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RNA转录后代谢时空精密控制技术
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工大学药学院，上海市细胞代谢光遗传学技术前沿科学研究基地，上海 200237； 3 华东理工大学生物工程学院，上海 

200237）

摘要：RNA 种类繁多且功能多样，是细胞活动的核心分子之一。RNA 代谢调控对于基因和 RNA 功能研究、细胞

生命活动解析以及疾病治疗手段的开发都是至关重要的。为了深入研究 RNA 时间、空间分布以及功能机制，科

学家们一直在追求可以在活细胞内对 RNA 分子活动进行精密控制的技术，这也是近些年生命科学领域的研究热

点之一。目前基于基因编辑、转录调控等可以控制 RNA 转录生成的技术已较为成熟，但对于 RNA 转录后代谢的

控制技术尚在发展与突破阶段。此前，RNA 转录后代谢调控工具是通过调节 RNA 或基于 RNA 结合蛋白的 RNA 效

应因子来实现的，但它们的时空分辨率较低，很难对 RNA 转录后代谢进行定时、定量和定位精密调控。光遗传

学凭借其独特的高时空分辨率、非侵入性等优势已经被逐步用于发展活细胞 RNA 代谢时空精确控制技术。目前，

基于核苷酸光化学修饰、遗传编码光响应因子的光遗传学工具已经可实现在转录或转录后水平对 RNA 多种代谢

活动的时空精密控制，包括生成、运输、翻译、降解等。本文将介绍 RNA 代谢调控系统的研究进展，并聚焦于

RNA 转录后代谢的光遗传学调控技术，同时对其未来发展前景进行了展望。
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Abstract: RNA exhibits complex dynamics and functions at specific times and locations inside cells, which include 
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changes in their expression, degradation, translocation, splicing and other chemical modifications. The precise 

regulation of RNA metabolism is crucial for the studies of gene and RNA functions, the analysis of cellular activities, 

as well as the development of treatments for diseases. In order to deeply understand the temporal and spatial 

distribution and functional mechanism of RNA, scientists are always pursuing technologies that can precisely control 

the activity of RNA molecules in live cells. There are several gene editing- or transcriptional regulation-based 

methodologies that can regulate RNA synthesis in live cells. However, technologies for controlling the post-

transcriptional metabolic behaviors of RNA are highly desirable, but they are less attained. Traditional methodologies 

for regulating RNA metabolism, e.g., regulatory RNA or RNA-binding proteins-based synthetic RNA effectors, suffer 

from low spatiotemporal resolution, making them difficult to dynamically regulate the post-transcriptional RNA 

metabolism in real time. Optogenetics has been used for precise spatiotemporal control of RNA metabolism in live cells 

due to its unique advantages of high spatiotemporal resolution and non-invasiveness. At present, photochemical 

modifications of nucleotides and genetically encoded photosensitive factors-based optogenetic tools have been applied 

for spatiotemporal control of various RNA metabolism at transcriptional or post-transcriptional levels, including 

transcription, translocation, translation and degradation. This article introduces recent progress in regulation of RNA 

metabolism, in particular the optogenetic control of post-transcriptional RNA metabolism, including technologies based 

on photochemical modified nucleotides, light-induced protein heterodimerization combined with RNA tethering, light-

induced interactions between RNA-binding proteins and their cognate RNA motifs. Finally, we highlight prospects on 

technologies for precise spatiotemporal control of post-transcriptional RNA metabolism.

Keywords: optogenetics; RNA metabolism; RNA function; precise spatiotemporal control; light-switchable RNA-

binding proteins
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RNA作为DNA与蛋白质之间遗传信息传递的

中间载体为人们所熟知。随着基因组学和生物信

息学的发展，特别是高通量测序技术的大量应用，

科学家发现细胞中还存在种类繁多且数量庞大的

非编码RNA（non-coding RNA， ncRNAs）［1-2］。尽

管这些 ncRNAs不编码蛋白质，但它们在许多重要

的细胞生命过程中都扮演至关重要的角色［2-4］，如

在哺乳动物早期发育过程中调节多种基因的正确

表达、参与炎症反应等。近年来RNA生物学研究

进展迅速，不同种类的RNA及其修饰形式的鉴定、

起源、功能与调控已经成为了国际研究前沿，而

小 干 扰 RNA （small interfering RNA， siRNA）、

RNA适配体以及基于RNA的基因操作与分子识别

技术也是国际生物技术应用的重要热点之一。这

些研究不仅革新了人们对许多生物学基本概念和

基本问题的认知，而且在生命科学、生物工程和

医学中具有广阔的应用前景。

细胞内的RNA具有特定的时间、空间分布及

不同的转录后修饰状态，可以像蛋白质一样形成

复杂的高级结构进而与其他分子产生相互作用［5-7］。

但与蛋白质研究相比，科学家们对细胞内RNA的

时间空间分布及其功能研究目前仍然相对滞后很

多，其中一个重要原因是过去很长时间里缺乏可

以在活细胞内对RNA分子活动进行精密控制的技

术，使得深入研究RNA功能与调控机制面临重要

技术挑战。

迄今为止，RNA调控技术的研究主要集中在

RNA 生成的控制，包括在基因和转录两个层面。

在基因层面上，科学家们可以利用基因编辑技

术，如锌指核酸酶（ZF）、转录激活因子样效应

物（TAL 或 TALE）以及成簇的规则间隔的短回

文重复序列与其相关蛋白（CRISPR/Cas），通过

对特定DNA序列的敲入、敲除、替换或突变等遗

传操作，进而实现对RNA序列和功能的改变［8-9］。

在转录水平上，各种基于 Gal4、LexA 等 DNA 结

合结构域、TALE或CRISPR/dCas（核酸酶缺陷型

Cas 蛋白）的转录调控系统［10-13］与表观遗传修饰

系统［13-15］也陆续被开发出来，可以实现对活细胞

和活体内源与外源RNA生成的时空精确控制。

然而，除了RNA的生成，RNA还存在很多的

转录后代谢活动。例如，转录生成后的RNA要经

历剪接、加帽、聚腺苷酸化等关键过程才能形成

成熟的信使 RNA（mRNA）［16］，成熟的 mRNA 有

时还需要进行不同的化学修饰，如 m6A、m6Am、

m5C、m1A、假尿苷、A-to-I［17］，随后才被转运到

细胞质中进行蛋白质翻译。除了 mRNA 以外，转

录后非编码RNA也需要被正确折叠、运输到特定

的细胞区室以发挥其正常生物学功能，包括参与

染色质修饰、转座子沉默、pre-mRNA的剪接、基

因沉默与逆转录等过程［18-21］。因此，这些 RNA的

转录后代谢活动可以用于调节基因表达产物的丰

度、时空分布以及功能，在多种生理和病理过程

中均发挥至关重要的作用［22-23］。综上所述，发展

RNA转录后代谢的精密调控技术将极大促进人们

从整合生物学的角度全面认识RNA的时空动态变

化调控规律。

本综述将聚焦于RNA转录后代谢调控技术的

研究进展，总结和讨论该领域的前沿技术方法以

及展望其未来的发展方向和前景。

1 传统非光控 RNA 转录后代谢调控

系统

此前，科学家们可以通过反式调节因子在转

录后水平对 RNA 代谢进行控制［18， 24］，如调节

RNA（regulatory RNA）和 RNA 结合蛋白。一方

面，随着越来越多类型调节RNA的作用机制被解

析，科学家们基于调节RNA发展了系列人工合成

的 RNA 效应因子，它们一般包含两种作用方式：

①通过招募内源功能蛋白质或通过与内源RNA结

合机制竞争（占位作用）来调节目的RNA的代谢；

②因本身就携带RNA修饰或其他的RNA调控功能

结构域而直接作用于目的 RNA。另一方面，科学

家们在过去的 20多年时间内也确定了大量的RNA

结合蛋白（RNA binding proteins， RBPs）以及它

们特异性的识别结合序列，并尝试通过将RNA结

合蛋白或其RNA结合结构域与不同的功能结构域

融合，开发了系列人工合成的RNA效应因子，试

图通过操控这些人工合成RNA效应因子的活性或

功能来达到调控RNA代谢的目的（表1）。
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1.1 基于调节 RNA 的 RNA 代谢调控技术

在很长一段时间里，调控RNA代谢的方法主

要是利用 RNA 干扰（RNA interference， RNAi）

技术，它是一种进化上保守的序列特异性调控机

制，可在转录水平或转录后水平由双链RNA诱发

基因沉默。RNAi最早在 1995年被 Guo等［25］在秀

丽新小杆线虫（C.elegans）中首次发现，随后陆

续在动物、植物和真菌在内的真核生物中发现［26］，

并被发展成为一种能在单细胞或活体内对特定基

因功能进行调控与分析的有用工具。

在哺乳动物细胞中，人们可以通过体外化学合成、

体外转录或体内直接表达微小 RNA （microRNA， 

miRNA）、小干扰RNA（small interfering RNA， 

siRNA）以及与Piwi相互作用RNA （Piwi-interacting 

RNA， piRNA）等小RNA （small RNAs， sRNAs）

［图 1（a）］。sRNAs被装载 Ago 蛋白后其正义链会

被降解，剩下的反义链可介导RNA诱导沉默复合

体（RNA-induced silencing complexes， RISC）靶

向到与 sRNA序列互补的 mRNA或 DNA分子，通

过降解 mRNA分子或抑制 mRNA翻译，或者抑制

DNA甲基化和染色质修饰来达到沉默特定基因的

目的［27-30］。

与 RNAi 技术的原理类似，反义寡核苷酸

（antisense oligonucleotides，ASO）或长互补 gRNA

也可被设计为具有特定RNA调控功能的人工合成

RNA效应因子，它们通过与目的RNA的结合来招

募细胞内源功能蛋白质或通过位阻效应来调控目

的RNA的代谢［31］。例如，通过化学修饰的ASO或

gRNA将内源ADAR酶（adenosine deaminase acting 

on RNA）招募到特定双链 RNA（dsRNA），促使

ADAR酶与该RNA结合，通过脱氨基作用将腺苷

转化为肌苷使得RNA变得不稳定，从而实现RNA 

A-to-I编辑［32-33］［图 1（b）］。此外，人们可以设计

治疗性的 ASO，它们可以按照碱基互补的方式来

识别目的mRNA或 pre-mRNA，通过招募RNase H

进行RNA降解和翻译的调控，或者通过位阻效应

阻断剪接信号来调控RNA的剪接［图 1（c）］［34-35］。

其中，RNase H是一种内源性的核糖核酸内切酶，

它能够水解与 DNA 结合的 RNA 链上的磷酸二酯

键，而不能水解单链或双链DNA或单独RNA链中

的磷酸二酯键，因此能够特异性降解RNA/DNA异

源双链体中的 RNA 分子。此外，RNase H 还可以

通过空间位阻效应阻止核糖体与RNA的结合而抑

制蛋白质翻译。

值得一提的是，此前还存在一种通过RNase H

非依赖性反义寡核苷酸调控RNA代谢的方法。比

较经典的例子是通过磷酸二氨基酯吗啉代低聚物

调控 3′非翻译区被插入了高效锤头状核酶（highly 

efficient hammerhead ribozymes， HHR） 的 目 的

mRNA的降解［36］［图 1（d）］。锤头状核酶是一类具

表表1　RNA转录后代谢调控系统

项目

工作原理

诱导条件

细胞毒性

制备方法

可调性

时间分辨率

空间分辨率

普适性

基于调节

RNA的RNA

效应因子

自带或招

募内源功能

蛋白或空间

位阻效应

无

低

遗传编码

或体外合成

难

低

低

高

基于RNA结合

蛋白的RNA

效应因子

RNA结合蛋白

与不同功能结构

域融合获得系列

人工合成RNA效

应因子

无

低

遗传编码

难

低

低

高

基于光化学

修饰的核苷酸

DNA/RNA 中

引入光化学修饰

的寡核苷酸，光照

调 控 DNA/RNA

活性

多数为UV光，

少量为可见光

高

体外合成

适中

适中

高

低

基于光笼蛋白

质或其配体

利用光可移除

的 囚 笼 基 团 对

RNA 结合蛋白或

其配体活性进行

调控

UV光

高

体外合成

适中

适中

高

低

基于光诱导蛋

白异二聚化和

RNA结合蛋白

光诱导蛋白异

二聚化来调控

RNA 结合蛋白

的活性

蓝光

低

遗传编码

容易

高

高

未知

基于光控RNA

结合蛋白PAL的

RNA效应因子

光诱导的 PAL

蛋白与 RNA 适

配体的结合

蓝光

低

遗传编码

容易

高

高

未知

基于光控RNA

结合蛋白LicV

的RNA效应因子

光诱导的LicV与

RAT RNA的结合

蓝光

低

遗传编码

容易

高

高

高
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图图1　基于调节RNA的人工合成RNA效应因子

Fig. 1　Engineered RNA effectors based on regulatory RNAs

145



合成生物学 第 4 卷

有快速切割动力学的小型自切割核酶，是广泛使用

的一类RNA型效应因子的RNA开关。其中，Ⅲ型

锤头状核酶通过酶活性的提高被成功改造成为可

以顺式切割哺乳动物mRNA的HHR，其活性可以

被磷酸二氨基酯吗啉代低聚物严格调控。

类似地，trigger RNAs（trRNAs）也可以被用

来调控包含有eToeholds（eukaryotic toehold switches）

RNA分子开关的目的mRNA的翻译［37］［图 1（e）］。

内 部 核 糖 体 进 入 位 点 （internal ribosome entry 

sites， IRES）是在几种病毒和真核细胞内源转录

产物中发现的RNA元件，其结构已经进化为可独

立于mRNA 5′加帽和多聚腺苷酸化来启动蛋白质的

翻译。真核细胞 eToehold 开关包含经过修饰的

IRES，它能够通过特定 trRNAs的存在来调节顺式

报告基因的翻译。此外，这些 eToeholds RNA分子

开关也可被设计成为活性被抑制的 IRES 环状结

构，它能够阻止 IRES下游目的基因的翻译，但在

与特定 trRNA的正义-反义相互作用后，形成的新

环路会破坏抑制性环路，进而重新激活 IRES活性

和下游目的基因的翻译。

还有一种策略是将调节RNA设计为自带RNA

修饰或切割活性的人工合成RNA效应因子，进而

直接对RNA代谢进行调控。例如，通过将反义的

短散布核元件 B2（short interspersed nuclear element 

B2，SINEB2）效应结构域嵌入天然长链非编码

RNA（称为SINEUPs），同时设计一段与mRNA部

分重叠的反义序列（称为结合域，BD），可以实现

正义链 mRNA 翻译的特异性上调［38-39］［图 1（f）］。

SINEUPs 先是与细胞质中的目的 mRNA 共定位，

然后通过与 SINEUP 相互作用的 RNA 结合蛋白

（如聚嘧啶束结合蛋白-1， PTBP1和异质核糖核蛋

白 K， HNRNPK）相互作用来影响 RNA 的分布，

再通过参与翻译起始复合物的组装来增加目的

mRNA 向多聚体的转移［40］。因此，整个 SINEUP

介导的翻译调控包含 SINEUP RNA、目的 mRNA

和RNA结合蛋白在内的RNA-RNA-蛋白质复合物，

它不仅有助于 SINEUP RNA 从细胞核穿梭到细胞

质（SINEUP RNA 在没有目的 mRNA 的情况下保

留在细胞核中），还通过参与翻译起始复合物的组

装来招募核糖体亚基，从而上调目的 mRNA 的翻

译水平［40］。另一个经典的例子是通过设计具有特

定酶活性以及互补“结合臂”的核酶和脱氧核酶

来实现靶标RNA修饰和切割的调控［图 1（g）］［41］。

MTR1甲基转移酶核酶被第一个用于腺苷位点的特

异性甲基化，它通过RNA-蛋白质复合物模拟RNA

引导的RNA甲基化，使用一个简单的甲基化核碱

基m6G作为甲基供体，在靶标RNA的特定位点合

成唯一产物 m1A。在这类人工合成 RNA效应因子

中，核酶或脱氧核酶因具有与靶标RNA互补“结

合臂”而兼具核酶和靶向双重功能。

上述基于调节RNA的人工合成RNA效应因子

凭借其可特异性调控内源和外源基因的表达而具

有广阔的应用前景。目前它们已被应用于基因功

能探究与基因治疗等领域［42-47］，如最近成功应用于

新型冠状病毒感染（COVID-19）疫苗与 RNAi 药

物的研发［43-45］、由G-to-A替代引起的疾病治疗［46］、

ASO 疗法的开发［47］等。然而，这些 RNA 效应因

子一旦导入细胞内或在细胞内表达就会持续发挥

功能，直至被降解，因此它们的可逆性和时空分

辨率均不足，很难时空精确调控靶标RNA的代谢。

1.2 基于 RNA 结合蛋白的 RNA 代谢调控技术

在真核细胞中，许多蛋白质被认为具有结合

RNA的功能，它们几乎控制RNA代谢的每一个过

程，包括转录、加工、翻译、运输和定位等［48-49］。

因此，人们设想能否利用 RNA 结合蛋白来调控

RNA的代谢。此前比较常见的策略是直接利用天

然的 RNA 结合蛋白与它们特异性识别的 RNA 序

列，将天然RNA结合蛋白作为一个RNA结合支架

来设计不同的RNA效应因子（图 2）。例如，科学

家们将MS2衣壳蛋白（MCP）与不同的RNA功能

结构域融合［图 2（a）］，发展了系列人工合成RNA

效应因子，如将MCP与荧光蛋白、ADAR1结构域

或转录激活因子融合，实现对靶标 RNA 的示

踪［50-53］、A-to-I编辑［54， 55］或转录［56， 57］的调控。此

外，科学家们在靶标 RNA 上融合多个 MS2 序列，

通过招募多个效应因子到靶标RNA上来实现调控

信号的放大［图 2（a）］。这一策略对于 MCP-MS2

在 mRNA 单分子成像的应用上特别重要，因为当

靶标mRNA只包含单个MS2序列时，游离的MCP-

FP融合蛋白会造成较高的本底荧光，使得只结合
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一个融合蛋白分子的靶标 mRNA 荧光信号很难与

本底荧光信号区分开来［51， 58］。基于类似的策略，

科学家们将多个拷贝的MS2序列插入到 sgRNA序

列中，可以实现对基因组中低重复区域或非重复

区域的示踪与调控［53］。与 MCP-MS2 系统类似，

PP7衣壳蛋白（PCP）［59］可以结合特定的茎环 PBS

序列（PCP-binding site），它同样可被用于与不同

的功能结构域融合来发展系列 RNA 效应因子［57］。

由于 PBS 和 MS2 的序列不同，PCP 识别 PBS 和

MCP识别MS2是生物正交的。因此，融合了不同

功能结构域的MCP和 PCP可同时识别并结合含有

MS2和 PBS的目标mRNA，可实现目的RNA的多

重控制或多色成像［60-61］。

与 MCP 或 PCP 不同的是，L7Ae RNA 结合蛋

白结合特定 RNA 序列后会导致结合序列结构改

变［62］。L7Ae是一种古菌蛋白，当与金属离子一起

结合 k-turn 序列后，会稳定 k-turn 的动态结构［63］。

基于这个特殊的性质，L7Ae可被用于设计RNA开

关。靶标 mRNA 的 5'非编码区域的 L7Ae-k-turn 相

互作用会阻止核糖体功能，从而抑制 mRNA 翻

译［64］。k-turn 还可被掺入反义 RNA 中，此时的

L7Ae可以作为信号输入，通过折叠反义RNA使其

不能与其互补链结合来激活翻译［65］。此外，人们

还通过改造与 L7Ae结合的 k-turn序列来开发一个

翻译反馈系统，并用于严格调控mRNA的翻译［66］。

与上述结合特定RNA序列的RNA结合蛋白不

同， Pumilio/fem-3 结合因子 （PUF） 重复结构

域［67］及其衍生物，可以被重新编程而与任意RNA

图图2　基于RNA结合蛋白的人工合成RNA效应因子

Fig. 2　Engineered RNA effectors based on RNA-binding proteins
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序列结合用于RNA代谢调节［图2（b）］。PUF结构

域的一个显著特征是它们对短RNA序列的高亲和

力，它包含 8个重复片段，可以分别识别 8个连续

的RNA碱基。PUF可以作为一个RNA结合支架来

设计不同的 RNA 效应器，用于 RNA 定位示

踪［68-70］、mRNA 翻译起始［71-72］、稳定性［73-74］以及

剪接［75］的调控。

不同于PUF、MCP等只能靶向嵌入其特异性识

别序列的靶标 RNA 分子，有些 Cas 蛋白可通过

gRNA介导“自定义”靶向任意RNA序列。因此，

基于它们开发的RNA效应因子可对任意RNA分子

的代谢进行操控［图 2（c）］，这对于RNA功能研究

与应用具有重要意义。其中，RCas9或dCas13蛋白

已经被用于与荧光蛋白、RNA内切酶、转录调节因

子、m6阅读器蛋白、脱氨酶结构域等融合，实现对

细胞内源 mRNA 的示踪［76］以及 RNA 特异性降

解［77］、转录激活/抑制［78］、mRNA的降解或翻译控

制［79］、RNA编辑［80］等RNA代谢活动的调控。

目前，基于RNA结合蛋白的人工RNA效应因子

已经实现了对RNA多种代谢活动的调控［图2（d）］。

然而，这类RNA效应因子的活性和功能很难被限

制或调控，一经表达就持续发挥功能，不仅增加

脱靶效应，还很难实现对RNA代谢的实时动态调

控。虽然有研究者试图利用化学诱导的方式调控

这些RNA效应因子的活性，例如通过四环素类似

物调控Tet阻遏蛋白（TetR）与靶标RNA结合，实

现对真核细胞内mRNA翻译的诱导调控［81］；通过

雷帕霉素诱导 FKBP-FRB 结合来调控基于 dCas13

的剪接因子的活性，实现对 mRNA 剪接的诱导调

控［82］等。然而，化学诱导剂往往存在生理毒性、

多效性、非特异性和易扩散不易清除等问题，还

很难做到在时间和空间上精确控制RNA的代谢。

2 光控RNA转录后代谢调控系统

传统的非光控遗传操纵工具如调节RNA或基

于RNA结合蛋白的RNA效应因子，它们的活性都

很难被控制，很难实时动态调控RNA的水平与状

态。因此，RNA研究仍迫切需要理想的调控技术，

可以允许人们在时间和空间上精确控制RNA的代

谢与功能。

光由于具有低毒性、易获取、易操控以及高

时空分辨率等优点，是用于时空精确调控RNA代

谢的理想诱导剂［83-87］。近年来，科学家们在利用光

和光敏蛋白精密调控细胞行为这一光遗传学技术

领域取得了一系列重大突破［84］。光遗传学技术是

近 20年来发展起来的技术革新之一，它最早在神

经科学中被用来调控神经细胞的活性，目前已经

被用于调控细胞膜定位、信号通路、基因表达、

蛋白质功能以及复杂的生理活动等众多生命科学

领域［88-91］。相比于传统的细胞调控技术，光遗传学

技术的时间精度可达毫秒级，且空间精度可以精

确到特定单一细胞甚至亚细胞器，并具有非侵入

性和可逆性，这使得生物闭环研究进入微扰时代

与单细胞水平［83-84］。因此，利用光遗传学发展活细

胞RNA代谢精密控制技术将具有非常大的优势及

前景。

2.1 基 于 光 化 学 转 换 基 团 的 光 控 RNA 代 谢 调 控

技术

2.1.1 基于核苷酸光化学修饰的调控技术

此前，科学家们通过在DNA/RNA杂交链中引

入光化学修饰的寡核苷酸，可以使用光来调控经

化学修饰的 DNA/RNA 活性，进而调控 RNA 的多

种功能与代谢（图 3）［92］。目前，有多种寡核苷酸

光反应基团被应用于调节 DNA/RNA 结构和功

能［92］，这些光反应基团具有不同的光反应类型，

包括不可逆的光裂解反应（如邻硝基苄基、对羟

基苯甲酰基、苯酚取代硫醚烯醇磷酸酯、芳基硫

醚、硝基吲哚、二苯甲酮、苯乙酮、香豆素）、可

逆的通过［2+2］环加成的分子间光交联反应（如

香豆素、咔唑、乙烯基衍生物）、可逆的顺式-反式

光异构化反应（如乙烯基衍生物、偶氮苯）、可逆

的分子内光环化反应（如螺吡喃、二芳基乙烯）

等。其中，研究和应用最为广泛的光反应基团是

邻硝基苄基（oNB），通过对DNA/RNA中的碱基、

骨架或核糖进行邻硝基苄基或其衍生物修饰，利

用光裂解反应可实现对多种生物系统的调控。到

目前为止，寡核苷酸功能的光调节方法一般有两

种［图 3（a）］：①作为光可切割的 oNB或其衍生物

接头被引入DNA/RNA主链，从而响应光刺激以触

发链断裂［93-94］；②通过核碱基封闭方法制造笼状核
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图图3　基于核苷酸光化学修饰的调控技术

（a）几种不同的寡核苷酸功能光调节方法。（b）利用光可转换基团邻硝基苄基（oNB）或偶氮苯（AzoB）对RNA代谢的调控：①oNB修饰的

LDSSO对RNA剪接的调控；②通过核碱基笼状反义剂对基因沉默的光激活；③通过光诱导形成发夹，从而对反义剂进行光化学失活；④使用

偶氮苯修饰的哑铃反义寡脱氧核苷酸进行RNA降解的光响应调节；⑤PC-cap对翻译的可逆光调节；⑥siRNAzos的光诱导失活和再激活。

（c）Were-1核糖开关的翻译调节。在没有配体的情况下，核糖体结合位点（RBS）暴露并翻译荧光素酶，而在存在amino-tSS的情况下，RBS

被隔离，从而Fluc不表达。342 nm光照射下，Amino-tSS切换为Amino-cSS构象，使得Were-1构象发生变化，进而重新激活RBS活性

Fig. 3　Regulation technology based on photochemical modifications of nucleotides

(a) Different approaches for regulating oligonucleotide functions by light. (b) Regulation of RNA metabolism by photoswitchable o-nitrobenzyl 

(oNB) or azobenzene (AzoB). ① Regulation of RNA splicing by oNB-modified LDSSOs; ② Light-activation of gene silencing through nucleobase-

caged antisense agents; ③ Optochemical deactivation of an antisense agent through light-induced hairpin formation; ④ Photoregulating RNA 

digestion using azobenzene linked dumbbell antisense oligodeoxynucleotides; ⑤ Light-mediated reversible activation of translation via PC-cap; 

⑥ Photoinduced inactivation and reactivation of siRNAzos. (c) Translation regulation by the Were-1 riboswitch. In absence of the ligand, the 

ribosomal binding site (RBS) is exposed, and luciferase is translated, whereas in presence of amino-tSS, the RBS is sequestered, repressing the 

expression of Fluc. With light (342 nm) irradiation, amino-tSS is switched to amino-cSS conformation, causing theconformation change of Were-1 to 

activate RBS activities.
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酸碱基［93］，形成笼锁（caged）RNA 以响应光刺

激。科学家们利用该方法已经实现了对环状反义寡

核苷酸［95-96］、脱氧核酶［97-98］、限制核酸内切酶［99］或

带负电荷的肽核酸［100］、RNA干扰前体的单链环状

RNA［101-102］、siRNA双链体［103-104］、基于CRISPR-Cas9

的基因编辑的单导向RNA（sgRNA）［105-107］和剪接切

换寡核苷酸［108-109］等 RNA 的功能调控［图 3（b）］。

例如，Hemphill 等设计了一种光可裂解寡核苷酸

（light-deactivated SSO， LDSSO），其中包含光可

切割的 oNB 接头，它可以与 RNA 上特定位点结

合，通过位阻效应阻断原剪接信号而调控RNA剪

接。当LDSSO暴露在紫外光照射时，oNB会响应

光刺激而触发LDSSO链断裂，使其失去剪接调控

功能［图 3（b）①］［108］。类似地，oNB或其衍生物

可以被应用于DNA/RNA反义寡核苷酸形成笼状核

酸碱基，该囚笼结构可以响应光刺激而被去除，从

而恢复反义寡核苷酸的调控功能［图 3（b）②］［110］。

oNB或其衍生物还可以被插入DNA/RNA反义寡核

苷酸的自互补链中形成笼状核酸碱基，该囚笼结构

也可以响应光刺激而被去除，从而促使反义寡核苷

酸形成发夹结构而失去调控功能［图3（b）③］［110］。

还有一类光可转换基团是偶氮苯（AzoB），它

在寡核苷酸调控中的应用最为广泛，它是一种可

逆光开关［图 3（a）］，并具有高量子产率、切换快

速、低光漂白率、易于合成、高抗疲劳性和良好

的热稳定性等优点［111］。通过在寡核苷酸片段中引

入经偶氮苯或其衍生物修饰的G或A碱基、核苷、

骨架或接头，科学家们可以利用顺式-反式光异构

化反应来实现对 RNA 发夹结构的稳定性［112］、

mRNA的翻译［113］、基于siRNA的基因沉默［114］ 等多种

RNA代谢的光诱导调控［图3（b）］。例如，利用偶氮苯

修饰的哑铃反义寡脱氧核苷酸（azobenzene linked 

dumbbell antisense oligodeoxynucleotides， asODN）可

以通过紫外光或可见光照射可逆地控制整个发夹

结构的稳定性。该结构包含两个末端发夹，由

asODN 和短抑制链组成，其中偶氮苯部分的高效

反式到顺式光异构化会产生较大的热稳定性差异。

修饰 asODN 的偶氮苯在可见光下处于反式结构，

使得 asODN被短抑制链紧密结合而只能结合很少

比例的靶标RNA；但在UV光照射下，偶氮苯会发

生反式到顺式的光异构化，恢复 asODN 与靶标

RNA结合，使得 asODN通过招募RNase H和空间

阻滞机制实现对靶标 RNA 的降解和翻译抑制

［图 3（b）④］［112］。类似地，将偶氮苯基团引入鸟苷

的 C8 位置可诱导热不稳定的顺式（cis）异构体。

Ogasawara等对位于C8位置相对的C2胺进行不同

的修饰，通过改变空间位阻的差异来调节其对

eIF4E的亲和力。这类结构被称为光可控的帽子结

构，它可以通过 370 nm和 430 nm光照射产生的顺

反光异构来调控mRNA的翻译。在 370 nm光照射

下，PC-cap 的反式（trans）到顺式（cis）光异构

化会激活mRNA的翻译。相反，通过 430 nm光照

射后产生的顺式到反式光异构化会关闭 mRNA 的

翻译［图 3（b）⑤］［113］。siRNA的RNA调控功能也

可以通过偶氮苯修饰进行光诱导调控。在 siRNA

双链有义链的内部插入偶氮苯修饰可合成被称为

siRNAzos的 siRNA。这些 siRNAzos中的偶氮苯在

可见光下呈现顺式结构，可以将 siRNAzos螺旋化

而失去功能；在紫外光照射下，偶氮苯从顺式异

构变为反式结构，促使 siRNAzos发生解螺旋而恢

复调控功能［图3（b）⑥］［114］。

其他的光可转换基团也可以在一些生物学应

用中被用于调控 RNA 的代谢。例如：①通过对

RNA上U、T碱基的芳基硫醚修饰，利用光裂解反

应实现对RNA核糖开关折叠的控制［115］；②通过对

RNA上G、C碱基的二苯甲酮或苯乙酮修饰，利用

光裂解反应实现mRNA翻译［116］或蛋白质-RNA交

联［117］的控制；③通过对DNA/RNA上G、T碱基、

磷酸基团、主链接头的香豆素修饰，利用分子间

光交联反应实现对笼锁 mRNA 的激活控制［118］；

④通过核苷的咔唑修饰，利用分子间光交联反应

实现对瞬时基因沉默［119］、内源小RNA［120］或脱氧

核酶活性［121］的光诱导调控；⑤通过对核苷或G碱

基的乙烯基衍生物修饰，利用分子间光交联或顺

式 -反式光异构化反应来实现 mRNA 翻译［122-123］、

RNA核糖开关的结构与功能的调控等。其中，通

过光可转换基团硬-苯乙烯的顺式-反式光异构化反

应调控RNA核糖开关的活性也是一个比较经典的

例子［图 3（c）］。硬-苯乙烯是一种快速且可逆的光

致异构化小分子，可以在被称为Amino-tSS反式异

构体和Amino-cSS顺式光异构体之间进行光诱导切

换［124］。类似于真核细胞中 toehold 开关对于 IRES
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的活性调控，原核细菌中 toehold开关同样可以对

核糖体结合位点（ribosomal binding site， RBS）

的结构和功能进行控制，形成RNA核糖开关。在

没 有 Amino-tSS 结 合 时 ， 体 外 筛 选 获 得 的

Werewolf-1（Were-1）核糖开关处于激活状态，下

游开放阅读框的翻译正常进行。当该开关在与

Amino-tSS结合时其结构会发生变化而转为锁定状

态，使得 RBS的活性被抑制，关闭下游开放阅读

框的翻译。 342 nm 的光可将 Amino-tSS 切换为

Amino-cSS 构象，由于 RNA 结合 Amino-cSS 的能

力比Amino-tSS弱，这使得Were-1构象发生变化，

进而重新激活RBS活性。

基于光可转换基团构建光反应寡核苷酸可以

为操控RNA活性提供一种简便的方法，它利用光

作为反应诱导剂，以空间和时间可控的方式改变

分子结构来调控RNA的代谢。然而，该方法也有

一定的局限性［92， 125-126］。例如，这些光可转换基团

的反应波长往往处于紫外光或紫光范围，而通过

工程改造而获得的反应波长红移的衍生物只是极

少数［127］，这会导致细胞的不可逆损伤；大部分光

反应基团的光转化产率（反应完全性）相对中等

或偏低；包括笼锁RNA在内的多种化学修饰方式

在RNA制备上具有较高的技术难度。因此，未来

科学家们可以进一步改进光转换基团来使其获得

更高的光反应效率、更长的反应波长等特性。另

一方面，科学家们也通过具有更强光稳定性、生

物相容性和可调性的光转换基团来扩展可用的光

反应修饰阵列，从而拓宽它们在生物学研究中的

适用性。

2.1.2 基于光笼（photocaged）蛋白质配体的调控

技术

光反应基团还可以通过控制蛋白质或其配体

的活性来以间接的方式调控RNA代谢。例如，人

们将光可移除的囚笼基团与氨基酸残基或有机效

应小分子配体进行连接，利用光照来时空精确控

制特定蛋白的功能［128-132］。在非诱导条件下，光可

移除的囚笼基团共价结合到有机效应小分子或特

定氨基酸残基上以抑制其天然活性；在光照诱导

条件下（最常用的是用UV光），囚笼基团会发生

光解切割，并暴露出先前被囚笼的效应小分子或

天然形式的氨基酸，从而失活或激活蛋白质的功

能，这个过程被称为去囚笼，如图 4 所示［133］。

图 4（a）中，被囚笼的效应小分子不能行使其对蛋

白质功能的调控，但紫外光的照射会使囚笼基团

被去除，进而恢复其对蛋白质功能的调控 ；

图 4（b）中，蛋白质的特定氨基酸被囚笼后活性被

抑制，但紫外光的照射会使囚笼基团被去除，蛋

白质的活性得以恢复。此前最常用的囚笼结构是

建立在邻硝基苄基基础上的［134］，目前也开发出了

具有不同光化学性质的囚笼结构［135-138］。

利用光可移除的囚笼基团可以对RNA结合蛋

白或其配体活性进行光诱导控制，进而可实现

RNA 结合蛋白与靶标 modRNA （modified RNA）

间相互作用的光遗传学调控［图 4（c）、（d）］。其

中，基于CaVT和光笼配体的光控翻译激活系统是

一个比较典型的例子［139］。CaVT是由噬菌体衣壳蛋

白MCP的 dlFG突变体和被称为VPg（FCV）的猫杯

状病毒VPg蛋白融合而成。由于MCP可以结合靶标

modRNA上的特异性RNA序列，以及VPg（FCV）可

以作为 5′帽的替代品，CaVT被成功用于激活不含

典型5′帽的modRNA的翻译。

科学家们开发了两种基于CaVT和光笼配体的光

控翻译激活系统，实现了对靶标modRNA的翻译激

活调控［139］。一种是光响应分裂的CaVT［图 4（c）］，

另一种是去稳定性结构域融合的 CaVT （DD-

CaVT）［图 4（d）］。在光响应分裂的 CaVT 中，

CaVT被分裂为单独的RNA结合域和翻译激活结构

域，并且这两个结构域的相互作用可以被光解囚

笼配体诱导。其中，大肠杆菌二氢叶酸还原酶

（eDHFR）和HaloTag分别融合MCP和VPg（FCV），

eDHFR的配体甲氧苄啶（TMP）和HaloTag的配体

（HL）被融合在一起形成融合配体 TMP-HL。当

TMP-HL融合配体受到光可移除的囚笼基团的“囚

笼”时，MCP和VPg（FCV）处于分裂状态，MCP-

eDHFR 可以直接结合靶标 modRNA，但不能激活

翻译。在紫外光照射下，“囚笼”TMP-HL被去囚

笼化，未笼化的 TMP-HL 便可同时结合 MCP-

eDHFR 和 HaloTag-VPg（FCV），并诱导 VPg（FCV）

介导的 modRNA 的翻译激活。在 DD-CaVT 系统

中，DD-CaVT在没有配体的情况下会被迅速降解，

而在配体的光介导解笼下被稳定，因此能够对靶

标modRNA的翻译进行调控。其中，eDHFR衍生
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的 R12Y/Y100I 不稳定结构域（DD）与 CaVT 融

合，它的快速降解可以被TMP配体的结合而阻止。

当 TMP 配体受到光可移除的囚笼基团的“囚笼”

时，DD-CaVT被快速降解。在紫外光照射下，“囚

笼”TMP 被去囚笼化，未笼化的 TMP 便可结合

DD-CaVT，阻止 DD-CaVT 被降解，DD-CaVT 的

MCP 结 构 域 便 可 结 合 modRNA， 促 使 靶 标

modRNA的翻译激活。

2.2 基于遗传编码光响应因子的光控 RNA 转录后

代谢调控系统

2.2.1 基于光敏蛋白组合 CRY2/CIB1 异源二聚的

光控RNA转录后代谢调控系统

近十年来，随着光遗传学技术在利用光敏蛋

白控制蛋白质功能和基因表达方面越来越成熟，

科学家们借鉴前人思路创新性地将光敏蛋白应用

于人工合成 RNA 效应因子，试图通过合成光控

RNA 效应因子实现对 RNA 代谢的时空精密调控。

其中，CRY2/CIB1 光敏蛋白组合的光诱导相互作

用，被最先用于发展基于 RNA 结合蛋白的光控

RNA效应因子。来自拟南芥的隐花色素 2（CRY2）

和其伴侣蛋白CIB1［图 5（a）］，是蓝光诱导的异源

二聚化蛋白，不需要外源引入发色团，有着较快

的光响应动力学（对蓝光的响应处于亚秒级时间

尺度）和良好的可逆性（撤除光照后几分钟即可

解离）［140］。

2013年，Cao等［141］利用RNA系链系统的RNA

结合结构域，同时结合CRY2/CIB1的相互作用，开

发了光可控mRNA翻译因子，实现了哺乳动物细胞

图图4　基于光笼蛋白质配体的调控技术

（a）“光笼”效应小分子。（b）“光笼”氨基酸。（c）基于分裂CaVT系统和光笼甲氧苄啶-HaloTag配体的光诱导翻译激活。光介导TMP-

HL去除光笼，使得TMP-HL介导MS2CP-eDHFR和HaloTag-VPg（FCV）发生相互作用。由此产生的MS2CP-eDHFR-HaloTag-VPg（FCV）复

合物可激活含有 1xMS2（U） site1-hmAG1 基序的靶 modRNA 的翻译。（d）基于光笼 TMP 与融合有响应 TMP 的去稳定域的 CaVT（DD-

CaVT）的光诱导翻译激活。光介导 TMP去除光笼，使得 TMP与 DD-CaVT发生相互作用，从而防止 DD-CaVT的快速降解。稳定的 DD-

CaVT与含有弱结合基序1xMS2（U） site2-hmAG1的靶modRNA结合并激活其翻译

Fig. 4　　Regulatory technology based on photocage protein ligands

(a) Photocaged small effector molecules. (b) Photocaged amino acids. (c) Light-inducible translational activation by split CaVT systems and 

photocaged trimethoprim-HaloTag ligand through light-mediated removal of the photocage from TMP-HL to enable the TMP-HL-mediated 

interactions between MS2CP-eDHFR and HaloTag-VPg(FCV), resulting MS2CP-eDHFR-HaloTag-VPg (FCV) complex to activate the translation of 

target modRNA containing a motif (1xMS2(U)site1-hmAG1). (d) Light-inducible translational activation by photocaged TMP and TMP-responsive 

destabilizing domain-fused CaVT (DD-CaVT) through light-mediated removal of the photocage from TMP to enable the interaction between TMP 

and DD-CaVT, preventing the rapid degradation of DD-CaVT for binding to a target modRNA with a weak binding motif (1xMS2(U) site2-hmAG1) 

and activate its translation.
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图图5　基于CRY2/CIB1异源二聚化的mRNA定位和翻译的光遗传学控制技术

Fig. 5　Optogenetic control of mRNA localization and translation based on CRY2/CIB1 heterodimerization
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中靶标mRNA翻译的光遗传学控制［图 5（b）］。在

该系统中，CIB1 截短体（CIBN，1～170 位氨基

酸）与 λ 噬菌体抗终止蛋白 N 端的 22 个氨基酸或

MS2衣壳蛋白（MCP）融合得到 λ-CIBN或CIBN-

MCP系链融合蛋白，CRY2截短体（PHR结构域，

1～498 位氨基酸）和 elF4E 激活结构域融合得到

CRY2PHR-elF4E 人工翻译起始因子。在蓝光照射

下，系链融合蛋白会与人工翻译起始因子形成异

源二聚体，通过 elF4E激活结构域招募其他翻译组

分启动靶标 mRNA 的翻译。该光诱导翻译激活系

统巧妙地利用RNA结合域和翻译起始域的光诱导

重组，是第一个应用于调控 mRNA 翻译的光遗传

学系统。除了控制 mRNA 翻译外，类似的系统还

可被用于控制 mRNA 的剪接、稳定性和转运等代

谢活动。因此，光诱导蛋白异源二聚化和RNA系

链技术的结合极大地扩展RNA代谢的光遗传学控

制技术应用范围。基于类似的原理，Cao等［142］于

2014年将RNA结合结构域换成 PUF，同样通过蓝

光诱导人工翻译起始因子 CRY2PHR-elF4E 和

CIBN-PUF的异源二聚化，通过 elF4E激活结构域

招募其他翻译组分启动靶标 mRNA 的翻译，该系

统能够将荧光素酶报告基因的表达提高17倍以上。

2020年，Heo课题组［143］提出了一种可对特定

mRNA 定位和翻译进行光遗传学控制的 mRNA-

LARIAT技术。mRNA-LARIAT系统也是基于MS2

系链系统和 CRY2/CIB1的光诱导相互作用设计的

［图 5（c）］。在该系统中，CRY2与抗绿色荧光蛋白

纳米体 VHH（GFP）融合，CIB1 与多聚体蛋白 MP

融合，融合有GFP荧光蛋白的MCP可以结合含有

MS2结合位点的mRNA（mRNA-MBS）。CIB1-MP

与VHH（GFP）-CRY2在蓝光诱导下可以形成异源二

聚体，而VHH（GFP）-CRY2因含有抗绿色荧光蛋白

的抗体可以结合MCP-GFP，因此蓝光可触发蛋白

质之间的多聚相互作用而产生蛋白质“团簇”，进

而通过 MCP 与 MBS 相互作用捕获 mRNA-MBS 靶

标 RNA。因此，蓝光可诱导 mRNA-MBS 靶标

RNA被固定隔离在蛋白质“团簇”中，抑制了核

糖体在靶标RNA上的动态结合与翻译过程。

随后，他们将 mRNA-LARIAT 引入靶向 RNA

的 RCas9 系统中，成功实现对内源 mRNA 翻译的

光遗传学控制。与靶向外源 RNA 系统不同的是，

与 GFP 荧光蛋白融合的是 RCas9 蛋白，通过蛋白

质“团簇”中 RCas9 与 sgRNA、PAM 序列相互作

用而靶向内源RNA，实现内源mRNA的成像。他

们还利用 mRNA-LARIAT 系统实现了对细胞中新

合成β-actin蛋白质的区分。

上述这类基于光诱导蛋白异二聚化和RNA结

合蛋白的光遗传学工具大大拓展了在转录后水平

对RNA代谢的时空精确控制范畴，从而有助于推

动对于RNA和细胞功能以及它们与疾病之间因果

关系的研究。然而，这类方法中的RNA结合蛋白

一旦表达就会一直结合靶标 RNA，这很有可能会

扰乱RNA的正常代谢与功能。相比之下，利用如

PAL、Vivid这类单一光敏蛋白的光诱导同源二聚

化特性来开发光可控RNA结合蛋白，进而发展只

含有单一组分光可控RNA效应因子的系统，可以

避免上述问题。在这样的系统中，人们可以利用

光直接调控基于RNA结合蛋白的效应因子与RNA

的结合活性，从而达到对活细胞RNA多种代谢时

空精确控制的目的。

2.2.2 基于光控 RNA 结合蛋白 PAL 同源二聚的光

控RNA代谢调控系统

在活细胞中，RNA结合蛋白被认为几乎参与

了所有的RNA代谢过程［48-49］，然而现有的RNA结

合蛋白的活性很难被调控，在对RNA代谢的实时

动态调控上存在限制。2019年，Weber等［144］利用

受蓝光调控的天然 RNA结合蛋白 PAL，筛选获得

了能与其特异性结合的RNA适配体［图6（a）］，并

利用蓝光调控 PAL 与 RNA 适配体的结合进而

控 制 细 菌 和 哺 乳 动 物 细 胞 内 mRNA 的 翻 译

［图6（b）］。

PAL是Weber等在革兰氏阳性放线菌中鉴定出

的一种新 LOV 受体，其 N 端到 C 端依次包括了

Per-ARNT-Sim （PAS）、ANTAR 和 LOV 结构域，

它在光照或黑暗下均呈现同源二聚体状态。通过指

数富集的配体系统进化技术（systematic evolution 

of ligands by exponential enrichment， SELEX），

Weber等筛选和鉴定出了两个性质优良的PAL亲和

适配体——04.17和 53.19，它们与PAL具有良好的

光依赖性相互作用以及低背景结合。PAL可序列特

异性地结合这两个短RNA茎环，在蓝光下具有约

20 nmol/L的亲和力，在黑暗条件下则弱于1 µmol/L。
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在 PAL结构中，LOV光电传感器由富含脯氨酸的

连接肽与二聚体、全螺旋ANTAR效应器连接，并

通过 C 末端的 Jα 螺旋指向 ANTAR 并与连接肽螺

旋、源自连接肽的额外螺旋形成接触。在黑暗下，

错综复杂的结构域相互作用使 PAL处于RNA结合

的自动抑制构象，可能是由于 LOV 模块阻碍了

RNA 与 ANTAR 结构域的接触。在蓝光诱导条件

下，Jα 螺旋与连接肽将光信号从 LOV 中转导到

ANTAR模块中，引入的自由能扰动可减轻ANTAR

对于RNA结合的自动抑制作用。

基于PAL与适配体的相互作用，Weber等将适

配体04.17嵌入荧光蛋白报告基因的Shine-Dalgarno 

（SD）序列附近，利用蓝光诱导 PAL 与适配体结

合，从而实现对大肠杆菌外源 mRNA 翻译的光遗

传学控制。紧接着，他们又将适配体 53.19嵌入到

荧光素酶报告基因的 5′-非翻译区，PAL可响应蓝

光与嵌入mRNA 5′-非翻译区不同位置的 53.19适配

体结合，从而不同程度上降低 mRNA 报告基因的

图图6　基于PAL同源二聚化的RNA转录和转录后的光遗传学控制

Fig. 6　Optoribogenetic control of RNA transcription and post-transcription based on PAL homodimerization
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翻译水平，实现在哺乳动物细胞外源 mRNA 翻译

的光遗传学控制。

2020年，Weber等［145］将PAL与RNA适配体53

的光诱导相互作用引入 sgRNA/dCas9系统，实现了

对mRNA转录生成的光遗传学精密调控［图6（c）］。

具体来说，他们将适体 53 嵌入 sgRNA 的四环

（TL）和茎环 2（SL2）中，将 PAL 融合到激活域

p65和HSF1（p65-HSF1-PAL，称为PHP），通过蓝

光诱导PHP募集到 sgRNA靶向的基因启动子附近，

激活目的基因的转录与表达。该系统需要两个适

体结构域介导基因表达的激活，具有良好光依赖

性和可逆性，并成功应用于对细胞内源基因转录

的调节。

同一年，Weber 等将 PAL 适配体 53 嵌入成熟

的内源性微小RNA（microRNA，miRNA/miR）和

合成短发夹RNA（short hairpin RNA，shRNA）序

列的顶端环中，通过 PAL与嵌合RNA分子的光依

赖的可逆相互作用，实现对哺乳动物细胞中 pre-

miR和 shRNA等短调控RNA活性与功能的时空控

制［图 6（d）］［146］。其中，miR或 shRNA等短调控

RNA可以与mRNA的非编码或编码区中特定的互

补位点相互作用，进而抑制这些位点的翻译水平

或促使靶标mRNA被水解。连接 pre-miR/siRNA和

适体结构域铰链区的单核苷酸突变会影响调节

RNA功能并允许其微调，其中光诱导的蛋白质表

达变化最高达到 15倍。该系统可通过改变mRNA

中 pre-miR或 shRNA序列以针对不同的靶标RNA，

在时空调节细胞内源蛋白质和细胞行为上具有较

好的适用性，他们也利用该系统实现对细胞周期

蛋白B1和CDK1蛋白的表达调控。

2.2.3 基于光控 RNA 结合蛋白 LicV 同源二聚的光

控RNA代谢调控系统

光可控RNA结合蛋白也可以由天然RNA结合

结构域和光感受器人工设计与合成。近期，Yang

课题组通过独特的设计思路发展了首个人工合成

的光控RNA结合蛋白LicV，并基于它发展了系列

光控RNA效应因子，实现了活细胞RNA生成、剪

接、运输、翻译和降解的时空精密控制（图7）［147］。

LicV 是由来自枯草芽孢杆菌的转录抗终止蛋

白 LicT［148-149］的 RNA 结合域 CAT（LicTCAT）与光

敏蛋白Vivid （VVD）（一种含有LOV结构域的小

蛋白，在蓝光激活后形成二聚体［150］）融合，并利

用基于流式细胞术的高通量筛选策略对融合蛋白

LicTCAT-VVD的连接肽进行优化而获得。LicV蛋白

具有光依赖的二聚化特性，在蓝光照射下可以形

成 同 源 二 聚 体 ， 进 而 特 异 性 结 合 抗 终 止 子

（ribonucleotidic antiterminator， RAT） RNA 序列

［图 7（a）］，KD为 92.3 nmol/L ± 4.1 nmol/L。在黑暗

条件下LicV主要呈现单体状态，与RAT的结合力

比，在光照条件下仅为其 1/40，KD为 3793 nmol/L 

± 428 nmol/L。LicV 具有良好的可逆性，与靶标

RNA RAT的结合速率常数为2.8×104 L/（mol·s），解

离速率常数为1.8×10-3 L/（mol·s）。

LicV可在真核细胞中作为可编程的RNA结合

支架，被用于设计不同的人工合成效应因子来操

纵靶标RNA的代谢与功能（图7）［147］，包括：

（1）RNA定位的调控 将LicV与细胞膜定位

信号肽 CAAX 基序、核定位信号肽 NLS、外线粒

体膜定位的 TOMM20、出核信号肽 NES等融合获

得不同的光控 RNA 定位因子［图 7（b）］，实现了

将含有 RAT 茎环序列的靶标 RNA 转运到细胞膜、

细胞核、线粒体外膜或细胞质的光遗传学控制，

该过程可逆且具有很高的时空分辨率。该课题组

在 LicV 的 VVD 结构域中引入 I85V 突变，获得的

LicVf突变体具有更快的光恢复动力学，可操控靶

标RNA在光照 1 h内从细胞质迅速募集到质膜，并

在黑暗 1 h内从质膜逐渐解离到细胞质，该过程还

可以在单细胞的细胞膜局部区域进行精确控制。

（2）RNA 剪接的调控 将 LicV 与 SRSF7 的

RS结构域或 hnRNP A1的Gly结构域融合，获得了

可用于选择性剪接光遗传学控制的光可控剪接因

子，利用光促进或阻碍含有RAT的靶RNA的盒式

外显子增加［图7（c）］。

（3）翻译的调控 将 LicV 与翻译起始因子

eIF4E融合获得光控翻译起始因子 LicV-eIF4E，蓝

光可诱导光控翻译起始因子结合靶标 mRNA，通

过 eIF4E结构域招募其他翻译组分启动目的mRNA

的翻译［图 7（d）］。LicV-eIF4E具有良好的光强依

赖性，可以通过改变光照强度在细胞中诱导不同

程度的翻译水平。

（4）RNA降解的调控：将LicV与RNA切割结

构域结合，获得的光可控 RNA 核酸内切酶 LicV-
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图图7　基于LicV光诱导同源二聚化的RNA功能与代谢的光遗传学控制

（a）蓝光可诱导 LicV 同源二聚化，使其与 RAT 短发夹 RNA 结合；（b）～（e）利用 LicV-RAT 光诱导相互作用实现 RNA 定位（b）、剪接

（c）、翻译（d）和降解（e）的光遗传学控制；（f）LA-CRISPR系统原理；将LicV-RAT光诱导相互作用引入CRISPR-Cas系统，可实现对

基因转录的光遗传学控制

Fig. 7　Optogenetic control of RNA function and metabolism based on light-induced homodimerization of LicV

Blue light induced homodimerization of LicV for its binding to RAT short hairpin RNA (a). Optogenetic control of RNA through light-induced LicV-

RAT interaction for localization (b), splicing (c), translation (d), and degradation (e). The LA-CRISPR system based on the introduction of the light-

induced LicV-RAT interaction into the CRISPR-Cas system to enable optogenetic control of gene transcription (f)..
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barnaseM4/PIN 可响应蓝光特异性结合并切割含有

RAT的靶标mRNA或非编码RNA［图7（e）］。

LicV也可以与CRISPR-Cas系统结合起来发展

新型光遗传学技术。Yang课题组基于LicV建立的

LA-CRISPR系统可响应蓝光照射，高效且灵活地

调控内源和外源RNA的转录激活［图 7（f）］。在该

转录激活系统中，不同拷贝数的 RAT序列以不同

方式嵌入 sgRNA 四环、茎环 2 或 3′末端，LicV 以

不同的连接肽与VPR转录激活域融合。sgRNA突

变体和LicV-VPR突变体的不同组合具有不同的光

诱导转录激活效率，因此该系统具有良好的可调

节性。LA-CRISPR 系统还允许利用同一种 Cas 蛋

白实现对不同基因的同时且差异调控，以及通过

简单地将RAT序列插入其相应的 sgRNA或 crRNA

中来转化为对其他CRISPR-Cas系统的光遗传学控

制。因此，基于LicV的效应器对不同CRISPR-Cas

系统具有广泛的适应性。他们简单地将 VPR换为

荧光蛋白报告基因以及将包含RAT的 sgRNA改为

靶向着丝粒，LA-CRISPR系统还可以成功应用于

基因位点的可逆标记。

综上，基于RNA结合蛋白和光敏蛋白同源二

聚原理开发的光控RNA结合蛋白具有良好的光诱

导性，且设计简单、通用性强，可用于开发更多

样的光控RNA效应因子，实现对RNA多种代谢活

动的多元化时空精密控制。这种调控与分析手段

将为全面深入解析活细胞RNA的时空动态变化和

调控规律提供新技术与新方法，同时还将极大推

动病理解析、疾病诊断干预等领域的发展。

3 总结与展望

3.1 总结

本文重点介绍了光控RNA转录后代谢调控系

统的研究进展，并详细描述如何利用光遗传学原

理并结合合成生物学设计理念来发展新型光遗传

学工具，实现对RNA转录后代谢的时间和空间精

密调控（表 1）。其中，基于光可转换基团构建的

光反应性寡核苷酸可以在RNA转录与转录后水平

改变RNA分子结构，进而实现对RNA活性和代谢

的控制；基于光诱导CRY2/CIB1异源二聚和RNA

结合蛋白的光遗传学工具实现了在转录或转录后

水平对 RNA多种代谢的调控，包括 RNA的生成、

定位和翻译等；利用蓝光响应的天然RNA结合蛋

白 PAL 与其特异性结合的 RNA 适配体的相互作

用，实现了对活细胞 mRNA 生成与翻译以及短调

控RNA活性与功能的光遗传学控制；利用RNA结

合结构域LicTCAT和光敏蛋白VVD设计与合成了光

可控RNA结合蛋白LicV，并基于它发展了系列光

控RNA效应因子，实现了对活细胞RNA生成、运

输、剪接、翻译和降解等代谢的时空精密控制。综

上所述，本文介绍的光控RNA转录后代谢调控系

统，可以允许人们在时间和空间上精密控制活细胞

RNA的各种转录后代谢活动，将为RNA功能及其

时空动态调控规律研究提供极具价值的实用工具。

3.2 展望

细胞内的RNA具有特定的时间、空间分布以

及不同的转录后修饰状态来执行正确的生物学功

能。为了揭示RNA的作用机制，有必要对细胞内

RNA分子水平、分布和状态进行精密控制。此前

发展的光遗传学工具可以允许人们在时间和空间

上精确调控RNA的生成、剪接、运输、翻译和降

解。然而，活细胞RNA还存在共价修饰和编辑等

转录后代谢行为。其中，RNA 共价修饰包括如

m6A（腺嘌呤上 6号位N的甲基化）、tRNA上各种

复杂的共价修饰，或者 mRNA 上加帽序列 m7G

（鸟嘌呤上 7 号位 N 的甲基化），它们可以改变

RNA稳定性，调控 mRNA翻译。此外，由 ADAR

蛋白介导的腺嘌呤到次黄嘌呤（A-to-I）的RNA编

辑是后生动物中广泛存在的转录后修饰。由于 I会

被识别为 G，因此 A-to-I RNA 编辑在不改变基因

组序列的情况下，时空特异性地增加了转录组和

蛋白组的多样性。因此，发展光可控的RNA共价

修饰与编辑系统对于RNA的功能发挥同样十分重

要。与此同时，许多细胞生命过程需要多种RNA

分子的同时参与［151］，如剪接体的装配与解离过程

中牵涉多种 snRNA［152］、核糖体形成也需要多种

rRNA的参与等［153］。此外，RNA分子还存在剪接、

修饰、运输、定位、翻译、降解等多种转录后代

谢行为［154］，它们在不同的层面以不同的尺度参与
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RNA的功能发挥。因此，发展具有生物正交的光

遗传学技术可以允许人们同时时空精确调控RNA

多种代谢行为，实现RNA代谢与功能多维度、系

统化的分析与解读。

此外，此前的光控RNA转录后代谢调控系统

都是利用紫外光或者蓝光来调控光响应元件的活

性。然而，紫外光会对细胞产生不可逆损伤，且

制备并向活细胞中导入囚笼基团存在困难；蓝光

虽然比紫外光有着更低的光毒性，但蓝光在含血

红素的动物组织中渗透力不足，更高强度的蓝光

可以诱导细胞内氧化应激导致皮肤过早光化［155］，

这大大限制了系统在深层组织中应用，更加制约

其向临床转化的应用。为了解决这一难题 ，

Nguyen 等［156］将响应蓝光的光遗传学系统与上转

换纳米板（UCNP）相结合，这些纳米板具有增强

的近红外（NIR）至蓝色上转换发光。UCNPs作为

微型光传感器，在深组织可穿透近红外光的刺激

下，使活体动物的 LiCART细胞能够被诱导激活。

这种 NIR 光可调纳米光遗传学平台能够时空控制

CART细胞介导的针对血液系统恶性肿瘤和实体瘤

的细胞毒性，并具有良好的剂量和时间可控性，

从而大大减轻与当前免疫疗法相关的副作用。另

一方面，Li等［157］将响应蓝光的光遗传学系统与荧

光素酶发光系统结合起来，发展了一种基于生物

发光能量共振转移的LuminON哺乳动物细胞基因

表达调控系统。在该系统中，光敏元件中的荧光素

酶催化底物 furimazine发出 460 nm波长的蓝光，通

过分子内的能量转移激活光敏元件，进而启动目的

基因的转录与表达。LuminON系统可以同时响应生

物发光和外置蓝光，避免蓝光组织穿透力弱的不足，

为系统在活体深层组织的应用提供很好的解决方案。

除此之外，近红外光具有较低的细胞毒性以及较高

的组织渗透性［158-159］，发展响应近红外光的光控

RNA转录后代谢调控系统可以允许人们直接利用近

红外光调控活体RNA的转录后代谢活动，这将使系

统具有更高的效率和更好的可调性。

最后，将光控RNA代谢调控系统用于代谢工

程具有很广泛的应用前景。在细胞的复杂代谢途

径中，少数关键酶的表达量会对最终的代谢产物

积累有巨大的影响。此前的光遗传学技术可以通

过调控关键酶基因的转录和表达来控制关键酶在

细胞中的表达水平，进而调控细胞代谢流。然而，

诱导状态下 mRNA 的转录生成与积累以及非诱导

状态下 mRNA 的降解均需要时间，使得整个调控

过程有着一定的延迟，这进而影响代谢流的方向

与代谢产物的积累。相比之下，光控RNA转录后

代谢调控系统可以直接调控关键酶 mRNA 的翻译

和降解过程，一定程度上节省 mRNA 转录生成和

降解所需要的时间，使得调控更加快速和及时，

增加目的代谢产物的积累。

综上，如何进一步丰富活细胞 RNA 研究的

“工具箱”，并将其应用于RNA功能研究与疾病治

疗等领域，仍是未来研究中需要努力发展的方向。

相信在不久的未来，科学家们会发展出功能多样

化的RNA代谢调控工具，实现RNA代谢与功能系

统化的分析与解读，为生物医学基础研究提供新

工具，也为重大疾病的治疗提供新思路。
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