAA——-AUC———UGAuggaa
AUG—-GAA

甲硫氨酸———-谷氨酸——-rpA

此外，大肠杆菌gal操纵子（gaETK）中也存在着一种基因重叠现象。galT的终止密

码子虽然与galK的起始密码子相隔3个核苷酸，galK基因的 SD序列却位于galT基因终

止密码子之前，尽管这一现象与前述耦联翻译并不完全相同，但因为核糖体结合在 mRNA
上，可以覆盖 20个核苷酸，包括SD序列和 galK基因的起始密码子，所以当galT翻译终
止时，核糖体还没有脱落就直接与 SD 序列结合，开始 galK 的翻译，也能保证两个基因的

等量翻译，这也是一种翻译耦联。
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7.7.7 翻译的阻遏

蛋白质阻遏或激活基因转录的例子已经屡见不鲜，那么，蛋白质是否也能对翻译起类

似的调控作用呢?在大肠杆菌RNA噬菌体 Qβ中发现了这种现象。Qβ噬菌体基因组包

含有3个基因，从5'到3'方向依次是与噬菌体组装和吸附有关的成熟蛋白基因A、外壳

蛋白基因和 RNA复制酶基因。当噬菌体感染细菌，RNA进入细胞后，这条称为（+）链的

RNA 立即作为模板指导合成复制酶，并与宿主中已有的亚基结合行使复制功能。但是，

Qβ（+RNA链上此时已有不少核糖体，它们从5'向3'方向进行翻译，这无疑影响了复制

酶催化的从3'向5'方向进行的（-）链合成。克服这个矛盾的办法便是由 OB复制酶作为

翻译阻遏物进行调节。

体外实验证明，纯化的复制酶可以和外壳蛋白的翻译起始区结合，抑制蛋白质的合

成。由于复制酶的存在，核糖体便不能与起始区结合，但已经起始的翻译仍能继续下去，

直到翻译完毕，核糖体脱落，与（+RNA 3'端结合的复制酶便开始了RNA的复制。这里

复制酶既能与外壳蛋白的翻译起始区结合，又能与（+）链RNA的3'端结合。序列分析表

明，这两个位点上都有CUUUUAAA 序列，能形成稳定的茎一环结构，具备翻译阻遏特征。

7.7.8 魔斑核苷酸水平对翻译的影响

实验证明，核糖体蛋白（R 蛋白）通过反馈阻遏作用保证所有R 蛋白合成的协同进行。

那么，细胞如何保证蛋白质合成的总速度与蛋白质合成机器主要成分 rRNA的合成速率

相一致，保证在不进行蛋白质合成时没有RNA的合成?起这个调控作用的最早信号是不

载有氨基酸的1RNA。

大肠杆菌营养缺陷型（trpThis7）在缺少任何一种必需氨基酸的培养基上生长时，不但

蛋白质合成速度立即下降，RNA合成速度也下降。由于色氨酸和组氨酸不是RNA的前体，
因此认为RNA合成速度下降是蛋白质合成受阻后的次级反应。研究另一个大肠杆菌突

变株发现，当氨基酸供应不足时，这个突变株细胞内蛋白质合成虽然停止了，，但RNA的合

成速度却没有下降。科学上把前一种现象称为严紧控制（基因型 re7）;后一种现象称为松

散控制（基因型rel）。

ret'和ret菌株除上述生理现象不同之外，缺乏氨基酸时 ret菌株能合成鸟苷四磷
酸（ppGpp）和鸟苷五磷酸（pppGpp），rer菌株则不能合成鸟苷酸。因为这两种化合物是在

层析谱上检出的斑点，当时称为魔斑（magic spot）。在旺盛生长的细胞中有65?0??

tRNA是载有氨基酸的。当氨基酸缺乏时，不负载氨基酸的tRNA增多.这种不负载氨基

酸的IRNA仍能与核糖体的 A 位结合，核糖体上不负载氨基酸的IRNA是细胞产生严紧

控制的信号。在正常的蛋白质合成过程中，将AA-tRNA运转到正在延伸的多肽上需要

GTP，也许由于这一反应的停止，大量 CGTP 便被用作合成魔斑核苷酸的前体图7-49）。
参与这个反应的除relA基因所编码的ATP-GTP3'焦磷酸转移酶外，还需要翻译起

始因子EFTu和EFG等。当细菌的生存条件恢复时，一种名为spoT的基因编码降解（p）
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图 7-49 ppGpp的ppGpp 的酶，因此应急反应随着（p）
合成及降解应急因子ppGpp的消失很快逆转。ppGpp GTP+ATPN

SpoTReA
(p)ppGpp -GDP是多效性的，它的主要作用除了影

GDP+ATP-响RNA聚合酶与启动子结合的专

一性外，还可以影响核糖体蛋白

的活性，从而成为细胞内严紧控制的关键。有人将 pGpp 和cAMP这类物质称为警报素

（alarmone）。在细胞较好的营养状况下，胞内 ppGpp 水平较低，IF2介导的翻译起始能够顺

利进行;当细胞营养状况较差，缺乏氨基酸时，胞内的 ppGpp 水平大大提高，抑制了细胞

因子IF2介导的翻译起始步骤，使得没有进入翻译起始的70S核糖体单体大大增加，造成

活性核糖体比例降低（图7-50，可在很大范围内做出如抑制核糖体和其他大分子合成等应

急反应，活化某些氨基酸操纵子的转录表达，抑制与氨基酸运转无关的系统，活化蛋白水

解酶等，以节省或开发能源，渡过难关。

图7-50 活性核糖
·:(ppGCp) 体调控模型

翻译起始√

气较好条件下
生长

吹

:(ppGpp) 非翻译核糖体
积累

IF2起始因子
较差条件下

翻译起始×生长

思考题
1.简述代谢物对基因表达调控的两种方式。

2.什么是操纵子学说?

3.简述乳糖操纵子的调控模型。

4. 什么是葡萄糖效应?

5.什么是弱化作用?
6.简述抗终止因子的调控机制。

7.简述反义RNA的调控机制。

8.简述原核基因转录后调控的不同方式。
9.简述 ppGpp是如何参与细菌的应急反应。

10.什么是σ因子，简述a因子在原核基因调控中的作用。
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8.1 真核基因表达调控相关概念和一般规律

8.1.1 真核基因表达的基本概念

一个细胞或病毒所携带的全部遗传信息或整套基因即基因组（genome），它包括每一

条染色体和所有亚细胞器的 DNA序列信息。基因（gene）则是指能产生一条肽链或功能

RNA所必需的 DNA片段。它包括编码区和其上下游区域，以及在编码片段间（外显子）
的间断切割序列（内含子）。基因经过转录、翻译，产生具有特异生物学功能的蛋白质分子

或RNA分子的过程称为基因表达（gene expression）。基因表达是受内源及外源信号调控的。

这个调控的过程称为基因表达调控（gene regulation or regulation of gene expression）。

8.1.2 真核基因的断裂结构

1.外显子与内含子

Gilbert 第一个用"intron"来描述存在于原始转录产物或基因组 DNA中，但不包括在

成熟 mRNA、rRNA或tRNA中的那部分核苷酸序列。现已查明，大多数真核基因都是由

蛋白质编码序列和非蛋白质编码序列两部分组成的（表s-1）。编码序列称为外显子（exon），

非编码序列称为内含子（intron）。在一个结构基因中，编码某一蛋白质不同区域的各个外

显子并不连续排列在一起，而常常被长度不等的内含子所隔离，形成镶嵌排列的断裂方

式。所以，真核基因有时被称为断裂基因（interupted gene）。不同基因拥有数量和大小都

不同的内含子，如胶原蛋白基因长约40 kb，至少有40个内含子，其中短的只有50 bp，长

的可达到200bp。

表8-1 不同真核生物基因的平均长度及单个基因平均拥有外显子数量比较

外显子数/基因物种 mRNA 平均长度 /kb核基因平均长度/kb

酵母 1.6- 1.6
真荡 1551.5“
线点 。 3040
果蝇 一 2.711.3
鸡 9 2.413.9

r哺乳类 2.216.6

许多情况下，高等真核基因核DNA序列中对应于外显子的部分可能还不到10??图

8-1是哺乳动物二氢叶酸还原酶基因，全长25~31 kb，但其6个外显子总长只有2kb。
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少数基因，如组蛋白及α型、β型干扰 图8-1 哺乳动物
二氢叶酸还原酶的

素基因，根本不带内含子。目前尚不 基因结构
清楚内含子的生理功能。在某些基因

中，完全除去内含子以后，照样可以产

生有活性的 mRNA;而另一些基因，如

SV40T抗原基因，一旦除去内含子，

成熟 mRNA运人细胞质的过程就完
6外显子4 512 、了、全被阻断。研究发现，只有真核生物

25201510kb 5具有切除基因中内含子，产生功能型

mRNA 和蛋白质的能力，原核生物一

般不具有这种本领。如果要在原核细胞里表达真核基因，必须首先构建切除内含子的重

组基因，才有可能得到所研究的蛋白质。

断裂基因的结构形式为某些重要蛋白质的编码区域提供了进行重组的潜在位点，使

这些DNA序列有充分的机会进行重复和组合，非常有利于真核基因的进化。

2.外显子与内含子的连接区

真核基因断裂结构的另一个重要特点是外显子-内含子连接区（exon-intron junction）

的高度保守性和特异性碱基序列。外显子-内含子连接区就是指外显子和内含子的交界

或称边界序列，它有两个重要特征∶内含子的两端序列之间没有广泛的同源性，因此内含

子两端序列不能互补，说明在剪接加工之前，内含子上游序列和下游序列不可能通过碱基

配对形成发夹二级结构。外显子-内含子连接区序列虽然很短，但却是高度保守的，因此，

该序列可能与剪接机制密切相关，是 RNA剪接的信号序列。我们将在转录初级产物的加

工这一节中做详细介绍。

序列分析表明，几乎每个内含子5'端起始的两个碱基都是GT，而3'端最后两个碱

基总是 AG，由于这两个碱基的高度保守性和广泛性，有人把它称为GT-AG法则，即;

5'GT⋯⋯⋯AG 3'。由于内含子两端的序列不同，可定向标明内含子的两个末端，根据剪接
加工过程沿内含子自左向右进行的原则，一般将内含子5'端接头序列称为左剪接位点，3'

端接头序列称为右剪接位点，有时也将前者称为供体位点（donor site），将后者称为受体位

点（acceptor site）。
外显子-内含子连接区的保守序列几乎存在于所有高等真核生物基因中，表明可能

存在着共同的剪接加工机制。但是在线粒体基因和酵母RNA基因中不存在这类保守序
列，暗示存在着不同类型的加工剪接过程。

3.外显子与内含子的可变调控

在基因转录、加工产生成熟 mRNA分子时，内含子通过剪接加工被去掉，保留在成熟

mRNA分子中的外显子被拼接在一起，最终被翻译成蛋白质。因此通过反转录酶的作用，

由成熟 mRNA产生的cDNA分子中，只含有外显子，没有内含子。

初级转录产物内含子与外显子边界序列在剪接酶或RNA本身的作用下，发生磷酸二
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酯键断裂，并产生连接两个外显子的化学键。有些真核基因，如肌红蛋白重链基因虽有

41个外显子，却能精确地剪接成一个成熟的mRNA，我们称这种方式为组成型剪接。一

个基因的转录产物通过组成型剪接只能产生一种成熟的 mRNA，编码一个多肽。但是，有

不少真核基因的原始转录产物可通过不同的剪接方式，产生不同的 mRNA，并翻译成不同

的蛋白质。另外一些核基因由于转录时选择了不同的启动子，或者在转录产物上选择不

同的多（A）位点而使初级转录产物具有不同的二级结构，因而影响剪接过程，最终产生不

同的 mRNA分子。同一基因的转录产物由于不同的剪接方式形成不同 mRNA的过程称

为选择性剪接。
小鼠淀粉酶基因表达的组织特异性变化就是一个例子（图8-2）。已知在肝和唾液腺中

都合成这个酶，由同一个基因编码。在这两种组织中，淀粉酶mRNA的编码序列完全相

同，只是5'端起始部分长度不同。它的编码序列起始于第2号外显子，该外显子与其余

一系列外显子相连，形成完整的编码序列。不同组织中不编码蛋白质的第一号外显子的

序列却不相同。在肝中，mRNA 5'端的161个碱基是由位于第2号外显子转录起始点上

游4 500碱基对处的L外显子编码的。在唾液腺中.mRNA 5'端的50个碱基是由位于转

录起始点上游7 300碱基对处的S外显子编码的。这样，L外显子和S外显子分别为淀粉

酶mRNA提供了不同的起始序列。事实上，L外显子只是唾液腺淀粉酶基因中内含子序

列的一部分，将在mRNA成熟过程中被切除。有实验证明，由S外显子起始的转录产物

是由L外显子起始转录产物的100倍以上。由于一个基因的内含子成为另一个基因的外

显子，形成基因的差别表达，这是真核基因断裂结构的一个重要特点。

图8-2 不同外显
编码区、子的使用导致a-

淀粉酶基因在不同 4.5kbDNA 5' 2.8kb组织中的表达差异

初级转录产物
六唾液腺

mRNA

初级转录产物
肝

mRNA

8.1.3 基因家族

在原核细胞中，密切相关的基因往往组成操纵子，并且以多顺反子mRNA的方式进

行转录，整个体系被置于一个启动子的控制之下。真核细胞的 DNA是单顺反子结构，很

·
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图8-3 细菌中RNA
前rRNA转录物厂 基因家族各成员

23s16 劣tRNA 的分布与成熟过程
(4) 分析

甲基化(a)
13

甲基 切割(b)

中间产物
划17s 25stRNA

核酸酶降解核酸酶降解(c)

成熟rRNAs
23SrRNA16 rRNA 5SrRNAIRNA

少出现置于一个启动子控制之下的操纵子。真核细胞中许多相关的基因常按功能成套组

合，被称为基因家族（gene family）。同一家族中的成员有时紧密地排列在一起，成为一个

基因簇;更多的时候，它们却分散在同一染色体的不同部位，甚至位于不同的染色体上，具

有各自不同的表达调控模式。

1.简单多基因家族

简单多基因家族中的基因一般以串联方式前后相连。在大肠杆菌中，16S、23S 和

5S rRNA基因联合成一个转录单位，各种rRNA分子都是从这个转录单位上剪切下来

的（图8-3）。事实上，细菌中所有rRNA 和部分RNA都来自这个沉降系数为30S（约6500

个核苷酸）的前rRNA。初级转录产物首先被特异性甲基化，然后分别经 RNase Ⅲ、RNase

P和 RNase E在特定位点切开，生成17S rRNA、tRNA、35S rRNA和 5S rRNA前体分子，

最后由特定核酸酶降解部分非必需序列，得到成熟的16S rRNA、RNA、23SrRNA和5S
rRNA。参与前rRNA降解成熟过程的 RNase P是一个核酶。基因组分析表明，大肠杆菌

中共有7个这样的拷贝，每一个拷贝中只有tRNA基因的种类、数量和存在部位有些变化。

个别拷贝中5SrRNA基因下游还发现了部分共同转录的tRNA基因。

在真核生物中，前rRNA转录产物的沉降系数为45S（约有14 000个核苷酸），包括

18S、28S和5.8S 3个主要rRNA分子。前 rRNA分子中至少有100处被甲基化（主要是核

糖的2-OH甲基化），初级转录产物也被特异性 RNA酶切割降解，产生成熟rRNA分子。

这个过程需要 snoRNAs的参与（图8-4）。5S rRNA作为一个独立的转录单位，由 RNA聚合

酶Ⅲ（而不是聚合酶Ⅰ）完成转录。

2.复杂多基因家族

复杂多基因家族一般由几个相关基因家族构成，基因家族之间由间隔序列隔开，并作

为独立的转录单位。现已发现存在不同形式的复杂多基因家族。

我们先来看一下海胆的组蛋白基因家族（图8-5）。在这种动物中，5个分别编码不同组
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图8-4 脊椎动物 蛋白的基因处于一个约为
前rRNA转录物中rRNA基因家族

6000 bp的片段中，分别被2S5.8S18主要成员的分布与

成熟过程分析 间隔序列所隔开。这5个甲基化(a)
基因组成的串联单位在整

个海胆基因组中可能重复甲基切割(b) 多达1000次。串联单位

中的每一个基因分别被转成熟 rRNA
28SFRNA18S rRNA 5.8SrRNA 录成单顺反子RNA，这些

RNA都没有内含子，而且各

基因在同一条 DNA链上按同一方向转录，每个基因的转录与翻译速度都受到调节。因为

组蛋白只有在适合于染色体复制的情况下才大量合成，而且所合成的 H，A、H，B、H、和H

摩尔数相等，H，的量恰好是前者的一半。这是染色体组蛋白的实际比例。研究还表明，

在一个特定的细胞中，并不是所有串联的单位都得到转录。胚胎发育的不同阶段或不同

组织中，有不同的串联单位被转录，暗示可能存在具有不同专一性的组蛋白亚类和发育调

控机制。

图8-5 复杂的多
中 HzAH2BH4 中踏辩田 H基因家族

鄱骂
重复单位

HA H2B过 H。H3组蛋白，
（果蝇）

重复单位

果蝇tRNA基因家族具有两个海胆组蛋白家族所没有的特点，那就是在基因家族中

含有3个tRNA'基因，而且基因家族中的每个基因都单独按各自的方向进行转录。

3.发育调控的复杂多基因家族

血红蛋白是所有动物体内输送分子氧的主要载体，由2α2β组成的四聚体加上一个

血红素辅基（结合铁原子）后形成功能性血红蛋白。已知所有动物物种中血红蛋白基因

的基本结构都相同图S-6。然而，在生物个体发育的不同阶段，却出现几种不同形式的α

和β亚基。人α珠蛋白基因簇位于16号染色体短臂上，约占30 kb，其中ζ 为胚胎期基

外显子3外显子2外显子1 内含子2内含子1 。
222 216~255573-904长度/bp 142~145 116~130

31~104 AA5'非翻译区在蛋白中 第105AAC端
+3'非翻译区的位置 +编码区1~30AA

图8-6 珠蛋白基因的基本结构（以人的β-珠蛋白基因结构为例））
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图8-7 人体发育
婴儿出生 过程中不同类型β-

珠蛋白的含量变化体≥!1.0
对南较目
要 0.5 .

6050403010鸣
受精后的周数

因表8-2）。β珠蛋白基因簇位于11号染色体短臂上，占50~60 kb，其中ε为胚胎期基因，

Gy和 4y为胎儿型基因，δ和β为成人期基因图8-7。

表8-2 不同发育阶段血红蛋白亚型

发育阶段 组成
胚胎期（8 周以前） C;e、Z.Ys和az2∶
胎儿期（8~～41 周） 因”

α.8和α;β。成人期出生以前）

胚胎期类α-珠蛋白，最先以g，型出现，以后逐渐被ζ，型所取代。在胎儿期有两
类等分子数β型链，即Gγ型和Aγ型链（在肽链的同一位点上，一条链含有甘氨酸，另

一条含有丙氨酸）。因此，胚胎型血红蛋白中含有两个ζ。型α链和两个 ε，型β链（即

2ζ，2ε2）。新生儿出生后，98??血红蛋白中含有两个α，亚单位和两个β亚单位，2??
血红蛋白含两个α。亚单位和两个 δ 亚单位。在每个基因家族中.基因排列的顺序就是

它们在发育阶段的表达顺序（（图8-8）。
原始鱼类、海蚕及昆虫只有单个珠蛋白基因，两栖类的α和β基因则紧密地连锁在

同一条染色体上，而低等哺乳动物和鸟类的α和β基因有多种亚型，，基因家族分别位于

不同的染色体上。科学家认为，原始珠蛋白大约产生于8亿年前，由单基因编码，现代珠

蛋白基因家族是由同一个原始基因通过一系列重复、突变和转位演变而成的。原始生物

图8-8 人细胞中5kb α和β-珠蛋白基因
膜结构五 塑P 立下 -a一珠蛋白基因簇

β毒 断G, A,
-β-珠蛋白基因簇

□ 胚胎期基因 ■成人期基因

□ 胎儿期基因 □假基因
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的体积都很小，虽然只有一个血红蛋白亚基，运氧能力有限，但也能满足生理功能的需要。

随着物种的进化，动物体积相对变大.对氧的需求量越来越大，在这一进化压力下，血红蛋

白基因通过自发突变产生杂合基因，编码出对氧的结合和释放能力要大大高于单分子血

红蛋白的四聚体。在哺乳动物的进化过程中，两条β链基因又发生突变和重复，形成了胎

儿中ε 和 γ型珠蛋白。胎儿血红蛋白对氧的亲和力比成人更大，因而有利于胎儿的快

速发育。

8.1.4 真核基因表达的方式和特点

1.基因表达的方式

根据对刺激的反应模式，可分为组成性表达和选择性表达两大类。

某些基因在个体的所有细胞中持续表达，这些基因通常被称为管家基因

（housekeeping gene），其表达模式又被称为组成性基因表达（constitutive gene expression）。

管家基因通常具备以下特点∶①是细胞结构和代谢过程中所必需的基因，例如编码rRNA、

肌动蛋白、微管蛋白等的基因。②通常能够保持较高的表达量。根据这些特点，实验研究

中常把 rRNA、肌动蛋白或微管蛋白基因作为 RT-PCR的对照。

在特定环境信号刺激下，相应的基因被激活，基因表达产物增加，这种基因称为可

诱导基因（inducible gene）。而如果基因被环境信号所被抑制，这种基因就是可阻遏基因

（repressible genes）。基因表达调控大多数是对这些基因的转录和翻译速率的调节，从而导
致其编码产物的水平发生改变并影响其功能。

2.基因表达的时空特异性

基因表达的时间特异性（temporal specifcity），即按功能需要，某一特定基因的表达严

格按特定的时间顺序发生。多细胞生物基因表达的时间特异性又称阶段特异性（stage
specifity）。时间特异性基因表达普遍存在于各种生命过程中，例如上一节所提及的人体
不同类型珠蛋白基因的表达，就是根据人体发育过程中不同阶段的需要在特定的时段特

异表达。
基因表达的空间特异性（spatial specificity），是指在个体生长过程中，某种基因产物按

不同组织空间顺序出现。基因表达伴随时间顺序所表现出的这种分布差异，实际上是由

细胞在不同器官的分布所决定的。所以，空间特异性又称细胞或组织特异性（cell or tissue

specificity）。空间特异性的基因表达也普遍存在于动植物生长发育的各个阶段，如果蝇胚
胎发育中许多调节体节形成的基因表达均呈现出显著的组织特异性。基因表达调控能够

维持细胞的增殖、分化，维持个体的生长、发育，有助于生物体更好地适应外界环境变化。

8.1.5 真核基因表达调控一般规律

真核生物和原核生物在基因表达调控上的巨大差别是由两者基本生活方式不同所决
定的。原核生物一般为自由生活的单细胞，只要环境条件合适，养料供应充分，它们就能

无限生长、分裂，因此，它们的调控系统就是要在一个特定的环境中为细胞创造高速生长

。
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。
的基础，或使细胞在受到损伤时，尽快得到修复。它们主要是通过转录调控，以开启或关

闭某些基因的表达来适应环境条件（主要是营养水平的变化）。环境因子往往是调控的诱

导物，，群体中每个细胞对环境变化的反应都是直接和基本一致的。

真核生物（除酵母、藻类和原生动物等单细胞类之外）主要由多细胞组成，每个真核

细胞所携带的基因数量及总基因组中蕴藏的遗传信息量都大大高于原核生物，如人类细

胞单倍体基因组就包含有3×10°bp总DNA，约为大肠杆菌总 DNA的800倍，是噬菌体
总 DNA的10万倍左右!真核生物基因组DNA中有许多重复序列，基因内部还常插入不

翻译成蛋白质的序列，都影响了真核基因的表达。真核生物的 DNA还常与蛋白质（包括

组蛋白和非组蛋白）结合，形成十分复杂的染色质结构。染色质构象的变化、染色质中蛋

白质的变化及染色质对 DNA酶敏感程度的变化等都会对基因表达产生重要影响。此外，

真核生物染色质被包裹在细胞核内，基因的转录（核内）和翻译（细胞质内）被核膜所隔开，

核内 RNA的合成与转运、细胞质中RNA 的剪接和加工等无不扩大了真核生物基因调控

的范围，使真核生物基因调控达到了原核生物所不可能拥有的深度和广度。对大多数真

核细胞来说，基因表达调控的最明显特征是能在特定时间和特定的细胞中激活特定的基

因，从而实现"预定"的、有序的、不可逆转的分化、发育过程，并使生物的组织和器官保持

正常功能。
真核生物基因调控可分为两大类，第一类是瞬时调控或称可逆性调控，它相当于原核

细胞对环境条件变化所做出的反应，包括某种底物或激素水平升降时，或细胞周期不同阶

段中酶活性的调节;第二类是发育调控或称不可逆调控，是真核基因调控的精髓部分，它

决定了真核细胞生长、分化、发育的全部进程。根据基因调控在同一事件中发生的先后

次序，又可将其分为转录水平调控（transcriptional regulation）及转录后水平调控（post-

transcriptional regulation),
图8-9 真核基因

前者可以分为遗传水平的 表达调控的主要步胞质基质核内
染色质 警DNA 调控和表观遗传水平

蛋白表观调控 翻译 活性的染色质调控，后者又进一 核孔 调控调控
步分为 RNA加工成熟过程 失活RNADNA → →mRNA一mRNA→蛋白质一蛋白初级转录的调控（RNA processing）、翻 RNA转录 加工调控译水平的调 控（translational

调控 RNA 蛋白
降解沉默regulation）及蛋白质加工水

核膜一平的调控（protein maturation

and processing）等《图 8-9）。
研究基因调控主要回答3个问题∶

①什么是诱发基因转录的信号?

②基因调控主要是在哪一步（模板 DNA的转录、mRNA 的成熟或蛋白质合成）实

现的?
③不同水平基因调控的分子机制是什么?
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8.2 真核基因表达的转录水平调控

真核细胞与原核细胞在基因转录、翻译及 DNA的空间结构方面存在如下几个方面的

差异∶
①在真核细胞中，一条成熟的mRNA链只能翻译出一条多肽链，很少原核生物中常

见的多基因操纵子形式。

②真核细胞 DNA与组蛋白和大量非组蛋白相结合，只有一小部分DNA是裸露的。
③高等真核细胞 DNA中很大部分是不转录的，真核细胞中有一部分由几个或几十

个碱基组成的 DNA序列，在整个基因组中重复几百次甚至上百万次。此外，大部分真核

细胞的基因中间还存在不被翻译的内含子。

④ 真核生物能够有序地根据生长发育阶段的需要进行DNA 片段重排，还能在需要

时增加细胞内某些基因的拷贝数，这种能力在原核生物中也是极为鲜见的。

⑤在原核生物中，转录的调节区都很小，大都位于转录起始位点上游不远处，调控蛋

白结合到调节位点上可直接促进或抑制 RNA聚合酶对它的结合。在真核生物中，基因转

录的调节区则大得多.它们可能远离核心启动子达几百个甚至上千个碱基对。虽然这些

调节区也能与蛋白质结合.但是并不直接影响启动子区对于RNA聚合酶的接受程度，而

是通过改变整个所控制基因5'上游区DNA 构型来影响它与RNA聚合酶的结合能力。

⑥真核生物的 RNA在细胞核中合成，只有经转运穿过核膜，到达细胞质后，才能被

翻译成蛋白质。原核生物中不存在这样严格的空间间隔。

⑦许多真核生物的基因只有经过复杂的成熟和剪接过程，才能被顺利地翻译成蛋

白质。

8.2.1 真核基因的一般结构特征

一个完整的真核基因，不但包括编码区（coding region），还包括5'和3'端长度不等的

特异性序列，它们虽然不编码氨基酸，却在基因表达的过程中起着重要作用（图8-10）。基因

转录调节的基本要素包括顺式作用元件（cis-actingelements）、反式作用因子（trans-acting

factors）、RNA 聚合酶（RNA polymerase）（图8-11）。
顺式作用元件是指启动子promoters）和基因的调节序列。主要包括启动子（promoter）、

增强子（enhancer）、沉默子（silencer））等。反式作用因子是指能够结合在顺式作用元件上

调控基因表达的蛋白质或者 RNA。RNA聚合酶是催化基因转录最主要的酶。原核生物

只有一种RNA聚合酶，真核生物有3种 RNA聚合酶，催化转录不同RNA产物。由于真

核生物3种RNA聚合酶中，只有聚合酶Ⅱ能够转录信使 RNA前体，并在加工成熟后按照

三联子密码的原理翻译成蛋白质产物，我们在这里主要讨论 RNA聚合酶Ⅱ的基因转录及

其调控过程。启动子、调节序列和调节蛋白通过 DNA-蛋白质相互作用、蛋白质-蛋白质

相互作用影响 RNA聚合酶活性。
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图8-10 真核基因

加帽位点5'm'GpNp 的一般构造示意图外显子 1、23（编码区）

信号脉序列 内含子边界 5'GT3'AG

涨函 ③ 3'3西

翻译停止
TAA/TAG/TGA

翻译起始
植物AANNATGG

xNArg动物

TATA区 加 poly（A）信号

植物工8TArA 大ASA 植物G ATAA3P
动物 AATAAA动物TATA AA压

AGGA 或CAAT区

植物导ASNGA异S
动物 GG SCAATCT

图8-11 转录调控
模式转录因子、

增强子

DNA环
起始复合体前体-

TATA区结合蛋白 RNA聚合酶

TATA区
—起始位点

1.启动子
真核基因启动子由核心启动子和上游启动子两个部分组成，是在基因转录起始位点

（+1）及其5'上游100~200 bp以内的一组具有独立功能的 DNA序列，每个元件长度为

7~20bp，是决定 RNA 聚合酶Ⅱ转录起始点和转录频率的关键元件。

①核心启动子（core promoter）是指保证 RNA聚合酶Ⅱ转录正常起始所必需的、最少
的DNA序列，包括转录起始位点及转录起始位点上游-25~-30 bp处的TATA盒。核心

启动子单独起作用时，只能确定转录起始位点并产生基础水平的转录。
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②上游启动子元件（upstream promoter element，UPE）包括通常位于-70 bp 附近的

CAAT盒（CCAAT）和GC盒（GGGCGG）等，能通过TFⅡD复合物调节转录起始的频率，

提高转录效率。

2. 转录模板
包括从转录起始位点到RNA聚合酶Ⅱ转录终止处的全部 DNA 序列。

3.RNA聚合酶Ⅱ

RNA聚合酶Ⅱ是一类能够直接或间接与启动子核心序列TATA盒特异结合、并启 

动转录的调节蛋白。RNA聚合酶Ⅱ在转录因子帮助下，形成转录起始复合物。RNA聚

合酶Ⅱ由至少10~12个亚基组成，各亚基的相对分子质量在1×10*~2.4×10°之间，有

些亚基也在聚合酶Ⅰ、Ⅲ中共用。其中2.4×10°最大亚基的羧基端含有由7个氨基酸

残基（Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser）组成的多磷酸化位点重复序列，称为羧基端结构域

(CTD)。
4.RNA聚合酶Ⅱ基础转录所需的蛋白质因子（以"TFⅡ"表示）

在生理条件下，RNA聚合酶Ⅱ转录某个基因时通常需要与20种以上的蛋白质因子

结合形成转录起始复合物图8-12）。TFⅡD、TFⅡB和TFⅡF与RNA聚合酶Ⅱ可在启动子

上形成最初级复合物.开始转录 mRNA.加入 TFⅡE和TFⅡH后形成完整的转录复合物

并转录出长链 RNA，加入TFⅡA可进一步提高转录效率。RNA聚合酶Ⅱ沿模板滑动时，

TFⅡD及TFⅡA滞留在转录起始位点上，其他因子随聚合酶向模板 DNA 的3'端移动。

关于RNA聚合酶Ⅱ如何整合成为转录起始复合物从而发挥作用，目前有两种假说，

一种认为是一步结合，另一种认为是分步结合。"一步结合"论者认为，RNA聚合酶Ⅱ

先同大量的转录因子和转录相关蛋白结合成转录复合体，然后在TATA结构域结合蛋

白（TBP）的帮助下结合到DNA上，起始基因转录。"分步结合"理论则认为，在起始转录

的过程中，TATA结构域结合蛋白（TBP）和11个TBP相关因子先后结合到TATA盒上，

最终构成有功能的转录起始复合物，起始靶基因转录。通常情况下，TFⅡB首先与DNA

结合，使 RNA聚合酶更接近所生成 RNA与RNA聚合酶分离的位点，并帮助其结合到

DNA上。对于真核生物来说，基因的转录受到RNA聚合酶ⅡC端（RNA PolⅡC-terminal

domain，CTD）的时间、空间调节的影响。CTD 拥有含25~52个氨基酸的结构域，都包含7

元重复序列YS，P;TSPS，这个7元重复图8-12 RNA聚合
序列上2位和5位的丝氨酸是蛋白质的主酶Ⅱ在靶基因启动

子区与各种蛋白质
要磷酸化位点。CTD 的磷酸化导致其结因子结合形成转录 polnTFⅡF起始复合物示意图 构中部分脯氨酸的构象发生变化，使之

(TAFJTAFTBP∶TATA区结合蛋 更容易与其他转录相关因子结合，从而
白（TATA-box TBP 提供一个动态的有利于形成转录复合物TFITFIAlbinding protein);
TAF∶TBP 相关因子

的平台。TAIA DN区(TBP assodiated fctors);
TFⅡ∶polⅡ相关转录 在RNA聚合酶Ⅱ参与转录调节的整
因 子（pol l ssociated

个过程中，其CTD上2位和5位丝氨酸的TP
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磷酸化能够引发并确保转录过程各个步骤的顺利进行。在转录起始阶段，CTD上5位丝

氨酸的磷酸化是形成转录起始复合物的必要前提。此外，该位点磷酸化还有利于募集加

帽酶，促进 mRNA 加帽过程顺利进行。在转录延伸阶段，磷酸化的5位丝氨酸逐步去磷

酸化，2位丝氨酸逐步转化为磷酸化形式，该位点的磷酸化有助于在转录终止过程中确保

3'RNA加工过程顺利进行。转录结束后，CTD7元重复序列上的两个丝氨酸都保持去磷

酸化状态，有助于转录复合物的解离，使 RNA聚合酶Ⅱ与新的启动子相结合，启动新一轮

基因转录。
研究 RNA聚合酶Ⅱ起始的基因转录的终止位点发现，几乎所有真核基因的3'端都

存在一个多（A）位点，该位点上游15~30 bp处的保守序列AATAAA对于初级转录产物

的准确切割及加多（A）是必需的。点突变实验将AATAAA变为AAGAAA，虽然维持了该

基因的转录活性，却发现 mRNA的剪接加工受阻，因而不能产生功能性 mRNA。

尽管多（A）位点及AATAAA的存在对于基因的转录和成熟意义重大，但RNA聚

合酶Ⅱ却不在该位点终止转录，大部分已知基因的初级转录产物拥有多（A）位点下游

0.5~2 kb序列。到目前为止，科学家尚未发现某个单一位点具有特异的转录终止性能。

但是，小鼠β-珠蛋白基因的终止区（terminator）能被用来终止腺病毒基因的转录，农杆菌

胭脂碱合成酶基因终止区能被用来终止几乎所有的外源基因，说明可能存在共同的转录

终止机制。

8.2.2 增强子及其对转录的影响

增强子是指能使与它连锁的基因转录频率明显增加的 DNA序列，最早发现于 SV40

早期基因的上游，有两个长 72 bp的正向重复序列。病毒、植物、动物和人类正常细胞中

都发现有增强子存在。重组实验表明，如果把 SV40增强子上的两个72 bp重复序列同时

删除，基因表达的水平会降低很多。但如果把该增强子的一个重复序列放回原处或重组

DNA的任何位置上，则基因转录正常。如果将人β-血红蛋白基因克隆到带有72 bp重复

序列的 DNA上，这个基因在体内的表达将提高 200倍以上，即使72 bp序列位于该基因
转录起始位点上游3 kb 对或下游2.5 kb，仍不例外。

作为基因表达的重要调节元件，增强子通常具有下列特性∶

①增强效应十分明显。一般能使基因转录频率增加10~200倍，有的可以增加上

千倍，如经人巨大细胞病毒增强子增强后的珠蛋白基因表达频率比该基因正常转录高

600~1000倍。

②增强效应与其位置和取向无关。不论增强子以什么方向排列（5s'→3'或3'→5'），

甚至与靶基因相距3000碱基对或在靶基因下游，均表现出增强效应。

③大多为重复序列，一般长约50bp，适合与某些蛋白因子结合。其内部常含有一个

核心序列∶（GTGGA/TA/TA/T（G），该序列是产生增强效应时所必需的。

④ 其增强效应有严密的组织和细胞特异性，说明增强子只有与特定蛋白质（转录因

子）相互作用才能发挥功能。
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⑤没有基因专一性，可以在不同的基因组合上表现增强效应。

⑥ 许多增强子还受外部信号的调控，如金属硫蛋白基因启动区上游所带的增强子，

就可以对环境中的锌、镉浓度做出反应。

那么，增强子的作用原理是什么呢?由于增强子常在电镜下呈现环状结构，其活性与
半周 DNA 双螺旋（5 bp）的奇、偶倍数有关，表明它的功能受 DNA 双螺旋空间构象的影响。

增强子可能有如下3种作用机制∶①影响模板附近的 DNA 双螺旋结构，导致 DNA 双螺

旋弯折或在反式作用因子的参与下，以蛋白质之间的相互作用为媒介形成增强子与启动

子之间"成环"连接，活化基因转录;②将模板固定在细胞核内特定位置，如连接在核基质

上.有利于DNA拓扑异构酶改变DNA双螺旋结构的张力，促进 RNA聚合酶Ⅱ在DNA链

上的结合和滑动;③增强子区可以作为反式作用因子或 RNA聚合酶Ⅱ进入染色质结构的

"入口"。
在研究工作中，科研工作者利用增强子的功能构建T-DNA序列。例如用4倍重复的

CaMV的 35S增强子序列可以大大增强目的基因的转录。若通过转基因方法将该T-DNA

片段整合到植物基因组中，植物基因组上与T-DNA插人位点相近的基因表达量增高，就

能获得这个基因过表达的转基因植物。

另外，科研工作者还构建包含一个报告基因（lacZ）和基本启动子的转化载体，将其整

合到基因组中。这段启动子本身不足以启动报告基因，但是如果插入位点附近有增强子.

报告基因就会表达。因此只要通过观测报告基因的表达情况（如时空特异性等）就可以知

道这个增强子的作用，进而研究由这个增强子调控的内源基因的表达特性。

8.2.3 反式作用因子

真核生物启动子和增强子是由若干DNA 序列元件组成的，由于它们常与特定的功能

基因连锁在一起，因此被称为顺式作用元件。这些序列组成基因转录的调控区，影响基因

的表达。在转录调控过程中，除了需要调控区外，还需要反式作用因子（（留8-13）。根据不同

功能，常将反式作用因子分为以下3类∶具有识别启动子元件功能的基本转录因子、能识

别增强子或沉默子的转录调节因子，以及不需要通过DNA-蛋白质相互作用就参与转录

调控的共调节因子（transcriptional regulator / co-factor）。

实验中，常将前两类反式作用因子统称为转录因子（transcrption factor，TF），包括转录
激活因子（transcriptional activator））和转录阻遏因子（transeriptional repressor）。这类调节蛋

白能识别并结合转录起始点的上游序列或远端增强子元件，通过DNA-蛋白质相互作用
而调节转录活性，并决定不同基因的时间、空间特异性表达。共调节因子本身无 DNA结

合活性，主要通过蛋白质-蛋白质相互作用影响转录因子的分子构象，从而调节转录活

性。实验中，常将与转录激活因子有协同作用的那一类共调节因子称为共激活因子，将与

转录阻遏因子有协同的作用那一类共调节因子称为共阻遏因子。所有共激活因子都能识

别靶位点（启动子、增强子），而靶位点的特异性则由 DNA结合域的特定序列决定。DNA

结合域结合在特定的序列上，从而将激活因子上的转录激活域带到基础转录区域附近。
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图8-13 真核生物

有活性条件非活性条件 中转录因子活性调
节的主要方式蛋白质合成 rwuOyww同源域蛋白∶ 无蛋白质

了学了？蛋白质磷酸化之之之之之子HSTF:
非活性蛋白

rwuguL之之之之之之 蛋白质去磷酸化AP1un/Fos):
非活性蛋白

之之多乡rwuuwswL
配体结合类固醇受体∶

非活性蛋白

之子各夕rouswuuu
去掉抑制因子NF-xB:

非活性蛋白
与抑制因子结合

之之之、之之之之之
更换结合蛋白

HLH(MyoD/ID): 非活性蛋白与
非活性因子结合

通常情况下直接作用的激活因子具有 DNA结合域和转录激活域。没有转录激活域的激

活因子可能与具有转录激活域的共激活因子一起行使功能。基础转录区域中许多元件是

激活因子的靶位点。

一般认为，如果某个蛋白质是体外转录系统中起始 RNA 合成所必需的，它就是转录
复合物的一部分。根据各个蛋白质成分在转录中的作用，能将整个复合物分为3部分∶

① 参与所有或某些转录阶段的RNA聚合酶亚基 不具有基因特异性。

②与转录的起始或终止有关的辅助因子 不具有基因特异性。

③与特异调控序列结合的转录因子 它们中有些被认为是转录复合物的一部分，因

为所有或大部分基因的启动区都含有这一特异序列。更多的则是基因或启动子特异性结

合调控蛋白，它们是起始某个（类）基因转录所必需的。

科研工作者根据顺式作用元件和反式作用因子间能够互相作用的原理，创造出酵母
双杂交实验、酵母三杂交实验等实验技术（图8-14）。

在植物学相关领域，科研工作者利用相关原理构建出诱导型的含有标签的转化载体。

首先.设计特殊的启动子，保证融合的转录因子（包括 DNA结合域、转录激活域和受体调
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控域）组成性表达。一旦实验图8-14 酵母三杂
交基本原理

中加入化学小分子，该小分子
酵母三杂交常用于实 RNARNA 与受体调控结构域相结合，导验分析蛋白质和RNA 结合域2 激活域之间的互作关系。实

致融合表达的转录因子构象发验将一个蛋白A与 蛋白BRN/DNA结合域蛋白融合 生变化，由细胞质转移进人核结合域1表达，将另一个蛋白B
内。融合蛋白就能特异性识别蛋白A与能够激活下游信号

的激活域蛋白融合表 DNA 相关的 DNA结合域并与之结
结合域达，当有RNA能与蛋

合，该蛋白质的转录激活域就白A、蛋白B互相作用
时，由于DNA结合域

能激活相关基因高水平表达。
报告基因蛋白结合在DNA结 DNA结合位点

合位点，将激活域拉到 在诸多转录因子中被广
恰当的结构位点，从而

泛研究的主要有识别TATA区激活下游报告基因。

的 TFⅡD，识别CAAT区的 CTF，识别 GGGCGG的 SP1以及识别热激蛋白启动区的 HSF。

已知每个细胞中可含有约 60 000个SP1.而 CTF的含量则高达每细胞 300 000个。在

SV40早期基因启动子区，从-70~-110区，有6个GC区同方向串联排列，基因活跃表达

时，6个区全部与SP1结合。在胸腺嘧啶激酶基因的启动子上，各有一个GC 区分别位于

TATA区和CAAT区5'上游端。研究认为，SP1与GC区结合后，可同时在 DNA链的不同

方向与CAAT区结合因子（CTF或NF1）及TATA区结合因子TFⅡD发生作用，从而促进
RNA聚合酶Ⅱ识别特定类型的启动子。

1.DNA识别或结合域

反式作用因子是能直接或间接地识别或结合在各类顺式作用元件核心序列上（表8-3，
参与调控靶基因转录效率的蛋白质。

常见的 DNA结合域包括碱性氨基酸结合域、酸性激活域、谷氨酰胺（Q）富含域、脯氨

酸（P）富含域等。通常情况下，配体调节受体大多有 DNA结合域和转录激活域。而甾醇

类受体通常都是转录因子，其N端都有保守的 DNA结合域，C端都有激素结合域。

表8-3 部分球蛋白基因5'调控区序列的保守性比较

30区-80区基 因
小鼠β" GTATATAAAGGCCAATCTGCTC

小服β AGCA/TAAGGGCCAATCTGCTC

兔β GGCATAAAAGGGCCAATCTAC--

山羊 GGCATAAAAGAGCCAATCTGCTC

山羊 GGCATAAAGAGCCAATCTGCTC

人β GGCATAAAAGGGCCAATCTACTC

人δ AACCAATcTGCTC -GCATAAAAG
人A" GACCAATAGcCTT GGCATAAAAG
人G GGCITAAAAGGACCAATAGCCTT
人a GGCATAAAAGGACCAMATGACTTT

注∶斜体表示高度保守的序列。
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图8-15 同源域蛋

螺旋1和2靠在外侧 白通过其第三个螺
旋与双链DNA的N端多余臂部分与小沟结合
大沟相结合，其N37
端的延伸部分则与

/N
DNA的小沟 相结

28
合，提高了稳定性10

22

螺旋3位于DNA的大沟中

（1）螺旋-转折-螺旋（helix-turn-helix，H-T-H）结构

这一类蛋白质分子中有至少两个α螺旋，中间由短侧链氨基酸残基形成"转折"，

近羧基端的α螺旋中氨基酸残基的替换会影响该蛋白质在 DNA 双螺旋大沟中的结

合。控制酵母交配型 MAT基因座以及果蝇体节发育的调节基因（antp、ftz、ubx）等同源盒
（homeobox）基因所编码的蛋白都有H-T-H结构。与DNA相互作用时，同源域蛋白的第一、

二两个螺旋往往靠在外侧，其第三个螺旋则与 DNA大沟相结合，并通过其N 端的多余臂

与DNA的小沟相结合图8-15）。

同源域是指编码 60个保守氨基酸序列的 DNA片段，它广泛存在于真核生物基因组

内，由于最早从果蝇 homeotic loci（该遗传位点的基因产物决定了躯体发育）中克隆得到

而命名，同源转换基因与生物有机体的生长、发育和分化密切相关。许多含有同源转换区

的基因具有转录调控的功能，同源转换区氨基酸序列很可能参与形成了DNA结合区。表

8-4总结了部分含同源转换区转录因子所识别的 DNA序列，Oct-1、Oct-2与Pit-I/GHF-1

所识别的核心序列仅有一个碱基之差，而果蝇 en、ftz和ubx基因产物能识别完全相同的

DNA序列。eve基因产物除识别与前者相同的序列外，还识别另一个靶序列。

表8-4 含有同源转换区的转录因子及其DNA 靶序列

蛋白因子 靶DNA序列
Oet-1.Oet-2 ATTTGCAT

TATGCATAAPit-1/GHF-1

EN、FTZ、UBX TCAATTAAAT
Eve TCAATTAAAT TCAGCACCG
Bicoid TCAATCCC

Oct-1和Oct-2专一结合于启动子内8碱基区，它们都含有75个氨基酸的 pou 区和

60个氨基酸的同源转换区。尽管Oct-1和Oct-2中的同源盒与经典的果蝇同源转换区变

异较大（60个氨基酸中只有20个相同，外加 8个保守性替换），该区在这两个蛋白质中却

是高度保守的（60个氨基酸中有53个相同）。哺乳类转录因子Pit-1/GHF-1及线虫 unc-
86基因中都存在类似于 Oct-1的结构。分析 20个含同源转换区的果蝇基因发现，该区
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图8-16 各种同源
螺旋1N端域DNA结合蛋白中 -Q 20

EN Glu Lys Arg Pro Arg Thr Ala Phe Ser Ser Glu GIn Leu Ala Arg Leu Lys Arg Glu Phe Asn Ghu保守序列分析
Antp Arg LysArg Gly ArgGlnThrThr Thr Arg Tyr Gin Thr LeuGluLeu Glu Ly Glu Phe His Phe
Oet-2 ArgArg LysLysArgThrser Ile Glu ThrAsn Val Arg Phe Ala Leu Glu Lys Ser PheLeuAla

40螺旋230

EN Asn Arg Tyr Leu Thr Glu Arg Arg Arg Glu Glu Leu Ser Ser Glu Leu Gly Leu
Antp Asn Arg Tyr Leu Thr Arg Arg Arg Arg Ile Glu Ile Ala His AlaLeu Cys Leu
Oet-2 Asn Glu Lys Pro Thr Ser Glu Glu Ile Leu Leu Ile Ala Glu GIn Leu His Met

螺旋3 6041 50
AsnGlu Ala GIn le Lys e Trp Phe GinAsn Lys Arg Ala Lys Ile LysLys Ser ASnEN 

Antp ThrGluArgGIn lleLys 1le Trp Phe GInAsnArg Arg MetLysTrp LysLysGluAsn
Oet-2 Glu Lys Glu Val Hle Arg Val Trp Phe CysAsn Arg Arg GIn Lys Glu LysArg Ile Asn

的保守性高达 80?0???使与亲缘关系很远的哺乳类同源转换区相比较，同源率也在

35??40??上（图8-16）。突变 Oct-2或果蝇eve 和ftz基因同源转换区某些核苷酸，可以
完全防止这些转录因子与DNA相互作用。一般认为，同源转换区蛋白之所以具有转录调

节功能，与这些蛋白质C 端类似于原核基因阻遏物螺旋-转角-螺旋结构有关。

（2）锌指（zinc finger）结构

锌指结构家族蛋白大体可分为锌指、锌扭（twist）和锌簇（cluster）结构，其特有的半胱

氨酸和组氨酸残基之间氨基酸残基数基本恒定，有锌参与时才具备转录调控活性。重复

的锌指结构都是以锌将一个α螺旋与一个反向平行β片层的基部以锌原子为中心，通过

与一对半胱氨酸和一对组氨酸之间形成配位键相连接，锌指环上突出的赖氨酸、精氨酸

参与DNA的结合。由于结合在大沟中重复出现的α螺旋几乎联成一线，这类蛋白质与

DNA的结合很牢固，特异性也很高。类固醇激素受体家族含有连续的两个锌指结构，其
中两个锌原子将两个α螺旋装配成类似H-T-H的结构，再以同源或异源性二聚体的方

图8-17 典型的类
固醇激素受体结构

示意图 20,雪 岂
10(

D 60

40 807030MKETRY RLRKCYEVGMMKGGIRKDRRGGKAFFKRSIQGHNDYM

-CO00-HN-
激素结合区DNA结合区转录激活区

（序列和长度都可变）（其序列和长度都有变化）（66~68个残基，
高度保守））
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式将两个α螺旋结合在相邻的两个大沟中（图8-17）。

大部分蛋白质中的锌指区都聚合成一组，但也发现少量蛋白质如果蝇中的

Hunchback 因子，有不止一个锌指簇。锌指簇在这些调控蛋白上的分布也很不相同，在

ADR1中，锌指区只占一个很小的结构区，而在TFⅢA中，整个蛋白质几乎被各个锌指区

所覆盖。由于锌指区最早是从 RNA聚合酶Ⅱ和Ⅲ的转录因子中发现的，所以一般认为，某

个蛋白质如果拥有一个或多个成簇的锌指区，那么它就很可能是转录因子，这就是为什么

尽管我们不了解TDF、Kruppel 及Hunchback的功能，但仍把它们归纳在表8-5中的原因。

表8-5 一些转录因子和蛋白质通过 Cys2/His2 与DNA相结合

DNA结合区/bp 功能靶序列蛋白质 来源 相对分子质量 锌指数

哺乳类 55基因a7.3×106TFⅢA 50 与RNA聚合酶Ⅲ作用，
促进5S基因转录

哺乳类 GC区1.1×10SPI 10 与RNA聚合酶Ⅱ作用，“
广泛性调控因子

22果蝇 1.5×10ADR ADH2基因 与RNA聚合酶Ⅱ作用，2
激活 ADH2 基因

吨乳类 “ 予” 决定雄性性别TDF 叫 。
胚胎分化果蝇 雪”Krppel 6.0×10 的 雪”
胚胎分化s=果缝 ++28.0×10'Hunchback

此外，有些锌指蛋白具有不同的序列∶

Gys—X2一Cys—X—Cys—X，一Cys
这一结构被称为Cys2/Cys2锌指，表8-6是部分具有这种锌指的转录因子及其一般

特征。从表中可以看出，这些蛋白质一般不具有大量重复性锌指，它们与DNA的结合区

域短而具有对称性。删除突变分析证实，锌指区是这些蛋白质与 DNA相结合所必需的。
有人将雌激素受体蛋白中的两个锌指区删去，换上从糖皮质素受体中切出来的两个锌指

区后发现.这个融合蛋白只能与糖皮质素受体基因靶序列GRE 相结合，而不再识别雌激

素受体基因本身的靶序列 ERE，说明这类调控蛋白中的锌指区在与靶序列相结合的过程

中起着主导作用。

表8-6 具有Cys2/Cys2 锌指区的转录因子

蛋自 相对分子质量 锌指数 靶序列
GRE中20 bp皮质糖受体 9.4×10* 。”“ ERE中20bp雌激素受体 6.6×10*

199×10*GAL4 UAS。中17bp
腺病毒 EIA -约3.0×10

实验表明Cys2/Cys2 锌指区与Cys2/His2锌指区是不同的。如果把固醇类受体蛋白

锌指区中的后两个Cys突变成为 His，那么靶基因就不会被这个经过改造的转录因子所识

别和激活。
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图8-18 ZFN技术
原理模型

Fok1

fok1

锌指结构中每一个α螺旋可以特异地识别3~4个碱基。利用不同的锌指结构识别

特异 DNA序列的特点以及核酸酶能够切断靶 DNA的原理，科研工作者获得了一类被称

为锌指核酸酶（zinc-finger nucleases，ZFN）的新型限制性内切核酸酶。根据改变锌指结构

通用序列中7个X序列就能识别不同的DNA序列这一特征，人工设计识别特异DNA序

列的α螺旋，用TGEK 作为螺旋间的连接序列，构建成对人工锌指结构域和FokⅠ融合蛋

白（ZFN），就能在指定区域切断 DNA双链（图8-18）。目前，科研工作者已利用ZFN技术进

行多种基因编辑或基因敲除实验，已建成能识别多种 DNA 序列的ZFN 库。现在还不能

识别所有随机挑选的 DNA序列。

（3）碱性 -亮氨酸拉链（basic-leucine zipper）
即 bZIP结构图8-19），是肝、小肠上皮、脂肪细胞以及某些脑细胞中存在的一大类C/

EBP家族蛋白质，它们的特征是能够与 CCAAT区和病毒的增强子结合。C/EBP家族蛋白

的羧基端35个氨基酸残基具有能形成α螺旋的特点，其中每隔6个氨基酸就有一个亮氨

酸残基，这就导致第7个亮氨酸残基都在螺旋的同一方向出现。由于这类蛋白质都以二

聚体形式与DNA结合，两个蛋白质α螺旋上的亮氨酸一侧是形成拉链型二聚体的基础。

然而，亮氨酸拉链区并不能直接结合 DNA，只有肽链氨基端 20~30个富含碱性氨基酸结

构域与DNA结合。若不形成二聚体，该碱性区对 DNA的亲和力明显降低。所以，这类蛋

白质的 DNA 结合结构域实际是以碱性区和亮氨酸拉链结构域整体作为基础的（图s-20m。

来源 调控蛋白 氨基酸序列 6-氨基酸残基
亮氨酸拉链连接区DNA结合区

NNIAVR图SRDKAKQRNVETQQKVLETTSDNDRERKRVEQISRELDTRGrC/EBP DKNSNEYRVRRI
哺乳动物 KRKLERI ARE EKVKTLKAON SELASTANMTEQVAOLKQ-Jun SQE RI KAERKRMRNRIAASkQRK

LFosE ER RRIRRIRRERNKMAAAKNRRRELTDTlQAETDOllEDKKSALQTEIANKEKEKLEF-
TEAARRsRARKLQRMKOE DKVEELSKNYHENEVARkKLVGEgGCN4 PE SSDP AALKRARN

酵母
鸡保守序列--------- ---------1------------工-=-

不变残基天冬酰胺

图8-19 碱性亮氨酸拉链结构域转录激活因子序列比较
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图8-20 碱性亮氨
酸拉链转录激活蛋位于螺旋疏水区的

亮氨酸相互作用 白与调控区DNA相
结合的示意图

碱性区与DNA结合碱性区与DNA结合

O0000000
亚基1 （亚基2o由由由由田由由

（4）碱性-螺旋-环-螺旋（basic-helix/loop/helix）

即 bHLH结构。在免疫球蛋白k 轻链基因的增强子结合蛋白E12与 F47中，羧基端

100~200个氨基酸残基可形成两个双性α螺旋，被非螺旋的环状结构所隔开，蛋白质的氨基

端则是碱性区，其DNA结合特性与亮氨酸拉链类蛋白相似。肌细胞定向分化的调控因子

MyoD-1、原癌基因产物 Myc 及其结合蛋白 Max等都属于bHLH蛋白。研究发现，bHLH类
蛋白只有形成同源或异源二聚体时，才具有足够的 DNA结合能力。当这类异源二聚体中

的一方不含有碱性区（如Id或E12蛋白）时，该二聚体明显缺乏对靶 DNA的亲和力图S-21）。

图8-21 hHLH蛋
白的DNA结合能力无碱性区的HLH蛋白不能结合DNAbHLH蛋白形成二聚体，能结合DNA
分析

-HLHHLH-

碱性区 没有碱性区

E2/ldMyoD/E12
或 或

AC-S/an AC-S/eme

没有足够的对DNA亲和力，
不能与DNA 结合

NQQ
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2.转录活化结构域

在真核生物中，反式作用因子的功能由于受蛋白质-蛋白质之间相互作用的调节变

得精密、复杂，完整的转录调控功能通常以复合物的方式来完成，这就意味着并非每个转

录因子都直接与DNA结合。因此，是否具有转录活化域就成为反式作用因子中唯一的结

构基础。反式作用因子的功能具有多样性，其转录活化域也有多种，通常依赖于 DNA结

合结构域以外的 30~100个氨基酸残基。不同的转录活化域大体上有下列几个特征性

结构∶
①带负电荷的螺旋结构 哺乳动物细胞中糖皮质激素受体的两个转录活化域，AP1

家族的Jun 及GAI4都有酸性的螺旋结构，这种酸性螺旋结构特异性诱导转录起始的活

性并不是很强，它们可能与TFⅡD复合物中某个通用因子或RNA聚合酶Ⅱ本身结合，并

有稳定转录起始复合物的作用（图8-22）。

②富含谷氨酰胺的结构 SP1是启动子GC盒的结合蛋白，除结合 DNA 的锌指结构

以外，SP1共有4个参与转录活化的区域，其中最强的转录活化域很少有极性氨基酸，却

富含谷氨酰胺，达该区氨基酸总数的 25??右。哺乳动物细胞中的 Oet1/2、Jun、AP2、血

清应答因子（SRF）等都有相同的富含谷氨酰胺的结构域。

③富含脯氨酸的结构 CTF-NF1因子的羧基端富含脯氨酸（达20?0??，很难形
成α螺旋。在Oct2、Jun、AP2、SRF 等哺乳动物因子中也有富含脯氨酸的结构域。

利用顺式作用元件和反式作用因子间相互作用的原理，科研人员研发了许多调控

基因表达的技术。其中最新的应用当属TALEN技术（TALEN=transcrption activator-like
effector+FokI nuclease fusion protein），该技术利用转录激活因子34个氨基酸重复肽段中

第 12、13个氨基酸可以特异识别 DNA单个碱基的特性，串联合成可识别目的碱基序列的

（a）GAL4酸性结构域
DSAAAHHDNSTIPLDF MPREALH
GFDWSEEDDMSDGLPFLKTDPNNNGF

（b）SPI谷氨酰胺结构域

QGQTPQRVSGLOGSDALMIQQNQTSGGSLAGQQKEGEQNQQTQooQLPQLVO。。
GG夏ALQAL夏AAPLSGQTFTT夏AIs夏ETL夏NLQAVPNSGPIIRTPRVGPNGQVsw
QTL夏LQNLQVANPQAQTITLAPM度GVSLG度

（c）富含脯氨酸结构域

PHLNEQDELKLVSLACDEASQQMGRLNGSGQLKMESHCLSAQMLmPPRGLR
LPPATKEATTSEGGATSESYSEEDTSEpp

图8-22 常见的转录活化结构域
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图8-23 TALEN的

作用原理34个氨基酸重复序列 NLSAD NG=T
COOH HD=CNH2- NI=A

N =Gor.A
LTPEQVAIASNGGKQALETVORLPVLCQAHG

TALE 蛋白，与内切核酸酶FokI融合表达，可切割特异识别序列下游9~13 bp.从而实现

敲除指定内源基因的功能（图 8-23）。

8.3 真核基因表达的染色质修饰和表观遗传调控

在真核生物中，发生在转录之前的、染色质水平上的结构调整，称之为基因表达的表

观遗传调控，主要包括DNA修饰（DNA甲基化）和组蛋白修饰（组蛋白乙酰化、甲基化）两

个方面。

8.3.1 真核生物 DNA水平上的基因表达调控

分子生物学的最新研究表明，在个体发育过程中，用来合成RNA的 DN\模板也会发

生规律性变化，从而控制基因表达和生物体的发育。

高度重复基因的形成通常与个体分化阶段DNA的某些变化有关例如.一个成熟的

红细胞能产生大量的可翻译出成熟珠蛋白的mRNA，而其前体细胞却不产生珠蛋白。许

多情况下，这种变化是由于基因本身或它的拷贝数发生了永久性变化。这种DNA水平的

调控是真核生物发育调控的一种形式，它包括了基因丢失、扩增、重排和移位等方式，通过

这些方式可以消除或变换某些基因并改变它们的活性。这些调控方式与转录及翻译水平

的调控是不同的，因为它使基因组发生了改变。

1."开放"型活性染色质（active chromatin）结构对转录的影响

真核基因的活跃转录是在常染色质上进行的。转录发生之前，染色质常常会在特定
的区域被解旋松弛，形成自由 DNA。这种变化可能包括核小体结构的消除或改变、DNA

本身局部结构的变化甚至从右旋型变为左旋型（Z-DNA）等，这些变化可导致结构基因暴

露，促进转录因子与启动区 DNA结合，诱发基因转录。

用 DNA 酶Ⅰ处理各种组织的染色质时，，发现处于活跃状态的基因比非活跃状态的

DNA更容易被 DNA酶Ⅰ所降解。鸡成红细胞（erythroblast）染色质中，β-血红蛋白基因

比卵清蛋白基因更容易被 DNA 酶Ⅰ切割降解。与此相反，鸡输卵管细胞的染色质中被

DNA 酶Ⅰ优先降解的是卵清蛋白基因，而不是β-血红蛋白基因。那么，活跃状态的 DNA

为什么更易于受核酸酶的攻击而降解呢?研究发现，活跃表达基因所在染色质上一般含

有一个或数个DNA酶Ⅰ超敏感位点（hypersensitive site），它们大多位于基因5'端启动区，

少数在其他位置。非活性态基因的5'端相应位点却不表现对 DNA酶I的超敏感性。果

蝇唾腺染色体中，胶原蛋白基因 sgs4 的转录区上游 330碱基对和 405 碱基对左右各有一
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图8-24 ""灯刷形"
(a) (b)染色体（a）及存在

于"活性"染色质区
的环状DNA结构b）

（a）中箭头所示为不同
姐妹染色体对之间的
交叉点。

个超敏感位点，有突变体缺失了包括这两个超敏感位点大约 100个碱基对的 DNA序列后就

不再具备合成胶原蛋白的能力，说明两个完整的超敏感位点是sgs4基因转录所必需的。

鸡成红细胞中β血红蛋白基因5'端-50~-280碱基对区是超敏感位点。有人用专

一切割单链 DNA的 SI核酸酶处理该基因活跃表达的染色体 DNA，证实有 DNA 被水解，
说明该基因活跃表达时启动区部分序列可能解开成单链.从而不能继续缠绕在核小体上，

使启动区DNA"裸露"在组蛋白表面，形成了对 DNA 酶I的超敏感现象。上述事实充分

说明，超敏感位点的产生可能是染色质结构规律性变化的结果。正是由于这种变化，使

DNA容易与 RNA聚合酶和其他转录调控因子相结合，从而启动基因表达，同时也更易于

被核酸酶所降解。

有证据表明，存在于"灯刷形"染色体（lamp brush）上的环形结构可能与基因的活

性转录有关（图8-24）。"灯刷形"染色体只有在两栖类动物卵细胞发生减数分裂时才能被

观察到，它是染色体充分伸展时的一种形态。此时，两对姐妹染色体常常通过"交叉点"

（chiasmata）连成一体【图8-24（a）】。高倍电镜下观察发现，灯刷形染色体上存在许多突起

的"泡"状或"环"状结构，有时还能看到 RNP沿着这些突起结构移动，表明这些 DNA 正

在被 RNA聚合酶所转录【图8-24（b）】。H尿嘧啶核苷酸标记实验表明，最活跃的 DNA

转录区结构较为伸展，形成蓬松区。

2.基因扩增
基因打扩增是指某些基因的拷贝数专一性大量增加的现象，它使细胞在短期内产生大

量的基因产物以满足生长发育的需要，是基因活性调控的一种方式。例如，非洲爪蟾的卵

母细胞中原有rRNA基因（rDNA）约500个拷贝，在减数分裂Ⅰ的粗线期，这个基因开始

迅速复制，到双线期它的拷贝数约为200万个，扩增近4 000倍，可用于合成101个核糖体，

以满足卵裂期和胚胎期合成大量蛋白质的需要。在基因扩增之前，整个rDNA 区位于单

个核仁中（人们发现大部分动物细胞中都有这种含rDNA的核内小体）。在该细胞发育成

卵母细胞的过程中（约3周时间），不但rDNA数量猛增，核仁数量也大大增加，每个核中

可有几百个这样的小核仁。一旦卵母细胞成熟，多余的rDNA就没有用了，将被逐渐降解。

受精之后，染色体DNA开始复制，并通过有丝分裂的方式，不断扩大细胞群体。在此期间，

售
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春

多余的rDNA继续被降解，直到分裂产生几百个细胞时，rDNA的过剩现象就不复存在了。

3.基因重排与变换
将一个基因从远离启动子的地方移到距它很近的位点从而启动转录，这种方式被称

为基因重排。通过基因重排调节基因活性的典型例子是免疫球蛋白结构基因和T细胞受

体基因的表达，前者是由 B淋巴细胞合成的，而后者则由T淋巴细胞合成。免疫球蛋白

的肽链主要由可变区（V区）、恒定区（C区）以及两者之间的连接区（J区）组成（（表8-7，V、C

和.J基因片段在胚胎细胞中相隔较远。编码产生免疫球蛋白的细胞发育分化时.通过染

色体内 DNA重组把4个相隔较远的基因片段连接在一起，从而产生了具有表达活性的免

疫球蛋白基因《图 8-25）。

表8-7 人类基因组中免疫球蛋白基因主要片段的数量比较

基因片段数量
成分 染色体基因位点 cJD”

工重链 9IGH 工 86 场 ；55轻链（K链） IGK 76。 心
？轻缝（X键） GL 5222 70

此外，人血红蛋白基因表达也有这种现象。β链基因家族的调节基因和受体基因原

来是被间隔序列分隔开的，因此这些结构基因没有活性。在胚胎发育早期，由于间隔序列

S，缺失，导致调节基因R，和受体基因A，连接在一起，形成调节启动基因（R，A），邻近的结

构基因转录产生 ε 肽链。在胚胎发育后期（3~9个月），由于间隔序列S，，缺失，使调节基

因R2和A，连接在一起，形成调节启动基因（R4A），邻近的结构基因转录产生 γ肽链。人
出生以后，由于S，的缺失，形成了R，A调节启动基因，激活β和 δ结构基因转录，产生β

和 δ 肽链。α肽链基因的变换也按这个模式进行，形成了人类血红蛋白肽链组成的规

图8-25 免疫球蛋
() 白重链基因片段14号染色体

重排与组织特异性
表达86V基因片段 9/基因片段

11C基因片段30D基因片段100kb

b)
RR?.

金

：
VD C
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律性变化。

8.3.2 DNA甲基化与基因活性的调控

DNA甲基化是最早发现的修饰途径之一，这一修饰途径可能存在于所有高等生物中

并与基因表达调控密切相关。大量研究表明，DNA甲基化能关闭某些基因的活性，去甲

基化则诱导了基因的重新活化和表达。DNA甲基化能引起染色质结构、DNA构象、DNA

稳定性及 DNA与蛋白质相互作用方式的改变，从而控制基因表达。研究证实，CpG二核

苷酸中胞嘧啶的甲基化导致了人体 1/3以上由于碱基转换而引起的遗传病。我们将在本

节中对 DNA甲基化和去甲基化的机制、DNA甲基化对发育过程中基因表达的调控以及

与之有关的研究进展作一简述。

1.DNA的甲基化
DNA甲基化修饰现象广泛存在于多种有机体中。在染色体水平上，DNA甲基化在着

丝粒附近水平最高;在基因水平上，DNA甲基化高水平区域涵盖了多数的转座子、假基因

和小RNA编码区。甲基化似乎对于长度较短的基因有较强的转录调控能力.而对长基因

的调控能力十分微弱。实验证明，这个过程不但与DNA复制起始及错误修正时的定位有

关，还通过改变基因的表达参与与细胞的生长、发育过程及染色体印迹、X染色体失活等的

调控。DNA甲基化主要形成5-甲基胞嘧啶（5-mC）和少量的N-甲基腺嘌呤N-mA）及7-
甲基鸟嘌呤（7-mG，图8-26）。在真核生物中，5-甲基胞嘧啶主要出现在CpG序列、CpXpG、

图8-26 5-甲 基
飞。 NH胞嘧啶、N_甲基腺

嘌呤和7-甲基鸟嘌 H3C、
呤结构式

甲基化
西

H 念”
胞嘧啶 5甲基胞嘧啶

NH-CH3NH。

甲基化
田 H

N-甲基腺嗪呤腺嘌呤

o=< o= 它。
HN

甲基化 HNH2N
冯 H

鸟嘌呤 7-甲基鸟嘌呤
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。
CCA/TGG和GATC中。因为高等生物 CpG二核苷酸序列中的C通常是甲基化的，极易自 
发脱氨，生成胸腺嘧啶，所以CpG二核苷酸序列出现的频率远远低于按核苷酸组成计算出

的频率。由于这些CpG二核苷酸通常成串出现在 DNA上，这段序列往往被称为CpG岛。

真核生物细胞内存在两种甲基化酶活性∶一种被称为日常型甲基转移酶，另一种是
从头合成型甲基转移酶，前者主要在甲基化母链（模板链）指导下使处于半甲基化的 DNA

双链分子上与甲基胞嘧啶相对应的胞嘧啶甲基化。该酶催化特异性极强，对半甲基化的

DNA有较高的亲和力，使新生的半甲基化 DNA 迅速甲基化.从而保证 DNA复制及细胞

分裂后甲基化模式不变。后者催化未甲基化的CpG成为 mCpG，它不需要母链指导，但速

度很慢。这类甲基化酶是导致特异基因受甲基化调控的主要因子，在基因表达的表观遗

传学研究中有十分重要的地位。

2. DNA 甲基化抑制基因转录的机制

DNA甲基化导致某些区域 DNA构象变化，从而影响了蛋白质与 DNA的相互作用，
抑制了转录因子与启动区DNA的结合效率。研究表明，当组蛋白H，与含CCGG序列的

甲基化或非甲基化 DNA分别形成复合体时.DNA的构型存在着很大的差别，甲基化达到

一定程度时会发生从常规的B-DNA向Z-DNA的过渡。由于Z-DNA结构收缩，螺旋加深，

使许多蛋白质因子赖以结合的元件缩入大沟而不利于基因转录的起始。有实验用序列相

同但甲基化水平不同的 DNA为材料，比较其作为RNA聚合酶转录模板的活性，发现甲基

的引入不利于模板与RNA 聚合酶的结合，降低了其体外转录活性。

5-甲基胞嘧啶在 DNA上并不是随机分布的，基因的5'端和3'端往往富含甲基化位

点，而启动区 DNA分子上的甲基化密度与基因转录受抑制的程度密切相关图8-27。对
于弱启动子来说，稀少的甲基化就能使其完全失去转录活性。当这一类启动子被增强时

（带有增强子），即使不去甲基化也可以恢复其转录活性。若进一步提高甲基化密度，即使

图8-27 DNA甲基
启动子强度 甲基化 高密度CpG低密度CpG 化对基因转录的抑

制作用弱 妥己子飞名9?|???Q 99 箭头粗细表示转录活
性强弱，空心圆表示
DNA未甲基化，小黑
点表示DNA甲基化，

弱 椭圆形表示 MeCPI松
散结合，长方形表示
MeCPI紧密结合。

强 o ? ? ? ole 8 9 9

强 窄省省省省

CpG 岛
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增强后的启动子仍无转录活性。因为甲基化对转录的抑制强度与 MeCP1（（methyl CpG-

binding protein 1）结合 DNA的能力成正相关，甲基化CpG的密度和启动子强度之间的平
衡决定了该启动子是否具有转录活性。

研究证实，小鼠α-珠蛋白基因和人y-珠蛋白基因内CpG密度较低，前者1.4 kb序

列内含有28个CpG（相当于每50 bp 有一个CpG）.后者3.3 k序列内含有26个CpG（相

当于每126 bp有一个CpG），而人α-珠蛋白基因内 CpG密度很高，1.5 kb序列中有141

个CpG（相当于每10 bp有一个CpG）圆8-28（a）。可以用细菌HhaI甲基转移酶处理人

α-珠蛋白基因使其低水平甲基化（平均每62个bp有一个mCpG，1.5kb序列中有24个

mCpG），也可以用SssI甲基化酶把该基因上所有CpG全部甲基化。将上述CpG密度不

同、甲基化水平也不同的基因导入人HeLa细胞发现，一旦CpG完全甲基化，这3个基因

都不表达。但如果在这些基因的启动区装上SV40增强子序列，CpG密度较低的基因如

小鼠α-珠蛋白基因和人 γ-珠蛋白基因就得到表达，高 CpC密度但只有部分甲基化的

图8-28 3个珠蛋
白的基因编码区及 (a)启动区的CpG，密度
比较（a）以及甲基 人α-珠蛋白基因
化对这些基因表达

强度的影响分析（b）

无∶没有甲基化;部∶部
-CpG

分甲基化。β-珠蛋白 小鼠α-珠蛋白基因
mRNA作为对照。

—- CpG
人r-珠蛋白基因

CpG
100bp

(b)

人产珠蛋自小c珠蛋自基因 Ka球蛋百

增强子 ×
无 全无 金 无 鱼 无 全无 部 全 无 部 全

·-一 ，

β-珠蛋白 ---- ---- --- ，。
mRNA
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。
人α-珠蛋白基因也能被转录，CpG密度高同时又完全甲基化的人α-珠蛋白基因仍然不

被转录图828《L）】。
DNA的甲基化还提高了该位点的突变频率。真核生物中5-mC主要出现在5'-CpG-3'

序列中，5-mC 脱氨后生成的胸腺嘧啶（T）不易被识别和矫正。因此，特定部位的5-mC

脱氨基反应，将在 DNA分子中引入可遗传的转化（C→T），若位点突变发生在 DNA功能

区域，就可能造成基因表达的紊乱。在脑瘤、乳腺癌和直肠癌细胞中，p53基因第 273位

密码子含CpG序列，常由 CGT突变为CAT或TGT（Arg→His或Cys）。在非小细胞肺癌

中p53基因该位点C→T的突变频率高达59.3??由于 CpG甲基化增加了胞嘧啶残基
突变的可能性，5-mC 也作为内源性诱变剂或致癌因子调节基因表达。

8.3.3 组蛋白乙酰化对真核基因表达的影响

蛋白质乙酰化普遍存在于生物体细胞内，涉及许多生理生化过程。目前主要研究组

蛋白乙酰化对基因表达调控的影响。

1.组蛋白的基本组成
组蛋白（histone）是组成核小体的基本成分，核小体（nucleosome）是组成染色质的基

本结构单元。核小体由组蛋白八聚体（由两个包含 H，A、HB、H、和H。的四聚体组成）和

缠绕两圈的 DNA组成。在相邻的核小体之间有一个20~200 bp 的间隔区，在电子显微

镜下，一列核小体看上去像一串珠子，每个珠子的直径大约是10 nm。另一个组蛋白H，

结合在核小体核心之外，起到稳定核小体序列和染色质的高级结构的作用。

2.核心组蛋白的乙酰化和去乙酰化

核心组蛋白朝向外部的N 端部分被称为"尾巴"，可被组蛋白乙酰基转移酶和去乙酰化

酶修饰，加上或去掉乙酰基团。图8-29是已报道的组蛋白N端"尾巴"主要被修饰位点。

图8-29 已知组蛋
白N端"尾巴"主要
被修饰位点
N.组蛋白N端;C，组HA HAH3BHAHB AB 蛋白C端;A，乙酰基

B 团;P，磷酸基团;M，甲H;耳H2年 基基团;Ub.泛素基
团;HAT，乙酰基转
移酶;HDAC，去乙酰C行 化酶。② -v120 u9， O( O存12 15 HAHB ，是n20e

K

)EAEDAC20 B耳 ③KI6
(120; K· 向5. (-) 。⑥ e④ PP 率肃：e K,

)
K

夕18（管 (e) -K、S一K?' G23 o.3
28 27 10
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图8-30 具有组蛋
白乙酰基转移酶活
性的蛋白质参与转

PCAF录调控示意图

p30 CEP

加））D09加0

3.组蛋白乙酰基转移酶

催化组蛋白乙酰化反应的是组蛋白乙酰基转移酶（histone acetyltransferase，HAT）。目

前已经发现的HAT酶主要有两类∶一类与转录有关，另一类与核小体组装以及染色质的

结构有关。HAT并不是染色质结合蛋白，但是可以通过与其他蛋白质相互作用来影响染

色质的结构。许多转录激活因子都有HAT活性（图8-30，与转录有关的HAT催化亚基是

酵母调控蛋白质 GCN5的同源物，而GCN5本身具有乙酰化组蛋白H、和H。的活性。

TAFⅡ250组蛋白乙酰基转移酶是TFⅡD复合物的一个亚基，它的主要功能是与启

动子结合协助起始转录，能使组蛋白H、和H，乙酰化。转录共激活子PCAF也能使这两
个组蛋白乙酰化。组蛋白乙酰基转移酶 p300/CBP也是转录共激活子，通过与增强子结合

蛋白相互作用来调节转录，能使组蛋白HA、H，B、H3和H。乙酰化。

4.组蛋白去乙酰化酶

组蛋白去乙酰化酶（histone deacetylase，HDAC）负责去除组蛋白上的乙酰基团，目前

研究比较深入的是人类中的HDAC1和酵母中的Rpd3。HDAC 和Rpd3都形成很大的蛋
白复合体发挥作用。Rpd3能特异性去除组蛋白上的乙酰基团，使核小体相互靠近，并在

转录共抑制子 Sin3及R的协同作用下，抑制基因转录《图8-31）。
5.组蛋白乙酰化及去乙酰化对基因表达的影响

组蛋白乙酰基转移酶和去乙酰化酶通过使组蛋白乙酰化和去乙酰化对基因表达产生

影响。组蛋白N端"尾巴"上赖氨酸残基的乙酰化中和了组蛋白尾巴的正电荷，降低了它

与 DNA的亲和性，导致核小体构象发生有利于转录调节蛋白与染色质相结合的变化，从

而提高了基因转录的活性。核心组蛋白H，A、H，B、H;和H，通过组蛋白"尾部"选择性乙

■
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。
图8-31 组蛋白去酰基化影响核小体的浓缩水平和

需 乙酰化酶复合体能牙。ACL可接近性。研究发现，受乙酰化修 与靶基因启动子区
[TF ⅡD] 结合、抑制基因转录饰的组蛋白形成的核小体的结构

比未经修饰的组蛋白核小体松散。

由于乙酰化的组蛋白抑制了核小 启动子特异性的组蛋白去乙酰化抑制基因转录

体的浓缩，使转录因子更容易与基
Rpd3

因组的这一部分相接触，有利于提 影高基因的转录活性。

R组蛋白乙酰基转移酶和去乙

酰化酶只能有选择地影响一部分

基因的转录。哺乳动物和酵母中

得到的实验数据都表明，转录抑制主要是由于新产生的HDAC/Rpd3复合体专一性结合于

某个或某类基因启动子区附近的组蛋白位点并使之去乙酰化，导致染色质结构发生不利

于基因转录的变化。
视网膜母细胞瘤蛋白（retinoblastoma protein，Rb）是另一类被广泛研究的肿瘤抑制因

子，该蛋白质主要与E2F类转录激活因子相互作用，抑制主要参与细胞周期调控的靶基

因的转录活性。研究发现，与E2F类转录激活因子相结合的 Rb 能进一步募集去乙酰化

酶1（HDAC1），使这类基因的启动子区发生特异性的去乙酰化反应，导致该区段染色质浓

缩，靶基因转录活性消失（图 8-32）。

图8-32 组蛋白去
乙酰化酶与肿瘤抑
制因子Rb相互作

去乙酰化Rb 用抑制靶基因转录酶复谷物

8.3.4 组蛋白甲基化对于真核基因表达的调控

1.组蛋白甲基化的功能

目前已知的识别各种组蛋白赖氨酸甲基化修饰的蛋白质或者与这些识别蛋白相互作

用的蛋白质非常多，暗示组蛋白赖氨酸的甲基化十分重要。一般来说，各种组蛋白甲基化

修饰在染色体上的分布以及功能不尽相同，比如 H3K9me3标记通常与异染色质化有关，

H3K27me3通常与抑制基因表达有关，而 H3K4me3常被视作转录活化区的标记（表8-8）。

近年的研究发现，异染色质化区域可以分成非组成型和组成型异染色质化，这两种情况的

组蛋白甲基化修饰也不相同。
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表8-8 常见的组蛋白修饰

主要功能染色体常见分布组蛋白甲基化
组成型异染色质中心粒、端粒H3K9me3

沉默基因沉默基因H3K27me3
转录活性区标记转录起始位点H3K4me3

转录区 转录活性区标记H3K36me3

① 非组成型异染色质化 多发生在不同生长发育时期一些需要被沉默的基因区域。

动物中最常见的一种形式就是雌性的随机失活的一条X染色体。研究发现，失活的X染

色体上有很高水平的H3K27me3 修饰，而且H3K27me3的修饰上往往伴有 polycomb抑制

复合物（polycomb represor complexes，PRCs）。核心 PRC是一个三元复合物，其中一个成

员 E（Z）是H3K27甲基转移酶，因此PRC介导的异染色质化通常会由异染色质成核中心

向周围扩散H3K27me3修饰，将附近一段区域内的染色质都异染色质化（图8-33）。随着越
来越多的染色质免疫共沉淀-测序（ChIP-chip，ChIP-seq）数据报道，人们发现动物染色

体上具有高水平H3K27me3修饰的染色体片段往往很长，覆盖染色体大片区域，而拟南芥

中这种修饰却集中于基因转录区，覆盖长度只有一个基因。这个现象暗示动植物中可能
采取了不同的 H3K27甲基化修饰抑制基因表达的策略。

②组成型异染色质化 通常发生在染色质中心粒、端粒区域，常由HP1蛋白介导，

该蛋白质形成二聚体识别并结合H3K9me2/3。因为HP1能与H3K9甲基转移酶SUV39

异染色质化 异染色质化(a)

H3K27me3H3K27me3

转录抑制
(b) SUV39

SUV39 异染色质化异染色质化
维持中心粒、HK9me3 端粒稳定的H3K9me3
多种蛋白复
合物)

中心粒/端粒

图8-33 异染色质化的功能

（a）为组蛋白甲基化引起的基因组中某些区域被非组成型异染色质化。某些特定发育时期带有 H3K27me3.标记的染色质区域会在特定转录调

节因子作用下被PRC特异识别、结合并在 H3K27 甲基转移酶作用下将该区城附近的其他染色质上的组蛋白三甲基化，从而引起大范围的异染

色质化导致整个区域发生基因表达沉默。（b）则代表了一类在细胞内通常会发生的组成型异染色质化，该过程一般发生在中心粒和端粒附近，

HPI识别组蛋白 H3K9me2/3标记，然后招募 SUV39使新生成的组蛋自发生三甲基化，这样就会使得中心粒和端粒附近的区域始终保持异染色

质状态。
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发生相互作用，导致了高水平的 H3K9me3修饰。与 H3K27的机制相似，细胞分裂时母细
胞的 H3K9me2/3标记结合了HPI蛋白，HP1又招募 SUV39 到邻近染色质区域催化新组

装组蛋白产生新的H3K9me3标记，保持中心粒、端粒的异染色质化（图s-33）。

③表观修饰的遗传 表观修饰是可遗传的，当母细胞分裂出子细胞时，母细胞染色

质具有的特定表观修饰会在子代细胞 DNA的相同位置重现。一般认为表观修饰的遗传

是通过已经存在的标记招募相应甲基转移酶到染色质附近而实现的。比如细胞分裂时母

细胞H3K27me3标记与PRC相互作用，新复制的 DNA 因为附近有PRC存在，被 E（Z）催

化生成新的 H3K27me3，因此子代细胞被打上同样的标记。

④ 常表达染色质 该区域比异染色质区有更宽松的修饰环境，也存在一些较普遍的

标记，如基因的增强子区常有H3K4me1修饰。各种组蛋白甲基化修饰有不同的分布倾向，

H3K4me3常富集在转录起始区，而 H3K36me3在整个转录区都有比较高的水平。酵母

中Set1基因编码H3K4甲基转移酶，可与C端（CTD）第5位丝氨酸被磷酸化的 RNA聚

合酶Ⅱ相互作用。Set2是H3K36甲基转移酶，可与C端（CTD）第2位丝氨酸被磷酸化的

RNA聚合酶Ⅱ相结合，而第2 位丝氨酸磷酸化正是RNA聚合酶Ⅱ在转录延伸过程中的

标记.随着转录的进行而增多。因此.不同甲基转移酶蛋白和不同磷酸化状态的RNA聚

合酶Ⅱ相互作用，导致两种组蛋白甲基化在基因区的不同分布方式《图8-34）。

2.组蛋白甲基转移酶

组蛋白上有两种残基，赖氨酸和精氨酸，可以被甲基化修饰。据此将组蛋白甲基转

移酶分成两类，即组蛋白赖氨酸甲基转移酶（histone lysine methyltransferase，HKMT）和蛋

白质精氨酸甲基转移酶（protein arginine methyltransferase，PRMT）。目前，已从各个物种中

鉴定出一批 HKMT，它们几乎都拥有甲基转移酶催化活性区 SET结构域。不同的HMKT

催化不同的底物，最早发现的甲基转移酶是与组成型异染色质化有关的 SUIV39H1，催化

H3K9的甲基化。有的底物特异性催化 H3K9.有的只催化H3K4甲基化。DIM5能催化

去乙酰化HAT
SET1

SET2
crD RNAPI 36大4

H3 H3 H3
CTD RNAPI

]c

转录区域启动子解脱

图 8-34 组蛋白修饰分布倾向
酵母中启动子区的 RNA聚合酶Ⅱ是第5位丝氨酸被磷酸化，该磷酸化状态的RNA聚合酶Ⅱ能够与H3K4甲基转移酶 Set1发生相互作用，使得
启动子区发生H3K4me3修饰，进一步招禁HAT使得该区域发生乙酰化，使得转录起始区域保持较高的转录起始效率。而在转录过程中 RNA

聚合酶Ⅱ第2位丝氨酸被磷酸化，该磷酸化状态的 RNA聚合酶Ⅱ与H3K36甲基转移酶Set2相互识别，进而招募HDAC使得转录区域发生去

乙酰化，转录起始事件发生频率比较低，使得转录延伸顺利进行。
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图8-35 组蛋白甲
已知的底物基转移酶家族 类型 RFINH×C*PN EL>FDYZn;Cys,
HBK9/K27SUV39DIM5)

CxCxC
SETI H3K4

7-9Cys
H3K36(ySET2)SET2 多 H4K20,HBK4,9ASHD-15Cys

EZ H3K27/K9排排性美排
无氢基酸NHXC 未知RIZ

H3K36(SET/9)
其他∶SET7/9，SET8，vSET H4K20(SET8)

H3K9的单、双、三甲基化，而SET7/9只能催化H3K4 的单甲基化。结构生物学研究表明

酶催化中心的一些关键氨基酸所构成的不同的空间位阻决定该酶能够添加多少个甲基，

因为如果将DIM5和 SET7/9相应的核心氨基酸互换，那么 DIM5只能催化单甲基化，而

SET7/9则可以催化三甲基化（图 8-35）。
精氨酸甲基转移酶（PRMT）分成一型和二型，一型催化单甲基和非对称双甲基化，二

型催化单甲基和对称双甲基化。常见精氨酸甲基转移酶有PRMT1，4.5和6。此外，在果

蝇和拟南芥的相关研究中还发现有 PRMT家族成员参与调控 pre-mRNA的可变剪切，从

而影响生物的昼夜节律。

3.组蛋白去甲基化酶

曾经有很长一段时间，人们认为组蛋白甲基化修饰是稳定存在的，没有主动的去甲

基化过程。2002年以后才逐渐发现生物体内存在为数不少的组蛋白去甲基化酶。最早

发现的赖氨酸去甲基化酶是LSD1（lysine-specific demethylase），该酶用FAD为辅助因子，

可在体外系统中催化 H3K4mel/2 的去甲基化，但不能催化三甲基化的去甲基反应。体内

研究发现，LSD1可与不同的复合物相互作用并通过这些复合物被募集到相应的染色质区

域。与不同的复合物相结合还能改变ISD1催化底物的特性。当LSD1与Co-REST抑制

复合物相结合时催化 H3K4me1/2的去甲基化，若与雄激素受体结合则可催化 H3K9的去

甲基化。因此，同一个去甲基化酶可以行使转录激活和转录抑制两种相反的功能，视与其

合作的因子而定。
研究发现，存在于许多赖氨酸去甲基化酶中的 jumonji 结构域是去甲基化酶的催化

活性结构域。在最早鉴定的赖氨酸去三甲基化酶 JMJD2中，JMJD2可催化 H3K9me3和

H3K38me3的去甲基化，酶催化活性区为 JmjC结构域（图8-36）。

8.3.5 RNA水平修饰对基因表达的影响

RNA水平的化学修饰能影响自身活性、定位以及稳定性等多个方面。真核生物的

RNA上存在100多个化学修饰，然而只有极少数的修饰方式广泛存在于mRNA上。其中，

N-甲基腺苷化修饰（N-methyladenosine，m2A）是 mRNA上较为常见的一种RNA修饰方
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。
图8-36 具有JmjC
结构域的组蛋白去：JHDM3/MD2A-— 甲基化酶” 一-0-HDMB/MD2B-—人类/小鼠

/00-HDMB/MD2C-—■
LHDMB/MD2D-—

研
rCG15835果蝇
CG33182

线虫 20526 —
中Rph1出芽酵母 ，Gisl ___，

JmjN》CSHC2-ZF[ Tudor PHDJmjC

式，并且有报道表明这种方式可以在转录后水平调控基因表达，影响多个重要的生理调控

过程。
N-甲基腺苷化修饰（m2A）指的是mRNA中腺嘌呤第6位氮原子上的甲基化修饰，

这种修饰广泛存在于各个物种中。m'A既不容易受化学修饰，如硫酸氢盐处理的影响，也
不会影响 RNA中基本的碱基配对能力。因此，尽管这种修饰很早就被发现，但是m2A所

具有的生物学功能一直到后期才 图8-37 mRNA上
三HH一 H 可逆的m2A修饰被发现报道。结合新一代测序技术

甲基转移酶复合体（NGS）和基于抗体亲和技术，人们 (METTL3-METTLI4-WTAP)
去甲基转移酶发现小鼠和人类细胞中将近7000 (FTO,AL KBH5) NZ

种 mRNA上拥有m2A修饰位点。 RNA RNA
另外，随着 mRNA m"A去甲基化酶

的鉴定，人们进一步确认了m2A的动态调控方式（图8-37

1.m2A修饰甲基化酶
通过体外转录或合成mRNA，HeLa 细胞核提取物能在体外催化 m2A修饰的形成。为

进一步鉴定负责m8A甲基化活性的每一个组分，这些提取物被分为不同级别的片段，最

终，人们筛选到包含3个成员的甲基转移酶复合体，分别将其命名为MT-A1、MT-A2 以
及 MT-B。其中，MT-A1在催化过程中起主要作用。随后，研究者又新鉴定到一个7×10

大小的甲硫氨酸结合亚基，命名为methyltransferaselike 3（METTL3）。人 METTL3上负责

甲基活性的两个功能区域已经被鉴定，分别是CMI和CMⅡ图8-38。其中，CMI是甲

硫氨酸结合区域，而 CMⅡ包含负责甲基活性的催化残基。Northerm 印迹杂交分析表明

METTL3广泛表达在人体组织中，并在睾丸中有较高的表达。HepG2细胞中METTL3基

因表达量降低后会加速细胞凋亡。同时，分析 HepG2 细胞中 METTL3基因表达量下调前

后的差异表达基因发现，p53信号途径的基因在 METTL3基因表达发生改变后得到了富
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图8-38 不同物种
535388 398 512中负责mmA修饰的 人METL3 580CMTC辑

甲基转移酶结构示

意图 483341 352 3 505
600酵母IME4 TCMICM Ⅱ

554406 417 531
果蝇IME4 608之一GAⅡ地

599475 486 622
拟南芥MT-A 685CMT二

甲硫氨酸结合区域（CM Ⅱ）

催化区域（CMI）

集。免疫荧光分析表明 METTL3基因定位于核质，尤其是在富集有mRNA 加工因子的核

散斑体中，这些结果与m"A修饰调控精子发生过程的功能相吻合。

除了哺乳动物外，METTL3的同源基因也已经在酵母、果蝇以及拟南芥中被鉴定

到图-308）。所有的这些蛋白质都包含两个一致的甲基转移酶基序 CMI和CMⅡ。酵母
中的甲基转移酶是 IME4/SPO8.主要参与调控减数分裂和孢子形成过程。IME4 基因失

活的酵母突变体表现出 mRNA上的 m2A修饰消失并且孢子形成会受影响。拟南芥中

METTL3的同源基因MT-A也在分裂的组织中大量表达，尤其是在生殖发育器官、茎顶

端分生组织以及新形成的侧根中。MT-A的失活会导致m"A修饰的缺失，并且胚胎发育

停滞在球型期。Dm IME4是果蝇中 METTL3的同源基因，主要表达在卵巢和睾丸中。这

说明在演化水平上，负责m'A修饰的甲基转移酶在调控配子发育过程中功能保守。甲基

化修饰只在MT-A和MT-B复合体同时存在时才发生，这暗示了METTL3 还需要在其他

的因子参与下才能发挥功能。负责m2A修饰的甲基转移酶是目前所鉴定的甲基转移酶

中较为复杂的一类。研究发现用核酸酶处理或者甲基鸟苷抗体过滤都不能影响 HeLa细

胞核提取物的甲基化活性，这一结果表明RNA本身并不是酶组分所必需的。拟南芥中，

MT-A在体内和 AtFIP37蛋白互作。AFIP37是果蝇中雌性发育致死相关蛋白FL（2）（D）

以及人中肾母细胞瘤相关蛋白 WTAP的同源蛋白。拟南芥中 AFIP37蛋白破坏后会导致

胚胎致死，表现为胚胎发育停留在球型期。另外，METTL3mRNA在胚胎发育过程中表达

量会发生改变，这进一步暗示了m2A修饰在发育过程中的重要作用。

2.mA修饰去甲基化酶

m°A甲基化修饰是一个动态的修饰过程。和 DNA 以及组蛋白中甲基转移酶和去甲
基转移酶行使的可逆甲基化作用相似，m2A甲基化修饰也是一个可逆的过程。有报道表

明FTO和 ALKBH5是调控m°A去甲基化修饰的两个重要的酶。FTO和 ALKBH5属于

AlkB家族，具备保守的铁离子结合基序以及一个酮戊二酸盐互作区域（图8-39）。
已知人 FTO基因具有调控肥胖以及能量平衡的作用，但其作为去甲基酶发挥的功能

却被人们了解得不多。另外，一个基于mRNA的光交联蛋白组学分析结果表明 ALKBH5

。
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图8-39 不同物种

送1331930 210
中负责mA修饰的大肠杆菌AIKB 一。面

去甲基转移酶结构
示意图。204_207 266 27721

ALKBH5|

3716322

FTO

Fe（Ⅱ ）结合基序HxDx,H 

Rx，R □底物以及20G互作基序

是一个mRNA结合蛋白。ALKBH5的缺失能提高小鼠管状 mRNA中m°A修饰的水平，

进一步导致睾丸萎缩和精子数量、运动能力的降低等。这暗示了ALKBH5通过去甲基化
mRNA上的m2A修饰调控了精子发生的过程。有意思的是，ALKBH5基因表达能在基因

毒性应激或在低氧情况下被精氨酸去甲基转移酶 PRMT7 调控，这也说明 ALKBH5 广泛

参与多个生物学过程调控。FTO和ALKBH5都具有m'A去甲基转移酶活性并且在生物

体中广泛表达，然而除了作为去甲基转移酶外，它们所具备的生物学功能各不相同，这很

有可能与它们本身的特异表达模式相关。例如，FTO在大脑和肌肉中具有较高的表达，而

ALKBH5却在睾丸和肺中具有较高的表达。

3.m"A修饰调控基因表达的机制

mA修饰能够调控基因表达，并且这一调控机制被扰乱时往往会导致人类疾病的产

生。目前的研究认为，m°A修饰是通过改变 RNA的二级结构，使得某种 RNA结合蛋白能

够能接近 RNA序列，从而干扰m2A修饰的进行，进一步调控基因表达。研究表明，m"A调
控基因表达需要几种基本的组分，包括将m'A修饰信息"写入"mRNA的甲基化酶蛋白复

合物，将m2A修饰信息"擦除"的去甲基化酶以及一种"阅读"m"A修饰信息的蛋白图8-40）。
"写入"蛋白功能受损时，会导致多种组织出现发育停滞的现象。在人中，编码"擦除"

蛋白的基因发生遗传性质的改变后会导致糖尿病和癌症的发生。同时，测序技术的发展

使人们对m"A修饰位点的了解从几个变成了几千个，并且这些位点在人和小鼠中高度保

守。另外，负责mA修饰的"阅读"蛋白也参与基因的表达。所有的"阅读"蛋白都能直

接结合一种叫作"YTH"的RNA结合域。这个区域结合甲基化 RNA的亲和度比非甲基

化RNA高数倍。
另一方面，RNA的二级结构也对基因表达有影响。例如，当一个单链 RNA（ssRNA）

的两个区域形成一个碱基对双链，末端未配对碱基形成环状时，，就能产生RNA茎-环结

构。这一结构会通过调控相关蛋白，使其作用在 RNA的茎、环或者茎-环部位。同时，

RNA的茎-环也可以作为 RNA水平的调控开关。当其响应到不同的因子后，茎-环结
构发生改变，进一步影响细胞功能。这些因子包括一些物理化学参数，例如 pH、温度以及

离子结合和代谢情况等，也可以是一些生物大分子包括核酸以及蛋白质等。研究表明，

mRNA上有成千个这样的调控开关，而这些开关往往都受 RNA修饰激活。之前报道鉴定
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图8-40 m2A修饰
调控选择性剪切

选择性剪切指的是由
茎环单个基因产生不同

mRNA的过程。剪切
可以直接去除内含子 占
和外显子之间的阻隔

写入擦除写入蛋白擦除蛋白（a所示）;当腺嘌呤碱
蛋首蛋白基（A）被某一"写入"

-CHs蛋白甲基化后，就会形 阅读蛋白
成m"A修饰A-CH，）。 CH5
进而结合一个"阅读"

剪切蛋白，使得剪切产生
的mRNA中全部是外 二.显子。"擦除"蛋白可

剪切以逆转m"A修饰;当
m'A修饰发生在RNA 剪切的茎一环结构上时。
这种修饰能通过碱基
配对改变环的结构。
HNRNPC调控蛋白

能结合在环上的尿嘧
啶核苷酸链上，产生包 了一个长链非编码 RNA MALAT1茎-环上m°A修饰位点。随后，有研究表明，一个富含
含全部外显子的产物

ssRNA的结合蛋白HNRNPC倾向于结合在甲基化形式的 MALATI上。HNRNPC蛋白能（c所示）。
调控转录后基因表达过程，例如可变剪切。HNRNPC结合位点包含一段尿嘧啶核苷酸，

其位于m°A修饰位点对面的茎-环上。研究表明，m2A位点的甲基化能通过破坏碱基对

的稳定和增加富含尿嘧啶核苷酸单链的长度而进一步改变茎-环结构，使得结合位点更

加接近 HNRNPC。一般情况下，MALAT1的 m2A修饰不会直接招募效应蛋白（reader），而

是通过间接地改变RNA的结构完成这个过程，即甲基化作为一个改变茎-环结构的开关，

同时茎-环结构的改变能进一步促进相关蛋白质与之结合。这两个步骤的结合精准地调

控了由m2A修饰开关控制的一系列生物学事件。

4.m°A 修饰对RNA代谢的影响

不同类型的mRNA转录本中包含的m°A修饰位点不尽相同。例如，催乳素 mRNA中

只有一个m2A修饰位点;鲁斯氏肉瘤病毒 mRNA则包含7个m2A修饰位点;二氢叶酸还

原酶（DHFR）转录本中包含了3个m2A修饰位点;SV40 mRNA中则包含有超过10个以
上的m'A修饰位点，然而组蛋白和珠蛋白 mRNA中则没有m'A修饰。转录物研究表明，

46??mRNA只包含一个m2A修饰的峰，37.3?? mRNA包含两个m"A修饰的峰，剩余

的 mRNA则包含超过两个以上的mA修饰峰。这一结果暗示了m°A修饰本身对RNA代

谢过程具有调控作用。进一步研究发现 m2A修饰可通过影响 RNA代谢包括 mRNA的剪

切、稳定性、核输出以及翻译等过程，最终影响基因的表达，调控多个生物学过程图s-41）。

① m"A修饰对 mRNA剪接的影响 前体 mRNA 的剪接是调控基因表达较为关键
的一个步骤，其过程包括内含子的切除以及细胞核中初级转录物外显子的联合，最终产

生成熟的mRNA。有研究证据表明 m"A修饰和mRNA剪接过程相关。例如，在环亮氨酸
处理的腺肉瘤病毒感染细胞中，前体 mRNA 的含量升高，而相应的成熟 mRNA 含量却降
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图8-41 mA对RNA
代谢的影响

干细胞形成RNA结合蛋白

→:盛症发生核输出

发育剪切

精子发生
翻译

脂肪形成

低。核内牛催乳素 bPRL的定量S1核酸酶定位图揭示腺苷类似物（NPC）处理的 CHO细

胞的细胞核比未处理细胞中多含4～6倍的 bPRL前体。在环亮氨酸处理的 CHO细胞中，

核内不均一RNA（hnRNA）的相对分子质量会从低往高处迁移。相似的结果也在 NPC处

理的SV40 RNA中观察到，这暗示了m°A修饰有助于RNA剪接的发生。目前关于m°A

修饰调控剪接的机制还不是很清楚。有研究认为甲基化的发生可能会干扰剪接因子和

mRNA 之间的相互作用。另外，m°A修饰位点有可能是某些RNA结合蛋白的锚定位点或
者m2A修饰后会使得某些A-U 碱基配对不稳定从而影响了RNA的二级结构等。与甲基

化酶或去甲基化酶互作的蛋白质也可能参与了剪接过程的调控。

② m2A修饰对核输出过程的影响 剪接完成后，成熟的 mRNA需要从细胞核中运出

进入细胞质进一步完成翻译或者降解。在 STH（S-tubercidinylhomocysteine）处理的 HeLa

细胞中，mRNA在核内的停留时间提高了40??有证据表明不同类型的RNA利用不同

的途径通过核孔复合物调控核输出过程。mRNA 的核输出主要通过TAP-P15复合物以

及一些接头蛋白、SR 蛋白和TREX复合体完成。由于ASF/SF2的磷酸化水平与剪接或者

核输出有关，研究者们认为由 ALKBH5缺失造成的ASF/SF2磷酸化水平下降将加强 ASF/

SF2和TAP/P15复合体的互作，从而进一步提高核内 mRNA的输出。ALKBH5去甲基化

对细胞内 mRNA 加工因子的定位具有重要影响，推测ALKBH5靶定的 mRNA 转录物中

m°A的甲基化状态可能影响了这些加工因子在细胞内的动态变化过程。
5.mA 对翻译过程的影响

大多数的m2A修饰发生在外显子区域，剪切完成后m'A修饰仍然保留在成熟的

mRNA上。因此，m2A修饰也可能会影响 mRNA转录物的翻译。有证据表明，将小鼠

DHFR mRNA在体外进行甲基化和翻译后，甲基化的转录本的翻译水平比未甲基化的转

录物高 1.5倍。相似地，将环丝氨酸处理的细胞中纯化出的细胞质转录物进行体外翻译

后发现，低甲基化的mRNA产生 DHFR 蛋白数量比甲基化程度高的mRNA产生的蛋白质

量少20%
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8.4 非编码RNA 对真核基因表达的调控

非编码 RNA（non-coding RNA，ncRNA）是一类不编码蛋白质的RNA。尽管人类基
因组上四分之三的基因可以进行转录，然而只有一小部分的基因能够继续翻译成蛋白

质。根据RNA的大小，非编码RNA可以分为小分子非编码RNA，包括干扰小RNA（short

interfering RNA，siRNA）、微RNA（miRNA）等，以及长链非编码 RNA（IncRNA）（图s-42》。其
中 siRNA和 miRNA往往在基因沉默发面发挥功能，从而进一步影响基因表达。

图8-42 人类基因
组中编码RNA与非

基因组编码 RNA的比较

（蛋白编码 -mRNA →蛋白质<3%
转录物
（非编码）
>80?

长链非编码RNA小分子非编码RNA

■>200nt■<200nt ■由RNA聚合酶Ⅱ转录■由RNA聚合酶Ⅱ转录
■由5/帽端，多腺苷■由核酸酶进行内源加工
酸或剪切方式加工保守性好 ■保守性差

8.4.1 干扰小RNA

1.干扰小RNA（siRNA）的发现

早在 1988年就有 RNAi现象的报道。当时的研究人员希望通过转基因过表达的手

段使得牵牛花的颜色变深，但在他们得到的诸多转基因牵牛花中，有些花不但颜色没有更

深，反而变成白色了。以后相类似现象也在其他转基因植物中出现，被称为基因表达的共

抑制现象（co-suppression）。人们发现不论引入靶基因的正义链（sense）还是反义链（anti-

sense），都有可能导致内源靶基因表达量下降。这种现象在许多真核生物中都有报道，在

线虫、果蝇的研究中被称为 RNA 干扰。
1998年，研究人员通过实验发现RNAi的重要特性是以双链 RNA（dsRNA）行使功能。

通过微注射将基因MEX3的反义 mRNA和 dsRNA 注射入线虫性腺细胞中，在子代胚胎

中用原位杂交方法检测内源 MEX3的表达水平。没有注射的胚胎中，MEX3表达量很高;

。
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图 8-43 RNAi 注
射实验明确 RNA是(D)
以双联形式行使功
能的
利用原位杂交技术检
测4-细胞胚胎时期的
线虫内源 MEX3 RNA

（以深色表示）。（a）正
常胚胎.无杂交探针;
（b）未注射RNA.杂交

探针检测线虫胚胎细
胞内源 MEX3 RNA;
（e）注射 MEX3 RNA
反义链，杂交探针检
测 出MEX3 RNA水
平略有下降;（d）注射
双链 MEX3 RNA，杂
交探针未检测出内源注射了反义RNA的.MEX3表达量明显降低;而注射了双链 RNA 的胚胎中几乎检测不到
AMEX3 RNA。

MEX3的表达图 8-43。

实验表明，双链 RNA 对内源基因表达的干扰效率远高于单链的 RNA.真正起到 RNA

沉默作用的应该是双链 RNA。此外，研究还发现，引入的外源 RNA 只对同源基因有高

沉默效率，暗示它们之间可能需要形成配对的基础。2000年 RNAi研究有了重要进展，

揭示了dsRNA介导的 RNAi现象的许多重要特性。研究者开发了一套基于果蝇细胞提

取物的体外RNAi研究系统，发现不论是否有靶 mRNA的存在.引入的外源dsRNA的正

义、反义链都会被切割成21～23 nt 的小片段，相对应的靶mRNA也会被降解成长度差为

21~23nt 的片段，说明这种降解很可能是由21~23nt 小片段介导的，并且这种降解需要

ATP提供能量。现在，已统一将介导这种沉默现象的小片段RNA称为干扰小 RNA（short

interfering RNA,siRNA)。
2.siRNA的生物合成
病毒RNA以及由环境、实验因素引入的外源 RNA都可能是 siRNA的来源。此外，基

因组重复片段、转座子等序列也可能产生 siRNA。通常一个长为21nt 的双链小RNA，其

中19 nt形成配对双链，3'端各有两个不配对核苷酸，而5'端为磷酸基团。其中一条链为

引导链（guide strand），介导 mRNA的降解;另一条链为乘客链（passenger strand），在 siRNA

形成有功能的复合体前被降解。

siRNA的产生过程主要包括着3个核心步骤∶经 Dicer切割形成双链小片段;组装复

合物;形成有活性的沉默复合物（RNA induced silencing complex，RISC）《图8-4）。
① Dicer切割 Dicer是一类 RNaseⅢ蛋白，主要包括一对RNaseⅢ结构域、双链

RNA结合域、解旋酶结构域和PAZ结构域。PAZ结构域可以结合双链 RNA的两个3'不

配对核苷酸。两个RNaseⅢ结构域形成分子内二聚体结构，各催化剪切一条链，产生双链

断裂（图8-45）。结构生物学研究表明，PAZ结构域和 RNase Ⅲ催化切点约相距6.5 nm，与20

多个核苷酸的长度相当，因此，Dicer本身可以作为一把裁剪的尺子，用来切出长为21~23

个核苷酸的 siRNA。
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图8-44 siRNA 的
产生过程 Dicer

Dicer切割mmrrmmny

辐岗当心3L

双链siRNA些己

Argonaute
组装到AGO蛋白中

、降解乘客链

R2D2
帮助组装和行使
沉默功能的其他
蛋白质 形成有活性的RISC

图 8-45 Dicer 结
Heicses daRBDRNaseb-RNase Ⅲa构及切割示意图 Dicer PAZ

6.5 nm
-20m

RNase Ⅲ5

/ms 的D3：一一一十一一一

RNase.Ⅲa

② R2D2的装配 siRNA的装载需要双链 RNA结合蛋白R2D2的帮助。R2D2包含

两个一前一后的双链 RNA结合结构域，有报道认为 R2D2可以结合双链小 RNA热稳定

性较高的一端。由于引导链的5'端稳定性一般较差，因此，R2D2常结合在引导链3'端

一侧。Dicer 和R2D2形成异源二聚体，Dicer/R2D2/siRNA三者形成 RISC装载复合物。

R2D2招募 Argonaute 蛋白，开始组装 RISC。
③RISC的装配和成熟 Argonaute与Dicer 可以发生蛋白质-蛋白质相互作用，

Argonaute 首先与 Dicer交换，结合到 siRNA双链的一端，然后与R2D2交换，将整个双链
小RNA都转载到Argonaute中。此时，Argonaute将乘客链降解，形成有功能的沉默复合物。

3. siRNA介导的基因沉默机制

已知 siRNA介导的基因沉默主要发生在两个水平上，即转录后水平的 mRNA的降解

以及染色体水平上形成异染色质。实验证明靶 mRNA 可以被 siRNA切割成若干片段，片

段之间往往长度均为21~23个核苷酸，而且被切割出的片段长度由 siRNA与mRNA的

哪段区域互补配对所决定。有研究表明，siRNA介导的 mRNA的降解需要核酸酶催化以

及镁离子的帮助。一
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图 8-46 Argonaute

Argonaute N 一MID{pWIPAZ 蛋白与RISC的组，，
装、成熟

2-8m互补配对
，第9、10mn切割

MID

PAZ5一E
靶mRNAPwI

更新的RISC
mRNA移出RISC被降解

靶mRNA

在装配好的RISC 中，siRNA引导链的5'端与Argonaute 蛋白的 MID 结合，延伸 MID/

PIWI界面至3'端与PAZ结合。通常 siRNA的第2~8个核苷酸被认为是核心种子序

列，用来提供与靶 mRNA 的特异性配对。长约10个核苷酸的 mRNA-siRNA 配对物位于

PIWI功能域，切割往往发生在第9、10个核苷酸上，由PIWI催化将靶 mRNA切断，并使

被切断的mRNA 离开RISC（图8-46。
RNA依赖的RNA聚合酶（RNA-dependent RNA polymerase，RDRP）使siRNA继续扩增，

产生次级 siRNA放大效应。植物、线虫和酵母中都发现存在以RNA为模板的RNA扩增

机制，但哺乳动物和果蝇的基因组分析却没有发现相关基因。有多种机制可导致以RNA

为模板的RNA扩增。通常情况下，成熟的真核mRNA与各种蛋白质，如5'帽子结合蛋白
和3'多腺苷酸结合蛋白相结合，这些结合蛋白保护了mRNA.使RDRP无法靠近 mRNA。

当细胞中缺少这些RNA结合蛋白时，RDRP可以结合 mRNA并以其为模板，扩增出双链

RNA，经 Dicer切割等步骤产生 siRNA，来降解内源RNA。这个过程也可视作机体清除错

误mRNA的机制。
对于结合蛋白完好的 mRNA，如果体内有与它相配对的 siRNA.该siRNA便作为扩增

的引物以mRNA为模板合成双链 RNA.产生新的 RISC，新扩增产生的各种次级 siRNA可

以与靶 mRNA 的不同区域配对，更大范围地降解靶 mRNA（图8一7。植物中的研究发现，

次级 siRNA可以传递到其他细胞中，它既可以在相邻的细胞-细胞间近距离传递，也可

以通过韧皮部在不同组织间广泛传播。

4.siRNA的生物学意义
RNAi的生物学意义可以简单概括为如下3点∶①在转录水平、转录后水平参与基因

的表达调控;②维持基因组的稳定;③保护基因组免受外源核酸侵入。

入侵病毒与被入侵宿主借助RNAi的机制相互抑制，如同人类社会的军备竞赛。宿

主可以病毒 RNA为模板，通过 RDRP合成病毒的双链RNA，经过 Dicer 切割组装成
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图8-47 次级siRNA
的产生 PABP()
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Diser切剂

更多的iRNA

Dier切割
(c)

CBPT PABP (CBPt 门PABP）
- RDRP：

siRNA 

RISC，降解病毒 RNA.从而抑制病毒对宿主细胞的破坏。这样的siRNA 还可以通过胞间

连丝在细胞一细胞间传递，通过韧皮组织远距离传输到其他组织和器官中，让这些细胞以

及组织提前具有抵抗病毒的能力。另一方面.病毒也进化出与宿主抗病基因序列相似的

RNA.借助相似的机制生成 RISC.降解宿主细胞抗病基因的 mRNA。这种 siRNA 也会在

宿主体内传播，增加了未被侵染的细胞的易感性。

8.4.2 miRNA

1.miRNA的发现
1993年，研究者第一次确定了microRNA lin-4的存在。in-4 是调控线虫胚胎后期

发育的重要基因，它可以负调控 Lin-14蛋白，使该蛋白质水平在线虫特定发育时期——

第一幼虫期初期，开始下降，保证幼虫具有正常的发育模式。他们克隆了4种不同种的线

虫的 lin-4基因，都能够很好地恢复 lin-4 突变体表型。惊人的是，对 lin-4 的基因组序列

进行开放阅读框预测发现，in-4 基因并不编码蛋白质。通过Northerm 印迹等实验进一步

分析 lin-4 的转录情况发现，转录物在线虫中形成一大一小两个片段（61个和22个核苷

酸）。这两个片段同时对应在 lin-4基因序列的同一区域，并且转录方向也是一致的。二

级结构预测发现，大片段可以形成不完美配对的茎-环结构，小片段则是真正起作用的

miRNA。序列比对发现，lin-4转录物的小片段和lin-14 mRNA的3'UTR区域的重复序
列互补配对，可以形成lin-4∶lin-14 RNA-RNA杂合结构，因此实现了lin-4对lin-14 的

转录后调控（（图-48）。
2.miRNA的生物合成

miRNA在动物和植物基因组中普遍存在，是一类重要的行使基因功能但不编码蛋
白质的基因。与许多真核生物基因的转录物相似，miRNA的最初转录产物 pri-miRNA 5′

端有加帽，3'端有多腺苷酸结构，这类基因的转录能够被RNA聚合酶Ⅱ的抑制剂 alpha-

·
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。
图8-48 1in-4 对amani所抑制。研究还发现，RNA聚

(a) in-14的转录后调
合酶Ⅱ与许多miRNA的启动子区结 lin-4L 控

in合在一起。因此，与许多真核基因相
AGUGLUGACCCA iC

类似，miRNA也由RNA聚合酶Ⅱ转 CiG6[i

3

录，并具有自己的启动子区域，它们
in-4S

的表达会受到各种时空上的调节。 。uucccUGAGAcCUCAAGUGUGA3'
动物和植物中形成成熟的 miRNA 的

(b)基本过程很相似∶先由 RNA聚合酶
5' GUUCCCUGAGACcUCAAGUG.UGAG lin-

Ⅱ产生的较长的初级转录物 pri- 3'GAAG.GACuC. ...UCGU-ACuUC
UAAG. GACUC ..ACUUmiRNA，中间有一段不完美配对的 ..UUUAC-GCuCCAAGGGACUC. lam-1/UAAG.GACUC. 。.U.ACUU 3 UTR茎-环结构。经过第一步切割产生 CAU..CUUCAAGGGACUC

..UGU. -UUCUAAG.GACU
pre-miRNA，再经第二步切割产生 CA.GGGACUC.-.... ·。..ACUC

双链miRNA，双链解链形成成熟的

长 21个核苷酸左右的单链 miRNA。参与整个过程的基因和切割过程在动植物中略有

不同。
动物中 miRNA前体的两次切割都需要有 RNase Ⅲ内切核酸酶以及双链 RNA结合蛋

白完成。Drosha是一种RNaseⅢ，将 pri-miRNA的3'端和5'端切割产生长约70个核苷

酸、5'端带磷酸基团.3'端为羟基的 miRNA 前体（pre-miRNA）.保留茎一环结构区，并且

切割端具有2~3个核苷酸的3'不配对碱基，这是由 RNaseⅢ的性质所决定的。Drosha 的

正确切割还需要一类双链 RNA结合蛋白，在果蝇中是Pasha蛋白，在线虫中是Pash-1蛋

白，而在哺乳动物中则为DGCR8蛋白的帮助。切割后的前体 pre-miRNA经由 Exportin

5/RanGTP运出细胞核进入胞质中。胞质中的 RNaseⅢ为 Dicer，切割 pre-miRNA 茎-环

结构环的一端形成成熟的长约 21个核苷酸的双链 miRNA，即 miRNA-miRNA*，其中的

miRNA链是之后真正行使功能的成熟 miRNA链。有研究认为，哪条链作为miRNA由其5'

端热不稳定性所决定，5'端相对不稳定的链更有可能成为 miRNA。

植物中没有 Drosha的同源基因，pri-miRNA的两步切割由 Dicer的同源基因 Dicer-
Likel（DCL1）完成。DCL1在细胞核内，pri-miRNA经DCLl两步切割，两端形成双链

miRNA，由 Exportin5的同源基因 HASTY运输出细胞核。与动物中的 miRNA不同，植物

双链miRNA 两个3'端的自由羟基被甲基转移酶 HEN1甲基化，以羟甲基的形式存在。

甲基化的3'端被保护不受降解，还有助于形成成熟的RISC图s-49）。
3.miRNA的功能
miRNA的功能主要有两个方面∶一是和 siRNA一样装载成RISC后使互补配对的

mRNA降解。其次，miRNA可抑制 mRNA的翻译，降低靶基因的蛋白质水平但不影响其

mRNA的水平。
miRNA-RISC 的原理和 siRNA相似，但由此介导的基因沉默还需要一些其他功能比

较保守的元件的参与。果蝇的研究发现，靶 mRNA的降解除了需要 AGO蛋白以外，还需
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图8-49 动、植物
miRNA 基因miRNA产生过程比 Pol Ⅱ -AGO:5'帽、较 SPt中II3OH成熟的miRNA

Drosh
Pashapri-iRNA miRNA-miRNA'iⅢ

第一步切割 第二步切割细胞核内3'poly(A 细胞质基质Exportin5 Dicer
正工mDpre-miRNA 地IE

RNA 基因
HEN1Pol lS'帽

5PHASTY 3OCH;HYL1pri-miRNA miN本 3Hcoum、QMIT S5miRNA
第一步切割 细胞质基质、心号子下 第二步切割细胞核内DcLL -3OCH;5P

pre-miRNA 现A客

成熟的miRNA

要 GW182、脱腺苷基因（NOTI/CAF1）、脱帽相关基因（DCP）等，说明这种转录后沉默机制

需要经历"脱帽脱尾"事件。GW182蛋白还可以与多腺苷酸结合蛋白（PABP）相互作用。

到目前为止，尚不能确定 miRNA介导的翻译抑制发生在哪个阶段。有研究者将

miRNA转染到人的实验细胞系中，添加翻译抑制剂hippuristanol（抑制 eIF4A）阻断翻译过

程，再通过密度梯度离心分离分析核糖体，发现有 miRNA的体系中靶 mRNA很快从翻译

的多核糖体中移出，可检测到更多的自由核糖体，他们据此推测 miRNA介导的翻译抑制

可能是通过形成 miRNA∶mRNA 配对分子，阻碍有功能的核糖体与mRNA结合、装配，发

生核糖体的"drop-of"（图 8-50）。

8.4.3 长链非编码RNA

1.长链非编码RNA（IncRNA）的种类

lIncRNA指长度大于200 bp 的非编码 RNA。根据基因组位点或者相关的 DNA链特

征，IncRNA可以进一步分为正义IncRNA、反义 IncRNA、基因内IncRNA、基因间lncRNA、

增强子IncRNA或环状IncRNA 等图8-51）。

正义 lncRNA是指基因位点通过共享相同的启动子和某个蛋白编码基因有重叠;反

义 lncRNA指基因位点以反向的方式插入在某个已知的蛋白编码基因中;基因内IncRNA
指基因位于某个蛋白编码基因的内含子区;基因间 lncRNA指的是编码 IncRNA的基因位

点位于两个蛋白编码的基因中;增强子IncRNA指的是编码IlncRNA的基因位点位于某一
蛋白编码基因的增强子区域;环状IncRNA则指通过共价键形成闭合的环IncRNA，其一

急
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HcRNA 环状IncRNA
基因内IncRNA CxOn一LoneXGnexun ncRNA exon
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般来自可变剪切的编码蛋白基因。

2.长链非编码RNA的作用机制

（1）lncRNA作为信号分子行使功能

研究表明，IncRNA 可以作为信号分子、诱饵分子、引导分子以及骨架分子等形式对基

因表达进行调控。大部分IncRNA由RNA 聚合酶Ⅱ负责转录。IncRNA表现出细胞类型

特异表达的特征，并且能响应各种外界刺激，这表明其表达会在转录水平受调控。因此，

lncRNA可以作为分子信号形式功能图8-2），即每个 IncRNA的转录都具有时空表达特异

性，以进一步整合不同的发育信号、细胞内容物以及响应不同的外界刺激等。这一类型

的lncRNA一部分具有调控功能，另外一部分则只是转录的副产物。IncRNA能参与调控
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图 8-52 IncRNA
作为信号分子的lncRNA作为信号分子的基

因调控机制示意图

转录因子作为信号分子，IncRNA
的表达与结合的转录
因子或信号途径相关。
.从而对相关基因调控

具有时空特异性。 mOOOOO

转录起始、延伸或终止等阶段。这些情况下，调控元件的染色质状态只被相关的IlncRNA

表达影响。作为信号分子的lncRNA 可进一步用来标记时空、发育阶段以及调控基因

表达。
哺乳动物为携带两个常染色体等位基因的二倍体生物。通常情况下这些等位基

因遗传信息一个来自母本，一个来自父本。然而，部分基因的表达则会通过表观调控

的方式只取决于母本或是父本基因，这种现象称为基因印记。近来的证据表明，一些

lncRNA能通过与染色体互作以及招募染色质修复装置等进一步参与介导大量基因的

转录沉默。例如，在小鼠胎盘中，长链非编码 RNA Kcnglot1 和Air能聚集在所沉默的

等位基因的启动子染色质区域，并以等位基因特异的方式，进一步介导抑制效应的组

蛋白修饰的发生。Kcnglot1是一个来自父本的长为90 kb的长链非编码RNA，其介导

了Kcnql印记区域的一类基因的沉默。Kcnglot1与组蛋白甲基转移酶G9a和 PRC2互
作，通过招募多梳复合体，迅速在顺式作用元件到转录位点之间形成一个抑制区域。同

时，非编码RNA本身在Kcng1区域双向沉默基因方面具有关键作用，其作用机制类型于

Xist RNA。
Xist是一种在X染色体失活中起重要作用的非编码 RNA。在雌性动物发育中，Xist

RNA在失活的X染色体上表达，进一步覆盖在X染色体上进行转录，此时大量的组蛋白

被甲基化，导致X染色体上的基因表达被抑制，X染色体失活。其反义转录物 Tsix 能抑

制 Xist的表达，而另外一种非编码RNA Jpx能在失活的X染色体中积累，并进一步激活

Xis 的表达。
（2）IncRNA作为诱饵分子行使功能

启动子或增强子的转录对 lncRNA的转录调控具有重要作用。作为诱饵分子的
lncRNA转录并结合在蛋白质靶点上，但不会附加额外的功能。这一类的 RNAs作为一种

"分子过滤器"，进一步诱导RNA结合蛋白与之结合。这些蛋白质可以是转录因子、染色

质修复子或者其他类型的调控因子等（图 8-53）。

同一个基因具有不同的启动子在基因表达中是一种较为普遍的现象。不同基因的这

种可选调控机制各不相同。人 DHFR 基因（二氢叶酸还原酶，dihydrofolate reductase）具有

依赖 RNA的转录抑制调控机制。DHFR 基因弱启动子上游的lncRNA 通过和启动子序列

以及通用转录因子Ⅱ B（TFⅡB）结合形成一个稳固的非编码 RNA-DNA复合体，进一步抑
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图 8-53 lncRNA

作为诱饵分子的基转录因子或其
因调控机制示意图他类型的蛋白
作为诱饵分子.IncRNA
能将转录因子或相关
的其他类型蛋白带离
染色质或将其带入染

凹啊哑呼作为诱饵分 色质的核心区域。
义匀了长子的IneRNA 。

制前起始复合体在主启动子上的聚集。当lncRNA被特异的 siRNA 沉默后，TFⅡB仍然
占据在主启动子上。这是一个动态变化的过程，并且展现出特异的调控机制，这一机制能

进一步靶定或抑制启动子，这也暗示了基因间 IncRNA作为一个诱饵分子对邻基因表达

调控的重要性。
有报道鉴定了一种叫作Gas5（生长停滞特异转录物5，crowth arrest-specific 5）的

lncRNA。细胞在Gas5 的作用下能营造一种耐糖皮质激素的状态。Gas5抑制了糖皮质 

激素受体通过其中的一个茎-环结构形成 RNA基序，这一作用类似于糖皮质响应基因启

动子区域中的激素响应元件 DNA基序类似物。随后，Gas5作为诱饵分子，竞争性结合在

糖皮质激素受体的DNA结合区域，有效地阻止了受体与染色体的互作。

（3）IncRNA作为引导分子行使功能

第三种类型的lncRNA可以作为 RNA结合蛋白的引导分子，进一步介导核糖体蛋白

复合体定位在特定的靶点上（图8-54）。目前研究表明，IncRNA可通过顺式（邻近的基因）或

反式（远处的基因）的方式介导基因表达的改变。
这些 RNA在转录水平的调控作用表明染色质结构上的改变不仅是一种局部效应，也

是一种远距离的结构影响。例如，Air 或者 eRNAs 这类的IlncRNA可以通过转录调控的局

部序列元件，如启动子或者增强子等，扩大其影响范围。相反的，对于HOTAIR以及 linc-

p2/这类的IlncRNA，长距离的基因调控作用则需要额外的互作组分参与，并且这些组分
需要正确的定位在所作用的位点。总之，IncRNA能以共转录或作为小 RNA的互补靶标

最终以顺式作用方式进一步介导染色质的改变;当lncRNA作为 RNA-DNA异源双链核

酸分子如RNA∶DNA∶DNA三重复合物或特定染色质表面的 RNA 识别特征时，则会结合

在靶 DNA上以反式调控的方式介导染色质发生改变。

图8-54 IneRNA
染色质修饰酶 作为引导分子的基

因调控机制示意图
被修饰的组蛋白 作为引导分子，IncRNA

作为引导 招募染色质修饰酶对
靶基因进行调控，或以分子的IncRNA
顺式或反式的方式对县了 远距离的靶基因表达

进行调控。
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COLDAIR-PRC2 Vi（vv（四vobn广oIvn
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vu.1 v4va-1。
冷处理 PcPRCaracPC2凡C5(C
早期 冷处-ScooLAIR 理后部专新H3K27me3

图8-55 由1lneRNA .COLDA1IR介导的基因调控过程

IncRNA介导的基因调控组分包括抑制复合体、激活复合体以及转录因子。然而，无

论是从距离还是机制上讲.总体的调控原则就是通过一段中间延伸的 DNA来运输调控

信息，进一步调控靶基因的表达，最终使得表观基因组发生改变。其中，一些 lncRNA以

顺式调控方式发挥作用。例如，Air通过启动子位置，特异与 lncRNA 和染色质互作，进

一步沉默等位染色体上靶基因的转录。随后，启动子区域聚集的 Air招募 G9a，导致靶点

H3K9及其等位基因甲基化并沉默表达。受冷诱导的植物 IncRNA COLDAIR则在建立及

维持稳定的抑制性染色质中起作用。春化过程中，COLDAIR引导 PRC2 到调控开花的抑
制子FLC染色体上，通过三甲基化 H3K27抑制基因表达图8-55）。这些发现表明 lncRNA

能通过与染色体特异结合，以顺式方式介导抑制组蛋白修复物质的招募，进一步从表观遗

传水平沉默转录。
lncRNA也能通过转录共激活复合体或共抑制复合体，如 CBP蛋白和 p300组蛋白去

乙酰化转移酶，进一步调控基因的表达。RNA结合蛋白TLS通过一个拴在cyclin D1启

动子区域的lncRNA招募到染色体上。IncRNA与TLS的结合反过来导致TLS构象改变。

这样的构象改变使氨基端抑制了 p300 和CBP 的组蛋白去乙酰化转移酶活性，从而抑制

基因表达图-56。尽管这一机制是否具有普遍性还未知，然而高度保守的IncRNA以及

转录共调控子上大量的RNA结合区域的发现增加人们对该调控机制普遍性的认可。

和这些顺式调控的lncRNA不同，一些 lncRNA则以反式作用的方式对基因表达进行

调控，即通过染色体进一步扩大其对基因的转录影响。有报道表明IncRNA HOTAIR的

表达与癌症转移有关。在原发性和转移性乳腺癌中均发现HOTAIR表达有所提高。另

外，癌细胞中HOTAIR的缺失会导致PRC2基因高表达的细胞侵袭性降低。这些发现表

明非编码 RNA介导的多梳蛋白复合体在乳腺肿瘤发生中起着关键性作用，尤其暗示了

HOTAIR 这类的 IncRNA能通过反式作用的方式靶定染色质修复复合体的定位、酶活等，
进一步调控细胞的表观遗传状态。

（4）IncRNA作为骨架分子行使功能

lncRNA能作为一个中心平台招募相关生物学过程中的分子组分进一步调控基因表
达。在许多不同的生物学过程中，这一精确的调控对分子间的相互作用及信号转导的特

异性和动态过程具有至关重要的作用。这一类型的IncRNA具有不同的功能区域，并结
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春

图8-56 IncRNA介
Required HAT domain 导的蛋白质构象改(CBP/p300)
RGG， 变控制基因表达过p/CAF
RRM 程{

(ckEB - CCNDI Zinc fngerO

DNA ncRNAccwm/TLS-dependentTLsCBP/p300 damage repressosome厚CBP/p300

N

TLS 构象改变
(CBP/p300
p/CAF

-CCNDIncRNAccxer (CkEB

CBP/p300
CBP/p300_ NY TLS
N

合不同的效应分子，是较为复杂的一类 IncRNA。lncRNA可能在同一个时间会结合多个

效应分子，进一步带入具有转录激活或抑制作用的效应蛋白图8-57）。

lncRNA 与染色质修复复合体之间的互作对INK4a基因的转录抑制具有重要的作用。

肿瘤抑制子位点INK4b/ARF/INK4a在正常细胞和癌细胞中的表达受多梳蛋白复合体介

导的 H3K27甲基化的影响。研究表明，反义非编码 RNA ANRIL 与INK4b 具有相同的位

点，其能和PRC1、PRC2复合体组分具有直接相互作用。ANRIL和 PRC1、PRC2之间的任

意互作被打破都会影响 INK4b 靶基因的转录抑制。因此，ANRIL 作为一类典型支架分子，

招募不同染色质修复复合体最终使得靶基因沉默，动态调控基因转录活性。

另外，上文中提到IncRNA HOTAIR结合PRC2，从而甲基化 H3K27.促进基因抑制的

图8-57 IneRNA
蛋白质A 作为骨架分子的基

因调控机制示意图
被多种蛋白质修饰的组蛋白

作为骨架分子IncRNA

C 结合多种蛋白质形
成核糖核蛋白复合lncRNA功能位点I—— 嘉制 体（RNP）。IncRNA-
RNP复合体进一步作车1M
用染色体影响组蛋白

lncRNA功能位点Ⅱ. 修饰。

蛋白质B
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图 8-58 HOTAIR me3作为骨架分子介导 K27的基因沉默过程
HOTAIRHOTAIR分别通过其s' K4PRC2 基因沉默mO端和3'端分别连接组 Suz12/EZHD/EED

蛋白甲基化酶PRC2
和去甲基酶 LSD1.进

一步导致H3K27和 LSD1H3K4的去甲基化，抑 CoREST/REST
制靶基因的表达。

发生。后续的报道发现 PRC2结合在 HOTAIR 5'端的前300个氨基酸上，而HOTAIR3'
端的前700个氨基酸则会和第二个复合体，包括LSD1、CoREST以及 REST等互作，进一

步去甲基化H3K4.阻止基因激活。这表明 HOTAIR 能靶定多个染色质修复复合体，作为

一个骨架分子，在PRC1、PRC2复合体和LSDI/CoREST/REST复合体之间起到桥梁分子

的作用，将这些不同的分子打包成为一个整体（图8-58）。HOTAIR/PRC2/LSD1复合体可以

同时通过多个机制实现基因表达的抑制。HOTAIR的表达能诱导PRC2和LSD1复合体

之间的相互作用，而HOTAIR缺失则导致靶基因上这些复合体的丢失。值得一提的是，

在不同类型的细胞中，许多额外的lncRNA能和PRC2、LSD1复合体互作。这些额外的

lncRNA很有可能也包含许多结合不同蛋白复合体的位点，从而带来更为特异的靶基因上

组蛋白修复的不同组合。

8.5 真核基因其他水平上的表达调控

8.5.1 蛋白质磷酸化对基因转录的调控

真核基因转录前基因组中某些位置上的染色质结构改变为伸展型或"开放"状态，为

基因的活化奠定了基础并起着"开关"的作用。染色质的伸展结构使细胞核中相应位置

上的基因有可能成为 RNA聚合酶Ⅱ转录的模板，从而启动基因的表达，开始将遗传信息

从 DNA转移到RNA上并翻译为蛋白质，实现了遗传信息传递的"中心法则"。

蛋白质的磷酸化与去磷酸化过程图8-59）是生物体内普遍存在的信号转导调节方式，
几乎涉及所有的生理及病理过程，如糖代谢、光合作用、细胞的生长发育、神经递质的合成

与释放甚至癌变等。
图8-59 蛋白质的

细胞表面受体与配体分子的高亲和力蛋白激酶磷酸化及去磷酸化

过程 nNTP nNDP 特异性结合，能诱导受体蛋白构象变化，使

蛋白质 。 二蛋白质-nP?
胞外信号顺利通过质膜进入细胞内，或使受

H,omP 体发生寡聚化而被激活。一般情况下，受体蛋白质磷酸酯酶
分子活化细胞功能的途径有两条∶一是受体
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◆
图8-60 酪氨酸受本身或受体结合蛋白具有内

EGF-结合结构域 体蛋白激酶磷酸化EGF。源酪氨酸激酶活性，胞内信 与细胞癌变示意图
号通过酪氨酸激酶途径得到 酪氨酸受体蛋白激酶

与表皮生长因子（EGF）
传递;二是配体与细胞表面

霭
相结合后，刺激了该

受体蛋白的激酶活性，受体结合，通过G蛋白介异 i) 引发一系列生理反应。污的效应系统产生介质，活化 原癌蛋白 ErB虽然没下

有正常酪氨酸受体蛋丝氨酸/苏氨酸或酪氨酸激
白激酶的胞外结构域，

酶，从而传递信号。按照"碰 其胞内结构域却具有
酪氨酸蛋白激酶 蛋白激酶活性，刺激

撞耦联"或称"动态受体"学 细胞持久分裂，诱发正常EGF受体蛋白 ErbB受体蛋白 癌变。说，受体的侧向流动性使受

体分子与效应分子在胞质膜

磷脂双层内相互作用，这是信号转导的关键。酪氨酸激酶受体侧向扩散使受体寡聚化，是

活化信号转导时受体-受体间自身磷酸化所必需的。对于依赖G蛋白介导的配体信号
转导途径来说，配体与受体结合后，G蛋白和受体-配体复合物由于各自在细胞膜内侧向

扩散而发生瞬时随机碰撞导致G蛋白活化效应分子。研究认为，信号转导是维系外部刺

激与细胞反应的桥梁，千变万化的环境因子使信号转导的途径与机制成了变幻莫测的迷

宫。在已知的上游信号转导途径中，酪氨酸蛋白激酶（protein tyrosine kinase，PTK）途径及
受体耦联的G蛋白途径广为引人注目（图 8-60。

1.受cAMP水平调控的A激酶

科学家把依赖于cAMP的蛋白激酶称为A激酶（PKA），它能把 ATP分子上的末端磷

酸基团加到某个特定蛋白质的丝氨酸或苏氨酸残基上。被 A激酶磷酸化的氨基酸N端

上游往往存在两个或两个以上碱性氨基酸，特定氨基酸的磷酸化（X-Arg-Arg-X-Ser-X）

改变了这一蛋白质的酶活性，动物细胞中这一酶活性代表了cAMP 所引起的全部反应。

在不同的细胞体系中，A 激酶的反应底物是不一样的，这就决定了cAMP 能在不同靶细胞
中诱发不同的反应，非活性状态的 PKA全酶由4个亚基 R2C2 所组成，相对分子质量为

150~170，调节亚基与cAMP相结合，引起构象变化并释放催化亚基，后者随即成为有催

化活性的单体（图8-611。
图8-61 cAMP 调 cAMP 控的A激酶活性

催化亚基调节亚基 有活性催化亚基cAMP 与调节叶

被释放亚基形成复合物
了警

PKA
（无活性）
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已经证实，许多转录因子都可以通过cAMP介导的蛋白质磷酸化过程而被激活，因为

这类基因的5'端启动区大都拥有一个或数个cAMP应答元件（cAMP-response element，

CRE），其基本序列为TGACGTCA。膜上的受体R与外源配基（ligand）相结合，引起受体

构象变化，并与CGTP结合蛋白相结合，R与G蛋白耦合激活了与膜相关的腺苷酸环化酶

（AC），导致胞内cAMP浓度上升，活化A激酶，释放催化亚基并进入核内，实施底物磷酸化。

被磷酸化的底物，如 CREB、CREM等，可作为转录激活因子诱发基因转录。

2.C激酶与PIP2、IP3和 DAG

磷酸肌醇级联放大的细胞内信使是磷脂酰肌醇-4.5-二磷酸（PIP，）的两个酶解产物∶
肌醇1.4.5-三磷酸（IP、）和二酰基甘油（DAG）。IP、和DAG是该途径的主要活性分子，

G蛋白通过活化的受体调控磷酸肌醇酶系统的活性。图8-62是C激酶信号传递示意图，

因为该蛋白激酶活性是依赖于Ca"的，所以称为C激酶（PKC）。IP，引起细胞质Ca2"浓

图8-62 激酶信号
一■外源信号传递与基因表达示

意图
磷酸酯酶-β

它
细胞膜

活性PKC 细胞质基质受体活化 与佛波酯功能
相似蛋白活性G蛋白

IP,
与Ca通道
功能相似蛋白

释放Ca?
提高胞质基质【Ca*

ArP
APPKC ADP

行xB

MAP
激酶 NF-xBNF-xkB

胞质 aTP核内 ADPSRFElk-1
基因10 W2C

SRE
编码区 mRNA"

NF-×B
2 秘02

NF-kBC编码反结合序列 mRNA

342 第8章 真核基因表达调控



·
度升高，导致C激酶从胞质转运到靠近原生质膜内侧处，并被DAG和Ca2*的双重影响所

激活。DAG激活C激酶的原因是前者大大提高了C激酶对于Ca2*的亲和力，从而使得C

激酶能被生理水平的Ca"离子所活化。C激酶是一个7.7×10'的蛋白质，主要实施对丝

氨酸、苏氨酸的磷酸化，它具有一个催化结构域和一个调节结构域。DAG结合后还能解

除调节区所造成的抑制作用，提高酶活性。

3.CaM激酶及MAP激酶

Ca2*的细胞学功能主要通过钙调蛋白激酶（CaM-kinase）来实现，它们也是一类丝氨

酸/苏氨酸激酶，但仅应答于细胞内Ca2水平。MAP激酶（mitogen-activated proteinkinase，

MAP-kinase，又称为extracellular-signal-regulated kinase，ERKS）活性受许多外源细胞生长、

分化因子的诱导，也受到酪氨酸蛋白激酶及G蛋白受体系统的调控。MAP激酶的活性取

决于该蛋白质中仅有一个氨基酸之隔的酪氨酸、丝氨酸残基是否都被磷酸化（图8-n），图中

Jun、E1K-1等为转录因子，其磷酸化状态的改变能够影响其后介导的基因转录起始与
否。科学家把能同时催化这两个氨基酸残基磷酸化的酶称为 MAP-激酶-激酶，它的

反应底物是 MAP激酶。MAP-激酶-激酶本身能被 MAP-激酶-激酶-激酶所磷酸化
激活，后者能同时被C激酶或酪氨酸激酶家族的 Ras 蛋白等激活，从而在信息传导中发

挥功能。
4.蛋白质磷酸化与细胞分裂调控

细胞通过p53及 p21 蛋白控制CDK（cyclin-dependent protein kinase）活性，调控细胞

分裂的进程。如果 p21蛋白过量，大量周期蛋白（cyclin）E-CDK2复合物与p21蛋白相结

合，使CDK2丧失磷酸化 pRb 蛋白的功能。没有被磷酸化的pRb蛋白与转录因子E2F相

结合并使后者不能激活一系列与DNA合成有关的酶，导致细胞不能由G，期进入S期，细

图8-63 Rus蛋白
和C激酶激活丝氨

胞质基质 RasC激酶） 酸1苏氨酸"瀑 布31

式"磷酸化（级联磷GTP 酸化），引起相关生ATP 理反应图示ADP

MAP-激酶一激酶-激醇×
-区T】
ADP

MAP-激酶一激酶
-AT]
AD

MAP激酶

[TP]
ADP

国 其他蛋白蛋白激酶agF Q① )EIKk-1Jun 呈
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图8-64 pRb蛋白
活性p33蛋白的磷酸化和去磷酸

化过程控制了细胞 转录调控
分裂的周期性 六己己p21)

CDK2CDK2 p21
[cyelin E[cyetinn

非活性
pRbpRb

，转录调控pRb 1
EF —大量参与DNA合成的基因E2 被激活，细胞进入S期

非活性 活性

胞分裂受阻。如果细胞中p53基因活性降低，p21蛋白含量急剧下降，周期蛋白E-CDK2

复合物就能有效地将pRb 蛋白磷酸化。此时，pRb蛋白不能与 E2F相结合，使后者发挥

转录调控因子的作用，激活许多与DNA合成有关的基因表达，使细胞从G，期进入S期，

引发细胞分裂图g 8-64）。

8.5.2 蛋白质乙酰化对转录活性的影响

肿瘤抑制因子p53蛋白与人类多种肿瘤有着密切的关系，因此可能是该领域中研究

最为深入的蛋白质。p53参与多种信号通路.如细胞周期调控、DNA损伤修复、血管的生

成与抑制以及细胞凋亡等的调控。已知 p53蛋白的活性受翻译后修饰（如磷酸化、乙酰

化等）机制调控.经修饰的p53蛋白能与不同的靶分子或蛋白复合体相结合，从而抑制或

激活参与特定生理反应的靶基因。p53在所有细胞中都转录产生2.2~2.5千核苷酸的

mRNA.编码由393个氨基酸组成的相对分子质量为5.3×10*的蛋白质（p53蛋白）。根据

p53的结构特点可将其分为3个不同区域∶N端酸性区（1～80 位氨基酸残基）、C端碱性区

（319~393位）和中间（100~300 位）的疏水区【图8-65（0】。
p53能识别不同构象靶基因的相同序列。靶基因启动子的拓扑结构和p53蛋白（及

与其相互作用的辅助蛋白）的构象决定该蛋白质是否与启动子区相互作用。乙酰化使p53

蛋白的 DNA结合区域暴露，增强了DNA结合能力，从而促进了靶基因的转录图8-65（b）。
CBP/p300等蛋白复合体既能诱导染色体结构发生有利于结合 p53蛋白的改变，又使 p53

蛋白被乙酰化，从而显著提高受 p53调控的靶基因的转录活性。

。
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。
图8-65 p53蛋白

、转录激活 四聚体 调节、 乙酰化有利于激活(a) 结构域形成区）结构域 序列特异性DNA结合结构域
靶基因转录
（a）p53蛋白基本结构
示意图;（b）p53蛋白
的乙酰化提高了它的
DNA结合能力。

DNA结合能力
(b)

无

Ac[参Ac L
强__________

8.5.3 激素对基因表达的影响

1.激素对靶基因的影响

许多类固醇激素（如雌激素、孕激素、醛固酮、糖皮质激素和雄激素，图8-59）以及

一般代谢性激素（如胰岛素）的调控作用都是通过起始基因转录而实现的。靶细胞具有

专一的细胞质受体，可与激素形成复合物，导致三维结构甚至化学性质的变化。经修饰

的受体与激素复合物通过核膜进入细胞核内，并与染色质的特定区域相结合，导致基因

转录的起始或关闭。研究发现，体内存在的许多糖皮质类激素应答基因都有一段大约

20 bp 的顺式作用元件（激素应答元件，简称HRE），该序列具有类似增强子的作用，其活

性受激素制约。表8-12是3种激素应答序列成分保守性分析。靶细胞中含有大量激素

受体蛋白，而非靶细胞中没有或很少有这类受体，这是激素调节转录组织特异性的根本

原因。
糖皮质激素通过核穿梭（ruclear shutling）激活下游信号通路。该激素与相应受体结

合，改变其构象，使之进入细胞核内，结合在能够促进转录的相应增强子上，从而促进下游

基因的转录。实验中，利用糖皮质激素地塞米松（dexamethasone，DEX）激活靶基因表达的

原理，构建可诱导表达融合蛋白系统。首先，将糖皮质激素受体 GR 和要研究的核蛋白X 

构建成融合蛋白，转基因到酵母、动物细胞或者植物中。不施加外源 DEX时，融合蛋白与

HSP90形成复合物，由于构象和空间位阻等原因，融合蛋白存在于胞质中，不能定位到细

胞核内。添加DEX时，DEX扩散入胞与GR相结合，融合蛋白构象改变，核定位信号暴露，

行使入核功能，导致下游基因表达。

雌激素刺激鸡输卵管中卵清蛋白合成可能是激素诱导转录作用的典型例子。将雌激

素注入鸡体内，输卵管组织便开始合成卵清蛋白 mRNA。只要有雌激素或类雌激素（如二

乙基己烯雌酚）存在，合成便能继续下去。一旦停止供应激素，合成速度便下降直至完全

消失。多肽激素胰高血糖素接触靶细胞时，首先与受体结合.并激活膜上的腺苷酸环化酶，

使之以 Mg'-ATP为底物生成环腺苷酸和焦磷酸。细胞内cAMP浓度升高，导致蛋白激酶
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图8-66 几种常见
类皮质激素（肾上腺皮质激素）的疏水性小分子激

素的结构式 无机皮质素参与维持细胞糖皮质激素能提高血糖含量，CH，OH CH,OH内无机盐和水分的平衡并具有抗炎症能力 C=OCHy =0-OHHO 它门六HQ
CH; CH,

氢化可的松（皮质醇） 醛固醇

固醇类性激素

雄激素参与雄性器盲的发育雌激素参与雌性特性的发育
OH OH

CH,CH,

CH,

翠丸酮β一雌二醇HO

其他

视黄酸参与形态建成维生素D参与骨骼发育 CH3
和钙代谢 -CH2-CH2-CH2HCci, HC、CH -CH,日 CCH,(CH、行严。 HC

CH维生素D -CH,Ho
务甲状腺激素 CH
HC甲状腺激素调控了体内的基础代谢水平

1、 宝。coOH
HC-CH-HO- -cHr
CoOHNH2
反式视黄酸三碘甲腺原氨酸

活性增强，特定酶系的磷酸化水平及酶活性都得到改善，促进糖原最终分解为葡萄糖-1-

璐港立了艺。

8.5.4 热激蛋白对基因表达的影响

现代分子生物学上把能与某个（类）专一蛋白因子结合，从而控制基因特异表达

的 DNA上游序列称为应答元件（response element），如热激应答元件（heat shock response

element，HSE）、糖皮质应答元件（glucocorticoid response element，GRE）、金属应答元件（metal

response element，MRE）等，这些应答元件与细胞内专一的转录因子相互作用，协调相关基

。
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一
图8-67 胰高血糖

胰高血糖素 素激活糖原分解连
肾上腺素 锁反应

受体
活性腺苷无活性
环化酶(0D腺苷环化酶

ATP- cAMP(2)

活性无活性
蛋白激酶蛋白激酶 鸣
ADPATP

磷酸化酶磷酸化酶
(3) 激酶（活性）激酶（无活性）

磷酸化酶 磷酸化酶
（活性）（无活性） (5)

ADPATP
后？

糖原一 1-磷酸葡萄糖(6)

因的转录（表8-9）。
许多生物在最适温度范围以上，能受热诱导合成一系列热休克蛋白（heat shock protein，

HSP）。受热后，果蝇细胞内 HSP70mRNA水平提高1000倍，，就是因为热激因子（heat

shock factor，HSF）与HSP70基因TATA区上游60碱基对处的HSE相结合，诱发转录起始。

表8-9 特异转录因子与各类应答元件的相互作用

结合蛋白应答元件调控因子 相对分子质量DNA 序列
热激 9.3×10*HSFHSE CNNGAANNTCCNNG
镉 MRE SCGNcccGGNCNc 5

佛波酯 3.9×10*TGACTCATRE API
血清 5.2×10SRFCATATAGSRE

按相对分子质量的大小以及同源程度可将热休克蛋白分为 HSP90、HSP70、小分子

HSP及泛素4个家族，各家族 HSP又由多种不同形式或经不同修饰的蛋白质分子所组成。

HSP分布广泛，诱导迅速，即使在非热休克细胞中也存在着由热休克同源基因编码的类似

蛋白质。真核细胞的热休克蛋白可能具有机体保护功能并在细胞的正常生长和发育中起

重要作用，HSP70的主要功能是参与蛋白质的代谢，而泛素的主要功能是清除细胞内的变

性蛋白质。HSP还常与具有不同功能的多种蛋白质形成天然复合物，参与有关蛋白质折
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叠、亚基的组装、细胞内运输以及降解等过程。热休克蛋白参与靶蛋白活性和功能的调节，

却不是靶蛋白的组成部分，因此，一般称它为分子伴侣或伴侣蛋白（chaperonine）。现将主

要HSP家族及其生理功能列于表8-10。

表8-10 主要 HSP家族及其生理功能

主要成员家族 免疫应答中的可能作用主要生理功能

HSP9 HSP90.HSP83 促进甾醇激素受体与激素的结合 抗肿瘤.提高自身免疫性能
及与DNA结合，调节激酶磷酸化

活性
HEISP70 HSP70，BiP，Dnat， 参与蛋白质折叠和去折叠、蛋白质 免疫球蛋白装配，类抗原加工，病原体

Hc70,Grp78 抗原及自身免疫性诱导转位及多聚复合物的组装

小分子 HSP HSP27，Gro23. 参与蛋白质折叠和去折叠及多聚复 病原体抗原及自身免疫性诱导
合物的装配HSP16

泛素泛素 蛋白质降解 类抗原加工，淋巴细胞回巢，自身免疫
性诱导

HSP基因中内含子数量都很少.至今为止尚未发现 HSP70基因中有内含子，而人

HSP90、果蝇HSP82、人 HSP27、鸡 HSP108和泛素等都只有少量内含子。HSP的这一基本

特征保证了它们一旦起始转录不需剪接就可产生出成熟 mRNA以适应 HSP大量快速表

达的需要，防止严重的热休克影响 mRNA前体的剪接。

在没有受热或其他环境胁迫时，HSF 主要以单体的形式存在于细胞质和核内。单体

HSF没有 DNA结合能力，HSP70可能参与了维持HSF的单体形式。受到热激或其他环

境胁迫时，细胞内变性蛋白增多，它们都与HSF竞争结合HSP70，从而释放 HSF，使之形

成三体并输入核内。HSF一旦形成三体，便拥有与HSE特异结合、促进基因转录的功能。

这种能力可能还受磷酸化水平的影响，因为热激以后，HSF不但形成三体，还会迅速被磷

酸化。HSF与HSE 的特异性结合，引起包括 HSP70在内的许多热激应答基因表达，大量

产生 HSP70蛋白。随着热激温度消失，细胞内出现大量游离的 HSP70蛋白.它们与HSF

相结合，形成没有DNA结合能力的单体并脱离 DNA（图s-68）。

8.5.5 翻译水平调控

在蛋白质生物合成的起始反应中主要涉及细胞中的4种装置，这就是∶①核糖体，它

是蛋白质生物合成的场所;②蛋白质合成的模板 mRNA.它是传递基因信息的媒介;

③可溶性蛋白因子，这是蛋白质生物合成起始物形成所必需的因子;④RNA，它是氨基酸

的携带者。只有这些装置和谐统一才能完成蛋白质的生物合成。

1.真核生物 mRNA的"扫描模式"与蛋白质合成的起始

大量实验证明，在真核生物起始蛋白质合成时，40S 核糖体亚基及有关合成起始因

子首先与mRNA模板靠近5'端处结合，然后向3'方向滑行，发现AUG起始密码子时，与

60S大亚基结合形成 80S 起始复合物。这就是Kozak 提出的真核生物蛋白质合成起始的

。
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图8-68 热激蛋白
调控的基因表达机P
制

tHSP70工A A七 热激因子循环
下

模板DNA
久才才了了
5'nGAAnnTTCnnGAAn3'

Hss -热激
修子

HSP70

"扫描模式"。
为什么核糖体滑行到 mRNA的第一个AUG，即在离5'端最近的起始密码位点就停

下来并起始翻译呢?现在认为，这是由 AUG的前（5'方向）和后（3'方向）序列所决定的。

调查了200多种真核生物 mRNA中5'端第一个 AUG 前后序列发现，除少数例外，绝大部

分都是A/G NNAUG，说明这样的序列对翻译起始来说是最为合适的。所以，"扫描模

式"相当合理地说明了许多真核生物 mRNA的单一顺反子性质，也合理地解释了为什么

将mRNA水解之后，它内部的起始密码子会被活化。因为mRNA的水解产生出了新的5'

端，所以它又可以成为 40S起始复合物的进入位点。

那么，真核生物中具有相关生物功能的基因通过什么样的补偿机制得以协同表达

呢? 有人提出，真核生物通过"融合基因"的方式产生出多顺反子的替代物，即"多娶蛋白

质"。多聚蛋白质是由相当长的mRNA编码的，如色氨酸合成酶，它的α亚基（相对分子质

量28727）和β.亚基（相对分子质量42756）在大肠杆菌中分别由不同基因编码，但是，在真

核生物酵母中，这两个多肽融合形成相对分子质量为76000的双功能蛋白质。红色链孢霉

的 arom基因簇也编码多功能蛋白，参与多芳香化合物的生物合成。此外，酵母的 his4 基因

编码了一个三功能蛋白质。从功能上说，哺乳动物的脂肪酸合成酶（相对分子质量2.4×10）

相当于大肠杆菌中一组7个之多的功能各不相同的多肽。所以，基因融合可能补偿了真核

生物核糖体不能利用多顺反子型 mRNA来协调各种不同蛋白质生物合成的缺陷。

2.mRNA5'端帽子结构的识别与蛋白质合成

因为绝大多数真核生物 mRNA 5'端都带有"帽子"结构，所以，核糖体起始蛋白质的
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合成，首先面临的问题是如何识别这顶"帽子"。

真核生物mRNA5'端可有3种不同的帽子，即O型、I型和Ⅱ型，其主要差异在于帽
子中碱基甲基化程度的不同。表8-11列举了这3种不同类型帽子的结构。

表8-11 真核生物mRNA 的帽子结构

结构种类 mRNA
酵母、黏菌O型 m'Gp/GpNp-

I型 海胆胚、卤虫mGpppA_ Gm pNp-
哺乳动物Ⅱ型 mCipN，一N
哺乳动物mCpNN

真核生物的加帽子反应发生在 mRNA 前体刚转录出来不久或尚未转录完成时，催化

这一过程的是鸟苷酸转移酶和甲基转移酶，它们都位于细胞核内。据认为，细胞中的帽子

化酶是同时具有 RNA三磷酸酯酶和鸟苷酸转移酶活性的多功能酶。通过鸟苷酸转移酶

生成的是5'-5'磷酸二酯键。从O型到Ⅰ型帽子的生成都在细胞核内进行，由I型帽子

进一步加工成Ⅱ型帽子在细胞质内进行。

3.mRNA的稳定性与基因表达调控

在高等真核生物中转运铁蛋白受体（TIR）和铁蛋白负责铁吸收和铁解毒。这两个

mRNA上存在相似的顺式作用元件，称为铁应答元件（iron responsive element，IRE），IRE与

IRE结合蛋白（IREBP）相互作用控制了这两个mRNA 的翻译效率。当细胞处于缺铁或高

铁水平时，能产生两个数量级的蛋白水平差异，却没有在 mRNA水平上发现存在显著差

异。研究表明，位于5'非翻译区的IRE控制了铁蛋白 mRNA的翻译效率，去掉这个非

翻译区 IRE，可造成铁蛋白的永久性高水平翻译。当细胞缺铁时，IREBP与IRE具有高

亲和力，两者的结合有效地阻止了铁蛋白mRNA的翻译，与此同时，TIR mRNA上3'非

翻译区中的IRE也与IREBP特异结合，有效地阻止 T/R mRNA的降解，促进 TR蛋白的

合成图8-60。
4.可溶性蛋白因子的修饰与翻译起始调控

许多可溶性蛋白因子，即起始因子，对蛋白质合成的起始有着重要的作用，对这些因

子的修饰也会影响翻译起始。

① eIF-2 磷酸化对翻译起始的影响 用兔网织红细胞粗抽提液研究蛋白质合成时

发现，如果不向这一体系中添加氯高铁血红素.几分钟之内蛋白质合成活性急剧下隆，直

到完全消失。这就是说，当没有氯高铁血红素存在时，网织红细胞粗抽提液中的蛋白质

合成抑制剂就被活化，从而抑制蛋白质合成。现已查明，该抑制剂 HCI是受氯高铁血红

素调节的，它其实是 eIF-2的激酶，可以使elF-2的α亚基磷酸化，并由活性型变成非活

性型。没有生物活性的 HCI也可以通过自身的磷酸化变成活性型，这个过程可能是自我

催化的，并与一个被称为HS因子的热稳定蛋白有关。氯高铁血红素能够阻断 HCI 的活

化过程（（图8-70）。

。
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·
图8-69 人铁蛋白

铁蛋白 mRNA 及转运铁蛋白受体
mRNA 的翻译调控IRP IREIRE 机制

A, 3'A.3' 编码区编码区
无 IRP，mRNA 顺利翻译 与IRP结合，无mRNA起始翻译

转铁蛋白受体 mRNA

D EB

A,3r A.3'编码区 编码区各

与IRP结合，mRNA不降解无IRP，mRNA 降解

GU_ GUGA GAC U CcAU 名-FeAU AU— AUcGuG Gc+Fe GCUA IRPIRP。 C
UAGc AUU, UAcG

cG UA
U AUUA AUUA UAGC UAGC AU6c 5' 3'3'5

转铁蛋白受体-IRE人铁蛋白-IRE

实验表明，elF-2的α亚基磷酸化以后，eIF-2与elF-2B紧密结合，直接影响了eIF-2

的再利用，从而抑制翻译，影响蛋白质合成起始复合物的生成。elF-2 磷酸化阻碍蛋白质

生物合成这一现象，同样可由添加氧化型谷胱甘肽或双链 RNA 等引发。

②CBPⅡ活性与翻译的起始 在脊髓灰质病毒感染的HeLa细胞中，有帽子结构的
宿主mRNA的翻译受阻，宿主蛋白

图8-70 eIF-2、
质合成停止，但没有帽子结构的脊 ADPATP HCI 及氯高铁血红

HCT HCI=P 素的相互关系髓灰质炎病毒mRNA的翻译却不受 （活性型）（非活性型）
氯高铁血红素影响。研究表明，宿主细胞 CBPⅡ

失活是导致这种mRNA选择性翻

译的根本原因。如果在这种感染细 ATP-HCI-P elF-2(α-P)eIF-2胞抽提液的蛋白质合成体系中加入 （活性型） （非活性型）ATP-HCI
由兔网织红细胞中提取的 CBPⅡ，

3518.5 真核基因其他水平上的表达调控



就能恢复有帽子mRNA的翻译活性。添加 CBPⅡ对脊髓灰质炎病毒RNA的翻译没有

影响。
在蛋白质生物合成的过程中，特别是在起始反应中，mRNA的"可翻译性"是起决定

作用的.其5'端的帽子结构、二级结构、与rRNA 的互补性以及起始密码附近的核苷酸序

列都是蛋白质生物合成的信号系统。蛋白质生物合成的调控就是通过 mRNA本身所固 
有的信号与可溶性蛋白因子或者与核糖体之间的相互作用而实现的。

思考题
1.简述基因家族的分类及其主要表达调控模式。

2.简述何为外显子、内含子及其结构特点和可变调控。

3.简述 DNA甲基化对基因表达的调控机制。
4.简述真核生物转录元件组成及其分类。
5.简述增强子的作用机制。

6.简述反式作用因子的结构特点及其对基因表达的调控。
7.如何确定拟南芥基因组T-DNA插入的位点?
8.如何确定影响某表型的相关基因?
9.如何通过实验的方法分析 CTD上 S2和S5不同磷酸化 pattermn的功能?
10.如何鉴定 activation tagging 的转基因植物中是哪个基因的表达上调而导致所观测的表型?
11.举例说明蛋白质磷酸化如何影响基因表达。

12.说明组蛋白乙酰化和去乙酰化影响基因转录的机制。

13. 说明激素影响基因表达的基本模式。
14.说明分子伴侣的分类及其影响基因表达的机制。
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第9章

疾病与人类健康

9.1 肿瘤与癌症

9.2 人类免疫缺陷病毒（HIV）
93 乙型肝炎病毒（HBV）
9-4 人禽流感的分子机制
95 严重急性呼吸综合征的分子机制
9.6 基因治疗
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9.1 肿瘤与癌症

癌（cancer）也称恶性肿瘤，是一群不受生长调控、过度增殖且不受常规的区域限制的

细胞。良性肿瘤细胞虽然也是过度增殖的细胞群，却仅局限在自己的正常位置，不侵染周

围其他组织和器官。因此，绝大多数癌是由肿瘤细胞经过一系列突变转化而来的"图9-1）。

癌症是人类生存的头号敌人。今天，科学家已经能够对许多种癌症做出早期诊断，延长

患者的生存期，但并未从根本上征服这个病魔。20世纪 50年代以来，对肿瘤医学的研究

有3项最为突出的成就∶①癌基因的发现及其研究的深入;②染色体畸变与致癌基因表

达相互关系的揭示;③抑癌基因的发现及表达调控。已经发现了上百个原癌基因（proto-

oncogene）和许多抑癌基因（anti-oncogene），证明细胞癌变的分子基础是基因突变，DNA的

变化和不正常活动导致了细胞癌变。

图 9-1 肿瘤组织
（b）正常管状 有转移能力的（a）正常管状 发生癌变的腺体 被纤维状结缔组织示意图 腺体细胞 腺体癌细胞腺体细胞 细胞（分裂失控）包裹的良性肿瘤

。
0。 “部 N

%工o
雪 霜栏

癌基因（oncogene）可分为两大类∶一类是病毒癌基因（viral oncogene，V-onc），编码病

毒癌基因的主要有 DNA病毒和RNA病毒。DNA病毒包括乙型肝炎病毒、猴病毒40和

多瘤病毒、乳头瘤病毒、腺病毒、疱疹病毒和痘病毒。RNA病毒主要是反转录病毒。反转

录病毒致癌基因（retrovirus oncogene）可能是研究最多的病毒基因，它们能使靶细胞发生

"恶性转化。第二类是细胞转化基因（cellular oncogene，C-onc），它们能使正常细胞转化为

肿瘤细胞，这类基因与病毒癌基因有显著的序列相似性。事实上，细胞转化基因可能就是

存在于人体正常细胞中的原癌基因的突变产物，它们广泛存在于生物界，有相当强的保守
性，属于管家基因，正常表达时对细胞的生长和分化有调控作用。
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9.1.1 反转录病毒致癌基因

早在1910年，Rous 就发现带有肉瘤病毒（一种反转录病毒）的鸡肉瘤无细胞滤液能

在鸡体内诱发新的肉瘤。这种病毒的基因组是由单链 RNA组成的.一般只有6~9 kb。

RNA上的基因数目很少，它们被包裹在由 gag和env两个基因编码的蛋白质外壳中，其

中 env基因指导外壳蛋白的
图9-2 反转录病合成，gag基因则指导"鞘" 毒颗粒示意图RNA基因组（二倍体）脂质膜、

蛋白的合成，这些"鞘"蛋白
-表面糖蛋白

好像"道钉"一样"箍"在外
整合酶 跨膜蛋白

壳的表面，维持外壳蛋白结 蛋白醇
构的稳定性图9-2）。反转录 ~基质反转录酶一
病毒的复制由其自身基因组 衣壳

上 pol基因编码的反转录酶
核衣壳指导完成。当病毒感染细胞

时，病毒最外层囊膜不进入

细胞，含有基因组 RNA 和反转录酶的核心颗粒进入细胞并在病毒核心颗粒内开始利用自

身携带的反转录酶（可能还需要某些宿主细胞因子）进行病毒基因组的反转录，合成含有

完整病毒基因组信息的线性双链 DNA并被运入细胞核，在病毒整合酶作用下随机整合进

入宿主细胞基因组图9-3）。
被整合的病毒DNA分子称为原病毒（provirus）。由于反转录病毒一般不会引起细

胞死亡，所以，原病毒象孟德尔单一基因遗传一样传给子代细胞。整合的原病毒LTR 含

有细胞RNA聚合酶Ⅱ以及识别细胞转录因子的所有信号和原件，能转录出完整病毒

mRNA，并利用宿主细胞中的蛋白质合成机器，翻译病毒外壳蛋白和其他相关蛋白质，最

后组装成病毒颗粒。已在各种反转录病毒中发现了大量致癌基因，它们感染后诱导宿主

产生肿瘤的主要原因是激活特定基因表达，从而破坏宿主细胞本身固有的平衡，导致细胞

发生转化。
最早发现的致癌基因是劳斯氏（Rous）肉瘤病毒中的V-Src基因，它编码了一个被称

为 p60的蛋白质。序列分析表明，该蛋白有514个氨基酸，是一个磷酸化蛋白。其C端
250个氨基酸是活性区域，负责将磷酸基团转移到酪氨酸残基上。它的作用主要是使多
个靶蛋白发生磷酸化，从而影响它们的功能，加速细胞癌变过程。

p60使多个蛋白质中的酪氨酸发生磷酸化以后，又如何促使细胞发生癌变呢?科学

家发现，一种存在于细胞基部质膜附着点内被称为枢纽蛋白（vinculin）的细胞骨架蛋白磷

酸化可能是引起细胞癌变的中心环节。已知质膜附着点的主要作用是通过细胞膜固着蛋

白，将细胞固定在所处的表面，它也能使肌动蛋白的纤丝依附在上面。位于附着点内的枢

纽蛋白则起着连接肌动蛋白纤丝束和细胞膜固着蛋白的作用。正常情况下，该蛋白上的

酪氨酸残基只有轻度磷酸化。在转化细胞中，由于 p60结合在附着点内靠近或位于枢
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图9-3 含有反转
录病毒完整基因组 -—LTR-4—LTR一

多 雪。 R Ls,R U5,,t3信息的双链 DNA整 -HO亲核攻击置合到宿主细胞基因
组DNA上

TGTGGAAAATCTCTAGGTACTGGAAGGGCTAATTCAC
-ACACCTTTTAGAGATCGTCATG(CTTCCCGATTAAGTG

整合酶3端加工
HO亲核攻击 ·

———TGTGGAAAATCTCTAG(ACTGGAAGGGCTAATTCAC
CTTCCCGATTAAGTG —ACACCTTTTAGAGATCGTCA-

GTTG

前病毒

OH

ACTG■CA
GTCA

,pH司。

宿主细胞基因组DNA 二 XI234Y
X153认入·

整合酶连接反应

Ao

宿主细胞酶修饰
eCAAC
U R U5U3 R us

-X1234TG工 瞳CA1234Y—

CL134人--X1534VC重
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纽蛋白处，使这一蛋白的磷酸化水平提高了20倍以上，明显降低了枢纽蛋白连接肌动蛋

白纤丝束和细胞膜固着蛋白的功能。导致肌动蛋白纤丝束松散，细胞黏附能力减弱，容易

发生脱落和转移。

1.急性转化型和非急性转化型

根据反转录病毒转化细胞的能力，可将其分为急性转化型和非急性转化型两大类。

急性转化型反转录病毒具有3个主要特征∶①这类病毒感染动物后，很短时期内（几天或

几周）就出现实体瘤或白血瘤（leukemia）;②它们所带的癌基因一般位于病毒基因组内部.

也可位于基因组的3'端，但不会插入结构基因内部;③具有体外转化细胞的能力。非急

性转化型则正好相反，它们感染宿主细胞后需要较长时间（几个月，数年甚至数十年）才会

致癌。
2.V-onc基因的起源

研究发现，反转录病毒基因组中所带有的 onc基因并非来自病毒本身，而是这些病毒

在感染动物或人体之后获得的细胞原癌基因图°4。这些动物或人原癌基因经病毒修饰

和改造后，成为病毒基因组的一部分并具有了致癌性，其作用的靶分子也往往发生改变。

已经证实，各种脊椎动物染色体 DNA上都有与Src相类似的 DNA序列，说明它是正常细
胞所固有的。因为正常细胞中这些基因是不表达的，只有在细胞发生癌变时才有活性，所

以称为原癌基因。一般说来，细胞原癌基因大都是断裂基因，带有插入序列，而病毒的致

癌基因往往是一个完整的没有断裂的读码框。

目前已鉴定了超过100个致癌基因，最常见的是ras与myc基因家族。突变的 Ha-

ras 基因产物与结肠癌、肺癌、胰腺癌等相关，K-ras与恶性骨髓瘤、成淋巴细胞瘤等有关，

而 N-ras 则多见于泌尿系统癌症。研究发现，c-myc表达主要在G，/G，交界或G早期，而

C-H-ras 和C-K-ras 则主要在G，中晚期。G，期对于细胞生长的控制具有关键性意义，
因为该时相中存在一个"生长控制点"，在正常情况下，细胞可根据对信号的应答，发挥

"生长控制点"的调节作用，使细胞通过该点，进入S、M期再回到G，期，或者阻止细胞通

过该控制点而使其进入G。期。c-myc 的表达可能使细胞获得了通过"生长控制点"的潜

能，而c-ras 的表达似乎加强了c-mvc 的这种作用潜能，二者协同作用使细胞向S期过渡

图9-4 劳斯肉瘤
e-S 病毒基因结构及

c-Sc原癌基因的宿主细胞基因 16工54

转变
宿主细胞原癌基因
（上）和不含癌基因的

不含癌基因的 反转录病毒基因组及8ag Renvpol反转录病毒 所编码的主要蛋白质
（中）;含有癌基因的劳
斯肉瘤病毒基因结构

劳斯肉瘤 （下）。RRIPIgg ?enVpol病毒基因组
v-Sre
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成为可能。也就是说，c-myc 和c-ras 的协同作用是细胞分裂的必要步骤。在肿瘤细胞中，

"生长控制点"不起作用，所以瘤细胞一直处于细胞周期循环之中。

9.1.2 原癌基因（细胞转化基因）产物及其分类

除了病毒感染会诱发细胞癌变外，尚有许多非病毒因子（如放射性物质、化学试剂亚

硝酸、烷化剂等）也能诱导细胞转化。这些因子并没有把致癌基因或其他致癌的遗传信
息带入细胞，而仅仅通过某种激活机制改变了细胞内原有的遗传信息，使细胞发生恶性转

化。对大量致癌因子的研究证明，它们的作用都是使基因发生突变（图9-5），充分说明内源
基因在细胞转化中的地位。实验证明，此时引起细胞恶性转化的因子仍然是 DNA.化学

诱变后的细胞中同样存在着决定细胞命运的致癌基因。从人膀胱癌 T24 肿瘤细胞中提取

DNA，转染正常小鼠成纤维细胞使之变为转化细胞。从发生转化的成纤维细胞集落中分

离单细胞，培养、扩增后再提取 DNA.第二次转染正常小鼠成纤维细胞，又出现转化细胞

集落。如果细胞转化特性是由分散在不同 DNA片段上的遗传因子决定的，那么，在这个

基因重复导入过程中细胞的转化特性可能消失。事实上，经过连续多次基因导入后，细胞

仍被转化，说明致癌因子可能存在于一个特定的区域。

o。 O。 。， OH
与细胞色素P450相
偶联的氧化反应

oCHz oCH,oCH, 0一吗

DNA

黄曲霉素 致癌因子与DNA中的鸟苷酸残基相结合黄曲霉素-2，3环氧化物

图9-5 黄曲霉素（aflatoxin）导致细胞发生癌变的分子机制

根据原癌基因产物在细胞中的位置将其分为3大类∶第一类是与膜结合的蛋白质，主

要有erbB、neu、fmns、mas和Src基因产物;第二类是可溶性蛋白，包括 mos、sis和fps 基因

产物;第三类是核蛋白，包括 myc、ets、jun和 myb等。根据这些蛋白质的功能，它们又常

被分为6类，即蛋白激酶类、生长因子类、生长因子受体类、GTP结合蛋白类、核蛋白类和
功能未知类。原癌基因产物的一个共同特征是它们都能诱发一系列与细胞生长分化有关

的基因表达，从而改变细胞的表型。

9.1.3 原癌基因的表达调控

原癌基因在正常细胞中通常以单拷贝形式存在，只有低水平的表达或根本不表达。

在很多情况下，原癌基因的结构发生了点突变或插入、重排、缺失及扩增等，改变其转录

活性图9-6。
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图9-6 细胞中原
癌基因转变为癌基
因的主要途径

基因扩地 染色体重排编码缺失或单械基突变

司心问 或DNA-工 -DNA

RNA RNA

蛋白质活性大大提高 与强启动子基因蛋白质未变化， 增强子功能使
融合，提高癌变癌基因高效表达但总量大天提高
基因表达效率

1.点突变
虽然原癌基因活化导致癌变的原因多种多样，但点突变可能是最常见的机制。在ras

基因家族中，存在着许多原癌基因发生点突变的实例。Ha-ras和K-ras 基因最初是从小

鼠肉瘤病毒中分离出来的，N-ras是从人神经母细胞瘤细胞系中分离得到的，C-ras基因
存在于非肿瘤细胞生物机体中，可能是细胞发挥正常的生理功能所必需的。研究发现，ras

基因编码了一个相对分子质量为2.1×10*的癌蛋白（p21），从人类膀胱癌细胞系T24 DNA

中克隆的 Ha-ras 基因能够诱发 NIH/3T3细胞转化，而从正常细胞 DNA中克隆的该原癌

基因没有这种功能。因为T24膀胱癌细胞中 Ha-ras 基因的表达水平较之正常细胞并无

明显提高，科学家推测点突变使癌基因产物p21蛋白的结构和功能发生了某些变化图9-7。

图9-7 ras基因的
转化二第二外显子第一外显子 点突变及转化活性
活性 分析

0 616211121360
原C-H-ras⋯GCC ⋯GCC GGT⋯..GGC CAG GAG

丙氢酸 丙氨酸 甘氨酸 甘氨酸 谷氨酰胺 谷氨酸

膀胱癌⋯GCC GTC GGT⋯·⋯GGC CAG GAG⋯
C-H-ras丙氨酸 缘氨酸 甘氢酸 甘氮酸 谷氨酰胺 谷氨酸十

肺癌C-H-ras ⋯GcCGTCGGT⋯.⋯GGCCTG GAG⋯

丙氨酸 缴氨酸 甘氨酸 甘氨酸 亮氨酸 谷氨酸

MSV-H-ras ⋯GCC AGA GGT⋯ ⋯GGC CTG GAG⋯
丙氨酸 精氨酸 甘氨酸 甘氨酸 亮氨酸 谷氨酸

GAG乳腺癌 ⋯GCC GAAGGT⋯ ⋯GGC ?
?谷氨酸NMU-H-ras 丙氨酸 谷氨酸 甘氨酸 甘氨酸

原C-K-ras ⋯GCT GGT GGC⋯. ⋯GGT CAA GAA⋯
丙氨酸 甘氨酸 甘氨酸 甘氨酸 谷氨酰胺 谷氨酸

肺癌C-K-ras ⋯GCTTGT GGC⋯ ⋯GGTCAA GAA⋯
丙氨酸 半胱氨 甘氨酸 甘氨酸 谷氨酰胺 谷氨酸 +

酸

大肠癌⋯GCTGTT GGC⋯·⋯GGTCAA GAA⋯
丙氨酸 遵氨酸 甘氨酸 甘氨酸 谷氨酰胺 谷氨酸 +C-K-ras |

MSV-K-ras ⋯GCT AGT GGC⋯. ⋯GGTCAA GAA⋯
丙氨酸 丝氨酸 甘氨酸 甘氨酸 谷氨酰胺 谷氨酸+
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如人类肺癌细胞系Hs242的转化基因与Ha-ras 高度相似，在这个基因中导致转化活性

的遗传损伤是第二个外显子中引起 p21蛋白第61位谷氨酰胺被亮氨酸所替代的一个点

突变。所以，p21分子某些部位发生单个氨基酸替代足以引起蛋白质构象的改变，并使细

胞获得转化活性。
在肺癌和结肠癌细胞系中也发现了K-ras 型转化基因。肺癌细胞系含有第 12位密

码子由TGT取代GGC，从而以半胱氨酸取代甘氨酸的K-ras2转化基因;而SW480结肠

癌细胞系也含有K-ras转化基因，其第12位密码子为GT，编码了缬氨酸。这两个细胞

系都经历了点突变激活过程，突变部位就是人类膀胱癌细胞系 T24Ha-ras的对应部位。

现在已经证明由 NIH/3T3细胞转染检出的 ras 原癌基因中，第 12 位密码子是个突变

"热点"。
2.LTR插入
LTR 是反转录病毒基因组两端的长末端重复序列（long terminal repeat），其结构中

含有强的启动子序列，当LTR插入原癌基因启动子区域或邻近部位后，可从根本上改

变基因的正常调控规律。最早发现LTR 插入激活现象是在慢性反转录病毒感染的细

胞中。LTR插入到c-mye 5'上游启动子附近，使c-myc的转录水平大大增加。其他原

癌基因中也发现了类似现象。LTR插入后，与血小板衍生生长因子β链（PDGF-β）相

似的c-sis基因的转录和翻译水平均有明显增加。表9-1 是受LTR插入激活的部分原

癌基因。
表9-1 LTR 插入激活的原癌基因

诱发的肿瘤LTR来源原扁基因
禽类黏液性囊性淋巴瘤禽类白血病病毒

鼠白血病病毒 取T 细胞淋巴瘤myc
猫白血病病毒 猫T细胞淋巴瘤

禽类红白血病禽类白血病病毒erb8
禽肾细胞瘤禽类白血病病毒H-ras

小鼠白血病病毒K-ra 小鼠髓性细胞白血病

禽类白血病病毒 禽类黏液性囊性淋巴瘤my6
小鼠白血病病毒jms 小鼠髓性细胞白血病

小鼠乳腺癌小鼠乳头瘤病毒m2-1
小鼠白血病病毒 小鼠T细胞淋巴瘤Pim-/

Lck 小鼠白血病病毒 小鼠T细胞淋巴瘤
小鼠酪性细胞白血病小鼠白血病病毒ev1-7

3.基因重排
在大多数类型的人肿瘤中存在染色体数目和结构异常现象，说明存在原癌基因重排

的可能。现已查明基因重排包括原癌基因之间，以及原癌基因与非原癌基因之间的重排。

重排后基因内部结构可不受影响，也可能发生改变。在 Burkitt淋巴瘤中，Ig基因与c-myc

薄

360 第9章 疾病与人类健康



●

图9-8 abl原癌基
ber基因位于第22号染色体 ab1基因位于第9号染色体 因通过选择性染色

体重排转变成细胞6tn 13' 癌基因。
▲

重组位点重组位点

费城染色体

3berab1 融合基因

转录
Poly A， berlab1融合基因mRNA(,

翻译

Becr/Abl融合蛋白。

之间发生重排。正常情况下，c-mye定位于8q"，免疫球蛋白重链基因（IgH）定位于14q32，
轻链λ基因（Igλ）定位于22q1，轻链k基因（Igk）定位于2p".。重排时，c-myc从其上游

区到第2外显子的区域内断裂，易位至IgH、Igk或Ig2.的位点，使Ig基因与c-mye相连在

一起，Ig基因5'端的启动子发挥作用，使原来不表达的 c-myc大量表达。由于人体的特

殊需求，通常Ig基因的表达能力非常强。c-myc一旦与Ig基因启动子和增强子重组后，

可使原来的调控机制失去作用，导致极高水平的表达。在正常人体细胞中，非受体型酪氨

酸蛋白激酶基因abl位于第9号染色体上，表达量极低，不会诱发癌变。在慢性骨髓瘤病

人细胞中，该基因却被转移到第 22号染色体上，与bcr基因相融合，表达量大为提高，导

致细胞分裂失控，发生癌变图9-8）。
4.缺失
很多原癌基因5'上游区存在负调控序列，一旦该序列发生缺失或突变，就丧失抑制

基因表达调控的能力。如 Brukit 淋巴瘤中c-myc 可因负调控序列的缺失或 LTR 插入破
坏其结构而增强表达。

5.基因扩增

使每个细胞中基因拷贝数增加，从而直接增加可用的转录模板数以提高基因表达。
某些正常细胞在生长、发育过程中需要大量相关蛋白质，可通过基因扩增的方式来达到

提高表达量的效果。细胞也可通过基因扩增的产物来抵抗环境胁（如对化学物质和药物

的抗性等），以获得生存能力。在肿瘤细胞中，DNA扩增事件的发生频率至少比在正常细

胞中高上千倍。一旦发生基因扩增，肿瘤细胞就获得了选择性生长优势。实验证明，癌

基因常常是肿瘤细胞中 DNA扩增的靶位点，在各种人类肿瘤中已发现了十几种癌基因

的扩增。
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9.1.4 基因互作与癌基因表达

1.染色体构象对原癌基因表达的影响

基因表达不仅取决于基因本身及其相邻区域的一级结构，也取决于其空间构象。当
两个基因相距太近时，往往不易形成有利于高效转录的空间结构。因此，基因与基因之 

间的间隔距离被定义为"基因领域"（gene territory）。同一DNA链上两个具有相同转录
方向的基因间隔小于一定长度时，影响有效转录所必需的染色质结构的形成，从而使这

两个基因中的一个或两个均不能转录或转录活性显著降低，产生所谓基因领域效应（gene

territorial effect）。对大量基因的分析表明，基因之间的间隔距离与两个基因的总长度相

关，当两个基因的总长度在0.3 kb 至5kb之间时，最佳间隔距离与两个基因的总长度成

正相关。
正常人 c-myc定位于第8号染色体，在其两侧分别存在强表达基因，在基因领域效应 

的影响下，c-myc 转录受抑制。在 Burkitt淋巴瘤中，由于发生基因重排，使c-myc 基因一

侧的强表达基因消失，从而消除了对c-myc 的基因领域效应，使后者的转录活性增强。由

于c-myc 转录增强，反过来对另一侧的基因产生了基因领域效应，使原来强表达的基因变

为不表达状态。
在正常小鼠细胞中，c-myc的5'上游区域也存在一个强表达基因，其长度约为15 kb、

它距c-myc 只有3 kb左右，很显然，这一间隔距离太短，与基因有效转录应有的最小距离

相差甚远，此时，c-myc 受基因领域效应的影响非常大，表达完全受到抑制。在小鼠乳腺

癌细胞中，上述间隔距离被显著拉长，激活c-myc转录。

2. 原癌基因终产物对基因表达的影响

这种影响包括某种原癌基因产物对另一种原癌基因表达的调控作用，也包括某种原

癌基因产物对自身表达的反馈调控作用。一些原癌基因的产物是生长因子类、生长因子

受体类或激素受体类物质，这些物质作为细胞外信号或信息传递物质，会对原癌基因的

表达产生调控作用。癌基因产物通过介质传递生长刺激信号主要有3种方式∶①癌基因
产物本身模拟了生长因子，因而与相应的受体作用，以自分泌的方式刺激细胞生长;②癌

基因产物模拟了已结合配体的生长因子受体，从而在无外源生长因子时提供了促进细胞

分裂的信号;③癌基因产物作用于细胞内生长控制途径，解除此途径对外源刺激信号的需

求。人血小板衍生生长因子（PDGF）与猴肉瘤病毒（SSV）的V-ras癌基因产物，上皮生长

因子（EGF）与 Src 及V-erb癌基因产物之间，都存在着极高的相似性，表明生长因子与癌

基因转化有关。
3.抑癌基因产物对原癌基因的调控

因为抑癌基因产物能够抑制细胞的恶性增殖，所以它也被认为是一种隐性癌基因。

当细胞内由于某种原因造成这些基因的表达受抑制时，原癌基因就活跃表达.引起细胞癌

变。一般来说，抑癌基因在细胞生长中起负调控作用，主要是抑制增殖、促进分化、成熟和

衰老，引导多余的细胞进入程序化死亡途径，而原癌基因的作用则正好相反;原癌基因通

。
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，
常是显性的，激活后参与促进细胞增殖和癌变过程，而抑癌基因是隐性的，抑癌基因的两

个等位基因中失去任何一个都不影响其抑癌功能，只有两个等位基因全部失活才能失去

抑癌功能;不仅体细胞中可能发生抑癌基因突变，生殖细胞中也可能发生抑癌基因突变并

通过生殖细胞得到遗传，而原癌基因突变只发生在体细胞中。

p53是通过杂合缺失鉴定的一个抑癌基因，在星形细胞癌、乳癌、肺癌、肠癌及骨肉瘤

中都有高频率缺失现象。从癌细胞中得到的p53基因，其保守序列区有单一位点的突变，
推测可能由于这一突变导致p53基因产物结构与功能的改变，失去抑癌活性。另外，在

人类某些肿瘤细胞中也可观察到p53等位基因的缺失，这种缺失同样影响了肿瘤的发生。

p53这种抑癌作用可能是通过其蛋白质与 DNA的结合而实现的。这种结合既影响 DNA

的复制，又影响基因的转录。

Rb 基因是从视网膜纤维瘤中克隆到的另一个抑癌基因，其功能是阻止处于G，/G，期

的细胞进入S期，从而控制细胞增殖。正常 Rb基因的表达几乎可抑制所有培养细胞的

分裂。
细胞的癌变绝非单一因素引起，它可能是显性的癌基因与隐性的抑癌基因经过多阶

段的协同作用而形成的。一般说来，在一种肿瘤中起主要作用的几乎不可能是两种以上

的癌基因，但很可能涉及两个以上抑癌基因的突变。

4.外源信号对原癌基因表达的影响

细胞外信号（包括生长因子、激素、神经递质、药物等）作用于靶细胞后，通过细胞膜受

体系统或其他直接途径被传递至细胞内，再通过多种蛋白激酶的活化，对转录因子进行修

饰，然后引发一系列基因的转录激活（图9-9）。这一过程进行得很快，通常在几分钟至几十
分钟内即可完成。据测定，在这么短时间内，有70~80种基因的转录被激活，其中包括众

多的原癌基因。研究表明，c-fos 基因的转录激活可能是最快、最显著的，信号刺激后几分

：
Ras蛋白PDGF 受体 PDGF

EGFEGF受体（ErbB） (H-ras)
Sr蛋白激酶 M-CSF(N-ras)MCSF受体

(GSre)(K-ras) 生长因子

GTP结合蛋白生长因子受体类，具 与膜或细胞骨架
有酪氨酸特异性蛋 相偶联的酪氨酸

特异蛋白激酶白激酶活性 [mye]
甲状腺激素 [fos
受体（ErbA） [jun

tro/]短
固醇类激素受体 核蛋白

细胞质丝/苏氨细胞质酪氨酸蛋白激酶
酸蛋白激酶

图9-9 许多原癌基因参与细胞信号转导过程
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钟内即可检测到 c-fos基因产物。随后，另一些编码核蛋白的原癌基因如 c-myc、c-myb、
c-erbB、c-ets 等的转录也相继被激活。这些对细胞外信号反应迅速的基因被称为快速反

应基因。
快速反应基因的转录有两个特点∶①不受蛋白质合成抑制剂的阻断。在许多情况下.

还会因为蛋白质合成抑制剂抑制了不稳定蛋白质的合成而使转录产物的半寿期显著延

长。②快速反应基因的转录激活维持时间很短，通常在半小时内完成，然后逐渐恢复原状。

从这一点看，这类基因产物的主要功能是作为转录因子及调节因子去调节别的基因表达，

以介导细胞外信号在细胞水平上的应答。

9.2 人类免疫缺陷病毒（HIV）

人类免疫缺陷病毒（HIV），俗称艾滋病（AIDS）病毒，诱发人类获得性免疫缺损综合

征。该病毒在分类上属反转录病毒科（Retroviridae）慢病毒属中的灵长类免疫缺陷病毒

亚属，过去还有人将其命名为LAV、ARV、IDAV和HTLV3，现统一命名为HIV。1983年，

法国巴斯德研究所的 Montaginer 和美国国家卫生研究院癌症研究所Gall。 等人首次证

实 HIV是艾滋病的病因。该病已在 30多年间席卷全球，几乎没有一个国家或地区可以

幸免。已发现人免疫缺损病毒主要有两种，即 HIV-I和 HIV-Ⅱ。HIV一I是从欧洲和

美洲分离的毒株，与猴艾滋病毒只有约45??相似性，它的致病力很强，是引起全球艾

滋病流行的主要病原。HIV-Ⅱ与猴艾滋病毒的相似性高达75??其毒力较弱，引起艾

滋病的病程较长，症状较轻，且主要局限于非洲西部（表9-2）。有关HIV的研究主要是针

对HIV-Ⅰ进行的。

表9-2 反转录病毒科主要成员

典型成员属名
小鼠乳腺瘤病毒埔乳动物 C型拟转录病毒属

鼠白血病病毒D 型拟转录病毒属

禽C型拟转录病毒属 Mason-Pfizer猴病毒

泡沫病毒属 禽白血病病毒

人泡沫病毒人嗜T淋巴细胞病毒

白血病毒属 人嗜T淋巴细胞病毒I型

慢病毒属 人类免疫缺陷病毒

9.2.1 HIV病毒颗粒的形态结构及传播

艾滋病病毒粒子是一种直径约为120 nm 的球状病毒，粒子外包被着由两层脂质组成

的脂膜，这种结合有许多糖蛋白分子（主要是gp41和 gpl20）的脂质源于宿主细胞的外膜。

蛋白质 p24 和 p18组成其核心，内有基因组 RNA链，链上附着有反转录酶，其功能是催化

病毒RNA的反转录（图9-10）。。
364 第9章 疾病与人类健康



·
HIV病毒广泛存在于感染者的血 图 9-10 HIV-1病

毒粒子结构模型图gpI20液、精液、阴道分泌物、乳汁、脑脊液、有 8p4 g120和gp41是外膜
神经症状的脑组织液等体液中，其中以 蛋白，MA是内膜蛋

赞
MA 白，CA是外壳蛋白，

血液、精液、阴道分泌物中浓度最高。

验 NC是核衣壳蛋白，
RT是反转录酶。HIV可以依靠血液、血液制品，以及人

体分泌液，如精液和乳汁等传播。研究 -NC+RNA
发现，艾滋病患者经长期鸡尾酒疗法治

疗后，血液中可能检测不到艾滋病病

毒，但是眼泪中的病毒数量和新近确诊

艾滋病人血液中病毒含量相差并不大，

但目前尚无眼泪传播艾滋病毒的临床病例。

HIV 主要感染 T4淋巴细胞，也可以感染其他类型如B 淋巴细胞和单形核细胞等。

HIV感染后可引起明显病变，形成多核巨细胞，并导致细胞死亡。HIV 病毒可以通过

所感染细胞扩散到全身，已在淋巴细胞、脑、胸腺、脾等组织发现了该病毒。不同毒株

在试管内感染细胞的能力差异很大，说明自然界广泛存在着突变株。迄今为止，尚缺

乏研究艾滋病的理想动物模型。与人类亲缘关系最近的黑猩猩感染 HIV后，早期情

况与人相似，会产生抗体和暂时性T细胞比例失调，但后期并不发展成艾滋病的临床

病症。

9.2.2 HIV基因组及其编码的蛋白质

1.HIV基因组结构

HIV基因组由两条单链正链RNA组成，每个RNA基因组约为9.7 kb。在RNA 5'端

有一帽子结构（m'C5'CmpNp），3'端有多（A）尾巴。HIV的主要基因结构和组织形式与其

他反转录病毒相同，均由5'端LTR、结构蛋白编码区（gag）、蛋白酶编码区（pro）、具有多种

酶活性的蛋白编码区（po/l）、外膜蛋白（env）和3'端LTR 组成。HIV较其他反转录病毒复

杂，因为它有较多的调控基因。为了最大程度地利用有限的基因，HIV 基因编码区有很多

重叠，尤其在基因组的3'端。HIV基因组中的部分基因如 Tat 和 Rev是不连续的，被插入

的内含子分隔成两个外显子图-11。HIV-I至少有4个功能性的剪接供体位点和6个受

体位点。
2.HIV编码的蛋白质及其主要功能

HIV具有独特的粒子结构，其结构蛋白主要包括4个基因。gag 基因编码病毒的核

心蛋白，翻译时先形成一个5.5×10*的前体蛋白（p55）.然后在HIV蛋白酶的作用下被

切割成p17、p24、p153个蛋白。P24和p17分别组成HIV颗粒的外壳（CA）和内膜蛋白

（MA），pl5进一步被切割成与病毒 RNA结合的核衣壳蛋白（NCp7和 p6。pol基因编码
病毒复制所需的酶类包括反转录酶p66、整合酶 p32。从 pol 和 gag基因重叠区内起始的
一段序列为PR基因，它编码蛋白酶 pl0。P10在切割上述HIV蛋白前体产生成熟蛋白
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图9-11 HIV-I基
因组结构及所编码

的主要蛋白质 工TR号 TR emVUHg 如 ypn netgag基因编码了由p55 ~tat 。
前体蛋白切割形成的
MA（p17））、CA（p24）和 TMSUCAMA NC
NC（p15）等4个结构 t

p24 INRTpI7蛋白（因为p15进一步 即P 120 g4p7p6 PR
被切割为p7和p6）; Jp66 p2pI0PR（p10）是蛋白酶， 区IN（p32）是整合酶，

一糖基化p66和p51是反转录
gp120外膜蛋白酶;gp120和 g41 是
-gp41跨膜糖蛋白主要外壳蛋白。酰胺

，宿主细胞蛋白化的 MA附着于病毒
包膜的内部，酰胺化用

_脂膜橘红色小片段表示。
基质

衣壳。

名 120 nm核衣壳蛋白- -蛋白酶

端示
Tat

病毒基因组RNA
Vif、Vpr、Nef和p7

整合酶 反转录酶

的过程中起主要作用。env基因编码了8.8×10'的蛋白质，经糖基化后其相对分子质量

增至1.6×103，是HIV包膜糖蛋白g160的前体。该前体蛋白在蛋白酶作用下被切割成

gp120和 gp41，gp1l20暴露于病毒包膜外，称为外膜蛋白，感染细胞时可与细胞的 CD4受
体蛋白相结合;外膜糖蛋白 gpl20与CD4结合后，与G蛋白偶联受体（GPCR）家族中的一

个跨膜蛋白发生相互作用。这种跨膜蛋白被称为辅助受体，在HIV感染中发挥重要作用。

gp41被称为跨膜蛋白（TM），嵌入病毒包膜脂质中。当gpl20与 CD4受体结合后，其构

象改变导致与 gp41分离，游离的 gp41可插入细胞膜，形成膜融合使病毒核心颗粒进入
细胞内。辅助受体对 HIV的侵染和致病是非常重要的，研究表明，CD4分子与gp120及

辅助受体的相互作用促进随后的膜融合和病毒侵袭的细胞内信号传导。图9-12表示

HIV-Ⅰ与 CD4及辅助受体CXCR4、CCR5在感染小神经胶质细胞和巨噬细胞时发生相

互作用的情况。表9-3是已经发现的辅助受体，表9-4则系统介绍了HIV编码的主要

蛋白及其功能。

。
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中
图9-12 HIV-I感

HIV-I 染小神经质细胞和
巨噬细胞过程中信

号传导及与其受体
CD4和辅助受体相8p120 gp120
互作用示意图gp120

RANTES
MIP-10 神经毒素gp120。

SDF-1β
TNF-aFkn

CD4
QO
C釉 TNFR TNF-aCXCR4cCR5

CX3CRI
室毫 注C以

CbG

(p38MAPK

(MEFP2c}

之之

表9-3 HIV-1、HIV-Ⅱ和SIV的辅助受体及表达模式分析

辅助受体 病毒 细胞类型或组织

cCRI HrV-I 活化的体细胞、单核细胞、树突状细胞

单核细胞、T 细胞HIV-Ⅰ,HCV-I SIV另导

CCR3 HIV-I,HIV-Ⅱ 晴曙红细胞、树突状细胞、TH2

TH2.脑HIV-ⅡCCR4
CCR5 HrV-I.HIv-Ⅱ,SIV 活化的T细胞、单核细胞、树实伏细胞

TH2、脑腺细胞、脑HrV-I,HIV-Ⅱ.SIYCCR8

HrV-1 淋巴细胞、脑、胎盘CCR9
中性粒细胞、脑马中CXCR2

CXCR4 HIV-1,HIV-Ⅱ.SIV 淋巴细胞、单核细胞、脑

HV- B细胞CXCR5
淋巴细胞马了一乡CxCR6
单核细胞、脑HIV-1,HIV-Ⅱ,SIVCXCR7(RCD1)

淋巴细胞、脑HIV-I,HIV-Ⅱ,STVROCi
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表9-4 HIV 编码的主要蛋白质及其功能

基因产物 功能
需景 核心蛋白

多种酶功能Pal
包膜蛋白Eav
RNA沉默抑制因子，转录激活子Tat(Tat-3、Ta)

Rev(Arn、Tns) 调控RNA剪切和运输，与RRE结合增加em的翻详

vr(Sor.A、P'.Q) 侵染因子，病毒在巨噬细胞护散所必需

增加病毒复制Vep(Ra)
Vput 辅助病毒组装和释放，以及g160/CD4复合体的解聚

Nef(3'ORF、B、E、F) 形成同源二聚体，引起多效应性的影响，如负调控 CD4

3.HIV膜蛋白主要功能区

HIV-Ⅰ中的 gp160由845~870个氨基酸残基组成，在第511位被蛋白酶切割后产

生gpl20和 gp41，其氨基端与其他分子以非共价键形式结合。gpl20有24个糖基化位点，

糖基化是g120与CD4受体结合所必需的。已通过重组和突变实验定位了gl20蛋白
的多个功能区，简述如下。

① 主要抗原决定簇 包括V3区（第301~324位的环状肽段）的主抗原决定簇及若
干个较弱的决定簇，其中有两个分别位于gp41的616~632 位和724~751位。

②T细胞决定簇 两个辅助性T细胞决定簇 T2和T1分别在105~117位的C1区

和421~436位的C4区，一个主要细胞毒T细胞决定簇位于第308~322位，与V3区有

部分重叠。另有3个较弱的细胞毒T细胞决定簇在 gp41上。

③CD4受体结合区∶该区位于423~427位（C4区）。在上述功能区以外的某些氨基

酸突变也能影响 gp120的功能，说明上述各功能区发挥作用还依赖于整个分子特定的空

间构象。

9.2.3 HIV的复制

HIV主要侵染人体的T淋巴细胞及巨噬细胞，并通过病毒膜蛋白 gpl20与细胞表面

的CD4受体蛋白结合。CD4分子含有两个免疫球蛋白结构域，它在人体内所结合的正常

配体是Ⅱ型MHC抗原。HIV与受体结合后，病毒核心蛋白和两条RNA链进入细胞图9-13）。

反转录酶以病毒RNA为模板合成单链 DNA.并由宿主细胞DNA聚合酶合成双链DNA（原

病毒）。双链 DNA经环化后进入细胞核，在病毒整合酶的作用下，整合入细胞染色体中，

病毒核酸随细胞的分裂而传至子代细胞，可长期潜伏。

在病毒复制期间，整合到 DNA 上的原病毒被转录成RNA 前体，其中一些通过 RNA

剪接产生成熟的mRNA。这些 mRNA 从细胞核输出到细胞质中，并被翻译为调控蛋白

Tat 和Rev.新产生的Rev蛋白迅速移动到细胞核中，并与未剪接的全长病毒 RNA结合，

帮助其离开细胞核。一些全长 RNA作为病毒子代基因组起作用，而另一些则翻译产生结
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。
图9-13 HIV-1在

反转录酶gp120、 人体细胞内的复制gp41- 和侵染过程示意图大业衣壳整合酶

公RNA蛋白酶 吸附
HIV病毒粒子 CD4

CCR5或CXCR4。内吞作用（

一网格蛋白 蛋白质水解
组装并释放

翻译，
（蛋白质合成

移除蛋白包膜 细胞核 mRN
反转录

整合病毒 RNA病毒 转录RNA RNA

，宿主细胞细胞DNA

③

问

蛋白质RNA 核糖体-mRNA

构蛋白 Gag和 Env。Gag蛋白与病毒基因组RNA结合，将其包装成新的病毒颗粒。最后

病毒核衣壳经过细胞膜以出芽方式形成完整病毒体释放到细胞外。HIV 复制的主要过程

如下∶①原病毒整合到宿主染色体上，无症状;②原病毒利用宿主细胞的转录和合成系统 

转录产生病毒 mRNA，其中一部分编码病毒蛋白，与基因组 RNA组装成新的病毒颗粒，从

宿主细胞中释放出来侵染其他健康细胞;③宿主细胞瓦解死亡。

对 HIV-I编码的 RNA 酶H和反转录酶的X射线衍射晶体结构分析发现，合成前病

毒第一条 DNA链的过程中没有宿主细胞 DNA 酶的参与，完全由 HIV-Ⅰ反转录酶完成。

该酶由两个N端完全一致的亚单位（p66和 p51）组成，具有 DNA聚合酶活性，其N端功

能区以病毒 RNA为模板催化合成互补 DNA 链。此外，p66的C端功能区还能在 p51亚

基的协同作用下降解病毒模板RNA链。

HIV的转录从基因组5'端LTR起始，先形成一条长链RNA并迅速切割成短mRNA
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分子，用于指导合成HIV调控蛋白.但不翻译结构蛋白。当调控蛋白Rev达到一定阈值后，

转录由早期向晚期变换。此时，主要是转录长链 mRNA并指导合成结构蛋白，组装成完

整的病毒颗粒。HIV 复制的复杂调控机制使 HIV感染细胞后产生不同的结果。在复制

和表达量非常高的情况下可立即杀死细胞，低水平复制和表达时仅造成细胞功能失常，而

不复制、不表达时病毒基因组以DNA形式与染色体整合，与宿主长期共存。这就是艾滋

病在临床上潜伏期长短不一、病程快慢不一的主要原因。HIV前病毒整合是随机的，并不

要求特定的 DNA序列，因而可以整合到染色体上的任何部位。

9.2.4 HIV基因表达调控

与大多数反转录病毒相比，HIV的最大特点就是含有许多调控基因。这些基因编码
相应的调控蛋白，它们在病毒 RNA的转录、转录后加工、蛋白质翻译、包装以及病毒颗粒

的释放等各个过程中发挥重要作用。在这些过程中，除HIV自身的调控蛋白外，还有许

多宿主细胞的调控蛋白参与。

1.LTR序列
LTR位于HIV基因组两端，其序列是高度保守的，在HIV-I与HIV-Ⅱ及SIV 之间

的保守性高达95??上。HIVI的5'端LTR（5'-LTR）和3'端LTR（3'-LTR）都可以启动

转录，但 HIV的转录由位于5'-LTR内的启动子控制。来自5s'-LTR 的转录调控可能抑制

了3'-LTR的启动子活性，在5'-LTR缺陷的情况下，可以激活来自3'-LTR的转录。5'-LTR

含有 HIV基因调控所必需的多个特定调控区，能够劫持宿主细胞转录装置，严格控制病

毒基因组的转录。HIVI的5'-LTR在结构上分为 U3、R和U5区域（图9-14）。HIV 转录起

始于5'-LTR R区域的转录起始位点（TSS），然后转录产物通过U5区域加帽并进行延伸至

整个病毒基因组。转录终止通常发生在3'-LTR 的R区域内。转录终止时，3'-LTR的U5

区编码 poly（A）信号进行加尾。5'-LTR 包含相对于TSS核苷酸-454~+188之间的区域。

根据各区调控功能的异同进一步划分为4个主要功能元件∶调控单位（-455～-104），增强

图9-14 HIV基因
Tat组 LTR结构示意图 立 nef

豆区-LTR 3-LTR84g rev
Pol eny0

2000 97196000400030001000 7000 9000800050000

Tss
增强子

TARJ核心调控
-454 486-109 +1 +60

鼠u3 us
486+181+98454 ~
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图9-15 HIV基因

TAR RNA 组5'-LTR区中的TRP-185 DNA 和 RNA结合p68 蛋白的作用位点

SP1 TATA INF UBP-1LBP-1 UBP-2CTF/NFIUSF TCF-laNF-ABCOUP AP-1 NF-AT

-78-453 -109 +1 +60

增强子区 核心单位调控单位 TAR

子区域（-109~-79），核心单位（-78~-1）和TAR区域（+1，+60）（图9-14，并在其中发现了

许多细胞转录因子结合位点（图9-15）。

（1）核心调控元件

该元件从LTR 起始延伸到-78位核苷酸，包含多个可与细胞转录调控因子结合的

区域。鸡卵蛋白转录因子（COUP-TF），结合于LTR-371～-334位，激活蛋白1（activator

protein 1，AP1）结合于LTR的-347~-329位。激活T细胞核因子（NFAT）在LTR-

292~-255位和-216~-203位上有两个结合位点。上游激活因子（USF结合于-173~-160

位，T细胞因子-lα（TCF-lα）结合于-139~-124位。除COUP-TF 和USF对HIV的转

录起负调控作用外，其余均为正调控因子。AP1是由含亮氨酸拉链结构的C-Jun和C-Fos

家族成员组成的二聚体，COUP-TF家族中的低相对分子质量蛋白质含有锌指结构，USF

为螺旋-环-螺旋结构，TCF-1α含有高速泳动族基序（HMC motif）。该区域还包括3个

CCAAT/增强子结合蛋白（C/ EBP）结合位点，激活转录因子/环AMP 应答位点、淋巴细

胞增强因子（LEF-1））结合位点，c-Myb结合位点、Ets-1结合位点和核因子NF-KB结合位

点。核因子 NF-kB与HIV-Ⅰ感染后的调节区域结合并对病毒转录产生负影响。在核心

调控区域的上游-130~-201之间的序列，包含在T细胞中高度表达的 LEF-1、NF-AT和

Ets-1转录因子的共有结合位点，在外周血淋巴细胞和一些T细胞系中对病毒表达具有

非常重要的调节作用。

（2）增强子区域

该区域主要包括核因子xB（NF-xB）结合位点（结合于-104~-81位）。NF-kB含有

锌指结构及锚定蛋白重复序列，由间隔3~4个核苷酸的两个10 bp的 GGGACTTCC序

列组成，负责调控 HIV基因在多种细胞特别是T淋巴细胞中的高效表达。在多种 HIV 亚

型中均存在 NF-kB和相关因子的10 bp共有结合位点的串联重复序列，类似的序列在其

他病毒如SV40、巨细胞病毒及白细胞介素-2受体、β-干扰素等基因的特异性和诱导型
表达过程中都发挥了重要的调控作用。HIVI增强子区域内的两个NF-kB结合位点也可

以被 NF-AT因子结合;NF-AT与位于U3区域的 NF-KB基序的末端3'端半结合，具有与

p50相似的序列偏好，并且调节HIV启动子活性，增加T细胞中的感染性。
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（3）核心转录单位
HIV-TLTR 核心转录单位的结构与其他病毒或细胞启动子的转录起始区相似，有

TATA 区、SP1结合位点和转录起始位点 TSS。这些序列对转录的激活具有重要作用，一

旦缺失将使LTR 失去启动子活性。

在核心转录单位-78～-46位点的富含GC区有3个连续的 SP1结合位点。SP1 蛋

白含有 DNA结合结构和两个富含谷氨酰胺的结构域，可形成二聚或三聚体。当3分子

SP1与LTR结合后，由于彼此间以及SP1与周围蛋白的相互作用改变了DNA的空间结构，

诱导了依赖于DNA的蛋白激酶对 SP1的磷酸化作用，激活 HIV-I基因转录。HIV-I

LTR的-28～-24位含有TATA元件.其两侧还有一个CAXXTG的同向重复序列，该重复

序列可能是转录因子螺旋-环-螺旋DNA结合蛋白的识别位点。不同HIV-I亚型的遗

传学研究表明，病毒能够使用重叠的CATA 区而不是典型的TATA 区，并且某些亚型包含

4~5个Spl位点。TATA区和Sp 位点对于病毒转录起始、保持启动子活性以及Tat 蛋白

介导的反式激活都是必需的。

最近的研究表明三联基序蛋白TRIM22干扰 Sp1结合从而抑制预起始复合物（PIC）

形成和原病毒转录。TATA盒侧翼的 CTGC基序也显示为体外转录起始和活细胞中Tat
依赖性激活所需的。另外，紧接TSS上游的转录因子ZASC1结合位点，显示出ZASC1与

Tat 和正向转录延伸因子b（P-TEFb）相互作用并协同促进HIV-Ⅰ转录延伸的调节作用。

（4）反式激活因子应答元件

在HIV基因组+1~+60 位的核苷酸序列是反式激活因子（Tat）激活HIV-I 转录所

必需的，称为反式激活应答元件TAR）。该序列存在于HIV基因组RNA和原病毒DNA上，

是 HIV 复制所不可缺少的重要调控位点。TAR 是含有多个调节元件和两个 CTCTCGG重
复序列拷贝的短RNA转录物，从而介导Tat 向HIV-Ⅰ启动子的募集。体外研究表明，该

RNA元件具有发夹样结构，作为Tat 的结合位点，对于反式激活是必不可少的。

研究发现，TAR可以产生一个miRNA，通过降低细胞凋亡通路下游基因 ERCC1 和

IER3表达，阻止细胞凋亡，以利于病毒的复制。另外，还在TAR元件中发现Psi元件，Gag

和 Rev 蛋白可以识别该元件进行病毒基因组和结构蛋白的组装。

（5）TSS下游区域

TSS下游的序列在调节转录中的作用近年来才引起重视。HIV一I5'-LTR在TSS

下游同样含有转录因子结合位点，其中一些在不同的HIV-I株系和亚型中是非常保

守的。重要的下游HIV-Ⅰ调控结合位点是∶3个激活转录因子AP-1结合位点分别位

于+87～+94位、+118～+125位和+155~+163位，NFATe2和C/EBP结合于U5区域的

+158～+171位，类AP-3结合位点在+162~+177位，NFAT结合位点与类AP-3相同，DBF-1
结合位点和Sp位点位于U5区域下游，分别为+200~+219位和＋270~+278位（图-16）。

包括AP1、C/EBP、NFAT在内的一些因子通过募集染色质重塑和组蛋白修饰辅因

子复合物来促进转录激活，从而改善 RNA聚合酶Ⅱ复合物对染色质的亲和力。其他因

子可能通过影响转录起始和延伸来促成转录激活。总的来说，这个区域可能有助于调节

。
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图9-16 HIV基因
DBF-1AP-1AP-1 AP-1 AP-3like Sp位点 组 5'-LTR 的 TSS

下游区域转录因子进后

结合位点+80 +70NFATe2 )NFAT
C/EBP位点

下游区域US区域R区域

图9-17 Tat蛋白
第二外显子第一外显子 的结构示意图
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HIV-Ⅰ对激活信号的转录反应。

2.参与HIV复制的调控蛋白

（1）） Tat 蛋白
该蛋白质是一个转录激活因子，在HIV-I、HIV-Ⅱ和SIV中高度保守，是病毒复制

所必需的。HIV-I的tat 基因与env编码区有部分重叠，它含有两个外显子，编码了由

101个氨基酸残基组成的Tat蛋白。第一个外显子所编码的67个氨基酸组成的多肽同样

具有反式激活作用（图9-17。Tat蛋白有3个功能域，第一个是与其他已知转录调控蛋白激
活功能区结构基本一致的酸性氨基酸区，与Tat激活 HIV-Ⅰ基因表达有关。第二个功能

区富含Cys，在其16个氨基酸残基中就有7个Cys，可与二价金属离子结合并形成Tat 二

聚体。在这7个Cys中有6个是维持Tat活性所必需的，替代其中的任意一个均可使Tat

失活却不影响Tat与金属离子的结合。该肽段能与相对分子质量3.0×10'的宿主细胞核

蛋白相结合。
Tat蛋白还是一个RNA沉默抑制因子。缺失突变和点突变结果表明，抑制 RNA 沉默

功能区位于该蛋白质的38~72，且这段区域不具有转录激活功能，说明 Tat 蛋白的转录激

活功能和 RNA 沉默抑制功能是分开的。HIV-Ⅰ和Ⅱ也编码一个称为 Tax的异源转录激

活因子，它的主要作用是通过宿主细胞中的转录因子与LTR中的顺式作用元件结合，从

而调控基因转录。
研究认为，Tat的主要作用可能是促进RNA聚合酶Ⅱ（RNAP Ⅱ）转录起始复合物的

组装。在HIV-Ⅰ整合入宿主基因组后，RNAPⅡ在位于5'-LTR的病毒启动子处组装并开

始转录病毒 RNA的过程。在没有Tat蛋白存在的情况下，转录起始位点附近的顺式作用

元件虽然也指导转录复合物的形成，但其延伸效率较低，只能转录出短的不完整的病毒转
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录物。加人 Tat蛋白后，短链RNA转录产物浓度迅速下降，取而代之的是长链 RNA。

Tat 的第三个功能区由一组带正电的碱性氨基酸残基构成，行使两个主要功能。一个

是+48~+52位的GRKKR序列，是核-核仁定位信号，可介导自身或异种蛋白进入细胞

核。若将此肽段与β-半乳糖苷酶融合即可使后者在核内聚集。该肽段第二个功能是与

TAR RNA凸出部分的特异性结合，通过Tat第52和第53位 Arg残基与后者的磷酸基团

相互作用得以实现。
（2）Tat与TAR对 HIV复制的协同调控作用

实验表明，Tat 和TAR 结合并不能有效地激活 HIV基因表达，还依赖于如下因素;

TAR序列及完整高级结构的影响。Tat虽能结合环区有突变的TAR蛋白，但此时不

能激活HIV 的表达。

宿主细胞因子协同作用的影响。在不同细胞内，Tat的活性可有上千倍的差异。在
人鼠杂交细胞中，只有在保持人第12号染色体的杂交瘤细胞中，Tat才能有效地激活

HIV-1转录。研究发现，Tat与TBP-I结合形成复合体而发挥作用，说明Tat与TAR对

HIV复制的调控还需宿主细胞编码蛋白的协同作用。
上游启动子和增强子序列。当TAR 远离其上游启动子时，它的活性迅速下降。而且

这种依赖作用对非激活细胞和Tat 激活细胞的表现是不一样的，增强子SP1序列在Tat 诱
导细胞中对HIV转录的促进作用远远大于非激活细胞，去除 SP1序列甚至可提高非激活

细胞中HIV的转录。而 NF-xB序列在对两种细胞的作用正好与SP1相反。TATA启动
子序列的改变对未激活细胞影响很小，却可明显降低 HIV在 Tat 诱导细胞中的复制。

Tat的主要辅助因子是细胞周期蛋白T1（CCNT1），它与细胞周期蛋白依赖性激酶9

（CDK9）一起构成正转录延伸因子b（P-TEFb）。这种异二聚体宿主激酶可以磷酸化激活

暂停的 RNAPⅡ，并调节大多数细胞基因的延伸。Tat将P-TEFb复合物募集到新生的

TAR RNA中，该RNA将激酶定位在停滞的聚合酶附近用于磷酸化依赖性激活。有趣的是，

CCNT1也有助于RNA结合，因为它与TAR环中的碱基接触以实现高亲和力相互作用。

Tat-P-TEFb复合物有效地刺激病毒基因表达，启动生命周期的后整合步骤，最终导致病

毒萌芽和新细胞的感染。

（3）Rev蛋白
rev基因由两个外显子组成，分别编码25个氨基酸和91个氨基酸的两个肽段，最

终组装成有116个氨基酸、相对分子质量为1.9×10*的调控结构蛋白表达活性的 Rev蛋

白（图9-18）。它是一个重要的反式激活因子，调控 RNA剪切和运输，与RRE 结合增加 enmv
的翻译。对 HIV的许多调控蛋白编码基因有负调控作用，而对其结构蛋白基因有正调控

作用。Rev蛋白的上述作用是通过与 em和 gag/pol mRNA上的一段 234个核苷酸的Rev
效应元件实现的，是 HIV-Ⅰ特异的。它的主要功能是增加细胞质中未经编辑的基因组全
长转录产物，增加含有 Rey效应原件 RNA.的稳定性，并促进它们向细胞质运转。Rev 蛋

白还通过阻碍剪接子的组装来抑制RNA的编辑，增加这些 mRNA的翻译，从而促进 HIV
基因表达由早期（转录调控蛋白mRNA）向晚期（转录HIV结构蛋白 mRNA）的转变。在

。
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图9-18 Rev蛋白

第二外显子第一外显子 的结构示意图
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rev基因缺陷型 HIV前病毒中.仅有早期基因表达。只有加入 Rev 蛋白后，晚期基因才开

始转录。Rev 蛋白还在结构蛋白 mRNA进人细胞质的过程中发挥作用。

已经证实，Rev蛋白和 RRE（Rev response element）的结合是通过 Rev蛋白中富含碱

性氨基酸的一段14肽（EGTRQARNRRRRWR）与RRE二级结构 IIB茎区特异性结合实

现的图-19）。第一个Rev蛋白与RRE 的结合有助于其他 Rev蛋白的结合，这些蛋白质不

图9-19 Rev蛋白
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是结合在RRE 的特异位点上，而是直接结合到第一个Rev蛋白上，形成多聚体。Rev蛋

白功能的实现依赖于它向核内的运转，而这一过程是通过 Rev 蛋白的核定位信号功能区

完成的。宿主细胞蛋白可结合到 Rev蛋白近C端的功能区，协助加工和转运 HIVmRNA。

Rev 蛋白导出细胞核的主要辅助因子是染色体维持因子1（CRM1）。CRMI通常向细

胞质运输富含亮氨酸的核输出序列（NES）的蛋白质，并且通常不参与 mRNA输出。Rev

通过充当适配器劫持CRM1用于病毒RNA的输出，其中Rev NES结合宿主输出因子，而

Rev核定位信号（Rev-NLS）结合RRE。有趣的是，最近的研究表明，病毒出核复合物中

含有CRM1的二聚体。考虑到 CRM1已被证明只能作为单体运输细胞成分，Rev依赖的
CRM1二聚化可能是提高对低亲和力 RevNES 位点的识别的一种方式。组装这种病毒-

宿主输出复合体可以使含有内含子的 HIV-Ⅰ遗传信息在细胞质内运输，以完成病毒生命

周期的后期阶段。
（4）Nef蛋白
一般认为，Nef蛋白是一个负调控因子和磷酸化蛋白，相对分子质量为2.7×10*，它不

是HIV复制所必需的，但可抑制由 HIV LTR特异性转录的 HIV-I前病毒基因的表达。

研究发现，烷基化后定位于细胞膜上的Nef 蛋白比未烷基化并弥散于细胞核及细胞质内

的Nef 蛋白抑制 HIV-I基因表达的效率比后者高10倍，推测 Nef可能是通过膜细胞信

使分子获得对 HIV LTR的调控作用。Nef 的存在可提高和维持HIV在体内的含量，并在

HIV病理过程中起作用。此外，Nef蛋白形成同源二聚体，引起多效应性的影响，如负调控
CD4、MHC I以及MHCⅡ。

（5）Vpr蛋白
该蛋白质又称病毒R蛋白，由96个氨基酸组成，它不是HIV复制所必需的，但存在

于病毒颗粒中。Vpr蛋白与p6 Gag存在特异性相互作用，每个病毒粒子包装大约250个

Vpr拷贝，病毒核心中也发现Vpr。含有 vpr基因的 HIV毒株与无vpr基因的 HIV毒株相

比，前者在细胞中生长较快，引发细胞病变也较强。无vpr基因的HIV-Ⅱ不能在巨噬细

胞中繁殖。Vpr蛋白可作用于HIV-I的LTR区，使它所调控的HIV复制速度提高2~3倍，

说明Vpr 在病毒早期侵染中有作用。

Vpr蛋白在HIV-Ⅰ复制中最重要的一个功能是能够结合并协助将病毒整合前复
合体导入不分裂的细胞和细胞周期阻滞细胞的细胞核。病毒cDNA整合到宿主染色体

DNA中过程通常被核膜所阻止。HIV-Ⅰ进入宿主基因组的两种主要方式是;细胞分裂时，

核膜被分解;或者借助IN 蛋白和Vpr在核孔的相互作用，通过输入核内整合复合体进入

细胞核。Vpr 还能在细胞周期的G，阶段阻断细胞分裂，诱导细胞凋亡并产生其他致病作

用，有可能增加了病毒复制、传播和免疫逃逸。

6）Vpu蛋白
这个蛋白质是HIV-Ⅰ特有的，其他灵长类动物免疫缺陷病毒以及 HIV-Ⅱ和 SIV均

无此基因。它编码由81个氨基酸组成的磷酸化蛋白，称为病毒U蛋白，主要存在于细胞

膜中。vpu基因的翻译受Rev 调控，HIV复制时并不需要 vpu基因的表达，但若缺失 vpu

。
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图 9-20 Tal、Rev
调控蛋白 和Nef 对HIV基因

结构蛋白基因与 表达的影响分析Tat
下 gag

po×
RevNef

；浴气

基因可使感染性病毒粒子的产量降低5~10倍，大大减少了病毒颗粒在细胞膜上的释放。

据此，人们推测Vpu 蛋白可能促进 HIV-I病毒粒子的组装、成熟和释放。此外，Vpu 蛋白

有助于 gp160/CD4复合体的解聚。

（7）Vif 蛋白
该蛋白质是相对分子质量为2.3×10'的病毒感染性因子，是 HIV-Ⅰ侵染所必需的。

缺失 vif基因的HIV-Ⅰ虽然仍在细胞内正常复制并产生病毒粒子，但这些粒子的侵染性

不及野生HIV-Ⅰ病毒粒子的1/1 000。Vif蛋白是病毒在巨噬细胞间扩散所必需的。图9-20

揭示了Tat、Rev 和 Nef 对HIV基因表达的综合性影响。

9.2.5 HIV的感染及致病机制

HIV初次感染人体后，立即大量复制和扩散，此时，感染者血清中出现 HIV抗原，从

外周血细胞、脑脊液和骨髓细胞中均能分离出 HIV。这是 HIV原发感染的急性期。大约

70以上的原发感染者在感染后2~4周内出现急性感染症状，包括发热、咽炎 ，淋巴结肿

大、关节痛、中枢及外周神经系统病变、皮肤斑丘疹、黏膜溃疡等，持续1~2周后进入 HIV

感染的无症状潜伏期。在这个时期感染者无任何临床症状，外周血中 HIV抗原含量很低

甚至检测不到。但随感染时间的延长，HIV 重新开始大量复制并造成免疫系统损伤。临
床上病人感染逐步发展到持续性全身性淋巴腺病（PGL）、艾滋病相关综合征（APC）等，直

至发展到艾滋病。
在HIV 自然感染过程中，机体可产生高滴度的抗 HIV 多种蛋白质的抗体，主要是细

胞类型特异性的中和抗体，其主要作用是在急性感染期降低血清中的病毒含量或部分清

除病毒。HIV 的感染也刺激机体产生细胞免疫应答，对于杀伤HIV 感染的细胞，阻止 HIV

经细胞接触而扩散等可能发挥重要作用，还能协助清除急性感染期 HIV感染灶和 HIV感

染早期的少量有HIV复制的细胞。

人体一旦被 HIV感染，便会终生带毒，随着时间延续，发病的可能性也逐渐增加。感

染7~8年内一般有约半数的带毒者发病，体内产生大量病毒颗粒，并造成感染细胞死亡。

属于典型的反转录病毒科慢病毒亚科病毒特征。此外，HIV 还通过以下途径导致免疫功

能下降∶①HIV粒子表面的gpl20蛋白脱落，与正常细胞膜上CD4受体结合，使该细胞被
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免疫系统误认为病毒感染细胞而遭杀灭;②因T细胞 CD4受体被 gpl20封闭，影响了其

免疫辅助功能;③HIV的gpl20蛋白可刺激机体产生抗CD4结合部位的特异性抗体，阻断

T细胞功能;④带有病毒包膜蛋白的细胞可与其他细胞融合形成多核巨细胞而丧失功能。

研究还发现，除了主要感染富含 CD4蛋白的T细胞外，HIV还能感染只带少量CD4

蛋白或无此受体蛋白的 B 细胞、巨噬细胞、树突状细胞、郎格罕氏细胞、肠上皮细胞、脑内

的星形细胞和小神经胶质细胞以及毛细血管内皮细胞等。HIV可侵染巨噬细胞并随该细

胞游走至体内许多组织细胞组织或脏器。HIV还可侵染脑和肠细胞，因此，艾滋病患者的

中枢神经系统常常发生病变，并伴有腹泻等症状。

尽管HIV有上述导致细胞病变的作用，但还不足以解释 HIV感染所造成的免疫系统

进行性损伤直至崩溃的严重病症。因为即使是艾滋病
表9-5 已被批准的抗 HIV 药物人，其外周血淋巴细胞中也仅有极少数的细胞被 HIV

核苷酸型反转录酶抑制剂感染。有研究报道，鼠反转录病毒和鼠免疫缺陷病毒感

Abacavir(ABC)染的小鼠中病毒基因编码一种超抗原，可导致小鼠体内
Stavudine(4T)

特定的T细胞亚群的消失和免疫缺陷的发生，暗示艾 Didanosine(ddl)
Zaleitabine(ddc)滋病人中也可能存在 HIV编码的超级抗原，导致特定T
Lamivudine(3Te)

细胞亚群缺失并使机体的免疫防御网出现重大漏洞，对 Zidovudine(AZT)
Emtricitabine(FTC)

某些致病微生物处于无反应状态。这种免疫病理机制 Tenofovir disoproxil fumarate(TDF)
可以解释艾滋病人既出现了严重的免疫系统缺陷，病人 非核苷酸型反转录酶抑制剂

Efavirenz血液中却只有极少部分淋巴细胞带有 HIV这种十分矛
Nevipine盾的现象。 Delavirdine
Etravirine

9.2.6 艾滋病的治疗及预防 Ribpivirine
蛋白酶抑制剂

迄今为止，虽然对艾滋病的研究受到了高度重视，
Amprenavir

仍无任何药物可以完全抑制HIV在感染者体内的增殖 Indinavir
Lopinavir

并彻底治愈艾滋病。目前，已批准的抗 HIV病毒药物 Nelfinavir
主要有以下几类 表9-5）。图9-21是核苷酸型和非核苷 Ritonavir

Saquinavir（已经退出市场）
酸型反转录酶抑制 HIV 病毒的作用机制。 Saquinavir mesylate

Tipanavir目前治疗艾滋病的标准疗法是高效抗反转录病毒
Fosampermavir Calciurm

疗法（highly active antiretroviral therapy，HAART），又称 Darunavir
Atazanavir sulfate为抗反转录病毒鸡尾酒疗法，该疗法可以阻断正在进行 Nelfinavir mesylate

的病毒复制，减少单一用药产生的抗药性，使机体被破 融合酶抑制剂
Enfirvirtide坏的免疫功能部分甚至全部恢复，从而延长患者生命，

CCR5受体抑制剂
改善生活质量。但该疗法无法彻底清除潜伏感染的静 Maraviroc

HIV 整合酶转移抑制剂息性记忆 CD4*T细胞等细胞内的 HIV病毒，无法完全
Ralegavir

治愈（sterilizing cure）艾滋病。全球唯一实现HIV完全 Dolutegravir
Elvitegavir治愈的病人是著名的"柏林病人"，2007年，一位同时罹

。
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。
图9-21 核苷酸型

RNA酶HRNA酶H 和非核苷酸型反转(a)
录酶抑制剂的作用
机制分析

病毒RNA 病毒 RNA
（a）核苷酸型反转录酶)
抑制剂。由于它在结人一
构上与脱氧核苷酸的

相似性.掺入后使病毒
DNA的合成不能进
行。（（b）非核苷酸型反转录酶合成DNA链
反转录酶抑制剂。与反转录酶 抑制剂与 DNA链

反转录酶抑制剂- 结合终止了链的合成 反转录酶相结合，通过
限制该酶的移动性而(b) 影响它的活性。

病毒RNA
抑制剂与反转录酶
结合使其变性

下呼产

反转录酶 反转录酶不能合成非核苷酸型反
相应的DNA分子转录酶抑制剂

患艾滋病和急性髓性白血病的患者在柏林接受了异源CCR5受体缺陷型的骨髓造血干细

胞移植。20个月后，接受骨髓移植的艾滋病患者在没有任何抗病毒药物治疗的情况下，

其血液、骨髓和肠中艾滋病毒检测均为阴性。但由于很难找到与患者白细胞抗原匹配并

对 HIV天然免疫的供体干细胞，且移植手术危险性高，费用昂贵，使得该疗法难以复制和

推广。
受治疗"柏林病人"的启发，科学家们采用锌指核酸酶（zinc-finger nuclease，ZFN）介

导的特异性基因敲除等基因组编辑手段，对来源于患者本人的 CD4'T细胞的CCR5或者

CXCR4受体进行突变，并在体外进行扩增后重新输回患者体内。几周后，患者体内艾滋

病毒含量急剧下降，其后恢复 HAART治疗，在 36 周观察期内，患者体内病毒均降至未能

检出水平，可见敲除CCR5受体基因对治疗艾滋病是有效的。但由于回输的 CD4*T细胞

属于已成熟的T细胞，复制能力有限，在外周血中会慢慢消减，需要反复回输，且对T细胞

或者造血干细胞的体外改造、扩增和回输是非常复杂的过程，费用昂贵，风险性高，难以大

规模临床应用。
整合在宿主免疫细胞基因组中的 HIV前病毒是潜伏库存在的根本原因。近年来，随

着对 HIV病毒潜伏储存库形成机制的研究以及基因组编辑技术的重大突破，研究者利
用锌指核酸酶、类转录激活因子效应物核酸酶（transcription activator-like effector nulease，

TALENS）以及 CRISPR/Cas9等基因组编辑技术，定向突变、清除或沉默病毒潜伏储存库

细胞中的 HIV前病毒靶片段。

近年来，从 HIV感染者体内发现并分离到很多广谱中和抗体，因此，以诱导广谱中和

抗体为目的的包膜免疫原设计成为目前疫苗研究领域的最新方向。随着与HIV 侵染有
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关的病毒基因产物及宿主相关受体分子三维结构与功能的逐步阐明，针对 HIV不同生命

阶段的特异疫苗会在不远的将来被研制出来，将对预防和控制艾滋病的发生发展具有重

要意义。

9.3 乙型肝炎病毒（HBV）

病毒性肝炎是严重威胁人类健康的世界性传染病，引起肝炎的病毒通称肝炎病毒

（hepatitis virus）。目前已经知道的至少有甲肝病毒（HAV）、乙肝病毒（HBV）、丙肝病毒 

（HCV）、丁肝病毒（HDV）和戊肝病毒（HEV）等5种病毒。这些病毒在基因组结构、传播途

径、临床症状和分类地位上很不相同。甲肝病毒属小RNA病毒科，乙肝病毒属嗜肝病毒

科。丙肝病毒与黄热病毒和瘟病毒相似，为 RNA病毒。丁肝病毒基因组由一个单链环状
RNA分子组成，但其外壳能识别乙肝病毒的表面抗原，是一种与乙肝有关的缺陷型病毒，

需要有HBV的辅助才能复制增殖。戊肝病毒基因组为单链正链有多（ARNA，球形无包膜，

可能属于杯状病毒科。

9.3.1 肝炎病毒的分类及病毒粒子结构

1986年，国际病毒命名委员会正式将乙肝病毒定为嗜肝DNA病毒科成员，1990年又

将该科病毒分为正嗜肝病毒属和禽嗜肝病毒属，乙肝病毒是正嗜肝病毒属成员。

HBV完整粒子的直径为 42 nm，称为 Dane 颗粒，由外膜和核壳组成，有很强的感染
性图9-22）。其外膜由病毒的表面抗原、多糖和脂质构成。核壳直径 27 nm，由病毒的核心

抗原组成，并含有病毒的基因组 DNA、反转录酶和DNA结合蛋白等。在慢性乙肝病人的
血清中还有直径为 22 nm、长度不等的球状或棒状颗粒，它们只含表面抗原和脂质，不具

有基因组 DNA，无侵染性。根据表面抗原性血清反应的不同，HBV 可以分为 adr、adw、ayr
和ayw等4个亚型。不同亚型的地区分布不同，我国大部分地区以adr为主，adw次之。
西藏、新疆和内蒙等地主要为 ayw亚型。

图9-22 HBV病毒
-核心抗原HBeAg粒子模型图 大蛋白LHBS-

中蛋EMHBS。

HBeAg主蛋白SHBS.

脂质膜
( 聚合酶， 反转录酶- 。

末端蛋白质一
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9.3.2 乙肝病毒基因组及其所编码的主要蛋白质

1.基因组结构
乙肝病毒的基因组是一个有部分单链区的环状双链 DNA分子，两条单链长度不一

样。长链L（3.2 kb）为负链，而短链S为正链，其长度不确定，为负链的 50?0??因为

它的3'端随不同来源毒株而有不同的缺失，所以位置可变，产生了部分环状结构。基因

组依靠正链5'端约240 bp的黏性末端与负链缺口部位的互补维持了环状结构。长链的5'

端有一个共价结合的末端蛋白，可能是引物酶。而短链5'端则通过共价键与具有帽子结

构的短 RNA结合。末端蛋白和短 RNA都与病毒DNA的复制相关。此外，在两条链的互

补区两侧各有一个11碱基的直接重复序列（5TTCAC-CTCTGC-3'），分别开始于第1842

和1590核苷酸处，称为 DR1和 DR2图9-23）。HBV基因组的多态性是该病毒高变异率的

分子基础，其生物学意义是近年来该领域研究热点之一。
2.HBV转录产物

HBV基因组结构的最大特点是功能单位非常密集，基因组高度压缩，编码区重复利

用，所以有人也称之为基因经济型基因组。它的核酸序列全部都是蛋白编码区。HBV在

感染过程中分别产生3.5 kb、2.4 kb、2.1 kb、0.8 kb4种转录产物（图-23），都有多（A）尾巴。

其中3.5 kb和2.1 kb转录产物由L链录而来，2.4 kb和0.8 kb转录产物由S链转录得到。

3.5 kbmRNA编码核心蛋白，其3'端与2.1 kb mRNA的3'端相同，比HBV基因组L链的

全长还多 200 bp 以上，推测它的末端部分可能来自共价闭合的双链区。2.4 kb mRNA编

图9-23 HBV基因
Pre S2/S 2.1kb 组结构（asw株）2.4 kb

与警PreS
PreS2.~AUGUG

9 S1
∶X启动子

3worsB4/ ∶增强子Ⅱ

DunS七
EcoRIO/3128

pue可S-
PG

）∶PreC，增强子Ⅱ
寸 -2400 800-HBVaw ）∶S启动子(

1600雪它 ∶PreS1启动子
s?

∶多腺苷酸化信号

x DnV
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码S蛋白，2.1 kb mRNA编码原S9和S，蛋白，而0.8 kb mRNA编码X蛋白。上述4种转

录产物在病毒感染的细胞中相对含量有明显差异，其中3.5 kb和2.1 kb mRNA的转录量

远远高于2.4 k和0.8 kbmRNA。

3.HBV基因转录的调控

①顺式作用元件 HBV的4种转录产物虽然有不同的5'端，但都利用同一终止信

号和多（A）位点，它们的启动子序列已经被确定。C启动子调控 3.5 kb mRNA的转录起

始过程，它定位于1705～1805位核苷酸处。在该启动子下游还发现一个具有启动子功能

的区域，推测不同的3.5 kb mRNA可由不同的启动子控制。C启动子上存在类似于TATA

区的序列。SP1启动子位于-89~-77核苷酸处，调控 2.4 kb mRNA的转录起始过程。该

启动子含有典型的TATA 区序列以及与该序列相距45个碱基的肝细胞特异性转录因子
HNF1的结合位点。该位点主要存在于某些肝细胞特异表达基因的启动子区.HNF1的结

合是 SP1启动子在分化的肝癌细胞株中高水平转录的必要条件。

SP2启动子调控 2.1 kb mRNA的转录起始过程。它与SV40晚期启动子相似，位

于RNA转录起始位点上游200个核苷酸内，可分为A、B、C、D、E、F和G7个区，这些
区都可能通过与特异的调控蛋白结合而影响转录水平。A、B、C 3个区位于启动子远端

（-168～-68位核苷酸之间），若同时缺失，2.1 kb mRNA转录水平下降到30以下。D区

位于-69~-49处，是启动子的必需元件。近端的E、F、G3个区位于转录起始位点上游

45个核苷酸内，该DNA序列与SV40主要晚期启动子有一定的序列相似性。F为负调控区，

E区能抑制F区的负调控作用并与G区功能互补。B、D、E、F4个区可与相同或相似的转

录因子结合，若将外源表达的转录因子SPI与病毒 DNA进行共转染，可起始 HBV基因转

录。SP1可以直接与B、D和F区结合。

X启动子位于-24~-124核苷酸处，调控0.8 kb mRNA转录过程。有关该启动子的

活性尚未见详细的研究报道。
②增强子 HBV DNA中存在两个可以激活HBV启动子转录的增强子区域。增强

子Ⅰ位于表面抗原基因的3'端，X基因的5'端，与X启动子相重叠。该增强子在肝细

胞中对启动子的增强活性是非肝细胞的10~20倍，暗示它具有细胞特异性，这也可能是

HBV病毒嗜肝性的基础。

已在增强子I序列中发现多种细胞反式作用因子结合位点，NF-la、NF-Ib、NF-Jc、

AP1、C/EBP、EP以及X蛋白等都可以与增强子Ⅰ相结合。根据主要的核蛋白结合位点，增

强子I被分为2C、EP、E和NF-I4个区段。前两者为基础增强子，2C与肝细胞专一性有关。

若在基础增强子上加E和NF-1结合区，该启动子活性可提高10倍以上，其中E结合区

可以与多种蛋白因子相结合。E结合区不仅能提高基础增强子的活性，还与X基因启动

子的转录活性直接相关。一般认为，增强子Ⅰ能明显促进 SP1、SP2、X和C启动子的转录。

增强子Ⅱ位于增强子Ⅰ下游600碱基处，是一个148碱基长的 DNA片段，根据其

与主要核蛋白的结合位点分为A、B两个区。A区为60碱基，是正调控元件，与增强子

Ⅱ的肝细胞专一性有关。A 区单独存在时无增强子活性，必须与B区协同作用才有活
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·
性。B区是增强子Ⅱ的基本单位，由 88个碱基组成，单独存在时带有增强子Ⅱ活性的

60??70??又可分为B1、B2和B33部分，其中前两部分是主要功能区，B2是主要转录因
子的结合位点。

③反式作用因子 自从HBV全序列被测定后，人们就发现了X基因，但其产物

X蛋白具有反式调控因子功能。研究发现，X蛋白不仅能激活HBV自身启动子如C、

SP1、SP2和X以及 HBV增强子Ⅰ.还可以激活多种异源启动子和增强子，如β-干扰素、

HIV-Ⅰ、SV40早期启动子以及一些细胞因子如Ⅰ型 MHC.等的表达。

X蛋白虽然具有转录水平上的反式激活作用，但尚未发现它有DNA结合能力，说

明X蛋白必须通过其他蛋白因子起作用。分析X蛋白对HBV增强子I的作用时发现，
该增强子的E元件十分重要，所以又将这个由 26碱基组成的元件命名为X应答元件

（X-responsive elememt，XRE）。X蛋白与相关细胞因子结合后，再结合于靶序列上发挥作
用。XRE有NF-xB、AP1、AP2及 CREB类似物的结合序列。近来有报道认为X蛋白本

身具有丝氨酸/苏氨酸激酶活性。

4.HBV的编码区及产物

①S编码区 S编码区编码乙肝表面抗原蛋白，分别编码由 226个氨基酸残基的

表面抗原主蛋白（SHBS）、108～115个氨基酸的原S1蛋白和55个氨基酸组成的原 S2

蛋白3部分组成。S蛋白和原S2蛋白组合在一起被称为中蛋白（MHBS），S蛋白和原

S1、原S2蛋白组合在一起时被称为大蛋白（LHBS）。SHBS是病毒外壳蛋白和 22 nm 颗

粒表面抗原的主要成分，占病毒蛋白的70?0??中蛋白和大蛋白则暴露于病毒颗粒

表面，这三种蛋白质可以部分或完全被糖基化。表面抗原有很强的免疫原性，是乙肝疫

苗的主要成分。

②P编码区 该区长2532碱基，约占全基因组3/4以上，是最长的编码区，包含全部
S编码区并与C和X编码区有部分重叠。P编码区由3个功能区和一个间隔区构成，排

列顺序为末端蛋白（又称引物酶）、间隔区、反转录酶/DNA聚合酶及RNase H。末端蛋白
是病毒进行反转录时的引物。P编码区可能先翻译成9.5×10°多肽，然后加工成较小的

功能型多肽。
③C编码区 该区长639 碱基，翻译产物为病毒核心抗原（HBcAg）。其原初翻译产

物是前核心蛋白，切除N端 19肽和富含精氨酸的C端后，成为E抗原（HBeAg），相对分

子质量为2.2×10'蛋白，是核衣壳上唯一的结构蛋白。HBeAg可分泌到 Dane颗粒以外，

存在于血清中。
④X编码区 该区是最小的编码区，编码X蛋白，覆盖了负链的缺口部位，虽然长度

不等，但主要产物由154个氨基酸残基组成。X蛋白具有反式调控作用，能激活多个同源

或异源启动子或增强子，与肝癌的发生有相关性。

9.3.3 HBV的复制

乙肝病毒基因组虽为双链 DNA.但其复制并不通过半保留复制方式，而是通过如图

3839.3 乙型肝炎病毒（HBV）



图9-24 HBV基因
组复制模型图

一蛋白引物
病毒粒子 一反转录酶 细胞质基质-HBVDNA

核壳 细胞核

病毒穿入

修复。ooo
转录 小染色体

脱壳
2.1kb RNA: AAAA3·

2.4kb RNA- -AAAA
-AAAA3.4kb RNA-

3.5kb RNA- 前基因组RNAAAA
蛋自质合成
\核壳花

● 反转录
RNA(+)(DNA(-)A

加病毒包膜、病毒释放

9-24所示的反转录途径。病毒感染宿主后，首先脱掉外壳进入细胞质，基因组 DNA进入

细胞核，经DNA聚合酶修复正链缺失部分，形成共价闭环状双链 DNA作为转录模板。此
后，该环状 DNA在感染细胞核中大量扩增，成为 HBV基因组复制时的独特现象。

其次，HBV基因组在宿主RNA聚合酶作用下开始转录，产生各种mRNA.在这些

RNA中，全长3.5 kb产物为前基因组RNA.其5'端自DR1处开始，自5'向3'延伸，经

过 DR2后继续合成至 DR1，最后终止于DR1后85碱基处的TATAAA序列，全长比病毒

DNA多130~270个碱基。

第三步，前基因组中的部分RNA 被包装到核心颗粒中并进行反转录。以与母本负链

DNA 5'端相连接的末端蛋白为引物，在反转录酶作用下，自 DR1处开始反转录合成负链

DNA4图9-25）。cDNA合成后，由RNase H将模板（前基因组RNA）降解，但5'端从帽子结

构到 DR1不被降解区域作为正链合成时的引物。

第四步，在 DNA聚合酶作用下合成正链，合成自 DR1处开始，再经跳跃传位至 DR2，

布
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图9-25 HBV基因Ooo 组的复制过程ceDNA

细胞核 ，，
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DR1 一 51(+)■——-■

5(-)
5(+)DR2T

这一过程称为"引物易位"。因此，正链5'端覆盖了负链的缺口，维持了双链 DNA 的环状。

在某些情况下也可能不发生引物易位现象，导致线性双链DNA的合成。正链合成尚未完

成时，就可能由于某些障碍而被终止。外壳蛋白便将核衣壳包装成病毒颗粒，形成了不完

整的双链基因组。由于病毒复制增殖过程中部分酶类与细胞因子可能来自宿主细胞，所

以，病毒的复制增殖过程也是干扰细胞正常代谢的致病过程。

9.4 人禽流感的分子机制

人禽流感（human avian influenza，HAI）是人感染 AIV（avian influenza virus）后引起的

以呼吸道症状为主的临床综合征。引起 HAI的病原为禽流感病毒.属正黏病毒科流感病

毒A型流感病毒。禽流行性感冒（avian influenza，AI）简称禽流感，又名真鸡瘟、欧洲鸡瘟、

鸡疫等，是由 A型流感病毒引起的从呼吸系统病变到全身败血症的一种高度急性传染病。

鸡、火鸡、鸭等家禽及野鸟均可感染。美洲、欧洲、亚洲的许多国家和地区都曾发生过此

病，对养禽业造成了巨大的损失。禽流感病毒不仅是人流感病毒株形成的最庞大的基因

库，它还能直接感染人类，因此，禽流感已成为人类面临的重大危害之一。

9.4.1 人禽流感病毒特点及分型

禽流感属正黏病毒科（Orthomyxoviridae）流感病毒属（Influenza Virus）的 A 型流感病

毒。正黏病毒分为3个属，即AB型流感病毒属、C型流感病毒属和类托高土病毒属（Thogoto

like viruses），病毒颗粒大小为80~120 nm，平均100 nm，典型的病毒粒子呈球状，基因组

为多个负链RNA片段组成图-25】。AIV属A型流感病毒，是正黏病毒属中唯一感染禽类

3859.4 人禽流感的分子机制



图9-26 禽流感病

毒颗粒主要结构蛋 血凝素（HA蛋白），
白及功能分析 -协助病毒附着在生物细胞

的受体上并使其发生感染

神经氨酸酶（NA蛋白），
-破坏细胞的受体，帮助病

食流感病毒基因组由 毒在宿主体内自由传播
8个负链的单位RNA
片段组成

六 H5N1中已发现16种不同
类型的HA蛋白和9种不同
类型的N蛋白

基质蛋白层

的病毒。禽流感病毒可按病毒粒子表面对红细胞有凝集性的血凝素（hemagglutnin，HA）

和能将吸附在细胞表面的病毒子解脱下来的神经氨酸酶（neuraminidase，NA）糖蛋白进行

分类，共有18个H亚型和11个N亚型，其中除了H17N10和H18N11仅在蝙蝠中分离得

到外，其余亚型均能在野生水禽中发现。根据HA与NA的不同，又可将禽流感分为上百

个血清亚型。导致禽流感暴发的主要是以 H5、H7为代表的高致病性禽流感（HPAI）和以

H9 亚型为代表的低致病性禽流感（LPAI）毒株。

1997年，我国香港首次分离到由禽病毒跨越物种屏障同时感染鸡和人的A型流感病

毒H5N1。由于该病毒所有基因片段与禽流感病毒在序列上有很高的相似性，一般认

为该病毒起源于禽类。甲型流感病毒亚型 H7N9是 2013年在中国首次报告感染人类的

新型禽流感病毒。大部分人类感染病例均有严重的呼吸系统症状。世界卫生组织（WHO）

已经将H7N9确定为"对人类非常危险的病毒"。2013年初至 2017年初的4年中，共有

916例经实验室确诊的人类 H7N9病例，并怀疑可能存在人与人之间的传播。当流感病

毒开始感染新的宿主时，为了适应环境和新的宿主细胞，病毒可能会在强大的选择压力下

进行DNA重组以产生新的株系或致病型。

9.4.2 禽流感病毒的主要感染过程

H5N1禽流感病毒通过HA 蛋白上的凝集素位点与细胞表面含唾液酸的糖蛋白受体

结合，通过受体介导的细胞内吞作用进入细胞（图9-27）。由于内涵体（endosome）H较低，

导致HA 构象变化.细胞膜与病毒外膜发生融合，释放病毒衣壳进入细胞质。流感病毒启

动转录时，病毒内切核酸酶将宿主细胞mRNA5'端的帽子结构切下作为病毒 RNA聚合

酶的引物，转录产生6个单顺反子的mRNA.并翻译成HA、NA、NP和3种聚合酶（PB1、

PB2和PA）。NS和M基因的 mRNA进行拼接后，每一个产生了两个mRNA.依不同阅读

框架（ORF）进行翻译，产生NS1、NS2、M1和 M2蛋白表9-6）。NA是病毒核衣壳的主要成

。
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图9-27 流感病毒

病毒 A株进人宿主细胞
病毒外壳- 及其复制过程图示
病毒核酸_
(RNA)

内吞
、脱壳 一核内体翻译
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/细胞膜转录
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病毒 细胞核
蛋百

装配 出芽
核蛋白核心内质网

成熟
高尔基体____

释放

成熟病毒

分，MA是主要结构蛋白，存在于病毒囊膜内侧，分为 M1和 M2。PB1、PB2 和PA是病毒

复制酶的3个主要组分。NS1 和 NS2为非结构蛋白.在病毒复制早期起重要作用，NS1蛋

白调节病毒 RNA的合成、pre-mRNA的运输、剪切及mRNA 的翻译过程。NS2蛋白与 M1

蛋白相互作用，参与病毒复制周期的调控。

表9-6 禽流感病毒 RNA 在不同类型病毒中可能编码不同的蛋白质

流感病毒编码蛋白
RNA

B型 C型A型
1 PB1 PIB2

PB2PB1 P22、 PA PsPA
量 记HAHA” NPNPNP

NA.NBNA6

M1、M2 MM1.M27

NS1.Ne2N;1N2NS1、NS28
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9.4.3 禽流感病毒感染人类的机制

有关禽流感病毒导致人类流感大暴发的假说主要有以下两种，以猪作为中间宿主的

混合器假说和禽流感病毒直接感染人（即人本身充当混合器）的假说。研究发现，禽流感

病毒跨越种属间的屏障从家禽直接感染人与其基因的分子结构的特殊性有关，禽流感病

毒的基因组分为多个片段，极易发生基因的交换、重组并发生变异，造成感染宿主和致病

性的改变。
1.HA受体结合位点的突变导致禽流感病毒易于感染人类细胞

HA是流感病毒表面主要的糖蛋白，在病毒感染过程中起关键作用，病毒利用HA与

宿主细胞表面受体的相互识别，从而吸附于宿主细胞表面。禽流感病毒与宿主细胞结合

的特异性与HA结合受体位点的第 226 位氨基酸密切相关，如果该位点氨基酸残基为谷

氨酰胺（Gln），则表现为SAa22，3 Gal受体（禽类呼吸道上皮细胞表面受体）结合特性;但

若该位点为亮氨酸（Leu），则表现为 SAa22.6 Gal受体（人呼吸道上皮细胞表面受体）结合

特性;若该位点为甲硫氨酸（Met），对SAa22，3 Gal 和SAa22，6 Gal具有相同的结合活性。

1997年香港禽流感H5NI病毒就是由于HA第226位氨基酸由谷氨酰胺突变为甲硫氨酸，
导致流感病毒的宿主特异性改变，使禽流感病毒直接感染人细胞。对 H5及 H7 亚型高致

病力毒株的核酸序列和氨基酸序列分析表明，高致病力毒株的 HA 在裂解位点附近有多

个碱性氨基酸残基，易被宿主蛋白酶系统裂解为 HA1和HA2，致病性明显增强。

此外，近年研究人员分析H7N9 禽流感病毒的基因序列发现，其HA 蛋白的第 160位

点出现苏氨酸（Thr）和丙氨酸（Ala）的替换，导致 HA蛋白糖基化位点丢失，推测可能由于
这个糖基化位点的丢失增强了H7N9病毒与人细胞受体的亲和力。同时，HA第186 位的

甘氨酸（Gly）突变为绩氨酸（Val），结合第226位氨基酸由谷氨酰胺Gln突变为亮氨酸（Leu），

导致HA 对α-2，6半乳糖苷唾液酸受体的结合活性显著增强。

2.PB2蛋白 627位氨基酸的点突变导致人禽流感病毒复制能力增强

禽流感病毒感染人体细胞后必须进行有效复制，达到具有一定量的群体后，才能诱发

机体的非特异性免疫反应，产生对机体的直接或间接损伤。而禽流感病毒是否能在人体

细胞内进行有效复制，主要与病毒复制酶（PB1、PB2和PA）基因有关。当PB2蛋白基因

来源于人流感病毒，无论其他基因片段来源于禽流感病毒或人流感病毒，重组病毒在哺乳

动物体细胞中都能有效复制;当PB2蛋白基因来源于禽流感病毒时，重组病毒不能在哺

乳动物细胞中进行有效复制。禽流感病毒株 PB2 的627 位氨基酸都是谷氨酸（Glu），而人

流感病毒该位点上是赖氨酸（Lys）。香港 H5N1毒株中PB2 的第627位氨基酸就发生了

由谷氨酸向赖氨酸的转化。因此，有人认为，PB2的627位氨基酸是决定A型流感病毒宿

主范围的关键位点。

近年流行的 H7N9毒株的PB2 蛋白627位点存在谷氨酸和赖氨酸替换，701 位点发

生天冬氨酸（Asp）和天冬酰胺（Asn）的替换。PB2蛋白这两个关键位点的突变在禽类中

并未发现，仅在人感染的H7N9禽流感病毒中出现，说明 HTN9 可能是在感染人后才发生

.
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突变。这两个位点的突变有可能增强病毒在哺乳动物间的传播力。

3.NS1第 92位氨基酸的突变导致人禽流感病毒致病能力显著增强

人禽流感H5N1病毒感染后与普通的人流感病毒相比具有极强的致病性。研究表

明，人禽流感 H5N1亚型病毒的高致病性与其非结构蛋白有密切的关系。普通流感病毒
感染时，非结构蛋白（NS1）产生于机体受感染的细胞，与病毒复制产生的双链 RNA相互

作用，产生的细胞内信号作用于RNA病毒蛋白激酶（PKR）以及核因子NF2KB.启动干扰

素基因的转录和干扰素的合成，从而发挥抗病毒的非特异性免疫作用。虽然在高致病性

的人禽流感 H5N1亚型病毒感染者体内发现高浓度的干扰素和肿瘤坏死因子2α，这些细

胞因子却不能抑制或杀死高致病性的人禽流感病毒，因为这种病毒不仅对干扰素和肿瘤

坏死因子2α 具有极强的抵抗力，而且在细胞内增殖速度极快，加速了炎症细胞因子的产

生，引起全身性炎症反应综合征，从而表现出极高的致病力。造成这种现象的原因可能与
H5N1亚型病毒的非结构蛋白基因（NS1第 92位氨基酸）发生变异有关。

另外，人和禽类中分离到的H7N9 禽流感病毒均发现了NS1蛋白42位点脯氨酸（Pro）

替换为丝氨酸（Ser）.有研究表明，H5N1禽流感病毒NS1蛋白42.位点突变增加了病毒感

染小鼠的毒力。由于NS1蛋白作为干扰素拮抗剂对病毒的基因表达调节起作用，因此推

测 NS1蛋白的第 42位氨基酸能够影响病毒的致病性。

9.5 严重急性呼吸综合征的分子机制

9.5.1 严重急性呼吸综合征冠状病毒的结构与分类

严重急性呼吸综合征冠状病毒（severe acute respiratory syndrome coronavirus，SARS-
CoV）属冠状病毒科（coronaviridase）、冠状病毒属（coronavirus），一般呈多形态，病毒颗粒直

径在80~160 nm，有囊膜，囊膜表
图9-28 冠状病毒

面镶嵌有12~24 nm的球形梨状 9 颗粒结构示意图

或花瓣状纤突（spike），纤突之间有 HE
间隙。由于囊膜上的纤突呈规则

状排列成皇冠状，故称之为冠状病 2
毒（图 9-28）。病毒颗粒的囊膜由两

层脂质组成，在两层脂质中镶嵌有

两种糖蛋白，纤突蛋白S（又称 E2）

和血凝素酯酶HE（hemagglutinin
esterase，又称 E3）还有膜蛋白

M（又称E1）和小包膜糖蛋白E

（envelope protein）。病毒粒子内部
RNA

为核衣壳蛋白N和核基因组 RNA 
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图 9-29 SARS-
CV病毒与其他冠 PEDv状病毒的系统进化
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组成的核蛋白核心。

已知冠状病毒分为3组，第1和第2组为哺乳动物病毒，第3组是禽类病毒。基因序

列分析表明，SARS-CoV的基因组序列与其他3组都存在很大的差异，很难被归入某一

组图-29）。虽然有学者认为它可能是第2组的重组病毒，但也有人认为SARS-CoV可能

是第4组冠状病毒的代表。一般认为SARS-CoV最可能来源于动物，特别是野生动物如

果子狸、编蝠、猴、蛇等。

9.5.2 SARS-CoV的基因组结构

冠状病毒是最大的RNA病毒，其基因组为单链正链RNA。SARS-CoV基因组全长

27~30kb，其5'端有甲基化帽状结构，前约2/3的区域编码病毒RNA聚合酶复合蛋白，
后1/3的区域编码病毒的结构蛋白和非结构蛋白，按基因组上的排列顺序依次为S、E、M、

N蛋白，，在S和E之间、M和N之间以及N蛋白基因的下游有一些未知功能的开放读码

框，其3'端有不少于 50个碱基的 poly（A）尾巴，这种结构与真核生物 mRNA非常相似，

这也是其基因组 RNA 可以在人体细胞内发挥翻译模板作用的重要结构基础。冠状病毒
整个结构蛋白 mRNA不存在转录后修饰、剪切等过程，而是直接在初级转录过程中.通

过 RNA聚合酶和某些转录因子以一种不连续转录机制，通过识别特定的转录调控序列

（transcription regulating sequences，TRS）有选择地从反义链 RNA 上一次性转录得到整个功

能mRNA。SARS-CoV全基因组共有14个开放读码框。在SARS-CoV的包膜上有3种

主要糖蛋白，即S蛋白、M蛋白和HE蛋白。S蛋白被认为可能是病毒诱发机体免疫系统

产生特异性抗体和细胞毒性T细胞的主要抗原蛋白，参与SARS-CoV侵入宿主细胞的过

程。S蛋白可进一步分为S1和S2 两部分，S1蛋白主要与宿主细胞膜受体结合，S2蛋白
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介导病毒囊膜和宿主细胞膜融合。

9.5.3 SARS-CoV的侵染过程

SARS-CoV的生活周期包括病毒侵染、复制和组装及分泌几个阶段。在 SARS-CoV

侵染靶细胞时，病毒首先通过病毒囊膜上的S蛋白与敏感细胞的受体结合，然后通过其编

码蛋白的自身折叠与相互结合牵引将病毒囊膜和细胞膜拉近而发生融合，使得病毒的遗

传物质以内吞作用的方式进入靶细胞。最近的研究发现，ACE2（血管紧张素转换酶Ⅱ）是

SARS冠状病毒的主要受体。ACE2为依赖于锌离子的金属肽酶，是已知的唯一在血压调
节中起关键作用的血管紧张素转换酶（ACE）的同系酶，该酶可将血管紧张素Ⅱ转换成血

管紧张素。ACE2是SARS病毒进入细胞的主要靶点，因此 ACE2成为对 SARS进行药

理干预的首选目标。SARS冠状病毒S蛋白的S1亚单位既具有与靶细胞受体结合的功能，

又具有中和抗原表位。所以，S1亚单位的特异性抗体能中和SARS冠状病毒感染。
SARS-CoV 病毒侵入细胞后基因组被释放到细胞质中，其转录和复制在细胞质中完

成。病毒首先直接从其基因组 RNA 翻译出RNA 依赖的RNA聚合酶。该聚合酶随后会

以病毒基因组 RNA为模板合成负链 RNA，之后再以新合成的负链RNA为模板转录生成

新的病毒基因组 RNA。同时该聚合酶还会以负链基因组 RNA为模板从基因组 RNA的

多个位点起始转录，产生5~7个亚基因组 mRNA组分。亚基因组RNA都具有5'端甲基

化帽状结构和3'端多 poly（A）尾结构，且长度呈递减分布。除最短的 mRNA为单顺反子

外其余的均为多顺反子，可以合成多聚蛋白前体，这些多聚蛋白再由病毒和宿主的蛋白切

割，最终形成大小不同的功能蛋白质。

SARS-CoV病毒的囊膜蛋白在粗面内质网内翻译，同时发生N-糖基化，并在糙面内

质网的表面聚合形成非共价的同源三聚体。随后被运输到高尔基复合体中进行高甘露糖

的低聚糖基化修饰，同时部分区域连接末端糖基并发生脂酰化。成熟的囊膜蛋白主要集

中在高尔基体，少量可以被转运至细胞膜表面引起被感染细胞间发生膜融合而形成合胞

体。在病毒蛋白合成的同时，病毒基因组进行复制.当病毒蛋白和基因组完成翻译和复制

时，子代基因组 RNA通过基因组中的包装信号与新合成的N 蛋白结合，形成螺旋状的核
衣壳之后再通过M蛋白的作用与囊膜结组装出芽。在病毒粒子的出芽的过程中，M、S、E.

蛋白嵌入到病毒粒子的囊膜中，形成的子代病毒粒子经细胞膜融合而释放到细胞外完成

其生命周期图9-302。

9.5.4 SARS-CoV病毒的起源及变异

目前，SARS-CoV的起源仍不明了。但是，我国广东的一项调查显示，70??果子狸

携带SARS-CoV，而 40??野生动物经销商体内都含有SARS-CoV的抗体，其中单营果
子狸者SARS冠状病毒感染率为 58明显高于单营蛇类者，暗示果子狸可能是 SARS病

毒的重要载体。基因组比较结果表明，果子狸的 SARS样病毒比人类的 SARS-CoV多 29

个核苷酸。从进化的角度看，果子狸SARS样病毒比人的SARS-CoV更原始，估计动物的
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图9-30 冠状病毒
的生活周期图示

上基因组
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转录(-)3'-

融眠罪
S,

转录 An-

线装基 高尔基体

基因组RNA（+）

细胞质基质

细胞核∶

SARS样病毒可能是人类SARS-CoV的前体。有研究从蝙蝠、猴、果子狸、蛇、老鼠和禽体

内都扩增出与人类 SARS病毒高度同源的基因片段。因此，人SARS-CoV的最终源头问

题有待于进一步研究。

9.6 基因治疗

人类疾病的发生，其实都是人体细胞中自身基因的改变或由外源病原体的基因产

物与人体基因相互作用的结果。因此，长期以来，科学家设想人类能否最终运用遗传物

质，无论是人类自身的或是外源遗传物质来治疗疾病，纠正人体本身基因结构或功能上

的错乱，阻止病菌的侵染，杀灭病变的细胞或抑制外源病原体遗传物质的复制，保证人

体健康。

9.6.1 基因治疗的主要途径

1990年，科学家第一次用反转录病毒为载体，把腺苷脱氨酶（ADA））基因导人来自病

人自身的T淋巴细胞，经扩增后输回患者体内，获得了成功。5年后，患者体内10的造

血细胞呈 ADA基因阳性，除了还须服用小剂量的ADA 蛋白之外，其他体征都正常。这一

，
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成功标志着基因治疗时代的开始。那么，基因治疗为什么具有诱人的前景，它与基因工程

究竟有什么差别呢?

基因工程是将具有应用价值的基因，即"目的基因"，装配在具有表达元件的特定载

体中，导入相应的宿主如细菌、酵母或哺乳动物细胞中，在体外进行扩增、经分离、纯化后

获得其表达的蛋白质产物。基因治疗是将具有治疗价值的基因，即"治疗基因"装配于带

有在人体细胞中表达所必备元件的载体中，导人人体细胞，直接进行表达。进行基因治疗

时无需对表达产物进行分离纯化，因为人细胞本身可以完成这个过程。

基因工程的"目的基因"主要是可分泌蛋白，如生长因子、多肽类激素、细胞因子、可

溶性受体等，而非分泌性蛋白，如受体、各种酶、转录因子、细胞周期调控蛋白、原癌基因及

抑癌因子等，由于它们不能有效地进入细胞而不能被应用于基因工程。基因治疗却不受

上述限制，几乎所有的基因，只要它具有治疗作用，理论上均可应用于基因治疗。

基因工程的操作全部在体外完成，基因治疗则必须将基因直接导入人体细胞。这不 

仅在技术上具有很大难度，而且在有效性与安全性方面提出了更为苛刻的要求。

基因治疗主要有 ex vivo 和 in vivo 两条途径。

① ex vivo 途径 这是指将含外源基因的载体在体外导人人体自身或异体（异种）细
胞，这种细胞被称为"基因工程化的细胞"，经体外细胞扩增后输回人体。这种方法易于

操作，而且因为细胞扩增过程中对外源添加物质的大量稀释，不容易产生副作用。同时，

治疗中用的是人体细胞，尤其是自体细胞，安全性好。但是，这种方法不易形成规模.而且
必须有固定的临床基地。

②in vivo途径 这是将外源基因装配于特定的真核细胞表达载体上，直接导入人体

内。这种载体可以是病毒型或非病毒型，甚至是裸 DNA。这种方式非常有利于大规模工

业化生产。但是，对这种方式导入的治疗基因以及其载体必须证明其安全性，而且导入体

内之后必须能进入靶细胞，有效地表达并达到治疗目的。因此，在技术上要求很高，其难

度明显高于ex vivo模式。

9.6.2 基因治疗中的病毒载体

用于基因治疗的病毒载体应具备以下基本条件∶

①携带外源基因并能装配成病毒颗粒;

②介导外源基因的转移和表达;

③ 对机体没有致病力。

因为大多数野生型病毒对机体都具有致病性，需要对其进行改造后才能被用于人体。

理论上，各种类型的病毒都能被改造成病毒载体，但由于病毒的多样性及与机体之间复杂

的依存关系，人们至今对许多病毒的生活周期、分子生物学、与疾病发生发展的关系等的

认识还很不全面，从而限制了许多病毒发展成为具有实用性的载体。到目前为止，只有少

数几种病毒如反转录病毒、腺病毒及腺病毒伴随病毒、疱疹病毒（包括单纯疱疹病毒、痘苗

病毒及EB 病毒）等被成功地改造成为基因转移载体。
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1.病毒载体的产生
研究病毒载体首先要对病毒的基因组结构和功能有充分的了解，最好在获得病毒基

因组全序列信息的基础上进行。病毒基因组可分为编码区和非编码区，编码区的序列产

生病毒的结构蛋白和非结构蛋白。根据其对病毒感染性复制的影响，又可分为必需基因
和非必需基因。非编码区中含有病毒进行复制和包装等功能所必需的顺式作用元件。各

种野生型病毒颗粒都具有一定的包装容量，即对所包装的病毒基因组的长度有一定的限

制。一般来说，病毒包装容量不超过自身基因组大小的105??110??

最简单的办法是将适当长度的外源 DNA插入病毒基因组的非必需区，包装成重组病

毒颗粒。有科学家将4.5 kb的 lacZ基因表达盒插入 HSV-Ⅰ病毒的UL44（编码糖蛋白C）

基因的XbaI位点中，构建成重组 HSV病毒。由于UL44基因产物对于HSV病毒在培养

细胞中产毒性感染是非必需的，因此，该重组病毒可以在细胞中增殖传代。用这种重组病

毒感染细胞，发现 lacZ基因能进入细胞并得到高效表达。

然而，重组病毒作为基因转移载体有许多缺点。首先，许多野生型病毒可通过在细胞

中的复制而导致细胞裂解死亡，或带有病毒癌基因而使细胞发生转化，必须经过改造使其

成为复制缺陷型病毒并且删除致癌基因后才能用于基因治疗。其次，插入外源 DNA 的长
度受到很大限制，尤其对于基因组本身较小的病毒如腺病毒伴随病毒（4.7 kb）、反转录病
毒（8~10 kb）、腺病毒（36 kb），如果不去除病毒基因，可供外源 DNA插入的容量就很小，要

删除更多的病毒基因以腾出空间以插入较大的外源 DNA。为了增加病毒载体插入外源

DNA 的容量，除了删除病毒的非必需基因外，还可以进一步删去部分或全部必需基因，这
些必需基因的功能由辅助病毒或宿主细胞提供。

2.病毒载体的分类
① 重组型病毒载体 这类载体以完整的病毒基因组为改造对象，在不改变病毒复制

和包装所需的顺式作用元件的情况下，有选择性地删除病毒的某些必需基因尤其是前早

期或早期基因以控制其表达，所缺失的必需基因的功能由同时导入细胞中的外源基因表

达单位提供。一般通过同源重组方法将目的基因插入到病毒基因组中。

②无病毒基因的病毒载体 这类载体可以看作是重组病毒载体的一种极端减毒情况，

往往由重组载体和辅助系统组成。重组载体主要由外源基因表达盒、病毒复制和包装所必

需的顺式作用元件及载体骨架组成。辅助系统包括病毒复制和包装所必需的所有反式作用

元件。在辅助系统的作用下，重组载体以特定形式（单链或双链 DNA或 RNA）被包装到不含

有任何病毒基因的病毒颗粒中。这类载体的优点在于载体病毒本身安全性好，容量大。缺

点在于往往需要辅助病毒参与载体 DNA的包装，造成终产品中辅助病毒污染，影响其应用。

3.病毒载体在基因治疗中的应用
据不完全统计，自1990年开展第一例人体基因治疗以来，已进行了数百项基因治疗

临床试验，涉及病人上干人，其中2/3以上的临床方案应用了病毒载体进行基因导入。不

同的病毒载体具有特定的生物学功能，决定了其在基因治疗中的应用，表9-7 列举了常用

的病毒载体的特性和适用范围。

。
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表9-7常用病毒载体的特性和适用范围

适用范围病毒载体 生物学特性
反转录病毒载体 ex vo 基因治疗可感染分裂细胞

肿瘤基因治疗整合到染色体中
表达时间较长
有致癌的危险

腺病毒载体 细 vo 基因治疗可感染分裂和非分裂细胞
肿瘤基因治疗不整合到染色体中

疫苗外源基因表达水平高
表达时间较短
免疫原性强

腺病毒伴随病毒载体 可感染分裂和非分裂细胞 in vhvo 基因治疗
整合到染色体中 ex vo 基因治疗

遗传病基因治疗无致病性，免疫原性弱
可长期表达外源基因 获得性慢性疾病的基因治疗
在骨骼肌、心肌、肝、视网膜等组织

中表达水平较高

疱疹病毒载体 具嗜神经性，可逆轴突传递 神经系统疾病的基因治疗

可潜伏感染 肿瘤的基因治疗
容量大
可感染分裂和非分裂细胞

4.基因治疗中的问题

基因治疗要取得突破，必须在基因导入系统、基因表达的可控性及获得更多更好的治

疗基因这三个方面下工夫。

① 靶向性基因导入系统 基因治疗中的关键问题是必须将治疗基因送入特定的靶

细胞，并在该细胞中得到高效表达。这对于恶性肿瘤治疗尤为重要，如果不能有效地将治

疗基因导入大多数肿瘤细胞，则至少要求它尽可能不进入或较少进入正常细胞。因此.目

前针对恶性肿瘤的免疫基因治疗仍按ex vivo形式操作.很少有体内直接导入的治疗模式。

病毒型载体中，除直接注射入瘤体外，若用全身给药，在肿瘤细胞中分布极低，很难期望达

到治疗作用。当务之急是要尽快建立靶向性导入系统。

②外源基因表达的可控性 由于电脉冲介导裸 DNA技术的改进，科学家已能将许

多基因，如分泌性蛋白基因（包括生长因子、激素、细胞因子，可溶性受体）导入肌肉并维持

相当时间的表达，已达到可发挥药效的水平。但是，如果这些基因导人后表达处于无调控

状态，将会造成严重后果。

最理想的可控性是模拟人体内基因本身的调控形式。这是今后长期的追求目标，需

要全基因或包括上下游的调控区及内含子序列，将对导人基因的载体系统产生严峻的挑

战，因为今后设计的载体须有几十kb甚至上百kb的包装能力。图9-31是导入基因表

达诱导系统示意图。以酵母gal4 系统为例，在目的基因上游区接上gal4 的顺式元件，所

用的激活蛋白是一个带有疱疹病毒VP16/gal4 DNA结合区的孕酮受体的变异体。该变

异体（PR-LBD △）只能与孕酮的拮抗剂（RU486）相结合而不与孕酮或其他衍生物结合。
当体系中不存在RU486时，治疗基因的表达水平极低;而给予RU486后，RU486与PR-
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图9-31 导人基因
的表达诱导框架图

卜 业
BB

D——小分子诱导物

A——"活化"功能区

A'—— 被激活的活化功能区
B B——DNA结合区

CIS—— 基因远端的顺式作用元件

P—— 启动子

G—— 目的基因

B B
CIs G

LBD △结合，激活VP16，杂种激活蛋白形成二体并通过gal4 DNA结合区与治疗基因上游

区的 gal4 顺式元件结合，启动治疗基因的表达。

③治疗基因过少 目前用于临床试验的治疗基因数量很少。绝大部分多基因疾病，

如恶性肿瘤、高血压、糖尿病、冠心病、神经退行性疾病的致病基因还有待阐明，因此，可选

择的靶基因不多。只有尽快发现并克隆大量的功能基因，迅速确定其调控序列，基因治疗

才能获得更大的发展。

9.6.3 基因治疗中的非病毒载体

病毒载体存在许多不足，主要体现在免疫原性高、毒性大、目的基因容量小、靶向特异

性差、制备较复杂及费用较高等。现在，人们愈来愈重视人工合成的非病毒载体的研究。

目前常用的非病毒载体包括裸 DNA（naked DNA）、脂质体载体（liposome vector）及阳离子

多聚物型载体（cationic polymer vector）等。

1.裸DNA
裸 DNA 又称自由 DNA.是结构最简单的非病毒载体。使用裸DNA进行基因治疗的

最大困难在于如何将目的基因导入相应的细胞并得到有效而长期的表达。主要通过物理

或机械方法（如直接注射或基因枪法）将 DNA导入适当部位（如皮肤、骨骼肌、肝、支气管

·
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内、心肌和瘤体内）。当用于激发免疫反应时又称为DNA疫苗（DNA vaccine），是一种非常

有希望的疫苗方式。

基因枪方法又叫微粒轰击技术，它采用能自发吸收 DNA的钨或金微粒，通过高压电

所产生的高能电弧促使被 DNA包裹着的金属颗粒产生极高的速度，有效穿透单细胞层或
靶器官从而将 DNA导入培养细胞或动物组织中。

裸 DNA 虽能有效运转并表达目的基因，但缺乏靶向性，并且只能在局部作用，不能转

染大量细胞，经常需要进行外科手术以暴露靶器官，使用时局限性较大。

2.脂质体/DNA复合物

脂质体是具有双层膜的封闭式粒子，它们能促进极性大分子穿透细胞膜。根据脂质

体包裹 DNA的方式不同可将脂质体分为阳离子脂质体、阴离子脂质体、pH敏感脂质体及

融合脂质体等。
阳离子脂质体是目前最常用的脂质体类型，它主要由带正电荷的脂质及中性辅助脂

质组成，两者通常是等摩尔混合。由于电荷的相互作用，阳性电荷的脂质体和带负电荷的

DNA 之间可以有效地形成复合物，制备时只须将二者直接混合形成复合物，不受基因体

积大小的限制。
脂质的化学结构、组成对载体的活性和毒性有很大的影响。具有多个正电荷头部的

脂质体转染率较高，这可能是因为它与DNA结合更牢固。脂质体在酸性环境中与细胞膜

结合能力大大降低，在细胞间的转运也取决于脂质体中类脂的成份。DC-Chol/DOPE 阳

离子脂质体是第一个被批准用于人体的脂质体。由于制备技术的不稳定性，对靶细胞的

毒性和试剂价格较贵等原因，其应用受到了一定的限制。

细胞摄取脂质体主要通过内吞途径，脂质体与其内含物遇到溶酶体即被降解。pH 敏

感脂质体可在一定程度上避免溶酶体降解并增加 DNA摄取量和稳定性。pH 敏感脂质体

的原理是酸性条件下脂肪酸羧基质子化，形成六角晶相发生膜融合。在形成内吞小泡进

入溶酶体之前，由于pH从7.4降至5.3~6.3左右，pH敏感脂质体与内吞小泡膜融合，将

内含物导入胞浆。这类脂质体主要由二油酰胆碱（DOPE）、胆固醇和油酸以4∶4∶2（摩 

尔比）组成，脂质成份中常用的 DOPE决定了脂质体在中性 pH条件下的稳定性和酸性条

件下与细胞融合的能力。

pH 敏感脂质体虽然通过静电吸附与细胞膜产生非特异性相互作用，转运效率比普通

脂质体高，但实际上也只有 10??基因释放至细胞质中，其余仍在溶酶体中降解。

3.多聚物/DNA复合物

由于 DNA带负电，利用阳离子多聚体的氨基基团的正电荷与DNA的磷酸基团结合

发生电性中和，可以使DNA缩合形成稳定的多聚复合物（polyplex），不易被核酸酶降解，

并可防止沉淀，从而提高转染效率。此外，复合体大小为80~100 nm，带正电荷，可与细

胞表面带负电荷的受体结合，因此能有效地被内吞摄人，介导基因转移。常见的阳离子多

聚体有多左旋赖氨酸、鱼精蛋白、组蛋白、多聚乙胺、多聚乙烯亚胺和星状树突体等，可以

分别形成线型、分支型、球型或类球体状结构。虽然多聚阳离子型载体系统具有合成比较
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方便、安全无毒的特点，但是，单独使用多聚阳离子同样具有基因转移组织特异性和靶向

性差、体内基因转移效率较低等缺点，有待于进一步改善和提高。

4. DNA微球体（DNA-nanospheres）

白明胶和聚氨基葡萄糖等生物高聚物属阳离子复合物，能与DNA形成大小为

200~750 nm的微球体复合物。白明胶和聚氨基葡萄糖等有如下特点∶①它们是可降解

生物材料;②DNA可均一地分布在微球体中，免于被 DNA酶降解;③可与活性物质共包

装达到靶向运输增加了基因治疗的可能性;④储存方便稳定;⑤可以达到可控持续释放，

延长了基因表达时间;⑥毒性低。

9.7 肿瘤的免疫治疗

手术、放疗和化疗是目前治疗肿瘤的主要手段和传统方法，但大部分情况下患者都不

能获得理想的疗效。随着免疫细胞及炎症因子在肿瘤微环境中的发现，以及正常机体免

疫系统监视和杀伤癌细胞的作用逐渐被揭示，肿瘤免疫细胞疗法成为一种杀伤肿瘤细胞

的新疗法，被称为现代肿瘤治疗的第四种模式。

肿瘤的免疫治疗通过激活机体的免疫系统，增强抗肿瘤免疫效应.从而特异性清除

肿瘤微小残留病灶或者明显抑制肿瘤增殖。继发现 CD8'T 细胞可以特异性地杀伤表达

肿瘤抗原的肿瘤细胞后，树突状细胞（dendritic cells，DC）和自然杀伤细胞（natural killer

cell，NK）先后被发现在肿瘤免疫中发挥作用。2015年底，程序性死亡蛋白1（programmed
death protein 1，PD-1）抗体的免疫治疗配合手术和放疗成功控制了美国前总统卡特的黑

色素瘤。近年来，免疫疗法在癌症治疗中展现出了巨大的潜力并取得了很大的进展。
按照免疫的作用机制，免疫治疗可以分为主动免疫治疗、被动免疫治疗和非特异性免

疫调节剂治疗。

9.7.1 主动免疫治疗

主动免疫治疗主要指接种肿瘤疫苗，利用肿瘤细胞或者肿瘤相关蛋白或多肽等抗原

物质免疫机体，激活患者自身的免疫系统，诱导宿主产生针对肿瘤抗原的免疫应答，从而

阻止肿瘤生长、转移和复发。肿瘤疫苗包括肿瘤细胞疫苗、肿瘤多肽（蛋白）疫苗、树突状

细胞疫苗（DC疫苗）、抗独特型抗体疫苗和 DNA疫苗等，对患者进行免疫接种，激发患者

机体产生对肿瘤的特异性免疫应答（图9-32）。主动免疫治疗可使患者产生免疫记忆，因此

抗肿瘤作用比较持久。

1.肿瘤细胞疫苗
肿瘤细胞疫苗是采用灭活的患者自体或异体肿瘤细胞.引发特异性抗肿瘤免疫反应

的一种治疗性疫苗。其中自体肿瘤细胞疫苗含有患者自身特异的肿瘤抗原和抗原递呈细

胞表面HLA分子，比异体肿瘤细胞疫苗更安全。但存在制备过程复杂、肿瘤组织获取较

困难、机体免疫耐受以及肿瘤抗原被稀释等问题。因异体肿瘤细胞与患者自体肿瘤细胞

，
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留

图9-32 肿瘤疫苗
的分类及作用方式
示意图

蛋白质/ 质粒DNA多肽

独特型抗体病毒

佐剂
肿瘤细胞延射

单核细胞肿瘤细胞成熟的 疫苗接种DC细胞 APC
肿瘤抗原。8 APC疫苗。 接种0

肿瘤抗原
DC疫苗
接种

激活刺激
不成熟的DC细胞

存在交叉抗原，可部分替代自体肿瘤疫苗，解决自体肿瘤细胞来源有限的问题。但大部分

异体肿瘤细胞疫苗与患者肿瘤的组织学类型及相关抗原不符，临床应用局限性较大，效果

不很理想。肿瘤细胞疫苗根据形式又可分为肿瘤全细胞疫苗、肿瘤细胞裂解物疫苗以及

基因修饰的肿瘤细胞疫苗。

肿瘤全细胞疫苗通过射线照射灭活肿瘤组织细胞，抑制其增殖力而保留其免疫活性，

并通常加入卡介苗、弗氏完全佐剂等免疫佐剂以增强其免疫活性。该类疫苗富含肿瘤抗

原，自体肿瘤细胞疫苗具有全部肿瘤细胞的抗原，必须完全灭活才能临床使用。OncoVAX

是经放射处理的患者肿瘤细胞与卡介苗混合而成，目前主要用于结肠癌术后的患者。Ⅲ

期临床试验数据显示，OncoVAX显著降低 44Ⅱ期和Ⅲ期结肠癌患者的复发率。仅Ⅱ期

结肠癌患者而言，OncoVAX能降低61??复发率。

肿瘤细胞裂解物疫苗是用肿瘤细胞的裂解物或外泌小体等亚细胞结构作为疫苗，这

样既保留肿瘤抗原免疫活性，又保证疫苗的安全性，是肿瘤疫苗治疗常采用的方式。
基因修饰的肿瘤细胞疫苗是指通过基因重组技术将不同的目的基因如细胞因子、辅

助刺激分子、MHCⅠ类抗原分子等导入肿瘤细胞而制备的疫苗。前列腺癌疫苗GVAX是

由经遗传修饰分泌免疫刺激性细胞因子粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子（GM-CSF）的肿
瘤细胞组成的癌症疫苗。目前对于GVAX 治疗胰腺癌的研究处于Ⅱ期临床试验，同时开
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展的还有GVAX与PD-1抑制剂组合的试验。

2.肿瘤多肽（蛋白质）疫苗

肿瘤抗原的提呈必须先经过抗原递呈细胞（APC）降解为短肽，然后与MHC分子结合，

形成"抗原肽-MHC-TCR"复合物，提呈到细胞表面才能被T细胞识别并激发细胞毒性T

淋巴细胞（CTL）反应。因此，肿瘤多肽疫苗是通过人工合成肿瘤抗原肽段，单独或者与佐

剂一起输注入患者体内.通过这些肿瘤抗原肽段来激发机体特异性抗肿瘤免疫反应。肿

瘤多肽疫苗成分较单一，便于研究和产业化，不存在肿瘤细胞的抑制成分，无肿瘤种植的

风险;但因为其相对分子质量小、容易降解，导致其免疫原性弱，易诱发特异性免疫耐受且

应用受 MHC类型限制。肿瘤蛋白疫苗是指将肿瘤抗原整个或部分蛋白质作为疫苗，进入

机体后经 APC摄取递呈，激发抗肿瘤免疫应答。与多肽疫苗相比肿瘤蛋白疫苗的免疫原

性更强，通常需要添加佐剂，激发的免疫反应以体液免疫为主。目前尚缺成功的例子。
3.树突状细胞疫苗（DC 疫苗）

树突状细胞是最主要的 APC，也是唯一能激活初始T细胞的专职APC并激活 CTL

反应。DC.疫苗首先分离患者体内树突状细胞的前体细胞，体外培养并使之负载肿瘤抗原

肽段，然后回输到患者体内.通过树突状细胞激发特异性抗肿瘤T细胞反应。又分为肿瘤

抗原致敏的 DC疫苗和基因修饰的 DC疫苗。肿瘤抗原致敏的 DC.疫苗是通过不同形式

的肿瘤抗原致敏树突状细胞，然后将致敏的树突状细胞接种或回输给患者，诱导机体产生

特异性的CTL和记忆性T细胞。Sipuleucel-T就是一个DC.疫苗，从患者的外周血单核细

胞中提取树突状细胞，负载前列腺癌特异的抗原后回输至患者体内发挥作用。此类个性

化定制的疫苗制作过程复杂，费用高且持久性一般较差。

基因修饰的 DC疫苗是将编码肿瘤抗原的基因导入树突状细胞，在其中表达肿瘤抗

原，经树突状细胞递呈后活化初始T细胞。编码肿瘤抗原的基因通常以质粒或病毒为载

体以DNA或RNA的形式转人树突状细胞。
4.抗独特型抗体疫苗

抗原可刺激机体产生抗体 Ab1，该抗体可变区的独特型决定簇具有免疫原性，可诱导

产生抗体 Ab2.后者被称为独特型抗体。将可以模拟原来抗原结构的具有内影像抗原性

的 Ab2作为肿瘤疫苗应用，可以诱导产生抗独特型抗体，具有模拟抗原和免疫调节的双

重作用，即为抗独特型抗体疫苗。抗独特型抗体疫苗主要用于不易获得的肿瘤抗原，该疫

苗可打破机体对肿瘤抗原免疫耐受的状态，特异性强而且不含有肿瘤细胞，使用起来相对

更安全可靠。独特型抗体多为鼠源，反复应用容易引起人抗鼠抗体反应，而人源化独特型
抗体可避免这一缺陷。

非霍奇金淋巴瘤疫苗 BiovaxID（ID-KLH/GM-CSF）是自体肿瘤来源的免疫球蛋白独

特型抗体疫苗。是通过活检采集患者肿瘤样品，获得肿瘤细胞特异性抗原ID.然后将ID

偶联到载体蛋白钥孔血蓝蛋白（KLH），最后注入患者体内刺激T细胞应答。

5.DNA疫苗
DNA疫苗也被称为基因疫苗，是通过基因工程技术将编码肿瘤抗原的基因与表达载
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。
体整合之后，将疫苗直接注入机体，借助机体内的基因表达系统表达肿瘤抗原，从而诱导
出针对肿瘤抗原的细胞免疫应答。基因疫苗所用表达载体通常为重组病毒或质粒 DNA.

具有便于生产、使用安全、表达时间长、易于诱发肿瘤免疫应答等优点，缺点是肿瘤抗原的

表达差异大且细胞中长期低水平表达肿瘤抗原会产生免疫耐受。

6.溶瘤病毒疫苗
溶瘤病毒疫苗是将基因工程改造的溶瘤病毒注射入肿瘤内，由于溶瘤病毒优先感染

肿瘤细胞.病毒复制导致肿瘤细胞溶解，释放增强免疫反应的细胞因子，刺激宿主抗肿瘤

免疫反应，从而杀伤肿瘤。2015年，用于治疗晚期黑色素瘤的肿瘤疫苗T-Vec 成为世界

首个溶瘤病毒疫苗。

目前虽然有不少肿瘤疫苗进入了临床试验，但体内抗肿瘤效果和治疗效果都不尽如

人意。半个世纪多以来，研究人员一直梦想着为癌症患者注射一种疫苗，帮助他们的免疫

系统识别、抵御并最终清除肿瘤。随着研究的深入，至少目前还不能指望仅仅使用该疗法

就能治愈晚期肿瘤。发展个体化肿瘤疫苗已成为一个新的发展方向，而如何将主动免疫

治疗与其他治疗方法有机结合起来，充分发挥综合治疗的优势，成为另一个重要研究方向。

9.7.2 被动免疫治疗

被动免疫治疗又称为过继免疫治疗（adoptive immunotherapy），是被动地将具有抗肿

瘤活性的免疫制剂或者细胞过继回输到肿瘤患者机体进行治疗，以达到治疗肿瘤的目的。

被动免疫治疗与肿瘤疫苗不同，并不需要机体产生初始免疫应答，不依赖于宿主的免疫功

能状态，因此适用与肿瘤晚期患者，按治疗采用的载体分为单克隆抗体治疗和过继性细胞

治疗两类。
1.单克隆抗体治疗

恶性肿瘤细胞表面表达的特异性抗原可以作为单克隆抗体的靶点应用于肿瘤

治疗，因为针对这些靶位点的抗体可以引起细胞凋亡，并通过补体介导的细胞毒性

（complement-mediated cytotoxicity，CMC）以及抗体依赖细胞介导的细胞毒性（antibody-

dependent cllular cytotoxicity，ADCC）杀死靶细胞，也可以通过自然杀伤细胞（NK 细胞）和

阻断信号转导通路起到抗肿瘤的作用（图 9-331。
单克隆抗体还可以携带抗肿瘤物质进行导向治疗。放射免疫偶联物、具有细胞毒性

的小分子以及免疫系统里的细胞因子都可以通过单抗运输向肿瘤细胞。放射性元素已被

用于标记抗体进行肿瘤的诊断和治疗。淋巴瘤是较为适合放射性疗法的癌症，已有药物

上市。抗体-药物偶联物（antibody-drug conjugates）是最近研发的极具前景的抗癌药物，

它将带有细胞毒性的药物和特异性抗体偶联，在提高了特异性的同时可以更好地杀死肿

瘤细胞。此外免疫细胞因子如 ⅡL-2和 GM-CSF也被结合在抗体上，用于靶向肿瘤细胞，

改变肿瘤微环境。

2.过继性细胞治疗

过继性细胞治疗又称为过继性细胞免疫疗法（adoptive cellular immunetherapy，ACT），
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图9-33 抗体依赖
性细胞介导的细胞

Fe受体毒性示意图

抗体当自然杀伤（（NK）细
胞上的 Fe受体与结合

目标癌细胞抗原癌细胞的抗体的 Fc区

相互作用时.NK细胞 NK细胞
释放穿孔素和粒酶，导

致癌细胞凋亡。

肿瘤细胞
穿孔素和粒酶释放

是将抗原特异性识别的细胞经体外培养扩增和功能鉴定后输回患者体内，从而直接杀伤

或激发机体的免疫应答杀伤肿瘤细胞图-34）。过继细胞免疫治疗主要包括非特异性免疫

治疗和特异性免疫治疗。

（1）非特异性免疫治疗。

主要包括淋巴因子激活的杀伤细胞（lymphokine activated killer，LAK）疗法和细胞因

子诱导的杀伤细胞（cytokine induced killer，CIK）疗法。

图9-34 过继性细
胞治疗示意图

获取肿瘤组织
回输人体

0
分离免疫细胞

扩增肿瘤特异杀伤细胞

像碎
诱导培养

自体体细胞免疫治疗示意图
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·
LAK疗法是利用白细胞介素2（IL-2）刺激活化外周血淋巴单核细胞，诱导具有非特

异性细胞毒作用的效应细胞.这些细胞主要是由很多种淋巴细胞组成的混合体，包括NK

细胞和T淋巴细胞，在体外对肿瘤作用不依赖于抗原致敏。LAK 细胞杀伤靶细胞的机制

与NK 细胞类似，可以通过细胞与细胞接触识别靶细胞表面结构，也可以通过分泌细胞因

子参与杀伤肿瘤细胞。它对恶性黑色素瘤、肾细胞癌、非霍奇金淋巴瘤、鼻咽癌疗效较好，
对控制微小残留灶及恶性胸腹水治疗效果比较显著。

CIK 细胞由是外周血单个核细胞经抗CD3单克隆抗体，以及I-2、IFN-γ和L-lα

等细胞因子体外诱导分化获得的NK样T细胞。CIK 细胞来源于患者或健康人的外周血，

培养扩增较容易，目前已经进行了大量临床实验治疗多种肿瘤，已经发现CIK 在肾癌、肝

癌、肺癌和白血病等多种肿瘤中具有抗瘤活性。与 LAK 细胞相比，CIK 细胞具有增殖速

度快，杀瘤活性高，肿瘤杀伤谱广等优点，且对多重耐药肿瘤细胞同样敏感，对正常骨髓造

血前体细胞毒性小.能抵抗肿瘤细胞引发的效应细胞Fas/FasL凋亡，广泛用于肿瘤的辅助

治疗。
（2）特异性免疫治疗

特异性嵌合抗原受体免疫治疗（chimeric antigen receptor T-cell immunotherapy，
CAR-T）是通过基因修饰获得携带识别肿瘤抗原特异性受体T细胞的个性化治疗方法。

提取患者外周血T细胞，通过基因重组赋予T细胞特异性识别肿瘤抗原的能力，再将改造

后的T细胞经体外扩增后回输到患者体内从而特异性杀伤肿瘤细胞。与传统的T细胞识

别抗原相比，CAR 通过增加共刺激分子信号增强了T细胞对肿瘤的杀伤性，因此CAR-T

细胞可以克服 MHC分子表达下调和共刺激分子减少等肿瘤细胞免疫逃逸机制。另外，

CAR 可以针对任何类型的表面抗原，包括糖和糖脂类，提高了识别范围。该免疫疗法在

白血病和淋巴瘤患者的早期临床试验中取得了显著疗效。

一个完整的CAR分子通常包括胞外抗原结合区（来自单链抗体可变区基因片段，

scFv）、铰链区、跨膜区和胞内受体信号转导区（包括 CD3-ζ 链、Feε、RIγ和协同刺激

因子）4个区域。CAR-T细胞技术现已发展到第三代（图9-35】。第一代CAR 只有1个T细
胞CD3【受体信号区，第二代则增加了1个共刺激分子信号，第三代增加到2个共刺激

分子信号。目前用于临床治疗研究的主要为第二代 CAR-T细胞技术，携带CAR的载体 

主要来源于反转录病毒和慢病毒。

已有抗 CD19的CAR-T细胞治疗儿童和成人 B细胞恶性肿瘤（包括慢性、急性淋巴

细胞性白血病和B细胞淋巴瘤）的早期临床试验。即使经多次化疗并且已经产生癌症

复发或耐药性的病人，CAR-T细胞治疗反应的有效率仍能达到60??80??也有靶向

CD22抗原的CAR-T细胞方案，可与CD19 靶向T细胞合用于急性淋巴细胞白血病和 B

细胞恶性肿瘤。CAR-T的主要副作用是引发细胞因子释放综合征，导致患者发高烧或血

压急剧下降，可能需要采取额外的处理措施。

过继免疫细胞疗法虽然具有高度的肿瘤抗原特异性，这类疗法也面临一系列挑战，如

肿瘤细胞特异性抗原数量极少，输入体内的T细胞存活期短，活化的T细胞很难进入肿瘤
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图9-35 CAR的结
第三代第二代第一代构演变示意图

胞外抗原结合区单链抗体 scFV

较链区

跨膜区

CD28
CD28/CD134 协同刺激因子CDI37Icos CD134/CDI37

CD3C/FeRy胞内受体信号转导区
CD3 CD3 T细胞激活结构域

组织或免疫抑制性的肿瘤微环境。结合精准医学，筛选生物标志物，筛选对过继细胞治疗

有明确靶向作用的肿瘤患者，可能是肿瘤免疫细胞治疗的核心问题。

9.7.3 非特异性免疫调节剂治疗

非特异性免疫调节剂治疗主要包括效应细胞刺激剂和免疫负调控抑制剂。效应细胞

刺激剂的主要作用是刺激活化免疫效应细胞。α干扰素是第一个被证实具有抗肿瘤活性

的细胞因子，具有免疫调节、抗增殖、诱导分化、抗血管生成等多种作用。IL-2、卡介苗、咪

喹莫特等都具有激活免疫应答的作用。免疫负调控抑制剂主要作用是抑制免疫负调控细

胞或分子，抑制免疫检查点，打破免疫耐受，增强T细胞活性，提高免疫应答。免疫检查点

是指免疫系统中存在的一些抑制性信号通路。

正常情况下，免疫检查点的调节功能可使机体免受自身免疫的攻击和炎症反应的损

害。细胞癌变后，肿瘤细胞能抑制免疫检查点的功能，下调人体免疫系统反应能力，从而

逃脱机体的免疫监视与杀伤，保证肿瘤细胞生长。主要抑制因子有∶PD-1及 PD-1的配

体（programmed death ligand，PD-L）、细胞溶解性T淋巴细胞相关抗原4（CTLA-4）、B/T淋

巴细胞衰减子（B and Tlymphocyte attenuator，BTLA）、淋巴细胞活化基因3（lymphocyte-

activation gene 3，LAG-3）和T细胞膜蛋白3（T-cell membraneprotein 3，TIM-3）、腺苷A2a

受体（A2aR）等。
PD-1是免疫球蛋白超家族细胞表面受体，主要在激活的T细胞和 B细胞中表达。

通过促进淋巴结中抗原特异性 T细胞凋亡和抑制T细胞炎症活性的双重机制来下调免

疫系统和促进自身耐受。过度的T/B细胞激活会引起自身免疫病，所以PD-1抑制免疫

系统是一种自稳机制，可以预防自身免疫性疾病。但是，肿瘤微环境会诱导浸润的T细胞

高表达 PD-1分子，同时肿瘤细胞会高表达PD-1的配体PD-L1和PD-L2，导致肿瘤微环

。
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图9-36 PD-1 和

PD-1抑制剂 PD-L1抑制剂作用
示意图

T细胞 榜辽
抗原递呈细胞OO PD-1

PD-12T细胞受体 PD-15O
MHC-抗膜

PD-El

-PD-LI抑制剂

肿瘤细胞

境中PD-1通路持续激活，抑制T细胞的增殖和活化，使T细胞处于失活状态，无法杀伤

肿瘤细胞，最终导致免疫逃逸。PD-1和 PD-L1的抑制剂均可以阻断二者的结合，部分恢

复T细胞功能，促进T细胞生长和增殖，增强T细胞对肿瘤细胞的识别.调动人体自身的

免疫功能实现抗肿瘤功能（图9-36）。

思考题
1.癌症为何对人类具有重大危害?癌症的防治为何如此困难?

2.如果你是一家生物技术公司的 CEO或者负责技术的高层人员，有人向你推荐一种治疗癌症的特效
药，寻求与你们公司合作。你将在哪些方面对这种药物进行评价?

3.能否对艾滋病患者进行定时输入通过基因工程生产的特定T4淋巴细胞而延长其生命，主要存在哪些
技术上的障碍?

4.什么是基因领域和基因领域效应?
5.为什么HIV 变异这么快?HIV的变异有无规律，主要在哪些方面发生变异?
6.不同人感染HIV和HBV病毒在人体内潜伏的时间存在很大差异，有哪些原因?
7.为何 HIV 病毒在猩猩与人类这两种生物中有不同的危害?人类是否可参考猩猩抵御HIV的方式?
8.试分析CAR-T细胞疗法治疗癌症的优缺点。
9.禽流感病毒感染人类的机制是什么?如何控制人禽流感的大范围传播，有效的预防措施有哪些?

10.比较 SARS-CoV引起的非典和人禽流感，哪种病在流行上易于控制，为什么?
11.病毒致癌基因很多是宿主本身的原癌基因，这种选择对于病毒本身有何意义?
12.简述病毒载体和非病毒载体的优缺点。

13.假如你得到一个通过改造并适合作为基因治疗载体的病毒.你将如何分析这种可行性，主要在哪些
方面作改造?你将如何测试改造后的病毒载体的效率和安全性?
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第1o章

基因与发育

10.1 果蝇的发育与调控
高等植物花发育的基因调控1o.2
控制植物开花时间的分子机制10.3



10.1 果蝇的发育与调控

果蝇是一种双翅目昆虫，其幼虫和成虫依赖于正在腐烂的果实。果蝇的个体小、生

命周期快、繁殖容易，每只雌虫两周就可以产生约300个后代。此外，果蝇的巨大多

线染色体特性使它最适合于遗传分析和基因定位，是基因与发育领域最好的模式生物

之一。
果蝇发育在 25℃下9~14天为一个周期图10-11，其中第一天为胚胎发育期，幼虫

经历三个阶段，到第四天蜕皮分化后蛹化（popation），在蛹中经过5天的变态，再发育为

成虫。

图 10-1 果蝇的发
育时期

成虫入9d-

变态
缅化T1-

匹田小坯牺蚀窑牺硒
幼虫期sd-

相县

利科

节孵化22h才

体节形成
器官发生

原肠胎形成
胎盘形成、6h

3.5h

受精卵-Oh-
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10.1.1 卵子发育与卵裂

果蝇卵在卵巢管中形成，卵巢管被横向的管壁分成许多小室面10-2）。卵原细胞经过

4次有丝分裂成为 16个细胞，称为并合体（fusomes）的这些细胞通过胞质桥构成内部连

接，其中之一以后将发育成为卵母细胞（oocyte）.其余15个姐妹细胞将发育成为抚育细胞

（nurse cell）。卵母细胞为双倍体.完成减数分裂后成为单倍体。抚育细胞由于反复进行

DNA复制而成为多倍体。

图10-2果蝇卵子
形成过程示意图2664下

)(48)
4次有丝分裂

卵原细胞

3

1(2)16

16
8(14

合
13

滤泡细胞

抚育细胞-

多倍体
抚育细胞、
细胞核

并合体、
双倍体卵
母细胞核

滤泡·
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图10-3 果蝇的卵 果蝇的胚胎发育非常快，在产卵后立即开
卵孔 绒毛膜核 细胞膜裂过程简图

始，并在一天内孵化成幼虫（图10-31）。细胞核以每

9 min一次的高频率复制，直至达到约有6000个密
核出现为止。在这段时间，卵子发育成为一个合

极细胞 胞体（syncytium）。当出现256个以上的细胞核时，细胞核迁移至皮层

这些细胞核开始向卵的外周移动，并定居到皮层

组织。此时，细胞质膜沿核间内陷，细胞质环绕每：、。、
个核封闭成一个个小室（细胞产生），这就是细胞

胚盘期。胚盘的腹部构成生殖带，产生胚胎固着

层。在果蝇的细胞胚盘产生以后，其身体的发育消黄细胞
囊胚层，细胞

和形成从生殖带腹部开始，并发展到卵背侧，整个

发育过程涉及中胚层的形成、神经索和脑的形成

等过程。

10.1.2 胚胎发育

果蝇的卵、胚胎、幼虫和成体具有明确的前-后轴和背-腹轴。果蝇形体模式的形成

按前-后轴和背-腹轴进行。果蝇胚胎和幼虫均沿前一后轴显示规律性分节，分属3个

解剖区，从前到后分别被称为头节、3个胸节及8个腹节。果蝇幼虫的前后端又特化产生

原头和尾节（图10-4）。

图10-4 书馆果蛳
1龄幼虫形体结构
模式 原头

尾节

腹部体节胸部体节

1.母源效应基因与前-后轴极性形成

早在 20世纪初，胚胎学家就已经注意到很多动物受精卵中特定部位的细胞质定位与

胚胎发育直接相关。如果使果蝇卵前端少量的细胞质流失，该卵发育成的胚胎就会缺失

头部和胸部。这种缺失突变体与后来发现的 bicoid 突变体的表型相似。卵后端的细胞质

流失时，胚胎缺失腹部而并不影响最后的尾节。卵子其他部位细胞质的少量流失不会影
响整个身体模式形成，说明卵子前、后端的细胞质中含有决定果蝇身体模式形成有关的信

息物质存在。
果蝇胚胎发育过程中的合胞体相当于一个多核细胞，这是果蝇胚胎发育的结构基础。

mRNA、蛋白质等物质可以在某些因子作用下通过扩散、运输、合成、降解等机制，在这个

细胞内形成浓度不对称分布。因为卵母细胞（oocyte）自身细胞核不具转录活性，所以果
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一
蝇胚胎轴决定是在母源效应基因（maternal effect genes）而非胚胎本身基因的调控下发生

的。所谓母源效应基因是指那些由母源抚育细胞及滤泡细胞（follicle cell）等利用自身的

基因和细胞资源提供遗传信息和营养物质，然后输人到卵母细胞中的基因。这些基因在

母体输卵管中的抚育细胞或滤泡细胞中很活跃，它们转录产生的 mRNA 以核蛋白形式运

输到卵子中发挥作用。至少已发现4组母源效应基因与果蝇胚轴的形成有关，其中3组

参与胚胎前-后轴，即前端系统决定头和胸部的分节，后端系统决定腹部的分节，末端系

统决定胚胎两端不分节的原头区和尾节，第四组基因决定胚胎的背-腹轴。

在卵细胞受精之前，bicoid mRNA、nanos mRNA由抚育细胞分泌进入卵母细胞，bicoid

mRNA与RNA结合蛋白swallow、exuperantia、staufen 等结合后在微管作用下被铆定在卵

细胞前端。nanos mRNA则与RNA结合蛋白 tudor、oskar等结合后在微管作用下被运送

到后端。这一mRNA分子的浓度梯度，bicoid 蛋白在果蝇的胚胎发育阶段产生由前向后

的梯度性递减，而 nanos 蛋白则呈梯度性递增分布。

果蝇胚胎、幼虫和成虫的前-后极性均源于卵子期发生的极性。bicoid 和 hunchback

调控胚胎前端结构的形成，nanos 和 caudal 调控胚胎后端结构的形成。

bicoid蛋白是含有同源域，兼具 DNA及 RNA结合能力的转录因子，其转录激活作用

存在显著的阈值效应。高浓度的 bicoid蛋白会激活 orthodenticle 等基因在胚胎前端表

达，而低浓度的 bicoid 蛋白会激活 hunchback等基因的表达（图10-5）。bicoid蛋白这种在

转录水平的激活或者抑制作用使间隙基因（gap gene）在胚胎中形成了梯度分布。另外，
bicoid蛋白可结合到caudal mRNA的3'UTR（3'un-translated region）上，与mRNA上的5'

帽子结合蛋白（5'capbinding proteinelF4E（eukaryotic initiation factor 4E）发生相互作用，阻

碍eIF4E与eIF4G的识别，进而阻碍了核糖体大、小亚基在5'UTR上的组装，抑制 caudal

mRNA的翻译。所以，caudal蛋白主要分布在 bicoid 蛋白水平较低的胚胎后端。

研究发现，nanos蛋白可能对hunchback mRNA的翻译具有抑制作用，使 hunchback 蛋
白含量在果蝇的胚胎发育过程中由前向后端逐渐降低，而 caudal 蛋白的含量则正好相反，

由前向后端渐次增高《图10-6）。

2.分节基因
果蝇躯体的分节是分步发生的。母源效应基因表达后.首先激活间隙基因表达，再由

间隙基因激活成对控制基因（pair-rule gene），由成对控制基因激活体节极性基因（segment
polarity gene）表达。同时，间隙基因、成对控制基因及体节极性基因产物与同源域基因

（homeotic gene）上游调控区发生相互作用，调节同源域基因表达，最终决定了每个体节的

命运（图 10-7。
在合胞体囊胚层中，胚胎细胞开始转录和表达自身基因产物，其中有许多是转录调控

因子。这些因子在果蝇身体内并不沿身体呈均匀分布，而是在空间上被限制在某些被称

为表达区（expression zones）的区域内形成特殊的表达模式。目前已克隆了大约25个参

与体节精细结构形成的基因。

① 间隙基因 这类基因包括 hunchback（hb）、kippel 和 Knirps（kni）等。这些基因的
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图 10-5 bicoid 蛋
白作用机制示意图 (a)
（a）bicoid蛋白、or-

bicoid mRNAthodenticle mRNA。
hunchback mRNA
及caudl蛋白浓度梯
度示意图;（b）bicoid
蛋白转录调控作用;
（c）bicoid蛋白的翻译

抑制机制
bicod蛋白

转录微活

翻译抑制

caudal蛋白hunchback mRNAorthodenticle mRNA

色

orthodenticle等

) (40s
5UTR eIF4GFGpp>.4os 60s

elF4E
60s

caudal mRNA

3UTR AAAAA

图10-6 4种母源

高效应基因的mRNA hunchback mRNA多
和蛋白质沿果蝇卵 hunhbackeaudal子和胚胎前-后轴

新 理洪mRNA caudal分布的浓度变化图 _bicoid_bicoid nanos
mRNA mRNA nanos

低 低前端 后端蛋白质后端 前端mRNA

412 第10章 基因与发育



争

母源效应基因 

(a)

HB蛋白浓度梯度

(b)间隙基因 

成对控制基因（ eve
(e)

en同源异形基因体节极性基因
前端后端

图10-8 3组参与胚胎发育早期体节分化基因图10-7 果蝇胚胎模式建立过程中关键基因的
表达顺序 的表达谱分析

间隙基因（Kipel，Kr））;（b）成对控制基因（eve）;（c）本
节极化基因（engrailed，en）。

表达很有特点，最初在整个胚胎中都有很弱的表达，以后随着卵裂的进行而逐渐变转成一
些不连续的表达区带（图 10-8）。

②）成对控制基因 这些基因一般以两个体节为单位相互间隔一个副体节表达，其分

布具有周期性。成对控制基因的功能是把间隙基因确定的区域进一步分化成体节。成对

控制基因的表达是胚胎出现分节的最早标志之一，它们的表达模式较为独特，沿前-后轴

形成一系列斑马纹状的条带分布，正好把胚胎分为预定的体节。

③体节极性基因 发育到细胞囊胚期时，体节极性基因就把不同体节再进一步划分

成更小的条纹图10-9）。当果蝇体节极性基因发生突变时，每个体节都会缺失一个特定的

区域。engrailed（en）和 wingless（wg）基因是两个最重要的体节极胜基因。en基因在每

一副体节最前端的一列细胞中表达，而 wg基因的表达区域恰好位于en 基因表达带之前。

图10-9 果蝇的

(b) 体节特征（左）与用
ENGRAILED 抗 体
检测的该基因的表
达（右）相吻合

为
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所以，这两个基因表达区域的界线正好是确立副体节的界线。en 和 wg 基因表达的起始

受含有同源异型框的成对控制基因eve 和ftz等编码转录调节因子的制约。en 基因在基

因产物FTZ和 EVE 的浓度达到一定阈值以后时才能被激活，但 wg基因的活化浓度显著

低于这一阈值。

10.1.3 果蝇的末端系统及背-腹极性基因与发育调控

如果控制前端和后端系统的基因都发生突变，果蝇胚胎仍可产生某些前-后模式，并

发育成具有两个尾节的胚胎，暗示还存在第三个前-后轴确定系统，即末端系统。末端系

统包括约9个母源效应基因。这些基因缺失图 10-10 or基因
在控制果蝇胚胎末 会导致胚胎的前端原头区和后端尾节（不分
端的分化中的作用 ○ 节部分）缺失。在这个系统中发挥关键作用

卵黄膜
的是 torso（tor）基因。该基因编码一种跨膜个o 酪氨酸激酶受体，其N 端序列位于细胞膜外，话评
C端位于膜内。在卵子发育中，tor基因在整

卵周隙- 个合胞体胚胎的表面表达图 10-10）。受精后
质膜 一

配体被释放出来并穿过卵黄膜进入围卵隙。
受体、

只有当胚胎前、后末端细胞外存在配体（信号一
分子）时，才能使 tor特异性活化，导致胚胎前

后末端细胞特化。

母源性 toll mRNA产物是卵细胞的跨膜受体，其作用是感知外部信号并提示胚胎在

何处产生腹侧（图1-1）。toll受体与调控果蝇腹侧发育的外部信号可能是由一种蛋白酶从
锚定复合体中释放出并定位于卵细胞周围外卵黄膜上或附近的母源效应基因spatzl的表

达产物。因为只有在腹侧的受体能找到配基，所以，spatzl前体定位于卵子的腹侧而不是
背侧。被配基占据的受体能使 DORSAL蛋白磷酸化从而引起 DORSAL蛋白的重新分布，

保证胚胎腹侧的细胞核中 DORSAL.蛋白浓度较高。当胚胎中DORSAL基因发生缺失时，

胚胎不能产生腹侧结构.整个个体将呈现背侧外观。这个胚胎被称为背部化（dorsalized）

胚胎。

2滤泡
卵母细胞O 在核内DORSAL绒毛O 蛋白的梯度
卵周隙() -TOLL受体

背
因子 废分泌的SPATZLE因子

图10-11 果蝇背-腹轴形态发生过程中DORSAL蛋白的分布示意图

节
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10.1.4 果蝇的同源域基因

同源域基因最终决定躯体体节命运。躯体的部 图10-12 果蝇触
角足复合物基因(a)分最终是发育成为无翅的前胸还是有翅的中胸，是 簇（Antennapedia

有平衡器的后胸还是腹部的体节，都是由同源域基 complex）突变，引起

源 同源异形转换因决定的。在果蝇中同源域基因统称HOM复合体
（a）平衡器发育成翅膀

（HOM-C）。大多数同源域基因位于第三号染色体 （产生四翅果蝇）;（b）触

角变成足。上，排成两簇。一簇称为触角复合体（Antp-C）;另一 (b)
簇称为双胸复合体（BX-C）。同源域基因的存在是

通过一系列非常引人注目的突变而得以证实的。果
蝇的 Antennapedia突变就是一个典型的例证。这

种突变使果蝇的触角转变为足（图10-12）。典型的同源域基因不参与基本躯干的建成，也不

参与体节和肢芽的完善，它们只保证体节或肢芽的最终典型特征。若将调控形成头胸体

节的5个Antp-C基因或参与胸腹体节形成的3个BX-C基因突变，可产生惊人的同源

异型转换（homeotic transformation），使形态正确的结构长到了错误的地方。在触角足基因

（Antennapedia）显性突变中，该基因在头以及胸部表达，使头结构部分转变成胸体节。因

为该体节要承受的是腿而非触角，所以，头部出现了两条腿。

10.2 高等植物花发育的基因调控

高等植物开花的控制是长期以来人们非常关心的事情，对这个问题的探索可追溯

到20世纪初有关碳/氮比对开花迟早影响的学说，30年代关于开花素的学说和春化的

概念，70年代所提出的关于植物由营养生长过渡到生殖生长前的感受状态理论。这个
时期对开花的探索主要着重于植物的形态、生理学以及环境的影响等方面。也从遗传学

角度利用植物本身的突变体或用人工创造的突变体对植物的开花提出了一些新的概念，

并根据分生组织的形态特征，将植物从营养生长到生殖生长的转变分为3个阶段，即营

养分生组织阶段、花序分生组织发生阶段和花分生组织发生阶段。随着植物分子生物学

技术的不断完善，尤其是有关克隆技术和诱变技术的出现，人们已从模式植物如拟南芥

（Arabidopsis thaliana）或金鱼草（Antirrhinum majus）中分离克隆到许多控制植物开花的基

因，为进一步认识植物开花的内在控制机制以及与外界环境因素的相互作用奠定了基础。

10.2.1 植物的花器官结构

种子植物的花由枝条变态产生，而花器官由叶片变态产生。一般认为，种子植物的成

年花器官由花萼、花瓣、雄蕊、雌蕊（心皮）等4轮结构所组成图10-13）。成年花器官是从顶

端分生组织（shoot apical meristem）发育而来的，营养分生组织（vegetative meristem）产生花

序分生组织（inflorescence meristem），花序分生组织产生花分生组织（floral meristem），花分
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图10-13 拟南芥
花的构成

雌蕊

龙药

花瓣
玲回 花尊8景 胎座

胚珠

生组织可被进一步分为早期花分组织和晚期花分生组织，早期花分生组织有点类似于营

养分生组织，具有无限生长的特点。花分生组织产生花器官原基，最后产生花器官。

10.2.2 调控花器官发育的主要基因

花分生组织决定基因（floral meristem identity gene）促进从花序分生组织产生花分生

组织并进一步分化产生花器官原基，但产生何种花器官则由同源域基因所控制。花分生

组织决定基因可以在一定程度上激活同源域基因。

1.同源域基因与花器官发育

金鱼草、拟南芥等植物的花都由4种类型的花器官组成，花器官排列成向心的圆环

形，称作轮性（whorl）。野生型金鱼草和拟南芥的花由4个花萼组成最外的第一轮、依次向

内为4个花瓣组成第二轮，6个雄蕊组成第三轮，两个融合的心皮组成第四轮。

在研究金鱼草花形态突变体时发现，花器官的同源异型突变包含3大类型，类型Ⅰ为

第一轮和第二轮器官受影响，产生心皮状的花萼和雄蕊状的花瓣。类型Ⅱ为第二轮和第

三轮器官受影响，产生花尊状的花瓣和心皮状的雄蕊。类型Ⅲ为第三轮和第四轮器官受

影响，产生花瓣状的雄蕊和花萼状的心皮，而且最内两轮器官的数量和轮数也发生了改

变。类型Ⅳ中4轮结构全部受影响（图10-14）。进一步研究这些突变体的基因型发现，每一

种类型的突变体中都是因为发生了同源域基因的突变而使相邻两轮花器官受到影响，证

明植物的器官发生与动物的器官发生一样，都受同源域基因控制。

2.同源域基因的分离

科学家最早在 1990年利用转座子突变的方法从金鱼草中分离并克隆出同源域基因

DEFA（deficiens）。研究发现，该基因编码的蛋白质与两个已知的转录因子，哺乳动物中的

SRF（serum response factor）和酵母中的 MCM1（minichromosome maintenance gene）的一个

保守区域有很高的同源性，这一区域参与二聚化并与DNA结合，在推测的与 DNA结合区

中，单个的氨基酸突变均会导致该转录因子与DNA的结合能力下降，说明 DEFA可能编

。
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●
图10-14 由3组

轮性 1 2 3 4 轮性 1 2 3 4 同源异形基因决定
4轮花器官特征的

基因型 基因型 "ABC"模型A A

_PIAP3
ap2 ap/pl野生型 CAP _AGAG

SeP St C CC CC

ap3 or pi agap3/piAGAP2
Se Se Se Se Se Se'C

_PAP_PIAP ap2 agap2 AG
C St St C LSt/P StP L.

p2g 4pspag
Se P P Se* 明

码一个具有调控功能的 DNA结合蛋白。

此后，又克隆了同源域基因AG（agamous），它编码的蛋白质与上述转录因子具有高度

的序列相似性。用DEF4的这一保守区域作探针，从金鱼草的cDNA库中筛选出了8

个独立的基因，在蛋白质水平上与DEFA的 DNA结合区有很高的相似性（65??90??。

表 10-1列出了已克隆的多个涉及花发育的同源域基因。上述结果表明，在金鱼草和拟南

芥中可能存在着一个参与花器官发育和分化的基因家族，该家族的成员可能参与不同的
分化过程。由于这些新的家族（MCM1、AG、DEPA和SRF）均含有一个保守的区域，根据

这几个家族基因名称的第一个字母，将该保守区命名为 MADS-BOX。

MADS-BOX家族蛋白为转录因子，在进化上比较保守，植物、动物、真菌中都发现了
这类蛋白质，其结构如图10-15所示.MADS结构域位于蛋白氨基端，具有结合DNA的

能力;K结构域由一系列具有良性作用的α-螺旋所构成，可能介导了蛋白质-蛋白质相

互作用，并使得相互作用的蛋白质形成二聚 图 10-15 MADS-
BOX蛋白结构示意售MADs体;1结构域、C结构域保守型比较低;蛋白 K 图

质的羧基端在 MADS-BOX蛋白相互之间形 聚化区DNA结合区 多聚化区成多聚体时具有重要的作用。

41710.2 高等植物花发育的基因调控



表10-1 已经克隆的植物花器官特征决定基因及其可能的功能分析

基因功能突变体表型基因（拟南芥 /金鱼草）
转录因子花萼变为叶片APETALA1/SQUAMOS4

转录因子花萼变为叶片/心皮，花瓣变为心皮APETAL42/Unkown

转录因子花瓣变为雄蕊，雄蕊变为心皮APETALA43/DEFICIENS

转录因子类似AP3/DEFPISTILATA/GLOBOSA

转录因子重复发生一轮花萼及两轮花瓣AGAMOUS/PLENA

转录因子产生更多的花序，绿色花，由类似花萼与心皮的花器官构成LFY?FLORICAUL.A

10.2.3 花器官发育的"ABCE"模型

在对拟南芥和金鱼草突变体及花器官特征决定基因功能的研究中，E.Myerowitz首先

提出了控制花形态发生的"ABC"模型。根据这个模型，正常花的四轮结构的形成是由3

组基因共同作用而完成的。每一轮花器官特征的决定分别依赖于A、B、C三组基因中的

一组或两组基因的正常表达。如其中任何一组或更多的基因发生突变而丧失功能，则花

的形态将发生异常。A基因在第一、二轮花器官中表达，B基因在第二、三轮花器官中表达，

C基因在第三、四轮花器官中表达。A基因本身足以决定萼片，A和B基因共同决定花瓣，

B与C基因共同决定雄蕊，C基因决定心皮。此外，A基因与C基因相互拮抗。ABC基

因作为 MADS-BOX家族成员（AP2除外）均是以转录调控因子起作用。在第一、二轮花

器官中AP2可以结合到AG的启动子区，不过是以转录抑制的方式调控 AG的表达;有意

思的是，API可以同其他蛋白质一起结合到AG基因的第二个内含子区抑制 AG的表达。

这样就使得C类基因被限制在第三、四轮花器官中表达，行使功能。与此类似，在第三、

四轮花器官中AG可以结合到AP1的启动子区抑制后者的表达，所以API只能在第一、

二轮花器官中表达。AP2则有所不同，虽然AG会在一定程度上抑制 AP2的转录，但是其

mRNA却在4轮花器官中都有表达，重要的是在第三、四轮花器官中miRNA172可以抑制

AP2的翻译过程，使得 AP2的蛋白只在第一、二轮花器官中生成。这样就将A类基因的

功能限制在了第一、二轮花器官中。在花发育的早期A类基因可以结合到 AP3的启动子

区激活后者的表达。当A基因突变后（如 ap1、ap2）导致第一轮花器官中的花尊突变为

心皮，第二轮花器官中的花瓣突变为雄蕊。B基因突变后（如 ap3、pi突变体），花萼替代了

第二轮花器官中的花瓣，第三轮花器官中的雄蕊变为心皮。若C基因失活（如ag突变体），

则第三轮花器官中的雄蕊转变为花瓣，第四轮花器官中的心皮也转变为花萼。

随后，科学家在研究 MADS-BOX 家族基因对花器官发育的影响时发现，被称作

AGAMOUS-LIKE（AGL2、AGL4、AGL9基因的表达时间早于B类和C类基因.AGL2、

AGL4在4轮花器官中均有表达，而AGL9 只在里面的3轮花器官中表达。agl2/agl4/agl9
的三重突变体表型类似于B/C类突变体且有非常多的花萼，充分显示AGL2、AGL4、AGL9

这类基因在花器官发育中的重要性。现已将这3个基因分别重新命名为 SEPALLATA1

（SEP1）、SEP2和SEP3，表示"lotsof sepals"意思。按习惯，人们将SEP1、SEP2和SEP3称

。
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图 10-16 花形态建成的.ABCE 模型（另见书未彩插）
（a）野生型;（b）A基因突变;（c）B基因突变;（d）C基因突变;（e）E基因突变（n35S∶∶PI;35S;∶AP3;35S∶∶SEP3;（g35S∶∶PI∶35S∶∶AP3;35S∶;
AG;35S::SEP3;(h)ABCE-Model。

为E类基因。另外，当以PI/AP3作为诱饵进行酵母双杂交、三杂交实验，发现植物中存在
PI/AP3-AP1.PI/AP3-SEP3.AP1-SEP3和AC-SEP3这样一类蛋白质-蛋白质的相互作用，

而 SEP3可以介导A与B、B与C的相互作用，使这些蛋白质形成一个大的复合体。这一

类E类基因编码的 MADS结构域蛋白可能像"胶水"一样将 ABC.基因产物以不同的四聚

体形式组合起来行使转录调节功能《图10-16）。

10.2.4 启动花发生的分生组织决定基因

除了 ABCE 被发现参与了花器官的形成，从拟南芥中还克隆到许多决定花序或花发

生的基因（即花分生组织决定基因，loral meristem identity genes）。最早分离到的花器官分

生组织决定基因是LEAFY（LFY）基因。拟南芥 I突变体比野生型产生更多的花序分枝，

其花呈绿色，由类似花尊和心皮样的器官构成，过量表达LFY导致转基因植物提前开花并

将茎尖转变成花，证明 LFY 基因不仅决定花分生组织的特性，而且影响开花时间（图10-17）。

TERMINAI FLOWER/（TFLI）是影响拟南芥分生组织特性的另一个非常重要的花分

生组织决定基因。rf突变体开花提前，初级花序分枝转变成末端花，缺少侧枝，花的数量

41910.2 高等植物花发育的基因调控



图10-17 花分生组
织决定基因LEAFY

(2 (b)(LFy
（a）在苏突变体中正
常情况下发育成花的
枝转变成无限枝条。

图中所示的所有次生
枝条生长的位置在野
生型拟南芥中均发育
成花序;（b）过量表达
LFY的转基因拟南芥
中，次生枝转变成花，
初级枝在早期发育成

末端花或形成一簇花。

图 10-18 TFL/对

花发育的调控 (b)(a)

（a）组突变体的花序表
型。左边为野生型，右

边为堆突变体.很快
就发育成一个终端花
或一簇末端花;（b）机

突变体末端花的放

大图。

也大大减少图10-18）。TFL1在分生组织中表达，但不在幼花原基中表达。t1突变体（由

无限枝转变成有限的枝）和 If突变体（由有限的枝转变成无限的枝）的表型恰好相反，说

明两个基因可能是相互拮抗的。

另外3个影响花分生组织决定基因是 AP1、AP2和CAL。除了决定花器官的轮性外，

API、AP2还参与决定花器官的发生，apl和ap2突变体强化了I突变体的表型。LFY、

API和AP2表达模式与它们在早期花
图 10-19 花分生

营养生长顶端 成花枝顶端 分生组织中的作用相吻合。在花器官组织决定基因在营 SAM FPSAM 冯养生长和成花枝顶 LPLP 原基发育之前，LFY和API在营养生长
端的表达模式分析

过程中表达量很低，在GA或光周期处LP.叶原基;SAM，顶
端分生组织;FP，花 AP2 理诱导开花过程中，LFY表达量会迅速AP2
原基。

提高。虽然在由营养生长转变到花发

育时LFY基因已经表达，但AP1在花

LFYy LFY 原基中没有表达，直到花诱导开始1~2

天后才开始表达。AP2基因在植物整个

生活史中持续表达，花器官分生组织确
APyAPI 定期该基因表达量显著上升（图10-19）。

420 第10章 基因与发育



10.3 控制植物开花时间的分子机制

植物从营养生长向生殖生长的转变是植物发育周期中的一个重要过程，是决定植物

开花的重要环节。最近几十年来，用拟南芥为模式植物，科学家对高等植物开花时间调控

机制与信号转导途径的研究取得了长足的进步。到目前为止，人们对植物开花时间调控

机制的了解主要是通过对拟南芥的分子遗传学研究获得的。拟南芥的开花时间受许多因

素的影响，其中光照和温度是主要的外部因素，自主途径因子和赤霉素（GA）是主要的内

部因素。拟南芥的开花诱导调控途径也因此分为4种∶光周期途径（photoperiod pathway）、
春化途径（vernalization pathway）、自主途径（Autonomous pathway）和 GA 途径（Gibberellic

acid pathway）。下面将以拟南芥为例重点阐述光周期途径和春化途径。

10.3.1 光周期途径

图10-20 夏天温室光周期指一日之内昼夜长度的相对变化，也即
生长的烟草'Mary-

日长。植物通过感受昼夜长短变化而控制开花的现 land Mamtmoth'"突变
体左）与野生型（右）象称为光周期现象（photoperiodism）。光周期现象是 e

美国园艺学家Garner和 Allard 于1919年在烟草中

首次提出的。他们在马里兰州美国农业部农业试验

站工作时发现烟草品种'Maryland Mammoth'，在夏

季生长时，株高达3~5m时仍不开花圈10-20，但在
冬季转入温室栽培后，其株高不足 1m 就可开花。他

们试验了温度、光质、营养等各种条件，发现日照长

度是影响烟草开花的关键因素。只有当日照短于

14 h 时，烟草才开花，否则就不开花。后来又发现许

多植物开花都需要一定的日照长度，这就是光周期

现象的发现。
根据对光周期的反应，一般可将植物分为3种∶对长日照敏感而开花（即长日照促

进开花）的长日照植物（long-day plant），如实验室常用的拟南芥生态型 Columbia（Col）、

Wassilewskija（Ws）、Landsbergerecta（Ler）等;对短日照敏感而开花（即短日照促进开花）

的短日照植物（short-day plant），如水稻、烟草等;对日照长度不敏感的日中性植物（day-

neutral plant），如印度甘蔗等。临界日长（critical daylength）是区别长日照或短日照的日照

长度的标准，指昼夜周期中能诱导植物开花所需的最低或最高的极限日照长度。短日照
植物要求的日照时数必须等于或短于临界日长，而长日照植物要求的日照时数必须等于

或长于临界日长（图10-21.否则就延迟开花或不能开花。无论对于短日植物还是长日照植

物，当用光将长夜打断（night break），都产生类似于短夜的效应（短日照植物不能开花，长

日植物能开花）;而以暗间断将长日打断，却不影响长日的效应（短日植物仍不能开花，长

42110.3 控制植物开花时间的分子机制



图10-21 长日和
临界日长短日植物的光周期

100反应。
当日照长度超过（或夜

通赞区目62-
长短于）某一临界值
时，长日照植物（LDP） ，，开花，而当日照长度 50 SDPLDP短于（或夜长长于）某
一临界值时，短日照
植物（SDP）开花。不
同植物具有不同的临

界日长，在本例中，在 创12~14h的光周期内，
日长 10 22 24/h201816141286LDP和SDP都可开花。 叫葛 马夜长 10 0/h1418 212 616 1

日植物仍能开花），所以关键是夜长而非昼长决定了植物的开花时间。

1.光周期的感受及传导

在解剖上最早看到的光周期诱导的成花过程是顶端开始分化花芽，这取决于叶片是

否处于适当的光周期条件下。对长日照下生长的短日植物紫苏（Perrila crispa）的其中一

个叶片进行短日处理能诱导其开花，如果将短日处理的叶片（诱导叶）嫁接到生长在长日

照条件下的紫苏上也能诱导其开花，可见感受光周期的部位不是顶端而是叶片。而接受

光周期的叶片，又必须以某种方式把光周期诱导的信号传递给顶端分生组织。通过维管

组织将多株植物嫁接在一起，而仅诱导处理一株植物的其中一个叶片，发现嫁接在一起的

所有植物都能开花图10-）。20世纪 30年代，苏联植物生理学家 Mikhail Chailakhvan基

于上述嫁接实验提出，当植物叶片感受到适当的日照长度，会形成一种物质，该物质可以

进行长距离运输，传导到顶芽分生组织后引起开花，这种物质被其称为开花素（florigen）。

在随后的几十年中，人们一直在探索的两个问题是叶片如何测量日长诱导或抑制开花以

图 10-22 诱导叶
有画（induced leaf）产生

的开花素可经维管
组织进行长距离的
运输，在顶端分生组

织诱导植物开花

e
诱导叶

肯当
sD
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及开花素到底是什么?

2.光周期模型

1936年，Bünning 首次提出external coincidence model来解释植物如何度量日长。他

指出植物存在一个昼夜节律钟（circadian clock），24h的昼夜分为光敏期和暗敏期。在植

物的光敏期，如果昼夜节律钟调节因子的表达在光下达到阈值，会导致长日照植物开花，

抑制短日照植物开花，表明测量日长的基础是外在光信号与昼夜节律（circadian rhythm）

之间的相互作用。

3.植物如何度量日长

已知光周期刺激（光信号）是由叶片中的光受体感受的，拟南芥中共发现了5类光敏

色素 phytochromeA（PhyA）、PhyB、PhyC、PhyD、PhyE和2种隐花色素Cryptochrome 1（Cry 1）

和Cry 2，它们感受昼夜长短和光的强弱，既通过产生昼夜节律，也通过激发信号转导途

径来调控植物开花进程。

① CONATANS（CO）基因受昼夜节律钟的转录调控。CO是拟南芥中第一个被发现
的受昼夜节律调控的开花基因，它编码一个锌指类转录因子，位于节律钟的输出途径。其

突变体在长日照下表现为晚花。CO mRNA的表达在昼夜交替的一天内呈现为节律性变

化。具体讲，在长日照条件下 CO mRNA在白天表达量较低，到了傍晚出现峰值且整个夜

晚持续表达。在短日照条件下 CO mRNA 白天表达量较低，从傍晚开始大量表达，夜晚时

达到顶峰。即使在持续光照条件下，CO mRNA的表达仍呈现为节律性变化10-23），表明

该基因在转录水平上受昼夜节律调控。

研究表明，FLAVIN-BINDING、KELCHREEAT、FBOXI（FKF1）编码一个F-box蛋

白，且可以直接吸收蓝光（也是一个蓝光受体），kfl突变体在长日照条件下表现为晚花。

FKFI在体外能与CYCLING DOF FACTOR1（CDFI）相互作用，在体内则导致 CDF1蛋

白通过蛋白酶体降解途径降解。CDF1 及其同源基因CDF2/3/5的表达受昼夜节律钟调

持续光照短日照长日照 (b)(a)
04 8 12 16 202428 3236 40 44 48 52 56 6064 68 720 4 8 12 16 20240 4812 16 2024

C0 ：，，，：：：，，，，，：，
UBO

(d)(e) (e

点面孙疏幅过雷的孙配冯肾斗仍010an/op p.
o。客客 5640320 6448241624162416 勾

t/h i/ht/h

图10-23 CO转录量受昼夜节律调控

长日照条件下 CO mRNA在傍晚达到峰值，短日条件下则在夜晚达到峰值（a.c.d）;持续的光照条件下.CO mRNA的表达仍具有节律性变化

(b,e)
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图10-24 在早晨，
（a）依赖于CDF的CO转录抑制CDF抑制 CO 的转

录（a）;而在下午，

FKF1-GI复合体导
致CDF降解，解除 CDF1早展 cCA1)iHY了其对CO的转录

GI抑制.CO mRNA开 CDF2
始积累直至傍晚达 CDF3

CCAl)LHY。到高峰（b）。 CDFs
FKFT

CDF3CDF1(CDF5) （CD应CDP2

CO启动子 CO
（b）CO抑制子-CDF的蛋白酶体降解

G1下午

FKF1行号PRR9)
蓝光(PRR7

Gl三CDF7
依赖于光的相互作用/

CDF2
CDF3
CDF5 [EKF1oy

co
FKFT)RKF1FKF1 GI G1UbeDP2 O新cDF1

CO启动子 CO

控，在上午出现表达高峰。CDF1/2/3/5蛋白可以特异性地结合到CO启动子上，抑制 CO
转录图10-24（m。GIGANTEA（G7）是另一个突变后引起植物在长日照下推迟开花的基因，

它编码一个核蛋白，基因表达同样受昼夜节律钟的调控。在长日照条件下 FKF1 和 GI

协同表达，都在傍晚前达到高峰，，FKFI吸收蓝光后和 GI相互作用并结合到 CDF 蛋白
上，介导 CDF 的降解，从而解除 CDF对CO的转录抑制作用，使 CO mRNA在傍晚达到

高峰（图10-24（b）。
②CO 还在转录后水平受光调控。缺失 phyA和cry2中的任一基因都会导致拟南芥

在长日照条件下推迟开花，缺失 phyB基因则使拟南芥提前开花。进一步研究 crvy2的功

能缺失突变体发现，该突变降低了FT的表达量，但并没有影响CO mRNA在一天中的积

累模式，暗示光可能在转录后水平调控了CO 的蛋白量。

CO蛋白在一天存在动态变化的表达模式，并且这种动态表达与光受体密切相关。研

。
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。
图 10-25 光受体

傍晚早展 和昼夜节律钟共同夜晚
调控细胞内CO蛋
白量，
在长日照条件下CO
mRNA（以波浪线表
示）其表达节律（以虚
线表示）高蜂出现在
傍晚前到第二天早上。
在自天CO蛋白（以
球面数量表示）的降
解过程同时受到促进

co co 与抑制相反的调控，由CO

论送丝coco o 于CO mRNA含量非coco co蛋白酶体介导的CO蛋白降解 常低，故cO蛋白积累

除
UA5co 非常少。到了夜晚虽图 co co,

然CO具有高的转录图8 co6o
量，但由于蛋白降解显co coCo 著，使得仅有少量CO它
蛋白存在。而傍晚时
COmRNA非常多同

也 时蛋白降解过程受到
了抑制，两方面的作用00 0O 使得CO蛋白非常多，。。

AA 从而启动了开花。

究发现，phyB在白天活性最高，而 phyA和 Cry在傍晚活性最高。在早晨，被激活的 phyB

削弱了被 phyA和 Cry抑制的 CO蛋白降解，因此 CO蛋白量较低;到傍晚，phyA和 cry具

有高的活性，导致 CO蛋白水平升高图10-25）。目前一般认为，Ring-type E3 ligase COP1

（CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC 1）在晚上主要定位于细胞核中，处于失活状

态的CRY与 COP1相互作用，但不能抑制其活性，COP1仍可与CO发生相互作用，导致

CO 被泛素化并被降解。因此，即使在短日照下的黑暗期，CO具有高水平的转录量，其蛋

白量仍然较低。当 CO转录量在傍晚达到最高时，白天光活化的Cry 介导 COP1从细胞核

转移到细胞质中，CO蛋白积累，激活FT转录，启动开花。因此，拟南芥通过对 CO基因转

录丰度和CO蛋白稳定性的调节将光信号与昼夜节律钟统一起来，最终决定植物能否开

花的核心因素是CO蛋白丰度。

4.开花素的历史

1865年，研究者提出成花物质由叶片运送到叶芽中，导致开花;1936年根据嫁接实验

提出开花素概念，认为对光周期有不同反应的植物之间可能用相同的物质来促进开花。

此后，人们通过各种途径寻找开花素，但是一直没有结果。直到 2005年，研究人员通过在

拟南芥叶片中热击诱导 FT表达然后检测茎端FTmRNA.证明叶片中的FTmRNA可以

转运到茎端而诱导开花。该项研究被 Science 评为当年十大科学发现之一。2006年，研

究者发现在西红柿植株的顶端分生组织并不能检测到转基因 SFT（拟南芥 FT同源基因）

mRNA的存在，暗示 FT mRNA并不是人们一直以来寻找的开花素。2007年两个小组分
别在 Science 上发表文章称可移动的开花信号是FT蛋白。他们利用在维管组织而不在顶
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端分生组织特异表达的 SUC2启动子驱动FT-GFP融合蛋白在f突变体中表达，原位杂
交发现在顶端分生组织检测不到 FTmRNA的表达，但能检测到 GFP荧光，同样在嫁接后

的受体植株中也仅能检测到 GFP荧光而检测不到 FT mRNA 的表达，证明在拟南芥中FT

蛋白是开花素。他们检测了Hd3a（水稻中的拟南芥FT同源基因）mRNA在水稻（短日照

植物）叶子和顶端分生组织中的表达水平，发现在短日照情况下，水稻叶子中Hd3a mRNA

提高，但是在顶端分生组织中的量却非常少。他们又构建了携带 Hd3a-GFP融合基因的

转基因植物，在叶和茎的维管组织以及顶端分生组织都发现了Hd3a蛋白的存在。随后，

他们用维管组织特异表达启动子SUC2 驱动 GFP/Hd3a，仅让融合蛋白在叶子而不能在顶

端分生组织表达，结果仍然在顶端分生组织检测到Hd3a蛋白的存在，表明 Hd3a是可移

动蛋白。FT在叶中被CO诱导转录后翻译成 FT蛋白并转移至顶端分生组织，与FD基因

编码的分生组织特异的锌指类转录因子相互作用，激活花器官决定基因APETALA1（AP1）

表达，诱导拟南芥开花图10-26）。因此，FT蛋白是开花素。

5.染色质介导的FT基因表达调控进一步影响植物开花

FT基因受长光照及升高的温度诱导，并在维管组织中表达。近来的研究表明，染色

质修复因子也参与FT基因的表达调控，进一步控制植物开花。不管是在长日照还是短

日照下，多梳基团（polycomb-group，PeG）活性会抑制 FT基因的表达。CLF结合在FT染

图10-26 FT蛋白
是开花素。
在长日照条件下，CO SAM涵蛋白较稳定，能在叶中

phyvicry诱导F7TmRNA表达
后翻译成FT蛋白，经 上

VNawuO2维管组织运输至顶端 FT

分生组织（SAM.并与

FFD锌指类转录因子 co FDmRNA相互作用，激活花器官

决定基因APETALA1 (GFT)FD
（API）表达，诱导拟南

(e)芥开花。
(FDphy A.Cry2
(F

早雨O0 FD墨鸣 (FD
行 (@

(rD@cO蛋白

FT基因
(rD

@ @FTmRNA FT蛋白
FD

。
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光周期 PRC2REF6PKDM7B

-一H3K4三甲基化 —_H3K27三甲基化博

RGl
F7

sVP
AP2-likeH2A.Z核小体脱离染色质

温度升高 TEMI&TEM2

图10-27 染色质介导的FT基因表达调控植物开花

长日照诱导CO蛋白的积累，进一步激活FT表达。CO促进组蛋白H3K4的三甲基化。相反.PKDM7B去甲基化 H3K4抑制FT的表达。
pRC2保留 H3K27位点的三甲基化，同时REF6负责H3K27的去甲基化，以维持 FT位点甲基化程度的动态平衡。PRC1复合体识别 H3K27三
甲基化并抑制FT表达。温度升高会使位于FT转录起始位点的 H，A.Z核小体脱离，加速 FT基因的转录。FT表达进一步被 MADs（（SVP和
FLC）、B3域（TEM1和TEM2）以及AP2-lke（AP2）3类转录因子家族抑制。

色质上，进一步保留住FT染色质上 H3K27位点的三甲基化，从而抑制 FT的表达。另外，

其他的 PRC2组分，包括 SWN、EMF2 以及 FIE也参与FT基因的抑制。近来研究表明，

H3K4脱甲基酶 PKDM7B 结合在FT染色质上，并介导FT位点的H3K4去甲基化，从而抑

制 FT基因表达。PKDM7B 活性消失会导致H3K4 位点三甲基化程度升高，同时 H3K27

位点三甲基化程度降低。
FT基因对温度响应则由FT染色质上H，A乙核小体介导。组蛋白可变体HA.Z通过

SWR1c 沉积在FT转录起始位点周围。当温度从17℃升高至 27℃时，HA.Z核小体从染
色质上脱离，进一步促进FT的转录。SWRlc 的功能被破坏时，FT基因的表达对温度不

敏感，植物出现早花现象。FT特异的表达在维管组织中，并且这种瞬时调控不需要染色
质修复因子参与。例如，PcG活性广泛存在于大多数组织中，然而，当其活性消失后只会

特异地去除微管组织中 FT基因的抑制作用，这暗示微管组织中存在特异调控 FT表达的

因子。因此，FT的时空表达需要较为保守的染色质修复因子以及微管组织特异因子共同

作用在 FT基因的顺式调控元件上，以进一步保证 FT基因的正确表达，精确控制植物开

花时间。

10.3.2 春化作用

低温处理可促使植物开花的现象称为春化作用（vernalization）。可以根据是否需要

春化来完成生活周期，把拟南芥分为夏季生态型（summer-annual）和冬季生态型（winter-

annual）两种。大多数拟南芥为冬季生态型，在越冬前主要进行营养生长，经过冬季低
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图10-28 春化处
理抑制了拟南芥冬
季生态型中FLC基
因的表达，在冬季生
态型中突变FLC位
点，不经春化处理植
物即可开花

冬性一年生野生型植株
未经低温处理越冬

冬性一年生Jc突变体植株冬性一年生野生型植株
未经低温处理越冬40天低温处理后越冬、 FLCmRNA

温后在第二年春季适宜条件下迅速开花。而夏季生态型不需要经过低温过程就能直接

开花。目前在实验室条件下最常用的拟南芥生态型 Columbia（Col）、Wassilewskija（Ws）、

Landsbergerecta（Ler）等都属于夏季生态型。

FRI是自然变异的决定植物开花时间的一个主要决定因子。分析夏季生态型和冬季

生态型的遗传差异发现显性位点 FRIGIDA（FRI）在春化需求方面起主要作用，而夏季生

态型就是由于 FRI 位点在进化过程发生突变或缺失进化而来的。另外，编码一个MADS-

box转录因子FLOWER LOCUS C（FLC），通过与开花时间基因SOC1、FT的CArG boxes相
互作用抑制这些基因的表达，从而削弱了光周期途径对这些基因的活化效应。进一步研

究表明 FLOWER LOCUS C（FLC）和 FRI都为春化所必需。

1. FRI介导的FLC 位点染色质修复有利于植物越冬

FRI为编码植物特异的一个脚手架蛋白，是决定植物开花时间自然变异的一个主要

决定因子。目前，通过遗传筛选的方法已经鉴定到许多依赖 FRI途径控制 FLC基因激活

途径的其他蛋白组分。这些组分包括保守的染色质修复因子以及一一些植物特异的蛋白质

编码这些蛋白质的基因缺失后会进一步抑制 FLC的表达，植物出现早花表型。

RNA聚合酶Ⅱ相关因子复合体（PAFIc）是与FRI功能相关的一个组分，其在酵母、

植物和人中都较为保守。拟南芥的PAFlc复合体包含6个亚基，其功能缺失会导致FLC

染色体上几个位点的甲基化程度减弱，进一步抑制FLC的表达。另外，PAFIc 还与基因

组水平的组蛋白H，B单泛素化相关。PAF1c本身不具备修饰组蛋白的能力，但是能在转

录激活和延伸的过程中为组蛋白修复酶提供一个作用平台。

H3K4甲基转移酶COMPASS复合体保证了FLC上 H3K4 位点的三甲基化，进一步激

活FLC基因的表达。COMPASS包含4个保守的核心亚基.分别是包含一个SET区域的

H3K4甲基转移酶以及3个结构上的核心组分WDR5a、RBL.以及 ASH2R.这些组分形成

带
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●
图 10-29 依赖 FRI

（a）染色质修复因子招募至FLC位点 途径的 FLC激活模

式图

PAFtc
FRke
sUP PolⅡSWRic

（b）染色质修复的发生以及转录的激活

K4me3 K4me3 H2Bubl K4me3
PolI

AC AC Ac k36mek36me3
去除

H2AZ核小体

（c）转录延伸过程
K36me3K36me3 K36me3 EFS

PAFIe
PoIⅡ

K4me3 H2BubH2Bubl,
FLC mRNA-

一个稳定的核心亚复合体，为H3K4 位点甲基化提供了一个平台。两个已知的H3K4甲

基转移酶ATX1以及 ATXR3（SDG2）参与 FLC位点的 H3K4三甲基化。H3K4三甲基化

主要发生在 FLC的转录起始位点附近，FLC的激活和积累需要COMPASS 组分的参与。

另外，过表达ASH2R 会导致FLC位点H3K4三甲基化程度增加，并激活 FLC的表达。这

暗示 H3K4三甲基化程度的增加足以激活 FLC 的表达并抑制开花。

除了H3K4位点的三甲基化，依赖FRI途径的FLC激活还需要 H3K36 位点的甲基

化以及由 EFS和H2Bub1复合体（HBU-UBC）介导的组蛋白 H，B泛素化。EFS催化FLC

上 H3K36的二甲基化和三甲基化。HUB-UBC复合体包含 E3泛素化连接酶（HUB1和

HUB2）以及 E2泛素结合酶（UBC1和UBC2）.进一步参与包含 FLC位点在内的全基因组

水平的H，B单泛素化。通过重组的人染色质装配系统发现，H，B单泛素化伴随着组蛋白

分子伴侣FACT介导的 H2A-H2B替换以及核小体重组装的发生，因此进一步使PolⅡ更

容易地通过核小体。FACT组分中SPT16 和SSRP1发生突变后，会抑制FLC基因的表达，

因此推测基因体上 H，B单泛素化有可能和功能保守的 FACT一起发挥功能，两者协同进

一步促进 FLC转录延伸。

另外，FRI介导的FLC激活还需要FLC位点上保守的 SWR1复合体（SWRIc）参与。

SWR1c是一个ATP酶染色质重塑复合体，其能用组蛋白变体H，A.Z替代HA。当SWR1c

功能破坏后，组蛋白变体H，A.Z不能结合在 FLC染色体上，从而抑制了FLC基因表达，

植物早花。
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除了染色质修复因子，依赖 FRI途径的 FLC激活还需要两个植物特异的因子（FRL1

和 FES1）以及两个其他组分（SUF4和 FLX）。这些蛋白连同FRI蛋白本身形成一个转录

激活复合体（FRIc）），并由 SUF4负责识别FLC启动子上的顺式作用元件。这一复合体中

的任何一个亚基功能缺失后会抑制FLC的表达，并且植物只会出现早花表型，这表明这
一复合体是FLC基因特异的一个激活因子。

2. 长链非编码RNA 和多梳复合体在植物感应冬季的表观记忆中的作用
冬季生态型的植物需要经过春化作用（vernalization）进一步获得开花的能力。春化

作用抑制FLC基因的表达，加速植物在适宜温度（20~25℃）下向开花期的转换。春化作

用对FLC的抑制需要长链非编码RNA和多梳复合体，并且这种抑制作用会一直持续到

植物在适宜温度下的正常生长状态，因此赋予植物对冬季的"记忆"。
通过大规模筛选春化不敏感型拟南芥突变体，科学家鉴定了一些具备抑制 FLC基

因表达功能的多梳基团（PeG）相关组分，包括VRN1（vernalization 1）、VRN2（vernalization

2）、VRN3（vernalization 3）、VRN5（VIL1）以及LHP1（LIKE HET-EROCHROMATIN 1）
等基因。其中，VRN2编码果蝇PcG发育调节因子Su（Z）12的同源基因。在果蝇中.Su

（Z）12能通过修饰染色质结构调节基因表达。VRN1定位于核内，具有两个植物特异的
与DNA结合有关的B3结构域。VIN3图10-30 长链非

编码RNA形成环状 则为编码植物 PHD 区域（参与蛋白质
抑制 FLC基因表达

之间的相互作用）的蛋白质，其能被春化作用、
低温诱导，并且只在低温条件下表达。

FLC FLC
春化过程中VIN3、VRN5、VRN2、CLF

（或SWN）、FIE以及MSII会形成一个

PHD-PRC2复合体，这一复合体存储了

FLC第一个外显子附近的H3K27三甲
激活复合体 PHIDPRC2

基化信息，从而抑制 FLC表达。

招募到FLC染色质上的PcG的

抑制活性需要由IncRNA介导。瞬时冷处理会诱导两个IncRNA从FLC位点转录，

分别称之为∶COOLAIR 和 COLDAIR。COOLAIR并不是对FLC抑制起主要作用的

决定因子，其很可能通过一个共转录调控的机制来参与春化作用介导的 FLC抑制。

COLDAIR转录起始于FLC 第一个内含子。冷处理下，PHD-PRC2复合体中的 CLF亚

基能和COLDAIR互作，从而使整个复合体能结合到FLC染色质上。另外，COLDAIR

与染色质的结合只发生在FLC 位点，同时，COLDAIR转录本的中心区域对这种结合具
有重要作用。最近的报道研究鉴定到另外一个参与春化作用的IncRNA COLDWRAP。

COLDWRAP转录起始于FLC的启动子区域，也是春化过程中对 FLC基因抑制所必需

的。春化作用下，COLDAIR和COLDWRAP在FLC 位点形成一个具有抑制作用的基因

内染色质环状结构。

。
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10.3.3 植物激素对开花过程的表观调控

植物激素包括赤霉素（gibberllins，GA）、茉莉酸（jasmonic acid，JA）、脱落酸
（abscisic acid，ABA）、乙烯（ethylene）以及生长素（auxins）都能通过 DNA甲基化、组蛋

白翻译后修饰等方式，一定程度上影响染色质的紧密程度。研究表明当 H3K27三甲基

化时，GA途径的许多基因表达受到影响。PICKLE（PKL）基因编码一个拟南芥染色质

重塑酶，其能促进 H3K27的三甲基化。pk/突变体具有晚花的表型。研究表明，当向该

突变体外源施加赤霉素后，pk/突变体的开花时间提前一周。然而，pkl突变体内源所

含的赤霉素含量却没有发生改变。这说明 PLK基因并没有参与赤霉素的合成过程，而

参与了赤霉素的信号感知过程。这些结果暗示赤霉素合成和信号响应会在一定程度

上影响染色质的结构修复，从而调控植物开花过程。另外，拟南芥中，低温条件能诱导

乙烯产生，植物开花时间变长;而当温度恢复到正常条件时，植物便能正常开花。乙烯

也能诱导组蛋白去乙酰化酶HDA6和 HDA19的表达。拟南芥中，HDA6进一步上调

FLC的表达。植物通过整合各种激素信号途径，激活或抑制下游开花途径关键调控因

子（FLC、SOC1、FT）的表达，从而使植物适应外部环境的刺激和自身生理调节变化，确

保植物正常开花。

ABA

ABI5
szt

日一PRc2]
FLD

coI1-全
sA FLc

PKL
as DELLAsoCl

eA AA
印

HDA6

图 10-31 不同激素信号通路对开花过程的调控

ABA 通过ABI5激活 FT的表达，促进开花;JA作用于 COI1抑制开花;GA、IAA 及ET 能正向或负向调控 DELLA，抑制开花。许多染色质重塑因
子参与调控 FLC、FLD 以及DELLA的表达。DELLA蛋白不仅与PKL互作，还进一步通过招募 PRC2作用于FLC，提高 FLC基因上H3K27的
三甲基化程度，调控下游把基因FT和 SOC1。FLD介导了H3K4me2 的去甲基化，促使FLC 上H4位点发生去乙酰化。SA能抑制SIZ1介导的

FLD基因上 SUMO化修饰。虚线代表蛋白之间的互作。
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思考题
1.为什么机体需要体液免疫和细胞免疫两种免疫方式?缺失其中一种的后果是什么?
2.假如你猜测某个基因涉及果蝇的眼发育（已知该基因的序列），请试设计实验证实你的设想。

3.假如某个基因突变长出两个尾巴的异常果蝇，但你不知道该表型涉及一个基因还是多个基因，你将如

何设计实验解决这一问题?请提出实验方案找到涉及这个性状的突变基因。
4.假如你得到一个拟南芥突变体，表型是花发育不正常，但是发生突变的基因不属于所有已知的参与花

形态建成的基因，你如何研究这个基因在拟南芥花发育中的功能?你觉得这个问题有可能吗（即确实

存在这样的基因吗）?
5.现在已经证明植物开花的时间与光照有关，试问这种关联对于植物的意义在哪儿。

6. 假如把拟南芥中所有涉及花发育的基因全部敲除，将所有涉及玫瑰花发育的基因都置于相应拟南芥

基因启动子的调控之下并转到拟南芥中，这些转基因拟南芥会开出玫瑰花吗，为什么?
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2. He Y. Chromatin regulation of lowering.Trends Plant Sci.,2012.17:556-562.
3.Kim D H,Sung S.Vermalization-triggered intragenic chromatin loop formation by long noncoding RNAs.

Dev Cell,2017,40:302-312.
4.O'Maoileidigh D S,Graciet E,Wellmer F.Gene networks controlling Arabidopsis thaliana flower

development.New Phytol,2014,201:16-30.
5.QüestaJ1,SongJ,Gerldo N,et al.Arabidopsis tanscriptional represor VAL1 trigers Polycomb silencing

at FLC during vernalization. Science,2016,353:485-488.
6.Jung C,Pillen K,Staiger D,et al. Editorial:Recent advances in lowering time control. Front Plant Si,
2016.7:2011.

数字课程学习

冒在线自测e 教学课件 要思考题解析

432 第10章 基因与发育



第11章

基因组与比较基因组学

1.1 人类基因组计划
高通量 DNA序列分析技术11.2
新测序平台的应用11.3 方

114 其他代表性基因组
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20世纪 40年代研制成功的第一颗原子弹，60年代实现的人类登月计划和 90年代提

出并于2000年基本完成的人类基因组计划（human genome project，HGP）是公认的20世

纪科技发展史中的三大创举。DNA双螺旋结构的发现者之一J.D.Watson 认为，与人类
登月计划相比，HGP的资金投入更少，且对人类生活的影响却可能更深远。随着这个计

划的完成，人类基因组中储藏的有关人类生存和繁衍的全部遗传信息将被破译，它将不仅

帮助我们理解人类各种生理过程的内在机制，还将最终揭开癌症、早老性痴呆症、精神分

裂症等严重危害人类健康的疾病的生理及分子机制，并最终为这些疾病的预防及治疗提

供理论基础。与此同时，对人类、细菌、病毒以及其他各物种基因组信息的破译.也将有助

于人们解决诸如人口膨胀、粮食短缺、环境污染、疾病危害、能源资源匮乏、生态平衡失调、

生物物种消亡等一系列世界难题。

对人类以及其他生物体全基因组序列的测定是科学发展史上的浩大工程。人类基

因组计划以及由此派生出来的数量庞大的基因组计划显然得益于 20世纪下半叶分子

生物学研究和计算机科学技术的蓬勃发展，前者直接导致了DNA序列分析仪器的发明

及其迅速的更新换代，为基因组计划提供了强大的技术支撑，而后者则使该计划所产生

的海量数据在实验室得到消化和处理。从1975年花了九牛二虎之力测定全长5386 bp
的噬菌体φX174基因组到 2001年完成总长 30亿 bp的人类基因组序列测定，短短 20

多年间 DNA序列分析技术产生了质的飞跃。如果没有高通量 DNA 序列分析技术的发

展，人类基因组计划就几乎不可能完成。而随后出现并不断得到改进的第二代测序技

术更是将基因组学的研究推进到前所未有的深度和广度。这不仅极大地增加了单位时

间的测序量，显著降低了测序成本，同时也拓宽了通过测序所能探讨的科学问题的

范畴。
随着计算机分析处理能力的提高以及科学家对序列分析流程的不断改进和优化，大

规模测序已不再是只有极少数测序中心才能够承担的工作。随着各个实验室逐渐能够自

行生产和处理大规模测序数据，越来越多物种的基因组 DNA 被测定和解析，人们开始对

不同时期不同组织在健康或疾病状态下的全基因组水平以及不同个体、不同物种间基因

组序列、表达谱差异等进行深入分析，阐述染色质的高级结构、各种表观遗传修饰和各种

蛋白质-DNA相互作用对整个基因组的转录调控所带来的影响。此外，"元基因组学"

（metagenomics）则以取自环境的样本里所有的遗传物质或特定的微生物群落为研究对象。

所有这些为我们解码生命、了解生命的起源和生长发育规律、认识种属之间以及个体之间

存在差异的起因、认识疾病产生机制以及长寿与衰老等生命现象、为疾病的诊治提供科学

依据，导致一批生命科学相关领域出现了不曾预见的新面貌。
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11.1 人类基因组计划

基因组是生物体内遗传信息的集合，是某个特定物种细胞内全部 DNA分子的总和。

"基因组学"则是美国人T.H.Roderick在1986年7月首次提出、并与一个新的杂志——
Genomics一道问世。基因组学着眼于研究并解析生物体整个基因组的所有遗传信息，从

而完全改变了经典遗传学"零敲碎打"的方法，更加系统和全面地研究生命现象。为了解

析人类基因组中携带的有关人类个体生长发育、生老病死的全部遗传信息，揭开人类生长

发育的奥秘，追求健康，战胜疾病.人类基因组计划于20世纪 90年代启动。计划测定单

倍体染色体组中约30亿碱基对序列，从如下8个方面阐明这些编码的遗传信息∶

①确定人类基因组中2万~2.5万个编码基因的序列及其在基因组中的物理位置，

研究基因的产物及其功能。

②了解转录和剪接调控元件的结构与位置，从整个基因组结构的宏观水平上理解基

因转录与转录后调节。

③ 从整体上了解染色体结构，包括各种重复序列以及非转录调控序列的大小和组

织，了解各种不同序列在形成染色体结构、DNA复制、基因转录及表达调控中的影响与

作用。
④ 研究空间结构对基因调节的作用。有些基因的表达调控序列与被调节基因在 

DNA一级结构上相距甚远，但若从整个染色体的空间结构上看则恰恰处于最佳的调节位
置，因此，有必要从三维空间的角度来研究真核基因的表达调控规律。

⑤发现与 DNA复制、重组等有关的序列。DNA的忠实复制保障了遗传的稳定性，

正常的重组提供了变异与进化的分子基础。局部 DNA的推迟复制、异常重组等现象则导

致疾病或者胚胎不能正常发育，因此，了解与人类 DNA正常复制和重组有关的序列及其

变化，将为研究人类基因组的遗传与进化提供重要依据。

⑥研究 DNA突变、重排和染色体断裂等，了解疾病的分子机制，包括遗传性疾病、易

感性疾病、放射性疾病甚至感染性疾病引发的分子病理学改变及其进程，为这些疾病的诊

断、预防和治疗提供理论依据。

⑦确定人类基因组中转座子、反转座子和病毒残余序列，研究其周围序列的性质。

了解有关病毒基因组侵染人类基因组后的影响，可能有助于人类有效地利用病毒载体进

行基因治疗。
⑧ 研究个体间各遗传元件的多态性。这些知识可被广泛用于基因诊断、个体识别、

亲子鉴定、组织配型、发育进化等许多医疗、司法和人类学的研究。此外.这些遗传信息还

有助于研究人类历史进程、人类在地球上的分布与迁移以及人类与其他物种之间的比较。

11.1.1 遗传图

遗传图（genetic map）又称为连锁图（linkage map），是指基因或DNA标志在染色体上
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图11-1 遗传距离
基因图的基本数据来自

基因的重组 微翅型言
上述4个基因都位于
果蝇的X染色体上。

重组频率
m与v之间∶3.0%红眼型也 m与y之间∶33.7%
v与w之间∶29.4%
w与y之间∶1.3%

白眼型w

黄色躯干型身

推算的遗传距离

 m。乏

30.7 33.701.3

的相对位置与遗传距离。通过遗传图我们可以大致了解各个基因或 DNA 片段之间的相

对距离与方向，了解哪个基因更靠近着丝粒，，哪个更靠近端粒等。遗传距离是通过遗传连

锁分析确定的。连锁分析是经典遗传学的重要手段。因为在同源染色体的同一遗传位点

上可能存在不同的等位基因（多态性），而在产生配子的减数分裂过程中，同源染色体既能

相互配对也可能发生片段互换，从而导致子代出现两个遗传位点等位基因的"重组"，该

重组频率与这两个位点之间的距离呈正相关。于是，科学上用两个位点之间的交换或重

组频率厘摩（cM）来表示其遗传学距离（图1-1）。cM值越大，表明两者之间距离越远。一

般说来，这一数值不会大于50?? 50厘摩，因为当重组率等于50??即遗传学距离等于

50厘摩）时，两个位点之间完全不连锁（相当于在不同的染色体上），只发生随机交换。

研究中所使用的遗传标志越多、越密集，所得到的遗传连锁图的分辨率就越高。经典

的遗传标记是可被电泳或免疫技术检出的蛋白质标记，如红细胞 ABO 血型位点标记，白

细胞HLA 位点标记等。表11-1给出了酵母遗传分析中最常见的部分生物化学标签。由
于人类本身不能像其他"非人类"生物那样进行"选择性"婚配，子代个体数量较为有限、
世代寿命较长等客观原因，已知呈共显多态性的蛋白质数量不多，等位基因的数量（多态

性）也不多，使人类遗传性状研究受到很大的限制。DNA多态性遗传标记检测技术的建

立提供了大量新的人类基因组遗传标记。

表11-1 酵母遗传分析中最常用的生物化学标签

表型标签 筛选方法
培养基中需加入腺苷酸ADE2 只能在加入腺苷酸的培养基上生长

CANI 能在含有刀豆氨酸的培养基上生长对刀豆氨酸有抗性
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续表
筛选方法表型标签

对铜离子有抗性 能在含有铜离子的培养基上生长CUPI
能在含有环己酰亚胺的培养基上生长CYH1 对环己酰亚胺有抗性

培养基中需加入亮氨酸LEU2 只能在加入亮氨酸的培养基上生长

能进行蔗糖发酵 能在以蔗糖作为唯一碳源的培养基上生长sUC2
培养基中需加入尿嘧啶URA3 只能在加入尿嘧啶的培养基上生长

第一代 DNA 遗传标记是RFLP（restriction fragment length polymorphism，限制性片段
长度多态性）和RAPD（random amplified polymorphism DNA，随机扩增多态DNA）。DNA序

列上的微小变化，甚至1个核苷酸的变化.也能引起限制性内切酶切点的丢失或产生，

导致酶切片段长度的变化图11-2，或者改变引物结合效率，影响 PCR扩增。由于核苷酸 

序列的改变遍及整个基因组，特别是进化中选择压力较小的非编码序列中，只要选择得

当，生物体内出现共显性RFLP 和RAPD分子标记的频率远远超过了经典的蛋白质多态

性国11-3）。但是，RFLP和RAPD 仅局限于1个或少数几个核苷酸的突变，一般只能导致 
限制性酶切位点的"切开"与"不切开"或某一扩增条带"存在"与"不存在"，所提供的"多

态性"信息量较小。

图 11-2 限制性
多态性限制性位点 片段长度多态性

（RFLP）原理示意图DNA DNA
（等位基因1） （等位基因2）

加入限制性内切核酸酶

1---1P-1- _11--P

4个片段 3个片段

第二代 DNA 遗传标记利用了存在于人类基因组中的大量重复序列，包括重复单位
长度在15～65个核苷酸左右的小卫星 DNA（minisatellite DNA），重复单位长度在 2~6个

核苷酸之间的微卫星 DNA（microsatellite DNA），后者又称为简短串联重复多态性（STR、

STRP 或 SSLP，short tandem repeat polymorphism 或者 simple sequence length polymorphism）。
STRP有两个突出的优点.即作为遗传标记的"多态性"与"高频率"。由于（A），（CA），

（CGG）。等短重复序列在同一位点上可重复单位数量变化很大，同源染色体配对时又容易

产生"错配"，进一步扩大了群体中所拥有的"等位基因"数，并使这样的位点遍布于整个

基因组。现已有5264个STRP为主体的遗传标记"连锁图"，平均分辨率已达600 kb，其
中第17号染色体上平均每495kb有一个标记，第9号染色体上平均每767 kb有一个标记，

整个基因组中只有3处标记间距大于4 Mb。
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图 11-3 RAPD分 W1 M1400bp(a)子标记中的显性与
W1共显多态性分子

机制 40o400 bp（a）最常见的显性多态 M1性标记;（b）-（d）共显

性多态性标记。

(b) w2 M2400bp 150bp W2 55o一400
550bp M2

乏”子(e) 400bp w3 550150bp -400550bp M3

(a) W4 M4
500bp W4100 bp 500400400bp M4

第三代 DNA遗传标记，即单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）

标记，指分散于基因组中的单个碱基的差异，包括单个碱基的缺失和插入，但更常见

的是单个核苷酸的替换。由于该标记中的所有"遗传多态性"都来自单个核苷酸的差

异，SNP有可能在密度上达到人类基因组"多态"位点数目的极限，所以，它可能是最
好的遗传标记。到目前为止，已经在人类基因组发现了超过1000万个SNP位点，平

均每300 个碱基对中就有一个 SNP。由于基因组不同部分受到的选择压力不同，而

且基因组中蛋白质编码序列仅占10以下，绝大多数 SNP 位于非编码区。SNP与

RFLP 和STRP标记的主要不同之处在于，它不再以DNA片段的长度变化作为检测

手段，而直接以序列变异作为标记图Ⅱ1-4）。SNP遗传标记分析完全摒弃了经典的凝

胶电泳，代之以新的 DNA芯片技术，在人类基因组"遗传图"的绘制中发挥了重要

作用。
"遗传图"的建立为人类疾病相关基因的分离克隆奠定了基础。拥有5000多个遗传

学位点，相当于把整个人类基因组划分为5000多个小区，并分别设置了"标牌"。这些标

牌将在搜索功能基因的过程中发挥独特的作用。把多态性的疾病基因位点（该位点至少

包括"正常"及"致病"两个等位基因）与上述遗传标记进行分析比较时，如果在家系中证

438 第11章 基因组与比较基因组学



。
图11-4 人类基因

（a）等位基因!—— 组中的SNP作为遗□
传标记的分子机制

.AGTCAGAAATC. （a）SNP的产生;（b）SNP
的产生影响了DNA_-等位基因2 -
序列间杂交的强度。口

.AGTCACAAATC⋯

（b） 碱基完全配对时形
寡核苷酸成稳定的杂合体

CTG GTCGTCAGT CTT TAGTT
_GAC CAGCAGTCAGAAATCAA

程DNA

SNP
出现单个SNP，导致杂
合体稳定性减弱

，碱基不配对
CTG GT cGTCAGTCTT TAGTT

-GACCA GCAGTCA CAAATCAA.

实该基因与某个标记不连锁（重组率为 50??，表明该基因不在这一标记附近;如果发现该

基因与某个标记有一定程度的"连锁"（重组率小于50??大于O），表明它可能位于这个
标记附近;如果该基因与某标记间不发生重组（重

图11-5 酵母第三组率等于0），我们就推测该标记与所研究的疾病
号染色体图（右）和g级k/cha1- chal基因可能非常接近。 物理图（左）的比较

g/k7-11.1.2 物理图 his4his4-

人类基因组的物理图（physical map）是指以 SUP53_ SUPS3leu2- leu2
端粒端粒已知核苷酸序列的 DNA片段（序列标签位点，
pgk/

sequence-tagged site，STS）为"路标"，以碱基对 Pg表人- -per18（bp、kb、MBb作为基本测量单位（图距）的基因组图。 pet18 -ey!
任何DNA序列，只要知道它在基因组中的位置， MATcryA

都能被用作 STS标签。物理图的主要内容是建立 MAT-
thr4相互重叠连接的"相连 DNA片段群"（contig），并 thr4-

SUP61-
用PCR方法予以证实。图11-5是酵母第三号染

-SUP61
色体的遗传图与物理图的比较。序列分析表明， 4ABPi- .4BPI
遗传图上关于glk/和chal两个基因位点的定位

是错误的。由于实验方法不同，不少遗传标记之

43911.1 人类基因组计划



图11-6 用STS标
着丝粒签技术制作基因组

的物理图 一对距离很近 一对距离很远
的 STS 标签 的STS标签

 染色体物理图谱

竹--

—什——-一 ——，
+f--H+- 成套的DNA

天片段，，十，，。，、，，

，干，，、十，-
一+— H—，于

只有两个DNA大片段两个标签同时出现在
上有两个标签序列6个DNA大片段中

间的距离并不等于它们在物理图上距离。

用STS技术绘制基因组物理图是非常有效的方法。STS其实只是基因组中任何单拷

贝的短DNA序列，长度在100~500 bp。建立STS物理图之前，首先要得到至少5套包含

相关染色体或整个基因组的 DNA片段图1-6）。然后，分别用各个 DNA片段做模板，用来

自不同 STS标签上的序列做引物进行 PCR扩增。如果某两个STS标签在基因组上靠得

很近，它们有可能一直同时出现在DNA大片段上;如果某两个STS标签在基因组上相距
较远，它们同时出现在一个DNA大片段上的概率就会小得多。只要有一定数量的 STS标

签，所有 DNA大片段在该染色体或基因组中的位置都能被确定下来。基于STS的物理图

把来自经典遗传学及细胞遗传学中的基因位点的信息转化为基因组上的物理位点信息，

因此可直接以这些片段为材料进行基因克隆和分析。现在已有包含上百万个STS的人类

基因组物理图，分辨率达到每3~4 kb有一个 STS标签。

11.1.3 转录图

生物性状，包括疾病，主要是由结构或功能蛋白质所决定的，而所有已知蛋白质都是

由带有多腺苷酸"尾巴"的 mRNA按照遗传密码三联子的规律翻译产生的。因此，分离纯
化mRNA（或cDNA）、提取基因组的可转录部分对于了解生命现象是至关重要的。人类基

因组转录图（expression profling，cDNA 图），或者基因的cDNA 片段图，即表达序列标签图

（expressed sequence tag，EST）是人类基因组图的重要组成部分。实验中可通过得到的一
段cDNA或一个EST，筛选出全长的转录本，并根据其序列的特异性将该转录物所代表的

基因准确地定位于基因组上。

在整个人类基因组中，只有2??序列编码蛋白质，即包含2万~25万个蛋白质

编码基因。这些基因的平均长度为27kb左右，含有8.8个长约145 bp的外显子。而

内含子的长度则大大超过外显子，达到3365 bp左右。人类基因的3'非翻译区（UTR）

的平均长度为770bp，其5'非翻译区的平均长度为300 bp，开放读码框的平均长度约

·
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为1340bp，编码447个氨基酸表1-2）。在人类成年个体的每一特定组织中，一般只有

10??20??基因表达（1万~2万个不同类型的 mRNA）。通过分离特定组织在某一发

展阶段或某种生理条件下的总mRNA，合成cDNA并进行序列分析，即可得到该组织在

特定条件下的转录信息。另外，通过测定同一转录物的数量.还可以进一步得到各转

录物表达量的信息。收集各种组织、细胞或同一组织、细胞在不同时期或不同生理状

态下的基因表达谱进行两两或多重比较，即所谓的"电子消减杂交"或"数据库消减杂

交"，就能比较全面地了解哪些基因是特异性表达的，哪些是组成型表达的，哪些基因 

受发育过程的调控而哪些受生理状态或外部环境影响的调控。将这些表达信息标记
到相应的组织、细胞中，就可以绘出区分200余种人体基本组织或不同细胞的人体基

因图（body-map）。转录图或基因表达谱使人们更系统、全面地研究特定细胞、组织或 

器官的基因表达模式并解释其生理属性，更深入地认识生长、发育、分化、衰老和疾病

发生机制。

表11-2 人类基因组数据库中蛋白质编码基因的部分重要参数比较

平均值性质
外显子长度/bp 145
外显子个数 8.8
内含子长度/hp 3365

3" 非翻译区 770
S' 非翻译区 300
开放读码框的长度 /bp 1340
核基因长度/kb 27.

11.1.4 全序列图

人类基因组的核苷酸序列图其实是分子水平上最高层次的、最详尽的物理图。测定

总长约1m、由 30亿个核苷酸组成的全序列是人类基因组计划中最明确的任务。第一个

完成的人类基因组全序列来自一个"代表性人类个体"（其所有权在法律上不属于任何供

体）。该序列在其完成时在理论上代表了全人类的基因组信息，后来也成为所有个体重测

序的参考基因组，并为基因分析和诊断提供了各种参考信息。研究还发现，人类基因组与

其他动物基因组在染色体水平上有"共线"（即同源）现象。图11-7是人类第21号染色

体HSA21位点与小鼠第16号染色体MMU16、MMU17和 MMU10连锁图的比较，我们可

以很清楚地看出，两者之间存在着广泛的同源性。

人类基因组计划所绘制的4张图，特别是人类核酸序列图，蕴藏了决定我们生、老、

病、死的遗传信息，必将成为人类认识自我、改造自我的用之不绝的知识源泉，为现代生物

学和医学的发展提供物质基础。
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图11-7 人类第21
46.00eM号染色体HSA21位

点与小鼠16号染色
体MMU16、MMU17 -SichSTCM-
和 MMU10位点有
"共线"性
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11.2 高通量DNA序列分析技术

人类基因组计划的成功很大程度上得益于早期在有效地减少DNA 测序成本的方法

学上的投资。通过改良测序方法，不断提升其自动化程度，在人类基因组计划起始之后的

十年内 DNA测序的成本降低了100倍，从20世纪70—80年代每个碱基10美元降低到

1美元 10个碱基。在第一个人类基因组测序工作完成之际，美国国立人类基因组研究所

（NHGRI）为基因组学研究的下一阶段提出了一系列计划，要在 10年时间内分两阶段将测
序的花费降低4~5个数量级∶5年后达到10万美元测序一个人类基因组，10年后则要求

达到1000美元测序一个人类基因组。为了达到这个目标，NHGRI资助了一系列研究项

目.包括面向10万美元/基因组的、以基于DNA合成的测序方法和基于DNA连接的测

序方法为代表的第二代测序仪，以及面向1000美元/基因组的基于纳米孔测序技术的第

三代测序仪。此外，对Sanger 测序中样本准备的简化和整合、对毛细管阵列的隔离和检测、

对 DNA聚合酶催化的核苷酸聚合反应的实时荧光监测、基于杂交的测序等一系列基于物

理、化学、生物化学和各种分光光度计、显微镜测量法鉴定核苷酸序列的技术也在他们的

优先发展和改善之列。

11.2.1 Sanger DNA序列测定基本原理

无论是对于重组质粒还是单个基因或是整个基因组，分析 DNA结构的最基本方法就

是测定出这些DNA分子的一级结构——-DNA序列。DNA自动测序仪的出现使得 DNA

测序过程变得快捷而稳定，计算机处理能力的迅速提高则使得大量 DNA小片段很容易被

拼接成较大的片段甚至整条染色体。高效快捷的DNA测序方法始于20世纪70年代中期。

当时有两种不同的测序方法，一种是 Sanger 的双脱氧链终止法，一种是 Maxam-Gilbert 的

化学修饰法。在 DNA测序技术发展过程中.双脱氧链终止法最终因其更适合于序列分析

的自动化而逐渐占据了显著的优势地位。

剑桥大学的F.Sanger等人于1977年发明了利用DNA聚合反应的双脱氧链终止反

应来测定核苷酸序列的方法。由于这种方法要求使用适当的 DNA引物以单链 DNA为模

板在 DNA聚合酶的催化下进行DNA的合成，因此也称为引物合成法或酶催引物合成法。

在测序过程中使用的 DNA聚合酶一般是去掉了5'→3'外切核酸酶活性的DNA聚合酶I

的 Klenow大片段。它利用DNA聚合酶所具有的两种酶催反应的特性∶① 该酶能以单链

DNA为模板.合成出准确的 DNA 互补链序列。②如果以 2'.3'-双脱氧核苷三磷酸为底

物，掺入到新合成的寡核苷酸链的3'端后，DNA 链的延伸被终止。

在 DNA测序反应中，加入模板 DNA（即待测序样本）、特异性引物、DNA聚合酶、

dATP、dTTP、dGTP、dCTP 和一种 ddNTP.当这种2'，3'-双脱氧 ddNTP取代常规的脱氧核

苷酸（dNTP）掺入到寡核苷酸链的3'端之后，由于ddNTP没有3'-OH基团，阻断了DNA

聚合反应（图1-8，寡核苷酸链不再继续延长，而在该位置上发生了特异性的链终止效应。
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图11-8 脱氧核
A、C，G或T(a)苷三磷酸，dNTP（a） 0 碱基o 0 。和双脱氧核苷三磷 HO- -0--0- CH,酸，ddNTP（b）分子

oH结构式 oHOH 对 。，
OH 直

(b) ACG或To 9 碱基o s
牙！吨 -O- CH,

OHoHOH
开由

在同一个反应中，由于加入了大量的带P放射性标记的4种 dNTP及适量的某种 ddNTP

（如 ddTTP），经过适当的温育之后，将会产生出不同长度的 DNA片段混合物。它们都具有

同样的5'端，并在3'端的 ddTTP 处终止。将这种混合物加到变性凝胶上进行电泳分离，

就可以获得一系列全部以3'端 ddTTP为终止残基的DNA片段的电泳谱带模式。分别加

入 ddATP、ddGTP 和 dCTP，在不同试管中温育后，点样于同一变性凝胶上作电泳分离，再

通过放射自显影的方法检测单链 DNA片段的放射性带，就可以直接读出 DNA的核苷酸

顺序。
11.2.2 基因组DNA 大片段文库的构建

除了DNA序列测定技术的进步之外，20世纪 80年代后期发展起来的酵母人工染

色体技术（yeast artificial chromosome，YAC）为创制基因组物理图以及最终的基因组

序列测定提供了一个极为方便的平台。YAC（图11-9）含有3种必需成分∶着丝粒、端粒
和复制起点，是迄今容量最大的克隆载体，插入片段平均长度为200~1000 kb，最大
的可以达到2 Mb。然而YAC载体同时也存在不少缺点.特别是其嵌合体比例较高，一

个YAC克隆中可能含有两个或多个本来不相连的独立的 DNA 片段。部分克隆子不

稳定，在继代培养过程中可能会发生缺失或重排。另外，由于YAC与酵母染色体具有

相似的结构，实验操作中很难与酵母染色体区分开，操作时也容易发生染色体机械切割

和断裂。
为了克服上述缺点，科学家用细菌的F质粒及其调控基因构建了细菌染色体克隆载

体，称为BAC（bacterial artificial chromosome），其克隆能力在125~150 kb。该质粒主要包

括 oriS、repE（控制F质粒复制）和 parA、parB（控制拷贝数）等成分（图11-10）。以BAC为基

础的克隆载体形成嵌合体的频率较低，转化效率高，而且以环状结构存在于细菌体内，易

于分辨和分离纯化，已被科学界广泛接受。

。
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图11-9 酵母人工
CEN4(a) 染色体克隆载体及SnaBI

CEN4 来源于第4号染色体的着丝粒 其克隆策略示意图
TEL 端粒ori SUP4 （a）pYAC3 载体;ori 复制原点
TRP1 ) （b）PYAC3的克隆策

略。SUP4选择标记TRPI)
UR43JURA3

11.4kb

TEL TEL
Bam HI BamHI

(b)
SraBI

用BamHI和SnaBI 切割DNA

右臂左臂

BamH BamHI 与平端被克隆DNA大片段相连接

TRP1I CEN “UR43TEL or.
被克隆 DNA大片段

11.2.3 鸟枪法序列测定技术及其改良

受Sanger DNA序列分析技术的限制，一次测序反应的长度不能超过1000 bp.因此尚

不能直接用BAC等大片段作为序列分析的模板，而往往采用所谓的全基因组鸟枪法测序

技术，随机挑选带有基因组 DNA的质粒做测序反应，然后在计算机的帮助下，运用一些基

于图论的近似算法进行序列拼接（图11-1）。

在对某基因组文库全部克隆片段进讲行末端序列测定过程中.未测到的碱基数与已测

定的总碱基数相关，并随着已测定碱基数的增加迅速减小。当随机测定的碱基数达到基

因组大小的5倍时，基因组中未测定的碱基数仅占基因组总碱基数的 0.67??但即使是

在这样的覆盖度下，对于像流感嗜血杆菌这样大的基因组（1.83 Mb），仍然可能有128个平

均长度为100 bp的缺口（gap）。因此，为了得到较为完整、质量较高的全基因组序列，针对

各测序流程中的不同问题，人们提出了一系列策略∶
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图11-10 细菌人
吕 BemH 工染色体的构建及

其克隆策略 Xma l/Sma INorI/Eag I Nor 1/Bgl1/SFIpBAC108L来自细菌
的一个小型F质粒，其 LoxP中 oriS和repE 控 制

Sp6启动子T7启动子了质粒的复制起始，

parB和parA控制了
拷贝数。

旨”
陀号

sal] sal ISac]

CMparB

parA4 pBAC108L
YoriS

repE

第一，建立高度随机、插入片段大小图11-11 基因组
DNA的鸟枪法测序 DNA 为1~2 kb的基因组文库。保证克隆数
原理示意图 500p 超过一定值，并保证经末端测序的克隆片

—— 片段 段的碱基总数达到基因组大小的5倍

以上。
CAATGCATTA.. 第二，高效、大规模的末端测序∶对文GCAGCCAATGC 序列
序列重叠区 库中每一个克隆进行两端测序。

第三，开发新的序列拼装软件最大限

度地排除错误的连锁匹配。图11-12 鸟枪法
重复DNA 第四，建立λ. 文库以备缺口填补。测序技术不能鉴别

高等真核生物基因
但即使是这样的策略仍不能弥补鸟DNA组中的重复序列

500p 枪法测序的一些缺点。对于更大的待测

-片段 基因组，随着所需测序的片段数目大量增

加，各个片段重叠成一个连续体的概率显

著减小。另外，高等真核生物（如人类）基GATTAGATTAGATA...
序列GATTAGATTAGATIA

因组中存在的大量重复序列也会导致拼
序列重叠区出现拼接错误

装困难（图11-12）。

。
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图11-13 改进后

遗传标签500kb 的鸟枪法测序原理大片段克隆 图鸟枪法一一及靶标鸟枪法 否中AB C DE -遗传图A

酶切整个基因组，全部
小片段都是随机产生的

里A

随机产生的小片段仅
限于已知大片段区域

中 臣 骨
一拼接的序列A

拼接的序列

大片段已事先被
定位在基因组上 一

DEC FAB G人

针对上述问题，科学家在进行较大的真核基因组序列分析时大多采用大片段克隆

法（clone contig）或靶标鸟枪法（directed shotgun）。用稀有限制性内切核酸酶先将待测

基因组降解为几十万个碱基对的片段，再分别进行测序，或者根据染色体上已知基因或
遗传标签的位置来确定部分 DNA 片段的排列顺序，逐步确定各片段在染色体上的相对

位置图1-13。

11.2.4 Sanger测序法的改进及新一代测序技术

继 Sanger的基于合成的双脱氧链终止法被广泛应用于核苷酸序列测定之后，人们对

测序流程中的样品准备、分子标记、化学反应试剂以及测序的平行化等方面进行了大量

改进，开发出一系列新一代测序技术，包括已经商业化并被广泛运用的第二代测序技术∶

Roche 454 焦磷酸测序（于2013年关闭），Ilumina Solexa 基于合成的循环阵列测序，ABI

SOLiD基于连接的测序;第三代测序技术∶单分子测序技术以及正在快速发展中的纳米孔

测序技术。
人类基因组计划的提前完成离不开对早期 Sanger 测序法的不断改进。这主要包括

3个方面∶用荧光标签替代放射性标记，用毛细管电泳替代普通的平板电泳，建立新的配

对末端测序方案，使对序列的测定突破了实际测序读长的限制。再加上对各种溶液、流体

的自动操作技术大大简化了文库的准备工作，整个测序流程开始向更高水平的自动化、平

行化及高通量发展。现在，毛细管阵列自动测序的成本已降至每千碱基对0.5美元，通量

也达到每机器每秒24个碱基。

为了满足现代生物学对测序技术的要求，一系列的策略被提出并付诸实验。虽然考
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虑到 Sanger 测序技术的成熟程度及其高精确度和读长上的优势，并且该技术已经受到了

长期测序应用的检验，对其进一步在集成和流程整合方面进行改进不失为一个相对安全

的选择，并且在短期内确实带来了切实的成本缩减。但是，要达到降低成本达4~5个数

量级的目标仍然需要对测序方法进行根本性的变革，以循环阵列测序为特征的各项第二

代测序技术正是在这种背景下应运而生的。所有的第二代测序都采取了有别于 Sanger

测序法中细菌克隆培养扩增待测样本的策略.在随机片段化基因组 DNA后，直接在体外
连接上共同的接头序列（adaptor sequence），然后通过乳胶 PCR 扩增或桥连PCR扩增等不

同的方法产生一簇富集的扩增子，并最终被各自定位在固态反应基底的不同位置上。测
序过程包括了一系列酶促生化反应和图像收集的自动循环（围11-14）。相对于Sanger 测序

法图11-14），第二代测序（图11-14b）所采取的体外构建测序文库、体外扩增测序模板以及更
高密度的阵列化测序更大地提高了测序的自动化和平行化.从而极大地降低了测定单位

碱基所消耗的各种生化试剂，大大降低了测序成本。当然，第二代测序读长较短，数据精

确度不高，有待于进一步改良。

图11-14 传统Sungr
DNA片段化 P DNA片段化四测序（a）与第二代

二号二?
测序（b）流程对比另

叭晶”号见书末彩插）

体外链接接头序列体内克隆及扩增

，
昌 昌

生成扩增子阵列循环测序
3'-GACTAGATACGAGCGTGA⋯.5'模板
s'.GTGAT ○ 引物..CTGATC。CTGATCT?

CTGATCTA
.CTGATCTAT
..CTGATCTATG
⋯.CTGATCTATGC

聚合酶 ..CTGATCTATGCT
dNTPs CTGATCTATGcTC ：..CTGATCTATGCTCG标记的dNTPs

电泳 循环阵列测序
(>10'readsarray)(I readcaillay)

循环3循环1 循环2

心O CGA G区位 OOGO O
O 一一
④oO CG @松 公
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。
1.Ilumina基因组分析仪

Ⅲumina 分析仪采用DNA片段化和接头序列连接方式，但采用桥连 PCR方法进行模

板的扩增（图11-15。该方法中正、反向 PCR 引物事先被连接在固相基底上，使单一模板产

生的扩增子被固定和簇集在阵列的同一位置上。扩增全过程包括第一步各个单链模板与

基底上的引物随机杂交起始互补链合成，随后经 DNA变性及从邻近引物起始桥连扩增的

周期循环，最终每个模板生成约1000个扩增子。不同模板生成的扩增子集群散布在固

相基底的不同位置，形成阵列。测序过程中，测序引物与待测模板末端的共同接头序列杂

交，在 DNA聚合酶的催化下以4种经化学修饰的核苷酸为底物开始合成待测序列的互补

链【图11-16（a）。这4种核苷酸在3'羟基位置上被加了一个可切除的修饰基团，阻碍了下

一个核苷酸的整合，类似于一个可逆聚合反应终止子的作用，保证在每轮链延伸过程中只

有一个碱基整合。另外，每个核苷酸还带有一个可切除的荧光标记，用于序列信号的检测。

在每轮链延伸和相应的荧光图像信号监测后，链终止修饰基团及荧光标记基团被切除，为

下轮反应做准备。因此，Ilumina平台的测序反应是同步的。

图11-15 桥连 PCR
扩增测序模板

图11-16 各循环
(a) 阵列测序及信号

检测
（a）llanina 测序循环;3'-GAGCAGAAGGAOATATCAGAG..-5'-[surlace]
（b）SOLiD 平台测序5'-CTCGTC1
循环

1.FL1-dATP-(blocker)+FL2-dGTP-(blocker)+
FL3-deTP(blocker)+FL4-dTTP(blocker)

2.Fluorescence imaging in four channels
3.Chemically cleave labels and terminatng moiety

(b)

3-GAACATACGAGfATAGACCTA⋯..5'-[bead]
CTGGAT.-3'

ELx
5'-zzZXXnnn-3'

1.Ligate labeled, structured octamer population
2.Image, cleave, repeat×5
3.Reset and start again with new offset
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由于荧光标记和终止修饰基团的切除反应可能不完全，测序过程中会出现信号衰减

和去同步化等现象，随着合成链的不断延伸，测序质量大幅度降低，从而导致Ⅲlumina平

台的有效读长相对较短。即使采取对每个测序模板进行配对的双末端测序策略，读长也

只能达到100或者150碱基。由于使用了可逆的链延伸终止核苷酸，Ilumina平台对同多

聚串的检测精确度较高。该平台最主要的测序错误为碱基替换。另外，由于Ilumina分

析仪由8个独立的反应通道组成，每个通道可以对一个独立文库进行测序，每个通道中又

可以分布几百万个相互独立的扩增子集群，这就导致Ⅲlumina平台的测序通量较大，测序 

成本更低。
2.ABISOLD
SOLiD系统在 DNA片段化、接头序列的连接以及模板扩增等步骤上均与llumina平

台相似。经扩增后带有大量模板 DNA拷贝的磁珠被固定在平面基底上，形成一个密集

而无序的阵列。测序过程中链延伸的反应并非由 DNA聚合酶催化，而是由DNA连接酶

催化完成。通用的测序引物与小磁珠上待测序列末端的接头序列杂交后，每轮测序过程

都涉及DNA连接酶催化的被荧光标记的简并八聚核苷酸探针的连接反应图1-I6（A.图
11-17（m3）】。SOLiD 系统目前采用两碱基编码探针【图11-7（b），即简并八核苷酸探针的第一位
和第二位碱基决定探针所带的荧光标记的颜色。一个测序引物与模板 DNA杂交后便启

动了1，2-位编码的八核苷酸探针与模板的杂交，随后便历经连接酶催化连接、采集荧光

信号、切除探针后3位核苷酸及所标记的荧光标签的循环图11-17（a）】。10次这样的循环
产生 10个对应的荧光标记信号，每个标记对应于DNA序列上每五个碱基中的前两个碱

基序列图11-17（m。10次循环结束后，经变性恢复模板单链，然后选用一个"n-1"引物，开

始新一轮的10次连接反应循环【图11-17（a）。"n-1"引物重新设定了被检测碱基的位置，

所得到的10个荧光标记对应的碱基均向左移了一位。这样分别用5个依次位移的引物

起始互补链的延伸，再将得到的不同颜色的荧光标记按顺序线性列出，并最终将它们比对

到参考基因组上，解码出 DNA序列图11-17（山）。这种两碱基编码的好处是提高了对不同

颜色的检测及对单核苷酸差异（SNP）检测的精确性，因为此时对 SNP的判定需要相邻的

荧光颜色也发生变化。SOLiD 系统最主要的测序错误也是碱基替换。测序通量为所有平

台中最大，但读长较短，仅达到50～100bp。
虽然第二代测序技术在文库及模板的准备阶段均采用在体外直接操作的方法，省略

了Sanger 测序法中所涉及的细菌克降隆等步骤，但为了达到较易检测的信号强度，仍然保

留了基于PCR 的克隆扩增。该过程中不仅可能引入突变，对测序结果造成影响，而且对

不同模板序列的扩增效率也不相同，给 RNA-seq 等需要测定序列丰度信息的实验带来人

为影响。由于信号检测实际上来自同一模板大量拷贝的信号叠加，一旦合成过程中出现

去同步化现象，将会带来信号噪声，并最终导致信号检测错误，或只能得到较短的读长。

由于对荧光标记和终止修饰基团的切除反应可能不完全，链延伸反应可能不完全，每次加

入的核苷酸或探针的数目可能不一致，去同步化现象较为常见。由此可见，PCR 扩增这一

步限制了第二代测序技术的测序质量，提高了测序成本。
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图 11-17 soLiD
(a) 测序周期及双碱基

编码和解码（另见

书末彩插）
第一轮引物 （a）SOLiD测序5轮连

< 接反应前2轮示意图，3通用测序 探针3'端第1，2位两心

引物（n） PIadapter 个碱基决定荧光标记，TA
杂交后探针3端6~8

检测荧光颜色 位碱基连同荧光标记激发1.2-probes
被酶切切除，因此第x，y 编码碱基
一轮连接获得（1，2）;o 简并碱基

z通用碱基 (6.7);⋯⋯(1+n*5,
2+n*5）位的序列信息，3
然后下4轮探针依次3'TrIr

xynnnz2z
左移一位，这样5轮反

切除 应获得全部序列信息。3" rmrr
xynnnzzZ （b）SOLD 测序结果的

根据每轮反应对应的AT3.mrmmTr —pxyDnnzzz 双碱基编码矩阵进行m
uA0..3*

基因组比对，SNP 位TA
3mrrr 点会造成2轮反应荧xynnnz2z

光信号的改变。

重复连接反应循环 AT TT cT gr TT cA dTA AA GA CA AA GT CG下工工
重设引物（n-1）重复连接反应循环

第二轮引物
左移一位

通用测序
引物（n-1） CT GC TG AT CC cG

mrmIITamm 3'
GA CG AC TA GG GC

重复重设引物4次

(b) 将颜色序列比对到参考基因组上

双碱基编码 888888
YPe

涵榜隐悦
顺3O

第一位碱基 0O
I定

咨论零A C G工

综点箸
OuOOQO)

硫 -ATACAAGA 8888 严二

率， rY"naf g-cGCACCTC
9⑤月 SNP-GCGTGGAG

-TATGTTCT TCGGATTCAGCCTGCTGCTCTATCA
A

3. 单分子测序
在 Pacific Biosciences公司的测序平台中，DNA聚合酶被固定在Zero Mode Waveguide

的基底表面，将4种带有不同荧光标记的核苷酸以最适于DNA聚合反应的浓度添加到反
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应体系中，DNA聚合酶与结合了引物的单分子模板序列结合，并催化链的延伸 图11-18（a，，b1。
Zero Mode Waveguide 纳米结构使得激光对荧光染料的激发被限制在 10-21L的空间内，

从而只激发处于该范围内的正被 DNA聚合酶整合进入延伸链的核苷酸所标记的荧光

染料，排除反应体系中其他所有带荧光标记的核苷酸的于扰。由于 DNA聚合反应所需

的带荧光标记的核苷酸的最适浓度在微克分子级别，解决了大多数单分子荧光检测方

法要求荧光基团最适浓度达到皮克或纳克分子级别的问题。一旦核苷酸被整合到 DNA

链中，连接荧光标记的焦磷酸副产物很快扩散出Zero Mode Waveguide 的检测区域，于

是荧光信号也随之衰减到背景水平。随后模板移动到下一位，开始新一轮核苷酸的整

合和信号检测。所以，该技术属于实时监测的测序平台，也是所有新测序平台中读长最

长的测序方法，读长可达1000 碱基或更长。由于两次核苷酸被整合事件之间的间隔时

间极短，而且有些核苷酸在被整合入 DNA链之前就被释放，该方法测序精确度不高，只

有80??。实验中，通过对同一模板进行15次或更多次序列测定，将精确度提高到大

于99??
纳米孔测序策略则完全有别于这些基于链合成的测序。该方法将核酸分子驱动通过

一个纳米孔，逐个检测单碱基与纳米孔的相互作用，或者检测DNA通过纳米孔时电导系

数的变化，推测核酸分子序列。目前英国牛津纳米孔科技公司（Oxdord Nanopore Tech.）首

代MinlON 测序平台已经商业化，其测序仪仅U盘大小，包含2个测序试剂的 Start Kit售

价为1 000美金，应用前景备受关注。Minlon采用生物膜定位的孔蛋白形成的纳米孔进

行测序，经过改造后的生物膜孔蛋白如溶血素α-hemolysin 会形成约1nm 直径10 nm 长

度的通道，利用核酸序列通过这一通道时每个碱基产生的特征电流强度来读取系列信

息（图I11-18el。纳米孔测序由于不涉及聚合反应且直接显示测序结果，因此具有反应快、体
积小、成本低、读长优势和测序时间短等特点，，但是由于核酸通过纳米孔的速度较快，前后

被标记的核苷酸
w→G WA +NT

电流受到不同碱
基阻碍时会产生核酸始旋酶- 特征信号

膜定位孔蛋、
白形城的纳
来孔

纳米孔中的接头检测区界聚
分子防止楼酸过
快通过纳米孔而

荧光脉冲 系生有效信号
州
度

时间--荧充检割

图11-18 实时单分子测序
（a）Pacific Biosciences单分子测序孔示意图.不同荧光标记的破基在DNA聚合酶催化下配对模版时会发出特定波长的光和峰值，从而透过反应

孔底部小于波长的网孔被检测到;（b）Pacific Biosciences单分子测序反应流程图;（c）Nanopore 单分子测序原理示意图，不同碱基通过纳米孔时产
生不同的电信号，被灵敏的检测仪检测进而识别出序列信息。
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图 11-19 MinION

(a) 纳米孔测序仪和测
序结果显示
(a)NanoporeMinlon

测序仪外观;（b）在
IGV基因组浏览软件
中二代Ilumina 测序
和Nanopore 测序结果
对比。二代测序由于
片段较短，无法区分来

自多个体混合样品中

的染色体大片段缺失

() 信息，Nanopore 测序
结果准确检测到了箭产丽M产丽梗后高严品严 ，。资：。

头位置的染色体大片
段缺失。

二代测序短序列

纳米孔测序序列

碱基信号的交叠等影响，纳米孔测序的错误率较高。目前在基因组测序，染色体大片段缺
失等研究领域应用较多（图Ⅱ1-19，同时辅以二代短序列高通量测序可以取得良好结果，但

随着技术的进步和错误率的降低，单分子纳米孔测序的优势将日益突出。其中纳米材料

直接生长产生纳米孔.特别是石墨烯材料的单分子纳米孔将在新的测序技术中得到广泛

应用。
4.新型建库技术10X Genomics

10X Genomics 测序主要是利用大量的携带 DNA标签编码（barcode）的微滴，通过微

流体通道使不同的 DNA片段（10~100 kb）携带不同的barcode，将大片段 DNA 打断，应

用Ⅲumina 测序，根据 barcode 的序列信息识别来自同一DNA片段的 reads，并将其拼接

成长 reads，得到相连序列（linked-reads），进而完成对大片段 DNA 遗传信息的挖掘。通

量低，一直是 scRNA-seq方法的瓶颈，2015年10X Genomics公司推出了基于GemCode

技术的微流体平台，该平台包含了GemCode 仪器、试剂盒以及配套的数据分析软件。如

图11-20，8样品的卡盒中包括了带有14 bp分子条形码和Ⅲlumina 测序兼容组分的寡糖

（oligo）的凝胶珠、GemCode 试剂、DNA样品、特殊处理的油滴。微流体通道以一个"双十字"

型呈现，凝胶珠、试剂以及 DNA样品在第一个交叉完成混合，接下来混合物被油包裹是在

第二个交叉中完成，分区后的凝胶珠被裂解后释放出oligo，传统的文库构建被启动。根

据barcode 信息可获得来源相同DNA模板的 linked-reads，可以直观地呈现基因组结构信

息，用于检测缺失、重复和重排等结构变异，是强有力的解析复杂的基因组的工具。该技
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图11-20 10XGe-
8样品卡盒nomics 酶油DNA标签

引物 --O O
暖胶珠

样品+ 油DNA预混试剂

手8器
循环（Cyele） 纯化

测序
文库构建水相分解

油相

术平台的另一大特色建库技术是染色体定相（phasing），可以实现单体型结果的可视化，有
利于对致病突变信息的获取。目前可与 GemCode 平台兼容的只有Ⅲlumina系统。

表11-3 新一代测序平台比较

生物学测序时测序文库/模板 测序通读长 缺点优点平台 应用准备 量/Gb/碱基 间/天反应
片段化 可逆未端lomina 3,275或 目前运用最 样本倍 重测序150,。

终止 广的平台 增力低100Hiseq/Nova Seq 6000桥连PCR 引

连接测序片段化 7,1450 双碱基编码 测序时 重测序SOLiD 3 120
乳胶PCR 提供内部纠 间长

错机制
单分子 电信号测 2Nanopore 读长最长测 高错 全长转录40G3 1M

误率 组测序序嘀’
中等 全长转录20k 读长最长<1DNA 豪Pcifie Biocienes 片段化 、

合酶测序 误率 组测序单分子
RNA-sq

11.3 新测序平台的应用

新的高通量测序平台由于各自的诸多优点，已被广泛应用于对各种生物学问题的研

究，包括通过对全基因组或者特定区域进行重测序从而发现个体间的诸如单核苷酸变体
（SNV）以及结构变体（SV）等遗传差异，拼装细菌或低等真核生物基因组.测定不同生物、

组织、细胞的转录组和表达谱，通过元基因组研究进行物种鉴定和分类，发现新基因，研究

染色体构造变化和研究基因组整体范围上反式作用因子与顺式作用元件的结合等。

11.3.1 单核苷酸多态性（SNP）研究

SNP作为目前最好的遗传标记，不仅在人类基因组遗传图谱的绘制上发挥了巨大作

用，也为确定疾病的遗传学基础提供了信息。早期的传统测序方法及芯片技术已检测到
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大量人类常见 SNP，而HapMap 工程将这些 SNP的共有模式进行分类，形成单体型，找出

这些单体型的代表性标签 SNP，从而有效地增加了实际操作中能够确定出个体单体型的

区域。常通过全基因组相关分析（genome-wide association study，GWA study 又称GWAS），

许多 SNP在疾病发生过程中的作用被发现。虽然少数疾病相关 SNP 被定位于已知基因

的蛋白编码序列，解释了疾病发生的机制，大多数的疾病相关 SNP 却定位于了解甚少的

基因间区，因此，这些 SNP可能只是真正导致疾病的遗传多态性的邻近标记，需要对该区

域进行更精细的研究，直到找出参与调控疾病发生的SNP。由于不能通过对标签SNP进

行GWAS分析找出不与周围SNP连锁的位点，必须用新的方法才能研究这部分 SNP。

常见的 SNP或 SV只能解释极少数常见疾病的遗传机制，说明稀有SNP及SV在很

多疾病发生的过程中起了重要作用，而这些也只能通过直接测定这些遗传变化的个体来

研究。同样，单体型分析也不适用于研究导致癌症等疾病的体细胞突变，只有对大量个体

进行深度测序才可能阐明这些问题。GWAS结果显示拷贝数多态性区域（CNVR）影响很
多疾病的易感性、复杂的表型和环境适应性，运用新一代测序技术显然比基于芯片的检测

能够更好更准确地界定这类CNVR中DNA插入或删除的边界序列。

为了阐明癌症发生机制，从而对癌症进行更好的预测和治疗，人们正在开展癌症基因

组工程，对各种癌症组织的基因组、表观遗传组、转录组、癌症病人体内大量的体细胞突变

引起的 DNA片段的插入、删除、易位等进行系统性深度序列分析。此外，服务于个性化医

疗的个人基因组测定计划，都依赖于高通量、低成本的新一代测序技术。

11.3.2 高通量测序在染色体构象俘获技术上的应用

染色体构象俘获（chromosome conformation capture）技术针对细胞中染色体的空间排

布和相互作用展开研究，相关的方法能够检测不同染色体上的基因位点或同一条染色体

上间隔的基因位点间由于在三维结构上相互作用。这些三维相互作用具有促进启动子和
增强子结合、形成染色体环（chromatin loop）来调控基因表达等生物学功能，相关的建库和

高通量测序方法能够直接计算相互作用频率和重构染色体三维结构。其建库方法一般为

首先化学方法胶联固定形成染色体三维构象的蛋白质和基因组 DNA，酶切消化核酸后三

维相互的基因组 DNA 由于结合蛋白的保护而得以保留，而后平末端的连接和解胶联反应

可以使三维相互作用的基因组 DNA 连接成同一序列，对获得的序列添加接头并进行高通

量测序可以获得染色体构象的准确信息。根据研究目的和相互作用尺度的不同，染色体
构象俘获技术分为∶一对基因位点之间（3C）、一个基因位点和多个基因位点（4C）、多个位

点之间（5C）、全部基因位点之间（Hi-C）的相互作用研究。高通量测序技术在这一领域的

广泛应用取得了一系列染色体三维尺度上基因表达调控的重要研究成果，例如对人 CTCF

因子相关的染色体构象俘获高通量测序结果很好地展示了染色体高级结构对组织特异性

表达的调控，即不同染色体上的基因在构象调节因子的作用下形成的高级结构可以同时

被RNA聚合酶Ⅱ高效转录的模型（图11-21）。
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染色体构象俘获高通量测序结果、 chr2:24026977-24629787(603 kb) 毒染色体构象CTCF100 loop 合调节蛋白cCD ▲RNA聚合酶ⅡMotif
]CTCF600RNA聚合酶ⅡChIP-seq结果; peak
RNAPⅡ100 ]loopRNAP I700 peak
ChromHMM100 RNA-Seqyr mITT己行

77SN2ATD28 UBXN24 C2ar4 Gene 染色体TP5313 FAM228B
。Unfolded
chromatin

图11-21染色体构象俘获高通量测序结果和染色体构象三维模拟结果（Tag过al，2015）

11.3.3 核糖体图谱测序和多核糖体图谱测序

越来越多的证据表明，除了基因的转录调控，基因的翻译调控对最终蛋白质含量的

变化发挥着重要的作用。目前最常用的全基因组范围内有效检测翻译效率的方法是

核糖体图谱测序（ribosome profiling sequencing）和多核糖体图谱测序（polysome profiling

sequencing）两种不同的技术，从已发表文献数量的角度而言这两种技术的应用频率相
当。多核糖体图谱测序的制备是将细胞裂解液沉降在蔗酶梯度中，从而分离结合有不同

数量核糖体的mRNA分子，找到处于高效翻译状态的 mRNA，其中含有3个以上核糖体

的 mRNA通常被称为多核糖体高度富集的 RNA。分离得到的多核糖体 RNA 添加接头后

测序并进行后续的翻译组研究。与之对应的，核糖体图谱测序检测的是被核糖体保护而

没有被 RNA酶消化的 mRNA片段，对这些片段建库进行测序即为核糖体测序。多核糖

体图谱测序和核糖体图谱测序虽然是研究目的相似的翻译组检测方法，但是多核糖体图

谱测序检测的是富集多核糖体的 mRNA 序列，而核糖体图谱测序检测的是某时刻核糖体

mRNA结合序列的"快照"，因此实验方法、测序长度和分析流程都有明显区别（图11-2）。

多核糖体图谱测序的结果与蛋白质表达水平相关性更好，而核糖体图谱测序能够进行定
位翻译起始位点和 mRNA 上核糖体的分布情况，两种方法都可以用来检测核糖体翻译速

率和效率的变化，因此都是翻译组研究中重要的研究方法。

总之，DNA中编码的遗传信息受到各种复杂的调控，包括 DNA甲基化、组蛋白的甲

基化和乙酰化等表观遗传修饰，各种转录因子，转录、翻译复合物与 DNA、RNA的相互作
用，增强子、绝缘子与各自反式作用因子间的相互作用及染色质高级结构等。随着第二

代测序技术的发展，一系列针对这些问题的实验，如 MeDIP-seq、MethylC-seq、ChIP-seq、

DNase-seq 以及染色体构象捕获结合高通量配对末端测序等被广泛应用。与经典的芯片

技术相比，这些方法对全基因组有更敏感和更完整的覆盖率，对序列的边界有更好的分辨

率，也能区分高度相似的序列。另外，序列测定的高通量特性使人们能够大规模鉴定各种

顺式调节因子并研究其功能，深入探索各种生命现象的调节机制。

布
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图11-22 多核糖

核糖体图谱测序多核糖体图谱测序 体图谱测序和核糖
体图谱测序原理8888

8888
冲面* 88 广

8 _
RNA酶处理

-888蔗糖浓度梯度沉降 -
889888 8-8.

p88 88。
景Q6

片段大小选择收集多核糖体组分

高通量测序 核糖体结合序列

高通量测序

相较于qPCR 只能测定极少数RNA，芯片分析很难分辨低丰度和高相似性核酸序列，

高通量的第二代测序分析不仅具有更高的敏感性和精确度.并且可以发现新的转录物和

变异体，准确地定位转录起始位点。另外其测序读长较短的特点使得它非常适合小 RNA

测序，鉴定 miRNA并对靶 mRNA进行分析。

11.4 其他代表性基因组

若干年前.几乎没有人相信有一天基因组序列测定的增长速度会超过著名的摩尔定

律所描述的 CPU 运算能力的增长速度。事实上，随着测序技术的不断改善和测序成本的

持续降低，近年来基因组序列数据每年呈指数形式增长。以 2016年和 2017年数据为例，

全世界每年能够完成近4万个物种的基因组测序，并同时有近4 万个物种的基因组测序

项目正在进行（图11-23。

由于生物在进化上的相关性，很多重要的遗传元件具有很高的保守性，这种特性在基

本的管家基因上表现尤为显著。不同生物之间遗传信息的差异则是各物种特异性性状的

来源。因此，对一种生物基因组的研究可以为其他生物提供很多有价值的信息。随着越

来越多基因组测序数据的积累，比较基因组学也愈加显示出其强大的威力。基于DNA序

列的保守性，人们常通过对一种生物相关基因的认识来理解、诠释甚至克隆分离另一种生

物的相应基因。对较近缘基因组间相似性的研究为认识基因结构与功能等细节提供了参

考，而较远缘基因组间的相似性则有助于人类认识生物的普遍性机制，为寻找研究复杂生

理和病理过程所需的实验模型提供理论依据。对于基因组之间差异性的研究为认识物种
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图11-23 到2018
40000-— -完成年初每年已完成和 ，

=正在进行正在进行的基因组
测序项目 30000—_
蓝色折线代表每年完
成的基因组测序数目，
黑色折线代表正在进 20000-
行的基因组测序数

目，数据来源htp∶//

1000———www.genomesonline.
org/。

象多影多妥妥乏妥乏妥妥

特异性状、生命演化以及对不同环境的适应性提供了依据。

11.4.1 大肠杆菌基因组

大肠杆菌K12∶MG1655基因组是包含4639 221个碱基对的双链环状分子，蛋白质

编码基因占整个基因组的87.8??RNA基因占0.8??非编码的重复序列占0.7??其余约

11??调控或其他功能区。共含有4400多个可能的编码基因，其中3700个可以通过生

化实验或者生物信息学分析得到合理的注释（表1→）。在被注释的基因中，与物质运转和

能量代谢相关的蛋白质含量分别占蛋白质总量的9??右，各种功能性酶、细胞结构蛋白、

调控蛋白、细胞周期相关因子及参与蛋白质合成、参与重要中间物合成与代谢等过程的蛋

白质分别占总蛋白的4以上，参与氨基酸合成及代谢，参与DNA合成及代谢的蛋白质

也都达到总蛋白的3??右（表11-5）。而其余未被注释的大约700个基因中有650个与其

他细菌的基因显示出较高的同源性，只有50个基因与其他任何物种都没有明显的同源性。

表 1-4 大肠杆菌各菌株基因组比较

基因数目菌株名称 基因组大小/Mb

O157_EDL933 5528 5349
5.498 5361O157_Skai
5516E22 4788

47465 384E10019
5.299B171 4467
5.28953638 4783
5242 4899管
5231 5379CFT073
~5208 ~500H10407
5 206F11 4 467

B7A 46375202

，
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续表
菌株名称 基因数目基因组大小/Mb

5 089NMECRS218 4900
5072E2348 4594

42544980E24377A
-4 900UPEC536 ～4800

三之子 4 238480
HS 4643 3689

K-12 W3110 43904 641

K-12_MG1655 42544 639
BO03 43874629

表11-5 大肠杆菌编码蛋白质的分类

功能 数量 占蛋白质总量 /%

调控蛋白 4.15178
细胞结构蛋白 5.22224
膜蛋白 0.313
外源蛋白 87 2.03

427物质运转相关蛋白 9.95
373能量代谢相关蛋白 8.70

2.68115DNA 合成与代谢

1.28转录及RNA合成、代谢与修饰 55
翻译及蛋白质修饰 4.24182
细胞周期相关因子 188 4.38

10辅基、辅因子及其载体 2.40
伴但蛋白 0.219

1.35核苷酸的合成与代谢 og
131氨基酸的合成与代谢 3.06

1.1248脂肪酸及磷脂的合成与代谢

重要中间物合成与代谢 188 4.38
酶 5.85251

0.61其他（功能已知蛋白） 26
未知蛋白 38.061632

研究发现，大肠杆菌基因组重复序列的排布可能与 DNA的复制相关。如多拷贝重复
排列的rRNA基因（rn）位于环状染色体的中部，这个位置包含已知的 DNA复制起始位

点oriC，其他许多与rRNA相关的 DNA序列（TPIP）则位于环状染色体另一端的相应位置。

此外，rrn与TPIP序列对称分布在oriC两边的先导链上。并且rrn操纵子的转录通常朝
着远离复制起始位点的方向进行。
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11.4.2 酵母基因组

酿酒酵母基因组是第一个测序完成的真核生物基因组。该基因组全长13040000bp，
比单细胞的原核生物和古菌大一个数量级，是最小的真核基因组。其基因密度为1/2 kb，

裂殖酵母基因密度则稍大，为1/2.3 kb，而简单多细胞生物线虫的基因密度则已低达
1/30 k。酵母基因组中共有5885个蛋白编码基因，另有大约140个rRNA、40个snRNA

（small nuclear RNA）和275个tRNA基因。其中约4??编码基因（大多为rRNA基因）有

内含子，并且通常位于靠近 rRNA基因的起始部分。

比较不同酵母菌株发现，不同菌株之间遗传物质的差异非常大。Saccharomyces
kluyveri只有7条染色体，1千万个碱基对;S.castelli有9条染色体，9百72万个碱基
对;而S.exigus和S.cerevisiea 的基因组则都包含16条染色体，分别由18 355 000和

13 030000 个碱基对组成（表11-6。

表11-6 酵母各菌株染色体数目及单个染色体、基因组数据比较

菌株名称 S dairenensis S.castelli S. servazzi S, erigus. S kiugveri S. cerevisieaS. unisporus

染色体数目 9。 t12 161612
单个染色体大小/kb

t 395 220970560570550730
2801620660800 630 470
36013006606608201060 690?

720 445740 14107208601200，un 555780800740890 15101300
6 1510 61o17508808408701000

970960 69013201600 1950960

功 1720 7601020101o10101 800
80p明 1900 1080I 1001920 1 100
830125012501250密

11 920130018501850
12 960147019501950
13 101o1510

178014 1 100
15 1950 1600
16 2 100 1 900

基因组大小 18355115601230972011920 10000 13 040
/kb

许多酵母染色体由交替的高 GC含量区段和低 GC含量区段组成，并且GC含量的分

布差异通常与这些染色体上的基因密度差异相一致。尤其是3号染色体，GC含量的差异

与染色体臂上基因的重组频率显著相关，GC富集的染色体臂中部重组频率高，而重组频

：
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率低的端粒和着丝粒区域GC含量则较低。较小的1号、3号、6号和9号染色体的平均

重组率超过整个基因组平均水平的1.3～1.8倍。

11.4.3 拟南芥基因组

拟南芥基因组是世界上第一个被测序的植物基因组，也是继线虫、果蝇之后第三个被

测序的多细胞生物，全长约为115.4 Mb。基因组分析表明，在整个拟南芥进化过程中至少

包括两次全基因组的复制以及广泛的基因缺失和重复复制，基因组中含有许多从蓝藻中

横向转移过来的 DNA片段。拟南芥5条染色体共编码约30 000个基因（表11-7）。与酵
母、线虫、果蝇相比，拟南芥基因组中编码转录调控因子的基因数量显著增加'表11-8）.从一

个侧面反映了高等植物的复杂性。

表 11-7 TAIR与 NCBI所公布的拟南芥各染色体基因数目比较

TAR NCBI
1 号染色体 7.437 8018
2号染色体 5 1524753
3号染色体 6 3625.825

4号染色体 48484574
5号染色体 7 1206.769
合计 3150029 388

表11-8 主要真核生物中转录调控因子数量比较

转录因子数量基因数目 比例物种名
拟南芥 1533约29388 5.9
酵母 约5885 3.5209
线虫 35约1891 669
果蝇 约13 379 45635

11.5 比较基因组学研究

比较基因组学（comparative genomics）研究发现，低等真核生物如酵母、线虫以及高等

植物拟南芥，不但基因组比较小，基因密度比较高，百万碱基对中含有200个或更多的基

因（表1-9.图11-24）而且异染色质的比例较低，基因组90以上由常染色质组成，而果蝇和
人类基因组中异染色质的比例较高，占基因组的20??40??研究果蝇全部4条染色体
发现，，其Y染色体几乎完全异染色质化，第4号染色体也大部分被异染色质化。果蝇X

染色体在不同家系中变化最大，其异染色质化程度从30到 50??等（图1-25】。
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v29-1 TRYSV28 TRY4（a）人类
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图11-24 部分典型真核和原核生物基因组成分分析
（a）人β-T 细胞受体位点，在50 kb大片段中只有一个基因（TRY4，编码胰蛋白酶原），一个假基因（TRY5），两个基因片段（V28、V29-1））和52个存

在于全基因组范围内的重复序列，编码功能基因的序列占总序列不到3??（b）酵母第4号染色体中的一个片段，其中包括26个蛋白质编码基因，
2个RNA基因.5个存在于基因组范围内的重复序列.编码功能基因的序列占总序列的66.4??重复序列占13.5??在所有 16条酵母染色体中，

重复序列只有3.4??。在该50 k 序列中，所有基因都不带内含子，在整个酵母基因组中，一共只有239个内含子，而一个人类基因就可能有多
达100个内含子。（c）在50kb 玉米基因组中，只有1个基因，乙醇脱氢酶1-F基因，其余几乎都是重复序列。在它的5 000 Mb基因组序列中，

50??上可能是重复序列。（d）大肠杆菌基因组中.50 kb 序列中可能有43个基因（占全序列的 85.9??.许多基因之间甚至连一点空间都没有

（hA和thrB之间只隔了一个碱基，thrC基因直接位于thrB终止子的下游。原核生物基因中没有内含子（少数古南基因中可能存在极少的

内含子）。原核基因组中没有重复序列，但已发现存在某些插入序列（如1S186和IS1）。在整个大肠杆菌4639 kb 序列中共发现不到4400个编

码基因。

图11-25 果蝇染

1.2色体中常染色质和 28.0 20.021.824.421.4_23.0Mb
异染色质含量比较

8.2 8.2Mb 5.411.0 3R染色体 3L2L 2R 40.9■异染色质 X和Y□常染色质●着丝粒

，
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表11-9 真核生物基因组比较

占常染色质%完成年物种 基因数/Mb已完成总长的%总长度/MP
酵母 483100121996 93
线虫 19799s 109996
果绳 64 9116 与200
拟南芥 221109亡”2000
人类全基因组 128426932001 90
Public Sequence
人类全基因组 99~932.654 152001 们
Celen Sequence

2002小鼠基因组 95952493 9

籼稻基因组 11098924662002
功大鼠基因组 949027502004

鸡基因组 1597911.2002004
8狗基因组 号9924102005

另外研究还表明，原核生物、低等真核生物和高等真核生物之间在所编码的蛋白质种

类数上存在着巨大的差异（表11-10》。对原始的流感嗜血杆菌基因组与酵母、线虫、果蝇和

拟南芥进行比较以后发现，原始生物细胞中单拷贝基因较多，在流感嗜血杆菌中单拷贝基

因占88.8??在酵母中占71.4??在果蝇中占72.5??在线虫中占55.2??而在高等植物拟

南芥中只占约35.0??表11-11。

表11-10 不同生物基因组的蛋白质编码能力比较

蛋白质种数/个物种 基因组总长度

467580073 bp尿殖道支原体 Mycoplasma genitaliuam

816 394 bp 677肺炎支原体 Mycoplasma pneumoniae

17091830 138 bp流感嗜血杆菌 Haemophilus infuenzae

4 1004 214 814 bp枯草芽孢杆菌 Bacllus subilis

4639221 bp 4288大肠杆菌 Eschericha coli

13 116818 bp 6275酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae

述马子线虫Caenorhabditis elegans 18 891
115Mb 25 498拟南芥 Arabidopsis thaliana

14 113116 Mb果蝇Drosophila melanogaster

约2.5万左右3.2×10bp人类Homo sapiens

表11-1 不同物种中单拷贝基因的数量及占基因总数百分比

物种 单拷贝基因个数 单拷贝基因占基因总量的 %

流感嗜血杆菌 S8.81587
酵母 71.45 105
果蝇 72.510736
线虫 55214177

35.0拟南芥 11601
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尿殖道支原体拥有目前已知最小的基因组，有此可确定能自我复制的细胞必需的一

套最少的核心基因。流感嗜血杆菌的基因组为1.83 Mb，而尿殖道支原体的基因组只有

0.58 Mb，二者相差3倍多。流感嗜血杆菌基因大小平均900 bp，尿殖道支原体的基因为

1040 bp.基因大小差不多。流感嗜血杆菌中平均1042 bp有1个基因，尿殖道支原体中

平均1235bp有1个基因。可见基因组尺度减小并不引起基因密度的增加和基因本身大

小的改变。二者的差别在于基因数量上，流感嗜血杆菌基因组有1743个ORF，而尿殖道

支原体只有470个ORF（表11-12）。通过对尿殖道支原体与流感嗜血杆菌这两个亲缘关系

较远的生物基因组的比较，选取其共同的基因（共240个），再加上一些其他基因，最后可

组成一套含 256个基因的最小基因组。

表11-12 流感嗜血杆菌和尿殖道支原体各类主要基因比较

分类 尿殖道支原体流感啃血杆菌
一邑总ORF数 470-氨基酸合成 68

予辅基等的合成 54
核苷酸合成 53 39
细胞膜合成与装配 2784
能量代谢 112 31
糖代谢 6
脂肪代谢 63
DNA复制、重组和修复 87 42

C。蛋白质高级结构形成

调控蛋白 64 2
心转录 鸣

翻译详 101141
吸收与转运 34123

通过流感嗜血杆菌能量代谢类群的 ORF分析，了解到在这种生物中缺乏三羧酸循环

（TCA）中必需的3个酶，即柠檬酸合成酶基因、异柠檬酸脱氢酶基因和顺乌头酸酶基因。

由此推断流感嗜血杆菌TCA 缺失，不能合成谷氨酸，因为谷氨酸的供体是TCA 的中间产

生物α-酮戊二酸。

古菌产甲烷球菌与原核生物有着共同的染色体组织与结构，如环状基因组、基因的操
纵子结构等，其能量产生和固氮基因与原核生物也有很高的同源性。该基因组中与细胞

分裂有关的蛋白质及 20多个编码无机离子运输蛋白的ORF 与细菌基因同源.而且其调

控模式也类似于原核生物。然而，产甲烷球菌在细胞遗传信息传递，尤其是转录和翻译系

统，以及分泌系统方面与真核生物同源，说明该菌与真核生物亲缘关系较近。比较基因组

学提供的结果表明，在进化系统树上，古菌与真核生物亲缘关系比原核生物更近。在自养

生物的3个分支，细菌、古菌和真核生物中，细菌的分化发生较早。
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思考题
1.简述人类基因组计划的科学意义。

2.请分析人类基因组计划的发展趋势。

3.试述大肠杆菌基因组和真核生物基因组的主要区别。

4.区分遗传图谱和物理图谱，试述这两项技术的优缺点。

6. 什么是FISH技术，如何利用它来构建基因组的物理图谱?
7.鸟枪测序法的技术原理是什么?

8.什么是蛋白质组学，什么是转录组学?简述这两个领域里最主要的研究手段。
9.简述新一代测序各平台的优点和缺点及适用领域。

10.新一代测序较之芯片技术优点有哪些?

11.试述结合各种基因组学方法和已有数据还能进一步探索哪些生物学问题。

参考文献
1.朱圣庚，徐长法.生物化学.上册.4版.北京∶高等教育出版社，2017.
2. Baran-GaleJ,Chandra T,Kischner K.Experimental design for single-cell RNA sequencing.Brief Funct

Genomics,2017,2041-2649.
3.Greninger A L,Naccache S N,Federman S,et al.Rapid metagenomic identification of viral pathogens in

clinical samples by real-time nanopore sequencing analysis. Genome Medicine,2015,7:99.
4. Rodgers J,Gibbs R A. Applications of next-generation sequencing comparative primate genomics:

emerging patterns of genome content and dynamics. Nature Reviews Genetics,2014,15:347-359.
5.Xia X. Conparative Genomics. Heidelberg:Springer,2013.
6.Tang Z.Luo OJ,LiX,et al. CTCF-mediated human 3D genome architecture reveals chromatin topology

for transcription. Cell,2015,163:1611-1627.
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后 记

本书编写过程中得到北京大学蛋白质与植物基因研究国家重点实验室、生命科学学

院生物化学及分子生物学系陈章良、顾孝诚、罗静初、朱圣庚、张庭芳、潘乃隧等许多老师

的帮助和关心，在此表示衷心的感谢。书中的不少插图引自Genes IX、Molecular Biology

of the Cell、Molecular Cell Biology和Plant Virology，在此向原书作者B.Lewin、H.Lodish、

D.Baltimore、A.Berk、S.L.Zipursky、P.Matsudaira、J.Darnell、B.Alberts、D.Bray、J.Lewis、M.
Raff、K.Roberts、J.Watson、R.E.F.Mathews 表示感谢。北京大学王莉、苏彦辉、任晓菲、敬
群、李小华、梁西卉、唐家福、周彩芬、郑美兰、魏春红老师，武汉大学许漪等老师参与资料

搜集、打印和图表处理等工作，在此一并致谢。感谢黄盖、温兴鹏、李博生、杨琰、郭元媛、

乔睿等高年级研究生参与导师指定相关章节修订。感谢陕西师范大学俞嘉宁、杨建雄、田

英芳、叶海燕、肖光辉、何鹏等老师为本书建设配套数字课程资源。

愿我们的拙作能为广大青年学子的成长贡献绵薄之力，敬请全国同行批评指正。

编 者
2018年3月于湖北武汉
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名词解释

结构的区域，因为这些区域易被 DNaseI降解。AP位点（AP site）∶所有细胞中都带有不同类型、能识别

DNA重组技术（rerombinant DNA technolog）∶又称基因受损核酸位点的糖苷水解酶.它能特异性切除受损核

工程（genetic engineering），指不同的 DNA片段（如某个苷酸上的N-β糖苷键，在DNA链上形成去嘌呤或去

基因或基因的一部分）按照预先的设计定向连接起来，嘧啶位点，统称为AP位点。

在特定的受体细胞中与载体同时复制并得到表达，产BS-seq（Bisulfie Conversion followed by Sequencing，亚
生影响受体细胞的新的遗传性状的技术。硫酸氢盐转化后测序）∶分析基因组 DNA 甲基化状态

DNA的半保留复制（semiconservative replication）∶DNA在的另一种方法，用亚硫酸氢盐处理DNA分子后进行测

序分析。 复制过程中，每条链分别作为模板合成新链，产生互补

的两条链。这样新形成的两个DNA分子与原来 DNACAR-T细胞治疗∶即嵌合抗原受体T细胞免疫疗法.是
分子的碱基顺序完全一样。因此，每个子代分子的一一种通过基因修饰获得携带识别肿瘤抗原特异性受体

条链来自亲代DNA，另一条链则是新合成的，这种复T细胞的个性化治疗方法。嵌合抗原受体（CAR）是

制方式被称为 DNA 的半保留复制。CAR-T的核心部件，经CAR识别肿瘤抗原不受MHC

DNA 的半不连续复制（semi-discontinuous replication）∶限制.同时 CAR 可以通过增加共刺激分子信号从而

DNA复制过程中前导链的复制是连续的，而另一条增强T细胞抗肿瘤的杀伤性。经过CAR改造的T细

链.即滞后链的复制是中断的、不连续的。胞相较于天然T细胞表面受体TCR 能够识别更广泛

DNA 的变性（denaturation）和复性（renaturation）;变性是的目标。完整的 CAR分子结构包括胞外抗原结合区

DNA 双链的氢键断裂，最后完全变成单链的过程。复（通常来自单链抗体可变区基因片段.《Fv）、铰链区跨

性是热变性的 DNA 经缓慢冷却，从单链恢复成双链的膜区和胞内受体信号传导区（包括CD3-Z 链或Feε

过程。R Iγ、协同刺激因子）4个区域。

DNA 聚合酶（DNA polymerase）;一种催化由脱氧核糖核cDNA（complementary DNA）∶在体外以 mRNA为模板，利

苷三磷酸合成DNA的酶。因为它以DNA为模板，所用反转录酶和 DNA聚合酶合成的一段双链 DNA。
以又被称为依赖于DNA的DNA聚合酶。不同种类的ChiP-seq(Chromatin Immunopreeipitation followed by

DNA聚合酶可能参与DNA的复制和/或修复。Sequencing.染色质免疫共沉淀后测序）;将样本与特异

DNA 聚合酶的延伸能力（DNA polymerase procesivity）;抗体免疫共沉淀后进行测序分析，主要用于分析转录
是指每次聚合酶与模板-引物结合时所能添加的核苷因子、组蛋白等结合的 DNA序列。

酸的平均数，它决定了DNA 的合成速度。CpG岛∶真核生物中，成串出现在DNA上的CpG二核

DNA 拓扑异构酶（DNA topoisomerase）∶能在闭环DNA分苷酸。5-甲基胞嘧啶主要出现在CpG序列、CpXpG、

子中改变两条链的环绕次数的酶，它的作用机制是首CCA/TGG和GATC中，在高等生物CpG二核苷酸序列

先切断 DNA.让 DNA绕过断裂点以后再封闭形成双中的C通常是甲基化的，极易自发脱氨，生成胸腺嘧
螺旋或超螺旋 DNA。啶，所以CpG二核苷酸序列出现的频率远远低于按核

苷酸组成计算出的频率。 DNA条形码（DNA baroding）;∶是利用一个或少数几个短

Dane 颗粒∶HBV完整粒子的直径为42nm，称为 Dane 颗 的标准的 DNA 片段对地球上现有物种进行识别和鉴

粒，由脂质外膜和核壳组成.有很强的感染性。 定的一项新技术。Barode序列通常标记于接头序列

之前。在动物研究中采用的标准片段是线粒体 COIDNA∶是英文deoxyribonucleic acid的缩写，中文翻译为

脱氧核糖核酸，是世界上所有已知高等真核生物和绝 基因中约650 bp 长的一段。然而任何一个单片段都

不足以区分所有植物物种。目前主要在叶绿体基因组大部分低等生物的遗传物质。

上进行选择。Ilumina 公司有多种商业化 barcode包，DNase-seq(DNaseI Hypersensitivity Site Footprinting
TruSeq 系统通常使用6碱基组成的12种 barcode序列。coupled with Sequencing，DNasel 超敏感位点足迹法偶

GU-AG法则（GUI-AG rule）∶以GU起始和以AG为末端联测序）∶DNase-seq被用于鉴定基因组上没有核小体
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式的改变。的内含子碱基序列，GU 表示供体衔接点的5'端，AG

RNA 干扰（RNA interference，RNAi）∶是利用双链小RNA代表接纳体衔接点的3'端序列。

GWAS（Genone-Wide Assnciation Study，全基因组相关 高效、特异性降解细胞内同源mRNA.从而阻断体内靶

基因表达，使细胞出现靶基因缺失的表型。分析）∶用于检测不同个体的共同遗传变体与某一性状

之间的相关性。 RNA 剪接（RNA splicing）从mRNA前体分子中切除被

称为内含子（intron）的非编码区.并使基因中被称为外HapMap 工 程（Intemational Haplotype Map Projeet，国

显子（exon）的编码区拼接形成成熟 mRNA的过程就际人类基因组单体型图计划）;将已检测到的人类常见

称为RNA的剪接。SNP的共有模式进行分类，形成单体型，通过找出这些

RNA聚合酶（RNA polymerase）∶使用DNA作为模板合成单体型的代表性标签 SNP，可以有效地增加了实际操

作中能够确定出个体单体型的区域。 RNA的酶，也称为DNA依赖性RNA聚合酶。

MeDIP-seq(Methylated DNA Immunoprecipitation RNA 选择性剪切∶RNA的选择性剪接是指用不同的剪接

方式（选择不同的剪接位点）从一个mRNA前体产生followed by Sequencing，甲基化 DNA免疫共沉淀测序）∶

不同的 mRNA 剪接异构体的过程。将带有甲基化DNA的序列与特异结合甲基化胞嘧啶

SARS-CoV∶一种新型冠状病毒，属于冠状病毒科冠状的抗体免疫共沉淀后进行测序，用于对基因组 DNA 甲

基化状态的分析。 病毒属。是一种大的、有包膜的正链 RNA病毒，其基

因组由约 30 000个核苷酸组成，直径约70~140 nm，Pribnow区（Pribnow box）∶在启动子区有一个由5个核
苷酸组成的共同序列，是 RNA 聚合酶的紧密结合点， 电镜下可见电子密度致密的核心和围绕的包膜，包膜

上有冠状的刺突。对脂溶剂敏感，戊二醛、甲醛、过称为Prihnow区，这个区的中央大约位于起始点上游

氧化氢、表面活性剂，紫外线照射等处理可使病毒失10bp处，所以又称为-10区。

P转座子（P-clement）∶是一种能够诱发杂种不育（hybrid 去感染力。可导致传染性非典型肺炎（SARS.severe/

sudden acute respiratory syndrome）——严重急性呼吸dysgenesis）的果蝇转座子，果蝇中几乎所有的杂种不
综合征。育都是由于P转座子插入基因组 W 位点而引起的。

所有P转座子两翼都有31个碱基的倒置重复序列，P SD序列（Shine-Dalgarno sequence）;存在于原核生物起

始密码子AUG上游7~12个核苷酸处的一种4~7个转座子转座导致靶 DNA复制产生8碱基正向重复

序列。 核苷酸的保守片段，它与16S-rRNA 3'端反向互补，所

以可将mRNA的 AUG起始密码子置于核糖体的适当RACE（rapid amplification of cDNA ends，DNA末端的快

速扩增）;利用 PCR技术在已知部分eDNA序列的基础 位置以便起始翻译作用。根据首次识别其功能意义的

科学家命名。上特异性克隆其5'端或3'端缺失的序列。

SNP（Single Nucleotide Polymorphism）∶表示在基因组某RAMPAGE 技 术（RNA Annotation and Mapping of

个位点上一个核苷酸的变化。Promoters for the Analysis ofGene Expression）∶是一种在

TATA区（TATA box）∶在真核生物基因中位于转录起全基因组范围内鉴定所有蛋白质编码基因和部分非

编码RNA基因的转录起始位点，确定启动子的具体位 始点上游-25~-30bp处的富含AT的保守区，是

RNA聚合酶与启动子的结合位点，也称为Hogness区置，并且能够高通量检测基因表达水平的方法。

RAPD（Random Amplified Polymorphism，DNA 随机扩增 （Hogness box）。类似于原核基因中的 Pribnow区。

多态性）∶DNA序列上的微小变化，甚至1个核苷酸的 T-DNA插入失活技术∶利用根瘤农杆菌T-DNA介导转

化，将一段带有目的基因的DNA序列整合到宿主植物变化.也能改变引物结合效率，影响 PCR扩增。

基因组 DNA上。RFLP（Restriction Fragment Length Polymorphism.限制性

p因子（pfactor）∶是一个相对分子质量为2.0×10°的六片段长度多态性））;DNA序列上的微小变化，甚至1个

聚体蛋白，它能水解各种核苷三磷酸，是一种NTP酶、核苷酸的变化，也能引起限制性内切酶切点的丢失或

产生，导致酶切片段长度的变化。 它通过催化 NTP 的水解促使新生 RNA链从三元转录

RNA的编辑（RNA eding）;是某些 RNA.特别是mRNA 复合物中解离出来，从而终止转录。

的一种加工方式，它导致了DNA 所编码的遗传信息的  因子（sigma factor）∶是原核生物RNA聚合酶全酶的一

个亚基，是聚合酶的别构效应物，帮助聚合酶专一性识改变，因为经过编辑的mRNA序列发生了不同于模板

DNA的变化。 别并结合模板链上的启动子，起始基因转录。

RNA 的再编码（RNA recoding）;是指 RNA编码和读码方。
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静

纵子序列上，会影响其下游基因转录的强弱。

A 插入序列（insertional sequence，IS）∶是最简单的转座子、

是细菌的一小段可转座元件，它不含有任何宿主基因

而常被称为插入序列，它们是细菌染色体或质粒 DNA癌（cancer）∶是一种无限制向外周扩散、浸润现象。癌症

的正常组成部分。病人的主要特征是发病组织或器官的细胞生长分裂失

查尔斯·达尔文（Charles Darovin）;伟大的英国生物学家、控，并由原发部位向其他部位播散。如最终无法控制

其传世巨作《物种起源》奠定了进化论的基石.极大地这种细胞播散，将侵犯要害器官并引起衰竭，最后导致

有机体死亡。 推动了人类进步。他关于"物竞天择，适者生存"的革

命性论断，否定了在那时有绝对统治地位的上帝创造安慰性诱导物（gratuitous inducer）∶指的是与转录调控中

万物的旧思想，推翻了物种不变的神话，使生物学真正实际诱导物相似的一类高效诱导物，能诱导酶的合成。

但又不被所诱导的酶分解。 迈入实证自然科学的行列。

超螺旋（superhelix，supercoil）∶双螺旋 DNA进一步扭曲氨酰-tRNA合成酶（aminoacyl-IRNAsynthetase）∶是一类

催化氨基酸与tRNA相结合的特异性酶。 盘绕所形成的特定空间结构，是 DNA高级结构的主要

形式，可分为正超螺旋与负超螺旋两大类。按 DNA双

B 螺旋的相反方向缠绕而成的超螺旋称为负超螺旋，所

有天然的超螺旋 DNA均为负超螺旋。反之则称为正

超螺旋。靶标鸟枪法（Directed Shotgun）∶用稀有限制性核酸内切

长末端重复序列（LTR）∶是反转录病毒基因组两端的长酶先将待测基因组降解为几十万个碱基对的片段，再

末端重复（long terminal repeats），不编码蛋白质，但含有分别进行测序.或者根据染色体上已知基因或遗传标

启动子、增强子等调控成分，病毒基因组的LTR整合签的位置来确定部分DNA片段的排列顺序，逐步确定

到细胞癌基因邻近处，使这些细胞癌基因在 LTR 强启各片段在染色体上的相对位置。

动子和增强子的作用下被激活，将正常细胞转化为肉摆动假说（wobble hypothesis）;Crick为解释反密码子中某

瘤细胞。些稀有成分（如1）的配对以及许多氨基酸有2个以上

成对规则基因（pair-rule genes）∶这些基因一般以两个体密码子的问题而提出的假说。

编码链（coding strand）∶指 DNA 双链中与mRNA 序列（除 节为单位相互间隔一个副体节表达.其分布具有周期

性，成对规则基因的功能是把间隙基因确定的区域进T/U 替换外）和方向相同的那条 DNA 链，又称有意义

链（sense strand）。 一步分化成体节，它们表达是胚胎出现分节的最早标

志之一，它们的表达模式较为独特.沿前-后轴形成一病毒癌基因（v-one）;一些病毒能引发癌症，原因是病毒

系列斑马纹状的条带分布，正好把胚胎分为预定的基因片段进入被感染者基因组中，这种整合最终导致

体节。被感染者自身基因行为发生改变而出现细胞癌变，因

春化作用（vernalization）∶低温处理可促使植物开花的此.将这种可以引发癌症的病毒基因片段称 为"病毒

现象。癌基因"。
错配修复（mismatch repair）;是对 DNA 错配区的修复。病毒载体∶对病毒基因组进行改造后获得的适合用于基

因治疗的载体，主要是删除病毒的致病基因使其对机 通过母链甲基化原则找出区分母链与子链从而修正子

链上错配的碱基。体没有致病力，该载体应能携带外源基因、装配成病毒

错义突变（missense mutation）;由于结构基因中某个核苷颗粒并介导外源基因的转移和表达。

酸的变化使一种氨基酸的密码变成另一种氨基酸的

C 密码。
重叠基因（overlapping gene，nested gene）∶具有部分共用

操纵子（operon）∶是指原核生物中包括结构基因及其上游 核苷酸序列的基因，即同一段 DNA携带了两种或两种

以上不同蛋白质的编码信息。重叠的序列可以是调控的启动基因、操纵基因以及其他转录翻译调控元件组

基因，也可以是结构基因。常见于病毒和噬菌体基因成的DNA片段，是转录的功能单位。

组中。操纵基因（gperator gene）∶指能被调控蛋白特异性结合的

重组修复（Recombinant repair）∶又被称为"复制后修复"、一段DNA序列，常与启动子邻近或与启动子序列重

它发生在复制之后。机体细胞对在复制起始时尚未修叠，位于启动子和结构基因之间，当调控蛋白结合在操
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为多核糖体高度富集的 RNA。分离得到的多核糖体复的 DNA损伤部位可以先复制再修复，即先跳过该损

RNA添加接头后测序并进行后续的翻译组研究。伤部位，在新合成链中留下一个对应于损伤序列的缺

多顺反子信使 RNA（polyeistronic messenger RNA）∶一种口.该缺口由 DNA重组来修复∶先从同源DNA母链上

能作为两种或多种多肽链翻译模板的信使 RNA.由将相应核苷酸序列片段移至子链缺口处，然后再用新

合成的序列补上母链空缺。大肠杆菌的 rec 基因编码 DNA链上的邻近顺反子所界定。

主要的重组修复系统。

E从头合成型甲基转移酶∶催化未甲基化的CpG 成为

mCpC.它不需要母链指导，但速度很慢，是导致特异基

因受甲基化调控的主要因子，在基因表达的表观遗传 二组分系统（two-component system）;由位于细胞质膜上

的传感蛋白（该蛋白常常具有激酶活性）以及位于细胞学研究中有十分重要的地位。

质中的应答调节蛋白组成。传感激酶常在受到膜外环

D 境信号刺激时被磷酸化.并将其磷酸基团转移到应答

调节蛋白上，使该磷酸化的应答调节蛋白成为阻遏或

代谢物阻遏效应（catabolite repression）∶有葡萄糖存在时， 诱导蛋白，通过对操纵子的阻遏或激活作用调控下游

基因表达。不管诱导物存在与否，操纵子都没有转录活性，结构基

因都不表达.只有葡萄糖耗尽时，诱导物才能诱导基因

F的表达。
单核苷酸变体（Single Nucleotide Variant。SNV）∶包括单核

翻译（translation）∶指将 mRNA链上的核苷酸从一个特定苷酸插入、缺失、替换的序列变体。

的起始位点开始，按每3个核苷酸代表一个氨基酸的单核苷酸多态性（Single Nucleotide Polymorphism，SNP）∶

原则，依次合成一条多肽链的过程。指分散于基因组中的单个碱基的差异.包括单个碱基

翻译后运转机制（post-translational translocation）;蛋白质的缺失和插入，但更常见的是单个核苷酸的替换。

从核糖体上释放后才发生运转。单顺反子mRNA（monocistronic mRNA）;把只编码一个蛋

翻译运转同步机制（co-translational translocation）∶某个蛋白质的 mRNA称为单顺反子mRNA。

白质的合成和运转是同时发生的。蛋白酶体（proteasome）∶胞质溶液中的大型蛋白质复合物，

反式作用因子（ransacting factor）∶是指能够结合在顺式负责降解胞质溶液中不需要的或受到损伤的蛋白质，

作用元件上调控基因表达的蛋白质或者 RNAs。需要被降解的蛋白质会先被泛素化修饰。

蛋白质组（proteome）与蛋白质组学（proteomics）∶蛋白质 反义 RNA∶是指与mRNA互补的RNA分子，也包括与

其他 RNA互补的RNA分子。由于核糖体不能翻译双组是指一个基因组所表达的全部蛋白质，而蛋白质组

链的 RNA.所以反义 RNA与mRNA特异性的互补结学则是指在蛋白质组水平上研究蛋白质的特征，包括

合，即抑制了该mRNA的翻译。通过反义 RNA控制蛋白质的表达水平、翻译与修饰、蛋白与蛋白相互作用

mRNA的翻译是原核生物基因表达调控的一种方式。等，并由此获得关于疾病发生、发展及细胞代谢等过程

的整体认识。 泛素蛋白（uhiquitin）∶含有高度保守的76个氨基酸的序

列，它以羧基基团连接到目标蛋白质的赖氨酸残基的颠换（tranversion）∶嘧啶到嘌呤和嘌呤到嘧啶的替换。

ε 位氨基上，其主要作用是起始蛋白质的降解。点突变（pointmutation）∶是一个核苷酸或少量核苷酸的插

人或缺失。 泛素连接酶（E3uiquitin ligases））;又称为 E3泛素连接酶，

是一个能够将泛素分子连接到目的蛋白质的某个赖氨实时定量PCR（real time quantitative PCR）∶是在PCR扩

酸上的酶，是蛋白质泛素化途径中的第三个酶，决定靶增过程中.通过荧光信号对 PCR进程进行实时检测，

蛋白的特异性识别，通过调控调节蛋白的泛素化过程监测整个PCR 过程中扩增 DNA的累积速率。依据指

参与细胞内的多种生理过程。数时期模板的扩增循环数和该模板的起始拷贝数的线

非编码 RNA（non-coding RNA）∶是指从基因组上转录性关系，可对特定 DNA序列进行定量分析。

出来但不翻译成蛋白质的一类RNA 的总称。依据功多核糖体图谱测序（Polysome profling sequencing）∶将细

能不同，主要分为两大类。一类是组成型的非编码胞裂解液沉降在蔗醋梯度中，从而分离结合有不同数

RNA，包括rRNA和出RNA;另一类是调控型的非编码量核糖体的 mRNA分子，找到处于高效翻译状态的

RNA，如 miRNA，siRNA.IncRNA 等。mRNA，其中含有3个以上核糖体的mRNA通常被称
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·
非核苷酸型反转录酶抑制剂∶该类化合物可与病毒的反

H转录酶相结合，通过限制该酶的移动性而影响它的活

性，终止病毒DNA的合成。

非组蛋白∶是染色体中除了组蛋白之外的结构蛋白。 核定位序列（nuclear localization sequenee.NLS）∶蛋白质中

的一个常见的结构域，通常为一短的氨基酸序列，它能分子伴侣（molecular chaperone）∶它是细胞中一类能够识

与入核载体相互作用，将蛋白质运进细胞核内。别并结合到不完全折叠或装配的蛋白质上以帮助这些

多肽正确折叠、转运或防止它们聚集的蛋白质.其本身 核不均一 RNA（hnRNA。heterogeneous nuclear RNA）∶即

不参与最终产物的形成。 mRNA的前体，经过5'加"帽"和3'酶切加多聚腺苷酸，

负控诱导∶是原核生物转录调控的一种方式，当阻遏蛋白 再经过 RNA 的剪接，编码蛋白质的外显子部分就连接

成为一个连续的可译框，作为蛋白质合成的模板。不与效应物（诱导物）结合时，结构基因不转录。

负控阻遏∶是原核生物转录调控的一种方式.当阻涡蛋白 核苷酸型反转录酶抑制剂;其结构与脱氧核苷酸类似，多

与效应物（诱导物）结合时，结构基因不转录。 为双脱氧核苷衍生物，可与细胞内自由核苷竞争性地

结合反转录酶，终止反转录反应，使病毒 DNA的合成复制叉（replication fork）∶复制时，双链 DNA要解开成两

受阻。股链分别进行DNA 合成，所以.复制起点呈叉子形式.

被称为复制叉。 核酶（riboryme）∶是一类具有催化活性的RNA分子，通过

催化靶位点RNA 链中磷酸二酯键的断裂，特异性地剪复制起点（replication origin）∶是 DNA链上独特的具有起

切底物 RNA分子，从而阻断基因的表达。始 DNA复制功能的碱基顺序。大肠杆菌的复制起点

核糖开关（Ribnswitch）∶基因mRNA 非编码区（通常是包括OriC和OrH，OniC是首选的复制起点，而 OriH

是在RNaseH缺失突变株中发现的一系列复制起点。 5UTR区域）上的一段具有复杂结构的 RNA序列，能

复制子（replicon）∶单独复制的一个DNA单元被称为一个 够感受细胞内诸如代谢物浓度、离子浓度、温度等的

复制子，它是一个可移动的单位。一个复制子在任何 变化而改变自身的二级结构和调控功能，从而调节

一个细胞周期只复制一次。 mRNA 的转录，改变基因的表达状态。

核小体（nucleosome）∶是染色质的基本结构单位，由大约

G 200个碱基对的 DNA 和组蛋白八聚体所组成。

核心启动子（core promoter）∶是指保证 RNA聚合酶Ⅱ转

录正常起始所必需的、最少的DNA序列，包括转录冈崎片段（Okazaki fragment））∶是在 DNA 半不连续复制中

产生的长度为1000~2000个碱基的短的 DNA片段， 起始位点及转录起始位点上游-25～-30 bp处的

TATA盒。能被连接形成一条完整的 DNA链。

后随链，滞后链（lagging strand）∶在DNA复制过程中，与高速泳动族蛋白（high mobility group protein，HMG 蛋白））∶

复制叉运动方向相反的方向不连续延伸的 DNA链被是一类能用低盐溶液抽提、能溶于2??三氯乙酸、

称为后随链或滞后链。相对分子质量在3.0×10*以下的非组蛋白。因其相

对分子质量小、在凝胶电泳中迁移速度快而得名。分

J为HMG1和HMG2 两大类。这类蛋白的特点是能与
DNA结合.也能与H作用，但与DNA的结合并不牢

固，可能与DNA的超螺旋结构有关，在DNA复制和重 基因（gene）产生一条多肽链或功能 RNA所需的全部核

组中起重要作用。 苷酸序列。

管家基因（housekeeping gene）∶在个体的所有细胞中持续 基因组编辑（gcnome editing）技术∶利用序列特异核酸酶

表达的基因。 在基因组特异位点产生 DNA 双链断裂，从而激活生物

体自身的同源重组或非同源末端连接修复机制，以达光周期现象（photoperiodism）∶光周期指一日之内昼夜长
度的相对变化，也即日长，该现象即植物通过感受昼夜 到特异性改造基因组之目的。

长短变化而控制开花的现象。 基因表达（gene expresion）;∶基因经过转录、翻译，产生具

有特异生物学功能的蛋白质分子或RNA分子的过程。共线（Synteny）∶即相关物种的基因组在染色体水平上出

现的同源现象。 基因表达调控（gene regulation））∶所有生物的遗传信息，都

是以基因的形式储存在细胞内的 DNA（或RNA）分子

中，随着个体的发育，DNA分子能有序地将其所承载
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性和质量可控性。的遗传信息.通过密码子-反密码子系统、转变成蛋白

基因组（genome）;一个细胞或病毒所携带的全部遗传信质分子.执行各种生理生化功能。这个从 DNA到蛋白

息或整套基因，包括每一条染色体和所有亚细胞器的质的过程被称为基因表达，对这个过程的调节就称为

DNA序列信息。基因表达的调控。

基因组学（Genomics）∶着眼于研究并解析生物体整个基基因表达的表观遗传调控∶指在真核生物中，发生在转录

因组的所有遗传信息的学科。之前的，染色质水平上的结构调整.主要包括DNA修

基因组的大小（Genome Size>是指一种生物单倍染色体饰DNA甲基化）和组蛋白修饰组蛋白乙酰化、甲基化）

两个方面。 中的DNA的长度。
基因突变（Mutation）;是指在基因内的遗传物质发生可遗基因表达的空间特异性（spatial speeificity）;义称细胞或

传的结构和数量的变化。组织特异性（cl or tissue specificity）.是指在个体生长

基因文库（cDNA或 grnomic DNA libraries）∶是某一生过程中，某种基因产物按不同组织空间顺序出现。

物体全部或部分基因的集合。将某个生物的基因组基因表达的时间特异性（temporal spesificity）∶即按功能需

DNA或cDNA片段与适当载体在体外重组后，转化宿要，某一特定基因的表达严格按特定的时间顺序发生。

主细胞.所得的菌落或噬菌体的集合即为该生物的基基因沉默（RNA沉默，RNAsilencing）∶是指真核生物中由

因文库。双链 RNA诱导的识别和清除细胞中非正常 RNA的一

酵母人工染色体（Yeast Arificil Chromosome，YAC）∶含种机制。通常情况下基因沉默可以分为转录水平基因

有三种必需成分;着丝粒、端粒和复制起点，是迄今容沉默（transcriptional gene silencing）和转录后基因沉默

(post-transcriptional ge silencing)。 量最大的克隆载体，插入片段平均长度为200~1000

千碱基对，最大的可以达到2百万碱基对。基因家族（gene family）∶真核细胞中许多相关的基因常按

功能成套组合。 剪接体（splicensome）∶是真核生物 mRNA前体在剪接过

程中组装形成的多组分复合物，是一种具有催化剪接基因克隆（gene cloning）与基因工程（genetic engineering）∶

反映的核糖核蛋白复合体，它包含约 150种蛋白质和在分子生物学上，人们把将外源DNA插入具有复制能

5种RNA。力的载体 DNA中.转人宿主细胞使之得以永久保存和

间隙基因（gap genes）;这类基因包括hunchback（h）、复制这种过程称为基因克降。基因工程或重组 DNA

krappel 和Knirps（kni）等、这些基因的表达很有特点，技术则侧重于验证上述过程所获得遗传物质新组合在

最初在整个胚胎中都有很弱的表达，以后随着卵裂的宿主细胞内的表达与功能鉴定。

进行而逐渐变转成一些不连续的表达区带。基因领域效应∶当两个基因相距太近时，往往不易形成

结构变体（Struetural Variant，SV）∶染色体结构的变化，包有利于高效转录的空间结构。因此.基因与基因之间

括片段插入、删除、倒转、易位、复制及拷贝数变化。的间隔距离被定义为"基因领域"。同一DNA链上两

聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）∶是指个具有相同转录方向的基因间隔小于一定长度时，影

通过模拟体内 DNA复制方式在体外选择性地将 DNA响有效转录所必需的染色质结构的形成.从而使这两

某个特定区域扩增出来的技术。个基因中的一个或两个均不能转录或转录活性显著降

低，既产生了所谓的"基因领域效应"。

K基因密度（Gene density>生物体内所有的染色体组成基

因组，每 Mb基因组 DNA上所含有的平均基因数目称

为基因密度。 开花素（forigen）∶当植物叶片感受到适当的日照长度，会

形成一种物质，该物质可以进行长距离运输，传导到顶基因敲除（gene knnck-out）∶针对一个序列已知但功能未

芽分生组织后引起开花，研究发现为FT蛋白。知的基因.从 DNA水平上设计实验.彻底破坏该基因

抗终止因子（anti-termination factor）∶能够在特定位点减弱的功能或消除其表达机制，从而推测该基因的生物学

功能。 或阻止转录终止的一类蛋白质。它们能与RNA聚合
酶结合，帮助 RNA聚合酶越过具有茎环结构的终止子基因治疗;基因治疗是将具有治疗价值的基因.即"治疗

维续转录目标RNA。基因"装配于带有在人体细胞中表达所必备元件的载

可译框，可读框（oprn reading frame，ORF））∶是指一组连续体中，导入人体细胞，通过靶基因的表达来治疗遗传疾

的含有三联密码子的能够翻译成为多肽链的 DNA 序病。基因治疗是从根本上治疗遗传病的唯一途径。目

列。它由起始密码子开始，到终止密码子结束。前科学界关注的主要问题是基因治疗的有效性、安全。
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相邻的外显子，内含子是阻断基因线性表达的序列。

L 内含子的变位剪接∶在高等真核生物中，内含子通常是有

序或组成性地从 mRNA前体中被剪接。然而，在个体

厘摩（centiMorgun.cM）∶表示遗传连锁分析中重组额率的 发育或细胞分化的某个或某些特定阶段可以有选择性

单位，cM值越大，表明两者之间距离越远。 地越过某些外显子或某个剪接点进行 RNA剪接。产生

出组织或发育阶段特异性 mRNA，称为内含子的变位临界日长（Critical daylengths）∶是区别长日照或短日照的

剪接。日照长度的标准，指昼夜周期中能诱导植物开花所需

凝胶电泳（Gel eleetrophoresis）∶是一种以琼脂糖或聚丙烯的最低或最高的极限日照长度。

酰胺为介质，在一定电场强度下，按相对分子质量大小轮性（whorl）∶金鱼草、拟南芥等植物的花都由四种类型的

的不同.对 DNA或蛋白质进行分离检测的技术。花器官组成，花器官排列成向心的圆环形。

凝胶滞缓实验（DNA mobility shif assay，EMSA）∶是一种检

M 测蛋白质和 DNA序列相互结合的技术.其基本原理是

蛋白质可以与末端标记的核酸探针结合，电泳时这种

母源效应基因（matemnal effect genes）∶是指那些由母源抚 复合物比没有蛋白结合的探针在凝胶中泳动速度慢，

表现为相对滞后。该方法可用于检测DNA结合蛋白、育细胞及滤泡细胞（fllicle cells）等利用自身的基因和

RNA结合蛋白，并可通过加入特异性的抗体来检测特细胞资源提供遗传信息和营养物质，然后输入到卵母

定的蛋白质。细胞中的基因。

孟德尔（GregorMendor）;奥地利修道士，经典遗传学创始

Q人，他的豌豆杂交试验可能是遗传学历史上最具有传

奇色彩并且最引人入胜的研究成果，是遗传学的奠

基石。 启动子（promoter）∶是一段位于结构基因5'端上游区的

DNA序列，能活化RNA聚合酶.使之与模板DNA准密码的简并（degeneracy）∶由一种以上密码子编码同一个

氨基酸的现象，对应于同一氨基酸的密码子称为同义 确地相结合并具有转录起始的特异性.对于基因转录

起始是所必需，是基因表达调控的上游顺式作用元件密码子（synonymous codon）。

之一。免疫共沉淀（CO-Immunoprecipitation，CO-IP）∶当细胞在

起始 tRNA∶是指能特异地识别 mRNA 模板上起始密码非变性条件下被裂解时，完整细胞内存在的许多蛋白

子的1RNA。质-蛋白质间的相互作用被保留下来。如果用蛋白质

前导链（leading strand）∶在 DNA复制过程中，与复制叉运X的抗体免疫沉淀X.那么在体内与X结合的蛋白质

动方向相同，以5'-3'方向连续合成的链被称为前Y也能被沉淀下来。

导链。模板链（template strand）∶指 DNA 双链中能作为转录模板

通过碱基互补原则指导mRNA 前体合成的 DNA 链， 切除修复（excision repair）∶DNA损伤的一种修复机制，直

接切除受损伤的一条 DNA片段，以其互补链为模板新又称反义链（antisense strand）。

合成 DNA来取代切除的受损片段。摩尔根（Thomas Morgan）;美国著名的遗传学家，研究果蝇

的可遗传突变机制，首次提出"基因学说"。 禽流感病毒 H5N1型∶A 型流感病毒根据其表面血凝素

（H）和神经氨酸酶（N）结构的不同可分为许多亚型∶魔斑核苷酸（magic spot nucleotide）∶受严紧控制的细菌生

长过程中一旦缺乏氨基酸供应，细菌会产生一个应急 血凝素（H）有18个亚型（H1-H18）.神经氨酸酶（N）有

11个亚型（NI-N11）.它们之间的不同组合，使A型流反应，使蛋白质和RNA 的合成速率迅速降下来。魔斑

核苷酸指的就是此过程中由大量 GTP合成的鸟苷四 感病毒出现许多亚型（如HIN1、H2N2、H5N12等），理

磷酸（ppGpp）和鸟苷五磷酸（pppGpp），它们的主要作 论上可产生198种不同的病毒亚型，各亚型之间无交

用可能是影响 RNA聚合酶与启动子结合的专一性，诱 互免疫力。禽流感病毒H5NI即具有第5亚型血凝素

发应急反应，帮助细菌渡过难关。 （H））和第1亚型神经氨酸酶（N）的流感病毒。

禽流行性感冒（Avian influerza.Al）;简称禽流感.又名真

N 鸡痛、欧洲鸡癌、鸡疫等，是由 A 型流感病毒（Avian

Influenza Virus.AIV）引起的呼吸系统病变直到全身败

血症的一种高度急性传染病。鸡、火鸡、鸭等家禽及野内含子（intron）∶是一个基因中非编码 DNA片段，它分开
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游激活序列（upstream activating sequence，UAS）。鸟均可被感染。禽流感病毒还是人流感病毒株形成的

最大的基因库来源，也可直接感染人，对人类的公共卫 双向电泳技术（Two-Dimensional Electrophoresis，2-DE）;

生造成巨大危害。 是一种依赖蛋白质的等电点和分子大小的性质，通过

组合等电聚焦电泳和聚丙烯酰胺凝胶电泳.分离大量全基因 组 关联 分 析（Genome-wide association study，

混合蛋白质组分的技术。缩写名为GWAS）;是一种在人类或动植物全基因

组中以百万计的单核苷酸多态性（single nucleotide 双向复制（bidirectional replication）∶DNA复制时，以复制

起始点为中心，向两个方向进行的复制。ploymorphism，SNP）为分子遗传标记，进行全基因组水

平上的对照分析或相关性分析，通过比较发现影响复 神经氨酸酶（neuraminidase，NA）∶一种糖苷外切酶，是禽

流感病毒表面上的两种主要糖蛋白之一，可从α-糖苷杂性状基因变异的一种新策略。

全基因组鸟枪法测序（Whole genome shotgun sequencing）∶ 键上除去唾液酸残基，对病毒的释放及病毒在感染细

胞周围的扩散能力有很大影响。此外，神经氨酸酶也随机打断基因组序列克隆扩增后各自测序，最后进行

序列拼接的策略。 是禽流感病毒中的重要抗原，它的高突变频率也是禽

流感病毒较难防治的原因之一。

R 顺反子（cistron）∶功能基因，意为通过顺式（基因序列）及
反式所编码的蛋白质试验所确定的一个遗传学单位。

顺式作用元件（cis-acting element）∶是指启动子（promoters）染色体构象捕获（Chromosome Conformation Capture）∶用

和基因的调节序列。主要包括启动子（promoter）、增强于鉴定 DNA分子内或分子间长程相互作用的技术。

子（enhancer）沉默子（silencer）等。热不对称交错多聚酶链式反应（Thermal Asymmetric

噬菌体（barcteriophage）∶是感染细菌的病毒。烈性噬菌体lnter-Laced PCR）∶是一种用于扩增T-DNA插入位点

的感染最终导致宿主细胞裂解，而温和型噬菌体则能侧翼序列，从而获得转基因植物插入位点特异性分子

证据的技术。 将DNA整合到宿主细胞染色体上，从而对宿主造成较

为长期的影响。在特定条件下两者可以转换。人类基因组计划（Human Genome Project，HGP）∶致力于

测定人类单倍体染色体组中约30亿对碱基序列，解析

T人类基因组中携带的有关人类个体生长发育、生老病

死的全部遗传信息。

肽基-tRNA（peptidy-RNA）∶指在蛋白质生物合成过人免疫缺损病毒（HIV）∶俗称艾滋病毒（AIDS）.是一种能

程中，在肽键合成之后，连接在新生肽链上的tRNA生存于人的血液中并攻击人体免疫系统的病毒，主要

分子。攻击人体免疫系统中重要的T4淋巴细胞，大量吞噬、

肽基转移酶（peptidyltrnsfrase）∶蛋白质合成过程中的一破坏T4 淋巴细胞，从而使得整个人体免疫系统遭到破

种酶，它催化正在延伸的多肽链与下一个氨基酸之间坏.最终因丧失对各种疾病的抵抗能力而死亡。

形成肽键。日常型甲基转移酶∶主要在甲基化母链《模板链）指导下

套索RNA（lariat RNA）∶真核生物前体mRNA进行内含子使处于半甲基化的DNA 双链分子上与甲基胞嘧啶相

对应的胞嘧啶甲基化。 剪接时，内含子5'端和3'端相互连接而形成的中间体。

体节极化基因（segment polarity genes）∶发育到细胞囊胚熔解温度（meling temperature，Tm）∶核酸在260 nm 的吸

期时，体节极化基因就把不同体节再进一步划分成更光度增加到最大值一半时的温度称为DNA的熔点，用

小的条纹，当果蝇体节极化基因发生突变时.每个体节Tm表示，它是 DNA的一个重要的特征常数。

都会缺失一个特定的区域。弱化子（atenuator）∶是指原核生物操纵子中能显著减弱

同源域基因（homeotic gene）;最终决定躯体体节命运，躯甚至终止转录作用的一段核苷酸序列，该区域能形成

体的部分最终是发育成为无翅的前胸还是有翅的中不同的二级结构，利用原核生物转录与翻译的偶联机

制对转录进行调节。 胸，是有平衡器的后胸还是腹部的体节，都是由同源域

基因决定的。s 同工 tRNA（cognate RNA）∶指几个代表相同氨基酸、能够

被一个特殊的氨酰-∶RNA合成酶识别的RNA。

同义突变（synonymous mutation）∶是指碱基的改变不引起上游启动子元件（upstream promoter element，UPE）∶将

氨基酸的改变的突变。TATA区上游的保守序列称为上游启动子元件或称上

。
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。
中间媒介。siRNA具有5'端磷酸基和3'端羟基，两条

W 链的3'端各有两个碱基突出于末端。在转录后沉默和

RNAi的过程中，siRNA作为识别目标基因的引导物。

外显子（exon）;是真核生物基因的一部分，它在剪接 校对（proofreading）∶在复制、转录或翻译过程中校正错误

的机制，包括从正在伸长的核酸或蛋白质链中去除不（Splicing）后仍会被保存下来，并可在蛋白质生物合成

过程中被表达为蛋白质。 正确掺入的核苷酸或氨基酸，并以正确的单元取代。

卫星DNA（satlite DNA）∶又称随体 DNA。真核细胞 信号识别蛋自（signal recognition prostein，SRP）;由6种紧

DNA的一部分是不被转录的异染色质成分，其碱基组 密结合的信号识别蛋白质与一个长约300核苷酸的

成与主体DNA不同，因而可用密度梯度沉降平衡技术 TS RNA分子形成的核糖核蛋白颗粒，能识别核糖体上

如氯化绝梯度离心将它与主体 DNA分离。卫星 DNA 新合成多肽链的前导序列并与其结合.将核糖体、新合

通常是高度串联重复的DNA。 成肽链及信号识别颗粒导向内质网，使肽链的翻译及

转运同时进行。沃森-克连克∶James Dewey Watson 是当代美国最著名

的分子生物学家，他和 Francis Harry Compton Crick（英 信号肽（signal peptide）∶在起始密码子后，有一段编码疏

国分子生物学和生物物理学家）共同提出了沃森-克 水性氨基酸序列的 RNA 区域，该氨基酸序列就被称为

信号肽序列，它负责把蛋白质导引到细胞含不同膜结连克DNA反向平行双螺旋模型，阐述了DNA复制和

构的亚细胞器内。遗传信息的传递规律。

血凝素∶即红血球凝聚素，是流感病毒表面的一类蛋白无义突变（nonsense mutation）;在 DNA序列中任何导致

质，病毒依靠它与宿主细胞表面相结合。具有很高的编码氨基酸的三联密码子转变为终止密码子（UAG、

UGA、UAA）的突变，它使蛋白质合成提前终止，合成无 突变率，使病毒能逃避宿主的免疫系统并具有抗药性。

功能的或无意义的多肽。

Y物理图（Physical Map）;是指以已知核苷酸序列的 DNA 片

段序列标签位点，sequence-tagged site，STS）为"路标"，

以碱基对（bp，kb.Mb）作为基本测量单位（图距）的基 阳离子多聚体∶是一种表面具有带正电荷的氨基基团的

因组图。 多聚体，氨基基团可与DNA的磷酸基团结合发生电性

中和，将DNA 吸附而使其不易被核酸酶降解，并可防

X 止沉淀，从而提高转染效率。

野生型和突变型（wild-type and mutant）∶生物学上把所研

细胞转化基因（C-onc）∶即被激活的原癌基因，能够转化 究的基因位点未发生改变的生物个体称为野生型.把

所研究的基因位点发生遗传突变的生物个体称为突变NTH/3T3 成纤维细胞或其他靶细胞成为肿瘤细胞的基

因，也称癌基因（oncogene）。 型。因此.野生型和突变型是相对的，甚至可能根据所

系统生物学;是研究一个生物系统中所有组成成分（基 研究目的基因的不同而发生转换。

因、mRNA、蛋白质等）的变化规律以及在特定遗传或 移码突变（frameshift mutation）∶指一种突变，其结果可导

致核苷酸序列与相对应蛋白质的氨基酸序列之间的正环境条件下相互关系的学科。系统生物学研究通过整

合各组分的信息.以图画或数学方式建立能描述系统 常关系发生改变。移码突变是由删去或插入一个核苷

结构和行为的模型。 酸的"点突变"构成的，突变位点之前的密码子不发生

细菌人工染色体（Bacteria Artificial Chromosome。BAC）∶ 改变，但突变位点以后的所有密码子都发生变化，编码

的氨基酸出现错误。主要包括oriS，repE（控制F质粒复制）和 parA、parB（控

遗传密码（codom）∶mRNA上每3个核苷酸翻译成多肽链制拷贝数）等成分，其克隆能力在125~150千碱基对

左右。 上的一个氨基酸，这3个核苷酸就称为一个密码子（三

联子密码）。细菌转化（transformation）∶是指一种细菌菌株由于捕获了

遗传图（Genetic Map）;遗传图又称为连锁图（Linkage来自另一种供体菌株的DNA 而导致性状特征发生遗

传改变的过程。 Map），是指基因或DNA标志在染色体上的相对位置与

遗传距离。小分子干扰核糖核酸（siRNA，short interfering RNAs）∶是

长度为21-25个核苷酸的双链小分子RNA.它是引 遗传距离（Genetic Distance）∶遗传距离是通过遗传连锁分

析确定的，在同源染色体的同一遗传位点上存在的不发转录后基因沉默中序列特异性的 RNA降解的重要
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胞内的一个具有自主复制能力的DNA分子。同等位基因在产生配子的减数分裂过程中可能发生片

段互换，从而导致子代出现两个遗传位点等位基因的 增强子（enhancer）∶能强化转录起始的序列，也称为强化

子。它们不是启动子的一部分，但能增强或促进转录"重组"，该重组频率与这两个位点之间的距离呈正相

的起始。关。于是，科学上用两个位点之间的交换或重组额率

指导 RNA（guide RNA）∶原生动物及植物线粒体中进行来表示其遗传学距离。
乙肝病毒（HBV）∶是嗜肝 DNA病毒科中哺乳动物病毒属 RNA编辑所需的 RNA序列，是与已正确编辑的RNA

序列互补的一小段RNA.被用来作为向未经编辑的的一员。完整的乙型肝炎病毒颗粒直径为42 nm.又

RNA中插入碱基的模板。名Dane 颗粒，具有双层核壳结构，外壳相当于包膜，含

有乙型肝炎病毒表面抗原、多聚人血清白蛋白受体和 中心法则（centrl dogma）∶由克连克首次提出的遗传信息

传递规律，该法则阐明了DNA复制、RNA转录以及翻Pre-s抗原。内部为直径28 nm的核心颗粒，核心颗粒

译产生蛋白质在生命过程中的核心地位。表面含有乙型肝炎病毒核心抗原（HBcAg）和乙型肝

炎e抗原（HBeAg）.颗粒内部有乙型肝炎病毒的 DNA 转录（ranscription）∶是指拷贝出一条与DNA链序列完全

相同（除了T→U之外）的RNA单链的过程，是基因和 DNA多聚酶。采用电子显微镜检查乙型肝炎患者

的血清可发现三种颗粒∶①小球形颗粒，直径22 nm; 表达的核心步骤。
②管形颗粒，直径22 nm，长度在50~700 nm 之间; 转录因子（transcription factor，TF）∶包括转录激活因子

（transcriptional acetivator）和转录阻遏因子（transcriptional③大球形颗粒（即 Dane 颗粒）.直径 42 nm。其中前两

者是HBV在肝细胞中增殖合成过程中的病毒外壳，而 represor）。这类调节蛋白能识别并结合转录起始点的
上游序列或远端增强子元件，通过DNA-蛋白质相互不是完整的HBV 颗粒。

作用而调节转录活性，并决定不同基因的时间、空间特引发酶（primase）∶是依赖于DNA的RNA聚合酶，其功能

异性表达。是在 DNA 复制过程中合成 RNA引物。

转录单元（transcription unit）∶是一段可被RNA聚合酶转引发体（primosome）∶DNA复制过程中引发合成每个冈崎

录成一条连续mRNA链的DNA，包括转录起始和终止片段时所需的多蛋白复合物、包括预引发蛋白、具有

信号。一个简单的转录单位只携带合成一种蛋白的信ATP酶活性的蛋白质以及引物酶。引发体与 DNA结

息，复合转录单位可携带不止一种蛋白质分子的信息。合后由引物酶合成RNA引物并合成与RNA引物相连

转录起始位点（transeription initiation site）∶是指与新生接的冈崎片段。引发体沿不连续合成的 DNA链移动，

RNA 链第一个核苷酸相对应 DNA链上的碱基位点。其移动的方向与RNA及DNA的合成方向相反。引发

体移动需要来自 ATP 水解的能量。 通常为嘌呤。常把起点前，即 5'末端的序列称为上

引物（primer）∶是指一段较短的单链 RNA或 DNA，它能 游（upstream）.而把其后面即 3'末端的序列称为下游

(downstream)。与 DNA的一条链配对提供游离的3'-OH末端以作为

DNA 聚合酶合成脱氧核苷酸链的起始点。 转录前起始复合物（preinitiation transcription complex，

PIC）∶在真核 RNA转录起始过程中.真核生物RNA聚元基因组学（Metagenomics）∶以取自环境的样本里所有的

遗传物质或特定的微生物群落为研究对象的学科。 合酶不能直接识别基因的启动子区.需要转录调控因

子等辅助蛋白质按特定顺序结合于启动子上，帮助聚原病毒∶反转录病毒侵入宿主细胞后，首先利用自身携带

合顺特异地结合到启动子上，形成转录前起始复合物，的反转录酶合成出与本身RNA基因组互补的 DNA，

解开 DNA双链，指导转录。再利用宿主细胞的 DNA聚合酶指导合成出另一 DNA

转录图（Expression Profiling）∶是基因组的cDNA片段图，链，以双链DNA形式整合到宿主细胞基因组中。被整

合的反转录病毒DNA分子就称为原病毒。 即表达序列标签图（EST）。通过得到的一段cDNA或

一个EST.可筛选出全长的转录本，并根据其序列的特原位杂交（in situ hybridization，ISH）∶是用标记的核酸探

针，经放射自显影或非放射检测体系，在组织、细胞及染 异性将该转录本准确地定位于基因组上。

转换（transition）∶密啶到嘧啶和嘌呤到票呤的替换。色体水平上对核酸进行定位和相对定量研究的一种手

段。通常分为RNA原位杂交和染色体原位杂交两大类。 转座、移位（iransposition）∶遗传信息从一个基因座转移至

另一个基因座的现象称为基因转座，是由可移位因子z （transpomsable element）介导的遗传物质重排。

转座子（transposon.Tn）∶能够在没有序列相关性的情况

载体（vector）∶能将外源 DNA或基因片段携带人宿主细 下独立插入基因组新位点上的一段DNA序列，是存在

，
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·
复发。于染色体DNA 上可自主复制和位移的基本单位。参

与转座子易位及DNA链整合的酶称为转座酶。 自主复制序列（autonomously replicating sequences，ARS）∶

酵母 DNA复制的起点.长约150bp左右.包括数个复脂质体∶脂质体是具有双层膜的封闭式粒子，它们能促进

制起始必需的保守区。不同ARS序列的共同特征是极性大分子穿透细胞膜。根据脂质体包裹 DNA 的方

式不同可将脂质体分为阳离子脂质体、阴离子脂质体、 有一个被称为A区的11bp的保守序列。

组蛋白（histones）∶是保守的 DNA结合蛋白.是染色体的pH 敏感脂质体及融合脂质体等。

结构蛋白，分为H1、H2A、H2B、H3及H4五种，与DNA肿瘤的免疫治疗;肿瘤的免疫治疗是指通过激活机体的

共同组成真核生物染色质的基本单位核小体。免疫系统，增强抗肿瘤免疫效应，从而特异性清除肿

组蛋白乙酰基转移酶（Histone acetyltransferase，HAT）∶是瘤微小残留病灶或者明显抑制肿瘤增殖的治疗方法。

肿瘤的被动免疫治疗∶被动免疫治疗又称为过维免疫治 催化组蛋白乙酰化反应的酶，主要有两类∶—类与转

录有关，另一类与核小体组装以及染色质的结构有关。疗（adoptiveimmunotherapy）是被动性地将具有抗肿瘤

HAT并不是染色质结合蛋白，但是可以通过与其他蛋活性的免疫制剂或者细胞过继回输肿瘤患者机体进行

白相互作用来影响染色质的结构。治疗，以达到治疗肿瘤的目的。

阻遏蛋白（repressor）;∶是指转录调控系统中调节基因表达肿瘤的主动免疫治疗∶主动免疫治疗主要指接种肿瘤疫

苗，利用肿瘤细胞或者肿瘤相关蛋白或多肽等抗原物 产物丰度的蛋白质，其作用部位往往是操纵子的操纵

区，起着阻止结构基因转录的作用。质免疫机体.激活患者自身的免疫系统，诱导宿主产生

针对肿瘤抗原的免疫应答，从而阻止肿瘤生长、转移和
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