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反义 ＲNA与肝癌的研究进展
吕 贝1，2 综述，李华玲1，崔恒宓2 审校

摘要 反义 ＲNA 是一类能与特异性 mＲNA 互补并从翻译、

转录或转录后水平上高度特异地抑制靶基因表达的 ＲNA分
子。肝癌是全球最常见且致命的恶性肿瘤。肝癌组织的无
限增殖、侵袭转移、放化疗耐受等能力成为其无法治愈并不
断恶化的重要原因。反义 ＲNA 在肝癌肿瘤中异常表达，肿
瘤的恶性表型维持需要众多反义 ＲNA 的参与。近年来，利
用反义 ＲNA技术治疗恶性肿瘤已经成为了一个新的研究方
向，本文对这一技术治疗肝癌进行了综述。
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物，其能通过抑制靶 ＲNA来达到调节或封闭某个基
因的表达［1］。反义 ＲNA最早显示于原核生物，随着
科技的不断提高，反义 ＲNA技术得到了很好的完善
和发展，并在肿瘤治疗中得到了充分的利用。
肝癌是五大常见癌症之一，并且其死亡率在全

球范围内排名第二［2］。近 20 年来，治疗肝癌和其他
肿瘤多采用手术、化疗和中西医结合治疗。随着分
子生物学各方面的不断完善，反义 ＲNA基因治疗已
经成为一种可特异性阻断或调节致病基因表达的手

段，在各种疾病治疗中具有广阔的发展前景，并成为

肝癌治疗的新方法。

1 反义 ＲNA作用机制

反义 ＲNA通过碱基互补配对特定的 ＲNA来发
挥封闭、抑制靶基因表达的功能。反义 ＲNA的作用
位点主要有:① mＲNA 5'端非翻译区，包含 SD序列
和核糖体联合位点; ② mＲNA 5'端编码区，主要是
起始密码 AUG;③ mＲNA 5'端帽子构成位点; ④ 前
mＲNA外显子与内含子结合部; ⑤ mＲNA ployA 构
成位点。反义 ＲNA 通过作用以上位点发挥抑制基
因表达的作用。其作用机制包括:① 在复制水平上
与引物前体 ＲNA 结合，抑制 DNA 复制，控制 DNA
复制效率;② 在转录水平上与 mＲNA 5'端结合以防
止一个完整的 ＲNA 结合转录; ③ 在翻译水平上与
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靶 mＲNA非翻译区( 包括 SD 序列) ，或者与 mＲNA
编码区( 主要是 AUG 或 ATG) 结合，直接或间接抑
制翻译的发生［3］。

2 反义 ＲNA在肝癌研究中的应用

尽管肝癌的治疗首选化疗或手术等方法，但其

预后仍不理想。近几年来，肝癌出现了新的治疗方
法，包括介入治疗［4］、内分泌治疗［5］、生物治疗［6］、
基因治疗［7］等。基因治疗中的反义 ＲNA 技术成为
了人们关注的焦点，在肝癌的研究中，反义 ＲNA 治
疗的关键在于选择对肿瘤有治疗作用的靶 ＲNA。
因此，本文对可作为肝癌肿瘤反义治疗的候选靶标

ＲN进行了阐述，大致分为以下几个方面。
2． 1 抑制肝癌肿瘤生长增殖 癌基因激活或抑癌
基因活性降低导致肿瘤失控性生长，同时促凋亡基

因表达量减少和抗凋亡基因表达量增加也影响着细

胞正常代谢。目前，在肝癌中，反义 ＲNA 抑制肿瘤
生长和增殖的研究有多种。
2． 1． 1 癌基因 癌基因是人体或者动物固有的一
类引起细胞癌变的基因。就目前对癌基因的研究尚
有争议，有些人认为其是肿瘤研究中的重要突破。
癌基因分为病毒癌基因和细胞癌基因，下面就这两

类癌基因的治疗设计做一个阐述。
2． 1． 1． 1 细胞癌基因 c-myc 重要的原癌基因之
一，在细胞癌变过程中发挥着非常重要的作用。c-
myc基因的高度表达与恶性肿瘤的产生与发展密切
相关。Yuan et al［8］用脂质体介导的 c-myc基因反义
硫 代 寡 核 苷 酸 ( antisense oligodeoxynucleotide，
ASODN) 和 5-氟尿嘧啶( 5-Fuorouracil，5-Fu) 分别处
理肝癌细胞 HepG2，结果表明: c-myc ASODN和 5-Fu
在体外均下调了 c-myc的表达，细胞生长受到抑制，
c-myc ASODN转染 HepG2 细胞后，可以显示对细胞
的抑制作用呈明显的时间性和剂量依赖性; 5-Fu 在
10 μmol /L 时肝癌细胞凋亡增加。二者共同使用
时，细胞凋亡的协同作用较为明显。为临床原发性
肝癌的化疗提供了十分重要的指导方向。

DNA聚合酶 δ 催化亚基基因( DNA polymerase
delta catalytic subunit gene1，POLD1 ) 是一种非常重
要的调控因子，其可以调控 DNA 异常复制，从而使
细胞恶性增殖。POLD1 的表达是由许多细胞周期
相关蛋白共同调节，所以大部分都是从间接的角度

调控 POLD1 基因从而达到抑制肿瘤生长的目的，而
吴琼 等［9］从直接的角度研究了 POLD1 表达受到抑
制后对肿瘤生长的抑制作用。其将 POLD1 反义

ＲNA表达载体转染到 SMMC-7721，实验组细胞增殖
受到了明显的抑制，POLD1 的 mＲNA和蛋白表达水
平均显著降低。这个现象提示: POLD1 可能成为临
床上基因治疗肝癌的新思路。
2． 1． 1． 2 病毒癌基因 survivin 是一种凋亡抑制因
子并且其功能特别复杂，其与肿瘤的增殖分化及浸

润转移密切相关。近年来，有关的研究［10 － 11］结果已

经证实 survivin是肝癌发病及影响预后的重要癌基
因。吴风云 等［12］将聚乙烯亚胺携带的 survivin反义
核酸转染至 SMMC-7721 细胞中，并建立了腋下移植
瘤和腹水瘤模型。结果表明: 浓度为 0. 75 μmol /L
时，不同的时间段都对细胞有明显的抑制作用。肝
癌腋下移植小鼠中联合用药组( 5-Fu + PEI-ASODN)
的瘤体积、瘤重发热移植程度最为明显。结果表明，
PEI-ASODN在抑制肿瘤细胞增殖的同时还能提高
5-Fu的作用。此研究对增强化疗药物的疗效有积
极的意义。
2． 1． 2 抑癌基因 野生型 p53 基因具备抑制癌细
胞生长的重要功能，如调节细胞增殖周期和诱导细

胞凋亡等。盖晓东 等［13］将 p53 反义 ＲNA表达载体
成功转染至 Bel-7402 细胞系中，研究显示: 反义转
染组细胞生长受到明显抑制，流式细胞仪结果表示:

转入 pCＲ3． 1-p53 ( AS ) 的细胞部分受阻于 G0 /G1
期，有向正常方向逆转的迹象。此研究为肝癌基因
的治疗提供了新思路。

WT1 基因位于 11 号染色体，其与 IGF-Ⅱ、IGF-
IＲ、c-myc、bcl-2 等基因的调节有关，并具有转录调
控，参与 ＲNA代谢等功能［14-15］。Lv et al ［16］运用定
量实时 PCＲ和 Western blot等方法来分析肝癌组织
中 WT1 和 WT1-AS 表达及调控的关系。研究［17］显
示: WT1-AS的表达与肝癌肿瘤组织 WT1 表达呈负
相关性; WT1-AS使得 WT1 表达下调，从而通过抑制
JAK /STAT3 信号通路来使细胞凋亡; 同时 WT1-AS
也能够逆转 WT1 介导的抗性霉素，在肝癌的化疗方
面起到了很好的作用，并且在浆液性卵巢癌中，其不

仅可以作为一个诊断标准，还可用于预后标记。
2． 1． 3 过量表达的相关酶类基因 细胞无限增殖
的关键因素是端粒酶的激活。一般正常体细胞无端
粒酶活性，而 90%恶性肿瘤中能够检测出端粒酶活
性，因而端粒酶成为肿瘤治疗的新靶点。姜雅堃
等［18］以逆转录病毒为载体，将正、反义 hTＲ 成功转
染到人肝癌 Bel-7402 细胞系。结果表明: 反义转染
组 Bcl-2 的 mＲNA 和蛋白表达水平明显降低，而
p53、Bax则明显升高。然而，反义端粒酶 ＲNA 是通

·916·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Apr; 52( 4)



过何种途径改变这 3 者的表达水平有待进一步研
究。
鸟氨酸脱羧酶( ornithine decarboxylase，ODC) 在

肿瘤中表达量偏高，其与胃癌、大肠癌、乳腺癌等恶
性程度较高的肿瘤发生、发展具有很大的相关
性［19 － 21］。任玉珊 等［22］构建 ODC反义 ＲNA的真核
表达载体并转染 HepG2 细胞，筛选出了抑制 ODC
表达的细胞株 Hr1。结果显示 HepG2 细胞的生长速
率显著减慢。当用抗肿瘤药物米托蒽醌处理细胞
时，与对照组相比较，药物对肝癌细胞的抑制能力增

强并更容易诱导其发生细胞程序性凋亡。然而，利
用 ODC反义 ＲNA来增强肝癌细胞对抗癌药物的敏
感性是不充分的理解，需要进一步的研究来加强其

可靠性。
2． 1． 4 细胞因子或受体基因 Tcf是一种肿瘤诱导
因子，Tcf 能够通过选择性的阻断异常 Wnt 信号通
路来影响肿瘤细胞的增殖及侵袭能力。江颖 等［23］

将 T 细胞转录因子反义 ＲNA 表达载体转染至
SMMC-7721，实时荧光定量 PCＲ 以及 Western blot
法显示 Tcf的表达量降低，从而干扰了依赖 β-cate-
nin-Tcf信号通路的癌基因的转录活性，癌细胞的生
长速度减慢，运动侵袭能力下降。此研究证明，Tcf
反义 ＲNA可以抑制肝癌的恶性增殖，为肿瘤的治疗
提供了一个新的靶点。
表皮生长因子受体( epithelial growth factor re-

ceptor ，EGFＲ) 是一类多功能的跨膜糖蛋白，具有配
体介导的酪氨酸激酶活性。其表达在乳腺癌、鼻咽
癌、肝癌等肿瘤的发生与发展中起着重要的作用，且
与肿瘤不良预后因素相关联。血管内皮细胞生长因
子( vascular endothelial growth factor，VEGF) 对肝癌
的发生与发展也有着密切的关系。高艳景 等［24］将
针对 EGF设计的反义硫代寡核苷酸导入 Bel-7402
细胞株中。结果表明，表皮生长因子受体反义寡核
苷酸修饰片段能显著抑制肝癌细胞中血管内皮生长

因子的表达，且随着受体反义寡核苷酸浓度的增加，

其抑制作用加强。
2． 2 抑制肝癌肿瘤侵袭转移 肝癌肿瘤的高死亡
率主要是因为在首次显示时已经广泛转移。肝癌的
侵袭和转移是一个复杂的过程，有些基因对此有着

很大的影响。
2． 2． 1 分泌型簇蛋白 sCLU 是一种细胞保护因
子，对细胞增殖和凋亡有着一定的影响。其在转移
性肝癌组织中高表达并且过度表达增加了肿瘤细胞

的侵袭和转移能力。Chen et al［25］将 sCLU 反义寡

核苷酸转染到肝癌 LM3 细胞中，可以观察到沉默
sCLU基因的表达显著抑制 MMP-2 的表达和促进 E-
cadherin的表达，从而抑制了肝癌细胞的侵袭和转
移能力。由此可见，sCLU可以成为抑制肝癌肿瘤转
移的新靶点。
2． 2． 2 HOX 转录反义 ＲNA HOX 转录反义 ＲNA
( HOX transcript antisense ＲNA，HOTAIＲ) 是一种基
因间长链非编码 ＲNA，具有反式调控作用。Gao et
al［26］利用慢病毒介导的载体转染至 HepG2 细胞中，
利用 MTT、划痕实验、异种移植等实验方法进行体
内外研究。在体内，HOTAIＲ 在肝癌组织中的表达
水平显著升高。在体外，HOTAIＲ 的低表达抑制了
细胞增殖和侵入。此外，HOTAIＲ 可以用来调节
Wnt /β-蛋白信号通路。此研究可以说是为肝癌的
治疗提供了一个新策略。
2． 3 增强肝癌肿瘤化疗效果 治疗肝癌肿瘤比较
有效的化疗药物有顺铂( cis-dichlorodiamineplatinum
( II) ，DDP) 、卡铂( carboplatin，CBP) 、阿霉素( doxo-
rubicin，ADM) 等，但化疗中耐药的形成严重影响其
疗效。提高化疗敏感性、逆转耐药性( 尤其是顺铂
耐药) 成为肝癌肿瘤治疗中亟待解决的难题。
2． 3． 1 凋亡抑制因子 Livin 基因是目前发现的最
强的凋亡抑制因子之一。张帆 等［27］运用 Livin反义
寡核苷酸转染至 HepG2 细胞中。结果显示，不同浓
度的反义寡核苷酸基因都可促使 HepG2 细胞凋亡，
并且随着其浓度的增加，细胞凋亡率增加。100
nmol /L 的靶向 Livin ASODN 与化疗药物 ( CBP、
EPI) 共同作用时，细胞对化疗药物的敏感性明显增
加。
2． 3． 2 耐药基因 虽说目前化疗药物在临床上治
疗肿瘤很有效，但其能力却被肿瘤细胞产生的多药

耐药( MDＲ) 所影响。因而，解决问题的关键就是从
基因水平上逆转肝癌的 MDＲ，增强 MDＲ 肝癌对化
疗的敏感性。廖奎 等［28］利用肝癌 HepG2 /ADM 细
胞产生多药耐的基因 MDＲ1，合成其反义核苷酸序
列，并对细胞进行转染，结果表明: MDＲ1 在 mＲNA
及蛋白 P-GP 的表达水平上明显下调，对肿瘤化疗
药物 ADM、5-Fu和 DDP 敏感性均显著增加。

3 结语与展望

反义 ＲNA技术就是运用碱基配对原则，针对目
的 DNA或 ＲNA的关键区域，合成与之互补的核酸
片段，并转染目的组织或细胞，使其能特异性地与关

键区域结合，经过干扰细胞的转录和翻译，阻断与此
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基因相关的一系列生物学行为。反义 ＲNA 作为一
种基因治疗的手段，使人类有望在基因水平上阻断

或控制某些异常基因的表达，从而达到控制恶性肿

瘤的目的。但要作为一种常规疗法，还有很大的距
离。主要是组织和细胞的选择，高效率的载体和特
异性的靶基因，基因之间协同作用等问题。大量的
体内、体外实验证实了反义药物在各种肿瘤治疗中
有一定的作用，并且一些药物已经投入临床试验。
尽管有许多问题需要解决，但反义 ＲNA正逐步

走向成熟，并不断地得到完善。相信随着反义 ＲNA
研究的不断进步与成熟及更具有特异性靶基因的发

现，包括反义 ＲNA在内的基因治疗将会在人类肝癌
肿瘤的研究和治疗中发挥更大的作用。
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