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摘 � 要 � 小分子 RNA, 包括 siRNA、m iRNA、piRNA等, 在基因表达调控过程中扮演了至关重要的角色. 对小分

子 RNA生物发生和功能的认知将有助于促进基因沉默的机制研究和基因治疗. 本文归纳了近些年关于小分

子 RNA的重大研究成果以及应用于毒理学研究的案例,并对毒理学未来研究小分子 RNA的重点和方向作出

展望.
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化学品毒性与机制研究正从传统视角向基因调控水平发展. RNA干扰 ( RNA i)和其中起核心作用

的一大类小分子非编码 RNA在彻底改变人类对于基因表达调控认识的同时, 也已引起了毒理学界的

关注.

小分子 RNA是指一类长度约在 20� 30个核苷酸、不能编码为蛋白质的 RNA.它们在基因表达过程

中具有举足轻重的调控作用,影响范围从胚胎干细胞到成熟个体的器官和组织, 涉及的生物包括原生动

物、植物、哺乳动物等,最近又在芽殖酵母中有重大突破
[ 1 ]

.关于小分子 RNA的研究在近年内形成井喷,

Pubm ed数据库中的相关各类文献记录至今已逾 25000篇, 十年来六度入选�Science�评比的 �十大科技

突破�, 成为新世纪以来分子生物学中最活跃的领域之一.

1� 小分子 RNA类型与形成过程

迄今为止, 绝大部分的小分子 RNA 可以分为三类: s iRNA ( sm a ll interfering RNA )、m iRNA

(m icroRNA )和 piRNA( p iw i�interacting RNA ).与 m iRNA始终为内源性不同, 早期发现的 siRNA都是外

源性的;直至本世纪初, 才在拟南芥 Arabidop sis
[ 2]
和秀丽线虫 C. elegans

[ 3]
体内发现了内源性 siRNA

( endo�siRNA ), 并进一步划分出 casiRNA、tasiRNA和 natsiRNA三种亚类
[ 4]

; 随后动物内源性 siRNA也

得以发现
[ 5]

. 此外还有一些其它类型的小分子 RNA,如 priRNA
[ 6]
、qiRNA

[ 7]
等,对它们的了解暂时比较

缺乏.

各类小分子 RNA在生物发生中都呈现出一个共同特征, 即需要与 A rgonaute( AGO)蛋白家族相结

合,形成具有切割活性的复合体 RISC ( RNA�induced silencing com plex ). 它也是鉴别小分子 RNA的重要

依据之一. AGO家族的成员几乎全部参与基因沉默过程, 常见的搭配包括 siR ISC和 AGO2、m iR ISC和

AGO1、piRISC和 AGO3,不过参与的 AGO蛋白也可能影响到小分子 RNA的调控效果.在从前体到成熟

的转变过程中,源自双链 RNA的 siRNA和 m iRNA需要依赖于 RNase�酶 D icer家族;而 p iRNA没有征

用 D icer,因为它起源于转录得到的单链 RNA.裂殖酵母 S. p ombe体内缺乏 D icer时, 其转录组的降解产

物里可观察到一种原始小 RNA ( priRNA )
[ 6]

, 它的生物发生过程有些类似于 piRNA. qiRNA则来自于

DNA损伤的诱导, 它兼有单链或双链形态, 这意味着除了 D icer外它似乎还需要其它外切酶的帮助.

m iRNA的形成最为复杂:它起初处于单链状态,由于有部分序列互补而自身折叠成双链的茎环结构, 还

必须经历一次 RNase�酶 Drosha的剪切
[ 7]

.内源性 siRNA、m iRNA从基因组上转录出来, 这一过程可能

需要 RNA聚合酶 Po l��、�等介导, 其后通过 Ran�GTP及其受体 Exportin�5转运出细胞核,再进行 D icer

切割和 RISC的装配. 然而最近的两项研究显示, D icer对于 m iRNA的生物形成可能并非必需
[ 8, 9 ]

.
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小分子 RNA的形成过程暗示出其生物意义的深度和广度: 无论起源于核内核外,是单链抑或双链

RNA,配合适当的酶和结合蛋白后都可变成功能强大的调节者. 虽然细节上有所不同,但几种小分子

RNA的相似之处更能给人留下深刻的印象.事实上,鉴于 siRNA和 m iRNA之间众多的相似性, 一些学

者认为二者很可能是同源的.

2� 小分子 RNA的生物学功能和意义

2. 1� RNA干扰的执行者

在 R ISC的配合下, 小分子 RNA成为单链的成熟形式后与靶 mRNA互补结合,其调控效果同其与靶

mRNA的互补程度相关, 与 mRNA高度互补时可以降解 mRNA, 存在部分序列互补时则只能抑制 mRNA

的翻译过程.这构成了经典的 RNA干扰 ( RNA i)途径. 然而随着研究的不断深入, 经典理论几乎被冲击

得面目全非.一项关于拟南芥的研究发现,高度互补的 m iRNA或 siRNA也可以仅起到翻译抑制的作用

而不降解 mRNA
[ 10]

. s iRNA
[ 11 ]
和 m iRNA

[ 12 ]
先后被证明可通过调节 DNA甲基化而实现转录水平的基因

沉默, 扩充了小分子 RNA的影响范围. Ago蛋白一度被认为可在双链前体中选择引导 ( gu ide)链保护,并

放任过客 ( passenger)链被降解.但最近发现过客链不仅没有降解,还可能与 AGO2相结合参与调控. 这

种结合依赖 m iRNA的因子 DCR1、siRNA的因子 DCR2和 R2D2
[ 13�14]

. 更令人惊异的是, 有研究表明

m iR�36�9�3p在细胞周期停滞时可上调其靶基因 TNF�的表达
[ 15]

.这也说明小分子 RNA对于基因表达

的调控影响将是深刻且全方位的,很可能远远超出我们目前的认知.

2. 2� 被调控的调控者
小分子 RNA的积累需要经历转录、加工和衰退一系列过程,所以其成熟和稳定也会受到转录因子、

结合蛋白或酶等因素的控制
[ 16�18]

.其中围绕 Lin�28(高度保守的 RNA结合蛋白 )对 let�7(m iRNA家族之

一 )的调控展开的研究较为丰富
[ 19]

. 在 TUTase的配合下, L in�28通过对 let�7前体 RNA终端的尿嘧啶

化,阻断 D icer的切割而阻止 let�7的成熟 [ 20 ]
. p53则是另一种受到高度关注的转录因子, 以及关键的肿

瘤抑制因子. DNA损伤时 p53可强化包括 m iR�16�1, m iR�143和 m iR�145多种 m iRNA的成熟
[ 21]

.同时,

一种脑部富集的 m iRNA, m iR�125b和另一种 m iRNA, m iR�504, 又可介导 p53基因表达的下调
[ 22�23]

. 这

使得 p53和 m iRNA之间构成了相互调控的关系.

小分子 RNA间的相互关联也可以看作一类特殊的调控.尤其是 siRNA,与其它多种类型的小分子

RNA的交联常见诸文献.譬如, m iRNA (拟南芥 )
[ 24�25]

、p iRNA (秀丽线虫 )
[ 26]
都可能诱导内源性 siRNA

的生物形成;内源性 siRNA则可能抑制 p iRNA (果蝇 )
[ 27]

. 最新的例证在于前述的 pr iRNA与 siRNA, 发

现者 H alic和 M oazed称二者的微妙关系为 �转录组监督机制� [ 6 ]
.虽然细节还存有一定疑问,但目前可

确定 priRNA与 siRNA扩增引发的关系十分密切.

2. 3� 小分子 RNA与基因治疗

果蝇体内的 m iR�7可帮助幼虫在温度变化时保持 A to和 Y an等基因的正常表达
[ 28]

,这表明小分子

RNA具有减缓环境变化冲击, 保证生物机体维持稳态, 抑制机体生长失调的重要作用, 很容易使人将小

分子 RNA关联于癌症的基因治疗.而已在众多癌症案例中观察到 m iRNA的异常表达, 更印证了小分子

RNA与肿瘤发生过程必然存在密切的关联
[ 29]

. 其机理大致为抑制癌基因表达,如 let�7家族的肿瘤抑制
作用至少部分归功于它们抑制 RAS癌基因的能力

[ 30]
; 又如 let�7通过抑制细胞因子 IL6影响可能导致

癌症的正反馈环
[ 31]

.有时亦可表现为抑制癌细胞的转移, 如 m iR�17 /20和 m iR�31
[ 32�33]

.最近一项基因

组规模的 siRNA筛选中发现, SMCX、EP400和 Brd4等 siRNA可抑制乳头瘤病毒癌基因 E6和 E7的表

达
[ 34]

.不过当小分子 RNA运用于基因治疗时, 需引入包含 shRNA ( short hairp in RNA, 小分子 RNA前

体 )的表达载体, 并由之产生一定的毒性
[ 35]

.

部分 m iRNA则在胰腺癌、大肠癌等案例中被怀疑为癌基因
[ 36�37]

. H e等更是发现 m ir�17�92簇和癌

基因 c�myc一起, 可能加速小鼠 B细胞淋巴瘤的肿瘤发生
[ 38]

. 而当 m iR�21失活后,肿瘤又被以凋亡等

形式完全抑制
[ 39]

.其实通过基因芯片的高通量筛选可以看出, 癌症发生的微观表现总是众多 m iRNA的

上调和下调,并没有统一变化的趋势
[ 40�41]

. m iRNA水平的某些变化必然属于次级效应, 但机理尚未完全

明晰.
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1986年, G ilbert在 C rick、Cech等前人的工作基础上提出了著名的 � RNA世界 �学说, 树立起 RNA

在生物进化中的首要地位
[ 42 ]

.暨�型内含子、反转座子之后,小分子 RNA和 RNA干扰成为 � RNA世界�
学说一次影响深远的扩展, 赋予了 � RNA世界 �全新的存在方式.生命活动的高度复杂性不是仅靠静态

的基因序列可以阐明,仅仅依赖于 mRNA建立起的表达图谱也无法体现出存在于转录水平 /后转录水

平上的多种调控作用.各类小分子非编码 RNA,以及后来发现的长非编码 RNA (如 XIST
[ 43]

)一起,不仅

覆盖于全部生命信息传递过程,而且使得这一过程充满了未知和变数.

3� 小分子 RNA对毒理学机制研究的影响和前景展望

目前,小分子 RNA的调控与生物学作用受到毒理学家高度关注,开展的研究也取得了一定成果.

W ang等通过 m iRNA芯片技术筛选了出生前小鼠脑中在乙醇暴露后出现差异表达的 m iRNA, 建立了

m iR�10过表达与乙醇诱导出生缺陷的关联, 以及 m iR�10a与其主要靶基因 H oxa1表达的负相关
[ 44]

. 在

两项关于小鼠的致癌剂暴露研究中, 致癌剂 (乙基亚硝基脲 )和非致癌剂暴露分别导致 m iRNA表达紊乱

和仅小部分的 m iRNA表达变化的结果;而使用非遗传毒性的致癌物苯巴比妥暴露时,致癌剂量和非致

癌剂量下的 m iRNA表达谱也体现出显著的不同
[ 45�46]

.研究结果同时建议, m iRNA表达可作为致癌剂暴

露的生物标志物.非化学暴露的表现类似,低 LET辐射也能造成人类成纤维细胞中 m iRNA表达谱的变

化
[ 47]

. 2010年, Cho等应用 Ag ilen t基因芯片技术, 对比分析了双酚 A ( BPA )诱导下小鼠 mRNA和

m iRNA表达谱变化的情况
[ 48 ]

.这是文献首次报道将小分子 RNA应用于环境内分泌干扰物 ( EDCs)的研

究,也是首度进行 m iRNA和 mRNA表达水平的联合研究. 结果表明, 24h的 BPA暴露造成多种 m iRNA

显著下调,功能分析显示变化的 m iRNA主要参与繁殖和代谢过程.

总体而言,毒理学现在对于小分子 RNA的研究还比较初步,涉及化学品较少、受试对象集中于啮齿

类、对分析得到的数据也没有太好的处理手段.为了更精确地研究小分子 RNA在化合物暴露中所扮演

的角色,我们认为二者间的相互作用需要划分为两个角度来理解. 首先,小分子 RNA响应于化合物的暴

露,并对化合物的遗传毒性效应进行调节.这可能也是某种化合物对基因组的效应几乎总是与蛋白组的

效应不尽相同的主要原因.相比于中心法则 DNA� RNA�蛋白质的简单路径,小分子 RNA的调控过程

体现了高度的弹性和多向性, 无疑加大了机制研究的难度, 更需要全面、谨慎的整体把握. 前例中,

m iRNA�mRNA表达谱的联合研究不仅发现 m iRNA水平没有统一变化的趋势, 更发现了存在 m iRNA及

其靶基因 mRNA同时上调或下调的情况. 它表面上有悖于经典的小分子 RNA调控理论, 实则暗示出

m iRNA的作用很可能呈现为一种多层级的网状结构.其次, 小分子 RNA的调控过程可能也会受到外源

化合物的干扰.这实质上是一种发生于调控层面的毒性效应, 姑且称之为化合物的 �调控毒性 �.鉴于小

分子 RNA牵涉到错综复杂的调控关系,有理由相信这种情形绝不罕见. 然而识别并表征它显然有一定

难度, 因为按现有的理论和测试手段,小分子 RNA多数时候并不能直接表现为某种效应.那么,通过检

测参与调控的协同因子来间接指示小分子 RNA水平或许是种思路,但难度可想而知,方法的操作性和

通用性都很难保证. 因此上述两点均指向一个终点 � � � 基因调控网络 [ 49 ]
. 将小分子 RNA (不仅仅是

m iRNA )、靶基因 mRNA、调控因子等都包含进一个网络状的整体,其间所有元素看作网络上相互作用的

节点, 每个节点既可能受到多个上游节点的调控,又要对下游节点进行直接或间接的控制. 这样才可能

真正理解小分子 RNA的变化规律及其与 mRNA水平的相互关系.

最后必须指出的是,尽管调控基因组的时代已经来临,对小分子 RNA的认识却仍处于完善时期, 许

多谜团亟待解开,任何颠覆性研究成果也不会让人备感意外.所以,一方面我们看好小分子 RNA的毒理

学研究前景;另一方面,我们也在期待小分子 RNA基础研究的继续突破.
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ABSTRACT

Sm a llRNAs, including siRNA, m iRNA, piRNA and so on, play key ro les during the processes of

regu la ting the gene expression. The com prehension about the b iogenesis and function o f sm allRNAs w ill he lp

to im prove m echan istic study of gene silencing and gene therapy app licat ion, and can a lso con tribute to

tox ico logy in future. This rev iew summ arizes significant ach ievem ents in the recent years on sm allRNAs, and

som e cases o f tox icolog ical app lications. It also prov ides out look for the research direct ions and focus of sm all

RNAs in tox ico logy stud ies in the future.

Keywords: sm allRNA s, RNA interfering, gene regulatory network.


