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摘要  RNA 干涉( RNAinterference , RNAi) 作为研究基因治疗、基因功能、生物品种改良等方面的一种有效方法已经被研究者广泛接受。
作为基因抑制的一种有力工具, 与其他的方法相比 ,RNAi 的操作过程更简单 , 成功率更高。通过RNAi 可以实现对特定的mRNA 的选择
性降解, 进而抑制其翻译过程。对RNAi 技术的应用及发展前景进行了探讨。
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Discussiononthe Application of RNAi andits Development Prospect
ZHU De-yan  ( Jingchu University of Technology ,Jingmen ,Hubei 448000)
Abstract  As an effective method to study gene therapy , gene function and biological varieties i mprovement , RNAi has been widely accepted by re-
searchers around the world . Compared with other methods to effectively interfere i n gene , the operation procedure of RNAi is easier and wins higher rate
of success .By RNAi , one can realize the selective degradation of specific mRNA and interfere inits translation process .Inthis paper discusses about the
application of RNAi and its development prospect were discussed .
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  RNAi 是生物界一种古老且进化上高度保守的现象, 是

基因转录后沉默作用( PTGS) 的重要机制之一[ 1] 。1998 年发

现, 将dsDNA 注入线虫( C. elegans) 可特异性显著抑制特定基

因的表达 , 并将这种由dsDNA 引发的特定基因表达受抑制现

象称为 RNA 干扰作用( RNA interference ,RNAi , 也称 RNAi 干

涉) , 这是生物界有关 RNAi 存在的首次报道[ 2] 。近年来, 不

同的研究领域和生物中发现了许多新的使基因关闭或者沉

默的类型, 并赋予其不同的名称 : 植物中称为 RNA 共抑制

( co-suppression) , 真菌中叫RNA 压制( RNA quelling) , 动物中则

为RNA 干涉[ 3] 。总体上来说, 它们的作用机制是一致的, 因

此, 研究人员广泛接受RNAi 这个名称。笔者就RNAi 技术的

研究进展以及应用前景作一综述。

1  RNAi 作用机理

dsRNA 进入细胞后, 一方面在 Dicer 酶的作用下直接被

裂解成21～23 nt 的干扰性小RNA( si RNA) ; 另一方面在 RdRp

( 以 RNA 为模板指导 RNA 合成的聚合酶,RNA- directed RNA

polymerase) 的作用下dsRNA 可以自身扩增, 再被Dicer 酶裂解

成siRNA。裂解后的si RNA3′末端具有两个核苷酸TT 突出。

si RNA 生成后就启动了RNAi 反应。首先si RNA 结合到核糖

核酸酶复合物上形成 RNA 诱导的基因沉默复合体( RISC,

RNA-induced silencing complex) , 随后以ATP 提供能量, 将RISC

中的si RNA 的双链裂解成单链 , RISC 被活化。活化后的

RISC 定位到与si RNA 反义链互补的靶 mRNA 上, 使mRNA 被

RNA 酶裂解。另外在复合物中 , 以si RNA 的单链为引物, 以

mRNA 为模板, 在 RdRp 作用下合成 mRNA 的互补链, 发生类

似于PCR 的反应, 使 mRNA 也变成dsRNA[ 4] 。它在 Dicer 酶

的作用下被裂解成新的si RNA 。这些新生成的si RNA 也具有

诱发 RNAi 的作用, 通过这个聚合酶链式反应, 细胞内的siR-

NA 数量大大增加, 对基因表达的抑制作用显著增强。

2  RNAi 的作用特点

2 .1 对基因抑制有严格序列特异性  RNAi 是一种转录后
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基因沉默现象,dsDNA 能够非常特异地使之同源的 mRNA 降

解, 而无关基因不受影响[ 5] 。

2 .2  高效性  少量dsRNA 就能有效抑制靶基因的表达, 在

低等动物中抑制效率大于90 % , 这表示dsRNA 介导的 RNA

干扰是以催化放大方式进行的, 因此,dsRNA 的抑制作用要

比单独用反义RNA 的抑制作用高10 倍以上[ 6] 。

2 .3 siRNA 是RNAi 的中间效应分子 si RNA 的序列与所用

的靶 mRNA 序列具有同源性,Sharp 等[ 7] 在研究 dsRNA 的性

质时就证实了siRNA 是由长的dsRNA 切割而来的 , 是降解靶

基因的中间效应分子 , 而且决定了 mRNA 的切割位置。

2 .4  需要 ATP 的参与 最新研究[ 8] 表明,ATP 在si RNA 介

导的RNAi 技术中具有重要作用,dsRNA 的切割和 RISC 的形

成都具有ATP 依赖性。

3  RNAi 技术的应用及发展前景

3 .1  RNAi 技术在基因治疗中的应用及发展前景  RNAi 技

术是一项高效率、高特异性的基因封闭技术, 随着dsRNA 合

成、质粒生成及导入方式的改进, 已快速成为基因功能研究

的强有力工具[ 9] 。虽然理论上对于不同的疾病, RNAi 均具

有一定的效果, 但截止目前,RNAi 技术主要应用于抗病毒治

疗和肿瘤治疗等方面。

3 .1 .1  RNAi 与抗病毒治疗研究。RNAi 抗病毒治疗研究其

思路是根据动植物和人体的病原体中有一些是 RNA 病毒

( 如导致艾滋病的 HIV 和SARS 的冠状病毒都是 RNA 病毒) ,

设计和制备与这些基因序列有同源序列的dsRNA, 转入动植

物内使有关的疾病基因“沉默”, 达到治疗的效果。此外 , 有

些RNA 病毒在复制过程中会产生dsRNA, 如果宿主体内有分

解这种dsRNA 的酶, 就可将dsRNA 切割成许多小的片段, 这

种小片段会与病毒 RNA 基因组的同源部分结合, 使病毒基

因失去复制功能, 不能危害宿主, 从而达到治疗效果。

以治疗 HIV 为例, 原理是利用si RNA 抑制病毒再生或传

染所需的蛋白质的生成。它的优势在于能够不损伤细胞而

只抑制病毒蛋白质, 其专一性是其他药物难以具备的。2001

年Tuschl 研究组的突破性研究开创了 RNAi 技术治疗人类疾

病的新途径,si RNA 迅速成为治疗 HIV 的新武器。2006 年7

月《世界华人消化杂志》[ 10] 上总结了人们针对 HIV 生活周期
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的不同阶段设计了多种siRNA , 针对 HIV 病毒 gag 、tat 、rev 、nef

等基因的si RNA 可用以控制病毒复制, 针对宿主细胞的表面

HI V 受体基因的siRNA 可用以控制病毒进入宿主细胞内, 抑

制病毒的感染过程。

从上述看,RNAi 技术在抗病毒治疗研究方面取得了一

定的进展, 对于遏制感染性病毒的传染研究也取得了一些成

绩, 但还存在一些问题。比如如何选择目标基因, 即如何筛

选出针对致病蛋白质而不影响细胞正常的新陈代谢的 siR-

NA , 例如艾滋病毒变化迅速, 目标基因有可能在短时间内失

效, 这就给筛选提出了巨大的挑战。对其他病毒的治疗也存

在类似的问题, 如SARS 等。目前研究大都处于初期阶段, 只

在离体细胞或简单的真核细胞上做过试验, 哺乳动物与人体

的RNAi 机制尚未清晰, 所以利用si RNA 制备药物潜力巨大

但前路漫漫。

3 .1.2 RNAi 与肿瘤。肿瘤是多基因疾病,RNAi 已经被用来

辅助研究那些与肿瘤发生、发展、治疗期间的反应和扩散等

方面相关基因的功能, 这样的工作不仅增加了人们对肿瘤发

生机制的了解, 而且也有助于鉴定新的有效治疗靶点[ 11] 。

例如:Agami 研究组采用逆转录病毒载体shRNA 表达系统不

仅特异性地在体外抑制了CAPAN-1 胰腺癌细胞内的K-ras 基

因的表达, 也成功地抑制了裸鼠移植瘤的生长[ 12] 。Borkhardt

等采用 RNAi 技术成功抑制了 K562 白血病细胞中的 BCR/

ABL 融合基因 mRNA 的表达[ 13] 。德国Jovin 研究组通过化学

合成的anti-erbB1 si RNA 成功地抑制了A431 细胞内 erbB1 的

表达, 导致细胞凋亡数目增加和肿瘤增殖能力减弱[ 14] 。肿

瘤发生发展过程中除癌基因被激活外, 还涉及到多种形式的

基因改变。bcl-2 是与血液系统恶性肿瘤密切相关的抗凋亡

基因, 可以阻遏化疗药物诱导肿瘤细胞凋亡。raf-1 和白血病

的发生和耐药性也有密切联系。抑制bcl-2 和raf-1 mRNA 的

表达可以抑制白血病细胞的增殖[ 15] 。抑制肿瘤血管的生成

是肿瘤治疗的又一策略,anti- VEGF si RNA 可以特异性地抑制

血管内皮生长因子( Vascular endothelial growth factor ,VEGF) 的

表达, 抑制肿瘤的生长[ 16] 。由此可知 ,RNAi 技术将改变肿瘤

治疗的研究步伐, 使人类有可能在更短的时间内探寻到治疗

肿瘤的有效途径。如何在体内实现靶基因 si RNA 转移到所

有肿瘤细胞并稳定持久地抑制癌基因的表达是RNAi 技术治

疗肿瘤的关键。此外, 从目前 RNAi 的研究现状来看, 在哺乳

动物细胞中, 不能产生系统性的甚至是可以遗传的 RNAi 现

象[ 17] ,不可避免地面临着 RNAi 作用时间等一些因素的影

响, 使其不能持续作用。RNAi 并不能完全阻断基因的表达 ,

尤其是异常高表达的基因, 这也将影响对肿瘤的治疗效果。

3 .2  RNAi 技术在生物品种改良方面的应用  人类生活的

必要物质基础都直接或间接地来源于植物, 随着生活水平的

提高, 人们对食物品质的要求也日益提高, 传统育种很难满

足需求。随着 RNAi 的作用机制被人们所认识, 对植物进行

分子改良成为可能。RNAi 技术在植物改良中主要集中在培

育抗病毒作物和改良作物品质方面。

在抗病毒研究方面,RNAi 技术能特异性地抑制某些基

因表达, 利用基因转化系统将表达与病毒同源的dsDNA 片段

整合到基因组上, 表达后阻止病毒的复制扩散 , 获得稳定遗

传的抗病毒植物。

在作物品质改良方面 ,Liu 等利用 RNAi 技术对棉籽油的

成分进行了改良, 提高了棉花籽油中硬脂酸与油酸的比例。

普通棉籽油含26 % 棕榈酸、15 % 油酸及58 % 亚麻油酸。加工

过的棉籽油会产生反式脂肪酸, 生成胆固醇, 增加心血管疾

病发病率。因此目前倾向于使用低棕榈酸、高油酸及硬脂酸

的油类。棉花种子的硬脂酸经棕榈酸合成后, 经δ9 去饱和

酶形成油酸, 再由δ12 去饱和酶作用形成亚麻油酸, 最后形

成次亚麻油酸, 各脂肪酸的含量比例会因参与酶活性的不同

而有所差异。其中 ghSAD-1 与 ghFAD2-1 是δ9 去饱和酶及

δ12 去饱和酶的基因, 若 ghSAD- 1 沉默, 可造成硬脂酸的累

积; 若ghFAD2- 1 沉默, 可使油酸大量累积。Liu 等利用 RNAi

技术以这2 个基因为目标基因, 分别转化棉花Coker 315 引起

PTGS 抑制目标基因, 分别得到了高硬脂酸和高油酸的转化

植株, 然后利用两者杂交产生的 F2 分离群体得到了含高硬

脂酸和高油酸的棉花植株[ 19] 。此外 Byzova 等通过 RNAi 技

术成功地对拟南芥和油菜的花器官进行了改造, 创造出没有

花瓣但其他功能完整的花, 使之更有利于授粉 , 从而提高产

量[ 20] 。

随着人们对生物发育与调控机理的深入研究 , 通过该技

术将创造出更多意想不到的成果。值得注意的是 , 目前动物

品质的改良还处于起步阶段, 关于 RNAi 在哺乳动物中应用

的报道不多。同时在研究中也发现一些弊端, 如几个基因有

相同或相近的序列,RNAi 会同时作用, 这样所观察到的表型

就不能肯定是由哪些基因被干扰所致[ 21] 。

3 .3  RNAi 技术在研究基因功能中的应用及前景  RNAi 能

特异性地抑制基因的表达, 因此许多研究者将其作为一种研

究基因功能的有效工具, 现已用RNAi 探明了果蝇、线虫和一

些植物的基因功能[ 18] 。在后基因组时代, 需要大规模的研

究基因的功能,RNAi 与传统的基因敲除技术相比, 具有操作

简便、成本低、时间短等优势。但是RNAi 技术与传统基因敲

除技术相比 , 又有所不同,RNAi 只能抑制某基因的表达 , 使

其表达水平降低, 但不能将该基因的表达永远消除, 同时这

种抑制作用会随时间的推移而解除。

3 .4  RNAi 与生物进化[ 4]  目前在许多真核生物中都发现

了RNAi 现象, 而在原核生物中却未发现 , 彰示了 RNAi 的进

化地位 , 唤起了科学家们对“RNA 世界”的重视及对“生命起

源于 RNA 分子”这一命题的兴趣。但是其在进化中是如何

出现并保存下来, 在生物体中的意义如何, 目前均没有分析

清楚, 还需更多的研究来阐明。总之 , 随着 RNAi 机制研究的

深入和 RNA 干扰技术的日趋完善, 一个崭新的 RNA 时代即

将来临。尽管仍有一些问题有待研究, 如外源dsDNA 如何产

生si RNA ? 到底有哪些核酸酶参与了dsRNA 和 mRNA 的切

割, 其详细机制如何 ? RNAi 作用在其他生物中能否像在线

虫中那样充分表达? RNAi 在哺乳动物中是否可以长期存在

并遗传? 以及最近发现植物的一种钙调素相关蛋白参与PT-

GS 的弱化, 提示钙信号可能调节 PTGS 或 RNAi 等。细胞中

这种古老、多能的细胞水平的监督系统经过千万年的选择和

进化的

( 下转第7429 页)

6247              安徽农业科学                        2007 年



图5 中心菌株F7-2-11 的16SrDNA 部分序列

图6 中心菌株H1-1-1 的16SrDNA 部分序列

B . el kanii [ 3] 和菌株F7- 2-11 有较近的关系, 构成慢生根瘤菌

属( Bradyrhizobium) 分支, 菌株F7- 2-11 和该属各种的相似性

为99 .2 %( B. japonicum) 、98 .2 %( B. elkanii ) 。H1-1-1 通过

GenBank 比对属于类芽孢杆菌( Paeni bacillus sp .) , 具有固氮能

力、溶磷能力, 回接相思树种具有结瘤能力。LH001、DH001 、

LL007 酸、Y 木1、F3-2-6 和 Mesorhizobium 相似性在97 .4 % ～

99 .3 % , 和 M. ciceri 、M. loti 、M. tianshanense 、M. huakuii 、

Ma morphae 构成中慢生根瘤菌属, 固氮根瘤菌属 A. canli n-

odans [ 4] 构成一个独立分支。Sy 等发现根瘤菌分支Proteobacte-

ria 门γ- 亚纲 Methylobacterium( 甲基杆菌属) 系统发育分支, 此

分支中 Met hylobacteriu m nodul ans 可以利用甲醇生长, 这是目

前根瘤菌中发现的唯一可以利用甲醇生长的种[ 5] 。不属于

Proteobacteria 门α- 亚纲中3 个不同的系统发育分支。
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