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溶瘤流感病毒联合吉西他滨提升对胰腺癌细胞的杀伤效果

孟子鹤
1，2

，徐永茹
2
，邓肇达

2
，张雨欣

1，2
，杨鹏辉

1，2
，扈瑞平

1  1
内蒙古医科大学基础医学院，内蒙古呼和浩特；

2
中

国人民解放军总医院第一医学中心肝胆胰外科医学部研究所，北京

［摘要］ 目的 探究基于反向遗传学（reversed genetics，RG）技术构建的重组溶瘤流感病毒OvFlu-

GM-CSF联合化疗药吉西他滨（gemcitabine，GEM）杀伤胰腺癌细胞的效果。方法 前期利用RG技术成

功拯救重组溶瘤病毒OvFlu-GM-CSF，通过鸡红细胞凝集实验、透射电镜、病毒复制等对OvFlu-GM-CSF
进行全面鉴定，CCK-8 法检测 OvFlu-GM-CSF 在不同时间（24、48、72 h）、不同感染复数（MOI=0、0. 1、
1. 0、3. 0）条件下，对胰腺癌细胞系（Panc02、PANC-1、SW1990、BxPC-3）及正常胰腺导管上皮细胞

（HPDE6-C7）存活率的影响。利用胰腺癌小鼠皮下荷瘤模型，按照完全随机法将 6周龄雌性C57BL/6小

鼠分为 4组（n=9）：PBS组、重组溶瘤病毒组（OvFlu-GM-CSF组）、吉西他滨组（GEM组）以及重组溶瘤病

毒与吉西他滨联合治疗组（OvFlu-GM-CSF+GEM组），并分别给予PBS、OvFlu-GM-CSF、GEM、OvFlu-GM-

CSF+GEM治疗，监测小鼠肿瘤体积及存活率等指标的变化。采用多重免疫荧光染色技术分析肿瘤组

织中T细胞浸润及增殖情况。通过HE染色检测小鼠主要器官（心脏、肝脏、肺脏、肾脏、脑组织）的病理

变化，小鼠血清肝功能实验检测谷丙转氨酶（ALT）和谷草转氨酶（AST）酶活性水平，以评估重组溶瘤病

毒的安全性。结果 重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF 的血凝效价为 28，其病毒形态符合流感病毒

典型特征，且病毒在胰腺癌细胞内可选择性复制。在细胞水平，OvFlu-GM-CSF 在感染时间为 48 h、
MOI=3. 0的条件下，与感染时间为48 h、MOI=0比较，对Panc02、PANC-1、SW1990、BxPC-3具有显著的选

择性杀伤作用（P<0. 01），且细胞存活率随着MOI值的增加以及感染时间的延长而逐渐降低（P<0. 01），

但对 HPDE6-C7 无明显影响。在胰腺癌荷瘤小鼠体内，与 PBS 组的肿瘤体积比较，OvFlu-GM-CSF 组、

OvFlu-GM-CSF+GEM组显著减小（P<0. 01）。多重免疫荧光检测结果显示在 OvFlu-GM-CSF+GEM组小

鼠的肿瘤组织中T淋巴细胞浸润显著增加；在小鼠心脏、肝脏、肺脏、肾脏、脑组织中未观察到明显病理

变化；与PBS组比较，OvFlu-GM-CSF组、GEM组、OvFlu-GM-CSF+GEM组小鼠血清中ALT及AST酶活性

水平无明显差异。结论 通过反向遗传学技术构建的重组溶瘤流感病毒OvFlu-GM-CSF与化疗药GEM
联合应用，提升了对胰腺癌细胞的杀伤效能，并有效激活了机体的抗肿瘤免疫应答。
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OvFlu-GM-CSF， constructed using reverse genetics （RG） technology， in combination with chemotherapy 
drug， gemcitabine （GEM）， against pancreatic cancer cells.  Methods　The recombinant oncolytic virus 
OvFlu-GM-CSF was successfully rescued using RG technology in our previous study.  The virus was then 
comprehensively characterized through chicken red blood cell hemagglutination assay， transmission electron 
microscopy， and viral replication assay.  CCK-8 assay was utilized to determine the impact of OvFlu-GM-CSF 
viruses ［multiplicities of infection （MOI）： 0， 0. 1， 1. 0， 3. 0］ on the survival rate of pancreatic cancer cell 
lines （Panc02， PANC-1， SW1990， BxPC-3） and normal pancreatic ductal epithelial cells （HPDE6-C7） 
after treatment for 24， 48 or 72 h.  Using a subcutaneous tumor-bearing mouse model of pancreatic cancer， 36 
female C57BL/6 mice （6 weeks old） were randomly divided into PBS group， recombinant oncolytic virus 
group， GEM group， and the combined treatment group， with 9 mice in each group.  PBS （100 μL/animal） or 
OvFlu-GM-CSF virus （1×107 PFU/100 μL） was given to the mice of the corresponding groups through 
intratumoral injection， while GEM （100 mg/kg） was injected intraperitoneally， once per 3 days， for totally 9 
times.  Changes in tumor volume and survival rate were monitored.  Multi-immunofluorescence staining was 
employed to analyze T cell infiltration and proliferation in the tumor tissues.  HE staining was performed to 
observe the pathological changes in major organs （heart， liver， lungs， kidneys and brain）， and the serum 
levels of alanine aminotransferase （ALT） and aspartate aminotransferase （AST） were measured to evaluate 
the safety of the recombinant oncolytic virus.  Results　The recombinant oncolytic influenza virus OvFlu-GM-

CSF has a hemagglutination titer of 28， typical morphological features of influenza virus， and can selectively 
replicate within pancreatic cancer cells.  At the cellular level， the viruses demonstrated a significant selective 
cytotoxic effect on Panc02， PANC-1， SW1990， and BxPC-3 cells under the conditions of 48 h post-infection 
and MOI=3. 0， when compared to 48 h post-infection and MOI=0 （P<0. 01）.  The cell survival rate was 
gradually decreased with the increase in MOI value and the extension of infection time （P<0. 01）， but the 
viruses showed no significant effect on normal pancreatic ductal epithelial cells （HPDE6-C7）.  In the 
pancreatic cancer tumor-bearing mouse model， the combined treatment of the viruses+GEM significantly 
reduced the tumor volume than simple virus treatment and simple GEM treatment （P<0. 01）， and enhanced 
the infiltration of T cells in the tumor tissues.  No obvious pathological changes were observed in the above-

mentioned major organs.  Additionally， there were no significant differences in the serum levels of ALT and 
AST in the OvFlu-GM-CSF group， GEM group， and OvFlu-GM-CSF+GEM group compared to the PBS 
group.  Conclusion　RS technology-constructed recombinant oncolytic influenza virus OvFlu-GM-CSF， 
when combined with the chemotherapeutic agent GEM， enhances the cytotoxic efficacy against pancreatic 
cancer cells and effectively activates the host’s anti-tumor immune response.  

［Key words］ oncolytic influenza virus； gemcitabine； pancreatic cancer； combination therapy
 Corresponding author： HU Ruiping， E-mail： 793674348@qq.com

胰腺癌的恶性程度极高，其中胰腺导管腺癌

（pancreatic ductal adenocarcinoma， PDAC）是胰腺癌最

常见的组织学亚型，占据了胰腺癌总病例的 90% 以

上［1］。近年来，PDAC的发病率逐年上升，预计到 2030
年将成为导致癌症相关死亡的第二大原因，由于疾病

的晚期诊断、患者的耐药性、肿瘤的侵袭性以及复杂

的肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME），胰腺癌

患者 5 年相对生存率仅为 13%［2-4］。过去 10 年里，尽

管胰腺癌在治疗方面取得了一定进展，但患者整体生

存状况仍不容乐观［1］。手术切除仍然是胰腺癌治疗的

主要方式，但只有不超过 20%的患者确诊时可选择切

除肿瘤［5］。对于无法进行手术切除的患者，化疗、放疗

和免疫治疗成为可选的治疗方案。遗憾的是，这些传

统治疗方案的疗效并不理想［6-8］，因此，迫切需要探索

新颖且更具针对性的治疗方法，与现有治疗手段相结

合，共同针对肿瘤细胞发挥作用，为胰腺癌的临床治

疗提供新思路。

溶瘤病毒疗法作为一种新兴的癌症治疗策略，其

核心机制在于利用转基因病毒精准靶向杀伤癌细胞，

激发全身性抗肿瘤免疫反应［9］。溶瘤病毒进入肿瘤组
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织后，在肿瘤细胞内选择性复制并导致细胞裂解，同

时将TME由免疫抑制状态转变为免疫激活状态，进而

促进T细胞活化，为癌症治疗提供了新的策略和选择［10］。
近年来，粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子（granulocyte-

macrophage colony stimulating factor， GM-CSF）在溶瘤

病毒领域得到了广泛的应用，它可以通过促进树突状

细胞（dendritic cells， DCs）的成熟与活化，从而激发出

全身的抗肿瘤免疫反应［11］。T-VEC是一种携带GM-CSF
的Ⅰ型单纯疱疹病毒（herpes simplex virus type-1，HSV-1），
也是第一个获得美国食品药品监督管理局（FDA）批

准用于治疗晚期黑色素瘤的溶瘤病毒。T-VEC 通过

插入GM-CSF基因，感染并溶解肿瘤细胞，从而激发全

身的抗肿瘤免疫反应［12］。CG0070是基于腺病毒的溶

瘤病毒，也携带GM-CSF基因，它能够在肿瘤细胞中选

择性复制并最终裂解肿瘤细胞，同时通过 GM-CSF 增

强宿主的免疫反应，在膀胱癌等肿瘤的研究中已显示

出了良好的治疗效果［13］。以上研究表明，溶瘤病毒介

导的细胞因子在肿瘤组织中充分表达，且具有显著的

肿瘤特异性，有效克服了传统细胞因子治疗的局限

性，为肿瘤免疫治疗开辟了新途径［14-16］。
本团队前期利用反向遗传学技术已成功构建了

重组溶瘤流感病毒OvFlu-GM-CSF，并通过体内外实验

证实了其对肝癌细胞的抗肿瘤作用［17］。前期的研究

成果显示［18］，重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF 不仅

有效表达了 GM-CSF 蛋白，而且还能够显著激活免疫

细胞的免疫活性，进而展现出其抗肿瘤活性。为进一

步探究重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF的广谱抗肿

瘤活性，本研究选择胰腺癌为研究对象，通过体内外

实验评估其对胰腺癌细胞的杀伤效果。同时，将重组

溶瘤流感病毒OvFlu-GM-CSF与吉西他滨（gemcitabine，
GEM）联合应用治疗胰腺癌，并评估其疗效，旨在为胰

腺癌的临床免疫治疗提供新策略。

1　材料与方法

1. 1　细胞系及病毒

人胰腺癌细胞系 BxPC-3、SW1990、PANC-1，小鼠

胰腺癌细胞系 Panc02 以及犬肾细胞 MDCK 均购自美

国ATCC细胞库。人正常胰腺导管上皮细胞系HPDE6-C7
购自亿奥邦（北京）生物科技研究有限公司。溶瘤流

感病毒 OvFlu-GM-CSF由中国人民解放军总医院第一

医学中心肝胆胰外科医学部研究所构建并保存。

1. 2　主要试剂与仪器

DMEM培养基、PBS、胰蛋白酶、胎牛血清、牛血清

白蛋白（bovine serum albumin，BSA）购自美国 Gibco公

司；CCK-8检测试剂购自北仁化学科技（北京）有限公

司；CD4、CD8、Ki67 抗体购自北京华兴博创基因技术

有限公司；1% 鸡红细胞悬液购自广州鸿泉生物科技

有限公司；谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）生化

试剂购自上海罗氏诊断有限公司；磷钨酸、乙酸铀酰

购自深圳海思安生物技术有限公司；甲醛溶液购自北

京益利精细化学品有限公司；透射电子显微镜购自日

本电子株式会社；酶联免疫分析仪购自美国Thermo公
司；数字病理扫描仪购自宁波江丰生物信息技术有限

公司；全自动生化分析仪购自上海罗氏诊断有限公

司；微型离心机购自德国 Eppendorf公司；超高速离心

机、超高速离心管购自美国Thermo公司。

1. 3　实验动物

6 周龄雌性 C57BL/6 小鼠，体质量为 16～18 g，购
自北京药康生物科技有限公司。本研究中使用的所

有方案经过北京药康生物科技有限公司动物福利伦

理委员会批准（批件号：GPT-BJAP001），涉及动物处理

的程序符合实验动物护理机构的指南；9 日龄 SPF 鸡

胚购自北京勃林格海威特生物技术有限公司。

1. 4　重组溶瘤流感病毒的扩增及鉴定

1. 4. 1　病毒扩增及浓缩　　团队前期利用反向遗传

学技术成功重组获得稳定传代的重组溶瘤流感病毒

OvFlu-GM-CSF，将 OvFlu-GM-CSF 与 PBS 按 1∶10 000
体积进行稀释，接种于 9日龄鸡胚中，接种病毒后的鸡

胚用石蜡封口，并放回孵箱中孵育，72 h 后将鸡胚取

出，收取其阳性尿囊液，红细胞凝集实验检测血凝效

价，并将尿囊液转移至 50 mL 离心管中，4 ℃，1 574×g
离心 25 min，弃沉淀，留取上清液。再将上清液于

4 ℃，128 800×g 超速离心 2 h，浓缩后弃上清，用 1 mL 
PBS将沉淀重悬。

1. 4. 2　红细胞凝集实验　　收取接种 72 h的鸡胚尿

囊液 OvFlu-GM-CSF 100 μL 置于血凝板第 1 列孔，其

余各孔 50 μL PBS，取血凝板第 1 列 50 μL OvFlu-GM-

CSF 至第 2 列孔，均匀混合后取 50 μL 至第 3 列孔，依

次倍比稀释，稀释至第 12列孔后，每孔加 50 μL 1%鸡

红细胞，静置 30 min观察血凝结果。此过程重复 3次，

并设置PBS对照孔：每孔加入50 μL PBS，再加入50 μL 
1% 鸡红细胞。红细胞凝集的孔为阳性孔，未凝集的

孔为阴性孔。

1. 4. 3　病毒纯化　　在超速离心管中依次分别加入

高压消毒后的60%蔗糖溶液6 mL、30%蔗糖溶液3 mL
和 1 mL病毒悬液，精准配平，4 ℃，128 800×g超速离心

4 h。随即吸取 2 个蔗糖梯度之间的白色病毒条带，

PBS重悬后转移至新的超速离心管中，4 ℃，128 800×g
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超速离心2 h。弃上清，PBS重悬沉淀，分装于−80 ℃冰

箱保存备用。

1. 4. 4　电镜观察　　用 0. 5％磷钨酸对纯化后的重

组溶瘤流感病毒OvFlu-GM-CSF进行负染，取样品，将

其吸附至碳涂层铜网，用水对网架进行冲洗，用乙酸

铀酰进行染色并将其风干，最后用负染透射电镜观察

重组溶瘤流感病毒OvFlu-GM-CSF的形态。

1. 4. 5　病毒复制　　将鼠源胰腺癌 Panc02 细胞和

人源胰腺癌 BxPC-3 细胞分别接种于 96 孔细胞板中，

5 000细胞/孔，待细胞长至单层完全覆盖孔底时，用感

染复数（MOI）=0. 1 的重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-

CSF 对 2 种细胞进行感染，每个细胞系设置 3 个重复

孔，将细胞板置于 37 ℃，5%CO2细胞培养箱内进行孵

育。分别在感染后的 12、24、48、72和 96 h收集细胞培

养上清液，于−80 ℃冰箱保存，将收集的样品于MDCK
细胞中统一进行病毒滴度检测。

1. 4. 6　半数组织培养感染剂量（tissue culture infective 
dose50，TCID50）　　将 MDCK 细胞接种于 96 孔细胞板

中，细胞数为 2×104个/孔，待细胞长至单层铺满孔底

后，弃掉原培养基，PBS 清洗 2 遍，将重组溶瘤流感病

毒OvFlu-GM-CSF按 10-1、10-2、10-3、10-4……10-12用无抗

无血清DMEM倍比稀释后感染MDCK细胞，200 μL/孔，

每个稀释浓度做 3 个重复孔，将细胞板置于 37 ℃，

5%CO2细胞培养箱中培养，分别于 3、5 d后用 1%鸡红

细胞检测血凝。

1. 5　CCK-8法检测细胞增殖

Panc02、BxPC-3、SW1990、PANC-1 及 HPDE6-C7
分别铺入 96 孔板，5 000 细胞/孔，37 ℃细胞培养箱培

养 24 h。弃去培养基，PBS 洗涤，分别加入不同 MOI
（0. 1、1. 0、3. 0）的病毒液，除此之外，每个细胞分别增

设对照组（MOI=0）与空白组，对照组不加病毒，空白组

不接种细胞。将 96孔板在培养箱中分别培养 24、48、
72 h，弃去培养基，每孔加入含 CCK-8的培养基，37 ℃
孵育 1 h，酶标仪测定 450 nm 处光密度值［D（450）］。

细胞存活率=［（As-Ab）/（Ac-Ab）］×100%，其中 As 为
实验组的［D（450）］值，Ab、Ac 分别为空白组、对照组

的平均［D（450）］值。

1. 6　胰腺癌荷瘤C57BL/6小鼠模型的建立

选 6 周龄 C57BL/6 小鼠，在右侧腹股沟注射

Panc02 细胞 5×106/100 μL。待肿瘤体积生长至 100～
120 mm³时，利用完全随机法将小鼠分为 4组：PBS组、

重组溶瘤病毒组（OvFlu-GM-CSF 组）、吉西他滨组

（GEM 组）和重组溶瘤病毒与吉西他滨联合治疗组

（OvFlu-GM-CSF+GEM 组）。其中 PBS 和 OvFlu-GM-

CSF采用瘤内注射，PBS剂量为 100 μL/只，病毒剂量为

1×107 PFU/100 μL；GEM通过腹腔注射，剂量为100 mg/
kg。每 3 d 给药 1 次，共给药 9 次。每隔 1 d 测量肿瘤

体积，记录并观察小鼠的生命体征。肿瘤体积的计

算公式为：体积（mm3）=长径（mm）×宽径（mm）²/2。
1. 7　多重免疫荧光检测

将切片于烤片机上 65 ℃烤片 2 h，脱蜡至水，随

后将 EDTA 抗原修复液（pH=8. 0）于微波炉内进行抗

原修复，室温下自然冷却；3% 过氧化氢溶液室温封

闭 15 min；滴加非免疫正常山羊血清 100 μL/张，室温

孵育 30 min；滴加 100 μL CD4（CD4∶BSA 按 1∶500 体

积比例稀释）、CD8（CD8∶BSA 按 1∶500 体积比例稀

释）、Ki67（Ki67∶BSA 按 1∶200 体积比例稀释）一抗，

4 ℃孵育过夜；滴加二抗，室温孵育 30 min；依次滴加

TYR-520、TYR-690、TYR-620荧光染料反应 3~10 min；
DAPI复染细胞核，避光室温孵育 10 min；荧光封片。

1. 8　HE 染色

将小鼠放入含有 3%~5% 异氟烷的麻醉箱中，待

其进入深度麻醉状态，确认小鼠角膜反射消失、呼吸

平稳且频率显著降低，对疼痛刺激无反应。肌肉松

弛后，使用颈椎脱臼法将小鼠处死，取其心脏、肝脏、

肺脏、肾脏、脑组织，置于 4% 甲醛溶液中固定后，进

行梯度脱水并石蜡包埋。制备厚度为 5 μm 的切片，

在 70 ℃烤片1 h，随后脱蜡并至水。使用苏木精染色3~
5 min，1% 盐酸酒精分化数秒，温水反蓝处理，细胞核

呈蓝色。接着用伊红染色 2 min，显微镜下观察，细胞

质呈红色。最后，梯度脱水并用中性树脂封片。

1. 9　肝功能检测

最后 1 d给药后，各组小鼠禁食不禁水 12 h，隔天

上午使用眼眶静脉丛取血法采集小鼠眼眶中的血

液，每只小鼠采血 0. 5 mL，血样于室温静置 30 min，
25 ℃，885×g离心 20 min，取上清约 100 μL，用于小鼠

血清肝功能指标ALT及AST的测定。

1. 10　统计学分析

使用 GraphPad Prism 9. 0进行统计分析。符合正

态分布的计量数据以 x̄±s 表示，多组间比较采用单因

素方差分析，P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF 的显著血凝

效价及在胰腺癌细胞中的高效选择性复制

红细胞凝集实验检测病毒血凝效价，经检测其

血凝效价为 28（图 1A）；通过负染透射电镜可观察到

重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF 整体呈现圆形，表
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面有囊膜包被，囊膜表面有纤毛，符合流感病毒典型

的形态特征（图 1B）；使用MOI=0. 1的重组溶瘤流感病

毒OvFlu-GM-CSF分别感染鼠源胰腺癌细胞Panc02和

人源胰腺癌细胞BxPC-3，并在不同时间点对病毒滴度

进行测定。结果如图 1C 所示，OvFlu-GM-CSF 可在胰

腺癌细胞系 Panc02和 BxPC-3中高效复制。感染 12 h
后，病毒滴度已达到 4~5 lgTCID50/mL，并随着时间延

长，病毒滴度持续上升，在 72 h 达到峰值，为 6~7 
lgTCID50/mL，进一步证实了溶瘤病毒在胰腺癌细胞内

具有选择性复制的能力。

2. 2　重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF 对胰腺癌细

胞的选择性杀伤作用

通过CCK-8法检测重组溶瘤流感病毒OvFlu-GM-

CSF 对鼠胰腺癌细胞 Panc02，人胰腺癌细胞 BxPC-3、
SW1990、PANC-1及人正常胰腺导管上皮细胞HPDE6-

C7在不同时间、不同剂量下的细胞活力抑制作用。如

图2A、B所示，在感染时间为48 h、MOI=0. 1的条件下，

Panc02 和 PANC-1 细胞的存活率约为 90%，相较于对

照组（MOI=0），细胞存活率明显下降（P<0. 01）。当感

染时间维持在 48 h，而 MOI=1. 0、3. 0 时，Panc02 及

PANC-1 细胞的存活率相较于对照组（MOI=0）显著降

低（P<0. 01）。此外，在相同感染时间（48 h）下，不同

感染剂量（MOI=0. 1、1. 0、3. 0）对 SW1990和BxPC-3细

胞的存活率亦表现出显著下降趋势（P<0. 01），并且细

胞存活率随着 MOI 值的增加以及感染时间的延长而

逐渐降低（图 2C、D）。然而用不同MOI的重组溶瘤流

感病毒感染人正常胰腺导管上皮细胞 HPDE6-C7，在
病毒感染后不同时间点均未呈现出杀伤作用（图 2E）。

结果表明，重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF 可选择

性地杀伤肿瘤细胞，而对正常的胰腺导管上皮细胞无

明显影响。

2. 3　重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF 联合吉西他

滨显著增强体内抗胰腺癌效果

为验证重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF联合吉

西他滨（GEM）体内抗肿瘤效果，选用小鼠胰腺癌

Panc02细胞建立小鼠皮下荷瘤模型（图 3A）。隔天测

量小鼠肿瘤体积，绘制肿瘤体积变化曲线（图 3B）。在

结局终点将小鼠肿瘤组织分离，记录并分析肿瘤体积

与质量（图 3C、D）。与 GEM 组、OvFlu-GM-CSF 组相

比，OvFlu-GM-CSF＋GEM 组小鼠肿瘤体积的增长明

显受到抑制（P<0. 01）。此外，联合治疗组小鼠的生存

率显著高于其他 3组，存活率高达 80%（图 3E）。结果

证实，重组溶瘤流感病毒联合吉西他滨治疗可显著抑

制肿瘤增长，并提高胰腺癌荷瘤小鼠的存活率。

! "

#

$%&'() "*$#!+

A：OvFlu-GM-CSF血凝示意图；B：OvFlu-GM-CSF电镜观察；C：不同胰腺癌细胞系中病毒复制折线

图1　重组溶瘤流感病毒OvFlu-GM-CSF的表征及其在胰腺癌细胞中的复制动力学
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A：小鼠给药实验方案；B：小鼠肿瘤体积变化曲线（n=9，x̄±s）；C：离体肿瘤组织样本排列（n=5，x̄±s）；D：离体肿瘤组织质量

（n=5，x̄±s）；E：小鼠生存曲线（n=9，x̄±s）；a：P＜0. 01
图3　重组溶瘤流感病毒OvFlu-GM-CSF联合吉西他滨对胰腺癌荷瘤小鼠的抗肿瘤效果及生存率影响

!"#$!%!&'()* +,%--)

.!/01!2345!$!6

7 8 $

/ 0

A：Panc02细胞；B：PANC-1细胞；C：SW1990细胞；D：BxPC-3细胞；E：HPDE6-C7细胞；a：P＜0. 01
图2　重组溶瘤流感病毒OvFlu-GM-CSF对不同胰腺癌细胞及正常胰腺导管上皮细胞的活力抑制作用
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2. 4　OvFlu-GM-CSF联合吉西他滨显著增强胰腺癌小

鼠肿瘤组织中T细胞浸润与增殖

为进一步检测重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF
与GEM联合治疗后T细胞浸润及增殖情况，对PBS组

及重组溶瘤病毒与吉西他滨联合治疗组小鼠的肿瘤

组织分别进行了多重免疫荧光染色分析（图 4）。结果

显示，与 PBS 组相比，重组溶瘤病毒与吉西他滨联合

治疗组小鼠肿瘤组织中 CD4+Ki67+和 CD8+Ki67+细胞

数量显著增加。这一结果表明，OvFlu-GM-CSF 与

GEM的联合治疗策略能够有效激活 CD4+及 CD8+ T细

胞，显著增强小鼠肿瘤组织内 T细胞的浸润和增殖能

力，从而显著提升免疫活性和抗肿瘤效应。

2. 5　重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF 展现良好的

体内安全性及无显著器官毒性

为了全面评估重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF
的安全性，对小鼠心脏、肝脏、肺脏、肾脏、脑组织进行

HE染色，结果如图 5A所示。镜下观察到各组织结构

清晰可见，未见组织结构明显异常，证明重组溶瘤流

感病毒 OvFlu-GM-CSF 的安全性良好，对各器官无明

显毒性损害。与此同时，对小鼠血清中ALT及AST酶

活性水平进行检测，结果显示，各组小鼠 ALT 和 AST
之间差异均无统计学意义（图 5B），表明重组溶瘤流感

病毒 OvFlu-GM-CSF 无明显肝毒性，对小鼠肝功能无

显著影响。

3　讨论

3. 1　胰腺癌治疗的挑战与溶瘤病毒的潜力

胰腺癌因其复杂的肿瘤微环境被称为“癌中之

王”，化疗效果常受限于结缔组织过度增生及纤维化

形成的致密基质，不仅阻碍了化疗药物递送，还抑制

了 T细胞活化，削弱抗肿瘤免疫反应［19-20］。溶瘤病毒

作为一种创新疗法，凭借其选择性复制、引发免疫原

性细胞死亡及激发

抗肿瘤免疫等特性，在肿瘤免疫治疗领域展现出

巨大潜力［21］。
3. 2　溶瘤病毒的临床应用与研究进展

T-VEC 作为首个 FDA 批准用于晚期黑色素瘤的

溶瘤病毒，通过嵌入粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子

（GM-CSF）于单纯疱疹病毒载体，显著提升抗肿瘤疗

效［22］。JX-594则通过将人GM-CSF基因插入牛痘病毒

TK基因区，成功诱导晚期肝癌患者的局部及远处抗肿

瘤免疫反应［23-24］。溶瘤牛痘西储菌株 JX-963 在临床

前模型中也表现出强效抗肿瘤活性［25］。最新研究显

示，溶瘤病毒在胰腺癌治疗中潜力巨大，能全身给药

渗透肿瘤深部，激活免疫系统，显著提高患者生存

率［26］。此外，溶瘤病毒与常规疗法联合治疗在胆管癌

小鼠模型中显著增强了抗肿瘤效果并延长了存活

时间［27］。
3. 3　重组溶瘤病毒OvFlu-GM-CSF的免疫激活机制

本课题组前期利用流感病毒反向遗传学技术

（RG），成功构建并拯救了重组溶瘤流感病毒 OvFlu-

GM-CSF。GM-CSF作为关键免疫调节因子，能激活多

种免疫细胞因子，诱发特异性抗肿瘤免疫应答，显著

提升免疫细胞活性［28］。GM-CSF 促进树突状细胞

（dendritic cells，DCs）成熟，增强 DCs 捕获和呈递肿瘤

抗原给 T 细胞的能力，有效激活 CD4+和 CD8+T 细胞，

激发持久且特异的抗肿瘤免疫反应，从而诱导全身性

的肿瘤特异性免疫应答［29］。CD4+T细胞通过 MHC Ⅱ
介导的直接杀伤及分泌 IFN-γ、TNF-α等细胞因子，协

调免疫网络［30］。CD8+T细胞则通过识别 MHC Ⅰ类分

子呈递的抗原肽，特异性杀伤肿瘤细胞，形成免疫记

忆，防止肿瘤复发和转移［31］。此外，GM-CSF还能激活

巨噬细胞、自然杀伤细胞（natural killer cell，NK）和粒

细胞等，强化机体对肿瘤细胞的清除能力［32］。本研究

! "

A：PBS 组多色免疫荧光观察；B：重组溶瘤病毒与吉西他滨联合治疗组多色免疫荧光观察；橘黄色箭头：CD4+Ki67+细胞；

紫色箭头：CD8+Ki67+细胞

图4　重组溶瘤流感病毒与吉西他滨联合治疗对胰腺癌小鼠肿瘤组织中T细胞浸润及增殖的影响
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系统探讨了重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF在不同

感染时间和不同 MOI 条件下对胰腺癌细胞存活率的

影响。结果显示，OvFlu-GM-CSF在不同感染时间和不

同MOI条件下，对胰腺癌细胞的存活率均呈现出显著

的杀伤作用。随着 MOI 值的增加以及感染时间的延

长，胰腺癌细胞的存活率逐渐降低，这一现象表明

OvFlu-GM-CSF具有显著的溶瘤活性，能够有效杀伤胰

腺癌细胞。为了进一步验证 OvFlu-GM-CSF的靶向性

和安全性，采用不同MOI的重组溶瘤流感病毒感染人

正常胰腺导管上皮细胞HPDE6-C7，结果显示，在所有

检测时间点和 MOI 条件下，HPDE6-C7 细胞的存活率

均未出现显著下降，未观察到明显的杀伤作用。这表

明 OvFlu-GM-CSF 在有效杀伤胰腺癌细胞的同时，对

正常胰腺上皮细胞表现出良好的安全性。

3. 4　溶瘤病毒与吉西他滨联合治疗的实验验证

皮下成瘤模型的优势在于其操作简便、可重复且

能动态评估肿瘤生长及免疫反应，并可有效模拟肿瘤

生长、免疫相互作用及纤维化过程。LIU 等［33］和 WEI
等［34］利用该模型验证了重组溶瘤病毒OV-mOX40L和

OVV-GPX4逆转免疫抑制性TME，激活T细胞反应，显

著提升胰腺癌小鼠生存率和抗肿瘤疗效。ARAKI
等［35］进一步证实，OBP-702溶瘤病毒联合PD-1抗体治

疗显著促进 CD8+T 细胞浸润，有效抑制了肿瘤生长。

本研究采用 C57BL/6小鼠胰腺癌皮下荷瘤模型，验证

了重组溶瘤流感病毒 OvFlu-GM-CSF在体内的抗肿瘤

效果。实验结果显示，OvFlu-GM-CSF与吉西他滨的联
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A：小鼠心脏、肝脏、肺脏、肾脏、脑组织的HE染色观察；B：小鼠血清ALT和AST酶活性水平检测（n=3， x̄±s）

图5　重组溶瘤流感病毒OvFlu-GM-CSF在小鼠体内主要器官组织学及肝功能指标的安全性评估
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合治疗能够显著抑制胰腺癌细胞生长、延长小鼠生存

期，并显著增强肿瘤组织内CD4+Ki67+T和CD8+Ki67+T
细胞的浸润。OvFlu-GM-CSF 通过其溶瘤活性直接杀

伤肿瘤细胞，同时分泌的 GM-CSF 能够有效激活和招

募免疫细胞，促进肿瘤微环境中的免疫反应。吉西他

滨作为一种化疗药物，不仅直接抑制肿瘤细胞增殖，

还能通过诱导免疫原性细胞死亡，进一步激活抗肿瘤

免疫。两者的联合应用产生了协同效应，不仅显著改

变了肿瘤微环境，降低了免疫抑制因素，还显著提升

了抗肿瘤效果，并增强了机体的抗肿瘤免疫反应。以

上结果表明，溶瘤病毒 OvFlu-GM-CSF 与吉西他滨的

联合治疗策略在胰腺癌治疗中具有显著的潜力。本

研究虽未在原位胰腺癌模型中验证，未来将开发更贴

近临床的小鼠模型，全面评估 OvFlu-GM-CSF 与吉西

他滨联合疗效，为溶瘤病毒在胰腺癌治疗中的应用提

供坚实的实验基础。

综上所述，本研究利用 RG 技术成功构建 OvFlu-

GM-CSF，并通过体内外实验证实其显著抑制胰腺癌

细胞生长，联合吉西他滨增强抗肿瘤效果，为胰腺癌

免疫治疗提供了科学依据。下一步，将通过原位和诱

发小鼠模型，全面评价OvFlu-GM-CSF的溶瘤效果，旨

在为胰腺癌患者提供更有效且安全的治疗新策略。
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