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综  述                                                               

反义技术应用在细菌代谢调控中的研究进展 

李强, 徐鑫, 杨建明, 聂庆娟, 咸漠 
中国科学院青岛生物能源与过程研究所, 青岛 266071 

摘  要: 随着基因工程技术的蓬勃发展和代谢调控研究的深入, 反义技术作为一种温和调控的基因工程技术, 开始向

世人展示其无穷的魅力。与基因敲除等功能缺失性研究方法相比, 反义技术具有投入少、周期短、操作简单等优点, 受

到广泛的关注, 成为细菌代谢调控的有力工具。以下对反义 RNA、反义寡核苷酸、核酶这几种反义技术在细菌代谢工

程操作中的研究进展及存在的问题进行了概述。 
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Abstract: With the rapid development of genetic engineering and metabolic regulation, antisense technology displays its fascination 
to the world as a mild regulation genetic tool. Compared with other loss-of-function research methods (e.g. gene knockout), antisense 
technologies have advantages such as low cost, short period, and easy operation. It has been increasingly used in bacterial metabolic 
regulation as a powerful genetic tool. This review briefly summarized the latest progress and problems in antisense technologies that 
are recently used in metabolic engineering of bacteria, and compares the advantages and disadvantages of these technologies. 
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细菌以其易于培养、酶种类多样、代谢产物丰

富等优点受到代谢工程研究者的青睐。随着基因工

程技术的飞速发展, 作为良好的表达宿主和基因改

造宿主 , 细菌的代谢调控研究受到越来越多的重

视。近年来的研究发现, 在细菌中进行代谢途径改

造和基因敲除可能带来代谢紊乱 , 生长缓慢 , 代谢

产物产量不稳定等问题[1−3], 因此, 反义技术这样较

温和的代谢调控手段, 受到专家学者的极大关注。 

经过 30 年来的不断改进和创新, 如今反义寡核

苷酸、反义 RNA 等反义技术已经成功地用于抑制细

菌基因的表达。反义技术已经成为细菌代谢工程操

作中的强有力的工具, 应用越来越广泛。与基因敲

除技术相比, 反义技术投入少、周期短、操作简单, 

并且不阻断正常代谢通路, 对细胞生长和代谢影响

较小。这些优点吸引着广大的代谢工程研究者, 反

义技术在细菌中的应用研究越来越多, 得到了可喜



1690    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech             October 25, 2008  Vol.24  No.10 

  

Journals.im.ac.cn 

的科研成果。 

人 们 对 于 反 义 技 术 的 认 识 始 于 1978 年 , 

Zamecnik[4]等人最早用反义技术构建了 13nt 的反义

RNA 用于抑制了劳氏肉瘤病毒的复制。之后随着分

子生物学的蓬勃发展, 反义技术在细菌中得到了广

泛的研究和应用。大肠杆菌等几种细菌的基因敲除

技术比较成熟, 只有在基因难以敲除时人们才尝试

用反义技术。因此过去反义技术多用于革兰氏阳性

菌和少数几种革兰氏阴性菌的代谢调控。近年来基

因敲除技术的缺点日益凸显, 反义技术也逐渐应用

于大肠杆菌等细菌的代谢调控中。 

1  应用于细菌的反义技术 

反义技术包括: 反义 RNA、反义寡核苷酸、核

酶、RNAi。目前适用于细菌的反义技术主要有反义

RNA、反义寡核苷酸、核酶。反义技术的作用原理

是与目的基因、mRNA 结合, 从而达到抑制基因表

达的目的(图 1)。 

1.1  反义 RNA(Antisense RNA) 
反义 RNA 是 20 世纪 80 年代生命科学研究中的

重大发现, 在科学史上具有深远意义。反义 RNA 是

一段本身不被翻译的 RNA 序列。反义 RNA 对基因

表达的调控是细菌天然的代谢调控方式之一。1981

年在大肠杆菌的质粒 ColE1 的复制调控中, 人们最

早发现了细菌中反义 RNA 的存在[3]。反义技术的早

期应用也主要是对细菌质粒的调控。在细菌代谢调

控的实际操作中, 反义 RNA 技术就是将一段编码反

义 RNA 的核酸片段连接表达载体, 导入到细胞中使

其表达。然后, 反义 RNA 与靶 RNA 碱基配对, 形成

二级结构, mRNA 被降解, 从而抑制靶基因的表达, 

达到代谢调控的目的。 

细菌体内本身存在反义 RNA 调控机制, 因此在

细菌中利用反义 RNA 用于基因表达调控有很多优

点: ⑴与基因敲除相比 , 对细胞的正常生长影响较

小; ⑵可在菌体达到一定生物量时诱导表达[5], 达到

既抑制基因的表达, 又不影响细菌的正常生长的目 

 

图 1  应用于细菌中的反义分子介导的基因表达抑制机理 
Fig. 1  Mechannism of antisense technology applied in bacterial metabolic regulation 

Route A: a fragment of antisense oligonucleotide possessing a sequence complementary to that of the target mRNA is transfered to the host cell, forms 
a duplex complex with the complementary mRNA sequences, and blocks mRNA translation via (A1) translational arrest or (A2) mRNA cleavage by 
RNase H. Route B: ribozyme is delivered to the host cell, forms specific complementary structure, hybridizes with target mRNA, and cleaves mRNA 
to fragments. Route C: antisense RNA strategy is to endogenously express antisense RNA through recombinant plasmids harboring antisense RNA 
gene. Then the antisense RNA forms a duplex complex with the complementary mRNA sequence and blocks translation by the ribosome 
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的, 因而可以定时、有效地调控蛋白表达; (3)可持续

稳定地表达反义 RNA 分子; (4)可选择性地抑制基因

表达。反义 RNA 抑制基因表达的效率和反义分子的

长度、作用位点、细胞因子的作用与正义 RNA 形成

的空间结构密切相关。因此可以设计不同长度的反

义 RNA、使反义 RNA 与目的 RNA 形成不同的配对, 

以不同的抑制效果针对目的 mRNA 上不同位点设计

反义 RNA 来调节基因的表达。 

反义 RNA 的操作简便, 在细菌代谢调控中的应

用通常是 PCR扩增出部分目的 DNA, 并在两端加上

限制性酶切位点倒向插入原核表达载体中, 然后转

化入宿主菌表达。反义 RNA 技术在代谢途径的分析

和调控中得到了广泛的应用, 比较突出的成果表现

在丙酮丁醇梭菌的溶剂产生代谢途径的调控当中。

E.T. Papoutsakis 等[6]用反义 RNA 技术调控梭菌中基

因的表达 , 经过检测 , 他们所构建的不同长度的反

义 RNA 可在 35%~96%的效率范围内抑制丙酮和丁

醇途径中一系列基因的表达。 

反义 RNA 技术不仅在革兰氏阳性细菌得到了

成功的应用, 而且还在革兰氏阴性菌方面也取得了

很多成果。Engdahl HM 等[7]在大肠杆菌中构建了反

义 RNA 的基因沉默系统, 为在大肠杆菌中进行反义

操作打下了基础。Christian Kemmer 等 [8]用反义

RNA 的方法弱化大肠杆菌细胞中不可缺少的酶

RNaseE 的表达, 在诱导反义 RNA 表达 90 min 时, 

检测 RNaseE 的含量减少到原来的 35%, 即抑制了

65%的表达量。Engdahl 和 Christian 等人的工作表

明反义 RNA 技术对于大肠杆菌代谢调控也十分有

效。 

研究表明, 反义 RNA 技术可在 0%~99%的效率

范围内抑制基因表达。因此, 反义 RNA 技术可根据

需要调节基因的表达效率, 甚至可以达到基因敲除

的效果[9]。 

1.2  反义寡核苷酸 (Antisense oligonucleotides, 
AS-ODN) 

反义寡核苷酸技术就是将一段可以与目的基因

序列特异性结合的 13~25 nt 的单链寡核苷酸导入细

胞 , 该 序 列 与 目 的 基 因 成 碱 基 互 补 配 对 成 为

DNA-RNA 双链 , 通过阻碍目的基因的表达 , 加速

mRNA 的降解, 达到调控代谢的目的。 

如何有效、特异地作用于目的 mRNA 是反义寡

核苷酸作用的关键。mRNA 常常形成链内的配对 , 

阻碍反义寡核苷酸与目的 mRNA 结合, 因此设计一

定的序列长度十分重要。一般反义寡核苷酸与目的

mRNA 的大小比例约为 1: 20 [10]。寡核苷酸对核酸酶

敏感，容易被降解[8], 近年来科研人员对反义寡核苷

酸作了很多种类的化学修饰来提高反义寡核苷酸的

稳定性 , 保护其不被核酸酶降解 , 提高抑制基因表

达的效果, 同时保持了对 RNA 酶 H 的激活作用。人

们合成了硫代磷酸酯寡核苷酸(PS-AS-ODN)、混合

骨架寡核苷酸的反义寡核苷酸、多肽-核酸嵌合体

(peptide nucleic acid, PNA)等[11]多种修饰的反义寡

核苷酸。经过修饰的反义寡核苷酸稳定性大大增加, 

细菌摄入后可达到反义作用的效果。Omid 等[12]将

PNA 添加到培养基中, 达到了阻断 hok 基因的表达

的效果。 

人们还采取了其他方法, 保护反义寡核苷酸不

被降解。Patrick Fillion 等[13]将作用于半乳糖苷酶基

因的反义寡核苷酸包裹在脂质体中, 导入金黄色葡

萄球菌, 达到较好的抑制金黄色葡萄球菌基因表达

的目的。 

反义寡核苷酸在细菌遗传操作中已经得到了一

定的应用 , 但细菌的繁殖速度快 , 反义寡核苷酸在

细菌分裂过程中不能稳定地传递, 而修饰的成本过

高 , 应用范围较窄 , 因此目前反义寡核苷酸技术仍

主要用于基础理论的研究。 

1.3  核酶 
核酶(Ribozyme)是具有催化活性的特殊的反义

RNA, 它有高度专一内切核酸酶的活性, 可与靶序

列杂交并加以剪切 , 从而对基因表达进行调控 , 锤

头型核酶是研究比较深入的一类。核酶的基本组成

包括中间极为保守的核苷酸序列(活性中心)和两端

的引导序列。 

在实际应用中 ,核酶同样面临着稳定性和有效

位点的选择等问题。对于核酶,提高稳定性的方法与

AS-ODN 类似, 用化学方法对核酶进行的修饰来提

高稳定性, 保持酶活性[14]。在细菌中产生核酶的基

因可以连接到载体上诱导产生核酶, 从而持续调控

目的基因的表达, 但作用效果难以保证[15]。 

在以上可用于细菌的反义技术中, 反义 RNA 技

术具有作用效果明显 , 可稳定的诱导表达 , 可随细

胞的繁殖而分配到子细胞, 作用效率可调节等其他
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反义技术不能比拟的优点 , 更适合调控代谢细菌 , 

因此反义 RNA 技术在细菌的代谢工程中应用最广。 

细菌中不存在 RANi现象, 缺少相应的酶, 所以

RNAi 技术不能用于细菌的遗传操作, 但有研究表

明细菌中有类似于真核生物 RNAi 的机制存在。

Rodolphe 等发现噬菌体侵染细菌后, 细菌基因组上

出现了 25~40 bp 的重复空间体结构, 这些成簇规则

的 有 间 隔 短 反 向 重 复 序 列 (Clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats, CRISPR)参与

了细菌抵御噬菌体核酸的过程, 并且有效降解了噬

菌体核酸[16]。随着细菌基因组研究的深入和细菌抵

御外来核酸研究的累积, 上述类似真核生物 RNAi

的机制很可能成为细菌的反义调控手段之一。 

2  反义分子的设计 

反义技术的应用主要有两个难点: 第一 , 如何

选择 RNA 分子的适当部位作为靶标; 第二, 反义分

子的稳定性[17]。目前科研人员已经用化学方法设计

了核酸肽等对反义分子进行修饰来增加其稳定性。

因此设计选择适当的目的 mRNA 分子靶位点来抑制

mRNA 的翻译成为反义技术的核心问题。 

最初人们设计反义分子是主要根据转录的起始

位点、mRNA 翻译的起始位点, 根据前人积累的实

验经验 , 设计一系列反义分子 , 一一检测这些序列

的作用效果, 但是这样设计的反义分子在应用中效

率不高[18]。目前反义分子的设计主要是采用以下 4

类方法: 

2.1  RnaseH 分析 
将一个随机或半随机的寡核苷酸库与 mRNA 进

行杂交,然后用 RNaseH 酶切, 对片段进行分析,筛选

酶切效果较好的作为反义分子[19]。这种方法的缺点

是工作量大, 费时较多。 

2.2  酶切图谱分析法设计反义分子 
用多种特异性 RNA 酶酶切 RNA 的特定结构,

据此可以得到 RNA 的结构信息。但是由于 RNA 的

空间结构的阻碍 , 所以有的酶切不会完全 , 而且这

种方法只适合于相对较短的 mRNA, 而不适合分析

序列较长的 mRNA[20]。 

2.3  软件模拟分析 
利用计算机软件可以预测 RNA 的二级结构,用

于筛选靶位点时操作简便快捷, 当前多种计算机软

件例如 mfold、RNAstructure、RNA draw、plotfold

等软件可以预测目的 mRNA 分子和反义分子相结合

的三维结构, 也可以预测反义分子在细胞内形成的

空间结构[21]。预测的结果可以指导反义分子的设计。

但计算机软件没有将 mRNA 与蛋白等因子的相互作

用考虑进去,因此成功率不高[22]。 

2.4  DNA 芯片技术应用于设计反义分子 
应用 DNA芯片技术, 把设计的一系列反义分子

粘附在芯片上, 用标记的目的 mRNA 分子与芯片杂

交, 选择杂交度最高的反义分子[23]。此种方法效率

高, 效果好, 但是成本较高。 

目前人们设计反义分子, 主要采用综合评价的

方法, 首先用软件模拟分析, 设计一系列反义分子, 

然后酶切分析来验证或者采用芯片等技术来评价设

计的反义分子的作用效果[24]。选择作用效果好的分

子, 最后才应用于抑制目的基因表达的实验。 

3  反义技术作用效果的评估 

检测反义分子在细胞内是否稳定可采用正义探

针。主要是用正义探针与细胞杂交检测反义分子的

丰度，从而确定反义分子是否稳定[25]。反义分子的

作用效果则采用以下 4 种方法检测。 

3.1  mRNA 水平的检验 
目前应用的 mRNA 的检验方法有 Northern 印迹

和 荧 光 夹 心 原 位 杂 交 (Flurescence sandwich 

hybridization assay, FSHA)等技术 [26], FSHA 能对

mRNA 进行较准确的定量分析[7]。随着芯片技术的

推广, DNA 芯片也逐渐应用到分析反义分子作用下

mRNA 量的改变上来[27]。 

3.2  蛋白水平的检测 
反义技术的效果在蛋白水平上的检测主要采用

免疫杂交技术, Western blotting 印记检测蛋白合成量

的变化是在反义技术检测中应用较广的技术[5,21−23]。 

3.3  代谢流量变化的分析 
通过对代谢途径中间产物的检测可以确定反义

分子在细胞内的表达是否改变了细胞的代谢流量 , 

从而将代谢流作为一个评估反义分子作用效果的指

标[5]。 

3.4  细菌合成的底物和产物检测 
反义技术的最终目的是通过对代谢途径中基因

表达的调控来改变代谢产物的含量, 因此对底物转
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化率和产物产率的检测是必要也是最终的检测指

标。例如: Papoutsakis 等利用反义 RNA 技术对丙酮

丁醇梭菌中丁酸途径中的一系列基因进行调控, 检

测了反义分子对于丁醇和丁酸合成量的影响 [6], 从

而确定反义 RNA 技术可以很好的应用于调节丙酮

丁醇梭菌的代谢调控。 

目前对于反义技术作用效果的评价, 人们多将

上述方法综合使用, 以 mRNA、蛋白水平、代谢流

和产量的变化等作为综合评价指标。 

4  反义技术的应用——机遇与挑战并存 

从 1990 年到 2008 年发表的反义技术用于细菌

的代谢调控的文章越来越多, 小 RNA 分子的发现和

研究, 被《科学》杂志评选为 2006 年度十大科学进

展之一。 

虽然近 30 年来反义技术已经广泛应用于细菌

的代谢工程领域中, 并且已经取得如此众多的成绩, 

但是仍然处于发展初级阶段, 很多问题还没有研究

清楚。第一, 从反义分子的应用效果来说, 反义分子

的传递效果、调控效率等问题仍然需要深入的研究

和探讨。反义分子与目标 mRNA 互补, 理论上应该

是非常有效的, 但实际上是否有效互补取决于 2 个

核酸序列的互补程度和细胞中的蛋白因子两方面的

因素。所以目前还难以把反义分子对细胞整体代谢

的影响做一个系统的评估。相信基因芯片、代谢组

学手段等高通量筛选技术在反义技术效果评估中的

进一步应用和技术革新会解决这些问题。因此对于

反义技术对细胞的代谢调控的作用过程和检测方

法、手段等还有待进一步研究。第二, 反义分子抑

制基因表达程度的问题, 即抑制多少基因表达量才

能达到预期目标。抑制量过多会导致代谢紊乱甚至

菌体死亡, 抑制较少量的目的基因表达则起不到代

谢调控的目的。第三, 从反义技术基础理论来说, 反

义分子如果和细胞内其他基因或 mRNA 相互作用会

导致难以预料的结果。从理论上讲反义技术的特点

是专一性的调控, 但实际应用中反义分子在细胞中

是否能特异的衰减目的分子还有待进一步的研究。

Omid RF 等人发现用 PNA 作用于 hok 的 mRNA 会

引发大肠杆菌自身的自杀机制, 导致菌体死亡[12]。

这个问题目前的相关报道较少, 有待深入研究。 

随着越来越多的有价值的细菌基因组测序的完

成, 人们研究的重点已转向对基因功能的研究; 而

且近年来代谢工程的迅猛发展也需要反义技术这

样更精细的代谢调控手段, 因此反义技术无疑为功

能基因组和代谢工程的研究提供了强有力的工具 , 

必将越来越多地应用于细菌等原核生物的代谢调

控当中。 
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