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　　内源性或外源性的双链 RNA(Double-stranded RNA , ds

RNA)在细胞内使其同源 mRNA 降解和基因沉默 , 这种转录

后基因沉默(Posttranscriptional gene silencing , PTGS)的现象称

为 RNA干扰(RNA interference , RNAi)。这是植物[ 1]和线虫[ 2]

中自然存在的一种古老的抗病毒免疫防御机制。在植物中 ,

长 dsRNA 前体被 Dicer核酸酶切割成小干扰 RNA(Small inter-

fering RNA , siRNA)而导致基因沉默[ 3] 。但在哺乳细胞内没

有 Dicer酶 , 并且长于 30 个碱基的 dsRNA 会激活干扰素途径

而导致非特异性基因沉默
[ 4, 5]

。

因此 ,研究者们模仿 Dicer酶切割长 dsRNAs 的产物而设

计合成 siRNA。这些化学合成的 siRNA 一般长 19—23 个碱

基 ,在 3′端有两个碱基突出 ,将其转染到培养细胞中 , 结果高

效特异地抑制了靶基因的表达而未出现非特异性基因沉

默[ 5] 。大量实验证实 , 由 siRNA 介导的 RNAi技术在哺乳类

细胞中可以防止病毒入侵 、抑制病毒复制 、减少病毒 RNA 的

数量 、阻断病毒蛋白的表达 、切断病毒的发病途径。因此 ,

RNAi作为一种基因治疗的新途径受到研究者的高度重视。

本文就近几年来 RNAi在抗病毒防御方面的研究做一个总体

的概括 ,为 RNAi应用于鱼类抗病毒研究提供参考。

1　RNAi作用机制

目前认为 , 当 siRNA 进入细胞后与一些蛋白结合形成

RNA诱导沉默复合体(RNA-induced silencing complex , RISC)。

siRNA 在 RISC 上解旋酶作用下解链 , 其中反义链指导 RISC

与同源 mRNA 链结合。随后 RISC 上的内切酶在同源 mRNA

上距离 siRNA 3′端 12 个碱基的位置切割 mRNA , 使其降解。

新形成的 siRNA重新参与新一轮循环 , 将反应扩大[ 3] 。

2　siRNA的设计 、转移和 siRNA 表达载体

2.1　siRNA设计规则

siRNAs 序列高度特异 , 必须与同源 mRNA 完全配对[ 6] 。

因此 ,其与靶 mRNA 之间的结合能力对 RNAi作用效果至关

重要。基于此 , siRNA的设计需遵循一些规则:(1)一般正义

链 5′端用 G∶C 碱基对;反义链 5′端用 A∶T碱基对;(2)G-C 串

边碱基不要超过 9个 , GC 含量为 30%—50%,避免 4 个 T 或

A 碱基的连续序列;(3)避免选择起始密码下游 50—100个碱

基 、终止密码上游 100 个碱基以及 5′和 3′的非编码区域;

(4)检查设计序列的特异性 , 排除那些和其他编码序列/ EST

同源的序列[ 7] 。但 siRNAs 在细胞中的作用时间不超过一个

星期[ 8] ,所以需构建表达载体而持续稳定表达 siRNAs。

2.2　siRNA表达载体

用 RNA 聚合酶Ⅲ启动子表达载体在哺乳类细胞内可以

持续转录出 siRNA[ 9—13] , 比如H1和 U6 RNA聚合酶Ⅲ启动子

和 5个 T碱基终止子形成的转录表达框 , 可转录成 siRNA 或
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者 shRNA(short hairpin RNA , 发卡状小干扰 RNA), 使靶基因

沉默。

2.3　siRNA的转移

siRNA 不能通过细胞膜。在体外培养细胞实验中 , 可以

用电转导或阳离子脂质体转染[ 14] 。在体内实验中 , siRNA 或

其表达载体可通过电转导导入鸡胚神经管[ 15] 、通过液体动

力注射导入鼠的尾部静脉[ 16] 、通过注射到鼻内[ 17]和皮下[ 18]

等方法导入体内 ,并成功介导 RNAi使靶基因沉默。

3　RNAi的抗病毒作用

3.1　siRNA靶向 RNA病毒基因组

病毒基因组的大部分基因都可以作为 RNAi靶位点 , 不

管是正链或负链 RNA 基因组病毒还是 DNA 病毒 , RNAi都是

一种非常有力的调节病毒基因表达的工具。

正链 RNA 病毒的基因组更是 siRNA作用的绝佳靶位 , 因

为它们的基因组既是mRNA 又是复制模板。 Gitlin等[ 19]设计

靶向脊髓灰质炎病毒(poliovirus , PV)外壳蛋白和 3D RNA 聚

合酶的 siRNAs ,结果病毒的一步生长曲线可降低 100 倍。 转

染后不久 , siRNAs即开始抑制病毒的增殖 , 并且特异性的剪

切降解病毒 RNA。

另外 , 像甲肝病毒[ 20] 、丙肝病毒[ 21] 、登革热病毒[ 22] 、

SARS 病毒[ 23]等正链病毒的 siRNAs 在转染细胞中可以阻断

被感染细胞产生细胞病变 , 并且阻断病毒 RNA 和蛋白的合

成 ,减少病毒粒子的产生。

引起艾滋病的HIV-1(Human immunodeficiency virus type 1)

为单链 RNA 病毒 , 可逆转录成 DNA 并整合到宿主染色体。

Nishitsuji等[ 12]用慢病毒载体构建 shRNA 表达系统直接靶向

HIV-1基因组 , 在 293 细胞中以病毒感染复数 MOI=10 的单

轮感染中 ,病毒基因组减少了 90%;并且这些 shRNAs 表达细

胞至少可以再抵抗 4次感染 , 这种抗病毒活性在培养细胞中

可以持续 35d。而在多轮感染中 , 慢病毒载体表达的 shRNA

至少在一个星期内都可以抑制 HIV-1 复制。

在负链病毒如流感病毒(Influenza viruses)[ 24] , DNA 病毒

如乙肝病毒(Hepatitis B virus , HBV)[ 25—26] 等研究中 , 针对基

因组的 siRNA都可以有效抑制病毒 RNA的水平 , 并且在体内

体外都可发挥高效特异的抗病毒作用。

虹彩病毒(Iridoviridae)为双链 DNA病毒[ 27] 。近年来 , 由

虹彩病毒引起的爬行动物 、两栖动物和鱼类疾病已在美洲 、

欧洲 、亚洲和澳洲等地普遍流行。谢俊锋[ 28] 等针对蛙虹彩

病毒主要外壳蛋白基因(mcp)设计 siRNA ,在肥头鲤肌肉细胞

系中这些 siRNA 有效的抑制了病毒的复制;明显降低了 mpc

基因mRNA水平;并延长了细胞病变出现的时间;降低了细

胞中病毒的滴度。因此 , RNAi作为一种基因治疗的手段也

将可能应用于水生生物的病毒防治。

3.2　siRNAs靶向参与病毒增殖的细胞因子

第一个参与病毒增殖的细胞因子就是与病毒的结合和

入侵有关的受体 ,缺乏受体则病毒周期的后续步骤都无法进

行下去 ,因此也是 siRNA 作用的良好选择。

由于 HIV-1主要是侵犯和破坏 CD4+T 淋巴细胞 , 也能

感染单核巨噬细胞 、B 细胞 、小神经胶质细胞 、骨髓干细胞

等 ,因此 RNAi抗 HIV-1 病毒研究主要集中在抑制调控基因

和细胞因子上。大量报道显示调节某些基因表达如 gag、pol、

tat 、vif 、nef 和 rev 可以降低 HIV-1 的传染能力[ 14 , 29—33] 。 但

HIV-1的高突变率使得病毒突变体可以逃避 siRNA 对病毒基

因的抑制[ 35—37] 。因此 , 对支持 HIV-1 生活周期的细胞因子

进行 RNAi介导的基因敲除提供了另外一种可供选择的途

径。实际上 , 细胞因子 , 比如 CD4 、CXCR4 、CCR5、NF-kB、P-

TEFb 、Cyclophilin A、DC-SIGN、SPT-5 和 PARP-1 已经被成功的

抑制 ,结果抑制了 HIV-1 的复制和感染[ 14 , 30 , 31, 37—38] 。 然而 ,

对这些因子的下游调节会不会导致细胞的程序化死亡?

Sayah等[ 39]通过在 293T、HeLa和 U373-MAGI-CCR5e 细胞内对

人细胞周期蛋白 T1 的 RNAi研究证实 , T1 蛋白的下游调节可

以有效的抑制 HIV-1 病毒的复制 ,但不会引起细胞的程序化

死亡 , 并且 HIV-1 的复制水平与 T1 的量相关。 T1 蛋白是

HIV-1病毒前体的长末端重复序列启动子转录 mRNA和基因

组 RNA 时必须的细胞因子。这也进一步说明了靶向细胞因

子 T1 的 shRNAs可以有效的进行 HIV-1的基因治疗。

4　RNAi的发展趋势

RNAi作为天然存在的抗病毒免疫反应已经在哺乳动物

细胞中被证实 ,它可以减少病毒 RNA 的数量 、阻断病毒蛋白

的表达 、抑制病毒的复制 、切断病毒的感染途径 , 从而达到预

防和治疗病毒感染的目的。 但是目前仍然有一些问题需要

解决:(1)怎样将适量的特异性 siRNAs 及时地输送到靶组织。

(2)如何防止病毒突变体的逃逸。当用单一的特异性 siRNA

和高剂量病毒感染细胞时 , 会有病毒突变体的出现[ 19 , 34, 35] ,

这是用 RNAi进行基因治疗所面临的最大问题[ 40] 。(3)如何

避免位置效应。 RNA病毒基因组中有许多非翻译区高度结

构化 ,抑制了 RNAi的作用;并且有一些位置上的 siRNA不但

没有抑制甚至增强了基因的表达;而有些 siRNA靶向错误的

基因位点[ 6 , 41, 42] 。不过 , 研究者们针对每一种基因不同位点

设计多个 siRNA ,筛选出抑制效果最好的 siRNA ,可以从很大

程度上避免位置效应。另外 ,用多重 siRNA 靶向病毒基因组

相对保守的不同基因位点 ,可以减少突变体的逃逸[ 41 , 42] 。

siRNA介导的 RNAi技术既可以靶向病毒基因组又可以靶

向细胞基因 ,因此对于目前没有疫苗 、没有有效的药物 、没有

适合的治疗手段的水生生物病毒性疾病治疗非常有发展性。

近年来 ,水产养殖业快速发展 , 由水产养殖所提供的鱼

虾贝等食品数量逐年增加。但相应地水生动物疾病 , 尤其是

因病毒引起的爆发性流行病明显增加 , 为水产养殖造成巨大

的经济损失。病毒病已成为制约水产养殖业发展的重要因

素。在水生动物中 , 目前对于病毒性疾病目前尚无特效药 ,

疫苗的制备也还不成熟;而通过筛选或基因工程培养抗病毒

新品种 ,是很有希望并能从根本上进行病毒防治的途径 。转

基因鱼为鱼类病毒抗原基因转移提供了理论和技术依

据[ 43] , 而用病毒特异性 siRNAs 在水生动物中进行疾病预防
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是可行有效的。因此利用 siRNA 介导的 RNAi手段 , 结合转

基因技术 ,将有望成为一种研究水生动物病毒致病机理及其

防治方法的新途径。
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