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摘要
RNAi技术具有特异性和高效性, 已经成为研
究基因功能的重要工具, 在肿瘤的治疗中发挥
重要作用, 但同时也存在其不足. 现就近年来
R N A i在结肠癌的基因治疗中的运用作一
综述.
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0  引言

RNA干扰技术RNAi曾几度被评为世界科技热

点新闻, 自从RNA干扰技术被《Science》杂志

评选为2002年度世界十大科学成就之首以来, 
RNA干扰在结肠癌的应用方面有了长足的进步. 
针对细胞信号转导、细胞凋亡、细胞周期调控

分子、端粒酶、细胞因子及其受体基因等不同

位点而设计的小干扰RNA对结肠癌细胞均有明

显的阻抑作用. 

1  RNA干扰现象及其机制

RNA干扰(RNA interference, RNAi)是正常生物

体内抑制特定基因表达的一种现象, 他是指当

细胞中导入与内源性mRNA编码区同源的双链

RNA(double stranded RNA, dsRNA)时, 该mRNA
发生降解而导致基因表达沉默的现象, 这种现

象发生在转录后水平, 又称为转录后基因沉默

(post-transcriptional gene silencing, PTGS). 这
种现象在线虫秀丽隐杆线虫首次被发现[1], 很
多有机体中普遍存在 .  外源d s R N A进入细胞

后, 就被切割成大约22核苷酸长的小分子干扰

RNA(small interfering RNA, siRNA), siRNA的

反义链和多种核酸酶形成了沉默复合物(RNA-
induced silencing complex, RISC), RISC具有结合

和切割mRNA的作用而介导RNA干扰的过程. 
依据RNA干扰现象, 科学家建立了RNA干

扰技术, 即人为设计合成针对某特定基因序列

的dsRNA来关闭或抑制该基因的表达. 科学家

通常使用2个方法来引发RNAi. (1)创造化学上

修饰过的短链siRNA, 这些siRNA带有药物的特

性; (2)创造带有发夹结构的shRNA. siRNA发挥

作用的时间较短, shRNA则作用时间较为持久[3]. 
RNA干扰已被证实是一种特异、高效、经济的

使基因表达受抑的技术手段. 科学家也证实了

RNAi的其他机制: siRNA的一股链与靶mRNA 
分子退火时, 使得RdRP(RNA指导的RNA聚合

酶)利用靶mRNA作为模板, siRNA作为引物来产

生新的双链mRNA, 这能够被Dicer所切割, 因此

促成了siRNA库. 这种正反馈对于RNAi作用的

高效性有深远的意义[2]. 
随着RNAi现象的发现, 科学家很快意识到

内源性基因也能产生双链发夹结构, 干扰特异

基因的功能. 这些内源性的siRNAs, 称作微RNA
或小调节RNA或异染色质RNA[4-6], 主要影响翻

译的效率而不是mRNA的稳定性. miRNA长度

上有70 nt, 以自身的编码基因通过自身互补配

对结合形成双链茎环发夹结构分子来转录 [7]. 
miRNA的发夹结构经Dicer加工, 被置入RISC[8]. 
大多数哺乳动物miRNA通过结合到靶转录本

的3'未翻译区域(UTR)抑制蛋白的合成, 造成翻

译终止[9]. 单独一个碱基的错配可能完全阻止

siRNA沉默[10], 但miRNA引起的翻译抑制可允

许与mRNA靶序列的一个错配[11]. 因此, 单独一

个miRNA能够调节许多不同的基因, 这可能促

进siRNA的非靶向作用[12]. Kawasaki et al [13]指出: 
siRNA能够通过直接的DNA甲基化降低靶基因

的转录. dsRNA参予了RNA合成、降解和蛋白

质合成的主要过程.

2  RNAi的递送途径

科学家将s i R N A导入细胞的方法有直接法和
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R N A 干 扰 技 术
RNAi曾几度被评
为世界科技热点
新闻, 因其作用的
特异性及高效性, 
已成为研究基因
功能的重要的工
具 ,  在肿瘤(结肠
癌)的治疗及药物
开发中也发挥着
重要的作用. 《科
学 》 杂 志 预 测
RNA干扰技术仍
将是2006年世界
科研热点之一, 而
且RNAi治疗技术
正在快速进入人
体试验阶段.



间接法 .  目前用于临床的有直接注射和反复

注射[2]. 使用这种方法必须保证所用的siRNA, 
shRNA能够识别特异的组织信息以进入细胞质, 
同时保证不被血液中的各种酶所分解. 此方法

可降低潜在的超剂量风险, 也可避免非靶向作

用. 间接法则是通过各种不同的载体将siRNA、

shRNA导入细胞[2]. 如: 通过秀丽隐杆线虫、双

链RNA、质粒和病毒[14-20]等. 质粒转染和病毒

转导作用类似, 但是慢病毒亚科介导的基因沉

默较稳定[21]. 最近有人运用了抗体的靶向运输

方法[22-24], 即通过抗体介导的胞吞作用来传递

siRNA到特异的靶细胞群[25]. 有学者设计了一个

与单一融合蛋白结合的抗体, 来递送siRNA到特

异的细胞群体. 通过一个抗-gp120的抗体来递送

针对不同基因的siRNA只能沉默表达gp120的细

胞的基因. 通过鱼精蛋白Fab抗体同时来传送针

对c-myc, mdm2和VEGF的siRNA时, 能够抑制小

鼠肿瘤的生长. 使用此方法的优点是: 有较高的

靶向特异性, 同时也无感染风险[22].

3  RNAi在结肠癌中的应用

3.1 肿瘤相关基因 在很多肿瘤的发展和演进中, 
癌基因的过表达是一个很普通的现象. 因此癌因此癌癌

基因可为肿瘤治疗的潜在靶分子. 结肠腺瘤性

息肉病基因(adenomatous polyposis coli, APC)
在大多数结肠癌细胞中处于截短状态, 可导致

β-连环蛋白稳定以及Wnt信号的组成性活化状

态. 通过RNAi敲除APC可减弱细胞增殖和DNA
复制[26]. 癌基因mdm2在人类多种肿瘤中过表达. 
MDM2的特异性敲除可能是结肠癌靶向治疗的

潜在策略. 针对mdm2 mRNA的全长反义mRNA
和寡核苷酸体外可抑制癌细胞的增殖. 然而这

些技术成功的机率较少, 且难于普及. 最近RNAi
介导的基因敲除引发了体细胞遗传学的革命, 
使得经济的、迅速分析基因功能成为可能. 作
者发现将mdm2 siRNA转染入LoVo细胞5 d后, 
mdm2的表达水平被抑制80%, 且这种抑制作用

具有特异性. 因此, 以载体为基础的RNAi能够有

效抑制mdm2的过表达, 且可使siRNA分子在细

胞内稳定持久表达[27]. Evi1在肠上皮细胞和结肠

癌中作为一个生存基因发挥作用, 可活化PI3K/
AKT, 对生理性和治疗性凋亡刺激有不同程度

的抵抗性. Evi1在人结肠癌细胞中过表达, 这种

过表达与其扩增有关. 在结肠癌HT-29中, siRNA
敲除后, Evi1可抑制Akt磷酸化, 增加其对紫杉酚

介导的凋亡的易感性[28]. 其他学者利用RNAi技
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术证实了ID(抑制DNA结合和分化的基因)基因

在肿瘤的血行转移中起着作用. RNAi敲除此基

因后, 肿瘤细胞增殖延迟, 活力下降, 整联蛋白

α6的表达降低, 随后降低其黏附到肺脏微血管

系统[29]. 因此RNAi在肿瘤基因筛选和治疗上均

有重要的作用. 
3.2 凋亡相关基因 在结肠癌细胞中, bcl-X(L), 
survivin等抗凋亡基因往往过度表达. 利用RNAi
技术阻抑这些基因的表达将是结肠直肠癌基因

治疗的一个潜在策略. survivin位于中心体, 在
有丝分裂时可调节中心体复制. 利用RNAi将
survivin敲除后, 则使细胞增殖降低35%. 但若将

c-myc、survivin同时敲除后, 则HCT1116细胞的

增殖降低65%. 因此针对survivin的siRNA明显

降低进入S期的细胞的数量[30], c-myc siRNA和

survivin  siRNA有协同发挥抗肿瘤细胞增殖的作

用. Bcl-X(L)是一个抗凋亡蛋白, 针对bcl-X(L)的
siRNA可抑制结肠癌细胞增殖, 使获得性和先天

性的肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(TRAIL)
抵抗性结肠癌对于T R A I L诱导的凋亡更为敏

感[31-32]. 联合使用bcl-Xl siRNA和TRAIL蛋白干

预结肠癌细胞后, 则凋亡细胞百分比增加, cas-
pase-8, caspase-9, caspase-3和PARP的分裂也增

加. 同时, 联合治疗比单独的bcl-Xl siRNA干预

的情况下, 细胞色素c释放增加. 因此, 同时诱发

死亡受体和线粒体凋亡通路则增强凋亡诱导作

用. RNAi治疗耐药性肿瘤有潜在的作用[31]. 同时

有学者证实, 使用Bcl-XL siRNA敲除Bcl-XL后
能够更有效的抑制5-FU抵抗性肿瘤. 联合利用

Bcl-XL siRNA和5-FU干预结肠癌细胞, 则对于

5-FU抵抗性肿瘤细胞的抑制作用有累加效应. 
由此我们可知利用RNAi下调Bcl-Xl可为结肠癌

治疗的一个新的策略[33]. 此外, RNAi可敲除具有

抗凋亡活性的蛋白, 即RNAi可在mRNA水平和

蛋白水平同时发挥其作用. 
3.3 信号分子 信号转导治疗是近年来出现的一

种新的抗肿瘤方法. 针对不同的信号转导的不

同分子而设计的小干扰RNAi将会是肿瘤治疗

一个策略. 目前利用RNAi来阻抑STAT3, STAT6, 
PI3K/AKT, NF-κB等的表达可对结肠癌发挥不

同程度的抑制作用. STAT3是信号转导和转录导和转录和转录

激活家族的一个成员, 是一个重要的信号转导

蛋白, 介导由细胞因子和癌蛋白引发的信号, 在
肿瘤中常处于活化状态. 在HCT8/S11-s iRNA 
STAT3细胞内, siRNA STAT3阻断血管内皮(细
胞)生长因子(VEGF)诱导的侵袭作用[34]. STAT6
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■研发前沿
针对细胞信号转
导、细胞凋亡、

细胞周期调控分
子、端粒酶、细
胞因子及其受体
基因等不同位点
而设计的小干扰
RNA, 对结肠癌细
胞的阻抑作用是
目前的研究重点, 
而且大多提倡多
种siRNA/shRNA
的联合应用或联
合其他药物治疗
的方法.
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信号通路在调节结肠癌细胞增殖和凋亡方面起

着重要的作用, 不同的短链发夹结构(shRNAs)
能够特异性的敲除STAT6的转录, 抑制细胞增

殖, G1/S期静止, 凋亡细胞死亡[35-36]. PI3K/AKT
信号通路在许多肿瘤中失调 .  使用针对P I3K 
p85α调节亚单位Akt1的siRNA和TRAIL联合治

疗结肠癌后, 凋亡细胞的数量明显多于单独应

用TRAIL时. 而且Akt1 siRNA介导的PI3K通路

的抑制导致TRAIL死亡受体4和5增加. RNAi在
抑制PI3K/Akt同时可通过诱导TRAIL受体使得

抵抗性结肠癌细胞对TRAIL诱导的细胞死亡更

加敏感[38]. PI3K特异性的siRNA也可降低结肠癌

细胞活力, 抑制转移性结肠癌的生长[37]. 这为联

合使用siRNA和其他化学治疗药物提供了新的他化学治疗药物提供了新的化学治疗药物提供了新的

策略[38]. 
针对NF-κB p65 siRNA可增强肿瘤细胞对

于化学治疗药物的敏感性[39]. 在临床肿瘤模型

中, 抑制NF-κB同增加对化学治疗药物如依立替

康(CPT-116)的敏感性相关. 这是因为依立替康

活化NF-κB进而导致c-IAP1, c-IAP2基因的表达, 
而这两个基因抑制依立替康诱导的肿瘤细胞凋

亡. 针对NF-κB的p65亚单位的siRNA可明显削

弱依立替康介导的NF-κB的活性, 体内给予 p65 
siRNA后, 亦可抑制HCT116肿瘤的形成. 
3.4 细胞周期分子 Polo-like激酶1(Plk1)是存在

于哺乳动物细胞中的丝/苏氨酸蛋白激酶, 是参

与细胞周期运行的重要分子, 在有丝分裂的进

入、中心体的成熟、纺锤体的组装和胞质分裂

中发挥重要作用; Plk1亦是周期检测点信号转导转导导

中的重要分子. 研究显示在许多人类肿瘤中Plk1
均呈高表达状态, 并与肿瘤的分期和预后相关

联. 针对Plk1的siRNA可明显降低Plk1蛋白及其

mRNA水平[40]. 将其导入SW480细胞后, 则细胞

处于有丝分裂静止期, 他们的中心体失去了形他们的中心体失去了形们的中心体失去了形

成有核的微管的能力. 总之, 针对Polo-like激酶1
的 siRNA是肿瘤靶向基因治疗的工具[41]. 
3.5 耐药基因 肿瘤细胞中多药耐药基因产物

P-糖蛋白(M D R1基因产物)是成功化疗的主

要障碍. 针对MDR1的shRNA对P-糖蛋白表达

的抑制可达90%以上, 使用逆转录病毒介导的

shRNAi转染结肠癌细胞敲除P-糖蛋白后, 可增

加MDR1-shRNAi细胞对细胞毒类药物(长春新

碱、紫杉醇、阿霉素)的敏感性[42-44]. 因此, RNAi
和化疗药物的联合疗法对于耐药性结肠癌将会

是一个新的治疗策略. 
3.6 抑制端粒酶活性粒酶活性酶活性 癌细胞中存在的端粒酶

可赋予细胞疯狂分裂、永不死亡的致命能力. 
RNAi已成为攻击端粒酶的途径是一个研究热

点. 将21 nt双链RNA同源物转染人结肠癌细胞, 
则其或转移到端粒酶的催化亚单位, 或转移到

他的模板RNA [human telomerase RNA(hTR)].的模板RNA [human telomerase RNA(hTR)]. 
这两种转染均可降低肿瘤细胞的端粒酶活性, 
而且对端粒酶的抑制呈现剂量依赖性[45]. 但当其

到达一定的浓度时, siRNA浓度的增加并不增加

对端粒酶抑制作用. RNA上的确切靶位点可能

是一个关键的因素. 
3.7 细胞因子及其受体 巨噬细胞抑制因子(MIF)
是重要的抗炎性介质因子, 在免疫反应中有着

重要的作用, 同时在肿瘤形成中也有重要的作

用. 我们发现MIF siRNA明显降低结肠癌细胞侵

袭过程. 溶血磷脂酸(LPA)诱导的Rho-依赖性信

号通路被MIF siRNA所抑制, 而且, FAK的酪氨

酸磷酸化和LPA诱导的整联蛋白的表达被MIF 
siRNA所抑制. 在活体内, 肿瘤的肝转移也被预

先用MIF siRNA处理所抑制[46]. VEGF在肿瘤内

皮细胞的增殖、迁移和血管构建中起着重要的

作用, 其表达水平与肿瘤组织的血管化程度及

恶性程度呈现明显的正相关. 将VEGF siRNA转

染入结肠癌细胞后, 则使VEGF表达敲除94%, 
细胞增殖减少67%[47]. 另有学者证实, siRNA与

Chol-R9的非共价键结合形成复合体后则更有效

增加递送VEGF siRNA效率, 且使结肠癌明显消

退[48]. 因此, VEGF siRNA可作为结肠癌基因治

疗的有效方法[47-49]. 此外, RNAi敲除VEGFR也可

减少结肠直肠癌细胞转移, 诱导其凋亡[50]. 
3.8 COX-2 NSAIDs的服用可减少家族性多发性

腺癌中的息肉体积和息肉数量, 进而降低结肠

直肠腺癌发病危险. 但NSAIDs可增加心血管的

风险, 此作用可能由于COX-依赖性或非依赖性

机制导致. 有人使用RNAi敲除HT-29细胞内源性

COX-2后, 发现明显敲除了57%的蛋白(与对照

组相比), 且逆转录病毒介导的COX-2 shRNA基

因敲除效率较高[52]. 特异性的COX-2 siRNA可抑

制癌增生, 并诱导其凋亡, 且COX-2蛋白水平的

降低与其mRNA水平的降低一致[51]. 由此我们可

知: 利用RNAi可下调内源性COX-2水平, 这对于

揭示COX-2在肿瘤发生、发展方面将会是一个、发展方面将会是一个发展方面将会是一个

有效的工具[51]. 
3.9 连环蛋白P120和β-连环蛋白 连环蛋白P120
在癌细胞黏附、迁移和增殖等细胞生物学行为

中有重要的作用, 利用免疫组织化学方法在557
个原发性肿瘤患者中检测连环蛋白患者中检测连环蛋白中检测连环蛋白P120的表达, 

■应用要点
RNAi作为一种高
效的序列特异性
基因敲除技术在
结肠癌等的基因
治疗中发展较为
迅速, 为耐药性结
肠癌的治疗提供
了新的治疗策略.
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结果是53%的肿瘤显示出胞质染色. 连环蛋白

P120定位与患者预后有关, 显著降低患者5 a和患者预后有关, 显著降低患者5 a和预后有关, 显著降低患者5 a和
10 a生存期, 且有很大的淋巴结转移倾向. 同时, 
P120连环蛋白的转位同上皮细胞钙黏蛋白的消黏蛋白的消蛋白的消

失或其胞质定位有关. 利用RNA干扰敲除P120
连环蛋白后, 导致RhoA活性降低, 继而导致间充

质的转移活性明显降低[53]. 因此, RNA干扰可阻

抑肿瘤的转移及侵袭. β-连环蛋白是一个具多重

功能的蛋白, 既可以作为细胞黏附的结构元件

又可作为Wnt信号通路的元件, 调节胚胎发育和

肿瘤发生的过程. β-连环蛋白通路的组成性活化

在结肠直肠癌发生过程中起着重要的作用. 在
HCT116中, 利用RNAi敲除β-连环蛋白后, 可阻

断LPA-诱导的肿瘤细胞增生. 因为LPA活化β-连
环蛋白通路中主要的信号事件: 糖原合成酶3β
的磷酸化、β-连环蛋白核转位、T-细胞因子/淋
巴样强化因子的转录激活及靶基因的表达[54]. 针
对β-连环蛋白的siRNA也明显减少β-连环蛋白

依赖性基因的表达, 抑制结肠癌细胞增殖[55]. 因
此可通过RNAi来抑制β-连环蛋白的表达进而抑

制结肠癌细胞增生. 最近有学者证实, 编码β1-连
环蛋白shRNA的E. coli明显诱导结肠癌基因沉

默. 因此, 细菌介导的RNAi将会为功能基因组学

及肿瘤靶向治疗提供依据[56]. 
3.10 甲基化作用 DNA甲基化抑制剂的研究是

肿瘤治疗新的方向, CpG岛通常是未甲基化. 当
肿瘤抑制基因发生高甲基化, 造成相关基因表

达沉默, 并可出现细胞以缺失或者突变的形式

恶性生长. DNMT1对于维持肿瘤细胞整体的和

异常的CpG岛的甲基化是必要的. 使用反义或

siRNA选择性敲除DNMT1, 导致肿瘤细胞甲基

转移酶活性降低, 也使整个基因发生独特性的

脱甲基作用, 同时引起肿瘤抑制基因的重新表

达[57]. 正是基于基因敲除和RNAi介导的敲除所

产生的差异, 人们对DNMT1在维持CpG岛的甲

基化提出了疑问[58].

4  RNA干扰应用前景

RNAi仍是确定单个基因的工具, 且以siRNA为

基础的基因治疗必定不会太远, 现在人类依据

RNA干扰技术已建立起即用性siRNA文库和表

达性siRNA文库, 使得利用RNAi技术进行高通

量筛选基因成为可能. 我们希望能够扩展现在

的文库以靶向作用于更多的未知和非编码的

转录本, 以建立起低重复性、高效率性、低非

靶向作用的文库[59]. RNAi作为一种高效的序列

特异性基因敲除技术在传染性疾病和恶性肿瘤

基因治疗领域发展必定更加迅速. 如今RNA干

扰已经成为药物开发的一种关键技术. 2004年, 
RNAi首次作为评估药物靶标的一种技术进入应

用, RNAi开发药物也将会进入临床试验. siRNA
技术对于药物的发展的一个主要的优点是: 可
以在最短的时间, 以相对较小的经济发展代价

来为任何一个目的基因设计一个特异siRNA复

合物, 同其他传统的小分子为基础的治疗相比他传统的小分子为基础的治疗相比传统的小分子为基础的治疗相比

有明显的灵活性[12].
尽管RNAi在探索基因功能和基因治疗领域

发展极为迅速, 并取得极大的进步, 但其也存在

自身的不足. 目前大家一致认为: RNAi的靶向

特异性和靶向作用不足是其问题所在[60]. 而且

siRNA, shRNA转染的细胞可引起各种假象, 在
分子肿瘤学上可能引起误导[59], 如: 传递系统如

转染和病毒转导, 可能引起细胞状态的暂时性

改变; 导入细胞内的寡核苷酸, 由于其序列或其

二级结构能够与特异蛋白形成复合体, 因此也

可产生假象等.
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