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感染效率的研究
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　　［摘要］　目的　在嵌合型腺病毒的ｆｉｂｅｒ中插入具有整合素特异性的ＲＧＤ肽，构建可提高腺病毒感染效率的腺病毒载
体，观察其对人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４以及成纤维细胞ＢＪ的感染效率。方法　将ＲＧＤ４Ｃ插入到ＡＤ５／１１嵌合型腺
病毒载体ｆｉｂｅｒ的 ＨＩ区，与腺病毒骨架质粒ｐＰＥ３共转染大肠杆菌ＢＪ５１８３，同源重组产生腺病毒重组质粒（ｐＰＥ３Ｆ１１ＲＧＤ

４Ｃ），该重组质粒与ＰＤＣ３２８ＥＦ１ＥＧＦＰ共转染人胚肾２９３细胞进行包装，产生重组腺病毒（ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ）。用该重组

腺病毒感染 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４以及ＢＪ细胞，通过荧光显微镜观察感染效率。结果　所构建的重组腺病毒ＰＣＲ扩增出１１２３
ｂｐ包含目的片段的基因片段。同时，制备了高滴度的重组病毒，纯化后病毒滴度为１．３×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ。当 ＭＯＩ＝１０，４８ｈ时该

重组病毒对 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４及ＢＪ细胞的感染效率明显高于对照组腺病毒（ＡＤ１１ＥＧＦＰ）。结论　成功构建了可提高腺病
毒感染效率的嵌合型腺病毒（ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ），为进一步的研究奠定了基础。
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　　肿瘤的基因治疗越来越引起人们的重视，已经
有大量的临床前研究和临床实验在探索肿瘤基因治

疗的潜力。其中腺病毒载体因其具有多方面的优
势：感染细胞类型广，感染效率高；理化性质稳定，容
易制备高滴度病毒；不整合入细胞基因组，遗传毒性
较低，安全性好；既能感染分裂期也能感染非分裂期
细胞［１］等，被广泛应用于肿瘤基因治疗。人类腺病
毒有Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ６个不同亚属，它们对宿主细胞
的亲嗜性、致瘤性及疾病史各不相同。目前常用的
腺病毒载体是基于人５型血清型腺病毒发展起来的
腺病毒载体［２３］，它们在感染靶细胞时，首先由病毒
纤毛蛋白（ｆｉｂｅｒ）中的突起结构域（ｋｎｏｂｄｏｍａｉｎ）识
别并结合细胞表面的柯萨奇腺病毒受体（ｃｏｘｓａｃｋｉｅ
ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＡＲ），然后腺病毒五邻体基部
的ＡｒｇＧｌｙＡｓｐ（ＲＧＤ）基序与靶细胞表面整合素相
互作用介导腺病毒内化［４］。因此，ｆｉｂｅｒｋｎｏｂ与

ＣＡＲ受体的结合是病毒进入细胞的关键步骤，修饰
腺病毒的ｆｉｂｅｒ成为解决腺病毒依赖ＣＡＲ受体进行
感染的有效途径。但是一些原发瘤和新鲜分离的肿
瘤细胞中ＣＡＲ受体不表达，或表达量很低，这大大
限制了基于Ｃ族腺病毒改造的溶瘤腺病毒的感染能
力和抗肿瘤能力。１１型腺病毒属于Ｂ族腺病毒，Ｂ
族腺病毒是通过ｆｉｂｅｒ与细胞表面的ＣＤ４６膜蛋白
结合、黏附并进入细胞［５］，与传统的５型等Ｃ族腺病
毒载体相比有许多优点：血清中的中和抗体阳性率
较低；感染细胞不依赖ＣＡＲ受体，能够高效感染多
种重要的干细胞及原代肿瘤细胞；肝脏毒性低，免疫
副作用小等［６］。因此，如能用１１型腺病毒ｆｉｂｅｒ的

ｋｎｏｂ和ｓｈａｆｔ替换传统５型腺病毒载体ｆｉｂｅｒ的

ｋｎｏｂ和ｓｈａｆｔ，构建具有嵌合型ｆｉｂｅｒ的 Ａｄ５／１１型
腺病毒，此类腺病毒载体将继承 Ａｄ１１的感染特性，
有效转导ＣＡＲ表达不足的多种重要靶细胞，尤其是
肿瘤细胞、造血干细胞及间充质干细胞等原感染效
率较低的靶细胞。

　　腺病毒的ｆｉｂｅｒ是突出于腺病毒颗粒的三聚体
蛋白，主要分为３个区域：ｓｈａｆｔ、ｋｎｏｂ、ｔａｉｌ。其中

ｋｎｏｂ为腺病毒颗粒结合宿主细胞的必需结构，它由

ＡＢ、ＣＤ、ＤＥ、ＥＧ、ＧＨ、ＨＩ、ＩＪ等７个环组成，其中 ＨＩ
环是理想的配体或多肽的插入部位。首先，ＨＩ环含
有多个突出于表面的疏水性氨基酸残基，配体与之
相连后在空间上的结构会很舒展，利于与受体结合；
其次，ＨＩ环很少参与ｋｎｏｂ的三聚体化；再次，在各
种血清型腺病毒中，ＨＩ环的氨基酸残基数目和组成
不相同，且 ＨＩ环不参与ｋｎｏｂ的细胞结合位点的形
成［７］。

　　ＲＧＤ肽是一类含有精氨酸甘氨酸天冬氨酸

（ＡｒｇＧｌｙＡｓｐ）的短肽，广泛存在于生物体内，可用
于腺病毒结构的改造，从而提高腺病毒为载体的基
因治疗对肿瘤细胞的选择性［８］。ＲＧＤ４Ｃ即 ＣＤ
ＣＲＧＤＣＦＣ是ＲＧＤ多肽家族的一种，可高效结合哺
乳动物细胞表面的多种整合素，因此可利用 ＲＧＤ
４Ｃ与整合素的相互作用来提高病毒对细胞的感染
能力，这样病毒将不会仅依赖于细胞膜上ＣＡＲ受体
的存在而进入细胞。

　　基于以上分析和设想，本研究试将ＲＧＤ４Ｃ插
入５／１１嵌合型腺病毒载体的 ＨＩｌｏｏｐ，在嵌合型腺
病毒载体的基础上，构建ｆｉｂｅｒ的ＨＩ区插入ＲＧＤ多
肽的新型腺病毒载体，并用该病毒感染肝癌细胞株
和正常细胞株检测感染效率，旨在通过这些探索提
高腺病毒载体的感染效率，为提高腺病毒生物治疗
效率进行有益的尝试。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　质粒ｐＣｌｏｎ９ｆ１１、ＰＤＣ３２８
ＥＦ１ＥＧＦＰ和腺病毒骨架质粒ｐＰＥ３均由第二军医
大学东方肝胆外科医院病毒基因治疗实验室构建；

ＤＨ５α感受态细菌、ＢＪ５１８３感受态细菌、人胚肾２９３
细胞、人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４以及成纤维细
胞ＢＪ均由第二军医大学东方肝胆外科医院病毒基
因治疗实验室保存备用；人胚肾２９３细胞、人肝癌细
胞 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４以及成纤维细胞ＢＪ均参照细
胞株培养说明，采用贴壁细胞培养法，在３７℃、５％
ＣＯ２孵箱内培养。转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购
自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，各种限制性内切酶均购自 ＮＥＢ
公司，细胞用培养基均购自Ｇｉｂｃｏ公司。

１．２　方法

１．２．１　引物设计及合成　引物序列见表１，均由上
海英骏生物技术有限公司合成。

１．２．２　 载 体 ｐＣｌｏｎ９ｆ１１ＲＧＤ４Ｃ 的 构 建 　 以

ｐＣｌｏｎ９ｆ１１为模板，使用引物Ｐ１和Ｐ３进行ＰＣＲ得
到１０９６ｂｐ大小的条带；以ｐＣｌｏｎ９ｆ１１为模板，使用
引物Ｐ４和Ｐ２进行ＰＣＲ得到４９０ｂｐ大小的条带；
然后以这２次ＰＣＲ产物的混合物为底物，使用引物

Ｐ１和Ｐ２进行２次ＰＣＲ，得到１５８６ｂｐ大小的条带，
且５′端引入ＰａｃⅠ酶切位点，３′端引入ＡｆｌⅡ酶切位
点。将 该 ＰＣＲ 片 段 连 接 到 ｐＣｌｏｎ９ｆ１１，得 到

ｐＣｌｏｎ９ｆ１１ＲＧＤ４Ｃ（图１），酶切并测序鉴定。

１．２．３　细菌内同源重组　ｐＣｌｏｎ９ｆ１１ＲＧＤ４Ｃ经

ＡａｔⅡ＋ＨｉｎｄⅢ酶切回收大片段（５９５７ｂｐ）与

ｐＰＥ３Ｆ１１（经 ＰａｃⅠ 酶切线性 化）在 大 肠 杆 菌

ＢＪ５１８３内进行细菌内同源重组，得到质粒ｐＰＥ３
Ｆ１１ＲＧＤ４Ｃ，酶切并ＰＣＲ鉴定。
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１．２．４　腺病毒重组　利用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂
盒，将质粒ｐＰＥ３Ｆ１１ＲＧＤ４Ｃ与ｐＤＣ３２８ＥＦ１ＥＧ
ＦＰ共转染至２９３细胞，具体方法按试剂盒说明书操
作。转染后７～１４ｄ细胞出现病毒空斑，经过３次病
毒空斑纯化，提取病毒ＤＮＡ，利用引物Ｐ１和Ｐ５进
行ＰＣＲ鉴定，ＰＣＲ阳性组以ｐＣｌｏｎ９ｆ１１ＲＧＤ４Ｃ

为模板，阴性对照不加模板，将重组病毒命名为

ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ。重组病毒在人胚肾２９３细
胞中反复扩增后通过氯化铯梯度离心法纯化病毒，
采用半数组织培养感染剂量（５０％ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎ
ｆｅｃｔｉｏｕｓｄｏｓｅ，ＴＣＩＤ５０）法测定重组腺病毒滴度。

表１　合成引物的序列

Ｔａｂ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐ１ ５′ＣＣＧＴＴＡＡＴＴＡＡＧＡＴＣＴＴＡＴＴＣＣＣＴＴＴＡＡＣＴＡＡＴＡ３′（ｉｎｃｌｕｄｅｄＰａｃⅠｄｉｇｅｓｔｉｎｇｓｉｔｅ）

Ｐ２ ５′ＡＧＣＧＣＣＣＴＴＡＡＧＴＧＡＧＣＴＧＣＣＣ３′（ｉｎｃｌｕｄｅｄＡｆｌⅡｄｉｇｅｓｔｉｎｇｓｉｔｅ）

Ｐ３ ５′ＧＡＡＡＣＡＧＴＣＴＣＣＧＣＧＧＣＡＧＴＣＡＣＡＡＴＴＴＡＴＴＧＣＴＣＴＴＣＧＧＴＴＡＡＧＣＡＴＧＡＣＡＧ３′
Ｐ４ ５′ＧＡＣＴＧＣＣＧＣＧＧＡＧＡＣＴＧＴＴＴＣＴＧＣＧＡＣＧＡＧＡＣＡＴＣＡＴＡＴＴＧ３′
Ｐ５ ５′ＧＣＡＧＡＡＡＣＡＧＴＣＴＣＣＧＣＧＧＣＡ３′

图１　ｐＣｌｏｎ９ｆ１１ＲＧＤ４Ｃ结构示意图

Ｆｉｇ１　ＩｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｐＣｌｏｎ９ｆ１１ＲＧＤ４Ｃ

１．２．５　病毒感染能力测定　取对数生长期的人肝

癌细胞株 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４以及正常成纤维细胞

ＢＪ计数铺６孔板，５×１０５／孔，３７℃、５％ＣＯ２孵箱内

培养２４ｈ；换无血清培养液，ＡＤ１１ＥＧＦＰ与ＡＤ１１

ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ分别感染 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４、ＢＪ细

胞，ＭＯＩ＝１０，十字法摇匀，２ｈ后换５％血清培养

液，３７℃、５％ＣＯ２孵箱内培养；分别于感染后２４ｈ、

４８ｈ观察感染及绿色荧光表达情况。

２　结　果

２．１　质粒ｐＰＥ３Ｆ１１ＲＧＤ４Ｃ的鉴定　酶切电泳

结果如图２所示，质粒ｐＰＥ３Ｆ１１ＲＧＤ４Ｃ经 Ｈｉｎｄ

Ⅲ、ＫｐｎⅠ、ＸｈｏⅠ酶切之后条带均正确。ＰＣＲ电泳
鉴定结果如图３所示，以Ｐ１和Ｐ５为引物进行ＰＣＲ
扩增，阴性对照扩增不出任何条带，质粒克隆含有

ＲＧＤ４Ｃ因此均产生１１２３ｂｐ的条带，而ｐＰＥ３Ｆ１１

由于不存在ＲＧＤ４Ｃ只产生非特异性扩增，以上结

果说明质粒构建正确。

图２　质粒ｐＰＥ３Ｆ１１ＲＧＤ４Ｃ的酶切鉴定

Ｆｉｇ２　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｐｌａｓｍｉｄ
　Ｍ：λＤＮＡ／ＥｃｏＲⅠ＋ＨｉｎｄⅢ ｍａｒｋｅｒ；１，２：Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ

ＨｉｎｄⅢ；３，４：ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＫｐｎⅠ；５，６：Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｄｉ

ｇｅｓｔｅｄｂｙＸｈｏⅠ

图３　质粒ｐＰＥ３Ｆ１１ＲＧＤ４Ｃ的ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｂｙＰＣＲ
　Ｍ１：λＤＮＡ／ＥｃｏＲⅠ＋ＨｉｎｄⅢ ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；

Ｎ１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｎ２：ｐＰＥ３Ｆ１１；１，２：ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐＰＥ３Ｆ１１ｂ

ＲＧＤ４Ｃｐｌａｓｍｉｄ

２．２　病毒 ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ的ＰＣＲ鉴定　取

２００μｌ细胞悬液用ＱｉａｇｅｎＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ试剂
盒提取腺病毒ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ的基因组ＤＮＡ，
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以Ｐ１和Ｐ５为引物，鉴定病毒中的ＲＧＤ４Ｃ序列，由
于病毒 ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ中含有ＲＧＤ４Ｃ序列，
因此可扩增产生１１２３ｂｐ产物，阴性对照扩增不出任
何条带；ｐＰＥ３Ｆ１１由于不存在ＲＧＤ４Ｃ，因此只产生
非特异性扩增，证实病毒重组成功，结果见图４。

ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ在２９３细胞中反复扩增纯化，

ＴＣＩＤ５０法测定病毒滴度为１．３×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ。

２．３　病毒 ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ对细胞的感染能
力　ＭＯＩ＝１０时，将病毒 ＡＤ１１ＥＧＦＰ 与 ＡＤ１１
ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ分别感染肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ
７４０４以及人成纤维细胞ＢＪ，２４ｈ、４８ｈ后，用荧光显
微镜观察ＥＧＦＰ的表达，检测其感染能力。由图５
可以看出，２４ｈ病毒ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ对ＢＥＬ
７４０４和ＢＪ细胞株的感染效率比对照组病毒ＡＤ１１
ＥＧＦＰ明显高；４８ｈ病毒 ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ对

ＨｅｐＧ２、ＢＥＬ７４０４和ＢＪ３种细胞株的感染效率比

对照组病毒ＡＤ１１ＥＧＦＰ显著提高；２４ｈ时病毒

ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ对ＨｅｐＧ２的感染效率与对照
组病毒无明显差别。

图４　病毒ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ的ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｂｙＰＣＲ
Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；Ｎ１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｎ２：ｐＰＥ３Ｆ１１；Ｐ：ｐＰＥ３Ｆ１１

ＲＧＤ４Ｃｐｌａｓｍｉｄ；１：ＴｈｅｖｉｒｕｓＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ

图５　病毒ＡＤ１１ＥＧＦＰ与ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ荧光表达情况

Ｆｉｇ５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓｂｅｔｗｅｅｎＡＤ１１ＥＧＦＰａｎｄＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ
Ａ：ＨｅｐＧ２ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＤ１１ＥＧＦＰ（２４ｈ）；Ｂ：ＨｅｐＧ２ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ（２４ｈ）；Ｃ：ＨｅｐＧ２ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＤ１１ＥＧＦＰ（４８ｈ）；Ｄ：ＨｅｐＧ２ｉｎ

ｆｅｃｔｅｄｂｙＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ（４８ｈ）；Ｅ：ＢＥＬ７４０４ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＤ１１ＥＧＦＰ（２４ｈ）；Ｆ：ＢＥＬ７４０４ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ（２４ｈ）；Ｇ：ＢＥＬ

７４０４ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＤ１１ＥＧＦＰ（４８ｈ）；Ｈ：ＢＥＬ７４０４ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ（４８ｈ）；Ｉ：ＢＪｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＤ１１ＥＧＦＰ（２４ｈ）；Ｊ：ＢＪｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙ

ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ（２４ｈ）；Ｋ：ＢＪｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＤ１１ＥＧＦＰ（４８ｈ）；Ｌ：ＢＪｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ（４８ｈ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

３　讨　论

　　基因治疗的关键环节之一是提高腺病毒对肿瘤

细胞的感染效率，由于５型腺病毒的基因治疗载体
对ＣＡＲ受体表达较低或不表达的细胞感染效率很
低，为提高腺病毒的感染效率和治疗效果研究者们
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已经进行了一系列的改造：Ｗｉｔｌｏｘ等［９］构建的Ｅ１Ａ
缺失２４ｂｐ的 Ａｄ５Δ２４ＲＧＤ对骨肉瘤细胞株和原
代细胞均有很好的治疗效果。Ｗａｋａｙａｍａ等

［１０］构建

的ＡｘｄＡｄＢ３Ｆ／ＲＧＤ在ＣＡＲ阳性和阴性的胆管癌
细胞中复制能力和杀伤作用均有所增强（相对于病
毒ＡｘｄＡｄＢ３），但在正常肝细胞复制能力减弱，细胞
毒性也减弱。另外，Ｔｙｌｅｒ等

［１１］构建的Ａｄ５／３ＲＧＤ
经体内外实验证实在恶性胶质瘤细胞株和原代细胞

中均有明显的效果。但目前尚未有报道将ＲＧＤ４Ｃ
与嵌合型ＡＤ５／１１相结合对肿瘤进行基因治疗的探
索。

　　本研究将ＲＧＤ４Ｃ插入到ＡＤ５／１１嵌合型ｆｉｂｅｒ
的 ＨＩ区，构建了携带荧光报告基因ＥＧＦＰ的非增
殖嵌合型腺病毒ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ，通过观察荧
光表达情况发现ＲＧＤ４Ｃ的插入可提高腺病毒对肿
瘤细胞和正常细胞的感染效率，可见ＲＧＤ４Ｃ的插
入可提高腺病毒感染细胞的效率，这为我们下一步
的研究奠定了很好的实验基础。

　　肿瘤干细胞是近几年来人们非常关注的热点，
其在肿瘤的发生、发展和维持中起重要作用。传统
的化疗药物虽然杀死了大部分的肿瘤细胞，但由于
肿瘤干细胞的存在，其耐药性仍会造成肿瘤的复发。
只有杀死肿瘤干细胞，才能彻底治愈肿瘤。因此，越
来越多的学者提出肿瘤治疗应该针对肿瘤干细胞，
即使肿瘤体积没有缩小，但由于其他细胞增殖能力
有限，肿瘤将逐渐退化萎缩。实验结果表明我们构
建的病毒ＡＤ１１ＲＧＤ４ＣＥＧＦＰ可提高对细胞的感
染效率。但目前尚未有报道ＲＧＤ４Ｃ与细胞表面整
合素的结合以及１１型腺病毒未知受体Ｘ［１２］的存在
是否能提高对肿瘤干细胞的感染效率。我们进一步
的实验将探索该构建病毒对肿瘤干细胞的感染能

力，找到两者之间的相互关系，进而有效清除肿瘤干
细胞，为肿瘤的基因治疗提供一种新的方法。可以
大胆设想，通过调控使病毒在肿瘤细胞，特别是在肿
瘤干细胞中选择性复制，而在正常细胞内少复制或
不复制达到安全、有效治疗肿瘤的最终目的。
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