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  文章编号: 1001- 3806( 2002) 02- 0159- 02

光敏寡核苷酸介导光动力净化白血病细胞

许川山  余  茜*  吴士明  唐建民

(第三军医大学新桥医院激光医学研究中心,重庆, 400037)

摘要: 如何有效清除造血干细胞移植物中残留白血病细胞一直是血液病学中的重要课题之一。目前,所有药

物净化方法收效甚微,这促使人们寻求新的高效净化策略。试图通过光敏剂修饰反义寡核苷酸介导光动力净化白

血病细胞,以期为临床有效净化造血干细胞移植物中残留白血病细胞提供新方法。
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Leukemia cell purging through photodynamic therapy with

oligonucleotide modified by photosensitizer
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( T he Resear ch Centre of Laser M edicine, X inqiao Hospital, T hird M ilitar y M edicine University , Chongqing, 400037)

Abstract: I t is still an important subject in hematology how to effectiv ely purge leukemia cell in hematopoietic stem

cell tr ansplantation. The up- to- date failure of all pharmacolo gical purg ing attempts has been promoting the development of

alternative strateg ies. A new clinical method to purg e leukemia cell through photodunamic ther apy w ith ant-i sense

oligonucleo tides modified by photosensitizer is pr ovided in the paper.
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引  言

造血干细胞移植是保证大剂量化疗和放疗安全用于治

疗白血病、乳腺癌等恶性肿瘤的有效措施。由于供受者之间

的HLA配型的相合性和年龄等的限制,白血病患者中能进

行异基因造血干细胞移植者不到 10%。在我国, 随着单亲

子女家庭的增多,血缘相近 HLA 配型相合的异基因造血干

细胞比例将更低。自体造血干细胞移植( ASCT )为不能进行

异基因造血干细胞移植 ( A llo- SCT ) 的病人带来了治愈的机

会,但 ASCT 面临一个严峻问题: 即移植后肿瘤的高复发率,

而移植物中残留的微量肿瘤细胞克隆增殖是其复发的主要

原因[ 1, 2]。因此, 有效清除移植物中残留的肿瘤细胞已成为

当前血液病和肿瘤学家的一个重要研究课题。

多年来,人们研究了多种净化自体造血干细胞移植物的

方法,但多为探索性的。迄今为止, 未找到一种简便、高效的

体外净化方法。

纵观国内外研究现状, 目前, 造血干细胞移植物中肿瘤

细胞体外净化技术仍然面临两大问题:

1. 现阶段研究较为完善的净化方法效力不高,不能彻底

清除恶性克隆细胞。

2. 缺乏特异性,对正常细胞有严重毒性作用, 影响造血

功能恢复或造价过高, 难以实施,因此, 新的有效净化方法有

待迅速建立。

光动力疗法 ( pho todynamic therapy, PDT ) 是一种继手

术、放疗和化疗而来的第 4 种特殊类型的肿瘤治疗方法。此

疗法的基本原理就是利用光敏剂选择性蓄积在恶性肿瘤组

织(或细胞) , 在适当波长的光激活下产生一系列光化学和光

生物学反应从而导致肿瘤细胞的不可逆损伤。近来,国内外

应用 PDT 体外净化 ASCT 中的肿瘤细胞取得令人振奋的成

果。PDT 不仅能有效清除 ASCT 中的肿瘤细胞 (白血病细

胞) , 而且毒副作用少, 对放疗、化疗不敏感(耐药)的肿瘤细

胞(白血病细胞) 同样具有杀灭作用, 具有诱人的应用前

景[ 3~ 5]。但当前国内临床上使用的光敏剂均为 H PD, YH-

PD, PSD- 007(癌光啉) ,在国外正式注册作为 PDT 药物的只

有 photofrinI I(光敏素 I I)。photofr inII 与 HPD 相比, 肿瘤光

生物活性高、毒副作用小。但是,不管是 HPD, photofrinII, 还

是 YHPD, PSD- 007都不是纯品,而且组成比例不稳定,排泄

缓慢, 易发生光毒反应,且对波长大于 630nm 的红光吸收很

低, 难与商品化的半导体激光器( 670~ 850nm)相匹配,限制

其临床应用[ 4~ 6]。因此, 寻找和研究新型 PDT 药物的工作

从未间断。目前, 国内外学者正致力于开发具有化学结构明

确、毒副作用少、最低电子跃迁的吸收光谱带向 PDT 更佳波

段( 700~ 900nm)延伸且便于与半导体激光器光源匹配治疗

较深层肿瘤的第 2 代 PDT 药物。已开发的苯并卟啉、内源

性卟啉、酞菁等被认为是很有潜力的第 2 代 PDT 药物。研

究表明, 对动物肿瘤和人皮肤癌的 PDT 治疗均有较好效果,
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且具有选择性杀伤白血病细胞的作用,有望成为治疗白血病

的骨髓净化剂和清除血液制品污染的抗病毒试剂[ 7~ 1 0]。尽

管第 2代 PDT 药物克服了光敏素的种种不足,有望成为法

定 PDT 药物, 但无论是第 1 代 PDT 药物, 还是第 2 代 PDT

药物, 它们均为结构非特异性药物, 其抑癌活性的发挥主要

依赖于/ 蓄积有较多光敏剂的肿瘤组织(细胞)在特定波长光

激活下产生的单态氧和羟自由基0 [ 11]。这决定了第 2 代

PDT 药物仍不是选择性和特异性很强的光敏药物。其选择

性和特异性均有待进一步的提高。我们在光动力治癌机理

的实验研究中发现转染野生型 P53基因和反义 bc-l 2 特异序

列可显著提高光敏剂的抑癌毒性, 增强对凋亡的易感性, 极

大地减少了光敏剂的用法 , 降低其毒副反应 (结果有待发

表)。因此,我们认为: PDT 联合基因治疗有利于提高体外

净化肿瘤细胞(白血病细胞)的效果。

反义寡核苷酸封闭技术是基因治疗的核心之一。根据

碱基互补原则人工合成的反义寡核苷酸能与靶基因 ( mR-

NA)特异地结合, 抑制靶基因 ( mRNA)的复制、转录、转运、

剪接、翻译和表达。是在基因或信使 mRNA 水平上的抑制。

因而其作用极具高度特异性和选择性。多年来, 其特异反义

抑制效应已在病毒及肿瘤细胞的抑制研究中得到肯定,现已

被引入 ASCT 的体外净化领域, 并显示良好的应用前

景[ 12~ 15]。但反义寡核苷酸封闭技术抑制作用的彻底有局

限性。为探索造血干细胞移植的体外有效净化方法,我们根

据光化学和反义寡核苷酸封闭的原理, 拟建立一种特异插

入、固定抑制的多重攻击的生物/ 导弹0型 PDT 体外净化方

法,为临床上体外净化自体造血干细胞移植物中残留肿瘤细

胞(白血病细胞)提供新的手段。其构想设计如下。

含肿瘤细胞的造血干细胞移植物+ 关键基因特异靶序列互补的反义寡核苷酸(光敏剂修饰) + 激光照射

y y y

  特异序列核酸 AO 形成的抑制作用   特定位置核交联,断裂反应   光动力学氧化作用

y

杀伤肿瘤细胞的生物效应

  按此构想设计的生物/导弹0型 PDT 体外净化方法最突

出的优点:就是充分利用了第 2 代 PDT 药物对肿瘤组织(白

血病细胞)的高亲和性及其对核酸嵌合裂解作用, 将其与反

义寡核苷酸偶联构建一类新型 PDT 药物, 使其定向到达癌

细胞,作为核酸的配基, 该新型 PDT 药物具有反义寡核苷酸

的特异性靶向作用,能在互补结合处附近发挥其特异性断裂

作用,既特异性抑制关键癌基因的表达,又利用光子+ 光敏

剂产生的光化学效应杀伤癌细胞,达到反义封闭和光化学净

化肿瘤细胞(白血病细胞)的双重目的, 这不仅极大地提高了

其净化效力 ,减少反义寡核苷酸和光敏剂的用量, 降低其毒

副反应, 而且使 PDT 药物及光动力疗法更具选择性和特异

性。同时, 本课题的研究不但可以带来极大的社会效益, 还

可创造可观的经济效益。因为课题的完成将促进一整套体

外净化肿瘤细胞新方法的建立, 从而解除病人疾苦, 节省额

外开支;其次, 新型 PDT 药物和配套激光器材的开发生产带

来的经济效益也是巨大的。此研究成果亦将为临床治疗其

他恶性肿瘤、病毒性疾病及新型 PDT 药物的开发研究提供

借鉴。
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