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细菌作为肿瘤基因治疗载体的研究进展
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摘要　营养缺陷型细菌能够侵袭肿瘤细胞并呈递外源基因的特性提示我们可以将其设计成新型

的肿瘤基因治疗载体。本文综述了细菌作为肿瘤基因治疗载体的历史与现状、机制以及存在的问

题。
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　　随着近年来人们对肿瘤免疫、肿瘤发病的分子

机制以及细胞生长调控规律的深入研究 ,肿瘤的基

因治疗获得了较大进展 ,并有许多临床试验计划得

到批准。但是因为缺少高效和定向的基因转移载体

系统 ,肿瘤的基因治疗还不能广泛应用于临床。目

前所采用的病毒载体 (逆转录病毒、腺病毒、腺相关

病毒等)和非病毒载体 (如脂质体等)均无定向性 ,且

基因导入体内后表达水平不够理想[1 ]。这成为基

因治疗不能有突破性进展的瓶颈。近来人们发现鼠

伤寒沙门氏菌在小鼠体内能够定向并有效地转移自

杀基因进行肿瘤的基因治疗。这提示我们细菌有可

能作为新型的肿瘤基因治疗载体。本文就此进行综

述。

1　细菌作为肿瘤基因治疗载体的历史及现状

实际上早在两百年前 ,人们就已经发现某些肿

瘤患者在急性细菌感染后 ,会导致肿瘤出血性坏死

从而肿瘤的生长被抑制[2 ]。对细菌的不同组分进

行分离并应用于治疗 ,发现细菌所含的脂多糖是重

要的活性组分 ,最终人们找到了免疫效应分子———

肿瘤坏死因子 ( TNF2α) ,在当时被称为恶质素。由

于 TNF2α的毒副作用太大 ,限制了细菌应用于肿瘤

的治疗。但是人们并没有放弃尝试用细菌治疗肿瘤

的努力。1947 年 , Parker 等证实将梭状芽孢杆茵

( Clost ri di um histolyticus)直接注射到小鼠的转移

性肉瘤内 ,产生肉瘤消退现象[3 ]。

近年来 , Eisenstein[4 ]等通过实验证明减毒的

aro - 伤寒沙门氏菌疫苗株接种到荷瘤鼠后 ,肿瘤的

生长被抑制 ,鼠的生存期得到显著的延长。同时他

们还发现只有活菌才能抑制肿瘤的生长 ,而经丙酮

处死的细菌则不产生这种效应 ,这就说明只有脂多

糖对造成肿瘤坏死是不充分的。

Pawelek和 Low等[5 ]进一步尝试将鼠伤寒沙门

氏菌作为治疗基因的载体菌应用于肿瘤的基因治

疗。首先他们以野生的鼠伤寒沙门氏菌作为出发菌

株 ,通过诱变得到芳香族氨基酸缺陷 (aro - ) ,精氨酸

合成缺陷 (aro - ) ,嘌呤合成缺陷 (pur - )等单及多重

营养缺陷型菌株。这些菌株仍保持对肿瘤细胞的高

效侵袭力。他们将鼠伤寒沙门氏菌的野生株和减毒

株分别以 166cfu 的剂量通过腹膜注射到长有

B16F10黑色素瘤的 C57B6鼠中 ,2天后发现菌在肿

瘤和正常肝组织中的分布极不相同 :野生株在肿瘤

中为 6. 5 - 618 ×109cfu/ g ,在肝组织中为 2. 4 - 2. 8

×107cfu/ g ,分布比例为 270∶1 ;而减毒株在肿瘤中

为 112 - 117×109cfu/ g ,在肝组织中为 119 - 213 ×

105cfu/ g ,分布比例为 9000∶1。这表明鼠伤寒沙门

氏菌能够通过远端接种而富集于肿瘤中 ,具有肿瘤

细胞靶向性。Low 等人还证明这些营养缺陷型菌

株能够抑制肿瘤的生长 ,处理组的荷瘤小鼠的生存

期是对照组的二倍 ;他们还构建了带有单纯疱疹病

毒胸腺嘧啶核苷酸激酶 ( herpes simp1ex2virus

thymidine kinase ,HSV2tk)基因的表达质粒 ,并用电

脉冲法将质粒转化营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌 ,腹

腔注射到荷瘤鼠体内 ,通过免疫印迹法证明重组菌

能在肿瘤细胞内表达有活性的 T K。结果发现引入

tk基因后能增强抑制肿瘤生长的效果 , T K将本来

对动物无毒的原药 GCV 转化为三磷酸丙氧鸟苷 ,

作为链中止剂 ,干扰细胞分裂时 DNA的合成 ,导致

细胞阻抑或死亡 ,并且该底物能通过细胞间的缝隙

进行扩散 ,引起邻近细胞死亡 (即旁观者效应) [6 ]。

这表明伤寒沙门氏菌不但其本身能抑制肿瘤生长 ,

而且能作为良好的外源基因表达载体在体内向肿瘤
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细胞呈递药物蛋白。

此外 ,有人利用沙门氏菌作为在体内呈递外源

药物蛋白载体表达了 IL - 2 基因[7 ]。人们还用单

核细胞增多性李斯特菌 ( L isteria monocytogenes) ,福

氏志贺氏菌 ( S higella f lex neri) [8 ]和拜氏梭状芽孢

杆菌 ( Clost ri di um beijeri nck) [9 ]在体内外将外源基

因或蛋白呈递给真核细胞。利用细菌尤其是沙门氏

菌作为肿瘤基因治疗载体的研究正方兴未艾。

2　细菌作为肿瘤基困治疗载体的机制

一种肿瘤基因治疗方法有用与否除了要有一种

有效的治疗基因外 ,还取决于 :1.必须有一定量表达

外源基因的载体达到肿瘤内 ;2.载体在肿瘤的微环

境内能有效地表达外源基因 ;3.通过一定的机制对

载体表达的时序及表达量进行调控。载体在到达肿

瘤细胞的过程中面临着生理、生化和免疫上的多重

障碍 :首先肿瘤组织血管增生 ,血流紊乱导致载体不

能全部进入病灶 ;目前所用的病毒和非病毒载体本

身的理化性质的限制使其较难穿过血管壁和组织间

质 ,肿瘤组织血管通透性和渗透压高 ,导致血管容易

外排己进入的载体 ;并且人类相对完善的免疫系统

通过免疫监视和免疫防御也破坏了载体的治疗作

用[10 ]。

现阶段所采用的载体大都无法克服这些障碍 ,

导致其在肿瘤内的有效浓度较低 ,定向性差 ;临床上

一般只能采用在肿瘤病灶原位注射治疗方案 ,对于

转移性肿瘤和内脏肿瘤往往束手无策。

病原菌自身的进化机制使其能逃过宿主体内的

免疫系统的监视 ,并能通过各种屏障到达特定部位。

以肠道病原菌伤寒沙门氏菌为例 ,它们能表达侵袭

基因 invA和 invG等 ,通过细胞侵袭作用进入肠道

上皮的巨噬细胞 ,逃脱巨噬细胞的胞内杀伤并使细

胞破裂 ,从而穿过肠壁进入细胞间质。再穿过血管

后 ,通过血流富集于肝、脾中[11 ]。现在国外对细胞

侵袭作用研究较多并找到一些相关的侵袭基因 ,有

人还找到超侵袭基因 (super invasion gene)即该基因

的引人会导致细菌侵袭效果显著增加。有人通过实

验进一步证实细菌只要能侵袭进入真核细胞 ,就能

够将遗传物质呈递给宿主细胞[12 ]。研究者将鼠疫

杆菌 ( Yersi nia pseudot uberculosis)编码的 312kb 的

侵袭基因 inV转至原本只在细胞外生活的大肠杆菌

中 ,使其也具有了侵袭细胞的能力 ,分别以 Hela 细

胞和 CHO细胞为模型 ,证明大肠杆菌能穿过细胞

膜进入胞内。研究者将带有绿色荧光蛋白 (green2

fluorescent protein GFP)基因的报道质粒导入细胞

壁合成缺陷型 (DAP - )且具有侵袭力的菌株 ,在侵

袭 2天后用流式细胞术 ( FACS)检测 ,只在细胞中发

现有表达 ,在细菌中未检测到表达 ;这表明细菌确实

是将质粒呈递给细胞来表达。同时他们还发现在经

X射线处理过的 (2500rads) He1a和 COS1细胞中也

能检测到表达 ,这说明和腺病毒不同 ,细菌还可以将

质粒呈递给不分裂的细胞。这种新的载体系统比原

来的载体所靶向的细胞谱更为广泛。

侵袭真核细胞并进行基因呈递使细菌可能成为

下一代的基因治疗载体 ,特别是现在还有人报道细

菌在细胞内呈递基因后会被宿主细胞杀死。当减毒

的志贺氏菌进入细胞传递质粒后 ,质粒编码的β2半
乳糖苷酶引起粘膜免疫 ,造成细菌被杀灭[13 ]。

在上文中提到的用伤寒沙门氏菌作为肿瘤基因

治疗载体研究中 ,载体对肿瘤有如此高靶向性的机

制现在还不是很清楚。Pawelek等认为[5 ]采用的营

养缺陷型菌株所需物质如芳香族氨基酸等在正常细

胞中含量极少 ,不足以满足细菌生长的营养需要 ,而

在细胞不断分裂的肿瘤“坏死区”( necrotic area)却

含量甚丰 ,导致细菌的相对集中 ;也有可能是某些粘

附分子存在导致细菌对肿瘤细胞有靶向性。

更令人感兴趣的是为何细菌本身对肿瘤就有如

此强的抑制作用。这可能存在多方面的原因。细菌

所含的脂多糖 (L PS)能刺激淋巴细胞增殖和分化 ,

诱发 TNF2α等细胞因子的产生 ,从而增强和扩大免

疫应答的能力。另外还可能是细菌和肿瘤细胞之间

进行营养竞争 ;细菌分泌蛋白水解酶杀伤肿瘤细胞。

3　存在的问题

虽然细菌在应用于肿瘤的基因治疗有它自身的

优势 ,但也存在着一些问题 ,如 :细菌携带的脂多糖

所诱发的全身性 TNF2α大量产生 ,对动物毒性太

大 ,更不可能应用于人体。但只要能在毒力与效力

之间找到平衡点 ,就能解决这些问题。Eisentein 等

在用减毒伤寒沙门氏菌抑制肿瘤生长的实验中发现

低剂量的沙门氏菌能更显著地延长荷瘤鼠的生存

期[4 ]。

人们以前的研究证实脂多糖分子上的脂质 A

(lipidA)是某些细菌引起机体炎症反应的主要活性

组分 ,而且从生物化学和遗传学上几乎全部弄清了

它在大肠杆菌体内的合成途径 ,并且找到了 lipidA

活化巨噬细胞使之释放 TNF2α过程中的关键基因
msbB。Pawelek 和 Low 等人在此研究基础之上用
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基因工程的方法重新改造了沙门氏菌[14 ] ,试图降低

脂多糖的毒性 ,使此种治疗方案能适用于临床。他

们敲除了鼠伤寒沙门氏菌的 msbB 基因 ,但仍保留

了该菌株的高侵袭力和芳香族氨基酸合成等营养缺

陷的特性。以前克隆的大肠杆菌和沙门氏菌突变株

如 kdo - 能够少量地诱发 TNF2α的产生 ,但却是温

度敏感型的条件致死菌 ,不适于在动物细胞中生存 ,

其应用受到限制。现在克隆的 msbB - 突变株则不

再受温度的限制 ,能够在动物细胞的环境中生存 ,仍

保持其在肿瘤细胞与在正常细胞中的高比例 (2000∶

1)和抑瘤活性 ,且不再大量诱发 TNF2α的产生。同
时 ,msbB - 突变株对多种抗生素都很敏感 ,这就避免

了细菌在体内大量繁殖造成脓毒和菌血症。这样使

沙门氏菌更能适用于人体进行基因治疗。

革兰氏阴性菌除脂多糖外 ,还有鞭毛等也能引

起 TNF2α的产生 ,所以有待于进一步对细菌作为载

体的安全性进行研究。

以上所提到的肿瘤治疗实验都是用鼠伤寒沙门

氏菌为载体 ,以小鼠为动物模型做的。但是 ,在真正

应用到人体时 ,用鼠伤寒沙门氏菌的效力和安全性

可能都不会很好。采用重组的人伤寒沙门氏菌尽管

在理论上是可行的 ,但在效力和安全性上都要经过

大量的研究和实践 :离临床应用仍有很大距离。

4　展望

因为肿瘤组织的一些特殊性 (代谢异常 ,营养丰

富 ,与机体的免疫系统隔离) ,肿瘤组织表现出对营

养缺陷型细菌的特异性富集 :细菌能够侵袭进入细

胞并呈递外源基因 ,这有可能成为高效特异的新型

肿瘤基因治疗载体。国外在这方面也处于起步阶

段 ,尽管已解决了脂质 A等细菌内毒素带来的安全

上的问题 ,但用细菌作基因治疗载体应用到临床 ,还

需要在安全性、效力以及一些基础研究上进行探索。
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Tumor2targeted bacterial as a novel anti2cancer vector

Abstract　Auxotroph bacterial can invade tumor cell and deliver therapy gene suggest to us that bacterial

can be made a novel anti2cancer vector. The article review the past and actuality ,mechanism and problem in the

research field.
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