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Abstract
AIM: To study in vitro therapeutic effect on mouse 
pancreatic cancer, as well as the bystander effect 
with HSV-TK suicide gene in combination with 
prodrug GCV.

METHODS: HSV-TK and GFP were inserted 
into pcDNA3.1 (+) to construct pcDNA3.1+/
HSV-TK+GFP, and pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP 
was transferred into mouse pancreatic cancer 
cell MPC by Lipofectin. We then added GCV to 
these gene-modified cells and studied the sensi-
tivity of the cells to GCV as well as the bystander 
effect.

R E S U LT S : T h e g e n e m o d i f i e d p a n c r e -
atic cancer cells MPC/HSV-TK+GFP were 

successful ly developed. In v i t ro exper i -
ments showed that when the MPC/HSV-
TK+GFP cells accounted for 10% of hybrid 
cells, the low concentration (20 mg/L) of 
GCV was about 50% of tumor cell killing.  
In vivo results showed that the low concen-
tration of GCV killed the cells. And tumor 
growth of the mouse model was inhibited.

CONCLUSION: Our data demonstrate MPC/
HSV-TK+GFP cells are sensitive to the treatment 
of GCV compared with unmodified tumor cells, 
and remarkable bystander effect is seen.
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摘要
目的: 探讨HSV-TK+GFP/GCV自杀基因系统
对小鼠胰腺癌细胞系MPC体外及体内杀伤作
用及其产生的旁观者效应. 

方法: 通过RT-P C R从基因组文库中扩增出
HSV-TK基因全长CDS序列, 并将其与GFP基
因定向克隆到质粒表达载体pcDNA3.1(+), 构
建重组质粒pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP. 脂质
体法将重组质粒转染小鼠胰腺癌细胞株MPC
细胞, 得到带有HSV-TK和GFP基因的MPC/
HSV-TK+GFP细胞, 并将其分别用于体外和体
内实验. 

结果: 重组质粒pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP导
入小鼠胰腺癌细胞株MPC细胞. 体外实验结
果显示, 当MPC/HSV-TK+GFP细胞数占混合
细胞10%时, 低浓度(20 mg/L)的GCV就可将
50%左右的肿瘤细胞杀死. 体内实验结果显示
GCV可明显抑制MPC /HSV-TK+GFP细胞在
昆明小鼠体内的肿瘤形成.

结论: HSV-TK和GFP基因转入小鼠胰腺癌细
胞株MPC细胞并获得稳定表达, HSV-TK+GFP/
GCV自杀基因系统在体内外对小鼠胰腺癌均

®

■背景资料
作为现代医学和
生物学一个新的
研究领域, 肿瘤的
自杀基因治疗尤
其引人瞩目. 人们
已经利用TK基因
进行了多种肿瘤
的基因治疗研究, 
并取得了较好的
效果.

■同行评议者
吴泰璜, 教授, 山
东省立医院肝胆
外科
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有杀伤作用, 且存在明显的旁观者效应.
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0  引言

胰腺癌是一种临床表现隐匿, 发病迅速且预后

不良的消化系统恶性肿瘤. 由于其早期症状不

典型, 容易被忽略或被误认为胃肠道疾患, 不易

早期发现. 待肿瘤侵及或压迫胆道出现黄疸、

或侵及周围组织出现疼痛症状而诊断明确时, 
肿瘤往往已生长很大, 多已为疾病晚期. 对胰腺

癌进行深入的防治研究, 提高早诊率, 加强综合

治疗, 是提高胰腺癌治疗水平的重要途径. 
随着分子生物学及相关学科的进展, 肿瘤

的基因疗法备受关注, 其中自杀基因疗法显示

了较好的应用前景[1-2]. 自杀基因又称为前药转

换酶基因[3-4], 将一些病毒或细菌基因组中的前

药转换酶基因导入肿瘤细胞并表达TK, 将GCV
磷酸化为二磷酸产物GCV-DP, 然后在哺乳动

物细胞内激酶作用下形成三磷酸产物GCV-TP, 
GCV-TP具有强烈细胞毒性, 抑制DNA聚合酶, 
掺入DNA合成链中, 导致链中止、染色体变性

和姐妹染色单体交换, 最终导致细胞死亡[5-6], 从
而达到杀死肿瘤细胞的目的. 这种独特的自杀

效应能选择性的杀死肿瘤细胞, 保护正常组织

细胞, 从而避免传统肿瘤治疗方法对人体带来

的伤害. 此外, 研究还表明, 转导了自杀基因的

肿瘤细胞在给予药物前体后被杀死, 其相邻或

更远的未被转染的肿瘤细胞也可被杀死, 这种

作用被称为旁观者效应[7]. 旁观者效应明显扩大

了自杀基因的对细胞杀伤范围, 显示了其对于

肿瘤治疗的独特优势, 并大大克服了自杀基因

转染率的限制[8-9]. 
目前已发现和克隆的自杀基因有多种, 在

肿瘤治疗中以HSV-TK最为常用. 用于HSV-TK
基因疗法的前药有两类, 一是嘌呤核苷类似物, 
包括ACV及其衍生物GCV、潘洛昔非(PCV)、
布洛昔非(BCV), 其中GCV对转基因瘤细胞的抑

制作用比ACV强10倍, 故成为目前肿瘤TK基因

治疗中最常用的前药. 
前期研究表明, HSV-TK/GCV系统具有极大

的抗瘤效应[10]. 因此, 本实验中我们构建了含有

HSV-TK及绿色荧光蛋白GFP作为筛选标记的重

组质粒, 将重组质粒pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP
体外转染小鼠胰腺癌细胞株MPC细胞, 利用TK
基因进行小鼠胰腺癌的治疗研究. 本研究检测

HSV-TK+GFP/GCV系统对小鼠胰腺癌细胞的体

外和体内杀伤性及其旁观者效应, 以期为临床

治疗胰腺癌提供可用的理论基础及实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 质粒pcDNA3.1(+)购自Invitrogen公司, 
MPC小鼠胰腺癌细胞株为本室自行建株保存. 
RPMI 1640培养基和脂质体(Lipofectmine2000)
为Gibco公司产品, 新生小牛血清为杭州四季青

公司产品, MTT和GCV为Sigma公司产品, G418
为Promega公司产品. 小鼠抗TK单抗购自Novus
公司, 辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠IgG购

自Invitrogen公司. 昆明小鼠, ♀, 4-6 wk龄, 体质

量16-25 g左右, 购自昆明医学院实验动物中心.
1.2 方法 
1.2.1 重组质粒pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP的构

建: 通过RT-PCR从基因组文库中扩增出HSV-TK
基因以及GFP基因全长CDS序列, 并将二者定向

插入真核表达载体pcDNA3.1(+), 构建重组质粒

pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP. 
1.2.2 重组质粒转染M P C小鼠胰腺癌细胞及

表达产物的检测: 接种5×104生长状态良好的

M P C小鼠胰腺癌细胞于24孔板的各孔 ,  采用

Lipofectmine2000转染试剂将重组质粒转染MPC
小鼠胰腺癌细胞, 转染后48 h, 用含800 mg/L 
G418的培养液筛选细胞2 wk, 荧光显微镜检测

G F P蛋白的表达以证实重组质粒已成功转染

MPC小鼠胰腺癌细胞. 将获得稳定表达GFP的
细胞株接着采用96孔板有限稀释法进行单克隆

细胞的筛选, 获得表达GFP的单克隆细胞株, 选
取其中GFP表达量最高的单克隆细胞株作为实

验细胞株, 并将其命名为MPC/HSV-TK+GFP. 此
外, 转染空载体pcDNA3.1(+)至MPC细胞以作

为后续试验对照. 将MPC/HSV-TK+GFP细胞于

37℃, 50 mL/L CO2培养箱常规培养、传代以及

冻存, 收集培养细胞裂解后取上清用于Western 
b lo t检测, 12 000 r/min离心15 min后取上清, 
SDS-PAGE分离后半干法转至硝酸纤维素滤膜, 
50 g/L脱脂奶粉37℃封闭1 h, 加入小鼠抗TK单

抗(一抗), 37℃孵育过夜, 再加入辣根过氧化物

酶标记的山羊抗小鼠IgG(二抗)孵育1 h, ECL法
显色后摄影. 

■研发前沿
将HSV-TK+GFP/
G C V 自 杀 基 因
治疗系统联合化
疗以及协同其他
细胞因子进行基
因治疗以提高疗
效, 同时, 通过调
整 细 胞 生 理 ,  诱
导肿瘤细胞凋亡, 
加强肿瘤与肿瘤
细胞、肿瘤细胞
与正常细胞之间
的GJIC功能是当
前肿瘤的自杀基
因治疗领域中的
研究热点.
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1.2.3 荧光显微镜下观察体外培养细胞对GCV药

物作用: 将MPC/HSV-TK+GFP细胞按5×104细

胞/孔接种于24孔培养板, 24 h后, 加入合适浓度

的GCV, 并对MPC/HSV-TK+GFP细胞设置对照

加入PBS溶液, 使用荧光显微镜观察细胞的形态

及生长情况. 
1.2.4 体外细胞的旁观者效应观察: 将MPC和

MPC/HSV-TK+GFP细胞按常规方法制成3×
108/L的细胞悬液, 将MPC和MPC/HSV-TK+GFP
按以下比例接种96孔板: 0, 1∶20, 1∶10, 1∶5. 
接种后完全培养基每孔补足200 μL, 每个比列

设12个复孔, 于37℃, 50 mL/L CO2培养箱内静

置培养, 培养48 h后将每一比例中前3孔更换含

GCV 5 mg/L的RPMI 1640培养液, 另外3孔更换

含GCV 20 mg/L的RPMI 1640培养液, 另外3孔更

换含GCV 50 mg/L的RPMI 1640培养液, 余3孔更

换普通培养液, 培养4 d后, 采用MTT法计算细胞

存活率(%). 
1.2.5 体内实验: (1)小鼠胰腺癌模型的建立: 昆
明小鼠24只, 分为3组, 每组8只. 常规培养MPC
和MPC/HSV-TK+GFP细胞, 第1组小鼠皮下接种

转染空质粒载体的MPC肿瘤细胞; 第2组以及第

3组小鼠皮下接种MPC/HSV-TK+GFP肿瘤细胞. 
分别在各试验组小鼠左侧腋窝皮下接种1×106

个相应的细胞, 对侧腋窝接种1×106个MPC细

胞. (2)GCV对MPC/HSV-TK+GFP细胞在小鼠体

内成瘤的影响: 第1组小鼠在肿瘤接种次日, 开
始给予GCV(100 mg/kg)腹膜腔(ip)内注射治疗, 
注射体积每只0.2 mL, 每日1次, 连续注射24 d; 
第2组小鼠在接种肿瘤细胞后次日, 给予PBS腹
膜腔(ip)内注射治疗, 注射体积每只0.2 mL, 每天

1次, 连续注射24 d; 第3组小鼠在接种肿瘤细胞

后次日, 给予GCV(100 mg/kg)腹膜腔(ip)内注射

治疗, 注射体积每只0.2 mL, 每日1次, 连续注射

24 d. 观察各组肿瘤形成情况.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 各组数

据比较用SPSS10.0软件进行完全随机的方差分

析, 分析其显著性.

2  结果

2.1 重组质粒转染小鼠胰腺癌细胞MPC 荧光显

微镜下观察到实验组小鼠胰腺癌细胞内有绿色

荧光信号, 实验组荧光强度强, 而两对照组细胞

内未检测到荧光信号, 实验组细胞内荧光显像

表明重组质粒MPC/HSV-TK+GFP已经成功转染

小鼠胰腺癌细胞MPC(图1).

2.2 TK基因的表达 Western blot结果显示MPC/
HSV-TK+GFP细胞中TK蛋白表达阳性(图2).
2.3 体外细胞的旁观者效应观察 体外培养细胞

置于倒置荧光显微镜下观察可见, 当加入GCV
后, 转导了MPC/HSV-TK+GFP的肿瘤细胞在给

予药物前体后被杀死, 随着时间的推移, 其相邻

的未转染肿瘤细胞也可被杀死(图3).
2.4 体外细胞的旁观者效应观察结果 将MPC/
HSV-TK+GFP细胞和MPC细胞以不同的比例混

合, 加入不同浓度的GCV后观察细胞生存率的

变化(图4). 当加入GCV浓度为5 mg/L, 且MPC/
H S V-T K+G F P细胞占混合细胞总数的0%、

5%、10%和20%时, 细胞生存率分别为96%、

98%、86%和74%, 其中, MPC/HSV-TK+GFP细
胞占混合细胞的20%时有36%的细胞被杀灭; 当
加入GCV浓度为20 mg/L, 且MPC/HSV-TK+GFP
细胞占混合细胞总数的0%、5%、10%和20%
时, 细胞生存率分别为96%、92%、52%和6%, 
其中, MPC/HSV-TK+GFP细胞占混合细胞的

10%以及20%时分别有48%及94%的细胞被杀

灭; 当加入GCV浓度为50 mg/L时, MPC/HSV-
TK+GFP细胞占总数的0%、5%、10%和20%时, 
细胞生存率分别为95%、93%、54%和7%, 其
中, MPC/HSV-TK+GFP细胞占混合细胞的10%
和20%时分别有46%及93%的细胞被杀灭. 显然, 
当GCV浓度增加时, 被杀灭的肿瘤细胞数量逐

渐增加, 当GCV的浓度上升到50 mg/L时, 其杀伤

效果与浓度为20 mg/L GCV的杀伤效果相近; 而
随着MPC/HSV-TK+GFP细胞占混合细胞比例的

增大, 被杀灭的肿瘤细胞数量逐渐增加, 这些都

■创新盘点
本研究选用了小
鼠胰腺癌细胞株
MPC作为肿瘤细
胞构建MPC/HSV-
TK+GFP细胞, 同
时, 将GFP作为筛
选标记与HSV-TK
基因一同转导进
入MPC细胞中, 通
过显微镜下观察
可以清楚地显示
出旁观者效应.

图  1  荧光显微镜下观察重组质粒转染小鼠胰腺癌细胞
MPC(×200).

1            2          3           4           5

TK

图  2  Western blot检测TK基因的表达.
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反映出旁观者效应能增强对肿瘤的杀伤作用.
2.5 GCV对MPC/HSV-TK+GFP细胞在小鼠体

内成瘤的观察结果 第1组小鼠给予G C V(100  
mg/kg)腹膜腔(ip)内注射治疗, 连续注射24 d后
观察, 每只小鼠左右腋窝肿瘤均增大, 且两侧肿

瘤体积无明显差异; 第2组小鼠给予PBS腹膜腔

(ip)内注射治疗, 连续注射24 d后, 每只小鼠左

右腋窝肿瘤均增大, 且两侧肿瘤体积无明显差

异; 第3组小鼠给予GCV(100 mg/kg)腹膜腔(ip)
内注射治疗, 连续注射24 d后, 接种了MPC/HSV-
TK+GFP细胞的左侧腋窝肿瘤体积、质量较对

侧腋窝肿瘤明显为小, 并有显著差异(图5, 表1).

3  讨论

胰腺癌是我国常见的主要恶性肿瘤之一, 具有

恶性程度高, 转移早等特点, 是当前消化系统肿

瘤治疗中效果较差的肿瘤之一. 传统的治疗手

段对于提高胰腺癌患者的生存率以及提高患者

的生存质量方面无明显的改善. 因此, 探索一种

新型的胰腺癌基因治疗手段是当前胰腺癌研究

中的热点. 作为现代医学和生物学一个新的研

究领域, 肿瘤的自杀基因治疗尤其引人瞩目. 人
们已经利用TK基因进行了多种肿瘤的基因治疗

研究, 并取得了较好的效果[11-15]. 当前国内外尚

未见有关于HSV-TK/GCV自杀基因系统用于小

鼠胰腺癌的研究, 因此, 我们选取我单位自行构

建的小鼠胰腺癌细胞株MPC细胞进行HSV-TK/

■应用要点
在当前体内转导
基因方法不可能
达到使肿瘤细胞
全部转导目的基
因的情况下, 自杀
基因的旁观者效
应无疑是一条重
要的补充途径, 克
服了转染率相对
低下的限制问题, 
明显扩大了自杀
基因对肿瘤细胞
的杀伤作用, 对恶
性肿瘤的治疗有
着十分重要意义.

表  1  各组小鼠离体肿瘤质量、体积 (n  = 8, mean±SD)

     
分组		  肿瘤质量(g)	 肿瘤体积(mm3)

第1组		  7.93±0.31	    6.87±0.40

第2组		  7.73±0.55	    6.56±0.34

第3组		  2.19±0.26a	    2.62±0.34c

aP<0.05, cP<0.05 vs  第1、2组.

图  3  加入GCV药物后旁观者效应观察(×400). A: 0.000 s; B: 186.295 s; C: 372.591 s; D: 558.886 s; E: 745.181 s; F: 931.476 s; G: 

17.772 s; H: 1304.067 s; I: 1490.362 s.

A B C

D E F

G H I
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GCV自杀基因系统的小鼠胰腺癌体内外研究. 
本实验构建了一种质粒载体进行小鼠胰腺

癌细胞的体内外实验, 以观察TK/GCV对小鼠

胰腺癌细胞MPC的杀伤作用. 实验中我们采用

绿色荧光蛋白(GFP)作为筛选标记, 与HSV-TK
基因共同插入真核表达载体pcDNA3.1(+), 构建

重组质粒pcDNA3.1+/HSV-TK+GFP, 并将重组

质粒转染小鼠胰腺癌MPC细胞制备MPC/HSV-
TK+GFP细胞, Western blot证实TK基因能够在

小鼠胰腺癌细胞中表达. 
体外实验结果显示, 当MPC/HSV-TK+GFP

细胞数占混合细胞10%时, 低浓度(20 mg/L)的
GCV就可将50%左右的肿瘤细胞杀死, 当MPC/
HSV-TK+GFP细胞数占混合细胞20%时, 几乎

所有的肿瘤细胞被杀死. 实验结果提示, 当加入

GCV后, 转导了MPC/HSV-TK+GFP的肿瘤细胞

在给予药物前体后被杀死, 随着时间的推移, 其
相邻的未转染肿瘤细胞也可被杀死, 显示出极

强的旁观者效应. 旁观者效应的意义在于只需

少量肿瘤细胞转染自杀基因, 就会对邻近的肿

瘤细胞产生广泛的杀伤作用, 在当前体内转导

基因方法不可能达到使肿瘤细胞全部转导目的

基因的情况下, 无疑是一条重要的补充途径, 克
服了转染率相对低下的限制问题, 明显扩大了

自杀基因对肿瘤细胞的杀伤作用, 对恶性肿瘤

的治疗有着十分重要意义. 转染了自杀基因的

肿瘤细胞其相邻或更远的未被转染的肿瘤细

胞也可被杀死的机制可能是多重的, 有研究表

明磷酸化GCV核苷是通过细胞间隙从HSV-TK
阳性细胞传递到周围细胞, 另外GCV治疗下的

HSV-TK转导的肿瘤细胞可分泌IL-6 和IL-1作为

旁分泌因子介导未转导细胞的死亡[16]. 从濒死的

转导了HSV-TK的细胞向临近细胞传递凋亡的

信号也是旁观者效应的机制之一. HSV-TK/GCV
治疗和死亡受体(CD95)聚集[17-19]以及Caspases的
活化[20-21]等几者的联合可向临近细胞传递前凋

亡信号. 
体内实验中, 采用多疗程注射的方法对小

鼠进行注射, 动物实验结果显示, 多疗程注射

GCV后, 可明显抑制MPC/HSV-TK+GFP细胞在

昆明小鼠体内的肿瘤形成. 本实验中, 虽然MPC 
/HSV-TK+GFP细胞对于GCV敏感, 但是未能被

完全杀死, 实验组小鼠肿瘤体积及质量等较对

照组为小, 实验中未发现肿瘤完全消退现象, 这
可能与GCV注射时肿瘤体积大小有关[23]; 此外, 
GCV治疗肿瘤的周期较短, 实验研究过程中采

用了多疗程注射的方法, 可以克服基因转导效

率低, 体内短暂表达的缺点, 同时, 多疗程注射

可以保持肿瘤的免疫反应, 防止肿瘤的复发. 
本研究结果显示, HSV-TK+GFP/GCV自杀

基因治疗系统在抑制小鼠胰腺癌细胞的生长以

及杀伤肿瘤细胞的过程中发挥了良好的作用, 
本研究结果为临床治疗胰腺癌提供了新的思路

和实验依据. 此外, 将HSV-TK+GFP/GCV自杀基

■名词解释
自 杀 基 因 :  又 称
为前药转换酶基
因, 将一些病毒或
细菌基因组中的
前药转换酶基因
导入肿瘤细胞并
表达TK, 将GCV
磷酸化为二磷酸
产物GCV-DP, 然
后在哺乳动物细
胞内激酶作用下
形成三磷酸产物
GCV-TP, GCV-TP
具有强烈细胞毒
性 ,  抑制DNA聚
合酶 ,  掺入DNA
合成链中, 导致链
中止、染色体变
性和姐妹染色单
体交换, 最终导致
细胞死亡, 从而达
到杀死肿瘤细胞
的目的.
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图  4  MPC/TK细胞与亲代MPC细胞不同比率混合后在3个
不同浓度的GCV杀伤实验.

图  5  GCV 对MPC/HSV-TK+GFP细胞在小鼠体内成瘤的观
察. A: 第1组; B: 第2组; C: 第3组.
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因治疗系统联合化疗以及协同其他细胞因子进

行基因治疗以提高疗效, 同时, 通过调整细胞生

理, 诱导肿瘤细胞凋亡, 加强肿瘤与肿瘤细胞、

肿瘤细胞与正常细胞之间的GJIC功能, 提高旁

观者效应而增强自杀基因疗效的研究有待进一

步深入.
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