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本发明涉及表达内皮抑素、血管抑素、或内

皮抑素和血管抑素的组合的重组腺病毒。本发明

还涉及治疗需要的受试者癌症的方法，所述方法

包含向受试者施用有效量的(i)重组腺病毒和

(ii)抗血管生成剂的组合以治疗受试者的癌症。
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1.一种重组腺病毒，其包含编码选自内皮抑素和血管抑素的插入到E1b-19K插入位点

的第一个治疗性转基因的第一个核苷酸序列，其中，所述E1b-19K插入位点位于E1b-19K起

始位点和E1b-55K起始位点之间。

2.如权利要求1中所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒是5型腺病毒(Ad5)。

3.如权利要求1或2中所述的重组腺病毒，其中所述E1b-19K插入位点位于E1b-19K起始

位点和E1b-19K终止位点之间。

4.如权利要求1-3中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E1b-19K插入位点包含临近

E1b-19K起始位点从约100至约305、约100至约300、约100至约250、约100至约200、约100至

约150、约150至约305、约150至约300、约150至约250、或约150至约200个核苷酸的缺失。

5.如权利要求1-4中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E1b-19K插入位点包含约200

个核苷酸的缺失。

6.如权利要求1-5中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E1b-19K插入位点包含约202

个核苷酸的缺失。

7.如权利要求1-5中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E1b-19K插入位点包含约203

个核苷酸的缺失。

8.如权利要求1-7中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E1b-19K插入位点包含Ad5基

因组(SEQ  ID  NO：1)第1714-1916位对应核苷酸的缺失。

9.如权利要求1-8中任一项所述的重组腺病毒，其中所述第一个治疗性转基因被插入

到Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第1713和1917位对应核苷酸之间。

10.如权利要求1-9中任一项所述的重组腺病毒，其中所述第一个治疗性转基因被插入

到CTGACCTC(SEQ  ID  NO：2)和TCACCAGG(SEQ  ID  NO：3)之间。

11.如权利要求1-10中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒从5’到3’方向

包含CTGACCTC(SEQ  ID  NO：2)、第一个治疗性转基因、以及TCACCAGG(SEQ  ID  NO：3)。

12.如权利要求1-11中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含编码选自

内皮抑素或血管抑素的第二个治疗性转基因的第二个核苷酸序列。

13.如权利要求12中所述的重组腺病毒，其中所述第二个治疗性转基因被插入到E1b-

19k起始位点，且所述第一个核苷酸序列和所述第二个核苷酸序列通过内部核糖体进入位

点(IRES)进行分离。

14.如权利要求13中所述的重组腺病毒，其中所述IRES选自脑心肌炎病毒(EMCV)IRES、

口蹄疫病毒(FMDV)IRES、以及脊髓灰质炎病毒IRES。

15.如权利要求14中所述的重组腺病毒，其中所述IRES是脑心肌炎病毒(EMCV)IRES。

16.如权利要求15中所述的重组腺病毒，其中所述IRES包含SEQ  ID  NO：20。

17.如权利要求13-16中任一项所述的重组腺病毒，其中所述第一个和第二个治疗性转

基因被插入到Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第1713和1917位对应核苷酸之间。

18.如权利要求13-17中任一项所述的重组腺病毒，其中所述第一个和第二个治疗性转

基因被插入到CTGACCTC(SEQ  ID  NO：2)和TCACCAGG(SEQ  ID  NO：3)之间。

19.如权利要求13-18中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒从5’到3’方向

包含CTGACCTC(SEQ  ID  NO：2)、第一个治疗性转基因，IRES、第二个治疗性转基因、以及

TCACCAGG(SEQ  ID  NO：3)。
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20.如权利要求1-19中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒进一步包含E3

缺失，其中所述E3缺失位于pVIII终止位点和Fiber起始位点之间。

21.如权利要求20中所述的重组腺病毒，其中所述E3缺失位于E3-10.5K终止位点和E3-

14.7K终止位点之间。

22.如权利要求20或21中所述的重组腺病毒，其中所述E3缺失包含从约500至约3185、

从约500至约3000、从约500至约2500、从约500至约2000、从约500至约1500、从约500至约

1000、从约1000至约3185、从约1000至约3000、从约1000至约2500、从约1000至约2000、从约

1000至约1500、从约1500至约3185、从约1500至约3000、从约1500至约2000、从约2000至约

3185、从约2000至约3000、从约2000至约2500、从约2500至约3185、从约2500至约3000、或从

约3000至约3185个核苷酸的缺失。

23.如权利要求20-22中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E3缺失包含临近E3-10.5K

终止位点的从约500至约1551、从约500至约1500、从约500至约1000、从约1000至约1551、从

约1000至约1500、or从约1500至约1551个核苷酸的缺失。

24.如权利要求20-23中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E3缺失包含临近E3-10.5K

终止位点的约1050个核苷酸的缺失。

25.如权利要求20-24中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E3缺失包含临近E3-10.5K

终止位点的1063个核苷酸的缺失。

26.如权利要求20-24中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E3缺失包含临近E3-10.5K

终止位点的1064个核苷酸的缺失。

27.如权利要求20-26中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E3缺失包含Ad5  dl309  E3

缺失的对应核苷酸的缺失。

28.如权利要求20-27中任一项所述的重组腺病毒，其中E3缺失包含Ad5基因组(SEQ  ID 

NO：1)第29773-30836位对应核苷酸的缺失。

29.如权利要求12中所述的重组腺病毒，其中所述第二个治疗性转基因被插入到E3插

入位点，其中所述E3插入位点位于pVIII终止位点和Fiber起始位点之间。

30.如权利要求29中所述的重组腺病毒，其中所述E3插入位点位于E3-10.5K终止位点

和E3-14.7K终止位点之间。

31.如权利要求29或30中所述的重组腺病毒，其中所述E3插入位点包含从约500至约

3185、从约500至约3000、从约500至约2500、从约500至约2000、从约500至约1500、从约500

至约1000、从约1000至约3185、从约1000至约3000、从约1000至约2500、从约1000至约2000、

从约1000至约1500、从约1500至约3185、从约1500至约3000、从约1500至约2000、从约2000

至约3185、从约2000至约3000、从约2000至约2500、从约2500至约3185、从约2500至约3000、

或从约3000至约3185个核苷酸的缺失。

32.如权利要求29-31中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E3插入位点包含临近E3-

10.5K终止位点的从约500至约1551、从约500至约1500、从约500至约1000、从约1000至约

1551、从约1000至约1500、或从约1500至约1551个核苷酸的缺失。

33.如权利要求29-32中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E3插入位点包含临近E3-

10.5K终止位点的约1050个核苷酸的缺失。

34.如权利要求29-33中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E3插入位点包含临近E3-
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10.5K终止位点的1063个核苷酸的缺失。

35.如权利要求29-34中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E3插入位点包含临近E3-

10.5K终止位点的1064个核苷酸的缺失。

36.如权利要求29-35中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E3插入位点包含Ad5 

dl309  E3缺失的对应核苷酸的缺失。

37.如权利要求29-36中任一项所述的重组腺病毒，其中其中所述E3插入位点包含Ad5

基因组(SEQ  ID  NO：1)第29773-30836位对应核苷酸的缺失。

38.如权利要求29-37中任一项所述的重组腺病毒，其中所述第二个治疗性转基因被插

入到Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第29773-30836位对应核苷酸之间。

39.如权利要求29-38中任一项所述的重组腺病毒，其中所述第二个治疗性转基因被插

入到CAGTATGA(SEQ  ID  NO：4)和TAATAAAAAA(SEQ  ID  NO：5)之间。

40.如权利要求29-39中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒从5’到3’方向

包含CAGTATGA(SEQ  ID  NO：4)、第二个治疗性转基因、以及TAATAAAAAA(SEQ  ID  NO：5)。

41.如权利要求1-40中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含编码SEQ 

ID  NO：7的氨基酸序列的核苷酸序列，或包含编码具有与SEQ  ID  NO：7的80％、85％、86％、

87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％序列同一性的

氨基酸序列的核苷酸序列。

42.如权利要求1-41中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含编码SEQ 

ID  NO：8的氨基酸序列的核苷酸序列，或包含编码具有与SEQ  ID  NO：8的80％、85％、86％、

87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％序列同一性的

氨基酸序列的核苷酸序列。

43.如权利要求1-42中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含SEQ  ID 

NO：9的核苷酸序列，或包含具有与SEQ  ID  NO：9的80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％序列同一性的序列。

44.如权利要求1-43中任一项所述的重组腺病毒，其中重组腺病毒包含编码选自SEQ 

ID  NO：12、SEQ  ID  NO：13、SEQ  ID  NO：14、SEQ  ID  NO：15、和SEQ  ID  NO：16的氨基酸序列的

核苷酸序列，或包含编码具有与选自SEQ  ID  NO：12、SEQ  ID  NO：13、SEQ  ID  NO：14、SEQ  ID 

NO：15、和SEQ  ID  NO：16的氨基酸序列80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％序列同一性的氨基酸序列的核苷酸序列。

45.如权利要求1-44中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含编码SEQ 

ID  NO：17的氨基酸序列的核苷酸序列，或包含编码具有与SEQ  ID  NO：17的80％、85％、

86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％序列同

一性的氨基酸序列的核苷酸序列。

46.如权利要求1-45中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含SEQ  ID 

NO：18的核苷酸序列，或包含具有与SEQ  ID  NO：18的80％、85％、86％、87％、88％、89％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％序列同一性的序列。

47.如权利要求1-46中任一项所述的重组腺病毒，其中所述第一个和/或第二个治疗性

转基因不与外源启动子序列操作性地连接。

48.如权利要求47中所述的重组腺病毒，其中两个治疗性转基因都不与外源启动子序
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列操作性地连接。

49.如权利要求1-48中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒进一步包含

Pea3结合位点或其功能部分的缺失。

50.如权利要求49中所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含E1a起始位点上游

约-300至约-250位对应核苷酸的缺失。

51.如权利要求49或50中所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含E1a起始位点上

游约-304至约-255位对应核苷酸的缺失。

52.如权利要求49或50中所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含E1a起始位点上

游约-305至约-255位对应核苷酸的缺失。

53.如权利要求49-52中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒可包含Ad5基

因组(SEQ  ID  NO：1)第195-244位对应核苷酸的缺失。

54.如权利要求49-53中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含序列

GGTGTTTTGG(SEQ  ID  NO：22)。

55.如权利要求49-54中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒不包含E2F结

合位点的缺失。

56.如权利要求1-48中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒进一步包含E2F

结合位点或其功能部分的缺失。

57.如权利要求56中所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒不包含Pea3结合位点或

其功能部分的缺失。

58.如权利要求1-57中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含具有功能

性TATA盒缺失的E1a启动子。

59.如权利要求58中所述的重组腺病毒，其中所述缺失包含整个TATA盒的缺失。

60.如权利要求58或59中所述的重组腺病毒，其中所述缺失包含E1a启动子的第-27至-

24位对应核苷酸缺失。

61.如权利要求58-60中任一项所述的重组腺病毒，其中所述缺失包含E1a启动子的第-

31至-24位对应核苷酸缺失。

62.如权利要求58-61中任一项所述的重组腺病毒，其中所述缺失包含E1a启动子的第-

44至+54位对应核苷酸缺失。

63.如权利要求58-62中任一项所述的重组腺病毒，其中所述缺失包含E1a启动子的第-

146至+54位对应核苷酸缺失。

64.如权利要求58-63中任一项所述的重组腺病毒，其中所述缺失包含Ad5基因组(SEQ 

ID  NO：1)的第472至475位对应核苷酸的缺失。

65.如权利要求58-64中任一项所述的重组腺病毒，其中所述缺失包含Ad5基因组(SEQ 

ID  NO：1)的第468至475位对应核苷酸的缺失。

66.如权利要求58-65中任一项所述的重组腺病毒，其中所述缺失包含Ad5基因组(SEQ 

ID  NO：1)的第455至552位对应核苷酸的缺失。

67.如权利要求58-66中任一项所述的重组腺病毒，其中所述缺失包含Ad5基因组(SEQ 

ID  NO：1)的第353至552位对应核苷酸的缺失。

68.如权利要求58-67中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含了一个多
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核苷酸缺失，产生了包含序列CTAGGACTG(SEQ  ID  NO：23)、AGTGCCCG(SEQ  ID  NO：30)、和/或

TATTCCCG(SEQ  ID  NO：31)的腺病毒。

69.如权利要求58-68中任一项所述的重组腺病毒，其中所述E1a启动子包含序列

CTAGGACTG(SEQ  ID  NO：23)。

70.如权利要求1-69中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒包含具有功能

性CAAT盒缺失的E1a启动子。

71.如权利要求70中所述的重组腺病毒，其中所述缺失包含整个CAAT盒的缺失。

72.如权利要求70或71中所述的重组腺病毒，其中所述缺失包含E1a启动子的第-76到-

68位对应核苷酸的缺失。

73.如权利要求70-72中任一项所述的重组腺病毒，其中所述缺失包含Ad5基因组(SEQ 

ID  NO：1)的第423到431位对应核苷酸的缺失。

74.如权利要求70-73中任一项所述的重组腺病毒，其中重组腺病毒包含了一个多核苷

酸缺失，产生包含包含序列TTCCGTGGCG(SEQ  ID  NO：32)的腺病毒。

75.如权利要求1-74中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒在在高增殖细

胞中选择性复制。

76.如权利要求1-75中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒在高增殖细胞

中选择性表达内皮抑素和/或血管抑素。

77.如权利要求75或76中所述的重组腺病毒，其中所述高增殖细胞是癌细胞。

78.如权利要求1-77中任一项所述的重组腺病毒，其中所述重组腺病毒是溶瘤腺病毒。

79.一种药物组合物，其包含权利要求1-78中任一项所述的重组腺病毒和至少一种药

物学可接受的载体或稀释剂。

80.一种在靶细胞中表达内皮抑素和/或血管抑素的方法，其包含将细胞暴露于权利要

求1-78中任一项所述的有效量的重组腺病毒中以表达内皮抑素和/或血管抑素。

81.一种抑制肿瘤细胞增殖的方法，其包含将细胞暴露于权利要求1-78中任一项所述

的有效量的重组腺病毒中以抑制肿瘤细胞增殖。

82.一种抑制有需要的受试者肿瘤生长的方法，所述方法包含向受试者施用权利要求

1-78中任一项所述的有效量的重组腺病毒以抑制肿瘤细胞的生长。

83.一种治疗需要的受试者癌症的方法，所述方法包含向受试者施用权利要求1-78中

任一项所述的有效量的重组腺病毒以治疗受试者的癌症。

84.如权利要求83中所述的方法，其中重组腺病毒与抗血管生成剂联合施用。

85.如权利要求83或84中所述的方法，其中重组腺病毒与选自手术、放疗、化疗、免疫疗

法、激素疗法或病毒疗法的一种或多种疗法联合施用。

86.一种治疗需要的受试者癌症的方法，所述方法包含向受试者施用有效量的(i)重组

腺病毒和(ii)抗血管生成剂的组合以治疗受试者的癌症。

87.如权利要求86中所述的方法，其中所述重组腺病毒是5型腺病毒(Ad5)。

88.如权利要求86或87中所述的方法，其中所述重组腺病毒不包含Pea3结合位点或其

功能部分的缺失。

89.如权利要求86-88中任一项所述的方法，其中所述重组腺病毒包含具有功能性TATA

盒缺失的E1a启动子。
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90.如权利要求89中所述的方法，其中所述缺失包含整个TATA盒的缺失。

91.如权利要求89或90中所述的方法，其中所述缺失包含E1a启动子的第-27至-24位对

应核苷酸缺失。

92.如权利要求89-91中任一项所述的方法，其中所述缺失包含E1a启动子的第-31至-

24位对应核苷酸缺失。

93.如权利要求89-92中任一项所述的方法，其中所述缺失包含E1a启动子的第-44至+

54位对应核苷酸缺失。

94.如权利要求89-93中任一项所述的方法，其中所述缺失包含E1a启动子的第-146至+

54位对应核苷酸缺失。

95.如权利要求89-94中任一项所述的方法，其中所述缺失包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：

1)的第472至475位对应核苷酸的缺失。

96.如权利要求89-95中任一项所述的方法，其中所述缺失包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：

1)的第468至475位对应核苷酸的缺失。

97.如权利要求89-96中任一项所述的方法，其中所述缺失包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：

1)的第455至552位对应核苷酸的缺失。

98.如权利要求89-97中任一项所述的方法，其中所述缺失包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：

1)的第353至552位对应核苷酸的缺失。

99.如权利要求89-98中任一项所述的方法，其中所述重组腺病毒包含了一个多核苷酸

缺失，产生包含包含序列CTAGGACTG(SEQ  ID  NO：23)、AGTGCCCG(SEQ  ID  NO：30)和/或

TATTCCCG(SEQ  ID  NO：31)的腺病毒。

100.如权利要求89-99中任一项所述的方法，其中所述E1a启动子包含序列CTAGGACTG

(SEQ  ID  NO：23)。

101.如权利要求86-100中任一项所述的方法，其中所述重组腺病毒包含具有功能性

CAAT盒缺失的E1a启动子。

102.如权利要求101中所述的方法，其中所述缺失包含整个CAAT盒的缺失。

103.如权利要求101或102中所述的方法，其中所述缺失包含E1a启动子的第-76到-68

位对应核苷酸的缺失。

104.如权利要求101-103中任一项所述的方法，其中所述缺失包含Ad5基因组(SEQ  ID 

NO：1)的第423到431位对应核苷酸的缺失。

105.如权利要求101-104中任一项所述的方法，其中所述重组腺病毒包含了一个多核

苷酸缺失，可导致腺病毒包含包含序列TTCCGTGGCG(SEQ  ID  NO：32)。

106.如权利要求86-105中任一项所述的方法，其中所述重组腺病毒在在高增殖细胞中

选择性复制。

107.如权利要求86-106中任一项所述的方法，其中所述重组腺病毒在高增殖细胞中选

择性表达内皮抑素和/或血管抑素。

108.如权利要求106或107中所述的方法，其中所述高增殖细胞是癌细胞。

109.如权利要求86-108中任一项所述的方法，其中所述重组腺病毒是溶瘤腺病毒。

110.如权利要求86-109中任一项所述的方法，其中所述重组腺病毒和抗血管生成剂与

选自手术、放疗、化疗、免疫疗法、激素疗法或病毒疗法的一种或多种疗法联合施用。
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111.如权利要求83-110中任一项所述的方法，其中所述癌症选自肛门癌、基底细胞癌、

膀胱癌、骨癌、脑癌、乳腺癌、癌、胆管癌、宫颈癌、结肠癌、结直肠癌、子宫内膜癌、胃食管癌、

胃肠道(GI)癌、胃肠道间质瘤、肝细胞癌、妇科癌、头颈癌、血液癌、肾癌、白血病、肝癌、肺

癌、淋巴瘤、黑色素瘤、梅克尔细胞癌、间皮瘤、神经内分泌癌、非小细胞肺癌、卵巢癌、胰腺

癌、儿童癌、前列腺癌、肾细胞癌、肉瘤、皮肤癌、小细胞肺癌、皮肤鳞状细胞癌、胃癌、睾丸癌

和甲状腺癌。

112.如权利要求83-111中任一项所述的方法，其中所述癌症选自黑色素瘤、皮肤鳞状

细胞癌、基底细胞癌、头颈部癌、乳腺癌、肛门癌、宫颈癌、非小细胞肺癌、间皮瘤、小细胞肺

癌、肾细胞癌、前列腺癌、胃食管癌、结直肠癌、睾丸癌、膀胱癌、卵巢癌、肝癌、肝细胞癌、胆

管癌、脑和中枢神经系统癌、甲状腺癌、子宫内膜癌、神经内分泌癌、淋巴瘤(如霍奇金和非

霍奇金)、白血病、默克尔细胞癌、胃肠道间质瘤、多发性骨髓瘤、子宫癌、肉瘤、肾癌、眼癌，

和胰腺癌。

113.如权利要求83-110中任一项所述的方法，其中所述癌症选自胃食管癌(如胃或胃

食管交界腺癌)、非小细胞肺癌(如转移性NSCLC)、结直肠癌(如转移性结直肠癌)、卵巢癌

(如铂耐药卵巢癌)、白血病、宫颈癌(如晚期宫颈癌)、脑和中枢神经系统癌(如胶质母细胞

瘤)、肾癌(如肾细胞癌)、肉瘤(如横纹肌肉瘤、骨肉瘤和尤因肉瘤)、淋巴瘤(如霍奇金和非

霍奇金)、眼癌(如脉络膜黑色素瘤和视网膜母细胞瘤)和冯·希佩尔·林道病。

114.如权利要求83-110中任一项所述的方法，其中所述癌症选自脑和中枢神经系统癌

(如星形细胞瘤、脑干胶质瘤、颅咽管瘤、增生性婴儿神经节细胞瘤、室管膜瘤、高级别胶质

瘤、髓母细胞瘤、非典型畸胎样横纹肌瘤、神经母细胞瘤)、肾癌(如肾母细胞瘤(威尔姆氏

瘤))、眼癌(如视网膜母细胞瘤)、肉瘤(如横纹肌肉瘤，骨肉瘤和尤因肉瘤)、肝癌(如肝母细

胞瘤和肝细胞癌)、淋巴瘤(如霍奇金和非霍奇金)、白血病和生殖细胞瘤。

115.如权利要求84-114中任一项所述的方法，其中所述抗血管生成剂选自阿柏西普、

抗VEGF抗体(如贝伐单抗和雷珠单抗)、舒尼替尼、帕唑帕尼、索拉非尼、瑞格菲尼、凡德他

尼、卡博替尼、阿昔替尼、替沃扎尼、利尼伐尼、哌加他尼、安体舒通、吲哚美辛、沙利度胺、白

细胞介素-12、FGF抗体、酪氨酸激酶抑制剂、干扰素、苏拉明、苏拉明类似物、生长抑素和生

长抑素类似物。

116.如权利要求84-114中任一项所述的方法，其中所述抗血管生成剂选自阿柏西普、

贝伐单抗、雷珠单抗、舒尼替尼、帕唑帕尼、索拉非尼、瑞格菲尼、凡德他尼、卡博替尼、阿昔

替尼、替沃扎尼和利尼伐尼。

117.如权利要求115或116中所述的方法，其中所述抗血管生成剂是贝伐单抗。

118.如权利要求117中所述的方法，其中所述贝伐单抗以小于约5mg/kg，例如从约1mg/

kg到约5mg/kg的剂量施用。

119.如权利要求118中所述的方法，其中所述贝伐单抗以约2.5mg/kg的剂量施用。

120.如权利要求83-119中任一项所述的方法，其中所述重组腺病毒与第二种重组腺病

毒联合施用。

121.如权利要求120中所述的方法，其中所述第二种重组腺病毒包含编码多肽或其片

段的核苷酸序列，该多肽或其片段选自乙酰胆碱、雄激素受体、抗PD-1抗体重链和/或轻链、

抗PD-L1抗体重链和/或轻链、BORIS/CTCFL、BRAF、CD19、CD20、CD30、CD80、CD86、CD137、
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CD137L、CD154、CEA、DKK1/Wnt、EGFRvIII、FGF、gp100、Her-2/neu、ICAM、IL-1、IL-3、IL-4、

IL-6、IL-8、IL-9、IL-17、IL-23A/p19、p40、IL-24、IL-27、IL-27A/p28、IL-27B/EBI3、IL-35、

interferon-gamma(干扰素γ)、KRAS、MAGE、MAGE-A3、MART1、melan-A、mesothelin(间皮

素)、MUC-1、NY-ESO-1、Podocalyxin(Podxl)、p53、TGF-β、TGF-βtrap、胸苷激酶和酪氨酸酶。

122.如权利要求120中所述的方法，其中所述第二种重组腺病毒包含编码多肽或其片

段的核苷酸序列，该多肽或其片段选自乙酰胆碱、雄激素受体、抗PD-1抗体重链和/或轻链、

抗PD-L1抗体重链和/或轻链、BORIS/CTCFL、BRAF、CD19、CD20、CD30、CD80、CD86、CD137、

CD137L、CD154、CEA、DKK1/Wnt、EGFRvIII、FGF、gp100、Her-2/neu、ICAM、IL-1、IL-3、IL-4、

IL-5、IL-6、IL-8、IL-9、IL-23A/p19、p40、IL-24、干扰素γ、KRAS、MAGE、MAGE-A3、MART1、

melan-A、间皮素、MUC-1、NY-ESO-1、Podocalyxin(Podxl)、p53、TGF-β、TGF-βtrap、胸苷激酶

和酪氨酸酶。

123.如权利要求120中所述的方法，其中所述第二种重组腺病毒包含编码癌症抗原的

核苷酸序列，癌症抗原来源于9D7、雄激素受体、BAGE家族蛋白、β-catenin(连环蛋白)、

BING-4、BRAF、BRCA1/2、CAGE家族蛋白、钙激活氯通道2、CD19、CD20、CD30、CDK4、CEA、CML66、

CT9、CT10、cyclin-B1(细胞周期蛋白-B1)、EGFRvIII、Ep-CAM、EphA3、fibronectin(纤维连

接蛋白)、GAGE家族蛋白、gp100/pmel17、Her-2/neu、HPV  E6、HPV  E7、Ig、不成熟层粘连蛋白

受体、MAGE家族蛋白(如MAGE-A3)、MART-1/melan-A、MART2、MC1R、mesothelin(间皮素)、粘

蛋白家族蛋白(如MUC-1)、NY-ESO-1/LAGE-1、P.polypeptide(P多肽)、p53、Podocalyxin

(Podxl)、前列腺特异性抗原、SAGE家族蛋白、SAP-1、SSX-2、survivin(生存素)、TAG-72、

TCR、telomerase(端粒酶)、TGF-βRII、TRP-1、TRP-2、tyrosinase(酪氨酸酶)、或XAGE家族蛋

白。

124.如权利要求120-123中任一项所述的方法，其中所述第二种重组腺病毒是溶瘤病

毒。

125.一种在需要的受试者中降低血压的方法，所述方法包括向受试者施用权利要求1-

78中任一项所述的重组腺病毒的以降低受试者的血压。

126.一种在需要的受试者中增加一氧化氮(NO)产生的方法，所述方法包括向受试者施

用权利要求1-78中任一项所述的有效量的重组腺病毒以增加受试者中一氧化氮(NO)的产

生。

127.一种治疗和/或预防需要的受试者高血压的方法，所述方法包括向受试者施用权

利要求1-78中任一项所述的有效量的重组腺病毒以治疗和/或预防受试者高血压。

128.如权利要求82-127中任一项所述的方法，其中受试者正在接受或已接受了VEGF抑

制剂。

129.如权利要求80-128中任一项所述的方法，其中重组腺病毒的有效量是例如102-

1015空斑形成单位(pfus)。

130.如权利要求82-129中任一项所述的方法，其中受试者是人或是动物。

131.如权利要求130中所述的方法，其中受试者是儿童。
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抗血管生成的腺病毒

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本专利申请要求于2017年5月24日提交的美国临时申请序列号62/510 ,647以及

2017年6月2日提交的美国临时申请序列号62/510,647的优先权的权益。

技术领域

[0003] 本发明的领域是分子生物学和病毒学，特别是重组腺病毒和使用重组腺病毒治疗

癌症的方法。

背景技术

[0004] 尽管对导致癌症的潜在分子机制有着广泛的了解，但大多数晚期癌症仍然无法通

过当前的化学疗法和放射疗法治愈。溶瘤病毒现在已经成为一种平台技术，有可能显著提

高目前各种恶性肿瘤的标准治疗水平(Kumar，S.et  al.(2008)分子治疗学现状(CURRENT 

OPINION  IN  MOLECULAR  THERAPEUTICS)10(4)：371-379；Kim，D.(2001)生物治疗专家意见

(EXPERT  OPINION  ON  BIOLOGICAL  THERAPY)1(3)：525-538；Kim  D.(2000)ONCOGENE  19

(56)：6660-6669)。这些病毒已显示出作为溶瘤剂的前景，不仅可以通过感染-复制-裂解链

式反应直接破坏恶性细胞，还可以间接诱导抗肿瘤免疫。这些免疫刺激特性会随着治疗性

转基因的插入和每次病毒复制时对其的复制和表达而增强。

[0005] 先前开发的溶瘤病毒包括溶瘤血清5型腺病毒(Ad5)，称为TAV-255，在正常细胞中

转录减弱，但在癌细胞中转录活跃(见PCT公开号W02010/101921)。据认为，TAV-255载体实

现这种肿瘤选择性的机制是通过靶向删除转录因子Pea3和E2F的三个转录因子(TF)结合位

点，Pea3和E2F这两个蛋白质通过与特定DNA序列结合，调节腺病毒进入宿主细胞后最早被

转录的基因E1a的表达。

[0006] 尽管迄今为止进行了努力，但仍需要改进溶瘤病毒，以治疗人类受试者的癌症和

高增殖性疾病。

发明内容

[0007] 本发明部分基于发现了能够有效表达抗血管生成因子(如内皮抑素和/或血管抑

素)的重组腺病毒。此外，本发明部分基于发现了当将抗VEGF抗体(如贝伐单抗)与重组腺病

毒(如本文所述的表达内皮抑素和/或血管抑素的腺病毒)联合给药时，可以增强用抗VEGF

抗体的抗癌治疗。令人惊讶的是，已有发现，对于某些癌症，单独施用本文描述的重组腺病

毒或将其与抗VEGF抗体(如贝伐单抗)联合施药，不仅减缓或阻止了肿瘤生长，而且还导致

了肿瘤的部分和/或完全缓解。

[0008] 因此，在一方面，本发明提供一种重组腺病毒，其包含编码选自内皮抑素和血管抑

素的插入到E1b-19K插入位点的第一个治疗性转基因的第一个核苷酸序列；其中，E1b-19K

插入位点位于E1b-19K起始位点和E1b-55K起始位点之间。

[0009] 在某些实施例中，所述重组腺病毒是5型腺病毒(Ad5)。
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[0010] 在某些实施例中，E1b-19K插入位点位于E1b-19K起始位点与E1b-19K终止位点之

间。在某些实施例中，E1b-19K插入位点包含临近E1b-19K起始位点从约100至约305、约100

至约300、约100至约250、约100至约200、约100至约150、约150至约305、约150至约300、约

150至约250、或约150至约200个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E1b-19K插入位点包含约

200个核苷酸，例如临近E1b-19K起始位点的202个或203个核苷酸的缺失。在某些实施例中，

E1b-19K插入位点包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第1714-1916位对应核苷酸的缺失，或第一

个治疗性转基因被插入到Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第1713和1917位对应核苷酸之间。在某

些实施例中，第一个治疗性转基因被插入到CTGACCTC(SEQ  ID  NO：2)和TCACCAGG(SEQ  ID 

NO：3)之间，例如，从5’到3’方向，重组腺病毒包含CTGACCTC(SEQ  ID  NO：2)，第一个治疗性

转基因，以及TCACCAGG(SEQ  ID  NO：3)。

[0011] 在某些实施例中，重组腺病毒包含编码选自内皮抑素或血管抑素的第二个治疗性

转基因的第二个核苷酸序列。在某些实施例中，第二个治疗性转基因被插入到E1b-19k起始

位点，且第一个核苷酸序列和第二个核苷酸序列通过内部核糖体进入位点(IRES)进行分

离。IRES可以是，例如，选自脑心肌炎病毒(EMCV)IRES、口蹄疫病毒(FMDV)IRES、以及脊髓灰

质炎病毒IRES。IRES可以是，例如，包含SEQ  ID  NO：20。在某些实施例中，第一个和第二个治

疗性转基因被插入到Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第1713和1917位对应核苷酸之间，例如，第

一个和第二个治疗性转基因被插入到CTGACCTC(SEQ  ID  NO：2)和TCACCAGG(SEQ  ID  NO：3)

之间，例如，从5’到3’方向，重组腺病毒包含CTGACCTC(SEQ  ID  NO：2)，第一个治疗性转基

因，IRES，第二个治疗性转基因，以及TCACCAGG(SEQ  ID  NO：3)。

[0012] 在某些实施例中，重组腺病毒包含E3缺失。在某些实施例中，E3缺失包含从约500

至约3185、从约500至约3000、从约500至约2500、从约500至约2000、从约500至约1500、从约

500至约1000、从约1000至约3185、从约1000至约3000、从约1000至约2500、从约1000至约

2000、从约1000至约1500、从约1500至约3185、从约1500至约3000、从约1500至约2000、从约

2000至约3185、从约2000至约3000、从约2000至约2500、从约2500至约3185、从约2500至约

3000、或从约3000至约3185个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3缺失位点位于pVIII终止

位点和Fiber起始位点之间。在某些实施例中，E3缺失位点位于E3-10 .5K终止位点和E3-

14.7K终止位点之间。在某些实施例中，E3缺失包含临近E3-10.5K终止位点的从约500至约

1551、从约500至约1500、从约500至约1000、从约1000至约1551、从约1000至约1500、或从约

1500至约1551个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3缺失包含临近E3-10.5K终止位点的约

1050个核苷酸的缺失，例如，E3缺失包含临近E3-10.5K终止位点的1063个或1064个核苷酸

的缺失。在某些实施例中，E3缺失包含Ad5d1309E3缺失的对应核苷酸的缺失。在某些实施例

中，E3缺失包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第29773-30836位对应核苷酸的缺失。

[0013] 在某些实施例中，第二个治疗性转基因被插入到E3插入位点，其中E3插入位点位

于pVIII终止位点和Fiber起始位点之间。在某些实施例中，E3插入位点包含从约500至约

3185、从约500至约3000、从约500至约2500、从约500至约2000、从约500至约1500、从约500

至约1000、从约1000至约3185、从约1000至约3000、从约1000至约2500、从约1000至约2000、

从约1000至约1500、从约1500至约3185、从约1500至约3000、从约1500至约2000、从约2000

至约3185、从约2000至约3000、从约2000至约2500、从约2500至约3185、从约2500至约3000、

或从约3000至约3185个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3插入位点位于E3-10.5K终止位
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点和E3-14.7K终止位点之间。在某些实施例中，E3插入位点包含临近E3-10.5K终止位点的

从约500至约1551、从约500至约1500、从约500至约1000、从约1000至约1551、从约1000至约

1500、或从约1500至约1551个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3插入位点包含临近E3-

10.5K终止位点的约1050个核苷酸的缺失，例如，E3插入位点包含临近E3-10.5K终止位点的

1063个或1064个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3插入位点包含Ad5d1309E3缺失的对应

核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3插入位点包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第29773-30836

位对应核苷酸的缺失，或者第二个治疗性转基因被插入到Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第

29773-30836位对应核苷酸之间。在某些实施例中，第二个治疗性转基因被插入到CAGTATGA

(SEQ  ID  NO：4)和TAATAAAAAA(SEQ  ID  NO：5)之间，例如，从5’到3’方向，重组腺病毒包含

CAGTATGA(SEQ  ID  NO：4)，第二个治疗性转基因，以及TAATAAAAAA(SEQ  ID  NO：5)。

[0014] 在某些实施例中，在上述任一腺病毒中，所述重组腺病毒包含编码SEQ  ID  NO：7或

SEQ  ID  NO：8的氨基酸序列的核苷酸序列，或包含具有与SEQ  ID  NO：7或SEQ  ID  NO：8的

80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或

99％序列同一性的序列。在某些实施例中，在上述任一腺病毒中，所述重组腺病毒包含SEQ 

ID  NO：9或SEQ  ID  NO：10的核苷酸序列，或包含具有与SEQ  ID  NO：9或SEQ  ID  NO：10的

80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或

99％序列同一性的序列。

[0015] 在某些实施例中，在上述任一腺病毒中，所述重组腺病毒包含编码SEQ  ID  NO：12、

SEQ  ID  NO：13、SEQ  ID  NO：14、SEQ  ID  NO：15、SEQ  ID  NO：16或SEQ  ID  NO：17的氨基酸序列

的核苷酸序列，或包含具有与SEQ  ID  NO：12、SEQ  ID  NO：13、SEQ  ID  NO：14、SEQ  ID  NO：15、

SEQ  ID  NO：16或SEQ  ID  NO：17的80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％序列同一性的序列。在某些实施例中，在上述任一

腺病毒中，所述重组腺病毒包含SEQ  ID  NO：18或SEQ  ID  NO：19的核苷酸序列，或包含具有

与SEQ  ID  NO：18或SEQ  ID  NO：19的80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％序列同一性的序列。

[0016] 在某些实施例中，在上述任一腺病毒中，所述重组腺病毒包含SEQ  ID  NO：21的核

苷酸序列，或包含具有与SEQ  ID  NO：21的80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％序列同一性的序列。

[0017] 在某些实施例中，上述任一腺病毒可包含至少一个Pea3结合位点或其功能部分的

缺失，例如，所述腺病毒可包含E1a起始位点上游约-300至约-250位对应核苷酸的缺失，或

E1a起始位点上游约-304或-305至约-255位对应核苷酸的缺失。在某些实施例中，所述重组

腺病毒可包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第195-244位对应核苷酸的缺失，和/或所述重组腺

病毒可包含序列GGTGTTTTGG(SEQ  ID  NO：22)。在某些实施例中，上述任一重组腺病毒可包

含至少一个Pea3结合位点或其功能部分的缺失，并且不包含E2F结合位点的缺失。

[0018] 在某些实施例中，上述任一重组腺病毒可包含至少一个E2F结合位点或其功能部

分的缺失。在某些实施例中，上述任一重组腺病毒可包含至少一个E2F结合位点或其功能部

分的缺失，并且不包含Pea3结合位点的缺失。

[0019] 在某些实施例中，上述任一重组腺病毒可包含具有功能性TATA盒的缺失(例如，整

个TATA盒的缺失)的E1a启动子。例如，在某些实施例中，所述重组腺病毒包含五型腺病毒
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E1a启动子-27至-24、-31至-24、-44至+54、-146至+54位对应核苷酸的缺失，其各自对应于

Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第472至475、468至475、455至552以及353至552号核苷酸。在某些

实施例中，所述重组腺病毒可包含E1a启动子-29至-26、-33至-26、-44至+52、-148至+52位

对应核苷酸的缺失。在某些实施例中，所述重组腺病毒包含了一个多核苷酸的缺失，可导致

腺病毒包含序列CTAGGACTG(SEQ  ID  NO：23)、AGTGCCCG(SEQ  ID  NO：30)或TATTCCCG(SEQ  ID 

NO：31)，这些序列是通过连接位于被删除的多核苷酸序列两侧的两个多核苷酸序列产生。

在某些实施例中，所述重组腺病毒包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第353-552位对应核苷酸

的缺失，和/或所述E1a启动子包含序列CTAGGACTG(SEQ  ID  NO：23)。

[0020] 在某些实施例中，上述任一重组腺病毒可包含具有功能性CAAT盒的缺失(例如，整

个CAAT盒的缺失)的E1a启动子。例如，在某些实施例中，所述重组腺病毒包含五型腺病毒

E1a启动子-76至-68位对应核苷酸的缺失，其对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第423至431

号核苷酸。在某些实施例中，所述重组腺病毒包含了一个多核苷酸的缺失，可导致腺病毒包

含序列TTCCGTGGCG(SEQ  ID  NO：32)，此序列是通过连接位于被删除的多核苷酸序列两侧的

两个多核苷酸序列产生。

[0021] 在某些实施方案中，第一个和/或第二个治疗性转基因并非操作性地与外源启动

子序列连接。在某些实施例中，两个治疗性转基因都不与外源启动子序列操作性地连接。

[0022] 在某些实施方案中，上述任何重组腺病毒可选择性地在高增殖细胞中复制。在某

些实施例中，上述任何重组腺病毒可选择性地在高增殖细胞中表达内皮抑素和/或血管抑

素。高增殖细胞可以是癌细胞，例如肺癌细胞、结肠癌细胞和胰腺癌细胞。在某些实施例中，

上述任何重组腺病毒可为溶瘤腺病毒。

[0023] 在另一方面，本发明提供一种药物组合物，其包含上述任一重组腺病毒和至少一

种药物学可接受的载体或稀释剂。

[0024] 在另一方面，本发明提供了一种治疗受试者癌症的方法。该方法包含向受试者施

用有效量的(i)重组腺病毒和(ii)抗血管生成剂的组合以治疗受试者中的癌症。

[0025] 在某些实施例中，抗血管生成剂选自阿柏西普、抗VEGF抗体(如贝伐单抗和雷珠单

抗)、舒尼替尼、帕唑帕尼、索拉非尼、瑞格菲尼、凡德他尼、卡博替尼、阿昔替尼、替沃扎尼、

利尼伐尼、哌加他尼、安体舒通、吲哚美辛、沙利度胺、白细胞介素-12、FGF抗体、酪氨酸激酶

抑制剂、干扰素、苏拉明、苏拉明类似物、生长抑素和生长抑素类似物。在某些实施例中，抗

血管生成剂选自阿柏西普、贝伐单抗、雷珠单抗、舒尼替尼、帕唑帕尼、索拉非尼、瑞格菲尼、

凡德他尼、卡博替尼、阿昔替尼、替沃扎尼和利尼伐尼。在某些实施例中，抗血管生成剂是贝

伐单抗，例如贝伐单抗以约1mg/kg至约5mg/kg的剂量施用，或贝伐单抗以约2.5mg/kg的剂

量施用。

[0026] 在上述任何方法的某些实施例中，所述重组腺病毒可包含至少一个Pea3结合位点

或其功能部分的缺失，例如，所述腺病毒可包含E1a起始位点上游约-300至约-250位对应核

苷酸的缺失，或E1a起始位点上游约-304或-305至约-255位对应核苷酸的缺失。在某些实施

例中，所述重组腺病毒可包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第195-244位对应核苷酸的缺失，

和/或所述重组腺病毒可包含序列GGTGTTTTGG(SEQ  ID  NO：22)。

[0027] 在上述任何方法的某些实施例中，所述重组腺病毒可包含具有功能性TATA盒的缺

失(例如，整个TATA盒的缺失)的E1a启动子。例如，在某些实施例中，所述重组腺病毒包含五
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型腺病毒E1a启动子-27至-24、-31至-24、-44至+54或-146至+54位对应核苷酸的缺失，其各

自对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第472至475、468至475、455至552以及353至552号核苷

酸。在某些实施例中，所述重组腺病毒包含了一个多核苷酸的缺失，可导致腺病毒包含序列

CTAGGACTG(SEQ  ID  NO：23)、AGTGCCCG(SEQ  ID  NO：30)或TATTCCCG(SEQ  ID  NO：31)，这些序

列是通过连接位于被删除的多核苷酸序列两侧的两个多核苷酸序列产生。

[0028] 在上述任何方法的某些实施例中，所述重组腺病毒可包含具有功能性CAAT盒的缺

失(例如，整个CAAT盒的缺失)的E1a启动子。例如，在某些实施例中，所述重组腺病毒包含五

型腺病毒E1a启动子-76至-68位对应核苷酸的缺失，其对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第

423至431号核苷酸。在某些实施例中，所述重组腺病毒包含了一个多核苷酸的缺失，可导致

腺病毒包含序列TTCCGTGGCG(SEQ  ID  NO：32)，此序列是通过连接位于被删除的多核苷酸序

列两侧的两个多核苷酸序列产生。

[0029] 在上述任何方法的某些实施例中，所述重组腺病毒可选择性地在高增殖细胞中复

制。在某些实施例中，上述任何重组腺病毒可选择性地在高增殖细胞中表达内皮抑素和/或

血管抑素。高增殖细胞可以是癌细胞，例如肺癌细胞、结肠癌细胞和胰腺癌细胞。在某些实

施例中，上述任何重组腺病毒可为溶瘤腺病毒。

[0030] 在另一方面，本发明提供了一种治疗受试者癌症的方法。该方法包含向受试者施

用有效量的本文所述重组腺病毒以治疗受试者中的癌症。所述重组腺病毒可以，例如，当与

选自手术、放疗、化疗、免疫治疗、激素疗法，和病毒疗法中的一或多种疗法联合施药。在某

些实施例中，所述重组腺病毒与一个抗血管生成剂联合施药。在某些实施例中，抗血管生成

剂选自阿柏西普、抗VEGF抗体(如贝伐单抗和雷珠单抗)、舒尼替尼、帕唑帕尼、索拉非尼、瑞

格菲尼、凡德他尼、卡博替尼、阿昔替尼、替沃扎尼、利尼伐尼、哌加他尼、安体舒通、吲哚美

辛、沙利度胺、白细胞介素-12、FGF抗体、酪氨酸激酶抑制剂、干扰素、苏拉明、苏拉明类似

物、生长抑素和生长抑素类似物。在某些实施例中，抗血管生成剂选自阿柏西普、贝伐单抗、

雷珠单抗、舒尼替尼、帕唑帕尼、索拉非尼、瑞格菲尼、凡德他尼、卡博替尼、阿昔替尼、替沃

扎尼和利尼伐尼。在某些实施例中，所述重组腺病毒与贝伐单抗联合施药，例如贝伐单抗以

约1mg/kg至约5mg/kg的剂量施用，或贝伐单抗以约2.5mg/kg的剂量施用。

[0031] 在上述任何方法的某些实施例中，所述癌症选自肛门癌、基底细胞癌、膀胱癌、骨

癌、脑癌、乳腺癌、癌、胆管癌、宫颈癌、结肠癌、结直肠癌、子宫内膜癌、胃食管癌、胃肠道

(GI)癌、胃肠道间质瘤、肝细胞癌、妇科癌、头颈癌、血液癌、肾癌、白血病、肝癌、肺癌、淋巴

瘤、黑色素瘤、梅克尔细胞癌、间皮瘤、神经内分泌癌、非小细胞肺癌、卵巢癌、胰腺癌、儿童

癌、前列腺癌、肾细胞癌、肉瘤、皮肤癌、小细胞肺癌、皮肤鳞状细胞癌、胃癌、睾丸癌和甲状

腺癌。

[0032] 在上述任何方法的某些实施例中，所述癌症选自胃食管癌(如胃或胃食管交界腺

癌)、非小细胞肺癌(如转移性NSCLC)、结直肠癌(如转移性结直肠癌)、卵巢癌(如铂耐药卵

巢癌)、白血病、宫颈癌(如晚期宫颈癌)、脑和中枢神经系统癌(如胶质母细胞瘤)、肾癌(如

肾细胞癌)、肉瘤(如横纹肌肉瘤、骨肉瘤和尤因肉瘤)、淋巴瘤(如霍奇金和非霍奇金)、眼癌

(如脉络膜黑色素瘤和视网膜母细胞瘤)和冯·希佩尔·林道病。

[0033] 在上述任何方法的某些实施例中，所述癌症选自脑和中枢神经系统癌(如星形细

胞瘤、脑干胶质瘤、颅咽管瘤、增生性婴儿神经节细胞瘤、室管膜瘤、高级别胶质瘤、髓母细
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胞瘤、非典型畸胎样横纹肌瘤、神经母细胞瘤)、肾癌(如肾母细胞瘤(威尔姆氏瘤))、眼癌

(如视网膜母细胞瘤)、肉瘤(如横纹肌肉瘤，骨肉瘤和尤因肉瘤)、肝癌(如肝母细胞瘤和肝

细胞癌)、淋巴瘤(如霍奇金和非霍奇金)、白血病和生殖细胞瘤。

[0034] 在另一方面，本发明提供了一种抑制受试者肿瘤细胞增殖的方法。该方法包含向

受试者施用本文所述的有效量的重组腺病毒以抑制肿瘤细胞的增殖。

[0035] 在另一方面，本发明提供了一种抑制受试者肿瘤生长的方法。该方法包含向受试

者施用本文所述的有效量的重组腺病毒以抑制肿瘤细胞的增殖。

[0036] 在上述任何方法的某些实施例中，所述重组腺病毒与第二种重组腺病毒联合使

用。在某些实施例中，第二种重组腺病毒是溶瘤腺病毒。在某些实施例中，第二种重组腺病

毒包含编码多肽或其片段的核苷酸序列，该多肽或其片段选自乙酰胆碱、雄激素受体、抗

PD-1抗体重链和/或轻链、抗PD-L1抗体重链和/或轻链、BORIS/CTCFL、BRAF、CD19、CD20、

CD30、CD80、CD86、CD137、CD137L、CD154、CEA、DKK1/Wnt、EGFRvIII、FGF、gp100、Her-2/neu、

ICAM、IL-1、IL-3、IL-4、IL-6、IL-8、IL-9、IL-17、IL-23A/p19、p40、IL-24、IL-27、IL-27A/

p28、IL-27B/EBI3、IL-35、interferon-gamma(干扰素γ)、KRAS、MAGE、MAGE-A3、MART1、

melan-A、mesothelin(间皮素)、MUC-1、NY-ESO-1、Podocalyxin(Podx1)、p53、TGF-β、TGF-β

trap、thymidine  kinase(胸苷激酶)和tyrosinase(酪氨酸酶)。在某些实施例中，第二种重

组腺病毒包含编码癌症抗原的核苷酸序列，癌症抗原来源于9D7、BAGE家族蛋白、β-catenin

(连环蛋白)、BING-4、BRAF、BRCA1/2、CAGE家族蛋白、钙激活氯通道2、CD19、CD20、CD30、

CDK4、CEA、CML66、CT9、CT10、cyclin-B1(细胞周期蛋白-B1)、EGFRvIII、Ep-CAM、EphA3、

fibronectin(纤维连接蛋白)、GAGE家族蛋白、gp100/pmel17、Her-2/neu、HPV  E6、HPV  E7、

Ig、不成熟层粘连蛋白受体、MAGE家族蛋白(如MAGE-A3)、MART-1/melan-A、MART2、MC1R、

mesothelin(间皮素)、粘蛋白家族蛋白(如MUC-1)、NY-ESO-1/LAGE-1、P.polypeptide(P多

肽)、p53、Podocalyxin(Podxl)、前列腺特异性抗原、SAGE家族蛋白、SAP-1、SSX-2、survivin

(生存素)、TAG-72、TCR、telomerase(端粒酶)、TGF-βRII、TRP-1、TRP-2、tyrosinase(酪氨酸

酶)、或XAGE家族蛋白。

[0037] 在另一方面，本发明提供了一种降低有需要的受试者血压的方法。所述方法包含

向受试者施用本文所述的有效量的重组腺病毒以降低受试者的血压。在另一方面，本发明

提供了一种在需要的受试者中增加一氧化氮(NO)生成的方法。所述方法包含向受试者施用

本文所述的有效量的重组腺病毒以在受试者中增加一氧化氮(NO)的生成。在另一方面，本

发明提供一种在有需要的受试者中治疗和/或预防高血压的方法。所述方法包含向受试者

施用本文所述的有效量的重组腺病毒以在受试者中治疗和/或预防高血压。在上述各方面

中，受试者也可能正在或已经接受VEGF抑制剂。

[0038] 在上述各方法中，所述重组腺病毒的有效量可以是例如102-1015空斑形成单位

(pfus)。在上述各方法中，受试者可以例如是人，譬如儿童，或是动物。

[0039] 在上述各方法中，所述重组腺病毒可以，例如，通过口服、肠外、经皮、局部、静脉、

皮下、肌肉、皮内、眼内、硬膜外、气管内、舌下、口腔、直肠、阴道、鼻腔或吸入给药的方式施

用于受试者。

[0040] 在另一方面，本发明提供了在靶细胞中表达内皮抑素和/或血管抑素的方法。该方

法包含将细胞暴露于有效量的本文所述重组腺病毒中以表达目标转基因。
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[0041] 本发明的这些及其它方面和优点将通过以下附图说明、具体实施方式和权利要求

进行说明。

附图说明

[0042] 参考以下附图可以更完全地理解本发明。

[0043] 图1A-1H示出了表达内皮抑素或血管抑素的溶瘤腺病毒和/或抗VEGF-A抗体对皮

下荷ADS-12瘤小鼠的抗肿瘤作用的线形图，其中图1A表示使用磷酸盐缓冲盐(“PBS”)和病

毒制剂缓冲液(“缓冲液”)对照的治疗，图1B表示使用贝伐单抗的小鼠同源物(“Bev”)和病

毒制剂缓冲液(“缓冲液”)对照的治疗，图1C表示使用表达血管抑制素的TAV-Ang腺病毒

(“Ang”)和磷酸盐缓冲盐(“PBS”)的治疗，图1D表示使用贝伐单抗的小鼠同源物(“Bev”)和

表达血管抑制素的TAV-Ang腺病毒(“Ang”)的联合治疗，图1E表示使用内皮抑素表达TAV-

Endo腺病毒(“Endo”)和磷酸盐缓冲盐(“PBS”)的治疗，图1F表示使用贝伐单抗的小鼠同源

物(“Bev”)和内皮抑素表达TAV-Endo腺病毒(“Endo”)的联合治疗，图1G表示使用空TAV-Δ

19k腺病毒(“19k”)和磷酸盐缓冲盐(“PBS”)的治疗，以及图1H表示使用贝伐单抗的小鼠同

源物(“Bev”)和空TAV-Δ19k腺病毒(“19k”)的联合治疗。TAV-Ang、TAV-Endo、TAV-Δ19k和

病毒制剂缓冲液在第0、4和8天通过皮下注射给药，PBS和Bev分别于第1、5、7、9天通过腹腔

注射给药。每条线代表一只小鼠的肿瘤体积(n＝10/组)。肿瘤体积估算为长·宽2/2。

[0044] 图2示出了描绘图1所示单个肿瘤体积平均值的线形图。

[0045] 图3示出了描绘图1所示治疗组无进展生存期的折线图。

[0046] 图4描述了长期跟踪图1中所述相同治疗组的结果。图4A-4H示出了表达内皮抑素

或血管抑素的溶瘤腺病毒和/或抗VEGF-A抗体对皮下荷ADS-12瘤小鼠的抗肿瘤作用的线形

图，其中图4A表示使用磷酸盐缓冲盐(“PBS”)和病毒制剂缓冲液(“缓冲液”)对照的治疗，图

4B表示使用贝伐单抗的小鼠同源物(“Bev”)和病毒制剂缓冲液(“缓冲液”)对照的治疗，图

4C表示使用表达血管抑制素的TAV-Ang腺病毒(“Ang”)和磷酸盐缓冲盐(“PBS”)的治疗，图

4D表示使用贝伐单抗的小鼠同源物(“Bev”)和表达血管抑制素的TAV-Ang腺病毒(“Ang”)的

联合治疗，图4E表示使用内皮抑素表达TAV-Endo腺病毒(“Endo”)和磷酸盐缓冲盐(“PBS”)

的治疗，图4F表示使用贝伐单抗的小鼠同源物(“Bev”)和内皮抑素表达TAV-Endo腺病毒

(“Endo”)的联合治疗，图4G表示使用空TAV-Δ19k腺病毒(“19k”)和磷酸盐缓冲盐(“PBS”)

的治疗，以及图4H表示使用贝伐单抗的小鼠同源物(“Bev”)和空TAV-Δ19k腺病毒(“19k”)

的联合治疗。TAV-Ang、TAV-Endo、TAV-Δ19k和病毒制剂缓冲液在第0、4和8天通过皮下注射

给药，PBS和Bev分别于第1、5、7、9天通过腹腔注射给药。每条线代表一只小鼠的肿瘤体积(n

＝10/组)。肿瘤体积估算为长·宽2/2。图4和图1表示来自于同一组实验的数据。

[0047] 图5示出了描绘图4所示单个肿瘤体积平均值的线形图。

[0048] 图6示出了描绘图4所示治疗组无进展生存期的折线图。

[0049] 图7示出了如实施例4所述，用表达血管抑素的溶瘤腺病毒治疗的小鼠中原发肿瘤

体积(上)和继发肿瘤体积(下)的线形图。

[0050] 图8A-8D示出了溶瘤腺病毒和/或抗VEGF-A抗体对皮下荷ADS-12瘤小鼠的抗肿瘤

作用的线形图，其中图8A表示使用磷酸盐缓冲盐(“PBS”)和病毒制剂缓冲液(“缓冲液”)对

照的治疗，图8B表示使用贝伐单抗的小鼠同源物(“Bev”)和病毒制剂缓冲液(“缓冲液”)对
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照的治疗，图8C表示使用空TAV-Δ19k腺病毒(“19k”)和磷酸盐缓冲盐(“PBS”)的治疗，图8D

表示使用贝伐单抗的小鼠同源物(“Bev”)和空TAV-Δ19k腺病毒(“19k”)的联合治疗。TAV-

Δ19k和病毒制剂缓冲液在第0、4和8天通过皮下注射给药，PBS和Bev分别于第1、5、7、9天通

过腹腔注射给药。每条线代表一只小鼠的肿瘤体积。肿瘤体积估算为长·宽2/2。

[0051] 图9示出了图8所示治疗组治愈率(肿瘤完全缓解)的表格。

具体实施方式

[0052] 本发明部分基于发现了能够有效表达抗血管生成因子(如内皮抑素和/或血管抑

素)的重组腺病毒。此外，本发明部分基于发现了当将抗VEGF抗体(如贝伐单抗)与重组腺病

毒(如本文所述的表达内皮抑素和/或血管抑素的腺病毒)联合给药时，可以增强用抗VEGF

抗体的抗癌治疗。令人惊讶的是，已有发现，对于某些癌症，单独施用本文描述的重组腺病

毒或将其与抗VEGF抗体(如贝伐单抗)联合施药，不仅减缓或阻止了肿瘤生长，而且还导致

了肿瘤的部分和/或完全缓解。

[0053] 因此，在一方面，本发明提供一种重组腺病毒，其包含编码选自内皮抑素和血管抑

素的插入到E1b-19K插入位点的第一个治疗性转基因的第一个核苷酸序列；其中，E1b-19K

插入位点位于E1b-19K起始位点(即编码E1b-19k起始密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID 

NO：1的第1714-1716位对应核苷酸)和E1b-55K起始位点(即编码E1b-55k起始密码子的核苷

酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第2019-2021位对应核苷酸)之间。在说明书和权利要求中，在

两个位点之间的插入，例如，在(i)第一个基因的起始位点(例如E1b-19k)和第二个基因的

起始位点(例如E1b-55K)之间，(ii)第一个基因的起始位点和第二个基因的终止位点之间，

(iii)第一个基因的终止位点和第二个基因的起始位点之间，或者(iv)第一个基因的终止

位点和第二个基因的终止位点之间的插入，被理解为组成插入序列周围给定起始位点或终

止位点的全部或部分核苷酸可能存在于或不存在于最终病毒中。类似的，两个核苷酸之间

的插入被理解为插入序列周围的核苷酸可能存在于或不存在于最终病毒中。术语“转基因”

是指外源的基因或多核苷酸序列。术语“治疗性转基因”是指当在病毒中或由病毒复制和/

或表达时在靶细胞、体液、组织、器官、生理系统或受试者中产生治疗作用的转基因。

[0054] 在某些实施例中，E1b-19K插入位点位于E1b-19K起始位点(即编码E1b-19k起始密

码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第1714-1716位对应核苷酸)与E1b-19K终止位点

(即编码E1b-19k终止密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第2242-2244位对应核苷

酸)之间。在某些实施例中，E1b-19K插入位点包含临近E1b-19K起始位点从约100至约305、

约100至约300、约100至约250、约100至约200、约100至约150、约150至约305、约150至约

300、约150至约250、或约150至约200个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E1b-19K插入位点

包含约200个核苷酸的缺失，如临近E1b-19K起始位点202个或203个核苷酸的缺失。在某些

实施例中，E1b-19K插入位点包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第1714-1916位对应核苷酸的缺

失。在某些实施例中，第一个治疗性转基因被插入到Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第1713和

1917位对应核苷酸之间。在某些实施例中，第一个治疗性转基因被插入到CTGACCTC(SEQ  ID 

NO：2)和TCACCAGG(SEQ  ID  NO：3)之间，例如，从5’到3’方向，重组腺病毒包含CTGACCTC(SEQ 

ID  NO：2)，第一个治疗性转基因，以及TCACCAGG(SEQ  ID  NO：3)。CTGACCTC(SEQ  ID  NO：2)和

TCACCAGG(SEQ  ID  NO：3)定义了Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)中E1b-19K插入位点的唯一边界
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序列。在整个描述和权利要求中，邻近某个位点的缺失，例如，邻近基因起始位点的缺失或

邻近基因终止位点的缺失，被理解为该缺失可包括组成给定起始位点或终止位点的全部、

部分或无核苷酸的缺失。

[0055] 在某些实施例中，重组腺病毒包含编码选自内皮抑素或血管抑素的第二个治疗性

转基因的第二个核苷酸序列，第二个治疗性转基因被插入到E1b-19k起始位点，且第一个核

苷酸序列和第二个核苷酸序列通过内部核糖体进入位点(IRES)进行分离。IRES可以是，例

如，选自脑心肌炎病毒(EMCV)IRES、口蹄疫病毒(FMDV)IRES、以及脊髓灰质炎病毒IRES。

IRES可以是，例如，包含SEQ  ID  NO：20。在某些实施例中，第一个和第二个治疗性转基因被

插入到Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第1713和1917位对应核苷酸之间，例如，第一个和第二个

治疗性转基因被插入到CTGACCTC(SEQ  ID  NO：2)和TCACCAGG(SEQ  ID  NO：3)之间，例如，从

5’到3’方向，重组腺病毒包含CTGACCTC(SEQ  ID  NO：2)，第一个治疗性转基因，IRES，第二个

治疗性转基因，以及TCACCAGG(SEQ  ID  NO：3)。

[0056] 在某些实施例中，重组腺病毒包含E3缺失。在某些实施例中，E3缺失包含从约500

至约3185、从约500至约3000、从约500至约2500、从约500至约2000、从约500至约1500、从约

500至约1000、从约1000至约3185、从约1000至约3000、从约1000至约2500、从约1000至约

2000、从约1000至约1500、从约1500至约3185、从约1500至约3000、从约1500至约2000、从约

2000至约3185、从约2000至约3000、从约2000至约2500、从约2500至约3185、从约2500至约

3000、或从约3000至约3185个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3缺失位于pVIII终止位点

(即编码pVIII终止密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第27855-2785位对应核苷

酸)和Fiber起始位点(即编码Fiber起始密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第

31042-31044位对应核苷酸)之间。在某些实施例中，E3缺失位点位于E3-10.5K终止位点(即

编码E3-10.5K终止密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第29770-29772位对应核苷

酸)和E3-14.7K终止位点(即编码E3-14.7K终止密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的

第30837-30839位对应核苷酸)之间。在某些实施例中，E3缺失包含临近E3-10.5K终止位点

的从约500至约1551、从约500至约1500、从约500至约1000、从约1000至约1551、从约1000至

约1500、或从约1500至约1551个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3缺失包含临近E3-10.5K

终止位点的约1050个核苷酸的缺失，例如，E3缺失包含临近E3-10.5K终止位点的1063个或

1064个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3缺失包含Ad5d1309E3缺失的对应核苷酸的缺失。

在某些实施例中，E3缺失包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第29773-30836位对应核苷酸的缺

失。

[0057] 在某些实施例中，E3缺失位于E3-gp19K终止位点(即编码E3-gp19K终止密码子的

核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第29215-29217位对应核苷酸)和E3-14.7K终止位点(即

编码E3-14.7K终止密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第30837-30839位对应核苷

酸)之间。在某些实施例中，E3缺失包含临近E3-gp19K终止位点的从约500至约1824、从约

500至约1500、从约500至约1000、从约1000至约1824、从约1000至约1500、或从约1500至约

1824个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3缺失包含临近E3-gp19K终止位点的约1600个核

苷酸的缺失，例如，E3缺失包含临近E3-gp19K终止位点的1622个核苷酸的缺失。在某些实施

例中，E3缺失包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第29218-30839位对应核苷酸的缺失。

[0058] 在某些实施例中，重组腺病毒包含编码选自内皮抑素或血管抑素的第二个治疗性

说　明　书 9/33 页

18

CN 111448309 A

18



转基因的第二个核苷酸序列，其中第二个治疗性转基因被插入到E3插入位点。在某些实施

例中，E3插入位点位于pVIII终止位点(即编码pVIII终止密码子的核苷酸序列，例如，SEQ 

ID  NO：1的第27855-2785位对应核苷酸)和Fiber起始位点(即编码Fiber起始密码子的核苷

酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第31042-31044位对应核苷酸)之间。在某些实施例中，E3插入

位点包含从约500至约3185、从约500至约3000、从约500至约2500、从约500至约2000、从约

500至约1500、从约500至约1000、从约1000至约3185、从约1000至约3000、从约1000至约

2500、从约1000至约2000、从约1000至约1500、从约1500至约3185、从约1500至约3000、从约

1500至约2000、从约2000至约3185、从约2000至约3000、从约2000至约2500、从约2500至约

3185、从约2500至约3000、或从约3000至约3185个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3插入

位点位于E3-10.5K终止位点(即编码E3-10.5K终止密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：

1的第29770-29772位对应核苷酸)和E3-14.7K终止位点(即编码E3-14.7K终止密码子的核

苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第30837-30839位对应核苷酸)之间。在某些实施例中，E3插

入位点包含临近E3-10.5K终止位点的从约500至约1551、从约500至约1500、从约500至约

1000、从约1000至约1551、从约1000至约1500、或从约1500至约1551个核苷酸的缺失。在某

些实施例中，E3插入位点包含临近E3-10.5K终止位点的约1050个核苷酸的缺失，例如，E3插

入位点包含临近E3-10.5K终止位点的1063个或1064个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3

插入位点包含Ad5d1309E3缺失的对应核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3插入位点包含Ad5

基因组(SEQ  ID  NO：1)第29773-30836位对应核苷酸的缺失。在某些实施例中，第二个治疗

性转基因被插入到Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第29773和30836位对应核苷酸之间。在某些实

施例中，第二个治疗性转基因被插入到CAGTATGA(SEQ  ID  NO：4)和TAATAAAAAA(SEQ  ID  NO：

5)之间，例如，从5’到3’方向，重组腺病毒包含CAGTATGA(SEQ  ID  NO：4)，第二个治疗性转基

因，以及TAATAAAAAA(SEQ  ID  NO：5)。CAGTATGA(SEQ  ID  NO：4)和TAATAAAAAA(SEQ  ID  NO：5)

定义了Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)中E3插入位点的唯一边界序列。

[0059] 在某些实施例中，E3插入位点位于E3-gp19K终止位点(即编码E3-gp19K终止密码

子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第29215-29217位对应核苷酸)和E3-14.7K终止位点

(即编码E3-14.7K终止密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第30837-30839位对应核

苷酸)之间。在某些实施例中，E3插入位点包含临近E3-gp19K终止位点的从约500至约1824、

从约500至约1500、从约500至约1000、从约1000至约1824、从约1000至约1500、或从约1500

至约1824个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E3插入位点包含临近E3-gp19K终止位点的约

1600个核苷酸的缺失，例如，E3插入位点包含临近E3-gp19K终止位点的1622个核苷酸的缺

失。在某些实施例中，E3插入位点包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第29218-30839位对应核苷

酸的缺失。在某些实施例中，第二个治疗性转基因被插入到Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第

29218和30839位对应核苷酸之间。在某些实施例中，第二个治疗性转基因被插入到

TGCCTTAA(SEQ  ID  NO：33)和TAAAAAAAAAT(SEQ  ID  NO：34)之间，例如，从5’到3’方向，重组

腺病毒包含TGCCTTAA(SEQ  ID  NO：33)，第二个治疗性转基因，以及TAAAAAAAAAT(SEQ  ID 

NO：34)。TGCCTTAA(SEQ  ID  NO：33)和TAAAAAAAAAT(SEQ  ID  NO：34)定义了Ad5基因组(SEQ 

ID  NO：1)中E3插入位点的唯一边界序列。

[0060] 在某些实施例中，重组腺病毒包含E4缺失。在某些实施例中，E4缺失位于E4-ORF6/

7起始位点(即编码E4-ORF6/7起始密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第34075-
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34077位对应核苷酸)和右反向末端重复序列(ITR；即SEQ  ID  NO：1的第35836-35938位对应

核苷酸)之间。在某些实施例中，E4缺失位于E4-ORF6/7起始位点和E4-ORF1起始位点(即编

码E4-ORF1起始密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第35524-35526位对应核苷酸)

之间。在某些实施例中，E4缺失包含E4-ORF6/7起始位点和E4-ORF1起始位点之间的核苷酸

序列的缺失。在某些实施例中，E4缺失包含从约500至约2500、从约500至约2000、从约500至

约1500、从约500至约1000、从约1000至约2500、从约1000至约2000、从约1000至约1500、从

约1500至约2500、从约1500至约2000、或从约2000至约2500个核苷酸的缺失。在某些实施例

中，E4缺失包含临近E4-ORF6/7起始位点的从约250至约1500、从约250至约1250、从约250至

约1000、从约250至约750、从约250至约500、from  500至约1500、从约500至约1250、从约500

至约1000、从约500至约750、from  750至约1500、从约750至约1250、从约750至约1000、从约

1000至约1500、或从约1000至约1250个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E4缺失包含临近

E4-ORF6/7起始位点的约1450个核苷酸的缺失，例如，E4缺失包含临近E4-ORF6/7起始位点

的1449个核苷酸的缺失。在某些实施例中，E4缺失包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第34078-

35526位对应核苷酸的缺失。

[0061] 在某些实施例中，所述重组腺病毒是溶瘤腺病毒，例如，表现肿瘤选择性复制和/

或病毒介导裂解的腺病毒。在某些实施例中，溶瘤腺病毒允许在高增殖细胞中选择性表达

治疗性转基因，例如，相对于非高增殖细胞的癌细胞。在某些实施例中，治疗性转基因在非

高增殖细胞中的表达约为在高增殖细胞中表达的约90％、约80％、约70％、约60％、约50％、

约40％、约30％、约20％、约10％或约5％。在某些实施例中，腺病毒在非高增殖细胞中未显

示出可检测的治疗性转基因的表达。治疗性转基因表达可通过本领域已知的任何适当方法

测定，例如Western  blot(蛋白印迹)或ELISA(酶联免疫吸附测定)。

[0062] 高增殖细胞可能是癌细胞，如癌、肉瘤、白血病、淋巴瘤、前列腺癌、肺癌、胃肠道

癌、结直肠癌、胰腺癌、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、胃癌、甲状腺癌、间皮瘤、肝癌、肾癌、皮肤

癌、头颈癌或脑癌细胞，其将在下面第IV节中作更详细讨论。

[0063] I.病毒

[0064] 本文所用术语“病毒”是指没有蛋白质合成或能量产生机制的任何专性细胞内寄

生性生物。病毒基因组可以是RNA或DNA。在本发明的实践中可用的病毒包括重组修饰的包

膜或非包膜DNA和RNA病毒，优选地选自杆状病毒科、细小病毒科、短角病毒科、疱疹病毒科、

痘病毒科或腺病毒科。重组修饰病毒在此称为“重组病毒”。重组病毒可例如通过重组DNA技

术修饰为复制缺陷、条件性复制、或复制态，和/或通过重组DNA技术修饰以包括外源转基因

的表达。利用每个亲代载体特性的有利元素的嵌合病毒载体(参见，例如，Feng  et  al .

(1997)NATURE  BIOTECHNOLOGY(自然生物技术)15：866-870)也可用于本发明的实践。尽管

通常倾向于使用来自待治疗物种的病毒，但在某些情况下，使用来自具有良好致病特性的

不同物种的载体可能是有利的。例如，在PCT公开号WO  98/27216中描述了用于人类基因治

疗的马疱疹病毒载体。因为马病毒对人类没有致病性，这些载体被描述为对人类的治疗有

用。类似地，绵羊腺病毒载体声称可避免针对人类腺病毒载体的抗体，可被用于人类基因治

疗。这类载体在PCT公开号WO  97/06826中有所描述。

[0065] 优选的，重组病毒是腺病毒。腺病毒是由核衣壳和双链线性DNA基因组组成的中型

(90-100nm)、无包膜(裸)二十面体病毒。腺病毒利用宿主的复制机制在哺乳动物细胞核内
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进行复制。术语“腺病毒”指腺病毒科的任何病毒，包括但不限于人、牛、羊、马、犬、猪、鼠和

猿猴腺病毒亚属。人类腺病毒包括A-F亚属及其各血清型、各血清型和A-F亚属包括但不限

于人类腺病毒1、2、3、4、4a、5、6、7、8、9、10、11(Ad11a和Ad11p)、12、13、14、15、16、17、18、19、

19a、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、34a、35、35p、36、37、38、39、40、

41、42、43、44、45、46、47、48和91型。优选来自人类腺病毒2型和5型的重组病毒。除非另有说

明，否则所有腺病毒5型核苷酸编号均参考NCBI参考序列AC_000008.1，在本文SEQ  ID  NO：1

中进行了描述。

[0066] 腺病毒复制周期有两个阶段：一个早期阶段，在此期间表达4个转录单位(E1、E2、

E3和E4)；和一个晚期阶段，发生在病毒DNA合成开始后，在此期间晚期转录物主要从主要晚

期启动子(MLP)表达。晚期信息编码病毒的大部分结构蛋白。E1、E2和E4的基因产物负责转

录激活、细胞转化、病毒DNA复制以及其他病毒功能，是病毒生长所必需的。

[0067] 术语“操作性连接”指功能关系中多核苷酸元素的连接。当一个核酸序列与另一个

核酸序列处于功能关系时，它是“操作性连接”的。例如，如果一个启动子或增强子影响基因

的转录时，它是与基因操作性连接的。操作性连接的核苷酸序列通常是连续的。然而，由于

增强子通常在经数千个碱基分离于启动子时起作用，并且内含子序列可能是可变长度的，

一些多核苷酸元素可能是操作性连接的而不是直接侧翼的，并且甚至可能从不同等位基因

或染色体的进行反式作用。

[0068] 在某些实施例中，病毒对调节序列或启动子具有一个或多个修饰。对调控序列或

启动子的修饰包括与野生型调控序列或启动子的序列相比的一个或多个核苷酸的缺失、替

换或添加。

[0069] 在某些实施例中，调节序列或启动子的修饰包括修饰转录因子结合位点的序列以

降低对转录因子的亲和力，例如，通过删除其中的一部分，或通过在结合位点中插入单点突

变。在某些实施例中，额外修饰的调节序列增强了在肿瘤细胞中的表达，但减弱了在正常细

胞中的表达。

[0070] 在某些实施例中，经修饰的调节序列操作性连接到编码蛋白质的序列。在某些实

施例中，所述腺病毒E1a和E1b基因(编码区域)中的至少一个与经修饰的调节序列操作性连

接。在某些实施例中，E1a基因与经修饰的调节序列操作性连接。

[0071] E1a调节序列包含转录因子Pa3的五个结合位点，命名为Pea3  I、Pea3  II、Pea3 

III、Pea3  IV和Pea3  V，其中Pea3  I是最接近E1a起始位点的Pea3结合位点，Pea3  V是最远

端的。E1a调节序列还包含转录因子E2F的结合位点，在此命名为E2F  I和E2F  II，其中E2F  I

是最接近E1a起始位点的E2F结合位点，E2F  II是最远端的。从E1a起始位点开始，结合位点

排列为：Pea3  I、E2F  I、Pea3  II  E2F  II、Pea3  III、Pea3  IV和Pea3  V。

[0072] 在某些实施例中，这七个结合位点中的至少一个或其功能部分被删除。“功能部

分”是结合位点的一部分，当缺失时，可减少或甚至消除其功能性，例如，结合位点对其各自

转录因子(Pea3或E2F)的结合亲和力至，例如相对于完整序列的至少40％、50％、60％、

70％、80％、90％、95％或100％。在某些实施例中，一个或多个整个结合位点被删除。在某些

实施例中，一个或多个结合位点的功能部分被删除。“缺失的结合位点”包括整个结合位点

的缺失和功能部分的缺失。当两个或两个以上结合位点被删除时，可以使用整个结合位点

缺失和功能部分缺失的任何组合。
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[0073] 在某些实施例中，至少一个Pea3结合位点或其功能部分被删除。缺失的Pea3结合

位点可以是Pea3  I、Pea3  II、Pea3  III、Pea3  IV和/或Pea3  V。在某些实施例中，缺失的

Pea3结合位点是Pea3  II、Pea3  III、Pea3  IV和/或Pea3  V。在某些实施例中，缺失的Pea3结

合位点是Pea3  IV和/或Pea3  V。在某些实施例中，缺失的Pea3结合位点是Pea3  II和/或

Pea3  III。在某些实施例中，缺失的Pea3结合位点是Pea3  II和Pea3  III。在某些实施例中，

保留了Pea3  I结合位点或其功能部分。

[0074] 在某些实施例中，至少一个E2F结合位点或其功能部分被删除。在某些实施例中，

保留了至少一个E2F结合位点或其功能部分。在某些实施例中，保留的E2F结合位点是E2F  I

和/或E2F  II。在某些实施例中，保留的E2F结合位点是E2F  II。在某些实施例中，完全缺失

主要包括Pea3  II、Pea3  III、Pea3  IV和/或Pea3  V中的一个或多个或其功能部分。

[0075] 在某些实施例中，所述重组腺病毒具有位于E1a起始位点上游-304到-255处的50

个碱基对区域的缺失，例如，对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的195-244，以下称为TAV-255

缺失。在某些实施例中，TAV-255缺失导致了包含序列GGTGTTTTGG(SEQ  ID  NO：22)的E1a启

动子。

[0076] 在某些实施例中，所述重组腺病毒包含具有功能性TATA盒的缺失(例如，整个TATA

盒的缺失)的E1a启动子。如本文所使用的，“功能性TATA盒”是指能够与TATA盒结合蛋白

(TBP)结合的TATA盒，例如，具有相应野生型TATA盒序列的TBP结合活性的至少100％、至少

90％、至少80％、至少70％、至少60％、至少50％或至少40％的TATA盒。如本文所使用的，“非

功能性TATA盒”是指例如具有对应野生型TATA盒序列的TBP结合活性的小于30％、小于

20％、小于10％或0％的TATA盒。本领域已知用于测定TBP是否结合TATA盒的分析方法。示范

性结合分析包括电泳迁移率转移分析、染色质免疫沉淀分析和DNA酶足迹分析。

[0077] 例如，在某些实施例中，所述重组腺病毒包含腺病毒5型E1a启动子的第-27至-

24、-31至-24、-44至+54或-146至+54位对应核苷酸的缺失，其分别为Ad5基因组(SEQ  ID 

NO：1)的第472至475、468至475、455至552和353至552位对应核苷酸。在某些实施例中，所述

腺病毒包含腺病毒5型E1a启动子的第-29至-26、-33至-26、-44至+52或-148至+52位对应核

苷酸的缺失。在某些实施例中，所述腺病毒包含Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第353到552位

对应核苷酸的缺失。在某些实施例中，所述重组腺病毒包含了一个多核苷酸的缺失，可导致

腺病毒包含包含序列CTAGGACTG(SEQ  ID  NO：23)、AGTGCCCG(SEQ  ID  NO：30)或TATTCCCG

(SEQ  ID  NO：31)，此序列是通过连接位于被删除的多核苷酸序列两侧的两个多核苷酸序列

产生。在某些实施例中，所述重组腺病毒包含了一个多核苷酸的缺失，可导致腺病毒包含包

含序列CTAGGACTG(SEQ  ID  NO：23)。

[0078] 在某些实施例中，重组腺病毒包含具有功能性CAAT盒的缺失(例如，整个CAAT盒的

缺失)的E1a启动子。如本文所使用的，“功能性CAAT盒”是指能够与C/EBP或NF-Y蛋白结合的

CAAT盒，例如，具有相应野生型CAAT盒序列的C/EBP或NF-Y结合活性的至少100％、至少

90％、至少80％、至少70％、至少60％、至少50％或至少40％的CAAT盒。如本文所使用的，“非

功能性CAAT盒”是指例如具有相应野生型CAAT盒序列的C/EBP或NF-Y结合活性的小于30％、

小于20％、小于10％或0％的CAAT盒。本领域已知用于确定C/EBP或NF-Y蛋白是否与CAAT盒

结合的分析方法。示范性结合分析包括电泳迁移率转移分析、染色质免疫沉淀分析和DNA酶

足迹分析。
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[0079] 例如，在某些实施例中，所述重组腺病毒包括腺病毒5型E1a启动子的第-76到-68

位对应核苷酸的缺失，其对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第423到431位对应核苷酸。在

某些实施例中，所述重组腺病毒包含了一个多核苷酸的缺失，可导致腺病毒包含包含序列

TTCCGTGGCG(SEQ  ID  NO：32)，此序列是通过连接位于被删除的多核苷酸序列两侧的两个多

核苷酸序列产生。

[0080] 腺病毒E1b-19k基因主要作为抗凋亡基因发挥作用，是细胞抗凋亡基因BCL-2的同

系物。由于宿主细胞在子代病毒颗粒成熟之前死亡将限制病毒复制，因此E1b-19K作为E1盒

的一部分被表达，以防止细胞过早死亡，从而允许继续感染并产生成熟的病毒颗粒。因此，

在某些实施例中，提供了包括E1b-19K插入位点的重组病毒，例如，腺病毒具有编码插入到

E1b-19K插入位点的治疗性转基因的核苷酸序列。在某些实施例中，腺病毒包含编码插入

E1b-19K插入位点的治疗性转基因的核苷酸序列，其中插入位点位于E1b-19K的起始位点

(即编码E1b-19k起始密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的第1714-1716位对应核苷

酸)和E1b-55K的起始位点(即编码E1b-55k起始密码子的核苷酸序列，例如，SEQ  ID  NO：1的

第2019-2021位对应核苷酸)之间。

[0081] 在某些实施例中，提供了包括IX-E2插入位点的重组病毒，例如，腺病毒具有编码

治疗性转基因(例如，插入到IX-E2插入位点的内皮抑素和/或血管抑素)的核苷酸序列。在

某些实施例中，IX-E2插入位点位于编码IX终止密码子的核苷酸序列和编码IVa2终止密码

子的核苷酸序列之间。在某些实施例中，核苷酸序列插入到Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第

4029和4093位对应核苷酸之间。在某些实施例中，核苷酸序列插入到Ad5基因组(SEQ  ID 

NO：1)第4029和4050位对应核苷酸、第4051和4070位对应核苷酸、或第4071和4093位对应核

苷酸之间。在某些实施例中，IX-E2插入位点包含约5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55或

60个核苷酸的缺失。

[0082] 在某些实施例中，提供了包括L5-E4插入位点的重组病毒，例如，腺病毒具有编码

治疗性转基因(例如，插入到L5-E4插入位点的内皮抑素和/或血管抑素)的核苷酸序列。在

某些实施例中，L5-E4插入位点位于编码Fiber终止密码子的核苷酸序列和编码E4-ORF6或

E40RF6/7终止密码子的核苷酸序列之间。在某些实施例中，核苷酸序列插入到Ad5基因组

(SEQ  ID  NO：1)第32785到32916位对应核苷酸之间。在某些实施例中，核苷酸序列插入到

Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)第32785和32800位对应核苷酸、第32801和32820位对应核苷酸、

第32821和32840位对应核苷酸、第32841和32860位对应核苷酸、第32861和32880位对应核

苷酸、第32881和32900位对应核苷酸、或第32901和32916位对应核苷酸之间。在某些实施例

中，L5-E4插入位点包含约5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、

95、100、105、110、115、120、125或130个核苷酸的缺失。

[0083] II.病毒制备方法

[0084] 用于制备本发明重组病毒的方法为本领域已知的。通常，使用常规技术在适当的

宿主细胞系中制备所公开的病毒，包括在适当条件下培养被转染的或受感染的宿主细胞，

以允许制备传染性病毒颗粒。编码病毒基因的核酸可以被整合到质粒中，并通过常规的转

染或转化技术导入宿主细胞。用于制备所公开病毒的示例性合适的宿主细胞包括人细胞

系，例如HeLa、HeLa-S3、HEK293、911、A549、HER96或PER-C6细胞。具体的制备和纯化条件将

根据病毒和所采用的制备系统而有所不同。对于腺病毒而言，制备病毒颗粒的传统方法是
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共转染，随后在体内重组穿梭质粒(通常包含腺病毒基因组的一小部分，并可选地包含潜在

的转基因表达盒)和腺病毒辅助质粒(包含大部分腺病毒基因组)。

[0085] 制备腺病毒的替代技术包括利用细菌人工染色体(BAC)系统、利用含有互补腺病

毒序列的双质粒在recA+细菌株中的细菌体内重组，和酵母人工染色体(YAC)系统。

[0086] 制备后，从培养物中回收并选择性地纯化传染性病毒颗粒。典型的纯化步骤可包

括菌斑纯化、离心(例如氯化铯梯度离心)、澄清、酶处理(例如苯甲酸酶或蛋白酶处理)、色

谱步骤(例如离子交换色谱)或过滤步骤。

[0087] III.治疗性转基因

[0088] 公开的重组病毒可包含编码选自内皮抑素和血管抑素的治疗性转基因的核苷酸

序列。在某些实施例中，公开的重组包含病毒可包含分别编码第一个和第二个治疗性转基

因的第一个核苷酸序列和第二个核苷酸序列。第一个和/或第二个治疗性转基因可分别选

自内皮抑素和血管抑素。

[0089] 当肿瘤直径超过2mm3时，它们需要血管独立网络的增殖，以提供营养和氧气并清

除废物。这种新的血管形成，即血管新生，被称为肿瘤血管生成。促血管生成因子包括血管

内皮生长因子(VEGF)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、血小板衍生生长因子(PDGF)、表皮

生长因子(EGF)、白细胞介素8(IL-8)和血管生成素。内皮抑素和血管抑制素是天然生成的

抗血管生成蛋白，据报道可抑制血管新生。

[0090] 内皮抑素是XVIII型胶原蛋白的水解片段。SEQ  ID  NO：6中描述了NCBI参考序列

NP_085059.2对应的示例性人XVIII型胶原蛋白的氨基酸序列。

[0091] 内皮抑素可由XVIII型胶原蛋白在不同部位的蛋白水解剪切引起。内皮抑素的抗

血管生成作用通常被认为是由XVIII型胶原C端的非胶原1(NC1)结构域引起的。SEQ  ID  NO：

7中描述了示例性人XVIII型胶原蛋白NC1结构域的氨基酸序列。因此，如本文所用，术语“内

皮抑素”被理解为是指包含SEQ  ID  NO：7的氨基酸序列的蛋白质，或包含与SEQ  ID  NO：7的

序列同一性大于80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或99％的氨基酸序列的蛋白质，或上述任一能够非共价寡聚(例如，通过存

在于SEQ  ID  NO：7中的关联域)成三聚体的片段。寡聚反应可以通过本领域已知的任何方法

进行分析，包括如，尺寸排除色谱法、分析超速离心法、散射技术、NMR(核磁共振)波谱法、等

温滴定量热法、荧光各向异性和质谱法。

[0092] 在某些实施例中，所公开的重组病毒包含编码SEQ  ID  NO：7或SEQ  ID  NO：8的氨基

酸序列的核苷酸序列，或包含具有与SEQ  ID  NO：7或SEQ  ID  NO：8的80％、85％、86％、87％、

88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％序列同一性的序列。

在某些实施例中，所公开的重组病毒包含SEQ  ID  NO：9或SEQ  ID  NO：10的核苷酸序列，或包

含具有与SEQ  ID  NO：9或SEQ  ID  NO：10的80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的序列同一性的序列。

[0093] 血管抑素是纤溶酶原的蛋白水解片段。SEQ  ID  NO：11中描述了NCBI参考序列NP_

000292.1对应的示例性人纤溶酶原的氨基酸序列。

[0094] 血管抑素可由纤溶酶原在不同部位的蛋白水解剪切引起。纤溶酶原有五个

kringle结构域，它们通常被认为是血管抑素抗血管生成作用的原因。SEQ  ID  NO：12中描述

了示例性人纤溶酶原第一kringle结构域的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：13中描述了示例性人
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纤溶酶原第二kringle结构域的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：14中描述了示例性人纤溶酶原第

三kringle结构域的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：15中描述了示例性人纤溶酶原第四kringle结

构域的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：16中描述了示例性人纤溶酶原第五kringle结构域的氨基

酸序列。因此，如本文所用，术语“血管抑素”被理解为是指包含SEQ  ID  NO：12、SEQ  ID  NO：

13、SEQ  ID  NO：14、SEQ  ID  NO：15或SEQ  ID  NO：16的氨基酸序列的蛋白质，或包含与SEQ  ID 

NO：12、SEQ  ID  NO：13、SEQ  ID  NO：14、SEQ  ID  NO：15或SEQ  ID  NO：16序列同一性大于80％、

85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％序列同一

性的蛋白质，或上述任何能够拮抗内皮细胞迁移和/或内皮细胞增殖的片段。内皮细胞的迁

移和/或增殖可通过本领域已知的任何方法进行分析，包括例如，在Guo  et  al .(2014)

METHODS  MOL.BIOL.1135：393-402中描述的那些方法。

[0095] 在某些实施例中，公开的重组病毒包含编码SEQ  ID  NO：12、SEQ  ID  NO：13、SEQ  ID 

NO：14、SEQ  ID  NO：15、SEQ  ID  NO：16、或SEQ  ID  NO：17的氨基酸序列的核苷酸序列，或具有

与SEQ  ID  NO：12、SEQ  ID  NO：13、SEQ  ID  NO：14、SEQ  ID  NO：15、SEQ  ID  NO：16、或SEQ  ID 

NO：17的80％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％或99％的序列同一性的序列。在某些实施例中，公开的重组病毒包含SEQ  ID  NO：18、或

SEQ  ID  NO：19的核苷酸序列，或具有与SEQ  ID  NO：18、或SEQ  ID  NO：19的80％、85％、86％、

87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的序列同一性

的序列。

[0096] 序列同一性可以用本领域技术范围内的各种方式来确定，例如，使用诸如BLAST、

BLAST-2、ALIGN或Megalign(DNASTAR)软件等公开可用的计算机软件。使用blastp、blastn、

blastx、tblastn和tblastx程序(Karlin  et  al.，(1990)PROC.NATL.ACAD.SCI.USA  87：

2264-2268；Altschul，(1993)J.MOL.EVOL.36，290-300；Altschul  et  al.，(1997)NUCLEIC 

ACIDS  RES.25：3389-3402，通过引用并入)中应用的算法进行的BLAST(基本局部比对搜索

工具)分析是为序列相似性搜索量身定制的。有关搜索序列数据库中基本问题的讨论，参见

Altschul  et  al.，(1994)NATURE  GENETICS  6：119-129，通过引用完全并入。本领域的技术

人员可以确定合适的参数来测量比对，包括在所比较的序列的全长上实现最大比对所需的

任何算法。直方图、描述、比对、预期(即，报告与数据库序列相匹配的统计显著性阈值)、截

止、矩阵和过滤器的搜索参数处于默认设置。Blastp、blastx、tblastn和tblastx使用的默

认评分矩阵是BLOSUM62矩阵(Henikoff  et  al .，(1992)PROC .NATL .ACAD .SCI .USA  89：

10915-10919，通过引用完全并入)。四个blastn参数可以调整如下：Q＝10(空位创建罚分)；

R＝10(空位延长罚分)；wink＝1(在查询的每个wink.sup.th位置生成匹配片段(hit)字)；

gapw＝16(设置生成比对空位的窗口宽度)。等效的Blastp参数设置可以是Q＝9；R＝2；wink

＝1；和gapw＝32。也可以使用NCBI(国家生物技术信息中心)BLAST高级选项参数(例如，-G，

空位开放的成本[整数]：默认值＝核苷酸为5/蛋白质为11；-E，空位延伸的成本[整数]：默

认值＝核苷酸为2/蛋白质为1；-q，核苷酸不匹配的罚分[整数]：默认值＝-3；-r，核苷酸匹

配的奖励[整数]：默认值＝1；-e，期望值[实数]：默认值＝10；-W，字大小[整数]：默认值＝

核苷酸为11/megablast为28/蛋白质为3；-y，匹配片段的blast延伸的下降(X)：默认值＝

blastn为20/其他为7；-X，空位比对的下降值(以匹配片段为单位)：默认值＝所有程序为

15，不适用于blastn；和-Z，空位比对的最终X下降值(以匹配片段为单位)：blastn为50，其
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他为25)。也可以使用用于成对蛋白质比对的ClustalW(默认参数可能包括，例如Blosum62

矩阵和空位开放罚分＝10和空位延伸罚分＝0.1)。GCG软件包版本10.0中提供的序列之间

的最佳匹配(Bestfit)比较使用了DNA参数GAP＝50(空位创建罚分)和LEN＝3(空位延伸罚

分)，以及蛋白质比较中的等效设置为GAP＝8和LEN＝2。

[0097] IV.治疗方法

[0098] 对于治疗用途，重组病毒优选地与药物学可接受的载体联合。如本文所述，“药物

学可接受的载体”是指与人类和动物的组织接触的缓冲剂、载体和赋形剂，其毒性、刺激性、

过敏反应或其他问题或并发症，与合理的效益/风险比率相称。在与制剂的其他成分相容且

对受药者无害的意义上，载体应是“可接受的”。药物学可接受的载体包括缓冲液、溶剂、分

散介质、涂层、等张和吸收延迟剂等，它们与药物给药相容。将该介质和试剂用于医药活性

物质为本领域已知。

[0099] 含有本文公开的重组病毒的药物成分可以以剂量单位形式呈现并且可以通过任

何合适的方法制备。药物成分的配制应与其预期的给药途径相容。给药途径的例子包括静

脉(IV)、皮内、吸入、眼内、鼻内、经皮、外用、经粘膜、直肠、口服、肠外、皮下、肌肉内、经眼、

硬膜外、气管内、舌下、口腔、阴道和鼻腔给药。

[0100] 一种示例性给药途径是IV输注。可用制剂可通过医药领域中已知的方法制备。例

如，见《Remington′s  Pharmaceutical  Sciences(雷明顿药物科学)》，第18版(麦克出版公

司，1990年)。适用于胃肠外给药的制剂成分包括，无菌稀释剂如注射用水、盐水溶液、固定

油、聚乙二醇、甘油、丙二醇或其他合成溶剂；抗菌剂如苄基醇或对羟基苯甲酸甲酯；抗氧化

剂如抗坏血酸或亚硫酸氢钠；螯合剂如EDTA；缓冲液如乙酸酯、柠檬酸盐或磷酸盐；以及调

节张力的试剂如氯化钠或葡萄糖。

[0101] 静脉给药时，合适的载体包括生理盐水、抑菌水、聚氧乙烯蓖麻油(Cremophor)

ELTM(BASF，新泽西帕西波尼市)或磷酸盐缓冲液(PBS)。载体应在制造和储存条件下保持稳

定，并应防止微生物进入。载体可以是包含例如水、乙醇、多元醇(例如甘油、丙二醇和液体

聚对苯二酚)及其适当混合物的溶剂或分散介质。

[0102] 药物制剂优选无菌。灭菌可通过任何合适的方法完成，例如通过无菌滤膜过滤。如

果成分是冻干的，可以在冻干和重组之前或之后进行过滤灭菌。

[0103] 本文中使用的术语“有效量”是指足以产生有益或期望结果的活性成分的量(例

如，本发明的重组病毒的量)。有效量可在一次或多次给药、应用或剂量中给药，且不限于特

定的制剂或给药途径。

[0104] 在某些实施例中，活性成分的治疗有效量在0.1mg/kg到100mg/kg范围内，例如，

1mg/kg到100mg/kg、1mg/kg到10mg/kg、1mg/kg到5mg/kg、10mg/kg、7.5mg/kg、5mg/kg或

2.5mg/kg。在某些实施例中，重组病毒的治疗有效量在102到1015个空斑形成单位(pfus)的

范围内，例如102到1010、102到105、105到1015、105到1010或1010到1015个空斑形成单位。给药量

将取决于变量，诸如待治疗疾病或适应症的类型和程度、受试者的整体健康状况、病毒的体

内效力、药物制剂和给药途径。初始剂量可增加到高于上限，以便迅速达到所需的血液水平

或组织水平。或者，初始剂量可以小于最佳剂量，并且日剂量可以在治疗过程中逐步增加。

人体剂量可优化，例如，在常规I期剂量递增研究中，设计为从0.5mg/kg到20mg/kg进行。根

据给药途径、剂量、重组病毒的半衰期和治疗的疾病等因素，给药频率可能有所不同。示例
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性给药频率为每天一次、每周一次和每两周一次。首选的给药途径是肠外给药，例如静脉输

注。

[0105] 本文公开的重组腺病毒可用于治疗各种医学适应症。例如，重组腺病毒可以用于

治疗癌症。将癌细胞暴露于治疗有效量的重组腺病毒以抑制或减少癌细胞的增殖。本发明

提供一种在受试者中治疗癌症的方法。所述方法包含向受试者单独或与另一种治疗剂组合

施用有效量的本发明重组腺病毒以治疗受试者中的癌症。在某些实施例中，向受试者施用

有效量的重组腺病毒可将该受试者中的肿瘤负荷减少至少30％、至少40％、至少50％、至少

60％、至少70％、至少80％或至少90％。

[0106] 如本文所用，“治疗(treat)”、“治疗(treating)”和“治疗(treatment)”是指对受

试者(例如人类)的疾病的治疗。这包括：(a)抑制疾病，即阻止其发展；和(b)缓解疾病，即导

致疾病状态的退化。如本文所用，术语“受试者”和“患者”是指通过本文所述的方法和成分

治疗的生物体。此类生物体优选地包括但不限于哺乳动物(例如，鼠、猿猴、马、牛、猪、犬、猫

等)，且更优选地包括人类。

[0107] 癌症的例子包括实体肿瘤、软组织肿瘤、造血肿瘤和转移性病变。造血肿瘤的例子

包括：白血病、急性白血病、急性淋巴细胞白血病(ALL)、B细胞、T细胞或FAB  ALL、急性髓细

胞白血病(AML)、慢性髓细胞白血病(CML)、慢性淋巴细胞白血病(CLL)，例如转化型CLL、弥

漫性大B细胞淋巴瘤(DLBCL)、滤泡性淋巴瘤、毛细胞白血病，骨髓增生综合征(MDS)、淋巴

瘤、霍奇金病、恶性淋巴瘤、非霍奇金淋巴瘤、伯基特淋巴瘤、多发性骨髓瘤或里氏综合征

(里氏转化)。实体瘤的例子包括恶性肿瘤，例如肉瘤、腺癌和各种器官系统的癌，例如影响

头部和颈部(包括咽部)、甲状腺、肺(小细胞或非小细胞肺癌(NSCLC))、乳腺、淋巴组织、胃

肠道(例如口腔、食道、胃、肝、胰腺，小肠、结肠和直肠、肛管)、生殖器和泌尿生殖道(例如

肾、尿路上皮、膀胱、卵巢、子宫、宫颈、子宫内膜、前列腺、睾丸)、中枢神经系统(CNS)(例如

神经细胞或神经胶质细胞瘤或胶质瘤)、或皮肤(例如黑色素瘤)。

[0108] 在某些实施例中，所述癌症选自肛门癌、基底细胞癌、膀胱癌、骨癌、脑癌、乳腺癌、

癌、胆管癌、宫颈癌、结肠癌、结直肠癌、子宫内膜癌、胃食管癌、胃肠道(GI)癌、胃肠道间质

瘤、肝细胞癌、妇科癌、头颈癌、血液癌、肾癌、白血病、肝癌、肺癌、淋巴瘤、黑色素瘤、梅克尔

细胞癌、间皮瘤、神经内分泌癌、非小细胞肺癌、卵巢癌、胰腺癌、儿童癌、前列腺癌、肾细胞

癌、肉瘤、皮肤癌、小细胞肺癌、皮肤鳞状细胞癌、胃癌、睾丸癌和甲状腺癌。

[0109] 在某些实施例中，所述癌症选自胃食管癌(如胃或胃食管交界腺癌)、非小细胞肺

癌(如转移性NSCLC)、结直肠癌(如转移性结直肠癌)、卵巢癌(如铂耐药卵巢癌)、白血病、宫

颈癌(如，晚期宫颈癌)、脑和中枢神经系统癌(如胶质母细胞瘤)、肾癌(如肾细胞癌)、肉瘤

(例如横纹肌肉瘤、骨肉瘤和尤因肉瘤)、淋巴瘤(例如霍奇金和非霍奇金)、眼癌(例如脉络

膜黑色素瘤和视网膜母细胞瘤)和冯·希佩尔·林道病。

[0110] 在某些实施例中，所公开的方法用于治疗儿童受试者中的癌症。例如，在某些实施

例中，所述癌症选自脑和中枢神经系统癌(如星形细胞瘤、脑干胶质瘤、颅咽管瘤、增生性婴

儿神经节细胞瘤、室管膜瘤、高级别胶质瘤、髓母细胞瘤、非典型畸胎样横纹肌瘤、神经母细

胞瘤)、肾癌(如肾母细胞瘤(威尔姆氏瘤))、眼癌(如视网膜母细胞瘤)、肉瘤(如横纹肌肉

瘤，骨肉瘤和尤因肉瘤)、肝癌(如肝母细胞瘤和肝细胞癌)、淋巴瘤(如霍奇金和非霍奇金)、

白血病和生殖细胞瘤。
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[0111] 在某些实施例中，重组腺病毒与一种或多种疗法，例如手术、放疗、化疗、免疫疗

法、激素疗法或病毒疗法联合施用给受试者。

[0112] 在某些实施例中，重组腺病毒与抗血管生成剂联合施用。在某些实施例中，抗血管

生成剂选自阿柏西普、抗VEGF抗体(如贝伐单抗和雷珠单抗)、舒尼替尼、帕唑帕尼、索拉非

尼、瑞格菲尼、凡德他尼、卡博替尼、阿昔替尼、替沃扎尼、利尼伐尼、哌加他尼、安体舒通、吲

哚美辛、沙利度胺、白细胞介素-12、FGF抗体、酪氨酸激酶抑制剂、干扰素、苏拉明、苏拉明类

似物、生长抑素和生长抑素类似物。在某些实施例中，抗血管生成剂是VEGF抑制剂，例如，选

自阿柏西普、贝伐单抗、雷珠单抗、舒尼替尼、帕唑帕尼、索拉非尼、瑞格菲尼、凡德他尼、卡

博替尼、阿昔替尼、替沃扎尼和利尼伐尼的VEGF抑制剂。在某些实施例中，重组腺病毒与贝

伐单抗联合施用。在某些实施例中，抗血管生成剂的施用更具效果，例如，与在没有重组腺

病毒的情况下使用抗血管生成剂相比，使用减少剂量的抗血管生成剂可以看到相同的效

果。例如，在某些实施例中，重组腺病毒与贝伐单抗联合施用，例如，贝伐单抗以小于5mg/

kg、小于4mg/kg、小于3mg/kg、小于2mg/kg、小于1mg/kg、小于0.5mg/kg，从约0.5mg/kg到约

5mg/kg，从约0.5mg/kg到约4mg/kg，从约0.5mg/kg到约3mg/kg，从约0.5mg/kg到约2mg/kg，

从约0.5mg/kg到约1mg/kg，从约1mg/kg到约5mg/kg，从约1mg/kg到约4mg/kg，从约1mg/kg到

约3mg/kg，从约1mg/kg到约2mg/kg，从约2mg/kg到约5mg/kg，从约2mg/kg到约4mg/kg，从约

2mg/kg到约3mg/kg，从约3mg/kg到约5mg/kg，从约3mg/kg到约4mg/kg，从约4mg/kg到约5mg/

kg，约5mg/kg，约4mg/kg，约3mg/kg，约2.5mg/kg，约2mg/kg，约1mg/kg，或约0.5mg/kg的剂量

施用。

[0113] 在某些实施例中，所述重组腺病毒与第二种重组腺病毒联合施用。在某些实施例

中，第二种重组腺病毒是溶瘤腺病毒。在某些实施例中，第二种重组腺病毒包含编码多肽或

其片段的核苷酸序列，该多肽或其片段选自乙酰胆碱、雄激素受体、抗PD-1抗体重链和/或

轻链、抗PD-L1抗体重链和/或轻链、BORIS/CTCFL、BRAF、CD19、CD20、CD30、CD80、CD86、

CD137、CD137L、CD154、CEA、DKK1/Wnt、EGFRvIII、FGF、gp100、Her-2/neu、ICAM、IL-1、IL-3、

IL-4、IL-6、IL-8、IL-9、IL-17、IL-23A/p19、p40、IL-24、IL-27、IL-27A/p28、IL-27B/EBI3、

IL-35、interferon-gamma(干扰素γ)、KRAS、MAGE、MAGE-A3、MART1、melan-A、mesothelin

(间皮素)、MUC-1、NY-ESO-1、Podocalyxin(Podx1)、p53、TGF-β、TGF-βtrap、thymidine 

kinase(胸苷激酶)和tyrosinase(酪氨酸酶)。在某些实施例中，第二种重组腺病毒包含编

码癌症抗原的核苷酸序列，癌症抗原来源于9D7、雄激素受体、BAGE家族蛋白、β-catenin(连

环蛋白)、BING-4、BRAF、BRCA1/2、CAGE家族蛋白、钙激活氯通道2、CD19、CD20、CD30、CDK4、

CEA、CML66、CT9、CT10、cyclin-B1(细胞周期蛋白-B1)、EGFRvIII、Ep-CAM、EphA3、

fibronectin(纤维连接蛋白)、GAGE家族蛋白、gp100/pmel17、Her-2/neu、HPV  E6、HPV  E7、

Ig、不成熟层粘连蛋白受体、MAGE家族蛋白(如MAGE-A3)、MART-1/melan-A、MART2、MC1R、

mesothelin(间皮素)、粘蛋白家族蛋白(如MUC-1)、NY-ESO-1/LAGE-1、P.polypeptide(P多

肽)、p53、Podocalyxin(Podxl)、前列腺特异性抗原、SAGE家族蛋白、SAP-1、SSX-2、survivin

(生存素)、TAG-72、TCR、telomerase(端粒酶)、TGF-βRII、TRP-1、TRP-2、tyrosinase(酪氨酸

酶)、或XAGE家族蛋白。

[0114] 在某些实施例中，本发明的重组腺病毒与酪氨酸激酶抑制剂(如厄洛替尼)联合施

用。
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[0115] 在某些实施例中，本发明的重组腺病毒与检查点抑制剂(例如，抗CTLA-4抗体、抗

PD-1抗体或抗PD-L1抗体)联合施用。示例性抗PD-1抗体包括，例如纳武单抗( 百

时美施贵宝公司)、派姆单抗( 默沙东公司)、PDR001(诺华制药)和匹利珠单抗

(CT-011、Cure  Tech)。示例性抗PD-L1抗体包括，例如，阿替唑单抗( 基因泰

克)、德瓦鲁单抗(阿斯利康)、MEDI4736、阿维鲁单抗和BMS  936559(百时美施贵宝公司)。

[0116] 在某些实施例中，本发明的重组腺病毒与抗炎剂联合施用。在某些实施例中，将本

发明的重组腺病毒与抗炎剂联合施用以治疗眼癌。示例性抗炎剂包括类固醇抗炎剂(例如，

糖皮质激素(皮质类固醇)，例如氢化可的松(皮质醇)、醋酸可的松、强的松、泼尼松龙、甲泼

尼龙、地塞米松、倍他米松、曲安奈德、倍氯米松、醋酸氟氢可的松、醋酸去氧皮质酮(doca)

和醛固酮)和非甾体抗炎剂(NSAIDs；例如阿司匹林、胆碱和镁水杨酸盐、水杨酸胆碱、塞来

昔布、双氯芬酸钾、双氯芬酸钠、双氯芬酸钠与米索前列醇、二氟尼酸、依托度酸、非诺洛芬

钙、氟比洛芬、布洛芬、吲哚美辛、酮洛芬、水杨酸镁，甲氯芬那酸钠、甲芬那酸、美洛昔康、萘

丁美酮、萘普生、萘普生钠、奥沙普嗪、吡罗昔康、罗非昔布、水杨酰水杨酸、水杨酸钠、舒林

酸、托美丁钠、伐地昔布和白细胞介素，例如IL-1、IL-4、IL-6、IL-10、IL-11和IL-13。

[0117] 本发明提供了一种使受试者的血管正常化的方法，即增加血流量和/或向受试者

的肿瘤输送氧气。该方法包括向受试者单独或与另一种治疗剂联合施用本发明有效量的重

组腺病毒，以使受试者的血管正常化。在某些实施例中，向受试者施用有效量的重组腺病毒

可将受试者中肿瘤的血流和/或氧气输送增加至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至

少70％、至少80％或至少90％。血管正常化可以通过本领域已知的方法来检测，包括，例如，

对比增强超声(例如，动态对比增强超声)和FLT-PET。相应地，本发明还提供一种向肿瘤增

加治疗剂递送的方法。该方法包含向受试者联合施用有效量的本发明重组腺病毒与另一种

治疗剂，以增加治疗剂向肿瘤的递送。在某些实施例中，相对于在没有重组腺病毒的情况下

施用治疗剂，与另一种治疗剂联合施用有效量的重组腺病毒可将治疗剂向肿瘤的递送增加

至少30％、至少40％、至少50％、至少60％、至少70％、至少80％。在某些实施例中，治疗剂与

重组腺病毒同时施用或紧随重组腺病毒施用。

[0118] 本发明还提供了一种在需要的受试者中降低血压的方法。该方法包括向受试者施

用本文所述的有效量的重组腺病毒以降低受试者的血压。如本文所用，“血压”可指收缩压、

舒张压或收缩压与舒张压之比。在某些实施例中，相对于施用重组腺病毒之前，向受试者施

用有效量的重组腺病毒可将受试者的血压降低至少5％、至少10％、至少15％、至少20％、至

少25％、至少30％、至少40％或至少50％。血压可以通过本领域已知的方法进行测定。本发

明还提供一种治疗和/或预防受试者高血压(即高的血压)的方法。该方法包含向受试者施

用本文所述的有效量的重组腺病毒以治疗和/或预防受试者高血压。

[0119] 本发明还提供了一种在需要的受试者中增加一氧化氮(NO)产生或增加中一氧化

氮(NO)水平的方法。该方法包括向受试者施用本文所述的有效量的重组腺病毒以增加受试

者中的NO产生或NO水平。NO在调节血压中起主要作用。在受试者的细胞、体液、组织、器官或

生理系统中，NO的产生或水平可能增加。在某些实施例中，NO产生或NO水平在细胞(例如内

皮细胞或平滑肌细胞)或体液(例如血清)中增加。在某些实施例中，相对于施用重组腺病毒

之前，向受试者施用有效量的重组腺病毒会将受试者中的NO产生或水平增加至少30％、至

少40％、至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少90％，或至少100％。NO的产生可用
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本领域已知的方法分析，包括，例如，荧光法，如Miles  et  al .(1996) METHODS 

ENZYMOL.268：105-20中所述。

[0120] 高血压是与VEGF抑制剂相关的剂量限制性毒副作用。因此，在上述每个方法的某

些实施例中，受试者为正在接收或已经接收了VEGF抑制剂。

[0121] 本发明还提供一种治疗受试者中血管生成相关疾病的方法。所述方法包括向受试

者单独或与另一种治疗剂联合施用本发明有效量的重组腺病毒以治疗受试者中的疾病。如

本文所用，血管生成相关疾病是指与过度活跃或致病性血管生成相关的任何疾病。示例性

血管生成相关疾病包括良性肿瘤、血源性肿瘤、肥胖、原发性甲状旁腺功能亢进、继发性甲

状旁腺功能亢进、三级甲状旁腺功能亢进、角膜移植排斥反应、隐形眼镜过度磨损、莱姆病、

白塞病、带状疱疹、梅毒、激光后并发症、镰状细胞贫血，动脉粥样硬化斑块、类风湿性关节

炎、银屑病、糖尿病视网膜病变、早产儿视网膜病变、酒渣鼻、瘢痕瘤、黄斑变性、血管瘤、甲

状腺增生、先兆子痫、结膜毛细血管扩张、硬皮病、克罗恩病、子宫内膜异位症、脂肪细胞病、

化脓性肉芽肿、潮红、酒渣鼻、血管纤维瘤和伤口肉芽。

[0122] 本文所用术语“联合”用药被理解为在受试者患有该疾病的过程中向受试者提供

两种(或更多)不同的治疗，使得对受试者的疗效在某个时间点重叠。在某些实施例中，一种

治疗的递送在第二种治疗的递送开始时仍然发生，因此在给药方面存在重叠。这在本文中

有时被称为“同时”或“同步递送”。在其他实施例中，一种治疗的递送结束于另一种治疗的

递送开始之前。在这两种情况各自的一些实施例中，由于联合给药，治疗会更有效。例如，第

二种治疗更有效，譬如相比于比在没有第一种治疗的情况下进行第二种治疗，在较少第二

种治疗的情况下看到等效效果，或者第二种治疗能在更大程度上减轻症状，或者，类似的情

况出现在第一种治疗中。在某些实施例中，相比于在没有另一种治疗时递送一种治疗所观

察到的情况，递送使得症状的减轻或与该疾病相关的其他参数的减少更大。两种治疗的效

果可以是部分叠加、完全叠加或大于叠加。所述递送可以使得递送的第一种治疗的效果在

递送第二种治疗时仍然可被检测到。

[0123] 在某些实施例中，重组腺病毒的有效量通过测量受试者中对抗原的免疫应答来确

定和/或治疗受试者的方法进一步包含测量受试者中对抗原的免疫应答。高增殖性疾病，例

如癌症，可以免疫抑制为特征，并且测量受试者中对抗原的免疫应答可表明受试者的免疫

抑制水平。因此，测量受试者中对抗原的免疫应答可指示治疗的疗效和/或重组腺病毒的有

效量。受试者中对抗原的免疫应答可以通过本领域已知的任何方法来测量。在某些实施例

中，通过在受试者皮肤上的注射部位向受试者注射抗原并测量注射部位硬结的大小或炎症

的量来测量对抗原的免疫应答。在某些实施例中，通过暴露于抗原时受试者的细胞释放的

细胞因子(例如干扰素γ、IL-4和/或IL-5)来测量对抗原的免疫应答。

[0124] 在整个描述中，如果病毒、成分和系统被描述为具有、包括或包含特定成分，或者

如果过程和方法被描述为具有、包括或包含特定步骤，则可以进一步预期，存在主体上由列

举成分构成或由列举成分构成的本发明的成分、设备和系统，并且存在主体上由列举处理

步骤构成或由列举处理步骤构成的依照本发明的过程和方法。

[0125] 在本申请中，当一个元素或成分被称为包括在和/或选自列举元素或成分列表，则

应当理解该元素或成分可以是列举元素或成分中的任何一个，或者该元素或成分选自包含

两个或多个列举元素或成分的组。
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[0126] 此外，应当理解，本文所描述的病毒、成分、系统、方法或过程的元素和/或特点可

以以多种方式组合而不脱离本发明的精神和范围，无论其在本文中是明示的还是暗示的。

例如，在提及特定病毒的情况下，除非从上下文中另有理解，否则该病毒可用于本发明的组

成的各种实施例和/或本发明的方法中。换言之，在本申请中，以能够书写和绘制的清晰简

明的申请的方式描述和描绘了实施例，但本申请旨在并当理解，实施例可以在不脱离本教

导和发明的情况下进行各种组合或分离。例如，当理解，本文描述和描绘的所有特点可适用

于本文描述和描绘的本发明的所有方面。

[0127] 应当理解，除非上下文和用法中另有理解，否则“至少一个”的表达包括在表达式

之后的每个列举对象以及两个或多个列举对象的各种组合。除非上下文中另有理解，与三

个或三个以上列举对象有关的“和/或”的表达应理解为具有相同的含义。

[0128] 术语“包括(include)”、“包括(includes)”、“包括(including)”、“具有(have)”、

“具有(has)”、“具有(having)”、“包含(contain)”、“包含(contains)”或“包含

(containing)”的使用，包括其语法对等词，除非上下文另有明确说明或理解，一般应理解

为开放和非限制性的，例如，不排除其他未引用的元素或步骤。

[0129] 在本说明书的各处，以组或范围形式公开了病毒、成分、系统、过程和方法或其特

点。其具体意图是，描述包括此类组和范围的成员的各个和每个单独的子组合。作为其他示

例，1到20范围内的整数明确地旨在单独公开1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19和20。

[0130] 当术语“大约”被用于定量值之前，除非另有特别说明，本发明还包括该特定定量

值本身。如本文所用，除非另有说明或推断，术语“大约”指与标称值相差±10％。

[0131] 应当理解，只要本发明保持可操作性，步骤顺序或执行某些动作的顺序是无关紧

要的。此外，两个或更多的步骤或动作可以同时进行。

[0132] 用到的任何和所有示例，或本文中的示例性语言，例如，“例如”或“包括”，除非声

明，仅仅是为了更好地说明本发明，并不限制本发明的范围。说明书中的任何语言都不应被

解释为表示对本发明的实施至关重要的任何未声明的元素。

[0133] 实施例

[0134] 以下示例仅是说明性，并不打算以任何方式限制本发明的范围或内容。

[0135] 实施例1：表达内皮抑素或血管抑素的腺病毒的构建

[0136] 本实施例描述了表达内皮抑素和/或血管抑素的重组腺病毒5型(Ad5)的构建。

[0137] 修饰携带腺病毒5型基因组序列5′部分的质粒使其携带位于Ela起始位点上游-

304到-255的核苷酸区域的缺失，以使E1a表达具癌选择性(如先前在美国专利号9,073,980

中所述)。被修饰的质粒以下称为TAV质粒，由此产生的任何病毒颗粒以下称为TAV腺病毒。

[0138] 进一步修饰TAV质粒，使其携带在E1b-19k区域开始处的SalI位点和SalI位点3’端

200碱基对处的XhoI位点，以有助于治疗性转基因的插入。为了删除E1b-19k区域200碱基

对，用SalI和XhoI切割质粒并自连接。修饰的E1b-19k区域的核苷酸序列如下(下划线表示

来自融合的SalI和XhoI位点的残基)：

[0139]

[0140] 被修饰的质粒以下称为TAV-Δ19k质粒，由此产生的病毒颗粒以下称为TAV-Δ19k
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腺病毒。

[0141] 将编码小鼠胶原蛋白XVIII的氨基酸残基1-26(对应于信号肽)，及随后的编码小

鼠胶原蛋白XVIII的残基1577-1774(对应于C-末端片段)的核苷酸序列克隆到被修饰的

TAV-Δ19k质粒的E1b-19k区。所有小鼠胶原蛋白XVIII的氨基酸残基编号均参考UniProt参

考序列：P39061，在本文中描述为SEQ  ID  NO：25。被修饰的质粒在下文中称为TAV-Endo质

粒，并且由此产生的任何所得病毒颗粒在下文中均称为TAV-Endo腺病毒。TAV-Endo质粒在

E1b-19k区域中的核苷酸序列如下，其中下划线表示包括SalI和XhoI限制性位点的E1b-19k

侧翼序列：

[0142]

[0143] 此外，将编码小鼠纤溶酶原的氨基酸残基1-19(对应于信号肽)，及随后的编码小

鼠纤溶酶原残基96-549(对应于kringle结构域1-5)的核苷酸序列克隆到被修饰的TAV-Δ

19k质粒的E1b-19k区。所有小鼠纤溶酶原的氨基酸残基编号均参考UniProt参考序列：

P20918，在本文中描述为SEQ  ID  NO：27。被修饰的质粒在下文中称为TAV-Ang质粒，并且由

此产生的任何所得病毒颗粒在下文中均称为TAV-Ang腺病毒。TAV-Ang质粒在E1b-19k区域

中的核苷酸序列如下，其中下划线表示包括SalI和XhoI限制性位点的E1b-19k侧翼序列：
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[0144]
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[0145]

[0146] 使用所描述的各种质粒与携带其余5型腺病毒基因组序列(基于菌株d1309)的其

他质粒以生成重组腺病毒。

[0147] 实施例2：表达内皮抑素和/或血管抑素的腺病毒的构建

[0148] 本实施例描述了表达内皮抑素和/或血管抑素的重组腺病毒5型(Ad5)的构建。

[0149] 修饰携带腺病毒5型基因组序列5′部分的质粒使其携带位于Ela起始位点上游-

304到-255的核苷酸区域的缺失，以使E1a表达具癌选择性(如先前在美国专利号9,073,980

中所述)。被修饰的质粒以下称为TAV质粒，由此产生的任何病毒颗粒以下称为TAV腺病毒。

[0150] 进一步修饰TAV质粒，使其携带在E1b-19k区域开始处的SalI位点和SalI位点3’端

200碱基对处的XhoI位点，以有助于治疗性转基因的插入。为了删除E1b-19k区域200碱基

对，用SalI和XhoI切割质粒并自连接。修饰的E1b-19k区域的核苷酸序列如下(下划线表示

来自融合的SalI和XhoI位点的残基)：

[0151]

[0152] 被修饰的质粒以下称为TAV-Δ19k质粒，由此产生的病毒颗粒以下称为TAV-Δ19k

腺病毒。

[0153] 将编码人胶原蛋白XVIII的氨基酸残基1-23(对应于信号肽)，及随后的编码人胶

原蛋白XVIII的残基1318-1516(对应于C-末端片段)的核苷酸序列克隆到被修饰的TAV-Δ

19k质粒的E1b-19k区。所有人胶原蛋白XVIII的氨基酸残基编号均参考UniProt参考序列：

NP_085059.2，在本文中描述为SEQ  ID  NO：6。被修饰的质粒在下文中称为TAV-hEndo质粒，

并且由此产生的任何所得病毒颗粒在下文中均称为TAV-hEndo腺病毒。TAV-Endo质粒在

E1b-19k区域中的核苷酸序列如下，其中下划线表示包括SalI和XhoI限制性位点的E1b-19k

侧翼序列：
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[0154]

[0155] 此外，将编码人纤溶酶原的氨基酸残基1-19(对应于信号肽)，及随后的编码人纤

溶酶原残基97-549(对应于kringle结构域1-5)的核苷酸序列克隆到被修饰的TAV-Δ19k质

粒的E1b-19k区。所有人纤溶酶原的氨基酸残基编号均参考UniProt参考序列：NP_

000292.1，在本文中描述为SEQ  ID  NO：11。被修饰的质粒在下文中称为TAV-hAng质粒，并且

由此产生的任何所得病毒颗粒在下文中均称为TAV-Ang腺病毒。TAV-hAng质粒在E1b-19k区

域中的核苷酸序列如下，其中下划线表示包括SalI和XhoI限制性位点的E1b-19k侧翼序列：
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[0156]
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[0157]

[0158] 此外，将编码人胶原蛋白XVIII的氨基酸残基1-23(对应于信号肽)，及随后的编码

人胶原蛋白XVIII的残基1318-1516(对应于C-末端片段)的核苷酸序列，及随后的脑心肌炎

病毒(EMCV)IRES，及随后的编码人纤溶酶原的氨基酸残基1-19(对应于信号肽)，及随后的

编码人纤溶酶原残基97-549(对应于kringle结构域1-5)的核苷酸序列序列克隆到被修饰

的TAV-Δ19k质粒的E1b-19k区。被修饰的质粒在下文中称为TAV-hEndo-IRES-hAng质粒，并

且由此产生的任何所得病毒颗粒在下文中均称为TAV-hEndo-IRES-hAng腺病毒。TAV-

hEndo-IRES-hAng质粒在E1b-19k区域中的核苷酸序列如下，其中下划线表示包括SalI和

XhoI限制性位点的E1b-19k侧翼序列：

[0159]
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[0160]
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[0161]

[0162] 此外将编码小鼠胶原蛋白XVIII的氨基酸残基1-26(对应于信号肽)，及随后的编

码小鼠胶原蛋白XVIII的残基1577-1774(对应于C-末端片段)的核苷酸序列，及随后的脑心

肌炎病毒(EMCV)IRES，及随后的编码小鼠纤溶酶原的氨基酸残基1-19(对应于信号肽)，及

随后的编码小鼠纤溶酶原残基96-549(对应于kringle结构域1-5)的核苷酸序列克隆到被

修饰的TAV-Δ19k质粒的E1b-19k区。被修饰的质粒在下文中称为TAV-Endo-IRES-Ang质粒，

并且由此产生的任何所得病毒颗粒在下文中均称为TAV-Endo-IRES-Ang腺病毒。TAV-Endo-

IRES-Ang质粒在E1b-19k区域中的核苷酸序列如下，其中下划线表示包括SalI和XhoI限制

性位点的E1b-19k侧翼序列：

[0163]
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[0164]
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[0165]

[0166] 使用所描述的各种质粒与携带其余5型腺病毒基因组序列(基于菌株d1309)的其

他质粒以生成重组腺病毒。

[0167] 实施例3：表达内皮抑素或血管抑素的腺病毒的抗癌活性

[0168] 本实施例描述了如实施例1所述制备的表达内皮抑素或血管抑素的重组腺病毒的

抗癌活性。

[0169] 在第0、4和8天，以1x109PFU/剂量三次瘤内注射缓冲液、TAV-Δ19k、TAV-Endo或

TAV-Ang腺病毒，和/或在第1、5、9和13天四次腹腔注射磷酸盐缓冲液(PBS)或贝伐单抗的小

鼠同源物(Bev)以治疗荷ADS-12瘤的129S4小鼠。图1-3中描绘了初始结果，包括肿瘤体积和

无进展生存期。图4-6中描绘了在追踪小鼠更长的时间之后的进一步结果。

[0170] 这些结果证明表达内皮抑素和血管抑素的腺病毒可有效减少肿瘤体积，并且表达

内皮抑素和血管抑素的腺病毒和贝伐单抗协同作用以减轻肿瘤负担。令人惊讶的是，对于

抗血管生成治疗，某些小鼠显示出肿瘤体积的完全缓解，而不仅仅是肿瘤生长的延迟。这些

结果特别令人惊讶，因为贝伐单抗的作用是抑制细胞生长的而非细胞毒性。此外，从整体外

观、活动水平和窘迫迹象(例如，弓背或皱毛)观察，小鼠未显示组织毒性的证据。

[0171] 实施例4：表达血管抑素的腺病毒的抗癌活性

[0172] 本实施例描述了如实施例1所述制备的表达血管抑素的重组腺病毒的抗癌活性。

[0173] 129S4小鼠一侧腹腔注射1x106ADS-12肿瘤细胞，使原发肿瘤生长至260-500mm3。当

原发性肿瘤达到目标体积(第0天)时，在第0、4和8天以1x109PFU/剂量给小鼠瘤内注射TAV-

Ang腺病毒，然后监测原发肿瘤体积。当原发性肿瘤达到目标体积(第0天)时，第7、14或21
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天，在小鼠的另一侧额外注射1x106ADS-12肿瘤细胞，并监测该侧继发肿瘤的形成和体积。

继发肿瘤未接受直接治疗。图7描绘了结果，并显示尽管没有直接治疗，继发肿瘤大多消退

或根本未发展。

[0174] 这些结果表明，本文所述表达血管抑素的腺病毒在减少对侧肿瘤体积方面是有效

的。

[0175] 实施例5：腺病毒的抗癌活性

[0176] 本实施例描述了如实施例1所述制备的重组腺病毒的抗癌活性。

[0177] 在第0、4和8天，以1x109PFU/剂量三次瘤内注射缓冲液或TAV-Δ19k，和/或在第1、

5、9和13天四次腹腔注射磷酸盐缓冲液(PBS)或贝伐单抗的小鼠同源物(Bev)以治疗荷ADS-

12瘤的129S4小鼠。图8示出了每种治疗的肿瘤体积。图8示出了肿瘤的完全消退(治愈率)。

令人惊讶的是，对于抗血管生成治疗，某些小鼠显示出肿瘤体积的完全缓解，而不仅仅是肿

瘤生长的延迟。这些结果特别令人惊讶，因为贝伐单抗的作用是抑制细胞生长的而非细胞

毒性。

[0178] 这些结果证明单独或联合贝伐单抗使用的溶瘤病毒(包括TAV-Δ19k)可有效减少

肿瘤体积，并且单独或联合贝伐单抗使用的溶瘤病毒(包括TAV-Δ19k)可导致肿瘤的完全

消退。

[0179] 通过引用并入

[0180] 本文提及的每个专利文件和科学文章的全部披露为所有目的均通过引用并入。

[0181] 等效

[0182] 本发明可以以其他特定形式实现，而不背离其精神或根本特征。因此，上述实施例

在所有方面都是说明性的，而非限制于本文所描述的本发明。因此，本发明的范围由所附权

利要求而非由前述描述来说明，并且在权利要求的含义和等效范围内的所有变化都将包含

在内。
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