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RNA 干扰在肝病治疗中的研究进展
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摘要
R N A干扰(R N A i n t e r f e r e n c e，R N A i)是 由 双 链
RNA(double-strandedRNA，dsRNA)引发的转录后基
因静默机制，它是真核生物中普遍存在的抵抗病毒入
侵、抑制转座子活动、调控基因表达的监控机制，
RNA干扰在细胞分裂过程中发挥了至关重要的控制
作用，对引导细胞形成某种特定类型的组织产生深远
的影响.《科学》把这一令人激动的发现当作2002年最
重大的科学突破来欢呼，这些发现将使生物学家们重
新审度细胞及其演化过程．目前已成功用于基因功能
和信号转导系统上下游分子相互关系的研究，RNA
干扰有可能成为包括病毒感染在内的许多肝病的一种有
效治疗手段，并有可能为肿瘤基因治疗提供新策略.

关键词：RNA干扰；肝病治疗；研究进展
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0  引言

RNA干扰(RNA interference，RNAi)最早发现在线虫

类秀丽隐杆线虫,反应于双链RNA(double-stranded 

RNA，dsRNA)，使目标mRNA以序列特异性的退化，是一

种具有序列特异性的RNA依赖性转录后基因沉默现象

(posttranscriptional gene silencing，PTGS)[1]．

RNAi广泛存在于从真菌到植物，从无脊椎动物到哺乳

动物的各种生物中．RNAi的表现形式是多种多样的，

除动物中的RNAi外，还包括在植物中的PTGS、共抑制

(cosuppression)及RNA介导的病毒抗性，真菌的抑制

(quelling)现象等.

   RNAi最核心的生物学功能在于它能监控异常的或外

源的遗传物质在机体内的水平，调控基因的表达.利用

dsRNA可以特异性地降解与之有同源序列的mRNA，从而

特异性的阻断相应基因的表达．因此，RNAi被认为是

真核生物的遗传监视器[2]和基因组水平的免疫系统[3].

目前，RNAi技术已被广泛用于新基因筛选、基因功能

鉴定、信号传导研究及基因治疗[4-5]等方面，显示了非

常广阔的应用前景.

   乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)所导致的

慢性肝炎、肝癌是严重危害人类健康的疾病．目前，

慢性乙型肝炎的治疗主要是用干扰素(IF N)和拉米夫

定，治疗丙型肝炎感染的主要是干扰素和利巴韦林联

用，其效果均不很理想．肝癌作为一种恶性肿瘤更是

缺乏有效的治疗方法．siRNA技术经研究发现可用于肝

病抗病毒和肿瘤的治疗[6-11]，以下就近期的研究进展

进行综述.

1  RNAi的作用的机制

RNAi作用过程可分为启动过程和效应过程．启动过程

中，外源性dsRNA被Dicer(RNaseIII家族中的dsRNA2

特异性核糖核酸酶)以一种A T P依赖的方式降解为

19-21 bp的双链siRNAs，后者被称为“向导RNA”．

效应过程中，siRNAs结合siRNA2核糖核蛋白复合体

(siRNP)形成RNA诱导的沉默复合体(RISC)[12]．活化

的RISC遵循碱基配对原则靶向性与同源mRNA结合并导

致其降解，从而使得内源基因不能表达，导致内源基

因的沉默[4,13,14]．切断后的mRNA或者被核酸外切酶降

解，或者可能成为异常RNA，在RNA依赖多聚酶(RNA-

dependent RNA polymerase，RdRP)的作用下又形成

了新的dsRNA进一步作用于另外的靶向mRNA．这种不

断被放大的瀑布式作用形成大量新的siRNA，使RNAi

在短时间内达到迅速，有效地抑制mRNA翻译形成蛋白

或多肽，从而有效地抑制靶向基因蛋白质或多肽的形成.

2  RNAi的作用特征

R N A i的作用特征主要有：(1)R N A i具有高度的特异

性．单个碱基改变就可能使RNAi失效，RNAi只能特异

地降解与之序列相应的单个内源基因的mRNA，而其他

mRNA的表达则不受影响[15].(2)RNAi存在放大效应：1)

长的dsRNA被Dicer酶裂解成的每个初级siRNA，都具

有结合一个同源mRNA的能力，此步放大效应约10-20

倍．2)RISC复合物中，在RdRP酶的作用下，经类PCR

合成的mRNA互补链也形成了dsRNA，再被酶裂解成次



级siRNA．这样细胞内的siRNA数量大大增加，显著增

强干扰作用．3)以上生成的siRNA可多次重复应用，

进一步提高了其放大作用[4，15]，这表明dsRNA介导的

RNA干扰是一个以催化放大的方式进行的.(3)RNAi效

应具有高效性．无论是在体内还是体外实验中，仅

需少量的dsR NA(几个数量级浓度)就能有效的抑制靶基

因表达，抑制的效率在低等动物中>90%[16]．且siRNA作为

RNAi的中介分子，通过序列互补配对法则特异性降解目

的基因[17-18].(4)RNAi需要ATP参与其效应．在去除ATP的样

品中RNA干扰现象降低或消失显示RNA干扰是一个ATP依

赖的过程，可能是Dicer和RISC的酶切反应是必须由ATP

提供能量[19]．(5)RNAi作用广泛并可遗传．基因表达的

效应可以跨越细胞界限，在不同细胞甚至生物体间长

距离传递和维持，并可传递给子一代.

 

3  RNAi的生物学功能

随着对RNAi的大量深入研究，人们逐步认识到RNAi与

获得性免疫反应一样具有特异性、多样性、记忆性、

可遗传性等特征．目前认为RNAi的本质是一种由RNA

介导的序列特异性的获得性免疫反应，是一种原始的

基因组对抗外来基因表达的保护机制，是生物体在基

因组水平上的免疫系统[20]．RNAi的核心功能是抗病毒

感染免疫，维持基因组中转座子的稳定性，清除异常

RNA，同时参与基因表达的调控.

4  RNAi在肝病治疗中的应用

siRNA的这种生物学作用使它具有潜在的临床应用价

值，可发展为高度特异的性的基因封闭治疗手段，具

有极诱人的前景．siRNA正在被用于包括肝癌的多种

疾病的广泛研究，并初步取得成果.

4.1 RNAi对HBV的抑制 乙型肝炎病毒(hepatitis B 

virus，HBV)属于肝DNA病毒属家族．虽然在有些时候

疫苗对于肝炎的治疗和预防是有效的，但是据调查，

全世界约有一百万的人死于HBV相关疾病．许多慢性

转染HBV病毒的患者随后发展为肝细胞癌(hepatocel-

lular carcinoma，HCC)[21]．现在，已知的至少有两

种针对慢性肝炎的抗病毒疗法，一种是α-干扰素，另

一种为包括拉米夫定(3TC 3-硫胞苷)，阿德福韦，恩

替卡韦的核苷类似物．虽然这些方法成功的减少了病

毒的载量但是效果不令人满意．用RNA干扰技术就成

了一个吸引人的选择．在以下的最近各项研究中证明

了它对HBV表达的有效抑制.

   Qian et al [22],在体外构成包括t7和tac启动子的

表达载体．目的cDNA片断被克隆到该载体相对的启动

子之间．在大肠杆菌中dsRNA被载体表达，并通过亲

和色普法纯化．然后在含锰离子的缓冲溶液中被核糖

核酸酶Ш降解，后用15％的非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳法分离，siRNA(大约25 bp)便可以得到．siRNA通

过克隆，发酵，消化，提纯，与靶基因表达质粒共转染

入人细胞系．结果表明siRNA特异性的与乙肝病毒聚合

酶部分相对应，并特异性的抑制病毒蛋白的表达．HBsAg

表达水平下降了10％．对HBsAg和HBeAg表达抑制的剂量

依赖效应于HepG2细胞被观察到．在转染7.5 nmol/L si 

H B V  p后的6 d抑制率持续于70％左右的最高水平．

Moore et  al [23]，在体外试验中首先鉴别出有效抑制乙

肝表面抗原的RNA干扰序列，并证明它是由聚合酶Ш表

达盒表达．该表达盒被插入不同的两个载体，原型的泡

沫状病毒(PFV)和腺伴随病毒(AAV)．它们的共同点是都

是非致病的，并且有整合入细胞DNA的能力．包含HBV目

的RNA干扰分子的载体被引入293 t(一种稳定表达乙肝

表面抗原的细胞)，载体也被在HepG2.2.15细胞(一种分

泌有传染性的HBV病毒粒子的细胞)中评估．7 d后HBVAg

的敲低率与对照相比高达90％．Chen et al [24]的该试

验表明合成的siRNA作用于HBV的c基因和s基因，可以有

效的特异的抑制乙肝病毒和抗原的表达．HBsAg和HBeAg

以及HBV的表达可以被siRNA被抑制呈剂量反应关系．此

外，该试验表明在相同终浓度的情况下siRNA的联合体

作用于多个区域，抑制HBV表达的效果优于单个siRNA．

在siRNA处理后未观察到细胞调亡的变化．得出试验结

论为，在细胞体外培养中，siRNA有明显的抑制HBV和

抗原表达的作用，而且siRNA作用于不同的区域展现了

其潜力．Yang et al [25]用荧光激活细胞分选术．发现

siRNA作用于HBsAg减少了绿色荧光蛋白信号56％与对照

组相比．实时PCR表明乙型肝炎表明绿色荧光蛋白mRNA

提取于与pAVU6+27共转染的HepG2细胞，并且与空的媒

介防除相比乙型肝炎表明绿色荧光蛋白质粒的表达减少

了90%．HBsAg和HBeAg的表达同样被分别抑制了43%和

64%．从而得出试验结论siRNA表达载体可以抑制HBsAg

的表达并且提供了新的有效途经筛选siRNA．Uprich-

ard et al [26]该试验通过腺病毒重组体在HBV转基因小鼠

的肝脏表达HBV特异siRNA，抑制预成HBV基因的表达和

复制在至少26 d．Zhu et al [27]用HepG22.2.15作为靶细

胞，质粒和微脂体共转染入培养细胞，HBV DNA经过PCR

检测，HBV c-mRNA被半定量PCR检测到．试验表明质粒

成功的表达了siRNA，两个构建的siRNA有效的抑制了HBV

的表达，并且它对HBV的抑制作用存在反应关系.

4.2 RNAi对HCV的抑制 HCV为单股正链RNA病毒，在

肝细胞中直径为37-40 nm．现今没有有效治疗HCV的疫

苗．现在流行的受人们欢迎的治疗HCV感染的方法是peg

干扰素联合病毒唑．最近经限制性临床试验证明ns3蛋

白酶的小分子抑制子比p e g干扰素和病毒唑的效果更

好．但是现在将其用于标准疗法治疗HCV感染还为时过

早．因为HCV病毒是RNA病毒，既能当作病毒mRNA进行蛋

白翻译，又可作为模板经性病毒复制，因此成为RNA干
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扰研究的理想模型.

   Takigawa et al [28]在此试验中用了两种方法表

达siRN A，一个是表达质粒(Pav u6+27)，另一个是

包含P a v u6＋27衍生表达盒的慢病毒重组体．G o-

mez et al [29]在试验中观察了HCV RNA基因组的三性

从基本序列到三级结构，它说明了RNA为基础治疗的

限制和可能性．并描述了一些以RNA为基础的抗HCV的

方法．虽然5-utr曾经被认为是最适合治疗性siRNA或

siRNA的区域，因为它是极端保守的序列．他们观察

到经过siRNA对5-utr的抑制，HCV亚基因组的表达只

有微弱的抑制．在质粒和慢病毒介导的表达系统中，

siRNA通过对ns3-1和ns5b的抑制使其在没有抑制宿主

细胞基因的情况下，更为有效的抑制HCV的表达．合

成的siRNA通过对ns3-1的作用也可以有效的抑制HCV

的表达，并存在剂量反应关系．Randall et al [30]的

实验中证明了siRNA治疗HCV的潜在可能性，但是仍然

存在不确定性．Kronke et al [31]认为以siRNA为基础

的基因治疗的最大困难是HCV有许多高度不同的基因

型并且快速出现新的种型．为了这个原因，他们用

可选择的策略克服它．在一种方法中，使用核糖核

酸内切酶修饰过的siRNA(esiRNA)同时多位点处理病

毒基因组．在该实验中他们发现esiRNA直接抑制除5

‵非编码区(5‵ntr)的HCV编码序列的多个区域，从

而有效的抑制了HCV基因组和亚基因组的表达．在另

一可供选择的方法中，利用逆转录病毒的产生的假

模标本编码小发卡结构RNA(siRNA)．Seong et al [32]

认为pr k2是NS5B磷酸化和HCV表达所必须的，所以

用siRNA敲低prk2的表达便可干扰HCV RNA的表达．

Jong et al [33]在体内实验和体外实验的数据强有力

的指出NSAP1蛋白增加HCV ires依赖翻译通过在HCV 

Mrna编码区预acr相互作用．Wilson et  al [20]通过电

穿孔(electroporation)基因转移方法将被设计成靶

向HCV基因组的双链小干扰RNA(siRNA)分子导入含有

HCV亚基因组复制子的人肝细胞瘤细胞系(huh7)细胞

中，显示两种siRNA均可明显降低病毒特异性蛋白的

表达和RNA合成，其水平较未用siRNA处理的细胞低

90％，这两种siRNA还能保护原始的huh7细胞免受HCV

复制子RNA的实验感染．Randal et al [34]发现siRNA对

HCV RNAs封闭为剂量依赖性和序列依赖性．靶序列内

有3 nt不同的2细胞株HCV变异只能被各自同源序列的

siRNA所封闭，这种序列特异性证实HCV抗原表达的下

降不是双链siRNA非特异性激活ifn系统所致，而且经

siRNA治疗后HCV RNA水平下降，转染后4 d HCV RNA水

平降低了80倍，导入siRNA后是受HCV RNA感染的细胞数

降低了98％以上.

4.3 RNAi在肝癌治疗中的应用 肝细胞癌(HC C)的

发生与一些致癌基因的过度表达有关．在70％的

HCCs中c-myc呈过度表达．Cheng et al [35]的实验

中通过真核生物生存素基因r n a干扰表达载体和

与生存素基因结合的重组质粒(p S u N e o－S V V)，

pSupperssorNeo(pSuNeo)被消化酶Xba I和Sa I及特

异的双链RNAi引物处理．大鼠肝癌细胞系SMMC-7721

辅助细胞模型在用si R N A处理后用大鼠肝癌细胞系

SMMC-7721转染细胞处理．用免疫组化染色法和逆转

录酶PCR检测大鼠肝癌细胞系细胞表面生存素基因．

流式细胞计量术用于细胞周期的分析．透射电子显微

术检测是否有RNAi处理细胞编程性死亡．结果发现通

过siRNA的处理几乎未检测到生存素基因在SMMC-7721

细胞表面的表达．凋亡指数上升了15.6%．并且细胞

数量在G2/M期减少，细胞生长被抑制．从而得出结

论siRNA可以敲低生存素基因的表达，诱导调亡和抑

制肝癌细胞的生长．Xu et  al [36]在实验中发现细胞

被psilencer-c-myc转染后c-myc Mrna和蛋白的表达

被抑制且与模拟转染细胞相比抑制率高达67%．在被

转染的HepG2细胞中可以检测到细胞的调亡．从而得

出结论c-myc在转录子的表达和在siRNA转染的HepG2

细胞中的翻译水平明显被抑制．Liu et  al [37]在哺乳

动物中siRNA表达载体被成功构建，并且与对照组相

比，表达siRNA的pUC18U6 HBV抗HBV减少HBsAg的浓度

值得注目的减少了44%(P<0.05).

5  结语

siRNA在体外(细胞培养)和体内(小鼠模型)实验性抗

病毒感染，调节机体基因表达的研究中已取得了迅速

进展.虽然这些研究还相当初步，但明显提示siRNA有

可能成为包括病毒感染在内的许多肝病的一种有效治

疗手段．同时，siRNA也有助于我们重新认识慢性病

毒感染的机制．相信随着siRNA研究的进展和对其认

识的提高，必将对肝病的防治产生巨大的影响.
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