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(57)摘要

本发明公开了PCAT1的反义寡核苷酸及其在

制备抑制前列腺癌核酸药物中的应用。本发明采

用生物信息学在线工具分析PCAT1序列信息，筛

选长度在20碱基的、能够结合的反义寡核苷酸位

点，同时利用分子生物学实验验证，证明反义寡

核苷酸能够降低PCAT1在细胞内的水平。本发明

为临床上治疗去势抵抗性前列腺癌，提供了新的

手段。
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1.一种反义寡核苷酸，其特征在于，所述反义寡核苷酸的序列如SEQ  ID  NO.13所示。

2.一种组合物，其特征在于，所述组合物包括权利要求1所述的反义寡核苷酸或其盐。

3.根据权利要求2所述的组合物，其特征在于，所述组合物还包括药学上可接受的载

体。

4.PCAT1的抑制剂在制备治疗去势抵抗前列腺癌的药物中的应用，其特征在于，所述抑

制剂选自反义寡核苷酸或反义寡核苷酸的构建物；其中所述反义寡核苷酸如权利要求1～3

任一项所述。
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PCAT1的反义寡核苷酸及其在制备抑制前列腺癌核酸药物中

的应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物医学领域，涉及PCAT1的反义寡核苷酸及其在制备抑制前列腺癌

核酸药物中的应用。

背景技术

[0002] 前列腺癌(PCa)是男性泌尿系统中最常见的恶性肿瘤之一(Sung  H ,Ferlay  J ,

Siegel  RL,et  al.Global  cancer  statistics  2020:GLOBOCAN  estimates  of  incidence 

and  mortality  worldwide  for  36cancers  in  185countries  CA：a  cancer  journal  for 

clinicians ,2021 .)。2019年美国新增和死亡病例分别超过17万例和约3万例(Siegel  R ,

Miller  K,Jemal  A.Cancer  statistic,2019[J].CA:a  cancer  journal  for  clinicians,

2019:69；7‑34.)。我国的前列腺癌发病率也呈逐年上升，前列腺癌的确切病因尚不十分清

楚，但临床观察和实验研究表明，激素，遗传和环境因素均起到一定作用(Chen  W,Zheng  R,

Baade  PD,et  al .Cancer  statistics  in  China ,2015[J] .CA:a  cancer  journal  for 

clinicians,2016:66；115‑132.)。目前，前列腺癌特异性抗原(PSA)筛查逐渐普及，增加了

疾病早期诊断的概率，使得部分早期患者能够及时诊治。前列腺癌的治疗包括手术和内分

泌治疗为核心的多种方式。

[0003] 雄激素剥夺治疗(Androgen  deprivation  therapy,ADT)是对这部分患者的最主

要治疗方法。尽管在ADT治疗初期前列腺癌被不同程度的控制，但经过大约18个月敏感期

后，大部分患者的疾病逐渐且不可逆地进展为去势抵抗性前列腺癌。去势抵抗性前列腺癌

(Castration  resistant  prostate  cancer,CRPC)是指患者经过ADT治疗后，血清睾酮水平

达到去势水平(<50ng/dl或<1.7nmol/L)，但是疾病依然进展的前列腺癌。疾病进展的临床

表现为影像学可见的肿瘤进展和/或前列腺特异性抗原(PSA)水平持续增高。后者应满足以

下条件，即在PSA达2ng/mL以上，每间隔一周监测血清PSA水平，连续3次血清PSA升高，且比

基础值升高50％以上。然而，由于CRPC发病机制至今不明，因而临床缺乏针对病因的精准治

疗，这是当前泌尿外科学研究的难点和热点。

[0004] 长链非编码RNA(lncRNA)是长度大于200个核苷酸的不能编码蛋白的RNA，位于细

胞核或细胞质内。根据lncRNA在基因组上的位置，可将其分为3类：(1)位于基因间区的

lncRNA，又被称为lincRNA(long  intergenic  RNA)；(2)天然反义链lncRNA；(3)内含子区

lncRNA。由于lncRNA缺乏明显的开放阅读框，没有蛋白编码功能，因此，长期以来它被人们

认为是没有生物学功能的“暗物质”。随着生物学技术的不断进步，LncRNA的生物学功能也

逐渐被揭示出来。研究lncRNA与疾病之间的相关性对于实现疾病的诊断和治疗具有重要的

意义。

[0005] 反义核酸药物从1978年发现并提出理论，到世纪之交第一种药物上市、推出2代反

义技术，再到后来发展遇到低谷，药品退市，人们对其理解与运用的过程经历了一种螺旋式

的上升。其研发伊始就承担着攻克普通药物无法治愈的疾病(如肿瘤)的希冀。随着近年来
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几种治疗癌症的反义核酸药物获批进入临床试验，此类药物重新回到了生物制药研究的舞

台，再次展现了这种药物在基因治疗领域的广阔前景。

[0006] 目前，关于PCAT1在前列腺癌中的作用机制尚未有相关研究，关于靶向PCAT1反义

核酸的研究还未见报道，且其化学抑制剂的研发尚不充分。

发明内容

[0007] 为了弥补现有技术的不足，本发明的目的之一是提供针对PCAT1的反义寡核苷酸。

[0008] 本发明的目的之二是提供一种治疗去势抵抗性前列腺癌的手段。

[0009] 为了实现上述目的，本发明采用了如下技术方案：

[0010] 本发明第一方面提供了一种诊断去势抵抗性前列腺癌的产品，所述产品包括检测

PCAT1的试剂。

[0011] 进一步，所述产品包括通过RT‑PCR、实时定量PCR、原位杂交或芯片检测样本中

PCAT1表达水平的试剂。

[0012] 进一步，所述试剂包括特异性识别PCAT1的探针；或

[0013] 特异性扩增PCAT1的引物。

[0014] 进一步，特异性扩增PCAT1的引物序列如SEQ  ID  NO.1‑2所示。

[0015] 本发明第二方面提供了一种反义寡核苷酸，其特征在于，所述反义寡核苷酸由15‑

30个核苷酸组成，所述反义寡核苷酸抑制PCAT1的表达。

[0016] 进一步，所述反义寡核苷酸由18‑22个核苷酸组成。

[0017] 进一步，所述反义寡核苷酸由20个核苷酸组成。

[0018] 进一步，所述反义寡核苷酸选自SEQ  ID  NO.3‑6任一项所述的序列。

[0019] 进一步，所述反义寡核苷酸的序列如SEQ  ID  NO.3所示。

[0020] 本发明第三方面提供了对本发明第二方面所述的反义寡核苷酸进行修饰的反义

寡核苷酸。

[0021] 进一步，所述修饰包括至少1个核苷间键修饰。

[0022] 进一步，所述核苷间键修饰是硫代磷酸酯修饰。

[0023] 进一步，所述修饰包括全链的核苷间键修饰。

[0024] 进一步，所述修饰包括至少1个糖修饰。

[0025] 进一步，所述糖修饰为2′‑O‑甲氧乙基修饰。

[0026] 进一步，所述修饰包括至少6个糖修饰。

[0027] 进一步，所述修饰包括10个糖修饰。

[0028] 进一步，所述糖修饰位于反义寡核苷酸序列两侧。

[0029] 进一步，所述反义寡核苷酸包括至少一个的核苷间键修饰和至少一个的糖修饰。

[0030] 进一步，所述反义寡核苷酸包括全链的核苷间键修饰和至少1个糖修饰。

[0031] 进一步，所述反义寡核苷酸包括全链的核苷间键修饰和至少6个糖修饰。

[0032] 进一步，所述反义寡核苷酸包括全链的核苷间键修饰和10个糖修饰。

[0033] 进一步，所述反义寡核苷酸的序列如SEQ  ID  NO.13所示。

[0034] 本发明第四方面提供了一种组合物，所述组合物包括本发明第二方面或第三方面

所述的反义寡核苷酸或其盐。
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[0035] 进一步，所述组合物还包括药学上可接受的载体。

[0036] 本发明的第五方面提供了一种筛选治疗去势抵抗性前列腺癌的候选药物的方法，

包括：

[0037] 用待筛选物质处理表达或含有PCAT1基因的培养体系；和检测所述体系中PCAT1基

因的表达水平；其中，当所述待筛选物质促进PCAT1基因表达水平时，该待筛选物质是治疗

去势抵抗性前列腺癌的候选药物。

[0038] 本发明的第六方面提供了PCAT1在构建预测去势抵抗性前列腺癌的计算模型中的

应用。

[0039] 本发明的第七方面提供了检测PCAT1的试剂在制备诊断去势抵抗性前列腺癌的产

品中的应用。

[0040] 进一步，所述产品包括芯片、试剂盒。

[0041] 进一步，PCAT1在去势抵抗性前列腺癌中表达上调。

[0042] 本发明的第八方面提供了PCAT1的抑制剂在制备治疗去势抵抗性前列腺癌的药物

中的应用。

[0043] 进一步，所述抑制剂抑制PCAT1的表达水平。

[0044] 进一步，所述抑制剂选自核酸抑制物。

[0045] 进一步，所述核酸抑制物选自：shRNA、siRNA、dsRNA、微小RNA、反义寡核苷酸，或能

表达或形成所述shRNA、siRNA、dsRNA、微小RNA、反义寡核苷酸的构建物。

[0046] 进一步，所述核酸抑制物为反义寡核苷酸或其构建物。

[0047] 进一步，所述反义寡核苷酸如本发明第二方面或本发明第三方面所述。

[0048] 本发明的第九方面提供了PCAT1在筛选治疗去势抵抗性前列腺癌的候选药物中的

应用。

[0049] 进一步，筛选治疗去势抵抗性前列腺癌的候选药物的步骤包括：用待筛选物质处

理表达或含有PCAT1基因的培养体系；和检测所述体系中PCAT1基因的表达水平；其中，当所

述待筛选物质促进PCAT1基因表达水平时，该待筛选物质是治疗去势抵抗性前列腺癌的候

选药物。

[0050] 本发明的优点和有益效果：

[0051] 本发明首次发现了PCAT1在去势抵抗性前列腺癌中的表达水平显著上调，可通过

检测PCAT1的表达水平判断受试者是否是去势抵抗性前列腺癌患者。

[0052] 本发明首次发现了抑制PCAT1的表达水平可以抑制去势抵抗性前列腺癌细胞的增

殖活性，提示PCAT1可作为治疗靶标应用于去势抵抗性前列腺癌的治疗。

[0053] 本发明提供了设计反义寡核苷酸以及进行反义寡核苷酸修饰的方法，使用该方法

设计的反义寡核苷酸具有较高的敲除效率。

附图说明

[0054] 图1是PCAT1在不同细胞系中的表达情况图；

[0055] 图2不同反义寡核苷酸对PCAT1的敲除效果图；

[0056] 图3是不同修饰的反义寡核苷酸的敲除效果图；其中，3A是不同修饰方式的反义寡

核苷酸敲除效果图；3B是不同修饰位点数的反义寡核苷酸敲除效果图；
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[0057] 图4是反义寡核苷酸的敲除效果图；其中，4A是48h后的敲除效果图；4B是浓度为

100nM的敲除效果图；

[0058] 图5是PCAT1对去势抵抗性前列腺癌细胞株的影响图。

具体实施方式

[0059] 本发明经过大量实验和反复研究，发现PCAT1在去势抵抗性前列腺癌中起着重要

的作用。并进一步通过设计具有较高敲除效率的反义寡核苷酸，证实了PCAT1的敲低可降低

去势抵抗性前列腺癌细胞的增殖活性。

[0060] 在本发明中，术语PCAT1(Gene  ID:100750225)包括野生型、突变型或其片段。本发

明的PCAT1核苷酸全长序列或其片段通常可以用PCR扩增法、重组法或人工合成的方法获

得。

[0061] 诊断产品和应用

[0062] 在本发明中，诊断去势抵抗性前列腺癌的产品可以是任何形式，包括(但不限于)

芯片、制剂、试剂盒，只要其能够检测PCAT1基因或其表达产物的表达水平即可。

[0063] 作为一种可选择的实施方式，本发明中的芯片包括：固相载体；以及有序固定在所

述固相载体上的寡核苷酸探针，所述的寡核苷酸探针特异性地对应于PCAT1所示的部分或

全部序列。

[0064] 具体地，可根据本发明所述的基因，设计出适合的探针，固定在固相载体上，形成

“寡核苷酸阵列”。所述的“寡核苷酸阵列”是指具有可寻址位置(即以区别性的，可访问的地

址为特征的位置)的阵列，每个可寻址位置均含有一个与其相连的特征性寡核苷酸。根据需

要，可将寡核苷酸阵列分成多个亚阵。

[0065] 术语“探针”指能与另一分子的特定序列或亚序列或其它部分结合的分子。除非另

有指出，术语“探针”通常指能通过互补碱基配对与另一多核苷酸(往往称为“靶多核苷酸”)

结合的多核苷酸探针。根据杂交条件的严格性，探针能和与该探针缺乏完全序列互补性的

靶多核苷酸结合。探针可作直接或间接的标记，其范围包括引物。杂交方式，包括，但不限

于：溶液相、固相、混合相或原位杂交测定法。

[0066] 所述固相载体可采用基因芯片领域的各种常用材料，例如包括但不限于塑料制

品、微颗粒、膜载体等。所述塑料制品可通过非共价或物理吸附机制与抗体或蛋白抗原相结

合，最常用的塑料制品为聚苯乙烯制成的小试管、小珠和微量反应板；所述微颗粒是由高分

子单体聚合成的微球或颗粒，其直径多为微米，由于带有能与蛋白质结合的功能团，易与抗

体(抗原)形成化学偶联，结合容量大；所述膜载体包括硝酸纤维素膜、玻璃纤维素膜及尼龙

膜等微孔滤膜。

[0067] 作为一种可选择的实施方式，本发明中的试剂盒包含一组寡核苷酸引物，所述引

物足以检测和/或定量本发明所述的PCAT1基因。寡核苷酸引物可以以冻干或重构的形式提

供，或者可以作为一组核苷酸序列提供。在一个实施方案中，以微孔板(microplate)的形式

提供引物，其中每一个引物组占用微孔板中的一个孔(或多个孔，如在重复的情况下)。微孔

板可以进一步包含足以检测如下所述的一个或多个看家基因的引物。试剂盒可以进一步包

含足以扩增本发明所述的基因的表达产物的试剂和说明。

[0068] 试剂盒中适当的容器通常至少包括一种小瓶、试管、长颈瓶、宝特瓶、针筒或其它
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容器，其中可放置一种组分，并且优选地，可进行适当地等分。在试剂盒中存在多于一种的

组分时，试剂盒中通常也将包含第二、第三或其它附加的容器，其中分离地放置附加的组

分。然而，不同组合的组分可被包含在一个小瓶中。本发明的试剂盒通常也将包括一种用于

容纳反应物的容器，密封以用于商业销售。这种容器可包括注模或吹模的塑料容器，其中可

保留所需的小瓶。

[0069] 本发明还提供了检测PCAT1的试剂在诊断去势抵抗性前列腺癌中的应用。

[0070] 在一个优选例中，包括步骤：分别检测待测样本和对照样本PCAT1的表达水平，如

果与对照样本相比，待测样本的PCAT1的表达水平存在异常升高，则是潜在的去势抵抗性前

列腺癌样本。

[0071] 在另一优选例中，所述异常的升高是指：与对照样本相比，所述PCAT1基因或其表

达产物的表达水平的升高幅度≥10％，较佳地≥20％，较佳地≥50％，更佳地≥80％，最佳

地≥100％。

[0072] 本发明的PCAT1使用本领域普通技术人员已知的多种核酸技术进行检测，这些技

术包括但不限于：核酸测序、核酸杂交、核酸扩增技术。

[0073] 核酸测序技术的示例性非限制性实例包括但不限于链终止子(Sanger)测序和染

料终止子测序。本领域的普通技术人员将认识到，由于RNA在细胞中不太稳定并且在实验中

更易受到核酸酶攻击，因此在测序前通常将RNA逆转录成DNA。

[0074] 核酸杂交技术的示例性非限制性实例包括但不限于原位杂交(ISH)、微阵列和

Southern或Northern印迹。原位杂交(ISH)是一种使用标记的互补DNA或RNA链作为探针以

定位组织一部分或切片(原位)或者如果组织足够小则为整个组织(全组织包埋ISH)中的特

异性DNA或RNA序列的杂交。DNA  ISH可用于确定染色体的结构。RNA  ISH用于测量和定位组

织切片或全组织包埋内的mRNA和其他转录本(例如，ncRNA)。通常对样本细胞和组织进行处

理以原位固定靶转录本，并增加探针的进入。探针在高温下与靶序列杂交，然后将多余的探

针洗掉。分别使用放射自显影、荧光显微术或免疫组织化学，对组织中用放射、荧光或抗原

标记的碱基标记的探针进行定位和定量。ISH也可使用两种或更多种通过放射性或其他非

放射性标记物标记的探针，以同时检测两种或更多种转录本。

[0075] 本发明可在检测前或与检测同时地对核酸(例如，ncRNA)进行扩增。核酸扩增技术

的示例性非限制性实例包括但不限于：聚合酶链式反应(PCR)、逆转录聚合酶链式反应(RT‑

PCR)、转录介导的扩增(TMA)、连接酶链式反应(LCR)、链置换扩增(SDA)和基于核酸序列的

扩增(NASBA)。本领域的普通技术人员将认识到，某些扩增技术(例如，PCR)需要在扩增前将

RNA逆转录成DNA(例如，RT‑PCR)，而其他扩增技术则直接扩增RNA(例如，TMA和NASBA)。

[0076] 抑制剂和组合物

[0077] 基于本发明的发现，本发明提供了一种组合物或药物组合物，包含PCAT1的抑制

剂。所述抑制剂的性质对本发明来说并不重要，只要它抑制PCAT1基因的水平即可，这些抑

制剂作为对于下调PCAT1有用的物质，可用于预防或治疗去势抵抗性前列腺癌。

[0078] 作为本发明的一种优选方式，所述PCAT1的抑制剂是一种PCAT1特异性的小干扰

RNA分子。如本文所用，所述的“小干扰RNA”是指一种短片段双链RNA分子，能够以同源互补

序列的mRNA为靶目标降解特定的mRNA，这个过程就是RNA干扰(RNA  interference)过程。小

干扰RNA可以制备成双链核酸的形式，它含有一个正义链和一个反义链，这两条链仅在杂交
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的条件下形成双链。一个双链RNA复合物可以由相互分离的正义链和反义链来制备。因此，

举例来讲，互补的正义链和反义链是化学合成的，其后可通过退火杂交，产生合成的双链

RNA复合物。

[0079] 本发明的核酸抑制剂如siRNA可以化学合成，也可以通过一个重组核酸结构里的

表达盒转录成单链RNA之后进行制备。siRNA等核酸抑制物，可通过采用适当的转染试剂被

输送到细胞内，或还可采用本领域已知的多种技术被输送到细胞内。

[0080] 作为本发明的一种优选地实施方式，所述PCAT1的抑制剂是反义寡核苷酸。所述反

义寡核苷酸具有与目的序列互补的序列，并且通过所述互补序列，可以实现目的基因的抑

制，所述反义寡核苷酸是核糖核酸或DNA。作为一种优选地实施方式，反义寡核苷酸包含至

少一个化学改性。反义寡核苷酸能包含一个或一个以上的锁核酸(LNAs，Locked  nucleic 

acids)。锁核酸为改性核糖核酸，在核糖部位的2’至4’碳之间包含额外的桥键，来具有锁定

(locked)形态，并以此具有锁核酸的寡核苷酸具有改善的热稳定性。择一性地，反义寡核苷

酸可包含肽核酸(PNA，peptide  nucleic  acids)，并且反义寡核苷酸包含基于肽的主链来

代替糖‑磷酸主链。反义寡核苷酸能包含的其他化学改性包括：如2′‑O‑烷基(例如，2′‑O‑甲

基，2′‑O‑甲氧基乙基)、2′‑氟及4′‑硫氧改性一样的糖改性；硫代磷酸、吗啉代或磷羧酸键

之类的主链改性。反义寡核苷酸的长度为7‑50核苷酸，优选为10‑40核苷酸，更优选为15‑30

核苷酸，更优选为18‑25核苷酸，更优选为20核苷酸。

[0081] 在进一步实施方案中，所述反义寡核苷酸的序列如SEQ  ID  NO.3‑6任一项所示。

[0082] 在一优选的实施方案中，所述反义寡核苷酸的序列如SEQ  ID  NO.3所示。

[0083] 在一些实施方案中，反义寡核苷酸的修饰包括至少一个核苷间键修饰。

[0084] 作为一种进一步实施方案，反义寡核苷酸的修饰包括全链核苷间键修饰。

[0085] 在一些实施方案中，核苷间键修饰是硫代磷酸酯修饰。

[0086] 在具体实施方案中，所述反义寡核苷酸选自SEQ  ID  NO.7‑10任一项所述的序列。

[0087] 在进一步实施方案中，所述反义寡核苷酸为SEQ  ID  NO.7所述的序列。

[0088] 在一些实施方案中，反义寡核苷酸的修饰包括至少一个糖修饰。

[0089] 在一些实施方案中，反义寡核苷酸的修饰包括至少6个糖修饰。

[0090] 在一些实施方案中，反义寡核苷酸的修饰包括至少10个糖修饰。

[0091] 在一些实施方案中，反义寡核苷酸的糖修饰位于反义寡核苷酸序列两侧。

[0092] 作为进一步实施方案，所述糖修饰为2′‑O‑甲氧乙基修饰。

[0093] 在进一步实施方案中，所述反义寡核苷酸包括至少一个的核苷间键修饰和至少一

个的糖修饰。进一步，所述反义寡核苷酸包括全链的核苷间键修饰和至少一个的糖修饰。更

为进一步，所述反义寡核苷酸包括全链的核苷间键修饰和至少6个的糖修饰。更为进一步，

所述反义寡核苷酸包括全链的核苷间键修饰和10个糖修饰。

[0094] 在具体实施方案中，所述反义寡核苷酸选自SEQ  ID  NO.12‑15任一项所述的序列。

在进一步实施方案中，所述反义寡核苷酸选自SEQ  ID  NO.13所述的序列。

[0095] 作为本发明的一种可选方式，所述的PCAT1的抑制剂也可以是一种“小发夹RNA

(Small  hairpin  RNA，shRNA)”，其是能够形成发夹结构的非编码小RNA分子，小发夹RNA能

够通过RNA干扰途径来抑制基因的表达。如上述，shRNA可以由双链DNA模板来表达。双链DNA

模板被插进一个载体，例如质粒或病毒载体，然后在体外或体内连接到一个启动子进行表
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达。shRNA在真核细胞内DICER酶的作用下，可被切割成小干扰RNA分子，从而进入RNAi途径。

“shRNA表达载体”是指一些本领域常规用于构建shRNA结构的质粒，通常该质粒上存在“间

隔序列”以及位于“间隔序列”两边的多克隆位点或供替换序列，从而人们可以将shRNA(或

类似物)相应的DNA序列通过正向和反向的方式插入多克隆位点或替换其上的供替换序列，

该DNA序列转录后的RNA可形成shRNA(Short  Hairpin)结构。所述的“shRNA表达载体”目前

已经完全可以通过商购的途径购买获得，例如一些病毒载体。

[0096] 在一些实施方案中，本发明提供了一种组合物，所述组合物包括PCAT1的抑制剂，

和药学上可接受的载体。

[0097] 在本发明中，药学上可接受的载体包括但不限于：稀释剂、缓冲剂、混悬剂、乳剂、

颗粒剂、包囊剂、赋形剂、填充剂、粘合剂、喷雾剂、透皮吸收剂、湿润剂、崩解剂、吸收促进

剂、表面活性剂、着色剂、矫味剂、吸附载体等。

[0098] 药学上可接受的稀释剂包括磷酸盐缓冲盐水(PBS)。在一些实施方案中，药学上可

接受的稀释剂为无菌磷酸盐缓冲盐水。

[0099] 可以将本发明的抑制剂如反义寡核苷酸与药学上可接受的活性或惰性物质混合，

用于制备药物组合物或制剂。用于配制药物组合物的组合物和方法取决于多个标准，包括

但不限于施用途径、疾病程度或施用剂量。

[0100] 可以通过常规灭菌技术给这些组合物灭菌，或可以将它们无菌过滤。可以将得到

的水溶液包装应用或冻干，将冻干的制剂与无菌水性载体合并，然后施用。制剂的pH通常为

3‑11，更优选5‑9或6‑8，并且最优选7‑8，例如7‑7.5。可以将得到的固体形式的组合物包装

在多个单剂量单元中，每个包含固定量的上述一种或多种活性剂，例如在密封的片剂或胶

囊剂包装中。还可以将固体形式的组合物以灵活的量包装在容器中，例如在设计用于局部

施用的乳膏剂或软膏剂的可挤压管中。

[0101] 在实施方案中，发明实践包括以适当的核酸递送系统施用至少一种上述反义寡核

苷酸或组合物。在一个实施方案中，该系统包括可操作地连接于多核苷酸的非病毒载体。这

种非病毒载体的实例包括单独寡核苷酸或寡核苷酸与适当的蛋白、多糖或脂质制剂的组

合。

[0102] 另外适当的核酸递送系统包括病毒载体，通常序列来自以下的至少一种：腺病毒、

腺病毒相关病毒(AAV)、辅助病毒依赖型腺病毒、逆转录病毒或日本血凝病毒‑脂质体(HVJ)

复合体。优选地，病毒载体包括可操作地连接于多核苷酸的强的真核启动子，例如巨细胞病

毒(CMV)启动子。

[0103] 另外进一步载体包括病毒载体、融合蛋白和化学缀合物。逆转录病毒载体包括莫

洛尼氏鼠白血病病毒和基于HIV的病毒。一种进一步基于HIV的病毒载体包括至少两种载

体，其中gag和pol基因来自HIV基因组且env基因来自另一病毒。DNA病毒载体是进一步。这

些载体包括痘病毒载体例如正痘病毒或禽痘病毒载体、疱疹病毒载体例如I型单纯疱疹病

毒(HSV)载体、腺病毒载体和腺相关病毒载体。

[0104] 本发明的组合物涵盖任何药学上可接受的盐、酯或这种酯的盐、或当施用于动物

(包括人)时能够提供(直接或间接)生物活性代谢物的任何其它化合物或其残留物。

[0105] 筛选候选药物的方法

[0106] 本发明提供了一种筛选治疗去势抵抗性前列腺癌的候选药物的方法，包括：
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[0107] 用待筛选物质处理表达或含有PCAT1基因的培养体系；和检测所述体系中PCAT1基

因的表达水平；其中，当所述待筛选物质促进PCAT1基因表达水平时，该待筛选物质是治疗

去势抵抗性前列腺癌的候选药物。

[0108] 所述的方法还包括：对上面步骤获得的候选药物进一步测试其抑制去势抵抗性前

列腺癌的效果，若测试候选药物对去势抵抗性前列腺癌有显著的抑制效果，则说明该化合

物为治疗去势抵抗性前列腺癌的候选药物。

[0109] 所述培养体系包括(但不限于)细胞体系、亚细胞体系、溶液体系、组织体系、器官

体系或动物体系(如动物模型，优选非人哺乳动物的动物模型，如鼠、兔、羊、猴等)等。

[0110] 作为优选的实施方案，所述培养体系为细胞体系、亚细胞体系。

[0111] 下面结合附图和实施例对本发明作进一步详细的说明。因此，本发明的宽度和范

围不应限于任何上述的实施方案。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，或按照制造厂商所建议的条

件。

[0112] 实施例1PCAT1在去势抵抗性前列腺癌细胞系中的表达情况

[0113] 1、去势抵抗性前列腺癌细胞系的构建

[0114] 将雄激素依赖的前列腺癌细胞系LNCaP培养于10％活性炭去雄激素胎牛血清的

RPMI‑1640培养基中。细胞于细胞培养箱中进行培养，培养条件为37℃，5％CO2。培养过程中

根据细胞实际生长情况决定是否进行细胞换液及细胞传代，培养细胞至去势抵抗阶段成为

LNCaP‑AI。

[0115] 2、RT‑QPCR检测PCAT1的表达情况

[0116] 使用Trizol试剂，提取细胞总RNA。采用Thermo  RevertAid  First  Strand  cDNA 

Synthesis  Kit将总RNA反转录为cDNA，采用CWBIO  2×Taq  MasterMix、PCAT1引物和Sangon 

Biotech  GAPDH内参引物进行RT‑qPCR反应，并计算其Ct值换算，得到mRNA的相对水平数值。

[0117] PCAT1的引物序列如下：

[0118] 前引物序列：5’‑TGAGAAGAGAAATCTATTGGAACC‑3’(SEQ  ID  NO.1)，

[0119] 后引物序列：5’‑GGTTTGTCTCCGCTGCTTTA‑3’(SEQ  ID  NO.2)；

[0120] 结果显示，PCAT1在LNCAP‑AI细胞中显著上调(图1)。

[0121] 实施例2PCAT1反义寡核苷酸的设计及检测

[0122] 1、ASO序列的生物学鉴定以及修饰方案和位点的效果对比

[0123] 使用NCBI中的BLA ST生物串行信息一级结构在线比对工具(htt ps : / /

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)对比分析PCAT1  mRNA各个转录本的mRNA结构信息，

并记录其共有序列。使用sfold  RNA二级结构在线预测工具中的“soligo”页面(http://

sfold.wadsworth.org/cgi‑bin/index.pl)，输入PCAT1各个转录本的共有序列，oligo长度

选择为20nt，提交并记录筛选结果。

[0124] 从公司(生工Sagon)购得所有ASO序列(表1)并仅使用基础修饰(表2)。

[0125] 表1ASO序列

[0126] ASO序列 序列编号

ATGTATCTGCGCACCCTTTG SEQ  ID  NO.3

CATGGTCTTATGTATCTGCG SEQ  ID  NO.4
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GGTTATTGTTGTTGCGTAGA SEQ  ID  NO.5

GTCATTGCTGGTTGCCATAT SEQ  ID  NO.6

[0127] 表2修饰的ASO序列

[0128] 编号 ASO序列 序列编号

G1 A*T*G*T*A*T*C*T*G*C*G*C*A*C*C*C*T*T*T*G SEQ  ID  NO.7

G2 C*A*T*G*G*T*C*T*T*A*T*G*T*A*T*C*T*G*C*G SEQ  ID  NO.8

G3 G*G*T*T*A*T*T*G*T*T*G*T*T*G*C*G*T*A*G*A SEQ  ID  NO.9

G4 G*T*C*A*T*T*G*C*T*G*G*T*T*G*C*C*A*T*A*T SEQ  ID  NO.10

[0129] 注：*代表硫代磷酸酯修饰。

[0130] 2、RT‑qPCR检测ASOPCAT1的敲除效果

[0131] 体外六孔板培养LNCAP‑AI细胞，细胞铺板24小时后转染细胞。首先将甲基化修饰

的反义寡核苷酸ASOPCAT1与脂质体转染试剂混合均匀室温孵育20分钟，将混合物均匀加入培

养基中。使得ASOPCAT1在培养基中的终浓度分别为0nM，100nM，200nM。分别于24小时和48小时

后，去除细胞培养基，加入Trizol试剂，提取细胞总RNA。采用Thermo  RevertAid  First 

Strand  cDNA  Synthesis  Kit将总RNA反转录为cDNA，采用CWBIO  2×Taq  MasterMix、PCAT1

引物和Sangon  Biotech  GAPDH内参引物进行RT‑QPCR反应，并计算其Ct值换算，得到mRNA的

相对水平数值。

[0132] 结果显示，ASO‑G1具有较强的敲除能力(图2)，后续修饰与修饰位点的实验将使用

该序列进行。

[0133] 3、不同修饰方法的敲除效果检测

[0134] 从公司(生工Sagon)合成以ASO‑G1序列为基础，不同修饰方法的序列，包括全链

RNA，全链DNA，全链2‑MOE以及GAPMER‑2‑MOE的不同修饰策略，如表3所示。经过转染‑RNA抽

提‑RT‑qPCR实验，计算其Ct值换算，得到mRNA的相对水平数值，具体操作步骤同上。

[0135] 表3不同修饰的ASO

[0136]

[0137] 注：*代表硫代磷酸酯修饰；i2OMe代表2′‑O‑甲氧乙基修饰

[0138] 结果显示，GAPMER‑2MOE修饰的ASO在序列相同的条件下具有较强的敲除能力(图

3A)。

[0139] 由于GAPMER修饰策略两侧的2‑MOE修饰数量并不固定。为了进一步优化敲低效率，

对ASO两侧的修饰数量进行了进一步的对比(如表4所示)并从公司(生工Sagon)合成，其中

ASO‑G1‑FLANK5和GAPMER‑2MOE相同，并同样进行了ASO转染‑RNA抽提‑RT‑qPCR实验的流程，

具体操作步骤同上。

[0140] 表4不同修饰数量的ASO
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[0141]

[0142] 注：*代表硫代磷酸酯修饰；i2OMe代表2′‑O‑甲氧乙基修饰

[0143] 结果显示，采用GAPMER‑2‑MOE修饰时，两侧的2‑MOE修饰数量为5时能够获得最强

的敲除效果(图3B)。

[0144] 实施例3反义寡核苷酸ASOPCAT1敲除PCAT1的作用模式

[0145] 1、RT‑QPCR检测

[0146] 体外六孔板培养LNCap‑AI细胞，细胞铺板24小时后转染细胞。首先将ASO‑G1‑

FLANK5与脂质体转染试剂混合均匀室温孵育20分钟，将混合物均匀加入培养基中。使得

ASO‑G1‑FLANK5在培养基中的终浓度分别为0nM，50nM，100nM，200nM，48h后去除细胞培养

基，分别加入Trizol试剂提取细胞总RNA。另铺一板，24小时后转染细胞，以100nM终浓度使

用脂质体转染ASO‑G1。分别于0，12，24小时和48小时后，使用同样方法，提取细胞总RNA。采

用Thermo  RevertAid  First  Strand  cDNA  Synthesis  Kit将总RNA反转录为cDNA，采用

CWBIO  2×Taq  MasterMix、PCAT1引物和Sangon  Biotech  GAPDH内参引物进行PCR反应。

[0147] 结果显示，转染后24小时，在LNCap‑AI细胞中可见到PCAT1的mRNA水平降低(图4)。

[0148] 实施例4  PCAT1对细胞的影响

[0149] 将LNCAP‑AI细胞分别铺板与在96孔板(n＝5)中，每孔2000细胞，并且分别给予对

照ASO‑con和ASO‑G1‑FLANK5。置于37℃、5％CO2培养箱中培养，每隔24小时取出一块96孔

板。使用PBS溶液或是生理盐水做溶剂，配置四甲基偶氮唑(MTT)溶液，终浓度5mg/ml。于每

一孔中加入10μl  MTT溶液，再次放于37℃、5％CO2培养箱中孵育2小时。两小时后取出96孔

板，轻轻倒扣在滤纸上，每孔中加入150μl  DMSO溶液，避光于摇床上低速摇晃30分钟使甲臢

结晶充分溶解。使用酶标仪在OD值490nm检测各孔吸光度，记录数值，之后每24小时取出一

个96孔板进行上述操作，统一计算。

[0150] 结果显示，随着时间增加，实验组细胞活力明显下降，细胞增殖能力受到抑制(图

5)。

[0151] 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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[0001] 序列表

[0002] <110> 天津市泌尿外科研究所

[0003] <120>  PCAT1的反义寡核苷酸及其在制备抑制前列腺癌核酸药物中的应用

[0004] <141>  2022‑02‑14

[0005] <160>  15

[0006] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0007] <210>  1

[0008] <211>  24

[0009] <212>  DNA

[0010] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0011] <400>  1

[0012] tgagaagaga  aatctattgg  aacc  24

[0013] <210>  2

[0014] <211>  20

[0015] <212>  DNA

[0016] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0017] <400>  2

[0018] ggtttgtctc  cgctgcttta  20

[0019] <210>  3

[0020] <211>  20

[0021] <212>  DNA

[0022] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0023] <400>  3

[0024] atgtatctgc  gcaccctttg  20

[0025] <210>  4

[0026] <211>  20

[0027] <212>  DNA

[0028] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0029] <400>  4

[0030] catggtctta  tgtatctgcg  20

[0031] <210>  5

[0032] <211>  20

[0033] <212>  DNA

[0034] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0035] <400>  5

[0036] ggttattgtt  gttgcgtaga  20

[0037] <210>  6

[0038] <211>  20
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[0039] <212>  DNA

[0040] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0041] <400>  6

[0042] gtcattgctg  gttgccatat  20

[0043] <210>  7

[0044] <211>  20

[0045] <212>  DNA

[0046] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0047] <220>

[0048] <221>  modified_base

[0049] <222>  (1) ..(20)

[0050] <223>  硫代磷酸酯修饰

[0051] <400>  7

[0052] atgtatctgc  gcaccctttg  20

[0053] <210>  8

[0054] <211>  20

[0055] <212>  DNA

[0056] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0057] <220>

[0058] <221>  modified_base

[0059] <222>  (1) ..(20)

[0060] <223>  硫代磷酸酯修饰

[0061] <400>  8

[0062] catggtctta  tgtatctgcg  20

[0063] <210>  9

[0064] <211>  20

[0065] <212>  DNA

[0066] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0067] <220>

[0068] <221>  modified_base

[0069] <222>  (1) ..(20)

[0070] <223>  硫代磷酸酯修饰

[0071] <400>  9

[0072] ggttattgtt  gttgcgtaga  20

[0073] <210>  10

[0074] <211>  20

[0075] <212>  DNA

[0076] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0077] <220>
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[0078] <221>  modified_base

[0079] <222>  (1) ..(20)

[0080] <223>  硫代磷酸酯修饰

[0081] <400>  10

[0082] gtcattgctg  gttgccatat  20

[0083] <210>  11

[0084] <211>  20

[0085] <212>  DNA/RNA

[0086] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0087] <220>

[0088] <221>  modified_base

[0089] <222>  (1) ..(20)

[0090] <223>  硫代磷酸酯修饰

[0091] <400>  11

[0092] auguaucugc  gcacccuuug  20

[0093] <210>  12

[0094] <211>  20

[0095] <212>  DNA/RNA

[0096] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0097] <220>

[0098] <221>  modified_base

[0099] <222>  (1) ..(20)

[0100] <223>  硫代磷酸酯修饰

[0101] <220>

[0102] <221>  modified_base

[0103] <222>  (1) ..(20)

[0104] <223> 甲氧乙基修饰

[0105] <400>  12

[0106] auguaucugc  gcacccuuug  20

[0107] <210>  13

[0108] <211>  20

[0109] <212>  DNA/RNA

[0110] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0111] <220>

[0112] <221>  modified_base

[0113] <222>  (1) ..(20)

[0114] <223>  硫代磷酸酯修饰

[0115] <220>

[0116] <221>  modified_base
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[0117] <222>  (1) ..(5)

[0118] <223> 甲氧乙基修饰

[0119] <220>

[0120] <221>  modified_base

[0121] <222>  (16) ..(20)

[0122] <223> 甲氧乙基修饰

[0123] <400>  13

[0124] auguatctgc  gcacccuuug  20

[0125] <210>  14

[0126] <211>  20

[0127] <212>  DNA/RNA

[0128] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0129] <220>

[0130] <221>  modified_base

[0131] <222>  (1) ..(20)

[0132] <223>  硫代磷酸酯修饰

[0133] <220>

[0134] <221>  modified_base

[0135] <222>  (1) ..(1)

[0136] <223> 甲氧乙基修饰

[0137] <220>

[0138] <221>  modified_base

[0139] <222>  (20) ..(20)

[0140] <223> 甲氧乙基修饰

[0141] <400>  14

[0142] atgtatctgc  gcaccctttg  20

[0143] <210>  15

[0144] <211>  20

[0145] <212>  DNA/RNA

[0146] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0147] <220>

[0148] <221>  modified_base

[0149] <222>  (1) ..(20)

[0150] <223>  硫代磷酸酯修饰

[0151] <220>

[0152] <221>  modified_base

[0153] <222>  (1) ..(3)

[0154] <223> 甲氧乙基修饰

[0155] <220>
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[0156] <221>  modified_base

[0157] <222>  (18) ..(20)

[0158] <223> 甲氧乙基修饰

[0159] <400>  15

[0160] augtatctgc  gcaccctuug  20
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图1

图2

图3
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图4

图5
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