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肽核酸对基因调节作用的研究进展

宫 霞" 乐国伟 施用晖
（江南大学食品学院，无锡 $!1%#4）

摘 要 肽核酸（=+>）是一类人工合成的核酸类似物，=+>与核酸链以 ?-@<(9/AB7CD碱基配对方式稳定互补结合，
具有高度的亲合性、稳定性、特异性特征，=+>能调节基因的复制、转录（或逆转录）和翻译过程，有着广泛的分子生
物学效应，显示出其作为基因调节药物的应用潜力。
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!00!年 +73)@39和 58G()6［!］等人通过创造性的设计合成
了核酸模拟物———肽核酸（=3H<7I3 9JC)37C -C7I，=+>）。肽核
酸是以酰胺键连接而成的肽骨架替代核酸中核糖磷酸二酯

键骨架构成的核酸类似物，其结构是由重复的 +/（$/氨基乙
基）甘氨酸为单元通过!/+酰甲基与碱基相连。=+>保留了
K+>或 L+>分子的碱基，碱基与骨架间隔 #个共价键，相邻
碱基间隔 4个共价键，碱基对与螺旋轴垂直，空间大小与天
然核酸相近。因此 =+>与核酸可通过 ?-<@(9—AB7CD碱基互
补形式形成双螺旋的稳定复合物，或以 M((8@<339或反 M((8@/
<339氢键结合到有特定序列的双链大沟处形成三股螺旋结
构的稳定复合物［$］，使 =+>具有对核酸特异的识别能力与
结合能力，特别对基因的表达具有较强的调节作用，被广泛

应用于分子生物学和医学的研究之中。本文就近年来肽核

酸对基因调节方面的研究进展作一综述。

! =+>与靶基因结合的特征

!"! #$%与靶基因结合具高度稳定性

图 ! 肽核酸和 K+>的化学结构
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从上图 =+>分子结构分析说明 =+>具有电中性、非手
性等属性，分子中三级酰胺旋转能阈与肽键相近，在溶液中

呈单一构象，碱基堆积力是维持构象的主要因素，因此 =+>
在与核酸杂交时避免了静电斥力，使形成的复合物更加稳

定［#］。58G()6 ,［$］把同样碱基序列的 =+>/K+>与 K+>/K+>
双链相比，双链每增加一个碱基，26 将会提高 !P A（在

!%%66()QR+-A) 中 !&/63B =+>/K+>，26 40P A，!&/63B K+>/
K+>，26 &1PA），这种稳定性增加是由于 =+>/K+>的中性骨
架之间排斥力小及空间结构易于配对所致，进一步研究表

明，=+>/L+>杂交的 26值较 =+>/K+>杂交值高，而且与相
同序列 =+>/K+>相比 =+>/=+>双链结合速率更快，解离速
率相对较慢，因此 =+>与 K+>、L+>、=+>杂交稳定性依次
为：=+>/=+> S =+>/L+>S =+>/K+>S K+>/K+>。

=+>/K+>杂交结合强度不过分依赖于盐浓度，在低浓
度盐离子强度与没有 ,8$ T 条件下，=+>都能与序列 K+>分
子杂交，其解链温度较高，而同样条件下 K+>/K+>杂交分子
的稳定性较差，它受介质盐浓度的影响很大。

=+>常与靶基因形成三股螺旋结构发挥作用。若靶基
因为同聚嘌呤序列，则含纯嘧啶碱基的 =+>@与双链 K+>中
同聚嘌呤序列互补，形成极为稳定的（=+>@）$ QK+> 三链分

子［1］，亦可同互补的 L+>链形成高热稳定性的（=+>@）$ QL+>
三链分子（26 S F%P），进一步研究发现：=+>是以平行或反平
行的双螺旋方式与核酸结合，=+>与 K+>（或 L+>）形成的复
合物倾向于反平行结合，而形成的三螺旋倾向于平行结合，

且两种结合方式都得到非常稳定的复合物［&］。

!"& #$%与靶基因结合的高度序列特异性

=+>与互补的 K+>或 L+>杂交时显出很强的特异性，
这表现在 =+>/K+> 碱基对错配杂交分子的不稳定性比

K+>/K+>碱基错配杂交分子的不稳定性更高。实验证实：
在 !&/63B =+>/K+>双链中出现一个错误的配对时 26将降
低约 " U $%V（平均 !&V），而在相应的 K+>/K+>双链中类



似的错误配对出现时，!"只降低 # $ %&’（平均 %%’），()*
与靶 +)*之间出现一个碱基错配时，它们之间的结合效率
就会明显下降，出现两个碱基错配，()*与靶 +)*则完全不
能杂交，因此利用 ()*,+)*复合物的高度稳定性和序列选
择性可检测 +)*在 (-. 扩增时单碱基对的变异（在 (-.反
应体系中，加入与 +)*模板中间重复序列互补的 ()*片段
与 +)*模板退火杂交，从而封闭已变性的 +)*模板中的重
复序列）。

当 ()*靶序列与引物位点重叠时，引物和 ()*竞争引
物结合位点，因为 ()*不具备引物对 +)*聚合酶的功能，所
以 ()*与引物位点的结合导致扩增减少，当 ()*靶序列与
引物位点相邻或相间时，()*的结合使得 +)*聚合酶的延
伸受阻，+)* 增殖减少，因此在 (-.反应体系中，()*与引
物或模板互补结合后，可导致 (-.终止，但与一个碱基错配
的模板结合后，在合适的温度范围中，由于此复合体热稳定

性下降，()*则不能干扰 (-.的进行，使该模板得以大量复
制，或者 (-.反应液中加入 ()*后增殖不受影响，表明得到
的 +)*中存在突变碱基［&］，实验中利用 ()*与核酸结合的
高度特异性，将 ()*作为探针广泛采用。

!"# $%&与靶基因结合的高度亲和性
()*是由特殊的多酰胺骨架与碱基通过亚甲羰酰键连

接其骨架上的，因此此分子结构不被核酸酶和蛋白酶识别、

结合，能抗酶的降解［/］，在人血清、细菌提取物、埃氏腹水癌

细胞核细胞质抽提物中均无明显降解。它抵抗真菌蛋白酶

0，猪小肠黏膜蛋白酶分解的能力是对照肽类的 %111和 21
倍，并且在一个相当大 34值范围内 ()*都是稳定的［5］，因
此无论在体内或体外 ()*都能长期存在。()*与 +)*的结
合导致限制性内切酶所需的特征结构发生改变，从而序列专

一性地抑制内切酶对双链的切割。利用 ()*的这种性质实
验中，当富含胸腺嘧啶的纯嘧啶 ()*通过链取代机制与 67,
+)*杂交，使被取代的 +)*链有单链性质，能被单链核酸酶

8%降解，尤其当 67+)*上有两个相连相邻的 ()*靶序列时，
利用靶序列互补的 ()*片段，就可使核酸酶 8%选择性地断
裂，起到限制性内切酶的作用。当同性嘧啶 ()*寡聚体连
接在一起形成所谓 ()*夹子时，链侵染的过程能够识别双
股 +)*中短于 /个碱基长度的同性嘌呤序列，()*夹子结
合到双链 +)*上，就会阻止酶的作用。9:7:;<=>等［?］亦使用
此原理在很专一的位点上酶切了酵母菌基因组，实验中当

()*寡聚体连接到固定相上时，它亲和捕获碱基效果很好，
@=AAB［%1］等曾用这种方法获得含有 -C*重复序列的活性转录
基因。

’ ()*对基因表达的调节作用

’"! $%&对转录过程的调节作用
由于 ()*与靶基因结合具高度亲合性、专一性及稳定

性，()*反基因作用的靶是通过与每个基因组成 ()*,+)*
二聚体，而影响基因的转录、调节基因表达。有实验表

明［%1］：()*分子与含有其靶序列的人工构建质粒模板在低

盐条件下预处理后再置于转录缓冲液中，加入多种 .)*聚
合酶如人 3=;!；!2、!# 噬菌体 .)*聚合酶，()*可以抑制作

用位点在 DEF,.B增强子上的转录调控因子 )G,"@的转录活
性，并且 ()*结合时间先后秩序决定了 )G,"@活性差异，! H
"#$% .)*聚合酶体系中都有效地抑制转录产物的生成。
9IJ<:K7［%%］研究还发现 ()*对转录的抑制作用与它同 67+)*
结合位置有关，若结合在转录链时，()*抑制作用可以达到
%11L；结合在非转录链上抑制作用则会大大下降，最多不超
过 M1L。另外 ()*的大小和靶序列碱基构成可以影响转录
抑制率，%1,":K ()*可以抑制 ()*转录，&,":K、5,":K ()*的
抑制效果要差些，靶序列中 C含量增加会降低 ()*转录抑
制效果，因此，()*的转录抑制作用是可通过抑制聚合酶或
转录因子与模板的结合，或阻止链的延伸来实现。

研究发现［%F］!2、!# 噬菌体聚合酶转录体系中转录启动

时，瞬时的“转录泡”（!KBN7JKI3OI=N PQPP;:）使 .)*与模板的结
合更易于发生，进而抑制了转录的进一步进行，这样在一定

条件下 ()*可以在生理盐浓度下发挥转录调节作用。从理
论上讲，基因转录亦是一个生物信号放大的过程，少量 ()*
若与 +)*结合可抑制转录进行，而 ()*若与 .)*结合时，
大量 ()*必须与细胞中大量的 ".)*结合，才可抑制翻译，
因此以 +)*为靶点的反基因研究更具有应用潜力，可能通
过抑制基因转录而阻止肿瘤细胞中原癌基因的表达。

()*除对转录具有负的调节作用外，也可对转录进行正
调节［%2］，在转录体系中，.)*聚合酶能利用 ()*,+)*结合
作用产生的单链 +)*，在 ()*链取代反应发生的位点为起
点转录生成分子，而且 ()*介导的转录强度与 EBJR9 ! H "#$%
启动子起始的转录强度相当。

总之，()*对转录的调节具有双向性，分别实现对转录
的序列专一的终止或启动需要不同的特定条件。一般只需

单个 ()*分子和处于模板链上的较短靶序列的相互结合即
可实现对转录的抑制，而转录的启动需较大的或多个 ()*
靶序列位于两条 +)*链上，因此可以推断利用 ()*控制不
同条件，进行序列专一性转录的人工正负调节。

’"’ $%&对翻译过程的调节作用
()*对翻译过程主要起反义调节作用，即 ()*与 ".)*

结合形成三螺旋结构，从而阻碍 518核糖体与 ".)*结合或
形成空间位阻防碍核糖体在链上的移动，而不被 .)B7: 4酶
降解。有许多实验对 ()*的反义性质作研究，4BN>:S［%2］等
将 ()*（4!2*-!F)4F）在兔网状细胞溶解物中与含互补序列

".)*孵育，对翻译产物的分析结果表明，随反应液中 ()*
浓度的增加，完整翻译产物 2&<+蛋白的生成减少，终止于结
合位点的部分翻译产物 FF<+蛋白的生成增加，因此 ()*与
".)*的靶位点结合阻抑了翻译的进行。采用微注射法将
()*直接注射到培养的细胞核中，定靶于 89#1 抗原 ".)*
的 MT末端非翻译区，%M,":K同聚嘧啶 ()*可以抑制 ??L的 !
抗原在 -9,%细胞中表达，而且三链形式的（()*）F ,.)*同双

链形式的 ()*,.)* 一样具有反义调节作用，都不依赖于
.)B7: 4而发挥作用。比较 ()*和寡核苷酸的反义作用发
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现，结合于 !"#$起始密码子（$%&）附近的寡核苷酸，即使
在翻译反应中加入 ! ’ "#$% 的 "#()* +，反义寡核苷酸也不能
抑制翻译的进行，表明 ,#$比普通寡核苷酸的翻译调节作
用强。同时还发现，当进入胞内的 ,#$ 浓度低于 -!!./01
时，反义作用的效果除了呈剂量依赖性和靶向特异性外，与

,#$的长度也有关系，在 ,#$的浓度固定为 2!!./01时，234
!*5、2-4!*5和 634!*5,#$进入细胞核后，蛋白质的翻译相应
受到了 37、837和 -37的抑制，表明 ,#$的长度越长，反义
作用越强。

反义 ,#$不仅可以抑制病毒的翻译，也可以阻碍细菌
中蛋白的生成。针对核糖体 "#$功能和结合位点的反义
,#$可以抑制大肠杆菌的翻译。以上研究说明 ,#$无论在
体内或体外，其抑制作用不仅有剂量依赖性而且有基因特异

性，,#$对翻译的抑制在起始密码子区可能通过形成三螺旋
阻碍 93:核糖体与 !"#$结合，而在编码区 ,#$与 !"#$结
合的复合物可通过阻碍核糖体在 "#$链上移动。
!"# $%&抑制逆转录调节基因的表达
研究发现 ,#$能够抑制 !"#$逆转录成 ;<#$，选择适

当的 ,#$ 浓度就可专一性抑制逆转录活性，而不影响翻
译［28］。=.>>*/?@)［2-］在研究体外 ,#$对 +AB42C(C基因逆转录
的作用时，设计了与 "#$的纯嘧啶序列 $$$&$$$$平行互
补的 ,#$、反平行互补 ,#$和将两种 ,#$连接起来的 DE)4
,#$，并研究分别加入不同浓度的 ,#$对逆转录的调节（见
表 2）。而相同条件下与相同序列硫代寡核苷酸却不能抑制
逆转录反应，由此得出在一定浓度范围内 ,#$能选择性地
抑制逆转录而不影响翻译。如果选择合适的 ,#$浓度，就
能做到专一性抑制逆转录活性，而无其他毒性，并推断 ,#$
对逆转录的调节阻断是 ,#$空间阻碍效应的结果。

表 ’ $%&()%&不同浓度对逆转录的调节

*+,-. ’ )./0-+1234 35 6.7.68. 16+48962:1234 24
;255.6.41 9349.416+1234 35 $%&()%&

,#$0"#$浓度 逆转录情况 逆转录产物

互补平行 ,#$ 完全阻断 无产物

F3 反平行 ,#$ 完全阻断 无产物

DE)4,#$ 完全阻断 无产物

互补平行 ,#$ 部分阻断 部分及完整产物

F 反平行 ,#$ 部分阻断 部分及完整产物

DE)4,#$ 完全阻断 部分产物

互补平行 ,#$ 近乎完全进行 完整产物

3GF 反平行 ,#$ 近乎完全进行 完整产物

DE)4,#$ 部分阻断 部分产物

此外，研究发现 ,#$ 能通过特异性识别人端粒酶的
!"#$而抑制端粒酶的活性，#.5H.I［2F］针对人端粒酶设计了
一组与其互补的 ,#$，,#$对端粒酶活性的抑制作用有高
度的序列选择性，而硫代寡核苷酸则以非序列选择性方式抑

制端粒酶活性，因此 ,#$是一种很有前途的抗肿瘤端粒酶
活性的药物。

# 结束语

综上所述，由于 ,#$具有良好的生物稳定性及对核酸

靶序列的高度亲和性和专一性，因此 ,#$显示了对基因表
达有效的调节作用，目前已成为分子生物学研究的有力工

具［2J］。但由于 ,#$是人工合成的核酸类似物的大分子，它
不易穿过细胞膜和血脑屏障，制约了它的实际应用。最近国

内外研究表明，将 ,#$ 与不同的载体偶联能改善细胞对

,#$的摄入状况，特别是 ,#$与某些多肽序列结合后直接
运送 ,#$穿过细胞膜，进入细胞后很快与多肽脱开，不影响
,#$与细胞质中 !"#$结合，或者进入细胞核内与 <#$ 相
互作用，这对 ,#$在生理条件下调节基因的表达、,#$的应
用有重要意义。目前把 ,#$作为基因调节药物用于基因水
平治疗肿瘤、爱滋病、肺结核等［29 K 63］已成为生物医药界研究

的热点，具有广阔的应用前景。因此预计随着人们对 ,#$在
基因表达调节方面研究的进一步深入，它在生命科学中的作

用将会更加重要。
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安捷伦化学分析部更名为生命科学与化学分析部

———@F-"0 /,$ ’$+.$访谈

=NN=年 =月 J日，安捷伦化学分析部（@5W）宣布更名为生命科学与化学分析部（YM@5）。为此，我们采访了安捷伦生命科
学与化学分析部（YM@5）的高级副总裁兼总经理 @F-"0 /,$ ’$+.$先生，就该部门的名称变动及其为生命科学领域带来的影响展
开了讨论。

问：您宣布化学分析部更名为生命科学与化学分析部（YM@5）。更名的原因都有哪些呢？
答：我们认为，以前的名称“化学分析部”已经成为安捷伦在生命科学市场中扩大品牌无形资产价值的障碍，生命科学客

户把我们看成一家传统的化学分析仪器公司。我们需要有新的名称，以反映安捷伦提供越来越多的生命科学产品和服务，同

时巩固我们在化学分析市场中的领先地位。

问：安捷伦参与开发生命科学解决方案已经有多长时间了？

答：多年来，安捷伦一直以各种形式为“生命科学”提供仪器解决方案。由于我们的重点是基因表型性状和蛋白质研究，

所以我们需要定位成一家“生命科学”公司。生命科学也是安捷伦的战略增长计划之一。

问：您个人对公司在未来发展方面有什么看法？

答：从个人来看，我对这一业务很乐观，同时我认为，我们运营的市场在营业收入和市场份额方面都会有长期的可盈利增

长。基因表型性状、蛋白质结构和药物发现和开发是安捷伦公司服务的三大市场。这一技术的潜力是惊人的，将对人们的生

活产生巨大影响。这是一种原动力，一种令人激动的动力，当然也是“梦想成真”的根源。

问：目前 YM5@为生命科学市场提供哪些产品和服务？这些产品和服务具有哪些特殊功能？
答：我们为制药、生物技术和科研人员提供的主要解决方案集中在四大平台上，即 K45微阵列、微型应用流体技术、液体

色谱技术、质谱测量技术以及相关的用品、服务和生物信息学（软件系统）。每个平台拥有大量的专门解决方案，以满足广大

客户的特殊需求。

与生命科学公司建立合作关系是一种行之有效的方法，我们可以随时跟踪生命科学的最新进展，保证安捷伦提供的产品

和服务能够满足现在和未来的各种需求。

问：未来几年内，我们可望看到哪些生命科学技术？

答：安捷伦最近宣布其在研究新技术方面的两大重要科研合作。一个是安捷伦实验室正在与哈佛大学合作，开发突破性

的纳米微孔技术，以更快地分析作为所有生命组织蓝图的 K45和其它核酸；另一个是安捷伦实验室与科罗拉多大学和美国国
防部高级研究计划署进行合作，为核酸的化学合成开发突破性的两步工艺。在不久的将来，这一技术可以降低我们制造 K45
微阵列的复杂性和成本。从长期来看，这两项新技术将会变革疾病特征描述和药物发明。

（熊一飞 供稿）

JP=R期 宫 霞等：肽核酸对基因调节作用的研究进展
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胰腺组织表达 F$0重组酶转基因小鼠的建立及鉴定

周 江 程 萱 吕娅歆 黄翠芬 杨 晓!

（北京生物工程研究所发育和疾病遗传学研究室，北京 !AAAL!）

摘 要 组织特异性表达 F$0重组酶的转基因小鼠是进行组织特异性基因剔除研究的重要工具。为了建立胰腺组
织特异性 F$0转基因小鼠，我们通过 /F1克隆了大鼠胰岛素基因启动子，并用它指导 F$0基因在胰岛细胞中的特异
性表达。在 F$0重组酶基因 KM端添加了真核核糖体结合序列和核定位序列以使 F$0重组酶能穿越核膜在细胞核中
发挥功能；同时，在 F$0基因 BM端添加了含内含子的 BM端人生长激素基因。表达载体经显微注射导入小鼠受精卵以
建立转基因小鼠。/F1检测显示共获得 L只 F$0整合阳性的转基因首建者小鼠；1N?/F1结果表明其中 !只首建者
小鼠的子代鼠在胰腺中转录了外源基因，进一步的 G,<8+0$&杂交结果表明，该转基因小鼠能够在胰腺中表达有功能
的 F$0重组酶。

关键词 转基因小鼠，F$0重组酶，胰腺
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