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携带 CXCL9 和 IL-7 双基因的新型重组溶瘤痘苗病毒制备及体外

抑瘤作用验证 
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摘要: 目的：通过分子生物学方法制备携带CXCL9和IL-7双基因的新型重组溶瘤

痘苗病毒并通过体外细胞学实验初验证该重组溶瘤病毒感染、杀伤胃癌细胞的作

用。方法：首先分步构建携带CXCL9和IL-7双基因的重组痘苗病毒真核表达质粒

pSC65-CXCL9-IL7，继而以该载体真核细胞内重组痘苗病毒株，经过有限稀释法

反复筛选纯化后,获得纯化的重组溶瘤痘苗病毒VV- CXCL9-IL7，而后经感染HeLa

细胞扩大培养并采用氯化铯梯度离心法浓缩纯化后获得高滴度的重组溶瘤痘病

毒。以此重组溶瘤痘病毒体外感染人胃癌细胞系SGC7901细胞，通过半数细胞培

养物感染量TCID50法检测重组病毒感染能力，用ELISA 法检测细胞培养上清液中

CXCL9和IL-7的浓度。采用MTT法检测VV-CXCL9-IL7对SGC7901细胞的杀伤力。采

用细胞生长曲线法检测重组溶瘤痘病毒感染对细胞生长的影响，采用流式细胞仪

法检测被感染SGC7901细胞的细胞周期及凋亡情况变化。结果：成功构建了重组

溶瘤痘病毒VV-CXCL9-IL7，通过上清液浓度检测初步验证了IL-7和CXCL9趋化因

子产生及释放作用。细胞感染干预结果显示VV-CXCL9-IL7重组溶瘤痘病毒干预组

肿瘤细胞杀伤作用明显强于各对照组且肿瘤生长明显减缓，显著慢于其它各对照

组，溶瘤痘病毒干预组细胞G0/G1期比率显著高于各对照组其凋亡率明显增加。

结论：在体外细胞学干预实验中采用VV-CXCL9-IL7重组溶瘤病毒感染干预胃癌细

胞具有较强的抑瘤作用，对于胃癌这种可局部内镜下直接局部给药形成感染的肿

瘤具有潜在的临床应用价值。 

关键词: 胃癌；溶瘤痘苗病毒；CXCL9；IL-7；生物免疫治疗 

中图分类号: R573.3                   文献标识码: A 
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Preparation of a novel recombinant vaccinia virus carrying 

CXCL9 and IL-7 genes and its anti-tumor effect in vitro 
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Abstract: Objective: To prepare a novel recombinant vaccinia virus carrying CXCL9 

and IL-7 double genes by molecular biological method, and to preliminarily verify the 

effect of the recombinant vaccinia virus in infecting and killing gastric cancer cells by 

in vitro cytological experiments. Methods: The recombinant vaccinia virus eukaryotic 

expression plasmid pSC65-CXCL9-IL7 carrying CXCL9 and IL-7 double genes was 

constructed step by step, and then the vaccinia virus strain was recombined in 

eukaryotic cells with this vector. After repeated screening and purification with 

limited dilution method, purified recombinant oncolytic poxvirus VV- CXCL9-IL7 

was obtained, Then, the recombinant oncolytic poxvirus with high titer was obtained 

by infecting HeLa cells to expand the culture and using cesium chloride gradient 

centrifugation to concentrate and purify it. The recombinant oncolytic poxvirus was 

used to infect human gastric cancer cell line SGC7901 in vitro. The infectivity of 

recombinant virus was detected by TCID50 method, and the concentration of CXCL9 

and IL-7 in cell culture supernatant was detected by ELISA. The cytotoxicity of 

VV-CXCL9-IL7 to SGC7901 cells was detected by MTT method. The effect of 

recombinant oncolytic poxvirus infection on cell growth was detected by cell growth 

curve method, and the changes of cell cycle and apoptosis of infected SGC7901 cells 

were detected by flow cytometry. Results: The recombinant oncolytic poxvirus 

VV-CXCL9-IL7 was successfully constructed, and the production and release of 

chemokines IL-7 and CXCL9 were preliminarily verified by the detection of the 

concentration of supernatant. The results of cell infection intervention showed that the 

killing effect of tumor cells in the VV-CXCL9-IL7 recombinant oncolytic poxvirus 

intervention group was significantly stronger than that in each control group, and the 

tumor growth was significantly slower than that in other control groups. The G0/G1 

phase ratio of cells in the oncolytic poxvirus intervention group was significantly 

higher than that in each control group, and its apoptosis rate was significantly 

increased. Conclusion: In vitro cytological intervention experiment, VV-CXCL9-IL7 

recombinant infection has a strong anti-tumor effect on gastric cancer cells, and has 

potential clinical application value for gastric cancer, which can be infected by local 

direct drug administration. 

 

Key words: gastric cancer; Oncolytic poxvirus; CXCL9；IL-7；Bioimmunotherapy 
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胃癌在东亚地区是发病率及死亡率均较高的恶性肿瘤，由于内镜检查普及率

较低，中国的胃癌患者通常为进展期，目前治疗效果极差，临床五年生存率低于

30% [1-3]。由于中国胃癌的具体情况，临床急需针对晚期胃癌治疗效果更好且毒副

作用更小的治疗方法。生物免疫治疗是本世纪快速发展的新治疗方法，目前对于

胃癌的生物免疫治疗也是研究热点[4-6]，CAR-T免疫效应细胞治疗和以PD-1/PD-L1

单抗为代表的免疫检查点阻断治疗被认为是最具潜力的治疗策略。另外近来研究

报道[7,8]溶瘤痘苗病毒对于肿瘤免疫微环境具有显著地重塑作用，而且其在抗肿

瘤治疗中表现出了巨大的潜力。目前研究的溶瘤痘苗病毒均为基因重组病毒，这

类病毒的基因组中插入了目的基因的 DNA，因而在病毒感染肿瘤细胞时可以表达

出治疗所需的目的基因，而这些目的分子可以促进局部炎症反应及抗肿瘤免疫激

活，达到肿瘤免疫微环境重塑效果。现有的研究[9,10]提示采用携带抗肿瘤目的基

因的重组溶瘤痘苗对各类恶性肿瘤具有较好的抑瘤效果，因此，我们在本研究中

构建了携带主要的T淋巴细胞趋化因子CXCL9基因和强力调节T细胞免疫功能抑

瘤因子 IL-7 基因的重组溶瘤痘苗病毒，并进一步验证了其体外对于胃癌细胞的

杀伤作用，为进一步进入临床打下基础。本研究的整体技术路线如图 1 所示，

通过分阶段构建、重组、筛选和验证，最终获得具有高效抑瘤作用的重组溶

瘤痘苗病毒 VV-CXCL9-IL7。 

 

图1 携带CXCL9和IL-7双基因的重组溶瘤痘苗病毒制备及实验流程 

Fig. 1 Preparation and experimental workflow of recombinant oncolytic vaccinia virus 

carrying CXCL9 and IL-7 genes. 
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图1 VV-CXCL9-IL7重组溶瘤痘苗病毒制备及实验流程时间线。(A)质粒构建阶段：通过PCR扩增从pDONR223模板中获取

CXCL9和IL-7基因，依次插入pSC65载体，经酶切鉴定和测序验证获得pSC65-CXCL9-IL7重组质粒；(B)病毒重组阶段：采

用Lipofectamine2000将重组质粒转染已感染野生痘苗病毒的HeLa细胞，实现同源重组；(C)筛选纯化阶段：通过有限稀

释法和蚀斑筛选获得纯化重组病毒；(D)扩增浓缩阶段：感染HeLa细胞扩增后，经氯化铯密度梯度离心纯化；(E)体外实

验阶段：以SGC7901胃癌细胞为模型，通过TCID50、ELISA、MTT和流式细胞术检测病毒感染能力、细胞因子表达、细

胞杀伤率、细胞周期及凋亡情况。 

1 材料和方法 

1.1 材料：CXCL9 ELISA检测试剂盒(Abcam公司)；IL-7 ELISA检测试剂盒(Abcam

公司)，pSC65痘苗病毒转移载体质粒(BioVector 质粒载体菌株细胞蛋白抗体基

因保藏中心)，痘苗病毒vr-3125株 (BioVector 质粒载体菌株细胞蛋白抗体基因

保藏中心)，含人 CXCL9 cDNA克隆pDONR223质粒，含人IL7 (NM_000880) cDNA

克隆pDONR223质粒(湖南优宝生物公司)；ipofectamineTM2000脂质体转染试剂盒 

(Invitrogen 公司)；各类限制性内切酶均购自大连宝生物公司。人外周血淋巴

细胞分离液( 北京Solarbio 公司)；人胃腺癌细胞株SGC7901(北京富众科技发展

有限公司), 人宫颈癌细胞系HeLa及感受态大肠杆菌DH5α 菌株均由中国人民解

放军总医院第八医学中心消化科保存。所有细胞培养于含胎牛血清、青霉素、链

霉素的DMEM培养液中。细胞实验于由中国人民解放军总医院第八医学中心实验室

进行。 

1.2 方法： 

1.2.1 痘苗病毒真核表达质粒 pSC65-CXCL9-IL7 的构建: 按照李丹洋[11]等的方

法以 pSC65 痘苗病毒转移载体为基础克隆入 CXCL9 和 IL-7 双基因形成重组痘苗

病毒真核表达质粒pSC65-CXCL9-IL7，以含CXCL9和IL-7基因cDNA克隆pDONR223

质粒为模板,利用引物和高保真酶进行多轮 PCR 反应扩增相应目的序列,通过两

步法先后将 CXCL9 和 IL-7 序列插入 pSC65 载体，经酶切、连接及筛选后获得目

的质粒,具体构建步骤为：首先以 pDONR223 质粒(含 CXCL9 CCDS 目的基因序列)

为模板,用引物5,ATGAAGAAAAGTGGTGTTCTTTTCC和 3,GGAAAAGAACACCACTTTTCTTCAT

扩增 CXCL9 CCDS 序列。PCR 反应体系 50μ L:10×PCR 缓冲液 5μ L,MgSO42μ

L,dNTPs 5μ L,上游/ 下游引物 1μ L,KOD plus1μ L,质粒模板 0.5μ L,ddH2O 34 

μ L;PCR 反应条件:预变性 95℃ 5 min;94℃ 20s,55℃ 20s,72℃ 90s,25 个循
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环;最后 72℃延伸 5 min。双酶切 pSC65 载体,然后分别将连接克隆入载体中, 构

建 pSC65-CXCL9 重组载体,连接后产物经感受态 DH5α 大肠杆菌转化,经含 100μ

g/mL 氨苄抗生素的 LB平板筛选;应用 PCR 鉴定阳性菌落;对阳性菌落 PCR 产物

进行测序鉴定。继而用引物 5,ATGTTCCATGTTTCTTTTAGGTATA 和

3,TATACCTAAAAGAAACATGGAACAT 以 pDONR223 质粒(含 IL-7 CCDS 目的基因序列)

为模板,扩增IL-7目的基因序列,PCR 反应体系及条件同上。单酶切pSC65-CXCL9

重组载体,插入 IL-7 目的基因序列, 连接后产物经 DH5α 感受态大肠杆菌转化,

经含 100μ g/mL 氨苄抗生素的 LB平板筛选，应用 PCR 鉴定阳性菌落，采用质粒

提取试剂盒提取质粒随后对 pSC65-CXCL9-IL7 质粒分别行两次双酶切鉴定，酶切

位点选定为 CXCL9 和 IL7 插入载体时的连接位点。对双酶切鉴定吻合的阳性菌落

提取质粒后 PCR 产物进行测序鉴定。即而完成 pSC65-CXCL9 -IL7 重组载体的构

建。重组痘苗病毒真核表达质粒 pSC65-CXCL9-IL7 的构建流程如图 2 所示。 

 

图 2 重组痘苗病毒转移质粒 pSC65-CXCL9-IL7 的构建策略 

Fig. 2 Construction strategy of the recombinant vaccinia virus transfer plasmid 

pSC65-CXCL9-IL7. 

图 2 pSC65-CXCL9-IL7 重组质粒的分步构建策略。(A)CXCL9 基因扩增：以 pDONR223-CXCL9 为模板，使用特异性引物

（5'-ATGAAGAAAAGTGGTGTTCTTTTCC-3'和 3'-GGAAAAGAACACCACTTTTCTTCAT-5'）PCR 扩增 CXCL9 编码序列（~400 

bp），经双酶切后定向克隆；(B)中间载体构建：CXCL9 片段插入 pSC65 载体 TK 基因座，构建 pSC65-CXCL9 中间载体，

经酶切鉴定和测序验证；(C)IL-7 基因扩增：以 pDONR223-IL7 为模板，使用引物（5'-ATGTTCCATGTTTCTTTTAGGTATA-3'
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和 3'-TATACCTAAAAGAAACATGGAACAT-5'）扩增 IL-7 序列（~500 bp），单酶切处理；(D)双基因载体构建：IL-7 片段插

入 pSC65-CXCL9，经两次双酶切鉴定（分别验证 CXCL9 和 IL-7 插入方向）和测序验证，获得最终载体 pSC65-CXCL9-IL7。

右侧为构建流程总结，底部显示最终载体的基因排列结构（TK-CXCL9-IRES-IL-7-LacZ-TK）及启动子方向。 

 

1.2.2 构建 VV-CXCL9-IL7 重组痘苗病毒:以 6孔板接种 Hela 细胞,培养至 70% 

汇合度，继而以调整培养液病毒滴度为 MOI=0.05PFU/细胞感染细胞 2h,而后以

Lipofectamine2000 脂质体转染试剂盒将质粒 pSC65-CXCL9-IL7 转染细胞,具体

操作按照 Lipofectamine2000 脂质体转染试剂盒说明书进行。37 ℃,5% CO2 培

养箱中培养4-6 h 更换完全培养基继续培养48h。于倒置显微镜下观察细胞状态,

直至大部分细胞出现被感染的病理现象,采用氯化铯密度梯度离心法收集并纯化

重组病毒具体过程如下：消化并重悬浮细胞并离心收集于离心管中,收集细胞沉

淀，用缓冲液冲重悬所述细胞沉淀，得到重悬液，依次置于-80℃和 37 ℃反复

冻融 3次处理破碎所述重悬液中的细胞，将所述重悬液进行第二次离心，收集上

清液，将所得上清液加入至氯化铯密度梯度介质溶液中，进行密度梯度离心，吸

取完整病毒颗粒带溶液。而后将所述完整病毒颗粒带溶液进行浓缩、换液以及过

滤，得到含有 VV-CXCL9-IL7 重组痘苗病毒的溶液保存于-80 ℃冰箱中备用。 

1.2.3 VV-CXCL9-IL7体外感染胃癌细胞能力检测  采取TCID50法测定重组病毒感

染能力具体如下：在离心管中用MEM将病毒液作连续10倍的稀释。将稀释好的病

毒接种到96孔培养板中，每一稀释度接种一纵排，共8孔，每孔接种100µl。在每

孔加入细胞悬液100µl，调整细胞量达到3×105个/ml。设正常细胞对照，正常细

胞对照作两纵排（100µlMEM培养液+100µl细胞悬液）。连续观察并记录结果，观

察7日计数细胞蚀斑形成单位。结果的计算，按Reed-Muench两氏法计算。 

1.2.4 VV-CXCL9-IL7体外感染胃癌细胞产生CXCL9及IL7能力检测  以纯化的重

组痘病毒VV-CXCL9-IL7、野生VV感染人胃癌SCG7901细胞系60h后离心分离分别收

集细胞培养上清和细胞沉淀。沉淀物以生理盐水冲洗3次后以50 mg/ml比例加生

理盐水，4℃环境下充分研磨，研磨均匀成为匀浆后移入EP管中，在4℃(3000r/min)

离心20 min，收集上清液-80℃保存以备检测。ELISA检测细胞培养上清和细胞匀

浆中CXCL9和IL7的表达水平,并以正常培养的未感染SCG7901细胞为空白对照。 

1.2.5 VV-CXCL9-IL7 体外对胃癌细胞杀伤率检测  采用 MTT 比色法，将靶细胞

接种于 96孔板中,每孔约 1×104个细胞,培养 24h 后, 设置靶细胞空白对照，按
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下述实验分组加入不同组分，每组设置 5 个重复对照。A 组：VV-CXCL9-IL7

（100MOI）+SCG7901 细胞（2×105/ml）；B组：野生 VV（100MOI）+ SCG7901 细

胞（2×105/ml）；C组：等量生理盐水(NS)+ SCG7901 细胞（2×105/ml）。细胞培

养72h后,每孔各加入30μ l MTT(5mg/ml)孵育 4h,吸去上清后每孔加入DMSO 100

μ l 并振摇 30min,用酶标仪测定，检测波长为 590nm。按公式计算出杀伤率。 

 

杀伤率  =[1-                                      ] ×100% 

 

1.2.6 细胞生长曲线检测 将 SGC7901 细胞以 1×10⁴/孔接种于 96孔板，培养 24 

h 后按实验分组处理：A组加入 VV-CXCL9-IL7（100 MOI），B组加入野生 VV（100 

MOI），C组加入等量生理盐水。分别于 0、1、2、3、4、5、6天使用细胞计数仪 

计数各组活细胞数，绘制细胞生长曲线，计算相对细胞数。" 

1.2.7 流式细胞仪法检测细胞周期与凋亡情况  在普通细胞培养瓶中将上述各

组处理后的细胞培养至 70%铺满后换用无血清培养基培养并完成同步化，继续培

养 24 小时后将细胞消化以无水乙醇固定过夜后 PI 染色 30 分钟后上流式细胞仪

检测细胞周期。同样完成同步化后继续培养 24 小时后将细胞消化后以 PI、

AnexinV-FITC 双染法染色后上流式细胞仪检测细胞凋亡情况。每组设立 5 个重

复实验组计算平均值进行比较 

1.2.7 统计学处理 

   利用双因素及单一因素方差分析等方法进行统计学分析。所有数据均采用

SPSS 17.0（SPSS Inc.，芝加哥，伊利诺伊州，美国）统计软件包进行分析。P<0.05

表示有统计学意义的差异。 

 

2 结果 

2.1 重组质粒 pSC65-CXCL9-IL7 的鉴定  对构建的 pSC65-CXCL9-IL7 进行两次

双酶切鉴定，分别获得线性pSC65-CXCL9和IL7条带已及线性pSC65-IL7和CXCL9

条带，各条带出现于电泳相应位置（图 3A）。质粒相应测序结果与插入目的基因

CCDS 完全吻合。 

2.2 VV-CXCL9-IL7体外感染胃癌细胞能力检测结果  倒置显微镜连续观察观察7

日并记录结果，在感染第 30 小时左右可见形成明显蚀斑，观察 7 日计数每孔细

实验孔 A 值  

空白对照孔 A 值 
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胞蚀斑形成数并计算平均值，通过Reed-Muench两氏法公式计算得VV-CXCL9-IL7

感染胃癌SCG7901细胞的 TCID50=1.34×107/100μ l，野生型 VV感染胃癌 SCG7901

细胞的 TCID50=1.27×107/100μ l（图 3B）。 

2.3 VV-CXCL9-IL7体外感染胃癌细胞产生CXCL9及IL7能力检测  各组细胞培养

上清中IL-7和CXCL9浓度差异均明显，其中，感染VV-CXCL9-IL7组显著高于其它

各组（P<0.05），另外两组之间无显著差异，其余各组间亦无显著差异。各组细

胞匀浆中IL-7和CXCL9浓度差异均明显，结果与血清中浓度差异一致（表1, 图

3C）。 

表 1 各组细胞培养上清及细胞匀浆中因子水平比较 

Tab．1  Comparison of target cytokine levels in cell culture supernatant and cell homogenate of 

each group (x±s，Pg／mL) 

检测指标/组别 上清 IL-7 上清 CXCL9 细胞匀浆 IL-7 细胞匀浆 CXCL9    

VV-CXCL9-IL7 组 
43.66±7.27*    77.68±13.11* 127.45±31.32* 179.54±42.66* 

野生 VV 组 
6.68±1.55     3.42±0.54 16.22±3.17 18.57±1.47 

未感染 SCG7901 细胞组 
5.36±1.04     5.59±0.42 12.87±2.46 13.39±2.79 

(*表示与其它各组两两比较均有显著差异，P<0.05。） 

 

2.4 VV-CXCL9-IL7体外对胃癌细胞杀伤率检测结果   A组 VV-CXCL9-IL7杀伤组

对 SCG7901 细胞株杀伤率为 43.47±5.51%显著高于其余各对照组（P<0.05），且

B组又显著高于 C组（P<0.05）具体结果见图 3D。 

2.5 流式细胞仪法检测细胞周期与凋亡结果 A 组 VV-CXCL9-IL7 杀伤组细胞处于

G0-G1 期的细胞比例显著高于其余各组，处于 G2-M 期及 S 期的细胞比例显著低

于其它各组（P<0.05）。B 组处于 G0-G1 期的细胞比例显著高于 C 组，处于 S 期

的细胞比例显著低于 C组（P<0.05）。A 组 VV-CXCL9-IL7 杀伤组细胞的调亡比例

显著高于其它各组，B组凋亡比例又显著高于 C组（P<0.05）（表 2、表 3, 图 3E、

图 3F）。 

 表 2 各组细胞周期检测结果 

 例数 G0—G1（%） G2—M（%） S（%） 

A 组 5 46.22±5.17** 15.17±3.44** 38.61±4.66** 
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B 组 5 25.65±4.26* 26.24±3.11 48.11±2.43* 

C 组 5 15.54±3.24 25.37±4.16 59.09±6.54 

（**表示与 B、C各组两两比较有显著差异，P<0.05； *表示与 C组两两比较有显著差异，P<0.05） 

 

表 3 各组细胞凋亡检测结果 

 A 组 D 组 G 组 

例数 5 5 5 

平均凋亡

率(%) 

13.56±3.41** 5.26±1.54* 0.84±0.14 

（**表示与其它各组两两比较有显著差异，P<0.05。*表示与C组两两比较有显著差异，P<0.05。） 

 

图 3 携带 CXCL9 和 IL-7 双基因的重组溶瘤痘苗病毒体外功能验证 

Fig. 3 In vitro functional validation of recombinant oncolytic vaccinia virus 

carrying CXCL9 and IL-7 genes 
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图 3  VV-CXCL9-IL7 重组病毒的构建鉴定及体外功能验证。(A)重组质粒 pSC65-CXCL9-IL7 的双酶切鉴定：分别获得线性 pSC65-CXCL9

和 IL7 条带（酶切 1）以及线性 pSC65-IL7 和 CXCL9 条带（酶切 2），证实双基因正确插入；(B)病毒感染能力：TCID₅₀法测定显示重组

病毒与野生型病毒感染滴度无显著差异（1.34×10⁷ vs 1.27×10⁷ TCID₅₀/100μL，P>0.05）；(C)细胞因子表达：ELISA 检测显示 VV-CXCL9-IL7

组培养上清中 CXCL9（77.68±13.11 pg/mL）和 IL-7（43.66±7.27 pg/mL）浓度显著高于野生 VV 组和对照组（P<0.01）；(D)细胞杀伤率：

MTT 法检测显示 VV-CXCL9-IL7 组杀伤率为 43.47±5.51%，显著高于野生 VV 组（25.65±4.26%）和对照组（P<0.01）；(E)细胞周期分布：

流式细胞术显示 VV-CXCL9-IL7 组 G0/G1 期比例（46.22±5.17%）显著高于其他组，S 期和 G2/M 期比例降低（P<0.01）；(F)细胞凋亡率：

Annexin V-FITC/PI 检测显示 VV-CXCL9-IL7 组凋亡率为 13.56±3.41%，显著高于野生 VV 组（5.26±1.54%）和对照组（P<0.01）。*P<0.05，

**P<0.01。 

2.6 VV-CXCL9-IL7 对胃癌细胞生长的持续抑制及剂量效应分析 

为评估 VV-CXCL9-IL7 对胃癌细胞生长的持续抑制作用，进行了细胞生长 

曲线检测。如图 4A所示，VV-CXCL9-IL7 组细胞增殖受到显著抑制，第 6天 

相对细胞数仅为 2.5 倍，而野生 VV组为 9倍，对照组达 16倍（P<0.01）， 

表明重组病毒不仅能杀伤细胞，还能持续抑制存活细胞的增殖。进一步进行剂量

效应分析（图 4B），结果显示 VV-CXCL9-IL7 的细胞杀伤作用呈明显的剂量依赖

性，半数抑制浓度（IC₅₀）约为 25 MOI，而野生 VV组在 100 MOI 时杀伤率仅为

26%，未能达到 IC₅₀，表明双基因插入显著增强了病毒的抑瘤效力。 

代表性流式细胞术散点图（图 4C）显示，VV-CXCL9-IL7 组晚期凋亡细胞 

占 13.5%，早期凋亡 2.1%，存活细胞 82.1%，与凋亡检测结果一致。 

综合效果雷达图（图 4D）从感染能力、CXCL9 表达、IL-7 表达、细胞杀伤、 

凋亡诱导和周期阻滞六个维度全面比较了三组实验效果，显示 VV-CXCL9-IL7 

在各项功能指标上均显著优于野生 VV和对照组。" 
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图 5 VV-CXCL9-IL7 对胃癌细胞的持续抑制及综合效应分析 

Fig. 5 Sustained inhibition and comprehensive effects of VV-CXCL9-IL7 on gastric 

cancer cells 

图 5 VV-CXCL9-IL7 对 SGC7901 细胞的持续抑制及多维度效应分析。(A)细胞生长曲线：连续 6 天监测显示 VV-CXCL9-IL7 组细胞增殖

持续受抑（第 6 天 2.5 倍），显著低于野生 VV 组（9 倍）和对照组（16 倍）（P<0.01）；(B)剂量-效应曲线：VV-CXCL9-IL7 杀伤率呈

剂量依赖性增加，IC₅₀约为 25 MOI，而野生 VV 组在 100 MOI 时杀伤率仅 26%；(C)代表性流式散点图：Annexin V-FITC/PI 双染显示

VV-CXCL9-IL7 组晚期凋亡细胞占 13.5%，早期凋亡 2.1%，存活细胞 82.1%；(D)综合效果雷达图：六维度比较显示 VV-CXCL9-IL7（红

色）在感染能力、细胞因子表达、细胞杀伤、凋亡诱导和周期阻滞方面全面优于野生 VV（橙色）和对照组（灰色）。 

 

3 讨  论 

胃癌是起源于胃粘膜腺上皮细胞的恶性肿瘤，目前世界范围内发病率居所有

恶性肿瘤第七位，我国居于发病率第三位，死亡率第四位，恶性程度极高，疾病

负担沉重，是人类医学的重大难题〔12〕。因此针对晚期胃癌有效而低副反应的治

疗方法是目前研究的热点。生物免疫治疗作为最为接近人体自然抵抗肿瘤方式的

治疗方法近年来成为肿瘤治疗一个主要的方向，许多生物免疫治疗方案在结肠

癌、恶性淋巴瘤等多种恶性肿瘤中都取得了令人鼓舞的成果，但国内外针对胃癌

的生物免疫治疗研究与临床实践相对滞后〔13,14〕。本研究组前期分别采用 MUC1 单

克隆抗体偶联的载吉西他滨纳米粒进行了治疗胰腺癌和胃癌的体外细胞和模型
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动物体内实验，结果提示这抗体偶联的载药纳米粒体内外均能够起到良好的抗肿

瘤作用〔15,16〕。但是该治疗策略也存在几个主要的问题：1、单独使用抗体偶联的

载药纳米粒对肿瘤局部的杀伤作用仍不足。2、抗体偶联的载药纳米粒对对肿瘤

局部免疫激活和调动全身抗肿瘤免疫反应作用偏弱。近年来，随着对于肿瘤生物

免疫治疗技术研究的深入，溶瘤病毒逐渐成为了研究的热点，并且在基础与临床

研究中取得了巨大进展。溶瘤病毒是天然或基因工程病毒，可以选择性地在肿瘤

细胞中复制并杀死肿瘤细胞。目前，单纯疱疹病毒（HSV）、腺病毒（ADV）和痘

苗病毒（VV 或 VACV）是三种最常用于癌症治疗的溶瘤病毒。其中痘苗病毒的有

具有以下作为溶瘤病毒的特定优势〔17-19〕：1、痘苗病毒基因组大，使其能够插入

并表达较大的目的基因 DNA 片段，从而感染肿瘤组织产生所需的治疗目的分子；

2、痘苗病毒在细胞质中完成整个复制周期，不需要进入细胞核，对于生物细胞

基因组整合性小，潜在致癌致畸作用小安全性高；（3）痘苗病毒为常用的免疫预

防用病毒，临床应用广泛，数据积累两大；（4）痘苗病毒刺激系统免疫作用，产

生全身性抗肿瘤免疫反应，有利于远处和转移性肿瘤的治疗。因此该病毒成为目

前治疗性溶瘤病毒的一个主要方向，也是本研究选择作为治疗手段的重要原因。

针对前期研究存在的问题，在本研究中我们采用了以痘苗病毒为基础构建重组溶

瘤病毒。在治疗性目的基因选择方面，我们采用了插入能够具有更好激发局部产

生溶瘤作用并且能够产生重要抗肿瘤免疫的炎症促进细胞因子 IL-7 和主要 T 淋

巴细胞趋化因子 CXCL9 作为肿瘤免疫微环境重塑的推动目的分子，本研究中采用

的重组溶瘤病毒本身具有较强的溶瘤能力而且感染肿瘤细胞后可产生重要的细

胞因子 IL-7 和 CXCL9，目前的研究认为 IL-7 在肿瘤中具有很强的炎症反应促进

能力、协同免疫检查点阻断治疗能力及免疫微环境重塑能力〔20,21〕。而 CXCL9 具有

强大的 T淋巴细胞趋化能力和一定的抑瘤能力，能够从循环中募集具有抗瘤能力

的 T淋巴细胞向肿瘤组织聚集〔22,23〕。本研究希望通过综合上述的重组痘苗病毒设

计而构建的治疗性溶瘤病毒形成强大的肿瘤局部杀伤及免疫微环境重塑而激发

全身系统免疫反应达到肿瘤清除作用(图 5)。 
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图 5 VV-CXCL9-IL7 抗肿瘤作用机制示意图 

Fig. 5 Schematic diagram of anti-tumor mechanism of VV-CXCL9-IL7 

图 5 VV-CXCL9-IL7 重组溶瘤痘苗病毒抗肿瘤作用机制。病毒通过感染胃癌细胞 SGC7901，在细胞内复制并表达

CXCL9 和 IL-7 双基因。CXCL9 作为 T 淋巴细胞趋化因子，可募集外周 T 细胞向肿瘤部位聚集；IL-7 促进 T 细胞存活、增

殖和活化，重塑肿瘤免疫微环境。同时，病毒复制直接导致细胞周期阻滞于 G0/G1 期，并诱导细胞凋亡，发挥直接溶瘤

作用。该"直接杀伤+免疫激活"的双重机制为胃癌治疗提供了新的策略。 

研究结果显示通过基因工程的方法成功制备了携带IL-7和CXCL9基因的重组

VV-IL-7-CXCL9溶瘤痘苗病毒。在体外细胞实验中采用了MTT肿瘤细胞杀伤实验

法、流式细胞仪检测细胞周期及凋亡对重组溶瘤病毒抑瘤效果进行评估，各方法

总体结果基本一致也反应了VV-IL-7-CXCL9溶瘤痘苗病毒体外对于胃癌细胞具有

一定的抑瘤作用。但是其抑瘤率在百分之四十左右，与其他治疗措施相比相对较

低，这种情况可能由于离体培养的肿瘤细胞本身无法模拟体内的肿瘤免疫微环

境，而VV-IL-7-CXCL9溶瘤痘苗病毒的抑瘤能力需要其他免疫效应细胞共同作用。

这一情况提示在使用重组溶瘤病毒进行肿瘤治疗时需要同时给予免疫效应细胞

配合〔24,25〕。在本研究中我们采用了ELISA法检测了感染重组溶瘤病毒胃癌细胞培

养上清液及细胞匀浆中IL-7和CXCL9两种目标分子的表达水平。结果提示在上清

和细胞匀浆中两种分子浓度均明显升高，这一结果表明VV-IL-7-CXCL9溶瘤痘苗

病毒感染肿瘤细胞后可以产生并向胞外基质中分泌这两种炎性细胞因子，在体内
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可能达到募集免疫效应细胞激活系统免疫的作用。对于胃癌这种发生于消化道的

肿瘤可通过内镜下直接瘤内注射实现局部感染而大量分泌细胞因子进入循环募

集免疫效应细胞激活系统免疫产生抗肿瘤作用。 

尽管本研究在体外验证了 VV-CXCL9-IL7 的抑瘤效果，但要实现临床转化

仍需解决若干关键问题（图 6）。首先，需建立胃癌动物模型（如 PDX 模型

或转基因小鼠）验证体内疗效，评估病毒的肿瘤靶向性、系统毒性及免疫原

性。其次，需要开展药代动力学研究，确定最佳给药剂量、频次和途径。考

虑到胃癌的解剖学特点，内镜下局部瘤内注射是一种可行的给药方式，可实

现病毒在肿瘤局部的富集，同时减少全身暴露。此外，鉴于 IL-7 和 CXCL9

在免疫检查点阻断治疗中的协同作用[20,22]，VV-CXCL9-IL7 与

PD-1/PD-L1 抑制剂的联合应用值得探索。总之，本研究为胃癌的生物免疫

治疗提供了新的候选药物，后续研究将围绕临床转化展开，期待为晚期胃癌

患者带来新的治疗选择。 

 

图6 VV-CXCL9-IL7的临床转化研究路径 

Fig. 6 Clinical translation roadmap of VV-CXCL9-IL7. 

图6 VV-CXCL9-IL7从基础研究到临床应用的转化路径。当前研究已完成体外概念验证（Proof of Concept），下一步需开

展动物模型验证（体内疗效和安全性）、药代动力学研究及免疫原性评估。针对胃癌的临床特点，VV-CXCL9-IL7可通过

内镜下局部注射实现精准给药，与PD-1/PD-L1抑制剂联合应用可能产生协同效应。未来发展方向包括优化病毒载体、建

立GMP生产工艺、开展I/II期临床试验。 
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