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摘　要：非编码 RNA 是当前生命科学研究领域的前沿热点。系统地研究生物体内非编码 RNA 的起源、结构、

功能和作用机制，有助于我们更加全面、深入地了解基因表达调控机理及生物体的生命活动，而科学问题

的解答依赖于实验技术和实验方法的创新和革命。本文按不同的实验目的和研究内容，就当前非编码 RNA
领域内主要的研究策略和方法技术作一简述。
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Abstract: Non-coding RNAs have been the hot frontier of life sciences in recent years.  Systematic studies of the 
origins, structures, biological function and their mechanisms of non-coding RNAs will provide new avenues to help 

付向东教授主要研究前体 RNA 剪接机制，人类基因中的功能 RNA 单
元，以及发育和疾病中的 RNA 调节机制。

在哈佛大学博士后研究期间，他大胆尝试了用部分纯化的 RNA 剪体

免疫小鼠产生单克隆抗体来鉴定必需的剪接因子，因此发现了对于哺乳动

物细胞前体 mRNA 组成型剪接和可变剪接都至关重要的 SR 家族的创始成

员 SC35。
在加州大学圣地亚哥分校建立了自己的实验室后，付教授的研究小组

不仅揭示了 SR 蛋白是作为第一类 RNA 结合蛋白呈递新生 RNA 进入剪接

过程，还发现了第一个 SR 蛋白特异性的激酶，并证实它们是传递胞外信

号到细胞核进行 RNA 剪接的关键信号分子。

付教授的团队一直处在发展基因组技术的研究前沿 , 发明了第一个灵

敏的 RNA 剪接异构体的检测平台。他们基于下一代测序技术的创新为基

础和转化医学研究提供了新的概念和技术平台。

最近，付教授的研究小组发现了一个关键的分子信号通路能够直接将

人的成纤维细胞转变成神经细胞。这一新方法可能被直接用于神经组织退

化疾病的治疗。

付向东 博士
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“人类基因组计划”研究表明，大部分基因组

都可以被转录生成 RNA，但是绝大多数的 RNA 分

子并不编码蛋白质。越来越多的证据显示，这部分

非编码 RNA 在基因表达的各个层面均发挥重要调

控功能。当今，研究领域内主要利用免疫沉淀、紫

外或多聚甲醛交联等手段，结合第二代高通量测序

技术，从生物体全基因组水平研究非编码 RNA 及

其相互结合的 DNA、蛋白质。以下按照不同研究

角度分类进行详述。

1　从整体水平检测基因组内的“结合事件”

目前已根据不同的实验目的发展了相应的研究

策略和方法，从整体水平研究细胞内的“结合事件”。

应用较为普遍的主要有 ChIP-seq (chromatin imm-
unoprecipitation-high throughput sequencing) 和 CLIP-
seq (crosslinking- immunoprecipitation- high throughput 
sequencing) 技术；利用这两种实验技术，可以在基

因组整体水平分别对“蛋白质与 DNA”、“蛋白质

与 RNA”的相互作用进行研究。此外，CLASH (cross-
linking, ligation and sequencing of hybrids) 技术可用

于高通量鉴定“RNA 与 RNA”的相互作用，而通

过 ChIRP(chromatin isolation by RNA purifications)
技术能够获得“大分子 RNA 与染色质片段”的相

互作用信息。

ChIP-seq 是将染色质免疫共沉淀技术 (ChIP)
与第二代高通量测序技术相结合的研究系统，可高

效地检测全基因组内与组蛋白、转录因子等特定蛋

白因子相互结合的 DNA 区域 [1]
。其主要实验步骤

为：首先通过甲醛 (formaldehyde)( 有时使用 UV 或

戊二醛 ) 处理细胞，将目的蛋白质与 DNA 交联固定；

随后用超声将基因组 DNA 打断，并利用目的蛋白

质抗体进行免疫共沉淀 ；最后通过蛋白酶处理

降解蛋白质，分离获得与目的蛋白交联的 DNA 片

段，然后在其两端加上接头 (linker)，进行高通量测

序分析。

CLIP-seq 也被称为 HITS-CLIP，是将紫外交联

免疫共沉淀技术 (CLIP) 与高通量测序技术相结合

的研究系统，可在全基因组水平鉴定与特定 RNA
结合蛋白相互作用的 RNA 分子。其主要实验流程

us understand the complicated mechanisms of gene regulation as well as cellular activities. Since scientific 
breakthrough highly relies on technology innovations, here we summarize the main strategies and techniques in 
non-coding RNA research.
Key words: non-coding RNA; cross-linking; immunoprecipitation; high through sequencing; RNA binding protein

为：首先通过紫外照射将细胞内的 RNA 分子与

RNA 结合蛋白进行耦联；随后将细胞裂解，以目

的蛋白质抗体进行免疫共沉淀，利用核酸酶 (RNase) 
将共沉淀的 RNA 切割，以保留与目的蛋白质直接

相互作用的 RNA 片段；随后，通过 5' 末端放射性

标记 RNA 分子及 SDS-PAGE 电泳，选择性地回收

目的蛋白结合的 RNA 片段；最后，经过降解蛋白质、

添加接头及 RT-PCR 等步骤后，以高通量测序对目

的蛋白质结合的 RNA 片段进行分析
 [2-3]

。此外，通

过对经典 CLIP-seq 的实验流程进行局部调整、修

改或增加，还衍生了许多变异的 CLIP-seq 方法，例

如增强了交联强度的 PAR-CLIP 和能够精确鉴定

RNA 分子中蛋白质结合位点的 iCLIP 等
[4-5]

。

CLASH 是一种通过交联、连接和测序等步骤

对 RNA 分子与 RNA 分子相互作用进行研究的实验

系统，主要被用于鉴定 miRNA 与其靶 mRNA 的相

互作用。其实验流程为：首先对细胞进行交联处理，

将 miRNA 及其靶 mRNA 与 RISC 复合物固定连接；

随后通过免疫共沉淀富集纯化 RISC 复合物，并利

用核酸酶 (RNaseA/T) 将靶 mRNA 裸露部分降解；

之后再通过分子内连接将 miRNA 的 3'-OH 末端与

靶 mRNA 的 5'-PO4 末端连接，形成一条长的单链

RNA ；最后，在其两端添加接头并进行高通量测序

分析
[6]
。

ChIRP 是一项通过纯化 RNA 分子从而获得其

结合的染色质片段 ( 包括 RNA 结合蛋白与基因组

DNA) 的实验方法，主要用于鉴定长链非编码

RNA(lncRNA) 与染色质相互作用的状态和位点。

其主要实验流程为：首先对细胞进行交联处理，使

lncRNA、染色质及与它们相互结合的蛋白被固定

连接；随后通过超声将染色质打断，并使用带有生

物素标记的 tiling oligos 与长链非编码 RNA 分子杂

交；之后利用亲和素磁珠纯化长链非编码 RNA 及

其结合的染色质片段和蛋白因子；最后，经核酸酶

消化获得与长链非编码 RNA 结合的染色质 DNA 片

段及 RNA 结合蛋白，可进行后续分析和测序
[7]
。

2　功能性的测量

RNA-seq (RNA sequencing) 是一个后基因组时
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代广泛应用的技术，也被称为转录组测序技术，即

通过高通量测序技术分析包括 mRNA、小分子

RNA 及非编码 RNA 等 RNA 转录本种类，同时还

可以从测序读数反映 RNA 的表达水平，可较为准

确地分析组织细胞的基因表达谱。

RNA-seq 用于对 mRNA 测序，其主要实验流

程为：首先提取样本总 RNA，用耦联磁珠的 Oligo 
(dT) 富集 mRNA 并同时去除 rRNA ；随后将 mRNA
片断化，再以其为模板、使用随机引物依次合成

cDNA 链；最后，经过末端修复、添加测序接头以

及 PCR 扩增等步骤，获得完整的测序文库，即可

进行测序分析 [8]
。 RNA-seq 技术还可根据实验的具

体需求，进行局部的调整和变化，衍生了许多相关

的变种方法。其中一个主要的变种是只测 mRNA
的 3' 端 [9-10]

，该方法可大大降低成本，同时也得到

mRNA 末端的信息。

需要强调的是 mRNA 水平的变化并不等同于

转录调控。GRO-seq (global nuclear run-on sequencing)
是一种专门测量新生 RNA 的方法，其原理是先提

取细胞核，然后加入带标记的底物 (Br-UTP)，让其

整合到新生的 RNA 中。然后提取带标记的 RNA 用
于高通量测序

[11]
。 新生 RNA 的变化直接反映了转

录调控的多种机理。

3　RNA结合蛋白的系统性鉴定和研究策略

非编码 RNA 需通过 RNA 结合蛋白发挥功能，

深入研究 RNA 结合蛋白对揭示非编码 RNA 功能与

作用机制至关重要。现有多种方法对 RNA 结合蛋

白进行系统鉴定和研究。

最近 Hentze 实验室报道了一种鉴定 mRNA 结

合蛋白的方法。他们以 HeLa 细胞为材料：首先通

过传统的紫外交联 (UV-CL) 或光激活核糖核苷增强

交联 (PAR-CL)，将 mRNA 与蛋白质的相互作用固

定连接；随后使用耦联磁珠的 Oligo(dT) 富集纯化

mRNA 蛋白复合物，经过洗涤及降解 RNA 等步骤，

最后将获得的蛋白质进行质谱分析
[12]
。该研究显示

细胞中约有上千种蛋白质直接结合 mRNA。

为了快速鉴定 RNA 结合蛋白特异性，Wickens
实验室最近报道了一种筛选 RNA 结合蛋白偏好结

合序列的实验方法。他们首先在体外通过 T7 启动

子表达一段含有 20 个核苷酸的随机 RNA 序列，随

后将这一 RNA 文库与表达的已知蛋白质孵育，再

利用结合蛋白将其纯化出来，最后经过 RT-PCR 扩

增、两端加入测序接头等步骤后进行测序，对数据

进行统计分析后即可获得这一已知蛋白质的偏好

结合序列
[13]
。 加拿大的 Hughes 实验室新近也报道

了一种系统性鉴定 RNA 结合蛋白识别 RNA motifs 的
分析方法。他们可以通过蛋白质的 RNA 结合结构

域的序列，推测其识别 RNA 的偏好性，且体外实

验结果与内源数据库较好地吻合。这项工作直观地

研究了 RNA 结合蛋白与它们的 RNA 靶标，为真核

生物转录后调控机制的研究提供了宝贵的资源
[14]
。

4　研究调控机制的方法

对于 RNA 的功能及调控机制研究而言，RNA
的二级结构可能具有重要的指导意义。 相比以往的

方法，最近发展出一些高通量的方法来测定 RNA
的二级结构。

斯坦福的 Segal 和 Chang 实验室发展了 PARS 
(parallel analysis of RNA structure) 策略，它结合了

高通量测序技术与结构特异性核酸酶消化方法，可

在基因组水平以单核苷酸分辨率解析 RNA 的二级

结构
[15]
。首先，他们分别利用能够切割双链 RNA

的核酸酶 V1 以及识别切割单链 RNA 的 S1 处理酵

母的总 mRNA，之后将其随机片段化并进行高通量

测序，随后根据每一条片段序列在完整 mRNA 序

列上的比对位置来判断此序列前一位碱基所处的结

构状态，最后整合所有测序结果即可获得 RNA 分

子中每一个碱基的结构信息 ( 即处于单链或双链状

态 )[16]
。

Chang 和 Kools 实验室还设计了两种新的化学

探针，可在活细胞中通过引物延伸分析，选择性地

进行 2' 羟基酰化作用，被称为 SHAPE (selective 2'-
hydroxyl acylation analyzed by primer extension)，这

种方法不仅可以直接在活细胞中探测 RNA 的结构，

同时还能够在不同的细胞状态下评估 RNA 结构的

动态变化 [17]
。

Weissman 实验室发展的 Ribosome Profiling 应

该是近年来发展建立的最重要的方法之一，该技术

从全基因组水平展示了 mRNA 的翻译状态
[18]
。他

们首先通过核酸酶消化获得核糖体及其保护的

mRNA 片段，随后经过长度选择与加尾后，利用

带有测序接头的引物进行反转录，再经过环化和

再线性化，最后获得两端带有测序接头的 RNA 文

库，即可进行高通量测序分析。利用此方法不仅

可以鉴定正处于被翻译状态的蛋白序列，同时也

能够筛查出决定蛋白质丰度及应对环境压力的翻

译控制元件。
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5　真核生物基因组编辑技术

最近在细菌中发现的 TALEs 编码系统和

CRISPR 免疫系统极大地促进了真核生物基因组编

辑技术的发展，在此基础上研发的 TALENs 技术和

CRISPR-Cas 技术使得对模式生物基因组 DNA 进行

特定碱基的编辑修改变得方便快捷。

TALEN靶向基因敲除技术利用 TAL序列模块，

构建针对任意核苷酸靶序列的重组核酸酶，可以实

现在特定位点切开目标基因、敲除该基因
[18]
。而

CRISPR RNA 是最近发现的原核生物中的调控

RNA，用以抵御外来病毒和质粒入侵。在 II 型
CRISPR 系统中，CRISPR RNA (crRNA) 与转录激

活 crRNA(Trans-activating crRNA) 退火形成的复合

物，能够特异识别基因组序列，引导 Cas9 核酸内

切酶在目的片段形成 DNA 双链断裂
[19]
。最近的多

项研究表明，利用 CRISPR/Cas9 系统能够对小鼠和

人类基因组特定基因位点进行精确编辑；此外，该

系统还可以针对同一细胞中的多个位点实现多靶点

同时酶切，使得多个基因同时敲除或敲入成为可

能
[20]
。这些直接的基因组编辑技术可更有效地实现

基因沉默而少有脱靶效应 (off-target effects)，因而

将有非常广泛的应用，包括研究非编码 RNA 的生

物学功能。
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付向东报告讨论

徐安龙 ( 中山大学生命科学学院 )
Q ：功能是生物学研究的重点，用什么 RNA 研究的新方法能够了解其功能？

A ：具体问题具体分析。举个例子，我们做剪切 20 年，最近发现所有的因子都和白血病有关。但是这

些因子哪些是白血病产生的原因，哪些是结果，哪些是特定细胞系中特有的？需要具体问题具体分析。

屈良鹄 ( 中山大学生命科学学院 )
Q：问一个概念问题。在报告中提到，mRNA 广义上其实也是一种非编码 RNA。您怎么理解这个问题，

或者说这个概念？

A ：mRNA90% 是非编码区，因此说它是非编码 RNA 也不为过。非编码 RNA 主要起调控基因表达的

作用。mRNA 除了翻译蛋白，对基因的表达调控非常重要。传统观念认为，基因的 promoter 和 enhancer 对
基因表达调控至关重要。然而，我们发现，相同的 promoter，后面接的基因不一样，表达量高低就不一样。

RNA 结合蛋白，可以对 RNA 本身进行反馈调控，即由这个基因自己转录出来的 RNA 又回头调节自己的

基因。RNA 的表观遗传学，现在也是热点。

张旭 ( 中国科学院上海生命科学研究院神经科学研究所 )
Q ：你在报告中多次提到了 RNA 的 3'UTR 的功能，很少提到 5' UTR 的功能？

A ：5' 端 UTR 现在也有人做，研究基因的起始问题，主要就是研究 5'UTR。例如，有一种 Enhance 
RNA。有头没尾。即有 cap，没有 poly Ａ，要研究它的功能，就只能研究其 5'UTR。
施蕴渝 ( 中国科学技术大学生命科学学院 )

Q ：CRISR 技术不光可以做 knockout，还可以做 knockin，它的原理是什么？在小鼠中，做了 knockout
以后，有些时候看不到表型，这是为什么呢？

A ：CRISPR 技术会在基因组中产生切口。对于基因组中的切口，细胞中有修复机制对其进行修复。

DNA 酶在修复的过程中，如果有外源的同源序列，就会被修复酶整合到切口中去。因此，只要提供一个外

源的双链 DNA，就可以进行 knockin 操作。

表型是生物学的基本问题。不管是动物还是植物，都需要发展进化。如果一个基因非常重要，一碰就

死的话，那对生物的延续是不利的。因此在进化过程中，生物体往往通过基因倍增，对重要基因复制出多

份拷贝，保证其能够正常生长。植物中的基因比动物中多一倍，因为植物不能动，对环境的依赖更大。大

部分在动物中的必需基因，在植物里都不是必需的。植物中某一个基因往往只管一个器官，很少出现一个

基因对整个植株都重要的情况。

因此，对待功能研究，我们一方面要做 knockout，研究它独一无二的功能；另一方面，knockout 还要

跟过表达方法相辅相成。Knockout 方法和过表达方法研究出来的基因功能不一定会重合。

张旭 ( 中国科学院上海生命科学研究院神经科学研究所 )
Q ：经常遇到这样的情况，某个基因，在人中有 isoform，这些 isoform 很多情况下跟老鼠中的 RNA

不太一样，不保守，我们用老鼠来做体内实验的时候，不知道该怎么做。

A ：这是一个生物学难题。做基因表达，功能研究，一般看保守区。但是 isoform 很多是不保守的。因

此，现在普遍有一个观念，正是这些 isoform 之间不保守的差异形成了物种的特异性。isoform 是物种特有的。

比如在果蝇中，有些果蝇的性别决定就是靠 RNA 剪切完成，有些就不是。这种性别决定上的差异就跟

isoform 有关。因此建议大家今后更多关注保守的 mRNA，少关注差异大的 isoform。

曹晓风 ( 中国科学院遗传与发育生物学研究所 )
Q ：在您的报告中提到，你们实验室做的 miRACE， target active 互补配对特别好。在植物中是什么情

况呢？

A ：植物中的 siRNA，在动物中很少。siRNA 到了 11、12、13 核苷酸，Dicer 切的地方，就不形成配

对了。


