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摘  要 : 被称为“垃圾基因”的假基因是真核生物基因组中的重要组成部分。近年来对假基因的功能研究表

明其并非是基因组中的沉默成员。如一些假基因参与 RNA 转录，一些假基因转录本能够形成小干扰 RNA 

(siRNA)，通过小 RNA 干扰作用调节功能基因。另外，还有研究发现，一些假基因能够通过 microRNA 调节肿

瘤抑制因子。然而，对假基因功能的深入挖掘需要建立在对其更精准、更全面的鉴定基础之上。随着各物种全

基因组测序的完成及序列比对算法的完善，全面而又精确地鉴定假基因已经成为可能。下文就近年来假基因相

关鉴定方法、调节功能以及在进化上的意义进行了阐述，并对未来假基因研究方向进行了展望。 
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Abstract:  Pseudogenes, which have long been described as “fossils”, play a very important role in eukaryotic genomes. 
Recently, studies on the so called “junk gene” have attracted more attention. Far from being silent, pseudogenes participate 
in various biological activities, including being a part in the transcription process, or participating in the formation of small 
interfering RNA (siRNA) which regulated gene expression by means of the RNA-interference pathway. Recent studies have 
also shown that pseudogenes regulate tumor suppression through competing for the microRNA (miRNA) with their parent 
genes. However, a deeper understanding of function analysis of pseudogenes depends on the comprehensive and accurate 
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identification. With the sequencing completion of many genomes and the innovation of bioinformatics tools, efficient and 
precise identification of pseudogenes have become available in a genome-wide scale. Our review focused particularly on 
the method of pseudogene identification, the mechanism of its regulatory roles and its potential to be applied in directed 
evolution. Besides, the promising research direction of pseudogenes was proposed. 

Keywords:  pseudogene identification, small interfering RNA (siRNA), microRNA (miRNA), evolution 

1977 年，Jacq 等[1]通过单基因克隆的方法获

得了与功能基因相似性非常高但却不能行使功

能的基因，这种序列首次被发现并被定义为假基

因。随着测序技术的飞速发展，许多物种全基因

组序列陆续被发表，这为基因组范围内假基因的

鉴定奠定了基础。近年来，许多科研小组根据物

种基因组数据对假基因进行了鉴定，以人类为

例：Yao 等[2]依据人类全基因组转录及蛋白序列

鉴定了 2 011 个假基因并进行了分类，同时找到

加工及未加工假基因，并在此基础上鉴定了转录

的假基因。Molineris 等[3]在人类基因组中鉴定获

得 2 288 个加工假基因。Zhang 等[4]对人类及其

近缘物种的基因库进行分析，鉴定了 76 个单一

假基因 (Unitary pseudogenes)。 

另外，假基因的功能研究也取得了重大的进

展[5]，例如与功能基因 pou5f1 相似性达到 97％

的假基因 pou5f1p1 可以在细胞系和结肠癌组织

中表达，其功能与肿瘤形成有关[6]。除此之外，

假基因还能够通过生物体内小 RNA 产生关键性

的调节作用：如通过产生 siRNA 进行干扰以调控

基因的表达；又如假基因作为 miRNA 的靶位点，

通过与功能基因靶位点竞争 miRNA 的结合调控

功能基因的表达。因此，对假基因功能的探索成

为研究基因表达调控的一个重要内容。本文围绕

近年来假基因鉴定和假基因功能两个研究热点

进行较全面的介绍。 

1  概述 

1.1  假基因定义及产生方式 
假基因的概念最初由 Jacq 等 [1]克隆 1 个

5S rRNA 相关基因时提出：由于基因序列的 5′端

缺失或错配使这个截短的 5S rRNA 丧失功能，并

将其描述为假基因。后来研究发现，假基因大多

是由于存在提前终止子或移码突变而丧失了正

常编码蛋白的功能[7]。所以，目前，公认的假基

因定义表述为与已知功能基因组 DNA 有很高的

序列相似性，但由于某些遗传缺陷造成不能正常

表达的基因序列。 

对于假基因的产生，目前认为主要存在以下

两种方式：一种是 DNA 复制过程中，由于碱基

突变产生移码突变或提前终止子进而形成假基

因，被称为未加工方式；另一种通过反转录转座

作用获得，即 DNA 转录为 mRNA 后，再由 mRNA

反转录成 cDNA，然后 cDNA 随机插入到基因组

位点后形成加工后假基因，又被称为逆转座型假

基因。另外，由于启动子丧失功能使一些低表达

的基因逐渐假基因化 (Pseudogenization)，也可以

形成假基因[8]。 

1.2  假基因在染色体上的数量及分布 
长期以来，人们认为假基因是存在于生物体

中无功能的“死亡基因”，是基因组进化过程当

中的“化石”[9]。人们对生物体内这一“垃圾基

因”进行了研究和分析，到目前已经在拟南芥、
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果蝇、斑马鱼、小鼠、人类等物种中获得了假基

因序列信息 (表 1)，下面列出几种模式物种体内

假基因含量。 

从图中我们可以发现：人类和小鼠基因组包

含大约 22 000 个已注释的蛋白编码基因和分别

大约 17 000 个和 19 000 个假基因。果蝇

D. melanogaster 中有大约 14 000 个蛋白编码基

因，假基因只有 2 200 个。可能由于果蝇中具有

高基因组消亡率[10]，而造成了其功能基因与假基

因比例与其他物种相差较大。植物中已获得假基

因数量的主要为水稻和拟南芥，分别含有 5 600

个和 2 700 个假基因[11-12]，将其与水稻基因组

487 Mb——大约 45 000 基因 (International Rice 

Genome Sequencing Project，2005) 以及拟南芥基

因组 135 Mb——大约 27 411 基因 (http://www. 

arabidopsis.org，TAIR10，2010) 比较可知，基因

组大小不同可能是造成两者假基因差距较大的

原因。Podlaha 等[13]对假基因数量进行了深入研

究后发现，决定假基因数量差异的因素主要是不

同物种内基因的产生率和消亡率。假基因产生率

决定于 DNA 和 RNA 发生变化的概率；而消亡率

主要决定于进化当中中性突变及清除速率。除了

决定性因素外，影响假基因尤其是加工假基因产

生的还有表达组织和表达量两个因素。新产生的

假基因需要隶属于生殖细胞系或胚胎干细胞 

(其可产生生殖细胞系)，而仅仅在体细胞中表达

的基因不能产生加工假基因。在表达量方面，管

家基因等高表达的基因由于能够被逆转录插入

的 mRNA 分子很多，因而有更大产生逆转录转

座子的可能性。研究发现能够产生最多假基因的

基因类型有：核糖体蛋白、DNA 及 RNA 结合蛋

白、特定结构蛋白和代谢酶等[13]，例如：人类核

糖体蛋白被大约 80 个基因编码，有大约 2 000

个假基因[14]。除上面因素外，还有两种情况也会

产生假基因，一种为上游调节区域的突变使开放

阅读框表达衰退进而形成假基因，例如：Yang

等 [8]对拟南芥中已注释的蛋白编码基因进行分

析，鉴定了 1 939 个几乎没有表达证据但已被注

释为编码蛋白的基因，这些基因普遍比表达基因

短，非同义突变概率高出正常基因 2 倍，上游序 

表 1  不同物种假基因数量分布 
Table 1  Pseudogene distribution in different species 

Species Known gene Ψ (a) Ψ (b) Updated Assembly 

Homo sapiens (Human)   
Pan troglodytes (Chimp) 
Canis familiaris (Dog) 
Mus musculus (Mouse) 
Zea mays (Maize) 
Danio rerio (Zebrafish) 
Arabidopsis thaliana  
Drosophila melanogaster (Fruitfly) 

21 292 
17 568 

5 835 
22 368 
63 331 
18 695 
27 416 
13 917 

14 427 
572 
950 

5 510 
17 615 

224 
924 
164  

22 645 
8 355 
2 802 

15 064 
Unknown 

15 779 
4 260 

484 

2012.6 
2011.12 
2012.6 
2012.6 
2010.1  
2012.3 
2010.9 
2011.6 

GRCh37.p8, 2009.2 
CHIMP2.1.4, 2011.2 
CanFam3.1, 2011.9 
GRCm38, 2012.1 
AGPv2, 2009.3  
Zv9, 2010.4 
TAIR10, 2010.9 
BDGP5, 2006.4 

ψ: the symbol of pseudogene; a: data comes from www.ensembl.org; b: data comes from www.pseudogene.org. 
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列趋异的概率也比表达基因高，说明转座元件的

插入等因素使得这些低表达的基因通过启动子

退化作用走上假基因化道路；另一种为突变作

用，其产生也会影响假基因的产生率，尤其是一

个物种在生态上突然变化造成很多有功能的基

因变得无功能。 

对于假基因在染色体上的分布，不同物种有

较大区别：酵母 Saccharomyces cerevisiae H. 基

因组中 98 个假基因有 44％分布于近端粒区域，

着丝粒附近较少[15]；果蝇 D. melanogaster 大部

分假基因分布在着丝粒附近。而对人类的研究结

果却表明，近端粒和着丝粒处的加工假基因数目

都比较少[16]，这可能分别与端粒附近易发生基因

重组和 DNA 置换，而着丝粒附近拥有较低 GC

含量有关[17]。刘国庆等[18]以加工假基因为例，研

究假基因在染色体上分布的影响因素，发现基因

分布、重组率和 GC 含量 3 个因素较为关键且影

响程度依次减弱。加工假基因分布与基因分布为

正相关，即较多地分布在基因密区；重组率对加

工假基因分布有负相关作用。而对于 GC 含量，

它与重组率、基因密度等变量之间互相关联。去

掉重组率和基因密度影响时，加工假基因密度

和 GC 含量间的关系会由原先的正相关变为负

相关，这种负相关性体现在较长加工假基因上 

(＞400 bp)，而短加工假基因的密度与 GC 含量

之间却没有显著相关性。 

2  假基因鉴定流程 

全基因组范围内进行假基因鉴定的操作流

程 主 要 包 括 PseudoPipe 、 PseudoFinder 、

RetroFinder、REGEXP 等[3,19]。PseudoPipe 是一

种基于同源性搜索全面鉴定假基因的方法，过程

主要通过本地 Blast[20]找能够匹配到蛋白序列的

基因组序列，然后去掉已注释的编码基因序列和

重 复 冗 余 序 列  (http://www.girinst.org/repbase/ 

index.html)，将同一方向得分最高的蛋白序列根

据内含子大小特点进行合并[12]，再通过同源性、

内含子-外显子结构、提前终止子或移码突变等

假基因特征判断序列中造成编码缺陷的突变类

型和位置，进而鉴定得到假基因。Zheng 等[21]

以 PseudoPipe 作为基础进行了延伸：在获得候选

假基因片段后，通过寻找外显子-内含子剪接处，

依据剪接处对假基因进行分类 (PseudoPipe 鉴

定流程如图 1 所示)。Zou 等[12]在鉴定拟南芥和

水稻的过程中也利用上述方法，通过对比假基因

与蛋白序列寻找外显子-内含子剪接位置，计算

剪接位置的个数，通过个数不同划分其为加工、

未加工假基因以及假基因片段区。 

除了 PseudoPipe，其他科研小组也根据假基

因特点提出了自己的鉴定流程：由加利福尼亚大

学发表的 PseudoFinder 方法[22]，通过同源匹配 

(Homologous mapping) 鉴定了人类当中的假基

因。此方法利用已知的人类基因组序列作为参

考序列[23]，通过 HomoMap 找到参考序列的同源

序列片段，将这些片段进行连接后再与已知参考

序列进行比对，得到一致性分数、提前终止子的

数量等一系列结果。利用Support Vector Machines 

(SVMs) 从所有结果中挑出阳性样本 (与已知的

假基因匹配的基因) 和阴性样本 (与参考基因有

重叠的基因) 并做标记。最后将没有显著功能、

具有多项假基因特征的片段保留，将假基因特征

不明显、证据不充足的部分去掉获得最终假基 
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图 1  假基因鉴定流程图[12] 
Fig. 1  Pseudogene Identification pipeline[12]. 

因。PseudoFinder 准确度较高，通过 10X 交叉验

证测试结果表明此方法比其他方法更有效。 

同样由加利福尼亚大学发表的 RetroFinder

方法专注于加工假基因的注释 [22]。其首先从

GenBank 中检索人类所有 mRNA 序列，通过

Blastz 将序列比对到基因组上[23]。每一个序列通

过分析其序列位置、剪接位点个数、重复元件覆

盖度以及外显子个数等生物特征，获得一个基于

每个位点逆转录转座子发生可能性的分数。通过

研究已知的假基因推断一个阈值，并根据阈值鉴

定加工假基因。 

上述鉴定方法虽然依赖于不同的流程，但都

需要物种的基因组、转录组以及蛋白组信息，这

些流程对于已知生物 EST 及蛋白信息的物种很

有效，但对非模式生物的假基因鉴定比较困难。

Molineris 等[3]提出了新的鉴定加工假基因方法

REtrotransposed Gene EXPlorer (REGEXP) 。

REGEXP 仅仅依赖 DNA 序列，不依赖 mRNA、

EST 或蛋白信息，从而对于转录组注释缺乏的物

种假基因鉴定有很重要的意义。其中心思想是编

码基因和加工假基因能够通过一系列的两两同

源基因比对 (Pairwise paralogous alignments) 找

到高分数对 (High score pairs，HSPs)，根据加工

假基因仅含有原始基因外显子的特点，寻找

HSPs 附近的簇，假基因对应的 HSPs 互相非常接

近，而正常同源基因虽然较近，但却被内含子分

割，依照此特点构建假基因数据库，又因一个祖

先基因可以得到多个加工假基因，后续还包括对

其分析并找到对应的原始唯一的祖先基因。为了

降低假阳性以及对祖先基因不完整注释的概率，

还需要至少 3 个剪接缺口 (Splicing gaps) 以获

得 1 个候选序列。将得到的结果与 Ensemble、

VEGA 以及 Pseudogene.org 上的假基因数据进行

假基因比对，有很好的一致性。 
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除了针对生物体内普遍假基因鉴定的方法

外，Zhang 等[4]指出了一种新的鉴定无功能且无

配 对 祖 先 基 因 —— 单 一 假 基 因  (Unitary 

pseudogenes) 的方法。过程首先将人类与小鼠

同源的基因找到，之后与小鼠的蛋白序列比对，

找出不在同源基因内的小鼠蛋白序列后，将这

些序列与人类基因组比对，能够匹配上的作为

假基因候选序列，根据内含子与小鼠基因是否

一致以及是否具有假基因的提前终止子、移码

突变等特征进而鉴定人类假基因。利用获得的

鉴定结果，Zhang 等还比较了两个物种整体详细

的直系同源基因信息，结合灵长类单一假基因

的年龄，得到较早产生功能的基因在灵长类进

化过程中不是突然消失功能，而是有规律性变

化的结论。 

结合之前假基因鉴定的方法和结果，Pei

等 [24]系统地进行了人类假基因的鉴定以及基于

鉴定结果进行的表达水平、转录因子、RNA 聚

合酶Ⅱ结合位点以及染色质标记分析。其在过程

中 利 用 HAVANA 小 组 以 及 PseudoPipe 和

RetroFinder 获得的结果，在人类全基因组范围内

鉴定了 11 216 个假基因以及 138 个单一假基因。

同时，实验找到 9 368 个假基因对应的亲本基因

3 391 个 (1 848 个假基因由于注释不精准得不到

其亲本基因)，其中 2 071 个仅对应 1 个假基因，

另外一些如核糖体蛋白 (Ribosomal protein L21，

RPL21) 对应 143 个假基因，甘油醛-3-磷酸盐脱

氢酶 (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，

GAPDH) 对应 68 个假基因，这也验证了之前管

家基因拥有更多假基因的结论。文章还具体阐述

了之所以较之前的鉴定结果有差别，主要的原因

有两个：一是实验中未将有偏差的基因组区域加

入，因为对于一个单一区域包含很大一簇专一作

用的假基因 (例如 Olfactory receptor 假基因) 来

说，其并不能代表整个人类基因组内情况[22]；二

是随着基因注释的进步，注释基因整体数量的变

化也会造成鉴定的假基因数量产生差异。 

3  假基因的功能 

假基因功能的研究主要经过了 3 个阶段：第

1 阶段是假基因发现的早期，这个阶段主要是在

单个假基因鉴定的过程中由于基因内产生的缺

陷而失去正常功能的报道；第 2 阶段是间接证据

阶段，即通过研究证明了某些假基因在进化特点

上有类似功能基因的特点，例如没有功能的假基

因被证明突变的积累并不是完全中立等，并且也

发现少量的假基因可以被转录；第 3 阶段是丰富

的直接实验证据阶段，在这个阶段，主要涉及的

是假基因对亲本基因的调控及其作用机理。下面

就针对各阶段的研究进行总结 (表 2)。 

3.1  假基因可能有功能的进化证据 
假基因由正常功能基因演化而来，在假基因

化的漫长过程中，低表达的蛋白编码基因可能已

经具有了假基因的特征，但由于处在过渡状态，

这些基因仍然不会完全丧失功能：例如果蝇中假

基因 adh (Alcohol dehydrogenase) 由于存在多个

突变从而丧失编码蛋白的能力，但是 Begun 等[34]

发现 adh 具有功能基因应有的特征，包括外显子

核酸突变率比内含子低，密码子仍然保留偏好性

以及沉默突变率明显高于替代突变率等。又如，

鸡中 IglV 和 IghV 终止子出现的数量比正常核酸

发生随机突变情况下产生的终止子少很多，而且

大部分由于点突变产生的终止子能够通过修复

机制还原为功能基因[27]，此现象在老鼠中也被发 
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表 2  假基因功能研究的 3 个阶段 
Table 2  Three stages on the function research of pseudogenes 

Stages Function research  

Nonfunctional phase  
 
 

In 1977, Jacq et al[1] defined pseudogenes and declared the obvious feature of pseudogenes, 
nonfunctional 
With the nonfunctional feature of pseudogenes, researchers focused on the differences between 
pseudogenes and their functional homologs to find out the pattern of neutral mutation [25-26] 

Indirect evidence phase 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

The rate of nonsynonymous/synonymous of pseudogenes was much smaller than the rate of the 
nonfunctional gene[12] 
The number of stop codon was much smaller than it should be under the rate of normal 
nucleotide mutation, and a lot of point mutations could be corrected by the later mutation of the 
same position[27] 
Pseudogenes had either EST or MPSS evidence. Pseudogenes with EST evidence had longer 
sequences that could be mapped to its functional gene. Tiling array analysis showed 20% 
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) annotated pseudogenes could be transcribed and the 
expression of pseudogene was between the rate of intron and exon, indicating that it had its own 
way to express[12]. 10 679 pseudo-messenger RNAs were identified among the 102 801 cDNA 
sequences of FANTOM (Project of the Functional Annotation of Mouse, 
http://fantom.gsc.riken.go.jp), suggesting that over 10% of mouse pseudogenes could be 
transcribed[28]. Also，5%−20% evidence of transcripts were found in human (Homo sapiens) [29]

Direct evidence phase 
 

The pseudogene of nos (Nitric oxide synthase) formed stable RNA-RNA complex with 
functional nos gene and led to the reduction of protein of nos. It suggested that transcript from 
the nos pseudogene acted as the antisense RNA to perform function[29] 
Pseudogenes and the parent gene had the same miRNA binding site. ptenp1 competed with pten 
on miRNA binding site to regulate the level of functional gene [30] 
The transcription of pseudogenes were tissue-specific [31] 
Experiment showed that pseudogene acted as the antisense strend of siRNA [32-33] 

 
现[35]，说明替换机制可能使假基因恢复为原来的

功能基因或者新的功能基因。Zou 等[12]对植物中

假基因进行了研究，比较了水稻和拟南芥中假基

因的非同义替代/同义替代值，比值小于 1 的结果

说明自然选择抑制有害突变发生，即许多植物的

假基因在进化过程中并不是中立的，而是进行了

很强的纯化选择[12]。通过对 685 个拟南芥以及

926 个水稻的假基因——亲本基因研究，发现 ω

值≤0.2，说明这些假基因与大部分功能基因具有

的选择限制一样强，进而表明其可能在相当长的

时间为功能基因，后来才成为假基因。更进一步

的研究还发现假基因的 5′区域到第 1 个终止子比

3′区域有更强的选择限制，说明假基因的 5′区域

在提前终止子出现后的很长时间里仍有功能。 

3.2  假基因能够进行转录和表达 
3.2.1  假基因的表达证据 (正义表达/反义表达) 

假基因由于缺乏有功能的启动子和调节元

件而不能编码蛋白，在单细胞低等生物体内，正

在假基因化的基因能够被排除[36]，但一些研究证

实在具有比较大而复杂的基因组物种中，如小

麦、大麦等，假基因存在十分普遍[37]。人们开始

对多细胞生物体内存在的假基因进行功能研究，

发现其具有转录功能。以一氧化氮合酶 nos 对应

的假基因 makorin1-p1 为例：通过形成 mRNA，



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  May 25, 2013  Vol.29  No.5 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

558 

makorin1-p1 与 nos 的 mRNA 互补形成稳定的

RNA-RNA 杂合体，引起 nos 蛋白表达降低[29]。

随后，Hirotsune 等[38]把 sex-lethal 基因插入到

makorin1-p1 假基因中部导致了小鼠的死亡。进

一步生化及遗传学实验表明小鼠的死亡是由于

makorin1-p1 被破坏所致，第一次验证了假基因

具有功能。而在同样的处理条件下，超表达

makorin1-p1 或者 makorin1 后转基因小鼠并未死

亡，从而进一步证明假基因具有功能。随后，人

类白细胞干扰素 (Leukocyte interferon)[39]、肿瘤

抑制基因 pten[40]以及 oct4[41]当中的假基因都被

发现能够进行转录，而且有的假基因比对应的功

能基因有更多的转录子。王国亮等 [42] 应用

RT-PCR 技术检测 50 例良、恶性甲状腺病变中假

基因 hmga1l2 mRNA 的表达。结果发现在 12 例

结节性甲状腺肿、9 例甲状腺腺瘤和 15 例甲状腺

乳头状癌中，其阳性表达率均为 100％。目前，

通过 5′ RACE (Rapid Amplification of cDNA 

Ends)，嵌合芯片分析 (Tiling Array Analysis) 和

高 通 量 测 序 技 术  (High-throughput 

Sequencing)[43]可以系统地分析整个生物体范围

内的假基因转录功能，研究从单个基因走向全基

因组范围。哺乳动物中利用相似表达标签分析发

现 2％~5％的假基因能够表达[43]；GENCODE 鉴

定了 11 224 个人类假基因，其中 863 个能够进行

转录[24]。RNA-seq 技术的发展，解决了可变剪

接[44] (Alternative splicing)、等位基因特异性表达 

(Allelic-specific expression)[45] 以及 RNA 编辑 

(RNA editing)[46]等复杂情形下的转录问题，人们

也开始将其应用于假基因的功能研究中，如人类

核 糖 体 蛋 白 假 基 因 的 转 录 研 究 就 利 用 了

RNA-seq 技 术 [47] ： 通 过 RPKM (Reads Per 

Kilobase per Million mapped reads) 预测基因表

达量，对 RNA 测序数据——Illumina Human 

Body Map 2.0 project 中的 16 个人类组织进行研

究，发现 1 个假基因的 RPKM 为 170、3 个假基

因 RPKM＞10、13 个假基因 RPKM＞5；而且与

核糖体蛋白功能基因在几乎所有组织中表达不

同的是，假基因的表达仅在特定组织中进行。紧

随其后，通过 RNA-seq 技术，Shanker 等[48]对鉴

定出的 293 个代表人类 13 种癌症和正常组织的

假基因进行了系统的功能研究，发现其在细胞分

化和癌症的发展中起到重要作用。 

对于假基因能够进行转录，目前主要有两种

解释：一种是产生年代较新的假基因由于顺式调

控元件区没有完全退化，完整的假基因编码区反

应着完整的与之相连的启动子区，非同源基因的

启动子可能由于与假基因相邻而驱动假基因转

录。另一种认为其衍生于较早的基因，进化中

有很强的纯化选择，最近才进入假基因化。但

后一种情况的发生很少，所以还未有数据上的

证据[12]。 

随着假基因能够被转录的证据越来越多，人

们将注意力集中在挖掘假基因转录与功能基因

转 录 的 区 别 。 Zou 等 [12] 对 水 稻 和 拟 南 芥

EST/MPSS 的分析表明，拟南芥和水稻中分别有

73％和 49％的基因有 EST/MPSS 表达证据，然

而两者分别仅有 2％~5％和 2％~3％的假基因有

表达证据。实验还比较了外显子在功能基因及假

基因正反义链上的表达情况，发现拟南芥中外显

子在正义链或反义链的表达均比假基因表达高，

但水稻中  (正义链) 外显子的表达和假基因类
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似。另外，仅针对假基因正反义链的表达也被进

行了研究，结果显示 610 个拟南芥 (16.79％) 与

1 047 个水稻 (22.91％) 的假基因可能存在正义

链表达[49]，而 523 个拟南芥 (14.42％) 和 922 个

水稻 (20.17％) 的假基因在反义方向表达[12]，可

以看到假基因在两种植物中的正义表达均比反

义表达高一些，即正义链相比反义链更具有转录

功能。因此，在转录的方式和特点上，假基因与

功能基因有较大区别。 

3.2.2  假基因的调控功能 

自从假基因被发现能够转录，对其功能的探

索就不断地进行。随着高通量链特异性 RNA 测

序技术 (High-Throughput Illumina Strand-Specific 

RNA Sequencing) 的发展，克服了传统 RNA 测

序技术过程中由于缺少 RNA 极性信息而不能进

行真核生物复杂转录组解码的缺陷，对基因组注

释、新转录组收集、RNA 正反义链鉴定以及精

确基因表达分析都有很重要的意义[50]。通过链特

异性 RNA 测序技术，人们将假基因与非编码小

RNA 联系在一起，通过测定非编码小 RNA 的两

条链结构方面与假基因的联系并进行分析，获得

了很多突破性的结论。目前，已确定的假基因功

能表现为以下两点： 

功能一：假基因通过产生 siRNA 影响亲本基

因的表达。假基因之所以能够形成 siRNA，主

要是因为其与功能基因具有序列相似性。通过两

者互补配对，双链 RNA 能够与 Argonaute 蛋白

结合，在 Dicer 酶作用下产生双链内源 siRNA 

(图 2)[32-33,51-52]，然后再在 ATP 的参与下，siRNA

结合在 RISC (RNA-induced silencing complex) 

上，产生的复合物与靶标基因编码区或 UTR 区

配对进而降解靶标基因。利用此原理，人们首先

以生物信息学方法找到假基因来源的 siRNA，通

过 siRNA 对靶基因作用过程中酶的敲除或抑制，

然后利用实时定量 RCR 检测靶基因表达量的变

化进而间接挖掘假基因的调节作用。Tam 等[32]

不仅验证了假基因产生的内源 siRNA 能调节基

因的表达，而且描述了假基因衍生的 siRNA 作用

的两种方式：假基因-功能基因配对方式和假基

因-假基因方式。前者功能基因作为形成 siRNA

的正义链，反义链来自于与功能基因互补的假基

因[32]；后者通过重复片段的插入，形成发夹结构

进而得到双链 siRNA。随后，Guo 等[53]提出假基

因可以通过顺式或反式作用产生小 RNA。其鉴

定了 145 个能够形成 siRNA 的假基因，其中大于

一半为 24 nt，siRNA 的形成依赖于 RNA 聚合酶

Rdr2 以及类 Dicer 蛋白 3 (Dcl3)，表明小 RNA 可

能会进行顺式作用抑制假基因本身的转录；反式

作用则主要通过假基因产生小 RNA 作为反义

siRNA 干扰亲本功能基因。Wen 等[54]对非洲布氏

锥体虫 African Trypanosoma brucei 的研究表明，

假基因能够产生 siRNA，再通过 RNA 干扰作用

对基因表达进行抑制，同时，抑制虫体内类 Dicer

蛋白 Tbdcl1 产生过程中对应酶的基因，通过实

时定量 PCR 方法检测到靶基因表达量上升，从

而确认了假基因介导的 siRNA 对靶基因的调控

功能 (图 2)。 

功能二：假基因通过 miRNA 调控基因表达。

MicroRNAs (miRNAs) 是在真核生物中发现的

一类内源性的具有调控功能的非编码 RNA，在

动植物所有的细胞过程和细胞类型当中参与发

育、细胞增殖和凋亡以及病毒防御等很多重要的

调节途径。miRNA 通过与编码序列互补或结合

于目的基因的 3′ UTR 区从而减少目的蛋白的富 
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图 2  假基因介导的内源 siRNAs (endo-siRNAs) 产生过程示意图[32-33,51-52] 
Fig. 2  Pseudogene-derived endo-siRNAs formation process[32-33,51-52]. Pseudogenes could be formatted in two ways: 
duplication & retrotransposition. (A) The mRNA transcript of its parent gene and the antisense transcript from 
pseudogenes complemented with each other and formed the double-stranded small interfering RNA. (B) Single strand 
RNA was formed through retrotransposition. Hairpin structure was formed through its own complementation and the 
transcribed double strand mRNA formed 21 nt endo-siRNAs cut by Dicer, which degraded mRNA guided by the RISC 
complex. 

集[55]。目前已进行的研究中，假基因与 siRNA

的研究较多，因为 siRNA 为双链小干扰 RNA，

假基因作为其中一条链可以很好地解释 siRNA

行使功能的方式。但鉴于 miRNA 为单链，且产

生及作用机制已经被研究得较为透彻，针对

miRNA 与假基因之间关系的研究还较少。

Megraw 等[56]也认为 miRNA 和假基因之间没有

一个广泛存在的联系。然而，Poliseno 等[30] 研

究了肿瘤抑制基因 pten 的假基因 ptenp1 与

miRNA 之间的关系，发现 ptenp1 的 3′ UTR 区有

抑制肿瘤活性的作用，以 pten为靶基因的miRNA

同样会将 ptenp1 作为靶基因，即一个基因的假基

因与基因竞争 miRNA 的结合。进一步的研究表

明 pten 与假基因 ptenp1 的 3′ UTR 区前 2/3 是相

近的，其中 S1 部分完全一致，而 miRNA 以 pten

的 S1 部分为靶位点，故而同样以 ptenp1 的 S1

部分进行作用，即 miRNA 同样作用于 ptenp1 

(图 3B，3C)。另外，由于 ptenp1 保守性更差，

一些 miRNA 仅以其作为靶基因，而完全不作用

于 pten。为了确定 pten与 ptenp1之间竞争 miRNA
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结合是否为特例，Poliseno 等[30]还将研究扩展到

其他与癌症相关的基因及假基因中。结果表明

miRNA 与功能基因及其假基因的结合位点非常

保守：例如 miR-145 结合位点在 oct4 及其假基因

oct4-pg1， oct4-pg3， oct 4-pg4 以及 oct4-pg5 

(oct4-pg1 和 oct4-pg5 仅仅在癌症组织中表达，正

常组织中不表达；oct4-pg5 的 5′端被截短，仅仅

是跟着 3′ UTR 的一小部分开放阅读框表达)；

miR-1 家族结合于 cx43 及其假基因；miR-34 家

族结合在 cdk4ps；miR-182 结合于 foxo3b；miR-17

家族结合于 e2f3p1 以及 miR-143 和 let-7 家族结

合于 kras1p。而且根据 pten 与 ptenp1 的 3′ UTR

区类似，研究发现 kras 与假基因 kras1p 也有相

似的关系，即 kras1p 3′ UTR 在 DU145 细胞中过

表达会造成 kras mRNA 积累增加，换句话说，

kras1p 的增加会使得 miRNA 与 kras 的结合减

弱。Poliseno 等[30]将这一发现进行了扩展，认为

任何两个共表达基因——分别命名为 g 和 G，

如果两者同时被同一个非编码 RNA 调控，那么

g 和 G 被称为具有诱捕 (Decoys) 关系；如果某

一 RNA 对 g 丰度有直接影响，那么也会影响 G

的丰度。 
 

 

 
 

  

 

  

  

 
图 3  假基因与功能基因竞争 miRNA 结合位点[30] 
Fig. 3  Pseudogenes were targeted by parent gene-targeting miRNAs[30]. (A) Different from the usually thought that 
miRNA regulated the abundance of the target gene, mRNA competed for the binding site of miRNA and the amount of 
one kind of mRNA influenced the other[57]. (B) pten is protected from miRNA binding by ptenp1. (C) The 3′ UTR 
region of pten and ptenp1, which contained a highly conserved part (Dark grey) and one with low conservation (Light 
grey). For the dark grey part (S1), pten-targeting miRNA seed matches within the high homology region are conserved 
between ptenp1 and pten, miRNA bond ptenp1 to keep it from binding on pten, thus kept pten free from miRNA 
cleavage. 
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此发现通过比较 miRNA 作用靶基因位点处

功能基因与假基因的结构，找到假基因与miRNA

的关系。另外，根据目前所知，作用位点位于 3′ 

UTR 的 miRNA 仅占一小部分，miRNA 还可以

作用于生物体的 5′ UTR 或编码区，类似的方法

探究这些位置上功能基因与假基因的关系可能

会获得更多信息。相信此研究将作为后续研究的

铺垫，未来基于功能基因及其假基因上的miRNA

靶位点为突破口寻找假基因与 miRNA 之间关系

的研究将会越来越多。  

通过竞争性结合 miRNA 从而产生调节作用

并不仅仅在上述基因中发生，此也不为假基因所

特有。Fau 等 [58]首先在植物中提出了“ target 

mimicry”的概念。通过对比 IPS1 (Induced by 

Phosphate Starvation1) 和 PHO2 (Phosphate2) 的

mRNA，发现两者同时具有与 miR399 序列互补

的相似性非常高的片段， IPS1 能够通过结合

miR399 从而阻止其抑制 PHO2 mRNA 的积累和

翻译。Salmena 等[59]扩大了“target mimicry”的

范围，认为在假基因、mRNA、长链非编码 RNA 

(Long non-coding RNAs) 以及其他能够作为

miRNA 结合位点的 RNA 分子中都有竞争

miRNA 进而对功能基因进行调节的可能，改变

了之前“蛋白编码 mRNA 必须通过翻译成蛋白

而发挥作用”的观点，并且将这类 RNA 命名为

竞 争 性 内 源 RNAs (Competing endogenous 

RNAs，ceRNA)。随后，人们对 ceRNA 转录后

水平的调节作用进行了更深入的研究[60-63]，例如

Cesana 等[60]证明了针对肌肉组织的长链非编码

RNA，linc-MD1 在肌肉差异表达过程中的重要作

用。因此，ceRNA 的机制从植物到人类都广泛、

保守地存在，假基因作为 ceRNA 的一类，通过

竞争 miRNA 进而对功能基因进行调控的机制也

应广泛存在于各物种中。 

但与上述相反，Chiefari 等 [64]在对假基因

hmga1-p 3′ UTR 进行功能研究时，发现其对维持

功能基因表达稳定起很大作用。实验首先将 5′ 

端缺少 248 bp 的区域 (与 hmga1-p 5′ UTR 区相

关) 连接载体后瞬时转染入 hela 细胞中，发现

hmga1 mRNA 表达下降了 50％。将 hmga1-p 全

长与载体连接后转入细胞中，获得了相类似的结

果；相反，将 hmga1-p 3′端缺失 1 276 bp (与 hmga1 

3′ UTR 相关) 的片段瞬时转入细胞中发现，

hmga1 表达几乎没有变化，从而得知 hmga1-p 3′

区域是影响 hmga1 表达稳定性的关键因素。之

后，为了寻找 hmga1-p 3′ UTR 影响功能基因

hmga1 mRNA 稳定性的位置及方式，Chiefari 将

hmga1-p 3′ UTR 进行突变，通过实时定量 PCR

发现：突变掉 hmga1-p 3′ UTR 的 291~1 026 部

分时，hmga1 的表达轻微上升；突变掉 hmga1-p 3′ 

UTR 的 1 253~1 276 部分，hmga1 的表达显著下

降；而突变掉 hmga1-p 3′ UTR 的 3′末端 152 bp

片段后，发现 hmga1 的表达下降 40％~50％，这

个结果说明 hmga1-p 的 RNA 通过特定位置的反

式调节方式对 hmga1 表达进行调控。不仅如此，

Chiefari 等[64]还在生理方面做了实验，以图通过

实验找到假基因调节的机制。其发现了 1 个影响

mRNA 稳定性的蛋白 αCP1。用 siRNA 抑制 αCP1

表达后，hmga1 mRNA 表达下降。αCP1 蛋白能

够影响 RNA-蛋白结合活性，含有一组 KH-保守

域的 RNA-保守域结合蛋白能够特异性地结合于

C 富集区，进而控制 mRNA 的稳定性[65]。而
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hmga1-p 3′ UTR 区富含 C，能够竞争性地结合

αCP1 蛋白从而使 hmga1 mRNA 表达。 

3.2.3  组织特异性表达 

假基因作为结构具有缺陷的“不成功产物”，

虽然转录过程与功能基因相同，但在转录结果及

特点上存在区别。Zheng 等[22]在研究假基因转录

过程中，在编码区域找到 14 个能够进行转录的

假基因，其中 5 个在睾丸中进行表达，另外 4 个

被发现也表达于特定组织中。不仅如此，有时特

定组织或条件下假基因比同源功能基因转录更

为普遍。例如，肌球蛋白轻链激酶假基因 mylkp1 

(Myosin light chain kinase pseudogene) 部分复制

于 mylk (编码肌球蛋白轻链激酶 smooth muscle 

myosin light chain kinase 亚 型 ， smMLCK 

isoforms)，mylkp1 启动子在正常支气管上皮细胞

中几乎没有活性，但是却在肺癌细胞中表现出了

很高的活性，且在癌细胞中的过表达会抑制 RNA

稳定性进而抑制 smMLCK 表达，从而促使细胞

分裂增加[66]。之所以假基因的表达具有组织特异

性，是因为虽然假基因与功能基因有很高的序列

相似性，但作为“不成功产物”，在结构上，尤

其是启动子上有突变的位点，在正常情况下可能

造成假基因少量表达甚至不表达，但是当条件改

变时，例如癌症等特定条件下的转录因子能够弥

补假基因丧失的功能。除了上述情况外，不同生

理条件下假基因表达也可能产生特异的变化[64]，

例如当酵母在新的胁迫环境下，假基因能够在特

殊信号的刺激下恢复活性[67]。拟南芥胁迫过程

中，基因及假基因表达也会随之发生变化[68]。 

4  结语 

假基因相关的研究发展迅速，目前已发现参

与生物生长发育、调节生物与非生物胁迫等各个

方面。然而，在对假基因功能研究的过程中，对

同一假基因是否存在“功能性”却提出了不同的

观点。例如，Hirotsune 等[38]得出 makorin1-p1 基

因具有“功能性”的结论。然而，Gray 等[69]却

否定了上述基因的“功能性”观点：认为之前归

功于 makorin1-p1 产生的转录子实际上是被忽视

的从 makorin1 位点得到的 mRNA 亚型；且其同

时证明了 makorin1-p1 5′区域位点完全假基化，

不能进行转录。相反的结论需要更加系统的分析

和数据支持。相信随着对基因组鉴定的不断完

善，未知基因逐渐减少，人们对于某一假基因特

定功能的研究将具有更加确定的结论。 

另外，针对假基因的功能大都是从假基因本

身的单一层面进行研究，而对整体假基因功能机

制研究还较少。假基因-小 RNA-靶基因之间是相

互联系密不可分的，假基因可以产生小 RNA，

小 RNA 可以反过来抑制假基因表达，或者抑制

靶功能基因表达；一个小 RNA 可以有较多靶基

因，而单独的一个基因又可以拥有很多不同调节

方向的假基因，且一般来讲，miRNA 及 siRNA

不会触发次级 siRNA 产生，但目前却证明 22 nt

的 miRNA 能够触发次级 siRNA 的合成[70]。人们

对于研究生物体内这种复杂的网状情形还处于

初级阶段。通过生物信息学的方法结合现今对

RNA-seq 技术逐渐成熟的使用进而挖掘参与调

节途径的假基因与小 RNA、靶基因以及形成假

基因的亲本基因之间的关系，并在不同的生物之

间建立网络结构必将成为今后研究的热点。对假

基因的研究也应从某个具体的性状扩展到细胞

整体水平。 

虽然假基因的调控功能主要发现于动物以
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及人类中，但植物中的研究也逐渐发展起来。目

前，水稻和拟南芥等植物全基因范围内假基因鉴

定数据已经发表，已有文献报道 DCL 对 siRNA

发挥功能起关键作用：水稻中类 Dicer4 在 siRNA

作用过程中为关键因素[71]；Qian 等[72]对玉米中

的 5 个 Dicer、18 个 Ago 以及 5 个依赖 RNA 的

RNA 聚合酶进行全面的分析，发现 Dcl 包含有

DExD、Helicase-C、DUF283、PAZ，RNaseIII

以及 dsRB 保守的 domain 区域，不同 DCL 包含

的保守区域有一些区别。我们可以在找到假基因

产生小干扰 RNA 的基础上，根据已知信息，通

过抑制 siRNA 起作用的关键因素，查看 siRNA

靶基因的表达变化进而间接得到假基因在植物

体内作用的证据。除此之外，在动物中发现的假

基因功能很可能在植物中有类似的情况，例如：

ceRNA 的发现，早在 2007 年植物中就出现“target 

mimicry”的说法[58]，而在这之后才在动物的研

究中提出 ceRNA，假基因转录的产物作为 ceRNA

的一种，在动物中的机制很可能会在植物中出现

相类似的机制。另外，假基因的精确鉴定是研究

其在生物体功能方面发挥作用的研究基础。但目

前为止，对假基因鉴定方法仍然需要将基因组

DNA 与蛋白序列比对，去掉已知编码序列的过

程中会同时删掉一些正在变成假基因过程中的

“年轻假基因”，因为一个造成 ORF 破坏的突变

要经历上百万年的时间才能变成稳定的缺少选

择限制的基因，由于没有充足的时间积累提前终

止子或者移码突变，这些“年轻假基因”就可能

不被列入假基因名下造成数量被低估。同样地，

非常古老的假基因由于已经没有同源的蛋白编

码基因而不能被找到。因此，看似成熟的鉴定方

法实际上丢掉了很多有用的信息。站在更广的角

度上，鉴定方法都依据于假基因的定义，定义中

的关键就是“无功能”。但这个无功能几乎在实

验上不可能得到实践，发掘“无功能”比“有功

能”难很多[13]。现在，越来越多的科研小组对

所谓假基因在生物体内基因调节的意义进行发

表[33]，截止目前已经有很大一部分非编码序列，

包括已注释的假基因能够产生转录子。另外还有

研究称假基因不通过转录可直接发挥功能[13]，假

基因的定义越来越难。称呼一个有调节功能但无

编码功能的基因假基因还对吗？其定义界限变

得模糊。所以，随着研究的进步，很可能假基因

这个名字会被赋予更多的含义，又或者将其中的

一类分出并定义成为新的一类调控基因，但研究

假基因无可争议具有重大的意义。 
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