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RNA干扰的途径和机制
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［摘要］ RNA干扰（RNA interference，RNAi）是由双链 RNA介导的序列特异的基因沉默现象，它在转录水

平、转录后水平和翻译水平上阻断基因的表达，具有高效性和高特异性的特点．现就 RNAi的两种途径：小干扰

RNA和微小 RNA的特点和机制作一综述．
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［Abstract］ RNA interference（RNAi ） is sequence-specific gene silencing phenomena mediated by

double-stranded RNA， and it can block gene expression at the level of transcription， post-transcription and

translation，with high efficiency and high specificity．The characteristics and mechanisms of the two pathways of
RNAi，including short interfering RNA and microRNA，are reviewed in this paper.
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RNA干扰（RNA interference，RNAi）是存在

于生物中的一种古老现象，是生物抵抗异常 DNA

（病毒、转座因子和某些高重复的基因组序列）的
保护机制，同时在生物发育过程中扮演着基因表

达调控的角色[1]，它可以通过降解 RNA、抑制翻译

或修饰染色体等方式发挥作用．

1 RNAi的途径

RNAi存在两种既有联系又有区别的途径：小

干扰 RNA（Short interfering RNA，siRNA）途径和

微小 RNA（microRNA，miRNA）途径．

1.1 siRNA途径
siRNA 途径是由双链 RNA（double-strand

RNA，dsRNA）引发的， dsRNA 被一种 RNase Ⅲ

家族的内切核酸酶 Dicer 切割成 21～26 bp 长的

siRNA，通过 siRNA 指导形成 （RNA-induced

silencing complex，RISC） 复合体，降解与 siRNA

序列互补的靶 mRNA而引发 RNA沉默．

2 miRNA途径

miRNA途径中的 miRNA是真核生物中发现的

一类含量丰富的非编码小 RNA（21～24 nt），它们

主要参与基因转录后水平的调控．动物（尤其是

人） miRNA的生物合成过程已经初步阐明：首先，

miRNA基因的初级转录产物（pri-miRNA） [2]在细

胞核中被 RNaseⅢ Drosha 切割成为前体 miRNA

（pre-miRNA），在最初的剪切后，pre-miRNA在转
运蛋白 exportin-5 的作用下由核内转到胞质中 [3]，

然后由另一种 RNaseⅢ Dicer进一步切割产生成熟

的 miRNA．这些成熟的 miRNA与其他蛋白质一起
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组成 RISC复合体，从而引起靶 mRNA的降解或者

翻译抑制[4]．

3 siRNA和miRNA的联系与区别

siRNA和 miRNA长短相似，都参与构成结构

相似的 RISC， 在作用方式上二者有很大的相似

性，区别在于： （1） 引发沉默的来源不同，

siRNA途径的 dsRNA是外源性的，而 miRNA是由

细胞核内编码 miRNA 的基因转录而来 [2]． （2）

siRNA与靶 mRNA的编码区以完全互补方式结合

并降解靶 mRNA，而 miRNA则多以不完全互补方

式与靶 mRNA3' 非编码区 （NCR） 结合来抑制

mRNA 的翻译 （最近发现有的也可以结合在靶

mRNA5'NCR） [5]，而不影响 mRNA 的稳定性．如
果 miRAN与靶 mRNA序列完全互补时也可以降解

靶 mRNA．（3） siRNA对基因表达的调节是单向

的，只能降低基因表达，而 miRNA除此之外还可

以用来上调基因表达 [6-8]，这是 miRNA 不同于

siRNA的另一个特点．（4） miRNA在不同的物种

间具有高度的保守性，而 siRNA则不一定有此特

点．（5） RNAi虽有强大的基因沉默效应，但多数

情况下要求 siRNA与靶序列完全互补，而病毒可

以通过改变 siRNA的靶基因序列而逃避 RNAi 效

应；与 siRNA不同， miRNA与靶 mRNA序列不完

全互补时，也可通过抑制蛋白翻译起到基因沉默的

作用，所以当病毒出现变异时也可以干扰病毒的复

制， miRNA 的基因沉默作用可能比 siRNA 更有

效．

miRNAs在动物、植物和真菌的转录后基因调

节中起重要的作用，宿主细胞可以产生 miRNA抑

制病毒，反过来，很多病毒也被发现含有 miRNA
基因，可以编码 miRNA，如 Kaposi's肉瘤相关疱疹

病毒、SV40、EBV、HCMV、HIV-1和人类乳头瘤

病毒（HPV） 16等病毒[9-13]，可产生 miRNAs抑制

宿主细胞基因的表达，或抑制病毒自身基因的表

达，以达到免疫逃逸．

3.1 RNAi的特征
3.1.1 RNAi是转录后水平的基因沉默 只干扰转

录后的靶基因的 mRNA，翻译抑制剂对 RNAi不产

生影响．

3.1.2 RNAi 具有很高的特异性 siRNA 与靶

mRNA的结合严格遵循碱基互补原则．19个 nt的

siRNA几乎可以完全抑制靶基因的表达，而将靶基

因的一个核苷酸突变后，siRNA对基因的抑制作用

就消失了，这对 siRNA的应用是非常重要的，它

可以避免 siRNA对靶 mRNA同家族的其他 mRNA

的降解．

3.1.3 RNAi抑制基因表达具有高效性 相对很少

量的 dsRNA分子就能抑制相应基因的表达．从遗

传分析看，通过特异性扩增 dsRNA可以提高 RNA
i介导基因沉默的效率．

最近在线虫的研究中发现，siRNA可能是合成

dsRNA 的特殊引物， 在 RNA 依赖 RNA 聚合酶

（RdRP）作用下，以靶 mRNA为模板合成 dsRNA.

新生成的 dsRNA在 D icer 酶的作用下，裂解产生

新的 siRNA，新生成的 siRNA 又可进入上述循

环．大量集中的 siRNA可以形成 R ISC 复合物，

这样可以提高 mRNA降解的效率．在这种 RNA i

过程中，对靶 mRNA 的特异性扩增有助于增强

RNA i的特异性基因监视功能，每个细胞只需少量

的 dsRNA就能完全关闭相应基因的表达．

3.1.4 RNAi 具有一定的传递效应 在植物中，

RN Ai抑制基因表达的效应可以穿过细胞界限，在

不同细胞间传递并维持．在线虫中干扰效应甚至可

以传递到后代中去．这说明 RNAi过程中可能存在

维持 mRNA降解序列特异性的信号小分子，作为

可传递的 RNAi信号．
人们一直认为 miRNA分子不会在细胞间移动，

只会在一个细胞中“定居”，最近的研究表明并非

如此，miRNA可以通过血液循环进入其它细胞中

发挥作用．所有类型的细胞都具有分泌和接受

miRNA的能力，并且在特定的生理与病理生理条

件下，细胞可一次性分泌多种 miRNA．另外在靶

细胞中 miRNA更能调节多个基因的翻译．所以，

它的信号传递方式可以是双向或多向的[14，15]．

3.1.5 双干扰系统 哺乳动物细胞中存在两条相

互独立的干扰途径．非特异性干扰反应，由大于

30 bp的长序列 dsRNA介导，可导致整个细胞非特

异性蛋白合成抑制及 RNA降解；特异性干扰反应，

由 21～25 nt的 siRNA介导，可逃避非特异性干扰

系统的“监控”，只降解与之序列相应的单个基因

的 mRNA．

3.2 RNAi的作用机制
RNAi的作用机制据目前研究成果来看主要有

3种形式，即转录水平、转录后水平和翻译水平，

其中转录后水平研究的最早也较深入．

3.2.1 转录水平基因沉默（transcriptional gene
silencing，TGS）转录水平使基因沉默首先在植
物细胞核及真菌中发现，TGS通过 siRNAs及 RNAi

介导的靶基因染色质结构的变化，使其基因转录受

限，导致表达系统的关闭．dsRNA被降解成 2l～
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23 nt的小片段 RNA时，这些小的 RNA分子在细

胞核可以诱导组蛋白 H3的基因及相应 DNA的甲

基化[16]．这种序列特异性甲基化的信号与 RNA和

DNA结合有关．当 dsRNA含有与启动子同源的序

列，即可使同源靶启动子序列甲基化，从而使靶启
动子失去功能，导致下游基因沉默，则转录不能进

行．若甲基化出现在编码区，转录能进行，但在转

录后水平上沉默．在哺乳动物细胞中，针对外源性

的 siRNA分子会发生 TGS，但确切机制不清楚．

3.2.2 RNAi 参与 DNA 甲基化 目前研究认为

RNAi也是一种转录水平的基因沉默机制，参与异

染色质的形成，抑制基因表达，RANi介导的异染

色质形成称为核 RNAi，它是细胞周期中基因组表

观遗传学调节的重要机制．核 RNAi能参与基因组

DNA甲基化使基因组序列发生表观遗传学修饰．

研究表明哺乳动物细胞周期中 21 nt的 siRNA参与

RNA引导的 DNA甲基化，哺乳动物细胞中重新甲

基化酶 DNMT3b功能和植物细胞中的重新甲基化

酶 DRM2相似，它是是 siRNA引导的 DNA重新甲

基化所必需的 [17]．在表观遗传学研究中，siRNAs

引导 DNA甲基化，以及异染色质组蛋白修饰，导

致序列特异性转录基因沉默．这一路径称为 RNA
介导的 DNA 甲基化路径 （RNA-directed DNA

methylation，简称 RdDM） [18]．

3.2.3 DNA甲基化抑制转录 DNA甲基化状态使

双链 DNA形成双螺旋结构紧密缠绕在组蛋白上，

此时 DNA序列不发生转录，即 DNA甲基化状态抑

制转录，维持染色体的稳定．DNA去甲基化或低

甲基化状态启动转录，破坏染色体的稳定性[19]．

3.2.4 DNA甲基化与肿瘤 肿瘤细胞基因组 DNA

处于低甲基化状态，在正常细胞向肿瘤细胞转化的

细胞周期中，基因组 DAN低甲基化状态作为良性

细胞向恶性细胞转化的一个原因．而抑癌基因的启

动子区被高甲基化，从而促进肿瘤产生[20]．

3.2.5 DNA甲基化可稳定遗传 DNA甲基化在不

改变基因组 DNA 序列的情况下，使 DNA 不能转

录，功能受到抑制，DNA甲基化的印记可以稳定

遗传给子代细胞，即所谓的表观遗传学[21，22]．

3.2.6 转录后基因沉默 （post transcriptional
gene silencing，PTGS）目前在有关 RNAi 发生

机制的研究中，转录后水平上的干扰是研究的最

多、最清楚的一种机制．为便于理解，人为将这一

发生过程分为：起始阶段、扩增放大阶段、效应阶

段等几个步骤．（1）起始阶段．较长的 dsRNA被

RNA 酶 III 核酸酶 （Dicer） 降解为多段大小为

21~23 个 bp 的 siRNA，其 3′端有 2 个碱基的突

出，5′端是磷酸化的．siRNA与靶 mRNA有高度

的序列同源性，是基因沉默现象开始的重要特征．

（2）效应阶段．siRNA在细胞内 RNA解旋酶的作

用下解链成正义链和反义链，然后反义 siRNA再

与体内一些酶（包括核酸内切酶、核酸外切酶、解

旋酶和同源 RNA搜索蛋白） 结合形成 RISC．双

链 siRNA为 RISC的重要组分，它依赖 ATP解旋导

致 RISC 活化，然后通过碱基配对原则识别靶

mRNA，与之结合并自 siRNA的 3' 端将 mRNA 切

割成小于 12nt的片段，被切割后的断裂 mRNA随

即降解，已转录的基因表达终止．（3）扩增放大

阶段．siRNA 不仅能引导 RISC 切割同源单链

mRNA，而且可作为引物与靶 RNA结合并在 RNA

聚合酶（RdRP） 作用下合成更多新的 dsRNA，新

合成的 dsRNA 再经 Dicer 酶切割，形成新的

siRNA，并再次作用于靶 mRNA，如此反复、倍

增，从而使 RNAi的作用进一步放大[23]．

3.2.7 翻译水平上的干扰机制即miRNA途径 翻

译水平上的干扰机制，是通过抑制 mRNA的翻译，

使相应的蛋白质表达受阻．其中起重要作用的是

miRNA，它是由长度约 70 nt的 RNA形成的茎环样

前体，经 Dicer酶作用后形成长约 21～25 nt的单
链 RNA，与相关蛋白结合成 miRISC复合体．然后

识 别 并结 合 在 mRNA 的 3' 末 端 非 翻 译 区

（3'-untranslated region，3'-UTR）上，阻止核糖体

与 mRNA的结合及核糖体的移行，从而抑制翻译

的进行．

内源性的 miRNA途径作为细胞的变阻器在发

育及分化过程中，通过两种机制中的任意一种精确

地调节基因的表达．一种是 miRNA作用于 mRNA

的 3'UTR，并与之部分互补，阻止 mRNA 的翻

译．另一种是和 siRNA 一样，与靶 mRNA 结合，

促进其降解．如果 siRNA分子结合到靶 mRNA的

3'UTR，则挥 miRNA 的作用．这些约 22nt 的小

RNAs通过翻译水平的抑制诱导 PTGS的发生，之

后常伴随着 mRNA 的降解，在细胞浆中的

processing bodies（P-bodies）中进行．
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