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嵌合ＩＬ２１的重组溶瘤流感病毒构建及其在肝癌中的溶瘤机制
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　　［摘要］　目的　拯救嵌合白细胞介素２１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２１，ＩＬ２１）的重组溶瘤流感病毒，评价其对肝
细胞癌的抑制效果及安全性，并探索其联合程序性死亡受体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｐｒｏｔｅｉｎ１，ＰＤ１）抗
体增强抗肿瘤作用的机制。方法　将 ＩＬ２１基因片段插入流感病毒 ＰＲ８的非结构蛋白（ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＳ）序列，利用反向遗传学（ｒｅｖｅｒｓｅｇｅｎｅｔｉｃｓ，ＲＧ）技术，拯救重组溶瘤流感病毒 ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ；采
用半数组织培养感染剂量（５０％ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｏｓｅ，ＴＣＩＤ５０）和血凝实验测定病毒滴度和毒力；
采用反转录定量聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）、凝
胶电泳和测序分析验证外源基因是否成功插入ＮＳ序列；通过透射电镜观察病毒形态特征及大小，采用
ＣＣＫ８检测其对肝癌细胞活力的影响；建立Ｃ５７ＢＬ／６小鼠肝细胞癌皮下荷瘤模型，将４５只８周龄雌性
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（体质量１６～２０ｇ）按简单随机分组法分为５组（每组９只）：ＰＢＳ组、ＰＲ８组、ＰＤ１抗体
组、ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ组和ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ联合ＰＤ１抗体治疗组，以评价单药和联合疗法抗肿瘤效果；通过
流式细胞术评价单药和联合疗法对肿瘤免疫微环境的调控作用。结果　利用ＲＧ技术成功拯救重组溶
瘤流感病毒ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ，经测序验证了ＩＬ２１成功插入目的序列，其可稳定传代，第６代病毒血凝效价
达２１１，病毒滴度达１０６ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ选择性降低肝癌细胞活力而对正常肝细胞无明显影
响。相对于ＰＢＳ组，ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ联合ＰＤ１抗体显著抑制小鼠肿瘤的生长（Ｐ＜０．００１），增加脾脏组织
中ＣＤ４＋ＣＤ６９＋Ｔ及ＣＤ８＋ＣＤ６９＋Ｔ细胞的比例（Ｐ＜０．０５）。结论　嵌合 ＩＬ２１的重组溶瘤流感病毒 ｒＯＶ
ＩＬ２１ＮＳ可有效、安全地靶向杀伤肝癌细胞，协同ＰＤ１抗体进一步增强Ｔ细胞活化，改善免疫微环境。
　　［关键词］　溶瘤病毒；反向遗传学技术；联合治疗；白细胞介素２１；ＰＤ１抗体；肝细胞癌
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是全球
癌症相关死亡的三大原因之一，对全球医疗保健构成

重大挑战［１］。大部分ＨＣＣ患者在确诊时已为晚期，手
术切除、放疗、靶向与免疫联合治疗等是目前主要的治

疗方式。随着新的一线药物和二线药物的批准及基于

免疫检查点抑制剂疗法的建立，晚期ＨＣＣ的治疗手段
向多样化发展［２］，但大多数晚期ＨＣＣ患者仍存在耐药
性和疾病超进展的问题，临床上亟需新的治疗策略。

　　溶瘤病毒（ｏｎｃｏｌｙｔｉｃｖｉｒｕｓ，ＯＶｓ）因其溶瘤作用高、
耐药率低的特点在肿瘤免疫治疗领域受到高度关注。

流感病毒主要通过其表面的血凝素（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，
ＨＡ）结合靶细胞表面的唾液酸受体来介导病毒的入
侵。ＨＣＣ细胞上的唾液酸受体有唾液酸结合免疫球
蛋白样凝集素（Ｓｉｇｌｅｃ９和 Ｓｉｇｌｅｃ１５）、ＣＤ４４、整合素
α２β１和α３β１等，这是靶向溶瘤的基础［３］。激活抗肿

瘤免疫反应是 ＯＶｓ抗肿瘤的关键，ＯＶｓ通过杀死肿瘤
细胞、释放抗原和将先天效应细胞募集到肿瘤部位，将

免疫原性的“冷”肿瘤转化为“热”肿瘤［４］。由于缺乏

细胞内抗病毒机制，病毒复制只发生在肿瘤细胞

中［５］。此外，ＯＶｓ可激活宿主的先天性和适应性免疫
反应，从而激活ＣＤ８＋和ＣＤ４＋Ｔ细胞参与免疫反应［６］。

流感病毒作为单链 ＲＮＡ，因其基因组的易操作性，而
成为首选的溶瘤病毒载体。

　　细胞因子是一种由免疫原、丝裂原或其他刺激剂

诱导多种细胞产生的低分子量可溶性蛋白质，通过控

制细胞的增殖、分化、存活和效应功能来调节先天性和

适应性免疫系统。在临床前研究和临床试验中，携带

细胞因子或趋化因子的 ＯＶｓ显示出潜在的抗肿瘤特
性。白细胞介素２１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２１，ＩＬ２１）属于Ｉ型细
胞因子，是常见细胞因子受体 γ链 （ＣＧｃｈａｉｎ）家族
的成员，主要由 ＣＤ４＋ Ｔ细胞亚群和自然杀伤 Ｔ
（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒＴ，ＮＫＴ）细胞产生［７－８］。ＩＬ２１在淋巴细
胞的发育、分化、存活和功能中起着至关重要的作用，

可促进适应性和先天性免疫细胞的抗肿瘤反应。

ＩＬ２１可调节多种免疫细胞及血管抑制特性，具有增强
抗肿瘤免疫反应的能力。因此，嵌合细胞因子的重组

溶瘤病毒是潜在的癌症治疗的候选药物。

　　ＯＶｓ感染肿瘤细胞激活抗肿瘤免疫应答后，其抗
肿瘤活性受到程序性细胞死亡蛋白１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈｐｒｏｔｉｅｎ１，ＰＤ１）和程序性细胞死亡配体 １
（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１，ＰＤＬ１）等多种免疫调
节因子的抑制，难以获得持续的抗肿瘤免疫反应。许

多肿瘤内上调的免疫检查点产生免疫抑制性肿瘤微环

境（ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ），导致肿瘤免疫逃
逸［９］。免 疫 检 查 点 抑 制 剂 （ｉｍｍｕｎｅｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＩＣＩｓ）抑制肿瘤免疫抑制信号通路，并使肿瘤
细胞暴露于宿主免疫系统的识别中。ＯＶｓ可产生高度
免疫浸润的炎性 ＴＭＥ，并通过募集、启动和激活抗肿
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瘤 Ｔ细胞恢复 ＩＣＩｓ反应性。
　　ＯＶｓ单独抗肿瘤效果有限，与放疗、化疗和免疫治
疗等方法联合使用是目前研究热点。因此，本研究基

于反向遗传学技术，拯救嵌合 ＩＬ２１的重组溶瘤流感
病毒，通过体内外试验评价该病毒及其联合 ＰＤ１抗
体在肝细胞癌治疗中的作用，探索重组溶瘤病毒的联

合治疗诱导的细胞免疫反应变化，为肝细胞癌免疫治

疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　细胞系
　　犬肾细胞 ＭＤＣＫ、非洲绿猴肾细胞 ＣＯＳ１、人肝星
状细胞ＬＸ２和人肝癌细胞Ｈｕｈ７购自美国细胞培养物
收藏中心（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）细
胞库，小鼠肝细胞ＡＭＬ１２和小鼠肝癌细胞 Ｈｅｐａ１６由
解放军总医院肝胆研究所提供。

１．２　主要试剂与材料
　　ＤＭＥＭ基础培养基、胎牛血清购自美国赛默飞世尔
科技公司；ＤＭＳＯ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＡＭＬ１２细胞培
养基购自中国普诺赛生命科技有限公司；胰酶购自中国

华兴博创基因技术有限公司；ＴＲＩｚｏｌ购自美国英杰生命
技术有限公司；兔二步法检测试剂盒、小鼠二步法检测

试剂盒、伊红染色液和ＤＡＢ显色试剂盒购自中国中山
金桥生物技术有限公司；ＣＣＫ８试剂盒购自中国宇峰生
物科技有限公司；ＱＩＡｐｒｅｐ质粒小提试剂盒购自德国凯
杰公司；１％鸡红细胞悬液购自中国鸿宇生物有限公司；
ＩＬ２１兔抗体、ＣＤ４兔抗体、ＣＤ８Ａ兔抗体、Ｋｉ６７兔抗体
购自中国爱博泰克生物技术公司；第一链合成试剂盒购

自中国全式金生物；青链霉素溶液（１００×）、中性树胶和
ＴＡＥ（５０×）购自中国索莱宝科技有限公司。
１．３　病毒与质粒
　　流感病毒ＰＲ８及其８个骨架质粒（ｐＨＷ１９１ＰＢ２、
ｐＨＷ１９２ＰＢ１、ｐＨＷ１９３ＰＡ、ｐＨＷ１９４ＨＡ、ｐＨＷ１９５ＮＰ、
ｐＨＷ１９６ＮＡ、ｐＨＷ１９７Ｍ、ｐＨＷ１９８ＮＳ） 及 载 体

（ｐＨＷ２０００ＮＳ）由解放军总医院肝胆研究所提供。
１．４　实验动物
　　非免鸡胚购自北京勃林格殷格翰维通生物技术有
限公司（许可证号：ＳＣＸＫ京 ２０１９０００７）；４５只８周龄雌
性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（体质量为１６～２０ｇ）购自斯贝福（北
京）生物技术有限公司（许可证号：ＳＣＸＫ京 ２０２４００１）；
动物实验的设计、实施已获得内蒙古医科大学医学伦理

委员会的批准（ＹＫＤ２０２４０１１８８），符合实验动物福利伦
理原则。

１．５　重组质粒ｐＯＶＩＬ２１ＮＳ的构建
　　通过美国国家生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒ

ｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）查找 ＩＬ２１的基因
序列，首先将 ＩＬ２１编码序列（ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＤｓ）
按照ＰＲ８流感病毒的密码子进行优化，然后将流感病
毒 ＰＲ８骨架质粒非结构蛋白（ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ，
ＮＳ）插入 ＰＨＷ２０００载体中，再通过 ＩＩＳ型限制酶
（ＢｓｍＢＩ）将优化后的 ＩＬ２１序列亚克隆至 ＰＨＷ２０００
ＮＳ载体第１２９８位点。由上海生物工程技术服务有
限公司合成，并通过琼脂糖电泳验证序列。

１．６　拯救重组溶瘤流感病毒ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ
　　将重组质粒 ｐＯＶＩＬ２１ＮＳ替换 ｐＨＷ１９８ＮＳ，并
同其他７个骨架质粒分别稀释至２５０ｎｇ／μＬ。将比例
为２∶１的 ＣＯＳ１细胞、ＭＤＣＫ细胞铺到６孔板共培养，
待细胞长至８０％～９０％后，ＰＢＳ冲洗３遍，加入无血清
的ＤＭＥＭ培养基。将８个骨架质粒各取１μＬ等量混
匀，按照转染试剂盒说明书共转染上述所培养细胞，在

３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养７２ｈ后在－８０℃冰箱冻
存。将收取的病毒注射至９日龄非免鸡胚的尿囊腔，
２００μＬ／枚，在３７℃孵箱中孵育７２～９６ｈ。
１．７　重组溶瘤流感病毒 ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ的鉴定及病毒

形态学检测

１．７．１　血凝实验　　 鸡胚孵育７２ｈ后放置４℃冰箱
１２ｈ，吸取１００μＬ鸡胚尿囊液于血凝板中，稀释２１２倍，
加入５０μＬ１％鸡红细胞，静置３０ｍｉｎ测定血凝效价。
１．７．２　ＲＴｑＰＣＲ鉴定　　 将第３代ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ鸡
胚尿囊液以４℃、３２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２ｈ，病毒浓缩后
采用ＴＲＩｚｏｌ法提取病毒ＲＮＡ，并反转录为ｃＤＮＡ，用甲
型流感病毒 ＮＳ前引物（５′ＡＡＧＡＣＣＡＡＴＣＣＴＧＴＣＡＣ
ＣＴＣＴＧ３′）和反引物（５′ＣＡＡＡＡＣＧＴＣＴＡＣＧＣＴＧＣＡ
ＧＴＣＣ３′）进行ＰＣＲ扩增，将产物送至上海生物工程技
术服务有限公司进行测序比对。

１．７．３　电镜观察ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ　　 将收集的病毒液以
３２０００ｒ／ｍｉｎ离心１．５ｈ，用１ｍＬＰＢＳ重悬沉淀，依次加
入过滤的６０％和３０％的蔗糖溶液以４℃、３２０００ｒ／ｍｉｎ
梯度 离 心 ４ｈ。吸 取 白 色 病 毒 带，ＰＢＳ重 悬 后
３２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２ｈ去蔗糖，用 ＰＢＳ将白色沉淀悬
浮，即为高浓度的 ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ。将浓缩的病毒吸附
到铜网上５ｍｉｎ，用滤纸吸去多余的病毒。用２％磷钨
酸（ｐＨ值为７．０）染色３０ｓ，用滤纸吸去多余的染液。
用ＪＥＯＬ１２３０透射电子显微镜（日本 ＪＥＯＬ公司）观察
病毒粒子的大小与形态。

１．８　体外评价重组溶瘤流感病毒 ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ
１．８．１　ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ滴度测定　　将 ＭＤＣＫ细胞培
养至９６孔板中，待细胞生长到 ９０％左右，ＰＢＳ清洗
２遍去除残留血清。通过ＤＭＥＭ基础培养基将病毒依
次倍比稀释 １０１０倍，将稀释液依次加入到 ９６孔板培
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养的ＭＤＣＫ细胞中，２００μＬ／孔，每组设 ３个复孔；空
白孔加入等量ＰＢＳ，在３７℃培养箱放置５ｄ，最后吸取
５０μＬ细胞上清液，加入１％鸡红细胞测定血凝效价。
１．８．２　ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ的生长曲线　　 待 ９６孔板的
ＭＤＣＫ细胞长至 ９０％时，ＰＢＳ清洗 ２遍，通过 ＤＭＥＭ
基础培养基将病毒依次倍比稀释１０１０倍，逐孔加入细
胞板，分别在２４、４８、７２、９６ｈ吸取５０μＬ细胞上清，加
入１％鸡红细胞测病毒滴度。
１．８．３　ＣＣＫ８实验　　 将小鼠正常肝细胞 ＡＭＬ１２、
小鼠肝癌细胞 Ｈｅｐａ１６、人正常肝星状细胞 ＬＸ２和人
肝癌细胞Ｈｕｈ７铺至９６孔细胞板中，待细胞长至单层
９０％，用ＰＢＳ清洗３遍。通过ＤＭＥＭ基础培养基将病
毒稀释，ＭＯＩ分别为 ０．１、１和 ３，每个梯度设 ３个复
孔，加入２００μＬ病毒稀释液，空白对照组加入等体积
ＤＭＥＭ基础培养基。同样方法准备３个细胞板用于检
测２４、４８、７２ｈ的细胞活性。最后在指定时间内，ＰＢＳ
清洗２遍细胞板，并加入９∶１混匀的 ＤＭＥＭ和 ＣＣＫ８
试剂，１００μＬ／孔，避光孵育 １～４ｈ，在酶标仪检测
４５０ｎｍ处光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．９　体内实验评价重组溶瘤流感病毒ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ
１．９．１　构建肝细胞癌小鼠皮下荷瘤模型　　选择
４５只８周龄雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（体质量为１６～２０ｇ），
将培养的Ｈｅｐａ１６细胞消化、以２５℃、１０００ｒ／ｍｉｎ离
心３ｍｉｎ后用１ｍＬＰＢＳ重悬，计数后用ＰＢＳ将细胞稀
释至５×１０６个／１００μＬ，放置冰上，每只小鼠皮下注射
１００μＬ细胞悬液于右侧腹股沟。每天测量小鼠肿瘤
体积，１周后肿瘤长至 １００～１３０ｍｍ３。小鼠按简单随
机分组法分成５组：ＰＢＳ组、ＰＲ８组、ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ组、
ＰＤ１抗体组和 ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ联合 ＰＤ１抗体治疗组
（联合治疗组），每组９只。ＰＢＳ组、病毒组（ＰＲ８组和
ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ组）和联合治疗组间隔１ｄ给药１次，每
次瘤内注射１００μＬＰＢＳ或病毒（１×１０７ＰＦＵ／１００μＬ），
共６次；ＰＤ１抗体组和联合治疗组每３天腹膜内注射
１次 ＰＤ１抗体（１０ｍｇ／ｋｇ）。每天观察小鼠生命体征

与活动状态，２ｄ测量１次肿瘤大小并记录［肿瘤体积
（ｍｍ３）＝长径（ｍｍ）×短径（ｍｍ）２／２］，直到实验终点
（动物死亡或肿瘤体积≥１５００ｍｍ３）。
１．９．２　流式细胞术　　用异氟烷将小鼠麻醉后处死，
取出脾脏，剪碎并加入含 ２％血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养
基充分研磨，以 ２５℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃掉
上清，用２００μＬ２％ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬脾细胞，加
入圆底９６孔板中，２５℃、２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃掉
上清，每孔加入５０μＬ刺激剂重悬细胞，在３７℃下孵
育５ｈ后以２５℃、２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃去上清。
按１∶４００配制抗体，表面标志抗体用２％的ＲＰＭＩ１６４０
培养基、胞内标志抗体用破膜剂配制。加入表面染色

抗体ＣＤ４、ＣＤ８和ＣＤ６９，４℃孵育２０ｍｉｎ，加入１８０μＬ
ＰＢＳ以２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃上清加入８５μＬＦＩＸ
室温孵育２０ｍｉｎ。加入１２０μＬｐｅｒｍ离心１ｍｉｎ后弃
掉上清，加入胞内染色抗体，３０μＬ／孔，室温孵育
２０ｍｉｎ，然后加入１８０μＬｐｅｒｍ离心１ｍｉｎ，用１８０μＬ
ＦＡＣＳ重悬细胞上机分析。采用 ＦｌｏｗＪｏ软件分析流式
细胞结果。

１．１０　统计学分析
　　用ＳｎａｐＧｅｎｅ对嵌合 ＩＬ２１的重组溶瘤病毒碱基
序列进行比对，采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０分析数据。
数据间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５认为差异具
有统计学意义。

２　结果

２．１　重组质粒的构建
　　将流感病毒 ＰＲ８的 ＮＳ骨架克隆到 ｐＨＷ２０００载
体中，再将优化后的 ＩＬ２１基因序列亚克隆至
ｐＨＷ２０００ＮＳ上，得到嵌合 ＩＬ２１的重组表达载体
ｐＯＶＩＬ２１ＮＳ（图１Ａ）。将重组质粒 ｐＯＶＩＬ２１ＮＳ与
空质粒 ｐＨＷ１９８ＮＳ进行琼脂糖凝胶电泳鉴定，结果
显示，空质粒大小约 ３０００ｂｐ，重组质粒大小约
４５００ｂｐ（图１Ｂ），表明重组质粒构建合成成功。
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Ａ：重组质粒ｐＯＶＩＬ２１ＮＳ的构建；Ｂ：重组质粒 ｐＯＶＩＬ２１ＮＳ的琼脂糖凝胶电泳鉴定

图１　ｐＯＶＩＬ２１ＮＳ重组质粒的构建及鉴定
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２．２　成功拯救重组溶瘤流感病毒并鉴定
　　重组质粒 ｐＯＶＩＬ２１ＮＳ与 ＰＲ８其余７个骨架质
粒（ｐＨＷ１９１ＰＢ２、ｐＨＷ１９２ＰＢ１、ｐＨＷ１９３ＰＡ、ｐＨＷ１９４
ＨＡ、ｐＨＷ１９５ＮＰ、ｐＨＷ１９６ＮＡ、ｐＨＷ１９７Ｍ）（图２Ａ）共
转染ＣＯＳ１和 ＭＤＣＫ细胞，成功拯救重组溶瘤流感病
毒ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ（图 ２Ａ、Ｂ）。ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ的第一代
血凝效价为 ２８（图 ２Ｃ）。将 ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ超离纯化，
在磷钨酸负染条件下，通过透射电镜观察，发现病毒形

态为圆球状，内部核衣壳包裹一层囊膜，膜外表一圈明

亮区为纤毛，病毒粒子直径约１２０ｎｍ（图２Ｄ），符合流
感病毒的典型特征。

２．３　ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ的毒力及在体外抑制肿瘤细胞的
作用

　　ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ经非免鸡胚稳定传代，第 ６代血凝
效价可达 ２１１（图 ３Ａ），病毒滴度为 １０６ＴＣＩＤ５０／ｍＬ
（图３Ｂ）。通过病毒体外生长曲线发现重组流感病毒
效价在２４～９６ｈ逐渐升高，在９６～１２０ｈ逐渐下降（Ｐ＜

０．００１，图３Ｃ）。ＣＣＫ８结果显示，重组溶瘤病毒对小
鼠正常肝细胞 ＡＭＬ１２和人正常肝星状细胞 ＬＸ２没有
影响（图３Ｄ、Ｅ），而在２４ｈ时，感染复数为１和３的重
组溶瘤病毒作用下的小鼠肝癌细胞Ｈｅｐａ１６和人肝癌
细胞Ｈｕｈ７的细胞活力与感染复数为 ０．１时相比，有
明显下降趋势（Ｐ＜０．０１，图３Ｆ、Ｇ）。
２．４　ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ联合 ＰＤ１抗体有效抑制体内肿瘤

生长

　　比较联合治疗组与 ＰＢＳ组、ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ组和
ＰＤ１抗体组在 Ｈｅｐａ１６荷瘤小鼠模型中的抗肿瘤作
用（图４Ａ），结果发现，联合治疗组中的荷瘤小鼠肿瘤
生长最为缓慢，其次是 ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ组和 ＰＤ１抗体
组（图４Ｂ）。此外，联合治疗组与 ＰＢＳ组平均体积差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．００１，图 ４Ｃ、Ｄ）。结果还发
现，联合治疗组相比 ＰＢＳ组，小鼠生存时间更久（Ｐ＜
０．０１，图４Ｅ）。
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图２　ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ的拯救及鉴定
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２．５　联合治疗显著增加Ｔ细胞的数量
　　Ｔ细胞在抗肿瘤免疫中起关键作用，通过流式分
选，发现接受单药治疗和联合治疗小鼠脾脏中的ＣＤ８＋

Ｔ细胞和ＣＤ４＋Ｔ细胞处于早期激活状态（图 ５Ａ、Ｂ），

ＣＤ６９＋Ｔ细胞较 ＰＢＳ组均有增加，且联合治疗组增加
更为显著（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｃ、Ｄ）。以上数据表明，ｒＯＶ
ＩＬ２１ＮＳ联合 ＰＤ１抗体治疗促进了 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ
细胞的活化，增强了抗肿瘤的免疫反应。
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Ａ：小鼠实验流程图

图４　体内评价单药和联合治疗组抗肿瘤作用
（图４Ｂ～Ｅ续下页）
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续图４　体内评价单药和联合治疗组抗肿瘤作用
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图５　流式细胞术检测Ｔ细胞活化比例　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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３　讨论

　　溶瘤病毒致使肿瘤细胞死亡的机制是多方面的，
很多临床前和临床研究证明了其对肿瘤有直接裂解和

诱导免疫原性细胞死亡以及促进先天性和适应性免疫

的作用［１０］。此外，用细胞因子“武装”ＯＶｓ是一种行之
有效的改善肿瘤治疗效果的方法，即通过基因改造将

免疫细胞刺激因子、肿瘤受体基因或相关靶标基因的

配体等插入ＯＶｓ［１１］。作为一种基因载体，ＯＶｓ具有特
异性肿瘤趋向性，将细胞因子靶向递送至肿瘤微环

境中。

　　本课题组前期利用具有自主知识产权的 ＲＧ技术
平台成功拯救了嵌合ＯＸ４０Ｌ［１２］、ＰＤＬ１［１３］、ＣＴＬＡ４［１４］、
ＧＭＣＳＦ［１５］、ＧＶ１００１［１６］的多株重组溶瘤流感病毒。本
研究通过优化 ＩＬ２１基因序列并亚克隆至 ＰＨＷ２０００
ＮＳ载体，利用ＲＧ技术成功拯救获得重组溶瘤流感病
毒ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ；其在非免鸡胚中稳定传代后 ＨＡ效
价可达２８～２１１；病毒滴度达１０６ＴＣＩＤ５０／ｍＬ；电镜观察
病毒形态为圆球状，病毒粒子直径大小约１２０ｎｍ，符合
流感病毒的典型特征；ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ感染 ＭＤＣＫ细胞
９６ｈ达到病毒复制高峰；ＣＣＫ８法检测 ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ
对不同细胞活力的影响，结果显示，ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ对
ＡＭＬ１２和ＬＸ２细胞没有明显影响，但对肝癌细胞系
Ｈｅｐａ１６和 Ｈｕｈ７细胞具有选择性杀伤作用且具有剂
量依赖性。

　　ＣＨＥＮ等［１７］构建了一种溶瘤腺病毒可共表达

ＣＣＬ２１和 ＩＬ２１，该病毒可以在 ＴＥＲＴｐ阳性肿瘤细胞
中选择性复制，诱导ＴＥＲＴｐ阳性肿瘤细胞凋亡。将表
达ＩＬ２１的重组牛痘病毒应用于 ３种肿瘤小鼠模型
（黑色素瘤、神经胶质瘤、结肠癌）中，可引起肿瘤部位

的免疫效应细胞选择性富集、持久的肿瘤消退，提高存

活率［１７］。ＩＬ２１促进 ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＮＫ细胞和 Ｂ细胞
介导的抗肿瘤反应，为肿瘤治疗提供了新的选择［１８］。

本研究结果表明，与 ＰＲ８组相比，ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ组小
鼠肿瘤生长更为缓慢，生存率得到提高。流式细胞分

析结果表明，小鼠脾脏中ＣＤ８＋Ｔ细胞的活化比例增加
程度更为显著。据此推测嵌合 ＩＬ２１的重组溶瘤流感
病毒能激活ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫应答反应，从而发挥抗肿
瘤作用。

　　研究显示，ＯＶｓ通过与其他癌症疗法联合使用，尤
其是与免疫治疗的结合，可以使其潜力扩展［１９］。免疫

检查点抑制剂，如ＰＤ１蛋白，是一种 Ｔ细胞共抑制受
体，其主要配体ＰＤＬ１在肿瘤细胞逃避宿主免疫系统
的能力中起着关键作用。ＰＤＬ１在实体瘤中上调，可
抑制ＰＤ１＋、肿瘤浸润性 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ细胞的细胞

因子产生和细胞溶解活性［２０－２１］。在临床前模型中，阻

断ＰＤ１和ＰＤＬ１之间的相互作用可增强体外免疫功
能并介导抗肿瘤活性［２２］，是癌症免疫治疗的重要靶

点。免疫检查点阻断疗法对免疫“冷”肿瘤的疗效可

以通过将检查点抑制剂与溶瘤病毒联合使用来增

强［２３２５］。在ＯＶｓ和ＩＣＩｓ或细胞因子的联合治疗中，增
强抗肿瘤免疫活性可以消除未经治疗的肿瘤并长期保

持［２６］。在ＴＶＥＣ联合帕博利珠单抗的Ｉｂ期临床试验
中，转移性黑色素瘤患者的总体和完全缓解率分别达

到６２％和３３％［２７］。本研究显示，联合 ＰＤ１抗体后发
现，与ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ组相比，ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ与 ＰＤ１抗
体联合治疗进一步抑制了小鼠肿瘤生长，到观察终点，

联合治疗组肿瘤体积显著小于对照组及单药组，且无

小鼠在治疗过程中死亡；流式细胞术结果表明，联合

ＰＤ１抗体不仅促进ＣＤ８＋Ｔ细胞活化，也使 ＣＤ４＋细胞
活化程度得到提高。提示溶瘤病毒与 ＰＤ１抗体联合
可显著增强抗肿瘤效果。为进一步评估溶瘤病毒与

ＰＤ抗体联合用药策略应用于肝细胞癌临床治疗的可
行性，还需在小鼠原位肝细胞癌模型上评价联合用药

的抗肿瘤效果。

　　综上所述，ｒＯＶＩＬ２１ＮＳ联合ＰＤ１抗体治疗可以
克服单药治疗的局限性，在安全的前提下提高杀伤肿

瘤细胞能力。ＰＤ１抗体在这种组合中不仅可以直接
抑制肿瘤生长，还可通过增加感染率显著增强ｒＯＶＩＬ
２１ＮＳ的溶瘤作用。本研究为肝细胞癌治疗提出了一
种有前途的联合策略，但仍需更深入的临床前研究和

临床试验。

参考文献：

［１］ＲＵＭＧＡＹＨ，ＦＥＲＬＡＹＪ，ＤＥＭＡＲＴＥＬＣ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌ，
ｒｅｇｉｏｎａｌａｎｄｎａｔｉｏｎａｌｂｕｒｄｅｎｏｆｐｒｉｍａｒｙｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｂｙ
ｓｕｂｔｙｐｅ［Ｊ］．ＥｕｒＪＣａｎｃｅｒ，２０２２，１６１：１０８－１１８．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｅｊｃａ．２０２１．１１．０２３．

［２］ＶＯＧＥＬ Ａ， ＭＥＹＥＲ Ｔ， ＳＡＰＩＳＯＣＨＩＮ Ｇ， ｅｔ ａｌ．
Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２０２２，４００（１０３６０）：
１３４５－１３６２．ＤＯＩ：１０．１０１６／Ｓ０１４０６７３６（２２）０１２００４．

［３］ＺＨＡＮＧＳＺ，ＬＯＢＯＡ，ＬＩＰＦ，ｅｔａｌ．Ｓｉａｌｙｌａｔｅｄｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ
ａｎｄｓｉａｌｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｉｎｄｉｇｅｓｔｉｖｅｃａｎｃｅｒｓ：Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ，
ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ，ａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｓ［Ｊ］．ＣｒｉｔＲｅｖ
ＯｎｃｏｌＨｅｍａｔｏｌ，２０２４，１９７：１０４３３０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｃｒｉｔｒｅｖｏｎｃ．２０２４．１０４３３０．

［４］ＭＥＬＣＨＥＲ Ａ， ＨＡＲＲＩＮＧＴＯＮ Ｋ， ＶＩＬＥ Ｒ． Ｏｎｃｏｌｙｔｉｃ
ｖｉｒｏｔｈｅｒａｐｙａｓｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０２１， ３７４
（６５７３）：１３２５－１３２６．ＤＯＩ：１０．１１２６／ｓｃｉｅｎｃｅ．ａｂｋ３４３６．

［５］ＢＡＮＷ Ｙ，ＧＵＡＮＪＨ，ＨＵＡＮＧＨＷ，ｅｔａｌ．Ｅｍｅｒｇｉｎｇ
ｓｙｓｔｅｍｉｃｄｅｌｉｖｅｒｙｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｏｆｏｎｃｏｌｙｔｉｃｖｉｒｕｓｅｓ：ａｋｅｙｓｔｅｐ

３４７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）



ｔｏｗａｒｄｃａｎｃｅｒｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＮａｎｏＲｅｓ，２０２２，１５（５）：
４１３７－４１５３．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１２２７４０２１４０３１６．

［６］ＬＶＰ，ＬＩＵＸ，ＣＨＥＮＸＭ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｃｅｌｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅｎａｎｏｖｅｓｉｃｌｅｓｆｏｒｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｄｅｌｉｖｅｒｙ：ａ
ｖｅｒｓａｔｉｌｅｐｌａｔｆｏｒｍ ｆｏｒｃａｎｃｅｒｖｉｒｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＮａｎｏＬｅｔｔ，
２０１９，１９（５）：２９９３－３００１．ＤＯＩ：１０．１０２１／ａｃｓ．ｎａｎｏｌｅｔｔ．
９ｂ００１４５．

［７］ＰＡＲＲＩＳＨＮＯＶＡＫＪ，ＤＩＬＬＯＮＳＲ，ＮＥＬＳＯＮＡ，ｅｔａｌ．
Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２１ａｎｄｉｔｓｒｅｃｅｐｔｏｒａｒｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎＮＫ ｃｅｌｌ
ｅｘｐａｎｓｉｏｎａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，
２０００，４０８（６８０８）：５７－６３．ＤＯＩ：１０．１０３８／３５０４０５０４．

［８］ＴＩＡＮＹ，ＺＡＪＡＣＡＪ．ＩＬ２１ａｎｄＴｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ：
ｃｏｎｓｉｄｅｒｔｈｅｃｏｎｔｅｘｔ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＩｍｍｕｎｏｌ，２０１６，３７（８）：
５５７－５６８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｉｔ．２０１６．０６．００１．

［９］ＬＥＯＮＥＰ，ＳＯＬＩＭＡＮＤＯＡＧ，ＦＡＳＡＮＯ Ｒ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
ｅｖｏｌｖｉｎｇｒｏｌｅｏｆｉｍｍｕｎｅｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅｓ，２０２１，９（５）：５３２．ＤＯＩ：
１０．３３９０／ｖａｃｃｉｎｅｓ９０５０５３２．

［１０］ＺＨＡＮＧＢ，ＣＨＥＮＧＰ．Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｉｃａｃｙｖｉａ
ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌｒｅｇｉｍｅｎｓｏｆｏｎｃｏｌｙｔｉｃｖｉｒｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｍｏｌ
Ｃａｎｃｅｒ，２０２０，１９（１）：１５８．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１２９４３０２０
０１２７５６．

［１１］ＤＥＧＲＵＩＪＬＴＤ，ＪＡＮＳＳＥＮＡＢ，ＶＡＮＢＥＵＳＥＣＨＥＭＶ
Ｗ．Ａｒｍｉｎｇｏｎｃｏｌｙｔｉｃｖｉｒｕｓｅｓｔｏｌｅｖｅｒａｇｅａｎｔｉｔｕｍｏｒｉｍｍｕｎｉｔｙ
［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＢｉｏｌＴｈｅｒ，２０１５，１５（７）：９５９－９７１．
ＤＯＩ：１０．１５１７／１４７１２５９８．２０１５．１０４４４３３．

［１２］ＹＡＮＧＨ，ＬＥＩＧＬ，ＤＥＮＧＺＹ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａａｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒＯＸ４０Ｌａｓａｎ
ｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｇｅｎｔａｇａｉｎｓｔｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｊ
ＨｅｐａｔｏｃｅｌｌＣａｒｃｉｎｏｍａ，２０２４，１１：１－１３．ＤＯＩ：１０．２１４７／
ＪＨＣ．Ｓ４１０７０３．

［１３］ＳＵＮＦ，ＸＵＹ，ＤＥＮＧＺＹ，ｅｔａｌ．Ａｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｏｎｃｏｌｙｔｉｃ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａＰＤＬ１ａｎｔｉｂｏｄｙｉｎｄｕｃｅｓＣＤ８＋

ＴｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｖｉａｔｈｅｃＧａｓＳＴＩＮＧｐａｔｈｗａｙｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０２３，
１２０：１１０３２３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｉｎｔｉｍｐ．２０２３．１１０３２３．

［１４］ＹＡＮＧＨ，ＬＥＩＧＬ，ＳＵＮＦ，ｅｔａｌ．Ｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａ
ｃｈｉｍｅｒｉｃｉｎｆｌｕｅｎｚａＡｖｉｒｕｓｃａｒｒｙｉｎｇａｈｕｍａｎＣＴＬＡ４ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＯｎｃｏｌ，２０２２，１２：
８７５５２５．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｏｎｃ．２０２２．８７５５２５．

［１５］ＹＡＮＧＰＨ，ＳＵＮＦ，ＷＡＮＧＲＬ，ｅｔａｌ．Ｏｎｃｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆａｎｏｖｅｌｉｎｆｌｕｅｎｚａＡｖｉｒｕｓｃａｒｒｙｉｎｇｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．
ＨｕｍＧｅｎｅＴｈｅｒ，２０１９，３０（３）：３３０－３３８．ＤＯＩ：１０．１０８９／
ｈｕｍ．２０１８．０９５．

［１６］ＬＩＣ，ＴＩＡＮＹＹ，ＳＵＮＦ，ｅｔａｌ．Ａｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｏｎｃｏｌｙｔｉｃ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｃａｒｒｙｉｎｇＧＶ１００１ ｔｒｉｇｇｅｒｓａｎ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ
ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．ＨｕｍＧｅｎｅＴｈｅｒ，２０２４，３５（１／２）：
４８－５８．ＤＯＩ：１０．１０８９／ｈｕｍ．２０２２．２０６．

［１７］ＣＨＥＮＴＹ，ＤＩＮＧＸＱ，ＬＩＡＯＱＢ，ｅｔａｌ．ＩＬ２１ａｒｍｉｎｇ
ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓｔｈｅａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｎｏｎｃｏｌｙｔｉｃｖａｃｃｉｎｉａ
ｖｉｒｕｓｉｎｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｊ
ＩｍｍｕｎｏｔｈｅｒＣａｎｃｅｒ，２０２１，９（１）：ｅ００１６４７．ＤＯＩ：１０．
１１３６／ｊｉｔｃ２０２０００１６４７．

［１８］ＩＳＶＯＲＡＮＵ Ｇ，ＣＨＩＲＩＴＯＩＵＢＵＴＮＡＲＵ Ｍ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２１ｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，
２０２４，１５：１３６９７４３．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｉｍｍｕ．２０２４．１３６９７４３．

［１９］ＭＡＲＴＩＮＮＴ，ＢＥＬＬＪＣ．Ｏｎｃｏｌｙｔｉｃｖｉｒｕｓｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｔｈｅｒａｐｙ：ｋｉｌｌｉｎｇｏｎｅｂｉｒｄｗｉｔｈｔｗｏｓｔｏｎｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌＴｈｅｒ，２０１８，
２６（６）：１４１４－１４２２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｙｍｔｈｅ．２０１８．０４．００１．

［２０］ＨＩＮＯＲ，ＫＡＢＡＳＨＩＭＡＫ，ＫＡＴＯＹ，ｅｔａｌ．Ｔｕｍｏｒｃｅｌｌ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌｄｅａｔｈ１ｌｉｇａｎｄ１ ｉｓａ
ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｆｏｒｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，
２０１０，１１６（７）：１７５７－１７６６．ＤＯＩ：１０．１００２／ｃｎｃｒ．２４８９９．

［２１］ＴＡＵＢＥＪＭ，ＡＮＤＥＲＳＲ Ａ，ＹＯＵＮＧ Ｇ Ｄ，ｅｔａｌ．
Ｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｗｉｔｈ Ｂ７ｈ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｍｅｌａｎｏｃｙｔｉｃｌｅｓｉｏｎｓｓｕｐｐｏｒｔｓａｎａｄａｐｔｉｖｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆｉｍｍｕｎｅｅｓｃａｐｅ［Ｊ］．ＳｃｉＴｒａｎｓｌ
Ｍｅｄ， ２０１２， ４（１２７）： １２７ｒａ３７． ＤＯＩ： １０．１１２６／
ｓｃｉｔｒａｎｓｌｍｅｄ．３００３６８９．

［２２］ＣＵＲＩＥＬＴＪ，ＷＥＩＳ，ＤＯＮＧＨＤ，ｅｔａｌ．ＢｌｏｃｋａｄｅｏｆＢ７
Ｈ１ｉｍｐｒｏｖｅｓｍｙｅｌｏｉｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００３，９（５）：５６２－５６７．ＤＯＩ：１０．
１０３８／ｎｍ８６３．

［２３］ＺＨＵＹＪ，ＨＵＸ，ＦＥＮＧＬ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｅｆｆｉｃａｃｙｏｆａｎｏｖｅｌｏｎｃｏｌｙｔｉｃｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓｔｙｐｅ２
ｅｎｃｏｄｉｎｇａｎａｎｔｉｂｏｄｙａｇａｉｎｓｔｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ１［Ｊ］．
ＭｏｌＴｈｅｒＯｎｃｏｌｙｔｉｃｓ，２０１９，１５：２０１－２１３．ＤＯＩ：１０．１０１６／
ｊ．ｏｍｔｏ．２０１９．１０．００３．

［２４］ＣＨＥＮＣＹ，ＨＵＴＺＥＮＢ，ＷＥＤＥＫＩＮＤＭＦ，ｅｔａｌ．Ｏｎｃｏｌｙｔｉｃ
ｖｉｒｕｓａｎｄＰＤ１／ＰＤＬ１ｂｌｏｃｋａｄｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．
ＯｎｃｏｌｙｔｉｃＶｉｒｏｔｈｅｒ，２０１８，７：６５－７７．ＤＯＩ：１０．２１４７／ＯＶ．
Ｓ１４５５３２．

［２５］ＨＡＤＤＡＤＤ．Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｖａｃｃｉｎｉａｖｉｒｕｓｅｓａｓ
ａｇｅｎｔｓｆｏｒｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｉｍａｇｉｎｇ，ａｎｄｔｒａｎｓｇｅｎｅｄｅｌｉｖｅｒｙ
［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＯｎｃｏｌ，２０１７，７：９６．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｏｎｃ．
２０１７．０００９６．

［２６］ＫＡＮＡＹＡＮ，ＫＵＲＯＤＡＳ，ＫＡＫＩＵＣＨＩＹ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｅ
ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃ ｏｎｃｏｌｙｔｉｃ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ
ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙｅｎｈａｎｃｅｓａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｉｃａｃｙｗｉｔｈａｎｔｉＰＤ１
ａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｊ］．ＭｏｌＴｈｅｒ，２０２０，２８（３）：７９４－８０４．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｙｍｔｈｅ．２０２０．０１．００３．

［２７］ＲＩＢＡＳＡ，ＤＵＭＭＥＲＲ，ＰＵＺＡＮＯＶＩ，ｅｔａｌ．Ｏｎｃｏｌｙｔｉｃ
ｖｉｒｏｔｈｅｒａｐｙｐｒｏｍｏｔｅｓｉｎｔｒａｔｕｍｏｒａｌＴｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｉｍｐｒｏｖｅｓａｎｔｉＰＤ１ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１８，１７４
（４）：１０３１－１０３２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１８．０７．０３５．

（收稿：２０２４０７１２；修回：２０２４０９１２）

（编辑　汪勤俭）

４４７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　




