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H])

干扰$

H])26>9=@9=96+9

#

H])2

&是由双链
H])

介导

的序列特异的基因沉默现象#它在转录水平'转录后水平和翻

译水平上阻断基因的表达#具有高效性和高特异性的特点*小

干扰
H])

$

5BA<<26>9=@9=26

E

H])

或
5?1=>26>9=@9=26

E

H])

#

52H])

&是
H])2

作用中的效应分子#作为引导序列#按照碱基

互补原则识别靶基因转录出的信使
H])

$

BH])

&#并引导沉

默复合物$

H])7260K+9052<96+26

E

+1B

;

<9:

#

HLOF

&复合体结合

BH])

*随后
52H])

与
BH])

在复合体中换位#核酸酶
T2+7

9=

将
BH])

切割成
"!

"

"%

核苷酸$

6K+<91>209

#

6>

&的片段#从

而可以破坏特定目的基因转录产生的
BH])

#使其功能沉默*

现就
H])2

作用的机制'

H])2

的特点以及
H])2

在临床应用

的新进展作一综述*

@

!

研究背景

T])

的遗传信息决定生命的主要性状#而
BH])

在信息

传递中起着很重要的作用*其他两大类
H])

#

=H])

和
>H])

同样在蛋白质的生物合成中发挥不可替代的重要功能*因此

BH])

'

=H])

'

>H])

在遗传信息由
T])

传递到表现生命性

状的蛋白质的过程中起着举足轻重的作用*

A

!

H])2

技术

H])2

是指细胞中导入与内源性
BH])

编码区某段序列

同源的双链
H])

$

01KC<975>=A6090H])

#

05H])

&#可致该

BH])

发生特异性降解从而导致基因表达沉默的现象(

!

)

*目

前#对于
H])2

的发生机制普遍认为是!外源性$如病毒&或内

源性的
05H])

在细胞内与一种具有
05H])

特异性的
H])

酶
)

内切核酸酶$

H]A59

)

9606K+<9A59

&,,,

T2+9=

结合为酶
7

05H])

复合物#随即被切割成
"!

"

"%6>

的
H])

片段#即

52H])

*

52H])

与
T2+9=

形成
HLOF

*

52H])

作为引导序列#

按照碱基互补原则识别靶基因转录出的
BH])

#并引导
HLOF

复合体结合
BH])#

随后
52H])

与
BH])

在复合体中换位#

核酸酶
T2+9=

将
BH])

切割成
"!

"

"%6>

的片段#从而可以破

坏特定目的基因转录产生的
BH])

#使其功能沉默#即基因沉

默$

E

96952<96+26

E

&*而新产生的
52H])

片段可再次与
T2+9=

酶形成
HLOF

复合体#介导新一轮的同源
BH])

降解#从而产

生级联放大效应#显著增强了对基因表达的抑制作用(

"

)

*

B

!

52H])

的设计与合成

设计特异性的高效
52H])

是至关重要的步骤#直接关系

到抑制基因表达的效率*

B#@

!

52H])

的设计步骤
!

高效率的
52H])

的设计包括两个

步骤#首先获得靶标的正确序列#应用
]F(L

'

TT(̀

'

(S(*

这

%

个基因序列数据库#检索相关的基因序列#通常是检索
GO85

$已表达序列&库中的
BH])

序列%其次是合理的
52H])

的设

计*常规
52H])

的设计#根据
52H])

设计原则(

%

)选取
!3

"

"!

个碱基对的序列#在基因组数据库中进行
(*)O8LS

分析#这

种方法普遍适用于动物细胞#设计的
52H])

中有
-&R

"

'&R

可以发挥沉默效应#但沉默效应率差异较大#针对一个靶基因

需要设计
%

"

.

条
52H])

#以保证能够筛选出一条有效序列(

.

)

*

B#A

!

52H])

的合成方法

B#A#@

!

化学合成法
!

此法所获产物非常纯#

52H])

干扰成功

率高#但价格昂贵限制了其应用和推广*

B#A#A

!

体外转录法
!

分别合成互补的两条带有某启动子的

T])

范本#各自在体外转录形成两条单链#将两条单链退火后

形成双链
H])

*

B#A#B

!

酶消化法
!

抑制率高#但此法产生的混合物可能导致

非特异性抑制#另外在体外转录长链
H])

有困难#

T2+9=

酶费

用较高(

$

)

*

E

!

H])2

技术的特点

H])2

广泛存在于植物'真菌'线虫'昆虫'大鼠'小鼠'猴

以及人等几乎所有的真核生物细胞中(

-

)

#其共同特点为!$

!

&

H])2

是转录后水平的基因沉默机制%$

"

&

H])2

具有高度特异

性#

05H])

只降解与之序列相应的单个内源性
BH])

%$

%

&

H])2

抑制基因表达具有高效性%$

.

&

H])2

抑制基因表达具有

遗传性%$

$

&发生
H])2

的
05H])

长度为
"!

"

"%

个核苷酸长

度比较稳定#较长的
05H])

必须由
T2+9=

酶切割成相应长度

的
52H])

后才可发生作用%$

-

&

H])2

具有
)8W

依赖性(

'

)

*

I

!

H])2

技术的研究进展

I#@

!

H])2

技术在基础医学的研究新进展
!

TK66

等(

/

)利用

H])2

技术针对海葵肌动蛋白和半胱氨酸蛋白酶这两个基因#

用原位杂交的方法证实这两个基因的表达均受抑制#进而研究

该基因的功能*利用
H])2

技术可以容易地确定复杂的信号

转导途径中相关基因的上下游关系及其作用*

ÀB95

等(

3

)应

用
H])2

研究了果蝇细胞系中胰岛素信号转导途径#取得了与

已知胰岛素信号通路完全一致的结果*另外基因组范围的

H])2

表型筛选已成为研究基因在特殊细胞功能和生物活性

中作用的一种有效方法#但对于在相关基因之间的相互关系#

利用
H])2

还不能确定*

除了以上两个主要应用方面#

H])2

还被应用于生理学'

生长发育过程研究方面的基础研究中*

WA<B9=

等(

!&

)利用

H])2

技术进行动物细胞离子通道生理学的研究和应用*

I#A

!

H])2

技术在肿瘤治疗中的研究新进展
!

正常人体组织

细胞增殖与凋亡总是处以一个平衡状态#而肿瘤的发生不仅与

细胞增殖失控有关#也与细胞的凋亡减少有关#因此肿瘤的基

因治疗前提是找到与肿瘤的发生及侵袭转移密切相关的靶基

因#如
(+<7"

是一种抗凋亡基因#而野生型
;

$%

是一种抑癌基

因(

!!

)

*由于
H])2

技术是转录后水平的基因沉默机制#故在

.!3

重庆医学
"&!!

年
%

月第
.&

卷第
3

期

"

基金项目"云南省教育厅科学研究基金项目$

&'f.&"''

&*

!

#

!

通讯作者#

89<

!

!%///&!&!!/

%

G7BA2<

!

D

1Ka?A6

E

B0

$D

A?11#+1B#+6

*



转染细胞
./?

后即可了解抑制靶向基因表达后的生物学现

象*因此#

H])2

技术为基因功能的研究提供了更加快捷的途

径#而
H])2

的特异性'高效性及操作简便等特点也使其成为

肿瘤靶基因治疗的有力工具(

!"

)

*

I#B

!

H])2

技术在白血病治疗中的研究新进展
!

目前#化疗

仍然是治疗白血病的主要手段#而多药耐药$

STH

&是化疗失

败的主要原因#其中
STH!

是细胞耐药的常见机制之一*有

人用
STH!

特异的
H])2

处理#在胰腺癌和胃癌中#发现肿瘤

细胞对柔红霉素的耐药率明显降低#在血液肿瘤研究中也有类

似报道(

!%

)

*有学者用
STH!

特异的
52H])

转入耐药的急性

髓细胞白血病细胞
U*7-&

#发现
5K=I2I26BH])

水平及蛋白

水平均降低#细胞对化疗的敏感性增强#细胞内药物浓度增加#

提示这一策略能有效逆转
STH!

引起的耐药(

!.

)

*同时#有研

究利用
H])2

技术设计靶向
52H])

重组表达载体转染
U*7-&

细胞#不仅增加了
U*7-&

细胞的凋亡率#同时增加了
U*7-&

细

胞对阿糖胞苷的敏感性*这就为今后在临床应用
H])2

技术

治疗白血病开拓了新的前景*

I#E

!

H])2

技术在抗病毒方面的应用新进展
!

H])2

技术在

抗病毒治疗中也得到了广泛应用*病毒可以将自身的遗传物

质整合到宿主的细胞核中#使一般的药物难以直接发挥作用*

目前有研究表明#

H])2

可以作为一种抗病毒的有效武器#在

治疗病毒性疾病的研究中#可以设计针对病毒基因组
H])

的

52H])

或针对宿主细胞病毒受体的
52H])

来抗病毒(

!$

)

*

目前#利用体外培养人类细胞研究
H])2

抗病毒感染主要

限于单链
H])

病毒#包括人类免疫缺陷病毒$

ULb

&'流感病

毒'丙型肝炎病毒$

UFb

&和脊髓灰质炎病毒(

!-

)

*体外培养细

胞实验证实#针对
ULb

基因的
52H])

能够抑制
ULb

在细胞

内复制#使产生的病毒数量减少
%&

"

$&

倍(

!'

)

*

H])2

降低宿

主细胞膜表面
ULb

受体
FT.

的表达#也明显阻止
ULb

侵入'

感染细胞(

!/

)

*针对
UFb

基因组的
52H])

在体外培养细胞

中#可抑制
3&R

的病毒
H])

和蛋白合成(

!3

)

*

此外#利用培养细胞和鸡胚接种实验证实#病毒特异的

52H])

能有效地抑制流感病毒和脊髓灰质炎病毒的产生(

"&

)

*

美国科学家近日开发出了一种利用抗体与短链
H])

$

52H7

])5

&结合直接送至免疫
8

细胞的方法#该抗体能够绑定
8

细

胞表面的
FT'

蛋白#而
8

细胞正是
ULb

感染的主要细胞类型

之一*并通过三种不同的
52H])

#其中一种阻碍
ULb

借以进

入
8

细胞的表面受体蛋白产生#另外两种标靶
ULb

基因#如

果
ULb

设法进入了
8

细胞#它们会阻止它的复制(

"!

)

*

H])2

极大地帮助抑制
ULb

病毒对小鼠的感染#因此
H])2

已成为

抗病毒治疗的一种新的特异方法*

J

!

H])2

技术尚存在的问题

H])2

技术发展迅速#在白血病及各种肿瘤的研究中具有

巨大潜力#但是
H])2

技术本身具有不足之处#如
H])2

的特

异性是相对的#在某些情况下#

52H])

能在翻译水平抑制与之

不完全相关的基因表达即脱靶效应(

""

)

#须从
52H])

的设计'

52H])

的特异性修饰等方面研究解决的方法(

"%

)

*有研究表

明#

52H])

被导入细胞后#还可能和细胞内原有的微小
H])

形成竞争#因此可以影响原本由微小
H])

控制的一些基因的

表达#从而对细胞的一些生理或者病理过程产生影响(

".

)

*在

临床应用中如何有效地把
52H])

导入细胞或者体内尚是难

题#虽然现在已经发展起来很多技术促使此问题的解决方案崭

露头角#但是都还未从根本上克服#同时
H])2

这一方法具有

严重的不良反应#从而导致了临床应用的局限(

"$

)

#但是在微

H])

$

B2H])

&与血液肿瘤的关系中#随着发现的
B2H])

序

列不断增多和研究的深入#可能会有新的参与肿瘤发生的

B2H])

被发现(

"-

)

#之前许多不明了的发病机制中#有的可能

与
B2H])

的调节作用有关#因此
B2H])

参与发病的具体机

制也会成为研究的重点*

X

!

H])2

技术的前景

总之#

52H])

的发现以及
H])2

技术的应用大大丰富了人

类研究基因的手段和对基因调节的认识#在血液学尤其恶性血

液病的研究中必将发挥越来越重要的作用#因此还是有理由相

信随着在理论与技术的源头上长久不懈的努力会给这项技术

带来光明的前程*
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新生儿败血症是导致新生儿死亡的重要原因#发生率占活

产儿的
&#!R

"

!#&R

#占极低体质量儿的
!-#.R

#病死率为

!&R

"

$&R

(

!

)

*其中早发败血症多见#对新生儿造成的危害也

较严重*而新生儿败血症尤其是日龄越小的新生儿往往缺乏

典型的临床表现#如果能够明确具有感染相关高危因素的高危

新生儿#对其在早期进行感染筛查#争取在感染的早期即给予

相应处理#可以降低其危害*本文对新生儿早发败血症相关的

高危因素的研究进展进行综述*

@

!

定
!!

义

当前对早发败血症的定义标准还存在争议#有学者主张定

义为生后
'"?

内发生的败血症(

"

)

#有学者主张定义为生后小

于
'0

内发生的败血症(

%

)

#但都一致认为感染的来源是来自宫

内或在胎儿分娩的过程中获得*

A

!

常见病原

与早发性感染密切相关最常见的细菌微生物包括
(

族链

球菌'大肠埃希菌'流感嗜血杆菌和李斯特菌(

.

)

*新生儿败血

症往往缺乏典型症状#故早期容易被忽视#主要表现为少吃'少

哭'少动'黄疸'体质量不增'体温异常等(

!

#

$7-

)

*

B

!

高危因素

B#@

!

早产和低出生体质量
!

早产和低出生体质量在临床的发

生上有一定关系*据调查#在低体质量儿中#早产占
-"#$R

#

早产儿中的
%'#$R

属于低体质量儿(

'

)

*早产儿或低出生体质

量儿由于身体各个系统'器官的发育成熟度常较足月儿和正常

体质量儿差#无论是非特异性还是特异性免疫力均较差#因此

发生感染的概率更高*另外早产也提示胎儿发生宫内感染(巨

细胞病毒$

FSb

&'单纯疱疹病毒$

UOb

&'乙型肝炎病毒'弓形

虫等)的可能性#因为早产发生的一个重要因素就是胎盘炎症

引起的大量促炎性细胞因子的释放#从而导致前列腺素的大量

合成和释放#而前列腺素可以促进子宫收缩#导致分娩发动*

另外早产儿更可能需要侵入操作#如脐导管插管#增加了感染

风险*

有资料表明随着出生体质量和胎龄的降低#发生败血症的

风险会相应增加(

/

)

*有学者在对大肠埃希菌早发败血症的研

究中发现#

"

"

%

的患儿为早产(

3

)

#提示早产是早发败血症最大

的风险#只要控制早产的发生即可控制早发大肠埃希菌感染的

发生*

B#A

!

尿道生殖道感染
!

在正常情况下#在尿道生殖道也会有

一些细菌的定植#但它们会保持平衡状态#不会引起感染*但

在某些因素如妊娠打破这个平衡后#就会使某些细菌生长占优

势#导致疾病的发生*在西方发达国家#最常见的导致妇女尿

道生殖道感染的细菌是
(

族链球菌*它可以引起孕妇无症状

性的菌尿'羊膜炎'子宫内膜炎'尿路感染#还可在产前或产时

通过垂直传播的方式感染胎儿#因而引起早发败血症的最主要

病源*有研究发现尿道生殖道的定植细菌与新生儿败血症有

着明显的联系#且越到孕晚期#相关性越高(

!&

)

*但是近年有研

究却发现母亲生殖道分泌物培养出的主要细菌和早发败血症

患儿血培养出的主要细菌之间的关联并不明显(

!!

)

*

B#B

!

胎膜早破
!

目前对胎膜早破发生的具体机制还不是很清

楚#目前认为主要与细菌感染有关#因为很多生殖道定植细菌

如
(

族链球菌'大肠埃希菌等可以产生分解胎膜胶原蛋白的

-!3
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