
国际放射医学核医学杂志 !""#年$月第%"卷第%期 &’( ) *+,-+( ./, 0123 ./,4 .+5 !""#4 673 %"4 078%

胰腺癌是常见的内脏恶性肿瘤之一。由于胰腺

位于腹膜后，胰腺癌发病隐匿且早期常无症状，绝

大多数患者就诊时已届晚期，失去了手术切除机

会。胰腺癌对化疗药物反应性差，化疗有效率很

低。近年来，有学者尝试将放射治疗应用于胰腺癌

患者，包括术中放疗、三维立体适形放疗以及放射

性粒子植入，取得了一定的效果。但与其他实体肿

瘤一样，胰腺癌放疗效果受肿瘤组织内部乏氧的影

响!"#，乏氧肿瘤细胞对放射治疗的耐受性增强，通

乏氧靶向性自杀基因治疗系统增强胰腺癌

放疗效果的实验研究

刘军叶 郭鹞 郭国祯

【摘要】 目的 探讨乏氧靶向性自杀基因治疗系统对胰腺癌放射治疗的增强效应。方法 借助

$%&重组技术构建乏氧依赖性表达的重组腺病毒载体&’9()*+,-./01293.4。用567869:;<=>8检测
细菌胞苷脱氨酶（ 3.4）的表达，细胞生长抑制实验检测人胰腺癌/?&9@&.&A细胞对(9氟胞嘧啶
（ (9B.）的敏感性，裸鼠移植瘤实验观察&’9()*+,-./0129C.4,(9B.单独或联合放射治疗对/?&9
@&.&A细胞移植瘤的杀伤效应。结果 /?&9@&.&A细胞感染&’9()*+,-./01293.4后，乏氧处理
可诱导3.4蛋白的表达，并显著提高细胞对(9B.的敏感性。裸鼠移植瘤实验结果显示，&’9
()*+,-./01293.4,(9B.与放射治疗均可抑制胰腺癌移植瘤的生长，但两者联合可显著增强对移
植瘤的抑制效应。结论 乏氧靶向性的&’9()*+,-./01293.4,(9B.自杀基因系统可显著增强胰腺
癌细胞的放疗效果，具有良好的临床应用前景。
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常导致肿瘤治疗失败甚至肿瘤复发和转移!"#。本研究

拟构建基于细菌胞苷脱氨酶（ $%&’()*%+, &-’./*0(,
1(%2*0%/(3,456）的乏氧肿瘤细胞靶向性自杀基因治
疗系统，并观察该系统对胰腺癌放疗效果的增强效

应，为提高胰腺癌的临床治疗效果探索新途径。

! 材料和方法

7897, 细胞培养
人胚肾细胞系 ":; 细胞、人胰腺癌细胞系

<=>9?>5>"细胞均购自美国 >@55公司，在含
7AB小牛血清的 C?<=7DEA中常规培养或传代。
78", 主要试剂

FGH()I(&’转染试剂盒为 J=>KLM公司产品，细
胞增殖检测试剂盒购自 ?).2(N%公司，O9氟胞嘧啶
（ O9I+G.).&-’./*0(3PO9Q5）购自 F*N2%公司，兔抗 &92-&
标签的多克隆抗体为 F%0’%95)GR产品，携带 &92-&标
签的真核表达载体 HLQS2-&S&-’.购自 =0T*’).N(0公司，
腺病毒 >195>K9U%&V载体由日本京都大学医学部肝
胆外科安田义博士惠赠，携带 O拷贝乏氧应答元件
（ W-H.X*%9)(/H.0/*T(9 (+(2(0’Y9 ZCL） 的 质 粒 载 体
HOZCLSW5<[2H9UG& 由日本京都大学医学部放射线
科柴田彻惠赠!;#9，其他分子生物学及免疫学试剂均为
>2()/W%294*./&*(0&(/或 F*N2%公司产品。
789;9 动物与照射

7\]"A9 N9的 O 周龄雄性 4>U4S&裸鼠购于第四
军医大学动物中心。^ 线照射仪购自日本岛津公
司。放射治疗时，小鼠置于特制的有机玻璃盒中固

定体位，并用铅室屏蔽受照射肿瘤以外的躯体。

78PEP 腺病毒载体>19OZCLSW5<[2H9456P的构建及鉴定
为方便 456的检测，本实验在其 59端融合入

&92-&P标签。以大肠杆菌的基因组 6M>为模板，通
过聚合酶链反应扩增 456P&6M>。聚合酶链反应产
物经 7B琼脂糖电泳分离后，回收 78"_$ 的片段，
并将其克隆入 HLQS2-&S&-’.载体使 456与 &92-& 融
合。用限制性内切酶 ‘H0!和 M&.!酶切质粒
HOZCLSW5<[2H9UG&，酶切产物经琼脂糖电泳分
离，胶回收 ;8E_$ 的 HOZCLSW5<[2H片段。用
‘H0!和 M&.!酶切将 45692-&从重组 HLQS2-&S&-’.
载体释放出来，并将其与线性化的 HOZCLSW5<[2H
连接，用以构建 HOZCLSW5<[2H9456质粒。重组
腺病毒载体 >19OZCLSW5<[2H9456P的构建按照黏
粒穿梭法进行。

78POP 456蛋白表达的检测
按 ":7AOS2+密度接种对数生长期 <=>9?>5>"

细胞于 DP&2玻璃平皿中，常规条件下培养 "EPW 后
加入感染强度（ 2G+’*H+*&*’-P.IP*0I(&’*.03P<a=）分别为 "，
7A， "A， OAP噬斑形成单位（ H+%bG(9I.)2*0NP G0*’/，
HIGcS 细胞的重组腺病毒 >19OZCLSW5<[2H9456，
>195>K9U%&V用作对照病毒。将感染的细胞分别给
予 "EPW的乏氧处理（ a"PPA8A"B）和 "EPW的常规有氧
培养。参照文献!E#制备细胞总蛋白，进行蛋白质的
聚丙烯酰胺凝胶电泳后，以抗 &92-& 标签抗体为探
针、用d(/’()0P$+.’分析乏氧诱导的 456蛋白表达。
78DP 细胞生长抑制实验
按照 ?).2(N% 公司细胞增殖检测试剂盒的说明

书进行。收获对数生长中期的 <=>9?>5>"细胞，调
整细胞密度为 7:7A;S2+，按照每孔 7AA" 3 接种入两
块 ;# 孔板中，置于细胞培养箱中按常规培养 !<=
后，加入 .>&分别为 "，?，?"，?"" @A1 S细胞的重
组腺病毒 B,9$C*DE=F.6G@9HFI4 %J K、$L F>!、

饱和湿度下培养 ? =，而后加入不同浓度的 $9MF。
每一种处理设 %复孔。每一种细胞的两块培养板分
别置于常规培养箱和乏氧培养箱中培养 !< =。更换
新鲜的含有不同浓度的 $9MF的培养液，所有的细胞
置于常规培养箱中培养 !< =。更换培养液为常规培
养液，继续培养 !< =。吸弃各孔内培养上清，每孔
加入 ?$" " 3 噻唑蓝溶液，%J K、$L F>!、饱和湿

度下培养 ! =。在酶联免疫检测仪上测定各孔的 <;"
’G处的光吸收值，以只加培养液不加细胞的空白对
照孔调零；以 $9MF浓度为横坐标，%复孔的平均光吸
收值为纵坐标，绘制细胞生长曲线，并计算细胞的半

抑制浓度（ -’=-N-(7O5 27’2/’(O+(-7’ 7A $"L4 &F$"）。

?8 \ 肿瘤生长抑制实验
无菌条件下收获培养的 .&B9PBFB! 细胞，调

整细胞数至 ?:?"JEG34 于小鼠右侧腿部皮下注射 ?:
?"#细胞（ "8? G3）4 约 J,后可长出皮下实体瘤，成
瘤率 ?""L。每日双盲法用卡钳测量肿瘤的大小。
用如下公式计算肿瘤的体积：!Q"! : #S! R其中 "
为 肿瘤的长径4 #为肿瘤的短径S。当肿瘤的体积达
到 ?$" T!"" GG% 时，按照完全随机的方法将携带

肿瘤的小鼠分配到各个实验组中，每组 #只。实验
分组如下：#B,9$C*DE=F.6G@9HFIU$9MFU照射；
$B,9$C*DE=F.6G@9HFIU$9MF；%B,9FBV9W+2XU
$9MF U照射；& $9MF U照射；’磷酸盐缓冲液
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（ 9:7;9:+(/ <1==/>/, ;+3-’/，?@A）对照组。将小鼠
接受放射治疗的当日设为第 B 日，连续给予 $, 的
放射治疗，每次照射剂量为 %C5。联合自杀基因治
疗时，在第 B 次照射的 !D : 前给予肿瘤内直接注
射 ! EB"F 9=1 的 G,H$I*!"#$%&’(H)*+ 或 ,-H
*./H0123， 而后在每日照射前的 45# 腹腔内注射
前体药物 6H7*8699: ’;"<;，=)>配制为 ?9:’;@’A
的储存液B或 =)>。当各实验组肿瘤的平均体积达到
相对于其第 B日治疗时肿瘤平均体积的 D倍时，终
止测量，处死小鼠。以治疗后的时间为横轴，相对

肿瘤体积为纵轴绘制出肿瘤生长抑制曲线。

B8 C 统计学处理
实验数据以平均数J标准差表示，用 A?AA 统计

软件包进行方差分析，结果以 !K"8"$判断为有意义。

! 结果

!8B 基于 @LM 的乏氧靶向性自杀基因治疗载体的
构建与鉴定

为了构建乏氧靶向性的自杀基因治疗系统，我

们通过 M0G 重组技术将 @LM 基因置于 $ 个拷贝的
I*N下游；同时，为了便于检测，又在 @LM的下游
融合了 2HO52 标签；最后，将上述融合基因克隆入
腺病毒载体，构建成了乏氧靶向性的腺病毒载体

G,H$I*NP:L.6O9H@LM。M0G 序列测定表明，重组
病毒构建成功。将重组腺病毒 G,H$ID!"#*%&’(H
@LM 感染 .&GH?GLG! 细胞，并给予乏氧处理 4
Q/;(/>’ <37(检测结果显示：@LM在正常氧条件下呈
低水平表达，乏氧处理后可显著上调其蛋白表达量；

并且，随着感染所用腺病毒 .R&的增加，乏氧诱导
的 @LM 蛋白水平也显著升高，呈现为剂量依赖性
（ 见图 B）。结果提示，腺病毒 G,H$I*NP:L.6O9H@LM
可引导 @LM在细胞中的乏氧依赖性表达。

图 " 腺病毒介导 @LM蛋白在 .&GH?GLG!细胞中的
乏氧依赖表达

?： 质粒 (6ED!"#*%&’(H)*+:转染%F.H=.*.G细胞 H乏氧 GI#
G：.-H6ED!"#*%&’(H)*+8%JF:GB感染 %F.H=.*.G细胞 H
正常氧

K： .-H6ED!@#*%&’(H)*+8%JF:GB感染 %F.H=.*.G细胞 H
乏氧 GI#

I： .-H6ED!@#*%&’(H)*+8%JF:?9B感染 %F.H=.*.G 细胞 H
正常氧

6： .-H6ED!@#*%&’(H)*+8%JF:?9B感染 %F.H=.*.G细胞 H
乏氧 GI#

L：.-H6ED!@#*%&’(H)*+8%JF:G9B感染 %F.H=.*.G细胞 H
正常氧

M： .-H6ED!@#*%&’(H)*+8%JF:G9B感染 %F.H=.*.G细胞 H
乏氧 GI#

C： .-H6ED!@#*%&’(H)*+8%JF:69B感染 %F.H=.*.G细胞 H
正常氧

N： .-H6ED!@#*%&’(H)*+8%JF:6OB感染 %F.H=.*.G细胞 H
乏氧 GI#

!8! 细胞生长抑制实验
我们采用细胞生长抑制实验评估 G,H$I*NH

:L.6O9H@LM 的离体治疗功效：用 G,H$I*NH
:L.6O9H@LM 感染 .&GH?GLG! 细胞，感染后分别
给予 !D: 常规的有氧条件下培养和 R! 为 "8"!S的
乏氧培养，同时在培养液中加入不同剂量的前体药

物 $HTL，结果，G-H6ED!@#*%&’(H)*+ 感染的
.&GH?GLG! 细胞在有氧和乏氧条件下对 $HTL 的生
存曲线分别如图 !和图 %所示。由图可见：与正常
氧条件相比，乏氧条件下细胞对 $HTL的 &L$"明显下

降；并且，在每一个病毒 .R&下，随着 $HTL剂量的
增加，细胞的生存数量呈剂量依赖性降低，当 .R&
为 B""时，.&GH?GLG!细胞在常氧和乏氧条件下对
$HTL的 &L$"分别为 B8"DJ"8B#和 B#8"UJB8UF（ "VBW"8D$4
!K"8"B）。由此提示，$HTL对 G,H$I*NP:L.6O9H@LM
感染细胞的抑制作用依赖于乏氧处理，G,H$I*NP
:L.6O9H@LMP$HTL自杀基因系统具有乏氧靶向性。

图 ! .&GH?GLG! 细胞感染 G,H$I*N@:L.6O9H@LM 后
对 $HTL的抑制作用（ 常氧条件）
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图 ! .&9:;9<9!细胞感染 9,:$=*>!?<.6@A:B<C后
对 $:D<的抑制作用（ 乏氧条件）

!8% "#:$%&’!()*+,-:.)/!0:1)对胰腺癌放疗的
增强效应

为了探讨 "#:0%&’!()*+,-:.)/!0:1)对胰腺
癌放疗的增强效应，我们制备了 *2":3")"4细胞
的小鼠移植瘤，并对移植瘤进行自杀基因治疗和放

疗。在整个实验过程中，没有一只小鼠因药物毒性

而发生体质量减轻。"#:0%&’!()*+,-:.)/!0:1)
自杀基因治疗系统联合放疗对移植瘤的抑制效应如

图 5所示。与 3.6对照组相比，自杀基因治疗系统
"#:0%&’7()*+,-:.)/!0:1)具有一定的抗肿瘤效
应（ !89:;<=>?"@A:AB）；0:1)C放射治疗或 0:1)D对
照病毒（ "#:)"E:FGHI）D 放射治疗的抗肿瘤效应
基本相似（ !84:JAJ>? "KA:A0），提示 0:1) 本身或
0:1)D对照病毒无明显抗肿瘤效应；同时，放射治
疗的抗肿瘤效应明显强于 "#:0%&’7()*+,-:
.)/70:1)自杀基因疗法（ !80:55B>?"@A:A0）；但将
"#:0%&’7()*+,-:.)/70:1) 与放射治疗联合后，
其抗肿瘤效应显著增强（ !80:=L4>?"@A:A0）；3.6对
照组、"#:0%&’7()*+,-:.)/70:1)、 0:1)D"#:
)"E:FGHI? D 放射治疗、 0:1)? D 放射治疗、"#:
0%&’7()*+,-:.)/70:1)?D放射治疗各组肿瘤的倍
增时间依次为 M#、BB#、B0#、BJ#、55#。由此提
示，腺病毒介导的、乏氧依赖的自杀基因 D前体药
物对胰腺癌 *2":3")"4细胞具有一定的抗肿瘤效
应，同时，该治疗方法可显著增强放射治疗对

*2":3")"4的抗肿瘤效应。

图 " "#:0%&’7()*+,-:.)/70:1)联合放疗对胰腺癌

移植瘤的抑制效应

! 讨论

自杀基因疗法也称药物敏感基因疗法，用于该

疗法的自杀基因通常是一些前药转换酶基因。将这

些基因导入肿瘤细胞后，它们编码产生的代谢酶可

将本身对哺乳动物细胞无毒或低毒的前药在肿瘤细

胞内转换为有毒或高毒的产物，进而借助这些毒性

代谢产物对肿瘤细胞产生杀伤作用。.)/就是这样
一种前药转换酶，它可将前药 0:1)转换为 0:氟尿
嘧啶（ 0:NOPQ#RQPRGHSO>T 0:1U），0:1U 为细胞毒性化
疗药物，能够抑制 &V"和 /V"合成而杀伤肿瘤细
胞。.)/是细菌的一种代谢酶，而哺乳动物细胞
不含该酶 W0X。目前，.)/70:1)作为一种有效的自
杀基因治疗系统已经被广泛用于多种肿瘤细胞的

实验研究WJX。

目前 0:1U仍是胰腺癌首选的化疗药物，但它
的应用由于全身的不良反应而受到限制。自杀基因

.)/7?0:1)系统可在肿瘤细胞内将对机体相对无毒
的 0:1)转变成 0:1U，在肿瘤局部产生高浓度毒性
作用而减少全身不良反应，因而受到了胰腺癌研究

人员的广泛关注。I(GYZ 等 WMX用携带胞苷脱氨酶

（ )/）基因的重组腺病毒感染人胰腺癌细胞系
6[B99A，并用 0:1)处理细胞，5L( 后，细胞出现
了明显的凋亡，总凋亡率高达 =5:J\。3GY 等 WLX发

现，以腺病毒为载体的 )/70:1)系统在体内外均能
抑制人胰腺癌细胞系 3G]PL9LL?和 6[^99_的生长。

EFE
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他们还发现，!"#$9%!系统用于胰腺癌荷瘤小鼠的
治疗时，可明显抑制移植瘤内微血管的形成。本实

验也发现，诱导 !"基因在胰腺癌细胞 &’(9)(!(*
内表达后，+9%!可显著抑制癌细胞的生长。由此
提示，!",+9%!自杀基因治疗系统可有效地用于胰
腺癌的治疗。

基因治疗目前面临的一个重要问题是目的基因

的靶向性或特异性表达。将自杀基因控制在肿瘤细

胞内表达是肿瘤自杀基因疗法成功应用于临床的关

键。有学者对基因载体进行改造，使载体表面携带

肿瘤细胞特异性的识别分子，从而借助这些分子引

导载体到达特定的肿瘤细胞，最终达到靶向性基因

转导的目的。也有学者将肿瘤特异性的调控元件

（ 启动子或增强子）装入基因治疗载体，以调控目

的基因在肿瘤细胞内的特异性表达，-./ 就是这
样一个调控元件。-./ 存在于众多乏氧反应基因
的上游调控区内，在正常氧条件下，-./ 不能引
导基因的表达，而在乏氧环境下，-./ 可高效引
导下游基因的表达012314516。许多研究表明，乏氧是实

体肿瘤内特有的微环境0446，与正常组织相比，乏氧

肿瘤细胞抗放疗的能力提高了 7倍084*61。肿瘤组织内

部的氧分压越低，肿瘤细胞发生转移的可能性就越

大，因此，如何克服肿瘤对放疗和化疗的耐受性已

成为临床治疗的一大难题。本研究选取 9!"基因
作为基因治疗系统的核心分子，同时用乏氧依赖的

启动子 +-./#:!&;<=引导 9!"在乏氧肿瘤细胞
中的特异性的表达。结果显示，我们制备的乏氧靶

向性腺病毒载体感染 &’(9)(!(*后，+9%!在正常
氧条件下并不能抑制细胞生长，而在乏氧条件下则

显著抑制了 &’(9)(!(*细胞的生长，提示这一自
杀基因治疗系统具有良好的乏氧靶向性。

本实验还发现，乏氧靶向性腺病毒载体引导的

9!",+9%! 自杀基因治疗系统本身可抑制 &’(9
)(!(*小鼠移植瘤的生长，当把这一治疗系统与
放射治疗联合应用时，小鼠移植瘤的生长受到了强

烈的抑制，提示自杀基因治疗系统与放射治疗具有

协同作用。我们推测，放射治疗对正常氧状态的肿

瘤细胞具有良好的杀伤效应，但不能有效杀伤移植

瘤中处于乏氧状态的肿瘤细胞，而我们制备的自杀

基因治疗系统特异性地针对乏氧肿瘤细胞进行杀

伤，从而与放射治疗达到了协同、互补的效果。

综上所述，我们成功制备了乏氧靶向性腺病毒

载体引导的 9!",+9%!自杀基因治疗系统，该系统
可抑制胰腺癌细胞的体内外生长，并显著增强放射

治疗对胰腺癌的抗肿瘤效应，是一种有临床应用前

景的基因疗法。
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