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新城疫病毒 !"# 株体外溶瘤作用及其机制分析
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摘要：【目的】筛选出能高效抑制多种人肿瘤细胞生长增殖的新城疫（0ET 2;<6-E P,<E;<E U,+9<，0VW）毒株，为进

一步构建重组高效靶向溶瘤毒株奠定基础。【方法】以体外噻唑蓝法测定 0VW 对 )$!"、/XX2((&% 等肿瘤细

胞及人胚干细胞 YHZ&、人胚肾细胞 BKA&"C 等的生长抑制率，空斑试验确定病毒滴度及感染复数。利用形态

学观察、B8E?5<6 荧光染色、流式细胞术及免疫印迹等分析了 0VWHIX[ 诱导肿瘤细胞凋亡的细胞生物学变

化及其机制。【结果】从近 $# 株 0VW 中筛选出 0VWHIX[，以 &# XZ. 病毒作用 )$!"、/XX2((&% 等肿瘤细胞

!G 5，细胞生长抑制率达 1#\，0VWHIX[ 诱导肿瘤细胞发生凋亡，效应呈时间和剂量的依赖性，凋亡细胞出

现核染色质断裂、浓缩及二倍体亚峰，细胞周期阻滞于 ]#3]% 期，此外，病毒感染 )$!" 细胞 %1 5 后开始检测

到活化的 2;<*;<EHC 裂解片段及 ^)_^ 裂解大片段。【结论】0VWHIX[ 株体外能高效抑制肿瘤细胞的增殖，并

经 2;<*;<EHC 途径诱导肿瘤细胞凋亡。IX[ 株具有自主知识产权，其良好的体外溶瘤能力为进一步探讨体

内抗肿瘤及临床试验的进行奠定了基础，并有可能为恶性肿瘤的治疗提供新的生物制剂。
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新城疫病毒（0ET?;<6-E P,<E;<E U,+9<，0VW）是副

黏病毒科腮腺炎病毒属成员，主要感染禽类，对人可

引起发热等轻微症状。自 %"$$ 年首次记载 0VW 能

在肿瘤细胞中复制并杀伤肿瘤细胞以来，人们一直

在尝试将 0VW 用于治疗恶性肿瘤［% ’ &］，目前国外学

者已经筛选出不少可以杀伤肿瘤细胞的 0VW 毒株，

如 XDBH1G、.6;-,E:、a-<6E+、(CHD、B,?b>;: 等，其 中

^W(#%、(CHD、XDB1G、0VWHBac 等作为溶瘤病毒已进

入临床试验［C ’ $］，部分!、"期试验结果已显示出

0VW 在临床肿瘤治疗方面的良好前景。

鉴于国内已报道用于溶癌研究的 0VW 毒株仅

Y;<86;、I!GK" 等［1 ’ (］，作者从扬州大学农业部畜禽传

染病重点开放实验室保存的已鉴定过的近 $# 株

0VW 中，经细胞增殖试验初步筛选出几株杀肿瘤细

胞率在 !#\以上的毒株，其中 0VWHIX[ 株对肺癌

)$!" 细胞、肝癌 /XX2 ((&% 细胞等肿瘤细胞杀伤率

达 1#\，此外 0VWHIX[ 株可能经 2;<*;<EHC 途径诱

导了肿瘤细胞的凋亡，对 0VW IX[ 株的进一步研

究为改进该毒株的溶瘤能力及靶向性以构建重组溶

瘤 0VW 及临床应用提供了基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 病毒、细胞株与实验动物：新城疫病毒毒株



由扬州大学农业部重点实验室提供，人肺癌细胞

!"#$、人肝癌细胞 %&&’(()*、人乳腺癌细胞 &’+,(、

人白血病细胞 -".) 由上海复旦张江生物医药公司

提供。人结肠癌细胞 %/#01、正常人胎肝细胞 2,1)、

34-,)$5 等本室保存，人前列腺癌细胞 26’78 购自

北 京 博 大 生 物 技 术 公 司。!"#$、&’+,(、%/#01、

34-,)$5 等几株细胞均采用 9&4& 培养基培养（加

入 *1: 灭 能 胎 牛 血 清 和 *: 青 链 霉 素），-".)、

%&&’(()*、26’7;、2,1) 等 几 株 细 胞 均 采 用 <;&=
*.#1 培养基培养。0 日龄 %;+ 鸡胚由扬州大学实验

动物中心提供。

!"!"# 主要试剂和仪器：抗体：7>?@,;!<;（;0"）购

自 ;ABCDE7 公 司；7>?@,F7G87GD 5、 7>?@,!,7F?@> 购 自

%@EC7 公司，3<; 标记的驴抗兔 =EH、3<; 标记的羊

抗鼠 =EH 购 自 %7>?7 ’AIJ 公 司，噻 唑 蓝（ &KK）、

3BDFLG?55)"0 染色剂、;= 染色剂购自南京大治生物

科技 公 司；!>>DM@>"N;= 蛋 白 酶 抑 制 剂 ODI8D8?@>、

78AB?@>@>、8LD>POCD?LPOGIOQB>PO QOIBA@RD（;&%+）、8D8G?7@>
购自 %@EC7 公司，化学发光显色底物（4’2）为 ;@DAFD
S@B?DFL 公 司 产 品。’T) 培 养 箱 购 自 6I!@AD 公 司，

"#*(< 型冷冻高速离心机购自 488D>RBAQ 公司。

!"!"$ 培养基：含 #U" EN2 9,HOIFBGD 的 9DOSDFFB’G
&BR@Q@DR 47EOD &DR@7（9&4&）培养基（’7? >B：**$."）

购自 =>V@?ABED> 公司。

!"# 病毒滴度的测定

以 0 日龄鸡胚制备成纤维细胞，六孔板每孔 "
W *1" 个细胞，细胞长成单层后，吸附不同稀释倍数

的病毒，5(X作用 * L，添加含 *U":琼脂糖的 9&4&
培养基（含 #U" EN2 9,HOIFBGD），5(X、":’T) 的饱和

湿度环境下培养 () L，1U5:中性红染色，计算空斑

数目，定量病毒。在病毒作用于靶细胞之前，稀释成

不同的感染复数（CIO?@8ODM BQ @>QDF?@B>，&T=）。

!"$ 细胞生长抑制试验

采用体外噻唑蓝（&KK）法检测 69Y +&/ 株对

!"#$、%&&’(()* 等肿瘤细胞的杀伤作用，病毒作用

肿瘤细 胞 时 间 分 别 为 )# L、#0 L、() L，杀 伤 率 Z
* [ 实验孔 !" 值 \对照孔 !" 值 W *11:。试验重

复 5 次，结果取平均值。

!"% &’()*+, $$#-. 染色、/0 单染及 122*342!5/0
双染流式细胞术

主要操作步骤按文献［0］进行。

!"- 免疫转印、678 化学发光检测

主要按文献［$］进行。

# 结果

#"! 9:;<=>? 株抑制肿瘤细胞生长增殖

从约 "1 株 69Y 中 经 &KK 法 筛 选 到 的 69Y
+&/ 株，空斑法测定 69Y +&/ 株的病毒滴度为

) W *1( ;+]N&2，以 )1 &T= 病毒作用于人肝癌细胞

株 %&&’(()* 肺癌细胞株 !"#$ )# L 杀伤率分别为

5.U):和 )(U5:，#0 L 分别为 .)U(:和 "$U0:，() L
后略有升高（图 *），而对正常人胚胎肝细胞 2,T) 及

人胚肾细胞 34-)$5 的 #0 L 杀伤率均不到 *:。试

验中大部分毒株如 O7GB?7 等 )# L 杀伤率低于 )1:，

#0 L 杀伤率低于 )":（试验结果未显示）。

图 ! 9:;<=>? 株作用 @>>7AA#!（1）、1-%B（C）细胞

#%、%.、A# ) 对细胞的生长抑制率

+@E^* =>L@S@?BAP DQQDF?G B> EAB_?L @> %&&’(()*（!）7>R !"#$（‘）

FDOOG ?AD7?DR _@?L 69Y,+&/ QBA )#，#0 7>R () LBIAG^

#"# 细胞形态学变化、细胞凋亡及细胞周期分析

以不同感染复数病毒作用 !"#$、%&&’(()* 后

不同时间，经 3BFLDG?55)"0 染色分析，)# L 后观察到

细胞质浓缩凝集及因细胞凋亡引起的细胞核的形态

变化，#0 L 后细胞凋亡特征明显，() L 后凋亡程度加

剧，并伴有大量细胞碎片（图 )），并且细胞凋亡程度

和病毒的感染复数及作用时间呈正相关。
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图 ! "#$%&’( 株处理 )*+, 细胞 !+ -（)）、+. -（/）- 012-34566!*. 荧光染色结果

!"#$% !&’()*+,*-,* ./(0(1",)(#)2./+ (3 4567 ,*&&+ +02"-*8 9"0/ /(*,/+0::%5; 230*) 0)*20*8 9"0/ <=>?!@A 3() %6 2-8 6; /(’)+$

图 6 "#$ 处理 )*+, 细胞 !+、+. - 78 单染法 &)9: 检测细胞凋亡率

!"#$: 4.(.0(+"+ (3 4567 ,*&&+ 0)*20*8 9"0/ <=>?!@A 3() %6 2-8 6; /(’)+$

BC 单染的流式细胞术分析结果显示，不同感染

复数的病毒作用细胞 %6 / 及 6; / 后，出现明显的二

倍体亚峰，且细胞凋亡比例与病毒量及作用时间呈

正相关，分别以 DE%、%、%D @FC 的病毒作用于 4567
细胞 %6 / 后的细胞凋亡率为 5E7G、;EHG、H7E:G，

6; / 后的凋亡率为 5HE6G、IHEHG、JHE5G（图 :），%D
@FC 病 毒 作 用 K@@LJJ%H 细 胞 6; / 凋 亡 率 为

:DE6G。细胞周期分析的结果表明，K 期细胞数量

呈现下降趋势，MDNMH 期细胞数量呈现上升趋势，表

明细胞增殖被阻滞于 MDNMH 期。

另以 4--*O"->NBC 双 染 法 分 析 的 结 果 也 表 明

<=>?!@A 株诱导 K@@LJJ%H 或 4567 细胞凋亡具有

剂量效应（图 6）。

!;6 细胞凋亡相关蛋白表达水平检测

细胞凋亡启动后，经不同途径激活 L2+.2+*?:，并

进一步降解其底物 B4PB，将其裂解为 ;5 Q=2 的大

6H5 K(-#+/’ @*-# *0 2& $ N!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（%DD7）67（6）



图 ! "#$%&’( 株作用 )’’*++,- 细胞 !. / 0112341!567 双染流式细胞仪检测细胞凋亡率

!"#$% &’(’)()"* +,+-./"/ (0 12234456 *7--/ )87+)79 :"); <=>?!2@ 0(8 %A ;(B8/ C. &,,7D",?>?!EF3GHE I7);(9$

片段和一小片段。以 6J 2KE 病毒感染 &L%M 细胞 65
; 后 就 检 测 到 3+/’+/7?N 的 激 活，感 染 5J ; 后

3+/’+/7?N 的活化程度显著降低。类似的，12234456
细胞在感染后 6L 到 64 ; 期间，3+/’+/7?N 的活化达到

高峰（图 L），另分别在 6L O 64 ;（12234456）或 6P O
6M ;（&L%M）检测到裂解的 AL Q=+ H&RH 大片段（图 P）。

图 8 -9 ’:7 病毒作用 )’’*++,-（0，*）、08!;（<）细胞

不同时间后检测 *=>?=>2%@ 的活化

!"#$L 3+/’+/7?N +*)"S+)"(, ", 12234456（&，3）+,9 &L%M（T）*7--/

)87+)79 :"); 6J 2KE <=>?!2@$

图 A -9 ’:7 病毒作用 08!;（0）、)’’*++,-（<）细胞不

同时间后检测活化的 60B6 蛋白

!"#$P H&RH +*)"S+)"(, ", &L%M（&）+,9 12234456（T）*7--/ )87+)79

:"); 6J 2KE <=>?!2@$

@ 分析和讨论

@C- "#$%&’( 具有较强的体外溶瘤性能

溶瘤病毒是近年来肿瘤生物治疗的热点，其安

全性也受到高度关注，由于来源于禽类的新城疫病

毒，对人无致病性，临床证实 <=> 溶瘤谱广且毒副

作用轻微，因此，新城疫病毒作为溶瘤病毒其研究正

不断深入，目前国外学者已筛选不少毒株如 4NF、

2FUPA 等进入临床试验［N V L］，而构建高效溶瘤新城

疫重组病毒的研究也在进行之中。

本研究从 LJ 余株 <=> 中筛选出 <=> !2@ 株，

其对试验用数种肿瘤细胞均具有较高的杀伤率，对

人肺癌细胞 &L%M、人肝癌细胞 12234456 5% ; 杀伤

率均达 NJW，%A ; 杀伤率达 PJW，且对人正常细胞

的生长增殖影响甚微，表明 <=> !2@ 是一株高效

广谱的溶瘤毒株。鉴于 <=>!2@ 是一强毒株，因

此，试验中应尽可能设置更多的正常细胞对照，来明

确其生物安全性。<=> !2@ 感染 &L%M、12234456
等肿瘤细胞后细胞呈现典型的凋亡相关的形态学变

化，!&31 分析出现明显的二倍体亚峰，并且细胞增

殖阻滞于 XJGX6 期。这些与已报道的其他 <=> 溶

瘤毒株致肿瘤细胞凋亡的细胞生物学效应基本一

致［6J］。

@C, "#$%&’( 经 *=>?=>2%@ 途径诱导肿瘤细胞凋

亡

细胞凋亡又称为细胞程序性死亡，目前认为参

与细胞凋亡的途径主要有两种：一是死亡受体途径，

即外源性途径，主要激活 3+/’+/7?A，二是线粒体途

径，即内源性途径，主要激活 3+/’+/7?M，两种凋亡途

径最后都通过激活 3+/’+/7?N，并进一步裂解其底物

H&RH 等。已报道的 <=> 溶瘤株诱导肿瘤细胞凋亡

的机制不尽相同。1BCC"+; 等（5JJP）的研究表明，以

<=> -+/()+ 株及一些表达强毒 ! 基因的重组 -+/()+
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毒株诱导肿瘤细胞凋亡过程中，线粒体通透性发生

变化，释放细胞色素 !，但不释放 "#$%&’()*+,，凋

亡早期 !$-.$-/01 和 !$-.$-/02 即被激活，在病毒感染

晚期也检测到 !$-.$-/03 的激活，作者推断 4’56$-78$
株诱导细胞凋亡主要通过线粒体途径，而不依赖于

死亡受体途径［99］。另对 4’5 :;<0=3&< 溶瘤株的研

究（>??@）显示，以 9? :,A :;<0=3&< 感染 B!9> 细胞

后 9? C !$-.$-/02 和 !$-.$-/09> 开始被激活，并一直

持续到 >D C，但未检测到 !$-.$-/03 和 !$-.$-/01 的激

活［9>］。国内学者（>??2）也有报道，新城疫病毒 <4
基因在裸小鼠荷人结肠癌细胞表达后能下调胞内

)%60> 的表达并诱导肿瘤细胞凋亡［92］。这些研究结

果表明 4’5 致肿瘤细胞凋亡的机制可能因毒株、细

胞株等的不同而存在差异。本研究首次对 4’50
(:E 诱 导 "::!@@>9、*FD1 细 胞 凋 亡 过 程 中，

!$-.$-/02 的活化及其底物 B*GB 的裂解时相进行了

探讨。4’50(:E 感染 "::!@@>9 早期 9> C 即检测

到 !$-.$-/02 的活化，并一直持续到 >? C，相对应的

B*GB 蛋白降解也在感染 9F H 9@ C 期间达到高峰，

在 *FD1 细胞中也得到类似的结果。这些研究结果

均表明 4’50(:E 经 !$-.$-/02 途径诱导了肿瘤细胞

凋亡，但究竟是死亡受体途径还是线粒体途径为主，

或两种途径都有参与，尚需进一步的研究。

本研究发现，病毒作用 *FD1 细胞 >D H D3 C 期

间，细胞凋亡率显著提高（"::!@@>9 细胞并不明

显），而 !$-.$-/02 活化在 >? C 已达高峰，以 *FD1 细

胞培养液上清及细胞裂解物上清检测 4’5 的复制，

结果均表明 4’5 无明显的复制（试验结果未显示），

这表明 4’50(:E 作用 *FD1 细胞 D3 C 后凋亡率的

显著提高可能不是由于病毒复制增殖的结果。对另

一种与凋亡相关的信号蛋白 *I;（又称蛋白激酶 )）

的活化检测结果表明，(:E 株作用 *FD1 细胞 93 C
后 *I; 活化程度开始降低，2= C 至 D3 C 显著降低，

而 "::!@@>9 细胞中 *I; 活化程度降低并不明显

（试验结果将另文发表）。这表明 4’50(:E 株诱导

肿瘤细胞凋亡与细胞的类型及病毒对细胞的敏感性

选择性等相关，病毒致不同肿瘤细胞凋亡的机制也

不尽相同，这一结果也为将来 4’50(:E 株在临床

用于肿瘤的个性化治疗提供了理论基础。

!"! 对 #$%&’() 的进一步研究

目前国外已进入!期、"期临床试验的新城疫

溶瘤毒株主要有 @2;、B5@?9、:;<=3 和 4’50<JK，其

中前 2 株均为中等毒力毒株，4’50<JK 为弱毒株，

国内报道的临床应用的毒株主要有 6$-78$ #、(D3L1

等，而 4’50(:E 是一种强毒株，其体外溶瘤能力比

6$-78$ 株高 9 倍以上，且不影响正常细胞的生长增

殖，这预示着 4’50 (:E 有潜在的应用前景。对

4’50(:E 进一步的研究将集中在以下几个方面：

（9）诱导细胞凋亡的分子细胞机制；（>）体内溶瘤试

验；（2）初步的临床试验。目前国际上对溶瘤 4’5
的研究除不断完善原有毒株的临床试验外，构建插

入不同治疗基因或抗体基因的重组溶瘤 4’5 以进

一步增强 4’5 的溶瘤能力及靶向性，也是溶瘤 4’5
研究的主要发展趋势。
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