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摘要

如何利用基因载体选择性转移治疗基因 并促使治疗基因

在靶细胞中充分表达是自杀基因治疗恶性肿瘤的关键所在.

随着研究的深入发展 各种基因载体的多方面特性逐渐展

现在人们面前 其携带外源基因进入靶细胞 并在靶细胞

中表达的过程也逐步被更清楚了解. 这些新认识指导科学者

们在选择及改造载体 调整各种影响因素等方面作了大量

尝试 取得诸多新认识 大大加强了自杀基因针对肿瘤细

胞的靶向性 高效性表达.
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0   引言

随着临床试验的深入开展 基因治疗显然没有显示出

当初人们所预期的高效神奇的疗效 理论与实践的差

距使这一技术在临床应用中仍然不能成功的满足实际

需要 相当程度上归因于载体应用上所面临的困难. 外

源基因进入靶细胞基因组中须经历多个步骤: 体内传递

至靶细胞 进入细胞 细胞内传递 进入细胞核; 因

此也有多道屏障: 细胞外各种反应成分 细胞膜 细

胞内环境以及核包膜. 理想载体要求能顺利高效的通过

各道障碍 在各个步骤中保持稳定 不激起不良反应

且最有利于外源基因的高效 稳定或可控性表达. 对于

应用自杀基因治疗恶性肿瘤来说 载体的基因转移效

率与外源基因的表达显得尤为重要. 正因为如此 这一

领域的研究近几年来在各国学者的努力下 开展得如

火如荼 取得了丰富的经验与成果.

1   载体的基因转移能力

病毒载体基因转移能力与其滴度及转染率有关. 常用的

载体中 逆转录病毒载体转染率高 但滴度不高(106-

108) 而且只能感染分裂期细胞; 腺病毒载体滴度比较

高(108-1010) 但转染率中等; 腺相关病毒滴度较低

各家报道不一致 大致为104-105cfu/mL 但具有较

高的转染率: Fukui et al [1]应用腺相关病毒载体体外转运

自杀基因治疗口腔鳞状细胞癌时观测到: 当 MOI=10

时 该载体对LacZ 基因的转移效率为 20-50 当

MOI =100时 几乎为100 . 慢病毒(lentivirus)载体仍

是具有争议的一种载体 但其高效的基因转移能力却

是非常可观的: Barry et al [2]采用鼠逆转录病毒(murine

retroviral)载体对T细胞进行CD40配基基因转染 在采

用巨细胞病毒启动子等强启动子的情况下 转染效率仍

然很低 相同条件下 低MOI (0.5-2)的lentivirus载体即

可取得40-93 的靶细胞被转染的效果. Loimas et al [3]比

较了多种不同的病毒载体携带TK基因 绿色荧光蛋白

基因融合基因转染 3 种人前列腺癌细胞系(DU-145

LNCaP PC-3)的有效性 结果表明: 腺病毒载体和

lentiviral 载体对所有3种细胞系均具有高效转染作用

而塞姆利基森林病毒载体(semliki forest virus vectors)和

辛德毕斯病毒载体(sindbis virus vectors)仅产生百分之几

的转基因阳性细胞.

       一般认为非病毒载体的转移效率低 限制了其在

实际操作中的应用 Wright et al [4]比较了裸DNA DNA/

阳离子脂质体 DNA/ 转铁蛋白 阳离子脂质体 腺

病毒载体重组子 腺相关病毒载体重组子 单纯疱疹病

毒载体重组子对心肌的基因转移能力 结果也证实了

这一点. 但也有报道[5]指出: 在转载TK基因体内治疗腹

膜恶性肿瘤动物试验中 DNA/脂质体复合体与逆转录

病毒产生细胞的基因转移效率没有显著差异; 在转运TK

基因体内治疗胶质母细胞瘤动物试验中 脂质体与腺

病毒载体具有效果相当但优于逆转录病毒的杀瘤作用[6].

各种阳离子脂质体 分子共轭聚合物具有相对较高的

基因转移能力; 裸 cDNA在进入胞质后易被胞质核酸酶

消化[7] 转化能力较低.

2   载体效率的提高

载体携带外源基因 在一定的反应环境中作用于靶细

胞 完成基因转移 这一过程中 无论是载体 环

境因素还是靶细胞的改变都影响基因转移效率.

2.1 通过载体的改变  改良载体的某些特征可以大大提

高基因转移效率. 研究者们在这方面作了大量的工作

相关报道也最多.

2.1.1 病毒载体

2.1.1.1 特殊糖蛋白包裹  某些病毒包膜蛋白对肿瘤具有

特殊的亲和力 取之包被载体 载体便也被赋予了这种

特性. 如 Galipeau et al [8]利用水泡性口炎病毒G蛋白



(vesicular stomatitis virus G  VSV-G)包装逆转录病毒载

体 产生的新载体既具有非常广泛的亲嗜性又能被超

速离心浓聚而不变性 达到2.3 1010 cfu/mL 用之携

带TK基因和绿色荧光蛋白基因瘤内转染脑胶质瘤大鼠

模型 随后系统注射GCV 10 d 对照组(不用GCV)大

鼠全部死亡 平均存活38 d. 尸检发现巨大肿瘤被逆转

录病毒高效转染 荧光局限于肿瘤组织.  实验组12只

大鼠中8只存活大于120 d. Howard et al [9]在构建了这种

VSV-G假型逆转录病毒载体(VSV-G-pseudotyped retrovirus

vector)的基础上还构建了两种其他病毒糖蛋白包裹的逆

转录病毒载体: Moloney 鼠白血病病毒 4070A (MLV

4070A)和猫内源病毒RD114 (CEV RD114)假型载体 对

胰腺癌细胞的体外以及动物体内试验表明 这类假型

逆转录病毒载体的确大大增强了转染效率 提高了自

杀基因对肿瘤的疗效 而其中尤以VSV-G假型逆转录

病毒载体显著.

2.1.1.2 改变其配基特性  许多病毒载体通过自身配基与

肿瘤细胞表面相应的受体结合而进入肿瘤细胞 但这

一作用受肿瘤细胞表面受体表达情况影响. 改变载体的

配基特征 使之能与肿瘤细胞表面高表达的受体结合

则能很好的解决这一问题. Nakamura et al [10]的研究证实:

腺病毒的低转染效率与其主要受体柯萨奇-腺病毒受

体(coxsackievirus-adenovirus receptor  CAR)缺乏具有高

度相关性 因此对决定腺病毒基因改变方向的腺病毒

5型纤维蛋白(Adenovirus type 5 fiber protein)进行了改

造 在其结区(knob domain)HI环插入一段含Arg-Gly-

Asp(RGD)的肽序列 使病毒在进入细胞时能利用整合

素受体 改造后的载体对整合素高表达的肿瘤细胞转

染力大大增强.

2.1.1.3 辅以特异的配基或抗体  恶性肿瘤细胞往往表现

出受体表达异常. 因此 不难理解 将与其高表达或

特异表达的受体相对应的配基与载体相连 能有效的

提高病毒载体的转染效率. 转铁蛋白(transferrin)[11-12]是常

用的配基 再如胰岛素[13] 叶酸盐(folate) [11] 血管内

皮生长因子[14] 雌激素[15] 4- 羟基他莫昔芬[16] 成

纤维细胞生长因子[17]等. 同样 肿瘤细胞往往也表达特

异的肿瘤抗原 将对应的抗体连接到载体上 既有利

于自杀基因的靶向转导 也无疑能增加转染效率. 抗肿

瘤相关抗原抗体[18] 抗转铁蛋白受体抗体[19]等为常用

的抗体.

2.1.1.4 保留复制能力  采用具有复制能力的腺病毒载体

可以显著的提高其基因转移能力[20-21]. 但也报道认为: 保

留腺病毒载体的复制能力在体外试验中明显地增强了

目的基因的转移作用 在应用于体内时和传统腺病毒

载体并没有显著性差异[22]. Puhlmann et al [23]应用携带萤

光素酶 具有复制能力的TK-VV重组子载体进行体外

及动物体内多种肿瘤细胞系或皮下 腹腔 肝内多种移

植瘤 转移瘤的转染试验 并采用腹腔内 静脉内 瘤

体内注射等多种方法 结果表明这种保存了复制能力

的载体具有高效的基因转移及表达能力 若灭活其复

制能力 瘤内外源基因的转染与表达则甚微.

2.1.1.5 载体小型化  载体的大小是否也影响转染效率?

理论上应该是这样 近年来有人构建删除了TK基因的

VV载体(thymidine kinase-deleted  recombinant vaccinia

virus  TK-VV)[23-25] 这种小型化的VV载体突变体不

仅具有高效的外源基因转移效率 而且其转染的外源

基因在靶细胞内具有高效的表达能力. Mangeot et al [26]构

建的小型 lentivirus 载体 Cui et al [27]构建的能自我失

活型 lentivirus载体等 在转染试验中都取得了非常良

好的效果. 但这只是经验与猜测 重组子大小与转染效

率之间的确切关系仍待进一步研究.

2.1.1.6 提高载体滴度  提高载体滴度一直是研究者们努

力的方向 其对载体基因转移的影响是不言而喻的. 纯化

载体也不失为提高滴度的一种有效方法: 如Kruse et al [28]使

用纯化Re.TK 颗粒进行脑瘤治疗动物试验 取得了可

观的效果.

2.1.2 非病毒载体

2.1.2.1 载体的选择  一般来说 带电荷的阳离子脂质

体 多聚体比普通脂质体 裸DNA质粒基因转移效率

高; 低分子量的多聚体比对应的高分子量多聚体效率

高 如: 低分子壳聚糖转运效率高于高分子壳聚糖[29];

低分子量 分支程度低的分支聚氮丙啶载体的转移效

率更高[30]. 壳聚糖由于其天然的高电荷性 且在特定条

件下可以浓缩DNA 形成不连续小颗粒[31] 因此具有

较高的效率; 线形聚氮丙啶也被认为是和裸DNA 分

支氮丙啶 脂质体GL-67/DOPE DOTAP/ 胆固醇相

比效率最高的一种[32].

2.1.2.2 辅以多种有效成分  可以与特异性配基 抗体

相连 也可以表面包被特种糖蛋白包膜提高肿瘤细胞

亲嗜性 或电中性物质以减少阳离子载体在血液中的

非特异性反应[33-34]; 同时 最好既具有阳离子成分又有

油脂成分 前者使DNA凝缩 有利于减少胞质内DNA

酶解 提高核膜透过能力; 后者能提高细胞膜亲嗜性

有利于穿过细胞膜.

2.1.2.3 合适的DNA/多聚载体比例  DNA/多聚体分子

摩尔比与DNA转化效率也有明显关系. 如Dizhe et a [35]

报道: 聚赖氨酸半乳糖[poly(L-Lys)Gal]d的基因转移效率

有赖于复合物内DNA/半乳糖基聚赖氨酸摩尔比.

2.1.2.4 DNA的大小和构型  线性DNA的广泛微注射研

究显示 大小是影响其胞质内移动 进入胞核的主要因

素[36]. 但是质粒DNA和经载体复合物运送的DNA是否也

受其大小限制仍不清楚. 如果质粒DNA和载体复合物-

DNA进入细胞核是一个被动的弥散过程 则显然DNA

大小是重要的影响因素; 但超过1.5 kb的DNA片断很

难透过核膜[37-38] 大分子DNA进入细胞核主要是通过

主动摄取而不是被动渗透. 另一方面  我们知道: 阳离子

等促使DNA凝缩的物质能提高DNA转化效率 环状和

超螺旋的DNA也被认为具有更高的转化效率 因此
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DNA的构型影响其转染效率则是显然的.

2.1.2.5 与病毒载体联合构建融合载体  将非病毒载体和

某些病毒联合构建的融合载体具有良好的基因转运性

能: 如HJV-脂质体融合载体[39];  HJV-阳离子脂质体[39];

EBV复制子 /PAAD融载体[40-41].

2.2 通过反应环境因素的改变  载体的基因转移效率与

多种转染环境因素有关. 如壳聚糖的转运效率与血清

pH 值等因素有关[42 31]; 聚赖氨酸半乳糖[poly(L-Lys)

Gal]d的基因转移效率有赖于DNA-聚赖氨酸半乳糖复

合物在不同离子强度下形成的结构[35]等. 因此 可以

通过调整这些因素来增强转染效率. 另外 采用什么样

的给药方式使体外制备的重组子载体进入肿瘤瘤体内

也是不可忽视的影响因素 具体的临床考虑应涉及多

方面问题(如载体的靶向性如何 毒副作用如何 在体

液内的稳定性如何 肿瘤的解剖位置 血运状况 转

移情况 瘤体大小以及个体特征等). 单就基因转移的效

率而言 则与弥散丢失 非特异反应失活以及整合入

非肿瘤细胞等相关. 一般来说 越是精确地 小范围地

局部注射越能减少丢失 提高效率. 若重组载体具有良

好的靶向性与在体液环境中的稳定性 则这一效应有

所缓解.

2.3 通过靶细胞的改变  理论上 既然外源基因的转染

与靶细胞膜表面受体 蛋白质及多糖分子等的分布

胞质内环境 核膜 染色体等的状态有关 则可以

通过调整这些物质的性状来增强转染效率. 体外试验中

也经常利用各种物理或化学方法来实现这一目的 但

临床试验中这方面的报道较少.

3   自杀基因的表达

自杀基因作为一种外源基因 在肿瘤细胞中的表达

既与其本身特点 如与之相连并共转染的载体类型

自身所带顺式作用元件的数量及在肿瘤细胞中的活性

等相关 也与被转染的肿瘤细胞的数量 肿瘤细胞类

型等相关. 为了增强自杀基因在肿瘤细胞中的表达 除

了针对不同的肿瘤细胞选择最佳载体外 还常通过插

入在肿瘤细胞中具有高活性的启动子 增强子以及可

诱导性元件等实现这一目的.

3.1 载体本身对外源基因表达的影响  载体对所转运的

外源基因的表达具有重要影响 各种载体转导的外源

基因具有不同的表达特性(表1). 如逆转录病毒可整合宿

主染色体 外源基因可在宿主内稳定表达 并随细胞分

裂而传代. 而且 Narita et al [43]报道多腺苷酸信号(polyA)

能增强定位于逆转录病毒长末端重复序列反方位的内

源增强子介导的外源基因的表达: 他们将3种自杀基因

置于midkine 基因增强子的调控下 内源转录单位的方

向设计得与病毒长末端重复序列相反 每种自杀基因

在带有polyA的重组载体感染的包装细胞中的表达比在

不带有polyA的重组载体感染的包装细胞中的表达明显

增加 由这种逆转录病毒携带TK基因转染后的肺癌细

胞对GCV的敏感性获得显著的提高 较之野生型载体

转染的肺癌细胞也有显著性差异. 一般来说 腺病毒不

能整合染色体 外源基因较难长期表达 不利于遗传病

的治疗 对自杀基因治疗也有不利影响. 可同时应用两

个腺病毒重组载体来增强外源基因的表达[44]; 同时应用

腺病毒和逆转录病毒载体重组子 也有相似效果[45]. 腺

相关病毒载体能整合入染色体 外源基因能稳定表达.

Xiao et al [46]在小鼠基因转移试验中 将腺相关病毒载

体注射入骨骼肌组织后 外源基因在小鼠体内 1 a之

后仍有表达 . 据 Qing et al [47]的报道 三羟(基)异黄酮

能促进其所介导的外源基因在转染细胞内的表达. 痘苗

病毒载体不能整合染色体 外源基因不能长期稳定表

达 且本身具有免疫原性 不能多次反复使用.   小型化

的 TK-VV 载体 在减小免疫原性 提高外源基因

稳定性与高效性上有明显效果[24-25, 48]. 经 Lentivirus载体

转运的外源基因也能在宿主细胞中长期高效的表达[49, 27].

3.2 插入启动子 增强子 可诱导性元件  基因表达

受多级调控 因此外源基因的表达调控可以通过多途

径 多环节的干预实现. 其中 利用特异性启动子 增

强子等转录调控元件增强外源基因在肿瘤中的表达是

最常用的方法. 在外源基因中插入肿瘤中普遍高表达的

基因启动子 如端粒酶基因启动子[50]; 或某一肿瘤特异

表达的基因启动子 如前列腺特异性膜抗原启动子[51]

卵巢肿瘤的OSP1启动子[52]; 或易在特定肿瘤环境中激活

的可诱导性元件 如在实体瘤高热瘤体中高活性的热

休克蛋白70启动子[53]; 或特定人工条件下激活的可诱导

性元件 如放射敏感性 c-IAP2 启动子[54]等 既加强

表1 各种载体基因转移特点

    逆转录病毒载体       腺病毒载体      腺相关病毒载体     痘苗病毒载体 慢病毒载体 非病毒载体

滴度   低   高   低 高      中等         -

基因导入效率 *   高 中等   高 高        高        低

稳定性 稳定            不稳定 稳定         不稳定      稳定     不稳定

基因表达水平 可变 可变 可变 高        高      可变

特点          只转染分        免疫原性强      需要辅助病毒       具有溶细胞性   安全 容量大生产经济

         裂期细胞       滴度难以提高         免疫原性强

*因细胞类型及反应条件而变化; +基因表达与多种相关作用元件及反应因素有关.
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了自杀基因的靶向性 又大大增强自杀基因在肿瘤细

胞中的表达.

         整个转基因的过程是为了自杀基因在肿瘤细胞中表

达 但能否让自杀基因长期稳定表达往往并不是应用

自杀基因治疗恶性肿瘤所考虑的重点 适当时期内的

高效表达却至关重要. 大部分载体转染的外源基因的表

达 来不及走向衰减 其导致的细胞毒性作用便已经将

宿主细胞灭活. 因此 载体及其转移的自杀基因的细胞

毒性往往成了影响表达持续时间的最重要因素 由于

自杀基因对肿瘤细胞的杀伤作用 除了对转基因细胞

的直接细胞毒性作用外 更主要的往往有赖于旁杀伤

作用 载体的细胞毒性便直接影响着自杀基因治疗恶

性肿瘤的最终疗效[55].

       如上所述 近些年来 研究者们在如何提高自杀

基因针对肿瘤细胞的基因转移 基因表达效率上做了

大量的工作 并取得了丰硕的经验与成果. 尽管如此

目前的技术离人们所期望的还有一定距离 还存在大

量问题有待解决 主要表现在: (1)机制不清  对于重组

载体在细胞内的转运 进入细胞核等知之甚少 而这些

过程中也许包含基因转移的某些关键点; (2)有待标准化

载体构建细节 培养环境各参数值 各反应条件参数

值 数据获取及分析的程序等的量化和统一 以及标

准化构建和培养的各型载体在明确有针对性的细胞分

型和标准化反应环境 统计方式等条件下各方面性能

的比较和量化; (3)应以临床应用为目标 各实验室都能成

功的完成体外 体内试验 但临床应用却久滞不前 体

外实验 动物实验与临床应用之间存在显著差别 这要

求我们更多的着眼于直接的临床数据而非单纯的实验

室结果等.

       在解决自杀基因的转移与表达效率的问题上 还

存在大量的工作要做. 再有与之密不可分的靶向性问

题 安全性问题 免疫原性问题等 若这些问题都合理

解决了 自杀基因便能普遍应用于临床肿瘤的治疗 造

福于广大恶性肿瘤患者.
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