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摘要
RNA干扰的重要作用之一就是治疗应用, 如进行抗病
毒治疗等. 体内RNA干扰存在干扰片段稳定性差、转
运效率低等不足之处. 随着研究的深入, 学者们对上述
问题提出了各种解决方案. 本文对这些解决方案进行
了初步的总结.
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0  引言

自从1990年后发现RNA干扰(RNA interference, RNAi)这
一现象以来, RNAi已被广泛应用于基因功能、抗病毒

治疗和信号转导系统上下游分子相互关系的研究. 乙肝

病毒(hepatitis B virus, HBV)可导致急、慢性肝炎、肝

硬化、肝细胞癌等一系列严重甚至可能危及生命的后

果. 虽然普及乙肝疫苗以来, 病毒携带者及急慢性肝炎

患者数量已有明显下降, 但目前对于已携带有HBV的患

者并无治疗良策, 因现有的抗病毒药物疗效欠佳[1-5], 且
未能清除HBV转录本并可导致耐药突变. RNAi是指由

特定双链RNA(double stranded　RNA, dsRNA)引发同

源mRNA降解的转录后基因静默机制, 是一种古老的保

护机体免受病毒入侵的机制. 由于RNAi作用机制的特

殊性, 已有多组体外试验显示出RNAi在抗HBV方面的

优越性[6-8]. 但是RNAi同样也存在一些局限之处, 主要有: 
(1)干扰片段(small interfering RNA, siRNA)与靶mRNA的

序列必须精确配对, 否则将导致干扰效应的明显下降; (2) 
siRNA转运入细胞的效率较低; (3) siRNA在体内稳定性

差, 极易被体内的细胞RNA酶降解[9-12]. 本文结合目前研究

成果试就上述问题的解决方案进行初步的探讨.

1  优选靶位点准确设计siRNA
目前将HBV分为8个基因型, 即A, B, C, D, E, F, G和H

型. 我国存在A, B, C, D等4个基因型, 北方城市以基因C
型流行为主, 由北方至南方, 基因B型感染率逐渐增高, 
深圳基因B型和C型感染率比例相当, 少数民族地区基

因D型有较高的感染率, 西藏则以D型为主[13]. 已知不

同基因型及同一基因型内部HBV基因组核苷酸序列存

在变异现象, 但位点变异的机率并不均等. 董菁 et al [14]

研究表明可将HBV基因组分为高度可变区及高度保

守区. 因此, 设计siRNA时选择区域流行率较高的基因

型的高度保守区作为靶位点, 将使siRNA适应性更广. 
此外, 针对HBV四个开放读码框设计的siRNA干扰效

应并不相同, Zhang et al [15]发现针对S区的siRNA干扰

效应更为显著. 据推测可能为针对S区的siRNA除抑制

HBsAg合成外, 同时具有影响HBV DNA聚合酶合成的

＂额外效应＂所致. 但Konishi et al [6]的观察与此有所不

同: 针对多聚腺苷酸尾的siRNA干扰效应最强, 其次为

前C区, 再次为S区. 可以推测, 针对某一特定开放读码

框并根据干扰位点选择原则[16]设计的干扰片段并不一

定具有相同的干扰效应. 这可能与mRNA具有二级结

构, 并且某些序列与蛋白质结合有关, 因而mRNA上的

某些序列可能位于其空间结构的内侧, 不易于为RNA
诱导的静默复合体(RNA-induced silencing complex, 
RISC)结合所致. 以往多数的siRNA设计程序主要是根

据GC含量来选择靶位, Heale et al [17]认为这种方法易于

造成假阴性, 建立在对靶mRNA二级结构分析基础上

的可及性预测(accessibility prediction), 更易于筛选出

理想的靶位点, 并认为siRNA二聚体端热力学特性是

影响干扰活性的主要因素. Nam et al [18]对microRNA前

体结构进行分析, 建立一个概率模型, 有助于优选干扰

位点及优化siRNA设计. 因此, 有必要对开放读码框内

符合干扰位点选择原则的各靶位点进行筛选, 选择其

中干扰效应最强的靶位点设计siRNA. 值得注意的是, 
已为人们所熟知的HBV在抗病毒药物的化学压力下出

现耐药突变的现象, 在RNAi中同样存在. 由于HBV准

种以及HBV自身变异能力的存在, 可能使原来有效的

siRNA出现干扰效力下降的情况[19].

2  提高siRNA转运入细胞的效率

真核细胞不易摄取外源性裸露核酸, 因而导致转染效

率低下. 这可能是在长期的生物进化过程中真核生物

形成的一种抵抗外界致畸、致突变因素入侵的防御

本领. 在秀丽隐杆线虫中siRNA可以通过RNA-依赖的



RNA聚合酶活性而发生扩增[20], 然而并未在真核细胞

中发现这一现象. 在植物及果蝇中存在一种称为Dicer
的核酸内切酶, 可以将长双链RNA降解成长度为21-23 
bp的siRNA[21-22]. Brown et al [23]发现传播疟疾的斯氏按

蚊可出现遗传性RNAi效应. 尚未在哺乳动物细胞中发

现前述现象的存在. 因此, 在哺乳动物体内进行RNAi
试验, siRNA必须在体外合成后导入细胞内, 或由导入

细胞内可表达特定siRNA的表达质粒产生. 所以, 有
必要提高siRNA转运入细胞的效率. 可能的解决途径

如下: 
2.1 改变给药途径 唾液中含有丰富的RNA酶, 因此siR-
NA仅能经胃肠道外途径给药. 虽然有不少数量的试验

证实在小鼠模型体内RNAi法抗HBV效果显著[7,24-25], 但
是这些试验都有一个引人注目的特点, 就是均采用流

体转染法(hydrodynamic transfection)[26-28]. Yang et al [29]

采用高压流体注射法. 将可编码HBV DNA的质粒溶解

于相当于小鼠体质量8%的平衡盐溶液在5-8 s内经鼠

尾静脉注入, 发现HBV DNA的复制受到明显的抑制. 
流体转染法有利于肝脏摄取外源性核酸, 但在临床上

则不易采用, 因为在短时间内注入如此大量的液体, 将
导致循环超负荷, 几乎必然导致急性心力衰竭. 因为血

浆中存在RNA酶, siRNA在血浆中极不稳定, 且浓度较

低时不易为肝脏所摄取, 所以静脉滴注法亦不能采用. 
而肝脏动脉灌注法则可能有一定的应用价值, siRNA
在肝脏局部可达到较高的血药浓度, 易于被肝脏摄取. 
但是肝脏动脉灌注作为一种有创的介入方法, 不利于

反复采用, 因此需提高siRNA在血浆中的稳定性, 有助

于延长给药间隔时间. 
2.2 应用病毒载体表达所需siRNA 已有多种载体被用

于体内转运siRNA，包括质粒[7]、逆转录病毒[30-31]、

腺病毒[32-33]、腺相关病毒[34-35]、慢病毒属[36]等等. 应用

病毒载体转运siRNA易于到达靶器官, 并且具有干扰

效应长的优点. Uprichard et al [37]向转基因小鼠导入可

表达针对HBV siRNA的重组腺病毒, 可将HBV复制抑

制至几乎测不出的水平, 并且这一效应可长达26 d. 向
小鼠中脑神经元注射入腺相关病毒转运的siRNA, 发
现邻近部位的酪氨酸羟化酶表达受抑制长达数周[38]. 
Banerjea et al [39]应用慢病毒载体将抗HIV-1 rev蛋白的

siRNA转入CD34+造血祖细胞. 转导后的造血祖细胞能

在体外分化成巨噬细胞, 并能在患有严重免疫缺陷病

的小鼠体内分化成具有抗HIV-1活性的T淋巴细胞. 虽
然应用病毒载体干扰效果多数较理想, 但还是有些不

足之处, 如需进行病毒重组、可能引起插入突变[40], 特
别是逆转录病毒[41], 如果是应用于治疗目的更需慎重

考虑[42].
2.3 提高siRNA的定向转运能力 在siRNA末端偶联上

脂溶性物质可能会促进细胞对其摄取. 如在siRNA的5’

-端连接上胆固醇、石胆酸、十二烷酸或长链烷基后

能增加肝细胞膜对siRNA的通透性[43]. Soutschek et al [44]

发现经胆固醇修饰后的s iRNA能抑制小鼠载脂蛋白

B基因表达apoB, 并降低血浆中apoB水平以及降低总

胆固醇水平. 聚乙烯亚胺[45]、atelocollagen[46]与siRNA
结合后也能增强其稳定性并促进s iRNA在体内的运

输. 不少研究也显示出类脂介导的siRNA转运技术也

有较高的应用价值[47-49]. Lorenz et al [43]利用亚磷酸键

在siRNA5’-端共价结合上亲脂性的胆固醇、石胆酸、

十二烷酸衍生物, 经修饰后的siRNA能抑制LacZ活性. 
Massaro et al [50]发现肺泡表面活性物质能作为一种载

体有效地将siRNA转运至小鼠的肺泡.
2.4 构建长时程RNAi模型 由于siRNA易被体内的RNA
酶降解, 不易于到达特定靶器官, 且反复给药受客观条

件限制, 于是构建长时程RNAi模型便成为一个优先考

虑的方法. 长时程RNAi主要的思路是利用各种方法将

可表达siRNA的基因元件整合到细胞基因组中, 其中

转座子是较常应用的方法. 现已有数个研究显示出长

时程RNAi的可行性与优越性. Heggestad et al [51]利用

哺乳动物Tc1样＂睡美人转座子＂(transposon sleeping 
beauty)把siRNA表达盒整合至细胞基因组中, 发现绿

色荧光蛋白的表达受到明显抑制; 针对内源性核纤层

蛋白A基因进行RNAi也取得长时程而显著的效果(相
应蛋白表达下降95%以上). L1是一个非长末端重复的

逆转录转座子, 约占人类基因组容量的17%[52]. Yang 
et al [53]利用L1逆转录转座子作为载体携带siRNA表达

盒插入真核细胞基因组内, 发现对绿色荧光蛋白表达

的抑制率达87%, 这一效应长达3 mo以上, 并且受细

胞传代影响不明显. 应用L1逆转录转座子的优点有[53]: 
(1)L1蛋白无明显的免疫原性, 即使是意外地引起基因

组中外源性启动子的表达; (2)逆转录病毒介导的整合

常同时整合具有强启动子效应的长重复末端; L1在整

合过程中则常常丢失其内在的启动子, 不致有激活宿

主基因表达之虞; (3)即使仅有单拷贝RNAi表达盒发生

整合亦足以引起强有力的干扰效应. 逆转录病毒倾向

于多拷贝整合, 质粒易于发生串联重复整合, 这些情况

都可能激发非特异的干扰素表达, 导致siRNA的降解; 
(4)不必进行病毒重组. 有些其他的转座子也可以应用. 
最近, Ding et al [54]发现从飞蛾身上提取出的PB转座子

(piggyBac transposon)可作为一种基因载体, 携带外源

基因片段快捷插入哺乳动物基因中并保持活性, 引发

基因突变, 籍此了解某类基因的特定功能. 可以预测, 
PB转座子将成为一个构建长时程RNAi模型的有力工

具. Gupta et al [55]通过置换U6启动子的天然增强子, 建
立蜕皮素诱导的RNAi系统. 当加入蜕皮素后, p53基因

的表达即呈现出剂量、时间依赖性抑制. 这是一个有

益的尝试, 有利于进行＂按需调节＂的RNAi.
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3  提高siRNA在体内的稳定性

血浆中存在的核酸酶可导致siRNA的降解[56-57], 从而直

接限制了RNAi在机体内的应用. 必须有效地解决这一

问题才能将RNAi应用于治疗目的. 目前提高siRNA在

体内稳定性的方法主要有下列几种: 
3.1 siRNA骨架的修饰 对核酸骨架进行修饰是个值得

考虑的方向[58-59], 主要是对核酸链中磷酸基团的化学

修饰. 以其他元素取代磷酸基中的氧, 如以硫置换氧形

成磷硫酰[59]、硼(-BH3)置换氧[60]等. 有的研究认为以硫

置换氧并不影响siRNA的活性, 但如整个骨架中磷酸

基的氧均为硫所取代则可能有一定的细胞毒性[61]. El-
men et al [62]合成核酸锁定链(locked nucleic acid, LNA), 
即一种高亲和力的RNA样核苷酸类似物. LNA能与

siRNA形成较稳定的二聚体结构, 延长siRNA在血浆中

的半衰期而不影响干扰效应.
3.2 碱基的化学修饰 对siRNA内的碱基进行化学修

饰 [42,63-64]有几个优点: (1)增加对热力学和核酸酶的稳

定性; (2)延长siRNA在循环中的半衰期; (3)改善siRNA
的生物分布和药代动力学特性, 并有利于转运siRNA
至特定细胞内; (4)增强与靶mRNA的亲和力. 但是, 通
常情况下野生型siRNA的碱基被取代可能造成干扰效

应下降. 如在HeLa细胞株中, 尿嘧啶被N-甲基-尿嘧啶

取代后造成siRNA活性丧失, 2, 6-二氨基嘌呤取代腺嘌

呤后亦可出现类似表现[58].
3.3 核糖的化学修饰 核糖的化学修饰主要发生在2, -羟
基、4’-氧上. 2’-羟基的修饰方法有以亚胺基(-NH2)、
氟、羟甲基取代羟基等. 氟取代羟基后能增强培养

基中siRNA的稳定性, 并能抑制质粒表达荧光素酶[65]. 
Allerson et al[66]亦发现2’-羟基被羟甲基或氟取代后siR-
NA的稳定性和活性均有增加. 4’-氧被硫取代后能增强

对核酸酶的抵抗力, 而且如果硫取代发生在有意义链

的末端效果则更为显著[67]. Morrissey et al [68]对siRNA二

聚体的有意义链内嘧啶核苷酸的2’-羟基以氟取代, 嘌
呤核苷酸进行脱氧; 对反义链内的嘧啶核苷酸同样予

以氟取代, 而嘌呤核苷酸则以羟甲基取代2’-羟基, 3’-
端则接上单个磷硫酰. 经过上述处理后, siRNA在血浆

中的半衰期明显延长, 并且干扰效应有显著增强, 同时

siRNA的应用剂量能降至临床上相对可行的水平.
总之, 近年来, 各领域的学者们对RNAi机制进行

了深入的研究, 扩展了其体内外应用范围. 尽管目前还

存在前述这些尚未解决的问题, 限制了RNAi的治疗应

用. 我们相信随着各种技术的完善, 这些不足之处能得

到妥善解决, RNAi有望进入临床应用, 为战胜疾病如

HBV等提供一个全新的有力武器. 综合目前的研究成

果, 构建可诱导的siRNA表达盒, 以转座子为中介整合

入细胞基因组中应该是一个发展治疗目的RNAi的首

选方案. 

值得一提的是以往多数学者认为RNAi是高度精

确的, 即使仅有一个碱基错配亦能使其效应明显下降. 
但近来研究证实RNAi还存在所谓的＂脱靶现象＂, 指
siRNA能造成非完全同源mRNA降解的现象[69-70]. 这种

现象可能是由于siRNA与靶mRNA内的某些核苷酸摆

动配对造成的, 如G/U错配[69]. 因此, RNAi有时可能意

外地造成其他靶mRNA非特异性降解, 进行治疗试验

时须警惕这一现象的存在. 计算机模型分析显示, 21 nt
的siRNA有助于提高干扰的特异性[71].
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    2004年度中国科技论文统计结果

本刊讯 自1987年以来, 中国科学技术信息研究所一直承担着中国科技人员在国内外发表论文数量和影响的统计分析工作. 2005年

的科技论文与引文统计工作现已完成.

国际论文数据主要取自国际上颇具影响的检索工具:《科学引文索引》(SCI) 、《工程索引》(EI)和《科学技术会议录索引》

(ISTP), 今年新增加了对美国《医学索引》（MEDLINE）的统计分析. 同时首次对SCI收录的社会科学论文进行了总体统计.

国内论文数据取自中国科学技术信息研究所研制的《中国科技论文与引文数据库》（CSTPCD）, 该数据库2004年度收录的中

国科技论文统计源期刊共1608种.

美国《医学索引（Index Medicus/MEDLINE）》创刊于1879年, 由美国国立医学图书馆（National Library of Medicine）编

辑出版, 收录世界70多个国家和地区, 40余种文字的4800种生物医学及相关学科期刊, 是当今世界较权威的生物医学文献检索系

统, 收录文献反映了全球生物医学领域较高水平的研究成果. 该系统有较为严格的选刊程序和标准, 我国大陆目前有75种期刊被

该系统收录.2004年该系统共收录中国论文18962篇.

2004年SCI收录的中国大陆论文中, 国际合作产生的论文为11963篇, 占我国发表论文总数的20.8%, 所占比例比2003年减少了

2.8个百分点; 我国作者为第一作者的国际合著论文6599篇, 合作伙伴涉及71个国家(地区); 其他国家作者为第一作者、我国作者

参与工作的国际合著论文为5364篇, 合作伙伴涉及64个国家(地区).

2004年我国科技人员在国内科技期刊上共发表论文309952篇, 比2003年增加35514篇, 增长12.9%; 海外作者在我国刊物上发

表论文1472篇, 比2003年增加278篇.


