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化疗药物联合TRAIL对鼻咽癌细胞株增殖抑制的实验研究 
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(重庆医科大学附属第一医院耳鼻咽喉科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(TNF related apoptosis indncing ligmard，TRAIL)联合化疗药物顺铂(Cispl 

atin，DDP)、5氟尿嘧啶(5一Fluorouraeil，5一FU)作用于鼻咽癌 HNE一1细胞株后对其细胞毒作用及凋亡影响的研究。方法：M1Tr法 

检测其增殖抑制率，FCM法检测细胞凋亡率。结果：TRAIL与 DDP、5-FU联合作用于 HNE一1细胞株时，其抑制率 、凋亡率高于 

单独作用时的抑制率和凋亡率。结论：TRAIL与 5-FU、DDP联合作用有协同抑制 HNE一1细胞株增殖 、诱导 HNE一1细胞株凋亡 

的作用。 
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【Abstract]Objective：To observe the effects ofdifferent concentrations ofTRAIL and chemotherapeutic drugs(5一FU，DDP)on proliferation 
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and apoptosis of HNE一1 cell lines，both singlely and jointly． 

M etkods：M'IT was used to detect the inhibition rate．FCM was 

used to detect the apoptosis rate of cel1．Results：The inhibition rate 

and apoptosis rate of combination HSe of TRAIL and 5-FU，DDP 

ng／ml GM—CSF刺激时，CCR2 mRNA和蛋白含量表达最高。而 

不同时间刺激条件下，经过 36 h刺激后，CCR2 mRNA和蛋白 

表达趋于稳定，与对照组相比有明显升高。但是 GM—CSF如何 

诱导 THP一1细胞 CCR2 mRNA和蛋白表达的机制尚不清楚。 

该作用在人体外周血单核细胞能否显现，尚需进一步实验加以 

证实。CCR2受体的激活可能与以下几种途径有关 ：直接抑制 

腺苷酸环化酶活性 ，减少细胞内cAMP水平；活化磷脂酶 C和 

蛋白激酶 C，引起胞质中 Ca2+水平升高；活化 JAK／STAT途径 

等。详细的机制还需要进一步的研究。总之，利用细胞因子来促 

进血栓的溶解可能成为今后静脉血栓性疾病治疗的一个重要 

发展方向。 
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were significantly increased，compared with those of single use of TRAIL．Conclusion：The inhibition of proliferation and apoptosis of 

HNE-1 cell line can be induced by TRAIL，and the effects were higher by TRAIL combined with 5-FU and DDP． 

【Key words]TRAIL；DDP；5一FU；HNE一1 cell line 

近几年肿瘤生物治疗的热点之一是通过诱导肿 

瘤细胞发生凋亡达到肿瘤治疗 目的，此种疗法称肿 

瘤凋亡疗法，有关该疗法的重要进展之一是肿瘤坏死 

因子相关凋亡诱导配体(TNF related apoptosis induc— 

ingligand，TRAIL)的发现，TRAIL及其受体在诱导肿 

瘤细胞凋亡的同时能保护正常细胞免于细胞毒副反 

应Ill。研究发现翻，化疗药物与TRAII联合应用可提高 

肿瘤细胞对 TRAIL的敏感性，是一种有极大发展前 

景的抗肿瘤方案。本文旨在研究 TRAIL、Jl~$[3(Cis— 

platin，DDP)、5一氟尿嘧啶(5一Fluorouracil，5一FU)单独 

和联合应用对 HNE一1细胞株增殖抑制、凋亡的影响。 

1 材料与方法 

1．1 主要材料与试剂 

兔抗人 TRAIL蛋白由重庆医科大学动物中心谭毅教授 

惠赠。M3T试剂、AnneXin—V／PI凋亡试剂购自南京凯基生物 

制品公司。DDP购自德州德药有限公司，5-FU购自南通精华 

制药公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 人鼻咽癌细胞株(HNE一1)由重庆医科大 

学医学超声工程研究所惠赠。HNE一1细胞在含有 lO％d~牛 

血清及青霉素、链霉素的 PRMI1640培养基中，于 37℃、5％ 

CO 饱和湿度中培养，维持细胞处于对数生长期备用。 

1．2．2 细胞毒性指数的测定(M1Tr法 ) 采用 96孔板，每孔 

接种 10s个 细胞 ，4 h细 胞 贴壁 后 按 照 1．0 g／ml、10．0 

g／ml、100．0 g／ml的 DDP最 终 浓 度 ；1．0 g／ml、10．0 

IXg／ml、100．0 IXg／ml的5一Fu最终浓度；1．0 ng／ml、10．0 ng／ml、 

100．0n~ml、1 000．0 ng／ml的TRAIL最终浓度分别加入，设阴 

性对照和空白对照组，每个浓度设 4个复孑L，培养 24 h后每 

孔加入 50 IXIMIT试剂培养 4 h，吸弃上清后每孔加入 100 
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图 1 细胞毒性分析 

l二甲亚砜振荡 10min，酶标仪上 570nm波长检测各孔吸 

光度值(A)。各组细胞抑制率(％)=(1一实验组 A值，对照组 

A值)X 100％。 

1．2．3 联合用药 选取低剂量的 TRA IL、5一FU、DDP进行联 

合用药，终浓度分别为TRAIL10．0ng／ml，5一FU1．0 ~ml，DDP 

1．0 g／ml，TRAIL 10．0ng／ml+5-FU1．0 gml，TRAIL 10．0ng／ml+ 

DDP1．0 g／ml(联用时为2种药物同时加入)，检测联合用药 

时对 HEN一1细胞株的毒性作用。 

1．2．4 流式细胞仪(FCM)分析 培养细胞，单独及联合处 

理细胞终浓度同前。培养 24 h后用不含EDTA的胰酶消化收 

集细胞 5 X 105个细胞，加入Annexin—V／PI染料后充分混匀避 

光反应 0．5 h后进行流式细胞仪检测，并按以下公式进行计 

算细胞凋亡率：凋亡率(％)=f实验组凋亡率(％)一对照组凋亡 

率(％)}，fl一对照组凋亡率(％)}X 100。 

1．3 统计学处理 

所有实验均重复 3次 ，结果以均数±标准差表示。采用 

SPSS10．0统计软件进行统计分析，t检验。 

2 结 果 

2．1 TRAIL对 HNE一1细胞生长的影响 

M1Tr检测细胞毒性结果提示，一定浓度的 TRAIL(10．0 

～ 1 000．0 ng／m1)对 HNE一1细胞株均有抑制作用 ，且在此范 

围内存在剂量依赖性(各组间比较差异具统计学意义)。流式 

细胞仪检测凋亡率也证明 10．0—1 000．0 ng／ml各组间凋亡率 

差异具统计学意义(见图 1、2)。 

2．2 5一FU、DDP对 HNE一1细胞 生长的影响 

M1Tr检测 细 胞 毒 性 结果 提 示 ，5-FU、DDP能 杀伤 

HNE一1细胞，药物与细胞毒性间存在浓度依赖性细胞毒效 

应，随药物浓度的增高细胞毒性作用增强，流式细胞仪检测 

凋亡率结果也与之相符(P<O．05；见图 1、2 o 

2．3 低剂量的 TRAIL与低剂量的 5-FU、DDP联 用对 HNE一 

图 2 细胞凋亡分析 
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1细胞株增殖与凋亡的分析 

M1Tr法检测抑制率：提示用 TRAIL(10．0 ng／m1)、5-FU(1．0 

g／m1)、DDP(1．0 g／m~)单独处理 HNE一1细胞株 HNE—i细 

胞株时的抑制率分别为(21．48±2．51)％、(14．17±9．60)％、 

(14．62±7．92)％，TRAIL100 ng／m1分另Ⅱ联合 5一FU 1．0 g／ml， 

DDP1．0 g／ml作用于 HNE一1后，MqT法测定抑制率显示出对 

HNE一1的抑制率分别上升N(31．89±5．61)％、(38．61±7．56 ， 

明显比单独作用时对 HNE一1的抑制率提高了(P<0．05 o 

FCM检测细胞凋亡率：提示用 TRAIL(10．0 ng／m1)、5-FU 

(1．0 g／m1)、DDP(1．0 g／m1)单独处理HNE一1细胞株，凋亡 

率依次为(0．66±0．23)％、(2．43±0．26)％、(2．19±0．52)％； 

TRAIL100ng／m1分别联合 5一FU 1．0 g／ml，DDP1．0 g／ml作 

用于 HNE一1后，HNE一1细胞株的凋亡率明显提高到(14．70± 

1．78)％、(14．72±1．20)％，可见低剂量的TRAIL不能较好地诱 

导 HNE一1细胞株的凋亡 ，联合用药后可大大提高 TRAIL及 

化疗药物诱导HNE一1细胞株凋亡的能力(P<O．05 o 

3 讨 论 

TRAIL是新近发现的肿瘤坏死因子 TNF家族成员 ，是 

1995年Wiley等[1J从人心肌cDNA文库中克隆出与细胞凋亡 

配具有较高同源性的 TNF超家族成员，命名为 TNF相关的 

凋亡配体(TRAIL)，它能够选择性地诱导多种肿瘤细胞的凋 

亡，但对正常细胞无明显的杀伤作用。本实验发现，TRAIL对 

HNE一1细胞株有杀灭作用，能诱导 HNE一1细胞株的凋亡，且 

在一定浓度范围内存在剂量依赖关系。 

实验研究报道p，4rI'RAIL与多种抗肿瘤药物之间存在协同 

抑制肿瘤细胞增殖的作用 。低剂量的TRAIL与低剂量的 

5-FU、DDP联用可高效杀灭 HNE一1细胞 ，这为 TRAIL用于 

临床治疗提供了一定的参考。Jin等[51研究显示 ，单独应用 

TRAIL或紫杉醇加卡铂化疗，只能部分延缓肺癌裸鼠皮下移 

植瘤的生长，但将它们联合应用则引起了肿瘤的消退及长时 

间的生长抑制。Nagane等 研究证实顺铂和鬼臼乙叉甙等致 

DNA损伤的化疗药物与 TRAIL联合应用具有协同作用 ，可 

以快速诱导细胞凋亡。施敏骅71等对非小细胞肺癌的研究发现 

TRAIL可以有效诱导非小细胞肺癌的体外凋亡，其效果与作 

用浓度呈正相关 ；TRAIL和常用抗肿瘤药物有协同促进肿瘤 

细胞凋亡的作用。徐玉生 等对横纹肌肉瘤的研究发现 TRAIL 

和顺铂均能有效诱导横纹肌肉瘤细胞凋亡，联合应用具有明 

显的协同效果。周惠明[91等对肝癌细胞的研究发现 TRAIL联 

合亚毒性剂量化疗药物与单独使用 TRAIL和单独使用化疗 

药物相比，对细胞的杀伤率和凋亡率均显著增加(P<0．O1)。 

研究显示 TRAIL诱导肿瘤细胞凋亡的机制主要以受体 

途径介导细胞凋亡和转录因子途径介导细胞凋亡为主要手 

段。Nagane等[ 0研究证实顺铂和鬼臼乙叉甙等致DNA损伤 

的化疗药物，可上调绝大多数胶质瘤细胞株 的 DR5水平 ， 

TRAIL与这些化疗药物联合应用具有协同作用，可以快速诱 

导细胞凋亡。Shetty[“】等也认为 TRAIL介导的 NF—K B通路 

上调 DR5的表达，通过放大凋亡信号促进细胞的死亡。本实 

验将进一步研究 TRAIL与 5-FU、DDP联用高效诱导 HNE一1 

细胞株的凋亡的可能机制。 

综上，TRAIL与低剂量的5-FU、DDP联用，增强了HNE一1 

细胞对 TRAIL的敏感性 ，可以高效诱导 HNE一1细胞株的凋 

亡，这为 TRAIL用于肿瘤的临床治疗前景提供了一定的实验室 

依据。 
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