
肿瘤学杂志
!"#$

年第
#%

卷第
&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;#%8<(;&

融合自杀基因对鼻咽癌细胞的体内杀伤作用
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摘 要
!

%目的& 研究融合自杀基因对鼻咽癌细胞的体内杀伤作用'%方法& 培养鼻咽癌
/<A"!

细胞"建立裸鼠荷瘤模型' 随机分为
&

组"每组
@

只"

B

组(脂质体包裹质粒瘤内注射瘤内
组#

C

组(脂质体包裹质粒瘤内注射
D

肿瘤局部照射
!

射线)总剂量
%E7

$组#

/

组(脂质体包
裹质粒瘤内注射

D

腹腔注射
@

氟胞嘧啶
F@"G5H

组#

I

组(脂质体包裹质粒瘤内注射
D

肿瘤局部
照射

!

射线*总剂量
%E7

$

D

腹腔注射
@"G5

组#

A

组(肿瘤局部照射
!

射线*总剂量
%E7

$

D

腹
腔注射

@"G5

"以及空白对照组+ 记录肿瘤体积变化#计算各组肿瘤抑制率"绘制肿瘤生长曲
线#取肿瘤组织进行病理观察#鉴定肿瘤组织中

/IJKLMN;KO=%

基因' 肿瘤体积变化的比较
采用单向方差分析"组间多重比较采用

OPI

法' %结果& 成功建立鼻咽癌裸鼠荷瘤模型"生
长曲线显示(

@

组瘤体积差异有统计学意义!

GQR!";&?=

"

LS";"9

,"测序结果证实"除
A

组外"

其余各处理组均检测到目的基因"且
T23U2*+ V-(U

检测结果示(

C

和
I

组肿瘤组织内自杀基
因的表达高于其余各组' 病理切片证实肿块为低分化鳞癌"其中

I

组肿瘤组织在干预作用
下出现明显坏死' %结论&

!A&;CBMG9W;/IJKLMN;KO=%

自杀基因载体联合前药
@"G5

在放射
线的作用下"可明显抑制鼻咽癌移植瘤的生长"转染该融合自杀基因可增强放疗敏感性"为
鼻咽癌的基因-放射治疗开辟了新思路'
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鼻咽癌是在我国南方及亚洲人高发的头颈部肿

瘤%

9

&

' 虽然目前以放疗.化疗和姑息性手术治疗为主

的综合治疗模式极大提高了鼻咽癌患者的生存"但

治疗后复发和转移率较高仍是鼻咽癌治疗中急需解

决的问题'随着分子生物学的发展"基因治疗有望成

为鼻咽癌的治疗新手段' 基因治疗有良好的杀伤肿

瘤作用"且发展很快"但仍然处于研究阶段"现有的

基因转染方法难以达到将目的基因导入每个肿瘤细
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胞! 因此如何提高自杀基因的靶向性及转染效率成

为基因治疗中急待解决的问题" 本课题组前期工作

中利用放射诱导性的
'()!*

#

+,)-. ()/012 )+34/53+!*

$

启动子调控酵母菌
6789:;<

及
67(-.<=

基因表

达! 进行鼻咽癌的基因%放射治疗&

(+5+!),>?/12+),!

4.

$!将基因治疗与放射治疗结合!可以增加鼻咽癌

的放射敏感性'提高放射疗效'降低放射线的使用剂

量(

!

)

* 本文旨在前期工作的基础上进一步探索自杀

基因在体内应用!拟通过建立裸鼠荷瘤模型!采取脂

质体包裹质粒载体多点注入裸鼠鼻咽癌移植瘤内!

然后裸鼠腹腔给药&

@!A6

$!部分组联合放射治疗!进

行鼻咽癌的原位基因治疗!并对放射%自杀基因
8

前

药系统的杀瘤效应进行深入研究*

*

材料与方法

!"!

主要试剂和细胞

人鼻咽癌
6B'!!

细胞及稳定表达
'&CDE;A*4C

6789:;<C9FG%

基因的鼻咽癌
6B'!!

细胞系由中南

大学肿瘤研究所实验室保存! 购自中国典型培养物

保藏中心+ 小牛血清购自杭州四季青生物工程材料

有限公司+

;:HI!*&GJ

和脂质体
F?4/K+L1,M?5+

购自

美国
N?D6OD;F

公司!

@

氟胞嘧啶
P@!ALQ

及其余培养

试剂均购自
R?(M,

公司+

:SA

膜为
D?/),>

公司+一抗

&鼠抗人
#"@JJ

$和二抗&兔抗鼠
#"#JJJ

$来自
R,51,

6)TU

公司*

!"#

方 法

#C!C#

裸鼠荷瘤及实验分组

以含
#JV

小牛血清
7H'H

培养
6B'!!

细胞!

收集对数生长期的
6B'!!

细胞! 取细胞悬液
JC#M

&含细胞数
###J

W

8M-

$!接种于裸鼠右前肢腋部皮下!

待肿瘤直径达
JCXY#CJLM

左右时!随机分为
&

组!每

组
@

只* 空白对照组,不施加任何处理* 处理组,

E

组,脂质体包裹质粒瘤内注射组+

D

组,脂质体包裹

质粒瘤内注射
Z

肿瘤局部照射
!

射线 &总剂量
%N.

$

组+

6

组, 脂质体包裹质粒瘤内注射
Z

腹腔注射
@!AL

组+

7

组, 脂质体包裹质粒瘤内注射
Z

肿瘤局部照射

!

射线&总剂量
%N.

$

Z

腹腔注射
@!AL

组+

'

组,肿瘤

局部照射
!

射线&总剂量
%N.

$

Z

腹腔注射
@!AL

* 以

治疗开始起为第
*>

* 脂质体包裹质粒于瘤体内多点

注射 ! 每周
$

次 ! 共
!

周 ! 间隔
*

天注射 !

@!AL

@JJM(8

&

[(

-

>

$于裸鼠腹腔内注射!连续用药
*G>

!

D

.

7

.

'

组于脂质体包裹质粒第
*

次注射后第
!>

开始!

隔天给予肿瘤局部每天接受
$N.

&J

6O !

射线照射!

总剂量
%N.

* 分别在干预处理开始后第
*

.

@

.

%

.

*@

.

*%

.

!$

.

!W

.

$J>

用游标卡尺测量
*

次肿瘤垂直方向的

最大和最小直径! 计算肿瘤体积大小,

S\,]

!

8!PMM

$

Q

!

其中
,

代表最大直径!

]

代表最小直径!单位
LM

* 计

算肿瘤生长抑制率! 抑瘤率
\

&对照组平均瘤体积
$

各处理组平均瘤体积$

8

对照组平均瘤体积* 绘制肿

瘤生长曲线*实验结束处死裸鼠!切除肿瘤组织并测

量体积! 取部分肿瘤组织放入
*JV

中性甲醛中固

定!其余迅速置入
$WJ%

冰箱中保存备用*

*C!C!

肿瘤组织中
6789:;<C9FG%

基因的测序鉴定

给予处理前! 分别提取处理组中动物模型的肿

瘤组织!用
<)?U/-

试剂抽提总
;BE

!并以
O-?(/ ><

为

引物合成
L7BE

! 然后用
9789:;<C9FG%

基因的引

物进行
;<^:6;

反应* 所用引物序列为,上游引物

@& !E<NEE<<6N6EE<6E<NN<NE6ENNNNNEE!$&

!

下 游 引 物
@& ! EENN<E66<6E6<6NE6NNN6!

6N<6<NNNN6!$&

!扩增产物的长度为
*@@G]4

* 扩增

条 件 ,

%&% @M?5

!

*

个 循 环 +

%@% @M?5

!

&!% G@3

!

W!% *M?5

!

GJ

个循环后
W!% *JM?5

* 送测序鉴定*

*C!C$

肿瘤组织中
6789:;<C9FG%

蛋白的测定

根据
_+31+)5 ]-/1

试剂盒的操作说明! 将各组

动物处死后!取出肿瘤组织!消化肿瘤组织后裂解细

胞! 提取蛋白质后进行
R7R!:EN'

电泳. 转膜.封

闭!最后进行化学发光.显影.定影!获取各组肿瘤组

织中
6789:;<C9FG%

蛋白表达情况!并进行比较*

*C!CG

裸鼠肿瘤组织石蜡包埋及
`'

染色

干预实施前及实施结束后处死裸鼠! 取出肿瘤

组织进行病理观察* 病理组织标本以甲醛溶液固定

后!修剪组织块!常规石蜡包埋.脱水.制片!苏木

精%伊红&

`'

$染色!光镜检查其病理组织学变化*

!"$

统计学处理

应用
R:RR*$CJ

软件进行处理!肿瘤体积变化的

比较采用单向方差分析! 组间多重比较采用
FR7

法*

:aJCJ@

为差异有统计学意义*

!

结 果

#"!

裸鼠移植瘤的生长观察

治疗期间!动物一般情况良好*处理组进行干预

GG%
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处理后第
$=>

测得的各组动物肿瘤标本的体积及抑

瘤 率 !

?

组 ! "

$;%$@ !=;@##

#

5A

$ 和
B!=;C&D

$

E

组 !

%

=;F9=!=;=C@$

&

5A

$ 和
G@;FCD

$

/

组!%

$;@C&!=;C$F

&

5A

$

和
B9C;=D

$

H

组 !%

=;!=F!=;=$@9

&

5A

$ 和
%$;@&D

$

I

组!%

=;$@%!=;=F&G

&

5A

$ 和
GG;$%D

' 空白对照组为

"

$;!&&!=;&FG

&

5A

$

'

C

组瘤体积差异有统计学意义

"

JK@!=;&GF

(

LM=;=9

&(

?

)

/

两组没有抑瘤效应(组间

多重比较显示!

H

组与
E

)

I

两组相比( 瘤体积差异

均有统计学意义"

LM=;=C

&(

E

)

I

两组相比(差异无统

计学意义"

LN=;=C

&'

由
/<I"!

细胞移植瘤瘤自然生长曲线可见
OJ16"

)*2 9P

(

/<I"!

移植瘤体积在两周前缓慢增加( 两周

后生长速度明显加快' 各处理组裸鼠鼻咽癌移植瘤

的时间*体积生长曲线
OJ16)*2 !P

可见(未经放射的

?

)

/

组无明显的抑瘤效果' 同样转染了自杀基因片

段
I&;E?QJ9R;/HSTLQU;TVF%

的
?

组与
/

组比较

发现(给予了前药
C"J5

干预的
/

组(其肿瘤体积增

长减慢(说明未经放射干预的基因
S

前药治疗有一定

的抑瘤效果$接受放射治疗之后(所有放射治疗组

E

)

H

)

I

均出现了肿瘤生长速度减慢$

9$>

之后(肿瘤

体积均出现下降趋势'

!"!

各组肿瘤组织中
/HS

TLQU;TVF%

基因的测序鉴

定结果

除了
I

组外(各处理组

肿瘤组织中携带融合自杀基

因
/HSTLQU;TVF%OJ16)*2 $P

'

!"#

鉴定融合自杀基因

/HSTLQU;TVF%

在各组肿瘤

组织中的表达

转染
FG0

后(裂解细胞

收集蛋白 (

W23X2*+ Y-(X

证

实(各放射剂量组均检测到

/HSTLQU;TVF%

融合蛋白的表达( 除
E

组和
H

组之

外(其他各组均未扩增出特异性条带
OJ16)*2 FP

'

!"$

移植瘤组织治疗前后的病理学观察

!;F;9

对照组移植瘤组织切片
ZI

染色

对照组肿瘤组织病理切片可见细胞核增大(核

仁深染(细胞异型性明显(呈现低分化鼻咽癌病理特

点
OJ16)*2 CP

'
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质粒瘤内注射
)

肿瘤局部照射
*!+,

组移植瘤

切片
-.

染色

/

组肿瘤组织切片中可见大量红染的坏死细

胞!细胞核固缩"核碎裂"核溶解
0+12345 &6

#

$

讨 论

鼻咽癌放射治疗过程中肿瘤干细胞加速再增殖

是常规放射治疗局部失败的主要原因$ 对于鼻咽癌

这类解剖部位及病理类型特殊的肿瘤! 单纯药物或

基因治疗均难以得到根治!而着眼于放射治疗!同时

联合放射敏感的自杀基因系统
7

前药治疗!有望激活

放射诱导启动子!以增强下游自杀基因的表达$

应用基因治疗时! 由于不同类型肿瘤细胞对不

同酶
7

前药体系的敏感性存在差异!而且肿瘤患者体

内往往同时存在多种克隆肿瘤细胞! 因此应用单一

酶
7

前药体系难以达到根治肿瘤的目的!联合多个自

杀基因是提高疗效的途径之一$ 研究%

$

!

(

&认为放射治

疗联合
*!+,

能有效抑制
89.!!78/7:;<=

细胞的生

长$

8/

基因的产物胞嘧啶脱氨酶将
*!+,

转化为有

毒的
*!+3

'

*!

氟尿嘧啶(!随后形成
*!+3=;

'

*"!

氟尿

苷酸(或
*!+>3=;

'

*"!

氟脱氧尿苷酸(!前者可以整合

到
<9?

!干扰
<9?

合成)后者抑制腺苷酸合成酶!

干扰
/9?

的合成!导致细胞死亡%

%

&

$

:;<=

基因的产

物则能直接将
*!+3

转化为
*!+3@;

! 然后转化为
*!

+>3@;

和
*!+3=;

! 从而减少了多种竞争酶对
*!+3

的降解%

#A

&

$ 基于
:;<=

能明显增强肿瘤细胞对
*!+3

的敏感性!

8/

和
:;<=

共表达时则可能产生杀伤

肿瘤细胞的协同效应$本研究通过构建
.&'B?<+#C'

8/7:;<=':D(%

双基因真核表达载体!转导
8/7:;!

<=

自杀基因! 在提高自杀基因的靶向性的同时!增

强肿瘤细胞对化疗药物的敏感性! 达到根治性杀伤

肿瘤细胞的目的$

基因治疗虽然发展很快!但仍然处于研究阶段!

究其原因! 除了难以做到使外源性基因在靶目标准

确地释放并在组织中特异"持久地调节表达外!大分

子的
/9?

及其表达产物难以透过细胞膜也是其中

? B 8 / . 8EFG4EH

8/7:;<=':D(%

!!I,G1F

;".$%< K (L *+,"-"-. /> +%,-*23,-+<M +$5/% "-

.%/$2 @ +I,+ +%<,+<M NO P@ABCDE .<-<

!

%,M"/+I<%,2O ,-M Q";J 7!899:
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原因之一! 因此如能进一步提高肿瘤的瘤内转染效

率"增加基因转染的靶向性"如采用病毒载体#纳米

粒原位转染及肿瘤特异性启动子如
=>

病毒编码的

潜伏膜蛋白
9

的调控序列来调节自杀基因的肿瘤特

异性表达 $

%

"

99

%

"进行鼻咽癌放射&基因治疗"可望有

更好的临床应用前景! 本研究前期已构建融合启动

子
=&;>?@A9B

"并已验证其在鼻咽癌细胞中的肿瘤

相对特异性"

>?@A9C>,DE !? *160FG,*H (B2+ *2,H!

1+6 .*,D2 9I

位于
=>:

基因组的
>,DE !?

区域
C

#&JJKL"9&&9&%M

" 基因组
N<?

为
9;9 OP

" 而
2N<?

为
K;QLOP

" 是
=>:

裂解期中的早期基因" 在病毒

N<?

合成前转录翻译"具有诱导啮齿动物成纤维细

胞和人
>

淋巴细胞系的恶性变及使猴肾源性上皮

细胞永生化的功能" 与上皮细胞性肿瘤如鼻咽癌的

发生密切相关$

9!R9L

%

! 同时"在自杀基因体系里引入了

蛋白质转导技术 $

9&

%

"该技术是基因治疗的一种新方

式"与传统的肿瘤基因治疗手段比较"具有转导过程

迅速#转导过程不存在受体#载体及细胞吞噬现象#

大部分融合蛋白中被转导蛋白的活性稳定等特点!

!

型单纯疱疹病毒
STL%

基因编码的
:U!!

蛋白可

以 介 导 大 分 子 蛋 白 物 质 如
VAU

#

BJ$

#

EW:!XY

#

=;

/(-1!/N

#肽#反义肽核酸等进入各种靶细胞"且被转

运的蛋白质依然能保持原来的活性$

Z

"

#J

"

#&

%

! 蛋白质转

导技术比目前基因治疗中所有载体介导的效率高"

可以高效地将治疗基因的表达产物直接导入靶细

胞"并且可以避免基因治疗的一些副作用! 因此"该

技术有望克服传统基因治疗转移效率低下的缺点"

显著提高基因治疗效果" 故本研究选择了可生成

:U!!

转导蛋白的人巨细胞病毒
STL%

基因" 转导

/N[SU@X

自杀基因" 并构建了
=&;>?@A9B;/N[SU!

@X;STL%

真核表达载体" 用以提高自杀基因的靶向

性的同时"提高自杀基因在肿瘤细胞中的表达强度"

达到杀伤肿瘤细胞的目的!

本研究采用的剂量分割方式基本是根据临床常

用的常规放射治疗方案设计的" 该分割方案经过长

期的临床实践"证实是治疗上皮源性癌的有效方法"

且结合之前的研究结果"

!V7

放射剂量时即可出现

杀瘤效果的增强" 同时也由于临床鼻咽癌放射治疗

单次剂量较低"实验组采取了低剂量放射"模拟临床

治疗的环境!

?

和
/

两个非放疗组的疗效较
>

#

N

#

=

$

个放疗 组 的 疗 效 差 " 且
=&;>?@A9B;/N[SU@X;

STL%[

前药系统没有明显的抑制肿瘤生长作用"提示

在无放射线照射治疗时"单纯给予自杀基因
[

前药系

统治疗"其疗效不能达到理想的效果!

>

#

N

#

= $

组均

具有良好的杀瘤作用" 且
N

组与
>

和
=

组相比"差

异有统计学意义"结合测序结果"即除了
=

组外"其

他各处理组肿瘤组织内有目的基因
/N[SU@X;STL%

的序列" 及在前药
J!A/

联合 &K

/4 "

射线照射后"

>

和
N

组自杀基因
/N[SU@X;STL%

的表达明显高于

其他各组" 综上结果提示
/N[SU@X;STL%

基因在前

体药物在
"

射线的诱导下"表达增高"通过联合前

药系统
J!A5

的干预下发挥了该自杀基因系统的杀

伤移植瘤作用! 荷瘤裸鼠动物实验进一步说明融合

自杀基因
=&;>?@A9B;/N[SU@X;STL%

的表达产物具

有生物学活性"联合前药
J!A5

和放射治疗"可有效

抑制肿瘤的生长!同时"病理切片提示肿瘤细胞的坏

死存在凋亡的现象"且实验动物也能很好的耐受"提

示该治疗体系可能主要针对肿瘤细胞进行杀伤作

用"尚未检测到明显不良反应!

=&;>?@A9B;/N[SU!

@X;STL%

自杀基因载体联合前药
J!A5

在放射线的

作用下"可明显抑制鼻咽癌移植瘤的生长"验证该融

合自杀基因具有放射增敏性" 前期我们研究了该体

系的构建" 在体外实验观察到该自杀基因体系明显

抑制鼻咽癌细胞生长的作用" 此次实验是前期工作

的延续" 为该自杀基因靶向治疗鼻咽癌的进一步应

用提供了实验依据!

综上所述" 对于鼻咽癌这类解剖部位及病理类

型特殊的肿瘤" 单纯药物或基因治疗均难以得到根

治"而着眼于放射治疗"同时联合放射敏感的自杀基

因
=&;>?@A9B;/N[SU@X;STL%

系统
[

前药治疗"有望

激活放射诱导启动子"以增强下游自杀基因的表达"

在鼻咽癌放射治疗过程中肿瘤干细胞加速再增殖是

常规放射治疗局部失败的主要原因的前提下" 促使

放射后遭受亚致死剂量及潜在致死剂量损伤的肿瘤

细胞
N<?

修复受阻" 提高肿瘤细胞的杀伤作用"为

鼻咽癌的基因&放射治疗开辟了新思路!
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由浙江省肿瘤医院$浙江省胸部肿瘤中心主办!肿瘤学杂志社协办的
!"H$

浙江胸腹部恶

性肿瘤图像引导放射治疗
;fRXM<

国际研讨会!暨
fRXM

在胸腹部恶性肿瘤中的应用全国继续再

教育学习班!将于
!"H$

年
%

月
&"\

日在浙江杭州举行% 本次会议将邀请国内外著名肿瘤放射

治疗专家就
fRXMY79XM

在胸腹部恶性肿瘤中的应用进行专题演讲! 并对如何开展与
fRXMY

79XM

相关的临床研究进行讨论! 届时还将实地观摩浙江省肿瘤医院胸腹部恶性肿瘤
fRXMY

79XM

治疗操作流程% 欢迎全国肿瘤放射治疗界同道们积极参与&

会务组联系方式'地址'杭州市半山桥广济路
$\

号浙江省肿瘤医院放疗科(

$H""!!

)*联系

人'许亚萍(

H$\^@H"H!&%

)!朱远(

H$^\\\H%"H"

)!狄小云(

H$\^\"&^&&%

)*传真'

"^@H?\\H!!"\!

*

电子邮箱'

a,5.C4'6H!"@i6T.4/AD+T

!

]3,5,.'&$i3+2T.4/AD+T

!

Sa5"&H!i5.3++AD+TAD'

% (

%

月
\

日

计划到浙江省肿瘤医院观摩
fRXMY79XM

治疗操作流程者请提前联系& )

!"#$

浙江胸腹部恶性肿瘤图像引导放射治疗
%&'()*

国际研讨会预告

!暨
&'()

在胸腹部恶性肿瘤中的应用全国继续再教育学习班"

>^$


