
HSV-TK基因在膀胱癌小鼠体内的转移和丙氧鸟苷治疗效果  

    自杀基因体内应用的关键因素是基因转移效率。本实验应用3种不同方法体内转移真核表达载体HyTK基

因，探讨HSV-TK基因在膀胱癌动物体内的转移途径以及HSV-TK/GCV(丙氧鸟苷)系统对膀胱癌的体内治疗效

果。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    重组质粒PLSN(HyTK)，内含与潮霉素磷酸转移酶基因相融合的I型单纯疱疹病毒-胸苷激酶(HSV1-TK)基

因，由新桥医院脑外科黄其林博士惠赠，所用细胞株均为本院肾病中心实验室冻存，T739同基因鼠购自第三

军医大学动物所，脂质体购自宝灵曼公司，质粒提取试剂购自Promega公司。丙氧鸟苷(GCV)购自罗氏公司。 

    1.2  方法 

    1.2.1  质粒DNA的提取   按试剂盒说明书操作，经琼脂糖电泳鉴定并测定D(λ)值。 

    1.2.2  重组质粒的包装和转染   用DMEM、10%小牛血清培养包装细胞PA317，脂质体介导将载体转染

PA317细胞，于含潮霉素B(400 mg/L)培养液中筛选3周，扩增培养克隆细胞，收集培养上清，0.45 μm过滤后

获得逆转录病毒上清。 

    1.2.3  病毒浓缩和滴度测定   低温离心法浓缩病毒上清，浓缩前后分别测定病毒滴度。滴度测定以

NIH3T3为靶细胞，在聚凝胶(Polybrene)存在条件下，计算克隆形成数，以cfu/ml表示。 

    1.2.4  动物模型的建立  T739同基因鼠24只，雌雄不限，4~6周龄，体质量30~60 g。以3% 戊巴比妥

钠腹腔麻醉(30 mg/kg·b.w.)，背部备皮，常规消毒后，皮下注射含2×105 T739肿瘤细胞PBS悬液，成瘤后

用卡尺测量肿瘤体积，V=短径2 × 长径×0.5236。 

    1.2.5  分组及实验方法   动物随机分为4组，每组6只。裸DNA 组：瘤内分3处注射100 μg裸质粒DNA；

脂质体复合物组：30 μg DNA +150 μg脂质体分3处瘤内注射；逆转录病毒组：2×106 cfu/ml分3处瘤内注

射；空白对照组：等体积生理盐水瘤内注射。第2天所有动物给予GCV 40 mg/kg·b.w.，腹腔注射，共6 d，

测量肿瘤体积变化，记录动物存活天数。在动物将死亡时予以处死，取标本作病理检查。 

    1.2.6  统计学处理   所有实验数据进行t检验。 

    

2  结果 

    2.1  重组逆转录病毒的包装和病毒滴度的测定 

    用脂质体将HSV-TK转染至包装细胞PA317中，经潮霉素B筛选3周后，形成数个具有潮霉素B抗性的细胞克

隆，而未转导的PA317细胞，在相同浓度潮霉素B的作用下，1周左右全部死亡，选择克隆的PA317细胞，传代
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培养并收集病毒上清，测得病毒滴度为2×105 cfu/ml，经浓缩可提高1个数量级。 

    2.2  动物成瘤情况 

    注射肿瘤细胞后约1周，动物100% 成瘤，背部皮下可触及肿瘤，直径5~8 mm。治疗前各组肿瘤平均体积

无明显差异，治疗后脂质体复合物组、逆转录病毒组大体可见肿瘤坏死，肿瘤生长明显受到抑制，抑瘤率分别

为54%、68%。与对照组差异显著(P<0.05)，尤以逆转录病毒组明显(P<0.01)。而裸DNA 组与对照组无显著差

异(P>0.05) 

    2.3  GCV治疗前后肿瘤体积变化 

    见图1。 

    图1  治疗前后肿瘤体积变化 
    Fig.1 The change of the tumor volume before and after treatment

    2.4  动物存活天数 

    对照组、裸DNA组、脂质体复合物组、逆转录病毒组平均存活天数分别为 (18.5±2.95)、(20.0±

2.83)、(23.8±3.13)、(26.7±3.08) d。后两者分别平均延长28.81%、44.16% ，与对照组差异显著

(P<0.05)，而裸DNA 组与对照组无显著差异(P>0.05) 

    2.5  肿瘤组织病理 

    光镜下肿瘤在脂质体复合物组、病毒感染组可见点、片状坏死，并有炎性细胞浸润，主要为淋巴细胞，

部分细胞可见凋亡小体形成。而对照组、裸DNA 组肿瘤虽然有肿瘤的中心坏死，但没有炎性细胞浸润。 

    

3  讨论 

    HSV-TK/GCV系统是目前肿瘤自杀基因治疗中应用最广泛、最有前途的方法之一。它通过胸苷激酶的表

达，将无毒的化学前体GCV磷酸化，阻止DNA复制，导致细胞死亡。HSV-TK/GCV系统不仅能杀灭表达TK阳性细

胞，而且引起相邻TK阴性细胞死亡，产生“旁观者效应”，已应用于多种肿瘤的基因治疗，体外、体内均显

示了明显的杀伤效应，并有临床应用的成功报告[1]。在膀胱癌中，体外实验显示明显治疗效果[2]，但体内

效果报道较少。我们的实验显示脂质体、逆转录病毒能有效体内转移TK基因，联合GCV治疗能抑制肿瘤生长，

明显延长动物存活时间。 

    直接注射裸DNA的最主要优点是简单方便，并且产生的免疫效应少，结合膀胱肿瘤可反复灌注的特点，将

是最佳的方法之一。现有研究表明，仅有血管平滑肌和横纹肌细胞能够摄取裸DNA ，其他细胞摄取效果均

差，认为骨骼肌中的横管结构是提高其基因转移效率的内在基础[3]。实验显示其与对照组无明显差异，可能

与质粒的浓度、剂量、载体基因的启动子、重复注射等因素有关[4]。进一步研究其基因转移效率及应用条件



对于膀胱癌临床基因治疗有一定意义。 

    阳离子脂质体介导基因转移技术是目前应用较多、很有发展前途的非病毒转移方法，利用此类载体已成

功地将IL-2基因导入前列腺癌、乳腺癌、卵巢癌细胞，并获得较高水平的表达[5]。脂质体复合物几无抗原

性，毒性低，可包裹大kb基因，无论是体外、体内基因转移都是有效的，尽管效率较低，但可通过调整DNA/

脂质体比例、增加导向性连接抗体、重复应用或靶向性连接启动子来提高转染效率[6]。同时，由于脂质体的

安全性，结合膀胱癌特点，可以通过反复应用提高效率。Princer等[7]在腹腔肿瘤模型中反复注射DNA脂质体

复合物，GCV治疗后，取得与逆转录病毒介导同样的效果，但其特异性差，在肝、脾、肺等发现少量转染细

胞，如果通过反复膀胱灌注，则可克服这种缺点。实验提示脂质体复合物介导的基因转移是有效的，可通过不

同途径提高其转移效率[8]，为进一步研究奠定基础。 

    基因治疗成功应用的主要障碍在于缺乏安全而有效的转移方法。本实验在体外由脂质体介导成功转染病

毒辅助包装细胞，由于逆转录病毒滴度较低，因此目前应用于膀胱癌体内基因治疗多用腺病毒载体[9]，腺病

毒载体具有基因容量大、滴度高、宿主细胞广泛等特点，但其外源基因表达时间短，无肿瘤特异性，可诱导抗

病毒免疫是其主要缺点。而逆转录病毒能将目的基因整合入靶细胞染色体中，可获得持久而稳定的表达。同

时，逆转录病毒只能转染分裂期细胞，对于膀胱癌而言，其细胞增殖活跃，而正常移行上皮细胞处于相对静止

状态，因此，具有一定的肿瘤特异性，非常适合于膀胱癌的治疗。本实验显示了逆转录病毒介导的基因转移在

膀胱癌体内治疗作用，通过进一步的离心、透析纯化处理，有可能将病毒滴度提高到较高水平[10]，满足临

床治疗需要。 

    自杀基因治疗的优点就是旁观者效应的存在，其机制主要为：(1)细胞间的密切接触：通过细胞间的缝隙

连接传递毒性物质；(2)免疫因素：报道主要有局部淋巴细胞、NK细胞的浸润；(3)诱导细胞的凋亡；(4)血管

因素：血管内皮细胞转染了TK细胞，引起血管的损伤、栓塞，导致肿瘤的缺血、坏死。转染TK的实验标本在

光镜下可见肿瘤点、片状坏死伴淋巴细胞浸润，细胞的坏死一方面可引起非特异性免疫反应，吸引免疫效应细

胞至肿瘤所在部位发挥作用，另一方面，可使大量肿瘤抗原突然而有效地呈现于免疫系统，产生特异性抗肿瘤

免疫。提示免疫因子参与杀伤效应，但是否与凋亡有关，尚待进一步研究。 

    实验结果表明，脂质体、逆转录病毒在膀胱癌动物体内成功介导转移TK基因，HSV-TK/GCV系统在膀胱癌

体内有治疗作用，为膀胱癌的临床基因治疗打下基础。 
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