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溶瘤腺病毒作为癌症基因治疗载体的研究

进展及安全性评价
何婉婉  周  立  刘  涛  阮江星  何滨霞  李阿荣  王毅刚*

(浙江理工大学生命科学学院, 新元医学与生物技术研究所, 杭州 310018)

摘要      腺病毒因具有易感染性、宿主范围广、毒性低、容纳量大、非整合性等特点而成为

基因转移中最具前景的基因载体之一, 并且被广泛地改造成各种类型的溶瘤腺病毒应用于癌症基

因治疗的研究之中。溶瘤腺病毒是目前基因治疗中最热门的研究途径之一, 其安全性也随之成为

另一个焦点问题。由此, 该文将对溶瘤腺病毒作为癌症基因治疗载体的研究进展及生物安全性评

价作一综述。
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Oncolytic Adenovirus as a Vector of Gene Therapy for 
Cancer Progression and Safety Evaluation
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Abstract      Adenovirus is one of the most promising gene vectors in gene transfer by the reason of 
susceptibility, wide host ranges, low toxicity, high capacity, non-integrated features and so on. Now it has been 
widely transformed into various types of oncolytic adenovirus in the study of cancer gene therapy. Oncolytic 
adenoviruses is one of the most popular avenues in the study of gene therapy, so its safety has become another 
focus. This review focuses on the overall research progress and biosafty evaluation of oncolytic adenoviruses as 
cancer gene therapy vectors.
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随着生命科学和医学研究的不断深入, 基因治

疗已成为癌症靶向治疗的一个重要发展方向, 而溶

瘤腺病毒介导的基因治疗则是癌症靶向治疗的一个

有效策略[1]。目前, 有许多病毒可通过分子生物学

手段改造成具有溶瘤活性的条件复制型病毒即溶瘤

病毒, 包括腺病毒、反转录病毒、单纯疱疹病毒、

痘苗病毒和麻疹病毒等[2-5]。其中, 溶瘤腺病毒由于

具有可插入较大外源基因、感染宿主广、容易生产

以及非整合性等优点而受到广泛使用。2004年, 重
组人p53腺病毒注射液(今又生)在我国获批上市, 成
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为全球首个获批准上市的基因治疗药品。截止2011
年3月[6], 已进入临床的1 644项癌症基因治疗试验

中, 应用腺病毒作为基因载体的试验数量最多, 达
23.8%。尽管如此, 腺病毒包括溶瘤腺病毒应用于临

床癌症治疗也存在一个不可避免的挑战——安全性

问题。特别是1999年美国一名18岁青年曾死于缺陷

型腺病毒载体的基因治疗临床实验引发的强烈系统

性炎症反应[7], 尽管死因由于操作失误而非病毒载

体本身引起, 但是人们还是对腺病毒的安全提出了

质疑。本文拟对腺病毒的生物学特性、溶瘤腺病毒

的构建以及安全性做一初步评价。

1   腺病毒作为癌症基因治疗的载体
1.1   腺病毒的生物学特性

腺病毒呈球形, 无囊膜, 直径约70~90 nm, 呈
二十面体立体对称。腺病毒含有一个大小为36 Kb
左右线形双链DNA分子(Ad-DNA), 可分为编码区

和非编码区。编码区含有5个早期转录单位(E1A、

E1B、E2、E3和E4), 2个延迟转录单位(IX和Iva2)和
1个晚期转录单位(L1~L5)。两端具有末端反向重复

序列(inverted terminal repeat, ITR), 长103-162 bp。每

一条单链的5′端共价结合一种分子质量为5.5 kDa的
蛋白(TP)分子。当Ad-DNA从病毒颗粒中释放出来

时, 依赖5′端共价结合蛋白自行环化。此外, 当Ad-
DNA变性后, 在复性条件下会产生单链的柄–环结

构。病毒衣壳有252个壳粒, 其中240个壳粒各自与

周围6个壳粒相邻, 称为六邻体(hexon)。在病毒二十

面体的12个顶角上, 各有一个顶角壳粒, 因它与周围

的5个壳粒相邻, 被称为五邻体(penton)。从每个顶

角壳粒的基底部向外伸出一根纤维蛋白突起(fibre 
protruding), 其C末端形成的结节(knob)可与细胞表

面的病毒受体结合, 介导病毒与细胞的识别与粘附

过程。除了上述3种主要蛋白以外, 还有一些辅助性

小蛋白如pIV、pVIII、pIX、pIII、pIVa2等起稳定

腺病毒二十面体结构的作用。

自上个世纪50年代, Rowe等[8]从人的扁桃体组

织中首次发现并成功分离腺病毒以来, 已陆续发现

100多个血清型, 分为A-G七个亚群, 人腺病毒有52
种, 其中C亚群的2型和5型在溶瘤腺病毒中研究最

为广泛。与其他载体相比, 腺病毒感染的靶细胞种

类多, 既可感染分裂期细胞, 又可感染非分裂期细

胞, 又可感染增殖静止期细胞, 故在转染原代(肿瘤)

靶细胞及体内基因转染上有很大优势; 腺病毒基因

组较少发生重排, 不整合到宿主染色体中, 不会引起

插入突变, 外源基因能游离地表达, 因此潜在的致癌

危险小; 腺病毒载体容量大、感染性强、导入效率高, 
可经不同途径进入不同组织; 体外稳定性好, 滴度高

易于制备和纯化等诸多优点[9]。

1.2   溶瘤腺病毒载体的构建及应用

溶瘤腺病毒能够识别肿瘤细胞并具复制能力, 
通过直接溶瘤、诱导肿瘤细胞凋亡、自噬以及抗肿

瘤免疫等多种机制发挥抗癌效应, 因而得到了越来

越多的关注。但是, 腺病毒在应用方面仍然存在一

些弱点, 比如自身免疫原性强、特异性差、静脉注

射易在肝脏富集等, 有待进一步改善。目前, 构建溶

瘤腺病毒主要有以下几种方式: 
(1)剔除腺病毒在正常细胞中复制所必需而在

肿瘤细胞中不需要的部分基因。即去除了E1A CR2
区24 bp或E1B 55 kDa蛋白基因的溶瘤腺病毒能在

Rb和p53细胞信号通路正常的宿主细胞不能完成复

制增殖, 只有在该信号通路异常的肿瘤细胞才能增

殖达到溶瘤效果。针对该策略, 已经构建了对应的

溶瘤腺病毒载体Ad.sp-E1A(∆24)和ZD55, 并且利用

这两种载体携带抗癌基因进行的体内外治疗肿瘤的

实验研究取得了很好的效果[10-12]。此外, 腺病毒突

变株dl1520含有E1B基因缺失, 具有该突变的dl1520
只在p53缺陷的肿瘤细胞中复制, 而在正常细胞中病

毒不能复制。

(2)利用肿瘤特异性启动子控制病毒复制所必

需的基因。例如, 人端粒酶逆转录酶(hTERT)启动

子[1], 它是一个广泛的肿瘤特异性启动子, 用hTERT
启动子替换腺病毒原始启动子E1A从而使外源基因

的表达限制在肿瘤细胞中, 提高肿瘤基因治疗的靶

向性。Zou等[13]利用hTERT启动子控制腺病毒基因

E1A而构建的溶瘤病毒Ad-hTERT发挥了特异性的

抗癌作用。Minoru等[14]利用AFP启动子作前导序列, 
构建了定向AFP阳性肝脏肿瘤的腺病毒载体, 大大

提高了感染肿瘤细胞的效率。研究表明, 利用肿瘤

特异性survivin启动子构建的一系列溶瘤腺病毒载

体, 也取得了较好的抗癌效果[10-13,15-18]。

(3)对腺病毒衣壳蛋白进行基因修饰。构建可

以特异性识别肿瘤细胞表面受体的新配体的外壳基

因。改造5型腺病毒纤维蛋白以改变腺病毒进入细

胞的机制, 最常用的方法是将RGD(Arg-Gly-Asp)基
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序掺入至5型腺病毒纤维蛋白的HI环中, 使腺病毒能

通过识别细胞表面整合素αVβ3和αVβ5进入细胞, 从
而减少对CAR的依赖, 增强腺病毒的感染效率。不

仅不改变病毒本身的完整性, 还可使其对某些癌细

胞的特异性结合能力大幅度地增强。再如改造的

Ad∆24病毒把RGD基序接入纤毛结区, 允许病毒直

接吸附到细胞表面的整联蛋白上, 大大提高了抗癌

特性。此外, Douglas等[19]把抗腺病毒纤维球域的单

克隆抗体的Fab片段和叶酸相连, 构建一个双特异性

分子, 成功靶向了表达叶酸受体的细胞。Kwon等[20]

用PEG聚合壳聚糖和叶酸修饰腺病毒外壳, 在小鼠

实验中明显降低了腺病毒的免疫原性, 延长了在体

内的半衰期, 并且减少了肝脏的聚集。Gotoh等[21]构

建了融合Ad35纤维蛋白的Ad5F35病毒, 对于低表达

CAR受体的膀胱癌细胞具有显著杀伤效果。

1.3   溶瘤腺病毒靶向Rb和p53信号通路抗癌机理

不同病毒影响细胞周期的机制是不同的, 缺失

E1A 24 bp和E1B 55 kDa蛋白的溶瘤腺病毒主要通

过Rb和p53细胞信号通路[22](图1)干扰宿主细胞的细

胞周期。Rb家族成员对DNA复制的调节是通过对

转录因子E2F家族成员的负调节来完成的。E2F家
族成员现在包括六种(E2F-1~6)基因和二种DP(DP1, 
DP2)基因编码的产物组成的多种异源二聚体。除

E2F-6, 每个E2F编码蛋白的C末端都具有一个功能

强大的结构域。同时Rb家族成员能够募集组氨酸乙

酰酶(HDAC1)和其它染色质重塑因子, 改变E2F应

答启动子的染色质结构, 因此Rb与E2F的结合限制

了依赖E2F的基因转录, 从而抑制了细胞进入S期。

p53蛋白是一类同源四聚体, 在正常细胞内

含量很低, 并且半衰期非常短。当细胞受到损伤

时, p53半衰期显著增加使p53累积, 引起细胞凋亡。

Mdm2蛋白可以抑制p53基因的转录活性, 引起p53
蛋白向核外运输或被降解。从而阻止由p53蛋白累

积引起的细胞周期终止或凋亡。Arf蛋白是由Ink4a
基因座编码的另一种抑癌因子, 其主要功能是限制

Mdm2蛋白的活性。p53蛋白可以诱导Mdm2蛋白的

表达, 二者构成一个负反馈调节途径, 同时p53蛋白

缺失可以诱导Arf蛋白的大量表达, 表明p53蛋白可

能通过负反馈抑制Arf蛋白的表达。

当不与Rb蛋白结合时, E2F家族成员可以诱导

Arf蛋白表达, 使p53途径和Rb途径联系起来。越来

越多研究表明, Rb途径的不完整会影响到p53途径的

功能, p53途径缺陷也会使Rb途径受到影响。

此外, 腺病毒本身的序列E1B55K和E1B19K能

分别抑制p53和Bax的作用, 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。由于EIA
和E1B是启动腺病毒复制的关键基因, E1A和EIB分
别与宿主细胞内抑癌基因Rb或p53的产物p105或p53
结合, 消除Rb或p53基因抑制病毒增殖的作用。当

E1A和E1B突变后, 在正常细胞内Rb或p53可抑制腺

病毒的复制。由于大多数的肿瘤细胞存在Rb或p53

图1  Rb和p53的细胞信号通路

Fig.1  Rb and p53 cell signaling pathways
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基因突变, 而突变了的Rb或p53基因不能抑制腺病毒

复制。

2   溶瘤腺病毒用于癌症临床治疗的现状

及安全性评价
2.1   溶瘤腺病毒在临床试验上的应用

鉴于上述溶瘤腺病毒的多种优势, 并且体外及

动物实验均表明其较好的抗肿瘤疗效, 因此溶瘤腺

病毒已在实际临床上逐渐得到了应用。2005年, 国
家食品药品监督管理局(SFDA)首次批准溶瘤腺病

毒产品H101(安柯瑞)为基因治疗的药物, 与化疗联

用治疗晚期顽固性鼻咽癌有效率得到大幅提高[23]。

这也是全球第一个批准上市的溶瘤病毒产品。然

而, 目前溶瘤腺病毒或携带抗癌基因的溶瘤腺病毒

产品更多的正在进行临床前和临床试验, 其中包括

ONYX-015、SG500、ZD55-TRAIL和ZD55-IL-24等。

Nemunaitis等[24]利用缺失E1B 55 kDa的Ad2/5杂合

溶瘤腺病毒ONYX-015作了II期临床试验, 给予复发

和顽固性头颈部肿瘤病人瘤内多次注射ONYX-015, 
一疗程后瘤体消退明显, 仅出现轻至中度发热, 注射

部位轻度疼痛, 病毒血症一现即过。美国FDA已经

批准对ONYX-015作III期临床试验。另外, 利用腺

病毒作为载体进行的B型血友病、帕金森病、α-1抗
胰蛋白酶缺乏症等疾病的基因治疗也都已经进入了

临床试验[25]。

传统给药途径是瘤内注射, 局部药物浓度很高, 
但扩散受限, 对于较大肿瘤需要多部位注射, 增加

操作次数, 且分布不均。而大多数肿瘤手术或放疗

后复发都是多中心的, 所以瘤体内直接注射病毒并

不适宜。对于这些晚期肿瘤患者, 如期望从溶瘤病

毒治疗中获得良好的效果, 应考虑局部或血管内注

射病毒至肿瘤部位。李玉等[26]采用介入手段将微导

管插入肿瘤供血动脉, 即超–超选择肿瘤供血动脉, 
随后将Ad5腺病毒注射液注入肿瘤, 可使药物均匀、

高浓度地分布于肿瘤组织发挥治疗效果。国内外有

关学者经肝动脉注入溶瘤病毒的实验研究表明, 溶
瘤病毒可明显抑制大鼠移植性肝癌的生长, 延长载

瘤大鼠的生存期[27]。相关临床试验数据也表明, 动
脉灌注选择性复制腺病毒进行肿瘤治疗是可行的, 
并且与化疗联合使用产生的不良反应也是可以耐受

的。

另外, 静脉注射溶瘤腺病毒目前也是研究肿瘤

治疗的一种策略。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。周晓曦等[28]

在人胃癌裸鼠原位模型上, 将溶瘤腺病毒M1经静脉

输注观察后发现其不仅分布于胃原发瘤, 还存在于

转移灶中, 并且可以减缓肿瘤生长速度。

当然, 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。一旦发现肿瘤或手术切除

后除了尽早使用一个提高病毒效果的可行方案, 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。

2.2   溶瘤腺病毒对宿主的免疫原性

尽管溶瘤腺病毒的体外及体内动物实验均取

得了较好的抗肿瘤疗效, 但多数未应用于临床。究

其原因, 主要在于溶瘤腺病毒本身存在的免疫原性

而使其应用研究存在瓶颈。目前, 肿瘤仍然很难达

到根治的目标。

溶瘤腺病毒由于仅改造部分病毒基因, 因此其

自身免疫原性比较高。静脉注射后病毒因补体蛋白

及抗体中和、网状内皮系统过滤后能够到达肿瘤部

位的病毒很少, 因此由于宿主的免疫反应而疗效下

降。

研究发现, 去除E3区可以降低腺病毒免疫原性, 
保护腺病毒感染的细胞不被T细胞损伤。同时, 缺失

E1和E3的腺病毒载体会使C57BL/6鼠中转导的肝细

胞免疫耐受, 全身给予这种载体可以使T细胞毒性反

应降低。研究表明, 使用抗CD4药物和免疫抑制剂

如环胞霉素、FK506和环磷酰胺等能抑制中和抗体

的产生[29], 降低腺病毒对宿主的免疫反应。

2.3   溶瘤腺病毒可能引起的毒副反应

溶瘤腺病毒癌症基因治疗除了引起一些免疫

反应外, 还可能引发一些其他的副反应, 这也是癌症

治疗中人们最为担忧的隐患之一。研究发现, 用携

带自杀基因(TK)的溶瘤腺病毒(Ad-ETK)治疗实体

肿瘤, Ad-ETK治疗后患者最常出现的毒副反应为流

感样症状, 包括寒颤、发热、乏力、肌肉酸痛, 但这

些副反应在试验中基本都能被患者所耐受。大量研

究和实验证明, 在有效剂量范围内, 会出现不同程度

的、可控的炎症反应, 但无明显的急性症状。这个

从侧面上反应, 溶瘤腺病毒对癌症的治疗仍具有一
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定的安全性, 具有令人期待的前景。

另外, 溶瘤腺病毒治疗也会对宿主器官产生一

定的影响, 主要表现为一些炎症反应和毒性反应。

腺病毒对宿主的损伤与注射途径有关,包括瘤内注

射、胸腔内注射、气管内滴注、脉管途径以及子宫

内注射等多种方式[30]。子宫内注射可能会引发宫内

炎和纤维化反应。经脉管途径给药, 腺病毒具噬肝

性, 由静脉进入体内后多积聚在肝脏, 有肝硬化病变

时更易聚集, 而肝炎病变时不是很明显[31]。因此, 说
明副作用也是有针对性的, 在癌症治疗的同时需要

考虑其他器官的病变, 选择合适的注射途径也就成

为了另一个治疗的关键。更有人认为, 在瘤内发生

炎症反应, 对癌症的治疗具有积极的影响。

3   展望
大量的动物实验和临床试验都证明溶瘤腺病

毒在癌症基因治疗领域的有效性和相对安全性, 但
有明确客观抗肿瘤反应的临床病例较少见, 因此在

实际临床应用上仍存在一些风险和限制。比如, 如
何有效消除溶瘤腺病毒引起的相关机体免疫反应及

毒副反应, 提高临床治疗的安全性; 如何延长目的

基因的表达时间等; 如何针对溶瘤腺病毒设计更高

效的策略以便在临床试验中能将肿瘤完全消灭, 达
到根治的效果以及利用溶瘤腺病毒与化疗联合达到

减少两者使用剂量、降低毒副效应的同时提高抗癌

疗效。未来的研究方向应强化溶瘤腺病毒免疫学相

关机制的研究, 突破妨碍溶瘤腺病毒研究的一些技

术性瓶颈, 优化载体提高溶瘤腺病毒远程传递的靶

向性, 以及寻找更具潜能的肿瘤干细胞作为靶点[32]。

随着对溶瘤腺病毒载体研究的不断深入, 治疗方案

及策略也都在逐步完善。相信在不久的将来, 人类

必定能实现将溶瘤腺病毒更广泛地应用于癌症的基

因治疗之中。
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