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HSV-TK/GCV 系统在体外对胃癌 MNK-45 细胞株的 
增殖抑制作用研究
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摘　要 : 目的　探讨单纯疱疹病毒胸苷激酶基因 / 丙氧鸟苷（HSV-TK/GCV）自杀基因系统对胃癌 MNK-45 细胞增殖、

侵袭和迁移的抑制效应。方法　分别采用 MTS 试验、CCK8 试验、Transwell 试验、Western blot 试验和 RT-PCR 方法检

测 HSV-TK/GCV 系统对胃癌 MNK-45 细胞在 24，48，72 和 96h 的增殖、侵袭和迁移的改变；对 MNK-45 细胞凋亡相

关蛋白 mRNA 水平的变化。结果　HSV-TK/GCV 系统能够有效抑制胃癌 MNK-45 细胞的增殖效应，并能够减弱胃癌

MNK-45 细胞的侵袭和迁移能力，诱导 MNK-45 细胞凋亡相关蛋白 Caspase3、Bax 蛋白水平和 mRNA 的表达增加，抑

制 Bcl-2 蛋白表达水平的降低，促进凋亡的发生。结论　HSV-TK/GCV 系统能够有效抑制胃癌 MNK-45 细胞增殖、侵

袭和迁移，诱导 MNK-45 细胞凋亡的发生。
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Abstract:  Objective　To investigate the inhibitory effect of HSV-TK/GCV suicide gene system on proliferation, invasion and 
migration of MNK-45 cells in gastric cancer. Methods　MTS test, CCK8 test,Transwell test, Western blot test and RT-PCRwere 
used to detect the proliferation of MNK-45 cells in gastric cancer at 24, 48, 72 and 96h by HSV-TK/GCV.Transwell test was 
used to detect the invasion and migration of MNK-45 cells in gastric cancer by HSV-TK/GCV system.Changes of mRNA levels 
of apoptosis-related proteins in MNK-45 cells. Results　HSV-TK/GCV system can effectively inhibit the proliferation effect of 
grastic cancer MNK-45 cells, reduce the invasion and migration ability of grastic cancer MNK-45 cells, induce the expression 
level and mRNA of apoptosis-related proteins Caspase 3 and Bax, inhibit the expression level of Bcl-2, and promote the 
occurrence of apoptosis. Conclusion　HSV-TK/GCV system can effectively inhibit the proliferation, invasion and migration of 
grastic cancer MNK-45 cells and induce the occurrence of apoptosis of MNK-45 cells.
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胃癌是人类最常见的恶性肿瘤之一。尤其在我

国和东南亚地区，其发病率与死亡率居于世界癌症

前列。胃癌较其它癌症相比起病较为隐匿，发现时

一般都错过了最佳治疗时机。研究发现，70% 的胃

癌患者发现时已经处于进展期或者晚期，失去了手

术治疗的机会，导致胃癌的一年生存率都很低。目

前胃癌的治疗方法有多种，手术治疗、中医中药治

疗以及胃癌的基因治疗等，但效果仍然不佳。
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单纯疱疹病毒胸苷激酶基因（HSV-TK）/ 丙氧

鸟苷（GCV）系统被称为前体药物激活酶，能磷酸

化与核苷酸结构相似的 GCV，最后形成有很强毒

力的代谢产物三磷酸 GCV[1]。三磷酸 GCV 能够抑

制细胞在分裂期基因的合成，还能够使 DNA 聚合

酶表达降低，对细胞产生杀伤作用 [2]。

双歧杆菌属于食品安全级细菌的一种，多用于

生物技术的很多方面。双歧杆菌在体内婴儿时期含
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量最多，随着年龄的增长而丢失。双歧杆菌具有抗

衰老、抑制肿瘤、降低血糖血脂、调节免疫等功能。

由于双歧杆菌具有较好的安全性，并对肿瘤组织具

有靶向性，因此被广泛地应用于肿瘤临床靶向治疗

的载体。

1　材料与方法

1.1　材料　pGEX-TK 和 pGEX-5X-1 由 本 课 题 组

前期研究所构建，胃癌 MNK-45 细胞株 RPMI1640
培养液、胎牛血清、Transwell 小室、Matrigel 胶、

0.25g/dl 胰酶 -EDTA 购买于 Gibco 公司；Caspaase 3，

Bax，Bcl-2，Actin 等购买于 Abcam 公司。

1.2　方法

1.2.1　MTS 实验：①将 MNK-45 细胞种以 5×103

个细胞 / 孔的密度种植于 96 孔板。以上细胞种植

在 4 个 96 孔板上，24，48，72 以及 96h 分别观察

细胞增殖情况；②在每个时间（24，48，72 以及

96h）段加入 MTS 试剂 20μl/ 孔；③放入培养箱中

继续孵育 4h。通过酶标仪检测细胞的吸光度值（A）。

计算方式依据以下公式：A 实验组 -A 空白对照组 =A 相对目的。

1.2.2　CCK8 实验：运用 Cell Couting Kit（CCK）

试剂盒进行检测。主要方法依据说明书进行：①

细胞准备：胃癌 MNK-45 细胞离心后细胞计数，

准备铺板；② CCK 铺板：密度为 5×103 个细胞 /
孔，每组设置 4 个副孔，分别设置 4 个时间点即：

CCK-24h，CCK-48h，CCK-72h 以及 CCK-96h；③

吸光度检测：细胞贴壁后换液，加入 100μl 含有

10% （v/v）CCK-8 试剂的完全培养液，孵育 2 h 后，

用酶标仪 450nm 测定吸光度值。

1.2.3　Transwell 迁移侵袭 / 迁移实验：MNK-45 细

胞消化后收集细胞沉淀；以 1×105 个细胞的密度

用无血清培养液悬浮后接种于小室上层，下层加入

完全培养液 600μl 的 10g/dl FBS，放入孵箱中培

养；侵袭实验将稀释过的 Matrigel 胶涂抹在 PET 膜

上；取出小室，运用 4g/dl 多聚甲醛固定，时间为

15min；结晶紫染色 10min，PBS 清洗后自然风干，

显微镜拍照计数。

1.2.4　Western blot 检测：分别取各分组的胃癌细胞，

弃去培养液后分别用 0.01mol/L PBS 冲洗 3 遍，在细

胞培养皿中加入 PMSF，蛋白酶抑制剂和蛋白裂解

液，冰上裂解 15min。转移至 EP 管中离心后取上清

液，通过 BCA 法测定蛋白浓度。总蛋白中加入上样

缓冲液，沸水中煮 8 min，取 50μg 蛋白上样，10g/
dl SDS-PAGE 凝胶电泳分离，湿转电转膜仪转膜，

5g/dl 脱脂奶粉室温（37℃）封闭 1h，加入兔抗人

Caspase-3（1∶500 稀释），Caspase-8（1∶1 000 稀

释），Fas（1 ∶500 稀释），FAP-1（1 ∶500 稀释）

和 β-actin（1∶500 稀释）一抗体，室温摇床孵育

过夜，TBST 洗涤 3 次，每次 10 min，加入相应的

二抗，室温摇床孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，ECL
增强化学发光试剂显色，成像。

1.2.5　Real-time PCR 试验检测：根据 Genbank 中

的基因序列，使用 Primer 5.0 软件设计 4 对引物，

由吉凯生物公司合成，引物扩增信息见表 1。

表 1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　引物序列

引物名称 上游引物 下游引物

Caspase-3 5’-AGATGGTTTGAGCCTGAGCA-3’ 5’-CAGTGCGTATGGAGAAATGG-3’

Caspase-8 5’-GCTTTGACCACGACCTTTGA-3’ 5’-GATGATGCCCTTGTCTCCAT-3’

Bax 5’-CCGATTCATCTACCCTGCTG-3’ 5’-TGAGCAATTCCAGAGGCAGT-3’

Bcl-2 5’-GGATTGTGGCCTTCTTTGAG-3’ 5’-TACCCAGCCTCCGTTATCCT-3’

运用 Trizol 法提取各组细胞中的总 RNA，进行

逆 转 录 合 成 cDNA； 以 cDNA 为 模 板 进 行 PCR 扩

增。以 pGEX-TK 质粒为模板，用上游引物 TKF 与

下游引物 TKR 进行 PCR 扩增。PCR 反应体系如下：

总 反 应 体 积 50μl ， 包 括：2×Pfu PCR Master Mix 
25μl，DNA 模板 1μl，TKF 1μl，TKR 1μl，ddH2O 
22μl。扩增片段大小：111 bp；设置 PCR 循环条件为：

94℃预变性 2min，94℃变性 35s，63℃退火 30s，

72℃延伸 1.5min，共进行 34 个循环，72℃再延伸

10min。

1.3　统计学分析　统计分析运用 SPSS 22.0 统计软

件，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组样本数据间比较采用单因素方差分析，两两比较

采用 LSD-t 法，检验水准 α=0.05。

2　结果

2.1　HSV-TK/GCV 对人胃癌细胞增殖活性的影

响　将胃癌 MNK-45 细胞分为六组：空白对照组、

GCV 组、pGEX-5X-1 组、pGEX-TK 组、pGEX-
TK+GCV 组、pGEX-5X-1+GCV 组。通过 CCK8（表 2）

以及 MTS 试验（表 3）进行各组细胞增殖活力的检

测，分别在 24，48，72 和 96h 观察各组胃癌 MNK-
45 细胞的增殖活性的差异。结果发现，GCV 组、

pGEX-5X-1 组、pGEX-TK 组、pGEX-5X-1+GCV
组与空白对照组相比胃癌 MNK-45 细胞的增殖活性

并无变化。pGEX-TK+GCV 组与空白对照组相比增

殖活性显著降低，差异具有统计学意义（P<0.05）。
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表 2　　　　　　　　　CCK8 试验检测 HSV-TK+GCV 对人胃癌细胞增殖活性的影响

组别
A450nm

24h 48h 72h 96h

空白对照组 0.165±0.017 0.241±0.019 0.530±0.041 1.025±0.094

GCV 组 0.165±0.016 0.243±0.016 0.482±0.039 1.027±0.103

pGEX-5X-1 组 0.166±0.018 0.241±0.020 0.492±0.041 1.028±0.101

pGEX-TK 组 0.165±0.015 0.244±0.018 0.550±0.038 1.030±0.094

pGEX-TK+GCV 组 0.168±0.014 0.251±0.021 0.531±0.046 1.027±0.092

pGEX-5X-1+GCV 组 0.134±0.012* 0.170±0.011* 0.361±0.021** 0.481±0.029**

注：计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组样本数据间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 法。*：P<0.05 vs Con（P1=0.036，

P2=0.031），**：P<0.01 vs Con（P3=0.008 6，P4=0.007 5）。

表 3　　　　　　　　　MTS 试验检测 HSV-TK+GCV 对人胃癌细胞增殖活性的影响

组别
A 值

24h 48h 72h 96h

空白对照组 0.46±0.056 0.58±0.026 0.75±0.050 1.06±0.096

GCV 组 0.44±0.065 0.60±0.022 0.73±0.046 1.09±0.107

pGEX-5X-1 组 0.45±0.038 0.61±0.019 0.74±0.061 1.06±0.106

pGEX-TK 组 0.47±0.044 0.60±0.021 0.75±0.049 1.04±0.086

pGEX-TK+GCV 组 0.48±0.037 0.57±0.023 0.77±0.066 1.07±0.102

pGEX-5X-1+GCV 组 0.24±0.026** 0.38±0.023** 0.41±0.036** 0.49±0.037**

注：计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组样本数据间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 法。**：P<0.01 vs Con
（P1= 0.008 5， P2=0.007 9，P3=0.007 7，P4=0.006 3）。

2.2　HSV-TK+GCV 系统对胃癌 MNK-45 细胞侵袭 /
迁移能力的影响　为了观察 pGEX-TK+GCV 对胃癌

MNK-45 细胞侵袭 / 迁移能力的影响，通过 Transwell
实验观察 6 组细胞模型（空白对照组、GCV 组、

pGEX-5X-1 组、pGEX-TK 组、pGEX-TK+GCV 组

和 pGEX-5X-1+GCV 组）在 24h 培养后，各组胃癌

MNK-45 细胞的迁移活力的改变（见图 1）以及侵袭

活力的改变（图 2）。结果发现，与空白对照组相比，

GCV 组，pGEX-5X-1 组，pGEX-TK 组，pGEX-5X-
1+GCV 组胃癌 MNK-45 细胞的迁移活力并无显著变

化。pGEX-TK+GCV 组与空白对照组相比其侵袭 /
迁移活力显著降低，差异具有统计学意义（P<0.01）。

A: 空白对照组；B:GCV 组；C:pGEX-5X-1 组；D:pGEX-TK 组；

E:pGEX-TK+GCV 组；F:pGEX-5X-1+GCV 组，**：P<0.01 vs Con
（P=0.006 6）。

图 1　Transwell 试验检测各组胃癌 MNK-45 细胞
迁移能力的影响

A： 空 白 对 照 组；B：GCV 组；C：pGEX-5X-1 组；D：

pGEX-TK 组；E：pGEX-TK+GCV 组；F：pGEX-5X-1+GCV 组，

**：P<0.01 vs Con（P=0.005 6）。

图 2　Transwell 试验检测各组胃癌 MNK-45 细胞
侵袭能力的影响
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2.3　HSV-TK+GCV 系统对胃癌 MNK-45 细胞凋亡

的影响　通过 Western blot 检测了各组细胞处理 48h
后凋亡相关蛋白的改变，凋亡蛋白包括：Cleaved 
Caspase-3，Bcl-2，Bax 等蛋白，结果发现，与空白

对照组相比，GCV 组、pGEX-5X-1 组、pGEX-TK 组、

pGEX-5X-1+GCV 组胃癌 MNK-45 细胞的凋亡相关

蛋白并无显著变化。pGEX-TK+GCV 组与空白对照

组相比其凋亡相关蛋白 Cleaved Caspase-3，Bax 显

著升高，Bcl-2 抗凋亡相关蛋白显著降低（见图 3），

提示该组细胞凋亡发生率显著增加，且 P<0.01，差

异具有统计学意义。

              

A:Weastern blot 检测各组蛋白水平的改变（a：空白对照组；b：GCV 组；c：pGEX-5X-1 组；d：pGEX-TK 组；e：pGEX-TK+GCV 组；f：
pGEX-5X-1+GCV 组）；B,C,D：各组蛋白的灰度分析值。**：P<0.01 vs Con（P1=0.007 6，P2=0.005 5，P3=0.006 3）。

图 3　Western blot 试验检测各组胃癌 MNK-45 细胞凋亡相关蛋白的影响

2.4　Real-time PCR 检 测 HSV-TK+GCV 对 人 胃 癌

细胞凋亡相关蛋白的影响　通过 Real-time PCR 检

测了各组细胞处理 48h 后凋亡相关蛋白 mRNA 水

平的改变（见图 4），凋亡基因包括：Caspase-3，

Caspase-8，Bcl-2，Bax 等蛋白，结果发现，与空白

对照组相比，GCV 组、pGEX-5X-1 组、pGEX-TK 组、

pGEX-5X-1+GCV 组胃癌 MNK-45 细胞的凋亡相关

蛋白 mRNA 水平并无显著变化。pGEX-TK+GCV
组与空白对照组相比其凋亡相关蛋白 Caspase-3，

Bax 显著升高，Bcl-2 抗凋亡蛋白显著降低，提示

该组细胞凋亡发生率显著增加，且 P <0.01，差异

具有统计学意义。 

A: 空白对照组；B:GCV 组；C:pGEX-5X-1 组；D:pGEX-TK 组；E:pGEX-TK+GCV 组；F:pGEX-5X-1+GCV 组。**：P<0.01 vs Con（P1=0.007 6，

P2=0.005 5，P3=0.006 3，P4=0.003 2）。

图 4　RT-PCR 检测 HSV-TK+GCV 对人胃癌细胞凋亡相关蛋白基因的影响
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3　讨论

目前肿瘤的基因治疗方法研究愈发成熟，其中

自杀基因相关的研究受到了广泛关注。自杀基因

（suicide gene）是利用某些病毒或细菌基因的特性，

在其导入靶细胞后，再运用其表达的酶催化无毒的

药物前体转变为细胞毒物质的原理将靶细胞杀死，

这部分基因称为自杀基因 [3]。其中，HSV-TK 就是

一种自杀基因 [4]。HSV-TK 感染细胞后能表达 TK
基因，TK 能够催化 GCV 磷酸化，进而抑制 DNA
聚合酶，抑制细胞蛋白质的合成，达到杀伤肿瘤细

胞的目的 [5-6]。

利用 HSV-TK 在很多肿瘤的治疗中得到了验

证。前列腺癌、成神经管细胞瘤以及人类乳腺癌

细胞株 MCF-7 运用自杀基因 HSV-TK 系统均能够

有效抑制 [7-10]。然而在胃癌中却没有报道，以胃癌

MNK-45 细胞为靶细胞，观察了 HSV-TK 系统对胃

癌 MNK-45 细胞增殖、迁移和侵袭的作用。结果

提示与对照组相比，HSV-TK 系统能够有效地抑制

胃癌 MNK-45 细胞的增殖，且具有一定的时间依赖

效应，随着作用时间的延长，HSV-TK 系统抑制胃

癌 MNK-45 细胞的作用就越大。胃癌细胞在临床治

疗中具有较强转移性和侵袭性，其侵袭和转移能力

较高是引起术后复发的主要诱因。本研究中同样观

察了 HSV-TK 系统对胃癌细胞侵袭和转移能力的影

响，发现与对照组相比，HSV-TK 系统干预能够有

效降低胃癌细胞的侵袭和转移能力。从细胞的增殖、

迁移和转移能力均发现 HSV-TK 具有显著的干预效

果。然而，研究发现人体细胞中的 TK 基因并没有

杀灭肿瘤细胞的功能。因此，要想外源性 TK 基因

在人体肿瘤的治疗中发挥作用，需要寻求一种安全、

有效的载体就显得尤为重要。本实验的研究结果仅

仅是体外的研究，并未进行体内胃癌的治疗，可能

在体内的治疗效果上会有一定的局限性。

另外，为了进一步证实 HSV-TK 系统干预肿瘤

细胞生长的分子机制 [11-12]，本研究还观察了 HSV-
TK 系统作用后细胞凋亡相关蛋白的改变。结果显

示， HSV-TK 系统能够促进促凋亡蛋白 caspase3 的

剪切以及 Bax 蛋白的表达增加 [13-16]，同时还能够抑

制 Bcl-2 抗凋亡蛋白水平的表达。提示 HSV-TK 系

统能够促进胃癌细胞的凋亡发生，这可能是 HSV-
TK 系统抑制胃癌细胞增殖的主要机制。
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