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摘　要: 受体介导的反义治疗是利用受体与配体高特异性、高亲和力结合的特点 ,通过受体介导的内吞作用 ,将配

体与反义寡核苷酸 ( ASON )形成的转运复合物靶向运送到特定的细胞 ,使细胞内的 ASON达到足够高的浓度 ,从

而有效发挥反义抑制作用。本文简要综述对受体介导的反义治疗日前常用的受体、转运复合物的形成、内吞过程中

需要解决的问题及实验研究进展。
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　　反义治疗是指人工合成反义寡核苷酸 ( ASON)

与靶基因的正义链或其 mRNA互补、特异结合 ,从

而阻断基因的表达。反义治疗的成功不仅要求确定

一个合适的靶基因 ,而且要求建立一个有效的基因

转运系统 ,使 ASON高效准确地导入特定的靶细

胞。目前 ,常用的基因转运载体包括逆转录病毒载

体、腺病毒载体、脂质体载体和分子结合物载体。分

子结合物载体中含有细胞或组织特异受体的配体 ,

当载体与转运基因相连形成复合物后 ,即可通过受

体介导的内吞作用将其靶向转运到特定的细胞。由

于受体与配体结合具有高特异性、高亲和力的特点 ,

大大提高了 ASON的转运效率 ,从而为反义治疗应

用于临床提供了光明的前景。

1　常用受体

目前 ,在利用受体途径进行反义治疗的研究中 ,

常用的受体有去唾液酸酸性糖蛋白受体 ( ASGP-

R)
[1～ 4 ]、转铁蛋白受体 [5～ 7 ]及叶酸受体 [ 8～ 10]。

ASGP-R是肝细胞特异性受体 ,在其它组织和

细胞不表达 ,该受体能与末端半乳糖的去唾液酸糖

蛋白结合并内化 ,为 DNA的肝靶向转运提供了有

效的途径 ,使反义治疗肝脏疾病如肝癌、病毒性肝

炎、肝脏代谢性疾病成为可能。转铁蛋白受体在增生

的细胞如白血病细胞 HL-60和 LoV o Dx细胞高度

表达 ,而许多人类肿瘤如肺癌、乳腺癌、卵巢癌、子宫

内膜癌、肾癌、结肠癌和骨髓造血细胞癌均高度表达

叶酸受体 ,因此可通过转铁蛋白或叶酸受体介导 ,选

择性地将 ASON导入相应的肿瘤细胞 ,达到治疗肿

瘤的目的。

另外 ,上皮肿瘤和神经胶质肿瘤过度表达上皮

生长因子受体 [ 1] ,上皮生长因子相关受体 erbB2在

乳腺癌和卵巢癌细胞过度表达 [6 ] ,肺泡巨噬细胞高

度表达甘露糖受体
[12, 13 ]

,这些受体均被用于介导反

义治疗。

2　转运复合物的形成

虽然不同受体所对应的配体不同 ,但 ASON与

分子结合物载体形成转运复合物的过程基本相同。

首先配体与多聚阳离子如多聚赖氨酸共价结合形成

载体 ,由于多聚赖氨酸带正电荷 ,寡核苷酸 ( ON )带

负电荷 ,二者通过静电引力相结合 ,最终形成配体-

多聚赖氨酸 -ASON复合物。 如果将转运的 ASON

直接与配体共价结合 ,则可能引起 ASON结构的改

变 ,阻碍它与靶基因或其 mRNA结合而影响治疗效

果。

3　受体介导的转运复合物的内吞

转运复合物中的配体与受体特异性结合后 ,可

经受体介导的内吞作用进入细胞 , W u等 [1 ]将去唾

液酸糖蛋白 -多聚赖氨酸-质粒 PSV2 CAT复合物分

别与 HepG2细胞 [ ASGP-R(+ )和 SK-Hepl细胞

( ASGP-R( - ) ]孵育 ,结果发现 HepG2细胞具有乙

酰基转移酶 ( CAT)活性 ,而 SK-Hepl细胞无 CAT

活性 ,说明外源性 DNA经受体途径进入细胞并表

达。 转铁蛋白 -多聚赖氨酸 -含荧光素酶的细菌质粒

DNA复合物与鸡成红细胞 HD-3作用 24h后 ,细胞

表达荧光素酶 ,表明转铁蛋白受体介导质粒 DNA
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进入细胞并表达 [5 ]。

虽然 DNA可通过受体介导途径由内吞体进入

细胞 ,但当内吞体与溶酶体融合后 ,内化的 DNA大

部分会被降解 ,这将大大降低 DNA的转导效率。研

究发现 ,腺病毒的衣壳可促进内吞体溶解 ,使 DNA

免于降解 ,因此 ,在复制缺陷型腺病毒存在的情况

下 ,分子结合物载体转运 DNA进入细胞的效率增

加 ,但该法所需腺病毒滴度高达 10
4
/细胞 ,如此高

的滴度会对细胞产生毒性作用 ,而将腺病毒与载体

直接相连 ,可显著减少腺病毒的用量 ,同时又保证了

较高的转运效率
[14 ]
。 但是 ,腺病毒受体在细胞膜上

普遍存在 ,腺病毒与其受体的结合会削弱载体的靶

向特异性 ,因此可先用抗纤维抗体处理腺病毒 ,阻断

腺病毒与受体的结合 ,这样既能保留 DNA载体复

合物与特定细胞结合的特异性 ,又能阻止溶酶体降

解内化的 DNA,从而达到提高 DNA转运效率的目

的。

4　受体介导的反义治疗实验研究

目前 ,受体介导的反义研究还处于体外实验及

动物实验阶段 ,研究的范围主要涉及病毒性肝炎、肝

脏代谢性疾病及肿瘤 ,实验的结果已预示了广阔的

临床应用前景 ,在此以三种常用受体为例 ,简要介绍

其研究结果。

4. 1　 ASGP-R介导的反义研究

Madon等
[2 ]通过 ASGP-R介导的内吞作用 ,将

靶向乙肝病毒 ( HBV)基因组衣壳形成位点的 ASON

导入 HBV 感染的鸡肝细胞瘤细胞 LMN ,发现

ASON可明显抑制 HBV核心蛋白合成 ,从而抑制

HBV复制 ,而作为对照的游离 ASON进入细胞的

量则很少 ,因此受体介导途径为病毒性肝炎的反义

治疗提供了有效的方法。

Sugano等
[3, 4 ]
将靶向兔胆固醇酯转移蛋白

( CET P) mRNA的反义和正义 ON分别与去唾液酸

蛋白连接后经兔耳静脉注射 ,发现注射 ASON后 24、

48、 96h,血浆的总胆固醇浓度和 CETP活性均下

降 ,血浆高密度脂蛋白胆固醇浓度在注射后 48h升

高 ;肝细胞的 CETP mRNA水平在 6、 24、 48h均减

少 ,而注射正义 ON后上述指标均无明显变化 ;为了

进一步探讨 CET P在动脉粥样硬化发生中的作用 ,

给予兔子胆固醇饮食 8周后静脉注射 ASON,结果

显示基本同前 ,同时发现主动脉的胆固醇含量和粥

样硬化受累区域显著低于注射正义 ON组及对照

组 ,说明通过 ASGP-R途径将 ASON靶向导入肝细

胞可抑制血浆 CET P活性 ,减少血浆中低密度脂蛋

白和极低密度脂蛋白中胆固醇的含量 ,从而最终抑

制动脉粥样硬化的形成 ,因此可望以此为基础开发

一种反义药物来对抗动脉粥样硬化的发生。

4. 2　转铁蛋白受体介导的反义研究

HL-60和 LoVo Dx细胞高表达转铁蛋白受体

和 C-myb癌基因 ,将两种细胞分别暴露于转铁蛋白

-多聚赖氨酸-C-myb ASON复合物 ,可引起迅速而

持久的细胞增生抑制和死亡 ,其作用明显强于游离

的 C-myb ASON ,而正义链无论与载体结合与否对

细胞的增生均不产生影响 ,而且用反义复合物处理

过的细胞在 48h后几乎检测不到 C-myb mRNA,而

用正义链处理的细胞 C-myb m RNA大量表达
[6, 7 ]

,

说明 C-myb ASON能通过受体介导的内吞作用大

量进入细胞 ,与靶 m RNA形成稳定的双体而产生

持久的生物学作用 ,这一结果有利于临床上对白血

病反义治疗的深入研究。

4. 3　叶酸受体介导的反义研究

叶酸受体在许多肿瘤细胞高度表达 ,为肿瘤的

反义治疗药物的运送提供了便利途径。 人黑色素瘤

细胞 ( M -14)表达叶酸受体 , C-myb癌基因对该肿瘤

的生长起关键作用 ,将 C-myb ASON复合物通过叶

酸受体导入 M-14,发现细胞对复合 ASON的摄取

较游离 ASON增强 ,并且细胞内 C-myc蛋白显著减

少 ,引起 M-14生长抑制和集落形成能力降低
[9 ]。

Wang等
[ 10]利用叶酸受体将上皮生长因子受体的

ASON导入培养的 KB细胞也得到类似的结果 ,细

胞摄取复合 ASON较游离 ASON增强 16倍 ,在复

合 ASON作用 48h后 , 90%的 KB细胞生长抑制 ,

同时细胞膜上的上皮生长因子受体数目明显减少。

上述实验表明 ,反义治疗药物通过叶酸受体途径可

显著抑制肿瘤细胞的生长 ,从而达到治疗肿瘤的目

的。

5　展望

综上所述 ,受体介导的反义治疗利用受体配体

高特异性、高亲和力结合的特点 ,大大提高了靶细胞

摄取 ASON的效率 ,使靶细胞内的 ASON达到足

够高的浓度 ,从而有效发挥反义抑制作用。但是 ,受

体介导的反义治疗要广泛应用于临床尚需解决许多

理论和实践方面的问题 ,如在理论上需要明确疾病

发生发展过程中基因的异常改变 ,确定合适的靶基
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因 ,准确选择靶细胞上的特异性受体 ;实践上要求

ASON复合物的制备简单、易行 ,体内外稳定性好 ,

体内的靶向性高 ,非靶向性摄取低 ,对人体的毒副作

用小等等 ,这一系列问题的解决尚需进行大量的基

础研究和临床研究。

随着肿瘤的反义研究的深入进行 ,设想可在癌

基因的 ASON链上标记发射α、β或俄歇电子的放

射性核素 ,通过受体介导靶向到达靶细胞 ,一方面 ,

ASON可阻断癌基因的表达 ,另一方面 ,放射性核

素产生辐射生物效应 ,杀伤癌细胞 ,利用二者的联合

作用来治疗肿瘤可望达到更满意的疗效。 如果这一

设想付诸实践 ,必将为人类肿瘤的治疗谱写新的篇

章。
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Receptor-mediated antisense therapy studies

Zhang Chun
(Department of N uclear Medicine the Af f ilated Hospital the West China University of Med ical

Sciences Sichuan　Cheng du　 610041, China )

Abstract: Receptor can specifica lly bind its ligand with high affiny ty. Based on this antisense o ligonucleotides( ONs)

linked to specific recepto r ligand can be targ eted to cells which possess specific recepto r and enter into these cells

by receptor-mediated endocy to sis. Adequa te intr acellula r concentra tions of antisense ONs can be obtained enough

to inhibit targ et g ene expression. Recepto rs used frequently , fo rma tion o f ONs delive ry complexes, questions

r equir ed to settle in the pro cess o f endocyto sis and experiment studies of recepto r-media ted antisense the rapy a re

concisely intr oduced in this ar ticle.

Key words: 　 recepto r;　 antisense ther apy;　 o ligonuclides
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