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不同拷贝数ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ＋ＨＳＶＴＫ系统辅助伽玛刀杀伤Ｃ６胶质瘤的初步研究
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　　［摘要］　目的　研究不同拷贝数ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ＋ＨＳＶＴＫ系统辅助伽玛刀杀伤 Ｃ６胶质瘤效果，寻求伽玛刀条件下对
胶质瘤杀伤更有效的适宜拷贝数ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ＋ＨＳＶＴＫ系统。方法　在Ｗｉｓｔａｒ大鼠颅内 Ｃ６胶质瘤模型的基础上，构建
不同拷贝数ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ＋ＨＳＶＴＫ质粒（空质粒转染＋伽玛刀照射组、ＨＳＶＴＫ ＋伽玛刀照射组、４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋
伽玛刀照射组、９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽玛刀照射组、１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽玛刀照射组），通过脂质体转染到大鼠颅
内胶质瘤组织中，对瘤组织伽玛刀放射外科治疗后取大鼠肿瘤组织。通过对瘤组织常规病理、瘤体细胞凋亡、ＨＳＶＴＫ
ｍＲＮＡ及蛋白表达的观察，确定不同拷贝数 ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ＋ＨＳＶＴＫ系统辅助伽玛刀诱导 ＨＳＶＴＫ表达及对 Ｃ６胶质瘤杀
伤效果。结果 　各组肿瘤细胞均可见凋亡、破坏，ＣＡｒＧ／ＨＲＥ双启动子 ＋伽马刀照射组更为明显（Ｐ＜０．０５），尤以
９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽马刀照射组最为突出，凋亡率为（０．７１±０．１２）％ （Ｐ＜０．０５）；ＣＡｒＧ／ＨＲＥ双启动子 ＋伽马刀照
射组中ＨＳＶＴＫｍＲＮＡ及蛋白表达较无启动子组明显增加（Ｐ＜０．０５），９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽马刀照射组最为明显，
ＨＳＶＴＫｍＲＮＡ的相对表达量为（０．８４±０．０９，Ｐ＜０．０５）。结论　在ＳＲＳ治疗条件下，ＣＡｒＧ／ＨＲＥ双启动子能促进目的基
因ＨＳＶＴＫ的表达，增加对Ｃ６胶质瘤细胞的杀伤，其中，９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ双启动子的作用最明显。
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　　虽然立体定向放射外科技术（ｓｔｅｒｅｏｔａｃｔｉｃｒａｄｉｏｓｕｒ
ｇｅｒｙ，ＳＲＳ，包括伽玛刀，Ｘ刀等）已大量应用于胶质瘤
辅助治疗中，但效果并不明显［１］。有报道显示，利用

基因工程技术，使肿瘤细胞表达自杀基因或肿瘤杀伤

因子，可增强 ＳＲＳ对肿瘤的杀伤［２－３］；而嵌入辐射敏

感即早基因启动子 ＣＡｒＧ或／和缺氧敏感启动子 ＨＲＥ
则是实现放射治疗后转移基因高效表达的重要途

径［４－６］。为此，根据 ＳＲＳ的特点，本研究将不同拷贝
数的ＣＡｒＧ加入缺氧最敏感的５ＨＲＥ拷贝上构成辐射
缺氧双敏感性启动子，借助于单纯疱疹病毒胸苷激酶

（ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＨＳＶＴＫ），观察
其辅助伽玛刀杀伤Ｃ６胶质瘤的效果，旨在为选择ＳＲＳ
治疗胶质瘤合适的增效手段提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　空质粒、ＨＳＶＴＫ质粒及不同拷贝数 ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ＋ＨＳＶ
ＴＫ系统由上海生工工程公司构建并鉴定，Ｃ６胶质瘤细胞株购
自中科院上海细胞研究所，１．５Ｔ核磁共振为西门子公司生产，
中国ＯＵＲＸＧＤ伽玛刀。

１．２　实验动物及分组
　　３０只１．５月龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量２００～２５０ｇ，购自
第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心。分为

空质粒转染 ＋伽玛刀照射组、ＨＳＶＴＫ ＋伽玛刀照射组、
４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽玛刀照射组、９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋
伽玛刀照射组、１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽玛刀照射组。大鼠
在麻醉和建模中都有死亡，在建模成功后分为５组，每组５只。

１．３　荷瘤动物模型的建立
　　Ｗｉｓｔａｒ大鼠１％戊巴比妥钠按４０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉后
固定于立体定向架，剪去头顶毛发，碘酒和乙醇消毒皮肤后铺

无菌洞巾，于中线眼裂后作一长约１．０ｃｍ切口，分离皮肤暴露
前囟，取其前方１．０ｍｍ，向右旁开１．０ｍｍ，钻孔至硬膜，孔径
１．０ｍｍ。微量注射器吸入吹打混匀细胞悬液５μＬ，垂直进针
至硬膜下２ｍｍ，注入细胞悬液，注射时间持续５ｍｉｎ，以骨腊封
闭骨窗，逐层缝合关颅。根据预实验 ＭＲＩ肿瘤观察结果，于荷
瘤后１３ｄ进行实验。

１．４　重组质粒转染肿瘤及肿瘤的伽玛刀照射
　　荷瘤后１３ｄ，原骨窗口入路，微量进样器缓慢、多角度注入
瘤体２０μＬ５种不同质粒和脂质体的混合液，缓慢退针。骨蜡
封闭骨窗，缝合皮肤，酒精消毒。转染后按１００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）腹
腔注射羟甲基无环鸟苷（ＧＣＶ），至实验结束。转染后３ｄ，实验
组动物固定于适配固定装置上［７］，行 ＭＲＩ定位及肿瘤的伽玛
刀放射。瘤体中心剂量３０Ｇｙ，边缘剂量１５Ｇｙ。照射完毕，动
物于２８℃室温观察苏醒，分笼饲养。

１．５　检测指标
　　照射第３天，断头活杀动物。迅速剥取脑组织，大体观察
后，于冰块上切取肿瘤组织。部分肿瘤组织分块保存于液氮

中，另一些肿瘤组织则脱水、石蜡包埋。

１．５．１　常规病理　　石蜡切片，常规ＨＥ染色、封片，显微镜下
观察肿瘤细胞变化。

１．５．２　肿瘤细胞凋亡　　采用原位 ＴＵＮＥＬ法。石蜡切片脱
蜡至水化，蛋白酶Ｋ消化，ＴＵＮＥＬ反应液和ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＨＲＰ液
中孵育，ＤＡＢ显色，苏木精复染，中性树胶封片，光镜观察。随
机选取５个非重叠高倍镜（×４００）视野，计数凋亡肿瘤细胞数
与肿瘤细胞总数，计算凋亡率：凋亡肿瘤细胞数／肿瘤细胞总数
×１００％。
１．５．３　ＨＳＶＴＫｍＲＮＡ的表达　　采用 Ｓｙｂｒ荧光定量实时
ＰＣＲ测定。Ｔｒｉｚｏｌ提取总ＲＮＡ。逆转录过程按试剂盒说明书操
作。ＨＳＶＴＫ基因上游引物：５′ＣＣＧＡＧＣＣＧＡＴＧＡＣＴＴＡＣＴＧＧ３′，
下游引物：５′ＣＧＧＴＣＡＣＧＧＣＡＴＡＡＧＧＣＡ３′，片段大小１６２ｂｐ；内
参为 βａｃｔｉｎ，上游引物：５′ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ３′，下
游引物：５′ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′，片段大小１５０ｂｐ。
配置定量ＰＣＲ反应体系。ＰＣＲ扩增条件设置：９４℃ ４ｓ，９４℃
２０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，循环３５次，７２℃检测信号。根据所
得Ｃｔ值，采用２－ΔΔＣｔ计算目的基因的相对表达量。
１．５．４　ＨＳＶＴＫ蛋白　　采用免疫组织化学和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测。免疫组织化学采用ＳＰ法，步骤参照使用说明书。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法简述如下：提取细胞蛋白并定量。将细胞蛋白５０μｇ／ｍＬ
进行ＳＤＳＰＡＧＥ电转移２ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ分离后的凝胶中蛋白电
转移至硝酸纤维素滤膜（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｆｉｌｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ，ＮＣ），将
ＮＣ膜放入封闭液室温置摇床 １ｈ，然后将 ＮＣ膜放入稀释的
ＨＳＶＴＫ抗体液中４℃孵育过夜，用 ＴＢＳ缓冲液洗膜５ｍｉｎ×３
次，再将ＮＣ膜移入用 ＴＢＳ以１∶１０００稀释的羊抗兔 ＩｇＧＨＲＰ
二抗室温孵育１ｈ，ＥＣＬ化学发光系统检测。凝胶图像处理系
统分析目的条带的灰度值。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件，进行组间比
较ｔ检验。

２　结果

２．１　常规病理观察
　　各组肿瘤细胞均有不同程度的破坏，分布于整个肿瘤区
域。与空质粒转染＋伽玛刀照射组和 ＨＳＶＴＫ＋伽玛刀照射
组相比，含不同拷贝数ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ双启动子＋伽玛刀照射组
细胞排列更为稀疏，细胞破坏象更多，其中以９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启
动子＋伽玛刀照射组最为明显。空质粒转染 ＋伽玛刀照射组
分别与ＨＳＶＴＫ＋伽玛刀照射组、４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽玛
刀照射组、１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ＋伽玛刀照射组比较相差不明显
（图１）。
２．２　肿瘤细胞凋亡
　　各组肿瘤细胞均显示不同程度的凋亡，分布于整个肿瘤区
域。与空质粒转染＋伽玛刀照射组和ＨＳＶＴＫ＋伽玛刀照射组
相比，含不同拷贝数ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ双启动子 ＋伽玛刀照射组肿
瘤细胞凋亡明显增加（Ｐ＜０．０５），且９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽
玛刀照射组均明显高于４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽玛刀照射组
和１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽玛刀照射组（Ｐ＜０．０５）。空质粒
转染 ＋伽玛刀照射组与 ＨＳＶＴＫ＋伽玛刀照射组、４ＣＡｒＧ／
５ＨＲＥ启动子＋伽玛刀照射组与１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ＋伽玛刀照射
组比较相差不明显（Ｐ＞０．０５，图２，表１）。
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Ａ：空质粒转染＋伽玛刀照射组；Ｂ：ＨＳＶＴＫ＋伽玛刀照射组；Ｃ：４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽马刀照射组；Ｄ：９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动
子＋伽马刀照射组；Ｅ：１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽马刀照射组

图１　ＨＥ染色观察各组大鼠颅内胶质瘤组织的病理变化　（×４００）
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Ａ：空质粒转染＋伽玛刀照射组；Ｂ：ＨＳＶＴＫ＋伽玛刀照射组；Ｃ：４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽马刀照射组；Ｄ：９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动
子＋伽马刀照射组；Ｅ：１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽马刀照射组

图２　各组大鼠颅内胶质瘤细胞凋亡情况　（ＴＵＮＥＬ×４００）

表１　各组细胞凋亡率、ＨＳＶＴＫｍＲＮＡ及ＨＳＶＴＫ蛋白
表达的比较（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 细胞凋亡率（％）
ＨＳＶＴＫｍＲＮＡ
相对表达量

ＨＳＶＴＫ／ＧＡＰＤＨ
蛋白灰度值

空质粒转染＋
伽玛刀照射组

０．２１±０．０６ － －

ＨＳＶＴＫ＋
伽玛刀照射组

０．２３±０．０８ ０．２５±０．０７ ０．３７±０．１０

４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋
伽玛刀照射组

０．３９±０．０７ａｂ ０．６５±０．０８ｂｃ ０．７４±０．０３ｂｃ

９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋
伽马刀照射组

０．７１±０．１２ａ ０．８４±０．０９ｃ ０．９９±０．１１ｃ

１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋
伽马刀照射组

０．４９±０．０７ａｂ ０．７３±０．０５ｂｃ ０．８３±０．０６ｂｃ

ａ：Ｐ＜００５，与空质粒转染 ＋伽玛刀照射组及 ＨＳＶＴＫ＋伽玛
刀照射组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽马刀
照射组比较；ｃ：Ｐ＜００５，与ＨＳＶＴＫ＋伽玛刀照射组比较

２．３　ＨＳＶＴＫｍＲＮＡ的表达
　　空质粒转染＋伽玛刀照射组未见 ＨＳＶＴＫｍＲＮＡ的表达。
ＨＳＶＴＫ＋伽玛刀照射组见ＨＳＶＴＫｍＲＮＡ少量表达，含不同拷
贝数ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽马刀照射组较之更明显（Ｐ＜
００５），且 ９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽玛刀照射组明显高于
４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ＋伽玛刀照射和１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽玛刀
照射组（Ｐ＜０．０５）。４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽玛刀照射组和
１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽玛刀照射组间则相差不明显（Ｐ＞
００５，表１）。

２．４　ＨＳＶＴＫ蛋白在Ｃ６胶质瘤组织中的表达水平
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，空质粒转染 ＋伽玛刀照射组
未见 ＨＳＶＴＫ蛋白的表达。ＨＳＶＴＫ＋伽玛刀照射组见少量
ＨＳＶＴＫｍＲＮＡ的表达，含不同拷贝数ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽
玛刀照射组较之更为明显（Ｐ＜０．０５），且９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋
伽玛刀照射组明显高于４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽玛刀照射组
和１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽玛刀照射组（Ｐ＜０．０５）。４ＣＡｒＧ／

５ＨＲＥ启动子＋伽玛刀照射组和１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽玛刀
照射组间相差不明显（表１、图３）。
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１：空质粒转染 ＋伽玛刀照射组；２：ＨＳＶＴＫ ＋伽玛刀照射组；
３：４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽马刀照射组；４：９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋
伽马刀照射组；５：１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子＋伽马刀照射组

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠ＨＳＶＴＫ蛋白的表达

３　讨论

　　长期以来，放射治疗作为恶性脑瘤的综合治疗手
段之一，在提高患者生存期、改善生存质量上发挥了重

要作用。ＳＲＳ是传统放射治疗技术的进一步发展，因
其疗效好和副反应小等，不逊于传统放射治疗技术，已

大量应用于恶性脑瘤的治疗。不过，临床实践发现，

ＳＲＳ技术对胶质瘤的治疗并未取得理想的效果。Ｓｚｅ
ｉｆｅｒｔ等［１］的研究资料显示，放射外科治疗后Ⅰ、Ⅱ级星
形胶质细胞瘤的控制率为６０％ ～７０％，而高级别肿瘤
患者，平均生存期为１４个月，５年生存率仅为 ２５％。
对于ＳＲＳ治疗胶质瘤效果不佳的主要原因，目前认为
有：①一些恶性脑瘤呈侵袭性生长，并无清楚的边界。
采用ＳＲＳ治疗技术时，未落入设定射野的周围侵袭灶
只接受低剂量照射，致使一些放射抗拒细胞加速再增

殖；②乏氧及其他一些原因使一些肿瘤细胞对电离辐
射具有相当的抵抗性，而受周围正常组织的限制，放射

剂量又不可能无限增加。一般认为，这些缺点已非

ＳＲＳ技术本身所能克服，需要其他与之适配的辅助方
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法和措施。Ｎｉｒａｎｊａｎ等［２－３］观察发现，ＳＲＳ复合ＴＮＦα
基因及其他基因治疗大鼠移植性胶质母细胞瘤的效果

明显好于单纯使用 ＳＲＳ者，表明利用基因工程技术，
使肿瘤细胞定向表达自杀基因或肿瘤杀伤因子而对肿

瘤进行二次杀伤，是一种有效的 ＳＲＳ辅助治疗技术。
不过该技术存在着转移基因表达调控的问题，即转移

基因在靶组织中高效、长时、定向表达。

　　ＣＡｒＧ是即刻早期基因启动子的放射敏感性元件，
具有辐射可诱导性，其核心为 ＣＣＡ／Ｔ６ＧＧ；ＨＲＥ为缺
氧敏感性增强子，其核心为 ＴＡＣＧＴＧＣ，能通过与缺氧
环境下细胞产生的缺氧诱导因子特异性结合而诱导下

游基因表达。在实体肿瘤的放射治疗中，由于同时存

在电离辐射和肿瘤缺氧两种因素，嵌入 ＣＡｒＧ或／和
ＨＲＥ来调控转移基因的表达成为许多学者的主
张［５－１１］。对ＳＲＳ来说，构建ＣＡｒＧ／ＨＲＥ缺氧辐射敏感
双启动子更为合理。因为，与普通放疗不同，ＳＲＳ是单
次照射，如果仅使用ＣＡｒＧ启动子，则缺乏长时的刺激
因素，使转移基因的高效表达难以维持。而缺氧是

ＳＲＳ治疗前后持续存在的病理因素，并随治疗时间的
延长而加剧。加入 ＨＲＥ启动子则可充分地利用这一
病理因素，使之成为转移基因表达的长时的刺激因素。

本研究发现，导入不同拷贝数 ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ双启动子
后，在ＳＲＳ治疗条件下，目的基因ＨＳＶＴＫ的表达明显
增加，对胶质瘤细胞的杀伤也明显增强，支持了上述推

论，为ＳＲＳ的增效治疗提供了线索。有文献报道改变
该ＣＡｒＧ反应盒的数目，可以引起基因启动子放射诱
导活性显著改变；５拷贝 ＨＲＥ的缺氧诱导活性最
高［８，１２－１３］。对不同拷贝数 ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ的研究结果表
明，在ＳＲＳ条件下，９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽玛刀照
射组诱导的目的基因的表达和对肿瘤组织杀伤明显优

于４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽玛刀照射组和 １２ＣＡｒＧ／
５ＨＲＥ启动子 ＋伽玛刀照射组，而４ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动
子＋伽玛刀照射组和１２ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子 ＋伽玛刀
照射组则无明显差异。本研究中对肿瘤的杀伤力没有

伴随ＣＡｒＧ拷贝数的增加逐渐增强，推测原因：①本实
验中，对肿瘤的杀伤效果是由自杀基因表达和伽玛刀

放射共同作用的结果；②自杀基因蛋白在肿瘤组织中
的表达需要丰富的原料和适宜的环境，肿瘤组织在伽

玛刀放射条件下不能提供充足的自杀基因蛋白合成原

料，伽玛刀放射条件下也无法提供适宜的目的基因表

达环境。由于ＳＲＳ治疗剂量依具体情况差别很大，伽
玛刀放射剂量的不同对肿瘤的杀伤效果也不同，因此

这一结果为具体情况下合适拷贝数 ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动
子的采用提供了选择。另外ＣＡｒＧ放射敏感性元件核

心ＣＣＡ／Ｔ６ＧＧ中，通过人工改变Ａ／Ｔ的拷贝数能否改
变ＣＡｒＧ放射敏感性值得进一步研究。
　　总之，本研究初步证实了不同拷贝数ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ
双启动子驱动的自杀基因ＨＳＶＴＫ辅助ＳＲＳ治疗胶质
瘤具有潜在的可行性，其中９ＣＡｒＧ／５ＨＲＥ启动子组对
目的基因的诱导和肿瘤的杀伤更为有效。目前的研究

尚未能得到更长时效的观察结果，对临近脑组织的影

响也未涉及，有待进一步研究。
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