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外源基因治疗肿瘤研究进展
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　　摘　要　肿瘤的发生和发展涉及单个或多个基因的改变。肿瘤的基因治疗已成为新的发展方向。外源基
因治疗肿瘤的研究集中在以下３个方面：１）通过转入自杀基因引起肿瘤细胞表型的改变，从而引起药物对肿瘤
细胞直接或间接杀伤作用；２）通过转入外源的小分子ＲＮＡ干扰沉默肿瘤细胞中突变基因的表达；３）通过外源基
因的引入增强药物化疗效果。本文就这３个方面的治疗机制及研究现状进行阐述。
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　　基因治疗（ｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ）是在２０世纪７０年代
提出的一种针对遗传性疾病的治疗技术。它是利

用外源基因定向地纠正或补偿有缺陷功能基因，从

而恢复细胞正常功能，达到治愈疾病的目的。常用

的策略包括基因修复、基因置换、基因增补、基因失

活及自杀基因等。而肿瘤的发生涉及单个或多个

基因的改变，往往与原癌基因、抑癌基因的突变累

积有关。肿瘤的基因治疗可以通过修正与肿瘤发

生发展的相关基因的表达，达到破坏肿瘤细胞的生

长，促进细胞凋亡，防止相关基因突变后造成的肿

瘤恶化转移。本文对自杀基因、小分子干扰 ＲＮＡ
和增强药物化疗效果３个方面对肿瘤基因治疗的

研究现状进行综述。

１　自杀基因治疗

肿瘤自杀基因（ｓｕｉｃｉｄｅｇｅｎｅ）是一类某些病毒
或细菌的基因，该基因转入肿瘤细胞后的表达产物

可将无毒的药物转变为细胞毒性物质，达到杀死肿

瘤细胞的目的。自杀基因所产生的毒性物质不仅

可对肿瘤细胞产生选择性的杀伤作用，同时还可产

生旁观者效应，通过细胞间的桥传递到邻近细胞，

对相邻细胞产生破坏作用，提高了对肿瘤细胞的杀

伤能力。

目前的研究较多的自杀基因系统包括单纯疱

疹病毒 Ｉ型胸苷激酶／丙氧鸟苷系统（ＨＳＶＴＫ／
ＧＳＶ）、胞嘧啶脱氨酶／５氟胞嘧啶系统（ＣＤ／５
ＦＣ）、带状疱疹病毒胸腺嘧啶激酶／阿糖甲氧基嘌
呤系统、硝基还原酶／５（ａｚｉｒｉｄｉｎ１ｙＩ）２，４ｄｉｎｉｔｒｏ
ｂｅｎｚａｍｉｄｅ［５（１氮丙啶）２，４二硝基苯甲酰胺］系
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统（ＮＴＲ／ＣＢ１９５４）、黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核苷转移
酶／６巯基黄嘌呤系统、嘌呤核苷磷酸化酶／６甲基
嘌呤脱氧核糖核苷酸系统等。其中研究较为深入

的是ＨＳＶＴＫ／ＧＣＶ自杀基因系统。该自杀基因
系统杀伤肿瘤的作用机理是单纯疱疹病毒 Ｉ型胸
苷激酶基因（ＨＳＶＴＫ）转染肿瘤细胞后，其表达产
物能够催化无毒前体药物丙氧鸟苷（ＧＣＶ）发生磷
酸化，成为有毒性的三磷酸核苷，通过抑制细胞中

ＤＮＡ聚合酶的活性阻止或者中断 ＤＮＡ链的合成，
抑制肿瘤细胞的增殖，促进细胞死亡［１］。在对不

同的肿瘤进行自杀基因治疗时，研究进行了相应的

改进，并在乳腺癌、肝癌和肺癌细胞中取得了良好

的实验效果，使用的改进自杀系统及相应的作用见

表１。目前，我国正在进行ＩＩＩ期ＴＫ基因治疗产品
的临床试验，已完成的实验发现，该自杀系统对肝

癌、胶质瘤等肿瘤有明显的治疗效果［２］。

自杀基因系统在杀伤肿瘤细胞上发挥着非常

明显的作用。对自杀基因的作用机制研究发现，自

杀基因往往是下面３种作用达到杀伤肿瘤细胞的
目的：１）抑制肿瘤细胞中的ＤＮＡ合成酶、胸腺嘧啶
核苷酸合成酶和二氢叶酸还原酶；２）掺入到新和
成的ＤＮＡ产生毒性；３）破坏肿瘤细胞的细胞膜。
见表２。

表１　常用的改进肿瘤自杀基因系统

自杀基因系统 主要适用病种 主要作用 参考文献

超声辐照微泡介导 ＣＤ／ＴＫ双自杀基因系统（ＡｄＫＤＲＰ
ＣＤ／ＴＫ）

乳腺癌 抑制肿瘤生长和肿瘤微血管的生成 ［３］

Ｂ７２基因联合ＡｄＣＤ／５ＦＣ自杀基因系统 乳腺癌 Ｂ７２增强和诱导的特异抗肿瘤免疫，减少肿瘤负
荷，增强 ＡｄＣＤ／５ＦＣ系统对肿瘤的杀伤作用

［４］

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子介导的 ＣＤ／５ＦＣ自杀系统 肝癌 促进肿瘤细胞凋亡 ［５］

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ启动子控制自杀基因 ＨＳＶＴＫ系统 肝癌 特异靶向杀伤人肝癌细胞 ［６］

ＫＤＲ启 动 子 驱 动 ＣＤ／ＴＫ双 自 杀 基 因 系 统（Ａｄ
ＫＤＲＰＣＤ／ＴＫ）

高度靶向杀伤肝癌ＨｅｐＧ２细胞 ［７］

放疗联合ＴＫ／ＧＣＶ自杀基因 肺癌 促进肿瘤细胞凋亡 ［８］

表２　常用的自杀基因系统的作用机制

酶 药物前体 药物 作用机制

单纯疱疹病毒 Ｉ型胸苷激酶
（ＨＳＶＴＫ）

ＧＣＶ ＧＣＶ３Ｐ 抑制ＤＮＡ聚合酶，阻断 ＮＤＡ合
成

带状疱疹病毒胸腺嘧啶激酶

（ＶＺＶｔｋ）［９］
ａｒａＭ ａｒａＡＴＰ 抑制胸腺嘧啶核苷酸合成酶

胞嘧啶脱氨酶［１０］ 〗５ＦＣ ５ＦＵ 催化产生抗肿瘤的５氟尿嘧啶

嘌呤核苷磷酸化酶（ＰＮＰ） ６甲基嘌呤２＇脱氧核苷 ６甲基嘌呤 掺入ＤＮＡ分子中产生细胞毒性

Ｅ．ｃｏｌｉ硝基还原酶 ５（１氮丙啶）２，４二硝基苯
甲酰胺（ＣＢ１９５４）

５（１氮丙啶）４羟氨基２硝
基苯甲酰胺

引起ＤＮＡ发生链内交联、断裂

羧肽酶Ａ 氨甲叶酸（ＭＴＸ）肽 ＭＴＸ 抑制二氢叶酸还原酶

羧肽酶 Ｇ２ Ｎ，Ｎ［（２ｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌ）（２ｍｅ
ｓｙｌｏｘｙｅｔｈｙｌ）ａｍｉｎｏ］ｂｅｎｚｏｙｌＬ
ｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ）（ＣＭＤＡ）

Ｎ，Ｎ［（２ｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌ）（２ｍｅ
ｓｙｌｏｘｙｅｔｈｙｌ）ａｍｉｎｏ］ ｂｅｎｚｏｉｃ
ａｃｉｄ（ＣＭＢＡ）

掺入ＤＮＡ分子中产生细胞毒性

辣根过氧化物酶［１１］ 辣根吲哚３乙酸（ＩＡＡ）及衍
生物，对乙酰氨基酚

自由基 破坏细胞膜

　　尽管自杀基因是具有良好应用前景的一种肿
瘤治疗方法，但目前的研究还在探索阶段，要想使

自杀基因疗法成为临床上安全有效的肿瘤治疗手

段，还需要解决很多问题，如载体的安全性和有效

性、自杀基因的转染效率、精准的基因靶向，自杀基

因表达后的有效调控、长效性以及安全性等，这些

有待于我们在今后的研究中加以改进。随着自杀

基因的研究的不断深入，如何提高肿瘤组织特异性

调控元件－启动子或增强子能驱动自杀基因表达
于特定靶细胞，产生特异性杀伤已经成为自杀基因

·８５４·
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系统靶向调控研究的重点和难点。

２　小分子干扰ＲＮＡ治疗

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是一种通
过小分子的干扰ＲＮＡ抑制沉默细胞内特定基因表
达的一项技术。该技术通过设计特定基因的小干

扰ＲＮＡ，通过一定的策略将该小 ＲＮＡ输入细胞
内，与靶 ｍＲＮＡ发生特异性结合，随后降解与小干
扰ＲＮＡ结合的ｍＲＮＡ部分同源序列，使 ｍＲＮＡ失
去翻译的模板功能，实现干扰和沉默靶基因的作

用。在肿瘤基因治疗领域，通过获得与肿瘤发生发

展相关的基因序列，即可设计特异的 ｓｉＲＮＡ去沉
默肿瘤的相关基因，从基因水平上阻止肿瘤发生和

发展。该项技术可用于调节肿瘤细胞的增殖及凋

亡，特异地抑制肿瘤细胞的靶基因增殖［１２］。

近年的研究发现，受体酪氨酸蛋白激酶基因

（ＥｐｈＡ７）在肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移过程中
起促进作用［１３］。而 ＭＥＤ１９基因更是与已发现的
多种肿瘤有关［１４］。针对两个靶基因设计的小分子

干扰ＲＮＡ可同时在肿瘤细胞中沉默靶基因，对抑
制肿瘤细胞的增殖、浸润、转移和促进凋亡方面的

实验显示效果明显。见表３。

表３　ＲＮＡｉ在肿瘤研究中的应用

ＳｉＲＮＡ 可抑制基因 　适用肿瘤细胞

ＬｉｖｉｎＳｉＲＮＡ Ｌｉｖｉｎ 乳腺癌细胞ＭＣＦ７

ｓｈＲＮＡ ＤＬＬ４ 乳腺癌细胞ＭＣＦ７

Ｌｅｔ７ａ ｃｍｙｃ 乳腺癌细胞ＭＣＦ７

Ｃｄｃ４２ＳｉＲＮＡ Ｃｄｃ４２ 乳腺癌细胞ＭＣＦ７

ＶＥＧＦＳｉＲＮＡ ＶＥＧＦ 舌癌细胞Ｔｃａ８１１３

ＶＥＧＦＳｉＲＮＡ ＶＥＧＦ 人胰腺癌ＰＡＮＣ２１

ＶＥＧＦＳｉＲＮＡ ＶＥＧＦ 肾癌细胞７８６０

Ｈｓｐ７０ＳｉＲＮＡ Ｈｓｐ７０ 胃癌细胞ＳＧＣ７９０１

Ｈｓｐ７０ＳｉＲＮＡ Ｈｓｐ７０ 宫颈癌细胞Ｈｅｌａ

　　虽然小分子干扰 ＲＮＡ能有效地沉默肿瘤基
因，但实际操作中仍存在许多问题，比如 ｓｉＲＮＡ转
入途径的安全性和转入效率，ｓｉＲＮＡ对目标基因
的靶向性转移，ｓｉＲＮＡ转入后的稳定性，是否能完
全沉默高度表达的基因等。另外，体内肿瘤细胞免

疫逃逸的机制多而复杂，能否在体内抗肿瘤免疫治

疗得到预期效果还需更进一步的研究。尽管如此，

ＲＮＡ干扰的高效特异性还是明显优于反义核酸技

术。该技术将是肿瘤基因治疗领域不可比拟的一

项新技术，如能将ＲＮＡ干扰技术用于临床，这将为
肿瘤的基因治疗提供更多的选择。

３　增强药物化疗效果

３．１　导入药物增敏基因
药物增敏基因可增加细胞对抗肿瘤药物的敏

感性，明显提高化疗效果，可实现药物作用的最大

化，增强肿瘤治疗效果。研究发现，腺病毒介导的

野生型 ＰＴＥＮ基因转染联合表阿霉素使乳腺癌细
胞ＭＣＦ７增加对表阿霉素的敏感度。内质网腔中
的重链免疫球蛋白 ＧＲＰ７８Ｂｉｐ（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ７８／ｂｉｎｄｉｎｇｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｐｒｏｔｅｉｎ），可增强
口腔鳞癌细胞对奥沙利铂的敏感性。熊果酸在缺

氧状态下抑制 ＨＩＦ１α的积累和 ＭＤＲ１的基因和
蛋白表达，并抑制新生血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的表达，同时对结
肠癌细胞的５ＦＵ和奥沙利铂化疗有增敏作用［１５］。

神经酰胺（Ｃｅｒａｍｉｄｅ，ＣＥ）能介导组织细胞的生长、
分化、凋亡等生理活动，同时也能提高肿瘤细胞对

化疗药物的敏感性且不增加药物毒副作用，具有良

好的联合抗肿瘤应用潜力［１６］。

３．２　针对耐药基因的治疗
抗癌药物的使用使得肿瘤细胞产生其耐药，同

时也会对与抗癌药物结构和作用机制相同的药物

产生耐药。耐药性及大剂量化疗的骨髓抑制是化

疗失败的原因。若能将耐药基因导入骨髓细胞使

之获得耐药表型，可大大增加骨髓对化疗药物的耐

受性。传统方式治疗乳腺癌失败的重要原因之一

是多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）现象的出
现。

在基因层面上研究发现，耐药相关的基因有多

药耐药基因１（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ１，ＭＤＲ１）、多药
耐药相关蛋白基因（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＲＰ）和谷胱苷肽 Ｓ转移酶基因（ｇｌｕｔａｔｈｉ
ｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴπ）等。细胞膜中 ＭＤＲ１／Ｐ
糖蛋白的过度表达是引起 ＭＤＲ的主要机制之一，
而新型ＣＯＸ２抑制剂塞来昔布（ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ）能够抑
制ＭＤＲ１／Ｐ糖蛋白表达，联合化疗药物即可增加
化疗药物的治疗效果。而突变型 ｐ５３基因（Ａｄ
ｐ５３）能够逆转乳腺癌细胞 ＭＣＦ７／ＭＤＲ多药耐药
性，抑制 ＭＤＲ１／Ｐ糖蛋白和 ＧＳＴπ的表达，ＭＤＲ１
基因转入造血祖细胞可增加对多种相关化疗药物
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的耐药性，为造血祖细胞耐受化疗提供保护作

用［１７］。

３．３　抑制血管生成
肿瘤的发生与发展与肿瘤血管的形成有关。

肿瘤细胞既可通过肿瘤血管从宿主获取生长必需

的营养和氧气，又可通过肿瘤血管向宿主输送转移

的细胞，形成肿瘤转移。肿瘤细胞的增殖与调亡处

于相对平衡，当肿瘤具有诱导血管新生能力时，增

殖远远大于凋亡，细胞生长迅速 ［１８］。血管内皮抑

制素（ｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ，ＥＳ）可阻断血管内皮生长因子传
导通路，主要作用于３个位点：１）阻断 ＶＥＧＦ受体
ＫＤＲ／Ｆｌｋ１的酪氨酸磷酸化；２）阻断有丝分裂原激
活蛋 白 激 酶 （ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＭＡＰＫ）的激活；３）阻断细胞外信号调节蛋白激酶
（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）
激活。见图１。
３．４　阻断细胞信号通路

肿瘤的发生与增殖抑制均是通过细胞信号转

导实现的，因此，理清楚肿瘤发生的信号通路就能

够有效研制抗肿瘤药物。在肿瘤细胞生命活动中，

往往是多种信号通路相互联系，相互影响，通过多

种不同的途径参与肿瘤细胞增殖、分化、免疫逃逸

及凋亡的调节，如：ＥＲＫ信号传导通路［１９］、ＮＦＫＢ

图１　ＥＳ阻断ＶＥＧＦ信号通路

信号传导通路［２０］、ＰＤ１／ＰＤＬ信号传导通路［２１］、

ＴＧＦβ信号传导通路［２２］、ＳＡＴＡ３信号传导通路［２３］

等。运用相应的阻断剂控制信号通过中各种蛋白

或酶对应基因的表达，就有望控制肿瘤细胞的增殖

和凋亡。目前已有的研究证实信号通路与肿瘤的

发生和发展机制有关。见表４。

表４　肿瘤相关的细胞信号通路及其作用物

信号通路 主要功能 作用物 主要适用病种

ＥＲＫ 参与肿瘤细胞的生理病理过程 达沙替尼、去甲斑蝥素等 黑色素瘤、乳腺癌细胞

ＮＦＫＢ 核蛋白调节因子，调节细胞增殖与凋亡

ＰＤ１／ＰＤＬ 负性调节因子，调节免疫反应 ＰＤ１／ＰＤＬ抗体

ＴＧＦβ 细胞因子，抑制免疫细胞的免疫作用

ＳＴＡＴ３ 调节细胞增殖、分化与凋亡 乳腺癌细胞

４　小结与展望

分子生物学技术的迅速发展必将为肿瘤的基

因治疗提供更多的研究思路和研究方法。但是在

取得成就的同时必须清楚地认识到从实验研究到

临床应用还需要解决很多关键性的问题，如导致肿

瘤发生的基因有多少，如何获得肿瘤发生相关基因

的全部信息，外源基因转入之后的稳定性问题，是

否有潜在的危险，目的基因的表达部位，能够有效

地靶向攻击致病基因等。这些研究者都是从基础

研究走向临床应用的必须克服的问题。应用外源

基因治疗肿瘤的研究目前多处于细胞或者动物的

阶段，还需更多的研究去解决存在的问题，因此无

法在短时间内取代传统的常规治疗方法。但是随

着科技的发展，基因治疗肿瘤一定会取得更大的成

就，能够从根本上彻底解决肿瘤。
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