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ＲＮＡ干扰技术在抗病毒感染中的应用

付　瑞 综述；段　勇△，王玉明 审校

（昆明医科大学第一附属医院检验科，云南昆明６５００３２）
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　　病毒感染性疾病严重危害着人类的健康。目前临床控制

这类疾病的主要方法是通过接种疫苗来预防病毒感染或使用

抗病毒药物来降低病毒的活性以达到治疗的目的。但抗病毒

药物缺乏特异性，且其较强的不良反应会对机体造成损害，此

外，长期应用会诱发耐药株的产生。因此，寻找新的抗病毒治

疗方法已成为一个急需解决的问题。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒ

ｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是序列特异的双链 ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ

ＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）介导同源ｍＲＮＡ降解，使细胞表现出特定基因

缺失表型的过程。它作为一种新的基因阻断技术，具有高效、

特异、操作简便等优点，是传统基因敲除技术和反义技术所无

法比拟的，目前已广泛应用于功能基因组学、基因治疗及药物

设计等领域，特别是在抗病毒感染方面取得了显著的进步。大

量体外实验表明，应用ＲＮＡｉ技术能有效地抑制病毒复制相关

基因的表达，ＲＮＡｉ技术已成为抗病毒感染治疗的有力工具。

１　ＲＮＡｉ的作用机制

ＲＮＡｉ现象广泛存在于生物界中，随着研究的不断深入，

ＲＮＡｉ的机制正在被逐步阐明，其过程可分为起始、效应、扩增

３个阶段。

１．１　起始阶段　ＲＮＡ酶Ⅲ家族（Ｄｉｃｅｒ核酸酶）依赖 ＡＴＰ将

内源性或外源性的ｄｓＲＮＡ切割成约２１～２３碱基对的小干扰

ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）。ｓｉＲＮＡ是完成 ＲＮＡｉ

的主要部分，它们通常具有５′单磷酸和３′羟基末端，且３′端

均有２～３个突出的核苷酸。

１．２　效应阶段　ｓｉＲＮＡ的一条链与Ａｒｇｏｎａｕｔｅ亚家族蛋白结

合形成 ＲＮＡ 诱导沉默复合物（ＲＮＡｉｎｄｕｃｅｄｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｏｍ

ｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ），依赖于 ＡＴＰ，ｓｉＲＮＡ解旋释放正义链从而激活

ＲＩＳＣ，有活性的ＲＩＳＣ中的ｓｉＲＮＡ反义链按 ＷａｓｔｏｎＣｒｉｃｋ碱

基配对原则与同源 ｍＲＮＡ 分子上的靶序列结合，随后自

ｓｉＲＮＡ的３′端将靶ｍＲＮＡ切割成小于１２个碱基的片段
［１］。

１．３　扩增阶段　这一阶段类似聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ），ＲＩＳＣ与靶 ｍＲＮＡ结合后，以ｓｉＲＮＡ反

义链为引物，靶 ｍＲＮＡ为模板，在ＲＮＡ依赖性ＲＮＡ聚合酶

（ＲＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲｄＲｐ）的作用下，将单链

ｍＲＮＡ转变为双链，随后Ｄｉｃｅｒ核酸酶再对其进行切割，导致

靶ｍＲＮＡ的降解
［２］。这种ＰＣＲ使细胞内的ｓｉＲＮＡ数量明显

增加，新产生的ｓｉＲＮＡ可再次参与上述循环，产生级联放大效

应，从而显著增强了对基因表达的抑制作用［３］。

２　ＲＮＡｉ的生物学特性

ＲＮＡｉ具有以下几个重要的特性：（１）ＲＮＡｉ是转录后水平

的基因沉默（ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＰＴＧＳ）机制，

迄今的研究认为，ＲＮＡｉ不会影响染色体ＤＮＡ序列的复制和

转录过程。（２）ＲＮＡｉ具有普遍性。１９９８年人们在对线虫的研

究中首次发现了ＲＮＡｉ现象，随后，科学家们对不同种属的生

物进行了深入的研究，证实该现象广泛存在于多种生物中。细

胞培养和动物模型的实验都证实，ｓｉＲＮＡ可特异性地抑制多

种器官细胞中基因的表达。（３）ＲＮＡｉ具有高度的序列特异

性。ｄｓＲＮＡ只降解与之序列相应的内源性 ｍＲＮＡ，而其他

ｍＲＮＡ的表达不受影响，ｓｉＲＮＡ除正义３′端２个碱基在序列

识别中不起重要作用外，其他单个碱基的改变可能导致ＲＮＡｉ

效应大大减弱，甚至消失。（４）ＲＮＡｉ具有抑制基因表达的高
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效性。数量上远低于内源性 ｍＲＮＡ的ｄｓＲＮＡ可完全抑制相

应基因的表达，从而引起该基因缺失突变的表型。（５）ＲＮＡｉ

具有传播性和遗传性。ｓｉＲＮＡ可在ＲｄＲｐ的作用下大量扩增，

并转运出细胞，在不同细胞间长距离传递和维持，使ＲＮＡｉ扩

散到整个机体并可以传代［４］。

３　ＲＮＡｉ技术在治疗病毒感染中的应用

３．１　抗乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染的治疗　

据 ＷＨＯ报道，全球范围内每年约有１００万人死于 ＨＢＶ感染

所致的肝衰竭、肝硬化和原发性肝癌，但目前各种药物都无法

彻底清除体内的 ＨＢＶ，大量研究表明 ＲＮＡｉ抑制 ＨＢＶ效果

良好。

ＨＢＶ基因组为部分双链环状ＤＮＡ分子，较短的一段为

正链，长链则为负链，负链包含４个部分重叠的开放读码框

（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），分别称为前Ｓ／Ｓ区、前Ｃ／Ｃ区、Ｐ

区、Ｘ区。大量实验通过针对 ＨＢＶ基因组中不同编码区来设

计相应的ｓｉＲＮＡ，均在体外培养的细胞中发挥了较好的抑制

病毒复制的作用。Ｙａｏ等
［５］采用 ＨＢＶＰ区作为ＲＮＡｉ的作用

靶点，通过逆转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）

法观察细胞乙型肝炎病毒Ｘ蛋白（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓＸｐｒｏｔｅｉｎ，

ＨＢｘ）、乙型肝炎病毒表面抗原（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎ，

ＨＢｓＡｇ）、乙型肝炎病毒核心抗原（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｃｏｒｅａｎｔｉ

ｇｅｎ，ＨＢｃＡｇ）的ｍＲＮＡ表达水平，实验结果显示ｓｉＲＮＡ对病

毒的复制有显著的抑制效应。Ｘｉｎ等
［６］针对 ＨＢＶ基因组的多

个区域设计ｓｉＲＮＡ，结果显示 ＨＢｓＡｇ、乙型肝炎病毒ｅ抗原

（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＢｅＡｇ）的表达水平均降低，且

ＨＢＶＤＮＡ 和共价闭合环状 ＤＮＡ（ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙｃｌｏｓｅｄｃｉｒｃｌｅ

ＤＮＡ，ｃｃｃＤＮＡ）的复制受到明显的抑制。李绍祥等
［７］选择Ｃ

区设计相应的ｓｉＲＮＡ，破坏其前基因组 ＲＮＡ，结果显示

ＨｂｅＡｇ的表达明显降低。

目前，有研究报道大量的宿主蛋白参与 ＨＢＶ的复制和转

录过程，抑制 ＨＢＶ相关的宿主基因可以抑制 ＨＢＶ的复制。

以宿主基因为靶点进行ＲＮＡｉ抗 ＨＢＶ感染治疗，可以避免因

病毒突变所引起的沉默效率减低的问题。紫外线损伤ＤＮＡ

结合蛋白１（ｄａｍａｇｅｄＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＤＤＢ１）是ＨＢｘ完

成刺激 ＨＢＶ复制、转录等功能的必需协助分子。Ｔａｎｇ等
［８］

将针对ＤＤＢ１基因和 ＨＢＶＸ区的ｓｉＲＮＡ共转染到细胞中，显

著增强了 ＨＢｘｓｉＲＮＡ抑制 ＨＢＶ复制的效果。最近研究发

现，热休克同源蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｃｏｇｎａｔｅ，ＨＳＣ７０）参与

ＨＢＶＤＮＡ聚合酶反转录过程，Ｗａｎｇ等
［９］运用ＲＮＡｉ技术沉

默 ＨＳＣ７０，显著抑制了 ＨＢＶ的复制，使细胞内 ＨＢＶＤＮＡ的

量减少。通过抑制相关宿主基因的表达从而抑制 ＨＢＶ的复

制，可能成为治疗 ＨＢＶ感染的新策略。

３．２　抗丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）感染的治疗　

治疗 ＨＣＶ感染的惟一方法是联合长效干扰素α（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎα，

ＩＦＮα）和病毒唑进行治疗，但不良反应大，且只有５０％的患者

能获得满意的疗效［１０］，大量运用ＲＮＡｉ技术治疗 ＨＣＶ感染的

研究都取得了理想的结果。

ＨＣＶ５′非翻译端（５′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｒｅｇｉｏｎ，５′ＵＴＲ）是

ＨＣＶ基因组中最保守的区域，并且该区域包含了１个内源性

核糖体进入位点（ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅｅｎｔｒｙｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ），对病毒

的复制和蛋白质的翻译必不可少，因此，多数研究者选择该区

域进行 ＲＮＡｉ。细胞培养和复制子复制观察中发现短发卡

ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）抑制ＩＲＥＳ的作用在 ＨＣＶ

各型中均存在［１１］。Ｋａｎｄａ等
［１２］针对ＩＲＥＳⅢｄ亚基和Ⅲｅ亚

基之间的部分设计ｓｈＲＮＡ，构建载体后转染感染１ａ型 ＨＣＶ

的人肝癌 Ｈｕｈ７．５细胞，使细胞中病毒的数量显著减少。

Ｋｈａｌｉｑ等
［１３］在３ａ型 ＨＣＶ 的５′ＵＴＲ 标记绿色荧光蛋白

（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ），将靶向于５′ＵＴＲ的ｓｉＲＮＡ

转染 Ｈｕｈ７．５细胞，结果显示在 ｍＲＮＡ及蛋白水平５′ＵＴＲ

ＧＦＰ的表达均明显降低。

ＨＣＶ病毒核心以及非结构区域也常被选择作为ＲＮＡｉ的

重要靶点。Ａｌｉ等
［１４］针对 ＨＣＶ 的非结构基因（ＮＳ２、ＮＳ３、

ＮＳ４Ｂ和 ＮＳ５Ｂ）设计了 ６ 对 ２１ｂｐ的 ｓｉＲＮＡ（ＮＳ２ｓｉ２４１、

ＮＳ３ｓｉ２２９、ＮＳ３ｓｉ８５８、ＮＳ４Ｂｓｉ１６６、ＮＳ５Ｂｓｉ２４１ 和 ＮＳ５Ｂｓｉ

１０６４），将其分别转染 Ｈｕｈ７．５细胞，发现它们均能有效抑制

ＨＣＶ的复制。其中，作用于 ＨＣＶＮＳ３的ｓｉＲＮＡ（ＮＳ３ｓｉ２２９

和ＮＳ３ｓｉ８５８）可使病毒滴度分别下降５８％和８８％，在ｓｉＲＮＡ

浓度达到２０μｍｏｌ／Ｌ时，ＮＳ４Ｂｓｉ１６６和ＮＳ５Ｂｓｉ１０６４对病毒的

抑制率达９０％以上。Ｋｈａｌｉｑ等
［１５］设计了针对核心基因的５对

ｓｉＲＮＡ，并在体外分析不同的３ａ型 ＨＣＶ病毒株转录情况，转

染 Ｈｕｈ７．５细胞后发现，这些ｓｉＲＮＡ对核心基因的抑制率达

到８０％。

３．３　抗人类免疫缺陷病毒（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，

ＨＩＶ）感染的治疗　目前，治疗 ＨＩＶ感染和获得性免疫缺陷综

合征最有效的手段是抗 ＨＩＶ鸡尾酒疗法，虽然该疗法延缓了

疾病的进程，但存在耐药性及长期毒性问题，ＲＮＡｉ技术给抗

ＨＩＶ感染治疗带来了新的希望。

ＨＩＶ为双股正链ＲＮＡ病毒，含有犲狀狏、犵犪犵和狆狅犾３个结

构基因，狏犻犳、狏狆狉、狏狆狌、狋犪狋、狉犲狏、狋犲狏、狀犲犳７个附加调节基因以及

病毒复制所必须的长末端重复序列（ｌｏｎｇｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｐｅａｔｓ，

ＬＴＲ），上述基因均是ＲＮＡｉ作用的靶点。体外细胞培养表明，

靶向 ＨＩＶ基因组的ｓｉＲＮＡ能够抑制 ＨＩＶ在细胞内复制，使

病毒数量显著减少［１６］。Ｄａｖｅ等
［１７］针对 ＨＩＶｎｅｆ基因设计

ｓｉＲＮＡ，结果显示 ＨＩＶ的复制连续３ｄ受到抑制。同样，由于

ＨＩＶ基因组的快速变异大大削弱了靶向病毒基因的ｓｉＲＮＡ效

果，细胞表面的ＣＤ４受体是 ＨＩＶ特异的细胞受体，ＨＩＶ要高

效进入靶细胞，还需辅助受体ＣＸＣ趋化因子受体４（ＣＸＣｃｈｅ

ｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＣＸＣＲ４）、ＣＣ趋化因子受体５（ＣＣｃｈｅｍｏ

ｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ５，ＣＣＲ５）的调节，因此，沉默细胞膜受体、辅助受

体相关基因的表达，可以保护细胞免受感染，延缓病毒的复制。

利用ｓｉＲＮＡ抑制宿主细胞表面ＣＤ４受体的表达，可明显阻止

ＨＩＶ侵入、感染细胞
［１８］。但由于ＣＤ４受体在人体细胞免疫方

面有重要的功能，因此，它并不是治疗 ＨＩＶ感染的理想靶点。

ＣＣＲ５对细胞的免疫功能不是必需的，但它是 ＨＩＶ感染细胞

必需的受体，因此，它被认为是预防和治疗 ＨＩＶ感染的最理想

的细胞靶点。Ｑｉｎ等
［１９］将作用于ＣＣＲ５的ｓｉＲＮＡ导入ＣＤ４＋

淋巴细胞，使ＣＣＲ５阳性细胞减少为原来的１／１０，并使感染

ＨＩＶ的细胞数减少为原来的１／６。

３．４　抗其他病毒感染的治疗　单纯疱疹病毒（ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘ

ｖｉｒｕｓ，ＨＳＶ）是最早发现的人类疱疹病毒，ＨＳＶ２感染引起的

生殖器疱疹是一种常见的性传播疾病。２００９年 Ｎａｒｕｔｅ等
［２０］

已在体外实验中运用ｓｉＲＮＡ 有效地抑制了 ＨＳＶ 的增殖。

２０１１年张云青
［２１］等根据 ＨＳＶ２ＶＰ１６和ＤＮＡ聚合酶基因序

列设计、合成ｓｉＲＮＡ（ＶＰ２１和 ＤＰ２１），采用病毒产量减少实

验测定ｓｉＲＮＡ对病毒复制的抑制，荧光定量 ＲＴＰＣＲ测定

ｓｉＲＮＡ对病毒靶基因 ｍＲＮＡ水平的影响。结果显示ｓｉＲＮＡ

ＶＰ２１和ｓｉＲＮＡＤＰ２１使病毒滴度降低约１个数量级，ｓｉＲＮＡ

ＶＰ２１使病毒ＶＰ１６ｍＲＮＡ水平在感染后６ｈ和１２ｈ分别降
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低５８．６％和７９．５％，ｓｉＲＮＡＤＰ２１使病毒 ＤＮＡ 多聚酶的

ｍＲＮＡ水平分别降低５９．８％和７７．４％，该实验表明ｓｉＲＮＡ在

体外能有效抑制 ＨＳＶ２的复制。

高危型人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ），尤

其是 ＨＰＶ１６ 型的感染是宫颈癌发生的必要条件，其中

ＨＰＶ１６型早期基因Ｅ６和Ｅ７的编码蛋白在维持转化组织恶

性表型的过程中发挥重要的作用。李大可等［２２］针对 ＨＰＶ１６

Ｅ６基因序列设计ｓｈＲＮＡ，然后构建质粒表达载体，通过脂质

体法转染宫颈癌ＣａＳｋｉ细胞株，结果显示 ＨＰＶ１６Ｅ６的ｍＲＮＡ

及蛋白表达抑制率分别为８９．５％和９８．１％。张晓等
［２３］采用

化学法合成靶向 ＨＰＶ１６Ｅ７的ｓｉＲＮＡ，对 ＨＰＶ１６Ｅ７ｍＲＮＡ

表达抑制率达７５％。

麻疹病毒（ｍｅａｓｌｅｓｖｉｒｕｓ，ＭＶ）是引起儿童急性麻疹的病

原体，且目前麻疹仍是威胁中国儿童健康的主要传染病。史俊

岩等［２４］针对 Ｒａｂ９鸟苷三磷酸酶（ｇｕａｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，

ＧＴＰａｓｅ）基因序列设计合成ｓｉＲＮＡ，经脂质体法转染非洲绿猴

肾ＶｅｒｏＥ６细胞株，转染１０ｈ后感染麻疹病毒Ｅｄｍｏｎｓｔｏｎ，通

过标准蚀斑实验检测麻疹病毒滴度，结果显示其对麻疹病毒复

制的抑制率高达９０％。随后，该研究小组设计合成靶向Ｒａｂ９

ＧＴＰａｓｅ基因的ｓｈＲＮＡ，构建ｓｈＲＮＡ表达载体，其对麻疹病毒

复制的抑制率达９０％以上
［２５］。

４　存在的问题与展望

的确，在体外培养细胞及建立的动物模型中，利用 ＲＮＡｉ

技术治疗病毒感染取得了令人满意的效果，但ＲＮＡｉ技术要从

实验室走向临床，还有一些问题有待解决。首先要解决的问题

是如何将有治疗作用的ｓｉＲＮＡ片段安全、高效地导入体内的

靶细胞；其次，ｓｉＲＮＡ具有脱靶效应，ｓｉＲＮＡ的这种非特异性

作用直接影响其运用的安全性；再次，人体内含有ＲＮａｓｅＡ家

族酶，因此，ｓｉＲＮＡ在人体内具有不稳定，容易降解，且作用时

间短的特点。尽管将ＲＮＡｉ技术有效应用于临床还存在上述

问题，但笔者相信，随着对ＲＮＡｉ机制的深入研究和ＲＮＡｉ技

术的不断完善，它一定可以成为治疗病毒感染的有效方法。
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