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摘要:自杀基因治疗是肿瘤基因治疗的手段之一 ,治疗效果与自杀基因能否被高效 、选择性的导入肿瘤细胞有关。肿瘤选择

性复制型腺病毒(Conditionally replication adenovirus , CRAds)可以特异性的在肿瘤细胞中复制 , 在复制的同时所携带的治疗基因也

大量表达。由 CRAds 介导的自杀基因 ,实现了对肿瘤的病毒治疗和基因治疗的结合 , 提高了治疗效率和使用复制型腺病毒的安

全性。
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ABSTRACT:Suicide gene therapy is one of the approaches of tumor gene therapy.The effect of suicide gene therapy approach is con-

cerned with genes can be delivered efficiently and selectly to the tumor site.Conditionally replication of adenovirus in tumor tissue leads to amplifi-

cation of the input dose at the tumor site , while the adenovirus-mediated gene can also largely replicate.Conditionally replication adenovirus that

contain sucide gene combine the advantages of virotherapy and suicide gene therapy , in addition , are improved significantly in both efficacy and

safety.
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　　肿瘤选择性复制型腺病毒(CRAds)也称为溶瘤型腺病毒

(Oncolytic Adenovirus), 由于这类病毒利用肿瘤与正常组织细

胞结构或代谢途径上的差异 , 可较特异性地在肿瘤细胞内复

制 ,最后裂解肿瘤细胞。释放的病毒颗粒可继续感染邻近的

肿瘤细胞。CRAds在复制的同时还可使所携带的外源基因大

量表达。因此CRAds 不仅具有溶解肿瘤细胞的作用 , 能用于

肿瘤病毒治疗 ,还是高效特异的携带治疗基因的载体。

自杀基因(suicide gene)在肿瘤细胞内的表达 , 可以将无毒

的药物原形(produrg)转化为有细胞毒性的药物(drug), 达到特

异杀死肿瘤细胞的目的。 目前已发展了多种自杀基因/前药

系统 , 研究最多的是单纯疱疹病毒 I 型胸腺嘧啶激酶/戊环鸟

苷系统(HSV-tk/GCV)。临床 I期实验表明 HSV-tK/ GCV 系

统 ,具有良好的肿瘤杀伤效果[ 1] 。

本文对 CRAds和自杀基因 , 以及两者结合在肿瘤治疗中

的研究进展做一个综述。

1　肿瘤选择性复制型腺病毒

1.1　构建肿瘤选择性复制型腺病毒的方法

目前构建 CRAds 的方法主要有两种:(1)突变与腺病毒复

制有关的早期基因 , 使腺病毒只在某些肿瘤抑制基因缺陷的

肿瘤细胞内复制 , 而在正常细胞中不复制。(2)采用肿瘤特异

性启动子调控与腺病毒复制有关的早期基因如 E1A 或 E1B 的

表达。

1.1.1　突变与病毒复制有关的早期基因:E1B 是腺病毒表达

的早期蛋白之一 , 对于腺病毒的复制十分重要 , 正常细胞中

p53基因产生的 p53 蛋白能与 E1B 蛋白结合抑制腺病毒的复

制。腺病毒 dl1520(也称为 ONYX-015)E1B 基因突变 , 不能

形成有功能的 E1B-55KD蛋白。当 E1B 缺陷的腺病毒感染到

p53 功能正常的细胞时 , p53 发挥“基因卫士”的作用 ,阻止腺病

毒的繁殖 ,病毒对细胞的毒性作用也较小。当这种病毒感染

p53 突变的肿瘤细胞时 ,由于没有 p53 的抑制 , 病毒大量繁殖 ,

最终使细胞破裂死亡。这种方法巧妙地利用了大多数肿瘤细

胞 p53 功能缺陷的特点 , 可使腺病毒的复制限于肿瘤细胞。

临床前期实验研究表明 dl1520 可以有效的使肿瘤体积变

小[ 2-3] 。

另外的一个策略是突变腺病毒 E1A 保守区域 2。 E1A 是

·51·　　　　　现代生物医学进展　　　Progress in Modern Biomedicine　　　2006　Vol.6　No.7　　　　　

 基金项目:国家高技术研究发展计划“973”项目资助(NO.2004CB518800)

作者简介:张巨峰 ,(1973-),男 ,博士研究生 ,讲师 ,主要研究方向:肿瘤基因治疗

通讯作者:黄倩 , E-mail:huangq@online.sh.cn

(收稿日期:2006-05-18　接受日期:2006-06-15)



病毒基因组第一个表达的基因 , E1A 病毒蛋白与 pRb 结合后 ,

导致与 Rb 结合的 E2F转录因子的释放 , 刺激细胞从G1 进入S

期 ,以利于病毒基因组复制。在 E1A-CR2区域的缺失可以抑

制E1A 与pRb的结合 , 这样可使 E1A-CR2 区域缺失的病毒复

制限制在 Rb 基因缺如的肿瘤细胞中。

1.1.2　肿瘤特异性启动子调控腺病毒的复制:某些肿瘤表达

特异的“肿瘤标志”蛋白 , 如前列腺癌高表达 PSA , 肝癌高表达

AFP。而另外一些肿瘤 , 对正常分泌的激素敏感性增高。 如乳

腺癌 , 对雌激素敏感。用“ 肿瘤标志”蛋白的启动子调控 E1A

基因的表达 ,可以使腺病毒选择性的在肿瘤细胞中复制。如

利用大多数的肿瘤细胞中端粒酶活性增高 , 由端粒酶反转录

酶启动子(TERT)调控 E1A 的腺病毒 TEhRT-Ad[ 4]可以选择性

的在端粒酶活性高的细胞中复制。目前用“肿瘤标志”蛋白的

启动子调控的 CRAds 集中在胰腺癌 、乳腺癌 、前列腺癌 、肝癌 、

黑色素瘤 、肺癌 、结肠癌 、成神经细胞瘤 、卵巢癌等的治疗中。

1.2　CRAds 用于肿瘤病人的临床实验

dl1520(ONYX-015)是第一个用于临床试验的 CRAds , 起

初是采用肿瘤内注射 dl1520 来治疗头颈部肿瘤和肺癌。 在观

察到腺病毒在瘤内使用的安全性和生物学活性后 ,以后的试

验中采用了系统给病毒的方式 , 如 dl1520 经腹腔注射来治疗

卵巢癌 ,经肝动脉注射来治疗结肠癌的肝转移患者。也大胆

尝试通过静脉给予 dl1520 来治疗其它的肿瘤。这些研究表

明 ,在局部和系统给予 dl1520 后 , 人体能耐受高滴度的 CRAds

(2×1012-2×1013 颗粒数)[ 5] 。全身给予腺病毒后 ,可以到达

肿瘤组织。不管给病毒的途径 、和肿瘤的类型 , 在治疗的所有

病人中 ,都会产生抗病毒的抗体 , 但抗体的反应不会阻断病毒

的生物学效应。也没有发现有临床意义的肝脏和其它器官的

的毒性反应。感冒样症状(发烧 、寒战 、衰弱)是最主要的毒性

反应。更为重要的是 , CRAds 表现出在肿瘤内特异的复制和对

肿瘤细胞的杀伤。在一些肿瘤类型中与化疗药物联合使用 ,

可以提高疗效([ 6])。

进一步的研究集中于改善病毒复制的效率 、对肿瘤选择

性的提高和杀伤肿瘤细胞的能力。

2　单纯疱疹病毒 I型胸腺嘧啶激酶/戊
环鸟苷系统(HSV-tk/GCV)

GCV本身无毒性 , 在HSV-tk作用下 , 变成GCV单磷酸盐

(GCV-MP), 再经内源性细胞激酶作用转化为其二磷酸盐

(GCV-DP)和三磷酸盐(GCV-TP), 后者与 dGTP竞争来抑制

DNA的合成。HSV-tk 催化GCV转化的作用比哺乳动物细胞

胸腺嘧啶激酶强 1000 倍。

Ram[ 7]用逆转录病毒介导的 HSV-tk 基因(Rv.HSV-tk),

肿瘤内注射 ,再系统给予前药 GCV , 来治疗恶性脑瘤患者(MG

n=12)。15 例患者中的 4 例产生抗肿瘤反应 , 其中一个神经

胶质瘤患者肿瘤消失 , 在基因治疗后的 50 个月内没有复发。

Klatzmann[ 8]和 Shand.[ 9]用同样的方法治疗 12 例和 48 例复发

性神经胶质瘤患者。治疗结果中各有一个患者显著延缓肿瘤

生长 ,各达到至少 34 和 24个月。

但 Rainov[ 10]在进行的大规模的临床 Ⅲ期基因治疗试验

中 ,得出的结论不支持上述的观点。试验中 248 个原发脑肿瘤

患者随机分组 ,都接受手术治疗和化疗 ,伴或不伴有 HSV-TK

基因治疗。HSV-TK 是由逆转录病毒介导的 , 注射到手术切

除肿瘤的部位 , 随后系统给予 GCV。 结果辅助的基因治疗并

没有提高常规疗法治疗后肿瘤生长抑制率 、平均生存率。 Pu-

umalainen
[ 11]
以 LacZ基因标记逆转录病毒经导管注射到恶性胶

质瘤 ,五天后 X-gal染色显示标记基因局限于血管样结构的

细胞中。绝大部分肿瘤组织没有被转导的细胞。原位杂交检

测 HSV-tk 基因表达的 mRNA 也仅仅局限于注射部位的周

围。同样的研究方法 , 发现腺病毒尽管转导效率高于逆转录

病毒 ,但也仅仅在肿瘤组织的小范围内。那么从这里可以看

出 Rainov 进行基因治疗失败的原因有可能由于逆转录病毒体

内转导效率低 , 治疗基因表达局限在邻近针头的范围内所造

成的。

Sandmair
[ 12]
比较了复制缺陷型逆转录病毒介导的 HSV-

tk(Rv.HSV-tk)和复制缺陷型腺病毒介导的HSV-tk(Ad.HSV

-tk)治疗效果。所有研究的恶性胶质瘤患者都进行了手术切

除和放射治疗。7 名患者接受了 Ad.HSV-tk 治疗 , 另外的 7

名患者接受了 Rv.HSV-tk治疗。随后两组都静脉给予 GCV。

平均生存时间 Ad.HSV-tk 治疗组(15 个月)显著长于(P<0.

012)Rv.HSV-tk 治疗组(7.4个月)。Immonen[ 13]对 Ad.HSV-

tk 治疗恶性胶质瘤患者的效率做了进一步的研究 , 结果也表

明 Ad.HSV-tk 治疗的有效性。

综上所述 ,HSV-tk/GCV 系统的治疗效率很大程度上依

赖载体的转导效率和表达的情况 , 开发高效的载体系统成为

基因治疗的关键。

3　条件复制型腺病毒介导的自杀基因
HSV-tk/GCV系统在肿瘤治疗中的应用

尽管 CRAds 理论上在正常人类细胞中复制效率很低 , 但

安全性仍然要引起重视。 腺病毒还具有免疫原性 , 引起的免

疫反应可以清除掉机体内的腺病毒剂量 , 从而影响腺病毒的

反复使用 ,减弱抗肿瘤效果。 因此有必要结合另外的治疗策

略 ,达到(1)提高单位剂量的治疗效率 , 减少病毒的使用量 , 降

低免疫反应的水平;(2)能有效控制病毒的复制和传播 , 提高

安全性。 CRAds和自杀基因的结合可以显著提高效率和安全

性。下面从这两个方面做一介绍。

1998年 , Wildner[ 14] 构建了表达 HSV-tk 基因的溶瘤性腺

病毒(Ad.TKRC), 其 E1B55kDa 区缺失。 在 A375 黑色素瘤 、

ME180 宫颈癌裸鼠肿瘤模型中 , 比较 Ad.TKRC 和 Ad.TK 体内

的治疗效果时发现。Ad.TKRC 单独使用的效果等同于 Ad.TK

加上 GCV 使用的效果 ,都可以使接种 A375 黑色素瘤裸鼠的存

活时间增加两倍 , 有 20%接种 ME180 宫颈癌裸鼠长期存活。

在Ad.TKRC 使用三天后 , 给予 GCV治疗 , 则接种两个不同肿

瘤的裸鼠存活率显著延长 , 60%接种 ME180 宫颈癌裸鼠存活

超过 160天。说明 Ad.TKRC 单独应用就有抗肿瘤的作用 , 与

HSV-tk/GCV 联合后 ,显著改善 Ad.TKRC 的治疗效果。 在对

接种了 LS180 、HT-29 结肠癌的裸鼠进行同样研究也得到相

同的结果
[ 15]
。

前药是否能抑制携带自杀基因的 CRAds 的复制和传播

呢? 是否能根据需要来清除掉机体内的腺病毒 , 消除使用复

制型腺病毒引起安全性的担忧。 Freytag[ 16] 用 Southern 的方法

观察 FGR(E1B55kDa区缺失 , 携带 CD/TK融合基因的复制型

腺病毒)感染肿瘤细胞系(U251 , DU145 , HT29)后不久 , 给予不

同浓度的前药 GCV。HSV-TK/GCV 系统在较低的前药浓度

时 ,就可以抑制病毒 DNA 的复制 ,提高前药的浓度时 , 可以最

大限度的抑制 FGR复制。这样也带来一个问题 ,在注射腺病
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毒后 ,什么时间给予前药 , 和给予多大的剂量都将影响对肿瘤

治疗效果。Wildner
[ 14]
在给予前药的时间上进行了初步研究。

单独用Ad.TKRC 和注射 Ad.TKRC 一天后即给予 GCV ,对接种

了ME180 宫颈癌裸鼠治疗效果没有差异。而在注射 Ad.TKRC

三天后再给予GCV , 疗效显著增加。说明在给予GCV时 , 应该

有Ad.TKRC 充分感染体内肿瘤细胞的时间。但不同前药的

剂量在不同时间点对携带自杀基因的 CRAds 杀伤肿瘤细胞的

效果影响 ,目前还没有详细的研究。

有趣的问题是 , 如果使用前药完全抑制了携带自杀基因

的 CRAds复制时 ,治疗效果会是什么情况? Freytag [ 16]发现 , 尽管

一定浓度的前药最大限度的抑制了 FGR复制 , 但 FGR导致的

细胞病变效应依然随着前药的浓度的增加而提高。这提示由

自杀基因/前药系统所导致的细胞病变效应要强于由病毒复

制所引起的细胞病变效应。然而到目前为止再没有类似的研

究 ,这个现象究竟是特殊性还是普遍性 , 仍需值得关注。

Freytag [ 17]第一次在人类基因治疗实验时 , 使用 CRAds 作为

治疗基因的载体。 实验中构建的重组选择性复制型腺病毒

(Ad5-CD/ TKrep)携带胞嘧啶脱氨酶(CD)/单纯疱疹病毒 I 型

胸腺嘧啶激酶(HSV-tk)的融合基因。 选取 16 名再发性的前

列腺癌患者 , 分为四个组。 对患者分别肿瘤内注射(1010、

1011、1012 病毒颗粒数)的Ad5-CD/TKrep , 两天后 ,给予 5-FC

(150mg/kg/ day)和 GCV(10mg/kg/ day)药物 ,连续一周(前三组)

或2 周(第四组)。没有发现 Ad5-CD/TKrep 剂量增加引起的

毒性。 94%患者没有明显的副反应。 44%的患者血清中 PSA

抗原下降超过了 25%, 19%的患者的血清中 PSA 抗原下降超

过了 50%。组织化学方法检测到肿瘤内的自杀基因的表达和

组织细胞的坏死。尽管 76天后 ,在患者的血中依旧能检测到

Ad5-CD/TKrep的 DNA , 但在患者的血清和尿中没有检测到具

有感染力的腺病毒。研究结果表明了 Ad5-CD/ TKrep 结合前

药对前列腺癌患者治疗的安全性和有效性。

4　问题和展望

近几年对CRAds 构建做了大量的工作 , 不同的 CRAds 用

于肿瘤治疗的时候 ,效率和安全性始终是研究者关注的问题。

在CRAds结合自杀基因/前药系统时 ,动物实验和临床 I 期实

验研究表明 , 可以提高重组的 CRAds 治疗效率和安全性。但

可以看出 ,给予重组 CRAds 的形式多数还局限于瘤体内注射 ,

治疗的肿瘤也局限于一些实体瘤。而体内深部器官的肿瘤和

转移性肿瘤要求能系统给于CRAds ,这要求 CRAds 还要具有组

织靶向性和更加特异性的只在肿瘤中复制 , 未来为满足这两

个方面要求 ,还要对 CRAds 改造策略不断的进行完善。
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