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摘要

近年来的研究表明 一些小的双链RNA可以高效特异地阻

断体内特定基因表达 促使mRNA降解 诱使细胞表现出

特定基因缺失的表型 称为RNA干扰(RNA interference

RNAi). 他是体内抵御外在感染的一种重要保护机制 也可以

作为一种简单有效的代替基因敲除的遗传工具. 现就RNAi

的研究进展做一综述.
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0   引言

传统基因功能的研究方法包括: 基因敲除 转基因

反义技术和显微注射等. 随着人类和鼠基因组序列分析

工作的完成 要求我们用更快捷 准确 有效的工具去

研究哺乳动物的基因功能. RNA干扰(RNA interference

RNAi)提供了一个基因功能研究的新途径. 虽然已有证据

显示RNAi 在小鼠早期发育中起作用 但对所有哺乳

动物是否有普遍意义还不够清楚. 现就RNAi的研究进

展做一综述.

          所有有机物都有限制异常或外源基因表达的保护机

制. 随着转基因技术的广泛应用 发现转入的基因可被

机体当作外源遗传物质. 以植物为例 发现转入基因可

诱导其自身沉默 并以一种称为转录后基因沉默(post

transcriptional gene silencing PTGS)或共抑制(cosuppression)

的过程同时引起同源基因的沉默[1]. 而当在线虫中转入双
链RNA后导致的同源基因沉默比正义或反义RNA更为

有效 这一现象因此引起研究者的关注. 在许多种属中
引入双链RNA (double stranded RNA dsRNA)均可引起

强烈 特异性的基因沉默(gene silencing) 这种现象称
为RNA干扰 [2-4] . 这种特异性抑制靶基因的转录后表达

的现象 存在于从低等的线虫到人类培养细胞等多种
有机体 通过序列特异性引起转录后基因沉默. 如今

RNA干扰已成为分子生物学领域最热门的研究课题之
一. 过去几年的研究表明RNA干扰在植物和动物中都会

发生 并且参与抵抗病毒感染 转座子沉默机制等过程.

RNAi 有关技术是研究转录后调控的有效工具 可用

于功能基因组学研究以及基因治疗等临床用途.

1   RNA干扰的作用特点

RNA干扰可以从两个水平引起基因沉默: (1)转录后沉默:

特异性抑制靶基因的转录后表达. 即RNAi作用于信使

RNA从宿主细胞DNA模板转录后. dsRNA通过碱基互补

结合于mRNA的特定区域 随后通过引导相关的酶复

合物引起mRNA互补片段的降解 诱导相关的基因沉

默. (2)转录水平沉默: 序列特异性调节基因组功能. 其中

RNA引导的DNA甲基化(RdDM)现象第1次在植物中发

现 尽管RdDM只在植物中研究较深 但越来越多的

证据表明他能在许多生物体中调节基因功能[5-6]. 与启动

子序列同源的siRNA(short interfering RNA siRNA)

一般引起启动子甲基化 从而在转录水平干扰基因表

达; 与开放性阅读框架序列同源的siRNA 一般抑制靶

基因的转录后表达.

       目前认为RNAi至少包括两步RNA的降解过程 第

一步为dsRNA降解形成特征性的与靶基因同源的21-

23个核苷酸的双链RNA 第二步为这些短核苷酸序列

参与形成多亚基复合物 称为RNA诱导的沉默复合物

(RNA-induced silencing complex RISC) 并引导复合

物中的核酸内切酶降解特异性的mRNA 阻止mRNA

翻译成蛋白质. 序列特异性要求siRNA与目的基因之间

必须完全配对. 最近有学者报道从果蝇中成功分离到执

行上述第一步核酸降解过程的名为Dicer 的酶 他是

特异性酶解dsRNA的RNase 核酸酶家族成员 在进

化中高度保守[7]. 此外 siRNA可作为一种特殊引物

在RNA依赖RNA聚合酶(RdRp)作用下以靶mRNA为模

板合成dsRNA 后者可被降解形成新的siRNA; 新生成

的siRNA又可进入上述循环 这种过程称为随机降解

性多聚酶链反应(random degradative PCR). 新生的dsRNA

反复合成和降解 不断产生新的siRNA 使靶mRNA

渐进性减少 从而发挥强大的诱导基因沉默现象[8-9].

        与反义核酸 核酶相比较 干扰RNA的作用特点

包括: (1)特异性抑制目的基因. 针对某特定的内源基因

的dsRNA转入动物体内或胚胎内 能特异抑制该基因

的功能 而单链正义或反义RNA的抑制作用较弱或缺

失. (2)广泛分布且可遗传. dsRNA分子能够在线虫体内

被有效转运至全身各处 用经小肠微注射或者浸润喂

食线虫的方法都能得到各组织中对靶基因的抑制 在

体细胞和生殖细胞中都能检测RNA的表达 并且其子
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代也产生了对相应基因强烈而特异的抑制效应[10] 但

此特点仅限于低等生物 目前在哺乳动物尚未发现; (3)

RNAi 的靶序列需慎重选择. 实验证明 只有针对编码

区的dsRNA才能产生有效和特异性的干涉 针对内含

子区域的dsRNA序列则不能产生; 此外dsRNA的长度对

RNAi的效率有影响[11]. 选择靶序列应避免高度同源序列

之间的交叉干扰 例如对线虫的体壁肌肉肌球蛋白重链

的编码区基因进行RNAi实验 当选择其5 端高度保守

区作为靶序列进行dsRNA注射时产生致死表型 而选择

其他部分进行实验时则产生预期的瘫痪表型[12].

2   RNA干扰的应用

2.1 研究基因功能的新工具  通过RNAi特异性抑制基因

的表达来阐明基因在生物体中的特定功能. 现存的一些

抑制哺乳细胞特定基因表达的方法的效果和重复性都

不理想 而RNAi 由于能在极低浓度 微量(nmol 范

围)siRNA存在情况下显示出特殊有效性 在研究哺乳

动物细胞培养物的基因功能方面有极大的应用前景. 许

多基因已被成功地从哺乳动物体细胞和胚胎细胞系中敲

除 包括常用的HeLa HEK293 和 P19 细胞[13-15].

21 nt的双链RNA 已经成为敲除特定基因在哺乳动物

细胞系中表达的强大工具 对分析功能显性缺陷型也

非常有用. 将靶向特定基因的大约21碱基长短的双链

siRNAs (small interfering RNAs) 或者是45-50碱基长

短的发夹结构RNA (small hairpin RNA shRNA)转染到

细胞. shRNA在细胞内会自动被加工成为siRNA 从而

引发基因沉默或者表达抑制. 现在有多个报道证实通过

质粒表达siRNAs同样可以抑制特定基因的表达. 尽管细

节各有不同 但载体大都是用Pol III 启动子启动编码

shRNA的序列. 选用Pol III启动子的原因在于这个启动

子总是在离启动子一个固定距离的位置开始转录合成

RNA 遇到 4-5个连续的U即终止 非常精确. 当这

种带有PolIII 启动子和shRNA编码序列的质粒转染哺乳

动物细胞时 这种能表达siRNA的质粒确实能够下调

特定基因的表达 抑制范围包括外源基因和内源基因.

采用质粒表达siRNA的优点在于: 通过siRNA表达质粒

的选择标记 siRNA载体能够更长时间地抑制目的基

因表达; 此外 由于质粒可以复制扩增 相比起化学

合成来说 能够显著降低制备siRNA的成本[16-17].

       目前可以实现RNAi在特定时期针对特定组织细胞

对目的基因功能的干扰 如dsRNA成功用于小鼠早期胚

胎特异基因的阻断 分别阻断了卵母细胞的c-mos和早

期胚胎(植入前)的E-cadherin及GFP转基因的表达[18]

为基因调控和发育研究提供了广泛使用该技术的可能.

人工导入dsRNA以抑制基因功能将成为在后基因组时

代进行基因功能分析的有效手段.

2.2 抗病毒治疗的新策略  对哺乳动物而言 30 bp 以

上的dsRNA能够诱导抗病毒干扰素反应 整体性地抑

制mRNA翻译[19-20]. 但导入短的siRNA到哺乳动物细胞中

不会激活干扰素反应 却能诱导序列特异性的mRNA

降解[21-22]. RNAi介导的转录后沉默提供了在病毒生命周

期的多个阶段抑制病毒和细胞内基因复制的强有力的

潜在工具[23-24]. siRNA抗病毒机制与依赖于细胞及体液免

疫不同 而是依赖于siRNA与目标RNA的核苷酸碱基

配对 引导酶降解病毒的目的基因. Novina et al [25]证实

siRNA能通过HIV-1病毒受体进入人体细胞 针对HIV

受体CD14及次要受体CCR5设计的siRNA能降低两个

受体的表达; 针对关键基因gap的 siRNA能降解gap基

因 最终抑制病毒基因组RNA聚集及P24蛋白产生

并能降低现症感染的病毒复制. Gitlin et al [26]也报道用脊

髓灰质炎病毒的siRNA预处理人和小鼠细胞能够显著

降低病毒滴度以及从感染的细胞中清除病毒. 这些最新

的实验研究表明 RNAi确实能抑制病毒感染. 但由于

这些实验都是在体外合成siRNA导入细胞内 而RNA

oligo 合成费用昂贵 及其对基因表达抑制的暂时性及

RNA的不稳定性严重制约了他的应用. 由于体外转录的

缺陷 最近Jacque et al [27]用T7启动子在细胞内转录

siRNA 并报道RNAi能抑制人细胞株及淋巴细胞感染

HIV 结果发现 siRNA能作用于HIV的多种基因阻

止病毒复制 并且进入细胞内的病毒可被siRNA降解.

3   存在问题及展望

siRNA可能用于许多抗病毒作用 但仍有许多问题还

需进一步研究. 最重要的一点是siRNA并不能作用于所

有病毒的RNA序列: 某些序列可能藏于二级结构或目的

RNA的折叠区域; 某些序列可能与蛋白质形成紧密结构

从而使siRNA无法识别[28]. 因此最合适靶序列的选择需

要反复试验. 此外 病毒容易发生变异 一方面逃避

机体免疫识别 另一方面避免siRNA识别. 可以针对病

毒的保守区域或病毒的多个靶序列设计多个siRNA. 在

使用siRNA抗病毒的过程中病毒可能产生抵抗siRNA的

蛋白 Silhavy et al [28]报道病毒产生19 ku的蛋白(p19)

是一基因沉默的抑制因子 体外实验发现p19能与21-

25 nt 的 RNA3 末端的 2 个核苷酸结合 从而阻断

siRNA的作用.

        siRNA已经很有效地导入了培养细胞 但如何把他

用于动物体内 甚至患者体内还需要更进一步改进方

法. 尽管抗病毒siRNA方法还不够完善 但siRNA已显

示出比以往基因治疗更明显的优势. 目前处于研究状态

的反义核酸和核酶 虽然表现出一定程度的抗病毒活

性 但核酶不稳定 反义核酸的抑制作用较弱. RNAi和

siRNA 的发现产生了一种新的功能基因组研究策略

同时有可能研究出基于RNAi的基因治疗药物.
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