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摘要 目的　研究连接适配体的DNA-RNA分子作为杂交载体靶向肿瘤细胞并导入功能性RNA分子进入细胞的有效性，以

及对肿瘤细胞的影响。方法　设计合成短的互补DNA、RNA分子，组装成DNA-RNA杂合链；连接AS1411适配体为靶向

分子，再分别连接p21 saRNA和TIGIT siRNA作为药物分子，记为P21 saRNA和TIGIT siRNA，构成杂交载体，通用结构式

为AS1411-DNA/RNA-sxRNA；检测AS1411-DNA/RNA-sxRNA能否靶向结合并进入肿瘤细胞及其对瘤细胞生存、迁移、侵

袭和凋亡的影响。结果　将设计的杂交载体各部分等摩尔加入杂交缓冲体系并于特定温度条件下孵育，TBM聚丙烯酰胺凝

胶电泳检测到AS1411-DNA/RNA-sxRNA成功组装；AS1411-DNA/RNA-sxRNA杂交载体在10%血清条件下也显示出良好的

抗降解稳定性；荧光显微镜和激光共聚焦显微镜下观察，SKOV3细胞表面及胞内存在绿色大量荧光信号，杂交载体成功进

入肿瘤细胞。杂交载体孵育后：在mRNA水平上，p21基因表达（2.14±0.25）是对照组（1.02±0.10） 2倍以上，P<0.05；

TIGIT 基因表达（0.63±0.09）低于对照组（1.09±0.15），P<0.05；在蛋白质水平上，p21 基因表达（1.57±0.16）是对照组

（1.10±0.09） 1.5倍以上，P<0.05；TIGIT基因表达（0.61±0.12）低于对照组（1.01±0.07），P<0.05。CCK-8实验显示，P21 

saRNA （3.10±0.13）和TIGIT siRNA （2.91±0.13）杂交载体孵育组与空白对照组（3.67±0.15）相比，卵巢癌细胞增殖能力

显著下降（P<0.05）；划痕实验结果显示，P21 saRNA孵育组愈合率（42.53±2.90）%、TIGIT siRNA孵育组愈合率（36.23±

3.43）%，明显低于空白对照组 （76.47±3.64）%，P<0.05；Transwell 检测迁移能力发现：P21 saRNA 孵育组 （128.25±

5.36）、TIGIT siRNA 孵育组 （119.50±8.79） 低于对照组 （186.5±8.56）；侵袭能力：P21 saRNA 孵育组 （145.5±9.45）、

TIGIT siRNA 孵育组 （112.25±5.63） 也显著低于对照组 （202.50±10.12），P<0.05；细胞凋亡率：P21 saRNA 孵育组

（11.74%±2.47%）、TIGIT siRNA 孵育组 （17.12%±2.04%） 明显高于对照组 （5.66%±1.44%），P<0.05。结论　所制备的

AS1411-DNA/RNA-sxRNA杂交载体能够有效靶向肿瘤细胞，携带功能性小RNA靶向导入肿瘤细胞并调控目的基因表达，

使肿瘤细胞的增殖、侵袭和迁移能力受到抑制；该结果为利用DNA-RNA偶联AS1411适配体作为靶向工具的杂交载体，靶

向杀伤表面表达NCL蛋白的肿瘤细胞提供了实验基础。

关键词 DNA-RNA杂交载体，AS1411适配体，小RNA，肿瘤
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肿瘤的发生和发展与肿瘤细胞介导的免疫抑制

息息相关［1-3］，人体的免疫系统具有免疫监视的功

能，通常能够识别、杀伤并及时清除体内突变细胞

以维持机体的稳定，防止肿瘤的发生和发展。然

而，肿瘤细胞常常可以逃避机体免疫系统的识别和

攻击，在体内迅速增殖和转移，从而形成肿瘤［4］。

肿瘤的免疫逃逸机制中，肿瘤细胞大量表达的免疫

检查点，如 PD-L1［5］、CTLA-4［6］、B7-H4［7］等蛋

白质因子可直接抑制免疫系统应答或招募分泌免疫

抑制因子的调节性T细胞，造成免疫抑制。

TIGIT［8］（T cell Ig and ITIM domain） 是脊髓

灰 质 炎 病 毒 受 体 （poliovirus receptor， PVR） /

Nectin家族成员，是一种新发现的免疫检查点。它

由细胞外免疫球蛋白可变区（IgV）结构域、I型跨

膜结构域、具有经典免疫受体酪氨酸抑制基序

（ITIM）和免疫球蛋白酪氨酸尾（ITT）基序的细
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胞内结构域组成。TIGIT 可以抑制 NK 细胞效应，

减少NK细胞对肿瘤的杀伤。通常，在长期炎症反

应或慢性抗原的反复刺激下［9-10］，T细胞功能失调

或衰竭并上调许多免疫抑制性受体（IRs），包括程

序性细胞死亡受体1（PD-1）和带有免疫球蛋白和

ITIM 结构域的 T 细胞免疫受体（TIGIT），肿瘤细

胞和抗原呈递细胞（APCs）在肿瘤微环境（TME）

中表达 IR配体，从而使肿瘤细胞具备了逃避免疫

监视的能力。因此，若能有效降低肿瘤细胞TIGIT

蛋白的表达，将有效降低肿瘤细胞的免疫耐受。

p21基因是一种抑癌基因［11］，是细胞周期依赖性激

酶抑制剂家族中的主要成员之一，p21受抑癌基因

p53调控［12］，在抑制肿瘤发生中起调节作用；p21

基因在肿瘤细胞内表达常维持在极低的水平［13］，

可抑制肿瘤细胞的生长并诱导其凋亡，有效削弱肿

瘤细胞的侵袭和迁移能力。此外，p21基因参与T

细胞活化［14］和先天性免疫反应的激活，并提高免

疫系统对肿瘤细胞的有效杀伤。因此，若能有效促

进肿瘤细胞的 p21基因表达或抑制TIGIT基因的表

达，便可抑制肿瘤的发生发展。近年来，核酸药物

疗法发展迅速，核酸药物以其用量小、效率高、毒

性低的优点备受青睐，这其中如小干扰 RNA

（siRNA）、小激活 RNA （saRNA）、mRNA 等［15-19］

是最常用的核酸药物。

然而，核酸药物的发展受到递送系统的严重限

制［20］。常用的RNA 递送系统［21］如脂质体、阳离

子聚合物、可变电荷纳米聚合物和病毒载体等都存

在细胞毒性大、无靶向性和生物安全性等问题。因

此，若能构建一种低毒性高靶向性安全高效的

RNA递送系统，将对核酸药物的发展提供新的思

路。DNA/RNA杂交双链可以抵抗核酸酶降解，比

较稳定，且对细胞无毒性。核酸适配体作为一种寡

核苷酸分子［22-26］，具有复杂的二级结构，其性质类

似抗体蛋白，可特异性结合靶标分子，被广泛应用

于诊断、纳米探针、食品检测和药物开发等领域。

核酸适配体较小，靶向性高，因此若能将适配体与

RNA相连，并辅以适当的化学保护，即可实现小

RNA 药物的靶向递送。1999 年，Bates 等［27］在研

究G-四链体结构适配体GRO29A时发现，部分肿

瘤细胞开始出现了凋亡现象，这种适配体经改进成

为了今天的AS1411核酸适配体。AS1411适配体是

一种G-四链体结构适配体，其靶蛋白是肿瘤细胞

表面的核仁素（nucleolin，NCL），作为一种肿瘤

细胞表面跨膜蛋白，核仁素每隔数小时将会内吞入

细胞，基于这一特性，AS1411核酸适配体被广泛

应用于靶向药物的制备和靶向载体的构建。近年

来，AS1411核酸适配体应用发展迅速，常常作为

靶向递送工具适配体使用，Khatami 等［28］开发了

一种新型靶向递送系统，将AS1411作为靶向分子，

阿霉素（doxorubicin，DOX）结合到介孔二氧化硅

纳米粒子（MSN）中，并应用壳聚糖覆盖MSN的

表面，制备纳米复合物实现 miR-21 的靶向递送。

Carvalho等［29］用AS1411适配体优化了传统的脂质

体递送系统，合成AS1411适配体修饰的脂质体递

送系统，能够在含有 Mg2+的溶液中形成纳米聚集

体，应用于宫颈癌的治疗。此外，AS1411核酸适

配体作为纳米探针被广泛使用，用于胶质瘤细胞的

稳定检测［30］和NCL蛋白的超分辨率纳米成像［31］。

因此，本研究采用G-四链体结构核酸适配体

AS1411 作为靶向分子，通过 DNA/RNA 杂交双链

连接小RNA药物p21 saRNA和TIGIT siRNA，在特

定缓冲体系的辅助下，组装构建成 AS1411-DNA/

RNA-sxRNA杂交载体，使之同时具靶向性和药物

功能，并研究杂交载体的小RNA药物靶向递送和

抗肿瘤效果。

1　材料与方法

1.1　细胞株及主要试剂

SKOV3人卵巢癌细胞由本实验室保存；氟代

修饰RNA、siRNA、saRNA和AS1411适配体由生

工生物（上海）股份有限公司合成提供；Trizol、

ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司；Monarch RNA 

Cleanup Kit 购自 NEB 公司；Tris-Glycine 电泳液、

电转液购自武汉赛维尔生物科技有限公司；

DMEM （高糖）培养基购自上海逍鹏生物科技有

限公司； 1.5 mol/L Tris-HCl （pH=8.8）， 1 mol/L 

Tris-HCl （pH=6.8），10% SDS 溶液购自北京索莱

宝科技有限公司； 5×TBM 缓冲液 （5.4 g Tris，

2.75 g 硼酸， 0.22 g 四水合乙酸镁加水定容至     

100 ml）（国药集团化学试剂有限公司）；胰酶

EDTA消化液（国药集团化学试剂有限公司）；青

链霉素混合液（100×）（国药集团化学试剂有限公

司）；PVDF膜Millipore 0.45 μm购自上海逍鹏生物

科技有限公司；抗荧光猝灭封片剂、羊抗小鼠- 

HRP标记二抗、羊抗兔-HRP标记二抗购自北京中

杉金桥生物技术有限公司；Anti-P21 和 anti-TIGIT

均购自武汉艾博泰克生物科技有限公司。



赵昌麒，等：基于AS1411适配体的DNA-RNA杂交载体的抗肿瘤研究2023；50（9） ·2207·

1.2　AS1411-DNA-RNA-sxRNA纳米载体的制备

1.2.1　AS1411-DNA-RNA-sxRNA纳米载体的组装

设计并合成目的序列，将所需序列合成并添加

CTP、UTP氟代化学修饰（图 1），单链DNA模板

及单链硫代修饰DNA由生工生物（上海）股份有

限公司提供，RNA及DNA序列如表1所示。

将b链与相应的a、c链等摩尔混合，加入等体

积 MgCl2杂交缓冲液（2×PBS，2 mmol/L MgCl2），

于热循环仪加热 80℃ 3 min、50℃ 5 min、25℃   

15 min、4℃ 20 min，完成 DNA-RNA 杂交载体的

制备，制备好的杂交载体可存于 4℃低温环境

备用。

1.2.2　AS1411-DNA-RNA-sxRNA纳米载体的组装

分析

以携带 P21 saRNA 的杂交载体 （记为 P21 

saRNA）为例，携带TIGIT siRNA的杂交载体（记

为TIGIT siRNA）组装步骤相同。按照各组分两两

排列组合进行分组，最后一组为三组分等摩尔加入

反应体系，分别如下：P21-a（a）、AS1411-b（b）、

P21-c （c）、 P21-a+P21-c （ac）、 P21-a+AS1411-b

（ab）、 AS1411-b+P21-c （bc）、 P21-a+AS1411-b+

P21-c （abc），TIGIT siRNA 和 AS1411-NC 杂交载

体用同样的方法检测组装。按杂交步骤于热循环仪

上反应，反应后在每个体系内加入适量DNA/RNA

上样缓冲液。其中，各组分体积见表 2。由于

DNA-RNA杂交链的观察在特定缓冲体系下更为明

Fig. 1　Chemical formulas of 2'-fluoro-modified CTP and UTP in DNA-RNA hybrid nanocarriers

Table 1　Components and sequences of AS1411-DNA/RNA-sxRNA hybrid nanocarriers

Component

AS1411-b

NC-b (2'-F RNA)

P21-a (2'-F RNA)

P21-c (2'-F RNA)

TIGIT-a (2'-F RNA)

TIGIT-c (2'-F RNA)

NC-a (2'-F RNA)

NC-c (2'-F RNA)

Sequence

5'-GGATCAATCATGGCAAGGTGGTGGTGGTTGTGGTGGTGGTGG-3'

5'-GGATCAATCATGG -3'

5'-fUfUGfCfCAfUfUGAfUfCfCAAfUAfCfUfUGGAGAAfUGAGfUfUGGfUfU-3'

5'-GGGAAfCfCAAfCfUfCAfUfUfCfUfCfCAAGfUAfUfU-3'

5'-fUfUGfCfCAfUGAfUfUGAfUfCfCAAAGfCfUGfCAfUGAfCfUAfCfUfUfCAAfUGfUfU-3'

5'-fCAfUfUGAAGfUAGfUfCAfUGfCAGfCfUfUfU-3'

5'-fUfUGfCfCAfUGAfUfUGAfUfCfCfUfUfCfUfCfCGAAfCGfUGfUfCAfCGfUfUfU-3'

5'-AfCGfUGAfCAfCGfUfUfCGGAGAAfUfU-3'

All fluorinated ribonucleotides are prefixed with f in front of their bases.

Table 2　Consumption of each component of DNA RNA hybrid nanocarriers

ssDNA/ssRNA

P21/TIGIT-a (20 μmol/L)

AS1411-b

P21/TIGIT-c (20 μmol/L)

Hybridization buffer

RNA/RNA loading buffer

Total volume

Loading volume

a/μl

5

5

2

12

6

b/μl

10

10

4

24

12

c/μl

5

5

2

12

6

ac/μl

5

5

10

4

24

12

ab/μl

5

10

15

6

36

18

bc/μl

10

5

15

6

36

18

abc/μl

5

10

5

20

8

48

24

a, P21/TIGIT-a; b, AS1411-b; c, P21/TIGIT-c.
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显，因此须配制 8% TBM 聚丙烯酰胺凝胶并使用

TBM电泳缓冲液（1×）进行电泳。凝胶配方见表3，

并在 100 V 恒压条件下电泳，电泳完成后取下凝

胶，置于加入适量溴化乙锭的TBM电泳液中染色，

拍照、记录组装情况。

1.2.3　AS1411-DNA-RNA-sxRNA纳米载体的血清

稳定性测试

制备 1 nmol 左右的 AS1411-DNA-RNA-sxRNA

杂交载体，加入至含10 %胎牛血清的完全培养基，

37 °C 恒温孵育，并在 0、1、2、4、8、12、24、

48、72、96 h 取样，每次取到的样品立即加入

DNA 或 RNA 上样缓冲液并冻存于-80℃超低温冰

箱中进行 TBM 丙烯酰胺凝胶电泳，观察，拍照

记录。

1.3　分析AS1411-DNA-RNA-sxRNA纳米载体进

入细胞效果

1.3.1　显微镜检测纳米载体入胞情况

人卵巢癌SKOV3细胞正常培养，随后接种于

24孔板中（约1×105个细胞/孔）。用加FAM标记的

P21-c （2'-F RNA）或TIGIT-c （2'-F RNA）替换不

加荧光标记的 RNA 单链，组装 DNA-RNA 杂交载

体。加入培养板内至终浓度为1 μmol/L，恒温培养

48 h，用 PBS 缓冲液反复漂洗 3 次，并使用 DAPI

染色液对细胞核进行荧光染色，使用荧光正置显微

镜和激光共聚焦显微镜观察拍照。

1.3.2　CCK-8检测纳米载体对细胞生存率的影响

取状态良好的人卵巢癌SKOV3细胞，将其接

种于 4 个 96 孔细胞培养板过夜培养。实验组接种

P21 saRNA、TIGIT siRNA杂交载体，转染试剂实

验组转染 p21 siRNA、TIGIT saRNA （记为 TF-P21

和TF-TIGIT）；阴性对照组接种NC杂交载体（图

2b）、含AS1411适配体和对照小RNA的杂交载体

（记为 AS1411-NC，图 2c）；转染试剂对照组转染

空白小RNA（记为TF-NC）；其中转染试剂组在转

染12 h后进行换液处理。按照0、24、48和72 h的

时间梯度每隔 24 h取出一块 96孔细胞培养板。每

孔加入 10 μl CCK-8溶液，轻轻摇晃混匀，并于恒

温 CO2 培养箱 37℃孵育 1 h；使用酶标仪测定    

450 nm处的吸光度值，记录数据并进行统计分析。

1.3.3　实时荧光定量PCR检测P21、TIGIT mRNA
水平

SKOV3细胞接种于 6孔细胞培养板过夜培养，

当细胞状态良好，细胞汇合度为 30%~40%时，用

AS1411-DNA-RNA-sxRNA杂交载体孵育细胞。按

照实验组孵育P21 saRNA、TIGIT siRNA杂交载体

（终浓度为 1 μmol/L），阴性对照组孵育NC杂交载

体（终浓度为 1 μmol/L）和AS1411-NC杂交载体，

空白对照组加入正常培养基，孵育时间为48 h。随

后将细胞取出培养箱并用PBS冲洗细胞，每孔加入

1 ml Trizol 裂解液裂解细胞，进行细胞总 RNA 的

提取。提取完成后，测定提取总RNA浓度，再进

行反转录PCR和实时荧光定量PCR，检测接种P21 

saRNA 及 TIGIT siRNA 纳米载体后目的基因的

mRNA水平变化。

1.3.4　蛋白质印迹法 （Western blot） 检测 P21、

TIGIT蛋白变化

SKOV3 细胞接种于 6 孔细胞培养板（密度为

2×105/孔）后过夜培养，按照实验组孵育组装好的

P21 saRNA、TIGIT siRNA 杂交载体 （终浓度为     

1 μmol/L），阴性对照组孵育NC杂交载体（终浓度

为 1 μmol/L），空白对照组加入正常培养基，孵育

48 h后更换含杂交载体的培养基继续孵育24 h。用

PBS缓冲液清洗细胞，RIPA组织细胞裂解液提取

细胞总蛋白质。使用BCA法测定蛋白质浓度，等

浓度上样至各个细胞培养孔，上样量为15~20 μl/孔，

电泳、电转后用 5% BSA 封闭液封闭 2~4 h，用

TBST 震荡冲洗 PVDF 膜，孵育 β-actin/P21/TIGIT

蛋白一抗过夜，TBST冲洗后孵育二抗 1 h，TBST

再次冲洗膜后，避光配制ECL发光液，于显影仪

上显影并记录。

1.3.5　划痕实验检测SKOV3细胞的迁移能力

在6孔板背部，使用直尺和黑色记号笔均匀划

线，横穿过孔，板内每孔5条直线，并接种适量细

胞。实验分为空白对照组、阴性对照组和实验组。

实验组接种 P21 saRNA、TIGIT siRNA 杂交载体

（终浓度均为 1 μmol/L），阴性对照组孵育NC杂交

载体（图2b）和AS1411-NC杂交载体（图2c），空

白对照组正常培养。孵育48 h后，更换含杂交载体

的培养基继续孵育 24 h。用 10 μl移液器吸头使用

直尺垂直于背后的横线划痕，用PBS缓冲液冲洗细

Table 3　Components of 8% TBM polyacrylamide gel

Component

40% Acrylamide (19∶1)

5×TBM buffer

RNase-free ddH2O

10% Ammonium persulfate

TEMED

Volume

2.4 ml

1.2 ml

4.8 ml

5 μl

5 μl



赵昌麒，等：基于AS1411适配体的DNA-RNA杂交载体的抗肿瘤研究2023；50（9） ·2209·

胞3次，充分洗去划下的细胞，加入无血清DMEM

培养基，并放入恒温CO2培养箱 37℃条件下培养，

按照划线后 0、24、48 h的时间顺序拍照记录，用

Image J测定细胞的划痕愈合率。

1.3.6　Transwell检测细胞侵袭能力

首先，提前 1 d 对 Transwell 小室进行准备工

作，在检测卵巢癌SKOV3细胞的侵袭能力时须使

用基质胶。将基质胶均匀铺在Transwell小室上室

中，35 μl/孔。将铺好基质胶的Transwell小室放在

37℃恒温CO2培养箱中过夜培养；次日使用前水化

基质胶，操作步骤为每孔加入60 μl无血清培养基，

培养箱培养 40 min；当检测卵巢癌SKOV3细胞的

迁移能力时，不使用基质胶。

接种细胞到 6孔板，将细胞分为空白对照组、

阴性对照组和实验组。实验组接种 P21 saRNA、

TIGIT siRNA杂交载体，阴性对照组孵育NC杂交

载体（图2b）和AS1411-NC杂交载体（图2c），空

白对照组正常培养。处理48 h后，更换含杂交载体

的培养基继续孵育 24 h。孵育完成后，用 DMEM

无血清培养基饥饿处理 12 h；向 Transwell 小室上

室中加入 200 μl 细胞悬液，下室中加入 600 μl 含

10%胎牛血清的DMEM培养基，其中，检测肿瘤

细胞的迁移能力在培养箱中培养 4 h，检测肿瘤细

胞的侵袭能力在培养箱中培养 24 h；恒温培养后

PBS清洗3次上室；甲醇固定20 min，0.1%结晶紫

染色15 min，PBS清洗残留结晶紫，晾干；随机选

取5个低倍镜（100×），在显微镜下进行细胞计数。

1.3.7　流式细胞仪检测细胞的凋亡

将细胞接种至6孔板，分为空白对照组和实验

组。实验组接种P21 saRNA、TIGIT siRNA杂交载

体，阴性对照组孵育NC杂交载体（图 2b），空白

对照组正常培养。孵育48 h后更换含杂交载体的培

养基继续培养24 h。随后按照细胞凋亡检测试剂盒

说明书进行流式细胞术实验，并记录实验数据。

1.4　统计学方法

采 用 GraphPad Prism v5.01 软 件 （La Jolla，

CA，USA）进行分析作图，采用SPSS 12.0软件进

行统计分析，数据均以独立 3 次重复实验的平均

值±标准误 （SEM） 表示。采用单因素方差分析

（One-way ANOVA）检验均值的意义。两组间比较

采用独立样本 t检验和相关分析。假设检验水准按

α=0.05判定，P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结 果

2.1　AS1411-DNA-RNA-sxRNA 杂交载体组装

成功

以组装 P21 saRNA 杂交载体为例，分别将

DNA 单链和两条 RNA 单链，记为 b 链及 a、c 链，

等摩尔加入同一体系内，与等体积杂交缓冲液混

合，孵育，然后进行 TBM 凝胶电泳（图 2d）。图

2a为AS1411-DNA-RNA-sxRNA杂交载体的完整结

构，图 2b为去掉AS1411适配体后阴性对照NC杂

交载体的结构，图 2c 为携带阴性对照小 RNA 的

DNA-RNA 杂交载体。TBM 凝胶电泳（图 2d）从

左至右为 50 bp DNA ladder、 AS1411-b、 P21-a、

Fig. 2　Structure and assembly of DNA-RNA hybrid nanocarriers
(a) Taking P21 saRNA nanocarriers as an example, the structure of the entire hybrid nanocarrier, in which the black is DNA, the red is RNA, and the 

5' end of the RNA short chain has FAM green fluorescent label. (b) The structure of NC DNA-RNA hybrid nanocarriers without AS1411 aptamer.    

(c) The structure of AS1411-NC DNA-RNA hybrid nanocarriers. (d) TBM polyacrylamide gel electrophoresis to test the assembly of DNA-RNA 

hybrid nanocarriers, it can be found that the three chains successfully assembled together in equimolar.
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P21-c、 P21-a+P21-c、 P21-a+AS1411-b、 AS1411-

b+P21-c、 P21-a+AS1411-b+P21-c， 结 果 说 明

AS1411-DNA-RNA-sxRNA杂交载体的组装成功。

2.2　AS1411-DNA-RNA-sxRNA杂交载体可抵抗

核酸酶的降解

裸核酸常受到核酸酶的降解，其抗降解能力非

常弱。因此，本研究通过将RNA中的CTP和UTP

进行2'-F修饰，并对DNA链的ATP进行硫代修饰，

以提升裸核酸的抗降解能力。以P21 saRNA杂交载

体为例，取等摩尔的AS1411-b、P21-a、P21-c，并

组装 1 nmol 的杂交载体，向体系内添加胎牛血清

至 10%，37℃恒温水浴，按时间段分别取样并

-80℃低温保存，统一进行TBM凝胶电泳。结果显

示，在不同时间，DNA-RNA杂交载体在血清中出

现降解，48 h后杂交载体仍然稳定存在，在72 h后

开始出现明显降解，杂交载体在凝胶中正确的位置

仍存在清晰的条带，DNA-RNA杂交载体具备优良

的抗降解能力（图3）。

2.3　AS1411-DNA-RNA-sxRNA杂交载体能靶向

肿瘤细胞

为检测AS1411-DNA-RNA-sxRNA杂交载体是

否能够靶向结合肿瘤细胞，在杂交载体上添加了

FAM绿色荧光标记（标记位置见图 2），随后将组

装好的荧光标记杂交载体与 SKOV3 细胞共培养  

48 h。可以发现，杂交载体孵育后，携带 AS1411

核酸适配体的杂交载体P21 saRNA成功结合卵巢癌

SKOV3 细胞，细胞内外出现大量绿色荧光信号，

阴性对照杂交载体 NC 未能结合 SKOV3 细胞（图

4）。激光共聚焦显微镜照片（图5）显示，细胞表

面及内部都出现了明显的绿色荧光，对照组为不携

带AS1411适配体的小RNA，细胞表面及其内部均

无明显绿色荧光。

这一结果说明，AS1411-DNA-RNA-sxRNA 杂

交载体存在靶向性，杂交载体可与肿瘤细胞表面的

NCL蛋白结合，在细胞内吞作用下将NCL蛋白及

其表面吸附的DNA-RNA杂交载体成功摄入。这一

过程中，AS1411适配体作为靶向工具将小RNA药

物带入细胞，随后与之相连的小RNA药物将与目

的基因相互作用，使肿瘤细胞的 p21和TIGIT基因

的表达得到调控。

Fig. 4　Fluorescence microscopy verified that aptamers successfully bound and entered the cells
P21 saRNA: the cell bound P21 saRNA nanocarrier with FAM fluorescent label; NC: the cell bound P21 saRNA nanocarrier without aptamer.

Fig. 3　Serum stability of DNA-RNA hybrid nanocarriers
By sampling in the time gradient, it was found that after 2'-F 

modification, a large number of hybrid structures still existed in the 

DNA-RNA hybrid nanocarriers, which showed excellent serum 

stability.
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2.4　AS1411-DNA-RNA-sxRNA细胞毒性低于转

染试剂

相较于传统转染试剂存在较为严重的细胞毒

性，AS1411-DNA-RNA-sxRNA杂交载体可有效避

免转染试剂所带来的细胞毒性。由于大量的

AS1411适配体会促进癌细胞的凋亡，因此对于以

AS1411适配体作为靶向载体的方案需要对其细胞

毒性进行准确的评估。实验分为实验组和对照组。

空白对照组为正常培养的SKOV3细胞，阴性对照

组为不含 AS1411 适配体的杂交载体 （记为 NC，

结构见图 2b）；实验组为使用转染试剂转染       

p21 saRNA和TIGIT siRNA的细胞，记为TF-P21和

TF-TIGIT，孵育携带P21 saRNA和TIGIT siRNA杂

交载体的细胞记为P21 saRNA和TIGIT siRNA，携

带阴性对照小RNA的记为AS1411-NC （结构见图

2c）。实验结果发现，DNA-RNA 杂交载体在细胞

毒性方面要优于传统转染试剂（图 6a），AS1411-

NC的细胞活力远大于TF-NC，差异具统计学意义

（P<0.05）。同样，AS1411-DNA-RNA-sxRNA杂交

载体孵育后SKOV3细胞的细胞活力下降（图6b），

孵育P21 saRNA和TIGIT siRNA后细胞活力相较于

对照组下降显著，差异具统计学意义（P<0.05，   

P<0.01）。

Fig. 5　Confocal laser microscopy verified that aptamers successfully bound and entered the cells
The green fluorescence is the DNA-RNA hybrid nanocarrier, and the blue fluorescence is the nucleus. It can be seen that the green fluorescence is 

evenly distributed around the nucleus and inside the cell, which proves that the hybrid nanocarrier can enter the cell.

Fig. 6　CCK-8 detects the cytotoxicity of DNA-RNA hybrid nanocarriers
(a) Cell viability after using transfection reagent and hybrid nanocarriers. It can be found that the DNA-RNA hybrid nanocarrier has lower 

cytotoxicity than the traditional transfection reagent, and the A450 is significantly higher than that of the transfection reagent group, and the difference 

is statistically significant (*P<0.05). (b) After incubation with P21 saRNA and TIGIT siRNA, the cell viability decreased significantly compared with 

the control group at 24, 48, and 72 h, and the difference was statistically significant (*P<0.05, **P<0.01).
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2.5　AS1411-DNA-RNA-sxRNA有效调控靶基因

的转录

实时荧光定量 PCR 的结果显示，在 mRNA 水

平上，P21 saRNA 有效升高了 p21 基因的表达，

TIGIT siRNA 有效降低了 TIGIT 基因的表达 （图

7），差异呈统计学意义（*P<0.05，**P<0.01）。

2.6　AS1411-DNA-RNA-sxRNA有效调控靶基因

的蛋白质表达

从P21 saRNA/TIGIT siRNA杂交载体孵育的细

胞中提取总蛋白质。Western blot 结果显示，P21 

saRNA 组与对照组相比，P21 条带 （18 ku 左右）

灰度明显增加，TIGIT siRNA 组与对照组相比，

TIGIT 条带 （30 ku 左右） 明显变浅，符合预期

（图 8）。3次重复实验灰度值分析，具有统计学意

义（*P<0.05，**P<0.01）。

2.7　AS1411-DNA-RNA-sxRNA抑制肿瘤细胞的

迁移能力

通过划痕实验检测孵育 P21 saRNA 和 TIGIT 

siRNA后，细胞的迁移能力变化，划痕实验结果见

图 9a。P21 saRNA 组和 TIGIT siRNA 组在 24 h 及

48 h对SKOV3细胞的迁移能力影响显著，划痕愈

合速度明显低于对照组，其划痕闭合率如图 9b所

示，计算公式如下，差异具有统计学意义 （P<

0.05，P<0.01）。

划痕闭合率=［（At=0h-At=Δh）/At=0h］×100%

At=0h：划痕0 h后测量的闭合面积

At=Δh：划痕h小时后测量的闭合面积

Fig. 7　Relative levels of p21 mRNA and TIGIT mRNA after hybrid nanocarrier treatment
(a) The expression level of p21 mRNA was significantly up-regulated in P21 saRNA treatment group; (b) The expression level of TIGIT mRNA was 

significantly down-regulated after TIGIT siRNA treatment.

Fig. 8　Expression of P21 and TIGIT in tumor cells after treating with AS1411-DNA-RNA-sxRNA nanocarriers
(a) Western blot results of P21 and TIGIT in SKOV3 cells treated with AS1411-DNA-RNA-sxRNA nanocarrier. The expression of P21 was 

significantly up-regulated and TIGIT was down-regulated in the experimental group. (b) The gray value analysis of Western blot results in SKOV3 

cells treated with hybrid nanocarrier, which showed that the expression of P21 was significantly increased(**P<0.01), and TIGIT was significantly 

decreased (*P<0.05, **P<0.01).
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2.8　AS1411-DNA-RNA-sxRNA抑制肿瘤细胞的

侵袭能力

通过 Transwell 实验检测孵育杂交载体后的细

胞迁移与侵袭能力。实验分为实验组和对照组，对

照组为正常培养的 SKOV3 细胞、孵育 NC 杂交载

体的细胞，实验组为孵育 P21 saRNA 和 TIGIT 

siRNA 杂交载体的 SKOV3 细胞。随机选取 5 个低

倍镜（100×），在显微镜下进行细胞计数的细胞数

目并进行统计学分析 （图 10）。可以发现，使用

P21 saRNA 和 TIGIT siRNA 杂交载体分别孵育细

Fig. 10　Analysis of migration and invasion ability of cells by Transwell
(a) Cell invasion ability after treating with AS1411-DNA-RNA-sxRNA. (b) Cell migration ability after treating with AS1411-DNA-RNA-sxRNA.   

(c) Analysis of Transwell assay results, the tumor cells treated with P21 saRNA and TIGIT siRNA significantly decreased their ability to invade and 

migrate, among which TIGIT siRNA had a more significant effect (*P<0.05, **P<0.01).

Fig. 9　Scratch assay to detect cell migration ability
(a) The migration ability of cells after treating with P21 saRNA and TIGIT siRNA. (b) The migration ability of cells treated with P21 saRNA or 

TIGIT siRNA was significantly decreased compared with the control group, and the difference was statistically significant (*P<0.05, **P<0.01).
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胞，肿瘤细胞的侵袭 （图 10a） 和迁移能力 （图

10b）显著下降，SKOV3细胞穿过小室的数量明显

减少，差异具统计学意义（P<0.05）。

2.9　 AS1411-DNA-RNA-sxRNA 促进肿瘤细胞

凋亡

将AS1411-DNA-RNA-sxRNA杂交载体和人卵

巢癌SKOV3细胞共培养后，，对SKOV3细胞的凋亡

率进行流式细胞仪检测。结果发现，P21 saRNA和

TIGIT siRNA 处理后肿瘤细胞的凋亡率显著上升

（图 11），与空白对照组相比，差异呈现统计学意

义（P<0.05，P<0.01），其中 TIGIT siRNA 处理肿

瘤细胞的细胞凋亡率大于P21 saRNA处理后肿瘤细

胞的凋亡率。

3　讨 论

根据世界卫生组织国际癌症研究机构（IARC）

发布的 2020年全球癌症统计数据显示，卵巢癌发

病人数高达 31万，死亡人数高达 21万。其中，卵

巢癌在女性总癌症发病率中占 5%，为一种严重危

害女性生命健康的癌症。卵巢癌的发展过程是一个

复杂而多阶段的过程，与重要基因改变的长期积累

有着紧密的联系。抑癌基因的表达抑制及肿瘤免疫

逃逸会使肿瘤的发生发展极为迅速，常见肿瘤免疫

抑制因子如 PD-L1、B7-H4、CTLA-4 等则会使肿

瘤细胞免受免疫系统的攻击。

核酸既是遗传信息的储存者又是遗传信息的传

递者，其在生命活动中起着不可或缺的作用。肿瘤

细胞的发生发展都与基因密码或基因表达的异常有

关。因此，从基因水平对基因的表达加以控制是治

疗肿瘤的有效策略，尤其是控制 mRNA 的水平。

控制 mRNA 的生成或降解，利用双链小 RNA 如

saRNA和 siRNA是理想的方法。但是小RNA没有

靶向性、易受核酸酶的降解且不易进入细胞内。如

何克服上述问题将小RNA递送到细胞内，是RNA

药物研发的核心问题。现有的递送系统如脂质体载

体、化学偶联载体、可变电荷转运体、脂质多聚复

合物、聚合物纳米颗粒等，虽成功将小RNA药物

递送进入细胞，但都存在一些缺陷，如无靶向性、

细胞毒性大、免疫原性高、转染效率差等，这就需

要研发一个低毒靶向高效的RNA递送系统。因此，

若能设计一种靶向肿瘤细胞而对正常细胞无害的递

送载体，对于癌症的治疗将有极大的临床意义。

核酸-配体结合物的裸核酸递送系统［32-33］，是

一种全新的递送系统研发思路，这一递送系统常通

过化学合成技术将小RNA药物与部分小分子化合

物共价结合，以赋予小RNA药物对于特定细胞或

分子的靶向性，这些化合物常为寡糖［34］、叶酸等

Fig. 11　The apoptosis rate of tumor cell was detected by flow cytometry after treating with AS1411-DNA-RNA-sxRNA
(a) The cell apoptosis rate of each group. (b) The statistical analysis of the apoptosis rate, the apoptosis rate of the P21-saRNA or TIGIT-siRNA group 

increased significantly, and the difference was statistically significant (*P<0.05, **P<0.01).
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低毒性小分子有机物并与细胞膜存在极高的亲和

性，部分化学配体如叶酸等［35］，本就为细胞表面

受体的配体分子。这些递送系统具有效果优良、细

胞毒性低、靶向性强等优势。然而，这些递送系统

同样存在极高的化工技术难度、RNA与配体的共

价结合效率差、纯化效率低等问题，需要进行多次

合成、纯化，合成成本高昂。为解决这一问题，本

研究用核酸适配体替代化学配体分子，用 DNA-

RNA 杂交技术将配体分子与小 RNA 药物相连接，

降低技术难度和成本，为裸核酸递送提供成本更低

廉、操作更简便的方案。

核酸适配体作为靶向配体，其优点是核酸适配

体分子小、免疫原性低和可透过血脑屏障。其中，

G-四链体结构核酸适配体具有广泛的应用优势。

G-四链体主要由鸟嘌呤之间形成氢键，组成一个

稳定的立体结构［36］，例如 AS1411 适配体［31，37］。

AS1411对肿瘤细胞具有明显的靶向性，其靶蛋白

为 肿 瘤 细 胞 表 面 核 仁 蛋 白 。 本 研 究 参 考

GalNAc［38-39］技术中的4个组成要素——配体分子、

连接臂、效应RNA和保护基团，在此基础上创新，

替换化学配体分子为更廉价的核酸适配体，并使用

杂交双链连接小RNA药物，设计了由AS1411适配

体 （工具配体）、DNA-RNA 杂交链 （连接臂）、   

3,5-磷酸二酯键连接的RNA（小RNA药物）和2'-F

化学修饰保护4个部分组成的DNA-RNA杂交载体

——AS1411-DNA-RNA-sxRNA杂交载体。

DNA-RNA 杂交链相较于 dsDNA 和 dsRNA，

存在着明显的特性［40］：DNA-RNA 杂交链难以被

核酸酶降解且难解链；DNA-RNA杂交链的体外构

建简单，通过镁离子缓冲液和特定温度梯度即可实

现。在血液内裸核酸易受到核酸酶的降解。常见的

裸核酸保护基团是 2'-O-Me修饰、2'-O- （2-甲氧基

乙基）（MOE）修饰［41-42］和2'-氟代化学修饰（2'-F

修饰）［43］。本研究采用2'-氟代修饰［44］作为化学保

护基团，所以，AS1411-DNA-RNA-sxRNA杂交载

体表现出良好的稳定性，在含 10% 血清缓冲体系

72 h后仍保持稳定。

作为一种 G-四链体结构 DNA 核酸适配体，

AS1411适配体具备良好的抗降解能力和NCL蛋白

靶向性，G-四链体结构极为稳定，离子环境依赖

性低。抗降解能力强，在2'-F修饰的保护下可在血

清环境稳定存在 48 h，AS1411 适配体的靶蛋白

NCL与核糖体活动密切相关，NCL仅在肿瘤细胞

表面表达。本研究选用AS1411适配体作为配体分

子，对肿瘤细胞表面表达的 NCL 蛋白精准结合，

赋予了AS1411-DNA-RNA-sxRNA杂交载体递送系

统良好的肿瘤靶向性。

综合上述技术，设计构建了一种 AS1411-

DNA-RNA-sxRNA杂交载体裸核酸靶向递送系统，

分别携带的小 RNA 药物为 p21 saRNA 和 TIGIT 

siRNA （命名为P21 saRNA和TIGIT siRNA的杂交

载体）。为验证杂交载体是否能进入细胞发挥作

用，在其 RNA 短链的 3'端添加 FAM 绿色荧光标

记。各组分在体外成功组装后，与细胞共孵育，荧

光正置显微镜和激光共聚焦显微镜对细胞进行观

测。结果证明，携带荧光标记的DNA-RNA杂交载

体结合到SKOV3细胞表面，同时还有杂交载体通

过胞吞进入细胞，在细胞核附近聚集。这说明

DNA-RNA 杂交载体能将小 RNA 药物导入肿瘤细

胞。实时荧光定量 PCR、Western Blot 结果显示，

DNA-RNA杂交载体进入细胞后，p21、TIGIT基因

在 mRNA 和蛋白质水平上表达分别上调和下调。

CCK-8 实验、划痕和 Transwell 结果显示，肿瘤细

胞的生长、侵袭和迁移能力下降，细胞凋亡率明显

增加。这些结果充分说明了 AS1411-DNA-RNA-

sxRNA杂交载体良好的药物RNA分子携带能力和

抗肿瘤作用。

总之，基于 AS1411 适配体的 DNA-RNA 杂交

载体对肿瘤细胞具有高靶向性，能有效递送小

RNA进入肿瘤细胞，细胞毒性远优于传统的转染

试剂。作为一个新的递送策略，DNA-RNA杂交载

体具有良好的研发价值。

4　结 论

本研究很好地构建了一种以AS1411核酸适配

体为靶向分子并携带p21 saRNA或TIGIT siRNA核

酸药物的DNA-RNA杂交载体，同时赋予了其靶向

性和药物功能，成功递送目标小RNA进入细胞并

调控靶基因的表达，为RNA递送系统的研发提供

了新的思路。

数据可用性声明  本篇论文的关联数据 （DOI：

10.57760/sciencedb. 06229/CSTR： 31253.11.

sciencedb. 06229） 可在科学数据银行 （Science 

Data Bank，ScienceDB）中访问并开放获取，访问

链 接 为 https://www. scidb. cn/detail? dataSetId=

b1ddcc76c22e49a7a85e52c4d40cc136。
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Graphical abstract

Abstract　 Objective  To study the effectiveness of DNA-RNA molecules linked with aptamers as hybrid 

vectors to target tumor cells and introduce functional RNA molecules into cells, as well as their effects on tumor 

cells. Methods  Design and synthesize short complementary DNA and RNA molecules, and assemble them into 

DNA-RNA hybrid chains; connect AS1411 aptamer as targeting molecule, and then connect p21 saRNA and 

TIGIT siRNA as drug molecules, denoted as P21 saRNA and TIGIT siRNA , constitute a hybrid vector, the 

general structural formula is AS1411-DNA/RNA-sxRNA; detect whether AS1411-DNA/RNA-sxRNA can target 

and enter tumor cells and its effect on the survival, migration, invasion and apoptosis of tumor cells.           

Results  Equimolar parts of the designed hybrid vector were added to the hybridization buffer system and 

incubated at a specific temperature. TBM polyacrylamide gel electrophoresis detected the successful assembly of 

AS1411-DNA/RNA-sxRNA; AS1411-DNA/RNA-sxRNA hybridized carriers are also showed good anti-

degradation stability under the condition of 10% serum; observed under fluorescence microscope and laser 

confocal microscope, there were a large number of green fluorescent signals on the surface and in the cell of 
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SKOV3 cells, and the hybrid carrier successfully entered the tumor cells. After the hybrid carrier incubated, at the 

mRNA level, the expression of p21 gene (2.14±0.25) was nearly 2 times that of the control group (1.02±0.10),      

P<0.05, the expression of TIGIT gene (0.63±0.09) was lower than that of the control group (1.09±0.15), P<0.05, 

at the protein level, the expression of p21 gene (1.57±0.16) was more than 1.5 times that of the control group 

(1.10±0.09), P<0.05, the expression of TIGIT gene (0.61±0.12) was lower than that of the control group (1.01±

0.07) , P<0.05. The CCK-8 experiment showed that the proliferation ability of ovarian cancer cells decreased 

significantly (P<0.05) in the P21 saRNA (3.10±0.13) and TIGIT siRNA (2.91±0.13) groups, compared with the 

blank control group (3.67±0.15); the experimental results showed that the healing rate of P21 saRNA group 

((42.53±2.90)% ) and TIGIT siRNA group ((36.23±3.43)% ) were significantly lower than those of the blank 

control group ((76.47±3.64)%), P<0.05; Transwell assay showed that: P21 saRNA group (128.25±5.36), TIGIT 

siRNA group (119.50±8.79) were lower than the control group (186.5±8.56), P<0.05. And the invasion ability: 

P21 saRNA group (145.5±9.45), TIGIT siRNA group (112.25±5.63) were also significantly lower than the control 

group (202.50±10.12), P<0.05; apoptosis rate: P21 saRNA group ((11.74±2.47)% ) and TIGIT siRNA group 

((17.12±2.04)% ) were significantly higher than the control group ((5.66±1.44)% ), P<0.05. Conclusion  The 

prepared AS1411-DNA/RNA-sxRNA hybrid vector can effectively target tumor cells, carry functional small 

RNAs into tumor cells, regulate the expression of target genes, and inhibit the proliferation, invasion and 

migration of tumor cells. The results provide an experimental basis for using DNA-RNA conjugated AS1411 

aptamer as a hybrid carrier as a targeting tool to target and kill tumor cells expressing NCL protein on the surface.

Key words　DNA/RNA hybrid vector, AS1411 aptamer, small RNA, tumor
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