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摘 要 /+: 干扰（/+: 2D<07E072DC，/+:2）现象是生物界近 "$ 年来最令人兴奋的发现，它是动植物抵抗外来病毒感染、抑制病

毒复制的一种重要细胞保护机制。/+:2 现象是一种序列特异性的、转录后基因沉默（;(?<K<76D?172;<2(D6) C0D0K?2)0D12DC，U>VG）的

过程，启动这个过程的双链（4(-B)0K?<76D404，4?）/+: 与被沉默基因在序列上是同源的，并在多种有机体中成为沉默基因表达

的有力工具。近来已有实验证明：!" W !% 个核苷酸的双链 ?2/+: 可以转染相关的细胞并抑制特异的 /+:。在哺乳动物细胞

中，9$B; 或更长的双链 /+: 可以导致干扰素效应，从而引发细胞内非特异反应，这也限制了 /+:2 作为实验手段和治疗工具的

应用。然而，"L W !% 个核苷酸长短且 9X端有突出碱基的双链 ?2/+:（?F6)) 2D<07E072DC /+:），在培养的哺乳动物细胞内可以以序

列特异性的方式，有效地抑制基因表达。人们可以利用这种方法来抑制 YP’K" 对人类细胞的感染。体外实验表明，/+:2 作为

一种抗病毒的有力武器，将给病毒性疾病的基因治疗带来新的希望。
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!"#$ 现象是真核生物高度保守的分子机制，动植物利

用小的双链 !"# 以序列特异性的方式降解目标 !"#，从而

控制基因表达，并保护基因组免受外源可移动基因的入侵，

如转座子、病毒等［%］。这种现象是 !$&’ ()*+,-.,- 和同事在对

矮牵牛（!"#$%&’(）进行研究时发现的。%//0 年 1$*, 等人在线

虫中也发现了这种现象［2］，后来称之为 !"# 干扰。在随后

的几年中，!"#$ 现象被广泛地发现于真菌、植物和果蝇等其

它各种真核生物中［3，4］。!"# 干扰现象是生物界近 %5 年来

最令人兴奋的发现。它很快成为分子生物学中最有力而且

必不可少的工具。转录后基因沉默可以导致细胞和病毒的

!"# 降解。近 来 已 有 实 验 证 明：2% 6 27 个 核 苷 酸 的 双 链

.$!"# 可以转染相关的细胞并抑制特异的 !"#。人们可以

利用这种方法来抑制 89:;% 对人类细胞的感染。

! !"#$ 的分子生物学机制

通过实验，人们提出一种 !"#$ 作用的简单模型，如图 %
所示［3］，!"#$ 可能的作用途径分为两种：一种是以线虫、真

菌和植物为代表的 !<!=（!"#;<,=,-<,-> !"# =)?@A,*B.,）依

赖的 !"#$ 途径，另一种是以果蝇和哺乳动物为代表的非

!<!= 依赖的 !"#$ 途径。这两种途径都是由启动和效应阶

段构成，在启动阶段，!"B., !型酶（在果蝇中称为 C$&,*，进

化上相对保守，包括两个活性区域、一个 !"# 解旋酶活性区

域及一个 D#E 活性区域）以 #FD 依赖的方式，逐步切割外源

或内源的双链 !"#，产生大量 2% 6 27 个碱基的 .$!"#，.$!"#
与目的 A!"# 有高度的序列特异性。在 !"#$ 效应阶段，被

切割成 2% 6 27 个碱基的 .$!"# 达到有效浓度后，能够启动

!"#$ 机制降解目标 A!"#。.$!"# 与解旋酶、核酸酶等一起

形成诱导沉默复合物（!"#;$-<G&,< .$?,-&$-+ &)A=?,H，!9IJ）结

构并被激活，.$!"# 在 #FD 提供的能量下解链，以它的反义

链作为 模 板 识 别 目 的 A!"#，引 导 此 复 合 物 对 其 进 行 降

解［7，K，L］，最终抑制目的基因的表达。反义的 .$!"# 可能是通

过传统的 MB>.)-;J*$&N 碱基配对原则，与目的基因特异性结

合而执行相应的功能。在线虫、真菌和植物中，.$!"# 的反

义链结合到目的 A!"# 后，不仅诱导 !9IJ 对该基因进行降

解，同时还激活 !<!=（!"#;<,=,-<,-> !"# =)?@A,*B.,）介导的

单链 !"# 的合成，产生大量的 <.!"#，这些 <.!"# 再次被

C$&,* 切割成许多 .$!"#，进入下一个 !"#$ 的循环。因此，放

大了 .$!"# 引起的基因沉默作用。

!"#$ 技术已经成功地应用于线虫、果蝇、植物、真菌和

脊椎动物等生物体功能研究中。当研究人员开始试图将

!"#$ 技术应用于哺乳动物细胞时，虽然在大鼠的早期胚胎

中证明 !"#$ 技术是可行的，但是在其他体细胞中却发现双

链 !"# 的导入造成了细胞中的非特异性基因沉默。探究其

原因，可能是长链的 <.!"#（大于 35O=）通过某种途径激活了

两种 酶：一 种 是 双 链 !"# 依 赖 的 蛋 白 质 激 酶（ <.!"#;
<,=,-<,-> =*)>,$- N$-B.,，DP!），DP! 的激活导致广泛的 !"#
的转录抑制，同时诱导细胞的凋亡。细胞内 <.!"# 的出现，

激 活 干 扰 素 和 IF#F（ .$+-B? >*B-.<G&,*. B-< B&>$QB>)*. )R
>*B-.&*$=>$)-）介导的 DP! 的表达，除了诱导 DP! 的表达外，

<.!"# 还直接结合到 DP! 分子上使它激活，引起真核细胞转

图 % !"# 介导的基因沉默机制

1$+S% F’, A,&’B-$.A )R !"#;A,<$B>,< +,-, .$?,-&$-+

录起始因子 ,912B（$-$>$B>$)- RB&>)*2）磷酸化，导致广泛的基因

转录封闭。另一种酶是 2T，7T寡腺苷酸合成酶，其催化合成

的 2T，7T寡腺苷酸能够活化 !"B., U，!"B., U 可以非特异性

水解 A!"#［7］。因此限制了 !"#$ 作为试验工具和治疗手段

的应用。

随着研究的深入，在 255% 年有报道说在哺乳动物中也

存在 !"#$ 现象，研究学者认为最有效的双链 .$!"# 序列应

该是与靶 A!"# 序列互补的 %/ 个核苷酸序列，外加 3T端 2
个碱基突出构成 2% 个碱基的双链 !"#，这样的双链 .$!"#
的反义链具有识别靶点基因序列的功能，其不仅能特异性地

降解靶 A!"#，导致基因沉默，而且也 不 会 诱 发 干 扰 素 效

应［0，/］。这一结果开辟了 !"#$ 现象研究与应用的新领域。

目前，!"#$ 机理已成为哺乳动物基因功能研究的重要方法

和有效的逆向遗传学研究手段。该技术可用于新基因的筛

选、基因功能鉴定以及基因治疗等方面的研究［%5，%%］。!"#
干涉也很快成为攻击 89: 的前沿武器。目前已经报道很多

例 .$!"# 能够作用于 89:;% 的自身、病毒进入人体的受体以

及在已经感染的情况下抑制复制等多个环节。可见 .$!"#
在抑制 89: 感染方面的工作已广泛展开。

" !"#$ 在抗 89:#! 感染中的进展

人类免疫缺陷病毒 % 型（’GAB- $AAG-)<,R$&$,-&@ Q$*G. %，

89:;%）属于逆转录病毒科慢病毒属，是正链 !"# 病毒。89:;
% 两端基因是长末端重复区（?)-+ >,*A$-B? *,=,B>，UF!），主要

结构蛋白的基因为 )’)、*+,、"%-。与其它灵长类动物的逆转

录病毒不同的是，89:;% 含有许多额外的调节基因，包括 #’#，
."-，-&/，%"/ 等，这些基因所表达的蛋白各有其独特的功能，

如重要的调节蛋白 ",R（-,+B>$Q, RB&>)*），它具有多种功能，最

重要的是降低病毒表达。P?B>VAB-- 等人最早发现了细胞表

面的 JC4 分子是 89: 的主要受体。89:;% 表面糖蛋白 +=%25
能与 JC4 分子结合，通过引发胞内一系列信号传导途径，引

起 #9CI 病人体内有选择性的 JC4W F 淋巴细胞减少［%2］，机

体的细胞免疫功能受到损害。!"#$ 技术出现后，研究发现

.$!"#. 可以作用于病毒感染的多个过程。(B&XG, 等［%3］针对
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!"#$% 复制的早期和晚期，设计针对 !"#$% 基因组不同区域

的 &’()*&（+,(、辅助基因 -’.、/0.），并转染人类细胞系及原始

淋巴细胞、1234 !056 细胞。结论均说明可以利用 ()*’ 来调

节 !"# 复制循环以及可以降解核蛋白逆转录复合物中的基

因组 !"#$%()*。)7-’/6 等［%3］合成分别针对 !"#$% 细胞受体

123、病毒结构蛋白 869 基因的 &’()*&，发现 &’()*& 能够有

效抑制 !"#$% 进入细胞、!"#$% 生活周期的整合前和整合后

感染，证明 &’()*& 在治疗 !"#$% 和其它病毒感染上有相当的

潜力。

!% 启动子是人类细胞中 ()* 聚合酶 用于转录 !% ()*
的启动子，包含保守的 2:;、<:;、,*,* = 个顺式作用元件以

及其它必需元件［%>］。!% 启动子转录产物没有多聚腺苷酸

尾，转录终止信号由 > 个连续的胸腺嘧啶（,>）组成。转录产

物在第二个尿嘧啶（?）后断裂，形成由两个 ? 组成的 =@端
尾［%A］。为了能够筛选出抑制 !"#$% 基因表达的有效 &’()*，

本实验室利用人 !% 启动子构建了 BC:D!%:<$&’()* 表达载

体，用于在哺乳动物细胞中自主合成 %EFB（F6&0 B6’G&）的针对

!"#$% 特异性序列的 &’()* 样转录产物。BC:D!%:< 质粒的

转录产物形成由两个尿嘧啶（?）组成的 =@端尾，并在细胞内

形成 %EFB 互补双链发夹结构，且包含一个 E/H& 的茎环。研

究表明，带有 E/H 茎环结构的 &’()* 比带有 I/H& 或 >/H& 茎环

结构的 &’()* 具有更高的抑制效应［%I］。

本实验室通过对 !"#$% 多个序列的同源比较，选择了

!"#$% !"!、#$%、$#& 基因中较保守的序列作为 &’()* 作用的

靶序列。在 &’()* 实验中，为了比较由 !% 启动子转录的

&’()* 在细胞内的作用，我们使用以绿色荧光蛋白（;8J<）为

报告基因的载体—B;8J<$1% 质粒，在荧光显微镜下，很容易

地看到 ;8J< 在细胞中表达。本实验室构建了几种 &’()* 表

达载体，分别针对 !"#$% 基因组上不同位点，并分别将它们

与相应的 B;8J<$!"# 共转染到 KE= 细胞中。结果显示，一些

转染了 B!"#$&’()* 质粒的细胞比转染了对照质粒（&’()* 空

载体）的细胞其 ;8J<$!"# 蛋白的表达量要明显降低很多。

通过这种方法，我们成功地筛选出能抑制 !"#$% 基因表达的

有效 &’()*，为进一步试验奠定了基础。同时，也总结了一

些 &’()* 的设计原则：

（%）在 L()* 的编码区内选择 K% M K=FB 的序列，使它的

81 含量尽可能在 >NO左右；

（K）在 &’()* 中尽量避免出现 888 的序列，888 的出现

会影响 &’()* 的解链，间接干扰 ()*’ 的作用机制；

（=）优先选择以 ** 起始的 &’()*，这样在转录后 &’()*
的 =@端会合成 ,, 的突出端；

（3）确保所选序列与宿主其它非相关基因没有同源性；

（>）所选序列应高度保守，并且对病毒生长繁殖影响大。

用于基因治疗，在靶基因的选择上要考虑两个问题，一

个是所选位点的相应 &’()* 效果问题，另一个是所选取目的

基因的稳定性问题。本实验室将筛选出来的有效 &’()* 串

联在载体上，即针对病毒基因的多个位点进行抑制作用，为

进一步用 &’()* 进行病毒感染的基因治疗提供了一个方案，

当一个位点效果不显著时，可以联合几个位点使用，这样就

可以得到较好的抑制效果。

! ()*’ 存在的问题及展望

()*’ 最后要成为临床治疗的有效手段，仍有很多问题

需要解决：

（%）一些 L()* 的识别靶点因其二级结构或高度折叠而

被遮盖；还有一些 L()* 与蛋白质形成复合物而隐藏了其

&’()* 序列的识别位点。

（K）也有 研 究 结 果 表 明，&’()* 的 高 度 特 异 性 使 其 与

L()* 间单个碱基的错配都会降低基因沉默效率，会产生大

量的 &’()* 逃避突变体［%>］，在不同个体间，!"#$% 巨大序列

多样性给高度特异性的 &’()* 的设计带来很大困难。为此，

在设计靶序列时，尽量从抑制效果、序列的保守性及与人类

基因组的非同源性等几个因素综合考虑。另外，选择宿主细

胞膜上的受体或协同受体作为靶点也不失为一种有效的方

法［%P，%E］。

（=）&’()* 的稳定性问题，体外合成的 &’()* 导入细胞后

易被 ()6&0 降解，因此理想的方法是构建能在细胞内稳定表

达的载体和高效的转移系统［KN］。

近来国内有报道表明，科研人员已成功地构建了以慢病

毒为基础的能够转录 &Q()*（&Q7GH Q6’GB’/ ()*）的质粒，并将

它们运用于人体细胞［K%］。此系统的建立证明了利用慢病毒

载体可以稳定地表达 &Q()*，它既可以作为细胞基因敲除的

工具，又可以作为抑制人体细胞外源侵染物（如病毒）的一种

有效的方法。KNN3 年 C7R0/ 等［KK］人报道，他们成功地利用

G**#$K（G0S7LF’/6/H 6R0/7$6&&7S’6H0R -’GT& K）将 &Q()* 表达单

元转移到人的细胞内。G**#$K 可以稳定地整合到寄主基因

组中，从而能够长期表达 H6H &Q()*，与对照相比，!E 细胞和

人淋巴细胞中 !"#$% 的复制得到了有效抑制。研究结果表

明利用 G**#$K 载体可以介导转移 !"#$% 特异性 &Q()* 进入

人类细胞，提供了利用逆转录病毒载体作为 ()*’ 有效转移

体系的方法。

据 KNN> 年的最新报道，*/R0G&7/ 等［K=］人构建了慢病毒

载体，此载体上整合了两种茎环结构的 &’()*&，分别针对寄

主细胞表面受体 1U1(3 和 11(>。其中 1U1(3 &’()* 利用

?A 启动子，而 11(> &’()* 利用 !% 启动子。在这个含双特

异性 &’()* 的载体上，还包含一个由 1V# 启动表达的 ;8J<
报告基因。将此慢病毒载体高效转入 V69’ 和 8Q7&H 细胞系

后，随之发生的是细胞表面这两种受体分子的数量明显下

降。因此他们得出了这样的结论：1U1(3 和 11(> 受体分子

的表达可以分别被整合在同一个重组慢病毒载体上的相应

的 &’()*& 所抑制，而这两种受体分子可以协助 !"#$% 感染寄

主细胞，这表明了稳定减少寄主细胞表面的这两种受体分子

将会成为 !"# 基因治疗的长期的有效手段。如何研制出能

够稳定整合于基因组并长期表达的 ()*’ 将会成为未来研究

的又一热点。
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分子生物学基础实验技术培训班

培训宗旨：适应科学发展需要，培养分子生物学领域初级技术人员。

培训时间：周六周日全天

培训内容：分子生物学基本实验技术的原理方法及常见问题分析和解决方案（包括：理论讲解及实际动手操作）

第一部分：分子生物学基础实验技术

?\3M= 技术原理及应用，包括：模板制备、引物设计、体系建立和 3M= 反应等；

!\ 琼脂糖凝胶电泳技术； E\L>& 片段的纯化回收； I\ 质粒的提取（菌体的收集、裂解及质粒的纯化、鉴定）；

J\L>& 片段的克隆（L>& 片段与载体的连接、转化）； B\ 重组菌的鉴定

第二部分：=>& 的相关实验及 L>& 的提取

?\ 总 =>& 提取（细菌、酵母、组织、血液）；

!\=]<3M= 反应；E\ 基因组 L>& 的提取

第三部分：荧光定量 3M= 技术

?\ 荧光定量 3M= 技术：原理，引物设计，体系建立，反应结果分析

第四部分：蛋白质免疫反应相关实验（U%6-%$, :;+--#,.）
?\ 变性聚丙烯凝胶电泳技术

!\U%6-%$, :;+--#,. 实验：原理，方法（蛋白样品的分离、转膜、封闭、抗体反应、显色 ）

培训地点：北京天为时代科技有限公司分子生物学实验室

公司地址：北京海淀区成府路 EJ 号北陆楼 I 层 邮编：?CCCAE
报名方式：C?C<B!J!?OBO B!J!BCO! 传真：C?C<B!JJ?OO@ Q</4#;：7%+7;%_ -W<:#+-%8K2 8+/

@?J魏 玲等：=>& 干扰（=>&#）及其在抑制 FYZ<? 感染中的应用


