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摘要

RNA干扰(RNAinterference RNAi)是由双链RNA(double-

strandedRNA dsRNA)引发的转录后基因静默机制. RNAi

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. 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 有可能为肿瘤

基因治疗提供新策略.
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0  引言

RNAi (RNA interference )即RNA干扰 是1998年由Fire

首次发现并命名的转录后水平的基因静默 是美国

Science 和 Nature 评出的2002年度最重要的科技

成果之一 正成为基因功能研究和基因治疗研究的热

点. 1995年 康奈尔大学的Guo和Kemphues et al [1]利

用反义RNA(antisense RNA)技术特异性地阻断秀丽新小

杆线虫(C. elegans)中的par-1基因的表达以期得到与对

照组注射正义RNA(sense RNA)相反的结果 但最终的

结果却令他们费解:二者同样阻断了par-1基因的表达

途径. 直到 1998年 Fire et al [2]的研究证明 在正义

RNA也阻断了基因表达的试验中 真正起作用的是双

链RNA. 这些双链RNA是体外转录正义RNA时生成的.

这种双链RNA对基因表达的阻断作用被称为RNA干扰

(RNA interference RNAi). 随后的研究发现 RNAi现

象在多种生物中存在 如线虫 果蝇 斑马鱼 真菌以

及植物等. 生物体可利用RNAi来抵御病毒的感染 阻

断转座子的作用[3].

        到 1999年Tuschl et al [4]报道在哺乳动物中也存在

RNAi 只是导入的RNA是小干扰RNA (siRNA); 2001

年Berstein et al提出: 只有22核苷酸(nt nucleotide)才

能特异性地阻断dsRNA 同时他们还发现了体内一个

分解dsRNA为 siRNA的叫Dicer的酶[5]. 近几年来RNAi

的研究取得了很大进展 他被 Science 杂志评为2001

年的十大科学成就之一. 2002年RNAi的研究又有了新的

突破 发现他在基因表达调控中发挥重要作用 他也

名列2002 年 Science 杂志评的十大科学成就之首.

1   RNAi 的机制

RNAi的机制可能是细胞内双链RNA在Dicer酶的作用

下 可形成-22 bp 大小的小干扰RNA(small interfer-

ing RNAs siRNAs) siRNAs 可进一步掺入多部分核

酸酶(multicomponent nuclease RISC)并使其激活 从

而精确降解与siRNAs序列相同的mRNA 完全抑制了

该基因在细胞内的翻译和表达.

        RNA酶 是一种能切割双链RNA的酶 参与RNAi

反应的Dicer酶是RNA酶 家族的一个成员. Dicer酶广

泛存在于蠕虫 真菌 物及哺乳动物体内. 他的结构中

包括一个螺旋酶结构域 两个RNA 酶 结构域 一

个双链RNA结合位点. 在Dicer酶的作用下 双链RNA

被裂解成21-23个核苷酸的siRNA 他启动了细胞内

的RNAi 反应[5]. 因少量双链RNA即能阻断基因表达

且此效应可传至子代细胞 研究者们推测细胞内存在

RNAi效应的扩增系统. 研究者们发现 在真核细胞中

也存在能以RNA为模板指导RNA合成的聚合酶(RNA-

directed RNA polymerase RdRP). 在 RdRP 的作用下

进入细胞内的双链RNA通过类似于PCR的反应过程

呈指数级的数量扩增. 双链RNA进入细胞后 一方面

在Dicer酶的作用下被裂解成小片段siRNA 另一方面

在RdRP的作用下自身扩增后 再被Dicer 酶裂解成

siRNA. 小片段siRNA生成后与核酸酶形成复合物 随

后mRNA 与小片段的正义链置换 被mRNA 替代.

mRNA的位置与最初正义链的位置相同 从而被核酸

酶在相同的位点降解. 更有意义的是mRNA的降解使核

酸酶得以再生 这样周而复始 mRNA得以降解 因

此RNAi呈酶解动态[6].

        由于mRNA也以21-23 nt 的特定间隔降解 因此

认为降解dsRNA与mRNA的核酸酶相同. 另一方面以

SiRNA作为引物 以mRNA为模板 在RdRP作用下

合成出mRNA 的互补链. 结果 mRNA 也变成了双链

RNA 他在Dicer 酶的作用下也被裂解成siRNA. 这些

新生成的 siRNA也具有诱发RNAi 的作用 通过这个

聚合酶链式反应 细胞内的siRNA大大增加 显著增

加了对基因表达的抑制[4-5]. RNAi不同于其他基因阻断

技术 他是转录后水平的基因静默机制 因此注射该基

因的内含子或者启动子顺序的dsRNA都没有干涉效应.

RNAi 具有较高的特异性 能够非常特异地降解与之



序列相应的单个内源基因的mRNA 且抑制基因表达

效率很高 相对少量的dsRNA就可以使表型达到缺失

突变体程度 但dsRNA需要一个最小的长度才能产生

有效的干扰效果. dsRNA小片段如小于21-23 nt (如10-

15 nt) 特异性将显著降低 不能保证不与细胞内非

靶向基因相互作用 如远远大于21-23 nt 互补序列

可能延伸 超出抑制范围. RNAi基因表达的效应可以突

破细胞界限 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[6].

2   RNAi 在细胞中的研究和双链RNA的构建

2.1 Billy et al [7]的研究表明: 在小鼠的胚胎细胞中也存在

RNAi . 将 727个碱基对的双链RNA转入小鼠的畸胎瘤

细胞 诱发了细胞内的RNAi 机制 并抑制了报告基

因的表达. 但大于30个核苷酸的双链RNA进入哺乳动

物的成体细胞后 会非特异的阻断基因的表达. 因为长

的双链RNA进入哺乳动物成体细胞后 细胞内的病毒

防御机制被激活; 且RNA酶L(RNase L)被激活 产生非

特异的mRNA降解. 而未分化的胚胎细胞中 上述防御

病毒的机制存在缺陷 因而双链RNA能特异的阻断基

因的表达. 但 Tuschl et al [8]人的研究克服了这一障碍

他们发现 21个核苷酸的双链RNA能够诱发哺乳动物

细胞内的RNAi 机制 同时不会激活细胞内的干扰素.

他们合成了以荧光素酶的mRNA为靶分子的21个核苷

酸的双链RNA 将他和荧光素酶的表达质粒用脂质体

共转染到NIH3T3 COS-7 Hela S3 293 细胞中

报告基因的表达被抑制了90%. 由于报告基因得到的结

果不能完全说明细胞内的情况 他们又合成了细胞内

源性基因 laminA/C 为靶目标的双链RNA 这个双链

RNA 也特异的抑制了 laminA/C 的表达 抑制率达到

90%以上.

2.2 双链RNA的构建  双链RNA可先在体外构建好

用脂质体转染细胞. 但有些细胞脂质体转化效果差 转

化到细胞内的双链RNA半衰期短. 而先在体外构建能表

达双链RNA的载体 再将载体转到细胞内合成出双链

RNA 不但能增加有效转染细胞的种类 而且在长期

稳定表达载体的细胞株中 双链RNA能够长期发挥阻

断基因的作用. 构建双链RNA表达载体 使用RNA多

聚酶 指导RNA的合成. 因为RNA多聚酶 有明确的

启始和终止序列 当RNA多聚酶 遇到连续5个胸腺嘧

啶时 他指导的转录就会终止 且转录产物在第二个尿

嘧啶处被切下来 因此合成的RNA无polyA尾. U6启动

子能被RNA多聚酶 识别 合成出RNA. Sui et al [9]用

Bluescript 作为载体 RNA多聚酶 可识别的U6作为

启动子 从绿色荧光蛋白(GFP)的基因上选择了一个21

个核苷酸的片断(片断1) 将其插入到Bluescript 载体

中. 然后合成出片断1的反向重复序列 并在其后加了

5个胸腺嘧啶 称为片断2. 他们将片断2接到Bluescript

载体中片断1的后面 将载体转移到细胞中后 转录

出的RNA 由于具有回文序列 会形成一个发卡样结

构 从而得到了双链RNA. 片断后面加了5个胸腺嘧

啶 RNA转录到这个位置时就会终止. 而且转录出的

RNA形成发卡样结构后 会在3 端形成2个突出的

尿嘧啶 这类似于天然的 siRNA 因而有利于双链

RNA诱发RNAi. RNA多聚酶 亦识别H1-RNA 启动子.

在H1-RNA 启动子后面接上能形成发卡样结构的反向

互补序列 将此载体转入细胞后也能在细胞内合成

dsRNA[10]. T7也可作为启动子合成dsRNA. 将 PCR产物

用NotI酶切后自身连结 回收正向片断和反向片断连结

形成的具有反转重复序列的片断 接到pGEMTeasy载体

上 就构建成了可以表达dsRNA的载体. 用此载体可先

在体外合成dsRNA 或将其转入到细胞内合成dsRNA. 在

后一种情况下 还须将能表达T7RNA多聚酶的载体也

一起转入到细胞中 以提供能识别T7启动子的RNA多

聚酶[11]. 腺病毒是体内转基因的常用载体. Xia et al [12]用

腺病毒做载体 在体内和体外表达dsRNA 并成功的阻

断了基因的表达.

3   RNAi的应用

3.1 高通量研究基因功能  基因功能研究现在已经明确

双链RNAi干扰(RNAi)技术不仅可抑制体外细胞中特定

基因的表达 而且也可抑制体内特定基因的表达. 在功

能基因组研究中 需要对特定基因进行功能丧失或降

低突变 以确定其功能. 21nt siRNA的双链复合物在哺

乳动物细胞中干扰成功为基因作用的研究提供了一种

新的工具 原来要花费 6mo-1 a才能明确一个哺乳动

物细胞基因如何关闭 现在只需一个星期就能明确10

个基因的关闭 使工作进程大大加快. 可以预见 RNAi

作为一种快速静默基因的途径 将会越来越多地用于哺

乳动物基因研究. 将功能未知的基因的编码区(外显子)或

启动子区 以反向重复的方式由同一启动子控制表达.

这样在转基因个体内转录出的RNA可形成dsRNA 产

生RNA 干扰 使目的基因静默 从而进一步研究目

的基因的功能. 根据所选用序列的不同 可将其分为编

码区RNAi和启动子区RNAi[13]. 线虫和果蝇的全部基因

组序列已测试完毕 发现大量未知功能的新基因 RNAi

将大大促进对这些新基因功能的研究[14].

3.2 研究信号转导通路的新工具  由于RNAi能高效特异

的阻断基因的表达 他成为研究信号传导通路的良好工

具. 在线虫体内 胰岛素和受体结合后可以活化Dsor1

他是Mek的类似物 Dsor1活化后可以激活EekA 他是

ERK的类似物. 用以Dsor1为靶目标的dsRNA可以阻断

Dsor1 的表达 虽然总的ErkA的表达不受影响 但由

于Dsor1的表达被抑制 因而胰岛素刺激后ErkA不能

活化[15].

3.3 基因治疗的新方法  用RNAi特异性地抑制如艾滋病

病毒基因 肝炎病毒基因 癌基因 癌相关基因或突变

基因的过度表达 使这类基因保持在静默或休眠状态
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从而有望用这种新的手段治疗各种病毒性疾病和恶性

肿瘤等疑难病症. 而肿瘤是多基因 多因素疾病 单

个癌基因的抑制往往很难达到治疗效果. 但RNAi技术

能够同时抑制多个不同基因 而且抑制效果互不干扰.

此外 RNAi 识别可以精确到一个核苷酸 对由野生

型点突变形成的癌基因 如 ras p53等 能够产生准

确有效的封闭效果 野生型基因则不受影响. 实验证

明 bcl-2 CDK-2 PLK-1 和 p53 等肿瘤相关基因

的RNAi 能够使人类宫颈癌细胞(HeLa)增生速度减

慢 恶性程度降低 凋亡加快. 肝癌(Hep3B) 非小

细胞肺癌(H1299) 头颈部鳞状细胞癌(C33-A) 骨肉

瘤(U-2OS)及前列腺癌(LNCaP) [16] 白血病[14]等细胞系

中的实验也发现类似效应. 此外 将RNAi应用于Wilson

病等先天遗传性疾病的体外实验也获得令人满意的结

果[17-25]. 2002-09 科学家采用这项技术完全清除了生

长在试管中的所有癌细胞 而未伤及正常细胞. 随着这

一研究结果近日的公布 另一个小组的研究人员正设

计这一技术在世界上的第一次临床试验 将在一组艾

滋病患者中进行. 由于双链 干涉 通过使有害的

基因 静默 而奏效 因而科学家认为 可用其来静默

感染的病毒基因或已转为恶性的肿瘤细胞 从而使他们

变得无害.

        总之 科学家预言 一旦RNAi技术能用于临床治

疗艾滋病 肝炎和恶性肿瘤 这将是病毒性 寄生

病原性 突变基因和癌基因表达等所引起的疾病在基

因治疗方面的一场新的革命. 而基因的突变在胰腺癌的

发病及发展中均占有重要地位 通过改变癌基因的表

达 可以杀灭肿瘤或抑制肿瘤生长或增加癌细胞对化

疗药物的敏感性 RNAi将会是胰腺癌基因治疗的又一

重要工具.
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