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携带mK5基因的重组腺病毒联合多西他赛对

LNCaP细胞的体外抗癌作用探究
胡云1  方先龙2  顾锦法2,3  杨圆圆2  李慧2  刘新垣1,2,3  章康健2,3*

(1浙江理工大学生命科学与医药学院新元医学与生物技术研究所, 杭州 310018; 2上海元宋生物技术有限公司, 上海 
201401; 3中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所, 上海 200031; )

摘要      该文通过携带mK5基因的溶瘤腺病毒OncoAd-mK5联合多西他赛(docetaxel, DTX)处
理前列腺癌细胞株LNCaP, 以探究两者联合作用的体外抗癌效果。采用CCK-8法分别检测OncoAd-
mK5、docetaxel以及两者联合用药对LNCaP增殖的抑制作用; 用显微镜分别观察OncoAd-mK5、多西

他赛单独作用及两者联合作用引起的细胞形态学变化; 利用Hoechst 33258染色、流式细胞术检测

各处理组细胞的凋亡情况; Western blot检测E1A、mK5以及凋亡相关蛋白Caspase-8、XIAP、PARP
的蛋白质表达水平; 实时荧光定量PCR(Q-PCR)分析处理组细胞的血管内皮细胞生长因子(VEGF)
mRNA水平变化。结果表明: 感染复数(multiplicity of infection, MOI)=4的溶瘤腺病毒OncoAd-mK5
与5 nmol/L的docetaxel能够协同抑制LNCaP的生长, 且两者联合处理组的细胞凋亡现象比单独作用

的效果更明显, 这一新的药物组合为前列腺癌的临床治疗提供了参考。
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Antitumor Research of Recombinant Adenovirus Carrying mK5 gene 
Combined with Docetaxel on LNCaP Cell in vitro
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Abstract       A recombinant adenovirus carrying the mK5 gene (OncoAd-mK5) was combined with docetaxel 

(DTX) for the evaluation of antitumor effect in prostatic cancer cell line LNCaP in vitro. CCK8 assay was used to 
respectively detect inhibitory effects of OncoAd-mK5, docetaxel ,the combination of OncoAd-mK5 and docetaxel on 
the growth of prostatic cancer cell lines. Morphological analysis was checked by microscope in prostatic cell line 
LNCaP treated by single OncoAd-mK5 or docetaxel only, or by combination. Hoechst 33258 staining and flow cy-
tometry assay were performed to determine the apoptosis effects of single and combinational therapy on prostatic 
cell line LNCaP, respectively. Besides, the protein levels of E1A, mK5, and apoptosis related protein Caspase-8, 
XIAP and PARP were determined by Western blot. In addition, real-time quantitative PCR was used to analyze 
changes in vascular endothelial growth factor (VEGF) mRNA levels in the treated cells. The results illustrated that 4 
MOI oncolytic adenovirus OncoAd-mK5 and 5 nmol/L docetaxel could synergistically inhibit the growth of prostate 
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cancer cell line LNCaP, and the apoptosis effect of the combination treated group was more obvious than that of the 
single treatment. This new drug combination strategy provides a reference for the treatment of prostate cancer in 
clinical situations.

Keywords       docetaxel; OncoAd-mK5; prostate cancer; VEGF; antitumor effect;

据全球癌症数据统计分析, 2018年全球将有近

130万前列腺癌新增病例和35.9万例相关死亡病例[1], 
前列腺癌已成为欧美男性发病率最高, 死亡率居第

二位的恶性肿瘤。在我国, 人们受工作压力、饮食

结构和生活方式的影响, 前列腺癌的发病率呈逐年

上升趋势。目前, 针对前列腺癌的疗法, 主要包括雄

激素消融、前列腺切除术、放射疗法和化学疗法, 
但对于晚期转移性的前列腺癌患者, 术后五年生存

率并不理想。因此, 寻找更经济有效的前列腺癌治

疗方案迫在眉睫。

前列腺癌的生长和转移是血管生成依赖性的。

因此, 肿瘤募集的微血管内皮细胞已成为癌症治疗

的重要靶点[2]。当前应用于抗肿瘤的血管新生抑制

剂有一类属于大分子蛋白的水解产物, 比如已应用

于临床的内皮抑素和血管抑素, 它们分别是Collagen 
XVIII和纤溶酶原的水解产物。K5(kringle 5)是纤溶

酶原(plasminogen)的第五个三环结构域, 在抑制内

皮细胞增殖、迁移,  诱导细胞凋亡和肿瘤血管生成

方面有很大的优势[3-5]。2008年, Fan等[6]将K5赖氨酸

结合位点处的71位亮氨酸定点诱变为精氨酸, 此外

在K5的5′端加了19个氨基酸的信号肽序列, 他们将

此突变体基因(mK5)插入到ZD55腺病毒载体内, 构
建了重组溶瘤病毒ZD55-mK5, 在结肠癌体外及体

内都达到了不错的抗癌效果。抗血管生成基因治疗

可以克服重组蛋白药物靶向性的问题, 因此成为治

疗癌症的有效策略[7]。

多西他赛(docetaxel)又名多西紫杉醇, 是一种

作用于细胞周期M期的特异性紫杉烷类药物, 它通

过加强微管蛋白聚合作用和抑制微管解聚作用, 形
成稳定的非功能性维管束, 从而破坏肿瘤细胞的有

丝分裂达到抗癌效果, 已成为激素类难治性前列腺

癌的标准一线药物[8-9]。多西他赛已用于乳腺癌、非

小细胞肺癌、前列腺癌、胃癌、头颈部肿瘤、食管

癌、卵巢癌等多种肿瘤的临床治疗[10-11]。然而患者

因个体差异、自身耐受性差、药物选择性弱等原因

导致化疗失败或复发, 使其疗效欠佳。

肿瘤细胞由于其代谢信号纷繁复杂且具有多

基因遗传特性, 单一药物对其治疗效果有限, 药物联

用可取得更好的治疗效果, 因此成为抗癌研究的热

点。本课题组之前的研究表明, OncoAd-mK5[12]有很

好的安全性以及对前列腺癌不同细胞株有着很好的

杀伤能力。基于docetaxel与单抗类药物、溶瘤病毒

及其它化疗药物相结合治疗恶性肿瘤的体内外研究

均取得的较好抗肿瘤效果[13-15], 我们将两者联合通

过降低化药的用量, 克服单独使用化疗药物的不足, 
以期达到对LNCaP细胞更好的的杀伤作用, 为病毒

基因治疗药物与化疗药物联合治疗前列腺癌的研究

提供参考。

1   材料与方法
1.1   材料

重组腺病毒OncoAd-mK5为刘新垣院士课题组保

存, 人胚胎肾293A细胞株(HEK293A)、前列腺癌细胞

株LNCaP来自中科院上海细胞库。多西他赛(docetax-
el, DTX)购自上海皓元生物医药科技有限公司。

1.2   试剂与仪器

Hoechst 33258染色液、胰蛋白酶(不含EDTA)
购自碧云天生物技术有限公司; DMEM培养基、胎

牛血清购自Gibco公司; CCK-8试剂购自上海翊圣生

物科技有限公司; TRIzon Reagent购自康为世纪生

物科技有限公司; 高效逆转录试剂盒购自TOYOBO
公司; Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒、qPCR 
SYBR Green Master Mix购自南京诺唯赞生物科技

有限公司; E1A抗体购自Santa Cruz公司、mK5抗
体购自杭州华安生物技术有限公司、Caspase-8、
XIAP、PARP抗体及二抗购自Cell Signaling Tech-
nology公司; GAPDH抗体购自碧云天生物技术有限

公司 ; DMSO 购于上海百赛生物技术有限公司 ; 氯
仿、75%乙醇、异丙醇等试剂均购自国药集团化学

试剂有限公司。

使用的主要仪器有: CKX53型倒置荧光显微镜

(Olympus公司)、Thermo1374型生物安全柜、No-
voCyte 2070R型流式细胞仪(ACEA公司)、Multi-
skanTM FC型酶标仪(Thermo公司)、CFX ConnectTM
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型Real-time PCR仪(Bio-Rad公司)。
1.3   方法

1.3.1   细胞培养      HEK293A细胞用含10%胎牛血

清的DMEM完全培养基于37 °C、5% CO2培养箱中

进行培养, LNCaP细胞用含10%胎牛血清的RPMI-
1640完全培养基于37 °C、5% CO2培养箱中进行培

养, 一般3~4天传代, 取对数生长期细胞进行实验。

1.3.2   病毒扩增、纯化及Docetaxel母液的配制      重
组腺病毒OncoAd-mK5已经验证不含野生型病毒

株[12]。病毒OncoAd-mK5用HEK293A扩增, 用氯化铯

梯度离心纯化, 病毒滴度用TCID50方法测定[16]。

docetaxel母液 : 称取40.394 mg粉末 , 溶于5 mL 
DMSO中, 使得终浓度为10 mmol/L, 分装于1.5 mL 
EP管中, 200 μL/管, 保存于–20 °C。
1.3.3   CCK-8法检测细胞活力并计算IC50      向96
孔板中按照5×103个/孔的密度接种前列腺癌细胞株

LNCaP, 待其贴壁后分别加入不同浓度docetaxel(0、
1、5、10、50、100 nmol/L), 每组设置3个复孔, 其
中不加细胞组为空白调零组, 不加药物组为对照组, 
按照上述培养条件分别培养24 h、48 h、72 h。向每

孔中加入10 μL CCK-8溶液, 放置培养箱中培养2 h, 
利用酶标仪测定450 nm下的吸光值(D450)。按照以

下公式计算细胞存活率并计算IC50, 细胞存活率=[Ds-
Db]/[Dc-Db]×100%(Ds: 实验孔吸光值; Dc: 对照孔吸光

值; Db: 空白调零孔的吸光值), 该实验重复3次。

1.3.4   药物联用对LNCaP细胞活力的影响      选取

对数生长期的LNCaP细胞, 以每孔5 000个细胞, 铺于

96孔板中, 置于37 °C和含5% CO2的培养箱中, 24 h待
细胞贴壁后, 开始实验。实验设LNCaP细胞对照组、

OncoAd-mK5组、docetaxel组、联合治疗组(OncoAd-
mK5+docetaxel)四组。OncoAd-mK5组终浓度梯度

为: 1 MOI、2 MOI、4 MOI、8 MOI, docetaxel终浓

度梯度为: 5 nmol/L、10 nmol/L, 联合用药组按照

1比例同时加入OncoAd-mK5和docetaxel, 浓度均为׃1

单药时的终浓度, 并以只加培养液为调零组, 每组3
个重复孔, 置于37 °C和含5% CO2的培养箱中培养, 
48 h后, 向每孔中加入10 μL CCK-8溶液, 放置培养箱

中培养1 h, 最后利用酶标仪测定450 nm下的吸光值

(D450)。按照以下公式计算抑制率, 抑制率=[Dc-Ds]/
[Dc-Db]×100%(Ds: 实验孔吸光值; Dc: 对照孔吸光值; 
Db: 空白调零孔的吸光值), 并依据Chou-Talalay中效

原理, 以CalcuSyn药效学分析软件计算协同作用指

数(CI)值, 评价联合作用效应(CI<1时, 两药为协同作

用; CI=1时, 为相加作用; CI>1时, 为拮抗作用)[17]。

1.3.5   显微镜观察LNCaP细胞形态变化      将对数

生长期的前列腺癌细胞LNCaP以2×105 个/孔的密度铺

于24孔板, 每孔培养基体积1 mL, 于37 °C、5% CO2培

养箱中培养12 h。次日每孔分别加入PBS、5 nmol/L
的docetaxel或/和4 MOI OncoAd-mK5, 每个处理组分别

设置3个复孔, 放回培养箱中培养48 h, 荧光显微镜下

观察细胞的形态并拍照记录。

1.3.6   Hoechst 33258 荧光检测凋亡形态      向24
孔板中按照2×105个/孔的密度接种对数生长期的

LNCaP细胞, 24 h待细胞贴壁后,  加入5 nmol/L的
docetaxel或/和4 MOI OncoAd-mK5, 对照组中加入等

体积的无血清的培养基, 按照上述条件培养48 h后, 
弃去旧的培养基, 并用PBS轻轻漂洗2次, 最后加入

300 μL Hoechst 33258染料, 避光孵育15 min, 荧光显

微镜下检测细胞核的形态变化。

1.3.7   流式细胞术检测细胞凋亡率      6孔板以1×106 

个/孔的密度接种LNCaP细胞, 37 °C、5% CO2培养

24 h后, 加药组加入5 nmol/L的docetaxel或/和4 MOI
病毒OncoAd-mK5, 对照组中加入等体积的无血清

的培养基,  继续培养24 h之后, 弃去旧的培养基, 用
PBS洗细胞2次, 加入100 μL 1×Binding Buffer, 再依

次加入5 μL AnnexinV-FITC和5 μL PI, 室温避光培养

15 min, 加入400 μL 1×Binding Buffer, 1 h内用流式

细胞仪进行凋亡分析。

1.3.8   Western blot检测蛋白质水平      取对数生长

期的LNCaP细胞以8×105 个/孔的密度铺于6孔板, 过
夜培养。加入PBS、5 nmol/L docetaxel、4 MOI On-
coAd-mK5、5 nmol/L docetaxel和4 MOI OncoAd-mK5, 
于37 °C、5% CO2培养箱培养48 h, 检测E1A、mK5、
XIAP、PARP和Caspase-8蛋白质水平(以GAPDH或

β-Tubulin为内参)。
1.3.9   实时荧光定量 PCR检测VEGF的mRNA水

平      取对数生长期的LNCaP细胞, 调整细胞密度

为5×105 个/mL, 接种于6孔板中, 37 °C、5% CO2培

养24 h后 , 加药组加入5 nmol/L的docetaxel或 /和4 
MOI病毒OncoAd-mK5, 对照组中加入等体积的无血

清的培养基, 继续培养24 h之后, 收集细胞, TRIzol
法提取细胞总RNA(按TRIzol抽提试剂说明书进行

操作)。分光光度法检测RNA浓度, 取1 μg总RNA
按照TOYOBO的高效逆转录试剂盒进行逆转录操
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作得到cDNA。将cDNA样品进行10倍稀释后, 根据

SYBR Green Master Mix试剂盒进行qPCR反应, 设计

目的基因引物, 其中β-actin为内参。引物序列如下: 
qVEGF-F: 5′-AGT GTG TGC CCA CTG AGG A-3′, 
qVEGF-R: 5′-GTG CTG TAG GAA GCT CAT CT-3′; 
β-actin-F: 5′-GGC ACC ACA CCT TCT ACA ATG-3′, 
β-actin-R: 5′-TAG CAC AGC CTG GAT AGC AAC-
3′。
1.4   统计学分析

所有实验重复3次, 实验统计数据用平均值±标
准偏差(S.D.)表示, 并用GraphPad Prism 7.0软件进行

t检验分析, 当P<0.05时, 被认为有差异, 具有统计学

意义, P<0.01为有显著统计学差异, P<0.001为有极

其显著的统计学差异。

2   结果
2.1   OncoAd-mK5和docetaxel均能抑制LNCaP细
胞的增殖

CCK-8法结果显示 , OncoAd-mK5( 图 1A) 和
docetaxel(图1B)对前列腺癌细胞株LNCaP均具有

生长抑制作用, 且呈时间和剂量依赖性。不同浓度

梯度的重组病毒OncoAd-mK5作用于前列腺细胞株

LNCaP细胞48 h、72 h后, 细胞的存活率如图1B所示, 
根据Graphpad prism 7.0软件进行预测, 得到IC50值分

别为61.07 MOI, 0.7191 MOI; 同样地, 不同浓度梯度

的docetaxel作用于前列腺细胞株LNCaP细胞48 h、
72 h后, 细胞的存活率如图1B所示, 预测得到的IC50

值分别为144.6 nmol/L、31.49 nmol/L(图1B)。
2.2   OncoAd-mK5与docetaxel联用能协同抑制

LNCaP细胞的活力

OncoAd-mK5与docetaxel联合作用于LNCaP细

胞后, 采用CCK-8法检测细胞增殖抑制率(图2)发现, 
当病毒在4 MOI及8 MOI时, 与5 nmol/L的docetaxel
联用时对LNCaP细胞抑制率较与2 MOI病毒联用组

表现出差异(P<0.05)。随后, 运用CalcuSyn软件处

理杀伤效果对应联合指数(Fa-CI)的定量数据(表1), 
得出4 MOI的OncoAd-mK5与5 nmol/L的docetaxel联
合处理组的模拟联合指数(CI)值为0.851, 结果显示

0<CI<1(表1), 表明此种方式的联合处理具有协同效

应。

A: 重组病毒结构; B: LNCaP细胞经不同感染复数OncoAd-mK5或不同浓度docetaxel处理下24 h、48 h、72 h的存活率。

A: the structure of OncoAd-mK5;B: LNCaP’s survival rates were treated with different MOIs of OncoAd-mK5 and different concentrations of docetaxel 
for 24 h, 48 h and 72 h.

图1   重组病毒的结构及OncoAd-mK5 与Docetaxel对LNCaP细胞的杀伤作用

Fig.1   Structure of OncoAd-mK5 and the killing effect of both OncoAd-mK5 and Docetaxel on LNCaP cell
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2.3   OncoAd-mK5与docetaxel联用显著影响LNCaP
细胞形态

LNCaP细胞经不同药物处理后出现典型凋亡

变化。光学显微镜下观察, 对照组及docetaxel单药

组细胞成片贴壁生长, 细胞饱满, 无明显变化(图3A
和图3C); 而OncoAd-mK5组及联合用药组处理48 h后, 
LNCaP细胞生长受到明显抑制, 出现典型的凋亡形

态学变化; 悬浮细胞增多, 细胞折光性变差, 细胞核

皱缩, 细胞膜出现发泡现象、活力差(图3B和图3D)。
2.4   OncoAd-mK5与docetaxel联用能诱导LNCaP
细胞凋亡

Hoechst 33258染色检测4 MOI OncoAd-mK5与
5 nmol/L docetaxel作用LNCaP细胞48 h后的凋亡

效应: 对照组染色质均匀、无浓缩、边集现象, 荧
光显微镜下观察, 细胞核染色均一, 无明显亮蓝色。

而联合处理组细胞核染色质明显凝集、固缩, 并伴

有核碎裂现象, 荧光显微镜下观察, 有亮蓝色碎块产

生(如图4中箭头所示)。
根据凋亡检测试剂盒说明, LNCaP细胞经不同

处理后48 h的凋亡情况进行检测, 流式细胞术双参

数散点图的右上象限与右下象限分别代表晚期凋亡

与早期凋亡。将两象限显示的百分比加和即为发生

凋亡的细胞比率, 结果显示, docetaxel或OncoAd-mK5
单独用药组凋亡率分别为19.5%和24.4%(图5A), 联
合用药组凋亡率为32.1%, 与单独用药组相比有明显

的提高(P<0.01)(图5B)。
2.5   OncoAd-mK5与docetaxel联用能增强蛋白E1A
及mK5的表达

分别用 4 MOI的OncoAd-mK5和 5 nmol/L的

docetaxel感 染LNCaP细 胞48 h后, 用Western blot检
测腺病毒早期复制必需蛋白E1A及抗血管生成基

因mK5的表达。以未经病毒或药物处理的LNCaP
细胞蛋白作为对照, OncoAd-mK5组及OncoAd-mK5与
docetaxel联用组的蛋白均能有效表达, 且加入docetax-
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图2   Docetaxel与OncoAd-mK5联合抑制LNCaP细胞增殖效应

Fig.2   Anti-proliferative effects of LNCaP cells by Docetaxel and OncoAd-mK5

表 1   不同剂量的docetaxel与OncoAd-mK5处理LNCaP细胞的CI值
Table 1   Combination index (CI) of OncoAd-mK5 and docetaxel in  LNCaP cell

结肠癌细胞

PCa Cell line
多西他赛(nmol/L)
Docetaxel (nmol/L)

溶瘤病毒(MOI)
OncoAd-mK5 (MOI)

联合指数值

CI values
LNCaP 5 2 0.959
LNCaP 5 4 0.851
LNCaP 10 4 0.923
LNCaP 10 8 1.119
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A: 空白对照组; B: 4 MOI OncoAd-mK5处理组; C: 5 nmol/L多西他赛处理组; D: 5 nmol/L多西他赛与4 MOI OncoAd-mK5联合处理组, 标尺=100 μm。

A: control group; B: 4 MOI OncoAd-mK5 treated group; C: 5 nmol/L docetaxel treated group; D: 5 nmol/L docetaxel and 4 MOI OncoAd-mK5 treated 
group. Scale bars=100 μm.

图3   Docetaxel和OncoAd-mK5作用LNCaP细胞形态学分析

Fig.3   Cell morphological analysis of LNCaP treated with docetaxel and OncoAd-mK5 

A: 空白对照组; B: 4 MOI OncoAd-mK5处理组; C: 5 nmol/L多西他赛处理组; D: 5 nmol/L多西他赛与4 MOI OncoAd-mK5处理组。图中箭头代表

的是典型的凋亡小体, 标尺=50 μm。

A: control group; B: 4 MOI OncoAd-mK5 treated group; C: 5 nmol/L docetaxel treated group; D: 5 nmol/L docetaxel and 4 MOI OncoAd-mK5 treated 
group. The arrows in the figure represent typical apoptotic bodies, scale bars=50 μm. 

图4    Hoechst 33258染色法检测细胞凋亡

Fig.4    Apoptosis detection by Hoechst 33258 staining

(B)(A)

(D)(C)
OncoAd-mK5Mock

Docetaxel Combination

100 μm100 μm

100 μm100 μm

(B)(A)

(D)(C)
OncoAd-mK5Mock

Docetaxel Combination

50 μm50 μm

50 μm50 μm

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



898 ·  研究论文 ·

el的联合用药组较OncoAd-mK5组水平高(图6)。因此, 
结果显示, 加入docetaxel并不影响重组腺病毒OncoAd-
mK5的目的基因mK5及E1A在LNCaP细胞内表达, 而
且还观察到低剂量的docetaxel能够增加目的基因

mK5及E1A的表达。这一结果提示我们联合用药有利

于重组病毒OncoAd-mK5的各种元件基因的高效表达, 
为两者联用产生协同效应提供了分子机制的参考。

2.6   重组腺病毒OncoAd-mK5联合多西他赛诱导

LNCaP细胞凋亡的可能分子机制

为进一步研究重组腺病毒OncoAd-mK5联合多

西他赛诱导LNCaP细胞凋亡的机制, 我们通过West-
ern blot检测了Caspase通路相关的蛋白质表达水平

(图7A)。结果显示, 相比较对照组及药物单用组, 
OncoAd-mK5与docetaxel联用组的Caspase-8、PARP
前体蛋白均明显下降,  说明在多西他赛与OncoAd-
mK5的联合作用下, Caspase依赖性细胞凋亡通路被

激活, Caspase-8前体蛋白被切割而致其水平减少, 进
而激活下游Caspase级联反应, 使PARP前体被切割

产生效应, 导致细胞凋亡。XIAP为Caspase通路的强

抑制子, 感染重组病毒后, XIAP的水平减少, 间接反

图中数字代表该目的条带灰度值与内参灰度值的比值。

The numbers represent the ratio of the gray value of the target band to the gray value of internal reference.
图6   LNCaP细胞经不同处理后48 h后mK5和E1A蛋白质水平

Fig.6   The level of mK5 and E1A protein on LNCaP cells treated with different treatments for 48 h
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图5   流式细胞术检测细胞凋亡现象

Fig.5   Apoptosis detected by flow cytometry assay
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应Caspase通路被激活。从蛋白质水平看, 加入多西

他赛后, 一方面病毒的早期基因及携带的mK5基因

表达增强, 由此导致病毒本身的溶瘤作用加强, 致使

部分细胞死亡; 另一方面, 联合作用后, 激活Caspase
依赖性通路, 引起更强的凋亡信号, 且联合用药组产

生的凋亡效应更加明显, 与Hoechst 33258染色结果

一致。

与此同时, 由于重组病毒中携带的是跟血管生

成相关的抑制基因, VEGF是血管内皮生长的重要标

志分子, 我们检测了各处理组中VEGF mRNA的表

达水平(图7B), 结果发现, 两药单用组及OncoAd-mK5
与docetaxel联用组的VEGF的mRNA水平均有所降

低, 且联合用药组相比单药组, 出现了显著的差异

(P<0.05), 进一步提示重组病毒OncoAd-mK5可抑制

肿瘤诱导的血管生成。

3   讨论
2001年, 刘新垣院士提出的癌症的“靶向基因

−病毒治疗”(cancer targerting gene-viro-theraphy, CT-
GVT)策略[18]是指通过基因工程手段改造病毒, 在溶

瘤病毒载体上插入外源抗癌基因, 增强其在肿瘤细

胞内的靶向复制能力, 从而使肿瘤细胞裂解进而对

其产生杀伤作用; 且随着病毒的复制, 其携带的抗癌

基因也在肿瘤细胞内成千上万倍的复制, 从而数百

倍乃至上万倍提高抗癌基因的表达量[19]。本文所用

的OncoAd-mK5是本课题组在ZD55的基础上, 将其天

然E1A的启动子改造成前列腺癌特异性启动子DD3, 
从而提高其对前列腺癌的靶向性和安全性, 同时携

带抗血管生成基因mK5, 可引起肿瘤细胞凋亡, 而不

影响正常细胞。溶瘤病毒单独应用与联合其它药物

抗癌是靶向基因病毒抗癌的一个重要综合优势, 结
合前列腺癌目前的治疗现状, 溶瘤病毒联合多西他

赛进一步体现了靶向基因−病毒联合用药的科学意

义。

多西他赛是目前用于治疗前列腺癌的最重要

的一线药物, 而在常规治疗剂量下的临床疗效和效

用通常由于诸如血液毒性的副作用而受到损害。为

了增强对前列腺癌的治疗效果, 我们选用了OncoAd-
mK5与多西他赛在体外对人前列腺癌细胞LNCaP的
联合治疗策略。当体外一起给药时, OncoAd-mK5和
多西他赛能够协同抑制前列腺癌细胞的增殖。

根据CCK-8实验结果可以看出 , OncoAd-mK5
和docetaxel对前列腺癌细胞LNCaP都具有一定的

生长抑制作用, 且它们作用的方式均呈时间和剂量

依赖性(图1B)。另外经过联合用药实验我们发现, 
OncoAd-mK5与docetaxel联合对抑制LNCaP细胞的

A: LNCaP细胞经不同处理48 h后Caspase-8、XIAP、PARP蛋白质水平, 其中条带下面的数字代表该目的条带的灰度与内参灰度的比值; B: Q-PCR
检测各处理组48 h后VEGF的mRNA水平。*P<0.05, **P<0.01。
A: the protein levels of Caspase-8, XIAP and PARP after LNCaP cells were treated for 48 h, and the numbers below the band represents the ratio of 
the gray value of the target band to the internal reference; B: Q-PCR was used to detect the mRNA levels of VEGF after 48 h in each treatment group. 
*P<0.05, **P<0.01.

图 7   Western-blot及Q-PCR分析Docetaxel与OncoAd-mK5联合诱导LNCaP凋亡的可能机制

Fig.7   Western blot and Q-PCR analysis of the possible mechanism of apoptosis induced by docetaxel and OncoAd-mK5 in LNCaP
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增殖具有协同作用(图2),  实验结果显示联合用药后

细胞增殖抑制率明显升高, 且5 nmol/L的docetaxel与
4 MOI的OncoAd-mK5组的抑制率最高; 而细胞凋亡

实验结果显示, 联合用药组的凋亡率与单独用药组

相比均有所提高。通过Western blot实验检测腺病毒

E1A蛋白及目的蛋白mK5的表达, 发现加入化疗药

物docetaxel后, 增强了这些蛋白的表达(图6), 且联合

用药加强了Caspase依赖的细胞凋亡效应(图7)。因

此我们认为, OncoAd-mK5与docetaxel的联合使用, 减
少了化疗药物的用量, 更好地抑制了前列腺癌细胞

的增殖。

综上所述, 我们认为重组腺病毒OncoAd-mK5和
多西他赛联合治疗前列腺癌产生的协同效应可用如

下几种机制来解释: 首先加入少量化疗药物docetax-
el后, 重组病毒携带的目的抗癌基因表达有所增加, 
导致靶基因−病毒对肿瘤细胞的溶瘤作用进一步增

强; 其次, docetaxel与OncoAd-mK5联用能够引发细胞

内更强的凋亡信号, 如Caspase-8蛋白量减少, PARP
蛋白发生剪切, 以及抗凋亡蛋白XIAP量减少, 以上

信号通路的增强进一步激发了更强的凋亡效应; 最
后, 由于任一病毒在侵入机体后, 均能够通过诱导I
型、III型IFNs刺激机体细胞产生成百上千种 ISGs
发挥抗病毒作用[20], 其中的IFN-α能够通过抑制SP1
和SP3转录因子的活性来降低VEGF的转录水平, 从
而直接导致抗血管生成效应[21]。其次, Gao[22]等人研

究表明, K5能通过抑制MAPK激酶的活性和HIF-1α
的核转位下调VEGF的分泌水平, 从而抑制肿瘤的血

管生成; 且之前也有数据表明, mK5相比K5有更好

的抑制肿瘤血管生成的能力[6], 因此鉴于mK5基因与

溶瘤病毒本身都具有下调VEGF的作用, 我们检测了

各处理组细胞的VEGF mRNA表达情况, 结果发现, 
当与化疗药多西他赛联用后, 其下调VEGF的作用更

加显著。本文中, LNCaP作为早期前列腺癌且伴随

着很强的促血管生成能力的细胞模型[23], 我们利用

携带人血纤溶酶原突变体基因的肿瘤特异复制型重

组腺病毒, 与常规化学治疗剂组合形成新的联合疗

法, 这种联合疗法会形成很强的抗肿瘤效应和抗血

管生成作用, 这将为今后溶瘤病毒与多西他赛联用

在临床上抗前列腺癌的应用提供基础。
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