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肝癌基因治疗研究新进展

曹海利，孟巍， 白彬

·综述General review·

【摘要】肝癌是我国常见的恶性肿瘤，目前治疗方法较多，其中基因治疗是当前热点问题。本文对肝

癌基因治疗的几个方面：反义基因治疗、自杀基因治疗、免疫基因治疗、抑癌基因治疗、联合基因治疗、基

因载体等方面进行了综述。
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【Abstract】Hepatocellular carcinoma(HCC)is a common malignant tumor，and there are many kinds of

therapy at present．Among them，gene therapy is the hot spot of the current research and in
turn that would

have acomprehension of several aspects concerning about gone therapies in HCC，including the research and

advance of antisense gene，suicide gene，immune gene，anti-oncogene，combined gene，gene vector etc．(J

Intervent Radiol，2008，17：375-378)
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肝癌是目前最常见且病死率较高的恶性肿瘤

之一，目前尚无有效的治疗措施。近年来，随着分子

生物学理论和基因重组技术的飞速发展，为肿瘤的

治疗开辟了新的途径。肝脏因其再生能力强、合成

多种蛋白质等特点，已成为基因治疗的理想靶器

官，肝癌基因治疗已显示出广阔的应用前景。本文

就肝脏恶性肿瘤基因治疗的现状进行简要综述。

1肝癌基因治疗的基本原理

1．1基因治疗的基本概念·

基因治疗的基本含义是通过遗传或分子生物

学技术在基因水平上治疗各种疾病。基因治疗的方

式有两类，一类为基因矫正和置换，即将缺陷基因

的异常序列进行校正，对缺陷基因行精确的原位修

复；另一类为基因增补，不去除异常基因，而是通过

外源基因的非定点整合，使其表达正常产物，从而

补偿缺陷基因的功能。

1．2基因治疗所用的载体

1．2．1病毒载体 将基因转导至肿瘤靶细胞内需
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要载体，它是基因疗法能付诸于临床治疗的一项关

键技术，目前基因治疗常用的是反转录病毒和腺

病毒。

反转录病毒载体为单链RNA分子，是目前最

常用的基因转移载体。常用的有鼠白血病病毒，其

重组病毒完全不具备复制性，其转染谱广，可转染

多种类型的体细胞，但主要转染分裂活跃的细胞，

所以该载体用于肝细胞的基因治疗时需采用体外、

体内联合途径。1991年Huber等[11首先采用反转录

病毒载体携带AFP／VZV-TK嵌合基因转染人肝癌

细胞并联合araM治疗，达到了特异杀伤肝癌细胞

的目的。

腺病毒载体为双链DNA分子，具有容易制备，

理化性质较稳定，感染靶细胞的范围大，既可感染

分裂细胞又可感染非分裂细胞等多种优点。由于腺

病毒感染细胞时DNA不整合到宿主细胞染色体

中，不会激活宿主细胞的原癌基因或引起抑癌基因

失活，所以较为安全可靠。Un等[2q构建了腺病毒介

导的蜂毒肽基因(MEL)和AFP启动子重组体系统，

在肝细胞癌体内、体外实验中都产生了明显的抗肿

瘤效应。Penuelas等翻将腺病毒介导的胸腺嘧啶激酶

基因直接注入人肝癌瘤体内的临床研究，证实了腺
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病毒人体注射的可行性，并发现人体其他脏器包括

与瘤体相邻的肝脏组织没有转基因的表达，为真正

实现肝癌的基因治疗从动物实验转向临床应用奠

定了基础。

1．2．2非病毒性载体非病毒类载体，常用的是脂

质体。脂质体包被的重组质粒DNA载体很容易通

过胞膜进入细胞内，且不损害细胞，经静脉注入可

将基因有效的转移到多种器官内。脂质体介导的基

因转染，为DNA转移到组织细胞提供了一种无毒、

无免疫原性的方法，但转染效率较病毒载体低，稳

定性也差。Zhang等问将自杀基因pAFP．TK的质粒

DNA(pDNA)包被入聚丁一氰基丙烯酸酯一溴化十

六烷基三甲基铵微粒(PBCA—CTAB NPs)，发现该微

粒不仅保护pDNA防止被胰脱氧核糖核酸酶消化，

而且高效转导pDNA进入靶细胞，提示PBCA—

CTAB NPs载体携带pAFP．TK／GCV自杀基因可能

有望治疗AFP阳性肝癌。

1．3基因转移途径

基因转移途径有两类：一类是活体直接转移，

即将带有目的基因的病毒、脂质体或裸露DNA直

接注射到体内；另一类是离体转移，即将试验对象

的细胞取出，经体外培养后导入基因，然后将这些

细胞重薪移回试验体内。目前，临床常采用瘤体内

直接注射与肝动脉注射相结合的方法。Gevolami

等阁采用经大鼠门静脉、肝动脉、肿瘤内直接注射等

途径，将重组腺病毒载体导人亚硝胺诱导的原发性

肝癌内，结果证实以肝动脉注射和瘤体内直接注

射，肝癌细胞表达目的基因的比率较高。

2肝癌基因治疗的方法

2．1反义基因治疗

肝癌的发生、发展过程中许多癌基因及生长因

子的基因产物大量表达，运用反义技术可以抑制这

些产物的过度表达，从而抑制肿瘤的生长。根据肝

癌发病原因，导入反义寡核苷酸封闭肝癌基因的表

达或用正常抑癌基因取代突变抑癌基因。Wang等161

利用AFP反义寡核苷酸治疗体外和裸鼠的SMMC-

7721肝癌模型取得了明显的抗癌作用，减少了AFP

的表达，抑制SMMC一7721细胞的增生。Sun等[71报道

反义低聚核苷酸(ASO)能对抗凋亡抑制因子，加速

肿瘤凋亡，抑制肿瘤生长，他们对比研究裸鼠肝癌

细胞系HepG2模型，ASO治疗组肿瘤生长明显受抑

制，与对照组(生理盐水注射组)有显著差异，而且

ASO治疗效果具有剂量依赖性。

2．2自杀基因治疗

原理是把某些病毒、细菌中特有的转换酶基

因一自杀基因导入体内后，利用其产生的酶将无毒

或低毒的药物前体转成细胞毒性代谢产物，从而杀

死肿瘤细胞的基因治疗方法。目前常用针对肝癌基

因治疗的有单纯疱疹病毒I型胸苷嘧啶激酶／戊环

鸟苷系(HSV-TK／GCV》和胞嘧啶脱氨酶／5氟胞嘧

啶(CD／5Fc)等系统。自杀基因治疗恶性肿瘤时存在

的“旁观者”效应也越来越受到重视，它是指携带自

杀基因的细胞被敏感药物杀伤的同时，其周围无自

杀基因的肿瘤细胞也被累及的现象。有学者构建了

单纯疱疹病毒I型TK(HSVtI=TK)基因并经RVV

直接注射大鼠实验性肝肿瘤完成了HSV．I-TK基因

的原位转导。被转导的肿瘤细胞产生TK酶将与核

苷结构类似的无毒性抗病毒药物丙氧鸟苷(GCV)

代谢成毒性产物并将肿瘤细胞杀伤，使肿瘤体积显

著缩小，生存期延长。Cao等阐认为HSV-TK／GCV杀

伤恶性肿瘤细胞效率不高。主要原因l①“旁观者”

效应不理想；②蛋白表达时问短。HIV-1 TAT转导蛋

白可提高HSV．TK／GCV基因疗效。他们构建TAT-

TK，TK．TAT和TK聚合蛋白转导入肝癌细胞系

HepC2细胞，发现TAT-TK能进入HepG2细胞，而

且一部分进入细胞核内，结果转导的HepG2细胞被

杀伤，而“旁观者”效应作用于非转导的HepG2细

胞。Harada等191以EB病毒基因组成的质粒载体与非

病毒载体PAAD结合成杂交载体介导HSV-TK／

GCV系统，能有效治疗实验小鼠肝癌。Won等‘10l通

过单纯疱疹病毒将AFP反转剪接靶RNA构成酶导

人肝癌细胞，取代HCC高效表达AFP的RNA残

基，结果明显延缓肿瘤细胞生长并降低了细胞中表

达AFP的RNA水平。

2．3免疫基因治疗
‘

免疫基因治疗通过基因重组技术增强机体的

抗肿瘤免疫功能而达到治疗肿瘤的目的。将细胞因

子基因导入肿瘤细胞、免疫效应细胞或成纤维细胞

等，通过体内直接注射或基因转染方法，使肿瘤局

部产生高浓度的细胞因子，从而激活或增强机体抗

肿瘤免疫反应，是肿瘤生长受到抑制或坏死消退。

目前应用的细胞因子有IL2、I【广12、ILl8、TNFa、干

扰素和集落刺激因子等。Martinet掣儿】通过瘤体内注

射携带IL-12和4—1BB配体基因的重组AdV，使小

鼠肝癌体积显著缩小，其抗肿瘤作用主要通过NK

细胞和CD8+T细胞实现。Noburu等【12研究发现以

IL-12基因治疗免疫抑制状态下的鼠肝癌模型。可
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明显增加肿瘤细胞周围淋巴细胞的浸润并增强肿

瘤特异性杀伤细胞的反应。Chang等嗍用结肠恶性

腺瘤细胞在同系基因鼠CT26肝癌模型后，将编码

IL-18质粒DNA注入肿瘤局部，注射4 d后局部IL

18增加，注射7 d后产生显著抗肿瘤作用。IL-18抗

肿瘤作用是通过增加脾脏和外周血T细胞、NK细

胞数量，促进INF-T产生，进而加强T细胞和NK细

胞活性。

2．4抑癌基因治疗

通过恢复或添加肿瘤细胞中失活或缺乏的抑

癌基因，恢复抑癌基因的功能，从而抑制肿瘤的生

长和转移，常用野生型p53、p16等。p53基因不仅可

抑制癌细胞生长，还可诱导其凋亡，p16基因能阻抑

细胞生长于G1-S期，但不诱发凋亡。野生型p53基

因是最常见的一种抑癌基因，人类肝癌组织中常可

检测到p53基因突变，特别是在乙型病毒性肝炎

(乙肝)高发区和饮食受黄曲霉索污染的地区。p16

启动子甲基化后，肝癌发生概率明显提高，尤其

HBV感染者。Jicai等【14】研究发现乙肝合并肝癌，p16

启动子甲基化检出率为90．6％，乙肝合并肝硬化为

46．7％。Zhang等【151取40例冰冻肿瘤组织进行DNA

检测发现，11例p53基因突变(28％)，24例p16启

动子甲基化(62％)。Okimoto等【1司将带有野生型p53

基因的腺病毒载体Adomv p53通过肝动脉注入小

鼠RCN-9结肠癌细胞肝转移模型，48 h后，经腹腔

注射CDDP治疗，发现转移的肝癌细胞广泛凋亡，

而肝脏功能并未受损。Huang掣1刀用携带p16基因

的重组RV分别在体内和体外转染肝癌细胞系

SNU一449，都显著抑制了癌细胞的生长。

3．5联合基因疗法

肝癌的发生涉及到多基因参与，因此单用一种

基因治疗效果有限。不同的肝癌基因疗法是根据肝

癌发病原因、发病过程的各个阶段及肝癌的特殊生

物学特性设计的，杀伤的机制和作用途径各不相

同，因此不同的基因治疗策略联合应用可相互协

同，增强抗肿瘤效果常采用免疫基因和自杀基因的

联合治疗，在肝癌联合基因治疗试验中，将自杀基

因与免疫基因治疗联合应用，在增强机体抗肿瘤免

疫能力同时直接杀伤肿瘤细胞，达到根治肿瘤、防

止转移及复发的目的。Drozdz等【181联合HSV．TK和

ILl2治疗效果都明显优于单个基因治疗。

3．6抗血管生成基因治疗

肿瘤的生长和转移是一个依赖于血管生成的

过程。肿瘤血管生成是由肿瘤细胞和肿瘤浸润炎症

··——377·--——

细胞如巨噬细胞或肥大细胞产生的促血管形成因

子所介导的。促血管形成因子是肿瘤生长所必需

的，不少细胞因子与肿瘤血管形成密切相关，因此，

抑制肿瘤血管形成可以导致肝癌细胞衰退。肿瘤血

管生成中最主要的是血管内皮细胞生长因子

(VEGF)。Gu等”9I将反义的VEGF 165真核表达载

体PCDNA—as-VEGF 165转染SMMC一7721肝癌细

胞株发现VEGF蛋白表达明显受抑，肝癌细胞凋亡

增加、存活率降低。然而，欲使抗血管生成素基因治

疗策略成为临床适用的治疗方法，就要设计能够满

足选择性转染、持久高效表达的新载体；而且，各种

抗血管生成素分子能够得到鉴定。

3问题与展望

肝癌基因治疗具有广阔的应用前景，对于肝癌

的基因治疗，目前研究主要集中在以下几方面：①

构建高效特异载体系统，在新的病毒载体方面，HIV

病毒载体目前研究较热，有望成为代替腺病毒的基

因治疗载体。近年来。有利用超声对比剂微泡作为

基因载体并用超声技术处理，提高转染率取得成

功[20,211。②寻找新的目的基因，以期提高在肝癌组织

中的表达阳性率。③通过基因调控进行更加精确的

基因治行(亦称为第二代基因治疗)，该方法大多通

过AFP基因特异性地表达病毒转移基因阎。④联合

治疗，虽然基因治疗有良好的应用前景，但目前研

究发现基因治疗对肝癌的作用足有限的，因此可采

用基因治疗与放疗、化疗等综合治疗方法例。从理论

上来说是治疗癌症的较好方法，但由于其是新生事

物，有些问题仍在探索之中。相信随着分子生物学

技术和肝癌病因、病理研究的发展，肝癌基因疗法

最终将成为一种安全有效的临床治疗手段。
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1.期刊论文 黄建钊.顾红光.夏穗生 人类基因治疗的背景与肝癌基因治疗的研究概况 -中国普外基础与临床杂志

2003,10(1)
    目的 了解人类基因治疗的背景与肝癌基因治疗的研究概况.方法 采用文献复习的方法对人类基因治疗的临床研究历史与发展,以及肝癌基因治疗方

面的一些基础研究进展进行综述和分析.结果 基因治疗作为人类某些遗传疾病的替代治疗方法在临床研究中已取得了较好效果,但在肿瘤的治疗研究中基

本上还处于基础研究阶段.在肝癌的基因治疗研究中,所有的病毒载体如逆转录病毒、腺病毒以及腺病毒的相关病毒各有优缺点,逆转录病毒如能提高滴度

,应该更有前景; 所用目的基因TK及p53基因等已在体外及动物实验中取得了较好的效果,但在治疗的特异性和安全性方面还存在较大的缺陷.结论 人类基

因治疗的前景是乐观的,肝癌的基因治疗研究也取得了一定成果,但距临床应用还有一段距离.

2.学位论文 张艳 抑制肿瘤生长及调节免疫功能联合基因治疗小鼠肝癌的实验研究 2006
    肝癌是最常见的恶性肿瘤之一，恶性程度高，预后差。随着分子生物学的发展，在肝癌的生物治疗中基因治疗已成为继手术、放疗、化疗后治疗肝

癌最具潜力的方法之一。目前，国内外学者对肝癌的基因治疗虽然开展了广泛探索，但大多数仅局限于应用单基因进行治疗，抑瘤效果不理想；同时尚

存在转基因载体毒性、基因治疗的靶向性或选择性作用等问题。为提高基因治疗的效果，降低转基因载体引起的毒副作用，本课题从抑制肿瘤生长及提

高机体免疫双方面展开，并使用高生物安全性转移载体，探索了不同基因联合治疗肝癌的可能性，通过阻断肿瘤细胞血供、诱导肿瘤细胞凋亡及调节机

体免疫功能不同作用方式，探讨更有效的基因联合治疗肝癌的模式。

    肿瘤的生长维持及转移依赖于新生血管的形成，血管内皮抑素(Endostatin)通过选择性抑制肿瘤血管内皮细胞增殖，诱导其凋亡，．可直接抑制肿

瘤新生血管生成，减少血供，进而抑制肿瘤生长，但Endostatin并不能使肿瘤完全消退，仅能让肿瘤消退至休眠期。在此条件下，如再及时给予诱导肿

瘤细胞凋亡的打击，将会产生更好的效果。TNF相关的凋亡诱导配体(TNF related apoptosis inducingligand，TRAIL)可以选择性的诱导肿瘤细胞凋亡

，同时也能诱导新生血管内皮细胞凋亡与Endostatin有很好的协同作用。基于以上分析，本课题首次提出将Endostatin和TRAIL联合用于肝癌基因治疗的

实验研究，采用目前已被美国FDA批准的唯一可用于人体实验的安全、低毒、低免疫原性真核表达质粒pVAX1为载体，构建表达人Endostatin和可溶性

TRAIL(sTRAIL)的重组载体pVAX-sEN和pVAX-sT，并用裸DNA直接瘤内注射的方法，观察两者联合应用在肝癌裸鼠荷瘤模型上的抑瘤效果，对肝癌的基因治

疗进行探索。    在抗肿瘤研究中，抑制肿瘤生长与提高机体免疫能力是必不可缺的两个方面，如何提高机体主动抗肿瘤免疫能力是抗肿瘤研究中十分

关键的问题。近年研究发现在免疫干预时IL-12可诱导明显的免疫偏离“效应”，促进Th0向Th1的分化；增强NK细胞和Tc细胞的细胞毒作用；刺激活化的

T细胞和NK细胞产生IFN-γ。因此，IL一12的正相调节效应在抗肿瘤免疫中发挥十分重要的作用。同时研究显示，IL-12在体内也具有抗血管形成作用

，可以抑制肿瘤的生长和转移。因此在研究了Endostatin和TRAIL联合基因治疗裸鼠荷瘤模型的基础上，本课题进一步设计在BALB/c荷瘤鼠内研究

pUMVC3-mILl2对荷瘤鼠的作用及pUMVC3-mIL12与pVAX-sEN、pVAX-sT联合应用的抑瘤作用。结果表明mIL-12与Endostatin/TRAIL联合基因治疗可以在肝癌

治疗中取得很好的效果，特别在肿瘤早期联合应用效果更好。

    目的：

    从阻断肿瘤细胞血供、诱导肿瘤细胞凋亡及调节机体免疫功能不同方面，探索安全有效的联合基因治疗肝癌的方法，为进一步临床应用研究奠定实

验基础。

    方法：

    1．pVAX-sEN、pVAX-sT重组载体的构建、体外活性检测及pUMVC3-mIL12体外表达、生物活性的检测

    2．重组载体pVAX-sEN+pVAX-sT、pUMVC3-mILl2+pVAX-sEN及pUMVC3-mILl2+pVAx-sT体内作用研究

    结果：

    1．重组载体pVAX-sEN、pVAX-sT、pUMVC3-mILl2体外作用研究

    2．重组载体pVAx-sEN+pVAx-sT、pUMVC3-mILl2+pVAX-sEN及pUMVC3-mILl2+pVAX-sT体内作用研究

    结论：

    1．成功构建了表达分泌型人Endostatin、人sTRAIL基因的pVAX-sEN、pVAX-sT真核表达载体，体外均能有效表达目的蛋白。

    2.本研究证实pVAX-sEN与pVAX-sT联合应用可通过协同抑制肿瘤新生血管形成、诱导肿瘤细胞凋亡，有效抑制肝癌生长，为两者联合进  行肝癌基因

治疗提供了实验依据。

    3.pUMVC3-mILl2与pVAX-sEN/pVAX-sT联合应用有协同抑制肿瘤生长的作用，其机制是pVAX-sEN/pVAX-sT诱导肿瘤细胞凋亡降低机体  肿瘤负荷

，pUMVC3-mIL12可更有效的调节机体抗肿瘤免疫反应。同时pUMVC3-mIL12与pVAX-sEN/pVAX-sT联合应用可更有效的协同抑制肿瘤新生血管生成、诱导肿
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瘤细胞凋亡。pUMVC3-mIL12治疗肿瘤在肿瘤发生的早期效果更好。

    4.研究发现裸DNA瘤内注射可取得与脂质体体内转染相同的抑瘤效  果，在基因治疗中裸DNA瘤内直接注射可作为一种简单有效的体内  基因转染方

法。

    意义：

    1.本文系统的进行了肝癌基因治疗的研究，从阻断血管生成、诱导肿瘤细胞凋亡及调节机体免疫功能的不同角度探讨了肝癌基因治疗的效果。

    2.本研究对联合基因治疗肝癌的协同作用、可行性及其机制进行了初步探讨，为进一步临床实验研究打下了基础。

    3.成功制备了可用于基因治疗的生物材料如pVAX-sEN、pVAX-sT等，为肝癌的基因治疗提供了有价值的实验依据。

3.期刊论文 徐鸿洁.盖晓东.魏大军.XU Hong-Jie.GAI Xiao-dong.WEI Da-jun 肝癌基因治疗机制研究 -北华大学

学报（自然科学版）2005,6(2)
    肝癌是由多基因突变引起的,故用基因工程的手段进行肝癌的基因治疗是目前医学界研究的热点.主要研究了肝癌基因治疗中的免疫基因治疗、抑癌

基因治疗、自杀基因治疗、反义基因治疗、耐药基因治疗、联合基因治疗的机制.

4.学位论文 薛志刚 增强型肿瘤特异性人源载体的构建及其对肝癌基因治疗的研究 2006
    肝癌是最常见且死亡率较高的恶性肿瘤之一。肝癌临床上手术切除率低，对放、化疗敏感性差，转移情况普遍，预后极差，迫切需要新的治疗方法

。近年来随着人们对肝癌分子病理机理研究的不断深入，为正在兴起的肝癌基因治疗提供了理论依据，促进了人们用分子手段治疗肝癌的探索性研究。

    基因治疗面临的最关键的问题就是基因导入系统即载体问题，理想的载体应具有安全性好、特异性强、转染率高和操作简便等特点。目前在肝癌的

基因治疗实验中使用最多的是病毒载体系统，包括腺病毒载体、逆转录病毒载体、腺相关病毒载体、SV40病毒载体等；非病毒载体系统主要是脂质体、

裸DNA。目前使用的载体各有其优缺点，尚无完美的理想载体，比较常用的病毒性基因治疗载体普遍存在遗传不稳定、容量小、安全性差及免疫原性等缺

陷，而非病毒载体存在靶向性差等。夏家辉院士于1991年在进行新生儿染色体群体调查时发现一家系中2个携带双随体小染色体而表型正常的个体，创新

性地提出小染色体可作为一种理想的基因治疗载体，并以此为基础，构建了人源基因载体-pHrneo，随后利用该人源基因载体将人凝血因子Ⅸ的cDNA导入

D、G组染色体短臂靶位点，通过实验证明能有效、稳定表达人凝血因子Ⅸ。但该载体用于肿瘤的基因治疗，其体内转染效率低限制了其临床应用。

    本研究是利用构建的人源基因载体作骨架进行肝癌的基因治疗，将具有肿瘤特异性启动活性元件和肿瘤自杀基因插入到人源基因载体内，转染肝癌

病人的骨髓单核细胞，筛选得到的阳性细胞克隆经病人的肝门静脉注射，以期通过细胞融合，与体内肝细胞和肝癌细胞融合；如阳性的骨髓单核细胞克

隆与体内正常肝细胞融合，肿瘤特异性启动元件在正常肝细胞不能启动下游肿瘤杀伤基因的表达，正常肝细胞不会受到损害；如阳性的骨髓单核细胞克

隆与体内肝癌细胞融合，肿瘤特异性启动元件将启动下游肿瘤杀伤基因的表达，将肝癌细胞杀死，达到治疗肝癌的目的。

    本研究中，构建具有肿瘤特异性的杀伤载体及检测此载体的作用效果。首先利用PCR扩增不同长度的具有肿瘤特异性启动活性的启动子一人端粒酶催

化亚基hTERT启动子片段，与pEGFP-N1质粒连接构建成hTERT-GFP载体，体外转染端粒酶阳性的肿瘤细胞和端粒酶阴性的人成纤维细胞，以期证明克隆的

hTERT启动子具有肿瘤特异性；为了提高基因的表达，本研究中将SV40和(或)CMV增强子分别加入该启动子片段的前面，构建不同组合的质粒载体，通过

pEGFP-N1、荧光素酶体系筛选在各肿瘤细胞中明显提高外源基因表达的最优组合。同时将自杀基因CD、TK构建成融合基因，连至经优化的增强子、

hTERT启动子下游，并一起连接至我室构建的人源基因载体形成肿瘤杀伤载体，体外转染肝癌细胞，经RT-PCR、HPLC、MTT检测CD／TK基因的表达和对肝

癌细胞的杀伤效果。在动物实验方面采用先将肝癌细胞接种到裸鼠皮下致瘤，再用肿瘤杀伤载体与体内转染用脂质体混合直接瘤内注射观察瘤体的生长

情况；另外先将肿瘤杀伤载体体外转染肝癌细胞，再把转染后的细胞接种到裸鼠皮下，观察瘤体的生长情况来检测我构建的肿瘤杀伤载体对肝癌的杀伤

作用。

    发现经PCR扩增的hTERT启动子片段(275bp)连至GFP载体后在肿瘤细胞中能特异性表达，而在人成纤维细胞中未见表达，但活性较弱；在肝癌细胞中

发现CMV增强子能明显提高hTERT介导的GFP、荧光素酶基因表达；成功扩增了CD、TK基因并建成融合基因，构建了由CMV增强子、hTERT启动子介导、

CD／TK融合基因、人源基因载体组成的肿瘤杀伤载体，体外转染肝癌细胞，经RT-PCR、HPLC证明CD／TK基因能在肝癌中表达，并能将前体药物5-Fc转化

成毒性药物5一Fu；MTT证实肿瘤杀伤载体对肝癌细胞有明显毒性。动物实验结果发现肿瘤的大小在转染肿瘤杀伤载体的细胞组明显小于对照组，证明构

建的肿瘤杀伤载体对肝癌细胞有较强的杀伤作用，为拟定的肝癌基因治疗设想提供了一个理想的载体。

5.期刊论文 张阳德.孙颖 肝癌自杀基因治疗研究新进展 -中国现代医学杂志2003,13(11)
    肝癌是最常见的恶性肿瘤之一,恶性程度高,预后差.尽管其诊治水平不断提高,世界每年因肝癌致死的病人仍达百万人之多.传统的手术、放化疗等手

段可一定程度改善早期病人的预后,但对转移、复发及中晚期患者却无能为力.随着分子生物学技术的不断进展、人们对肿瘤分子机制研究的不断深入,利

用肿瘤与正常组织基因及调控区域的结构差异,从分子水平特异性杀伤肿瘤细胞的基因治疗成为肿瘤治疗中极具应用潜力的新策略.肝癌的发生并非某个

基因的单独作用,而是一个多基因多阶段的复杂过程,因而不依赖于肿瘤细胞的遗传背景,直接向肿瘤细胞引入药物敏感基因而使前体药物对肿瘤细胞产生

毒性作用的自杀基因治疗以其作用直接、合理、有效而备受关注,成为肝癌基因治疗的研究热点.本文就近年来自杀基因治疗肝癌的新进展作一简要综述.

6.学位论文 魏强 HIV Vpr蛋白应用于特异性肝癌基因治疗的研究 2004
    原发性肝癌(primarycarcinomaofliver)是指自肝细胞或胆管细胞发生的癌。原发性肝癌是世界上恶性程度极高，且预后极差的恶性肿瘤之一，每年

全球约有25万人患病。在我国肝癌目前已处于恶性肿瘤死亡率的第二位，每年至少有10万名新发现病人，11万名肝癌病人死亡，占全球肝癌死亡数的

45％。

    尽管目前肝癌的治疗方法有许多种，但治疗效果都十分有限。大部分肝癌病人对化疗和放疗均不敏感，因此寻找新的有效的治疗方式一直是研究者

追求的目标。随着分子生物学和免疫学理论及技术的不断发展和对肿瘤发病机制认识的不断深入，利用基因工程手段对肝癌进行基因治疗已取得了很大

成功，日益受到研究者的重视。基因治疗及有可能成为一种新的治疗方式应用于肿瘤的治疗之中。

    腺病毒载体因其具有安全性好、外源基因表达效率高、滴度高、既可感染分裂期细胞又可转染非分裂期细胞以及包装容量大等优点而成为当今使用

最多的病毒载体之一。

    HIVvpr基因是Ⅰ型人类免疫缺陷病毒的非结构基因，编码一14Kda大小分子量的蛋白。研究表明，该蛋白是HIV重要的调控蛋白，Vpr蛋白不依赖于

HIV其他蛋白的存在即可引起细胞的G2周期阻滞和诱导细胞凋亡，单独表达的Vpr蛋白也可引起细胞的G2周期阻滞和诱导细胞凋亡。文献报道Vpr蛋白可引

起分裂细胞，包括肿瘤细胞发生凋亡。我们的前期工作表明，HIVVpr对Hela细胞表现出明显的细胞周期阻滞作用。由此可见Vpr很有可能作为一种新的治

疗性基因而应用于以抑制肿瘤生长为目的的基因治疗中。

    目前在多数原发性肝细胞中有甲胎蛋白的表达，将外源治疗基因置于AFP特异性启动子增强子下游，通过肝癌中AFP的特异性反式作用于该启动子

，以激活转录，可实现目的基因的选择性表达，从而可实现有效的靶向性治疗，目前AFP启动子介导的肝癌特异性基因治疗已成为肝癌特异性基因治疗领

域的主要方面。

    理想的基因治疗应具有目的基因高效性、靶向性转移和可控性表达的特点。鉴于以上认识，我们应用非复制型腺病毒载体制备了甲胎蛋白启动子控

制下表达HIVvpr基因的重组腺病毒rvAdAFP-vpr，实现其对肝癌的特异性基因治疗作用，并对其生物学特征及其体外体内的治疗效果进行研究，得到如下

实验结果：

    1.通过重组非复制型5型腺病毒pAdEasy系统，利用E.coliBJ5183的同源重组机制获得的甲胎蛋白启动子控制下表达HIVvpr基因重组非复制型腺病毒

rvAdAFP-vpr，经PCR及Southernblot检测证实在重组腺病毒基因组中整合有特异性的HIVvpr和AFP的上游调控序列。

    2.重组腺病毒rvAdAFP-Vpr感染两种肝癌细胞：AFP蛋白表达阳性的BEL-7402细胞和AFP蛋白表达阴性的SMMC-7721细胞，实验结果表明：Vpr蛋白在

AFP蛋白表达阳性的肝癌细胞BEL-7402细胞中特异性表达，并且可引起BEL-7402细胞的细胞周期G2阻滞，G2期细胞数目在病毒感染后的96小时达到最大值

，表现出一定的时间依赖性。对于AFP蛋白表达阴性的SMMC-7721细胞而言，却未能检测出Vpr蛋白的表达也未见细胞周期阻滞作用。

    3.通过荧光染色和和细胞线粒体膜电位改变等指标看到，重组腺病毒rvAdAFP-vpr可诱导肝癌细胞凋亡。流式细胞术检测各个与细胞凋亡有关的蛋白

Bax、Caspase9、Caspase8、Capase3、细胞色素C表达情况。结果显示，Bax蛋白表达量明显升高，Caspase9、Capase3、细胞色素C等表达较对照都升高

；而caspase8蛋白表达未见明显变化。提示Vpr蛋白可能通过线粒体途径引起细胞凋亡。

    4.我们在裸鼠建立AFP蛋白表达阳性的人肝癌模型，并进行了1个月的分组治疗。免疫组化检测表明，rvAdAFP-vpr可在肝癌组织中有效表达Vpr蛋白

。治疗效果表明，CPA治疗组、rvAdAFP-vpr治疗组和rvAdAFP-vpr联合CPA治疗组相对于空白对照组，都在不同程度上显著抑制肿瘤生长，特别是

rvAdAFP-vpr联合CPA组抑制肿瘤增长的作用更为明显。CPA治疗组、rvAdAFP-vpr治疗组和rvAdAFP-vpr联合CPA治疗组的抑瘤率分别达到了41％、31％、
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66.7％，表明单独注射rvAdAFP-vpr组的抑瘤效果要好于CPA治疗组，说明单独注射rvAdAFP-Vpr即可一定程度上起到抑制肿瘤生长的作用；另一方面，两

者联合治疗组的抑瘤率显著高于rvAdAFP-vpr组和CPA组的单独治疗，提示两者具有协同作用。

    5.空白对照组和rvAd-null对照组的Ki-67指数明显高于CPA治疗组、rvAdAFP-vpr治疗组、rvAdAFP-vpr联合CPA治疗组。其中对照组和rvAd-null组的

Ki-67指数对比于rvAdAFP-vpr联合CPA组具有统计学意义，P＜0.05。表明Vpr蛋白细胞周期G2期阻滞的作用有效地减缓了细胞分裂增殖速度、抑制了肿瘤

的快速增殖。CPA治疗组、rvAdAFP-vpr治疗组、rvAdAFP-vpr联合CPA治疗组的凋亡指数明显高于对照组和rvAd-null组，其中rvAdAFP-vpr联合CPA组与对

照组对比具有统计学意义，P＜0.05。体内实验结果表明Vpr蛋白可以引起肿瘤细胞的凋亡，特别是Vpr蛋白与CPA联合应用后，两者引起细胞凋亡的作用

更为明显。

    以上结果初步表明，重组腺病毒rvAdAFP-vpr有可能作为一种有效的抗肿瘤生物制剂，也可与传统的化学药物治疗结合，发挥其抗肿瘤协同作用，但

其有效性、安全性和最佳的治疗方案还有待于进一步的实验和摸索。本研究内容未见报道，为新型肝癌治疗方法的研究打下了基础。

7.期刊论文 蒋永芳.苏先狮 肝癌基因治疗现状与展望 -国外医学（流行病学传染病学分册）2002,29(3)
    肝癌的治疗,由于现有的几种方法(包括化疗、放疗及手术等)疗效差,基因治疗被认为是其治疗的第五种模式.本文对肝癌基因治疗的几个方面:免疫

基因治疗、反义基因治疗、抑癌基因治疗、自杀基因治疗、联合基因治疗、载体与存在的问题及展望进行了综述.

8.学位论文 董雪松 针对肝癌缺氧微环境的基因治疗策略研究 2009
    肝脏恶性肿瘤包括原发和转移癌是普外科治疗效果最差的癌症之一，也是我国高发疾病，发病率位居所有癌症的第二位，严重威胁我国人民的身体

健康。肝癌早期诊断困难，手术切除率低，病人预后差。外科手术切除肿瘤是目前唯一确切的治疗手段，但只适用于不足15%的患者，而且复发率仍然很

高，其中较早发生转移是其难以治愈的关键问题之一。放疗和化疗对肝癌不敏感。经肝动脉栓塞治疗能够暂时抑制肝癌生长，但肿瘤可快速引起周围血

管的继发生长。虽然肝移植在符合条件的肝癌患者治疗中取得了令人振奋的结果，但适应症的狭窄、供肝的缺乏以及昂贵的后续治疗严重制约着肝移植

在肝癌治疗中的应用。因此亟需寻找新的治疗方法来提高肝癌的治疗效果。<br>　　

 目的:探讨肝脏恶性肿瘤局部缺氧微环境的分子生物学特征，针对其缺氧微环境进行基因治疗的可行性研究，并进一步对实体肿瘤基因治疗策略进行探

讨。<br>　　

 方法:在近交系BALB/c小鼠皮下接种H22小鼠肝癌细胞系，建立实体肿瘤的动物模型；克隆反义缺氧诱导因子-1α、VHL基因，装载于真核表达质粒

pcDNA3；对肿瘤模型进行治疗，与空白载体注射对照组进行比较，在肿瘤大小、血管化程度、肿瘤生长相关基因检测等方面进行统计分析。<br>　　

 结果:在成功建立小鼠肝癌转移瘤模型、构建反义HIF1α-pcDNA3及mVHL-pcDNA3载体的基础上，进行治疗研究。1、基因治疗抑制肿瘤生长:空载体组继

发肿瘤生长迅速，3w增加676mm3，相比之下VHL或反义HIF-1α组转移瘤体积仅增加356 mm3和274mm3，结合治疗甚至更为有效，在第21d时仅增加

156mm3，分别比空白对照组小44%、55%和70%，联合治疗组宜比单独治疗组效果好，结果p<0.05。2、基因治疗提高带瘤小鼠生存期:单独使用VHL或反义

HIF-1α治疗组显著提高了小鼠的生存时间(P<0.05)，治疗后中位生存时间由33d提高到59d或65d。而结合治疗组提高至89d(P<0.01)，并显著比单独治疗

组高(P<0.05)，且有3只小鼠存活超过100d。3、基因治疗抑制肿瘤血管化:基因治疗后抗CD31单克隆抗体标记与最近血管距离显著提高，提示血管密度显

著下降，VHL和反义HIF-1α单独治疗使肿瘤血管密度下降43%和41%，结合治疗组效果更为明显，达到57%( P<0.01)。4、基因治疗导致肿瘤凋亡:TUNEL法

检测发现空载体组肿瘤有小量细胞凋亡，而VHL或反义HIF-1α组凋亡数超过2倍于对照组，结合组则超过达3倍以上。单一治疗组较对照组有显著差异

(P<0.01)，结合组治疗导致凋亡程度也比单一用VHL或反义HIF-1α治疗效果明显(P<0.05)。<br>　　

 结论:1、针对缺氧诱导因子的基因治疗抑制小鼠肝癌转移瘤模型的生长，延长荷瘤小鼠生存期限。2、反义缺氧诱导因子1α和VHL基因治疗均能达到抑

制肿瘤血管新生的效果，并能增加肿瘤细胞的凋亡。3、VHL基因对缺氧诱导因子的治疗效果有协同强化作用，作用机制可能除降解HIF外尚有其他途径。

9.会议论文 杨守京.胡沛臻.刘雁萍.王小平.刘彦仿.王彩云.马福成 肝癌中的伴侣分子机制及其用于肝癌免疫基因

治疗的基础研究 2002
    人原发性肝癌是我国常见的严重危害人类生命的恶性肿瘤之一,HSPs在肝癌发病机制中的作用和意义仍然不清.我们近年研究发现,在人肝细胞肝癌

(HCC)组织中有多种热休克蛋白表达,其中HSP70的阳性表达与p53之间存在着密切关系,即p53核阳性者同时伴有HPS70核阳性.为此,为了进一步明确这种相

关性的本质,进而深入探讨HSPs特别是HSP70在HCC中的作用机制,本研究采用原位分子杂交及免疫组化技术检测了原发性肝细胞肝癌(hepatocellular

carcinoma,HCC)及其癌旁肝组织(percancerous tissue)中HPS70 mRNA及其表达产物的分布及其与p53的关系;同时结合乙肝病毒感染情况,分析HSP70在人

原发性肝细胞肝癌的表达是否与HBV感染有关,进一步从两例肝癌病例组织中提取了复合物进行了自身免疫实验,为基于HPS70及其复合物的抗肝癌主动性

免疫研究打下实验基础。

10.学位论文 杨永久 联合靶向基因抑制裸鼠人肝癌切除术后复发转移的实验研究 2008
    研究背景：

    原发性肝癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，肝癌手术切除、肝移植、其它综合性治疗手段等虽有进展，仍不能有效提高肝癌病人的长期存活率。

肝癌术后高复发转移率阻碍了临床疗效的进一步提高。如何降低肝癌术后的复发转移率成为本学科的研究重点。随着分子生物学技术的不断发展和人们

对肿瘤发病机制认识的不断深入，联合基因治疗恶性肿瘤成为肿瘤基因治疗研究中的热点。它们可以从不同途径通过不同作用机制来治疗恶性肿瘤，最

大限度地利用各个基因治疗的优点，以求优势互补提高治疗效果。血管生成抑素和IL-24与肿瘤生长、转移具有密切的关系，它们通过不同的作用机制来

影响肿瘤的发生和发展，是目前研究较多的肿瘤抑制基因。本实验建立了人原发性肝癌裸鼠肝脏原位移植瘤模型，行肝癌切除术，以模拟最大限度切除

肿瘤原发灶，并采用重组腺相关病毒介导的靶向血管抑素基因和IL-24基因联合治疗，以探讨联合基因治疗对肿瘤复发转移的抑制作用及其相关机制。

    目的：研究联合应用重组腺相关病毒介导的靶向血管抑素基因和IL-24基因对人肝癌裸鼠模型肿瘤切除术后复发转移的抑制作用，为肝癌术后复发转

移的基因治疗提供新的途径和理论依据。

    材料和方法：采用荧光素酶基因标记的人原发性肝癌细胞株MHCC97-H制备裸鼠人肝癌切除术后肿瘤复发转移模型。4只裸鼠用于观察基因转染情况

；50只裸鼠随机分为对照组、空载体组、血管抑素组、IL-24组、联合基因组，各组于肝断面、腹膜后组织内分别注射等体积(100μl，含基因病毒载体

1×1012VP)的PBS、空载体、血管抑素基因、IL-24基因或联合血管抑素基因和IL-24基因。治疗后第21天、第28天，用活体生物发光成像法检测肿瘤复发

转移的情况；术后第30天处死，取静脉血检测AFP浓度，计算肝、肺转移瘤的数目和体积，免疫组织化学法检测肿瘤标本VEGF、Bc1-2蛋白表达和微血管

密度(MVD)，RT-PCR法检测肿瘤标本VEGF mRNA、Bc1-2 mRNA的表达， TUNEL法检测瘤细胞凋亡情况。

    结果：1.活体生物发光成像法观察肿瘤复发转移情况：对照组和空载体组检测到较多的光子数，可见明显肿瘤复发转移；血管抑素组和IL-24组光子

数明显少于对照组(P<0.05)，不同程度的抑制了肿瘤复发转移；联合基因组的光子数显著少于单一基因治疗组(P<0.05)，明显抑制了肿瘤复发转移。

    2.组织病理学观察肝脏、肺脏的肿瘤复发转移情况：对照组和空载体组肝、肺内可见较多散在的转移瘤；血管抑素组和IL-24组肝、肺内转移瘤的数

目、体积均明显低于对照组(P<0.05)；联合基因组肝、肺内转移瘤的数目、体积较单一基因治疗组显著减少(P<0.05)。

    3.血清AFP浓度观察：对照组和空载体组AFP浓度显著高于正常范围；血管抑素组和IL-24组AFP浓度均明显低于对照组(P<0.05)；联合基因组AFP浓度

较单一基因治疗组显著降低(P<0.05)。

    4.肝脏转移瘤组织MVD检测：对照组和空载体组MVD值较高，转移瘤组织内可见较多微血管生成；血管抑素组和IL-24组微血管生成明显减少，其

MVD值显著低于对照组(P<0.05)；联合基因组可见较少的微血管生成，其MVD值显著低于单一基因治疗组(P<0.05)。

    5.肝脏转移瘤组织VEGF蛋白和VEGF mRNA表达：对照组和空载体组有较多VEGF蛋白和VEGF mRNA表达；血管抑素组和IL-24组的VEGF蛋白、VEGF

mRNA表达明显少于对照组(P<0.05)；联合基因组VEGF蛋白和VEGF mRNA的表达显著低于单一基因治疗组(P<0.05)。

    6.肝脏转移瘤细胞凋亡情况：对照组和空载体组肿瘤细胞凋亡少，凋亡指数较低；血管抑素组和IL-24组瘤细胞凋亡增多，凋亡指数明显高于对照组

(P<0.05)；联合基因组有较多的肿瘤细胞凋亡，凋亡指数显著高于单一基因治疗组(P<0.05)。

    7.肝脏转移瘤组织Bc1-2蛋白和Bc1-2 mRNA表达：对照组和空载体组有较多Bc1-2蛋白和Bc1-2 mRNA表达，血管抑素组仅轻度降低，三组无统计学差

异；IL-24组Bc1-2蛋白、Be1-2 mRNA的表达量明显少于对照组(P<0.05)：联合基因组Bc1-2蛋白和Bc1-2 mRNA的表达量显著低于IL-24组(P<0.05)。

    结论：

    1.重组腺相关病毒介导的靶向血管抑素基因和IL-24基因联合应用对抑制肝癌切除术后复发转移有协同效应，而且其效果优于单一基因治疗。

    2.联合基因治疗在抑制肝癌组织新生血管生成、下调VEGF的表达方面有协同作用，其抑制肿瘤血管生成作用可能与调节VEGF表达有关。

    3.联合基因治疗在诱导肝癌细胞凋亡、调节bc1-2表达方面有协同作用，其诱导肝癌细胞凋亡作用可能与调节Bc1-2表达有关。
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    4.联合基因部分通过协同抑制肿瘤血管生成和诱导肿瘤细胞凋亡的作用来抑制肝癌切除术后复发转移。
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