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溶瘤病毒递送策略的研究进展*
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【摘要】 溶瘤病毒(Oncolytic
 

virus,OV)能够特异性地在肿瘤细胞内复制并造成肿瘤细胞裂解,而对正常细胞无影响,

因此被视为对免疫检查点抑制剂治疗后无反应或未能实现持久反应的癌症患者的一种治疗选择。目前多款溶瘤病毒疗

法陆续获批上市。局部瘤内注射溶瘤病毒是目前主流疗法,然而该疗法对转移性癌症患者疗效有限。近年来,全身静脉

递送溶瘤病毒疗法逐渐兴起。这种疗法的递送方式包括细胞运输、基因和纳米修饰、聚合物涂层、非生物载体、与免疫抑

制剂联合等,可以协助溶瘤病毒逃避机体免疫或引发机体抗肿瘤免疫,以提高溶瘤病毒的递送和治疗效率。本综述对溶

瘤病毒用药方式、给药与效应屏障、溶瘤病毒递送策略进行总结。
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【Abstract】 An
 

oncolytic
 

virus
 

(OV)
 

represents
 

a
 

potential
 

therapeutic
 

option
 

for
 

cancer
 

patients
 

who
 

do
 

not
 

respond
 

or
 

fail
 

to
 

achieve
 

a
 

durable
 

response
 

to
 

immune
 

checkpoint
 

inhibitor
 

therapy.
 

This
 

is
 

due
 

to
 

the
 

OV􀆳s
 

capacity
 

to
 

replicate
 

specifically
 

in
 

tumour
 

cells,thereby
 

causing
 

tumour
 

cell
 

lysis
 

without
 

affecting
 

normal
 

cells.
 

A
 

number
 

of
 

oncolytic
 

virotherapies
 

are
 

currently
 

undergoing
 

the
 

approval
 

process
 

and
 

are
 

being
 

marketed.
 

The
 

current
 

mainstay
 

of
 

therapy
 

is
 

the
 

local
 

intratumoural
 

injection
 

of
 

oncolytic
 

viruses
 

(OVs).
 

Nevertheless,this
 

strategy
 

has
 

demonstrated
 

limited
 

efficacy
 

in
 

patients
 

with
 

metastatic
 

cancer.
 

In
 

recent
 

years,there
 

has
 

been
 

a
 

growing
 

interest
 

in
 

the
 

use
 

of
 

systemic
 

intravenous
 

delivery
 

of
 

OVs
 

as
 

a
 

potential
 

therapeutic
 

approach.
 

Delivery
 

modalities
 

for
 

this
 

therapy
 

include
 

cellular
 

transport,genetic
 

and
 

nano-modifications,polymer
 

coatings,abiotic
 

vectors,and
 

combinations
 

with
 

immunosuppressive
 

agents,which
 

can
 

assist
 

OVs
 

in
 

evading
 

the
 

body􀆳s
 

immunity
 

or
 

triggering
 

the
 

body􀆳s
 

anti-tumour
 

immunity
 

in
 

order
 

to
 

improve
 

OVs
 

delivery
 

and
 

therapeutic
 

efficacy.
 

This
 

review
 

provides
 

a
 

summary
 

of
 

OVs
 

dosing
 

modalities,administration
 

and
 

effect
 

barriers,and
 

OVs
 

delivery
 

strategies.
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*** 溶瘤病毒(Oncolytic
 

virus,OV)是一类新兴的免疫制剂,

源自天然或基因改造的病毒,能够选择性地在癌细胞中复制并

消除癌细胞。同时,OV通过介导肿瘤细胞裂解来激活机体抗

肿瘤免疫反应[1]。其对肿瘤反应的机制包括直接溶解肿瘤、肿

瘤微环境(tumor
 

microenvironment,TME)调节、肿瘤浸润淋巴

组织招募、CD8+
 

T细胞介导的免疫反应启动以及血管修饰

等[2-3]。OV通过促进免疫源性细胞死亡及损伤相关分子的释

放,将先天免疫细胞特别是树突状细胞招募到肿瘤中,从而增

强对免疫检查点阻断(Immune
 

checkpoint
 

blockade,ICB)反应

不佳的患者和肿瘤的反应。OV还通过TME中肿瘤特异性T
细胞的招募和成熟等机制自我放大和介导抗肿瘤活动,操纵

OV成为机体内生物递送载体,以扩大病毒感染的免疫炎症和

启动能力,增强OV对ICB反应不良的患者和肿瘤的反应[4-5]。

局部递送OV是目前主流疗法,局部递送OV能够绕过全身血

容量的稀释、减少抗载体免疫和非目标位点的隔离,降低在非

目标细胞中复制的风险[5]。局部递送具有更高的局部 OV浓

度、更低的全身暴露风险以及更高的肿瘤生物利用度[6]。但

OV多无法通过瘤内进行注射,例如位于深部器官的病灶和过

于弥漫的恶性肿瘤。此外,临床上患者对多次瘤内或肝动脉注

射连续给药依从性较差[7]。

局部递送OV仍具有障碍,包括细胞外基质、纤维化、间质

静水压的阻碍[5]、免疫细胞的屏障作用[6]和预先存在的抗病毒

免疫对OV的抵抗作用。近年来,全身静脉递送 OV疗法逐渐

兴起。静脉递送具有能使OV到达远端转移灶[8]、能系统性肠
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外治疗管理、具有可预测的血清药代动力学等优势[9],但其免

疫抵抗更明显。如今 OV疗法领域逐渐发展出多种免疫逃避

策略,如聚合物涂层、纳米颗粒修饰、细胞输送系统、脂质体、初
次免疫-加强方案等。这些策略使 OV能够在宿主体内复制更

多子代,以更高靶向性和肿瘤趋向性到达靶点。此外,OV还能

够作为平台定向输送高效的免疫调节分子[10-11]。静脉递送的

策略包括细胞运输、基因和纳米修饰、聚合物涂层、非生物载

体、与免疫抑制剂联合等,这些策略能够协助 OV逃避机体免

疫或引发机体抗肿瘤免疫,以提高OV的递送和治疗效率。

1 溶瘤病毒用药

1.1 局部与静脉 给药局部递送方法包括肝动脉灌注,胸腹

腔注射[8],以及最常见的瘤内注射。局部递送用于清除肉瘤,

黑色素瘤,胶质母细胞瘤[12]等。由于人体具有预先存在的抗

病毒免疫效应,局部注射用于临床研究较为多见。但局部注射

有以下缺点:由于肿瘤内部存在一定的密度和压力,这使得将

OV注射到肿瘤内变得困难;很多情况无法通过瘤内注射进

行,例如位于深部器官的病灶和过于弥漫的恶性肿瘤。临床上

瘤内免疫疗法通过直接注射或图像引导注射进行,因此局部免

疫疗法的疗效可能受到操作者和原位递送质量的影响[9]。

局部用药普及的同时,也伴随着多种问题的出现,如局部

给药屏障的存在。细胞外基质是病毒进入实体瘤的主要屏障,

为了克服这个问题,基因编辑技术被用来诱导 OV表达松弛

素,从而选择性地降解细胞外基质,以促进病毒进入肿瘤细

胞[13];腺病毒VCN-01表达可溶性的人类重组透明质酸酶,使
病毒能够降解细胞外基质,破坏肿瘤基质,增强病毒的肿瘤内

传播[14]。此外,肿瘤内免疫疗法需要通过直接或图像引导注

射给药,有效性受到操作者的影响较大,这是肿瘤内疗法大规

模发展的问题[9]。

局部递送能规避全身血容量的稀释、抗载体免疫和非目标

位点的隔离,在非目标细胞中复制的风险较低,具有更高的局

部浓度以及更高的肿瘤生物利用度,所以使用范围较为普

及[5-6]。与其他传统药物的局部用药方法不同的是,尽管 OV
可能仅注射在肿瘤中,但当用量达到足够诱导全身免疫反应

时,也可能在未注射OV的远端病变组织器官中产生抗肿瘤反

应[15]。肿瘤内递送还具有使OV立即到达肿瘤引流淋巴结的

优点,而肿瘤引流淋巴结被认为是启动和维持抗肿瘤免疫反应

的关键枢纽[16]。

早年,由于静脉注射 OV具有较大毒性,其在临床使用较

少。近些年,由于基因修饰、改造和部分远处转移瘤实验的应

用,使静脉注射OV在临床使用逐渐增多。静脉注射对比局部

给药,操作更加便捷、更易到达广泛的肿瘤病灶[17]、具有可预

测血清药代动力学、所需基础设施简单等优点,是用于药物开

发的传统方法[9]。此外静脉注射 OV不仅能够预防肿瘤复发

和转移,还能使 OV到达深部器官病灶和过于弥漫的恶性肿

瘤。

静脉给药的副作用相对较小。例如,SJ-607和SJ-610病毒

在静脉注射后仅在肿瘤部位表现出特异性积聚,这表明患者接

受全身治疗后可能发生副作用的概率极小[18]。OV还能被递

送至远端转移灶,当原位癌发生远处转移后,静脉用药能够使

OV伴随血液到达远端转移灶。例如PexaVec联合德瓦鲁单

抗和替西木单抗治疗难治性转移性结直肠癌患者,患者达到无

进展生存期(Progression
 

Free
 

Survival,PFS)中位数为2.3个

月(95%CI:2.2~3.2个月),而PexaVec联合德瓦鲁单抗治疗

的患者,其PFS中位数为2.1个月(95%CI:1.7~2.8个月;P
=0.57)[19]。Streby等[20]研究表明静脉给药与肿瘤内给药相

结合,可能增强OV在肿瘤微环境内的局部免疫反应,患者可

能会从该种组合疗法中获得最大益处。

1.2 安全性与剂量 OV具有与其他癌症疗法不重叠、可接受

的安全性[19],最大耐受剂量相当于化疗药物开发中的最佳剂

量这一概念可能不适用于 OV的发展,因此,其给药剂量具有

更高的阈值[21]。现代OV在局部与静脉给药中均不易引起副

反应,得益于近些年递送、减毒手段的丰富。部分 OV疗法试

验未观察到限制性剂量毒性,存在的常见不良反应包括发烧、

寒战、疲劳、白细胞和中性粒细胞减少[12,19-27]。例如,在 G47Δ
和其亲代病毒G207中尚未观察到剂量限制性毒性[21]。在前

期和早期临床研究中,肿瘤内单次和重复静脉注射JX-594,剂
量高 达 3×109

 

pfu/ml,其 仍 表 现 出 良 好 的 安 全 性 和 活

性[23,24,28]。VCN-01能够以更高剂量(≥3.3×1012
 

pfu/患者)

进行安全的静脉注射[29]。

高剂量OV的应用具有一定的安全性,而更高剂量OV对

患者的肿瘤治疗似乎也有益处。在 G47? 作用于残留或复发

性胶质母细胞瘤实验中,多剂量 OV表现出潜在益处[21]。在

腺病毒 NSC-CRAd-S-pk7实验中,研究结果显示接受高剂量

OV的个体,其体内CD8+T细胞水平增加,而在接受最低剂量

的队列中无上述变化,这表明更高剂量 OV可能促进系统免

疫,从而反映出更强的抗肿瘤免疫反应[30]。研究表明,接受更

高剂量 OrienX010治疗的患者表现出更好的反应趋势和更长

的PFS,同时患者可忍受治疗的副作用[25]。Cousin等[24]的试

验表明对于难治性、广泛转移性肿瘤的患者,可能需要通过静

脉注射高剂量的JX-594,才能实现全身肿瘤溶解反应。

2 给药与屏障

给药屏障包括免疫系统的清除、生物屏障、微环境屏障和

细胞内屏障[31]。正常的生理条件下,有效的药物输送较难实

现,因为药物分子面临包括剪切力、蛋白质吸附和机体对药物

的快速清除,这些障碍限制了药物分子到达治疗部位[32]。而

OV的递送与效应与免疫屏障的关系更为密切,包括逃避免疫

细胞的识别与吞噬,这一系列生理活动与多种免疫分子如

CD47、TGFβ、VEGF、IL-10等表达水平的上调或下调相关联。

OV的免疫屏障主要包括预先存在或治疗诱导的抗病毒

抗体[33],次要屏障包括补体激活、抗病毒细胞因子(如干扰素

介导的途径)、组织驻留巨噬细胞通过抗病毒耐药机制快速清

除OV[34]。Seprehvir(HSV1716)试验表明如果预先存在抗单

纯疱疹病毒1型(HSV-1)免疫,那么 OV抗肿瘤疗效就会降

低[20]。在多发肿瘤情况下,预先存在的免疫力可能会阻止OV
肿瘤内给药的远处传播[35]。而注射过表达荧光素酶的 OV至

原发性乳腺癌BALB/c小鼠,小鼠肺部、骨骼和淋巴结的癌细

胞转移均减少[36]。因此,预先存在的免疫力可能不利于 OV
在转移性疾病中的疗效。

3 逃避已有的免疫力以改善溶瘤病毒感染和传播

近年来,多项研究探究 OV递送,以期改善 OV的感染和

传播效率,避免中和抗体的中和作用[5,18,29,33,37]。这些策略包

括通过细胞输送递送OV,运用非人源性 OV躲避抗体中和效
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应,基因修饰限制预先存在的抗体的中和作用,使用聚合物涂

层和非生物载体屏蔽OV,使用液氮冲击保护 OV免遭机体快

速中和及消除,利用已有的病毒特异性免疫进行有效的抗癌免

疫治疗,联合使用免疫抑制剂治疗等。

3.1 细胞输送 通过各种细胞输送病毒是逃避先天免疫清除

和 增 强 肿 瘤 靶 向 的 重 要 方 法。例 如,间 充 质 干 细 胞

(mesenchymal
 

stem
 

cells,MSC)、神经干细胞(neural
 

stem
 

cell,

NSC)、自然杀伤细胞、肿瘤细胞、外周血单核细胞、嵌合抗原受

体T细胞、T细胞受体工程化T细胞和肿瘤浸润淋巴细胞已

被用来递送溶瘤腺病毒和粘液瘤病毒,以降低病毒的免疫原

性[8]。

3.1.1 间充质干细胞 MSC作为研究最多的 OV载体细胞,

由于其肿瘤归巢性、低免疫原性和免疫抑制性,被认为是递送

OV的有效载体。MSC不仅能保护病毒在给药后不被快速清

除以及更有效地靶向肿瘤部位,还能减少系统施用病毒在肝脏

中积聚导致的肝毒性。此外,MSC
 

还可以显着减少 OV的使

用剂量,从 而 有 效 提 高 这 种 治 疗 方 式 的 安 全 性 和 治 疗 效

果[7,38]。MSC作为OV的有效细胞载体,亦能充当生物工厂有

助于OV复制[38]。在临床研究中通过重复施用自体 MSC来

评估OV递送效率,结果表明大多数复发性实体肿瘤患者在初

次检测后仍维持OV复制,这表明这些细胞在重复施用后仍能

够靶向肿瘤,并可能保护病毒免受免疫识别[39]。Chastkofsky
等[40]使用 MSC封闭OV,被封闭的 OV能够在正常和缺氧条

件下裂解肝癌细胞,有效地抑制癌细胞转移。MSC能够特异

性地将OV输送到肿瘤,从而延长 OV的循环时间,降低系统

给药的潜在风险。

3.1.2 神经干细胞因 OV的扩散能力及对组织的穿透性不

强,限制了其直接杀伤胶质瘤的效率。以 NSC为载体的 OV
治疗体系是一种具有潜力的治疗方法,NSC是中枢神经系统的

多能祖细胞,具有在脑实质中迁移到靶向瘤细胞的能力,也具

有良好的扩散及穿透组织的能力,作为载体能够发挥特异性抗

肿瘤的潜力[30]。Fares等[30]构建了以NSC为载体的OV治疗

体系 NSC-CRAd-S-pk7,CRAd-S-pk7结 合 驱 动 复 制 性 必 需

E1A基因表达生存蛋白启动子,pk7修饰Ad5纤维蛋白。受试

者接受注射CRAd-S-pk7后,PSF中位数为9.05个月(95%CI
 

8.54,NA),总体存活率中位数为18.4个月(95%CI
 

15.7,

NA)。在疗法的安全性评估方面,多数受试者发生的不良事件

与NSC-CRAd-S-pk7治疗体系无关,与后期接受化疗和放疗的

常见毒副作用相关。

3.1.3 液氮冲击肿瘤细胞 OV能够隐藏在肿瘤细胞中,而液

氮冲击肿瘤细胞能消除肿瘤细胞致病性。因此使用肿瘤细胞

作为载体可以避免血液对OV的中和与清除作用,促进肿瘤靶

向递送和富集 OV。该策略通过增加记忆T细胞和调节肿瘤

免疫微环境,包括减少 M2巨噬细胞、下调Treg细胞和启动T
细胞活性,来启动内源性抗肿瘤作用[17]。液氮冲击能够消除

肿瘤细胞的致病性,降低了外周血中发生全身细胞因子风暴的

风险,但不影响OV
 

的活性和感染性。相比于干细胞潜在的致

瘤性,肿瘤细胞作为OV载体具有扩展性和个性化等优势。此

外,液氮处理的肿瘤细胞可以稳定地加载OV,从而在大规模制

造中进行质量控制[17]。

3.2 基因与纳米颗粒修饰 基因修饰技术能够修饰OV的抗

体结合位点,从而阻断其被抗体中和[37]。例如在 HSV-1的gD
糖蛋白中引入点突变,能够增加其对中和抗体的抵抗力[41]。

犬瘟热病毒能够诱导肿瘤细胞凋亡,可作为溶瘤治疗法的潜在

候选者。通过修饰犬瘟热病毒表面糖蛋白的氨基酸序列,能够

增强其溶瘤活性[42-43]。

纳米颗粒修饰病毒是一种能够靶向肿瘤细胞并高效递送

负载的癌症治疗方法[6]。FDA已批准第一个纳米药物-免疫治

疗组合 即 紫 杉 醇 交 联 稳 定 的 纳 米 颗 粒 制 剂 Abraxane与
 

atezolizumab作为晚期三阴性乳腺癌的临床治疗选择[44],该策

略表明抗体-药物偶联物的融合策略具有先进性[45]。

3.3 聚合物涂层和非生物载体 病毒的免疫原性和靶向性差

限制了癌症的治疗效果[6]。聚合物涂层能够克服这些缺点,逃
避机体免疫识别,改善 OV的传递疗效。例如聚(半乳糖基-β-
丁酰基)二嵌段共聚物包被的OV具有更高的稳定性和更低的

免疫原性,从而靶向作用肝癌细胞[46]。PEI涂层的腺病毒感染

了人类骨髓衍生的间充质基质细胞后,其能够促进病毒的增

殖[47]。

OV系统给药的缺点包括抗病毒免疫反应、先天性免疫力

和部分组织器官引起的非特异性隔离。生物分子修饰能够促

进病毒介导的基因转移,保护 OV免受肝脏隔离的作用,并减

少先天免疫反应[7]。通过磷酸钙和ZD55-IL-24的共沉淀、脂
化和PEG酰化的方法,构建出ZD55-IL-24(PLC-Ads)这一高

效的输送系统,无细胞毒性。该方法在患有肝癌的BALB/c裸

鼠模型中成功实现了无全身毒性的靶向输送[48]。

3.4 联合免疫抑制剂 近些年,OV广泛与免疫抑制剂联合使

用。联合使用静脉注射OV与自然免疫途径抑制剂时,减少了

外周血中自然免疫系统对病毒的清除。免疫抑制剂环磷酰胺

能使外周调节性T细胞数量显著减少,治疗效率增加,使接种

了黑色素瘤小鼠生存率上升,目前已被用来改善肿瘤治疗中

OV的全身递送效率[49]。联合应用JX-594静脉注射和T-VEC
瘤内注射的方法,具有较好的安全性和有效性[23-24,26]。磷脂酰

肌醇3-激酶δ是巨噬细胞的关键调节因子,其能够增强OV向

肿瘤的静脉内输送。Idelalisib作为一种磷脂酰肌醇3-激酶δ
抑制剂,可保护OV免受巨噬细胞的吞噬,该抑制剂已用于增

强静脉注射OV的抗肿瘤功效,减轻肿瘤负荷,延长患者的生

存期[50]。

3.5 非人源性溶瘤病毒 另一种避免被预先存在的免疫反应

识别的方法是使用替代 OV株,这些病毒株表现出溶瘤效应。

非人源性OV杀死人类肿瘤细胞的能力已被证明适用于各种

病毒。例如山羊疱疹病毒是人非致病性病毒,该病毒能够在不

同的人类细胞系中复制并诱导凋亡,并降低恶性间皮瘤细胞系

的细胞活力[51-52]。

3.6 异源病毒组合治疗 OV的组合应用具有更强的抗肿瘤

潜力,这是因为异源疫苗接种方案存在肿瘤杀灭的协同相互作

用。联合使用塞姆利基森林病毒和牛痘病毒,发现该种疗法增

强了对小鼠卵巢表面上皮癌肿瘤的抗肿瘤效果,规避了重复接

种疫苗的限制性[53]。联合使用囊泡口炎病毒和牛痘病毒,在
结肠肿瘤、卵巢肿瘤、乳腺肿瘤细胞模型、免疫缺陷小鼠肿瘤模

型、原发性人类癌症样本进行测试,发现上述病毒在肿瘤细胞

中复制和传播的能力增强[54]。
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静脉递送策略虽然存在血容量稀释、中和抗体快速清除、

非靶器官隔离等弊端,但其具有便捷且安全性更高的优势,为

OV治疗带来希望。OV的安全性与不良反应是其临床试验时

需要重点考虑的因素,但 OV具有与其他癌症疗法不重叠的、

可接受的安全性,使其研究具有独特性,因此需要深入探索。

虽然OV的免疫逃避策略已经越来越完善,但先天免疫激活可

能是OV疗法的障碍,对病毒的持久性产生负面影响。在肿瘤

内OV治疗的背景下,预先存在的免疫力通常不应被视为原发

性肿瘤清除的障碍。因此,对免疫与克服免疫之间的平衡需要

精细的把握。
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