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人工microRNAs在肿瘤基因治疗中的研究
黄晓明1  陈 翔1,2  贾振宇1*

(1浙江省医学科学院, 杭州 310013; 2温州医学院检验医学与生命科学学院, 温州 325025)

摘要      microRNA是一类大小约22个核苷酸的非编码小RNA, 能够整合到RNA诱导沉默复合

体(RNA-induced silence complex, RISC)中, 介导转录后的基因沉默。microRNA参与调控细胞的生

长、分化及凋亡, 与癌症的发生和发展有着密切的联系。该文就microRNA的生物合成及作用机制、

microRNA与肿瘤的关系及其在肿瘤基因治疗中的应用研究作一综述。

关键词      microRNA; 癌症; 基因治疗

Progress of Artificial MicroRNAs in Cancer Gene Therapy

Huang Xiaoming1, Chen Xiang1,2, Jia Zhenyu1*
(1Zhejiang Academy of Medical Sciences, Hangzhou 310013, China; 2School of Laboratory Medicine and Life Science, Wenzhou 

Medical College, Wenzhou 325025, China)

Abstract        microRNA is 22nt non-coding small RNA which can mediate post-transcriptional gene silencing 
via assembly into RNA-induced silence complex (RISC). MicroRNAs involve in regulation of cell growth, 
differentiation, apoptosis and relate to cancer development and progression. The biogenesis, functional mechanisms 
of microRNA, and its roles playing in tumors and miRNA-based cancer gene therapy are introduced in this review.
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1   引言
随着世界人口的增长及老龄化的加速、环境的

恶化及诱发癌症因素的增加, 癌症的发病率正在逐

年升高, 癌症已高居发达国家人口死亡原因的第一

位, 在发展中国家也已排在第二位[1]。2008年, 全世

界新增癌症患者12 700 000例, 因癌症而死亡的人数

为7 600 000, 常见癌症有肺癌、胃癌、肝癌、食管癌、

结直肠癌、乳腺癌和前列腺癌[2]。由于恶性肿瘤的

无限制生长与浸润、转移, 现今临床采用的常规治

疗方法—手术、放疗、化疗无法完全根除或彻底

杀灭肿瘤细胞, 因此常出现肿瘤转移或复发; 而且常

规化疗的特异性较低, 在杀伤肿瘤细胞的同时也给

正常细胞带来很大的损伤, 尤其损伤在抗肿瘤机制

中占重要地位的机体免疫系统, 有较严重的毒副作

用, 癌症病人常因不能耐受而被迫停止接受治疗[3-4]。

肿瘤三大常规治疗方法的局限性迫使人们去寻找新

的治疗方法, 肿瘤的生物治疗因其安全、有效、毒

副作用低等特点成为继手术治疗、放射治疗、化学

治疗之后肿瘤治疗的第四种模式[3-6]。常用的生物治

疗方法有免疫治疗、基因治疗、抗新生血管生成治

疗、溶瘤病毒治疗、干细胞治疗、诱导分化及凋亡、

内分泌治疗等。各种肿瘤生物治疗相关研究也早已

成为肿瘤研究者关注的热点, 其中肿瘤基因治疗始

终是肿瘤生物治疗的主要方向之一[7-8]。肿瘤的发生
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发展涉及众多基因的变化, 包括抑癌基因失活、癌

基因异常激活、抗凋亡基因及迁移相关基因过表达、

诱导凋亡、分化、死亡基因表达不足或不表达、各

种microRNA表达异常等。基因治疗方法之一是抑

制肿瘤细胞中过度表达的基因, RNA干扰的发现为

基因表达的封闭提供了一个有效的手段。

RNA干扰(RNA interference, RNAi)是基因表达

调控中转录后基因沉默的一种重要方式, 普遍存在

于多种多细胞生物中。RNAi主要通过细胞中非编码

RNA(non-coding RNA, ncRNA)完成。ncRNA是生物

体内不编码蛋白质的一类RNA, 发挥着重要的生物

功能。研究发现, 许多ncRNA在生物体内行使着广泛

的调节作用, 参与机体的免疫、肿瘤发生发展形成、

调节染色体的结构和基因的转录等。根据ncRNA的

大小可以将其分类为: (1)21-25个核苷酸的ncRNA, 
包 括microRNA(miRNA)和 小 干 扰RNA(siRNA); 
(2)100-200个核苷酸的小RNA(small RNA, sRNA); 
(3)大于10 000个核苷酸的ncRNA[9-10]。miRNA作为

一种ncRNA, 是目前生命科学领域里研究的一个热

点。第一个miRNA基因lin-4发现于1993年[11], 随后在

动物、植物、病毒中陆续发现大量不同的miRNA。

2   miRNA的生物合成和功能
miRNA是一类大小约为22个核苷酸的RNA分

子, 与 核 酸 酶Dicer、Argonaute蛋 白、TRBP(TAR 
RNA-binding protein)蛋 白、 双 链RNA结 合 蛋 白

PACT(protein activator of PKR)等形成RNA诱导沉默

复合物(RNA-induced silence complex, RISC)。RISC
中的miRNA与靶mRNA的3′端非转录区域碱基互

补配对, 当miRNA与mRNA完全配对时, RISC中的

Argonaute蛋白降解mRNA, 当不完全配对时, 则阻

遏mRNA的翻译, 从而诱导转录后的基因沉默[12]。

目前有研究发现, 在不完全配对的情况下, RISC也
可以降解mRNA: 先抑制mRNA翻译, 然后mRNA
被募集到P-bodies(RNA processing bodies)被降解。

P-bodies不仅能降解mRNA, 还能储存mRNA, 适当

的时候再把mRNA释放出来[13]。

随着研究的不断深入, 近来发现, miRNA不仅

可以介导转录后的基因沉默效应, 还能通过靶向基

因的启动子位点来介导转录水平的基因沉默。靶

向启动子位点的miRNA, 能够募集Ago-1蛋白并引

起组蛋白的甲基化而使染色质异质化, 从而阻遏基

因转录的起始。miRNA还能激活基因的表达, 通过: 
(1)和基因的启动子AU富集区结合, 提高与转录激活

正相关的染色质上组蛋白甲基化程度; (2)和重叠于

启动子位点的反义转录链(anti-sense transcription)结
合, 通过Ago-2蛋白降解反义转录链, 最终促进正义

链的转录[14]。

编码miRNA的基因有的在基因组的非编码

区, 有的在编码蛋白质基因的内含子和外显子区域, 
它们在基因组中成簇排列或分散排列。miRNA通

常由RNA聚合酶II或III转录为pri-miRNA(primary-
miRNA)。pri-miRNA类似于mRNA, 具有5′端帽子结

构和3′端的多聚腺苷酸尾。pri-miRNA在细胞核中

经核酸酶Drosha剪切成60-70个核苷酸的茎环结构, 
即pre-miRNA(precursor-miRNA), 5′端带有磷酸基

团, 3′端有2个核苷酸的突出。Drosha对pri-miRNA
进行高效精确的加工通常需要DGCR8(DiGeorge 
syndrome critical region 8 protein)的协同作用。并非

所有pre-miRNA的产生都依赖于Drosha/DGCR8复
合体, 在一些生物体中发现内含子可以在细胞核通

过RNA的拼接机制生成pre-miRNA。pre-miRNA在

蛋白质Expotin5与RanGTP的复合体介导下, 从细胞

核被运输至细胞质; 在细胞质中, 在TRBP辅助下, 核
酸酶Dicer将pre-miRNA剪切为含21~25个核苷酸的

双链RNA , 该双链miRNA中的一条引导链即成熟的

miRNA随即整合到RISC中, 形成成熟的RISC复合

体; 另一条链则被降解[15]。

3   miRNA与癌症的关系
miRNA可以调控细胞自我更新、增殖、分化

等生物过程, 从而影响生物的生长发育[9]。miRNA
在人类的各种疾病发生过程中起着重要的作用[9,18]。

目前, 发现大约3%的人类基因编码miRNA, 但是这

些miRNA却调控着人类近30%的蛋白质编码基因。

Calin等[19]对目前已知的和预测的人类186个miRNA
进行研究, 发现半数以上的miRNA定位于染色体上

与肿瘤发生相关的区域和脆性位点, 如杂合性缺失

区、纯合性缺失区、扩增区、断裂点、靠近癌基因

或抑癌基因的部位。在恶性肿瘤和肿瘤细胞株中表

达的miRNA与正常组织细胞存在着明显差异[20-28]。

miRNA表达水平的改变可能是诱发癌症的因素或

癌变过程所引起的。根据miRNA的作用性质可以将

其划分为抑癌基因和原癌基因。
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4   基于miRNA的肿瘤基因治疗
恶性肿瘤细胞中表达异常的miRNA成为肿瘤

基因治疗的新靶点。目前常用的miRNA基因治疗

方法有以下几种[29]: (1)anti-microRNA oligonucleo-
tides(AMOs)。AMOs可与内源性miRNAs互补配对结

合, 抑制miRNAs的功能, 但是抑制效率不高, 所以

可对AMOs进行一些化学修饰, 以提高其抑制效率

及稳定性, 比如: 2′-甲基化、2′-O-甲基化修饰、共

轭偶联胆固醇; (2)反义锁定核苷酸(locked-nucleic-
acid antisense oligonucleotides, LNAs)是一种特殊的

双环状核苷酸衍生物, 与DNA或RNA间的杂交亲和

力强, 具有良好的稳定性, 而且水溶性高, 细胞毒性

低; (3)miRNA海绵(microRNA sponges)。microRNA 
sponges是人工合成的含有多个内源性miRNA结合

位点的mRNA, 通过与内源性miRNA结合, 可以有效

抑制基因家族中亲缘关系接近的miRNA; (4)miRNA
屏障技术(miR-masking)合成能够严密结合于靶

mRNA上miRNA结合位点处基因序列的特异性反

义寡核苷酸序列, 与靶mRNA形成二倍体以屏障靶

mRNA与内源性miRNA结合; (5)miRNA mimic是化

学合成的模拟内源性的成熟双链miRNA的小RNA, 
能增强内源性miRNA的功能; (6)构建表达miRNA的

病毒载体, 常用的病毒载体有腺病毒、慢病毒和逆

转录病毒; (7)miRNA小分子抑制剂, 如偶氮苯作为

一种特异性的miRNA抑制剂, 可以有效抑制Hela、
MCF-7细胞中高表达的miR-21。

根据miRNA对基因表达抑制的原理, 人工合

成的miRNA逐渐广泛应用于恶性肿瘤的基因治疗

图1  miRNA的生物合成和作用机制(根据参考文献[16-17]修改)
Fig.1   The biogenesis and mechanism of miRNA(modified from references [16-17])

gene
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Translational repression mRNA degradation
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的实验研究。目前, 已有一些研究通过合成人工

miRNA抑制恶性肿瘤细胞中高表达的蛋白质的合

成。

4.1   肺癌

肺 癌 有39种miRNA表 达 增 强、33种miRNA
下降[25]。血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)能够诱导肿瘤血管新生, 为
肿瘤细胞的转移提供基质。2009年, Liu等[30]报道, 
miR-126可以抑制VEGF的表达。他们构建表达

miR-126的慢病毒表达载体LV-miR-126并感染肺

癌细胞A549、Y-90和SPC-A1后, 细胞生长分别被

抑制了41.3%、29.1%和26.1%, 停滞于G1期的细胞

分别增加了23.64%、16%和8.7%; 将分别感染了

LV-miR-126与空载体的A549分别注射到裸鼠前肢

腋下, 25天后感染了LV-miR-126的细胞形成的肿

瘤小22.4%。2010年, Incoronato等[31]报道, miR-212
可以诱导凋亡抑制因子糖尿病/星形胶质细胞富含

的磷脂蛋白15(phosphoprotein enriched in diabetes/
phosphoprotein enriched in astrocytes, PED/PEA-15)
的mRNA降解。用miRNA-212 mimics转染非小细

胞肺癌细胞Calu-1, 48 h后加入10 ng/mL的肿瘤坏死

因子相关凋亡诱导配体(tumor necrosis factor-related 
apoptosis-inducing ligand, TRAIL), 24 h后凋亡细胞

增加了大约3倍。2010年, Chen等[32]构建的表达miR-
145的慢病毒载体能够抑制非小细胞肺癌细胞A549
和H23中其靶基因原癌基因c-Myc的表达, 使细胞停

滞在G0/G1期, 细胞生长均被抑制60%左右, 集落形成

数量则分别降低了大约50%和15%。PI3K-Akt信号

通路能够诱导细胞增殖和肿瘤形成。2012年, Yang
等[33]用miR-126表达载体pE-Mir126分别转染非小

细胞肺癌细胞A549和SK-MES-1后, PI3KR2的表达

受到抑制, 细胞的生长分别被抑制了大约53.06%和

52.08%, 侵袭能力分别下降了大约36%和36.73%。

将转染了pE-Mir126的A549和SK-MES-1细胞分别

注射到裸鼠皮下, 35天后, 肿瘤的体积分别减少了大

约46.67%和47.22%, 肿瘤的重量则分别降低了大约

46.81%和37.93%。

4.2   乳腺癌

乳 腺 癌 中 有17种miRNA表 达 增 强、113种
miRNA表达下降[26]。人类表皮生长因子受体2(human 
epidermal growth factor receptor 2, HER2)和HER3属
于HER原癌基因家族。2007年, Scott等[34]报道, miR-

125a和miR125b均可以抑制HER2和HER3的mRNA
和蛋白表达水平。他们构建miR-125a或miR125b的
逆转录病毒表达载体并感染乳腺癌细胞SKBR3, 细
胞的迁移能力下降了大约60%或50%, 细胞的侵袭

能力下降了大约75%或65%。2012年, Tang等[35]报

道miR-125b能够抑制肿瘤抑制基因STARD13(StAR-
related lipid transfer domain containing 13, 又名DLC2)
的表达。用miR-125b mimics转染miR-125b低表达的

乳腺癌细胞MCF-7后, 细胞在体内外的侵袭和转移

能力均增强。用miR-125b抑制剂处理miR-125b高
表达的乳腺癌细胞MDA-MB-231, 细胞在体内外的

侵袭和转移能力则受到抑制。因此, miR-125b究竟

是一个原癌基因还是抑癌基因, 如何采用miR-125b
进行基因治疗, 还有待进一步研究。细胞衍生因

子-1(stromal cell derived factor-1, SDF-1)与趋化因子

受 体CXCR4[chemokine(C-X-C motif) receptor 4]结
合能够诱导乳腺癌细胞的定向转移。2007年, Liang
等[36]构建了靶向CXCR4的人工miRNA表达载体, 转
染乳腺癌细胞MDA-MB-231后, 细胞迁移数量下降

了大约75%, 侵袭的细胞数量下降了85%; 通过尾静

脉注射转染了靶向CXCR4的人工miRNA表达载体

的乳腺癌细胞MDA-MB-231到小鼠体内, 与注射转

染无靶向的阴性对照RNA双链的MDA-MB-231相
比, 30天后肺转移率下降了大约89%。

4.3   消化道肿瘤

4.3.1   结直肠癌      结直肠癌有37种miRNA表达增

强、13种miRNA表 达 下 降[22]。2011年, Liu等[37]将

能够抑制促大肠癌细胞生长和转移的细胞分裂周

期蛋白42(cell division cycle 42, Cdc42)的mRNA和

蛋白表达的miR-137转染结直肠癌细胞SW1116和
LoVo, 细胞生长分别被抑制了33%和31%左右, 停滞

于G0/G1期的细胞分别升高了7.73%和6.87%, 处于S
期的细胞分别下降了9.36%和5.8%, 细胞的迁移

能力分别下降了80%和75%左右。结肠癌相关转

移基因1(metastasis-associated in colon cancer 1, 
MACC1)是结肠癌形成和增殖相关基因, miR-143
可以抑制MACC1的mRNA和蛋白表达水平。2012
年, Zhang等[38]用miR-143 mimics和 靶 向MACC1的
siRNA同时转染结直肠癌细胞SW620, 可以增强抑

制细胞生长、迁移和侵袭能力, 其中, 细胞生长被抑

制了30%左右, 细胞的侵袭和迁移能力均下降50%
左右。无齿蛋白同系物(denticless protein homolog, 
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DTL)可以诱导P53泛素化而被降解, 导致细胞凋亡

被抑制。miR-30a-5p可以引起DTL的mRNA降解, 从
而抑制其蛋白的表达水平。2012年, Baraniskin等[39]

构建了表达miR-30a-5p的慢病毒载体pLKO.1-pure-
miR-30a-5p并感染结直肠癌细胞HCT116和SW480, 
细胞凋亡分别上升了大约80%和90%, 早期凋亡的

HCT116细胞增加了11.1%, 停滞于G1期的细胞增加

了20.46%。

4.3.2   胃癌      胃癌有21种miRNA表达增强、31种
miRNA表达下降[27]。2006年, Li等[40]构建了基于小

鼠miR-155天然结构的靶向肿瘤转移相关基因肝

再 生 磷 酸 酶-3(phosphatase of regenerating liver-3, 
PRL-3)的人工miRNA表达载体pCMV-PRL3miRNA-
1249-A2, 并用以转染胃癌细胞SGC7901后, 能够

诱导PRL-3的mRNA降解, 侵袭的细胞总数下降了

71.43%左右, 迁移的细胞数下降了75.96%左右; 将转

染了pCMV-PRL3miRNA-1249-A2的SGC7901细胞注

射到BALB/c裸鼠腹腔, 21天后观察到, 与注射转染

了空载体细胞SGC7901的裸鼠相比, 腹腔表面转移

的结节总数下降了大约66%。2008年, Xia等[41]报道, 
miR-15b和miR-16能够抑制Bcl2蛋白的表达。分别

将miR-15b mimics和miR-16 mimics转染胃癌多药耐

药细胞株SGC7901/VCR, 能够使经化疗药物长春新

碱处理的细胞凋亡水平分别提高大约1.9倍和1.8倍。

肝肠钙黏蛋白(liver-intestine cadherin, LI-cardherin, 又
名CDH17)在胃黏膜的异常表达可导致胃黏膜肠上

皮化生和异形增生。2010年, Zhang等[42]用构建的

表达靶向CDH17的人工miRNA的慢病毒载体lenti-
CDH17-miR-B感染胃癌细胞BGC823后, 能够诱导

CDH17的mRNA降解, 细胞的运动和迁移率均下降

了64%左右, 细胞生长被抑制35%左右。2012年, Xia
等[43]研究报道, miR-124可以抑制具有致癌作用的

鞘氨醇激酶1(sphingosine kinase 1, SPHK1)的mRNA
翻译。用构建的表达miR-124的逆转录病毒载体分

别感染胃癌细胞MGC803和SGC7901后, 细胞的生

长均被抑制了大约46%, 集落形成数量分别减少了

大约59%和52%; 将感染后能够稳定表达miR-124的
SGC7901细胞注射到裸鼠皮下, 30天后观察到其形

成的肿瘤体积和重量比感染病毒空载体的细胞分别

减少了大约68%和75%。

4.4   肝癌

肝癌有44种miRNA表达增强、30种miRNA表

达下降[23]。细胞周期蛋白D1(Cyclin D1)和周期蛋白

依赖性激6(cyclin-dependent kinase 6, CDK6)是细胞

周期G1/S转变的关键蛋白, 其表达水平的上调会促

进细胞的增殖。2009年, Xu等[44]研究发现, miR-195
可以抑制Cyclin D1、CDK6和E2F转录因子3(E2F 
transcription factor 3, E2F3)的mRNA翻译。将分别

转染了miR-195 mimics与无靶向的阴性对照RNA
双链的肝癌细胞MHCC-97L分别注射到BALB/c裸
鼠皮下, 4周后观察到转染miR-195 mimics的肝癌细

胞形成的肿瘤体积减小了大约60%, 将转染了miR-
195 mimics的结肠癌细胞HCT-116注射到裸鼠皮下

则没有形成瘤体; 转染了miR-195 mimics的MHCC-
97L和HCT-116细胞停滞于G1期的细胞分别增加了

大约25%和18%。细胞周期蛋白D3(Cyclin D3)的过

表达可能引起细胞周期的失调, 诱导肿瘤的发生。

2012年, Wang等[45]报道, miR-138能够抑制Cyclin D3
蛋白的表达。他们用miR-138 mimics转染肝癌细

胞HepG2和Huh7, 细胞的生长分别被抑制了17%和

25%左右, 停滞于G0/G1期的细胞分别增加了大约

10%和4%, 停滞于S期的细胞则均减少了大约7.5%; 
将分别转染了miR-138 mimics与无靶向的阴性对照

RNA双链的HepG2分别注射到雄性BALB/c裸鼠皮

下, 5周后测量肿瘤体积, miR-138 mimics的抑瘤率

大约为30%。

4.5   前列腺癌

雄性激素依赖性前列腺癌有57种miRNA表达增

强、42种miRNA下降; 雄性激素非依赖性前列腺癌

有9种miRNA表达增强、22种miRNA下降[21]。Bcl2/
腺病毒E1B 19-kDa相互作用蛋白3(Bcl2/adenovirus 
E1B 19-kDa interacting protein 3, BNIP3)能够抑制细

胞凋亡诱导因子(apotosis inducing factor, AIF)的转

录。2010年, Chen等[46]用构建的表达miR-145的腺

病毒载体pAdeasy-miR145感染前列腺癌细胞PC-3
和DU145, 可以抑制BINP3的mRNA翻译, 使得AIF
的表达上调, 从而诱导细胞凋亡。pAdeasy-miR145
感染PC-3和DU145后, 细胞生长分别被抑制了40%
和50%左右, 细胞凋亡比例分别升高了2.6倍和1.6
倍。果蝇zeste基因增强子的人类同源物2(enhancer 
of zeste homolog 2, Ezh2)属于原癌基因, 是一种可以

促进前列腺癌细胞生长和转移的组蛋白甲基转移酶

基因。2010年, Cao等[47]报道, 用miR-101 mimics转
染前列腺癌细胞DU145、LNCap和PC-3, 可以抑制



黄晓明等: 人工microRNAs在肿瘤基因治疗中的研究 1023

Ezh2蛋白表达, DU145和LNCap细胞生长分别被抑

制了45%和35%左右,  DU145和PC-3细胞的侵袭能

力分别下降了大约92%和55%, LNCap细胞的迁移能

力下降了大约40%。

4.6    白血病

慢性淋巴细胞白血病有35种miRNA表达增

强、15种miRNA下降, 急性淋巴细胞白血病有47种
miRNA表达增强、7种miRNA下降[20]。B细胞淋巴

瘤/白血病2(B-cell lymphoma/leukemia 2, Bcl2)是一

种抵抗凋亡的蛋白质。2005年, Cimmino等[48]报道, 
人工构建的表达miR-15a/miR-16-1的质粒能够抑制

慢性髓细胞白血病细胞MEG-01中Bcl2的翻译, 使其

蛋白水平下降大约93%, 从而激活APAF-1-caspase9-
PARP信号通路, 诱导细胞凋亡, 使凋亡细胞数上

升了2倍多。14-3-3θ属于抗凋亡蛋白家族, 2012年, 
Scheibner等[49]报道miR-27a能够抑制14-3-3θ蛋白的

表达水平。用表达miR-27a的慢病毒载体感染慢性

髓细胞白血病细胞K562后, 细胞的集落形成速率

下降了大约2~6倍。FMS样酪氨酸激酶3(fms-like 
tyrosine kinase 3, FLT3)和MYB与白血病的形成密切

相关, miR-150能够抑制FLT3和MYB的表达。2012
年, Jiang等[50]用miR-150表达载体分别转染急性单核

白血病细胞MOMOMAC-6、急性T细胞白血病细胞

JURKAT和单核细胞白血病细胞U937后, 细胞凋亡

分别提高了大约36.36%、14.28%和14.28%。2012年, 
Li等[51]报道在t(8;21)急性髓性白血病(acute myeloid 
leukemia, AML)中, miR-193a可以抑制AML1/ETO、

DNMT3a、HDAC3、KIT、CCND1、MDM2基因的

表达。用表达miR-193a的慢病毒载体感染AML1/
ETO阳性的AML细胞SKNO-1后, 停滞于G1期的细

胞提高了15.3%, S期的细胞则下降了13.8%。在小

鼠的皮下接种SKNO-1细胞成瘤, 瘤内注射miR-193a 
mimics, 14天后, 肿瘤的重量减少了大约83.04%。

原癌基因PBX3和MEIS1在混合谱系白血病(mixed 
lineage leukemia, MLL)基 因 重 排 的AML中 过 表

达。2012年, Jiang等[52]报道miR-495能够抑制PBX3
和MEIS1的表达, 用表达miR-495的慢病毒载体感染

急性单核细胞白血病细胞MOMOMAC-6和单核细

胞白血病细胞THP-1后, 细胞生长分别被抑制了大约

31.25%和35.71%, 细胞凋亡分别提高了大约30.76%和

23.07%。miR-495不仅能抑制MLL-AF9诱导的小鼠骨

髓祖代细胞的集落形成能力, 而且还能促进其分化。

4.7   甲状腺癌

由滤泡上皮细胞衍生而来的甲状腺癌有36种
miRNA表 达 增 强、15种miRNA下 降[24]。2012年, 
Esposito等[53]报道, miR-25和miR-30d能够抑制未分

化甲状腺癌中高表达的Ezh2蛋白。将miR-25或miR-
30d表达载体分别转染甲状腺癌细胞FRO、8505c和
ACT-1, 转染了miR-25的FRO和8505c细胞形成的集

落数分别减少了大约35%和50%, 转染了miR-30d的
FRO和8505c细胞形成的集落数则分别减少了大约

54%和68%; 转染了miR-25的ACT-1和8505c细胞的

迁移数量分别下降了大约54%和37%, 转染了miR-
30d的ACT-1和8505c细胞的迁移数量分别下降了大

约62%和57%。

4.8   鼻咽癌

鼻咽癌中有8种miRNA表达增强、33种miRNA
表达下降[28]。2012年, Lu等[54]报道miR-26a能够抑

制Ezh2的mRNA翻译。转染了miR-26a mimics的鼻

咽癌细胞C666-1和HNE-1的生长分别被抑制了大

约42%和46%, 感染表达miR-26a的慢病毒载体LV-
miR26a后, C666-1和HNE-1细胞形成的集落数量分

别减少大约52%和55%; 将分别感染了LV-miR26a和
空载体的C666-1细胞分别注射到雌性BALB/c裸鼠

皮下, 2周后观察到感染LV-miR26a的细胞形成的肿

瘤体积小了大约65%, 重量少了大约73%。

5   调控人工miRNA的肿瘤特异性启动子
目前, 基于人工miRNA的基因治疗研究的

常用启动子有: 巨细胞病毒早期(cytomegalovirus 
immediately-early, CMV-IE)启动子, H1启动子和U6 
启动子。肿瘤基因治疗的两大关键因素是基因的

特异靶向性和安全性。肿瘤特异性启动子是指在

肿瘤细胞有特异性的转录活性而在正常细胞无转

录活性或是极低转录活性的启动子。肿瘤特异性

启动子可以在表达其活化所需的转录因子的肿瘤

细胞中调控基因的表达, 因此, 可以利用这一特性

实现肿瘤基因治疗的特异靶向性。2011年, Chen
等[55]构建了受肝癌细胞特异性的甲胎蛋白(alpha 
fetoprotein, AFP)启动子和肿瘤特异性的人端粒酶

逆 转 录 酶(human telomerase reverse transcriptase, 
hTERT)启动子共同调控的miR-26a表达载体pATM, 
将转染了pATM与空载体的肝癌细胞Huh-7分别注

射到裸鼠皮下, 5周后观察到转染了pATM的细胞形
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成的肿瘤体积小了大约75%; 建立裸鼠移植性肝癌

细胞(SMMC-LTNM)模型, 注射20 µg pATM与脂质

体形成的混合物于瘤体中, 每周2次, 4周后观察到肿

瘤体积减小了大约70%。

6   人工miRNA传递系统
目前, 常用的人工miRNA传递系统主要包括脂

质体、病毒载体(主要为腺病毒、逆转录病毒和慢

病毒)、纳米粒子。除了单一载体, 还有多种载体的

联合使用。例如, 2010年, Chen等[56]报道, 用靶向肿

瘤的单链抗体片段(single-chain antibody fragment, 
scFv)修饰的脂质体–多聚阳离子透明质酸(LDH)纳
米粒子的传递系统携带miR-34a, 通过静脉注射到小

鼠黑色素瘤B16F10移植模型中, 能够抑制肺转移癌

组织中凋亡抑制蛋白survivin的表达, 使肿瘤负荷减

少50%, 而且不会引起C57BL/6小鼠血液中炎症因子

IL-6、IL-12和IFN-γ的显著改变。2011年, Ibrahim
等 [57]报 道, 聚 乙 烯 亚 胺(polyethylenimine, PEI)
介导miR-145转染结肠癌细胞LS174T后, 能够使

miR-145的表达水平升高10倍, 细胞的生长被抑制

了大约60%, 流式细胞术检测显示早期和晚期凋亡

的细胞均升高2倍以上。将LS174T细胞注射到裸

鼠皮下, 再注射10 µg PEI与miR-145的混合物, 每
周3次, 23天后实验结束时, 肿瘤的生长下降了近

50%。2012年, Pan等[58]研究报道, 从噬菌体MS2
发展来的类病毒颗粒(virus-like particles, VLP)
介导miR-146a感染宫颈癌细胞HeLa、肝癌细胞

HepG2和Huh-7、外周血单核细胞PBMCs后, 实时

荧光定量PCR检测显示miR-146a的表达水平分别

升高了大约8.8倍、16.5倍、14倍和21倍。用不同

剂量(100~500 nmol/L)的MS2-miR146a VLP分别

感染细胞, miR-146a的表达水平可上调0.92~14.76
倍, 且在最高感染剂量(500 nmol/L)下细胞的存活

率仍有90%。将MS2-miR146a VLP经尾静脉注射到

C57BL/6小鼠体内, 药代动力学分析显示小鼠血浆、

肺、脾脏和肾中的MS2-146a VLP分别升高2.28倍、

1.94倍、2.07倍和2.23倍, 在血浆中的半衰期为43小
时。白介素1受体相关激酶1(interleukin-1 receptor-
associated kinase 1, IRAK1)是miR-146a的靶基因, 感
染MS2-miR146a VLP的HeLa细胞中IRAK1蛋白表

达水平受到明显抑制, 尾静脉注射了MS2-miR146a 
VLP的小鼠的脾脏外周血单核细胞中IRAK1蛋白表

达亦受到明显抑制。

7   问题与展望
目前, 基于miRNAs的基因治疗仍面临一些问

题。miRNA与靶mRNA之间的作用依靠的是序列间

的碱基互补配对, 且miRNA可以调控与之不完全配

对的靶基因的表达, 因此, 一个miRNA可以调控多

个靶基因的表达, 可能产生脱靶效应。miR-masking
能够有效减少脱靶效应, 但是合成的寡核苷酸序列

与靶基因必须具有较高的特异性。

如何开发高效的miRNA的传递系统也是研究

的另一个重点。脂质体的传递效率相对较低且会产

生炎症反应。病毒载体感染效率高, 但病毒蛋白会

引起机体免疫效应。利用纳米粒子作为传递系统可

以减少炎症反应, 不过传递效率相对较低且疗效短。

因此, 针对于不同类型的肿瘤应采用不同的传递系

统。更合适的传递系统仍需进一步的研究。

Exosomes广泛存在于血浆、尿液、羊水和

唾液中, 研究发现, 由小鼠和人的肥大细胞分泌的

exosomes含有miRNA。因而, 在2012年, 有研究提出

可能可以用exosomes作为携带人工miRNA的介质, 
而且exosomes是机体自身所产生, 不被机体免疫排

斥, 并有可能发展为临床个性化用药和治疗方式之

一[59]。

目前, miRNAs已经成为肿瘤研究的一个热点, 
虽然仍处于基础性实验研究阶段, 但因其具有十分

重要且良好的临床应用前景, 在不久的将来可能会

有miRNAs药物问世, 给癌症患者带来新的希望。
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