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摘  要：【背景】溶瘤病毒生物治疗是肿瘤治疗发展的新方向，其中新城疫病毒(Newcastle disease 
virus, NDV)因具有生物安全及靶向性强等优势备受关注。然而，中和抗体的病毒清除将削弱溶瘤

病毒的持续有效发挥的作用。基于肿瘤细胞源性的微囊泡递送体系有望解决上述瓶颈，因此微囊

泡包裹溶瘤病毒的制备具有非常重要的现实意义。【目的】探究建立基于肿瘤细胞源性的新城疫病

毒微囊泡递送体系和评估其体外杀瘤效应。【方法】采用差速离心的方法，提取出微囊泡包裹的新

城疫病毒(MV@NDV)；粒度仪检测 MV、NDV、MV@NDV 的粒径大小；透射电子显微镜观察

MV@NDV 中 MV 和 NDV 的相对位置；免疫印迹技术(Western blotting, WB)检测 MV@NDV 的

Integrin β-1、Gpc 3 和 Flotillin-1 蛋白表达；激光共聚焦显微镜观察 MV@NDV 感染 Hepa 1-6 细胞

24 h，细胞 NDV-HN 蛋白表达；倒置显微镜和 CCK-8 法分别检测感染 Hepa 1-6 细胞 24、48、72 h
的细胞形态以及活力变化；实时荧光定量 PCR (quantitative real-time PCR, qPCR)和免疫印迹技术

(WB)分别检测 MV@NDV 感染 Hepa 1-6 细胞 24 h 凋亡相关基因 Caspase-3 和 Caspase-9 表达以及

凋亡相关蛋白 Caspase-3 表达。【结果】粒径和透射电子显微镜检测结果表明 MV 粒径范围为

141−342 nm，NDV 粒径范围为 91−825 nm，MV@NDV 粒径范围为 164−712 nm。WB 结果表明

MV@NDV 能够表达 MV 所表达的 Integrin β-1、Gpc 3、Flotillin-1 蛋白。激光共聚焦显微镜观察

结果表明 MV@NDV、NDV 感染 Hepa 1-6 细胞，出现红色荧光，均表达 NDV-HN 蛋白。CCK-8
结果表明 MV@NDV 组与 NC 组相比，Hepa 1-6 细胞活力下降(P<0.05)。qPCR 结果表明 MV@NDV
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与 NC 组相比凋亡相关基因 Caspase-3 和 Caspase-9 均上调(P<0.05)。WB 结果表明 MV@NDV 与

NC 组相比凋亡相关蛋白 Caspase-3 上调 (P<0.05)。【结论】成功构建 NDV 微囊泡递送体系

MV@NDV，有望解决治疗型溶瘤新城疫病毒在临床转化上存在的瓶颈，为临床新城疫病毒抗肿瘤

方面提供新的思路及依据。 

关键词：溶瘤病毒；新城疫病毒；微囊泡；抗肿瘤 
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Abstract: [Background] Oncolytic virus therapy is a new direction in the research on tumor 
treatment, and Newcastle disease virus (NDV) has attracted much attention because of its high 
biosafety and accurate targeting. However, viral clearance by neutralizing antibodies will 
weaken the sustained effect of oncolytic virus. The tumor cell-derived microvesicle delivery 
system is expected to break the above bottleneck. [Objective] To establish the tumor 
cell-derived microvesicle delivery system of oncolytic NDV and evaluate its antitumor effect in 
vitro. [Methods] Microvesicle-encapsulated NDV (MV@NDV) was extracted by differential 
centrifugation. The particle sizes of MV, NDV, and MV@NDV were measured by a particle 
size meter. The relative positions of MV and NDV in MV@NDV were observed by 
transmission electron microscopy. Western blotting (WB) was employed to determine the 
protein levels of Integrin β-1, Gpc 3, and Flotillin-1 of MV@NDV. Laser confocal microscopy 
was employed to observe MV@NDV 24 h post infection in Hepa 1-6 cells and the expression of 
NDV-HN protein in cells. An inverted microscope and the cell counting kit-8 (CCK-8) were 
used to examine the changes the morphology and viability of infected Hepa 1-6 cells 24, 48, and 
72 h post infection, respectively. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) and 
WB were employed to determine the mRNA levels of apoptosis-associated genes Caspase-3 and 
Caspase-9 and the protein level of Caspase-3, respectively, in the MV@NDV-infected Hepa 1-6 
cells 24 h post infection. [Results] The particle sizes of MV, NDV, and MV@NDV were within 
the ranges of 141−342 nm, 91−825 nm, and 164−712 nm, respectively. WB results indicated 
that Integrin β-1, Gpc 3, and Flotillin-1 were expressed in MV@NDV. The Hepa 1-6 cells 
infected with MV@NDV and NDV showed red fluorescence and expressed NDV-HN protein. 
In addition, the viability of Hepa 1-6 cells decreased in the MV@NDV group compared with 
that in the NC group (P<0.05). The Hepa 1-6 cells in the MV@NDV group showed up-regulated 
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mRNA levels of Caspase-3 and Caspase-9 and up-regulated protein level of Caspase-3 
compared with the NC group (P<0.05). [Conclusion] The successful construction of NDV 
microvesicle delivery system MV@NDV is expected to solve the bottleneck of therapeutic 
oncolytic Newcastle disease virus (NDV) in the clinical translation, and provide new ideas and 
rationale for clinical NDV anti-tumor aspects. 
Keywords: oncolytic virus; Newcastle disease virus; microvesicles; anti-tumor 
 

免疫疗法已成为当前肿瘤治疗中最受关注

的方式，其中包括溶瘤病毒 (oncolytic virus, 
OV)。OV 是通过选择性杀伤肿瘤细胞并诱导抗

肿瘤免疫的病毒[1-2]。迄今为止，已有 4 种溶瘤

病毒产品被批准用于全球癌症治疗，包括

T-VEC、Delytact、Oncorine H101 和 Rigvir[3]。

在溶瘤病毒家族中，新城疫病毒 (Newcastle 
disease virus, NDV)因具有安全性和溶瘤潜能，

已成为用于癌症治疗的潜在病毒[4]。NDV 具有

选择性溶瘤作用，对肿瘤细胞具有细胞毒性，

但是对正常细胞无伤害[5]。然而，溶瘤新城疫

病毒治疗时会面临癌症患者体内存在针对该病

毒的中和抗体，以及癌症患者体内的高度免疫

抑制的肿瘤微环境等问题[6]。这些障碍将削弱

溶瘤病毒持续有效地发挥作用。  
微囊泡(microvesicle, MV)是细胞外囊泡的

一种，在细胞表面以“出芽”的方式释放出来，

其直径为 100−1 000 nm，它包含蛋白质、RNA 
(包括 mRNA、miRNA、lncRNA 和其他非编码

RNA)、DNA (mtDNA, ssDNA, dsDNA)和脂质，

这些物质可以参与细胞间运输和交换[7-8]。微囊

泡因具有有限的免疫毒性和特异性细胞靶向特

性的优点，已被广泛当作运载体用于免疫治疗[9]。

研究表明，肿瘤细胞来源的微囊泡能够刺激机

体产生抗肿瘤免疫反应，从而达到更好的溶瘤

效果[10-12]。 
本研究探讨了肿瘤细胞源性的微囊泡包裹

溶瘤病毒对肿瘤细胞的杀伤作用，有望解决治疗

型溶瘤新城疫病毒在临床转化上存在的瓶颈，为

临床新城疫病毒抗肿瘤方面提供新的思路及依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

新城疫病毒 NDV7793 (以下称 NDV)由广

西医科大学微生物学教研室 P2 实验室保存，鼠

源肝癌细胞 Hepa 1-6 由本实验室保存。DMEM

培养基、胎牛血清均购自 Gibco 公司。Gpc 3

抗体购自 Absin 公司； Integrin β-1 抗体、

Flotillin-1 抗体、β-actin 抗体和 Caspase-3 抗体

均购自 CST 公司；NDV-HN 抗体购自 Santa Cruz

公司；荧光二抗羊抗鼠购自 Invitrogen 公司；

EDTA 胰蛋白酶消化液、青霉素/链霉素混合液、

Tween-20、SDS、甘氨酸、Tris 和脱脂奶粉均购

自 Solarbio 公司；一抗二抗稀释液、BCA 蛋白

浓度测定试剂盒均购自碧云天公司；PAGE 凝

胶快速制备试剂盒购自雅酶公司；Trizol、反转

录试剂盒、荧光定量 PCR 试剂盒均购自 TaKaRa

公司。粒度分析仪购自马尔文帕纳克公司；透

射电子显微镜购自徕卡仪器有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  MV 和 MV@NDV 的提取与鉴定 

将 Hepa 1-6 细胞接种于 10 mm 培养皿中，

置于 37 ℃、5% CO2 的细胞培养箱中，待细胞融

合度达到 80%−90%时，弃去培养基，并用 PBS
缓冲液冲洗 3 次。MV 的提取：将培养基更换

为不含胎牛血清的 DMEM 培养基，并用紫外照射

1 h，24 h 后收集细胞上清液；MV@NDV 的提取：

将 NDV 原液(效价：5120 HU)稀释 1 000 倍，再
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加入到培养皿中，48 h 后收集细胞上清液。对

上述上清液采用差速离心法收集沉淀：将上清

液于 4 ℃、400×g 离心 10 min，取上清，再在

4 ℃、2 500×g 离心 15 min 取上清，再于 4 ℃、

14 000×g 离心 1 h，取沉淀，得到 MV 和

MV@NDV 于−80 ℃冰箱保存。粒度分析仪检测

NDV、MV、MV@NDV 的粒径。透射电子显微

镜观察 NDV、MV、MV@NDV 的形态：将 NDV、

MV、MV@NDV 样本从−80 ℃冰箱取出解冻，分

别吸取 20 μL 滴在碳支持膜铜网静置 3−5 min；
再将 2%磷钨酸滴在碳支持膜铜网放置 1−2 min；
透射电子显微镜下观察，采集图像分析。 
1.2.2  Western blotting 检测 MV@NDV 的

Integrin β-1、Gpc 3 和 Flotillin-1 蛋白表达 
将 NDV、MV、MV@NDV 样本从−80 ℃冰

箱拿出解冻，弃去上清取沉淀，向各沉淀中加

入一定量的蛋白裂解液，用移液枪反复吹打混

匀，使蛋白充分裂解后离心取上清，用 BCA 蛋

白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，100 ℃、10 min
进行蛋白变性后，使用 10% PAGE 凝胶快速制

备试剂盒制胶，200 V、30 min 电泳转至 NC 膜，

用 1×TBST 洗涤 3 次，加入封闭液，室温封闭

2 h，用 1×TBST 洗涤 3 次，加入一抗，4 ℃孵

育过夜，再用 1×TBST 洗涤 3 次，加入二抗，

室温孵育 2 h。使用化学发光法对蛋白条带进行

显影并分析。 
1.2.3  激光共聚焦检测 MV@NDV 体外作用

Hepa 1-6 细胞表达 HN 蛋白 
将 2×105个 Hepa 1-6 细胞接种于共聚焦培养

皿，待细胞贴壁后分别加入 NDV 和 MV@NDV，

于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h；用 PBS
清洗 3 次，弃去 PBS，在共聚焦培养皿中加入

1 mL 4%多聚甲醛固定 Hepa 1-6 细胞 15 min，
再弃去 4%多聚甲醛，加入 1 mL 0.2% Triton-100
作用 10 min，再弃去 0.2% Triton-100，加入

Hoechst 室温孵育 15 min，再用 0.2% Triton-100
清洗 3 次，并加入 NDV-HN 抗体，室温孵育   
15 min，再用 0.2% Triton-100 清洗 3 次，加入

荧光二抗，室温避光孵育 15 min，再用 0.2% 
Triton-100 清洗 3 次。盖好培养皿后于共聚焦显

微镜下观察。 
1.2.4  CCK-8 检测细胞活力 

将 Hepa 1-6 细胞按 8×103 个 /孔接种于   
96 孔板。实验分组为：NC 组(未处理)、空白组、

MV 组(2.5 μg/mL)、NDV 组(1 HU)和 MV@NDV
组(2.5 μg/mL)，将上述各组细胞于 37 ℃、5% 
CO2 培养箱中分别培养 24、48、72 h 后，每孔

加入 10 μL CCK-8 溶液，放入培养箱中孵育 2 h，
酶标仪 450 nm 测定吸光度并按以下公式计算： 
细胞活力=[OD(实验组)−OD(空白组)]/[OD(NC
组)−OD(空白组)]×100%。 
1.2.5  实时荧光定量 PCR 检测 MV@NDV 感染

Hepa 1-6 细胞 24 h 凋亡相关基因的 mRNA 水平 
Hepa 1-6 细胞按 2×105 个/孔接种于 6 孔板

中，待细胞贴壁后，同 1.2.4 分组，处理 24 h。
1 000 r/min 离心 5 min 后弃上清并加入 1 mL 
RNAiso Plus，按照说明书提取 RNA，逆转录为

cDNA，进行 qPCR (95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 
30 s，共 40 个循环)，引物序列见表 1，以 ACTB
为内参，按照 2−ΔΔCt法计算各个基因相对表达量。 

 
表 1  基因的引物序列 
Table 1  Primer sequences for genes 
Gene Forward sequence (5′→3′) Reverse sequence (5′→3′) 
Caspase-3 ATGGAGAACAACAAAACCTCAGT TTGCTCCCATGTATGGTCTTTAC 
Caspase-9 TCCTGGTACATCGAGACCTTG AAGTCCCTTTCGCAGAAACA 
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1.2.6  Western blotting 检测 MV@NDV 感染

Hepa 1-6 细胞 24 h 凋亡相关蛋白表达 
Hepa 1-6 细胞按 2×105 个/孔接种于 6 孔板

中，待细胞贴壁后，同 1.2.4 分组，处理 24 h。
1 000 r/min 离心 5 min，收集细胞，按照比例加

入 RIPA 裂解液和蛋白酶抑制剂提取总蛋白，用

BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，

100 ℃、10 min 进行蛋白变性后，使用 10% PAGE
凝胶快速制备试剂盒制胶，150 V、50 min 电泳

转至 NC 膜，用 1×TBST 洗涤 3 次，加入封闭

液，室温封闭 2 h，用 1×TBST 洗涤 3 次，加入

一抗，4 ℃孵育过夜，再用 1×TBST 洗涤 3 次，

加入二抗，室温孵育 2 h。使用化学发光法对蛋

白条带进行显影并分析。 
1.2.7  统计学方法 

采用 SPSS 26.0 软件对各组数据进行统计

分析。统计学差异为：P<0.05。统计学方法为：

两组间的比较用 t 检验(student’s t-test)，多组间

的比较用单因素方差分析(one-way ANOVA)，
方差齐时两两之间的比较用 LSD-t 检验，方差

不齐时用 Turkey 法。 

2  结果与分析 
2.1  MV、NDV、MV@NDV 粒径检测结果 

由粒径结果图(图 1)可知，测得的 MV 粒径

大小范围在 141−342 nm 左右，主要集中在

190.1−295.3 nm；NDV 粒径大小范围为 91−825 nm

左右，主要集中在 190.1−295.3 nm；MV@NDV

粒径大小范围为 164−712 nm 左右，主要集中在

255−458.7 nm。MV@NDV 粒径大小大于 MV、

NDV 的粒径大小；MV 的粒径大小与 NDV 的

粒径大小相近。以上结论可表明，MV 具备包

裹 NDV 的潜力。 
 

 
 

图 1  MV、NDV、MV@NDV 粒径检测结果   A：MV 粒径大小. B：NDV 粒径大小. C：MV@NDV
粒径大小. D：A、B、C 三图重合图 
Figure 1  MV, NDV, and MV@NDV particle size detection results. A: MV particle size. B: NDV particle 
size. C: MV@NDV particle size. D: A, B and C overlap plots. 
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2.2  MV、NDV 和 MV@NDV 透射电镜检

测结果 
由图 2 可看出 MV、NDV、MV@NDV 的

形态和相对位置，MV@NDV 的大小略大于 MV
和 NDV，MV 能够将 NDV 包裹住。 

2.3  MV、NDV 和 MV@NDV 相关蛋白表

达结果 
由图 3 可看出 MV@NDV 能表达 MV 所表

达的 Integrin β-1、Gpc 3 和 Flotillin-1 蛋白。 

2.4  MV@NDV 体外作用 Hepa 1-6 细胞表

达 HN 蛋白的情况 
NDV 和 MV@NDV 作用 Hepa 1-6 细胞 24 h

后，对样本进行染色处理，通过激光共聚焦观察

MV@NDV 能否和 NDV 一样感染 Hepa 1-6 细胞并

在胞核(图 4 中呈蓝色)周围表达 HN 蛋白(图 4 中呈

红色)。图 4 结果表明 NDV 和 MV@NDV 都能感染

Hepa 1-6 细胞，说明 MV@NDV 能够表达 HN 蛋

白并具有和 NDV 一样感染 Hepa 1-6 细胞的活性。 

 

 
 
图 2  MV (A)、NDV (B)、MV@NDV (C)电镜检测结果   图中红色箭头所指为 MV，黑色箭头所指为

NDV 
Figure 2  MV (A), NDV (B), and MV@NDV (C) electron microscopy detection results. The red arrow in 
the figure indicates MV, while the black arrow indicates NDV. 

 

 
 
图 3  纯化 MV、NDV、MV@NDV 中 Integrin 
β-1、Gpc 3、Flotillin-1 蛋白表达情况 
Figure 3  Integrin β-1, Gpc 3, and Flotillin-1 
protein expression in purified MV, NDV and 
MV@NDV. 

2.5  MV@NDV 体外作用 Hepa 1-6 细胞的

形态 
MV、NDV、MV@NDV 感染 Hepa 1-6 细

胞 24、48、72 h 在倒置显微镜下细胞病变效应

(cytopathic effect, CPE)情况如图 5 所示。在 24 h
时，NC 组和 MV 组绝大多数 Hepa 1-6 细胞形

态正常；NDV 组和 MV@NDV 组 Hepa 1-6 细

胞形态有轻微改变。在 48 h 时，NC 组和 MV
组大多数 Hepa 1-6 细胞形态正常；NDV 组和

MV@NDV 组 Hepa 1-6 细胞出现明显 CPE。在

72 h 时，NC 组和 MV 组大多数 Hepa 1-6 细胞

形态正常；NDV 组和 MV@NDV 组 Hepa 1-6
细胞出现十分明显的 CPE。 
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图 4  NDV 和 MV@NDV 感染 Hepa 1-6 细胞 24 h 后 NDV-HN 蛋白表达情况   蓝色为 Hepa 1-6 细胞

核，红色为 NDV-HN 
Figure 4  NDV-HN protein expression after 24 h of NDV and MV@NDV infection of Hepa 1-6 cells. Blue 
represents Hepa 1-6 cell nucleus, and red represents NDV-HN. 
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图 5  MV、NDV、MV@NDV 感染 Hepa 1-6 细胞 24、48、72 h (100×)镜下细胞 CPE 情况 
Figure 5  Cellular CPE of MV, NDV, and MV@NDV infected Hepa 1-6 cells at 24 h, 48 h and 72 h (100×) 
microscopy. 
 
2.6  MV@NDV 体外作用 Hepa 1-6 细胞的

活力变化 
CCK-8 结果(图 6)表明，与 NC 组相比，NDV

组和 MV@NDV 组 Hepa 1-6 细胞在 48 h 和 72 h 时

细胞活力均明显下降(P<0.05)。这表明 MV@NDV
体外作用 Hepa 1-6 细胞，可以使细胞活力下降。 

2.7  MV@NDV 体外作用 Hepa 1-6 细胞对

凋亡蛋白转录水平的影响 
qPCR 结果(图 7)表明，与 NC 组相比，

MV@NDV组凋亡相关基因Caspase-3和Caspase-9
基因均上调；与 NC 组相比，NDV 组凋亡相关

基因 Caspase-3 上调。 
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图 6  24、48、72 h Hepa 1-6 细胞活力变化   A：NC 组. B：MV 组. C：NDV 组. D：MV@NDV 组 
Figure 6  Changes in Hepa 1-6 cell viability at 24 h, 48 h, and 72 h. A: NC group. B: MV group. C: NDV 
group. D: MV@NDV group. ***: P<0.001; **: P<0.01. 
 

 
 
图 7  NC 组、MV 组、NDV 组、MV@NDV 组 Hepa 1-6 细胞 24 h Caspase-3 (A)和 Caspase-9 (B)基因

表达情况   *：与 NC 组比 P<0.05 
Figure 7  24 h Caspase-3 (A) and Caspase-9 (B) gene expression in Hepa 1-6 cells of NC group, MV group, 
NDV group, and MV@NDV group. *: Compared to the NC group, P<0.05. 
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2.8  MV@NDV 体外作用 Hepa 1-6 细胞对

凋亡蛋白表达水平的影响 
WB 结果 (图 8)表明，与 NC 组相比，

MV@NDV 组凋亡相关蛋白 Caspase-3蛋白表达

上调。 

3  讨论与结论 
近年来，OV 疗法已被用于肿瘤靶向治疗。

它能直接裂解肿瘤细胞而几乎不损伤正常细

胞，并通过释放抗原和激活肿瘤微环境中的炎 
 

 
 

图 8  NC 组、MV 组、NDV 组、MV@NDV 组

Hepa 1-6 细胞 24 h Caspase-3 蛋白表达情况   
A：Western blotting 结果图. B：蛋白表达的柱状图. 
*：与 NC 组比 P<0.05 
Figure 8  24 h Caspase-3 protein expression in Hepa 
1-6 cells of NC group, MV group, NDV group, and 
MV@NDV group. A: The graph of Western blotting 
results. B: The graph of protein expression. *: 
Compared to the NC group, P<0.05. 

症反应间接增强抗肿瘤免疫。但 OVs 在抗肿瘤

过程中会遇到宿主的抗病毒免疫反应和持续时

间短等问题，它将无法在抗病毒中和抗体的环

境下充分复制和裂解[13-15]。NDV 是一种天然的

溶瘤 RNA 病毒，它的溶瘤机制主要为：NDV
选择性感染肿瘤细胞并在胞内复制，最终裂解

细胞，达到直接溶瘤的效果。已有研究表明，

肿瘤细胞源性的微囊泡携带多种免疫原性分子

并抑制肿瘤对免疫疗法的反应，它可以用来递

送化疗药物[16-17]。综上所述，微囊泡包裹 OVs
的治疗策略有望解决上述瓶颈。 

已有研究表明，巨噬细胞来源的微囊泡通

过包裹纳米颗粒，进而靶向性治疗类风湿性关

节炎[18]。此外，肿瘤细胞来源的微囊泡还可以

作为一种纳米颗粒物质，通过包裹药物治疗恶性

胸腔积液[19]。目前溶瘤病毒已被用于治疗各种

癌症，已有研究发现，肿瘤来源的微囊泡可作为

独特的载体系统，通过携带溶瘤腺病毒，从而避

免宿主抗体的抗病毒作用，来介导杀伤肿瘤细胞

的作用[20]。NDV 因具有肿瘤杀伤特异性和诱导

全身免疫应答等特点，已成为溶瘤家族中极具潜

力的候选株[21]。因此本研究尝试用微囊泡 MV
包裹 NDV，初步探究 MV@NDV 对 Hepa 1-6 细

胞的体外杀伤作用，这将为 NDV 的临床肿瘤

治疗提供新的思路及实验依据。在本研究中，

粒径结果显示 MV 粒径大小为 141−342 nm，

NDV 粒径大小为 91−825 nm，表明 MV 具备包

裹 NDV 的潜力；透射电子显微镜结果显示 MV
能够包裹 NDV。通过 WB 实验对 MV@NDV
相关表面蛋白的表达进行定性，结果表明

MV@NDV 能够表达 Integrin β-1、Gpc 3 和

Flotillin-1 蛋白，进一步说明 MV 能够包裹 NDV。 
在探究 MV@NDV 对 Hepa 1-6 细胞的体外

杀伤作用的过程中，激光共聚焦显微镜下可观

察到 MV@NDV 和 NDV 一样能表达 NDV-HN
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蛋白；倒置显微镜下可观察到 MV 组和 NC 组

Hepa 1-6 细胞随着时间的推移无 CPE 发生；而

MV 组和 MV@NDV 组 Hepa 1-6 细胞随着时间

的推移发生明显 CPE。CCK-8 结果表明，与 NC
组相比，NDV 组和 MV@NDV 组 Hepa 1-6 细胞

在 48 h 和 72 h 时细胞活力明显下降(P<0.05)，
说明 MV@NDV 能使 Hepa 1-6 细胞的细胞活性

下降。通过形态学和 CCK-8 结果表明 MV@NDV
和 NDV 对 Hepa 1-6 细胞具有一定的杀伤能力。 

程序性细胞死亡主要有细胞凋亡、焦亡和

坏死等。细胞凋亡主要有内源性和外源性两种方

式，在这两种途径中，都通过激活半胱氨酸蛋

白酶，如 Caspase-3、Caspase-9 等，从而导致细

胞死亡[22-24]。已有研究表明，多发性骨髓瘤细胞

来源的微囊泡 (myeloma-derived microvesicles, 
MM-MVs) 能 显 著 抑 制 人 肾 小 管 上 皮 细 胞

(human renal tubular epithelial cells, HK-2)的活

力并诱导细胞凋亡，并且该过程中 Caspase-3、
Caspase-8、Caspase-9 蛋白水平显著升高[25]。此

外，NDV 在体外感染肿瘤细胞过程中，如人乳

腺癌细胞 MCF-7、骨肉瘤细胞等，其肿瘤细胞

中的 BAX、Caspase-9、Caspase-3 基因表达量

增加，这些结果表明 NDV 可能是通过激活细胞

凋亡的内在途径，从而导致肿瘤细胞死亡[26-27]。 
因此本研究对 MV@NDV 和 NDV 对 Hepa 

1-6 细胞的杀伤与凋亡之间的关系进行初步探

究。MV、NDV、MV@NDV 分别作用 Hepa 1-6
细胞 24 h，收集样本检测 NC 组、MV 组、NDV
组、MV@NDV 组凋亡相关基因和蛋白的表达。

qRT-PCR 结果表明 MV@NDV 组与 NC 组相比

凋亡相关基因 Caspase-3 和 Caspase-9 均上调；

WB 结果表明 Caspase-3 蛋白表达升高。 
综上所述，本研究成功构建了 NDV 微囊泡

递送体系 MV@NDV，其能显著杀伤 Hepa 1-6
细胞，并且体外杀瘤效应与凋亡相关基因和蛋

白表达上调有关。本实验已成功构建 NDV 微囊

泡递送体系 MV@NDV，并探究了其在体外杀

伤作用，但尚未研究该递送体系是否减少机体

产生中和抗体，因此后续将通过体内研究来优

化这一不足之处。 
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