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摘   要：为研究溶瘤Ⅱ型单纯疱疹病毒(oncolytic herpes simplex virus type 2, oHSV2)主要衣壳蛋白

VP5 蛋白(由 UL19 基因编码)调控免疫细胞抗肿瘤的机制，本研究通过 PiggyBac 转座系统构建了稳

定表达 VP5 蛋白、近红外荧光蛋白(near-infrared fluorescent protein, iRFP)和绿色荧光蛋白(green 
fluorescent protein, GFP)的小鼠乳腺癌细胞 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞系。通过流式细胞术及免疫印迹

法筛选 GFP 及 VP5 高表达的单克隆细胞系，检测所构建细胞系中 UL19 基因表达稳定性。经 SYBR 
Green I 实时荧光定量 PCR、免疫印迹法检测，连续传代至 15 代的 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞中的

UL19 基因拷贝数及 VP5 蛋白表达量均显著高于瞬转 UL19 基因的 4T1 细胞，证明 UL19 基因稳定插

入至 4T1 细胞基因组中。实时无标记动态细胞分析技术 (real time cellanalysis, RTCA)监测

4T1-iRFP-VP5-GFP细胞显示具有与其亲代细胞 4T1 相似的生长活性。进一步研究证实，NK92 细胞

对 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞的杀伤能力显著高于 4T1 细胞。本研究为阐述 VP5 蛋白在 4T1 细胞中通

过 HLA-E 分子调控包括 T 细胞、NK 细胞在内的免疫细胞发挥抗肿瘤功能奠定了基础。 
关键词：溶瘤Ⅱ型单纯疱疹病毒；VP5 蛋白；PiggyBac 转座系统；4T1 细胞 
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Construction of a stable 4T1 cell line expressing UL19 by the 
PiggyBac transposon system 

ZHAO Xiaotong, WANG Xinya, LIU Binlei, HU Han, WANG Yang* 

School of Life and Health Sciences, Hubei University of Technology, Wuhan 430068, Hubei, China 
 
Abstract: To investigate the mechanism of the major capsid protein VP5 (encoded by the UL19 
gene) of oncolytic herpes simplex virus type II (oHSV2) in regulating the antitumor function of 
immune cells, we constructed a mouse breast cancer cell line 4T1-iRFP-VP5-GFP stably expressing 
VP5 protein, near-infrared fluorescent protein (iRFP), and green fluorescent protein (GFP) by using 
the PiggyBac transposon system. Flow cytometry and Western blotting were employed to screen the 
monoclonal cell lines expressing both GFP and VP5 and examine the expression stability of UL19 
in the constructed cell line. The results of SYBR Green I real-time PCR and Western blotting 
showed that the copies of UL19 and the expression level of VP5 protein in the 15th passage of 
4T1-iRFP-VP5-GFP cells were significantly higher than those in the 4T1 cells transiently 
transfected with UL19, demonstrating the stable insertion of UL19 into the 4T1 cell genome. The 
real-time cell analysis (RTCA) was employed to monitor the proliferation of 4T1-iRFP-VP5-GFP 
cells, which showed similar proliferation activity to their parental 4T1 cells. Further studies 
confirmed that NK92 cells exhibited stronger cytotoxicity against 4T1-iRFP-VP5-GFP cells than 
against 4T1 cells. This study layed a foundation for elucidating the role of VP5 protein in regulating 
immune cells, including T cells and NK cells, via HLA-E in 4T1 cells to exert the anti-tumor 
function. 
Keywords: oncolytic herpes simplex virus type II; VP5 protein; PiggyBac transposable system; 
4T1 cells 

 
溶瘤病毒(oncolytic virus, OVs)是一种新型

的肿瘤治疗手段，其利用诱导宿主免疫细胞抗肿

瘤作用以及选择性杀伤肿瘤细胞来发挥作用[1]。

与传统的治疗方式相比，溶瘤病毒疗法能够在保

留正常细胞的情况下，特异性地杀伤肿瘤细胞，

被认为是一种安全有效的治疗方法。目前常见

的溶瘤病毒有单纯疱疹病毒、麻疹病毒、腺病

毒等 [2]。单纯疱疹病毒 (herpes simplex virus, 
HSV)是双链 DNA 病毒，是溶瘤病毒常用的载

体。HSV 的繁殖能够受特异性疱疹病毒药物控

制，其基因组相对容易被改造，并且可以对其 

表面的糖蛋白进行修饰，使之与特异的细胞受体

相结合，因此也是 OVs 疗法中最常用的病毒之

一 [3]。本课题组研发的溶瘤Ⅱ型单纯疱疹病毒

oHSV2 是以 HSV-2 HG52 毒株为基础，将编码

人粒细胞 -巨噬细胞集落刺激因子 ( h u m a n 
granulocyte macrophage colony stimulating factor, 
hGM-CSF)的基因序列插入，同时敲除 ICP34.5
和 ICP47 基因[4]。VP5 蛋白由 UL19 基因编码，

是单纯疱疹病毒主要结构蛋白。本课题组前期的

研究证明了 VP5 蛋白能够被 HLA-E 分子递呈，

并能促进包括T细胞及NK细胞在内的免疫细胞 
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的抗肿瘤作用。 
乳腺癌是一种常见的恶性肿瘤，会对女性的

身体健康造成极大的危害。据中国乳腺健康联盟

发布的《中国乳腺癌防治报告(2020)》数据显示，

2020 年，全球乳腺癌新发病例达 226 万例[5]。而

在我国，这一数字达到了 42 万例；数据显示，

与部分西方国家相比，我国乳腺癌 5 年生存率相

对较低，我国女性乳腺癌发病率正在以每年

3.3%的速度增长，高于全球平均水平[6-7]。慢病

毒载体与转座子载体常用于构建真核细胞稳转

细胞系，本研究采用 PiggyBac 转座子系统，该

系统由编码转座酶的辅助质粒和转座子质粒组

成，与病毒载体相比具有操作简单、安全性高、

提高外源基因整合效率等优点。将包含 UL19 基

因、近红外荧光蛋白 (near-infrared fluorescent 
protein, iRFP) 基 因 和 绿 色 荧 光 蛋 白 (green 
fluorescent protein, GFP)基因的转座子质粒和表

达转座酶的辅助质粒转染小鼠乳腺癌细胞系

(4T1)，使 4T1 细胞系稳定表达 UL19 基因、iRFP
基因和 GFP 基因，并对其进行稳定性验证，成功

构建了稳定表达 VP5 蛋白的 4T1-iRFP-VP5-GFP
细胞系。构建的 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞与其亲

代 4T1 细胞具有相似的生长活性。进一步研究

证实，NK92 细胞对 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞杀

伤能力显著高于 4T1 细胞。本研究为探究 VP5
蛋白诱导免疫细胞发挥抗肿瘤活性机制提供了

合适的细胞模型，并为通过溶瘤病毒进行乳腺癌

治疗的研究提供了体外药效学评价模型。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

HEK293T 细胞、小鼠乳腺癌细胞(4T1)、
NK92 细胞购自美国典型培养物保藏中心

(American Typical Culture Collection, ATCC)；
PiggyBac Dual Promoter 质粒、super PiggyBac 

Transposase (pSPBT)转座酶质粒及大肠杆菌

DH5α 感受态由本实验室提供并保存；限制性内

切酶(Xba I 和 EcoR I)购自 NEB 公司；高保真酶

(2×phanta Flash Master Mix)、ClonExpress II One 
Step Cloning Kit (Exnase II、5×CE Buffer)、胶回

收/DNA 纯化试剂盒、HiScript III All-in-one RT 
SuperMix Perfect for qPCR、ChamQ SYBR qPCR 
Master Mix (without ROX)均购自南京诺唯赞生

物科技有限公司；无内毒素质粒中提试剂盒购自

江苏康为世纪生物科技有限公司；DMEM-F12
培养基购自南京森贝伽生物科技；胎牛血清

(fetal bovine serum, FBS)购自浙江天杭生物科技

有限公司；质粒转染使用 Lipofectamine 3 000 转

染试剂盒购自赛默飞世尔科技有限公司；细胞筛

选 用嘌 呤霉 素 (puromycin) 、 磷酸 盐缓 冲液

(phosphate buffered solution, PBS)购自白鲨生物

科技有限公司；PAGE 凝胶快速制备试剂盒

(10%)购自上海雅酶生物医药科技有限公司；

Anti-VP5 抗体购自圣克鲁斯生物技术有限公司；

山羊抗兔二抗购自武汉三鹰生物技术有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  PBDP-iRFP-VP5-GFP 载体构建 

利用 PCR 技术，以 pCMV-3×flag-UL19 质

粒为模板扩增 UL19 基因，将载体 PiggyBac-iRFP

双酶切后胶回收，并利用同源重组的方法将扩增

得到的 UL19 基因与载体进行连接，之后将其转化

到大肠杆菌中，摇菌 1.5 h 后涂布于含有 100 mg/mL

氨苄青霉素(ampicillin trihydrate, Amp)的平板上，

37 ℃恒温培养过夜。挑选单克隆进行菌落 PCR

及琼脂糖凝胶电泳并进行测序鉴定，对连接成功

的 PBDP-iRFP-VP5-GFP 阳性单克隆菌液进行质

粒提取和酶切鉴定。 

1.2.2  检测 PBDP-iRFP-VP5-GFP 质粒 VP5 蛋

白表达 
用含有 10% FBS 的 DMEM-F12 培养基于
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37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 HEK293T 细胞， 
将生长状态良好的细胞于前一晚接种到6孔板中，

汇合度达到 60%时进行转染。按照 Lipofectamine  
3000 说明书将 PBDP-iRFP-VP5-GFP:pSPBT 按

照 5:1 比例共转染细胞，转染 24 h 后观察荧光情

况后弃去培养基，用 PBS 洗涤后加入配制好的

RIPA 裂解液(RIPA:蛋白酶抑制剂混合物=100:1)
于冰上裂解 30 min，13 000 r/min 离心 15 min，
5×Loading buffer 加入上清液，金属浴 100 ℃煮

15 min 获得总蛋白。经 7.5% SDS-PAGE 凝胶后，

使用 Bio-Rad 半干转膜仪进行转印。转印结束后

的NC膜于5%脱脂奶粉中封闭1 h后，加入1:1 000
稀释的 VP5 抗体，在 4 ℃冰箱中孵育过夜；TBST
洗 3 遍，每次 5 min，加入 1:10 000 稀释的 HRP
标记山羊抗鼠 IgG (H+L)，摇床室温孵育 1 h；
TBST 洗 3 遍，每次 5 min，用超敏增强化学发

光(enhanced chemiluminescence, ECL)显影液显

影观察。 
1.2.3  4T1 细胞嘌呤霉素敏感实验 

将生长状态良好的 4T1 细胞于前一晚铺板

至 24 孔板中，细胞密度为 104/孔。待细胞汇合

度达到 80%后，弃去培养基，加入用完全培养

基稀释后的嘌呤霉素，使嘌呤霉素终浓度为

0−10 μg/mL，每个浓度设置 3 个复孔。每日观察

孔板中细胞生长情况并进行记录，连续培养 1 周

后，细胞全部死亡的最低嘌呤霉素浓度即为最适

嘌呤霉素筛选浓度。 
1.2.4  单克隆细胞筛选 

取 4T1 细胞用胰酶消化后计数，将其数量

调整到 3×105 个细胞后接种至 6 孔板中，当细胞

汇合度达到 80%后，按照 Lipofectamine 3000 说

明书，每孔总质粒 2.5 μg，按照 PBDP-iRFP-VP5- 
GFP:pSPBT 为 5:1 的比例共转染细胞，转染 6 h
后更换新鲜培养基，培养 48 h 后观察荧光情况。 

将转染 48 h 后的 4T1 细胞弃去培养基，加

入嘌呤霉素浓度为 4 μg/mL 的完全培养基，于

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。每 2 d 更换含有

4 μg/mL 嘌呤霉素的完全培养基并观察细胞发

光情况，直至孔内不发光的阴性细胞全部死亡

后，用胰酶消化细胞，采用有限稀释法将细胞

稀释至 10 个/mL，每孔 100 μL 细胞悬液接种于

96 孔板中，培养 2 周后挑选 4 株生长状态良好

的单克隆细胞扩大培养并传代。 
1.2.5  检测单克隆细胞GFP及VP5蛋白表达水平 

取野生型 4T1 细胞与扩大培养的单克隆细

胞用胰酶消化后离心，取 1×105 个细胞于 1.5 mL 
EP管中，用 1 mL PBS溶液洗 3遍，加 500 μL PBS
重悬后，以野生型 4T1 细胞为对照，用流式细

胞术检测单克隆细胞 GFP 表达情况。 
将扩大培养的单克隆细胞与 4T1 细胞接种

至 6孔板中，按照 1.2.2中的方法检测细胞中 VP5
蛋白的表达水平。 
1.2.6  实时无标记动态细胞分析技术检测

4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞系生长活性 
将生长状态良好的 4T1 细胞及 4T1-iRFP- 

VP5-GFP细胞每孔 1×104个接种于电子微孔板中，

使用Agilent xCELLigence RTCA S16实时无标记细

胞分析仪检测4T1细胞及4T1-iRFP-VP5-GFP细胞

生长状况[8]。 
1.2.7  鉴定 UL19 基因插入情况 

提取 4T1 细胞及第 1 代和连续传至第 15 代

的 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞基因组，并进行 UL19
基因的 PCR 扩增，引物序列见表 1。以 4T1 细

胞为阴性对照进行琼脂糖凝胶电泳，鉴定 UL19
基因插入情况。 
1.2.8  实时荧光定量 PCR 检测 UL19 基因表达 

提取第 1、5、15 代 4T1-iRFP-VP5-GFP 细

胞基因组，以瞬转不同质粒浓度(1.5、2.5 μg) 
UL19 基因的 4T1 细胞为对照，使用 SYBR Green 
Ⅰ实时荧光定量 PCR 法以 GAPDH 为内参，每组

设置 3 个重复，对 UL19 基因的相对表达量进行

检测，所用引物见表 1。结果采用 2−ΔΔCt 法分析

UL19 基因的相对表达量[9-11]。 
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1.2.9  NK92细胞对 4T1及 4T1-iRFP-VP5-GFP
细胞杀伤试验 

将 NK92 细胞分别与 4T1 细胞和 4T1-iRFP- 
VP5-GFP 细胞按照效靶比=2:1 共孵育，使用

Agilent xCELLigence RTCA S16 实时无标记细

胞分析仪检测 NK92 细胞对 4T1 细胞和

4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞的杀伤效果。 
 

表 1  UL19 扩增及实时荧光定量PCR 检测引物序列 
Table 1  UL19 amplification and real-time fluorescence 
quantitative PCR detection primer sequences 
Primer  
name 

Primer sequence (5′→3′) 

UL19-F ATGGCCGCTCCTGCCCG 

UL19-R TTACAGAGACAGGCCCTTTAGC 

Q-UL19-F TACTTCTCCTCCATCCGCCA 

Q-UL19-R CACGGGGCTCATCTTGAAGT 

GAPDH-F CTCTGGTAAAGTGGATATTGT 

GAPDH-R GGTGGAATCATATTGGAACA 
 

2  结果与分析 
2.1  PBDP-iRFP-VP5-GFP 质粒鉴定 

以 pCMV-3×flag-UL19 质粒为模板扩增

UL19 基因，琼脂糖凝胶电泳结果显示扩增得到

的 UL19 基因约为 4 125 bp，与预期大小一致(图
1A)。利用同源重组方法将 PBDP-iRFP 载体与

UL19 基因连接，转化到 DH5α 感受态中，涂布

于含有 Amp 抗性的 LB 平板上，37 ℃过夜培养。

挑选单克隆菌落进行菌落 PCR (图 1B)，将阳性

单克隆菌液送测序分析，测序结果无突变。重组

质粒经 Xba Ⅰ和 EcoR I 双酶切后得到的片段大小

与预期结果一致(图 1C)。 
2.2  PBDP-iRFP-VP5-GFP 质粒验证 

将 PBDP-iRFP-VP5-GFP:pSPBT 按照 5:1 比

例共转染 HEK293T 细胞，转染 24 h 后使用倒置

荧光显微镜观察并拍摄 GFP 表达(图 2A、2B)。
提取转染后的 HEK293T 细胞总蛋白，经免疫印 

 

 
 

图 1  PBDP-iRFP-VP5-GFP 质粒琼脂糖凝胶电泳图   A：PCR 鉴定. Lane M：1 kb DNA marker；Lane 1：
UL19 基因片段. B：菌落 PCR. Lane M：1 kb DNA marker；Lane 1−4：单克隆菌落. C：双酶切鉴定. Lane 
M：1 kb DNA marker；Lane 1：重组质粒双酶切片段(Xba I 和 EcoR I) 
Figure 1  Agarose gel electrophoresis of PBDP-iRFP-VP5-GFP plasmid. A: PCR identification. Lane M: 1 kb 
DNA marker; Lane 1: UL19 gene fragment. B: Colony PCR. Lane M: 1 kb DNA marker; Lane 1−4: 
Monoclonal colonies. C: Double-enzymatic excision identification. Lane M: 1 kb DNA marker; Lane 1: 
Recombinant plasmid double-enzymatic fragment (Xba I and EcoR I). 
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迹法检测 VP5 蛋白表达，结果显示，在 186 kDa
附近有目的条带，而阴性对照 HEK293T 细胞未

检测到条带(图 2C)。 

2.3  4T1-iRFP-VP5-GFP 稳转细胞系筛选 
用含 0−10 μg/mL 嘌呤霉素的完全培养基筛

选 4T1 细胞 1 周后，经发现在 1 周内使细胞全

部死亡的最低嘌呤霉素浓度为 4 μg/mL，因此选

取 4 μg/mL 为最适嘌呤霉素筛选浓度(图 3A)。
4T1 细胞用 Lipofectamine 3000 转染 48 h 后，在

荧光显微镜下观察 GFP 荧光比例为 70%，经嘌

呤霉素筛选培养 1 周后，采用有限稀释法挑取单

克隆细胞。经 2 周培养后得到 4 株单克隆细胞并

进行扩大培养，并在荧光显微镜下观察(图 3B、

3C)。 

 

 
 

图 2  PBDP-iRFP-VP5-GFP 质粒验证   A：使用荧光显微镜在明场 2 倍放大条件下观察 HEK293T 细

胞. B：使用荧光显微镜在蓝光(激发光波长为 420−485 nm) 2 倍放大条件下观察 HEK293T 细胞. C：重组

质粒转染验证. Lane 1：HEK293T；Lane 2−3：重组质粒转染后的 HEK293T 
Figure 2  PBDP-iRFP-VP5-GFP plasmid validation. A: HEK293T cells using a fluorescence microscope under 
2× magnification at light field. B: HEK293T cells using a fluorescence microscope under blue light (420−485 nm 
excitation wavelength range) at 2× magnification. C: Recombinant plasmid transfection validation. Lane 1: 
HEK293T; Lane 2−3: Recombinant plasmid. 

 

 
 

图 3  单克隆细胞系筛选   A：不同浓度嘌呤霉素对 4T1 细胞致死率曲线图. B：使用荧光显微镜在白光

500 倍放大下观察单克隆细胞. C：使用荧光显微镜在蓝光(激发光波长为 420−485 nm) 500 倍放大下观察

单克隆细胞  
Figure 3  Screening of monoclonal cell lines. A: Lethality curves of 4T1 cells with different concentrations of 
puromycin. B: Observation of monoclonal cells using fluorescence microscope at 500× magnification in white 
light. C: Observation of monoclonal cells using fluorescence microscope at 500× magnification in blue light 
(420−485 nm excitation wavelength range).  
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2.4  流式细胞术及免疫印迹法筛选 4T1-iRFP- 
VP5-GFP 稳转细胞系 

挑选的 4 株单克隆细胞扩大培养后经流式

细胞术检测 GFP 阳性率，4 株单克隆细胞均能

检测到 GFP 的表达，其中 C5 单克隆细胞的 GFP
阳性率达到 100% (图 4A)。由于 PiggyBac 质粒

为双启动子系统，目的基因与下游 GFP 的表达

属于不同的启动子，因此同时使用免疫印迹法检

测筛选到的表达 GFP 细胞中 VP5 蛋白的表达情

况。结果表明，这 4 株单克隆细胞均能够检测到

VP5 蛋白表达(186 kDa)，其中 C5 单克隆细胞的

VP5 蛋白表达量最高(图 4B)。因此，挑选 GFP
及 VP5表达量最高的 C5单克隆细胞扩大培养并

用于后续实验。 

2.5  4T1-iRFP-VP5-GFP 稳转细胞系及

4T1 细胞系生长活性监测 
使用 Agilent xCELLigence RTCA S16 实时

无标记细胞分析仪监测 4T1 细胞与 4T1-iRFP- 
VP5-GFP 细胞生长状况，结果显示在插入了

UL19 基因后，该细胞生长活性与 4T1 野生型细

胞趋于一致(图 5)。 

2.6  4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞系基因组鉴定 
提取扩大培养的第 1 代及连续传至第 15 代的

4T1-iRFP-VP5-GFP 的细胞基因组，以野生型 4T1
细胞为阴性对照，进行 UL19 基因 PCR 扩增，并

进行琼脂糖凝胶电泳分析。琼脂糖凝胶电泳结果

如图 6 所示，第 1 代及第 15 代 4T1-iRFP-VP5-GFP
细胞基因组中均能检测到 UL19 基因(4 125 bp)。 

2.7  UL19 基因在 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞

系中稳定高表达 
为了验证 UL19 基因在构建的 4T1-iRFP- 

VP5-GFP 细胞系中稳定高表达，检测了第 1、5、
15 代 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞中 UL19 基因拷贝

数，以瞬转 UL19 基因的 4T1 细胞为对照。 
 

 
 

图 4  流式细胞术及免疫印迹法筛选单克隆细胞系   A：流式细胞术检测单克隆细胞中 GFP 表达. B：免

疫印迹法筛选单克隆细胞中 VP5 蛋白表达 
Figure 4  Flow cytometry and Western blotting screening of monoclonal cell lines. A: Detection of GFP 
expression in monoclonal cells by flow cytometry. B: Screening of VP5 protein expression in monoclonal cells 
by Western blotting. 
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图 5  4T1-iRFP-VP5-GFP细胞及 4T1细胞生长活

性监测 
Figure 5  4T1-iRFP-VP5-GFP cell and 4T1 cell 
growth activity monitoring. 

 

 
图 6  琼脂糖凝胶电泳检测 UL19基因   Lane M：

1 kb DNA marker. Lane 1：4T1 细胞 UL19 基因扩

增；Lane 2：第 1 代 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞 UL19
基因扩增；Lane 3：第 15 代 4T1-iRFP-VP5-GFP
细胞 UL19 基因扩增 
Figure 6  Agarose gel electrophoresis detection of 
the UL19 gene. Lane M: 1 kb DNA marker; Lane 1: 
UL19 gene detection in 4T1 cell; Lane 2: UL19 gene 
detection in generation 1 4T1-iRFP-VP5-GFP cell; 
Lane 3: UL19 gene detection in generation 15 
4T1-iRFP-VP5-GFP cell. 

 

结果如图 7所示，UL19基因在不同代次 4T1-iRFP- 
VP5-GFP 细胞中稳定表达，且基因拷贝数显著

高于瞬转 UL19 基因的 4T1 细胞系(P<0.001)。 

2.8  VP5 蛋白在 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞

系中稳定表达 
为了验证 VP5 蛋白是否在 4T1-iRFP-VP5-GFP

细胞系中稳定表达，提取第 1、 5、 15 代

4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞总蛋白进行免疫印迹实

验，并与野生型 4T1 细胞和瞬时转染不同含量

PBDP-iRFP-VP5-GFP质粒的 4T1细胞进行对比，

结果如图 8 所示，在不同代次 4T1-iRFP-VP5-GFP
细胞中均有 VP5 蛋白表达，且 VP5 表达量高于

瞬时转染的 4T1 细胞。 

2.9  VP5 蛋白增强 NK92 细胞对 4T1 细胞

的杀伤 
为研究 VP5 蛋白的表达能否影响 NK 细胞

对 4T1 细胞的杀伤，将 NK92 细胞分别与 4T1
细胞和 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞按照效靶比=2:1
共孵育，通过 Agilent xCELLigence RTCA S16
实时无标记细胞分析仪分析 NK92 细胞对 4T1
和 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞的杀伤效果。结果表

明，NK92 细胞对 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞的杀

伤效果显著高于 4T1 细胞(图 9)。 
 

 
图 7  实时荧光定量 PCR 检测 UL19 基因相对表

达量   不同代次的 4T1-iRFP-VP5-GFP细胞 UL19
基因拷贝数均显著高于瞬转 UL19 基因的 4T1 细胞

(***：P<0.001，One-way ANOVA 检验) 
Figure 7  Real-time fluorescence quantitative PCR 
for detection of relative expression levels of UL19 
gene. The copy number of the UL19 gene in 
4T1-iRFP-VP5-GFP cells at different passages were 
significantly higher than those in 4T1 cells 
transiently transfected with UL19 gene (***: 
P<0.001, One-way ANOVA test). 
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图 8  免疫印迹法检测 VP5 蛋白表达   Lane 1：
4T1 细胞；Lane 2：4T1 细胞瞬转 PBDP-iRFP-VP5-GFP
质粒(1.5 μg)；Lane 3：4T1 细胞瞬转 PBDP-iRFP- 
VP5-GFP 质粒(2.5 μg)；Lane 4：第 1 代 4T1-iRFP- 
VP5-GFP 细胞；Lane 5：第 5 代 4T1-iRFP-VP5-GFP
细胞；Lane 6：第 15 代 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞 
Figure 8  Western blotting for detection of VP5 
protein expression. Lane 1: 4T1 cells; Lane 2: 4T1 
cells transiently transfected with PBDP-iRFP- 
VP5-GFP plasmid (1.5 μg); Lane 3: 4T1 cells 
transiently transfected with PBDP-iRFP-VP5-GFP 
plasmid (2.5 μg); Lane 4: Generation 1 4T1-iRFP- 
VP5-GFP cell; Lane 5: Generation 5 4T1-iRFP- 
VP5-GFP cell; Lane 6: Generation 15 4T1-iRFP- 
VP5-GFP cell. 
 

 
 

图 9  NK92 细胞对 4T1 及 4T1-iRFP-VP5-GFP 细

胞的杀伤 
Figure 9  Killing effect of NK92 cells on 4T1 and 
4T1-iRFP-VP5-GFP cells. 
 

3  讨论与结论 
溶瘤病毒发挥作用的机制主要有 2 种，即特

异性地靶向杀伤肿瘤细胞和诱导机体抗肿瘤免

疫。当肿瘤细胞被 OVs 感染后，OVs 在体内复

制造成肿瘤细胞裂解死亡，导致局部肿瘤微环境

破坏，并释放大量病毒后代，这些溶瘤病毒后代

感染周围的肿瘤细胞，同时诱导机体免疫反应应

答，使“冷”肿瘤变为“热”肿瘤[12-13]。 
溶瘤Ⅱ型单纯疱疹病毒 oHSV2 是以 HSV-2 

HG52 毒株为基础，敲除 ICP34.5 和 ICP47 基因，

插入了编码人粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子

(human granulocyte-macrophage colony stimulating 
factor, hGM-CSF)的基因序列。ICP34.5 基因是

HSV 中主要的神经毒性基因[14]，其编码的蛋白

ICP34.5 可使 eIF-2α 去磷酸化。蛋白激酶 R 
(protein kinase R, PKR)是能够识别双链 RNA 及

其他病毒成分的胞内蛋白质激酶[15]，当被激活

时 PKR 抑制蛋白质的合成，加速细胞的迅速死

亡，并清除病毒。ICP34.5 基因的缺失抑制 PKR
的活性，使其蛋白合成功能恢复正常，激活癌细

胞中的 RAS/丝裂原活化蛋白激酶途径，因此，

ICP34.5 缺失的 HSV 可以在肿瘤细胞内选择性

增殖[16]。HSV 对 MHC-I 基因表达存在抑制作用，

ICP47 基因是免疫逃逸相关基因，它可以竞争性

结合宿主细胞肿瘤异常糖链蛋白(tumor abnormal 
glycan protein, TAP)[17]。ICP47 基因缺失使 TAP
相关转运蛋白被抑制，MHC Ⅰ类分子不能被转运

到细胞膜，消除细胞毒性 T 淋巴细胞(cytotoxic 
tlymphocyte, CTL)的递呈[18-19]。hGM-CSF 募集树

突状细胞并递呈肿瘤抗原，引发获得性免疫应

答，对抗肿瘤。 
HLA-E 分子主要通过调控激活性受体

NKG2C 与抑制性受体 NKG2A[20-22]，这些配体

作为 NK 细胞的重要组成部分，是决定其免疫功

能的重要因素[23-25]。本课题组前期研究证实，溶

瘤病毒 oHSV2 能够上调位于肿瘤细胞及免疫细

胞表面的 HLA-E 及 NKG2A 分子[26]。oHSV2 核

衣壳结构主要由 VP5 蛋白、VP19C 蛋白、VP23
蛋白和 VP26 蛋白组成，其中 VP5 蛋白的同源五
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聚体与同源六聚体是病毒核衣壳结构的基本结

构单元[27]。VP5 蛋白由 UL19 基因编码，在单纯

疱疹病毒感染宿主后，引起机体的免疫反应。本

团队前期研究证明 VP5 蛋白与 HLA-E 分子存在

相互作用[28]。本研究利用 PiggyBac 转座子系统

将 UL19 基因整合到 4T1 细胞染色体上，利用

iRFP、GFP 基因的表达作为荧光标记。在通过

嘌呤霉素筛选阳性单克隆细胞后，利用流式细胞

术、免疫印迹法、SYBR Green I 实时荧光定量

PCR等方法筛选并验证了UL19基因稳定插入了

4T1 细胞基因组中，说明 4T1-iRFP-VP5-GFP 细胞

系构建成功。进一步研究证实，NK92 细胞对稳定

表达 VP5 蛋白的 4T1 细胞(4T1-iRFP-VP5-GFP)的
杀伤能力显著高于 4T1 细胞。肿瘤细胞 HLA-E
分子递呈 VP5 蛋白形成的 HLA-E-VP5 多肽复合

物对 NK 细胞表面 NKG2A、NKG2C 分子及下

游相关信号通路的影响，以及进一步对 NK 细胞

抗肿瘤作用的影响将是下一步研究的方向之一。 
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