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p53基因转导联合放射治疗恶性肿瘤的研究进展*
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摘暋要:肿瘤治疗是目前医学研究的重点方向,其方法包括传统的放疗、化疗、手术以及目前热

门的各种基因治疗等,各有其优缺点。而p53基因治疗与放射治疗方法的结合越来越受到重视。
综述了近年来p53基因转导联合放射治疗恶性肿瘤的研究结果以及可能的作用机理及进展。
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1暋引言

暋暋 放射治疗是肿瘤治疗的常规手段之一,约

70%—80%的肿瘤病人在治疗过程中需接受放疗。
肿瘤对辐射不敏感或对辐射产生抗拒性,已被公认

为恶性肿瘤难以为放射治疗根治的主要原因之一。
人类大约60%的肿瘤都与p53基因的突变有关,
近年发现p53的状态与放疗、化疗治疗肿瘤的效果

及预后密切相关。如何进一步利用p53基因转导提

高肿瘤对放射治疗的敏感性,一直是人们关注的问

题。本文讨论了p53与肿瘤放射敏感性的关系,并

就目前p53基因转导联合放射治疗的研究进展做

一简介。

2暋p53基因的结构与功能

暋暋p53基因位于人类第17 号染色体短臂上,全

长约20kb,由10个内含子和11个外显子组成。野

生型p53(wtp53)基因能抑制多种癌基因的转化活

性,被认为是一种抑癌基因,它能诱导终末分化,

维持基因稳定,触发衰老和诱导细胞凋亡,是负生

长调控因子;而突变型p53(mtp53)不但没有抑癌

功能,还能抑制野生型p53的活性,从而引起细胞

的转化,促进细胞癌变[1]。众多研究表明,p53基

因突变、缺失或失活是多种肿瘤的发生原因。
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3暋p53基因与辐射敏感性

暋暋辐射可以直接导致 DNA 的损伤,一般认为,
肿瘤抑制蛋白p53是 DNA 链损伤后最早、最关键

的反应分子,细胞受到射线照射之后所发生的一系

列变化都与p53基因有关[2—4]。射线引起细胞内

DNA双链断裂之后,共济失调性毛细管扩张症突

变基 因 (mutatedinataxiatelangiectasia,简 称

ATM)把信号传递给p53基因,其表达产物为p53
蛋白。p53蛋白利用其羧基端直接识别 DNA损伤,
同时通过反式激活上调另一种抑癌基因WAF1/

CIP1(wild灢typep53灢activatedfragment1/CDKin灢
teractingprotein1),表达产生一种相对分子质量

为21暳103的蛋白质p21,后者抑制多种细胞周期

蛋白,如细胞由 G1期进入S期所必需的细胞周期

蛋白D(cyclinD)、细胞周期蛋白依赖的激酶4(cy灢
clindependentkinase4,简称CDK4)及cyclinE和

CDK2,使分裂细胞阻滞于 G1期,保证细胞在复制

DNA之前有足够的时间修复损伤的 DNA[5]。如果

细胞DNA损伤未能得到及时修复,则通过p53蛋

白下调bcl灢2基因和(或)上调bax 基因,引起细胞

凋亡。野生型p53(wtp53)基因发生突变后,不但

诱导凋亡的作用消失,反而能抑制凋亡[6]。Dahm灢
Daphi[7]认为,p53是人类肿瘤中影响细胞生物学

和辐射反应的最普通的突变基因。p53在造血组织

中主要是凋亡的调节者,辐射后控制细胞周期和

DNA修复。
研究表明p53基因与肿瘤放射敏感性密切相

关,如:放射治疗疗效较好的肿瘤(髓母细胞瘤、头

颈肿瘤、宫颈癌)一旦p53基因发生突变,则提示

预后不良[8];表达内源性突变型p53的细胞和野生

型p53敲除的细胞的放射敏感性下降[8];放射敏感

的肿瘤(精原细胞瘤和神经母细胞瘤)p53突变率

低;神经系统中抗辐射的星形细胞瘤p53突变率

高[9]。研究表明,放射线可产生细胞损伤,导致肿

瘤细胞周期阻滞并诱导细胞凋亡,正常功能的野生

型p53对射线引起的细胞周期阻滞和凋亡起促进

作用,而p53基因的变异将失去这种功能,这是产

生肿瘤细胞放射抵抗性的重要原因之一。通过腺病

毒介导 p53 基因(adenovirus灢mediatedp53gene,

Ad灢p53)转染的方法,可有效重建肿瘤细胞内变异

的p53基因功能,使肿瘤细胞的放射敏感性明显提

高。

4暋p53基因转导联合放射治疗恶性肿
瘤的研究现状

暋暋肿瘤基因灢放射治疗是将某些可经射线诱导表

达并对肿瘤具有杀伤作用的基因转入肿瘤细胞,在

实施局部放疗时,通过射线诱导肿瘤杀伤基因表

达,让射线和基因对肿瘤产生协同杀伤作用。细胞

受到射线照射之后所发生的一系列变化都与p53
基因有关,p53基因转导联合放射治疗的原理正是

基于此。通过对各种肿瘤的研究,进一步探究了

p53基因转导联合放射治疗的可行性。

4.1暋p53基因转导与X射线、毭射线辐射联合治疗

恶性肿瘤

4.1.1暋头颈部鳞癌

Pirollo等[10]采用腺病毒载体(adenoviralvec灢
tor,Avl)携带p53基因(Avlp53),并用 Avl携带

毬灢半乳糖苷酶(AvllacZ)作对照,研究了p53基因

对细胞放射敏感性的影响。结果表明:wtp53转染

能提高放射抗拒的头颈鳞癌细胞系JSQ灢3的放射

敏感性,这种效应具有时间和重组病毒感染剂量依

赖性,感染20MOI的 Avlp53后36小时放射增敏

效应最大。用头颈鳞癌细胞系JSQ灢3接种裸鼠,待

种植肿瘤体积长至12mm3 时,一次性注射2.5暳
108—1.5暳109PFU(噬菌斑形成单位)的Avlp53,

36—48小时后利用2.5Gy毭射线照射,隔天1次,
总剂量20Gy。实验组开始照射后42—65天肿瘤全

部消失,观察5个月未见复发,而单纯 Avlp53局

部注射组肿瘤持续生长或缩小至50%后又开始生

长,单纯照射组早期肿瘤缩小,但5周后又复发。
病理切片也显示p53转导加照射组肿瘤组织坏死

程度明显重于单纯照射组或单纯基因转染组。这些

结果表明,传统的放疗结合p53基因治疗头颈部肿

瘤将更有效。Wakasas等[11]利用腺病毒载体将 wt
p53基因转染到人口腔鳞癌细胞 HSC4和SAS中,
然后进行X射线辐照,发现这两种细胞的p53蛋白

表达有显著增加,并且诱导了明显的细胞凋亡。结

果提示,p53基因治疗和放射治疗联合可相互促

进,为我们寻求更有效、安全的临床治疗提供了有

益的探索。

4.1.2暋肺癌

体外实验表明,p53基因突变会降低肿瘤对放

射治疗的敏感性,复制缺陷型p53重组腺病毒载体
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(Ad灢p53)转染会增强肿瘤的放射敏感性。动物实

验也证实 Ad灢p53和放射治疗有协同的抗肿瘤效

应。为证 实 Ad灢p53 在 人 体 内 也 具 有 这 一 作 用,

Rusch等[12,13]开展了栻期临床试验研究。研究对象

由两组共19例患者组成,一组是因为生理因素不

能接受手术治疗的早期非小细胞肺癌(NSCLC)患
者,另一组是不能耐受化疗的栿A/栿B期 NSCLC
患者。局部放疗总剂量为60Gy,在放疗后的第1,

18和32天,分别在纤维支气管镜和CT的引导下,
瘤体内注射3暳1012病毒颗粒 (vp)。结果表明,受

试患者1年生存率达45.5%,而且没有明显的副作

用。引起患者死亡的原因并非局部病灶的进展,而

是肿瘤的远处转移。这说明瘤体内注射 Ad灢p53并

对局部病灶实施放疗,能对局部病灶有较好的控制

作用,但对远处的肿瘤细胞却没有杀伤效应。

4.1.3暋乳腺癌

Putzer等[14]研究发现,p53基因转导与IL灢2
联合治疗小鼠乳腺癌取得较佳效果,提示免疫调节

基因和抗细胞增殖基因联合具有协同作用。

4.1.4暋卵巢癌

Guan等[15]将 wtp53基因导入p53缺失的卵

巢癌SKOV灢3细胞中,观察经 X 射线照射后其集

落形成的变化。结果显示,外源性p53基因的表达

使X射线照射后的卵巢癌细胞集落形成数明显下

降,说明外源性p53基因的表达使卵巢癌细胞对 X
射线的敏感性增加。Gallardo[16]研究了p53基因缺

失的卵巢癌细胞系经腺病毒介导的 wtp53基因转

染后放射敏感性的改变。结果发现,MOI为10暶1
的 Ad灢p53感染48小时后,几乎所有细胞均表达

p53蛋白;每隔48小时计数一次细胞数,7天后转

染 wtp53的细胞数仅为对照组的1/3,说明 wt
p53转染有一定的抑制肿瘤细胞生长作用;经2Gy
或4Gy毭射线照射后发现转染 wtp53的细胞放射

敏感性明显高于对照组(P<0.05)。体内实验采用

5暳106SKOV灢3细胞接种SCID 小鼠,4周后肿瘤

直径长至0.5—0.6cm 时,实验组和对照组分别注

射1暳108PFU 的 Ad灢p53和 AdLacZ,注射3天

后,当免疫组化p53 蛋白染色表明p53转染率达

50%时,用24Gy的毭射线照射,共6次。结果发

现,Ad灢p53加照射组肿瘤控制率达45%,明显高

于单纯照射组和单纯 Ad灢p53转染组,而且观察50
天后无肿瘤复发。这提示p53基因治疗与放疗联合

应用能在更大程度上杀伤肿瘤细胞。

4.1.5暋鼻咽癌

Chen等[17]将29位栻期鼻咽癌患者随机分为

两组,一组给予p53基因转导联合放射治疗,即

GTRT组,另一组为单纯辐射治疗组。接受放疗剂

量为60—70Gy,治疗4周后,两组的肿瘤下降率

分别为(71暲18)%和(49暲23)%(P<0.001),治疗

8周后,下降率分别为(95暲10)%和(80暲17)%(P
<0.01),肿瘤完全消退率为75%和15%,未发现

毒副作用。由此可见,联合治疗对于栻期鼻咽癌是

一种安全、有效的治疗方案。

4.1.6暋神经胶质瘤

恶性神经胶质瘤是恶性程度较高的肿瘤,常规

治疗的效果不明显,患者的预后通常很差,存活时

间一般为3年。Badie等[18]报道了用携有wtp53基

因的腺病毒转染鼠的神经胶质瘤9L细胞,然后用

X射线辐照。发现联合治疗可以诱导更明显的细胞

凋亡,使细胞阻滞于 G1期。并且在小鼠肿瘤模型

中,联合治疗相对单独治疗组可以明显减小肿瘤体

积,延长荷瘤小鼠的生存期。

4.2暋p53基因转导与重离子束辐射联合治疗恶性

肿瘤

暋暋放射治疗是治疗恶性肿瘤最主要手段之一,临

床上常用的X和毭射线的传能线密度(LET)低,对

乏氧肿瘤细胞和 G0期细胞作用弱,组织剂量分布

不理想,限制了治疗疗效。经过半个多世纪的探

索,发现高LET射线的生物效应优于X和毭射线。
已研究的高 LET 射线有中子、质子、介子和重离

子等4种荷电粒子束[19],其中重离子的生物和物理

特性在治疗肿瘤中明显优于其他射线。重离子的作

用特点是:(1)能量沉积在入射坪区较小,且保持

相对恒定,而靠近射程末端则急剧升高,形成布拉

格峰;(2)单个粒子可在细胞的敏感位点沉积大量

的能量;(3)重离子对物质的作用特点依赖于有效

的电荷和速度;(4)重离子具有较高的相对生物效

应和较低的氧增强比[20,21]。因此,重离子不仅可以

杀灭对低LET辐射不敏感的肿瘤细胞,而且靶区

内能量沉积呈布拉格峰分布,是增加治疗增益因素

(TGF)最理想的射线。大量分子、细胞学的研究,
以及皮肤、神经等组织水平的研究都证明高 LET
射线 的 相 对 生 物 效 应(RBE)高 于 低 LET 射

线[22—24]。日本和德国在重离子治疗肿瘤的临床试

验中已取得了很好的疗效[25,26]。我们课题组利用
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兰州重离子加速器装置(HIFRL)提供的重离子束,
做了大量的关于p53基因转导与重离子束辐射联

合治疗恶性肿瘤的基础实验,取得了一些非常有意

义的结果。
利 用 复 制 缺 陷 型 p53 重 组 腺 病 毒 载 体

(AdCMV灢p53)转染经X射线或12C6+ 离子束照射的

人黑色素瘤 A375细胞,发现辐照可增加 AdCMV灢
p53对 A375细胞的基因转导率,转导的外源性 wt
p53基因可在 A375细胞中高效表达,转导后3天

表达最高,并诱导细胞周期 G1期阻滞;单纯转导

p53基因对 A375细胞无明显诱导细胞凋亡和生长

抑制效应。我们还发现高LET比低LET或X射线

能更有效地抑制细胞生长[27]。克隆存活曲线中,随

着LET的增加,存活曲线的肩部减少并且变得陡

峭,说明细胞增殖受到抑制(见图1)。无论高 LET
或低LET,辐照后48—72小时会出现凋亡率的峰

值。虽然各个实验组的凋亡率有所不同,但是细胞

凋亡率的动态分布还是很类似的。A375/p53细胞

的凋亡率要高于 A375细胞(见图2)。说明外源性

p53基因的导入能诱导细胞凋亡和抑制细胞生长,
可明显提高抗辐射的人黑色素瘤 A375细胞的辐射

敏感性。
利用 AdCMV灢p53转染经12C6+ 离子束预照射

的人宫颈癌细胞系(Hela)。辐照诱导转染组的细胞

生长增殖明显受到抑制,与未辐射、未转染组相比,
单纯转基因对 Hela细胞的抑制作用提高6%;与相

同预辐照剂量单纯转染组比较,辐射诱导转基因对

Hela细胞的抑制作用提高5%—18%;辐照能诱导

细胞周期 G1和 G2期阻滞的发生;辐照可明显增加

AdCMV灢p53在 Hela细胞中的表达,转染后3天

p53的表达最高,与等剂量辐射对照相比,p53表

达增加20%—70%。

图1暋X射线和不同LET的12C6+ 离子辐照 A375和 A375/p53细胞的克隆形成率[27]

图2暋X射线和70keV/毺m12C6+ 离子辐照A375和

A375/p53细胞 诱 导 的 凋 亡 率 与 时 间 的 关

系[27]

暋暋利用 AdCMV灢p53转染经 12C6+ 离子束预照射

的人肝癌细胞系(HepG2)。结果显示辐照诱导转

染组细胞生长增殖明显受到抑制,与对照组相比,
单纯转染组克隆形成率降低30%—50%;辐照诱导

细胞 G1 和 G2 期阻滞的发生;辐照可明显增加

AdCMV灢p53在 HepG2细胞中的表达,转染后3
天p53的表达最高,与相同剂量预辐射对照相比,

p53表达增加15%—38%。

暋暋这些结果表明:重离子辐照可显著提高外源性

基因的转导效率,即有望克服常规基因转导技术存

在的缺陷,如转导效率低、表达时间短和表达不稳

定等问题。wtp53基因的导入明显提高了肿瘤细

胞的辐射敏感性,为临床肿瘤的放疗联合基因治疗

提供了实验室依据,即减轻临床上对于辐射敏感性

差的肿瘤单纯大剂量照射或者单纯基因疗法中 Ad灢
p53制品用量过大而给病人造成的毒副作用。

5暋结论

暋暋总之,p53基因治疗与放疗的结合,既可提高

放疗效果,又可解决基因治疗中面临的基因靶向转

移效率低、转移基因的体内表达缺乏有效调控手段

等问题,使两者之间的优势得以互补,抗肿瘤效果

得以进一步提高。相比 X射线、毭射线、电子束和

快中子,重离子在肿瘤治疗中具有能量沉积高、定

位精确和实时监控等独特优势,如果能有效地与

p53基因治疗结合,会取得更理想的结果。相信随

着研究的深入,诸多问题的逐渐解决,p53基因灢放

射治疗会成为恶性肿瘤治疗的最有效方法之一。
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StatusandAdvancesofp53灢Genetherapyand
RadiotherapyinMalignantTumer*
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Abstract:Cancertreatmentisoneofthemostimportantfieldsinmedicalresearch.Allstrategiessuchas
radiotherapy,chemotherapy,surgery,andgene灢basedtherapyhavetheirownadvantagesanddisadvanta灢
ges.Nowadays,anovelmethodwhichcombinedp53灢genetherapywithradiotherapyplaysanimportant
roleinthefieldofcancerresearch.Thisreviewsummarizedthecurrentstateofcombinedtherapiesofp53灢
genetherapyandradiotherapy,possiblemechanismandrecentprogress.
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