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摘要：*+, 干扰（*+,-）是指小分子双链 *+, 通过特异性降解与其同源的 .*+,，而在 .*+, 水平上高效

阻断体内特异性基因表达的现象，属于转录后水平基因沉默。利用该技术进行基因功能研究，经济有

效，通用性好，已成为反向遗传学研究中最重要的工具之一。在动物繁殖领域，*+,- 技术主要应用于体

外研究哺乳类和禽类卵母细胞发育、胚胎发育和精子形成中重要基因的功能及其作用机制。随着该技

术不断发展完善，*+,- 必将在动物繁殖生产实践中发挥巨大的作用。
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*+, 干扰（*+, -:;<=><=<:?<，*+,-）现象属

于转录后水平基因沉默（E6D;0;=7:D?=-E;-6:7H @<:<
D-H<:?<，VJ4S），是 指 一 些 小 分 子 双 链 *+,

（A65BH< D;=7:A *+,，AD*+,）通过特异性降解与

其同源的 .*+,，而在 .*+, 水平上高效阻断

体内特异性基因表达的现象［%］。*+,- 广泛存

在于真菌、高等植物、无脊椎动物和哺乳动物

中，是自然界中客观存在的进化保守防御机制，

在维持基因稳定、保护基因组免受外源核酸侵

入、基因表达调控等方面发挥重要生物学作

用［!］。自 %TT& 年美国卡耐基研究院 W-=< 等报

道在秀丽新小杆线虫（!+%$(*"+=5#9#& %,%/+$&）中

低剂量的双链 *+, 可有效调节基因表达现象，

并提出 *+,- 概念以来［)］，*+,- 现象引起特别

重视，对 其 的 研 究 也 越 来 越 深 入。!""! 年，

S?-<:?< 杂志将这一发现评为该年度世界十大

科学成就之首，最近公布，该现象发现者荣获

!""1 年度诺贝尔生理学或医学奖，对 *+,- 的

研究和应用已逐渐成为分子生物学领域的热
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点。



! !"# 干扰

!"! #$% 干扰过程 有机体内不同来源的

$%!"#，在 &’()* 酶作用下，被逐步切割为 +, -
+. /0 的 %’!"#（%1233 ’45)*6)*)4() !"#），而具有

发夹环结构、长度为 78 - 98 45 的单链 !"# 前

体（0*):1’!"#）则被切割为 +, - +; 45 的双链

1’!"#（1’(*<!"#）；%’!"# 和 1’!"# 的作用机

理相似，与核蛋白粒子（!"=%）结合，分别形成

%’!"# 核蛋白复合物和 1’!"# 核蛋白复合物，

然后重排为 !"# 诱导沉默复合物（!"# ’4$>()$
%’3)4(’4? (<103)@，!ABC）［D］。一般将含有 %’!"#
的复合物称为 !ABC，而将含有 1’!"# 的复合物

称为 1’!"=［;］。复合物中只含有小 !"# 的一

条单链，由于反义链（与靶 !"# 互补）的 ;E端热

力学稳定性较差（&)352 8F; G(23H1<3），因此反义

链形成复合物的几率较高，沉默效率也较高，该

过程需消耗 #I=［J，7］。!ABC 和 1’!"= 的大小及

组成在物种间有差异，每个复合物都含有 #?<
蛋白家族的一个成员。#?< 与 !"# 结合紧密，

即使在高盐环境下也不发生解离［,］。%’!"# 不

影响转录的启动与延伸，内源性的 1!"# 是其

作用的靶位点。!ABC 中的单链 %’!"# 催化靶

!"# 磷酸二酯键水解，从中部开始降解相应的

1!"#，该过程并不必须依赖 #I=，但有 #I= 存

在 时 效 率 较 高［9，K］。但 是，1’!"# 并 不 是 在

1!"# 水平而是在翻译过程中干扰特异基因的

表达。1’!"# 与靶 1!"# 和核糖体结合，阻止

翻译的延伸和终止，但并不影响翻译的启动（图

,）［,8］。除 作 用 位 点 不 同 外，最 近 研 究 表 明，

%’!"# 和 1’!"# 的功能也不尽相同，来源于内

源转录本的 1’!"# 表达具有高度的时间和组

织特异性，调节生物发育过程中内源性基因的

表达［,8］；%’!"# 则在生物进化过程中维持基因

稳定、保护基因组免受外源核酸侵入、抵御病毒

感染等方面发挥重要生物学作用［+］。

!"& #$%’ 的特点 随着大规模基因组测序的

完成，当务之急是对大量功能未知的基因进行

功能鉴定。一直以来，科学家们都致力于寻求

一种方便、快捷、经济的实验方法，!"#’ 技术由

图 ! #$%’ 途径

(’)*! #$% ’+,-./-.-+0- 12,34256

于具有以下特点，因而应运而生。

!高特异性：!"#’ 只能作用于特异性同源

的内源性 1!"#，即使只有 , 个碱基的差异也

会影响 !"#’ 的效率，因此对非同源 1!"# 表

达无影响。

"高效性：$%!"# 介导的 !"#’ 以催化放大

的方式进行，微量的 $%!"# 即能有效抑制靶基

因的表达。

#可传递性：$%!"# 抑制效应有传递性，

!"#’ 可从亲代动物传递给子代，其效应也可以

穿过细胞界限，在不同的细胞间长距离传递。

$长度依赖性：在线虫、果蝇和植物中，长

链 $%!"#（D88 - 788 /0）可 引 发 特 异 有 效 的

!"#’，但在哺乳动物中，长链 $%!"# 会引发非

特异性的干扰素反应［,,］。一般来说，在哺乳动

物中，大于 .8 /0 的 $%!"# 会结合并激活蛋白

激酶 !（=L!）和 +E，;E:腺苷合成酶，导致非特异

性 1!"# 降解和蛋白质合成终止［,+，,.］，但在卵

母细胞、胚胎发育早期和未分化的胚胎干细胞

中，长链 $%!"# 并不引发该反应。目前有多种

方法可人工合成长度小于 .8 /0 的 %’!"# 或H和
短发夹 !"#（%M<*5 M2’*0’4 !"#，%M!"#），并有多

种载体可用于哺乳动物 !"#’ 实验［,D］。

%通用性：!"#’ 几乎可以用于所有脊椎动

物的基因功能研究，经济高效；而其他基因功能

研究方法如转基因或传统的基因敲除，不仅在

大型动物和人类中存在各种问题难以实施，而

且费时、昂贵、无遗传性［,;］，具有很大的局限
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性。

!"# $%&’ 过程中重要的酶和蛋白质 !"#$%
特异性 #$&"’(!型内切酶（包括 )*+",& 和 )-.’*
两种，其中 )*+",& 为产生 /-#$% 所必需）包含

#$&"’ !催化区和双链 #$% 结合区，可特异性

切割不同来源的双链 #$%［01］。不同物种含有

不同的 )-.’* 酶：在拟南芥（!"#$%&’()%) *+#,%#-#）

中共发现 2 类 )-.’* 蛋白（)340 5 2）［06］，在黑腹

果蝇（."’)’(+%,# /0,#-’1#)*0"）中发现 7 种（)3#0
和 )3#7）旁 系 同 源 物（ 8&*&9+:;’"）［0<］，线 虫

（2#0-’"+#$&%*%) 0,01#-)）和哺乳动物则只有一种

)-.’* 酶，但存在一种与 )-.’* 相互作用的包含

双 链 #$% 结 合 区 的 蛋 白（ )-.’*(-=>’*&.>-=:
!"#?)(.+=>&-=-=: 8*+>’-="），可使 )-.’* 识别不同

来源的 !"#$%［0］。%:+ 蛋白分子量大约为 0@@
A;，包含 7 个保守结构域：B%C 和 BDED。BDED
可与 )-.’* 酶相互作用，且 BDED 与 #$&"’F 家族

成员结构相似，可能与切割 #$%G"-#$% 复合物

中的靶 #$% 链有关；B%C 可特异性识别 "-#$%
的末端信息（7 个碱基的 HI单链突出、JI磷酸基

和 HI羟基），这种机制可确保特异的 "-#$% 形成

#DK3，同时避免其他来源的小 #$% 进入 #$%
沉默通路［0L，7@］。

( #$%- 在动物繁殖研究中的应用

("! $%&’ 应用于动 物 卵 母 细 胞 7@@@ 年，

E-&==M 等［70］首次将 #$%- 技术应用于小鼠卵母

细胞研究，即选取在卵泡中表达的 3(/’) 基因

作为靶基因，通过显微注射方式导入 !"#$%，结

果与对照组基因敲除小鼠实验结果完全相同，

即 3(/’) 基因表达被抑制，细胞减数分裂停滞

在 N"期，说明 #$%- 可以用于哺乳动物细胞

基因功能研究；向小鼠生发泡（O#）期卵母细

胞中 显 微 注 射 三 磷 酸 肌 醇$型 受 体 基 因

（ 45H 6($）的 !"#$%，该基因表达水平下调，实

验组卵母细胞可发育至 N"期，但皮质颗粒胞

吐作用显著降低，且钙离子瞬时释放量下降，表

明卵母细胞成熟过程中，钙离子通道蛋白（DBH
受体）与钙离子波动有一定关系［77］；通过显微

注射方法，将具有卵母细胞特定 7(H 启动子的

8)97 长链发夹 !"#$% 注入小鼠卵母细胞，以降

低 8)97 基因表达量，导致一些与卵母细胞成

熟相关的蛋白质无法合成，说明 8)97 基因在

小鼠卵子发生过程中对母源 /#$% 稳定性具有

调节作用［7H］；用 #$%- 方法抑制小鼠 P 连锁%
地中海智力低下综合征基因（!:6;）的表达，发

现该基因对小鼠卵母细胞减数分裂的级数无影

响，但在染色体排列和减数分裂 N"期纺锤体

的形成中具有重要作用［72］；B&*A 等［7J］证实了金

属硫蛋白（NQ）转座子样元件 NQ-6 在小鼠卵母

细胞中特异性表达，并参与卵母细胞成熟和胚

胎发育过程中的核膜破裂；F&= 等［71］用 #$%-
技术证实 <000= 基因在小鼠卵母细胞中特异

性表达，且与卵母细胞发育中减数分裂的暂停

有关；O" 联接 O 蛋白偶联受体（O#BH）存在于

小鼠卵母细胞和卵泡发育的整个过程中，与细

胞的减数分裂有关，将 >"(H 的 !"#$% 导入卵

泡卵母细胞，导致小鼠卵母细胞减数分裂停止，

经过一段时期培养后，其内源性蛋白质水平降

低［76］。

("( $%&’ 应用于哺乳动物胚胎发育 为了证

实 #$%- 是 否 影 响 小 鼠 胚 胎 中 的 基 因 表 达，

E-&==M 等［70］构建了转基因小鼠检测体系，该体

系在延伸因子(0&（RQ(0&）启动子调控下表达修

饰型 绿 色 荧 光 蛋 白（N/OSB），将 N/OSB 的

!"#$%注入单细胞受精卵，体外培养 H 5 2 !
后，发现未注射 !"#$% 的胚胎中大量表达 OSB，

而注射组只有 1T<U表现出微弱的荧光，说明

!"#$% 可以抑制 OSB 的表达；但在注入 3(/’)
和 ?(3#&+0"%- 的 !"#$% 单细胞受精卵中，OSB
表达并不受影响，说明 !"#$% 具有抑制的特异

性［70］；若 在 小 鼠 受 精 卵 中 注 入 ?(3#&+0"%- 的

!"#$%，则胚泡发育受阻［70］；向单细胞胚胎注入

/)-.’* 的 "-#$% 或长 /)-.’* 的 !"#$%，以抑制

小鼠胚胎中的 #$%-，用于分析小鼠内源性逆转

录酶 4（N;R#V(4）和 D%B（顺 反 子 内 % 粒 子，

-=>*&.-">’*=&9 % 8&*>-.9’）7 个自主性长端点重复

序列 在 <(细 胞 期 胚 胎 的 表 达 情 况，结 果

N;R#V(4 和 D%B 的表达量提高 J@U，说明 #$%-
抑 制 了 重 复 寄 生 序 列（ *’8’>->-W’ 8&*&"->-.

·@J0· 动物学杂志 2+%-0)0 @’A"-#, ’B 7’’,’19 27 卷



!"#$"%&"!）在着床前胚胎中的表达，这种机制有

助于保持基因组的完整性［’(］；在小鼠受精卵原

核中注射 !"#) 的 !*+,- 表达载体，发现该基因

.+,- 和蛋白质水平下降，胚胎发育停滞于囊

胚期［’/］；0,- 聚合酶!（123!）的功能之一是在哺

乳动物中进行碱基切除修复，利用 +,-* 技术

降低 123!表达量，发现缺乏 123!的细胞对烷基

化基团十分敏感，且该模型的构建有助于对其

他 0,- 修复蛋白的研究［45］；利用 !*+,- 抑制小

鼠 $%&#’&( 基因表达后，实验组胚胎发育停滞在

(6细胞期，而 (6细胞期正是小鼠胚胎发生致密

化的时期，表明 $%&#’&( 在胚胎致密化过程中具

有重要作用，推测 $%&#’&( 可能诱导胚胎致密化

过程中内细胞团和滋养层细胞的分化［47］。

由于易于收集和培养，因此鸡胚是进行动

物体内实验的常用模型。8"9:;*9 等［4’］首创用

+,-* 和卵内电穿孔相结合的方法进行活体基

因功能研究，采用黄色荧光蛋白（<=8）作为指

示蛋 白，用 电 穿 孔 法 将 <=8 和 )*+(&(6 7 的

>!+,- 转入鸡胚，发现 <=8 和 )*+(&(6 7 表达量

明显降低；随后，0:* 等［44］构建了含有 ",*&(’ 和

"-).)*&/ 两个目的基因 !*+,- 的 1?@=86!A+,-
改良载体，用电转换法导入鸡胚神经管或体节

中，发 现 ",*&(’ 的 表 达 被 抑 制，"-).)*&/ 的

.+,- 表达量和肌浆蛋白量减少。

!"# $%&’ 应用于精子发生 精子形成包括精

原干细胞有丝分裂增殖、精母细胞减数分裂和精

细胞形成等过程，是许多基因相互作用的结果。

BA:2 等［4)］用电穿孔法向小鼠睾丸中导入外源报

告基因，然后用同样的方法导入包含 !A+,- 的

0,- 载体，发现报告基因的表达量在各个时期均

有不同程度的降低，进一步用 +,-* 技术沉默精

母细胞形成过程中编码 0,- 重组酶的内源性

0127（0*!;$1C*2% 2D E"*2C*& F2%C;23），结 果 发 现

0127基因沉默小鼠精母细胞发育停滞、不育，

该实验体系为在体内研究精子发生相关基因的

功能提供了一条新的思路；用 +,-* 技术沉默葡

萄球菌激酶（BC:1AG329*%:!"，B-H），结果显示其与

人类细胞中心体的复制有关，缺乏 3,4 基因的

细胞表现为中心体复制受阻，大部分精细胞不

能形成精子轴丝［4I］；小鼠支持细胞中威尔氏瘤

基因（J*3.!’C$.2;，567）沉默后，其干细胞凋

亡率增高，粘附能力丧失，受精率降低，说明

567 能够启动支持细胞干细胞信号传导，从而

促进精子的形成［4K］；磷脂酶 26 7$#)（-826!）基因

是睾丸特异性基因，可能与雄性干细胞发育有

关，如果精子中缺少 -826"，会造成男性不孕

症，J*33*:.! 和 B&A$3CL［4M］在前人研究基础上，进

一步证实该基因会引起一连串卵子上钙离子的

冲击而诱发卵子受精。

# +,-* 在动物繁殖中的应用前景

+,-* 技术是后基因组时代的一场革命，作

为一种新型反向遗传学工具，它的出现和应用

大大推动了后基因组计划（蛋白组学）的发展，

为基因功能、表达调控、基因治疗、新药开发以

及癌症和遗传病治疗等领域的研究开辟了一条

新的途径，表现出巨大的应用前景［4(］。随着该

技术的不断发展和完善，+,-* 必将成为动物繁

殖领域强有力的工具，广泛应用于繁殖性能候

选基因功能研究，并有望开发出提高动物繁殖

能力的新型疫苗，应用于生产实践。
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