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抗肿瘤减毒沙门氏菌VNP20009通过p53信号通路诱导黑色素瘤
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摘要: 减毒鼠伤寒沙门氏菌VNP20009是一种具有高肿瘤靶向性的新型溶瘤菌, 其抗肿瘤的机制之一是诱导肿

瘤细胞凋亡, 但是具体分子机制尚不明确。黑色素瘤是致死率最高的皮肤癌, 现有治疗手段存在不良反应大、易复

发等问题。本研究以小鼠黑色素瘤细胞B16F10为研究模型, 深入探究了VNP20009诱导黑色素瘤细胞B16F10凋

亡的调控机制。结果表明, VNP20009能够显著诱导B16F10细胞凋亡, 且凋亡诱导效应呈现时间和浓度依赖性。通

过转录组测序分析发现, p53信号通路在VNP20009处理组中显著富集, 提示该通路可能介导了VNP20009的促凋

亡效应。进一步研究显示, VNP20009可以通过激活 p53通路关键基因PUMA及其上下游分子 p53、CytC、CASP9和

CASP3, 能够形成级联反应, 从而诱导细胞凋亡。本研究阐明了VNP20009通过 p53-PUMA轴激活B16F10黑色素

瘤细胞内源性凋亡的机制, 为基于减毒沙门氏菌的黑色素瘤治疗提供了新的理论依据。
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Abstract: Attenuated Salmonella typhimurium VNP20009 is a novel oncolytic bacterium with high tumor-

targeting properties. One of its anti-tumor mechanisms is the induction of tumor cell apoptosis, although the 

specific molecular mechanisms remain unclear. Melanoma, the deadliest form of skin cancer, is associated with 

significant challenges, such as severe side effects and high recurrence rates in current treatments. This study used 

the B16F10 mouse melanoma cell line as a model to explore the regulatory mechanism of VNP20009-induced 

apoptosis in melanoma cells. The results showed that VNP20009 significantly induced apoptosis in B16F10 cells in 

a time- and concentration-dependent manner. Transcriptomic analysis revealed that the p53 signaling pathway was 
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significantly enriched in the VNP20009-treated group, suggesting that this pathway might mediate the 

pro-apoptotic effects of VNP20009. Further investigations demonstrated that VNP20009 induces apoptosis by 

activating key genes in the p53 pathway, including PUMA, and its upstream and downstream molecules, such as 

p53, CytC, CASP9, and CASP3, forming a cascade reaction. In conclusion, this study elucidates the molecular 

mechanism by which VNP20009 induces apoptosis in B16F10 melanoma cells through the p53-PUMA axis, 

providing new theoretical insights for melanoma treatment based on attenuated Salmonella bacteria.
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regulation

近年来, 基于微生物的免疫疗法逐渐成为癌症治

疗的研究热点, 其中以 VNP20009为代表的鼠伤寒沙

门氏菌 (Salmonella enterica typhimurium) 因其独特的

抗肿瘤特性而备受关注[1]。作为一种兼性厌氧菌, 鼠

伤寒沙门氏菌能够在低氧的肿瘤微环境中高效富集并

侵袭肿瘤细胞[2,3]。其抗肿瘤活性主要源于其对宿主

免疫系统的激活作用 , 包括诱导肿瘤相关巨噬细胞 

(TAMs) 的极化、促进细胞毒性 T细胞 (CTLs) 的浸润

以及增强肿瘤微环境的免疫监视能力[4,5], 进而改善肿

瘤免疫微环境[6]。

此外, 鼠伤寒沙门氏菌还可作为天然的肿瘤靶向

载体, 通过主动进入肿瘤组织并以受控方式释放细胞

毒性物质 , 从而实现对肿瘤的选择性杀伤[7,8]。然而 , 

早期的研究显示 , 野生型鼠伤寒沙门氏菌 (如菌株

14028) 在黑色素瘤模型小鼠中虽表现出一定的抗肿

瘤效果, 但实验小鼠最终因细菌毒性而死亡[9]。这一

结果促使研究者通过基因工程技术对鼠伤寒沙门氏菌

进行改造, 以降低其毒力并增强其肿瘤靶向能力[10]。

减毒鼠伤寒沙门氏菌VNP20009是目前最具潜力

的候选菌株之一。该菌株通过删除 purI和msbB基因, 

显著降低了免疫系统的过度激活, 从而在减弱毒性的

同时增强了其肿瘤靶向能力[11,12]。近年来, VNP20009已

被广泛应用于多种癌症的治疗研究, 并与多种抗肿瘤

策略联合使用, 包括抗细胞毒性蛋白[13,14]、干扰素-γ[15]、

免疫检查点阻断纳米抗体[16]、免疫调节剂[17]、肿瘤疫

苗[18], 以及针对促癌基因的 shRNA[19]等。这些研究不

仅验证了 VNP20009的安全性, 还展示了其在肿瘤治

疗中的广阔应用前景。但是, VNP20009 的抗肿瘤作

用机制尚未完全阐明, 因此基于 VNP20009的溶瘤菌

改造缺乏理论的指导。

在 VNP20009 的抗肿瘤研究中, 黑色素瘤是使用

较多的研究模型。黑色素瘤被广泛认为是皮肤癌中最

具侵袭性和致命性的一种, 每年在全球范围内导致超

过 60 000人死亡[20]。尽管在过去几十年中, 研究者投

入了大量精力开发多种黑色素瘤治疗方法, 包括手术

切除、放射治疗、化学药物治疗、激素治疗和免疫疗法

等, 但这些治疗手段在临床应用中仍存在显著局限性。

此外, 黑色素瘤的高复发率和转移倾向进一步限制了

现有治疗手段的效果 , 导致患者的总生存期 (OS) 较

短[21,22]。因此, 开发高效且不良反应较小的新型治疗

策略已成为黑色素瘤研究领域的迫切需求。这也是经

常用黑色素瘤模型开展VNP20009及其衍生菌株疗效

研究的原因之一。

本实验室在 2007年发现VNP20009在体内外模型

上能够诱导黑色素瘤细胞凋亡[23], 但其诱导黑色素瘤

细胞凋亡的具体分子机制迄今仍不明确[24]。本研究旨

在揭示 VNP20009 促进黑色素瘤细胞 B16F10 凋亡的

作用机制。首先, 通过体外共孵育实验, 本研究证实了

VNP20009能够显著诱导B16F10细胞凋亡, 并呈现时

间和浓度依赖性。进一步利用转录组测序技术, 本研

究筛选出 p53信号通路及其下游凋亡相关基因的显著

富集, 提示该通路可能介导了 VNP20009的促凋亡效

应。基于此, 本研究进一步聚焦于 p53信号通路的核

心调控节点——p53 上调凋亡因子 (p53 up-regulated 

modulator of apoptosis, PUMA), 并系统分析了其上下

游关键分子 : p53、细胞色素 C (cytochrome C, CytC)、

半胱天冬酶 9 (caspase 9, CASP9) 及半胱天冬酶 3 

(caspase 3, CASP3) 在mRNA和蛋白水平的表达变化。

通 过 qPCR 和 Western blot 验 证 , 本 研 究 阐 明 了

VNP20009 通过激活 p53-PUMA 轴级联反应诱导

B16F10黑色素瘤细胞内源性凋亡的分子机制, 为优化

基于减毒沙门氏菌的黑色素瘤治疗策略提供了新的理

论依据。

材料与方法

仪器 台式冷冻离心机 (型号: LEGEND MICRO 

21R)、细胞培养箱 (型号 : IEST-RP-CC001.3), Thermo

公司; 超纯水仪 (型号: IQ 70055, Millipore公司); 高压

灭菌锅 (型号: GR85DA, Zealway公司); 超声波细胞粉

碎机 (型号: 08-III, 宁波新芝生物科技股份有限公司); 

酶标仪 (型号: H1MF, TECAN公司); 流式细胞仪 (型号: 

BD Accuri C6 plus, BD公司); PCR仪 (型号: TC-E-48D, 
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杭州博日科技股份有限公司); Real-Time qPCR仪 (型

号 : A28567, Applied Biosystems 公司); 电泳系统 (型

号: EPS300)、凝胶显影仪 (型号: MINI Space 1000)、化

学发光仪 (型号: GloMaxTM20/20 Promega), Tanon公司。

主要试剂 PBS磷酸盐缓冲液 (DFQD130024) 购

自南京普诺思生物科技有限公司; 蛋白胨 (3581230)、

酵母提取物 (4333726-02) 购自英国 Oxoid 公司; 氯化

钠 (240915A2) 购自南京化学试剂股份有限公司; 脱脂

奶粉 (K807BA0001)、碘化丙啶 (A425259) 购自上海生

工生物工程股份有限公司 ; RPMI1640 完全培养基 

(BC20231218)、胰酶 -EDTA 溶液 (BC20240903) 购自

Bio-Channel 公司 ; p53 抑制剂 (A269250220)、Annexin 

V-APC结合液 (C1062S) 购自上海碧云天生物技术股

份有限公司 ; Trizol 溶液 (7F632K2)、cDNA 合成试剂

盒 (7F1031I4)、DNA marker (7E750I3)、蛋 白 marker 

(7E0822J4) 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司; 

SYBR染料法 qPCR (15524) 购自北京康为世纪生物科

技有限公司; 10% PAGE 凝胶试剂盒 (WUKQV) 购自

山东思科捷生物技术有限公司思科捷 ; PVDF 膜 

(00003326078) 购自 Millipore公司; Annexin V-APC 蛋

白由本实验前期构建表达菌株并进行发酵表达纯化; 

p53抗体、PUMA 抗体购自杭州华安生物技术有限公

司; CytC抗体、CASP9抗体、CASP3抗体、Tubulin抗体

购自 Cell Signaling Technology公司; 其他试剂均为市

售分析纯。

细胞培养 小鼠黑色素瘤细胞系 B16F10 购自

ATCC细胞库并由本实验室保存。B16F10使用含有10%

胎牛血清、青霉素 (100 μg·mL-1) 和链霉素 (100 μg·mL-1) 

的RPMI1640完全培养基, 置于 95%湿度和 5% CO2的

37 ℃细胞培养箱中培养。

细菌培养 减毒沙门氏菌菌株 VNP20009 由本

实验室保存。VNP20009 使用 LB 液体培养基 , 置于

37 ℃摇床中进行培养。LB 液体培养基的配置 : 称

取 5 g 蛋白胨、5 g NaCl 和 2.5 g 酵母粉 , 加入 400 mL 

ddH2O 中, 充分溶解。将溶液定容至 500 mL, 均匀混

合。将溶液分装至 15 mL 玻璃试管和 50 mL 锥形瓶

中。对分装的溶液进行灭菌处理后, 保存于室温。

流式细胞术检测B16F10细胞凋亡 将细胞培养

液吸入适当的离心管中, 使用 PBS对贴壁细胞进行一

次洗涤。加入适量的胰酶消化液 (可含有EDTA) 对细

胞进行消化。随后将消化得到的细胞悬液转移至离心

管, 1 000 ×g离心 5 min, 弃去上清液。收集细胞, 使用

PBS轻轻重悬细胞并计数。取 5万～10万计数后的细

胞, 1 000 ×g离心 5 min, 弃去上清液。将细胞重悬在

195 μL Annexin V-APC 结合液中 , 轻轻混匀。加入

5 μL Annexin V-APC, 轻轻混匀。加入 10 μL碘化丙啶

染色液 , 轻轻混匀。室温 (20～25 ℃) 避光孵育 10～

20 min, 随后将细胞置于冰浴中。孵育完成后, 使用流

式细胞仪进行检测。检测完成后根据细胞的Annexin 

V阳性和PI阳性比例分析凋亡率。

半 数 抑 制 浓 度 (IC50) 计 算 通 过 不 同 浓 度

VNP20009菌株与B16F10细胞共同培养后, 使用流式

细胞术检测凋亡水平 , 使用 GraphPad Prism 9 软件 

(9.0.0版本) 计算VNP20009对B16F10细胞的 IC50值。

转录组学测序 收集细胞样品后, 送至上海欧易

生物医学科技有限公司完成测序工作。

抑制 B16F10 细胞 p53 基因的表达 在 T25 培养

瓶中接种 B16F10黑色素瘤细胞, 待细胞状态稳定后, 

加入终浓度为 10 μmol·L-1 p53抑制剂进行处理, 持续

24 h。随后, 向各组细胞中加入VNP20009细菌悬液进

行共培养。实验共设 6 个组别: p53 抑制实验组包括

PBS处理对照组 (control-p53in)、VNP20009共孵育 8 h

分别以50 (8 h-50-p53in) 和100 (8 h-100-p53in) 的MOI

处理组 , 以及 VNP20009 共孵育 16 h 分别以 50 (16 h-

50-p53in) 和 100 (16 h-100-p53in) 的 MOI 处理组。同

时 , 设置 PBS 处理组 (control) 作为无 p53 抑制剂的

对照。

B16F10细胞总RNA的提取与 cDNA合成 向每

个含有 B16F10 细胞的 10 cm 培养皿中加入 3 mL 

Trizol溶液, 进行细胞裂解。将裂解液收集到 1.5 mL

离心管中, 室温放置 5 min以确保充分裂解。按照比

例 (每 1 mL Trizol加入 0.2 mL氯仿), 剧烈震荡 15 s, 形

成乳浊液。将乳浊液在4 ℃下静置5 min。在12 000 ×g、

4 ℃条件下离心 15 min, 吸取上清液 (含 RNA 的无色

水相) 至新的 1.5 mL 离心管中。按照比例 (每 1 mL 

Trizol 加入 1 mL 75% 乙醇溶液), 轻轻弹离心管底部 , 

使沉淀悬浮。洗涤后在4 ℃下静置5 min。在12 000 ×g、

4 ℃条件下离心5 min, 弃去上清液。在大于5 000 r·min-1、

4 ℃条件下离心 1 s, 离心完成后弃去上清液。待RNA

稍微干燥后, 按照比例 (每1 mL Trizol加入30 μL DEPC

水) 溶解 RNA, 轻轻混匀后放置在−80 ℃保存。提取

得到的RNA, 使用逆转录试剂盒合成 cDNA, cDNA放

置于−20 ℃保存。

qPCR检测mRNA表达水平 采用荧光定量PCR 

(qPCR) 检测与B16F10黑色素瘤细胞 p53信号通路相

关 的 基 因 (p53、PUMA、CytC、CASP9、CASP3) 的

mRNA表达水平, 使用 β-actin作为内参基因。相关引

物序列见表 1, 引物由上海生工生物工程股份有限公

司合成。

B16F10细胞蛋白样品的提取 用 PBS溶液润洗
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含有B16F10细胞的10 cm培养皿, 之后加入4 mL PBS, 

使用细胞刮刀轻轻刮下细胞并收集至 1.5 mL离心管

中。在 2 000 ×g、4 ℃离心 3 min, 弃去上清液。加入

500 μL RIPA 裂解液 (含磷酸酶抑制剂和蛋白酶抑制

剂) 重新悬浮细胞, 并在冰上裂解30 min。使用超声波

细胞粉碎机处理细胞样品, 确保细胞完全破碎。裂解

完成后 , 在 12 000 ×g、4 ℃下离心 15 min, 取上清液。

向上清液中加入 5×上样缓冲液, 100 ℃加热 10 min, 得

到样品。样品制备完成后, 置于−20 ℃保存。

Western blot 检测蛋白表达水平 在 200 V 电压

条件下, 使用 10% SDS-PAGE凝胶分离细胞蛋白样品, 

运行时间为 45 min。在 300 mA电流下, 将分离的蛋白

转膜至 PVDF膜, 转膜时间为 50 min。使用特异性抗

体检测 p53、PUMA、CytC、CASP9和 CASP3的蛋白表

达水平。Tubulin作为内参基因用于归一化蛋白表达

水平。通过化学发光法检测蛋白条带的强度, 并使用

ImageJ软件进行分析。

统计学分析 本文使用 GraphPad Prism 9 软件 

(版本 9.0.0) 进行数据分析和作图。数据以平均值 ± 

标准误 (SEM) 表示。两组之间的统计学差异通过 t检

验进行比较, 而多组之间的差异则采用单因素方差分

析 (one-way ANOVA)。P值小于 0.05被认为具有显著

性差异。

结果

1　VNP20009对B16F10细胞的凋亡诱导效果呈时间

和剂量依赖性

为探究减毒沙门氏菌VNP20009对黑色素瘤细胞

B16F10的细胞毒性, 本研究建立了体外共培养模型, 

通过流式细胞术定量分析细胞凋亡水平。数据显示, 

当MOI值从 5提升至 1 000时, 细胞凋亡率呈现剂量依

赖性增长 (图 1A)。另外, 共培养时间延长也会增强细

菌浓度与凋亡率之间的相关性 (图 1B～E)。为进一步

量化 VNP20009处理的时间依赖性效应, 本研究对凋

亡率数据进行了线性回归分析 (图 1F)。结果显示, 剂

量−效应曲线的斜率随共培养时间延长而增加, 4、8、

12 和 16 h 处理组的斜率分别为 10.42、26.69、27.68 和

29.46 (表 2)。该趋势进一步表明, 随着共孵育时间的

延长 , B16F10 细胞对 VNP20009 的敏感性会逐渐增

Figure 1　VNP20009 induces apoptosis in B16F10 cells in a time- and concentration-dependent manner. A: Flow cytometric analysis of 

apoptosis levels in B16F10 cells after co-culturing with different concentrations of VNP20009 for 16 h; B−E: Bar plots showing the analysis 

of apoptosis rate in B16F10 cells after co-culturing for different durations (4, 8, 12, 16 h); F: Plot of the results obtained from linear 

regression analysis of apoptosis rate. MOI: Multiplicity of infection

Table 1　 Real-time quantitative polymerase chain reaction 

(RT-qPCR) primers. PUMA: p53 up-regulated modulator of apoptosis; 

CytC: Cytochrome C; CASP9: Caspase 9; CASP3: Caspase 3; F: 

Forward primer; R: Reverse primer

Gene
β-Actin-F
β-Actin-R
p53-F
p53-R
PUMA-F
PUMA-R
CytC-F
CytC-R
CASP9-F
CASP9-R
CASP3-F
CASP3-R

Sequence (5'-3')
AGAGGGAAATCGTGCGTGAC
AGGAGCCAGAGCAGTAATCTC
CTCTCCCCCGCAAAAGAAAAA
CGGAACATCTCGAAGCGTTTA
AGCAGCACTTAGAGTCGCC
CCTGGGTAAGGGGAGGAGT
CCAAATCTCCACGGTCTGTTC
ATCAGGGTATCCTCTCCCCAG
TCCTGGTACATCGAGACCTTG
AAGTCCCTTTCGCAGAAACAG
ATGGAGAACAACAAAACCTCAGT
TTGCTCCCATGTATGGTCTTTAC
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强, 凋亡率随浓度升高的速率加快。上述结果共同表

明, VNP20009对B16F10细胞的促凋亡效应具有典型

的时间−剂量双重依赖性特征。

基于上述发现, 本研究确定16 h为最佳共培养时间, 

并建立包含7个浓度梯度 (MOI = 5、10、30、50、100、500、

1 000) 的实验体系。通过剂量−效应曲线计算得出

VNP20009的 IC50为 (6.874 8 ± 0.121 8)×106 CFU·mL-1, 

这一关键参数为评估菌株的细胞毒性提供了量化

依据。

2　沙门氏菌诱导黑色素瘤细胞的转录组学研究

为探究 VNP20009 共孵育处理对 B16F10 细胞信

号通路的影响, 本研究设置了 4个实验组和 1个对照

组。实验组分别为 : VNP20009 共孵育 8 h, MOI=

50 (vnp-8 h-50); VNP20009 共 孵 育 8 h, MOI=100 

(vnp-8 h-100); VNP20009 共 孵 育 16 h, MOI=50 

(vnp-16 h-50); VNP20009 共 孵 育 16 h, MOI=100 

(vnp-16 h-100)。对照组为PBS处理组 (PBS)。

KEGG富集分析显示, p53信号通路在多个处理组

中呈现显著富集 (图 2A～D)。特别值得关注的是, 与

凋亡相关的信号通路 (如NF-κB、PI3K-Akt) 虽在部分

组别中显现富集, 但 p53通路的富集分数 (enrichment 

score) 与显著性水平 (P 值) 始终居于首位, 提示其可

能作为核心枢纽调控细胞凋亡进程。

GSEA分析进一步验证了该发现: 在所有处理组

中 , p53 通路核心基因集均显著上调 (NES=1.74～

2.35, P < 0.001), 其中高浓度 (MOI=100) 与长时间 

(16 h) 处理组的激活程度尤为显著 (图 2E～H)。这些

多组学证据共同指向 p53信号通路在VNP20009介导

的细胞凋亡中发挥核心作用。

KEGG和GSEA分析的结果共同揭示了 p53信号

通路在 VNP20009处理中的显著激活, 为后续研究提

供了重要的理论依据。

3　 PUMA 表达水平的变化与 VNP20009 诱导的

B16F10细胞凋亡呈强正关联

进一步对VNP20009处理组与对照组的转录组数

据进行分析, 绘制了差异表达基因火山图 (图 3A～D), 

并重点关注了 p53信号通路中与凋亡相关的基因。结

果显示, 大部分凋亡相关基因在 VNP20009处理后呈

现显著上调趋势, 从而提示: VNP20009可能通过激活

p53信号通路来诱导细胞凋亡。

在显著上调的基因中, PUMA (Bbc3) 表现出良好

的时间和浓度依赖性。具体而言, 随着处理时间从 8 h

延长至 16 h, PUMA (Bbc3) 的表达量显著增加, 而随着

VNP20009 浓度从 MOI=50 增加至 MOI=100, PUMA 

(Bbc3) 的表达量也有显著提升。

基于差异基因分析的结果 , 本研究进而筛选了

p53信号通路中与凋亡相关的基因, 并绘制了差异基

因表达水平热图 (图 3E)。结果显示, 除 PUMA (Bbc3) 

以外, 其相关上下游基因如p53 (Trp53)、CASP3、CASP9

和CytC (Cycs) 在实验组中均表现出显著的表达变化。

这些基因的表达模式与 p53 信号通路的激活状态一

致 , 提示它们都参与了 VNP20009 诱导的黑色素瘤

B16F10细胞凋亡进程。

上述结果表明, PUMA (Bbc3) 作为 p53信号通路

中的关键促凋亡基因, 其显著上调提示其在VNP20009

诱导的细胞凋亡中可能发挥重要作用。因此, 本研究

选择 PUMA (Bbc3) 以及其上下游相关基因作为后续

研究的重点, 检测其 mRNA 和蛋白表达水平, 以进一

步验证转录组测序结果的可靠性, 揭示 VNP20009诱

导B16F10细胞凋亡的作用机制。

4　 VNP20009 对 PUMA 上下游凋亡相关基因在

mRNA表达水平的调控

为进一步探讨VNP20009对 p53信号通路中凋亡

相关基因的调控作用 , 本研究通过 qPCR 分析了

PUMA 及其上下游相关基因 (p53、CASP3、CASP9、

CytC) 的mRNA表达水平, 并结合不同的处理时间 (8、

16 h) 和浓度 (MOI=50、MOI=100) 对其表达变化进行

评估。结果表明, p53、PUMA、CASP3和 CytC基因的

mRNA表达均显著上调, 而CASP9的mRNA表达在各

实验组中未显示出明显的差异 (图4)。

p53作为 p53信号通路的核心调控因子, 其mRNA

表达在 VNP20009处理后被显著激活, 并且随着处理

时间和浓度的延长呈现出明显的时间与剂量依赖性 

(图 4A)。PUMA作为 p53信号通路中的重要促凋亡基

因, 其mRNA水平同样在VNP20009作用后明显上调, 

且随着处理条件的加强进一步提升 (图 4B)。此外, 关

键凋亡相关因子 CytC 的 mRNA 表达在 VNP20009 处

理后显著增强, 并表现出与作用时长和菌株浓度双重

相关的上调趋势 (图4C)。而CASP3和CASP9作为凋亡

进程中起始因子和执行分子, 其mRNA表达水平同样

提高, 与VNP20009的处理条件呈正相关 (图4D、E)。

综上所述, VNP20009显著上调了 p53信号通路中

p53、PUMA、CytC和 CASP3的 mRNA表达水平, 且其

Table 2　Results of linear regression analysis of apoptosis rate. X: 

log10(MOI); Y: Apoptosis rate

Time/h
4
8

12
16

Equation
Y = 10.42X + 14.72
Y = 26.69X + 1.403
Y = 27.68X + 4.253
Y = 29.46X + 10.05

R2

0.919 9
0.815 9
0.861 3
0.912 6
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Figure 2　Results of Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathway enrichment analysis and gene set enrichment analysis (GSEA). 

A−D: Bubble plots of the top 20 upregulated pathways obtained by KEGG enrichment analysis, comparing the VNP20009 experimental 

groups with the PBS control group. The X-axis represents the enrichment score, where larger bubbles indicate a greater number of differentially 

expressed protein-coding genes involved in the pathway. The bubble color gradient ranges from blue to white to yellow to red, with smaller 

P-values indicating higher statistical significance; E−H: GSEA plots of the p53 signaling pathway obtained by comparing the VNP20009 

experimental groups with the PBS control group. vnp-8 h-50: VNP20009 co-cultured for 8 h, MOI=50; vnp-8 h-100: VNP20009 co-cultured 

for 8 h, MOI=100; vnp-16 h-50: VNP20009 co-cultured for 16 h, MOI=50; vnp-16 h-100: VNP20009 co-cultured for 16 h, MOI=100
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调控作用具有明显的时间和浓度依赖性。这些结果证

明 PUMA是 p53信号通路中的关键促凋亡基因, 其上

下游基因在该过程中发挥着重要作用, 为进一步揭示

VNP20009的作用机制提供了有力的证据。

5　VNP20009对 PUMA上下游凋亡相关基因在蛋白

表达水平的调控

为验证VNP20009通过PUMA相关信号通路调控

B16F10 细胞凋亡的分子机制 , 本研究进一步通过

Western blot分析了多个关键蛋白的表达水平。结果

显示 , VNP20009 处理显著上调了 p53、PUMA、CytC、

CASP9和CASP3的蛋白表达水平 (图5A)。

p53蛋白的表达量在VNP20009处理后显著上调, 

且随着处理时间的延长和 MOI的增加呈现出明显的

时间与浓度依赖性 (图 5B)。PUMA 蛋白的表达量同

样在VNP20009作用下明显升高, 且变化趋势与 p53保

持一致 (图 5C)。CytC 蛋白表达水平在 VNP20009 处

Figure 3　The expression level of PUMA (Bbc3) shows a positive correlation with VNP20009-induced apoptosis in B16F10 cells. A−D: 

Volcano plots of differentially expressed genes obtained by comparing the VNP20009 experimental groups with the PBS control group, 

highlighting apoptosis-related genes in the p53 signaling pathway; E: Heatmap of differential gene expression levels showing clustering 

analysis of apoptosis-related genes in the p53 signaling pathway, PUMA (Bbc3) exhibits a strong time- and concentration-dependent 

expression pattern. DEGs were identified by P < 0.05 and |log2FC| > 1
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理后显著增加, 且随处理条件的增强而进一步升高, 呈

现出VNP20009处理时间和浓度的依赖性 (图5D)。此

外, CASP9和CASP3蛋白的表达量也在VNP20009处

理后得到显著提升, 其变化水平也与处理时间和浓度

呈正相关 (图5E、F)。

这些结果共同表明 , VNP20009 能够激活转录因

子 p53的表达、同时激活下游 PUMA、CytC、CASP9及

CASP3 的蛋白表达 , 最终导致 B16F10 细胞凋亡。这

Figure 5　Regulation of PUMA and its upstream and downstream apoptosis-related genes at the protein expression level by VNP20009. A: 

Western blot analysis showing the protein expression levels of p53, PUMA, CytC, CASP9, and CASP3 in B16F10 cells under different 

experimental conditions; B − F: Bar plots showing the relative protein expression levels of p53, PUMA, CytC, CASP9, and CASP3 in 

B16F10 cells under different experimental conditions. n = 3, mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs control group

Figure 4　Regulation of PUMA and its upstream and downstream apoptosis-related genes at the mRNA expression level by VNP20009. 

A−E: Relative mRNA expression levels of p53 (A), PUMA (B), CytC (C), CASP9 (D), and CASP3 (E) gene in B16F10 cells under different 

experimental conditions. n = 3, mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs PBS (control group)
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些发现不仅确认了PUMA及其上下游基因在 p53凋亡

相关信号通路中的关键作用, 也阐明了 VNP20009通

过激活 p53-PUMA轴激活 B16F10黑色素瘤细胞内源

性凋亡的分子机制。

6　转录与翻译水平解析 VNP20009诱导黑色素瘤细

胞凋亡的分子机制

为了系统解析 VNP20009 调控 B16F10 细胞凋亡

的分子机制, 本研究进一步对 qPCR的检测结果进行

综合分析, 以解释 PUMA上下游凋亡相关基因的协同

响应模式。

结果表明 , 经 VNP20009 处理后 , 黑色素瘤细胞

B16F10 中 p53、PUMA、CytC、CASP9 和 CASP3 的

mRNA表达量都随着VNP20009浓度的增加和处理时

间的延长而逐渐上调 (图 4)。值得注意的是 , PUMA

的mRNA表达量呈现出最为显著的上调趋势, 表明其

mRNA表达水平与VNP20009浓度和处理时间有着高

度相关性, 进一步证明 PUMA在 VNP20009诱导黑色

素瘤细胞凋亡的过程中可能起到核心作用。

图 5清晰地展示了各个基因的蛋白表达水平在不

同实验条件下的表达差异与变化趋势。该结果证实, 

经 VNP20009诱导后, 位于凋亡信号调控起点的转录

因子 p53的表达水平呈现出最明显的上调趋势, 并且

与凋亡信号终端的胱天蛋白酶 CASP3的表达趋势几

乎完全重叠; CytC的表达趋势与 p53的表达趋势也高

度相似。其次, CASP9与PUMA之间的表达趋势表现

出高度一致, 同时CASP9与PUMA的表达趋势同样也

与p53的表达趋势关联。

为进一步阐明 p53信号通路的调控特征, 本研究

对转录及蛋白表达数据进行线性拟合分析 (图 6A、B)。

结果显示, p53的mRNA表达量虽然随VNP20009处理

呈现上调趋势 , 但其转录水平的变化响应相对平缓 

(拟合斜率较低), 而 p53蛋白表达量则在处理后显著升

高 , 且在 16 h-100 组达到峰值。另外 , PUMA 基因的

mRNA表达量对VNP20009处理表现出最强烈的响应 

(拟合斜率最大), 但其蛋白表达量的上调幅度却是最

小 , 提示 PUMA 的翻译效率可能受到其他机制的调

控。相比之下, CytC、CASP9及CASP3在mRNA和蛋

白水平的表达趋势高度一致, 且均与 p53的表达水平

呈正相关。这一结果不仅证实 p53是该通路的核心调

控因子, 还表明VNP20009通过激活 p53-PUMA轴, 驱

动黑色素瘤细胞B16F10的内源性凋亡。

综合上述结果, VNP20009通过激活 p53信号通路

诱导B16F10细胞凋亡, 其机制涉及多层次的基因表达

调控: p53在蛋白水平的显著上调主导了通路的启动, 

PUMA 作为关键中间分子连接 p53 与凋亡途径 , 而

CytC、CASP9和CASP3的同步激活则最终执行凋亡程

序。未来研究需进一步探索 PUMA 翻译调控的具体

机制, 以完善基于p53通路的溶瘤菌治疗策略。

7　p53抑制剂对VNP20009诱导黑色素瘤细胞凋亡的

调控作用

为了进一步验证 p53对PUMA调控作用及其在凋

亡通路中的核心地位, 本研究在VNP20009与B16F10

细胞共培养前预先加入 p53 抑制剂, 以阻断 p53 的激

活, 并评估其对下游靶基因 PUMA的调控效应。实验

结果显示, 在各组处理条件下, 相较于未加入抑制剂的

样本 , p53 抑制剂显著降低了 p53 的 mRNA 表达水平 

(图7A), 这表明p53抑制剂在VNP20009处理后能够有

效抑制 p53的转录活性。同时, PUMA的mRNA表达

也明显下降, 其变化趋势与 p53保持一致 (图 7B)。值

得注意的是 , 即使在 p53 受抑制的条件下 , 随着

VNP20009 处理时间和浓度的增加 , p53 和 PUMA 的

mRNA表达量仍呈逐步上升趋势, 这进一步验证了该

信号通路在VNP20009诱导细胞凋亡过程中的关键调

控作用。

此外, 本研究进一步探讨了 p53抑制剂对蛋白表

达水平的影响。Western blot结果显示, p53抑制剂显

著降低了 p53蛋白的表达水平, 并导致 PUMA蛋白同

步下调 (图 7C), 表明 p53在调控 PUMA翻译过程中的

Figure 6　Analysis of the molecular mechanisms underlying VNP20009-induced apoptosis in melanoma cells at the transcriptional levels. 

A: Plot of the results obtained from linear regression analysis of relative mRNA expression level; B: Plot of the results obtained from linear 

regression analysis of relative protein expression level
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直接作用。更为重要的是, 在不同 VNP20009处理条

件下, p53与 PUMA蛋白表达上调的趋势依然高度一

致 (图 7D、E), 说明即使 p53活性部分受到抑制, 其下

游凋亡信号通路仍能被部分激活。

上述结果显示 , 在未使用 p53 抑制剂的情况下 , 

VNP20009处理显著提升了二者的mRNA和蛋白表达

水平, 且随作用时间的延长和MOI的增大而进一步上

调, 呈现出明显的时间−剂量依赖性。而在加入 p53抑

制剂后, p53与PUMA的上调效应被明显抑制, 无论在

转录还是翻译水平, 其表达量均明显低于未抑制条件。

尽管 p53 抑制剂显著抑制了 VNP20009 诱导的 p53 和

PUMA上调趋势, 但在不同处理时间和浓度下, p53与

PUMA的表达仍然呈现出微弱的时间与剂量依赖性提

升, 提示可能存在 p53非依赖性的残留调控机制。总

体而言, 这些结果进一步验证了 p53对 PUMA表达的

正向调控作用, 并为针对该信号通路的靶向干预提供

了直接的分子依据。

讨论

近年来, 基于溶瘤菌的抗癌疗法作为一种前沿的

癌症治疗选择, 已引起广泛关注[25,26]。兼性厌氧菌 (如

鼠伤寒沙门氏菌) 在抗癌研究中备受重视, 因为它们

具有在不同氧浓度下靶向攻击肿瘤的天然能力, 并能

通过强大的免疫原性激活免疫系统, 进而摧毁动物模

型中的肿瘤[27,28]。然而, 鼠伤寒沙门氏菌也同时是引

起人类沙门氏菌病的致病菌[29]。因此, 为了确保其在

癌症治疗中的安全应用, 必须对其毒性进行有效减弱, 

从而使其成为一种可行的治疗选择[30]。

VNP20009是一种经过广泛研究的减毒沙门氏菌

菌株, 采用了敲除 purI和msbB基因的策略, 使其毒性

显著降低, 减少了因脓毒症引起休克的风险, 为其在黑

色素瘤治疗中的应用提供了更安全的基础[31,32]。具体

而言, msbB突变使得菌株诱导宿主产生的TNF-α水平

大幅降低, 从而减少了宿主因TNF-α引起的感染性休

克[33]。为了进一步提升菌株在肿瘤中的特异性定植能

力, 研究者还敲除了VNP20009的 purI基因, 使其生长

能力依赖于环境中的嘌呤浓度, 从而更易在富含嘌呤

的区域 (肿瘤组织内部) 定植和扩增[34]。前期研究表

明, 在相同菌株浓度下, VNP20009对宿主细胞的毒性

明显减弱, 确保了其作为抗肿瘤载体的安全性[35]。基

Figure 7　Regulatory effect of p53 inhibitor on VNP20009-induced apoptosis in melanoma cells. A, B: Relative mRNA expression levels 

of the p53 (A) and PUMA (B) gene in B16F10 cells under different experimental conditions after p53 inhibition; C: Western blot analysis 

showing the protein expression levels of p53 and PUMA in B16F10 cells under different experimental conditions after p53 inhibition; D, E: 

Bar plots showing the relative protein expression levels of p53 and PUMA in B16F10 cells under different experimental conditions. Control: 

PBS-treated group without p53 inhibitor; Control-p53in: PBS-treated group with p53 inhibitor; 8 h-50-p53in: VNP20009 co-cultured for 8 h, 

MOI=50 under p53 inhibition; 8 h-100-p53in: VNP20009 co-cultured for 8 h, MOI=100 under p53 inhibition; 16 h-50-p53in: VNP20009 

co-cultured for 16 h, MOI=50 under p53 inhibition; 16 h-100-p53in: VNP20009 co-cultured for 16 h, MOI=100 under p53 inhibition. n = 3, 

mean ± SEM. *P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs control group
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于生物安全性、肿瘤靶向性及明确的全基因组特性 , 

VNP20009已在多种动物肿瘤模型和癌症患者 I期临

床试验中得到广泛研究, 包括黑色素瘤[36]、乳腺癌[37]及

结肠癌[38]。目前, 已有多项基于动物体内实验的研究

探 讨 了 VNP20009 治 疗 肿 瘤 的 机 制[39,40], 但 关 于

VNP20009在体外杀伤黑色素瘤细胞的分子机制的研

究尚显不足。本研究系统揭示了VNP20009通过激活

p53-PUMA轴级联反应, 诱导B16F10细胞内源性凋亡

的分子机制, 为基于溶瘤菌的黑色素瘤治疗及其进一

步改造提供了新的理论支持。

本研究通过体外实验验证了VNP20009能够显著

诱导B16F10黑色素瘤细胞的凋亡, 且该效应呈时间和

浓度依赖性 [IC50 = (6.874 8 ± 0.121 8)×106 CFU·mL-1]。

转录组测序进一步揭示, p53信号通路在多个实验组

中显著富集, 其富集分数和标准化富集分数均高于其

他凋亡相关通路 (如 NF-κB 和 PI3K-Akt 通路)。这一

发现与现有研究一致, 表明在DNA损伤或细胞应激条

件下, p53 信号通路通过调控促凋亡基因 (如 PUMA) 

来诱导细胞凋亡。特别值得注意的是, 本研究揭示了

VNP20009通过 p53-PUMA轴诱导黑色素瘤细胞凋亡

的分子机制, 填补了沙门氏菌直接诱导黑色素瘤细胞

凋亡发挥抗肿瘤作用机制的研究空白。

此前有研究表明, PUMA作为 p53的直接靶基因, 

可以介导由 p53 信号通路触发的凋亡效应 , 如辐射、

DNA损伤药物及缺氧等应激条件均通过 PUMA依赖

的线粒体途径诱导细胞凋亡[41,42]。本研究进一步发

现, VNP20009 诱导的黑色素瘤细胞凋亡同样依赖于

PUMA的调控, PUMA的表达量随 p53同步增加, 显著

增强了B16F10细胞对VNP20009的敏感性。qPCR的

结果表明 , PUMA 的 mRNA 表达量在高浓度 (MOI=

100) 和长时间 (16 h) 处理组中能达到对照组的 5.7倍, 

证明其在 B16F10细胞的 p53凋亡信号通路中发挥了

重要作用。

另外, 本研究通过 p53抑制剂干预实验, 进一步探

究了p53与PUMA之间的相关性, 并证明在VNP20009

诱导 B16F10细胞凋亡的过程中 p53对 PUMA表达水

平的直接调控作用。实验数据表明, p53抑制剂显著

抑制了 VNP20009 诱导的 p53 和 PUMA 表达上调 

(mRNA表达量分别降至 32.52%和 41.51%), 这一结果

直接证实了p53对PUMA的正向调控关系。值得注意的

是, 尽管抑制剂处理大幅削弱了p53活性, 但残留的p53

和 PUMA仍呈现微弱的时间−剂量依赖性上调, 提示

可能存在 p53非依赖的调控机制。这一现象与既往研

究报道的凋亡通路代偿性激活机制一致, 如NF-κB或

MAPK通路可能通过交叉调控维持部分凋亡信号[43]。

除 此 之 外 , 尽 管 PUMA 的 mRNA 表 达 量 对

VNP20009 处理响应最为强烈, 但其蛋白表达量的上

调幅度却相对较小, 提示其翻译过程可能受到其他机

制调控。本实验室前期研究发现 , B16F10 细胞在经

VNP20009 处理后能够激活自噬作为保护性应答[44]。

同时, 自噬可通过降解 PUMA蛋白来拮抗细胞凋亡进

程, 而抑制自噬则能够稳定 PUMA蛋白并促进细胞凋

亡[44,45]。基于此, 本课题组推测B16F10细胞可能通过

自噬途径部分降解 PUMA蛋白, 导致其蛋白表达量的

增幅受限, 而转录水平的上调则反映了 p53对 PUMA

的直接激活。这一机制或为优化溶瘤菌疗法提供新的

干预靶点。

尽管在 VNP20009处理后, CASP9的 mRNA水平

未出现显著性上调, 但其蛋白表达量仍呈现上升趋势, 

与 p53信号通路的激活状态及CASP9蛋白水平的增加

趋势一致。这一结果可能受到复杂的多层次调控机制

影响, 包括转录后调控、蛋白降解途径以及翻译后修饰

等因素[46,47]。首先, CASP9在细胞凋亡通路中的激活

不仅依赖于转录水平, 其翻译效率很可能在凋亡信号

的刺激下显著增强。如在凋亡小体中, CASP9通过与

Apaf-1和细胞色素 c相互作用后发生自剪切活化[48,49], 

这一过程伴随翻译后修饰和蛋白稳定性的变化, 使得

蛋白表达水平显著增加。此外, VNP20009 处理可能

通过抑制蛋白酶体介导的蛋白降解途径, 增强CASP9

蛋白的稳定性并促进其在细胞内的积累。研究表明, 

XIAP等抗凋亡蛋白能够调控CASP9的降解过程及其

活性状态[50]。因此 , VNP20009 可能通过影响这些调

控机制 , 间接导致 CASP9 蛋白水平的增加。另一方

面 , CASP9 的翻译后修饰同样可能影响其活化状态 , 

其在凋亡小体内的自剪切可生成D315和D330两个新

的表型, 因此Western blot检测到的上调可能反映了这

种活化过程, 而 qPCR仅反映总体mRNA水平, 无法捕

捉翻译后修饰和蛋白活化的动态变化[51]。结合以上因

素, 本课题组推测, VNP20009处理后观察到的CASP9

蛋白水平上调, 可能主要归因于翻译后调控、蛋白稳定

性增强及翻译后修饰等机制的共同作用, 而非单纯的

转录激活。

p53作为被广泛研究的癌症相关基因, 其功能已

经在多种肿瘤模型中被充分验证[52]。CytC、CASP9和

CASP3作为经典的凋亡相关蛋白, 在线粒体依赖性凋

亡通路中占据重要地位, 其功能机制也已得到广泛研

究[53,54]。而 PUMA 作为 p53 的直接靶基因 , 能够通过

促进CytC的释放, 进而激活CASP9和CASP3的表达, 

最终诱导细胞凋亡。这一机制不仅将 p53与经典的凋

亡执行分子联系起来, 还阐明了 VNP20009 通过 p53-
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PUMA轴激活B16F10黑色素瘤细胞内源性凋亡的机

制。PUMA的枢纽作用为理解VNP20009的抗肿瘤效

应提供了关键理论依据, 同时也为基于 p53通路的黑

色素瘤治疗策略提供了新的研究方向。本实验室未来

将探讨利用合成生物学手段, 进一步增加 VNP20009

诱导细胞凋亡的抗肿瘤活性, 同时探索与其他治疗方

法 (如免疫检查点抑制剂等) 的联合应用, 通过多靶点

协同进一步增强溶瘤菌的抗肿瘤效果。
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