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RNA干涉及其在寄生虫学研究中的应用
杨明夏 朱昌亮

中图分类号:1138 文献标识码:A

    RNA干涉(RNA interference, RNAi)是一种内源

性或外源双链RNA(double-stranded RNA, dsRNA)所

引起的细胞内有效的、序列特异性的基因关闭或基因

缄默(gene-silencing)现象[‘。它发生在基因转录后即
rnRNA水平上对基因的调控，所以又被称为转录后基

因缄默(post-transcription gene silencing, PTGS)[1-0。
RNAi已先后在真菌、牵牛花、线虫、果蝇、斑马鱼和小
鼠等种类被实验证实。推测RNAi引起的基因关闭可

能广泛存在于各种生命中，是生物在进化过程中形成

的一种重要的自身防御功能。自从RNAi在哺乳动物

细胞中被发现后，由于在基因功能研究、基因治疗等方

面的潜在作用，受到了广泛的重视。

    在寄生虫学领域内，最近有学者将RNAj技术运
用于阻止蚊媒传病的研究15.61，抑制疟原虫生长的研
究[[7.81，以及锥虫基因功能的研究[9,101
    本文简要回顾RNAi发现背景，对其研究进展和

在寄生虫学领域的初步应用作一扼要综述。

1  RNAi的发现背景

    RNAi是在研究反义RNA的基因阻断作用时发

现的。1995年，Guo等用反义RNA技术关闭线虫

(Caenorhabditis elegans) pan-1基因表达，研究pan-1
基因的失活与它的第1次卵裂不对称的关系时发现，

作为正义(sense)的对照组也产生了与反义(antisense)

组一样的结果:无效或减效的突变型。这和反义RNA

技术的传统理解机制完全相违背、u_。   1998年，Fire通
过大量的实验，发现Guo等观察到的现象是由于体外

制备的正义和反义RNA中混人了微量的双链RNA,

他们将体外转录的RNA电泳纯化出单链RNA和双
链RNA，再分别注人线虫体内，结果发现单链组只表

现出微弱的基因抑制作用，而双链组却表现出高效特

异的基因表达抑制作用。他们将这一现象称之为

RNA干涉[’]。
    早在20世纪90年代初，Napoli等就观察到了这

种现象。他们在研究牵牛花颜色变化时发现，通过人

为增加过量的合成色素基因的拷贝数来增加花瓣紫色

着色的实验，并没有给他们带来满意的结果，相反，一

些转基因花的颜色没有变得更深，反而变得部分白色

甚至全白。这提示，转人的基因没有表达，甚至连本身

的部分色素基因也受到了抑制，他们称之为共抑制

(co-suppression) [2。
    在其它生物中，如真菌中的消除作用(quel-

lirg) [121，植物中的基因缄默(gene-silencing)，果蝇
( DrosofAila ) [ 17,10〕中双链RNA所引起的基因抑制或
关闭的现象，以及在脊椎动物斑马鱼(zebrafish) [IS]中

表现出RNAi的现象，提示似乎都存在一个同样的分
子作用基础。

    真正引起大家重视的是在小鼠早期胚胎细胞中也

观察到了RNAi现象[16] 0 2001年，科学家成功地运用

RNAi技术实现了在小鼠早期胚胎细胞内使特异性基
因表达缄默。细胞内注人的长dsRNA可能与病毒侵

人相似，诱导了广泛的干涉反应，导致广泛的基因翻译

减少甚至细胞死亡。用小片段的21一23 by的RNA

(smalt interfering RNA)在细胞内同样实现了特异性

基因缄默(16.17]。
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2  RNAi研究进展

2. 1  RNAi可能的作用机制 在RNAi的研究中，学
者们发现外源dsRNA进人细胞后，引起mRNA的特
异性降解，引发了PTGS, RNA诱导产生了一种缄默

复合物(RNA-induced silencing complex, RISC)，为一
种糖蛋白。具有核酸外切酶的活性。RNAi可能的作

用机制概述如下(19洲。
2.1.1外源双链RNA 通过人为或病毒感染的方法
进人细胞内，相关蛋白如RNA依赖的RNA聚合酶

(RNA-dependent RNA polymerase,RdRP)结合到双链
RNA{，在如螺旋酶(helicase) "'l等的协同下小片段
双链RNA被大量复制，在RISC,Dicer酶等相关酶的
作用下被降解成21-25 nt的小片段双链RNA。降解

位点一般位于尿嗜吮碱基处。小片段RNA序列特异

性的识别 mRNA，以一种类似正反馈的方式，在

RISC,Dicer酶等具有外切酶活性酶的作用下，mRNA
被特异性地反复多次地切割，最终变成21 -25 nt大

小的RNA片段，从而蛋白质合成失去了所依赖的
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mRNA模板，产生了P丁(;So

2.1.2  RNAi是一种可传递和遗传的生物现象 在

植物中，dsRNA通过细胞液在细胞间相互传递RNAi

作用。在蠕虫的小肠内注人dsRNA，能引起蠕虫各部

分的RN八i效应，且能下传一代至数代，在第一代中比

较稳定[[211。果蝇中，若将dsRNA改造成发夹样结构

的RNA(hairlin-loop RNA)进行RNAi，则能获得稳定
的遗传[221。将一段编码区反向插人热休克诱导的启

动子Hsp16-2的下游，将此载体转人其宿主菌中，用热
休克的方式筛选(screen)那些可诱导产生RNAi并可
稳定遗传的菌落。这是Tavemarakis等建立的可以遗

传的RNAi技术[231。
2.2 用RNAi文库(RNAi library)研究基因表达 基

因文库给基因研究带来很大的方便。通过建立一个

cDNA文库，可以从中克隆出感兴趣的全长基因，进行
下游的基因功能研究。Morris等第一次建立了一种

RNAi文库研究锥虫糖蛋白的基因表达。他们将基因

组片段插人到载体PZJ M-(3构建一个滴度为10，级的
文库，通过诱导锥虫表达dsRNA，来筛选那些刀豆抗

菌素A(二 。anvalin A, con A)被减少结合的个体。因

为这种植物凝集素(lectin)是结合表面糖蛋白EP-pro-
cyclin的，他们设想，如果RNAi真的使基因缄默，从而
影响EP-procyclin基因的表达或修饰，那么细胞将失
去对con A的亲和性，从而从糖基化EP-procyclins表

达细胞株中筛选出非糖基化的GPEET-procyclins表
达细胞株。基因procyclin的表达和糖基化的关系是
通过关闭其它糖基化通路上的基因表达来研究的，通

过观察亲代细胞在无糖培养基中相似基因GPEFT-

procyclin的表达上调加以证实。他们证实糖的水平和

procyclin的表达调节是同步的[241
2.3  PTGS抑制物的发现 学者们在研究RNAi的

时候发现存在一些物质能抑制PTGS。根据Radha-

mani等的研究，一种钙调节相关蛋白rgs-cam (calmo-

dalin-related protein)与辅助蛋白酶Hc-pro(helper com-

ponent-proteinase)作为一种细胞抑制剂能抑制PTG&
它能阻止小片段mRNA的聚集，从而阻止对同源

RNA的降解‘251
    在植物中PTGS是作为一种抵抗病毒人侵的手

段，病毒要想成功感染植物，就必须能消除和抑制基因

的缄默。Silhavy等发现，番茄丛矮病毒(tombusvirus )

的19 kDa蛋白(19 kFk, protein, p19)能阻止基因缄默

信号的传递和扩散。离体研究表明，p19蛋白能结合
PT'GS所产生的21一25 nt的dsRNA以及人工合成的

3'额外带有2 nt末端的dsRNA，而它几乎不与单链
RNA(ssRNA)、长dsRNA及平端21 nt dsRNA *HM

合。他们提出，p19蛋白通过分离PTGS产生的21一
25 nt dsRNA消除了特异性的PTGS有效复合物，达

到抑制基因缄默的目的1261
    通过对PTGS的抑制物研究，也许能增加RNAi

的可操作性，从而在基因功能的研究中发挥更大的作

用。

2.4  RNAi的导入方式 据报道，外源双链RNA可

以通过注射(injection/microinjection)[D.M1、机体摄取
(ingestion尸〕、浸泡(soaking) [eo I和构建病毒载体感染
(virus-infection) 16}等方式。Kiehl等用注射的方法将
秀丽纤杆线虫(Caenorhahditis elegans)肌肉和神经组

织中高表达的未知功能atx-2基因和fox-1基因的双

链RNA分别导人L4期幼虫体内触发产生RNAi，发

现atx-2基因表达被干涉后，幼虫的下一代胚胎发育

受到抑制;当fox-1基因表达受到+涉时，成虫的产卵

率明显下降[2l] o Dzitoyev。等将果蝇中枢神经系统和
消化道表达的 lac Z基因和GM06434基因的双链

RNA注入成熟果蝇的腹腔，发现果蝇的中枢神经系统
中两者的内源性基因表达绒默twl提示，用这种方法
研究果蝇中枢神经系统基因功能更省时省力，不需要

去寻找典型的基因突变体。

    传统认为喂食方法产生RNAi的效果没有直接注

射的效果好，但是，Kamath等通过优化条件，用能表达
对应于特异基因的双链RNA的大肠杆菌喂食秀丽纤

杆线虫，发现其RANT效果不比直接注射差[29]
    Maeda等将标本浸泡在含有对应特异基因的双链

RNA的液体中，考察基因的表达情况，作基因功能的

分析。他们用一组序列明确的无冗余信息的。DNA序

列标签进行系统的RNAi的分析，处理了大约2 500

个基因，27%出现可检测的表现型如不育、形态学异常
等tmi。

    将想要研究的基因的片段插入病毒载体内，借助

它的感染性和其反转录能力作双链RNA在机体内触

发产生RNAio Adelman等用此法抑制登革热病毒在

蚊虫体内的繁殖囚。
    注射方法是比较常用的，效果也比较好;浸泡法和

摄人法在机制上也许是类似的，通过吞食作用进人消

化道，然后触发RNAi的作用;构建载体法相对比较复
杂，但其效果比较确定。

3  RNAi在寄生虫学中的应用

    目前已有RNAi应用于蚊虫、恶性疟原虫和锥虫
的报道。

3.1  RNAi在媒介蚊虫研究中的应用 虫媒性疾病
因其传播性和流行性依然是学者研究的热点，运用生
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物手段预防蚊媒病是学者们努力的重点。将RNAi运
用到蚊媒研究中是一个新的尝试。

    Adelman等在一种叫双链亚基因组新德毕斯病毒

(double subgenomic Sindbis virus, dsSIN)中插人源自4

种血清型的登革热病毒(dengue, DEN)中的一种或几
种基因组序列片段，然后将重组后的病毒注人埃及伊

蚊体内，发现蚊虫产生了对相同血清型的登革热病毒

很高的抗性，而且，这种抗性是不依赖于插人片段所转

录出的效应RNA的方向。用重组的能表达DEN-2型

膜前编码区序列的dsSIN转染C6/36细胞，由于能阻

止DEN-2 RNA的聚集，使细胞产生对DEN-2病毒很

高的抗性。即使在后来表达量降低的时候，这种抗性

依然存在。由于蚊虫体内和细胞内外源双链RNA的
表达而使其产生了对相同血清型病毒的抗性。这种抵

御机制和报道过的植物和无脊椎动物中的VTGS/

RNAi相类似[6; o Caplen等证实在蚊虫C6/36细胞中
dsRNA能介导序列特性的基因表达抑制。他们用1
型登革热病毒(DEN-1)和Semliki Fores。病毒(Semliki

Forest virus, SFV)做实验，证明dsRNA能序列特异性

的抑制导人细胞质粒的表达及SFV病毒复制子的复

制，能明显改变DEN-1 RNA和病毒复制子的生物动

力学。这种作用比反义单链 RNA (antisense sin-

glestranded RNA, ssRNA)的抑制作用要强很多161。
    作者认为，运用RNAi抑制病原体在宿主昆虫体

内复制以阻止蚊媒病的传播，也许是可以实现的。

3.2  RNAi在疟原虫研究中的应用 Mathotra等的

研究表明，恶性疟原虫存在RNAi现象。他们在疟原

虫体内用半胧氨酸蛋白酶基因(cysteine protease gene)
的双链RNA去干预该基因的表达，发现双链RNA被

降解成25 nt大小的片段，序列特异性地抑制了该基
因的表达。这种双链RNA的引人，使内源性的半脱

氨酸蛋白酶的mRNA水平下降，还出现了表型上的变

化"'. McRobert等用编码二氢乳清酸脱氢酶(di-

hydroorotate deb州rogenase, DHODH)基因片段的双

链RNA处理红内期疟原虫。二氢乳清酸脱氢酶在喃

吮的生物合成中起重要作用。在这种双链RNA的处

理下，疟原虫的生长受到抑制，DHODH的mRNA表

达水平下降。双链RNA表现出序列特异性的基因抑
制La:

    研究显示，RNAi在疟原虫的防治研究方面似有
其独特之处，用它去开发预防和治疗疟疾的基因药物
可能会有新的突破。

3.3  RNAi在锥虫研究中的应用 Bastin等构建了一

种可诱导反向表达副鞭毛杆蛋白(paraflagellar rod
protein, PFRA)的锥虫细胞系snl-2。通过诱导，细胞

表达PFRA基因的反向双链RNA表达后，PFRA蛋白

迅速消失，从而这种副鞭毛杆的构造也受到了影响，导

致细胞不能运动[9], Wang等借助RNAi技术，用布氏
锥虫的拓扑异构酶11茎环结构(stem-loop)状双链
RNA来研究拓扑异构酶1f的功能。发现在表达了这

种茎环结构的双链RNA后，拓扑异构酶if蛋白表达

消失。他们运用这种方法进而去研究了拓扑异构酶11

和线粒体】)NA的关系，发现它在线粒体DNA的网络

式调节中起重要作用叫。
    目前虽然RANT的作用机制尚不卜分明确，但是

它操作简便、效果确定。与反义RNA相比，RNAi关

闭基因的效果更强;与基因敲除相比，RNAi在操作、

花费方面明显更具优越性，对于一些敲除后能导致细

胞死亡的重要功能基因的研究，RNAi则可为一种有

效的替代方法。而且，RNAi的可遗传性对基因功能也

许能提供更多的信息。对RNAi文库技术和PTGS抑

制物的研究，也能增加我们对RNAi机制的认识，从而
使RANT在基因功能研究、基因治疗等方面发挥巨大

作用。RNAi显示的卓越性相信会给生命科学研究，
包括寄生虫学研究带来广阔的发展空间。
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红斑狼疮性肾炎合并粪类圆线虫感染一例

盛颖萍 邓延俊

中图分类号:8383.1 文献标识码 D

    患者男性，33岁，农民。1997年9月因四肢关节疼痛住院

治疗，诊断为“红斑狼疮性肾炎”。给子抗凝及抑制免疫等治

疗.症状缓解后出院。此后患者坚持口服“强的松”。2001年9

月17日因暴晒后出现头晕，伴轻度腹泻和持续性胀痛，四肢乏

力，解暗红色血便而再次就诊。

    查体:贫血貌，脐周轻压痛，肠鸣音亢进。化验检查:血红

蛋白67 g/L, RHC 2. 08 x 1012/L，免疫学检查:IgG<3.3, Ig

A 0.97 p/L, IgM <0.08 g/L,。0. 66 g/L, C4。23 g/L;粪便
涂片，镜检见一虫体呈5形，运动活泼，长0. 25 mm，头端钝圆，

尾部稍尖，未见分叉，口腔短浅，食道前后膨大呈双球型，长度

约占虫体113，生殖原基大而显著，位于虫体1/2稍后处.经鉴

作者单位 广州军区第一五七中心医院检脸科.广州510510

定为粪类圆线虫〔Strongylmdes stermralis)杆状黝。
    讨论:粪类圆线虫致病作用与人体机体免疫功能状态密切

相关。当机体免疫功能正常时，一般无临床症状和体征;一旦

机体营养、抵抗力低下或长期使用激素等抑制免疫制剂时，寄

生于肠道的粪类团线虫可大量繁殖，不但引起腹痛、腹泻、腹

胀、血便等严重的消化道症状，其幼虫还可进人脑、肝、肺、肾等

脏器而危及生命。本例患者因患有红斑狼疮性肾炎而长期服

用“强的松，，，机体免疫力降低，导致粪类圆线虫在肠道引起病

变。患者曾用肠虫清治疗3d，大便恢复正常，后又复发，再用

肠虫清治疗1 wk，但7d后又复发。以后未再跟踪调查

    粪类圆线虫病主要分布在热带和亚热带地区.我国在长江

流域及其以南各省、市、自治区均有该病的报道
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