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在多种生物细胞中，外源或内源性双链 RNA

(double-stranded RNA ， dsRNA)可触发同源 mRNA

的特异性降解，从而使该基因表达沉默 (gene si­

lence) ，这种现象称为 RNA 干扰(RNA interference , 

RNAi) 。 因卧'fA 干扰所致的基因沉默发生在转录

后水平，亦称为转录后基因沉默 ( post-transcription 

gene silence ，阿GS) 。 这种转录后基因沉默与先前

发现的植物"共抑制"(∞suppressio口，即植物中转基

因与同源内源性基因一起失活)、真菌"缓解"

(quelling，真菌中的共抑制)需要相同基因产物的参

与并表现出若干共同的特征， 因此认为它们可能具

有类似的机制[ 1 ， 2 J o Fire 等在研究反义 RNA 对线

虫(c. el唔ans)基因阻断作用时首先发现了 RNAi ，

随后发现在多种生物，如果蝇、拟南芥菜、小鼠胚胎

细胞及最近哺乳动物成体细胞[3J 中均存在 ds卧'fA

介导的 RNAi 现象。 表明 RNAi 是生物界普遍存在

的一种生命现象，目前研究认为 RNAi 在生物基因

表达调控及细胞防御病毒感染等方面发挥重要作

用。

一、 RNAi的机制

1. dsRNA 的产生

dsRNA 是诱导细胞 RNAi 的关键组分。 外源

DNA、RNA序列均可激发细胞产生相应的 dsRl'\lA ，

但产生方式不尽相同。 RNA 病毒在病毒或细胞

RNA 依赖性 RNA 聚合酶(RNA-dependent 刚A

polymerase, RdRp) 的作用下 ，合成病毒的 RNA 序

列互补链，并与之结合形成 dsRNA;DNA 病毒、重

组基因、转基因等 DNA 序列，在细胞转录出 RNA

后，经 RdRp 形成 ds卧'fA ; 而转座子由于其本身具

有反向重复序列，细胞可通过"通读转录"这种反向

重复序列直接产生 dsRNA。 然而，细胞是如何判定

哪些 RNA 和 DNA 是"异己"进而产生相应的 dsR­

NA，其机制尚不清楚。

2. dsRNA 对 RNAi 的诱导

对 dsRNA诱导 RNAi 机制的探索主要是从生

化和遗传学两个方面进行。在生化方面， Hamilton 

等率先在发生 PTGS(转录后基因沉默)的西红柿中

检测出了与沉默基因同源的约 25nt ds刚A，未发生

PTGS 的西红柿则不能检出这种 ds即'fA[4 J 。 随后他

们又发现，转染过 ds卧认的果蝇 S2 细胞溶解液可

介导特异 RNAi;如果用 DNase 1 处理这种溶解液，

以降解其中的 DNA，再加人相应rnRNA，即'fAi 并

不受影响(即同源mRNA仍能发生特异性降解) ;而

若经微球菌核酸酶 (micrococcal nuclease，能降解

DNA 及 RNA) 处理该溶解液，则 RNAi 不能发

生[5 J 。 表明 dsRNA介导 RNAi 的中间过程有 RNA

分子的参与。果蝇胚胎细胞溶解液的应用极大地方

便了 RNAi 的研究，研究者只需向这种溶解液中加

入 dsRNA 便可诱导 RNAi。 在这种溶解液中，

Zamore 等发现长链 dsRNA 被切割为 21 - 23旧的

dsRNA，与西红柿中的研究结果相似[6J 。 提示 21 -

23nt 的 dsRNA 可能是 ds时认诱导 RNAi 的直接参

与者。在此基础上 ， Sayda M 等进一步证实 21 -

23nt dsRNA 与长链 dsRNA 产生相同的效应，均可

引起同源mRNA 特异降解[ 7J 。 他们将这种短链

dsRNA 称之为小干扰性 RNA (small interfering 

RNAs , siRNAs) 。 并认为 siRNAs 是长链 dsRNA诱

导 RNAi 的中介物，由它决定mRNA 降解的特异

性。 这种 siRNA 源于长链 dsRNA，为 21-25时， 3'

端为 2nt 突出的黠性末端。该结构与 RNaseill加工

dsRNA 后的产物极为相似，因此推测，RNase田家族

蛋白可能是细胞降解长链 ds卧'fA 以生成 siRl'\lAs

的作用酶[6J。这一推测得到了后来的广泛实验支

持。Berstin 等利用 RNAi 原理抑制果蝇细胞 RNase

ill ，即 Dicer 蛋白的表达，首次确认 Dicer 蛋白是果

蝇细胞将长链 dsRNA 降解为 siRNA 的作用蛋

白 [8] 。 随后对线虫、拟南芥菜等生物的研究亦得出

相同的结论。 目前认为 RNase 皿家族蛋白是 siR­

NAs生成的作用酶。

siRNAs 是如何引起相应mRNA 的降解呢?

Sayda M认为 siRNAs可能需要与多种蛋白结合，形

成多蛋白复合体后，才能降解mRNA。 并将这种多

蛋白复合体称为小干扰性核糖核蛋白复合体(small

interfering ribonucleoprotein complex , siRNP) 。

Rl'\lA 解旋酶可能是 siRNP 必要组分之一，因为

siRl'\lAs要识别mRNA，必须解开 siRNAs 的双链结

构，以便反义链与rnRNA形成碱基配对。
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遗传学方面，人:们利用遗传突变子筛选出了大

量的 RNAi 必需基因，包括核酸酶基因 Mut-7 (线

虫) ; 解旋酶基因: qde-3 (链抱霉菌) 、 SDE3 、 MUT-

6 ; RNA依赖性 RNA 聚合酶基因 (RdRp) :唔0 -1 、

qed-LSDE1 、 SGS2(拟南芥菜) 。

Bass 根据这些研究推测 : siRNP 至少应包括

siRNA 结合、时也se 和时认解旋酶三个活性区。 首

先 siRNAs 结合到该复合体的双链 RNA 结合区并

引导 siRNP 识别靶mRl'怡，接着 S1卧~P 的解旋酶完

成 ATP 依赖性的靶mRT叫A 与结合的 siRNAs 正义

链换位，卧-.Tase 在靶mRNA 结合位点附近切割

mRNA并将其降解(图 1 ) [9] 。

mRNA 

RN阳m*族蛋白

3dd 

3 与 J
siRNP 

mRNA '" 

asRNA 

、k

图 1 RN酣皿家族蛋白降解也RNA生成 siRNA，后者结

合其他蛋白形成 sìRNP，在 siRNAs指引下 [ siRNA
的反链 (as白吗A) 通过碱基配对识别并结合同源
mRNAJ ， siRNP 降解mRNA。 随后， s战NP 又可对
该mRNA的其他分子进行降解作用(引自Bass[9 ] ) 

二、 RNAi的特点

1.特异性

ds时..JA 介导 的 RNAi只特异地降解同源

mRNA，其他mRNA 的表达并不影响，这是由于

siRNP~f mRNA 降解的选择取决于 siRNA 碱基序

列，元关mRNA 不能被 siRNAs识别。 但在哺乳动

物成体细胞中特异 RNAi的诱导必须依赖 siRNAs，

因为长链ds时收一方面可激活 PKR( dsRNA依赖性

蛋白激酶) ，后者使翻译起始因子 eIF2α 磷酸化而失

活，致使所有mRNA 不能表达;另 一方面，长链

dsRNA可激活 2' ， 5 ' 腺苦合成酶(AS) IRNaseL 途

径，活化的 RNaseL 非特异性降解各种mRNA[ 1 0] 。

siRNAs< 30bp 不能有效地激活上述两条途径，却能

够形成 siRNP 并介导时-.TAi的发生。 然而在小鼠卵

母细胞及其胚胎细胞中长链 dsRNA 却能诱导特异

时-.TAi，可能是这些细胞中针对长链 dsRNA 上述两

种反应途径尚未成熟的缘故[ 11] 。

2 . 高效性

少量的 dsRNA 即可抑制大量同源mRNA 的表

达。 对时认i 高效性的解释有两种: 一种解释认为

siRNP 阵解 m卧认后，还能与这种 m卧队的其他

分子发生作用，即 siRNP 可连续地对mRNA进行降

解[9] ; 另一种解释认为，它与 RNA 依赖性阳'..rA 聚

合酶有关，即在细胞 RdRp 作用下 dsRNA得以大量

复制，从而生成更多的 S1阳'..rA..siRNP。 体外实验亦

证实， RdRp 能以单链甚至双链时也 为模板，合成

出其互补链。 目前认为具有 RdRp 的细胞这两种机

制均可发挥作用，而尚不具备 RdRp 的细胞前者是

RNAi的高效性的惟一原因 。

3. 对出RNA长度的侬赖性

在果蝇、线虫等低级生物体中，长链 dsRNA 产

生的卧-.TAi明显强于较短的 dsR1叫A (不具备 siR1'认

结构特征的 dsR1叫A) o Sadya.M 等发现< 40bp dsR­

NA不能产生明显的 RNAi。 在线虫中 26 bp dsR­

NA产生的基因抑制作用如果要达到 81bp ds卧认

同样的效果， 则前者所需浓度应为后者的 250

倍[ 12 ] 。 现有的研究表明有效诱导 RNAi的 ds卧~A

至少应>40bp。 对这种结果的解释为:短链 dsRNA

结合卧-.TaseIII家族蛋白的效率较低，因此不能有效

地产生 siRNAs并形成 siRNPo RNAi对 dsRNA 长

度的依赖性可以解释为什么在正常细胞内卧-.TA分

子间局部碱基互补，可形成短链 ds卧认，却不能由

此诱发时-.TAi的发生 [6] 。

4. 靶mRNA切割位点的确定性

在 siRNP核酸酶作用下，同源mRNA被切割，

切割位点之间相差 21 - 23nt[ 6] 。 长链 dsRNA 可降

解为多种不同序列的 siRNAs，并生成相应的

siRNP，由此可在多个位点切割 m卧-.TA。 但这些切

点不是随机的，均位于与 siRNAs 反义链的互补序

列之中，即在mRNA 5' 端与 siRNAs互补碱基的第

10-11 位之间。 Sayda 等用化学合成的一系列 siR­

NAs对mRNA进行切割发现， siRNAs 中反义链从

某一特定位点移至另一位点时，mRNA 的切割点亦

发生相应的位移(如图 2)[7 ] ，这为在任意位点切割
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口武NA 提供了可能的方法。

正义链
siRNA 1 

反义年 l u;1 
2二.mRNA

反义链 + 
正义链 一一一一一

siRNA 2 

图 2 化学合成 S淑NAl 及 siRNA2的反义链均与 mRNA

互补，2 比 1 向mRNA3'瑞移动 5nt，两者对mRNA
的切割位点亦相隔 5nt

时-l"Ai还具有其他一些特点，如在植物、线虫中

时-l"Ai具有传播性，即一个细胞发生时-l"Ai，亦可引

起相邻的细胞乃至整个生物体特异性 RNAi的发

生[13] ，其机理尚不清楚。

三、 RNAi的生物学意义

阳叫Ai广泛存在于多种生物体，表明它对生物

的生存意义重大，主要体现在以下方面:

1. 防止外来核酸的干扰以维持生物体遗传信

息传递表达的稳定性

病毒、转基因及转座子在细胞内引起相应 dsR­

NA 的产生，诱导 RNAi，从而沉默这些基因，避免其

基因产物对细胞功能的影响。卧-l"Ai可能是生物体

的本能反应，因为元论是转基因、转座子还是病毒，

对生物体而言都是诱发突变的外来侵入核酸，生物

体为保护自己，在长期进化中形成了这种限制外源

核酸人侵的防卫保护机制。 细胞对病毒阳叫Ai作

用，无疑会破坏其生命周期，从而发挥出抗病毒作

用。

2. 参与机体发育及细胞分化

果蝇中， AGOl 及 ZWILLIPINHEAD (ZLL/ 

PNH)是阳~Ai发生不可缺少的组分，这两个基因的

突变可引起果蝇的发育障碍[14]; 同时线虫中 Dicer

是降解 ds即也生成 siRNA 的作用酶，还参与 stR­

NA( srnall temporal R1'认)一一 let-7 的生成，后者则

是线虫发育、成熟的重要调节因子[15] 。可见 时~Ai

与机体细胞的发育、分化关系密切。

3 . 调节基因的表达

在植物中， dsR1'叫A 除介导 RNAi外，还可指导

同源 DNA 序列的甲基化，以调节其表达。 这种甲

基化的发生同样需要将 dsR1'认加工成类似于 siR­

NAs的小分子才能起作用。 因此 dsRNA 诱导的

RNAi 与其指导的基因甲基化可能具有某些相同的

过程及某些相同分子的参与[16] 。

四、结语

刚Ai 是在研究反义则A技术中首先发现的，

它与反义阳叫A 技术既有联系又存在着一定的差

别。反义 RNA 是利用完全互补的阳~A 与同源性

mRNAIDNA 杂交，封闭mRNAIDNA，以阻断基因

的表达。 时-l"Ai则是通过生成 siRNA、 siRNP，后者

对同源mR1'队进行特异降解引起基因沉默。 然而，

反义阳~A 亦可通过时-l"Ai 的机理使基因的表达受

到抑制，即反义 RNA 与mRNA形成 dsRNA后在一

定程度上可通过生成 siRNA 而发挥基因抑制作用。

尽管阳~Ai的机理尚未完全阐明，但它已显示

出广泛的应用前景。 首先， RNAi提供了一种特异

性失活功能基因的简便方法，正成为基因功能研究

的重要工具。 人们已利用阳~Ai的原理成功的确定
了线虫中两条染色体几乎所有基因的功能[17， 18];其

次，卧~Ai为某些疾病的基因治疗提供新的思路，通

过 RNAi抑制癌基因的表达可能成为一种新的癌症

基因治疗策略;再次，人们可以利用能抑制 RNAi的

病毒蛋白(如P25 ， HC-pro)来预防转基因所诱发的

阳叮Ai，使转基因得以充分的表达。由于 RNAi具有

重大的生物学意义并显示出广泛的应用前景，因此

它正成为生命科学研究的新热点。

摘要

卧~A干扰广泛存在于多种生物体，它与生物的

发育及抗病毒感染等多种生物功能密切相关，并可

能成为基因功能研究的一种新的技术。本文对

RNA干扰的机理、特点及其生物学意义进行了综

述。
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哺乳动物性别决定及其机制的研究 头

朱必才高建国张子峰王秀琴张永高俊芳

(徐州|师范大学生物系徐州 221116) 

哺乳动物(包括人)的性别决定大多属于 X

型，对其性别决定机制的研究，一直是生命科学研究

领域中的重要课题之一，也是一个难解之谜。 然而

在众多科学家经过数十年的不懈努力之后，人们终

于对这一机制有了初步的认识。这一进程大体上经

历了三个重要时期:性别决定依赖于 Y染色体的发

现 ;第一个性别决定基因 SRY 的克隆;更多相关基

因的发现。 性别决定已不再认为是由单个染色体或

单个基因所能决定的，而是涉及多个基因共同调节

作用的结果。深入研究哺乳动物性别决定机制，对

人类控制性别、性别鉴定、及相关疾病诊断治疗具有

重要意义。

一、哺乳动物性别决定与性别分化

性别发育包括性别决定和性别分化。 性别决定

是在卵子受精的瞬间就决定了。性别分化是指在性

别决定的基础上，生物个体向雄性或雌性发育的过

程。

哺乳动物在性别分化之前 ， XX 和 XY胚胎都具

有牟勒氏管、吴夫氏管两套生殖导管和未分化的性

腺。 性别分化的过程中，在胚胎性腺分泌的激素控

制下，两套生殖导管之一发育为相应的生殖器官，而

另一套退化。 如果性腺为精巢，则精巢足细胞 (ser­

toli cell ，又称支持细胞)分泌的牟勒氏管抑制因子

(Mullerian inhibitory substance , MIS)使牟勒氏管退

化，随后精巢间质细胞分泌辜酣诱导吴夫氏管发育

为雄性生殖器官。若没有精巢 ，也就没有 MIS 和辜

圃，吴夫氏管退化，牟勒氏管发育为雌性生殖导管。

MIS和辜酣从生理上决定了雌雄性别分化。雄性

表型的出现得助于辜酣。而辜酣则由精巢分
泌[ 1 .2.3] 。可见，胚胎时期精巢的有元，决定性别分

化的方向 。 人们就是循着这条途径找到了性别决定

基因 SRY。

二、哺乳动物性别决定基因、

分子机制及其模型

20 世纪 60 年代，人们才知道哺乳动物的性别

决定依赖于 Y染色体，Y 染色体具有强烈的雄性化

作用。因此，人们认为 Y染色体上携带有一个编码

辜丸决定因子(testis determining factor , TDF) 的基

因，辜丸决定因子决定生殖崎(genital ridge) 发育为

辜丸。 1990 年 Sinclai r 等才克隆到 Y染色体上的性

别决定基因 SRY(sex determining region) [4] 0 1991 

年， K∞pman 等将含有 SRY 基因的 14kb DNA 片段

导人雌鼠体内，并成功地诱导出雄性转基因小鼠，从

而确定小鼠 Sry 基因就是 Tdy ( testis-determining 

y)[5] ，也使 SRY 基因成为人类 TDF 的最佳候选基

因 。 近年来，人们通过对性反转 (sex reversal) 、基因

突变或缺失以及胚胎期基因的雄性特定表达模式的

研究，又相继在性染色体和常染色体上发现了众多

与性别决定相关的基因[6]。弄清这些基因的功能

及其相互作用是性别决定机制研究的关键所在。

1. SRY 基因和 SF-l 基因

众多研究表明，SRY 基因是性别决定的核心基

因 ，直接诱导精巢发育，对辜丸发育起着遗传开关的

作用。该基因在哺乳动物中具有高度的保守性。 人

们曾在兔、猩猩、牛、马、猪、虎、大熊猫等许多动物中

都找 到 了 SRY 基因的同源基因。 SRY 编码 的

HMG 蛋白结构呈 L 型，以一种序列特异方式和

DNA结合，DNA 结合域中任何一个氨基酸的突变

都会减弱与 DNA 的亲和力[1] 。 人类的 SRY 识别

AACAATG序列，通过小沟与 DNA 相结合，而小鼠

的 Sry 与 CATTGTT 序列高度亲和，通过大沟与

DNA相结合。 SRY/Sry 与 DNA 结合引起 DNA 弯

曲 ，将调节位点和启动子拉近，从而调节基因表达。

现已发现一些基因的特定序列能与 SRY 蛋白结合，

推测它们可能是受其调控的候选基因，其中细胞色

素 P450 芳香酶基因和 MIS 基因的启动子与 SRY

蛋白有较强的亲和性[1 ] ，但 SRY 蛋白与 MIS 间无

直接作用，需要另一个中介因子 SF-1 ， SF-1 直接调

节 MIS基因的表达。 SF-1 是小鼠编码面类因子的

铸国家自然科学基金资助项目 (39970405) 。
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