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摘要

p53 基因是一种重要的抑癌基因. 在人类 50 %的肿瘤中都

发现 p53基因有缺失或突变 可见其与肿瘤的关系十分密

切. 因此 利用 p53 基因治疗肿瘤已成为肿瘤继手术 放

疗 化疗以及生物治疗后的又一种有希望的治疗方法. 本

文就 p53基因的结构 功能与肿瘤的关系以及在肿瘤基因

治疗中的应用予以简要综述.
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0   引言

p53 基因是一种重要的抑癌基因. 他在细胞周期调控

抑制细胞生长 诱导肿瘤细胞凋亡等方面有重要的作

用. 其与肿瘤的关系十分密切 因为人类恶性肿瘤中至

少有 50 % 发生了 p53 基因的变化 因此 p53 成为

近年来研究的热点. 以下就 p53 基因的结构 功能与以

及在肿瘤基因治疗中的研究进展作简要综述.

1   p53 的结构和功能

人类 p53 基因位于 1 7 号染色体的短臂上(17 p 13.1) 全

长 16-20 kb 有 10 个内含子和 11 个外显子 其中第

1 个外显子不编码 其上游 4 00 bp 处有启动子 P1

下游 1 kb 处有启动子 P2 二者为转录起始点. 正常的

p53 基因又称野生型 p53 基因(wild type p53  wt-p53)

其编码的蛋白质是由393个氨基酸(aa) 组成的与细胞分

裂周期相关的核磷酸蛋白质 Mr 53 000 称为 p53 蛋白.

p53可以分为5个部分: N-末端的转录活化区(1-42 aa) 能

与一系列的蛋白结构(如 MDM2 TBP TAFs)结合

而调节 p53 的转录功能[1] ; 信号区(64-92 aa) 富含脯氨

酸 有 5 个脯 -X-X- 脯重复顺序. 此区不是转录活化

所必须的 但对诱导细胞调亡是必需的[2]; DNA 结合区

(102-292 aa) 识别顺序专一的 DNA 序列; 四聚体化区

(324-355 aa) 此区能抑制癌细胞的生长; C- 末端的非

专一 DNA 结合区(370-393 aa) 能与非特异性的 DNA

序列结合.

        p53 基因参与细胞周期调节 调控细胞凋亡. DNA

损伤或缺氧后 p53 基因以序列专一的方式与 DNA 结

合后 起转录因子的作用 活化CDK抑制剂 p21WAF1/CIP1

基因的转录 其产物则可抑制 CDK 活性 使 CDK 不

能磷酸化 Rb 从而使细胞生长停止在 G1/S 期[3]. p53 还

可诱导 gadd45 基因表达 其产物可与细胞周期相关蛋

白 Cdc2 PCNA 相互作用 使细胞生长停止在 G2/M

期 有利于 DNA 的修复[4].

        wt-p53 的抗肿瘤作用主要是阻滞 G1/G0 期 使细

胞不能进入 S 期 从而抑制细胞的增生. p53 基因在

DNA 遭到破坏时 wt-p53 可与细胞核内特异的 DNA

部位结合 通过氨基酸的酸性激活区激活邻近基因的

启动子而促进基因的表达 对抑制细胞增生的基因起

到转录激活因子的作用 wt-p53 抑制肿瘤发生的另一

途径是直接对某些基因的启动子起负调控作用 受负

调控的基因多数是一些与细胞增生有关的基因 其机

制可能是 wt-p53 通过与这些基因的 TATA 结合蛋白

(TBP)结合后 使 TBP 不能与启动子的 TATA 盒结合

从而抑制转录的起始.

        p53 能下调其下游的与凋亡相关的 bax igf-bp3 基

因 上调 bcl-2 基因 从而调控细胞凋亡. 目前已发现

了一些受 p53 调控的与凋亡相关的基因如 killer/dr 5

fas/apo 1 noxa ei24/pig8 puma 等[5-7]. 原癌基因

c-myc 的表达也受 p53 的抑制[8] 因此当 p53 突变 c-myc

过度表达时易发生肿瘤.

2   p53 基因突变与肿瘤的相关性

p53 基因突变是许多肿瘤发生的重要原因之一. 基因突

变主要包括点突变和等位基因的缺失. 椐报道 在大约

200 多种不同的肿瘤中 有 50 % 的肿瘤带有 p53 基因

突变. 已发现 p53 基因中有 4 个位于外显子 5-8 的突变

热点 虽然不同组织器官发生的肿瘤中 p53 基因突

变谱显示有差异 但约有 90 % 的突变是集中在这部分

区域[9]. 他们分别编码 132-143 174-179 236-248

和 272-281 号氨基酸[10].

       在多种人类肿瘤中 如食管癌 肺癌 胃癌 肝

癌 结肠及直肠癌 胰腺癌 乳腺癌 卵巢癌 甲状腺

癌 骨肉瘤 横纹肌肉瘤 神经母细胞瘤中 p53 基因的

突变率在 50 % 左右. 在黑色素瘤(原发)中 p53 基因突变

率高达 97 %. 肺癌中各型肺癌均存在 p53 基因突变 约

52 % 的非小细胞性肺癌 90 % 的小细胞性肺癌存在

p53 基因突变. 还有部分白血病 脑肿瘤 多发性骨



髓瘤 星形细胞瘤也存在 p53 基因的改变. 研究发现

难治的肿瘤 p53 基因突变率较高 而相对容易治疗的

肿瘤较少发生 p53 基因突变[11]. 而且 p53 基因的突变与

病情的发展 肿瘤的转移以及对放疗 化疗的敏感性

和预后都密切关系.

3   p53 基因与肿瘤的基因治疗

近年来 随着分子生物学的不断发展 对于疾病的病

因 发生 发展的研究已深入到分子水平. 因此 基

因治疗正逐渐从理论成为现实 他具有选择性强 副

作用小 对晚期肿瘤及转移灶仍有效等优点 从而成

为肿瘤继手术 放疗 化疗以及生物治疗后的又一种

有希望的治疗方法. 由于 p53 基因在调节细胞周期和生

长 诱导细胞凋亡的过程中发挥着重要作用 而且在

人类恶性肿瘤中 p53 基因突变率如此之高 因此 利

用 p53 基因治疗肿瘤已成为研究的热点. 目前研究最多

的是以正常的野生型 p53 基因(wt-p53)替换肿瘤细胞中

突变的 p53 基因 称为野生型 p53 基因的替代疗法. 此

方法主要是通过转基因技术将野生型p53基因整合到恶

性肿瘤的基因组中去 以替换肿瘤细胞中突变的 p53

基因. 大量的实验已证实 野生型 p53 基因可以通过诱

导肿瘤细胞凋亡而抑制肿瘤细胞的生长 [ 12 ] 从而使

p53 在肿瘤的基因治疗中具有良好的应用前景. 因此

如何将目的基因导入机体细胞或肿瘤细胞 并获得安

全有效的表达是这一研究的重点. 目前 向细胞内导入

外源基因的方法大体可分非病毒法和病毒法 2 种. 重组

病毒具有天然侵袭细胞和整合于宿主细胞的能力 是

具有潜力的DNA转导方法. 以病毒为载体转导p53基因

的报道较多 目前研究和应用最多的是腺病毒载体

逆转录病毒载体 还有以腺相关病毒 单纯疱疹病毒

为载体的. 而非病毒载体以脂质体为主. 主要是阳离子脂

质体的应用现在正日趋为人们所重视.

3.1 腺病毒载体  腺病毒载体是目前介导 p53 基因转移

的常用载体. 腺病毒是一种 DNA 双链无包膜病毒 基

因组 DNA 约长 36 kb 可编码 14 种蛋白. 腺病毒载体

的主要优点有: (1)性质稳定 能高效表达 对人类相

对安全; (2) 感染的宿主细胞范围广 可感染分裂期及

静止期细胞; (3) 腺病毒感染细胞时无需整合到宿主细胞

基因组中 不存在激活致癌基因或插入突变等危险; (4)

操作简单 重组病毒可通过静脉注射 喷雾 气管

内滴注或制备成胶囊口服经肠道吸收等方法进入体内

容易复制 可获得高效价病毒载体. p53-rAd 中 p53 有

时会发生自发性突变 常发生在转录活化区和调控区

而 DNA 结合区却几乎不发生 而这一区却是发生肿瘤

的主要突变位点[13]. 腺病毒介导的 p53 基因治疗肿瘤已

广泛开展 包括食管癌 肺癌 膀胱癌 乳腺癌

结直肠癌 卵巢癌 前列腺癌等. 大量的研究表明

腺病毒介导的 p53 基因感染肿瘤细胞后 能有效地控

制肿瘤细胞生长或引起凋亡. 目前 运用腺病毒介导的

p53 基因治疗食管癌 非小细胞肺癌 肝癌已进入 II

期临床试验[14-16]. 研究者还发现 运用腺病毒载体协同

转运 GM-CSF 和 p53 感染喉癌细胞 较单独转运 p53

治疗肿瘤效果更好[17]. 虽然腺病毒载体具有良好的应用

前景 但其也存在着一些问题 如: 毒副反应 有些

腺病毒会引起急性感染 宿主体内存在病毒基因会引

起特异性免疫反应 由于目前使用的腺病毒载体是复

制缺陷型病毒 不能在体内自主复制 在治疗中需要

连续重复给药 p53 基因进入周围肿瘤细胞的效率低

也影响了 p53 基因作用于肿瘤细胞的效果. 因此 人们

正在寻找新的方法和载体 使目的基因能够高效率

特异性地作用于肿瘤细胞 并能够在肿瘤细胞中连续

自我复制. 目前 一种能够在体内复制的腺病毒载体

ATVs 得到应用 p53-ATV 中 p53 不会干扰 ATV 的复

制 甚至可增加 ATV 的溶胞作用 是一个有效的基

因治疗的载体系统[18]. Roy I et al [19, 20] 将 p53 融合 VP22

(一种重要的细胞间运输蛋白) 这样有效的提高了 p53

由腺病毒转移入肿瘤细胞内的效率. 还有人将腺病毒改

造成选择性感染肿瘤细胞 而不感染正常细胞 有一

种改良的腺病毒ONYX-015已运用于超过300例肿瘤患

者 取得了良好的效果[21].

3.2 逆转录病毒载体  以逆转录病毒为基因转染载体的

研究开展得最早. Roth et al [22]采用逆转录病毒载体 进

行非小细胞肺癌的基因治疗 发现可以抑制肿瘤生长.

他具有高效转移 基因能整合入靶细胞从而能实现长

期稳定的表达等特点. 但逆转录病毒只能感染分裂复制

的细胞 因而对高分化而不分裂的细胞就不能实施基

因转移 逆转录病毒相对于腺病毒而言滴度较低. 最令

人担忧的是逆转录病毒载体在辅助细胞中有同源重组

为野生型病毒的可能 而引起恶性转化. 另外 逆转录

病毒介导的基因转移操作复杂 技术要求. 因此 其介

导的基因治疗受到了一定的限制.

3.3 脂质体包埋法  近年来 以脂质体包埋法进行基因

治疗的研究越来越多. 因为该方法安全 价格相对便

宜 操作非常简便 可直接注入进行基因转移 故成为

一种极具希望的临床应用技术. 脂质体是一种人工合成

的单层或多层磷脂双分子层组成的封闭环形囊状结构.

其主要功能成分是阳离子脂质 可直接与 DNA 作用而

将其包于中心水相空间形成复合物运载DNA. 外层中性

磷脂包于DNA 脂质复合物外形成微团. 阳离子脂质的结

构决定转染效率 外层中性磷脂起辅助作用. 该 DNA

脂质复合物与组织培养细胞接触并融合时 可以有效

地发生DNA摄取和表达. 这类方法不同病毒载体可以获

得高浓度的重组体 转染效率也没有病毒载体高 但他

最突出的优点在于宿主不会出现外源性病毒基因所致

的特异性免疫反应 这在病毒载体是无法避免的. 当

然 不会出现特异性免疫反应 并不是说不会发生毒副

作用. 有人进行动物实验认为 肿瘤局部注入一定剂量

的 DNA 脂质复合物会出现局部的炎性反应 静脉注射
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DNA脂质复合物会出现肝功能的一过性改变. 类似的反

应在其他载体进行治疗时也同样会出现. 但其仍在需较

长期进行注射的多发或转移肿瘤灶治疗中显示了巨大

优势. 脂质体包埋法的基因治疗的注入方式也是多样

的 经静脉注入 经导管或肿瘤局部注入均可. 有研究

者对转移性乳腺癌动物模型以p53脂质复合物注入进行

治疗 发现肿瘤缩小 肿瘤转移受到限制 目前的研究

主要是怎样提高脂质体复合物进入肿瘤细胞的效率. 如

吸入气雾剂治疗肺癌 气雾剂中有聚乙烯亚胺(PEI)-

p53 一种新型的非病毒载体[23-25]. 另一种给合转铁蛋白

(Tf)的阳离子脂质体能提高 p53 的转染效率[26]. 应用结合

胆固醇的阳离子脂质转运 p53 治疗肺癌 提高 p53 的

转染效率 明显抑制了肺癌细胞生长 且毒性小. Xu

et al [27]将 anti-TfR scFv 结合到脂质体的 3 - 半胱氨酸

上 scFv-DNA- 脂质体复合物用于治疗乳腺癌 scFv

分子小 能提高 DNA- 脂质体复合物进入肿瘤细胞的

效率 并有效表达. 虽然此方法仍处于初期阶段 临床

疗效的判定还有待于进一步的验证 但目前的成果已令

人满意. 研究者正在对这一方法的安全性 应用剂量 生

物学效能进行更进一步的评价和探讨.

4   p53 基因的应用前景

随着介入放射学向纵深发展 经介入放射学方法进行

基因治疗令人关注. 从介入放射学角度 可以经皮穿刺

直接将治疗基因注入瘤体 也可经肿瘤供血动脉行导

管引入 还可同时进行肿瘤血管的栓塞或灌注化疗

或制备带治疗基因的栓子 以加强治疗效果. 经介入放

射学方法进行基因治疗 可清除手术后残留的恶性癌

细胞 防止复发[28]. 目前 经动脉导管引入复制缺陷型

腺病毒(rAd-p53 SCH58500)和选择复制型腺病毒

(dl1520 aka Onyx-015;  CG7870)治疗肿瘤已进入 II 期

临床试验[29]. 利用 Ad-p53(INGN 201)结合放疗治疗非小细

胞肺癌已进入 II 期临床 是一种安全有效的方法[30]. 经

脑动脉注入 Ad-p53 能有效抑制脑肿瘤大小[31]. Asaumi

et al [32] 用热放疗结合 p53 基因的方法 将 p53 基因转

染人唾液腺癌细胞 转染率达到 62.3 % 提示这一方

法能有效的治疗人唾液腺癌. 这些都肯定了介入技术在

基因治疗中的应用前景 为介入放射学的发展开辟了

新领域.

        总之 p53 基因作为一个重要的肿瘤抑制基因 在

肿瘤细胞的发生 发展中都具有重要作用. 在其他疾病

方面也有作用 如研究者还发现 运用腺病毒载体将

p53 转移至关节腔内 能诱导滑膜液炎症细胞调亡

从而治疗类风湿关节炎[33]. 因此 p53 基因具有良好的

应用前景 但目前所进行的工作还处于探索阶段 进一

步研究应集中在以下几个方面: (1) 寻找更有效的载体

提高转染效率 降低其毒副作用; (2) 更深入地研究其作

用机制; (3) 进一步了解其与多种肿瘤的相关性; (4) 研究

其与化疗 放疗及免疫治疗的相互关系以及与其他基

因治疗的协同关系. 随着各种基因治疗工作的深入展

开 p53基因治疗将会成为肿瘤治疗的又一种有希望的

治疗方法.
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