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    RNA干扰(RNA interrerence RNAi)现象最先发现于秀丽线虫，这是一

种由双链 RNA(doub le一5 t randed RNA，dsRNA)诱导的杭双链 RNA的反应，

这一反应导致序列特异性的基因沉默。随后发现这一机制存在于许多真核有

机体中。大量的遗传学与生物化学研究表明RNAi诱导的基因沉默可分为两个

过程:第一步是由 Dicer酶将 dsRNA降解成 21一25核普酸的小千扰

RNA(sma 1 1 interference RNA，5 iRNA)。第二步是将 siRNA加入具有 Nase

活性的复合体RISC(RNA一induced Sllencing complex)。激活RISC需要一

个ATP依赖的将SIRNA解双链的过程，该复合体与相应的mRNA结合并使其

降解。RNA干扰的基因沉默具有许多令人瞩目的特性。首先它能高效并且

特异地抑制同源mRNA 的表达水平;其次它能在整修有机体细胞之间传递。

虽然目前在哺乳动物中尚未发现这种传递性，但发现哺乳动物细胞内存在与

RNAi传递相关的基因Sid一1的同源物，这说明哺乳动物体内也可能存在

着RNAi的细胞间传递机制。再次，RNAi效应在低等动物是持续的甚至

是可遗传的。虽然哺乳动物细胞中的RNAi效应是较短暂的，但 siRNA载

体的应用已能够使RNAi效应在哺乳动物中遗传。

      RNAi 机制的发现为医学基础研究中基因功能的研究提供了新的手

段，使基因功能的研究可以大规模展开。在医学临床治疗方面，RNAi的特异

性及高效性使其可能成为一种前景光明的治疗方法。目前该方法已经通

过质粒、腺病毒、逆转录病毒及慢病毒等载体试用于治疗感染性疾病、肿瘤

以及遗传性疾病等。对感染性疾病的治疗，以HIV和HBV为代表，转入病毒



复制或感染相关基因的 :1 RNA片段能有效抑制病毒的增殖和感染。我国在征

服 SARS病毒的战役中也采用了RNAi 的研究手段，表明该方法能有效地抑制

SARS病毒产生的细胞病变。RNAi理论上可应用于发生、发展和转移过程中任

何有基因异常高表达的任何环节。目前RNAi在肿瘤治疗领域的应用体现在几

个方面:一、针对肿瘤相关融合基因转录产物;二、针对过表达的癌基因或

凋亡抑制因子;三、针对肿瘤耐药基因;四、针对肿瘤血管生成因子及

受体;五、等位基因特异性抑制(allele一specific inhibition，ASI)。

ASI是一种对肿瘤细胞中与缺陷基因对应的正常等位基因进行治疗的方法，

其前提是该等位基因属杂合子并且是细胞生命活动所必需的。抑制了正常等

位基因的肿瘤细胞会死亡，而正常细胞由于等位基因的代偿而不受影响。RNAi

为显性负基因突变引起的遗传性疾病的治疗提供了新的手段。肌姜缩性脊髓

侧索硬化症是由Cu、zn超氧歧化酶(SODI)基因突变产生的细胞毒性产物引起

的，特异性抑制突变的等位基因就可达到疾病的治疗目的。

    siRNA技术的发展显示了它在基因治疗方面的广阔前景。虽然目前这

一技术还不是十分完善，但随着其机制的进一步揭示，我们将能更好地用

其进行治疗。另一方面，还应看到目前所用的载体仍然没有脱离传统的思路，

仍然存在传统载体的不足，尚需进一步完善，或研究发现新的载体，提高其

在肿瘤细胞中的转染效率。总之，RNAi机制的发现为我们在肿瘤基因治疗方

面开辟了新的思路，在攻克肿瘤这一顽症的道路上又迈进了一步。

    继生物芯片技术之后，RNAi 作为后基因组时代的一种研究基因功能

的利器，siRNA能高效、特异地介导靶基因mRNA 的降解，从而实现价廉

而实用的 “基因敲除”。这项技术不仅在2001年、2002年两次夺得十大科

技进步的赞誉，还被认为是生命科学领域掀起的一场革命!本书从 RNAi 所涉

及到的原理及在功能基因研究、生物医药上广泛的应用前景等方面做了系统

的阐述，并提供了有关的实验技术，是一本从事分子生物学以及生物化学必

备的参考书。
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绪 论

一、基因沉默

    基因沉默可以分为两大类，第一类:位置效应(position effect)，由于外源基因插人基

因座(loci)两侧的D NA或插人特定的染色质部位对插人的基因起到了负影响所致(异染
色质区);第二类:由于多拷贝的外源基因存在于同一染色体中而诱发的一种表遗传失

活(ePigenetic inactivation)现象，由于是同源或互补的序列所诱导，所以也称为同源依赖
的基因沉默(homologyd叩endent gene silencing，HDGS)，同源依赖的基因沉默又可以根
据沉默发生的时期分为两类，即转录水平的基因沉默(tr anscriPtional gene silencing，TGS)
和转录后水平的基因沉默(post一transcriptional gene silencing，pTGS)。转录水平的基因沉

默是指由于DNA的修饰(如甲基化等)等原因使基因不能正常转录，而导致外源基因不能
表达;转录后水平基因沉默是指外源基因在核内能够正常转录甚至超常转录，但是转录

产物在细胞质中的积累却很低或根本检测不到。一般来说，同一染色体上的两个同源基

因相互作用所产生的顺式沉默、不同染色体的两个同源基因所产生的反式沉默，以及
DNA甲基化所造成的沉默都属于转录水平上的沉默。而由反向重复序列产生的双链

RNA(d ouble Strand RNA，dsRNA)所诱导的沉默或由单拷贝转基因所产生的异常
RNA(aberrant RNA)介导的沉默都属于转录后基因沉默。由于转录后基因沉默与植物和
病毒的相互作用机制具有相似性，所以下面重点讲述转录后基因沉默的主要特征，即

RNA干扰 (RNA interference，RNAi)。

    RNA干扰极有可能与有机体细胞清除非必须外来基因有关，外来基因以很高的拷

贝数存在于细胞中，它们是以病毒基因，转座元件或以质粒等形式存在于细胞内。在过

去的研究中发现，在转基因的实验中，虽然有多拷贝的靶基因转人细胞，但转基因的表

达受到明显的抑制，而且在有转基因存在的情况下，内源性同源基因也可能受到抑制

(Napoli等，1990)，虽然这些基因的沉默有可能发生在基因的转录水平，但随着研究
的进一步深人，人们发现基因抑制的时期主要发生在转录后，即所谓的 PTGS

(post一transcriptional gene silencing)，而PTGS的本质则是RNAi。它主要是通过siRNA
对靶mRNA进行选择性的降解来完成基因沉默或抑制基因的表达。
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二、基因沉默与RNA干扰的发现

    PTGS和RNAi是在研究植物、蠕虫等真核细胞的遗传转化中发现的〔。研究人员在

研究过程中发现，尽管转基因编码的mRNA的转录水平很高，但是其同源性内源基因

的mRNA的表达却很低或没有表达(Marathe等，2000)。研究人员在拟南芥(A rabid(jIjSis

thaliana)和秀丽线虫(caenorthabditis。zegan、)(这两个物种的全基因组序列已经得到)
上揭示了RNAi的作用过程，而且以这两个物种作为模型，能快速地识别参与调节RNAI

作用过程的相关基因。在植物中以随机的方式插人转基因时发现一个有趣的现象，即转

基因插入的拷贝数与基因表达的量成反比，也就是增加特定基因插人的拷贝数就会导致

与之同源的内源基因的沉默 (Assaad等，1993)。最初的研究认为在紧密相连的两个拷

贝之间相互作用，形成了次级结构，这一结构激发了DNA的甲基化，抑制了DNA的

转录，从而导致了这类基因的沉默 (Ye等，1996)。随着研究的进一步深人，人类逐步

认识了基因沉默的机理，认为基因沉默可以发生在两个层面上，即转录水平上的外源基

因沉默(TCS)和转录后水平上的基因沉默 (PTGS)。

    转录水平上的外源基因沉默与位置效应、高度甲基化及启动子的失活相关。第一，

位置效应(Position effect)是指基因在基因组中的位置对基因表达的影响。当外源基因整
合到高度甲基化、转录活性低的异染色质区域时，外源基因一般表现沉默，这说明

毗邻DNA的甲基化和异染色质化对插人的外源基因影响很大，可能导致外源基因在转
录水平上失活。如果整合到甲基化程度低、转录活性高的常染色体上，其表达受两侧

DNA序列的影响。第二，启动子区域或 5’端非编码区域的甲基化在真核生物中会引

起基因失活，同样转基因植物中甲基化也会导致外源基因的失活。还有，重复序列诱导

的DNA甲基化当转化基因以正向重复(direct repeated，DR)或反向重复(inverse repeated，

IR)插人时，容易引起外源基因的失活，这种重复序列诱导的基因沉默(rePeat induced gene
silencing，RIGs)往往与DNA的甲基化相关〕

    而转录后基因沉默情况更加复杂。在此情况下，启动子是活跃的，外源基因也能被

转录，但不能正常积累 mRNA。当转基因植株中存在与外源基因同源的内源基因时，

不但外源基因在转录后水平卜失活，也诱导了与之同源的内源基因的沉默。由于外源和

内源基因都表现沉默，因而又被称为共抑制现象(cosuPression)。共抑制首先是在研究与
花色素形成有关的基因中观察到的。共抑制是一个复杂的过程，应用不同的系统，从不

同的角度研究，提出了一些并不能完全统一的假说。其中RNA阂值模型认为，由于激
发了外源基因的高水平转录，以至于积累到某个阂值，从而启动了降解特定 mRNA的

反应，造成转录后基因沉默。另外，PTGs常与外源基因的甲基化有关，Ingelbrecht等
在一株外源基因叩tfl发生了PTGs的转基因烟草中，发现nPtll基因上游和下游区域被
甲基化，甲基化引起外源基因转录的非正常终止并产生非正常mRNA。同时人们发现，

pTGS与一种依赖于RNA的RNA聚合酶(RNA dependent RNA polymerase，RdRp)有关，
RdRp能以mRNA为模板合成小片段的互补RNA(complementary RANs，cRNA)，cRNA



与mRNA杂交，从而成为专一性作用于双链RNA的RNA降解酶的底物，进而研究人

员提出了RdRP一cRNA模型。RdRP一cRNA模型可以很好地解释PTGS很强的序列特

异性。

    在研究PTGS的过程中，研究人员发现有双链RNAs( dsRNAS)的存在，这些dsRNAs

被切割成大约23bp长的siRNAs，而且这些dsRNA的表达与PTGS中的开放读码框相
对应 (Hamilton等，1999)。

    虽然RNAi作为PTGS的作用机理最早是在植物中发现的，其作用主要涉及到细胞
抵御人侵的外来DNA和RNA，在大多数真核细胞中，RNAi主要的功能是调节内源性

基因的表达。

    在20世纪末，研究人员发现，利用人工的方法将dsRNA注人秀丽线虫时，对秀丽

线虫基因沉默的效果远大于注人单链的反义RNA(Fire等，1 998)。随着研究的进一步

深人，发现由dsRNA引发的PTGS不仅作用于秀丽线虫的成虫，而且在其子代也有基

因沉默的作用。研究证实，在细胞中靶mRNA的拷贝数远大于注人的dsRNA的拷贝数，
即注人的dsRNA在浓度极低的情况下也能引起内源靶mRNA的降解，同时发现，由靶

mRNA编码的蛋白质的抑制现象可以在经过好几代细胞分裂后观察到，说明细胞具有放

大RNAi机理的机制，另外，RNAI 的作用不仅可以在细胞系中进行垂直传递，而且可

以在细胞之间进行水平传递 (Fire等，1998)。的确，Tab盯a等在1998年以秀丽线虫为

实验材料进行 RNAi 的研究中发现，当线虫浸泡在含有 dsRNA的溶液中或吞食表达

dsRNA的菌后，dsRNA可以进人细胞并诱导PTGS。在2002年，Winston等发现一种称
为SID一1的跨膜蛋白充当了RNAi在细胞间传递的介导物 (mediator)。

    在动物方面，研究RNAI的材料不仅限于线虫，人们把研究的视线向其他生物转移，

Kennerdell和Carthew于 1998年以果蝇为材料研究RNAI，首次在果蝇中成功地利用
dsRNA诱导基因沉默。发现了几种在RNAI过程中扮演重要角色的内源基因，其中的一

种是具有RNA核酸酶活性的RNA诱导沉默复合体(RNA一induced silencing complex，
RISC)，它与内源性mRNAS的降解密切相关，另一种是小的核什酸片段，大小一般在

25bp以内，它充当了RISC的向导(Hammond等，2000)，后来的研究证实RISC是一
种核糖核蛋白复合体。进一步的研究发现 RNAi是依赖于ATp而独立翻译的事件，在这

一过程中导入的dsRNA被加工成21一23bp的核昔酸片段(s iRNA)，siRNA再引导内源
性转录物的切割(Zamore等，2000)。经研究确定涉及到加工dsRNA的酶是RNasem

家族的核酸酶，是与秀丽线虫rde 一1高度同源的一种蛋白，命名为Dicer(Bemstein等，

2001)。在哺乳动物方面，Wianny等于2000年首次以RNAi作为研究工具在鼠的胚胎和
生殖细胞中成功诱导了靶基因的沉默，但是在哺乳动物的体细胞方面存在的主要问题

是，将dsRNA人工导人细胞后会激活蛋白激酶R(protein kinaseR，PKR)和RNAsel

路径，这样导致了蛋白质合成受阻而诱导细胞程序性凋亡 (Gil等，2000)。Elbashi;等

(2001)将21一23bP dsRNA直接导人鼠和人的细胞，以避免较长dsRNA表达所带来的
问题，实验结果显示SIRNA能有效地在哺乳动物细胞中激活靶基因的沉默



三、RNA干扰的机理

    在PTGS的基本模型中应包括必需的活性基因和沉默同源性内源基因的RNA病毒

(English等，1997)。在近几年的研究中，人们认识了一些参与介导RNAi的生物大分
子，这些分子有效地影响着靶mRNAs的选择性降解。盯GS的核心问题是dsRNA的序

列一与靶mRNA的序列要有互补性;单链的RNA是不足以诱导PTGS的，这一点在转基

因的研究中得到了证实。在转基因工程中，只要合成少量的dsRNA就能获得PTGS和
诱导共抑制的理想结果。获得dsRNA的方法有几种，其中包括利用反向重复序列的转

录(Kennerdell等，2000)和反向启动子(opposing promoter)进行互补正义链和反义链
的转录 (Wang等，2000)来合成长的发夹mRNA，其他方面的研究显示，虽然细胞最
初能合成非常长的dsRNAS，但是这些dsRNAS最终将被切割为小的dsRNAS，其长度为

21一25bp核普酸，由这类小的dsRNAs来介导RNAi(Hamilton等，1999)。
    为什么与靶mRNAs有同源序列的SIRNAS能够有效地产生PTGS?研究人员以秀丽

线虫、抗PTGS的链抱霉和拟南芥为材料，利用遗传学的方法筛选介导RNAi的蛋白质，

并鉴定了基因在每一个物种中的同源性，接着人们又在哺乳动物中寻找参与RNAi的这

类蛋白质的同源基因。筛选的结果显示，在线虫中参与RNAi的基因是rde 一1，链抱霉中

的是穿de一2，拟南芥中的是ago一1了肠bara等，1 999;cogoni等，1996;Fagard等，2000)0
这些基因编码的蛋白质均与翻译因子eIFZC具有同源性。研究发现，在线虫中rd。一1

参与RNAI在子代中的传递，而在细胞间的RNAI传递则不需要rde 一1(Grishok等，2000)，
说明rde 一1扮演RNAi信号的角色。在筛选的过程中还鉴定了秀丽线虫的。90一1，链饱霉

的qde一1，拟南芥的595劝凌1等基因(肠bara等，1999;cogoni等，1999;Mourr由n等，
2000)。这些基因编码的蛋白质在RNAI过程中起到催化dsRNA产生的作用，因为它们包

含的功能区与参与将单链RNA转化为dsRNA的RNA介导的RNA聚合酶(RdRP)相类似。
随着研究的进一步深人，研究人员在秀丽线虫中又鉴定出了一些涉及PTGS的基因，如

smg一2、‘刀之9一5.5”之9一6，就这些基因而言它们编码的蛋白质与dsRNA起始沉默无关，

与维持基因抑制的长期性有关(Domeier等，2000)。smg一2具有放大RNAi的功能，使
RNAI能持续线虫的一生，Smg一5和Smg一6是磷酸酶。有意义的是，Smg一2与酵母的
UPFI基因有高度的同源性，而uPFI是一种RNA结合蛋白，具ATp酶和解旋酶活性(Page
等，1999)。在图1中显示了RNAi的工作模式。第一步是靶mRNA的dsRNA的产生;第二

步是dsRNA的识别以及21一23bP的小RNA(siRNA)的产生;第三步是RISC的形成;第四步
也是至关重要的一步是SIRNA对靶mRNA的识别与选择性地降解。通过质粒或病毒载

体导人的dsRNA，在细胞中依赖于ATP酶的作用，被切割成21一23bp长的双链RNA片

段，该片段具有2个核昔的3’一突端和磷酸化的5’一端(zamore等，2000;Elbashir等，

2001)。这种核酸酶称作Dieer，该酶在植物、真菌、蠕虫、果蝇和哺乳动物中是高度保
守的，它是dsRNA特异性核糖核酸酶家族的一个成员。Dicer酶能识别和加工dsRNA

(Ketting等，2001)，是RNAi过程的基础酶类，Dicer不仅能将dsRNA加工为SIRNAS，



DOUb!e Stranded

RNA《dsRNA)

1
deftR Pr0Cessre

by Dlocr

函

Smell interfering

RNAe(ciRNAe)

Addtbon of FmloinS and

e旧NA UF旧!nd】Fe

RNA一induced cilercing

corrPlex

1Tangot recognucn

黔
Meccerger RNA

(mRNA)

mRNA cleerage

图1 RNAi千扰模式图(引自ConsortiumuseSRNAit。uncove:genes’function一MEDICINEAND

      HEALTH POLICY)

而且还能加工内源性的称作微RNAS(miero一RNAS)的调节RNAS，Dicer有不同的功能

区，这些区域包括dsRNA结合区，Rnaselll活性区，解旋酶活性区和队2(Piwi-

Argnoaut一zwill区，该区有100个氨基酸，能够调节底物与argonaut蛋白的相互作用)
功能区。鼠类的Dicer与人类的Dicer极为相似，大小为1 906个氨基酸，分子量为

Z15koa，含有一个串联重复(tandem repeat)RNaselll催化功能区，dsRNA结合区，
DexH/DEAH解旋酶区和一个PAZ区 (Nicholson等，2002)。鼠类的Dicer基因位于第

12条染色体上，而且在细胞中得到广泛的表达。

    一旦2卜23bp的siRNA片段被称作RISC(核酸内切酶复活体)的多重蛋白复活体
识别后，即可充当识别和降解靶mRNA的向导 (Nykanen等，2001)。在以果蝇为材料
的研究中证实RISC是以一种能被ATP激活的前体复活体的形式存在的，这种前体能



被 ATP激活形成具有内切酶活性的复活体，它能切割内源性的 mRNAS(Hammond，

2001)。虽然我们对 RISC的特定成分还不十分了解，但是可以确定其一定包含有

Argonaut家族的成员，这说明其与转录后基因沉默密切相关，另外Rlsc还包含有与内
切和外切酶活性相关的蛋自质。最近在对人的RISC进行研究时，在纯化的RISC中分

离到了Argonaut家族中的两种蛋自质，elFZCI 和eIFZcZ，同时研究人员还发现Rlsc
利用单链siRNA作为向导切割内源性的mRNA，并证实siRNA反义链的5’一端决定着

RNAi的活性。

四、RNA干扰所涉及的技术

    一般来说，任何克隆的基因都可能成为寡RNA的靶，不管该RNA是人工设计的，

还是RNA表达的病毒载体，只要其与靶基因转录的mRNA具有序列互补性即可。下面
将RNAI主要涉及到的技术作一般的介绍。

(一)干扰RNA(siRNA)及合成

    20~23bP的双链SIRNA是可以进行大量合成的，而且也很容易进行细胞的转染。在
这一过程中，首先需要获得目的基因的cDNA序列，然后以cDNA为模板合成SIRNA。

虽然在siRNA的靶mRNA上的任何区域都可以成为siRNA的靶点，诱导靶mRNA的

降解，但是实践经验显示选择 mRNA上的特异性区域可以增加沉默成功的机率，一般

人们选择的区域是以靶基因转录物的AuG起始密码子下游50~100bP处开始选择 siRNA
作用位点，而5’和3’非编码区和起始密码子附近区域应尽量避免，因为这些区域或是编

码调节蛋白结合位点、非编码区结合蛋白或翻译起始复合物的区域，它们可能对 Rlsc

复合体的形成造成干扰，而削弱了RNA的作用。找出起始密码子下游的AA，将连同

其后19个bP一起作为siRNA的作用位点。
    双链SIRNA的设计、合成是进行RNAi研究的关键，化学合成法可用于SIRNA的合

成，但是费用过高，一般不用于日常的实验研究，一与化学合成相对应的siRNA制备方法

是 SIRNA的体外转录，这一方法可以直接制备双链的SIRNA，而且制备的费用比化学

合成法低许多。这一方法所需要的条件是要拥有带噬菌体启动子的线性DNA模板以及

相应的用于PCR扩增所涉及到的试剂，这其中包括噬菌体RNA聚合酶和KlenowDNA

聚合酶。RNA聚合酶是体外转录合成SIRNA的关键性酶，常用的RNA聚合酶有T7、
T3和SP6，它们都以DNA为模板，并要求有特异性的启动子序列。每个RNA聚合酶

对应的启动子共有序列如下:

T7 SP6

TAA TAC GAC TCA ClrA TAG GGA GA AI，T TAG GTG ACA CTA TAG AAG NG



T3

AAI，TAA CCC TCA CTA AAG GGA GA

    RNA聚合酶与双链的DNA启动子结合后，它将打开双链 DNA模板合成互补于

DNA的RNA链。当然如果所用的模板是cDNA，可根据cDNA序列相对于启动子的方

向设计正义、反义模板，即可合成出对应的正义、反义RNA链，经杂交可得双链RNA。

DNA模板则可来源于质粒、PCR产物和寡核昔酸链。与普通DNA模板所不同的是，改

进的DNA模板必须带有启动子，启动子区域是RNA聚合酶结合和RNA开始合成的部
位。一般情况下，使用最多的方法就是通过克隆或PCR所得工程载体质粒。

(二)RNAi质粒和病毒载体的构建

    在进行RNAi研究中为什么要用到表达质粒和病毒载体呢?其中一个主要的原因是

表达载体可以在细胞中持续产生siRNA以达长久抑制靶mRNA的目的。另外的原因是

特定的病毒载体对特定的细胞非常有效，尤其是对后有丝分裂的细胞特别有效，能增加

细胞的转染率。第三个原因是，就病毒载体本身而言，其可以在细胞中进行持续表达。

    短发夹RNAS(ShRNAS)可以在培养细胞或活体中通过RNA聚合酶111启动子转录

来制备，shRNA在细胞中能够持续地抑制目的mRNA的表达(Paddison等，2002a无

这一技术可以用于转基因鼠的研究，特别是用这一方法来对鼠的基因进行基因敲除(

Brummelkamp等(2002)研发了一种新的载体系统，该系统能够在哺乳动物细胞系中进
行SIRNAS的稳定表达，他们使用的是聚合酶m HI一RNA基因启动子，该启动子能够产

生一段尾端不带多聚 A，有精确转录起始和终止信号的小 RNA。该设计还包括一个插

人子，该插人子来源于靶转录物，具有序列特异性，由大小为19bP的正向序列，间隔
子和19bP的反正向序列反向互补的19bp核昔酸等序列组成。这样就形成了19bp配对

的茎环结构。Brummelkamp等所构建的载体系统可以在不同类型的培养细胞中获得对靶
基因表达的有效抑制。

    目前已有许多研究小组成功地构建了包含U6启动子控制下的，合成siRNA的DNA
模板的质粒。Sui等 (2002)在鼠U6启动子控制的条件下，插人一段制备小 RNA的

DNA模板，U6启动子指导Polfl一特异性RNA的转录，得到两段相同序列，长度为

Zlbp，但方向相反的核普酸序列，这两条序列被6个碱基对，与序列没有同源性的间隔
子所分隔。在重复序列的3’端加LST的Pol 研的终止信号，这样就得到了具有几个T

的3’突端的发夹 dsRNA)利用这种质粒，他们对培养的人类细胞进行基因沉默研究，

证实其对3个不同类型的内源性基因(核纤层蛋自A/C，CDK一2，DNA甲基化转移酶)

的表达产生有效的抑制。除此之外，Devore等 (2002)还开发了反转录病毒传递系统。
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