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反义寡聚核昔酸及其在医药领域的进展

蔡宇喝 吴梧桐

(生物化学教研室 )

摘 要 本文概要介绍了反义技术的基本概念和原理
,

较全面地阐述了反义寡聚核昔酸的种

类
,

作为药物的优点
、

作用机制
,

以及药理学研究和药用开发现状
。

关工询 反义寡聚核昔酸 ; 药物设计

近几年来
,

分子生物学中的反义技术取得了较

快进展
。

反义技术是用人工合成的或生物中自然存

在的寡聚核昔酸片段 (反义 ND
A 和反义 NR

A )
,

结合

目标墓因或 m R N A 上特定的序列 (靶核酸 )
,

从而有

效地抑制或封闭基因的转录或翻译 l[]
。

反义结合的

依据是 w
a

sot
n 一

cjr ck 原则和 H州护tee n 原则
,

前者以

单链 D N A 或 R N A 为靶核酸
,

后者以双链 D N A 为靶

核酸
。

反义技术在医药研究方面极有价值
。

首先
,

从基

础医学及药理学研究的角度来看
:

反义寡聚核昔酸

已成为研究基因表达
、

基因调控及产物的功能
、

基因

间相互作用的主要手段之一川
。

例如
:

利用反义 。 -

m yc
、 c 一m yb

、

-IL la 等证明相应基因在造血及内皮细

班生长中的作用 ,又如
: , 湘 h iy佣址 uF葬awr

。 等 aj[ 用反

义瓜 1日证 明
:

在 胞 内
,

-IL 1 能 促 进 L A K (衍m
-

曲比加卜即 t i v a触对 K山 e r )的活性
。

其次
,

根据反义技术
,

人们可以有目的地研制反义寡聚核昔酸类药物
。

它

与传统药物相比
,

有其独特的优势
:

①反义寡聚核昔

酸 ( 15 ~ 27 b) 的专一性亲和力很高
,

能在哺乳动物体

温条件下与靶核酸较好地结合 ( 16 b 的序列在人基

因中不可能随机 出现 )
,

因此
,

寡聚核昔酸药物的毒

性比其它核酸类似物药物 (如 A z T )小得多
。

②反义

寡琅核昔酸药物易设计和合成
。

因为
: A

,

传统药物的

设计
,

要求对目标蛋白的结构与功能以及药物
一

蛋白

质相互作用的机理有较深的认识
; B

,

传统的基因治

疗需把整个基因导入靶细胞中
,

这些都要复杂得多
.

故有人预言
,

寡聚核昔酸药物设计将逐步取代传统

药物设计 .[]
。

见表 1
。

目前最有希望的是抗病毒类药物
,

因为人们对

许多致病病毒的墓因及其编码的蛋 白有较多的了

解
,

而且病毒的主要蛋白在人体中大部分无相应的

蛋白种类
.

所以
,

抗病毒的寡聚核昔酸药物对人体正

常基因的干扰极小困
.
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反义容琅核普. 的化学结构

L I 正常的 D N A 片段 ( O D N ) 0 0 N 的合成都是通

过固相法完成的
,

其具体途径可分为三种
:

①麟酸三

酪法 ;②氨基碑酸酪法 .③H
一

磷酸盐法 (见图 l )
.

其

中
,

碑酸三醋法因副反应多
,

偶联效率低
,

已逐渐被

淘汰
。

。 D N 对核酸醉敏感
,

膜穿透力低
,

为克服这些缺

点
,

人们对 。 D N 的结构进行了各种改造 .1[ (见图 2 )
.

1
.

2 O D N 的 几种结构改过

A 型改造 甲基碑酸型 ( M
一

o D N ) :

即用甲基取

代碑酸二醋健中的经墓
。

这种改造使原本带许多负

电荷的 D N A 变成非离子型的分子
,

从而舱完整地穿

进细胞膜而不被降解 ,它的缺点是
,

手性结构极为复

杂
,

难以分离和纯化
。

硫代碑酸型 (导 o D N ) :

即用琉

基取代二醉键中的经墓
.

它的特点是
:

可完整进入细臼̀压下仁
`
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胞内
,

抗核酸醉能力强
,

且有较好的水溶性
。

双硫代

碑酸型 ( s S
.

O D N ) :

即在 s
~ 。 D N 的基础上再以硫原子

取代未成幽健的礴酸氧原子
。

它具有更强的抗核酸

醉的能力
。

据报道 t[]
,

1峨 b 的 5 5
- 。 。 N 对 H w 的抑制

能力是导 o D N ( 1 5 b )的 2 8 倍
.

B 型改造 即用硅氧烷桥
、

硫醚桥等取代琪酸二

酸键 (见图 3人 )
.

c 型改造 正常的 ND
A 都是 卜构型

,

因而改用

, 构型后的 。 N A 片段的杭核酸醉的能力大大增加

(是前者的 30 倍以上 )
,

而且它能与互补的卜 D N A 或

R N A 形成德定的平行结构 .缺点是成本太高
。

D 型改造 即戊糖采用的是核糖或 21
一

修饰的核
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箱
,

它们与互补 R N A 链的亲合力大大高于正常 D N A

与 R N 人 的亲合力 (见图 3 B )
。

E 型改造 即在戊搪的 1
’

位! 加以各种修饰 (见

图 c3 )
。

:
`
的

酬
’

F 型改追 即在寡聚核昔酸的 51 或 31 末端共价

连接上其它分子
,

增强其细胞透过性
、

稳定性和与靶

核酸的结合能力
,

并因此提高药效
。

如
:

在 s
一

O
ND 的

31 末端共价连接胆固醉分子
,

可提高抗 H W 的活

性 [ . 〕 。

B F m o e 一 0

N C 尹 , 0 -

o、早
,

犷
N

o
\

F场 3
.
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2 反义寡. 核曹吸的作用机制和药物设计

反义作用有专一性和非专一性之分
。

专一性反

义作用主要发生在五个咚次
:

①抑制 D N A 的转录 .②

抑制前体 m R N A 的拼接 ; ③抑制 m R N A 的戴帽 及

pol y A 尾巴的连接 ; ④抑制翻译的启动 ; ⑤阻遏核褚

体在 m R N A 上的移动
.

在病毒里存在非专一性反义

作用
,

其本质是
:

诱导病毒的 R N别沈 H 非专一性降解

病毒 m R N A
,

以抑制翻译的进行
。

在针对转录过程的专一性反义抑制中
,

反义寡聚

核昔酸与双链 D N A 的某一段特异性结合
,

形成三螺

旋结构 (见图 4 )
。

T A T ba se t r i P le t C
干

G C ba s e t r i P le t

F场 4
.

T r iPl e x s t r u ct u er
: a 即 d b t h e m a

扮 加即 t r i Pl
est

.

无细胞提取液等体外实验表明
:

三股螺旋结构能

抑侧 D N A 的复制
,

阻断转录因子的结合
,

并阻断转录

的启动 ,有数据表明
:

在完整细胞中
,

反义寡聚核昔酸

能特异性抑制某一目标蛋白的合成
.

这些在药物设

计方面有非常广阔的前景
。

(反义寡聚核昔酸药物开

发研侧的流怪见图 5)
.

依据三股蛛旋结构设计药物有四条原则 ..[ 幻 :

①

反义寡. 核普破的最佳长度为 20 ~ 40 如 ; ②结合区
一

段
,

官含裸岭旅签的那条链的嗓岭含量应在 “ 纬以

上
,

以确保三股拐旋的结构称定性 ,③遵循 G 与 G
.

C

形成 G
.

G
.

C
,

T 与 A
.

T 形成 T
.

A
.

T 的原则 ( G :

鸟嗓

吟
,

C :

胞喻陡
,

A :

腺嗓岭
,

T :

脚腺啥睫 ) ; ④结合区段

中
,

若富含嗦吟的那条链中嗦吟含量过高
,

构建的反

义寡聚核昔酸最好能与该链反向平行
.

遵循这四条

原则
,

人们已在体外的合成体系
、

无细胞提取液中成

功地构建了三股螺旋结构
。

针对翻译过程的反义调控包括
:

干扰 州R N人 与

核褚体的结合
,

干扰 m R N人 的构型
、

剪切拼烤
、

戴相

与 olp y A 尾的连接
,

激活 R N
ase

H 降解 m R N ^ 等
。

其

中最理想的作用位点是 m R N A 上 5
`

端起始密码子
.
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反义寡聚核昔酸已成功地应用于对一些 (原 )癌

基因表达的体外抑制
,

如
: c

一
m yc

、
N
一

m yc
、

H
vP

E S
一

6E
、

加卜2
、

m y b 等
,

这对于杭癌药的研制很有价值
。

3 药理学研究和药用开发现状

人们曾担心
,

反义寡聚核昔酸不能被细胞吸收
。

! 9 8 6 年
,

az ~
in k 等以实验证明

,

当 H句巨和 C E F 细

胞与 20
0 m o五/ L 的 Z o b 长的寡聚核昔酸混合时

,

巧

m in 内
,

胞内寡聚核昔酸浓度达 !
.

s o m ul / L ;一系列

的徽注射结果表明
:

一旦寡聚核昔酸进入细胞
,

将很

快地以被动扩散的方式进入核内
。

显然
,

这对寡聚核

昔酸作为药物是很有利的田
。

目前
.

反义药物的临床应用还未见报道
,

主要的

研究工作还局限于动物模型中
.

例如
:

人们在小鼠体

内进行了细胞毒实验
,

分别以 .2 5
、

!。
、

相 m g / gk 的剂

量给药 1刁 d
.

无毒性 ; 在腹膜内或皮下以 1 00 m g k/ 8

的剂量给药 l凌 d
,

无死亡 s[]
。

而当以 160 m g / k g 剂量

给药时
,

四分之三的受试小鼠 3 d 内死亡川
。

有人测

定了 12 b 的 M
一

O
ND 在体内各器官的分布情况

:

肾>

肺> 肝> 脾 > 肌肉> 脑
,

其中肾中的含量为肝中的

15 倍
,

血浆与淋巴液中的 5 倍
,

脑中的 95 倍 (而且脑

中无明显的积累 ) 〔’ 。」
.

药代动力学的结果表明
:

寡聚

核昔酸外排的速度依核于核昔酸骨架的性质
。

80 %

未修饰的寡聚核昔酸 (有 刁处硫代磷酸化的键合 )外

排时间为 12 h
,

75 % 的甲基磷酸化类似物外排时间为

Z h
。

s o D N 在 2刁 h 内外排 3 0%
,

后 2刁 h 又外排

25 %
,

而留在血液和组织中的部分相当稳定
,

其降解

主要是 3, 核酸外切醉的作用
.

另有实验表明
: S

一
o D N

仅以 10
一 “

一 1 0
一` m of / L 的浓 度

,

就 能有效地 抑制

lH v
、

H s v
、

H p v 和流感病毒
,

且没有明显的细胞毒作

用
,

可见反义寡聚核普酸类药物相当有效
.

且相对低

毒
。

不久前美国商用通讯公司在一个报告中预侧
:

! 9 9 9 年反义寡聚核昔酸的市场潜力可达 朽 亿美元
,

比目前全部生物技术的市场还大
.

美国在这方面走

在前面 〔”
·

’ 忿1 。

如
:

iG lO ld s℃ie

。 投资 ] 2 00 万美元研究

各种抗病毒 ( lH v
、

巨细胞病毒
、

SH v
、

’

H
vB )

,

抗肿瘤

(肺癌
.

结肠痛
,

卵攀癌
,

自卑病 )等药物 , 又如
: 15 15 与

A a l合作
,
一9 8 9 年和 一99 0 年分别投资 5 2 0 万和 10 00

万美元研究抗病毒和抗炎症的反义药物及相应的给

药间题
,

而且该公司已于 ! 990 年向 DF 人 福出两项

NI D 申请 (针对 H s v 和 Hp v )
。

而我国在这方面还荃

本上是空白
。

反义寡聚核普酸要真正成为药物还有许多土作

要做
。

如
:

如何大幅度降低反义寡聚核昔酸的合成及

修饰的成本 ;对它作长期毒性实验 (包括可能的免疫

应答
,

是否有致突变效应
、

降解产物去向等 ) ;考察它

是否会长期稳定地嵌入动物及人体染色体组
;

检验它

在人体中的行为等
。

尽管如此
,

人们对它的前景充满

信心
.
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