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麻疹-流行性腮腺炎-风疹联合减毒活疫苗通过诱导免疫原性细胞死亡激

活三阴性乳腺癌抗肿瘤免疫
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[摘  要]  目的：探讨麻疹-流行性腮腺炎-风疹联合减毒活疫苗（MMR）通过诱导免疫原性细胞死亡（ICD）对三阴性乳腺癌

（TNBC）的免疫调节机制。方法：体外实验采用CCK-8法检测MMR对TNBC细胞4T1和MDA-MB-231存活率的影响，免疫荧

光法检测MDA-MB-231细胞中钙网蛋白（CALR）表达，磷钼酸比色法检测MDA-MB-231细胞内ATP的含量，ELISA检测细胞上

清液中高迁移率族蛋白B1（HMGB1）的表达水平，通过GEPIA网站分析CALR和HMGB1对乳腺癌患者生存期的影响。体内实

验中经皮下注射 4T1-Luc细胞于雌性BALB/c小鼠乳腺脂肪垫构建TNBC小鼠模型。设Control组、盐酸阿霉素（Dox）组、MMR

组，按照分组每两天静脉给药1次，连续给药3次。动物活体成像系统观察肿瘤体积变化；记录小鼠体质量及各器官指数初步评

估疫苗安全性；H-E染色观察肿瘤病理变化；免疫组化和Western blotting检测肿瘤中CALR和HMGB1蛋白的表达。流式细胞术

分析小鼠脾T淋巴细胞亚群及肿瘤树突状细胞和巨噬细胞比例；免疫组化检测肿瘤CD8+ T淋巴细胞浸润；ELISA检测血清中促

炎细胞因子 IL-6和TNF-α含量。结果：MMR对 4T1细胞的活性抑制作用较弱；MMR对MDA-MB-231细胞抑制率达 90.39%

（P < 0.001）。与 Control 组相比，MMR 组 MDA-MB-231 细胞中 ICD 相关蛋白（CALR、ATP、HMGB1）表达上调（P < 0.001）。

GEPIA网站分析表明，CALR和HMGB1高表达的患者总生存期有所延长。MMR延缓了荷瘤小鼠肿瘤体积增长（P < 0.001），延

长小鼠的生存期，且28 d内MMR组荷瘤小鼠体重与Control组无显著性差异（P > 0.05）；H-E染色显示，与Control组相比，MMR

组小鼠肿瘤组织坏死区域扩大且有免疫细胞浸润；MMR上调肿瘤 ICD相关蛋白CALR、HMGB1的表达水平；MMR组脾CD4+、

CD8+ T淋巴细胞及肿瘤树突状细胞和M1型巨噬细胞的比例增加（P < 0.05），CD8+ T淋巴细胞在肿瘤组织中的浸润增加（P < 

0.001），且促炎细胞因子 IL-6和TNF-α水平升高（P < 0.01）。结论：MMR减毒活疫苗对TNBC的抗肿瘤作用可能与诱导肿瘤发

生 ICD进而激活抗肿瘤免疫相关。
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Live attenuated measles， mumps and rubella vaccine induces immunogenic cell 
death to activate anti-tumor immunity in triple-negative breast cancer
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[Abstract]  Objective: To investigate the immunomodulatory mechanisms of the live attenuated measles, mumps and rubella vaccine 

(MMR) against triple-negative breast cancer (TNBC) via induction of immunogenic cell death (ICD). Methods: In vitro experiments: 

The CCK-8 assay was used to evaluate the effect of MMR on the viability of TNBC cell lines 4T1 and MDA-MB-231. 

Immunofluorescence was performed to detect the expression of calreticulin (CALR) in MDA-MB-231 cells. ATP was measured using a 

phosphomolybdic acid colorimetric assay, and high mobility group box 1 (HMGB1) levels in the cell supernatant were determined by 

ELISA. The GEPIA database was used to analyze the correlation between CALR/HMGB1 expression and the overall survival of breast 
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cancer patients. In vivo experiments: A TNBC mouse model was established by subcutaneous injection of 4T1-Luc cells into the 

mammary fat pad of female BALB/c mice. The mice were divided into three groups: Control group, doxorubicin hydrochloride (Dox) 

group, and MMR group. According to the grouping, intravenous administration was performed once every two days for a total of three 

consecutive doses. Tumor volume changes were monitored using an in vivo imaging system. Body weight and organ indices were 

recorded for preliminary safety assessment of vaccine. Histopathological changes in tumors were observed by hematoxylin-eosin (H-E) 

staining. The expression of CALR and HMGB1 in tumor tissues was detected by immunohistochemistry and Western blotting. Flow 

cytometry was used to analyze T lymphocyte subsets in the spleen, as well as the proportions of dendritic cells and macrophages in 

tumor. Immunohistochemistry was performed to detect CD8+ T lymphocyte infiltration in tumor tissues. The levels of pro-inflammatory 

cytokines IL-6 and TNF-α in serum were measured by ELISA. Results: MMR showed weak inhibitory effect on the viability of 4T1 

cells but inhibited MDA-MB-231 cells by 90.39% (P < 0.001). Compared with the Control group, the MMR group exhibited 

upregulated expression of ICD-related proteins CALR, ATP and HMGB1 in MDA-MB-231 cells (P < 0.001). GEPIA database analysis 

indicated that patients with high expression of CALR and HMGB1 had prolonged survival. In vivo experiments, MMR delayed tumor 

volume growth (P < 0.001) and extended mouse survival. Within 28 days, there was no significant difference in body weight between 

the MMR group and the Control group (P > 0.05). H-E staining showed enlarged necrotic areas and immune cell infiltration in tumor 

tissues from the MMR group compared with the Control group. MMR upregulated the expression levels of the ICD-related proteins 

CALR and HMGB1. In the MMR group, the proportions of splenic CD4+ T and CD8+ T lymphocytes, as well as tumor-infiltrating 

dendritic cells and M1-type macrophages, were increased (P < 0.05). CD8+ T lymphocyte infiltration into tumors was also increased 

(P < 0.001), and the level of the pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-α was upregulated (P < 0.01). Conclusion: The tumor-

suppressive effect of the MMR vaccine on TNBC may be associated with the induction of ICD in tumors, thereby activating anti-tumor 

immunity.

[Key words]  measles, mumps and rubella vaccine (MMR); triple-negative breast cancer (TNBC); immunogenic cell death (ICD); 

antitumor immunity
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乳腺癌是全球女性常见恶性肿瘤之一，严重威

胁女性健康[1]。其中三阴性乳腺癌（triple-negative 

breast cancer, TNBC）是乳腺癌的一种特殊亚型，约占

所有乳腺癌病例的 15%~20%[2]。现有治疗手段主要

是采取手术切除配合放化疗和内分泌治疗[3-5]。患者

接受紫杉类、铂类、蒽环类等一线化疗药物治疗常发

生不良反应且极易产生耐药性[6]。因此亟须寻找新

的有效治疗策略。溶瘤病毒疗法是一种新兴的肿瘤

生物疗法[7-10]。人用病毒性减毒活疫苗经人工减毒处

理后仍保持病毒活性，研究发现其具有作为溶瘤病

毒的潜力[11-13]，为肿瘤免疫治疗提供了新的可能性。

麻疹 -流行性腮腺炎 -风疹联合减毒活疫苗

（measles, mumps and rubella vaccine, MMR）是由麻

疹病毒（沪 191株）、腮腺炎病毒（S79株）、风疹病毒

（BRDⅡ株）3种减毒病毒联合制备的疫苗，目前广泛

应用于儿童免疫规划[14]，但在肿瘤治疗领域的研究尚

处于起步阶段。研究[15]表明，MMR可将胶质母细胞

瘤细胞的细胞周期阻滞在G0/G1期，抑制其增殖，抑

制率达 95%。MMR可增加结肠癌小鼠肿瘤中CD4+ 

和CD8+ T淋巴细胞的数量，激活固有免疫和适应性

免疫，从而延缓肿瘤的生长[16]。MMR干预能显著延

长肝癌荷瘤小鼠生存期，上调肿瘤MHC-Ⅰ类分子及

转运蛋白复合物表达，增强肿瘤细胞免疫原性，并增

加肿瘤内CD8+ T淋巴细胞比例[17]。上述研究结果提

示，MMR具有一定的抗肿瘤潜力，其机制主要与激

活免疫系统、调控T淋巴细胞有关。然而，目前较少

见该疫苗在TNBC中的研究报道。

免疫原性细胞死亡（immunogenic cell death, 

ICD）是调节性细胞死亡的一种，在激活适应性免疫

反应方面起着重要作用。溶瘤病毒是一种Ⅱ型 ICD

诱导剂，在干预肿瘤细胞后，肿瘤细胞释放出一系列

损伤相关分子模式（damage-associated  molecular  

pattern, DAMP），包括钙网蛋白（calreticulin, CALR）、

高 迁 移 率 族 蛋 白 B1（high mobility group box 1 

protein, HMGB1）、ATP等。这些分子能够被树突状

细胞表面的特定模式识别受体识别，进而引发固有

免疫和适应性免疫反应，将“冷”肿瘤转变为“热”肿

瘤 ，逆转肿瘤的免疫逃逸和免疫抑制状态[18]。

TUYAERTS等[19]研究表明，表达FMS样酪氨酸激酶3

（FMS-like tyrosine kinase 3, FLT3）的溶瘤单纯疱疹

病毒可以在体外杀死黑色素瘤、胶质母细胞瘤和胰

腺癌细胞，并通过促进 HMGB1 的表达进一步诱导

ICD。同时，该病毒可在体内增加肿瘤组织中树突状

细胞的比例。溶瘤牛疱疹病毒（bovine herpesvirus, 

BoHV）可促进CALR蛋白在黑色素瘤荷瘤小鼠中的

表达，增强肿瘤组织中CD8+ T细胞的浸润[18]。综上，

ICD是溶瘤病毒对肿瘤发挥免疫调节作用的重要机

制，其中对HMGB1及CALR的调控尤为重要。

本研究分别在体外细胞实验和体内TNBC荷瘤

小鼠模型两个方面，探讨MMR能否有效诱导肿瘤细
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胞发生 ICD，并进一步明确其对肿瘤微环境中关键免

疫细胞（包括树突状细胞、巨噬细胞和CD8+ T淋巴细

胞）的调控作用，进而评估MMR对TNBC的抑瘤效

果。本研究为开发成熟疫苗再应用和安全有效的

TNBC免疫治疗新策略提供思路。

1  材料与方法

1.1  细胞、病毒及实验动物

TNBC 细胞 MDA-MB-231、4T1 为本实验室保

存，整合萤光素酶报告基因的4T1-Luc细胞购自苏州

海星生物科技有限公司；MMR 冻干剂（批号：

S20070026）由上海生物制品研究所有限责任公司赠

送，使用前采用 0.5 mL 生理盐水复溶即为原液。

MMR 的半数组织培养感染剂量（50% tissue culture 

infectious dose, TCID50）为 1 × 104/mL，活性成分为麻

疹病毒、风疹病毒（滴度均 ≥ 3.0 lg CCID50）和腮腺炎

病毒（滴度 ≥ 4.3 lg CCID50），辅料包含蔗糖、明胶、谷

氨酸钠、尿素、人血白蛋白。

雌性，8周龄，体重（20 ± 2）g ，SPF级BALB/c小

鼠，购自北京华阜康生物科技股份有限公司，实验动

物生产许可证号为 SCXK(京)2019-0008。饲养温度

为 22~25 ℃，湿度为 50%~80%。本实验经由贵州医

科大学伦理委员会审核批准（2400608）。实验在生

物安全二级（biosafety level 2, BSL-2）实验室完成，实

验产生废料经121℃高压灭菌30 min后处理。

1.2  主要试剂与仪器

胎牛血清购自浙江四季青公司，10 × 青-链霉素购

自上海BBI公司，高糖DMEM培养基、0.25%胰蛋白酶

均购自美国Gibco公司，HyperFluor 488标记的羊抗兔

IgG抗体购自上海伟寰生物科技有限公司，牛血清白蛋

白购自苏州新赛美生物有限公司，Triton X-100、抗荧光

淬灭封片剂（含DAPI）均购自武汉赛维尔生物有限公司，

HMGB1的ELISA检测试剂盒购自武汉科鹿公司，ATP

含量检测试剂盒购自武汉贝茵莱公司，盐酸阿霉素

（doxorubicin hydrochloride, Dox）购自上海麦克林公司，

流式抗体Anti-CD3 PE、Anti-CD4 FITC、Anti-CD8 APC、

Anti-CD45-PerCP/Cyanine、Anti-CD11c-APC、Anti-F4/

80 FITC、Anti-CD206 APC、Anti-CD86 PE均购自武汉

Elabscience公司，HMGB1、CALR 抗体均购自美国

Bioworld 公司，β-actin抗体购自武汉三鹰生物有限公

司，CD8α抗体购自美国Affinity生物有限公司，HRP标

记的山羊抗兔抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司，

飞克特超敏ECL发光液购自大连美仑生物技术有限公

司，DAB显色液、苏木精均购自北京索莱宝生物有限公

司，TNF-α、IL-6的ELISA试剂盒购自江苏酶免实业有

限公司。

流式细胞仪购自美国BD公司，倒置显微镜购自美

国Bio-Rad公司，细胞计数仪购自深圳瑞沃德公司，电

泳仪购自北京六一仪器厂，CO2培养箱购自太仓斯高医

疗器械科技有限公司，冷冻离心机购自上海卢湘仪离

心仪器有限公司，激光共聚焦显微镜购自日本Olympus

公司，小动物活体成像仪购自美国珀金埃尔默公司。

1.3  细胞培养与分组

MDA-MB-231细胞、4T1细胞均培养于含10%胎

牛血清、1%青-链霉素的DMEM完全培养基，置37 ℃，

5% CO2培养箱进行培养。培养24 h，待细胞贴壁后，

MMR组加入0.1 mL倍比稀释的MMR（分别为原液浓

度的100%、50%、25%、12.5%），Control组加入DMEM。

1.4  CCK-8法检测MMR对TNBC细胞存活率的影响

将 4T1、MDA-MB-231细胞以 5 × 104个/mL密度

分别加入 96孔板中，培养 24 h，待细胞贴壁后，按照

分组加入使用DMEM倍比稀释的MMR（分别为原液

浓度的 100%、50%、25%、12.5%），空白组无细胞，孔

中仅含 DMEM。分别培养 24、48和 72 h，每孔加入

0.1 mL CCK-8工作液，37℃作用2 h后于450 nm波长

处检测各孔光密度（D）值，按照公式“细胞存活率=

[（实验组D值 - 空白组D值）/（Control组D值-空白

组D值）] × 100%”计算细胞存活率。

1.5  免疫荧光染色检测MDA-MB-231细胞中CALR

蛋白表达

取对数生长期MDA-MB-231细胞接种于细胞爬

片上，37 ℃培养 24 h。按照分组每孔加入 300 μL对

应浓度MMR，培养 48 h。PBS清洗 2次，加入 4%多

聚甲醛于 4 ℃固定 1 h。PBS 清洗 3 次，加入 0.2% 

Triton X-100 室温穿透 20 min，PBS 清洗 3 次，加入

5% BSA，于 37 ℃封闭 2 h。取出爬片放入新的 6孔

板中，加入 CALR 抗体（1∶1 000）于 4 ℃过夜处理；

PBS 清洗 3 次，加入 HyperFluor 488 标记的羊抗兔

IgG抗体（1∶1 000）于37 ℃避光处理2 h；PBS洗3次，

将爬片倒置于预先滴加了抗荧光淬灭封片剂的载玻

片上，避光保存。激光共聚焦显微镜观察，ImageJ 

（v1.53）软件进行图像量化处理。

1.6  磷钼酸比色法检测 MDA-MB-231 细胞内 ATP

含量

取对数生长期的 MDA-MB-231 细胞接种于 24

孔板中培养24 h，MMR组分别加入如1.3节所述的对

应浓度MMR，干预48 h后每孔加1 mL Tris-HCl提取

液制备胞内样品（用于ATP检测）。后续操作按试剂

盒说明书进行。

1.7  ELISA 法检测 MDA-MB-231 细胞上清液中

HMGB1及小鼠血清促炎因子 IL-6和TNF-α的水平

取对数生长期的 MDA-MB-231 细胞接种于 24
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孔板中培养24 h，MMR组分别加入如1.3节所述的对

应浓度MMR，干预 48 h后收取细胞上清液（用于检

测HMGB1）。

小鼠采用 1.5%异氟烷麻醉后摘眼球取血于 1.5 

mL无菌离心管中，4℃静置30 min，800 × g于4 ℃离

心15 min，收取上层血清（用于检测 IL-6和TNF-α）。

后续操作按相应试剂盒说明书进行，最后用酶

标仪在450 nm波长下测定各孔D值。

1.8  GEPIA网站分析CALR和HMGB1表达对乳腺

癌患者生存期的影响

使用 GEPIA 网站（http://gepia.cancer-pku.cn）的

Survival Plots模块，分别输入基因名称“HMGB1”和

“CALR”，选择癌症类型为乳腺癌，分析两个基因表

达水平对乳腺癌患者生存期的影响。

1.9  TNBC荷瘤小鼠肿瘤模型的建立[20]

取对数生长期的4T1-Luc细胞，将细胞密度调整

到 2 × 106个/mL，经皮下注射于BALB/c小鼠左侧第

二乳腺脂肪垫（0.1 mL/只）。待肿瘤体积达到100 mm3

时，视为造模成功。将荷瘤小鼠随机分组，按照

100 μL/只的剂量，每组小鼠分别静脉给予无菌

PBS、6.25 mg/kg Dox（Dox是临床上广泛用于乳腺癌

治疗的化疗药物，具有明确的抗肿瘤活性，将MMR

疫苗的抗肿瘤效果与Dox进行直接比较，可以评估

MMR的相对疗效。）、MMR（0.5 mL生理盐水复溶后

稀释 10倍，该浓度由预实验确定为抑瘤效果最佳浓

度），分别命名为Control组、Dox组、MMR组，每 2 d

给药1次，连续给药3次。

1.10  荷瘤小鼠生物学指标监测与肿瘤病理情况分析

实验期间每2天记录小鼠体质量及肿瘤体积（肿

瘤体积 = 0.5 × 长径 × 宽径 2），并通过动物活体成像

系统观察荷瘤小鼠肿瘤变化，同时记录小鼠生存状

态以绘制生存曲线。于第 28天采用 1.5%异氟烷麻

醉处死小鼠，取心、肝、脾、肺、双肾，称重并计算器官

指数，器官指数 = （器官质量/小鼠体质量） × 100%。

剥离小鼠肿瘤，称重后取部分肿瘤组织置于4%多聚

甲醛中室温固定 24 h，梯度乙醇脱水，石蜡包埋后切

片，进行H-E染色，在显微镜下观察组织病理情况。

1.11  免疫组织化学染色法检测肿瘤组织中HMGB1、

CALR蛋白表达及CD8+ T淋巴细胞浸润

将新鲜小鼠肿瘤组织采用冰冻切片机切片后，

加入 4%多聚甲醛固定 10 min，PBS清洗 3次后用快

速封闭液封闭 20 min。加入 HMGB1、CALR、CD8a

抗体（1∶200稀释）4 ℃作用过夜，PBS清洗3次，滴加

HRP标记的山羊抗兔抗体（1∶200）于 37 ℃作用 1 h，

PBS清洗 3次，滴加DAB显色 10 min，苏木精染色数

秒，流水冲洗后，中性树脂胶封片，显微镜下拍照记

录，采用 ImageJ（v 1.53）软件进行图像量化处理。

1.12  Western blotting检测肿瘤HMGB1、CALR蛋白

的表达

取肿瘤组织25 mg，加裂解液后组织研磨1 min，

冰浴 30 min，12 000 × g离心 10 min，取上清，以 1∶4

的比例加入加上样缓冲液，沸水煮10 min提取蛋白。

SDS-PAGE电泳分离蛋白，转膜，脱脂奶粉室温封闭

2 h，加入HMGB1、CALR、β-actin抗体（1∶2 000）4 ℃

作用过夜。次日加入TBST清洗 5次后加入HRP标

记的山羊抗兔抗体（1∶2 000），于室温作用2 h，TBST

洗膜 3次，ECL发光液显影，采用 ImageJ（v1.53）软件

进行图像量化处理。

1.13  流式细胞术检测脾T淋巴细胞亚群及肿瘤组

织中树突状细胞与巨噬细胞的比例

取荷瘤小鼠脾和肿瘤组织各25 mg，剪刀剪碎后

分别置于10 mL组织解离液中，37 ℃作用1 h后使用

70 μm细胞筛网过滤，得到单细胞悬液，加入红细胞

裂解液，离心弃上清液，加入CD3、CD4、CD8、CD45、

CD11c、F4/80、CD206、CD86抗体，混匀后置于4 ℃避

光反应 30 min，加入细胞染色缓冲液重悬细胞，流式

细胞仪进行检测，FlowJo软件分析实验数据。

1.14  统计学处理

采用SPSS 24.0、GraphPad Prism 8.0统计学软件

分析作图，计量资料以 x̄ ± s表示，多组间差异采用单

因素方差分析，组间比较采用 t检验。以P < 0.05或

P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  MMR体外抑制TNBC细胞的作用具有细胞选择性

体外实验中，MMR对MDA-MB-231细胞具有直

接抑制作用，且呈时间和剂量依赖性。显微镜下观

察（图 1A）发现，MMR处理 72 h后，MDA-MB-231细

胞出现明显合胞体形态；CCK-8 法检测 MMR 对 

MDA-MB-231 和 4T1 细胞存活率的影响，结果（图

1B、C）显示，MDA-MB-231 细胞于 36 和 72 h 时，在

100%、50%、25%和 12.5% MMR浓度下存活率均显著

下降（均P < 0.001）。相比之下，MMR对 4T1细胞无

抑制作用，反而呈浓度和时间依赖性促进其增殖。

上述结果表明，MMR 体外处理能显著抑制人源

TNBC 细胞 MDA-MB-231 活性，而对鼠源 TNBC 细

胞4T1无显著杀伤作用。

2.2  MMR上调MDA-MB-231细胞DAMP表达

免疫荧光染色结果（图2A、B）显示，与Control组

相比，MMR（100%、50%浓度）组CALR蛋白表达显

著上调（P < 0.001，P < 0.01），提示MMR可诱导人源

TNBC细胞株MDA-MB-231中CALR蛋白的表达。

·· 644



蒋立娜, 等 . 麻疹-流行性腮腺炎-风疹联合减毒活疫苗通过诱导免疫原性细胞死亡激活三阴性乳腺癌抗肿瘤免疫

ATP 检测结果（图 2C）显示，随着 MMR 浓度增

加，胞内ATP含量呈下降趋势。其中，与Control组相

比，MMR 100% 浓度组细胞的 ATP 含量显著减少

（P < 0.001）。HMGB1的ELISA检测结果（图 2D）显

示，与 Control 组相比，MMR 100% 浓度组细胞的

HMGB1 水平上调最显著（P < 0.001）。结果提示，

MMR可诱导MDA-MB-231细胞中HMGB1的释放，

降低胞内ATP含量。

A：MMR处理72 h前后，MDA-MB-231细胞形态图；B：CCK-8法检测不同浓度MMR处理不同时间后MDA-MB-231细胞的存活

率（n = 3）；C：CCK-8法检测不同浓度MMR处理不同时间后4T1细胞的存活率（n = 3）。与Control组相比**P < 0.01，***P < 0.001。

图1  MMR对不同TNBC细胞存活率的影响

A：不同浓度MMR干预MDA-MB-231细胞后CALR蛋白（绿色荧光）与DAPI核染色（蓝色荧光）定位图；B：CALR蛋白相对荧光

表达量化统计图（n = 3）；C：磷钼酸比色法检测不同浓度MMR处理后MDA-MB-231细胞内ATP含量（n = 3）；D：ELISA法检测不

同浓度MMR处理后MDA-MB-231细胞外HMGB1水平（n = 3）。与Control组相比，**P < 0.01，***P < 0.001。

图2  MMR对MDA-MB-231细胞DAMP表达的影响

2.3  HMGB1和CALR高表达影响乳腺癌患者总生

存期

为进一步探究CALR和HMGB1的临床预后价

值，本研究利用GEPIA数据库分析了两者表达水平

与乳腺癌患者总生存期的关系，结果（图 3）表明，与

HMGB1 低表达的乳腺癌患者（n = 535）相比 ，

HMGB1高表达的乳腺癌患者（n = 535）的总生存

期呈延长趋势，但差异无统计学意义（HR = 0.87，

P > 0.05）。类似地，CALR高表达的乳腺癌患者也显

示出总生存期延长的趋势，但未达到统计学显著水

平（HR = 0.97，P > 0.05）。
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A：HMGB1表达水平与乳腺癌患者生存期的关系；B：CALR表达水平与乳腺癌患者生存期的关系。

图3  HMGB1和CALR表达水平与乳腺癌患者生存期的关系

2.4  MMR延缓 4T1荷瘤小鼠肿瘤体积增长并延长

生存期

与Control组相比，MMR干预后荷瘤小鼠生存期

有所延长，但差异无统计学意义（图 4A，P > 0.05）。 

与Control组相比，Dox组和MMR组荷瘤小鼠的肿瘤

终末质量显著降低（图4B，P < 0.001），肿瘤终末体积

均显著减小（图4C~E，均P < 0.001）。

A：各组荷瘤小鼠生存曲线（n = 10）；B~E：各组荷瘤小鼠肿瘤质量（B，n = 5）、肿瘤体积变化曲线（C，n = 5）、实体肿瘤代表性图像

（D）及动物活体成像代表性图像（E）。与Control组相比，***P < 0.001。

图4  MMR对4T1荷瘤小鼠抑瘤效果评价

2.5  MMR对荷瘤小鼠体内安全性与肿瘤病理的影响

各组荷瘤小鼠体质量监测结果（图5A）显示，28 

d内，与Control组比，MMR组小鼠体质量变化无明显

差异，而Dox组小鼠体质量显著下降（P < 0.001）。器官

指数结果（图5B~F）显示，与Control组相比，Dox组脾

指数升高（P < 0.01），MMR组肾指数下降（P < 0.01）。

H-E染色结果（图5G）显示，Control组荷瘤小鼠肿瘤组

织中可见肿瘤细胞密集排列，结构紊乱，异型性显著，

核分裂象多见，提示高增殖活性。Dox组荷瘤小鼠肿瘤

组织坏死灶边缘可见粉染均质无定形物质，肿瘤细胞

显示核固缩、核碎裂、局部血管破裂伴红细胞渗出。MMR

组肿瘤组织结构中肿瘤细胞排列稀疏，核碎裂、核固缩

状细胞增多，且伴随少量炎性细胞浸润。

2.6  MMR上调肿瘤组织中HMGB1和CALR蛋白的

表达

免疫组化和Western blotting结果（图 6）显示，与

Control 组相比 ，MMR 组荷瘤小鼠肿瘤组织中

HMGB1、CALR蛋白表达水平升高（均P < 0.001）。
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A：各组荷瘤小鼠体重变化；B~F：各组荷瘤小鼠心指数（B）、肝指数（C）、脾指数（D）、肺指数（E）及肾指数（F）；G：各组荷瘤小鼠肿

瘤组织H-E染色病理组织结构图。与Control组相比，ns表示P > 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

图5  MMR对4T1荷瘤小鼠的体内安全性及肿瘤组织病理形态的影响

A、B：荷瘤小鼠肿瘤组织免疫组化图（A，褐色为阳性表达）及量化统计图（B，n = 3）；C、D：荷瘤小鼠肿瘤组织HMGB1、CALR蛋白

免疫印迹条带图（C）及灰度值量化统计图（D，n = 3）。与Control组相比，**P < 0.01，***P < 0.001。

图6  4T1荷瘤小鼠肿瘤组织HMGB1和CALR蛋白表达

2.7  MMR增加脾T淋巴细胞及肿瘤浸润免疫细胞

比例

流式细胞术结果（图7A、B）显示，与Control组相

比，MMR组荷瘤小鼠脾组织中CD4+ T、CD8+ T淋巴

细胞比例显著增加（P < 0.01，P < 0.001）。与Control

组相比，MMR组树突状细胞比例增加（图 7C、D，

P < 0.01），M1型巨噬细胞比例增加，M2型巨噬细胞

比例减少（图7E、F，均P < 0.001).。

免疫组化结果（图 7G、H）显示，MMR组瘤组织

中CD8+ T 淋巴细胞显著增加（P < 0.001）。
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A、B：各组荷瘤小鼠脾T淋巴细胞亚群分析图（A）及量化统计图（B，n = 3）；C、D：肿瘤中树突状细胞流式分析图（C）及量化统计图

（D，n = 3）；E、F：肿瘤M1/M2型巨噬细胞流式分析图（E）及量化统计图（F，n = 3）；G、H：肿瘤组织CD8+ T淋巴细胞免疫组化图

（G，褐色为阳性表达）及量化统计图（H，n = 3）。与Control组相比，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

图7  MMR对荷瘤小鼠脾T细胞亚群及肿瘤浸润免疫细胞的影响

2.8  MMR提高4T1荷瘤小鼠血清中促炎因子 IL-6与

TNF-α的水平

ELISA结果（图8）显示，与Control组相比，MMR

组荷瘤小鼠血清中IL-6、TNF-α水平显著升高（P < 0.01， 

P < 0.001）。

3  讨  论

TNBC现有的治疗手段易出现耐药且不良反应

显著，因此需要寻找新的有效治疗方法。近年来肿

瘤生物治疗成为研究的新焦点[21]。溶瘤病毒疗法是

其中一种新兴的肿瘤生物治疗方法，溶瘤病毒可通

过直接利用病毒的复制能力破坏肿瘤细胞，或激活

机体抗肿瘤免疫这两种途径来发挥溶瘤作用。

人用减毒活疫苗是常用于人类疾病预防的生物制

剂，是经过减毒处理的活病毒株。减毒活疫苗可激活

机体产生体液免疫和细胞免疫应答，具有溶瘤潜力。

伪狂犬病病毒减毒活疫苗可通过与抗PD-1抗体联合作

用增强肿瘤CD8+ T淋巴细胞浸润，重塑肾癌的肿瘤免

疫微环境[22]。ZHONG等[23]研究表明，流行性乙型脑炎

减毒活疫苗株可通过增加CD8+ T细胞浸润胶质母细胞

瘤的肿瘤组织，重塑免疫抑制性肿瘤微环境。在结直

肠癌和腹水瘤的体内实验中，MMR可延长小鼠的生存

期，并能显著增加小鼠肿瘤内免疫细胞（包括T淋巴细

胞、树突状细胞、巨噬细胞、NK细胞）的浸润[16-17]。本研

究结果显示，MMR 干预后增加了 4T1 细胞荷瘤小鼠

肿瘤组织中CD8+ T淋巴细胞、树突状细胞、M1型巨噬
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细胞的比例，并且上调了血清中促炎细胞因子TNF-α、

IL-6的水平，与前述研究结果类似。提示MMR可调控

4T1细胞荷瘤小鼠全身及肿瘤局部免疫微环境。

A：各组荷瘤小鼠血清中 IL-6水平（n = 3）；B：各组荷瘤小鼠血

清中TNF-α水平（n = 3）。与Control组比，
**P < 0.01，***P < 0.001。

图8  荷瘤小鼠血清促炎因子 IL-6与TNF-α水平

本研究体外实验表明MMR对人源TNBC细胞

MDA-MB-231具有直接杀伤作用，但对于鼠源TNBC

细胞4T1的杀伤作用较弱，仅在高浓度长时间干预下

才呈现显著效果。病毒对细胞的识别吸附和穿入需

要寻找到特异结合的细胞受体，不同物种间病毒受

体的差异可能是导致MMR对 4T1细胞无明显杀伤

作用的原因之一。现有的研究表明，MMR发挥抑瘤

作用主要通过对荷瘤小鼠的免疫调控尤其是对T淋

巴细胞的调控作用。本研究选用免疫健全的

BALB/c小鼠，皮下接种 4T1细胞构建TNBC移植瘤

模型，旨在最大程度模拟MMR作用于局部肿瘤免疫

微环境及全身免疫系统的复杂调控。鉴于MMR在

体外对 4T1细胞直接杀伤作用较弱但体内仍有显著

疗效，提示其抗肿瘤效应可能主要通过激活系统性

抗肿瘤免疫实现。

ICD是溶瘤病毒抗肿瘤作用的主要机制。病毒

感染可诱导肿瘤细胞内质网应激和活性氧超负荷，

进而促使细胞释放DAMP。这些DAMP能够募集免

疫细胞至肿瘤部位，将肿瘤微环境从“冷”转变为

“热”[24]。DAMP 主要包括暴露于垂死细胞表面的

CALR和细胞核释放到细胞周围的HMGB1和ATP。

CALR是一种特异性结合钙离子的蛋白，主要定位于

内质网，负责调控和储存钙离子，同时参与抗原提呈

及危险信号传导，在诱导特异性免疫应答中发挥着

重要作用。HMGB1是一种广泛存在于哺乳动物细

胞核中的非组蛋白，能够被免疫细胞和肿瘤细胞分

泌，并作为促炎介质，与免疫细胞表面的模式识别受

体如 TLR4、晚期糖基化终末产物受体（receptor for 

advanced glycation end products, RAGE）结合，诱导炎

症，并激活炎症小体或诱导细胞焦亡。麻疹病毒

MeV-Edm干预人肝细胞癌细胞后促进了CALR的膜

易位及 ATP 和 HMGB1 的释放，诱导其发生 ICD[25]。

有研究[5]表明，静脉注射水疱性口炎病毒可以诱导

4T1荷瘤小鼠肿瘤内 ICD蛋白CALR及HMGB1的表

达，从而促进CD8+ T淋巴细胞和树突状细胞募集到

肿瘤部位，激活抗肿瘤免疫。但目前尚少见关于

MMR 诱导 ICD 的溶瘤机制研究。在本研究中，

MMR上调MDA-MB-231细胞及 4T1荷瘤小鼠肿瘤

组织中DAMP的表达。这些结果与上述研究一致。

综上，MMR对TNBC的抑制作用可能不仅与传

统溶瘤病毒的直接杀伤有关，还与其诱导的免疫调

节有关。本研究结果提示，MMR在癌症治疗领域展

现出潜在的应用价值，为开发TNBC新疗法提供了实

验依据。本研究具有一定的局限性。抗原特异性T

细胞功能状态、树突状细胞成熟与交叉提呈能力，以

及Treg、MDSC等精细免疫调控机制尚需深入探究。

后续研究还应通过抗体阻断实验明确发挥主要抗肿

瘤作用的免疫细胞亚群。
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