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论著·实验研究

新城疫病毒抗人急性单核细胞白血病
作用的实验研究

王亚君　宋纯　李晓辉　张剑白

（哈尔滨医科大学第一临床医学院儿科，黑龙江 哈尔滨　１５０００１）

　　［摘　要］　目的　研究显示新城疫病毒（ＮＤＶ）在对转移的黑色素瘤、高分化肾细胞癌等肿瘤的治疗中已经
取得了良好的临床效果。本研究通过体内及体外实验初步探讨 ＮＤＶ对人急性单核细胞白血病的作用。方法 体

外实验观察ＮＤＶ感染组和对照组，即ＮＤＶ感染或未感染急性单核细胞白血病细胞株ＳＨＩ１形态和密度变化，ＭＴＴ
法测定 ＮＤＶ对细胞增殖的影响。体内实验通过建立裸鼠异种移植瘤模型，瘤内注射 ＮＤＶ，计算抑瘤率，并评估
ＮＤＶ在体内的毒性作用。结果　倒置显微镜下，对照组细胞形态规则、分布密集；ＮＤＶ感染组细胞形态不规则，聚
集、融合现象明显，分布稀疏。ＭＴＴ检测结果显示不同浓度 ＮＤＶ对 ＳＨＩ１细胞的增殖均有明显抑制作用
（Ｐ＜０．０１），并呈现时间浓度依赖关系。ＮＤＶ对 ＳＨＩ１裸鼠异种移植瘤的抑制率为 ８４．７％，明显高于对照组
（Ｐ＜０．０１）。实验过程中裸鼠无毒性反应。结论　 ＮＤＶ在体内及体外均有抑制白血病细胞增殖的作用，并具有
良好的安全性。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（２）：１４９－１５２］
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　　２０世纪初，人们第一次认识到病毒可以用来治
疗肿瘤，在将近一个世纪的研究中，已经发现了数十

种病毒具有抗肿瘤的作用，其中新城疫病毒 （ｎｅｗ

ｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）因其明确的抗肿瘤作用
和良好的安全性一直是抗肿瘤病毒的研究热点之

一［１］。目前ＮＤＶ的抗肿瘤作用已经应用于临床实
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验研究［２］，在对转移的黑色素瘤、高分化肾细胞癌

等肿瘤的治疗中已经取得良好的临床效果［３］，但对

白血病作用的研究较少。本研究通过体内及体外实

验初步探讨了 ＮＤＶ对人急性单核细胞白血病的
作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　　急性单核细胞白血病细胞株
ＳＨＩ１由哈尔滨医科大学附属第一医院中心实验室
提供。ＮＤＶＤ９０病毒株由中国农业科学院哈尔滨
兽医研究所分离、鉴定、纯化并保存。无胸腺免疫缺

陷裸鼠（型号ＣＤ１）购自北京维通利华实验动物技
术有限公司。

１．１．２　主要试剂和仪器　　ＩＭＤＭ培养基为美国
ＨｙＣｌｏｎｅ公司产品，１０％胎牛血清购自杭州四季青
生物工程材料有限公司，丫啶橙（ＡＯ）为美国
Ａｍｒｅｓｃｏ公司产品，碘化丙啶（ＰＩ）为美国 Ｓｉｇｍａ公司
产品，四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）和二甲基亚砜（ＤＭ
ＳＯ）为美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司产品。荧光倒置显微镜为
日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司生产，全自动多功能酶标仪为
芬兰ＴｈｅｒｍｏＬａｂｓｙｓｔｅｍｓ公司生产。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＳＨＩ１按悬浮细胞常规培养
方法培养在含１０％ 胎牛血清及青、链霉素的 ＩＭＤＭ
培养基中，每３～４ｄ传代一次。
１．２．２　病毒制备　　ＮＤＶＤ９０病毒株血凝效价
（ＨＡ）为 １∶２５６０，半数鸡胚感染量 ＥＩＤ５０为 １０～
１０．８３３／０．２ｍＬ。将保存于鸡胚尿囊液中的ＮＤＶ原
液１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液用无血清培养
基分别稀释１０倍、１００倍，制备成３种浓度即原液、
１０倍稀释、１００倍稀释的 ＮＤＶ感染尿囊液待用。
１．２．３　ＮＤＶ对 ＳＨＩ１细胞生长的影响　　将对数
生长期的 ＳＨＩ１细胞分为４组：对照组、ＮＤＶ原液
组、１０倍稀释组及１００倍稀释组，每组１０ｍＬ，细胞
浓度为１×１０６／ｍＬ，各组分别加入２ｍＬ无血清培养
液、ＮＤＶ原液、ＮＤＶ１０倍稀释液和 ＮＤＶ１００倍稀
释液。于作用 ２４、４８、７２ｈ时在倒置纤维镜下观察
细胞形态及密度变化。并取处理４８ｈ后的对照组
和 ＮＤＶ原液组细胞悬液各 １ｍＬ，加入 ＡＯ、ＰＩ各
１００μＬ，充分混匀、室温下避光染色 １５～２０ｍｉｎ后，
于荧光显微镜下观察细胞形态。

１．２．４　ＮＤＶ对 ＳＨＩ１细胞增殖的影响　　采用

ＭＴＴ法，取对数生长状态良好的 ＳＨＩ１细胞以每孔
１０３～１０４个细胞接种于 ９６孔板中，每孔体积
２００μＬ，预培养２ｄ后，分别加入２０μＬ无血清培养
基、ＮＤＶ原液、ＮＤＶ１０倍稀释液和 ＮＤＶ１００倍稀
释液，每组设 ５个复孔，另设空白对照孔。于作用
２４、４８、７２ｈ时，每孔加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ２０μＬ，３７℃
培养 ４ｈ，离心弃上清。每孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，振
荡１０ｍｉｎ。应用多功能酶标仪测定４９０ｎｍ波长处
光吸收值（ＯＤ值），以空白对照孔调零，计算细胞增
殖抑制率。抑制率（％）＝（对照组 ＯＤ值 －实验组
ＯＤ值）／对照组ＯＤ值×１００％。
１．２．５　ＮＤＶ对ＳＨＩ１细胞裸鼠异种移植瘤生长的
影响　　４～６周龄裸鼠１５只，１７～２２ｇ，饲养于哈
尔滨兽医研究所层流饲养器内。每只裸鼠背部皮下

注射对数生长状态 ＳＨＩ１细胞０．２５ｍＬ，含活细胞
数约为１０８个。皮下异种移植瘤生长 ２～３周后随
机分为对照组和实验组，分别给予 ０．２ｍＬ无血清
培养基和 ＮＤＶ原液瘤内注射，隔日一次，共 ４次。
游标卡尺测量注射前皮下移植瘤的长、短径（ｃｍ），
计算肿瘤质量及肿瘤质量抑制率，绘制肿瘤生长曲

线。将肿瘤组织、裸鼠肝脾做常规病理切片、苏木

精伊红染色，光镜下观察病理变化。肿瘤质量 ＝
（长×宽２）／２；肿瘤质量抑制率 ＝（１－实验组平均
肿瘤质量／对照组平均肿瘤质量）×１００％。
１．３　统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理。计量资料结果
以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用重复测
量数据方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＮＤＶ对ＳＨＩ１细胞生长的影响
ＳＨＩ１细胞系经不同浓度 ＮＤＶ处理后，细胞形

态及密度均发生明显变化。低倍镜下观察对照组细

胞形态规则，呈圆形、透亮、分布密集，不同浓度

ＮＤＶ组细胞形态不规则，聚集、融合现象明显，分布
稀疏，可见细胞碎片。高倍镜下对照组核分裂像多

见；不同浓度ＮＤＶ组可见细胞坏死，细胞膜不完整、
细胞核碎裂、固缩。ＡＯ／ＰＩ荧光染色时低倍镜下观
察对照组呈均匀明亮的绿色荧光，ＮＤＶ原液组呈
红、绿两色，以红色荧光为主（图１）；高倍镜下见红
染细胞的细胞核碎裂、固缩。倒置显微镜下观察到

细胞形态及密度变化的程度随 ＮＤＶ作用时间的延
长及浓度的增加而更加明显。
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　　图 １　ＮＤＶ感染 ４８ｈ后 ＳＨＩ１细胞 ＡＯ／ＰＩ染色
（×１００）　Ａ：对照组细胞呈均匀明亮的绿色荧光，为活细胞，箭头所
示；Ｂ：ＮＤＶ原液组为红、绿两色，以红色为主，说明死亡或正在死亡
的ＳＨＩ１细胞居多，箭头所示为死亡细胞。

２．２　ＮＤＶ对ＳＨＩ１细胞增殖的影响
本研究发现不同浓度 ＮＤＶ对 ＳＨＩ１细胞的增

殖有明显抑制作用（Ｆ＝２６７．１８９，Ｐ＜０．０１），两两比
较发现随着 ＮＤＶ浓度的增加和作用时间的延长，
ＳＨＩ１细胞的增殖逐渐减少，说明随着 ＮＤＶ浓度的
增加、作用时间的延长，抑制率逐渐增加，见图２。
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　　图２　不同浓度 ＮＤＶ在不同时间对 ＳＨＩ１细胞增殖的
影响　ａ：与同时间点对照组相比，Ｐ＜０．０１；ｂ：与同时间点１００倍
稀释组相比，Ｐ＜０．０１；ｃ：与同时间点１０倍稀释组相比，Ｐ＜０．０５；
ｄ：与同时间点１００倍稀释组相比，Ｐ＜０．０５；ｅ：与同时间点１０倍稀
释组相比，Ｐ＜０．０１。

２．３　ＮＤＶ对ＳＨＩ１细胞裸鼠异种移植瘤生长的影响
在裸鼠背部皮下注射 ＳＨＩ１细胞约 ２周后，１５

只裸鼠全部可见肿瘤生长，成瘤率为 １００％，３周后
肿瘤长至约１．０ｃｍ×１．０ｃｍ。解剖发现裸鼠皮下
异种移植瘤块包膜基本完整、与皮肤无粘连，瘤块呈

白色，质中等。两组移植瘤病理切片见图３。

　　图３　ＳＨＩ１细胞裸鼠异种移植瘤病理图片（苏木精伊
红染色，×４００）　Ａ：对照组细胞增生活跃，分裂相多见；瘤细胞排列
密集，胞体为圆形或椭圆形，部分细胞核仁隐约可见，胞浆量中等，灰

蓝色（箭头所示）；淋巴、单核等炎性细胞浸润少见；瘤块中可见新生

血管。Ｂ：实验组细胞有大片坏死现象，坏死区呈现均一粉染，细胞结
构消失，可见细胞碎片（箭头所示）。

随着时间的延长，对照组皮下移植瘤质量逐渐

增大，而实验组在ＮＤＶ瘤内注射后移植瘤质量逐渐
减小，较对照组明显减轻（Ｆ＝１２６．３５０，Ｐ＜０．０１），
其抑制率可达８４．７％，见图４。
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　　图４　ＳＨＩ１裸鼠移植瘤模型肿瘤生长曲线　ａ：与对照
组比较，Ｐ＜０．０１

２．４　ＮＤＶ对裸鼠的毒性观察
实验过程中无裸鼠死亡。实验组裸鼠一般状

态、进食及大小便均正常，对照组裸鼠在实验后期一

般状态萎靡、不喜活动、进食少。实验组裸鼠肝、脾

病理切片苏木精伊红染色光镜下未见病理改变。

３　讨论

白血病是儿童时期最常见的恶性肿瘤，化疗是

该病主要的治疗方法。即使经过规范化治疗，仍有

１０％～１５％ 的白血病患儿复发。研究表明，更强烈
的化疗未必能真正提高治愈率，反而会增加与治疗

相关的死亡率和继发第二肿瘤等危险［４］。靶向免

疫疗法是白血病治疗中的一种重要手段和研究热

点，将来源于细菌或病毒的特异性毒素与单抗相连

靶向杀伤白血病细胞是免疫治疗方法的一种［５］。

Ｗｅｎｄｔｎｅｒ等［６］已经观察了腺病毒疫苗对慢性淋巴

细胞白血病病人的免疫学及临床反应结果，因此将

病毒或病毒修饰的疫苗作为白血病免疫治疗的方法

之一是可行的。

ＮＤＶ对肿瘤的杀伤机制尚不明确，目前认为主
要有以下 ３个方面：ＮＤＶ能够直接并且特异性地杀
伤肿瘤细胞；ＮＤＶ能够激发机体的细胞及体液免疫
反应；ＮＤＶ能够刺激各种细胞因子的释放从而增
强机体的免疫功能［７］。本实验观察到 ＮＤＶＤ９０病
毒株感染人急性单核细胞白血病细胞后 ２４ｈ即可
导致细胞死亡，在倒置显微镜下可以见到细胞形态

发生改变，细胞膜的完整性破坏，聚集现象明显，推

·１５１·
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测 ＮＤＶ在体外对人急性单核细胞白血病细胞的杀
伤作用与改变细胞膜的通透性有关，属于细胞融合

型病毒。ＮＤＶ对肿瘤细胞的直接杀伤作用推测与
ＮＤＶ囊膜表面含有 ＨＮ蛋白和融合蛋白 Ｆ有关［８］。

ＨＮ蛋白具有血凝素神经氨酸酶 （ＨＡ）活性，可特
异性识别细胞表面的唾液酸受体，而细胞一旦癌变，

其细胞膜上的唾液酸含量显著增加，结合后的 ＨＮ
蛋白激活 Ｆ蛋白，促使病毒囊膜与宿主细胞膜融
合，病毒进入细胞复制。因此 ＮＤＶ可以特异性识
别肿瘤细胞而对正常细胞无杀伤作用［９１０］。另外本

研究观察到 ＳＨＩ１细胞裸鼠皮下移植瘤经 ＮＤＶ瘤
内注射后明显缩小，病理切片苏木精伊红染色显示
肿瘤组织大片坏死，推测 ＮＤＶ在体内有溶瘤作用。
Ｐｈｕａｎｇｓａｂ等［１１］的研究也证实了 ＮＤＶ瘤内注射对
类上皮癌、结肠癌、大细胞肺癌、乳腺癌、前列腺癌的

异体移植瘤具有明显的生长抑制作用。其机制除直

接杀伤肿瘤细胞外，ＮＤＶ还可以使肿瘤特异性细胞
毒细胞ＣＤ８＋Ｔ细胞反应性增加，可以激活巨噬细
胞使其产生抗肿瘤作用的效应物质，还能够刺激机

体产生干扰素、肿瘤坏死因子、白介素、单核细胞集

落刺激因子等抗肿瘤细胞因子。研究亦证实 ＮＤＶ
的溶瘤活性能够选择性在肿瘤细胞内复制而对正常

细胞无作用，对人体是安全的［１２］。

本实验初步明确了ＮＤＶ对体内、体外的急性单
核细胞白血病细胞的增殖都有明显的抑制作用，使

其可能成为白血病免疫治疗的新方法，但对其毒性

及抗白血病的具体机制尚需进一步研究。
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