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摘 要!小激活
<;=2

%

2+<;=

&是一类非编码
<;=

"具有与小干扰
<;=

%

20<;=

&相同的结
构和化学组分' 尽管它们具有完全相反的生物学功能"但是

2+<;=

能介导细胞中相应靶
基因的转录激活' 最近的一系列研究为

<;=+

提供了明确的证据" 而开展的第一个

<;=+ !

期临床试验表明"运用特殊介质传递
2+<;=

药物能实现对患者疾病的稳定或肿
瘤消退"并具有良好的耐受性' 因此"借助于

2+<;=2

特殊的作用机制和特征"

<;=+

可能
成为一些疾病的全新治疗方法'
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近年来以小
<;=

介导的基因调控在许多疾病

治疗中的应用引起广泛关注'

<;=

干扰%

<;=0

&能特

异性下调靶基因的表达" 许多恶性肿瘤是由于某些

抑癌基因的表达缺失或过低表达引起"此时
<;=

干

扰技术无能为力'

O0

等设计了与
U4+F/1)0*

"

W!8

和

9UQ`

的启动子区域互补的序列小
<;=

" 介导哺乳

动物细胞中相应靶基因的序列特异性
N<;=

转录激

活"并将此现象称为
<;=

诱导的基因激活%

<;=+

&"

称这样的
F2<;=

为小激活
<;=2

%

2+<;=2

&

)

8D!

*

' 随后

&+*'V2a0

等 )

>

*也报道了序列特异性靶向孕激素受体

%

J<

$+

b9J

等基因启动子区的
F2<;=2

能上调靶基

因的表达' 此外"其他研究者也报道了类似发现"通

过序列特异性靶向
cM8

+

TP.!8

和
;dC>!8

等基因启

动子区的双链小
<;=

能上调相应靶基因的表达)

_D?

*

'

与
<;=0

不同"

<;=+

不需要高表达的癌基因作为靶

基因#相反"能激活功能性失活的抑癌基因或增加活

性较低基因的表达量'许多已知或假定的抑癌基因"

包括细胞周期负调节基因+ 抑制肿瘤侵袭转移的基

因和促细胞死亡的基因均是
<;=+

理想的靶基因'

最近的一系列研究为
<;=+

提供了明确的证据)

ED8B

*

"

而最近开展的第一个
<;=+ !

期临床试验表明"运

用特殊介质传递
2+<;=

药物能实现对患者疾病稳

定或肿瘤消退"并具有良好的耐受性)

8BD88

*

'由此可见"

借助于
2+<;=2

特殊的作用机制和特征"使得
<;=+

可能成为一些疾病的全新治疗方法'

综

述

E!!
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基因激活的关键机制

&'()*

是一类非编码
()*

! 由
!#

个核苷酸的

+&()*

组成!具有与小干扰
()*

"

&,()*

#相同的结

构和化学组分! 尽管它们具有完全相反的生物学功

能 $

#!

%

& 研究初期对于
*-.

家族蛋白是否参与
()*'

过程尚不明确& 最新研究提示细胞内
&'()*

可特异

性地与
*/0!

蛋白结合!不像
&,()*

可以结合
*/01!2

的活性$

13

%

& 当敲除
*/01

'

3

和
2

并不影响
&'()*

介

导的基因激活! 但是
*/0!

沉默后基因上调现象消

失$

12

%

&为了触发基因激活!

()*!*/0!

复合物可能通

过
456.78,9!:

转运到细胞核中发挥作用!而在
&,()*

介导的基因沉默中!

()*

诱导的沉默复合物可以在

细胞质和细胞核中介导基因沉默$

1%

%

& 进入细胞核内

的
*/0!!()*

复合物直接靶向基因启动子或
()*

来诱导
()*'

!通过在靶向启动子位点募集转录起始

的关键蛋白!如
()*

解旋酶
*

"

(;*

('

()*

聚合酶

相关蛋白
<=($

同源物)

<=($

(和
()*

聚合酶
!

相

关因子
1

同源物"

>*?1

(&

(;*

参与募集启动子的转

录机制并修饰染色质结构以启动转录激活$

13

%

&

<=($

和
>*?1

是
>*?1

复合物的成分!它介导转录起始和

延伸&

>*?1

复合物通过将关键的组蛋白修饰因子募

集到
()*

聚合酶
!

复合物中来启动相关的组蛋白

修饰$

1@

%

&这些研究都强调了
&'()*!*/0!

复合物与转

录起始的其他关键蛋白的关联!但是目前仍然需要进

一步研究来阐明
&'()*

介导的
()*'

整个机制&

研究发现
()*'

还可以由其他类型
()*

介导!

例如
&,()*

'

5,()*

'增强子
()*

"

A()*

(和具有不

同机制的长链非编码
()*

&

&,()*

和
5,()*

可以通

过天然反义转录物"

)*=&

(诱导基因活化&

)*=

序列

通常与正义链的启动子或其他调节区域互补& 研究

证实通过
&,()*

沉默与
>=B)

相关的
)*=

可增加

>=B)

转录 $

1C

%

& 其他研究还表明!

5,()*

和
/'65A7

可通过抑制
)*=

来介导基因激活 $

1:

%

*但是通过去抑

制介导基因激活!必须存在基因靶标的
)*=

&研究观

察到
5,7!3C3

靶向
B!

钙黏蛋白和
<DE<!

启动子以增

加基因表达$

1$

%

&

A()*

和
F9G()*

是另外两类可以介

导基因激活的
()*

$

!"

%

& 这些
()*

从远离靶向启动子

的区域转录!并通过表观遗传介导内源性的基因激活&

这些研究强调了内源性小
()*

在控制细胞生理'生

长和发育中的关键作用!并且可以设计
&'()*

通过

严格调节的基因激活机制诱导特定的基因上调&

! &'()*

特征与设计

关键蛋白质的表达减少通常是许多恶性肿瘤发

生发展的主要机制! 在细胞内恢复这些蛋白质表达

的新技术对于更好的治疗这些恶性肿瘤具有重要意

义&为了过表达目的基因!可以使用
5()*

'

<7,6&7

活

化'反义寡核苷酸和
&'()*

&尽管
5()*

可以通过化

学方法合成! 但很难产生长度超过
1%"

个核苷酸的

5()*

!并且随着
5()*

长度的增加!

5()*

量呈指

数下降& 虽然可通过使用聚合酶如
=C ()*

聚合酶

产生更长的
5()*

! 然而
=C ()*

聚合酶可产生各

种异常副产物!且副产物比例可达
C""

&目前通过酶

法制备工业规模的
5()*

仍然存在挑战! 从而限制

了
5()*

作为过表达基因靶标的治疗剂 $

!1

%

&

<7,&67

技术已被用于基因激活!有报道证明!通过向细胞中

提供指导
()*

和修饰
<'&$

酶! 可提高特异性基因

的表达$

!!

%

& 虽然这项技术在未来可能会产生巨大影

响!但在临床应用之前!对
<7,&67

的理解和潜在的下

游副作用仍需要改进& 另外!

<7,&67

系统的关键问题

之一是将指导
()*

和
<'&$

传递到目标细胞! 这对

于目前仅有的传送系统提出了巨大的挑战&

()*'

是由
+&()*

介导的基因表达增强的过

程!该途径受到高度调节$

$

!

!3

%

& 由于
&'()*

高效诱导

靶向基因上调! 这种基因激活机制用于治疗恶性肿

瘤具有巨大的潜力& 作为一种小
()*

!

&'()*

可以

很容易且高产率的化学合成! 并可借助于生物信息

学工具来预测
&'()*

序列!并能通过体外实验鉴定

&'()*

激活特定基因的效应$

!2

%

& 但是将
&'()*

用作

药物仍需要克服几个挑战! 例如潜在的免疫应答激

活'脱靶效应和
()*

不稳定性&

小
+&()*

在血清中并不稳定! 受核酸酶攻击!

+&()*

在
%""

血清中半衰期小于
2

小时!

$""

血清

条件下半衰期为
%

分钟$

!%

%

& 研究发现在
()*

中加入

!!0!

甲基和
!!

氟修饰可增加小
+&()*

核酸酶抗性&

这种修饰同时也可增加其效力! 可能通过增强引导

链和靶核酸之间的相互作用 $

!@

%

& 但是当
!!

氟修饰

&'()*

的正义链和反义链时!基因活化效力降低!但

是当仅限于引导链的修饰并不影响基因活化功效!

而且这种修饰也改善了
&'()*

的稳定性& 研究提示

:!3
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锁核甘酸修饰能增加
2+<;=

稳定性! 也可以增强

2+<;=

效力"

!>

#

$ 这些研究表明对
2+<;=

化学修饰可

以增加稳定性!并且在某些情况下还可提高其效力$

作为
?2<;=

!

2+<;=

可存在免疫原性$许多研究

致力于通过化学修饰使
?2<;=

免疫静默$ 对引导链

中胞嘧啶和尿嘧啶的
!!

氟修饰!可抑制
2+<;=

的免

疫激活 "

!@

#

$ 另外!由于
2+<;=

具有与
20<;=

相同的

结构!因此
2+<;=

可能产生脱靶效应!可通过生物

信息学分析预测
2+<;=

的种子序列$

<;=+

与
<;=0

类似! 存在严格的序列特异性!

但是区别于
20<;=

!

2+<;=

的序列设计算法仍需进

一步研究$ 目前认为
2+<;=

分子的设计需要遵循如

下原则%

!

选择正义
A;=

序列作为模板!将互补的

<;=

单链序列为引导链&

" 2+<;=

靶点选择应该在

距离基因启动子转录起始点上游
!8!"""!!""BC

的区

间&

#

靶标
A;=

的
D#

端要与
<;=

引导链的
%$

端一

致&

$2+<;=

与
A;=

对应的碱基对应该为
8$

对!因

此
?2<;=

的每条单链的
D$

端需分别悬挂
?E?E

或

FF

两个碱基对&

%2+<;=

中的
G.

碱基对含有量大

约为
HIJ%K%J

&

&

避免出现
H

个以上的连续相同核

酸碱基对&

'

模板的
D$

端热力学稳定性低于
%$

端!第

!I

至
!D

个核酸最好是多聚'

=

(或)

E

(&

(

模板选择

应该避开
.CG

位点或
G.

富集区"

!D

!

!$LD8

#

$

D 2+<;=

传递系统

尽管
2+<;=

可以成为针对目前无法治愈的疾

病的工具!但是需要将
2+<;=

递送至靶细胞以实现

其作为治疗剂的全部潜力$ 由于
?2<;=

很容易被核

酸酶降解!因此很难在体内提供裸露的
2+<;=

$为了

改善药代动力学并将
2+<;=

递送至靶组织!已经开

发了不同的传递策略以增加体内递送功效$ 这些策

略包括使用脂质*树枝状大分子*脂质和聚合物杂交

体等$

已有研究运用基于脂质的系统有效地在体内递

送
20<;= M

寡核苷酸货物用于运甲状腺素蛋白介导

的淀粉样变性和癌症治疗$

N,+41

等"

!@

#在前列腺癌异

种移植小鼠模型的肿瘤内注射基于类脂质的制剂!

结果表明类脂质
<;=

复合物能够介导肿瘤消退!

C!8

蛋白在肿瘤组织中表达明显$

O+*5

等通过在原

位小鼠模型中应用类脂质
!2+<;=

增加
C!8

水平来

抑制膀胱癌生长! 导致
HI&

肿瘤消退! 肿瘤组织中

C!8

表达和细胞凋亡增加"

D!

#

$另一种脂质体平台系统

PQ+)R04,12

也可以传送核酸$

PQ+)R04,12

主要特点是在

血清中非常稳定!可有效地将核酸输送到肝脏*单核

细胞
M

巨噬细胞和骨髓树突状细胞$ 研究评估
PQ+)!

R04,12

在各种肝病模型中提供
2+<;=

上调
.1BC+

的

功效! 并证明
PQ+)R04,12

能够有效地在肝脏中传递

2+<;=

以达到治疗效果"

D!

#

$ 研究表明基于脂质系统

可以有效地进行
2+<;=

递送!但是目前研究仅局限

于肝脏或者肿瘤内靶向! 仍需要更多的研究来评估

该系统是否可以递送至不同的组织途径$

S0C'C',6C,1T

是一种广泛用于将核酸递送至细

胞的系统$ 该系统由三部分组成%脂质*聚合物和核

酸$ 脂质关键作用是增强膜转移!聚合物对核酸的有

效负载至关重要$ 根据核酸大小和结构!使用不同类

型的聚合物可有效地装载核酸$

U+*5

等"

DD

#运用由聚

乙烯亚胺作为聚合物组成的脂质复合物与用透明质

酸调节的脂质壳靶向递送
2+<;=

!在原位鼠模型中直

肠给药从而上调直肠癌细胞中的肿瘤抑制因子
C!8

$

2+<;=

递送的研究仅限于局部递送! 该系统是否可

用于其他递送途径仍有待进一步研究$

H 2+<;=

临床试验

目前已开发出几种用于临床的寡核苷酸治疗药物!

包括
90R)+V1*1

+

-'Q0V0)21*

,!

O6*+Q)' <

+

Q0C'Q0)21*

,!

PC0*)+W+ <

+

*(20*1)21*

,和
3*C+RR)'EX

+

C+R020)+*

,!它

们是美国
YA=

批准的
20<;=

药物$

!I#K

年! 第一

个基于
2+<;=

的药物即
XES!.Z[N=

用于介导转录

因子
.Z[N=

上调!已经在晚期肝癌患者
)

期临床试

验中进行$

.Z[N=

是调节肝脏中细胞生长和分化平

衡的转录因子!并参与能量稳态*代谢过程和肝细胞成

熟的各种基因表达!对正常肝细胞功能至关重要"

DH

#

$在

肝细胞癌中
.Z[N= Q<;=

和蛋白水平降低! 并且

.Z[N=

敲除的小鼠肝细胞表现出快速生长! 染色体

异常积累并且具有在裸鼠中形成结节的能力$ 研究

发现
.Z[N=

表达水平与肿瘤大小和临床分期呈负

相关!并且
.Z[N=

下调通常与不良预后相关"

D%

#

$ 目

前尚未报道
\..

存在功能性
.Z[N=

突变! 提示其

他机制如启动子甲基化或其他表观遗传改变导致

.Z[N=

表达降低$ 临床前研究表明
.Z[N=

上调可

@!H
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减少体内肿瘤负荷! 恢复
&''

患者
'()*+

表达可

能是改善患者生存率的关键"

#,

#

$

-./!'()*+

由靶向
'()*+

上调的
0123+

组

成! 经化学修饰以增加稳定性并避免先天免疫的激

活!并借助于
4-+2.5'/(4

以改善
0123+

递送$

!

期临床试验的初步结果表明!

-./!'()*+

在各种剂

量的患者中都具有良好的耐受性! 并且未发现最大

耐受剂量"

#,6##

#

%治疗的副作用严重程度为轻度至中度$

-./!'()*+

治疗的患者白细胞中
'()*+

表达增

加$ 多数患者病情稳定!且肿瘤消退率超过
7,"

$ 这

些初步数据证明了使用
0123+

增加靶向基因表达!

并因此改善患者预后$ 除
&''

外!

'()*+

水平降低

与其他实体癌症如肺癌&皮肤癌&颈椎癌和头颈部鳞

状细胞癌以及糖尿病&子宫内膜异位症&哮喘和慢性

阻塞性肺病等疾病有关$尽管
-./!'()*+

在肝癌中

最初有希望的结果! 但目前药物的递送主要限于肝

脏$ 针对受
'()*+

下调影响的其他组织靶向
'()!

*+ 0123+

的新型靶向递送策略的开发可以为其他

疾病开辟新的治疗途径$

利用
23+1

对于治疗不可治愈疾病具有重要价

值$

0123+

设计和修饰并体内应用的主要问题包括

脱靶效应&免疫激活&

0123+

效力&稳定性和递送$对

0123+

进行化学修饰可以提高稳定性& 效力和免疫

反应特征! 目前的生物信息学工具结合实验验证可

以最大限度地降低脱靶效应$

0123+

传递策略可以

使用脂质纳米粒&树枝状大分子和脂多糖$ 尽管这些

系统有效!但体内
0123+

递送主要限于肝脏以及局

部组织注射$ 因此!需要更好的传递系统来靶向治疗

其他组织$ 第一个
23+1 !

期临床试验表明脂质纳

米颗粒包裹的
0123+

药物
-./!'()*+

对患者实现

了疾病稳定或肿瘤消退!并具有良好的耐受性!可以

预见
23+1

将在未来医学中发挥更重要的作用$
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