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摘　要：由于目前尚无高效合成立体特异性磷硫代ｓｉＲＮＡｓ（ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ）的化学体系，本研究

针对潜在的癌症治疗靶点ＰＬＫ１，用ａ－磷硫代三磷酸腺苷（ＡＴＰａＳ）、ａ－磷硫代三磷酸胞苷（ＣＴ－
ＰａＳ）和ａ－磷硫代三磷 酸 尿 苷（ＵＴＰａＳ）通 过 Ｔ７ＲＮＡ聚 合 酶 转 录 合 成 了 部 分 磷 硫 代 修 饰 的

Ｒｐ－磷硫代ｓｉＲＮＡｓ（Ｒｐ－ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ），探究了ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ血清稳定性和基因沉

默活性的差异性。发现酶促合成的磷硫代ｓｉＲＮＡ几乎不影响ｓｉＲＮＡ的基因沉默效率，但却

显著提高ｓｉＲＮＡ的血清稳定性。因此，酶促转录合成的Ｒｐ－ＰＳ－ｓｉＲＮＡ可望作为ｓｉＲＮＡ的修

饰形式，以延长ｓｉＲＮＡ的生物活性半衰期，使ｓｉＲＮＡ广泛应用于生物医学临床研究领域。
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１　引　言

２０１８年８月１１日，在ＲＮＡ干 扰 现 象 被 发 现

２０周年之际，首例ｓｉＲＮＡ药物Ｐａｔｉｓｉｒａｎ通过美国

ＦＤＡ审批并正 式 上 市［１－２］．功 能 核 酸 在 疾 病 治 疗，

预防和诊断领域中掀起医药革命的浪潮．虽然未修

饰的功能核酸（例如ｓｉＲＮＡ）介导的基因沉默具有

无限潜力，但化学修 饰 通 常 被 用 来 改 善ｓｉＲＮＡ的

代谢稳定性，体内递送和药代动力学特性，主要包

括２′－甲 氧 基 修 饰（２′－Ｏ－Ｍｅ）、２′－氟 基 化 修 饰（２′－
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Ｆ）、２′－氧烯丙基修饰（２′－Ｏ－ａｌｌｙｌ）、２，４－二硝基苯基

醚修饰（２′－Ｏ－ＤＮＰ）、４′－硫代修饰（４′－Ｓ）、硫磷代修

饰（ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅ　ｌｉｎｋａｇｅｓ，ＰＳ）和５－溴尿嘧啶

修饰（５－ｂｒｏｍｏｕｒａｃｉｌ）［３］等．其中，磷硫代修饰（硫原

子取代磷酸位点的非桥键氧原子，即磷酸酯基ＰＯ
变为硫代磷酸酯基ＰＳ）因能有效提高ｓｉＲＮＡ的核

酸酶抗性而被广泛应用于基因功能鉴定和临床试

验等 研 究 领 域［４］．目 前，硫 磷 代ｓｉＲＮＡ（ＰＳ－ｓｉＲ－
ＮＡ）的合成 方 式 主 要 有 两 种：化 学 合 成 和 体 外 酶

促转录合成，由 于 硫 代 磷 酸 酯 基（ＰＳ）是 具 有 手 性

的，其 可 产 生Ｓｐ和 Ｒｐ两 种 不 同 的 非 对 映 异 构

体［５］，因此，化学合成ＰＳ－ｓｉＲＮＡ时，如不控制底物

单体的立体特异性，通常会得到具有不同生化性质

的ＰＳ－ｓｉＲＮＡ混合物，且目前尚无高效合成立体特

异性硫磷代寡聚核苷酸的化学合成体 系［６］．此 外，
相关研究发 现 化 学 合 成 得 到 的ＰＳ－ｓｉＲＮＡ的 基 因

敲除活性与 天 然ｓｉＲＮＡ相 当［７］或 更 低［８］，且 具 有

较明 显 的 细 胞 毒 性［９］．与 化 学 合 成 相 比，Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ
等人发现：用Ｔ７ＲＮＡ聚 合 酶 体 外 转 录 合 成 磷 硫

代ＲＮＡ时，Ｔ７ＲＮＡ聚合酶能特异性识别并结合

7－磷硫代 核 苷 三 磷 酸（ＮＴＰａＳ）的Ｓｐ异 构 体，在

ＲＮＡ延伸过程中，其发生构型翻 转，最 终 得 到Ｒｐ
型的磷硫代ＲＮＡ纯净物［１０］．同时，与富含Ｓｐ手性

中心的ＰＳ－ｓｉＲＮＡ相比，富含Ｒｐ手 性 中 心 的ＰＳ－
ｓｉＲＮＡ具有更大的血清稳定性和更有效的基因沉

默活性［６］，因 此，用 Ｔ７ＲＮＡ 聚 合 酶 转 录 合 成 的

Ｒｐ型ＰＳ－ｓｉＲＮＡ可能具有更高的核酸酶抗性和生

物学活性．
另外近年来，实验研究发现ＰＬＫ１基因过表达

于多种类型的人类肿瘤组织中，如神经胶质瘤［１１］、
甲状腺癌［１２］、头颈部鳞状细胞癌［１３］、黑色素瘤［１４］、
结直 肠 癌［１５］、食 管 癌［１６］、卵 巢 癌［１７］、乳 腺 癌［１８］和

前列腺癌［１９］．自 然，它 被 认 为 是 肿 瘤 性 疾 病 和 病

毒性疾病 的 潜 在 治 疗 靶 点［２０－２１］．为 了 进 一 步 探 索

磷硫代修饰的潜在应用价值，本文针对癌症治疗靶

点ＰＬＫ１，设计了３条特异性ｓｉＲＮＡ序列，并用Ｔ７
ＲＮＡ聚 合 酶 和 ＮＴＰａＳ体 外 转 录 合 成 了ＰＳ－ｓｉＲ－
ＮＡｓ，探究了ＰＬＫ１ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和ＰＬＫ１ＰＳ－ｓｉＲ－
ＮＡＳ血清稳定性 和 基 因 沉 默 活 性 的 差 异 性．实 验

发现酶 促 合 成 的ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ能 在 不 影 响ｓｉＲＮＡ
基因沉默活性的基 础 下，显 著 提 高ｓｉＲＮＡ的 血 清

稳定性．因此，酶促合成的ＰＳ－ｓｉＲＮＡ可作为ｓｉＲ－

ＮＡ的应 用 形 式，以 延 长ｓｉＲＮＡ的 生 物 活 性 半 衰

期，使其基因干扰效果持续时间更长，为肿瘤性疾

病和病毒性疾病等疑难杂症的治疗带来新的希望．

２　材料与方法

２．１　材　料

２．１．１　细 胞 株　肝 癌 细 胞 株 ＨｅｐＧ２购 自 于

ＡＴＣＣ细胞库

２．１．２　主要试剂　胎牛血清（ＦＢＳ）购自于Ｇｉｂｃｏ
生物公司；高糖培养基ＤＭＥＭ 和胰蛋白酶购自于

Ｈｙｃｌｏｎｅ生物公司；核酸ｓｉＲＮＡ　ｍａｒｋｅｒ，ｃＤＮＡ合

成试剂盒和ＥＣＬ显色液购自全式金公司；ＲＮＡ提

取试剂盒购自于ｐｒｏｍａｇａ公司；Ｒｆｅｃｔ小核酸转染

试剂购自于百代生 物 公 司；ｑＲＴ－ＰＣＲ试 剂 购 自 于

Ｔａｋａｒａ生物公司；苯甲磺酰氟化物（ＰＭＳＦ）和ＲＩ－
ＰＡ裂解液均购自于索莱宝生物公司；ＢＣＡ蛋白质

定量试剂盒购自于 康 为 世 纪 生 物 公 司；ａｎｔｉ－ＰＬＫ１
抗体和ａｎｔｉ－ＧＡＰＤＨ 抗 体 购 自 于ａｂｃａｍ 公 司；山

羊抗兔ＩｇＧ－ＨＲＰ抗体和山羊抗鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ抗体

购自于Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ生物公司．
２．２　方　法

２．２．１　ＰＬＫ１ｓｉＲＮＡｓ和ＰＬＫ１ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ的体

外转录合成及纯化　以ＰＬＫ１的ｍＲＮＡ序列为模

板（ＧｅｎＢａｎｋ序号为ＮＭ＿００５０３０），设计靶向性敲

除ＰＬＫ１的ｓｉＲＮＡ序列（表１和２，其中，＊表示该

核苷酸位点 为 磷 硫 代 核 苷 酸）．如 图１所 示，由 于

ＮＴＰａＳ的合成及应用挑战，本文使用ａ－磷硫代 三

磷酸腺苷（ＡＴＰａＳ）、ａ－磷硫代三磷酸胞苷（ＣＴＰａＳ）
和ａ－磷硫代三磷酸尿苷（ＵＴＰａＳ）［２２］和Ｔ７聚合酶

体 外 转 录 合 成 了 部 分 磷 硫 代 修 饰 的 Ｒｐ－ＰＳ－ｓｉＲ－
ＮＡ［２３］．首 先，在 生 工 生 物 公 司 订 购 合 成 ＰＬＫ１－
ｓｉＲＮＡｓ的ＤＮＡ单链模板（表１）．在保证ＤＮＡ模

板纯度极高的基础上，将互补的１００μｍｏｌ／Ｌ　ＤＮＡ
单链退火成２０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＮＡ双链．依据转录体

系加入各组分和两组双链ＤＮＡ，混合均匀并 轻 微

离心后，置于３７℃水浴锅中过夜孵育（同时合成正

义链ＲＮＡ和反义链ＲＮＡ，合成的ＲＮＡ可形成双

链）．随后用ＤＮＡ酶Ⅰ消化ＤＮＡ模板，ＲＮａｓｅ　Ｔ１
分解ＲＮＡ一条链的ＧＧＧ部分，并用苯酚－氯仿－异
戊醇抽提法、乙醇沉淀法和超滤法进行样品纯化．
最后，用１２．５％非 变 性 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 检 测

样品的纯度和完整性．

５６３
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表１　合成ｓｉＲＮＡ的ＤＮＡ模板序列

Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｔｅｍｐｌａｔｅ　ｆｏｒ　ｓｉＲＮＡ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ＰＬＫ１ｓｉＲＮＡ　１

ｏｌｉｇｏ－１　 ５′－ＧＡＴＣＡＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＴＣＡＣＣＣＴＣＣＴＴＡＡＡＴＡＴＴ－３′

ｏｌｉｇｏ－２　 ３′－ＣＴＡＧＴＧＡＴＴＡＴＧＣＴＧＡＧＴＧＡＴＡＴＣＣＣＴＣＴＡＧＴＧＧＧＡＧＧＡＡＴＴＴＡＴＡＡ－５′

ｏｌｉｇｏ－３　 ５′－ＡＡＡＧＡＴＣＡＣＣＣＴＣＣＴＴＡＡＡＴＡＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴＡＧＴＧＡＴＣ－３′

ｏｌｉｇｏ－４　 ３′－ＴＴＴＣＴＡＧＴＧＧＧＡＧＧＡＡＴＴＴＡＴＧＧＧＡＴＡＴＣＡＣＴＣＡＧＣＡＴＡＡＴＣＡＣＴＡＧ－５′

ＰＬＫ１ｓｉＲＮＡ　２

ｏｌｉｇｏ－１　 ５′－ＧＡＴＣＡＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＧＡＴＣＡＡＧＡＡＧＡＡＴＧＡＡＴＡＴＴ－３′

ｏｌｉｇｏ－２　 ３′－ＣＴＡＧＴＧＡＴＴＡＴＧＣＴＧＡＧＴＧＡＴＡＴＣＣＣＣＣＴＡＧＴＴＣＴＴＣＴＴＡＣＴＴＡＴＡＡ－５′

ｏｌｉｇｏ－３　 ５′－ＡＡＧＧＡＴＣＡＡＧＡＡＧＡＡＴＧＡＡＴＡＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴＡＧＴＧＡＴＣ－３′

ｏｌｉｇｏ－４　 ３′－ＴＴＣＣＴＡＧＴＴＣＴＴＣＴＴＡＣＴＴＡＴＧＧＧＡＴＡＴＣＡＣＴＣＡＧＣＡＴＡＡＴＣＡＣＴＡＧ－５′

ＰＬＫ１ｓｉＲＮＡ　３

ｏｌｉｇｏ－１　 ５′－ＧＡＴＣＡＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＧＡＧＡＡＧＡＴＧＴＣＣＡＴＧＧＡＡＴＴ－３′

ｏｌｉｇｏ－２　 ３′－ＣＴＡＧＴＧＡＴＴＡＴＧＣＴＧＡＧＴＧＡＴＡＴＣＣＣＣＣＴＣＴＴＣＴＡＣＡＧＧＴＡＣＣＴＴＡＡ－５′

ｏｌｉｇｏ－３　 ５′－ＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＴＧＴＣＣＡＴＧＧＡＡＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴＡＧＴＧＡＴＣ－３′

ｏｌｉｇｏ－４　 ３′－ＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＡＣＡＧＧＴＡＣＣＴＴＧＧＧＡＴＡＴＣＡＣＴＣＡＧＣＡＴＡＡＴＣＡＣＴＡＧ－５′

Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ

ｏｌｉｇｏ－１　 ５′－ＧＡＴＣＡＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＴ－３′

ｏｌｉｇｏ－２　 ３′－ＣＴＡＧＴＧＡＴＴＡＴＧＣＴＧＡＧＴＧＡＴＡＴＣＣＣＡＡＧＡＧＧＣＴＴＧＣＡＣＡＧＴＧＣＡＡＡ－５′

ｏｌｉｇｏ－３　 ５′－ＡＡＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴＡＧＴＧＡＴＣ－３′

ｏｌｉｇｏ－４　 ３′－ＴＴＡＡＧＡＧＧＣＴＴＧＣＡＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＡＴＡＴＣＡＣＴＣＡＧＣＡＴＡＡＴＣＡＣＴＡＧ－５′

表２　ｓｉＲＮＡ序列

Ｔａｂ．２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｓｉＲＮＡ

Ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ　 ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ

ＰＬＫ１
ｓｉＲＮＡ　１

正义链５′－ＡＧＡＵＣＡＣＣＣＵＣＣＵＵＡＡＡＵＡＵＵ－３′ ５′－Ａ＊ＧＡ＊Ｕ＊Ｃ＊Ａ＊Ｃ＊Ｃ＊Ｃ＊Ｕ＊Ｃ＊Ｃ＊Ｕ＊Ｕ＊Ａ＊Ａ＊Ａ＊Ｕ＊Ａ＊Ｕ＊Ｕ＊－３′

反义链３′－ＵＵＵＣＵＡＧＵＧＧＧＡＧＧＡＡＵＵＵＡＵ－５′ ３′－Ｕ＊Ｕ＊Ｕ＊Ｃ＊Ｕ＊Ａ＊ＧＵ＊ＧＧＧＡ＊ＧＧＡ＊Ａ＊Ｕ＊Ｕ＊Ｕ＊Ａ＊Ｕ＊－５′

ＰＬＫ１
ｓｉＲＮＡ　２

正义链 ５′－ＧＧＡＵＣＡＡＧＡＡＧＡＡＵＧＡＡＵＡＵＵ－３′ ５′－ＧＧＡ＊Ｕ＊Ｃ＊Ａ＊Ａ＊Ｇ＊Ａ＊Ａ＊ＧＡ＊Ａ＊Ｕ＊ＧＡ＊Ａ＊Ｕ＊Ａ＊Ｕ＊Ｕ＊－３′

反义链 ３′－ＵＵＣＣＵＡＧＵＵＣＵＵＣＵＵＡＣＵＵＡＵ－５′ ３′－Ｕ＊Ｕ＊Ｃ＊Ｃ＊Ｕ＊Ａ＊ＧＵ＊Ｕ＊Ｃ＊Ｕ＊Ｕ＊Ｃ＊Ｕ＊Ｕ＊Ａ＊Ｃ＊Ｕ＊Ｕ＊Ａ＊Ｕ＊－５′

ＰＬＫ１
ｓｉＲＮＡ　３

正义链５′－ＧＧＡＧＡＡＧＡＵＧＵＣＣＡＵＧＧＡＡＵＵ－３′ ５′－ＧＧＡ＊ＧＡ＊Ａ＊ＧＡ＊Ｕ＊ＧＵ＊Ｃ＊Ｃ＊Ａ＊Ｕ＊ＧＧＡ＊Ａ＊Ｕ＊Ｕ＊－３′

反义链３′－ＵＵＣＣＵＣＵＵＣＵＡＣＡＧＧＵＡＣＣＵＵ－５′ ３′－Ｕ＊Ｕ＊Ｃ＊Ｃ＊Ｕ＊Ｃ＊Ｕ＊Ｕ＊Ｃ＊Ｕ＊Ａ＊Ｃ＊Ａ＊ＧＧＵ＊Ａ＊Ｃ＊Ｃ＊Ｕ＊Ｕ＊－５′

Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ　ｓｉＲＮＡ

正义链５′－ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＵＵ－３′ ５′－Ｕ＊Ｕ＊Ｃ＊Ｕ＊Ｃ＊Ｃ＊ＧＡ＊Ａ＊Ｃ＊ＧＵ＊ＧＵ＊Ｃ＊Ａ＊Ｃ＊ＧＵ＊Ｕ＊Ｕ＊－３′

反义链３′－ＵＵＡＡＧＡＧＧＣＵＵＧＣＡＣＡＧＵＧＣＡ－５′ ３′－Ｕ＊Ｕ＊Ａ＊Ａ＊ＧＡ＊ＧＧＣ＊Ｕ＊Ｕ＊ＧＣ＊Ａ＊Ｃ＊Ａ＊ＧＵ＊ＧＣ＊Ａ＊－５′

　　（＊表示该核苷酸的ａ磷酸位点氧原子被硫原子所取代）

２．２．２　ＰＬＫ１ｓｉＲＮＡｓ和ＰＬＫ１ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ的血

清稳 定 性 试 验　５μｍｏｌ／Ｌ　ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ或ＰＳ－ｓｉＲ－
ＮＡ分别与５０％胎牛血清（ＦＢＳ）等体积混合均匀，
放置 于３７℃水 域 锅 中 孵 育．０、１、２、４、６、８、１２和

２４ｈ小时后取２μＬ样品上样，用１２．５％非变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳检测ｓｉＲＮＡ或ＰＳ－ｓｉＲＮＡ的剩

余量．Ｉｍａｇｅ　Ｊ软 件 分 析 三 次 独 立 试 验 的 灰 度 值，
并用Ｏｒｉｇｉｎ软件制图．
２．２．３　细胞培养与转染试剂的筛选　将 ＨｅｐＧ２
细胞（ＡＴＣＣ细胞库）以５×１０３细胞／孔的密度接种

于９６孔组织培养板中，用含１０％ 胎牛血清（ＦＢＳ，

Ｇｉｂｃｏ）的高糖培养基（ＤＭＥＭ，Ｈｙｃｌｏｎｅ）在３７℃

和５％ＣＯ２条件下培养１２ｈ．根据Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　３０００、Ｒｉｂｏｆｅｃｔ转 染 试 剂 和

Ｒｆｅｃｔ小核 酸 转 染 试 剂 的 厂 家 说 明 书，将 带 荧 光

ＦＡＭ基团的ｓｉＲＮＡ（转染终浓度为１０ｎｍｏｌ／Ｌ）与
四种不同的转染试剂混合均匀后，孵育 ＨｅｐＧ２细

胞４ｈ，更换 培 养 基，用 荧 光 显 微 镜 观 察 其 转 染 效

率的差异性．
２．２．４　ｑＲＴ－ＰＣＲ分析　在ｑＲＴ－ＰＣＲ分析中，用

ＲＮＡ提取 试 剂 盒 提 取 总ＲＮＡ后，使 用 反 转 录 试

剂盒 合 成ｃＤＮＡ．根 据 人 类 ＰＬＫ１ｍＲＮＡ（Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ序 号 为 ＮＭ＿００５０３０）和 ＧＡＰＤＨ　ｍＲＮＡ
（ＧｅｎＢａｎｋ 序 号 为 ＮＭ＿００２０４６）的 序 列，设 计

６６３
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ＰＬＫ１和ＧＡＰＤＨ基因的ＰＣＲ引物（表３）．随后，
以１μＬ　ｃＤＮＡ作 为 模 板，用Ｅｘ－Ｔａｑ酶（Ｔａｋａｒａ）
对ＰＬＫ１和ＧＡＰＤＨ进行ＰＣＲ扩增．９５℃预变性

５ｓ；９５℃×５ｓ、５５℃×１０ｓ、７２℃×１０ｓ扩增４０个

周期；９５℃×１０ｓ、６０℃×６０ｓ、９７℃×１ｓ一个周

期后得到荧光 曲 线．利 用 罗 氏ＬＣ９６软 件，以 管 家

基因 ＧＡＰＤＨ　ｍＲＮＡ 作 为 内 源 参 考 标 准，采 用

ΔＣＴ法测定ＰＬＫ１ｍＲＮＡ的相对表达量．通过熔

融曲线分析验证了ＰＣＲ产物的特异性．

表３　引物序列

Ｔａｂ．３　Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

名称 正向引物 反向引物

ＰＬＫ１　 ５′－ＡＣＣＴＡＣＧＧＣＡＡＡＴＴＧＴＧＣＴＴ－３′ ５′－ＣＴＣＴＣＣＣＣＧＴＣＡＴＡＴＴＣＧＡＣＴ－３′

ＧＡＰＤＨ　 ５′－ＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ－３′ ５′－ＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ－３′

２．２．５　蛋白质印迹分析　在蛋白质印迹分析中，
用含ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂 解 液 提 取 总 蛋 白 后，使 用

ＢＣＡ蛋白 质 定 量 试 剂 盒 测 定 各 样 品 的 总 蛋 白 浓

度．用１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳分离１５μｇ总蛋

白样品（２００Ｖ电泳１ｈ），将３６ｋＤ　ＧＡＰＤＨ蛋白和

６８ｋＤ　ＰＬＫ１从ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶中转移到０．２μｍ
ＰＶＤＦ膜上（冰 浴 条 件 下，２００ｍＡ转 膜２ｈ）．５％
脱脂奶粉封闭１ｈ后，４℃过夜孵育ａｎｔｉ－ＰＬＫ１抗

体（兔单克隆抗体，１∶２　０００稀释）和ａｎｔｉ－ＧＡＰＤＨ
抗体（鼠单克隆抗体，１∶５　０００稀释）．用ＴＢＳＴ缓

冲液以１∶２　０００的 稀 释 比 例 分 别 稀 释 山 羊 抗 兔

ＩｇＧ－ＨＲＰ抗体和山羊抗鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ抗体，室温孵

育二抗１ｈ．最后用ＥＣＬ化学发光法进行显色，以

管家基因ＧＡＰＤＨ 的 蛋 白 作 为 内 源 参 考 标 准，归

一化后得到靶基因ＰＬＫ１蛋白的相对表达量．

３　结果与讨论

３．１　ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ的体外转录合成

如图１所 示，利 用 Ｔ７聚 合 酶 体 外 转 录 合 成

ｓｉＲＮＡｓ，用１２．５％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测样品的纯度和完整性，得到了纯度较高的ＰＬＫ１
ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和ＰＬＫ１ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ．
３．２　ＰＳ－ｓｉＲＮＡ血清稳定性试验

不同的化学修饰能不同程度地提高ｓｉＲＮＡ核

酸酶稳定性，使其进入生物体后不易被核酸水解酶

降解并可持久发挥药效，为了验证酶促合成的ＰＳ－
ｓｉＲＮＡｓ是 否 能 增 强ｓｉＲＮＡ的 核 酸 酶 抗 性，比 较

ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ血 清 稳 定 性 的 差 异 是

至关重 要 的．如 图２所 示，随 着 时 间 的 延 长，ＰＳ－
ｓｉＲＮＡｓ的 剩 余 量 明 显 高 于ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ的 剩 余

量．与ＦＢＳ孵育２４ｈ后，当剩余天然ｓｉＲＮＡ１含量

为２１．５１％时，剩 余 的ＰＳ－ｓｉＲＮＡ１含 量 为７１．６％
（Ｐ＜０．０１），同 时，ＰＳ－ｓｉＲＮＡ２和ＰＳ－ｓｉＲＮＡ３的剩

余量也显著性高于相对应的ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ（６８．３７％

图１　ＰＬＫ１ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ的转录合成

１．磷硫代修饰寡聚 核 糖 核 苷 酸 结 构 示 意 图；Ｂ．ＰＬＫ１ｓｉＲ－
ＮＡｓ长度为２５ｂｐ；泳道１、５为非 特 异ｓｉＲＮＡ序 列；泳 道２、６为

ｓｉＲＮＡ１序列；泳道３、７为ｓｉＲＮＡ２序列；泳道４、８为ｓｉＲＮＡ３序
列．
Ｆｉｇ．１　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　ＰＬＫ１ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｐｈｏｓｐｈｏｔｈｉｏａｔｅ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ；Ｂ． Ｔｈｅ

ｌｅｎｇｔｈ　ｏｆ　ＰＬＫ１ｓｉＲＮＡｓ　ｓｕｐｐｏｓｅｄ　ｔｏ　ｂｅ　２５ｂｐ；ｌａｎｅ　１ａｎｄ　５ａｒｅ
ｎｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｓｉＲＮＡ；ｌａｎｅ　２ａｎｄ　６ａｒｅ　ｓｉＲＮＡ１，ｌａｎｅ　３ａｎｄ　７ａｒｅ
ｓｉＲＮＡ２；ｌａｎｅ　４ａｎｄ　８ａｒｅ　ｓｉＲＮＡ３．

ｖｅｒｓｕｓ　３２．２７％，Ｐ ＜ ０．０１；６３．９９％ ｖｅｒｓｕｓ
１９．０５％，Ｐ＜０．０１）．这 表 明 酶 促 合 成 的ＰＳ－ｓｉＲ－
ＮＡ能显著性 增 强ｓｉＲＮＡ的 血 清 稳 定 性，从 而 可

作为ｓｉＲＮＡ的储存形式以延长ｓｉＲＮＡ的半衰期，为

ｓｉＲＮＡ实现低剂量高效果提供可能性，为ｓｉＲＮＡ临

床应用和新药研发领域奠定理论基础．
３．３　转染试剂的筛选

由于不同转染试剂有着不同的化学性质和递

送机制，不同细胞株对不同的转染试剂的敏感程度

各不相同．为了筛选出肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２的最佳

转染试剂，对 常 见 的 四 种 转 染 试 剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
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２０００、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　３０００、Ｒｉｂｏｆｅｃｔ转 染 试 剂 和

Ｒｆｅｃｔ小核酸 转 染 试 剂 的 转 染 效 率 进 行 了 分 析 和

比较．结果如图３所示，与Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００、Ｌｉ－
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　３０００、ｒｉｂｏｆｅｃｔ转染试剂的转染效率相

比，Ｒｆｅｃｔ小核酸转染试剂的转染效率最大．因此，
在后续的基因沉默试验中，采用Ｒｆｅｃｔ转染试剂来

递送ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ．

图２　ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ与ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ的血清稳定性
Ａ．ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ１与ＰＳ－ｓｉＲＮＡ１的血清稳定性；Ｂ．ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ２与ＰＳ－ｓｉＲＮＡ２的血清稳定性；Ｃ．ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ３与ＰＳ－ｓｉＲＮＡ３的血清稳定

性．条形代表标准偏差，数据收集于三次独立试验．
Ｆｉｇ．２　Ｓｅｒｕｍ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ　ａｎｄ　ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ

Ａ．Ｓｅｒｕｍ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ１ａｎｄ　ＰＳ－ｓｉＲＮＡ１；Ｂ．Ｓｅｒｕｍ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ２ａｎｄ　ＰＳ－ｓｉＲＮＡ２；Ｃ．Ｓｅｒｕｍ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｎａｔ－ｓｉＲ－
ＮＡ３ａｎｄ　ＰＳ－ｓｉＲＮＡ３．Ｂａｒｓ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｈｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎ，Ｄａｔａ　ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｒｅｅ　ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．

图３　不同转染试剂的转染效率对比
Ａ．Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００；Ｂ．Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　３０００；Ｃ．Ｒｉｂｏｆｅｃｔ转染试剂；Ｄ．Ｒｆｅｃｔ小核酸转染试剂．

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　ｒｅａｇｅｎｔｓ
Ａ．Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００；Ｂ．Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　３０００；Ｃ．ｒｉｂｏｆｅｃｔ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　ｒｅａｇｅｎｔ；Ｄ．ｒｆｅｃｔ　ｓｍａｌｌ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

３．４　ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ的基因沉默效果

过去相关研究表明：化学合 成 得 到 的ＰＳ－ｓｉＲ－
ＮＡ通常为混合物，且其基因敲除活性与天然ｓｉＲ－
ＮＡ相当或更低．为 了 探 究 酶 促 合 成 的ＰＳ－ｓｉＲＮＡ
在显著提高ｓｉＲＮＡ血清 稳 定 性 的 同 时，是 否 影 响

ｓｉＲＮＡ的生物学功能，采用ｑＲＴ－ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ等 半 定 量 办 法 分 析 比 较 了ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ和

ＰＳ－ｓｉＲＮＡ的基因 沉 默 效 果．结 果 如 图４所 示，在

ｍＲＮＡ 水 平 上，以 ＰＢＳ 组 作 为 对 照 组，当 ２５
ｎｍｏｌ／Ｌ　ｓｉＲＮＡ１使ＰＬＫ１的 ｍＲＮＡ表 达 量 降 低

４５％时，等 剂 量 的 ＰＳ－ｓｉＲＮＡ１敲 降 了４３．２％的

ＰＬＫ１ｍＲＮＡ；同时，ＰＳ－ｓｉＲＮＡ２和ＰＳ－ｓｉＲＮＡ３的

基 因 沉 默 活 性 也 相 似 于 对 应 的 ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ
（３８．７％ｖｅｒｓｕｓ　４６．２％；２０％ｖｅｒｓｕｓ　２７％）．在 蛋

白 质 水 平 上，ＰＳ－ｓｉＲＮＡ１、ＰＳ－ｓｉＲＮＡ２与 ＰＳ－ｓｉＲ－
ＮＡ３的 干 扰 活 性 均 相 似 于 对 应 的ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ，
（６１．１％ｖｅｒｓｕｓ　６１．９％；６３．０６％ｖｅｒｓｕｓ　５５．２％；

２０．３％ｖｅｒｓｕｓ　２５．６％）．经 分 析 对 比 发 现：序 列 特

异性的ｓｉＲＮＡｓ或ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ使ＰＬＫ１ｍＲＮＡ和

ＰＬＫ１蛋白质的 相 对 表 达 量 均 显 著 下 降．其 中，等

剂量情况下，特异性序列１与序列２的基因沉默活

性相似，且显著性高于特异序列３的ＲＮＡ干扰效

率，这表明了同一基因的不同敲除靶点具有不同的

基因沉默效率，进而 印 证 了ｓｉＲＮＡ序 列 设 计 的 重

要性．此外，与ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ相 比，ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ的 特

异性干扰效果没有明显的变化．因此，通过酶促生

物合成的方式，硫磷 代 修 饰 能 在 不 影 响ｓｉＲＮＡ基

因沉默活性的基础 上，显 著 性 增 加ｓｉＲＮＡ的 血 清
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稳定性，延长ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ的半衰期，使其干扰效果

持续时间更 长，为ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ用 于 肿 瘤 性 疾 病 和

病毒性疾病治疗提供可能性．

图４　ＰＬＫ１ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和ＰＬＫ１ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ的基因沉默效果
Ａ．ｍＲＮＡ水平上，ＰＬＫ１ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和ＰＬＫ１ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ的基因沉默效果；Ｂ，Ｃ．蛋白水平上，ＰＬＫ１ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和ＰＬＫ１ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ

的基因沉默效果；１．ＰＢＳ；２．Ｒｆｅｃｔ转染试剂；３．非特异性ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ；４．ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ１；５．ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ２；６．ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ３；７．非特异性ＰＳ－
ｓｉＲＮＡ；８．ＰＳ－ｓｉＲＮＡ１；９．ＰＳ－ｓｉＲＮＡ２；１０．ＰＳ－ｓｉＲＮＡ３．数据收集于３次独立实验，＊ ：Ｐ＜０．０５；＊＊：Ｐ＜０．０１．

Ｆｉｇ．４　Ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＰＬＫ１ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ　ａｎｄ　ＰＬＫ１ＰＳ－ｓｉＲＮＡ
Ａ．Ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＰＬＫ１ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ　ａｎｄ　ＰＬＫ１ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ　ａｔ　ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ＲＮＡ；Ｂ，Ｃ．Ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＰＬＫ１ｎａｔ－

ｓｉＲＮＡｓ　ａｎｄ　ＰＬＫ１ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ　ａｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｌｅｖｅｌ；１．ＰＢＳ；２．Ｒｆｅｃｔ　ｒｅａｇｅｎｔ；３．ｎｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ；４．ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ１；５．ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ２；６．
ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ３；７．ｎｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ＰＳ－ｓｉＲＮＡ；８．ＰＳ－ｓｉＲＮＡ１；９．ＰＳ－ｓｉＲＮＡ２；１０．ＰＳ－ｓｉＲＮＡ３；Ｄａｔａ　ｗｅｒｅ　ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｒｅｅ　ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｅｘ－
ｐｅｒｉｍｅｎｔｓ；＊Ｐ＜０．０５；＊＊：Ｐ＜０．０１．

４　讨　论

随着首例ｓｉＲＮＡ药物Ｐａｔｉｓｉｒａｎ的正式上市，

具有基因 沉 默 活 性 的 天 然ｓｉＲＮＡ和 修 饰 性ｓｉＲ－
ＮＡ广泛应用 于 疾 病 治 疗、预 防 和 诊 断 相 关 领 域．
研究 表 明，对ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ不 同 基 团 进 行 不 同 的 化

学修饰可不同程度上增加或降低ｓｉＲＮＡ的核酸酶

抗性，同时，过多的或不当的化学修饰会使其不被

ＲＮＡ干扰机制所识别，从而降低ｓｉＲＮＡ的基因沉

默活性．其中，磷硫代修饰因能有效提高ｓｉＲＮＡ的

核酸酶抗性而被广泛应用于基因功能鉴定和临床

试验等研究 领 域．由 于 硫 代 磷 酸 酯 基（ＰＳ）是 具 有

手性的，其可产生Ｓｐ和Ｒｐ两种不同的非对 映 异

构体，因此，化学合成ＰＳ－ｓｉＲＮＡ时，通常会得到具

有不同生 化 性 质 的ＰＳ－ｓｉＲＮＡ 混 合 物，从 而 影 响

ＲＮＡ干扰机制，使其基因敲除活性与天然ｓｉＲＮＡ
相当或更低．与化学合成相比，酶促合成可得到具

有更高核酸酶抗性和生物学活性的Ｒｐ－ＰＳ－ｓｉＲＮＡ
纯净物．为了进一步探究磷硫代修饰的潜在应用价

值，本文针对癌 症 治 疗 靶 点ＰＬＫ１，设 计 了３条 特

异性ｓｉＲＮＡ 序 列，用 ＡＴＰａＳ、ＣＴＰａＳ、ＵＴＰａＳ和

Ｔ７聚合酶体外转录合成了部分磷硫代修饰的Ｒｐ－
ＰＳ－ｓｉＲＮＡ，探 究 了 ＰＬＫ１ｎａｔ－ｓｉＲＮＡｓ和 ＰＬＫ１
ＰＳ－ｓｉＲＮＡｓ血 清 稳 定 性 和 基 因 沉 默 活 性 的 差 异

性．结果发现，通过酶促生物合成的方式，磷硫代修

饰能在不影响ｓｉＲＮＡ基 因 沉 默 活 性 的 基 础 下，显

著性提高ｓｉＲＮＡ的血清稳定性．因此，酶促合成的

ＰＳ－ｓｉＲＮＡ可 作 为ｓｉＲＮＡ 的 应 用 形 式，以 延 长

ｓｉＲＮＡ的生物活性半衰期，并为ｓｉＲＮＡ以及其它

功能核酸的生物药物创新和生物医学临床研究奠

定理论和应用的一个新基础．目前，尽管ｓｉＲＮＡ药

物研发领域中充满难题和挑战，针对越来越多的疾

病表征多变性，只有从基因水平进行靶向性治疗才

能达到“治标治本”的效果．随着相关技术的不断改

良、完 善 与 进 步，ｓｉＲＮＡ药 物 的 其 它 弱 点（如 脱 靶

性，免疫原性和低递送率等）也终将被克服，ｓｉＲＮＡ
将成为以基因表达调控为导向的第三代医药产业

革命的中坚力量．
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