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摘 要 目的：研究溶瘤病毒M1（简称“M1病毒”）诱导宫颈癌细胞C-33A凋亡的作用及机制。方法：采用MTT法检测不同滴度

（0、0.001、0.01、0.1、1、10 PFU/cell）M1病毒处理后 C-33A 细胞的存活率；将 C-33A 细胞分为对照组（0 PFU/cell）和 M1病毒低、

中、高剂量组（0.001、0.01、0.1 PFU/cell），加入相应滴度病毒，培养48 h 后，采用流式细胞仪检测细胞的凋亡率和感染率，采用Western

blot法检测细胞中C/EBP 同源蛋白（CHOP）、胱天蛋白酶12（caspase-12）、caspase-3、活化的 caspase-3（cleaved-caspase-3）的表达水

平。结果：经不同滴度M1病毒处理后，C-33A细胞存活率均显著降低（P＜0.01），且呈剂量依赖趋势。与对照组比较，M1病毒各

剂量组细胞的凋亡率和感染率以及中、高剂量组细胞中CHOP、caspase-12、cleaved- caspase-3（中剂量组除外）蛋白的表达水平均

显著升高（P＜0.01）。结论：M1病毒可诱导宫颈癌细胞C-33A的凋亡，其作用机制可能与激活内质网应激通路有关。
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Effects and Mechanism of Oncolytic Virus M1 Inducing the Apoptosis of Cervical Cancer C-33A Cells

XIAO Xiao1，ZHOU Yasi2，PENG Chuyin1，DENG Jinqing2，WANG Laiyou1，ZHU Wenbo3（1. Dept. of Pharmacy，

Guangdong Provincial People’s Hospital/Guangdong Academy of Medical Sciences， Guangzhou 510080，

China；2. School of Pharmacy，Guangdong Pharmaceutical University，Guangzhou 510006，China；3. Dept. of
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects and mechanism of oncolytic virus M1（called M1 virus for short）inducing the

apoptosis of cervical cancer C-33A cells. METHODS：MTT assay was used to detect survival rate of C-33A cells that were treated

with different titers（0，0.001，0.01，0.1，1，10 PFU/cell）of M1 virus. C-33A cells were divided into control group（0 PFU/cell），

low-dose，medium-dose and high-dose groups of M1 virus（0.001，0.01，0.1 PFU/cell）. After treated with corresponding titers of

M1 virus for 48 h，flow cytometry was used to detect the apoptotic rate and infection rate of cells；Western blot was performed to

detect the protein expression of C/EBP homologous proteins（CHOP），caspase-12，caspase-3 and cleaved-caspase-3. RESULTS：

After treated with different titers of M1 virus，the survival rate of C-33A cells decreased significantly（P＜0.01），and showed a

dose-dependent trend. Compared with control group，the apoptotic rate and infection rate of cells in M1 virus groups as well as the

protein expression of CHOP，caspase-12 and cleaved-caspase-3（except for medium-dose group） in M1 virus medium-dose and

high-dose groups were increased significantly（P＜0.01）. CONCLUSIONS：M1 virus can induce the apoptosis of cervical cancer

C-33A cells，and its mechanism may be related to the activation of endoplasmic reticulum stress pathway.
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宫颈癌是常见的女性恶性肿瘤，也是威胁人类生命

安全的主要疾病。《2020年全球癌症报告》显示：宫颈癌

发病率在女性癌症中排名第 2位，发病年龄呈年轻化

趋势；2020年全球宫颈癌新发病例超过 60万例，死亡

病例超过 34万[1]。目前，早期宫颈癌的治疗效果较好，

但晚期宫颈癌患者生存质量低、病死率居高不下 [2－3]。

因此，晚期宫颈癌的治疗已经成为临床工作的难点和重

点，亟须新的安全有效的临床方案、策略或者药物来

治疗。

溶瘤病毒是一类天然的或经过基因修饰的病毒，可

特异性地在肿瘤细胞中复制，然后通过直接裂解细胞或

者激活免疫来杀伤肿瘤细胞，而不损伤正常细胞 [4－5]。

近年来溶瘤病毒疗法发展迅速，20余种病毒正在或者已

经完成临床研究，且均表现出良好的安全性[4，6]；现已被

中国以及多个欧美国家批准上市，主要用于治疗鼻咽

癌、晚期黑色素瘤 [7]。相关研究报道证实，单纯疱疹病

毒、新城疫病毒可杀伤宫颈癌细胞[8－9]。由此可知，溶瘤

病毒为抗宫颈癌药物研发提供了新的方向。

溶瘤病毒M1（以下简称“M1病毒”）属于披膜病毒

科甲病毒属盖塔样病毒，是研究者于1964年从库蚊属蚊

虫中分离得到的病毒[10]。甲病毒作为载体已在病毒性

疾病的肿瘤疫苗、核酸疫苗、基因治疗等方面得到了大

量应用 [11]，这提示 M1病毒有成为新型抗肿瘤药物的

潜力。

内质网是细胞内蛋白质合成、折叠的重要“车间”，

当细胞受到过度刺激时，大量未折叠或错误折叠的蛋白

质堆积于内质网，从而诱发内质网应激；当剧烈的、长时

程的内质网应激不能得到缓解时，就会引起细胞凋

亡[12]。M1病毒是否可通过作用于内质网诱导宫颈癌细

凋亡，尚不明确。基于此，本研究拟基于内质网应激通

路，研究M1病毒对宫颈癌细胞凋亡的诱导作用及机制，

以期为治疗晚期宫颈癌的新型药物开发提供参考。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有：CytoFLEX型流式细胞仪

（美国 Beckman Coulter 公司），Synergy H1型多功能微

孔板检测仪（美国BioTek公司），MicroCL 21型台式低温

高速离心机、Forma 310 型CO2细胞培养箱（美国Thermo

Fisher Scientific公司），TE-2000型倒置相差荧光显微镜

（日本Nikon公司），ChemiDoc XRS+ System型凝胶成像

仪、Mini-PROTEAN Tetra 型电泳转膜仪（美国 Bio-Rad

公司）。

1.2 主要药品与试剂

MTT 试剂（批号 T100896）购自上海阿拉丁生化科

技 股 份 有 限 公 司 ；细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒（批 号

FXP023-050）购自北京四正柏生物科技有限公司；ECL

发光液（批号WBKLS0100）购自美国Millipore公司；胎

牛血清（批号B21001）购自中山康天晟合生物技术有限

公司；胰酶、青链霉素、DMEM培养基、VP-SFM培养基

（批号分别为25300062、15070063、11965118、11681020）

均购自美国 Gibco 公司；牛血清白蛋白（BSA，批号

021998625）购自广州威佳科技有限公司；鼠源C/EBP 同

源蛋白（CHOP）单克隆抗体（批号 2895S）、兔源胱天蛋

白酶12（caspase-12）多克隆抗体（批号35965）、兔源β-微

管蛋白（β-tubulin）单克隆抗体（批号 2128S）、兔源 cas-

pase-3多克隆抗体（批号 9662）、兔源活化的 caspase-3

（cleaved-caspase-3）单克隆抗体（批号 9664）、辣根过氧

化物酶（HRP）标记的马抗鼠免疫球蛋白 G（IgG）二抗

（批号 7076S）、HRP 标记的山羊抗兔 IgG 二抗（批号

7074S）均购自美国Cell Signaling Technology公司；其余

试剂为实验室常用规格，水为纯净水。

1.3 细胞

本研究所用人宫颈癌细胞C-33A购自中国科学院

上海生科院细胞资源中心，非洲绿猴肾细胞Vero、仓鼠

肾成纤维细胞BHK-21购自美国ATCC细胞库。

1.4 病毒

本研究所用 M1病毒来源于中国典型培养物保藏

中心。

2 方法

2.1 细胞的复苏、培养及传代

将细胞冻存管从液氮罐中移出，置于 37 ℃水浴条

件下快速融化，移出冻存液于离心管中；加入DMEM培

养基（含 10％胎牛血清和 1％青链霉素），以 1 200 r/min

离心 5 min，弃上清液；以DMEM培养基重悬细胞，再移

入培养瓶或培养皿中，置于 37 ℃、5％ CO2的细胞培养

箱中培养（以下培养条件相同）。当细胞融合度达

80％～90％时，以胰酶消化传代，然后取对数生长期的

细胞用于后续实验。

2.2 M1病毒的扩增培养

采用非洲绿猴肾细胞Vero来扩增M1病毒。将Vero

细胞接种于100 mm的培养皿中，置于37 ℃、5％ CO2的

细胞培养箱中培养至融合度达90％；然后将培养基更换

为VP-SFM培养基，加入M1病毒母液（1×107 PFU/mL）

20 μL，待 80％Vero 细胞裂解后（培养 48～60 h 后），以

1 200 r/min离心5 min，取上清液混匀分装后，于－80 ℃

条件下保存备用。

2.3 C-33A细胞存活率的检测

采用MTT法进行检测。取对数生长期的C-33A细

胞适量，经胰酶消化后，将密度调整为 3×104 mL－1，按

100 μL/孔接种于 96孔板，培养过夜；然后加入不同滴

··2828



中国药房 2021年第32卷第23期 China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 23

度[0（作为对照组）、0.001、0.01、0.1、1、10 PFU/cell，滴度

参考文献[13]设置]的M1病毒进行干预，另设不加细胞、

不加病毒的空白组，每组设4个复孔。各组细胞培养48 h

后，加入MTT试剂（5 mg/mL）20 μL，继续培养 3 h；弃去

上清液，加入二甲基亚砜（DMSO）100 μL，然后采用多

功能微孔板检测仪于 570 nm 波长处检测各孔吸光度

（OD），并计算细胞存活率[细胞存活率＝（OD 给药组－

OD 空白组）/ OD 对照组×100％]。以GraphPad Prism 8软件计

算M1病毒的半数抑制浓度（IC50）。

2.4 C-33A细胞凋亡率以及病毒感染率的检测

采用流式细胞仪进行检测。取对数生长期的

C-33A 细胞适量，经胰酶消化后，将密度调整为 5×104

mL－1，按2 mL/孔接种于12孔板；培养24 h后，将细胞分

为对照组（0 PFU/cell）和 M1 病毒低、中、高剂量组

（0.001、0.01、0.1 PFU/cell，滴度根据“2.3”项下结果设

置），每组设4个复孔。对照组加入VP-SFM培养基，M1

病毒各剂量组加入相应滴度病毒。各组细胞继续培养

48 h后，按细胞凋亡检测试剂盒说明书方法操作，采用

流式细胞仪检测细胞凋亡率；同时通过M1病毒自带的

GFP标签，检测其对C-33A细胞的感染率。

2.5 C-33A细胞中内质网应激通路相关蛋白及凋亡相

关蛋白表达水平的检测

采用 Western blot 法进行检测。取对数生长期的

C-33A 细胞适量，经胰酶消化后，将密度调整为 3×105

mL－1，按 3 mL/孔接种于 6孔板；培养 24 h后，按“2.4”项

下方法分组与给药，每组设4个复孔。各组细胞继续培

养 48 h 后，收集细胞并进行裂解，以获取蛋白。采用

BCA 法测定蛋白浓度后，煮沸 5 min使其变性；取变性

后蛋白进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转

膜，以 5％的BSA封闭；加入CHOP、caspase-12、cleaved-

caspase-3、caspase-3、β-tubulin一抗（稀释度均为1 ∶1 000），

于4℃孵育过夜；以TBST缓冲液洗膜3次、每次5 min，然

后加入相应二抗（稀释度均为1 ∶1 000），于室温孵育1 h；

经ECL化学发光试剂显色后，置于凝胶成像仪上成像。

采用 Image Lab 4.0软件进行分析，以目的蛋白与内参

β-tubulin蛋白的灰度值比值表示目的蛋白的表达水平。

2.6 统计学方法

采用SPSS 19.0 统计软件进行统计。数据以x±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LSD-t检验。检验水准α＝0.05。

3 结果

3.1 M1病毒对C-33A细胞存活率的影响

与对照组比较，M1病毒处理组细胞存活率均显著

降低（P＜0.01），且呈剂量依赖趋势；M1病毒对 C-33A

细胞的 IC50为（0.015 6±0.002 4）PFU/cell。结果见表

1。另外，当M1病毒滴度大于1 PFU/cell时，其对细胞存

活率的影响趋于稳定，故选择0.001、0.01、0.1 PFU/cell的

滴度进行后续实验。

表1 各组细胞存活率的测定结果（x±±s，n＝4）

Tab 1 Survival rate of cells in each group（x±±s，n＝4）

组别

对照组（0 PFU/cell）

M1病毒0.001 PFU/cell组

M1病毒 0.01 PFU/cell组

细胞存活率，％

100±3.91

80.35±6.34＊

58.02±2.93＊

组别

M1病毒 0.1 PFU/cell组

M1病毒 1 PFU/cell组

M1病毒 10 PFU/cell组

细胞存活率，％

20.64±2.47＊

14.92±2.13＊

15.30±3.11＊

注：与对照组比较，＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01

3.2 M1病毒对 C-33A 细胞凋亡率及病毒感染率的

影响

与对照组比较，M1病毒低、中、高剂量组细胞凋亡

率及感染率均显著升高（P＜0.01）。结果见表 2、图 1、

图2。

表 2 各组细胞凋亡率和感染率的检测结果（x±±s，

n＝4）

Tab 2 Apoptotic rate and infection rate of cells in

each group（x±±s，n＝4）

组别

对照组

M1病毒低剂量组

M1病毒中剂量组

M1病毒高剂量组

凋亡率，％

2.48±1.66

5.08±0.14＊

16.39±0.19＊

73.80±1.19＊

感染率，％

0

8.96±0.08＊

61.22±1.14＊

59.68±0.72＊

注：与对照组比较，＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01
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图1 各组细胞凋亡的流式散点图

Fig 1 Flow cytometry scatter plot of the apoptosis of

cells in each group

··2829



China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 23 中国药房 2021年第32卷第23期

3.3 M1病毒对内质网应激通路相关蛋白及凋亡相关

蛋白表达的影响

与对照组比较，M1病毒中、高剂量组细胞中CHOP、

caspase-12、cleaved-caspase-3（中剂量组除外）蛋白的表

达水平均显著升高（P＜0.01）。结果见表3、图3。

表3 各组细胞中CHOP、caspase-12、cleaved-caspase-3、

caspase-3蛋白表达水平的检测结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Protein expression of CHOP， caspase-12，

cleaved-caspase-3 and caspase-3 in cells of

each group（x±±s，n＝3）

组别
对照组
M1病毒低剂量组
M1病毒中剂量组
M1病毒高剂量组

CHOP/β-tubulin

0.22±0.06

0.41±0.12

0.71±0.17＊

0.90±0.07＊

caspase-12/β-tubulin

0.15±0.03

0.40±0.28

0.53±0.20＊

0.68±0.08＊

cleaved-caspase-3/β-tubulin

0.27±0.02

0.27±0.04

0.35±0.05

0.69±0.02＊

caspase-3/β-tubulin

0.64±0.15

0.70±0.15

0.61±0.12

0.59±0.19

注：与对照组比较，＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.01

4 讨论

目前宫颈癌的治疗方法主要包括放疗、化疗、靶向

治疗、生物治疗等。其中，放化疗是治疗晚期宫颈癌的

重要方式，但毒副作用大；靶向治疗是药物进入体内后

与特定的致癌位点相结合后发挥抗肿瘤作用；生物治疗

是通过机体的防御机制，应用生物大分子或小分子化合

物调节机体生物反应，发挥抗肿瘤作用[14]。其中，靶向

治疗和生物治疗的安全性高，目前已成为治疗肿瘤的有

效手段。

本课题组前期研究证实，M1病毒可杀伤胶质瘤、黑

色素瘤等多种肿瘤细胞[13，15]。将M1病毒注射在大鼠、小

鼠、石蟹猴等多种模型动物体内后，该病毒可在正常组

织中迅速消退，而在肿瘤组织中富集扩增；且受试动物

精神状态良好，无明显的体质量减轻或者食欲减退的现

象[10，13，16]。此外，本课题组也开发了M1病毒的脂质体制

剂，结果发现，该制剂可减少中和抗体的生成，从而发挥

更好的治疗效果[17]。由此可知，M1病毒具备良好的临

床应用潜力。基于此，本研究拟进一步探讨M1病毒诱

导宫颈癌细胞凋亡的作用及机制。

本研究通过 MTT 实验发现，M1病毒可显著降低

C-33A细胞的存活率且呈剂量依赖趋势；进一步研究发

现，经 M1病毒作用后，细胞凋亡率及感染率均显著升

高。这提示M1病毒感染可能具有促宫颈癌细胞凋亡的

作用。

大量外源性病毒累积于内质网，从而诱发内质网应

激反应，进一步激活下游的凋亡通路[12]。内质网应激介

导的细胞凋亡途径主要有3条：第一条是通过内质网应

激的转录因子 CHOP 介导的；第二条是通过 c-Jun 氨基

末端激酶（JNK）通路介导的；第三条是通过凋亡相关的

关键分子 caspase-12介导的[18]。本研究结果显示，经M1

病毒作用后，C-33A 细胞中 CHOP、caspase-12、cleaved-

caspase-3（中剂量组除外）蛋白的表达水平均显著升

高。这提示M1病毒可通过激活内质网应激通路，促进

C-33A细胞凋亡。

综上所述，M1病毒可诱导宫颈癌细胞C-33A凋亡，

其作用机制可能与激活内质网应激通路有关。本课题

组将进一步在体内模型上验证上述结论，以期为临床应

用M1病毒治疗晚期宫颈癌提供理论依据。

图2 各组细胞感染的流式散点图

Fig 2 Flow cytometry scatter plot of the infection of

cells in each group
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图3 各组细胞中内质网应激相关蛋白以及凋亡相关蛋

白表达的电泳图

Fig 3 Electrophoretogram of the expression of endo-

plasmic reticulum stress-related proteins and

apoptosis-related proteins in cells of each group
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