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摘　要：2 0 多年来的研究发现，R N A 除了具有如 t R N A、r R N A 参与蛋白质生物合成的基本功能外，

细胞内还存在许多种类的 RN A，它们执行着不同的功能，在细胞内生物化学反应及机体发育调控过程

中发挥着重要作用。正因为 R N A 功能多样性，在体内、体外开展的众多实验表明，R N A 或其修饰形

式可以抑制基因的表达。该文将探讨 R N A 在常规基因治疗中的研究。
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The central role of RNA in biology and as a general therapeutic agent
Sidney Altman

(Department of Molecular, Cellular and Developmental Biology, Yale University, USA)

Abstract: The diverse roles of different RNA molecules discovered over the past 20 years show the importance

in intracellular biochemistry and in the regulation of developmental events in vivo. These novel functions of

RNA are in addition to the basic roles of tRNA and rRNA in protein synthesis. RNA, or modified versions

thereof, can be shown to inhibit the expression of genes in vitro or in vivo. A new function of RNA in general

gene therapy will be discussed.
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生命的起源是自然科学研究的永恒话题和难解

之谜，从人类有自我意识的那一天起就本能地开始

了对这一重大问题的思考。根据中心法则的描述，

核酸(包括DNA和 RNA)是遗传信息的储存者和传递

者，而蛋白质则是遗传信息的体现者和功能执行

者。遗传信息最终发挥功能需要蛋白质的催化作

用，而蛋白质又是由核酸编码的序列指导合成的，

核酸和蛋白质之间似乎是唇齿相依的关系。在生命

起源中到底是先有核酸还是先有蛋白质，这就形成

了著名的“鸡与蛋”争论，这一问题一直困扰着

生命起源的研究。

自20世纪80年代以来，研究发现，在不同形

式的生命体内存在各种各样的RNA分子，它们发挥

着不同的生物学功能。1981 年，美国科罗拉多大

学的Cech 等[1]在研究四膜虫的rRNA前体拼接过程

中发现，此类拼接无需蛋白质酶参与，它可自我催

化完成。Ce c h 将具有催化功能的 R N A 称为核酶

(ribozyme)。1984 年，美国耶鲁大学的Guerrier-

Takada和Altman[2]在研究tRNA加工成熟的过程中发

现 RNase P中的 M1 RNA单独也有催化功能。Cech

和Altman两人因在核酶发现中的开创性贡献而共享

1989 年诺贝尔化学奖。这些新发现表明 RNA 也能

发挥和蛋白质一样的酶催化功能，它们似乎可以做

任何我们想不到的事情。这不仅打破了传统观点中

对 RNA 只参与蛋白质生物合成的认识，关于“鸡

与蛋”的争论也有了解决方案，既不是先有鸡也不

是先有蛋，而是两者同时出现但是必须由同一种分

子来承担不同角色，这就是 R N A。在陆续发现不
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同RNA 具有催化性质的报道下，1986 年，哈佛大

学教授Gilbert[3]在Nature杂志发表的一篇评述中正式

提出“RNA World(核糖核酸世界)”假说。

“RNA World”假说指出，在地球上生命起源

过程中存在一个假设的阶段，在这一阶段，生命是

一个非常原始的自我复制系统，完全由RNA分子组

成。系统的信息由 RNA 储存，一部分具有催化功

能的RNA 分子催化RNA 分子自身信息的传递及自我

复制保留。由于 RNA 的双重特性，仅有 RNA 而不

需要DNA和蛋白质的这样一个原始系统就足以存活

下来，在后来的进化过程中，结构更加稳定的DNA

分子取代了RNA分子储存遗传信息，而催化功能则

由催化能力更强的蛋白质取代，逐渐形成了我们现

在意义上的生命体系。事实上，从化学角度来看，

RNA 介于DNA 与蛋白质之间，结构的相对稳定性、

与DNA相似的4种碱基排列多样性及互补配对使其具

有储存信息的功能，而其所具有的核糖2'-位羟基又

决定了其在化学性质上较DNA 更加活跃。RNA 研究

领域日新月异的发现也为“RNA World”假说提供

了大量的实验支持证据，RNA 的功能多样性让人们

更倾向于接受生命起源于 RNA 的假说。

1　多姿多彩的RNA 世界

早在20世纪40年代，一批生物化学家就细胞

内RNA的含量进行测定实验表明，为生长和分泌而

旺盛进行蛋白质生物合成的细胞中RNA 含量特别丰

富，意味着 RNA 可能参与蛋白质的生物合成。接

下来的研究中，从细胞匀浆超速离心的上清液中分

离出可溶性的转移RNA(tRNA)，用差速离心的方法

将核糖体沉降继而从中分离出核糖体RNA(rRNA)，

至1961年用放射性同位素脉冲标记的方法，从感染

噬菌体或未感染的大肠杆菌细胞中分离出信使RNA

(mRNA)。实验表明，这三类 RNA 共同控制着蛋白

质的生物合成，其中 m R N A 占细胞总 R N A 的

3%~5%, 作为信使携带DNA 的遗传信息并起蛋白质

合成的模板作用；tRNA 占细胞总 RNA 的 15%，作

为转换器携带氨基酸并起解码作用；rRNA 约占细

胞总RNA 的 80%，作为装配者是核糖体蛋白质合成

工厂的组成元件，这是早期关于RNA基本生物学功

能的认识。

进入20世纪80年代, RNA的研究取得了突破性

的进展，尤其是“RNA World”假说的提出极大

地推动了该领域的发展。“RNA World”假说的提

出符合科学理论的一个发展规律，即一个普遍性的

假设是建立在某一个现象的一些特殊案例基础之上

的。尽管当时实验仅仅证实RNA能够切割或连接磷

酸二酯键，但“RNA World”的假说激励了一大

批科学工作者，并在20世纪80年代中后期及90年

代形成了强大的研究热潮，揭示了 RNA 各种各样

的新功能，使人们认识到RNA不仅仅是遗传信息从

DNA 到蛋白质的传递体，它们在细胞的生化反应和

机体的发育调控过程中都扮演着重要的角色，与此

同时发展出了一系列对分子生物学研究具有普遍意

义的新概念和新方法。

1.1  RNA功能多样性

自从“RNA World” 假说提出后，陆续的研

究为该假说提供了大量的实验证据支持。首先是

RNA 病毒中的RNA 是遗传信息的储存者和传递者的

发现确认了RNA 具有储存信息的功能。众所周知，

核糖体由rRNA和多种蛋白质组成，过去一直认为核

糖体蛋白质催化了肽键的形成，而rRNA 在核糖体

中只是起着骨架和支撑作用。1992年，Noller等[4]

发现将蛋白质成分去除后剩余的rRNA组分具有一定

的核酶活性，能够催化肽键的形成，揭示出在核糖

体中真正发挥催化作用的是RNA，蛋白质则是起骨

架及支撑作用的。

这些零散的关于RNA催化功能的证据仅局限于

磷脂键的连接和断裂，试管内进化系统(SELEX)的

出现则极大地扩展了RNA 发挥功能的范围。SELEX

在1995年被哈佛大学的Szostak开发并应用[5]，这

是一种大规模的筛选技术，把随机化学合成的DNA

转录为 RNA 后，设置一个目标对这些 RNA 进行筛

选，筛选出的RNA 分子再反转录为环状DNA 分子，

并经多聚酶链式反应系统扩增DNA，通过这种途径

的连续筛选即可筛选出具有特定功能的 RNA 分子，

如催化烷基化、氨基化的核酶(表1)。这一系统首

先证明了RNA 在环境压力下的快速进化能力，极大

表1　SELEX 系统筛选出的RNA 新功能

SELEX 体外进化系统筛选出的RNA 新功能

催化磷酸酯键断裂和连接

肽段转移酶

分子适体(+ / −催化功能)

催化烷基化、磷酸化、氨酰化

结合磷脂质

辅酶

催化自我加帽反应

催化RN A 自身复制

催化嘧啶碱基的合成 [6]
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地加速了RNA 新功能的发现历程。尽管体外体内实

验揭示了RNA 的许多新功能，但这些功能在长期的

进化过程中是否都保留下来还有待进一步的证实。

RNA 新功能机理的研究表明，核酶的催化功能

完全依赖于2'-位羟基，这就极大地限制了核酶催化

功能的多样性及催化效率。通过扩展RNA的功能基

团来扩展RNA 的功能，在此设想下出现了与配体配

位的分子适体(Aptamers)的概念。此外，通过对

RNA 的碱基修饰以及RNA 与多肽相偶合的复合分子

体系也可能扩展核酶的功能。因此，这方面的研究

极大地丰富了 RNA 世界的功能多样性。

归纳起来，RNA 的主要功能体现在以下两大方

面。第一，具有重要的催化功能，这类 RNA 称为

catalytic RNA(表2)。20世纪80年代初由Cech 和

Altman 首先发现RNA 具有催化功能，随后陆续发

现一些植物类病毒(Viroid)、拟病毒(Virusoid)等在复

制过程中能够自我切割和环化。进一步深入的研究

表明，自然界存在多种核酶催化方式，且它们通常

与蛋白质结合形成核糖核蛋白复合体。第二，虽不

具有催化功能，但对基因表达和细胞功能具有重要

调节作用，这类RNA 称为non-catalytic RNA(表3)。

如Phage  29 nucleocapsid RNA帮助噬菌体正确有效

装配[7]。较早的研究发现RNA 在个体发育中起着重

要的调节作用, X染色体的沉默和维持由Xist RNA

介导，它是从失活的X染色体惟一表达的Xist基因

的非编码RNA 产生的[8]。早期还发现miRNA 通过结

合mRNA的5'或3'非编码区来调控基因的表达。值

得一提的是，细胞应激反应涉及一系列细胞功能和

基因表达的调节。细菌在冷热刺激、酸碱刺激、氧

压力等诱导下生成一种稳定的小RNA，它们通过阻

遏或激活其他多种基因的表达以应对外界压力[9,10]。

Altman教授认为，是某种共同的自然原因推动了真

核和原核中非编码RNA的增殖，那么细菌在压力选

择下进化出的RNA相关功能是否能与真核生物的进

化相等同，究竟哪一方的原因才能被称之为自然选

择压力？关于 RNA 进化的研究还有待更深入的探

索。在non-catalytic RNAs 中，miRNA、siRNA、

ncRNA 可以归入调控RNA (regulator RNA)，它们

在细胞功能中的活动吸引了研究者的广泛兴趣，众

多的研究成果也表明它们确实在细胞的生命活动中

发挥着重要的生理作用，但许多功能的机制还不是

很清楚，对它们的进一步研究将使RNA 舞台大放异

彩 。

1.2  RNase P的研究进展

20 世纪80年代初，Altman 教授首先发现大肠

杆菌RNase P的亚单位之一 M1 RNA具有催化功能。

RNase P 酶的全部纯化是一项非常困难的工作，在

这一过程中Altman实验室注意到有一个RNA与蛋白

质一起纯化出来，接着他们采取了与 A v e r y 、

Macleod 和 McCarty 用来证明DNA是细菌性转换变

异所必需成分同样的策略，证明了这个RNA分子对

酶的功能是必需的，而蛋白质组分不具有催化功

能，只起着骨架支撑作用[2]。

RNase P是tRNA加工过程中的5'端成熟酶，由

蛋白质和 RNA 分子共同组成，具有核酸内切酶活

性，通过切割前体tRNA 起始端的一个磷酸二酯键

从而生成成熟的tRNA 5'端。Altman教授的研究结

果显示，在某些条件下(提高Mg2+ 浓度或加入多胺

类物质)，M1 RNA 单独也能切断tRNA 前体的5' 序

列[2]。RNase P 研究的一个饶有魅力的方面在于其

亚基的化学组成、结构和酶的催化机理在真核和原

核之间存在巨大差异。综合众多的研究结果可以发

现，从原核、古菌到真核生物中 RNase P 普遍存

在，都包含一条且仅此一条 RNA 链，它们的二级

结构虽然差异较大(图1)，但都被发现具有切割磷

表2　Catalytic RNA及其功能

        催化作用的RNA          功能

核糖核酸酶 P 的RNA 亚基 核酸内切酶

I类和 II类内含子 自我剪接

植物类病毒和拟病毒 自我切割和连接

丁型肝炎病毒RN A 亚单位 自我切割和连接

真菌病毒RN A 亚单位 自我切割

核糖体 R N A 翻译

剪接体 R N A 剪接

表3　Non-catalytic RNA及其功能

　不具催化功能的R N A                    功能

信使 R N A 翻译

转移 R N A 翻译

转移信使 R N A 翻译

R N A 引物 D N A 复制

噬菌体的装配 R N A 噬菌体D N A 包装

引导 R N A R N A 编校

100~200 种细菌RNAs 应激反应

X 染色体沉默 R N A 染色体沉默

非编码 R N A 基因表达调控

微小 R N A 发育调控、基因表达调控
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酸酯键的功能，只是催化的速率依次降低，尤其是

真核催化速率比原核要低5~6个数量级(图2)。而蛋

白质亚基的数量则不一，原核只包含1条多肽链(C5

cofactor)，古菌中至少有4条多肽链，真核至少有

10条[11-13]。RNase P中的RNA功能在三界具有保守

性，蛋白质亚基的数量却相去甚远，这些蛋白质分

子在RNase P 中究竟发挥着怎样的作用，在原核和

真核细胞中的作用是不是一样，人们围绕着蛋白质

亚基也开展了广泛的研究工作，结果表明，RNase

P 的蛋白质组分不仅起着骨架支撑作用，它对 RNA

高级结构的稳定[14]、前体tRNA 的底物特异性、亲

和性[15,16]以及维持核酶的催化活性中心[17]都有重要的

图2　RNase P的RNA组分的催化速率(K
obs
: 表观催化速率)

图1　RNase P 中RNA的二级结构

(更多RNase P RNA序列及结构可搜索Ribonuclease P database：www.mbio.ncsu.edu/RNaseP/home.html)
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作用，但这些特异性的功能还没有得到很好的阐述，

都有待深入地研究。Reiner等[18]研究显示，RNase P

参与RNA聚合酶III的转录调控，这意味着tRNA的

转录和早期加工是一个RNase P协调的过程。

2　RNA 应用于基因治疗的研究进展

过去20多年不断的新发现改变了人们对RNA的

认识，它从人们眼中最初简单的、线性的、功能

单一的分子形象逐渐演变成今天种类繁多、结构复

杂、功能多样的大家族。R N A 在生命活动过程中

发挥的广泛调节作用赋予了它新的应用研究价值和

广阔的应用前景。

1990年，Forster 和Altman[19]首先报道了利用

E.coli RNase P的 M1 RNA核酶特性设计寡核苷酸序

列来抑制靶基因表达的研究成果，他们将这段寡核

苷酸序列称之为外部引导序列(external guide

sequence, EGS)。EGSs 长约25~60 个核苷酸，与

靶 mRNA 维持约 12 个核苷酸的互补中心，以重现

前体tRNA接受茎结构(图3A和 3B)，为保证切割高

效性，维持前体tRNA 3'及 5'序列也是必要的，尤

其是3' 末端CCA 序列[21]。由于RNA 核酸内切酶识

别的是加工部位的空间结构，因此EGSs 通过与靶

图3　EGSs 靶向mRNA 表达沉默的机制[20]

A  以前体 tRNA 为结构基础设计的完整EGSs，浅蓝色背景显示；

B   精简后的EGSs 只保留了前体tRNA 的接受茎和T 环结构，其大小可缩减到32 核苷酸，且T 环上核苷酸的核糖2' 羟基经

修饰后可以抵抗核酸酶的水解；

C    EGS 靶向的mRNA 降解机制
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RNA 序列互补形成类似前体 tRNA 的结构，从而可

以招募内源RNase P 在靶RNA序列上切割磷酸二酯

键，引起基因表达沉默(图 3C)。

以前体tRNA 为结构模型，RNase P 催化机制

为原理设计的 EG Ss 吸引了许多 RN A 研究者的关

注。人们围绕 EGSs 展开了遗传缺陷校正、致病基

因表达沉默等基因表达调控方面的试验，并得到一

些成功的例子(表4)。病原性细菌的耐药性一直是

临床药物应用面临的一大难题，而目前解决的主要

策略是开发新的细菌敏感的药物以取代耐受性的药

物，这无疑是一项耗费又耗时的工程。但如果能够

利用EGSs 技术设计针对病原菌编码抗药性基因的

mRNA 的互补EGS 序列，抑制这些基因的表达，从

而消除病原菌耐药的特性达到治疗目的，那这项工

程量将大大缩减。事实上， Altman等在1997年就

开展了该项工作，他们的研究结果表明 EGSs 在抑

制基因表达上具有高效性，通过提高 E G S s 与靶

mRNA 的比值还能增强细菌耐药性向药敏感性的转

换[22]。Altman 等最近的一项研究成果显示，随机

合成的 EGSs 对好几种细菌抗性基因(如 gyrA 和

rnpA)的表达都有抑制作用，因此可以用于广谱抗

生素的开发[23]。不同种属间编码相同功能的蛋白质

其转录本 mRNA 序列存在一定差异，而 EGSs 与靶

mRNA 之间要求高精准的序列配对，利用这两点设

计的EGSs 将更具有针对性，可以特异性抑制某一

种属来源的基因表达而不影响到其他种属，还可以

在种属特异性的抗生素开发中发挥功效，这方面的

研究还在进一步的实验中。基于人类 RNase P 的

EGS 技术能在mRNA 水平抑制病毒及肿瘤靶基因的

表达，在抗肿瘤、抗病毒等基因治疗领域也呈现出

广阔的应用前景[24-26]。

RNA在基因表达调控中的高特异性和强有力的发

展势头叩开了它在分子生物学和药学领域的新天地。

根据反义RNA原理设计的MO[27](morpholino)及其衍生

物PPMO[28](peptide-conjugated phosphorodiamidate

morpholino oligomers)是另一类具有开发价值的基因

治疗药物。MO 是与靶 mRN A 序列互补的寡核苷酸

片段，通常结合靶mRNA 的 5' 或 3' 非编码区，干

扰 m R N A 的翻译，从而导致基因沉默。P P M O 与

MO 相比在寡核苷酸序列5' 末端多了一段富含精氨

酸的肽段，该肽段通过一个二氨基磷酸基团连接子

与 MO 共价结合，不能被蛋白酶或核酸酶水解，不

仅在一定程度上解决了 MO 进入细胞及代谢过程中

降解的问题，还增加了 MO 与靶 RNA 间的亲和力，

提高了基因沉默效率。

RNAi 现象的发现推动了以RNA 为核心的核酸

合成化学在基础研究和临床应用中的发展。除此之

外，还有很多各式各样的寡核苷酸小分子化合物或

其修饰形式[29]也被设计并在体外进行基因表达调控

试验。

RNA 在基因表达调控过程中的应用遵守共同的

Watson-Crick配对原则，这也是所有小RNA分子设

计的依据。它们在调控基因表达上机制的差异决定

了各自应用的优劣和潜力[30]。有研究专门比较了

EG S 和 s iR N A 抑制基因表达的效率，结果显示，

EGSs 靶向的基因沉默在转染24 h 后就有明显的表

现，而siRNA 靶向的在48~96 h 内才观察到相应的

基因沉默[31]。在所有小 RNA 分子中，EGS 作为基

因治疗药物在基础研究和临床治疗等领域表现出了

它的绝对优势：首先，内源性 RNase P 普遍存在

于包括古菌在内的所有细胞体中，且高表达；其

次，RNase P 切割具有极高的底物特异性，不仅需

要一级序列间的互补，还需要高级结构的重构，切

割过程不可逆；最后，目前没有关于其细胞毒性的

报道[26]。但与其他基因治疗药物一样，EGSs 在临

床应用中存在着靶向运输、稳定性等问题，此外，

EGSs招募RNase P的能力及其切割效率也是临床应

用中应该考虑的问题。靶向运输是制约像 EGS s、

siRNA 等基因治疗药物开发的瓶颈问题，一直都没

有突破性的进展。在稳定性方面则取得了较大的进

步，对RNA中的核糖2'-羟基进行修饰或是将EGSs

序列偶联到PPMO, 从而避免细胞内核酸内切酶的降

表4　EGSs技术在不同物种中的应用

物种类型 EGS 指向靶标 抑制效率

鼠科、犬科 R N A 聚合酶 ≤85 %

流感病毒 核衣壳 ≤85 %

R N A 聚合酶和核衣壳 ≥95 %

人 RNase P蛋白质亚单位 ~60%~80%

核纤层蛋白A/C ~60%~80%

疱疹病毒 胸苷激酶 ≤85 %

C 型流感病毒 蛋白酶 ＞80 %

N M D A 受体 ＞ 60 %

大肠杆菌 β-半乳糖苷酶 ≤ 60%

碱性磷酸酶 ≤60 %

RNase P蛋白质亚单位 ＞ 60%

促旋酶 ＞60 %

噬菌体 mRNA ~70%
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解，一定程度上提高小分子 RNA 的稳定性[29]。为

了解决EGSs 应用过程中切割效率的难题，人们想

到将M1 RNA 通过共价结合绑定在EGS序列的5'末

端，以增强底物与核酶之间的分子碰撞几率，达到

高效切割，这就是 M1GS RNA[32]。但 M1GS RNA

要应用到临床必须解决一个巧妇难为无米之炊的难

题，即与M1 RNA 协同发挥作用的C5 cofactor 在

人的细胞中不存在，如何让M1GS RNA 在人类疾病

治疗中大显身手是目前一些研究者的关注点，让我

们拭目以待。

现在很多临床应用的药物往往只能专一性针对

某一种疾病，种种研究迹象表明，以 RNA 为基础

开发的基因治疗药物将具有广泛的作用性，可以应

用于许多类型的疾病，这似乎也符合Altman教授最

初提出 EGSs 概念的初衷。

生命从低级走向高级的过程中，组成生命的分

子元件也在随之进化。有的失去了原来的功能，有

的获得了新的功能，有的在进化中丢失，有的在进

化中发生扩增，这些复杂的演变形成了今天多姿多

彩的 RNA 世界。这是一群个性飞扬的活动者，它

们穿着由相同原料制成的服装，却有着不一样的造

型；它们分布在生命世界的每一个角落，从细菌到

哺乳动物，从胞浆到细胞核；它们是生命世界的小

小警察，协助着遗传信息的准确传递，指挥着生命

活动有条不紊地进行，调控着生命发育过程，这些

多样性的功能赋予 RNA 在生命世界占据重要的地

位。任何理论的研究只有与实践相结合才能实现它

的价值，RNA 在常规基因治疗药物开发中的作用不

可限量，从理论上讲，具细胞生物学调节功能的

RNA，如 miRNA、ncR NA 都有作为药物设计和治

疗工具应用于临床的潜力，但这些要真正转化成临

床上实际应用的治疗手段，还需要对它们作用的机

制进行更清晰的解释，人类 在RNA 研究之路上还

要不断开拓前进。
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