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RNA干扰能有效抑制 SARS相关冠状病毒复制

Inhibition of severe acute respiratory syndrome-associated coronavirus replication by

RNA interference
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　　基于 RNA干扰可抑制 HIV 等病毒的事实[ 1] , 本课题组构

建了针对SARS 病毒的 、能表达小发夹结构 RNA的 siRNA质粒 ,

利用 RNA 干扰有效抑制了该病毒的复制。

1　材料与方法

　　将SARS 病毒全基因组序列用Ambion 公司的 siRNA 在线设

计工具进行分析 ,得到若干 19nt的候选干扰靶序列 ,随机选择

四条 ,经对比确定其序列与人类无关。根据 pSilencer 3.1-H1 载

体的使用要求设计出 8条寡核苷酸 , 送上海生工公司合成。 将

合成好的 、两两互补的寡核苷酸经退火后所得的4 条 DNA 片段

分别克隆到线性化的 pSilencer 3.1-H1 载体上抽提的 1～ 4 号重

组质粒经 BamHⅠ/ HindⅢ双酶切鉴定和测序鉴定证明已构建

成功。采用DOTAP脂质体转染 1 ～ 4 号质粒至 Vero E6 细胞 , 分

别得到相应的 1～ 4号细胞 , 经潮霉素筛选 10 d , 获得稳定的潮

霉素抗性细胞。在 P3 实验室内 , 用不同浓度的病毒攻击对照

细胞和 1 ～ 4号细胞 , 分别进行细胞病变效应(CPE)、MTT 试验

和病毒空斑减少试验。

2　结果

　　①不同浓度的病毒攻击细胞 24 h 后 ,未转染质粒的对照细

胞在病毒滴度 10-1至 10-4即出现 CPE , 1 ～ 4 号细胞均正常;48

h 后 ,对照细胞直到病毒滴度 10 -8时都见 CPE , 1 ～ 4 号细胞在

病毒滴度 10-1至 10-3时才见 CPE;72 h 后 , 10-10滴度的病毒对

对照细胞都产生 CPE ,而除 1 号细胞在病毒滴度 10 -7时仅有极

微弱CPE 外 , 2、3 、4 号细胞 CPE持续到病毒滴度 10 -4。 ②MTT

试验中 ,计算出各孔细胞存活率 , 发现在各种病毒浓度条件下 1

～ 4 号细胞存活率都显著高于对照细胞。 ③未转染质粒的对照

细胞不加病毒液无空斑形成 , 加入 2×10-5滴度病毒的该细胞

形成 18 个空斑;1 ～ 4 号细胞形成的空斑数分为:7±2.35、5.33

±1.80、3.66±1.52、3.3±1.15个(图 1),与对照相比 , 空斑数都

明显减少。

C:对照细胞;①～ ④:1～ 4 号细胞

图 1　病毒攻击各种细胞后空斑实验的结果

3　讨论

　　分别转染四种 siRNA质粒的细胞都对 SARS 病毒有抵抗作

用 ,证明这些质粒在细胞内都有效 , 诱导了产生针对 SARS 病毒

基因的 RNA干扰效应 ,使病毒复制和蛋白表达受到抑制 ,对细
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胞形成了保护作用;同时 , 该病毒基因相当稳定[ 2] ,这又为 RNA

干扰的运用提供了有利条件。目前 ,针对 SARS 主要还是靠对

症进行各种支持治疗 ,而利用 RNA 干扰来特异性抑制 SARS 病

毒复制 、保护细胞免受病毒攻击 , 在体外现已获得证实 , 这为预

防 、治疗 SARS 提供了新的思路和方法。
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