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摘要  RNA 干扰( RNA Interference ,RNAi) 是一种转录后水平的基因沉默( Post-transcriptional Gene Silencing ,PTGS) 现象, 是通过体外人工合
成的或体内的双链RNA( Dubble-stranded RNA,dsRNA) 在细胞内特异性的降解其同源mRNA,使相应的基因沉默 ,达到阻止基因表达的目
的。因其具有特异、高效、易于操作等优点 ,为细胞内基因表达研究提供了新思路、新方法,从而使其具有广阔的应用前景。就RNAi 机
制及其应用研究进行了综述。
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Abstract  RNAinterference( RNAi) is a kind of post-transcri ptional gene silenci ng ( PTGS) phenomenon. It degrades its homologous mRNAspecificallyi n
cell through extracorporeal synthetic or intracorporal double-stranded RNA ( dsRNA) to make the correspondi ng gene silencing and obtainthe ai mof stop-
ping the gene expression. Because of its advantages such as bei ng efficient , specific and si mple and so on, RNAi provided newthoughts and methods for
intracell ular gene expression research. So RNAi will be used widely in the future . The mechanismand the application researches of RNAi were summa-
rized .
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  RNA 干扰( RNA Interference ,RNAi) 技术为科学家们在基

因功能研究等领域开辟了新的道路。RNAi 存在于许多生物

体内,如线虫、果蝇、青蛙、老鼠和人等。在自然界中,RNAi

有很重要的生物学作用,它既能保护基因对抗由转座子和重

复序列引起的不稳定性,也可以对抗病毒等外源性物质的侵

入。RNAi 技术近年来得到了人们越来越多的关注。

1  RNAi 的发现

1990 年 Napoli 与同事将由强启动子控制的色素基因查

尔酮合酶( Chalcone Synthase ,CHS) 导入矮牵牛,以加深花的紫

色, 结果许多花瓣颜色并未加深, 反而呈杂色甚至白色。进

一步的分析发现, chs 基因和矮牵牛自身与其同源的色素合

成基因均没有表达。他们把这一现象称为共抑制( Cosuppre-

sion) 现象 ,用以定义所转入外源基因和同源内源性基因的表

达同时减弱的现象。1994 年,Cogoni 等在把类胡萝卜素合成

基因导入粗糙红色链孢霉菌后, 发现30 %的转化体霉菌自身

的基 因失活, 他们将 真菌上 的这种 现象 称为 压制作 用

( Quelling) [ 1] 。1995 年Su Guo 等在利用反义RNA 技术研究秀

丽新小杆线虫( C . elegans) 的 part-1 基因功能时发现, 正义

RNA 和反义RNA 都可以抑制基因的功能[ 2] 。这一现象直到

1998 年才被阐明,Andrew Fire 等研究证明,在正义 RNA 阻断

基因表达的试验中, 真正起作用的是双链 RNA , 而这些双链

RNA 是体外转录正义 RNA 时生成的, 并将这一现象称为

RNA 干扰[ 3 - 4] 。

RNA 干扰现象普遍存在于真核生物中, 其中 , 在动物中

叫做RNA 干扰,而在植物中称为转录后的基因沉默( Posttran-

scriptional Gene Silence ,PTGS) ,真菌中则称为压制, 另外, 还包

括病毒诱导的基因沉默( Virus Induced Gene Silence ,VIGS) 。

2  RNAi 的作用机理

2 .1 siRNA 引起的基因沉默  细胞内的dsRNA( 细胞内的

dsRNA 可以是来源于试验导入的、异常表达的转基因,RNA

病毒, 转座子或者短的内源发夹RNA 分子) [ 5] 被RNaseⅢ家族

中双链特异的Dicer 核糖核酸酶以 ATP 依赖的方式切割成小

干扰 RNA( Small Interfering RNA,si RNA) [ 6] 。Dicer 酶含有一个

解螺旋酶结构域、一个PAZ 结构域、一个dsRNA 结合结构域

和2 个RNaseIU 结构域。其中,PAZ 结构域是 Argonaute 基因

家族的保守结构域, 与 RNA 结合有关。解螺旋酶结构域可

能催化dsRNA 解螺旋,有利于Dicer 酶切割。被Dicer 酶切割

成的siRNA 具有相似的结构特征 : 长为21～23 核苷酸( Nu-

cleotide ,nt) 的双链RNA ,5′单磷酸和3′羟基末端 ,互补双链的

3′端均有2～3 nt 的单链突出[ 7] 。si RNA 中的一条链与蛋白

复合物结合后形成 RNA 诱导沉默复合物( RNA Induced Si-

lencing Complex ,RISC) ,同时解链,正义链离开, 然后反义链在

ATP 的作用下 ,通过碱基互补配对原则与同源的靶mRNA 结

合,在核酸内切酶的作用下, 将靶mRNA 切断 ,从而阻断其翻

译成蛋白质RISC 是一种核酸和蛋白质的复合物( 包括蛋白

质和siRNA) , 已经在果蝇和人类细胞中得到纯化 , 而且都含

有 Argonaute 蛋白家族的成员[ 8] , 这种蛋白被认为是 RISC 复

合物的核心成分。另一种情况是 , 与mRNA 结合后, 在依赖

于RNA 的聚合酶作用下以mRNA 为模板、si RNA 为引物指导

合成dsRNA ,然后 Dicer 酶再切割, 导致mRNA 的降解。

在植物中的转录后基因沉默、共抑制、病毒诱导的基因

沉默, 在动物中的 RNA 干扰及真菌和藻类中的基因压制, 它

们都具有相似的核心机制, 即 siRNAs 与靶序列的同源序列

结合, 并使靶序列降解[ 9] 。

2 .2  mi RNA 诱导的基因沉默  microRNA( mi RNA) 是一种广

泛存在于真核生物中内源性的、高度保守的、非编码的小

RNA 分子,前体具有类似发夹形的茎环结构,microRNA 产生

于该茎环结构的双链区。mi RNA 为单链 RNA, 长20～23 核

苷酸。研究表明miRNA 主要是通过抑制翻译过程来实现基

因的沉默。大多数mi RNA 与底物mRNA 不完全配对结合, 成

熟的双链mi RNA 会很快被整合到mi RNA 介导的沉默复合体

( mi RNA-induced Silencing Complexes ,mi RISC) 中。复合体中含
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有Argonaute 蛋白( 只有成熟的单链mi RNA 能保留在该复合

体中) [ 10 - 11] 。Argonaute 蛋白是 mi RISC 复合体中的关键蛋

白, 其中具有有助于 mi RNA 结合的PAZ 结构域和与复合体

中RNaseⅡ内切酶和剪切体功能行使有关的PI WI 结构域[ 12] 。

成熟mi RNA 结合到与其序列互补的mRNA 位点 ,通过2 种依

赖于序列互补机制负性调控靶基因的表达。通过抑制翻译

还是降解发挥作用是由miRNA 和它的目的mRNA 之间的错

配程度决定的, 匹配程度高的目的mRNA 将被降解[ 13] 。由于

mi RNA 可以对不完全互补的mRNA 配对来抑制蛋白质的翻

译过程, 因而每个 mi RNA 可以有多个靶基因, 而几个 miRNA

可以调节同一个基因[ 14] 。最新的研究发现,mi RNA 也有可

能通过影响 mRNA 的稳定性而对基因进行表达调控。如果

mi RNA 与靶位点序列完全互补( 或者几乎完全互补) , 那么

mi RNA 的结合往往引起靶mRNA 的降解[ 15] 。

3  RNAi 的生物功能

3 .1  RNAi 抑制转座子活性 2 方面的证据提示转座子活性

的抑制与 si RNA 有关: ①发现蠕虫 mut-7 基因参与 RNAi 并

且与转座子的转座抑制有关[ 16] ; ②在果蝇中, 参与 RNAi 的

RNA 解螺旋酶Spindle- E 的突变将导致该基因引起的基因沉

默的缺失, 同时提高了反转录转座子活性[ 17] 。由此可见 ,

RNAi 参与转座子转座的抑制。

3 .2  RNAi 抵御病毒感染 RNAi 在生物体抵御外来病毒的

入侵方面有着重要的作用, 可能是其最原始的生物功能之

一。在拟南芥中研究转基因引起基因沉默时发现, sgs2/sde1

基因突变的拟南芥对病毒的侵染表现出高度的敏感性[ 18] 。

而且在被病毒感染的植物细胞中 ,病毒通过自身进化的基因

阻碍RNAi 的产生。Novina 等合成分别针对 HIV - 1 细胞受

体CD4、病毒结构蛋白 Gag 基因的si RNAs , 发现 si RNAs 能够

有效抑制HIV-1 进入细胞、HI V-1 生活周期的整合前和整合

后感染 ,证明si RNAs 在治疗 HI V-1 和其他病毒感染上有相当

的潜力[ 19] 。在果蝇细胞中 ,RNAi 可以抵御FHV( Flock House

Virus) 病毒的入侵[ 20] 。

3 .3  RNAi 参与异染色质的形成与维持  Hall 等研究表明 ,

着丝粒同源重复序列和RNAi 组分一起正负调节着异染色质

的形成并共同促使异染色质组装成核[ 21] 。

Vople 等在敲除裂殖酵母( S . pombe) 的 RNAi 途径基因

( 如 Argonaute、Dicer、RDRP) 时发现异染色质转录得到的dsR-

NA 可以在 RNAi 途径的参与下, 加工成si RNA,si RNA 募集异

染色质蛋白1( HP1) , 然后靶向性引起相应异染色质区域的

转基因沉默[ 22] 。这些都提示 RNAi 与异染色质的形成与维

持有关。

3 .4 RNAi 参与机体的发育调控及生理代谢  因为 RNAi 只

抑制转录后的基因, 所以 RNAi 在生物体发育学研究中具有

优势。许多在RNAi 过程中起关键作用的基因在生物的发育

过程中同样起着重要作用, 它们的突变往往造成发育的变

异。Chuang 等用 RNAi 技术进一步证实了 AG、CLV3、AP1、

PAN 等已知功能基因在拟南芥花发育过程中的功能。在

RNAi 过程中形成的 RISC 复合物可根据不同情况分别利用

si RNA 或stRNA 行使不同的功能, 但最终均导致特定基因

沉默。

4  RNAi 的应用

4 .1 研究基因功能  针对某个已知的基因, 设计可诱导其

表达抑制的si RNA ,将其导入细胞或机体,使该基因的表达水

平下降或完全抑制, 从而研究基因功能。

RNAi 技术可以简单快速地抑制一个基因的表达, 而且

能够通过选择不同的作用位点分别或同时作用于同一基因

家族的若干个成员, 因此 RNAi 技术是研究基因家族功能的

理想工具。

4 .1 .1  植物基因功能研究。目前根据拟南芥和水稻测序结

果已经得到了大量的基因序列, 研究者们也利用比较基因组

学的方法对其中一些基因的功能进行了预测。利用植物中

已知基因的保守序列 ,通过PCR 扩增的方法也得到了大量可

能具有同种功能的候选基因, 这些候选基因的进一步鉴定也

可以用 RNAi 技术来进行。

4 .1 .2  动物基因功能研究。科学家们在哺乳动物细胞中探

索了si RNA 在基因组水平上的筛选方法。他们建立了一个

包含8 000 多个基因的si RNA 表达框文库阵列, 通过它来高

通量筛选NF-kB 信号途径中已知的 Uni que 基因,为建立神经

系统的功能缺失模型找到了一些有价值的表型标记; 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[ 23] 。RNAi

为系统地抑制RNA 分子合成蛋白提供了快速而相对简便的

途径。通过在一段时间内对一个基因 RNA 信号的抑制 , 研

究者可以深入研究基因功能, 进而描绘支配从细胞形态到信

号系统的遗传网络。

4 .2  研究信号转导通路 由于 RNAi 能高效特异地阻断基

因的表达 ,可使其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 Dsorl ( Mek 的类似

物) ,活化的Dsorl 可以激活 EekA( ERK 的类似物) 。以 Dsorl

为靶目标的dsRNA 可以阻断 Dsorl 的表达, 虽然总的 ErkA 的

表达不受影响, 但由于 Dsorl 的表达被抑制 , 胰岛素刺激后

ErkA 不能活化[ 24] 。联合利用传统的缺失突变技术和 RNAi

技术可以很容易地确定复杂的信号传导途径中不同基因的

上下游关系,Clemensy 等应用 RNAi 研究了果蝇细胞系中胰

岛素信息传导途径, 取得了与已知胰岛素信息传导通路完全

一致的结果。RNAi 技术较传统的转染试验简单、快速、重复

性好, 克服了转染试验中重组蛋白特异性聚集和转染效率不

高的缺点 ,因此认为RNAi 技术将可能成为研究细胞信号传

导通路的新途径。

4 .3  植物品质改良 植物在人类生活当中扮演着十分重要

的角色, 人类的生活必需品都是直接或间接地来源于植物。

随着生活水平的提高, 人们对植物品质的要求也日益提高。

Shinjiro Ogita 等利用RNAi 的方法对可可碱合成酶进行抑制 ,

使植株中的咖啡因含量比原来减少了70 % [ 25] 。相信随着生

物发育与调控机理的深入研究 ,RNAi 技术在植物品质改良

方面的应用将更加广泛。

4 .4  基因治疗 利用 RNAi 技术可以特异抑制与疾病有关

的内源或外源基因, 而不会对个体的生长发育产生影响, 这

一特性为 RNAi 技术在基因治疗上的应用开创了广阔的

前景。
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4 .4 .1 RNAi 在病毒感染性疾病中的应用。HBV 是一个3 .2

kb 的 DNA 病毒, 只在肝细胞内复制。每年全球急性或慢性

HBV 感染会引起100 万人的死亡, 是一个全球性的问题。

2003 年Hamasaki 等将RNAi 应用于阻止HBV 复制中, 并取得

了很好的结果[ 26] 。Konishi 等也利用针对 HBV 的si RNA 抑制

了 HBV 的复制[ 27] 。

4 .4.2 RNAi 在抗 HIV 中的应用。运用RNAi 进行抗 HIV 治

疗, 可以分别设计针对病毒基因和宿主受体的si RNA。Novina

等针对 HIV Gag 基因设计并合成了si RNA, 经研究证实可以

高效率地抑制基因的表达, 进而抑制 HIV 病毒的复制和表

达[ 28] 。CD4 是 HI V 病毒与之结合并进入宿主细胞体内的主

要载体,Philip 等研究的针对宿主细胞受体 CD4 的 si RNA 可

以有效地抑制 HIV 病毒感染能力, 进而影响其复制水平。

Jacque 等针对 HIV- 1 基因组的LTR( Long Tcrminal Repeate) 、vif

和nef 设计了si RNA,将si RNA 转染入 HI V 后, 这些基因的水

平降低了95 % [ 29] 。

4 .4 .3 RNAi 在抗肿瘤治疗中的应用。Brummelkamp 等采用

逆转录病毒载体shRNA 系统在体外成功地抑制了引发胰腺

癌的 ras 基因的表达[ 30] 。Wilda M 等用 si RNA 抑制白血病

BCR/ ABL 融合基因表达也取得了成功[ 31] 。

5  展望

自1998 年RNAi 发现以来 ,它已成为生命科学研究的一

大热点, 并且有着十分诱人的应用前景。它不仅能极大推进

基因组功能的研究 ,还能利用设计的 RNAi 芯片, 进行高通量

筛选靶基因药物, 而且在研究信号传导通路、基因治疗等方

面开辟了新的途径。虽然有关 RNAi 的许多方面仍不被人们

所知, 但它作为一种新技术方法, 在动植物研究领域已得到

广泛应用, 并且已经有了一定的研究成果, 在后基因组研究

时代将作为一种很好的研究手段 ,为动植物的研究开辟出更

广阔的天地。
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