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溶瘤呼肠孤病毒在肿瘤生物治疗中作用的研究进展

Advances in the role of oncolytic adenovirus in tumor biotherapy
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[摘  要]  肿瘤生物治疗的重要性日渐获得各方关注，而溶瘤病毒疗法作为肿瘤免疫治疗的一个分支也已成为研究热点。呼肠

孤病毒（ReoV）地缘分布广泛，因其天然对肿瘤细胞具有靶向性及人体感染后几乎无症状而被认为是理想的溶瘤病毒载体，目前

被广泛应用于临床试验。肿瘤细胞常伴有RAS基因的过度表达，会抑制对病毒有拮抗作用的激酶表达，造成ReoV大量复制致使

肿瘤细胞发生凋亡、坏死、自噬等直接溶瘤效应；此外，ReoV感染肿瘤细胞后释放的促炎性细胞因子和趋化因子逆转了TME的

免疫抑制状态，可激活并招募固有免疫效应细胞杀死肿瘤细胞，并促进适应性抗肿瘤免疫反应的产生。另外，ReoV与放化疗、其

他免疫制剂的联用可增强了肿瘤治疗的效果。本文从溶瘤ReoV的生物学特性方面，重点介绍了ReoV的基本特征与感染机制及

ReoV的肿瘤嗜性；同时，总结了溶瘤ReoV的溶瘤机制，主要包括ReoV诱导程序性细胞死亡及ReoV诱导非程序性死亡；概括了

溶瘤ReoV所诱导的抗肿瘤免疫反应，如溶瘤ReoV诱导的抗肿瘤固有免疫、溶瘤ReoV诱导的获得性抗肿瘤免疫等，并介绍了溶

瘤ReoV联合用药的效果。随着溶瘤作用机制的探明及临床试验的开展，溶瘤ReoV在肿瘤的生物治疗中的应用将更为广阔。
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2021年发布的全球癌症报告显示，全球癌症患者

新增和死亡人数逐年上涨[1]，研发更加有效的抗肿瘤疗

法迫在眉睫。溶瘤病毒（oncolytic virus，OV）是一种可

以选择性感染肿瘤细胞并在其内特异性复制最终导致

细胞裂解，而不影响正常组织细胞生长状态的病毒；呼

肠孤病毒（reovirus，ReoV）对肿瘤细胞有较强的靶向性

与溶瘤能力且感染人群后不造成严重的感染，所以被

认为是理想的溶瘤病毒载体[2]。ReoV的第3血清型的

Dering株在未经过基因修饰的情况下比其他毒株具备

更强的诱导肿瘤细胞凋亡的能力[3]，加拿大Oncolytics 

Biotech公司于2004年基于上述病毒开发了Reolysin®

（现更名为Pelareorep）溶瘤病毒制剂。Pelareorep在

2015年被FDA批准用于治疗恶性胶质瘤，后其适应证

逐渐扩大至转移性乳腺癌、转移性胰腺癌，并于2019年

在中国开展了Ⅲ期临床试验。研究[4]表明Pelareorep在

瘤内注射或静脉注射治疗各类肿瘤中具有良好的安全

性，在与免疫抑制剂联合治疗的情况下也未出现严重

不良反应。随着临床研究的深入，发现单一使用ReoV

治疗对癌症患者的缓解效果有限。本文将对ReoV的

溶瘤机制、溶瘤ReoV所诱导的免疫反应、与其他疗法

的联合治疗效果三个方面对溶瘤ReoV在肿瘤生物治

疗中的研究进展进行综述，以期为研究者或临床医生

在肿瘤生物治疗的基础研究与临床治疗方面提供较为

全面的理论参考资料。

1  溶瘤ReoV的生物学特性

1.1  ReoV的基本特征与感染机制

ReoV属于呼肠孤病毒科（reoviridae），病毒的宿

主范围广泛，包括脊椎动物、无脊椎动物、植物、原生

生物和真菌等[2]。其名字是由呼吸道（respiratory）、消

化道（enteric）、孤儿（orphan，是指这些病毒中的一些

与任何已知疾病无关联），三个单词的首个字母缩写

组成。ReoV 可分为 4 种血清型，是一种直径约为

85 nm的无包膜双链（ds）RNA病毒，病毒衣壳由两个

独立的二十面体组成，外层衣壳是由µ1、σ1、σ3三种

蛋白组成，衣壳内包裹了总长度约为 23 500 bp的

10个 dsRNA片段，分别由三个大片段（3 900 bp）、三

个中等片段（2 200 bp）和四个小片段（1 300 bp）组

成[5]。ReoV感染宿主细胞由病毒表面突触蛋白σ1结

合细胞表面的唾液酸，随后 σ1 与结合适配分子 A

（junctional adhesion molecule-A，JAM-A）进一步结

合[6]，在σ3的脱离和µ1的变构后，病毒颗粒在宿主细

胞内经历酸依赖性的蛋白酶介导的蛋白水解形成中

间亚病毒颗粒（intermediate subviral particle，ISVP）而

开启病毒在细胞内的复制过程[7]。

1.2  ReoV的肿瘤嗜性

ReoV具有天然肿瘤细胞嗜性，具有潜在的溶瘤
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潜力[8]。目前认为有以下三种机制：（1）在健康细胞

中，ReoV 的 dsRNA 与双链 RNA 依赖性蛋白激酶

（double-stranded RNA-dependent protein kinase，

PKR）的结合会导致其二聚化而激活。激活的 PKR

随后会磷酸化真核细胞翻译起始因子 2α（eukaryotic 

initiation factor，eIF2α）使其失活从而阻止病毒转录

本的翻译[9]。但是在RAS信号通路被激活的细胞中，

PKR的磷酸化和活性受到损害，ReoV可以不断复制

并在宿主细胞中积累，最终导致细胞的裂解并释放

出子代病毒。（2）其次，突变的RAS可以通过激活磷

酸肌醇 3-激酶（phosphoinositide 3-kinase，PI3K）、裂

原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase，

MAPK)与胞外信号调节激酶（extracellular signal 

regulated kinase，ERK），抑制Ddx58mRNA（编码RIG-I）

的翻译使RIG-I的蛋白水平降低[10]，而模式识别受体

RIG-I水平的降低进一步导致机体检测病毒入侵的

能力减弱。（3）最后ReoV本身具有抑制细胞固有免

疫途径的能力，σ3蛋白可隐藏病毒 dsRNA防止PKR

激活，使病毒蛋白的翻译不受固有免疫系统阻碍[11]；

ReoV病毒粒子的蛋白分解是病毒能否大量复制的关

键决定因素，RAS基因的活化会刺激肿瘤细胞的增

殖和生长，会增强胞内组织蛋白酶B/L的活性，而病

毒在肿瘤细胞内的脱壳效率也随之被提高[12]。高达

30%的肿瘤细胞存在RAS基因的激活；某些肿瘤细

胞的PI3K-Akt、mTOR和NF-κB的突变也利于ReoV

的复制[13]，在经历肿瘤向转化时细胞活力提升、合成

代谢产物也促进了ReoV的复制。综上所述，细胞在

经历肿瘤转化时内部天然抗病毒免疫反应紊乱或阻

断，为ReoV提供了能否复制的决定性条件，在RAS

活化的细胞中促进ReoV形成 ISVP提升了病毒致病

性，上述这些原因都是ReoV对肿瘤细胞敏感性高的

原因。

2  溶瘤ReoV的溶瘤机制

2.1  ReoV诱导程序性细胞死亡

ReoV通过诱导细胞凋亡是最早被发现的溶瘤途

径[3]，同时也是最具特征性的程序性细胞死亡机制。

被感染的肿瘤细胞由一系列RNA感应蛋白（如PKR、

RIG-I 或黑色素瘤分化相关蛋白 5 等）检测胞质中

ReoV-dsRNA来触发内源性凋亡与外源性凋亡。内

源性凋亡途径由RNA感应蛋白接受信号后激活下游

转录因子 NF- κB 或干扰素调节因子 3（interferon 

regulatory factor 3，IRF3）的响应，诱导促凋亡分子

Noxa与PUMA的表达，随后Noxa和PUMA通过抑制

Bcl2来激活Bax与Bak从而导致线粒体膜电位变化

而释放细胞色素C，发生由 caspase 9/3介导的内源性

细胞凋亡[14]。外源性凋亡由激活的NF-κB与 IRF3协

同诱导 IFN-Ⅰ的表达，引起促凋亡 ISG 产物 (如

TRAIL等)的激活与上调，从而触发由 caspase 7/3介

导的细胞外源性凋亡[15]。但最近的研究[16]表明，阻断

凋亡 caspases并不总是抑制ReoV诱导的细胞死亡，

从而导致细胞形态出现肿胀与质膜破裂；ReoV也可

能诱导细胞坏死性凋亡，ReoV 通过激活 NF-κB诱

导 IFN-β表达，当新合成病毒dsRNA时引发细胞坏死

性凋亡。坏死性凋亡的发生通常伴随着强烈的炎症

反应。

2.2  ReoV诱导非程序性死亡

急性内质网应激后发生的自噬也被确认为ReoV

感染所导致的细胞死亡方式[17-18]。ReoV感染细胞后

通过抑制Bcl2破坏了Bcl2︰Beclin-1复合物，从而促

进自噬的发生。此外，ReoV通过上调LC3与抑制自

噬信号的负调节因子mTOR来促进自噬的发生。目

前发现ReoV诱导细胞的死亡方式主要是凋亡、细胞

坏死性凋亡与自噬，死亡类型与靶细胞和周围TME

的表型密切相关。FIONA实验室的最新研究[4]表明，

在与基质细胞共培养时，ReoV感染恶性B淋巴细胞

瘤后，从而促凋亡蛋白与抗凋亡蛋白之比发生了逆

转，从而阻止了肿瘤细胞的凋亡。因此在不同的癌

症模型中，结合TME研究病毒复制和肿瘤溶解作用

来阐明癌症选择性活性和细胞死亡的机制对进一步

研究ReoV的溶瘤能力是日后研究的方向。

3  溶瘤ReoV所诱导的抗肿瘤免疫反应

在ReoV的肿瘤治疗中，宿主的固有免疫和获得

性免疫对治疗效果起着至关重要的作用，一旦ReoV

进入机体，免疫细胞和被感染的肿瘤细胞就会释放

促炎性细胞因子和趋化因子，这是通过诱导病原体

相关分子模式（pathogen-associated molecular pattern，

PAMP）或损伤相关分子模式（damage-associated 

molecular pattern，DAMP）的表达，并与模式识别受体

（pattern recognition receptor，PRR）相互作用而实现

的。这种反应会导致肿瘤相关抗原（TAA）、促炎细胞

因子和趋化因子的释放，并招募免疫细胞群体[19]。这

些变化产生的促炎环境逆转了 TME的免疫抑制状

态，诱导细胞毒效应因子的释放，激活并招募固有免

疫效应细胞杀死肿瘤细胞，并促进适应性抗肿瘤免

疫反应的产生[20]。

3.1  溶瘤ReoV诱导的抗肿瘤固有免疫

IFN-Ⅰ途径是ReoV所引起的机体固有免疫反

应中关键一环。ReoV 侵染宿主后，RIG-I、MDA5、

PKR或TLR-3等 PRR会检测胞浆中的病毒 dsRNA，

其中病毒的长、短基因片段分别激活 MDA5 与
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RIG-Ⅰ，被PRR激活的肿瘤细胞和免疫细胞转录与

分泌 IFN-Ⅰ，DC与NK细胞被募集至TME[21]；激活的

DC和NK细胞通过细胞间的相互作用激活TME和

淋巴结中未被激活的DC与NK细胞，提升DC和NK

细胞群体激活程度与数量。除了招募和激活NK细

胞外，ReoV以TLR-3依赖的方式抑制MDSC的活性

进一步激活抗肿瘤免疫[22]。

3.2  溶瘤ReoV诱导的获得性抗肿瘤免疫

除了固有免疫中发挥重要作用的 PAMP 和

DAMP外，ReoV使肿瘤细胞坏死或裂解的过程中肿

瘤相关抗原（tumour-associated antigen，TAA）被释放

到 TME 中 ，被 DC 等 抗 原 提 呈 细 胞（antigen 

presenting cell，APC）吞噬识别，富含细胞因子的

TME刺激DC使其成熟[23]。激活状态的DC通过Ⅰ型

主 要 组 织 相 融 复 合 体（major histocompatibility 

complex，MHC- Ⅰ）以交叉提呈的方式向原始

CD8+ve T细胞递送TAA，促进肿瘤特异性CTL激活与

募集[24]。ReoV治疗的患者血清中促炎因子与干扰素

表达上调，促进APC成熟，激活NK细胞与T细胞，并

且上调CD69+髓系细胞[19,25]。新近研究[25-26]显示，人体

静脉注射ReoV 48~72 h后，肿瘤组织中促募集趋化

因子(巨噬细胞炎性蛋白-1α和 1β)转录增加，T细胞

中细胞间黏附分子-1表达水平上升，CD8+ T细胞数

量更多，这与良好的预后密切相关。机体在感染正

常的 ReoV 后可通过体液免疫产生中和抗体，由于

ReoV在环境中广泛存在，全球成年人群中ReoV血

清阳性率通常超过50%[27]，特异性的中和抗体会阻碍

病毒持续感染与传播，同样也会对用于治疗的病毒

进行拦截，阻碍其进入肿瘤，对ReoV特异的中和抗

体在抗肿瘤治疗中所起的作用目前任存在争议，但

可以确定的一点是免疫系统的在清除病毒与抑制病

毒复制的过程中也可增强对抗肿瘤的免疫能力。

4  联合用药增强肿瘤治疗

最早一批临床试验中将溶瘤ReoV作为单一抗

癌药物使用，无论是采用静脉注射或瘤内注射的方

式，几乎所有的临床试验对象都未出现严重不良反

应[2]，但在二期临床实验中发现单一ReoV疗法效果

不明显，并未达到预期良好地溶瘤效果[28]。考虑到

ReoV对于TME关键性重构与免疫抑制的突破及体

内预存抗体的作用，目前的研究聚焦在放疗、化疗以

及免疫疗法的联合治疗策略。

4.1  联合用药增强直接溶瘤能力

目前，放疗虽然是多种癌症的重要治疗方法，但

还是存在明显的缺陷，如部分存在EGFR过度表达、

RAS激活突变或者AKT磷酸化的肿瘤对放射疗法存

在抵抗性[29]。这就为放射疗法与溶瘤ReoV联用提供

了理论可行性：放疗消除 RAS 未突变的肿瘤细胞，

ReoV 则对 RAS 突变的肿瘤细胞具备高度敏感性。

ReoV与放疗的联合使用通过增强细胞凋亡、细胞毒

性与减少血管生成来协同增强肿瘤杀伤。在体外实

验中发现，放射疗法与ReoV联用对黑色素细胞瘤、

头颈癌与结直肠癌细胞杀伤效果显著优于单一疗

法[30]。在随后开展的采取瘤内注射病毒与姑息性放

疗联合治疗实体瘤晚期患者的一期临床试验与二期

临床实验中，所有的临床不良反应皆不大于 2级，少

数患者出现部分症状减轻，多数患者症状稳定,并发

现其治疗效果存在剂量依赖性[31]。化疗诱导DNA损

伤与细胞周期阻滞促进细胞的凋亡，同时诱导细胞

内活性氧的增加增强细胞毒性。而ReoV则诱导凋

亡相关信号通路激活、抑制DNA修复相关蛋白的表

达并不断在肿瘤细胞内复制产生子代病毒引起细胞

毒性反应，各自不同的细胞杀伤途径形成互补协同

增强了肿瘤细胞凋亡与细胞毒性。同时，ReoV能够

直接感染并杀伤肿瘤血管内皮细胞，增强放疗对肿

瘤血管内皮细胞的杀伤作用。

经体外研究发现，化疗药物在增强溶瘤ReoV杀

伤肿瘤的方面具有极强的潜力。ReoV通过两者之间

的协同作用增加了肿瘤细胞杀伤。例如：ReoV利用

化疗药物治疗时上调了促凋亡因子从而造成杀伤。

ReoV和吉西他滨的联合使用与单独使用任何一种药

物相比，显著提高了小鼠卵巢表面上皮细胞 ID8腹膜

内荷瘤的C57BL/6小鼠的存活率[32]；ReoV同紫杉醇

和顺铂联合治疗显著提高了人舌上皮细胞Cal27裸

鼠肿瘤模型的存活率[33]；ReoV同他莫昔芬和吉西他

滨联用可激活MAPK和P53依赖性途径并上调促凋

亡因子[34]，以上这些研究数据表明，将ReoV与化疗药

物结合所产生的疗效通常是通过增强肿瘤溶解能力

而不是免疫介导机制来介导的。结合ReoV诱导细

胞凋亡的能力，临床中联用疗效的提升可能是因为

化疗药物与病毒的协同作用导致凋亡增加。癌细胞

内的能量代谢现在正在成为OV敏感性的重要因素

也是联合治疗中另一个热点，OV（如ReoV）利用宿主

内的核苷酸、脂质和氨基酸进行复制，如何将被肿瘤

细胞抑制的病毒代谢即代谢重编程也是增强OV疗

效的策略[35]。ReoV的易感性与宿主细胞丙酮酸代谢

和氧化应激相关，其中丙酮酸脱氢酶（PDH）起着核

心作用，ReoV感染后的早期氧化应激反应通过PDH

激酶（PDK）磷酸化抑制 PDH，并诱导细胞形成不利

于ReoV复制的状态，在使用PDK抑制剂二氯乙酸盐

和AZD7545对PDH的重激活增强了ReoV在体内外

的溶瘤能力。早期的临床试验中并未特意选择患者
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是否为RAS突变类型，随着溶瘤ReoV和化疗的组合

在临床开发中的进步，后续试验可预先选择那些更

有可能从治疗中受益的患者，比如：将KRAS、BRAF

或EGFR激活与否纳入试验中患者的选择标准，有效

地将患者与治疗方法相匹配，及其有利于高度异质

化的肿瘤的治疗。

4.2  联合用药增强免疫介导的抗肿瘤作用

随着抗肿瘤免疫治疗药物的问世与临床试验的

成功，ReoV与其他免疫制剂连用的研究也逐渐成为

研究热点。第一种策略是和其他溶瘤病毒联用，将

ReoV 与 溶 瘤 性 水 泡 性 口 腔 炎 病 毒（vesicular 

stomatitis virus，VSV）联用后，通过VSV诱导肿瘤特

异性TH17反应，增强了ReoV诱导的TH1反应改善

了对黑色素瘤的疗效[36]。第二种是和免疫检查点抑

制剂（如抗PD-1抗体）的联用，研究[37]表明ReoV感染

后可增加PD-L1的表达使得抗PD-1抗体的作用更明

显：ReoV增加了肿瘤细胞上PD-L1的表达和小鼠乳

腺癌症模型中肿瘤内Treg细胞的数量，ReoV同PD-1

抑制剂的联合治疗减少Treg细胞的数量并增强肿瘤

特异性 CTL 反应来进一步提高生存率。ReoV 同

CD3双特异性抗体联合使用也显示了更好的疗效，

ReoV 诱导的 IFN-Ⅰ大量产生后激活的 NK 细胞和

ReoV特异性CD8+ T细胞向肿瘤部位的募集，这些细

胞通CD3双特异性抗体协同作用，减少包括胰腺癌、

黑色素瘤和乳腺癌等多种肿瘤细胞的生长，并对远

端未注射病毒的转移病灶也有效[38]。在更为激进的

研究中，甚至将溶瘤ReoV、溶瘤VSV与抗PD-1抗体

三者结合，显著提升了长期治疗的患者生存率[39]，这

充分表明了ReoV免疫治疗的临床价值。

5  结  语

目前世界范围内有超过三十余项溶瘤ReoV临

床试验的开展，ReoV扩大适应证造福更多癌症患者

的步伐正在加快，虽然其在各种临床前研究及体内

外模型中取得了良好的肿瘤杀伤效果，但不是所有

受治疗人群都从中受益[40]。宿主的免疫应答是限制

ReoV应用的最大障碍之一，宿主接触ReoV后，快速

产生的 IFN-Ⅰ与其他炎性细胞因子可激活抗病毒的

固有免疫应答防止ReoV的扩散；在随后的免疫过程

中机体的T细胞和B细胞也可以发挥作用，限制病毒

复制并阻止其扩散。另一个限制ReoV在临床应用

中的因素是静脉给药无法很好地将ReoV传递到肿

瘤组织，如中和抗体、组织器官的吸收以及免疫细胞

的清除等。因此后续的研究方向是在不影响抗肿瘤

应答的前提下，控制特异性的抗病毒免疫应答，并尝

试不同的策略来改善ReoV的传递问题。采用何种

给药方式以取得安全有效的治疗效果还需要进一步

研究，原位瘤最大治疗效果的给药方式未必等同于

促进全身抗肿瘤免疫的治疗路线，虽然目前的研究

都表明ReoV在静脉注射时可以到达肿瘤部位，但是

在实际给药过程中应该更多地了解体液和细胞介导

的抗病毒效果，在抗肿瘤与机体抗病毒之间达到平

衡，最大限度地发挥其疗效[41]也是需要关注的研究方

向。其次，临床试验中采用的治疗方案对最佳给药

方案没有达成共识，比如在 28 d的治疗周期内有第

1、2、8、9、15、16天静脉注射、第 1、2、3、4、5天或在第

一个21 d周期的第1、2、3、8天给药的多种方案，随着

研究的进一步深入这些治疗方案还需要进一步优

化。ReoV通常与放疗、化疗与免疫疗法等手段联用，

在疗效提升的同时通常伴随着细胞毒性的增加，这

要求对每种疗法所引起的死亡机制与肿瘤微环境的

变化应具有全面的理解，由于肿瘤高度异质性与临

床前模型的局限性，在理想情况下应对肿瘤和免疫

微环境的下游与癌症相关的成纤维细胞、免疫细胞

成分和可溶性因子与细胞外小泡等进行检测，以提

高免疫治疗的效果；某些诱导淋巴细胞减少的化疗

药物可能会抑制TME的免疫，其造成的T细胞耗竭

的对ReoV的联合治疗的机制还需进一步评价。除

了对已上市的 Pelareorep进一步研究以外，对 ReoV

以反向遗传学进行改造以携带增强特异杀伤力的外

源基因或筛选重组病毒也是日后研究的重点[42-43]。

随着对其作用机理的深入研究和技术的不断进步，

相信将来 ReoV 治疗肿瘤的安全性会更高，且更

有效。
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