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锁核酸技术在肿瘤的基因诊断与治疗研究新进展
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摘 要: 锁核酸(lockednucleicacid,LNA)作为一种新颖的核苷酸衍生物在分子生物学研究领域引起了人们的广泛关

注,有希望成为在分子水平上治疗各种疾病的新突破口。LNA具有极强的抗核酸酶能力、反义活性、水溶性好及体内无

毒性等优秀特点而倍受人们关注。然而,LNA技术在肿瘤及抗病毒的基因诊断与治疗研究领域仍然处于探索阶段,因
此,本文旨在综述近期国内外有关LNA技术在肿瘤及抗病毒的基因诊断与治疗研究领域的应用及其进展,探讨LNA
技术在基因诊断与治疗研究领域的应用现状、存在的问题及前景,为进一步深入研究LNA技术在其他领域的应用提供

参考。
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  锁核酸的产生给基因领域及相关领域带来了新的

突破和尝试,更便于人们研究各种由于基因问题导致

的疾病,对研究各种先天性疾病或癌症也有重要的意

义,并且使某些无法攻破的疾病在基因水平治愈的梦

想逐步走向现实。因此,本文对LNA在肿瘤及抗病毒

的基因诊断与治疗研究中的应用新进展进行综述,以
期为LNA技术应用研究提供参考。

1 锁核酸理化性质

LNA是一种特殊的双环状核苷酸衍生物,结构中

含有一个或多个2’-O,4’-C-亚甲基-β-D-呋喃核糖核

酸单体,核糖中的2’-O位和4’-C位通过不同的缩水

作用形成氧亚甲基桥、硫亚甲基桥或胺亚甲基桥,并连

接成环形,这个环形桥锁定了呋喃糖C3’-内型的N构

型,降低了核糖结构的柔韧性,并增加了磷酸盐骨架局

部结构的稳定性。人们发现,在与其他物质组合时,

LNA可以增加其稳定性,如Pabon-MartinezYV等[1]

研究了LNA取代c-myc基因或共济蛋白(Frataxin)
序列时的位置和数目所起的作用,他们发现在三链形

成的3’末端的连续位置处,随着LNA含量的降低,三
链体结构逐渐不稳定,而在三链形成的3’末端的LNA
的增加,三链体形成速率和延伸得到提升,并且特异性

嵌入苯并醌喹喔啉(BQQ)化合物,所形成的含LNA

的三链结构高度稳定。此外,LNA取代的双链嘧啶链

中改变了双螺旋结构,而增强的三链通过主沟槽调节

影响了组合体x-位移的滑动和扭曲,有利于形成三角

形结构,从而更加稳定。
在20世纪90年代末,用三唑键取代磷酸键的寡

核苷酸就被人们所熟知,但是这种寡核苷酸抗核酸酶

能力还不是非常理想,与其他寡核苷酸类似物相比,由
于LNA与DNA、RNA在结构上具有相同的磷酸盐骨

架,故其对DNA、RNA有很好的识别能力和强大的亲

和力。因此,有人尝试将两者组合在一起,创造出一个

更好的寡核苷酸。KumarP等[2]通过将三唑键和

LNA组合在一个单元内,并与RNA、DNA结合,发现

比未修饰的寡核苷酸具有更高的特异性和更高的亲和

力,并且明显优于仅含有三唑键的寡核苷酸,这可能是

三唑键与LNA的组合能够降低DNA和RNA的阴离

子,使得LNA与DNA、RNA结合更具有亲和力;而与

单独的LNA相比,三唑-LNA对酶促降解具有巨大抗

性,并已证实LNA和三唑键的结合对30种核酸外切

酶有很强的抗性,因此多重添加此组合物可以大大提

高治疗药物的体内稳定性[3]。与此同时,SharmaVK
等[4]合成并研究了三唑键连接的、LNA修饰的二核苷

酸特性,并将它们结合到反义寡核苷酸和双链的siR-
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NA中,他们发现此二核苷酸在寡核苷酸的3’或5’末
端掺入时产生高结合亲和力,具有高活性和核酸酶抗

性,其中已知的螺旋结构更具有灵活性,并且令人惊讶

的是,含有三唑二聚体修饰的siRNA是该系列中最活

跃的siRNA。
值得一提的是,经过科研工作者多年的努力,在分

子生物学技术等方面取得重大的发展与进步,不断有

人报道基于 LNA 更加好的寡核苷酸,如 MoritaK
等[5]提出,与LNA相比,在核糖的2’-O和4’-C之间

具有乙烯桥的2’-O,4’-C-乙烯桥联核酸(ENA)除了

具备有LNA一样高的互补DNA、RNA结合力之外,
还具有更高的核酸酶抗性,说明了这是一个具有良好

前景的反义治疗物,具有重大的研究价值。

2 LNA在肿瘤基因的诊断与治疗中的应用

基因诊断与治疗是近年来倍受关注的人类疾病预

防与治疗方法,是指通过实验室的基因诊断和基因分

析等技术以确认基因组是否发生有害改变,进而将外

源正常基因导入已确认发生有害改变基因组的靶细

胞,以纠正、补偿因基因缺陷或异常引起的疾病,以达

到治疗目的。LNA是以寡核苷酸为基础的基因治疗

新型核酸药物,国内外对锁核酸基因治疗的研究已受

到关注并取得一定进展。据中国肿瘤登记中心数据显

示,2014年中国恶性肿瘤新发病例数380.4万例,其
中男性为211.4万例,女性169.0万例,平均每天约有

10400人被诊断为癌症,发病前四位的恶性肿瘤依次

是肺癌、胃癌、结直肠癌、肝癌[6]。由此可知,肿瘤已然

成为威胁人类生命健康的重大疾病之一。

2.1 LNA与肺癌的基因诊断与治疗 肺癌是对人类

生命健康和生存质量威胁最大的恶性肿瘤之一,其发

病率和死亡率增长最为迅速,许多国家在近50年来都

报道肺癌的发病率和致死率均逐年上升,中国肺癌发

病例数为73.3万,是恶性肿瘤发病率和致死率的第一

位[7]。关于肺癌的具体发病机制尚未清楚,但关于肺

癌的LNA基因诊断与治疗的报道逐年上升。
在肺癌的基因诊断方面,ItoK等[8]通过采用改良

的PNA-LNAPCRclamp方法对诊断为非小细胞肺

癌(non-smallcelllungcancer,NSCLC)的患者进行常

规液体活检,结果发现,在晚期 NSCLC组中,表皮生

长因子受体(epidermalgrowthfactorreceptor,EG-
FR)突变的敏感性、特异性、阳性预测值和阴性预测值

分别为72.7%、100%、100%和93.7%,而T790M 的

阳性预测值和阴性预测值分别为33.3%和55.6%。
这种方法体现了良好的敏感性和非常高的特异性,可
以为中晚期NSCLC患者提供检测,但早期的NSCLC
患者不适用。NakamuraH等[9]也通过测定一致率和

κ系数来评估 EGFR基因突变检测性能,研究发现

EGFR的一致率和κ系数分别为96.0%和0.921%,
而 PNA-LNA PCRclamp 测 定 分 别 为 94.0% 和

0.881%,因而PNA-LNAPCRclamp法可为监测NS-
CLC患者提供新的方法。

在肺癌的基因治疗方面,Huber-RuanoI等[10]研

究了原发性肿瘤(乳腺和肾脏肿瘤)和转移性肺癌对

ISTH0047的 抗 癌 反 应。ISTH0047是 最 近 开 发 的

LNA修饰的靶向 TGF-β2的反义寡核苷酸。他们观

察到ISTH0047能够显著降低TGF-β2mRNA和蛋白

质水平而不改变TGF-β1和TGF-β3的水平。此外,在
主要表达 TGF-β2的肺癌细胞系(CRL5807)的原位异

种移植模型中,观察到ISTH0047对抑制肺损伤生长

的肺微环境具有重要作用。

2.2 LNA与胃癌的基因诊断与治疗 中国胃癌发病

例数仅仅次于肺癌,约为67.9万,因胃癌死亡的总例

数约为49.8万,位居肿瘤死亡率排行的第2位,其中

男性新发病例数位47.8万,约占70%[11]。尽管胃癌

在全球范围的发病率和死亡率整体处于下降的趋势,
但是我国仍然处于较高的水平,因此,胃癌在我国仍然

是一个需要解决的重大的恶性肿瘤之一。
在基因诊断方面,RenC等[12-13]使用LNA修饰的

原位杂交技术检测 MiR-92a、MiR-16、MiR-451的表

达,分析其与胃癌总体存活的相关性。研究发现,与邻

近正常组织相比,MiR-92a高表达的总生存期较短,而

MiR-16和 MiR-451高表达的总生存期较长,特别是

MiR-16和 MiR-451两者同时高表达的患者总生存期

更长。OginoS等[14]设计内含子引物以检测内含子融

合断裂点,并通过PCR和直接测序证实在SYT的内

含子10和SSX2的内含子5中胃滑膜肉瘤(synovial
sarcomaofstomach,SS)的融合基因序列,随后使用特

异于融合序列的LNA探针检测该融合序列。结果表

明,在术前血浆循环 DNA(cfDNA)中检测到融合序

列,而在术后血浆cfDNA中未检测到,因此,该技术可

用于监测SS等疾病。
在基因治疗方面,LimaJF等[15]设计了与 miR-

NA-9序列互补的、具有抗 miRNA的寡核苷酸LNA,
通过检测 miRNA的表达水平以测试其特性。miR-
NA-9上调可以影响E-钙黏蛋白编码基因的表达,引
发胃癌细胞运动和侵袭性。研究结果发现,即使在低

剂量下使用抗miRNA序列的LNA,也可以快速抑制

靶miRNA,并可以通过显著增加LNA水平来影响E-
钙黏蛋白的表达。

2.3 LNA与结直肠癌的基因诊断与治疗 结肠直肠

癌是胃肠道中常见的恶性肿瘤之一。据统计,2014年

我国结直肠癌新发病例为79180例,发病率为27.47/

10万,占全部恶性肿瘤新发病例的9.60% ,其发病率
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和病死率在消化系统恶性肿瘤中仅次于胃癌、食管癌

和肝癌[16]。
在基因诊断方面,PengJ等[17]基于锁核酸修饰探

针的方法,通过内部竞争野生抑制型(WTB)探针的扩

增片段,阻断EGFR在DNA模板中的扩增。结果表

明,在50例疑似结直肠癌患者的结直肠组织活检中,

18例患者含有EGFR突变基因,突变DNA的数量占

总DNA的18.6%~64.2%,大大增加结直肠癌的检

测率,有助于在单一分子水平上检测突变的等位基因。

XuY等[18]开发了一种新的实验方法,它使用LNA作

为亲和探针来富集完整细胞中特定microRNA的靶基

因。他们通过这种方法在人结肠直肠癌细胞中鉴定了

miR-21的12个靶基因,靶标验证证实 miR-21抑制了

鉴定靶标的表达和靶转录物易受 microRNA的调节。

LeeKS等[19]通过使用LNA修饰的荧光原位杂交研

究miR-21在170例晚期结直肠癌患者的细胞中心和

外周的表达,结果发现,在癌基质的中心和外周均观察

到miR-21表达,并且 miR-21在癌基质中心与外周之

间表达的不一致性分别为31.7%和44.7%。
在基因治疗方面,AhmadiS等[20]使用LNA修饰

探针以抑制人结直肠癌细胞系的 SW48细胞中的

miR-92a-3p基因。结果显示,miR-92a-3p的表达显著

降低,而SW48细胞的增殖明显降少,因此,通过LNA
抑制miR-92a-3p可抑制结直肠癌细胞增殖,进一步诱

导结直肠癌坏死。NedaeiniaR等[21]通过用LNA处

理LS174T细胞24h、48h和72h,以研究锁核酸抑制

LS174T细胞系的 miR-21的功能作用。研究结果证

明,与未处理的细胞相比,LNA具有显著抑制 miR-21
表达的作用,这种效果在72h后更为明显。Karimi
MM等[22]把LNA分别转染 HCT-116和SW-48细胞

中以抑制 miR-200c,研究发现 miR-200c在结直肠癌

组织中显著下调,而与正常结肠组织相比,结直肠癌组

织中BMI1的蛋白质表达上调。在结肠癌细胞系中,

LNA的转染增加了BMI1基因及蛋白质表达,对miR-
200c的抑制使两者细胞株死亡大大增加。由此可知,

miR-200c可能通过抑制BMI1表达而具有抗肿瘤作

用。

2.4 LNA与肝癌的基因诊断与治疗 肝癌分为原发

性肝癌和继发性肝癌两大类,原发性肝癌是指起源于

肝脏的上皮组织或间叶组织的恶性肿瘤,我国主要以

原发性肝癌为主,对我国居民生命健康危害极大;继发

性肝癌是指其他器官起源的恶性肿瘤转移或侵犯至肝

脏所引发的癌症。一般以胃、胆道、胰腺、结直肠、卵
巢、子宫、肺、乳腺等器官恶性肿瘤的肝转移多见。每

年全球肝癌发病率在100万以上,其中我国占多数,为

42.5%。2015年,我国肝癌发病466100例,列所有恶

性肿瘤的第4位,死亡率为20.4/10万,占全部恶性肿

瘤死亡的18.8%,列所有恶性肿瘤的第3位[23]。
在基因诊断方面,NishidaN等[24]分析16例肝细

胞癌患者血清的microRNA,通过使用LNA修饰的探

针在179种已知的分泌性microRNA中分析有没有表

达差异,并使用包括53例接受索拉非尼治疗的肝细胞

癌患者和8例健康对照受试者的验证队列的进一步分

析。结果发现 miR-181a-5p和 miR-339-5p在部分反

应患者中显示血清水平的显著差异,其中部分反应患

者显示差异最高水平,进行性疾病患者显示最低水平。
因此,miR-181a-5p水平可能是影响总体存活的唯一

独立因素。
在基因治疗方面,DelgadoE等[25]研究了LNA对

β-连环蛋白抑制的影响。结果表明,与对照组相比,在
每48h用LNA对小鼠肿瘤模型的β-连环蛋白进行10
次治疗后,观察到肝细胞癌被完全治愈。在β-连环蛋

白抑制后,β-连环蛋白活性显著降低,细胞增殖和细胞

死亡增加明显。因此,LNA可以通过抑制肝细胞癌

中β-连环蛋白以达到治疗目的。GougeletA等[26]发

现在小鼠肿瘤和肝细胞癌患者中,miR-34a受β-连环

蛋白调节,由β-连环蛋白信号传导过度活化而显著诱

导miR-34a的表达。LNA通过抑制 miR-34a可降低

肝细胞的原代培养物增殖活性。这种增殖抑制与细胞

周期蛋白D1水平的降低有关,主要由 HNF-4α协调。

HNF-4α是被 认 为 在 肝 脏 中 起 肿 瘤 抑 制 剂 作 用 的

miR-34a的靶标。因此,miR-34a在具有β-连环蛋白

基因突变的肝脏肿瘤中起到关键致癌作用。因此,被
诊断患有β-连环蛋白突变的肝细胞癌的患者可以用

LNA抑制miR-34a治疗。

3 不足与展望

目前锁核酸技术用于分子生物学领域已经较为成

熟,但是在基因诊断与治疗领域还处于实验探索阶段,
离真正的应用还有一段距离。LNA作为一种新颖的

核苷酸衍生物,具有抗核酸酶能力强、水溶性好、与

DNA和RNA亲和力高等诸多特点被研究人员所喜

爱,在分子水平上改善甚至治愈各种人类以前无法攻

克的疾病,如艾滋病、病毒感染、癌症、各种原因引起的

炎症反应、心血管疾病以及其他疾病,使其成为一种具

有很大发展潜力的反义治疗药物。尽管如此,锁核酸

技术在基因诊断与治疗领域应用尚存在一些问题:①
LNA在基因的诊断方法中表现出高特异性、敏感性相

对较低的问题,这可能与LNA的设计与结构有关。②
在LNA治疗肿瘤与抗病毒的报道中,多数研究通过某

蛋白或因子的降低以证明LNA的治疗作用,尚不能有

直接证据证明LNA通过何种机制抑制肿瘤、病毒的发

展。③单纯使用LNA在基因的诊断与治疗中尚存在
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许多局限性。因此,寻求其它物质与LNA的联合应用

可能提供更好的基因诊断与治疗方法。
我们相信,随着对LNA研究的深入和技术水平的

不断提高,LNA的特点会应用到更多领域中,例如,成
为食品、药品的检测工具、某种传染病的监测,甚至为

目前某些无法治愈的疾病带来新的希望。
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