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,P7G+G+-

基因为靶点的肿瘤治疗

胡相友 综述"刘长安"张
!

雷 审校

!重庆医科大学附属第二医院肝胆外科
!

$###"#

#

!!

关键词!存活蛋白(

!

靶点(

!

肿瘤治疗

!"#

$

"#'%()(

%

*

'+,,-'").%/$"%#'0#""'"('#%#

文献标识码!

1

文章编号!

").%/$"%#

!

0#""

#

"(/00%%/#%

!!

自从
"((.

年美国耶鲁大学
13:+<7+

等用效应细胞蛋白酶

受体
/"

)

<66<N:47N<33

A

74:<9,<7<N<

A

:47/"

!

MXJ/"

*

NSF1

从人类

基因组文库中将
,P7G+G+-

筛选克隆出来后!各国学者围绕其分

子结构及生物学功能展开了大量的基础和临床研究#

,P7G+G+-

又名存活素!是凋亡抑制蛋白)

+-@+2+:47469

A

4

A

:4,+,

A

74:<+-

!

>1X

*家族的新成员#

,P7G+G+-

广泛表达于人的胚胎组织和几

乎所有人类常见恶性肿瘤组织!而在健康成人组织和终末分化

的组织内表达水平很低#

$

!

,P7G+G+-

基因的分子结构及表达特性

$'$

!

,P7G+G+-

基因的分子结构
!

人类
,P7G+G+-

基因定位于

".

Q

0!

!距端粒
%c

的位置!基因全长
"$.##2

A

!由
$

个外显子

和
%

个内含子组成#它还有两个剪切体分别是选择性外显子

0

的插入)

,P7G+G+-/0=

*和外显子
%

的移出)

,P7G+G+-/MY/%

*#

,P7G+G+-

基因与
MXJ/"

基因的编码区序列高度互补!仅与

MXJ/"

不同的是方向相反!序列上有
!

个核苷酸与
MXJ/"

不

同!以及有额外
)

个插入的核苷酸#该基因的编码链包含有与

MXJ/"

互补的
$0)

个核苷酸组成的阅读框架)

4

A

<-7<95+-

O

6798,

!

LJV

*#

,P7G+G+-

基因编码产生的蛋白由
"$0

个氨基酸组成#相对

分子质量为
")h"#

%

#

?P7G+G+-

蛋白相对分子质量在
>1X

家族

中是最小的!但它的结构在
>1X

家族中是非常独特的#其结

构与其他
>1X,

的区别主要有
%

点$)

"

*哺乳动物的
>1X,

中往

往含有重复
0

"

%

次的
=>J

)

29NP34/G+7P,+9

A

7<

A

<9:

*单元!这一

序列是其凋亡抑制作用的基本要素!而
,P7G+G+-

是至今发现的

>1X,

中惟一的含单个
=>J

单元的成分.)

0

*

,P7G+G+-

的
=>J

中

含有对抑制凋亡有重要作用的氨基酸残基)

X74

"

K7

A

和
I

;

,

*!

通过这些残基与
N9,

A

9,</%

和
N9,

A

9,</.

结合抑制
N9,

A

9,<

的活

性!阻止多种凋亡信号诱导的细胞凋亡'

"/$

(

.)

%

*

,P7G+G+-

中含有

一个独特的由
$0

个氨基酸严格排序形成的双螺旋区域#

$'%

!

,P7G+G+-

基因的表达特性
!

,P7G+G+-

基因表达具有细胞

周期的依赖性!选择性表达在细胞周期的
[

0

%

E

期!在
[

0

%

E

期表达基因内发现的细胞周期依赖元件)

ISM

*和细胞周期同

源结构域)

IZJ

*存在于
,P7G+G+-

基因的启动子内!该基因的

ISM

%

IBJ

盒调节
[

0

%

E

期的细胞周期依赖基因表达!

,P7/

G+G+-

的抗凋亡作用依赖于细胞周期的
[

0

%

E

期的检查点#若

,P7G+G+-

基因的
ISM

片段丢失!其
[

0

%

E

期的依赖表达的特性

也随之丢失#

,P7G+G+-

基因的表达在不同的组织间有所不同#在生长

发育中!

,P7G+G+-

在胚胎组织中表达!而在分化成熟的组织中

表达丢失#研究发现!除睾丸"甲状腺"胎盘外!存活素还在大

肠黏膜"子宫内膜"肾上腺髓质中有少量表达'

!

(

#

,P7G+G+-

基因广泛表达于人类多种肿瘤组织#研究发现!

在诸多肿瘤中
,P7G+G+-

均有不同程度的表达!包括乳腺癌"肺

癌"结肠癌"卵巢癌"前列腺癌"肝癌"黑色素瘤"白血病"淋巴瘤

等'

!

(

#而在同系肿瘤中!

,P7G+G+-

表达的阳性率不同!这可能

反映了肿瘤基因学的变异性#

,P7G+G+-

在肿瘤组织高表达和

在成人终末分化组织低表达或不表达的特性!有望使之成为肿

瘤诊断和治疗的新靶点#

%

!

,P7G+G+-

的生物学效应

%'$

!

,P7G+G+-

的抗凋亡作用
!

凋亡是一种生理性的程序化死

亡过程!对多细胞生物的发育"细胞内环境稳定及免疫防御至

关重要#细胞凋亡受抑制是恶性肿瘤自主性增殖的主要原因!

其与恶性肿瘤的发生"发展密切相关'

)/&

(

#

,P7G+G+-

是迄今为止

发现的作用最强的凋亡抑制因子#研究证明!

,P7G+G+-

高表达

可抑制
V9,

"

=9Y

"

N9,

A

9,<,

"肿瘤坏因子"抗癌药物等诱导的细

胞凋亡#目前认为!

,P7G+G+-

抑制凋亡主要通过与半胱天冬蛋

白酶)

N

;

,:<+-<9,

A

97:9:<,

A

<N>6+N

A

74:<+-9,<

!

N9,

A

9,<,

*直接或间

接作用的结果#

N9,

A

9,<,

是凋亡通路上各种凋亡信号的效应

器!是完成凋亡的最终执行者#研究表明!

,P7G+G+-

以二聚体

的形式与效应器
N9,

A

9,<,/%

"

N9,

A

9,<,/.

形成稳定的结合!使其

&
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不能有效地水解微管结构蛋白!维持了纺锤体的完整性!从而

阻断各种刺激诱导的细胞凋亡过程#另外!

,P7G+G+-

还阻断细

胞色素
I

的释放!干扰上游
N9,

A

9,</(

的活化过程!间接抑制其

对下游效应分子
N9,

A

9,</%

的活化#同时!

,P7G+G+-

还可与细胞

周期蛋白激酶
I5R$

"

X%$

相互作用阻断凋亡信号转导通路#

%'%

!

,P7G+G+-

的促细胞增殖作用
!

,P7G+G+-

在正常分化组织

与在高增殖性发育组织"肿瘤组织中表现出巨大的差异性!提

示其可能与细胞的增殖"分化有关#与
>1X

家族其他成员不

同#

,P7G+G+-

不仅具有抑制细胞凋亡作用!而且在调节细胞有

丝分裂中起重要作用!如微管的聚合"卵裂沟的形成和胞质

分裂#

,P7G+G+-

的另一个特征是它具有选择性的细胞内分布的

特点'

(

(

#这与其他已知的凋亡调节物不同!在有丝分裂前期

,P7G+G+-

与纺锤体微管相结合!在分裂的中后期!与纺锤丝结

合!直到分裂末期依附于颗粒体上#有研究发现!在连续的微

管的聚合和解聚过程中!重组
,P7G+G+-

与聚合微管以一种特殊

的"浓度依赖的"可饱和的方式相结合!这一反应通过微管力学

来调节#在分裂间期细胞"

,P7G+G+-

积聚在中心体上!因此
,P7/

G+G+-

可能是微管组织中心的元件#

,P7G+G+-

与微管相结合对

于其促细胞增殖功能的实现是必需的#在小鼠的胚胎干细胞

中!

,P7G+G+-

基因敲除
$

"

!5

后胚胎死亡#抑制细胞
,P7G+G+-

表达可产生畸形纺锤体"多倍体"多核畸形等异常!细胞不能正

常分裂!所以它是正常胚胎细胞有丝分裂和增殖的必要条件#

有研究表明!用
,P7G+G+-

的多克隆抗体通过微细胞注射法注入

B<39

细胞后出现分裂前期和中期延长!有丝分裂纺锤体缩短!

微管聚合异常!并有凋亡现象!体内实验显示强制表达
,P7/

G+G+-

能稳定微管!避免其解聚!从而诱导有丝分裂'

"#

(

#

%'&

!

,P7G+G+-

与血管生成
!

研究发现!

,P7G+G+-

在原始造血功

能和肿瘤血管新生中起重要的调节作用#

,P7G+G+-

促进细胞

增殖"抑制细胞凋亡"控制
XS[V

表达"调节血管生成因子和

静脉壁重构等多种机制可能共同参与了血管新生的过程#新

生血管的生成是肿瘤侵袭性生长和转移的形态学基础!血管形

成过程的核心是血管内皮细胞的分裂增殖!其取决于血管内皮

细胞的生存和凋亡的平衡#

,P7G+G+-

的高水平表达及其在多种条件下抗凋亡的能力!

提示抗凋亡机制在肿瘤血管生成过程中的重要作用#近年来

的研究发现!血管内皮生长因子)

G9,NP397<-54:@<3+93

O

74U:@

69N:47

!

HM[V

*和表皮生长因子受体)

M[VJ

*都可以促进
,P7/

G+G+-

表达!并认为其抗凋亡机制以及血管通透性是促进血管

生成的最主要途径'

""

(

#有研究显示!肿瘤组织中促血管生成

的关键因子111

HM[V

刺激静息的内皮细胞!可以浓度依赖的

方式显著诱导
,P7G+G+-

表达上调#另外!

,P7G+G+-

也可能通过

上调
HM[V

的表达而促进肿瘤浸润及远处转移#另有研究发

现!

1-

O

/"

可以促进内皮细胞中
,P7G+G+-

表达!通过
1R:

或

XR2

途径激活
,P7G+G+-

的抗凋亡活性!从而阻止内皮细胞凋

亡!在体内血管形成过程中稳定血管结构 #最近有研究指出!

用
1-

O

/0

刺激血管平滑肌细胞也可导致
,P7G+G+-

升高!并具有

细胞周期依赖性!这与
,P7G+G+-

的周期性表达是一致的#

有研究表明!联合应用反义寡核苷酸技术和
JF1

干扰技

术可降低内皮细胞中
,P7G+G+-

的表达!可完全消除
HM[V

对肿

瘤坏死因子或神经酰胺诱导的细胞凋亡的抵抗作用!引起凋亡

增加和干扰血管生成'

"0

(

#因此!抑制
,P7G+G+-

的表达不仅能

维持促凋亡机制!而且能通过对
HM[V

通路的阻断而间接促

进肿瘤血管的凋亡性退化!从而抑制肿瘤生长#

&

!

以
,P7G+G+-

为靶点的治疗方法

肿瘤的形成是由多因素造成的!其中肿瘤细胞中凋亡抑制

基因的高表达能明显抑制细胞凋亡!逃避机体免疫系统对肿瘤

细胞的识别和清除#另外!凋亡抑制基因还可能在肿瘤细胞产

生耐药的过程中发挥重要作用#

,P7G+G+-

无疑是
>1X

家族中

最有意义的抗肿瘤候选靶点#

,P7G+G+-

在肿瘤组织中选择性

高表达的特点!使得靶向
,P7G+G+-

基因的治疗能够精确定位于

肿瘤组织!通过抑制
,P7G+G+-

的抗凋亡作用以及抑制其促细胞

增殖作用!从而有效破坏肿瘤的生存发展!诱导细胞凋亡!降低

其生长潜能#以
,P7G+G+-

为靶点的基因治疗毒性明显低于放"

化疗!同时能增强肿瘤细胞对放化疗的敏感性#放射生物学研

究显示!处于不同细胞周期的细胞对放射敏感性不同!其中
E

期最为敏感!

?

期敏感性最低#而
,P7G+G+-

在
[

"

%

E

期特异性

高表达表明!抑制
,P7G+G+-

的表达也抑制了
,P7G+G+-

促进
?

期

进展!使多数细胞处于
E

期!可以增强肿瘤细胞的放射敏感

性#针对
,P7G+G+-

基因进行分子水平上的治疗能够高效"特

异"安全地达到控制肿瘤的发展!促进肿瘤细胞凋亡的效

果'

"%/"$

(

#

&'$

!

反义寡核苷酸技术
!

是根据碱基互补原理!设计合成反

义于目标
SF1

或
8JF1

的序列片段!从而抑制目标基因表

达和功能发挥的基因封闭技术#

,P7G+G+-

的反义药物主要有

以下两类$)

"

*

,P7G+G+-

反义
NSF1

表达载体.)

0

*合成的
,P7/

G+G+-

反义寡核苷酸#有学者设计出针对肝癌细胞株
?EEI/

..0"

的反义寡核苷酸并转染细胞!均观察到细胞结构呈典型

凋亡改变!细胞内微管形态结构破坏!细胞凋亡概率增加!同时

,P7G+G+-

蛋白及
8JF1

表达降低'

"!

(

#由此可见!反义药物导

致
,P7G+G+-

功能的丧失!可能在细胞周期的进程中激活了细胞

周期检测点的凋亡程序!降低了细胞凋亡的阈值.靶向
,P7G+G+-

的反义寡核苷酸能够有效降低肿瘤细胞内
,P7G+G+-

的表达!激

活
N9,

A

9,</%

!而后者则通过对细胞内微管系统的降解"破坏来

诱导细胞凋亡#

有研究表明!

,P7G+G+-

反义寡核苷酸可以增强肿瘤对放"

化疗的敏感性#

,P7G+G+-

反义寡核苷酸通过抑制
,P7G+G+-

表

达!抑制了
,P7G+G+-

促进
?

期进展!使多数细胞处于
E

"

[

"

期!

从而增强了肿瘤细胞的放射敏感性'

")

(

#

&'%

!

JF1

干扰技术
!

JF1

干扰是一种在动植物体内广泛存

在的序列特异性的转录后基因沉默机制!是指将与靶基因

8JF1

序列同源的双链
SF1

)

5,/JF1

*导入细胞!可导致靶

基因
8JF1

降解和基因沉默#

T9

AA

3<7

等应用
,+JF1

)

,8933

+-:<76<7+-

O

JF1

!

,+JF1

*降低
!

种分别具有野生型及突变的

A

!%

基因的肉瘤细胞
,P7G+G+-

的表达!其结果提示不论肉瘤细

胞是否表达野生型
A

!%

基因!靶向
,P7G+G+-

的
,+JF1

可以将

其特异性地杀灭#国内有学者进一步建立了
,P7G+G+-

基因的

腺病毒
,+JF1

载体及重组腺病毒!转染
B<

A

[0

肝癌细胞后显

著抑制了
,P7G+G+-8JF1

及蛋白的表达!肝癌细胞凋亡率明显

增加'

".

(

#有学者运用腺病毒介导的小干扰
JF1

进行了细胞

实验和动物实验!都达到了诱导肿瘤细胞凋亡的目的'

"&/"(

(

#

这些实验都为
JF1

干扰技术应用于肿瘤治疗奠定了实验

基础#

&'&

!

显性失活突变体
!

,P7G+G+-

显性失活突变体是肿瘤基因

治疗可采用的另一种
,P7G+G+-

分子拮抗剂#

=>J

结构域是

,P7G+G+-

与其他蛋白相结合并发挥其抗凋亡功能所必须的功

能区!该结构域的点突变将引起整个
,P7G+G+-

突变体分子的功

能丧失#

,P7G+G+-

的第
%$

位苏氨酸是其磷酸化位点!该位点的

&

$%00

&
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磷酸化是
,P7G+G+-

在癌细胞中发挥抑制凋亡作用的首要前提#

E<,7+

等'

0#

(把含有磷酸化缺失的
,P7G+G+-

突变体)

@7%$139

*的

腺病毒
X1SK%$1

体外分别转染乳腺癌"前列腺癌"肺癌"宫颈

癌和结肠癌细胞后都发生了自发性凋亡#

KP

等采用腺病毒载

体介导的
,P7G+G+-I

;

,&$139

突变体!能够显著地诱导结肠癌

细胞凋亡和细胞有丝分裂障碍!并抑制肿瘤的血管生成和肿瘤

的生长!表明
,P7G+G+-

突变体)

I

;

,&$139

*能够有效治疗肿瘤#

有学者构建肿瘤动物模型!运用显性失活突变体治疗!取得了

较好疗效'

0"

(

#可见!显性失活突变体通过干扰内源性
,P7G+G+-

的磷酸化而使内源性
,P7G+G+-

处于去磷酸化的失活状态!可以

显著地诱导肿瘤细胞凋亡!降低肿瘤生长潜能!恢复肿瘤细胞

对放射线和化疗剂的敏感性#

&'F

!

,P7G+G+-

核酶
!

核酶是具有催化功能的小
JF1

分子#

大多数核酶通过磷酸二酯键的水解反应参与
JF1

的剪切"加

工过程#锤头型核酶大约由
%#

个核苷酸组成!是目前发现的

天然的"最小的"具有催化功能的顺式作用核酶#锤头型核酶

是继发现反式作用核酶后又一潜在治疗手段#相对反义寡核

苷酸而言!对核酶的抗
8JF1

作用研究较少#

X<--9:+

等'

00/0%

(将包含锤头型核酶的质粒转染入黑色素瘤

细胞#实验结果显示!

?P7G+G+-

蛋白的表达明显降低!同时增

加了肿瘤细胞对放"化疗的敏感性#但是!核酶运用于临床的

一个潜在问题是!核酶有可能在转运过程中降解!从而丧失治

疗作用#

F

!

结语与展望

?P7G+G+-

作为一种新型的凋亡抑制蛋白!其特异性的分

布"复杂的亚细胞定位!对细胞增殖凋亡的双重调控作用以及

在肿瘤的发生"发展中都扮演了重要角色!引导着人们从各个

角度进行了大量研究#目前以
,P7G+G+-

为治疗靶点的实验还

处在早期阶段!实验结果也证明了这种治疗方式的有效性#然

而如果将抗
,P7G+G+-

治疗和其他治疗方式相结合!可能会有更

好的效果#国内有研究构建的
,P7G+G+-

启动子介导的
?P7EP:

)

I

;

,&$139

*和
IS

融合基因的表达载体!能够在胃癌细胞中表

达
?P7EP:

)

I

;

,&$139

*和
IS

基因的融合蛋白!为进一步研究

该重组病毒载体双靶向特异性诱导肿瘤细胞凋亡和抗肿瘤血

管生成的基因治疗奠定了实验基础'
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