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Abstract
AIM: To study the treatment of the replication-competent
adenovirus-mediated transfer of interleukin-12 gene in the
mouse transplanted with gastric cancer in vivo, and to ex-
plore the new therapeutic approach of gastric cancer.

METHODS: The efficacy of CNHK200-mIL-12, ONYX-015,
Ad-mIL-12 was tested in nude mice and 615 mice with
subcutaneous human SGC-7901 and MFC 615 mice
carcinomas. The immunological mechanism in xenografts
gastric tumor of mice was further analyzed.

RESULTS: The replication-competent adenovirus-mediated
transfer of interleukin-12 gene slowed down the tumor
progress. This might be caused by the proliferation of the
replication-competent adenovirus. Ad-mIL-12 had little

effect on the transplanted tumor in nude mice. While 615
mice bearing MFC gastric cancer presented the best anti-
cancer effects. Administration of Ad-mIL-12 was showed
to delay the growth of transplanted MFC tumor markedly
(P <0.001), and mediate complete regression of 3/10 es-
tablished tumor. In the setting of CNHK200-mIL-12, the
regression ratio was 4/10. Significantly prolonged survival
was observed in both Ad-mIL-12 and CNHK200-mIL-12
experimental groups of MFC gastric tumor bearing mice.
The analysis of the immunological mechanism in xenografts
gastric tumor of mice 615 showed that the expression of
IL-12 by CNHK200-mIL-12 and Ad-mIL-12 could greatly
stimulate the immune response against the transplanted
gastric tumor. It was found that these therapies could en-
hance the natural killer cell activity and specific cytotoxic T
cell activity. The CD4+ and CD8+ T cell infiltrated into the
tumor more significantly than that in the group of ONYX-
015 and control (P <0.001).

CONCLUSION: The replication-competent adenovirus can
specifically replicate in tumor cells and kill the tumor cells.
IL-12 is an effective cytokine stimulating anticancer immune
responses. When combined, it is complementary resulting
in a significantly improved treatment outcome.
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摘要
目的: 研究携带mIL-12基因的增生型腺病毒对小鼠移植

胃癌的治疗效果及其作用机制，探讨胃癌治疗的新思路及

途径.

方法: 以 E1B55KDa 缺失的增生型腺病毒 ONYX-015、带

有小鼠 IL-12(mIL-12)基因的增生型腺病毒 CNHK200-

mIL-12 以及非增生型腺病毒Ad-mIL-12 治疗SGC-7901

BALB/C 裸鼠及 MFC 615 小鼠胃癌移植模型，从肿瘤大

小及动物生存期等方面评价治疗效果; 并检测各治疗组的

CD4+和CD8+淋巴细胞水平及NK和CTL细胞的杀伤活性，

探讨其免疫学作用机制.

结果: 实验证实增生型腺病毒(ONYX-015，CNHK200-

mIL-12)可以有效地杀伤裸鼠体内的 SGC-7901 胃癌细

胞，但是不足以使其完全消退，仅起到延缓生长的作用.

荷瘤 615 小鼠在注射 Ad-mIL-12 后部分(3/10)肿瘤消退，

余者(7/10)生长明显减慢，肿瘤无破溃，生存期明显延长;

CNHK200-mIL-12治疗组部分肿瘤(4/10)停止生长，1 wk



后开始缩小，10-14 d 完全消退，其余小鼠肿瘤(6/10)生

长明显减慢，肿瘤无破溃，生存期明显延长. 免疫学检测

发现各腺病毒治疗组的 CD4+ 和 CD8+ 细胞水平以及 NK、

CTL细胞的杀伤活性均高于对照组，尤以携带IL-12基因

者明显(P <0.001).

结论: 以增生型腺病毒为载体携带IL-12基因可大量杀伤肿

瘤细胞并与增生型腺病毒协同发挥抗肿瘤活性.
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0   引言

胃癌是一种高发、高恶性度、预后不良的恶性肿瘤，
目前主要以手术切除，辅以放疗、化疗及免疫治疗等
进行综合治疗. 由于胃癌起病隐匿，早期诊断困难，
常延误治疗，发现时往往已是中晚期，而且手术完全
切除率低，复发率高，术后放化疗的效果也不理想，
尤其对于晚期或有远处转移的患者，尚缺乏有效的治
疗手段，亟需探索治疗胃癌的新方法[1-7]. 随着人们对于
肿瘤组织认识的不断深入以及细胞生物学、分子生物
学的迅猛发展，肿瘤的基因治疗成为当前研究的热点.
IL-12 具有强大的抗肿瘤活性，研究表明经 IL-12 可
使肿瘤明显消退，转移率和复发率降低，还可拮抗肿瘤
新生血管 [8-15]. 我们利用携带小鼠IL-12 (mIL-12)基因的
增生型腺病毒对小鼠移植胃癌进行治疗观察，并进一
步探讨其作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料  ONYX-015(美国加州大学Berk AJ教授惠赠)及
CNHK200-mIL-12，Ad-mIL-12 (本实验室构建[16])，经
扩增、纯化，用 Ad-buffer 调整病毒滴度为 1 × 1013pfu/L.
其中 ONYX-015，CNHK200-mIL-12 为增生型腺病
毒，Ad-mIL-12 为复制缺陷型腺病毒. 人胃癌细胞株
SGC-7901及615小鼠胃癌细胞株MFC购自中国科学院
上海生命科学研究院细胞资源中心. 大鼠抗小鼠 CD4，
CD8单抗、FITC标记的兔抗大鼠二抗购自美国Pharmingen
公司. 10 g/L 锇酸溶液、25 g/L 戊二醛溶液、40 g/L 甲
醛、醋酸铀等购自上海化学试剂有限公司. 615 小鼠，
4-6 周龄，50 只，♀，体质量 18-23 g; Balb/c 裸鼠，
4-6 周龄，50 只，♂，体质量 18-20 g，均购自上
海毕凯公司. 透射电镜、游标卡尺、二氧化碳孵箱、
离心机、恒温水浴箱等.
1.2 方法  SGC-7901 用 100 mL/L 小牛血清的 DMEM 培
养，MFC 用 100 mL/L 小牛血清的 RPMI 1640 培养. 体
外培养并收集胃癌细胞株 SGC-7901 细胞，调整细胞
悬液浓度 5 × 1010/L，于 Balb/c 裸鼠右季肋部皮下接

种(0.1 mL/ 只)，7 d 后成瘤，观察计算肿瘤体积，计算

公式 a × b2 × 0.5(a 为肿瘤最大径，b 为前者垂直径).
收集体外培育小鼠细胞株 MFC 细胞，调整细胞悬液浓
度至 1 × 1011/L，于 615 鼠右季肋部皮下接种(0.1 mL/
只)，5-7 d 后成瘤，同样方法计算肿瘤体积. 615 小鼠
共 60 只，右季肋部皮下注射 1 × 107 MFC 细胞，5 d
后肿瘤可见形成，最大径约 5 mm，随机分为 Ad-buffer
(空白对照)、ONYX-015 及 Ad-mIL-12、CNHK200-
mIL-12 四组，每组 15 只; 分别于瘤内注射 Ad-buffer，
ONYX-015，CNHK200-mIL-12 及 Ad-mIL-12 病毒悬
液 100 µL，每天注射 1 次，共 5 次(病毒总量为 5 ×
109pfu); 每周测量肿瘤大小 1 次，取最大径(a)及其垂直
径(b)，计算肿瘤体积; 治疗 1 wk 后，每组取 5 只动物，
折颈处死，切取肿瘤组织及脾脏进行免疫功能指标检
测. 每组余 10 只荷瘤鼠观察生存情况. Balb/c 裸鼠治疗
组 40 只，皮下接种 SGC-7901，肿瘤生长至 5-6 mm
后，随机分为 4 组. 治疗方法同上. 观察荷瘤鼠治疗后
生存情况.
1.2.1 NK 和 CTL 细胞活性检测  采用 4 h 51Cr 释放法.
经不同治疗的荷瘤小鼠 5 只，杀死后取脾脏，制备脾细
胞悬液. 将 3 × 106 的脾细胞与 3 × 105 的 YAC-1 细胞置
于 37 ℃培养 2 h，检测 NK 细胞活性. 将肿瘤细胞与脾细
胞按 1∶20 的比例混合，加入重组的人 IL-2 200 ku/L，
置 50 mL/L CO2，37 ℃中孵育 6 d，分离淋巴细胞，
Na51CrO4 标记的 MFC 细胞作为靶细胞，效靶比 1∶50
及 1∶25，检测 CTL 活性. 杀伤率 =(实验组 cpm- 自然
释放组 cpm)/(最大释放组 cpm- 自然释放组 cpm)× 100%.
1.2.2 CD4＋和CD8＋T淋巴细胞流式细胞仪检测  取615
小鼠肿瘤组织，剪成小块，过不锈钢网，制备成单
细胞悬液. PBS 洗 2 遍，调整细胞浓度至 108/L，加入
大鼠抗小鼠 CD4 和 CD8 单抗，4 ℃孵育 30 min，PBS
洗 2 遍，再加入 FITC 标记的兔抗大鼠二抗，4 ℃孵
育 30 min，PBS 洗 2 遍，最后将细胞悬浮于 0.2 mL PBS
中，进行流式细胞学分析，检测 CD4 ＋和 CD8 ＋淋巴
细胞.
         统计学处理  以一个重复测量的双因素方差分析及
Kaplam-Meier 生存分析.

2   结果

胃癌细胞株 SGC-7901 接种 Balb/c 裸鼠，7-9 d 成瘤.
MFC 细胞株接种 615 小鼠 5 d 即成瘤，且肿瘤生长较快.
2.1 ONYX-015，CNHK200-mIL-12，Ad-mIL-12

对Balb/c裸鼠SGC-7901移植瘤的治疗  对照组肿瘤生
长迅速，ONYX-015，CNHK200-mIL-12 治疗组，在
治疗期内肿瘤生长明显减慢，有些肿瘤停止生长，少数

肿瘤缩小，未见肿瘤消退现象，与空白对照组及 Ad-

mIL-12 相比，差异显著(P <0.05，图 1). 对照组与 Ad-

mIL-12相比肿瘤生长速度相近，无显著差异. 各试验组

的生存期相比较，Ad- mIL-12治疗组生存期未见延长，

二者相比差异不显著(t =0.009，P >0.05); ONYX-015，
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CNHK200-mIL-12 组间差异不显著(t =5.73，P >0.05，
图 2). ONYX-015，CNHK200-mIL-12 组与对照组及
Ad- mIL-12 治疗组生存期相比差异显著.

图 1  裸鼠 SGC-7901 移植瘤生长曲线.

图 2  接种 SGC-7901 的裸鼠生存曲线.

图 3  615 小鼠 MFC 移植肿瘤的生长曲线.

图 4  接种 MFC 的 615 小鼠生存曲线.

2.2 ONYX-015，CNHK200-mIL-12，Ad-mIL-12

对 615 小鼠 MFC 移植瘤的治疗  Ad buffer 对照组，肿

瘤快速生长，生存期短，分别于接种肿瘤后 25-34 d

内死亡. 而 ONYX-015治疗组小鼠肿瘤生长减慢，肿瘤

破溃延迟，生存期比 Ad-buffer 组稍延长. CNHK200-

mIL-12 治疗组实行治疗后 4 例肿瘤停止生长，1 wk 后

开始缩小，10-14 d 完全消退. 6 例肿瘤生长明显减慢，

肿瘤无破溃，生存期明显延长(图 3，4). 但 CNHK200-

mIL-12治疗组 615小鼠在治疗后及肿瘤消退后一段时

间内均表现一些毒副作用. 如精神萎靡不振，毛发失

去光泽，凌乱，进食减少，腹泻，体重下降. 停止

治疗 2 wk 左右后开始逐渐恢复正常，肿瘤消退后，

小鼠可长期存活，最长观察 6 mo 仍健康生存. 治疗后

6 wk，对经治疗肿瘤消失的 615 小鼠再次于对侧皮下

注射 1 × 107MFC 细胞悬液，观察 2 wk 未见成瘤. 证

明经CNHK200-mIL-12 治疗后 615 小鼠获得对MFC 移

植瘤免疫力. Ad-mIL-12 治疗组 7/10 肿瘤生长明显减

慢，肿瘤无破溃，生存期明显延长，3例治疗后肿瘤消

退，与对照组相比具有显著差异.

2.3 ONYX-015，Ad-mIL-12，CNHK200-mIL-12

治疗后荷瘤 615 小鼠 NK 细胞和 CTL 细胞活性  单用

ONYX-015 可使荷瘤 615 小鼠 NK 和 CTL 活性比未治疗

组略升高，与对照组相比无显著差异; Ad-mIL-12、

CNHK200-mIL-12 治疗后对荷瘤 615 小鼠 NK 和 CTL

活性较对照及 ONYX-015 升高更明显，相比差异显著

(P <0.01，图 5，6).

图 5  荷瘤 615 小鼠 NK 细胞活性的变化.

图 6  ONYX-015，CNHK200-mIL-12 治疗后荷瘤 615 小鼠CTL 细胞活性.
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2.4 ONYX-015，Ad-mIL-12，CNHK200-mIL-12

治疗后荷瘤 615 小鼠 CD4+ 和 CD8+ 细胞  MFC 细胞株
为 615 小鼠自身胃癌肿瘤体外建株得来，肿瘤恶性程
度高，生长迅速.  对裸鼠成瘤进行 O N Y X - 0 1 5 ，
CNHK200-mIL-12，Ad-mIL-12 治疗后，流式细胞
仪检测显示，CNHK200-mIL-12，Ad-mIL-12 治疗组
CD4+，CD8+ 细胞阳性率增高，ONYX-015 次之，对
照组阳性率低(图 7).

图 7  荷瘤 615 小鼠 CD4+ 和 CD8+ 细胞的表达.

3   讨论

传统基因治疗的非增生型病毒载体存在着转载效率低

下、靶向性差等一些缺点[17]. 增生型病毒利用肿瘤细胞

与正常细胞之间一些结构或代谢途径上的差异，使其

可以特异性的靶向肿瘤细胞内复制. E1B-55KDa蛋白缺

失的腺病毒感染 p53 功能正常的细胞后，其 E1A 激活

宿主细胞的 p53 途径，该细胞将发生凋亡，病毒不能有

效复制，而在p53功能异常的细胞(50%左右肿瘤细胞的

p53 功能异常)内则可以复制增生并最终将其裂解[18].

ONYX-015联合化疗治疗头颈部肿瘤已进入临床试验阶

段，并显示出良好的抗肿瘤能力和安全性[19-23]. 但是由

于肿瘤细胞的高度异质性、人体内普遍存在着腺病毒

中和抗体以及肿瘤组织内部常有出血、坏死、纤维化

等一些原因，ONYX-015 单剂应用的临床有效率仅为

15%[24-25]. 因此，联合其他一些治疗手段对于病毒治疗

来说是非常重要和必要的. 除联合化疗外，以增生型

病毒作为转载抗癌基因的平台进行抗肿瘤治疗(我们称

之为病毒 - 基因治疗)，也是一种非常有前景的治疗方

案[26-31]. 我们利用抗癌机制与ONYX-015相同的增生型
腺病毒载体 CNHK200 携带小鼠 IL-12 基因治疗胃癌，
充分利用增生型病毒体积小、弥散能力强以及可以特
异地在肿瘤细胞内复制等一些特点，将抗癌基因携带
至肿瘤病灶局部大量表达，协同发挥抗肿瘤功能.

         人腺病毒感染动物细胞(正常或肿瘤)后缺乏复制增

生能力，因此目前尚无理想的动物模型用于增生型腺

病毒的体内实验[32-33]. 为解决这一问题，我们在本研究
中选用两种不同的动物模型，其中615小鼠具有正常的

免疫功能，可观察IL-12在体内的作用情况，但不能用

于观察增生型腺病毒对肿瘤细胞杀伤情况; Balb/c 裸鼠
T 细胞免疫缺陷，可以接种人肿瘤细胞，因此可以观
察病毒的复制增生对肿瘤的治疗作用，但不适于观察
目的基因的免疫效应对肿瘤的作用. 将二者结合起来即
可较为全面地评估携带目的基因的增生型腺病毒对肿
瘤的治疗作用. 通过实验我们观察到，荷瘤 615 小鼠在
注射腺病毒后肿瘤生长减缓、生存期延长. 进一步的免
疫学检测发现各治疗组的 CD4+ 和 CD8+ 细胞水平以及
NK、CTL 细胞的杀伤活性均高于对照组，尤以携带
IL-12 基因者明显. 这表明有免疫功能的动物感染腺病
毒后，会产生针对腺病毒的免疫反应，并清除被感染
的细胞，IL-12 则可以明显地放大这种免疫反应的效
果. 在我们的实验中，部分615小鼠移植瘤经携带mIL-
12 基因的腺病毒治疗后消退，于其他部位再次注射
MFC 细胞不能成瘤，这充分显示出 IL-12 强大的抗肿
瘤活性及其抗肿瘤复发的功能. 另外，通过我们的实验
还证明了利用增生型腺病毒特异性靶向肿瘤细胞复制
的特点可以有效地杀灭裸鼠体内的 SGC-7901 胃癌细
胞. 同时，我们发现单以增生型腺病毒不足以使其完全
消退，仅起到延缓生长的作用. 这可能是由于肿瘤组织
内部存在着大量的纤维间隔以及坏死组织限制了腺病
毒的感染能力造成的. 我们认为以增生型腺病毒为载体
携带 IL-12 基因治疗肿瘤，一方面可以利用增生型腺
病毒特异地靶向肿瘤细胞复制、增生并最终将其裂解
的特点，大量杀伤肿瘤细胞; 另一方面可使 IL-12 基因
在肿瘤病灶形成的局部高度表达发挥抗肿瘤活性，而
不增加其在系统中的水平(这一点对于 IL-12 这种剂量
依赖型的细胞因子是非常重要的[34-36])，减少副作用[37].
当然，我们在实验的过程中也注意到 CNHK200-mIL-
12 治疗组 615 小鼠在治疗后及肿瘤消退后一段时间内
均表现精神萎靡不振、毛发失去光泽、进食减少、腹
泻、体重下降等一些毒副作用. 这说明增生型腺病毒载
体的靶向性还有待于进一步的提高，也为我们下一步
的研究工作指明了方向.
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