
收稿日期!2005-10-25

基金项目!广东省自然科学基金!020059"

Supported by Natural Science Foundation of Guangdong Province

(020059)

作 者 简 介 !赵 国 志 !1972-"#男 #在 读 硕 士 研 究 生 #主 治 医 师 #电 话 $

020-61645827#E-mail$zxdoc@ sina.com

通讯作者! 谭万龙# 副教授# 副主任医师# 硕士生导师# 电话$020-

61641762#E-mail$twl@ fimmu.com

溶瘤病毒联合丝裂霉素对膀胱癌细胞体内外杀伤的实验研究

赵国志!谭万龙!郑少斌!吴远东!谢 毅!朱文辉(南方医科大学南方医院泌尿外科!广东 广州 510515)

摘要!目的 探讨溶瘤病毒与丝裂霉素联合应用对膀胱癌 T-24细胞体内外生长的抑制效应和机制%方法 将溶瘤病毒不

同的感染复数或与丝裂霉素!0.1 mg/L"联合应用#通过细胞生长抑制实验及裸 鼠 皮 下 移 植 瘤 模 型#观 察 其 对 膀 胱 癌

T-24细胞的作用及其机制%结果 与单独应用相比#溶瘤病毒与低剂量的 M M C 联合可明显抑制 T-24细胞体外生长#诱

导 T-24细胞凋亡#裸鼠体内肿瘤发生时间延迟#4周后肿瘤体积与单独应用时相比#差异有显著性(!<0.05)% 与体外处

理结果一致% 结论 溶瘤病毒与 M M C 联合应用可显著增强 M M C 对 T-24细胞的杀伤作用#进一步提高膀胱癌的疗效%
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820%.6(%9 :2;)(%’-) To evaluatetheeffectofcombined useofoncolyticvirusand thechemotherapeuticagentsmitomycin
(M M C) ingrowthinhibitionofhumanbladdercancercelllineT-24 "# $"%&’. <)%5$30 HumanbladdercancercelllineT-24
wasinfected with oncolyticvirus (ONYX-015) ofdifferentmultiplicity ofinfection, ortreated with M M C in addition to

ONYX-015.Thechangesinthecellgrowth,morphology,andapoptosisofculturedT-24cellswereobservedbymeansofcell

counting and fluorescence microscopy afterthe treatments. The effectsofthe treatmentprotocolswere also tested in nude

mouse modelofimplanted subcutaneoustumor. =)0/,%0 Combined use ofONYX-015 and M M C produced substantially

strongercytotoxiceffectagainstT-24cellsthanexclusiveuseofONYX-015.In "# $"$’ experiments,combinationofoncolytic
virusandM M C resultedinmuchmoresignificanttumorgrowthinhibitionthaneitheroftheagentsusedalone. ObviousT-24

cellapoptosis could be observed in response to combined ONYX-105 and M M C treatmentand exclusive ONYX-105

treatment.!$+(,/0’$+0 ONYX-015combinedwithM M C canproducesignificantcytotoxicityagainstT-24cellsandenhance

therapeuticefficacyagainstbladdercarcinoma.

>)" 4$.309 oncolyticvirus;mitomycin;bladderneoplasm;carcinoma

近些年随着分子生物学技术的发展,人类改造病

毒的能力进一步增加,可以将病毒改造成具有选择性

地在肿瘤细胞中复制的功能%一旦肿瘤细胞被这种病

毒感染#病毒就在肿瘤细胞中大量复制#最终杀死细

胞并释放出来以感染更多的肿瘤细胞%这种技术的关

键在于要使病毒不能在正常细胞中复制#以免伤及正

常组织% 这类病毒称为溶瘤病毒% 由于溶瘤病毒转染

较低#我们采用溶瘤病毒(ONYX-015)与 M itom ycine

(M M C)联合#探讨基因治疗与化疗联合应用提高膀
胱肿瘤疗效的机制%

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 病毒株 dl1520/ONYX-015 !E1655kD 蛋 白 缺

失的腺病毒" 为南方医科大学药学院饶进军博士赠

送%
1.1.2细胞株 (1)293 细胞株!腺病毒 E1基因转化的

人胚肾细胞系"% (2)用人源化绿色荧光蛋白(hGFP)标

记的 T-24膀胱肿瘤细胞!本科室提供"%
1.1.3实验动物 BALB/C 裸鼠 (6~8周#雌性)由南方

医 科 大 学 实 验 中 心 提 供 (许 可 证 $2002-009’
2004B023’2004A078)# 动物实验均在 SFP 级实验室

(许可证$SY!K< 军 >2002-036)进行%
1.2方法

1.2.1 T-24细胞培养 1640营养液(加 15% 小牛血清)%
293细胞培养 DM EM (加 10% 小牛血清#2mm ol/L 谷

氨酸)%
1.2.2 病毒增殖 接种 ONYX-015悬液 0.5ml和 100

ml(培养面积 4.5cm !7.5cm)于 293细胞培养瓶#至

细胞出现明显细胞病变效应(CPE)#即 CPE 达到 90%

时收获病毒#!70"保存备用%
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图 2ONYX-015与 M M C 单用或联合对 T-24细胞抑制作用的荧光照片!第 3天"
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A:20M OI ONYX-015;B:M M C;C:10M OIONYX-015+M M C;D:Controlgroup

A B C D

图 1ONYX-015与 M M C 单用或联合应用对 T-24细胞

生长的抑制作用
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1.2.3 病毒悬液制备及滴定 刮取细胞层!4!离心!
收集沉淀" 重复差速离心!收集纯化的 ONYX-015颗

粒" 经空斑滴定为 108PFU/m l!备用"
1.2.4 体外实验 按 1#2#5#10#50 M OI接 种ONYX-15

及对照组悬液于 6孔板 T-24细胞培养皿!每 12h观

察 1次"同时行丝裂霉素 0.05#0.1#0.125#0.15# 0.175
m g/L 及对照组悬液于 6孔板 T-24 细胞培养皿,观察

肿瘤细胞杀伤情况"
1.2.5 细胞增殖活性的测定 采用荧光显微镜和台盼

蓝染色细胞记数法分析!24孔培养板每孔接种 50000

个 T-24细胞! 用稀释于 200!l腺病毒(ONYX-015!
10!20!40 M OI)3 组 以 及 设 立 对 照 丝 裂 霉 素 0.1

m g/L#10 M OIONYX-015+ 丝 裂 霉 素 0.1 mg/L 和 空

白对照(T-24细胞)3组共 6个实验单位" 各实验单位

设 4个平行孔!第 1!3#5!7天分别进行荧光检测及消

化和收集各组细胞进行台盼蓝染色细胞记数!可检测

细胞杀伤个数" 绘制细胞生长抑制曲线"
1.2.6 T-24 实体瘤模型的建立 T-24 细胞悬液调至

1"107/ml! 取 0.2m l接种至 BALB/C 裸鼠肋缘皮下"
10~15 d 后!出 现 可 触 及(0.5 cm "0.5 cm "0.5 cm )肿

块" 至此!膀胱移植瘤动物模型建立!共制备 32只"
随机区组设计! 将 32 只小鼠分为 4 个处理组

(Ki$i=",#,$!IV)!其中%组$ONYX-015108PFU%ml-1

瘤体注射&瘤体注射&II组$丝裂霉素 0.1m g/L 瘤体注

射 &III组 $ONYX-015 108 PFU%ml-1+ 丝 裂 霉 素 0.1

m g/L 瘤体注射&IV 组$ 空白对照!1640培养液注射"
瘤体内多位点注射治疗!周边两点!中间一点!每次每

只 0.2m l!每日注射 1次’50!l(!连续 5次"第 6天起

II#III组 开 始 腹 腔 注 射 M M C! 每 天 1 次! 每 次 0.1

m g/L’用生理盐水稀释成 200!!l(!连续 7d" I#IV 组

同样方式腹腔注射生理盐水 200!l做对照" 每周观

测并测量肿瘤 2次" 3~4周后处死裸鼠! 取肿瘤!称

重!量直径!进行病理观察"
观察指标$肿瘤大小!重量!并取实验组小鼠内脏

肿瘤组织切片作组织病理学分析’光镜下和电镜下的

病理改变("
有关计算公式如$肿瘤体积(")=#$2/2’# 为长径!

$ 短径(
1.3 统计学处理

采用 SPSS10.0软件行方差分析! 多样本均数间

的多重比较用 % 检验!对 ONYX-015#丝裂霉素及联

合应用实验组与对照组的肿瘤体积进行统计学分析!
以 &<0.05为差异有显著性"

2 结果

2.1 ONYX-015 与 M M C 联合应用对细胞形态学的

影响

ONYX-015 感 染 后 第 3 天 #M M C 应 用 后 第 2

天!T-24 细 胞 部 分 悬 浮!变 圆#膨 胀!胞 浆 中 出 现 空

泡!随后细胞萎缩#坏死#脱落!少数细胞出现凋亡小

体"其形态改变表现有时间性"联合应用 ONYX-015与

M M C 时! 所引起的细胞形态学改变与单用时类似!
但细胞脱落现象更明显!部分细胞出现大量凋亡小体"
2.2 ONYX-015 单用及 ONYX-015 与 M M C 联合应

用对细胞生长的抑制作用

10 M OIONYX-015 与 M M C 联 合 应 用 后 第 3

天!T-24 细胞生长抑制率为 84.1% ! 明 显 强 于 单 用

ONYX-015(52.6% )或 M M C(29% !图 1#2)"
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2.3 ONYX-015与 M M C 联合应用对 T-24细胞裸鼠

皮下移植瘤生长的影响

2.3.1 ONYX-015 +M M C 组 肿 瘤 发 生 时 间 分 别 比 对

照 组 延 迟 3 d 和 5 d!4 周 后 ONYX-015+M M C 组 "
ONYX-015 组 " 丝 裂 霉 素 组 平 均 肿 瘤 体 积 分 别 为

(10.38!4.52)mm 3"(44.11!5.67)mm 3 和(38.98!4.46)
m m 3#而对照组平均肿瘤体积为(254.92!32.74)m m 3$
各处理组之间差异有显著性(!=0.000)%
2.3.2 ONYX-015 单 用 及 ONYX-015 联 合 M M C 治

疗 BALB/C 裸鼠后光镜下改变 常规 HE 染色后光

镜下观察$其中对照组可见肿瘤细胞轮廓清楚$胞内

细胞器完整$细胞核结构清晰可见$细胞间界线分明$
可见毛细血管位于肿瘤细胞团块之中&而 ONYX-015

治疗后可见肿瘤细胞坏死$细胞轮廓不清$胞膜破裂$
细 胞 间 界 线 模 糊 乃 至 消 失$ 细 胞 核 被 破 坏& 联 合

M M C 后可见大片坏死灶$着均一伊红色$毛细血管

中大量炎性细胞浸润&
2.3.3 ONYX-015 单 用 及 ONYX-015 联 合 M M C 治

疗 BALB/C 裸鼠后电镜下改变 可见到 ONYX-015

感染 T-24 细胞胞浆内富含不同发育阶段的 病 毒 颗

粒& 完整病毒粒子直径约 70nm $成熟病毒粒子排列

成晶格状& 除此以外$尚可见有病毒衣壳和未包装的

病毒核物质$并有病毒粒子的释放& 病毒在细胞内引

起明显的超微结构变化$如胞膜溶解’线粒体肿胀"内

质网扩张形成巨大空泡"胞浆内包涵体形成!亦可见

到核膜完整但核物质浓缩成团块"边聚等典型的核凋

亡现象& 胞浆浓缩$细胞器致密&

3 讨论

E1B-55kDa缺陷腺病毒 dl1520 作为溶瘤病毒$
是由 Bischoff等人开发并于 1991年报道的一种可在

P53突变肿瘤细胞中选择性复制并裂解细胞的腺病

毒基因药物$又被称 ONYX-015& 当腺病毒感染正常

细胞后$细胞内 p53则上调$使受染的细胞经历细胞

周期停止或凋亡$从而阻止了病毒的复制& 但野生型

的腺病毒可通过表达 ElB 基 因 而 逃 避 细 胞 的 这 种

(自杀)机制$即该基因编码一种能与 p53结合的蛋白

质$ 使 p53失活$ 从而导致病毒能继续复制& 然而$
ONXY-015是缺乏 ElB 基因的$ 所以它在正常细胞

中不会复制或仅有低水平的复制$但多数肿瘤细胞又

是 p53基因突变或 p53蛋白无能的$因此 ONXY 015

可以专门在这些瘤细胞中复制并溶解这些细胞$同时

释放大量子代病毒再感染其他细胞$从而发挥连锁杀

伤的抗肿瘤作用*1+% 超过 50% 人类恶性肿瘤存在 P53

突 变 或 功 能 失 活 $ 提 示 这 种 具 有 p53 选 择 性 的

ONYX-015病毒是治疗肿瘤的一种很有希望的途径%

所以 ONYX-O15广泛应用于 p53异常的肿瘤治疗的

研究中$并联合应用传统肿瘤治疗$已经进入临床试

验% 但有少数研究证明 ONYX-015对 p53 缺失也无

明显杀伤作用% 饶进军等*2+通过对 p53缺失的白血病

细胞的杀伤性研究表明可能与肿瘤细胞的病毒受体’
整合素等因素有关% 初步研究表明 ONYX-015可显

著增强化疗’放疗的抗瘤作用% Khuri等 *3+同时应用

ONYX-015 和顺铂以及 5-Fu 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%目前对腺

病毒的研究热点是以 ONYX-015/dll520为代表的溶

瘤腺病毒$ I/II期临床研究表明$安全性和疗效较好$
成为少数进入 III期的临床研究的基因治疗药物之

一*4-6+%
丝裂霉素的作用机制同烷化剂相同$ 能与细胞

中的亲核集团发生反应$ 造成 DNA 结构功能破坏$
可导致细胞分裂’增殖的停止或死亡% 用不同浓度的

M M C 作用于膀胱癌细胞$证实其对癌细胞杀伤作用

与剂量呈正比$通过促凋亡和坏死机制完成*7+%
溶瘤病毒介导肿瘤细胞破坏的机制可能主要有

以下几种,-1.由于病毒复制而直接溶解肿瘤细胞&这

一过程是由于病毒在肿瘤细胞内不断增殖$占用了宿

主细胞的原料"能量和场所等$引起肿瘤细胞被抑制

或破坏$ 而且释放的子代病毒又感染邻近的肿瘤细

胞$从而起到了连续放大的作用&-2.病毒蛋白的直接

细胞毒性作用$比如腺病毒的 E3区编码的一种 11.6

"103 的死亡蛋白$E40RF4 区表达的晚期蛋白$ 都能

有效地介导肿瘤细胞溶解$而且肿瘤细胞溶解后释放

的子代病毒又可去感染新的肿瘤细胞*8+$因而具有明

显的放大效应& -3.增强肿瘤细胞对放疗和化疗的敏

感性& 腺病毒 E1A 基因的产物就是一种强有力的化

学致敏剂$特别是在具有 p53功能的细胞中$E1A 的

产物可在这些细胞中诱发 p53的高水平表达$并以此

增加化疗和放疗对 DNA 的损伤作用; 但正常细胞不

受 E1A 的影响*9+& 病毒感染后增强化疗敏感性的现

象$已在 11期临床试验中观察到&受试对象为头部和

颈部肿瘤患者$ 方法上采用肿瘤内注入 ONYX-015

和 5-FU $ 将其结果与单独注射 5-FU 或 ONYX-015

相比较$ 发现联合疗法的肿瘤完全消退效应增加了

27% $且在 6个月的观察中未见肿瘤进展$而且这些

肿瘤细胞均无 p53功能& 结果表明$ONYX 015可增

加瘤细胞对化疗药物敏感性&
本实验应用 ONYX-015联合化疗药物抗肿瘤的

研 究 初 步 表 明 ONYX-015 具 有 一 定 的 抗 膀 胱 癌 作

用$而且 ONYX-015 能提高膀胱癌细胞对化疗药物
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M M C 的敏感性并显著增强化疗药物 M M C 的抗膀

胱癌作用# 对在临床上进一步开展新的综合治疗!
ONYX-015 联合化疗药物 M M C 治疗膀胱癌提供了

一定的实验依据$
Pagliaro%10&对 13 例不宜接受手术的膀胱癌患者

进行门诊应用 rAd-p53膀胱内灌注治疗#以 28d为 1

个周期#分为 3 个剂量组#第 1#4天灌注或连续灌注

4~8d$ 患者无不良反应#组织检查 !53基因表达无明

显改变#其中 1例较表浅的膀胱癌出现消退的迹象$而

理想的肿瘤治疗方法应是将传统的放疗或化疗同溶

瘤病毒疗法联合应用#并通过调节免疫反应#使抗病

毒作用减弱的同时增强抗肿瘤作用$继续深入研究病

毒克服细胞排斥作用而在细胞内复制的机制#将有利

于研制出对肿瘤特异性更高’ 毒性更小的溶瘤病毒$
溶瘤病毒将有可能在抗肿瘤治疗中成为一种靶向性

的新型生物制剂$
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增加# 有利于无水酒精的杀灭作用$ 反之# 如果在

PRFA 之前进行 PEI治疗#酒精及肿瘤坏死会降低随

后 PRFA 时肿瘤对射频热能的传导性#从而缩小射频

消融的覆盖范围$ TACE 之后 PRFA 治疗的间隔时间

一般为 1~2周$ 我们认为#TACE 后只要没有严重副

作用应该尽早进行 PRFA 治疗#因为作为微创局部治

疗#PRFA 不会明显加重 TACE 的副作用$ 如果超选

肝动脉分支栓塞化疗对肝功能及消化功能影响不大#
则可考虑在 TACE 之后 3~5d进行 PRFA $

肝细胞癌的复发与原发肝癌的大小’数量’血管

浸润’淋巴转移’微转移’病理分期及手术操作等诸多

因素有关$ 从本组资料的治疗结果来看#PRFA 联合

TACE 及 PEI治疗复发性小肝癌#其 1’2’3’4年累积

生存率是比较理想的$ 因此我们认为#PRFA 是局部

治疗复发性小肝癌的有效方法# 对于 3cm 以下的复

发性肝细胞癌#在定位准确的情况下可以完全灭活肿

瘤(对于 3~5cm 的复发性肝细胞癌#联合术前 TACE

及术后 PEI治疗也可以完全灭活肿瘤$
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