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RNA 干扰在原生动物中的应用
曾红1 ， 2 沈洁 1 顾福康 1*

c 华东师范大学生命科学学院，上海 200062; 2 福建师范大学生命科学学院，福州 350007)

摘要 RNA干扰 (RNAi )，即由双链RNA介导的转录后基因沉默的现象，已成为分析原生

动物基因功能的有效手段。现对应用 RNAi研究原生动物微管蛋白的功能和基体组装、纤毛虫大核

基因组重排、纤毛虫剌丝泡的发生和作用、端粒酶及细胞周期蛋白的功能等方面进行综述。
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1998 年， Fire 等[1]将双链 RNA (dsRNA)注射到

秀丽线虫(Caenorhabditis elegans)中，导致了特定

序列的基因沉默，并且发现 dsRNA对靶基因表达的

抑制效果比用单一的有义 RNA 或反义 RNA 显著增

强，这一现象被称为 dsRNA 介导的干扰(dsRNA

mediated interference)作用，简称 RNA 干扰(RNA

interference , RNAi)。实际上， RNAi 是 dsRNA 诱

导细胞内同源的 mRNA特异性降解，使特定基因的

表达受到抑制而导致转录后基因沉默(post- transcrip­

tional gene silencing, PTGS)的现象。

在包括原生动物在内的许多生物中， RNAi 普

遍存在。由于原生动物与人的进化距离比酵母与人

的进化距离更远，它们不仅适应于不同的生活方

式，而且还有限制外来基因表达的基本策略，其发

生的 PTGS 现象不仅可由 dsRNA 引起，还可由转基

因引起，因此成为应用 RNAi 研究其细胞结构和功

能的理想材料。近年来，在原生动物中主要通过显

微注射法、喂食法、浸润法和电穿孔法等使细胞发

生 RNAi，应用 RNAi 在微管蛋白的功能和基体组装

等多个方面的研究中己取得了显著的进展。

1 微管蛋白的功能及基体组装
在原生动物微管蛋白的结构和功能研究中，继

α 、 P 和 y 微管蛋白之后， ô 、 ε 、 5 和 η 微管蛋白

等微管蛋白家族的新成员相继被发现[2] 0 其中，通

过 RNAi 的方法诱导出各种突变型，再结合免疫抗

体标记、免疫电镜、 RT-PCR 等技术，从宏观的

表型分析一直深入到分子水平，使各种微管蛋白在

微管装配中的作用也不断得到阐明。

Ngo等[3]用电穿孔法将表达α微管蛋白 5'未翻译

区域(UTR)的 dsRNA的 pGFPFAT质粒导入鞭毛虫布

氏锥虫(T，η'panosoma brucei)，导致了 α微管蛋白表

达下降，胞质分裂受阻，形成肥大的 FAT 细胞:

用人工合成的 α 微管蛋白编码区长为 115 nt 的

dsRNA 或 P 微管蛋白的 5'UTR 长为 59 nt 的 dsRNA

转染锥虫，都导致了 RNAi，所得结果表明 α 微管

蛋白或 P 微管蛋白基因对锥虫在细胞分裂及细胞形

态构建中相关微管胞器的装配是至关重要的。

Ruiz等[4]用显微注射法将PCR扩增的y微管蛋白

基因的编码序列注射到野生型草履虫(Paramecium)

的大核中，经特异性抗体标记显示，转化细胞中 γ

微管蛋白含量显著下降，细胞变小、变圆，转化

细胞的基体数目平均为对照细胞的一半，分裂 2-3

次后便停止分裂和生长，最终细胞死亡; Shang 等[5]

使嗜热四膜虫(Tetrahymena thermophila)编码 y微管

蛋白的基因 gtul 沉默后观察到，其营养细胞中 4 种

主要的微管组织中心都受到影响，而对基体的影响

最为显著。其中 y微管蛋白缺失后，基体中的中心

蛋白和谷氨酷化的微管蛋白随后缺失，基体逐步瓦

解。由草履虫、四膜虫的结果认为， 'y微管蛋白

是纤毛基体中轴纤丝的组装和基体的形成所必需

的，新的基体的形成和成熟基体正常结构的维持都

需要Y微管蛋白。另一方面， McKean等[6]应用 RNAi

抑制布氏锥虫 y微管蛋白的表达后，观察到新的鞭

毛虽可形成但不能运动，而老的鞭毛不受影响。超

微结构显示 y微管蛋白沉默后新形成的鞭毛轴纤丝

结构为 9+0; Vayssié 等[7]采用浸润法将化学合成的

小分子RNA(siRNA)加入到病疾内变形虫(Entamoeba
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histolytica)的培养基中，使之渗透进寄生虫的细胞

质，导致 y微管蛋白基因沉默后，原高度有序的微

管排列消失。所述结果不仅证明 y微管蛋白是微管

集结(nucleation)必需的，并且很可能说明 y微管蛋

白作为微管组织中心的组成成分在微管组装和基体

形成中的重要作用。

Garreau de Loubresse 等[8]向草履虫大核注射大

量 8 微管蛋白基因的编码序列，观察到，尽管草履

虫分裂过程中纤毛的发生不受影响，但所产生的子

细胞其纤毛基体则缺失了 C 微管。分析认为， ö 微

管蛋白可能参与三联体微管中 C 微管的组装，其缺

失虽不直接影响草履虫基体的形成，但可使皮层细

胞骨架的结构发生紊乱，最终导致基体的错误定位

甚至缺失，并改变细胞的形状和大小。

Dupuis-Williams 等问分别采用注射法和喂食

法，使草履虫 ε 微管蛋白基因沉默且出现相同的

RNAi 的表现型，此时细胞墓体的发生受阻，在 3-4

次分裂后(预期发生沉默的时间)，转化的细胞比对

照细胞形状更圆且游泳异常。免疫荧光标记显示 ε

微管蛋白定位于基体和中心粒上，根据 ε 微管蛋白

的定位和以上结果推测， ε 微管蛋白也是中心体微

管的组装和锚定所必需的，并且还可能与基体内聚

力的形成有关。

2 纤毛虫大核原基发育过程中基因组的重

排

纤毛虫的大核是由接合生殖中合子核分裂产物

之一分化发育而来的。初期大核原基的染色体DNA

与小核相似，此后在大核发育中部分染色体DNA被

破坏或完全消除，大核基因组经历了内序列消除

(IES)和断裂序列消除(BES)的过程 [10]。最近的研究

表明，大核 IES 和 BES 序列的消除和基因组的重排

都与 RNAi 有关。

Mochizuki 等[11]曾提出 "ScanRNA 模型"来解

释 siRNA 是如何介导大核基因组中 IES 和 BES 的消

除，该模型涉及的 dsRNA 及长约 28 nt 的 ScanRNA

分子，与 RNAi 过程中产生的 dsRNA 极其相似:此

后， Mochizuki 等[12]进一步确定，四膜虫细胞大核

发育中 DNA 的消除与 siRNA 有关，其中消除序列

上发生的组蛋白民第 9位赖氨酸的甲基化及染色体

结构域蛋白的积聚是由 RNAi产生的 siRNA 决定的，

因此这一由 RNAi 介导的过程改变了 DNA序列的结

构并导致四膜虫大核基因组的重排。此外， Paschka 

·综述.

等[13]在纤毛虫棘尾虫(Stylonychia lemnae)中发现，

利用 RNAi 抑制细胞大核发育蛋白 1 (MDPl)基因的

表达，结果使进入大核分化期细胞的大核原基重新

被吸收，新大核不能形成，而趋于被细胞吸收的老

大核则发生逆转。由于 mdp1 和 piwi 同源，而 piwi 编

码的蛋白质与许多生物的幼体分化过程及RNAi的形

成有关[叫，这也就表明纤毛虫大核原基的发育过程

也涉及到 RNAi 的作用。

3 纤毛虫刺丝泡的发生和作用机制

许多纤毛虫的表膜下布满了垂直排列的刺丝

泡。刺丝泡是一种由膜性结构围着的细胞器，内含

的刺丝在受到剌激时可以向外发射，对细胞可能起

保护和渗透调节的作用[1坷。多年来刺丝泡的发生和

作用机制受到密切关注。分析认为，草履虫的剌丝

泡呈典型的榴弹形，这一形状由刺丝晶核的组装决

定。刺丝晶核必须正确组装，而且剌丝泡必须定位

在表膜特定的胞吐位点，刺丝泡才能发射刺丝，行

使正常功能 [16] 0 目前，有关研究也利用 RNAi 对其

机制开展了探讨。

在草履虫中刺丝泡的晶核是由许多密切相关的

多肤构成的，单拷贝基因 nd7 与胞吐作用的膜融合

和刺丝泡的外排作用有关 [17] ，剌丝泡基质蛋白

(trichocyst matrix protein , TMP)是由 tmp 多基因家

族编码的，在刺丝泡发生的特定时期→起组装剌丝

泡的晶核，突变的刺丝泡由于不能茹附在表膜的胞

吐位点而不能外排 [18]0 Ruiz 等[l9]通过显微注射法使

草履虫 nd7和 tmp 沉默，得到相应的 RNAi 突变型。

其中 ， tmp 多基因家族中的 t1 或 t4 基因沉默后，细

胞中剌丝泡形态异常且游离在细胞质中(不能正确定

位在胞吐位点)，不能外排 ; nd7 沉默后刺丝胞形

态正常并能正确定位在胞吐位点，但外排能力完全

或部分丧失。 Vayssié 等[却]将草履虫不同的 tmp 基因

沉默后获得特定刺丝泡的突变体。特定的 tmp 基因

沉默后，含有特定 TMP 的那一层结构以及之后组装

的所有部分都受到影响，不再显示出有序的组装途

径。 Galvani 等[21]将目标基因的编码区插入含有两个

节启动子的质粒(L4料。)中，用质粒转化 E. coli， 以含

有重组质粒的 E.coli 喂食草履虫，使细胞发生RNAi ，

此后对 tmp4a 、 nd7、 n矿等基因的 RNAi 表型分析

表明: tmp4a 沉默后导致形成有缺陷的胞吐颗粒:

nd7 是调节特定胞吐作用的膜融合因子，沉默后导

致胞吐缺陷 ; nsf是普通的膜融合因子，沉默后细
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胞死亡。实验结果表明，草履虫刺丝泡的组装和定

位是由 tmp 多基因家族决定的，单拷贝基因 nd7通

过调节胞吐作用使刺丝外排，两者协同作用才能保

证剌丝泡正常行使功能。

4 端粒酶的亚单位及端粒酶结合蛋白的功
""1-< 
目已

端粒酶最早发现于四膜虫中，此后在游仆虫

(Euplotes)、棘尾虫(Sηlonychia)和尖毛虫(0巧tricha)

等纤毛虫中端粒和端粒酶的结构相继被确定[22-24] 。

由于纤毛虫大核端粒的浓度很高，且这类生物的端

粒复制机制较为简单，目前己成为研究端粒结构及

其复制的模式生物。

Paschka 等I川利用刚Ai 抑制游仆虫端粒酶的接

触反应亚单位(TERT)和端粒酶结合蛋白 p43 在营养

细胞中的表达，转化细胞便停止分裂，无复制带出

现。对端粒、端粒酶和 p43 的进→步定位分析表明

端粒酶联合蛋白 p43 与端粒酶在复制带上的锚定有

关。由此证明端粒酶结合蛋白 p43 的主要功能是参

与大核 DNA 复制时端粒酶在复制带上的锚定:抑

制端粒酶结合蛋白的 2 个亚单位在棘尾虫和尖毛虫

营养细胞中的表达，大核形态便出现明显变化，球

状核结构逐渐瓦解最终变成碎片被吸收，接着细胞

死亡，所得结果揭示端粒酶的亚单位对大核的形态

构建可能起重要作用。

5 细胞周期蛋白的功能

锥虫和其他真核细胞一样，细胞周期都经历了

一系列跨越时空的形态发生过程。应用 RNAi 研究

揭示，锥虫在不同生理周期下对细胞周期和胞质分

裂的调节存在巨大差异。其中，在前循环期布氏锥

虫 7 个不同的周期蛋白基因(cyc)中 ， cyc2 调节 G"S

的转换 ， cyc6 调节 GzlM 的转换，其余 5 个周期蛋

白沉默，都不产生可检测到的细胞周期的缺陷[25] 。

此后进一步肯定 ， cyc6 沉默后都会导致前循环期和

血流期的锥虫有丝分裂受阻和生长停滞，但在前

循环期和血流期其功能存在显著差异:在前循环

期 ， cyc6 沉默后细胞无细胞核且只有单个动基体

(kinetoplast) ，而在血流期的锥虫中，沉默后的细

胞有一个核和多个动基体:荧光激活细胞分类分析

表明，血流期锥虫在结束有丝分裂时仍可重新进入

S 期，而前循环期的锥虫则不能[26]。由此可见在锥

虫的细胞周期中周期蛋白基因 cyc2 和 cyc6具有更重
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要的功能，这对锥虫病的防治具有重要的指导意

义。

6 展望

随着后基因组学时代的到来， RNAi 作为有

效、经济的分析基因功能的技术，己逐渐成为分析

包括原生动物在内的所有生物基因功能的有力工

具。其主要的一个优点是逆基因分析，即己知特定

的基因序列，通过抑制这一特异基因的表达而出现

功能或个体表型的改变，进而得到基因与其功能的

相对应联系[2飞由于能得到显著的 RNAi 表现型，

可以快速、高效地揭示基因的功能，从根本上改变

了先前因缺少可应用的遗传系统(如不易获得遗传突

变型、有效的转染系统或基因剔除突变体)以致很

难在原生动物中开展分子生物学研究的状况。日前

己奋人以RNAi为基础创建锥虫的基因文库(RNAi文

库) ，可望十分便利地开展更多的遗传学研究[281 ，

这就意味着将有越来越多基因的功能被揭示，可望

进行高通量的基因功能分析。

RNAi 也提供了基因治疗的新策略。筛选出寄

生原虫与致病、感染、存活、繁殖等方面相关的

基因以及药物作用的靶基因后再对其进行 RNAi ，

给寄生原虫病的基因治疗、新药开发和生物医学等

应用研究领域带来新的变革。

由于对 RNAi 分子机制的了解尚不十分明确，

目前对 dsRNA 和 siRNA 的设计还属于经验性过程，

实验设计尚需进一步完善。现有的研究主要集中在

草履虫、四膜虫和锥虫等少数种类中，许多种类尚

缺少有效的表达 dsRNA 的载体，是否所有基因的表

达都能用 RNAi 来抑制尚不确定。此外，将 dsRNA

加工成siRNA的类似Dicer的核酸酶[29]也尚未在原生

动物的基因库里找到。这些都将是今后的研究方向。

作为在进化早期分支出来的真核细胞，原生动

物也许具有相对简单的 RNAi 机制，因此它也可用

于研究 RNAi 的机制及进化。原生动物作为研究材

料具有许多无可比拟的优点， 利用 RNAi 技术来开

展相关方面的研究具有非常重要的理论意义和应用

价值。
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Abstract 

The Application of RNA Interference to Protozoa 

Hong Zengl.2, Jie Shen1, Fu-Kang Gu1* 
eSchool 01 Life Sciences, East China Normal Universi吵" Shanghai 2ω'062， China; 

2College 01 Life Sciences, Fujian Normal Universi纱， Fuzhou 350007, China) 

RNA interference (RNAi), triggered by double stranded RNA (dsRNA), was the post-transcrip-

tional gene silencing (PTGS) based on sequence-specific degradation of mRNA. It had been proved to be an effi­

cient method for analyzing gene functions in protozoa. In this paper, we reviewed the RNAi methods and their main 

research progress in cell and molecular biology of protozoa which focused on the assembly of base body and 

functions of tubulins, cyclins and telomerase, gene rearrangement and exocytosis of the trichocyst of the ciliated 

protozoa. 

Key words RNA interference; double stranded RNA; protozoa; gene function 
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