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L摘 要M IJK干扰技术已被广泛应用于线虫N植物和果蝇的基因功能分析中O随着 P5A?F酶和 G5IJKG的发现.
人们已经能够利用人工合成的 G5IJKG.或转染 G5IJKG的表达载体来诱发哺乳动物细胞特定基因的抑制以及将上

述方法应用于整体实验中.证明整体哺乳动物也存在 IJK干扰现象O

L关键词M IJK干扰1哺乳动物1G5IJKG1@GIJK135IJK
L中图分类号M Q’"" L文献标识码M K L文章编号M *##0%+"+")"##R-#"%#*0#%#R

IJK干扰)IJK5:B?FS?F?:A?.IJK5-是
指双链 IJK)@GIJK-诱导同源 3IJK降解.
在转录后水平导致基因静默的过程O其过程至
少包括两个阶段.首先由 IJ4G?T样的 P5A?F
酶 将 @GIJK 加 工 成 小 干 扰 IJK)G3466
5:B?FS?F5:<IJKG.G5IJKG-.随之 G5IJKG识
别 IJK 诱导的静默复合物)IJK%5:@7A?@
G56?:%A5:<A83C6?U.IVWX-并与之结合.降解底
物 3IJKL*MOG5IJKG是由约 *+Y"’个碱基对

)Z4G?C45F.ZC-构成的双链结构.其 ’[端磷酸
化.$[端有 "个核苷酸的突出OIJK干扰现象
最初在线虫中发现.随后作为基因功能分析的
一种有效手段应用到真菌N植物和果蝇中O然
而.对于哺乳动物.IJK干扰技术的应用受到
很大的限制O这是因为大于 $#个核苷酸的

@GIJK可以引起细胞非特异性的基因表达抑
制.甚至诱发细胞凋亡L"MO近一年来.随着对

IJK干扰过程的进一步了解.以及能介导同源

IJK降解的 G5IJKG的发现.人们已经能够利
用合成的 G5IJKG或载体表达的 G5IJKG诱导
哺乳动物细胞特定的基因静默O最近.又有报道

IJK干扰技术已经成功应用到整体哺乳动物
中.可以预期这项技术在哺乳动物基因功能研
究和疾病的基因治疗中将具有重要的应用前

景O

\ ]̂ _干扰在体外实验中的应用

\/\ @GIJK 众 所 周 知.大 于 $#ZC的

@GIJK会引起大多数哺乳动物细胞)如 ‘?64N

‘2a"+$NX‘bNJV‘$c$等-基因表达的非特
异性抑制L"MO一是 @GIJK可以激活 @GIJK依
赖 性 蛋 白 激 酶 )@GIJK%@?C?:@?:BCF8B?5:
d5:4G?.eaI-.引起蛋白合成普遍抑制和细胞
凋亡1二是 @GIJK还可以激活 "[.’[寡聚腺苷
酸合成酶.导致单链IJK)GGIJK-被IJ4G?f
非特异地降解O因此.虽然长链 @GIJK已经成
功地在果蝇N线虫中诱导 IJK干扰.但是在较
高等生物中.很难通过转染合成的长链 @GIJK
实现特异性基因静默O在少数胚胎和未分化哺
乳动物细胞中能观察到长链 @GIJK诱导的特
异性基因静默.目前推测这可能与这些细胞缺
乏相关的eaI有关L$MO然而.最近有研究发现.
用表达长链 @GIJK的载体转染非胚胎期哺乳
动物细胞可以产生特异和稳定的基因静默LRM.
作用可以持续几个星期.而且不会引起 eaI
介导的非特异性抑制反应O载体在体内表达的

@GIJK经 P5A?F酶加工成更多的 G5IJKG.从
而作用于多个靶位.产生更有效的基因静默.而
且还可以减缓因点突变导致的 IJK干扰抵
抗.这一点对于将 IJK干扰技术应用于抗病
毒和治疗肿瘤是非常重要的O
\/g G5IJKG 随着对 IJK干扰发生机制的
研究.人们发现体外合成的 G5IJKG)大约 "*
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个核苷酸!也可以应用到哺乳动物细胞中产生
特定基因的抑制作用"而不会激活非特异的应
激 反应#实验表明"可以通过体外合成的

$%&’($抑制哺乳动物体细胞和胚胎细胞)如

*+,+-*./012-341等!的许多特定基因56"78#
神经元比别的细胞类型难以产生 &’(干扰"
这可能与神经元的 &’(跨膜运输和胞内

&’(干扰产生的通路有别于其他细胞有关#但
是 最 近 有 报 道 指 出"应 用 阳 离 子

9:;<$=+$$+<>+:转染试剂可将合成的 $%&’($
导入皮层和海马神经元中并能特异性抑制相关

基因的表达5?8#目前看来"体外合成的 $%&’($
最大问题是作用时间短暂"在人类细胞更是如
此"原因可能是合成的寡核苷酸不够稳定"也可
能是因为哺乳动物不像线虫或果蝇那样具有基

因静默的放大机制#
为了克服体外合成的 $%&’($基因抑制作

用时间短和效率低的弱点"研究者采用 &’(
聚合酶@的启动子)如 A7或 *4!来构建载体
和表达 $%&’($5B"18#&’(聚合酶@多转录小
的-非编码区的 &’("并且不进行 6C端加帽和

2C端加尾的加工过程"而且它还能识别特定核
苷酸转录起始点"遇到 DE6个连续的胸腺嘧啶
时则终止转录"因此它所指导合成的 &’(其

2F末端有 4ED个尿嘧啶"这个结构与 G%H+:酶
剪切形成的$%&’($是相类似的#表达$%&’($
的载体有 0种不同设计"&’(聚合酶@启动子
位于转录成分的上游 )图 4!#其中之一有 0个
启动子"分别指导合成 $%&’($的正义链和反
义链"转录产物在细胞核内形成双链结构5B8I另
一种是只有 4个启动子"指导合成被不同长度
核苷酸链间隔开的反向重复序列"因此转录产
物可形成发夹样结构518"包括 41J01<K的茎部"
中间由2J1<K连接"2C末端有4ED个尿嘧啶#这
种结构可被 G%H+:酶加工"产生 $%&’($"并激
活 &’(%#目前表达 $%&’($的载体已经广泛
应用到多种哺乳动物细胞中"包括 *+,;2-
012L.H&以及小脑颗粒神经元细胞等等#
不论是合成的 $%&’($还是载体表达的

$%&’($"其作用效率都受到靶位点在 M&’(
上定位的影响"因此合理设计 $%&’($的序列
非常关键#现在的 $%&’($序列大多凭经验设

图 N 两种表达 $%&’(的载体

OPQRN 9STU%VV+:+<KW+HKT:$+XY:+$$%<>$%&’(

计"有人选择翻译起始位点 4ZZE0ZZ个碱基之
后的编码序列"也有选择 2C端 A9&54Z8"一般认
为首先要避开高度保守的区域"如催化区-配体
结合区等等#最近有研究提示利用实验的方法
来选择靶位点的可能性5B8"即利用与靶 &’(
分子不同部位互补的寡核苷酸链当作探针"在
细胞提取液中与靶序列杂交形成双链后"靶序
列对 &’;$+*的敏感性增加"但是敏感程度不
一#这样"就可以利用 &’;$+*对不同探针杂
合链的敏感性来选择反应的靶位点"并预测

$%&’(的作用效率#
NR[ M%&’( 最近又发现一类大约 00<K的
微小 &’()M%H:T&’("M%&’(!"属于非编码

&’("它们并不是广泛存在和表达"而是在特
定的时间-特定的组织中出现"对发育的时程控
制非常重要#目前在动物中已经发现了 4ZZ多
种 M%&’("其中最典型的是线虫中的 \+KJ?和

\%<JD544"408#M%&’(的前体是具有 ?Z<K左右的
发夹样结构"在 G%H+:酶的作用下剪切为 00<K
大小的单链结构#与 $%&’(不同的是"M%&’(
与其作用的靶M&’(只有部分序列是互补的"
因此配对后只在翻译水平上抑制基因的表达"
而不能引起 M&’(的降解518)图 0!#但是"最
近有研究表明 \+KJ?可以进入 &’(干扰途径"
诱导与之完全互补的人工合成的靶 &’(降
解#在上述研究的基础上"又构建了表达

M%&’(的载体"其表达产物与 $%&’(功能相
同"都可以介导序列完全互补的靶 &’(的降
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解!"#$%与由 &’或 ("启动子合成的小的发夹
样 )*+不同,这种载体在细胞内首先合成约

-./0的发夹样前体,其茎部含有与靶基因完全
互补的序列,因此经加工后形成的 12)*+可
以像 32)*+3一样诱导靶 )*+的降解%

图 4 32)*+5天然 12)*+5合成 12)*+的作用途径

67894 :;0<=;>3?@32)*+,/;0AB;C12)*+,

;/D;B02@2E2;C12)*+

4 FGH干扰在体内实验中的应用

在植物和蠕虫中,局部给予 D3)*+5注射

D3)*+ 或用逆转录病毒和质粒载体表达

D3)*+,都能引起系统性的抑制反应I3>30J12E
3AKKBJ332?/L,甚至可以遗传至 M"代!"N$%对于
哺乳动物,整体动物实验一直是空白,直到最近
才有报道利用水压动力转染的方法,将合成的

32)*+3或表达 32)*+3的载体注入大鼠的尾
静脉,并观察大鼠基因的功能状况,从而证实可
以应用这项技术在整体动物中抑制基因的表

达!"O,"’$%但同时也观察到,至少在肝脏细胞中,
)*+2是不能在细胞之间扩散的,这一点可能
会成为 )*+2技术用于疾病治疗的障碍%不过
人们已经在线虫中发现一个新的基因位点PP
系统性 )*+干扰缺陷基因I3>30J12E)*+
2/0JB@JBJ/EJDJ@2E2J/0,QRSL!"-$,这些基因编码
的蛋白并不在基因静默的起始阶段起作用,而
是对 )*+干扰在蠕虫中的系统性扩散是必须
的%更有意义的是,在大鼠和人类中都有 QRST"
同源基因,对于 QRST"的进一步了解可能有助

于人们解决这个难题%

U FGH干扰技术是功能基因研究和基因治疗
的有力工具

)*+干扰最显著的特征就是高度序列特
异性,如果在发夹样 32)*+3中引入一个碱基
位点的错配,就足以消除其 )*+干扰作用!"V$%
正是因为 )*+干扰这种高度的序列特异性,
使之可以用来选择性地抑制具有点突变5插入
或缺失等突变基因的表达,因此,)*+干扰技
术不仅可以用来研究特定基因的功能,还可以
进行基因治疗%
基因敲除技术是利用同源重组的原理破坏

内源基因,造成基因功能缺失,从而在生物体内
研究该基因的功能%但是这项技术的应用受到
很大的限制,例如,必须获得与目的基因相关的
基因组区域 S*+序列和片段,生产基因敲除
小鼠的周期长5胚胎致死率高,更重要的是这种
技术不适宜应用于人类%相对而言,)*+干扰
技术周期短,操作方便,不用改变基因组就能使
特定的功能表型缺失%随着人类及小鼠基因组
序列的测定,完全可以通过 )*+干扰技术抑
制任何一个基因%目前采用的 32)*+3表达载
体还有一个优点就是启动子可以接受调控,例
如四环素调节系统可以控制 &’启动子的开放
或关闭,从而能够对 32)*+3介导的基因静默
进行严格开关调控!"W$%
基因治疗已成为分子生物学最重要的应用

研究领域之一%其中,反义 )*+技术利用人工
合成的反义 )*+或能转录反义 )*+的表达
载体,实现对特异 1)*+的阻断!X.$Y另外,利
用三链 S*+的构建同样也可以达到抑制基因
表达的目的!X"$%但是它们在体内实验中的应用
都受到基因转移技术的限制%32)*+3除了与
上述核酸分子一样具有特异性和靶向性外,
32)*+3是通过激活细胞内的正常过程,从而
导致高度特异的 )*+降解%而且,更重要的
是,在一些 )*+干扰研究模型中可以观察到
基因静默作用在细胞之间的扩散%尽管目前还
没在哺乳动物中观察到这种系统性扩散的现

象,但是正如前文提到,已经在人类和大鼠中发
现了与蠕虫 )*+干扰作用系统性扩散相关基
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因的同源基因!"#$%这方面的研究必然会对

&’(干扰技术在基因治疗中的应用产生巨大
推动作用)

* 问题与展望

&’(干扰已经成为在哺乳动物细胞中抑
制特定基因表达的有力工具)但是%+,&’(+在
哺乳动物细胞中介导基因静默是通过干扰

-&’(的稳定性%还是在翻译或转录水平起作
用%目前还不是很清楚%需要进一步阐明具体的
分子机制)另外%为了更有效地应用 &’(干扰
技术%产生高效.稳定的基因抑制%需要进一步
探索影响其效率的相关因素)例如%目前主要是
凭借经验设计 +,&’(+的序列%因此有必要弄
清是否有内在的规律可用来指导设计)可以预
期随着上述问题的解决%以及 +,&’(+可诱导
表达系统和各种病毒载体的开发和应用%
&’(干扰技术会更加成熟)因而%该技术在哺
乳动物基因功能的研究%甚至人类疾病的治疗
中也具有重要的应用前景)
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t]tG

!WX$ >8(’’AGmNMOD,HMEFvCMH-,O+EMLDEJvCD}EF,LED,HM

EQQJHEOPC+N+,MvEMD,+CM+CHF,vHMNOFCHD,LCDCOPMHFHvp

!R$G!V22’(g3fghU04i3hs%WXX"%"W[\̂6\WW‘\WtG

!W"$ <(98?7u%bk("8&uAGbCMCDEJvCD,Mv},EDJ,QFCn

PCF,wIHJ-ED,HM!R$Gx2h)SV4s0g4d4gy/05*hsfghs%

WXX"%\#6"\_‘"ZWG

!责任编辑 黄晓花$

+_]"+第 W期 邱 爽%等G&’(干扰技术在哺乳动物中的应用

 


