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间充质干细胞靶向转运胸苷激酶基因联合更昔洛韦杀伤鼻咽癌细胞*★ 
钟品能，文  忠，申聪香，王海丽，王军旗 

Herpes simplex virus thymidine kinase expressing mesenchymal stem cells in combination with 
Ganciclovir in targeted-gene therapy for nasopharyngeal carcinoma    

Zhong Pin-neng, Wen Zhong, Shen Cong-xiang, Wang Hai-li, Wang Jun-qi 

Abstract 
 
BACKGROUND: Recent studies have confirmed that mesenchymal stem cells (MSCs) can be used as targeted-gene delivery 
vehicles for cancer gene therapy.  
OBJECTIVE: To investigate the therapeutic effects of herpes simplex virus thymidine kinase expressing mesenchymal stem cells 
(TK- MSCs) in combination with Ganciclovir (GCV) on nasopharyngeal carcinoma.  
METHODS: The pGL3 -EGFP-TK plasmid was constructed and transfected into Sprague-Dawley rat MSCs by Lipofectamine™ 
2000. Cell proliferation was determined by CCK-8 method. Tumor-homing of TK-MSCs was analyzed by Transwell inserts. 
BALB/C nude mice were inoculated with TK-MSCs to observe the tumorigenicity. Human nasopharyngeal carcinoma cells 5-8F 
were interfered with TK-MSCs/GCV to investigate the cell viability and the bystander effect.  
RESULTS AND CONCLUSION: TK gene was transfected into MSCs successfully. There was no significant difference in cell 
proliferation between TK-MSCs and MSCs (P > 0.05). TK-MSCs maintained their tumor-homing and had no tumorigenicity. 
TK-MSCs/GCV significantly inhibited the growth of 5-8F cells (P < 0.01). TK-MSCs/GCV suicide gene therapy system exhibits 
significant inhibitory effects on growth of 5-8F cells, suggesting that MSCs can be used as delivery vehicles for targete-gene  
therapy of nasopharyngeal carcinoma. 
 
Zhong PN, Wen Z, Shen CX, Wang HL, Wang JQ. Herpes simplex virus thymidine kinase expressing mesenchymal stem cells in 
combination with Ganciclovir in targeted-gene therapy for nasopharyngeal carcinoma.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 
2012;16(10): 1827-1832.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：研究证实，间充质干细胞能通过基因修饰成为肿瘤治疗的靶向载体。 
目的：观察转染胸苷激酶基因的胸苷激酶-间充质干细胞联合更昔洛韦对鼻咽癌细胞的靶向杀伤作用。 
方法：应用 LipofectamineTM 2000 将表达胸苷激酶基因的重组质粒 pGL3-EGFP-胸苷激酶转染至 SD 大鼠间充质干细胞，观

察其增殖能力。应用 Transwell 小室观察胸苷激酶-间充质干细胞的归巢特性；将胸苷激酶-间充质干细胞植入裸鼠，观察其

致瘤性；用胸苷激酶-间充质干细胞/更昔洛韦干预人鼻咽癌细胞 5-8F，观察其对细胞的杀伤作用及旁观者效应。  
结果与结论：荧光显微镜观察及 RT-PCR 检测结果提示实验成功将胸苷激酶基因转染至间充质干细胞，CCK-8 检测结果显

示胸苷激酶-间充质干细胞与间充质干细胞增殖能力差异无显著性意义(P > 0.05)。Transwell 小室迁移实验显示胸苷激酶-间

充质干细胞具有归巢特性，裸鼠移植瘤实验显示胸苷激酶-间充质干细胞无致瘤性。CCK-8 检测检测发现胸苷激酶-间充质干

细胞/更昔洛韦具有旁观者效应，可明显降低 5-8F 的生存率(P < 0.01)。提示胸苷激酶-间充质干细胞/更昔洛韦对鼻咽癌细胞

具有靶向迁移及杀伤作用，间充质干细胞可作为治疗鼻咽癌的理想靶向转运载体。 
关键词：鼻咽肿瘤；间充质干细胞；基因治疗；归巢；旁观者效应 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.10.026 
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程研究，2012，16(10):1827-1832.      [http://www.crter.org  http://cn.zglckf.com] 

 
 
0  引言 
 

基因靶向治疗已成为肿瘤治疗的最佳模式

之一，但如何实现靶向性仍是研究的难点。最近

研究发现间充质干细胞 (mesenchymal stem 
cells，MSCs)具有归巢特性，能靶向迁移至肿瘤

组织及其远处转移灶[1]，这为探讨肿瘤靶向治疗

开辟了新领域。MSCs来源丰富，提取方便，免

疫原性低，且能被转染表达外源基因，同时保持

自身生物学稳定性。目前已有实验通过基因转染

使MSCs表达某些蛋白应用于肿瘤靶向治疗，

如：白细胞介素12，18、干扰素β、胸苷激酶

(thymidine kinase，TK)、嘧啶脱氨酶、诱导型

一氧化氮合酶、趋化因子CX3CL1、色素上皮细

胞源因子、肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体   
等[2-10]。迄今为止，多种人体肿瘤基因靶向治疗

的基础实验都已取得明显效果[2, 7, 9, 11-16]，但罕见

鼻咽癌治疗的相关报道。 
实验观察了转染自杀基因的TK-MSCs/更

昔洛韦(ganciclovir，GCV)对鼻咽癌细胞的靶向

迁移性及杀伤作用。 
 
1  材料和方法 

 
设计：基因工程水平的观察实验。
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时间及地点：于2010-05/2011-06在南方

医科大学珠江医院中心实验室完成。 
材料： 

实验动物：SPF级SD大鼠2只，4周龄，雌

雄不限，体质量90 g左右，购自南方医科大学

实验动物中心，许可证号：SCXK(粤) 2006- 
0015；SPF级BALB/c nu/nu裸鼠10只，四五周

龄，雌雄不限，体质量18~20 g，购自中山大学

实验动物中心，许可证号：SYXK(粤)2007- 
0081。 

人鼻咽癌细胞5-8F：购自中山大学实验动物

中心细胞库。 
主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 
MSCs的分离、培养和鉴定：无菌条件下制备

SD大鼠全骨髓细胞悬液，经Percoll分离液

(1.073 g/mL)分离，PBS洗涤，按1.5×108 L-1

接种，37 ℃，体积分数5%CO2培养箱常规培

养。流式细胞仪测定细胞表面标志CD29、
CD34、CD44、CD45，并用SD大鼠MSCs成
骨/软骨/成脂诱导分化完全培养基分别进行诱

导培养。 
质粒pGL3-EGFP-TK转染MSCs及鉴定：应用

Lipofectamine™ 2000进行转染，共设3个组：

实验组转染质粒pGL3-EGFP-TK，对照组转染

空白质粒pGL3-basic，空白对照组未进行转染。

转染24 h后荧光显微镜下观察EGFP的表达。转

染48 h后RT-PCR检测TK基因mRNA的表达，

上游引物为：5’-CCG CTC GAG ATG GCT 
TCG TAC CCC TGC-3’，下游引物为：5’-CCC 
AAG CTT GTT AGC CTC CCC CAT CTC-3’。
内参基因为GAPDH，选择通用引物。 

CCK-8 试 剂 盒 检 测 转 染 pGL3-EGFP-TK 的

MSCs(TK-MSCs)的增殖能力：取生长状态良好的

TK-MSCs及MSCs，按5×103/孔接种于96孔板，

从第2天起，每天于同一时间点用CCK-8试剂盒

检测吸光度值(下同)。连续测10 d，绘制细胞生

长曲线，计算群体倍增时间。   
Transwell小室迁移实验检测TK-MSCs的归巢

特性：选直径6.5 mm，孔径8.0 μm的Transwell
小室。实验设5个组。第1~3组分别在下室加入

人鼻咽癌细胞5-8F、乳腺癌细胞MCF7或血管

内皮细胞ECV悬液600 μL(1×105个细胞，无血

清培养基)，37 ℃，体积分数5%CO2培养24 h
后在上室加入TK-MSCs悬液200 μL(1×105个

细胞，含体积分数0.1%牛血清白蛋白无血清培

养基)，第4，5组下室细胞为5-8F或ECV，上室

细胞为MSCs。37 ℃，体积分数5%CO2共同培

养12 h后取出小室，擦去上室面的细胞，下室

面细胞用40 g/L多聚甲醛固定15 min后结晶紫

染色，用显微镜在高倍镜(×400)下每张膜随机

观察5个视野，计算迁移细胞数。 
裸鼠移植瘤实验检测TK-MSCs的致瘤性：将10

只裸鼠随机分成2组。实验组：取生长状态良好

的TK-MSCs，制成单细胞悬液并注射到裸鼠单

侧腋部皮下，每只注射量为0.2 mL，1×106个细

胞；对照组为人鼻咽癌细胞5-8F。饲养于SPF
级无菌饲养室，定期观察。 

CCK-8试剂盒检测TK-MSCs/GCV对5-8F的杀

伤作用：实验设7个组，在96孔板内按5×103/孔
的浓度分别接种细胞，具体细胞种类及相应处

理如下：①空白对照组，5-8F不做任何干预。

②阴性对照组1，5-8F加入GCV(GCV终浓度为

1 mg/L，连续给药2 d，下同)。③阴性对照组2，
5-8F和MSCs (两者各占混合细胞总数的50%，

下同)，不加GCV。④阴性对照组3，MSCs和
5-8F，加入GCV。⑤阴性对照组4，TK-MSCs
和5-8F，不加GCV。⑥实验组，TK-MSCs和
5-8F，加入GCV。⑦阳性对照组，TK-MSCs
和MCF7(该阳性对照组相应地以未处理的

MCF7为空白对照计算生存率)，加入GCV。2 d
后用CCK-8试剂盒检测7个组的吸光度值，计算

生存率。 
旁观者效应检测：在96孔板内按5×103/孔的

浓度接种TK-MSCs和5-8F，TK-MSCs的比例分

别为0%，5%，20%，40%，60%，80%，接

种后第2天加入1 mg/L GCV，另设不作处理的

5-8F为对照。连续2 d给予GCV后，用CCK-8
试剂盒检测各组吸光度值，计算生存率。 

主要观察指标：TK-MSCs的归巢性及对

5-8F的杀伤作用。

试剂 来源 

GCV  
胎牛血清  
Percoll 分离液  
SD 大鼠间质干细胞成骨/软骨/ 
成脂诱导分化培养基  

Transwell 小室  
Cell Counting Kit-8  

(CCK-8 试剂盒)  
LipofectamineTM 2000、  

RT-PCR 试剂盒  
TK 基因扩增引物、GAPDH  

基因扩增引物  
质粒 pGL3- EGFP-TK   

湖北科益药业有限公司 
Gibco 
Pharmacia 
Cyagen 
 
Corning 
Beyotime 
 
Invitrogen 
 
上海英俊生物技术 
有限公司 

朗日生物技术有限公司 
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统计学分析：应用SPSS 13.0软件进行统计学处理。

结果以x
_

±s表示，两独立样本均数间比较采用t 检验，多

个样本均数比较采用方差分析，P < 0.05为差异有显著

性意义。 
   

2  结果 

 
2.1  大鼠MSCs的分离、培养及鉴定结果   分离的

MSCs贴壁生长，呈长梭形，以分散的克隆集落形式

增殖。流式细胞仪检测显示细胞CD29和CD44的表达

率分别达到99.96%和99.26%，CD34和CD45表达率

分别为3.04%和1.14%。MSCs成脂诱导后经油红O染

色显示有大量脂质沉淀，见图1a；成骨诱导后经茜素

红染色呈红色结节，见图1b。成软骨诱导后经甲苯胺

蓝染色呈淡蓝色，见图1c。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 

 
 
 
 
 
 
2.2  转染pGL3-EGFP-TK的MSCs的鉴定结果  转染

24 h后，成功转染的MSCs在荧光显微镜下可见绿色荧

光，见图2。RT-PCR检测TK mRNA的表达结果见图3，
实验组在1 131 bp处可见一特异性条带，而对照组和空

白对照组则未见此条带。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  TK-MSCs的增殖能力  CCK-8检测显示MSCs和
TK-MSCs生长曲线接近：两者生长潜伏期约1 d，第2~5
天为指数生长期，第6天以后进入平台期，见图4。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
计算MSCs和TK-MSCs的群体倍增时间分别为

(31.7±0.5) h和(32.3±1.2) h，两者比较差异无显著性意

义(t=0.813，P=0.447)。 
2.4  TK-MSCs的归巢性  Transwell小室迁移实验显

示第1~5组平均迁移细胞数 (个 )分别为38.5±3.1，

36.7±3.6，4.0±1.4，41.5±2.6，2.3±1.7，见图5。第1，
2，3组比较差异有显著性意义(F=184.342，P=0.000)，

Figure 1  Adipogenic/osteogenic /chondrogenic differentiation 
of mesenchymal stem cells (× 200) 

图 1  间充质干细胞向成脂/成骨/成软骨细胞的分化(× 200)

a: Adipogenic differentiation, fat droplets in the cells were stained with
oil red  

c: Chondrogenic differentiation, cells formed a pellet, which was stained
blue by alcian blue 

b: Osteogenic differentiation, the accumulation of mineral deposits was 
detected by alizarin red staining  

Figure 2  Expression of enhanced green fluorescent protein in 
mesenchymal stem cells after transfection with 
pGL3-EGFP-TK (fluorescence microscope, ×200) 

图 2  转染 pGL3-EGFP-TK 的间充质干细胞可见绿色荧光
蛋白的表达(荧光显微镜，×200) 

1: pGL3-basic; 2: pGL3-EGFP-TK; 3: non-transfected group; M: DNA 
marker (100-2 000 bp); TK: herpes simplex virus thymidine kinase; 
MSCs: mesenchymal stem cells 

Figure 3  TK mRNA expression in TK-MSCs after transfection 
with pGL3-EGFP-TK 

图 3  转染 pGL3-EGFP-TK 的间充质干细胞 TK mRNA 的
表达   

                 1                         2    M           3 

TK 1 131 bp 

GAPDH 598 bp 

Figure 4  Growth curves of mesenchymal stem cells (MSCs) 
and herpes simplex virus thymidine kinase (TK)-MSCs

图 4  MSCs 及 TK-MSCs 的生长曲线 
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再经SNK多重比较发现，第1，2组比较差异无显著性意

义(P=0.410)，说明TK-MSCs趋向肿瘤细胞而不趋向正

常体细胞，而且对不同肿瘤细胞均有归巢性。第4，5组
比较差异有显著性意义(t=24.928，P=0.000)，说明

MSCs转染前后均趋向肿瘤细胞而不趋向正常体细胞；

第1，4组比较差异无显著性意义(t=1.470，P=0.192)，
说明转染前后肿瘤归巢性不变。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5  TK-MSCs的致瘤性  裸鼠移植瘤实验显示，移植4
周，实验组5只裸鼠均存活，且腋部皮下均无肿物形成。

对照组裸鼠平均第6天开始形成皮下结节，结节逐渐增

大，裸鼠一般情况较差，后期出现恶病质，见图6。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
2.6  TK-MSCs/GCV对5-8F的杀伤作用  CCK-8试剂

盒测得各组细胞生存率见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
实验组、空白对照组和各阴性对照组细胞生存率比

较差异具有显著性意义(F=301.530，P=0.000，方差不

齐，采用近似F检验Welch法)，结合SNK多重比较结果，

实验组生存率较其余5组低，说明TK-MSCs/GCV对

5-8F有杀伤作用。实验组生存率和阳性对照组生存率比

较差异无显著性意义 (t=1.527 ， P=0.201) ，说明

TK-MSCs/GCV对5-8F和MCF7同样有细胞毒性。 
2.7  TK-MSCs/GCV的旁观者效应  CCK-8检测显示，

当TK-MSCs的比例分别为0%和5%时，细胞的生存率分

表 1  各组细胞的生存率 
Table 1  Cell viability in each group                  (x

_

±s, %)

aP < 0.01, vs. experiment group. TK: Herpes simplex virus thymidine 
kinase; MSCs: mesenchymal stem cells; GCV: ganciclovir 

Group Cells and intervention Cell viability  

Blank control  5-8F 100.0±0.0a 
Negative control 1 5-8F, GCV  96.3±2.3a 
Negative control 2 5-8F, MSCs  95.1±2.5a 
Negative control 3 5-8F, MSCs, GCV  92.8±4.5a 
Negative control 4 5-8F, TK-MSCs  91.8±3.5a 
Experiment  5-8F, TK-MSCs, GCV 43.9±1.2 
Positive control  MCF7,TK-MSCs, GCV 46.1±2.0 

Figure 5  Tumor-homing of TK-MSCs analyzed by Transwell 
inserts (crystal violet, ×400) 

图 5  TK-MSCs 的肿瘤归巢性(结晶紫染色，×400) 

a: Group 1, TK-MSCs/5-8F 

b: Group 2, TK-MSCs/ MCF7 

c: Group 3, TK-MSCs/GCV 

d: Group 4, MSCs/5-8F 

e: Group 5, MSCs/GCV 

TK-MSCs: herpes simplex virus thymidine kinase expressing 
mesenchymal stem cells; GCV: ganciclovir 

Figure 6  Tumorigenicity experiments after transplantation of 
herpes simplex virus thymidine kinase expressing 
mesenchymal stem cells (TK-MSCs) and 5-8F cells 
in nude mice 

图 6  裸鼠移植 TK-MSCs 和人鼻咽癌细胞 5-8F 后肿瘤形成
情况   

a: TK-MSCs 

b: 5-8F cells. The arrow indicates the growth of human nasopharyngeal 
carcinoma cells transplanted subcutaneously in nude mice 
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别为(96.3±2.3)%和(92.0±3.0)%，细胞活性仍较高，旁

观者效应不明显；当TK-MSCs的比例达到20%时，细胞

生存率为(69.9±1.7)%，旁观者效应较明显，并且随着

TK-MSCs的比例的增加，细胞毒性增强，见图7。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
MSCs是主要来源于骨髓的成体干细胞。实验成功

从骨髓中分离出MSCs，细胞呈贴壁生长，在相应的体

外诱导培养条件下能分化为脂肪/成骨/软骨细胞，阴性

表达CD34和CD45，阳性表达CD29和CD44，且阳性率

达到99%以上，说明实验经Percoll分离液分离的MSCs
具有高度同源性。 

MSCs具有增殖能力强、免疫原性低、向肿瘤迁移等

重要的生物学特性，且不因转染外源基因而改变[16-18]。实

验成功用TK基因转染MSCs。与MSCs相比，TK-MSCs
细胞形态无明显变化；CCK-8试剂盒检测细胞增殖能力

无差异；Transwell小室迁移实验证实归巢性不变，与以

往的研究结果一致[16-18]。 
MSCs的归巢特性是近年来实验研究中发现的，并

受到广泛关注。Karp等[19]将MSCs归巢定义为：MSCs
在目标组织的血管被捕获黏附，随后迁移穿过血管内皮

的过程。实验通过Transwell小室迁移实验也证实了

MSCs和TK-MSCs对正常细胞ECV无趋向性，而对肿瘤

细胞5-8F和MCF7则有归巢特性，但MSCs归巢机制是

一个复杂的过程，实验暂未给予更多的研究。目前认为

MSCs归巢过程与白细胞的归巢过程相似，可分为动员

迁移、黏附、跨内皮游出3个步骤，多种细胞因子及受

体(如趋化因子、黏附分子、生长因子及其他相关的细胞

因子等)参与其中，但它们的具体作用机制仍有待探讨。 
鼻咽癌以放射治疗为主，配合化疗及其他辅助治

疗。近年来，随着细胞生物学和分子生物学的发展，出

现了一些新型的治疗方法：①基因治疗，如针对p53基
因、bax基因、EB病毒相关基因的治疗。②细胞因子，

如干扰素、白细胞介素、肿瘤坏死因子等。③过继性免

疫治疗，如肿瘤特异性淋巴细胞、NK细胞等。④单克

隆抗体。⑤肿瘤疫苗。这些治疗方法已有部分应用于临

床，在晚期鼻咽癌的治疗中发挥重要作用，但仍存在靶

向性差，不良反应等问题。 
HSV-TK/GCV自杀基因治疗系统是最有应用前景

的肿瘤基因治疗方案之一[20]。将TK基因转染至MSCs，
既利用了MSCs的靶向肿瘤部位的特性，又能发挥自杀

基因治疗效应，是理想的基因治疗策略。实验证明

TK-MSCs/GCV在荷瘤小鼠体内能特异性杀伤肿瘤细胞

而不影响正常脑细胞[21]。另有实验发现转染TK基因后的

MSCs聚集到肿瘤部位，联合GCV对肝癌细胞抑制率达

到56.4%[22]。自杀基因治疗系统强大的细胞毒性效应主

要在于其旁观者效应。对于旁观者效应的机制目前有以

下3个假说：①缝隙连接作用。Matuskova等[23]实验发

现TK-MSCs对胶质瘤有明显的细胞毒性，但不能有效地

介导HeLa或MCF7细胞凋亡，原因是MSCs与胶质瘤细

胞之间能形成缝隙连接，与HeLa或MCF7细胞则不存在

缝隙连接。根据该原理，将缝隙连接蛋白CX43转染胶

质瘤细胞，加强细胞间通信，能明显增强TK-MSCs/GCV
杀伤胶质瘤细胞的效果[24]。②凋亡机制。自杀基因诱导

转染细胞凋亡后释放凋亡小体介导旁观者效应。有研究

表明，TK-MSCs/GCV培养上清液通过凋亡小体杀伤胶

质瘤细胞[25]。③免疫介导机制。细胞凋亡可以激活细胞

免疫，通过免疫介导机制发挥旁观者效应。实验用

CCK-8试剂盒检测TK-MSCs/GCV对5-8F的作用，结果

显示实验组和阳性对照组的生存率明显低于各阴性对

照组，说明TK-MSCs/GCV对5-8F和MCF7均有明显的

杀伤作用，这和前面Matuskova等 [23] 的研究结果

(TK-MSCs 与 MCF7 之 间 无 缝 隙 连 接 ， 因 而

TK-MSCs/GCV 不 能 有 效 杀 伤 MCF7) 不 同 ， 考 虑

TK-MSCs/GCV杀伤MCF7的机制主要不是通过缝隙连

接作用，而是通过凋亡小体或免疫介导等其他途径。实

验将不同比例TK-MSCs与5-8F共培养 (加GCV)，当

TK-MSCs的比例≤5%时，细胞的生存率仍较高；当

TK-MSCs的比例达到20%时，旁观者效应较明显，并且

随着TK-MSCs的比例的增加，细胞毒性增强，说明

TK-MSCs达到一定比例，肿瘤细胞与其充分接触，建立

有效的通信才能更好地发挥旁观者效应，该实验结果与

以往的研究是一致的[26]。 
MSCs的基因转染方法常用的有病毒转染和脂质体

转染。前者转染效率高，可实现持续表达，但可能发生

免疫反应和染色体突变的危险；后者操作简便，不受引

入基因大小的限制，但转染效率较低。出于安全方面考

虑，实验采用脂质体转染法，所以转染效率较低(约
10%)，也在一定程度上影响了转染后的实验结果。近年

来出现了一些新型的非病毒转染方法，如核转染法、纳

Figure 7  Bystander effect of herpes simplex virus thymidine 
kinase expressing mesenchymal stem cells 
(TK-MSCs) / ganciclovir (GCV) at various ratios on 
5-8F cells 

图 7  不同比例 TK-MSCs 联合 GCV 对 5-8F 的杀伤作用 
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米材料基因转移载体等[27]，但其实用性仍有待进一步验

证。因此，病毒转染仍是目前MSCs转染的较常用的方

法，课题组也将采用病毒法转染MSCs进一步开展动物

体内实验。 
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