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放射敏感性基因启动子序列可在电离辐射作

用下诱导下游基因表达!将放射敏感性启动子序列

连接于自杀基因
'()

的上游! 构建重组慢病毒载

体!包装重组慢病毒颗粒!以重组慢病毒感染细胞!

以放射性核素的电离辐射作用作为启动自杀基因转

录的开关!在空间和时间上调控自杀基因的表达!通

过放射性核素的电离辐射效应联合基因治疗! 可在

肿瘤组织局部产生协同抗肿瘤细胞作用! 从而在提
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对荷神经胶质瘤裸鼠模型的治疗作用!并与放射敏
感性启动子
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和
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自杀药物系统进行联合治疗!拟建立一种具有特异性和高效性的
恶性肿瘤靶向治疗方式& $方法% 建立荷神经胶质瘤
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裸鼠模型
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只!瘤体直径约
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时! 随机分为
:
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组'连续
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!瘤体内注射方式将
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:
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的重组慢
病组载体

23!+FD)!.7G BC

转染至肿瘤!然后通过尾静脉将
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注入到小鼠
体内(
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;3=6>?@ABCA6!74

组'同
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!将同量慢病毒载体转染至瘤内!同时腹腔注
射
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前体药物
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连续
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&

'
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对照肽
;3=6>?@

组)序列'

IJ)-24

#& 观察各组裸瘤
肿瘤体积和质量的变化& $结果% 治疗结束后!

"
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组抑瘤率分别为
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& 对瘤体质量进行比较!只有生理盐水组与
#

*

$

及
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组之间
差异有统计学意义+
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能抑制
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神经胶质瘤的生长!对神经胶质瘤的治疗有潜在价值& 但 ;%;
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联
合放射敏感性启动子
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自杀系统对于肿瘤细胞的治疗并没有达到统计学上的
预期的效果!可能与开始治疗时的瘤体积过大或者样本量小有关&
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高对肿瘤组织的杀伤作用的同时! 减少辐射损伤和

化疗药物治疗造成的全身毒副效应"

<

#

$

=6*!<

基因启动子可在电离辐射诱导下可被激

发!

=6*!<

基因启动子的放射性诱导响应序列位于启

动子%增强区&!含
//>?@AB

C

AA <&

个碱基!又称为

/?*A

元件$ 电离辐射产生的活性氧作用于
/?*A

元

件!继而启动下游基因表达"

!

!

%

#

$ 含
D

个及以上
/?*A

元件的合成启动子在受到相同剂量辐射时! 其下游

基因表达明显增加! 而当
/?*A

元件数量增至
C"E

个!报告基因表达增至最高"

D

#

$ 将
/F

基因与辐射敏

感性启动子连接后! 可在电离辐射作用下通过
/F@

G!H/

自杀基因
@

前体药物系统产生放射增敏效应$

/F

基因的表达产物为胞嘧啶脱氨酶!给予前体

药物
G!H/

后! 胞嘧啶脱氨酶将
G!H/

转化为细胞毒

性药物的
G!H)

!随后代谢成
G!H)IJ

或
G!HK)IJ

'

G#!

磷酸
!G!

氟脱氧尿嘧啶(!前者可以整合到
L;?

!干扰

L;?

合成)后者抑制腺苷酸合成酶!干扰
F;?

的合

成!致使细胞死亡$ 同时
G!H)

能为减少细胞核酸的

形成!抑制细胞修复!减少
M

期的抗放疗细胞!从而

达到放疗增敏剂的作用"

G

#

$ 此外!

/F@G!H/

系统还可

表现出明显的%旁观者效应&!对肿瘤细胞发挥更为

有效的杀灭作用$

在前期试验中我们构建了含
N

个
//O?@IP

C

AA

十个碱基的重复序列'即
/?*A

元件(的启动子
=N

*

/F

治疗基因及
AHJ

报告基因的重组慢病毒载体

=N!5(K?!AHJ Q9

!同时给予前体药物
G!H/

!

/F

基因

表达的胞嘧啶脱氨酶可以将
G!H/

转化为抗肿瘤药

物
G!H)

!在体外膀胱癌细胞水平证实其具有辐射诱

导杀伤作用 "

C

#

!同时在膀胱癌的动物模型水平也得

到了验证$

本部分我们研究了 #%#

R!5>LAFP

!

靶向整合素

!S"%

受体放射性核素内照射治疗对神经胶质瘤荷

瘤模型肿瘤生长的抑制作用$ 并利用前期构建的重

组慢病毒载体
=N!5(K?!AHJ Q9

"

#

#

!研究了 #%#

R!5>LAFP

!

联合
=6*!#

启动子调控的自杀基因
@

前药系统
/F@G!

H/

对神经胶质瘤肿瘤的生长有无协同抑制作用$

#

材料与方法

!"!

仪器与试剂

仪器!

#

计数器+

HI#C%

! 购自北京核仪器厂)放

射性活度仪+

LTE&G

!购自中国剂量研究院$

主要试剂!

LAF

肽二聚体!简写为
5>LAFP

!

!结

构如
H16)*2 #

+由上海吉尔公司合成!经
UJQ/

分析

纯度
$EGV

!其结构通过质谱'

TM

(认证)

;,

#%#

R

溶液+

放射化学纯度
$EGV

!原子高科股份有限公司'北京(

产品)其他试剂均为
?:L

!购自北京化学试剂公司$

WN$

神经胶质瘤细胞株+ 购自北京大学医学部病理

教研室$

!"#

#%#

R!OLAFB

!

的制备与纯化

多肽
5OLAFB

!

采用
/U!I

法标记!将
G& $6 5OLAFB

!

溶于
#&&$- XU $:D

的
&:GT

的磷酸盐缓冲液中!然

后向上述反应液中加入
#&$- ;,

#%#

R

溶液! 同时加入

/0I

溶液!使
/0I

的终浓度为
&:E$6@$-

!总反应体积

不超过
!&&$-

!室温下震荡反应
!Y1+

$

立即将标记物经
M2X0,K2Z A<"

柱层析分离纯

化!用
XU $:D

的
":"G T

磷酸盐缓冲液冲洗!收集淋

洗液
":G Y-@

管!测定每管的放射性计数$ 第一个计

数峰值管为 <%<

R!5OLAFB

!

!采用纸层析法测定标记率

与放化纯度!展开剂为正丁醇
%

无水乙醇
&":G T

氨水

[G&<&!

'

9&9&9

(!

L.

为
"'":<

$

!"$

动物模型的建立

实验选用
D

周龄雌性裸鼠
\?Q\@5

裸鼠! 体重

!""!!6

!遵循无菌操作原则将前述培养的
WN$

神经

胶质瘤细胞悬液
<(<"

$

@<!"$-

以皮下注射的方式注

入到每只裸鼠的右前腋下$ 裸鼠于北京大学第一医

院动物实验中心饲养! 饲养条件为无特殊病原体环

境$ 治疗实验开始瘤体直径约
<DYY

$ 在治疗开始

前!用
":GV

的碘化钠饮用水预处理
%K

!以阻断实验

过程中甲状腺组织对放射性碘的摄取$

!"%

荷瘤裸鼠模型分组

取
%"

只荷瘤裸鼠!随机分为
C

组!每组
G

只$第
<

组为生理盐水组!第
!

组为 <%<

R!5OLAFB

!

<<:<T\]

组!第

%

组为 <%<

R!5 OLAFB

!

<N:GT\]

! 第
D

组为 <%<

R!5 OLAFB

!

<N:GT\]^Q9

组! 第
G

组为 <%<

R!5 >LAFP

!

<N:GT\]^

Q9^G!H/

组!第
C

组为 <%<

R!

对照肽
<N:GT\]

组'对照

肽序列+

_`?L=/

($

!"&

慢病毒感染
WN$

神经胶质瘤

在前期研究中发现
X=N!/F

感染细胞后最高转

染率出现在
DN0

! 因此本实验在治疗实验开始前

DN0

!进行荷瘤裸鼠
WN$

实体瘤的感染实验$连续
!K

同

一时刻!在 <%<

R!5>LAFP

!

<N:GT\]^Q9

组和 <%<

R!5>LAFP

!

N%N
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?%?

6"E:F'G<

!

##A#HIJ ?"$C"AK?!%BCCA"L $AKL!?ACK %KA$B

?

%?

6"E:F'G<

!

?CABHIJ @%L%A$%!?!%BA"C $A"C!?ABB L?A%@

%?

6"E:F'G<

!

?CABHIJMNO C$LLAC?!??@CA?! KAC?!?A!C L%AK%

%?

6"E:F'G<

!

?CABHIJMNOMB"PQ $CB!A@!!?@LKAK$ KAKK!"ACL LLAC$

?%?

6">E(9-8/0R +0+52R0 ?CABHIJ ??$@%ALK!%$%?A%% ??AKC!?A$? %A%?

!"#$% & '()*#*+*,( -"+% ,. %"/) 0-,12

?CABHIJMNOMB"PQ

组的实体瘤内 # 注射含
B#?"

K

,STB#!/

#

UC"E)RV"'PW NO

的慢病毒#其余
B

组瘤体

内注射相同体积的
"A@;

的生理盐水$

&34

治疗实验

病毒转染细胞
LC4

后#对 ?%?

6"E:F'G<

!

??A?HIJ

组#

通过尾静脉注射
??A?HIJ

?%?

6"E:F'G<

!

$

?%?

6"E:F'G<

!

?CABHIJ

组 %

?%?

6"E :F'G<

!

?CABHIJ MNO MB"PQ

组 和
?%?

6"E :F'G<

!

?CABHIJ MNO

组 通 过 尾 静 脉 注 射

?CABHIJ

?%?

6"E :F'G<

!

#

?%?

6 "

对照肽
?CABHIJ

组尾静脉

注射
?CABHIJ

?%?

6"

对照肽$

之后称取
B"-3

的
B"PQ

#

溶解在
!-/ "A@;

的生理盐

水中#

?%?

6"E:F'G<

!

?CABHIJM

NOMB"PQ

组每只裸鼠腹腔

注射
?"-3TL""!/

#连续注射
$R

$ 其余
B

组每只裸鼠

腹腔持续
$R

注射同体积
"A@;

的生理盐水$

治疗后第
?

周# 每天用游标卡尺测量瘤体的长

径!

9

"和短径!

8

"#

?

周后隔天测量$ 以公式
O X 98

!

T!

计算肿瘤体积#治疗周期为
!CR

$ 治疗结束后#断颈

处死小鼠#称取小鼠体重#剥离肿瘤#称取瘤体的质

量#并按公式计算抑瘤率$ 抑瘤率
X

!空白对照组平

均瘤质量
D

实验组的平均瘤质量"

T

空白对照组平均

瘤质量$ 治疗过程中#如有裸鼠死亡#应于死后立即

称取尸体重量#后剥离肿瘤#称取瘤体重量$

536

统计学处理

采用
YWYY?$A"

统计软件分析数据#实验数据以

均值
!

标准差!

!!>

"表示$ 采用单因素方差分析比较

各组间的差异# 两两比较采用
NYG

!最小显著差异

法"#

W$"A"B

为差异有统计学意义$

!

结 果

785

放射性核素标记
?%?

6"E:F'G<

!

标记率为
$KA%B;

%!A%%;

#放化纯大于
@B;

$

737

各组荷瘤裸鼠肿瘤生长情况

治疗初始# 各组裸鼠肿瘤体

积大小相近 # 差异无统计学意义 !

PX?AB""

#

WX

"AL?L

"#随着时间的延长#各组裸鼠肿瘤体积逐渐增

大#生理盐水组及 ?%?

6"

对照肽组肿瘤增长速度最快#

而 ?%?

6"E :F'G<

!

?CABHIJMNOMB"PQ

治疗组瘤体增长

速度最慢!

P23*(0 ?

"$治疗结束后#剥离肿瘤标本#可

见肿瘤包膜完整# 与肌肉粘连不明显# 有一定活动

度#表面血管增生明显$

在治疗
!CR

的过程中#没有小鼠出现死亡#治疗

结束后#各组裸鼠的瘤体积大小%瘤质量及抑瘤率如

,98/0 ?

所示$ 各组瘤质量比较差异有统计学意义

!

PXLA$C%

#

WX"A""$

"# 进一步用
NYG

法进行两两比

较# 生理盐水组与 ?%?

6"

对照肽
?CABHIJ

组之间差异

无统计学意义!

WX"A"@?

"#而与 ?%?

6"E:F'G<

!

??A?HIJ

组 %

?%?

6"E :F'G<

!

?CABHIJ

组 %

?%?

6"E :F'G<

!

?CABHIJM

NO

组及 ?%?

6"E:F'G<

!

?CABHIJMNOMB"PQ

组之间差异

均有统计学意义 !

WX"A""L

%

"A""L

%

"A""?

%

"A""?

"#而
?%?

6"E:F'G<

!

??A?HIJ

组与 ?%?

6"E:F'G<

!

?CABHIJ

组 %

?%?

6"E

:F'G<

!

?CABHIJ

与 ?%?

6"E:F'G<

!

?CABHIJMNO

组#

?%?

6"E

:F'G<

!

?CABHIJMNO

组与 ?%?

6"E :F'G<

!

?CABHIJMNOMB"

PQ

组之间差异均无统计学意义!

WX"AKB@

%

"AKBC

%

"A%K@

"$

治疗结束后#各组小鼠净体质量!净体质量
X

小
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6"E:F'G<
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鼠体质量
=

瘤质量!分别为"

!&:>?!%:&<

#

!!:@!!!:%@

#

!<:A!!!:$!

#

!&:&>!!:!@

#

!%:&&!!:?%

#

!<:>B!!:BB6

$差

异均无统计学意义%

CD&:>?!

$

ED&:?A<

!&

%

讨 论

<%<

F

用于核素靶向治疗优势 '

$

(

"

!

发射
@&$G29

的
""

射线$有效射程可达
B&

或更多肿瘤细胞$对周

围未结合上核素的异质性癌细胞或整合素
#H"%

表

达阴性细胞也有杀伤效应)

$

半衰期适宜)

%

发射
&

光子适合显像$ 有利于在治疗过程中监测患者的病

情变化&

I)5G-27

等'

A

(发现$

JKL

肽可直接进入细胞而不

与整合素受体结合$ 导致
/,3M,32"%

的前体
E*(5,3"

M,32"%

活化$诱导细胞启动凋亡程序&

JKL

肽与 #%#

F

联合$

JKL

既可以作为载体$将 #%#

F

靶向性地导入肿

瘤部位$也可自身作用于肿瘤细胞$对肿瘤细胞特异

性双重地杀伤$ 减少肿瘤治疗中对正常组织细胞的

损害&

本课题研究 了 #%#

F

标记的新 型
JKL

多 肽
5

NJKLO

!

'

<%<

F"5NJKLO

!

(靶向整合素
'H"%

受体放射性

核素内照射治疗联合
P6*"<

启动子调控的自杀基因
Q

前药系统
/LQB"C/

对神经胶质瘤的治疗作用& 治疗

第
!AR

时$与生理盐水组相比$抑瘤率大小顺序为"

<%<

F"5NJKLO

!

<A:BSITUV9UB"C/

治疗组
W

<%<

F"5NJKLO

!

<A:BSITUV9

组
W

<%<

F"5NJKLO

!

<A:BSIT

组
W

<%<

F"5NJKLO

!

<<:<SITW

<%<

F"35*,XY-2R

多肽
<A:BSIT

组& 瘤质量

的大小顺序为"生理盐水组
W

<%<

F"

对照肽
<A:BSIT

组
W

<%<

F"5 NJKLO

!

<<:<SITW

<%<

F"5 NJKLO

!

<A:BSIT

组
W

<%<

F"5

NJKLO

!

<A:BSITUV9

组 <%<

F"5NJKLO

!

W<A:BSITUV9UB"

C/

治疗组&生理盐水组与 <%<

F"5NJKLO

!

<<:<SIT

#

<%<

F"5

NJKLO

!

<A:BSIT

组#

<%<

F"5 NJKLO

!

<A:BSITUV9

组及
<%<

F"5NJKLO

!

<A:BSITUV9UB"C/

组之间差异有统计

学意义$说明 <%<

F"5NJKLO

!

可以靶向神经胶质瘤$抑

制神经胶质瘤的生长$ 对神经胶质瘤的治疗有潜在

价值&

将 <%<

F"5NJKLO

!

的治疗剂量由
<<:<SIT

增加至

<A:BSIT

时$瘤质量由
$:@?!<:A@6

减为
$:"A!<:BB6

$瘤

质量差异无统计学意义$表明增大给药剂量后$瘤质

量虽然有减少$但并没有达到统计学上的差异&本实

验中 <%<

F"5 NJKLO

!

组每只小鼠尾静脉注射的剂量是

根据本实验室以往的实验工作经验确定的$ 该实验

中可能给予
<<:<SIT

治疗剂量的 <%<

F"5 NJKLO

!

已经

能够足够 抑制神经胶 质瘤的生长 &

<%<

F"5 NJKLO

!

<A:BSITUV9

组与 <%<

F"5 NJKLO

!

<A:BSITUV9UB"C/

组比较也无统计学差异$表明 <%<

F"5NJKLO

!

联合放射

敏感性启动子
PA

和
/LQB"C/

自杀系统对肿瘤细胞

的杀伤作用也没有明显的阳性结果$ 考虑与开始治

疗时肿瘤体积稍大$ 而给予的慢病毒量相对过少有

关& 在观察后期$

EIZ

组小鼠的全身体质量相对较

大$去除瘤体后小鼠却较其他组瘦小$净体质量差异

无统计学意义&

崔永刚等'

>

(用 <%<

F

标记
JKL

肽
575-(N["/73"\*6"

K-7"\3M"]*7"/73"4[O

用于荷
I<@

黑色素瘤小鼠肿瘤

治疗研究&在治疗第
!AR

时$治疗组的肿瘤抑制率达

@B:$!^

&

S1_*,

等 '

<&

(用
!B&(/1 >&`

标记的
JKL?/

对荷
La<?B

人前列腺癌裸鼠动物模型进行治疗$在

治疗
!<R

时肿瘤的抑制达
@%^

& 本研究中 <%<

F"5

NJKLO

!

可以靶向神经胶质瘤$抑制神经胶质瘤的生

长$对神经胶质瘤的治疗有潜在价值&

<%<

F"5NJKLO

!

靶

向核素内照射治疗联合放射敏感性启动子
P6*"<

调

控
/L

自杀基因治疗$可以抑制肿瘤的生长$但是没

有达到统计学上的协同治疗效果$ 且抑瘤率均低于

上述两项研究'

>

$

<&

(

$考虑与开始治疗时肿瘤体积稍大$

而给予的慢病毒量相对过少有关&

<%<

F"5NJKLO

!

主要

经泌尿系统排泄$ 因此肾毒性可能是限制其治疗剂

量的关键因素$在 <%<

F"5NJKLO

!

能够作为肿瘤诊治药

物应用于临床之前$ 应进一步对泌尿系统的辐射剂

量进行研究$ 确定具有良好疗效且毒性较小的治疗

剂量&
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