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小干扰 RNA的研究进展 *
赵德根 1 王建校 1 刘 旭 1 徐 涛 1 顾永清 1，2△

(1石河子大学医学院 新疆石河子 832000；2军事医学科学院放射与辐射医学研究所北京 100850)

摘要：RNA干扰(RNA interference, RNAi)是近年发展起来的一种新技术。RNAi是指通过外源性或内源性的双链 RNA在体内诱

导靶基因 mRNA产生特异性降解,进而引起不同水平的基因沉默，其效应分子主要是小干扰 RNA(siRNA）。siRNA是生物界普遍
存在的一种抵御外来基因和病毒感染的基因调控方式，也是一种重要的研究工具。大量的研究工作致力于设计合理的 siRNA片

段用于基因功能研究，并将其作为一种治疗方法用于肿瘤、病毒性疾病等基因治疗以及药物靶向研究。因此本文对 siRNA的作用

机制、设计原则及其在临床应用中的缺点和解决方法进行综述。
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Advance of the Study of siRNA*

RNA interference (RNAi) is a newly developed technology. It is the different levels of gene silencing induced by

specific degradation of targeted genes , and both exogenous and endogenous double- stranded RNAs could induce the specific

degradation, which was realized mainly by Small interfering RNA (siRNA). siRNA was commonly exists in the nature as a gene

regulation way to prevent alien gene and viral infection. And SiRNA is becoming an important investigating tool. A lot of studies were
devoted to the effective sequence design of siRNA to study gene's function. SiRNA is regarded as an effective therapy for cancer, viral

disease and study for drug targeting. This paper focuses on the interference mechanisms, design regulations, shortcomings in clinical

treatment and solutions of siRNA.
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外源或内源性的双链 RNA(dsRNA)导入生物体的细胞中，
与 dsRNA同源的 mRNA受到降解，其相应的基因受到抑制，
这种现象首先在线虫中得以证实，由于这是一种在 RNA水平
的基因表达抑制，故也称为 RNA 干扰 (RNA interference,
RNAi)[1]。RNAi以针对性强、特异性高等特点被广泛应用于阻
断或抑制基因表达，成为基因治疗的新手段[2]。目前，RNAi技
术主要通过引入外源性的小干扰 RNA (small interfering RNA,
siRNA)介导靶基因沉默 [3]。因此，本文对 siRNA的作用机制、设
计原则及其缺点与补救措施进行综述。

1 siRNA介导 RNAi的作用机制

最早研究者认为 siRNA 介导靶基因沉默发在转录后水
平。随着研究的深入，发现 siRNA也可以在转录水平介导靶基
因沉默。

1.1 siRNA介导转录后水平的基因沉默机制

转录后基因沉默是指在 "异常 RNA"的诱导下，内源基因

发生基因沉默的调控过程，被抑制的基因能够正常转录，但转

录后的 mRNA迅速降解而失去正常功能[4]。当病毒基因、人工

转入基因、转座子等外源性基因随机整合到宿主细胞基因组

内，利用宿主细胞进行转录，产生与外源基因互补的 dsRNA，
随后 dsRNA被 Dicer酶切割成大小为 21～ 23nt的双链 siRNA
[5]。在解旋酶的参入下，siRNA被解链为正义链和反义链，其中
反义链与核酸内外切酶、解旋酶与和同源 RNA搜索活性蛋白
等核酸复合物共同构成 RNA 诱导的沉默复合体(RNA-induci-
ng silencing complex, RISC)，RISC在 siRNA反义链的介导下特
异地与靶 mRNA结合，随即 RISC执行 RNA干扰功能，从 siR-
NA中部开始酶切降解 mRNA，使转录的基因表达终止[6]。此

外，以 siRNA的反义链作为引物，以宿主细胞的 mRNA为模
板，在 RNA依赖的 RNA聚合酶的作用下形成新的 dsRNA，重
复以上过程从而形成大量的 siRNA，在短时间内高效地抑制
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mRNA翻译形成蛋白质或多肽,从而高效地沉默了靶基因[7]。

1.2 siRNA介导转录水平基因沉默的机制
RNA介导的 DNA的甲基化最早是在研究植物病毒系统

时发现的，DNA的甲基化引起转录水平的基因沉默，是一种转
录水平的基因沉默[8]。Kawasaki[9]等用 siRNA干扰 E2cadherin

基因启动子区的 CpG岛，结果诱导出转甲基酶依赖的 DNA的
甲基化，抑制了该基因的表达，于是推测，siRNA在转录水平的
作用机制可能与启动子区 CpG岛同源的 siRNA诱导 DNA甲
基化有关。有报道显示，在转录水平，siRNA与互补的 DNA结
合后，DNA的甲基化水平提高，靶基因转录受阻[10]。

2 siRNA的设计原则

过去认为 siRNA沉默靶基因是特异性的，然而，随着研究
的深入发现，siRNA可对靶基因之外的其它基因发挥作用，导
致非靶向效应，产生 siRNA脱靶效应[11]。因此,如何针对目的基
因设计合理、高效的 siRNA是实现靶基因特异性沉默的关键。
目前影响 siRNA活性的因素主要有 siRNA双链 5′ 末端的热
力学稳定性、siRNA的碱基组成及含量、siRNA目的位置二级
结构及靶基因的序列特异性。

2.1 siRNA双链 5'末端碱基设计
RNA诱导 RISC复合体形成的起始过程是解旋酶介导 si-

RNA末端解链的过程，因此双链 5'末端的热力学稳定性决定
了解链的开始部位。在 siRNA沉默靶基因的过程中，反义链的
5'端是 siRNA双链的解链的起始位点。G：C碱基比 A：U碱基
具有更高的热力学稳定性，因此，反义链 5'应该选 A:U,与报道
结果一致，反义链的 5'端越松散[12]，越易引导 siRNA识别目的
mRNA序列、降解 mRNA从而使靶基因沉默；正义链的 5'端选
择 G：C，使其具有较高的热力学稳定性，防止从此处开始解链，
避免正义链引起的非靶向效应。

2.2 siRNA的碱基组成及含量
Reynolds等[13]以萤火虫荧光素酶和人胞溶质蛋 B基因为

靶基因，分别设计了 90个 siRNA，然后测定其沉默效率，结果
表明，高效 siRNA至少有超过 3个 A:U在 15和 19之间，正义
链 19位不为 G或 C，正义链 13位不为 G。因为复含 G:C的序
列比富含 A: T的序列更易形成稳定的双链,所以在一序列中不
应同时存在 7 个以上的 G:C；4 个以上的 G 易形成交连复合
体，所以同一条链中也不应存在 4个以上的 G。G:C含量低有
利于 siRNA双链的解开，但太低的 G：C含量降低了反义链与
靶 mRNA的结合,所以 G：C含量应在 30%～ 52%，尽量接近
50%[13]。

2.3 siRNA目的位置二级结构预测提高 siRNA效率
在一个 mRNA中，针对不同位点的 siRNA的沉默率存在

很大差异的原因可能是，靶 mRNA形成的复杂分子内结构影
响了其与 siRNA反义链的结合，进而影响 siRNA的 RNAi的
效率[14]，提示 siRNA目的位置的二级结构可能影响了其对靶基
因的沉默率。 Heale 等采用计算双链末端稳定性的方法研究
二级结构在 siRNA设计中的作用，发现二级结构预测可改善
siRNA位点的预测效率。
2.4 靶基因的序列特异性
靶基因的序列影响 siRNA的活性，因此要保证靶基因的

序列与其他基因没有同源性，是否具有同源性可以用 BLAST

程序进行分析。

3 siRNA的缺点及解决方法

siRNA已被广泛用来抑制靶基因的表达、阐明基因功能、

鉴定药物靶点，开发比目前临床用药更有效的药物[15]，且已被

用于肿瘤[16]、病毒感染[17]、乙型肝炎[18]、癌症[19]等多种疑难杂症

的治疗，但其临床应用中最主要的障碍是 siRNA的分子量小，
在人体内不稳定,作用时间短，易被 RN ase A家族酶降解[20]，缺

乏有效的靶向转运途径[21]。siRNA存在以上缺点，所以很难应
用于临床。2007年 7月，Bevasiranib启动了为期 104周的 III期
临床试验，因试验结果不佳，于 2009年 2月 6日终止[22]。

针对 siRNA在的缺点，学者们提出对其进行化学修饰和
采用有效的载体输送可以克服其在临床应用中的不足。化学修

饰包括核糖修饰、磷酸链修饰、碱基修饰、突出及末端的修饰及

siRNA双螺旋结构的修饰。对 siRNA糖基的甲基化、甲氧乙基
化和氟基化等 2-羟基修饰，即提高 siRNA稳定性，同时也增强
siRNA与互补 mRNA 的结合能力[23]，大大提高了靶基因沉默

率。Morrissey等[24]分别用 2-F、2-O-Me和 2-H取代 2-OH并结
合到磷硫酰基末端,结果均显示 siRNA的半衰期明显延长。要
使 siRNA安全有效地应用于疾病的临床治疗，除了保证其体
内稳定性外，还必须保证其能顺利到达目的位置且保持原有

RNAi活性，所以研究者们提出了用稳定、低毒的载体输送 siR
NA。病毒载体是最早用于体内递送 siRNA的载体,由于病毒载
体在基因治疗实验中出现一些毒性作用、免疫原性、致瘤性、致

死性等问题,所以受限于临床应用。非病毒载体包括阳离子脂
质及脂质类似物、聚合物、阳离子肽段、共价结合的 CPP-siRN-
A、非共价结合的 CPP-RNA复合物、适体及抗体等。阳离子脂
质载体[25]已经成为最常用的核酸转运方法，但是因快速的肝脏

清除作用和缺乏组织特异性而不能用于体内；其它非病毒载体

因靶向性低，药物不能集中在病灶部位,导致非靶向效应[26]，限

制了其在临床中的应用。有学者报道采用非病毒载体用于体内

导入 siRNA 时，在载体上连接配体 [27]、抗体 [28]和适配子(apta-
mer) [29]等靶向性配基可以提高 siRNA的靶向性。

综上所述，随着 RNAi技术研究的深入，siRNA的研究也
越来越多。目前，siRNA介导转录后水平靶基因沉默的机制已
经明确，但是在转录水平的具体机制有待于进一步研究。siR N
A所含碱基序列、双链末端的热力学稳定性、靶 mRNA序列的
二级结构等均影响 RNAi的效果，因此在设计 siRNA时应尽量
排除这些因素的影响。 siRNA序列的设计直接影响 RNAi效
果,因此明确 siRNA的作用机制，严格遵守设计原则可以设计
高效的 siRNA，加上对其进行适当的化学修饰，采用有效的运
载体，可以提高 siRNA在体内的靶基因沉默率，减少脱靶效
应。相信随着生物技术的不断发展，siRNA有望成为各种疑难
病的临床治疗方法之一。
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