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摘  要：为了通过包封柯萨奇病毒 A21 型(Coxsackievirus A21, CVA21)病毒全基因组 mRNA 制备

溶瘤纳米颗粒 CVA21(CVA21@ONP)，探究其复活 CVA21 病毒诱导宿主细胞凋亡的能力以及其在

免疫正常的 BALB/c 荷瘤小鼠中的抗肿瘤免疫效应，本研究采用脂质体纳米颗粒(lipid nanoparticle, 
LNP)包封 CVA21 病毒全基因组 mRNA 制备 CVA21@ONP，通过空斑实验和细胞计数试剂盒(cell 
counting kit-8, CCK-8)确定杀伤效果，通过流式细胞术检测 HT29、CT26-iRFP 细胞凋亡情况。小

鼠经瘤内给药 CVA21@ONP，检测近红外荧光蛋白(infra-red fluorescent protein, iRFP)表达的肿瘤

生长状况，流式细胞术检测脾脏中免疫细胞的种类与变化。结果表明 CVA21@ONP 能在 HT29 与

U87MG 细胞中成功组装 CVA21 病毒。空斑实验显示 CVA21@ONP 对人源和鼠源细胞均具有良好

的杀伤效果，流式检测结果显示实验组凋亡细胞显著增加，瘤内检测到 CVA21@ONP 组 iRFP 蛋

白表达量显著下降。通过流式检测发现 CVA21@ONP 治疗有效降低了脾脏中包括髓源性抑制细胞

(myeloid-derived suppressor cells, MDSCs)和调节性 T 细胞(regulatory T cells, Tregs)在内的免疫抑制

细胞的水平，同时增强了 T 细胞依赖性的抗肿瘤免疫效应。本研究经瘤内给药验证了

CVA21@ONP 的溶瘤性能，可进一步挖掘其治疗潜力并推动肿瘤治疗领域的发展。 
关键词：溶瘤纳米颗粒；柯萨奇病毒 A21 型；信使核糖核酸(mRNA)；肿瘤 
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Abstract: This study aims to investigate the potential of oncolytic nanoparticles encapsulating 
Coxsackievirus A21 (CVA21) full-genome mRNA (CVA21@ONP) to resurrect CVA21 and induce 
apoptosis in host cells, as well as the antitumor immune effects of CVA21@ONP in 
immunocompetent tumor-bearing BALB/c mice. We used lipid nanoparticles (LNPs) to encapsulate 
CVA21 full-genome mRNA, thus preparing CVA21@ONP. The killing efficacy of CVA21@ONP 
was determined by the plaque assay and cell counting kit-8 (CCK-8), and the apoptosis in HT29 
and CT26-iRFP cells was evaluated by flow cytometry. Mice were administrated with 
CVA21@ONP at high and low doses intratumorally, and the growth of tumors expressing infra-red 
fluorescent protein (iRFP) was monitored. Additionally, the types and changes of immune cells in 
the spleen were analyzed by flow cytometry. The results demonstrated that CVA21@ONP 
successfully resurrected CVA21 in both HT29 and U87MG cells. The plaque assay revealed robust 
killing effects of CVA21@ONP against both human and murine cell lines, and flow cytometry 
results showed increased early and late apoptotic cells. Notably, intratumoral detection revealed 
significantly down-regulated expression of iRFP in both high- and low-dose CVA21@ONP groups. 
Flow cytometry results further indicated that CVA21@ONP treatment effectively reduced the levels 
of immunosuppressive cells, including myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) and regulatory T 
cells (Tregs), in the spleen, while enhancing T cell-dependent antitumor immune responses. These 
findings suggest that CVA21@ONP can replicate and survive extensively both in vitro and in vivo, 
activating the immune system of mice administrated with CVA21@ONP to target cells at the tumor 
site, thereby remodeling the tumor immune microenvironment and accelerating the suppression or 
even complete regression of tumors. The oncolytic performance of CVA21@ONP has been verified 
through intratumoral injection administration in this study, aimed at further exploring its therapeutic 
potential and promoting the development of the field of tumor treatment. 
Keywords: oncolytic nanoparticles; Coxsackievirus A21 (CVA21); messenger ribonucleic acid 
(mRNA); tumor 

 
目前，癌症已成为全球致死率最高的疾病[1-2]，

核酸药物正逐渐成为治疗癌症的新选择。它们

设计简单、容易合成，具有良好的生物相容性。

核酸药物可编码肿瘤相关抗原，靶向沉默肿瘤

基因[3]，在癌症治疗方面，通过合理的序列设

计，信使核糖核酸(messenger ribonucleic acid, 
mRNA)可以很容易地控制生成任何类型的蛋白

质[4]，这大大促进了治疗癌症替代策略的发展，
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包括表达肿瘤免疫治疗中的肿瘤相关抗原和治

疗性抗体，通过编码肿瘤抑制蛋白直接进行肿

瘤杀伤和调节肿瘤微环境以增强治疗效果[5-6]。 
近年来，随着药物开发步伐的加快，已经

有十几种核酸药物获得了美国食品药品监督管

理局(Food and Drug Administration, FDA)的批

准[7]。然而，核酸具有生物稳定性差、体内易

被核酸酶降解、生物利用度低、靶组织中浓度低

等缺点，极大地限制了核酸药物的临床应用[8]，

将脂质体纳米颗粒(lipid nanoparticle, LNP)作为

核酸药物载体是较为常用的方法之一，阳离子

脂质作为 LNP 的核心功能成分，通过静电作用

中和阴离子核酸，内吞进入细胞中，使 LNP 具

有更高的生物相容性、核酸装载能力和转染效

率[9]。而通过 LNP 递送的方式可以有效改善上

述缺点，避免核酸在生物体内降解，提高核酸

的生物利用度以及靶向性等。 
LNP 包封 mRNA 治疗肿瘤作为一种新兴的

治疗技术发挥着至关重要的作用，它开辟了新

的治疗途径，使得以往难以治疗的疾病得以应

对，开创个性化医疗的新时代，并快速应对新

出现的全球健康威胁。如生物技术公司辉瑞

(Pfizer) 与莫德纳 (Moderna) 开发的由包封在

LNP 中的 mRNA 链组成的 mRNA 新型冠状病毒

(corona virus disease 2019, COVID-19)疫苗[10-11]，

免疫有效性高达 95%；它们是第一批获得 FDA 
“紧急使用授权”和“有条件批准”的 mRNA 疫苗；

这些 mRNA COVID-19 疫苗编码 SARS-CoV-2 的

病毒刺突(spike, S)糖蛋白，其中包括 2 个脯氨酸

替换，以稳定糖蛋白的预融合构象[12]，在预防

COVID-19 感染方面显示出较优的结果。 
溶瘤病毒(oncolytic virus, OV)是很有前景

的免疫试剂，OV 疗法已经在多种肿瘤中得到了

有效验证[13]，然而，它始终存在着一些潜在问

题，包括免疫排斥、插入基因突变风险以及靶

向性方面的问题[14]。目前 OV 的给药方式比较

有限[15]，分为静脉注射和瘤内注射，静脉注射

存在明显缺点，如人血清中常见的病毒特异性

抗体可迅速杀死病毒。因此，瘤内注射是 OV 治

疗实体肿瘤的主要给药途径。随着 OV 疗法[16]

的加速发展，目前已使用的 OV 载体包括单纯

疱疹病毒、痘病毒、腺病毒及肠道病毒等[17]，

其中发展最快的是疱疹病毒，以它为载体的

G47Δ[18]、T-VEC[19]已被批准用于肿瘤治疗。另

外，肠道病毒在其中较为特殊，其属于单股正

链 RNA 病毒，复制周期较短，能够通过细胞间

直接感染等方式发挥迅速而广泛的溶瘤作用[20]。

而柯萨奇病毒A21型(coxsackievirus A21, CVA21)
是一种天然的未经改造直接应用的 OV[21-22]，这

类OV疗法可以通过直接杀死肿瘤细胞或增强抗肿

瘤免疫反应来重塑肿瘤微环境破坏肿瘤细胞[23]。 
本研究采用 LNP 包封 CVA21 病毒全基因

组 mRNA 制备 CVA21@ONP，通过空斑实验和

CCK-8确定杀伤效果以及CVA21@ONP对HT29、
CT26-iRFP 细胞的半抑制浓度 (half maximal 
inhibitory concentration, IC50)，运用流式检测试

剂盒检测细胞凋亡情况。小鼠经瘤内给药的

CVA21@ONP 组，通过检测近红外荧光蛋白

(infra-red fluorescent protein, iRFP)表达评估肿

瘤的生长状况，同时，为深入了解小鼠脾脏中免

疫细胞的种类与数量变化，运用流式细胞术进行

细致分析。此外，还通过间接酶联免疫吸附测定

法(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)，测

定了小鼠体内 CVA21 病毒的抗体水平，以全面

评估免疫反应情况。采用 CVA21@ONP 对小鼠肿

瘤部位的靶向给药，不仅提高了生物利用度[24]，

发挥了 CVA21 病毒的溶瘤能力，同时通过

CVA21 mRNA 重塑了肿瘤微环境[25]，降低了包

括髓源性抑制细胞(myeloid-derived suppressor 
cells, MDSCs)和调节性 T 细胞 (regulatory T 
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cells, Tregs)在内的免疫抑制细胞的水平，增强

了 T 细胞依赖性的抗肿瘤免疫效应[26]。 
本研究将 OV 疗法与 mRNA 基因疗法相结

合，使 mRNA 基因治疗与 OV 的溶瘤作用协同

发挥，实现双重治疗效果。这种联合疗法有望

通过协同增强免疫反应、促进抗原呈递、克服

免疫抑制以及提高安全性等多种途径，实现对

肿瘤细胞更有效的杀伤和清除。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 
1.1.1  质粒、细胞和实验动物 

pUC57-CMV-T7-CVA21-kana 质粒由本实

验室构建。eGFP @ONP 由本实验室包封。人结

肠癌 HT29细胞、人胶质母细胞瘤 U87MG 细胞、

表达 iRFP 的小鼠结肠癌 CT26-iRFP 细胞，表

达 GFP 的小鼠结肠癌 CT26-GFP 细胞以及小鼠

正常肝细胞 AML12 均由本实验室前期构建并

保存。42 只雌性无特定病原体(specific pathogen 
free, SPF)级 BALB/c 小鼠，6–7 周龄，体重(19±1) g，
购自湖北省实验动物研究中心。所有动物实验

均由湖北工业大学动物伦理委员会批准(批准

号：HBUT No. 2020016)。培养温度控制在 25 ℃
左右，并保持湿度在 50%，光照设置为 12 h 亮/ 
12 h 暗。 

1.1.2  试剂与仪器  
本研究中使用的阳离子脂质体转染试剂

Lipid Ⅵ由武汉滨会生物科技股份有限公司研

发。0.25%胰酶购自 Grand Island Biological 
Company 公司；磷酸盐缓冲液(PBS)、DMEM/F12
培养基购自武汉滨会生物科技股份有限公司；

反转录试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份有

限公司；Ignite 纳米药物制造系统购自 Precision 
Nanosystems 公司；Zetasizer Pro 纳米粒度电位

仪购自 Malvern 公司；分体式注射泵购自苏州

汶颢微流控技术公司；Annexin V-FITC 细胞凋

亡检测试剂盒购自碧云天生物技术股份有限公

司；HRP-Goat Anti-Mouse IgG 购自武汉三鹰生

物技术有限公司。二氧化碳培养箱购自松下公

司；生物安全柜购自青岛海尔集团公司；Qubit 4
荧光剂和多功能酶标仪及高速冷冻离心机购自赛

默飞世尔科技公司；常温冰箱及–80 ℃低温冰箱均

购自青岛海尔集团公司；高内涵活细胞工作站购

自 PerkinElmer 公司。 

1.2  体外实验方法 
1.2.1  细胞培养及 CVA21@ONP 的制备 

HT29、U87MG、CT26-iRFP、CT26-GFP、
AML12 细胞均由本实验室保存，细胞培养基为

DMEM/F12 (含 10%胎牛血清)，将细胞在含 5% 
CO2、37 ℃的二氧化碳培养箱中培养。在显微

镜下观察细胞，当细胞汇合度达到 80%–90%时

对细胞用 0.25%胰酶消化传代。 
CVA21@ONP 的制备：使用引物 CVA-F/CVA-R

对 pUC57-CMV-T7-CVA21-kana 进行 PCR，获

得线性化的 CVA21 基因片段。对 CVA21 基因片

段进行体外转录(in vitro transcription, IVT)，转

录体系：2 μL 10×transcription buffer、2 μL rNTP 
(5 mmol/L)、0.1 μL T7 RNA 聚合酶(2.7 kU/μL)、
1 μg DNA 模板(366 ng/μL)、0.2 μL 无机焦磷酸

酶(2 U/μL)、0.04 μL RNase inhibitor (1 kU/μL)、
补充 RNase-free ddH2O 至总体积为 20 μL。将

反应体系混合均匀后于 37 ℃反应 3–4 h，反应

结束后加入 1 μL DNase I (1 kU/μL)并于 37 ℃
反应 15 min。去除模板后对产物使用 LiCl 进行

纯化，获得 CVA21 mRNA。将 CVA21 mRNA 溶

于醋酸钠溶液(25 mmol/L，pH 5.0)中进行稀释，

通过纳米制药包封仪将 Lipid Ⅵ和稀释后的

CVA21 mRNA 溶液按照体积比为 1：4 的比例混

合，应用微流控技术完成自组装过程即可得到

CVA21@ONP。Zetasizer Pro 纳米粒度电位仪的
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详细参数：在(25.0±1.0) ℃条件下，通过动态光散

射(dynamic light scattering, DLS)测定平均粒径和

zeta 电位。检测角度为 173°，激光波长为 633 nm。

采用了一个功率为 4 mW 的 He/Ne 气体激光源。样

品用 0.9% NaCl 稀释 100 倍，摇匀以避免多次散射

效应。每个样品平衡(2.0±0.1) min，并平行测量   
3 次。折射率和吸收率分别设置为 1.45 和 0.001。收

集的 CVA21@ONP 溶液移至 50 kDa 超滤管中，

并添加含有 8%蔗糖的 Tris-HCl 缓冲液(pH 7.5)
进行换液浓缩至所需浓度且 pH 值在 7.0–7.5 之

间(图 1)。通过 Qubit 4 荧光计、纳米粒度电位仪

检测 mRNA-LNP 的包封率、粒径(Z-average)及聚

合物分散性指数(polymer dispersity index, PI)，其

中包封率的计算公式为：(1–Cf/Ct)×100% (Cf 为游

离样品的 mRNA 量、Ct 为总 mRNA 量)。 
CVA21@ONP 的透射电镜：使用移液枪吸

取 20 μL CVA21@ONP 溶液，滴加到干净的滤

纸上，形成半球形液滴。用尖头镊子夹住带有

碳支持膜的铜网的边缘，将其正面朝下放在

CVA21@ONP 液滴上，确保铜网与溶液充分接

触。吸附 5 min 后用滤纸从铜网边缘轻轻吸去

多余的溶液，使铜网上只留下一层薄薄的

CVA21@ONP 溶液层。将铜网转移到另一张干

净的滤纸上。将 20 μL 的 2%磷钨酸溶液滴加到

铜网上，确保磷钨酸溶液覆盖整个铜网表面。

负染 2 min，其间可以轻轻晃动铜网或使用滤纸

在铜网边缘轻轻吸去多余的磷钨酸溶液，以促

进染色剂更好地渗透和染色。负染结束后，用

滤纸从铜网边缘小心吸去多余的磷钨酸溶液。将

铜网转移到蒸馏水滴上，用蒸馏水洗涤 1–2 次，

以去除未结合的染色剂。再次用滤纸从铜网边

缘小心吸去水分，将铜网置于干净滤纸上，室

温下风干。待铜网完全干燥后，将其放入透射电

镜的样品室中拍照确定 CVA21@ONP 的形状。

 
图 1  LNP 包封 CVA21 MRNA 示意图 
Figure 1  A schematic diagram of LNP encapsulating CVA21 mRNA. 
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1.2.2  CVA21@ONP 转染细胞并鉴定 CVA21
病毒 

将 HT29、U87MG、CT26-iRFP、CT26-GFP、
AML12 细胞铺 6 孔板，每孔 5×105 个细胞，在

二氧化碳培养箱中培养过夜。弃去旧培养基，

补充 2 mL 新鲜培养基，将 CVA21@ONP 以

mRNA 质量为 2 μg 转染 6 孔板中细胞，

eGFP@ONP 组同样以 mRNA 质量为 2 μg 转染

细胞；空载组(LNP)组以相同体积的脂质体及缓

冲液处理细胞；空白组加入等量培养基处理细

胞。待 80%细胞产生病变后，将 6 孔板放入

–80 ℃冰箱反复冻融 3 次，离心后取上清液获

得 病 毒 ， 将 病 毒 记 为 P0-CVA21 。 将 病 毒

P0-CVA21 继续感染 HT29、U87MG 细胞，于

–80 ℃反复冻融 3 次，5 000 r/min 离心 5 min 后

取上清，收获的上清使用 0.45 μm 滤膜过滤去

除细胞碎片，将收集到的病毒使用 100 kDa 的

超滤管浓缩 20 倍，浓缩后的病毒经磷钨酸负染

后使用透射电镜拍照。CT26-GFP 细胞从转染

CVA21@ONP 开始计为 0 h，随后用高内涵活细

胞工作站持续拍摄 24 h。 

1.2.3  测定浓缩后的病毒滴度 
细胞消化并计数后于 96孔板中加入HT29、

U87MG 细胞悬液 100 μL，每孔 2×104 个细胞，

在二氧化碳培养箱中培养过夜。细胞汇合度达

70%–100%时，取出待测病毒，以 10 倍浓度梯

度做连续稀释，使病毒稀释度为 10–1–10–10，   
96 孔板的 1–10 列依次对应 101–1010稀释倍数的

待检样本，每个稀释倍数 8 个复孔(即第 1–8 列)，
加入待检样本稀释液，100 μL/孔，将培养板置

于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养。48–72 h 后观

察噬毒斑个数，以公式 lgTCID50=L–d(s–0.5) 
(其中 L、d、s 分别表示最高稀释度的对数、稀

释度对数之间的差、阳性孔比率总和)计算病毒

滴度。 

1.2.4  空斑实验-结晶紫染色法检测细胞活力 
细胞消化并计数后于 6 孔板中加入 HT29、

U87MG、CT26-iRFP 细胞悬液 2 mL，每孔 1×106个

细胞，在二氧化碳培养箱中培养过夜。第 2 天

弃去旧培养基，补充 2 mL 新鲜培养基，将细胞

分为 4 组，CVA21 组将 CVA21@ONP 以 mRNA
质量为 2 μg 转染细胞；eGFP 组将 eGFP@ONP
同样以 mRNA 质量为 2 μg 转染细胞；LNP 组

以相同体积的脂质体及缓冲液处理细胞；空白

组加入等量培养基处理细胞，设置 2 个复孔。

细胞培养 72 h 后弃上清，用 PBS 润洗 2 次，4%
多聚甲醛固定 15 min，继续用 PBS 润洗 2 次，

向每孔中加入 1 mL 结晶紫染色 10–15 min 后，

立即用 PBS 润洗 2 次后拍照。 

1.2.5  CCK8 检测 CVA21@ONP 细胞毒性 
取对数生长期的 HT29、CT26-iRFP 细胞消

化并计数后于 96 孔板中加入悬液 100 μL，每孔

5×103 个细胞，在二氧化碳培养箱中培养过夜，

待细胞贴壁后进行毒性试验。转染组每孔分别

转染 0.025、0.05、0.1、0.2、0.4 和 0.8 μg CVA21 
mRNA，对照组(LNP)细胞均加入等量培养基和

转染试剂，空白组(Control)细胞只加入等量培

养基，每组设 6 个重复。病毒组接种 CVA21 病

毒感染复数(multiplicity of infection, MOI)分别

为 0.025、0.05、0.1、0.2、0.4、0.8，置于 37 ℃
二氧化碳培养箱中培养 48 h 后，加入 CCK-8
试剂，每孔 10 μL，重新置于 37 ℃的二氧化碳

培养箱中孵育 1 h，孵育结束后用酶标仪测定

450 nm 波长下光密度 OD 值，按照公式：细胞

存活率 (100%)=[(试验组 OD 值–空白组 OD
值)/(对照组 OD 值–空白组 OD 值)]×100%，计

算细胞活率。处理数据时，每组去除最大值和

最小值，减小误差。 

1.2.6  流式细胞术检测细胞凋亡 
取对数生长期的 HT29、CT26-iRFP 细胞消 
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化并计数后于 6 孔板中加入悬液 2 mL，每孔

1×106 个细胞，在二氧化碳培养箱中培养过夜，

待细胞贴壁后进行转染。CVA21@ONP 组转染

2 μg CVA21 mRNA，空载组(LNP)均加入等量的

转染试剂转染 LNP 空载，阳性对照组(0.5)接种

MOI=0.5 的 CVA21 活 病 毒 ， 阴 性 对 照 组

(Control)加入等量培养基，24 h 和 48 h 时分别

检测每组细胞凋亡状态。根据 Annexin V-FITC
细胞凋亡检测试剂盒说明书，每组取 1×105 个

细胞，1 000×g 离心 5 min，弃上清，加入 195 μL 
Annexin V-FITC 结合液轻轻重悬细胞，加入   
5 μL Annexin V-FITC，轻轻混匀，和 10 μL 碘

化丙啶(propidium iodide, PI)染色液，轻轻混匀，

孵育 10–20 min 后冰浴，铝箔避光，孵育过程中

重悬细胞 2–3 次，上机检测。 

1.3  体内实验方法 
1.3.1  肿瘤模型构建 

取生长状态良好的 CT26-iRFP 细胞，胰酶

消化后计数，制备为 1×107/mL 的单细胞悬液，

每只 BALB/c 小鼠皮下注射 100 μL 建立 BALB/ 
c-CT26-iRFP 肿瘤模型。每日观察肿瘤生长情

况，肿瘤体积(mm3)=0.5×(a×b)2 (其中 a、b 分别

表示长径、短径)，待小鼠肿瘤体积约为 100 mm3

时将小鼠分笼。将肿瘤体积达到 100 mm3 左右

的 30 只小鼠分为 5 组(表 1)。为各组小鼠瘤内注

射 100 μL 不同浓度(10 μg/100 μL、2 μg/100 μL)
的 CVA21@ONP 及 1×106 50%细胞感染量(50% 
cell culture infectious dose, CCID50) /mL的 CVA21
病毒。LNP 毒性对照组瘤内注射空载脂质体纳

米颗粒 100 μL，对照组(Control)瘤内注射 PBS 
100 μL。将首次给药时间记为 0 d，于第 0、3、
6 天对小鼠进行瘤内给药。 

1.3.2  CT26-iRFP 近红外荧光蛋白在肿瘤

部位持续时间的检测 
CT26-iRFP 细胞成瘤后表达的近红外荧光

蛋白能在小鼠瘤内检测到。在第 3、6、9、12、
15 天对每组小鼠麻醉后使用小动物活体成像仪

拍照。 

1.3.3  流式细胞术检测小鼠脾脏组织免疫

细胞比例 
制备脾脏单细胞悬液：脾脏组织直接研磨

至能够通过 70 μm 滤网进行过滤，400×g、4 ℃
离心 5 min 后弃上清，加入红细胞裂解液 5 min
后用 PBS 终止裂解，继续离心弃上清，PBS 重

悬后计数，取 2×105 个细胞加入 5 μL Zombie 
Aqua™染料吹匀染色 30 min 后离心弃上清。 

T 细胞的分选：依次加入鼠源 CD3、CD4、
CD8、CD25、CD44、CD49b 抗体，避光孵育

30 min，PBS 洗涤细胞，加入固定液进行细胞

固定，固定后用破膜剂进行破膜，加入 Foxp3
避光孵育 30 min 后 PBS 洗涤细胞 2 次，进行

流式细胞术检测。 
树突状细胞(dendritic cells, DCs)、MDSCs

的分选：依次加入鼠源 CD45、CD11b、CD11c、
GR-1 抗体，避光孵育 30 min，PBS 洗涤细胞，

加入固定液进行细胞固定，固定后用破膜剂进

行破膜加入 MHC Ⅱ避光孵育 30 min 后 PBS 洗
涤细胞 2 次，使用流式细胞术检测抗体。 

 

表 1  给药分组方案  
Table 1  Dose grouping scheme 
Group  Type of administration Dosage (100 μL/piece) Number of animals 
High-dose group CVA21@ONP 10 μg/100 μL 6 
Low-dose group CVA21@ONP 2 μg/100 μL 6 
Virus-group CVA21  1×106 CCID50/mL 6 
LNP ONP 100 μL 6 
Control PBS 100 μL 6 
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1.3.4  小鼠体内 CVA21 病毒抗体水平检测 
制备 CVA21 病毒抗原：1×106.5 CCID50/mL

的病毒样本在常温中化冻，充分混匀后，紫外

照射 30 min 裂解，超声破碎：30%功率，开 2 s，
关 1 s，超声 6 min。血清样品的制备：每组

BALB/c 小鼠 3 次瘤内给药后，处死前眼球采

血，置于离心管中。全部血样均于室温或 37 ℃
静置 1 h 后，4 ℃过夜，4 000 r/min 离心 10 min 
获得血清，分装后于–80 ℃冻存，待测。取酶

标板用包被缓冲液将 CVA21 病毒抗原稀释至

1×106.2 CCID50/mL，加入 96 孔酶联板中，每孔 
100 μL，4 ℃包被过夜后，每孔加入 250 μL 明

胶封闭液，37 ℃孵育 2 h。每孔加入 100 μL 待

测样品，分别测定每组小鼠血清样本，37 ℃孵

育 1 h。用二抗稀释液按 1:2 000 稀释 HRP 标记

的羊抗鼠 IgG，每孔加入 100 μL，37 ℃避光孵

育 30 min。加入 TMB 显色液，室温避光放置

10 min。最后加入 2 mol/L 的 H2SO4 终止反应，

用酶标仪于 450 nm 波长处测定 OD 值。 

1.4  统计学分析 
数据统计采用 GraphPad Prism 9 软件进行

处理，数据以平均值±标准误(mean±SEM)表示。

两组组间差异性采用独立样本 t-test 分析，以

P<0.05 表示有显著统计学差异，P<0.01 表示有

极显著统计学差异。 

2  结果与分析 
2.1  CVA21@ONP 的制备  

PCR 扩增得到线性化的 CVA21 基因片段，

结果如图 2A 所示，条带大小符合预期(7 522 bp)；
IVT 结果如图 2B 所示，成功转录为 mRNA 产

物。包封 mRNA 产物 CVA21@ONP 和 LNP 空载

的粒径分布如图 3所示。多分散指数(polydispersity 
index, PI)如表 2 所示，粒径小于 100 nm，PI 值
在 0.1 附近，分布稳定，说明 CVA21@ONP 和 

 
 

图 2  CVA21 琼脂糖凝胶电泳    A：线性化

CVA21 基因片段。泳道 1：CVA21；泳道 2：空白

对照。B：CVA21 IVT 产物。泳道 1：CVA21-mRNA。 
Figure 2  Agarose gel electrophoresis of CVA21.    
A: Linearizes CVA21 gene fragment. Lane 1: 
CVA21; Lane 2: Control. B: CVA21 IVT product. 
Lane 1: CVA21-mRNA. 
 
LNP 空载颗粒均一性和稳定性良好，使用透射

电镜确定 CVA21@ONP 和 LNP 的形状大小均

一(图 4)，适用于后续下游实验。 

2.2  CVA21@ONP 转染不同细胞及

CVA21 病毒组装结果 
如图 5 所示，转染 CVA21@ONP 的 HT29、

U87MG 人源细胞大量发生病变并脱落，甚至死

亡，转染 CVA21@ONP 的 CT26-iRFP 鼠源细胞

也发生了病变、脱落，而转染 LNP、eGFP @ONP
的细胞未脱落，与 Control 组生长情况基本一

致。转染鼠源 AML12 的正常细胞发现，

CVA21@ONP 组与其他对照组生长状态基本一

致，基本未发现病变和脱落，表明 CVA21@ONP
只靶向肿瘤细胞，对正常细胞的影响较小。如

图 6 所示，对转染鼠源 CT26-GFP 细胞持续观

察发现，在转染后仅 12 h，红色框内即出现了

明显的病毒噬斑，表明 CVA21@ONP 具有较快

的转染速度和较短的潜伏时间，潜伏期时间为
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12 h。进一步观察至 23 h 时，病毒噬斑显著扩

大，形成了较大的空斑，表明大部分肿瘤细胞

已经裂解，开始复制至肿瘤细胞裂解需要 23 h。
对 HT29、U87MG 这 2 种细胞复活的病毒浓缩

液进行透射电镜拍照，结果如图 7 所示，病毒

颗粒大小均一，符合 CVA21 形态特征，表明

CVA21@ONP 可以使 CVA21 病毒在体外复活 
成功。 

HT29 和 U87MG 细胞复活的 CVA21 病毒

浓缩后经测定滴度分别为 1×107.625 CCID50/mL 
和 1×107.25 CCID50/mL。 

2.3  空斑实验显示 CVA21@ONP 溶瘤

效果 
如图 8 所示，转染 3 种细胞结晶紫染色   

48 h 后，与其他对照组相比，CVA21@ONP 组

产生的空斑最多，空白面积最大。结果显示，

CVA21@ONP 能够在体外环境中成功组装

CVA21 病毒，这一组装过程对人源细胞和鼠源

细胞均有效，并展现出显著的溶瘤效果。另外

LNP 空载组空斑面积与阴性对照 Control 组基

本接近，说明 CVA21@ONP 中脂质体包封试剂

对细胞的毒性很小。 
 

 
 

图 3  粒径分布图   A：CVA21@ONP；B：LNP 空载。 
Figure 3  Particle size distribution. A: CVA21@ONP; B: LNP no-load. 

 

表 2  包封产物参数表 
Table 2  Detailed parameters of the encapsulated product 
 Z-average (nm)  PI  Cf  Ct Encapsulation efficiency  
CVA21@ONP  90.58 0.060 38 5.94 ng/μL  246 ng/μL 97.58% 
LNP  77.67  0.141 40 N/A  N/A  N/A 
PI: Polymer dispersity index; Cf: The amount of free mRNA in the sample; Ct: Total mRNA. 

 

 
 

图 4  透射电镜图   A：CVA21@ONP；B：LNP 空载。 
Figure 4  Electron microscopy. A: CVA21@ONP; B: LNP no-load. Scale bar=200 nm. 
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图 5  CVA21@ONP 转染不同细胞   A：HT29 细胞；B：U87MG 细胞；C：CT26-iRFP 细胞；D：AML12
细胞。 
Figure 5  CVA21@ONP transfected different cells. A: HT29 cell; B: U87MG cell; C: CT26-iRFP cell; D: 
AML12 cell. Scale bar (red)=100 μm. 

 

 
 

图 6  CVA21@ONP 转染 CT26-GFP 细胞持续拍照 
Figure 6  CVA21@ONP transfected CT26-GFP cells were continuously photographed. The square (red) is 
(100×100) μm. 
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图 7  透射电镜图   A：HT29 细胞复活 CVA21 病毒；B：U87MG 细胞复活 CVA21 病毒。 
Figure 7  Electron microscopy. A: Electron microscopy showed that HT29 cells reactivated CVA21 virus; B: 
Electron microscopy showed that U87MG cells reactivated CVA21 virus. Scale bar=200 nm. 
 

 
 

图 8  CVA21@ONP 转染 3 种细胞的空斑效果图 
Figure 8  Plaque effect of CVA21@ONP transfection on three cell lines. 

 
2.4  CCK8 检测 HT29、CT26-iRFP 细

胞存活率 
如图 9 所示，每组样本 n=4，CVA21@ONP

转染 HT29 细胞 48 h 后，细胞存活率随着剂量

的增加显著下降，与 CVA21 活病毒感染 48 h
后结果表现基本一致，呈现剂量依赖性，表明

CVA21@ONP 在体外对 HT29 细胞具有较好杀

伤效果。确定 CVA21@ONP 对 HT29 细胞的 IC50

为 0.149 1 μg。CVA21@ONP 转染 CT26-iRFP
细胞 48 h 后，细胞存活率随着剂量的增加显著

下降，表明 CVA21@ONP 在体外对 CT26-iRFP
细胞具有较好杀伤效果，确定 CVA21@ONP 对

CT26-iRFP 细胞的 IC50 为 0.160 7 μg。但 CVA21
活病毒在体外对 CT26-iRFP 细胞的感染不明显。 
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图 9  CVA21@ONP 及 CVA21 病毒处理后细胞存活率   A：HT29 细胞；B：CT26-iRFP 细胞。 
Figure 9  Survival rate of cells treated with CVA21@ONP and CVA21 virus. A: HT29 cell; B: CT26-iRFP 
cell. *: P<0.05; **: P<0.01; ****: P<0.000 1; ns: Not statistically significant. 

 
2.5  流式细胞术检测 CVA21@ONP 诱

导 HT29、CT26-iRFP 细胞凋亡 
如图 10 所示，24 h 后转染 CVA21@ONP

组 HT29 人源细胞早期凋亡比例为 31.33%，感

染 CVA21 病毒组比例为 30.08%，两组细胞凋

亡比例分布接近；48 h 后转染 CVA21@ONP 组

早期凋亡比例为 58.91%，感染 CVA21 病毒组

比例为 55.03%，细胞凋亡比例分布依旧接近，

而与 Control 组与 LNP 组相比凋亡细胞明显增

多，表明 CVA21@ONP 组与 CVA21 病毒组在

体外对 HT29 人源细胞具有相同的凋亡诱导能

力。24 h 后转染 CVA21@ONP 组 CT26-iRFP
鼠源细胞晚期凋亡比例为 32.96%，而感染

CVA21 病毒组比例为 8.62%，48 h 后转染

CVA21@ONP 组晚期凋亡比例为 54.88%，感染

CVA21 病毒组比例为 12.37%，且 CVA21 病毒

组与 Control 和 LNP 组凋亡细胞比例相对接近，

表明 CVA21@ONP 在体外可以直接使 CT26-iRFP
鼠源细胞发生凋亡甚至死亡，但 CVA21 活病

毒的凋亡能力不明显。对照组中部分细胞因

为细胞培养过程中的一些非特异性因素，如

细胞密度、培养条件、时间、传代次数等，

或者实验操作中染色吹打混匀的过程等情况

导致的细胞凋亡，造成了少量细胞出现机械

性损伤的凋亡现象，占比在 10%左右，在可

控的范围内且对照组有可重复性，与实验组

30%以上形成鲜明对比，所以认定此实验数据

有对照意义。  
 
 
 



 
 

王银平 等 | 溶瘤纳米颗粒 CVA21 的制备及其抗肿瘤活性分析 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1407 

 

 
图 10  流式细胞术检测细胞凋亡分布图   A：HT29 细胞；B：CT26-iRFP 细胞。 
Figure 10  Cell apoptosis detected by flow cytometry. A: HT29 cell; B: CT26-iRFP cell. 
 

 

2.6  CVA21@ONP 在荷瘤小鼠模型中

的抗肿瘤效果 
在首次给药后的第 15 天，CVA21@ONP

高、低剂量这 2 组 BALB/c 小鼠剥出肿瘤体积

显著小于 Control 组，且 2 组都出现了无瘤小鼠。

如图 11 所示，每组小鼠 6 只，Control 组与 LNP
组的小鼠肿瘤生长曲线基本一致，表明 LNP 在

体内对肿瘤毒性影响较小。第 15 天肿瘤体积

Control 组与 CVA21@ONP 高、低剂量组存在极

显著的统计学差异(P<0.001)。 

2.7  CT26-iRFP 近红外荧光蛋白在肿瘤

部位持续时间的检测 
通过动物活体成像仪对不同时间段 BALB/ 

c-CT26-iRFP 肿瘤中携带的 iRFP 表达进行检
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测，结果如图 12、13 所示。每组小鼠 6 只，进行

瘤内给药 CVA21@ONP 后的高、低剂量组，检测

到BALB/c-CT26-iRFP表达的 iRFP荧光强度明显

低于 Control 组与 LNP 组，随着时间增长差异更

加显著，表明瘤内给药 CVA21@ONP 能显著抑制

肿瘤生长甚至使肿瘤完全消退。 
 

 
 

图 11  BALB/c 小鼠肿瘤体积大小   A：肿瘤体积随时间的变化；B：第 15 天肿瘤体积。 
Figure 11  Tumor size in BALB/c mice. A: Changes in tumor volume over time; B: Tumor volume on day 
15. *: P<0.05; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1; ns: Not statistically significant. 

 

 
 

图 12  小鼠瘤内 iRFP 表达近红外荧光信号强度的变化 
Figure 12  Changes of near-infrared fluorescence signal intensity of iRFP expression in tumor tissue of 
mice.    
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图 13  BALB/c 小鼠瘤内表达 iRFP 信号强度   A：小鼠瘤内 iRFP 荧光强度随时间的变化；B：第 15 天

小鼠瘤内 iRFP 荧光强度。 
Figure 13  Intratumoral expression of iRFP signal intensity in BALB/c mice. A: Changes of intratumor iRFP 
fluorescence intensity over time; B: Intratumoral iRFP fluorescence intensity in mice on day 15. *: P<0.05; 
**: P<0.01. 
 
2.8  流式细胞术检测脾脏中免疫细胞的

种类与数量变化 
脾脏免疫细胞的表型是描述小鼠外周免疫

状况的重要指标，通过流式细胞术分析了脾脏

中不同免疫细胞的百分比结果如图 14 所示。每

组样本 n=3。Tregs 和 MDSCs 是 2 种类型的免疫

抑制细胞，在首次给药后的第 15 天，CVA21@ONP
高剂量组脾脏中 Tregs 的比例相对于 Control 组
显著下降，其他组也有所下降，但没有显著的

统计学差异(图 15A)。CVA21@ONP 高、低剂

量组和 Virus 组脾脏中 MDSCs 的百分比与

Control 组相比，均显著降低(图 15B)。自然杀

伤细胞(natural killer cells, NKs)是淋巴细胞的

一个亚群，主要参与先天免疫，并在抗肿瘤免

疫应答中发挥关键作用。Control 组 NK 细胞百

分比显著低于 CVA21@ONP 高剂量组，其他组

有所上升，但没有显著的统计学差异(图 15C)。

脾脏中 Control 组细胞毒性 T 细胞(cytotoxic T 
cells, Tc cells)明显低于 CVA21@ONP 高、低剂

量组和 Virus 组，具有显著的统计学差异(图
15D)。树突状细胞(dendritic cells, DCs)被认为

是体内最有效的专业抗原呈递细胞，是连接先

天免疫和适应性免疫的桥梁。Control 组 DCs
显著低于 CVA21@ONP 高、低剂量组，与 Virus
组无明显差异性(图 15E)。记忆 T 细胞的发育通

常被认为是对介导强免疫的外来抗原的成功免

疫反应的特征。检测到与 Control 组相比，

CVA21@ONP 高、低剂量组 CD8+记忆 T 细胞显

著增加，而 Virus 组无明显差异 (图 15F)。
CVA21@ONP 高、低剂量组 CD4+记忆 T 细胞也

显著增加，且 Virus 组无明显差异(图 15G)。这

些结果表明，CVA21@ONP 治疗降低了包括

MDSCs 和 Tregs 在内的免疫抑制细胞的水平，同

时增强了 T 细胞依赖性的抗肿瘤免疫效应。 
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图 14  每组代表性样本的流式细胞术分析 
Figure 14  Flow cytometry analysis of a representative sample of each group. 
 
2.9  小鼠体内针对 CVA21 病毒的抗体

含量测定 
对第 15 天小鼠血清中 CVA21 抗体水平进

行间接 ELISA 检测，如图 16 所示，与 Control
组和 LNP 组相比，高、低剂量 CVA21@ONP
组 CVA21 抗体水平显著提高，且均存在显著性

差异(P<0.01)，表明 CVA21@ONP 可在小鼠体

内大量复制存活，且能够激活机体对 CVA21 的
抗体中和作用，经验证，免疫系统对机体具有

显著的保护作用。 

3  讨论与结论 
OV 介导的抗肿瘤免疫治疗具有广阔的应

用前景，将 OV 免疫疗法与 mRNA 基因疗法相

结合，通过 LNP 载体包封，同时递送 mRNA 发
挥肿瘤治疗能力，并且利用 OV 特有的抗原性

质有效刺激体内产生免疫反应，激活免疫系统，

使其协同发挥更强大而全面的溶瘤效果[27]。 
CVA21 属于小 RNA 病毒，应用核糖体进

入位点(internal ribosome entry site, IRES)完成

非帽结构的依赖性翻译，使其在宿主细胞内快

速完成复制的过程，继而产生病毒血症激活炎

症反应信号通路，上调细胞间黏附分子 - 1 
(intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1)和衰

变加速因子(decayaccelerating factor, DAF)的表

达，诱导机体的固有免疫和适应性免疫应答[28]。

与目前研究的大多数 OV 一样，体内自然免疫

存在的抗体会对 CVA21 的溶瘤作用产生影响。 
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图 15  流式细胞术检测小鼠脾脏组织中不同免疫细胞百分比   A：调节性 T 细胞；B：髓源性抑制细

胞；C：自然杀伤细胞；D：细胞毒性 T 细胞；E：树突状细胞；F：CD8+记忆 T 细胞；G：CD4+记忆

T 细胞。 
Figure 15  The percentage of different immune cells in the spleen tissue of mice was determined by Flow 
cytometry. A: Tregs; B: MDSCs; C: NKs; D: Tc cells; E: DCs; F: CD8+ memory T cells; G: CD4+ memory T 
cells. *: P<0.05; **: P<0.01. 

 

 
 

图 16  第 15 天血清中 CVA21 抗体水平 
Figure 16  The level of CVA21 antibody in serum 
on the 15th day. *: P<0.05; **: P<0.01. 

2008 年， Kelly 等 [29] 利用编码宿主特异性

miRNA 固定 CVA21 在特定组织中进行复制增

殖，不仅提高了 CVA21 的溶瘤作用，也为生物

安全性提供了参考。 

mRNA 编码多种治疗蛋白，已被广泛研究

用于癌症免疫治疗[30]。对于 mRNA 的包封，通

常将 LNP 和 mRNA 分别溶解在乙醇和酸性水

相中，然后使用微流控装置，将脂质体和 mRNA

以 1:4 的体积比混合，完成自组装过程。在形

成过程中，可电离的阳离子脂质被质子化带正

电，然后通过静电相互作用与带负电的 mRNA

结合，从而将 mRNA 包裹在 LNP 内。同时， 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1412 

其他物质如辅助脂质，磷脂、胆固醇和 PEG 化

脂质等同时完成自组装，形成稳定的 mRNA- 
LNP。随后，通过缓冲交换将 mRNA-LNP 溶液

调整为中性 pH，在此期间，可电离脂质不带电，

使其在生理 pH 下稳定且毒性较小[31]。相比于

传统 OV 疗法，LNP 包封 mRNA 具有亲和力高、

毒性低、不易产生耐药性等特点。使用 LNP 配

方的 mRNA 疫苗会出现短暂的局部炎症，驱动

中性粒细胞和抗原提呈细胞(antigen-presenting 
cells, APCs)募集到注射部位。被招募的 APCs
能够摄取 LNP 和蛋白表达，并随后可以迁移到

T 细胞启动发生的局部引流淋巴。本研究发现

CVA21@ONP 也具有类似的免疫效应。 
本研究包封 CVA21 病毒全基因组 mRNA

制备的 CVA21@ONP 在正常的 BALB/c 荷瘤小

鼠中研究其溶瘤效果、安全性以及免疫效应，

结果表明 CVA21@ONP 能在 HT29 与 U87MG
细胞中成功复活 CVA21 病毒且病毒可大量复制

存活。空斑实验显示 CVA21@ONP 对人源和鼠源

细胞均具有良好的杀伤效果，CCK-8 测定

CVA21@ONP对 HT29细胞的 IC50为 0.149 1 μg，
对 CT26-iRFP 细胞的 IC50 为 0.160 7 μg，流式

检测结果显示 CVA21@ONP 可使 HT29 、

CT26-iRFP 细胞的凋亡比例增多。通过对 BALB/c
荷瘤小鼠瘤内给药检测到 CVA21@ONP 高、低

这 2 个剂量组 iRFP 蛋白表达显著下降。通过流

式 检 测 发 现 脾 脏 中 CVA21@ONP 治 疗 组

MDSCs 和 Tregs 在内的免疫抑制细胞的水平显

著低于 Control 组，Tc 细胞、CD4+记忆 T 与 CD8+

记忆 T 在内的 T 细胞依赖性抗肿瘤免疫细胞显

著增加，间接 ELISA 法测定小鼠体内 CVA21
病 毒 抗 体 水 平 显 著 增 加 。 这 些 结 果 表 明

CVA21@ONP 不仅能够在体内外环境中有效复

制并保持其存活能力，而且在小鼠模型中展现

出了显著的免疫激活效应。具体来说，通过调

节 免 疫 细 胞 的 种 类 和 数 量 变 化 靶 向

CVA21@ONP 给药的肿瘤部位，进而针对肿瘤

组织产生作用。这一过程不仅重塑了肿瘤局部

的免疫微环境，还抑制了肿瘤生长的。目前，

已上市的溶瘤病毒制剂，如 T-VEC，仍仅通过

瘤内注射这一单一途径来实现病毒的给药[17]，

病毒直接与机体接触可能会引发不良反应。

CVA21@ONP 能够精确识别并特异性地靶向肿

瘤细胞，这种高度的特异性使得它在裂解肿瘤

细胞时更加精准有效，从而最大限度地减少对周

围正常细胞的非特异性损伤。这一特性不仅提升

了治疗的安全性，也优化了治疗效果。LNP 包

封技术的应用进一步降低了 CVA21@ONP 对机

体本身的潜在毒副作用。LNP 作为一种生物相

容性良好的纳米载体，能够有效地保护病毒颗

粒在体内的传输过程中免受降解，同时促进其

在肿瘤部位的富集，进一步增强了治疗效果，

LNP 的包封还减少了病毒颗粒与机体非特异性

免疫反应的接触，从而降低了全身性副作用，

提高了治疗的生物安全性。本研究验证了

CVA21@ONP 的溶瘤性能，下一步将采用尾静

脉注射给药方式，进一步挖掘溶瘤纳米颗粒的

治疗潜力，推动肿瘤治疗领域的发展。 
综上，本研究证明 CVA21@ONP 能在正常

的 BALB/c 荷瘤小鼠中复制存活并具有显著的

溶瘤效果，未来将积极探索 CVA21@ONP 对其

他肿瘤的治疗效果[31]，同时探索溶瘤纳米颗粒

的给药途径、包封试剂和包封方式等，降低包

封试剂毒性[32]以及增加肿瘤靶向性[33]，如通过

增加编码肿瘤相关抗原、靶向沉默肿瘤基因以

及与其他药物联合用药[34]等。 
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