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减毒沙门氏菌VNP20009的抗肿瘤机制研究
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摘要: 减毒沙门氏菌VNP20009是一种应用范围较广的天然来源溶瘤细菌, 基于其已证实的临床安全性、可特

异性趋化靶向肿瘤和明确已知的基因组序列等优点而被广泛用于抗肿瘤研究。本研究建立黑色素瘤小鼠模型 (所

有动物实验均遵循中国药科大学动物伦理委员会的规定), 通过腹腔注射VNP20009对其抗肿瘤活性进行验证, 与对

照组相比, VNP20009治疗可显著抑制肿瘤生长; 体外共培养实验证明VNP20009能够诱导巨噬细胞向M1表型极化

并表达相关炎症因子; 通过流式细胞实验分析肿瘤和肿瘤引流淋巴结 (tumor-draining lymph node, TDLN) 内免疫变

化 , 证明 VNP20009 治疗诱导肿瘤组织免疫细胞增加 , 进一步分析发现肿瘤引流淋巴结内 T 细胞浸润增加 , 而

VNP20009治疗能够诱导肿瘤内部的CD4+ T和CD8+ T细胞活化。本研究结果证明, VNP20009可通过诱导巨噬细

胞向M1表型极化, 招募并激活细胞毒性T细胞, 协同其自身组分, 共同抑制小鼠体内黑色素瘤的生长。
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Abstract: Attenuated Salmonella typhimurium VNP20009 is a widely used natural oncolytic bacterium, which 

has great application potential given its unique characteristics, including clinical safety, tumor targeting specificity, 

and explicit genome sequence. Here, we show that tumor progression can be effectively reduced by intraperitoneal 

administration with VNP20009 in a mouse model of melanoma (all animal experiments were conducted in 

accordance with the Animal Ethics Committee of China Pharmaceutical University); co-culture experiment in vitro 

demonstrated that VNP20009 can induce the polarization of macrophage M1, accompanied by expression of 

inflammation-related factors; flow cytometry analysis showed that VNP20009 induced the increase of immune cell 

infiltration in tumor. Further analysis showed that T cells infiltration in tumor-draining lymph node (TDLN) 

increased, and VNP20009 induced the activation of CD4+ T cells and CD8+ T cells in tumor. Our results 

demonstrate that VNP20009 treatment significantly inhibited melanoma tumors by remodeling tumor-associated 
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macrophages to an M1-like phenotype, as well as recruiting and activating cytotoxic T cells, combined with its own 

antigenic activity to exert anti-tumor immunity.

Key words: VNP20009; melanoma; macrophage; tumor-draining lymph node; cytotoxic T cell

实体瘤具有血管异常增生及局部组织缺氧坏死等

特征[1,2], 该微环境适合专性或兼性厌氧菌的定植与生

长, 如链球菌、梭状芽孢杆菌、双歧杆菌、沙门氏菌、大

肠杆菌和李斯特菌等[3]。这些细菌能够在肿瘤组织内

富集并增殖, 数量可达肝脏或脾脏等组织内部的1 000多

倍[4]。其中, 鼠伤寒沙门氏菌 (Salmonella typhimurium) 

由于其易于培养及遗传操作的特点, 目前已被广泛研

究。鼠伤寒沙门氏菌可以在有氧和无氧条件下生长, 

因此能够在各种实体肿瘤组织中定植。为了提高治疗

效果, 细菌治疗策略被开发与放疗和化疗相结合[5], 或

者设计通过细菌传递抗癌药物分子[6]。除了作为抗肿

瘤治疗药物的传递系统, 它还具有内在的抗肿瘤作用, 

这在很大程度上归因于其免疫调节活性。

研究表明, 沙门氏菌的抗肿瘤能力与其免疫激活

能力相关: 沙门氏菌自身的固有免疫组分如鞭毛蛋白

和脂多糖可以通过宿主的固有免疫系统, 招募免疫细

胞和细胞因子直接杀死肿瘤细胞[7]。除此之外, 沙门

氏菌还可以诱导针对细菌定植和肿瘤细胞的固有免

疫和适应性免疫应答[8]。静脉注射鼠伤寒沙门氏菌

能有效刺激免疫系统, 导致全身性促炎细胞因子如白

细 胞 介素 1β (interleukin-1β, IL-1β)、白细胞介素 18 

(interleukin-18, IL-18)、肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis 

factor alpha, TNF-α) 和干扰素 γ (interferon gama, IFN-γ) 

的产生增加, 并引起先天和适应性免疫细胞的激活[9]。

VNP20009 (以下简述为VNP) 是一种减毒鼠伤寒

沙门氏菌菌株, 与野生型相比, VNP具有更加优良的

安全性。其中msbB突变株诱导产生的TNF-α水平显

著降低, 减少TNF-α引起的感染性休克的风险。同时, 

为了提高肿瘤特异性定植能力, 进一步敲除了VNP的

purI 基因 , 使其更易于在高嘌呤的环境中定植和扩

增[10,11], 如肿瘤组织。因此, VNP在肿瘤内的富集数量

较肝脏等主要器官高出 100～1 000倍[12], 而传统的抗

肿瘤药物递送体系即使引入肿瘤靶向基团也只有不到

总量 1% 的药物富集于肿瘤, 高达 80% 的药物滞留在

肝肾等器官[13]。基于此, VNP已在多种动物肿瘤模型

和癌症患者 I期临床试验中展开广泛研究, 包括黑色

素瘤[14]、乳腺癌[15]和结肠癌[16]。

为了进一步探究VNP的抗肿瘤机制, 本研究建立

黑色素瘤 (B16F10) 小鼠肿瘤模型, 分析VNP20009对

于黑色素瘤的治疗效果及免疫机制, 旨在为VNP的基

因工程改造及其抗肿瘤临床研究提供理论依据。

材料与方法

试剂和材料 蛋白胨 (3256061) 和酵母提取物 

(4333726-02) 购自英国Oxoid公司; NaCl (2208281) 购

自广东西陇科学股份有限公司 ; 硫酸卡那霉素 

(#D2117220) 购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司; 

大肠杆菌脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS, AC11974) 

购自上海吉至生化科技有限公司; 细胞因子IL-4 (400-04) 

购自美国PeproTech公司; DMEM (KGM12800-500) 和

1640高糖培养基 (KGM31800-500) 购自南京凯基生物

科技发展有限公司; 青霉素−链霉素 (P3203300) 购自

上海翌圣生物科技有限公司; 胎牛血清 (10099141C) 

购自美国 Gibco 公司; 六孔板 (220811-074-B) 购自广

州洁特生物过滤有限公司; real-time qPCR引物由上海

生工生物工程有限公司合成 ; 氧化锆陶瓷球 (0.4～

0.6 mm) 购自湖州雄盛研磨有限公司; 总RNA抽提试

剂 TRIzol (Total RNA Extraction Reagent, 7F632K2)、

cDNA 逆转录试剂盒 (7E601K2) 和 qPCR 试剂盒 One 

Step RT-qPCR SYBR Green Kit (Q221-01) 购自南京诺

唯赞生物科技股份有限公司; 流式抗体购自美国 BD

公司; 其他试剂均为市售分析纯。

实验仪器 实时荧光定量 PCR仪 (A28567, 美国

应用生物系统公司); 超纯水仪 (Milli-Q, IQ 70055, 美

国密理博公司); 高压灭菌锅 (GR85DA, 美国致微仪

器); 恒温培养箱 (HDPF-150, 美国赛默飞世尔科技公

司); 组织匀浆机 (Scientz-48, 宁波新芝生物科技有限

公司); 倒置荧光显微镜 (Vert.A1, 德国蔡司公司); 流式

细胞仪 (BD Accuri C6 plus, 美国 BD Biosciences 公

司); 酶标仪 (H1MF, 美国BioTek公司)。

细 菌 培 养 本 研 究 所 用 的 减 毒 沙 门 氏 菌

VNP20009由南京大学生命科学学院构建保存。在治

疗前细菌提前划线涂布至含有 50 μg·mL-1卡那霉素的

LB 固体培养基 , 并挑取单菌落隔夜培养。通过在

600 nm处测量A值 [1 A = 4×108菌落形成单位 (CFU)] 

来确定细菌数量。将生长至对数生长期 (A = 0.6～0.8) 

的VNP调整到所需数量并在无菌PBS中洗涤3次。

细胞培养 小鼠黑色素瘤细胞B16F10和小鼠巨

噬细胞RAW264.7来自ATCC公司并由中国药科大学

生物药物学院保存。RAW264.7使用添加 10%胎牛血
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清和 1%双抗的DMEM, 在 95%湿度和 5% CO2的条件

下培养, 细胞生长至 70% 及以上时, 将半贴壁细胞吹

打重悬并进行细胞传代; B16F10使用添加 10%胎牛血

清和 1% 双抗的 RPMI1640, 在 95% 湿度和 5% CO2的

条件下培养, 细胞生长至 80% 及以上时, 使用胰酶消

化2 min, 重悬并进行细胞传代。

小鼠黑色素瘤移植实验及治疗 雌性 SPF 级

C57BL/6J小鼠 (17～19 g, 6～8周龄), 购自上海必凯科

翼生物科技有限公司, 许可证编号: SCXK (沪) 2018-

0006, 合格证编号 : 20180006048738。小鼠被饲养在

25 ± 2 ℃的恒温条件下, 保持 12 h光−暗循环, 自由饮

用食物和水, 在实验前饲养至少 7天。本研究中动物

福利和实验过程均遵循中国药科大学动物伦理委员的

相关规定, 并按照美国国立卫生研究院指南进行。小

鼠随机分为 2组, 每组 5只[17]。首先使用 29 G针头于

C57BL/6J小鼠前肢腋窝下皮下注射黑色素瘤B16F10

细胞 (每只小鼠 2×105个细胞), 植瘤 4天后, 将 PBS稀

释的VNP经腹腔注射, 每只小鼠注射剂量为1×106 CFU, 

并在第14天解剖小鼠取各脏器分析。

巨噬细胞极化实验 6 孔板内将生长至 70%～

80%的RAW264.7细胞用无菌PBS清洗 3次, 对照组分

别 用 含 LPS (200 ng·mL-1) 或 IL-4 (40 ng·mL-1) 的

DMEM完全培养基孵育 24 h; 无菌PBS清洗 3次, 实验

组用含 VNP (1×105 CFU·mL-1) 的 DMEM 完全培养基

孵育 8 h; 全部细胞用无菌 PBS 清洗 3 次后 , 更换

DMEM 完全培养基孵育 4 h, 于镜下观察细胞形态变

化。对于 qPCR 实验 , LPS 和 IL-4 浓度分别为 100 和

10 ng·mL-1, 其他处理方式相同, 诱导结束后提取细胞

RNA。

实时荧光定量 PCR 分别制备肿瘤组织和巨噬

细胞样本 , 将肿瘤组织剪碎并加入氧化锆陶瓷球和

1 mL TRIzol溶液, 在组织匀浆机中 70 Hz, 90 s匀浆破

碎。室温放置 5 min, 加入 200 μL 氯仿剧烈震荡 45 s, 

4 ℃放置5 min, 再室温放置10 min。离心 (12 000 r·min-1, 

15 min, 4 ℃) 后, 吸取上层水相于无核酶 EP管中, 加

入等体积的异丙醇, 混匀后−20 ℃放置 10 min。离心 

(12 000 r·min-1, 10 min, 4 ℃ ) 后弃去上清 , 每管加

1 mL 75% 乙醇重悬沉淀 , 室温静置 15 min。离心 

(7 500 r·min-1, 5 min, 4 ℃) 后弃去上清, 室温静置并晾

干乙醇 , 加入适量的 DEPC 水 [用焦炭酸二乙酯 

(diethyl pyrocarbonate, DEPC) 处理后经高温高压灭菌

的超纯水] 溶解, 用酶标仪检测其浓度和纯度; 根据逆

转录试剂盒配置反应体系 , 反应程序 : 98 ℃ , 5 min, 

37 ℃ , 15 min, 将得到的 cDNA 保存于−20 ℃ ; 根据

qPCR试剂盒检测mRNA相对表达量, 反应程序: 95 ℃

预变性5 min; 95 ℃变性10 s、60 ℃退火30 s, 循环扩增

40次; 95 ℃, 15 s; 60 ℃, 60 s; 95 ℃, 15 s; 对于细胞样

品, 不需要匀浆, 直接加入TRIzol, 方法同上。引物于

表1中列出。

流式细胞实验 将肿瘤、脾脏和肿瘤引流淋巴结 

(tumor-draining lymph node, TDLN) 剪碎并研磨, 将研

磨液通过 200目尼龙网过滤至 15 mL离心管中。吸取

10 µL 细胞悬液 , 混匀后计数。离心 (3 000 r·min-1, 

5 min, 4 ℃) 收集细胞, 分别用1 mL PBA (0.5% BSA溶

于PBS) 重悬细胞, 于冰上封闭 30 min。离心后分别用

100 μL抗体混合液 (根据说明书用 PBS稀释抗体) 重

悬 细 胞 , 使 用 购 自 美 国 Invitrogen 公 司 的 APC 

anti-mouse CD45 (#17-0451-83) 和 购 自 美 国 BD 

Pharmingen 公 司 的 PE/Cyanine7 anti-mouse CD4 

(#552775)、PE anti-mouse CD3 (#553063)、FITC anti-

mouse CD69 (#557392)、PerCP/Cyanine5.5 anti-mouse 

CD69 (#557392) 对单细胞进行染色, 于冰上避光孵育

30 min。通过流式细胞仪检测免疫细胞 , 结果通过

Flow Jo VX软件进行分析。

统计学分析 使用GraphPad 8.0软件进行数据分

析。所有数据均使用平均值 ± 标准差表示; 比较两组

数据时, 采用 Student′s t-test检验; 比较多组数据时, 采

用在one-way ANOVA检验; 所有统计分析中ns代表着

没有统计学差异, P < 0.05代表有统计学差异。

结果

1　VNP抑制B16F10黑色素瘤原位生长

通过B16F10原位模型评估VNP的体内抗肿瘤效

果, 根据图 1A流程进行造模及治疗。将 2×105个小鼠

B16F10黑色素瘤细胞悬液经皮下注射接种至C57BL/6J

Table 1　The primer sequence of RT-qPCR. TNF-α: Tumor necro‐

sis factor alpha; IFN- γ: Interferon gama; IL: Interleukin; GZMB: 

Granzyme B; INOS: Inducible nitric oxide synthase; CCL2: C-C 

motif chemokine ligand 2

Primer
m-TNF-α-F
m-TNF-α-R
m-IFN-γ-F
m-IFN-γ-R
m-IL-2-F
m-IL-2-R
m-GZMB-F
m-GZMB-R
m-INOS-F
m-INOS-R
m-CCL2-F
m-CCL2-R

Sequence (5′-3′)
ACTGAACTTCGGGGTGATCG
TCCACTTGGTGGTTTGTGAGT
CGCTACACACTGCATCTTGG
TTCATGTCACCATCCTTTTGCC
TCTGCGGCATGTTCTGGATT
TGTGTTGTCAGAGCCCTTTAGT
AGGAGAAGACCCAGCAAGTC
CTCTTGGCCTTACTCTTCAGCTTTA
CTAGTGAAGCAAAGCCCAACA
CCTCACATACTGTGGACGGG
CACTCACCTGCTGCTACTCA
GCTTGGTGACAAAAACTACAGC
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小鼠腋下建立肿瘤。以 PBS为对照, 在植瘤 4天后腹

腔注射稀释后 (每只小鼠 1×106 CFU) 的 VNP, 通过监

测治疗后小鼠的体重及肿瘤大小变化评估 VNP的体

内抗肿瘤效果。并在第 14天解剖小鼠, 取各脏器样本

进行后续分析。结果显示, VNP治疗后小鼠皮下肿瘤

体积发展变缓, 且随时间延长, 对照组和治疗组肿瘤体

积差异变大 , VNP 治疗组有效抑制肿瘤体积的增长 

(图 1B、C)。在治疗结束时, VNP组小鼠的肿瘤重量仅

为对照组的1/5, 显示出明显的肿瘤杀伤能力。

VNP的抗肿瘤效果与其免疫激活能力相关, 体内

注射后会引起宿主的急性炎症反应。在腹腔注射

VNP后监测小鼠体重, 可以发现在注射后几天内小鼠

体重快速下降, 之后缓慢恢复 (图1D)。治疗10天后解

剖小鼠取各脏器, VNP治疗组虽然明显抑制了肿瘤的

发展, 但导致小鼠的肝脾肿大 (图 1B、E), 结合体重变

化, 表明腹腔注射VNP会引起宿主的毒性反应, 一定

程度上限制了VNP的应用前景。为了解VNP的抗肿

瘤机制用于指导菌株改造和临床应用 , 随后研究了

VNP对于肿瘤免疫微环境的影响。

2　VNP体外诱导巨噬细胞向M1表型极化

VNP 的抗肿瘤效果与其诱导激活宿主固有免疫

能力相关, 其中, 作为固有免疫的主要成分, 巨噬细胞

具有强大的抗原提呈能力[18], 典型的M1细胞是 I型反

应中的效应细胞, 它能杀伤微生物和肿瘤细胞, 分泌大

量炎症因子, 启动机体抗肿瘤免疫。为探究VNP的免

疫激活能力 , 通过体外共培养诱导小鼠巨噬细胞

RAW264.7极化。与对照组 (未极化的PBS处理组) 相

比, M1型巨噬细胞 (LPS组) 发生形态学变化, 表现为

轴突细而长, 出现伪足; 而M2型巨噬细胞 (IL-4组) 轴

突短而小[19], 呈椭圆形 (图 2)。将巨噬细胞与 VNP共

培养后, 细胞呈现M1型形态学变化。

通过 RT-qPCR 进一步检测巨噬细胞极化相关标

志物转录水平, 结果表明, VNP共培养组TNF-α、一氧

化氮合成酶 (inducible nitric oxide synthase, INOS) 和

趋化因子配体 2 (C-C motif chemokine ligand 2, CCL2) 

水平 (M1极化标志物) 明显升高 (图 3), 即VNP可诱导

巨噬细胞向M1表型极化, 增强肿瘤抗原识别能力激活

宿主免疫系统, 协同其自身组分共同发挥抗肿瘤效果。

3　VNP诱导炎症因子表达及T细胞活化

巨噬细胞能够将抗原呈递给细胞毒性T细胞, 并

Figure 1　VNP20009 (VNP) treatment suppresses tumor xenograft growth in vivo. A: Overall procedures to establish B16F10-C57BL/6 

subcutaneous tumor model. Cancer cell inoculation was followed by treatment with VNP or PBS; B: Comparison of tumor, liver and spleen 

from the tumor-bearing mice; C: The tumor volume of the mice treatment with VNP or PBS was monitored; D: The curves of the mice body 

weight were recorded every day; E: Organ body weight index of the tumor-bearing mice. n = 5, x ± s (analyzed by unpaired two-tailed 

Student′s t-test). *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.000 1

Figure 2　 Representative images of RAW264.7 cells under 

different treatment conditions. RAW264.7 cells were co-cultured 

with PBS, lipopolysaccharide (LPS, 200 ng·mL-1) and interleukin-4 

(IL-4, 40 ng·mL-1) for 24 h, co-cultured with VNP (1×105 CFU·mL-1) 

for 8 h (scale bar, 20 µm)
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通过细胞毒性T细胞杀伤肿瘤。通过RT-qPCR分析肿

瘤部位和TDLN内相关基因表达, 结果显示, VNP治疗

后, 肿瘤组织内细胞毒性T细胞介导分泌的炎症细胞

因子 (TNF-α、IFN-γ和 IL-2) 和颗粒酶 B (granzyme B, 

GZMB) 表达水平升高 , 表明 T 细胞功能激活 (图 4)。

GZMB来自细胞毒性T细胞释放的细胞浆颗粒, 含有包

括穿孔蛋白在内的蛋白酶原, 能够引起肿瘤细胞凋亡[20]。

相比之下, TDLN内的升高幅度更大, 提示发挥抗肿瘤活

性的T细胞主要来自TDLN。

通过流式细胞实验检测免疫变化, 结果显示, VNP

治疗引起肿瘤组织中免疫细胞 (CD45+细胞) 浸润增

加 (图 5A), 但并没有引起T细胞 (CD3+ CD45+细胞) 数

量的明显变化。与RT-qPCR结果一致, T细胞的浸润

增加主要发生在 TDLN (图 5B), 表明循环系统内的 T

细胞被招募至TDLN。TDLN是肿瘤免疫逃逸及转移

的关键部位[21], TDLN 中 T 细胞的增加不但能够抑制

原发肿瘤的生长, 还能够有效预防肿瘤的复发和转移。

进一步分析发现, 虽然肿瘤组织和TDLN中CD4+ T细

胞和 CD8+ T的比例没有显著改变 (图 5C、D), 但是经

过VNP刺激后, T细胞被大量激活 (CD69阳性), 肿瘤

组织中活化的细胞毒性T细胞达到对照组的 8.0倍 (图

5E、F)。脾脏是免疫细胞受抗原刺激后增殖和分化的

主要场所, VNP治疗后脾脏内细胞毒性T细胞的数量

和活化程度均得到显著增加 (图 5F、G)。结合 RT-

qPCR 及动物实验表明, VNP 治疗能够诱导肿瘤部位

巨噬细胞向 M1表型极化并吞噬肿瘤细胞, 随后巨噬

细胞进入 TDLN招募并呈递抗原至 T细胞, 诱导细胞

毒性 T细胞活化并释放炎症因子激活宿主免疫系统, 

接着进入肿瘤组织发挥抗肿瘤作用。

讨论

VNP20009 (以下简述为VNP) 是一种天然来源减

毒鼠伤寒沙门氏菌菌株, 与野生型相比, VNP具有良

好的安全性。基于其可特异性趋化靶向肿瘤和基因组

序列明确等优点, VNP已在多种动物肿瘤模型和癌症

患者 I期临床试验中展开广泛研究。研究表明, VNP

Figure 3　RT-qPCR detection of the levels of M1 markers (TNF-

α, iNOS and CCL2) in RAW264.7 in co-culturing system. n = 3, 

x ± s (analyzed by one-way ANOVA). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 

0.001, ****P < 0.000 1. ns: Not significant

Figure 4　RT-qPCR detection of the levels of TNF-α, IFN-γ, IL-2 

and GZMB in tumor and tumor-draining lymph node (TDLN) (n = 3)

Figure 5　VNP treatment promotes the activation of CD8+ T cells 

in the tumor environment. Flow cytometry detecting the levels of 

T cell markers in tumor, spleen, TDLN and blood. A: CD45 

staining was used to determine leukocyte; B: CD3 staining was 

used to determine T cells; C, D: CD4 and CD8 staining was used 

to differentiate T cells; E: CD69 staining was used to determine 

CD4+ and CD8+ T cells activation, and the quantification graph 

show in F, G. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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的肿瘤组织特异性来源于其对肿瘤微环境的靶向性, 

主要机制如下[1]: ① 肿瘤的异常生长导致肿瘤的乏氧

和坏死区域形成, VNP趋化肿瘤乏氧微环境, 在肿瘤

部位特异性定植; ② VNP的鞭毛增加其运动性, 有助

于其在肿瘤组织渗透和迁移; ③ 肿瘤免疫抑制微环境

可以协助 VNP 避免被巨噬细胞和中性粒细胞清除。

随后肿瘤组织内大量富集并增殖的 VNP激活机体免

疫系统, 招募免疫细胞杀伤肿瘤。

VNP的抗肿瘤效果与其免疫激活能力相关, 通过

抑制自噬等方法增加VNP在肿瘤内的定植效率, 能够

显著提高肿瘤组织免疫细胞浸润, 从而增强抗肿瘤效

果[22]。本研究在黑色素瘤小鼠模型上探讨 VNP的抗

肿瘤机制。结果显示 , VNP 显著抑制了 B16F10 肿瘤

的生长。由于肿瘤抑制效果与其免疫激活能力相关, 

因此在肿瘤治疗的同时会伴随肝脾肿大[4,14]。具体而

言, 兼性厌氧细菌VNP在进入循环系统后, 会高效富

集在肿瘤乏氧部位, 这一肿瘤免疫抑制微环境可以减

少VNP被免疫系统清除[12]。因此, 肿瘤部位的VNP逐

渐增殖, 细菌组分如LPS和鞭毛蛋白能够激活肿瘤部

位的固有免疫细胞如巨噬细胞, 并诱导巨噬细胞向抗

肿瘤M1表型极化, 释放包括TNF-α在内的炎症因子, 

引起局部炎症反应 , 大量招募免疫细胞至肿瘤组

织[23,24]。随后 M1 型巨噬细胞进入 TDLN 招募并呈递

抗原至 T细胞, 诱导 T细胞活化并大量释放炎症因子 

(TNF-α、IFN-γ和 IL-2) 激活宿主免疫系统。肿瘤组织

内的M1型巨噬细胞激活后会上调促炎细胞因子和表

面共刺激分子的表达水平 , 介导 Th1 (T helper 1) 反

应[25], 诱导细胞毒性 T (CD8+ T) 细胞瘤内浸润并将抗

原呈递至 CD8+ T细胞, 促进 CD8+ T细胞活化[26,27], 释

放颗粒酶B, 协同VNP发挥抗肿瘤作用 (图6)。

综上所述, VNP能够通过诱导肿瘤部位的巨噬细

胞向M1分型极化, 招募并激活细胞毒性T细胞, 协同

细菌自身组分共同发挥对黑色素瘤的抑制效果。近年

来, 随着对微生物抗肿瘤治疗及合成生物学的研究不

断深入, 进一步对VNP的抗肿瘤机制研究及基因工程

改造也显得尤为重要 , 以充分发挥 VNP 的抗肿瘤优

势, 提高其临床应用效果。而本研究为VNP的基因工

程改造及用于抗肿瘤临床研究提供了理论依据。
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