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摘  要：传统肿瘤治疗，如放疗和化疗，常损伤正常细胞，可能引发新肿瘤。与之相比，溶瘤病

毒(oncolytic virus, OV)则能选择性攻击肿瘤细胞，减少对正常细胞的影响。多数临床试验中的溶瘤

病毒经过基因改造，以增强其靶向肿瘤细胞和激活免疫反应的能力。为了开发特异治疗宫颈癌的

溶瘤腺病毒，本研究构建了特异性治疗宫颈癌的溶瘤腺病毒，该病毒通过递送靶向原癌基因的碱

基编辑器实现肿瘤细胞的高效杀伤，即通过抑制肿瘤生长和直接裂解肿瘤来高效杀伤癌细胞。本

研究利用人端粒酶逆转录酶(telomerase reverse transcriptase, TERT)启动子启动病毒早期复制蛋白

(early region 1A, E1A)，成功构建了 P-hTERT-E1A-GFP 载体，并验证了其在宫颈癌细胞中的启动

活性。鉴于 MYC 原癌基因在肿瘤学研究中的重要作用，筛选高效 MYC 原癌基因编辑位点是本研

究的关键步骤。针对 MYC 基因设计 3 个 gRNA 靶点，将其与 ABE8e 碱基编辑器质粒共转染至

HEK293T 细胞，经嘌呤霉素筛选后，Sanger 测序分析显示各靶点编辑效率分别为 43% (MYC-1)、
25% (MYC-2)和 35% (MYC-3)，明确 MYC-1 为最优编辑位点。通过构建 P-ABEs-hTERT-E1A-GFP
和 P-MYC gRNA-hTERT-E1A-GFP 载体，成功进行了病毒包装并验证了其特异性和有效性。实验结

果表明，这种新型溶瘤腺病毒能有效抑制体外培养的 HeLa 宫颈癌细胞的生长。本研究基于 HeLa
细胞模型，为宫颈癌治疗提供了新的实验依据和潜在策略。 
关键词：溶瘤病毒；碱基编辑器；原癌基因；宫颈癌 
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Abstract: Conventional cancer therapies, such as radiotherapy and chemotherapy, often damage 
normal cells and may induce new tumors. Oncolytic viruses (OVs) selectively target tumor cells 
while sparing normal cells. Most OVs used in clinical trials have been genetically engineered to 
enhance their ability to target tumor cells and activate immune responses. To develop a specific 
OV-based approach for treating cervical cancer, this study constructed an oncolytic adenovirus 
that delivered a base editor targeting oncogenes to achieve efficient killing of tumor cells 
through inhibiting tumor growth and directly lysing tumor cells. We utilized the human 
telomerase reverse transcriptase (TERT) promoter to drive the expression of adenovirus early 
region 1A (E1A) and successfully constructed the P-hTERT-E1A-GFP vector, which was 
validated for its activity in cervical cancer cells. Given the critical role of the MYC oncogene in 
the research of oncology, identifying efficient editing sites for the MYC oncogene is a key step 
in this study.Three MYC-targeting gRNAs were engineered and co-delivered with ABE8e base 
editor plasmids into HEK293T cells. Following puromycin selection, Sanger sequencing 
demonstrated differential editing efficiencies: MYC-1 (43%), MYC-2 (25%), and MYC-3 (35%), 
identifying MYC-1 as the most efficient editing locus. By constructing the 
P-ABEs-hTERT-E1A-GFP and P-MYC gRNA-hTERT-E1A-GFP vectors, we successfully 
packaged the virus and confirmed its specificity and efficacy. The experimental results 
demonstrate that this novel oncolytic adenovirus effectively inhibits the growth of HeLa cells in 
vitro, providing new experimental evidence and potential strategies for treating cervical cancer 
based on the HeLa cell model. 
Keywords: oncolytic virus; base editor; oncogene; cervical cancer 

 
宫颈癌(cervical cancer, CC)是全世界常见

的女性癌症之一[1-2]，也是一种医学研究广泛的

肿瘤细胞模型。宫颈癌是 20–39 岁女性患癌症

死亡的第二大原因，宫颈癌的复发、转移可能

使女性面临死亡风险[3-5]。据报道，宫颈癌最主

要的病因是感染高危人瘤病毒株 (high-risk 
human papillomavirus, hrHPV)后可能会激活原

癌基因 MYC 的表达 [6]。由于人乳头瘤病毒

(human papillomavirus, HPV) 疫 苗 的 接 种 和

HPV 感染筛查不够全面，使得全球宫颈癌发病

率仍在逐年增加[7-8]。目前治疗宫颈癌的方法主

要是放疗、铂类化疗和手术等，但它们在治疗

效率和患者生活质量方面均存在一定局限性，

亟需开发新的治疗策略[9-10]。 
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溶瘤病毒可以选择性地抑制肿瘤细胞的生

长，它们能够触发免疫原性肿瘤细胞死亡[11]。

腺病毒(adenoviruses, AdVs)是一种无包膜的线

性双链 DNA 病毒，其基因组大小约为 26–45 kb，
具有较大包装容量[12]。人腺病毒分为 7 个亚种、

57 种血清型[13]。血清型 5 腺病毒基因组包括   
4 个早期基因(E1-E4)和 5 个晚期基因(L1-L5)，
分别在病毒 DNA 复制之前和之后转录发挥作

用[14-15]。早期基因(E1A)在野生型腺病毒激活病

毒基因转录及病毒 DNA 复制过程中起作用，是

后续病毒基因表达最重要的转录激活因子[16]。

溶瘤腺病毒利用肿瘤特异性启动子驱动病毒复

制早期基因来实现其在肿瘤的特异性复制[17]。

例如，将 hTERT、Survivin、AFP 等[18-19]肿瘤特

异性启动子放置在 E1A 序列上游，可以使得腺病

毒仅在肿瘤细胞内进行复制，并激发特定的溶瘤

作用[20]。基因工程溶瘤病毒 AdCB016-mp53 是

一种在含有 HPV 的细胞中选择性复制的病毒。

在细胞培养过程中，AdCB016-mp53 展现出了

对 HPV 阳性的宫颈癌细胞的高效杀伤作用，而

对正常的细胞没有影响[21]。携带杀伤或抑制细

胞生长因子的溶瘤病毒联合使用时对肿瘤治疗

效果增强。例如中国科学院上海生命科学研究

院[22]构建了一个 E1B 基因缺失的选择性复制溶

瘤病毒(ZD55)并整合了分泌型血管内皮细胞生

长抑制因子 (VEGI-251)作为治疗性因子。在

HeLa 人宫颈肿瘤模型中，ZD55-VEGI-251 导致

80%的肿瘤生长抑制并抑制了肿瘤血管生成。

插入了早期生长反应基因 Egr-1 的启动子和促

凋亡蛋白 TNF 相关凋亡诱导配体的基因 TRAIL
的溶瘤病毒[23]，已在中国获批用于宫颈癌在内

的多种恶性肿瘤的瘤内治疗。此外，溶瘤病毒

进入细胞主要是通过病毒衣壳表面的纤突蛋白

来 识 别 细 胞 表 面 的 柯 萨 奇 腺 病 毒 受 体

(coxsackievirus and adenovirus receptor, CAR)，

并与之结合。然而大多数表皮来源的正常组织

表达 CAR，因此，使用非靶向 AdV 会导致溶

瘤病毒进入非靶细胞。通过在腺病毒载体纤维

蛋白 HI-环(HI-loop, HI)中掺入精氨酸-甘氨酸-
天冬氨酸(RGD-4C)基序，可以增加病毒对肿瘤

细胞的靶向性，从而提高治疗效果。使得溶瘤

病毒治疗更加安全有效[24]。 
碱基编辑器是一种有前景的技术，它能够

在不产生双链 DNA 断裂的情况下，直接在特定

的基因位点上实现碱基的转换。例如，通过使

用胞嘧啶碱基编辑器 (cytosine base editors, 

CBEs)可以实现 C 到 T 的突变[25]，而腺嘌呤碱

基编辑器(adenine base editors, ABEs)则可以实

现 A 到 G 的突变[26]。基于这些工具，研究者

可通过设计特异性 gRNA 靶向关键原癌基因，

如 RAS、MYC 家族基因，这些基因在多种癌

症中经常发生突变 [27]。通过精确编辑这些基

因，碱基编辑器不仅能够使致癌基因表达失

活，还能够为癌症治疗提供新的策略。目前，

碱基编辑器的细胞内递送载体受到免疫原性、

包装容量受限和低耐受性等问题的限制。AdVs

载体的优势在于其大容量的基因递送能力，允

许携带复杂的碱基编辑系统。本研究利用溶瘤

病毒作为载体直接递送 ABEs 至肿瘤细胞内，

靶向 MYC 基因，阻断 MYC 蛋白的正常剪切和

拼接过程，阻止其形成功能性的致癌蛋白，干

扰其致癌功能从而抑制肿瘤的发展。这种方法

不仅利用溶瘤病毒作为载体递送 ABEs，实现

对原癌基因的精准编辑，还充分发挥了溶瘤病

毒裂解癌细胞的特性，增强了对肿瘤细胞的杀

伤效果。通过这种双重作用，以期实现对肿瘤

的精准治疗，同时降低传统治疗方法可能带来

的副作用和风险，为癌症治疗提供一种新的、

更为有效的策略。 
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1  材料与方法 
1.1  细胞、主要试剂和仪器 

人胚胎肾 HEK293T 和人宫颈癌 HeLa 为实

验室保存，人胚胎肾 HEK293A 细胞购于天津

百倍生物科技有限公司。溶瘤病毒骨架质粒

pBHGlox 和目的质粒 PDC316 购于武汉淼灵生

物科技有限公司。无缝克隆试剂盒 (minerva 
super fusion cloning kit)购于天津启迪生物有限

公司。琼脂糖凝胶(agarose)购于上海博迈生物

公司。限制性核酸内切酶 Eco31I、10×BSA、

T4 DNA ligase、细胞计数板均购于天津凯思博

生物科技有限公司。磷酸盐缓冲液(phosphate 
buffer solution, PBS)、高糖培养基(dulbecco’s 
modified eagle’s medium, DMEM)、0.25%胰蛋

白酶、1%青链霉素溶液(双抗)、胎牛血清(fetal 
bovine serum, FBS)、嘌呤霉素(puromycin)均购

于华蔚科技有限公司。EP 离心管、细胞培养皿

购于天津晟佰昊生命技术有限公司。CCK8 细

胞增殖毒性检测试剂盒(cell counting kit-8)购于

北京沃格东方科技有限公司。DNA marker 购于

北京全式金生物技术股份有限公司。聚乙烯亚胺

(polyethylenimine, PEI)、细胞裂解液由实验室前

期配制保存[28]。倒置光学显微镜(Ti2-U)和倒置荧

光显微镜购于尼康公司。 

1.2  质粒载体构建 
E1A 全长基因(GenBank 登录号：MH121101.1)

由北京擎科生物科技有限公司合成。hTERT 启

动子(GenBank 登录号：NM198253)–203—+56
共 260 bp 的序列为启动子效率较强片段，序列

由 HeLa 细胞系中获取。GFP 序列由质粒

pCMV_BE4max_P2A_GFP 中获取，以 PDC316
为 载 体 使 用 无 缝 克 隆 方 法 构 建 对 照 质 粒

P-hTERT-E1A-GFP 。 cmv 启 动 子 及 编 辑 器

CRISPR-Cas9-ABE8e (ABEs) 序 列 参 考 质 粒

ABE8e，用 Goldengate 方法将设计好的 gRNA

连接至 gRNA 骨架质粒 sgRNA-ccdb，构建新的

质粒以筛选效率高的 gRNA 原癌基因编辑位

点。将高效的 gRNA 和 ABEs 用无缝克隆方法

克隆至对照质粒中，分别得到 P-MYC gRNA- 
hTERT-E1A-GFP 和 P-ABEs-hTERT-E1A-GFP。 

1.3  HEK293T、HEK293A 和 HeLa 细

胞培养 
将 10%胎牛血清和 1%青链霉素加入到

DMEM 中配成完全培养基，在 37 ℃、5% CO2 
培养箱中培养。当细胞密度达到约 80%时，移去

完全培养基，并使用PBS缓冲液进行洗涤 1–2遍，

洗去死细胞。随后，加入 0.25%的胰蛋白酶并

放置培养箱中进行消化处理，用 1 mL 完全培养

基终止消化。将细胞悬液以 1:5的比例进行传代，

在标准条件下，每 2–3 d 进行一次传代。 

1.4  hTERT 启动子特异性测试 
将状态良好的 HEK293T 细胞、HeLa 细胞

按照 5×105 个每孔接种至 6 孔板中，24 h 后当

细胞密度达到 60%–70%时用 PEI 转染。将

PDC316-hTERT-GFP 质粒使用 DMEM 稀释，再

将 DMEM 稀释的 PEI 静置 5 min 后转移到含有

质粒的 DMEM 中孵育 15–20 min，完成上述步

骤后，将孵育好待转染样品 60 μL 每孔转染到

正常细胞 HEK293T 和癌细胞 HeLa 中，4–6 h
后换成完全培养基，24–48 h 后使用倒置荧光显

微镜观察细胞荧光和拍照，并用荧光计数仪统

计荧光细胞数量。 

1.5  引物设计与合成 
通过 NCBI 搜索序列 MYC (GenBank 登录

号：NC_000008.11)，结合引物设计原则和本文

构建载体阅读框克隆位点设计引物。MYC-1 上

游引物为 5′-GTGCTCCCTTTATTCCCCCA-3′；
下游引物为 5′-ATTCCTGAGGGGTGGGAGAC- 
3′。MYC-2 上游引物为 5′-CCGGTTTTCGGGGC 
TTTATC-3′；下游引物为 5′-GATCAGGGCGGG 
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TTGGAATC-3′。MYC-3 上游引物为 5′-GCAGTG 
GCGCAATCAACCTC-3′；下游引物为 5′-ACAA 
GTTCATAGGTGATTGC-3′。PCR 鉴定 P-ABEs- 
hTERT-E1A-GFP 溶瘤病毒上游引物为 5′-GGA 
GTTTTCCCACGAGTACTGGA-3′；下游引物为

5′-CCAGCTGGATGAACAGCTTG-3′。PCR 鉴

定 MYC gRNA 溶瘤病毒上游引物为 5′-GAGGG 
CCTATTTCCCATGATT-3′；下游引物为 5′-CTG 
TGCCCGCGAATCCAC-3′。上述引物均由北京

擎科生物科技有限公司负责合成。 

1.6  筛选 MYC 原癌基因高编辑效率靶点 
在 NCBI 数据库下载了 MYC 基因的全长序

列及其 mRNA 区域。基于这些序列信息，设计

了 3 个特定的 gRNA 位点，分别命名为 MYC-1、
MYC-2 和 MYC-3，用 Goldengate 方法连接到

gRNA 骨架质粒上构建质粒转染到适合进行基

因编辑的 HEK293T 细胞中。将状态良好的

HEK293T 细胞按照 5×105 个/孔接种至 6 孔板

中，24 h 后当细胞密度达到 60%–70%时进行

PEI 转染。将构建好的 3 个 gRNA 质粒和 ABE8e
质粒共转染到细胞中，每日使用含有 2 μg/mL
嘌呤霉素的完全培养基给细胞换液，4–5 d 后将

细胞用 1 mL 的 PBS 洗 2 遍，再用 200 μL 的 PBS
将贴壁的细胞吹下，5 000 r/min 离心 1 min，去

上清 PBS，根据细胞沉淀量加入 30–50 μL 细胞裂

解液，65 ℃ 10 min，98 ℃ 2 min 提取细胞基因组

并以此为模板，采用合成的 MYC-1、MYC-2 及

MYC-3 特异性引物进行 PCR 扩增，并通过琼脂

糖凝胶电泳检测扩增产物。若在基因片段长度为

1 000 bp 附近出现条带，提示其为细胞中被编辑

过的 MYC 基因片段。送至北京擎科生物科技有

限公司测序，以比较不同 gRNA位点的编辑效率。

通过高通量测序技术，确定了编辑效率最高的

gRNA 位点。随后，利用无缝克隆技术，将该高

效 gRNA 位点定向克隆至 P-hTERT-E1A-GFP 对

照质粒中。同时，CRISPR-Cas9-ABE8e (ABEs)
编辑器也连接至 P-hTERT-E1A-GFP 对照质粒上，

以构建最终的溶瘤病毒载体。这一步骤是为了筛

选出能在细胞中高效编辑的 MYC gRNA，从而确

保 CRISPR-Cas9 系统能够精确地对 MYC 基因进

行编辑，以达到研究或治疗的目的。 

1.7  溶瘤病毒包装纯化 
1.7.1  细胞接种与转染 

将状态良好的 HEK293A 细胞以每孔 5×105个

的密度接种至 6 孔板中；24 h 后，当细胞密度

达到 60%–70%时，使用 PEI 将待转染的病毒载

体质粒[骨架质粒(pBHGlox):目的质粒=1:1]共
转染至 HEK293A 细胞中。 

1.7.2  培养与病毒收集 
每隔 2 d 更换 1 次新鲜培养基；9–14 d 后，

当出现病毒空斑时，使用 1 mL 新鲜完全培养基

将细胞吹打下来，收集至 1.5 mL 离心管中；通

过在液氮和 37 ℃水浴锅中反复冻融 3 次，以释

放病毒；以 12 000 r/min 的速度离心 10 min，取

上清至新的 1.5 mL 离心管中，并在–80 ℃下保存。 

1.7.3  病毒空斑纯化 
将 状态 良 好 的 HEK293A 细 胞 以 每 孔 

1×106 个的密度接种至 6 孔板中；24 h 后，当细

胞密度达到约 90%时，取 100 μL 种子病毒液，

加入 900 μL DMEM 中，混匀后再取 100 μL 至

900 μL DMEM 中，进行 103–108 倍的稀释；将

稀释后的病毒液加入 HEK293A 细胞中，37 ℃
培养箱中培养 2 h 后吸去病毒液，加入含 5%胎

牛血清的 DMEM 培养基，等待 5–10 d 直到噬菌

斑形成；显微镜下观察有噬菌斑的六孔板，标

记噬菌斑，取 6–8 个噬菌斑，取 10 μL 完全培

养基单独吹打标记的噬菌斑，收集吹打的 10 μL
完全培养基加到新的 90 μL 的完全培养基中混合

均匀，取 20 μL 加到前一天铺好的每孔含有

1×106 细胞的 6 孔板中。 
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1.7.4  PCR 鉴定与病毒扩增 
噬菌斑感染 6 孔板 24 h 后，从感染后的细

胞培养液中取出上清液进行 PCR 鉴定，验证病

毒目的条带；经过 2 轮空斑筛选后，反复验证

有条带的样本，然后进行大量病毒扩增；通过

以上步骤，能够纯化并扩增具有碱基编辑能力

的溶瘤病毒。 

1.8  病毒滴度测定 
用 半 数 组 织 细 胞 感 染 剂 量 (50% 

tissuecultureinfectivedose, TCID50)方法来测定

本实验中成功包装的溶瘤病毒滴度。HEK293A
细胞以 1×104 个/孔的密度接种于 96 孔板，每孔

100 μL 培养基。次日，将纯化的病毒液按

105–1012 倍梯度稀释后，每孔加入 100 μL 稀释

液，每个稀释梯度设 10 个重复孔。7 d 后，根

据细胞病变情况计算溶瘤腺病毒滴度。 
lgTCID50=L–d(S–0.5) 

式中：L 为最高稀释度的对数；d 为稀释度对数

之间的差；S 为病变孔比率之和。 

1.9  优化溶瘤病毒剂量以特异杀伤宫颈

癌细胞的体外研究 
使用不同感染复数(multiplicity of infection, 

MOI)的溶瘤病毒感染宫颈癌细胞，以确定最适

MOI，并进一步观察溶瘤病毒对正常细胞和宫

颈癌细胞的特异性杀伤效果。 
取对数生长期 HeLa 细胞消化，铺 96 孔板，

每孔接种 3×103 个细胞，在培养箱中培养 24 h；
使 用含 5% 胎牛 血 清 DMEM 培 养 基 稀 释

P-hTERT-E1A-GFP 病毒，MOI 分别为 1、5、10、
20、50，以未感染细胞作为对照，每条件设 3 个

复孔，在培养箱中培养。感染 4 d 后结束实验，

将 96 孔板中旧的培养基弃去，每孔加入 90 μL
无血清培养基、10 μL CCK-8 溶液，将 2 种液体

混匀(避光操作)；继续在培养箱中孵育，持续

0.5 h。在酶标仪 450 nm 波长处检测每孔的光密

度，计算存活率。存活率=[(实验孔–空白孔)/(对
照孔–空白孔)]×100%。 

将 HEK293T 细胞和 HeLa 细胞分别以每孔

5×105 个细胞的密度进行接种，铺 6 孔板，培养

箱中培养 24 h；DMEM 稀释病毒，按 MOI=10
加入病毒，1–2 h 后换正常完全培养基。24、48、
72 h 使用倒置显微镜观察细胞和拍照。通过细

胞存活分析实验，本研究确定了溶瘤病毒的最

适 MOI，并利用显微镜观察溶瘤病毒对宫颈癌

细胞的特异性杀伤效果，以及对正常细胞的影

响，从而评估其治疗潜力和选择性。 

1.10  CCK8 细胞毒性实验 
为评估携带编辑器和 MYC gRNA 的溶瘤病

毒 P-ABEs-hTERT-E1A-GFP 和 P-MYC gRNA- 
hTERT-E1A-GFP 在 1:1 感染后对 HeLa 细胞的杀

伤效果，以 P-hTERT-E1A-GFP 溶瘤病毒为对照。

具体步骤如下：取对数生长期 HeLa 细胞消化，

铺 96 孔板，每孔接种 3×103 个细胞，在培养箱中

培养 24 h；含 5%胎牛血清 DMEM 培养基稀释病

毒，按每孔 MOI=10 加入病毒，设 5 个复孔，在

培养箱中培养。在 24、48、72、96 h 后将 96 孔

板中旧的培养基弃去，每孔加入 90 μL 无血清培

养基、10 μL CCK-8 溶液，混匀，操作过程中避

光；继续在培养箱中孵育 0.5 h；在 450 nm 波长

处检测每孔的光密度，计算存活率。存活率=[(实
验孔–空白孔)/(对照孔–空白孔)]×100%。 

2  结果与分析 
2.1  MYC 基因编辑位点的设计 

为了降低 MYC 蛋白表达，本研究采用

CRISPR-Cas9 系统中的 ABEs 技术，靶向 mRNA
剪切过程中的关键序列，针对外显子中保守表

达的 AG、TG，用 ABE 碱基编辑器将 A 突变成

G，阻止目的外显子的正确拼接(图 1A、1B)，
从而导致 MYC 蛋白表达受阻，进而下调其蛋 
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白水平。前期研究发现[29]，ABE 碱基编辑器排

在第 3–6 位时，碱基 A 编辑效果最佳，且能够

识别 NG 作为短核苷酸序列(protospacer adjacent 
motif, PAM)位点。基于 ABEs 的特性设计了 3 个

gRNA (MYC-1、MYC-2 和 MYC-3)，它们靶向

MYC 基因的外显子两端。实验结果显示，这 3 个

gRNA 位点都具有编辑活性，其中 MYC-1 位点

编辑效率最高，达到了 43%，而 MYC-2 和 MYC-3
位点的编辑效率分别为 25%和 35% (图 1C)。 

2.2  hTERT 启动子在肿瘤细胞中的启

动活性 
为了评估 hTERT启动子在不同细胞系中的

启动效率，本研究构建了含有 hTERT 启动子驱动

GFP 表达的载体，并将该载体转染至 HEK293T
和 HeLa 细胞系中。在转染后的 24–48 h 内，通

过观察 GFP 的荧光强度来评估启动子活性。由

于 hTERT 启动子具有肿瘤特异性，其特点是  
在多种癌细胞中具有较高的活性，而在正常细胞

中的活性相对较低。实验结果表明，HeLa 细胞

中 GFP 表达量较高，而作为阴性对照的 HEK293T
细胞则表现出较弱的 GFP 信号(图 2A)。这些结果

证实了 hTERT启动子在肿瘤细胞中具有较高的

启动效率，而在正常细胞中活性较低，从而验

证了其肿瘤特异性启动子的特性。 
为了进一步定量分析 hTERT 启动子在

HEK293T 和 HeLa 这 2 种细胞中的启动活性，

本研究增加了荧光计数实验这一关键步骤。将

转染 24、48 h 后的细胞消化收集，进行荧光计

数，通过荧光计数仪计数发出荧光的细胞数量

以及总的细胞数量，从而得到 hTERT 启动效率

(图 2B)。在转染 24 h 后，HEK293T 细胞中发

出荧光的细胞所占比例为 11.88%，而 HeLa 细

胞达到 11.74%。在转染 48 h 后，2 种细胞中发

出荧光的细胞比例均有所上升，但 HeLa 细胞

的增长更为显著，其荧光比率攀升至 29.89%，

而 HEK293T 细胞的荧光比率则为 15.10%。 
 

 
图 1  基因编辑与基因编辑效率分析 
Figure 1  Analysis of gene editing and gene editing efficiency. A: mRNA exons splicing process after ABEs base 
editing; B: Normal mRNA exons splicing process; C: Editing efficiency of different loci of MYC proto-oncogene. 
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图 2  hTERT 启动子在 HEK293T 和 Hela 细胞中的启动活性 
Figure 2  hTERT promoter activation activity in HEK293T and HeLa cells. A: Fluorescence images of 
hTERT promoter activity at different time points in HEK293T and HeLa cells; B: Bar chart analysis of 
fluorescence ratios of hTERT promoter activity at different time points in HEK293T and HeLa cells; 
Statistical analyses were performed using a two-tailed t-test. P<0.001 (***). 

 

2.3  病毒滴度检测 
经过空斑纯化步骤后，收集的病毒被用于继

续感染 HEK293A 细胞。在感染 4–5 d 后，收获

细胞和上清液，并通过在液氮和 37 ℃水浴锅中

进行 3 次反复冻融来裂解细胞，以释放病毒。随

后，采用 TCID50 方法来测定病毒滴度，得到以

下 结 果 ： P-hTERT-E1A-GFP 病 毒 的 滴 度 为 
5×1010 PFU/mL，P-ABEs-hTERT-E1A-GFP 病毒

的滴度为 3.16×109 PFU/mL，P-MYC gRNA- 
hTERT-E1A-GFP 病毒的滴度为 9.39×109 PFU/mL。
这些数据为后续实验提供了参考。 

2.4  溶瘤病毒最适 MOI 及特异性肿瘤

杀伤情况 
本研究系统地评估了不同 MOI对溶瘤病毒

疗效的影响，以确定实现最佳抗肿瘤效果的最

适 MOI。实验采用梯度 MOI 设计(MOI=0、1、
5、10、20 和 50)。通过连续监测病毒感染后的

细胞存活情况，在未感染的对照组(MOI=0)中，

细胞存活率为 100%。随着 MOI 的增加，细胞

存活率显著下降。具体而言，在 MOI=1 时，细

胞存活率为 82.75%；在 MOI=5 时，存活率降

至 78.58%；在 MOI=10 时，存活率进一步下降

至 57.12%；在 MOI=20 时，存活率为 41.80%；

而在 MOI=50 时，存活率最低，仅为 27.19%。

此外，在 MOI=10 的条件下，感染 96 h 后细胞

存活率在 50%左右，这一结果表明，MOI=10
时，病毒复制和宿主细胞裂解达到了平衡，确

保了病毒的复制和传播，同时避免了宿主细胞

过早死亡(图 3A)。 
溶瘤病毒的设计基于 hTERT 启动子来驱动

病毒早期复制蛋白 E1A 的表达，这一策略使得病

毒能够在端粒酶阳性的肿瘤细胞中特异性复制

并杀伤这些细胞。为了验证这些溶瘤病毒的特异

性，采用了 MOI=10 的病毒滴度来感染 HeLa 细

胞以及正常细胞系 HEK293T。显微镜观察发现，

随着培养时间的延长，HeLa 细胞表现出不同程度

的变圆和脱落现象，这表明病毒对肿瘤细胞具有

明显的杀伤效果。相比之下，正常细胞系HEK293T
的形态基本保持正常，仅有轻微的细胞变圆现象，

且大部分细胞形态饱满，正常贴壁生长(图 3B)。
这些结果证实了本研究中溶瘤病毒对肿瘤细胞具

有特异性杀伤作用，而对正常细胞的影响较小。 
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图 3  溶瘤病毒的最佳 MOI 及其对肿瘤细胞的选择性杀伤效果 
Figure 3  Optimal MOI of oncolytic virus and its selective killing effect on tumor cells. A: Effect of 
different gradient MOI on the survival rate of HeLa tumor cells after 96 h; B: Oncolytic virus killing effect 
on HEK293T and HeLa at different times. 

 
2.5  CCK8 法检测病毒的杀伤能力 

将溶瘤病毒作为载体递送 ABEs 和 gRNA

进行碱基编辑的过程涉及 2 种病毒：一个用于

表达碱基编辑器蛋白，另一个用于提供 gRNA，

溶瘤病毒感染肿瘤细胞后病毒基因组在宿主细

胞内不断产生 ABEs 或 gRNA 目的病毒，在

gRNA 的引导下，ABEs 靶向 MYC 原癌基因，

将碱基A脱氨变成另一种碱基 I，进而通过DNA

复制或修复将 I 识别为 G，实现 A/G 的直接替

换(图 4A)。 

为了深入探究溶瘤病毒 P-ABEs-hTERT- 

E1A-GFP 和 P-MYC gRNA-hTERT-E1A-GFP 的

联 合 应 用 对 细 胞 毒 性 的 影 响 ， 本 研 究 以

PDC316-hTERT-E1A-GFP 作为对照病毒，通过

CCK-8 实验检测了在病毒感染复数 MOI=10 时

对细胞存活率的影响。实验结果表明，随着感

染时间的延长，宫颈癌细胞的存活率逐渐降低。

联 合 应 用 病 毒 P-ABEs-hTERT-E1A-GFP 和

P-MYC gRNA-hTERT-E1A-GFP (1:1)递送碱基

编辑器时，对宫颈癌细胞 HeLa 的杀伤性比单

独使用 PDC316-hTERT-E1A-GFP 更强。在感染

48 h 后，P-ABEs-hTERT-E1A-GFP 和 P-MYC 

gRNA-hTERT-E1A-GFP 以 1:1 比例感染的 HeLa

细胞存活率为 76%，相较之下，PDC316-hTERT- 

E1A-GFP 组的存活率为 85.38%。随着感染时间

延长至 72 h，联合病毒组感染的 HeLa 细胞存

活率进一步降低至 55.2%，而 PDC316-hTERT- 

E1A-GFP 组的存活率也降低至 67.48%。96 h 后，

联合病毒组感染的 HeLa 细胞存活率降至

38.98%，PDC316-hTERT-E1A-GFP 组的存活率

也降低至 51.57%。携带编辑器的联合病毒组的

细胞存活率显著低于对照组(P<0.05）。此外，

当病毒感染正常细胞 HEK293T 时，并未观察到

明显的细胞死亡现象，这表明 P-ABEs-hTERT- 

E1A-GFP 和 P-MYC gRNA-hTERT-E1A-GFP 能

够选择性地杀伤肿瘤细胞，并抑制其增殖，这

不仅证实了这些新型溶瘤病毒对宫颈癌细胞具

有更强的杀伤效果，而且还表明它们在杀伤肿

瘤细胞的同时，对正常细胞的影响较小，这在

癌症治疗中是一个重要的考量因素。 

综合上述结果可以得出结论，P-ABEs- 

hTERT-E1A-GFP 和 P-MYC gRNA-hTERT-E1A- 

GFP 作为一种新型溶瘤病毒，通过创新性地递

送碱基编辑器，展现出了对肿瘤细胞的高效杀伤

能力，同时保持了对正常细胞的低毒性，这为肿

瘤治疗提供了一个有前景的新策略。 
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图 4  溶瘤病毒递送碱基编辑器对 Hela 细胞杀伤作用 
Figure 4  Oncolytic virus delivery base editor on HeLa cell killing. A: Oncolytic virus infects and lyses 
tumor cells to express the editor protein for the base editing process; B: Effect of combined oncolytic viruses 
on the viability of HeLa cells; Statistical analyses were performed using a two-tailed t-test. P<0.001 (***). 

 

3  讨论与结论 
本研究利用溶瘤病毒递送碱基编辑器

(ABEs)针对体外培养的 HeLa 细胞进行杀伤实

验。通过设计针对MYC基因的 3个特异性 gRNA 

(MYC-1、MYC-2、MYC-3)，成功实现了对 MYC

基因的精确编辑。实验结果表明，这些 gRNA

位点均具有编辑活性，其中 MYC-1 位点的编辑

效率最高，达到了 43%，而 MYC-2 和 MYC-3 

位点的编辑效率分别为 25%和 35%。 
实验中观察到的 HeLa 细胞 GFP 表达明显，

而阴性对照 HEK293T 细胞 GFP 信号较弱，实

验数据证实了 hTERT启动子在肿瘤细胞中具有

高效的转录激活特性而在正常细胞中其活性则

维持在较低水平，验证了其作为肿瘤特异性启

动子的特性。此外，通过细胞存活率实验发现

MOI=10 时，第 4 天感染细胞的死亡率适中，

表明此时病毒复制与宿主细胞裂解平衡，既促 
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进了病毒的传播，又避免了宿主细胞过早死亡。

进一步显微镜观察发现 HeLa 细胞随着培养时

间的延长出现变圆和脱落现象，这表明溶瘤病

毒对肿瘤细胞具有明显的杀伤效果。相比之下，

正常细胞系 HEK293T 的形态基本保持正常，仅

有轻微的细胞变圆现象，且大部分细胞形态饱

满，正常贴壁生长。这些结果进一步证实了溶

瘤病毒对肿瘤细胞的特异性杀伤作用，而对正

常细胞的影响较小。本研究成功利用溶瘤病毒

递送碱基编辑器，实现了对 HeLa 细胞(宫颈癌

细胞)的高效杀伤，并通过精确设计的 gRNA 对

MYC 基因进行了有效编辑。实验结果表明，溶

瘤病毒对肿瘤细胞具有特异性杀伤作用，而对

正常细胞的影响较小。并且随着溶瘤病毒感染

时间的增加，宫颈癌细胞的存活率逐渐下降。

联 合 应 用 病 毒 P-ABEs-hTERT-E1A-GFP 和

P-MYC gRNA-hTERT-E1A-GFP (1:1)对 HeLa 细

胞 的 杀 伤 性 较 单 独 使 用 PDC316-hTERT- 
E1A-GFP 更强。这些结果为开发新型溶瘤病毒

治疗宫颈癌提供了实验依据，并为未来的癌症

基因治疗提供了新的思路和方法。 
溶瘤病毒作为一种新型肿瘤治疗手段，具

有选择性杀伤肿瘤细胞而不影响正常细胞生长

的特点。然而，在实际应用中，溶瘤病毒的疗

效受到多种因素的限制。例如，当病毒滴度较

低时，其感染肿瘤细胞的能力会显著下降；此

外，免疫细胞能够识别并清除溶瘤病毒，从而

降低其在肿瘤细胞内的复制能力，影响其裂解

肿瘤的效果。为了克服这些困难，本研究开发

了一种新型溶瘤病毒，能够在感染肿瘤细胞后

持续复制并表达 ABEs 碱基编辑器以及靶向

MYC 原癌基因的 gRNA，进而对肿瘤细胞基因

组进行编辑，抑制肿瘤细胞的增殖。这种新型

溶瘤病毒不仅能够在低病毒滴度的情况下发挥

作用，还可以在免疫细胞清除部分病毒后继续

抑制肿瘤细胞的生长，从而显著提高了溶瘤病

毒疗法的疗效和稳定性。 
尽管本研究在体外实验中取得了一定的成

果，但溶瘤病毒递送碱基编辑器在动物体内的

递送实验仍面临诸多挑战。首先，体内递送效

率受到限制，溶瘤病毒本身会引发免疫反应，

导致病毒被快速清除，从而影响碱基编辑器的

递送效率。其次，碱基编辑器的长期安全性和

潜在脱靶风险尚未完全明确，需通过更全面的

实验验证其基因组编辑的精确性和可靠性。 

为进一步推动溶瘤病毒递送碱基编辑器的

动物体内研究与应用，未来研究可采用细胞递

送方法，例如利用间充质干细胞(mesenchymal 

stem cells, MSC)运送溶瘤病毒。这种方法能够

保护病毒不被快速清除，并更有效地靶向肿瘤

部位，从而更特异性地感染肿瘤细胞，提高溶

瘤病毒递送碱基编辑器的效率。 
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