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放疗是治疗肿瘤的主要手段之一% 但由于周

围正常组织对射线的耐受性问题限制了放疗剂量%
影响了肿瘤治疗效果& 这一问题可部分通过物理

技术如适形调强放疗克服’ 另一方法是放疗与药

物 或 基 因 治 疗 联 合% 提 高 射 线 对 肿 瘤 的 杀 伤 性&
虽然基因导入尚缺乏特异性和肿瘤靶向性% 妨碍

了基因治疗功效% 但新的方法正在逐步克服这些

缺点& 本综述描述选择性靶向肿瘤的两个不同策

略" 一是通过射线介导% 二是通过乏氧介导& 两

者都利用选择性基因启动子% 激活定向基因酶前

体药物治疗 #)’*’#,(&’.1’, ’*?@A’#7&%,&3) 1B’&07@5
CDEFG$ 系统% 辅助放射治疗&

! 射线应答的启动子

放射线介导的基因治疗是指射线照射肿瘤后%
激活肿瘤内的治疗基因% 增加基因治疗的靶向性%
提高肿瘤细胞对射线的敏感性% 实现基因表达的

时空调控& 细胞受电离辐射后% 上调某些细胞周

期控制基因和 D26 修复基因#如 7#<H6$<IJKF< 和 E)&#
<$的表达& 这些基因中% 许多L如 H6$< 和 C6DD!
=M 以 7=; 依赖的方式起作用% 因而在仅表达突变

型 7=; 的肿瘤中不能有效发挥作用& 但是% E)&#<
基 因 的 激 活 不 依 赖 于 7=;% 它 的 启 动 子 被 用 来 调

节治疗基因表达&
现 已 知 E)&#< 启 动 子 的 射 线 应 答 区 域 是 一 个

序列为 JJ#6IG$NCC 的 <8 个核苷酸基序% 又称为

J6&C 元件% 但似乎只有集中在 =( 增强子区域的

J6&C 元 件 有 助 于 E)&#< 的 射 线 应 答 & J6&C 元 件

在致有丝分裂原刺激后参与多种立早基因#如 E)&#
<%.#O%P%!#0.1(*$ 的调节% 因而经常被称为血清应

答 元 件& 人 类 和 鼠 E)&#< 启 动 子 还 包 含 -7< 转 录

因子) $%P#Q3* 异源二聚体 6F#< *激活蛋白 <$ 及

E)&#< 本 身 假 定 的 结 合 位 点% 这 表 明 多 种 因 素 对

E)&#< 的应答有影响&
为产生没有潜在的拮抗结合位点的射线应答

启 动 子% +0&74’P R 等 S<T以 孤 立 的 J6&C 元 件 为 基

础 构 建 了 合 成 启 动 子 % 这 些 启 动 子 由 一 个 包 含

J6&C 元件本身的增强子区域构成% 邻近一个包含
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摘 要 介 绍 两 种 应 用 射 线 和 乏 氧 应 答 启 动 子 调 节 的 CDEFG *定 向 基 因 酶 前 体 药 物 治 疗$系

统& 用治疗性) 条件性或肿瘤特异性启动子控制 CDEFG 是一种控制靶基因在肿瘤内表达的方法&

通过选择性启动子% 使基因靶向肿瘤内表达% 提高特异性和靶向性% 解决了肿瘤基因治疗中的主

要限制&

关键词 放射治疗’ 基因治疗’ 肿瘤’

中图分类号 UNV<5 />;8:== 文献标识码 ’

()*)+,-.)/0 ,1 234.)542 6)/) -5,.,0)57 5)7-,/74*) 0, 38-,94: :/; 4,/4<4/6 5:;4:04,/
!"#$% &’!(’)*! +, -’)!.’)*
*/01’2 34140526 74)8459 :60) ;<)* =>.<5 "<1?’80@ 9 -’)0) ABCDDE9 76’)0M

’=705:20 H’ ,’P.&(W’ 1X% P@P1’AP 1B01 A0Y’ 3P’ %O )’*’#,(&’.1’, ’*?@A’ 7&%,&3) 1B’&07@5
&’)3401’, W@ &0,(01(%* %& B@7%Z(.#&’P7%*P([’ 7&%A%1’&P: GB’ 3P’ %O 1&’01A’*1#5 .%*,(1(%*# %& 13A%&#
P7’.(O(. 7&%A%1’&P 1% .%*1&%4 )’*’#,(&’.1’, ’*?@A’ 7&%,&3) 1B’&07@ (P %*’ P3.B A’1B%, O%& 10&)’1(*)
)’*’ ’Z7&’PP(%* 1% 1B’ 13A%&: GB’ ,’[’4%7A’*1 %O P3.B P1&01’)(’P 1B01 0.B(’[’ 13A%& 10&)’1’, ’Z#
7&’PP(%* %O )’*’P [(0 P’4’.1([’ 7&%A%1’&P X(44 ’*0W4’ (A7&%[’, P7’.(O(.(1@ 0*, 10&)’1(*) 1B’&’W@ 0,#
,&’PP(*) %*’ %O 1B’ A0\%& 4(A(101(%*P %O .0*.’& )’*’ 1B’&07@:

>)8 ?,5;7 &0,(%1B’&07@] )’*’ 1B’&07@] 13A%&

放射医学+ !

>!



国外医学!放射医学核医学分册 !""!! !" # !"$ % #& $%&’()* +’, -.(’-’. /0,(01 +’, 23.4 +’,5 67&(4 #88!5 9%4: #" 2%: #

基本转录始动装置如 ;;66<=<6<6 盒的基础启动

子" 他们将在质粒载体中合成的启动子置于 >?$@
#增强的绿色荧光蛋白$报告基因编码序列的上游"
用构建 的 质 粒 转 染 +;$#A 乳 腺 癌 细 胞 和 B"A#+?
胶 质 瘤 细 胞" 射 线 处 理 后 用 流 式 细 胞 仪 测 >?$@
产 物% 结 果 显 示" 包 含 ! 个 ;6&? 元 件 的 合 成 启

动子对低至 C?D 的射线剂量产生应答& 在最适剂

量 E?D" ;6&? 元件对射线应答的敏感性较野生型

>)&#C 对照组高#>)&#C C:"F$8:# 倍" ;6&? E:C$8:#
倍$& 用 E?D 重复照射后" 诱导表达水平较单次剂

量 增 高 & 总 剂 量 相 同 分 割 照 射 ##%G?D 和 单 次

C8?D" G%C?D 和 G?D$时" 在 B"A#+? 和 +;$#A 细

胞 ?$@#绿色荧光蛋白$表达水平增加% 这些资料

都显示" 合成启动子通过分割照射能被重复激活"
这在临床上对获得治疗基因的高表达水平是很重

要 的% 实 验 也 比 较 了 包 含 ;6&? 元 件 不 同 数 目 ’
顺序和排列的启动子对射线的应答性( 启动子中

;6&? 元件数目增多" 使特异性射线应答提高和基

础表达减少& ;6&? 元件核心序列不同" 也显著影

响应答& 参与诱导的转录因子空间排列似乎也影

响这些蛋白或蛋白复合体与 ;6&? 元件的结合%
为确保 ;6&? 启动子在中 等 剂 量 射 线 诱 导 后

能够长期’ 高水平地表达治疗基因" -.%11 -H 等 I#J

设计了一个新的分子开关系统)**;&’=K%L@ 系统"
它是一噬菌体 @C 源性的位点特异性重组酶系统IEJ%
在这一系统中" ;&’ 重组酶催化 E!M7 的 K%L@ 识别

序列间的重组" 通过基因打靶" K%L@ 位点被整合

到 起 关 键 作 用 的 外 显 子 而 不 影 响 正 常 基 因 功 能"
;&’ 重组酶在选择性组织区域表达" 在 K%L@ 位点

间切割 H26 片段" 使关键的外显子丢失" 随后使

这 一 组 织 中 基 因 功 能 丧 失 或 获 得 新 的 基 因 功 能%
应用这一策略" 射线应答的启动子 驱 动 ;&’ 重 组

酶基因的表达" 通过 K%L@ 位点介导的重组" 依次

激活转录沉默的肿瘤敏感基因% 因此" 射线的单

次激活剂量通过强的 ;+9+巨细胞病毒$启动子诱

导 N-91O+单纯疱疹病毒胸苷激酶$基因表 达" 使

激活信号强烈 放 大% 在 用 >?$@ 报 告 系 统 的 双 质

粒转染试验中" 证实照射后与未受照射的对照组

相比" 荧光细胞数目增加 ":# 倍 +$C:#$" 这些细

胞的荧光强度较 ;6&? 启动子直接调节 >?$@ 表达

的 细 胞+没 有 ;&’=K%L@ 开 关$平 均 增 加 CG 倍 " 与

合成启动子直接 调 节 >?$@ 表 达 约 有 E:C$8:#G 倍

相比" 此开关诱导 >?$@ 产量约增加 !8 倍% 现已

设计出在单一载体中应用这一系统" 避免了每个

肿瘤细胞必须靶向两个载体% 必要的次级启动子

+如 ;+9 启动子$ 的应用也确保治疗基因在射线

照射结束后仍在肿瘤内继续表达" 因为这一系统

有 两 个 控 制 基 因 启 动 子" ;+9 启 动 子 可 被 肿 瘤

性’ 组织性’ 条件性或微环境特异性启动子所代

替" 使其特异性’ 选择性和安全性更高%

! 乏氧应答的启动子

乏氧影响放疗对人类肿瘤的治疗效果% 乏氧

组织对射线的抗拒" 部分是由于射线介导的氧自

由基不能完全杀灭肿瘤细胞" 也可能是乏氧环境

直接诱导基因表达改变% 除了设计克服乏氧抗拒

的治疗策略" 很多研究小组选择利用肿瘤的乏氧

特性获得治疗效益% 细胞乏氧的适应性应答涉及

多种控制过程蛋白合成的调节" 如葡萄糖动态平

衡" 血管生成" 血管渗透性和炎症" 包括 @?P#C
+磷酸甘油酸激酶 C$’>@Q+红细胞生成素$’ KHN6
+乳酸脱氢酶 6$’ 9>?$+血管内皮细胞生长因子$
和 (2Q-+诱导型一氧化氮合酶$% 控制氧应答基因

表达的 H26 调节元件已被确定" 并涉及特异性结

合和被各种诱导性的’ 磷酸化依赖的和=或氧化还

原敏感的转录因子转录激活" 这些调节元件包括

NR$#C+乏氧诱导因子 C$’ 6@#C+激活蛋白 C$’ 2$#
!S +细胞核因子 !S$’ 7GE 和热休克转录因子等%
已有的研究表明" 只有 NR$#C 是特异性氧 应 答 性

的" 而其他的转录系统通过相关的氧化还原作用

和代谢改变可能有助于乏氧的应答%
NR$#C 的 亲 和 性 纯 化 和 分 子 克 隆 显 示" 它 包

含 两 个 基 本 的 螺 旋 #环#螺 旋 蛋 白 NR$#C" 和 NR$#
C#" 以异源二聚体发挥作用% 虽然这两个亚单位

都被表达" 但 NR$#C" 是乏氧调节成分" 通过特异

性 结 合 N/> +乏 氧 应 答 元 件$" 起 到 调 控 基 因 的

目 的% N/> 是 包 含 核 心 序 列 G,#+6=?$;?<+?=;$
+?=;$#E, 的增强子" 在几个乏氧调节基因中" 它

的编码区长度和方 向 不 同% N/>=NR$#C 调 节 系 统

是 哺 乳 动 物 细 胞 和 人 类 组 织 所 共 有 的 " NR$#C"
亚单位在 F"T的肿瘤中过表达 I!J% 不同组织起源人

类 肿 瘤 中" NR$#C 的 高 频 率 表 达 提 示 乏 氧 环 境 中

可 用 N/> 控 制 基 因 治 疗 % 已 经 显 示 被 鼠 @?P#C
N/> 调节的标志基因表达在乏氧肿瘤细胞中可被

AG



国外医学!放射医学核医学分册 !""!! !" # !"$ % #& $%&’()* +’, -.(’-’. /0,(01 +’, 23.4 +’,5 67&(4 #88!5 9%4: #" 2%: #

诱导" ;&’.% < 等 =>? 近来评价了包含射线应答的

@6&; 元 件 与 A/B 联 合 的 嵌 合 性 启 动 子 的 功 能 "
他 们 用 包 含 来 自 B7%# C;D#E 和 9B;$ 基 因 的

A/B$ 与 来 自 B)&#E 基 因 # 对 电 离 射 线 应 答 的

@6&; 元件构建新型嵌合性启动子调节基因表达$
结果$ 这些构建的双增强子在单用射线或乏氧或

两种刺激均存在时都发挥作用$ 并对人类 F#! 膀

胱癌和 +@$#G 乳腺癌细胞选择性控制标志基因表

达% 包含 A/B 和 @6&; 元件的增强子能对这两种

触 发 因 素 应 答$ 并 证 明 B7% A/BH@6&; 联 合 应 答

性最强" 通过选择性增敏表达 A/C &辣根过氧化

物酶’的乏氧和H或受照细胞$ 在前体药物吲哚#I#
乙酸存在时$ B7% A/BH@6&; 能 有 效 控 制 自 杀 基

因 治 疗 策 略" 这 些 资 料 提 示$ 在 肿 瘤 微 环 境 内$
在解决放疗中乏氧问题的基因治疗策略中$ 嵌合

性启动子可望有效调节治疗基因表达"

! 新型启动子调控的 "#$%& 的效应

肿瘤治疗的主要目的之一是使细胞毒性剂以

选择性和特异性方式靶向肿瘤细胞$ 避免对正常

组织造成损害 =J? " 用自杀基因治疗或 ;KBCF$ 将

基因导入所编码的酶$ 激活非毒性药物前体变为

细胞毒性剂$ 利用正常细胞和肿瘤细胞间的转录

差异$ 使自杀基因选择性表达" +0&74’L M 等 =E? 用

;KBCF 途 径 来 证 明 激 活 的 @6&; 启 动 子 的 潜 力 $
这一途径由 A-91NH;@9 自杀基因系统和一个肿瘤

细胞生长抑制分析组成" A-91NH;@9 系统最近已

被 用 于 临 床 试 验 中 $ 是 酶H前 体 药 物 联 合 在 肿 瘤

;KBCF 最好的例子" -7&(*)’& @O 等=G?认为$ A-91NH
;@9 的杀伤效应仅对增殖细胞有效" 在增殖细胞

中$ A-91N 可单磷酸化 ;@9$ ;@9 进一步被细胞

激酶磷酸化$ 引起 K26 合成终止和细胞死亡" 因

此$ A-91NH;@9 系统特别适合于杀灭侵袭到非增

殖 性 组 织 &(*P0,(*) *%*#7&%4(Q’&01(*) 1(LL3’’中 快 速

分裂的肿瘤细胞" 但是$ A-91NH;@9 对靶向实体

瘤中分裂慢的乏氧细胞没有联合选择性$ 而乏氧

细胞是人类肿瘤对放化疗抗拒的原因之一"
用 ;KBCF 选择性增强射线介导的毒性作用已

在体外和体内证实$ 射线照射和基因治疗有某种

程度的协同作用 ="?" 通过旁观者机制$ 转染 A-91N
细 胞 邻 近 的 非 转 导 细 胞 也 可 被 杀 灭" 有 人 认 为$
这一旁观者机制部分由于毒素分子通过缝隙连接

扩散所致% 也有人认为$ 在体内宿主免疫系统增

强这一效应" 旁观者效应对前体药物介导的基因

治疗非常重要$ 因为即使最有效的转导系统也不

能靶向肿瘤中所有细胞" 研究者曾注意到在 ;@9
存 在 时 $ 只 要 E8R 的 黑 色 素 瘤 培 养 细 胞 表 达

A-91N$ 就 可 杀 灭 培 养 基 中 所 有 的 肿 瘤 细 胞 " 而

且$ 在动物模型已经显示$ 只要 E8R的肿瘤细胞

产生 A-91N 时$ 肿瘤就显著退缩"
+0&74’L M 等=E?将含 @6&; 的载体 &约 #8R细胞’

转染肿瘤细胞 在含有 ;@9&>8!S%4HT’的培养液中

生长$ 单次剂量 #;U 照射后$ 细胞生存率降至约

G8R$ 而对照组为 V8R" 如果这一结果 被 转 化 成

临 床 治 疗 剂 量$ G8;U 的 治 疗 剂 量 &#;U$I> 次’$
到 达 肿 瘤 的 量 将 几 乎 是 E88;U" 他 们 也 在 +@$#G
乳腺癌移植瘤模型中评价合成的射线应答启动子

的 潜 力 ( 用 含 有 ! 个 @0&; 元 件 及 受 其 调 控 的

A-91N 基 因 的 质 粒 转 染 +@$#G 细 胞 $ 通 过 ;!E"
选择和克隆$ 建成被修饰的细胞系并进而建立裸

鼠 移 植 瘤 模 型 $ 用 W 线 照 射 肿 瘤 $ I ;UH,$ 共

I,$ 在 照 射 前 #,# 照 射 中 和 照 射 后 I, 腹 腔 注 射

>8!S%4HT ;@9$ 以 使 肿 瘤 达 到 >88SSI 所 需 要 的

时间评价处理效果" 结果显示$ ;@9 联合射线照

射治疗与单用 ;@9 或射线治疗相比$ 肿瘤生长明

显延迟" 尽管该研究规模尚小$ 但清楚地证实了

合成的射线应答启动子在体内能发挥作用" 他们

也研究了用细胞内转运蛋白&A-9 蛋白 P7##’增强

旁 观 者 效 应 的 作 用 " P7## 是 有 效 的 细 胞 内 转 运

子$ 能够转移到相邻细胞和移位到靶细胞的核内"
嵌合性 P7##HB;$C 基因的融合蛋白产物在初始转

染者周围被有效输出到 #88 个细胞的核内$ 嵌合

性 P7## 蛋白能在多种细胞系发挥作用$ 运输修饰

细胞的蛋白对射线损伤产生应答" K(4X’& +- 等 =V?

用保持酶活性的 P7##HA-91N 融合蛋白证实了这一

主动转运" 他们用 P7##HA-91N 转导没有缝隙连接

的成神经纤维瘤细胞$ 用 ;@9 处理后能诱导有效

的细胞杀灭效应$ 说明 P7## 转运不依赖于细胞间

连接" 这一发现使它在肿瘤细胞中的应用特别有

吸引力$ 因为$ 通常认为在肿瘤细胞中细胞间联

接 是 受 损 的" P7##HB;$C 蛋 白 可 从 转 染 质 粒 的 细

胞输出到它相邻的细胞$ 使这些细胞发出的荧光

被镜检发现" 当 B;$C 基 因 被 A-91N 代 替 时$ 转

染 P7##HA-91N 的细胞$ 肿瘤细胞杀灭效应较单用

GJ
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;-91<增 加 = 倍" 因 而# >7## 蛋 白 的 应 用 可 能 解

决了基因导入的重要问题"

! 其他基因治疗途径

放疗已经和多种基因治疗策略联合" /%)34?<(
@/ 等 AB8C用包含胞嘧啶脱氨酶 DEFG H;-91< 融合基

因和有完全复制能力的细胞溶解性腺病毒三模型

途径与放疗联合# 增强其抗肿瘤活性# 证实放疗$
溶解病毒治疗和双自杀基因治疗联合# 在实验性

EII6 宫颈癌移植瘤模型中可望产生显著的肿瘤抑

制作用"
E3**(*)J0K - 等 ABBC用 操 纵 钠 和 碘 的 同 向 转 运

基因增加放射性标记的碘在体外球形体模型中的

摄 取# 这 些 膜 转 运 子 蛋 白 的 过 表 达 增 加 了 BIBL#间
碘苄胍治疗神经纤维瘤和吸碘的分化型甲状腺肿

瘤的选择性" 基因治疗也被用于减少射线对正常

组织造成的损伤# 如 M77’&4N +O 等 AB#C对负荷I#F#
>#0P4 细胞的正位胸部肿瘤的鼠放疗前气管内注射

含有人类 -QF# %超氧化物歧化酶 #& 转基因的载

体# 预防被转导的组织受射线诱导的损害# 显示

与 F26 损伤有关的细胞因子白细胞介素#B$ 肿瘤

坏死因子$ 干扰素诱导因子和 !#干扰素 K/26 显

著减少# 并减少鳞状层细胞的凋亡$ 微小溃疡和

食管炎# 减少射线诱导的气管狭窄和晚期肺纤维

化# 这些放疗和基因治疗联合应用的实验说明其

正在被广泛研究"
归根结底# 基因治疗的成功有赖于将基因切

实地导入到肿瘤位置# 而在未来肿瘤基因治疗中#
这些提供精确的靶向肿瘤的策略或载体的发展将

可望起重要作用"
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