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[摘  要]  目的：探究野生型水疱性口炎病毒印第安纳株（VSV-IN）对小鼠三阴性乳腺癌4T1细胞移植模型小鼠的免疫调节及

肿瘤转移的影响。方法：VSV以MOI=1、MOI=10、MOI=100感染4T1细胞12、24、48 h后，CCK-8法检测4T1细胞死亡率，划痕愈

合实验检测细胞迁移能力，qPCR 检测细胞中E-cadherin、MMP-2、MMP-9 mRNA 的表达。于雌性 BALB/c 小鼠脂肪垫接种

1×106个/mL的 4T1 细胞 0.1 mL，构建 4T1 细胞荷瘤小鼠模型，待小鼠肿瘤体积达 200 mm3，分别向移植瘤内注射PBS、紫杉

醇（TAX）（15 mg/kg）、VSV-IN（1×106 pfu/只），每周1次。给药4次后，处死小鼠、剥离完整移植瘤组织，测量肿瘤体积及质量，肺组

织病理切片经H-E染色后观察肿瘤肺部转移结节，流式细胞术检测脾组织中T细胞亚群比例，ELISA法检测小鼠血清 IL-6及

TNF-α水平，利用GEPIA在线分析乳腺肿中迁移相关蛋白mRNA的表达，免疫组化法检测肿瘤中MMP-2、MMP-9 与 E-cadherin

的表达，利用蛋白 -蛋白对接技术预测 VSV-IN 的 G 蛋白、M 蛋白与 ERK2、E-cadherin 的亲和力。结果：经 MOI=10、100

的 VSV-IN 处理 48 h 后，4T1 细胞死亡率显著高于对照组（均 P<0.01）；与对照组相比，VSV-IN 组（MOI=10）细胞迁移率

明显降低（P<0.01），MMP-9 mRNA的相对表达量明显降低（P<0.05）；与对照组小鼠相比，VSV-IN组移植瘤生长较对照组减缓

且终点体积显著减小（P<0.05），VSV-IN组小鼠肺转移结节数量显著减少[（12.86±1.86） vs （24±3.67）个，P<0.01]，脾内CD4+ T、

CD8+ T 细胞比例显著升高（均 P<0.05），血清 TNF- α、IL-6含量显著升高（均P<0.01）；GEPIA分析发现在乳腺癌中E-cadherin、

MMP-9表达水平均高于癌旁组织（P<0.05）；VSV-IN 组小鼠肿瘤细胞内MMP-9表达明显低于对照组（P<0.05）；VSV-IN的G、

M蛋白与 ERK2的结合自由能分别为–11.7 kcal/mol、–6.4 kcal/mol。结论：野生型VSV-IN可抑制4T1细胞荷瘤小鼠的移植瘤

生长及转移，这可能与其促进抗肿瘤免疫及调控迁移相关蛋白表达有关。
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Effects of vesicular stomatitis virus on anti-tumour immunity, growth of xenografts, 
and lung metastasis in mouse mammary carcinoma 4T1 cells tumor-bearing mice
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[Abstract]  Objective: To investigate the effects of wild-type vesicular stomatitis virus strain (VSV-IN ) on immunomodulation and 

tumour metastasis in mouse triple negative breast cancer (TNBC) 4T1 cell transplantation model mice. Methods: After VSV-IN 

infected 4T1 cells with MOI=1, MOI=10 and MOI=100 for 12, 24 and 48 h, 4T1 cell mortality was detected by CCK-8 method, 

migration ability by scratch healing assay, and the expressions of E-cadherin, MMP-2 and MMP-9 mRNA by qPCR. The fat pads of 

female BALB/c mice were inoculated with 0.1 mL of 4T1 cells with a cell density of 1×106 cells/mL to construct a 4T1 cell-loaded 

mouse model. When the tumour volume reached 200 mm3, the mice were injected intratumorally with PBS, taxol (TAX) (15 mg/

kg), and VSV (1×106 pfu) once a week, respectively. After 4 administrations, mice were executed, stripped of intact grafted tumour 

tissues, and tumour volume and mass were measured. Histopathological sections of the lungs were stained with H-E, and tumour 
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metastatic nodules of the lungs were observed. The proportion of T-cell subpopulations in the spleen was detected by flow cytometry. 

The levels of serum IL-6 and TNF-α were detected by ELISA. The expression levels of migration-related proteins in mammary gland 

tumours were analysed by using the online analysis of GEPIA. The expressions of MMP-2, MMP-9 and E-cadherin in mouse tumours 

were detected by immunohistochemistry, and the affinity of G and M proteins of VSV-IN and ERK2 and E-cadherin was predicted by 

protein-protein docking technology. Results: The mortality rate of 4T1 cells after 48 hours of VSV treatment at MOI=10 and 100 were 

significantly higher than that of the control group (P<0.01). Compared with that of the control group, the cell migration rate of the VSV-

IN group (MOI=10) was significantly lower (P<0.01), and the relative expression of MMP-9 mRNA was significantly lower (P<0.05). 

Compared with those in the mice of the control group, transplanted tumours in the mice of the VSV-IN group grew more slowly, and 

their endpoint volume was significantly reduced (P<0.05). The number of lung metastatic nodules in the mice of the VSV group was 

significantly less than that of the control group ([12.86±1.86] vs [24±3.67], P<0.01). The proportions of splenic CD4+ T and CD8+ T 

cells in the VSV group were significantly higher (both P<0.05). The serum TNF-α and IL-6 levels were significantly higher (both P<

0.01). GEPIA tool analysis revealed that the expression levels of E-cadherin and MMP-9 were higher in breast cancer tissues than in 

paracancerous tissues (P<0.05). The expression of MMP-9 in the tumour cells of the mice in the VSV-IN group was significantly lower 

than that in the control group (P<0.05). The binding free energies of G and M proteins of VSV-IN to ERK2 were -11.7 kcal/mol and 

-6.4 kcal/mol, respectively. Conclusion: Wild-type VSV-IN inhibits the growth and metastasis of transplanted tumours in 4T1 tumor-

bearing mice, which may be related to its promotion of anti-tumour immunity and modulation of the expression of migration-related 

proteins. 

[Key words]  wild-type vesicular stomatitis virus Indiana strain (wild-type VSV-IN); triple negative breast cancer (TNBC); 4T1 cell; 

migration；protein-protein docking
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2020年，全球新发女性乳腺癌225万例，自此，女

性乳腺癌成为发病率最高的癌症[1]。乳腺癌细胞的

迁移、侵袭是乳腺癌复发和转移的关键原因，而上皮

间质转化（EMT）在肿瘤细胞迁移、侵袭过程中发挥

着显著的调节作用[2]，在EMT过程中，细胞的上皮钙

黏素（E-cadherin）水平的下降[3]及基质金属蛋白酶-2

（MMP-2）、MMP-9水平的增加都可以导致细胞的黏

附力降低，从而促进肿瘤细胞的迁移和侵袭[4-6]。在

肿瘤细胞中，MMP-2、MMP-9可被RAS/ERK2信号通

路 调 控[7]。 三 阴 性 乳 腺 癌（triple negative breast 

cancer, TNBC）约占乳腺癌的 15%~20%，具有更高复

发转移风险[8-10]，现有放、化疗及内分泌治疗等手段难

以攻克TNBC，亟待出现新的治疗方法。溶瘤病毒疗

法是一种多途径杀伤肿瘤的治疗手段，其中，水疱性

口炎病毒（vesicular stomatitis virus, VSV）因复制周期

短、对正常细胞无影响等特点成为溶瘤病毒疗法中

的焦点[11]。目前，VSV的基因改造株在结肠癌[12-13]、胰

腺癌[14]、乳腺癌[15-17]等肿瘤中表现出抑瘤活性，例如，

VSV的M蛋白基因的 51位的甲硫氨酸缺失及被精

氨酸取代分别获得VSV-M51R[12]、VSV-ΔM51[14]从而

提高其安全性；通过改造VSV的G蛋白使其获得靶

向乳腺癌的能力[18]；VSV-ΔM51通过与NK-T细胞疗

法[19]、舒尼替尼等联合应用获得更强的抑瘤活性[20]。

尚少见野生型VSV治疗TNBC的研究报道。本研究

以 4T1细胞（小鼠TNBC细胞）移植瘤模型小鼠为实

验对象，探究野生型 VSV 印第安纳（Indiana, IN）株

（VSV-IN）处理对4T1细胞移植瘤生长、转移的影响，

观察VSV-IN对模型小鼠脾脏T细胞亚群比例、血清

炎症因子及肿瘤迁移相关蛋白（MMP-2、MMP-9、

E-Cadhein）表达的影响，探索TNBC生物疗法，为基

于VSV-IN的TNBC研究提供实验依据。

1  材料与方法

1.1  主要材料与试剂

BALB/c 小鼠 30 只，雌性，4～5 周龄，体质量

（20±2）g，无特定病原体级别，购自北京华阜康生物

科技股份有限公司[实验动物使用许可证号：SCXK

（京）2019-0008]，饲养于贵州医科大学实验动物中心

[实验动物使用许可证号：SYXK（贵）2023-0002]，昼

夜交替12 h饲养。本实验方案经贵州医科大学实验

动物伦理委员会审核批准，审批号为No.2200336。

VSV-IN株、Vero细胞（非洲绿猴肾细胞）、4T1细

胞（小鼠TNBC细胞）均为本实验室保存。

胎牛血清、10×青-链霉素均购自 BI 公司，高糖

DMEM、胰蛋白酶EDTA均购自美国Gibco公司，紫

杉醇（taxol，TAX；纯度>98%）购自上海麦克林公司，

异氟烷购自瑞沃德生命科技有限公司，4%多聚甲醛

溶液购自雷根生物公司，IL-6、TNF-ɑ ELISA试剂盒

均购自杭州联科生物技术公司，淋巴细胞分离液购

自索莱宝公司，T细胞（CD3、CD4、CD8）亚群流式抗

体购自Elabscience公司，MMP-2抗体购自proteintech

公司，MMP-9抗体购自SAB公司，E-Cadhein抗体购

自Bioworld公司，免疫组化染色试剂盒购自北京博

奥森生物技术公司，流式细胞仪（FACS Canto Ⅱ）购
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自美国BD公司，酶标仪购自美国Bio Tek公司，倒置

显微镜购自美国Bio-Rad公司。

1.2  细胞及病毒的体外培养

参照文献[16]中方法，所有细胞均以含10%胎牛

血清、100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素的

DMEM完全培养基培养。用Vero细胞扩增VSV-IN。

病毒滴度测定：Vero细胞以 8×103个/孔接种于 96孔

板，随后加入 10 倍梯度稀释的 VSV-IN 病毒液共培

养，逐天于显微镜下观察细胞病变效应（cytopathic 

effect, CPE），根据公式计算VSV-IN的半数组织培养

感染剂量（50% tissue culture infectivedose, TCID50）。

TCID50=高于50%病变的病毒最高稀释度的对数＋距

离比例。

1.3  CCK-8法检测VSV-IN对4T1细胞的抑制活性

于96孔板接种对数期4T1细胞（1×104个/孔），细

胞贴壁后，处理组加入不同滴度VSV-IN（MOI=1、10、

100），对照组加入等体积培养基。培养 12、24、48 h，

每孔加入 100 μL 检 测 液（90 μL DMEM+10 μL 

CCK-8），处理2 h后，在450 nm处检测光密度（D）值，

计算细胞死亡率来反应VSV的细胞抑制活性。

细胞死亡率=[（对照组D值-实验组D值）/（对照

组D值-空白孔D值）]×100%。

1.4  划痕愈合实验检测VSV-IN对 4T1细胞迁移能

力的影响

取对数期 4T1细胞（5×104个）接种于 12孔板，待

细胞贴壁后，使用10 μL移液器吸头在培养板孔中央

画一条直线，洗去脱落的细胞，设置对照组（加入等

体积培养基）、VSV-IN 处理组（MOI=10），观察细胞

在24 h的迁移情况，根据公式计算细胞迁移率。

细胞迁移率=（0 h 时划痕面积-24 h 时划痕面

积）/0 h时划痕面积×100%。

1.5  qPCR法检测VSV-IN对4T1细胞迁移相关基因

mRNA表达的影响

按照RNA提取试剂盒说明提取VSV-IN处理的

4T1细胞总 RNA。采用 cDNA合成试剂盒进行逆

转录，以鼠 GAPDH 为内参对照，采用 2-ΔΔCT法计算

E-cadherin、MMP-2、MMP-9的mRNA表达水平。引

物序列见表1。

表1  qPCR所用引物序列

基因名称

E-cadherin

MMP-2

MMP-9

GAPDH

正向引物（5'-3'）

CTCAAGCTCGCGGATAACCA

CTGCAGGGTGGTGGTCATAG

CGCTCATGTACCCGCTGTAT

AGGTCGGTGTGAACGGATTTGGAPDH

反向引物（5'-3'）

AATCCTGCTGCCACGATTC

GCCCAGCCAGTCTGATTTGA

CCGTGGGAGGTATAGTGGGA

GGGGTCGTTGATGGCAACA

1.6  小鼠肿瘤模型的建立

参考文献[17, 21]中方法，调整 4T1细胞密度为 

1×106个/mL，以 0.1 mL/只接种于小鼠右侧的第二对

乳腺脂肪垫，待移植瘤体积达200 mm3时，将荷瘤小鼠

随机分为对照组、TAX组及VSV-IN组，每组10只，分

别瘤内注射PBS、TAX（15 mg/kg）、VSV-IN（1×105 pfu/

mL）100 μL，每周给药1次，共4次，每2 d记录小鼠体

质量及移植瘤体积。末次给药后第7天，1.5%异氟烷

麻醉后，颈椎脱臼法处死小鼠，完整剥离移植瘤组织

并测量其体积及质量。

1.7  小鼠肺表面转移结节及组织病理结构观察

剥离小鼠肺，计数肺表面转移结节数量。对部分

肺组织按常规方法脱水、透明、石蜡包埋、切片（5 μm），

进行H-E染色，显微镜下观察转移灶组织病理变化。计

算肺指数：肺指数=（肺质量/小鼠体质量）×100%。

1.8  流式细胞术检测 4T1细胞荷瘤小鼠脾组织中T

细胞亚群比例

采用研磨法制备小鼠脾组织单细胞悬液，裂解

红细胞后，加入抗CD3 抗体（1∶50）室温避光处理

20 min，用PBS洗涤3次，上流式细胞仪进行检测，用

Fowjo软件分析分泌CD4+和CD8+ T细胞占比情况，

实验重复 3次。计算肺指数：脾指数=（脾质量/小鼠

体质量）×100%。

1.9  ELISA法检测4T1细胞荷瘤小鼠血清中 IL-6及

TNF-α的含量

小鼠麻醉后，摘眼球取血，4 ℃放置 2 h，之后

1 000×g离心 10 min，取上清液。按照ELISA试剂盒

说明书检测血清中IL-6及TNF-α含量，实验重复3次。

1.10  利用GEPIA2.0分析乳腺癌中迁移相关蛋白的

表达水平

参照文献[22]中的方法，访问GEPIA数据库（http:

//gepia.cancer.pku.cn/），选择“Expression DIY”模块的

“Boxplot”功能，对乳腺癌及癌旁组织中 EMT 相关基

因（包括 E-cadherin、N-cadherin、MMP-2、MMP-3、

MMP-9、Snail-l、Snail-2、Z0-1、Twist、Vinmentin）的

mRNA相对表达量进行分析。

1.11  免疫组织化学（IHC）法检测移植瘤瘤组织中

MMP-2、MMP-9、及E-Cadhein的表达

将移植瘤组织制成石蜡切片，使用 MMP-2 抗

体、MMP-9 抗体、E-Cadhein抗体（1∶3 000稀释）对石
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蜡切片进行 IHC染色，4 ℃处理过夜后，用 PBS清

洗 3 次，之后滴加 HRP 标记的二抗（1∶5 000 稀释）

37 ℃下处理 30 min，再用PBS洗涤 3次，于湿盒中进

行 3，3'-二氨基联苯胺（3，3'-diaminobenzidine, DAB）

显色及苏木精复染，拍照记录，使用 ImageJ 1.53软件

对阳性区域进行量化处理，选择阳性率（阳性区域面

积占比）作为分析对象。阳性率=阳性区域面积/图片

总面积×100%。

1.12  蛋白-蛋白相互作用预测

参照文献 [23]中的方法，从 PDB 数据库下载

VSV-IN 的 G 蛋白（PDB ID：5i2m）、VSV 的 M 蛋白

（PDB ID ：1lg7 ）、ERK2 蛋白（ PDB ID ：1tvo）、

E-cadherin（PDB ID：6vel）的蛋白质结构。使用

Discovery Studio 19.1软件去除受体蛋白和配体蛋白

的结晶水、金属离子等，并为蛋白分子加上末端

氢原子。以 ERK2或 E-cadherin为受体蛋白，VSV-

IN 的 G 蛋白或 M 蛋白为配体蛋白，使用 Discovery 

Studio 19.1软件中的ZDOCK模块预测复合物结构。

设置“Angular Step Size”为15，“RMSD Cutoff”为6.0，

“Interface Cutof”为 9.0，“Maximum Number of 

Clusters”为60，“Top Poses”为2 000，其它参数均为缺

省值，进行对接。采用ZRANK方法对ZDOCK对接

得分进行重新排序。最后，基于 CHARMM polar H

力场采用RDOCK方法对ZDOCK结果进行重新优

化和打分，选出前 5个E_RDOCK得分较低的构象

复合物，利用PDBePISA对E_RDOCK得分较低的构

象的结合自由能进行分析。使用 pymol 软件对将

E_RDOCK得分最低的对接模型进行可视化分析。

1.13  统计学处理

主要实验均独立重复 3 次。采用 Graphpad 

prism 7软件处理所有数据，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，组

间两两比较采用 t检验。Kaplan-Meier法绘制生存曲

线。以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  VSV-IN处理抑制4T1细胞增殖

CCK-8检测结果（图1）显示，在VSV-IN处理4T1

细胞 48 h后，MOI=100和 10组的细胞死亡率均显著

高于对照组（均P<0.01），细胞经VSV-IN以MOI=10

处理后死亡率超过 20%，以MOI=100处理后死亡率

超过60%，说明VSV-IN可以抑制4T1细胞生长，且抑

制效果与病毒量有关联。

与MOI=0组相比，**P<0.01。

图1    VSV-IN处理对4T1细胞的增殖抑制

2.2  VSV-IN处理抑制4T1细胞的迁移能力

划痕愈合实验检测结果（图2A、B）显示，VSV-IN

处理24 h后，与对照组相比，VSV-IN处理组迁移率显

著下降（P<0.000 1）。qPCR检测结果（图 2C）显示，

MOI=10的VSV-IN 处理 4T1 细胞 48 h 后，MMP-9

的mRNA 相对表达量显著低于对照组（P<0.05），

E-cadherin、MMP-2的表达量呈下降趋势但于对照组

相比并无明显差异。

A：划痕愈合实验观察MOI=10的VSV-IN处理24 h后4T1细胞的迁移情况（×100）；B：对划痕愈合实验结果数据的量化统计；

C：qPCR检测VSV-IN对4T1细胞迁移相关蛋白的mRNA的相对表达量的影响。与对照组或MOI=0组相比，*P<0.05、**P<0.01。

图2    VSV-IN处理对4T1细胞迁移能力与迁移相关蛋白表达的影响
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2.3  VSV-IN处理抑制移植瘤生长并提高荷瘤小鼠

生存率

测量小鼠肿瘤体积（图3A、B）和质量，结果显示，

各组小鼠肿瘤体积均呈上升趋势，与对照组相比，TAX

组、VSV-IN组小鼠肿瘤的体积增长缓慢且终点体积小

于对照组，差异有统计学意义（均P<0.05）。VSV-IN组

小鼠移植瘤质量显著低于对照组[（1.01±0.44）vs（1.86±

0.54）g，P<0.05]，TAX组移植瘤质量（1.5±0.43）g较对照

组有所降低，但并无显著差异。VSV-IN组小鼠的生存

率显著高于对照组（P<0.05，图3C）。

A：剥离下来的小鼠移植瘤；B：小鼠移植瘤体积变化曲线；C：荷瘤小鼠生存曲线。

与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。

图3    VSV-IN处理对移植瘤生长及荷瘤小鼠生存率的影响

2.4  VSV-IN处理降低荷瘤小鼠的肺、脾指数

与对照组相比，VSV-IN组与TAX组的肺指数均显

著降低[（0.21±0.03）%、（0.21±0.06）% vs（0.29±0.10）%，

P<0.05]；VSV-IN组的脾指数明显低于对照组[（0.86±

0.06）% vs（1.04±0.09）%，P<0.05]，而TAX组的脾指数

为（0.70±0.24）%，与对照组相比无明显差异。

2.5  VSV-IN处理影响 4T1细胞荷瘤小鼠肺转移结

节数量及组织结构

统计小鼠肺转移结节数量，结果（图 4A、B）显

示，与对照组相比，TAX组与VSV组小鼠的肺转移结

节数量均明显减少 [（12.5±1.87）、（12.86±1.86） vs

（24±3.67）个，P<0.01]。H-E染色结果（图 4C）显示，

对照组小鼠肺组织结构异常，肺可见明显转移灶，癌

细胞胞核异型性较大，而VSV-IN组与TAX组小鼠肺

组织结构较完整，肺泡结构清晰。

2.6  VSV-IN 处理影响荷瘤小鼠脾中 T 细胞亚群

比例

流式细胞术检测结果（图 5）显示，与对照组相

比，TAX组、VSV-IN组小鼠脾脏CD4+ T、CD8+ T细胞

比例上升（均P<0.05）；TAX组CD4+/CD8+ T细胞比值

显著低于对照组（P<0.05），VSV-IN组与对照组无明

显差异（P>0.05）但显著高于TAX组（P<0.05）。

A：肺部表面结节，圆圈圈出部分示肺转移结节；B：肺部表面结节数量；C：肺组织病理变化（H-E，×100），箭头所指为肺转移灶。

与对照组相比，**P<0.01。

图4    荷瘤小鼠肺表面转移结节与肺组织病理变化
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A：荷瘤小鼠脾脏T细胞亚群流式图；B：各T细胞亚群占比；C：CD4+/CD8+ T细胞比值。

与对照组相比，*P<0.05、**P<0.01；与TAX组相比，△P<0.05。

图5    VSV-IN对荷瘤小鼠脾内T细胞亚群比例的影响

2.7  VSV-IN处理提高荷瘤小鼠血清中 IL-6与TNF-α

的水平

ELISA检测结果显示，与对照组相比，TAX组、

VSV-IN组（小鼠血清中IL-6含量均显著升高[（67.89±

10.84）、（67.89±10.84）vs（2.47±1.46）pg/mL，均P<0.01]；

VSV-IN 组血清中 TNF- α 水平显著升高 [（77.19±

13.56） vs（34.76±11.22）pg/mL，P<0.01]，TAX 组

[（39.24±19.15）pg/mL]无明显变化。

2.8  迁移相关蛋白在乳腺癌组织中的表达

GEPIA分析结果（图6）显示，E-cadherin、MMP-9

在乳腺癌中表达水平高于癌旁组织（均P<0.05），而

Vinmentin、Twist在乳腺癌中表达降低（P<0.05）。

2.9  VSV-IN处理对移植瘤组织中MMP-2、MMP-9、

E-cadherin表达影响

IHC检测结果（图 7）显示，与对照组相比，VSV-

IN组小鼠移植瘤组织中MMP-9的表达水平显著降

低（P<0.05），而E-cadherin与MMP-2的表达无明显差

异（均P>0.05）。

2.10  利用蛋白-蛋白相互作用技术预测VSV-IN G

蛋白、M蛋白与ERK2、E-cadherin的亲和力

上述结果表明VSV-IN处理可下调移植瘤组织

的MMP-9表达，这可能与VSV-IN对MMP-9上游蛋

白的作用有关，而在移植瘤组织中未观察到E-cadherin

表达的变化，因此推测 VSV-IN 可能直接作用于

E-cadherin。为探究VSV-IN的主要抗肿瘤蛋白G、M

与MMP-9上游蛋白REK2及E-cadherin的亲和力，对

其进行蛋白-蛋白相互作用分析。

如表2所示，VSV的G蛋白与ERK2、E-cadherin及

VSV的M 与 ERK2、E-cadherin 最优模型的 ZDOCK

打分分别为 17.6、17.5、15.78、19.3，E_RDOCK打分为

–18.4998、–14.3976、–27.2144、–21.6039，结合自由

能为–11.7、–6.4、–8.8、–7.0 kcal/mol，对并其进行可

视化分析，结果如图10所示，VSV M可通过ALA240、

GLN42等残基与ERK2的HIS61、ARG194等残基形成

氢键相互作用，从而实现两者的稳定结合。

3  讨  论

溶瘤病毒激活肿瘤部位免疫功能是溶瘤病毒肿瘤

杀伤作用的主要机制。表达呼肠孤病毒融合相关小穿

膜蛋白的VSV-p14可通过上调脾和肿瘤中活化的CD4+ 

T细胞、CD8+ T细胞的比例强化抗肿瘤免疫[20]；VSV显

著增强小鼠 IFN-γ+ CD4+ T细胞反应[24]。研究[18]表明，

VSV-∆M51 感染可增加 4T1 细胞中 IL-6、TNF-α 和

IFN-α mRNA的表达。在本研究中观察到野生型VSV-

IN增加了4T1细胞荷瘤小鼠脾组织中CD4+ T细胞、CD8+ 

T细胞的比例及血清中TNF-α、IL-6的含量，与前述
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研究结果类似，提示野生型VSV-IN可增强小鼠抗肿瘤免疫。

与癌旁组织相比，*P<0.05。

图6    EMT相关蛋白mRNA在乳腺癌组织中的表达情况

阳性区域为黄色。与对照组相比，*P<0.05。

图7    VSV-IN处理对移植瘤组织中MMP-2、MMP-9和E-cadherin表达的影响（×100）

乳腺癌的转移与复发与肿瘤细胞迁移、侵袭能

力密切相关。 EMT 在 TNBC 细胞迁移、侵袭过

程中扮演了重要的角色，在此过程中通常伴随E-cadherin

丢失及MMP-2与MMP-9等的表达增加[4-6]。有研究[25]

表明，野生型VSV可下调结肠癌细胞中MMP-9 的表

达；此外，VSV-ΔM51 的 M 蛋白表现出对4T1荷瘤

小鼠肿瘤中MMP-2[26]、MMP-9[16]表达的抑制作用，表

明VSV可能通过调控EMT过程影响肿瘤细胞迁移、

侵袭。本研究中观察到 VSV-IN 可以下调 4T1 荷瘤

小鼠肿瘤中 MMP-9的表达，并且蛋白-蛋白对接结果

提示VSV-IN的G、M 蛋白与 E-cadherin 及 MMP-2、

MMP-9 上游调控蛋白 ERK2 具有互作可能，提示

VSV-IN对4T1细胞的抗转移作用可能与其对EMT通

路关键蛋白的调控相关。

·· 458



李玉迁, 等 . 水疱性口炎病毒对小鼠乳腺癌4T1细胞荷瘤小鼠抗肿瘤免疫、移植瘤生长与肺转移的影响

表2    ZDOCK和RDOCK对接结果

受体蛋白及

其PDB-ID

ERK2 

(1tvo)

ERK2 

(1tvo)

E-cadherin

(6vel)

E-cadherin

(6vel)

配体蛋白及

其PDB-ID

VSV-IN G

 (5i2m)

VSV-IN M 

(1lg7)

VSV-IN G 

(5i2m)

VSV-IN M

(1lg7)

ZDOCK
得分

17.6

17.5

15.78

19.3

E_RDOCK
得分

-18.4998

-14.3976

-27.2144

-21.6039

氢键相互作用

A:HIS61:HD1-B:ALA240:O

A:GLN62:HN-B:ALA240:O

A:GLN66:HE22-B:GLN42:OE1

A:ARG194:HH22-B:GLY38:O

A:HIS232:HD1-B:ASN31:O

B:ASN34:HN-A:HIS232:NE2

B:GLY38:HN-A:LYS231:O

B:THR1 87:HN-A:GLU1 86:OE2

B:ARG206:HH11-A:GLU1 86:OE1

A:HIS61:HD1-C:MET145:O

A:HIS61:HD1-C:LYS147:O ;

A:GLN62:HN-C:MET145:O

A:THR63:HN-C:MET145:O

A:ARG191:HH11-C:SER226:OG

A:ARG191:HH12-C:SER226:OG

A:LYS231:HZ1-C:ILE1 64:O

A:HIS232:HD1-C:GL U203:OE2

C:GLN58:HE22-A:ASP336:O

C:ARG102:HH12-A:GLY34:O

C:VAL212:HN-A:GLU1 86:OE2

D:SER109:HN-B:SER233:O

D:SER109:HG-B:SER233:O

D:LYS115:HZ2-B:PRO408:O

D:ASN121:HN-B:GLU255:O

D:GL N1 42:HE21-B:GLY349:O

D:GL N202:HE21-B:GLU406:OE2

B:THR214:HG1-D:VAL104:O

B:LYS217:HZ3-D:GLN124:O

B:ARG230:HH22-D:LEU122:O

B:SER258:HG-D:GLU1 14:OE2

B:THR265:HG1-D:VAL 240:O

B:ARG329:HH22 - D:ASP191:OD2

B:LYS401:HZ1-D:AL A173:O

B:LYS401:HZ2-D:VAL199:O

B:VAL404:HN-D:THR200:OG1

D:ASN1 13:HD22-C:ARG1 59:O

D:LYS115:HZ2-C:GLU130:OE1

D:LYS115:HZ3-C:GLN128:O

D:LYS206:HZ1-C:PRO1 55:O

D:SER303:HN-C:PRO1 55:O

D:SER303:HG-C:PRO155:O

D:THR305:HN-C:MET98:SD

C:GLN128:HN2-D:GLY116:O

C:ARG159:HN-D:ASP204:O

C:ARG159:HH11-D:ASN203:O

C:ARG159:HH22-D:GLN202:OE1

C:ARG160:HH12-D:ASP204:O

C:LYS1 68:HZ2-D:THR1 64:O

C:LYS1 68:HZ3-D:THR1 64:O

C:ARG159:CD-D:ASN203:O

静电相互作用

A:LYS259:HZ1-B:ASP274:OD2

B:ARG206:NH1-A:GLU1 86:OE2

B:ASP241:OD2-A:HIS61

A:LYS259:HZ1-B:ASP274:OD2

A:ARG67:NH1-C:HIS227:OCT2

A:LYS1 51:NZ-C:HIS227:OCT2

C:LYS1 47:NZ-A:GLU60:OE2

C:ARG202:NH1-A:GLU1 86:OE2

A:ARG67:NH1-C:HIS227:OCT2

D:LYS115:HZ1-B:ASP137:OD2

B:ARG332:HH12-D:GLU1 94:OE2

B:ARG329:NH1-D:ASP191:OD2

B:L YS401:NZ-D:ASP238:OD2

C:ARG1 60:HH11 - D:ASP204:OD2

D:LYS11 5:NZ - C:GLU130:OE2

D:LYS206:NZ - C:GLU1 56:OE2

C:ARG1 60:NH1 - D:GLU1 70:OE2.

注：表中相互作用两栏中A、B、C、D分别代表ERK2、VSV-IN G、VSV-IN M、E-cadherin；ZDOCK：基于快速傅里叶转化相关性技术的

刚性蛋白对接算法；RDOCK：一种基于CHARMm的能量优化过程，用于优化ZDOCK所寻找到的蛋白蛋白复合物的结合构型。
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A、B：绿色结构为VSV-IN G蛋白，天蓝色结构为ERK2蛋白；

C、D：绿色结构为VSV-IN M蛋白，天蓝色结构为ERK2蛋白；

E、F：绿色结构为VSV-IN M蛋白，天蓝色结构为E-cadherin蛋

白；G、H：绿色结构为VSV-IN G蛋白，天蓝色结构为

E-cadherin蛋白。红色虚线代表氢键作用。

图8   蛋白对接模式图及蛋白结合界面处关键氨基酸残基相

互作用

综上所述，野生型 VSV（VSV-IN 株）可以抑制

4T1荷瘤小鼠肿瘤的生长及转移，在TNBC的治疗中

有着广泛应用前景，而VSV抗肿瘤免疫及转移的的

具体调控机制有待进一步深入研究。
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