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ＲＮＡｉ在神经退行性疾病发病机制及防治研究中的应用
赵月莹，程肖蕊，周文霞，张永祥

（军事医学科学院毒物药物研究所，北京　１００８５０）

摘要：ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技术能特异性降解ｍＲＮＡ，沉默靶基因，在转录后水平抑
制基因的表达，从而可用来进行基因功能的分析和药物靶标的研究。ＲＮＡｉ技术日趋成熟，已被广
泛应用于生命科学的各个领域。在神经科学上，尤其是在神经退行性疾病，如阿尔茨海默病、帕金

森病、亨廷顿病、脊髓小脑性共济失调、肌萎缩性侧索硬化症、朊病毒病等的研究中取得了显著进

展，ＲＮＡｉ的应用为神经退行性疾病发病机制的揭示和治疗另辟了蹊径。
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　　ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）现象自
１９９８年被 Ｆｉｒｅ等［１］首次报道后，２００１年，Ｅｌｂａｓｈｉｒ
等［２］应用ＲＮＡｉ技术又成功地在哺乳动物细胞产生
了特异性的基因沉默，从此，ＲＮＡｉ作为一种崭新的

技术手段，为人类正常生理和病理过程的研究展示

了激动人心的前景。本文就 ＲＮＡｉ的作用机制特点
和在神经退行性疾病研究中的应用作一概述。

１　ＲＮＡｉ的作用机制和特点
首先，ｄｓＲＮＡ介导的依赖ｄｓＲＮＡ的特异性核酸

内切酶（ｄｓＲＮＡｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ，Ｄｉｃｅｒ酶）把
ｄｓＲＮＡ降解成２１～２３个核苷酸片段的短小ＲＮＡ即
ｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ），其每一条链均有２
个核苷酸的３′端，一个磷酸化的５′端［３］。其次，在

ＡＴＰ参与下ｓｉＲＮＡ多组分核酶ＲＮＡ诱导沉默复合
物（ＲＮＡｉｎｄｕｃｅｄｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ）的解螺旋
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酶结合并解开 ｓｉＲＮＡ双链，使其正义链从 ＲＩＳＣ中
解聚下来，反义链和复合物进行碱基配对从而定位

到同源ｍＲＮＡ上，ＲＩＳＣ的核酸酶在 ｓｉＲＮＡｍＲＮＡ结
合体３′端大约１２个碱基处切割ｍＲＮＡ，使之丧失转
录信息，达到特异性抑制目的基因表达的效果。这

些小ｄｓＲＮＡ序列作为向导序列，介导ＲＩＳＣ与ｓｉＲＮＡ
结合，引导 ＲＩＳＣ对靶 ｍＲＮＡ酶解。ｓｉＲＮＡ不仅能
引导ＲＩＳＣ切割同源单链ｍＲＮＡ，而且可作为引物与
靶 ＲＮＡ结合并在 ＲＮＡ聚合酶（ＲＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲｄＲＰ）作用下合成更多新的
ｄｓＲＮＡ，新合成的 ｄｓＲＮＡ再由 Ｄｉｃｅｒ酶切割产生大
量的次级ｓｉＲＮＡ，从而使 ＲＮＡｉ的作用进一步放大，
最终将靶 ｍＲＮＡ完全降解。基于 ＲＮＡｉ的作用机
制，该技术具有特异性强、高效、廉价、周期短、稳定

性好、可传递性、时间可选性及ＡＴＰ依赖性等特点。

２　ＲＮＡｉ在神经退行性疾病中的应用
神经退行性疾病是指一类慢性、进行性神经系统

退行性疾病。主要包括阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）、帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）、
亨廷顿病（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）、脊髓小脑共
济失调（ｓｐｉｎｏｃｅｒｅｂｅｌｌａｒａｔａｘｉａ，ＳＣＡ）、肌萎缩性侧索
硬化症（ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃｌａｔｅｒａｌｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＬＳ）、朊病毒
病（ｐｒｉｏｎｄｉｓｅａｓｅ）等。大脑特定区域的迟发性神经
细胞退行性病变、细胞丢失是它们的共同特征。这

些疾病严重影响着人类的健康，对其发病机制和治

疗方法的研究一直备受重视，但进展并不显著，

ＲＮＡｉ这一崭新技术的出现为该领域的研究带来了
新的曙光。

２１　ＲＮＡｉ在阿尔茨海默病研究中的应用
ＡＤ是最常见的隐匿性、渐进性的神经退行性

疾病，其特征是渐进性的痴呆和认知功能障碍，主要

病理变化有脑内神经元丢失、神经原纤维缠结

（ＮＦＴ）和淀粉样斑沉积（ＳＰ），其核心主要是β淀粉
样肽（βａｍｙｌｏｉｄ，Ａβ）的沉积，此肽来源于淀粉样前
体蛋白（ａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）。ｔａｕ蛋白（τ
蛋白）与ＮＦＴ发生相关，其异常磷酸化及糖基化最
终导致ＮＦＴ的形成。早老素（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ，ＰＳ）分为
ＰＳ１和ＰＳ２，与ＡＤ关系密切，ＰＳ基因突变是遗传性
家族型ＡＤ的主要病因，形成多蛋白复合物是其功
能的关键，ＰＳ参与 ＡＰＰ酶切生成 Ａβ的过程，突变
的ＰＳ可导致Ａβ４２沉积增加。
２１１　ＡＰＰ相关的 ＲＮＡｉ研究　研究表明，早发型

ＡＤ（年龄小于６０岁）与一些基因的突变密切相关，
如ＡＰＰ突变体使Ａβ更易产出［４］，了解这些突变体

在早发性 ＡＤ中的病理角色，对 ＡＤ的治疗大有帮
助。Ｆｅｎｇ等［５］用中国仓鼠卵巢细胞（ＣＨＯｃｅｌｌｓ）及
ＨｅＬａ细胞，利用 ＲＮＡｉ选择性对 ＡＰＰ瑞士突变体
（ＡＰＰＳＷ）和伦敦突变体（ＡＰＰＬＯＮ）进行了有效的沉
默。并且在 ５′端多加一个 Ｇ来增强 ＲＮＡ干涉效
应，为进一步探讨突变体在 ＡＤ中的作用机制开辟
了一条可行的技术路线。

Ａβ是由Ⅰ型跨膜蛋白ＡＰＰ在外功能区由β分
泌酶（βｓｅｃｒｅｔａｓｅ，ＢＡＣＥ１）、跨膜区由 γ分泌酶经连
续切割产生的，ＡＰＰ外功能区也可以由 α分泌酶切
割，但要早于 ＢＡＣＥ１途径。若 α分泌酶能在中段
切割βＡＰＰ，则可以减少正常大脑 Ａβ的形成，所以
研究α分泌酶的作用机制对防治 ＡＤ具有重要意
义。Ａｓａｉ等［６］首次报道了内源性 α分泌酶由３种
ＡＤＡＭ酶（一种解离素和金属基质蛋白酶）组成，他
们通过脂质体转染技术转染编码 ＡＤＡＭ的 ｄｓＲＮＡ
来干扰富含大量内源性 α分泌酶的人类胶质母细
胞瘤 Ａ１７２细胞中 ＡＤＡＭ的表达，结果表明，
ＡＤＡＭ９，ＡＤＡＭ１０和ＡＤＡＭ１７可以催化 α分泌酶的
切割作用，并在Ａ１７２细胞中行使 α分泌酶的功能。
随后更多的研究表明，ＡＤＡＭ９，ＡＤＡＭ１０和ＡＤＡＭ１７
是α分泌酶候选基因，它们同属于细胞表面锚定蛋
白ＡＤＡＭ家族［７］。

ＢＡＣＥ１和天冬氨酸蛋白酶（ｂｅｔａ位点的ＡＰＰ切
割酶１）是Ⅰ型膜整合糖蛋白，它切割ＡＰＰ最先产生
Ｃ端９９或８９个氨基酸膜连接片段，包括 Ａβ的 Ｎ
端（ＢＣＴＦ）。ＢＡＣＥ１切割是 Ａβ产生的一个关键步
骤和治疗 ＡＤ的重要靶点。Ｋａｏ等［８］用 ＲＮＡｉ在不
同的细胞系中，如儿茶酚胺能细胞系（ＣＡＤｃｅｌｌｓ）、
人类胚胎肾细胞系（ＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ）、鼠胚胎原代皮
层神经元沉默 ＢＡＣＥ１，抑制 ＢＡＣＥ１蛋白表达，结果
表明，ＡＰＰ的ＢＣＴＦ（Ａβ的 Ｎ端）的产出减少，来源
于野生小鼠及包含瑞典 ＡＰＰ突变的转基因小鼠原
代培养的皮层神经元中的 Ａβ产物均减少，说明
ＢＡＣＥ１的ｓｉＲＮＡ可特异地影响ＡＰＰ的ＢＡＣＥ１酶切
作用，提示应用 ｓｉＲＮＡ可能成为一种潜在的 ＡＤ治
疗方法。

２１２　ｔａｕ相关 ＲＮＡｉ研究　Ｍｉｌｌｅｒ等［９］用 ｔａｕ和
ＡＰＰ作为靶基因，用 ｓｉＲＮＡ锚定非常具有代表性的
ｔａｕ的突变体 Ｖ３３７Ｍ和被广泛研究的 ＡＰＰ突变体
ＡＰＰｓｗ，结果使这两种蛋白表达明显下调，提示
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ＲＮＡｉ技术可能为探讨 ＡＤ的发病机制及改善 ＡＤ
的病理变化发挥积极的作用。

２１３　ＰＳ相关的ＲＮＡｉ研究　ＰＳ基因突变是多数
家族性 ＡＤ（ｆａｍｉｌｉａｌｆｏｒｍ ｏｆＡｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，
ＦＡＤ）的主要病因，ＰＳ为γ分泌酶活性所必需，参与
膜内Ｎｏｔｃｈ和 βＡＰＰ的切割，突变则导致 Ａβ４２过
度表达。γ分泌酶的活性依赖于结构稳定的高分子
团块复合物的形成，该复合物由内切蛋白水解形式

的早老素片段、几种必需的辅助因子（如 Ｎｉｃａｓｔｒｉｎ，
ＡＰＨ１及ＰＥＮ２）组成，但复合物内每个蛋白的功能
及酶活性最终是如何形成的尚未阐明。Ｔａｋａｓｕｇｉ
等［１０］利用过表达技术和 ＲＮＡｉ技术分别过度表达
和抑制表达各种辅助因子，在果蝇 Ｓ２细胞系、哺乳
动物神经元中证实了ＰＳ辅助因子在形成 γ分泌酶
复合体中的作用及机制。结果表明，ＡＰＨ１和
Ｎｉｃａｓｔｒｉｎ共同作用能稳固 ＰＳ全蛋白（ｈｏｌｏｐｒｏｔｅｉｎ），
而ＰＥＮ２参与γ分泌酶复合体的成熟，使其成为活
性形式，且能诱导 ＰＳ的内切蛋白酶解；ＰＳ，Ｎｉｃａｓ
ｔｒｉｎ，ＡＰＨ１和 ＰＥＮ２形成了 γ分泌酶复合体主要
的框架。

ＡＰＨ１是多起源的膜蛋白，它的功能是作为早
老素γ分泌酶（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎγｓｅｃｒｅｔａｓｅ）复合体的辅助
成分。人有 ＡＰＨ１的两个同源基因：ＡＰＨ１ａ和
ＡＰＨ１ｂ，由于不同的剪切，其 ｍＲＮＡ可产生两种异
构体 ＡＰＨ１ａＳ、ＡＰＨ１ａＬ。Ｓｈｉｎｙａ等［１１］利用半定量

ＰＣＲ方法研究人的细胞系和组织中这３个 ＡＰＨ１
异构体ｍＲＮＡ的表达，发现ＡＰＨ１ａ和ＡＰＨ１ｂ几乎
在所有的组织中表达，而且 ＡＰＨ１ａＳ表达是 ＡＰＨ
１ａＬ的 １５～３倍。用 ＲＮＡｉ分别沉默 ＡＰＨ１ａ和
ＡＰＨ１ｂ，观察其在 ＡＰＨ１和 ＰＳ复合体上的表达效
应，结果表明，敲除 ＡＰＨ１ａ（ＡＰＨ１ｂ无此效应）能
够导致成熟的Ｎｉｃａｓｔｒｉｎ受损，同时减弱 ＰＳ１，ＰＳ２和
Ｐｅｎ２蛋白的表达。这些结果说明，ＡＰＨ１ａ在早老
素γ分泌酶复合体形成中起着重要的作用。

Ｌｕｏ等［１２］利用ＰＳ１中３个ＲＮＡｉ的位点和１个
对照错配位点，用能转录ｓｉＲＮＡ的双链ＤＮＡ构建了
ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ３１Ｈ１质粒，转入ＰＳ１和ＡＰＰ基因突变的
ＣＨＯ／ＰＳ１／ＡＰＰ细胞中，研究γ分泌酶对Ａβ产出过
程的调控作用，结果表明，ＰＳ１被抑制，γ分泌酶活
性和Ａβ４２产出降低，证实了ＰＳ对于γ分泌酶的活
性是至关重要的，而且 ＰＳ１ｍＲＮＡ的一些位点可能
是一些新药物的靶标。

ＰＳ蛋白可被蛋白酶内切为两个主要片段，即氨

基端片段（ＰＳＮｔｅｒｍｉｎａｌｆｒａｇｍｅｎｔ，ＮＴＦ）和羧基端片
段（ＰＳＣｔｅｒｍｉｎａｌｆｒａｇｍｅｎｔ，ＣＴＦ），这两个片段被认
为是组成γ分泌酶的催化中心，所以调节 ＰＳ片段
对研究 γ分泌酶显得尤为重要。研究表明，泛素
（ｕｂｉｑｕｉｌｉｎ）１这个蛋白质在体内外都和 ＰＳ有交互
作用，并且过度表达泛素１或泛素２能导致 ＰＳ全
长蛋 白 沉 积 的 增 加。Ｍａｓｓｅｙ等［１３］用 野 生 型

ＨＥＫ２９３细胞和ＰＳ诱导细胞，过度表达泛素１或者
泛素２蛋白，都能使 ＰＳ的 ＮＴＦ和 ＣＴＦ表达下调。
相反，ｓｉＲＮＡ介导的泛素１和泛素２蛋白的沉默增
加ＰＳ的 ＮＴＦ和 ＣＴＦ表达。由此推测，泛素可能改
变ＰＳ片段的沉积，作为一种穿梭因子运送 ＰＳ片段
到蛋白酶体并使之降解。然而通过蛋白酶体抑制剂

研究发现却并非如此，事实是泛素直接调节ＰＳ片段
产物，同时泛素的过度表达还可导致 γ分泌酶复合
体两种主要成分 Ｐｅｎ２和 Ｎｉｃａｓｔｒｉｎ表达水平的降
低，而用 ＲＮＡｉ沉默泛素１和泛素２，能增加 Ｐｅｎ２
和Ｎｉｃａｓｔｒｉｎ表达，这些研究结果提示，泛素辅酶 Ｑ
可能是调节ＰＳ产生与代谢的重要因素。

在ＦＡＤ中，ＰＳ１突变能使半胱天冬酶（ｃａｓｐａｓｅ）
激活并导致凋亡。为了揭示ＰＳ１突变是否是通过影
响细胞敏感性从而激活 ｃａｓｐａｓｅ，Ｘｉｅ等［１４］用 ＲＮＡｉ
锚定编码 γ分泌酶复合体 ４种组分的基因 Ｐｅｎ１，
ＡＰＨ１，Ｐｅｎ２和Ｎｉｃａｓｔｒｉｎ的表达来改变 ＰＳ１产出过
程，结果表明，细胞敏感性与 ｃａｓｐａｓｅ的激活和所有
ＰＳ蛋白表达水平相关联，尤其是和全长 ＰＳ１蛋白
（ＦＬＰＳ１）的表达水平关系密切。
２２　ＲＮＡｉ在帕金森病研究中的应用

人的突触核素过度表达和它在神经元及神经胶

质细胞中的毒性蓄积在ＰＤ和其他相关的神经退行
性疾病的突触核病理中起着关键作用。α突触核素
（αｓｙｎｕｃｌｅｉｎ）基因的几个单一的点突变以及该基因
２倍、３倍复制与家族性 ＰＤ相关，而 α突触核素基
因启动子和原发性 ＰＤ相关。通过载体介导的
ＲＮＡｉ沉默人类的α突触核素对突触核病是一种有
前景的治疗手段。人的 α突触核素编码区内的２１
个核苷酸序列，可组成一个强有力的 ＲＮＡｉ沉默的
有效靶位，Ｓａｐｒｕ等［１５］用一个质粒载体依赖的 ＲＮＡｉ
锚定人 α突触核素突变体 Ａ５３Ｔ，成功地对人的多
巴胺能神经细胞系 ＳＨＳＹ５Ｙ中内源性的 α突触核
素进行了有效沉默，同时在表达人的 α突触核素大
鼠脑内，对该基因也进行了有效的沉默，结果表明，

体内和体外都可以通过病毒载体依赖的 ＲＮＡｉ对人
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突触核素的表达进行沉默。这些研究结果提示，

ＲＮＡｉ对于突触核素病变如 ＰＤ等疾病发展有效的
基因沉默治疗方法来讲，不失为一种强有力的工具。

２３　ＲＮＡｉ在亨廷顿病研究中的应用
ＨＤ是一种常染色体显性遗传性神经障碍疾

病，它的特征是中年时出现进行性的运动异常和认

知损害，主要是由于异常的多聚谷氨酸域（ＰｏｌｙＱ）
在亨廷顿蛋白Ｈｔｔ基因产物Ｎ端的表达重复扩展引
起的。在ＰＱ域出现 Ｈｔｔ（ｍＨｔｔ）的突变被认为是导
致机能异常、尾状核和壳核产生氨基丁酸的棘状神

经元渐进性丢失的级联病理变化出现的原因。Ｒｏ
ｄｒｉｇｕｅｚＬｅｂｒｏｎ等［１６］采用一种腺病毒血清型 ５
（ｒＡＡＶ５）基因重组体转染策略，利用 ＲＮＡｉ进行转
录后抑制Ｒ６／１ＨＤ转基因小鼠纹状体突变 ｍＨｔｔ的
表达水平，并用表达部分人ｍＨｔｔ的质粒瞬时共转染
来源于Ｒ６／１转基因小鼠的 ＨＥＫ２９３细胞和一种短
发夹 ＲＮＡ直接抑制 ｍＨｔｔｍＲＮＡ（ｓｉＨＵＮＴ１）的表
达，结果使ｍＨｔｔ的ｍＲＮＡ表达降低７５％，蛋白表达
降低６０％。体内长期ｒＡＡＶ５介导的小鼠纹状体 ｓｉ
ＨＵＮＴ１表达可使ｍＨｔｔ的ｍＲＮＡ表达降低７８％，蛋
白表达降低２０％，另外，ｍＨｔｔ的下调伴随着核内包
涵体大小和数量的减少。ｒＡＡＣ５ｓｉＨＵＮＴ１双向表
达导致Ｒ６／１小鼠后爪抱握表型延迟出现，用 ＲＮＡｉ
降低纹状体ｍＨｔｔ表达水平能改善Ｒ６／１小鼠ＨＤ的
表型。Ｂａｅ等［１７］研究 ｐ５３在线粒体相关的细胞机
能失调，以及在ＨＤ行为异常中的重要作用机制时，
发现有着多聚谷氨酸突变的 ｍＨｔｔ连结 ｐ５３，可使培
养神经元的ｐ５３表达水平上调，并使其转录活性增
强，这种现象是非常特异的，它仅仅出现在有 ＰＱ的
ｍＨｔｔ中，而在有着同样 ＰＱ突变的 Ａｔａｘｉｎ１中则不
出现。在ｍＨｔｔ转基因小鼠和 ＨＤ病人中 ｐ５３的表
达水平是增加的。他们应用 ＲＮＡｉ对 ｐ５３基因进行
沉默后，发现能防止 ＨＤ细胞线粒体膜去极化及细
胞毒性，同时降低了 ｍＨｔｔＴｇ（转基因）小鼠线粒体
呼吸链复合体Ⅳ的活性，而且还发现 ｐ５３基因沉默
能抑制转基因果蝇中神经退行性变和转基因小鼠的

神经行为异常。这些研究结果表明，在 ＨＤ病理进
程中，ｐ５３在细胞核和线粒体之间起着重要作用。

突变的ｈｔｔ外显子是引发ＨＤ的原因，然而在神
经元核内包涵体（ｎｅｕｒｏｎａｌｉｎｔｒａｎｕｃｌｅａｒｉｎｃｌｕｓｉｏｎｓ，
ＮＩＩ）中，突变的 ｈｔｔ外显子对细胞是否有害，以及是
否在隔离有害的可溶性突变Ｈｔｔ的防御中发挥作用
仍存在一些争议。大量证据是一致的，即脑内突变

的Ｈｔｔ形成不可见的或极微小的沉积，这些沉积通
过下调或上调ＣＲＥ（ｃＡＭＰ效应元件）介导的转录而
影响细胞的存活。所有这些研究表明，Ｈｔｔ是通过一
个“功能放大的机制”来引发 ＨＤ的，因此使突变的
ｈｔｔ表达下调提示，这可能是一种很有希望的治疗
ＨＤ的策略。

ＨＤ转基因小鼠模型研究表明，在成年期关闭
基因ｈｔｔ表达能减轻ＨＤ的严重程度，提示ＨＤ能够
发生逆转。Ｗａｎｇ等［１８］在细胞培养模型中用 ｓｉＲＮＡ
锚定ｈｔｔ外显子１的 ｍＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ的２１核苷酸序
列紧邻人 ｈｔｔＣＡＧ重复区上游，用 ｈｔｔＱ７２ｄ１表皮生
长因子受体（ＥＧＦＰ）和 ｓｉＲＮＡＨＤ外显子 １转染
Ｃｏｓ７细胞，结果表明，ｓｉＲＮＡｓ能够有效地抑制重组
体ｈｔｔＱ７２ｄ１ＥＧＦＰ的表达，而对照组 ｓｉＲＮＡ（ｎｏｎｓｉ
ｌｅｎｃｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ）对其表达无影响，在ＳＨＳＹ５Ｙ
细胞获得相同的结果，表明这种抑制效果在各种细

胞系中无太大差别。另外，用 ｈｔｔＱ７２ｄ１ＥＧＦＰ体内
转染小鼠脑神经元，发现 ｓｉＲＮＡＨＤ外显子１可使
ｈｔｔＱ７２ｄ１ＥＧＦＰ在新生鼠脑神经元中的表达呈下调
状态。这些研究结果表明，ｓｉＲＮＡＨＤ外显子 １在
ＨＤ基因抑制中无论是体内体外都是高效的，同时
在ＨＤ转基因鼠中应用ｓｉＲＮＡ能够抑制ｈｔｔ的表达，
并最终使小鼠体重增加，寿命延长，运动神经功能改

善。病理检测发现在脑内突变ｈｔｔ核内包含体减少，
神经元丢失减少，脑萎缩减轻。

２４　ＲＮＡｉ在脊髓小脑共济失调研究中的应用
ＳＣＡ１是至少由９个多聚谷氨酰胺异常重复导

致的神经退行性疾病之一，其特征是渐进性运动失

调、小脑共济失调和小脑浦肯野细胞和脑干神经元

的丢失。在ＳＣＡ１中，突变的等位基因重复数目从
４４到８２个谷氨酰胺不等，其重复的长度和发病初
始年龄呈负相关。ＳＣＡ１疾病基因产物为 Ａｔａｘｉｎ１，
ＳＣＡ１转基因小鼠中 Ａｔａｘｉｎ１核内包涵体形成为浦
肯野细胞组织学早期改变之一，在果蝇模型和转基

因鼠模型中研究表明，对Ａｔａｘｉｎ１来讲，这种异常重
复是一种功能放大毒性［１９］。其他一些研究表明，

Ａｔａｘｉｎ１的７７６位丝氨酸被ＡＫＴ磷酸化是ＳＡＣ１病
理遗传学的重要特征［２０］，所以在一些生物疾病模型

中，进行分子伴侣的操作和阻抑ＡＫＴ磷酸化Ａｔａｘｉｎ
１就成了很有潜力的治疗途径。Ｘｉａ等［２１］在 ＳＣＡ１
小鼠模型上用ＲＮＡｉ抑制突变的ａｔａｘｉｎ１基因表达，
在小鼠小脑内注射表达短发卡ＲＮＡ（能特异地锚定
突变的 ａｔａｘｉｎ１基因）的重组腺病毒载体，结果表
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明，该操作能极大改善 ＳＣＡ１小鼠模型运动协调能
力，恢复小脑形态结构，去除在 ＳＣＡ１鼠中浦肯野细
胞的 Ａｔａｘｉｎ１包涵体。这一研究结果表明，体内用
ＲＮＡｉ这种技术治疗此类疾病有着良好的前景。

Ａｔａｘｉｎ２是ＳＣＡ２的疾病基因ａｔａｘｉｎ２的表达产
物，它可以与一种ＲＮＡ结合蛋白 Ａｔａｘｉｎ２结合蛋白
１（ａｔａｘｉｎ２ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，Ａ２ＢＰ１）相互作用。
Ａｔａｘｉｎ２和Ａ２ＢＰ１在线虫（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ）的
同源体分别为 ＡＴＸ２和 ＦＯＸ１。Ｋｉｅｈｌ等［２２］用注射

或浸泡方式给线虫导入 ＡＴＸ２和 ＦＯＸ１的 ｄｓＲＮＡ，
结果成功地诱导了ＲＮＡｉ现象，并证明了ａｔａｘｉｎ２同
源体在线虫早期胚胎发育中是必需的。利用这种方

法研究 ａｔａｘｉｎ２的功能及其产物的作用方式，为疾
病的治疗提供线索与依据。

２５　ＲＮＡｉ在肌萎缩性侧索硬化症研究中的应用
ＡＬＳ是一类致死性的神经退行性疾病，能引起

大脑及脊髓运动神经元选择性的死亡。一些家族性

的ＡＬＳ病人主要是由于超氧化物歧化酶１（ＳＯＤ１）
的显性突变引起的。

Ｒａｌｐｈ等［２３］用慢病毒载体介导 ｓｉＲＮＡ分子的
表达，这种 ｓｉＲＮＡ专门锚定人突变的 ＳＯＤ１（ＳＯＤ
Ｇ９３Ａ）基因，把这一载体注入已被诱发过度表达人
ＳＯＤ１突变基因的小鼠的不同肌肉群中，可导致有
效而特异的 ＳＯＤ１基因表达下调，同时可增加脑干
和脊髓中易受损的运动神经元的存活率。此外，对

ＳＯＤ１的沉默能增进这些动物的运动行为，近１００％
推后了ＡＬＳ症状的出现，近８０％延长了它们的生命
周期。这些研究结果表明，在致死性、显性遗传的神

经退行性病的动物模型中采用ＲＮＡｉ，是此类疾病目
前较好的治疗方法。

ＡＬＳ的主要临床表现是全身渐进性麻痹，病理
变化是神经系统特异的退行性变和脊髓及脑干上运

动神经元的丢失［２４］。细胞内凋亡级联的活化反应

可能参与ＡＬＳ中神经元的退行性变［２５］。前列腺凋

亡反应４（ｐｒｏｓｔａｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｓｐｏｎｓｅ４，Ｐａｒ４）是一
种与神经退行性疾病相关的神经元变性调节因

子［２６］，它主要在脊髓腹角的突触小体和突触后致密

质中富集。在ｈＳＯＤ１Ｇ９３Ａ（甘氨酸在９３位突变为
丙氨酸）突变小鼠中，Ｐａｒ４在突触小室中的水平主
要是在肌张力快速和慢速衰减期中增加，脊髓腹角

中ｈＳＯＤ１Ｇ９３Ａ突变致敏的突触小体能增加 Ｐａｒ４
的表达，随后而来的是兴奋毒性的凋亡性损伤。在

脊髓突触小体中，Ｐａｒ４所介导的细胞前凋亡细胞因

子主要是被 ｈＳＯＤ１Ｇ９３Ａ突变所增强。采用 ＲＮＡｉ
技术抑制脊髓腹角 Ｐａｒ４基因的表达，可以阻抑由
Ｇ９３Ａ突变诱导引起的线粒体功能失衡及 ｃａｓｐａｓｅ３
的激活反应，并能保护脊髓运动神经元免于凋亡，而

在运动神经元的细胞死亡中，突触是促进 Ｐａｒ４活
性的关键位点。这些研究结果表明，ＲＮＡｉ锚定Ｐａｒ
４基因的有效沉默，对运动神经元退行性变来说，是
一种强效的保护性策略［２７］。

２６　ＲＮＡｉ在朊病毒病研究中的应用
朊病毒病又称可传播性海绵状脑病（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉ

ｂｌｅｓｐｏｎｇｉｆｏｒｍｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｉｅｓ，ＴＳＥ）是一种致死性
的神经退行性疾病，它和异常的ＰｒＰｃ宿主编码蛋白
异构体有关［２８］。它的发病机制目前并不完全明了，

有蛋白质构象致病假说：（１）朊病毒蛋白有两种构
象：细胞型（正常型ＰｒＰｃ）和瘙痒型（致病型ＰｒＰｓｃ），
区别在于空间构象的差异。ＰｒＰｓｃ溶解度低，且抗蛋
白酶解；（２）Ｐｒｐｓｃ可胁迫ＰｒＰｃ转化为Ｐｒｐｓｃ，实现自
我复制，并产生病理效应；（３）基因突变可导致细胞
型ＰｒＰｓｃ结构不稳定，自发性转化，最终变为 Ｐｒｐｓｃ
型，并通过多米诺效应倍增致病。无效的ＰｒｎＰ基因
编码ＰｒＰｃ，能使转基因小鼠健康存活并且能够抵制
病原体的感染，Ｖｉｌｏｔｔｅ等［２９］的研究表明，Ｐｒｎｐ基因
表达的下调是一种潜在的治疗朊病毒病的方法。他

们用ＲＮＡｉ锚定Ｐｒｎｐ基因，在转染细胞中能有效并
高特异地减低ＰｒＰＣ的表达水平，说明 ＲＮＡｉ在抗朊
病毒病中是一种大有前景的治疗方法。

Ｄａｕｄｅ等［３０］在感染了绵羊瘙痒病的非传代的

神经胶质瘤细胞中用 ｓｉＲＮＡ对特异的 Ｐｒｎｐ基因进
行沉默，结果发现能去除 ＰｒＰｓｃ包涵物。他们用不
同细胞进行同样试验，发现均不影响 ＲＮＡｉ的效应，
也没有发现ＲＮＡｉ有任何细胞毒性。虽然这种效应
是短暂的，但为此类疾病的治疗带来了希望。

３　结语
ＲＮＡｉ是研究未知功能基因的一种强有力工具，

它能对神经退行性疾病的发病机制进行探索，从而

揭示这些疾病的发病机制，又可以对已知相关疾病

基因进行有效的沉默，减少其致病蛋白的产生，推迟

疾病的发生，延缓其进程及改善已有症状。目前临

床上对神经退行性疾病尚无有效的治疗手段，依赖

对ＲＮＡｉ的深入了解，通过一些相关动物模型体内
外的ＲＮＡｉ技术的摸索，攻克神经退行性疾病的路
程会随着涌出的新成果而逐渐缩短。
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