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1.一种生产溶瘤腺病毒的方法，所述方法包括：

(a)用溶瘤腺病毒感染A549宿主细胞，以产生感染的A549宿主细胞，或将包含编码溶瘤

腺病毒的核苷酸序列的核酸引入到A549宿主细胞中，以产生核酸引入的A549宿主细胞；和

(b)将所述感染的A549宿主细胞或所述核酸引入的A549宿主细胞在无血清培养基中，

在允许所述溶瘤腺病毒复制的条件下悬浮培养，由此生产所述溶瘤腺病毒，其中所述溶瘤

腺病毒包含具有与E1a蛋白编码区可操作连接的修饰的调控序列的E1a基因，并且所述修饰

的调控序列选自：(i)对应于如SEQ  ID  NO：1所示的5型腺病毒(Ad5)基因组的第195‑244位

的核苷酸的缺失，或(ii)对应于如SEQ  ID  NO：1所示的Ad5基因组的第195‑244位的氨基酸

的缺失和第1714‑1916位的核苷酸的缺失。

2.如权利要求1所述的方法，其中所述A549宿主细胞是SF‑BMAdR  281A549细胞。

3.如权利要求1所述的方法，其中将所述感染的A549宿主细胞或所述核酸引入的A549

宿主细胞培养至少3天。

4.如权利要求1所述的方法，其在步骤(b)之后还包括纯化所述溶瘤腺病毒的步骤。

5.如权利要求4所述的方法，其中所述纯化所述溶瘤腺病毒的步骤包括裂解所述感染

的A549宿主细胞或所述核酸引入的A549宿主细胞。

6.如权利要求4所述的方法，其中所述纯化所述溶瘤腺病毒的步骤包括核酸酶处理。

7.如权利要求4所述的方法，其中所述纯化所述溶瘤腺病毒的步骤包括离子交换层析。

8.如权利要求7所述的方法，其中所述纯化所述溶瘤腺病毒的步骤包括：

(i)裂解所述感染的A549宿主细胞或所述核酸引入的A549宿主细胞以产生细胞裂解

物；

(ii)用核酸酶处理所述细胞裂解物以产生处理过的细胞裂解物；和

(iii)通过离子交换层析从所述处理过的细胞裂解物纯化所述溶瘤腺病毒。

9.如权利要求1所述的方法，其中所述E1a启动子包含序列GGTGTTTTGG(SEQ  ID  NO：2)。

10.如权利要求1‑8中任一项所述的方法，其中所述溶瘤腺病毒包含编码转入基因的核

苷酸序列。

11.如权利要求10所述的方法，其中所述核苷酸序列被插入到E1b‑19K插入位点中，其

中所述E1b‑19K插入位点位于E1b‑19K的起始位点与E1b‑19K的终止位点之间。

12.如权利要求11所述的方法，其中所述E1b‑19K插入位点包含对应于如SEQ  ID  NO：1

所示的Ad5基因组的第1714‑1917位核苷酸的缺失。

13.如权利要求11所述的方法，其中所述E1b‑19K插入位点包含对应于如SEQ  ID  NO：1

所示的Ad5基因组的第1714‑1916位核苷酸的缺失。

14.如权利要求11所述的方法，其中所述转入基因被插入到对应于如SEQ  ID  NO：1所示

的Ad5基因组的第1714和1917位的核苷酸之间。

15.如权利要求11所述的方法，其中所述转入基因被插入到对应于如SEQ  ID  NO：1所示

的Ad5基因组的第1714和1916位的核苷酸之间。

16.如权利要求11所述的方法，其中所述转入基因被插入到CTGACCTC(SEQ  ID  NO：4)和

TCACCAGG(SEQ  ID  NO：5)之间。

17.如权利要求11所述的方法，其中所述溶瘤腺病毒以5’至3’方向包含CTGACCTC(SEQ 

ID  NO：4)、所述转入基因和TCACCAGG(SEQ  ID  NO：5)。
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18.如权利要求10所述的方法，其中所述转入基因不被可操作连接到外源启动子序列。

19.如权利要求10所述的方法，其中所述转入基因编码选自CD80、CD137L、IL‑23、IL‑

23A/p19、p40、IL‑27、IL‑27A/p28、IL‑27B/EBI3、ICAM‑1、TGF‑β阱、TGF‑β、CD19、CD20、IL‑1、
IL‑3、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑8、IL‑9、CD154、CD86、BORIS/CTCFL、FGF、IL‑24、MAGE、NY‑ESO‑1、

乙酰胆碱、干扰素‑ γ 、DKK1/Wnt、p53、胸苷激酶、抗PD‑1抗体重链或轻链和抗PD‑L1抗体重

链或轻链的多肽。

20.如权利要求1‑8中任一项所述的方法，其中所述溶瘤腺病毒选择性地在过度增殖性

细胞中复制。

21.如权利要求10所述的方法，其中所述溶瘤腺病毒选择性地在过度增殖性细胞中表

达所述转入基因。
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生产重组病毒的方法

[0001] 与相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2017年4月10日提交的美国临时专利申请系列号62/483,837的利益和

优先权，所述临时申请在此整体通过引用并入本文。

技术领域

[0003] 本发明的领域涉及生产重组病毒例如重组溶瘤腺病毒的方法。

背景技术

[0004] 尽管对引起癌症的基础分子机制已有广泛了解，但大多数晚期癌症仍然不能使用

当前的化疗和放疗方案治愈。溶瘤病毒作为有潜力显著增强当前用于各种不同恶性肿瘤的

标准治疗的平台技术而出现(Kumar，S .等，(2008)CURRENT  OPINION  IN  MOLECULAR 

THERAPEUTICS  10(4)：371‑379；Kim，D.(2001)EXPERT  OPINION  ON  BIOLOGICAL  THERAPY  1

(3)：525‑538；Kim  D.(2000)ONCOGENE  19(56)：6660‑6669)。这些病毒有希望成为溶瘤剂，

它们不仅可以通过感染‑繁殖‑裂解的链式反应直接破坏恶性细胞，还可以间接地诱导抗肿

瘤免疫。这些免疫刺激性质通过每当病毒复制时复制并表达的治疗性转入基因的插入而被

增强。

[0005] 以前开发的溶瘤病毒包括被称为TAV‑255的溶瘤5血清型腺病毒(Ad5)，其在正常

细胞中转录弱化，但在癌细胞中活跃转录(参见PCT公开号WO2010/101921)。据信，所述TAV‑

255载体实现这种肿瘤选择性的机制是通过转录因子Pea3和E2F的三个转录因子(TF)结合

位点的定向缺失，这些转录因子是通过结合到特定DNA序列来调控病毒进入宿主细胞后最

早转录的基因E1a的腺病毒表达的蛋白质。

[0006] 尽管迄今为止已做出种种努力，我们仍然需要更好的病毒用以治疗人类癌症和各

类高增生性疾病，以及改良的生产重组病毒的方法。

发明内容

[0007] 本发明部分是基于A549宿主细胞例如SF‑BMAdR  281  A549宿主细胞可用于生产大

量重组病毒例如溶瘤腺病毒这一发现。惊奇地地发现了某些重组病毒例如重组溶瘤腺病毒

在容许复制的环境中，在无血清和适应悬浮的A549细胞中比在广泛用于病毒载体生产的

HEK293细胞中生长至更高密度。

[0008] 因此，一方面，本发明提供了一种生产重组病毒的方法，所述方法包括：(a)用重组

病毒感染A549宿主细胞以产生感染的A549宿主细胞；和(b)将所述感染的A549宿主细胞在

无血清培养基中，在允许所述重组病毒复制的条件下(例如在容许复制的环境中)悬浮培

养，由此生产所述重组病毒。在某些实施方式中，所述A549宿主细胞是SF‑BMAdR  281  A549

宿主细胞。在某些实施方式中，将所述感染的A549宿主细胞培养至少3天。

[0009] 所述方法还可以包括在步骤(b)后的纯化所述重组病毒的步骤。所述纯化所述重

组病毒的步骤可以包括裂解感染的A549宿主细胞、核酸酶处理和离子交换层析例如阴离子
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交换层析中的一者或多者。在某些实施方式中，所述纯化所述重组病毒的步骤包括：(i)裂

解所述感染的A549宿主细胞以产生细胞裂解物；(ii)用核酸酶处理所述细胞裂解物以产生

处理过的细胞裂解物；和(iii)通过离子交换层析例如阴离子交换层析从处理过的细胞裂

解物中纯化出所述的重组病毒。

[0010] 相比于同类的生产重组病毒的方法，所述方法的的重组病毒得率更高。例如，在某

些实施方式中，所述方法与类似方法(例如其他方面一致的方法)相比会产生多至少5倍、10

倍或20倍的重组病毒，所述类似方法包括在步骤(a)中用重组病毒感染HEK293宿主细胞以

产生感染的HEK293宿主细胞，并且在步骤(b)中将所述感染的HEK293宿主细胞在无血清培

养基中，在允许所述重组病毒复制的条件下(例如在容许复制的环境中)悬浮培养。在某些

实施方式中，所述方法与类似方法(例如其他方面一致的方法)相比产生多至少5倍、10倍或

20倍的重组病毒，所述类似方法包括在步骤(b)中，将所述感染的A549宿主细胞在无血清培

养基中，在允许所述重组病毒复制的条件下(例如在容许复制的环境中)贴壁培养。在某些

实施方式中，所述方法与类似方法(例如其他方面一致的方法)相比产生多至少5倍、10倍或

20倍的重组病毒，所述类似方法包括在步骤(b)中，将所述感染的A549宿主细胞在含血清培

养基中，在允许所述重组病毒复制的条件(例如容许复制的环境)下悬浮培养。

[0011] 在某些实施方式中，所述重组病毒是腺病毒例如5型腺病毒或腺相关病毒。在某些

实施方式中，所述重组病毒是重组溶瘤病毒。在某些实施方式中，所述重组病毒是重组溶瘤

腺病毒。

[0012] 另一方面，本发明提供了一种生产重组溶瘤腺病毒的方法，所述方法包括：(a)用

重组溶瘤腺病毒感染A549宿主细胞，以产生感染的A549宿主细胞；和(b)将所述感染的A549

宿主细胞在无血清培养基中，在允许所述重组溶瘤腺病毒复制的条件下(例如在容许复制

的环境中)悬浮培养，由此生产所述重组溶瘤腺病毒。在某些实施方式中，所述A549宿主细

胞是SF‑BMAdR  281  A549宿主细胞。在某些实施方式中，将所述感染的A549宿主细胞培养至

少3天。

[0013] 所述方法还可以在步骤(b)后包括纯化所述重组溶瘤腺病毒的步骤。所述纯化所

述重组溶瘤腺病毒的步骤可以包括裂解所述感染的A549宿主细胞、核酸酶处理和离子交换

层析例如阴离子交换层析中的一者或多者。在某些实施方式中，所述纯化重组溶瘤腺病毒

的步骤包括：(i)裂解所述感染的A549宿主细胞以产生细胞裂解物；(ii)用核酸酶处理所述

细胞裂解物以产生处理过的细胞裂解物；和(iii)通过离子交换层析例如阴离子交换层析

从所述处理过的细胞裂解物纯化所述重组病毒。

[0014] 所述方法与用于生产重组溶瘤腺病毒的类似方法相比，可以产生更高的重组溶瘤

腺病毒得率。例如，在某些实施方式中，所述方法与类似方法(例如其他方面一致的方法)相

比产生多至少5倍、10倍或20倍的重组溶瘤腺病毒，所述类似方法包括在步骤(a)中用重组

溶瘤腺病毒感染HEK293宿主细胞以产生感染的HEK293宿主细胞，并且在步骤(b)中将所述

感染的HEK293宿主细胞在无血清培养基中，在允许所述重组溶瘤腺病毒复制的条件下(例

如在容许复制的环境中)悬浮培养。在某些实施方式中，所述方法与类似方法(例如其他方

面一致的方法)相比产生多至少5倍、10倍或20倍的重组溶瘤腺病毒，所述类似方法包括在

步骤(b)中将所述感染的A549宿主细胞在无血清培养基中，在允许所述重组溶瘤腺病毒复

制的条件下(例如在容许复制的环境中)贴壁培养。在某些实施方式中，所述方法与类似方
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法(例如其他方面一致的方法)相比产生多至少5倍、10倍或20倍的重组溶瘤腺病毒，所述类

似方法包括在步骤(b)中将所述感染的A549宿主细胞在含血清培养基中，在允许所述重组

溶瘤腺病毒复制的条件下(例如在容许复制的环境中)悬浮培养。

[0015] 另一方面，本发明提供了一种生产重组溶瘤腺病毒的方法，所述方法包括：(a)将

包含编码重组溶瘤腺病毒的核苷酸序列的核酸引入到A549宿主细胞中；和(b)将所述A549

宿主细胞在无血清培养基中，在允许所述重组溶瘤腺病毒生产的条件下(例如在容许复制

的环境中)悬浮培养，由此生产所述重组溶瘤腺病毒。在某些实施方式中，所述A549宿主细

胞是SF‑BMAdR  281  A549宿主细胞。在某些实施方式中，将所述A549宿主细胞培养至少3天。

[0016] 所述方法还可以在步骤(b)后包括纯化所述重组溶瘤腺病毒的步骤。所述纯化所

述重组溶瘤腺病毒的步骤可以包括裂解所述A549宿主细胞、核酸酶处理和离子交换层析例

如阴离子交换层析中的一者或多者。在某些实施方式中，所述纯化所述重组溶瘤腺病毒的

步骤包括：(i)裂解所述A549宿主细胞以产生细胞裂解物；(ii)用核酸酶处理所述细胞裂解

物以产生处理过的细胞裂解物；和(iii)通过离子交换层析例如阴离子交换层析从所述处

理过的细胞裂解物纯化所述重组病毒。

[0017] 所述方法与用于生产重组溶瘤腺病毒的可比方法相比可以产生更高的重组溶瘤

腺病毒得率。例如，在某些实施方式中，所述方法与类似方法(例如其他方面一致的方法)相

比产生多至少5倍、10倍或20倍的重组溶瘤腺病毒，所述类似方法包括在步骤(a)中将包含

编码重组溶瘤病毒的核苷酸序列的核酸引入到HEK293宿主中，并且在步骤(b)中将所述

HEK293宿主细胞在无血清培养基中，在允许所述重组溶瘤腺病毒生产的条件下(例如在容

许复制的环境中)悬浮培养。在某些实施方式中，所述方法与类似方法(例如其他方面一致

的方法)相比产生多至少5倍、10倍或20倍的重组溶瘤腺病毒，所述类似方法包括在步骤(b)

中将所述A549宿主细胞在无血清培养基中，在允许所述重组溶瘤腺病毒复制的条件下(例

如在容许复制的环境中)贴壁培养。在某些实施方式中，所述方法与类似方法(例如其他方

面一致的方法)相比产生多至少5倍、10倍或20倍的重组溶瘤腺病毒，所述类似方法包括在

步骤(b)中将所述A549宿主细胞在含血清培养基中，在允许所述重组溶瘤腺病毒复制的条

件下(例如在容许复制的环境中)悬浮培养。

[0018] 在某些实施方式中，所述重组溶瘤腺病毒包含具有功能性Pea3结合位点缺失的

E1a启动子。例如，所述病毒可以包含对应于E1a的起始位点上游约‑300至约‑250位的核苷

酸的缺失，例如对应于E1a的起始位点上游‑305至‑255或‑304至‑255位的核苷酸的缺失。在

某些实施方式中，所述缺失包含对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第195‑244位的核苷酸

的缺失，和/或所述E1a启动子包含序列GGTGTTTTGG(SEQ  ID  NO：2)。

[0019] 在某些实施方式中，所述重组溶瘤腺病毒包含具有功能性TATA盒缺失(例如整个

TATA盒的缺失)的E1a启动子。例如，在某些实施方式中，所述病毒包含对应于5型腺病毒E1a

启动子的‑27至‑24、‑31至‑24、‑44至+54或‑146至+54位的核苷酸的缺失，所述核苷酸分别

对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第472至475、468至475、455至552和353至552位的核苷

酸。在某些实施方式中，所述病毒包含产生包含序列CTAGGACTG(SEQ  ID  NO：3)、AGTGCCCG

(SEQ  ID  NO：8)或TATTCCCG(SEQ  ID  NO：9)的病毒的多核苷酸缺失，所述序列由原本在所述

缺失的多核苷酸序列侧翼的两个多核苷酸序列的联结产生。

[0020] 在某些实施方式中，所述重组溶瘤腺病毒包含对应于5型腺病毒E1a启动子的‑29
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至‑26、‑33至‑26、‑44至+52或‑148至+52位的核苷酸的缺失。在某些实施方式中，所述病毒

包含对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第353至552位的核苷酸的缺失。在某些实施方式

中，所述病毒包含产生包含序列CTAGGACTG(SEQ  ID  NO：3)的病毒的多核苷酸缺失，所述序

列由原本在所述缺失的多核苷酸序列侧翼的两个多核苷酸序列的联结产生。

[0021] 在某些实施方式中，所述重组溶瘤腺病毒包含具有功能性CAAT盒缺失(例如整个

CAAT盒缺失)的E1a启动子。例如，在某些实施方式中，所述病毒包含对应于5型腺病毒E1a启

动子的‑76至‑68位的核苷酸的缺失，所述核苷酸对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第423

至431位的核苷酸。在某些实施方式中，所述病毒包含产生包含序列TTCCGTGGCG(SEQ  ID 

NO：10)的病毒的多核苷酸缺失，所述序列由原本在所述缺失的多核苷酸序列侧翼的两个多

核苷酸序列的联结产生。

[0022] 在某些实施方式中，所述重组溶瘤腺病毒包含编码转入基因的核苷酸序列，这个

序列可以被插入到E1b‑19K插入位点中，所述E1b‑19K插入位点位于E1b‑19K起始位点与

E1b‑55K起始位点之间。在某些实施方式中，所述E1b‑19K插入位点位于E1b‑19K的起始位点

与E1b‑19K的终止位点之间。在某些实施方式中，所述E1b‑19K插入位点包含所述E1b‑19K起

始位点附近约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。在某些实施方

式中，所述E1b‑19K插入位点包含所述E1b‑19K起始位点附近约200个核苷酸例如202或203

个核苷酸的缺失。在某些实施方式中，所述E1b‑19K插入位点包含对应于Ad5基因组(SEQ  ID 

NO：1)的第1714‑1917或1714‑1916位核苷酸的缺失。在某些实施方式中，所述编码转入基因

的核苷酸序列被插入到对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第1714和1917位的核苷酸之间

或对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第1714和1916位的核苷酸之间。在某些实施方式中，

所述编码转入基因的核苷酸序列被插入到CTGACCTC(SEQ  ID  NO：4)和TCACCAGG(SEQ  ID 

NO：5)之间，例如所述病毒以5’至3’方向包含CTGACCTC(SEQ  ID  NO：4)，所述编码转入基因

的核苷酸序列，和TCACCAGG(SEQ  ID  NO：5)。

[0023] 在某些实施方式中，所述编码转入基因的核苷酸序列不被可操作连接到外源启动

子序列。

[0024] 在某些实施方式中，所述转入基因编码一条选自CD80、CD137L、IL‑23、IL‑23A/

p19、p40、IL‑27、IL‑27A/p28、IL‑27B/EBI3、ICAM‑1、TGF‑β阱、TGF‑β、CD19、CD20、IL‑1、IL‑
3、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑8、IL‑9、CD154、CD86、BORIS/CTCFL、FGF、IL‑24、MAGE、NY‑ESO‑1、乙

酰胆碱、干扰素‑ γ 、DKK1/Wnt、p53、胸苷激酶、抗PD‑1抗体重链或轻链和抗PD‑L1抗体重链

或轻链中的多肽

[0025] 在某些实施方式中，所述重组病毒例如所述重组溶瘤腺病毒可以在过度增殖性细

胞中选择性复制和/或在过度增殖性细胞中选择性表达所述转入基因。所述过度增殖性细

胞可以是癌细胞。

[0026] 另一方面，本发明提供了一种重组病毒例如重组溶瘤腺病毒，其通过本文中描述

的方法来生产。

[0027] 另一方面，本发明提供了一种在需要的对象中治疗癌症的方法，所述方法包括向

所述对象提供有效剂量的的通过本文公开的方法生产的重组病毒例如重组溶瘤腺病毒。

[0028] 本发明的这些以及其他的方面和优点将通过下面的附图、详细描述和权利要求书
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来说明。

附图说明

[0029] 参考下面的附图可以更完全地理解本发明。

[0030] 图1是描绘在用所指示的病毒治疗后小鼠中的平均肿瘤体积的线形图。

[0031] 图2是描绘用所指示的病毒治疗的小鼠的无恶化生存率的线形图。恶化被定义为

肿瘤体积超过200mm3。

[0032] 图3描绘了来自于HEK‑293衍生细胞系和SF‑BMAdR  281(A549衍生)细胞系的病毒

生产。对于未修饰的A549细胞无结果可用，因为它们不能适应于无血清悬浮培养。

[0033] 详细描述

[0034] 本发明部分是基于A549宿主细胞例如SF‑BMAdR  281  A549宿主细胞可用于生产大

量重组病毒例如溶瘤腺病毒这一发现。已令人吃惊地发现，某些重组病毒例如重组溶瘤腺

病毒在容许复制的环境中，在无血清和适应悬浮的A549细胞中比在广泛用于病毒载体生产

的HEK293细胞中生长至更高密度。

[0035] 因此，一方面，本发明提供了一种生产重组病毒的方法，所述方法包括：(a)用重组

病毒感染A549宿主细胞以产生感染的A549宿主细胞；和(b)将所述感染的A549宿主细胞在

无血清培养基中，在允许所述重组病毒复制的条件下(例如在容许复制的环境中)悬浮培

养，由此生产所述重组病毒。在某些实施方式中，所述重组病毒是腺病毒例如5型腺病毒或

腺相关病毒。在某些实施方式中，所述重组病毒是重组溶瘤病毒。在某些实施方式中，所述

重组病毒是重组溶瘤腺病毒。

[0036] 另一方面，本发明提供了一种生产重组溶瘤腺病毒的方法，所述方法包括：(a)用

重组溶瘤腺病毒感染A549宿主细胞，以产生感染的A549宿主细胞；和(b)将所述感染的A549

宿主细胞在无血清培养基中，在允许所述重组溶瘤腺病毒复制的条件下(例如在容许复制

的环境中)悬浮培养，由此生产所述重组溶瘤腺病毒。

[0037] 另一方面，本发明提供了一种生产重组溶瘤腺病毒的方法，所述方法包括：(a)将

包含编码重组溶瘤腺病毒的核苷酸序列的核酸引入到A549宿主细胞中；和(b)将所述A549

宿主细胞在无血清培养基中，在允许所述重组溶瘤腺病毒生产的条件下(例如在容许复制

的环境中)悬浮培养，由此生产所述重组溶瘤腺病毒。所述核酸可以使用本领域中已知的任

何方法引入到所述细胞中，例如基于脂质体的转染、基于化学物质的转染(例如利用磷酸

钙、阳离子聚合物、DEAE‑5葡聚糖或活化的树枝状聚合物)、微注射、电穿孔、纳米粒子或细

胞挤压。所述核酸可以是例如质粒的一部分，或者可以是例如超过一个质粒的一部分。

[0038] 在任何前述方法的某些实施方式中，所述A549宿主细胞是SF‑BMAdR  281  A549宿

主细胞。

[0039] A549宿主细胞例如感染的A549宿主细胞，可以被培养至少1天、至少2天、至少3天、

至少4天、至少5天、至少6天或至少7天。

[0040] 在生产后，病毒粒子将被从所述培养物回收以及选择性地纯化。典型的纯化步骤

可以包括离心例如氯化铯梯度离心、澄清、酶处理例如核酸酶或蛋白酶处理、层析步骤例如

离子交换层析(例如阴离子交换层析)或过滤步骤。因此，在某些实施方式中，任何前述方法

在步骤(b)后还包括纯化重组病毒例如重组溶瘤腺病毒的步骤。所述纯化所述重组病毒例
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如重组溶瘤腺病毒的步骤可以包括裂解A549宿主细胞例如感染的A549宿主细胞、核酸酶处

理和/或离子交换层析例如阴离子交换层析。在某些实施方式中，所述纯化所述重组病毒例

如重组溶瘤腺病毒的步骤包括：(i)裂解A549宿主细胞例如感染的A549宿主细胞以产生细

胞裂解物；(ii)用核酸酶处理所述细胞裂解物以产生处理过的细胞裂解物；和(iii)通过离

子交换层析例如阴离子交换层析从所述处理过的细胞裂解物纯化所述重组病毒。

[0041] 在某些实施方式中，任何前述方法与用于生产重组病毒的可比方法相比可以产生

更高的重组病毒例如重组溶瘤腺病毒得率。例如，在某些实施方式中，所述方法与方法相同

但使用不同宿主细胞类型的类似方法相比，可以产生更高的重组病毒例如重组溶瘤腺病毒

得率。病毒得率可以通过本领域中已知的任何方法来测定，包括例如qPCR、免疫细胞化学或

萤光素酶报告物测定法。

[0042] 例如，在某些实施方式中，一种方法与类似方法(例如其他方面一致的方法)相比

产生多至少2倍、至少3倍、至少4倍、至少5倍、至少10倍、至少15倍、至少20倍、至少25倍或至

少30倍的重组病毒例如重组溶瘤腺病毒，所述类似方法包括在步骤(a)中用重组病毒感染

HEK293宿主细胞以产生感染的HEK293宿主细胞，并且在步骤(b)中将所述感染的HEK293宿

主细胞在无血清培养基中，在允许所述重组病毒复制的条件下(例如在容许复制的环境中)

悬浮培养。在某些实施方式中，一种方法与类似方法(例如其他方面一致的方法)相比产生

多至少2倍、至少3倍、至少4倍、至少5倍、至少10倍、至少15倍、至少20倍、至少25倍或至少30

倍的重组病毒例如重组溶瘤腺病毒，所述类似方法包括在步骤(a)中将包含编码重组溶瘤

腺病毒的核苷酸序列的核酸引入到HEK293宿主细胞中，并且在步骤(b)中将所述HEK293宿

主细胞在无血清培养基中，在允许所述重组病毒复制的条件下(例如在容许复制的环境中)

悬浮培养。

[0043] 在某些实施方式中，所述方法与方法相同但使用贴壁培养代替悬浮培养的类似方

法相比，可以产生更高的重组病毒例如重组溶瘤腺病毒得率。例如，在某些实施方式中，所

述方法与类似方法(例如其他方面一致的方法)相比产生多至少2倍、至少3倍、至少4倍、至

少5倍、至少10倍、至少15倍、至少20倍、至少25倍或至少30倍的重组病毒例如重组溶瘤腺病

毒，所述类似方法包括在步骤(b)中将A549宿主细胞例如感染的A549宿主细胞在无血清培

养基中，在允许所述重组病毒复制的条件下(例如在容许复制的环境中)贴壁培养。在某些

实施方式中，所述方法与方法相同但使用含血清培养基代替无血清培养基的类似方法相

比，可以产生更高的重组病毒例如重组溶瘤腺病毒得率。例如，在某些实施方式中，所述方

法与类似方法(例如其他方面一致的方法)相比产生多至少2倍、至少3倍、至少4倍、至少5

倍、至少10倍、至少15倍、至少20倍、至少25倍或至少30倍的重组病毒例如重组溶瘤腺病毒，

所述类似方法包括在步骤(b)中将A549宿主细胞例如感染的A549宿主细胞在含血清培养基

中，在允许所述重组病毒复制的条件下(例如在容许复制的环境中)悬浮培养。

[0044] 在某些实施方式中，一种方法进一步包括将A549宿主细胞与表观遗传学药剂例如

DNMT、HDAC和/或酪氨酸激酶抑制剂相接触。示例性的表观遗传学药剂包括伏立诺他、罗米

地辛、阿扎胞苷、地西他滨、RRx‑001和CUDC‑101。在某些实施方式中，一种方法还包括将

A549宿主细胞与干扰素相接触。在某些实施方式中，一种方法还包括将A549宿主细胞与抗

氧化剂例如维生素C、维生素E、谷胱甘肽或N‑乙酰半胱氨酸相接触。

[0045] 本发明的各种不同特点和方面将在下文中更详细讨论。
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[0046] I.病毒

[0047] 术语“病毒”在本文中用于指称不具有蛋白质合成或能量产生机制的任何专性细

胞内寄生物。病毒基因组可以是RNA或DNA。重组修饰的病毒在本文中被称为“重组病毒”。重

组病毒可以例如通过重组DNA技术被修饰成复制缺陷型、条件复制型或复制型，和/或通过

重组DNA技术被修饰成包含外源转入基因的表达。利用每种亲本载体性质的有利要素的嵌

合病毒载体(参见例如Feng等，(1997)NATURE  BIOTECHNOLOGY  15：866‑870)，在本发明的实

践中也可能是有用的。尽管使用来自于待治疗物种的病毒通常更偏向于被选中，在某些情

况下使用源自于具有理想的致病特点的不同物种的载体也可能是有利的。

[0048] 在某些实施方式中，所述重组病毒是溶瘤病毒，例如表现出肿瘤选择性复制和/或

病毒介导的裂解的病毒。在某些实施方式中，所述溶瘤病毒允许基因例如转入基因的选择

性表达。例如，在某些实施方式中，所述病毒允许所述基因在赘生性细胞中表达，但在正常

细胞中减弱表达。在某些实施方式中，所述基因在非过度增殖性细胞中的表达为在过度增

殖性细胞中的表达的约90％、约80％、约70％、约60％、约50％、约40％、约30％、约20％、约

10％或约5％。在某些实施方式中，所述病毒在非过度增殖性细胞中不表现出所述基因的可

检测的表达。基因表达可以通过本领域中已知的任何适合方法来确定，例如免疫印迹或

ELISA。所述过度增殖性细胞可以是癌细胞例如上皮癌、肉瘤、白血病、淋巴瘤、前列腺癌、肺

癌、胃肠道癌、结肠直肠癌、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。

[0049] 在某些实施方式中，所述重组病毒是腺病毒或腺相关病毒。在某些实施方式中，所

述重组病毒是腺病毒。腺病毒是中等尺寸(90‑100nm)、无包膜的(裸露的)二十面体病毒，由

核衣壳和双链线性DNA基因组构成。腺病毒在哺乳动物的核中使用宿主的复制机器复制。术

语“腺病毒”是指腺病毒属包括但不限于人、牛、绵羊、马、犬、猪、鼠和猿猴腺病毒亚属中的

任何病毒。具体来说，人类腺病毒包括A‑F亚属及其各个血清型，所述各个血清型和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。优选的是源自于人类腺病毒2和5型的重

组病毒。除非另有陈述，否则所有5型腺病毒的核苷酸编号是相对于NCBI参考序列AC_

000008.1，其在本文中被描绘在SEQ  ID  NO：1中。

[0050] 腺病毒的复制周期具有两个阶段：早期阶段，在此期间4个转录单位E1、E2、E3和E4

被表达，以及晚期阶段，其在病毒DNA合成开始后发生，此时主要从主要晚期启动子(MLP)表

达晚期转录物。所述晚期信使编码病毒的大多数结构蛋白。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，并且对于病毒生长来说是必需的。

[0051] 术语“可操作连接”是指功能性关系中的多核苷酸元件的连接。一个核酸序列，当

它被放置成与另一个核酸序列有功能性关系时，就被称作被“可操作连接”。例如，启动子或

增强子如果影响基因的转录，则它被可操作连接到所述基因。可操作连接的核苷酸序列通

常是毗邻的。然而，由于增强子通常在与启动子相隔几千碱基时起作用并且内含子序列可

能具有不同的长度，因此某些多核苷酸元件可能是可操作连接的但不直接位于侧翼，并且

可能甚至从不同的等位基因或染色体反式起作用。

[0052] 在某些实施方式中，所述重组病毒具有对调控序列或启动子的一个或多个修饰。
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对调控序列或启动子的修饰包括与所述调控序列或启动子的野生型序列相比一个或多个

核苷酸的缺失、替换或添加。

[0053] 在某些实施方式中，所述调控序列或启动子的修饰包括转录因子结合位点序列的

修饰，以例如通过缺失其一部分或通过在所述结合位点中插入单一点突变来降低其对转录

因子的亲和性。在某些实施方式中，所述额外修饰过的调控序列增强其在赘生性细胞中的

表达但减弱在正常细胞中的表达。

[0054] 在某些实施方式中，所述修饰的调控序列被可操作连接到编码蛋白质的序列。在

某些实施方式中，腺病毒E1a和E1b基因(编码区)中的至少一个被可操作连接到被修饰的调

控序列。在某些实施方式中，所述E1a基因被可操作连接到所述修饰的调控序列。

[0055] 所述E1a调控序列含有用于转录因子Pea3的5个结合位点，被称为Pea3  I、Pea3 

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

且Pea3  V是最远离的。所述E1a调控序列还含有用于转录因子E2F的结合位点，因此被称为

E2F  I和E2F  II，其中E2F  I是最接近于E1a起始位点的E2F结合位点，E2F  II是最远离的。从

E1a起始位点起，所述结合位点如下排列：Pea3  I，E2F  I，Pea3  II，E2F  II，Pea3  III，Pea3 

IV和Pea3  V。

[0056] 在某些实施方式中，这七个结合位点中的一个，或一个功能性结合位点被缺失。当

在本文中使用时，“功能性结合位点”是指能够结合到相应的结合配偶体例如转录因子的结

合位点，例如具有相应野生型结合位点序列的至少100％、至少90％、至少80％、至少70％、

至少60％、至少50％或至少40％的结合活性的结合位点。当在本文中使用时，“非功能性结

合位点”是指例如具有相应野生型结合位点序列的低于30％、低于20％、低于10％或0％的

结合活性的结合位点。

[0057] 在某些实施方式中，重组腺病毒例如重组溶瘤腺病毒包含具有功能性Pea3结合位

点缺失例如整个Pea3结合位点缺失的E1a启动子。当在本文中使用时，“功能性Pea3结合位

点”是指能够结合到它的相应转录因子(例如Pea3)的Pea3结合位点，例如具有相应野生型

Pea3结合位点序列的至少100％、至少90％、至少80％、至少70％、至少60％、至少50％或至

少40％的结合活性的Pea3结合位点。当在本文中使用时，“非功能性Pea3结合位点”是指例

如具有相应野生型Pea3结合位点序列的低于30％、低于20％、低于10％或0％的结合活性的

Pea3结合位点。用于确定Pea3结合位点是否结合到Pea3的测定法在本领域中是已知的。示

例性的结合测定法包括电泳迁移率变动测定法、染色质免疫沉淀测定法和DNA酶足迹测定

法。

[0058] 在某些实施方式中，至少一个Pea3结合位点或功能性Pea3结合位点被敲除。所述

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

方式中，所述缺失的Pea3结合位点是Pea3  II、Pea3  III、Pea3  IV和/或Pea3  V。在某些实施

方式中，所述缺失的Pea3结合位点是Pea3  IV和/或Pea3  V。在某些实施方式中，所述缺失的

Pea3结合位点是Pea3  II和/或Pea3  III。在某些实施方式中，所述缺失的Pea3结合位点是

Pea3  II和Pea3  III两者。在某些实施方式中，所述Pea3  I结合位点或功能性Pea3  I结合位

点被保留。

[0059] 在某些实施方式中，至少一个E2F结合位点或功能性E2F结合位点被缺失。在某些

实施方式中，至少一个E2F结合位点或功能性E2F结合位点被保留。在某些实施方式中，所述
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保留的E2F结合位点是E2F  I和/或E2F  II。在某些实施方式中，所述保留的E2F结合位点是

E2F  II。在某些实施方式中，所述重组腺病毒例如重组溶瘤腺病毒可以包含至少一个E2F结

合位点或其功能性部分的缺失，但不包含Pea3结合位点的缺失。在某些实施方式中，全部缺

失基本上由Pea3  II、Pea3  III、Pea3  IV和/或Pea3  V中的一者或多者构成。在某些实施方

式中，所述病毒具有位于E1a起始位点上游‑304至‑255位，例如对应于Ad5基因组(SEQ  ID 

NO：1)的第195‑244位的50个碱基对区域的缺失，其在后文中被称为TAV‑255缺失。在某些实

施方式中，所述TAV‑255缺失产生包含序列GGTGTTTTGG(SEQ  ID  NO：2)的E1a启动子。

[0060] 在某些实施方式中，重组腺病毒例如重组溶瘤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。当在本文中使用时，“功能性TATA盒”是指能够结合

到TATA盒结合蛋白(TBP)的TATA盒，例如具有相应野生型TATA盒序列的至少100％、至少

90％、至少80％、至少70％、至少60％、至少50％或至少40％的TBP结合活性的TATA盒。当在

本文中使用时，“非功能性TATA盒”是指例如具有相应野生型TATA盒序列的低于30％、低于

20％、低于10％或0％的TBP结合活性的TATA盒。用于确定TBP是否结合到TATA盒的测定法在

本领域中是已知的。示例性的结合测定法包括电泳迁移率变动测定法、染色质免疫沉淀测

定法和DNA酶足迹测定法。

[0061] 例如，在某些实施方式中，重组腺病毒例如重组溶瘤腺病毒包含对应于5型腺病毒

E1a启动子的‑27至‑24、‑31至‑24、‑44至+54或‑146至+54位的核苷酸的缺失，所述核苷酸分

别对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第472至475、468至475、455至552和353至552位核苷

酸。在某些实施方式中，所述病毒包含对应于5型腺病毒E1a启动子的‑29至‑26、‑33至‑26、‑

44至+52或‑148至+52位的核苷酸的缺失。在某些实施方式中，所述病毒包含对应于Ad5基因

组(SEQ  ID  NO：1)的第353至552位的核苷酸的缺失。在某些实施方式中，所述病毒包含产生

包含序列CTAGGACTG(SEQ  ID  NO：3)、AGTGCCCG(SEQ  ID  NO：8)或TATTCCCG(SEQ  ID  NO：9)的

病毒的多核苷酸缺失，所述序列由原本在所述缺失的多核苷酸序列侧翼的两个多核苷酸序

列的联结产生。在某些实施方式中，所述病毒包含产生包含序列CTAGGACTG(SEQ  ID  NO：3)

的病毒的多核苷酸缺失。

[0062] 在某些实施方式中，重组腺病毒例如重组溶瘤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。当在本文中使用时，“功能性CAAT盒”是指能够结合

到C/EBP或NF‑Y蛋白的CAAT盒，例如具有相应野生型CAAT盒序列的至少100％、至少90％、至

少80％、至少70％、至少60％、至少50％或至少40％的C/EBP或NF‑Y结合活性的CAAT盒。当在

本文中使用时，“非功能性CAAT盒”是指例如具有相应野生型CAAT盒序列的低于30％、低于

20％、低于10％或0％的C/EBP或NF‑Y结合活性的CAAT盒。用于确定C/EBP或NF‑Y蛋白是否结

合到CAAT盒的测定法在本领域中是已知的。示例性的结合测定法包括电泳迁移率变动测定

法、染色质免疫沉淀测定法和DNA酶足迹测定法。

[0063] 例如，在某些实施方式中，重组腺病毒例如重组溶瘤腺病毒包含对应于5型腺病毒

E1a启动子的‑76至‑68位的核苷酸的缺失，所述核苷酸对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的

第423至431位的核苷酸。在某些实施方式中，所述病毒包含产生包含序列TTCCGTGGCG(SEQ 

ID  NO：10)的病毒的多核苷酸缺失，所述序列由原本在所述缺失的多核苷酸序列侧翼的两

个多核苷酸序列的联结产生。

[0064] 腺病毒E1b‑19k基因主要起到抗凋亡基因的作用，并且是细胞抗凋亡基因BCL‑2的
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同源物。由于宿主细胞在子代病毒粒子成熟之前死亡将限制病毒复制，因此E1b‑19k将作为

所述E1盒的一部分得以表达以防止过早细胞死亡，从而允许感染继续并产生成熟病毒粒

子。因此，在某些实施方式中，提供了包括E1b‑19K插入位点的重组腺病毒例如重组溶瘤腺

病毒，所述重组腺病毒具有能编码插入到E1b‑19K插入位点中的转入基因的核苷酸序列。在

某些实施方式中，所述插入位点位于E1b‑19K的起始位点(即编码E1b‑19k的起始密码子的

核苷酸序列，例如对应于SEQ  ID  NO：1的第1714‑1716位核苷酸)和E1b‑55K的起始位点(即

编码E1b‑55k的起始密码子的核苷酸序列，例如对应于SEQ  ID  NO：1的第2019‑2021位核苷

酸)之间。在某些实施方式中，所述E1b‑19K插入位点位于E1b‑19K的起始位点(即编码E1b‑

19k的起始密码子的核苷酸序列，例如对应于SEQ  ID  NO：1的第1714‑1716位核苷酸)和E1b‑

19K的终止位点(即编码E1b‑19k的终止密码子的核苷酸序列，例如对应于SEQ  ID  NO：1的

2242‑2244位核苷酸)之间。

[0065] 在整个本说明书和权利要求书中，两个位点之间的插入，例如(i)第一基因(例如

E1b‑19k)的起始位点与第二基因(例如E1b‑55K)的起始位点之间，(ii)第一基因的起始位

点与第二基因的终止位点之间，(iii)第一基因的终止位点与第二基因的起始位点之间，或

(iv)第一基因的终止位点与第二基因的终止位点之间的插入，被理解为意味着在所述插入

周围构成给定起始位点或终止位点的核苷酸的全部或一部分可能存在或不存在于所述最

终病毒中。同样地，两个核苷酸之间的插入被理解为意味着在所述插入周围的核苷酸可能

存在或不存在于所述最终病毒中。

[0066] 在某些实施方式中，所述E1b‑19K插入位点包含所述E1b‑19K的起始位点附近约

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。在某些实施方式中，所述

E1b‑19K插入位点包含所述E1b‑19K的起始位点附近约200个核苷酸例如202或203个核苷酸

的缺失。在某些实施方式中，所述E1b‑19K插入位点包含对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的

第1714‑1917或1714‑1916位核苷酸的缺失。在某些实施方式中，所述编码转入基因的核苷

酸序列被插入到对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第1714和1917位的核苷酸之间或对应

于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第1714和1916位的核苷酸之间。在某些实施方式中，编码转

入基因的核苷酸序列被插入到CTGACCTC(SEQ  ID  NO：4)和TCACCAGG(SEQ  ID  NO：5)之间，例

如所述重组腺病毒以5’至3’方向包含CTGACCTC(SEQ  ID  NO：4)、编码转入基因的核苷酸序

列和TCACCAGG(SEQ  ID  NO：5)。CTGACCTC(SEQ  ID  NO：4)和TCACCAGG(SEQ  ID  NO：5)为Ad5基

因组(SEQ  ID  NO：1)内的E1b‑19K插入位点定义了独特的边界序列。在整个本说明书和权利

要求书中，位点附近的缺失例如基因的起始位点附近的缺失或基因的终止位点附近的缺

失，被理解为意味着所述缺失可能包括构成给定起始位点或终止位点的核苷酸的全部、一

部分或不包括所述核苷酸的缺失。

[0067] 在某些实施方式中，提供了包括E3插入位点的重组腺病毒例如重组溶瘤腺病毒，

例如所述重组腺病毒具有插入到E3插入位点中的编码转入基因的核苷酸序列。在某些实施

方式中，所述插入位点位于pVIII的终止位点(即编码pVIII的终止密码子的核苷酸序列，例

如对应于SEQ  ID  NO：1的第27855‑27857位核苷酸)和Fiber的起始位点(即编码Fiber的起

始密码子的核苷酸序列，例如对应于SEQ  ID  NO：1的第31042‑31044位核苷酸)之间。在某些

实施方式中，所述E3插入位点包含约500至约3185、约500至约3000、约500至约2500、约500
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至约2000、约500至约1500、约500至约1000、约1000至约3185、约1000至约3000、约1000至约

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

2000、约2000至约3185、约2000至约3000、约2000至约2500、约2500至约3185、约2500至约

3000或约3000至约3185个核苷酸的缺失。在某些实施方式中，所述E3插入位点位于E3‑

10.5K的终止位点(即编码E3‑10.5K的终止密码子的核苷酸序列，例如对应于SEQ  ID  NO：1

的第29770‑29772位核苷酸)和E3‑14.7K的终止位点(即编码E3‑14.7K的终止密码子的核苷

酸序列，例如对应于SEQ  ID  NO：1的第30837‑30839位核苷酸)之间。在某些实施方式中，所

述E3插入位点包含所述E3‑10.5K的终止位点附近约500至约1551、约500至约1500、约500至

约1000、约1000至约1551、约1000至约1500或约1500至约1551个核苷酸的缺失。在某些实施

方式中，所述E3插入位点包含所述E3‑10.5K的终止位点附近约1050个核苷酸的缺失，例如

所述E3插入位点包含所述E3‑10.5K的终止位点附近1063或1064个核苷酸的缺失。在某些实

施方式中，所述E3插入位点包含对应于Ad5  d1309  E3缺失的缺失。在某些实施方式中，所述

E3插入位点包含对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第29773‑30836位核苷酸的缺失，或者

编码转入基因的核苷酸序列被插入到对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第29773和30836

位的核苷酸之间。在某些实施方式中，编码转入基因的核苷酸序列被插入到CAGTATGA(SEQ 

ID  NO：11)和TAATAAAAAA(SEQ  ID  NO：12)之间，例如所述重组腺病毒以5’至3’方向包含

CAGTATGA(SEQ  ID  NO：11)、编码转入基因的核苷酸序列和TAATAAAAAA(SEQ  ID  NO：12)。

CAGTATGA(SEQ  ID  NO：11)和TAATAAAAAA(SEQ  ID  NO：12)为Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)内的

E3插入位点定义了独特的边界序列。

[0068] 在某些实施方式中，所述E3插入位点位于E3‑gp19K的终止位点(即编码E3‑gp19K

的终止密码子的核苷酸序列，例如对应于SEQ  ID  NO：1的29215‑29217位核苷酸)和E3‑

14.7K的终止位点(即编码E3‑14.7K的终止密码子的核苷酸序列，例如对应于SEQ  ID  NO：1

的30837‑30839位核苷酸)之间。在某些实施方式中，所述E3插入位点包含所述E3‑gp19K的

终止位点附近约500至约1824、约500至约1500、约500至约1000、约1000至约1824、约1000至

约1500或约1500至约1824个核苷酸的缺失。在某些实施方式中，所述E3插入位点包含所述

E3‑gp19K的终止位点附近约1600个核苷酸的缺失，例如所述E3插入位点包含所述E3‑gp19K

的终止位点附近1622个核苷酸的缺失。在某些实施方式中，所述E3插入位点包含对应于Ad5

基因组(SEQ  ID  NO：1)的第29218‑30839位核苷酸的缺失。在某些实施方式中，编码转入基

因的核苷酸序列被插入到对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第29218和30839位核苷酸之

间。在某些实施方式中，编码转入基因的核苷酸序列被插入到TGCCTTAA(SEQ  ID  NO：13)和

TAAAAAAAAAT(SEQ  ID  NO：14)之间，例如所述重组腺病毒以5’至3’方向包含TGCCTTAA(SEQ 

ID  NO：13)、编码转入基因的核苷酸序列和TAAAAAAAAAT(SEQ  ID  NO：14)。TGCCTTAA(SEQ  ID 

NO：13)和TAAAAAAAAAT(SEQ  ID  NO：14)为Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)内的E3插入位点定义了

独特的边界序列。

[0069] 在某些实施方式中，重组腺病毒例如重组溶瘤腺病毒包含E4缺失。在某些实施方

式中，所述E4缺失位于E4‑ORF6/7的起始位点(即编码E4‑ORF6/7的起始密码子的核苷酸序

列，例如对应于SEQ  ID  NO：1的34075‑34077位核苷酸)和右侧末端反向重复序列(ITR；例如

对应于SEQ  ID  NO：1的第35836‑35938位核苷酸)之间。在某些实施方式中，所述E4缺失位于

E4‑ORF6/7的起始位点和E4‑ORF1的起始位点(即编码E4‑ORF1的起始密码子的核苷酸序列，
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例如对应于SEQ  ID  NO：1的35524‑35526位核苷酸)之间。在某些实施方式中，所述E4缺失包

含E4‑ORF6/7的起始位点和E4‑ORF1的起始位点之间的核苷酸序列的缺失。在某些实施方式

中，所述E4缺失包含约500至约2500、约500至约2000、约500至约1500、约500至约1000、约

1000至约2500、约1000至约2000、约1000至约1500、约1500至约2500、约1500至约2000或约

2000至约2500个核苷酸的缺失。在某些实施方式中，所述E4缺失包含所述E4‑ORF6/7的起始

位点附近约250至约1500、约250至约1250、约250至约1000、约250至约750、约250至约500、

500至约1500、约500至约1250、约500至约1000、约500至约750、750至约1500、约750至约

1250、约750至约1000、约1000至约1500或约1000至约1250个核苷酸的缺失。在某些实施方

式中，所述E4缺失包含所述E4‑ORF6/7的起始位点附近约1450个核苷酸的缺失，例如所述E4

缺失包含所述E4‑ORF6/7的起始位点附近约1449个核苷酸的缺失。在某些实施方式中，所述

E4缺失包含对应于Ad5基因组(SEQ  ID  NO：1)的第34078‑35526位核苷酸的缺失。

[0070] 编码病毒基因的核酸可通过常规的转染或转化技术被并入到质粒中以及被引入

到宿主细胞中。具体的生产和纯化条件将随着所使用的病毒和生产系统而变。对于腺病毒

来说，用于产生病毒粒子的传统方法是共转染以及随后的穿梭质粒(通常含有一小部分腺

病毒基因组并任选地含有潜在的转入基因表达盒)和腺病毒辅助质粒(含有完整腺病毒基

因组的大部分)体内重组。其它用于产生腺病毒的可代替技术包括利用细菌人工合成染色

体(BAC)系统、在recA÷细菌菌株中利用含有互补的腺病毒序列的两个质粒的体内细菌重

组，以及酵母人工合成染色体(YAC)系统。

[0071] II.治疗性转入基因

[0072] 使用本文中公开的方法生产的重组病毒例如重组溶瘤腺病毒可以包含编码治疗

性转入基因的外源核苷酸序列。术语“转入基因”是指外源基因或多核苷酸序列。术语“治疗

性转入基因”是指当在病毒中或被病毒复制和/或表达时在靶细胞、体液、组织、器官、生理

系统或对象中提供治疗效果的转入基因。

[0073] 所述治疗性转入基因可以编码治疗性核酸例如反义RNA或核酶RNA。所述治疗性转

入基因可以编码治疗性肽或多肽，例如凋亡剂、抗体、CTL响应性肽、细胞因子、细胞裂解剂、

细胞毒性剂、酶、在肿瘤细胞的表面上表达以引发免疫应答的异源抗原、免疫刺激剂或免疫

调节剂、干扰素、裂解肽、癌蛋白、催化引起细胞死亡的过程的多肽、补足体细胞中的遗传缺

陷的多肽、肿瘤抑制蛋白、疫苗抗原或其任何组合。

[0074] 在某些实施方式中，所述治疗性转入基因编码选自CD80、CD137L、IL‑23、IL‑23A/

p19、p40、IL‑27、IL‑27A/p28、IL‑27B/EBI3、ICAM‑1、TGF‑β阱、TGF‑β、CD19、CD20、IL‑1、IL‑
3、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑8、IL‑9、CD154、CD86、BORIS/CTCFL、FGF、IL‑24、MAGE、NY‑ESO‑1、乙

酰胆碱、干扰素‑ γ 、DKK1/Wnt、p53、胸苷激酶、抗PD‑1抗体重链或轻链和抗PD‑L1抗体重链

或轻链的治疗性多肽。

[0075] III.药物组合物

[0076] 对于治疗使用来说，使用本文公开的方法生产的重组病毒例如重组溶瘤腺病毒最

好与可药用载体组合。当在本文中使用时，“可药用载体”意味着适合与人类和动物的组织

相接触使用而没有过量毒性、刺激性、过敏反应或其他问题或并发症，与合理的利益/风险

比相称的缓冲剂、载体和赋形剂。所述载体在与配方的其他成分相容并且对接受者无害的

意义上是“可接受的”。可药用载体包括与药物给药相容的缓冲剂、溶剂、分散介质、包衣、等
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渗和吸收延迟剂等。这些介质和药剂用于制药活性物质的用途，在本领域中是已知的。

[0077] 含有重组病毒的药物组合物可以以剂量单元形式存在，并且可以通过任何合适的

方法制备。药物组合物应该被配制成与它计划的给药途径相容。给药途径的实例是静脉内

(IV)、动脉内、真皮内、吸入、透皮、局部、透粘膜和直肠给药。优选的给药途径是IV输注。有

用的配方可以通过制药领域中已知的方法来制备。例如参见《Remington制药学》

(Remington′s  Pharmaceutical  Sciences)，第18版(Mack  Publishing  Company，1990)。适

合于肠胃外给药的配方成分包括无菌稀释剂例如注射用水、盐水溶液、不挥发油、聚乙二

醇、甘油、丙二醇或其他合成溶剂，抗细菌剂例如苯甲醇或对羟基苯甲酸甲酯，抗氧化剂例

如抗坏血酸或亚硫酸氢钠，螯合剂例如EDTA，缓冲剂例如乙酸盐、柠檬酸盐或磷酸盐，以及

用于调节渗透压的药剂例如氯化钠或右旋糖。

[0078] 对于静脉内给药来说，适合的载体包括生理盐水、抑菌水、Cremophor  ELTM(BASF，

Parsippany，NJ)或磷酸盐缓冲盐水(PBS)。所述载体应该在制造和储存的条件下稳定，并且

应该被防腐以对抗微生物。所述载体可以是溶剂或分散介质，其含有例如水、乙醇、多元醇

(例如甘油、丙二醇和液体聚乙二醇)及其适合的混合物。

[0079] 药物配方优选是无菌的。灭菌可以通过任何合适的方法来实现，例如通过无菌过

滤膜过滤。在所述组合物被冷冻干燥的情况下，过滤除菌可以在冷冻干燥和重构之前或之

后进行。

[0080] 当在本文中使用时，术语“有效量”是指足以实现有益或所需结果的活性组分的数

量(例如重组病毒的量)。有效量可以在一次或多次给药、施用或剂量中给药，并且不打算限

于特定配方或给药途径。

[0081] 在某些实施方式中，活性成分的治疗有效量在0.1mg/kg至100mg/kg的范围内，例

如1mg/kg至100mg/kg、1mg/kg至10mg/kg。在某些实施方式中，所述重组病毒的治疗有效量

在102至1015噬斑形成单位(pfus)的范围内，例如102至1010、102至105、105至1015、105至1010或

1010至1015噬斑形成单位。给药的量取决于多种变量，例如待治疗的疾病类型和程度，待治

疗的指征、患者的总体健康、所述病毒的体内效能、药物配方和给药途径。初始剂量可以提

高到超过上限水平，以便快速获得所需的血液水平或组织水平。或者，初始剂量可以低于最

适值，并且可以在治疗过程中逐步提高每日剂量。人类剂量可以例如在被设计从0.5mg/kg

运行到20mg/kg的常规I期剂量递增研究中进行优化。给药频率可以随着多种因素而变，例

如给药途径、剂量、病毒的血清半衰期和待治疗的疾病。示例性的给药频率是每日一次、每

周一次和每两周一次。优选的给药途径是肠胃外，例如静脉内输注。

[0082] IV.治疗性用途

[0083] 使用本文中公开的方法生产的重组病毒例如重组溶瘤腺病毒可用于治疗各种不

同的医学指征，例如癌症。当在本文中使用时，“治疗”意味着在对象中，例如在人类中治疗

疾病。这包括：(a)抑制所述疾病，即制止它的发展；和(b)减轻所述疾病，即引起所述疾病状

态的减退。当在本文中使用时，术语“对象”和“患者”是指将要通过本文描述的方法和组合

物治疗的生物体。这些生物体优选地包括但不限于哺乳动物(例如鼠类、猿猴、马科动物、牛

科动物、猪科动物、犬科动物、猫科动物等)，更优选地包括人类。

[0084] 癌症的实例包括实体肿瘤、软组织肿瘤、造血系肿瘤和转移病变。造血系肿瘤的实

例包括白血病、急性白血病、急性成淋巴细胞白血病(ALL)、B‑细胞、T‑细胞或FAB  ALL、急性
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髓性白血病(AML)、慢性髓细胞性白血病(CML)、慢性淋巴细胞性白血病(CLL)例如转化的

CLL、弥漫性大B‑细胞淋巴瘤(DLBCL)、滤泡性淋巴瘤、毛细胞白血病、骨髓增生异常综合征

(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、多发性骨髓瘤或莱

特尔综合征(莱特尔转化)。实体肿瘤的实例包括各种不同器官系统的恶性肿瘤例如肉瘤、

腺癌和上皮癌，例如影响头颈部(包括咽)、甲状腺、肺(小细胞或非小细胞肺癌(NSCLC))、乳

腺、淋巴、胃肠(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、尿道上皮、膀胱、卵巢、子宫、宫颈、子宫内膜、前列腺、睾丸)、CNS(例如神经或神

经胶质细胞例如成神经细胞瘤或神经胶质瘤)或皮肤(例如黑素瘤)的恶性肿瘤。

[0085] 在某些实施方式中，所述癌症选自黑素瘤、皮肤的鳞状细胞癌、基底细胞癌、头颈

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、结肠直肠癌、睾丸癌、膀胱癌、卵巢癌、肝细胞癌、胆管癌、脑癌、子宫内膜癌、神经内分

泌癌和胰腺癌。

[0086] 在某些实施方式中，所述癌症选自鼻咽癌、基底细胞癌、滑膜癌、肝细胞癌、肾癌、

结缔组织的癌症、黑素瘤、肺癌、肠癌、结肠癌、直肠癌、结肠直肠癌、脑癌、喉癌、口腔癌、肝

癌、骨癌、胰腺癌、绒膜癌、胃泌素瘤、神经内分泌癌、嗜铬细胞瘤、泌乳素瘤、T‑细胞白血病/

淋巴瘤、神经瘤、von  Hippel‑Lindau病、Zollinger‑Ellison综合征、肾上腺癌、肛门癌、胆

管癌、膀胱癌、输尿管癌、脑癌、少突神经胶质瘤、成神经细胞瘤、脑膜瘤、脊髓肿瘤、骨癌、骨

软骨瘤、软骨肉瘤、尤文氏肉瘤、原发位点未知的癌症、类癌、胃肠道的类癌、纤维肉瘤、乳腺

癌、佩吉特病、宫颈癌、结肠直肠癌、直肠癌、食管癌、胆囊癌、头癌、眼癌、颈癌、肾癌、维尔姆

斯瘤、肝癌、卡波斯肉瘤、前列腺癌、肺癌、睾丸癌、霍奇金病、非霍奇金淋巴瘤、口腔癌、皮肤

癌、间皮瘤、多发性骨髓瘤、卵巢癌、内分泌胰腺癌、胰高血糖素瘤、胰腺癌、甲状旁腺癌、阴

茎癌、垂体癌、软组织肉瘤、成视网膜细胞瘤、小肠癌、胃癌、胸腺癌、甲状腺癌、滋养层癌、葡

萄胎、子宫癌、子宫内膜癌、阴道癌、外阴癌、听神经瘤、蕈样肉芽肿、胰岛素瘤、类癌综合征、

生长抑素瘤、牙龈癌、心脏癌、唇癌、脑膜癌、口癌、神经癌、腭癌、腮腺癌、腹膜癌、咽癌、胸膜

癌、唾液腺癌、舌癌和扁桃腺癌。

[0087] 在某些实施方式中，重组病毒例如重组溶瘤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相组合给药到所述对象。在某些实施方式中，重

组病毒与酪氨酸激酶抑制剂例如埃罗替尼相组合给药。在某些实施方式中，本发明的重组

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抗体相组合给药。示例性的

抗PD‑1抗体包括例如纳武单抗( Bristol‑Myers  Squibb  Co.)、pembrolizumab(

Merck  Sharp&Dohme  Corp .)、PDR001(Novartis  Pharmaceuticals)和

pidilizumab(CT‑011，Cure  Tech)。示例性的抗PD‑L1抗体包括例如阿特珠单抗(

Genentech)、duvalumab(AstraZeneca)、MEDI4736、avelumab( EMD 

Serono)和BMS  936559(Bristol  Myers  Squibb  Co.)。

[0088] 当在本文中使用时，术语“相组合”给药被理解为意味着在对象被所述障碍困扰的

过程中将两种(或更多种)不同治疗递送到所述对象，使得在某个时间点所述治疗对所述对

象的效果重叠。在某些实施方式中，一种治疗的递送在第二种治疗的递送开始时仍在进行，

使得在给药方面存在交叠。这在本文中有时被称为“同时”或“并行递送”。在其他实施方式

中，一种治疗的递送在另一种治疗的递送开始之前结束。在任一种情况的某些实施方式中，
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治疗由于组合给药而更加有效。例如，所述第二种治疗更加有效，例如使用更少的第二种治

疗观察到等同的效果，或者与第二种治疗在不存在第一种治疗的情况下给药的情形中看到

的相比，所述第二种治疗以更大的程度减轻症状，或者在使用所述第一种治疗时观察到类

似的情况。在某些实施方式中，递送使得症状或与所述障碍相关的其他参数的降低超过在

递送一种治疗而不存在另一种治疗的情况下所观察到的。所述两种治疗的效果可以是部分

累加、完全累加或高于累加的。所述递送可以使得当第二种治疗被递送时所递送的第一种

治疗的效果仍然可检测。

[0089] 在整个本说明书中，在病毒、组合物和系统被描述为具有、包括或包含特定组分的

情况下，或者在过程和方法被描述为具有、包括或包含特定步骤的情况下，设想了此外还存

在基本上由所叙述的组分构成或由所叙述的组分构成的本发明的组合物、装置和系统，并

且存在基本上由所叙述的过程步骤构成或由所叙述的过程步骤构成的符合本发明的过程

和方法。

[0090] 在本申请中，在要素或组分被称为是包含在所叙述的要素或组分的名单中和/或

选自所述名单的情况下，应该理解所述要素或组分可以是所叙述的要素或组分中的任一

者，或者所述要素或组分可以选自所叙述的要素或组分中的两者或更多者。

[0091] 此外，应该理解，本文中描述的病毒、组合物、系统、方法或过程的要素和/或特点

可以以各种不同的方式组合而不背离本发明的精神和范围，不论在本文中是明确说明还是

暗示的。例如，在指称特定病毒的情况下，该病毒可用于本发明的组合物的各种不同实施方

式和/或本发明的方法中，除非从上下文另有理解。换句话说，在本申请中，实施方式以能够

书写并绘制出清楚且简明的申请的方式进行描述和描绘，但计划并且应该认识到实施方式

可以进行各种不同的组合或拆分，而不背离本文的教授和发明。例如，应该认识到本文描述

和描绘的所有特点可以适用于本文描述和描绘的本发明的所有方面。

[0092] 应该理解，表述“中的至少一者”各个地包括在所述表述后叙述的每个物体和所叙

述的物体中的两者或更多者的各种不同组合，除非从上下文和使用中另有理解。与三个或

更多个叙述物体相结合的表述“和/或”应该被理解为具有相同的意义，除非从上下文另有

理解。

[0093] 术语“包括”、“具有”或“含有”、包括其语法等同语的使用，通常应该被理解为开放

式和非限制性的，例如不排除另外的未叙述的要素或步骤，除非从上下文另有具体陈述或

理解。

[0094] 在本说明书中的各个不同位置处，病毒、组合物、系统、过程和方法或其特点被成

组或在范围内公开。它具体来说意指所述描述包括这些组和范围的成员的每一个单个的子

组合。作为其他实例，在1至20的范围内的整数具体来说打算单个地公开1、2、3、4、5、6、7、8、

9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19和20。

[0095] 当在数量值之前使用术语“约”时，本发明还包括所述特定数量值本身，除非另有

具体陈述。当在本文中使用时，术语“约”是指距标称值±10％的变动，除非另有指示或推

断。

[0096] 应该理解，步骤的顺序或执行某些行动的顺序是不重要的，只要本发明仍然可行

即可。此外，两个或更多个步骤或行动可以同时进行。

[0097] 本文中的任何和所有实例或示例性语言如“例如”或“包括”的使用，仅仅旨在更好
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地说明本发明，并且除非声明，否则不对本发明的范围构成限制。本说明书中的所有语言都

不应该被解释为指示任何未提出权利要求的要素对于本发明的实践来说是必不可少的。

实施例

[0098] 下面的实施例仅仅是说明性的，并且不打算以任何方式限制本发明的范围或内

容。

[0099] 实施例1：溶瘤腺病毒的生产

[0100] 本实施例描述了在A549细胞中生产重组溶瘤腺病毒。

[0101] 构建了一种带有位于E1a起始位点上游‑304至‑255位的核苷酸区域的缺失的腺病

毒5型病毒，所述缺失使得E1a表达成为癌症选择性的(如以前在美国专利号9,073,980中所

描述)。所述得到的病毒在后文中被称为TAV。

[0102] 将TAV进一步修饰使其在E1b‑19k区中带有大约200个碱基对的缺失。得到的病毒

在后文中被称为TAV‑ Δ 19k。所述修饰的E1b‑19k区的核苷酸序列如下，其中来自于融合的

SalI和XhoI位点的残留碱基被下划线：

[0103]

[0104] 对TAV‑ Δ 19k进行修饰以在所述修饰的E1b‑19k区中包含编码小鼠TGF‑β阱(小鼠

TGFβII型受体和小鼠IgG1的融合蛋白)的核苷酸序列。所述得到的病毒在后文中被称为

TAV‑mTGFβ‑阱。编码所述TGF‑β阱的核苷酸序列如下：
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[0105]

[0106]

[0107] 将SF‑BMAdR  281  A549细胞(购自National  Research  Council  of  Canada)在无

血清培养基(Hyclone  SFM4Transfx‑293)中，在摇瓶中以悬浮培养方式培养。在100mL的总

体积中生长至2x106个细胞/mL的密度后，将细胞离心并重悬浮在100mL新鲜SFM4Transfx‑

293培养基中。将50mL重悬浮的培养物用TAV‑ Δ 19k腺病毒感染，并将50mL重悬浮的培养物

用TAV‑mTGFβ‑阱腺病毒感染。将所述细胞以悬浮培养方式在摇瓶中维持3天以允许病毒复

制，然后将培养物用冻融循环裂解，以产生细胞裂解物。
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[0108] 然后通过离心、核酸酶处理、阴离子交换层析和在适合于体内给药的缓冲液(10mM 

Tris，1mM  MgCl2，3％蔗糖，pH  8)中的透析，从所述细胞裂解物纯化病毒。

[0109] 然后试验所述病毒的体内效能。在成年129S4小鼠皮下注射1x106个肺癌细胞系

ADS‑12细胞，并允许形成皮下肿瘤。在肿瘤生长到大得足以治疗之后，在各10只小鼠的肿瘤

内注射入TAV‑ Δ 19k腺病毒或TAV‑mTGFβ‑阱腺病毒进行治疗。每4天给三剂1x109IU的每种

病毒。用每种病毒治疗的小鼠中的平均肿瘤体积描绘在图1中，用每种病毒治疗的小鼠的无

恶化生存率描绘在图2中。

[0110] 实施例2：溶瘤腺病毒的生产

[0111] 本实施例描述了在A549衍生细胞中相对于HEK‑293衍生细胞中重组溶瘤腺病毒的

生产。

[0112] 构建了一种带有位于E1a起始位点上游‑304至‑255位的核苷酸区域的缺失的腺病

毒5型病毒，所述缺失使得E1a表达成为癌症选择性的(如以前在美国专利号9,073,980中所

描述)。所述得到的病毒在后文中被称为TAV。

[0113] 将TAV进一步修饰以在E1b‑19k区中带有大约200个碱基对的缺失。得到的病毒在

后文中被称为TAV‑ Δ 19k。所述修饰的E1b‑19k区的核苷酸序列如下，其中来自于融合的

SalI和XhoI位点的残留碱基被下划线：

[0114]

[0115] 对TAV‑ Δ 19k进行修饰以在所述修饰的E1b‑19k区中包含编码人类TGF‑β阱(人类

TGFβ  II型受体和人类IgG1的融合蛋白)的核苷酸序列。所述得到的病毒在后文中被称为

TAV‑hTGFβ‑阱。

[0116] 在HEK‑293细胞(293‑3F6)和A549细胞(SF‑BMAdR)两者中生产TAV‑hTGFβ‑阱腺病

毒。将在无血清培养基(SFM4Transfx‑293)中培养的HEK‑293细胞以5x105个细胞/mL的密度

用TAV‑hTGFβ‑阱以3的感染复数(MOI)感染。在感染后4天，产率为42PFU/细胞。在分开的实

验中，将在无血清培养基(SFM4Transfx‑293)中培养的HEK‑293细胞以1x106个细胞/mL的密

度用TAV‑hTGFβ‑阱以3的MOI感染。在感染后4天，产率低于10PFU/细胞。将在无血清培养基

(SFM4Transfx‑293)中培养的A549细胞以1x106个细胞/mL的密度用TAV‑hTGFβ‑阱以3的MOI

感染。在感染后4天，产率为1100PFU/细胞。未修饰的A549细胞不能适应于在相同的无血清

培养基(SFM4Transfx‑293)中以悬浮培养方式生长。来自于这些细胞系的病毒生产描绘在

图3中。

[0117] 合在一起，这些结果显示A549衍生的宿主细胞例如SF‑BMAdR  A549宿主细胞生产

更高产率的某些溶瘤病毒例如TAV‑hTGFβ‑阱腺病毒。

[0118] 通过引用并入

[0119] 本文中提到的每个专利文献和科学论文的整个公开内容为所有目的通过引用并

入本文。

[0120] 等同性

[0121] 本发明可以以其他特定形式体现而不背离其精神或本质特征。因此，前述实施方

式应该在所有情况下被认为是说明性的而不是限制本文描述的发明。因此，本发明的范围

由随附的权利要求书而不是上面的描述指明，并且打算将进入权利要求书的意义和等同性
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范围之内的所有变化涵盖在其中。
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