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摘要  RNA干扰(RNAi)是一种由双链 RNA介导的基因沉默现象. 目前介导 RNAi的方法很多, 包括采
用非病毒性和病毒性载体介导. 最近研究发现, 以病毒为载体介导 RNAi 具有显著的优越性. 病毒载体
通过表达 70 bp左右的发夹结构 RNA (shRNA), 在 Dicer酶的催化作用下, 切割成 21 bp左右的双链小
分子干扰 RNA (siRNA), 从而有效沉默靶向基因. 运用 RNAi技术可设计一系列有效的抗癌策略, 如沉
默癌基因、促进调亡、调控细胞周期、抗血管生成以及提高传统化疗、放疗的疗效等. 这一技术开辟了
肿瘤基因治疗的新途径. 本文就 RNAi技术在肿瘤基因治疗中的应用与研究作一评述. 

关键词  RNAi  肿瘤基因治疗  策略 

RNA干扰 (RNAi)是由双链RNA分子介导 , 在
mRNA水平上的序列特异性转录后基因沉默过程. 与
常用的反义技术相比, RNAi抑制基因的表达不但高
效特异, 而且效应持久、操作简便. RNAi现象最早在
植物研究中发现, 由Fire等人[1]在 1998年研究线虫基
因功能时正式提出. 2001年, Elbashir等人[2]首次发现

了哺乳动物细胞也存在RNA干扰现象 . 这一发现极
大地推动了RNAi技术在疾病治疗领域的研究和应用, 
同时也为RNAi技术广泛应用于基因治疗奠定了基础. 
然而, 化学合成的双链siRNA很容易诱发动物细胞产
生干扰素 , 从而导致RNA的非特异性降解以及某些
蛋白质合成受阻 . 因此 , Kim等人 [3]改用T7 噬菌体
RNA合成酶体外转录siRNA, 虽然去除了 5′端三磷酸
基团, 一定程度上避免了干扰素的干扰作用, 但如果
剂量过大仍可诱发产生干扰素. 此后, 多个实验室又
构建了以PolⅢ启动子 (如H1 和U6)表达发夹结构
RNA (shRNA)的DNA质粒, 这类shRNA质粒虽然弥
补了化学合成siRNA的缺陷, 但仍存在很多其他问题, 
如转染效率低、难以整合到宿主DNA及表达不稳定
等缺陷 [4,5]. 因此在基因治疗的研究中 , 病毒是最为
有效的siRNA表达载体之一 . 病毒载体通常在PolⅢ
启动子驱动下表达shRNA, 然后经核酸酶RnaseⅢ家
族中的Dicer酶切割成长约 21 bp的双链siRNA, 最终
特异性切割mRNA.  

目前在基因治疗研究方案中最主要的是肿瘤的基

因治疗, 来自 Wiley Database (http://www.wiley.co.uk/ 
genmed/clinical/)2006年 2月份的数据表明, 1145个临

床基因治疗方案中有 762个针对恶性肿瘤, 约占基因
治疗的 66.6%. 运用 RNAi技术可以有效沉默癌基因, 
促进调亡, 调控细胞周期, 抗血管生成, 而且 RNAi
与传统的化疗、放疗相结合, 更具抗癌潜力. 同时以
病毒载体介导 RNAi 的肿瘤基因治疗疗效更为明显, 
尤其采用溶瘤腺病毒作载体 , 不但病毒载体本身可
以杀灭肿瘤细胞, 而且 siRNA表达量较高, 基因沉默
效应持久.  

1  RNAi载体的类型 

1.1  RNAi非病毒性载体 

最早RNAi技术通常采用体外化学合成的双链
siRNA, 因此非病毒类载体是较理想的运载工具. 脂
质体、高分子载体、纳米基因转运体等均为常用的

siRNA载体 , 如Elbashir等人 [2]使用阳离子脂质体携

带化学合成的双链siRNA转染动物细胞; Bologna等
人 [6]采用聚乙烯亚胺 (PEI)携带 siRNA转染细胞 ; 
Schiffelers等人 [7]设计了配体靶向的复合纳米颗粒基

因传递载体, 可有效运载siRNA靶向肿瘤细胞. 尽管
非病毒型载体具有安全、易于制备等优点, 但同病毒
载体相比, 非病毒载体转移效率不高, 进入临床还需
要更深入的基础研究.  

1.2  常见 RNAi病毒性载体 

目前 , 已有多种病毒载体开发为RNAi载体 . 以
鼠莫洛尼氏白血病毒为代表的逆转录病毒宿主范围

广, 而且肿瘤特异性好, 但病毒滴度较低, 一般纯化
后病毒滴度为 106 pfu/mL. Devroe和Silver[8]最早构建
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了逆转录病毒运载体携带siRNA抑制NDR激酶的表
达. Abbas-Terki等人[9]采用慢病毒运载体表达沉默绿

色荧光蛋白的shRNA, 在细胞内 72 h即可以观察到荧
光强度变弱, 并且可持续达 25 d以上. Tomar等人[10]

利用腺相关病毒介导RNAi抑制HeLa细胞中p53 和
caspase8 的表达. 然而慢病毒和腺相关病毒不能识别
分裂期细胞与非分裂期细胞 [11]. 腺相关病毒还需要
腺病毒或疱疹病毒辅助包装 , 而且这两类载体滴度
都较低[12], 因此要成为RNAi的运载工具应用于基因
治疗领域, 还需做更进一步的深入研究. 杆状病毒载
体表达系统一直是用于在昆虫细胞中大量表达外源

蛋白的载体系统. 最近, Nicholson等人[13]选用重组杆

状病毒作RNAi载体, 感染人的Saos2, HepG2, Huh7
等细胞株, 研究发现, 这种表达载体还可用来介导外
源基因至多种哺乳动物细胞 , 在肝组织细胞中感染
效率最高表达效果最好 , 而且杆状病毒自身基因组
并不复制和表达, 因此安全性很好, 但杆状病毒载体
仍然存在着很多缺陷, 如感染的细胞种类有局限性、
可诱发干扰素反应和RNA干扰的效果欠佳等 . 相比
而言, 腺病毒是较为理想的表达载体, 通常载体的包
装产量可达 1012 pfu/mL, 而且可克隆较大的基因片
段、转染细胞种类范围广、转染率较高和安全性好等

特点 . 目前绝大多数是采用复制缺陷型腺病毒作为
RNAi载体, 在理论上, 该病毒感染效率很高. 然而临
床试验表明, 通过瘤体内多次注射携带p53 基因的复
制缺陷型腺病毒很容易产生耐受性, 在 25 个非小细
胞肺癌受试病例中只有 2例患者症状有所好转, 这很
大程度上是由于在临床治疗中很难做到腺病毒 100%
的感染率[14].  

1.3  新型 RNAi病毒性载体—溶瘤腺病毒载体 

Carette等人 [15]运用肿瘤特异性复制腺病毒

(Ad5-Δ24E3)构建的RNAi载体引起了人们的广泛关
注和浓厚的兴趣, 这类载体是通过修饰腺病毒, 使其
只在肿瘤细胞内特异性复制 , 在产生溶瘤效应的同
时又可在肿瘤细胞大量表达shRNA.  

目前, 国际上采用有关溶瘤腺病毒作RNAi载体
的研究报道较少, 对该领域的研究工作刚刚起步. 但
研究结果 [15,16]初步显示 , 溶瘤腺病毒具有独特的优
势, 具有广阔的发展前景, 是最具有吸引力的RNAi
载体之一.  

溶瘤腺病毒载体主要通过以下 3 种方式构建所
获得: (ⅰ) 修改病毒自身基因, 使其只在肿瘤细胞内
复制, 在正常细胞内不复制; (ⅱ) 采用组织或肿瘤特
异性启动子控制病毒复制相关的基因; (ⅲ) 改造病
毒的外壳蛋白. 目前常用的溶瘤腺病毒见表 1[17].  

腺病毒E1B 55 kD蛋白能够与细胞中的p53蛋白
结合, 抑制其功能. 如果将腺病毒中E1B 55 kD蛋白
缺失或突变, 病毒就不能抑制P53 的激活, 细胞将很
快凋亡, 以限制病毒的复制, 从而使感染终止; 但当
此病毒感染P53 突变或失活的肿瘤细胞后, 由于P53
功能异常而不能促使细胞凋亡. 因此缺失E1B 55 kD
的腺病毒仍能在肿瘤细胞内大量增殖 , 最终导致肿
瘤细胞溶解死亡, ZD55 就是基于这一机理而构建的
溶瘤腺病毒载体 [18,19]. 最近 , 我们采用自己构建的
ZD55 载体携带H1 启动子的shRNA表达框, 靶向沉默
XIAP抗凋亡基因, Western杂交实验表明, 携带XIAP- 
shRNA表达框的ZD55 重组溶瘤腺病毒感染肝癌细胞, 
72 h后XIAP蛋白的表达量可降到 10%左右, 抑制基
因表达的效果非常明显.  

hTERT为人类染色体端粒酶的逆转录酶 , 是维
持端粒酶活性所必需的催化亚单位, 它在 85%~90%
的肿瘤中都高表达 , 而在正常细胞中低表达或几乎
不表达 . E1A是调控腺病毒复制的关键性蛋白分子 , 
因此用hTERT启动子调控E1A, 可使腺病毒只能在肿
瘤中复制并杀死肿瘤细胞 , 起到靶向杀伤肿瘤细胞
的作用 , 我们构建的Ad-TERT溶瘤腺病毒载体就是
基于以上原理 [20]. 还有很多载体利用肿瘤特异性启
动子控制病毒复制相关的基因 , 如利用缺氧诱导因
子 1 (HIF-1)启动子、人的端粒酶(hTERT)启动子或肝
癌的甲胎蛋白(AFP)启动子等调控病毒复制相关基 

 
 表 1  常见溶瘤腺病毒 

类型 溶瘤腺病毒 

修改基因 ZD55, dl1520, Δ24, dl922-947, AxdAdB-3, dl1331, Ad1118 

替换启动子 
Ad-TERT, Ad5TRE-E1A, Adv-TERTp-E1A, TEhRT-Ad, HYPR-Ad, Ad9xHRE1A, Ar6pAE2fE3F, ONYX-411, AdE2F-1RC, 
01/PEME, AdEHT2, AdEHE2F, Ad. DF3-E1, AdhOC-E1, CV787, CV764, CN706, AvE1a04i, CV890, AdTyrwt, AdTyrΔ24, 
AdTyrΔ2Δ24, KD1-SPB, vCF11, AdMKE1, AdE3-IAI. 3B 

改造外壳 Ad5/3Δ24 
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因, 以达到载体肿瘤特异性增殖的目的. 因此这类溶
瘤腺病毒也可研究开发为有效的 RNAi载体. 

基因治疗中绝大部分是采用血清型 5 型腺病毒
(Ad5)作为载体. Ad5 的黏附和内化过程主要依赖于
细胞表面的柯萨奇-腺病毒受体(CAR), 不同类型的
肿瘤细胞表达CAR有所区别, 卵巢癌细胞CAR低表达, 
而血清型 3 型腺病毒受体表达相对较高. 因此用Ad3
的纤维蛋白头部(knob)替换Ad5的knob可以显著提高
载体对卵巢癌细胞的感染效率. Ad5/3Δ24 就是用Ad3 
knob替换Ad5 的knob, 同时删除E1A的CR2 区 24 bp
碱基序列构建而成的. 由于删除了CR2区 24 bp序列, 
该载体只能在pRb功能异常的细胞系复制, 与p53 途
径一样, 大多数的人类肿瘤细胞有pRb功能丢失的现
象, 因此该载体仅能在pRb功能缺陷的肿瘤细胞特异
性增殖[21]. 这类载体更适合介导RNAi治疗Ad5 受体
低表达而Ad3受体高表达的癌症.  

2  RNAi治疗恶性肿瘤的策略 

2.1  沉默癌基因 

癌基因的过度活化和异常表达在细胞癌变过程

中起着重要作用 . ras和myc是最常见的癌基因 , 在
30%的癌症中可检测到 ras突变为癌基因形式 , 
Brummelkamp等人 [22]采用病毒载体介导RNAi, 特异
性降低K-ras的表达, 从而抑制肿瘤生长. Fleming等人
[23]运用RNAi靶向沉默前列腺癌细胞中突变的K-ras
基因体内实验显示: K-ras蛋白的低表达可以显著减
缓癌细胞在荷瘤小鼠体内的生长、转移及癌组织血管

生成.  
c-myc基因是myc基因家族的重要成员之一 , 

c-myc基因与多种肿瘤发生发展相关, 在 80%的乳房
癌、70%的结肠癌、90%的妇科癌和 50%的肝癌中
c-myc蛋白过量表达. c-myc基因既是一种可易位基因, 
又是一种受多种物质调节的可调节基因 , 同时也是
一种可使细胞无限增殖, 获永生化功能, 促进细胞分
裂的基因. Wang等人[24]采用RNAi技术使MCF-7 细胞
c-myc蛋白的表达量降低 80%, 从而显著抑制乳房癌
细胞的生长.  

2.2  促进癌细胞凋亡 

细胞凋亡就是程序性细胞死亡 , 它不仅与胚胎
发生、器官发育、变态发育及保持机体平衡等过程息

息相关, 而且在调控细胞增殖, 肿瘤的发生和生长中
起重要作用 . 细胞凋亡主要受到促凋亡因素和抗凋

亡因素的双重调控 , 线粒体在凋亡过程中扮演着十
分重要的角色. Bcl-2 家族的抗凋亡蛋白, 如 Bcl-2, 
Bcl-xL和 Mcl-1等可以阻止线粒体融合, IAP(抗凋亡
蛋白)家族, 如 NAIP, c-IAP1, c-IAP2, XIAP, Survivin
和 BRUCE等也可强烈抑制凋亡. 而 TRAIL, Fas, Fasl
等蛋白可以促进凋亡, 运用 RNAi抑制抗凋亡蛋白的
表达, 可以显著提高这些蛋白的诱导凋亡效应. 因此, 
设想在肿瘤基因治疗中, 采用病毒载体介导 RNAi沉
默抗凋亡基因的同时可表达促进细胞凋亡的蛋白分

子, 如沉默 XIAP的同时促进 TRAIL蛋白的表达; 沉
默 Bcl-2的同时促进 Bax蛋白分子的表达等, 使两者
产生协同效应 . 另外还可以在沉默多个抗凋亡基因
的同时表达促凋亡蛋白.  

2.3  调控细胞周期 

目前认为细胞周期紊乱是肿瘤最主要的发病机

制之一 , 真核生物的细胞增殖是由一系列调控因子
有序的聚合和激活来调节控制细胞周期的 . 细胞的
生长与繁殖依赖于细胞周期中各种调节因子的相互

平衡调节. 参与细胞周期调控的主要因子有: 细胞周
期蛋白(cyclin), 细胞周期蛋白依赖性激酶(CDKs)和
CDK抑制蛋白(CKIs). Cyclin E是一种细胞周期蛋白, 
在细胞由G1 期向S期的过渡时期高表达, 调控细胞
进入S期, 随后Cyclin E被泛肽介导的蛋白酶解途径
降解. 如果Cyclin E的降解途径缺陷, 细胞进入S期加
速, 细胞产生不稳定的遗传, 以致发生癌变. Li等人
[25]设计siRNA直接沉默肝癌细胞Cyclin E的表达, 抑
制了癌细胞的增殖, 促进了凋亡. 细胞增殖还依赖于
细胞分裂前染色体的复制及随后的姐妹染色单体分

离到达细胞两极 . 纺锤体组装检查点具有确保染色
体信息传递保真性的作用 , 检查点的缺失可能导致
染色体的分离异常和肿瘤形成 . 癌症高表达蛋白
(Hec1)通过与调控G2/M期的蛋白间的相互作用而在
染色体的分离中发挥重要作用 , 因此它也是理想的
RNAi作用靶位点[26].  

2.4  抗血管生成 

肿瘤的生长和转移依赖于血管的生成 , 这一过
程主要依赖于肿瘤血管生成因子和抗肿瘤血管生成

因子相互调节的平衡, 目前已发现有 20 多种正负调
节因子, 如VEGF, TGF, bFGF, Angiogenin, PDGF等促
进血管生成因子; Angiostatin, Endostatin, Vasostain, 
Tumstatin, IL-12 等抑制血管生成因子 . 因此运用
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RNAi技术抑制正调控因子的表达是非常有效的抗血
管治疗策略. Chen等人[27]设计siRNA抑制VEGF-C的
表达, 显著降低了肿瘤淋巴管和淋巴结的生成, 从而
抑制了肺癌的转移. 同样, Shen等人 [28]采用RNAi技
术沉默VEGF受体也取得了理想的治疗效果, 并认为, 
单一地下调正调节因子还不够完美, 如果在RNAi抑制
正调节因子表达的同时, 再运用病毒载体表达负调节
因子应取得更理想的协同抗血管生成效应.  

2.5  结合传统的化疗和放疗 

传统的治疗手段放化疗是除手术之外治疗恶性

肿瘤的主要手段 . 恶性肿瘤化疗失败的主要原因是
肿瘤细胞容易产生耐药性 , 表现为原药耐药和多药
耐药(MDR)两种形式. 因此采用RNAi技术抑制耐药
性相关的基因表达 , 可以显著提高肿瘤对相关化疗
药物的敏感性. 如抑制XIAP基因的表达可以提高前
列腺癌细胞对DDP的敏感性 [29]. MDR表型的肿瘤细
胞常有mdr1 基因过度表达, 许多实验室已成功地设
计抑制mdr1 基因表达的siRNA, 从而抑制耐药基因
表达, 恢复肿瘤细胞对化疗药物的敏感性[30,31].  

放疗失败的主要原因也是产生耐受性 . 放射治
疗可能导致凋亡抑制蛋白高表达 , 这些高表达的抗
凋亡蛋白为肿瘤细胞提供了保护作用 , 因此利用
RNAi抑制这类蛋白的表达, 也可以显著提高放疗敏
感性 . 最近已有一些科学工作者开始从事这方面的
研究探索, 如Kami等人[32]利用RNAi抑制survivin蛋白
的表达, 显著提高前列腺癌细胞对放疗的敏感性.  

3  问题与展望 
病毒载体介导的RNAi技术作为肿瘤基因治疗的

新型工具仍然存在着很多急待解决的问题 . 其中提
高肿瘤细胞的靶向性是最为关键的问题之一 . 一方
面, 可以通过不断改进现有病毒载体, 提高载体肿瘤
靶向性. 另一方面, RNAi自身就是序列特异性基因
沉默的过程, 因此针对肿瘤突变的碱基而设计siRNA
就不会影响正常细胞的功能. 例如, Martinez等人[33]

根据p53 突变碱基设计的siRNA成功抑制了突变型
p53 的表达 , 而不影响野生型p53 的表达 . 随着对
microRNA的不断深入研究 , 目前已发现了很多
microRNA受polⅡ启动子的调控[34]. Stegmeier等人[35]

以慢病毒为载体 , 成功构建了 polⅡ启动子调控
microRNA为骨架的shRNA表达系统, 这为筛选肿瘤
特异性启动子调控shRNA提供了可能性.  

目前基因治疗所选用的腺病毒载体大都是第 1
代腺病毒, 缺失了腺病毒基因组的E1 区和部分E3 区; 
第 2代腺病毒载体缺失了E1区及部分的E2, E3和E4
区, 但两者都仍有免疫原性, 在体内易被抗体清除而
不能维持长期疗效 . 第 3 代腺病毒载体—无肠

(gutless, GL)腺病毒载体, 即腺病毒基因全部被删除, 
只保留两端的ITR和包装信号, 因此基本没有免疫原
性, 不易被抗体清除, 是目前最好的基因治疗载体之
一. 我们在Gutless的基础上, 添加合适的肿瘤靶向性调
控元件, 构建成可调控的肿瘤靶向性载体[36], 这类新
型的Gutless可以进一步开发为更完美的RNAi载体.  

以病毒为载体的肿瘤基因治疗的另一缺陷是绝

大多数病毒载体只能采用瘤体内注射的给药方式 , 
而绝大多数中晚期的恶性肿瘤往往会发生远处转移, 
有些恶性肿瘤甚至弥散全身 . 由于病毒载体靶向性
差且容易被机体清除 , 系统给药往往不能达到有效
的治疗部位, 导致了疗效差且副作用大. 因此寻求有
效的具有靶向性的系统给药途径是基因治疗从实验

走向临床成功与否的关键因素之一. 某些细胞(如巨
噬细胞、T细胞、NK细胞、嗜伊红白细胞、间充质干
细胞等)具有靶向肿瘤部位的特性, 利用机体自身的
这类细胞可以携带病毒载体进行系统给药. Cole等人
[37]巧妙地利用逆转录病毒“搭乘” T细胞进行系统给
药, 但是效果还是略有欠佳, 因为逆转录病毒为非肿
瘤特异性复制载体 . 为此我们设计了一种更为有效
的研究方案 : 构建既可在某些正常细胞又可在肿瘤
细胞特异复制的溶瘤腺病毒载体介导RNAi. 因为少
数正常细胞也可表达hTERT, 首先从体内分离可表达
hTERT的正常细胞 , 用重组Ad-TERT体外感染这些
分离的细胞 , 然后通过血液系统重新输回这些感染
后的细胞 , 这些细胞到达肿瘤组织后裂解释放病毒
载体, 从而感染肿瘤细胞, 这些设想有待于更进一步
的证实.  

征服人类恶性肿瘤固然是一个漫长的过程, 但是
随着科学工作者对 RNAi 研究的不断深入, 相信 RNAi
技术必将从实验阶段走向临床 , 预期将有美好的发
展前景.  

致谢  本工作为国家重点基础研究发展规划资助项目(批
准号: 2004CB518804).  
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