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!!摘!要"研究携带JcF和;1Oc\!的双基因溶瘤腺病毒"?PM&JcF&;1Oc\!#对肝癌细胞的体内和体外杀伤作
用!通过OHX技术证明?PM&JcF&;1Oc\!中无野毒污染!a2;<2+,S.)<检测腺病毒早期基因I#P和抗癌基因的表
达!HHc’细胞增殖实验和动物实验检测溶瘤腺病毒对肝癌细胞的体外和体内杀伤作用&结果表明$?PM&JcF&
;1Oc\!在细胞实验和动物实验中均可有效地抑制肝癌细胞的增殖!并且?PM&JcF&;1Oc\!对肝癌细胞增殖的抑
制效果要强于单基因溶瘤腺病毒?PM&JcF或?PM&;1Oc\!&双基因溶瘤腺病毒?PM&JcF&;1Oc\!携带的两个基
因可以共同促进溶瘤腺病毒对肝癌细胞的杀伤作用!为进一步研究恶性肿瘤的生物治疗提供理论依据&
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9!引!言

基于人口结构和癌症死亡率的变化’肝癌将要
在!"B"年成为美国第三大癌症死亡原因##$(在中
国’乙肝患者具有很高的肝癌发生率’并且新发肝癌
患者较多’占到全球肝癌患者总数的FFN’肝癌的
治疗是一个对人类健康意义非常重大的课题’对我
国人民的健康和人类的健康起到非常重要的作
用#!$(Q-,-,1-等#B$研究发现’肝癌不是由单一因
素调控的疾病’而是一种由多个细胞信号通路来调
控的多因素疾病’在肝癌的治疗过程中’针对几个靶
点来用药的效果要好于针对单一靶点来用药(治疗
肝癌的方法主要是放化疗和手术’对于早期的肝癌
患者’传统的肝癌治疗方法可以取得显著的治疗效
果&但传统的肝癌治疗方法对晚期肝癌患者往往没
有特别好的治疗效果#%$(

溶瘤病毒被广泛用于癌症治疗的研究’溶瘤病
毒对肿瘤的治疗有非常好的效果#F$(溶瘤病毒可以
在肿瘤细胞中特异性地复制’而不伤害正常细胞#C$(
将抗癌基因插入到溶瘤腺病毒基因组中’溶瘤腺病
毒介导抗癌基因进入肿瘤细胞’因而抗癌基因伴随
着溶瘤病毒的复制而在肿瘤细胞中特异性地大量复
制#E$( 4̂*等#’$研究发现’癌症的靶向基因G病毒
治疗策略对肿瘤的治疗效果’往往要强于单独用溶
瘤病毒或单独用抗癌基因对肿瘤的治疗(在癌症的
靶向基因G病毒治疗策略的基础上’向溶瘤病毒载
体中插入两个抗癌基因’往往能取得更好的抗癌
效果#$$(
6*+:4:4,蛋白是一种在肿瘤组织中表达量很高

的蛋白’但是在正常的组织中’6*+:4:4,蛋白的表达
量非常低’很难被检测到##"&##$(C)IU(U(-启动子被
用于调控溶瘤腺病毒中I#P基因的转录’溶瘤腺病
毒在C)IU(U(-启动子的特异性转录作用下’在肿瘤
细胞中特异性复制##!$(JcF是人血纤维蛋白溶酶
原上第五个环装结构域UF的突变体’与UF相比’
JcF上第E#位的亮氨酸被突变为精氨酸##B$(V-,
等##%$研究发现’这个突变使得UF与靶蛋白的结合
能力变强’JcF具有比UF更强的抑制血管生成的
作用(Oc\!是丙酮酸激酶"Oc%的 \!亚型’
Oc\!的高表达往往伴随着肿瘤恶性程度的增
加##F&#C$(;1Oc\! 是 Oc\! 的 短 发 夹 X]P
";1X]P%’它可以特异性地清除肿瘤细胞中Oc\!
的信使X]P’使Oc\!无法表达’从而抑制肿瘤细
胞的生长##E$(

癌症的靶向基因G病毒治疗策略已经成为一个
重要的肿瘤治疗策略##’$(在癌症的靶向基因G病
毒治疗策略的指导下’成功构建了双基因溶瘤腺病
毒?PM&JcF&;1Oc\!(为了更好地靶向杀伤肿瘤’
本文通过改造溶瘤腺病毒的方法’向溶瘤腺病毒的
基因组中插入 JcF抗癌基因和;1Oc\!’通过
OHX和a2;<2+,S.)<检测其在溶瘤腺病毒基因组
中的插入情况和表达水平&通过HHc’细胞增值实
验和以裸鼠为模型的动物实验’检测携带抗癌基因
的溶瘤腺病毒在体外和体内对肝癌细胞的杀伤
作用(

:!材料与方法

:Z:!材料
人胚 肾 细 胞 QIc!$B "\47+)S4L 公 司%&

k6Z&EE"#)Q*1&E)Q2RBY和Q2RZ!"中科院上海细
胞库%&穿梭质粒R61*<<.2&;*+R&+I#Y"本实验室保
存%&大肠杆菌菌株>QF-和Y(F#’B&PMI-;=&IB"本实
验室保存%&核酸染料Z2.;<-4,"全式金生物技术有限
公司%&a2;<2+,实验所用到的抗体P,<4&JcF"本实验
室保存%&P,<4&ZPO>Q "碧云天%&P,<4&Oc\!和
P,<4&I#P"6-,<-H+*K公司%&细胞培养基和血清
"Z4S7)公司%&QY&@,/*;4),8\试剂盒"汉恒生物%&
HHc’试剂"同仁化学科技有限公司%(
:Z;!方法
#A!A#!溶瘤腺病毒的构建’包装和鉴定

JcF抗癌基因和;1Oc\!的表达框被以酶切
连接的方式插入到穿梭质粒R61*<<.2&;*+R&+I#Y中’
构建出携带JcF抗癌基因和;1Oc\!的穿梭质粒
R61*<<.2&JcF&;*+R&+I#Y’R61*<<.2&;*+R&+I#Y&;1Oc\!
和R61*<<.2&JcF&;*+R&+I#Y&;1Oc\!(通过基因同源
重组原理’将携带抗癌基因的穿梭质粒转化到大肠
杆菌Y(F#’B&PMI-;=&IB中同源重组’然后涂平板’
挑取单克隆菌落’BEi恒温摇床中!!"+*J4,震荡
培养过夜后’抽提质粒进行酶切鉴定’得到溶瘤腺病
毒 骨 架 质 粒 RPM&;*+R&+I#Y)RPM&JcF&;*+R&
+I#Y’RPM&;*+R&+I#Y&;1Oc\! 和 RPM&JcF&
;*+R&+I#Y&;1Oc\!(在构建好溶瘤腺病毒骨架
质粒的基础上’通过脂质体包埋技术’把溶瘤腺病毒
骨架质粒转染到状态良好的QIc!$B细胞中’将细
胞放入培养箱中培养EM’QIc!$B细胞将出现空
斑’并且大量细胞漂浮起来’既为病变现象’收取病
毒’获得重组溶瘤腺病毒 ?PM)?PM&JcF’?PM&
;1Oc\!和?PM&JcF&;1Oc\!(重组溶瘤腺病毒
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通过OHX的方法’确定溶瘤腺病毒中是否存在野生
型溶瘤腺病毒(
#A!A!!HHc’细胞增殖实验

向铺在$C孔板中的Q*1&E肝癌细胞中分别加
入"A#)#A")#"A"\?@以及#""\?@的溶瘤腺病
毒&$C1后采用HHc’法检测肿瘤细胞的活性(为
了检测溶瘤腺病毒?PM&JcF&;1Oc\!对不同肝癌
细胞系的抗癌效果’以及对正常肝细胞的安全性’选
择B种肝癌细胞和#种正常肝细胞用于HHc’实
验(设置%个实验组’分别往各组中加入#"A"\?@
的重组溶瘤腺病毒?PM)?PM&JcF)?PM&;1Oc\!和
?PM&JcF&;1Oc\!’同时设置对照组和空白组(分
别在!%)%’)E!1和$C1后’HHc法检测细胞活性’
根据各孔的吸光度计算出溶瘤腺病毒对肿瘤细胞的
杀伤力(
#A!AB!动物实验

本文所用动物为%周龄雌性YP̂ Y*7裸鼠’购
买自上海灵畅生物科技有限公司(为了检测溶瘤腺
病毒对实体瘤的杀伤能力’构建YP̂ Y*7裸鼠移植
瘤模型(通过皮下成瘤的方式’往每只%周龄裸鼠
右侧背部皮下注入![#"C个驯化后的Q*1&E肝癌
细胞’待肿瘤体积达到’""#!"JJB’通过随机分
组的方式’将裸鼠分为F组’每组C只(通过瘤内注
射的给药方式’分别把F"$̂ 总量为F[#"’R/*的
重组溶瘤腺病毒 ?PM)?PM&JcF)?PM&;1Oc\!和

?PM&JcF&;1Oc\!注射到不同组别的裸鼠肿瘤内’
对照组注射等体积的OY6溶液(采用隔#M给一次
药的方式’一共给药%次(每隔#M用游标卡尺测
量一次肿瘤的体积(
#A!A%!统计学分析

本文的相关实验数据’都以平均值g标准差表
示’组间的比较’使用Z+-R1R-MO+4;JF软件进行R
检验或单因素方差分析(

;!结果与分析

;Z:!溶瘤腺病毒的构建和鉴定
利用癌症的靶向基因G病毒治疗策略’成功

构建%种重组溶瘤腺病毒’分别是?PM)?PM&JcF’
?PM&;1Oc\!和?PM&JcF&;1Oc\!’溶瘤腺病毒的
基因骨架结构如图#所示(在成功构建出携带抗
癌基因的重组溶瘤腺病毒的基础上’通过OHX的
方法’证明重组溶瘤腺病毒中无野生型溶瘤腺病
毒污染’结果如图!所示’OHX结果显示重组溶瘤
腺病毒中无野生型溶瘤腺病毒污染(为了确定溶
瘤腺病毒中插入的 JcF抗癌基因和;1Oc\!能
否成功表达’通过 a2;<2+,S.)<的方法’检测其在
溶瘤腺病毒中的表达情况’结果如图B所示(以
上结果表明!重组溶瘤腺病毒中成功表达JcF抗
癌蛋白和;1Oc\!’并且腺病毒早期蛋白I#P表
达正常(

注!@8X为末端反向重复序列(

图#!溶瘤腺病毒的基因骨架结构
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图!!OHX鉴定溶瘤腺病毒无野生型腺病毒污染

图B!a2;<2+,S.)<检测抗癌蛋白和I#P的表达

;Z;!溶瘤腺病毒对T3IBD肝癌细胞杀伤力的剂量
梯度分析

!!为了获得合适的用于细胞实验的重组溶瘤腺病
毒剂量’本文设计溶瘤腺病毒的剂量梯度实验’通过
HHc’法检测不同剂量溶瘤腺病毒对肿瘤细胞的杀
伤能力’结果如图%所示(由图%知’当溶瘤腺病毒
的剂量是"A#\?@或者是#A"\?@’Q*1&E细胞并
没有受到显著的杀伤&当溶瘤病毒的剂量为#"A"
\?@或#""A"\?@的时候’Q*1&E细胞受到显著
的杀伤’并且双基因溶瘤腺病毒?PM&JcF&;1Oc\!
比单基因溶瘤腺病毒?PM&JcF或?PM&;1Oc\!具
有更强的对肿瘤细胞的杀伤能力(因为#""A"
\?@是一个较大的用药剂量’不利于药物的安全
性’所以本文选用#"A"\?@的剂量来做后续的细
胞杀伤实验(

;Z=!!!7E细胞增殖实验检测溶瘤腺病毒对肝癌
细胞的杀伤力以及对正常肝细胞的安全性

!!本文通过HHc’细胞增殖实验检测重组溶瘤腺

注!,;表示无统计学差异"[0"A"F%’*[&"A"F’

**[&"A"#’***[&"A""#(

图%!细胞增殖实验检测细胞存活率

病毒 ?PM)?PM&JcF)?PM&;1Oc\! 和 ?PM&JcF&
;1Oc\对肝癌细胞的杀伤力’以及对正常肝脏细
胞的安全性(实验结果如图F所示(由图F知’本
文中的重组溶瘤腺病毒对肝癌细胞有明显的杀伤效
果’可有效抑制肿瘤细胞的增殖(图F"-%-"7%表
明!相比于单基因溶瘤腺病毒 ?PM&JcF或 ?PM&
;1Oc\!’双基因溶瘤腺病毒?PM&JcF&;1Oc\!具
有更强的抑制肝癌细胞增殖的能力&溶瘤腺病毒
?PM&JcF&;1Oc\!对Q2RBY肝癌细胞具有非常强
的杀伤能力’对Q*1&E肝癌细胞的杀伤能力较强’
对肝癌细胞Q2RZ!的杀伤能力较弱(在B种肝癌
细胞系中’双基因溶瘤腺病毒 ?PM&JcF&;1Oc\!
对肝癌细胞的杀伤效果均强于单基因溶瘤腺病毒
?PM&JcF或?PM&;1Oc\!(其原因可能是双基因
溶瘤腺病毒?PM&JcF&;1Oc\!所携带的 JcF抗
癌基因和;1Oc\!共同促进?PM&JcF&;1Oc\!的
抗肿瘤能力(由图F"M%可知’在HHc’细胞增殖实
验中’溶瘤腺病毒不能抑制正常肝细胞k6Z&EE"#
的增殖’表明溶瘤腺病毒对正常肝细胞k6Z&EE"#
没有杀伤作用’具有明显的安全性(

;Z>!动物实验检测溶瘤腺病毒对肿瘤生长的抑制
作用

!!通过构建Q*1&E肝癌细胞的YP̂ Y*7裸鼠移
植瘤模型评价溶瘤腺病毒在动物体内的抗癌效果’
动物实验结果如图C所示(由图C可知’?PM)?PM&
JcF)?PM&;1Oc\!和 ?PM&JcF&;1Oc\!对实验
裸鼠的肿瘤抑制率分别为!’N)F"N’%EN和C%N’
重组溶瘤腺病毒?PM&JcF&;1Oc\显著地抑制裸
鼠Q*1&E肝癌移植瘤模型肿瘤体积的增长&并且双
基因溶瘤腺病毒 ?PM&JcF&;1Oc\!的抗癌效果
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!!!

注!,;表示无统计学差异"[0"A"F%’*[&"A"F’**[&"A"#’***[&"A""#(

图F!HHc’细胞增殖实验检测细胞存活率

要明显地强于携带单一抗癌基因的溶瘤腺病毒
?PM&JcF或?PM&;1Oc\!(

注!*[&"A"F’**[&"A"#(

图C!溶瘤腺病毒在动物体内的抗癌效果

=!讨!论

肝癌是我国高发的’对人体健康和生命危害极
大的恶性肿瘤&肝癌的治疗难度较大以及肝癌患者
的生存时间普遍较短’因而对肝癌治疗方法的研究
十分重要##$$(传统治疗肝癌的方法有外科手术)放
疗和化疗’但治疗效果都不理想’癌症的生物疗法作
为一种新的癌症治疗手段’可以突破传统疗法的局
限(溶瘤病毒作为一种肿瘤生物疗法’可以特异性
地消灭人体内的肿瘤细胞’是一种有效的抗癌手段(
溶瘤腺病毒具有抗癌效果显著)可以在肿瘤组织中

特异性复制’安全性高等特点’是一种抗癌效果显著
的溶瘤病毒’溶瘤腺病毒还可以作为抗癌基因的载
体’携带抗癌基因进入肿瘤组织’使抗癌基因可以持
续地在肿瘤组织中特异性表达’发挥抗癌作用(相
较于空载的溶瘤腺病毒’携带抗癌基因的溶瘤腺病
毒往往具有更强的抗癌效果#!"$(

本文获得的病毒?PM&JcF&;1Oc\!具有以下
特点!第一)用C)IU(U(-肿瘤特异性启动子取代溶
瘤腺病毒野生型启动子’使溶瘤腺病毒在肿瘤细胞
中可以特异性复制&第二)敲除溶瘤腺病毒的I#Y
区域’使溶瘤腺病毒在正常细胞中无法正常复制&第
三)把JcF抗癌基因和;1Oc\!插入溶瘤病毒载
体’抗癌基因伴随着溶瘤腺病毒的复制在肿瘤细胞
中大量复制(通过以上的优化’可以极大地增强溶
瘤腺病毒的抗癌效果(UF有很强的抑制血管生成
的作用’JcF是UF的突变体’JcF在UF的基础
上’以定点突变的方式把UF亮氨酸结合结构域上面
的第E#位亮氨酸突变成精氨酸’增强此结构域对受
体的结合##B$(本文将JcF基因插入到溶瘤腺病毒
基因组中’构建单基因溶瘤腺病毒?PM&JcF’在细
胞实验和动物实验中’携带JcF的单基因溶瘤腺
病毒对肝癌细胞有显著的抗癌效果(Oc\!不仅
仅是糖酵解过程中的一个限速酶’还有很多非代谢
功能’在多种癌症中Oc\!都具有十分重要的作
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用#!#&!!$(Oc\!在肿瘤的发生发展过程中具有多
种重要功能’并且Oc\!的表达量与肝癌肿瘤病人
的治疗效果成反比##!$(本文将Oc\!所对应的短
发夹X]P&;1Oc\!插入到溶瘤腺病毒中’构建出
携带;1Oc\!的溶瘤腺病毒(

多种溶瘤病毒类新药在抗肿瘤方面取得了非常
好的效果’>]b&!%"#是一款用于治疗神经胶质瘤
的溶瘤病毒类药物’此药物已经获得美国国家食品
药监局的批准##!$’8-.4J)52,2.-12+R-+2R:27是一
款携带粒细胞巨噬细胞集落刺激因子"Z\&H6V%的
溶瘤疱疹病毒’该溶瘤病毒可以治疗一些难以通过
手术来治疗的黑色素瘤’目前已经在美国和欧洲上
市#!B$(此外’一种通过瘤内注射方式给药的用来治
疗复发恶性胶质瘤的呼肠孤病毒’也已经进入&期
临床试验#!%$(综上所述’溶瘤病毒抗肿瘤是一种很
有前景的抗癌策略(本文结果证实携带JcF抗癌
基因和;1Oc\!的双基因溶瘤腺病毒相比于携带
单个基因的溶瘤腺病毒具有更强的抗癌效果’JcF
抗癌基因和;1Oc\!在治疗肿瘤的过程中都发挥
抗癌作用(UF基因可以诱导肿瘤细胞的凋亡’
;1Oc\!基因可以抑制肿瘤细胞的自噬’JcF抗癌
基因和;1Oc\!可能在诱导细胞的凋亡和自噬的
过程中’相互协同#!F&!C$(此外’溶瘤腺病毒本身也
能诱导肿瘤细胞的凋亡(

>!结!论

本文构建)包装和鉴定了以下%种溶瘤腺病毒!
?PM) ?PM&JcF) ?PM&;1Oc\! 和 ?PM&JcF&
;1Oc\!&在细胞实验和动物实验中’对比%种溶瘤
腺病毒的抗肿瘤效果发现!双基因溶瘤腺病毒?PM&
JcF&;1Oc\!的抗肿瘤效果要明显强于单基因溶
瘤腺病毒?PM&JcF或?PM&;1Oc\!’双基因溶瘤腺
病毒?PM&JcF&;1Oc\!具有显著的抗肿瘤作用’
因此利用双基因溶瘤腺病毒?PM&JcF&;1Oc\!对
抗肿瘤是一个新的肝癌治疗思路(
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