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摘要 T7 RNA聚合酶（T7 RNA polymerase，T7 RNAP）凭借其独特的结构特性成为研究RNA合成机制的重要模型。本文

系统解析了其标志性的“右手”结构框架，并通过整合结构的动态变化和动力学分析，阐述了完整的T7 RNAP转录过程，

构建了从静态结构解析到动态过程的完整框架。T7 RNAP在催化过程中会产生副产物双链RNA（dsRNA），其存在不仅会

降低mRNA产物的纯度，还会引发自身非特异性免疫反应，从而限制T7 RNAP在生物技术和医学领域的应用。文中详细探

讨了dsRNA的形成机理，并对规避dsRNA产生的不同思路及当前研究进展进行了阐述。通过梳理近期研究成果，本文系统

归纳了通过半理性设计改造的T7 RNAP突变及突变效果，如活性和热稳定性的提升、底物和启动子特异性的改变、转录效

率改善等，清晰展现该领域的技术突破路径。此外，T7 RNAP在基因编辑及基因工程、检测诊断及信号转导、mRNA疫苗

等领域得到快速发展和广泛应用。本文综述了T7 RNAP的结构功能、dsRNA形成机理及规避策略，同时探讨了T7 RNAP

工程优化与功能拓展，并对目前亟待解决的问题进行了阐述，讨论了当前T7 RNAP实际应用中的主要问题并对未来研究的

可能方向进行了展望，旨在为T7 RNAP的研发与应用提供新的见解，促进相关领域的思考与发展。
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分子生物学的核心问题之一是理解遗传信息的

传递，这一过程被称为“中心法则”。在这一框架

下，RNA聚合酶扮演了关键角色：它负责将DNA

中的遗传信息转录为RNA，实现遗传信息的首次

传递。在原核生物中，RNA聚合酶是由多个亚基

组成的大分子复合体，能够识别特定启动子序列并

启动转录；在真核生物中，RNA聚合酶进化出用

于不同RNA合成的 3类RNA聚合酶，且需要多种

辅助因子的参与。

然而，自然界中还存在一类高度特异的RNA

聚合酶，它们由病毒编码，结构简单却效率极高。

19 世 纪 70 年 代 ， T7 RNA 聚 合 酶 （T7 RNA 

polymerase，T7 RNAP）首次从噬菌体T7感染的大

肠杆菌细胞中分离出来［1-3］，是目前已知催化RNA

合成最简单的酶之一。与细菌或真核生物的RNA

聚合酶相比，T7 RNAP分子质量较小且结构较为

简单，能够独立完成转录过程，并展现出更高的转

录效率和特异性［4］。

1　T7 RNAP的特点

1984年，Moffatt等［5］确定了T7 RNAP由 883

个氨基酸组成，分子质量为 98.8 ku［5］（表 1），其

功能是将DNA转录为RNA。T7 RNAP和T3 RNAP

等单体聚合酶与其他聚合酶的差异在于其转录不需

要任何额外的蛋白质因子辅助完成［4］，且能各自

独立介导 T7 和 T3 噬菌体基因的转录。转录过程

中，T7 RNAP的延伸效率约为大肠杆菌RNA聚合

酶的 5倍。T7 RNAP的转录终止仅由 I类和 II类终

止信号执行［6-7］。T7 RNAP 还能够复制其他 RNA

聚合酶无法复制的RNA发夹环，并能延长自身互

补的RNA模板［4］。
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除了转录目标产物RNA之外，T7 RNAP在转

录反应中也会产生副产物，如：短RNA链、双链

RNA或环回双链RNA［8］等。

2　T7 RNAP的结构与功能

2.1　T7 RNAP的结构

Moffatt等［5］的工作鉴定了T7 RNAP由N端结

构域 （1~325 aa） 和聚合酶结构域 （326~883 aa）

组成，为后续的研究工作提供了基础框架。聚合酶

结构域具有u形折叠［9］，整体呈α螺旋。T7 RNAP

的结构与“右手”类似，组成 T7 RNAP“右手”

结构的 3个子结构域分别称之为“拇指”、“手掌”

和“手指”（图 1）。聚合酶的活性位点位于这 3个

子域形成的深裂缝中［9］，由 Asp537 和 Asp812 与
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Fig. 1　The structure diagrams of T7 RNAP and E. coli RNAP［11］

图1　T7 RNAP、大肠杆菌RNAP结构图［11］

（a）T7 RNAP结构图（PDB 3E2E）；（b）T7 RNAP活性中心（PDB 1S77）；（c）E. coli RNAP结构图（PDB 4LJZ）。

Table 1　The comparison of T7 RNAP， E. coli RNAP holoenzyme and Saccharomyces cerevisiae RNAP II
表1　T7 RNA聚合酶、大肠杆菌RNA聚合酶全酶、酿酒酵母RNA聚合酶Ⅱ的对比

组成

分子质量/ku

启动子序列

转录起始因子

转录终止因子

转录效率

T7 RNA聚合酶

单亚基

98.8

1种，17 bp

0

I型终止子和II型终止子

约230 nt/s

大肠杆菌RNA聚合酶

核心酶5个亚基和σ因子

约500

7种

4种σ因子

ρ因子依赖性终止子和内源性终止子

约50 nt/s

酿酒酵母RNA聚合酶II

12个亚基

约500

20余种

5种转录因子

CPF-CF和NNS等多种蛋白质复合物

-
CPF-CF：切割与多聚腺苷酸化因子-切割因子（cleavage and polyadenylation factor-cleavage factor）；NNS：Nrd1-Nab3-Sen1。
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Mg2+组成其催化活性中心，其中 Mg2+ A 与活性位

点始终保持紧密结合，并促进RNA末端核苷酸的

3'-O 对 NTP 的 α-磷酸的亲核攻击，而 Mg2+ B 通过

释放PPi从活性位点解离，与NTP的 β磷酸和 γ磷

酸形成配位键，确保底物的正确定位和定向。两个

Mg2+通过中和磷酸基团的负电荷，降低反应活化

能，促进磷酸二酯键的形成并稳定过渡态构象［10］。

“拇指”子结构域由第 330~410位氨基酸残基

组成，其主要功能是在转录延伸阶段稳定转录复合

物并维持活性［12］。“拇指”与DNA结合时发生第

一次构象转变，形成“夹子”，以防 T7 RNAP-

RNA复合体解离，并允许复合体沿着DNA滑动。

当RNA转录本长度达到5 nt时，“拇指”发生第二

次构象转变［12］，这种转变可能会形成“滑动索”

以防 RNA 从复合体中解离。“手掌”子结构域由

386~448、532~540 和 788~838 三段氨基酸残基组

成，其中包含Asp537和Asp812，是催化反应过程

中两个关键的残基。第417~429位氨基酸残基会形

成发卡结构，在转录前期稳定 DNA-RNA 复合

体［12］。“手指”子结构域由 541~738和 771~778两

段氨基酸残基组成，含高度保守的O-螺旋，其向

活性中心的摆动可推动模板 DNA 与 NTP 精准配

对。“手指”结构域与“拇指”结构域共同形成

“钳状结构”，将DNA-RNA复合体包裹在活性中心

内，防止其提前解离［10］。

除此之外，T7 RNAP还有4个结构域：N端结

构域（1~325 aa）、四螺旋束（449~531 aa）、启动

子识别环 （739~770 aa） 和 C 端结构域 （839~   

883 aa）。N端结构域的功能是结合单链RNA，促

进RNA从模板链解离。N端结构域的残基形成聚

合酶上游表面带正电的凹槽，该凹槽与聚合酶活性

位点的形成有关［12］。此外，N端结构域在启动子

结合和双链DNA打开中发挥着作用：第93~101位

氨基酸残基结合启动子中富含AT的元件，第232~

242位氨基酸残基形成一个“插入发夹”，插入模

板链和非模板链之间，打开启动子。四螺旋束的功

能目前还未完全明确，有待研究。启动子识别环的

N端和C端在空间上距离很近，因此该元件可以插

入聚合酶结构域，并发生细微改动［12］。Sousa

等［13］认为第739~770位氨基酸残基参与识别T7启

动子，其与启动子 7~11 bp序列有特异性结合，尤

其是Asn748决定模板DNA在核酸间隙中的极性和

RNA合成的方向。C端结构域参与T7溶菌酶（T7 

lysozyme，T7 L）对T7 RNAP的调控［12］。T7 L在

T7 RNAP转录进程中有两个作用：a. T7 L固定聚

合酶元件之间的相对位置，可能改变它们的方向或

者限制转录周期各阶段的构象变化； b. 抑制       

T7 RNAP的转录活性［12］。

2.2　T7 RNAP结构的柔韧性

T7 RNAP 的结构域在不同状态下发生相对运

动。例如，上面提到的“拇指”结构和插入发夹等

区域在不同的转录阶段可能会发生构象变化，以适

应 DNA 的结合和转录泡的形成。3 个子域形成的

深裂缝可以容纳DNA模板，裂缝的宽度和深度在

不同阶段有所变化，这种变化允许聚合酶在转录过

程中适应不同长度的DNA和RNA分子。相较于多

亚基 RNAP 调动多种调控因子，T7 RNAP 无需调

控因子便能产生这些精妙的转变，实现对转录精准

的动态调整，足以展现极佳的柔韧性。Grodberg

等［14］发现，T7 RNAP可以被omp T蛋白酶水解生

成20 ku和80 ku的两个片段，被切断的片段在非变

性条件下混合后仍保持转录活性。这一特性被朱听

团队［15］ 得以应用，他们全化学合成了 3 个 T7 

RNAP多肽片段，并在体外组装成具有完整功能的

镜像 T7 RNAP。这一策略显著降低了长链镜像

RNA的合成难度及成本。传统方法若遵循中心法

则的路径合成镜像RNA，则需要一系列镜像翻译

体系与转录体系的支持，而镜像T7 RNAP的直接

转录能力则有效突破了传统化学合成法的技术瓶

颈。值得注意的是，T7 RNAP的柔韧性不仅在其

镜像异构体中得到验证，还为基于T7 RNAP片段

自组装特性的其他应用开发提供了思路。Chee

等［16］设计了一种新的温度调控系统：沙门氏菌

TlpA 基因编码一种阻遏蛋白，该蛋白质的卷曲结

构域与T7 RNAP的N端或C端融合，形成N-TlpA

或 C-TlpA。Thermal-T7 RNAP 系统将能够实现温

度控制的内含子引入聚合酶中，该系统设计简便，

通过改变N-TlpA/C-TlpA比例就可实现对热变化高

度敏感的“ON/OFF”响应。

2.3　转录的动态结构

T7 RNAP 完整的转录周期包括 3 个阶段：起

始、延伸和终止［8］。起始阶段，T7 RNAP特异性

识别启动子序列（启动子不同区域对应着不同的功

能（图 2）［17-18］），其与启动子DNA的结合速率约

为 1.9×108 mol−1‧L‧s−1［19］。在大多数T7启动子的转

录起始位点（+1位），GTP被特异性识别为转录起

始 NTP。T7 RNAP 中 Pro266 与 DNA-RNA 复合体

的稳定性有关，其刚性结构在启动子解离和构象转
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变中发挥了重要作用。P266L 突变体在 RNA 长度

不足7 nt前不会进行耦合运动，使得突变体C骨架

灵活性增加，能够吸收来自不断增长的DNA-RNA

复合体的压力，提高复合体的稳定性，并减少流产

RNA。

刚合成的短片段RNA（≤9 nt）由于与DNA的

结合不稳定或由于DNA的退火压力，会从DNA上

解离下来，形成长度为 2~9 nt 的流产 RNA。当模

板DNA压缩到一定程度后，通常是RNA链延伸至

9 nt 时，启动子从转录初始复合物 （initiation 

complex，IC）中释放。此时，转录进入延伸阶段，

形成延伸复合物（elongation complex，EC）。从 IC

到EC的转变涉及复合体构象的变化，包括“手指”

子域、N端结构域和插入发夹等结构，这些结构重

排的区域大部分在聚合酶 N 端结构域［20］，形成

RNA离开通道，可以观察到的特征如转录泡上游

的DNA不再与启动子识别环接触。

延伸过程的中间复合态结构［21］显示，当RNA

长度达到 8 nt 时，启动子及其结合区域旋转 45°。

当T7 RNAP从 IC构象到EC构象转变时，N端结构

域在结构上重新排列以释放DNA启动子。N端结

构域的变化是3个不同类型构象变化共同作用的结

果。首先是刚性移动，6个连续的α螺旋共同旋转

140°，从 IC 平移 30 Å，α螺旋之间可以容纳至少  

3 bp的双链。当这6个α螺旋重新平移到 IC中启动

子原先的位置时，T7 RNAP 与启动子的相互作用

消除，启动子随即解离［22］。其次是α螺旋的拉伸，

一个 α螺旋在相邻 α螺旋的作用下从 22 Å 拉伸到

50 Å，并且这两个α螺旋会重新折叠，引起第一个

α螺旋的进一步拉伸。与刚性移动类似，拉伸的 α

螺旋突出在 IC中6个α螺旋原先的位置。最后是形

成反向平行的 α螺旋。N端结构域 160~190位氨基

酸残基区域进行延伸折叠并移动 70 Å，这个区域

新形成一个较短的螺旋和一个环，再形成反向平行

的α螺旋，称为H亚结构域。

新形成的RNA离开孔道由“手掌”、特殊袢环

和H亚结构域组成，直径8 Å，长20 Å，内部带有

电荷。当 DNA-RNA 复合体长度为 7 bp 时，RNA

单链产物的 5'端与H亚结构域接触进入离开孔道，

孔道可以容纳 5 个核苷酸，故此时 RNA 长度可以

达到12 nt［23］。H亚结构域的另一侧与非模板DNA

链接触以稳定EC构象。

当RNA转录至 13 nt时，EC稳定地沿着DNA

模板链移动，直到聚合酶识别到终止子，转录反应

终止并释放 RNA （图 3）。T7 RNAP 可以识别 I 类

终止子和 II 类终止子。I 类终止子 TΦ会形成富含

GC的发夹［22］，该发夹可能破坏DNA-RNA复合体

之间的碱基对，无法将RNA固定在复合体中，从

而终止转录。同时，该结构可以帮助减慢转录速

度，为 RNA 二级结构的形成提供必要的时间。II

类终止子的序列是ATCTGTT，该序列出现在T7基

因组的串联体连接处 （concatemer junction，CJ），

只起到暂停转录的作用，转录在该元件下游7~8 nt

处暂停，若该序列后紧随一个富含T的序列，则具

有终止子的功能［7］，由 II类终止子终止的RNA链

无发卡结构。T7 L能够增强 II类终止子的作用，对

IC到EC的转变存在抑制作用，而 I类终止子的终

止作用不受T7 L的干扰［7］。

保真度是衡量RNA转录质量的一个重要指标，

T7 RNAP的保真度是8.1×10-5［24］。多亚基RNAP的

转录若掺入错误的NTP，聚合酶会减慢或终止下一

个NTP的掺入，进行“回溯”并通过校对因子辅

助聚合酶进行校对［25］。与多亚基RNAP相比，T7 

RNAP没有校正错配NTP的功能。对于T7 RNAP，

Y639是确保其保真度的关键残基［26］：Mg2+通过与

NTP 的 2'-OH 和 Y639 的羟基形成配位键来区分

dNTP和NTP，确保碱基正确配对，故而在该位点

突变可以影响T7 RNAP区分 dNTP和NTP的能力。

为了确保NTP底物正确，T7 RNAP在进入催化活

性构象之前就开始进行底物选择［26］，只有底物与

模板碱基正确配对，聚合酶才会转变为催化活性的

构象，为RNA合成的保真度提供保障。

2.4　转录动力学

在研究T7 RNAP 的转录机制时，除了通过结

构的动态变化分析转录过程外，还可以结合酶动力

学，如T7 RNAP与底物结合的亲和力、催化过程

中构象变化的速率及动力学特征等，进而深入理解

T A A T A C G A C T C A C T A T A G G G A G A

A T T A T G C T G A G T G A T A T C C C T C T
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Fig. 2　Sequences and functions of promoter
图2　启动子序列及其功能
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T7 RNAP的催化机理。

T7 RNAP 对其同源启动子表现出高亲和力，

其解离常数（Kd）约为5×10-9 mol/L［27］，可快速形

成 IC。从 IC 向 EC 的转变是 T7 RNAP 转录的初始

阶段，该阶段转录过程缓慢低效，产生短的转录产

物。不同长度的 RNA 合成速率常数存在较大差

异［20，28］。当RNA长度达到8 nt时［28］，IC构象开始

向EC构象转变（图 4，不同K值含义见表 2），此

时 EC 形成速率常数 K 为 0.000 4 s-1；RNA 长度达

到 9~12 nt 时，T7 RNAP 脱离启动子进入延伸期，

此时会有 1.2 s 停顿，是 T7 RNAP 从 IC 转化为 EC

并与启动子分离后，完成 RNA 合成所需的时

间［20］；当RNA长度达到 12 nt时，此时EC形成速

率常数K为0.3~0.6 s-1。由此可知，IC到EC的构象

转变主要发生在合成12 nt RNA阶段。之后，RNA

的合成变得快速和持续。当K1>>K2时，表明EC构

象稳定，能稳定地进行延伸。Tang等［29］采用荧光

法检测的K1为 2.0~6.9 μmol−1‧L‧s-1，碱基的不同使

得K1的具体数值有所差异。

转录进入终止阶段在动力学上表现为 K2>K1，

此时会有两种情况：若 K4>K3，复合体处于 IC 构

(a)

(b)

IC IC7 EC

dsRNA

KKRNA

E�4!

A�4!

EC�B

.KRNA


��@/
IC�B

E�C�

A�
��

G��(5


��

RNA@/

Fig. 3　Transcription schematic diagram of T7 RNAP
图3　T7 RNAP转录示意图

（a）T7 RNAP转录不同阶段结构图［11］：IC指转录初始构象（PDB 1QLN）、IC7指合成7 nt RNA时的中间态构象（PDB 3E2E）、EC指转录稳

定延伸阶段的构象（PDB 1MSW）；（b）T7 RNAP转录流程图。本图使用BioRender.com平台绘制。

(EC)
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(EC)
n + 1
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n + 1(IC)

n 
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4! 4!

IC �
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Fig. 4　The kinetic model of T7 RNAP transcription［7］

图4　T7 RNAP转录动力学模型［7］
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象，能够缓慢进行RNA延伸，直至 IC构象不足以

支撑复合体；若K3>K4，转录彻底终止，复合体解

离，新生RNA从复合体中释放。K3的数值与携带

T7 RNAP的载体相关［30］。

理论上T7 L可能会影响任一速率常数，但研

究表明，T7 L 可能在起始和终止时发挥作用［31］：

通过与 T7 RNAP 的 IC 构象结合并抑制其向 EC 构

象的转化，即T7 L会使K2降低（或使K3升高），学

者Lyakhov等［7］倾向T7 L的主要作用是降低K2。

2.5　dsRNA的研究

随着 mRNA 药物的研发日益深入，dsRNA 作

为转录副产物且引发人体免疫反应，其生成机制及

消除方法成为近年来研究的热点。Mu 等［32］研究

表明， dsRNA 可被黑色素瘤分化相关基因 5

（melanoma differentiation-associated protein 5，

MDA5）识别并激活免疫系统，影响mRNA药物的

安全性和有效性［33-34］。dsRNA 的形成机制主要涉

及以下两种途径。a. 通过模板RNA定向延伸扩展

机制［35-37］：释放的 RNA 可以结合静息状态的      

T7 RNAP，该过程依赖 RNA 依赖的 RNA 聚合酶

（RNA-dependent RNA polymerase，RdRp） 活性，

以自身RNA为模板，顺式折叠从上游序列转录进

行延伸。T7 RNAP 转录效率高，据报道其可产生  

1 000 倍于转录模板量的产物［38］。随着转录产物

RNA不断积累，导致T7 RNAP与RNA结合而延伸

生产 dsRNA 的量变得愈发显著。b. 无启动子的

DNA末端反转录机制［32］：退火时T7 RNAP非特异

性识别 DNA 模板末端富含 GC 的序列元件，以不

依赖启动子的方式从DNA末端启动转录引发反向

互补链的转录，生成全长 dsRNA，并可能产生发

卡结构或形成链间连接。值得注意的是，这两种转

录均可被低浓度的Mg2+抑制。如何减少T7 RNAP

转录中 dsRNA的形成成为研究人员重点关注的问

题之一［24，39］，相关领域取得的进展有以下几个

方面。

2.5.1　增加RNA纯化步骤

dsRNA作为T7 RNAP体外转录体系的主要非

特异性副产物，需通过纯化工艺实现高效去除以降

低其免疫原性。基于核酸链构象差异的层析技术可

特异性分离单链mRNA与 dsRNA。BioNTech公司

公开了一种纤维素亲和层析去除 dsRNA的工艺［40］

——在含乙醇缓冲液中，纤维素基质通过氢键和疏

水作用与 dsRNA 形成特异性结合，而对单链

mRNA 的吸附效率极低。该工艺可有效去除 90%

的 dsRNA 杂质，且能高效回收 mRNA。该工艺适

用范围广泛，不受编码序列和核苷酸组合的影响，

30~1 000 bp 长度范围内的 dsRNA 能被有效去除。

这种高兼容性纯化策略显著提升了产物的纯度，代

表了一种高效经济且简单的去除 dsRNA 的方法，

为治疗性 mRNA 制剂的体内应用提供了重要的质

量保障。

2.5.2　提高转录温度

在 mRNA 生产过程中，纯化步骤的增加会导

致产物收率下降，因此需优化 mRNA 的生产反应

条件以避免过多的纯化步骤。提升转录反应温度具

有诸多优点：首先，高温可有效破坏RNA分子内

碱基配对，有效消除转录产物形成的茎环等二级结

构；其次，高温可加快RNA聚合酶的转录延伸速

度，减少了RNA聚合酶在GC富集区的暂停现象，

从而降低模板链折叠形成的局部双链结构的概

Table 2　Transcription parameters of T7 RNAP
表2　T7 RNAP转录参数

参数

保真度

Kd

K

K1

K2、K-2

K3

K4

Kd，GTP

Kd，wt

Kd，A488T/R571S

含义

错配率

解离常数

初始阶段EC构象的形成速率常数

EC构象中下一个碱基增加常数

EC构象与IC构象之间相互转换的常数

IC构象中转录终止常数

IC构象中下一个碱基增加常数

对GTP的亲和力常数

野生型T7 RNAP对二核苷酸帽类似物的亲和力常数

A488T/R571S突变体对二核苷酸帽类似物的亲和力常数

参考数值

8.1×10-5

5×10-9 mol/L

0.3~0.6 s−1

2.0~6.9 μmol−1‧L‧s−1

-
-
-

2.4±0.6 μmol/L

18±3 μmol/L

0.82±0.15 μmol/L
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率［41］；此外，高温可破坏 RNA-RNA 同源双链或

RNA-DNA 异源双链的稳定性，抑制 dsRNA 的积

累。然而，高温同样对T7 RNAP的稳定性存在负

面影响，优化与筛选耐热的T7 RNAP成为近来相

关领域的研究热点之一［42］。

2.5.3　突变和筛选得到较好的突变体或其他同工酶

筛选出少产生或不产生 dsRNA的突变体成为

T7 RNAP工程化改造的方向之一［43］。T7 RNAP的

双突变体G47A/884G［32］，与野生型RNA聚合酶合

成的 mRNA 产物在体内的蛋白质表达一致，而

dsRNA 产量大幅减少，无需下游 RP-HPLC 纯化。

朱斌团队［44-45］最近从嗜冷噬菌体VSW-3中发现了

一种 VSW-3 RNAP，该酶与 T7 RNAP 有 31% 的同

源性，其产生的 mRNA 在 IVT 中的表达水平是   

T7 RNAP 的 5 倍，且无 3'端延伸，几乎不产生

dsRNA和末端环回RNA［45］。

2.5.4　采取融合蛋白质方法

近年来，Martin等［46-47］将HaloTag结构域融合

到 T7 RNAP 的 N 端，完成了 RNA 聚合酶构建体，

该构建体与3'-巯基修饰的模板DNA共价交联至同

一载体（通常为磁珠），在结合位点周围存在局部

高浓度的启动子。在高盐浓度条件下，其仅发生依

赖启动子的转录，而产物RNA与T7 RNAP在高盐

条件下无法结合或延伸［48］。此方法使得目的RNA

产量增加而 dsRNA的产量大幅度下降，载体可重

复使用，适合大规模生产。

2.5.5　碱基修饰

Sioud 等［49］发现，C5 位和 N1-甲基位修饰的

假尿嘧啶（Ψ）可以被 T7 RNAP 接受为底物，合

成完整的 mRNA 转录本。例如， 5- 甲基尿苷

（m5U）、5-甲氧基尿苷 （mo5U）、5-羟甲基尿苷

（hm5U）、N1-甲基尿苷 （m1Ψ） 和 N1-乙基尿苷

（Et1Ψ），这些修饰在转录过程中显著减少 dsRNA

的形成。但Et1Ψ会降低翻译效率，故一个理想的

策略是，结合具体T7 RNAP突变体和碱基修饰的

类型，通过直接检测 dsRNA 水平来验证优化的

效果。

2.6　T7 RNAP的工程化改造

在T7 RNAP研究及应用过程中，野生型酶在

热稳定性、启动子特异性等方面存在局限性。近年

来有不少关于T7 RNAP突变体的研究，从多个方

面对T7 RNAP进行工程化改造（表3）。

Table 3　Research on T7 RNAP mutants
表3　T7 RNAP突变体研究

类别

催化活性

耐热性

副产物减少

转录完整性

底物特异性

启动子特异性

共转录加帽

突变体

D537N

K631M

Y639F

S430P/N433T/S633P/F849I/F880Y/G788A组合突变体

Q786L/S430P/L446F/S606V/K642G/S633P/L217L/S397W/L534V/

A124N/G618E/L665D组合突变体

S43Y

G47A/884G双突变体

G753A

K389A

N171A

K172A

Q754A

P266L

TM10

M5

M6-L

M6-S

T7-68

特性改变

无活性

活性降至2%

活性不变

50℃时仍保持高活性

Tm值高出野生型12.8℃，且活性是野生型的4倍

几乎消除了RdRP活性

RNA 3'同源性比G47A单突变体提高了2倍，消除了

dsRNA产物的形成

dsRNA减少，结合K389A突变可保持mRNA的完 

整性

提高了mRNA的完整性，片段率下降

mRNA的完整性有不同程度地提高

短流产RNA减少，长流产RNA增多

能利用dNTP合成单链DNA

启动子识别转换为T3启动子

选择性掺入帽类似物，抑制dsRNA生成

文献

［50］

［51］

［52］

［53］

［54］

［55］

［33］

［56］

［57］

［58］

［24］
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目前已发表的 T7 RNAP 的突变体不下百种，

但是理想突变体十分稀少，因为突变可能存在与预

期不符甚至截然相反的结果，如活性降低甚至消

失［50］。例如，D537N 突变体丧失催化活性，而

K631M突变催化活性降至2%，但Y639F突变体则

保持催化活性不变。

除了提升催化活性外，T7 RNAP 热稳定性提

升是不少研究人员关注的方向。洪亮团队［52］开发

的 PRIME模型是一种融合掩码语言建模（masked 

language modeling，MLM）和序列-细菌菌株最佳

生长温度 （optimal growth temperature，OGT） 关

联分析的深度学习框架。该模型通过多任务学习策

略，同步优化MLM任务（学习蛋白质序列的上下

文规律）和OGT预测任务（捕获耐热性相关的氨

基酸使用偏好），从而在无任何突变数据条件下预

测目标蛋白的稳定突变位点。对于 T7 RNAP，研

究团队利用PRIME模型对全序列单点饱和突变进

行突变评分，并筛选了高评分的单点突变位点进行

后续湿实验验证。纯化后的突变体蛋白与染料结

合，通过差示扫描荧光法 （differential scanning 

fluorimetry，DSF）计算Tm值。同时进行转录实验

以测定酶活性，实验使用含有 T7 启动子的

iSpinach DNA模板，该模板的转录产物与荧光染料

DFHBI结合后会发出荧光，其强度与RNA产量正

相关。依据单点突变的Tm值，继续训练PRIME模

型，并预测了2~8点组合突变体的Tm值。最后，整

合所有单点及多点突变数据，直接预测 9~14点组

合突变体的Tm值，经过3轮迭代优化与实验验证后

获 得 一 个 具 有 12 个 突 变 位 点 的 突 变 体       

（Q786L/S430P/L446F/S606V/K642G/S633P/I217L/

S397W/L534V/A124N/G618E/L665D）。该突变体

的 Tm值较野生型 T7 RNAP 显著提高了 12.8℃，转

录活性达到野生型的4倍。

在众多突变体中，存在一些少产生或不产生

dsRNA的突变体。例如G47A/884G的T7 RNAP双

突变体［54］，消除了 dsRNA 产物的形成，且流产

RNA 的生成量降到检测水平以下。该突变体的

G47A 取代有利于 N 端结构域重排以释放启动子，

促进了 IC 向 EC 的过渡，极大地减少了流产 RNA

的生成，C端结构域的 884G突变增加了此结构域

“足部”区域的体积和空间位阻，从而降低了 T7 

RNAP对RNA模板的亲和力，抑制了RNA模板介

导的转录过程。除此之外，有一些突变体，如

K389A、N171A 等突变体能够使 T7 RNAP 转录出

更多的全长mRNA，提高全长率，降低片段mRNA

产率［33］。这些突变体通过降低 dsRNA的免疫性或

降低mRNA片段率，同样能减弱mRNA在应用过

程中所产生的不利作用。

一部分T7 RNAP在突变后其特异性发生改变。

如 TM10 突变体 （D10E/I581F/A586V/A615T）［57］，

对核苷酸底物的特异性发生改变，能利用dNTP合

成DNA。TM10突变体在“手指”结构域引入大体

积疏水基团和极性羟基基团，协同形成疏水环境并

产生空间位阻效应，降低了酶对NTP的亲和力并

限制其构象灵活性。因此，在高 NTP 环境下，

TM10突变体仍能通过其“手指”结构域的关键突

变维持对 dNTP的底物选择性，优先利用 dNTP合

成单链DNA（ssDNA）。

多 组 合 突 变 体 M6-S （R96L/K98R/E207K/

E222K/N748D/P759S） 的启动子识别完全转化为

T3 启动子。T7 和 T3 启动子仅有 5 个碱基的差异。

该组合突变体通过引入正电荷，改变了原有的静电

作用和刚性结构，消除了野生型对T7启动子的静

电偏向，并增强与T3启动子的结合。最终酶的启

动子识别彻底转化为T3启动子，并对其表现出高

活性。有少量突变体启动子强度减弱［39］，表现为

与T7 RNAP结合能力减弱或在启动子处无法开始

转录，这类突变给转录带来负面影响，降低转录

效率。

在传统共转录体系中，野生型T7 RNAP 对二

核苷酸帽类似物的结合亲和力不到 GTP 的 1/8  

（表 2）［24，59］。T7-68突变体能够选择性掺入帽类似

物［24］，结合能力显著提高，在帽类似物/GTP摩尔

比 1∶1 条件下即可实现(93±2)%的加帽效率。此

外，在转录保真度（8.2×10-5）与野生型T7 RNAP

（8.1×10-5）无显著差异的前提下，该突变体dsRNA

副产物的产生减少至原来的 1/50 以下，生成的

mRNA免疫原性更低，翻译效率提高8倍。

除此之外，对T7启动子的修饰或突变亦是优

化T7 RNAP功能的一种方式（表 4）。如 P266L突

变体与 A-15C 启动子的组合可有效减少 RNA 流

产［56］，T7 #4、T7 Max 和 T7 c62 启动子可以提高

转录产量［60-61］，T7 D 启动子可以增强启动子强

度［62］，T7 lac启动子允许T7转录被 IPTG等诱导剂

调控［63］。启动子突变与聚合酶突变体协同作用，

极大地提升了T7 RNAP的转录性能及可调控性。

目前对T7 RNAP 的功能改造研究取得了不同

程度的进展，但尚未完全满足研究或生产的需要，
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因为一个特性的改变常伴有其他特性的变化。在定

向进化过程中，进一步研究T7 RNAP结构和功能

的关系，通过对活性中心或与启动子结合区域的氨

基酸残基进行定向进化或理性设计，有望开发出具

有更高转录效率和特异性的突变体，在合成复杂

RNA或进行基因表达调控时更加准确高效，减少

副产物的转录。

3　T7 RNAP的应用

T7 RNAP 凭借其高度特异性、高效性及操作

简单等优点，常被用于科学研究、医药诊断或

mRNA 生产的酶原料。近年来，T7 RNAP 主要在

以下几个方面得到应用和发展。

3.1　体外RNA合成

T7 RNAP 是体外转录反应中常用的酶之一，

能够以DNA为模板高效地合成各种RNA分子，包

括 mRNA、 rRNA、 tRNA 等。这些体外合成的

RNA可用于多种研究，如mRNA的翻译研究、非

编码RNA的功能研究、RNA-蛋白质相互作用研究

等。不久前，朱听课题组［15］合成了具有转录活性

的“镜像”T7 RNAP，能转录“镜像”的RNA分

子，进一步扩展了RNA研究范围，为抗RNase水

解的RNA药物的开发提供了支持。

3.2　基因编辑和基因工程

T7 RNAP 及其相关系统在基因工程和基因编

辑领域展现出显著的应用价值。T7 RNAP可用于

构建CRISPR激活系统，例如，经工程化改造的T7

启动子在多种利什曼原虫物种中成功驱动CRISPR

基因编辑器（cytosine base editor，CBE）的单链导

向 RNA （single-guide RNA，sgRNA） 高效表达，

并且对寄生虫的生长速率无显著影响［64］。相较于

传统内源性启动子的表达，T7 RNAP系统表现出

显著增强的转录效率与表达一致性［65］。通过构建

含有T7启动子和T7 RNAP基因的转录系统，可精

准调控外源基因在动植物体内的特异性表达，为动

植物基因功能研究和作物精准遗传改良提供了高效

且可编程的工具。

3.3　检测诊断与信号转导

T7 RNAP 可用于核酸检测，如核酸依赖性扩

增 检 测 技 术 （nucleic acid sequence-based 

amplification，NASBA）、RNA 实时荧光核酸等温

扩增检测 （simultaneous amplification and testing，

SAT）反应等，近年来也被应用在基于CRISPR酶

的核酸检测研究［66-67］。这些研究利用了 T7 RNAP

转录功能，将模板核酸转化为RNA后，能特异性

结合与Cas酶结合的 sgRNA，激活Cas13的旁切酶

活性，从而增强检测灵敏度。在生物信号传感领

域，T7 RNAP 可以用于放大检测信号。T7 RNAP

催化的荧光扩增技术 （fluorescent amplification 

catalyzed by T7 polymerase technique，FACTT） 是

一种能在室温下检测抗原的技术［68］。当抗原存在

时，形成抗原 -抗体 -适配体复合物，激活 T7 

RNAP，产生大量 RNA。这些 RNA 与荧光标记的

互补核酸序列杂交发出荧光信号，通过荧光信号的

强度判断抗原的浓度。以FACTT为代表的新兴免

疫检测技术，提高了酶联免疫吸收分析（enzyme-

linked immunosorbent assay，ELISA） 检测的灵敏

度［69］，可以检测出 ELISA 无法识别的抗原物质，

弥补了ELISA的缺点和不足。T7 RNAP 连接的免

疫 传 感 测 定 （T7 RNA polymerase-linked 

Table 4　Research on T7 promoter mutations
表4　T7启动子突变研究

启动子

WT T7

A-15C启动子

T7 #4

T7 Max

T7 c62

T7 DI-7

T7 D启动子

T7 lac启动子

序列

TAATACGACTCACTATAGGGAGA

TACTACGACTCACTATAGGGAGA

TAATACGACTCACTATAGGGATAAT

AATTCTAATACGACTCACTATAGGGA

TAATACGACTCACAATCCGGAG

TAATACGACTCACTATAGGGTTTAA

CTTTAG~CTTTAG~TTGACT(-35)~

CTTTAG~CTTTAG

TAATACGACTCACTATAGGGAGA~

GGAATTGTGAGCGATAACAATT

来源

野生型T7噬菌体

定点突变

启动子修饰

定点突变

定点突变

启动子修饰

两组重复序列CTTTAG关于-35

区域对称排列

T7启动子和大肠杆菌的lac启动

子融合

功能

启动转录

减少长的流产性RNA产物并提高转

录效率

提高启动子活性

增加基因表达

表达水平提升2倍

转录性能提升50%

增强启动子强度，16℃开始转录

可被IPTG等诱导剂控制转录

T7 D启动子序列详见参考文献［62］。
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immunosensing assay，TLISA）（预印本） 和毛细

管免疫测定技术将特异性分子识别与高效信号放大

技术结合［70-71］，实现了复杂生物样本中目标分子的

精准检测。

3.4　mRNA疫苗和治疗性药物开发

辉瑞公司的新型冠状病毒感染 （COVID-19）

疫苗是首个获批生产的mRNA疫苗［72］，同时也是

首例使用T7 RNAP生产的mRNA疫苗，其核心技

术依赖于T7 RNAP介导的体外转录系统。这一技

术的成功应用，标志着 mRNA 疫苗技术进入快速

发展的阶段，实现了 mRNA 疫苗从基础研究向临

床应用转化的关键突破。T7 RNAP 凭借其高效的

转录能力和对 T7 启动子的高度特异性，成为

mRNA 疫苗生产中体外转录的主流生产用酶原料

之一。

3.5　病毒学研究

为了克服体外拯救病毒的局限性，研究人员开

发了一种基于T7 RNAP的体内病毒拯救系统［73-74］。

该系统通过构建能够稳定表达T7 RNAP的细胞系，

并结合相应的转录元件，病毒 cDNA在该转录元件

控制下将质粒直接转染到宿主细胞内，在宿主细胞

或宿主动物体内达到病毒拯救的目的，实现病毒的

“复活”。此外，该系统还可进一步应用于动物模型

中，以研究病毒的体内感染特性。这种体内病毒拯

救系统的建立，不仅克服了传统体外拯救方法中病

毒组装效率低、易受细胞环境限制等问题，还为深

入研究RNA病毒的复制机制、宿主适应性以及病

毒与宿主之间的相互作用提供了更为高效和生理相

关的实验平台。

4　T7 RNAP的未来研究

尽管T7 RNAP 的研究已在体外转录、合成生

物学及 mRNA 技术等领域取得重要突破，但其功

能优化与创新应用仍存在广阔探索空间。基于结构

生物学与蛋白质工程的最新进展以及T7 RNAP在

工业界的应用前景，以下问题的解决不仅具有理论

意义，也具有十分重要的应用价值。

4.1　用于mRNA高效生产的T7 RNAP的优化

mRNA药物的生产过程涉及转录、加帽及甲基

化等步骤，为了提升生产效率，以下是可以深入研

究的几个方向。

4.1.1　提升共转录效率

传统的 mRNA 生产中，加帽反应发生在转录

之后。通过对T7 RNAP的改造，将转录与加帽两

步反应合并成一步，称之为共转录。该策略减少反

应及纯化步骤，提升了生产效率，降低生产成本，

逐渐成为主流的 mRNA 合成路线。筛选对帽类似

物具有高亲和力的T7 RNAP突变体，突破传统体

系中GTP竞争性抑制的瓶颈，提高mRNA加帽和

翻译效率，是目前T7 RNAP工艺改造的热点。

4.1.2　减少dsRNA形成的T7 RNAP突变体

在转录反应体系中，T7 RNAP、DNA 模板及

转录的RNA产物的浓度及三者之间的比例，都会

影响dsRNA形成。以西兰花（Broccoli）DNA为模

板进行转录时，仅稍改 T7 RNAP/DNA 的摩尔比

例，在加入DFHBI染料后就能观察到荧光值迅速

增加到平台值（Broccoli 产物与染料结合），然后

缓慢下降（Broccoli RNA延伸）［75］。在筛选能减少

dsRNA形成的T7 RNAP突变体中，降低聚合酶对

RNA的亲和力是一个值得努力的方向：即使在转

录产物浓度很高的条件下，T7 RNAP 突变体仍然

倾向结合DNA进行转录而不是结合高浓度的RNA

进行dsRNA的合成。

4.1.3　多酶偶联系统

开发 T7 RNAP 的多酶偶联系统对加快 mRNA

药物开发等具有积极意义。将T7 RNAP与甲基转

移酶通过基因工程手段融合在一起，实现转录-加

帽-甲基化“一步式”反应，减少反应时间和操作

复杂性，提高 mRNA 的合成效率和质量；将 T7 

RNAP与非洲猪瘟病毒的单亚基加帽酶相结合，在

酿酒酵母菌中进行表达，其蛋白质表达比野生型高

出约两个数量级［76］。这种多酶偶联系统有效解决

了传统 T7 RNAP 转录产物因缺乏 5'端帽结构而导

致mRNA在真核系统中翻译效率低下的问题。

4.2　新的T7 RNAP活性报告系统

早期T7 RNAP 活性检测的量化基于放射性标

记的NTP。后来通过转录产物与荧光染料结合进行

检测，例如菠菜（Spinach）和Broccoli系统，该荧

光报告系统被应用于T7 RNAP的动力学研究和定

向进化筛选［77］，并能高效区分T7 RNAP的突变体

是否形成 dsRNA［75］。然而，此类系统在高温条件

下功能受限，推测是由于温度升高影响 Broccoli 

DNA 的二级及三级结构以及 RNA 与染料的结合，

使得该系统无法应用于高温T7 RNAP的筛选。设

计耐高温的转录报告系统将是一个非常有意义的

方向。

4.3　冻干稳定性提升

T7 RNAP 的冻干有利于提升酶的稳定性，降
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低保存及运输成本。然而，在冻干过程中，T7 

RNAP 会出现活性受损的情况（作者的未发表数

据）。研究T7 RNAP的损伤机制并筛选耐冻干的突

变体，对提高其冻干保存的稳定性和活性具有理论

意义及应用价值。

4.4　T7 RNAP的深度学习及应用

DeepMind团队因开发AlphaFold 2被授予2024

年诺贝尔化学奖［78-79］，以表彰其为蛋白质工程提

供了革命性工具。洪亮团队［52］通过开发的PRIME

模型，成功筛选出具有高活性和高稳定性的多点

T7 RNAP突变体。这一成果不仅验证了AI预测结

构的潜力和创新性，还提升了蛋白质稳定性和活性

设计的成功率，同时在资源有限的条件下，提高了

实验效率。将已有的T7 RNAP突变体动力学以及

结构数据进行深度学习后，利用AI捕获到人类不

易理解的结构-功能关系，更精准地输出符合应用

目的的T7 RNAP序列。

此外，T7 RNAP 在基因电路、活细胞传感器

及 DNA 纳米技术等领域展现出广阔的应用前景。

受限于篇幅，本文未能对这些领域进行深入探讨。

5　总 结

本文总结了T7 RNAP研究的当前进展及尚未

解决的关键问题。T7 RNAP作为生物技术领域的

核心工具酶之一，已成功应用于基因工程、疫苗制

备和科学研究等领域。随着T7 RNA结构与功能关

系的深入研究，T7 RNA有望在未来拓展新的应用

领域。持续的技术创新将加速T7 RNAP从基础科

学研究向产业化应用的转化，推动相关学科发展，

为基础研究、精准医学及合成生物学等发展注入新

动能。
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Abstract　T7 RNA polymerase (T7 RNAP) is one of the simplest known RNA polymerases. Its unique structural 

features make it a critical model for studying the mechanisms of RNA synthesis. This review systematically 

examines the static crystal structure of T7 RNAP, beginning with an in-depth examination of its characteristic 

“thumb”, “palm”, and “finger” domains, which form the classic “right-hand-like” architecture. By detailing these 

structural elements, this review establishes a foundation for understanding the overall organization of T7 RNAP. 

This review systematically maps the functional roles of secondary structural elements and their subdomains in 

transcriptional catalysis, progressively elucidating the fundamental relationships between structure and function. 
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Further, the intrinsic flexibility of T7 RNAP and its applications in research are also discussed. Additionally, the 

review presents the structural diagrams of the enzyme at different stages of the transcription process, and through 

these diagrams, it provides a detailed description of the complete transcription process of T7 RNAP. By 

integrating structural dynamics and kinetics analyses, the review constructs a comprehensive framework that 

bridges static structure to dynamic processes. Despite its advantages, T7 RNAP has a notable limitation: it 

generates double-stranded RNA (dsRNA) as a byproduct. The presence of dsRNA not only compromises the 

purity of mRNA products but also elicits nonspecific immune responses, which pose significant challenges for 

biotechnological and therapeutic applications. The review provides a detailed exploration of the mechanisms 

underlying dsRNA formation during T7 RNAP catalysis, reviews current strategies to mitigate this issue, and 

highlights recent progress in the field. A key focus is the semi-rational design of T7 RNAP mutants engineered to 

minimize dsRNA generation and enhance catalytic performance. Beyond its role in transcription, T7 RNAP 

exhibits rapid development and extensive application in fields, including gene editing, biosensing, and mRNA 

vaccines. This review systematically examines the structure-function relationships of T7 RNAP, elucidates the 

mechanisms of dsRNA formation, and discusses engineering strategies to optimize its performance. It further 

explores the engineering optimization and functional expansion of T7 RNAP. Furthermore, this review also 

addresses the pressing issues that currently need resolution, discusses the major challenges in the practical 

application of T7 RNAP, and provides an outlook on potential future research directions. In summary, this review 

provides a comprehensive analysis of T7 RNAP, ranging from its structural architecture to cutting-edge 

applications. We systematically examine: (1) the characteristic right-hand domains (thumb, palm, fingers) that 

define its minimalistic structure; (2) the structure-function relationships underlying transcriptional catalysis; and 

(3) the dynamic transitions during the complete transcription cycle. While highlighting T7 RNAP’s versatility in 

gene editing, biosensing, and mRNA vaccine production, we critically address its major limitation—dsRNA 

byproduct formation—and evaluate engineering solutions including semi-rationally designed mutants. By 

synthesizing current knowledge and identifying key challenges, this work aims to provide novel insights for the 

development and application of T7 RNAP and to foster further thought and progress in related fields.
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