
2006年，美国斯坦福大学的 Andrew Z. Fire和
美国马萨诸塞大学的 Craig C. Mello分别被授予了
诺贝尔生理学和医学奖，以表彰他们发现了 RNA
干扰 （RNA interference, RNAi) 现象，即用双链
RNA使基因沉默（RNA interference gene silencing
by double-stranded RNA）。自发现 RNAi 现象至
2006年的 8年间，在 PubMed网站上能搜索到的有
关 RNAi的文章已经达到 8900多篇，可见，从 RNA
干扰理论提出到现在已经历十余年时间，人们对其

机制和应用的研究热情始终没有冷却。为了加深对

该技术的了解与追踪，本文主要对 RNAi的发现、
作用机制、应用的研究进展予以综述。

1 RNAi的发现
RNA干扰是一种在进化过程中存在的高度

保守、由双链 RNA 分子 (double-stranded RNA，
dsRNA) 诱发同源 mRNA高效特异性降解的基因
转录后沉默现象（post-transcriptional gene silenc原
ing, PTGS）。1990年初，科学家在向矮牵牛花导入
能使花卉变得更鲜艳的查尔酮基因后，结果却发

现，一些花的颜色不但没有变鲜艳反而被“漂白”

了。这种过度表达内源基因而引发的基因沉默的

现象当时被称为共阻遏。1998年 Fire等在向线虫
中分别导入正义、反义和双链 RNA 同样干扰
par-1基因表达，结果发现单链反义 RNA和双链
RNA均能特异性沉默靶基因的表达，双链 RNA
的效果明显比单链 RNA的沉默效果强，于是他们
将这种双链 RNA抑制基因表达的现象称为 RNA
干扰（RNA interference，RNAi），把引发 RNA干扰
现象的 RNA分子称为干扰 RNA[1]。此后，RNA干
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扰这种现象被证明广泛存在于多种真核生物中。

2 RNAi的作用机制
众所周知，RNAi的分子主要包括以下几种：

siRNA、shRNA、miRNA，虽然它们在结构上各不相
同，但是所有这些分子都具有诱导基因沉默的能

力，它们在细胞中的作用机制主要有 3个步骤[2]：
起始阶段：外源性或内源性双链 RNA分子被

核酸酶 Dicer加工剪切成 21耀25个核苷酸长度的
小分子双链。

RISC（RNA-induced silencing complex）的组
装：产生的小分子双链 RNA中其中一条链与相关
的蛋白（主要是 Argonaute蛋白）组装形成具有活
性的沉默复合体 RISC。

效应阶段：组装形成的具有活性的 RISC作
用于与其上的单链小分子 RNA序列互补的 mR原
NA，并将该 mRNA 降解，使其翻译受到抑制，最
终导致基因的沉默。siRNA、shRNA与 miRNA对靶
基因 mRNA沉默时作用的位点有所不同，siRNA沉
默目的基因主要作用于 mRNA 的编码序列，而
miRNA主要作用于 mRNA的 3’的非翻译区。

在 RNAi过程中，研究得较清楚的蛋白主要
是 Argonaute蛋白家族：Argonaute（Ago）蛋白属于
一个高度保守的蛋白家族，包括 Ago1、Ago2、A原
go3、Ago4。它的大小约 100 kD，这 4种蛋白都包
含两个重要的结构域：PAZ、MID结构域，分别与
miRNA 3忆与 5忆端相互作用。在所有的 Ago蛋白中
只有 Ago2所包含的 PIWI结构域具有切割活性，
Ago1、Ago3、Ago4没有此活性[3，4]。Argonaute能跟
不同的小分子 RNA（miRNA、siRNA）结合，根据小
分子 RNA结构的不同，它们所结合的 Argonaute
蛋白也有所区别，其中 miRNA与 Ago1结合，而
siRNA则与 Ago2结合[5]。最近研究发现，Ago2能
提高细胞中 miRNA的稳定性及提高成熟 miRNA
在细胞中的水平[6]；Ago3蛋白的 PIWI与 Piwi-in原
teracting RNAs (piRNAs)相互作用产生沉默转座
子的作用；Ago4在调控哺乳动物精细胞进入减数
分裂和减数分裂性染色体失活（MSCI）中起作用[7]。

3 RNAi的应用
3.1 基因功能研究

在后基因组时代，基因功能的研究显得尤其

迫切，可是，由于我们在进行研究基因功能实验时

难以直接在人活体内进行，建立有效的转基因或

基因敲除的动物模型显得格外重要，RNAi技术在
此方面做出重大贡献。Kim等利用针对影响胚胎
发育的两种内源性的 Oct3/4 和 c -mos 基因的
siRNA，将其植入鼠卵母细胞前胚胎中,成功地清
除了内源性的 Oct3/4和 c-mos 产物，建立了敲除
Oct3/4和 c-mos基因的动物模型[8]；其次利用RNAi
文库也是基因功能研究的重要手段，RNAi 文库
是人工构建的一种混合文库，研究者能通过它诱

导 RNAi抑制众多种不同基因表达。目前，研究者
利用 RNAi文库已经发现了许多与生物功能相关
的新基因和治疗疾病的新靶点。Buss等在秀丽隐
杆线虫中通过全基因组 RNAi筛选的方式，发现
烟碱型乙酰胆碱受体 (nicotinic acetylcholine re原
ceptor subunit ACR-7）是抗精神病药物的靶点[9]。
3.2 临床基础研究

RNAi技术具有简单、快速、特异性沉默任意
基因的特点，使其被广泛用来研究肿瘤、肺动脉高

压、先天性遗传病等疾病的治疗靶点，并取得了一

定成果。最近 Ku等证实通过脂质体的方式向 T24
膀胱癌细胞中导入针对生存素（survivin）的 siRNA，
该 siRNA能特异性地干扰膀胱癌细胞中生存素
的表达，同时加速了膀胱癌细胞的凋亡[10]。 Wedg原
wood 等运用 RNAi 技术研究发现过氧化氢酶在
新生儿肺动脉高压中血管的重塑中起着重要作

用，有望成为该疾病治疗的靶点[11]。Leachman等
对先天性厚甲遗传病患者通过皮下注射 siRNA
的方式针对突变的 K6a角质蛋白进行沉默，3个
月后成功对该蛋白进行沉默的同时发现患者皮肤

起茧情况明显得到好转。此外，RNAi治疗并没有
给患者带来其他负面影响 [12]，这是 RNAi 在药物
治疗方法上的重要进展。RNAi技术还被应用于
整形外科方面，整形外科的开展主要以手术为主，

图 1 RNA干扰作用机理[2]

Fig.1 Mechanism of RNA interference[2]
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RNAi技术的应用为整形外科的开展注入了新的
力量。众所周知，当人体皮肤深层受到创伤后，机

体产生的炎症反应及应激反应会导致基质层许多

生长因子异常增多，从而诱使皮肤深层基质细胞

变性转化疤痕组织，产生疤痕，这是目前整形外科

研究的热点和难点。Liu等将 RNAi技术与胶原壳
聚糖硅橡胶皮肤再生材料（collagen-chitosan/sili原
cone membrane bilayer dermal equivalent) 结合起
来应用于背部皮肤严重缺损的猪的皮肤修复上，

研究发现 siRNA能明显抑制 TGF-茁1生长因子的
表达并同时抑制皮肤修复过程中疤痕的产生 [13]。
在整形外科软骨移植中，经常会发现软骨外质细

胞被大量降解，出现使细胞质中蛋白多糖与胶原

水平失衡的现象，Wang等采用 RNAi的手段通过
抑制软骨细胞多聚蛋白聚糖酶 1，2(aggrecanase)
的表达，减少其对蛋白多糖的分解，维持软骨移植

后软骨细胞外基质的平衡[14]。
3.3 药物开发研究

RNAi技术还被应用于鉴定药物靶点和筛选
药物方面。RNAi技术的应用明显地缩短了从筛
选到鉴定药物靶基因功能的时间, 有助于药物开
发过程中对已知靶基因功能的高通量分析。在鉴

定 RNAi药物靶点上，Watanabe等研究发现通过
siRNA 干扰的方式在小鼠中沉默蛋白转移酶 9
（proprotein convertase subtilisin/kexin type 9，PC原
SK9）能有效地减少血清中胆固醇水平，首次证明
通过沉默 PCSK9有望成为降低胆固醇的治疗靶
点[15]。在筛选药物上，Liu-Sullivan[16]等通过 pooled
shRNA的方法发现维甲酸类药物能增强 pkl1激
酶抑制剂药物 GSK461364的抑制作用，进而阻止
细胞有丝分裂，加速了癌细胞凋亡的速度。

4 影响 RNAi 效率的因素及 RNAi 应用
中存在的问题

4.1 影响 RNAi效率的因素
4.1.1 RNAi序列的设计

RNAi技术的关键是如何有效发挥 siRNA的
干扰作用。在 RNAi的实际应用中经常发现合理
设计的 siRNA不能发挥有效的干扰作用，分析影
响 siRNA干扰效果的因素包括 dsRNA双链末端的
稳定性、siRNA与 RISC的结合情况及干扰载体的
转染效率。在对 siRNA特异性研究中，发现 siRNA
最好设计在 19耀25个碱基之间，且 siRNA的 GC含
量应在 30%耀52%之间。此外，在 siRNA特定的位

置应设计特定的核苷酸，例如：siRNA的 sense序
列的 5忆端的第一个碱基最好是 U，第 3、10位碱基
最好是 A[17]，因为 A在热力学上结合力更低，因此
会降低 siRNA双链的稳定性使 RISC更好解开双
链 siRNA，同时增加 siRNA的基因沉默效率。相
反，若 siRNA序列中存在反向重复序列会降低
siRNA的沉默效果。
4.1.2 RNAi序列的稳定性

一般 siRNA在血清的环境下，很容易被降解
以致其难以在细胞中发挥其 RNAi作用。因此对
siRNA进行适当的化学修饰是必要的。
目前已经存在很多 siRNA优化方法，研究发现

siRNA经过 tricyclo-DNA修饰后能明显提高siRNA
在血清中的稳定性[18]。除了上述修饰外，还有一种
化学修饰称 LNAs修饰 (locked nucleic acids)，它是
一种核酸类似物，其能使 RNA/DNA增加耐受核酸
酶的能力，此外，这种修饰能降低 siRNA对细胞的
毒性。Petri 等 [19]研究发现利用 LNAs 修饰后的
siRNA更利于 Ago2聚集和剪切，从而能明显提高
siRNA的稳定性及减少 siRNA的脱靶效应。
4.1.3 RNAi序列的导入方式

RNAi技术被广泛的应用，成功将 RNAi分子
导入目的细胞，是实现 RNAi的先决条件。RNAi
分子存在易降解和不稳定的特点，为了保证

RNAi分子能有效地被运送到目的组织细胞，需
要特定的导入方式。文献报道的导入方式有多种，

比如浸泡、注射、脂质体包裹转染、纳米材料导入、

噬菌体包装转染或通过物理的方式直接导入等，

其中，很多研究者会选择采用病毒载体，利用病毒

高感染率、高表达的特性开展 RNAi实验研究。但
是它同时也存在着一些风险，比如病毒会诱发细胞

中基因产生突变或会引起细胞中各种炎症反应等。

针对于病毒载体给细胞带来的各种影响，非

病毒性的导入方式越来越受到研究者的青睐。目

前，有一种著名的 tkRNAi运输 shRNA小分子的技
术，这种技术主要是用非治病性的大肠杆菌内含产

生特定 shRNA的质粒 DNA，并将其运送到细胞中
以产生 RNAi的效果。Kruhn等运用该技术将针对
ABCB1的shRNA导入到人胃癌细胞中，shRNA能
有效干扰 ABCB1蛋白的表达，调节了癌细胞中由
ABCB1蛋白介导的多药抗性的表型 [20]。
4.2 RNAi技术应用中存在的问题
4.2.1 免疫反应

细胞中免疫系统对自身的核酸和外源核酸总
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是有区别对待的，这种反应主要体现在细胞水平

上和分子水平上，其主要的机理是：外源的 RNA
或 DNA会刺激细胞中 IFN（type I interferon）因子
和细胞炎症因子的产生。在 RNAi过程中，依赖
dsRNA的激酶（dsRNA dependent protein kinase，
PKR）能激活 2忆-5忆寡腺苷酸合成酶（2忆-5忆oligo
adenylate synthetase，OAS)，OAS 会刺激 ATP形成
2忆-5忆寡腺苷核苷酸，进一步激活细胞中核糖核酸
酶（RNaseL）形成，进而降解细胞中的 RNA，包括
RNAi小分子，降低 RNAi的沉默效率[21]。适当的
化学修饰能改善 siRNA引起的细胞免疫反应，如
将 siRNA 用 2忆-O-Me，2忆-O-F 加以修饰足以改
善 siRNA的免疫刺激活性并能更好地优化 siR原
NA的沉默效果[22]。
4.2.2 脱靶效应

众所周知，Ago-RISC 对靶 mRNA 的剪切是
具有高度特异性的，可是在 siRNA的应用过程中
也会出现许多脱靶效应从而诱发细胞毒性。siR原
NA的脱靶效应主要与其序列中靠近 5忆端的 2耀8
个碱基密切相关，因为它们与 mRNA的 3忆UTR互
补并与 RISC结合紧密。为了减少 siRNA的脱靶
效应，提高 siRNA的特异性主要通过以下方式：
1）降低 siRNA中 5忆端的热力学稳定性；2）在选择
靶 mRNA位置时要避免靠近 mRNA的起始编码
区；3）通过使用 siRNA pools的方法，在既能保持
siRNA的沉默效率下，又能减低 siRNA的脱靶效
应[23]；4）文献报道，在 siRNA的第 7位加入一个不
稳定的 unlocked nucleic acid（UNA) 修饰能减少
siRNA的脱靶效应[24]。
4.2.3 饱和现象

在正常细胞中，小 RNAi分子与其靶基因之
间始终保持着一种平衡的状态，这使细胞一直保

持着正常的生理功能。大量外源的 siRNA/shRNA
被导入到细胞内，使细胞中正常 RNAi水平达到
一种不平衡的状态。大量外源的 siRNA/shRNA进
入细胞会与内源的 miRNA竞争某些蛋白因子，如
Dicer、Ago蛋白等，以致细胞内的 miRNA不能行
使正常的功能。在细胞中，即使使用弱启动子表达

了大量 shRNA也会诱发生物体内细胞毒性。为了
避免上述问题的产生，Grimm 等将 Ago2、Exp5、
U6-shRNA共同导入到小鼠内，结果发现 shRNA
的干扰效果明显增强，同时检测小鼠肝脏毒性明显

降低[25]。为了避免内源 miRNA与外源的 shRNA竞
争 Dicer因子，Liu等最近研究出一种 Ago2shRNA，

该 shRNA 可以不通过 Dicer而直接利用 Ago2行
使剪切功能，这种设计有望能在进一步提高 RNAi
的同时避免引起 RNA干扰效果的脱靶效应[26]。

5 展望

RNA干扰技术是一个生物学研究的亮点，它
给许多疾病的治疗与药物的开发提供了新的思

路，其中 RNAi药物具有药效测试周期短，在理论
上适合于任何基因治疗的特点，其中比如 anti原
sense RNAi药物，它的特异性非常强，有可能在
RNAi药物开发中引来新的一场革命。目前，许多
RNAi药物迅速地进入了临床研究阶段。虽然还
存在一些问题，如出现脱靶效应、免疫反应等问

题，但我们始终相信这些问题最终会被解决，使

RNAi技术能更好地被广泛地应用在基础研究、
临床研究及 RNAi药物研发之中。
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