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摘 要：RNA 沉默指由长度约为 21 nt 的小 RNA 介导的特异的基因沉默机制，它控制着许多基本的生

命过程，已经成为重要的生物技术手段，在医学上也有巨大的应用价值。近些年对 R N A 沉默通路中

蛋白结构的分析揭示了小 R N A 加工、运输、修饰和发挥功能过程中大量的分子细节，发现很多 R N A

沉默蛋白能识别小 RN A 及其前体分子的特殊分子结构而实现对它们的操作。
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Abstract: RNA silencing is a conserved gene regulation mechanism with specificity determined by small RNAs

of ~21 nt. RNA silencing underlies many fundamental biological processes and has become an important

technique for research and therapeutic application. Structural studies of RNA silencing components have

revealed molecular details in the processing, transportation, modification and functioning of small RNAs and

many unique protein-RNA recognition modes.
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RNA沉默是由长度约为21个核苷酸的小RNA介

导的特异的基因沉默机制[1-4]。在大部分真核生物中

都发现有小 RNA 的存在，它们在动植物发育、细

胞生长、维护基因组稳定、抵御病毒，以及异染

色质形成等过程中发挥重要作用，这些现象常统称

为 RNA 沉默。小 RNA 能在 mRNA 转录、翻译和降

解等三种水平上抑制基因的表达。多种RNA沉默通

路虽然在发生途径、功能和作用范围上存在差别，

但都包括相似的核心生化过程。这个过程一般由双

链RNA触发，双链RNA被核酸酶III(RNase III)切

割后形成约21 nt 大小的短双链RNA，然后其中一

条向导链和Argonaute (AGO)蛋白组装形成RNA沉默

复合物(RNA-induced silencing complex，RISC)。向

导链RNA 利用所携带的序列信息识别互补的靶RNA

分子，根据下游效应分子的差别，而引发不同水平

的效应。RNA干扰(RNA interference, RNAi)是目前

生化过程研究最清楚的RNA 沉默通路，其中小RNA

和 AGO 结合后形成序列特异的 RNA 内切酶，定点

切割互补的靶 RNA。RNAi 已经成为重要的抑制特

异基因表达的技术，在医学上也有巨大的应用价值。

根据生物发生过程和功能上的差别，小RNA可

分为三类：siRNA (small interfering RNA)、miRNA

(microRNA) 和piRNA (Piwi-interacting RNA)。图1

显示了siRNA 和 miRNA 在哺乳动物中的发生过程。

siRNA 来源于长的双链RNA，经过RNase III

Dicer 切割而成。siRNA 是 ~21 nt 的双链结构，每

条链的5'端有一个磷酸根，3'端有双核苷酸的单链
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突出，这样的末端结构是RNase III 切割产物的标

志特征。长双链RNA可以由正反方向的转录产物退

火形成，以及来源于病毒的双链RNA或在实验条件

下人为引入。siRNA 的一条链和AGO 结合后行使向

导功能，这条链称为向导链 (guide strand)，而另

一条链称为乘客链(passenger strand)。siRNA通常

作用于最初产生 siRNA 的源 RNA，引发其降解。

miRNA 指由内源基因编码的长度在21 nt 左右

的单链RNA。miRNA 的基因通过RNA 聚合酶Pol II

转录成miRNA 前体(primary-miRNA，pri-miRNA)，

p r i - m i R N A 形成的发夹结构在细胞核内被包含

Drosha和DGCR8的microprocessor复合物切割成~70

nt 的 miRNA 前体[5-8](precursor-miRNA, pre-

miRNA)。pre-miRNA 通过exportin-5 运输到细胞

质，被 Dicer 进一步切割成短的双链结构miRNA-

miRNA*。其中 miRNA* 指在发夹结构上和 miRNA

配对的反义链，m i R N A * 通常在胞内含量很低。

图1  哺乳动物miRNA和siRNA的发生过程

miRNA 和 AGO 结合后，以反式方式作用于其他基

因的 RNA。动物 miRNA 和靶分子 mRNA 的 3' 非

翻译区(un-translated region, UTR)结合，这种结合

通常只局限于miRNA 第2~8位的种子区(seed)，不

能引发 m R N A 的切割，仅抑制 m R N A 的翻译，但

目前还不清楚 miRNA 抑制翻译的分子机理。植物

miRNA 的作用方式和动物 miRNA 有较大差异，植

物 miRNA 通常和靶分子完全匹配，引起 mRNA 的

降解。植物中各种小RNA 的3'端核糖被2'-O-甲基

化，该修饰起到稳定小 RNA 的作用。在 miRBase

最近的第15版数据库中收录940条人源miRNA(包括

来源于重复基因的miRNA)。每个miRNA 可以调节

多个目的基因的表达，据估计人体有超过30%的基

因受miRNA 的调控，很多生物发育过程以及癌症等

疾病的发生与 miRNA 的调节过程相关。

piRNA 是长度为24~30 nt 的单链RNA，它和

Argonaute的Piwi亚家族成员结合，只存在于动物
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的生殖细胞中。piRNA 的生成不依赖Dicer，而由

Piwi蛋白相互切割产生。piRNA 对生成配子细胞和

维持生殖干细胞稳定性起着重要作用。piRNA 功能

可能是抑制转座子活性，维护基因组稳定，但目前

还不清楚具体的机理。

在siRNA 的成熟过程中，由Dicer 切割产生的

双链中间体的一条链需要被转移到AGO 中，这个过

程由RISC装载复合物(RISC-loading complex, RLC)

完成。选择哪条链作为向导链并不是随机的，而是

由siRNA双链两端的热力学稳定性决定的(比如G-C

比 A-T 碱基对更加稳定)，向导链5' 端的热稳定性

通常比乘客链的5' 端的热稳定性低。另外miRNA-

miRNA* 中间体两端通常呈现不对称的热稳定性，

miRNA 具有更不稳定的 5' 端。在哺乳动物中发现

Dicer、AGO2和 TRBP三个蛋白形成复合物[9-11]，这

个复合物是目前发现的成分最清楚、功能最完整的

RISC 装载复合物，能完成整个的RNAi 生化反应；

它能把长链dsRNA 切割成siRNA，然后选取siRNA

双链中的向导链和AGO2 结合，最后形成的AGO2-

R N A 复合物能催化靶 RNA 的降解。

小RNA的产生机制以及它们如何与蛋白质相互

作用共同发挥功能是 RN A 沉默领域的核心生化问

题。本文将讨论近些年针对小RNA通路组分的结构

生物学研究成果，以及三维结构信息对认识小RNA

生成以及工作机理的意义。

1　核酸酶III的结构

核酸酶III是一类切割双链RNA的内切酶，它

可分三种类型：最简单的细菌RNase III 以及真核

生物里更复杂的Dicer和Drosha。细菌RNase III包

含一个R3结构域和一个C端的双链RNA结合结构域

(dsRNA-binding domain，dsRBD)。Drosha和Dicer

是siRNA和miRNA生成过程中的关键加工酶。Dicer

能切割长链 dsRNA，生成~21 nt 长度的siRNA。

miRNA的生成过程需要Drosha和Dicer依次对miRNA

基因转录产物进行加工。在高等真核生物中Dicer

是个很长的蛋白，由约2 000 个氨基酸残基组成，

从N 端至C 端通常包含解旋酶结构域、DUF283 结构

域、2个R3 结构域和1~2个dsRBD 结构域。Drosha

含有1个功能未知的N端结构域、2个R3结构域和1

个dsRBD 结构域。

对RNase III蛋白催化机理的认识主要来自于对

细菌RNase III的研究(图2)。细菌RNase III通过

R3结构域形成分子间同源二聚体[12]。每个亚基含有

多个保守的酸性氨基酸，它们和结合的二价镁离子

构成催化中心，两个催化中心分别对dsRNA 的两条

链进行切割，产生具有3'端两核苷酸突出的末端结

构[13,14]。dsRBD 结构域在不结合底物时是活动的，

结合 dsRNA 后包裹在 dsRNA 两侧。

目前惟一的完整Dicer的结构是Doudna 实验室

解析的来源于低等真核生物Giardia intestinalis的

Dicer晶体结构[15]。Giardia Dicer较高等生物Dicer

的序列要简单许多，只含有 PAZ 结构域、两个 R3

结构域和N 端的平台(platform)结构域。Giardia

Dicer 形成了“斧头状”的结构(图2)，两个连续

的 R 3 结构域形成分子内二聚体，组成了“斧头

面”；剩下部分组成“斧柄”，其中平台结构域

和一个α螺旋连接着PAZ结构域与R3结构域。Dicer

R3结构域分子内二聚体的结构和细菌RNase III分子

间二聚体的结构类似，说明它们切割底物的机理也

是相同的。我们还构建了Giardia Dicer结合底物的

结构模型以解释决定产物特定长度的机理。我们推

测PAZ结构域和dsRNA底物一端的3'双核苷酸突出

结合，PAZ 结构域与 R3 催化中心之间的距离决定

了产物的长度。在Giardia Dicer中这个距离大约可

以容纳25 个碱基对的 dsRNA，这与其切割的生化

特性相符。PAZ 和 R3 平台之间连接区域长度的变化

可能导致不同Dicer的产物具有各自特征性的长度。

DUF283结构域曾被认为和Giardia Dicer中的平

台结构域结构类似，也连接 PAZ 和 R3 结构域[15]。

但是最近拟南芥DCR4 DUF283 的结构显示这个结构

域折叠成类似 dsRBD 的结构。相关生化实验还表

明，DUF283 介导与DRB4 蛋白的相互作用[16]。现

在尚不清楚高等真核生物Dicer和Giardia Dicer在整

体结构方面的相似程度有多大。

miRNA 加工过程的第一步由Drosha 执行，它

对pri-miRNA的发夹结构定点切割生成pre-miRNA[5]。

Drosha 对底物的精确识别还需要和DGCR8 形成mi-

croprocessor复合物[6-8]。生化研究表明，micropro-

cessor能识别pri-miRNA发夹结构和两端的单链区，

使切割发生在距离pre-miRNA 单链和双链结合部上

方第 11 个碱基对的位置[17 ]。目前对 Dro s h a 和

DGCR 8 复合物的结构还了解很少，只有最近解析

的部分DGCR8 的晶体结构，结构说明DGCR8 C 端

包含两个相互堆积的dsRBD 结构域[18]。

2 　Argonaute 的结构

AGO 蛋白是RISC 复合体中的核心组分，所有
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图2  细菌 RNase III 和Giardia Dicer的结构

A: 细菌RNase III和 Dicer结构域组成；B: 细菌RNase III二聚体和RNA复合物的晶体结构(PDB：2EZ6)，小球表示位于活

性中心的二价离子；C: Giardia Dicer的晶体结构(PDB：2FFL)

小 RNA 都和它结合进而和互补的靶 RNA 配对，引

发下游效应。在 siRNA 介导的RNAi 过程中，AGO

是剪切靶mRNA 的内切核酸酶，剪切需要向导链与

底物 RNA 完全配对。AGO 对底物进行位置特异的

切割，以向导链 5' 端为起始点计算，切割位点在

和向导链第10 和 11 碱基配对的底物RNA 两个碱基

之间(图3A)。

在少数几个嗜热细菌(如Aquifex aeolicus、

Thermus thermophilus)和古细菌(如Pyrococcus

furiosus、Archaeoglobus fulgidus) 中也发现有AGO

的类似蛋白，虽然我们还不了解它们的功能和在进

化上的起源，但是因为这些蛋白有良好的表达能力

和生化性质，我们对 AG O 三维结构的了解大部分

来源于对这些原核生物 AG O 的研究。

第一个完整AGO的结构来源于P. furiosus，该

结构揭示了 AGO 由 N、PAZ、MID 和 PIWI 四个结

构域组成[19]。其中 MID 和 PIWI 结构域紧密联系，

构成独立的一半，而 N 和 PA Z 结构域构成另外一

半。随后的多个 AGO 结构表明，这两半在不同功

能态下可以相对活动， 另外PAZ和N结构域之间相

对位置也不固定。PIWI和RNase H有相似的结构和

保守的天冬氨酸和谷氨酸，这些残基在RNase H 中

和镁离子结合，催化 RN A 的剪切，这些相似点提

示PIWI 有类似RNase H 核酸酶的活性。这个完整

AGO 的结构和针对哺乳动物 AGO2 的相关实验确立

了AGO 是 RNAi 过程的切割中心[19,20]。RNase H 切

割 DNA：RNA 杂交分子中的 RNA 链，而真核 AGO

的底物是小 RN A 和靶 RN A 形成的 RNA 双链。

PAZ 是 AGO 和 Dicer 特有的结构域，PAZ 和

siRNA 类似物复合物的结构显示PAZ 结构域结合向

导 链 R N A 的 3 ' 末 端
[21]。在A. fulgidus 中有个只包

含MID和 PIWI结构域的蛋白叫afPiwi，afPiwi 和

双链RNA复合物的结构揭示了AGO识别向导链5'端

以及定点切割底物的机理[22,23]。向导链的5'端磷酸
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根结合在MID 和 PIWI 结构域的交接处，一个螯和

的镁离子介导了重要的相互作用。向导链的第一个

碱基并不参加与靶链的配对，而是翻转出来和MID

结构域的一个口袋结合。靶链和向导链形成双螺旋

向PIWI 结构域延伸，向导链5' 端和催化中心之间

的距离正好容纳9 个碱基对，这个距离决定了靶链

上切割位点的位置。

在拟南芥中发现不同AGO 蛋白所结合的miRNA

的 5'端碱基有明显的倾向性[24,25]，比如AGO1通常

结合U 起始的miRNA，AGO2 喜欢A 起始的miRNA，

这种倾向性可能和某些AGO能识别向导链5'端第一

个碱基有关。

Patel实验室解析了一系列T. thermophilus AGO

完整蛋白和核酸复合物的结构[26-28]。这些结构中使

用 DNA 作为向导链，因为生化实验表明原核生物

AGO 利用DNA 作为向导链切割匹配的RNA[23,29]。在

没有底物结合时，向导链的5'端和3'端分别结合于

MID 和 PAZ 结构域[26]。向导链的第2~10 个碱基保

持着类似螺旋的构象，这种开放的构象可能有利于

目的RNA结合。Patel 实验室随后解析了一个AGO、

向导链和底物三元复合物，其中底物RNA 在 10~11

位含有不配对的碱基以阻止AGO的切割[27]。这个结

构显示向导链的5'端和3'端还是分别结合于MID和

PAZ 结构域，2~8 位种子区域和底物形成典型的 A

型双螺旋构象，而靠近向导链3'端的大部分区域的

向导链和底物在晶体中不可见。由于底物和向导链

图3  Argonaute的结构

A: siRNA 识别目的RNA 的示意图，X表示切割位点；B: AGO 的结构域组成；C: T. thermophilus AGO 和向导链、靶链复

合物的晶体结构。从左到右依次是AGO 和向导链二元复合物结构 (PDB：3DLH)，AGO、向导链和12 nt 底物形成的三

元复合物的结构 (PDB：3HO1)，AGO、向导链和19 nt 底物形成的三元复合物的结构(PDB：3HK2)。这三个结构的MID

和 P I W I 结构域经过叠合，有一致的显示角度。在底物结合和延伸过程中，N 和 P A Z 结构域发生明显位移

在切割位点附近的双螺旋结构受到破坏，这个结构

无法反映AGO 在切割时的活性构象，可能模拟了动

物 miRNA 和靶 RNA 在种子区结合时的情形。

2009年，Patel实验室利用AGO活性位点突变

体解析了 AGO、向导 DNA 和不同长度(12、15 和

19 nt)完全匹配的底物RNA形成的三元复合体的晶

体结构，这些结构完美的捕捉到底物RNA和向导链

形成的双螺旋在种子区成核、向末端延伸的动态过

程[28](图 3C)。当长为12 nt的底物RNA与向导链结

合后，两者形成了11 个碱基对的双螺旋，这时向

导链3'端仍结合于PAZ结构域，和底物结合之前的

构象类似。当底物RNA 的长度增长到15 nt，双螺

旋的长度增长到14 bp (对应于向导DNA 第 2~15

位)，这模拟了双螺旋结构继续向向导链3'端延伸的

过程。此时向导链和底物形成的双螺旋结构覆盖在

PIW I 结构域的催化位点，接近被切割时的构象。

重要的是，随着底物 R N A 和向导链进一步结合，

PI W I 结构域上 R N A 结合区的构象发生了显著变

化，整个PAZ 结构域发生翻转，向导链的 3' 末端

也脱离了 PAZ 结构域。当底物 RNA 的长度增长到

19 nt时，双螺旋的长度为15 bp (对应于向导DNA

第2~16位)。这个19 nt底物复合物的结构和15 nt

底物复合物的结构十分相似，双螺旋长度仅仅延长

了 1 个碱基对，这是因为在向导 DNA 的第 16 位，

AGO 蛋白的N- 端结构域与双螺旋的末端相互堆积，

抑制了双螺旋的进一步延伸。
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对于向导链如何结合底物RNA的问题存在过两

种观点[29-31]。一种观点认为向导链和底物RNA结合

过程中，向导链5'和 3' 两端始终与MID 和 PAZ 结

构域结合(末端固定模型); 另一种观点认为随着向导

DNA 和底物RNA 配对向3' 末端延伸，向导链的3'

端需要脱离PAZ结构域，以释放双螺旋形成所造成

的阻力(二态模型); AGO和15/19 nt底物形成的复合

物的结构为二态模型提供了充分的证据。

由于活性位点的突变会影响二价离子的结合，

Patel实验室还解析了野生型AGO、向导链和19 nt

底物形成的复合物的结构[28]。虽然此时AGO有完整

的活性位点，底物RNA在晶体里却没有被切割。结

构显示在50 mmol/L Mg2+ 条件下活性位点结合一个

镁离子，在更高的80 mmol/L Mg2+ 条件下活性位点

结合两个镁离子。AGO 活性位点镁离子的构型说明

AGO 和其他RNase H 催化机制是一致的[32]。

3　miRNA 前体出核运输的结构机制

miRNA 的加工分为细胞核和细胞质两个阶段，

中间产物pre-miRNA需要通过exportin-5 转运到细胞

质，然后继续加工成为成熟的miRNA[33]。exportin-

5通过小GTPase 酶 Ran来调节pre-miRNA的结合和

解聚。在细胞核内，Ran 结合 GTP 形成 RanGTP，

然后在 R a n G T P 存在的情况下，p r e - m i R N A、

exportin-5和RanGTP形成三元复合物，穿过核孔复

合体。在细胞质中，GTP 的水解触发 pre-miRNA

的释放。

最近Okada等[34]解析了exportin-5、RanGTP和

pre-miR-30a形成的三元复合物的晶体结构，详细地

解释了pre-miRNA被转运复合物识别的机理(图4)。

exportin-5由20个连续的HEAT 重复序列构成，每

个HEAT 重复序列含约 40 个残基，折叠成含两个

α-螺旋的发夹结构。exportin-5 和 RanGTP形成了

一个类似于“棒球手套”的结构把 pre-miRNA 茎

部包裹在内部。pre-miRNA 在晶体中的可见部分包

含由22 个碱基对形成的茎部双螺旋和3'末端双核苷

酸单链突出，茎环顶端的结构和蛋白质没有接触，

在晶体里也不可见。“棒球手套”结构的内表面分

布着大量带正电的碱性氨基酸，它们和RNA磷酸骨

架相互作用。RanGTP 只有两个赖氨酸和RNA 有作

用，但RanGTP 和 exportin-5 有广泛接触，这种接

触可能帮助exportin-5形成能结合RNA的构象。这

个结构还显示了exportin-5对RNA 3'末端单链突出

的识别方式：exportin-5的第12~15 HEAT重复序列

形成了一个凹槽，和pre-miRNA 3'端双核苷酸突出

形成大量的氢键、盐键及碱基堆积等作用。exportin-5

图4  Exportin-5、RanGTP和pre-miRNA形成的复合物的晶体结构(PDB: 3A6P)
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还能转运tRNA、人的Y1 RNA 和腺病毒的VA1 RNA

等其他有结构的 RNA，这些RNA 都有一个3' 单链

区，这说明3'单链区是RNA被exportin-5识别的重

要结构特征。exportin-5和pre-miRNA的相互作用

不涉及对碱基的特异识别，所以exportin-5可以转

运序列各异但结构类似的 RNA。

4　小 RNA 末端甲基化的结构机制

HEN1催化植物小RNA的 3'末端核糖2'羟基的

甲基化[35,36]，这种修饰有利于维持植物小RNA的稳

定性[37]。拟南芥HEN1只能识别长度为19~22 bp含

有3' 双核苷酸突出的双链 RNA，对单链RNA 没有

催化活性[36]。拟南芥HEN1 和双链RNA 复合物的晶

体结构揭示了 HEN1 识别双链结构和催化甲基转移

的机理[38 ](图 5)。HEN 1 从 N 端到 C 端依次包括

dsRBD1结构域、La-containing domain (LCD) 结构

域、dsRBD2结构域、PPIase-like domain (PLD) 结

构域和甲基化酶结构域(MTase)。两个 dsRBD 将

RNA 的双链区包裹，而甲基化酶结构域和 LCD 中

的La motif分别封闭住RNA的两端, 这种紧密的包

裹限制了HEN1底物长度在21~24 nt 之间。甲基化

酶结构域催化位点只能容纳单链RNA的3'末端，解

释了底物被甲基化末端单链结构的重要性[36]。

和以往的依赖于Ado-Met(腺苷甲硫氨酸)的甲基

图5  HEN1的结构域组成、HEN1和双链siRNA复合

物的晶体结构(PDB：3HTX)

转移酶不同，HEN1 的活性中心还包含了 1 个镁离

子，该镁离子和RNA 3' 末端核糖的2'和 3'羟基，

以及其他4 个保守残基(Glu796、Glu799、His800

和His860)形成了6个螯合键。生化实验显示金属螯

合剂和上述4个残基任何一个突变都使HEN1失去催

化活性，这说明镁离子对甲基化反应的重要性。

细菌的HEN1同源蛋白能催化单链RNA的 3'末

端甲基化，最近晶体结构表明它们和植物 HEN1 有

结构很相似的甲基化酶结构域[39]。动物的piRNA 也

有类似的3'末端甲基化修饰[40,41]。动物HEN1同源

蛋白只包含N-端甲基化酶结构域和另外一个未知功

能的结构域，它的底物是和Piwi蛋白结合的piRNA，

而对双链RNA 没有催化活性[40,41]。阐明动物HEN1

识别底物的机理有待于进一步的结构研究。不同类

型HEN1 的催化结构域序列相当保守，但是在其他

区域存在巨大差别，这些差异可能源于它们需要识

别不同结构的底物。

5　展望

近些年对RNA沉默通路的结构生物学研究取得

了重要进展，这些三维结构信息揭示了有关小RNA

生物发生和行使功能的大量分子细节，这些知识有

助于在生物研究和医学应用领域更好的利用RNAi技

术。但是目前高等真核生物AGO、Dicer 和 Drosha

的结构信息还很少，我们期待未来在这方面的研究

会有所突破。哺乳动物的RISC 装载复合物(AGO2-

Dicer-TRBP)能完成完整的RNAi生化反应，对这个

复合物深入的结构研究将有助于阐明siRNA 合成、

向导链选择、AGO 装载和行使功能各个过程之间的

偶联机制。小 RNA 和 AGO 复合物在真核生物中介

导多种生物效应，这是通过结合其他效应分子实现

的，研究AGO 和各种效应分子结合的结构将有助于

我们理解 RN A 沉默的功能多样性。
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