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RNAi技术应用于制备诊治卵巢癌的MR成像分子探针 

吴晓凤 ，文 明 

(重庆医科大学附属第一医院放射科，重庆 400016) 

【摘 要】近年来随着分子影像学研究的深入发展，分子探针的设计、开发方面也取得了长足的进步。作为一种高效的序列特异 

性基因剔除技术，利用RNA干扰理论制备用于分子成像的探针，可望在对相应恶性肿瘤做出早期特异性诊断的同时
．实现一 

体化的靶向基因治疗。本文就 RNA干扰技术应用于制备诊治卵巢癌的 MR分子成像探针研究做出综述。 
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RNAi technology applied to the preparation of molecular probes for diagnosis 

and treatment of ovarian cancer 

Wu Xiaofeng，Wen Ming 

(Department ofRadiology，The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University) 

【Abstract]RNA interference(RNAi)offers great potential not only for in vitro target validation，but also as a novel therapeutic strategy 

based on the highly specific and efficient silencing of a target gene．The technique of RNAi could be used for preparing molecular 

probes，for making earlier and specific diagnosis，and for targeted gene therapy of malignant tumors． 
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1 概述 

1．1 分子影像技术 

分子影像学(molecular imaging，MI)是医学影像技术和 

分子生物学、化学、医学物理学、生物数学及生物信息学相结 

合的--fl新的交叉学科。分子影像学的概念，可广义定义为 

利用无创性医学影像技术，对活体细胞和分子水平的生物过 

程进行定性或定量的可视化观察。与传统医学影像学不同， 

分子影像学观察的重点是可视化构成疾病基础的分子异常， 

而不是对由这些分子改变所构成的最终结果进行成像 ，目前 

这些研究成果已广泛应用于肿瘤的早期诊断、监测靶向治疗 

效果及细胞示踪等多个方面㈣。分子成像技术受多种因素的 

影响[41，主要包括高效的分子探针(molecular probe，MP)构 
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建、分子探针在活体细胞内的递送、信号的有效放大、高分辨 

率的体外成像设备等，其中．制备高效的分子探针是其中的 

关键因素，也是进行分子影像研究的先决条件。 

分子探针即以特定方法将具有靶向特异结合能力的物 

质与能产生影像学信号的物质连接起来，用于特定分子成像 

的一类复合物[51。鉴于 目前已有多种成像技术应用于分子影 

像学的研究 ，如单光子发射计算机断层显像(single photon 

emission computed tomography。SPECT)、正电子体层成像 

(positron emission tomography，PET)、近红外线荧光影像技术 

(near infrared reflectance spectroscopy，NIRS)及磁共振成像 

(magnetic resonance imaging，MRI)技术等，根据这些成像手 

段的不同，人们通常将分子探针分为以下4种[63：①核医学探 

针：由产生影像信号的放射性同位素和能与靶分子特异结合 

的配体组成。②光学探针：利用生物发光、荧光蛋白或荧光染 

料标记在活体大分子上，用于组织病理变化的早期研究。③超 

声探针：主要由生物可降解聚合物(如脂质或蛋白质)构成， 

其表面可携带与靶向分子特异结合的配体或抗体 ．插入无反 

应性的低度可溶性气体(如氟碳)，以产生声学信号。@MRI 

探针 ：即通过缩短周围水质子的T1、T2弛豫时间，以提高组 

织之间的图像对比度，达到MRI诊断的敏感f生及特异性。此外． 

也有学者根据探针的特异性将其分为非靶 向性探针、靶向性 



一 1492 一 重庆医科大学学报 2015年第 40卷第12期 (Journal of Chongqing Medical University 2015．Vo1．40 No．12) 

探针及可激活探针m，其中可激活探针又称为“智能探针”，这 

些探针在注射初始状态几乎无信号，一旦被某种特定的分子 

生物反应事件激活。在其作用位点可提供强烈信号，并被特 

定的成像设备检测，如荧光素激活探针、蛋白酶激活探针 

等 。 

由于 MRI具有精细的空间分辨率和极佳的组织分辨 

率．在分子影像学研究中具有其他影像技术不可比拟的优越 

性．是目前最理想的分子影像学分析技术，MR1分子探针也成 

为目前研究的热点。 

1．2 MR1分子探针 

1990年．Weissleder等嘲最早描述了用右旋糖酐包裹表 

面的超顺磁性氧化铁颗粒，实现了肝细胞的主动靶向性成像， 

开创了MR分子成像的先河。随着纳米科技、生物医学等相 

关学科的持续发展，MR1分子探针的发展也在不断地进步， 

一 系列有特色、创新的分子探针不断地涌现。 

通常 ，将 MRI探针分为两类 ：一种是顺磁性探针 ，又称 

T1弛豫对 比剂或阳性对 比剂，以钆类(二乙三胺五醋酸钆， 

Dd—DTPA)应用最多，这是因为 Gd 局域有 7个不成对的电 

子，通过减小周围组织中水质子的自旋一晶格弛豫时间，能够 

增加这些质子的信号强度，从而提高组织的对比度。对于这 

类探针的制备，通常情况下均通过化学结合法完成 ，即将 

Gd“通过螯合物连接在大分子物质上，以实现特定分子的MR 

成像 ；另一种是超顺磁性探针，如氧化铁纳米颗粒，又称 T2 

弛豫对比剂或阴性对比剂，由氧化铁微粒(Fe 0 )或晶体组 

成 ，通过干扰局部磁场的均匀性而导致横向弛豫时间加速 ， 

使1’2加权图像信号减低变暗，借此增强组织间的对比度。由 

于氧化铁颗粒在血液中的半衰期较短．容易被网状内皮系统 

吞噬，靶向性较差，需要进行特殊的表面修饰。修饰后的氧化 

铁颗粒粒径明显变小 ，电荷发生改变，能够逃避网状内皮系 

统的吞噬作用 ，在血液中循环的时间较长 ，极大增加了其靶 

向性【 ”。 

由于分子探针的物理特性不同，根据研究目的对其进行 

表面修饰，能够明显增加其进入组织或细胞的含量，从而最 

大程度地发挥其作用旧。常用的表面修饰有2种方式，即添加 

表面活性剂和交换表面活性剂旧，例如，利用生物相容性好 

的高分子材料(如葡聚糖)包裹金属粒子，将功能化磷脂质包 

被至粒子表面，可提高其亲水性㈣；或者通过生物素、一COOH、 

一 SH或一NH2等基团，将DNA片段、蛋白质、多肽或抗体链接 

在磁性粒子上 ，在调节粒子生物相容性的同时．还能提高探 

针的靶向能力旧。对于生长速度较快的细胞 ，尤其是肿瘤细 

胞，也可将其过度表达物质(如叶酸、抗体等)的受体与分子 

探针相耦合，通过所谓的“受体介导的胞吞作用”，来制备 

肿瘤细胞特异性靶向探针『l61。据文献报道口71．利用抗血管内皮 

生长因子受体 2(vascular endothelial growth fact0r receptor 2． 

VEGFR2)抗体链接白蛋白、生物素及 Gd—DTPA制成靶向分 

子探针，对大鼠c6胶质瘤 VEGFR2进行活体 MR成像，可清 

楚观察到肿瘤部位的信号增强。也有学者利用反义基因技 

术 ．通过碱基互补原理 ，将与目标 DNA或 RNA特定互补的 

短链核苷酸链接至 MR对比剂，制成了高度特异性分子探 

针，并能进行活体动物的MR成像，如 Ren等 通过DOTA 

螯合剂将人端粒酶逆转录酶反义核苷酸(human telomerase 

reverse transcriptase antisense oligonucleotide，hTERT ASON) 

标记在 Gdn上，制备成反义探针 Dd—DOTA—ASON，转染人肺 

腺癌 A549裸鼠模型并行 MR成像 ，不但观察到肿瘤的 Tl信 

号强度明显高于对照组，且病理检查还提示此反义探针对 

A549肿瘤的生长有一定的抑制作用。 

相对于反义基因技术 。基因干扰技术对肿瘤细胞的抑制 

作用更完全、特异性更高【191，将小干扰 RNA(small interfer— 

eHee RNA。siRNA)携带至分子探针上，则可制成具有更高特 

异性、同时具备诊断及治疗双功能的MR分子探针。 

2 RNA干扰 (RNA interference，RNAi) 

RNAi是指在真核生物进化过程中高度保守的、由双链 

RNA(double—strended RNA，dsRNA)诱发的、同源 mRNA高 

效特异性降解的现象，最终导致蛋白质的翻译过程终止．即产 

生特异性基因沉默 。近几年来，RNAi研究取得了突破性进 

展，被 Science杂志评为 2001年的十大科学进展之一，并名 

列 2002年十大科学进展之首。由于使用 RNAi技术可以特 

异性剔除或关闭特定基因的表达，所以该技术已被广泛用于 

探索基因功能和恶性肿瘤的基因治疗领域[2】l。 

2．1 RNAi的作用机制 

外源性基因随机整合到宿主细胞基因组内，并利用宿主 

细胞进行转录时，常产生一些 dsRNA片段。宿主细胞胞质中 

的核酸内切酶 Dicer将 dsRNA切割成多个具有特定长度和 

结构的小片段 RNA(约 21～23 bp，即 siRNA)。siRNA再与核 

酶复合物结合，形成RNA介导的沉默复合物(RNA—induced 

silencing complex，RISC)，RISC兼备核酸酶及解旋酶的作用， 

能特异性降解与siRNA同源的靶mRNA。在ATP供能条件 

下，RISC中的一个核心组分核酸内切酶 Argonaute(Ago)负责 

催化 siRNA，其中一条链去寻找互补 的 mRNA链 ，然后对 

mRNA进行切割，被切割后断裂的 mRNA随机降解 ，从而诱 

发宿主细胞针对这些 mRNA的降解反应 。siRNA不仅能引 

导 RISC切割同源单链 mRNA，还可作为引物与靶 RNA结合， 

并在 RNA聚合酶 (RNA—dependent RNA polymerase．RdRP) 

作用下，合成更多新的 dsRNA，这些新合成 的 dsRNA再被 

Dicer切割，产生大量的次级 siRNA，导致产生级联放大的瀑 

布效应，最终将靶 mRNA完全降解。 

研究发现[231，RNA干扰除了可由小干扰 RNA(siRNA)介 

导外 ，也可 由微干扰 RNA(micro interference RNA，miRNA) 

及短发卡 RNA(short hairpin RNA，shRNA)介导。 

2．2 RNAi技术用于卵巢癌的基因治疗 

RNAi对肿瘤如卵巢癌进行基因治疗研究，主要集中在 

与肿瘤发生和转移相关基因(如癌基因、抑癌基因、肿瘤转移 
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相关基因)以及耐药基因、细胞凋亡、信号转导、有丝分裂有 

关的基因方面。例如，已有学者将针对原癌基因HER2／neu、 

Hras等的siRNA转染卵巢癌细胞株，观察到肿瘤细胞的增殖 

能够受到有效抑制[2．-．Tzq。癌症高表达基因 1(highly expressed 

in cancer gene 1，Hec1)在细胞 的有丝分裂 中起重要作用 ， 

Numnum等[261以腺病毒作为载体，将Hecl siRNA转染卵巢癌 

细胞株 HEY和 SKOV3，发现转染后的癌细胞中 Hecl表达明 

显减少，凋亡率明显增高。 

近年来，针对肿瘤形成的多种调节因子的靶向治疗也取 

得了一定的进展。例如，血管内皮生长因子 vascular endothe— 

lial growth factor，VEGF)是公认的调节、促进肿瘤新生脉管形 

成最主要的一组因子，与肿瘤的预后密切相关。研究发现，在 

卵巢癌细胞中，VEGF也存在着过表达，学者们除了将靶点直 

接定位于VEGF进行研究外田 ．还对能够调节 VEGF表达 

的基因或信号通路[29-301，如细胞外基质金属蛋白酶(extracel— 

lular matrix metalloproteinase inducer，EMMPRIN)、Akt3等进 

行研究。另外 ，Sasaroli等【31]对卵巢癌中的 ADAM12、CDCP1、 

CSPG2等 l3种肿瘤血管标记物研究后，认为它们可望成为 

卵巢癌靶向治疗与诊断的新方向。同样，胰岛素样生长因子一 

I受体(insulin—like growth：factor—I receptor，IGF—IR)也广 

泛表达于多种类型的肿瘤细胞表面，与细胞的增殖分化密切 

相关。An等 将构建的IGF—IR基因RNAi质粒，通过脂质体 

法转染人人卵巢癌 OVCAR3细胞中，发现 IGF—IR的mRNA 

及蛋白水平均明显降低，表明针对 IGF—IR的siRNA导人细 

胞后，显著抑制了内源性IGF—IR的表达，他们还通过观察转 

染后细胞的增殖情况，发现IGF—IR的siRNA能够显著抑制 

OVCAR3细胞的增殖。 

针对与肿瘤浸润、转移的相关基因为靶点的RNAi治疗， 

也可在抑制卵巢癌的进展方面发挥重要作用。研究[331发现， 

CXCL12一CXCR4信号通路与卵巢癌的增殖和播散有关 ，通 

过 AMD3100阻断该信号通路，可抑制肿瘤的生长与转移，尤 

其是进展期肿瘤，明显提高了患者的生存率。若IQGAP1过 

度表达，通常提示卵巢腺癌患者预后不良，Dong等[341制备了 

靶向IQGAPI的shRNA，以质粒作为载体转染卵巢癌细胞株 

HO一8910PM，实验结果显示癌细胞中IQGAP1 mRNA和蛋白 

的水平明显降低，癌细胞浸润力和转移力同样明显下降，这一 

结论为临床治疗提供了新的思路。 

3 卵巢癌的 MR分子探针研究进展 

3．1 单模态 MR分子探针 

这类探针通常选用靶向性强的配基偶联分子，以减少对 

非靶脏器的干扰。就卵巢癌而言，研究中常使用的配基包括 

受体 、单克隆抗体(monoclonal antibody，mAb)以及多肽等 。 

zhen等阁针对卵巢癌 IGROV一1细胞株过表达的叶酸受体， 

将由亲水基包裹的钆二聚体螯合物与叶酸配基相偶联，制成 

P886探针，该探针转染 IGROV一1细胞后，体外 MR成像可 

检测到细胞中的Tl信号明显增高。Quan等 将卵巢癌单克 

隆抗体 (ovarian cancer monoclonal antibodies 183B2．OCMab 

183B2)与超微型超顺磁性氧化铁颗粒(USPIOs)共轭连接后 

制成分子探针，并转染卵巢癌裸鼠模型，普鲁士染色显示该 

探针的转染率可达 96．06％，而活体 MR扫描可观察到肿瘤 

组织的T2信号明显降低。Li等册利用化学合成法，将LTVSP- 

WY-PEG-CS(LTVSPWY peptide-modified PEGylated chitosan) 

七肽小分子，修饰氧化铁颗粒，并连接聚乙二醇、壳聚糖制成 

的分子探针 ，可在体外有效转染高表达 HER2的卵巢癌 

SKOV3细胞系，并被 MR扫描所检测到。 

3．2 双或多模态MR分子探针 

目前临床应用的任何一种成像技术，都存在自身的优缺 

点，不能完美地提供检测脏器的所有信息：而单模态的分子 

探针，也不能提供组织器官所有的结构、功能和分子的信息。 

为了克服这些缺陷，学者们开始研究双模态或者多模态分子 

探针，即综合两种或多种不同模态探针的优点．制成“一体 

化”的分子探针，使其在诊断治疗和监测等方面可获得一些 

全新的信息。文献报道，将 MR与其他成像技术进行联合制 

成的分子探针，如MRI一光学探针、PET—MRI探针或MRI一荧 

光探针等，不仅能够提供高分辨率的组织结构信息，也能实 

现高灵敏的功能学成像[38-39]。Chen等H嘴 氨基功能化后的量 

子点(quantum dots，QD)与 VEGF蛋白结合后 ，并连接DOTA一 

64Cu，制备PET／NIFR双功能探针，对肿瘤 U87MG的VEG— 

FR进行成像，相较于对照组，经近红外线成像及 microPET均 

可观察到肿瘤信号的明显增高 ，且高于肝、脾、淋巴结等网状 

内皮系统的信号摄取。间皮素(mesothelin，MSLN)与细胞的 

黏附相关，在卵巢癌中存在过度表达，而人鼠嵌合单克隆抗 

体(mouse—human chimeric monoelon~antibody，chAb)中的 

MORAb一009，对间皮素有高度亲和力，Shin等 将MORAb一 

009与金属螯合物 CHX-A"-DTPA链接形成 CHX-A"-DTPA— 

MORAb一009，再用 11lIn进行放射标记，制备的探针放射化 

学纯度可达>98％．将该探针注射种植了 A431／K5细胞株的 

裸鼠。发现肿瘤细胞内的放射性集聚明显高于对照组，研究 

结果提示了一种有潜力的肿瘤诊治新方法。整合素在多种肿 

瘤表面和新生血管内皮细胞中有高表达，对肿瘤血管生成起 

着重要作用，其中otv[33的作用尤为重要，Cui等 没计合成 

了一种以 RGD修饰表面的氧化铁颗粒，该分子探针标记有 

绿色荧光蛋白(green fluorescent protein，GFP)及铁蛋白，通过 

同步荧光显像及 MR成像可观察到该探针能特异性的识别 

并成功转染高表达整合素 avf33的肿瘤，体外 MR成像显示 

T2WI信号与探针含量呈反 比，也为早期检出高表达整合素 

的肿瘤(如卵巢癌等)提供了一种新策略。 

3．3 RNAi技术用于卵巢癌的 MR分子探针 

鉴于 RNAi技术对恶性肿瘤等的特异性基因沉默作用． 

设想构建携带有 siRNA的分子影像探针，可望在对肿瘤进行 

特异性分子成像的同时，还能进行靶向的基因治疗，即制备 

诊治一体化的分子探针。对此，学者们做出了相关研究，并取 
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得了一定的进展。 

Kang等[43)DJ,人端粒酶逆转录酶(hTERT)为兴趣靶点 ，制 

成由99mTc放射标记的携带有 siRNA的 NHS—MAG3分子 

探针。在转染 HepG2肿瘤株后，发现该探针在血清内具有较 

强的稳定性，与对照组相比，具有更高的肿瘤摄取率及滞留 

率，且siRNA的活性不受影响，对hTERT的mRNA及蛋白产 

物具有明显的抑制作用，抗肿瘤效应明显 ，并能为 照相机 

闪烁成像体外所监测到。Kumar等 将超顺磁性氧化铁颗粒、 

靶向 uMUC一1的小分子多肽 EPPT以及人工合成的靶向肿 

瘤特异性抗凋亡基因BIRC5的 siRNA连接，合成了一种“肿 

瘤靶向纳米级药物”(MN—EP 一siBIRC5)，再标记上 Cy5．5， 

用于近红外线光学成像 ，并成功转染人乳腺癌 BT-裸鼠模型， 

通过在MRI及近红外线成像的观察下，检测到药物的传递 

过程及利用效率．并发现明显的抗凋亡基因 birc5出现低表 

达 ，肿瘤细胞组较对照组出现更多的坏死及凋亡小体，这些 

现象表明实验出现了强烈的基因沉默效应，并为大多数高表 

达birc5基因的肿瘤(如乳腺癌、卵巢癌及胰腺癌等)的治疗 

提供了新依据。有学者H锵 人工合成的肿瘤细胞特异性单链 

抗体scAbGD2连接上超顺磁性氧化铁颗粒，制成低细胞毒性 

的靶向非病毒载体分子探针(scAbGD2一PEG⋯g PEI SPION)． 

携带针对Bcl-2的siRNA递送至肿瘤细胞内。发现该基因的 

mRNA表达明显受抑制 可达 46．34％)，并可促进肿瘤凋亡 

(肿瘤细胞凋亡达 50．76％)，体外 MR扫描结果提示随着探针 

内铁离子浓度的增高，肿瘤的信号随之下降；众所周知．Bcl一 

2作为一种肿瘤凋亡抑制基因 ，与肿瘤发生、发展有密切关 

系，在部分上皮性卵巢癌细胞中出现高表达，scAbGD2一PEG— 

g-PEI—SPION分子探针的合成也为卵巢癌的分子显像方法 

提供了新思路。 

本实验组选择卵巢癌表皮生长因子受体作为研究靶点． 

成功将多聚赖氨酸修饰的超J顷磁I生氧化铁(superpammagnetic 

iron oxide modified with Poly—L—lysine，SPIO—PLL)连接质粒 

pGenesill—shRNA，构建 SPIO—PLL—pshRNA分子探针．观察 

到该探针在体外能成功转染卵巢癌细胞，在 SPIO—PLL和质 

粒质量比达6：l时，二者可有效结合，并能有效降低磁共振 

T2*信号强度，且随探针浓度的升高，信号强度成比例降低。 

4 存在的问题和前景展望 

RNAi比反义寡核苷酸及基因敲出等技术对肿瘤细胞的 

抑制性更完全 ，虽显示出极大的应用潜力 。但 目前对 RNAi 

的研究仍停留在细胞和动物实验水平，进一步应用还有待大 

力的研究。此外，虽然RNAi对基因沉默具有特异性，但在某 

些实验情况下 ，siRNA会引起脱靶效应 ：载体系统转染效率 

不高、siRNA在体内稳定性差等，这也是当前RNAi技术应用 

于临床的最大难题。 

分子探针的开发与设计是分子影像技术的关键．目前能 

够有效应用于临床的分子探针并不多，而探针的研究也依赖 

着纳米技术、生物分子、材料科学等相关学科的发展以及学 

科之间的有效合作。利用多种先进技术和方法(如基因重组 

技术 、基因干扰技术或组合化学手段)，设计出更新颖 、特异 

性更强、灵敏度更高、具有诊治双功能的、多模态分子探针并 

应用至临床是未来分子影像学所需要努力的方向。 
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