
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 202010481206.6

(22)申请日 2020.05.31

(71)申请人 青岛泱深生物医药有限公司

地址 266000 山东省青岛市崂山区科苑纬

一路1号青岛国际创新园二期D2栋千

山大厦2503室

(72)发明人 杨承刚　肖枫　

(51)Int.Cl.

C12Q 1/6886(2018.01)

C12N 15/11(2006.01)

A61K 45/00(2006.01)

A61K 31/713(2006.01)

A61P 35/00(2006.01)

 

 

(54)发明名称

口腔鳞癌诊断和治疗用生物标志物

(57)摘要

本发明提供口腔鳞癌诊断和治疗用生物标

志物，本发明提供基于本发明的生物标志物

RP11-426C22.4的表达水平，确定受试者是否患

有口腔鳞癌；本发明提供基于靶向本发明的生物

标志物RP11-426C22.4，为具有癌症的患者进行

治疗。

权利要求书1页  说明书13页

序列表5页

CN 111440874 A

2020.07.24

CN
 1
11
44
08
74
 A



1.一种RP11-426C22.4基因和/或其表达产物或特异性检测RP11-426C22.4基因和/或

其表达产物试剂的用途，其特征在于，用于制备诊断口腔鳞状细胞癌的产品。

2.根据权利要求1所述的用途，其特征在于，所述特异性检测RP11-426C22.4基因和/或

其表达产物的试剂选自：特异性扩增RP11-426C22 .4基因的引物；或特异性识别RP11-

426C22.4基因的探针；优选的，特异性扩增RP11-426C22.4基因的引物序列如SEQ  ID  NO.9

～10所示。

3.一种诊断口腔鳞状细胞癌的产品，其特征在于，所述产品包括检测RP11-426C22.4基

因的试剂；优选的，所述产品包括芯片、试剂盒或试纸条。

4.根据权利要求3所述的产品，其特征在于，所述试剂包括通过RT-PCR、实时定量PCR、

原位杂交或基因芯片检测RP11-426C22 .4基因的试剂；优选的，通过RT-PCR检测RP11-

426C22.4基因的试剂至少包括一对特异性扩增RP11-426C22.4基因的引物；通过实时定量

PCR检测RP11-426C22.4基因的试剂至少包括一对特异性扩增RP11-426C22.4基因的引物；

通过原位杂交检测RP11-426C22.4基因的试剂包括与RP11-426C22.4基因的核酸序列杂交

的探针；通过基因芯片检测RP11-426C22.4基因的试剂包括与RP11-426C22.4基因的核酸序

列杂交的探针。

5.RP11-426C22.4在制备治疗口腔鳞癌的药物组合物中的用途。

6.根据权利要求5所述的用途，其特征在于，所述药物组合物包括RP11-426C22.4功能

性表达的抑制剂；优选的，所述抑制剂降低RP11-426C22.4的表达水平；优选的，所述抑制剂

选自gapmer、干扰RNA、CRISPR、TALEN或锌指核酸酶；优选的，所述抑制剂选自干扰RNA；优选

的，所述siRNA的序列如SEQ  ID  NO.25～26所示。

7.一种药物组合物，其特征在于，所述药物组合物包括RP11-426C22.4功能性表达的抑

制剂；优选的，所述抑制剂降低RP11-426C22 .4的表达水平；优选的，所述抑制剂选自

gapmer、干扰RNA、CRISPR、TALEN或锌指核酸酶；优选的，所述抑制剂选自干扰RNA；优选的，

所述siRNA的序列如SEQ  ID  NO.25～26所示；优选的，所述药物组合物还包括药学上可接受

的载体。

8.RP11-426C22.4在筛选治疗口腔鳞癌的候选药物的用途。

9.一种筛选预防或治疗口腔鳞状细胞癌的候选药物的方法，其特征在于，所述方法包

括：

(1)用待筛选物质处理表达或含有RP11-426C22.4基因的体系；和

(2)检测所述体系中RP11-426C22.4基因的表达水平；

若所述待筛选物质可降低RP11-426C22.4基因的表达水平，则表明该待筛选物质为预

防或治疗口腔鳞状细胞癌的候选药物。

10.一种抑制肿瘤细胞增殖的方法，其特征在于，将RP11-426C22.4基因的抑制剂在体

外导入到肿瘤细胞中。
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口腔鳞癌诊断和治疗用生物标志物

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药领域，涉及基于口腔鳞癌诊断和治疗用生物标志物。

背景技术

[0002] 口腔鳞状细胞癌(Oral  squamous  cell  carcinoma ,OSCC)是一种易于转移的上 

皮源性恶性肿瘤，并且是全球第十一位最常见的癌症(Hussein  AA ,Helder  MN ,de 

Visscher  JG,et  al.Global  incidence  of  oral  and  oropharynx  cancer  in  patients 

younger than  45years  versus  older  patients:A  systematic  review[J].EurJCancer 

2017；82:115-127.)。每年新增病例约六十万例，也是世界上因癌症导致死亡的第  十五大

常见原因(Candia  J,Fernandez  A,Somarriva  C,et  al.Deaths  due  to  oral cancer  in 

Chile  in  the  period  2002-2012[J].Rev  Med  Chil.2018；146(4):487-493.)。近  些年

来，口腔鳞状细胞癌的全球发病率呈明显增长趋势，并且发病年龄逐渐年轻  化，但发病趋

势改变的原因尚未明了。尤其在发展中国家地区，其发病率增长速  度是尤为凸显(Wang  F,

Zhang  H ,Wen  J ,et  al .Nomograms  forecasting  long-term overall  and  cancer-

specific  survival  of  patients  with  oral  squamous  cell  carcinoma[J] .  Cancer 

Med.2018；7(4):943-952.)。

[0003] 随着影像学，外科手术的改进，放疗和传统治疗的进步，目前OSCC的治  疗方法主

要是手术切除，化疗和放疗或者是这三种方法联合治疗(Kim  SM ,Jeong D ,Min  KK ,et 

al.Two  different  protein  expression  profiles  of  oral  squamous  cell carcinoma 

analyzed  by  immunoprecipitation  high-performance  liquid Chromatography[J]

.World  Journal  of  Surgical  Oncology.2017；15(1):151.)。虽然治  疗方式在不断改进，

但因为口腔的手术会密切接触到重要的组织和器官，严重制  约了手术的范围。另外，领面

部组织血管和神经丰富，颈部淋巴结转移和侵袭发  生率高，预后差，近年来5年生存率并没

有明显增加(50％-60％左右)。晚期肿瘤 或者肿瘤复发患者的5年生存率更低(Radhika  T,

Jeddy  N,et  al.Salivary biomarkers  in  oral  squamous  cell  carcinoma-An  insight

[J].Journal  of  Oral Biology&Craniofacial  Research  2016,6(Suppl  1):S51-54.)。有

研究发现，部分开始  手术切除干净的晚期OSCC患者，存活时间也有低于30个月(Felice 

FD,Polimeni A,et  al.Radiotherapy  Controversies  and  Prospective  in  Head  and 

Neck  Cancer:A Literature-Based  Critical  Review[J].Neoplasia  2018；20(3):227-

232.)。另外，患者的  5年生存率还与肿瘤的位置、阶段、患者年龄及是否有基础疾病都有相

关性。因  此，对于OSCC来说，找到具有分子诊断、预测预后和靶向治疗的肿瘤标记物对  于

肿瘤的治疗具有重要意义，也是未来的发展方向。深入了解OSCC的发生发展、  侵袭和转移

机制，揭示OSCC的促癌基因和抑癌基因，有利于完善和补充口腔鳞  癌的治疗手段，具有重

要的临床意义。
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发明内容

[0004] 为了弥补现有技术的不足，本发明研究了在口腔鳞癌中呈现差异表达的基因， 并

通过进一步的细胞实验探究了差异表达基因对癌细胞的影响，从而为口腔鳞癌 的诊断和

治疗提供了检测和靶向位点，同时对于揭示口腔鳞癌的发病机制提供了 理论。

[0005] 本发明采用了如下技术方案：

[0006] 本发明的一方面提供了一种RP11-426C22.4基因和/或其表达产物或特异性  检测

RP11-426C22.4基因和/或其表达产物试剂的用途，用于制备诊断口腔鳞状  细胞癌的产品。

[0007] 进一步，所述特异性检测RP11-426C22.4基因和/或其表达产物的试剂选自：  特异

性扩增RP11-426C22.4基因的引物；或特异性识别RP11-426C22.4基因的探  针。

[0008] 进一步，特异性扩增RP11-426C22.4基因的引物序列如SEQ  ID  NO.9～10所 示。

[0009] 本发明的另一方面提供了一种诊断口腔鳞状细胞癌的产品，所述产品包括检  测

RP11-426C22.4基因的试剂。

[0010] 进一步，所述产品包括芯片、试剂盒或试纸条。其中，所述芯片包括固相载  体以及

固定在固相载体的寡核苷酸探针，所述寡核苷酸探针包括用于检测RP11-426C22.4基因转

录水平的针对RP11-426C22 .4基因的寡核苷酸探针；所述试  剂盒包括用于检测RP11-

426C22.4基因转录水平的引物、探针或芯片。

[0011] 进一步，所述试剂盒还包括使用说明书或标签、阳性对照物、阴性对照物、  缓冲

剂、助剂或溶剂；所述说明书或标签注明所述试剂盒用于检测口腔鳞癌。

[0012] 进一步，所述试剂包括通过RT-PCR、实时定量PCR、原位杂交或基因芯片  检测

RP11-426C22.4基因的试剂。

[0013] 进一步，通过RT-PCR检测RP11-426C22.4基因的试剂至少包括一对特异性  扩增

RP11-426C22.4基因的引物；通过实时定量PCR检测RP11-426C22.4基因 的试剂至少包括一

对特异性扩增RP11-426C22.4基因的引物；通过原位杂交检测  RP11-426C22.4基因的试剂

包括与RP11-426C22.4基因的核酸序列杂交的探针；  通过基因芯片检测RP11-426C22.4基

因的试剂包括与RP11-426C22.4基因的核酸  序列杂交的探针。

[0014] 本发明的另一方面提供了RP11-426C22.4在制备治疗口腔鳞癌的药物组合  物中

的用途。

[0015] 进一步，所述药物组合物包括RP11-426C22.4功能性表达的抑制剂。

[0016] 进一步，所述抑制剂降低RP11-426C22.4的表达水平。

[0017] 进一步，所述抑制剂选自gapmer、干扰RNA、CRISPR、TALEN或锌指核 酸酶。

[0018] 进一步，所述抑制剂选自干扰RNA。

[0019] 进一步，所述siRNA的序列如SEQ  ID  NO.25～26所示。

[0020] 本发明的另一方面提供了一种药物组合物，所述药物组合物包括  RP11-426C22.4

功能性表达的抑制剂。

[0021] 进一步，所述抑制剂降低RP11-426C22.4的表达水平。

[0022] 进一步，所述抑制剂选自gapmer、干扰RNA、CRISPR、TALEN或锌指核 酸酶。

[0023] 进一步，所述抑制剂选自干扰RNA。

[0024] 进一步，所述siRNA的序列如SEQ  ID  NO.25～26所示。

[0025] 进一步，所述药物组合物还包括药学上可接受的载体。
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[0026] 本发明的另一方面提供了RP11-426C22.4在筛选治疗口腔鳞癌的候选药物 的用

途。

[0027] 进一步，筛选候选药物的步骤如下：

[0028] (1)用待筛选物质处理表达或含有RP11-426C22.4基因的体系；和

[0029] (2)检测所述体系中RP11-426C22.4基因的表达水平；

[0030] 若所述待筛选物质可降低RP11-426C22.4基因的表达水平，则表明该待筛选  物质

为预防或治疗口腔鳞状细胞癌的候选药物。

[0031] 进一步，所述的候选物质包括(但不限于)：针对RP11-426C22.4基因或其  上游或

下游基因的干扰分子、核酸抑制物、结合分子、小分子化合物等。

[0032] 本发明的另一方面提供了一种筛选预防或治疗口腔鳞状细胞癌的候选药物 的方

法，其特征在于，所述方法包括：

[0033] (1)用待筛选物质处理表达或含有RP11-426C22.4基因的体系；和

[0034] (2)检测所述体系中RP11-426C22.4基因的表达水平；

[0035] 若所述待筛选物质可降低RP11-426C22.4基因的表达水平，则表明该待筛选  物质

为预防或治疗口腔鳞状细胞癌的候选药物。

[0036] 本发明的另一方面提供了一种抑制肿瘤细胞增殖的方法，所述方法为将  RP11-

426C22.4基因的下调剂在体外导入到肿瘤细胞中。

[0037] 进一步，所述下调剂包括将针对RP11-426C22.4基因的siRNA、shRNA、反  义寡核苷

酸或功能缺失型基因。

[0038] 具体的实施方式

[0039] 本发明经过深入的研究，首次发现了口腔鳞癌组织中RP11 - 87 5O11 .3、 

LINC01679、AP000695.4、RP11-339B21.10、RP11-426C22.4、RP11-426C22.5、  AP000695.6基

因的表达显著高于正常粘膜组织，并且实验证明了RP11-875O11 .3、  LINC01679、

AP000695.4、RP11-339B21.10、RP11-426C22.4、RP11-426C22.5、AP000695.6在口腔鳞癌细

胞中也呈现高表达，下调RP11-875O11.3、LINC01679、  AP000695.4、RP11-339B21.10、RP11-

426C22.4、RP11-426C22.5、AP000695.6的  表达水平可以抑制口腔鳞癌细胞的增殖和侵袭，

提示RP11-875O11 .3、LINC01679、  AP000695.4、RP11-339B21 .10、RP11-426C22.4、RP11-

426C22.5、AP000695.6可  作为诊断和治疗的靶标应用于临床。

[0040] 本发明中的lncRNA包括野生型、突变型或其片段，只要进行序列比对时可 以将其

比对到所述基因即可。目前已经公开的RP11-875O11 .3存在两个转录本，  序列分别如

ENST00000520840.1和ENST00000523806.1所示。在本发明的具体实  施方式中，所述RP11-

875O11.3的序列如ENST00000520840.1所示。目前已经公  开的LINC01679存在一个转录本，

序列如NR_131902 .1所示。目前已经公开的  AP000695 .4存在两个转录本，序列分别如

ENST00000428667 .1和  ENST00000454980 .1所示。在本发明的具体实施方式中，所述

AP000695.4的序列  如ENST00000428667.1所示。目前已经公开的RP11-339B21.10存在一个

转录本，  序列如ENST00000610052.1所示。目前已经公开的RP11-426C22.4存在一个转录 

本，序列如ENST00000566070.1所示。目前已经公开的RP11-426C22.5存在两个  转录本，序

列分别如ENST00000562902.1和ENST00000563477.1所示，在本发明 的具体实施方式中，所

述RP11-426C22.5的序列如ENST00000562902.1所示。目  前已经公开的AP000695.6存在一
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个转录本，序列分别如ENST00000429588.1所 示。

[0041] 本发明中所使用的“标志物”及“生物标志物”可混用，以便于指称个体中  正常或

异常进展的指征或个体中疾病或其他状态的指征或表现这些的靶分子。  更详细地，“标志

物”或“生物标志物”为正常或异常，以及若是异常，则为与  慢性或急性的特定生理学状态

或进展的存在相关的解剖学、生理学、生物化学或  分子学参数。生物标志物可通过包括实

验室检测和医学成像的多种方法来进行检  测及测定。

[0042] 本发明中所使用的“生物标志物值”、“值”、“生物标志物水平”及“水平”  为利用从

生物样本检测生物标志物的任意分析方法来进行测定，并且，在上述生  物样本中，为了指

称表示生物标志物的、用于生物标志物的、或对应于生物标志  物的存在、不存在，绝对量或

浓度、相对量或浓度、滴定量、水平、表达水平、  测定的水平的比率等的测定值而混用。

[0043] “进行诊断”、“诊断的”、“诊断”及这些术语的变化型是指基于与个体相关 的一个

或其以上的征兆、症状、数据或其他信息，来对个体的健康状态或状况的  发现、判断或认

知。个体的健康状态可被诊断为健康的/正常的(即，不存在疾病  或疾患)，或者可被诊断为

不健康的/异常的(即，存在疾病或疾患或特性的评估)。  上述术语“进行诊断”、“诊断的”、

“诊断”等包括与特定疾病或疾患相关地，疾  病的早期发现；疾病的特性或分类；疾病的进

展、治愈或复发的发现；个体的处  置或治疗后，对疾病的反应的发现。口腔鳞癌的诊断包括

不患有癌的个体与患有  癌的个体的区别。

[0044] 当生物标志物为表示个体中的异常性进展或疾病或其他状态或其标记时，该  生

物标志物通常表示个体中的正常性进展或疾病或其他状态的不存在，或与作  为它的标记

的生物标志物的表达水平或值相比较，表现为过高表达或过低表达 中一种。“上调”、“经上

调的”、“过表达”及该表现的变化型是为了指比典型性  地从类似于健康的或正常的个体的

生物样本中检测到的生物标志物的值或水平  (或值或水平的范围)更高的生物样本中的生

物标志物值或水平而混用。多个上述  术语还可指比可在特定疾病的互不相同的步骤中检

测到的生物标志物的值或水  平(或值或水平的范围)更高的生物样本中的生物标志物值或

水平。

[0045] “下调”、“低表达的”及该表现变化型是为了指比典型性地从健康的或正  常性的

个体的类似的生物样本检测到的生物标志物的值或水平(或值或水平的范 围)更小的生物

样本中的生物标志物值或水平而混用。多个上述术语还可指比能  够从特定疾病的互不相

同的步骤中检测到的生物标志物的值或水平(或值或水平 的范围)更小的生物样本中的生

物标志物值或水平。

[0046] 并且，经过高表达或经过低表达的生物标志物可被称为个体中的正常性进展  或

疾病或其他状态的不存在的表示，或者与表现其的生物标志物的“正常性的”  表达水平或

值相比较，具有“差异性地表达”或“差异性的水平”或“差异性的  值”。因此，生物标志物的

“差异性的表达”还能够以生物标志物的“正常性的”  表达水平的变化来被表现。

[0047] 所谓“差异性的基因表达”及“差异性的表达”的术语是为了指与正常对象  或对照

对象中的表达相比，在具有特定疾病的对象中以更高或更低的水平来进行  表达活性化的

基因而混用。上述术语还包含在相同疾病的互不相同的步骤中以高  水平或低水平来进行

表达活性化的基因。差异性的基因表达可包括两个或其以上 的基因或它们的基因产物之

间的表达的比较；或者两个或其以上的基因或它们的  基因产物之间的表达比率的比较；或
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者反而正常受试者与患有疾病的受试者之间  或相同疾病的多种阶段之间不同的、相同基

因的以不同的方式处理的两个产物的 比较。差异性的表达包括例如，在正常的及患病的细

胞，或经历互不相同的疾病  事件或疾病阶段的多个细胞之间的基因或它们的表达产物中，

根据时间的或细胞 性表达模式中的定量差异及定性差异。

[0048] 本发明可以利用本领域内已知的任何方法测定基因表达。本领域技术人员应  当

理解，测定基因表达的手段不是本发明的重要方面。为了检测基因的表达，可  使用多个互

不相同的检测方法，例如，杂交测定、质量分析或实时荧光定量核酸  扩增检测等的检测方

法。在某些实施例中，核酸碱基序列分析方法可用于检测基 因序列，且检测生物标志物值。

关于本文中提及的lncRNA基因产物“增加的”  水平，指比正常存在的更高的水平。通常，这

可通过与对照比较来估计。根据特  定的实施方案，lncRNA增加的水平是比对照高10％、

20％、25％、30％、40％、  50％、60％、70％、75％、80％、90％、100％、150％、200％或甚至更

高的水平。  根据另一个特定的实施方案，意指lncRNA基因产物表达或存在，而其在正常情 

况下(或在对照中)缺失。换句话说，在这些实施方案中，测定lncRNA基因产物增  加的表达

相当于检测lncRNA基因产物的存在。通常，该这种情况下，将包括对  照以确保检测反应正

确进行。关于lncRNA的“功能性表达”，意指功能性基因产  物的转录和/或翻译。对于像

lncRNA的非蛋白编码基因，“功能性表达”可以在至  少两个水平上失调。第一，在DNA水平

上，例如通过基因的缺失或破坏，或者  是没有转录发生(在两种情况下都阻止相关基因产

物的合成)。转录的缺失可以例  如由表观遗传的变化(例如DNA甲基化)或由功能缺失性突

变导致。

[0049] 第二，在RNA水平上，例如通过缺乏有效的翻译-例如因为mRNA的不稳定  (例如通

过UTR变体)，可以导致在转录物翻译之前mRNA被降解。或者通过缺乏  有效的转录，例如因

为突变诱导了新的剪接变体。

[0050] 据此，本发明的一个目的是，提供lncRNA基因功能性表达的抑制剂。这种  抑制剂

可在DNA水平上或在RNA(即基因产物)水平上起作用。由于lncRNA是非  编码基因，该基因没

有蛋白质产物。

[0051] 如果在DNA水平上实现抑制，可以通过使用基因治疗敲除或破坏靶标基因  来进

行。如本文中所使用的，“敲除”可以是基因敲低，或可以将基因敲除，通  过使用本领域所知

的技术，包括但不限于，逆转录病毒基因转移，造成突变，例  如点突变、插入、删除、移码、或

错义突变。可以将基因敲除的另一方式是，使  用锌指核酸酶。锌指核酸酶(ZFN)是通过将锌

指DNA结合结构域与DNA切割结构  域融合而产生的人工限制性酶。可以对锌指结构域进行

改造以靶向目的DNA序  列，这可使锌指核酸酶靶向复杂基因组中的独特序列。通过利用内

源的DNA修  复机制，这些试剂可用于精确改变高等生物体的基因组。其它可用来敲除基因

的  基因组定制技术有Meganuclease和TAL效应物核酸酶(TALENs ,Cellectis 

bioresearch)。由用于序列特异性识别的TALE  DNA结合结构域与引入双链断裂  (DSB)的核

酸内切酶的催化结构域融合组成。Meganuclease是序列特异性核酸内  切酶，是天然产生的

“DNA剪刀”，其源自各种单细胞生物体例如细菌、酵母、  藻类和某些植物细胞器。

Meganuclease具有12至30个碱基对的长识别位点。可以 改变天然Meganuclease的识别位

点以使其靶向天然的基因组DNA序列(例如内源  基因)。

[0052] 另一个最近的基因组编辑技术是CRISPR/Cas系统，其可以被用来实现RNA  引导的
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基因组改造。CRISPR干扰是允许序列特异性控制原核和真核细胞中基因  表达的遗传技术。

其基于源自细菌免疫系统的CRISPR(规律成簇的间隔短回文重 复)通路。

[0053] 基因失活，即基因功能性表达的抑制，也可以例如通过设计表达反义RNA  的转基

因生物体，或者通过对受试者施用反义RNA来实现。可以例如作为表达质  粒来递送反义构

建体，其中当所述表达质粒在细胞中表达时，产生与细胞lncRNA lncRNA的至少一个独特部

分互补的RNA。

[0054] 用于抑制基因表达的一个更快方法是，基于使用由DNA或其它合成的结构  类型

(例如硫代磷酸酯、2’-0-烷基核糖核苷酸嵌合体、锁核酸(LNA)、肽核酸(PNA) 或吗啉核酸)

组成的较短反义寡聚物。除了RNA寡聚物、PNA和吗啉核酸以外，  所有其它反义寡聚物都在

真核细胞中通过RNA酶H介导的靶切割机制起作用。  PNA和吗啉核酸高度亲和地和特异地结

合互补的DNA和RNA靶标，由此通过对  RNA翻译机器的简单空间位阻来起作用，且表现出完

全抵抗核酸酶的攻击。“反  义寡聚物”指，包含至少长约10个核苷酸的寡聚物的反义分子或

反基因剂。在实  施方案中，反义寡聚物包含至少15、18、20、25、30、35、40或50个核苷酸。反 

义方法包括设计与lncRNA的多核苷酸序列编码的RNA互补的寡核苷酸(DNA或  RNA或其衍生

物)。可以将反义RNA导入细胞中，通过与其碱基配对和物理上阻  碍翻译机器来抑制互补

mRNA的翻译。该效果因此是化学计量的。尽管优选完全 互补，但这不是必需的。如本文中所

提及的，序列与RNA的一部分“互补”，意  思是序列具有能够与RNA杂交、形成稳定的双链体

的足够互补性；在双链反义多  核苷酸序列的情况下，可以检测双链体DNA的单链，或可以检

测三链体的形成。  杂交的能力将取决于互补的程度和反义多核苷酸序列的长度。通常，进

行杂交的  多核苷酸序列越长，其可包含越多的与RNA错配的碱基且仍然形成稳定的双链体 

(或三链体，视情况而定)。技术人员可以通过使用标准程序测量杂交复合体的熔  点，确定

错配的耐受程度。反义寡聚物应该长至少10个核苷酸，优选寡聚物长15  至约50个核苷酸。

在某些实施方案中，寡聚物长至少15个核苷酸、至少18个核苷  酸、至少20个核苷酸、至少25

个核苷酸、至少30个核苷酸、至少35个核苷酸、至  少40个核苷酸、或至少50个核苷酸。一个

相关的方法使用核酶替代反义RNA。核  酶是具有催化作用的RNA分子，其具有与酶一样的切

割特性，可以被设计以靶向  特定的RNA序列。在小鼠、斑马鱼和果蝇中报道了使用核酶的成

功靶基因失活，  包括时间和组织特异性的基因失活。RNA干扰(RNAi)是一种转录后基因沉

默形  式。RNA干扰现象最初在秀丽隐杆线虫中得到观察和描述，其中显示了外源双链  RNA

(dsRNA)通过诱导靶标RNA快速降解的机制可以特异地和有力地破坏包含 同源序列的基因

的活性。几个报道在其它生物体中描述了相同的催化现象，包括  展示在空间上和/或时间

上控制基因失活的实验，所述生物体包括植物(拟南芥)、  原生动物(布氏锥虫)、无脊椎动

物(黑腹果蝇)和脊椎动物物种(斑马鱼和非洲爪蟾)。  介导序列特异性信使RNA降解的可以

是小干扰RNA(siRNAs)，其从较长的dsRNA  通过核糖核酸酶III切割产生。通常，siRNA的长

度为20-25个核苷酸。siRNA通常  包含通过标准的Watson  Crick碱基配对相互作用(在下文

中称为“碱基配对”)退火  在一起的正义RNA链和互补的反义RNA链。正义链包含与靶标mRNA

中的靶标序  列一致的核酸序列。本发明的siRNA的正义和反义链可以包含两个互补的单链 

RNA分子，或可以包含单个分子，在该单个分子中，两个互补的部分碱基配对并  通过单链

“发夹”区(通常称为shRNA)共价连接。术语“分离的”意思是通过人  为干预从天然状态改变

或移出。例如，天然存在活体动物中的siRNA不是“分离 的”，但合成的siRNA或从与其天然
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状态共存的材料中部分或完全分离的siRNA  是“分离的”。分离的siRNA可以相当纯的形式

存在，或可在非天然环境例如siRNA 所转入的细胞中存在。

[0055] 本发明的siRNA可以包括部分纯化的RNA、相当纯的RNA、合成的RNA、或  重组产生

的RNA、以及通过添加、删除、替换和/或改变一个或多个核苷酸而与 天然存在的RNA不同的

经改变了的RNA。这样的改变可以包括添加非核苷酸材  料至例如siRNA的末端(一个或多

个)或至siRNA的一个或多个内部核苷酸，包括  使siRNA抵抗核酸酶消化的修饰。

[0056] 本发明的siRNA的一条或两条链也可以包含3′突出端。“3′突出端”指从  RNA链的

3′末端伸出来的至少一个非配对的核苷酸。因此，在一个实施方案中，  本发明的siRNA包含

长1个至约6个核苷酸(包括核糖核酸或脱氧核糖核酸)的至少  一个3′突出端，优选长1至约

5个核苷酸，更优选长1至约4个核苷酸，特别优选  长约1至约4个核苷酸。

[0057] 在siRNA分子的两条链都包含3′突出端的实施方案中，对于每条链，突出  端的长

度可以是相同或不同的。在最优选的实施方案中，3′突出端存在于siRNA 的两条链上，长2

个核苷酸。为了增强本发明siRNA的稳定性，也可以使3′突出  端稳定化以对抗降解。在一个

实施方案中，利用包括嘌呤核苷酸例如腺苷或鸟苷  核苷酸来稳定突出端。

[0058] 可选的，以经修饰的类似物替换嘧啶核苷酸，例如以2′脱氧胸苷替换3′突  出端中

的尿苷核苷酸，是可耐受的，不影响RNAi降解的效率。特别是，2′脱氧  胸苷中的2′羟基的缺

失显著增强组织培养基中3′突出端的核酸酶抗性。

[0059] 本发明的siRNA可以靶向任何靶标lncRNA  RNA序列(“靶序列”)中约19至25  个连

续核苷酸的任何区段，在本申请中提供了其实例。用于选择siRNA的靶序列 的技术在本领

域公知。因此，本发明的siRNA的正义链可以包含与靶标mRNA中  任何一段约19至约25个连

续的核苷酸一致的核苷酸序列。

[0060] 可以使用许多本领域技术人员所知的技术获得本发明的siRNA。例如，可以  使用

本领域所知的方法通过化学合成或重组产生siRNA。优选地，使用适当保护 的核糖核苷亚

磷酰胺和常规的DNA/RNA合成仪来化学合成本发明的siRNA。  siRNA可以作为两个分开的、

互补的RNA分子，或作为具有两个互补区的单个  RNA分子来合成。

[0061] 如本文中所使用，siRNA的“有效量”是足够导致RNAi介导的靶标mRNA 降解的量，

或足够抑制受试者中的转移进程的量。可以使用分离和定量mRNA或 蛋白质的标准技术(如

上述)，通过测量受试者细胞中靶标mRNA或蛋白质的水平  来检测RNAi介导的靶标mRNA降

解。

[0062] 通过考虑例如受试者的大小和重量，疾病渗入的程度，受试者的年龄、健康  状况

和性别，给药途径，和给药是局部还是全身性的，本领域技术人员可以容易  确定待施用于

给定受试者的本发明siRNA的有效量。

[0063] 反义RNA策略的另一特殊形式是gapmer。Gapmer是嵌合的反义寡核苷酸，  其包含

长度足以诱导RNase  H切割的脱氧核苷酸单体的中心区段。Gapmer中心区 的侧翼是2’-O修

饰的核糖核苷酸或其它经人工修饰的核糖核苷酸单体的区段，  例如桥核酸(bridged 

nucleic  acid ,BNAs)，保护内部区段免受核酸酶降解。Gapmer 已被用于获得RNase-H介导

的靶标RNA切割，而降低硫代磷酸酯连接的数量。硫  代磷酸酯拥有与未经修饰的DNA相比对

核酸酶增加的抗性。然而，它们具有几  个缺点。这包括与互补核酸的低结合能力和导致毒

性副作用的与蛋白质的非特异  性结合，从而限制了它们的应用。毒性副作用的发生和非特
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异性结合导致的脱靶  效应已经激发人们设计新的人工核酸用于开发经修饰的寡核苷酸，

以在体内提供  有效的和特异的反义活性而不表现出毒性副作用。通过招募RNaseH，

gapmers选  择性切割靶标寡核苷酸链。该链的切割引发反义效应。该方法已经被证明是抑

制  基因功能强有力的方法，并逐渐成为用于反义治疗的流行方法。Gapmer可由商  业提供。

例如由Exiqon提供的LNA  longRNAGapmeR，或由Isis  pharmaceuticals  提供的MOE 

gapmer。MOE  gapmers或“2′MOE  gapmers”是15-30个核苷酸的反  义硫代磷酸酯寡核苷酸，

其中所有的骨架连接通过在非桥接氧上添加硫(硫代磷  酸)而修饰，且一段至少10个连续

的核苷酸保持未经修饰状态(脱氧糖)，而其余的  核苷酸在2′位置包含O′-甲基O′-乙基取

代(MOE)。对于临床使用，将依照本 发明的化合物或其前药形式配制成药物组合物，其配制

为与其意图的施用路径，  例如口服、直肠、胃肠外或其它施用模式相容。通常，通过混合活

性物质与常规  的药学可接受稀释剂或载体来制备药物配制剂。如本文中所使用的，语言

“药学  可接受载体”意图包括与药物施用相容的任何和所有溶剂、分散介质、涂层、抗  细菌

和抗真菌剂、吸收延迟剂等等。药学可接受稀释剂或载体的例子有水、明胶、  阿拉伯树胶、

乳糖、微晶纤维素、淀粉、羟基乙酸淀粉钠、磷酸氢钙、硬脂酸镁、  滑石、胶体二氧化硅等等。

此类介质和药剂对药学活性物质的用途是本领域中公  知的。除非任何常规的介质或药剂

与活性化合物不相容，涵盖其在组合物中的用  途。

[0064] 本发明的药物还可与其他治疗口腔鳞状细胞癌的药物联用，其他治疗性化合  物

可以与主要的活性成分同时给药，甚至在同一组合物中同时给药。还可以以单  独的组合物

或与主要的活性成分不同的剂量形式单独给予其它治疗性化合物。主  要成分的部分剂量

可以与其它治疗性化合物同时给药，而其它剂量可以单独给药。  在治疗过程中，可以根据

症状的严重程度、复发的频率和治疗方案的生理应答，  调整本发明药物组合物的剂量。

[0065] 本发明中术语“样本”是指从目标患者得到的组合物，其包含细胞和/或其  他分子

体—将进行特征化和/或识别，例如，根据物理、生化、化学和/或生理特  征。例如，短语“临

床样本”或“疾病样本”及其变体，是指从目标患者获得的  任何样本，将预期或已知所述样

本中能够获得细胞和/或分子体，例如将被特征 化的生物标志物。

[0066] 下面结合实施例对本发明作进一步详细的说明。以下实施例仅用于说明本发  明

而不用于限制本发明的范围。实施例中未注明具体条件的实验方法，通常按照  常规条件，

例如Sambrook等人，分子克隆：实验室手册(New  York:Cold  Spring HarborLaboratory 

Press,1989)中所述的条件，或按照制造厂商所建议的条件。

[0067] 实施例1  QPCR检测lncRNA的差异表达

[0068] 1、收集33例周围正常粘膜组织和口腔鳞状细胞癌组织，均经病理学诊断证  实，所

有患者术前未接受任何形式的治疗。手术切下的样本于液氮中冻存。

[0069] 2、RNA提取

[0070] 取出冻存于液氮中的组织样本，把组织样本放入已预冷的研钵中进行研磨，  按照

试剂盒中的说明书提取分离RNA。具体如下：

[0071] 1)加入Trizol，室温放置5min；

[0072] 2)加入氯仿0.2ml，用力振荡离心管，充分混匀，室温下放置5-10min；

[0073] 3)12000rpm离心15min，将上层水相移到另一新的离心管中(注意不要  吸到两层

水相之间的蛋白物质)，加入等体积的-20℃预冷的异丙醇，充分颠倒混  匀，置于冰上
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10min；

[0074] 4)12000rpm高速离15min后小心弃掉上清液，按1ml/ml  Trizol的比例加入  75％

DEPC乙醇洗涤沉淀(4℃保存)，洗涤沉淀物，振荡混匀，4℃，12000rpm  离心5min；

[0075] 5)弃去乙醇液体，室温下放置5min，加入DEPC水溶解沉淀；

[0076] 6)用Nanodrop2000紫外分光光度计测量RNA纯度及浓度，冻存于-70℃冰  箱。

[0077] 3、逆转录：

[0078] 1)配置10μl反应体系：

[0079] 取MgCl2  2μl、10×RT  Buffer  1μl、无Rnase水3.75μl、dNTP混合液1μl、Rnase抑制

剂  0.25μl、AMV反转录酶0.5μl、寡聚dT适配子引物0.5μl、实验样品1μl混合

[0080] 2)逆转录反应条件

[0081] 按照RNA  PCR  Kit(AMV)Ver.3.0中逆转录反应条件进行。

[0082] 42℃60min，99℃2min，5℃5min。

[0083] 3)聚合酶链反应

[0084] 1)引物设计

[0085] 根据Genebank中RP11-875O11 .3基因和GAPDH基因的编码序列设计QPCR  扩增引

物，由博迈德生物公司合成。具体引物序列如表1所示。

[0086] 表1引物序列

[0087]

[0088] 2)配制25μl  PCR反应体系：

[0089] 正(反)向引物1μl、Takara  Ex  Taq  HS  12.5μl、模板2μl、去离子水8.5μl

[0090] 3)PCR反应条件：94℃4min，(94℃20s，60℃30s、72℃30s)×30个  循环。

[0091] 以SYBR  Green作为荧光标记物，在Light  Cycler荧光定量PCR仪上进行PCR  反应，

通过融解曲线分析和电泳确定目的条带，2-ΔΔCT法进行相对定量，每个样  进行3次重复实
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验。△△CT法:△CT1＝(目的基因，待测样本)CT值-(内参基因，  待测样本)CT值；△CT2＝

(目的基因，对照样本)CT值-(内参基因，对照样本)CT  值。△△CT＝△CT1-△CT2，表达倍数

＝2-ΔΔCT。

[0092] 5、统计学方法

[0093] 以GAPDH为内参，计算口腔鳞状细胞癌组织与正常粘膜组织荧光定量  RT-PCR的实

验结果，两者之间的差异采用t检验，以P<0.05具有统计学差异。

[0094] 6、结果

[0095] 结果如表2所示，与周围正常粘膜组织相比，RP11-875O11 .3、LINC01679、

AP000695.4、RP11-339B21.10、RP11-426C22.4、RP11-426C22.5、AP000695.6  基因在口腔鳞

状细胞癌组织中表达上调，差异具有统计学意义(P<0.05)。

[0096] 表2lncRNA的相对表达水平

[0097]

[0098] 实施例2  lncRNA的沉默检测及功能验证

[0099] 1、细胞培养

[0100] 将液氮内保存的人口腔鳞癌SCC-15细胞取出后进行复苏接种于DMEM培养  基在37

℃、5％CO2恒温的培养箱中培养细胞。24h后细胞呈贴壁生长即复苏  成功每隔1-2d换液1

次，使用胰蛋白酶消化并制成细胞悬液用于实验。

[0101] 2、细胞转染

[0102] 将细胞按2×105/孔接种到六孔细胞培养板中，在37℃、5％CO2培养箱中进  行培

养。将处于增殖对数期细胞(约80％左右)，弃培养基，PBS清洗2次，加入  2m1  DMEM于培养箱

内饥饿培养1h，使用脂质体转染试剂2000(购自于  Invitrogen公司)进行转染，具体操作按

照说明书进行。将实验分为三组：空白  对照组(SCC-15)、阴性对照组(siRNA-NC)和实验组

(siRNA组)，其中阴 性对照组siRNA与各lncRNA基因的序列无同源性。

[0103] 其中，siRNA-NC为由上海吉码制药技术有限公司提供的通用阴性对照，针  对各

lncRNA的siRNA序列如表3所示。

[0104] 表3lncRNA的siRNA序列

[0105]
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[0106]

[0107] 3、QPCR检测RP11-875O11.3基因的转录水平

[0108] 各组细胞转染培养48h后，使用Trizol法提取细胞总RNA，按照实施例1  中的方法

进行逆转录以及实时定量PCR检测。

[0109] 4、CCK-8细胞增殖实验

[0110] 将转染24h的阴性对照组与实验组细胞常规方法消化、离心，弃上清液，加  入1ml

完全培养基重悬细胞，吹打混匀，以每孔3000个细胞接种至96孔板，  补充完全培养基至100

μ1；在孔板最外周一圈内加入100μ1DEPC水，将96孔板  至于恒温培养箱内培养。培养48h后

加入含有10％的CCK-8的100μ1培养基，  继续于培养箱内培养1h后，于酶标仪测定450nm吸

光度，统计数据。

[0111] 5、细胞迁移实验

[0112] 将Transwell小室置于24孔板内，上室内加入200μ1DMEM溶液，置于培  养箱内，水

化1h；按照每小室2×104个细胞进行铺板，将上室液体补充至200μ1，  吹打混匀，下室加入

700μ1完全培养基，继续于培养箱内培养36h；取出小室，  弃去上室及下室内的培养基，用棉

签轻柔擦拭去上室内残留的培养基及细胞，  PBS清洗小室，摇床5min，弃PBS；下室内加入

500μ1  4％多聚甲醛，室温固定  30min，弃固定液，PBS清洗3次，摇床5min，弃PBS；将小室置

于通风橱内，  风干30min；下室内加入500μ1制备好的0.1％结晶紫溶液，排除气泡，静止

30min；  弃结晶紫溶液，使用PBS清洗3次，摇床5min，弃PBS，用干棉签轻柔擦去上  室内多余

液体，将小室置于显微镜下，进行细胞数量统计。

[0113] 6、统计学方法

[0114] 实验都是按照重复3次来完成的，结果数据都是以平均值±标准差的方式来  表

示，两者之间的差异采用t检验，认为当P<0.05时具有统计学意义。

[0115] 7、结果

[0116] siRNA的沉默效果如表4所示，相比空白对照组，实验组的各siRNA对相  应的基因

都具有较好的干扰效果(P<0.05)，而siRNA-NC则无显著的变化  (P>0.05)。

[0117] 表4siRNA的转染效果
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[0118]

[0119] 注：P:与空白对照相比

[0120] CCK-8检测结果如表5所示，实验组的OD值相对于阴性对照组显著降低，  P<0.05，

说明本研究的lncRNA在口腔鳞癌细胞的增殖中起着重要的作用。

[0121] 表5OD值

[0122]

[0123] 迁移实验的结果表6所示，与阴性对照组相比，实验组RP11-875O11.3、LINC01679、

AP000695 .4、RP11-339B21 .10、AP000695 .6的迁移细胞数显著降低  (P<0 .05)，而RP11-

426C22.4、RP11-426C22.5组的细胞数虽然有所降低，但  是并不显著，根据上述结果可以判

断RP11-875O11.3、LINC01679、AP000695.4、  RP11-339B21.10、AP000695.6在口腔鳞癌的转

移中起着重要的作用。

[0124] 表6迁移细胞数

说　明　书 12/13 页

14

CN 111440874 A

14



[0125]

[0126] 上述实施例的说明只是用于理解本发明的方法及其核心思想。应当指出，对  于本

领域的普通技术人员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以对本发明  进行若干改进

和修饰，这些改进和修饰也将落入本发明权利要求的保护范围内。
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序列表

<110>  青岛泱深生物医药有限公司

<120> 口腔鳞癌诊断和治疗用生物标志物

<160>  30

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  18

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  1

cagcctccaa  tttcagta  18

<210>  2

<211>  18

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  2

cccatccctc  tctttatc  18

<210>  3

<211>  18

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  3

tgtccttcac  tcccattt  18

<210>  4

<211>  18

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  4

gtagcaagag  cactgttc  18

<210>  5

<211>  18

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  5

gctaacatca  tatcacat  18

<210>  6

<211>  18

<212>  DNA
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<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  6

ttatctggag  aacttcaa  18

<210>  7

<211>  18

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  7

aggagagaat  gggaactg  18

<210>  8

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  8

gagaacacaa  acaaggaatc  20

<210>  9

<211>  22

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  9

cagaggaaac  gaagacgatg  tg  22

<210>  10

<211>  18

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  10

aagccgcagc  caatgaga  18

<210>  11

<211>  18

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  11

tccatcaacc  agacaatc  18

<210>  12

<211>  19

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  12

atttacaagt  agcctccag  19
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<210>  13

<211>  18

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  13

aagacagcac  atccagta  18

<210>  14

<211>  22

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  14

tcaatcctcc  atcaataaca  tt  22

<210>  15

<211>  21

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  15

ctctggtaaa  gtggatattg  t  21

<210>  16

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  16

ggtggaatca  tattggaaca  20

<210>  17

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  17

uaucaaagua  ggaaucaaga  a  21

<210>  18

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  18

cuugauuccu  acuuugauaa  a  21

<210>  19

<211>  21

<212>  RNA
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<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  19

aaauccaagg  caguagaagc  c  21

<210>  20

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  20

cuucuacugc  cuuggauuug  c  21

<210>  21

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  21

uuuguugaaa  aauagcaucu  u  21

<210>  22

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  22

gaugcuauuu  uucaacaaaa  u  21

<210>  23

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  23

ucuuucugcu  ccuaaacacc  u  21

<210>  24

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  24

guguuuagga  gcagaaagaa  g  21

<210>  25

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  25

acgugaauau  aguacaugca  c  21
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<210>  26

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  26

gcauguacua  uauucacgug  u  21

<210>  27

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  27

uugcaauuug  gcuucaaugc  u  21

<210>  28

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  28

cauugaagcc  aaauugcaag  c  21

<210>  29

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  29

uucucaauuc  cagaaucgcc  c  21

<210>  30

<211>  21

<212>  RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  30

gcgauucugg  aauugagaag  u  21
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	BIB
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	CLA
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	DES
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