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 摘 要 

肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一，给人类健康造成了极大的危害。尽管外科

手术治疗对早期肝癌取得较好的治疗效果，但由于大部肝癌患者只有到了中晚期

才被发现，已经发生了远端转移，往往错过了最佳治疗时机，使得肝癌患者的五

年生存率急剧降低。目前几乎没有针对中晚期肝癌有效的治疗手段。因此，开发

安全、高效的治疗手段对提高中晚期肝癌患者的生存时间有重要的现实意义。溶

瘤病毒作为一种新型有效的治疗手段，具有安全、高效和副作用小等特点，在肿

瘤治疗的临床开发上极具应用前景。目前溶瘤疱疹病毒 OncoVexGMCSF 已经完成

治疗晚期黑色素瘤患者的三期临床试验，取得了不错的临床治疗效果。因此探索

开发一种新型溶瘤病毒并应用于肝癌的治疗是十分有必要的。我们首先在已报道

的溶瘤病毒 KTR27 基础上开发出一种新型高效、具有促膜融合功能的溶瘤病毒

KTR27F，然后在细胞水平和动物水平探索 KTR27F 治疗肝癌的潜能，以期完成

KTR27F 治疗肝癌的临床前评估，这些结果将为开发以 HSV-1 型溶瘤病毒为基础

的肝癌治疗药物奠定坚实的工作基础。 

本论文的第一部分旨在探索开发受四环素调控、具有促膜融合功能的溶瘤病

毒 KTR27F，初步评价 KTR27F 作为新型溶瘤病毒的分子特征、肿瘤杀伤潜能及

安全性。通过在 ICP0 互补细胞株 U2OS 中对 KTR27 病毒进行定向筛选，可获得

具有促膜融合特性、可诱导感染细胞形成合胞体的新一代溶瘤病毒 KTR27F。

KTR27F 除了继承其母本病毒 KTR27 相同的遗传学特征，如受四环素严整调控

及良好的嗜肿瘤特性等，另外还衍生出一些全新的生物学功能。KTR27F 在肿瘤

细胞中复制能力与 KTR27 相当，但在肿瘤杀伤能力上要显著优于后者，因而显

示出良好的肿瘤杀伤效果。此外，我们还对 KTR27F 病毒进行安全性评估。通过

往幼鼠颅内注射高剂量 KTR27F 病毒，结果发现 KTR27F 对小鼠无任何毒副作

用，且安全性良好。以上结果提示，KTR27F 治疗肿瘤安全有效，具有扩大肿瘤

杀伤效果的功能。 

本研究的第二部分为评估 KTR27F 对各种肝癌和肝细胞系的肿瘤选择杀伤

性，旨在探索 KTR27F 应用于肝癌治疗的可能性。由于肝癌细胞基因异质性大，

为了评估 KTR27F 肝癌杀伤广谱性和特异性，我们建立了由九株肝癌细胞和两株
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正常肝细胞组成的细胞评价盘。首先我们证实 KTR27F 在人或鼠源的肝正常细胞

系中基本不复制或很低复制，高 MOI 病毒感染对这些细胞的杀伤毒性很低。而

KTR27F 在肝癌细胞系中复制较好，但在不同肝癌细胞株中复制水平有所差别。

这些结果表明 KTR27F 对肝癌细胞具有一定的选择偏好性，而对正常肝细胞影响

较小。此外，KTR27F 在肝癌细胞株中的复制水平受四环素严整调控。KTR27F

在 BEL7402、SMMC7721、Hep1-6 和 QGY7703 细胞中复制较好，而在 Huh7、

GSG7701 和 HepG2 细胞中复制水平一般。由于肝癌遗传异质性较高，溶瘤病毒

的嗜肿瘤复制选择性往往也依赖于这种遗传异质性，因此研究肝癌遗传异质性对

KTR27F 肿瘤复制能力乃至杀伤能力的影响是很有必要的。KTR27F 病毒对不同

肝癌细胞均有不同程度的杀伤能力，用不同的 MOI 感染复数感染肝癌细胞，结

果表明 KTR27F 对不同肝癌细胞的肿瘤杀伤半数致死剂量（EC50）介于 0.05 至 1

之间。除了 HepG2 细胞外，KTR27F 对肝癌细胞的杀伤能力与其在肝癌细胞中

的复制能力成正相关。综上，此部分研究评价了 KTR27F 病毒对不同肝癌细胞株

的复制杀伤能力，这部分结果为 KTR27F 病毒用于肝癌治疗提供了体外研究证据。 

本研究的第三部分为在动物水平上评估 KTR27F 治疗肝癌的疗效及安全性，

同时还探讨 KTR27F 治疗肝癌所激发的抗肿瘤免疫机制。在本研究中，我们建立

了多个小鼠肝癌模型来评估 KTR27F 的治疗效果，其中包括移植人肝癌细胞株的

裸鼠荷瘤模型以及鼠肝癌自体瘤模型。我们选择了两株代表性的人肝癌细胞株

Huh7（KTR27F 复制水平较低）和 SMMC7721（KTR27F 复制水平较高），分别

建立了 Huh7 和 SMMC7721 裸鼠肿瘤模型，旨在体内环境中评估 KTR27F 对肝

癌的杀伤作用。在 Huh7 肝癌裸鼠模型中，1×108PFU 治疗剂量的 KTR27F 病毒

能够显著抑制接种 Huh7 肝癌的生长，与对照组相比能显著延长荷瘤小鼠的生存

时间。强力霉素（Dox）给药组的肿瘤治疗效果优于 Dox 不给药组，但是两组之

间复制差异并不显著，可能与病毒在体内复制受限有关。在 SMMC7721 肝癌裸

鼠模型中，KTR27F 也能显著抑制 SMMC7721 肝癌的生长。值得注意的是，由

于裸鼠模型缺乏免疫系统，KTR27F 病毒治疗只能抑制肿瘤生长而不能完全清除

肿瘤，一旦停止治疗，肿瘤会开始进展恶化，因而这个模型不能很好评估免疫系

统对病毒治疗的影响，以及评估溶瘤病毒治疗有可能诱导的抗肿瘤免疫。因此我

们建立了 Hepa1-6 鼠肝癌自体瘤模型来评估天然免疫系统对溶瘤病毒治疗的影
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