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胚胎干细胞研究的新工具: RNA 干扰
张艳丽许丹洪俊君王子玉王锋*
(南京农业大学动物胚胎工程技术中心，南京 210095) 

摘要 胚胎干细胞研究是 20世纪 90 年代以来在生物医学领域中最gυ』注目的热点之一，

而新近发展起来的 RNA 干扰技术能快速有效地沉默基因表达，将成为胚胎干细胞生物学研究的

得力工具。现对 RNA 干扰的作用机制，以及RNA干扰应用于胚胎干细胞研究的方法与 RNA干扰

在胚胎千细胞研究领域的进展作一综述，以期为今后这方面的研究提供参考。

关键i司 RNA干扰;胚胎干细胞; siRNA; 自我更新;细胞分化

胚胎干细胞(embryonic stem cells, ES 细胞)是由

早期胚胎内细胞团(inner cell mass, ICM)或原始生殖

细胞(primordial germ cells, PGCs)经分离、体外培

养和抑制分化获得的多能性细胞，其最主要的生物学

特征是自我更新和高度的分化潜能，以及受精密复杂

的信号转导机制的调控。因此，借助于选择性剔除

或抑制特定目的基因的手段，将有助于进一步阐明ES

细胞自我更新和分化过程中的内在机制。

RNA干扰(RNA interference, RNAi)是指将外源

双链 RNA(double stranded RNA, dsRNA)导入细胞后

引起与其序列同源的特异基因mRNA降解的现象，它

是由 Fire 等川于 1998 年在线虫中发现的一种转录后

基因沉默(post transcriptional gene silencing, PTGS)机

制。迄今， RNAi 的分子机制才被基本阐明，但 RNAi

己迅速成为实验室进行基因沉默最有效的工具，它比

反义核酸技术有效，比基因剔除技术简单。随着

RNAi技术的发展，可望成为 ES细胞研究领域的又一

得力工具，并为细胞替代治疗带来新的希望。

1 RNAi的作用机制
目前研究较多的基因沉默小分子是 21-25 bp 的

双链小干扰 RNA(small interference RNA, siRNA) 和

21-22 nt 的非编码的单链微小 RNA (microRNAs , 

miRNA)，它们分别在转录后水平和翻译水平上引导

基因沉默。

siRNA和miRNA都是由RNAIII类的核酸酶Dicer

切割长的 dsRNA 或发夹状 RNA前体产生的，进而形

成 RNA 诱导沉默复合体(RISC)引起基因沉默。在

siRNA 作用途径中，外源或转基因、病毒感染等方

式引入的 dsRNA (线性或发夹结构)被 Dicer 加工为

19 个核昔酸左右的双链 siRNA， siRNA 与 RNAi特异

性酶结合形成 RISC， RISC 在 ATP 作用F活化，再介

导 siRNA 反义链与靶 mRNA 分子互补结合，切割

mRNA，诱导mRNA 降解，从而在 RNA水平上抑制靶

基因的表达[2.3] (图1)。

在 miRNA 作用途径中，细胞内源基因首先被转

录成原始miRNA (primary miRNA, Pri-miRNA)，之后

在 Drosha 酶催化 F产生 75 个核昔酸左右的 miRNA

的前体(Pre-miRNA)， Pre-miRNA 转运出细胞核，细胞

质中的Pre-miRNA 再在 Dicer 和 ATP 的共同作用下

剪切为成熟的单链 miRNA。这些成熟的 miRNA

与其他蛋白质一起形成核糖蛋白复合体(miRNA

ribonucleoprotein, miRNP)，这个复合物通过部分互补

结合到mRNA的3'U四非编码区域，从而阻遏mRNA

的翻译。除此之外， miRNA 也可以通过切割完全互

补的 mRNA，使靶 mRNA 降解。这一点与 siRNA 的

作用机制相似[2，4]。但是在哺乳动物中， miRNA 大多

是通过阻遏翻译来发挥作用的问(图 1) 。

2 ES细胞中的RNAi现象

在哺乳动物体细胞中，只有短的 dsRNA 能产生

RNAi 效应，但是在小鼠早期胚胎、畸胎瘤干细胞和

ES 细胞中不存在干扰素反应，长的 dsRNA(>30 bp)能

够通过 RNAi 导致特异的基因沉默现象[7-9]。资料表

明，以绿色荧光蛋白(GFP)基因为靶基因，采用纯化

的长 dsRNA 分别直接转染来自 129/sv 小鼠的 ES 细
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图 1 siRNA 与 miRNA 引起的基因沉默机制[圳

胞系 AB2.2 和J1，能使这些 dsRNA 在细胞内引起

RNAi效应[咽。但是一旦 ES 细胞分化，干扰素途径就

会被激活，长的dsRNA会致使蛋白质合成的全面关闭

以及非特异的基因沉默阴。而利用 siRNA 能够克服

这种非特异效应， Zou等[10]将siRNA转染分化的ES细

胞，发现可以降低 PU.l 和 C/EBPα 等基因的表达。

此外， Houbaviy 等[11]发现小鼠 ES 细胞中有

miRNA 的表达，一旦 ES 细胞分化，在 ES 细胞中特异

性表达的一些miRNA就会被抑制，这说明 miRNA可

能对 ES 细胞分化的调控有举足轻重的作用。最新

研究还表明， ES 细胞缺失产生回RNA 的 Dicer，就会

影响增殖和分化，说明 Dicer也参与了 ES细胞分化的

调控过程[12] 。

3 RNAi技术应用于ES细胞研究的方法
设计ES 细胞的 RNAi实验首先必须考虑:是利

用化学合成的寡核昔酸 siRNA 还是刚Ai表达载体。

化学合成的siRNA会随细胞分裂增殖而稀释，因此只

能暂时沉默基因的表达。而 RNAi 表达载体能在转

染的ES细胞中持续抑制靶基因的表达，刚Ai表达载

体可以分为 DNA 载体和病毒载体，对于 ES 细胞，

DNA载体通常以 U6启动子和 Ul 启动子构建表达载

体:病毒载体又可以分为慢病毒载体、腺病毒载体

以及腺病毒相关载体。其中慢病毒载体能够在分裂

细胞和非分裂细胞中长期有效地表达 RNAi，应用

与世界接轨，用宝尔超纯水系统

VSV-G包膜的假构型慢病毒载体拓宽了载体的嗜性

范围，增加了载体的稳定性，并允许利用高速离心对

载体进行浓缩以提高其滴度，这些特性使慢病毒适

合于高效感染 ES 细胞并用于制备 RNAi 转基因动
物[13] 。

根据研究目的制备好 siRNA 或 RNAi 表达载体

后，下一步就是转染 ES 细胞。电穿孔法和脂质体法

都是转染 ES 细胞的有效方法但在实验中一般采用

脂质体法来转染ES细胞，它比电穿孔法效率更高，而

且电穿孔法本身易造成细胞死亡，还必须严格控制转

染细胞中质粒 DNA 的拷贝数。此外， ES 细胞利用

RNAi 技术时还必须考虑:如何筛选得到表达干扰

载体的转基因 ES 细胞，以排除非转基因细胞中靶基

因表达的影响。将流式细胞术与抗生素筛选相结合

是较为理想的办法，目前有很多种荧光标记和抗生素

可供选择，其中 EGFP和 DsRed2.1 是理想的荧光标记

物，新霉素抗性基因和嘿岭霉素抗性基因是常用的两

种抗性标记。研究显示，在转染后的 ES 细胞中添加

350 阳舶1 G418 或 1 阳阳l 嘿岭霉素可以抑制非转基

因 ES 细胞的过度生长。但是不同的 ES 细胞系对抗

生素的耐受性不同，抗生素的剂量以能杀死非转基因

细胞但不会影响大部分转基因细胞的生长为宜[6] 。

筛选得到成功转染 RNAi载体的 ES 细胞后，最

后就是检测 RNAi的效果。 RNAi 作用的检测可从多

个水平全方位，多层次进行检测。表达水平上可以
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表 1 siRNA 抑制 ES 细胞中内源基因表达

靶基因 siRNA 窦型 转染方式 ES 细胞 参考文献

Oct4 裸 siRNA 脂质体 mES,hES [14] , [15] 
载体 shRNA 脂质体 mES [16] 

Oct4, SOX2 载体 shRNA 脂质体 mES ,hES [17] 
Oct4, Nanog 载体 siRNA+U6 启动子 逆转录病毒、慢病毒载体 hES [18] 
Oct4, Nanog 修饰的 siRNA 脂质体 mES [19] 
Oct4, Nanog, SOX2, 载体 shRNA 慢病毒载体 mES [20] 

Esrrb, Tbx3 , Tcl1 
p53 载体 siRNA 脂质体 mES [21] 

通过免疫荧光检测、 Western 印记等来检测蛋白质

含量的变化，转录水平上可以采用 RT-PCR、定量

PCR 等判断目的基因的沉默效果。此外，还可以通

过相差显微镜和扫描电镜观察细胞的表型来分析。

大量文献资料表明，已经成功地利用 RNAi技术

拥制了 ES 细胞中一些内源基因的表达，以研究基因

功能和 ES 细胞维持及定向分化调控(表1)。

4 RNAi在ES细胞研究中的应用
Oct4和Nanog是调节ES细胞多能性的两个关键

性转录因子，其表达水平在 ES 细胞多向分化中起着

重要作用。通过 RNAi 证实: Oct4 或 Nanog 表达量

下降会引起mES 和hES 细胞丧失多能性和自我更新

的能力 [2011]，表明这些转录因子在 mES 和 hES 细胞

中有着相似的作用。然而，该转录因子维持多能性

的机制还有待进一步地研究尤其是它们作用的靶蛋

白尚待进一步识别。因此，对 ES 细胞自我更新和多

向分化的调控是ES细胞今后研究的热点，而RNAi正

是研究 ES 细胞生物学特性的有力工具。

4.1 在 ES 细胞自我更新维持方面的应用

微阵列分析结果显示， ES 细胞中一些基因的表

达量远比体细胞要高，表明这些基因可能对干细胞特

性的维持起重要调控作用。通过功能获得(gain of 

function, GOF)和功能丢失(loss of function , LOF)实

验证实了 Nanog 、 Oct4 、 Sox2 等基因在维持 ES 细

胞未分化状态方面起着重要作用，但这种方法仅局限

于研究携带此类突变基因的动物模型。从理论上讲，

RNAi 可以在任何动物模型上进行，并可能获得对靶

基因不同程度的沉默效果从而更好地阐明众多基因

在 ES 细胞自我更新维持方面的功能[5] 。

用带有独立表达报告基因和III型RNA聚合酶启

动子的质粒转染 ES 细胞使其表达相应于 Oct4

mRNA的小茎-环RNA转录产物，结果发现转染Oct4

shRNA 干扰质粒的 ES 细胞表现出 Oct4 mRNA表达

水平降低，并显示出向滋养外胚层分化的特征[16] 。

Hay 等[14]用 Oct4 siRNA转染人和小鼠的 ES 细胞，也

发现 Oct4 mRNA 的表达水平下降。 Zaehres 等[18]利

用逆转录病毒和慢病毒载体释放 siRNA，使人 ES 细

胞中 Oct4 和 Nanog 被高效抑制，进一步证明了 Oct4

和 Nanog在维持人ES 细胞自我更新方面的作用。最

近， Ivanoval 等[20]通过慢病毒载体传递 shRNA，证实

了 Esrrb 、 Tbx3 、 Tcl1三个基因以及先前报道的

Nanog 、 Oct4 、 Sox2 基因是 ES 细胞自我更新所必

需的，且其中每一个基因表达的下降都将诱导 ES 细

胞向某一特定细胞系分化。

4.2 在 ES 细胞定向分化调控方面的应用

ES 细胞具有高度的发育和分化潜能，在体内外

可分化为属于三个胚层来源的各种组织和细胞。已

有研究表明， ES 细胞分化得到的多巴肢神经元能用

于治疗大鼠帕金森病[22]。转录因子N凹1 和 Pitx3 的

共转录活性能促进鼠和人ES细胞最终分化成多巳胶

神经元类型细胞，再将这些神经元前体移植到注射6-

OHDA引起单侧脑损伤的成年小鼠脑内后，能明显改

善其"打转"的病症[23] 0 转录因子 HoxB4 的过表

达能促进 mES 细胞向造血细胞前体分化，再将这些

前体细胞成功地移植到经辐射的小鼠能使受体后代

产生稳定的造血细胞[24] 。虽然已有研究报道认为，

ES 细胞来源的膜岛细胞能够扭转小鼠糖尿病[坷，但

是从ES细胞分化得到肝细胞和膜腺细胞等内胚层细

胞仍具有一定的挑战性。因此，通过 RNAi 沉默基因

表达还能发现分化途径中决定细胞命运的关键基因，

从而有助于克服 ES 细胞向内胚层分化的瓶颈。

目前， RNAi已经被用于探明ES细胞分化调控机

制和诱导 ES 细胞分化的研究中。最近组蛋白修饰

在ES细胞早期分化中的作用机制备受关注， Lee等[26]

利用RNAi技术抑制不添加LIF后的ES细胞中MSKl
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正常受精卵

核移植

研究维持ES细胞
自我更新和多能
性基园的功能

一月X
~~~' 

体外建立疾病模型
新药物筛选
抑秘崎胎瘤的产使
细胞替代治疗

-综述

图 2 RNAi 应用于 ES 细胞研究的前景[阳I

的表达，发现 MSKl 通过调节组蛋白(田)磷酸乙酷化

进而调控 ES 细胞的早期分化。抑癌基因 p53 的沉默

能够诱导视黄酸处理的mES 细胞向肌肉细胞分化[21J 。

PU.l 是造血前体细胞中 Ebf和 Pax-5表达的抑制基因，

Zou 等[27J用 siRNA 抑制mES 细胞来源的 CD34+ 细胞

中 PU.l 表达，从而支持了 mES 细胞 rb] B 淋巴祖细胞

的分化。瞬时转染经化学修饰的 siRNA 抑制 Oct4 和

Nanog表达后，将可能诱导mES细胞向胚外组织的分

化， Oct4 表达水平的下降会诱导滋养层标记基因

Cdx2 、 Handl 和 PL-l 表达，培养 6 天后形成滋养层

巨细胞样细胞。 Nanog 表达水平的下降与胚外内胚

层基因 GATA4 、 GATA6 、 LamininBl 的表达相关，

并产生壁内胚层表型的细胞，这表明瞬时抑制 Oct4

和 Nanog 的表达均可以诱导 ES 细跑的分化[19J 。总

之， RNAi可望成为诱导ES细胞分化的一个重要工具，

抑制 ES 细胞中某个关键基因的表达，将可能促进 ES

细胞在短期内诱导分化为重要的功能性细胞，这在重

大疾病的细胞治疗中将具有重要意义。

4.3 条件型 RNAi 载体的应用

目前，墓于强力霉素(doxycycline)诱导的时间调

控型RNAi载体[28J和基于Cre-LoxP原理的组织特异性

表达载体[29J 己经在 ES 细胞中得到证实。在细胞水

平的试验证明，通过改变加入四环素的剂量浓度可以

调节 siRNA 产生的量，进而调控对革巴基因的抑制水

平[30J。利用 Cre-Loxp 介导的 RNAi 慢病毒载体可以

组织特异性地抑制 ES 细胞中 Dnmtl 的表达[约]。条

件型 RNAi 载体的应用，可以通过条件性调控基因表

与世界接轨，用宝尔超纯水系统

达并进一步分析基因功能，将为阐明 ES 细胞必要的

调控途径带来新的曙光。

5 小结与展望

ES 细胞能够无限增殖并易于基因操作，一些损

伤的组织能够被 ES 来源细胞替代，这使得ES细胞为

临床治疗提供不竭的细胞来源成为可能。除了传统

的以修复损伤组织的细胞替代方法以外， ES 细胞与

RNAi 技术相结合将提供治疗传染性疾病的新方法，

如 HIV、结核病等。通过这一研究可能找到攻克诸

如心血管疾病、神经退行性疾病、癌症、糖尿病

等j顶症的新方法。

尽管RNAi在ES细胞研究中己经取得了一定的进

展，但是RNAi在ES细胞中的实际应用中仍有许多问题

有待进一步研究解决。例如，如何提高 siRNA或 shRNA

的导入效率与RNAi的特异性以及如何避免ES细胞

治疗中畸胎瘤的形成与防止免疫排斥的产生等等。

目前， RNAi 和 ES 细胞研究尚处于初级阶段，但

二者的结合己经显示出了巨大的应用潜力。通过

RNAi 技术可以干扰构成 ES 细胞行为基础的蛋白质

与基因，并观察干细胞的反应，从而发现更多涉及 ES

细胞多能性和自我更新的基因，这些基因可以进一步

用于诱导细胞分化;通过抑制与特定细胞系发育相关

的基因以增加纯化的细胞从而减少非目的细胞类型

的产生;通过沉默与细胞增殖相关的基因，有可能抑

制 ES 来源细胞产生畸胎瘤。总之， RNAi 的应用将

为 ES 细胞研究开辟一条全新的途径(图 2) 。

Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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A New Tool for Studying Embryonic Stem Cells: RNAi 

Yan-Li Zhang, Dan Xu, Jun-Jun Hong, Zi-Yu Wang, Feng Wang* 

(Center of Animal Embryo Engineering and Technology, Nanjing Agricultural Universiη" Nanjing 210095, China) 

Abstract Embryonic stem (ES) cells is one of the most popul缸 topics in biomedical research since 1990s, 

and the newly developed RNA interference 但NAi)也chnology can silence the genes of interest quickly and efficiently, 

which would be a very useful tool to study the biological function of ES cells. Here, we review the mechanism of 

RNAi and the main methods to produce RNAi in ES cells, as well as 由e prospects of combining RNAi and ES cell 

manipulation for bo也 basic research and future therapies. 
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