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(57)摘要

本发明涉及包含双链结构的核酸分子，其中

所述双链结构由第一链和第二链形成，其中所述

第 一 链 由 下 述 核 苷 酸 序 列 组 成 ：5 ’

acGaGcUgGaCcAcUgGuCdTSdT 3’，并且所述第二

链 由 下 述 核 苷 酸 序 列 组 成 ：5 ’

GAcCaGuGgUcCaGcUcGudTSdT 3’，其中小写核苷

酸指示所述核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线

的核苷酸指示所述核苷酸是2’-O-甲基修饰的，

和其中dTsdT指示在3'末端处附着由两个dT核苷

酸组成的二核苷酸，其中所述两个dT通过硫代磷

酸酯键共价连接。
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1.包含双链结构的核酸分子，

其中所述双链结构由第一链和第二链形成，

其中所述第一链包含邻接核苷酸的第一段，并且所述第二链包含邻接核苷酸的第二

段，

其中邻接核苷酸的第一段包含核苷酸序列5’ACGAGCUGGACCACUGGUCdTdT  3’(SEQ  ID 

NO:4)，

其中邻接核苷酸的第二段包含核苷酸序列5’GACCAGUGGUCCAGCUCGUdTdT  3’(SEQ  ID 

NO:5)，并且

其中所述核酸分子能够引起Notch  1基因的转录后沉默。

2.权利要求1的核酸分子，其中基因的转录后沉默是RNA干扰。

3.权利要求1的核酸分子，其中所述Notch  1基因是人Notch  1。

4.权利要求1的核酸分子，其中所述核酸分子能够降解编码基因的mRNA或所述mRNA的

前体。

5.权利要求4的核酸分子，其中所述核酸分子在细胞中能够降解编码基因的mRNA或所

述mRNA的前体。

6.权利要求4的核酸分子，其中mRNA的cDNA的核苷酸序列可得自GenBank条目NM_

017617.3。

7.权利要求1的核酸分子，其中所述cDNA由SEQ  ID  NO：2的核苷酸序列组成。

8.权利要求1的核酸分子，其中邻接核苷酸的第一段包含19～25个核苷酸。

9.权利要求8的核酸分子，其中邻接核苷酸的第一段包含19～23个核苷酸。

10.权利要求1的核酸分子，其中邻接核苷酸的第二段包含19～25个核苷酸。

11.权利要求10的核酸分子，其中邻接核苷酸的第二段包含19～23个核苷酸。

12.权利要求9的核酸分子，其中所述核苷酸是邻接核苷酸。

13.权利要求1的核酸分子，其中第一链由邻接核苷酸的第一段组成。

14.权利要求1的核酸分子，其中第二链由邻接核苷酸的第二段组成。

15.权利要求1的核酸分子，其中第一链由邻接核苷酸的第一段组成，并且第二链由邻

接核苷酸的第二段组成。

16.权利要求1的核酸分子，其中双链结构包含19～25个碱基对。

17.权利要求16的核酸分子，其中双链结构包含19～23个碱基对。

18.权利要求1的核酸分子，其中所述第一链和所述第二链彼此共价连接。

19.权利要求18的核酸分子，其中所述第一链的3'末端与所述第二链的5'末端共价连

接。

20.权利要求1的核酸分子，其中形成邻接核苷酸的第一段的核苷酸中的一个或多个是

经修饰的。

21.权利要求1的核酸分子，其中形成邻接核苷酸的第二段的核苷酸中的一个或多个是

经修饰的。

22.权利要求20的核酸分子，其中形成邻接核苷酸的第一段的核苷酸中的一个或多个

是经修饰的，并且形成邻接核苷酸的第二段的核苷酸中的一个或多个是经修饰的。

23.权利要求1的核酸分子，其中形成第一链的核苷酸中的一个或多个是经修饰的。
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24.权利要求1的核酸分子，其中形成第二链的核苷酸中的一个或多个是经修饰的。

25.权利要求23的核酸分子，其中形成第一链的核苷酸中的一个或多个是经修饰的，并

且形成第二链的核苷酸中的一个或多个是经修饰的。

26.权利要求20的核酸分子，其中一个或多个核苷酸的修饰是一个或多个核苷酸的糖

部分的修饰和/或一个或多个核苷酸的磷酸盐部分的修饰。

27.权利要求26的核酸分子，其中糖部分的修饰选自2’-O-甲基和2’-F。

28.权利要求26的核酸分子，其中磷酸盐部分的修饰是硫代磷酸酯连接在两个核苷酸

之间。

29.权利要求20的核酸分子，其中核苷酸中的一个或多个根据在段内的位置而被修饰。

30.权利要求29的核酸分子，其中在第一段和/或第二段的整个长度或其部分上，在段

的偶数位置处的核苷酸是经修饰的。

31.权利要求29的核酸分子，其中在第一段和/或第二段的整个长度或其部分上，在段

的奇数位置处的核苷酸是经修饰的。

32.权利要求30的核酸分子，其中在第一段和/或第二段的整个长度或其部分上，在段

的偶数位置处的核苷酸是经修饰的，并且其中在第一段和/或第二段的整个长度或其部分

上，在段的偶数位置处的核苷酸是经修饰的，其中在偶数位置处的核苷酸的修饰不同于在

奇数位置处的核苷酸的修饰。

33.权利要求30的核酸分子，其中

(a)在偶数位置处的核苷酸的修饰是2’-O-甲基修饰，并且在奇数位置处的核苷酸的修

饰是2’-F修饰，或者

(b)在奇数位置处的核苷酸的修饰是2’-O-甲基修饰，并且在偶数位置处的核苷酸的修

饰是2’-F修饰。

34.权利要求23的核酸分子，其中核苷酸中的一个或多个根据在链内的位置而被修饰。

35.权利要求34的核酸分子，其中在第一链和/或第二链的整个长度或其部分上，在链

的偶数位置处的核苷酸是经修饰的。

36.权利要求34的核酸分子，其中在第一链和/或第二链的整个长度或其部分上，在链

的奇数位置处的核苷酸是经修饰的。

37.权利要求35的核酸分子，其中在第一链和/或第二链的整个长度或其部分上，在链

的偶数位置处的核苷酸是经修饰的，并且其中在第一链和/或第二链的整个长度或其部分

上，在链的偶数位置处的核苷酸是经修饰的，其中在偶数位置处的核苷酸的修饰不同于在

链的奇数位置处的核苷酸的修饰。

38.权利要求35的核酸分子，其中

(a)在偶数位置处的核苷酸的修饰是2’-O-甲基修饰，并且在奇数位置处的核苷酸的修

饰是2’-F修饰，或者

(b)在奇数位置处的核苷酸的修饰是2’-O-甲基修饰，并且在偶数位置处的核苷酸的修

饰是2’-F修饰。

39.权利要求20的核酸分子，其中第一段在5'末端处包含至少一个核苷酸，其中所述至

少一个核苷酸是2’-F修饰的。

40.权利要求39的核酸分子，其中第一段在5'末端处包含两个核苷酸，其中两个核苷酸
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是2’-F修饰的。

41.权利要求39的核酸分子，其中在第一段的整个长度或其部分上，在5’->3’方向上在

至少一个核苷酸后立即跟随的核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-O-甲基修饰的核苷

酸。

42.权利要求39的核酸分子，其中在第一段的整个长度或其部分上，在5’->3’方向上在

至少一个核苷酸后起始的第二跟随的核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-F修饰的核苷

酸。

43.权利要求20的核酸分子，其中第二段在5'末端处包含至少一个核苷酸，其中所述至

少一个核苷酸是2’-O-甲基修饰的。

44.权利要求43的核酸分子，其中在第二段的整个长度或其部分上，在5’->3’方向上在

至少一个核苷酸后立即跟随的核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-F修饰的核苷酸。

45.权利要求43的核酸分子，其中在第一段的整个长度或其部分上，在5’->3’方向上在

至少一个核苷酸后起始的第二跟随的核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-O-甲基修饰的

核苷酸。

46.权利要求39的核酸分子，其中第一段在5'末端处包含至少一个核苷酸，其中所述至

少一个核苷酸是2’-F修饰的，其中在第一段的整个长度或其部分上，在5’->3’方向上在至

少一个核苷酸后起始的第二跟随的核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-F修饰的核苷酸，

其中第二段在5'末端处包含至少一个核苷酸，其中在第一段的整个长度或其部分上，所述

至少一个核苷酸是2’-O-甲基修饰的，并且其中在5’->3’方向上在至少一个核苷酸后起始

的第二跟随的核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-O-甲基修饰的核苷酸。

47.权利要求39的核酸分子，其中第一段在其3'末端处包含两个dT核苷酸，并且第二段

在其3'末端处包含两个dT核苷酸，其中两个dT核苷酸通过硫代磷酸酯键共价连接。

48.权利要求20的核酸分子，其中第一链在5'末端处包含至少一个核苷酸，其中所述至

少一个核苷酸是2’-F修饰的。

49.权利要求48的核酸分子，其中在第一链的整个长度或其部分上，在5’->3’方向上在

至少一个核苷酸后立即跟随的核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-O-甲基修饰的核苷

酸。

50.权利要求48的核酸分子，其中在第一链的整个长度或其部分上，在5’->3’方向上在

至少一个核苷酸后起始的第二跟随的核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-F修饰的核苷

酸。

51.权利要求20的核酸分子，其中第二链在5'末端处包含至少一个核苷酸，其中所述至

少一个核苷酸是2’-O-甲基修饰的。

52.权利要求51的核酸分子，其中在第二链的整个长度或其部分上，在5’->3’方向上在

至少一个核苷酸后立即跟随的核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-F修饰的核苷酸。

53.权利要求51的核酸分子，其中在第一链的整个长度或其部分上，在5’->3’方向上在

至少一个核苷酸后起始的第二跟随的核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-O-甲基修饰的

核苷酸。

54.权利要求48的核酸分子，其中第一链在5'末端处包含至少一个核苷酸，其中所述至

少一个核苷酸是2’-F修饰的，其中在第一链的整个长度或其部分上，在5’->3’方向上在至
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少一个核苷酸后起始的第二跟随的核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-F修饰的核苷酸，

其中第二链在5'末端处包含至少一个核苷酸，其中所述至少一个核苷酸是2’-O-甲基修饰

的，并且其中在第一链的整个长度或其部分上，在5’->3’方向上在至少一个核苷酸后起始

的第二跟随的核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-O-甲基修饰的核苷酸。

55.权利要求48的核酸分子，其中第一链在其3'末端处包含两个dT核苷酸，并且第二链

在其3'末端处包含两个dT核苷酸，其中两个dT核苷酸通过硫代磷酸酯键共价连接。

56.权利要求1的核酸分子，其中

核苷酸序列5’ACGAGCUGGACCACUGGUC  3’(SEQ  ID  NO：1)如下进行修饰：

5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，

其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷酸是

2’-O-甲基修饰的。

57.权利要求1的核酸分子，其中

核苷酸序列5’GACCAGUGGUCCAGCUCGU  3’(SEQ  ID  NO：3)如下进行修饰：

5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)，

其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷酸是

2’-O-甲基修饰的。

58.权利要求1的核酸分子，其中邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，

其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷酸是

2’-O-甲基修饰的。

59.权利要求1的核酸分子，其中邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)，

其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷酸是

2’-O-甲基修饰的。

60.权利要求1的核酸分子，其中

(a)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)，或

(b)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

5’ACcAgUgGuCcAgCuCg  3’(SEQ  ID  NO：14)，

其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷酸是

2’-O-甲基修饰的。

61.权利要求1的核酸分子，其中核酸分子由下述组成：

(a)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：
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5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)，或

(b)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

5’ACcAgUgGuCcAgCuCg  3’(SEQ  ID  NO：14)，

其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷酸是

2’-O-甲基修饰的。

62.权利要求1的核酸分子，其中核酸分子由下述组成：

(a)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)，或

(b)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

5’ACcAgUgGuCcAgCuCg  3’(SEQ  ID  NO：14)，

其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷酸是

2’-O-甲基修饰的。

63.权利要求1的核酸分子，其中核酸分子由下述组成：

(a)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

5’acGaGcUgGaCcAcUgGuCdTsdT  3’(SEQ  ID  NO：69)，和

邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGudTsdT  3’(SEQ  ID  NO：70)，或

(b)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

5’acGaGcUgGaCcAcUgGuCdTsdT  3’(SEQ  ID  NO：69)，和

邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

5’ACcAgUgGuCcAgCuCgdTsdT  3’(SEQ  ID  NO：72)，

其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷酸是

2’-O-甲基修饰的，和

其中dTsdT指示在3'末端处附着由两个dT组成的二核苷酸，其中所述两个dT通过硫代

磷酸酯键共价连接。

64.权利要求1的核酸分子，其中所述核酸分子用于恢复癌细胞的药物敏感性的方法

中。

65.权利要求64的核酸分子，其中药物敏感性是由NF-κB级联介导的和/或涉及NF-κB级

联的药物敏感性。

66.权利要求1～65之任一项的核酸分子在制备用于疾病治疗和/或预防的药物中的用

途。

67.权利要求66的用途，其中所述疾病是能通过减少Notch  1基因的表达进行治疗的疾

病。
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68.权利要求67的用途，其中所述疾病是能通过减少编码Notch1的mRNA的翻译进行治

疗的疾病。

69.权利要求66的用途，其中所述疾病选自食管癌、口腔鳞状细胞癌、头颈癌、舌癌、白

血病、肾细胞癌、胃癌、结肠腺癌、子宫内膜癌/子宫体癌、宫颈癌/子宫颈癌、肝内胆管癌、肝

细胞癌、骨肉瘤、膀胱癌、恶性黑色素瘤、甲状腺癌、肺腺癌、前列腺癌、乳腺癌、卵巢癌、胰腺

癌和神经胶质瘤。

70.权利要求66的用途，其中所述药物用于连同进一步的药学活性剂一起施用。

71.权利要求70的用途，其中所述药学活性剂是细胞生长抑制剂。

72.权利要求71的用途，其中所述药学活性剂选自吉西他滨、多西他赛、顺铂、奥沙利

铂、5-氟尿嘧啶、伊立替康、紫杉醇、地塞米松和替莫唑胺。

73.权利要求1～65之任一项的核酸分子在制备用于恢复癌细胞的药物敏感性的制剂

中的用途。

74.权利要求73的用途，其中药物敏感性是由NF-κB级联介导的和/或涉及NF-κB级联的

药物敏感性。

75.纳米乳剂，其包含不连续相和连续水相以及根据权利要求1～65之任一项的核酸分

子。

76.权利要求75的纳米乳剂，其中所述不连续相包含全氟化碳相。

77.权利要求75的纳米乳剂，其中所述纳米乳剂包含内吞作用增强表面。

78.权利要求77的纳米乳剂，其中所述内吞作用增强表面包含内吞作用增强组分，其中

所述内吞作用增强组分选自经由胞吞作用诱导纳米乳剂或纳米乳剂颗粒的细胞摄取的至

少一种化合物。

79.权利要求75的纳米乳剂在制备用于疾病的治疗和/或预防的药物中的用途。

80.权利要求75的纳米乳剂在制备用于恢复癌细胞的药物敏感性的制剂中的用途。

81.药物组合物，其包含：

权利要求1～65之任一项的核酸分子和/或权利要求75～78之任一项的纳米乳剂，和

药学可接受的赋形剂。

82.权利要求81的药物组合物在制备用于疾病的治疗和/或预防的药物中的用途。

83.权利要求81的药物组合物在制备恢复癌细胞的药物敏感性的制剂中的用途。
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NOTCH1特异性SIRNA分子

[0001] 本发明涉及包含双链结构的核酸分子，用于在疾病治疗和/或预防的方法中使用

的包含双链结构的核酸分子，用于在恢复癌细胞的药物敏感性的方法中使用的包含双链结

构的核酸分子，包含双链结构的核酸分子在制备药物中的用途，包含双链结构的核酸分子

在制备用于恢复癌细胞的药物敏感性的试剂中的用途，包括包含双链结构的核酸分子的纳

米乳剂，用于在疾病治疗和/或预防的方法中使用的纳米乳剂，用于在恢复癌细胞的药物敏

感性的方法中使用的纳米乳剂，纳米乳剂结构用于药物制备的用途，纳米乳剂在用于恢复

癌细胞的药物敏感性的试剂制备中的用途，包括包含双链结构的核酸分子的药物组合物，

用于在疾病治疗和/或预防的方法中使用的药物组合物，用于在恢复癌细胞的药物敏感性

的方法中使用的药物组合物，包括施用包含双链结构的核酸分子的用于疾病治疗和/或预

防的方法，包括施用包含双链结构的核酸分子的用于恢复癌细胞的药物敏感性的方法，包

括包含双链结构的核酸分子的试剂盒，用于疾病治疗和/或预防的方法中的试剂盒，用于恢

复癌细胞的药物敏感性的方法中的试剂盒，包含纳米乳剂的试剂盒，用于在疾病治疗和/或

预防的方法中使用的试剂盒，以及用于在恢复癌细胞的药物敏感性的方法中使用的试剂

盒。

[0002] Notch  1是编码单次跨膜受体的基因，所述单次跨膜受体也分类为1型跨膜蛋白

质。人Notch  1由Ellisen  LW等人(Ellisen  LW等人，Cell  66(4)，649-661(1991))首次描

述。Notch  1是Notch家族的成员。该家族的成员共享结构特征，包括由多重表面生长因子样

(EGF)重复组成的细胞外结构域，以及由多重不同结构域类型组成的细胞内结构域。Notch

家族成员通过控制细胞命运决策在各种发育过程中起作用。Notch信号传导网络是进化上

保守的细胞内信号传导途径，其调节物理上相邻细胞之间的相互作用。Notch  1及其翻译产

物构成许多肿瘤实体中的成药靶。序列信息包括人Notch  1的cDNA的核苷酸序列可以例如

从GenBank条目NM_017617.3中检索。

[0003] 本领域一直需要在体外和体内沉默或敲低Notch  1的表达水平的手段，包括使用

siRNA用于治疗疾病，所述疾病可以通过减少Notch  1基因的表达，并且更具体而言通过减

少编码Notch  1的mRNA的翻译得到治疗或预防。可以以这种方式治疗的一组疾病是各种肿

瘤疾病和癌症。

[0004] 因此，本发明根本的问题在于提供在体外和体内用于沉默或敲低Notch  1且更优

选沉默或敲低Notch  1的表达水平的手段。本发明进一步的根本问题在于提供用于治疗疾

病的方法，更优选如下疾病，所述疾病可以通过减少Notch  1基因的表达，并且更具体而言

通过减少编码Notch  1的mRNA的翻译得到治疗或预防，以及在此类方法中有用的手段。本发

明再进一步的根本问题在于提供用于恢复癌细胞的药物敏感性的方法，以及在此类方法中

有用的手段。最后，本发明根本的问题在于提供用于癌症治疗中的辅助疗法的方法，以及在

此类方法中有用的手段。

[0005] 本发明根本的这些及其他问题通过所附加的独立权利要求的主题加以解决。优选

实施方案可以得自所附加的独立权利要求。

[0006] 考虑到说明书，包括下文阐述的那些实施方案，某些实施方案对于技术人员将变
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得显而易见。下文阐述的那些实施方案同样解决了本发明根本的上述及其他问题。

[0007] 实施方案1：包含双链结构的核酸分子，

[0008] 其中所述双链结构由第一链和第二链形成，

[0009] 其中所述第一链包含邻接核苷酸的第一段，并且所述第二链包含邻接核苷酸的第

二段，

[0010] 其中邻接核苷酸的第一段包含

[0011] a)核苷酸序列，其中所述核苷酸序列与下述至少63％等同：

[0012] (i)核苷酸序列5’ACGAGCUGGACCACUGGUC  3’(SEQ  ID  NO：1)或

[0013] (ii)核苷酸序列5’CGAGCUGGACCACUGGU  3’(SEQ  ID  NO：8)；或者

[0014] b)核苷酸序列，其中所述核苷酸序列包含下述的至少一段8或9个核苷酸：

[0015] (i)核苷酸序列5’ACGAGCUGGACCACUGGUC  3’(SEQ  ID  NO：1)或

[0016] (ii)核苷酸序列5’CGAGCUGGACCACUGGU  3’(SEQ  ID  NO：8)

[0017] 并且

[0018] 其中所述核酸分子能够引起基因的转录后沉默。

[0019] 实施方案2：实施方案1的核酸分子，其中基因的转录后沉默是RNA干扰。

[0020] 实施方案3：实施方案1至2中任一项的核酸分子，其中所述基因是Notch  1，优选人

Notch  1。

[0021] 实施方案4：实施方案1至3中任一项的核酸分子，其中所述核酸分子优选在细胞中

能够降解编码基因的mRNA或所述mRNA的前体。

[0022] 实施方案5：实施方案4的核酸分子，其中mRNA的cDNA的核苷酸序列可得自GenBank

条目NM_017617.3。

[0023] 实施方案6：实施方案1至5中任一项的核酸分子，其中所述cDNA由SEQ  ID  NO：2的

核苷酸序列组成。

[0024] 实施方案7：实施方案1至6中任一项的核酸分子，其中邻接核苷酸的第二段与邻接

核苷酸的第一段的部分至少部分互补。

[0025] 实施方案8：实施方案1至7中任一项的核酸分子，其中邻接核苷酸的第二段与邻接

核苷酸的第一段至少部分互补。

[0026] 实施方案9：实施方案1至8中任一项的核酸分子，其中邻接核苷酸的第一段包含13

至29个核苷酸，优选17至25或19至25个核苷酸，并且更优选19至23个核苷酸。

[0027] 实施方案10：实施方案1至9中任一项的核酸分子，其中邻接核苷酸的第二段包含

13至29个核苷酸，优选17至25或19至25个核苷酸，并且更优选19至23个核苷酸。

[0028] 实施方案11：实施方案1至10中任一项的核酸分子，其中邻接核苷酸的第一段和邻

接核苷酸的第二段包含13至29个核苷酸，优选17至25或19至25个核苷酸，并且更优选19至

23个核苷酸。

[0029] 实施方案12：实施方案9至11中任一项的核酸分子，其中所述核苷酸是邻接核苷

酸。

[0030] 实施方案13：实施方案1至12中任一项的核酸分子，其中第一链由邻接核苷酸的第

一段组成。

[0031] 实施方案14：实施方案1至13中任一项的核酸分子，其中第二链由邻接核苷酸的第
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二段组成。

[0032] 实施方案15：实施方案1至14中任一项的核酸分子，其中第一链由邻接核苷酸的第

一段组成，并且第二链由邻接核苷酸的第二段组成。

[0033] 实施方案16：实施方案1至14中任一项的核酸分子，其中双链结构包含13至29个碱

基对，优选16至27或19至25个碱基对，并且更优选19至23个碱基对。

[0034] 实施方案17：实施方案1至16中任一项的核酸分子，其中邻接核苷酸的第一段包含

[0035] (i)核苷酸序列5’ACGAGCUGGACCACUGGUC  3’(SEQ  ID  NO：1)或

[0036] (ii)核苷酸序列5’CGAGCUGGACCACUGGU  3’(SEQ  ID  NO：8)。

[0037] 实施方案18：实施方案1至17中任一项的核酸分子，其中邻接核苷酸的第二段包含

[0038] (i)核苷酸序列5’GACCAGUGGUCCAGCUCGU  3’(SEQ  ID  NO：3)或

[0039] (ii)核苷酸序列5’ACCAGUGGUCCAGCUCG  3’(SEQ  ID  NO：9)。

[0040] 实施方案19：实施方案17至18中任一项的核酸分子，其中邻接核苷酸的第一段包

含

[0041] (i)核苷酸序列5’ACGAGCUGGACCACUGGUC  3’(SEQ  ID  NO：1)或

[0042] (ii)核苷酸序列5’CGAGCUGGACCACUGGU  3’(SEQ  ID  NO：8)，和

[0043] 邻接核苷酸的第二段包含

[0044] (i)核苷酸序列5’GACCAGUGGUCCAGCUCGU  3’(SEQ  ID  NO：3)或

[0045] (ii)核苷酸序列5’ACCAGUGGUCCAGCUCG  3’(SEQ  ID  NO：9)。

[0046] 实施方案20：实施方案1至19中任一项的核酸分子，其中所述核酸分子在至少一个

末端处是平端。

[0047] 实施方案21：实施方案20的核酸分子，其中所述核酸分子在由第一链的5'末端和

第二链的3'末端限定的末端处是平端。

[0048] 实施方案22：实施方案20的核酸分子，其中所述核酸分子在由第一链的3'末端和

第二链的5'末端限定的末端处是平端。

[0049] 实施方案23：实施方案20至22中任一项的核酸分子，其中所述核酸分子在由第一

链的5'末端和第二链的3'末端限定的末端处以及在由第一链的3'末端和第二链的5'末端

限定的末端处是平端。

[0050] 实施方案24：实施方案1至19中任一项的核酸分子，其中所述核酸分子在至少一个

末端处具有突出端。

[0051] 实施方案25：实施方案24的核酸分子，其中所述核酸分子在由第一链的5'末端和

第二链的3'末端限定的末端处具有突出端。

[0052] 实施方案26：实施方案25的核酸分子，其中所述突出端是5'突出端。

[0053] 实施方案27：实施方案25的核酸分子，其中所述突出端是3'突出端。

[0054] 实施方案28：实施方案24的核酸分子，其中所述核酸分子在由第一链的3'末端和

第二链的5'末端限定的末端处具有突出端。

[0055] 实施方案29：实施方案28的核酸分子，其中所述突出端是5'突出端。

[0056] 实施方案30：实施方案28的核酸分子，其中所述突出端是3'突出端。

[0057] 实施方案31：实施方案24的核酸分子，其中所述核酸分子在由第一链的5'末端和

第二链的3'末端限定的末端处以及在由第一链的3'末端和第二链的5'末端限定的末端处
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具有突出端。

[0058] 实施方案32：实施方案31的核酸分子，其中所述突出端是5'突出端。

[0059] 实施方案33：实施方案32的核酸分子，其中所述突出端是3'突出端。

[0060] 实施方案34：实施方案24至33中任一项的核酸分子，其中所述突出端由一个、两

个、三个、四个或五个核苷酸组成。

[0061] 实施方案35：实施方案34的核酸分子，其中所述突出端由两个核苷酸组成。

[0062] 实施方案36：实施方案34至35中任一项的核酸分子，其中所述核苷酸是dT。

[0063] 实施方案37：实施方案1至19和24至36中任一项的核酸分子，其中邻接核苷酸的第

一段包含

[0064] (i)核苷酸序列5’ACGAGCUGGACCACUGGUCdTdT  3’(SEQ  ID  NO：4)或

[0065] (ii)核苷酸序列5’CGAGCUGGACCACUGGUdTdT  3’(SEQ  ID  NO：10)。

[0066] 实施方案38：实施方案1至19和24至37中任一项的核酸分子，其中邻接核苷酸的第

二段包含

[0067] (i)核苷酸序列5’GACCAGUGGUCCAGCUCGUdTdT  3’(SEQ  ID  NO：5)或

[0068] (ii)核苷酸序列5’ACCAGUGGUCCAGCUCGdTdT  3’(SEQ  ID  NO：11)。

[0069] 实施方案39：实施方案37至38中任一项的核酸分子，其中

[0070] 邻接核苷酸的第一段包含

[0071] (i)核苷酸序列5’ACGAGCUGGACCACUGGUCdTdT  3’(SEQ  ID  NO：4)或

[0072] (ii)核苷酸序列5’CGAGCUGGACCACUGGUdTdT  3’(SEQ  ID  NO：10)，和

[0073] 邻接核苷酸的第二段包含

[0074] (i)核苷酸序列5’GACCAGUGGUCCAGCUCGUdTdT  3’(SEQ  ID  NO：5)或

[0075] (ii)核苷酸序列5’ACCAGUGGUCCAGCUCGdTdT  3’(SEQ  ID  NO：11)。

[0076] 实施方案40：前述实施方案中任一项的核酸分子，其中所述第一链和所述第二链

彼此共价连接，优选所述第一链的3'末端与所述第二链的5'末端共价连接。

[0077] 实施方案41：实施方案1至40中任一项的核酸分子，其中形成邻接核苷酸的第一段

的核苷酸中的一个或多个是经修饰的。

[0078] 实施方案42：实施方案1至41中任一项的核酸分子，其中形成邻接核苷酸的第二段

的核苷酸中的一个或多个是经修饰的。

[0079] 实施方案43：实施方案41和42中任一项的核酸分子，其中形成邻接核苷酸的第一

段的核苷酸中的一个或多个是经修饰的，并且形成邻接核苷酸的第二段的核苷酸中的一个

或多个是经修饰的。

[0080] 实施方案44：实施方案1至43中任一项的核酸分子，其中形成第一链的核苷酸中的

一个或多个是经修饰的。

[0081] 实施方案45：实施方案1至44中任一项的核酸分子，其中形成第二链的核苷酸中的

一个或多个是经修饰的。

[0082] 实施方案46：实施方案44至45中任一项的核酸分子，其中形成第一链的核苷酸中

的一个或多个是经修饰的，并且形成第二链的核苷酸中的一个或多个是经修饰的。

[0083] 实施方案47：实施方案41至46中任一项的核酸分子，其中一个或多个核苷酸的修

饰是一个或多个核苷酸的糖部分的修饰和/或一个或多个核苷酸的磷酸盐部分的修饰。
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[0084] 实施方案48：实施方案47的核酸分子，其中糖部分的修饰选自2’O-甲基和2’-F。

[0085] 实施方案49：实施方案47至48中任一项的核酸分子，其中磷酸盐部分的修饰是这

样的，使得硫代磷酸酯连接在两个核苷酸之间形成。

[0086] 实施方案50：实施方案41至43和47至49中任一项的核酸分子，其中核苷酸中的一

个或多个根据在段内的位置而被修饰。

[0087] 实施方案51：实施方案50的核酸分子，其中在第一段和/或第二段的整个长度或其

部分上，在段的偶数位置处的核苷酸是经修饰的。

[0088] 实施方案52：实施方案50和51中任一项的核酸分子，其中在第一段和/或第二段的

整个长度或其部分上，在段的奇数位置处的核苷酸是经修饰的。

[0089] 实施方案53：实施方案51至52中任一项的核酸分子，其中在第一段和/或第二段的

整个长度或其部分上，在段的偶数位置处的核苷酸是经修饰的，并且其中在第一段和/或第

二段的整个长度或其部分上，在段的偶数位置处的核苷酸是经修饰的，其中在偶数位置处

的核苷酸的修饰不同于在奇数位置处的核苷酸的修饰。

[0090] 实施方案54：实施方案51至53中任一项的核酸分子，其中(a)在偶数位置处的核苷

酸的修饰是2’-O-甲基修饰，并且在奇数位置处的核苷酸的修饰是2’-F修饰，或者(b)在奇

数位置处的核苷酸的修饰是2’-O-甲基修饰，并且在偶数位置处的核苷酸的修饰是2’-F修

饰。

[0091] 实施方案55：实施方案44至50中任一项的核酸分子，其中核苷酸中的一个或多个

根据在链内的位置而被修饰。

[0092] 实施方案56：实施方案55的核酸分子，其中在第一链和/或第二链的整个长度或其

部分上，在链的偶数位置处的核苷酸是经修饰的。

[0093] 实施方案57：实施方案55和56中任一项的核酸分子，其中在第一链和/或第二链的

整个长度或其部分上，在链的奇数位置处的核苷酸是经修饰的。

[0094] 实施方案58：实施方案56至57中任一项的核酸分子，其中在第一链和/或第二链的

整个长度或其部分上，在链的偶数位置处的核苷酸是经修饰的，并且其中在第一链和/或第

二链的整个长度或其部分上，在链的偶数位置处的核苷酸是经修饰的，其中在偶数位置处

的核苷酸的修饰不同于在链的奇数位置处的核苷酸的修饰。

[0095] 实施方案59：实施方案56至58中任一项的核酸分子，其中(a)在偶数位置处的核苷

酸的修饰是2’-O-甲基修饰，并且在奇数位置处的核苷酸的修饰是2’-F修饰，或者(b)在奇

数位置处的核苷酸的修饰是2’-O-甲基修饰，并且在偶数位置处的核苷酸的修饰是2’-F修

饰。

[0096] 实施方案60：实施方案41至54中任一项的核酸分子，其中第一段在5'末端处包含

至少一个优选两个核苷酸，其中所述至少一个核苷酸是2’-F修饰的。

[0097] 实施方案61：实施方案60的核酸分子，其中在至少一个核苷酸后立即跟随的(在

5’->3’方向上)核苷酸和每一个后续第二核苷酸是在第一段的整个长度或其部分上的2’O-

甲基修饰的核苷酸。

[0098] 实施方案62：实施方案60和61中任一项的核酸分子，其中在至少一个核苷酸后起

始的第二跟随的(在5’->3’方向上)核苷酸和每一个后续第二核苷酸是在第一段的整个长

度或其部分上的2’-F修饰的核苷酸。
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[0099] 实施方案63：实施方案41至55和60至62中任一项的核酸分子，其中第二段在5'末

端处包含至少一个优选两个核苷酸，其中所述至少一个核苷酸是2’-O-甲基修饰的。

[0100] 实施方案64：实施方案63的核酸分子，其中在第二段的整个长度或其部分上，在至

少一个核苷酸后立即跟随的(在5’->3’方向上)核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-F修

饰的核苷酸。

[0101] 实施方案65：实施方案63和64中任一项的核酸分子，其中在第一段的整个长度或

其部分上，在至少一个核苷酸后起始的第二跟随的(在5’->3’方向上)核苷酸和每一个后续

第二核苷酸是2’-O-甲基修饰的核苷酸。

[0102] 实施方案66：实施方案60至65中任一项的核酸分子，其中第一段在5'末端处包含

至少一个优选两个核苷酸，其中所述至少一个核苷酸是2’-F修饰的，其中在第一段的整个

长度或其部分上，在至少一个核苷酸后起始的第二跟随的(在5’->3’方向上)核苷酸和每一

个后续第二核苷酸是2’-F修饰的核苷酸，其中第二段在5'末端处包含至少一个优选两个核

苷酸，其中在第一段的整个长度或其部分上，所述至少一个核苷酸是2’-O-甲基修饰的，并

且其中在至少一个核苷酸后起始的第二跟随的(在5’->3’方向上)核苷酸和每一个后续第

二核苷酸是2’-O-甲基修饰的核苷酸。

[0103] 实施方案67：实施方案60至66中任一项的核酸分子，其中第一段在其3'末端处包

含两个dT核苷酸，并且第二段在其3'末端处包含两个dT核苷酸，其中两个dT核苷酸通过硫

代磷酸酯键共价连接。

[0104] 实施方案68：实施方案41至49和55至59中任一项的核酸分子，其中第一链在5'末

端处包含至少一个优选两个核苷酸，其中所述至少一个核苷酸是2’-F修饰的。

[0105] 实施方案69：实施方案68的核酸分子，其中在第一链的整个长度或其部分上，在至

少一个核苷酸后立即跟随的(在5’->3’方向上)核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-O-甲

基修饰的核苷酸。

[0106] 实施方案70：实施方案68和69中任一项的核酸分子，其中在第一链的整个长度或

其部分上，在至少一个核苷酸后起始的第二跟随的(在5’->3’方向上)核苷酸和每一个后续

第二核苷酸是2’-F修饰的核苷酸。

[0107] 实施方案71：实施方案41至49、55-59和68至70中任一项的核酸分子，其中第二链

在5'末端处包含至少一个优选两个核苷酸，其中所述至少一个核苷酸是2’-O-甲基修饰的。

[0108] 实施方案72：实施方案71的核酸分子，其中在第二链的整个长度或其部分上，在至

少一个核苷酸后立即跟随的(在5’->3’方向上)核苷酸和每一个后续第二核苷酸是2’-F修

饰的核苷酸。

[0109] 实施方案73：实施方案71和72中任一项的核酸分子，其中在第一链的整个长度或

其部分上，在至少一个核苷酸后起始的第二跟随的(在5’->3’方向上)核苷酸和每一个后续

第二核苷酸是2’-O-甲基修饰的核苷酸。

[0110] 实施方案74：实施方案68至73中任一项的核酸分子，其中第一链在5'末端处包含

至少一个优选两个核苷酸，其中所述至少一个核苷酸是2’-F修饰的，其中在第一链的整个

长度或其部分上，在至少一个核苷酸后起始的第二跟随的(在5’->3’方向上)核苷酸和每一

个后续第二核苷酸是2’-F修饰的核苷酸，其中第二链在5'末端处包含至少一个优选两个核

苷酸，其中所述至少一个核苷酸是2’-O-甲基修饰的，并且其中在第一链的整个长度或其部
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分上，在至少一个核苷酸后起始的第二跟随的(在5’->3’方向上)核苷酸和每一个后续第二

核苷酸是2’-O-甲基修饰的核苷酸。

[0111] 实施方案75：实施方案68至74中任一项的核酸分子，其中第一链在其3'末端处包

含两个dT核苷酸，并且第二链在其3'末端处包含两个dT核苷酸，其中两个dT核苷酸通过硫

代磷酸酯键共价连接。

[0112] 实施方案76：实施方案1至75中任一项的核酸分子，其中

[0113] 核苷酸序列5’ACGAGCUGGACCACUGGUC  3’(SEQ  ID  NO：1)如下进行修饰：

[0114] 5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

[0115] 核苷酸序列5’CGAGCUGGACCACUGGU  3’(SEQ  ID  NO：8)如下进行修饰：

[0116] 5’cgAgCuGgAcCaCuGgU  3’(SEQ  IO  NO：13)，

[0117] 其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷

酸是2’-O-甲基修饰的。

[0118] 实施方案77：实施方案1至76中任一项的核酸分子，其中

[0119] 核苷酸序列5’GACCAGUGGUCCAGCUCGU  3’(SEQ  ID  NO：3)如下进行修饰：

[0120] 5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)，和

[0121] 核苷酸序列5’ACCAGUGGUCCAGCUCG  3’(SEQ  ID  NO：9)如下进行修饰：

[0122] 5’ACcAgUgGuCcAgCuCg  3’(SEQ  ID  NO：14)，

[0123] 其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷

酸是2’-O-甲基修饰的。

[0124] 实施方案78：实施方案1至77中任一项的核酸分子，其中邻接核苷酸的第一段包含

下述核苷酸序列：

[0125] 5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)或

[0126] 5’cgAgCuGgAcCaCuGgU  3’(SEQ  IO  NO：13)，

[0127] 其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷

酸是2’-O-甲基修饰的。

[0128] 实施方案79：实施方案1至78中任一项的核酸分子，其中邻接核苷酸的第二段包含

下述核苷酸序列：

[0129] 5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)或

[0130] 5’ACcAgUgGuCcAgCuCg  3’(SEQ  ID  NO：14)，

[0131] 其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷

酸是2’-O-甲基修饰的。

[0132] 实施方案80：实施方案1至79中任一项的核酸分子，其中

[0133] a)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0134] 5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

[0135] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0136] 5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)，或

[0137] b)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0138] 5’cgAgCuGgAcCaCuGgU  3’(SEQ  IO  NO：13)，和

[0139] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：
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[0140] 5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)，或

[0141] c)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0142] 5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

[0143] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0144] 5’ACcAgUgGuCcAgCuCg  3’(SEQ  ID  NO：14)，或

[0145] d)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0146] 5’cgAgCuGgAcCaCuGgU  3’(SEQ  IO  NO：13)，和

[0147] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0148] 5’ACcAgUgGuCcAgCuCg  3’(SEQ  ID  NO：14)，

[0149] 其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷

酸是2’-O-甲基修饰的。

[0150] 实施方案81：实施方案1至80中任一项的核酸分子，其中核酸分子由下述组成：

[0151] a)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0152] 5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

[0153] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0154] 5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)，或

[0155] b)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0156] 5’cgAgCuGgAcCaCuGgU  3’(SEQ  IO  NO：13)，和

[0157] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0158] 5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)，或

[0159] c)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0160] 5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

[0161] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0162] 5’ACcAgUgGuCcAgCuCg  3’(SEQ  ID  NO：14)，或

[0163] d)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0164] 5’cgAgCuGgAcCaCuGgU  3’(SEQ  IO  NO：13)，和

[0165] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0166] 5’ACcAgUgGuCcAgCuCg  3’(SEQ  ID  NO：14)，

[0167] 其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷

酸是2’-O-甲基修饰的。

[0168] 实施方案82：实施方案1至81中任一项的核酸分子，其中核酸分子由下述组成：

[0169] a)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0170] 5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

[0171] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0172] 5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)，或

[0173] b)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0174] 5’cgAgCuGgAcCaCuGgU  3’(SEQ  IO  NO：13)，和

[0175] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0176] 5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGu  3’(SEQ  ID  NO：7)，或
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[0177] c)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0178] 5’acGaGcUgGaCcAcUgGuC  3’(SEQ  ID  NO：6)，和

[0179] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0180] 5’ACcAgUgGuCcAgCuCg  3’(SEQ  ID  NO：14)，或

[0181] d)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0182] 5’cgAgCuGgAcCaCuGgU  3’(SEQ  IO  NO：13)，和

[0183] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0184] 5’ACcAgUgGuCcAgCuCg  3’(SEQ  ID  NO：14)，

[0185] 其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷

酸是2’-O-甲基修饰的。

[0186] 实施方案83：实施方案1至81中任一项的核酸分子，其中核酸分子由下述组成：

[0187] a)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0188] 5’acGaGcUgGaCcAcUgGuCdTsdT  3’(SEQ  ID  NO：69)，和

[0189] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0190] 5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGudTsdT  3’(SEQ  ID  NO：70)，或

[0191] b)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0192] 5’cgAgCuGgAcCaCuGgUdTsdT  3’(SEQ  IO  NO：71)，和

[0193] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0194] 5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGudTsdT  3’(SEQ  ID  NO：70)，或

[0195] c)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0196] 5’acGaGcUgGaCcAcUgGuCdTsdT  3’(SEQ  ID  NO：69)，和

[0197] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0198] 5’ACcAgUgGuCcAgCuCgdTsdT  3’(SEQ  ID  NO：72)，或

[0199] d)邻接核苷酸的第一段包含下述核苷酸序列：

[0200] 5’cgAgCuGgAcCaCuGgUdTsdT  3’(SEQ  IO  NO：71)，和

[0201] 邻接核苷酸的第二段包含下述核苷酸序列：

[0202] 5’ACcAgUgGuCcAgCuCgdTsdT  3’(SEQ  ID  NO：72)，

[0203] 其中小写核苷酸指示该核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷

酸是2’-O-甲基修饰的，和

[0204] 其中dTsdT指示在3'末端处附着由两个dT组成的二核苷酸，其中所述两个dT通过

硫代磷酸酯键共价连接。

[0205] 实施方案84：实施方案1至83中任一项的核酸分子，其用于疾病治疗和/或预防的

方法中。

[0206] 实施方案85：实施方案84的核酸分子，其中所述疾病是可以通过减少Notch  1基因

的表达，并且更具体而言通过减少编码Notch  1的mRNA的翻译进行治疗的疾病。

[0207] 实施方案86：实施方案84至85中任一项的核酸分子，其中所述疾病选自食管癌、口

腔鳞状细胞癌、头颈癌、舌癌、白血病、肾细胞癌、胃癌、结肠腺癌、子宫内膜癌/子宫体、宫颈

癌/子宫颈、肝内胆管癌、肝细胞癌、骨肉瘤、膀胱癌、恶性黑色素瘤、甲状腺癌、肺腺癌、前列

腺癌、乳腺癌、卵巢癌、胰腺癌和神经胶质瘤。
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[0208] 实施方案87：实施方案84至86中任一项的核酸分子，其中所述方法进一步包括药

学活性剂的施用。

[0209] 实施方案88：实施方案87的核酸分子，其中所述药学活性剂是细胞生长抑制剂。

[0210] 实施方案89：实施方案88的核酸分子，其中所述药学活性剂选自吉西他滨、多西他

赛、顺铂、奥沙利铂、5-氟尿嘧啶、伊立替康、紫杉醇、地塞米松和替莫唑胺。

[0211] 实施方案90：实施方案1至83中任一项的核酸分子，其用于恢复癌细胞的药物敏感

性的方法中。

[0212] 实施方案91：实施方案90的核酸分子，其中药物敏感性是由NF-κB级联介导的和/

或涉及NF-κB级联的药物敏感性。

[0213] 实施方案92：实施方案1至83中任一项的核酸分子在制备用于疾病治疗和/或预防

的药物中的用途。

[0214] 实施方案93：实施方案92的用途，其中所述疾病是可以通过减少Notch  1基因的表

达，并且更具体而言通过减少编码Notch  1的mRNA的翻译进行治疗的疾病。

[0215] 实施方案94：实施方案92至93中任一项的用途，其中所述疾病选自食管癌、口腔鳞

状细胞癌、头颈癌、舌癌、白血病、肾细胞癌、胃癌、结肠腺癌、子宫内膜癌/子宫体、宫颈癌/

子宫颈、肝内胆管癌、肝细胞癌、骨肉瘤、膀胱癌、恶性黑色素瘤、甲状腺癌、肺腺癌、前列腺

癌、乳腺癌、卵巢癌、胰腺癌和神经胶质瘤。

[0216] 实施方案95：实施方案92至94中任一项的用途，其中所述药物用于连同进一步的

药学活性剂一起施用。

[0217] 实施方案96：实施方案95的用途，其中所述药学活性剂是细胞生长抑制剂。

[0218] 实施方案97：实施方案96的用途，其中所述药学活性剂选自吉西他滨、多西他赛、

顺铂、奥沙利铂、5-氟尿嘧啶、伊立替康、紫杉醇、地塞米松和替莫唑胺。

[0219] 实施方案98：实施方案1至83中任一项的核酸分子在制备用于恢复癌细胞的药物

敏感性的试剂中的用途。

[0220] 实施方案99：实施方案98的用途，其中药物敏感性是由NF-κB级联介导的和/或涉

及NF-κB级联的药物敏感性。

[0221] 实施方案100：包含不连续相和连续水相以及根据实施方案1至83中任一项的核酸

分子的纳米乳剂。

[0222] 实施方案101：实施方案100的纳米乳剂，其中所述不连续相包含全氟化碳相。

[0223] 实施方案102：实施方案1至101中任一项的纳米乳剂，其中所述纳米乳剂包含内吞

作用增强表面，优选地所述内吞作用增强表面包含内吞作用增强组分，其中所述内吞作用

增强组分选自经由胞吞作用诱导纳米乳剂或纳米乳剂颗粒的细胞摄取的至少一种化合物。

[0224] 实施方案103：实施方案100至102中任一项的纳米乳剂，其用于疾病的治疗和/或

预防中。

[0225] 实施方案104：实施方案100至102中任一项的纳米乳剂，其用于恢复癌细胞的药物

敏感性的方法中。

[0226] 实施方案105：实施方案100至102中任一项的纳米乳剂在制备用于疾病的治疗和/

或预防的药物中的用途。

[0227] 实施方案106：实施方案100至102中任一项的纳米乳剂在制备用于恢复癌细胞的
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药物敏感性的药物中的用途。

[0228] 实施方案107：药物组合物，其包含实施方案1至83中任一项的核酸分子和/或实施

方案100至102中任一项的纳米乳剂和药学可接受的赋形剂。

[0229] 实施方案108：实施方案107的药物组合物，其用于疾病的治疗和/或预防中。

[0230] 实施方案109：实施方案107的药物组合物，其用于恢复癌细胞的药物敏感性的方

法中。

[0231] 实施方案110：用于疾病的治疗和/或预防的方法，其中所述方法包括给受试者施

用实施方案1至83中任一项的核酸、实施方案100至102中任一项的纳米乳剂、和/或实施方

案107的药物组合物。

[0232] 实施方案111：用于恢复癌细胞的药物敏感性的方法，其中所述方法包括给受试者

施用实施方案1至83中任一项的核酸、实施方案100至102中任一项的纳米乳剂、和/或实施

方案107的药物组合物，其中所述受试者患有癌症，并且癌症的细胞是药物抗性的。

[0233] 本发明人已惊讶地发现包含双链结构的核酸分子能够引起基因的转录后沉默和

特别的RNA干扰，

[0234] 其中所述双链结构由第一链和第二链形成，

[0235] 其中所述第一链包含邻接核苷酸的第一段，并且所述第二链包含邻接核苷酸的第

二段，

[0236] 其中邻接核苷酸的第一段包含

[0237] a)核苷酸序列，其中所述核苷酸序列与下述至少63％等同：

[0238] (i)核苷酸序列5’ACGAGCUGGACCACUGGUC  3’(SEQ  ID  NO：1)或

[0239] (ii)核苷酸序列5’CGAGCUGGACCACUGGU  3’(SEQ  ID  NO：8)；或者

[0240] b)核苷酸序列，其中所述核苷酸序列包含下述的至少一段8或9个核苷酸：

[0241] (i)核苷酸序列5’ACGAGCUGGACCACUGGUC  3’(SEQ  ID  NO：1)或

[0242] (ii)核苷酸序列5’CGAGCUGGACCACUGGU  3’(SEQ  ID  NO：8)。该核酸包括其实施方

案中的全部在本文中将被称为本发明的核酸分子。

[0243] 在本发明内的是本发明的核酸分子是小干扰RNA(siRNA)。此类siRNA是本发明的

核酸分子的特别优选的实施方案。在一个实施方案中，siRNA涉及Notch  1的表达的RNA转录

物(在本文中有时被称为“靶核酸”)。如本文优选使用的，当提及基因表达时，术语“沉默”和

“敲低”意指基因表达中的降低。本发明进一步涉及用于制备本发明的核酸分子的过程。

[0244] 在本发明的一个实施方案中，靶核酸是由哺乳动物Notch  1基因表达的RNA。在一

个实施方案中，靶核酸是由小鼠Notch  1表达的RNA。在另一个实施方案中，靶核酸是由人

Notch  1表达的RNA。在另一个实施方案中，靶核酸是人Notch  1mRNA。在另一个实施方案中，

靶核酸是人Notch  1hnRNA。在另一个实施方案中，靶核酸是包含SEQ  ID  NO：12的序列的

mRNA。

[0245] 在本发明的一个实施方案中，核酸分子不形成双链结构。在此类实施方案中，核酸

分子由两条分开的单链形成(所述两条分开的单链可能个别存在，即处于非杂交状态中，使

得不形成双链结构)，或采取杂交形式，其中形成这样的双链结构，其不同于所需要的以便

介导或触发RNA干扰的双链结构。备选地，形成双链结构的核酸分子是单链核酸分子，其中

所述核酸分子不在自身上折回，使得形成双链结构，或使得形成这样的双链结构，其不同于
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所需要的以便介导或触发RNA干扰的双链结构。在一个更优选的实施方案中，双链结构在体

内条件下，并且更具体而言在核酸分子施用于受试者优选哺乳动物或哺乳动物细胞后形

成。

[0246] 本发明的siRNA适合于抑制Notch  1的表达。根据本发明的siRNA因此适合于触发

RNA干扰应答，导致哺乳动物细胞中的Notch  1mRNA的降低。根据本发明的siRNA进一步适合

于通过减少在mRNA水平上的基因表达来减少Notch  1蛋白质的表达。

[0247] siRNA设计：本发明的siRNA包含两条核酸链，包含邻接核苷酸的第一段(其也被称

为反义段)的第一链(其也被称为反义链)，以及包含邻接核苷酸的第二段(其也被称为有义

段)的第二链(其也被称为有义链)。核酸通常由核糖核苷酸或经修饰的核糖核苷酸组成；然

而，如本文描述的核酸可包含脱氧核苷酸(DNA)。siRNA进一步包含通过反义链或反义段的

全部或一部分以及有义链或有义段的全部或一部分形成的双链核酸部分或双链体区域。此

类双链核酸部分或双链体区域在本文中也被称为双链结构。与有义链或与反义段形成双链

体区域的反义链或反义段的部分是反义链双链体区域或反义段区域，或者简单的反义双链

体区域，并且与反义链或反义段形成双链体区域的有义链或有义段的部分是有义链双链体

区域或有义段双链体区域，或者简单的有义双链体区域。双链体区域定义为以在反义链或

反义段和有义链或有义段之间形成的第一个碱基对开始，并且以反义链或反义段和有义链

或有义段之间形成的最后一个碱基对结束，所述第一个碱基对和最后一个碱基对包括在

内。在双链体区域的任一侧上的siRNA部分是侧翼区。在反义双链体区域的任一侧上的反义

链或反义段的部分是反义侧翼区。对反义双链体区域5'的反义链或反义段部分是反义5'侧

翼区。对反义双链体区域5'的反义链或反义段部分是反义3'侧翼区。在有义双链体区域的

任一侧上的有义链或有义段部分是有义侧翼区。对有义双链体区域5'的有义链或有义段部

分是有义5'侧翼区。对有义双链体区域5'的有义链或有义段部分是有义3'侧翼区。

[0248] 同一性：在一个实施方案中，一个核苷酸序列与另一个核苷酸序列的同一性是在

一个核苷酸序列和另一个核苷酸序列两者之间共享多少个核苷酸的指示。同一性表示为一

个序列与另一个核苷酸序列共享的核苷酸数目与另一个核苷酸序列的核苷酸总数目的比

率。同一性的最大值为100％。本领域技术人员应认识到一方面取决于一个核苷酸序列和另

一个核苷酸序列的长度，以及在一个核苷酸序列和另一个核苷酸序列之间共享的核苷酸数

目，同一性不一定是整数。如果如此计算的比率不是整数，则同一性仍优选指示为整数，所

述整数尽可能接近于所计算的比率，并且这在技术上是有意义的。根据本发明，同一性可以

是63％、64％、65％、66％、67％、68％、69％、70％、71％、72％、73％、74％、75％、76％、77％、

78％、79％、80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％。

[0249] 互补性：根据本发明，反义双链体区域和有义双链体区域可以是彼此完全互补的，

并且是至少部分互补的。此类互补性基于沃森-克里克碱基配对(即A:U和G:C碱基配对)。取

决于本发明的核酸分子和siRNA的长度，特别是不一定需要就反义和有义双链体区域之间

的碱基互补性而言的完美匹配；然而，反义链和有义链必须能够在生理条件下杂交。

[0250] 在一个实施方案中，反义链和有义链之间的互补性是完美的，即在任一链中均不

存在核苷酸错配或另外的/缺失的核苷酸。

[0251] 在一个实施方案中，反义段和有义段之间的互补性是完美的，即在任一段中均不
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存在核苷酸错配或另外的/缺失的核苷酸。

[0252] 在一个实施方案中，反义双链体区域和有义双链体区域之间的互补性是完美的，

即在任一链的双链体区域中均不存在核苷酸错配或另外的/缺失的核苷酸。

[0253] 在另一个实施方案中，反义双链体区域和有义双链体区域之间的互补性不是完美

的。在一个实施方案中，反义双链体区域和有义双链体区域的互补序列之间的同一性选自

至少75％、80％、85％、90％和95％；其中包含反义双链体区域和有义双链体区域的siRNA适

合于降低Notch  1的表达。在另一个实施方案中，其中反义双链体区域和有义双链体区域的

互补序列之间的同一性选自至少75％、80％、85％、90％和95％的siRNA能够使Notch  1的表

达降低至比较siRNA的至少25％、50％或75％，所述比较siRNA具有在反义双链体区域和有

义双链体区域之间含完美同一性的双链体区域。如本文使用的，术语“比较siRNA”是这样的

siRNA，其与待比较的siRNA等同(除了指定差异之外)，并且在等同条件下进行测试。

[0254] 使用siRNA的RNAi涉及在反义链或反义段的全部或一部分和靶核酸的一部分之间

的双链体区域形成。与反义链或反义段形成双链体区域的靶核酸的一部分定义为以在反义

链或反义段和靶序列之间形成的第一个碱基对开始，并且以在反义链或反义段和靶序列之

间形成的最后一个碱基对结束，第一个碱基对和最后一个碱基对包括在内，是靶核酸序列

或简单的靶序列。在反义链或反义段和有义链或有义段之间形成的双链体区域可以但无需

与在反义链或反义段和靶序列之间形成的双链体区域一样。即，有义链或有义段可以具有

与靶序列不同的序列；然而，反义链或反义段必须能够与有义链或有义段和靶序列两者形

成双链体结构。

[0255] 在一个实施方案中，在反义链或反义段和靶序列之间的互补性是完美的，即在任

一核酸中无核苷酸错配或另外的/缺失的核苷酸。

[0256] 在一个实施方案中，反义双链体区域即与有义链或有义段形成双链体区域的反义

链或反义段的部分和靶序列之间的互补性是完美的，即在任一核酸中无核苷酸错配或另外

的/缺失的核苷酸。

[0257] 在另一个实施方案中，反义双链体区域和靶序列之间的互补性不是完美的。在一

个实施方案中，反义双链体区域和靶序列的互补序列之间的同一性选自至少75％、80％、

85％、90％或95％；其中包含反义双链体区域的siRNA适合于降低Notch  1的表达。在另一个

实施方案中，其中反义双链体区域和靶序列的互补序列之间的同一性选自至少75％、80％、

85％、90％和95％的siRNA能够使Notch  1的表达降低至比较siRNA的至少25％、50％或

75％，所述比较siRNA与反义链或反义段和靶序列具有完美同一性。

[0258] 在另一个实施方案中，本发明的siRNA包含双链体区域，其中所述反义双链体区域

具有与有义双链体区域中的核苷酸不碱基配对的选自1、2、3、4和5的核苷酸数目，并且其中

所述siRNA适合于降低Notch  1的表达。碱基配对的缺乏是由于碱基之间的互补性的缺乏，

即无沃森-克里克碱基配对，或是因为在反义双链体区域或有义双链体区域上不存在相应

的核苷酸，使得产生凸起。在一个实施方案中，包含具有与有义双链体区域不碱基配对的选

自1、2、3、4和5的核苷酸数目的反义双链体区域的siRNA能够使Notch  1的表达降低至比较

siRNA的至少25％、50％、75％，在所述比较siRNA中，所述反义双链体区域的所有核苷酸均

与所述有义双链体区域的所有核苷酸碱基配对。

[0259] 在另一个实施方案中，反义链或反义段具有与有义链或有义段不碱基配对的选自
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1、2、3、4、5、6、7、8、9或10的核苷酸数目，并且其中包含所述反义链的siRNA适合于降低

Notch  1的表达。互补性的缺乏是由于碱基之间的互补性缺乏，或是因为在反义链或反义段

或者有义链或有义段上不存在相应的核苷酸。相应的核苷酸的缺乏导致在反义链或反义段

或者有义链或有义段中的单链突出端或凸起(如果在双链体区域中)。在一个实施方案中，

包含具有与有义链或有义段不碱基配对的选自1、2、3、4、5、6、7、8、9或10的核苷酸数目的反

义链或反义段的siRNA能够使Notch  1的表达降低至比较siRNA的至少25％、50％、75％，其

中所述反义链或所述反义段的所有核苷酸均与有义链或有义段的所有核苷酸互补。在一个

实施方案中，包含具有与靶序列错配的选自1、2、3、4、5、6、7、8、9或10的核苷酸数目的反义

链或反义段的siRNA能够使Notch  1的表达降低至比较siRNA的至少25％、50％、75％，其中

所述反义链或所述反义段的所有核苷酸均与所述有义链或所述有义段的所有核苷酸互补。

在另一个实施方案中，错配核苷酸全部在双链体区域外。

[0260] 在另一个实施方案中，反义双链体区域具有与有义双链体区域不碱基配对的选自

1、2、3、4或5的核苷酸数目，并且其中包含所述反义双链体区域的siRNA适合于降低Notch  1

的表达。互补性的缺乏是由于碱基之间的互补性的缺乏，或是因为在反义双链体区域或有

义双链体区域上不存在相应的核苷酸，使得在反义双链体区域或有义双链体区域中产生凸

起。在一个实施方案中，包含具有与有义双链体区域不碱基配对的选自1、2、3、4和5的核苷

酸数目的反义双链体区域的siRNA能够使Notch  1的表达降低至比较siRNA的至少25％、

50％、75％，其中所述反义双链体区域的所有核苷酸均与所述有义双链体区域的所有核苷

酸互补。

[0261] 在另一个实施方案中，反义链具有与靶序列不碱基配对的选自1、2、3、4、5、6、7、8、

9或10的核苷酸数目，并且其中包含所述反义链的siRNA适合于降低Notch  1的表达。互补性

的缺乏是由于碱基之间的互补性缺乏，或是因为在反义链或反义段或者靶序列上不存在相

应的核苷酸。相应的核苷酸的缺乏导致在反义链或反义段或者靶序列中的凸起。在一个实

施方案中，包含具有与靶序列不碱基配对的选自1、2、3、4、5、6、7、8、9或10的核苷酸数目的

反义链或反义段的siRNA能够使Notch  1的表达降低至比较siRNA的至少25％、50％、75％，

其中所述反义链或反义段的所有核苷酸均与所述靶序列的所有核苷酸互补。在一个实施方

案中，包含具有与靶序列错配的选自1、2、3、4、5、6、7、8、9或10的核苷酸数目的反义链或反

义段的siRNA能够使Notch  1的表达降低至比较siRNA的至少25％、50％或75％，其中所述反

义链或所述反义段的所有核苷酸均与所述靶序列的所有核苷酸互补。

[0262] 在另一个实施方案中，siRNA的反义双链体区域以及有义双链体区域和靶序列两

者之间的互补性是这样的，使得反义双链体区域和有义双链体区域或靶序列在生理条件下

(在生理学缓冲液中37℃)彼此杂交，并且siRNA适合于降低Notch  1的表达。在一个实施方

案中，包含在生理条件下与有义双链体区域和靶序列杂交的反义双链体区域的siRNA能够

使Notch  1的表达降低至比较siRNA的至少25％、50％、75％，所述比较siRNA在反义链或反

义段和靶序列之间具有完美互补性。

[0263] 在另一个方面，siRNA的反义双链体区域和有义双链体区域之间的互补性是这样

的，使得反义双链体区域和有义双链体区域在下述条件下杂交：400mM  NaCl、40mM  PIPES 

pH  6.4、1mM  EDTA、70℃，并且适合于降低Notch  1的表达。在一个实施方案中，包含在400mM 

NaCl、40mM  PIPES  pH  6.4、1mM  EDTA、70℃的条件下彼此杂交的反义双链体区域和有义双
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链体区域的siRNA能够使Notch  1的表达降低至比较siRNA的至少25％、50％、75％，所述比

较siRNA在反义双链体区域和有义双链体区域之间具有完美互补性。

[0264] 在另一个实施方案中，siRNA的反义链或反义段和靶序列之间的互补性是这样的，

使得反义链或反义段和靶序列在下述条件下杂交：400mM  NaCl、40mM  PIPES  pH  6.4、1mM 

EDTA、70℃，并且其中siRNA适合于降低Notch  1的表达。在一个实施方案中，包含在下述条

件下与靶序列杂交的反义链或反义段的siRNA能够使Notch  1的表达降低至比较siRNA的至

少25％、50％、75％：400mM  NaCl、40mM  PIPES  pH  6.4、1mM  EDTA、70℃，所述比较siRNA在反

义链或反义段和靶序列之间具有完美互补性。

[0265] 长度：使用包含几十个或几百个碱基对的长核酸分子观察到RNA干扰，尽管一般优

选较短的RNAi分子。

[0266] 在一个实施方案中，siRNA双链体区域的长度选自约16至35、16至30、17至35、17至

30、17至25、17至24、18至29、18至25、18至24、18至23、19至25、19至24、19至23、20至25、20至

24、21至25和21至24个碱基对。在一个实施方案中，siRNA双链体区域的长度选自约16至35、

16至30、17至35、17至30、17至25、17至24、18至29、18至25、18至24、18至23、19至25、19至24、

19至23、20至25、20至24、21至25和21至24个邻接碱基对。在另一个实施方案中，siRNA双链

体区域的长度选自16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35

个碱基对。在另一个实施方案中，siRNA双链体区域的长度选自16、17、18、19、20、21、22、23、

24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个邻接碱基对。

[0267] 在一个实施方案中，反义链的长度选自约13至35、16至35、16至30、17至35、17至

30、17至25、17至24、18至29、18至25、18至24、18至23、19至25、19至24、19至23、20至25、20至

24、21至25和21至24个核苷酸。在一个实施方案中，反义链的长度选自16、17、18、19、20、21、

22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个核苷酸。

[0268] 在一个实施方案中，反义段的长度选自约13至35、16至35、16至30、17至35、17至

30、17至25、17至24、18至29、18至25、18至24、18至23、19至25、19至24、19至23、20至25、20至

24、21至25和21至24个核苷酸。在一个实施方案中，反义段的长度选自13、14、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个核苷酸。

[0269] 在一个实施方案中，有义链的长度选自约13至35、16至35、16至30、17至35、17至

30、17至25、17至24、18至29、18至25、18至24、18至23、19至25、19至24、19至23、20至25、20至

24、21至25和21至24个核苷酸。在一个实施方案中，有义链的长度选自13、14、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个核苷酸。

[0270] 在一个实施方案中，有义段的长度选自约13至35、16至35、16至30、17至35、17至

30、17至25、17至24、18至29、18至25、18至24、18至23、19至25、19至24、19至23、20至25、20至

24、21至25和21至24个核苷酸。在一个实施方案中，有义段的长度选自13、14、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个核苷酸。

[0271] 在一个实施方案中，反义链的长度和有义链的长度独立地选自约13至35、16至35、

16至30、17至35、17至30、17至25、17至24、18至29、18至25、18至24、18至23、19至25、19至24、

19至23、20至25、20至24、21至25和21至24个核苷酸。在一个实施方案中，反义链的长度和有

义链的长度独立地选自13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、

32、33、34和35个核苷酸。在一个实施方案中，反义链和有义链在长度中是相等的。在另一个
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实施方案中，反义链和有义链在长度中是相等的，其中所述长度选自13、14、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个核苷酸。

[0272] 在一个实施方案中，反义段的长度和有义段的长度独立地选自约13至35、16至35、

16至30、17至35、17至30、17至25、17至24、18至29、18至25、18至24、18至23、19至25、19至24、

19至23、20至25、20至24、21至25和21至24个核苷酸。在一个实施方案中，反义段的长度和有

义段的长度独立地选自13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、

32、33、34和35个核苷酸。在一个实施方案中，反义段和有义段在长度中是相等的。在另一个

实施方案中，反义段和有义段在长度中是相等的，其中所述长度选自13、14、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个核苷酸。

[0273] 在一个实施方案中，反义链或反义段的长度选自约17至35、17至30、17至25、17至

24、18至29、18至25、18至24、18至23、19至25、19至24、19至23、20至25、20至24、21至25和21

至24个核苷酸，其中所述反义链或反义段包含SEQ  ID  NO：8或1的核苷酸序列。

[0274] 在一个实施方案中，反义链或反义段的长度选自约17、18、19、20、21、22、23、24、

25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个核苷酸，其中所述反义链或反义段包含SEQ  ID 

NO：8或1的核苷酸序列。

[0275] 在一个实施方案中，有义链或有义段的长度选自约13至35、16至35、16至30、17至

35、17至30、17至25、17至24、18至29、18至25、18至24、18至23、19至25、19至24、19至23、20至

25、20至24、21至25和21至24个核苷酸，其中所述有义链或有义段包含SEQ  ID  NO：9或3的核

苷酸序列。

[0276] 在一个实施方案中，有义链或有义段的长度选自约17、18、19、20、21、22、23、24、

25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个核苷酸，其中所述有义链或有义段包含SEQ  ID 

NO：9或3的核苷酸序列。

[0277] 在一个实施方案中，反义链或反义段的长度和有义链或有义段的长度独立地选自

约13至35、16至35、16至30、17至35、17至30、17至25、17至24、18至29、18至25、18至24、18至

23、19至25、19至24、19至23、20至25、20至24、21至25和21至24个核苷酸，其中反义链或反义

段包含SEQ  ID  NO：8或1的核苷酸序列，并且其中有义链或有义段包含SEQ  ID  NO：9或3的核

苷酸序列。

[0278] 在一个实施方案中，反义链的长度和有义链的长度独立地选自17、18、19、20、21、

22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个核苷酸，其中反义链包含SEQ  ID  NO：8

或1的核苷酸序列，并且其中有义链包含SEQ  ID  NO：9或3的核苷酸序列。

[0279] 在一个实施方案中，反义段的长度和有义段的长度独立地选自17、18、19、20、21、

22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个核苷酸，其中反义段包含SEQ  ID  NO：8

或1的核苷酸序列，并且其中有义段包含SEQ  ID  NO：9或3的核苷酸序列。

[0280] 在一个实施方案中，反义链和有义链在长度中是相等的，其中反义链包含SEQ  ID 

NO：8或1的核苷酸序列，并且其中有义链包含SEQ  ID  NO：9或3的核苷酸序列。

[0281] 在一个实施方案中，反义段和有义段在长度中是相等的，其中反义段包含SEQ  ID 

NO：8或1的核苷酸序列，并且其中有义段包含SEQ  ID  NO：9或3的核苷酸序列。

[0282] 在一个实施方案中，反义链和有义链在长度中是相等的，其中所述长度选自17至

35、17至30、17至25、17至24、18至29、18至25、18至24、18至23、19至25、19至24、19至23、20至
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25、20至24、21至25和21至24个核苷酸，其中反义链包含SEQ  ID  NO：8或1的核苷酸序列，并

且其中有义链包含SEQ  ID  NO：9或3的核苷酸序列。

[0283] 在一个实施方案中，反义段和有义段在长度中是相等的，其中所述长度选自17至

35、17至30、17至25、17至24、18至29、18至25、18至24、18至23、19至25、19至24、19至23、20至

25、20至24、21至25和21至24个核苷酸，其中反义段包含SEQ  ID  NO：8或1的核苷酸序列，并

且其中有义段包含SEQ  ID  NO：9或3的核苷酸序列。

[0284] 在一个实施方案中，反义链和有义链在长度中是相等的，其中所述长度选自17、

18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个核苷酸，其中反义链包含

SEQ  ID  NO：8或1的核苷酸序列，并且其中有义链包含SEQ  ID  NO：9或3的核苷酸序列。

[0285] 在一个实施方案中，反义段和有义段在长度中是相等的，其中所述长度选自17、

18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34和35个核苷酸，其中反义段包含

SEQ  ID  NO：8或1的核苷酸序列，并且其中有义段包含SEQ  ID  NO：9或3的核苷酸序列。

[0286] 某些实施方案提供了反义链和有义链组合(由SEQ  ID  NO:识别)：8和9；1和3；4和

5；6和7；以及10和11。

[0287] 某些实施方案提供了反义段和有义段组合(由SEQ  ID  NO:识别)：8和9；1和3；4和

5；6和7；以及10和11。

[0288] 末端(突出端和平端)：本发明的siRNA可以包含突出端或是平端。如本文使用的，

“突出端”具有其在本领域中的正常和惯常的含义，即延伸超出双链核酸中的互补链或段的

末端核苷酸的核酸单链部分。术语“平端”包括双链核酸，由此两条链或两个段在相同位置

处终止，与末端核苷酸是否碱基配对无关。在一个实施方案中，在平端处的反义链或反义段

和有义链或有义段的末端核苷酸是碱基配对的。在另一个实施方案中，在平端处的反义链

或反义段和有义链或有义段的末端核苷酸不碱基配对的。在另一个实施方案中，在平端处

的反义链或反义段和有义链或有义段的末端两个核苷酸是碱基配对的。在另一个实施方案

中，在平端处的反义链或反义段和有义链或有义段的末端两个核苷酸不碱基配对的。

[0289] 在一个实施方案中，siRNA在其一个末端处具有突出端并且在另一个末端处具有

平端。在另一个实施方案中，siRNA在两个末端处具有突出端。在另一个实施方案中，siRNA

在两个末端处是平端。在一个实施方案中，siRNA在一个末端处是平端。在另一个实施方案

中，siRNA在末端处是平端，所述末端具有反义链或反义段的5'末端以及有义链或有义段的

3'末端。在另一个实施方案中，siRNA在末端处是平端，所述末端具有反义链或反义段的3'

末端以及有义链或有义段的5'末端。在另一个实施方案中，siRNA在两个末端处是平端。

[0290] 在另一个实施方案中，siRNA包含在3'或5'末端处的突出端。在一个实施方案中，

siRNA具有在反义链或反义段上的3'突出端。在另一个实施方案中，siRNA具有在有义链或

有义段上的3'突出端。在另一个实施方案中，siRNA具有在反义链或反义段上的5'突出端。

在另一个实施方案中，siRNA具有在有义链或有义段上的5'突出端。在另一个实施方案中，

siRNA具有在反义链或反义段的5'末端和3'末端两者处的突出端。在另一个实施方案中，

siRNA具有在有义链或有义段的5'末端和3'末端两者处的突出端。在另一个实施方案中，

siRNA具有在反义链或反义段上的5'突出端以及在有义链或有义段上的3'突出端。在另一

个实施方案中，siRNA具有在反义链或反义段上的3'突出端以及在有义链或有义段上的5'

突出端。在另一个实施方案中，siRNA具有在反义链或反义段上的3'突出端以及在有义链或
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有义段上的3'突出端。在另一个实施方案中，siRNA具有在反义链或反义段上的5'突出端以

及在有义链或有义段上的5'突出端。

[0291] 在一个实施方案中，在反义链或反义段的3'末端处的突出端具有选自1、2、3、4和5

个核苷酸的长度。在一个实施方案中，在有义链或有义段的3'末端处的突出端具有选自1、

2、3、4和5个核苷酸的长度。在一个实施方案中，在反义链或反义段的5'末端处的突出端具

有选自1、2、3、4和5个核苷酸的长度。在一个实施方案中，在有义链或有义段的5'末端处的

突出端具有选自1、2、3、4和5个核苷酸的长度。

[0292] 修饰：另一个方面涉及siRNA的修饰，并且与之一致，本发明的核酸分子可如下文

概述的进行修饰。在本发明内的是本文公开的每个和任何修饰和模式，以及与此类修饰和

模式相关，特别是涉及siRNA的本文的任何公开内容还可以应用于本发明的核酸分子，并且

因此与核酸分子结合且在核酸分子上实现。在本发明内的还是在提及反义链和/或有义链

的程度上，特别是谈及反义链和/或有义链以及构成此类反义链和/或有义链的核苷酸的修

饰时，此类公开内容同样应用于反义段和/或有义段，特别是谈及反义段和/或有义段以及

构成此类反义段和/或有义段的核苷酸的修饰时。

[0293] 根据本发明的siRNA是核糖核酸或经修饰的核糖核酸。本发明的siRNA的化学修饰

提供了克服潜在局限性中的有力工具，所述潜在局限性包括但不限于天然RNA分子固有的

体外和体内稳定性以及生物利用度。化学修饰的siRNA还可以使在人中活化干扰素活性的

可能性降到最低。化学修饰可以进一步增强siRNA对靶细胞的功能递送。本发明的经修饰的

siRNA可以包含反义链或有义链中任一或两者中的一个或多个化学修饰的核糖核苷酸。核

糖核苷酸可以包含碱基、糖或磷酸盐部分的化学修饰。

[0294] 对碱基部分的修饰：次要方面涉及对碱基部分的修饰。本发明的siRNA的一个或多

个核苷酸可以包含经修饰的碱基。“经修饰的碱基”意指在1'位置处，除腺嘌呤、鸟嘌呤、胞

嘧啶或尿嘧啶外的核苷酸碱基。

[0295] 在一个方面，siRNA包括包含经修饰的碱基的至少一个核苷酸。在一个实施方案

中，经修饰的碱基在反义链上。在另一个实施方案中，经修饰的碱基在有义链上。在另一个

实施方案中，经修饰的碱基在双链体区域中。在另一个实施方案中，经修饰的碱基在双链体

区域外，即在单链区域中。在另一个实施方案中，经修饰的碱基在反义链上，并且在双链体

区域外。在另一个实施方案中，经修饰的碱基在有义链上，并且在双链体区域外。在另一个

实施方案中，反义链的3'末端核苷酸是具有经修饰的碱基的核苷酸。在另一个实施方案中，

有义链的3'末端核苷酸是具有经修饰的碱基的核苷酸。在另一个实施方案中，反义链的5'

末端核苷酸是具有经修饰的碱基的核苷酸。在另一个实施方案中，有义链的5'末端核苷酸

是具有经修饰的碱基的核苷酸。

[0296] 在一个实施方案中，siRNA具有1个经修饰的碱基。在另一个实施方案中，siRNA具

有约2-4个经修饰的碱基。在另一个实施方案中，siRNA具有约4-6个经修饰的碱基。在另一

个实施方案中，siRNA具有约6-8个经修饰的碱基。在另一个实施方案中，siRNA具有约8-10

个经修饰的碱基。在另一个实施方案中，siRNA具有约10-12个经修饰的碱基。在另一个实施

方案中，siRNA具有约12-14个经修饰的碱基。在另一个实施方案中，siRNA具有约14-16个经

修饰的碱基。在另一个实施方案中，siRNA具有约16-18个经修饰的碱基。在另一个实施方案

中，siRNA具有约18-20个经修饰的碱基。在另一个实施方案中，siRNA具有约20-22个经修饰
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的碱基。在另一个实施方案中，siRNA具有约22-24个经修饰的碱基。在另一个实施方案中，

siRNA具有约24-26个经修饰的碱基。在另一个实施方案中，siRNA具有约26-28个经修饰的

碱基。在每种情况下，与相同但不含所述经修饰的碱基的siRNA相比较，包含所述经修饰的

碱基的siRNA保留其活性的至少50％。

[0297] 在一个实施方案中，经修饰的碱基是嘌呤。在另一个实施方案中，经修饰的碱基是

嘧啶。在另一个实施方案中，嘌呤中的至少一半是经修饰的。在另一个实施方案中，嘧啶中

的至少一半是经修饰的。在另一个实施方案中，嘌呤全部是经修饰的。在另一个实施方案

中，嘧啶全部是经修饰的。

[0298] 在另一个实施方案中，siRNA包括包含经修饰的碱基的核苷酸，其中所述碱基选自

2-氨基腺苷、2,6-二氨基嘌呤、肌苷、吡啶-4-酮、吡啶-2-酮、苯基、假尿嘧啶、2,4,6-三甲氧

基苯、3-甲基尿嘧啶、二氢尿苷、萘基、氨基苯基、5-烷基胞苷(例如5-甲基胞苷)、5-烷基尿

苷(例如核糖胸苷)、5-卤代尿苷(例如5-溴尿苷)、6-氮杂嘧啶、6-烷基嘧啶(例如6-甲基尿

苷)、丙炔、quesosine、2-硫代尿苷、4-硫代尿苷、怀丁苷(wybutosine)、怀丁氧苷

(wybutoxosine)、4-乙酰胞苷、5-(羧基羟甲基)尿苷、5'-羧甲基氨甲基-2-硫代尿苷、5-羧

甲基氨甲基尿苷、β-D-galactosylqueosine、1-甲基腺苷、1-甲基肌苷、2,2-二甲基鸟苷、3-

甲基胞苷、2-甲基腺苷、2-甲基鸟苷、N6-甲基腺苷、7-甲基鸟苷、5-甲氧基氨甲基-2-硫代尿

苷、5-甲基氨基甲基尿苷、5-甲氧羰基甲基尿苷、5-甲氧基尿苷、5-甲基-2-硫代尿苷、2-甲

硫基-N6-异戊烯腺苷、β-D-mannosylqueosine、尿苷-5-氧乙酸和2-硫代胞苷。

[0299] 在另一个方面，本发明的siRNA包含脱碱基核苷酸。如本文使用的，术语“脱碱基

的”指缺乏碱基或具有其他化学基团代替在1'位置处的碱基的部分，例如3',3'-连接的或

5',5'-连接的脱氧脱碱基核糖衍生物。如本文使用的，具有经修饰的碱基的核苷酸不包括

脱碱基核苷酸。在一个方面，siRNA包含至少一个脱碱基核苷酸。在一个实施方案中，脱碱基

核苷酸在反义链上。在另一个实施方案中，脱碱基核苷酸在有义链上。在另一个实施方案

中，脱碱基核苷酸在双链体区域中。在另一个实施方案中，脱碱基核苷酸在双链体区域外。

在另一个实施方案中，脱碱基核苷酸在反义链上，并且在双链体区域外。在另一个实施方案

中，脱碱基核苷酸在有义链上，并且在双链体区域外。在另一个实施方案中，反义链的3'末

端核苷酸是脱碱基核苷酸。在另一个实施方案中，有义链的3'末端核苷酸是脱碱基核苷酸。

在另一个实施方案中，反义链的5'末端核苷酸是脱碱基核苷酸。在另一个实施方案中，有义

链的5'末端核苷酸是脱碱基核苷酸。在另一个实施方案中，siRNA具有选自1、2、3、4、5和6的

脱碱基核苷酸数目。

[0300] 对糖部分的修饰：另一个次要方面涉及对糖部分的修饰。本发明的siRNA的一个或

多个核苷酸可以包含经修饰的核糖部分。

[0301] 其中2’-OH是取代的在2'-位置处的修饰包括选自下述的非限制性例子：烷基、取

代烷基、烷芳基-、芳烷基-、-F、-Cl、-Br、-CN、-CF3、-OCF3、-OCN、-O-烷基、-S-烷基、HS-烷

基-O、-O-烯基、-S-烯基、-N-烯基、-SO-烷基、-烷基-OSH、-烷基-OH、-O-烷基-OH、-O-烷基-

SH、-S-烷基-OH、-S-烷基-SH、-烷基-S-烷基、-烷基-O-烷基、-ONO2、-NO2、-N3、-NH2、烷基氨

基、二烷基氨基-、氨基烷基-、氨基烷氧基、氨基酸、氨酰基-、-ONH2、-O-氨基烷基、-O-氨基

酸、-O-氨酰基、杂环烷基-、杂环烷芳基-、氨基烷基氨基-、聚烷基氨基-、取代的甲硅烷基-、

甲氧乙基-(MOE)、烯基和炔基。进一步包括其中2'羟基例如通过亚甲基桥连接至相同核糖
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部分的4'碳的“锁”核酸(LNA)作为本发明的2'修饰。优选取代基是2'-甲氧乙基、2'-OCH3、

2'-O-烯丙基、2'-C-烯丙基和2'-氟。

[0302] 在一个实施方案中，siRNA包含1-5个2’-修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，

siRNA包含5-10个2’-修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，siRNA包含15-20个2’-修饰的核

苷酸。在另一个实施方案中，siRNA包含20-25个2’-修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，

siRNA包含25-30个2’-修饰的核苷酸。

[0303] 在一个实施方案中，反义链包含1-2个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义

链包含约2-4个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义链包含约4-6个2’-修饰的核苷

酸。在一个实施方案中，反义链包含约6-8个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义链

包含约8-10个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义链包含约10-12个2’-修饰的核苷

酸。在一个实施方案中，反义链包含约12-14个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义

链包含约14-16个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义链包含约16-18个2’-修饰的

核苷酸。在一个实施方案中，反义链包含约18-20个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，

反义链包含约22-24个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义链包含约24-26个2’-修

饰核苷酸。

[0304] 在一个实施方案中，有义链包含1-2个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义

链包含约2-4个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义链包含约4-6个2’-修饰的核苷

酸。在一个实施方案中，有义链包含约6-8个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义链

包含约8-10个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义链包含约10-12个2’-修饰的核苷

酸。在一个实施方案中，有义链包含约12-14个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义

链包含约14-16个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义链包含约16-18个2’-修饰的

核苷酸。在一个实施方案中，有义链包含约18-20个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，

有义链包含约22-24个2’-修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义链包含约24-26个2’-修

饰核苷酸。

[0305] 在一个实施方案中，siRNA包含1-5个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案

中，siRNA包含5-10个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，siRNA包含15-20个2’-

OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，siRNA包含20-25个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另

一个实施方案中，siRNA包含25-30个2’-OCH3修饰的核苷酸。

[0306] 在一个实施方案中，反义链包含1-2个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，

反义链包含约2-4个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义链包含约4-6个2’-

OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义链包含约6-8个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个

实施方案中，反义链包含约8-10个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义链包含

约10-12个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义链包含约12-14个2’-OCH3修饰

的核苷酸。在一个实施方案中，反义链包含约14-16个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方

案中，反义链包含约16-18个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义链包含约18-

20个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义链包含约22-24个2’-OCH3修饰的核苷

酸。在一个实施方案中，反义链包含约24-26个2’-OCH3修饰的核苷酸。

[0307] 在一个实施方案中，有义链包含1-2个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，

有义链包含约2-4个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义链包含约4-6个2’-
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OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义链包含约6-8个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个

实施方案中，有义链包含约8-10个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义链包含

约10-12个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义链包含约12-14个2’-OCH3修饰

的核苷酸。在一个实施方案中，有义链包含约14-16个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方

案中，有义链包含约16-18个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义链包含约18-

20个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，有义链包含约22-24个2’-OCH3修饰的核苷

酸。在一个实施方案中，有义链包含约24-26个2’-OCH3修饰的核苷酸。

[0308] 在一个实施方案中，siRNA双链体区域包含1-5个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个

实施方案中，siRNA双链体区域包含5-10个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，

siRNA双链体区域包含15-20个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，siRNA双链体

区域包含20-25个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，siRNA双链体区域包含25-

30个2’-OCH3修饰的核苷酸。

[0309] 在一个实施方案中，反义双链体区域包含1-2个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实

施方案中，反义双链体区域包含约2-4个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义双

链体区域包含约4-6个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义双链体区域包含约

6-8个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义双链体区域包含约8-10个2’-OCH3修

饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义双链体区域包含约10-12个2’-OCH3修饰的核苷酸。在

一个实施方案中，反义双链体区域包含约12-14个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案

中，反义双链体区域包含约14-16个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义双链体

区域包含约16-18个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义双链体区域包含约18-

20个2’-OCH3修饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义双链体区域包含约22-24个2’-OCH3修

饰的核苷酸。在一个实施方案中，反义双链体区域包含约24-26个2’-OCH3修饰的核苷酸。

[0310] 在一个实施方案中，有义双链体区域包含1-2个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个

实施方案中，有义双链体区域包含约2-4个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，有

义双链体区域包含约4-6个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，有义双链体区域

包含约6-8个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，有义双链体区域包含约8-10个

2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，有义双链体区域包含约10-12个2’-OCH3修饰

的核苷酸。在另一个实施方案中，有义双链体区域包含约12-14个2’-OCH3修饰的核苷酸。在

另一个实施方案中，有义双链体区域包含约14-16个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施

方案中，有义双链体区域包含约16-18个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，有义

双链体区域包含约18-20个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，有义双链体区域

包含约22-24个2’-OCH3修饰的核苷酸。在另一个实施方案中，有义双链体区域包含约24-26

个2’-OCH3修饰的核苷酸。

[0311] 在一个实施方案中，siRNA包含长度19个核苷酸的反义链和长度19个核苷酸的有

义链，其中所述反义链包含在核苷酸1、3、5、7、9、11、13、15、17和19处的2’-OCH3修饰，并且

其中所述有义链包含在核苷酸2、4、6、8、10、12、14、16和18处的2’-OCH3修饰，其中所述反义

链从5’-3’编号，并且所述有义链从3’-5’编号。在另一个实施方案中，siRNA包含长度20个

核苷酸的反义链和长度20个核苷酸的有义链，其中所述反义链包含在核苷酸1、3、5、7、9、

11、13、15、17和19处的2’-OCH3修饰，并且其中所述有义链包含在核苷酸2、4、6、8、10、12、
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14、16、18和20处的2’-OCH3修饰，其中所述反义链从5’-3’编号，并且所述有义链从3’-5’编

号。在另一个实施方案中，siRNA包含长度21个核苷酸的反义链和长度21个核苷酸的有义

链，其中所述反义链包含在核苷酸1、3、5、7、9、11、13、15、17、19和21处的2’-OCH3修饰，并且

其中所述有义链包含在核苷酸2、4、6、8、10、12、14、16、18和20处的2’-OCH3修饰，其中所述

反义链从5’-3’编号，并且所述有义链从3’-5’编号。在另一个实施方案中，siRNA包含长度

22个核苷酸的反义链和长度22个核苷酸的有义链，其中所述反义链包含在核苷酸1、3、5、7、

9、11、13、15、17、19和21处的2’-OCH3修饰，并且其中所述有义链包含在核苷酸2、4、6、8、10、

12、14、16、18、20和22处的2’-OCH3修饰，其中所述反义链从5’-3’编号，并且所述有义链从

3’-5’编号。在另一个实施方案中，siRNA包含长度23个核苷酸的反义链和长度23个核苷酸

的有义链，其中所述反义链包含在核苷酸1、3、5、7、9、11、13、15、17、19、21和23处的2’-OCH3

修饰，并且其中所述有义链包含在核苷酸2、4、6、8、10、12、14、16、18、20和22处的2’-OCH3修

饰，其中所述反义链从5’-3’编号，并且所述有义链从3’-5’编号。

[0312] 在另一个实施方案中，siRNA包含长度18-23个核苷酸的反义链和长度18-23个核

苷酸的有义链，其中所述反义链包含在核苷酸3、5、7、9、11、13、15和17处的2’-OCH3修饰，并

且其中所述有义链包含在核苷酸4、6、8、10、12、14和16处的2’-OCH3修饰，其中所述反义链

从5’-3’编号，并且所述有义链从3’-5’编号。在另一个实施方案中，siRNA包含长度18-23个

核苷酸的反义链和长度18-23个核苷酸的有义链，其中所述反义链包含在核苷酸5、7、9、11、

13和15处的2’-OCH3修饰，并且其中所述有义链包含在核苷酸6、8、10、12和14处的2’-OCH3

修饰，其中所述反义链从5’-3’编号，并且所述有义链从3’-5’编号。在另一个实施方案中，

siRNA包含长度18-23个核苷酸的反义链和长度18-23个核苷酸的有义链，其中所述反义链

包含在核苷酸7、9、11、13处的2’-OCH3修饰，并且其中所述有义链包含在核苷酸8、10和12处

的2’-OCH3修饰，其中所述反义链从5’-3’编号，并且所述有义链从3’-5’编号。在另一个实

施方案中，siRNA包含长度18-23个核苷酸的反义链和长度18-23个核苷酸的有义链，其中所

述反义链包含在核苷酸7、9和11处的2’-OCH3修饰，并且其中所述有义链包含在核苷酸8、10

和12处的2’-OCH3修饰，其中所述反义链从5’-3’编号，并且所述有义链从3’-5’编号。在另

一个实施方案中，siRNA包含长度18-23个核苷酸的反义链和长度18-23个核苷酸的有义链，

其中所述反义链包含在核苷酸7和9处的2’-OCH3修饰，并且其中所述有义链包含在核苷酸8

和10处的2’-OCH3修饰，其中所述反义链从5’-3’编号，并且所述有义链从3’-5’编号。在另

一个实施方案中，siRNA包含长度18-23个核苷酸的反义链和长度18-23个核苷酸的有义链，

其中所述反义链包含在核苷酸9和11处的2’-OCH3修饰，并且其中所述有义链包含在核苷酸

8和10处的2’-OCH3修饰，其中所述反义链从5’-3’编号，并且所述有义链从3’-5’编号。

[0313] 在进一步的实施方案中，siRNA包含下述核苷酸序列，其中所述序列包含在由大写

字母指示的核苷酸上的2’-OCH3修饰：

[0314] 在另一个实施方案中，反义链包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20、21、22、23、24或25个2’-脱氧核苷酸。

[0315] 在另一个实施方案中，有义链包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20、21、22、23、24或25个2’-脱氧核苷酸。

[0316] 在另一个实施方案中，反义链包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20、21、22、23、24或25个2’-氟核苷酸。
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[0317] 在另一个实施方案中，有义链包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20、21、22、23、24或25个2’-氟核苷酸。

[0318] 在另一个实施方案中，反义链中的嘧啶核苷酸是2’-O-甲基嘧啶核苷酸。

[0319] 在另一个实施方案中，反义链中的嘌呤核苷酸是2’-O-甲基嘌呤核苷酸。

[0320] 在另一个实施方案中，反义链中的嘧啶核苷酸是2’-脱氧嘧啶核苷酸。

[0321] 在另一个实施方案中，反义链中的嘌呤核苷酸是2’-脱氧嘌呤核苷酸。

[0322] 在另一个实施方案中，反义链中的嘧啶核苷酸是2’-氟嘧啶核苷酸。

[0323] 在另一个实施方案中，反义链中的嘌呤核苷酸是2’-氟嘌呤核苷酸。

[0324] 在另一个实施方案中，有义链中的嘧啶核苷酸是2’-O-甲基嘧啶核苷酸。

[0325] 在另一个实施方案中，有义链中的嘌呤核苷酸是2’-O-甲基嘌呤核苷酸。

[0326] 在另一个实施方案中，有义链中的嘧啶核苷酸是2’-脱氧嘧啶核苷酸。

[0327] 在另一个实施方案中，有义链中的嘌呤核苷酸是2’-脱氧嘌呤核苷酸。

[0328] 在另一个实施方案中，有义链中的嘧啶核苷酸是2’-氟嘧啶核苷酸。

[0329] 在另一个实施方案中，有义链中的嘌呤核苷酸是2’-氟嘌呤核苷酸。

[0330] 在另一个实施方案中，反义双链体区域中的嘧啶核苷酸是2’-O-甲基嘧啶核苷酸。

[0331] 在另一个实施方案中，反义双链体区域中的嘌呤核苷酸是2’-O-甲基嘌呤核苷酸。

[0332] 在另一个实施方案中，反义双链体区域中的嘧啶核苷酸是2’-脱氧嘧啶核苷酸。

[0333] 在另一个实施方案中，反义双链体区域中的嘌呤核苷酸是2’-脱氧嘌呤核苷酸。

[0334] 在另一个实施方案中，反义双链体区域中的嘧啶核苷酸是2’-氟嘧啶核苷酸。

[0335] 在另一个实施方案中，反义双链体区域中的嘌呤核苷酸是2’-氟嘌呤核苷酸。

[0336] 在另一个实施方案中，有义双链体区域中的嘧啶核苷酸是2’-O-甲基嘧啶核苷酸。

[0337] 在另一个实施方案中，有义双链体区域中的嘌呤核苷酸是2’-O-甲基嘌呤核苷酸。

[0338] 在另一个实施方案中，有义双链体区域中的嘧啶核苷酸是2’-脱氧嘧啶核苷酸。

[0339] 在另一个实施方案中，有义双链体区域中的嘌呤核苷酸是2’-脱氧嘌呤核苷酸。

[0340] 在另一个实施方案中，有义双链体区域中的嘧啶核苷酸是2’-氟嘧啶核苷酸。

[0341] 在另一个实施方案中，有义双链体区域中的嘌呤核苷酸是2’-氟嘌呤核苷酸。

[0342] 在另一个实施方案中，反义双链体侧翼区中的嘧啶核苷酸是2’-O-甲基嘧啶核苷

酸。

[0343] 在另一个实施方案中，反义双链体侧翼区中的嘌呤核苷酸是2’-O-甲基嘌呤核苷

酸。

[0344] 在另一个实施方案中，反义双链体侧翼区中的嘧啶核苷酸是2’-脱氧嘧啶核苷酸。

[0345] 在另一个实施方案中，反义双链体侧翼区中的嘌呤核苷酸是2’-脱氧嘌呤核苷酸。

[0346] 在另一个实施方案中，反义双链体侧翼区中的嘧啶核苷酸是2’-氟嘧啶核苷酸。

[0347] 在另一个实施方案中，反义双链体侧翼区中的嘌呤核苷酸是2’-氟嘌呤核苷酸。

[0348] 在另一个实施方案中，有义双链体侧翼区中的嘧啶核苷酸是2’-O-甲基嘧啶核苷

酸。

[0349] 在另一个实施方案中，有义双链体侧翼区中的嘌呤核苷酸是2’-O-甲基嘌呤核苷

酸。

[0350] 在另一个实施方案中，有义双链体侧翼区中的嘧啶核苷酸是2’-脱氧嘧啶核苷酸。
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[0351] 在另一个实施方案中，有义双链体侧翼区中的嘌呤核苷酸是2’-脱氧嘌呤核苷酸。

[0352] 在另一个实施方案中，有义双链体侧翼区中的嘧啶核苷酸是2’-氟嘧啶核苷酸。

[0353] 在另一个实施方案中，有义双链体侧翼区中的嘌呤核苷酸是2’-氟嘌呤核苷酸。

[0354] 模式：在本发明内的是涉及本文具体提及反义链提供的模式的任何公开内容同样

应用于反义段，并且涉及本文具体提及有义链提供的模式的任何公开内容同样应用于有义

段。

[0355] 在一个实施方案中，反义双链体区域包含多个组的经修饰的核苷酸，在本文中被

称为“修饰组”，其中每个修饰组由一个或多个等同修饰的核苷酸组成，其中每个修饰组在

一个或两个侧面上由第二组核苷酸(在本文中被称为“侧翼组”)侧接，其中每个所述侧翼组

由未经修饰的或以与所述修饰组的核苷酸不同的方式进行修饰的一个或多个核苷酸组成。

在一个实施方案中，反义双链体区域中的每个修饰组是等同的，即每个修饰组由相等数目

的相同修饰的核苷酸组成。在另一个实施方案中，每个侧翼组具有相等数目的核苷酸。在另

一个实施方案中，每个侧翼组是等同的。在另一个实施方案中，反义双链体区域中的所述修

饰组的核苷酸包含经修饰的碱基。在另一个实施方案中，所述修饰组的核苷酸包含经修饰

的磷酸盐主链。在另一个实施方案中，所述修饰组的核苷酸包含经修饰的2'位置。

[0356] 在另一个方面，有义双链体区域包含多个组的修饰组，其中每个修饰组由一个或

多个等同修饰的核苷酸组成，其中每个修饰组在一个或两个侧面上由侧翼组侧接，其中每

个所述侧翼组由一个或多个核苷酸组成，所述一个或多个核苷酸是未经修饰的或以与所述

修饰组的核苷酸不同的方式进行修饰的。在一个实施方案中，有义双链体区域中的每个修

饰组是等同的。在另一个实施方案中，每个侧翼组具有相等数目的核苷酸。在另一个实施方

案中，每个侧翼组是等同的。在另一个实施方案中，有义双链体区域中的所述修饰组的核苷

酸包含经修饰的碱基。在另一个实施方案中，所述修饰组的核苷酸包含经修饰的磷酸盐主

链。在另一个实施方案中，所述修饰组的核苷酸包含经修饰的2'位置。

[0357] 在另一个方面，反义双链体区域和有义双链体区域各自包含多个修饰组，其中每

个修饰组由一个或多个等同修饰的核苷酸组成，其中每个修饰组在一个或两个侧面上由侧

翼组侧接，其中每个所述侧翼组由一个或多个核苷酸组成，所述一个或多个核苷酸是未经

修饰的或以与所述修饰组的核苷酸不同的方式进行修饰的。在一个实施方案中，反义双链

体区域和有义双链体区域中的每个修饰组是等同的。在另一个实施方案中，反义双链体区

域和有义双链体区域中的每个侧翼组具有相等数目的核苷酸。在另一个实施方案中，反义

双链体区域和有义双链体区域中的每个侧翼组是等同的。在另一个实施方案中，反义双链

体区域和有义双链体区域中的所述修饰组的核苷酸各自包含相同的修饰组和相同的侧翼

组。在另一个实施方案中，反义双链体区域和有义双链体区域中的所述修饰组的核苷酸各

自包含经修饰的碱基。在另一个实施方案中，反义双链体区域和有义双链体区域中的所述

修饰组的核苷酸各自包含经修饰的磷酸盐主链。在另一个实施方案中，反义双链体区域和

有义双链体区域中的所述修饰组的核苷酸各自包含经修饰的2'位置。

[0358] 在一个方面，反义链包含多个组的经修饰的核苷酸，在本文中被称为“修饰组”，其

中每个修饰组由一个或多个等同修饰的核苷酸组成，其中每个修饰组在一个或两个侧面上

由第二组核苷酸(在本文中被称为“侧翼组”)侧接，其中每个所述侧翼组由一个或多个核苷

酸组成，所述一个或多个核苷酸是未经修饰的或以与所述修饰组的核苷酸不同的方式进行
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修饰的。在一个实施方案中，反义链中的每个修饰组是等同的，即每个修饰组由相等数目的

相同修饰的核苷酸组成。在另一个实施方案中，每个侧翼组具有相等数目的核苷酸。在另一

个实施方案中，每个侧翼组是等同的。在另一个实施方案中，反义链中的所述修饰组的核苷

酸包含经修饰的碱基。在另一个实施方案中，所述修饰组的核苷酸包含经修饰的磷酸盐主

链。在另一个实施方案中，所述修饰组的核苷酸包含经修饰的2'位置。

[0359] 在另一个方面，有义链包含多个组的修饰组，其中每个修饰组由一个或多个等同

修饰的核苷酸组成，其中每个修饰组在一个或两个侧面上由侧翼组侧接，其中每个所述侧

翼组由一个或多个核苷酸组成，所述一个或多个核苷酸是未经修饰的或以与所述修饰组的

核苷酸不同的方式进行修饰的。在一个实施方案中，有义链中的每个修饰组是等同的。在另

一个实施方案中，每个侧翼组具有相等数目的核苷酸。在另一个实施方案中，每个侧翼组是

等同的。在另一个实施方案中，有义链中的所述修饰组的核苷酸包含经修饰的碱基。在另一

个实施方案中，所述修饰组的核苷酸包含经修饰的磷酸盐主链。在另一个实施方案中，所述

修饰组的核苷酸包含经修饰的2'位置。

[0360] 在另一个方面，反义链和有义链各自包含多个修饰组，其中每个修饰组由一个或

多个等同修饰的核苷酸组成，其中每个修饰组在一个或两个侧面上由侧翼组侧接，其中每

个所述侧翼组由一个或多个核苷酸组成，所述一个或多个核苷酸是未经修饰的或以与所述

修饰组的核苷酸不同的方式进行修饰的。在一个实施方案中，反义链和有义链中的每个修

饰组是等同的。在另一个实施方案中，反义链和有义链中的每个侧翼组各自具有相等数目

的核苷酸。在另一个实施方案中，反义链和有义链中的每个侧翼组是等同的。在另一个实施

方案中，反义链和有义链中的所述修饰组的核苷酸各自包含相同的修饰组和相同的侧翼

组。在另一个实施方案中，反义链和有义链中的所述修饰组的核苷酸各自包含经修饰的碱

基。在另一个实施方案中，反义链和有义链中的所述修饰组的核苷酸各自包含经修饰的磷

酸盐主链。在另一个实施方案中，反义链和有义链中的所述修饰组的核苷酸各自包含经修

饰的2'位置。

[0361] 在另一个方面，修饰组和侧翼组在反义链上形成规律模式。在另一个方面，修饰组

和侧翼组在有义链上形成规律模式。在一个实施方案中，修饰组和侧翼组在反义链和有义

链两者上形成规律模式。在另一个实施方案中，修饰组和侧翼组在反义双链体区域上形成

规律模式。在另一个方面，修饰组和侧翼组在有义双链体区域上形成规律模式。在一个实施

方案中，修饰组和侧翼组在反义双链体区域和有义双链体区域两者上形成规律模式。

[0362] 在另一个方面，模式是空间或位置模式。空间或位置模式意指(a)核苷酸取决于其

在双链部分的核苷酸序列内的位置进行修饰。相应地，待修饰的核苷酸是嘧啶还是嘌呤并

不重要。相反，经修饰的位置取决于：(a)它在核酸链上的编号位置，其中核苷酸从5'末端到

3'末端进行编号，其中链的5'末端核苷酸是位置一(反义链和有义链两者均从其各自的5'

末端核苷酸开始编号)，或(b)修饰组相对于侧翼组的位置。因此，根据该实施方案，修饰模

式始终是相同的，与待修饰的序列无关。

[0363] 在另一个实施方案中，在反义链上的修饰组数目选自1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

12、13或14。在另一个实施方案中，在有义链上的修饰组数目选自1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13或14。在另一个实施方案中，在核酸的反义链上的侧翼组数目选自1、2、3、4、5、6、

7、8、9、10、11、12、13或14。在另一个实施方案中，在核酸的有义链上的侧翼组数目选自1、2、
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3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14。在一个实施方案中，在反义链和有义链中任一或两者上

的修饰组数目和侧翼组数目是相同的。

[0364] 在另一个实施方案中，在反义双链体区域上的修饰组数目选自1、2、3、4、5、6、7、8、

9、10、11、12、13或14。在另一个实施方案中，在有义双链体区域上的修饰组数目选自1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14。在另一个实施方案中，在核酸的反义双链体区域上的侧翼

组数目是1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14。在另一个实施方案中，在核酸的有义双链

体区域上的侧翼组数目是1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14。在一个实施方案中，在反

义双链体区域和有义双链体区域中任一或两者上的修饰组数目和侧翼组数目是相同的。

[0365] 在一个实施方案中，在链或双链体区域上的修饰组数目和侧翼组数目是相同的。

在另一个实施方案中，在链或双链体区域上的修饰组数目和侧翼组数目是相同的，其中所

述数目选自1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或14。

[0366] 在另一个实施方案中，修饰组中的核苷酸数目选自1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

12、13或14。在另一个实施方案中，侧翼组中的核苷酸数目选自1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

12、13或14。

[0367] 在一个实施方案中，在反义链和有义链两者上的每个修饰组是等同的。在一个实

施方案中，在反义双链体区域和有义双链体区域两者上的每个修饰组是等同的。在另一个

实施方案中，在反义链和有义链两者上的每个修饰组和每个侧翼组是等同的。在一个实施

方案中，在反义双链体区域和有义双链体区域两者上的每个修饰组和每个侧翼组是等同

的。

[0368] 在一个实施方案中，在反义链和有义链两者上的每个修饰组、每个修饰组位置、每

个侧翼组和每个侧翼组位置是等同的。在一个实施方案中，在反义双链体区域和有义双链

体区域两者上的每个修饰组、每个修饰组位置、每个侧翼组和每个侧翼组位置是等同的。在

另一个实施方案中，反义链上的修饰组与有义链上的修饰组互补(反义链和有义链上的修

饰组在彼此对面完美对齐)。在另一个实施方案中，在修饰组中不存在错配，使得反义链上

的每个修饰组与有义链上的每个修饰组碱基配对。在另一个实施方案中，有义链上的每个

修饰组相对于反义链上的修饰组移动1、2、3、4或5个核苷酸。例如，如果有义链上的每个修

饰组移动一个核苷酸，并且修饰组在反义链上的位置一处起始，则有义链上的修饰组将在

位置二处开始。在另一个实施方案中，反义链上的修饰组不重叠有义链的修饰组，即反义链

上的修饰组的核苷酸不与有义链上的修饰组的核苷酸碱基配对。

[0369] 在一个实施方案中，当确定修饰组的位置时，不考虑在核酸链的末端处的脱氧核

糖核苷酸，即位置编号以第一个核糖核苷酸或经修饰的核糖核苷酸开始。在另一个实施方

案中，当确定修饰组的位置时，不考虑在核酸链的末端处的脱碱基核苷酸。

[0370] 在一个方面，修饰组包含反义链和有义链中任一或两者的5'末端核苷酸。在另一

个实施方案中，侧翼组包含反义链和有义链中任一或两者的5'末端核苷酸。在另一个实施

方案中，反义链和有义链中任一或两者的5'末端核苷酸是未经修饰的。在另一个实施方案

中，修饰组包含反义双链体区域和有义双链体区域中任一或两者的最5'核苷酸。在另一个

实施方案中，侧翼组包含反义双链体区域和有义双链体区域中任一或两者的最5'核苷酸。

在另一个实施方案中，反义双链体区域和有义双链体区域中任一或两者的最5'核苷酸是未

经修饰的。在另一个实施方案中，在反义链的位置10处的核苷酸是未经修饰的。在另一个实
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施方案中，在有义链的位置10处的核苷酸是经修饰的。在另一个实施方案中，修饰组包含在

有义链的位置10处的核苷酸。

[0371] 在一个实施方案中，在2'位置处的修饰选自氨基、氟、甲氧基、烷氧基和C1-C3-烷

基。在另一个实施方案中，修饰是2’-O-甲基。

[0372] 在另一个方面，每个修饰组由一个核苷酸组成，并且每个侧翼组由一个核苷酸组

成。在一个实施方案中，反义链上的每个修饰组与有义链上的侧翼组对齐。

[0373] 在另一个方面，每个修饰组由一个2’-O-甲基修饰的核苷酸组成，并且每个侧翼组

由一个核苷酸组成。在一个实施方案中，每个侧翼组由一个未经修饰的核苷酸组成。在一个

实施方案中，每个侧翼组由一个2’-O-甲基修饰的核苷酸组成。在另一个实施方案中，在反

义链和有义链两者上的每个修饰组由一个2’-O-甲基修饰的核苷酸组成，并且在反义链和

有义链两者上每个侧翼组由一个核苷酸组成，其中一条链上的修饰组与另一条链上的另一

个修饰组不对齐或对齐且碱基配对，并且一条链上的侧翼组与另一条链上的侧翼组不对齐

或对齐且碱基配对。在另一个实施方案中，排除任何任选的突出端，每条链上的每个修饰组

与另一条链上的侧翼组不对齐或对齐且碱基配对。在一个实施方案中，侧翼组是未经修饰

的。在另一个实施方案中，反义链上的位置一的核苷酸是2’-O-甲基修饰的。在另一个实施

方案中，反义双链体区域的最5'核苷酸是2’-O-甲基修饰的。

[0374] 位置修饰方案在通过引用全文并入的国际专利申请中WO2004/015107中描述。

[0375] 对磷酸盐主链的修饰：

[0376] 在本发明内的是涉及本文具体提及反义链或构成此类反义链的核苷酸提供的对

磷酸盐主链的修饰的任何公开内容同样应用于反义段或构成此类反义段的核苷酸，并且涉

及本文具体提及有义链或构成此类有义链的核苷酸提供的对磷酸盐主链的修饰的任何公

开内容同样应用于有义段或构成此类有义段的核苷酸。

[0377] 在一个实施方案中，本发明的核酸分子和本发明的siRNA特别具有、含有或展示对

磷酸盐主链的一种或几种修饰，由此此类修饰优选是本文描述的那种。

[0378] 本发明的siRNA的核苷酸的全部或一部分可以通过磷酸二酯键连接，如在未经修

饰的核酸中发现的。然而，本发明的siRNA可以包含经修饰的磷酸二酯键。反义链或有义链

的磷酸二酯键可以进行修饰，以独立地包括选自氮和硫的至少一个杂原子。在一个实施方

案中，将核糖核苷酸与相邻核糖核苷酸连接的磷酸酯基团替换为经修饰的基团。在一个实

施方案中，替换磷酸酯基团的经修饰的基团选自硫代磷酸酯、甲基膦酸酯或氨基磷酸酯基

团。

[0379] 在一个实施方案中，反义链的核苷酸全部通过磷酸二酯键连接。在另一个实施方

案中，反义双链体区域的核苷酸全部通过磷酸二酯键连接。在另一个实施方案中，有义链的

核苷酸全部通过磷酸二酯键连接。在另一个实施方案中，有义双链体区域的核苷酸全部通

过磷酸二酯键连接。在另一个实施方案中，反义链包含选自1、2、3、4、5、6、7、8、9或10的经修

饰的磷酸二酯基团数目。在另一个实施方案中，反义双链体区域包含选自1、2、3、4、5、6、7、

8、9或10的经修饰的磷酸二酯基团数目。在另一个实施方案中，有义链包含选自1、2、3、4、5、

6、7、8、9或10的经修饰的磷酸二酯基团数目。在另一个实施方案中，有义双链体区域包含选

自1、2、3、4、5、6、7、8、9或10的经修饰的磷酸二酯基团数目。

[0380] 在另一个实施方案中，构成反义双链体区域、有义双链体区域或突出端的一个或

说　明　书 27/49 页

34

CN 105814202 B

34



多个核苷酸通过硫代磷酸酯键连接。在一个优选实施方案中，构成突出端的核苷酸通过一

个或多个硫代磷酸酯键彼此连接。

[0381] 5'和3'末端修饰：

[0382] 在本发明内的是涉及本文具体提及反义链或构成此类反义链的核苷酸提供的对

5'和3'末端的修饰的任何公开内容同样应用于反义段或构成此类反义段的核苷酸，并且涉

及本文具体提及有义链或构成此类有义链的核苷酸提供的对5'和3'末端的修饰的任何公

开内容同样应用于有义段或构成此类有义段的核苷酸。

[0383] 在一个实施方案中，本发明的核酸分子和本发明的siRNA特别具有、含有或展示5'

和/或3'修饰，由此此类修饰优选是本文描述的那种。

[0384] 本发明的siRNA可以包括核酸分子，其包含在有义链或反义链中任一或两者上的

末端5'或3'末端处的一个或多个经修饰的核苷酸、脱碱基核苷酸、无环或脱氧核糖核苷酸。

在一个实施方案中，有义链和反义链两者的5'和3'末端核苷酸是未经修饰的。在另一个实

施方案中，反义链的5'末端核苷酸是经修饰的。在另一个实施方案中，有义链的5'末端核苷

酸是经修饰的。在另一个实施方案中，反义链的3'末端核苷酸是经修饰的。在另一个实施方

案中，有义链的3'末端核苷酸是经修饰的。在另一个实施方案中，反义链的5'末端核苷酸和

有义链的5'末端核苷酸是经修饰的。在另一个实施方案中，反义链的3'末端核苷酸和有义

链的3'末端核苷酸是经修饰的。在另一个实施方案中，反义链的5'末端核苷酸和有义链的

3'末端核苷酸是经修饰的。在另一个实施方案中，反义链的3'末端核苷酸和有义链的5'末

端核苷酸是经修饰的。在另一个实施方案中，反义链的3'末端核苷酸以及有义链的5'和3'

末端核苷酸两者是经修饰的。在另一个实施方案中，反义链的5'和3'末端核苷酸两者是经

修饰的。在一个实施方案中，有义链的5'和3'末端核苷酸两者是经修饰的。

[0385] 在另一个实施方案中，反义链的5'末端核苷酸是磷酸化的。在另一个实施方案中，

有义链的5'末端核苷酸是磷酸化的。在另一个实施方案中，反义链和有义链两者的5'末端

核苷酸是磷酸化的。在另一个实施方案中，反义链的5'末端核苷酸是磷酸化的，并且有义链

的5'末端核苷酸具有游离羟基(5’-OH)。在另一个实施方案中，反义链的5'末端核苷酸是磷

酸化的，并且有义链的5'末端核苷酸是经修饰的。

[0386] 对5'和3'末端核苷酸的修饰并不限于在这些末端核苷酸上的5'和3'位置。对末端

核苷酸的修饰的例子包括但不限于生物素、反转(脱氧)脱碱基、氨基、氟、氯、溴、CN、CF、甲

氧基、咪唑、羧酸酯(caboxylate)、硫醇盐(thioate)、C1至C10低级烷基、取代的低级烷基、

烷芳基或芳烷基、OCF3、OCN、O-、S-、或N-烷基；O-、S-、或N-烯基；SOCH3；SO2CH3；ONO2；NO2、

N3；杂环烷基(heterozycloalkyl)；杂环烷芳基(heterozycloalkaryl)；氨基烷基氨基；聚

烷基氨基或取代的甲硅烷基，如尤其是例如通过引用全文并入的PCT专利申请WO  99/

54459、欧洲专利EP  0  586  520B1或EP  0  618925B1中描述的。如本文使用的，“烷基”意指

C1-C12-烷基，并且“低级烷基”意指C1-C6-烷基，包括C1-、C2-、C3-、C4-、C5-和C6-烷基。

[0387] 在另一个方面，反义链的5'末端、有义链的5'末端、反义链的3'末端或有义链的3'

末端与前体药物部分共价连接。在一个实施方案中，该部分在胞内体中被切割。在另一个实

施方案中，该部分在细胞质中被切割。

[0388] 具有不同种类的末端修饰的本发明siRNA的各种可能的非限制性实施方案在下表

中呈现。
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[0389] 根据本发明的干扰核糖核酸的各个实施方案

[0390]

[0391] 在另一个实施方案中，在反义链或有义链中任一或两者上的末端3'核苷酸或两个

末端3'核苷酸是2'-脱氧核苷酸。在另一个实施方案中，2'-脱氧核苷酸是2'-脱氧嘧啶。在

另一个实施方案中，2'-脱氧核苷酸是2'-脱氧胸苷。

[0392] shRNA和连接的siRNA：
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[0393] 在本发明内的是涉及本文具体提及反义链或构成此类反义链的核苷酸提供的

shRNA和连接的siRNA的任何公开内容同样应用于反义段或构成此类反义段的核苷酸，并且

涉及本文具体提及有义链或构成此类有义链的核苷酸提供的对5'和3'末端的修饰的任何

公开内容同样应用于有义段或构成此类有义段的核苷酸。

[0394] 在一个实施方案中，本发明的核酸分子和本发明的siRNA特别是shRNA和/或连接

的siRNA，由此此类shRNA和/或连接的siRNA优选是本文描述的那种。

[0395] 在本发明内的是双链结构由两条分开的链即反义链和有义链形成。然而，还在本

发明内的是反义链和有义链彼此共价连接。此类连接可以分别在构成反义链和有义链的核

苷酸中任一之间发生。此类连接可以通过共价或非共价键形成。共价连接可以通过优选选

自亚甲蓝和双功能基团的化合物，通过分别将两条链在一个或几个位置处连接一次或几次

来形成。此类双功能基团优选选自双(2-氯乙基)胺、N-乙酰基-N’- (乙二醛苯甲酰

(glyoxylbenzoyl))胱胺、4-硫尿嘧啶和补骨脂。

[0396] 在一个实施方案中，反义链和有义链通过环结构连接。在另一个实施方案中，环结

构由非核酸聚合物组成。在另一个实施方案中，非核酸聚合物是聚乙二醇。在另一个实施方

案中，反义链的5'末端连接至有义链的3'末端。在另一个实施方案中，反义链的3'末端连接

至有义链的5'末端。

[0397] 在另一个实施方案中，环由核酸组成。如本文使用的，锁核酸(LNA)(Elayadi和

Corey(2001)Curr  Opin  Investig  Drugs .2(4):558-61)和肽核酸(PNA)(在Faseb  J .

(2000)14:1041-1060中综述)视为核酸，并且还可以用作环形成聚合物。在一个实施方案

中，核酸是核糖核酸。在一个实施方案中，反义链的5'末端连接至有义链的3'末端。在另一

个实施方案中，反义链的3'末端连接至有义链的5'末端。环由最低长度的四个核苷酸或核

苷酸类似物组成。在一个实施方案中，环由选自4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14或15的核苷

酸或核苷酸类似物长度组成。在一个实施方案中，环的长度足以将两条链以这样的方式共

价连接，使得折回可以通过环结构或相似结构发生。核糖核酸构建体可以掺入合适的载体

系统内。优选地，载体包含用于表达RNAi的启动子。优选地，分别的启动子是pol  III，并且

更优选地，启动子是如Good等人(1997)Gene  Ther.4，45-54中描述的U6、H1、7SK启动子。

[0398] 在另一个实施方案中，根据本发明的核酸包含硫代磷酸酯核苷酸间键。在一个实

施方案中，硫代磷酸酯核苷酸间键在距离反义链和有义链中任一或两者的3'末端或5'末端

的5个核苷酸内。反义链可以包含约一至约五个硫代磷酸酯核苷酸间键。

[0399] 实施方案的组合

[0400] 在本发明内的是涉及本文具体提及反义链或构成此类反义链的核苷酸提供的实

施方案组合的任何公开内容同样应用于反义段或构成此类反义段的核苷酸，并且涉及本文

具体提及有义链或构成此类有义链的核苷酸提供的对5'和3'末端的修饰的任何公开内容

同样应用于有义段或构成此类有义段的核苷酸。

[0401] 在一个实施方案中，在有义链的3'末端处的突出端选自长度1、2、3、4和5个核苷

酸。在一个实施方案中，在反义链的5'末端处的突出端选自长度1、2、3、4和5个核苷酸。在一

个实施方案中，在有义链的5'末端处的突出端选自长度1、2、3、4和5个核苷酸。

[0402] 在一个实施方案中，siRNA分子在两个末端处均为平端，并且具有选自16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、26、27、28或29个邻接核苷酸的长度。
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[0403] 在一个实施方案中，siRNA分子在一个末端上是平端，并且siRNA分子的双链部分

具有选自16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28或29个邻接核苷酸的长度。

[0404] 在一个实施方案中，siRNA分子在两个末端上均具有突出端，并且siRNA分子的双

链部分具有选自16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28或29个邻接核苷酸的长度。

[0405] 在一个实施方案中，siRNA分子包含突出端，所述突出端包含至少一个脱氧核糖核

苷酸。在一个实施方案中，siRNA分子包含突出端，所述突出端包含两个脱氧核糖核苷酸。

[0406] 在一个实施方案中，siRNA分子具有在反义链的3'末端上和在有义链的3'末端处

的突出端，所述突出端包含至少一个脱氧核糖核苷酸。在一个实施方案中，siRNA分子具有

在反义链的3'末端上和在有义链的3'末端处的突出端，所述突出端包含两个脱氧核糖核苷

酸。

[0407] 构成突出端的核苷酸可以是脱氧核糖核苷酸、核糖核苷酸或其组合。在一个实施

方案中，反义链和/或有义链包含在3'末端处的TT二核苷酸。

[0408] 在一个优选实施方案中，如本文使用的，dT指示分子中的脱氧核糖核苷酸，即T，所

述分子在其他方面是RNA或由核糖核苷酸组成，所述核糖核苷酸可以例如如本文指示进行

修饰。

[0409] 制备过程：本发明的核酸可以使用本领域的常规方法产生，包括化学合成或者在

体外(例如失控转录(run  off  transcription))或体内表达核酸。在一个实施方案中，

siRNA使用固相化学合成产生。在另一个实施方案中，核酸使用表达载体产生。在一个实施

方案中，表达载体在靶细胞中产生本发明的核酸。相应地，此类载体可以用于药物制备。用

于本文描述的核酸分子合成的方法是本领域技术人员已知的。此类方法尤其在下述中描

述：Caruthers等人，1992，Methods  in  Enzymology  211，3-19，Thompson等人，国际PCT公开

号WO  99/54459，Wincott等人，1995，Nucleic  Acids  Res .23，2677-2684，Wincott等人，

1997，Methods  Mol.Bio.，74，59，Brennan等人，1998，Biotechnol  Bioeng .，61，33-45和

Brennan，美国专利号6,001,311(各自通过引用全文并入本文)。

[0410] 如本文与本发明的任何方面结合使用的，限定长度范围限制的措辞例如“从13到

35”意指从13到35的任何整数，即13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、

29、30、31、32、33、34和35。换言之，由明确提及的两个整数限定的任何范围意欲包含且公开

限定所述限制的任何整数以及在所述范围内包含的任何整数。

[0411] 递送/配制：

[0412] siRNA可以通过本领域技术人员已知的各种方法在体外和体内递送至细胞，包括

与细胞直接接触(“裸露”siRNA)或通过与促进靶向或递送到细胞内的一种或多种试剂组

合。此类试剂和方法包括纳米乳剂(WO  2009/141257A1)、脂复合物、脂质体、离子电渗疗法、

水凝胶、环糊精、纳米胶囊、微球体和纳米球以及蛋白质载体(例如Bioconjugate  Chem .

(1999)10:1068-1074和WO  00/53722)。核酸/媒介物组合可以通过直接注射或通过使用输

液泵在体内局部递送。本发明的siRNA可以通过各种手段包括静脉内、皮下、肌内或皮内注

射或吸入在体内递送。本发明的分子可以用作药学试剂。优选地，药学试剂预防受试者中的

疾病状态，调节受试者中的疾病状态的发生，或治疗(使症状减轻至一定程度，优选症状的

全部)受试者中的疾病状态。相应地，本发明在一个进一步方面涉及包含本发明的核酸分子

和此类试剂之一的组合物；优选地，此类组合物用于在本文描述的方法的任一种中递送本
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发明的核酸分子。

[0413] 如国际专利申请WO  2009/141257A1中描述的纳米乳剂是具有吞噬作用增强表面

的稳定的全氟化碳纳米乳剂，由此纳米乳剂具有不连续的全氟化碳相和缓冲的连续水相，

并且包括(a)包含至少一种全氟化碳化合物的全氟化碳组分；(b)乳化组分；和(c)包含经由

内吞作用诱导纳米乳剂的细胞摄取的至少一种化合物的内吞作用增强组分。纳米乳剂可以

具有低于100nm的粒度，优选地纳米乳剂由具有约50nm的的平均尺寸的粒子组成。用于测量

粒度的方法是本领域已知的，例如在Mu rd o c k  R C等人 (R .C .M u rd o c k等人，"

Characterization  of  nanomaterial  dispersion  in  solution  prior  to  in  vitro 

exposure  using  dynamic  light  scattering  technique ,"Toxicol .Sci .101(2)，239

(2008))或Bootz等人(A .Bootz，V.Vogel，D.Schubert和J .Kreuter，"Comparison  of 

scanning  electron  microscopy，dynamic  light  scattering  and  analytical 

ultracentrifugation  for  the  sizing  of  poly (butyl  cyanoacrylate)

nanoparticles,"Eur.J.Pharm.Biopharm.57(2)，369(2004) .)中描述。通常，缓冲的水相代

表25至60重量％的纳米乳剂。在一个实施方案中，经由吞噬作用诱导细胞摄取的至少一种

化合物选自转铁蛋白、载脂蛋白A1、糖基磷脂酰肌醇(GPI)锚定蛋白、巨蛋白结合蛋白、触角

蛋白、所述化合物的片段和衍生物以及具有类似效应的化合物，最优选地所述化合物是转

铁蛋白或者其片段或衍生物。在另一个实施方案中，至少一种全氟化碳化合物选自CmF2m+

1X、XCmF2mX、XCnF2nOCoF2oX、N(CoF2oX)3和N(CoF2o+1)3(其中m是从3到10的整数，n和o是从1到5

的整数，并且X独立地从CI、Br和I中选择进一步发生)，优选地全氟化碳选自全氟辛基溴化

物和全氟三丁胺及其混合物。乳化组分可以包含至少一种磷脂作为基础的乳化组分和一种

或多种辅助脂质。至少一种脂质选自由下式I表示的化合物：

[0414]

[0415] 其中R1和R2独立地选自H和C16-24酰基残基，其可以是饱和的或不饱和的，并且可以

携带1至3个残基R3，并且其中C原子中的一个或多个可以由0或NR4取代，并且X选自H、-

(CH2)p-N(R4)3
+、-(CH2)p-CH(N(R4)3

+)-COO-、-(CH2)p-CH(OH)-CH2OH和-CH2(CHOH)p-CH2OH(其

中p是从1到5的整数；R3独立地选自H、低级烷基、F、Cl、CN和OH；并且R4独立地选自H、CH3和

CH2CH3)或其药学可接受的盐，优选地R1和R2独立地选自H和未被取代的C16-24酰基残基，其可

以是饱和的或不饱和的，并且X选自胆碱、丝氨酸、乙醇胺和肌醇残基、最优选地磷脂组分选

自磷脂酰胆碱、溶血磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺及其混合物。辅助脂质可以选自脂肪酸、甾

类、维生素及其混合物。在一个优选实施方案中，纳米乳剂包含全氟辛基溴化物作为全氟化

碳组分(a)，包含磷脂酰胆碱、鞘磷脂、胆固醇和溶血磷脂酰胆碱作为磷脂的乳化组分(b)以

及转铁蛋白作为吞噬作用增强组分(c)

[0416] 也可以用于本发明的核酸分子的配制和递送中的包含磷脂酰胆碱的脂质纳米颗

粒例如在下述中描述：Torchilin  VP(V.P.Torchilin，"Recent  advances  with  liposomes 
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as  pharmaceutical  carriers,"Nat.Rev.Drug  Discov.4(2)，145(2005))，Ozpolat  B等人

(B.Ozpolat，A.K.Sood和G.Lopez-Berestein，"Nanomedicine  based  approaches  for  the 

delivery  of  siRNA  in  cancer,"J.Intern.Med.267(1)，44(2010))或Abbasalipourkabir 

R等人(R .Abbasalipourkabir，A.Salehzadeh和R .Abdullah，"Characterization  and 

stability  of  nanostructured  lipid  carriers  as  drug  delivery  system ,"

Pak.J.Biol.Sci.15(3)，141(2012))。

[0417] 可以用于本发明的核酸分子的配制和/或递送的另一种手段是含有聚(乙二醇)脂

质的表面修饰的脂质体(PEG修饰的或长循环脂质体或隐形脂质体)。这些制剂通过阻止脂

质体或脂复合物溶液聚集和融合提供用于增加其稳定性的方法。制剂还具有在体内抵抗调

理素作用和通过单核巨噬细胞系统(MPS或RES)消除的附加利益，从而允许对于封装药物更

长的血液循环时间和增强的组织暴露。此类脂质体已显示在肿瘤中选择性累积，推测是通

过在新形成血管的靶组织中的外渗和捕获(Lasic等人，Science  1995，267，1275-1276；Oku

等人，1995，Biochim.Biophys.Acta，1238，86-90)。长循环脂质体增强DNA和RNA的药物代谢

动力学和药效学，特别是与已知在MPS的组织中累积的常规阳离子脂质体相比较(Liu等人，

J.Biol.Chem.1995,42,24864-24780；Choi等人，国际PCT公开号WO  96/10391；Ansell等人，

国际PCT公开号WO  96/10390；Holland等人，国际PCT公开号WO  96/10392)。长循环脂质体也

使siRNA免于核酸酶降解。

[0418] 可以用于本发明的核酸分子的配制和/或递送中的进一步手段是脂复合物，如例

如WO  2005/105152中描述的。在一个优选实施方案中，此类脂复合物是由下述组成的带正

电的脂质体：

[0419] (a)约50摩尔％β-精氨酰-2,3-二氨基丙酸-N-棕榈酰-N-油酰-酰胺三盐酸盐，优

选β-(L-精氨酰)-2 ,3-L-二氨基丙酸-N-棕榈酰-N-油酰-酰胺三盐酸盐，(b)约48至49摩

尔％1,2-二植酰-sn-甘油基-3-磷酸乙醇胺(DPhyPE)，和(c)约1至2摩尔％1,2-二硬脂酰-

sn-甘油基-3-磷酸乙醇胺-聚乙二醇，优选N-(碳酰-甲氧基聚乙二醇-2000)-1 ,2-二硬脂

酰-sn-甘油基-3-磷酸乙醇胺钠盐。

[0420] 药物组合物

[0421] 本发明的核酸分子可以配制为药物组合物。药物组合物可以单独或与其他试剂组

合用作药物或诊断试剂。药物组合物可以用于本发明的任何方法中。

[0422] 例如，本发明的一种或多种核酸分子和/或一种或多种siRNA可以与递送媒介物

(例如纳米乳剂或脂质体)和赋形剂，例如载体、稀释剂组合。在一个优选实施方案中，药物

组合物是如本文节段“递送/配制”中描述的组合物。

[0423] 还可以添加其他试剂例如防腐剂和稳定剂。用于递送核酸分子的方法是本领域已

知的，并且例如在Akhtar等人，1992，Trends  Cell  Bio.，2，139；Delivery  Strategies  for 

Antisense  Oligonucleotide  Therapeutics，ed .Akhtar，1995，Maurer等人，1999，

Mol.Memb.Biol.，16，129-140；Hofland和Huang，1999，Handb.Exp.Pharmacol.，137，165-

192；和Lee等人，2000，ACS  Symp.Ser.，752，184-192，美国专利号6,395,713和PCT  WO  94/

02595(其各自通过引用全文并入本文)中描述。本发明的siRNA还可以与其他治疗化合物组

合施用，分开或同时例如作为组合的单位剂量施用。在一个实施方案中，本发明包括包含在

生理学/药学可接受的赋形剂中的根据本发明的一种或多种siRNA的药物组合物，所述赋形
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剂例如稳定剂、防腐剂、稀释剂、缓冲剂等等。

[0424] 用于本发明的药物和药物组合物的剂量水平可以由本领域技术人员通过例行实

验进行测定。在一个实施方案中，单位剂量含有约0.01mg/kg至约100mg/kg体重的siRNA。在

一个实施方案中，siRNA的剂量为约10mg/kg至约25mg/kg体重。在一个实施方案中，siRNA的

剂量为约1mg/kg至约10mg/kg体重。在一个实施方案中，siRNA的剂量为约0.05mg/kg至约

5mg/kg体重。在另一个实施方案中，siRNA的剂量为约0.1mg/kg至约5mg/kg体重。在另一个

实施方案中，siRNA的剂量为约0.1mg/kg至约1mg/kg体重。在另一个实施方案中，siRNA的剂

量为约0.1mg/kg至约0.5mg/kg体重。在另一个实施方案中，siRNA的剂量为约0.5mg/kg至约

1mg/kg体重。

[0425] 在一个方面，药物组合物是无菌可注射水性悬浮液或溶液。在一个方面，药物组合

物采取冻干形式。在一个实施方案中，药物组合物包括包含本发明的siRNA分子的纳米乳

剂。在一个实施方案中，药物组合物包含冻干的脂复合物，其中所述脂复合物包含本发明的

siRNA。在另一个实施方案中，药物组合物包含脂复合物的水性悬浮液，其中所述脂复合物

包含本发明的siRNA。

[0426] 本发明的药物组合物和药物可以在所公开的治疗方法中施用于受试者(哺乳动

物)。在一个实施方案中，哺乳动物选自人、犬、猫、马、牛、猪、山羊、绵羊、小鼠、大鼠、仓鼠和

豚鼠。在一个实施方案中，哺乳动物是人。在另一个实施方案中，哺乳动物是非人哺乳动物。

[0427] 试剂盒

[0428] 在一个进一步方面，本发明涉及试剂盒。试剂盒包含本发明的核酸分子，优选本发

明的siRNA，以及选自下述的至少一种：容器、说明手册、缓冲液、阳性对照、阴性对照、一种

或多种递送试剂(由此递送试剂优选是本文公开的那种)和反应混合物。试剂盒可用于/适

合于本发明的任何方法的实践。在一个实施方案中，试剂盒用于本发明的任何方法中。

[0429] 治疗方法

[0430] 本发明的核酸分子有用于且可以用于疾病的治疗和/或预防中。在一个实施方案

中，该方法包括给受试者施用核酸。优选地，受试者患有疾病或处于患有疾病的危险中。优

选地，受试者是哺乳动物。如本文优选使用的，哺乳动物是选自人类、猿、猴、小鼠、大鼠、兔、

猫、犬、牛、马、驯养动物、工作动物和伴侣动物的动物。更优选地，受试者是人类。

[0431] 本发明的核酸分子以有效量施用于受试者。优选地，此有效量是药学有效量或治

疗有效量。

[0432] 本发明的核酸分子原则上可以以本领域技术人员已知的任何形式施用。优选施用

途径是全身施用，更优选通过肠胃外施用，优选通过注射。备选地，药物可以局部施用。其他

施用途径包含肌内、腹膜内、和皮下、per  orum、鼻内、气管内或肺，其中优先给予最小侵袭

性同时确保功效的施用途径。

[0433] 肠胃外施用一般用于皮下、肌内或静脉内注射和输注。另外，用于肠胃外施用的一

种方法采用缓慢释放或持续释放系统的植入，其确保维持恒定的剂量水平，这是本领域普

通技术人员众所周知的。

[0434] 此外，本发明的优选药物可以经由合适的鼻内媒介物、植入剂的局部使用以鼻内

形式施用，或经由经皮途径使用本领域普通技术人员众所周知的那些形式的经皮皮肤贴剂

施用。为了以经皮递送系统的形式施用，剂量施用当然在剂量方案自始至终是连续的而不
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是间断的。其他优选局部制剂包括乳膏、软膏、洗剂、气溶胶喷雾和凝胶。

[0435] 在一个优选实施方案中，本发明的核酸分子是本发明的siRNA。

[0436] 在一个实施方案中，用于疾病治疗和/或预防的方法是这样的疾病，所述疾病可以

通过减少Notch  1基因的表达，并且更具体而言通过减少编码Notch  1的mRNA翻译进行治

疗。落入该组疾病内的具体疾病和医学状况是本领域技术人员已知的。此外，用于确定这类

疾病的方法同样是本领域技术人员已知的。优选疾病是癌症，优选是那些形式的癌症：其中

Notch  1是上调的，与非疾病组织或非患病组织相比较，Notch  1以改变的方式表达，和/或

其中疗效可以通过减少Notch1基因的表达，并且更具体而言通过减少编码Notch  1的mRNA

的翻译来实现。

[0437] 在一个实施方案中，疾病是下述组之一，其中Notch  1的牵涉已得到证实，并且分

别地Notch  1已鉴定为成药靶：食管癌(参见Streppel，E.A.Montgomery和A.Maitra，"New 

Advances  in  the  Pathogenesis  and  Progression  of  Barrett 's  Esophagus ,"

Curr .Mol .Med .(2013))、口腔鳞状细胞癌(参见R .Yoshida等人，"The  pathological 

significance  of  Notch1in  oral  squamous  cell  carcinoma,"Lab  Invest(2013))、头颈

癌(参见J .T .Lin等人，"Association  of  high  levels  of  Jagged-1and  Notch-

1expression  with  poor  prognosis  in  head  and  neck  cancer,"Ann.Surg .Oncol.17

(11)，2976(2010))、舌癌(参见Y.H.Joo，C.K .Jung，M.S.Kim和D.I .Sun，"Relationship 

between  vascular  endothelial  growth  factor  and  Notch1expression  and  lymphatic 

metastasis  in  tongue  cancer,"Otolaryngol.Head  Neck  Surg.140(4)，512(2009))、白

血病(参见E .Kanamori等人，"Flow  cytometric  a na lysis  of  Notch1a nd 

Jagged1expression  in  normal  blood  cells  and  leukemia  cells ,"Exp.Ther.Med .4

(3)，397(2012)；和Zhang  J等人(J .Zhang等人，"Prognostic  impact  of  delta-like 

ligand  4and  Notch1in  acute  myeloid  leukemia,"Oncol.Rep.28(4)，1503(2012))、肾细

胞癌(参见Q.Ai等人，"High-level  expression  of  Notch1increased  the  risk  of 

metastasis  in  T1stage  clear  cell  renal  cell  carcinoma ,"PLoS.One.7(4)，e35022

(2012)和J.Sjolund等人，"The  notch  and  TGF-beta  signaling  pathways  contribute 

to  the  aggressiveness  of  clear  cell  renal  cell  carcinoma ,"PLoS .One .6(8)，

e23057(2011))、胃癌(参见T.S.Yeh等人，"The  activated  Notch1signal  pathway  is 

associated  with  gastric  cancer  progression  through  cyclooxygenase-2,"Cancer 

Res.69(12)，5039(2009)和Y.Sun等人，"Differential  Notch1and  Notch2expression  and 

frequent  activation  of  Notch  signaling  in  gastric  cancers ,"Arch.Pathol.Lab 

Med .135(4)，451(2011))、结肠腺癌(参见M .Reedijk等人，"Activation  of  Notch 

signaling  in  human  colon  adenocarcinoma ,"Int  J .Oncol .33(6)，1223(2008)和

M.Reedijk等人，"Activation  of  Notch  signaling  in  human  colon  adenocarcinoma,"

Int  J .Oncol .33(6)，1223(2008))、子宫内膜癌/子宫体(参见Y .Mitsuhashi等人，"

Prognostic  significance  of  Notch  signalling  molecules  and  their  involvement 

in  the  invasiveness  of  endometrial  carcinoma  cells,"Histopathology  60(5)，826

(2012))、宫颈癌/子宫颈(参见L .Santos等人，"Identification  of  differential 

expressed  transcripts  in  cervical  cancer  of  Mexican  patients,"Tumour.Biol.32
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(3)，561(2011))、肝内胆管癌(参见Q.Zhou等人，"The  roles  of  Notch1expression  in 

the  migration  of  intrahepatic  cholangiocarcinoma ,"BMC.Cancer  13，244(2013)和

S .Zender等人，"A  critical  role  for  notch  signaling  in  the  formation  of 

cholangiocellular  carcinomas ,"Cancer  Cell  23(6)，784(2013))、肝细胞癌(参见

A.Villanueva等人，"Notch  signaling  is  activated  in  human  hepatocellular 

carcinoma  and  induces  tumor  formation  in  mice,"Gastroenterology  143(6)，1660

(2012)和R.Fan等人，"Cooperation  of  deregulated  Notch  signaling  and  Ras  pathway 

in  human  hepatocarcinogenesis ,"J .Mol .Histol .42(5)，473(2011))、骨肉瘤(参见

J.Yang和W.Zhang，"New  molecular  insights  into  osteosarcoma  targeted  therapy,"

C u r r .O p i n .O n c o l .2 5 (4) ，3 9 8 (2 0 1 3) ) 、膀胱癌(参见A .G .A bd o u等人，"

Immunohistochemical  analysis  of  the  role  and  relationship  between  Notch-1and 

Oct-4expression  in  urinary  bladder  carcinoma,"APMIS(2013))、恶性黑色素瘤(参见

C.S.Muller，"Notch  signaling  and  malignant  melanoma,"Adv.Exp.Med.Biol.727，258

(2012))、甲状腺癌(参见H.S.Park等人，"Notch1receptor  as  a  marker  of  lymph  node 

metastases  in  papillary  thyroid  cancer,"Cancer  Sci.103(2)，305(2012))、肺腺癌

(参见K.A.Hassan等人，"Notch  pathway  activity  identifies  cells  with  cancer  stem 

cell-like  properties  and  correlates  with  worse  survival  in  lung 

adenocarcinoma,"Clin.Cancer  Res.19(8)，1972(2013)和B.Westhoff等人，"Alterations 

of  the  Notch  pathway  in  lung  cancer,"Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A  106(52)，22293

(2009))、前列腺癌(参见H.Zhu等人，"Elevated  Jagged-1and  Notch-1expression  in 

high  grade  and  metastatic  prostate  cancers,"Am.J.Transl.Res.5(3)，368(2013))和

M.Kashat等人，"Inactivation  of  AR  and  Notch-1signaling  by  miR-34a  attenuates 

prostate  cancer  aggressiveness,"Am.J.Transl.Res.4(4)，432(2012))、乳腺癌(参见

J.Speiser等人，"Notch-1and  Notch-4biomarker  expression  in  triple-negative 

breast  cancer,"Int  J.Surg .Pathol.20(2)，139(2012)和S.Mittal等人，"Cooperation 

of  Notch  and  Ras/MAPK  signaling  pathways  in  human  breast  carcinogenesis ,"

Mol .Cancer  8，128(2009))、卵巢癌(参见S.L .Rose，M.Kunnimalaiyaan，J .Drenzek和

N.Seiler，"Notch  1signaling  is  active  in  ovarian  cancer,"Gynecol.Oncol.117(1)，

130(2010))、胰腺癌(参见F .H .Sarkar，S .Banerjee和Y .Li，"Pancreatic  cancer：

pathogenesis，prevention  and  treatment ,"Toxicol .Appl .Pharmacol .224(3)，326

(2007)，O.JP  De  La等人，"Notch  and  Kras  reprogram  pancreatic  acinar  cells  to 

ductal  intraepithelial  neoplasia ,"Proc .Natl .Acad .Sci .U .S .A  105(48)，18907

(2008) ,

[0438] E .Ristorcelli和D.Lombardo，"Targeting  Notch  signaling  in  pancreatic 

cancer ,"Expert .Opin .Ther .Targets .14(5)，541(2010)，Z.Wang等人，"Notch-1down-

regulation  by  curcumin  is  associated  with  the  inhibition  of  cell  growth  and 

the  induction  of  apoptosis  in  pancreatic  cancer  cells ,"Cancer  106(11)，2503

(2006)，P.Buchler等人，"The  Notch  signaling  pathway  is  related  to  neurovascular 

progression  of  pancreatic  cancer,"Ann.Surg.242(6)，791，discussion(2005)，Z.Wang

说　明　书 36/49 页

43

CN 105814202 B

43



等人，"Down-regulation  of  Notch-1contributes  to  cell  growth  inhibition  and 

apoptosis  in  pancreatic  cancer  cells,"Mol.Cancer  Ther.5(3)，483(2006)，Z.Wang等

人，"Down-regulation  of  notch-1inhibits  invasion  by  inactivation  of  nuclear 

f a c t o r - ka p pa B，va s c u la r  e nd o t h e l ia l  g r o w t h  f a c t o r，a nd  m a t r i x 

metalloproteinase-9in  pancreatic  cancer  cells,"Cancer  Res.66(5)，2778(2006))、

和神经胶质瘤(参见X .Zhang等人，"Notch1promotes  glioma  cell  migration  and 

invasion  by  stimulating  beta-catenin  and  NF-kappaB  signaling  via  AKT 

activation ,"Cancer  Sci .103(2)，181(2012)，L.Jiang等人，"Notch1expression  is 

upregulated  in  glioma  and  is  associated  with  tumor  progression ,"

J.Clin.Neurosci.18(3)，387(2011)，J.Li等人，"Notch1is  an  independent  prognostic 

factor  for  patients  with  glioma,"J.Surg.Oncol.103(8)，813(2011)和S.Puget等人，"

Candidate  genes  on  chromosome  9q33-34involved  in  the  progression  of  childhood 

ependymomas,"J.Clin.Oncol.27(11)，1884(2009))。

[0439] 在本发明内的是除本发明的核酸分子之外，至少一种进一步的治疗或药学活性剂

(在本文中也被称为“次级或进一步试剂)也用于治疗方法中。此类治疗方法也被称为组合

疗法。

[0440] “组合疗法”(或“共同疗法”)包括施用本发明的核酸分子和至少次级或进一步试

剂作为具体治疗方案的部分，所述具体治疗方案预期提供来自这些治疗试剂(即本发明的

药物和所述次级或进一步试剂)的共同作用的有利效应。组合的有利效应包括但不限于起

因于治疗试剂组合的药物代谢动力学或药效学共同作用。以组合的这些治疗试剂的施用通

常在限定时间段(取决于所选择的组合，通常为数分钟、数小时、数天或数周)上进行。

[0441] “组合疗法”可以但一般不预期涵盖施用这些治疗试剂中的两种或更多种作为分

开的单一疗法方案的部分。“组合疗法”预期包含这些治疗试剂以顺序方式的施用，即其中

每种治疗试剂在不同时间施用，以及这些治疗试剂或治疗试剂中的至少两种以基本上同时

的方式施用。基本上同时的施用可以例如通过给受试者施用具有每种治疗试剂的固定比率

的单一胶囊或者对于治疗试剂各自以多重单一胶囊来完成。

[0442] 每种治疗试剂的顺序或基本上同时的施用可以通过任何适当的途径来实现，所述

途径包括但不限于局部途径、经口途径、静脉内途径、肌内途径和通过粘膜组织的直接吸

收。治疗试剂可以通过相同途径或不同途径进行施用。例如，所选择的组合中的第一治疗试

剂可以通过注射进行施用，而组合的其他治疗试剂可以局部施用。备选地，例如，所有治疗

试剂均可局部施用或所有治疗试剂均可通过注射进行施用。除非另有说明，否则其中治疗

试剂施用的顺序不是很关键。“组合疗法”还可以包含与其他生物学活性成分进一步组合的

如上所述的治疗试剂的施用。当组合疗法进一步包含非药物治疗时，非药物治疗可以在任

何合适的时间进行，只要达到来自治疗试剂和非药物治疗的组合的共同作用的有利效应。

例如，在适当情况下，当非药物治疗从治疗试剂的施用中暂时去除可能数天或甚至数周时，

仍达到有利效应。

[0443] 与此一致，此类进一步的治疗或药学活性剂也施用于受试者。在一个实施方案中，

进一步的治疗或药学活性剂在本发明的核酸分子之前、一起或之后施用。在一个实施方案

中，进一步的治疗或药学活性剂是选自选自下述的一种：紫杉烷衍生物例如多西他赛、紫杉
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醇(参见Q.F .Ye等人，"siRNA-mediated  silencing  of  Notch-1enhances  docetaxel 

induced  mitotic  arrest  and  apoptosis  in  prostate  cancer  cells ,"Asian 

Pac.J.Cancer  Prev.13(6)，2485(2012)，C.C.Zhang等人，"Synergistic  effect  of  the 

gamma-secretase  inhibitor  PF-03084014and  docetaxel  in  breast  cancer  models,"

Stem  Cells  Transl.Med .2(3)，233(2013)，K.A.Hassan等人，"Notch  pathway  activity 

identifies  cells  with  cancer  stem  cell-like  properties  and  correlates  with 

worse  survival  in  lung  adenocarcinoma ,"Clin .Cancer  Res .19(8)，1972(2013)，

Y.P.Liu等人，"Cisplatin  selects  for  multidrug-resistant  CD133+cells  in  lung 

adenocarcinoma  by  activating  Notch  signaling ,"Cancer  Res .73(1)，406(2013)和

S.Zang等人，"RNAi-mediated  knockdown  of  Notch-1leads  to  cell  growth  inhibition 

and  enhanced  chemosensitivity  in  human  breast  cancer ,"Oncol .Rep.23(4)，893

(2010))、铂衍生物例如顺铂和奥沙利铂(参见K.A.Hassan等人，"Notch  pathway  activity 

identifies  cells  with  cancer  stem  cell-like  properties  and  correlates  with 

worse  survival  in  lung  adenocarcinoma ,"Clin .Cancer  Res .19(8)，1972(2013)和

Z.P.Zhang等人，"Correlation  of  Notch1expression  and  activation  to  cisplatin-

sensitivity  of  head  and  neck  squamous  cell  carcinoma ,"Ai .Zheng .28(2)，100

(2009))、核苷类似物例如5-氟尿嘧啶(参见R.D.Meng等人，"gamma-Secretase  inhibitors 

abrogate  oxaliplatin-induced  activation  of  the  Notch-1signaling  pathway  in 

colon  cancer  cells  resulting  in  enhanced  chemosensitivity,"Cancer  Res.69(2)，

573(2009))、拓扑异构酶I抑制剂例如伊立替康(参见R.D.Meng等人，"gamma-Secretase 

inhibitors  abrogate  oxaliplatin-induced  activation  of  the  Notch-1signaling 

pathway  in  colon  cancer  cells  resulting  in  enhanced  chemosensitivity,"Cancer 

Res.69(2)，573(2009)、嵌入物质例如多柔比星(参见Y.P.Liu等人，"Cisplatin  selects 

for  multidrug-resistant  CD133+cells  in  lung  adenocarcinoma  by  activating 

Notch  signaling ,"Cancer  Res.73(1)，406(2013))、核苷类似物例如吉西他滨(参见X.Du

等人，"Notch1contributes  to  chemoresistance  to  gemcitabine  and  serves  as  an 

unfavorable  prognostic  indicator  in  pancreatic  cancer,"World  J .Surg .37(7)，

1688(2013)，S .Yabuuchi等人，"Notch  signaling  pathway  targeted  therapy 

suppresses  tumor  progression  and  metastatic  spread  in  pancreatic  cancer ,"

Cancer  Lett.335(1)，41(2013)和S.Richter等人，"A  phase  I  study  of  the  oral  gamma 

secretase  inhibitor  R04929097in  combination  with  gemcitabine  in  patients  with 

advanced  solid  tumors(PHL-078/CTEP  8575) ,"Invest  New  Drugs(2013))、合成糖皮质

激素例如地塞米松(参见Q .Zhou等人，"The  roles  of  Notch1expression  in  the 

migration  of  intrahepatic  cholangiocarcinoma,"BMC.Cancer  13，244(2013))和烷化

剂例如替莫唑胺(参见C.A.Gilbert，M.C.Daou，R.P.Moser和A.H.Ross，"Gamma-secretase 

inhibitors  enhance  temozolomide  treatment  of  human  gliomas  by  inhibiting 

neurosphere  repopulation  and  xenograft  recurrence ,"Cancer  Res .70(17)，6870

(2010))。

[0444] 由此治疗方法是组合疗法的本发明方法的一个实施方案是其中不是施用至少一
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种进一步的药学或治疗活性剂，受试者接受放射疗法的组合疗法。

[0445] 放射疗法(也被称为X射线疗法或照射)是使用电离辐射以杀死癌细胞。放射疗法

在医学领域中用于治疗几乎每一个类型的实体瘤。照射也用于治疗白血病和淋巴瘤。放射

疗法通过损坏其遗传物质来损害或破坏待治疗区域中的细胞，使得这些细胞不能继续生长

和分裂。放射疗法的效应也局限于且限制于待治疗的区域。对每个部位的辐射剂量取决于

众多因素，包括每个癌症类型的放射敏感性和附近是否存在可以被放射所损坏的组织和器

官。放射疗法的目标是损坏尽可能多的癌细胞，同时限制对附近健康组织的伤害。

[0446] 在用于疾病治疗和/或预防的本发明方法的一个进一步的实施方案中，包括给受

试者施用本发明的核酸分子优选本发明的siRNA，由此疾病优选是癌症且更优选如本文公

开的癌症，该方法实际上是辅助治疗的辅助疗法。此类辅助疗法的目的是帮助主要治疗，优

选主要的癌症治疗。

[0447] 本发明的核酸分子有用于且可以用于恢复癌细胞的药物敏感性的方法中。在一个

实施方案中，该方法包括将本发明的核酸施用于受试者(由此受试者患有疾病优选癌症)，

以及涉及疾病的癌细胞和/或在疾病的治疗中待通过给受试者供应的任何疗法或者通过给

受试者施用任何药学或治疗活性剂解决、损坏和/或破坏的细胞，所述细胞对此类疗法和/

或此类药学或治疗活性剂不敏感或不再敏感。通常，在施用本发明的核酸分子后，所述细胞

再次变得对此类疗法和/或药学或治疗活性剂，至少对治疗和/或药学相关水平敏感。此类

疗法优选是癌症疗法，包括但不限于基于细胞生长抑制剂的疗法和放射疗法，并且此类药

学或治疗活性剂是在癌症疗法中使用的那种。优选地，本发明的核酸分子是本发明的

siRNA。

[0448] 在这个范围内，用于恢复癌细胞的药物敏感性的方法是用于使癌细胞再致敏的方

法，所述癌细胞对癌症疗法和/或癌症疗法中使用的药学或治疗活性剂不敏感或不再敏感。

还应认识到用于恢复癌细胞的药物敏感性的方法是用于癌症治疗的方法的辅助疗法。

[0449] 应认识到本文与用于疾病治疗和/或预防的方法结合而公开的内容同样可应用于

用于恢复癌细胞的药物敏感性的方法。这特别应用于此类方法涉及方法的受试者、本发明

的核酸分子的施用和施用途径等等的方面。在这个范围内，用于恢复癌细胞的药物敏感性

的方法是用于疾病治疗和/或预防的方法的一个实施方案。可以建立对疗法(所述疗法通常

应用于患有此类癌症形式的受试者)的抗性的优选癌症形式是下述：

[0450] 食管癌(参见Streppel，E.A .Montgomery和A.Maitra，"New  Advances  in  the 

Pathogenesis  and  Progression  of  Barrett's  Esophagus,"Curr.Mol.Med.(2013))、口

腔鳞状细胞癌(参见R.Yoshida等人，"The  pathological  significance  of  Notch1in 

oral  squamous  cell  carcinoma ,"Lab  Invest(2013))、头颈癌(参见J.T .Lin等人，"

Association  of  high  levels  of  Jagged-1and  Notch-1expression  with  poor 

prognosis  in  head  and  neck  cancer,"Ann.Surg.Oncol.17(11)，2976(2010))、舌癌(参

见Y .H .Joo，C .K .Jung，M .S .Kim和D .I .Sun，"Relationship  between  vascular 

endothelial  growth  factor  and  Notch1expression  and  lymphatic  metastasis  in 

tongue  cancer ,"Otolaryngol .Head  Neck  Surg .140(4)，512(2009))、白血病(参见

E.Kanamori等人，"Flow  cytometric  analysis  of  Notch1and  Jagged1expression  in 

normal  blood  cells  and  leukemia  cells,"Exp.Ther.Med.4(3)，397(2012)；和Zhang  J
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等人(J.Zhang等人，"Prognostic  impact  of  delta-like  ligand  4and  Notch1in  acute 

myeloid  leukemia ,"Oncol .Rep.28(4)，1503(2012))、肾细胞癌(参见Q.Ai等人，"High-

level  expression  of  Notch1  increased  the  risk  of  metastasis  in  T1stage  clear 

cell  renal  cell  carcinoma ,"PLoS.One .7(4)，e35022(2012)和J.Sjolund等人，"The 

notch  and  TGF-beta  signaling  pathways  contribute  to  the  aggressiveness  of 

clear  cell  renal  cell  carcinoma,"PLoS.One.6(8)，e23057(2011))、胃癌(参见T.S.Yeh

等人，"The  activated  Notch1signal  pathway  is  associated  with  gastric  cancer 

progression  through  cyclooxygenase-2,"Cancer  Res.69(12)，5039(2009)和Y.Sun等

人，"Differential  Notch1and  Notch2expression  and  frequent  activation  of  Notch 

signaling  in  gastric  cancers,"Arch.Pathol.Lab  Med .135(4)，451(2011))、结肠腺癌

(参见M .Reedijk等人，"Activation  of  Notch  signaling  in  human  colon 

adenocarcinoma ,"Int  J .Oncol.33(6)，1223(2008)和M.Reedijk等人，"Activation  of 

Notch  signaling  in  human  colon  adenocarcinoma,"Int  J.Oncol.33(6)，1223(2008))、

子宫内膜癌/子宫体(参见Y.Mitsuhashi等人，"Prognostic  significance  of  Notch 

signalling  molecules  and  their  involvement  in  the  invasiveness  of  endometrial 

carcinoma  cells,"Histopathology  60(5)，826(2012))、宫颈癌/子宫颈(参见L.Santos等

人，"Identification  of  differential  expressed  transcripts  in  cervical  cancer 

of  Mexican  patients,"Tumour.Biol.32(3)，561(2011))、肝内胆管癌(参见Q.Zhou等人，"

The  roles  of  Notch1expression  in  the  migration  of  intrahepatic 

cholangiocarcinoma ,"BMC.Cancer  13，244(2013)和S.Zender等人，"A  critical  role 

for  notch  signaling  in  the  formation  of  cholangiocellular  carcinomas,"Cancer 

Cell  23(6)，784(2013))、肝细胞癌(参见A.Villanueva等人，"Notch  signaling  is 

activated  in  human  hepatocellular  carcinoma  and  induces  tumor  formation  in 

mice ,"Gastroenterology  143(6)，1660(2012)和R .Fan等人，"Cooperation  of 

deregulated  Notch  signaling  and  Ras  pathway  in  human  hepatocarcinogenesis,"

J .Mol .Histol .42(5)，473(2011))、骨肉瘤(参见J.Yang和W .Zhang，"New  molecular 

insights  into  osteosarcoma  targeted  therapy ,"Curr .Opin .Oncol .25(4)，398

(2013))、膀胱癌(参见A.G.Abdou等人，"Immunohistochemical  analysis  of  the  role 

and  relationship  between  Notch-1and  Oct-4expression  in  urinary  bladder 

carcinoma ,"APMIS(2013))、恶性黑色素瘤(参见C.S .Muller，"Notch  signaling  and 

malignant  melanoma ,"Adv.Exp.Med .Biol.727，258(2012))、甲状腺癌(参见H.S.Park等

人，"Notch1receptor  as  a  marker  of  lymph  node  metastases  in  papillary  thyroid 

cancer,"Cancer  Sci.103(2)，305(2012))、肺腺癌(参见K.A.Hassan等人，"Notch  pathway 

activity  identifies  cells  with  cancer  stem  cell-like  properties  and 

correlates  with  worse  survival  in  lung  adenocarcinoma,"Clin.Cancer  Res.19(8)，

1972(2013)和B.Westhoff等人，"Alterations  of  the  Notch  pathway  in  lung  cancer,"

Proc .Natl .Acad .Sci .U .S .A  106(52)，22293(2009))、前列腺癌(参见H .Zhu等人，"

Elevated  Jagged-1and  Notch-1expression  in  high  grade  and  metastatic  prostate 

cancers ,"Am .J .Transl.Res .5(3)，368(2013))和M.Kashat等人，"Inactivation  of  AR 
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and  Notch-1signaling  by  miR-34a  attenuates  prostate  cancer  aggressiveness,"

Am.J.Transl.Res.4(4)，432(2012))、乳腺癌(参见J.Speiser等人，"Notch-1and  Notch-

4biomarker  expression  in  triple-negative  breast  cancer,"Int  J.Surg.Pathol.20

(2)，139(2012)和S.Mittal等人，"Cooperation  of  Notch  and  Ras/MAPK  signaling 

pathways  in  human  breast  carcinogenesis,"Mol.Cancer  8，128(2009))、卵巢癌(参见

S.L.Rose，M.Kunnimalaiyaan，J.Drenzek和N.Seiler，"Notch  1signaling  is  active  in 

ovarian  cancer ,"Gynecol .Oncol .117(1)，130(2010))、胰腺癌(参见F .H .Sarkar，

S.Banerjee和Y.Li，"Pancreatic  cancer：pathogenesis，prevention  and  treatment,"

Toxicol .Appl .Pharmacol .224(3)，326(2007)，O .JP  De  La等人，"Notch  and  Kras 

reprogram  pancreatic  acinar  cells  to  ductal  intraepithelial  neoplasia ,"

Proc .Natl .Acad .Sci .U .S .A  105(48)，18907(2008) ,E .Ristorcelli和D.Lombardo，"

Targeting  Notch  signaling  in  pancreatic  cancer,"Expert.Opin.Ther.Targets.14

(5)，541(2010)，Z.Wang等人，"Notch-1down-regulation  by  curcumin  is  associated 

with  the  inhibition  of  cell  growth  and  the  induction  of  apoptosis  in 

pancreatic  cancer  cells,"Cancer  106(11)，2503(2006)，P.Buchler等人，"The  Notch 

signaling  pathway  is  related  to  neurovascular  progression  of  pancreatic 

cancer,"Ann.Surg .242(6)，791，discussion(2005)，Z.Wang等人，"Down-regulation  of 

Notch-1contributes  to  cell  growth  inhibition  and  apoptosis  in  pancreatic 

cancer  cells,"Mol.Cancer  Ther.5(3)，483(2006)，Z.Wang等人，"Down-regulation  of 

notch-1inhibits  invasion  by  inactivation  of  nuclear  factor-kappaB，vascular 

endothelial  growth  factor，and  matrix  metalloproteinase-9in  pancreatic  cancer 

cells ,"Cancer  Res .66(5)，2778(2006))、和神经胶质瘤(参见X .Zhang等人，"

Notch1promotes  glioma  cell  migration  and  invasion  by  stimulating  beta-catenin 

and  NF-kappaB  signaling  via  AKT  activation ,"Cancer  Sci .103(2)，181(2012)，

L.Jiang等人，"Notch1expression  is  upregulated  in  glioma  and  is  associated  with 

tumor  progression ,"J .Clin .Neurosci .18(3)，387(2011)，J .Li等人，"Notch1is  an 

independent  prognostic  factor  for  patients  with  glioma,"J.Surg.Oncol.103(8)，

813(2011)和S.Puget等人，"Candidate  genes  on  chromosome  9q33-34involved  in  the 

progression  of  childhood  ependymomas,"J.Clin.Oncol.27(11)，1884(2009))。

[0451] 可以通过用于恢复药物敏感性的方法克服的癌细胞的抗性是Notch  1诱导的抗性

且特别是Notch  1诱导的化学抗性。在这个范围内，用于恢复癌细胞的药物敏感性的方法是

用于逆转Notch  1诱导的抗性且特别是Notch  1诱导的化学抗性的方法。细胞且特别是癌细

胞是否对化学疗法抗性可以通过本领域技术人员已知的常规测试进行测定，例如MMT(3-

(4,5)-二甲基噻唑-2-基)-2,5-二苯基溴化四唑)测定法和流式细胞术。

[0452] MMT(3-(4,5-二甲基噻唑-2-基)-2,5-二苯基溴化四唑)测定法测量通过细胞酶对

MTT的还原。通过经由NAD(P)H依赖性酶测量这种代谢活性，能够估计活细胞数目。四唑染料

测定法允许测量化学治疗剂的细胞毒性和细胞抑制活性两者。

[0453] 在流式细胞术中，将细胞悬浮于流体流中且经过检测器。使用激光技术，允许测定

细胞数目且鉴定生物标记物。大量颗粒可以同时就生物物理学和化学参数进行分析。使用
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这种技术，能够区分活细胞与细胞凋亡细胞，以测量药学试剂的效应。

[0454] Notch  1诱导的化学抗性例如在K.M.Capaccione和S.R.Pine(K.M.Capaccione和

S.R .Pine，"The  Notch  signaling  pathway  as  a  mediator  of  tumor  survival ,"

Carcinogenesis  34(7)，1420(2013))中描述。根据这个及其他参考文献，合理的是通过抑

制Notch  1的表达且因此通过使用本发明的核酸分子，Notch  1诱导的化学抗性可以被克

服。此类其他参考文献包括但不限于：关于前列腺癌的Ye，QF等人(Q.F .Ye等人，"siRNA-

mediated  silencing  of  Notch-1enhances  docetaxel  induced  mitotic  arrest  and 

apoptosis  in  prostate  cancer  cells ,"Asian  Pac .J .Cancer  Prev .13(6)，2485

(2012))、关于乳腺癌的Zhang  CC等人(C.C .Zhang等人，"Synergistic  effect  of  the 

gamma-secretase  inhibitor  PF-03084014and  docetaxel  in  breast  cancer  models,"

Stem  Cells  Transl.Med .2(3)，233(2013))或Zang  S等人(S.Zang等人，"RNAi-mediated 

knockdown  of  Notch-1leads  to  cell  growth  inhibition  and  enhanced 

chemosensitivity  in  human  breast  cancer,"Oncol.Rep.23(4)，893(2010))、关于肺癌

的Hassan  KA等人(K.A.Hassan等人，"Notch  pathway  activity  identifies  cells  with 

cancer  stem  cell-like  properties  and  correlates  with  worse  survival  in  lung 

adenocarcinoma,"Clin.Cancer  Res.19(8)，1972(2013))、关于鳞状细胞癌的Zhang  ZP等

人(Z .P .Zhang等人，"Correlation  of  Notch1expression  and  activation  to 

cisplatin-sensitivity  of  head  and  neck  squamous  cell  carcinoma ,"Ai.Zheng .28

(2)，100(2009))、关于结肠癌的Meng  RD等人(R .D .Meng等人，"gamma-Secretase 

inhibitors  abrogate  oxaliplatin-induced  activation  of  the  Notch-1signaling 

pathway  in  colon  cancer  cells  resulting  in  enhanced  chemosensitivity,"Cancer 

Res .69(2)，573(2009))、关于非小细胞肺癌的Liu  YP等人(Y .P .Liu等人，"Cisplatin 

selects  for  multidrug-resistant  CD133+cells  in  lung  adenocarcinoma  by 

activating  Notch  signaling,"Cancer  Res.73(1)，406(2013))、关于胰腺癌的Du  X等人

(X.Du等人，"Notch1contributes  to  chemoresistance  to  gemcitabine  and  serves  as 

an  unfavorable  prognostic  indicator  in  pancreatic  cancer,"World  J.Surg.37(7)，

1688(2013))或Yabuuchi  S等人(S.Yabuuchi等人，"Notch  signaling  pathway  targeted 

therapy  suppresses  tumor  progression  and  metastatic  spread  in  pancreatic 

cancer,"Cancer  Lett.335(1)，41(2013))、关于白血病且特别是T细胞急性淋巴细胞性白

血病Zhou  Q等人(Q.Zhou等人，"The  roles  of  Notch1expression  in  the  migration  of 

intrahepatic  cholangiocarcinoma ,"BMC.Cancer  13，244(2013))、以及关于神经胶质瘤

的Gilbert  CA等人(C.A.Gilbert，M.C.Daou，R.P.Moser和A.H.Ross，"Gamma-secretase 

inhibitors  enhance  temozolomide  treatment  of  human  gliomas  by  inhibiting 

neurosphere  repopulation  and  xenograft  recurrence ,"Cancer  Res .70(17)，6870

(2010))。

[0455] 除去克服Notch  1诱导的抗性，本发明的核酸分子还适合于克服对辐射的抗性，如

由Hovinga  KE(K.E.Hovinga等人，"Inhibition  of  notch  signaling  in  glioblastoma 

targets  cancer  stem  cells  via  an  endothelial  cell  intermediate,"Stem  Cells  28

(6)，1019(2010))和Wang  J等人(J.Wang等人，"Notch  promotes  radioresistance  of 
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glioma  stem  cells,"Stem  Cells  28(1)，17(2010))证明的。

[0456] 本发明进一步通过由其可以获取进一步特点、实施方案和优点的附图、实施例和

序列表举例说明，其中

[0457] 图1是指示在使用各种siRNA转染C4-2细胞后，Notch  1的相对表达的图解；

[0458] 图2是关于各种siRNA的图解，指示剩余相对Notch  1mRNA表达为个别siRNA浓度的

函数，允许测定关于每种siRNA的IC50值；

[0459] 图3A和3B是显示在C4-2细胞暴露于siRNA  XD-00404(图3A)或XD-00409(图3B)后

的相对Notch  1mRNA表达的图解，所述siRNA以10nM、1nm和0.1nM浓度，以其未经修饰的、中

间修饰的或完全修饰的形式。

[0460] 图4是显示在使用PANC-1细胞的异种移植物小鼠模型中的肿瘤体积(指示为％±

SEM)中的相对增加的图解；和

[0461] 图5是显示在用对照、吉西他滨或吉西他滨和包含本发明的siRNA的纳米载体的组

合处理后，不含转移灶、具有几个转移灶和具有单个转移灶的PANC-1原位肿瘤模型中的动

物数目的图解。

[0462] 实施例1：材料与方法

[0463] siRNA

[0464] 表1中表示的siRNA使用标准化学合成进行制备：

[0465] 表1

[0466]
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[0467] 上表1再次表示为包括所有序列标识符的表1a。

[0468] 表1a

[0469]
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[0470]

[0471] 在这个组中修饰下述一些siRNA。经修饰的siRNA在表2中指示。

[0472] 表2：

[0473] a)XD-00395

[0474] 有义链：5’GGACCCAACACUUACACCUdTdT  3’(SEQ  ID  NO：87)

[0475] 反义链：5’AGGUGUAAGUGUUGGGUCCdTdT  3’(SEQ  ID  NO：88)

[0476] b)XD-00404

[0477] 有义链：5’GACAUCGCACAGGAGCGCAdTdT  3’(SEQ  ID  NO：105)

[0478] 反义链：5’UGCGCUCCUGUGCGAUGUCdTdT  3’(SEQ  ID  NO：106)

[0479] c)XD-00406

[0480] 有义链：5’CAUGGUGCCGAACCAAUACdTdT  3’(SEQ  ID  NO：109)

[0481] 反义链：5’GUAUUGGUUCGGCACCAUGdTdT  3’(SEQ  ID  NO：110)

[0482] d)XD-00407

[0483] 有义链：5’UGGUGCCGAACCAAUACAAdTdT  3’(SEQ  ID  NO：111)

[0484] 反义链：5’UUGUAUUGGUUCGGCACCAdTdT  3’(SEQ  ID  NO：112)

[0485] e)XD-00409

[0486] 有义链：5’GACCAGUGGUCCAGCUCGUdTdT  3’(SEQ  ID  NO：115)

[0487] 反义链：5’ACGAGCUGGACCACUGGUCdTdT  3’(SEQ  ID  NO：116)

[0488] f)XD-00410

[0489] 有义链：5’CAUUCCAACGUCUCCGACUdTdT  3’(SEQ  ID  NO：117)

[0490] 反义链：5’AGUCGGAGACGUUGGAAUGdTdT  3’(SEQ  ID  NO：118)

[0491] 完全稳定化的siRNA
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[0492] 使表2的siRNA  XD-00404和XD-00409经历完全稳定化。因此完全稳定化的siRNA如

下。

[0493] a)XD-00409

[0494] 有义链：5’GAcCaGuGgUcCaGcUcGudTSdT  3’(SEQ  ID  NO：70)

[0495] 反义链：5’acGaGcUgGaCcAcUgGuCdTSdT  3’(SEQ  ID  NO：69)

[0496] b)XD-00404

[0497] 有义链：5’GAcAuCgCaCaGgAgCgCadTSdT  3’(SEQ  ID  NO：128)

[0498] 反义链：5’ugCgCuCcUgUgCgAuGuCdTSdT  3’(SEQ  ID  NO：127)，

[0499] 其中小写核苷酸指示核苷酸是2’-F修饰的，并且加下划线的核苷酸指示该核苷酸

是2’-O-甲基修饰的，和

[0500] 其中dTsdT指示在3'末端处附着由两个dT组成的二核苷酸，其中所述两个dT通过

硫代磷酸酯键共价连接。

[0501] 中间稳定化的siRNA

[0502] 中间稳定化的siRNA不同于完全稳定化的siRNA，使得它缺乏dTsdT突出端且不显

示出任何2’-F修饰。

[0503] C4-2细胞的培养

[0504] C4-2细胞使用RPMI  1640培养基根据对于该细胞系描述的标准程序进行培养。

[0505] C4-2细胞的转染

[0506] 使用Lipofectamine  2000用各种浓度的siRNA对C4-2细胞进行转染。siRNA的浓度

在转染实验中是50nM、10nM、1nM或0.1nM。温育时间为24小时。在其他方面使用标准方案。转

染效率通过测量看家siRNA进行测定；转染功效在所有情况下均为至少93％。

[0507] 测定siRNA的IC  50

[0508] 使用标准程序对IC50值进行测定。更具体而言，使用所示的各种siRNA，使用如所

述转染的C4-2细胞，测定在Notch  1mRNA的表达减少至50％时的siRNA浓度。

[0509] 纳米载体

[0510] 对于其为全氟化碳纳米载体的纳米载体的制备，全氟辛基溴化物(全氟溴烷)用磷

脂的混合物进行乳化。一克混合物含有在蒸馏水和75mM磷酸二氢钠(NaH2PO4)缓冲液中的磷

脂酰胆碱(980mg)、鞘磷脂(10mg)、胆固醇(5mg)、溶血磷脂酰胆碱(5mg)。为了获得1000μl的

全氟化碳纳米载体，使用475μl的全氟辛基溴化物、36mg的磷脂、200μl  75mM以pH  7 .4的

NaH2PO4和325μl的蒸馏水。

[0511] 首先，将磷脂、磷酸二氢钠缓冲液和蒸馏水混合，并且随后加入全氟化碳(PFC)溶

液。在40秒内，复合物必须通过振荡器混合60秒，并且没有任何中断，通过超声波装置以

1100kHz的频率匀浆化两次共120秒，具有30秒的间隔。超声处理单元保持在4℃的温度下。

对于另外不溶性的PFC的最终乳状液，将混合物放入高压匀浆器内。在以2500巴的六次匀浆

化经过内，乳状复合物变成透明的淡蓝色乳状液。这种变成透明性是全氟化碳粒度低于可

见波长的转变的肉眼标志。当混合物变成透明的时，λ＝400nm的最低可见波长(蓝色/紫色)

限定粒度为λ/2。在这个点，加入四个另外的匀浆化循环。粒度在电子显微镜检查中测量为

50nm(平均值)，其中所有颗粒低于100nm。为了获得功能纳米载体，使4mg全铁转铁蛋白溶解

于60μl的无菌0.9％NaCl中。其后直接地，使转铁蛋白通过冷却的超声波装置匀浆化2秒。将
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溶解的转铁蛋白加入1000μl的全氟化碳乳状液中，以获得4mg/ml的最终浓度。再次，化合物

直接置于振荡器上共30秒。

[0512] 这种纳米载体也被称为未装载的载体或NCf4。

[0513] Notch  siRNA装载的纳米载体

[0514] 基于上文描述的纳米载体制备Notch  siRNA装载的纳米载体。为了装载目的，将所

需siRNA种类加入纳米载体中，并且使因此获得的混合物经历通过使用500W的超声波的匀

浆化共15秒。

[0515] 动物研究-异种移植物模型

[0516] 荷有来自皮下接种的PANC-1人胰腺肿瘤的肿瘤的六十只雌性无胸腺裸Foxn1nu鼠

选自112只的库。该动物模型是使用PANC-1细胞系分别对于胰腺癌和胰腺肿瘤建立的动物

模型，所述PANC-1细胞系首先通过Lieber  M等人(M.Lieber等人，"Establishment  of  a 

continuous  tumor-cell  line(panc-1)from  a  human  carcinoma  of  the  exocrine 

pancreas,"Int  J.Cancer  15(5)，741(1975))进行描述，并且通过Madden  ME和Sarras  MP

(M.E.Madden和M.P.Sarras，Jr.，"Morphological  and  biochemical  characterization 

of  a  human  pancreatic  ductal  cell  line(PANC-1) ,"Pancreas  3(5)，512(1988))进行

生物化学以及形态学表征。此类细胞系和使用此类细胞系建立的动物模型已用于抗癌剂的

评估中，Schultz  RM等人(R.M.Schultz等人，"Evaluation  of  new  anticancer  agents 

against  the  MIA  PaCa-2and  PANC-1human  pancreatic  carcinoma  xenografts ,"

Oncol.Res.5(6-7)，223(1993))。

[0517] 接种后三十三天，小鼠根据肿瘤尺寸随机化到六组内，每组十只(第0天)。

[0518] 每组中的小鼠用媒介物对照(未装载的纳米载体，NCf4)或吉西他滨经由腹膜内注

射60mg/kg、或各自以所述方式的Notch/吉西他滨的组合每周处理两次，由此Notch是经由

静脉内注射处理的Notch  siRNA装载的纳米载体(如实施例1中所述制备，使用完全稳定的

XD-00409)。

[0519] 处理在第0天时开始，并且施用七个剂量。每天作出临床观察。对于研究的持续时

间，体重和肿瘤尺寸测量每周作出三次。

[0520] 在研究结束时(第24天)，从所有治疗组中的所有小鼠中收获肿瘤，称重且切成两

半。一个部分保存在RNAlater溶液中用于RNA分离和qRT-PCR分析。剩余部分保存在福尔马

林中用于石蜡包埋和坏死的显微镜评价。

[0521] 动物研究-原位模型

[0522] 六十六只雌性无胸腺裸Foxn1nu鼠用PANC-1人胰腺肿瘤细胞进行原位接种。接受率

在接种后第20和27天时在三只小鼠中各自进行评价。接种后三十二天，剩余60只小鼠根据

体重随机化到六组，每组十只(第0天)。

[0523] 每组中的小鼠用媒介物对照(未装载的纳米载体，NCf4)吉西他滨经由腹膜内注射

60mg/kg、或各自以所述方式的Notch/吉西他滨的组合每周处理两次，由此Notch是经由静

脉内注射处理的Notch  siRNA装载的纳米载体(如实施例1中所述制备，使用完全稳定的XD-

00409)。

[0524] 处理在第0天时开始，并且施用五个剂量。

[0525] 每天作出临床观察。对于研究的持续时间，体重测量每周作出三次。
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[0526] 在研究结束时(第18天)，从所有治疗组中的所有小鼠中收获完整肿瘤+胰腺且称

重。从胰腺中取出肿瘤且切成两半。一个部分保存在RNAlater溶液中用于任选的RNA分离和

qRT-PCR分析(未执行)。剩余部分保存在福尔马林中用于石蜡包埋和坏死的显微镜评价。在

结束时从所有小鼠中收获肺和肝。将两者称重且评价表面转移灶。将肺和肝保存在福尔马

林中用于石蜡包埋。肝就微小转移灶的存在进行评价。

[0527] 实施例2：未经修饰的siRNA靶向人Notch  1的功效

[0528] C4-2细胞如实施例1中所述进行培养，且用表1中所示的各种siRNA进行转染，由此

siRNA浓度为50nM。结果显示于图1中。图1是指示在使用各种siRNA转染C4-2细胞后，Notch 

1的相对表达的图解。表达针对使用对照的C4-2细胞中的Notch  1表达进行标准化。对照是

不靶向编码蛋白质的任何已知mRNA的siRNA。

[0529] 如图1可见的，最佳siRNA显示Notch  1mRNA几乎80％的敲低。由图1还显而易见的

是在各种siRNA的功效中存在显著差异。

[0530] 显示最佳敲低的6种siRNA是表2的那些。这些siRNA就其IC50而言进行进一步表

征。结果显示于图2中。

[0531] 图2是关于表2的每种siRNA的图解，指示剩余相对Notch  1mRNA表示为每种siRNA

浓度的函数。根据所述图解，计算关于所述siRNA各自的IC50。关于所述siRNA分子的IC50值

概括于表3中。

[0532] 表3：

[0533] siRNA IC50

XD-00409 0.0043

XD-00404 0.042

XD-00410 0.061

XD-00407 0.073

XD-00395 0.111

XD-00406 0.545

[0534] 如由图2和表3两者可见的，就IC50而言的最佳siRNA分子是具有4.3pM的IC50的

XD-00409。

[0535] 实施例3：经修饰的siRNA靶向人Notch  1的功效

[0536] 还如实施例1中所述，使表1和2的siRNA分子XD00404和XD-00409经历中间稳定化

和完全稳定化。相应的经修饰的siRNA分子如下：

[0537] a)具有中间稳定化的XD-00404(也称为XD-00751)：

[0538] b)具有完全稳定化的XD-00404(也称为XD-00752)：

[0539] c)具有中间稳定化的XD-00409(也称为XD-00753)：

[0540] d)具有完全稳定化的XD-00409(也称为XD-00754)：

[0541] 在如实施例1中所述转染所述C4-2细胞后，这些siRNA分子关于其在C4-2细胞中的

功效进行测试，由此siRNA的浓度在转染实验中是10nM、1nM或0.1nM。

[0542] 关于以其未经修饰的、中间修饰的或完全修饰形式的siRNA  XD-00404，以及以其

未经修饰的、中间修饰的或完全修饰形式的siRNA  XD-00409，此类实验的结果显示于图3A

中，并且在图3B中显示为使用对照的相对mRNA表达。对照是不靶向编码蛋白质的任何已知
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mRNA的siRNA。

[0543] 如由图3可见的，尽管siRNA分子的修饰就稳定性而言是有利的，但显而易见的是

两种siRNA(XD-00404和XD-00409)的修饰降低其敲低Notch  1mRNA的表达的功效。然而，惊

讶地发现修饰对XD-00409的影响较不显著，并且与修饰对XD-00404的影响相比较，事实上

不存在。在这个范围内，siRNA  DX-00409显示令人惊讶的和出乎意料的效应。

[0544] 实施例4：在异种移植物胰腺肿瘤模型中siRNA靶向人Notch  1的效应

[0545] 进行如实施例1中所述的使用PANC-1人胰腺肿瘤的动物研究。所使用的siRNA种类

是完全稳定化的XD-00409。

[0546] 研究的结果可以概括如下：

[0547] -体重减轻并不明显。小肿块存在于研究中的总共10只小鼠中的前腿下。

[0548] -通过肿瘤生长和肿瘤重量百分比的测量指示的，轻度肿瘤抑制在用吉西他滨单

一疗法、和Notch/吉西他滨的组合处理后是显而易见的，但仅Notch/吉西他滨组合疗法关

于肿瘤重量是显著不同于媒介物。通过组合疗法Notch/吉西他滨显示出通过肿瘤生长百分

比测量的在肿瘤抑制中的协同应答。

[0549] -用吉西他滨单一疗法和Notch/吉西他滨组合疗法处理的小鼠具有肿瘤坏死的最

低发生。

[0550] 所述动物研究的结果也显示于图4中。图4是显示使用对照(“媒介物(NCF4)”)、吉

西他滨(“吉西他滨”)以及吉西他滨和Notch  siRNA装载的纳米载体的组合(“Notch/吉西他

滨”)，随着时间过去在肿瘤体积(指示为％±SEM)中的相对增加的图解。试剂或组合试剂各

自每周施用2x。

[0551] 实施例5：在原位胰腺肿瘤模型中siRNA靶向人Notch  1的效应

[0552] 进行如实施例1中所述的使用PANC-1人胰腺肿瘤的动物研究。所使用的siRNA种类

是完全稳定化的XD-00409。

[0553] 研究的结果可以概括如下：

[0554] 与接受对照或仅吉西他滨的动物相比较，在接受吉西他滨和Notch  siRNA装载的

纳米载体的组合的动物的情况下，如图5中所示，不含基于PANC-1细胞的转移灶的动物数目

显著降低。更具体而言，在用单独的媒介物处理十只动物后，三只动物具有几个转移灶，三

只动物具有单个转移灶，并且四只动物不含转移灶；在用单独的吉西他滨处理十只动物后，

两只动物具有几个转移灶，四只动物具有单个转移灶，并且四只动物不含转移灶；并且在用

吉西他滨和使用完全修饰的XD-00409的siRNA装载的纳米载体两者处理十只动物后，一只

动物具有几个转移灶，一只动物具有单个转移灶，并且八只动物不含转移灶。

[0555] 此外，用与Notch  1特异性siRNA(完全稳定化的XD-00409)组合的吉西他滨处理与

两只小鼠中显著的平均体重减轻和身体状况损失相关。

[0556] 本文叙述的各种参考文献的内容和公开内容通过引用全文并入本文。

[0557] 说明书、权利要求和/或附图中公开的本发明的特点分开且以其任何组合可以是

以其各种形式用于实现本发明的材料。
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