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摘要

将靶基因序列同源的双链 RNA(double- stranded RNA

dsRNA)导入细胞可以抑制某些基因的表达 即 RNA干扰

(RNA interference RNAi).  RNAi是机体中普遍存在的机制

起到负责基因的表达和调控的作用. 由于RNAi能够高效特异

地抑制基因表达 RNAi技术在研究基因功能 遗传规律 信

号转导机制等多个领域迅速展开. 作为一项崭新的技术

RNAi在肿瘤的基因治疗方面具有非常广阔的前景. 本文就近

年来RNAi技术在消化系肿瘤的基因治疗中的运用作一综述
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0   引言

RNAi 现象最早在 1998 年由 Fire et al [1]首次发现并命

名 是通过导入特异序列的 dsRNA 引起基因沉默方法.

由于 RNAi 抑制基因表达具有特异性和高效性 同时

伴随近年来合成 dsRNA 技术上的改进 RNAi 已成为

研究基因功能 肿瘤基因治疗 病毒感染基因治疗的

新方法. 目前已发现通过 RNAi 抑制 K-ras Bcl-2

CDK-2 PLK-1 p53 等肿瘤相关基因 能够使胰腺

癌 肝癌等多种消化系肿瘤细胞增生速度减慢 恶性

程度降低 凋亡加快[2-3]. 目前有关 RNAi 的研究已经成

为分子生物学的热点.  预测 RNAi 将是未来 10 a 间最有

可能产生重大成果的领域之一 并被美国 Science

杂志评选为 2002 年度世界十大科学成就之首.

1   RNAi 的作用机制

RNAi 属于转录后基因沉默机制(post transcriptional gene

silencing PTGS) 其本质是小分子干扰 RNA(small

interferring RNA siRNA)高效 特异地阻断体内同源

基因表达 致使 mRNA 降解和基因表达受抑. 研究表

明 RNAi 广泛存在于各种生物体 植物 真菌 锥

虫 果蝇和哺乳动物中都发现了 RNAi 现象[4]. 自然界

中 RNAi 可能是动植物体内的一种保护机制 主要

作用在于防御病毒感染 维持基因组中转座子的稳

定 参与胚胎发育等[5]. RNAi 的具体机制和过程尚未十

分清楚 可能的作用机制是 外源导入或者由转基因

病毒感染等各种方式引入的dsRNA 在Dicer酶(特异识

别 dsRNA 的 RNaseIII 家族中的一员)的作用下 以一种

ATP 依赖的方式逐步切割 RNA 降解成 21-23 个核苷

酸的 siRNA. siRNA 双链同其他一些蛋白和酶结合成

RNA 诱导沉默复合物(RNA-induced silencing complex

RISC). 随后在 siRNA 的引导下 RISC 识别与反义链互

补的 mRNA 在结合部位切割 mRNA mRNA 与小片段

的正义链置换 切割后断裂的mRNA随之降解 从而使

该基因的表达受抑 而 RISC 复合物又可以参加下一个

RNAi作用循环[6]. 目前已发现多种基因参与RNAi的作用

过程 例如 rde-1和 rde-4基因被认为参与了 RNAi 的启

动步骤 而 rde-1 家族中的一个成员是翻译起始因子

rde-2 和 mut-7 基因是 PTGS 效应阶段的重要基因[7].

        近来的研究还表明RNAi可能还牵涉到其他更加复

杂的机制 如 RNAi 可以通过基因组区域的重新甲基化

而抑制基因表达[8-9].  Wassenegger et al [8]发现外源的dsRNA

可以导致基因组上的DNA序列甲基化. 如果甲基化出现

在编码区 则转录照常进行 但基因表现 PTGS 如果

甲基化出现在启动子区域 则转录不能进行 从而表现

为转录水平的沉默现象(TGS). TGS 不及 PTGS 稳定 也

不具备可遗传性. 研究还发现 RNAi 与染色体重排和异

染色质形成有关 通过改变染色质的结构可以影响基

因的表达[10-11]. 此外 在线虫上还发现 内源编码的

RNAi 诱导物 如 lin-4 基因的产物 也会在转译水平

上抑制基因的表达[12].

2   RNAi 技术的运用

依据 RNAi 现象 科学家建立了 RNAi 技术 即人为

设计合成针对某特定基因序列的 dsRNA 来关闭或抑制

该基因的表达. dsRNA 的合成包括化学合成法 体外转

录法 转录载体体内转录法等. 其中 以 DNA 为模板

体内合成 siRNA 载体的成功应用 为 RNAi 的研究提

供了更为简便和实用的方法 使 RNAi 技术真正成为

了可被广泛采用的有力工具[13].

        RNAi 技术在基因功能的研究中具有许多传统方法

无法比拟的特点和优势. 首先 RNAi 具有较高的特异

性 只引起与 dsRNA 同源的 mRNA 降解. RNAi 技术中

siRNA 序列选择余地大 21-23 个核苷酸中只要改变

一个核苷酸 就可以使该 siRNA 序列不对靶向 mRNA

起作用 因此 RNAi 可用来抑制单个核苷酸突变基因
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的表达. 例如血管内皮生长因子(VEGF)在肿瘤生长过程

中具有重要作用 至少存在 5 个亚型 其功能和临床

作用各不相同. 通过抑制 VEGF 的表达可以达到治疗肿

瘤的目的 然而至今尚缺乏抑制特定VEGF亚型的有效

手段. Zhang et al [14]成功利用RNAi技术抑制了VEGF188

亚型的表达 结果使该亚型的表达下降 42.7% 而其

他亚型的表达未受影响. 其次 RNAi 抑制基因表达具有

很高的效率 仅需少量的dsRNA就能有效抑制靶基因表

达. Verma et al [15]研究发现要达到相同的抑制 β- 连环蛋

白基因的目的 反义寡核苷酸技术所需浓度为2 umol/L

而 siRNA 则仅需要 20 nmol/L. Aoki et al [16]比较了反义

RNA技术和RNAi对人癌细胞的影响 作者将正义和反

义 RNA 表达质粒转染肝癌细胞和胰腺癌细胞 以往的

观点认为如果同时转染正义和反义 RNA 反义转染的

作用可能会被正义转染消除 但是研究结果却发现同

时转染正义和反义 RNA 质粒对目的基因的抑制作用明

显高于单一的反义 RNA 转染 而单一的正义转染则不

能抑制基因表达. 作者提出通过 RNAi 来抑制靶基因的

表达 其效果优于反义 RNA 技术. 并且 RNAi 技术在转

染细胞 48 h 后即可了解抑制靶基因表达后的生物学现

象 若使用基因敲除等其他技术 往往需要较长的时间.

此外 RNAi 具有可传播性 即 siRNA 可以在 RNA 依

赖性 RNA 聚合酶的作用下进行大量扩增 并转运出细

胞 使 RNAi 扩散到整个机体并可以传代[17].

         RNAi技术正改变着功能基因组学领域的研究步伐.

由于 RNAi 能够特异 高效 经济地抑制基因表达

可以作为代替基因敲除的遗传工具 因此迅速发展的

RNAi技术已经成为一种功能强大的研究哺乳动物中选

择性抑制特异性基因表达和研究基因功能的重要方法.

此外 RNAi还为某些疾病的基因治疗提供了新途径 尤

其是针对某个基因表达异常增高引起的疾病 如病毒

感染 肿瘤等[18]. RNAi有望治疗艾滋病和丙型肝炎等病

毒感染性疾病 并降低某些病毒相关性肿瘤的发生率

如宫颈癌 肝癌等[19-22]. Wilson et al [23]设计针对 HCV 基

因组的 siRNA 以电穿孔方式导入人肝癌细胞(Huh-7)

病毒特异蛋白的表达水平可降低 90 从而有效减少

病毒复制 并且siRNA的干扰作用的持续时间超过3 wk.

动物体内实验也发现 siRNA 能保护小鼠抵御 HCV 病毒

的感染[24].

3   RNAi 与消化系肿瘤

肿瘤的形成是一个多步骤的过程 其中原癌基因的异

常激活和过度表达是重要因素之一. 通过 RNAi 技术抑

制肿瘤细胞中这些过度表达的基因 将有利于肿瘤的

治疗. 例如在人类常见的肿瘤中约 30 存在活化的 ras

癌基因 胰腺癌中更是高达 85 . Brummelkamp et al [2]

建立了 K-ras 的 siRNA 表达系统 并转染人胰腺癌细

胞系 CAPAN-1 发现能够显著降低 K-ras 的 mRNA 表

达水平 并可明显抑制细胞克隆的生长以及阻止裸鼠

肿瘤的形成.

        β-连环蛋白和APC基因是WNT信号传导途径的关

键成分. 这些基因的突变可引起 β- 连环蛋白表达水平

增加 导致细胞过度增生 促进结肠息肉和结肠癌的发

展. 有学者[15]构建了β-连环蛋白基因的siRNA并转染结

肠癌细胞系SW480和HCT116 这2种细胞分别存在APC

和 β- 连环蛋白基因突变 因此 β- 连环蛋白水平升高.

结果发现转染 siRNA 后能显著降低 β- 连环蛋白基因的

表达 并抑制癌细胞的增生. siRNA 可以针对 β- 连环

蛋白基因的多个靶区域 使得蛋白表达量降低90 反

义寡核苷酸技术虽然也能用于抑制β-连环蛋白基因的

表达 但其抑制效果明显低于 RNAi. 作者进一步用转

染 β- 连环蛋白基因 siRNA 的 HCT116 细胞注射裸鼠

4/8 存活超过 70 d 而对照组则全部死亡.

       端粒酶的活化使细胞具有无限增生的能力 是恶

性肿瘤的普遍现象. 正常细胞不表达端粒酶 而大多数

肿瘤细胞中有端粒酶的表达[25]. Kosciolek et al [26]构建了

端粒酶逆转录酶(hTERT)和端粒酶 RNA(hTR)的同源序

列 dsRNA 并转染各种肿瘤细胞系 结果发现这 2 种

dsRNA 都能使肿瘤细胞内的端粒酶活性有所降低 并

且 RNAi 对端粒酶表达的抑制作用具有浓度和时间的双

重依赖性. 作者认为端粒酶可作为肿瘤分子治疗的靶基

因 通过siRNA抑制端粒酶活性是非常具有潜力的方法.

         肿瘤细胞接触某种治疗药物后可获得对其他非相关

药物的广泛耐药性 这种现象称为多药耐药(multidrug

resistance MDR). MDR 是肿瘤化疗的主要障碍之一

而 MDR1 基因的过度表达及基因产物 P 糖蛋白增加是

MDR 的重要原因. Nieth et al [27]通过 RNAi 技术 设计

了特异的 siRNA 处理胰腺癌和胃癌细胞来抑制 MDR1的

表达. 结果发现这2种细胞的MDR1的mRNA和蛋白表达

量可降低 90 以上. 细胞对柔红霉素的耐药作用分别下

降了89%和58%. 结论提示RNAi技术可作为一种特殊的

方法运用于肿瘤患者 提高肿瘤细胞对药物的敏感性.

        目前认为正确维持甲基化状态是生长发育过程中所

必需的 而肿瘤发生过程中普遍存在甲基化失衡的情

况[28]. DNA 甲基化酶(DNA methyltransferase Dnmt)活性

升高是癌细胞的一个具有特征的早期分子改变 可引

起 DNA 发生异常甲基化 基因活性改变和染色体不稳

定. Matsukura et al [29]建立了Dnmt1的siRNA的表达质粒

转染结肠癌细胞系 HCT116 结果可以使 Dnmt1 的表达

显著降低 并可引起肿瘤细胞的生长停止.

        Williams et al [30]通过 cDNA 微阵列分析发现结肠癌

细胞 HCT116 中 c-myc 和 survivin 表达明显升高 于是

分别构建 c-myc 和 survivin 的 siRNA 转染 HCT116 细胞

结果2种基因的蛋白表达量显著下降 并且细胞增生也

受到抑制. 将转染 survivin siRNA 的细胞注射裸鼠 与

对照组相比可使肿瘤直径减小为原来的 1/7. 而将转染

c-myc siRNA 细胞注射裸鼠 肿瘤直径减少 26 . 由于

这 2 个基因都与细胞增生有关 因此相对 c-myc 而言
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survivin 更有可能成为肿瘤治疗的靶基因.  作者提出

RNAi 可作为一种新型的抗癌治疗手段 并且 RNAi 结

合cDNA微阵列分析是探索过度表达的肿瘤相关基因的

有力工具.

       目前使用 RNAi 技术应用于人类疾病的预防和治疗

尚在起步之中 需要更加广泛和细致的研究. 仍有许多

问题需要解决 比如提高 R N A i 的转染效率 避免

RNAi转染后在细胞内的降解等. 但是现有的研究成果已

经使人们认识到 RNAi 对肿瘤基因研究的巨大潜力 也

为肿瘤的基因治疗带来了新的希望[31].
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