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� � p53基因在机体组织细胞的生长发育分化等过

程中起重作用。其主要生物学功能是维持细胞基因

组的稳定,负调节细胞生长,诱导细胞凋亡。研究发

现人类恶性肿瘤中至少有 50% 发生了 p53 基因改

变,因此以 p53基因治疗肿瘤的研究发展非常迅速。

最近, 有学者引入介入技术经肿瘤供血动脉直接灌

注重组 p53, 为 p53基因治疗肿瘤开辟了一条新途

径。本文就肿瘤中 p53基因突变情况以及 p53用于

基因治疗的研究进展予以综述。

一、p53基因及其产物的结构和特性

人类 p53 基因位于 17 号染色体的短臂上

( 17p13. 1) ,全长 16~ 20kb,有 11个外显子和 10个

内含子, 编码 393个氨基酸。正常 p53又称野生型

p53基因,具有维持基因组稳定,抑制或阻止细胞转

化的功能, 从而抑制肿瘤的发生。其编码的蛋白质

是一种与细胞分裂周期相关的核磷酸蛋白质, 相对

分子质量 53  103, 对细胞的分化和增殖有抑制作

用,在正常人类细胞中其半衰期短, 故含量相对低,

呈现低水平表达。若 p53基因突变, 则失去正常功

能,并能抑制野生型 p53基因的活性或使之失活, 引

起细胞转化,癌变。突变型 P53 蛋白质的特性也改

变,半衰期延长,表达水平增高。

二、肿瘤细胞的 p53基因突变

在人类肿瘤中, p53改变是最普遍的遗传异常。

约半数以上的人类肿瘤存在 p53 缺陷。已发现 p53

基因中有 5 个高度保守区, 其中 4个位于外显子 5

~ 8, 是突变热点,它们分别是编码 132~ 143, 174~

179, 236 ~ 248 和 272 ~ 281 号氨基酸, 约 86% 的

p53基因突变是集中在这部分区域
[ 1]
。

p53基因的改变已在多种人类恶性肿瘤中报

道,例如肺癌, 食管癌, 胃癌, 肝癌, 结直肠癌, 乳腺

癌, 卵巢癌等。基因改变的方式多样, 据统计其中

83%为错义突变, 6%无义突变, 10%为缺失和插入,

合成畸变的和截短的蛋白,或不能合成蛋白, 丧失原

有生物功能[ 2]。有研究认为: 只有缺失两个野生型

p53的等位基因(一个缺失,另一个发生点突变) , 才

能造成细胞的非控制性生长;而杂合子状态(一个正

常,另一个失活) , 可产生有生长优势的非致癌细胞,

从而形成癌前病变[ 3]。

对肺癌的研究发现肺癌中突变的 p53起了关键

作用[ 1, 4]。而且各型肺癌中均存在 p53 突变, 约

52%的非小细胞性肺癌和 80%以上的小细胞性肺

癌存在突变。但正常的肺组织中未发现 p53突变。

肝癌中超过 50%者存在 p53基因突变, 在 36%的进

展期肝癌中发现 p53基因的突变和缺失, 而早期肝

癌中未发现 p53 基因结构改变, 因而认为肝癌中

p53基因突变与肝癌发展阶段具有相关性[ 5]。对卵

巢癌中 p53基因改变的研究统计在人类上皮性卵巢

癌中,约 50%甚至更高的比例存在 p53基因的突变

和其突变蛋白产物的过度表达[ 6]。研究发现,发生

在 CpG 二核苷酸位置的转换, 在很多肿瘤中都常

见[ 6, 7]。

对肿瘤 p53基因突变的研究加深了对 p53生物

学特性的了解,也对各类肿瘤细胞特性有了进一步

的认识,为利用 p53 基因进行肿瘤基因治疗提供了

基础。

三、p53基因治疗肿瘤中基因转移的载体及其

应用

由于人类恶性肿瘤中至少有 50%发生有 p53

基因的变化,那么,以 p53基因进行肿瘤基因治疗就

自然成为研究的热点。大量的离体细胞培养实验及

动物实验已证实野生型 p53基因的表达可以通过诱

导凋亡而抑制肿瘤细胞的生长[ 8, 9]。

以正常的野生型 p53基因替换肿瘤细胞中突变

的 p53基因称野生型 p53基因的替代疗法, 是 p53

基因治疗肿瘤中研究最多者。如何将目的基因导入

机体细胞或肿瘤细胞, 并获得安全有效的表达是这

类研究的重点。向细胞内导入外源性基因的方法大

体可分为非病毒法和病毒法两种。重组病毒具有天

然侵袭细胞和整合于宿主细胞的能力, 是具有潜力

的 DNA转导方法, 以病毒为载体转导 p53 基因的

报道较多。国内外目前研究和应用最多的是腺病毒

载体,逆转录病毒载体也有很多,还有极少是以腺相

关病毒,单纯疱疹病毒为载体的。非病毒载体, 脂质
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体,主要是阳离子脂质体的应用现在正日趋为人们

所重视,以下对常用的几种载体进行简要的介绍。

(一)腺病毒载体 � 腺病毒的分子生物学研究比
较深入, 这是一种 DNA 双链无包膜病毒, 基因组

DNA约有 36kb, 可编码 14 种蛋白。腺病毒载体的

最大特点在于它是高效表达的基因转移载体。由于

腺病毒感染宿主范围广, 不仅可感染复制分裂的细

胞,也可感染静止期细胞, 提高了感染效率, 拓宽了

靶细胞的选择范围; 腺病毒感染细胞时 DNA 不整

合到宿主细胞染色体中, 不存在激活致癌基因或插

入突变等危险; 容易制备, 可获得高效价病毒载体;

操作简单,重组病毒可通过静脉注射, 喷雾, 气管内

滴注或制备成胶囊口服经肠道吸收等方法进入体

内;性质稳定,对人类相对安全等。腺病毒载体的诸

多优点,使其在体内转移抑癌基因的各种方案中具

有较大优势, 成为目前应用最为广泛的载体之一。

但它也存在一些问题,如毒副反应,有些腺病毒会引

起急性感染,宿主体内存在病毒基因会引起特异性

免疫反应等;因为基因不整合,目的基因在游离状态

下表达, 则表达时间短, 对肿瘤的治疗需重复进

行
[ 10, 11]

。

构建一个含野生型 p53基因的重组腺病毒载体

的基本原理是[ 8, 12�15] : 以具复制缺陷的腺病毒为载

体,将含人野生型 p53 基因的质粒与之混合, 经酶

切,连接, 转化等过程, 形成 p53�腺病毒重组体, 再

感染细胞(现通常用 293细胞 ! ! ! 一种人胚肾细胞

系)进行病毒繁殖, PCR 扩增, 纯化, 获得一定滴度

的病毒重组体。国内外很多实验室都构建了很多不

同类型的重组腺病毒载体, 进行 p53基因治疗的实

验,如美国加州大学的 ACN53, 美国 ONYX药业公

司的 E1B缺陷腺病毒( d11520) , 中国尹氏复制缺陷

5型腺病毒等。大量实验已证实了腺病毒载体的优

越性,为以腺病毒为载体的 p53 基因治疗奠定了基

础。

(二)逆转录病毒载体 � 以逆转录病毒为基因转
染载体的研究开展最早。它具有高效转移, 基因能

整合入靶细胞从而能实现长期稳定的表达[ 15]。

Roth [ 16]等采用逆转录病毒载体,进行非小细胞性肺

癌的基因治疗, 发现可以抑制肿瘤生长。但逆转录

病毒只能感染分裂复制的细胞, 因而对高分化而不

分裂的细胞就不能实施基因转移;逆转录病毒相对

于腺病毒而言滴度较低。最令人担扰的是逆转录病

毒载体在辅助细胞中有同源重组为野生型病毒的可

能,而引起恶性转化。另外,逆转录病毒介导的基因

转移操作复杂,技术要求高。因此,其介导的基因治

疗受到了一定的限制。

(三)脂质体包埋法 � 近年来, 以脂质体包埋法

进行基因治疗的研究越来越多。因为该法安全, 价

格相对便宜, 操作非常简便, 直接注入进行基因转

移,因而成为一种极具希望的临床应用技术。将

p53基因以脂质体介导入人胃癌细胞株, 观察到突

变型 p53基因细胞的生长明显减少[ 17]。有研究者

对转移性乳腺癌动物模型以 p53�脂质复合物注入
进行治疗,发现肿瘤缩小, 且肿瘤转移受到限制, 其

改变具统计学意义[ 18]。韩国学者也用构建的 p53�
脂质复合物进行离体实验和注入肾癌及各种消化系

统肿瘤动物模型实验, 证实了该方法的安全性, 有效

性,并认为脂质体是一种极有潜力的基因治疗载

体[ 19]。

脂质体是一种人工合成的单层或多层磷脂双分

子层组成的封闭环形囊状结构。其主要功能成分是

阳离子脂质, 可直接与 DNA 作用而将其包于中心

水相空间形成复合物, 运载 DNA。外层中性磷脂包

于 DNA�脂质复合物外, 形成微团。阳离子脂质的

结构决定转染效率,外层中性磷脂起辅助作用。该

DNA�脂质复合物与组织培养细胞接触并融合时,可

以有效的发生 DNA 摄取和表达。这类方法不象病

毒载体可以获得高浓度的重组体, 转染效率也没有

病毒载体高, 但它最突出的优点在于宿主体不会出

现外源性病毒基因所致的特异性免疫反应,这在病

毒载体是无法避免的, 因此虽然基因导入后不整合,

也是短期表达,但它仍在需较长期进行注射的多发

或转移肿瘤灶治疗中显示了巨大优势。脂质体包埋

法的基因治疗除了操作简便,价格便宜外,转染效率

也较高,表达时间较腺病毒载体长, 注入方式也多

样,经静脉注入, 经导管或肿瘤局部注入均可。当

然,不会出现特异性免疫反应,并不是说不会发生毒

副作用。有人进行动物实验认为肿瘤局部注入一定

剂量的 DNA�脂质复合物会出现局部的炎性反应,

静脉注射 DNA�脂质复合物会出现肝功能的一过性
改变。类似的反应在其它载体进行治疗时也同样会

出现[ 20�23]。

有许多分子生物学公司均生产不同的产品用于

阳离子脂质体介导的转染。最常用的阳离子脂质体

是由阳离子脂质 DOT MA( 2, 3�二油酰氧丙基�1�溴
化三甲铵,产品名 Lipofectin)与中性磷脂 DOPE (二

油酰磷脂酰乙醇胺)按 1: 1比例混合而成。新型阳

离子脂质体不断出现, 旨在提高转染效率, 如 DC�
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Chol/ DOPE和 DMRIE/ DOPE等。

四、p53基因治疗肿瘤的研究现状

对于肿瘤的基因治疗, 有多种方案。最常用的

以 IL�2, TNF 以及粒细胞集落刺激因子等细胞因子

基因进行体外导入癌细胞的方法。但动物实验中这

类疗法对肺癌和消化系统肿瘤等常见肿瘤效果并不

好
[ 3]
。有人认为可能与肿瘤分子生物学特征有关。

于是,各国研究者采用表达野生型 p53基因的替代

疗法, 研究对象为具有 p53基因异常的肺癌, 肝癌,

结肠癌等。治疗效果以肿瘤标记, CT , MRI 等影像

诊断, 或以尸体解剖直接观察作为指标进行判定。

并取活体组织肿瘤细胞, 进行 PCR法观察 p53基因

表达状况。

在离体实验中,将含 p53基因的载体溶液与肿

瘤细胞共同生长,可以观察到癌细胞生长受到抑制,

出现凋亡。在动物实验经血液或肿瘤局部注射含

p53基因重组体溶液,可见肿瘤不同程度部分缩小。

美国 Anderson肿瘤研究中心的 Roth 等将重组病毒

经支气管镜或在电视透视或 CT 导向下经皮直接注

射至 9例肺癌病人的瘤灶中, 3例瘤体明显缩小, 3

例瘤体停止生长, 这一结果肯定了 p53基因治疗的

临床价值和疗效[ 16]。

随着介入放射学的纵深发展, 经介入放射方法

进行基因治疗令人关注[ 19]。从介入放射学角度, 可

以经皮穿刺直接将治疗基因注入瘤体, 也可经肿瘤

供血动脉行导管引入, 还可同时进行肿瘤血管的栓

塞或灌注化疗, 或制备带治疗基因的栓子,加强治疗

效果。最近韩国有研究者进行不同肿瘤多种治疗基

因引入方法实验比较认为, 经肿瘤供血动脉注入及

经静脉同样为安全有效的方法, 并且经肿瘤供血动

脉注入毒副作用小, 对肝癌,肺癌等更为有效。对肝

癌合并使用化疗药物, 同样获得较好效果。另有研

究发现,正常 p53基因导入,还可诱导癌细胞对抗癌

药物的感受性, 加快肿瘤细胞的凋亡。

用 p53基因进行肿瘤的基因治疗已从离体细胞

实验过渡到动物模型基因治疗, 甚至已有进入临床

实验观察阶段。随着分子生物学的不断进展, 新型

的基因治疗方法不断出现。反义 RNA的发现使阻

断突变型 p53基因的疗法成为可能, 以突变 P53 蛋

白为疫苗进行肿瘤免疫治疗更拓宽了 p53基因治疗

的思路[ 17] , 而以介入的方法进行基因治疗又提供了

更为安全有效的新途径。各类研究成果喜人, p53

基因治疗将会成为肿瘤辅助治疗一个十分重要的方

面。
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�病例报道�
血管内栓塞治疗外伤性颈内动脉海绵窦瘘二例

王德仁 � 马如钧 � 马积斌 � 徐建杰

� � 搏动性突眼是颈内动脉海绵窦瘘的常见症状,但多发生

在同侧,病情加剧后方累及对侧, 引起双侧搏动性突眼。而

我院自 1994 年来收治 2 例外伤性颈内动脉海绵窦瘘, 表现

为对侧搏动性突眼,经血管内球囊栓塞而治愈。报告如下。

例 1, 男, 30岁。因车祸右额部着力,当即昏迷。即送某

医院, 2 小时后清醒,头痛, 右眼失明, CT 示: ∀ 右额骨骨折累

及右眶壁及右视神经管, 右额脑挫裂伤#。经抗生素及脱水

等治疗 15 天后左眼突出,球结膜水肿伴头痛于伤后 1 个月

转入本院。检查:体温正常, 神志清。左眼球突出约 1. 0cm,

球结膜高度水肿突出眼裂,左眼不能闭合, 视力 0. 6,视野无

缺损,对光反射存在。右眼睑下垂, 瞳孔对光反射消失, 无光

感,眼底视乳头苍白, 眼球活动除外展外余均受限。余神经

系无异常。双侧颞部均可闻及吹风样杂音, 以右侧为明显。

次日进行头颅 CT 检查, 见脑室系统均扩大, 诊断为∃ 外伤

性颈内动脉海绵窦瘘, % 脑积水。第 3 天行脑室腹腔分流

术,术后头痛及躁动症状消失。但眼部症状同前。考虑到患

者虽然左眼搏动性突眼, 但右侧额骨骨折, 且右侧颞部血管

杂音较左侧明显,压迫右颈动脉后杂音消失。故认为右侧颈

内动脉海绵窦瘘可能性较大。于 5 天后行 DSA、经股动脉穿

刺右侧颈内动脉海绵窦瘘可脱性球囊栓塞术。脑血管造影

清楚显示在动脉早期右颈内动脉显影同时, 海绵窦亦显影,

瘘口位于颈内动脉虹吸部 C4 段, 并经海绵间窦使对侧海绵

窦显影,而右侧大脑前,大脑中动脉显影浅淡。遂行可脱性

球囊栓塞术。因瘘口小球囊不易进入海绵窦, 故在瘘口远侧

及近侧之颈内动脉各置一 3号乳胶球囊, 注入泛影葡胺充盈

后,连续性血管杂音消失, 血管造影见右颈内动脉海绵窦段

以上不显影, 未进入海绵窦, 20 分钟后无不良反应, 解脱球

囊。术后 1 周左眼突出及结膜水肿均明显好转, 消失。视力

恢复至 0. 8,右眼无变化。随访 2 年未见瘘口再通, 能正常

工作及生活。

例 2,男, 25 岁。因车祸头部外伤后昏迷 2 小时入本院,

CT 示:右额颞粉碎性骨折, 脑挫裂伤及硬膜下血肿, 立即开

颅清除血肿及去骨瓣减压术。术后 3天清醒。右眼失明, 瞳

孔对光反应消失。1 周后发现左侧眼球搏动性突出, 球结膜

充血水肿,双额颞部和眼眶附近可听到血管杂音,与颈内动

脉搏动一致,压迫左颈内动脉仍存在, 而压迫右侧颈内动脉

杂音消失。即考虑有右侧颈内动脉海绵窦瘘之可能。于 2

天后行 DSA经股动脉穿刺右侧颈内动脉海绵窦瘘可脱性球

囊栓塞术。脑血管造影∀ 见右侧虹吸部海绵窦区有团状病理

充填影,并经海绵间窦使左侧海绵显影, 右侧大脑前动脉及

大脑中动脉显影变细, 证实诊断后,用长导丝交换 8F 导引导

管,在电视监视下将导管头端送至患侧颈内动脉平第二颈椎

水平处,连接 Y 型接头 , 将装置好球囊的微导管缓慢推送,

在血流冲击下进入瘘口, 并注入 Omnipaque使球囊充盈。然

后, 经导引导管注入造影剂,证实颈内动脉通畅, 同样方法又

置入 2 个球囊后瘘口完全闭塞。血管杂音随即消失, 观察

15 分钟后无不良反应, 10 天后左眼球突出及结膜水肿消失。

视力 0. 8,右眼仍失明。

(收稿: 1999�11�10)
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