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静脉输注新型溶瘤腺病毒在体内复制活性与抑瘤的关系 *
周晓曦 李钦璐 黄 闪 姜利军 周剑峰 曹 阳△

（华中科技大学同济医学院附属同济医院 血液内科 湖北 武汉 430030）

摘要 目的：观察新型溶瘤腺病毒 M1 在体内代谢的时间及对肿瘤生长的抑制作用。方法：建立人胃癌裸鼠原位移植瘤动物模型，

在指定时间点处死动物，观察瘤体大小，分离原发瘤及转移瘤进行病毒滴度测定，采用免疫组化及原位杂交来检测病毒的分布和

活性复制。结果：在人胃癌裸鼠原位模型上，M1 经静脉输注后不仅分布于胃原发瘤，而且存在于转移灶，但用 M1 静脉内给药可

以减缓肿瘤生长速度。结论：静脉内输注溶瘤腺病毒可以选择性的作用于肿瘤及转移灶，并发挥溶瘤和靶向灭活 plk1 的双重效

应。
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引言

溶瘤腺病毒利用肿瘤细胞中的抑癌基因的缺陷或失活，选

择性地在肿瘤细胞内复制从而达到溶解肿瘤细胞的作用，而在

正常细胞中仅有少量存在，因此成为肿瘤治疗的一个具有前景

的策略[1,2]。尽管许多腺病毒载体已进入临床前期试验，其安全

性也得到了验证，但在临床应用中采取瘤体内直接注射的给药

方式，这种方式限制了溶瘤腺病毒的应用[3-6]，使其在体内无法

完全发挥效应，而治疗性腺病毒制剂的全身给药目前还未被广

泛接受，主要由于这种给药方式溶瘤腺病毒能否到达瘤体的原

发及播散的各处转移灶，并在肿瘤内有效的复制再感染尚未定

论。本研究采取原位组织学的方法，检测经静脉首次给药后各

时间点的病毒水平，对溶瘤腺病毒的复制效应做出评价，从而

为溶瘤腺病毒的给药途径提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 腺病毒 腺病毒 M1 由本试验室构建保存[7]，是将 5 型腺

病毒 E1A 区 pRb 的结合位点 121-129 位的氨基酸突变，构建

了 Adv5/dE1A；再将其 E36.7K/gp19K 区用反义的 plk1 cDNA
置换，构建了溶瘤腺病毒 M1。复制缺陷型腺病毒 Adv-TK 亦由

本实验室构建保存，是将 5 型腺病毒 E1A 区突变缺失后，再将

人 单 纯 疱 疹 病 毒 - 胸 腺 嘧 啶 激 酶 (HSV-TK) 插 入 E1 区

RSV-LTR 启动子下游，本实验中作为阴性对照。
1.1.2 细胞系和主要试剂 人胃瘤细胞株 MKN-45 为上海肿瘤

研究所李锦新教授惠赠，人胚肾细胞 293 由 ATCC 引进。抗腺

病毒鼠单克隆抗体购自 Chemicon 公司，SP 试剂盒、显色剂

DAB 为中杉金桥公司产品，原位杂交试剂盒为罗氏公司产品。
1.2 方法

1.2.1 腺病毒的扩增及保存 腺病毒感染 293 细胞，大量扩增，

48h 收获细胞，液氮 -37 度反复冻融三次，离心留取上清进行氯

化铯梯度超速离心提纯病毒，纯化后的病毒用含 10%甘油的

PBS 保存于 -80℃冰箱。
1.2.2 动物模型的建立及病毒制剂的使用 取人胃瘤模型鼠颈
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图 1 A 为 Adv-TK 处理组胃原发瘤切片组化结果，B 为 M1 处理组胃

癌原发灶的组化结果

Fig. 1 A, immunohistochemistry results of primary tumor of stomach

treated by Adv-TK; B, immunohistochemistry results of primary tumor of

stomach treated by M1

图 2 通过原位杂交手段分别检测经 Adv-TK 和 M1 处理的原位瘤及转

移灶中病毒复制活性

Fig. 2 Virus replication of primary tumor and metastasis treated by

Adv-TK and M1 with In situ hybridization

椎脱臼致死，无菌分离胃壁瘤体，在 Hank's 液中剪成直径 1-2
mm 的小块，将裸鼠麻醉，开腹，小心暴露胃壁，用剪刀划伤浆

膜层，将小块瘤组织缝在划伤处，关腹。在建模后 14 天，分为 2
组，每组 8 只，分别尾静脉注射 M1（1×1010pfu/kg）或 Adv-TK

（1×1010pfu/kg）。处理后分别于 3 天，一周，2 周，四周，六周处

死老鼠，测量肿瘤大小。
1.2.3 病毒定量测定 在注射腺病毒后的各时间点（30min、3
天、1 周、2 周、4 周、6 周）处死模型鼠，分离胃体原发瘤，肝脏，

转移灶，于液氮（-196℃）和水浴（37℃）中反复冻融 3 次，3000
rpm×10 min 离心取上清。同时心内穿刺取血，室温静置 10
min，3000 rpm×5 min 离心，取上清采用 TCID50 法，倍比稀释

感染 293 细胞测量病毒滴度。
1.2.4 免疫组化法检测腺病毒 烤片后二甲苯脱蜡，再依次经

过无水乙醇 -95%乙醇 -80%乙醇 -75%乙醇至水，3%过氧化氢

常温孵育 15 分钟，柠檬酸抗原修复后常温羊血清封闭，抗腺病

毒鼠单克隆抗体（1:200）4 度孵育过夜，PBS 洗片三次后孵育羊

抗鼠二抗，PBS 洗片三次再孵育卵白素，PBS 洗片三次后 DAB
显色，苏木素复染，再经盐酸氨水返蓝后梯度乙醇脱水至二甲

苯，晾干封片。PBS 代替一抗作阴性对照。
1.2.5 原位杂交法检测病毒的活性复制 所用探针与腺病毒的

相应区域 （包膜蛋白的纤毛区） 的编码序列互补，序列为

5'-GGAACTGGCCTTAGTTTTGACAGCACAGGTGCCATTAC
AG-3', 5' 端标记地高辛，由上海英骏生物有限公司合成。切片

经蛋白酶 K 消化 10 min （2.5 μg/ml，37℃），37 ℃预杂交 30
min，然后每片滴加杂交液 25 μL（含 1 μg/ml 地高辛探针），盖

上硅化盖玻片，变性（100℃，10 min），42℃杂交 16 h。递减 SSC
漂洗切片。碱性磷酸酶偶联抗地高辛抗体（稀释度为 1：1000）
4℃孵育过夜，BCIP/NBT 显色，核固红复染。杂交信号呈紫蓝

色颗粒。
1.3 统计学处理

本实验数据以均数±标准差表示，用 SPSS11.5 软件 ANO-
VA 检验数据间的差异显著性，各组间的差异比较用 t 检验，

P<0.05 为差异显著性。

2 结果

2.1 静脉输注 M1 后原发瘤和转移瘤中病毒感染的观察

在肿瘤种植后 4 周，处死模型鼠，摘取胃壁原发瘤进行免

疫组化分析，以 Adv-TK 作为复制缺陷型腺病毒的对照。与

Adv-TK 处理组相比，M1 处理组肿瘤的原发灶可见更多的病

毒颗粒，由局部播散至整张切片，这证实静脉内输注腺病毒能

够有效感染体内肿瘤灶。
2.2 静脉输注 M1 后原发瘤和转移瘤病毒复制活性的观察

本研究采用原位杂交检测腺病毒纤毛蛋白基因的转录作

为病毒活性复制标志。在 M1 处理组的原发瘤，肝转移灶和淋

巴结转移灶上出现明显的阳性信号，在周围相对正常组织上信

号明显减弱，而 Adv-TK 处理组则几乎观察不到活性病毒复

制。
2.3 静脉输注 M1 后不同时间点病毒水平的检测

为了比较静脉输注腺病毒后的动力学分布，分别在病毒输

注后的不同时间点处死模型鼠，收取血清，原发瘤和转移瘤

（肝，腹腔），采用 TCID50 法检测 M1 和 Adv-TK 的水平。发现

病毒很快从循环中清除，输注 3 天后血清中就检测不到腺病

毒。在肿瘤病灶（包括原发瘤和转移瘤），均在病毒输注后 30 分

钟即可在瘤体中检测到病毒，其滴度波动在 104 到 106pfu/g 之

间，这一点 M1 与复制缺陷型的对照 Adv-TK 表现基本一致。
但 M1 处理组，原发瘤和转移瘤的病毒滴度缓慢下降 2 周后又

出现回升，平均滴度达到 103pfu/g；而 Adv-TK 处理组，其病毒

滴度逐渐下降，6 周后几乎检测不到。这一结果再度证实，静脉

内输注 M1 能够感染原发肿瘤和远隔的转移肿瘤，而且 M1 在

体内也表现出优先在肿瘤灶复制的选择性特点。

2.4 腺病毒 M1 能够延缓肿瘤生长

在肿瘤原位种植后 2 周静脉输注 M1（此时肿瘤直径约 5
mm）。六周时处死老鼠，经过测量原位肿瘤大小，可见，M1 处理

组瘤体大小明显比 Adv-TK 处理组小。

3 讨论
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图 3 采用 TCID50 法分别检测不同时间点，外周血、胃原发瘤及转移

癌中 M1 和 Adv-TK 的水平

Fig. 3 The expression level of M1 and Adv-TK in peripheral blood,

primary tumor of stomach and metastasis assayed by TCID50 in different

time

图 4 六周时 Adv-TK 及 M1 处理组胃部原位肿瘤大小比较

Fig. 4 In six weeks, the size of primary tumor of stomach treated by Adv-TK and M1

腺病毒（ADV）基因治疗应用于临床肿瘤实践已有十多年

历史，例如重组人 P53-ADV 注射液和溶瘤病毒药物重组人

ADV5 注射液 （H101） 已通过中国国家食品药品监督管理局

（SFDA）批准，成为世界上首先获准上市的基因治疗新药；FDA
也已批准 ADV 治疗淋巴瘤残留 / 转移病变进入三期临床研究
[8]。可见腺病毒在肿瘤治疗中的运用是有广阔前景的。

本文所用的腺病毒 ADV-TK 由于缺失了复制增殖所必须

的基因，所以不能在除包装细胞外的细胞中复制。而 M1 是由

本实验室对人体普通感冒腺病毒重新加以改造，设计出的新型

杂交病毒，较 ADV-TK 具有以下特点：(1)野生型腺病毒感染细

胞时，通过 E1A CR2 结构域与细胞中的 Rb 蛋白结合，使得原

本与 Rb 蛋白结合的 E2F 游离，促使细胞由 G1 期进入 S 期，从

而使静止期细胞进入细胞周期以利于病毒 DNA 复制。而腺病

毒 M1 正是缺失了 CR2 结构域，使得腺病毒只能在 Rb 信号通

路异常的肿瘤细胞中增殖[9]。正因如此在肿瘤治疗中，由于 M1
的生存和生产以肿瘤细胞为宿主，故其治疗剂量不依赖初始给

药的剂量，M1 在肿瘤内可形成持续性感染直至肿瘤细胞被杀

灭。(2)M1 中用反义 plk1 代替 E36.7K/gp19K 区，一方面降低了

病毒的免疫原性同时使外源性目的基因选择性地在肿瘤细胞

中高效复制，沉默肿瘤细胞中过量表达的 plk1，使其分裂停滞

甚至凋亡[10]。

静脉内输注 M1 能够感染原发肿瘤和远隔的转移肿瘤，而

且 M1 在体内也表现出优先在肿瘤灶复制的选择性特点。转移

的发生代表着肿瘤发展到了终末期，前期研究结果证实，溶瘤

腺病毒 M1 与顺铂联用可以有效控制原位肝癌模型鼠的原发

瘤和转移瘤生长。但考虑腺病毒具噬肝性，由静脉进入体内后

多积聚在肝脏，本文我们采用一个新的人胃癌原位裸鼠模型，

来精准评价 M1 静脉内输注后的抗转移效应。与以前的研究模

型相比，人胃癌原位裸鼠移植模型肿瘤生长迅速，高度侵袭，

100%发生转移，这些特性为本研究提供了一个良好的肿瘤转

移模型[11-13]。
虽然肿瘤在经过 M1 处理后生长减缓但仍然很难达到根

治的目标，分析原因，病毒基因治疗的效果取决于机体与病毒

参数间的平衡，包括初始荷瘤体积，病毒的复制能力和机体抗

病毒免疫反应[14]。因此，一旦发现肿瘤或手术切除后尽早使用

是提高病毒效果的一个可行方案，同时还应采取与传统肿瘤治

疗方法（放化疗等）联用等手段，帮助病毒克服结构屏障，在肿

瘤组织内扩散，如我们前期研究证实，M1 与顺铂联用可降低顺

铂耐药肿瘤的转移发生率[15-17]。其主要协同机制尚不清楚，可能

涉及到病毒基因与活化的宿主细胞因子间的相互作用增强病

毒对肿瘤细胞的杀伤效应[18-19]。
本研究证明，静脉内输注溶瘤腺病毒可以选择性的作用于

肿瘤及转移灶。这位今后腺病毒在肿瘤中的应用提供了新的方

式。
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