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Abstract
AIM: To investigate the apoptosis-inducing ef-
fect of a laboratory-attenuated vesicular stoma-
titis virus (VSV) strain on HepG2 cells and to 
explore the underlying mechanisms.

METHODS: After HepG2 cells were infected 
with VSV at a multiplicity of infection (MOI) of 
1.0, cell viability was determined by MTT assay; 
morphological assessment of apoptosis was per-
formed by acridine orange (AO)/ethidium bro-
mide (EB) and Hoechst/PI staining; apoptotic 
cells were quantified by annexin V/PI double-
staining and cell cycle analysis; mitochondrial 

membrane potential (ΔΨm) was measured by 
JC-1 staining; and activation of caspase proteo-
lytic cascade was measured with caspase-9, cas-
pase-8 and -3 colorimetric assay kits.

RESULTS: The attenuated VSV strain could 
markedly inhibit HepG2 cell proliferation in a 
time-dependent manner. After HepG2 cells were 
exposed to VSV at an MOI of 1.0 for 24 h, the 
percentages of early apoptotic cells (26.46% ± 
6.01% vs 4.86% ± 2. 28%, t = -5.817, P < 0.01) and 
cells in sub-G1 phase (14.07% ± 3.83% vs 3.99% ± 
1.36%, t = -4.293, P < 0.05) were increased com-
pared with mock-infected cells. VSV infection 
significantly decreased mitochondria membrane 
potential (ΔΨm) (t = -4.586, P < 0.05) and in-
creased the activity of caspase-9 and caspase-3 
(both P < 0.05).

CONCLUSION: Human hepatoma cell line 
HepG2 is highly susceptible to infection with on-
colytic VSV. VSV can inhibit the proliferation of 
HepG2 cell and promote apoptosis through the 
intrinsic mitochondria pathway. VSV-induced 
collapse of the mitochondrial trans-membrane 
potential could exert a feedback effect to elicit 
caspase-9, and then lead to the activation of the 
key downstream factor caspase-3.
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摘要
目的: 研究一株实验室减毒水泡性口炎病毒
(VSV)对HepG2细胞的凋亡诱导作用, 并探讨
其可能的作用机制.

方法: 首先将水泡性口炎病毒以1.0感染复数
(MOI)的接种密度感染HepG2细胞, 同时设
接种相同体积培养液的Mock感染组, 在不同

www.wjgnet.com

®

■背景资料
溶癌病毒是一类
具有复制能力的
肿瘤杀伤型病毒. 
这类病毒可以依
靠病毒本身的特
异性在肿瘤细胞
中复制而杀死并
裂解肿瘤细胞, 从
中释放出来的病
毒又可以进一步
感染周围的肿瘤
细 胞 ,  以 此 达 到
理想的治疗效果. 
水泡性口炎病毒
(VSV)是一种增殖
型溶癌病毒, VSV
在体外能够诱导
多种肿瘤细胞凋
亡, 但其溶癌机制
并未完全阐明. 

■同行评议者
任浩, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室



时间点收集细胞, MTT法检测细胞增殖活性; 
AO/EB结合Hoechst/PI染色观察细胞凋亡形态
学变化; Annexin V-FITC/PI双染法检测早期凋
亡细胞数目; PI染色结合细胞周期分析sub-G1

凋亡峰值; JC-1染色测定细胞线粒体跨膜电位
(ΔΨm)水平; 比色法检测caspase-3, caspase-8
及caspase-9的活性变化.

结果: 减毒VSV感染HepG2细胞后, 随着感
染时间的增加, HepG2细胞存活率明显降低. 
VSV感染HepG2细胞24 h后, 早期凋亡细胞数
高于Mock感染组(26.46%±6.01% vs  4.86%±

2.28%, t  = -5.817, P <0.01); sub-G1峰细胞数高
于Mock感染组(14.07%±3.83% vs 3.99%±

1.36%, t  = -4.293, P <0.05); HepG2细胞线粒体
跨膜电位(ΔΨm)明显降低(t  = -4.586, P <0.05); 
caspase-9和caspase-3的活性显著升高(P <0.05
或P <0.01).

结论: 人肝癌细胞HepG2是VSV敏感细胞株, 
VSV感染HepG2导致细胞线粒体ΔΨm下降, 
激活caspase-9进而活化下游caspase-3, 最终通
过内源性线粒体通路诱导细胞凋亡.
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0  引言

原发性肝癌(primary hepatic carcinoma, PHC)是
指来源于肝脏上皮细胞的恶性肿瘤, 包括肝细

胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)、肝内胆

管细胞癌、肝细胞胆管细胞混合癌等. 其中以

HCC最常见, 占原发性肝癌的80%-90%[1]. HCC
是全球第5大恶性肿瘤, 死亡率位居世界第三[2]. 
近年来, 我国肝癌发病率呈上升趋势, 已超过非

洲居世界首位. 全世界每年新增加的肝癌病例

约60万例, 其中40%发生在我国[2]. 临床上用于

肝癌最常用的治疗手段是手术治疗配合化疗药

物治疗[3]. 但由于肝癌患者一般诊断较晚, 临床

上能够接受手术治疗的肝癌患者不超过30%, 而
切除肿瘤的患者手术后复发率又高达70%, 再加

上许多化疗药物对正常组织和细胞的不良反应

都很大[4,5], 因此, 目前迫切需要寻找能够有效杀

死癌细胞而对正常细胞无毒性的新型抗癌制剂.  
溶癌病毒是一类通过自然减毒或遗传修饰而在
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肿瘤细胞中具有复制能力的病毒, 经过高度稀

释的溶癌病毒能利用肿瘤细胞中抑癌基因的失

活或缺陷, 选择性地在靶细胞内复制, 最终导致

肿瘤细胞的溶解和死亡, 而在正常细胞内他只

是少量存在或不能增殖[6,7]. 最近几年, 溶癌病毒

的研究发展迅速, 特别是运用一些增殖型病毒

来治疗癌症开始备受瞩目. 水泡性口炎病毒(ve-
sicular stomatitis virus, VSV)是一种增殖型溶癌

病毒, 属于有囊膜的单股负链RNA病毒, 是弹状

病毒科(rhabdoviridae)水泡病毒属(vesiculovirus)
的典型成员之一[8]. VSV能够诱导多种肿瘤细胞

凋亡, 又能激活树突状细胞促进肿瘤抗原的提

呈[9,10], 以上特点使其成为一种极具潜力的新型

抗癌制剂. 为了探索一株实验室减毒VSV对肝

癌细胞的溶癌作用, 本研究以人肝癌细胞HepG2
为研究对象, 评价了VSV对HepG2细胞的凋亡诱

导作用并试图阐明其相关信号机制, 为其进一

步应用于肝癌防治奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 印第安纳株水泡性口炎病毒(VSV-IND)
由本实验室保存, 在BHK-21细胞上经多次传代

减毒, 病毒滴度为6×107 PFU. HepG2细胞购自

中国科学院上海生命科学研究院细胞库, 由本

室传代并保存. 细胞生长于100 mL/L新生犊牛

血清的RPMI 1640培养基中, 50 mL/L CO2 37 ℃
培养. RPMI 1640培养液、新生犊牛血清和谷氨

酰胺购自Gibco公司; 胰蛋白酶和胎牛血清购自

Hyclone公司. MTT、AO/EB、Hoechst33342/PI
双染试剂盒、细胞周期检测试剂盒、Annexin 
V-FITC凋亡检测试剂盒、JC-1染色试剂盒以及

caspase-3、8和9活性检测试剂盒均购自南京凯

基生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 VSV感染HepG2细胞: 将HepG2细胞用胰

酶分散后, 培养于6孔培养板(1×106/孔), 培养

细胞丰度达80%后, 用PBS洗2次, 将VSV接种于

HepG2细胞[感染复数(multiplicity of infection, 
MOI) = 1.0], 同时设接种相同体积培养液的

Mock感染组. 吸附40 min, 洗去未吸附的病毒, 
添加含有20 mL/L胎牛血清的RPMI 1640维持液. 
1.2.2 VSV感染HepG2细胞的MTT检测: 将VSV
感染HepG2细胞后, 分别于感染后6、12、18、
24、30 h, 加入MTT溶液(5 g/L, 溶于PBS中)20 
μL, 37 ℃, 50 mL/L CO2继续培养4 h, 中止培

养, 小心吸弃孔内培养上清液. 每孔加入150 μL 
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■研发前沿
目前正在研究开
发的复制型溶癌
病毒主要包括呼
肠孤病毒、新城
疫病毒、麻疹病
毒和VSV. VSV具
有生长迅速、复
制快、安全性高
等特点, 能够先于
机体产生抗体之
前就杀死肿瘤细
胞, 因此, VSV作
为新型溶癌病毒
近年来受到了越
来越多的关注.
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DMSO, 震荡10 min, 使结晶物充分溶解.  酶联

免疫检测仪上读取各孔A 490值,  计算细胞存活率

[存活率(%) = 实验组细胞A值/对照组细胞A值

×100%]. 
1.2.3 AO/EB染色分析: 用细胞刮刀收集经VSV
感染的H e p G2细胞, P B S洗涤细胞二次(离心

2 000 r/min, 5 min)收集并调整细胞浓度为5×
105/mL. 用1 μL AO/EB溶液(1份PBS中100 mg/L 
AO溶液, 1份PBS中100 mg/L EB溶液)孵育25 μL
悬浮细胞(0.5×106-2.0×106), 轻微混合. 置10 μL
悬浮细胞于显微载玻片上, 加盖玻片, 荧光显微

镜510 nm激发波长观察至少200个细胞. 
1.2.4 Hoechst 33342/PI双染色分析: 用细胞刮刀

收集经VSV感染的HepG2细胞, PBS洗涤细胞2
次(离心2 000 r/min, 5 min)收集并调整细胞浓度

为1×105/mL. 加入10 μL Heochst 33342染液, 混
匀, 37 ℃孵育5-15 min; 细胞于4 ℃, 1 000 r/min
离心5 min弃去上清液; 加入1.0 mL Buffer A工

作液悬浮细胞, 加入5 μL PI染液, 室温避光放置

5-15 min后混匀; 置10 μL悬浮细胞于显微载玻

片上, 加盖玻片, 荧光显微镜488 nm激发波长观

察至少200个细胞. 
1.2.5 VSV感染HepG2细胞sub-G1峰检测: 用细胞

刮刀收集经VSV感染的HepG2细胞, PBS洗涤细

胞1次(离心2 000 r/min, 5 min)收集并调整细胞浓

度为1×106/mL. 制备的单细胞悬液用体积分数

为700 mL/L乙醇固定, 4 ℃保存, 染色前用PBS洗
去固定液. 加100 μL RNase A 37 ℃水浴30 min, 
再加入400 μL PI染色混匀, 4 ℃避光30 min, 上机

检测, 记录激发波长488 nm处红色荧光. 
1.2.6 VSV感染HepG2细胞凋亡检测: 用细胞刮

刀收集经VSV感染的HepG2细胞, PBS洗涤细胞

一次(离心2 000 r/min, 5 min)收集并调整细胞浓

度为5×105/mL. 加入500 μL的Binding Buffer悬
浮细胞, 加入5 μL Annexin V-FITC混匀后, 加入

5 μL碘化丙碇(propidium iodide, PI)混匀, 室温

避光反应10 min. 上机检测, 激发波长为488 nm, 
Annexin V-FITC的绿色荧光通过FITC通道(FL1)
检测, PI红色荧光通过PI通道(FL3)检测. 
1.2.7 VSV感染HepG2细胞JC-1染色分析: 用细

胞刮刀收集经VSV感染的HepG2细胞, 用PBS洗
涤细胞2次(离心2 000 r/min, 5 min), 收集不多于

1×106的细胞. 吸取500 μL 1×Incubation Buffer, 
加入1 μL JC-1, 涡旋混匀配成JC-1工作液. 取500 
μL JC-1工作液将细胞均匀悬浮, 37 ℃, 50 mL/L 
CO2的培养箱中孵育15-20 min. 室温离心(2 000 

r/min, 5 min)收集细胞, 用1×Incubation Buffer洗
两次, 吸取500 μL 1×Incubation Buffer重新悬浮

细胞. 上机检测, 绿色荧光通过FITC通道通常为

FL1来检测; 红色荧光通过PI通道通常为FL2来
检测.
1.2.8 VSV感染HepG2细胞caspase活性检测: 用
细胞刮刀收集经VSV感染的HepG2细胞, 用PBS
洗涤细胞2次(离心2 000 r/min, 5 min), 收集不

多于5×106的细胞. 在收集的沉淀细胞中加入

50 μL冰冷Lysis Buffer, 吹打均匀. 置冰上裂解

20-60 min, 其间涡旋振荡3-4次, 4 ℃离心(10 000 
r/min)1 min, 小心吸取上清转移至新的管中, 并
放置冰上待用. 取少量上清(1-2 μL), 常规方法

测定其中的蛋白浓度. 吸取50 μL含100-200 μg
蛋白的细胞或组织裂解上清, 加入50 μL的2×
Reaction Buffer, 加入5 μL caspase-3(caspase-8或
9)Substrate并于37 ℃避光孵育4 h. 用酶标仪在λ 
= 405 nm或400 nm测定其A值.

统计学处理 采用SPSS10.0软件Student's 
t -test, 所有数据以mean±SD表示, P <0.05为有显

著差异.

2  结果

2.1 溶癌VSV对HepG2细胞的抑制作用 VSV感

染HepG2细胞6、12、18、24和30 h后, MTT
法检测HepG2细胞的A值, 计算细胞存活率. 结
果如图1所示, VSV感染HepG2细胞6 h后, 细胞

存活率, 明显低于Mock感染组(87.3%±5.6% 
vs  96.7%±4.8%, t  = 2.631, P <0.05); VSV感染

HepG2细胞30 h后, 细胞存活率仅为45.5%±

5.2%, 与Mock感染组(78.9%±6.1%)相比, 差异

极显著(t  = 8.641, P <0.01). 说明溶癌VSV能够明

显抑制人肝癌细胞HepG2的增殖. 
2.2 溶癌VSV感染引起HepG2细胞形态学变化 

■相关报道
Shinozaki等研究
发现, 经肝动脉灌
注溶癌VSV可显
著延长大鼠转移
性肝癌模型的生
存期, 而且并未造
成正常肝实质损
害, 证实VSV是一
种有效、安全的
溶癌制剂. 谭龙益
等报道, VSV对肝
癌细胞具有选择
性感染和溶解作
用, 但其溶癌机制
并不清楚. 
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AO/EB染色结果显示, VSV感染后细胞染色质

分布不均, 个别细胞核膜溶解, 染色质边集, 而
正常细胞呈均质绿色. Hoechst/PI染色结果显示, 
VSV感染后细胞核呈现固缩浓染等凋亡形态学

变化, 随着感染时间增加, 坏死细胞也开始增多

(图2). 
2.3 溶癌VSV感染HepG2细胞sub-G1凋亡峰检测

结果 结果如图3所示, VSV感染12 h后凋亡细胞

比例为8.76%±2.36%(t  = -3.029, P <0.05), 24 h达
到14.07%±3.83%(t  = -4.293, P <0.05), 而Mock感
染凋亡比例仅为3.99%±1.36%. 
2.4 Annexin V-FITC/PI双染法细胞凋亡检测结

果 通过Annexin V和PI对HepG2细胞进行双标记

后, 用流式细胞仪检测早期凋亡细胞. 随着感染

时间的增加, 细胞早期凋亡率随之升高. VSV感

染HepG2细胞12和24 h后, 细胞早期凋亡率分别

为11.68%±3.8%(t  = -2.664, P >0.05)和26.46%±

6.01%(t  = -5.817, P <0.01), Mock感染组细胞早期

凋亡率为4.86%±2.28%(图4). 
2.5 V S V感染前后H e p G2细胞线粒体跨膜电

位水平 结果如图5所示, VSV感染12 h后即检

测到H e p G2细胞线粒体膜电位(Δ Ψ m)略微下

降(t  = -1.872, P >0.05), 24 h后HepG2细胞的线

粒体ΔΨm下降细胞比例明显增加(t  = -4. 586, 
P <0.05). 
2.6 VSV感染对HepG2细胞caspases活性的影响 
结果如图6所示, 与Mock感染组相比, VSV感染

HepG2细胞24 h后, HepG2细胞内caspase-9(t  = 
-2.965, P <0.05)与caspase-3(t  = -9.529, P <0.01)
的活性明显升高, caspase-8的活性略有升高(t  = 

■创新盘点
本研究选择人肝
癌细胞HepG2为
研 究 对 象 ,  评 价
了VSV对人肝癌
细胞的溶癌机制.  
结果表明 ,  V S V
感染HepG2细胞
后 ,  主 要 作 用 于
细胞线粒体 ,   激
活caspase-9和cas-
pase-3. 

A B C

D E F

图  2  VSV感染引起HepG2细胞形态学变化(×400). A: Mock感染组(AO/EB染色); B: VSV感染组12 h(AO/EB染色); C: VSV感染

组24 h(AO/EB染色); D: Mock感染组(Hoechst/PI染色); E: VSV感染组12 h(Hoechst/PI染色); F: VSV感染组24 h(Hoechst/PI染色). 
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图  3  流式细胞仪检测HepG2细胞亚G1凋亡峰. A: Mock感染组; B: VSV感染组12 h; VSV感染组24 h. 
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-0.978, P >0.05).

3  讨论

HCC是发病率最高的恶性肿瘤之一, 在我国也

是癌症导致死亡的主要原因. 在世界范围内, 每
年HCC的发患者数约为50万, 占人类癌症总发

患者数的6%[11], 其中绝大多数病例出现在发展

中国家, 尤其以中国、东亚和非洲国家的发病

率最高[12]. HCC患者的存活率很低, 通常由于其

起病隐匿, 侵袭性生长快速, 诊断较晚而预后很

差, 近些年来其发病率和死亡率有逐年升高的

趋势[1,12]. 对于PHC, 传统治疗模式疗效有限, 基
因治疗代表肿瘤治疗的发展方向. 目前通常采

用经遗传改造的无增殖能力的病毒, 或需有辅

助病毒存在条件下才能进行复制的病毒缺陷株

作为基因治疗的载体, 然而这类病毒载体存在

共同的缺陷, 即在无复制能力的情况下无法保

证充分的转导效率, 从而难以达到理想的治疗

效果[13]. 因此, 需要一类具有复制能力的肿瘤杀

伤型病毒, 这类病毒并不是外源基因的载体, 而
是依靠病毒本身的特异性,  能够以肿瘤细胞为

靶细胞, 在肿瘤细胞中复制以将其杀死并裂解, 
释放出的子代病毒又可进一步感染周围的肿瘤

细胞, 这类病毒又被称为溶癌病毒[7,14]. 目前正在

研究开发的复制型溶癌病毒主要包括呼肠孤病

毒[15], 新城疫病毒[16], 麻疹病毒[17]和VSV[18]. VSV
是一种有囊膜负链R N A病毒 ,  能够感染多种

哺乳动物细胞和昆虫细胞. 人感染VSV后一般

无症状或出现轻微发热等类似流感的症状 [19]. 
VSV能够选择性杀伤多种肿瘤细胞, 包括P53, 
Ras或Myc功能异常的肿瘤细胞, 像恶性胶质

瘤, 结直肠癌, 胰腺癌和乳腺癌细胞[18,20-22]. VSV
也被用于靶向治疗像白血病, 肝细胞癌, 鼻咽癌

和膀胱癌等[23-26], 但其溶癌机制并未完全阐明. 

■应用要点
本研究将为进一
步开发基于VSV
的溶癌制剂并将
其应用于肝癌治
疗奠定基础.
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图  4  Annexin V/PI染色检测细胞凋亡. A: Mock感染组; B: VSV感染组12 h; VSV感染组24 h. 
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图  5  JC-1染色检测细胞线粒体跨膜电位(ΔΨm)的水平. A: Mock感染组; B: VSV感染组12 h; VSV感染组24 h. 

图  6  VSV感染HepG2细胞caspases的活性检测. A: caspase-3; B: caspase-9; C: caspase-8. aP<0.05, bP<0.01 vs  Mock感染组. 
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目前认为, VSV能够选择性杀死肿瘤细胞主

要是由于多种肿瘤细胞的抗病毒干扰素α和β通

路被抑制[8]. 以前的研究也已表明, 几种人肝癌

细胞系存在弱的干扰素反应, 其中包括人HepG2
细胞[27]. 因此, 本研究选择人肝癌细胞HepG2为
研究对象, 评价了一株实验室减毒VSV对人肝

癌细胞的生长抑制作用. 结果表明, 随着VSV感

染时间的增加, HepG2细胞的存活率显著降低, 
呈明显的时间依赖性. 形态学研究结果表明, 减
毒VSV在体外能够有效的诱导HepG2细胞凋

亡. 细胞凋亡是细胞在一定的生理或病理条件

下, 遵循自身程序, 由基因控制的细胞自主性死

亡方式, 他与细胞增殖的动态平衡是维系生长

发育、内环境稳定和免疫调节所必需的基本过

程[28]. 细胞凋亡的信号转导途径很复杂, 存在多

种转导途径. 目前, 已知有两种主要的转导途径, 
死亡受体介导的外源性途径和线粒体参与的内

源性途径[29]. 本研究通过Annexin V-FITC/PI双
染法结合细胞周期分析sub-G1凋亡峰值评价了

减毒VSV对HepG2细胞的凋亡诱导作用, 结果显

示, VSV感染24 h后早期凋亡细胞数目为26.46%
±6.01%(P <0.01), sub-G1峰细胞数目为14.07%
±3.83%(P <0.05), 说明减毒VSV能够快速诱导

HepG2细胞凋亡. 另外, 随着VSV感染时间的延

长, HepG2细胞线粒体ΔΨm逐渐缺失(P <0.05), 
说明VSV感染造成HepG2细胞线粒体严重受

损. 为了进一步评价减毒VSV诱导HepG2细胞

凋亡的信号传导通路, 我们接下来检测了细胞

caspase-3, caspase-8及caspase-9的活性变化, 结
果显示, VSV感染后显著激活caspase-9(P <0.05)
和caspase-3(P <0.01). 

总之, 我们认为人肝癌细胞HepG2是VSV敏

感细胞株, VSV感染HepG2细胞后, 主要作用于

细胞线粒体, 导致细胞线粒体ΔΨm下降,  激活

caspase-9进而活化下游caspase-3, 最终通过内源

性线粒体通路诱导HepG2细胞凋亡. 本研究首次

阐明减毒VSV诱导人肝癌细胞HepG2凋亡的作

用机制, 这些结果必将为进一步开发基于VSV
的新一代溶癌制剂, 并为其合理应用于肝癌防

治提供新的理论思路.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


