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用 !"#$% !制备的小干涉 !"&降解 ’&!’
冠状病毒基因的细胞内转录物

朱旭东" 党 颖 冯 怡 李 涛 黄培堂
（北京生物工程研究所，北京 ."""$.）

摘 要 EFGE冠状病毒是引起重症急性呼吸综合症的主要原因，目前尚没有特效药物或疫苗对抗这种新病毒。
G)F干涉是指双链 G)F可以特异地降解细胞内同源基因的 <G)F。在哺乳动物细胞中，H 1"IJ的小双链 G)F能
引起 G)F干涉，又可以避免干扰素反应。通过体外转录得到 EFGE病毒 1种基因 G)F依赖的 G)F聚合酶、刺突蛋
白及核衣壳蛋白部分片段的长双链 G)F，然后用 G)9K5 !有限切割成长度 H 1"IJ的小干涉 G)F。同时把上述 1种
基因片段分别连接到质粒 JLM1-2&CDN&’中，得到的 1个质粒 JLM-G、JLM-E和 JLM-)可以分别在细胞内转录出荧光素
酶-G)F依赖的 G)F聚合酶、-刺突蛋白、-核衣壳蛋白的杂合 <G)F。上述质粒分别和相应的小干涉 G)F共转染
O;P!018细胞，测定荧光素酶活性，结果小干涉 G)F使相应质粒表达荧光素酶的活性显著下降；用逆转录定量 Q2G
反应测量 <G)F丰度，结果表明上述小干涉 G)F可以特异地降解相应的病毒基因转录物。
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EFGE冠状病毒（EFGE S&N&C9T=N+K，EFGE-2&T）已
被确定是引起“重症急性呼吸综合症（E5T5N5 FS+D5
G5KJ=N9D&N, E,C>N&<5，EFGE）”的主要原因［.］。虽然有
关 EFGE-2&T病毒的研究包括全基因组序列测定等
取得了很多进展［!，1］，但是目前尚没有特效药或疫苗

对抗这种新病毒。

G)F 干涉（G)F =CD5NU5N5CS5，G)F=）是指双链
G)F会引起细胞内同源基因 <G)F的特异性降解。
自然界的 G)F=反应中，G)9K5!家族的核酸酶 V=S5N
把长双链 G)F切割成 !. W !/IJ的小干涉 G)F（KA&ND
=CD5NU5N=CX G)F，K=G)F），这些 K=G)F和相关蛋白组装
成“G)F引起的沉默复合物”（G)F-=C>+S5> K=’5CS=CX
S&<J’5:，GYE2），随后使同源基因的 <G)F降解。在
线虫、果蝇等低等生物中，可以引入长双链 G)F来
抑制靶基因的表达。但是在哺乳动物细胞中，长双

链 G)F（ Z 1"IJ）会引起干扰素反应，使细胞凋亡。
而直接用 H 1"IJ的 K=G)F转染哺乳动物细胞，既能
引起 G)F=，又可以避免干扰素反应。获得 K=G)F有
很多方法，其中用 G)9K5 !在体外有限降解长双链

G)F得到的 K=G)F称为“核酸内切酶制备的 K=G)F”
（5C>&N=I&C+S’59K5-JN5J9N5> K=G)FK，5K=G)F）［#］。
已经证实 G)F= 可以抑制包括脊髓灰质炎病

毒、OY%、O3%、O2%及流感病毒 F等病毒在细胞和
小鼠中的增殖［/ ? 0］。EFGE 冠状病毒属于单链正义
G)F病毒，已知有多种病毒蛋白在其生活周期中起
重要作用，其中 G)F依赖的 G)F聚合酶（G)F >5-
J5C>5CD G)F J&’,<5N9K5，G>GJ）是 EFGE-2&T病毒基因
组 G)F、互补 G)F及各种 <G)F复制所必需的酶；
核衣壳蛋白（C+S’5&S9JK=>）结合病毒基因组 G)F，保
护其免遭环境中核酸酶的降解；刺突蛋白（KJ=[5）与
EFGE-2&T病毒感染细胞的过程相关，是重要的病毒
表面结构蛋白。通过 G)F=抑制这 1种病毒蛋白的
表达，有望破坏 EFGE-2&T病毒的复制、蛋白表达及
病毒组装等过程，抑制病毒的增殖。本研究是用

G)F=技术抑制上述 1种 EFGE-2&T病毒基因在细胞
中的表达，获得的 5K=G)F分别可以降解细胞中病毒
刺突蛋白、核衣壳和 G>GJ基因的 <G)F片段。



! 材料和方法

! "! 质粒 #$%&’、#$%&(和 #$%&)的构建
!"#$%&’()*’+ 用 !"#!（,-. /(0+1(2 34’#156 公

司）线性化，碱性磷酸酯酶（7*’8-01 公司）去磷，用
9:;<=4>? "-+ /@)*1>)4’( A4)（9410-(公司）进行琼脂糖
凝胶电泳纯化。以 B;CB病毒 >D,;为模板，分别用
以下引物：

C2C!基因 E%FGH5!序列（两端带 !"#!位点）的
引物：

IJ端引物：IJ%"&K&K;";K&K"&"";K"&;K&;;&%$J
$J端引物：IJ%"&K&K;";;K&;"&;K&&;K;K""%

";&K%$J
核衣壳蛋白基因序列（两端带 !"#!位点）的引

物：

IJ端引物：IJ%"&K&K;";;K"K&K";K;;K"";&%
&&&;;K&%$J

$J端引物：IJ%"&K&K;";KK;K"&&K";"KK";;K%
&;"&;"%$J
刺突蛋白 LMIM%$MIN5!基因序列（两端带 !"#!

位点）的引物：

IJ端引物：IJ%"&K&K;";;K;K""&";;K"&&K;%
""K"%$J

$J端引物：IJ%"&K&K;";K";;;K"K&"&&;;";%
K&;;%$J
7&C扩增得到 $ 个两端都带有 !"#!位点的 B;CB
病毒基因 D,;片段，经 !"#!处理后用琼脂糖凝胶
电泳纯化。将上述 $种处理后的 B;CB病毒基因片
段分别和线性化的 !"#$%&’()*’+ 用 KM D,; 连接酶
（,-. /(0+1(2 34’#156公司）连接，筛选正确的克隆，
获得质粒 !"#%C、!"#%,和 !"#%B。
! "* 长双链 ’(+的合成与退火
以 B;CB病毒 >D,;为模板，分别用以下引物：
C2C!基因 E%FGH5!序列（两端带 KF小启动子）

的引物：

IJ%K;;K;&";&K&;&K;K;"""&";;K;K&K"&"%
";K"&;K&;;&%$J

IJ%K;;K;&";&K&;&K;K;"""&";;K1;K&;"&%
;K&&;K;K""";&K%$J
核衣壳蛋白基因序列（两端带 KF小启动子）的

引物：

IJ%K;;K;&";&K&;&K;K;"""&";;K;;K"K&K%
";K;;K"";&&&&;;K&%$J

IJ%K;;K;&";&K&;&K;K;"""&";;K;KK;K"&%

&K";"KK";;K&;"&;"%$J
刺突蛋白 LMIM%$MIN5!基因序列（两端带 KF 小

启动子）的引物：

IJ%K;;K;&";&K&;&K;K;"""&";;K;;K;K""%
&";;K"&&K;""K"%$J

IJ%K;;K;&";&K&;&K;K;"""&";;K;K";;;K%
"K&"&&;;";K&;;%$J

7&C扩增得到 $个两端都带有 KF 小启动子的
B;CB病毒基因 D,; 片段，琼脂糖凝胶电泳纯化。
以上述 D,; 片段为模板，使用试剂盒 KF C45’O;P
/@!*-66 #1*0- B>1+- C,; 7*’2=>)4’( BQ6)-8（7*’8-01公
司）进行体外转录反应，操作根据说明书进行。反应

完成后，LH"# 反应液中加入 GH"# D/7&%处理的去
离子水和 E"# C9E C,16-%R*-- D,16-（7*’8-01公司），
$FS反应 $H 84(。FIS水浴 I 84(，然后冷却到室温
进行退火。酚T氯仿、氯仿抽提去蛋白。加入 EHU
,1;>（I8’+T#）和 L V I 倍体积乙醇，%LHS放置 L W，
ELHHH*T84(离心 LH84(，倒掉上清后，用 FIU乙醇洗，
晾干，溶于 IH"# D/7&%处理的去离子水中，测浓度。
! ", -./’(+的制备
长双链 C,;用 C,16- #切割获得 -64C,;，反应

条件：EH"# ,/3缓冲液 L，C,16-#（,-. /(0+1(2 34’%
#156公司）EH"#，MH"0 长双链 C,;，D/7&%处理的去
离子水补到 EHH"#，$FS反应适当时间，使双链 C,;
的 长 度 在 $H5! 以 下。 用 X:X;B7:,IHH
（EHHHHOY&Z，B1*)’*4=6公司）超滤，%LHS贮存。
! "0 细胞培养和转染

[/AL\$]细胞用 DO/O 培养基，EHU胎牛血
清，$FS，IU &ZL 培养。质粒与 -64C,;的共转染使
用 #4!’R->)184(-LHHH（:(^4)*’0-(公司），操作参照产品
说明书。\N孔板每个孔用 H_I"# #4!’R->)184(-LHHH，
H_L"0 !"#%C、!"#%, 或 !"#%B，H_HM"0 !C#%KA（7*’%
8-01公司），-64C,;终浓度 MH(8’+T#，转染的细胞用
于荧光素酶活性检测。LM孔板每个孔用 L V I"# #4%
!’R->)184(-LHHH，H_G"0 !"#%C、!"#%,或 !"#%B，H_L"0
-64C,;，转染的细胞用于逆转录定量 7&C。
! "1 荧光素酶活性检测
荧光素酶活性用试剂盒 D=1+%#=>4R-*16- C-!’*)-*

;661Q BQ6)-8（7*’8-01 公司）在荧光照度仪 KD%LHTLH
（K=*(-* D-640(6 公司）上测定。操作参照产品说明
书。

! "2 细胞总 ’(+的提取
细胞总 C,; 的提取使用 K*4‘’+ 试剂（:(^4)*’0-(

公司），LM孔板每孔细胞用 E8# K*4‘’+ 试剂，操作参
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照产品说明书。得到的细胞总 !"# 溶于 $%!&
’()*+处理的去离子水中，加入 ,!& !-. ’"/01 .% 2
!1/34567 89::1;和 .!& !-. !"/01+:;11 ’"/01（);6<1=/
公司），>?@反应 >%<57去除残余的 ’"#。加入 ,!&
!-. ’"/01 A46B A6C94567，,$@水浴 .%<57灭活酶。
! "# 逆转录定量 $%&反应
逆转录定量 )*!反应的引物和探针序列如下：
D#)’E：
左引物 $F+**#GDGG*DG*#GDDDGDGD#+>F
右引物 $F+*#GDD#*GDGDDG*#GD#DG+>F
G/HI/7 探针 $F+J#I+G**GD*#**#**##*GD*+

GG#D*#+G#I!#+>F
荧光素酶：

左引物 $F+GGD#**D**GD##DG*G*GD#+>F
右引物 $F+GGDD#D*##D#GDD#GG**##+>F
G/HI/7 探针 $F+J#I+###DD*G#G*#DDGDD*G+

***D*GD+G#I!#+>F
逆转录反应用 %K$!& 总 !"#，LB<6C 荧光素酶

和 D#)’E 的右引物，.!& M"G)（ .%<<6CN&），加
’()*+处理的去离子水使反应体积为 .>!&，,$@水
浴 $<57，迅速冰浴。然后加入 O!& $ 2 J5;04+04;/7M
89::1;，L!& ’GG（ %K.<6CN&），.!& A9B1;A3;5B4 PP
!"/01E+逆转录酶（P7Q54;6=17公司），OL@反应 $%<57，
然后 ?%@ .$<57 灭活酶。加入 >%!& 水使体积为
$%!&。
定量 )*! 反应体系是 L$!& G/HI/7 R75Q1;0/C

)*! I5S（#BBC51M 8560T041<0 公司），.!& 3’"#，左右
引物和 G/HI/7 探针都为 %K.!=，加水使体积为
$%!&。反应条件是 U$@ .%<57，然后 U$@ .$0，$V@
.<57，反应 O% 个循环。仪器是 #8P )!PAI ?%%% A1+
H91731 ’14134567 AT041<（#BBC51M 8560T041<0公司）。

’ 结果

’ "! 质粒 ()*+&、()*+,和 ()*+-的构建
质粒 BD&+!、BD&+" 和 BD&+A 的构建方法见材

料和方法 .K.。如图 . 所示，质粒 BD&+! 转染细胞
后，通过 AWO% 启动子，会转录得到荧光素酶+!M!B
（.+?V%XB）的杂合 <!"#，如果 05!"#造成杂合 <!"#
中 !M!B 序列部分的降解，那么整个杂合 <!"# 也
会很快降解，使最终翻译荧光素酶的量显著下降。

同样，质粒 BD&+"和 BD&+A转染细胞后会产生荧光
素酶+核衣壳、荧光素酶+刺突蛋白（LO$O Y >O$,XB）的
杂合 <!"#，如果 05!"#造成杂合 <!"# 中核衣壳
或刺突蛋白序列部分的 !"# 降解，那么整个杂合

<!"#也会很快降解，使最终翻译荧光素酶的量显
著下降。所以，只要测定荧光素酶的活性变化，就可

以了解 05!"#对靶基因的降解效率。

图 . 质粒 BD&+!转录荧光素酶+!M!B杂合 <!"#的示意图
J5=Z. ETX;5M <!"# 6: C935:1;/01+!M!B 4;/703;5X1M

:;6< BC/0<5M BD&+!

’ "’ -.&-+%/0病毒 1 种基因的长双链 &,.的合
成

用两端都带有 G?小启动子的基因片段为模板，
在同一个反应体系中同时转录长双链 !"#的 L 条
链，可以使转录得到的两条 !"#链的量大致相同。
A#!A+*6Q病毒 !M!B 基因片段（. Y ?V%XB）、核衣壳
基因和刺突蛋白基因片段（LL$O Y >O$,XB）如材料和
方法 .KL所述进行体外转录与退火，结果如图 L，分
别得到相应大小的双链 !"#。
’ "1 小双链 &,.的制备

>种基因的长双链 !"#分别如材料和方法 .K>
所述用 !"/01 "有限切割成 [ >%XB 的 105!"#。基
因 !M!B得到的 105!"#称为 105!"#+!，核衣壳基因
得到的 105!"#称为 105!"#+"，刺突蛋白基因得到的
105!"#称为 105!"#+A。图 > 所示的是 105!"#+! 的
聚丙烯酰胺凝胶电泳结果。

’ "2 1种 345&,.分别特异性地降解相应 -.&-病
毒基因的 6&,.
如材料和方法 .KO 和 .K$ 所述，质粒 BD&+A、

B!&+G\共转染 E(\LU>J细胞。BD&+!表达的萤火
虫荧光素酶（J5;1:CT C935:1;/01，J+C93）作为检测抑制
程度的报道基因，B!&+G\ 表达的 !175CC/ 荧光素酶
（!175CC/ C935:1;/01，!+C93）作为内对照。每种转染重
复 >个孔，数据处理时把不加 105!"#的对照组的萤
火虫荧光素酶活性N!175CC/荧光素酶活性的平均值
设定为 .%%]，其它组的数据以此标准化，就得到图
O中纵坐标 J+C93N!+C93 !/456的数值。如图 O+.，共转
染 105!"#+!可以使 J+C93的表达量下降为无 105!"#
组的 .>]。为了试验 105!"#对基因表达的抑制是
否具有特异性，我们用 105!"#+" 与质粒 BD&+!、
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!"#$%& 共转染 ’()* 细胞，*$+,- 的表达量与无
./0"12组无显著差别，说明 ./0"12对基因表达的抑
制是有特异性的。

图 ’ 体外转录的长双链 "12
*034’ #563 75,8+.$/9:;67.7 "12 9:;6/-:08.7 !" #!$%&

<：=12 >;:?.:；（<@@，)@@，A@@，B@@，(@@，<’@@8!）；

’：7/"12 5C 6,-+.5-;!/07；

)：7/"12 5C /!0?.；

D：7/"12 5C "7"!

图 ) 长双链 "12用 "1;/.!切割
成长度〈)@8!的小干涉 "12

*034) "1;/.!$!:.!;:.7 /0"12
<：<@8! =12 +;77.:；

’："1;/. !$!:.!;:.7 /0"12

同样，如图 D$’，质粒 !E#$F、!"#$%& 共转染
’()*细胞。./0"12$F可以使 *$+,-的表达量下降为
无 ./0"12组的 <<G，而 ./0"12$1对 !E#$F表达 *$
+,-几乎无影响。如图 D$)，质粒 !E#$1、!"#$%&共转
染 ’()*细胞，./0"12$1可以使 *$+,-的表达量下降
为无 ./0"12组的 D@G，而 ./0"12$"对 !E#$1表达
*$+,-无显著影响。

图 D 小干涉 "12特异地抑制 !E#$F2"F基因质粒表达荧光素酶
*034D /0"12/ 06H0809 +,-0C.:;/. .I!:.//056 C:5> !+;/>07/ !E#$F2"F 3.6./

<：.CC.-9 5C ./0"12/ 95 06H0809 !E#$" .I!:.//056；

’：.CC.-9 5C ./0"12/ 95 06H0809 !E#$F .I!:.//056；

)：.CC.-9 5C ./0"12/ 95 06H0809 !E#$1 .I!:.//056

为了证实 ./0"12对相应质粒表达荧光素酶活
性的抑制作用确实是通过降解杂合 "12引起的，我
们通过逆转录定量 JK"反应直接了解 ./0"12对荧
光素酶$F2"F 基因杂合 "12 的降解情况。如材料
和方法 <LD、<LM和 <LB所述，我们用 ./0"12和质粒
!E#$F2"F基因共转染 NO&’()* 细胞，用转染 !E#$
F2"F基因的 NO&’()*细胞作为对照，然后提取细
胞总 "12，通过逆转录定量 JK"反应测量荧光素酶
$F2"F基因杂合 "12 丰度，同时测量 E2J=N 基因
>"12的丰度作为内对照。每种转染作 ) 个重复
孔，数据处理时把仅转染 !E#$F2"F 基因质粒的荧

光素酶$F2"F 基因杂合 "12PE2J=N >"12 的数值
的平均数设定为 <@@G，其它组的数据以此标准化，
就得到图 A 的纵坐标 +,-0C.:;/.PE2J=N >"12 :;905
的数值。如图 A所示，./0"12可以显著地降低细胞
内相应的荧光素酶$F2"F基因杂合 "12的数量，证
明 ./0"12对相应质粒表达荧光素酶活性的抑制作
用确实是通过降解杂合 "12引起的。
所以，我们用 "1;/. !制备的针对 F2"F病毒 )

种基因的 ./0"12都可以有效地降解相应基因片段
在细胞内的转录物，而且这种作用具有很好的特异

性。
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图 ! 小干涉 "#$降解 %&’()*+细胞中荧光素酶,-$"-病毒基因的杂合 ."#$
+/01! 2/"#$2 /34567 4708949:/;3 ;< =56/<78927,-$"- 07372 >?@8/4 ."#$ /3 %&’()*+ 67==2

A：72/"#$," /345672 4708949:/;3 ;< =56/<78927,"4"B >?@8/4 ."#$；
(：72/"#$,- /345672 4708949:/;3 ;< =56/<78927,2B/C7 >?@8/4 ."#$；

*：72/"#$,# /345672 4708949:/;3 ;< =56/<78927,356=7;69B2/4 >?@8/4 ."#$

! 讨论

"#$/技术因为在疾病治疗方面有巨大的潜力
而极受关注，但是如何把小干涉 "#$有效地递送进
入人体靶细胞是目前的主要困难之一。(DD* 年 )
月，德国波恩 ’7C5=E有机化学和生化研究所的 ’9:F9
-6>./:G和 H:7 -6>7B782发布消息，宣称他们用一种蛋
白转导结构域（B8;:7/3 :8932456:/;3 4;.9/3，IJK）和
2/"#$连接后，可以 ADDL有效地把 2/"#$导入哺乳
动物细胞。这个研究结果为 2/"#$用于疾病治疗带
来了更多的希望。

"#$/研究中常常使用化学合成的方法获得序
列确定的 2/"#$，但是这种方法的价格十分昂贵，而
且因为不同 2/"#$对靶基因表达的抑制效率是不同
的，所以在实际工作中，往往需要合成很多个不同的

2/"#$，才会找到抑制效率比较高的靶序列位点，这
种筛选过程，时间和经费的投入都比较大。而用

"#927!制备的 72/"#$ 就具有价格低廉，操作方
便，抑制效率可以得到很好的保证的优点。此外，

-$"-病毒是一种 "#$病毒，而 "#$病毒的变异速
度一般比较快，也往往通过序列突变逃逸药物的作

用，而 72/"#$实际上是由很多小干涉 "#$组成的
库，同时作用于靶基因 ."#$上的多个位点，所以可
以更好地防止病毒逃逸。

用 "#927 !制备 72/"#$时，因为对长双链 "#$
是进行不完全切割，所以需要通过调整酶量和反应

时间优化反应条件，使大部分 72/"#$ 的长度 M
*D@B，但又尽可能使片段长度不要太小。然后用超
滤方法可以进一步去除大片段双链 "#$，避免出现
非特异性抑制和干扰素反应。

因为 -$"- 病毒是一种高危的病毒，需要用到
具感染性的 -$"-病毒的研究必须在生物安全 *级

以上的实验室进行，各项操作都非常麻烦。"#$/是
通过降解靶基因的 ."#$ 来使靶蛋白的表达下调
的，事实上只要考察所用的 2/"#$是否能够有效降
解靶基因的 ."#$，就可以了解该 2/"#$的作用效
率。本研究中把 -$"-病毒 *个靶基因与报道基因
荧光素酶连在一起，可以在细胞内转录出荧光素酶

和靶基因的杂合 ."#$，通过最终测量荧光素酶的
活性来了解杂合 ."#$的降解程度，从而评估2/"#$
的效率。这种分子模型避免了使用病毒进行研究，

所有工作都可以在普通实验室进行，极大方便了操

作。

总之，本研究用 "#927 !制备的 2/"#$可以有
效降解 -$"- 病毒 * 个基因在细胞中的转录物，可
望进一步用于 "#$/方法抗 -$"-病毒的研究。
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