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摘要 : 自 199 8 年发现 RN A 干扰现象以来
,

RN 儿 已经成为一个新兴的 实脸技术
,

广泛应用 于基 因功能分析
、

肿瘤和疾病 的基

因治疗等研究领城
。

在进行 R N儿 实验时
,

效果的持久性
、

毒副作用
、

先天性免疫和病毒逃逸这些 因素与实脸效果密切相关
。

本

文就这些突出因素做一综述
,

以期给从事丑N龙 实验的研究者们提供参考
。
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R N A 干扰 (RN 龙)
,

又称 R NA 干预或者 R N A 干涉
,

是一种

新的有效的实验手段
,

广泛应用于基因功能分析
、

肿瘤和疾病

的基因治疗等科学研究领域
。

体外实验证实
,

小干扰 R NA

(磁RN A抽R N A作为一种小分子物质
,

能有效干扰 目的基因的

表达
。

美国《防~ 》杂志把小分子核糖核酸和 R N龙 评为

2(X犯年度重大科技成果之首
,

是生物医学领域近 加 年来
,

可

以与人类基因组计划(h

一
罗

n o曲伪 p功g 朋
l ,

HGP )相提并论

的最重大的成果之一
。 . 切困区 的干扰效果与实验中存在的一

些问题密切相关
,

如效果的持久性
、

毒副作用
、

先天性免疫和

病毒逃逸等突出问题
。

本文就 R N儿 实验中的这些问题进行

综述
。

1 效果的持久性

1
.

1 的R N A 序列设计

大部分研究中所报道的
日州八A都是利用 21 个碱基对的短

双链 R NA
,

主要因为体内 场沈 r

酶消化双链 RN A 的产物为

Zl nte 〔
’]

。

另外有报道用 25 个碱基对的双链 R NA 进行实验
,

也

取得了很好的结果[21
。

不对称的 刀 个碱基的双链 RN A
,

在体

外实验中表现出来很好的效力[3川
。

也有采用改良的 ‘R NA
,

即
“

叉状双链
日州入A

, ,

(肠浅 - 面R NA)
,

它的有意链的 3
’

端有 1 到

4 个与反意链不匹配的碱基
。

这种分子在哺乳动物细胞中能

够增加传统 R NA 干扰的强度
。

1
.

2 5识八A 的修饰

虽然双链 RN A 比单链更能抵抗核酸酶的消化
,

但是未被

修饰的 幼R N As

在哺乳动物静脉注射时仍是很快的被降解掉
。

si RN As 经过低核酸化和 (或)通过携带一种物质或活性粒子的

化学修饰
,

可以延缓或避免这种降解
。

许多研究对修饰和没

有修饰的双链 si R N A 干扰效果进行比较
,

结果显示修饰的
日
讯

~

NA 干扰效果更好[5
一
8]

。

Mo示
ssey 等[9] 对比了未修饰 ‘R NA 和过渡修饰

,

2
‘ 一 。 -

甲基化喃吮
,

2
‘ 一 F化啥吮

,

末端硫代磷酸脂化修饰
,

但双链仍

保留 DNA 骨架
。

乙肝病毒表达质粒和修饰/ 未修饰的双链一

起经老鼠尾静脉通过同样高压水法注射
,

在注射 72 小时后检

测到乙肝病毒 DNA 产物和乙肝表面抗原
。

通过剂量和效果的

曲线比较
,

结果发现修饰过的双链效果更好
。

MOrr 运Se y[’0] 等研

究报道了血清中未修饰的 苗R N A 半衰期为 0
.

03 h ; 修饰过 的

si RN A半衰期延长到 0
.

sh ;利用 SN A ll 〕

(Sta bl
e Nu c le ic Ac id u 户d

几币
c

le) 载体递送修饰过 的 滋R N A
,

半衰期最长
,

为 6
.

sbo

阮
u

峡he k等[川也做了同样的实验
,

结果表明修饰过的 成RN A

在老鼠中半衰期为 o
.

lh
,

而结合了共扼胆固醉的双链半衰期

延长到 l
.

sh
。

现在对 苗R NA进行修饰的方法有很多
,

如硫代磷酸酣化
、

核糖 2
‘

位置的修饰或结合上一些物质 (如胆 固醉
、
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类
、

肤等 )
,

可以很好的提高
。iR NA 的稳定性

,

提高对核酸酶的

耐受性
。

在 R N儿实验中
,

当需要持续性效果时
,

应当将 成R NA

进行修饰
。

1 3 给药途径

S川入A给药的途径直接影响到剂量的确定
、

组织中的分

布
、

效果的持久性等问题
。

全身给药时
,

静脉注射(iv )是一种十分常用的方法
,

已经

在很多的研究中应用山
一 ’
叭也可以采用腹腔注射t’4 ]和皮下注

射等方法进行全身给药
。

局部给药时通常采用高浓度低剂量

的给药以减小局部副作用
。

局部给药通常进行直接注射(如

进行肿瘤
、

关节
、

眼内直接注射)或直接表面涂抹(如通过口粘

膜直接吸收)
。

中枢神经系统给药时
,

可通过心室直接给药
,

使药物通过血脑屏障从而到达中枢神经系统
。

通过呼吸道系

统给药可以将药物送达肺部等呼吸器官
。

SI R N A在血清中容易被核酸酶等很快降解
.

采用合适的给

药途径
,

可以改善药动学
,

延长 R N龙 干扰作用时间
。

行 si R N A递送时可以减少刺激 正
,

N 的分泌 ; K a卫iko 等发现原核

生物的 R N灿 比真核生物的 R N抽 能更容易被 IU”
、

7 和 8 识

别而激活IFN
〔川 ; Jud 沙等研究证明对双链 ‘R N A 铰链区上的 2

个位点进行 2
’ 一 O 一 甲基化

,

能阻止 n 丑 的激活 [周
。

2 毒副作用

研究表明通过脂质体等载体能将 苗R N A成功的转人到体

内进行实验
,

但是其残留下来的毒副作用对实验结果有所影

响
,

应该引起注意
。

伽二等〔周通过老鼠尾静脉注射给药
,

连

续给药 2 周
,

剂量为 1肠吸好h好山y
,

评估了用阳离子 以汀Ap 脂

质体(1
,

2 一 二油酞 一 3 一 三甲按基丙烷 )和 CQ人
二Do pE (类心

磷脂
:

二油酞脂酞乙醉胺 )分别作为 苗R NA 载体时的实验效果

比较
。

结果发现 DQ队P组老鼠存活率为 2乃
,

而用 CCLA 组的

老鼠存活率仅为 O/ 3 ; CCLA 组给予不同剂量研究时
,

发现连续

给药 3 天
,

摄人量为 1戊响岁h犷dsy 的小鼠存活率为 1乃
。

给药后动物会产生相关反应
,

这会影响实验结果
,

必须予

以重视
。

当实验中过量的应用阳离子脂质体时
,

会导致淋巴

细胞减少
、

血小板减少和肝细胞坏死等毒性作用
。

采用腹腔

注射给药
、

神经系统直接注射给药或粘膜给药时
,

能降低或避

免这些毒副作用
。

日川四A 也可以不用载体直接进行转染
,

这样可以更好的降

低毒性作用
。

51

~
等〔16] 将靶点为突变基因 朽卯EB 一

raf 的
日川人A

,

没有用载体系统而是用电穿孔的办法
,

转染到人黑色

家瘤细胞中进行研究
,

转染后的细胞植人裸鼠中
。

结果发现

对照组在 5 天后就出现了 10n m l

的肿瘤灶
,

而实验组在 14
一
16

天才出现 1伪川
l

的肿瘤灶
,

并且没有出现毒副作用
。

3 先天性免疫

在实验中
,

核昔酸序列能激活先天免疫系统
。

这种特性

源于 毛川样受体 9 对含有非甲基化脱氧胞喻咤基序的 C丙 的

识别
。

当核昔酸序列进人体内时
,

先天性免疫系统可通过一

系列受体分子对其进行识别
,

引起细胞免疫反应
。

介U样受体

家族是其中一种受体分子
,

能够识别从细菌脂多糖到核酸等

化合物〔’7
一 ’, 1

。

人类确定的 n 个 n J‘家族成员中
,

已经被确

定能特异性的识别 RN A 的 3 个是
:”J。扩n 』7 和 n 丑8吻

一

川
。

随着越来越多的核昔酸序列被确定能被 们以U刀沼 识别

而激活 IFN
,

在体内实验中
,

许多研究通过不同的方法寻找降

低或避免引起先天免疫系统的方法
。

si oud 等〔川 电穿孔法进

4 病毒逃逸

病毒频繁突变和 R N儿 高度特异性之间的矛盾一直是

R N儿 实验的难点
。

人们通过将细胞表面病毒受体或协同受体

作为 R N龙 的靶位点
,

不但能减少突变病毒粒子的逃逸
,

还能

有效地抑制封闭于浓缩的蛋 白 一 R NA 复合体中的病毒

R NA〔孤271
,

从而最大限度地发挥 si RNA抑制病毒的作用
。

滋R
~

NA 在抑制病毒核酸复制的同时也能激发病毒对 R N龙 的耐受

性
,

这种具有耐受 目功认 的病毒粒子在最初的病毒群体中就

已存在
,

在转染 断R N A 的压力选择下
,

这种具有耐受性的病毒

粒子得到了选择优势
,

引起病毒逃逸
。

事实上
,

脊髓灰质炎病

毒 (网ovi njs )[ 侧 和人免疫缺陷病毒 (h

UIUan
证助Un 记‘

c i

叫
vi心

一 1
,

扣v 一 l) 的 R N扣 实验中己经证实存在这一现象〔别
。

5 结论

R N A 干扰技术从被发现到广泛应用仅仅 7 一 8 年时间
,

在

哺乳动物上的研究仅仅 4 一 5 年
,

由于其高效性和高度特异

性
,

便已成为颇为理想的细胞水平基因敲除工具
,

并迅速成为

后基因组时代功能基因组学研究中不可或缺的重要手段
。

然

而在 R NA 干扰实验积累的经验中发现
,

效果的持久性
、

毒副作

用
、

先天性免疫和病毒逃逸因素直接影响着实验结果
。

如何

正确的处理这些影响因素
,

避免它们成为直接或者主要影响

实验结果的因素非常重要
。

随着 RNA 干扰技术体外实验的成

熟以及在动物体内的应用
,

这些影响因素就越发的突出了
,

可

能成为以后必须解决的首要问题
。

所以
,

如何解决这些影响

因素的干扰作用将会成为国内外研究学者对 R NA 干扰技术下

个阶段的研究重点
。

尽管 R N A干扰还存在着这些形响因素的

千扰
,

但是对于病毒或者细胞基因
,

当疫苗和普通治疗没有效

果时
,

这项技术仍然是一种非常有前景的治疗手段
,

具有巨大

的发展潜力
。

参考 文 献

【ll c幽日
~

F
.

加加恤阁 俪西。 词 曲山i肠ng m 记 16画。 J syn
-

th 面e 城RN As in n四田司 ian e el】。 [ J〕
.

N谈leie Ae ids ReS
,

岌刃3
,

3一:

刀仍 ~ 27 16

脸〕 O” 1 D
.

S 侧触比 司介石。目加 m 目ia . . m 盯. 叮】山娜州山 一 j闭晚曰

甲喇. 18 in RK 13 Ce ll日 〔J]
.

J Bi d 伪田
,

乞洲万
,

280
: 刀月乃

一 z “肠

[3 ] ‘ m n H
,

压出挂e M A
,

.b 阴 s D
, et al

.

伽‘‘c ds RN^ 众, 砚山
.

川刃吐 , 即坛川Ce

RN 儿 p改翻Cy 词 而
c侧 , 〔Jl

.

Nat 氏伙忱坛d
,

么洲巧
,

23 : 刀2 ~ 刀6

〔4〕 R卿 5 D
.

叭川c‘. 司 州‘ty 沁 认饭汕叩日 场 以二 , . 比曰 .赌 ‘ 目栩t

翻肠耽刊比 RNAa 〔J]
.

N伙lei c A c ids R 翻
,

2以】5
,

33 : 41 奶
一 41 肠

[5 ] 肠 P Y
,

芜e F
,

and w 润山e M c
.

In “vo 娜润iCat i二 ‘ RNA in比‘er
.

enc
e : 肠阅1 和拙ti国目 ,

盆. . cs to tha 呵抵币 . 〔J〕
.

人d y G . 以
,

2以万
,

54
: 1 17 一 142

[6 1 R .

炭 s D
.

R 价币田目 州园勺 is in 匕记公目 by “嘴 户仪” . 昭 ‘ d 加“

司减成
e

RN 灿 【J]
.

N谈leie Ac ids l召.
,

2(X巧
,

33
: 41 钓

一 41 肠

〔7〕 伽
u Y L . 日 R . la T M

.

si RN A 血旧‘. in R N龙 : a d 目d a日爪述右ca
-




