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携带人内皮抑素基因的肿瘤特异性增殖型腺病毒对卵巢癌的体内治疗作用
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［摘要］　目的：探讨携带人内皮抑素基因的肿瘤特异性增殖型腺病毒ＣＸｈＥ对卵巢癌裸鼠瘤株ＯＶ９０的抑制作用。方法：

ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠右背部皮下接种ＯＶ９０细胞成瘤。（１）１８只荷瘤裸鼠随机分为ＰＢＳ对照组、ＣＸｈＥ治疗组和 ＡｄｈＥ治疗组，皮

下种植瘤内直接注射。各药物隔日注射１次，共注射５次。取肝脏组织行常规病理检查。（２）另１５只荷瘤裸鼠随机分３组，分

别瘤内单次注射ＣＸｈＥ、ＡｄｈＥ和ＯＮＹＸ０１５病毒纯化液。注射后第１、３、７天球后静脉取血ＥＬＩＳＡ检测人内皮抑素浓度，肿

瘤组织行 Ｈｅｘｏｎ单克隆抗体免疫组化染色及微血管免疫组化染色。结果：（１）ＣＸｈＥ组肿瘤生长速度较缓慢，开始治疗后２
周肿瘤体积已明显小于ＡｄｈＥ组（Ｐ＜０．０５）和ＰＢＳ组（Ｐ＜０．０１）。常规 ＨＥ染色显示ＣＸｈＥ组肿瘤组织内见散在坏死灶；

肝脏无明显病理变化。（２）瘤内单次注射各药物后，裸鼠血清中均可检测到内皮抑素蛋白表达，随时间延长表达量逐渐升高。

ＣＸｈＥ组人内皮抑素浓度始终高于ＡｄｈＥ组（Ｐ＜０．０１），增长速度较快。ＣＸｈＥ单次瘤内注射２周，肿瘤 Ｈｅｘｏｎ免疫组化染

色可见大量密集分布的阳性肿瘤细胞。ＣＸｈＥ组肿瘤微血管免疫组化可见残余的癌巢内尚有散在分布的阳性血管内皮细胞。

结论：瘤内直接注射的治疗方法可使瘤生长速度减慢，ＣＸｈＥ治疗效果优于 ＡｄｈＥ，未观察到各治疗组肿瘤生长停止或完全

消退的理想治疗效果。
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　　卵巢癌是女性生殖器常见的恶性肿瘤，死亡率
居妇科恶性肿瘤首位。新生血管的生成满足其不断
生长所需的丰富血供是实体肿瘤一个重要特征，且
在肿瘤的转移过程中也起着决定性作用。卵巢癌富
含血管，易发生腹腔内转移。

　　已发现新生血管抑制剂中，内皮抑素（ｅｎｄｏｓｔａ

ｔｉｎ，Ｅｎｄｏ）作用最为明显，可显著抑制血管内皮生长
因子（ＶＥＧＦ）诱导的内皮细胞增殖、迁移和血管生
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成以及实验动物实体肿瘤的生长和转移［１］。前期研
究证实携带人内皮抑素（ｈＥｎｄｏ）基因的肿瘤特异性
增殖型腺病毒ＣＸｈＥ可在肿瘤细胞内大量增殖，直
接产生溶瘤效应，并产生高浓度的内皮抑素［２］。本
研究采用ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠建立荷人卵巢癌 ＯＶ９０皮
下种植瘤动物模型，通过瘤内注射携带ｈＥｎｄｏ基因
肿瘤特异性增殖型腺病毒ＣＸｈＥ，观察其体内治疗
卵巢癌的作用，以阐明肿瘤特异性增殖型腺病毒和

ｈＥｎｄｏ基因治疗肿瘤的机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物、细胞株、腺病毒和主要试剂　４～６
周龄雄性ＢＡＬＢ／Ｃ裸鼠３５只，平均质量２１～２８ｇ，
由上海中科院动物培育中心提供。在第二军医大学
实验动物中心清洁级动物实验室饲养。２９３细胞由

ＭｉｃｒｏｂｉｘＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司提供；人卵巢癌细胞株

ＯＶ９０由ＡＴＣＣ提供。ＯＮＹＸ０１５（ｄｌ１５２０）由美国
加州大学ＢｅｒｋＡＪ教授惠赠；携带ｈＥｎｄｏ基因的增
殖缺陷型腺病毒ＡｄｈＥ；携带ｈＥｎｄｏ基因的肿瘤特
异性增殖型腺病毒ＣＸｈＥ本室制备［２］。抗 Ｈｅｘｏｎ
单克隆抗体由ＢｉｏｄｅｓｉｇｎＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ提供；Ⅷ因子
相关抗原一抗由ＤＡＫＯ公司提供；ＥｎＶｉｓｉｏｎ二抗试
剂盒由ＤＡＫＯ公司提供；ＥｎｄｏｎｓｔａｔｉｎＥＬＩＳＡ试剂
盒由 ＣｈｅｍｉｃｏｎＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ公司提供；兔抗 Ｅｎ
ｄｏｎｓｔａｔｉｎ单克隆抗体购自 Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司；

ＨＲＰ羊抗兔ＩｇＧ 抗体购自 Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司；

ｈＥｎｄｏ由Ｅｎｔｒｅｍｅｄ公司提供。

１．２　动物模型的建立　裸鼠先在清洁级动物实验
室适应性饲养１周。体外培育人卵巢癌细胞株ＯＶ
９０细胞，取对数生长期贴壁生长细胞，０．２５％胰酶
消化，离心、收集细胞用ＰＢＳ液重悬，１０００／ｍｉｎ室
温下离心２ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ液重悬后离心收集细
胞，细胞悬液密度调整至５×１０７／ｍｌ。于裸鼠右背
部皮下接种ＯＶ９０细胞，０．１ｍｌ／只，１周后成瘤。

１．３　实验动物的处理　对１８只肿瘤生长至４～５
ｍｍ的裸鼠进行随机分组，分为３组，每组各６只。
对照组：每只裸鼠肿瘤内直接注射１００μｌＰＢＳ；ＣＸ
ｈＥ治疗组：瘤内注射ＣＸｈＥ病毒纯化液每只１×
１０９／１００μｌ；ＡｄｈＥ治疗组：瘤内注射ＡｄｈＥ病毒纯
化液每只１×１０９／１００μｌ。隔日注射１次，共注射５
次。分别于第一次注射后０、３、７、１４、２１、２８ｄ时测
量并计算肿瘤体积，肿瘤体积计算公式：肿瘤体积
（ｍｍ３）＝Ａ×Ｂ２／２（Ａ、Ｂ分别为经过中心点的肿瘤
最大径和最小径）。实验结束各组动物取肝脏组织
行常规病理检查。

　　另取１５只成瘤裸鼠随机分为３组，分别瘤内单
次注射ＣＸｈＥ、ＡｄｈＥ和ＯＮＹＸ０１５病毒纯化液每
只１×１０９／１００μｌ。注射后第１、３、７天麻醉状态下
球后静脉取血０．１ｍｌ，肝素抗凝，４０００ｒ／ｍｉｎ，离心

１５ｍｉｎ，取血清，－８０℃冻存，备ＥＬＩＳＡ检测ｈＥｎｄｏ
浓度。取血结束后１周动物处死，肿瘤标本行腺病
毒外壳蛋白五邻体 Ｈｅｘｏｎ免疫组化染色和肿瘤微
血管免疫组化染色。

１．４　统计学处理　数据均以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ
１０．０软件进行方差分析。

２　结　果

２．１　裸鼠卵巢癌动物模型的建立　５×１０６个ＯＶ
９０卵巢癌细胞每只裸鼠皮下注射后７ｄ，可观察到
直径约４～５ｍｍ 大小的皮下肿瘤结节，致瘤率为

１００％，但２只裸鼠成瘤不理想，予以剔除。

２．２　ＣＸｈＥ和ＡｄｈＥ治疗效果观察　结果见表１。
与ＡｄｈＥ治疗组和ＰＢＳ对照组相比较，ＣＸｈＥ治
疗组裸鼠皮下种植肿瘤生长速度较缓慢，治疗开始
后第１４天肿瘤体积已明显小于ＡｄｈＥ治疗组（Ｐ＜
０．０５）和ＰＢＳ组（Ｐ＜０．０１）。２１ｄ后，ＣＸｈＥ治疗
组肿瘤增长速度开始加快，但仍明显小于另外两组
（Ｐ＜０．０５）。ＡｄｈＥ对裸鼠皮下种植肿瘤的生长也
有一定的抑制作用，治疗开始后第１４天肿瘤体积小
于ＰＢＳ组（Ｐ＜０．０５）。治疗过程中各组均未观察到
肿瘤消失或缩小，也没出现明显的毒性反应；晚期则
因恶液质而明显消瘦。实验结束后动物颈椎脱臼法
处死检查，肝脏外观、质地正常，无硬化、结节和淤胆
等病理改变。

２．３　ＨＥ常规染色　肿瘤组织常规 ＨＥ染色，ＣＸ
ｈＥ治疗组肿瘤细胞核大深染，分裂象不规则，其肿
瘤组织内可见散在坏死灶以及继发性增生纤维间隔

的形成（图１Ａ），其他组未见明显类似病理改变；裸
鼠肝脏病理示肝小叶结构清晰，无肝细胞变性、坏死
和再生假小叶结节等形成（图１Ｂ），与ＰＢＳ对照组比
较无明显差异。

２．４　裸鼠血清ｈＥｎｄｏ浓度ＥＬＩＳＡ检测　瘤内单
次分别注射ＣＸｈＥ、ＡｄｈＥ或ＯＮＹＸ０１５后１、３、７
ｄ，用ＥＬＩＳＡ方法分别检测了３组血清中ｈＥｎｄｏ的
浓度，结果见表２。可看出瘤内单次注射携带ｈＥｎ
ｄｏ基因腺病毒后，荷卵巢癌裸鼠血清中均可检测到

ｈＥｎｄｏ蛋白表达，随着时间延长表达量逐渐升高。

ｈＥｎｄｏ浓度 ＣＸｈＥ 治疗组裸鼠体内始终高于

ＡｄｈＥ治疗组（第７天，Ｐ＜０．０１），且增长速度较
快。　　　
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表１　治疗组和对照组肿瘤体积

Ｔａｂ１　Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｓｏｆｔｒｅａｔｅｄａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，Ｖ／ｍｍ３）

Ｇｒｏｕｐ ０ｄ ３ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ

ＣＸｈＥ ４２．７±５．４ １０３．６±１８．６ ３１２．８±４０．３ 　５２４．７±５８．６△ 　９４０．２±９９．６△ １６００．０±２５３．４
ＡｄｈＥ ４０．８±９．５ １５５．２±２８．４ ４３８．５±５９．５ 　９９５．２±１６３．４ １５９０．０±３２０．９ ２７６６．０±８２６．７
ＰＢＳ ３８．６±６．２ １０８．５±１９．７ ５３７．８±７９．５ １３８７．０±３６５．８ ２８６２．０±５５９．４ ４８９３．０±９２９．６

　Ｔｉｍｅｗａｓｃｏｕｎｔｅｄａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｒｓｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；Ｐ＜０．０５，Ｐ ＜０．０１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＡｄｈＥｇｒｏｕｐ

图１　ＣＸｈＥ治疗组肿瘤组织（Ａ）和

肝脏（Ｂ）常规ＨＥ染色

Ｆｉｇ１　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ（Ａ）ａｎｄ

ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ（Ｂ）ｉｎＣＸｈＥｇｒｏｕｐｓ（ＨＥ，×３００）

表２　ＣＸｈＥ及ＡｄｈＥ治疗组荷瘤裸鼠血清ｈＥｎｄｏ浓度

Ｔａｂ２　ＳｅｒｕｍｈＥｎｄｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｎｕｄｅｍｉｃｅｂｅａｒｉｎｇ
ｈｕｍａｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣＸｈＥａｎｄＡｄｈＥ

（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，ρＢ／ｎｇ·ｍｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ １ｄ ３ｄ ７ｄ

ＣＸｈＥ ２８３±４１ ９６４±１２７ １９００±２０１

ＡｄｈＥ ２９±３６ ５７４± ９３ ６３３±１２２
ＯＮＹＸ０１５ １４３±２３ １８６± ５３ １５７±４９

　Ｐ＜０．０１ｖｓＡｄｈＥｇｒｏｕｐ

２．５　腺病毒外壳蛋白五邻体 Ｈｅｘｏｎ表达　腺病毒
外壳蛋白五邻体 Ｈｅｘｏｎ是腺病毒晚期基因的表达
产物。外壳蛋白表达是腺病毒复制的结果，也是病
毒颗粒成熟包装的重要标志。其中外壳蛋白的

Ｈｅｘｏｎ经单克隆抗体免疫组化染色后在阳性细胞内
可见到棕黄色颗粒。本组实验结果见图２。ＣＸｈＥ
单次瘤内注射１４ｄ后，肿瘤标本Ｈｅｘｏｎ免疫组化染
色可见大量密集分布的阳性肿瘤细胞（图２Ａ），而相
邻的脂肪和纤维组织内未见阳性染色（图２Ｂ）；Ａｄ
ｈＥ组肿瘤组织内仅见淡染阳性细胞散在分布（图

２Ｃ）。表明ＣＸｈＥ具有肿瘤组织特异性且能在体内
增殖。

２．６　肿瘤微血管免疫组化检测　ＶｏｎＷｉｌｌｅｂｒａｎｄ
因子（ｖＷＦ）是血管内皮细胞特异性标志物，通过

ｖＷＦ免疫组化染色，可标记肿瘤组织中的微血管Ｓ
内皮细胞，以检测ＣＸｈＥ在肿瘤新生血管生长抑制
治疗的作用。ＣＸｈＥ组残余的癌巢内尚有散在分布
的阳性血管内皮细胞（图３Ａ）；ＯＮＹＸ０１５组阳性染
色的血管内皮细胞明显多于ＣＸｈＥ组，且血管管腔
不规则（图３Ｂ），表明 ＣＸｈＥ确能体内抑制血管
新生。

图２　肿瘤组织Ｈｅｘｏｎ免疫组化染色

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒＨｅｘｏｎｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ（×３００）

Ａ：ＴｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｉｎＣＸｈＥｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＦａｔｔｉｓｓｕｅｎｅａｒｔｕｍｏｒｉｎＣＸｈＥｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＴｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｉｎＡｄｈＥｇｒｏｕｐ
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图３　肿瘤组织ｖＷＦ免疫组化染色

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｖＷＦｏｆ

ｖｅｓｓｅｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ（×３００）

Ａ：ＣＸｈＥｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＯＮＹＸ０１５ｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　卵巢癌缺乏有效的早期诊断方法，诊断时多为
晚期，目前国内５年生存率仍徘徊在２５％～３０％，
卵巢癌已成为严重威胁妇女生命及健康的肿瘤。９０
年代以来，肿瘤基因治疗逐步从实验室进入临床，基
因治疗成为热点。５５％～８０％原发性卵巢癌发现有

ｐ５３的突变［３］，肿瘤基因治疗关键要高效安全的基
因导入系统。病毒载体能有效地将原位基因导入肿
瘤细胞中，体内外实验表明，腺病毒介导卵巢癌转基
因治疗能有效抑制卵巢癌细胞生长，并延长卵巢癌
小鼠模型生存期［４］。

　　近年来肿瘤特异性溶瘤病毒已成为肿瘤治疗的
研究新方向［５］，其仅在肿瘤细胞中复制，而对正常细
胞不影响或影响极小。能够靶向肿瘤细胞增殖，且
病毒本身可杀死肿瘤细胞，而不损害正常细胞，从肿
瘤细胞释放出来的病毒可继续感染周围的肿瘤细

胞，具有疗效放大作用。ＯＮＹＸ０１５被认为是最为
有效的肿瘤生物治疗方案之一［６］，并已在卵巢癌治
疗中实验应用［７］。

　　新生血管生成在肿瘤的生长和转移过程中起着
决定性的作用，卵巢癌肿瘤组织中ＶＥＧＦ的高表达
与肿瘤的转移和预后有明显的相关性。ｈＥｎｄｏ相对
分子质量为１８５００，１９９９年克隆出了全长ｈＥｎｄｏ基
因。Ｅｎｄｏ可显著抑制体外 ＶＥＧＦ诱导的内皮细胞
迁移和血管生成以及实验动物实体肿瘤的生长和转

移［１］，长期应用无毒副作用和耐药性问题发生［８，９］。

　　为检验ＣＸｈＥ对卵巢癌ＯＶ９０的体内治疗作
用，我们建立皮下人卵巢癌种植瘤裸鼠动物模型，采
用瘤内直接注射的治疗方法，实验结果表明：各治疗
组皮下种植瘤生长减慢，ＣＸｈＥ治疗效果优于 Ａｄ

ｈＥ，可能存在以下原因：（１）高浓度ｈＥｎｄｏ表达：瘤
内单次注射ＣＸｈＥ病毒后３ｄ裸鼠血清内ｈＥｎｄｏ
浓度达９７４ｎｇ／ｍｌ，７ｄ后达１８９７ｎｇ／ｍｌ。ｈＥｎｄｏ在
浓度为７００ｎｇ／ｍｌ时即可显著抑制内皮细胞的增殖
和新生血管生成，血管内皮细胞ｖＷＦ免疫组化染色
提示ＣＸｈＥ治疗组肿瘤组织内微血管明显减少。
（２）病毒在肿瘤细胞中复制、增殖，裂解肿瘤细胞后
扩增病毒再感染周围肿瘤细胞并继续增殖，对ＣＸ
ｈＥ治疗组肿瘤组织内 Ｈｅｘｏｎ的免疫组化染色见到
大量阳性细胞，显示腺病毒在肿瘤细胞内复制并扩
散。由于ＡｄｈＥ为增殖缺陷型病毒，无法在肿瘤细
胞内反复扩增，影响基因产物的表达。（３）增殖病毒
直接溶瘤效应：我们的增殖型腺病毒保留了Ｅ３区基
因，Ｅ３区基因的相对分子质量为１１６００的蛋白，又
称腺病毒死亡蛋白（ＡＤＰ）具有促使感染细胞裂解的
功能。常规 ＨＥ染色证实肿瘤组织内存在坏死灶。

　　腺病毒治疗的安全性同样引人关注。在 ＯＮ
ＹＸ０１５Ⅰ期临床试验中通过各种途径即使注射２×

１０１３个病毒也没有观察到明显的与病毒注射剂量有

直接关系的毒性反应［１０］。由于静脉注射腺病毒后

主要分布于肝脏，其毒性也主要表现为对肝脏组织

的损伤［１１］，在本实验中我们也未发现ＣＸｈＥ造成明

显的肝脏损伤。

　　本实验在多次注射ＣＸｈＥ后，肿瘤并未完全消
退，只是生长速度慢于各对照组，可能因素如下：活
体肿瘤组织可产生类似于 ＶＥＧＦ和ＢＦＧＦ等血管
生长因子拮抗Ｅｎｄｏ；也不排除肿瘤细胞产生某种蛋
白酶灭活、降解Ｅｎｄｏ；尽管动物实验中Ｅｎｄｏ可显著
抑制包括恶性程度很高的Ｌｅｗｉｓ肺癌等在内的恶性

肿瘤生长和转移［８］，但治疗剂量大，血清浓度每毫升

可高达数十微克，远高于本实验结果；腺病毒体积
（直径为９０ｎｍ）比化疗药物、免疫因子大，且肿瘤组
织内坏死灶、纤维间隔及正常组织等物理阻隔效应
都限制病毒在肿瘤组织内有效扩散；腺病毒受体
（ＣＡＲ）肿瘤组织内低表达也会影响腺病毒感染和扩
散能力；肿瘤细胞的高度异质性，即使在同一来源的
肿瘤组织内，其ｐ５３基因的功能状态也不尽相同。

　　有报道Ｅｎｄｏ基因治疗单独使用有效率低，但
可增强肿瘤细胞对化疗和放疗的敏感性，联合化疗
和放射治疗后可使原来对化疗、放疗不敏感的肿瘤

表现出很好效果 ［１２～１４］。我们希望携带ｈＥｎｄｏ基因

的肿瘤特异性增殖型腺病毒治疗卵巢癌的方法能成

为卵巢癌术后患者继化疗、放疗后的一种重要辅助
治疗手段。
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