
lnt J Ophthaimol，Vo1．10，No．3，Mar．2010 WWW．IJO．ca 

Tel：029-82245172 83085628 Email：IJO．200o@ 163．com 

基因治疗视网膜母细胞瘤的研究进展 

郑敏明，周希瑗 

· 文献综述 · 

基金项目：中国国家自然科学基金资助项 目(No．30872826) 

作者单位：(400010)中国重庆市 ，重庆医科大学附属第二医院 

眼科 

作者简介 ：郑敏明，女，在读硕士研究生，研究方向：眼底病。 

通讯作者：周希瑗，女，教授，硕士研究生导师，研究方向：眼底 

病．zhouxiyuan2002@yahoo．con．cn 

收稿 日期：2010．ol一06 修回日期 ：2010一叭-21 

Research progress in retinoblastoma gene 

therapy 

M in-Ming Zheng，Xi-Yuan Zhou 

Foundation item ：National Natural Science Foundation Ol China 

(No．30872826) 

Department of Ophthalmology，the Second Affiliated Hospital of 

Chongqing Medical University，Chongqing 400010，China 

Correspondence to：Xi—Yuan Zhou．Department of Ophthalmology， 

the Second Affiliated Hospital of Chongqing Medical University， 

Chongqing 400010，China．zhouxiyuan2002@ yahoo．con．cn 

Received：2010．叭 ，06 Accepted：2010-01—21 

Abstract 

·Gene therapy of retinoblastoma(RB)is a new type of 

treatment in recent years． In this paper．We make a 

review about gene therapy status，progress and problems 

of RB frOm three aspects of suicide genes． tumor 

SUppressor genes，anti’angiogenIC genes· 
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摘要 

基因治疗视网膜母细胞瘤(retinoblastoma，RB)是近年来新 

型的治疗方法。我们从自杀基因、抑癌基因、抗血管生成 

基因这三方面对RB的基因治疗现状、相关进展及存在问 

题作一综述。 
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0引言 

视网膜母细胞瘤(retinoblastoma，RB)是婴幼儿眼病中 

性质最严重，危害最大的一种恶性肿瘤。RB的治疗大多 

采用患眼眼球摘除术 ，局部保守治疗包括化学治疗 、光凝 

治疗、冷冻治疗、加热治疗等。基因治疗是多种肿瘤治疗 

研究的热点，因为肿瘤的发生往往与人体内基因的变异或 

表达异常密切相关，基因治疗的 目的就在于从基因水平上 

对这些异常予以纠正。作为基因治疗的靶组织，眼球因为 

其特殊的部位和结构，便于准确地将 目的基因导入靶细 

胞，具有独特的优势。关于 RB的基因治疗的研究已有十 

几年 ，现对近十年其研究现状、存在的问题及发展方向予 

以综述。 

1自杀基因的治疗 

自杀基因疗法又称药物敏感基因疗法，即利用转基因 

的方法将前药酶解基因导人肿瘤细胞内，其基因表达产物 

能将原本无毒性的药物转化为细胞毒性物质，从而杀死细 

胞 。其中将单纯疱疹病毒胸腺嘧啶核苷激酶 (herpes 

simplex virus thymi—dine kinase，HSV—tk)基因导人肿瘤细胞 

中表达，联合应用更昔洛韦 (gancyclovir，GCV)进行 自杀 

基因治疗是目前最为有效的一种治疗方法。Hurwitz等 

采用腺病毒作为载体，在体外观察到 HSV—TK／GCV系统 

可以杀死视网膜母细胞瘤细胞(Rb)。在体内采用裸鼠的 

玻璃体腔内注射制造 RB模型，经 HSV—TK／GCV系统治疗 

后，70％的肿瘤消失。治疗组的生存期较对照组显著的延 

长。自杀基因还有“旁观者效应”，有人称之为“代谢协 

同”、“相邻细胞杀伤作用”等。当肿瘤细胞被转导自杀基 

因后，不仅转导细胞被杀死，而且相邻的未转导的细胞也 

被杀死。Hayashi等 报告在体外 Rb肿瘤细胞实验中用 

细胞生存分析测试旁观者效应证明，将 10％的 Y79Rb—tk 

细胞和 90％的 Y79Rb细胞共 同培养并用 GCV敏感，5d 

内有 80％ 以上 的未转 染 的 Y79Rb细胞 死亡，50％ 的 

Y79Rb．tk细胞死亡。由于不可能通过载体将所有的肿瘤 

细胞都转入 HSV-tk基 因，而“旁观者效应”明显扩大了自 

杀基因的杀伤作用，在相当程度上弥补了对肿瘤细胞转染 

效率低的问题，因此对恶性肿瘤的治疗有着十分重要的意 

义。关于旁观者效应的机制尚不十分清楚。目前，多数研 

究者认为，旁观者效应是由于转基因细胞产生的杀伤性物 

质通过细胞间的缝隙连接传递到邻近细胞，引起细胞死 

亡，这需要转基因与邻近细胞的直接接触 。还有学者认 

为凋亡的 HSV．tk(+)细胞释放凋亡小体，引起 HSV—tk 

(．)细胞凋亡 。李涛等 观察到 HSV-tk／GCV系统对 

Rb细胞的杀伤过程中存在明显的“旁观者效应”，当只有 

10％的 HXO．Rb44／tk细胞存在时，前体药物即可对混合 

细胞产生明显的杀伤作用。进一步对其机制进行研究发 

现，GCV作用下的 HXO-Rb44／tk上清对 HXO—Rb44细胞 

不具有杀伤作用，表明 GCV的代谢产物不能弥散进入培 

养基，旁观者效应的发生需要细胞间的相互接触，从而说 

明GCV代谢产物通过细胞问缝隙连接进行转运可能是此 

旁观者效应的主要机制。Rb自杀基因治疗的研究已取得 

了相当可喜的成果，展示了良好的发展前景。但是由于研 

究的时间太短，还远未达到成熟的程度，要真正走向临床 

还有很长的路要走。目前的研究绝大部分仍是基础方面 

的，还有相当多的问题 尚待解决与完善：(1)有待开发新 
一 代的自杀基因系统 ，进一步提高对肿瘤 的杀伤功效。 

(2)由于旁观者效应对 自杀基因疗法抗肿瘤作用的重要 
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意义，应进一步以各种措施加强其效应。(3)进一步研究 

自杀基因疗法与其它治疗手段的联合，采用多系统综合疗 

法治疗RB，如基因与细胞因子的联合疗法，可一方面抑肿 

瘤生长，另一方面又提高机体对肿瘤的免疫应答，增加抗 

肿瘤作用，因此是一条行之有效的途径。 

2导入抑癌基因的治疗 

舶 基因是与RB形成关系最为密切的基因，其定位于 

人 l3号染色体的长臂 I区4带(13q14)上。舶 基因经两 

次突变而失活被公认为是 RB发生的重要分子机制。Rb 

基因作为一种抑癌基因，其抑制肿瘤细胞生长的机制与细 

胞周期阻滞作用有关 。当 6基因失活后，促使细胞提 

前从 G1期进人 S期。细胞分裂加速，使 DNA损伤修复不 

完全，进而导致肿瘤的发生。张晓玮等 以逆转录病毒为 

载体，用脂质体 Dosper介导法将 基因导人裸鼠眼玻璃 

体腔 RB移植瘤内，舶 基因可诱导 RB移植瘤细胞凋亡。 

近期研究发现 ，去除 N端的 R1]蛋白一PRb94(野生型全长 

PRbll0的 NH，末端缺失 l12氨基酸残基)在头颈部癌 、 

膀胱癌 、前列腺 癌 细胞系及体 内肿瘤 中具 有 比 

PRbI10更强的肿瘤抑制效应。有研究显示 ，转染 Rb94基 

因的膀胱癌细胞停滞于 G1期 ，G2和 s期细胞减少 。 

G1期细胞增加使转入 S期的肿瘤细胞减少 ，表明肿瘤细 

胞的 DNA合成受到了抑制，从而影响肿瘤细胞的分裂和 

增生。提示 Rb94基因有助于细胞保持在静止期，可有效 

抑制肿瘤细胞的异常增生。在 RB的发生发展中除 瞄 基 

因外 ，p53和p21等基因在其中起着重要作用。p53基因 

是迄今发现的与人类恶性肿瘤相关性最高的一种抑癌基 

因。大量的体外实验已证实了野生型p53基因转染肿瘤 

细胞可以抑制其生长，诱导肿瘤细胞出现凋亡。相应的动 

物实验对肿瘤细胞动物模型经血液或肿瘤局部注射含一 

定浓度的p53基因重组体，可以观察到肿瘤不同程度的缩 

小，动物生存期延长 。国内已有学者研究证实野生型 

p53基因对 R1]细胞有明显抑制生长的作用 。正常 p53 

基因的导人还可以诱导肿瘤细胞对化疗药物及放疗的敏 

感性，加快肿瘤细胞的凋亡 。 

3抗血管生成基因治疗 

1971年，Folkman正式提出“肿瘤生长依赖于血管生 

成”的观点。肿瘤生长分为两个 阶段，血管前期和血管 

期。血管前期肿瘤主要通过弥散作用获得营养和氧，并运 

走代谢废物。当肿瘤体积增至 l～2mm以上时，如无新血 

管长人，肿瘤组织将保持静止状态或退化 。一旦血管 

长入肿瘤，血液供应变为灌注，新生血管不仅为肿瘤组织 

提供足够的营养和氧，还提供大量的生长 因子，促使肿瘤 

迅速生长。抗血管生成治疗以肿瘤新生血管为作用靶点， 

目的是切断肿瘤生长转移所需要的营养，从而达到“饿 

死”肿瘤的 目的，目前已成为重要的抗癌策略。VEGF是 

目前发现的最重要的促血管生成因子之一，在肿瘤血管生 

成过程中发挥重要的调节作用。在众多血管调控因子中， 

VEGF是唯一能特异作用于血管内皮细胞的有丝分裂素。 

它一方面可以增加血管通透性，有利于血浆蛋白、纤维蛋 

白原外渗，促进血管生成和新基质形成，另一方面，VEGF 

促进血管内皮细胞有丝分裂 ，刺激血管内皮细胞增殖 ” 。 

Jia等 将针对 VEGF的小干涉性 RNA质粒转染人人 Rb 

细胞内，发现稳定转染的血管内皮生长因子 siRNA可以抑 

制 Rb细胞 VEGF的表达，对 RB瘤体血管的生成和肿瘤 

的发生起到了抑制作用。Mahasreshti等” 采用 鼠皮下的 

RB模型，以重组腺病毒为载体，将编码可溶性 VEGF受 

体 1的 eDNA导入，发现肿瘤体积明显缩小。微血管密度 

被证实了在肿瘤 的发生和机制上所起的作用。Rossler 

等 在 107例 RB患者中，通过 CD ．免疫组织化学法来检 

测微血管密度 ，发现血管化程度的增高与侵入脉络膜与视 

神经有关。l8例转移癌患者的微血管密度显著性的高于 

未发生转移的癌症患者。Marback等 做了类似的研究， 

在 25例 RB患者中，研究人员用 CD 检测肿瘤血管区，发 

现肿瘤的血供越丰富发生转移的可能性越大。目前，抗肿 

瘤血管生成基因治疗尚处于实验研究阶段 ，但初步结果是 

令人鼓舞的。由于肿瘤血管的新生是一个复杂的生理、病 

理过程，肿瘤生成涉及诸多方面，对于其分子机制还有待 

于进一步研究。目前尚未明确肿瘤血管的特异性标志，即 

肿瘤血管与正常血管的差异性标志，如果能在这方面取得 

更多的发现，将有助于开发出特异性的抗肿瘤血管生成抑 

制剂。但由于抗血管生成基因治疗较传统抗癌治疗具有 

不可比拟的优势：(1)抗血管新生基因治疗的靶 向性：内 

皮细胞具有遗传稳定性，不易产生耐药；(2)直接作用于 

肿瘤血管内皮细胞，局部浓度高。总之，血管生成是肿瘤 

生长转移过程中的重要环节，抗血管生成治疗 ，尤其是抗 

血管生成的基因治疗作为抗肿瘤治疗的新靶点，具有广阔 

的应用前景。在整个基因治疗的研究领域中，安全 、高效、 

靶向基因载体的研究和开发是关键和瓶颈问题 。。目前 

关于基因转移多采用病毒载体 ，具有较高的转染率和高表 

达能力，这是其他非病毒载体无法比拟的优势。但把一个 

外源性病毒引人体内，会引起机体的免疫反应和潜在的致 

突变性 ，导致 目的基因不能持续表达进而需要反复治疗 ， 

而对眼球进行反复操作势必带来不必要的损伤。使用短 

效免疫抑制剂可使 目的基因表达时间延长，但免疫抑制的 

副作用又会接踵而至。况且某些病毒本身就具有一定毒 

性 ，对机体是一个潜在的危害 。也有少数学者采用脂 

质体等非病毒载体进行试验，但转染效率较低 ，在体内 

应用具有一定毒性。近年来 ，有学者在研究中发现，携带 

有目的基因的微泡造影剂经静脉注人体内后能够通过肺 

循环到达全身各个器官的靶组织，用低强度超声作用于靶 

组织，可使微泡在超声的“空化作用”下爆破，使目的基因 

释放到靶组织 。微泡在一定声能的作用下使靶细胞的 

胞膜发生“微穿孔效应”，携带有 目的基因的质粒可从胞 

膜上的微孔进入靶细胞内达到基因转导的目的 。这种 

声能的调控可使微孔 的开放呈可逆性 的，即不损伤靶细 

胞 ；也可使微孑L的开放呈永久性的，即引起靶细胞的破裂 

死亡。超声微泡介导基因治疗仍处于实验研究的起步阶 

段 ，还面临许多亟待解决的问题。 

总之，基因治疗如能在靶向性 、安全性和高效表达等 

方面加以完善和发展，基因治疗在肿瘤治疗中的地位将会 

越来越重要。综合 治疗将是 RB治疗 的发展趋势。因 

此，基因治疗若能协同或增强化学药物治疗 、放射治疗 、 

激光光凝 、PDT，TrT等的疗效 ，将会在 RB的治疗中起重 

要作用。 
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