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溶瘤病毒 VG161诱导结肠癌细胞免疫原性死亡的作用及

机制研究

中文摘要

目的

本课题主要从免疫原性细胞死亡的角度研究溶瘤病毒 VG161抗结肠癌的作

用和机制。

方法

1、采用 CCK-8法检测溶瘤病毒 VG160、VG161对小鼠结肠癌 CT26细胞、

人结肠癌 HCT116细胞增殖的影响，并记录溶瘤病毒作用后，细胞形态的变化。

采用 Annexin-V/PI染色流式法检测 CT26、HCT116细胞的凋亡率。运用Western

blot检测 VG161对 CT26、HCT116细胞凋亡相关蛋白和内质网应激相关蛋白的

影响。

2、用激光共聚焦显微镜检测 VG161对 CT26、HCT116细胞 CRT表面暴露

的影响。用 Elisa测定 VG161对 CT26、HCT116细胞 ATP、HMGB1释放的影响。

采用流式细胞术检测 VG161对小鼠骨髓来源树突状细胞成熟的影响，以及检测

小鼠骨髓来源树突状细胞对脾脏来源的 T淋巴细胞分化的影响。运用 ELISA 实

验检测上清液中 TNF-α和 IFN-γ的表达量。

3、构建结肠癌 PDX模型，通过观察荷瘤小鼠体重、肿瘤体积，Western blot

检测凋亡蛋白表达情况等实验，探究 VG161 抗结肠癌的疗效。构建 CT26 双边

皮下移植瘤模型，通过观察荷瘤小鼠体重、肿瘤体积，流式细胞术检测免疫浸润

情况等实验，探究 VG161抗结肠癌的效果和激活免疫的能力，以及观察联合运

用 OX40抗体是否可以进一步提高抗结肠癌的作用。
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结果

1、当 VG160、VG161分别作用 CT26、HCT116细胞 24 h、48 h、72 h后，

细胞形态出现不同程度的改变，并且 VG160、VG161对 CT26、HCT116细胞具

有一定的杀伤作用。当 VG161 MOI=0.5时，其对 CT26、HCT116细胞的抑制率

约为 50%。当 VG161作用 CT26、HCT116细胞 48 h后，可诱导 CT26、HCT116

细胞发生凋亡以及促进内质网应激相关蛋白的表达。

2、当 VG161作用 CT26、HCT116细胞 24 h后，可诱导 CT26、HCT116细

胞 CRT的表面暴露和 ATP、HMGB1 的释放。同时，mVG161 作用可诱导 DCs

的成熟，而成熟的 DCs可以促进脾脏 T淋巴细胞的分化。

3、结肠癌 PDX模型实验表明，VG161能延缓肿瘤生长、减少瘤内 ki67的

表达、促进瘤内凋亡蛋白表达、以及延长荷瘤小鼠存活时间。CT26双边皮下移

植瘤模型实验表明，VG161能延缓肿瘤生长、减少瘤内 ki67的表达、促进淋巴

结内 DCs的成熟、瘤内 CD8+ T细胞的浸润和脾脏组织内记忆 T细胞的表达，以

及促进 TNF-α、IFN-γ的表达，当与 OX40抗体联用时，效果更佳。

结论

溶瘤病毒 VG161通过促进 CT26、HCT116细胞内质网应激相关蛋白的表达，

诱导其发生免疫原性细胞死亡，促进 DCs成熟，从而诱导脾脏 T淋巴细胞分化，

激活全身抗肿瘤免疫反应，促进免疫浸润和诱导免疫记忆，从而发挥抗结肠癌的

作用。

关键词

溶瘤病毒；VG161；结肠癌；免疫原性细胞死亡
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The effect and mechanism of oncolytic virus VG161 in

inducing immunogenic death of colon cancer cells

Abstract

Objective:

In this study, we mainly studied the effect and mechanism of oncolytic virus

VG161 on colon cancer from the point of view of immunogenic cell death.

Method:

1. The effects of oncolytic viruses VG160 and VG161 on the proliferation of

mouse colon cancer CT26 cells and human colon cancer HCT116 cells were detected

by CCK-8 method, and recorded the morphological changes of cells treated with

oncolytic viruses. The apoptosis rate of CT26 and HCT116 cells was detected by

Annexin-V/PI staining flow cytometry. Western blot was used to detect the effects of

VG161 on CT26, HCT116 cell apoptosis-related proteins and endoplasmic reticulum

stress-related proteins.

2. The effect of VG161 on CRT surface exposure of CT26 and HCT116 cells was

detected by laser confocal microscope. The effects of VG161 on the release of ATP

and HMGB1 from CT26 and HCT116 cells were determined by Elisa. Flow

cytometry was used to detect the effect of VG161 on the maturation of bone

marrow-derived dendritic cells and the effect of mouse bone marrow-derived

dendritic cells on the differentiation of spleen-derived T lymphocytes. ELISA assay

was used to detect the expression of TNF-α and IFN-γ in the supernatant.

3. The PDX model of colon cancer was established, and the effect of VG161 on

colon cancer was investigated by observing the body weight, tumor volume of

tumor-bearing mice and detecting the expression of apoptotic protein by Western blot.
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The model of bilateral subcutaneous transplantation of CT26 was established. The

body weight, tumor volume and immune infiltration of tumor-bearing mice were

observed to explore the effect of VG161 on anti-colon cancer and the ability of

activating immunity, and to observe whether the combined use of OX40 antibody can

further improve the effect of anti-colon cancer.

Result:

1. When CT26 and HCT116 cells were treated with VG160 and VG161 for 24 h,

48 h and 72 h, the cell morphology changed in different degrees, and VG160 and

VG161 had certain killing effects on CT26 and HCT116 cells. When VG161

MOI=0.5 was used, the inhibition rate of CT26 and HCT116 cells was about

50%. When CT26 and HCT116 cells were treated with VG161 for 48 h, apoptosis was

induced in CT26 and HCT116 cells and the expression of stress-related proteins in

endoplasmic reticulum was promoted.

2. When CT26 and HCT116 cells were treated with VG161 for 24 h, the surface

exposure of CRT and the release of ATP and HMGB1 were induced in CT26 and

HCT116 cells. At the same time, mVG161 can induce the maturation of DCs, while

mature DCs can promote the differentiation of splenic T lymphocytes.

3. The PDX model experiment of colon cancer showed that VG161 could delay

tumor growth, reduce the expression of ki67 in tumor, promote the expression of

apoptotic protein in tumor, and prolong the survival time of tumor-bearing mice. The

experiment of CT26 bilateral subcutaneous transplantation tumor model showed that

VG161 could delay tumor growth, reduce the expression of ki67 in tumor, promote

the maturation of DCs in lymph nodes, the infiltration of CD8+ T cells in tumor and

the expression of memory T cells in spleen, and promote the expression of TNF-α and

IFN-γ. When combined with OX40 antibody, the effect was better.

Conclusion:

Oncolytic virus VG161 promotes the expression of endoplasmic reticulum
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stress-related proteins in CT26 and HCT116 cells, induces immunogenic cell death,

promotes DCs maturation, induces splenic T lymphocyte differentiation, activates

systemic anti-tumor immune response, promotes immune infiltration and induces

immune memory, thus plays an anti-colon cancer role.

Key words:

Oncolytic Virus; VG161; Colon Cancer; Immunogenic cell death
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中英文缩略词表

缩写词 英文全称 中文全称

ATP Adenosine triphosphate 腺嘌呤核苷三磷酸

APCs Antigen presentation cells 抗原递呈细胞

CRC Colorectal cancer 结直肠癌

CCK-8 Cell counting Kit-8 细胞计数试剂盒

CRT Calreticulin 钙网蛋白

DAMPs Damage associated molecular patterns 损伤相关分子模式

DCs Dendritic cells 树突状细胞

ER Endoplasmic reticulum 内质网

ERS Endoplasmic reticulum stress 内质网应激

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清

FCM Flow Cytometry 流式细胞术

GM-CSF Granulocyte macrophage-colony stimulating

factor

粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子

HMGB1 High Mobility Group Protein 1 高迁移率族蛋白 B1

HRP Horseradish Peroxidase 辣根过氧化物酶

HSV-1 Herpes simplex virus type 1 1型单纯疱疹病毒

ICD Immunogenic cell death 免疫原性细胞死亡

IC50 Half maximal inhibitory concentration 半数抑制浓度

MOI Multiplicity of infection 感染复数

OVs Oncolytic virus 溶瘤病毒

OD Optical density 吸光度

oHSV-1 Oncolytic herpes simplex virus type 1 溶瘤性单纯疱疹病毒 1型

PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液

PDX Patient-derivedxenografts 异种移植模型

PMSF Phenylmethanesulfonylfluoride 苯甲基磺酰氟

TBST Tris-bufferedsalinewithtween-20 加吐温的 Tris盐缓冲液

Treg Tregulatory cells 调节性 T细胞

TLR4 Toll-like receptor 4 Toll样受体 4

WB Western Blot 蛋白质免疫印迹法
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引言

结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是世界上常见的癌症之一，发病率和死

亡率逐年上升[1]。到 2020年，除非黑色素瘤皮肤癌外，约有近两千万癌症新发

病例和一千万癌症死亡病例，其中，CRC发病率约占 10%，在全部癌症病例数

中占比 9.4%[2]。预计到 2030年，CRC的全球负担将增加 60%，约有两百多万新

发病例和一百多万例死亡病例[3]。早发性 CRC主要发生在 50岁以下的人群中，

其发病率在世界范围内逐年增加[4]。根据中国癌症杂志 2019年的调查研究发现，

2015年上海市恶性肿瘤发病率和死亡率调查中，CRC位居第二位[5]。据最新研

究调查发现[6]，我国 CRC的预后也并不理想。主要表现及原因有：第一，目前

我国 CRC 5年生存率低于 60%；第二，术后 2年出现复发和转移的患者约占 CRC

患者的 50%；第三，放化疗副作用较大；第四，中晚期患者仍然缺乏有效的治疗

措施。目前 CRC的治疗方式包括以内镜和手术局部切除为主，辅以放疗、化疗

和中医医药治疗等的综合疗法。近年来随着科技的发展，出现了细胞因子疗法、

免疫检查点抑制剂疗法、单抗或小分子药物介导细胞毒性的疗法、免疫疫苗疗法、

嵌合抗原受体 T细胞疗法、抗 OX40疗法以及放化疗激活免疫原性细胞死亡等免

疫治疗方法。其中，以免疫检查点抑制剂为代表的肿瘤免疫疗法为 CRC的治疗

带来了新的希望，但是仍然面临着患者应答率低、单独治疗疗效不佳以及会引起

严重的细胞因子风暴等问题。其中治疗应答率低的主要原因是肿瘤细胞本身免疫

原性较弱，无法被机体的免疫系统识别。因此，如何提高肿瘤细胞的免疫原性，

是改善结直肠癌治疗效果的关键因素。

溶瘤病毒（oncolytic virus，OVs）是一种可以杀伤肿瘤细胞，且有一定复制

能力的病毒。OVs可以利用靶细胞抑癌基因的失活或缺陷，选择性感染肿瘤细胞

而不影响正常细胞，其在肿瘤细胞内大量复制并最终裂解、杀死肿瘤细胞，同时

释放免疫因子，诱导抗肿瘤免疫反应。目前，有多种病毒正在被研究，以作为潜

在的肿瘤治疗方法。据报道，截至 2016年，至少有 8种溶瘤病毒处于Ⅰ期临床

试验，9种溶瘤病毒处于Ⅱ期临床试验，2种溶瘤病毒处于Ⅲ期临床试验[7]。2017
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年注册的临床试验中，有 78个介入试验使用了“溶瘤病毒”，这其中涵盖了几

乎所有的实体器官恶性肿瘤[8]。在所有的临床试验中，以腺病毒、痘苗病毒和单

纯疱疹病毒为研究重点。目前，溶瘤病毒的研究也取得了阶段性的成果。在 2005

年 11月，中国监管机构首次批准了转基因溶瘤腺病毒 H101（安柯瑞，一种缺失

E1B基因的腺病毒[9]）用于头颈部肿瘤和食道癌的治疗[10]（仅在中国使用）。在

2015年 10月，美国食品药品监督管理局批准了一种携带粒细胞-巨噬细胞集落刺

激因子（granulocyte macrophage-colony stimulating factor，GM-CSF）的第二代溶

瘤性单纯疱疹病毒 1型（oncolytic herpes simplex virus type 1，oHSV-1）Talimogene

Laherparepvec（T-Vec）用于黑色素瘤的治疗[11]。在 2016年 1月，欧洲批准 T-Vec

的使用；在 2016 年 5 月，澳大利亚批准 T-Vec 的使用[12-13]。在 2021 年 6 月 11

日，日本厚生劳动省批准 Teserpaturev（G47△）用于恶性胶质瘤的治疗[14]。

我们研究的溶瘤病毒是来自中生复诺健生物科技有限公司所研发的VG161。

这是一种选择性复制的单纯疱疹 1型溶瘤病毒，由骨架病毒 VG160删除 ICP34.5

基因，加载和表达 IL-12、IL-15、IL-15 受体α亚基亚型 1（IL-15RA）和一种能

够阻断 PD-1/PD-L1 相互作用的融合蛋白（TF-Fc）改造而来[15]。删除 ICP34.5

基因是一种安全措施，以消除神经毒力。加入的 IL-12具有激活 T细胞和 NK细

胞的能力，并具有多种免疫调节作用，在许多肿瘤中表现出了显著的治疗效果，

尤其是在瘤内注射时[17]。而 IL-15通过诱导 CD8+T细胞和 NK细胞活化的作用，

在多种肿瘤模型中也显示出了作为单一疗法的前景，当与包括 IL-12在内的其他

细胞因子联合使用时，IL-15的抗肿瘤作用会协同增强[18]。IL-15RA可以与 IL-15

结合，从而延长 IL-15的半衰期，增强 IL-15信号的效力[19]。加入 PD-L1 阻断剂

的目的是防止 PD-1/PD-L1 相互作用抑制 CD8+ T 细胞和 NK 细胞的作用，从而

显著提高抗肿瘤免疫作用[20]。我们研究的这种新型溶瘤性单纯疱疹病毒 VG161，

根据细胞种属的不同，可以分为针对鼠源性细胞的 mVG161（murine-VG161）和

针对人源性细胞的 hVG161（human-VG161）。mVG161和 hVG161均可将携带

的四种免疫调节分子导入肿瘤微环境（tumor micro-environment，TME），产生

协同性抗肿瘤免疫作用，并且该类病毒采用瘤内注射给药，潜在适应症较广。

Chouljenko DV等人在同基因 CT26和 A20肿瘤模型中测试了新型溶瘤性单纯疱

疹病毒 VG161的体内作用，结果发现，与不表达外源基因的骨架病毒 VG160相
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比，VG161具有更强的疗效。瘤内注射 VG161后，不仅能抑制肿瘤增殖，引起

强大的抗肿瘤免疫反应，而且具有一定的生物安全性[15]。Ding J等人在 CT26小

鼠模型和人类白细胞抗原匹配的 CD34+人源化肝内胆管癌细胞异种移植模型中

试验了溶瘤病毒 VG161预先免疫和多周期治疗对抗肿瘤效果的影响。研究发现，

预先接种 1型单纯疱疹病毒（herpes simplex virus type 1，HSV-1）和瘤内给药可

增强 VG161 的抗肿瘤效果，并且，在 HSV-1血清阳性患者中，基于 HSV-1 的

VG161治疗和多周期 VG161长期维持治疗具有潜在的临床益处[21]。最近，Shen

Y等人关于 VG161治疗胰腺癌的研究发现，VG161能够系统地激活胰腺模型中

的获得性免疫和先天免疫，当 VG161与 PD-1联用时，可以通过改变肿瘤免疫和

重塑肿瘤微环境代谢而具有长期的抗肿瘤作用[22]。尽管上述研究实例证明了溶瘤

病毒具有优异的抗肿瘤疗效，但是，溶瘤病毒目前仅对黑色素瘤、脑胶质瘤等免

疫反应比较高的肿瘤疗效较好，对肠癌、胃癌等肿瘤疗效较差，且存在单独使用

效价比较低等缺陷。因此探索溶瘤病毒的作用机制及更好的联合使用方法仍是当

前研究的重点。

研究表明，改善将死的肿瘤细胞的免疫原性，可以激活免疫反应的抗癌潜力，

这种受调控的细胞死亡过程被称为免疫原性细胞死亡（immunogenic cell death，

ICD），由于损伤相关分子模式（damage associated molecular patterns，DAMPs）

的释放，构成了一种具有免疫调节潜力的新型抗癌策略[23]。ICD 能够增加瘤内

CD8+ T细胞的数量、抑制调节性 T细胞（tregulatory cells，Treg）产生和作用，

诱导适应性免疫反应 [24,25]。并且将死的细胞可以产生新的抗原表位并释放

DAMPs，招募树突状细胞（dendritic cells，DCs），识别、吞噬肿瘤抗原，并将

其递呈给 T细胞，激活适应性免疫应答，识别并清除肿瘤抗原，以便诱导持久

的抗癌作用[26]。根据研究发现[27]，能触发 ICD 的物质主要有感染性病原体（溶

瘤病毒）、免疫原性化疗药（奥沙利铂、环磷酰胺等）、放射性治疗、光动力疗

法、高静水压疗法以及坏死性凋亡等。如 Takasu A等人研究发现 1型溶瘤单纯

疱疹病毒 RH2可以诱导小鼠鳞状细胞癌 SCCVII 细胞发生 ICD[28]。Wang X等人

研究发现溶瘤新城疫病毒FMw株能诱导前列腺癌PC-3细胞表达和释放多种 ICD

标志物，即钙网蛋白、热休克蛋白和高迁移率族蛋白 1[29]。Araki H等人研究发

现表达 P53的端粒酶特异性溶瘤腺病毒 OBP-702 可以诱导人和小鼠胰腺导管腺
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癌细胞发生 ICD，并与抗 PD-1抗体联用时，可以促进细胞毒性 T淋巴细胞的浸

润，增加免疫疗效，抑制 PAN02肿瘤的生长，增强 OBP-702的抗肿瘤效果[30]。

尽管上述研究证明了溶瘤病毒具有诱导恶性肿瘤发生 ICD的能力，但是，关于

VG161对结肠癌细胞免疫原性死亡的作用和机制仍不明确。

课题组前期探究溶瘤病毒 VG161对结肠癌细胞体外作用的预实验发现，溶

瘤病毒 VG161可以抑制结肠癌细胞增殖，诱导结肠癌细胞凋亡，并促进结肠癌

细胞的内质网应激相关蛋白表达。在 CT26单边皮下移植瘤模型中探讨溶瘤病毒

VG161对结肠癌细胞的体内研究发现，与对照组相比，溶瘤病毒 VG161可以明

显延缓肿瘤生长，延长小鼠生存时间。通过临床研究及文献报道[24-30]，溶瘤病毒

可以诱导免疫原性细胞死亡，而免疫原性细胞死亡可由应激压力所致，其中，内

质网应激（endoplasmic reticulum stress，ERS）的激活便是 ICD发生的中心事件

之一。因此，我们设想溶瘤病毒 VG161是否可以通过激活内质网应激，诱导结

肠癌细胞发生免疫原性死亡，进而招募树突状细胞呈递抗原，并刺激 T淋巴细

胞，诱导适应性免疫应答，以改善结肠癌的免疫原性，增强抗结肠癌的治疗效果。

Carolina A.C等人[31]研究发现抗 OX40疗法可以促进 T细胞的增殖、分化，抑制

Tregs细胞的活性。因此，我们设想联用 OX40抗体是否可以进一步增强溶瘤病

毒 VG161的作用、激活抗肿瘤免疫反应，达到协同增效抗结肠癌的目的。
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正文

第一部分 VG161对 CT26、HCT116细胞的体外作用

结直肠癌是临床常见且伴随高致死率的消化道恶性肿瘤之一。据报道，2020

年亚洲结直肠癌发病率位居第 3位，死亡率位居第 2位[1]；中国结直肠癌发病率

位居第 3位，死亡率位居第 5位[32]。目前我国以手术治疗为主的多学科综合治疗

方式作为结直肠癌的主要治疗原则，虽取得一定疗效，但由于不能完全清除中晚

期肿瘤、术后复发率较高、放化疗的细胞毒性等问题使得治疗效果有限[33]。溶瘤

病毒是肿瘤治疗的新兴方法，其在选择性复制并杀伤癌细胞的同时，还能调节抑

制性肿瘤微环境，激活免疫应答，产生持久的抗癌效果，是一种重要的免疫联合

疗法。研究表明，溶瘤病毒治疗可以诱导免疫原性细胞死亡[34]，而免疫原性细胞

死亡的中心事件之一就是内质网应激反应的激活。结合前人研究结果，我们研究

了溶瘤病毒 VG161 是否对小鼠结肠癌细胞 CT26 和人结肠癌细胞 HCT116具有

杀伤作用，以及是否可以诱导小鼠结肠癌细胞 CT26和人结肠癌细胞 HCT116发

生内质网应激反应。

1实验材料

1.1 细胞株

小鼠结肠癌细胞 CT26、人结肠癌细胞 HCT116均购自于中国科学院细胞库。

细胞株加入 RPMI-1640完全培养基，培养于 37℃、5% CO2的培养箱中，细胞长

至 80%-90%时可传代。
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1.2 主要试剂

试剂名称 生产厂家 货号

RPMI-1640培养基 美国 Corning公司 10-040-CVR

胎牛血清 美国 Gibco公司 10099-141C

青霉素/链霉素双抗溶液 美国 Gibco公司 15140122

无血清细胞冻存液 日本 ZENOAQ公司 Cellbanker2

胰蛋白酶 美国 Gibco公司 25200-072

Cell Counting Kit-8 细胞增殖毒性检测

试剂盒 （CCK-8）
日本同仁公司 FK774

细胞凋亡检测试剂盒——Annexin V，

FITCApoptosis Detection Kit
日本同仁公司 SH680

BCA蛋白浓度测定试剂盒（增强型） 上海碧云天生物技术有限公司 P0010S

PAGE凝胶快速制备试剂盒（7.5%） 上海雅酶生物医药科技有限公司 PG111

PAGE凝胶快速制备试剂盒（12.5%） 上海雅酶生物医药科技有限公司 PG113

PAGE凝胶快速制备试剂盒（15%） 上海雅酶生物医药科技有限公司 PG114

蛋白酶抑制剂 Cocktail 美国 Roche公司 4693116001

预染蛋白分子标准品 美国 Thermo公司 26616

PVDF膜 美国Millipore公司 ISEQ00010

Immobilon Western化学发光HRP底物 美国Merck 公司 WBKLS0500

甲醇 国药集团化学试剂有限公司 10014108

异丙醇 国药集团化学试剂有限公司 40064360

牛血清蛋白 BSA 德国 BioFrox公司 4240GR100

1.3 主要仪器

仪器名称 生产厂家 货号

双人单向流超净化实验工作台 新加坡 ESCO公司 SVE-6A1

37℃恒温细胞培养箱 美国 ThermoFisher Scientific公司 HERAcell240i

台式低速离心机 德国 Eppendorf公司 5702R

台式高速冷冻离心机 德国 Eppendorf公司 5804R

电热恒温水浴锅 上海精宏实验设备有限公司 DK-8D

酶标仪 美国 Bio-Rad 公司 BioRad-680

凝胶成像仪 美国 Bio-Rad 公司 Gel-DocEQ

摇床 美国 Bio-Rad 公司 166-0719EDU

金属浴 上海希言科学仪器有限公司 2016C
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1.4 主要试剂配制

1.4.1 RPMI-1640完全培养基配制

组成 比例

基础培养基（RPMI-1640） 89%

胎牛血清 10%

青霉素/链霉素双抗溶液 1%

按照上述比例在超净台内配制好，放于 4℃冰箱备用。

1.4.2 1×PBS磷酸盐缓冲液配制

组成 含量

去离子水 2 L

1×PBS粉末 250 g

在搅拌器上混匀，完全溶解后转移至试剂瓶高温灭菌，放于 4℃冰箱备用。

1.4.3 CCK-8工作液配制

组成 比例

基础培养基（RPMI-1640） 90%

CCK-8原液 10%

现配现用。

1.4.4 BCA工作液配制

组成 比例

A液 49

B液 1

现配现用。

1.4.5 PAGE快速凝胶配制

（1）上层胶配方：

凝胶厚度 上层胶溶液 上层胶缓冲液 改良型促凝剂

0.75 mm 0.5 mL 0.5 mL 10 μL

1.00 mm 0.75 mL 0.75 mL 15 μL

1.50 mm 1.0 mL 1.0 mL 20 μL

（2）下层胶配方：

凝胶厚度 下层胶溶液 下层胶缓冲液 改良型促凝剂

0.75 mm 2.0 mL 2.0 mL 40 μL

1.00 mm 2.7 mL 2.7 mL 60 μL

1.50 mm 4.0 mL 4.0 mL 80 μL
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配制好的 PAGE凝胶可立即使用，也可浸泡在 1×电泳液中，放于 4℃备用

（放置时间小于一周）。

2实验方法

2.1 细胞培养

2.1.1 实验前准备工作

进入细胞房之前，穿好工作服，戴好手套、口罩。打开超净台，用酒精棉球

叠瓦式擦拭超净台 2-3遍，放入移液枪、培养液、细胞瓶等试剂耗材，关好超净

台，打开紫外灯灭菌 30 min，待紫外灯自动关闭后再进行下一步操作。

2.1.2 细胞复苏

打开 37℃恒温水浴锅，待温度升至 37℃时，从液氮罐中取出冻存的 CT26、

HCT116细胞，镊子夹取冻存管上方，放置水浴锅中，不断摇晃，待冻存液解冻。

随后将细胞转移至超净台中，用酒精棉球擦拭冻存管封口膜，用 1 mL移液枪吸

取细胞悬液至 15 mL离心管，1000 rpm 离心机离心 5 min，弃上清后添加 1 mL

RPMI-1640完全培养基重悬，转移至细胞培养瓶中，补足 5 mL RPMI-1640完全

培养基，混匀。置于 37℃、5% CO2，饱和湿度的细胞培养箱中进行培养。

2.1.3 细胞传代

待细胞培养瓶中 CT26、HCT116细胞生长至 80%-90%时，可以传代，传代

比例 1:2或 1:4等。用 1 mL移液枪吸走瓶内培养基，加入 2 mL 1×PBS缓冲液

轻轻清洗 2-3次，吸净 1×PBS后加入 500 μL胰蛋白酶，铺满培养面后静置，待

细胞消化下来后用 2 mL 的 RPMI-1640 完全培养基中和胰蛋白酶，混匀后吸至

15 mL离心管，1000 rpm 离心机离心 5 min，弃上清，加入 2 mL RPMI-1640 完

全培养基重悬，按比例分瓶，每瓶加入 5 mL RPMI-1640完全培养基，混匀，放

于培养基继续培养。

2.1.4 细胞冻存

待细胞培养瓶中 CT26、HCT116细胞状况良好，并生长至 90%左右时，对

其进行清洗以及消化处理，加入 2 mL RPMI-1640完全培养基终止消化，转移至

离心管中，1000 rpm，5 min离心。弃上清，留取细胞沉淀，加入 0.5 mL无血清

细胞冻存液，混匀，转移细胞至冻存管，封上封口膜，标记细胞品系和冻存时间，
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放入-80℃或者液氮罐中保存。

2.2 CCK-8实验

2.2.1 细胞接种

准备好超净台，选取对数生长期的 CT26、HCT116细胞，用 1×PBS清洗后，

加入 500 μL 胰蛋白酶消化细胞，待细胞变圆变亮或有沙粒样掉落，用 2 mL

RPMI-1640完全培养基中和胰蛋白酶消化液，吹打混匀后转移至 15 mL离心管，

1000 rpm离心 5 min。弃掉上清液，加入 1 mL RPMI-1640完全培养基重悬，取

10 μL于细胞计数仪计数。根据计数结果，加入 RPMI-1640完全培养基，使细胞

浓度调整为 5×104个/mL，随后接种于 96孔细胞培养板中，100 μL/孔，混匀，

放于培养箱培养 24 h，待细胞贴壁。

2.2.2 细胞加药

取出 96孔板，观察细胞贴壁状况并拍照。随后置于超净台，吸净孔内细胞

上清，设置 VG160、VG161不同时间段组和不同浓度组，加入相应浓度的溶瘤

病毒 100 μL/孔，置于 37℃，5% CO2培养箱中分别孵育 24 h、48 h、72 h。

2.2.3 检测 OD值

到培养时间后，取出 96孔板，观察细胞形态并拍照。随后吸净孔内培养液，

每孔加入 100 μL CCK-8工作液，然后将 96孔板置于 37℃培养箱中孵育 0.5-4 h，

在酶标仪吸光度 450 nm处测量 OD值，根据 OD值，计算 IC50，作为后续实验

用药浓度参考依据。

2.3 细胞凋亡检测

2.3.1 细胞接种

在超净台内将对数生长期的 CT26、HCT116细胞，用 1×PBS清洗后，加入

500 μL胰蛋白酶消化细胞，待细胞变圆变亮或有沙粒样掉落，用 2 mL RPMI-1640

完全培养基中和胰蛋白酶消化液，吹打混匀后转移至 15 mL 离心管，1000 rpm

离心 5 min。弃掉上清液，加入 1 mL RPMI-1640完全培养基重悬，取 10 μL于细

胞计数仪计数。根据计数结果，加入 RPMI-1640完全培养基，使细胞浓度调整

为 1×106个/mL，随后接种于 6 孔细胞培养板中，1 mL/孔，每孔再补充 1 mL

RPMI-1640完全培养基，混匀，放于培养箱培养 24 h，待细胞贴壁。
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2.3.2 细胞加药

取出 6孔板，查看细胞贴于 6孔板底部的情况，随后置于超净台内，吸净孔

内细胞上清，设置 VG161感染复数（multiplicity of infection，MOI）为 0，0.1，

0.25和 0.5组，加入相应浓度的溶瘤病毒，并补充 RPMI-1640完全培养基至 2 mL

体系，置于 37℃，5% CO2培养箱中孵育 48 h。

2.3.3 流式细胞术检测

48 h后，取出 6孔板，在显微镜下观察细胞形态变化。

（1）收集 6孔板中每组的细胞培养液，转移至 15 mL离心管中。

（2）用 1×PBS洗涤细胞 2次，收集清洗液至于（1）的离心管中混匀。

（3）用不含有 EDTA的胰蛋白酶消化 6孔板中的细胞，待细胞变圆变亮或

有沙粒样掉落，用（1）的离心管中液体终止消化，轻轻捶打，使细胞完全脱落，

并收集至（1）的离心管中，使用离心机 2000 rpm，7 min 离心，弃上清，用 1

×PBS重悬后再次 2000 rpm，7 min离心。

（4）弃上清，加入 300 μL 1×Binding Buffer重悬，调整计数＞1×106个/mL。

（5）将（4）中的细胞悬液混匀，取 100 μL加入流式管中。在含有细胞悬

液的流式管中加入 Annexin V-FITC 5 μL，避光孵育 15 min，随后再加入 PI

Solution 5 μL，避光孵育 5 min。孵育完成后，再加入 400 μL 1×Binding Buffer

混匀，1 h内在流式细胞仪检测。

2.4蛋白免疫印迹法（Western blot）检测

2.4.1 蛋白提取

（1）取对数生长期的 CT26、HCT116细胞接种于 6孔板中，每孔 1×105个

细胞，培养体系为每孔 2 mL培养基，于 37℃，5% CO2培养箱中孵育 24 h。贴

壁后，设置 VG161 MOI=0，0.1，0.25和 0.5组，加入相应浓度的 VG161，并补

充 RPMI-1640完全培养基至 2 mL体系，置于 37℃，5% CO2培养箱中继续孵育

48 h。

（2）48 h后，取出 6孔板，弃上清，用 4℃预冷的 1×PBS缓冲液轻轻冲洗

2次后空干，加入混有 PMSF的 RIPA强裂解液，冰上裂解 15 min。待裂解完成

后，用细胞刮自上而下、叠瓦式沿着同一方向刮取，并用移液枪吸至写有浓度、

细胞种类、作用时间的 1.5 mL EP管中，置于冰上。打开超声破碎仪，将收集至
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1.5 mL EP 管的蛋白于超声破碎仪中超声裂解 3-5 s，随后至于 4℃离心机内，

12000 rpm，离心 15 min。

（3）离心完成后，上清液即为细胞总蛋白提取液。用 100 μL移液枪小心缓

慢将上清液移至新的 1.5 mL EP管中，标记好细胞类型、VG161浓度和提取时间，

冻于-80℃冰箱备用或立即定量提取的蛋白。

2.4.2 BCA法定量蛋白

将 5 mg/mL的蛋白标准品置于冰上融化，按照 0 μL、1 μL、2 μL、4 μL、6 μL、

8 μL、10 μL 浓度梯度加到 96孔板中的标准孔中，用 4℃预冷的 1×PBS 缓冲液

将标准孔中的体积补足到 10 μL。用移液枪取每个浓度的蛋白 2 μL，加至 96孔

板中的样本孔中，同样用 4℃预冷的 1×PBS 缓冲液将样本孔补足到 10 μL，为

减少误差，每个测定浓度的蛋白设置 3个副孔。随后，在标准孔和样本孔中加入

200 μL/孔 BCA 工作液， 37℃孵育 30 min，并在酶标仪吸光度 562 nm 处测量

OD值，根据 OD值，计算蛋白的浓度。

2.4.3 制备蛋白样品

根据计算的蛋白浓度，加入相应量的 5×SDS-PAGE蛋白上样缓冲液和 RIPA

强裂解液，充分混匀后，放入金属浴，100℃加热 10 min，冷却后上样或者放于

-20℃保存备用。

2.4.4 电泳

（1）配胶：在配胶之前，先将所需的长、短玻璃板、齿梳、塑料架和乳胶

防漏垫清洗干净，并放于烘箱烘干。随后将长、短玻璃板下端对齐并夹紧，固定

于塑料架上，在两玻璃板之间加入去离子水进行验漏。确认装置密闭性良好后，

倒掉去离子水，用滤纸吸净剩余的水滴。根据目标蛋白的分子大小，选择配制所

需浓度的 PAGE快速凝胶。用 3 mL的吸管吸取配制好的下层胶，缓慢加入两玻

璃板之间，使液面和短玻璃板上沿之间的距离比梳齿长 0.5 cm即可，立刻加入

适量异丙醇覆盖于下层胶之上，进行液封。待下层胶凝固后（约 15 min），倒去

异丙醇，用清水清洗 1-2遍，再用滤纸吸干，随后使用 1 mL移液枪吸取配制好

的上层胶，加入制胶玻璃板中，插入梳齿。待上层胶成型、固定后（约 15 min），

可开始电泳或泡入装有 1×电泳液的小盒，放于 4℃备用。

（2）电泳：将 marker和检测样品置于冰上融化，取出配置好的 PAGE快速
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凝胶，安装于电泳架并夹紧，随后在电泳架之间的内槽中倒入 1×电泳液验漏。

确认无外漏后，将电泳架移入电泳槽中，并在电泳架内槽里倒满 1×电泳液，赶

走泡沫。垂直向上拔掉齿梳，按照 marker 和目标蛋白浓度顺序加入样品，每孔

样品的蛋白总量在 10-20 μg之间，每次上样要将样本打净，且要更换枪头，以

免造成不必要的误差。上样完成后，在电泳架外槽添加适量的 1×电泳液，盖上

电泳槽盖子（注意电源正负极，红线对应红接头，黑线对应黑接头），连接装置，

接通电源，调整电压参数为 80 V，如观察到气泡自下往上冒出，则表明连接无

误。待目标蛋白样品的蓝色的溴酚蓝位于上层胶与下层胶之间时，可以将电压调

整为 120 V继续电泳，等目标蛋白样品的蓝色的溴酚蓝即将跑出下层胶下方时，

关闭电源，结束电泳。

2.4.5 转膜

从电泳架上取出配胶玻璃板，用撬板细端轻撬开短玻璃板，将 PAGE快速凝

胶留在长玻璃板上，并用撬板切去上层胶以及多余的下层胶，在第一个 marker

的附近切一个小三角，作为标记。从长玻璃板上轻轻取下凝胶，浸泡于 4℃预冷

的 1×转膜液中。根据凝胶的大小裁剪出略大些的 PVDF膜，将 PVDF膜放于甲

醇中活化 30 s。在转膜夹板的黑色面按一片黑网、三层白棉、PAGE快速凝胶、

PVDF膜、三层白棉、一片黑网、转膜夹板的白色面顺序组装，制成“三明治”

样结构，扣紧，不要留有空隙和弄出气泡。将“三明治”样结构放入转膜槽，空

隙的部分放入冰砖，并加入 1×转膜液至转膜槽两刻度线之间，盖上转膜槽盖，

接入电源（注意电源正负极，红色对红色，黑色对黑色），调整电流参数为 300

mA，开始转膜。转膜的时间根据目标蛋白分子量而定，一般 1 kDa分子量需要

转膜 1 min左右。

2.4.6 封闭和抗体孵育

完成转膜后，取出 PVDF膜，在膜正面左上方剪一小角作为标记，随后置于

5% BSA封闭液中，室温下摇床慢摇 1-2 h。封闭完成后，将 PVDF膜放入小盒，

加入 1×TBST，置于摇床快洗 3次，每次 10 min。根据 marker的位置和所需的

目标蛋白裁剪出相应的条带，每个条带置于相应的抗体稀释液稀释的抗体中，4℃

摇床慢摇过夜。第二天回收前一天的抗体，在每个条带中加入 1×TBST，置于

摇床快洗 3次，每次 10 min。随后孵育相应的二抗，室温下摇床慢摇 1-2 h。回
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收二抗后，同样用 1×TBST置于摇床快洗 3次，每次 10 min，洗膜结束后即可

进行显影。

2.4.7 显影

将显影试剂盒的 A 液和 B液以 1:1的比例配制，混匀后避光放置，即配即

用。将吸水纸放于待显影条带的角落，稍微将待显影条带吸干，随后将条带放置

于显影板上，均匀滴上配置好的显影液，调节曝光时间，开始显影。

3统计学处理

运用 Graphpad Prism 8.0软件分析实验数据和制作图形，计量资料用 sx  表

示，多组间比较用单因素方差分析（one-way ANOVA）进行处理，当 P＜0.05时

认为有统计学意义。

4 实验结果

4.1 VG161对 CT26、HCT116细胞增殖的影响

首先观察了溶瘤病毒 VG160和 VG161对小鼠结肠癌细胞 CT26和人结肠癌

细胞 HCT116的生长抑制作用。实验结果显示，溶瘤病毒 VG160和 VG161对小

鼠结肠癌细胞 CT26和人结肠癌细胞 HCT116具有一定的杀伤作用。VG160作用

CT26细胞 48 h的 IC50值为 0.44，mVG161作用 CT26细胞 48 h的 IC50值为 0.49。

VG160作用 HCT116细胞 48 h的 IC50值为 0.46，hVG161作用 HCT116细胞 48 h

的 IC50值为 0.43。溶瘤病毒 VG160和 VG161分别作用小鼠结肠癌细胞 CT26和

人结肠癌细胞 HCT116的 48 h IC50值并无明显差异（图 1.1）。根据以上实验结

果，选取 0，0.1，0.25，0.5的MOI进行后续实验。
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图 1.1 VG160和 VG161对 CT26、HCT116细胞增殖的影响

A. VG160、VG161分别作用 CT26 24 h、48 h、72 h的细胞存活率折线图；B. VG160、VG161

分别作用 HCT116 24 h、48 h、72 h的细胞存活率折线图

选取MOI=0.5的VG160和VG161分别作用小鼠结肠癌细胞 CT26和人结肠

癌细胞 HCT116 24 h、48 h、72 h，观察细胞形态学改变，并与加入 VG160 和

VG161 作用前的细胞形态相比较。实验结果显示，溶瘤病毒 VG160 和 VG161

作用小鼠结肠癌细胞 CT26和人结肠癌细胞 HCT116不同时间段后，随着作用时

间的增加，细胞生长受到明显抑制，细胞逐渐变小、聚团，可以见到溶解的细胞

碎片和病毒复制形成的空斑（图 1.2）。
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图 1.2 VG160和 VG161对 CT26、HCT116细胞形态的影响（200×）

A. VG160、VG161分别作用 CT26 24 h、48 h、72 h后与作用前细胞形态的对比；B. VG160、

VG161分别作用 HCT116 24 h、48 h、72 h后与作用前细胞形态的对比

4.2 VG161对 CT26、HCT116细胞凋亡的影响

根据 CCK-8的实验结果，我们选取 VG161 MOI=0，0.1，0.25和 0.5的浓度

进行后续实验。mVG161和 hVG161 MOI=0，0.1，0.25和 0.5浓度组分别作用于

小鼠结肠癌细胞 CT26和人结肠癌细胞 HCT116 48 h后，通过 Annexin V-FITC/PI

双染色，运用流式细胞术检测细胞凋亡情况。早期凋亡细胞结果在右下象限显示，

晚期凋亡细胞结果在右上象限显示，总体凋亡率为早期凋亡与晚期凋亡之和。结

果所示，在 CT26细胞中，mVG161 MOI=0组凋亡率为（9.99±1.57）%；mVG161
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MOI=0.1组凋亡率为（14.21±1.74）%，与MOI=0组相比，具有统计学差异（*P

＜0.05）；mVG161 MOI=0.25组凋亡率为（20.49±1.62）%，与MOI=0组相比，

差异明显（***P＜0.001）；mVG161 MOI=0.5组凋亡率为（26.27±1.42）%，与

MOI=0组相比，具有显著差异（***P＜0.001）（图 1.3 A）。在 HCT116细胞中，

hVG161 MOI=0 组凋亡率为（5.03±1.33）%；hVG161 MOI=0.1 组凋亡率为

（14.46±3.27）%，与MOI=0组相比，具有统计学差异（**P＜0.01）；hVG161

MOI=0.25组凋亡率为（18.86±0.39）%，与MOI=0组相比，差异明显（***P＜

0.001）；hVG161 MOI=0.5组凋亡率为（29.94±1.92）%，与MOI=0组相比，具

有显著差异（***P＜0.001）（图 1.3 B）。初步说明溶瘤病毒 VG161 可以促进

结肠癌细胞 CT26、HCT116凋亡。

表 1.1 溶瘤病毒 VG161对 CT26、HCT116细胞凋亡的影响

Group n %Apoptosis Cells

CT26

0 3 9.99±1.57

0.1 3 14.21±1.74*

0.25 3 20.49±1.62***

0.5 3 26.27±1.42***

HCT116

0 3 5.03±1.33

0.1 3 14.46±3.27##

0.25 3 18.86±0.39###

0.5 3 29.94±1.92###

*表示与 CT26 MOI=0组相比，差异有统计学意义，P＜0.05；***表示与 CT26 MOI=0 组相比，

差异有统计学意义，P＜0.001。##表示与 HCT116 MOI=0 组相比，差异有统计学意义，P＜
0.01；###表示与 HCT116 MOI=0组相比，差异有统计学意义，P＜0.001。
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图 1.3 溶瘤病毒 VG161诱导 CT26、HCT116细胞凋亡

A. mVG161作用 CT26 48 h流式结果图；B. hVG161作用 HCT116 48 h流式结果图

随后用 mVG161 和 hVG161 MOI=0，0.1，0.25 和 0.5 浓度组分别作用于小

鼠结肠癌细胞CT26和人结肠癌细胞HCT116 48 h后，提取蛋白，运用Western Blot

检测凋亡蛋白的变化趋势。结果显示，在 CT26细胞中，随着 mVG161浓度的升

高，CT26细胞胞内凋亡蛋白 cleaved-caspase3、Bax呈现上升趋势；而 caspase3
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蛋白和抗凋亡蛋白 Bcl-2 呈现下降趋势（图 1.4 A）。在 HCT116细胞中，随着

hVG161浓度的升高，HCT116细胞胞内凋亡蛋白 cleaved-caspase3、Bax呈现上

升趋势；而 caspase3 蛋白和抗凋亡蛋白 Bcl-2 呈现下降趋势（图 1.4 B）。以上

实验结果进一步说明，溶瘤病毒 VG161可以促进结肠癌细胞 CT26、HCT116凋

亡。

图 1.4 溶瘤病毒 VG161对 CT26、HCT116细胞内凋亡相关蛋白表达水平的影响

A. mVG161对 CT26细胞凋亡蛋白表达影响；B. hVG161对 HCT116细胞凋亡蛋白表达影响

4.3 VG161对 CT26、HCT116细胞内质网应激相关蛋白表达的影响

选取 mVG161 和 hVG161 MOI=0，0.1，0.25 和 0.5 浓度组分别作用于小鼠

结肠癌细胞 CT26和人结肠癌细胞 HCT116 48 h后，提取蛋白，运用Western Blot

检测内质网应激相关蛋白的变化趋势。结果显示，在 CT26细胞中，随着 mVG161

浓度的升高，内质网应激相关蛋白 p-PERK、GRP78、p-eIF2α呈现上升趋势；而

PERK 蛋白和 eIF2α蛋白呈现下降趋势（图 1.5 A）。在 HCT116 细胞中，随着

hVG161浓度的升高，HCT116细胞内质网应激相关蛋白 p-PERK、GRP78、p-eIF2α
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呈现上升趋势；而 PERK蛋白和 eIF2α蛋白呈现下降趋势（图 1.5 B）。上述结果

表明，溶瘤病毒 VG161可以诱导结肠癌细胞 CT26、HCT116发生内质网应激。

图 1.5 溶瘤病毒 VG161对 CT26、HCT116内质网应激相关蛋白表达的影响

A. mVG161对 CT26细胞内质网应激蛋白表达影响；B. hVG161对 HCT116 细胞内质网应激

蛋白表达影响

5 讨论

溶瘤病毒通过选择性感染肿瘤细胞，在肿瘤细胞内大量复制并溶解肿瘤、破

坏肿瘤血管系统、调节抑制性的免疫微环境来杀伤肿瘤细胞。本研究通过 CCK-8

实验发现，溶瘤病毒 VG160和 VG161对小鼠结肠癌细胞 CT26和人结肠癌细胞

HCT116具有一定的杀伤作用。细胞凋亡是一种严格调控和进化保守的程序性细

胞死亡方式，在胚胎发育和成人组织动态平衡等正常生理过程中发挥关键作用，

同时也是一种肿瘤生长抑制机制[35]。通过 Annexin V-FITC/PI双染色流式细胞术、
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蛋白质免疫印迹法实验发现，溶瘤病毒 mVG161 和 hVG161 可以促进小鼠结肠

癌细胞 CT26和人结肠癌细胞 HCT116的调亡，主要为 mVG161和 hVG161可以

促进 CT26和 HCT116细胞调亡率的增加，在MOI=0.5浓度组时差异显著（***P

＜0.001）以及 mVG161 和 hVG161 可以促进 CT26 和 HCT116 细胞凋亡蛋白

cleaved caspase3、Bax表达上升，和抑制抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达。

溶瘤病毒除了能直接溶解肿瘤，最重要的是，溶瘤病毒还能释放免疫因子、

诱导免疫反应、调节肿瘤免疫微环境，将免疫原性差的“冷”肿瘤转变为免疫原

性好的“热”肿瘤，继续杀伤肿瘤细胞。根据溶瘤病毒的免疫特性，接下来我们

从免疫原性细胞死亡角度，研究了溶瘤病毒 mVG161 和 hVG161对小鼠结肠癌

细胞 CT26和人结肠癌细胞 HCT116的免疫作用。内质网（endoplasmic reticulum，

ER）是真核细胞的重要细胞器，主要合成、分泌及降解蛋白质，多种因素均可

破坏内质网的稳定状态，阻碍蛋白质的合成，而折叠错误和没有折叠的蛋白质在

内质网腔内堆聚，细胞为此将做出一系列的应激反应，即内质网应激[36]。免疫原

性细胞死亡是细胞凋亡的特殊形式，其中心事件之一是内质网应激反应的激活。

具体过程为：免疫原性细胞死亡的激活需要活性氧诱导的内质网应激，或者至少

是内质网应激和活性氧同时激活。根据内质网应激的参与方式，免疫原性细胞死

亡诱导剂被系统地分为 I型或 II 型。I型免疫原性细胞死亡诱导剂通过与内质网

无关的靶点，激活凋亡细胞的进一步死亡，但通过继发性或“间接”内质网应激

效应，刺激 ICD相关的免疫原性物质的释放。大多数免疫原性细胞死亡诱导剂

都属于 I型，因为它们针对的是胞浆蛋白、质膜通道蛋白或 DNA复制蛋白。相

反，II型免疫原性细胞死亡诱导剂选择性地诱导靶向内质网，通过直接改变内质

网的稳定状态，进而引发内质网应激，诱导免疫原性凋亡[37]。我们通过蛋白质免

疫印迹法实验发现，溶瘤病毒mVG161和hVG161可以促进小鼠结肠癌细胞CT26

和人结肠癌细胞 HCT116 内质网应激相关蛋白的表达，主要表现为 p-PERK、

GRP78、p-eIF2α蛋白呈现上升趋势，而 PERK蛋白和 eIF2α蛋白呈现下降趋势。

以上实验结果表明，溶瘤病毒mVG161和hVG161可以诱导小鼠结肠癌细胞CT26

和人结肠癌细胞 HCT116发生内质网应激反应。
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第二部分 VG161诱导 CT26、HCT116细胞免疫原性死亡的

能力

肿瘤细胞的免疫原性死亡是指肿瘤细胞受到外界刺激发生凋亡的同时，由非

免疫原性状态转变为免疫原性状态，从而介导机体产生抗肿瘤免疫反应的过程。

免疫原性细胞死亡的特征是细胞表面钙网蛋白（calreticulin，CRT）的暴露和免

疫调节分子如三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）和高迁移率族蛋白 1（high

mobility group box 1，HMGB1）释放到细胞外环境，而这些也是 ICD 发生的前

提[38]。为了增强抗肿瘤免疫，ICD需要一个完整的先天性和适应性免疫系统。在

ICD 前期，内质网分子伴侣 CRT转位至细胞膜表面，作为“吃掉我”信号，被

吞噬细胞表面的 CD91受体识别，并促进树突状细胞成熟，刺激树突状细胞吞噬

将死的肿瘤细胞[39]。在 ICD 前期、早期、中期，将死的肿瘤细胞通过自噬途径

分泌 ATP到胞外。ATP作为一种“找到我”信号，在细胞外环境中，与抗原递

呈细胞（antigen presentation cells，APCs）上的离子型（P2X7）和代谢型（P2Y2）

嘌呤受体结合，刺激抗原递呈细胞成熟和趋化诱导[40]。在 ICD 晚期，将死的肿

瘤细胞释放 HMGB1，HMGB1是一种非组蛋白染色质结合蛋白[41]。在细胞凋亡

晚期，HMGB1从细胞核中释放出来与树突状细胞表面的 Toll样受体 4（toll-like

receptor 4，TLR4）结合，激活树突状细胞，并促进树突状细胞向 T细胞呈递抗

原，促进 T 细胞的活化、增殖。TLR4 结合 HMGB1 后，激活了 TLR4/MyD88

信号通路，该信号通路通过抑制吞噬体和溶酶体之间的融合来增强肿瘤抗原的特

异性，并加速树突状细胞对抗原成分的吞噬[42]。因此，本章节主要探讨溶瘤病毒

mVG161 和 hVG161 是否可以诱导小鼠结肠癌细胞 CT26 和人结肠癌细胞

HCT116发生免疫原性细胞死亡，以及溶瘤病毒 mVG161是否可以促进小鼠骨髓

来源树突状细胞的成熟，和溶瘤病毒 mVG161 作用后的小鼠骨髓来源树突状细

胞对脾脏来源的 T淋巴细胞分化的影响。



成都中医药大学 2023届硕士研究生学位论文

31

1实验材料

1.1细胞株

同第一部分实验材料 1.1。

1.2 实验动物

SPF级雄性 BALB/c小鼠 6只，6-8周龄，体重 18-20 g，购于上海市计划生

育科学研究所，饲养于上海市普陀区中心医院动物房。按动物伦理委员会相关规

定饲养：相对湿度为 50%-65%，温度为 22℃-24℃，通风，无特定病原体，光照

时间 12 h，喂食基础饲料，自由饮水等（伦理批号：DWEC-A-202206021）。

1.3 主要试剂（同第一部分主要试剂）

新增部分如下：

试剂名称 生产厂家 货号

TNF-α试剂盒 欣博盛生物科技有限公司 EMC102a

IFN-γ试剂盒 北京博奥龙免疫技术有限公司 BDEL-0054

共聚焦小皿 无锡耐思生命科技股份有限公司 801001

Human HMGB1 ELISA Kit 中国台湾 arigo 公司 ARG81185

Mouse/Rat HMGB1 ELISA Kit 中国台湾 arigo 公司 ARG81310

ATP检测试剂盒 上海碧云天生物技术有限公司 S0026

红细胞裂解液 兰杰柯科技有限公司 BL503A

Murine IL-4 美国 PeproTech公司 96-214-14-20

Murine GM-CSF 美国 PeproTech公司 96-315-03-5

免疫染色固定液 上海碧云天生物技术有限公司 P0098

免疫染色通透液（Triton X-100） 上海碧云天生物技术有限公司 P0096

1.4 主要仪器（同第一部分主要仪器）

新增部分如下：

仪器名称 生产厂家 货号

激光共聚焦显微镜 日本 Nikon 公司 GDP2002
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1.5 主要试剂配制（同第一部分主要试剂配制）

新增部分如下：

1.5.1 DC完全培养基配制（50 mL体系）

组成 含量

100 ng/μL GM-CSF 5 μL

100 ng/μL IL-4 1 μL

胎牛血清 5 mL

RPMI-1640培养基 45 mL

青霉素/链霉素双抗溶液 500 μL

按照上述比例在超净台内配制好，放于 4℃冰箱备用，储存不超过两周。

1.5.2 ATP检测工作液配制

组成 比例

ATP检测试剂 1

ATP检测试剂稀释液 9

现配现用。

2实验方法

2.1 钙网蛋白暴露实验检测

2.1.1 细胞接种

在超净台内，选取对数生长期的 CT26、HCT116细胞，用 1×PBS清洗后，

加入 500 μL胰蛋白酶消化，待细胞变圆变亮或有沙粒样掉落，用 2 mL RPMI-1640

完全培养基中和胰蛋白酶，吹打混匀后转移至 15 mL 离心管，1000 rpm 离心 5

min。弃掉上清液，加入 1 mL RPMI-1640完全培养基重悬，取 10 μL于细胞计数

仪计数。根据计数结果，加入 RPMI-1640完全培养基，使细胞浓度调整为 1×104

个/mL，随后接种于共聚焦小皿中，1 mL/孔，并补充 1 mL完全培养基，混匀，

放于培养箱培养 24 h，待细胞贴壁。

2.1.2 细胞加药

取出共聚焦小皿，查看细胞状态和贴于共聚焦小皿的情况。随后置于超净台

内，用 1 mL 移液枪吸掉共聚焦小皿内的细胞上清，设置 mVG161、hVG161

MOI=0，0.1，0.25，0.5组，加入相应浓度的溶瘤病毒 2 mL，置于 37℃，5% CO2
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培养箱中孵育 24 h。

2.1.3 钙网蛋白暴露检测

（1）细胞固定：取出共聚焦小皿，查看细胞状态。用 1 mL移液枪吸掉共

聚焦小皿内的细胞上清，沿着共聚焦小皿壁缓慢加入 1 mL 1×PBS 缓冲液清洗

1-2次，弃上清，室温下沿着共聚焦小皿壁缓慢加入适量免疫染色固定液，覆盖

整个小皿即可，固定 5 min，1×PBS浸洗 5 min，共 3次。

（2）细胞通透：弃去 PBS 缓冲液，室温下加入免疫染色通透液（Triton

X-100），覆盖整个小皿即可，固定 5 min，1×PBS浸洗 5 min，共 3次。

（3）封闭：弃去 1×PBS缓冲液，加入 5% BSA室温封闭 1-2 h。

（4）孵育抗体：弃去 5% BSA封闭液，加入按 1:1000比例稀释的钙网蛋白

抗体，4℃过夜孵育。

（5）复染细胞核：第二天回收稀释的钙网蛋白抗体，加入适量 1×PBST，

摇床慢摇洗涤 3次，每次 5 min。弃去 1×PBST洗涤液，加入适量 DAPI，覆盖

整个小皿即可，室温避光孵育 5 min，随后用 1×PBST洗涤液浸洗 3次，每次 5

min。

（6）激光共聚焦显微镜观察：浸洗结束后，观察 CRT暴露情况。

2.2 细胞内 ATP检测

2.2.1 细胞接种

在超净台内，选取对数生长期的 CT26、HCT116细胞，用 1×PBS清洗后，

加入 500 μL胰蛋白酶消化，待细胞变圆变亮或有沙粒样掉落，用 2 mL RPMI-1640

完全培养基中和胰蛋白酶，吹打混匀后转移至 15 mL 离心管，1000 rpm 离心 5

min。弃掉上液清，加入 1 mL RPMI-1640完全培养基重悬，取 10 μL于细胞计数

仪计数。根据计数结果，加入 RPMI-1640完全培养基，使细胞浓度调整为 1×106

个/mL，随后接种于 6孔板中，1 mL/孔，并补充 1 mL完全培养基，混匀，放于

培养箱培养 24 h，待细胞贴壁。

2.2.2 细胞加药

取出 6孔板，查看细胞状态和贴于 6孔板的情况。随后置于超净台内，用 1

mL移液枪吸掉 6孔板内的细胞上清，设置 mVG161、hVG161 MOI=0，0.1，0.25，

0.5组，加入相应浓度的溶瘤病毒 2 mL，置于 37℃，5% CO2培养箱中孵育 24 h。
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2.2.3 胞内 ATP检测

（1）收集上清：吸除 6孔板内的培养液，每孔加入 200 μL裂解液冰上裂解

细胞 5 min。裂解后，收集液体于 1.5 mL EP管内，4℃ 12000 g 离心 5 min，取

上清，至新的 1.5 mL EP管内，做好样品浓度、作用时间等标记，保存于-80℃

冰箱，用于后续的测定。

（2）测定胞内 ATP浓度：从 4℃冰箱拿出 ATP浓度检测板，平衡至室温，

加入 ATP检测工作液 100 μL/孔，室温放置 3-5 min，以使 ATP浓度检测板的 ATP

全部被消耗掉，从而降低误差。随后每孔加上 20 μL（1）收集的上清，迅速用

20 μL微量移液器混匀，至少间隔 2 s后，用化学发光仪测定 RLU值，计算 ATP

浓度。

2.3 HMGB1释放检测

2.3.1 细胞接种

在超净台内，选取对数生长期的 CT26、HCT116细胞，用 1×PBS清洗后，

加入 500 μL胰蛋白酶消化，待细胞变圆变亮或有沙粒样掉落，用 2 mL RPMI-1640

完全培养基中和胰蛋白酶，吹打混匀后转移至 15 mL 离心管，1000 rpm 离心 5

min。弃掉上清液，加入 1 mL RPMI-1640完全培养基重悬，取 10 μL于细胞计数

仪计数。根据计数结果，加入 RPMI-1640完全培养基，使细胞浓度调整为 1×106

个/mL，随后接种于 6孔板中，1 mL/孔，并补充 1 mL完全培养基，混匀，放于

培养箱培养 24 h，待细胞贴壁。

2.3.2 细胞加药

取出 6孔板，查看细胞状态和贴于 6孔板的情况。随后置于超净台内，用 1

mL移液枪吸掉 6孔板内的细胞上清，设置 mVG161、hVG161 MOI=0，0.1，0.25，

0.5组，加入相应浓度的溶瘤病毒 2 mL，置于 37℃，5% CO2培养箱中孵育 24 h。

2.3.3 HMGB1释放检测

（1）收集上清：取出 6 孔板，在显微镜下观察细胞状态，用 1 mL移液枪

吸取 6孔板内的细胞上清至 1.5 mL EP管内，4℃ 2000 rpm离心 5 min，取上清，

至新的 1.5 mL EP管内，做好样品浓度、作用时间等标记，保存于-80℃冰箱，

用于后续的测定。

（2）取板：从 4℃冰箱拿出 HMGB1 浓度检测板，平衡至室温，其余板条
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放回装有干燥剂包的锡箔袋中，重新密封。

（3）加样、孵育：每孔加入样品 100 μL，随后再加入 200 μL 1×HRP-抗体

结合物，通过轻轻摇动或轻敲盘子几秒钟来彻底搅拌，盖上封板膜，在 4℃（不

摇动）下孵化一夜（建议约 16 h）。

（4）洗涤：第二天取出板条，倒掉原有液体，每孔加入洗涤液 350 μL，浸

洗 1 min，总共洗 5次，每次倒扣甩干，最后一次要完全甩干。

（5）加入 TMB和终止液：在完全没有任何液体的板条内加入 TMB底物 100

μL/孔，在室温下避光孵化 10 min，液体颜色从无色变为蓝色。随后，每孔加入

终止液 50 μL，液体颜色从蓝色变为黄色，轻轻摇动盘子，混匀。

（6）测 OD值：立即在酶标仪波长 450 nm处测定 OD值。

2.4 小鼠骨髓来源的树突状细胞的提取与检测

2.4.1 超净台准备

用酒精棉球叠瓦式擦拭超净台 2-3遍，然后将实验所用的手术灭菌剪刀、镊

子、15 mL离心管、50 mL离心管、培养皿、1 mL注射器等物品放于超净台内，

紫外照射 30 min。

2.4.2 小鼠骨髓来源的树突状细胞的提取与培养

（1）选取 6-8周龄的雄性 BALB/c小鼠，将小鼠颈椎脱臼处死后，放在 75%

的酒精中浸泡 2 min，移至超净台内的无菌培养皿中。

（2）用剪刀、镊子取出胫骨和股骨，并去除骨组织周围的肌肉，然后置于

盛有 RPMI-1640 培养基的无菌培养皿中。去除骨两端，用 1 mL 注射器抽取

RPMI-1640培养基，分别从骨的两端插入针头，反复冲洗骨髓腔，直至完全变白。

（3）用 1 mL注射器抽取培养皿中含有骨髓的 RPMI-1640培养基，置于 70

目滤网，滤去肌肉组织和小碎片，1200 rpm，5 min离心，去掉上清液，再加入

RPMI-1640培养基混匀，再次 1200 rpm，5 min离心，如此清洗两遍。

（4）去掉上清液后，室温下，在细胞沉淀中加入适量的红细胞裂解液，轻

吹混匀后，孵育 3-5 min。再加入 10 mL 1×PBS缓冲液中和红细胞裂解液，随后

1200 rpm，5 min离心，弃上清，加入适量的 RPMI-1640培养基重悬，取 10 μL 计

数，此时已获得小鼠骨髓细胞。

（5）再次 1200 rpm，5 min离心，去掉上清后，用 DC完全培养基重悬，使
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细胞浓度调整为 1×106个细胞/mL，接种于 6孔板内，2 mL/孔，置于 5% CO2，

37℃的培养箱培养 72 h。

（6）72 h后，采用半丢弃式方法为提取的小鼠骨髓来源的树突状细胞换液，

即离心后弃掉一半上层旧的培养基，再补足一半新鲜的 DC完全培养基，继续培

养 48 h。

2.4.3 小鼠骨髓来源的树突状细胞的检测

（1）在提取的髓源性树突状细胞继续培养 2天的第 1天里，同时在 6孔板

内接种 CT26细胞，1×106个/孔，于 37℃，5% CO2培养箱中培养 24 h。待细胞

贴壁后，设置MOI=0，0.1，0.25，0.5组，然后加入相应MOI的 mVG161作用

24 h。24 h后，即提取髓源性树突状细胞的第 5天，将提取的髓源性树突状细胞

分为MOI=0，0.1，0.25，0.5组，然后加入相应MOI组的 CT26细胞的上清液，

共同培养 24 h。

（2）第 6天，收集每组细胞于 15 mL离心管内，1000 rpm 离心 5 min，收

集上清液于新的 1.5 mL EP管内，标记好名称、mVG161浓度等信息，保存于-80℃

冰箱，用于后续测定上清液对脾脏来源 T淋巴细胞的分化诱导。然后，用 DC完

全培养基重悬树突状细胞，取 10 μL计数，使细胞浓度调整为 1×107 /mL，并 1000

rpm离心 5 min。

（3）弃上清后，用含 2% Fc block的 Stain Buffer重悬，冰上孵育 5 min，并

取 100 μL 转移至流式管内，加入抗体，避光孵育 30 min，1000 rpm 离心 5 min

后，弃上清，加入 400 μL Stain Buffer重悬，1 h内上流式仪检测。

2.5 小鼠脾脏 T淋巴细胞的提取与检测

2.5.1 超净台准备

用酒精棉球叠瓦式擦拭超净台 2-3遍，然后将实验所用的手术灭菌剪刀、镊

子、15 mL离心管、50 mL离心管、培养皿、1 mL注射器等物品放于超净台内，

紫外照射 30 min。

2.5.2 小鼠脾脏 T淋巴细胞的提取与培养

（1）选取 6-8周龄的雄性 BALB/c小鼠，将小鼠颈椎脱臼处死后，放在 75%

的酒精中浸泡 2 min，移至超净台内的无菌培养皿中。

（2）手术剖开腹腔，从小鼠左下腹部找到长梭形的脾脏，取出放置新的盛
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有 1×PBS缓冲液的无菌培养皿中，剔除脾脏表面的脂肪组织，用 1×PBS缓冲

液清洗一遍。

（3）将 70目尼龙筛网置于 50 mL 离心管上，将脾脏放置于筛网内，用剪

刀剪碎，并用 1 mL无菌注射器顶部进行研磨，一边研磨一边加入 1×PBS缓冲

液冲洗，直至脾脏完全变白。随后将 50 mL离心管置于离心机 2000 rpm离心 3

min，弃上清，加入适量的红细胞裂解液，轻吹混匀后，室温下孵育 3-5 min。随

后加入 10 mL 1×PBS 缓冲液中和红细胞裂解液的作用，然后 1200 rpm 离心

5min，弃上清，用 4 mL 1×PBS缓冲液重悬，轻吹混匀。

（4）在新的 15 mL离心管中，加入 4 mL的 Ficoll-Paque 液，然后将（3）

的重悬液沿着离心管管壁缓慢均匀加入到盛有4 mL Ficoll-Paque液的15 mL离心

管内，随后将 15 mL离心管置于离心机 20℃，400 g，水平离心 30 min。

（5）离心完成后，15 mL离心管会出现分层，中间白膜层便是所需的 T淋

巴细胞。取出中间白膜层，加入完全培养基，取 10 μL计数，使细胞浓度调整为

1×106 个细胞/mL，接种于 6孔板内，2 mL/孔，置于 37℃，5% CO2的细胞培养

箱培养。

2.5.3 小鼠脾脏 T淋巴细胞的检测

（1）将提取的 T淋巴细胞分为 MOI=0，0.1，0.25，0.5组，每组分别加入

对应MOI的 2.4.3（2）收集的上清液 2 mL，置于 37℃，5% CO2的细胞培养箱

培养 24 h。

（2）24 h后，收集细胞，1000 rpm，离心 5 min，收集上清液于 1.5 mL EP

管内，标记好名称、浓度等信息，保存于-80℃冰箱，用于后续测定 TNF-α和 IFN-γ

的含量。细胞沉淀用适量完全培养基重悬，取 10 μL计数，调整细胞浓度为 1×107

/mL，再次 1000 rpm离心 5 min。

（3）弃掉上清液，用含 2% Fc block的 Stain Buffer重悬，冰上孵育 5 min，

并取 100 μL转移至流式管内，加入抗体，避光孵育 30 min，1000 rpm离心 5 min

后，弃上清，加入 400 μL Stain Buffer重悬，1 h内上流式仪检测。

2.6 TNF-α检测

2.6.1 准备检测样品

将 2.5.3（2）收集的上清液 4℃ 2000 rpm离心 5 min，取上清，至新的 1.5 mL
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EP管内，做好样品浓度、作用时间等标记，保存于-80℃冰箱，用于后续的测定。

2.6.2 TNF-α检测

（1）从 4℃冰箱内取出实验需要的板条和试剂，平衡至室温。

（2）在避光环境下，加入 100 μL标准品或稀释液于空白孔中，其余孔加入

相应MOI的样品 100 μL/孔，用封板膜密封板孔，放于 37℃恒温箱，孵育 1.5 h。

（3）每孔加入洗涤液 350 μL，浸洗 1 min，总共洗 5 次，每次倒扣甩干，

最后一次要完全甩干。

（4）在避光环境下，加入 100 μL生物素化抗体稀释液于空白孔内，其余孔

加入 100 μL生物素化抗体工作液。用新的封板膜密封板孔，放于 37℃恒温箱，

孵育 1 h。

（5）每孔加入洗涤液 350 μL，浸洗 1 min，总共洗 5 次，每次倒扣甩干，

最后一次要完全甩干。

（6）在避光环境下，加 100 μL 酶结合物稀释液于空白孔内，其余孔加入

100 μL酶结合物工作液。用新的封板膜密封板孔，放于 37℃恒温箱，孵育 0.5 h。

（7）每孔加入洗涤液 350 μL，浸洗 1 min，总共洗 5 次，每次倒扣甩干，

最后一次要完全甩干。

（8）在避光环境下，每孔加入 100 μL显色底物 TMB，放于 37℃恒温箱，

孵育 15 min。随后，每孔再加入 100 μL反应终止液，混合均匀后，3 min内在酶

标仪波长 450 nm处测定 OD值。

2.7 IFN-γ检测

2.7.1 准备检测样品

将 2.5.3（2）收集的上清液 4℃ 300 g离心 10 min，取上清，至新的 1.5 mL EP

管内，做好样品浓度、作用时间等标记，保存于-80℃冰箱，用于后续的测定。

2.7.2 IFN-γ检测

（1）将所需的板条和试剂从 4℃冰箱内取出，平衡至室温。

（2）每孔加入 300 μL 1×洗液浸泡酶标板 30 s，弃掉洗液后，将板孔拍干。

（3）加入 100 μL的培养基于空白孔内和 100 μL 两倍倍比稀释的标准品于

标准品孔内。

（4）室温环境下，样本孔内每孔加入 100 μL需要检测的样本，再加入 50 μL
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的按 1:100比例稀释好的检测抗体，用封板膜密封板孔，300 rpm振荡 2 h。

（5）倒扣弃掉（4）内的液体，加入洗涤液 300 μL/孔，浸洗板孔 1 min，共

洗涤 6 次，每次洗涤完成都将板孔倒扣、拍干。

（6）在室温环境下，加入按 1:100比例稀释好的辣根过氧化物酶标记的链

霉亲和素 100 μL/孔，用封板膜密封板孔，300 rpm振荡 45 min。

（7）重复步骤（5）浸洗板孔。

（8）在避光环境下，加入 100 μL/孔的显色底物 TMB，孵育 5-30 min。

（9）再加入 100 μL/孔终止液，轻轻叩击板框，充分混匀，30 min内，在波

长 450 nm处和 570 nm或 630 nm处检测 OD值。

3统计学处理

运用 Graphpad Prism 8.0软件分析实验数据和制作图形，计量资料用 sx  表

示，多组间比较用单因素方差分析（one-way ANOVA）进行处理，当 P＜0.05时

认为有统计学意义。

4 实验结果

4.1 VG161对 CT26、HCT116细胞钙网蛋白暴露的影响

由于免疫原性细胞死亡发生时间早[43]，为了获得更好的实验结果，本章节溶

瘤病毒作用培养时间为 24 h。选取 mVG161和 hVG161 MOI=0，0.1，0.25和 0.5

浓度组分别作用于小鼠结肠癌细胞 CT26和人结肠癌细胞 HCT116 24 h后，通过

激光共聚焦显微镜观察钙网蛋白的暴露情况。结果显示，在 CT26细胞中，随着

MOI的增加，钙网蛋白的表面暴露显著增加，具体表现为：mVG161 MOI=0组

钙网蛋白荧光值为（20.18±5.74）AU；mVG161 MOI=0.1 组钙网蛋白荧光值为

（44.34±4.11）AU，与MOI=0组相比，具有统计学差异（**P＜0.01）；mVG161

MOI=0.25组钙网蛋白荧光值为（75.67±2.64）AU，与MOI=0组相比，差异明显

（***P＜0.001）；mVG161 MOI=0.5组钙网蛋白荧光值为（127.30±7.47）AU，

与MOI=0 组相比，具有显著差异（***P＜0.001）（图 2.1 A）。在 HCT116细

胞中，随着 MOI 的增加，钙网蛋白的表面暴露也在显著增加，具体表现为：
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hVG161 MOI=0组钙网蛋白荧光值为（37.94±4.43）AU；hVG161 MOI=0.1组钙

网蛋白荧光值为（48.19±4.08）AU，与MOI=0组相比，具有统计学差异（*P＜

0.05）；hVG161 MOI=0.25 组钙网蛋白荧光值为（76.23±2.21）AU，与 MOI=0

组相比，差异明显（***P＜0.001）；hVG161 MOI=0.5 组钙网蛋白荧光值为

（119.70±2.57）AU，与MOI=0组相比，具有显著差异（***P＜0.001）（图 2.1

B）。该实验结果表明，溶瘤病毒 mVG161和 hVG161可以诱导小鼠结肠癌细胞

CT26和人结肠癌细胞 HCT116的钙网蛋白的表面暴露。

表 2.1 VG161对 CT26、HCT116细胞钙网蛋白暴露的影响

Group n CRT Fluorescence Value(AU)

CT26

0 3 20.18±5.74

0.1 3 44.34±4.11**

0.25 3 75.67±2.64***

0.5 3 127.30±7.47***

HCT116

0 3 37.94±4.43

0.1 3 48.19±4.08#

0.25 3 76.23±2.21###

0.5 3 119.70±2.57###

**表示与 CT26 MOI=0组相比，差异有统计学意义，P＜0.01；***表示与 CT26 MOI=0 组相比，

差异有统计学意义，P＜0.001。#表示与 HCT116 MOI=0组相比，差异有统计学意义，P＜0.05；
###表示与 HCT116 MOI=0组相比，差异有统计学意义，P＜0.001。
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图 2.1 激光共聚焦显微镜检测 VG161对 CT26、HCT116细胞 CRT暴露的影响（200×）

A. mVG161对 CT26细胞 CRT暴露的荧光图和统计图；B. hVG161对 HCT116细胞 CRT暴

露的荧光图和统计图
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4.2 VG161对 CT26、HCT116细胞 ATP释放的影响

由于细胞上清液 ATP含量少且不易检测，为减少实验结果的误差，本节实

验选取 mVG161 和 hVG161 MOI=0，0.1，0.25 和 0.5 浓度组分别作用于小鼠结

肠癌细胞 CT26和人结肠癌细胞 HCT116 24 h后，通过 ATP检测试剂盒观察细胞

内 ATP的含量，以推断 ATP细胞外释放趋势，结果如图 2.2所示。在 CT26细胞

中，随着MOI 的增加，细胞内 ATP的含量逐渐减少，由此推断，随着 MOI 的

增加，细胞外 ATP的释放逐渐增加。具体表现为：mVG161 MOI=0组细胞内 ATP

含量为（18.37±0.97）μM；mVG161 MOI=0.1组细胞内 ATP含量为（16.18±0.40）

μM，与MOI=0组相比，具有统计学差异（**P＜0.01）；mVG161 MOI=0.25组

细胞内 ATP含量为（13.70±0.49）μM，与MOI=0组相比，差异明显（***P＜0.001）；

mVG161 MOI=0.5组细胞内 ATP含量为（11.54±0.32）μM，与MOI=0组相比，

差异具有显著统计学意义（***P＜0.001）（图 2.2 A）。在 HCT116细胞中，随

着MOI的增加，细胞内 ATP的含量也在逐渐减少，由此表明，细胞外 ATP的释

放也在逐渐增加。具体表现为：hVG161 MOI=0组细胞内ATP含量为（14.44±1.42）

μM；hVG161 MOI=0.1组细胞内 ATP含量为（12.32±0.59）μM，与MOI=0组相

比，细胞内 ATP含量虽然减少，但差异并无统计学意义；hVG161 MOI=0.25组

细胞内 ATP含量为（9.38±0.56）μM，与MOI=0 组相比，结果具有统计学差异

（***P＜0.001）；hVG161 MOI=0.5组细胞内 ATP含量为（7.38±0.55）μM，与

MOI=0组相比，差异具有显著的统计学意义（***P＜0.001）（图 2.2 B）。该实

验结果说明，溶瘤病毒 mVG161和 hVG161可以诱导小鼠结肠癌细胞 CT26和人

结肠癌细胞 HCT116释放 ATP。
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表 2.2 VG161对 CT26、HCT116细胞胞内 ATP含量的影响

Group n Intracellular ATP content(μM)

CT26

0 3 18.37±0.97

0.1 3 16.18±0.40**

0.25 3 13.70±0.49***

0.5 3 11.54±0.32***

HCT116

0 3 14.44±1.42

0.1 3 12.32±0.59

0.25 3 9.38±0.56###

0.5 3 7.38±0.55###

**表示与 CT26 MOI=0组相比，差异有统计学意义，P＜0.01；***表示与 CT26 MOI=0 组相比，

差异有统计学意义，P＜0.001。###表示与 HCT116 MOI=0组相比，差异有统计学意义，P＜
0.001。

图 2.2 VG161对 CT26、HCT116细胞胞内 ATP含量的统计

A.mVG161对 CT26 胞内 ATP含量影响；B.hVG161对 HCT116胞内 ATP含量影响

4.3 VG161对 CT26、HCT116细胞 HMGB1释放的影响

选取 mVG161 和 hVG161 MOI=0，0.1，0.25 和 0.5 浓度组分别作用于小鼠

结肠癌细胞 CT26和人结肠癌细胞 HCT116 24 h后，通过 HMGB1检测试剂盒观

察细胞外 HMGB1 释放情况，结果如图 2.3 所示。在 CT26 细胞中，随着 MOI

的增加，HMGB1 的释放显著增加，具体表现为：mVG161 MOI=0 组细胞外

HMGB1的含量为（0.48±0.04）ng/mL；mVG161 MOI=0.1 组细胞外 HMGB1 的

含量为（0.58±0.04）ng/mL，与MOI=0 组相比，细胞外 HMGB1 的释放虽然在
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增加，但差异并无统计学意义；mVG161 MOI=0.25组细胞外 HMGB1的含量为

（0.78±0.04）ng/mL，与MOI=0组相比，差异明显（**P＜0.01）；mVG161 MOI=0.5

组细胞外 HMGB1 的含量为（1.05±0.10）ng/mL，与MOI=0 组相比，具有显著

差异（***P＜0.001）（图 2.3 A）。在 HCT116细胞中，随着 MOI 的增加，细

胞外 HMGB1 的释放也在逐渐增加。具体表现为：hVG161 MOI=0 组细胞外

HMGB1 的含量为（0.51±0.06）ng/mL；hVG161 MOI=0.1 组细胞外 HMGB1 的

含量为（0.77±0.01）ng/mL，与MOI=0组相比，具有统计学差异（**P＜0.01）；

hVG161 MOI=0.25 组细胞外 HMGB1 的含量为（0.88±0.03）ng/mL，与 MOI=0

组相比，结果具有显著的统计学差异（***P＜0.001）；hVG161 MOI=0.5组细胞

外 HMGB1 的含量为（1.13±0.09）ng/mL，与MOI=0 组相比，差异具有明显的

统计学意义（***P＜0.001）（图 2.3 B）。该实验结果说明，溶瘤病毒 mVG161

和 hVG161 可以诱导小鼠结肠癌细胞 CT26 和人结肠癌细胞 HCT116 释放

HMGB1。

表 2.3 VG161对 CT26、HCT116细胞 HMGB1释放的影响

Group n HMGB1（ng/mL)

CT26

0 3 0.48±0.04

0.1 3 0.58±0.04

0.25 3 0.78±0.04**

0.5 3 1.05±0.10***

HCT116

0 3 0.51±0.06

0.1 3 0.77±0.01##

0.25 3 0.88±0.03###

0.5 3 1.13±0.09###

**表示与 CT26 MOI=0组相比，差异有统计学意义，P＜0.01；***表示与 CT26 MOI=0 组相比，

差异有统计学意义，P＜0.001。##表示与 HCT116 MOI=0 组相比，差异有统计学意义，P＜
0.01；###表示与 HCT116 MOI=0组相比，差异有统计学意义，P＜0.001。
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图 2.3 VG161对 CT26、HCT116细胞 HMGB1释放量的统计

A.mVG161作用 CT26 24 h HMGB1 释放含量统计图；B.hVG161作用 HCT116 24 h HMGB1

释放含量统计图

4.4 mVG161对小鼠髓源性树突状细胞成熟的影响

从 BALB/c 小鼠胫骨和股骨中提取髓源性树突状细胞，分为MOI=0，0.1，

0.25和 0.5 浓度组，然后使用 mVG161 作用 CT26 细胞的相应MOI 组的上清液

作用树突状细胞 24 h，运用流式细胞术检测髓源性树突状细胞表面 CD80、CD86

分子的表达，本实验结果为 CD80、CD86双阳性细胞才是成熟树突状细胞。实

验结果所示，随着MOI的增加，CD80、CD86双阳性的细胞比例也在明显增加，

具体结果为：MOI=0组，CD80、CD86双阳性的细胞比例为（62.11±0.34）%；

MOI=0.1组，CD80、CD86双阳性的细胞比例为（76.73±2.24）%，与MOI=0组

相比，具有统计学差异（***P＜0.001）；MOI=0.25组，CD80、CD86双阳性的

细胞比例为（82.89±1.13）%，与 MOI=0 组相比，差异显著（***P＜0.001）；

MOI=0.5组，CD80、CD86双阳性的细胞比例为（86.79±0.86）%，与MOI=0组

相比，差异具有明显的统计学意义（***P＜0.001）（图 2.4）。本实验说明，溶

瘤病毒 mVG161可以促进髓源性树突状细胞的成熟。



成都中医药大学 2023届硕士研究生学位论文

46

表 2.4 mVG161对小鼠髓源性树突状细胞成熟的影响

Group n DC Maturation(%)

0 3 62.11±0.34

0.1 3 76.73±2.24***

0.25 3 82.89±1.13***

0.5 3 86.79±0.86***

***表示与MOI=0组相比，差异有统计学意义，P＜0.001。

图 2.4 流式细胞术检测 mVG161对小鼠髓源性树突状细胞成熟的影响

4.5 mVG161作用的髓源性 DCs对小鼠脾脏 T淋巴细胞分化的影响

从 BALB/c 小鼠脾脏中提取 T淋巴细胞，分为 MOI=0，0.1，0.25和 0.5浓

度组，然后使用 4.4实验中收集的上清液作用 T淋巴细胞 24 h，运用流式细胞术

检测 T 淋巴细胞表面 CD3、CD4、CD8 分子的表达，本实验结果为 CD3+CD4+

双阳性细胞为 CD4+ T淋巴细胞，CD3+CD8+双阳性细胞为 CD8+ T淋巴细胞。实

验结果所示，随着MOI的增加，CD3+CD4+双阳性细胞比例明显增加，具体结果

为：MOI=0 组，CD3+CD4+双阳性细胞比例为（2.72±0.70）%；MOI=0.1 组，

CD3+CD4+双阳性细胞比例为（4.55±1.30）%，与MOI=0组相比，虽然 CD3+CD4+

双阳性细胞比例有所增加，但差异并无统计学差异；MOI=0.25 组，CD3+CD4+

双阳性细胞比例为（8.08±1.77）%，与MOI=0 组相比，具有统计学差异（*P＜
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0.05）；MOI=0.5组，CD3+CD4+双阳性细胞比例为（18.86±3.13）%，与MOI=0

组相比，差异具有明显的统计学意义（***P＜0.001）（图 2.6）。本实验说明，

溶瘤病毒mVG161可以促进小鼠脾脏来源的 T淋巴细胞向CD4+ T淋巴细胞方向

分化。

表 2.5 mVG161作用的髓源性 DCs对小鼠脾脏 T淋巴细胞分化的影响

Group n CD3+CD4+ Cell(%)

0 3 2.72±0.70

0.1 3 4.55±1.30

0.25 3 8.08±1.77*

0.5 3 18.86±3.13***

*表示与MOI=0组相比，差异有统计学意义，P＜0.05；***表示与MOI=0组相比，差异有统

计学意义，P＜0.001。

图 2.5 流式细胞术检测 mVG161作用的髓源性 DCs对小鼠脾脏 T淋巴细胞分化的影响

4.6上清液中 TNF-α、IFN-γ的变化

运用 ELISA实验，检测 4.5实验收集的上清中 TNF-α和 IFN-γ的表达。实验

结果显示，随着MOI的增加，TNF-α含量逐渐增加，具体结果为：MOI=0 组，

TNF-α含量为（89.15±11.05）pg/mL；MOI=0.1组，TNF-α含量为（443.70±78.31）
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pg/mL，与 MOI=0 组相比，差异具有统计学意义（***P＜0.001）；MOI=0.25

组，TNF-α含量为（780.70±103.90）pg/mL，与MOI=0组相比，具有明显的统计

学差异（***P＜0.001）；MOI=0.5 组，TNF-α含量为（1191.00±7.91）pg/mL，

与MOI=0 组相比，差异具有显著的统计学意义（***P＜0.001）（图 2.5 A）。

IFN-γ表达的实验结果所示，随着MOI 的增加，IFN-γ含量也在逐渐增加，具体

结果为：MOI=0组，IFN-γ含量为（138.00±7.19）pg/mL；MOI=0.1组，IFN-γ含

量为（175.60±14.29）pg/mL，与MOI=0 组相比，虽然 IFN-γ含量在增加，但差

异并无统计学意义；MOI=0.25组，IFN-γ含量为（307.70±29.57）pg/mL，与MOI=0

组相比，具有统计学差异（**P＜0.01）；MOI=0.5组，IFN-γ含量为（1047.00±69.34）

pg/mL，与MOI=0组相比，差异具有明显的统计学意义（***P＜0.001）（图 2.5

B）。实验结果表明，溶瘤病毒 mVG161作用的髓源性树突状细胞诱导脾脏 T淋

巴细胞分化的同时还能促进 TNF-α和 IFN-γ的释放。

表 2.6 上清液中 TNF-α、IFN-γ的变化

Group n IFN-α(pg/mL) IFN-γ(pg/mL)

0 3 89.15±11.05 138.00±7.19

0.1 3 443.70±78.31*** 175.60±14.29

0.25 3 780.70±103.90*** 307.70±29.57##

0.5 3 1191.00±7.91*** 1047.00±69.34###

***表示与MOI=0组相比，IFN-α表达差异有统计学意义，P＜0.001。##表示与MOI=0 组相比，

IFN-γ表达差异有统计学意义，P＜0.01；###表示与MOI=0 组相比，IFN-γ表达差异有统计学

意义，P＜0.001。

图 2.6 ELISA检测上清液中 TNF-α、IFN-γ的变化

A. TNF-α表达统计图；B. IFN-γ表达统计图。
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5 讨论

钙网蛋白的凋亡前表面暴露，以及 ATP和 HMGB1 的释放，被认为是将死

肿瘤细胞的最佳 ICD标志物，这些物质能够激活树突状细胞的旁分泌，从而启

动细胞毒效应[44]。最近的研究表明，包括呼肠孤病毒、新城疫病毒和单纯疱疹

病毒等在内的溶瘤病毒可以诱导免疫原性细胞死亡，并伴随着钙网蛋白表面的暴

露、ATP和 HMGB1的释放，这为树突状细胞提供了危险信号和天然的肿瘤相关

抗原，这两者都是启动抗肿瘤适应性免疫所必需的条件[45-47]。

在本部分，我们使用激光共聚焦实验观察钙网蛋白在细胞表面暴露情况、通

过 ATP检测试剂盒观察细胞内 ATP的含量、利用 HMGB1检测试剂盒观察细胞

外 HMGB1的释放情况。我们通过检测免疫原性细胞死亡的三种特征标志物来验

证溶瘤病毒 mVG161、hVG161是否可以诱导 CT26、HCT116细胞发生免疫原性

细胞死亡。实验结果显示，溶瘤病毒 mVG161、hVG161作用 CT26、HCT116细

胞 24 h后，细胞表面钙网蛋白暴露增加、ATP和 HMGB1 释放增加，这表明溶

瘤病毒 mVG161、hVG161可以诱导 CT26、HCT116细胞发生免疫原性细胞死亡。

随后我们通过流式细胞术和 ELISA实验验证溶瘤病毒 mVG161是否对树突状细

胞的成熟和 T细胞的分化有作用。实验结果显示，加入溶瘤病毒 mVG161 作用

后，树突状细胞表面分子 CD80 和 CD86、小鼠脾脏来源的 T 淋巴细胞中

CD3+CD4+双阳性细胞比例、以及上清液中 TNF-α和 IFN-γ表达均显著增加，表

明溶瘤病毒 mVG161作用可以促进髓源性树突状细胞的成熟，诱导脾脏 T 淋巴

细胞分化。
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第三部分 VG161抗结肠癌的体内作用

上述体外实验结果表明，溶瘤病毒 mVG161 和 hVG161 能够抑制小鼠结肠

癌 CT26细胞和人结肠癌 HCT116细胞的增殖，促进其凋亡，并可以通过促进内

质网应激诱导其发生免疫原性细胞死亡。同时，溶瘤病毒 mVG161可以促进小

鼠髓源性树突状细胞的成熟，以及成熟的髓源性树突状细胞可以诱导脾脏来源的

T 淋巴细胞分化。在本章节中，我们建立了人源性结肠癌组织异种移植模型

（patient-derivedxenografts，PDX）、小鼠结肠癌双边皮下移植瘤模型，来进一

步研究溶瘤病毒 VG161的体内抗肿瘤作用。

OX40（CD134）是肿瘤坏死因子受体超家族成员，是一种有效的免疫共刺

激激动剂，其配体为 OX40L。根据 Carolina A.C等人的研究发现，抗 OX40疗法

可以增加血液和肿瘤中 CD4+和 CD8+ T细胞的活性和增殖能力，增强效应细胞的

功能，同还能抑制 Tregs细胞的免疫抑制作用，从而增强抗肿瘤能力。然而，抗

OX40疗法的局限性在于其对免疫原性低的肿瘤效果差[31]。结合前期实验发现，

溶瘤病毒 mVG161具有诱导 CT26细胞发生免疫原性细胞死亡的能力，在本章节

中，我们联合应用了 OX40抗体，来进一步验证联用抗 OX40疗法是否可以更好

地激活免疫，提高溶瘤病毒 VG161对结肠癌的体内抗肿瘤效果。

1实验材料

1.1 细胞株

本章节使用的细胞株仅为小鼠结肠癌细胞株 CT26，来源及培养方法同第一

部分实验材料 1.1。

1.2 实验动物

SPF级 BALB/c小鼠 44只，雄性，6-8周龄，体重 18-20 g和 SPF级 BALB/c

裸鼠 10只，雄性，6-8周龄，体重 18-20 g，均购于上海市计划生育科学研究所，

饲养于上海市普陀区中心医院动物房。按动物伦理委员会相关规定饲养：相对湿
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度为 50%-65%，温度为 22℃-24℃，通风，无特定病原体，光照时间 12 h，喂食

基础饲料，自由饮水等（伦理批号：DWEC-A-202206021）。

1.3 主要试剂（同第一部分主要试剂）

新增部分如下：

试剂名称 生产厂家 货号

即用型 SABC-POD（兔 IgG） 武汉博士德生物工程有限公司 SA1022

抗荧光淬灭封片液 上海碧云天生物技术有限公司 P0126

1.4 主要仪器

同第一部分实验材料 1.3。

2实验方法

2.1 人结肠癌 PDX模型的建造和治疗

（ 1）瘤块标本准备：从病人身上取下结肠癌组织（伦理批号：

DWEC-A-202206013），选取质硬、血管少、被膜少的组织块，切成 2 mm3大小

左右，浸泡于生理盐水（NS），放于 4℃冰箱备用（储存时间不超过 4 h，以免

影响成瘤率）。

（2）造模：在动物手术室内，使用 2.5%戊巴比妥钠麻醉 BALB/c 裸鼠，置

于手术台上。用酒精擦拭小鼠右侧皮肤，消毒 3次。选取小鼠右侧大腿上方 1 cm

左右的位置，用无菌剪刀剪一 0.5 cm左右的小孔，使用无菌镊子从小孔进入，

分离皮肤和筋膜。用无菌镊子夹取一块准备好的瘤块标本，从小孔植入小鼠体内，

植入瘤块的放置位置尽量远离小孔，以防瘤块掉出，影响成瘤率。结束后，将小

鼠皮肤缝合，放回笼内，第二日观察小鼠术后状况，并每三天观察一次瘤体生长

情况。

（3）治疗：在初步研究 hVG161抗肿瘤效果的实验中，小鼠瘤体长至约 50-80

mm3时，将小鼠随机分为对照组、VG160组、hVG161组。对照组：连续 5天给

以生理盐水（NS）瘤内注射治疗；VG160组：连续 5天给以 VG160（1×107PFU）

瘤内注射治疗；hVG161组：连续 5天给以 hVG161（1×107PFU）瘤内注射治疗。

每 3天测瘤、称重一次，根据小鼠瘤体大小决定观察期时间。在进一步的观察
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hVG161抗肿瘤效果的实验中，小鼠瘤体长至约 50-80 mm3时，将小鼠随机分为

对照组、hVG161组。对照组：连续 5天给以生理盐水（NS）瘤内注射治疗；hVG161

组：连续 5天给以 hVG161（1×107PFU）瘤内注射治疗。每 3天测瘤、称重一次，

当小鼠瘤体超过 2000 mm3（将小鼠进行颈椎脱臼处死）或者小鼠死亡时，结束

观察。

2.2 小鼠结肠癌双边皮下移植瘤模型的建造和治疗

（1）CT26细胞准备：将生长状态良好且处于生长对数期的 CT26细胞，消

化、计数、调整细胞浓度为 1×106个/mL，放于 4℃冰箱备用（储存时间不超过 4

h，以免影响成瘤率）。

（2）造模：先将 BALB/c小鼠左右腰部的毛发剔除，随后在动物手术室内，

使用酒精擦拭小鼠剃毛处皮肤，消毒 3次。用 1 mL注射器吸取 200 μL准备好的

细胞悬液，首先选取小鼠右侧大腿上方 1 cm左右的位置进针，左手大拇指和食

指将进针处皮肤崩开，右手持吸有细胞悬液的注射器，45度斜角进针，待针头

进入皮下后，改为近水平位置继续进针至针头几乎完全插入皮下，注入细胞悬液

200 μL，待观察到小鼠皮下出现小皮丘时，缓慢旋转退针，无菌棉球轻压针孔约

1 min 后将小鼠放回笼，此处接种的瘤用于给药，记为用药侧。左侧部位造模方

法相同，该处的瘤不用于给药，记为非用药侧。造模后的小鼠放回笼内，继续常

规饲养。

（3）治疗：小鼠瘤体长至约 50-80 mm3时，将小鼠随机分为对照组、OX40

组、mVG161组、联合组（mVG161+OX40组）。对照组：连续 5天给以生理盐

水（NS）瘤内注射治疗；OX40组：第 1天、第 4天给以 OX40抗体（5 mg/kg）

腹腔注射治疗；mVG161 组：连续 5 天给以 mVG161（1×107PFU）瘤内注射治

疗；联合组（mVG161+OX40组）：连续 5 天给以 mVG161（1×107PFU）瘤内

注射治疗，同时在第 1 天、第 4 天给以 OX40 抗体（5 mg/kg）腹腔注射治疗。

每 3天测瘤、称重一次，根据小鼠瘤体大小决定观察期时间。

2.3 HE染色

（1）将小鼠颈椎脱臼处死后，取心、肝、脾、肺、肾、瘤浸泡于福尔马林

溶液中。
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（2）将浸泡于福尔马林中的标本取出，放于包埋盒中，并标记好模型种类、

标本名称、时间等信息，置于脱水机内脱水。

（3）将脱好水的标本包埋至石蜡内：包埋时，将溶解的石蜡滴至包埋容器

内，然后放入标本，再滴加石蜡将标本完全包埋，随后放于低温凝固台上凝固成

块。包好的石蜡放于常温保存备用。

（4）切片：将石蜡块置于切片机上固定，修片至组织最大横截面时，切取

平面，放于温水中展平，1-2 min后用载玻片捞出，标记好模型类型、组织类型

和时间等信息，放于烤片机上烘干。烘好的片子可以立即使用也可以放于玻片盒

常温保存备用。

（5）将烘好的片子进行机器脱蜡处理后，放于 HE染色仪器上，设定程序

后自动染色以及封片处理，随后显微镜下观察拍照即可。

2.4 免疫组织化学染色（ki67）

（1）将切好放于玻片盒备用的片子放于烤片机上烘烤 30 min，随后进行机

器脱蜡处理。

（2）将脱蜡的片子置于装有 1×柠檬酸钠抗原修复液的盒子里，放于微波

炉内高火修复 10 min，中高火修复 5 min，然后冷却至室温，并用 1×PBS缓冲

液浸洗 3次，每次 5 min。

（3）用纸巾将片子多余的水分吸干，用免疫组化笔圈出组织，在标本组织

上滴加过氧化氢溶液，孵育5-10 min，然后用1×PBS缓冲液浸洗3次，每次 5 min。

（4）在标本组织上滴加 5% BSA封闭液，37℃孵育 30 min，随后，直接滴

加用 5% BSA封闭液稀释的 ki67抗体，于 4℃过夜孵育。

（5）第二天，滴加适量 ki67对应的二级抗体，37℃孵育 30 min，并用 1×

PBS缓冲液浸洗 3次，每次 5 min。

（6）在标本组织上滴加 SABC溶液，37℃孵育 30 min，并用 1×PBS缓冲

液浸洗 3次，每次 5 min。

（7）在标本组织上滴加 DAB 染液染细胞核，再用苏木素染液染细胞质，

并用 1×PBS缓冲液浸洗 3次，随后封片、观察拍照即可。
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2.5 免疫荧光染色（CD8）

（1）将切好放于玻片盒备用的片子放于烤片机上烘烤 30 min，随后进行机

器脱蜡处理。

（2）将脱蜡的片子置于装有 1×柠檬酸钠抗原修复液的盒子里，放于微波

炉内高火修复 10 min，中高火修复 5 min，然后冷却至室温，并用 1×PBS缓冲

液浸洗 3次，每次 5 min。

（3）用纸巾将片子多余的水分吸干，用免疫组化笔圈出组织，在标本组织

上滴加免疫染色固定液，常温下固定 20 min，并用 1×PBS缓冲液浸洗 3次，每

次 5 min。再在标本组织上滴加免疫染色通透液，常温下通透 20 min，并用 1×

PBS缓冲液浸洗 3次，每次 5 min。

（4）在标本组织上滴加 5% BSA封闭液，37℃孵育 30 min，随后直接滴加

用 5% BSA封闭液稀释的 CD8抗体，于 4℃过夜孵育。

（5）第二天，滴加适量 CD8抗体对应的荧光二级抗体，于 37℃避光孵育 1

h，并用 1×PBS缓冲液浸洗 3次，每次 5 min。

（6）在避光环境中，在组织上滴加 DAPI染色液，染色 5 min，并用 1×PBS

缓冲液浸洗 3次，每次 5 min。随后，用抗荧光淬灭剂封片，显微镜观察肿瘤组

织中 CD8+ T细胞浸润情况，并拍照记录。

2.6流式细胞术检测 DCs、肿瘤浸润 T细胞和脾脏记忆 T细胞指标

（1）样本取材：将小鼠麻醉，剪掉小鼠胡须，摘掉眼球取血，约 1 mL/只。

血液室温静置 30 min后，1200 rpm离心 15 min，取上层血清，放于-80℃保存，

用于后续的 TNF-α和 IFN-γ检测。随后，将小鼠颈椎脱臼处死后，取小鼠腹股沟

淋巴结、皮下瘤体和脾脏，泡于生理盐水内，放冰上备用。

（2）样本制备：取适量腹股沟淋巴结、瘤体和脾脏分别剪碎、研磨，加入

1 mL 1×PBS缓冲液，用 70目滤网过滤至离心管内，1200 rpm离心 15 min。脾

脏细胞再加入适量红细胞裂解液，室温裂解 3-5 min，加入 1 mL 1×PBS缓冲液

中和，1200 rpm离心 5 min。弃掉上清后，加入适量 1×PBS缓冲液重悬，使细

胞浓度离心为 1×107个/mL，再次 1200 rpm离心 5 min。

（3）抗体染色：弃上清，加入含 2% Fc block的 Stain Buffer重悬，冰上孵
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育 5 min。随后，取 100 μL细胞悬液转移至流式管中，加入抗体，室温避光孵育

30 min；离心，弃上清，加入 400 μL Stain Buffer重悬，1 h内上流式仪检测。

2.7 TNF-α检测

同第二部分实验方法 2.6。

2.8 IFN-γ检测

同第二部分实验方法 2.7。

3统计学处理

运用 Graphpad Prism 8.0软件分析实验数据和制作图形，计量资料用 sx  表

示，多组间比较用单因素方差分析（one-way ANOVA）进行处理，当 P＜0.05时

认为有统计学意义。

4 实验结果

4.1 hVG161在 PDX模型中抗肿瘤效果的初步研究

为了研究溶瘤病毒 VG161的体内治疗效果，我们用人源性的结肠癌组织，

构建了 PDX模型。将小鼠分为对照组、VG160组和 hVG161组，分别给以生理

盐水（NS）、VG160、hVG161治疗，具体实验流程如图 3.1.1。

图 3.1.1 实验流程图

4.1.1 hVG161对 PDX模型小鼠体重的影响

在观察期结束时，对照组小鼠体重为（20.24±1.04）g，VG160 组小鼠体重

为（19.99±0.78）g，hVG161组小鼠体重为（20.52±0.95）g，三组小鼠的体重变

化并无统计学差异（图 3.1.2）。
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表 3.1 hVG161对 PDX模型小鼠体重的影响

Group n Body Weight(g)

Ctrl 5 20.24±1.04

VG160 5 19.99±0.78

hVG161 5 20.52±0.95

图 3.1.2 小鼠体重变化

4.1.2 hVG161对 PDX模型小鼠瘤体体积的影响

小鼠瘤体体积变化显示，在给药 28 天时，对照组小鼠瘤体体积为

（525.10±424.50）mm3，VG160组小鼠瘤体体积为（167.00±147.50）mm3，hVG161

组小鼠瘤体体积为（96.67±71.34）mm3。与对照组相比，VG160 组小鼠瘤体体

积稍小于对照组，瘤体大小变化具有统计学差异（*P＜0.05），hVG161组小鼠

瘤体体积明显小于对照组，瘤体大小变化差异显著（**P＜0.01）（图 3.1.3）。

表 3.2 hVG161对 PDX模型小鼠瘤体体积的影响

Group n Tumor Volume(mm3)

Ctrl 5 525.10±424.50

VG160 5 167.00±147.50*

hVG161 5 96.67±71.34**

*表示与 Ctrl 组相比，差异有统计学意义，P＜0.05；**表示与 Ctrl组相比，差异有统计学意

义，P＜0.01。
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图 3.1.3 小鼠瘤体大小变化

4.1.3 hVG161对 PDX模型小鼠肿瘤组织内 ki67变化的影响

小鼠肿瘤组织 ki67 免疫组织化学染色结果显示，对照组 ki67 阳性率为

（104.00±7.55）%，VG160组 ki67阳性率为（96.41±0.68）%，hVG161组 ki67

阳性率为（71.26±5.87）%。与对照组相比，VG160组 ki67阳性率虽然有所下降，

但并没有统计学差异，而 hVG161组结果具有显著的统计学差异（***P＜0.001）

（图 3.1.4）。

表 3.3 hVG161对 PDX模型小鼠肿瘤组织内 ki67的影响

Group n % ki67 Posstive Cell

Ctrl 3 104.00±7.55

VG160 3 96.41±0.68

hVG161 3 71.26±5.87***

***表示与 Ctrl组相比，差异有统计学意义，P＜0.001。

图 3.1.4 肿瘤组织内 ki67 变化（200×）
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4.1.4 hVG161对 PDX模型小鼠肿瘤组织内凋亡蛋白变化的影响

Western blot 检测小鼠肿瘤组织凋亡蛋白实验结果显示，与对照组相比，

VG160组和 hVG161组中，凋亡蛋白 cleaved-caspase3、Bax呈上升趋势，caspase3

蛋白和抗凋亡蛋白 Bcl-2呈下降趋势，且 hVG161组结果更明显（图 3.1.5）。

图 3.1.5 肿瘤组织内凋亡蛋白变化

4.2 hVG161在 PDX模型中抗肿瘤效果的进一步研究

上述实验结果表明，溶瘤病毒 hVG161可以延缓 PDX模型肿瘤的生长，促

进其凋亡，效果比骨架病毒 VG160更好。因此，基于以上实验结果，我们进一

步研究了溶瘤病毒 hVG161在 PDX模型中的体内治疗效果。将小鼠分为对照组

和给药组，分别使用生理盐水（NS）和溶瘤病毒 hVG161进行治疗，然后观察

小鼠的体重、瘤体生长变化和小鼠生存时间，具体实验流程如图 3.2.1。

图 3.2.1 实验流程图

4.2.1 hVG161对 PDX模型小鼠体重的影响

在 hVG161对 PDX模型的进一步体内研究发现，在观察期结束时，对照组
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小鼠体重为（22.99±0.89）g，给药组小鼠体重为（23.90±1.23）g，两组小鼠的体

重变化并无统计学差异（图 3.2.2）。

表 3.4 hVG161对 PDX模型小鼠体重的影响

Group n Body Weight(g)

Ctrl 5 22.99±0.89

hVG161 5 23.90±1.23

图 3.2.2 小鼠体重变化

4.2.2 hVG161对 PDX模型小鼠瘤体体积的影响

小鼠瘤体大小结果显示，在给药 37 天时，对照组小鼠瘤体体积为

（845.30±712.60）mm3，给药组小鼠瘤体体积为（214.40±172.10）mm3，给药组

瘤体体积明显小于对照组，具有统计学差异（**P＜0.01）（图 3.2.3）。

表 3.5 hVG161对 PDX模型小鼠瘤体体积的影响

Group n Tumor Volume(mm3)

Ctrl 5 845.30±712.60

hVG161 5 214.40±172.10**

**表示与 Ctrl组相比，差异有统计学意义，P＜0.01。
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图 3.2.3 小鼠瘤体大小变化

4.2.3 hVG161对 PDX模型小鼠生存时间的影响

生存期观察结果显示，对照组小鼠最长存活时间为 40天，而在第 61天结束

生存期观察时，给药组小鼠仍有一只存活，给药组小鼠最长存活时间明显长于对

照组小鼠，两组小鼠存活时间具有统计学差异（**P＜0.01）（图 3.2.4）。

图 3.2.4 小鼠生存时间变化

4.3 mVG161联用 OX40抗体在双边皮下移植瘤模型中的抗肿瘤作用

在 PDX模型中，我们初步验证了溶瘤病毒 VG161的体内抗肿瘤作用。接下

来，在 CT26双边皮下移植瘤模型中，我们联合应用 OX40抗体，进一步验证了

溶瘤病毒 VG161 的抗肿瘤效果。将小鼠分为对照组、OX40组、mVG161 组、

联合组（mVG161+ OX40组），具体实验流程如图 3.3.1所示。
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图 3.3.1 实验流程图

4.3.1 mVG161联用 OX40抗体对双边皮下移植瘤模型小鼠体重的影响

在观察期结束时，对照组小鼠体重为（21.83±1.12）g，OX40组小鼠体重为

（21.73±0.82）g，mVG161组小鼠体重为（21.81±0.94）g ，联合组（mVG161+

OX40组）小鼠体重为（21.41±0.63）g，四组小鼠的体重没有统计学差异（图 3.3.2）。

表 3.6 mVG161联用 OX40抗体对双边皮下移植瘤模型小鼠体重的影响

Group n Body Weight(g)

Ctrl 5 21.83±1.12

OX40 5 21.73±0.82

mVG161 5 21.81±0.94

mVG161+ OX40 5 21.41±0.63

图 3.3.2 小鼠体重变化
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4.3.2 mVG161联用 OX40抗体对双边皮下移植瘤模型小鼠瘤体体积的影响

小鼠双边瘤体体积变化结果显示，在给药 9天时，用药侧中 mVG161组和

联合组各有 3只小鼠瘤体自然消退，其余瘤体体积分别为：对照组小鼠瘤体体积

为（942.50±615.20）mm3，OX40组小鼠瘤体体积为（615.40±317.00）mm3，mVG161

组小鼠瘤体体积为（281.50±131.00）mm3，联合组小鼠瘤体体积为（224.80±88.69）

mm3。与对照组相比，mVG161组和联合组小鼠瘤体体积变化具有统计学意义（*P

＜0.05）（图 3.3.3 A）。非用药侧中，联合组瘤体体积明显变小，其余瘤体体积

分别为：对照组小鼠瘤体体积为（606.40±402.60）mm3，OX40组小鼠瘤体体积

为（701.90±374.40）mm3，mVG161组小鼠瘤体体积为（416.40±179.30）mm3，

联合组小鼠瘤体体积为（78.50±24.03）mm3。与对照组相比，联合组小鼠瘤体体

积变化具有统计学意义（*P＜0.05）（图 3.3.3 B）。

表 3.7 mVG161联用 OX40抗体对双边皮下移植瘤模型小鼠瘤体体积的影响

Group n Tumor Volume(mm3)

Medication side

Ctrl 5 942.50±615.20

OX40 5 615.40±317.00

mVG161 5 281.50±131.00*

mVG161+ OX40 5 224.80±88.69*

Non-medication side

Ctrl 5 606.40±402.60

OX40 5 701.90±374.40

mVG161 5 416.40±179.30

mVG161+ OX40 5 78.50±24.03#

*表示与用药侧 Ctrl 组相比，差异有统计学意义，P＜0.05。#表示与非用药侧 Ctrl组相比，

差异有统计学意义，P＜0.05。
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图 3.3.3 小鼠双侧瘤体大小变化

A. 小鼠用药侧体积变化；B. 小鼠非用药侧体积变化

4.3.3 mVG161联用OX40抗体对双边皮下移植瘤模型肿瘤组织内 ki67变化

的影响

将小鼠取材进行后续实验。免疫组织化学 ki67染色结果显示，用药侧中，

对照组 ki67阳性率为（106.30±10.69）%，OX40组 ki67阳性率为（76.48±12.27）%，

mVG161组 ki67阳性率为（56.48±4.09）%，联合组 ki67阳性率为（7.42±2.50）%。

与对照组相比，OX40组、mVG161组和联合组的 ki67阳性率下降均有统计学差

异，且联合组差异显著（***P＜0.001）（图 3.3.4 A）。在非用药侧中，对照组

ki67阳性率为（104.70±7.10）%，OX40组 ki67阳性率为（81.14±5.54）%，mVG161

组 ki67阳性率为（51.50±4.09）%，联合组 ki67阳性率为（3.85±2.02）%。与对

照组相比，OX40组、mVG161组和联合组的 ki67阳性率下降均有统计学差异，

且 mVG161组、联合组差异显著（***P＜0.001）（图 3.3.4 B）。
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表 3.8 mVG161联用 OX40抗体对双边皮下移植瘤模型肿瘤组织内 ki67 变化的影响

Group n % ki67 Posstive Cells

Medication side

Ctrl 3 106.30±10.69

OX40 3 76.48±12.27*

mVG161 3 56.48±4.09***

mVG161+ OX40 3 7.42±2.50***

Non-medication side

Ctrl 3 104.70±7.10

OX40 3 81.14±5.54##

mVG161 3 51.50±4.09###

mVG161+ OX40 3 3.85±2.02###

*表示与用药侧 Ctrl组相比，差异有统计学意义，P＜0.05；***表示与用药侧 Ctrl组相比，差

异有统计学意义，P＜0.001。##表示与非用药侧 Ctrl组相比，差异有统计学意义，P＜0.01；
###表示与用药侧 Ctrl组相比，差异有统计学意义，P＜0.001。
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图 3.3.4 肿瘤组织内 ki67变化（200×）

A. 肿瘤组织内 ki67变化图片；B. 肿瘤组织内 ki67变化统计图

4.3.4 mVG161联用 OX40抗体对双边皮下移植瘤模型肿瘤组织内 CD8+T

细胞浸润的影响

随后，对肿瘤组织进行免疫荧光实验，以观察肿瘤内 CD8+T细胞的浸润情

况。实验结果显示，在用药侧中，对照组 CD8+ T细胞浸润率为（1.45±0.59）%，

OX40组 CD8+ T细胞浸润率为（9.85±2.82）%，mVG161组 CD8+ T细胞浸润率

为（30.89±3.11）%，联合组 CD8+ T细胞浸润率为（43.00±4.13）%，与对照组

相比，OX40组、mVG161组和联合组的 CD8+ T细胞浸润率均有统计学差异，

且 mVG161组、联合组统计学差异显著（***P＜0.001）（图 3.3.5 A）。在非用

药侧中，对照组 CD8+ T细胞浸润率为（1.17±0.35）%，OX40组 CD8+ T细胞浸

润率为（13.35±2.06）%，mVG161组 CD8+ T 细胞浸润率为（53.70±3.38）%，

联合组 CD8+ T细胞浸润率为（69.88±2.70）%，与对照组相比，OX40组、mVG161
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组和联合组的 CD8+ T细胞浸润率均有统计学差异，且 mVG161组、联合组统计

学差异显著（***P＜0.001）（图 3.3.5 B）。

表 3.9 mVG161联用 OX40抗体对双边皮下移植瘤模型肿瘤组织内 CD8+T细胞浸润的影响

Group n % CD8 Positive Cells

Medication side

Ctrl 3 1.45±0.59

OX40 3 9.85±2.82*

mVG161 3 30.89±3.11***

mVG161+ OX40 3 43.00±4.13***

Non-medication side

Ctrl 3 1.17±0.35

OX40 3 13.35±2.06##

mVG161 3 53.70±3.38###

mVG161+ OX40 3 69.88±2.70###

*表示与用药侧 Ctrl组相比，差异有统计学意义，P＜0.05；***表示与用药侧 Ctrl组相比，差

异有统计学意义，P＜0.001。##表示与非用药侧 Ctrl组相比，差异有统计学意义，P＜0.01；
###表示与用药侧 Ctrl组相比，差异有统计学意义，P＜0.001。
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图 3.3.5 肿瘤组织内 CD8+ T浸润情况（200×）

A. 肿瘤组织内 CD8+ T浸润情况；B. 肿瘤组织内 CD8+ T浸润统计图

4.3.5 mVG161联用 OX40抗体对双边皮下移植瘤模型小鼠体内免疫浸润的

影响

对小鼠淋巴结、肿瘤组织和脾脏组织的流式细胞术实验检测结果如图 3.3.6

所示。图 3.3.6 A为淋巴结内树突状细胞的成熟情况，其中 CD80、CD86双阳性

细胞为成熟树突状细胞。在对照组中，CD80、CD86 双阳性细胞比例为

（19.49±1.14）%，OX40组 CD80、CD86双阳性细胞比例为（22.82±0.85）%，

mVG161 组 CD80、CD86双阳性细胞比例为（32.87±0.65）%，联合组 CD80、

CD86双阳性细胞比例为（39.89±1.45）%。与对照组相比，OX40 组中 CD80、

CD86双阳性细胞比例虽然有所增加，但结果并没有统计学差异；mVG161组中
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结果有统计学意义（***P＜0.001）；联合组的结果差异具有显著的统计学意义

（***P＜0.001）。

图 3.3.6 B为肿瘤组织中浸润的 CD8+T细胞的情况。在对照组中，肿瘤组织

中浸润的 CD8+T 细胞的比例为（7.26±1.41）%，OX40 组中 CD8+T 细胞浸润比

例为（11.64±3.21）%，mVG161组中 CD8+T细胞浸润比例为（20.20±1.49）%，

联合组中 CD8+T细胞浸润比例为（32.98±2.75）%。与对照组相比，OX40组中

CD8+T细胞浸润比例虽然有所增加，但结果并没有统计学差异；而 mVG161组

中结果有统计学意义（***P＜0.001）；联合组中结果差异具有显著的统计学意

义（***P＜0.001）。

图 3.3.6 C为脾脏组织中记忆 T细胞的结果，其中 CD44+CD62L-的细胞为脾

脏记忆 T 细胞。在对照组中，脾脏记忆 T 细胞比例为（56.47±0.77）%，OX40

组中脾脏记忆 T细胞比例为（65.80±4.58）%，mVG161组中脾脏记忆 T细胞比

例为（75.11±1.36）%，联合组中脾脏记忆 T细胞比例为（87.78±2.96）%。与对

照组相比，OX40组中脾脏记忆 T细胞的增加有统计学差异（*P＜0.05）；mVG161

组的脾脏记忆 T细胞的增加也有统计学意义（***P＜0.001）；而联合组中脾脏

记忆 T细胞的增加具有明显的统计学差异（***P＜0.001）。

表 3.10 mVG161联用 OX40抗体对双边皮下移植瘤模型小鼠体内免疫浸润的影响

Group n DC Maturation(%) CD3+CD8+ cells（%） TEM of CD8(%)

Ctrl 3 19.49±1.14 7.26±1.41 56.47±0.77

OX40 3 22.82±0.85 11.64±3.21 65.80±4.58p

mVG161 3 32.87±0.65*** 20.20±1.49### 75.11±1.36ppp

mVG161+ OX40 3 39.89±1.45*** 32.98±2.75### 87.78±2.96ppp

***表示与 Ctrl 组相比，小鼠淋巴结内 DCs成熟有统计学意义，P＜0.001。###表示与 Ctrl 组
相比，小鼠肿瘤组织内 CD8+T细胞浸润有统计学意义，P＜0.001。p表示与 Ctrl组相比，小

鼠脾脏组织内记忆 T细胞含量有统计学意义，P＜0.05；ppp表示与 Ctrl组相比，小鼠脾脏组

织内记忆 T细胞含量有统计学意义，P＜0.001。
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图 3.3.6 流式细胞术检测小鼠体内免疫浸润的情况

A. 小鼠淋巴结内 DCs成熟情况；B. 小鼠肿瘤组织内 CD8+T细胞浸润情况；C. 小鼠脾脏

组织内记忆 T细胞含量

4.3.6 mVG161联用 OX40抗体对双边皮下移植瘤模型小鼠主要脏器的影响

任何药物被允许使用的前提是，该药物是安全的。因此，我们将心、肝、脾、

肺、肾组织进行 HE染色，以检测 OX40、mVG161以及 OX40与 mVG161联合

使用是否具有毒副作用。实验结果显示，对照组、OX40组、mVG161组和联合

组中心、肝、脾、肺、肾各脏器排列紧密，没有明显的损伤，表明 OX40、mVG161

以及 OX40与 mVG161联合使用没有明显的毒副作用（图 3.3.7）。
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图 3.3.7 小鼠主要脏器 HE染色图（200×）

4.3.7 mVG161联用 OX40抗体对双边皮下移植瘤模型 TNF-α和 IFN-γ表达

的影响

将小鼠的血清进行 ELISA 实验以检测 TNF-α和 IFN-γ的表达。血清 TNF-α

表达结果显示，在对照组中 TNF-α含量为（30.96±7.12）pg/mL，OX40组中 TNF-α

含量为（86.71±25.61）pg/mL，mVG161组中 TNF-α含量为（137.70±10.11）pg/mL，

联合组中 TNF-α含量为（202.70±30.07）pg/mL。与对照组相比，OX40组中 TNF-α

含量的增加有统计学差异（*P＜0.05）；mVG161组 TNF-α含量的增加也有统计

学意义（**P＜0.01）；而联合组中 TNF-α含量的增加具有明显的统计学差异（***P

＜0.001）（图 3.3.8 A）。

血清 IFN-γ表达结果显示，在对照组中 IFN-γ含量为（31.90±10.87）pg/mL，

OX40 组中 IFN-γ含量为（46.70±40.77）pg/mL，mVG161 组中 IFN-γ含量为

（142.90±130.20）pg/mL，联合组中 IFN-γ含量为（1945.00±218.10）pg/mL。与

对照组相比，联合组中 IFN-γ含量的增加具有显著的统计学差异（***P＜0.001）

（图 3.3.8 B）。
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表 3.11 mVG161联用 OX40抗体对双边皮下移植瘤模型 TNF-α和 IFN-γ表达的影响

Group n TNF-α(pg/mL) IFN-γ(pg/mL)

Ctrl 3 30.96±7.12 31.90±10.87

OX40 3 86.71±25.61* 46.70±40.77

mVG161 3 137.70±10.11** 142.90±130.20

mVG161+ OX40 3 202.70±30.07*** 1945.00±218.10###

*表示与 Ctrl组相比，TNF-α表达有统计学意义，P＜0.05；**表示与 Ctrl组相比，TNF-α表达

有统计学意义，P＜0.01；***表示与 Ctrl 组相比，TNF-α表达有统计学意义，P＜0.001。###

表示与 Ctrl、OX40、mVG161组相比，IFN-γ表达有统计学意义，P＜0.001。

图 3.3.8 小鼠血清 TNF-α和 IFN-γ的表达

A.小鼠血清 TNF-α的表达；B.小鼠血清 IFN-γ的表达。

5 讨论

肿瘤免疫治疗仍然有肿瘤遗传多样性的阻碍、缺乏新抗原和免疫抑制性的肿

瘤微环境的问题。免疫“冷”肿瘤的特征是：细胞毒性效应 T细胞和 NK细胞的

局部缺失，以及骨髓源性抑制细胞和调节性 T细胞水平的升高[48]。免疫检查点

抑制剂已成为包括淋巴瘤在内的多种癌症的成功靶向治疗药物。OX40及其配体

OX40L是肿瘤坏死因子超家族的成员，在促进 T细胞存活和调节细胞因子受体

信号方面起关键作用。OX40 主要表达在 T细胞上，而 OX40L 表达于活化的抗

原提呈细胞，包括 B 细胞、树突状细胞和巨噬细胞。激活 OX40的单抗已被用

于增强对肿瘤细胞的免疫反应。临床上，人源化 OX40激动型抗体对晚期实体瘤

患者有效且耐受性良好。然而，OX40抗体疗法对于低免疫原性的肿瘤（肠癌、
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胃癌等肿瘤）效果差，因此，需要寻找更广泛使用 OX40 抗体疗法的方法[49]。

OVs是很有希望的肿瘤治疗新手段，除了直接杀死肿瘤细胞外，局部注射溶瘤病

毒还会在肿瘤微环境中产生局部炎症，能够吸引多种免疫效应细胞，将免疫上的

“冷”肿瘤转化为“热”免疫原状态。因此，将溶瘤病毒与 OX40抗体疗法相结

合是不错的选择。

为了探究 VG161的体内抗肿瘤作用和两种肿瘤破坏机制（直接溶瘤与免疫

介导的肿瘤清除），我们使用无胸腺裸鼠和免疫能力强的 BALB/c小鼠进行体内

试验。我们构建了人结肠癌 PDX模型，通过观察荷瘤小鼠体重、肿瘤体积，Western

blot检测凋亡蛋白表达情况等实验，初步发现 VG161 能延缓肿瘤生长、减少瘤

内 ki67的表达、促进瘤内凋亡蛋白表达、以及延长荷瘤小鼠存活时间，并且溶

瘤病毒 VG161的作用效果比骨架病毒 VG160更好。我们也构建了 CT26双边皮

下移植瘤模型，通过观察荷瘤小鼠体重、肿瘤体积，发现 VG161能明显延缓小

鼠肿瘤的生长。通过对实验标本心、肝、脾、肺、肾重要脏器的 HE染色发现，

溶瘤病毒mVG161、OX40抗体以及两药联合使用并无明显的毒副作用。通过 ki67

免疫组化结果和凋亡蛋白Western blot实验发现，溶瘤病毒具有抑制肿瘤增殖的

作用，且与 OX40抗体联合使用时效果显著。通过肿瘤浸润 CD8免疫荧光实验

和流式细胞术实验证实，溶瘤病毒 mVG161具有一定的激活免疫作用、诱导免

疫记忆的能力，并且与 OX40抗体联合使用时效果显著。成熟 DCs在诱导 T淋

巴细胞分化的时候，会使得体内分泌大量 TNF-α和 IFN-γ，这些免疫因子具有抗

肿瘤、促进免疫的功能[50]，因此我们也将小鼠血清进行 ELISA 检测。结果发现，

溶瘤病毒 mVG161作用可以诱导 TNF-α和 IFN-γ的分泌，并且与 OX40抗体联合

运用是效果更为显著。以上实验结果说明，溶瘤病毒 VG161具有抑制结肠癌肿

瘤生长，促进肿瘤凋亡并激活免疫和诱导免疫记忆的作用，当与 OX40抗体联用

时，可以进一步提高 VG161抗结肠癌的效果，且无明显的毒副作用。
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结论

本课题采用 CCK-8实验、Western blot、流式细胞术、ELISA 实验等技术，

以及构建人结肠癌 PDX模型和小鼠结肠癌 CT26双边皮下移植瘤模型，初步探

讨溶瘤病毒 VG161通过内质网应激诱导 ICD抗结肠癌的作用及机制。

本课题得出以下结论：

1、溶瘤病毒 VG161 能抑制结肠癌细胞 CT26、HCT116的增殖、并诱导其

凋亡。同时，溶瘤病毒 VG161还能促进 CT26、HCT116细胞内质网应激相关蛋

白的表达。

2、溶瘤病毒 VG161 通过促进 CRT表面暴露、ATP和 HMGB1的释放，诱

导结肠癌细胞 CT26、HCT116发生免疫原性细胞死亡，促进髓源性树突状细胞

的成熟，进而诱导脾脏 T细胞的分化。

3、溶瘤病毒 VG161具有抑制肿瘤生长，激活机体免疫和诱导免疫记忆的体

内作用。与 OX40抗体联用能进一步提高溶瘤病毒 VG161的体内抗肿瘤活性，

并无明显的毒副作用。
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摘要：结直肠癌是最常见的恶性肿瘤之一，手术、化疗和放疗等传统治疗方法虽

已取得一定进展，但效果有限，且肿瘤复发、耐药和死亡率较高的问题仍然存在，

因此需要开发更有效的治疗方法和药物。溶瘤病毒是肿瘤治疗的新兴方法，其在

选择性复制并杀死肿瘤细胞的同时，还能改善肿瘤免疫抑制微环境，诱导抗肿瘤
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免疫反应，是一种重要的免疫联合疗法。本文综述了溶瘤病毒的作用机制、常见

的几类溶瘤病毒在结直肠癌中动物实验的应用研究以及增强溶瘤病毒疗法效果

的手段，以期待将来能更安全更有效更广泛地将 OVs应用于结直肠癌的治疗。

关键词：溶瘤病毒；结直肠癌；作用机制；动物研究

Abstract Colorectal carcinoma is one of the most common malignant tumors.

Although some progress has been made in traditional treatments such as surgery，

chemotherapy and radiotherapy， the effect is not good， and the problems of high

tumor recurrence， drug resistance and mortality still exist， so it is necessary to

develop more effective treatments and drugs. Oncolytic virus is a new method of

tumor therapy. It can not only selectively replicate and kill tumor cells， but also

improve tumor immunosuppressive micro-environment and induce anti-tumor

immune response. This article reviews the mechanism of oncolytic virus， the

application of several common oncolytic viruses in animal experiments in colorectal

cancer，and the methods to enhance the effect of oncolytic virus therapy， in order to

expect that OVs can be used more safely， effectively and widely in the treatment of

colorectal cancer in the future.

Key words： oncolytic virus； colorectal cancer； mechanism； animal research

结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是发病率和死亡率逐年上升的常见消化

道恶性肿瘤之一[1]。手术治疗是 CRC的主要治疗方式，尽管辅以放疗、化疗、

靶向治疗等手段，但疗效并不理想。溶瘤病毒（oncolytic virus，OVs）是一类具

有复制能力的肿瘤杀伤性病毒，其依靠选择性复制并杀死肿瘤细胞而不损害正常

细胞的优势成为肿瘤治疗中最有潜力的治疗方法之一。目前，已被批准使用的

OVs有人 5型腺病毒（安柯瑞，H101）[2]、Talimogene Laherparepvec（T-VEC）
[3]和 Delytact（G47∆）[4]。随着基因工程技术的发展和分子生物学的应用，OVs

的研究掀起了新的热潮，使其有望成为治疗恶性肿瘤的新方法。本文就 OVs 的

作用机制、常见 OVs 在 CRC动物实验中的研究以及增强 OVs 疗法的措施进行

综述。
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1 OVs疗法的作用机制

OVs能利用靶细胞抑癌基因的失活或缺陷，选择性感染肿瘤细胞、破坏肿瘤

血管系统、在肿瘤细胞内大量复制并最终溶解杀死肿瘤细胞，同时释放免疫因子、

诱导免疫反应、吸引更多免疫细胞继续杀死残余癌细胞。OVs的主要作用机制包

括①直接溶瘤作用：用宿主细胞某些特定机制通路（如Ⅰ型干扰素通路）或肿瘤

驱动基因突变特异性来增加病毒复制，从而利于病毒的溶瘤作用[5]；②破坏肿瘤

血管系统：OVs可以通过感染或杀死肿瘤微环境（tumor micro-environment，TME）

中的内皮细胞和基质细胞，干扰血管生成过程，破坏肿瘤血管系统[6]；③激活免

疫，改善 TME：OVs感染肿瘤细胞后，可引起局部抗病毒炎症，激活免疫反应，

释放危险相关分子模式和病原体相关分子模式，使肿瘤细胞表面表达“危险”和

“吃我”信号，以及分泌免疫刺激因子，触发免疫原性细胞死亡，募集和激活树

突状细胞，刺激特异性 T淋巴细胞和释放炎性因子，改善 TME，增强抗肿瘤作

用[7]。

2 常见的几类 OVs在 CRC动物实验中的研究

OVs疗法的研究始于天然病毒，研究发现患有血液病或淋巴瘤等疾病的患者

在经水痘病毒、麻疹病毒和乙型病毒性肝炎病毒感染后，临床症状都有所减轻。

这些发现引导研究者进行了相关临床试验来探究病毒抗肿瘤功能。小鼠实验证

明，病毒有杀伤肿瘤的功效，但也产生了极强的病毒毒性作用[8,9]。同时，由于

天然病毒多为长期增殖传代过程中积累的混合体，缺乏均一性和安全性，治疗效

果无法保证，因此天然病毒已很少用于治疗[10]。目前，主要用于研究的是经基因

工程技术删除、修饰、改造或载有免疫刺激因子的基因工程病毒，该类病毒经过

基因技术，删除或减弱了病毒的致病性或神经毒力，增加了病毒对肿瘤细胞的靶

向性，提高了病毒的选择性复制和裂解潜能，并增强了宿主的抗肿瘤免疫能力。

2.1 新城疫病毒用于 CRC治疗

新城疫病毒（newcastle disease virus，NDV）是一种副粘病毒，属单链 RNA

病毒，对人类无致病性，因此相对安全。NDV 溶瘤特性源于在干扰素缺陷细胞

（如肿瘤细胞）中生长的固有能力，通过血凝素神经氨酸酶糖蛋白的作用，与肿

瘤细胞具有良好的结合能力，并通过其包膜与宿主膜的非 pH依赖性直接融合作

用，以及通过受体介导的胞吞作用进入细胞，以形成合胞体的方式和凋亡形式发
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挥溶瘤作用，许多研究已经显示出 NDV在 CRC中的治疗潜力。

Li 等 [11]研究了表达共刺激因子肿瘤坏死因子配体超家族成员 4（ tumor

necrosis factor ligand superfamily member 4，TNFSF4/OX40L）的溶瘤 NDV用于

CRC 治疗的效果。该研究为提高 NDV 的抗肿瘤免疫能力，将编码序列鼠源

OX40L（murine-OX40L，mOX40L）插入 NDV基因组 P和M之间，将基因 GS

（gene-start）和 GE（gene-end）序列置于 mOX40L基因的开放阅读框之前，构

建了表达 mOX40L的重组 NDV（rNDV-mOX40L），并在 CT26肿瘤模型中检测

其抗肿瘤作用。结果显示，对照组[磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffer saline，

PBS）]、NDV 组和 rNDV-mOX40L 组的小鼠平均体积分别为 1408.15、355.33

和 163.36 mm3；NDV组和 rNDV-mOX40L组的抑瘤率分别为 66.26%和 81.44%，

提示 rNDV-mOX40L在 CT26模型中显著抑制肿瘤的生长。同时，小鼠脾流式细

胞术结果显示，PBS 组、NDV 组和 rNDV-mOX40L 组的 CD4+ T 细胞百分率分

别为 11.16%、13.16%和 24.16%，CD8+ T 细胞百分率分别为 8.30%、8.73%和

16.70%，提示 rNDV-mOX40L能通过刺激脾 T细胞反应，改善机体免疫微环境，

促进抗肿瘤反应。

Kishan等[12]用 SW620结肠癌细胞研究了NDV R2B株Mukteshwar的溶瘤作

用。该研究将实验动物随机分为对照瘤内注射（control-IT）组、NDV瘤内注射

（NDV-IT）组、对照静脉注射（control-IV）组、NDV静脉注射（NDV-IV）组，

并分别给以 0.9% NaCl和 NDV治疗。结果显示，control-IT 组小鼠的平均肿瘤体

积为 3123.57 mm3，NDV-IT组为 1823.52 mm3（对照组的 58%）；同样地，control-IV

组小鼠的平均肿瘤体积为 2934.13 mm3，NDV-IV 组为 1753.06 mm3（对照组的

59.9%），说明瘤内注射或静脉注射 NDV R2B株Mukteshwar均可以减缓 SW620

结肠癌的生长。

2.2 疱疹病毒用于 CRC治疗

单纯疱疹病毒（herpes simplex virus，HSV）属于 DNA病毒，大小为 125-240

kB，其主要通过病毒包膜糖蛋白附着在细胞表面受体进入细胞，其可通过 lystic

基因编码蛋白促进病毒复制并引发宿主免疫反应导致肿瘤裂解[13]。HSV在肿瘤

应用中具有感染大多数肿瘤细胞并对肿瘤细胞产生病毒毒素的能力和具有庞大

的基因组，易于基因改造，插入多个治疗靶基因的优势，因此 HSV是目前在临
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床使用最广泛的 OVs。

David等[14]在人 CRC细胞中研究了第 2代多突变、复制能力强的 HSV 1型

（herpes simplex virus type 1，HSV-1）G207 株，为了减弱神经毒力，该病毒株

删除了毒力蛋白感染细胞多肽 34.5（infected cell polypeptide 34.5，ICP34.5）基

因。实验采用 3种人 CRC细胞系（C85、C86和 HCT8）作为单侧肿瘤模型，每

组细胞系评估 16 例肿瘤，其中 8 例用活性 G207 治疗（实验组），8 例用灭活

G207治疗（对照组）。与对照组相比，活性 G207治疗可显著抑制 3种细胞系

的异种移植物肿瘤生长，其中，对 HCT8的异种移植物最敏感，100%的治疗肿

瘤有应答（其中，4例部分应答和 4例完全应答）；对 C86异种移植也有类似的

结果（4例部分缓解和 2例完全缓解）。注射活性 G207后 C85肿瘤虽未被完全

抑制，但生长速率较对照组明显降低。在生存期观察实验中，实验组动物体质量

增加显著高于对照组[（100.00±16.00） vs （44.00±9.00）g，P<0.05]。这说明

G207治疗既是肿瘤特异性的，又能有效地抑制肿瘤的生长。

Nasrin 等 [15]在 SW480 和 HCT116 细胞中研究了表达白细胞介素 -12

（interleukin-12，IL-12）的 HSV-1 的作用，结果发现，IL-12的插入并不影响

HSV-1 在 SW480和 HCT116 细胞中的复制效率和杀伤效率。与未插入 IL-12的

野生型病毒相比，该病毒可以显著诱导干扰素-γ（interferon-γ，IFN-γ）的产生

和外周血单个核细胞（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）的增殖（P<0.05），

改善肿瘤免疫微环境。

2.3 腺病毒用于 CRC治疗

溶瘤腺病毒（oncolytic adenoviruse，OADs）属无包膜的 DNA病毒，大小约

为 36 kB，能够编码早期和晚期基因。病毒感染细胞时，OADs的纤维结构域与

细胞表面受体相互作用，病毒通过其主要蛋白上的精氨酸（arginine，R）-甘氨

酸（glycine，G）-天冬氨酸（aspatic acid，D；RGD）基序与细胞整合素结合而

内化进入细胞。在衣壳中，OADs的早期和晚期基因在宿主细胞核中转录，促进

病毒的装配并从细胞中释放。然而由于腺病毒在人群中广泛存在，所以，机体内

含有 OADs相关的抗体，这是 OADs的一大缺点[16]。

Xiao等[17]以OADs为基础，构建了癌胚抗原（carcinoembryonic antigen，CEA）

控制的溶瘤腺病毒 CD55。基于这一构建，研究者在 OADs E1B55KD处插入 Smad4
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基因，产生了一种新型的溶瘤腺病毒 CD55-Smad4。研究者以 CD55-EGFP、

CD55-Smad4感染 CRC细胞株 HCT116、HT-29、SW620和 SW480 48 h，实验表

明，CD55-Smad4对 CRC细胞的杀伤作用和抑制作用更强（P<0.05）。HCT116

肿瘤模型中，将小鼠随机分组，分别注射 PBS（NC组）、CD55-EGFP（CE组）

和 CD55-Smad4（CS组）治疗。结果表明，CS组更有效地抑制了肿瘤的生长和

诱导更严重的细胞病变（具体数据未展示）。赫斯特染色实验表明，CD55-Smad4

诱导了更高水平的核碎裂、凋亡小体形成、染色质凝集和细胞凋亡。流式细胞术

发现，CD55-Smad4 诱导了 HCT116 细胞更显著的凋亡和细胞周期的停滞

（P<0.05）（具体数据未展示）。蛋白质免疫印迹实验结果表明，CD55-Smad4

能显著激活 caspase 信号转导通路，增加 caspase3 和 PARP 蛋白的裂解，提示

CD55-Smad4能有效地诱导细胞凋亡，增强抗肿瘤作用。

Luo 等 [18]研究了一种携带治疗基因微小核糖核酸-143（microRNA-143，

miR-143）的三重调控溶瘤腺病毒 Ad-RGD-Survivin-ZD55-miR-143的抗结肠癌作

用，并与同源腺病毒 Ad-ZD55和 Ad-RGD-Survivin-ZD55相比较。在体外验证实

验中，将各腺病毒以感染复数（multiplicity of infection，MOI）为 5的条件感染

HCT116 细胞，以未感染的细胞为对照。噻唑蓝（methyl thiazolyl tetrazolium，

MTT）结果显示，与对照组相比，所有病毒均能显著抑制 HCT116细胞的增殖。

其中，Ad-RGD-Survivin-ZD55-miR-143 抑制细胞增殖能力最强，其次是

Ad-RGD-Survivin-ZD55。然而，Ad-ZD55 抑制细胞增殖的能力相对较弱。为了

研究各腺病毒对细胞迁移的影响，研究者以MOI为 5的条件感染 HCT116细胞。

划 痕 实 验 结 果 显 示 ， 对 照 组 、 Ad-ZD55 、 Ad-RGDSurvivin-ZD55 和

Ad-RGD-Survivin-ZD55-miR-143组的划痕间隙在 48 h分别为 46.52、52.38、189.73

和 278.85 μM，提示 Ad-RGD-Survivin-ZD55-miR-143 可抑制 HCT116 的迁移。

在体内实验中，将 HCT116荷瘤小鼠随机分为 4组，每组 6只，分别用 0.9% NaCl

（ 对 照 组 ） 、 Ad-ZD55 、 Ad-RGD-Survivin-ZD55 和

Ad-RGD-Survivin-ZD55-miR-143 治疗，结果显示，对照组、Ad-ZD55 组、

Ad-RGD-Survivin-ZD55组和Ad-RGD-Survivin-ZD55-miR-143组小鼠肿瘤体积分

别为（3813.60±49.36）、（2618.52±34.77）、（786.58±15.73）和（272.34±

12.28）mm3，提示 Ad-RGD-Survivin-ZD55-miR-143可以显著抑制结肠肿瘤增长。
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HE染色显示，Ad-RGD-Survivin-ZD55-miR-143组细胞明显坏死，而对照组细胞

生长正常。在脱氧核苷酸末端转移酶介导的脱氧尿苷三磷酸（2'-deoxyuridine

5'-triphosphate，dUTP）缺口末端标记染色中，Ad-RGD-Survivin-ZD55-miR-143

组较其他 3组诱导更多的细胞凋亡，提示 Ad-RGD-Survivin-ZD55-miR-143可以

更好地诱导细胞凋亡。

3 增强 OVs疗效的措施

鉴于单一 OVs抗肿瘤作用有限，并且由于复杂的生物特性，OVs具有使用

范围的局限性、被循环抗体中和的可能性以及耐药性等问题，因此除了从改造基

因结构，增加 OVs复制能力或者搭载更多激活免疫的刺激因子或者靶向结构以

外，也可将 OVs与其他治疗手段联用，以增强其对肿瘤的杀伤作用。

3.1 OVs与免疫疗法联合应用

考虑到 OVs激活免疫和在 TME中调节免疫环境的潜力，以及免疫疗法的有

效性，许多研究者合理地推测 OVs与免疫疗法的结合可能会产生协同治疗效果。

研究最为火热的是 OVs与免疫检查点抑制剂的联用。Liu等[19]将表达 C-X-C

基序趋化因子 11（C-X-C motif chemokine ligand 11，CXCL11）的溶瘤痘苗病毒

（vvDD-CXCL11，VV）联合程序性死亡受体-配体 1（programmed cell death-ligand

1，PD-L1）抑制药用于治疗结肠癌，结果发现，VV可吸引效应 T细胞，并诱导

PD-L1高表达，而二者联合治疗可减少 PD-L1+细胞，促进效应 CD8+ T细胞、CD4+

T细胞的肿瘤浸润，增加 IFN-γ、颗粒酶 B和穿孔素的表达。此外，该治疗减少

了病毒诱导的 PD-L1+ DC、髓源性抑制细胞（myeloid-derived suppressor cells，

MDSCs）、肿瘤相关巨噬细胞（tumor-associated macrophages，TAMs）和调节性

T细胞（regulatory T cell，Treg），以及严重耗尽的 PD-1+CD8+ T细胞，从而减

少肿瘤负担，提高生存率。

3.2 OVs与化疗联合应用

OVs和化疗相结合的方案被认为是多种肿瘤的潜在治疗方案，尤其是对化疗

耐药的恶性肿瘤。Wang等[20]研究发现，用 50 μM奥沙利铂预处理耐奥沙利铂的

人 CRC细胞系WiDr 12 h，使WiDr细胞对随后的柯萨奇病毒 A11感染敏感（具

体数据未展示）。在动物实验中，裸鼠皮下注射WiDr细胞，分别不治疗、给予

奥沙利铂单独、柯萨奇病毒 A11单独或奥沙利铂加柯萨奇病毒 A11联合治疗。
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结果显示，联合治疗小鼠的肿瘤体积明显小于单药治疗小鼠（P<0.05，具体数据

未展示），并且联合组小鼠存活时间更长（具体数据未展示）。Shen等[21]构建

了重组溶瘤腺病毒 ZD55-Sur-EGFP。在人 CRC细胞系 SW480动物模型中，当肿

瘤大小达到 100.00 mm3时，分别或联合给予 ZD55-Sur-EGFP和 5-氟尿嘧啶治疗。

结果显示，联合给药可显著减少肿瘤体积（联合组的平均肿瘤体积为 283.60 mm3，

显著小于对照组 2184.70 mm3、5-氟尿嘧啶组 1836.30 mm3和 ZD55-Sur-EGFP组

1767.60 mm3），并且抑制淋巴结转移（联合组淋巴结转移总数为 3个，显著少

于对照组 16个、5-氟尿嘧啶组 15个和 ZD55-Sur-EGFP组 16个）。Maitra等[22]

用 1 MOI呼肠呼病毒和 1 μM伊立替康单独或联合治疗 HCT116 48 h后，伊立替

康单用、呼肠孤病毒单用和联合用药对细胞生长的抑制作用分别为

（8.80+2.78）%、（54.48+2.73）%和（79.50+1.44）%。在凋亡检测实验中，伊

立替康单药、呼肠孤病毒单药和联合用药诱导细胞凋亡分别为 3.05倍、5.05倍

和 11.05倍。Ottolino等[23]在人 CRC细胞系 DLD1动物模型中，分别或联合给予

痘苗病毒和伊立替康治疗后，与单药治疗相比，联合治疗显著改善了生存期（中

位生存期:联合组 87.50天；痘苗病毒组 57.00天；伊立替康组 48.00天）。检测

免疫细胞浸润情况发现，联合治疗组巨噬细胞浸润显著增加[联合组：（17.10±

1.70）%；单用药组：（12.10±0.80）%]。

3.3 OVs与放疗联合应用

放射治疗是一种主要的抗癌治疗方式，其利用电离辐射诱导 DNA损伤，导

致细胞死亡。并且同时应用放射增敏剂可以改善治疗效果。而 OVs被认为是潜

在的放射增敏剂，可以提高整体抗肿瘤疗效并降低毒性。Pokrovska等[24] 使用 6

只重度联合免疫缺陷（server combined immune-deficiency，SCID）小鼠模型进行

人类 HCT116异种移植，当肿瘤达到 50.00 mm3体积时，所有小鼠静脉注射三次

转染了荧光蛋白的腺病毒 Enadenotucirev（EnAd），在最后一次注射病毒后一天，

随机将小鼠分为接受 10戈瑞的肿瘤照射组（n=3）或不接受照射组（n=3）。结

果显示，与未辐照的动物相比，三只辐照小鼠中有两只的病毒荧光峰值总通量在

较晚的时间点升高，表明病毒在肿瘤部位积聚和复制。在验证肿瘤生长的实验中，

小鼠被随机分为 EnAd治疗组和 PBS治疗组，两组在给药完成后都接受 10戈瑞

的肿瘤照射。结果显示，EnAd 组小鼠生存时间（中位数为 38.00 天 vs PBS 组
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30.50天）和存活率显著增加（具体数据未展示），肿瘤生长明显延迟一致（具

体数据未展示），表明，EnAd在体内放射前给药可能具有放射致敏作用。同样，

Ras通路的激活会影响肿瘤的放射敏感性，呼肠孤病毒只能在具有活化 Ras信号

通路的细胞内复制[25]，因此可将呼肠孤病毒与放疗联合应用于 CRC的治疗中。

4 讨论

发病率和死亡率逐年上升使 CRC变成研究焦点。OVs疗法依靠选择性复制

并杀死肿瘤细胞而不损害正常细胞的优势，以及诱导强大的抗肿瘤免疫反应的特

点，成为治疗 CRC的新方法。OVs疗法可以提高结直肠肿瘤中免疫细胞的浸润、

抑制肿瘤生长、延长总体生存时间。除此之外，OVs疗法与免疫检查点抑制药、

化疗等方法联用时，效果更加显著。因此，OVs疗法通过特异性感染肿瘤和诱导

肿瘤免疫的方法有望为 CRC的治疗提供新的方向，为临床治疗 CRC提供理论依

据。
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