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暋暋暰摘要暱暋目的暋通过观察溶瘤性单纯疱疹病毒(HSV)载体G47殼对人类乳腺癌细

胞系SK灢BR灢3、MDA灢MB灢453和 MDA灢MB灢231的细胞毒效应,探讨其对人乳腺癌的

治疗作用。方法暋体外培养人乳腺癌细胞SK灢BR灢3、MDA灢MB灢453和 MDA灢MB灢231,
将 G47殼按不同滴度(MOI)加入培养液中,每天观察细胞的生长状态。G47殼 含有

LacZ基因,其在被感染细胞中的表达可用X灢gal染色检测。结果暋较低 MOI(0.01)的

G47殼对SK灢BR灢3和 MDA灢MB灢453具有较高的毒性,但对 MDA灢MB灢231没有杀伤作

用。在 MOI=0.01的实验组,感染病毒后第5天,超过90%的SK灢BR灢3和 MDA灢MB灢
453细胞已被杀灭;但在 MOI=0.01组及 MOI=0.10组,MDA灢MB灢231感染G47殼后

细胞数量与对照组相比均无差异。采用 X灢gal染色证实了病毒在癌细胞中复制和传

播。结论暋近期构建的 HSV载体灢G47殼可有效杀灭人乳腺癌细胞SK灢BR灢3和 MDA灢
MB灢453,但未显示出对 MDA灢MB灢231的影响。G47殼的有效性及缺陷为新型溶瘤性单

纯疱疹病毒 G47殼用于乳腺癌治疗的临床试验提供有力依据,但其应用尚需进一步

研究。
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暰Abstract暱暋Objective暋 Toinvestigatetheefficacyofherpessimplexvirus
(HSV)vector,G47殼forthetreatmentofthehumanbreastcancerthroughthe
observationofitscytotoxicityonthreehumanbreastcancercelllines,SK灢BR灢3,
MDA灢MB灢453and MDA灢MB灢231.Methods暋HumanbreastcancerSK灢BR灢3,MDA灢
MB灢453andMDA灢MB灢231cellswereculturedandinoculatedwithG47殼ofdifferent
multiplicitiesofinfection (MOI).Thecytotoxicitywasobservedeveryday.G47殼
containedtheLacZgene,whoseexpressionininfectedcellswasdetectedwithX灢gal
histochemistry.Results暋G47殼washighlycytotoxicforSK灢BR灢3andMDA灢MB灢453
cellsinvitroatverylow MOI(0.01),butnoefficiencywasobservedinMDA灢MB灢
231cells.X灢galstainingofinfectedtumorcellsinvitroillustratedthereplicationand
spreadofthevirus.IntheMOI=0.01group,onthefifthdayafterinfection,morethan
90%SK灢BR灢3andMDA灢MB灢453cellswerekilled,butafterMDA灢MB灢231wasinfected,in

·246· 中华乳腺病杂志(电子版)2009年12月 第3卷 第6期ChinJBreastDis(ElectronicEdition),December2009,Vol.3,No.6



theMOI=0.01andMOI=0.10groups,thecellnumberwassimilartothemock.
Conclusions暋RecentlyconstructedoncolyticHSVvectorG47殼waseffectiveatkilling
humanbreastcancerSK灢BR灢3andMDA灢MB灢453cellsinvitro,butdidnotinfluence
thegrowthof MDA灢MB灢231.Theefficiencyanddeficiencyofthisnovelcancer
therapywarrantsfurtherinvestigationandconsiderationofclinicalapplication.

暰Keywords暱暋Cancertherapy;Herpessimplexvirus;Oncolyticvirus;Gene
therapy;Breastneoplasms

暋暋乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,也是女性常见的死亡原因。随着

亚洲国家生活水平的提高,亚洲妇女乳腺癌发病的增长趋势已明显高于欧美
国家,成为上升幅度最大的地区之一[1]。近年来基因治疗给乳腺癌的治疗带
来新的希望,美国 Mineta等[2]首次研制出转基因溶瘤性单纯疱疹病毒 G207
用于恶性脑胶质瘤的治疗取得满意效果,从而开始单纯疱疹病毒(HSV灢1)对
恶性肿瘤治疗的一系列研究。之后又通过动物实验及临床栺期试验证实了

G207的安全性[3-4]。用于治疗的 HSV灢1基因经过改造,其复制能力及毒性
仅限于肿瘤细胞内,而正常细胞不受影响[5-6]。本研究所用的 G47殼,是在母
代即G207的基础上改进后研制成的溶瘤性单纯疱疹病毒载体[7],对恶性肿

瘤细胞有很强的感染能力,并能在癌细胞中大量复制、繁殖,然后很快溶解破
坏该细胞并释放更多的G47殼病毒,从而去感染并作用于更多的肿瘤细胞,但
正常细胞不受影响,如此达到治疗清除恶性肿瘤的目的[8-10]。G47殼的作用
较其父代更为突出,已经被证实在膀胱癌、结直肠癌、胃癌及前列腺癌中均有

明显的治疗作用[11-14]。为研究 G47殼在乳腺癌治疗中的作用,笔者选择3株
乳腺癌细胞系,通过体外实验证实该病毒对人乳腺肿瘤细胞的杀伤作用。

1暋材料与方法
1.1暋病毒与细胞

G47殼病毒原液由哈佛大学SamuelD.Rabkin教授惠赠,其结构在文献[7]
中已有详述。其滴度通过vero细胞(非洲绿猴肾细胞,购自中国科学院上海
生命科学研究院)进行噬菌斑测定。人乳腺癌细胞系SK灢BR灢3、MDA灢MB灢
453和 MDA灢MB灢231由中山大学附属肿瘤医院实验研究部曾木圣教授提供。
1.2暋试剂

RPMI灢1640培养基、DMEM 培养基及胎牛血清购自 GIBCO 公司,毬灢半

乳糖苷酶原位染色试剂盒购自碧云天生物技术研究所,中性红购自广州威佳
科技有限公司。
1.3暋细胞培养

人乳腺癌细胞系SK灢BR灢3及 MDA灢MB灢453常规培养于含10%胎牛血清
的DMEM 培养基中,MDA灢MB灢231常规培养于含10%胎牛血清的 RPMI灢
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1640培养基,置于恒温37曟、饱和湿度、含5%CO2 的孵育箱中培养。收集细
胞时,用0.25%胰蛋白酶消化,取对数生长期细胞用于实验。
1.4暋体外细胞毒实验

细胞经胰酶消化后,铺于六孔培养板中,37曟培养24h后感染病毒,感
染复数(multiplicitiesofinfection,MOI)分别为0.10和0.01。37 曟培养

90min后吸除病毒液体,更换为含1%灭活胎牛血清的培养液继续培养。每
天分组收集细胞,用Couler计数板计数存活细胞数量,共5d。计数前用1ml
PBS洗涤2次以去除漂浮的死细胞。每株细胞均重复2次。
1.5暋X灢Gal细胞染色

感染病毒后每天均进行毬灢半乳糖苷酶原位染色以观察被感染的细胞数量
变化,共5d。吸除细胞培养液,加入1ml毬灢半乳糖苷酶染色固定液,室温固
定10min后,吸除细胞固定液,用PBS洗涤细胞3次,每次3min。加入1ml
染色工作液,37曟孵育2h,至部分细胞变成蓝色。PBS洗涤后中性红复染。

2暋结果
人乳腺癌细胞系SK灢BR灢3[ER(-)、PR(-)、HER灢2(+)],对 G47殼反应

较敏感。在 MOI=0.01的实验组,感染病毒后第5天,超过90%的细胞已被杀
灭;在 MOI=0.10的实验组,感染病毒后第4天,超过85%的细胞已被杀灭,感
染病毒后第5天,超过95%的细胞已被杀灭(图1)。G47殼被转入LacZ基因,所
以被感染的细胞可以被X灢Gal染成蓝色(图2)。

a:MOI=0.01;b:MOI=0.10;细胞培养于37曟,含1%灭活胎牛血清的DMEM,感染后第1~5天计数细胞,纵轴为感

染后细胞所占当日无感染对照组细胞数的百分比。

图1暋G47殼对SK灢BR灢3细胞的毒性效应

暋暋人乳腺癌细胞系 MDA灢MB灢453[ER(-)、PR(-)、HER灢2(+)]对G47殼
的反应同样敏感。在 MOI=0.01的实验组,感染病毒后第5天,超过90%的
细胞已被杀灭;在 MOI=0.10的实验组,感染病毒后第3天,超过90%的细
胞已被杀灭,第5天未能见到存活的细胞(图3、4)。
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暋暋暋暋 细胞培养于37曟、含1%灭活胎牛血清的 DMEM,感染后第1~5天分别用固定液处理,X灢gal
工作暋暋暋暋液染色,中性红复染,感染 G47殼病毒的细胞表达LacZ,被 X灢gal染成蓝色。

图2暋SK灢BR灢3细胞感染 G47殼后不同时间的X灢gal染色结果(暳200)

暋暋a:MOI=0.01;b:MOI=0.10;细胞培养于37曟、含1%灭活胎牛血清的DMEM,感染后第1~5天计数细胞,纵轴

为感染后细胞所占当日无感染对照组细胞数的百分比。

图3暋G47殼对 MDA灢MB灢453细胞的毒性效应
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暋暋细胞培养于37曟、含1%灭活胎牛血清的 DMEM,感染后第1~5天分别用固定液处理,X灢gal工作液染色,中性红

复染,感染 G47殼病毒的细胞表达LacZ,被 X灢gal染成蓝色。

图4暋MDA灢MB灢453细胞感染 G47殼后不同时间的X灢gal染色结果(暳200)

暋暋人乳腺癌细胞系 MDA灢MB灢231[ER (-)、PR (-)、HER灢2(-)]在感
染G47殼后,MOI=0.01组及 MOI=0.10组的细胞数量与对照组相比均无
差异(图5、6),说明G47殼对 MDA灢MB灢231细胞无明显的杀伤作用。

暋暋a:MOI=0.01;b:MOI=0.10;细胞培养于37曟,含1%灭活胎牛血清的RPMI灢1640,感染后第1~5天计数细胞。
纵轴为感染后细胞所占当日对照组细胞的百分比。

图5暋G47殼对 MDA灢MB灢231细胞的毒性效应

3暋讨论
癌症治疗中病毒的应用可以追溯到20世纪初,研究者们发现许多患有恶性
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暋暋细胞培养于37曟、含1%灭活胎牛血清的DMEM,感染后的第1~5天分别用固定液处理,X灢gal工作液染色,中性红复

染,感染 G47殼病毒的细胞表达LacZ,被X灢gal染成蓝色。

图6暋MDA灢MB灢231细胞感染G47殼后不同时间的X灢gal染色结果(暳200)

肿瘤的患者接种狂犬病疫苗或者感染病毒性疾病时,肿瘤会自发性退化[15-16]。
随后动物实验证实新城疫病毒和流感病毒可以感染并溶解鼠肿瘤[17]。20世纪

40年代末学者们开始了溶瘤性病毒在人类肿瘤患者的应用研究。溶瘤性病毒

通过以下几种可能的机制介导肿瘤细胞裂解[18]:(1)直接通过自身的繁殖裂解

肿瘤细胞;(2)病毒蛋白的细胞毒效应;(3)介导特异性和非特异性抗肿瘤免疫;
(4)增加对化疗和放射治疗的敏感性;(5)作为载体导入外源基因。这一领域的

研究已取得较大进展,多种溶瘤性病毒载体如腺病毒、单纯疱疹病毒、新城疫病

毒、逆转录病毒和痘苗病毒等已被开发并用于临床试验[19]。近年来,病毒在癌

症治疗领域的应用不断取得新的进展。Shen等[20]将RNA干扰技术应用于溶

瘤性病毒载体中,通过构建携带shRNA的溶瘤性腺病毒,敲除结肠癌细胞中的

生存素基因,取得更为强大的溶瘤效果。Wodarz等[21]通过大量实验,建立了预

测病毒繁殖与肿瘤增殖之间相互作用的计算机模型以帮助选择最佳治疗剂量。
乳腺癌是女性发病率最高的恶性肿瘤,其现有的临床治疗手段主要有手术、

化疗、放射治疗及内分泌治疗,其中手术和放射治疗属肿瘤的局部性治疗。近年的

肿瘤生物学研究表明乳腺癌是一种全身性疾病,早期即有转移和扩散的倾向,癌肿

远处或广泛转移是乳腺癌患者死亡的最主要原因,目前对其治疗仍很不理想,这迫

切需要对其进行广泛深入研究以提高晚期转移性乳腺癌的治疗效果。局部与整体
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相结合的综合手段是针对乳腺癌生物学特性的有效方法。溶瘤性病毒的作用机制
有别于放射治疗、化疗、手术治疗等传统肿瘤治疗方法,它可与这些治疗方法并用

以增强其有效性并减低毒性。
HSV灢1为有包膜的双链DNA病毒,其基因组长约152kb。它具有多种成

为溶瘤性病毒的优越条件:(1)对 HSV灢1的研究比较彻底,其基因序列已知,可
以通过基因工程技术改造其基因组[22],且其基因组中有30kb可被替换,因此它

可以比腺病毒携带更多外源基因及异源性启动子[23];(2)HSV灢1的神经毒性和
致病性基因可以失活,极少导致严重的疾病,而病毒的复制能力和杀伤肿瘤的能

力不受影响[22];(3)多种抗病毒药物如阿昔洛维可以安全地抑制病毒繁殖[23];
(4)HSV灢1不会像逆转录病毒一样将其基因组整合到宿主细胞的基因组中,因
此不会引起插入诱变。

溶瘤性单纯疱疹病毒G47殼由G207改造而来,现已在美国进行其他肿瘤治

疗的临床试验[5]。G207应用于脑神经胶质瘤取得疗效[2],但因为灭活了毭34.5
基因,消除了病毒的神经毒性,同时也减弱了病毒的复制能力,因此,其对肿瘤的

杀灭能力受到限制。Todo 等[7]从 G207的基因中剔除了非重要基因毩47中

312bp碱基,研制出G47殼,使迟型 US11基因直接受控于立早型毩47启动子,由
此 US11表达的改变解除了蛋白质合成抑制以增强毭34.5突变的表达[23],从而
增强了 G47殼病毒的复制和繁殖能力。G47殼在ICP6基因(UL39)区插入了

Ecoli灢LacZ基因导致核苷酸还原酶(RR)失活。RR是病毒DNA合成的关键酶,
在正常细胞中该酶缺乏抑制了病毒DNA合成,从而使病毒无法繁殖,但肿瘤细

胞中存在的RR可以使病毒完成DNA合成,进而大量繁殖,产生溶瘤效应。并

且,ICP47 基 因 的 产 物 可 以 阻 滞 主 要 组 织 相 容 性 复 合 物 1(major
histocompatibilitycomplex,MHC灢1)介导的抗原表达,所以这一突变不会下调感

染细胞中 MHC灢1的表达[7],大大增强了G47殼病毒复制和繁殖能力,因此其抗
瘤作用明显优于G207。

本研究发现:人乳腺癌细胞系SK灢BR灢3和 MDA灢MB灢453的受体表达情况相
同,均为ER(-)、PR(-)、HER灢2(+),它们对G47殼反应较敏感,在 MOI=0.01
的实验组,感染病毒后第5天时SK灢BR灢3有超过90%的细胞被杀灭,MDA灢MB灢453
有超过95%的细胞被杀灭;在 MOI=0.01的实验组,感染病毒后第4天时SK灢BR灢
3有超过80%的细胞被杀灭,MDA灢MB灢453有超过90%的细胞被杀灭;但人乳腺
癌细胞系 MDA灢MB灢231在感染G47殼后,细胞数量与对照组相比并无改变,说明

G47殼对 MDA灢MB灢231无杀伤能力。笔者以往的研究发现G47殼对人乳腺癌细胞
系 MDA灢MB灢435具有比SK灢BR灢3和 MDA灢MB灢453更强的毒性,即使MOI=0.01,
超过99%的细胞均在4d内被杀灭[24]。MDA灢MB灢231为 ER (-)、PR (-)、
HER灢2(-),与 MDA灢MB灢435的受体表达情况相同,均为三阴性,恶性程度较
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高(笔者推测其受体表达情况是对 G47殼敏感性的影响因素之一),但 G47殼
未显示出对其杀伤力,笔者推测可能的原因是 MDA灢MB灢231中缺乏 HSV灢1
繁殖所必需的核苷酸还原酶,而 G47殼的ICP6基因(UL39)区插入了 Ecoli灢
LacZ基因导致其核苷酸还原酶失活,如此病毒无法繁殖,但其确切的机制正

在进一步研究之中。
研究表明,乳腺癌的预后与临床分期及ER、PR、HER灢2的表达密切相关[25],

ER、PR阴性者预后明显较阳性者差,HER灢2高表达亦是预后不良的重要因素。
临床上,HER灢2的过度表达说明术后患者肿瘤易早期复发且生存期缩短,是乳腺

癌患者预后差的指征[26]。SK灢BR灢3和 MDA灢MB灢453均为 ER (-)、PR (-)、
HER灢2(+),这一类型的乳腺癌对内分泌治疗的反应性较差,预后不佳。本研究证

实G47殼对其有较强的杀灭能力。
由于G47殼可通过静脉注射及局部瘤内注射,在感染并杀伤乳腺癌细胞的

同时不损伤其他正常细胞,因此,可能对一些中晚期乳腺癌及其他治疗方法无效
的 HER灢2高表达患者是一种有效的治疗方法,值得进一步进行临床验证。
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