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摘 要：RNA干扰技术是现代遗传学常用的研究工具。在本科生遗传学实验教学中引入贴近科研发展趋势的实验，

是激发学生科研兴趣和积极性，培养科学思维素质的有效途径之一。在不断摸索和改进的基础上，我们尝试开展

了RNA干扰教学实验，学生的实验结果显示双链小干扰RNA对绿色荧光蛋白的干扰效果非常明显。在对学生的调查

反馈显示，有超过80%的学生对该实验的引入及设计方案表示满意，并表示在此实验中能获取到贴近前沿的遗传学

思想。这些充分说明RNA干扰实验的开展获得了很好的教学效果。
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随着科技的飞速发展，社会对人才素质的要求不

断提高。培养学生的创新精神，提高学生的科研能

力，是每个学科不容忽视的问题。遗传学实验教学不

仅实践性很强，而且是传授知识和训练基本技能、培

养科研思维和方法的学科，在本科生的学习中占有越

来越为重要的位置[1]。在本科生的教学实验中引入科

研思维，引导他们学会科研思考，同时在学习以往重

复性试验的基础上，加入一些贴近当前科研发展趋势

的实验，让学生广泛探索，如此可以逐步锻炼学生的

创新能力，解决问题的能力，以及独立开展新实验的

科研能力。

RNA干扰（RNA interference，RNAi）是1996年康

奈尔大学SuGuo博士在研究线虫细胞分裂基因时发现

的一个RNA干扰特定基因的现象。RNAi现象的发现，

引起了遗传学家和分子生物学家的极大兴趣，后来的

研究发现RNA干扰现象广泛存在于从植物、真菌、线

虫，到昆虫、鼠类等几乎所有的真核生物中[2–7]。因为

它在基因功能和相关方面的研究中具有许多传统方法

无法比拟的特点和优势，科学家对RNA干扰现象表现

出极大关注。其基本原理是通过一段双链RNA（dou-

ble strand RNA，dsRNA）导致同源mRNA降解从而使

目的基因转录后沉默。其基本过程是：双链RNA通过

细胞膜进入细胞内，在胞浆内被一种称为Dicer的属于

核酸酶RNase III家族中的酶特异识别，以一种ATP依赖

的方式逐步切割成为20～25碱基对的双链小分子干扰

RNA（small interference RNA，siRNAs）；然后siR-

NAs被组装到一种含有核糖核酸酶的蛋白复合体，即
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RNA诱导的基因沉默复合体（RNA-induced silencing

complexes，RISCs），激活该复合物需要一个ATP依赖

的将siRNA解链的过程，正义链被降解而反义链被保

留。这时候的RISC成为活化状态，在反义链小RNA的

引导下与靶mRNA结合，并将mRNA切割降解从而抑

制基因的表达[8–10]。

RNA干扰技术逐渐成为了开展遗传学研究的常用

工具。因此，在遗传学实验教学中推广RNA干扰实

验，并不断地加以改进和完善，增强教学效果，提高

教学质量势在必行。这里主要介绍具有生长快，易培

养，转染效率高等优点的来源于人肾上皮细胞的293细

胞株为实验材料开展的RNAi实验教学过程。选用的是

实验耗时较短，容易检测的绿色荧光蛋白基因为靶基

因。

1 在细胞水平进行RNAi的操作步骤

1. 1 设计并合成双链小干扰RNA，小干扰RNA退火

并保存于4°C备用

带有绿色荧光蛋白的质粒为：pEGFP-C1。

阳性siRNA序列为：

sense：5′–GCAAGCUGACCCUGAAGUUCTT–3′

antisense：5′–GAACUUCAGGGUCAGCUUGCTT–3′

阴性siRNA序列为：

sense：5′–UUCUCCGAACGUGUCACGUTT–3′

antisense：5′–ACGUGACACGUUCGGAGAATT–3′

在2.5 nmol的双链siRNA中加入125 µl 1�通用缓冲

液，得到浓度为20 µmol/L的siRNA母液，工作母液于

室温静置10 min后，90°C保温2 min，自然冷却至室温

后置于4°C过夜备用。一定时间不使用的工作母液放

于 – 20°C保存，再次使用工作母液时无需重新退火。

融解后分装，避免反复冻融。

1. 2 细胞的复苏和培养

将液氮罐中的冻存细胞取出，迅速置于37°C水

浴。等待冻存的细胞全部融化后，立即用毛细滴管将

其从冷冻管吸出，加入到含10 ml培养基的离心管中离

心，弃培养液，加入新的培养基重悬细胞并轻轻均匀

打散，最后将细胞悬浮液转移到培养瓶中。如果第二

天显微镜下观察细胞生长良好，形态正常则说明复苏

成功，换新鲜培养液继续培养。

转染前一天将细胞接种至35 mm培养皿中，接种

密度约为5�105个/ml，37°C，5% CO2，CO2培养箱中

培养。第二天待细胞生长密度达到60%～80%皿底面积

时，可以进行转染试验。

1. 3 用LipofectAMINE 2000转染siRNA

有多种方法可以将化学合成的双链小RNA输送入

体外培养的细胞，其中以脂质体和电穿孔最为常用。

脂质体法的原理是在优化条件下将阳离子脂质体试剂

加入水中时，可以形成微小的（平均大小约100~

400 nm）单层脂质体。这些脂质体带正电，可以靠静

电作用结合到DNA的磷酸骨架上以及带负电的细胞膜

表面，然后被俘获的DNA被导入培养的细胞。

转染时分为阳性对照组、阴性对照组和实验组。

在实验中阳性对照组为只转染质粒pEGFP-C1，目的是

检测正常转染情况下该质粒的表达情况，以及排除转

染试剂毒性效应；实验组为转染质粒pEGFP-C1及对应

的阳性siRNA，检测siRNA对蛋白表达的抑制作用；阴

性对照组为转染pEGFP-C1及对应的阴性siRNA。这里

的阴性对照就是转染一个与目的基因序列同源性极低

的无关序列的siRNA进入细胞，目的是排除序列的非

特异性效应。

整体实验设计如下表：

将对照组和实验组的溶液A和B混合，轻轻地颠倒

混匀，不要振荡，室温下放置20 min，以便实验组溶

液中形成siRNA/pEGFP-N1与LipofectAMINE2000的转

染复合物。将脂质体和siRNA/pEGFP-C1的复合物轻柔

地滴加于细胞上。轻柔前后推摇培养板以混匀液体，

然后将培养板送入细胞培养箱。

Opti-
MEM

Lipofect-
AMINE-
2000

pEGFP-C1

(200ng/µl)

阳 性

siRNA
阴 性

siRNA

阳性

对照组

溶液A 250µl 5µl

溶液B 250µl 5µl

实验组
溶液A 250µl 5µl 5µl

溶液B 250µl 5µl

阴性

对照组

溶液A 250µl 5µl 5µl

溶液B 250µl 5µl

实验组溶液A：1 µg pEGFP-C1质粒，5 µl 20 µmol/L的双链siRNA与

250 µl Opti-MEM混合。

实验组溶液B：5 µl LipofectAMINE2000脂质体溶于250 µl Opti-

MEM，在室温下温育5 min。
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2 实验结果

转染24 h后，使用荧光倒置显微镜观察绿荧光蛋

白的表达变化情况，学生实验结果如下图：

3 实验建议

在整个实验过程中，要避免RNA酶污染，微量的

RNA酶都将导致实验的失败。由于实验环境中RNA酶

普遍存在，如皮肤、头发等，所有徒手接触过的物品

或暴露在空气中的物品等。在进行RNAi实验时为了严

格注意防止RNA酶的污染，操作中要求戴上口罩、帽

子和手套，并使用无RNA酶的吸头、离心管等。

健康的细胞和严格的操作确保较高的转染效率。

有的293细胞贴壁性能不是很好，加转染复合物时一定

要轻柔，避免造成细胞从培养板上脱离。

4 学生评价

RNA干扰实验开设后， 为了了解其教学效果及学

生对该实验的总体反应，便于及时对其中存在的问题

进行完善和改进，我们课后进行了摸底调查，学生的

总体反馈归纳如下表：

从调查反馈来看，学生们对这个实验的开展和设

计满意度很高，达到了预期的教学效果。此外，在对

遗传学实验课程中开设的11个实验进行整体调查结果

显示，有36.5%的学生选择最喜欢RNA干扰实验，

19.2%的学生认为在RNA干扰实验中收获最大。大部分

学生认为在这个实验中加深了对RNA干扰原理的理

解，有较大的收获。

5 总结

学生在理论课程中接触的经典遗传学知识比较

多，进入实验室开展科研活动时接触到的则是比较前

沿的遗传学信息，如果在实验教学中开展的关于现代

遗传学实验内容太少，将会降低学生对教学实验的重

视程度，也很难激起学生参与实验的积极性和对实验

的兴趣。但是，将现代的遗传学实验技术在科研活动

中应用，其可操作性比较强，而要使其成为一个稳定

的教学实验不只是顺利进行实验操作那么简单，需要

pEGFP-C1质粒阳性对照组

RNAi实验组

阴性对照组

非常满意 满意 一般 不满意不知道

对实验开展的满意程度 30.8% 61.5% 3.8% 1.0% 2.9%

对实验设计方案的满意程度 20.2% 62.5% 8.6% 1.0% 7.7%

对实验中能否贴近前沿思想

的满意程度
14.4% 58.6% 24.0% 2.9% 0

对实验中收获的满意程度 12.5% 57.7% 27.9% 1.9% 0
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经过不断的摸索和改进，使之适应教学实验的特点

才行。

RNA干扰是一项非常成熟的实验技术，要在有限

的课时内顺利开展这项实验并让学生掌握实验原理和

技术，特别需要注意：①前期准备工作要做好。培养

细胞的好坏，将直接影响到后面的转染效率。②实验

过程中合理安排。参与教学实验的学生较多，进入细

胞操作间和细胞培养室时时间可错开，分组进行，尽

量避免由于人多造成的空气污染。③做好对照实验。

对照实验的设置是为了确保整个实验的设计准确性，

这项实验分为阳性对照和阴性对照，都非常重要。

在教学过程中，我们都深深感受到改革对教师对

学生带来的冲击。随着教学改革的深入，我们还会继

续努力，继续完善实验教学工作。将科研与教学实验

更好地结合。
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