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单纯疱疹病毒1．胸苷激酶报告基因显像研究进展
刘影兰晓莉张永学

【摘要】放射性核素报告基因显像技术作为监测基因治疗表达的一种有效手段，是目前研究的

热点。报告基因系统主要有三类，其中酶的报告基因系统中的单纯疱疹病毒1．胸苷激酶由于其良

好的理化特性，适合作为报告基因而对其进行了深入、广泛的研究，它的两类底物是嘌呤核苷衍

生物和无环鸟苷衍生物，目前已经用不同放射性核素进行标记而达到显像目的。
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基因治疗作为一种对不同疾病的临床治疗手

段，已从实验阶段走向临床研究，但如何对治疗基

因的转染效率、转染组织特异性和体内表达持续时

间进行有效的监测一直是目前研究的热点。放射性

核素标记探针报告基因显像的出现，为基因治疗中

外源基因表达的可控性监测提供了一种实时、无

创、可重复进行的方法。目前研究较多的报告基因

系统主要有三类：酶的报告基因系统、受体的报告

基因系统和膜转运体报告基因系统，其中酶的报告

基因系统以单纯疱疹病毒1．胸苷激酶(he叩es

simplex virus 1一thymidine kinase，HSVl·TK)作为报

告基因较为常用。

1 HSVl．TK特性及其作为报告基因的机制

胸苷激酶(tllymidine kinase，TK)主要有三种，
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来源于病毒、细菌和真核细胞中，不同来源的TK

的结构在相对分子质量、理化性质和生化功能上有

很大的差异。已知细菌和真核细胞中的TK，一种

是线粒体源性的，一种是胞质源性的，这两种酶主

要用来催化三磷酸腺苷的0【．磷酸转移到胸腺嘧啶

的5’末端，形成磷酸化的胸腺嘧啶。而感染了单

纯疱疹病毒(herpes simplex vims，HSV)，的TK与细

菌和真核细胞中TK相比，其底物特异性要求并不

非常严格，它除了可以磷酸化胸腺嘧啶，还可以磷

酸化嘧啶及嘌呤核苷衍生物，使其特异性地积聚在

细胞内。

HsVl．tk基因首先成功地被用来作为治疗基因

治疗HSV感染，HSVl．tk基因特异地磷酸化无环

鸟苷生成单磷酸无环鸟苷，单磷酸无环鸟苷被胞内

鸟苷酸激酶磷酸化形成了二磷酸无环鸟苷，最终由

于细胞内多种酶的磷酸化而形成三磷酸无环鸟苷，

如掺合到DNA中，可造成DNA断链。HSV的

DNA聚合酶也可以三磷酸无环鸟苷为底物，将其

结合到HSV的DNA底物模板中，且这种作用要强
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于细胞内DNA聚合酶，活化的HSV—DNA聚合酶与

三磷酸无环鸟苷模板牢牢地结合后失活，从而造成

HSV—DNA的断裂。目前作为自杀基因应用于临床

治疗试验中，自杀基因与病毒结合感染靶组织后，

将无毒的前体药物代谢成为细胞毒性药物，首先使

导入自杀基因的细胞“自杀”，其次可通过“旁观

者效应”杀死未导人自杀基因的邻近细胞，显著地

扩大其杀伤作用。

以放射性核素标记的核苷类似物为报告探针，

进入体内后经主动运输通过HSVl．tk基因转染细

胞，被该基因的编码产物TK磷酸化后，不能再次

穿过细胞膜而“陷人”被转染细胞中进行显像。因

此，探针在细胞内的聚集程度可反映HSVl一tk基因

的表达程度。利用HSVl．tk基因进行的放射性核素

报告基因显像可以通过以下途径实现：(1)直接反

映tk基因在细胞内的表达；(2)利用双顺反子载

体，将tk基因与其他治疗基因克隆在同一启动子

下游；(3)利用相同的启动子和相同的两个载体分

别将治疗基因和tk基因导人体内，因为载体和启

动子相同，所以认为两者在体内的表达具有相关

性。HSVl．tk报告基因显像目前主要用于各种肿瘤

基因治疗的报告基因研究，近年来对心脏基因治疗

的报告基因研究也逐渐增多。

2 HSVl．像报告基因显像的两类主要探针

以HSVl．tk基因为报告基因的报告探针主要分

为嘌呤核苷衍生物和无环鸟苷衍生物。

2．1嘌呤核苷衍生物

目前已报道的嘌呤核苷衍生物报告探针主要有

3H．、忧．、131I．、123I．及124I一等标记的氟脱氧．D．阿糖

呋喃基碘．尿嘧啶(2’-nuor0．2’．deoxy．1．p．D．an出ino．

furanosyl．iodouracil，FIAu)、氟脱氧．甲基．D．阿糖呋

喃基尿嘧啶、氟脱氧一5一乙基．D一阿糖呋喃基尿嘧啶、

2．碘氧基一2’．脱氧尿苷、2．碘乙烯基一氟脱氧阿糖呋

喃基脲嘧啶、2．碘乙烯基阿糖呋喃基尿嘧啶等。
。

经多年的研究发现，FIAU是应用于HSVl．tk

报告基因系统的一种较好的显像剂【n，t4C、B·I、伪I

和124I标记的FIAU已经被不同的研究组用于

HSVl．tk基因体内、体外表达显像凹。Deng等刁用

鼠肉瘤细胞转导HSVl．tk基因评价131I．FIAu对肿

瘤基因治疗表达的监测作用表明，注射”·I．FIAU

后1，4，8和24 h，HSVl．tk基因阳性肿瘤中注射

局部／本底比值分别为2，3．5，8．2和386．8，而

HSVl．tk基因阴性肿瘤中分别为0．5、0．5、0．7和

5．4；24 h后放射性残留：HSVl．tk基因阳性肿瘤

为(9．67士3．89)％ID／g，而HSVl．tk基因(．)肿瘤为

(0．48±0．19)％ID，g；7d连续的更昔洛韦治疗后显像

示HSVl．tk基因阳性肿瘤放射性于第4日开始消

退，第7日完全消退，结果表明坞1I．FIAU对于

HSVl．tk基因转导、表达和基因治疗是有效的。

Maver_Kuckuk等‘珂用124I．FIAu和131I．FIAU评价鼠

模型结肠癌肝转移HsVl．tk基因转导的效率，结果

表明124I．FIAU和131I．FIAU监测活体动物结肠癌肝

转移的转基因是可行的。Deng等4】用131I．FIAU监

测HSVl．tk基因在鼠肺癌(Nom4．TK)模型中的

表达，结果表明，注射131I．FIAU后24 h肺癌

(NG4TL4．TK)模型可成功地检测到放射性的存在，

随后10 d也可检测到放射性的存在。更昔洛韦治

疗7 d后，注射131I．FIAU后24 h可检测到NG4r114．

TK阳性细胞的明显抑制，结果同样表明I．FIAU对

HSVl．tk基因肿瘤转染的可行性【13】。另外，最近很

多学者致力于放射性核素报告基因对心脏疾病基因

治疗中的监测作用研究。Bengel等¨0l用-24I—FIAU

评价心肌HSVl一tk基因转染率表明，用·q．FIAU

PET定量体内心肌转染表达是一种有效的方法。

此外，其他的嘌呤核苷酸衍生物也已经被合

成。Cho等【11】以76Br．5．溴基氟脱氧尿嘧啶为报告探

针、HSVl．tk为报告基因，研究了76Br-5．溴基氟脱

氧尿嘧啶对人类和鼠神经胶质瘤细胞株u87和

U25 1细胞及稳定表达TK的神经胶质瘤RG2细胞

中HsVl．tk基因表达显像的有用性发现：76Br．5．溴

基氟脱氧尿嘧啶在转导复制缺陷腺病毒持续表达

HSVl．TK的u87和u251细胞中摄取明显增加；在

120 min稳定表达的RG2细胞中，14C．FIAu在RG2

HSV．tk阳性摄取率是11．3％ID，在RG2对照组

为1．7％ID，而76Br．5．溴基氟脱氧尿嘧啶的RG2

HSV．tk阳性摄取率是14．2％ID，在RG2对照组为

1．5％ID；体外生物学分布显示，U87 HSV—tk阳性

摄取76Br-5．溴基氟脱氧尿嘧啶明显高于对照组复制

缺陷病毒表达绿色荧光蛋白转导的HsV 1．tk基因及

正常组织；放射自显影显示，局部颅内转导复制缺

陷腺病毒表达HSVl一tk基因的U87和U251细胞的
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摄取；PET分析表明，颅内肿瘤HsV．tk阳性中肿

瘤／本底比值分别为13和26。以上结果表明，76Br．

5．溴基氟脱氧尿嘧啶有可能作为监测HSVl一tk基因

表达有前景的PET报告探针。Balatoni等嘲制备和

标记·8F一氟脱氧阿糖呋喃腺嘌呤尿嘧啶，评价其作

为报告探针在HSvl一tk基因表达中的价值，结果表

明，·8F．氟脱氧阿糖呋喃腺嘌呤尿嘧啶在体外的聚

集和敏感性与FIAU相似，且由于其在非转染细胞

和组织中低的摄取和残留而具有较高的特异性，因

此是一种很有发展前景的报告探针。Wang等13】比

较了·23I．FIAU SPEcT和18F．5．氟脱氧尿苷PET监测

HSVl．tk基因和更昔洛韦在肿瘤治疗中的表达

效力：鼠NG4TL4和NG4TL4．STK阳性模型建立后

10 d行更昔洛韦(10 mg·kg。1·d。1)治疗，治疗后4 d

和7 d行t23I．FIAu、-8F．氟脱氧尿苷、18F．酪氨酸和

，8F一氟脱氧葡萄糖显像，结果，更昔洛韦治疗后4 d

和7d伪I．FIAU和·叩．氟脱氧尿苷摄取与治疗前相比

明显降低，与HsVl一tk基因感染率平行；而18F．酪

氨酸和墙F．氟脱氧葡萄糖摄取仅轻度降低(较治疗

前分别降低67％和50％)。结果表明，123I．FIAU和

·叽氟脱氧尿苷对监测HSVl．tk和更昔洛韦治疗是

比较可靠的指标，’而·吼酪氨酸和1叩．氟脱氧葡萄

糖在这方面只能作为候补方法。

协I．碘氧基一脱氧尿苷、省I．碘乙烯基．氟脱氧．B．

D．阿糖呋喃基尿嘧啶和协I．碘乙烯基．阿糖呋喃基尿

嘧啶最早是用作细胞培养中HSVl．tk的底物，将

塔I．碘氧基．脱氧尿苷、仍I．碘乙烯基．氟脱氧一B．D．阿

糖呋喃基尿嘧啶和伪I．碘乙烯基一阿糖呋喃基尿嘧啶

分别在对照组和HSVl．tk基因阳性的鼠细胞系内相

互比较，发现其在HSVl．tk基因阳性的鼠细胞内吸

收相对顺序为伪I．碘氧基．脱氧尿苷>125I．碘乙烯基．

氟脱氧．B-D一阿糖呋喃基尿嘧啶>125I．碘乙烯基．阿糖

呋喃基尿嘧啶，其中125I一碘乙烯基．氟脱氧．B．D．阿

糖呋喃基尿嘧啶是最有前途的一种衍生物，因为

协I．碘氧基．脱氧尿苷在体内容易受到磷酸化酶调节

的去糖基作用。

2．2 无环鸟苷衍生物

目前已报道的无环鸟苷衍生物报告探针主要有

3H、t4C、n·I及·1等标记的阿昔洛韦、潘昔洛韦；

·8F标记的·叩．氟阿昔洛韦、18F．氟更昔洛韦、18F．9．

[4一氟．3．(羟甲基)丁基】鸟嘌呤(18F．9．(4．nuoro-3一

hydroxymethylbutyl)#：uanine， 18F．FHBG)、 18F．氟．3．

羟基．2．丙氧基甲基鸟嘌呤[(18F．nuoro-3．hydmxy一2一

propoxy)methyl】guanine，18F．FHPG)等数种探针。

Peter等【14】认为，8．3H．丙氧鸟苷是一种潜在的

HSVl一tk基因表达显像探针，8．sH．丙氧鸟苷可以特

异地积累在表达HSVl．tk基因的细胞内，但是8一

，H．丙氧鸟苷相对慢的细胞吸收率，以及它对

HSVl．TK相对低的亲和力，限制了它的推广应用。

目前研究了多种无环鸟苷衍生物以开展报告基因表

达的PET显像。首先被报道用于报告基因PET的

无环鸟苷衍生物是18F一氟阿昔洛韦和18F．氟更昔洛

韦。而侧链标记了18F的18F．阿昔洛韦与无环鸟苷

衍生物·8F．氟阿昔洛韦和坞F一氟更昔洛韦相比有相

对较高的比放射性(185～370 MBq／mm01)。目前尚

未了解清楚这两种类型的标记物哪种更适于HSVl一

tk基因表达显像以及对于HSVl一TK的亲和力有什

么不同。潘昔洛韦同样可以被TK磷酸化并特异地

堆积在细胞内，与阿昔洛韦、丙氧鸟苷相比潘昔洛

韦更易被磷酸化并更有效的阻断DNA聚合酶，在

细胞培养中发现经4h监测，潘昔洛韦具有比丙氧

鸟苷约高两倍的累积率。1叩．氟更昔洛韦与18F．

FHBG为潘昔洛韦的8位嘌呤环标记物(比放射性

为111—370 MBq／mm01)和侧链标记物(比放射性

为11840 MBq／mm01)，并先后被用于报告基因显

像。而且从上述研究发现，18F．氟更昔洛韦／18F．

FHBG这一对标记探针比18F．氟更昔洛韦／18F．FHPG

更容易在转导HSVl．tk报告基因的细胞内累积B181。

mauddin等19】研究了18F．FHBG在HSVl一tk基因表

达显像中的应用，并在体外使用HSVl．tk基因阳性

逆转录病毒载体G1TklSvNa及HsVl．tk基因阴性

载体转入人结肠癌细胞H他298中，结果，转导细

胞与对照组相比，分别于1、3、5、7 h表现出4、

8、12、15倍探针吸收率，在活体裸鼠中2 h和5 h

为对照组的3倍和6倍，表明了18F．FHBG在基因

表达显像中的潜在作用。

2．3嘌呤核苷衍生物和无环鸟苷衍生物两种底物

应用的优缺点

TK底物的核苷类似物用于放射性核素报告基

因显像时，在探测敏感性、合成难易程度、对TK

的特异性、体内稳定性和标记率等方面各有优缺

点，显像时具有不同的局限性。外源性tk基因表
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达的酶具有免疫源性，这一点有利于发挥“旁观者

效应”而杀死细胞，却影响了报告基因的液达时

闻。Ya曲oubi等划认为，18F．FHBG显像不能用于

下黢部和中枢神经系统(因其不麓逶过正常的血脑

屏障)；Hsieh等21】认为，FIAu在细胞质中相对较

长的半衰羯，在一定程度上限制了正电子核素成

像(因为正电子核素的半衰期福对较短)。Buursma

等勰】用鼠神经胶质瘤C6细胞株和C6 HSV。tk基因

缯脆比较了t攀．氟脱氧．5．乙基．8国．阿糖呋嚷基尿

嘧睫与无环鸟苷衍生物1叩．FHPG、t8F-FHBG和嘧

啶衍生物18F．氟脱氧．5．甲基一B—D．阿糖呋喃基尿嘧

啶、1零．翼AU检测珏SVl。￡k基因表达中的效熊，结

果显示，C6tk阳性，C6摄取比值分别为：t融氟脱

氧．5。甲基．B．D。阿糖呋喃基尿嘧啶为2．4、18F羽HPG

为5文1零．N众誓力10。3、1翠．硪嚣G巍∞。8、2蕈。
FEAU为84．5；C6tk阳性细胞初始摄取率为：1吼
氟脱氧．5．甲基．B．D．阿糖呋哺基尿嘧啶>埔F．氟脱氧．

5一乙基一S一参。阿糖呋穗基尿噻德>1孽．秘AU>1譬
FHBG>18F．FHPG，而C6tk阴性细胞为18F．氟脱氧．

5．甲基。B国．阿糖呋喃基尿噻啶>18F。FIAU>18F．氟脱

氧一5。乙基．8国．阿糖呋噙基尿嘧啶m t擎疆BG一1鼙．

FHPG。18F．氟脱氧．5．乙基．p．D一阿糖呋喃基尿嘧啶

表现出最高的HSV．TK特异性摄取。实验结果表

瞬，，sF．氟脱氧．5-乙基．舀国．阿糖呋睛基尿嚼啶是

PET的较好探针。Tjuvajev等纠用RG2TK阳性和
RG2细胞比较了1吨。或1311．FIAU、1耻HlBG和1娶

F}母G监测Hsvl．TK表达效能显示，体外RG2TK

阳性细胞摄取率t24I．或”1I．FIAU是18F．FHBG的15

倍，是1饕F攒峪的4l倍；盎清清除率18F-FHBG>

18F。FHPG>>1毪．或玲11．FlAU，1毪一或棒1I．FlAu显示出

胃肠道一定的放射性活性，而无环岛苷衍生物有明

显的肝胆及肠道活性f1氅。疆BG>1骧F珏PG)。实验
结果表明，1毪．或131I。FIAU与鹅F．FHBG和18F．

FHPG比较，两于其在2 h和24 h的更高敏感性和

较低昀下腹部本底，是表达}菸Vl。l羹基毽更荐效酶

’探针。

瞟呤核苷酸衍生物因与Hsvl．TK有更高的亲

和力，所潋更容易在臆内累积，适用于嚣SVl．强
表达水平比较低的情况，而无环鸟苷衍生物因标记

氟(有高能正电子产生)较嘌呤核骨酸衍生物在显

像孛有更高的敏感性，丽且最少魏被崤乳动物Ⅸ

磷酸化，所以显像特异性增船，其显像时间也相对

较短。

总的来看，瞟呤核苷酸衍生物和无环鸟苷街生

物在报告基因显像方面各有优缺点，可以根据不隧

的情况选择应用。

3 l醛Vl。墩报告基因发展蘸器

如何提高HSVl．呔基因表达显像的敏感性是目

前砑究的焦点之一，可以使用三静方法：①寻找对

HsVl．TK具有更高Vma√Km比值的报告探针；②

提高HSVl．TK对内源TK的活性；③在HSvl，tk

“毒杀基医”治疗的过程孛寻找一种珏svl．1；【基因

突变型，能更有效地利用无环鸟苷衍生物以达至Ⅱ更

高的细胞毒性。目前发现一种HSVl．tk基因突变型

郄珏孵1．∞受羹基嚣，具有对标记探铮更高酶
Vma】【，Km比值，它来自于HSVl．tk基因的随机序

列变异。几个研究实验表明，使用HsVl。sr39 tk基

因为摄告基蠢和t骧开【器G势标记探铮的疆T驻
像，比HSVl—tk基因表达显像更佳糊。

当前，报告基因显像的工作大部分都处于实验

研究阶段，许多阉题的解决有待于基因表达调控模

型和转基因动物模型等在基础研究方面的进步和突

破，基因治疗过程中也必须以基因显像为先导，因

此，建立适用于不同基因治疗方案的报告基因监测

系统是非常必要的。
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