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综  述 

小开放阅读框编码微肽的研究进展 

陈相颖，李梦玮，王颖，陈权，徐寒梅 
中国药科大学江苏省合成多肽药物发现与评价工程中心，南京 211198 

摘要: 已有的研究表明，生命体中存在着大量的非编码 RNA (non-coding RNA, ncRNA)，先前被错误注释为

ncRNA 的分子序列中实际上包含小的开放阅读框(short open reading frame, sORF)，部分 sORF 可转录并翻译成

进化保守的微肽(micropeptide)，这些 sORF 由于序列较短和研究技术手段的限制而被忽略。迄今为止，已在生

命体中发现一些 sORF 编码的功能各异的微肽，它们对生命活动的调控起着重要作用。本文对近年来发现的功

能性微肽进行综述，介绍了本课题组发现新型微肽 MIAC (micropeptide inhibiting actin cytoskeleton)的过程，同

时总结了研究潜在微肽的相关技术，以期为研究人员利用相关技术发现新微肽提供借鉴和参考。 
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Progress on sORF-encoded micropeptides 

Xiangying Chen, Mengwei Li, Ying Wang, Quan Chen, Hanmei Xu 

Engineering Research Center of Synthetic Peptide Drug Discovery and Evaluation of Jiangsu Province, China Pharmaceutical 
University, Nanjing 211198, China 

Abstract: Existing research has shown that there are a large amount of non-coding RNAs (ncRNAs) in organisms. 

Short open reading frames (sORFs) abundantly exist in molecular sequences inaccurately annotated as ncRNAs. Several 

sORFs can be transcribed and translated into evolutionarily conserved micropeptides, which were ignored in previous 

studies due to short sequence lengths and the limitations of research techniques. To date, sORF-encoded micropeptides 

with various functions have been found to play important roles in regulating vital biological activities. This article 

reviews the functional micropeptides which have been found in recent years, introduces the new micropeptide designated 

as MIAC that we have discovered and describes the related technologies for mining potential micropeptides, thereby 

providing insights and references for new micropeptide discovery for researchers. 
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随着科学技术的发展，人们对于生物复杂性有

了更进一步的认识。中心法则指出，遗传信息通常

经历由脱氧核苷酸转录到核糖核苷酸再翻译为蛋白

质的过程[1]。人类基因组计划证明，人类基因组的

3/4 能够被转录，但只有约 1.5%的基因具有编码蛋

白的能力[2]。这就引发了人们对基因组中剩余的大

量非蛋白编码基因的思考，这些非蛋白编码基因是

否包含更多的遗传信息。DNA 元件百科全书(ency-
clopedia of DNA elements, ENCODE)的数据表明， 
80%的基因具有特定的生物学功能，而大部分基因

处于非蛋白质编码区域，这部分基因转录产生大量

的 ncRNA[3]。随着高通量测序技术的发展，越来越

多的实验证明 ncRNA 分子序列上含有小的开放阅

读框序列(short open reading frame, sORF)，可编码小

于 100 个氨基酸的微小蛋白，被人们称为微肽

(micropeptide)，加工修饰后的微肽可通过与其他蛋

白相互作用而发挥其生理或病生理的作用[4]。研究

表明，包括果蝇(Drosophila melanogaster)、小鼠(Mus 
musculus)、人(Homo spaiens)在内的许多动物基因组

中包含数百万个 sORF，其中一些具有关键的生理或

病生理功能，如钙离子稳态、代谢、成肌细胞融合

和肌肉发育、胚胎发育、物质降解、癌症等[5~24]。

本文主要介绍了近年来发现的功能性微肽、本课题

组发现新型微肽 MIAC (micropeptide inhibiting actin 
cytoskeleton)的过程以及研究潜在微肽的技术，期望

为进行相关微肽研究的科研人员提供新思路。 

1  sORF 和微肽简介 

开放阅读框(open reading frame, ORF)最初被定

义为起始密码子与终止密码子间的潜在翻译序列[25]。

可翻译的 ORF 通常是指 mRNA 上的编码序列

(coding sequences, CDS)，该序列翻译产生具有生物

学功能的蛋白质[26]。由于 ORF 编码蛋白质的可能性

随着其长度的增加而增加，查找 ORF 的算法大多都

以 300 个密码子或 100 个氨基酸为阈值作为最短的

检测长度[27]。sORF 在序列长度上区别于 ORF，理

论上 sORF 的大小可以从最低限制的 2 个密码子到

100 个密码子，sORF 由于其极短的长度在最初被认

为是非编码的[28]。最近研究发现，真核基因组中存

在数百万个 sORF 序列，并且有些 sORF 序列可以定

位到转录本，这部分 sORF 具有编码并翻译产生蛋

白的能力[28,29]。因此，微肽被定义为长度小于 100
个氨基酸的蛋白质。 

根据果蝇和哺乳动物中 sORF 的位置、大小、

保守性和翻译方式等特性，sORF 可分为五类(图 1)：
基因间 ORF (intergenic ORF)、上游 ORF (upstream 
ORF, uORF)、长非编码 ORF (long non-coding ORF, 
lncORF)、短编码序列(short coding sequence, short 
CDS)和短同工型 ORF (short isoform ORF)。其中，

基因间 ORF 占 sORF 的 96%，但其并不会进行转录

和翻译。uORF 位于 5′端非翻译区(5′ untranslated 
region, 5′ UTR)，具有较低效率的翻译功能并能调节

转录本中下游的 ORF。lncORF 存在于 lncRNA (long 
non-coding RNA)中，与 uORF 相似具有较低的翻译

效率。最近发现，几种 lncRNA 可编码和翻译为具

有生物学功能的微肽，并且在进化中高度保守。短

CDS 是在单顺反子转录本中发现的，具有与 ORF 类

似的翻译效率，在果蝇和哺乳动物中存在着数百种

短 CDS。短同工型 ORF 是 sORF 中占比最少的一类，

由 mRNA 的选择性剪接产生[4]。 
关于微肽的翻译机制，目前有如下几种可能的

解释：根据核糖体的扫描模型，mRNA 的 5′端帽子

结构与核糖体 40S 小亚基结合以复合物形式向 3′端
扫描，若遇起始密码子，核糖体 40S 小亚基便与 60S
大亚基形成 80S 核糖体，从而介导 5′UTR 中 sORF
的翻译，遇到终止密码子时翻译结束，大小亚基解

离；而 40S 小亚基则继续向前扫描，当遇到 ORF 的

起始密码子时重新结合核糖体 60S 大亚基。第二种

可能的机制是只有部分 40S 小亚基结合在 5' UTR 中

sORF 的起始密码子处，另一部分继续向前扫描至

ORF 的起始密码子，这种机制被称为核糖体的泄漏

扫描[30]。但上述两种机制只适用于 uORF 产生的微

肽，关于其他类型微肽的翻译机制还有待研究，还

有一种猜想是 RNA 编辑促成了微肽的翻译，即在转

录后将 A-C/G/A-G 修改为 A-U-G[31]。未来可以通过

基因敲除 RNA 编辑的关键酶来研究 RNA 编辑在

RNA 水平上产生 sORF 起始密码子的作用。 

2  功能性微肽的发现 

基于生物信息学及高通量测序技术对微肽的深 
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图 1  sORF 的分类 
Fig. 1  sORF classification 
 
入研究，越来越多的微肽被证明在生命活动的许多

过程中起着重要的调节作用，包括钙离子稳态、代

谢、成肌细胞融合和肌肉发育、胚胎发育、物质降

解、癌症等(图 2)[5~24]。下面将对近年来功能性微肽

的发现进行介绍，并将其总结在表 1 中。 

2.1  钙离子稳态相关微肽 

Ca2+是肌肉收缩的主要调节因子，控制着肌肉

的生长、代谢和病理重塑[32]。美国德克萨斯大学西

南医学中心 Eric N. Olson 实验室的研究结果显示，

微肽对于 Ca2+稳态的调节起重要作用[5,6,8]。肌调素

(myoregulin, MLN)是由骨骼肌特异性 lncRNA 编码

的 46 个氨基酸的微肽，它可直接与肌浆网 Ca2+-ATP
酶(sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase, SERCA)相互

作用以降低 SERCA 对 Ca2+的亲和力，从而减少 Ca2+

摄入肌浆网和肌细胞的收缩性[6]。因此，将 MLN 鉴

定为骨骼肌中的 SERCA 抑制性微肽。相反，DWORF 

(dwarf open reading frame)可解除 SERCA 抑制性微

肽的作用而增强肌浆网摄取 Ca2+的能力，它是由心肌

特异性 lncRNA 编码的 34 个氨基酸的微肽[8]。随后，

Anderson 等[5]在非肌肉细胞中发现两种 SERCA 抑制

性微肽 ELN (endoregulin)和 ALN (another-regulin)，这

两种微肽具有与 MLN 相似的结构和功能，表明 Ca2+

相关微肽在不同的细胞类型中保守，Ca2+稳态的调

节对于许多细胞功能具有重要意义。 
另外，Magny 等[7]在果蝇的 pncr003:2L 基因中

也发现编码 SERCA 抑制性微肽的序列，该微肽可影

响果蝇心肌中 Ca2+的运输。跨物种的氨基酸相关序

列分析表明，Ca2+相关微肽的结构和功能在果蝇到

脊椎动物中具有高度保守性，与其在 SERCA 中调节

Ca2+摄取的生物学功能相关[5,7]。 

2.2  线粒体代谢相关微肽 

线粒体作为一种功能性细胞器，在新陈代谢及 
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图 2  微肽的生理与病生理功能 
Fig. 2  Physiological and Pathophysiological functions of micropeptides 

 
表 1  功能性微肽的发现 
Table 1  Discovery of functional micropeptides 

基因 微肽 长度(氨基酸) 作用 参考文献 

鼠 AK009351、人 LINC00948 MLN 46 抑制 SERCA，调节钙离子转运 [6] 

1110017F19Rik/SMIM6 ELN 56 抑制 SERCA，调节钙离子转运 [5] 

1810037I17Rik ALN 65 抑制 SERCA，调节钙离子转运 [5] 

鼠 NONMMUG026737、人 LOC100507537 DWORF 34 激活 SERCA，调节钙离子转运 [8] 

pncr003:2L Scl 28/29 调节钙离子转运，影响肌肉收缩 [7] 

鼠 1500011K16Rik、人 LINC00116 MOXI 56 增强脂肪酸 β-氧化作用 [10] 

LINC00116 Mtln 56 增强呼吸效率 [11] 

12S rRNA MOTS-c 16 调节胰岛素敏感性 [9] 

LOC101929726 Minion 84 促进成肌细胞融合和肌肉发育 [12] 

LOC101929726 Myomixer 84 促进成肌细胞融合和肌肉发育 [13] 

LOC100506013 Toddler 54 激活 APJ/Apelin 受体促进胚胎发育 [14] 

polished rice(pri) Pri 11/32 促进胚胎发育中的表皮形成 [15] 

Tarsal-less(tal) Tal 11 控制基因表达和组织折叠 [16] 

LINC00961 SPAR 90 抑制 mTORC1 和肌肉再生 [17] 

hemotion Hemotion 88 促进吞噬细胞吞噬作用 [18] 

PIGBOS PIGBOS 54 调节内质网应激反应 [19] 

SMIM22 CASIMO1 83 促进乳腺癌 [20] 

HOXB-AS3 HOXB-AS3 53 抑制结肠癌 [21] 

LINC00998 SMIM30 59 促进肝癌 [22] 

LINC00278 YY1BM 21 抑制食管鳞状细胞癌 [23] 

AC025154.2 MIAC 51 抑制头颈鳞状细胞癌 [24] 

LINC01420 NoBody 68 促进无义介导的 mRNA 衰变 [38] 

MIR155HG miPEP155(P155) 17 调节抗原呈递细胞的抗原转运和呈递 [45] 
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能量供应方面起着重要的作用，大量的研究表明线

粒体 DNA 中也存在 sORFs[9,33]。Makarewich 等[10]

在线粒体内膜中发现由 lncRNA 编码的微肽 MOXI 
(micropeptide regulator of β-oxidation)，MOXI 与催

化长链脂肪酸氧化的线粒体三功能蛋白(mitochon-
drial trifunctional protein, MTP)结合，可增强脂肪酸

的 β 氧化作用。Stein 等[11]在骨骼肌和心脏中发现由

lncRNA LINC00116 编码的线粒体跨膜蛋白 Mtln 
(mitoregulin)，Mtln 作为粘性分子可通过增强线粒体

蛋白复合物的装配和稳定性从而提高线粒体的呼吸

效率。此外，在线粒体中还发现由 12S rRNA 编码的

16 个氨基酸的微肽 MOTS-c (mitochondrial open 
reading frame of the 12S rRNA-c)，它可抑制叶酸循

环及嘌呤核苷酸的从头合成途径而导致 AMPK 
(AMP-activated protein kinase)活化，从而调节胰岛

素的敏感性[9]。这些结果表明，线粒体可通过微肽

在细胞和机体水平上主动调控代谢稳态。 

2.3  成肌细胞融合和肌肉发育相关微肽 

骨骼肌的形成需要单核成肌细胞融合形成多核

细胞肌管以产生收缩性肌纤维，Myomaker 是成肌细

胞融合所需的肌肉特异性蛋白[34,35]。最近研究发现，

有多种肌肉特异性的微肽在哺乳动物成肌细胞融合

的过程中也起着关键作用[12,13]。Zhang 等[12]发现一

种 sORF 编码的新微肽 Minion (microprotein inducer 
of fusion)，Minion 与 Myomaker 共表达可诱导细胞

融合和细胞骨架的快速重排。Myomixer 是长为 84
个氨基酸的肌肉特异性微肽，可促进成肌细胞融合，

Myomixer 与 Myomaker 结合还可诱导成纤维细胞间

的融合及成纤维细胞和成肌细胞的融合[13]。因此，

sORF 编码的微肽对于肌肉发育过程中的肌纤维形

成具有重要调控作用。 

2.4  胚胎发育相关微肽 

Toddler 是在斑马鱼 (Danio rerio)中发现的由

lncRNA LOC100506013 编码的长为 58 个氨基酸的

微肽，研究发现它作为 APJ/Apelin 受体信号转导的

激活剂，可促进原肠胚的形成[14]。先前的研究表明

APJ/Apelin 受体信号转导在心血管发育和生理调节

等多种生物过程中发挥着重要作用[36]。Pauli 等[14]

发现 Toddler 功能缺失的斑马鱼没有正常的心脏和

血液循环，这些研究表明 Toddler 在早期胚胎发育过

程中是不可或缺的。 
另外，在果蝇中还发现与胚胎发育相关的微

肽 [15,16]。Kondo 等 [15]在果蝇的上皮组织中发现

lncRNA polished rice(pri)实际上被转录成多顺反子

mRNA，可编码长为 11 或 32 个氨基酸的微肽(Pri)。
Pri 通过调节 F-actin 在上皮形态的发生中起重要作

用，而 Pri 功能的丧失可完全消除果蝇的表皮结构。

Galindo 等[16]在果蝇中发现基因 tarsal-less(tal)对果

蝇的胚胎发育和形态发生至关重要，tal 可翻译为短

至 11 个氨基酸的微肽，控制着果蝇的基因表达和组

织折叠。这些结果表明，极短的 sORF 具有翻译功

能并在发育过程中具有重要调控作用。 

2.5  物质降解相关微肽 

近年来，在生物技术的驱动下，与物质降解作

用相关的微肽也不断被发现，它们在废物和毒素的

降解方面发挥着重要的作用[17~19]。SPAR (small regu-
latory polypeptide of amino acid response)是由 lncRNA 
LINC00961 编码的长为 90 个氨基酸的保守性微肽，

定位于晚期内体及溶酶体。SPAR 与溶酶体表面

v-ATPase 复合物的四个亚基相互作用，负性调节

mTORC1 的活化而抑制肌肉再生[17]。 
此外，Pueyo 等[18]在果蝇中发现一个组织特异

性的 sORF 基因 hemotion，其编码果蝇巨噬细胞中

长为 88 个氨基酸的跨膜微肽(Hemotin)。实验研究表

明，Hemotin peptide 结合并抑制衔接蛋白 14-3-3ζ，
进而促进磷脂酰肌醇的磷酸化而调节吞噬作用中的

内体成熟。并且，研究人员在脊椎动物中还发现

Hemotin 的功能同源物 Stannin，表明这种吞噬作用

的新型调节因子具有物种间保守性[18]。 
未折叠蛋白反应(unfolded protein response, UPR)

是真核细胞内质网(endoplasmic reticulum, ER)中的

一个基本过程，在 ER 中只有正确组装和折叠的蛋

白质才能分泌到胞外或展示在细胞表面，而不折叠

的蛋白将被内质网相关蛋白所降解[37]。位于线粒体

外膜的微肽 PIGBOS 与 ER 蛋白 CLCC1 结合从而调

节内质网中的 UPR，而 PIGBOS 的缺失会导致 UPR
升高和细胞死亡[19]。由此可见，微肽对细胞器间的
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通讯、体内的平衡以及细胞的存亡至关重要。 

2.6  癌症相关微肽 

微肽在癌症的发生发展中也具有重要的调控作

用[20~24]。CASIMO1 (cancer-associated small integral 
membrane open reading frame 1)是第一个被发现具

有致癌作用的功能性微肽，它与胆固醇合成的关键

酶角鲨烯环氧化酶(squalene epoxidase, SQLE)相互

作用从而调节癌细胞的代谢稳态，敲低 CASIMO1
可导致乳腺癌细胞的增殖减少[20]。在结肠癌(colon 
cancer, CRC)方面， Huang 等 [21] 发现由 lncRNA 
HOXB-AS3 编码的长为 53 个氨基酸的保守微肽

(HOXB-AS3)的缺失是 CRC 代谢中的关键致癌因素，

HOXB-AS3 能抑制结肠癌的生长。Pang 等[22]还发现

由 lncRNA LINC00998 编码的 59 个氨基酸的微肽

SMIM30 可通过调节细胞增殖和迁移促进肝癌的发

生发展。Wu 等[23]通过对 281 对男性食管鳞状细胞

癌(esophageal squamous cell carcinoma, ESCC)组织

样本中 lncRNA 的差异表达分析发现与癌旁组织相

比，LINC00278 在 ESCC 组织中显著下调，进一步

研究发现 LINC00278 编码微肽 YY1BM (Yin Yang 1 
(YY1)-binding micropeptide)，YY1BM 可与雄激素受

体(androgen receptor, AR)结合并下调 eEF2K 的表达

从而导致癌细胞凋亡，由此可见，YY1BM 可作为一

种潜在的抗癌微肽。另外，Li 等[24]证明 MIAC 能抑

制头颈鳞状细胞癌 (head and neck squamous cell 
carcinoma, HNSCC)的生长和转移。此外，还有一些

微肽与癌症并不直接相关，例如 NoBody (non-annotated 
P-body dissociating polypeptide)是由 LINC01420 编码

的 68 个氨基酸的微肽，它与 mRNA 脱帽蛋白相互

作用，促进无义介导的 mRNA 衰变(nonsense mediated 
decay, NMD)，癌细胞可能利用此过程降解抑制肿瘤

的 mRNA[38]。总而言之，这些新发现的转录本丰富

了肿瘤调控分子，并为癌症的临床诊断和治疗提供

新的潜在靶标。 

3  微肽 MIAC 的发现 

本课题组研究发现，lncRNA AC025154.2 可能

编码长为 51 个氨基酸的内源性微肽[24]。在验证这段

序列的翻译编码能力时，我们通过体外翻译实验和

体内细胞构建实验加以证明，结果表明 lncRNA 
AC025154.2 能够编码一种新型微肽，我们将其命名

为 MIAC。在微肽 MIAC 的功能研究中，我们构建

了 MIAC 稳定过表达和敲除的 CAL27 细胞系，实验

发现 MIAC 通过负调控癌细胞的增殖和转移而抑制

HNSCC 的发生发展。 
接下来，我们对 MIAC 抑制 HNSCC 相关机制

做了进一步的研究。通过质谱鉴定与 MIAC 相互作

用的蛋白，并结合 50 个 HNSCC 临床样本和 50 个

正常样本中蛋白的表达情况，最后聚焦于其中的这

三种蛋白：水通道蛋白 2 (aquaporin 2, AQP2)、ITGB4 
(integrin beta 4)和 SEPT2 (septin 2)。进一步的机制探

究表明 MIAC 直接与 AQP2 相互作用，通过调控

SEPT2/ITGB4 抑制骨架蛋白重排，最终抑制 HNSCC
的生长和转移。由此可见，MIAC 在 HNSCC 中具有

调控作用，为开发治疗 HNSCC 的药物提供新的研

究方向，而 AQP2 作为 MIAC 的作用靶点对于研究

HNSCC 的药物同样存在重要意义。 
为进一步探究 MIAC 的临床和治疗意义，我们

分析 TCGA 数据库中 500 个 HNSCC 临床样本和 44
个正常样本中 MIAC 的相对表达情况，发现 MIAC
在 HNSCC 中呈下调趋势，并且 MIAC 表达水平的

降低与 HNSCC 患者的整体生存率差呈正相关。我

们进一步分析 94 对 HNSCC 临床样本中 MIAC 的相

对表达量，分析结果也与数据库中的情况一致，相

比于在正常样本中，MIAC 在 HNSCC 样本中的表达

量降低。因此，MIAC 是由 lncRNA AC025154.2 编

码的一种新型内源性微肽，对于 HNSCC 的发生发

展起着重要的调控作用。 
创新型药物作为自主研发和具有自主知识产权

的药物，对于我国建设创新型国家的进一步发展具

有重要意义。MIAC 作为 HNSCC 的调控分子，在创

新型 HNSCC 药物的开发中具有重大的研究意义：

MIAC 可作为潜在诊断标志物来制备诊断 HNSCC
的试剂盒，为 HNSCC 的诊断和预防提供新的途径；

而 MIAC 作为调控 HNSCC 的小分子多肽，也可通

过偶联化学药物的方式来提高治疗 HNSCC 药物的

靶向性和稳定性。此外，MIAC 在其他肿瘤和疾病

中的意义还有待探究。 
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4  研究潜在微肽的相关技术 

当前的研究表明，在动物基因组中约 1.2%的

sORF 可被转录，其中只有约 1/3 能被翻译[4]。这些

占比很小的功能性 sORF 理论上也可产生成千上万

个未被表征的微肽，即使这些微肽中只有小部分具

有生物活性，仍意味着可能存在数百甚至数千种有

生物学功能的微肽。因此，当前面临的挑战是如何

识别具有生物活性的 sORF 及其微肽。下面将总结

介绍研究潜在微肽的相关技术，这些技术可用于鉴

定可能编码微肽的 sORF。 

4.1  生物信息学分析 

生物信息学(bioinformatics)是利用生物数据来

开发算法和软件的交叉学科，目前运用生物信息分

析技术，基于保守序列可从非编码区域预测具有编

码蛋白能力的 sORFs，生物信息分析技术还依据

sORFs 序列中的密码子含量和编码特征以区分

sORFs 编码区与非编码区[39]。我们可以利用生物信

息数据库挖掘相关数据，如 ATCG、UCSC 等，而常

用于预测 sORFs 的分析软件有 CPAT、ORFfinder、
PhyloCSF 、 uPEPperoni[40~44] 等 。 Niu 等 [45] 运 用

ORFfinder 在人源 MIR155HG 基因中预测到一条 54
个碱基的 sORF，后续实验证明该 sORF 可编码长为

17 个氨基酸的功能性微肽 miPEP155。miPEP155 可

调节抗原呈递细胞(antigen-presenting cells, APC)中
的抗原转运和呈递，可作为自身免疫性疾病的候选

药物[45]。 

4.2  核糖体图谱分析 

核糖体图谱分析(ribosome profiling)可用来识别

具有翻译潜力的 sORF，该技术的原理是翻译核糖体

可保护长为 20~30 个核苷酸的 mRNA 片段免受核酸

酶的消化 [46]。然而，Wilson 等 [47]的研究表明某些

sORF 虽然与核糖体结合但并不进行翻译。于是，在

Ribo-Seq 的基础上改良而开发了多聚核糖体分析

(Poly-Ribo-Seq)，使用这种技术可以分离由多个核糖

体结合并被主动翻译的 mRNA，由此可将不进行翻

译的单核糖体 -mRNA 复合物区分开 [48]。此外，

Guttman 等 [49]还开发了核糖体释放分数 (ribosome 
release score, RRS)作为翻译的度量指标，相比于终

止密码子下游的非编码区，编码区与核糖体具有更

高的相关性，由此可区分编码转录本和非编码转录

本。Chen 等[26]利用核糖体图谱分析发现了 3455 个

非经典 CDS，其中的 96%是编码小于 100 个氨基酸

的微肽。 

4.3  质谱和蛋白质组学 

最近基于质谱(mass spectrometry, MS)的蛋白质

组学(proteomics)也用于发现和验证内源表达的微肽。

该技术的基本原理是通过测量气态的离子化肽或蛋

白质的质荷比来研究蛋白质的表达和相互作用，因

此 MS 通过检测从 sORF 翻译的微肽，从而直接验

证转录产物编码蛋白质的潜力[50]。基于 MS 的蛋白

质组学在研究和鉴定新型微肽方面已取得实质性的

进展，Chen 等[26]通过基于 MS 的 HLA-I 肽组学，发

现 240 个微肽可被 HLA-I 提呈，表明这些肽会进入

HLA-I 呈递途径并可能拥有免疫原性。但 MS 在技

术上仍然存在一定限制，样品制备过程中的消化酶

决定微肽片段化的方式，片段过小不能产生足够的

检测信号，片段过大则无法用于 MS 分析，小片段

的微肽在样品制备过程中还存在丢失的可能[39]。因

此，需要进一步结合核糖体图谱分析等其他分析方

法以确定新型微肽的存在。 

4.4  蛋白质基因组学 

蛋白质基因组学(proteogenomics)是在基于蛋白

质组学分析的基础上结合基因组学和转录组学的分

析方法，通过追溯基因组和转录本中的蛋白质/微肽

的预测序列，来鉴定基因的翻译和表达情况[51]。在

蛋白质基因组学研究中，Slavoff 等[31]从人白血病细

胞系 K562 细胞中发现了 86 个未报道过的微肽。 

4.5  其他相关技术 

为证实 sORF 是否具有编码蛋白产生微肽的能

力，可以使用以下几种方法来进行验证。在理想的

状态下，可以设计目的微肽的抗体并通过免疫组化

或蛋白质印记来验证其特异性[52]。例如，Li 等 [24]

通过制备 MIAC 的单克隆抗体以检测 MIAC 的内源

表达。对于不能产生抗体的目的微肽而言，也可采

用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术。该技术通过同源定

向修复将 FLAG/MYC 或其他标签添加到预测的



 

744 Hereditas (Beijing)  2021 第 43 卷 

  

    

sORF，从而产生融合蛋白，再通过检测融合蛋白以

验证目的微肽的存在[52]。为确定 CASIMO1 转录本中

的 sORF 是否翻译为微肽，Polycarpou-Schwarz 等[20]

在 CASIMO1 编码序列的 C 端插入了一个 Flag 标签，

并通过 anti-Flag 抗体检测到了 CASIMO1-Flag 的表

达。此外，还可通过体外翻译来评估 sORF 编码蛋

白的能力，通过多方面的验证以确定 sORF 是否具

有编码能力。 

5  结语与展望 

大规模基因组测序的迅速发展促进人们对基因

组的深入研究，揭示 sORF 序列的复杂性。微肽的

发现使人们认识到这些重要小肽的生物学作用，它

们在生命活动及疾病的发展进程中起着重要调控作

用。微肽可以以配体或信号分子的形式发挥作用，

也可与其他蛋白质相结合，通过遮蔽受体蛋白的关

键位点或影响受体蛋白的活性从而发挥调控作用，

如前所述的 HOXB-AS3 peptide[21]通过竞争性结合

hnRNP A1 中 RGG 基序的精氨酸残基，阻断精氨酸

残基与丙酮酸激酶 M(pyruvate kinase M, PKM)的结

合，从而抑制结肠癌细胞的葡萄糖代谢进程。

SMIM30[22]与非受体酪氨酸激酶 SRC/YES1 结合，驱

动其膜锚定和磷酸化，激活下游丝裂原活化蛋白激

酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)信号通

路，通过调节细胞增殖和迁移促进肝癌的发生发展。 
然而，对于功能性微肽及其作用机制的探索仍

处于起步状态，虽然已经存在许多挖掘未知微肽的

生物技术，但由于微肽本身分子量小、表达丰度低

等特点，这些生物技术的应用仍然存在局限性，生

命体中仍有大量的微肽等待被发现。相信在未来的

研究中，能克服检测障碍，进一步拓展和优化挖掘

微肽的技术与方法。另一方面，还需要进行大量的

工作以阐明微肽的生物学作用，并对其作用机制开

展进一步的研究，以便应用于正常生理功能的探索

及疾病的临床诊疗。 
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