
第33卷 第2期
2021年2月

Vol. 33, No. 2
Feb., 2021

生命科学

Chinese Bulletin of Life Sciences

文章编号：1004-0374(2021)02-0223-08

DOI: 10.13376/j.cbls/2021025

收稿日期：2020-06-24；修回日期：2020-08-11
基金项目：国家自然科学基金项目(31901037)；“艾

滋病和病毒性肝炎等重大传染病防治”科技重大专项

(2018ZX10302302001003)
*通信作者：E-mail: xupingghy@gmail.com (徐平)；
zhangyaowsw@163.com (张瑶)

基于蛋白质基因组学发现的新编码序列

在疾病中的研究进展
蒙书红1,2，张　瑶2*，徐　平2*

(1 河北大学生命科学学院，保定 071002；2 军事科学院军事医学研究院生命组学研究所，国家蛋白质科学中心·北京，北京

蛋白质组研究中心，蛋白质组学国家重点实验室，中国医学科学院蛋白质组学与新药研发新技术创新单元，北京 102206)

摘　要：非编码序列在不同物种全基因组中占了很大的比例，在人类基因组中高达98%以上。近年来，越

来越多的研究发现，新编码序列不仅参与调控发育、分化、增殖与凋亡等生命活动，而且在疾病的发生发

展等过程中也扮演了重要的角色。现对基于蛋白质基因组学发现的新编码序列在疾病中的鉴定及应用进行

综述，有望为疾病预测、分型、诊断、治疗、疗效判断及预后的新型生物标志物和潜在治疗靶点研究提供

丰富源泉。
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Abstract: Non-coding sequences account for a large proportion in whole genome of different species, especially in 
human genome which is up to 98%. In recent years, an increasing number of studies have shown that novel coding 
sequences not only participate in life activities, such as the regulation of development, differentiation, proliferation, 
and apoptosis, and so on, but also play a significant role in occurrence and development of diseases. This paper 
reviewed the discovery and application of novel coding sequences based on proteogenomics in various diseases, 
which will provide rich resources for researching novel biomarkers and potential therapeutic targets of disease 
prediction, classification, diagnosis, treatment, curative effect judgment and prognosis.
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非编码序列是指基因组中不转录为RNA或转录

后不翻译为蛋白质的序列。不同物种的基因组包含

的编码序列比例差异比较大，且随着进化由低等到

高等，由简单到复杂，编码序列占比越来越小，而

非编码序列占比却越来越高，如大肠杆菌(Escherichia 
coli)中非编码序列约11% [1]，酿酒酵母(Saccharomyces 
cerevisiae)中约29%，拟南芥中约71% [2]。2001年，

人类基因组测序发现人类蛋白质编码序列仅占全基

因组的1.1%~1.4% [3]，非编码序列高达98%以上。

目前对编码序列的生物功能研究已取得较大的进

展，但对非编码序列的生物功能所知甚少。近10多
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年来，二代测序技术以及质谱技术的发展促进了基

因组学、转录组学和蛋白质组学的快速发展，发现

部分非编码序列含有特殊的功能性元件，在生命活

动中也发挥了重要的生物学功能。Jaffe等[4]在肺炎

支原体(Mycoplasma pneumoniae)的研究中首次提出

了蛋白质基因组学(proteogenomics)的概念。随后，

蛋白质基因组学技术逐渐被广泛地应用于物种全基

因组重注释工作中。近5年应用于疾病相关研究

中，为人类重新认识非编码序列的功能、机理、遗

传、进化等提供了契机。

1　非编码序列的种类及功能

非编码序列可分为非编码DNA (non-coding 
DNA, ncDNA)和非编码RNA (non-coding RNA, 
ncRNA)。ncDNA至少包含顺式调控元件、内含子

及可转录为ncRNA的DNA序列。顺式调控元件，如

启动子、增强子、沉默子、绝缘子等；ncRNA大体

上有：rRNA (ribosomal RNA)、tRNA (transfer 
RNA)、snoRNA (small nucleolar RNA)、snRNA 
(small nuclear RNA)、lncRNA (long non-coding 
RNA)、miRNA (microRNA)、s iRNA (smal l 
interfering RNA)、circRNA (circular RNA)、piRNA 
(piwi-interacting RNA)、5 ′-UTR (untranslated 
regions)、3′-UTR等。LncRNA [5]长度大于200 nt，
主要分为反义长链非编码RNA (antisense long non-
coding RNA)、长内含子(intronic)、lincRNA (long 
intergenic non-coding RNA)、Pseudogene、eRNA 
(enhancer RNA) 等。

1.1　ncDNA的功能

ncDNA涉及大量的DNA剪切和剪接、转座子

重组、基因重排、基因稳定、基因调控、ncRNA的

形成等。Frokjaer-Jensen等[6]发现了普遍存在于秀丽

隐杆线虫(Caenorhabditis elegans)生殖细胞中以10 
bp的周期性An/Tn簇为特征的ncDNA序列。当外源

基因导入生殖细胞时，该序列可防止内源基因被随

机沉默；而当含有该序列的合成基因导入生殖细胞

时，也可防止细胞识别而被沉默。Zhang等[7]发现了

近200个与癌症相关的可使基因表达异常的非编码

序列突变，其中一个非编码突变能激活DAAM1基
因，使得肿瘤细胞更具侵袭性。Morton等[8]重点分

析了致癌基因表皮生长因子受体(epidermal growth 
factor receptor, EGFR)基因，发现EGFR在胶质母细

胞瘤中大量拷贝时倾向于成环状DNA的形式，且与

染色体分离独立存在。环状DNA中包含几千碱基的

ncDNA，含数10种增强子以及其他调控元件。这些

额外的ncDNA使得EGFR异常急剧扩增，表明染色

体外ncDNA可促进癌症的发生发展。Takeda等[9]发

现，早期阶段的前列腺癌雄激素受体(androgen 
receptor, AR)基因上游的增强子被沉默，而在治疗

抵抗性转移性前列腺癌中，AR上游增强子的乙酰化

被激活，使得AR和增强子大量复制，揭示ncDNA
导致晚期前列腺癌治疗抵抗性的分子机制。

1.2　ncDNA的功能

非编码序列的双链RNA干扰现象于2006年被

授予诺贝尔生理学或医学奖。随后大量研究表明，

ncRNA通过与DNA、RNA、蛋白质结合或编码小

肽参与胚胎发育、干细胞维持、细胞增殖与分化、

代谢、信号转导、免疫应答、衰老、凋亡、疾病的

发生发展等几乎所有生理或病理过程的基因表达调

控，发挥重要生物学功能。ncRNA在老年性痴呆

症、糖尿病、心肌肥大、艾滋病、肺炎、白血病、

皮肤病、胸腺癌、肺癌、直肠癌、皮肤癌等疾病的

调控中发挥了重要作用，意味着ncRNA可能在药物

研发、疾病诊断、治疗等方面具有潜在的研究及应

用价值。

2　蛋白质基因组学在发现非编码序列编码蛋

白质中的作用

近年来，随着高通量测序技术的成熟，全球已

步入了大数据时代，积累了大量的基因组、转录组

和蛋白质组学数据。蛋白质是生命活动功能的直接

承担者。基于蛋白质组大数据集的多维组学数据分

析策略可为疾病发生、发展调控新机制的揭示提供

新见解(图1) [10]。在这个数据分析流程中，三框或

六框蛋白质翻译数据库的深度解析，不仅可比较正

常模型组与病理组样本已知编码蛋白质的差异表

WGS (whole genome sequencing)：全基因组测序；WES 
(whole exome sequencing)：全外显子测序 ；ESTs (expressed 
sequence tags)：表达序列标签。

图1  蛋白质基因组学研究流程图[10]
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达，而且还可发现人类原先所认识的非编码区序列

的编码能力及其在疾病发生、发展及预后过程中的

调控规律，为人们全面认识疾病类型及过程提供了

很好的技术支撑。

3　蛋白质基因组学在基因组重注释研究中的

应用

基于常规算法对全基因组测序结果进行注释，

往往会因人类对基因结构认识的不足而将特殊基因

错误归类为非编码序列，导致漏注释。如非经典开

放阅读框 [11-12]的发现提示起始密码子并非局限于

ATG，还包括CTG、GTG、TTG、ACG、ATT等非

经典起始密码子；因可能的开放读码框太短也会在

注释中遗漏很多小蛋白质和多肽。

2004年至今，蛋白质基因组学技术一直广泛运

用于基因组重注释、已注释编码基因的验证，已注

释编码基因边界的校正、外显子边界的校正、新外

显子和新可变剪接体的发现等。其应用包括完善多种

微生物[13-17]、原生生物[18]、昆虫[19-21]、拟南芥[22-23]、  
毛竹 [24]、水稻 [25]、斑马鱼 [26]、老鼠 [27-28]，甚至人

类[29]的注释基因组。随着质谱技术的成熟和发展，

基于蛋白质基因组学技术发现的许多非编码序列中

有很多小的开放读码框 ，可翻译成小肽或小蛋白

质，见表1 [30-39]。

4　蛋白质基因组学在疾病发生发展分子机制

研究中的应用

近年来，蛋白质基因组学逐渐应用于疾病发生

发展的分子机制研究中，已在肿瘤发生、发展、分

型分子标志物、肿瘤抗原研发和精准医疗中得到了

越来越多的应用[40-42]，为这些疾病的分子机制研究

提供了新的视角，补充了人类对非编码序列在疾病

中发生发展的新认识。此外，蛋白质基因组学也在

心血管疾病、传染性疾病、炎症、药效评价、新药

开发等多领域得到了应用[43]。

4.1　蛋白质基因组学发现的新编码序列在疾病发生

发展中的调控作用

Dou等[44]对95个患者的子宫内膜癌样本进行了

包括DNA、RNA、蛋白质及其翻译后修饰组等多

组学研究，发现circRNA在上皮间质转化中具有调

控作用。Hosono 等[45]发现新型超保守THOR (testis-
associated highly-conserved oncogenic long non-
coding RNA)在睾丸组织和黑色素瘤、肺癌等肿瘤

组织中显著高表达，影响减数分裂和促进肿瘤的发

生。THOR RNA pulldown样品质谱鉴定到THOR通
过直接增强IGF2BP (insulin-like growth factor 2 
mRNA-binding protein)与下游基因mRNA的结合提

高目的基因mRNA的稳定性，从而上调其表达水

平。Trembinski等[46]发现，保守ncRNA Sarrah可
抗细胞衰老、凋亡，是心肌细胞存活的调节剂，可

用于治疗心血管疾病。Yang等 [47]发现，CDR1as 
(cerebellar-degeneration-related protein 1 antisense 
RNA)在肝癌、乳腺癌、宫颈癌细胞系中表达量显

著降低。该基因可通过miR-7靶向调控EGFR的信号

表达，促进肝癌细胞的增殖。

4.2　蛋白质基因组学发现疾病诊断的生物标志物

生物标志物[48]是可作为正常生物学过程、病理

过程或治疗干预药理学反应的指示因子，是疾病检

测、分类、监测、检验临床治疗效果和预后的有力

工具。蛋白质基因组学技术所鉴定的多个具有编码

表1  基于蛋白质基因组学发现的新编码序列

研究对象 发现非编码序列的类型 数量 参考文献

A431 cells	 Pseudogene、Intergenic、5′-UTR、3′-UTR、Intronic、ncRNA	 329 [30]
Normal human tissues	 Pseudogene、Intergenic、5′-UTR、3′-UTR、Intronic、ncRNA	 149 [30]
Breast tumor	 Pseudogene、Intergenic、5′-UTR、3′-UTR、Intronic、ncRNA	 356 [31]
Human B cells	 Pseudogene、LincRNA、Annotated antisense、Unannotated intergenic region	 17 [32]
Human umbilical vein 	 Annotated 5′-UTR region	 7 [33] 
endothelial cells	
Human cell lines	 Long noncoding RNA	 308 [34]
H1299 cells	 5′-UTR; 3′-UTR	 61 [35]
Haploid cell lines	 Long noncoding RNA	 2 [36]
Mycobacterium tuberculosis	 Pseudogene	 10 [37]
Leishmania major	 Nong coding RNA	 8 [38]
Yeast	 Long noncoding RNA	 1 [39]



生命科学 第33卷226

能力的非编码序列具有作为疾病生物标志物的潜

力，可为疾病的临床诊断、治疗、预后提供潜在靶

点，见表2 [49-54]。

编码由87个氨基酸组成的PINT87aa。该蛋白质可通

过与PAF1蛋白复合物结合，影响下游基因mRNA的

延长，从而抑制胶质瘤的生长。

4.2.5　LINC00961
Matsumoto等[53]整合转录组学、翻译组学、蛋

白质组学证明LINC00961可翻译90个氨基酸的新型

多肽SPAR (small regulatory polypeptide of amino acid 
response)。该多肽在人和小鼠中保守，在一些组织

如心脏、肺和骨骼肌肉中特异高表达。通过定位于

溶酶体上，SPAR与溶酶体V型ATP酶相互作用，抑

制mTORC1 (the mechanistic target of rapamycin 
complex)的活性，特异性阻断mTORC1感应氨基酸

刺激的能力。SPAR在急性损伤的骨骼肌中下调，

可降低mTORC1的活性，促进肌肉再生，表明

S PA R响应损伤后以组织特异性方式精细调节

mTORC1的活性，调控肌肉再生以及修复肌肉损

伤。LINC00961在肺癌[55-56]、神经胶质瘤[57]、肾细

胞癌 [58]、肝癌 [59]、口腔鳞状细胞癌 [60-61]、黑色素

瘤[62]、冠心病[63]、结肠癌[64]中均具有抑癌作用，可

以诱导癌细胞凋亡，抑制癌细胞增殖、迁移及侵袭。

4.2.6　LINC00266-1
Zhu等[54]发现lncRNA LINC00266-1编码71个

氨基酸的天然内源性多肽RBRP (RNA-binding 
regulatory peptide)，广泛分布于多种细胞和组织，

并在结直肠癌、乳腺癌、卵巢癌和鼻咽癌等多种癌

组织细胞中高表达，且表达量的高低与癌症患者恶

性程度高低成正相关。在分子机制上，RBRP通过

与IGF2BP1结合，识别如c-Myc mRNA的m6A (N6-
methyladenosine)，同时募集RNA，稳定分子所结合

的靶基因mRNA，以维持c-Myc mRNA的稳定表

达，促使肿瘤的发生发展。因此，RBRP可能是新

的肿瘤标志物和潜在的抗癌药物靶标。

4.3　蛋白质基因组学发现的新编码产物在微生物感

染免疫中的调控作用

Jackson等[65]报道，核糖体与之前被注释为非

蛋白质编码RNA相关联，发现了一系列短的、非

ATG起始的ORF编码的蛋白质。利用Western 印迹

和质谱蛋白质组学技术证明lncRNA Aw112010在应

对细菌感染的先天免疫应答中可以编码蛋白质。该

蛋白质在细菌感染和结肠炎期间协调黏膜免疫中必

不可少，论证了非经典 ORFs翻译的蛋白质对宿主

防御和炎症性疾病起关键免疫作用。

传染性肠胃炎病毒(transmissible gastroenteritis 
virus, TGEV)可引起二周龄幼猪患胃肠炎，具有高

表2  基于蛋白质基因组学发现的候选生物标志物

非编码序列 疾病类型 功能 参考文献

HOXB-AS3	 结肠癌 抑癌 [49]
circPPP1R12A	 结肠癌 促癌 [50]
circ-FBXW7	 胶质母细胞瘤 抑癌 [51]
LINC-PINT	 恶性胶质瘤 抑癌 [52]
LINC00961	 多种癌 抑癌 [53]
LINC00266-1	 多种癌 促癌 [54]

4.2.1　HOXB-AS3
Huang等[49]发现，lncRNA HOXB-AS3 (HOXB 

cluster antisense RNA3)可编码长度为53个氨基酸的

保守小肽。在高度迁移的结肠癌细胞中，HOXB-AS3
显著下调；沉默HOXB-AS3会促进结肠癌的形成、

生长和侵袭转移等，这可能是由于该基因编码的小

肽通过竞争性结合hnRNP A1，阻断hnRNP A1所介

导的丙酮酸激酶PKM (pyruvate kinase M)的剪接能

力，从而减少PKM2剪切体的形成，抑制结肠癌细

胞中糖代谢重编程以及结肠癌细胞系生长。同时，

HOXB-AS3还是内源性抗癌肽，其表达水平低的结

肠癌患者预后较差。

4.2.2　circPPP1R12A
Zheng等[50]通过circRNA基因芯片筛选了10例

人类结肠癌组织和癌旁组织中circRNA的表达谱，

发现circPPP1R12A表达上调最显著。circPPP1R12A
高表达的患者总生存期较短。Western 印迹和LC-
MS/MS证明circPPP1R12A可编码由73个氨基酸组成

的蛋白质。体内外实验发现该蛋白质通过激活Hippo- 
YAP信号通路促进结肠癌细胞的生长和转移。

4.2.3　circ-FBXW7
Yang等[51]对10个胶质母细胞瘤样本进行深度测

序，发现 circ-FBXW7在正常人脑中大量表达，但在

癌组织中显著低表达。进一步分析发现，circ-FBXW7
存在内部核糖体进入位点，由此编码185个氨基酸

组成的蛋白质。体外和动物实验证明circ-FBXW7可
下调c-Myc的表达，稳定FBXW7，可引起细胞周期

阻滞，抑制癌细胞生长、增殖。

4.2.4　LINC-PINT
Zhang等[52]对人类正常和胶质母细胞瘤的细胞

进行高通量测序，结合免疫沉淀和LC-MS/MS分
析，发现转录自LINC-PINT 2号外显子的circPINT可
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度传染性和致命性。Song等 [66]发现猪感染TGEV
后，miRNA表达谱改变，差异上调表达的miR-4331
通过靶向CDCA7 (cell division cycle-associated 
protein 7)间接抑制TGEV亚基因7的转录。随后，

LC-MS/MS、RT-PCR、Western 印迹的结果表明，

随着miR-4331含量的增高，线粒体蛋白IL1RAP 
(interleukin-1 receptor accessory protein)和RELA 
(v-rel reticuloen-dotheliosis viral oncogene homolog A) 
的蛋白质丰度增大，揭示了miR-4331通过抑制靶基因

RB1 (retinoblastoma 1)表达，上调IL1RAP并激活p38 
MAPK通路，而调控TGEV诱导的线粒体损伤[67]。

4.4　蛋白质基因组学发现的新编码产物作为癌症特

异性抗原在肿瘤特异性免疫治疗中的应用

癌细胞存在大量突变，这与正常细胞有诸多不

同，有可能在癌细胞表面形成特异性抗原，从而激

活免疫系统，攻击癌细胞。以往的肿瘤抗原研究重

点在已知的基因组编码序列上，随着蛋白质基因组

学技术的发展，陆续有研究发现许多所谓的非编码

序列也能够编码和产生大量肿瘤特异性抗原[68-69]。

Johansson等[31]依据PAM50分类，分别选取5个
亚型，对每个亚型的9个乳腺组织样本进行多层次

系统性检测，鉴定到了对应于基因组非编码区的数

百个多肽，其中有30%预测可以与主要组织相容性

复合体(major histocompatibility complex, MHC) I类
分子结合。通过合成肽质谱验证了61种，靶向技术

证明只存在于肿瘤组织而非正常组织，可以作为潜

在的新型肿瘤特异性免疫治疗靶标。在该研究中，

lnc-AKAP14-1:3和lncCXorf36-3:1扩增得到患者特异

性候选免疫靶点，分别在一个肿瘤和两个肿瘤中表

达量升高。

Laumont 等[32]对人类B细胞富集的MHC I类分

子相关肽(MHC class I-associated peptides, MAP)进
行鉴定，发现这些鉴定的蛋白质大约有10%来源于

基因组非编码序列或外显子翻译框外，表明非编码

区是肿瘤特异性抗原的主要来源。在2种鼠类癌细

胞系(CT26和EL4)和7种人类原发性肿瘤(4种B系急

性淋巴细胞白血病和3种肺癌)中发现了40种肿瘤特

异性抗原，大部分来源于非突变导致的异常表达的

转录物[70]。在这些转录和翻译产物中，约90%来自

非编码区，具有肿瘤的共性，而且其中一些抗原对

癌细胞还具有特异性。由于是非注释编码基因产

物，这些肿瘤特异性抗原利用标准的外显子测序方

法可能会被遗漏。这些肿瘤特异性抗原制成的肿瘤

疫苗在小鼠中被证明有效，有些抗原甚至能够对小

鼠产生终身保护作用。Zhao等[71]用蛋白质基因组学

技术在23个高级别浆液性卵巢癌样本中检测到了

103个特异性抗原，其中91种是异常表达特异性抗

原，12种是突变特异性抗原(7种来源于非编码序

列)。同样的样品，利用传统的突变外显子测序只

能发现其中的3种，充分证明了蛋白质基因组学在

鉴定这些肿瘤特异性非编码区编码蛋白中的高效性。

5　小结与展望

蛋白质基因组学为人们在基因组和转录组基础

上，从蛋白质组水平全面重新认识非编码序列提供

了技术支撑，在认识生物体生长、发育、遗传变异

以及疾病发生发展方面具有重要意义。虽然基因组

非编码序列数据庞大、序列类型复杂、分析难度较

大，但是随着蛋白质基因组学技术的不断发展，越

来越多的非编码序列的特征、功能和作用机制逐渐

被人类认知，其在疾病发生发展中重要性也得到了

进一步揭示。这为疾病的分型、治疗靶点的挖掘、

疾病发生发展预期、耐药机制揭示、个性化精准医

疗及疗效判断和预后均提供了新的方向，为新药开

发、疫苗研发提供了新思路和新技术，并产生新理

论。目前已发现的功能性非编码序列仅仅是冰山一

角，对于非编码序列的认识也还只是一个起始阶

段，解密非编码序列工作任重而道远，有待全球工

作者的协同努力。

我们课题组经8年多的努力，建立了精准蛋白

质基因组学技术体系，已成功地应用于酿酒酵

母
[72]、结核分枝杆菌[73] (Mycobacterium tuberculosis)

及耻垢分枝杆菌(Mycobacterium smegmatis)中，且

均发现了一系列数据库中尚未注释的新基因，这些

新发现基因的潜在生物学功能有待我们进一步探

索。此外，课题组还将蛋白质基因组学技术成功地

应用于人类染色体蛋白质组计划(chromosome-centric 
human proteome project, C-HPP)中，自2015年从睾

丸组织中共鉴定到400多个“漏检蛋白”，基于质

谱技术为其找到高可信的蛋白质组学证据，为人

类基因组的重新绘制及其进一步功能研究提供了

基础[74-79]。
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