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摘　要：RNA 干涉(RNA interference，RNAi)是一种非常保守的细胞现象，在基础研究和疾病治疗方

面具有重大的应用前景。尤其引人注目的是，新的 R N A i 方法学与已建立的转基因策略相结合，有效

地将组织特异性RNAi导入到患者体内，有望治疗人类疾病。本文综述了RNAi 的机制与在其临床前的实

验研究，简要介绍了 RNA i 的新用途，讨论了RN Ai 基因治疗存在的问题，展望了RNA i 基因治疗的应

用前景。
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New advances in preclinical applications of RNA interference
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Abstract: RNA interference (RNAi) is a conserved cellular phenomenon. It holds great prospects in basic research

and therapeutic applications. Remarkably, the new RNAi methodology, in combination with the well established

transgene technology, can introduce tissue specific RNAi to patients effectively to cure diseases. This paper

mainly summarized the mechnism of RNAi and its preclinical applications. The new usage of RNAi and its

prospects of therapeutic application were also introduced.
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RNAi 现象是1995 年康奈尔大学Guo 博士在试

图阻断线虫基因表达时被意外发现的，是指外源或

内源性的双链RNA(dsRNA)进入细胞后引起与其同

源的 mRNA 特异性降解，从而抑制相应基因表达，

表现出特定基因缺失的现象。1998年，Fire将这一

发现正式命名为RNA干涉。后来研究发现它广泛存

在于生物界，是生物体抵御病毒或其他外来核酸入

侵而保持自身遗传稳定的保护性机制。目前在果

蝇、真菌、昆虫、植物以及哺乳动物中均发现了

RNAi 现象。目前，RNAi 已用于基础研究和疾病临

床前治疗研究。本文详细阐述了RNAi 的机制，重

点介绍了RNAi 的临床前实验研究，RNAi 的临床前

实验研究主要是在培养细胞或小型动物模型(如小鼠)

上进行的。

1　RNAi 的机制

1.1　RNAi的起始阶段

RNAi的起始阶段是指RNaseIII家族的成员之一

Dicer将内源性或外源性dsRNA切割成21－23nt的

小干扰RNA(small interference RNA, siRNA)片段。

Brantl[1]报道 Dicer 有以下几个结构域：一个与

Argonaute家族同源的PAZ结构域、两个RNAase活

性结构域、一个 dsRNA 结合结构域和一个 DEAH/

DCXH RNA 解旋酶活性结构域。Dicer 处理形成的

siRNA 5' 端磷酸化，3'端有2－ 3个游离核苷酸。
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1.2　RNAi的持续放大阶段

起始阶段形成的siRNA被 RNA诱导的沉默复合

物(RNA-induced silencing complex, RISC)识别并与之

结合。siRNA 与 RISC 结合后，RISC 被活化，活

化的RISC复合物通过ATP依赖的途径促进siRNA的

解旋，解旋酶包括 QDE-3、MUT-6、MUT14。解

旋的反义链指引活化的RISC到互补的mRNA并与之

结合，然后 siRNA 与 mRNA 换位，siRNA 被释放

出来，再由RISC 将靶mRNA 切割，导致翻译受阻，

产生转录后基因沉默(post-transcription gene silencing,

PT GS )。siR NA 不仅能引导 RIS C 切割同源单链

mRNA，而且可以作为引物与靶 RNA 结合并在 RNA

聚合酶(RNA-dependent RNA polymerase, RdRP)作用

下合成更多新的dsRNA，新合成的dsRNA再由Dicer

切割产生大量的次级siRNA，从而使RNAi 的作用

进一步放大，最终将靶 m R N A 完全降解。

1.3　RNAi的效应阶段

目标mRNA 被活化的RISC 在距离siRNA 3' 端

12 个碱基的位置切割[2]。此过程要求反义链的5'端

必须发生磷酸化，同时反义链与目标 mRNA 复合物

的双螺旋必须是 A 型[3]。

2　RNAi 在基因治疗方面的临床前应用

目前，很多研究小组试图将基因治疗和RNA干

涉这两个生物医药领域最有前途的技术结合起来，

使RNAi在治疗方面令人感兴趣的原因是它诱导基因

沉默的强度很高，超过了以往用任何其他基因抑制

物(如反义链和核酶)所观察到的基因沉默强度。目

前，越来越多的报道证明 RNAi 具有抑制细胞癌基

因、病毒基因等几乎所有基因的功能。

2.1　抗病毒感染的临床前应用研究

RNAi是生物体古老而保守的一种抗病毒机制。

因此，科研工作者模仿生物体内产生的 siRNA 设

计、合成了 siRN A，用来干扰病毒感染，以达到

治疗由病毒感染引起的疾病的目的。实验结果表

明，这些 siRNAs 介导的 RNAi 可以抑制病毒的复

制、减少病毒 RNA 的数量和阻断病毒蛋白的表达。

2.1.1　抗人类免疫缺陷病毒-1(human immunodefi-

ciency virus-1, HIV-1)　应用RNA干涉技术可以用来

阻止HIV-1 病毒的感染。HIV-1 病毒的感染需要其

外膜糖蛋白gp120诱导CD4和趋化因子受体(CCR5或

CXCR4)在细胞表面簇集，这些表面受体的簇集激

活了HIV-1跨膜糖蛋白gp41，从而形成复合物以介

导病毒包膜和靶细胞的结合。大多数HIV-1 的感染

还需宿主细胞膜表面存在趋化因子受体。在HIV-1

感染的高危人群中对趋化因子受体CCR5 的研究发

现，缺少两个CCR5 基因的人对HIV-1 的感染有抵

抗力[4]。缺少一个CCR5基因的人，即使感染HIV-1，

病程也比CCR5基因正常的AIDS患者的病程明显减

缓。由于缺失 CCR5 的人体没有任何免疫异常，因

此抑制 CCR5 的表达、减少细胞膜表面上 CCR5 的

数量是一种非常理想的抗HIV-1感染的方法。Novina

等[5]的实验证实抑制细胞表面HIV-1受体CD4分子的

表达，也可以明显地阻止HIV-1 病毒的感染。他们

将CD4-siRNA转染Magi-CCR5细胞，Northern杂交

表明siRNA 能将易感细胞CD4 的表达降低87.5%，

从而使病毒进入细胞的数量减少了75%。Jacque等[6]

使用与HIV-1 调控基因LTRTAR、vif和 nef对应合

成的siRNA 成功阻止了HIV-1 对 Magi-CD4 细胞和

CCR5 细胞的感染。目前也有实验证明将针对 CD4

受体蛋白和CXCR4 受体蛋白设计的两种siRNA 吸附

至一种新型纳米材料——碳纳米管(nanotube)，再用

这些碳纳米管处理人 T 细胞，发现 60% 的 CD4 和

80% 的 CXCR4 表达被阻断，从而阻止 HIV-1 对健

康细胞的感染。

应用RNA干涉技术还可以抑制HIV-1 病毒的胞

内复制。在 HIV-1 病毒的生活周期中，病毒 RNA

在整合后、反转录前存在于细胞质中，这时作用于

RNA 可在整合之前抑制病毒感染，最可能是通过裂

解胞质中病毒的基因组 RNA。Yamamoto 等[7]用自

己合成的与nef基因dsRNA相应的片段转染MT11和

巨噬细胞，结果显示随着nef基因活性的降低，病

毒复制可被持久抑制。Jacque等[6]将人工合成、针

对HIV-1 基因组的siRNA 导入细胞，发现能够有效

抑制HIV-1病毒周期的晚期活动。其中，针对HIV-1

的长末端重复序列(long terminal repeat, LTR)、vif

和nef基因的siRNA能使感染细胞的病毒产生量减少

96.67% － 98.00%。改变siRNA 的一个碱基，会明

显减弱其抑制病毒产生的作用。如果将针对vif的

siRNA 的 4 个碱基突变，则完全失去了抑制作用，

提示siRNA 发挥作用具有高度序列特异性的特征。

最近， Lau 等[8]针对HIV-1整合宿主细胞基因组所

必需的整合酶IN成功设计出小发卡RNA(small hair-

pin RNA, shRNA)，转染HeLa 细胞，数据显示能

够有效抑制整合蛋白IN的合成，并显著减少HIV-1

病毒颗粒释放。此外，Novina 等[5]针对表达HIV-1

核心蛋白的结构基因gag 设计的siRNA，结果发现
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siRNA能成功抑制染色体中已整合的前病毒gag基因

的表达。Li等[9]构建了慢病毒表达载体，可表达抑

制HIV-1 TAT/REV 基因的shRNA 及裂解细胞CCR5

受体的核酶，这一三重载体在原始造血细胞中很有

效，完全抑制了 HIV-1。

2.1.2　抗乙肝病毒(hepatitis B virus, HBV)　McCaffrey

等[10]发现RNAi对培养细胞中HBV质粒转染有免疫活

性，且可抑制免疫缺陷的小鼠中HBV复制中间体的

产生，可有效抑制培养细胞及哺乳动物肝脏内的

HBV的复制。Shlomai和Shaul[11]针对HBV的核心抗

原开放阅读框和 X 蛋白开放阅读框设计了两个

siRNA 片段，有效地抑制了Huh-7 细胞系中HBV 的

复制。Uprichard等[12]通过重组腺病毒得到了转基因

鼠，其肝细胞中可表达 HBV 特异性的 siRNA，从

而抑制事先存在的HBV基因的表达和复制，其抑制

效果可以达到至少26 d内检测不到病毒的水平。这

些结果表明有效地导入的siRNA 应该可以沉默慢性

感染的乙肝患者体内的HBV。HBV 的共价闭合环状

DNA(covalently closed circular DNA, CCC DNA)是

H B V 转录体的来源，持续存在于慢性感染患者体

内，Jason 等[13]为研究RNAi 对 HBV 的 CCC DNA 的

作用，向 HBV 复制起始前或正在进行 HBV 慢性复

制的HepG2 细胞中转染表达shRNA的杆状病毒，发

现只在 HBV 感染开始前施用 shRNA 才会影响 CCC

DNA 的数量，对后者的 CCC DNA 的数量无影响。

这表明，RNAi 只对 HBV 的 CCC DNA 的形成有影

响，而对已形成的 CCC D NA 不起作用。

2.1.3　抗丙肝病毒(hepatitis C virus, HCV)　HCV是

一种单链 RNA 病毒，在其增殖周期中不断进行着

RNA 复制，它是丙型肝炎和肝癌的主要诱因之一。

单独用干扰素或将干扰素与利巴韦林共用是目前治

疗HCV感染的惟一方法，但是该治疗方法对很多患

者不起作用，因此，亟需开发新的HC V 治疗方法。

目前已有很多 H C V  R N A i 临床前治疗的研究。

Kapadia 等[14]利用 RNA 干涉技术，对HCV 进行研

究，用抑制 HCV RNA 复制的 2 个 siRNA 转染稳

定进行 HC V  RNA 复制的人肝癌细胞株 Huh-7 细

胞，2 d 后，Northern 杂交检测HCV 的 RNA 含量

降低， 证明HCV特异的siRNA 抑制了病毒的复制。

5' 非翻译区是病毒巨蛋白翻译进入核糖体的位点，

而且，5' 非翻译区是丙肝病毒基因组最保守的区

域，这使它成为siRNA 的理想靶位点。Kanda 等[15]

构建了三种以HCV 5'非翻译区为靶点的shRNA表达

载体，转染Huh-7 和 Huh-7.5 细胞系，有效抑制了

HCV 的复制。Wilson 等[16]基于 HCV 基因组设计合

成了双链 s i R N A ，通过电穿孔法将体外合成的

siRNA 导入Huh-7 细胞，显著地降低了病毒特异的

蛋白的表达，而且RNA的合成比未经siRNA 处理的

细胞下降了 90 %。

2.1.4　抗其他病毒 　Ge等[17]针对流感病毒基因保守

区设计了siRNA 用于研究对鼠流感病毒的预防及治

疗作用。应用小剂量的包含siRNA 的聚阳离子载体

混合物的方式分别在病毒感染前和感染后转染小

鼠，结果表明被感染鼠肺中病毒的产生量均被

siRNA 所降低，为人流感病毒的治疗提供了理论依

据。同时指出开发符合人使用的导入系统在预防和

治疗人流感病毒方面具有潜在应用价值。

禽流感病毒( avian influenza virus，AIV)不仅给

国内外养鸡业造成重大经济损失，而且对人类健康

构成了严重威胁。目前的疫苗和抗病毒药物仅能提

供有限的保护，因此，迫切需要新的治疗策略。

Tompkins等[18]证明了针对高度保守的核蛋白或酸性

聚合酶的siRNA 在体内可抑制禽流感病毒复制。这

些siRNA 显著降低了感染鼠肺内的病毒滴度，并且

抵抗了致死性攻击。而且，流感特异性 siRNA 治

疗是广谱有效的，保护动物免受H5 和 H7 亚型高致

病性禽流感的致死性攻击。这些结果表明 RNAi 有

望控制流感病毒的感染。

2.2　治疗癌症的临床前应用研究

在癌症治疗方面，有四类RNAi 靶点：致癌基

因、癌细胞转移相关基因、放化疗过程中的肿瘤抗

性产生相关基因以及融合基因。

2.2.1　以致癌基因为靶点的临床前治疗　在癌症的

RNAi 治疗方面最明显的靶点是致癌基因本身。在

肿瘤的发病机制中凋亡受抑是肿瘤细胞恶性克隆增

殖的基础之一，多种致癌基因均与之密切相关。

bcl-2特异性地在人神经胶质瘤细胞中过表达，从而

抑制其凋亡，Kock 等[19]构建了以bcl-2 为靶点的

siRNA 慢病毒表达载体，同时他们还构建了表达，

分泌型凋亡诱导物TRAIL 的载体，将它们共转染到

神经胶质瘤细胞中，再将该转染的细胞移植到裸鼠

体内，几乎完全避免了肿瘤发生。这不仅说明了

RNAi 治疗肿瘤的潜能，也展示了共转染途径的强

大力量。BRAF 和 Skp-2 在黑素瘤细胞中通常过表

达并且是突变的。Sumimoto 等[20]用 RNAi 慢病毒载

体共同抑制这两个基因，也观察到了很好的抗肿瘤
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效果。最近又有另一个新的RNAi 靶点——Hec1 基

因，该基因在很多类癌症中高表达，用腺病毒载

体、慢病毒载体、腺相关病毒载体进行的两项研究

表明Hec1缺失能使各种异种移植模型中肿瘤显著减

小[21,22]，Hec1成为在治疗神经胶质瘤、肺癌和胰腺

癌方面的一个很有希望的靶点。

2.2.2　以癌细胞转移相关基因为靶位点的临床前治

疗　肿瘤的转移是一个主动过程，肿瘤细胞通过迁

移穿破宿主结缔组织、血管、淋巴管壁，从而进

入体液循环，再次穿破结缔组织、血管、淋巴管

壁在靶器官定位形成转移灶。在肿瘤发生发展的过

程中，血管内皮生长因子(vascular endothelial growth

factor，VEGF)是最重要的相关因子，其编码的糖

蛋白 V E G F 能促进新生血管形成和增加血管通透

性，并直接影响肿瘤血管的生长和原发肿瘤的生长

与浸润。由于肿瘤生长转移具有血管依赖性，因此

封闭VEGF 基因，抑制血管形成，成为治疗实体肿

瘤的新思路。Shen等[23]用抗 VEGF的 shRNA 处理过

表达VEGF的人K562细胞后进行异种移植，结果形

成的肿瘤与对照相比更小，而且血管的密度更低。

Yoo 等[24]表达抗VEGF 的 shRNA，与传统的腺病毒

表达载体相比，具有溶解癌细胞作用的shRNA 表达

载体在神经胶质瘤异体移植中具有更强的抗肿瘤效

应。

2.2.3　以化放疗中的肿瘤抗性产生相关基因为靶点

的临床前治疗　目前放化疗仍然是两种重要的肿瘤

治疗方法，然而化疗耐药性和对放疗的不敏感性是

肿瘤治疗中最大的障碍。

化疗是目前治疗肿瘤的有效方法之一，但一旦

对某种药物产生耐受，对其他化疗药物也易产生交

叉耐受，因此肿瘤的多药耐药性(multidrug  resistance，

MDR)是肿瘤化疗失败的主要原因，通过RNAi 干扰

MDR mRNA 表达是逆转肿瘤多药耐药性治疗的新靶

点。NF-κB p65 在 MDR 中占有重要地位，NF-κB
p 6 5 可反式激活很多基因，调节细胞的生长、凋

亡、血管形成和侵袭转移。Guo 等[25]应用 RNAi 技

术抑制NF-κB p65 亚基的表达，从而在体内和体外

增强了肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，促进了肿瘤

细胞的凋亡。Mdr-1基因编码相对分子质量为170 k

的跨膜p-糖蛋白，它是ABC(ATP binding cassette，

ABC)转运体超家族的成员之一，与放疗过程中的

MDR密切相关。Nieth 等[26]通过 mdr1-siRNA 分别

抑制胰腺癌 EPG85-257RDB 细胞及胃癌 EPG85-

181RDB 细胞的耐药性，发现其对抗肿瘤药正定霉

素的耐药性分别下降到其原来的 5 8 % 和 8 9 % 。

Pichler等[27]用表达mdr1- shRNA的逆转录病毒表达

载体转染癌细胞，增强了其对细胞毒素类药物的敏

感性。这些研究表明通过 R N A i 技术可以调节

M D R，这为临床肿瘤耐药性的研究带来了新的希

望。

放射线导致细胞损伤的主要靶点是 D N A。由

放射线的直接作用导致 DNA 单链和双链断裂损伤，

其中以 DNA 双链断裂损伤(DNA double-strand

break，DSB)最为重要。DNA 双链断裂信号传导/

修复蛋白 A T M 、A T R 和 P K C 可修复断裂的双链

D N A，避免细胞死亡或癌症发生，这些蛋白表达

缺陷或缺失会阻碍DNA的修复，这将会增加细胞对

DNA 损伤因素的敏感性。针对 DNA 双链断裂的信

号转导/修复蛋白ATM、ATR和PKC亚单位设计siRNA

是增强肿瘤放疗敏感性的良好靶标。Collis等[28]

将外源可编码以上蛋白的 shRNA 质粒转入肿瘤细

胞，使靶细胞蛋白的表达降低90%，与仅转染空载

体的对照组细胞相比，靶细胞致死照射剂量仅为后

者的1/4。这为siRNA 增强放疗敏感性提供了有力

证据。

2.2.4　以融合癌基因为靶点的临床前治疗　融合癌

基因在白血病中尤其普遍。相比较于其他肿瘤，白

血病在分子水平的一个特点就是有较多的染色体方

面的改变，比如染色体易位，染色体易位后能激活

特定的癌基因或者导致新的融合癌基因的产生。由

于这些基因产生后能直接引起白血病或者能维持白

血病的病理状态，因而经常被选作沉默基因的靶

点。

在体外的细胞实验中，针对融合基因BCR-ABL

m R N A 的 siR N A 可以显著地降低白血病细胞的增

殖，促进白血病细胞的凋亡[29]。Scherr 等[30]使用

慢病毒作为载体携带BCR-ABL-siRNA 转染BCR-ABL

阳性的K562 白血病细胞，实验发现，只有稳定转

染而非瞬时转染才能够有效的抑制K562 细胞BCR-

ABL 融合癌基因的表达。转染成功后 K562 细胞的

增殖能力降低，凋亡能力增强。Chen 等[31]设计了

针对TEL-PDGFRβ融合基因的siRNA，然后用病毒

载体携带该siRNA 转染Ba/F3 白血病细胞。TEL-

PDGFRβ融合蛋白可以通过磷脂酰肌醇-3-激酶途径

和哺乳动物雷帕霉素靶蛋白途径促进白血病细胞的

恶性增殖。TEL-PDGFRβ-siRNA 抑制TEL-PDGFRβ
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基因后，这两条信号通路的活性也明显降低。在实

验中发现，沉默TEL-PDGFRβ基因后虽然可以降低

Ba/F3 细胞的增殖能力，但仍不足以引起细胞的死

亡。不过 TEL-PDGFRβ 基因沉默后，细胞对抗肿

瘤药物的敏感性却明显增强。这提示在临床治疗白

血病时，可以采用药物化疗联合基因沉默的方法。

Heidenreich 等[32]设计了能够特异沉默AML1/MTG8

融合基因，但对野生型 AML1 基因没有沉默作用的

siRNA。去除 AML1/MTG8 基因后的细胞停滞在 G1

期，不能再次增殖分化。实验结果说明，AM L 1 /

MTG8 在白血病早期的细胞扩增过程中和以后病情

的发展过程中都发挥着重要作用。以上说明 RNAi

技术在白血病治疗中有巨大潜力。

融合癌基因也出现在实体瘤中，因此也是一种

良好的实体瘤 R N A i 治疗的靶点。黏液表皮样癌

(mucoepidermoid carcinoma, MEC)是由融合基因

Mect1-Mam12 引起的，Komiya 等[33]构建抗该融合

基因的shRNA 表达载体转染腮腺或肺MEC肿瘤细胞

系，肿瘤细胞克隆的生长被抑制了90%，这提示融

合基因Mect1-Mam12 可以作为MEC 癌 RNAi 治疗的

靶点。横纹肌肉瘤(rhabdmyosarcoma, RMS)是一种

儿童期发生的高度恶化的软组织瘤，分为两种主要

的亚型——胚胎型和肺泡型。肺泡型横纹肌肉瘤以

PAX3/7-FKHR 易位为特征。PAX3 和 PAX7 调控MET

受体的转录，为证明MET是否在横纹肌肉瘤的维持

中起作用，Taulli等[34]构建了诱导型MET-shRNA慢

病毒表达载体转染RMS 细胞系，Met 的表达显著下

调并影响了 RMS 细胞系的增殖、存活和侵袭能力，

引入MET-shRNA 后在RMS 异体移植模型中肿瘤数

量显著减少。这些都表明Met基因可以成为RMS的

RNAi 治疗的靶点。

2.3　RNAi在其他临床前治疗中的应用

更进一步的RNAi基因治疗临床前应用的证据来

自在小型动物模型上对神经退行性紊乱疾病进行的

功能获得性(gain-of-function)研究。PolyQ重复单位

紊乱目前用传统的药物无法治疗，这类疾病包括前

庭小脑运动性失调(SCA)和亨廷顿疾病(HD)。神经

退行性紊乱 RNAi 治疗的靶点还有帕金森症、老年

痴呆症及肌萎缩性脊髓侧索硬化。与以上所有神经

类疾病相应的shRNA 病毒表达载体已经被在适当的

小型动物模型中评估。Raoul 等[35]用基于病毒的

shRNA 表达载体沉默神经退行性疾病相关基因，结

果改善了运动协调性和肌肉功能，延迟了疾病的发

生和发展，明显延长了小鼠的寿命。

3　RNAi 应用的新途径

3.1　保护新转入的治疗基因的表达

基因治疗的最大障碍之一是引起免疫系统排斥

新转入的基因，致使载体被清除，这样就阻碍了稳

定的基因转移。为消除排斥反应而采取的措施，如

与免疫抑制药物共用或与组织特异性的启动子(可使

专门的抗原呈递细胞中的新转入基因的表达降到最

低) 共用，效果都是有限的。

在克服新抗原特异性免疫和引导载体耐受的实

验中，Brown 等[36]报道了依据miRNA(microRNA)确

定细胞身份的作用设计基因治疗载体的新范例。他

们建立了一种慢病毒载体，其强抗原GFP报告基因

被加了一个标签，该标签序列(mir-142-3p)是血细

胞系特异的miRNA 的靶标序列，这样导致在全身转

染了载体的有免疫活性的小鼠中，GFP 的表达在造

血细胞系中被抑制，而在非血细胞(尤其是在肝实

质细胞和内皮细胞中)仍存在，相反，未加标签的

GFP 变体在鼠体内完全被清理掉。在这些转基因鼠

中，G F P 在免疫细胞中不表达，这样就不会产生

GFP 抗体，从而使GFP 转基因小鼠中加标签的载体

所转基因的表达被保护，免疫排斥消失。

这一新方法有可能被用来保护全身转染的RNAi

基因治疗载体的表达。用 m i R N A 结合位点作为

shRNA 表达盒的标签是可行的，这导致了表达这些

miRNA 的细胞寻靶失败，增强了RNAi 基因治疗的

说服力。然而，这一成功的新策略有赖于 miR N A

的特异性和新的组织特异性 miRNAs、发育特异性

miRNAs 和肿瘤特异性 miRNAs 的发现。

3.2　促进干细胞生物学与干细胞治疗的发展

RNAi 技术现已用于干细胞生物学的研究，如

对人类干细胞进行修饰后用于治疗，这一应用正处

于初级的研究阶段，具有很大的发展潜力。目前，

这方面最适合的载体是水泡性口炎病毒(vesicular sto-

matitis virus，VSV)G糖蛋白包装慢病毒的假病毒，

对小鼠和人的干细胞有很高的靶向性和转染率[37]。

现已证明，这些载体可以使基因转移到各种干细胞

中，可以是全能的胚胎干细胞(embryonic stem cell，

ES cell)，也可以是成体干细胞(adult stem cell,

ASC)，如神经干细胞或造血干细胞[37]。

基于载体的RNAi可能会首先用于ES细胞基因

的发现，以阐明并最终控制自我更新和全能性的分

子机制。目前各学术团体和商业机构已将 RNAi 载
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体技术与高通量文库筛选方法相结合[38]。与治疗最

相关的重要目标是识别调控细胞类型的基因。已有

一些基因，用传统方法将它们转染到 ES 细胞中促

使了ES细胞的分化，比如分化成为造血祖细胞[39]。

另一个与血细胞生成相关的例子来自于Zou等[40]用

转染的siRNAs抑制了鼠科动物ES细胞中的Pu.1转

录因子，得到了造血祖细胞。这些分化成的原始造

血细胞有特有的细胞表面标记和转录因子。这例证

了RNAi 作为遗传工具有促进ES 细胞向所需的细胞

类型分化的潜能。

其次，载体介导的RNAi可应用于对ES细胞进

行遗传控制以预防和治疗人类疾病。一种可行的方

法是分离和无性繁殖特定患者的干细胞库，然后识

别、阐明和纠正潜在的遗传缺陷(比如通过RNAi调

控介导多种癌基因的抑制)。RNAi 载体库的应用极

其有益，因为它们将推动大范围的干细胞特异表达

基因的发现。而且，RNAi 载体可能对基于ES 细胞

的疫苗接种来抗感染有帮助，如Li等[41]利用慢病毒

R N A i 载体在人类造血干细胞中表达抗 H I V 的

shRNA。不久的将来，载体 RNAi 在 ES 细胞方面

的应用是通过敲除增殖相关基因降低其潜在的致瘤

性，或控制它们的免疫功能将器官移植患者的排斥

反应降到最低[42]。

3.3　制作转基因动物

一种颇具前景的载体RNAi应用是辅助传统方法

(例如通过同源重组获得基因敲除小鼠)对动物(和植

物)进行遗传操作。传统方法制作基因敲除动物有

两个局限性：除小鼠外，大多数哺乳动物缺少稳定

的 ES 细胞；可供选择的办法成本高，效率低。还

有一个障碍就是，在基因敲除鼠中基因功能完全丧

失，这与典型的人类疾病自然突变后的基因仍有部

分功能的情况不符。RNAi 介导的基因敲除可能提

供更恰当的遗传工具来捕获和模拟致病表型，因为

它能产生携带不同缺陷程度的亚效等位基因的动

物，近似于在人类疾病中的遗传情况[43,44]。

最近关于RNAi基因转移方面的一项重要发现是

可以体外直接转染慢病毒shRNA 表达盒到着床前小

鼠胚胎。这就提供了一个简便、可重复的方法制作

基因敲除小鼠，不需进行原核 DNA 注射[45]。慢病

毒RNAi基因转移基本方法是在小鼠中建立的[46,47]，

一些最新报道是关于该方法在其他哺乳动物(山羊、

猪、牛)中的可用性。Dann等[48]的一项最新实验性

研究将慢病毒 RNAi 基因转移应用于大鼠，这些大

鼠是有价值的人类疾病模型。以与生殖有关的基因

Dazl为靶，Dann等[48]制作了携带在生殖细胞发生和

发育能力方面有可遗传缺陷的亚效等位基因的大

鼠，类似于基因敲除鼠的表型。

在基因治疗方面最令人兴奋的是，最近一些报

道展示了家畜的慢病毒 RNAi 基因转移。这些研究

的目的是预防朊病毒或其他病毒的感染，目前还没

有治疗这些病毒的药理学化合物。有抵抗力的家畜

在生产生物医学产品(动物药)方面高度引人关注，

因为疾病传染到人类的风险最小。几个研究小组实

现了在小鼠[49]、山羊和牛[50]中进行基于RNAi的朊

病毒疫苗接种。其他小组制作了转基因猪以研究整

合载体的表观遗传调控，整合载体在猪中产生的稳

定的RNAi 可能很有价值，因为这些动物可用于细

胞治疗和器官移植。在这一领域，Dickins 等[51]最

近报道了第一例携带可诱导的组织特异性的RNAi表

达盒的转基因鼠。时间-空间特异的RNAi基因转移

策略将在基础研究和临床前疾病模型研究方面有广

泛的应用。

4　存在的问题和展望

RNAi 目前正从基础研究向临床应用的方向发

展，其速度是令人惊异和空前的。这一发展的主流

是病毒基因转移载体和已建立的基因治疗方法，这

些基因治疗方法与RNAi技术的结合更进一步加强了

该方法。很明显，RNAi 可有力的抑制致病基因的

表达，从而也就抑制了它们的功能，优于之前所采

用过的所有其他基因治疗方法。基于应用病毒载体

转移shRNA 固有的优点，RNAi 基因治疗可能会成

为多种慢性疾病的主要临床治疗方案。RNAi 用于

已发现的流感病毒的临床前治疗，目前新发现的

H1N1 甲型流感病毒毒株包含有猪流感、禽流感和

人流感三种流感病毒的基因片断，是一种新型的流

感病毒，可以人传染人。目前主要是对其进行药物

治疗和中医辨证治疗，相信随着研究的不断深入，

也能对其进行 RNAi 基因治疗。

尽管 RNAi 基因治疗有势不可挡的医学前景，

但是不能忽视将RNAi和基因治疗结合应用可能也会

混合了两者可能引起的潜在有害效应。妨碍该方案

更广应用的可能障碍包括：首先最重要的是载体和

RNAi 的安全性问题。例如，需要更多的数据充分

评估来自于整合载体引起插入突变的危险，尽管那

些整合载体大部分以游离状态存在，如 A A V。而

且，各种载体和假病毒逃逸宿主免疫或避免引发体
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液或细胞免疫反应的能力需要更全面地阐述和大量

的实验研究。同样，还要重点考虑到目前的 RNAi

引发者的安全性和特异性。从积极的一面来看，目

前所报道的体内研究还未发现shRNA 引发的干扰素

反应，而且在动物中还未发现脱靶现象。然而，由

于RNAi 基因治疗仍然是一个新兴领域，任何关于

其有害效应的证据都将表明要发展安全可行的基因

治疗方法必须不断研究 RANi 的机制。事实上，首

批体内长期RNAi基因治疗的评估提出了新的问题—

—有害的胞内RNAi 途径的饱和，尤其是miRNA 的

加工途径。这一问题可通过利用精选的shRNA 序列

和最小有效剂量的载体来克服[52]。因此，如果设计

和运用合理，RNAi 基因治疗可具有极广的治疗价

值，RNAi 基因治疗仍是目前惟一最有前景降低不

希望的基因表达的生物治疗措施，我们相信，

RNAi 基因治疗的方法终将应用于临床。
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