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随着人类、小鼠、拟南芥和水稻等模式生物全

基因组测序工程的实施和相继完成, 已积累了大
量的基因组序列数据 ; 如何破译愈来愈多已知基

因组序列所编码的产物和生物学意义, 就构成了
功能基因组学和蛋白组学研究的主要内容 ; 因
此,急需建立一种新的研究工具,可在活细胞环境
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摘 要!人工构建的 40JEL4 、/HA/MN.64 、./O0MN.64以及 03A@/.6@4等功能 JEL分子,可以在 .JEL或蛋白质水
平上调控基因的功能 ; 功能 JEL分子可在活体内或转基因模式动、植物中抑制目标基因的表达, 使目标基因
和蛋白质功能丧失, 进而引起表型变异 ; 胞内表达的活性 JEL4可作为有效的研究工具应用于基因及其编码
蛋白的功能鉴定,并在药物开发和人类疾病治疗上有潜在的应用前景 ;
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功能 !"#分子的构建、表达及其在
基因功能鉴定中的应用
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中选择性调控基因表达及基因产物的合成% 以便
阐明各个基因、蛋白质以及蛋白质网络的生物学

功能 &
在生物细胞内% ’()分子的结构和功能具有

多样性%除了有编码作用的 *’()% 组成核糖体的
+’()和转运氨基酸的 ,’()外% 还发现了许多具
有特殊功能的 ’()分子% 例如% 小分子干涉 ’()
- .*/00 12,3+43+125 ’().% .1’().6、与蛋白质结合的
’()基序（/7,/*3+.）以及具催化功能的 ’().（核
酶 - +189:;*3 6 % 包括大酶 （*/<1:;*3）及别构核酶
- /7,/:;*3. 6 等）& 近来的研究表明天然的和人工
合成的 .1’()、核酶和 /7,/*3+. 等功能 ’() 分
子% 可作为研究功能基因组学和蛋白质组学的一
种有效的、且高度特异的工具 = >% # ? & 尤其是人工合
成的功能 ’().应用于这些方面的研究已取得了
较大的成效 % 并建立了活体胞内表达活性功能
’() 分子的技术体系 & 这些技术还可用于特异
性锚定与疾病相关的转录本% 发现药物作用的靶
位点% 从而能引起人类疾病的药物治疗和基因治
疗方法的革新 = ! ? &
核酶和 ’()1（’() 12,3+43+125）技术% 在不直

接对目标基因进行遗传操纵的情况下 （即未改变

基因组序列）%可以使目标基因在转录水平上失活
& 胞内表达的 ’() /7,/*3+. -称作 12,+/*3+. 6则可
用于在蛋白质水平上调控基因的功能 = ! @ A ? & 本文
综述了这些功能 ’()分子构建策略、胞内表达功
能 ’() 分子的技术体系及其应用于基因组学和
蛋白组学研究的新进展 &

! "#$%&表达系统的构建及其应用

转录后基因沉默是生物体内基因表达调控的

一种机制%也是抵御外源入侵的一种措施%它可因
病毒感染和外源基因导入等因素诱发 = B ? & ’()1 是
指 双链 ’()（C9D803E.,+/2C3C ’()% C.’()）分子
特异地使与其有同源序列的目标基因发生转录后

沉默的现象 % 它广泛存在于植物、线虫
（F& 3035/2.）、果蝇 -G+9.97H10/ 6、涡虫、锥虫、刺胞
动物、斑马鱼、小鼠和人类等哺乳动物细胞 = #% I ? &
小分子干涉 ’()是由 #> @ #!个核苷酸组成的双
链 ’()% 这些核苷酸通过 ’()1作用抑制其互补
序列的哺乳动物基因的表达 = J @ >$ ? & 较长双链 ’()
（K #! 2,）则常用于植物、线虫、果蝇和其它非哺
乳动物细胞内诱导 ’()1& ’()1的基因沉默技术
已愈来愈多地应用于基因功能和基因网络鉴定以

及基因治疗等的研究中 = >> ? &
近年来 % 几个不同研究组各自独立地构建

.1’()表达载体系统% 包括质粒和病毒表达载体
系统 = ># @ >" ? &这些系统能在细胞内稳定地表达 .1’E
().& 由此建立了高效的对各种哺乳动物细胞中
目标基因功能丧失的表型进行快速分析的技术&
这种技术也可作为未来培育转基因哺乳动物的一

条新途径 &
L+D**30M/*7等 = ># ?建立了一种被称为 7NOE

PQ’ 的 .1’() 表达系统 & 这一载体系统可使
’() 的转录处于 ’()聚合酶 RRRES>启动子的控
制下 & 这个启动子可折叠成所设计的茎 E 环
（.,3*E0997）结构% 经过进一步细胞过程后% 导致内
源 .1’()大量表达 & 该系统能在哺乳动物 TFUEI
细胞系中产生内源 .1’().% 进而抑制细胞分裂后
期促进复合体 - /2/7H/.3E7+9*9,125 V9*703< 6激活
所需的 FGS> 基因的表达 & 7NOPQ’ 载体能长时
间有效介导目标基因表达的稳定抑制% 还未检测
到任何对细胞产生的毒害效应 &
新近设计构建的另一类 .1’()表达系统———

.1’()表达 盒%是在 OB启动子控制下、具有折叠 E
茎 E环（490CE8/VM .,3*E0997）结构的 =>A @ >J?& P/D0等 =>A?

应用此类 .1’() 表达系统在 S30/ 细胞系内成功
地表达% 对编码人类 W/*12 ) X F的目标 *’()进
行了研究 & 该表达盒编码一个由 >Y 个碱基对组
成的螺旋状 .1’()的茎% 在反义链末端连接有 !Z
EOOOO用作终止序列% ’()有义链和反义链被一
个稳定的 OOF[四体环（,3,+/0997）所连接%从而确
保双链 .1’() 在活体内的合成和有效退火 & 在
S30/ 细胞系中该 .1’() 表达盒的表达 % 抑制了
目标 *’()的表达%使胞内 0/*12) X F 水平明显
减少 &
为促进两条链的退火和获得 .1’() 分子的

高效内源表达% W33等进一步构建了包含一个固
有连续的茎 E环状结构的 .1’()双链结构的表达
盒 = >Y ? & 与其他表达系统不同% 这种 .1’()表达盒
使用两个独立的 OB 启动子分别控制有义链和反
义链% 且在两条链的末端连接有一小段 OOOO序
列以终止 ’()序列的合成 & 他们的研究表明% .1’E
()可作用于编码 SR\E> ’3]的 *’()靶标序列%
提高绿色荧光蛋白的表达 & T1;/51.H1和 ^/1+/ =#$?应

用相似的策略构建哺乳动物的 .1’()表达系统%
使编码 !E 链环蛋白的内源基因发生沉默获得了
成功 &
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$%$&’() 等建立了一种发夹微 *+,（-&./.’
0.%/1*+,）表达体系 2 34 5 6 用聚合酶 777849*+, 为
启动子:他们用该体系特异地使 ;<=! 基因沉默:
在 8>?& 细胞内6 这种表达载体可与 ;<#和 ;<=!
表达载体一起瞬时表达 6 从而可分析被敲低
（@’1%@A1B’）基因的影响 : 上述这些研究已经证
实胞内 ).*+,表达是一种可普遍应用的 *+,.技
术6 并能可靠地抑制目标基因的表达 : 胞内 ).*9
+,的稳定表达不仅能对那些难以用外源 ).*+,)
处理的细胞 （例如人类 C9细胞）基因进行功能分
析6 而且可作为建立新的基因治疗技术的一个新
起点6抑制持久性病毒的感染 2 4= 5 :

! 核酶表达体系的构建及应用

核酶是一种具有催化功能的 *+,分子6它可
对目标 0*+,分子进行特异切割6 使目标 0*+,
功能丧失6 它也可介导突变 *+,和 <+,的修复6
它本身亦可直接用作药物 : 人们利用核酶来抑制
各种细胞、组织和生物体中与治疗相关基因的表

达6 分析真核细胞基因的功能以及检测核酶在基
因修复中的作用6都取得了成功 :
核酶分子设计和表达载体的不断优化6 极大

地改进了核酶切除的有效性、在活细胞中的稳定

性、切除位点的选择性和靶标可接近性等 2 "6 336 3! 5 :
4D==年6 8&)>?1EE与 F>/?&%-等构建了锤头状的核
酶（-&00>/->&A /.G1HI0>)6 88*）6 它包括由茎 977
（)J>0977）连接的两个保守区段及与特异底物结合
的侧翼序列 : 4DD3 年6 $%;&??对 88*进行了改
造6 用短的核苷酸链取代茎 9776 获得了仍具有活
性的变短的核酶6称作小酶（0.’.HI0>）: 小酶可形
成带有普通茎 9的二聚体6 称为大酶（0&K.HI0>）:
大酶可同时切割两个不同底物或同一底物的两个

不同位点 2 3# 5 : 大酶比 88*短6且催化活性提高 :
由于 0*+,二、三级结构的复杂性6 通常核

酶较难接触到 0*+, 分子上的靶标位点 : 为了
克服这些限制6 C&./&等设计出 *+,9蛋白质杂种
核酶6 这种核酶能到达目标 *+,上的靶位点6 而
且不依赖于 *+,分子的折叠 2 3" 5 : 核酶的有效性
取决于表达载体的设计 : 杂合核酶常应用 *+,
聚合酶 777为启动子6含有两个结合底物的臂部序
列 2 3 5 : 一些研究表明6 用人的 J*+,L&?基因为启动

子6可提高其有效性 : 亦有将核酶与 *+,解螺旋
酶结合构建的杂合核酶6 更有利于核酶与靶位点
接近6实行更有效地切割 2 3M 5 :

可镶嵌在编码人类 J*+,L&? 基因 !N9 末端的
88*常用作激活结构6 启动依赖于 *+,聚合酶
777的 *+,正确表达 : 此种 88*9J*+,结构可在
!N9末端与一种细胞质 *+,传输信号连接6 这种
组成型传输因子 （%1’)J/(%J.L> J/&’)O1/J >?>0>’J)6
;CP）来自猿猴 <型逆转病毒的 *+,: 该因子与
胞内 *+, 解螺旋酶之间的强烈交互作用可使结
合于解螺旋酶的核酶在目标 0*+, 分子上进行
结合、滑动和解旋等活动 : 这种设计的原理是解
螺旋酶在裂解复杂的核糖核酸结构时所提供的引

导作用6 从而使核酶准确结合到 0*+,分子上的
切割位点 : ;CP9核酶杂合体能结合于 87Q94长末
端重复（?1’R J>0.’&? />&OJ6 SC*）区域的 C,*区和
编码小鼠 !"#$%&%’( )!!*+的 0*+,: ;TT!3是核
酶难以有效切割的一种结构:用适宜的质粒表达
载体感染小鼠的 +78!C!细胞后6在 *+, 聚合酶
777控制下6 ;CP9核酶杂合结构才能表达: SC*9驱
动的荧光素酶活性的抑制和 !"#$%’&%’(,*表达水
平的定量分析表明U与仅用核酶对 *+,分子进行
裂解相比6 ;CP9核酶杂合结构对目标 0*+,分子
裂解更有效 : V1@1I&0&等也运用相似的基于编码
J*+,L&? 基因的 88* 表达系统来探查作为转录
辅助激活剂作用的 T!WW 和 %,$T反应因子———
主要参与视黄酸诱导的分化、细胞循环关闭以及

胚性癌细胞凋亡（&O1OJ1).)）2 3X 5 :
胞内表达的核酶与 *+, 解螺旋酶结合构建

的杂合核酶技术也用来鉴定参与 Y&)和肿瘤坏死
因子 9! 介导的编程性细胞死亡途径的基因 2 3M6 3= 5 :
用于此研究的技术策略是采用替代核酶的结合

0*+,臂部区域以获得随机序列6 或者通过 O1?I
Z,[ 结合蛋白 Z O1?I Z, [ G.’A.’R O/1J>.’6 T,\T[ 和
T,\T 互作蛋白 94 ZT,\T9.’J>/&%J.’R O/1J>.’946
T,7T94 [之间的相互作用6 应用多聚腺苷（O1?I ,）
基序将解螺旋酶 >7Y#,7连接到核酶上 : ]&B&)&@.
等以 8>S&9Y&)细胞系为活体系统6 应用此策略来
鉴定参与 Y&)介导的编程性细胞死亡的基因 2 3M 5 :
他们先构建编码随机的核酶 9 O1?I ,杂合体文库
的逆转录病毒载体6 再通过逆转录病毒载体的转
染将每一个核酶结合臂上的十个核苷酸随机导入

细胞 : 从 44D个阳性克隆中6 鉴定到 #个已知参
与 Y&)介导的编程性细胞死亡途径的基因6 他们
分别是 Y&) 介导的死亡区域蛋白 （Y&)9&))1%.&J>A
A>&J- A10&.’ O/1J>.’6 Y,<<）6 %&)O&)>) !6 =和 D:
该研究应用 O1?I ,基序有两个优点6 其一有助于

范圣此等：功能 *+,分子的构建、表达及其在基因功能鉴定中的应用
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内源 &’(解螺旋酶 )*+%(*的复原, 其二可更有
效地与目标 -&’(协同定位 .
采用逆转录病毒表达系统, 已稳定地将包括

随即结合底物的臂部在内的杂种核酶文库（/01234
231560-) 7312823)9）, 导入人类乳腺癌培养细胞
（:;+<=）中 . 被感染的细胞用重组 >’+<! 和放线
菌酮进行处理以诱发 >’+<! 介导的编程性细胞
死亡 . 在处理 =# /以后, 收集存活的克隆, 分离
含有核酶的基因组 ?’(9, 用核酶特异引物进行
@;&扩增, 进一步鉴定所获得的核酶序列 . 采用
这种方法和基因序列数据库检索比较, 可将各种
核酶所作用的靶标基因关联序列解读出来 . 现已
鉴定了几个重要基因,例如, >’+受体 A相关的死
亡区域 （>’+ 2)B)CD52 A<8995B38D)4 4)8D/ 45-83E,
>&(??）, B89C89)以及其他在 >’+<!诱导的编程
性细胞死亡中具有前体凋亡功能 （C258C5CD5D3B
FGEBD35E）的基因 . 另外,用 >’+<!处理后,大约 !$
种新的目标基因明显减少了编程性细胞死亡 . 重
要的是, @570 (连接的核酶库产生的假阳性较少.
因此,可以认为这种 @570 (连接的核酶 比不连接
有 @570 (的核酶对基因功能研究更有效 . @570 (
连接的核酶有利于 )*+%(*（一种在翻译中应用的
解螺旋酶）的复原,因而潜在地增加了这些核酶对
目标 -&’(的有效锚定 .

! "#$ %&’()*+(,的胞内表达与蛋白质
功能的鉴定

核酶和 93&’( 技术是通过修饰目标基因的
表达模式来鉴定目标基因的功能, 不能证实目标
基因所编码蛋白的功能 . 要正确理解目标蛋白的
功能和作用机制, 就需要采用抑制分子来直接识
别和抑制目标蛋白 . 因此, 在活体上直接抑制目
标天然蛋白质的技术在蛋白质功能研究上日显重

要, 建立特异抑制剂快速鉴定蛋白质功能的方法
更是迫切, 以满足后基因组时代对众多蛋白功能
研究的日益增长的需要 . 这种鉴定蛋白质功能的
技术应该是H 简便易行、不依赖特定的目标蛋白、
易于自动化、与其他分子具有兼容性、识别具有特

异性以及适于在细胞中应用等 .
(CD8-)29是一种与蛋白质结合的 &’(基序,

其功能是蛋白质专一的结合剂和潜在的抑制剂,
它很容易从含大约 A$AI 种不同分子的随机核酸

文库中分离出来 . (CD8-)29也可在胞内表达, 并
且能通过调控目标蛋白质的生物功能而改变细胞

表型 . 这些在胞内表达的功能 (CD8-)29 被称作
*ED28-)29. 应用 *ED28-)29 可精确地探查特定分子
的功能,例如,同源蛋白质的专一性识别 J #K L . 与单
克隆抗体相比, (CD8-)29对目标蛋白的亲和力和
特异性更强,在胞内表达很小或没有副作用,也不
引起免疫反应 . (CD8-)29有分子识别功能, 可用
作分子感应器（9)E952）或靶向药物的载体,也可制
成芯片 （-3B2582280）用于蛋白组学和代谢组学的
研究 . 它也可用作亲和性基质分离蛋白质, 可作
为抗体的替代品,用于诊断学 J #K M !$ L .

N554 等应用 *ED28-)29 抑制 O*P<A &)Q 蛋白
的功能 . 在 &’(聚合酶"的表达载体控制下,胞
内抗 <&)Q (CD8-)29 能有效地抑制培养细胞中
O*P<A的产生 J !A L . R5E5CR8等用人类巨噬细胞病毒
或鲁斯氏肉瘤病毒启动子控制的抗 <&)Q ?’(
(CD8-)2 表达载体,感染人类 O)78细胞,感染的细
胞内 O*P<A复制明显减少 J !# L .

*ED28-)29也可应用于抑制细胞核和细胞质中
的内源蛋白的活性 . >/5-89等构建了一个特异结
合酵母 &’( 聚合酶 ** 的 (CD8-)2表达载体, 用
&’( 聚合酶 *** 为启动子 . 该 (CD8-)2 表达载体
导入酵母细胞,并组成性地表达,结果导致细胞生
长受阻 J !! L . 这与 &’(聚合酶 **低水平表达的酵
母突变体生长缺陷表型相似 . 这种生长缺陷只在
体内表达 *ED28-)2的细胞中观察到, 在那些表达
不含 *ED28-)2 的 &’( 的阴性对照细胞中没有发
现 . SI# 是果蝇丝氨酸 T精氨酸蛋白质家簇的成
员, U/3等构建了一个五聚体 (CD8-)2, 可直接抑
制 !"#的活性 J !% L . 将该五聚体 (CD8-)2插入果蝇
多线染色体,获得了表达 (CD8-)2的转基因果蝇 .
与剔除了 !"#基因的果蝇致死性表型相似, 抗 !"#
*ED28-)2多聚体的表达引起成年转基因果蝇发育减
少 I$V . 相反, !"#的过量表达则导致某些形态
缺陷型, 例如在成年动物中缺少唾液分泌腺或刚
毛缺失 . 有趣的是, !"#过量表达所产生的表型
能被这种五聚体 *ED28-)2的表达所逆转, 表明在
活体内五聚体 *ED28-)2行使 !"#的拮抗剂或抑制
剂的功能 .

*ED28-)29还可介导细胞质膜蛋白区域功能的
修饰, 产生高度特异的细胞效应 J !$ L .研究表明 *E<
D28-)29所识别的是人类 !W##整合蛋白 ##亚基的

细胞质区域 . 在免疫和炎症的反应中, 这些异源
二聚体的转膜蛋白可介导白细胞附着到内皮细胞

上 . 整合蛋白 ! 和 # 链的细胞质区域也被认为
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%$%&’( &)*(%+’,%-. /病毒复制

%0" 123 *-(45)&’6) )7*&)66%-./ 0" 123聚合酶表达

%3*,’5)& )7*&)66%-./ 3*,’5)&表达

图 ! 基于双重感染的 "#$%&’(%表达系统
上图为含 0" 启动子的 3*,’5)&表达载体8 下图为重组痘
苗病毒感染 9 1:; 限制性酶切点8 <=; 稳定茎 > 环结构8
?0"; 表达 0" 123聚合酶的转基因痘苗病毒8 ?3*; 编码

3*,’5)&的转基因痘苗病毒 9

参与了从细胞内部、穿过原生质膜到达细胞外表

面的信号传导 9 这样/ 激活了 !="@整合蛋白的细

胞 外 区 域 / 进 一 步 可 与 细 胞 间 粘 性 分 子
（%.,)&+)((A(’&’BC)6%-.5-()+A()D/ EF3G>D）结合 H !I J 9
用基于重组牛痘病毒的 E.,&’5)&表达系统/ 以 0"
123聚合酶为启动子/ 目标 E.,&’5)&在白细胞质
中成功地得到表达 9 由于牛痘病毒的复制只在细
胞质中进行/ E.,&’5)&6的转录也就仅在细胞质中
发生 9 构建两个重组病毒表达载体/ 其一载有编
码 E.,&’5)&6 的 K23序列/ 其二载有编码 0" 123
聚合酶的序列 9 用这两个重组病毒对细胞进行双
重感染/ 结果引起细胞质内高水平表达 E.,&’5)&6
（图D）H @L J 9这些表达体系特异地抑制 !=" @>整合蛋
白介导的、沸波酯刺激的细胞附着在固定的 E>
F3G>D分子上9此研究证明/ E.,&’5)&6可作为一种
强有力的工具来调控细胞质膜蛋白区域的功能9

G’4)&等采用于相似的技术策略来特异探测
F4,-C)6%. D <)+>"区域的功能 H !L J 9 F4,-C)6%.>D是一
个胞质信号分子/ <)+>"区域的功能是作为 3KM>
核糖基化因子 N3KM>&%O-64(’,%-. P’+,-&/ 31QR S0M
酶上的一个小的鸟嘌呤核苷酸交换因子 （TA’.%.)
.A+()-,%B) )7+C’.T) P’+,-&/ S:Q）/ 参与泡囊运输和
细胞粘附的调控 H !" J 9 3*,’5)& 特异地抑制
SKM>S0M 对 31Q>D 的转化 / 这样也就抑制了
31Q>D 在 离体条件下的活化 9 抗 F4,-C)6%.>D U
<)+>" 的 E.,&’5)& 在 0> 细胞的细胞质中表达时 /
特异地引起了细胞扩散缺陷表型/ 与此同时细胞
粘合形成纤连蛋白/ Q>肌动蛋白发生急剧的重新
组合 9 在 F4,-C)6%.>D 的 S:Q缺失突变体显性失
活（B-5%.’.,>.)T’,%?)）表达时/ 也观察到同样的效
应/ 其原因是 E.,&’5)&的活性被抑制 9 简言之/ 将
有效选择抑制剂分子和在适宜的细胞体系中正确

表达目标分子的技术相结合/ 可用于直接检测单
个蛋白的功能 9

在活体细胞内表达 E.,&’5)&6 存在的一个问
题是他们在细胞质中的方向和定位/ 这依赖于所
要检测的蛋白是细胞质蛋白/ 还是内膜蛋白 9 解
决此问题的一条途径是将 3*,’5)&6 与模拟细胞
核输出信号的 123序列融合在一起 9 V’55等和
S&%55等曾描述过这样的 123 基序及其在 123
选择上的应用 H !W X #Y J 9 SZ%[B)\等 H #D J研究表明腺病

毒 $3D 123 的核输出基序的末端序列适合作为
模拟细胞核输出信号的 123序列/还鉴定了一种
短的微小螺旋基序/可用作顺式细胞质 123定位
信号 9

) 展望

本文阐述了功能 123 分子胞内表达技术以
及它们在功能基因组学中的应用 9 通过功能丧失
表型分析/ 6%123技术在已被广泛应用于探查基
因的功能 9 核酶技术/尽管其设计和应用较复杂/
在鉴定基因功能也有很大的潜力 9 如前所述/ 带
有随机杂交臂的核酶可从头鉴定参与某些关键细

胞功能的基因/ 如细胞凋亡 9 与反义 123/ 同源
重组和基因敲除 （\.-+\-A,）等技术相比/ 由于不
对基因组序列进行改造/ 6%123和核酶技术在鉴
定参与代谢途径和发育过程中多个基因功能更有

效 9 胞内应用的 3*,’5)&6 的可作为一种直接的
生化工具去筛选和获得特异的抑制剂/ 这些抑制
剂可特异作用于在天然的细胞表达环境中或适宜

的细胞内某基因蛋白产物/ 可获得通过某个基因
单独下游调控 所不能得到的有关蛋白质的信息 9
相信未来能设计出在诱导型内源启动子控制下的

E.,&’5)& 表达载体系统/ 从而使其准确定位/ 便于
结合靶分子 9
对设计靶标作用分子来说/ 6%1236和应用螺

旋酶构建的杂种核酶技术比 3*,’5)&（E.,&’5)&）技
术更简单和更有效 9 尽管在极短时间内通过自动
挑选技术可容易获得 3*,’5)&6/ 仍需要采用经典
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的生化方法来确定这些 &’()*+,- 是否是可作为
抑制剂 . 然而/ 01(,)*+, 技术可提供更有价值的
蛋白组信息 . 因此/ 对于目标蛋白分子功能的鉴
定、药物作用靶标识别和新药发现来讲/ 01(,)*+,
技术是 -234&- 和应用螺旋酶技术的有益补充 .
综合应用这些活体表达功能 34&分子的技术/有
利于从多种途径探查和更全面地认识基因和蛋白

质的功能 .
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