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秀丽线虫细胞核内小干扰ＲＮＡ调控基因表达的机制研究
冯雪竹，光寿红

（中国科学技术大学生命科学学院，安徽合肥２３００２７）

摘要：生物体内存在大量的不编码蛋白质序列的非编码ＲＮＡ（ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ　ＲＮＡ，ｎｃＲＮＡ），这些非
编码ＲＮＡ广泛参与生命活动的各个过程，包括基因表达调控、基因组稳定性维持、抵抗外源核酸
侵染、发育的时序调节以及肿瘤发生等．越来越多的证据表明一系列重大疾病的发生、发展与这些
非编码ＲＮＡ的产生和调控失衡相关．小调节性ＲＮＡ正在成为潜在的疾病标志物、药物靶点和生
物分子药物．我们的研究主要集中在高等多细胞生物中细胞核里小干扰ＲＮＡ调控基因表达的分
子机制和生物学功能．我们在模式生物秀丽线虫中通过遗传筛选的方法发现了一条小干扰ＲＮＡ
在细胞核内调控基因表达的通路，以及参与这条通路的几个关键的细胞核ＲＮＡ干扰缺陷型基因
（ｎｕｃｌｅａｒ　ＲＮＡｉ　ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ，Ｎｒｄｅ）．这一发现不仅解决了高等多细胞生物中细胞核内是否存在小

ＲＮＡ干扰现象的争论，而且发现小ＲＮＡ可能通过主动转运的方式进入细胞核并调控ＲＮＡ聚合
酶Ⅱ（ＲＮＡＰⅡ）介导的转录延伸．这一通路还可能参与了生物体的获得性遗传过程．本文重点阐
述这一小干扰ＲＮＡ调控基因表达的分子机制，并提出未来亟待解决的科学问题和发展方向．
关键词：非编码ＲＮＡ；小干扰ＲＮＡ；ＲＮＡ干扰；转录；基因表达调控；细胞核ＲＮＡ干扰缺陷型
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ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ　ｔｏ　ｒｅｇｕｌａｔｅ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｇｅｎｏｍｅ　ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ，ａｎｄ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．Ｇｒｏｗｉｎｇ　ｅｖｉｄｅｎｃｅ
ｈａｓ　ｅｍｅｒｇｅｄ　ｔｈａｔ　ｎｃＲＮＡｓ　ａｒｅ　ａｌｓｏ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｓｅａｓｅｓ．Ｓｍａｌｌ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ＲＮＡｓ　ｈａｖｅ
ｓｈｏｗｎ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ａｓ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｍａｒｋｅｒ，ｄｒｕｇ　ｔａｒｇｅｔｓ，ａｎｄ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｄｒｕｇｓ．Ｏｕｒ　ｒｅｓｅａｒｃｈ　ｉｓ　ｆｏｃｕｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ａｎｄ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｏｌｅｓ　ｏｆ　ｓｍａｌｌ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ
ｍｅｔａｚｏａｎｓ．Ｂｙ　ｃｏｎｄｕｃｔｉｎｇ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｍｏｄｅｌ　ｏｒｇａｎｉｓｍ　Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ，ａ　ｎｏｖｅｌ　ｎｕｃｌｅａｒ　ＲＮＡｉ
ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ（Ｎｒｄｅ）ｐａｔｈｗａｙ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｒｉｔｉｃａｌ　ｐｌａｙｅｒｓ　ｈａｖｅ　ｂｅｅｎ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｗｈｉｃｈ　ｓｉＲＮＡ　ｐｅｒｆｏｒｍｓ　ｇｅｎｅ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｎｕｃｌｅｕｓ．Ｔｈｉｓ　ｗｏｒｋ　ｎｏｔ　ｏｎｌｙ　ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ　ｔｈａｔ　ｎｕｃｌｅａｒ　ＲＮＡｉ　ｍａｃｈｉｎｅｒｙ　ｅｘｉｓｔｓ　ｉｎ
ｍｅｔａｚｏａｎｓ，ｂｕｔ　ａｌｓｏ　ｌｅｄ　ｔｏ　ｓｅｖｅｒａｌ　ｄｉｓｃｏｖｅｒｉｅｓ．Ｆｏｒ　ｅｘａｍｐｌｅ，ｗｅ　ｆｏｕｎｄ　ｔｈａｔ　ｓｍａｌｌ　ＲＮＡｓ　ａｒｅ　ｓｏｒｔｅｄ　ｂｅｔｗｅｅｎ
ｄｉｓｔｉｎｃｔ　ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ　ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓ　ｂｙ　ａｓｓｏｃｉａｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ　Ａｒｇｏｎａｕｔｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ．ｓｉＲＮＡｓ　ｒｅｇｕｌａｔｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ　ＲＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅡａｎｄ　ｅｌｉｃｉｔ　ｐｒｅｍａｔｕｒｅ　ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，

ｉｔ　ｗａｓ　ｆｏｕｎｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｉｓ　ｐａｔｈｗａｙ　ｉｓ　ｎｅｃｅｓｓａｒｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｔｒａｎｓｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｌ　ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ　ｏｆ　ａｃｑｕｉｒｅｄ　ＲＮＡｉ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ　ＲＮＡ；ｓｉＲＮＡ；ＲＮＡｉ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；ｇｅｎｅ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；ｎｕｃｌｅａｒ　ＲＮＡｉ　ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ（Ｎｒｄｅ）

０　引言

在 真 核 生 物 中，长 的 双 链 ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅ－
ｓｔｒａｎｄｅｄ　ＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）会通过 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）的机制来抑制基因表达［１］．双链

ＲＮＡ被摄取到细胞内后，首先被保守的 ＲＮａｓｅ
Ⅲ———类似的核酸酶Ｄｉｃｅｒ剪切成２１～２３个核苷酸
长 度 的 小 干 扰 ＲＮＡ （ｓｍａｌｌ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮＡ，

ｓｉＲＮＡ）［２－３］．ｓｉＲＮＡ结合到保守的Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白里，
形成ＲＮＡ诱导的干扰复合物（ＲＮＡ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ）．ｓｉＲＮＡ通过碱基互补配对的方式将

ＲＩＳＣ招募到具有同源序列的核酸序列上，通过一系
列的方式调控基因表达，如抑制蛋白质翻译、降解

ｍＲＮＡ、修饰染色质，以及抑制转录延伸等［３－８］．
ＲＮＡ干扰过程在细胞质和细胞核内都可以发

生［３］．迄今为止，小调节性ＲＮＡ在细胞质中的作用
机理研究得相对比较清楚，其缄默基因表达的手段
主要集中在抑制翻译和降解 ｍＲＮＡ上．如微ＲＮＡ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ）在细胞质中结合 ｍＲＮＡ来抑制蛋白
质的翻译和诱导 ｍＲＮＡ的降解，外源性的小干扰

ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）在进入细胞后也在细胞质内诱导形
成ＲＩＳＣ复合物，从而造成 ｍＲＮＡ的降解．在细胞
核内小调节性ＲＮＡ则有多种作用方式，而且存在
明显的物种特异性．例如在裂殖酵母Ｓ．ｐｏｍｂｅ里，

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 诱 导 中 性 粒 区 域 的 异 染 色 质
（ｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｍａｔｉｎ）形成；在植物中，ｍｉｃｒｏＲＮＡ诱导
组蛋白３赖氨酸９的三甲基化（Ｈ３Ｋ９ｍｅ３）和ＤＮＡ
的甲基化，从而抑制基因表达；在嗜热型四膜虫

Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａ 内，ｓｃａｎＲＮＡ可以诱导
具有同源序列的基因组序列的丢失；在另一中纤毛

虫Ｏｘｙｔｒｉｃｈａ　ｔｒｉｆａｌｌａｘ中，ｐｉＲＮＡ可以保护具有同
源序列的基因组，相反不被保护的基因组序列则被
清除；在哺乳动物细胞内，ｐｉＲＮＡ可以在生殖细胞
的细胞核内诱导 Ｈ３Ｋ９三甲基化和 ＤＮＡ 的甲基
化，也有报道认为 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 可以调控启动子区域
表达活性，还有报道认为小干扰ＲＮＡ可以调控转
录过程中基因的选择性剪切［８－９］．
我们在模式生物秀丽线虫中研究了细胞核内

ＲＮＡ干扰的分子机理，我们发现小干扰ＲＮＡ可以通
过结合一个Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白ＮＲＤＥ－３转运到细胞核
内，在细胞核内，进一步结合正在被转录的前ｍＲＮＡ
（ｐｒｅ－ｍＲＮＡ），然后次序招募 ＮＲＤＥ－２，ＮＲＤＥ－１，和

ＮＲＤＥ－４到ｐｒｅ－ｍＲＮＡ上，通过尚未明确的机理，诱
导ＲＮＡ干扰位置的Ｈ３Ｋ９的三甲基化和ＲＮＡ聚合
酶Ⅱ在转录延伸过程中的暂停，从而抑制转录的进一
步延伸，并造成转录的提前终止．这一通路还可以介
导ＲＮＡ干扰现象从亲代遗传到子代中［７，１０－１４］．

１　秀丽线虫中ＲＮＡ干扰的基本原理

双链ＲＮＡ可以通过多种方式进入秀丽线虫体
内．如纯化过的ｄｓＲＮＡ可以被直接显微注射到线
虫体内，线虫可以浸泡在含ｄｓＲＮＡ 的溶液中，或者
使用转基因技术在线虫体内表达ｄｓＲＮＡ．目前线虫
研究常用的方法是喂食法 （ｆｅｅｄｉｎｇ　ＲＮＡｉ）．秀丽线
虫通过喂食大肠杆菌（Ｅ．Ｃｏｌｉ）来生长，表达ｄｓＲＮＡ
的质粒可以转化到大肠杆菌体内诱导表达，线虫在
喂食细菌的过程中将ｄｓＲＮＡ摄入体内［１５］．
ｄｓＲＮＡ进入细胞后，首先结合一个双链ＲＮＡ
结合蛋白ＲＤＥ－４．ＲＤＥ－４可以结合Ｄｉｃｅｒ蛋白，从而
将Ｄｉｃｅｒ招募到ｄｓＲＮＡ上，并将ｄｓＲＮＡ剪切成２１
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～２３ 核苷酸长度的双链的 ｓｉＲＮＡ，称为初级

ｓｉＲＮＡ（ｐｒｉｍａｒｙ　ｓｉＲＮＡ）．初级ｓｉＲＮＡ接下来结合
初级Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白ＲＤＥ－１，ｓｉＲＮＡ中的一条链被
丢失．初级ｓｉＲＮＡ和具有同源序列的 ｍＲＮＡ通过
碱基互补配对．ＲＤＥ－１ 在 ｓｉＲＮＡ 的指导下，在

ｓｉＲＮＡ第１０到１１位碱基对应的 ｍＲＮＡ的位置将

ｍＲＮＡ切断［１６］．
然而秀丽线虫里特别的地方在于起基因干扰主

要作用的是次级ｓｉＲＮＡ（ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｉＲＮＡ）和次级

Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白，这一过程依赖于 ＲＮＡ 依赖的

ＲＮＡ聚合酶（ＲｄＲＰ）和１２个次级 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋
白［１７－１８］．ｒｒｆ－１，ｒｒｆ－２，ｅｇｏ－１和ｒｒｆ－３是秀丽线虫中
的４个 ＲｄＲＰ．ｒｒｆ－１主要在体细胞中起作用，对

ＲＮＡ干扰是必需的．ｒｒｆ－２和ｅｇｏ－１在生殖细胞中
起作用，目前机制并不明确．ｒｒｆ－３对内源性小ＲＮＡ
的产生起关键作用．ＲＤＥ－１／ｓｉＲＮＡ将ＲＲＦ－１招募
到ｍＲＮＡ上，通过未知的机理，诱导形成反义的次
级 ｓｉＲＮＡ．次 级 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ 蛋 白 会 结 合 次 级

ｓｉＲＮＡ，然后进一步在细胞质内诱导 ｍＲＮＡ 的降
解，或者转运到细胞核内，在细胞核内起基因干扰作
用或染色体调控功能［１４，１９－２０］．

２　细胞核内ＲＮＡ干扰通路（Ｎｒｄｅ）的
发现

秀丽线虫中细胞核内存在ＲＮＡ干扰的现象最
先由Ａｎｄｙ　Ｆｉｒｅ实验室发现，他们在ＲＮＡ干扰针对
某个细胞核富集的ＲＮＡ后，通过原位杂交实验发
现细胞核内的 ＲＮＡ 水平降低［２１］．后来 Ｍｉｃｈｅｌ
Ｌａｂｏｕｅｓｓｅ实验室也发现ＲＮＡ干扰针对ｏｐｅｒｏｎ中
一个基因的时候同一ｏｐｅｒｏｎ中另一个基因的表达
受到抑制［２２］，但其中的机理并不明确．线虫中大概

１２％的基因位于ｏｐｅｒｏｎ结构中，即两个或多个基因
转录成同一个ｐｒｅ－ｍＲＮＡ，在细胞核内它们会分别
剪接成成熟的 ｍＲＮＡ，然后成熟的 ｍＲＮＡ分别转
运到细胞质里翻译蛋白质［２３－２４］．这样ｏｐｅｒｏｎ中不同
的基因在细胞核内的时候是处于顺式位置（ｃｉｓ），或
者在染色体上相互连接，或者在ｐｒｅ－ｍＲＮＡ上相互
连接．如果ＲＮＡ干扰在细胞核内可以发生，那么干
扰ｏｐｅｒｏｎ中一个基因的时候会同时干扰另一个基
因（图１（ａ））．
我们首先在ｌｉｒ－１／ｌｉｎ－２６和ｌｉｎ－１５ｂ／ｌｉｎ－１５ａ两

个ｏｐｅｒｏｎ中，通过喂食 ＲＮＡ干扰观察到了 ＲＮＡ
干扰其中一个基因导致另一个基因受到抑制的现

图１　细胞核ＲＮＡ干扰通路的发现

Ｆｉｇ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅａｒ　ＲＮＡｉ　ｐａｔｈｗａｙ　ｉｎ　Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ

象［１４］（图１（ｂ），１（ｃ））．从这一现象出发，我们使用遗
传筛选的方式找到了一批秀丽线虫的突变体．在这
些突变体中，它们只在细胞核内的ＲＮＡ干扰过程
存在缺陷，而细胞质中的ＲＮＡ干扰过程是完全有功
能的．原位杂交实验证实了突变体中细胞核富集的

ＲＮＡ不会被ＲＮＡ干扰诱导降解掉．进一步的，我们
使用实时定量ＰＣＲ证实了在突变体中ｐｒｅ－ｍＲＮＡ的
表达量不受ＲＮＡ干扰影响．由此这些突变体被命名
为细胞核ＲＮＡ干扰缺陷型突变体（Ｎｒｄｅ）．使用遗传
图谱鉴定和ＤＮＡ测序的方法，我们发现了４个ｎｒｄｅ
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基因，分别被命名为ｎｒｄｅ－１／２／３／４（图２）［１０，１３－１４］．

双链ＲＮＡ会被Ｄｉｃｅｒ剪切成ｓｉＲＮＡ，进一步激活ＲＮＡ依赖的

ＲＮＡ聚合酶合成次级ｓｉＲＮＡ，一部分次级ｓｉＲＮＡ可能通过

细胞质里的ＲＮＡ干扰通路调控基因表达，另一部分次级

ｓｉＲＮＡ可以结合ＮＲＤＥ－３（体细胞）或者 ＨＲＤＥ－１（生殖细胞）

转运到细胞核，结合ｐｒｅ－ｍＲＮＡ，招募ＮＲＤＥ－２和ＮＲＤＥ－１．

在ＮＲＤＥ－４的作用下，ＮＲＤＥ－１还可能结合靶基因的ＤＮＡ序列，

造成该位点组蛋白的甲基化和抑制ＲＮＡ聚合酶Ⅱ的转录延伸．

绿色三角表示 Ｈ３Ｋ９甲基化

图２　Ｎｒｄｅ通路的基本原理

Ｆｉｇ．２　Ａ　ｗｏｒｋｉｎｇ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅａｒ　ＲＮＡｉ　ｉｎ　Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ

３　ＮＲＤＥ－３将ｓｉＲＮＡ从细胞质转运
到细胞核

ＮＲＤＥ－３是一个次级 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白，含有３
个结构域，分别是核定位序列（ｎｕｃｌｅａｒ　ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｓｉｇｎａｌ，ＮＬＳ），ＰＡＺ结构域，和 ＰＩＷＩ结构域［１４］．
ＰＡＺ结构域是Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白结合ｓｉＲＮＡ　３′末端
的地方，ＰＩＷＩ结构域在一些 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白中起
到剪 切 ｍＲＮＡ 的 作 用．在 具 有 剪 切 活 性 的

Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白中，ＰＩＷＩ结构域含有３个保守的氨
基酸天冬氨酸－天冬氨酸－组氨酸（ＤＤＨ）．ＮＲＤＥ－
３不具有这３个氨基酸，因此推测 ＮＲＤＥ－３可能不
具有剪切活性．ＮＲＤＥ－３在不结合ｓｉＲＮＡ的时候定
位于细胞质，结合了ｓｉＲＮＡ后定位于细胞核．其亚
细胞定位依赖于 ＰＡＺ和 ＮＬＳ两个结构域．如果

ＰＡＺ结构域突变，ＮＲＤＥ－３不结合ｓｉＲＮＡ，或者

ＮＬＳ结构域突变，ＮＲＤＥ－３都将定位于细胞质．而
结合ｓｉＲＮＡ和定位到细胞核对 ＮＲＤＥ－３在细胞核

ＲＮＡ干扰通路中的作用都是必需的，只有同时结合

ｓｉＲＮＡ和定位到细胞核内，转基因表达ＮＲＤＥ－３才
能恢复ｎｒｄｅ－３突变体的功能．

ＮＲＤＥ－３结合的ｓｉＲＮＡ是次级ｓｉＲＮＡ．在喂食

ＲＮＡ干扰过程中，ｒｒｆ－１对产生次级ｓｉＲＮＡ非常关
键．如果ｒｒｆ－１突变，ＮＲＤＥ－３不能结合ｓｉＲＮＡ，同
时不能转运到细胞核内，体细胞ＲＮＡ干扰不起作
用．ＲＲＦ－１合成次级ｓｉＲＮＡ需要ｍＲＮＡ作为模板，
如果某个基因只在某些细胞中特异性地表达，对应
的次级ｓｉＲＮＡ也只在这些细胞中合成，从而在喂食

ＲＮＡ干扰的过程中，ＮＲＤＥ－３也只在这些细胞中定
位于细胞核内．

ＮＲＤＥ－３可以结合内源性的 ｓｉＲＮＡ（ｅｎｄｏ－
ｓｉＲＮＡ），这些内源性ｓｉＲＮＡ的产生依赖于很多基
因，如ｅｒｉ－１，ｅｒｉ－６，ｅｒｉ－７，ｒｒｆ－３，ｍｕｔ－２，ｍｕｔ－７，ｒｒｆ－
１，以及ｅｒｇｏ－１等，当这些基因突变时，ＮＲＤＥ－３将
定位于细胞质．ＮＲＤＥ－３结合的次级ｓｉＲＮＡ末端存
在特别的化学修饰，如５′端有三磷酸，３′端是两个羟
基，进一步证明这些次级ｓｉＲＮＡ是来源于ＲＮＡ依
赖的ＲＮＡ聚合酶合成的产物．

４　ＮＲＤＥ－３招募ＮＲＤＥ－２，ＮＲＤＥ－１，
和ＮＲＤＥ－４，抑制转录延伸
ｓｉＲＮＡ／ＮＲＤＥ－３复合物进入细胞核内以后，首
先通过碱基配对的方式和ｐｒｅ－ｍＲＮＡ 结合，然后

ＮＲＤＥ－３和ＮＲＤＥ－２通过蛋白－－蛋白相互作用的方
式将 ＮＲＤＥ－２ 招募到 ｐｒｅ－ｍＲＮＡ 上，接下来是

ＮＲＤＥ－１和 ＮＲＤＥ－４［１０，１３］．ＮＲＤＥ－１也可以结合到

ｓｉＲＮＡ靶位的 ＤＮＡ 序列上．ＮＲＤＥ－１结合 ｐｒｅ－
ｍＲＮＡ不依赖于 ＮＲＤＥ－４，但是其结合ＤＮＡ依赖
于ＮＲＤＥ－４．和ＮＲＤＥ－３可以在细胞质与细胞核间
转运不同的是，ＮＲＤＥ－１和 ＮＲＤＥ－２一直定位于细
胞核中．我们可以使用 ＲＮＡ 免疫沉淀 （ＲＮＡ
ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ）结合实时定量ＰＣＲ（ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ
ＰＣＲ）的技术检测遗传突变体中，单个ｎｒｄｅ基因突
变对其他ＮＲＤＥ蛋白与靶基因以及靶ＤＮＡ位点相
互结合的影响，从而解析整个遗传通路中各个基因
的相互依赖关系和作用次序［１０，１３］．

ＮＲＤＥ－２是一个保守的 ＲＮＡ结合蛋白，其在
人类细胞中也有单一的同源蛋白［１３］．ＮＲＤＥ－２具有
的丝氨酸－精氨酸（ＳＲ）结构域表明ＮＲＤＥ－２可能参
与ｐｒｅ－ｍＲＮＡ 的加工．ＳＲ 结构域广泛存在于与

ｐｒｅ－ｍＲＮＡ加工和代谢相关的蛋白中，最近的研究
表明有些 ＳＲ 蛋白也可能直接调控转录过程本
身［２５－２６］．遗传研究证明ＮＲＤＥ－２位于ＮＲＤＥ－３的下
游，因为ＮＲＤＥ－２的突变并不影响ＮＲＤＥ－３和小干
扰ＲＮＡ结合，细胞核定位，以及 ＮＲＤＥ－３和ｐｒｅ－
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ｍＲＮＡ 的 结 合，而 ＮＲＤＥ－３ 的 突 变 则 会 抑 制

ＮＲＤＥ－２和ｐｒｅ－ｍＲＮＡ的结合．
ＮＲＤＥ－１是一个线虫特 有 的 非 保 守 基 因，

ＮＲＤＥ－１一 直 定 位 于 细 胞 核［１０］．ＮＲＤＥ－１ 位 于

ＮＲＤＥ－２和 ＮＲＤＥ－３的下游．当 ＮＲＤＥ－１突变时，

ＮＲＤＥ－３和小干扰ＲＮＡ的结合，亚细胞定位，以及
和ｐｒｅ－ｍＲＮＡ 的结合不受影响．在 ＮＲＤＥ－２ 和

ＮＲＤＥ－３的作用下，ＮＲＤＥ－１也结合到小干扰ＲＮＡ
针对的ｐｒｅ－ｍＲＮＡ序列上．ＮＲＤＥ－１诱导靶点位置
的 Ｈ３Ｋ９的三甲基化，并且其自身也结合到靶点位
置的染色体上．当 ＮＲＤＥ－１突变时，内源性ｓｉＲＮＡ
针对位点的 Ｈ３Ｋ９的三甲基化会降低．

ＮＲＤＥ－４也是一个线虫特有的非保守基因［１０］．
ＮＲＤＥ－４从序列上分析有一个细胞核定位序列．
ＮＲＤＥ－４对 Ｈ３Ｋ９甲基化和细胞核ＲＮＡ干扰都是
必需的．从 Ｎｒｄｅ通路的次序出发，ＮＲＤＥ－４位于

ＮＲＤＥ－１结合ｐｒｅ－ｍＲＮＡ与 ＮＲＤＥ－１结合染色质
之间，ＮＲＤＥ－４的突变不影响 ＮＲＤＥ－１结合ｐｒｅ－
ｍＲＮＡ，但影响ＮＲＤＥ－１与染色质的结合．
这样当ｓｉＲＮＡ／ＮＲＤＥ复合物结合ｐｒｅ－ｍＲＮＡ

和ＤＮＡ后会最终造成几个结果（图３）［１３］：①对应
位置的组蛋白３赖氨酸９的三甲基化，当ＮＲＤＥ基
因突变的时候，这部分ＲＮＡ干扰造成的 Ｈ３Ｋ９甲
基化被阻止；②ＲＮＡ聚合酶Ⅱ暂停在ｓｉＲＮＡ针对
的模板序列的位置，而在 ＲＮＡ干扰区域的下游，

ＲＮＡ聚合酶Ⅱ在模板上的结合量会减少，从而转录
延伸无法继续进行下去；③如果我们使用ｎｕｃｌｅａｒ

Ｘ轴表示基因从５′到３′，

Ｙ 轴表示ＲＮＡ干扰后相对ＲＮＡ干扰前的变化

图３　细胞核ＲＮＡ干扰会造成靶基因位点的Ｈ３Ｋ９
甲基化，ＲＮＡ聚合酶Ⅱ的暂停，转录延伸活性的

下降，以及下游区域ｐｒｅ－ｍＲＮＡ的降低

Ｆｉｇ．３　Ｎｕｃｌｅａｒ　ＲＮＡｉ　ｉｎｄｕｃｅｓ　ｍｕｌｔｉ－ｆａｃｅｔ　ｃｈａｎｇｅ

ａｔ　ｔｈｅ　ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｌｏｃｕｓ

ｒｕｎ　ｏｎ（ＮＲＯ）实验来直接测量转录活性，我们可以
观察到基因中ＲＮＡ干扰区域的上游的转录活性不
受影响，而在干扰区域的下游转录活性被抑制；④对
终产物ｐｒｅ－ｍＲＮＡ来说，ＲＮＡ干扰区域的上游的
量不受影响，而ＲＮＡ干扰下游的量会下降．从这些
结果出发，我们推测ＲＮＡ干扰可以抑制转录延伸
过程的进行，从而造成转录的提前终止．

５　ＮＲＤＥ介导的ＲＮＡ干扰的遗传

早先的研究表明，ＲＮＡ干扰现象可以从被干扰
的亲代遗传到子代，即获得性遗传［１，２７］．线虫试验中
发现ＲＮＡ干扰的遗传过程甚至可以在线虫子代中
传递到第８０代．这一现象依赖于参与ＲＮＡ干扰过
程的各个因子．

Ｎｒｄｅ通路参与了这一 ＲＮＡ 干扰的遗传过
程［１１－１２，１９］．在ｎｒｄｅ突变体中，ＲＮＡ干扰现象只存在
于亲代，而不会传递到子代中去．亲代线虫被ＲＮＡ
干扰以后会积累小干扰ＲＮＡ，同时也会形成 Ｈ３Ｋ９
甲基化．这二者都被传递到下一代．在子代个体中，

ＮＲＤＥ－３结合ＲＮＡ干扰诱导形成的小干扰ＲＮＡ．
通过染色质免疫沉淀的方法，我们发现ＲＮＡ干扰
造成的小干扰ＲＮＡ和 Ｈ３Ｋ９甲基化都可以至少遗
传３～４代．然而我们并不清楚 Ｈ３Ｋ９甲基化在

ＲＮＡ遗传中起着多大的作用，也不清楚子代中的

Ｈ３Ｋ９甲基化是来源于亲代中已被甲基化的模板

ＤＮＡ的指导，还是在子代的小干扰ＲＮＡ指导下重
新形成的．有报道表明某些 Ｈ３Ｋ９甲基转移酶，如

ｓｅｔ－２５／ｓｅｔ－３２等，可能影响线虫中 Ｈ３Ｋ９甲基化，然
而它们在ＲＮＡ干扰的建立以及遗传中到底起着什
么样的作用尚不明确［２８］．

６　ＨＲＤＥ－１在生殖细胞中介导ＲＮＡ
干扰的遗传

遗传筛选发现在生殖细胞中特异表达的另一个

定位于细胞核的 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白，ｈｅｒｉｔａｌｂｅ　ＲＮＡｉ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ－１（ＨＲＤＥ－１），参与了ＲＮＡ干扰的多代遗
传过程［１９，２８］．在野生型和突变体线虫中，ＲＮＡ干扰
在同一代都能有效地抑制基因表达．在野生型线虫
的子代中，基因干扰还能继续进行，而突变体的子代
线虫里的基因干扰被取消，被干扰的基因重新恢复
表达．在子代中可以检测到ＨＲＤＥ－１和小干扰ＲＮＡ
相互结合．试验也表明 ＨＲＤＥ－１在子代中起记忆

ＲＮＡ干扰的作用，而对ＲＮＡ干扰信号从亲代传递到
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子代本身是不必要的．ＨＲＤＥ－１位于 ＮＲＤＥ－２的上
游．生殖细胞中ＮＲＤＥ－２和靶标ｐｒｅ－ｍＲＮＡ的结合依
赖于ＨＲＤＥ－１．生殖细胞中ＲＮＡ干扰诱导的 Ｈ３Ｋ９
甲基化的遗传也依赖于 ＨＲＤＥ－１．在ｈｒｄｅ－１突变体
中，亲代和子代的Ｈ３Ｋ９甲基化都会被抑制．

７　Ｎｒｄｅ通路的生物学功能

ｎｒｄｅ－１，ｎｒｄｅ－２，ｎｒｄｅ－４和ｈｒｄｅ－１在线虫生殖系
统发育中起着重要作用．当这些基因突变时，它们子
代的数目比野生型线虫减少［１９］．在正常生理条件
下，ＨＲＤＥ－１可以和内源性的小干扰 ＲＮＡ（２２Ｇ－
ＲＮＡ，长度为２２个核苷酸，５′末端为鸟嘌呤）结合，
来调控生殖细胞中的基因表达．这些２２Ｇ－ＲＮＡ在
生殖细胞中调控大约１　５００个基因、假基因以及奇异
染色质位点．Ｈ３Ｋ９甲基化的染色质免疫沉淀和深
度测序也发现 Ｎｒｄｅ通路调控线虫基因组里大约

３００个基因左右，这些基因主要在生殖细胞中表达．
如果ｇｌｐ－４基因突变，线虫缺失生殖细胞，对应基因
的 Ｈ３Ｋ９甲基化会降低．
有意思的是，在ｎｒｄｅ－１，ｎｒｄｅ－２，ｎｒｄｅ－４和ｈｒｄｅ－

１突变体线虫中，内源性小ＲＮＡ介导的Ｈ３Ｋ９甲基
化会逐代消失，靶点位置的基因表达逐代增加
（Ｍｏｒｔ性状）．同时，突变体线虫的配子形成会逐代
恶化，直至不育．在后期子代中，染色体的配对和分
离过程出现异常，雄性子代的比例也会增加．

８　ｐｉＲＮＡ和基因组监控

ｐｉＲＮＡ对生殖发育与基因组的完整性维持是
非常关键的．在秀丽线虫中，ｐｉＲＮＡ的长度是２１核
苷酸，５′末端是尿嘧啶，因此也被称为２１Ｕ－ＲＮＡ．
ｐｉＲＮＡ主要从染色体ＩＶ上的一个特别区域产生，
其他染色体也会产生少量ｐｉＲＮＡ．ＰＲＧ－１和ＰＲＧ－２
对ｐｉＲＮＡ的产生非常关键，它们都特异地表达在生
殖细胞中．ｐｉＲＮＡ可以和靶基因非完美配对，招募

ＲｄＲＰ来合成２２Ｇ－ＲＮＡ［２８－３１］．ｐｉＲＮＡ 通常缄默转
座子的起始和终止区域．在ｐｒｇ－１突变体里，转座子
的活性增加．ｐｉＲＮＡ对起始ＲＮＡｉ的多代遗传也是非
常重要的，其介导的生殖细胞中转基因的表达抑制可
多达２０代．然而ｐｉＲＮＡ对ＲＮＡｉ状态的维持反而是
不必要的．一旦ＲＮＡ干扰状态建立，其维持将依赖于

Ｎｒｄｅ通路以及染色质修饰因子［２８］，包括ｈｒｄｅ－１，ｎｒｄｅ－
１，ｎｒｄｅ－２，ｎｒｄｅ－４，ｈｐｌ－２（异染色质结合蛋白），以及ｓｅｔ－
２５和ｓｅｔ－３２．这部分的分子机制尚不明确．

ｐｉＲＮＡ通路被认为主要是通过比较生殖细胞
中外源的ＲＮＡ序列和自身基因组序列的差别来识
别自我和非我．非我序列激活ｐｉＲＮＡ通路而被抑
制，从而保护宿主本身基因组的完整性．

９　ＣＳＲ－１和染色体分离

ＣＳＲ－１也是秀丽线虫中的一个次级Ａｒｇｏｎａｕｔｅ
蛋白，它在染色体的分离过程中起着关键的作
用［１８，２０］．ＣＳＲ－１和其辅助因子ＥＧＯ－１（生殖细胞特
异的ＲｄＲＰ），ＤＲＨ－３（Ｄｉｃｅｒ相关的解旋酶）和ＥＫＬ－
１（Ｔｕｄｏｒ结构域蛋白）都位于生殖细胞的染色体上，
其在染色体上的结合位点依赖于ＣＳＲ－１结合的内源
性ｓｉＲＮＡ．ｓｉＲＮＡ／ＣＳＲ－１复合物结合到染色体上后，
并不抑制靶基因的表达．相反，这些ＣＳＲ－１结合的位
点往往编码蛋白质，在生殖细胞中表达．这些位点也
不结合ＣＥＮＰ－Ａ．ＣＥＮＰ－Ａ是组蛋白Ｈ３的变体，是中
心粒区域染色质的分子标记．因而推测ｓｉＲＮＡ／ＣＳＲ－
１可能通过标记染色质的不同区域来监控染色体分
离．当ＣＳＲ－１缺失的时候，染色体不能正确排列在赤
道板上，动粒也不能正确定位到纺锤体的相反方向．

ＣＤＥ－１是一个生殖细胞特异表达的核苷转移
酶，对线虫中染色体的正确分离也是必需的［３２］．
ＣＤＥ－１特异结合在有丝分裂的染色体上，这一结合
依赖于ＥＧＯ－１和ＣＳＲ－１．其中ＣＤＥ－１和ＥＧＯ－１存
在蛋白—蛋白相互作用．ＣＤＥ－１主要作用可能在于
尿嘧啶化ＣＳＲ－１结合的ｓｉＲＮＡ，从而避免这一类

ｓｉＲＮＡ的量无限增加．

１０　Ｄｉｃｅｒ和细胞凋亡

最近的研究表明，小干扰ＲＮＡ在ＤＮＡ损伤反
应中也起着重要作用．如在拟南芥中双链ＤＮＡ断
裂（ｄｏｕｂｌｅ　ｓｔｒａｎｄ　ｂｒｅａｋ，ＤＳＢ）可以诱导２１核苷酸
长度的小 ＲＮＡ 的产生［３３］．这些小 ＲＮＡ 产生于

ＤＳＢ附近，并结合ＡＧＯ２来参与ＤＮＡ的修复．类似
的现象在其他物种中也被发现［３４］．
在秀丽线虫中，ＤＣＲ－１参与了细胞的凋亡过

程［３５］．ＤＣＲ－１突变会抑制细胞的凋亡和凋亡过程中
染色体的碎片化．与凋亡相关的蛋白酶ＣＥＤ－３剪切

ＤＣＲ－１而产生一个具有脱氧核糖核酸酶活性的Ｃ－
末端片断，这一片断进一步剪切ＤＮＡ造成ＤＮＡ断
裂而导致凋亡．有意思的是，这一过程可能并不依赖
于Ｎｒｄｅ通路，其他与ＲＮＡ干扰相关的突变体中并
没有观测到细胞凋亡的改变．
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１１　研究展望

尽管过去几年里我们对秀丽线虫细胞核内小干

扰ＲＮＡ如何调控基因表达有了些初步的了解，然
而这里面还存在大量的问题有待研究．例如我们并
不清楚细胞核ＲＮＡ干扰造成 Ｈ３Ｋ９甲基化和ＲＮＡ
聚合酶Ⅱ的转录延伸暂停具体的分子机制是什么，甚
至我们并不清楚这些甲基化和转录延伸暂停是ＲＮＡ
干扰现象的直接原因还是干扰以后的副产品．
秀丽线虫中有３８个组蛋白甲基转移酶的类似

基因，它们都含有ＳＥＴ结构域，这些基因各自的功
能并不清楚．我们在早先 Ｎｒｄｅ通路的遗传筛选过
程中发现的ｎｒｄｅ基因都不含有ＳＥＴ结构域．尽管
最近的研究表明ｓｅｔ－２５和ｓｅｔ－３２可能在ＲＮＡ干扰
的遗传中起作用，其机制并不清楚，而且尚不清楚其
与Ｎｒｄｅ通路的关系［２８］．另一个有意思的地方是细胞
核ＲＮＡ干扰中，ＲＮＡ聚合酶Ⅱ、转录活性以及终产物

ｐｒｅ－ｍＲＮＡ都存在着非对称分布，而 Ｈ３Ｋ９甲基化在

ＲＮＡ干扰的上下游区域呈现对称分布（图３）．我们
推测 Ｈ３Ｋ９甲基化可能使靶基因位置被标记，从而
间接对ＲＮＡ聚合酶Ⅱ的转录起调控作用．
我们不清楚抑制转录过程本身是ＲＮＡ干扰的

原因还是结果．在遗传筛选的过程中，我们没有获得
与转录相关的基因的突变体．我们也没有检测到

ＮＲＤＥ蛋白和ＲＮＡ聚合酶Ⅱ的直接蛋白—蛋白相
互作用，以及没有检测到ＲＮＡ聚合酶Ⅱ的磷酸化
修饰的改变．ＮＲＤＥ／ｓｉＲＮＡ 复合物结合到 ｐｒｅ－
ｍＲＮＡ上后，是如何让延伸中的ＲＮＡ聚合酶Ⅱ暂
停的，还存在着大量的问题需要阐明．
在ＲＮＡ干扰的遗传过程中真正被传递的信号

也不清楚．ＲＮＡ干扰被遗传的过程包括几个步骤：

①亲代中可遗传状态的建立；②干扰信号通过配子
从亲代传递到子代；③在子代中维持或者重建基因
缄默状态．虽然有很多证据表明 ＲＮＡｉ和小干扰

ＲＮＡ参与了基因缄默里最先的建立过程和在子代
中最终的维持过程，我们还是不清楚从亲代到子代
实际传递的信号是什么．小干扰ＲＮＡ显然是其中
的一个候选者［１９］．
秀丽线虫中有１２个次级Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白，小干

扰ＲＮＡ是怎样在这些Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白之间以及它
们介导的通路中进行分配的也不清楚．小ＲＮＡ的
长度、末端修饰，以及组织特异性的表达，可能决定
了它们和那些Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白相互结合来进一步调

控基因表达或者染色体的分离．
小ＲＮＡ如何参与染色体的配对分离以及损伤

反应的机制也不清楚，一个可能的机制是小 ＲＮＡ
通过Ａｒｇｏｎａｕｔｅ蛋白将ＤＮＡ修复因子招募到染色
质的断裂位点来进行ＤＮＡ修复．然而，Ｄｉｃｅｒ蛋白
存在独立于ＲＮＡｉ通路外的其他功能也意味着问题
的复杂性［３５］．

ＲＮＡ干扰现象的发现给生命科学的研究和临
床医学带来了革命性的变化，加深了我们对遗传和
进化过程的理解．ＲＮＡｉ作为一个基因表达调控机
制不仅可以保护物种基因组的完整性，而且能够精
微地控制染色体的功能．因而进一步研究ＲＮＡ干
扰的分子机制，特别是小干扰ＲＮＡ与染色质修饰
的相互关系，将给我们对真核基因组表观遗传调控
的研究带来新的启示．
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