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0　引言

受某些肿瘤患者在感染病毒后出现自发性肿瘤

缓解这一现象的启发 ,早在上个世纪初便有溶瘤病

毒治疗的研究[1] 。腺病毒发现后不久也曾被用来

治疗头颈部恶性肿瘤 ,注射腺病毒后肿瘤有不同程

度缩小 ,但治疗后肿瘤易复发 ,效果难以持久 ;直到

1996 年 ,Bischoff等[2]首次报道去除部分 E1B的重

组腺病毒 Onyx2015 能在 p53 异常的肿瘤细胞选择

性复制引起肿瘤杀伤作用 ,溶瘤腺病毒研究才再次

受到广泛关注并且发展迅速 ,出现了许多新型溶瘤

腺病毒种类 ,使溶瘤腺病毒成为恶性肿瘤一种新的

治疗平台。

1　溶瘤腺病毒的作用机理[1 ,3-5 ]

许多种 DNA 病毒 ,如腺病毒、SV40、HPV216

等都可以改变宿主细胞细胞周期 ,其原因主要是病

毒产生一些蛋白作用于宿主细胞细胞周期调节蛋

白 ,使静止期细胞进入细胞周期以利于病毒 DNA

的复制。不同病毒影响细胞周期的机制不一 ,腺病

毒主要通过 Rb和 p53 细胞信号通路干扰宿主细胞

细胞周期。

1.1 　Rb和 p53 细胞信号通路 (见图 1) :Rb (眼癌蛋

白 ,retinoblastoma protein )的作用是与 E2F (使细胞

从 G1期进入 S期的一种转录因子)结合 ,细胞内游

离 E2F水平下降 ,细胞由 G1期进入 S期受阻 ,细胞

分裂增殖受抑制。与此同时 ,E2F 也促进 p14ARF

和 cyclinE 等物质的产生 ,其中 p14ARF 通过Mdm2

(泛素连接酶途径)减少 p53 降解并在核仁周围聚

积。p53 与细胞周期停止 (cellc yclearrest )基因和凋

亡诱导基因 (如 p21 WAF1和 Bax 基因等)上游的 p53

反应子结合从而阻止静止期细胞进入细胞周期或诱

导细胞凋亡。通过 Rb 和 p53 细胞信号通路 ,宿主

细胞的分裂增殖处于动态平衡。

图 1　细胞 p53和 Rb细胞信号通路

促进 :—→;抑制 :—◆

1.2 　腺病毒对细胞周期的影响 　腺病毒的基因组

包括 4个具有调节功能的早期转录单位 (earlytran 2
scriptionunits ) ,即 E1、E2、E3和 E4,和 1 个晚期转

录单位 (latetranscri ptionunits ) 。E1分两部分 ,E1A

和 E1B。如上图所示 ,E1A 与 Rb 结合释放游离

E2F,细胞由 G1 期进入 S期 ;腺病毒同时编码产生

E1B55k和 E1B19k两种蛋白分别抑制 p53 和 Bax,

使宿主细胞的分裂增殖不受 p53 细胞信号通路所抑

制 ,大量宿主细胞由静止期进入分裂期 ,腺病毒得以

大量复制繁殖。而去除 E1A基因的腺病毒感染宿

主细胞时不能编码产生 E1A蛋白使游离 E2F释放 ,

G1期细胞不能进入 S期。同样 ,去除 E1B基因的腺

病毒即使可以产生 E1A蛋白使宿主细胞由 G1 期进

入 S期 ,但进入分裂周期的细胞也会通过 p53 信号

通路发生凋亡或分裂受阻。因此 ,去除 E1A或 E1B

基因的腺病毒在 Rb和 p53 细胞信号通路正常的宿

主细胞无法进行复制增殖 ,只有在 Rb 或 p53 信号

通路异常的肿瘤细胞才能增殖使细胞受损。溶瘤腺

病毒便是基于此原理产生。目前溶瘤腺病毒的构建

主要通过基因工程的方法去除腺病毒基因组上的部

分基因 (如 E1A或 E1B等)或将肿瘤特异性启动子

·342·肿瘤防治研究 2004 年第 31卷第 4期



置于主要复制调节单位 (如 E1A)前构建而成。

2　溶瘤腺病毒的种类及应用

2.1 　第一类溶瘤腺病毒 ,主要包括 Onyx2015 和

Ad52D24两种 ,能选择性杀伤 Rb 或 p53 细胞信号

通路异常的肿瘤细胞。

2.1.1 　Onyx2015, 早期被称为 dl1520, 是去除腺病

毒基因组 E1B区中 827 个碱基对并通过点突变在

编码区产生一个终止密码子构建而成。此病毒感染

正常宿主细胞时即使可以编码产生 E1A蛋白使 Rb2
E2F结合物分离释放游离 E2F, 感染细胞由 G1期

进入 S 期 ,但由于不能编码产生 p53 抑制蛋白

E1B55K, 进入分裂期的感染细胞通过 p53 信号通路

发生分裂受阻或细胞凋亡 ,细胞内的腺病毒不能得

到有效复制。在 p53 信号通路功能异常的细胞中 ,

进入分裂期的感染细胞不会通过 p53 信号通路发生

分裂受阻或细胞凋亡 ,细胞大量增殖 ,细胞内腺病毒

便大量复制从而使细胞溶解[3] 。1996 年 ,Bischoff

等[2]首次报道 Onyx2015 能在 p53 异常的肿瘤细胞

选择性复制引起肿瘤杀伤作用。他们对具有野生型

p53 基因的肿瘤细胞 ( RKO 或 A2780 )进行改建获

得 p53 缺陷细胞株。应用 Onyx2015 在相同条件下

感染两种细胞株 ,发现 Onyx215 不能在 RKO 或

A2780 中复制繁殖 ,而在 p53 缺陷细胞株中能够大

量复制 ,极少量的 Onyx215 便可引起受染细胞溶

解。此后的体外、体内动物实验均提示 Onyx2015

具有很好的肿瘤选择性杀伤效果[6,7] 。但后继也有

研究发现 Onyx2015 能在 p53 正常细胞中复制产生

杀伤作用 ,而在 p53 异常细胞中也有可能不复制[8] 。

Ries等[9]认为这种异常现象可能与 p14ARF 功能异

常有关。因为 p53 的降解主要是 Mdm2 和 p14ARF

两者共同作用的结果。Mdm2 (泛素连接酶)使 p53

与蛋白酶体结合进行降解 ,而 p14ARF 则能与

Mdm2 结合使后者不能与 p53 结合 ,因此能够稳定

p53。当 p14ARF 功能异常时 ,即使 p53 基因正常 ,

其编码产生的 p53 蛋白也不能稳定存在 ,p53 信号

通路功能同样失常 ,此时 Onyx2015 同样可以大量

复制破坏细胞。

至 2002 年共有 250 位肿瘤患者接受 Onyx015

治疗 ( Ⅰ～Ⅲ期临床试验) ,肿瘤类型包括头颈部恶

性肿瘤、胰腺癌、卵巢癌、大肠癌肝转移等。单独应

用 Onyx215 治疗的肿瘤完全缓解率约 14%, 约有

40%～80% 患者肿瘤处于稳定状态[3,10,11] 。令人

感兴趣的是 Onyx2015 与化疗药物 (如顺铂、52Fu

等)联合应用时具有明显协同效应。迄今疗效最好

的临床试验结果便是同时应用 Onyx2015 和顺铂以

及 52Fu 治疗晚期头颈部肿瘤 ,肿瘤缓解率可达

63%, 其中 27%完全缓解 ,而且其他患者的病情在

治疗期间都未进一步恶化[12] 。

2.1.2 　Ad52D24,E1A 能够结合并使 Rb失活 ,释放

出游离 E2F, 使 G1期细胞进入 S期 ,腺病毒因而可

以复制将宿主细胞溶解。E1A与 Rb结合的肽链片

段主要是 30～60 位和 120～127 位氨基酸 ,去除其

中任何一个片段均会使 E1A 不能与 Rb 结合。

Fueyo等[13]将负责编码 120～127 位氨基酸的 24个

碱基对系列 (9192943)去除构建一种新的溶瘤腺病

毒Ad52D24。Ad52D24不能结合 Rb使其失活 ,宿主

细胞不能进入细胞分裂周期 ,因此 Ad52D24 仅能在

Rb异常的肿瘤细胞中复制产生杀伤作用。体内实

验提示该腺病毒对人神经胶质瘤有很好的溶瘤效

果 ,单一用药肿瘤抑制率达66.3% ,肿瘤局部多处注

射治疗裸鼠种植瘤的肿瘤抑制率可高达83.8% 。与

Onyx2015 相似 ,肿瘤细胞 (特别是恶性肿瘤)表面腺

病毒 CAR受体数目少 ,限制了 Ad52D24 进入宿主

细胞。Fueyo等[14] 在另一项研究中应用基因工程

方法将Arg2Gly2Asp (RGD)编码基因亚克隆至Ad52
D24腺病毒基因组上构建 Ad52D242RGD,使圆头纤

维上的 RGD 含量明显增加 ,通过与肿瘤细胞上的

整合素相互作用提高腺病毒的感染率。体内实验证

实此腺病毒的肿瘤杀伤作用比 Ad52D24 强大 ,经

Ad52D242RGD治疗的荷瘤裸鼠有 60%生存期超过

4个月 ,而 Ad52D24治疗组仅为 15% 。E1A突变型

重组腺病毒的肿瘤选择性杀伤作用在其他多项实验

中得到进一步证实 ,而且其抑瘤效果甚至比 Onyx2
015 更好[15,16] 。

2.2 　第二类溶瘤腺病毒 ,是将肿瘤特异性启动子放

置于腺病毒某些必需基因 (目前主要是 E1A)前面

驱动这些基因的转录翻译 ,使腺病毒仅能在肿瘤细

胞中复制起到特异性溶瘤效果。Hermandez2Alcoce2
ba 等[17] 用含雌激素反应元件 (estrogen2responsive

elements,EREs )的启动子替代 E1a和 E4启动子驱

动 E1a和 E4构建重组腺病毒 Ad5ERE2 。体外实验

证实 Ad5ERE2 能够选择性抑制 ER ( + )的人乳腺

癌细胞株而对 ER ( - )的人乳腺癌细胞抑瘤作用明

显减弱。绝大多数肿瘤端粒酶活性明显增强 ,主要

与人端粒酶逆转录酶 ( humantelomerasereverse

transcri ptase,hTERT ) 转录水平升高有关。Wirth

等[18]构建了含人端粒酶逆转录酶启动子驱动的

E1A基因的重组腺病毒 hTERT 2Ad, 体外实验证实

此腺病毒能在端粒酶 ( + )的肿瘤细胞中大量复制 ,

而在端粒酶 ( - )的细胞中则复制能力极低 ,其肿瘤

杀伤能力比 Onyx2015 强 ,与野生型腺病毒相近。
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2.3 　第三类溶瘤腺病毒 ,以溶瘤腺病毒为载体携带

自杀基因以期获得协同效应 ,增强肿瘤杀伤作用。

应用溶瘤腺病毒载体 ,不但可以通过病毒复制不断

溶解肿瘤细胞释放更多的病毒感染周围肿瘤细胞 ,

提高转染效率 ;同时自杀基因在病毒复制过程中编

码产生前药转换酶将无毒性前药转化为细胞毒物质

杀伤肿瘤细胞 ,使肿瘤细胞内的溶瘤病毒更多地释

放 ,因此两者联合应用可获得明显的协同效

应[19220] 。Wildner 等[20] 将腺病毒 E1 去除 ,在此区

域亚克隆入由人巨细胞病毒启动子驱动的 HSV2tk/

Ad5E1aE1bMr19000 融合基因 ,构建重组腺病毒

AdTK RC。单独应用的抑瘤效果与含 TK 基因的复

制缺陷型腺病毒 (AdTK/GCV )相似 ,但同时给予

GCV时 ,其抑瘤效果明显比 AdTK/GCV 提高 ,荷

瘤动物生存期延长。提示加入自杀基因的溶瘤腺病

毒同样具有溶瘤作用 ,溶瘤病毒的溶瘤作用与自杀

基因的肿瘤杀伤作用具有协同效应。

3　结语

迄今为止 ,绝大多数研究均提示溶瘤腺病毒具

有确切的肿瘤杀伤作用 ,而且毒副反应小。随着对

腺病毒感染细胞并与机体发生相互作用的分子生物

学机制 ,特别是制约腺病毒感染率的受体问题以及

与腺病毒清除相关的机体免疫反应等问题的进一步

阐明 ,溶瘤腺病毒必将更为成熟 ,成为一种确实可行

的肿瘤治疗方法。
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