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TRAIL联合化疗药物诱导喉癌HEP一2细胞株凋亡的研究 

余晓燕，陈鸿雁 

(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(Tumor necrosis factor related apnptnsis—inducingligand，TRAIL)与化疗药 

物氟尿嘧啶(5一FU)、顺铂(DDP)联合使用诱导喉癌 HEP一2细胞株凋亡。方法：不同浓度的 TRAIL、5一FU、DDP单独及 TRAIL与 

5一FU、DDP联合处理 HEP一2细胞，用四甲基偶氮唑蓝(M1Tr)法检测其细胞毒作用，荧光显微镜下观察并计算凋亡率，流式细胞 

仪(FCM)检测细胞凋亡率。结果：HEP一2细胞对低毒性的TRAIL不敏感，对化疗药物相对敏感，TRAIL与低毒性的化疗药物联 

合作用于细胞后可增强杀伤效应。结论：TRAIL与低毒性的5一Fu、DDP联用表现出高效的杀灭肿瘤细胞作用。 

【关键词】TRAIL；化疗；HEP一2细胞株 

【中国图书分类法分类号】R739、6 【文献标识码】A 【收稿日期】2007—12—19 

Synergistic induction of apoptosis of HEP-2 cell line by the combination 

of TRAIL and 5一FU，DDP 
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【Abstract】Objective：To investigate whether TRAIL can synergize 5-Fu and DDP to kill HEP一2 cell line、Methods：M1Tr was 

used to deteeet the cytotoxicity of HEP一2 cell line intervented in 5-FU，DDP，TRAIL，5一FU+TRAIL and DDP+TRAIL． 

Fluorescence microscope and FCM were used to detecet the apoptosls rate of cel1．Results：HEP-2 cell line was insensitive in 

TRAIL，but the apoptosis rate obviously was upgraded after intervented in 5-FU+TRAIL and DDP+TRAIL．Conclusion：TRAIL 

in combination with subtoxic dose of 5-FU and DDP can effectively kill HEP-2 cell line．The combination of TRAII ，5一FU 

and DDP induced apoptosis of HEP一2 cell line． 
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肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 TRAIL是 

TNF家族的成员之一，是一种较新的抗肿瘤因子。 

它仅诱导转化细胞、肿瘤细胞和病毒感染细胞发生 

凋亡，而对正常细胞无明显的杀伤作用⋯。传统化疗 

是肿瘤治疗的一个重要手段，然而大剂量的化疗药 

物对机体组织可造成相当的副作用 ，如骨髓抑制 、 

肝脏损害等。最近研究 发现，使用一些低剂量的化 

疗药物能够显著增加 TRAIL的效果，因此，联合用 

药治疗肿瘤成为较热门的研究方向。5一Fu和 DDP 

是临床常用于治疗喉癌的化疗药物，本研究旨在探 

讨 TRAIL与亚毒性剂量化疗药物协同诱导 HEP一2 

细胞凋亡，为 TRAIL的临床应用提供客观的实验依 

据。 
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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。MTT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，5一Fu购 白南通精华 

制药公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 人喉癌表皮细胞株(HEP一2)购于南京凯 

基生物制品公司。HEP一2细胞在含有 10％d,牛血清及青霉 

素、链霉素的PRMI1640培养基中，于37~C、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(MTT法 ) 采用 96孑L板，每孑L 

接种 l0 个细胞，4～6h细胞贴壁后按照 1．0、10．0、100．0 g／ml 

的5一FU浓度；1．0、5．0、10．0 g／ml的顺铂浓度和 1．0、10．0、 

100．0、1 000．0ng／ml的TRAIL浓度分别加入 ，设阴性对照和 

空白对照组 ，每个浓度设 7个复孑L．培养 24h后每孑L加人 
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5 0 ¨ l M T T 试 剂 培 养 4 h ． 小 心 吸 弃 上 清 后 每 孔 加 入

二 甲亚 砜 振 荡 1 0 m i n ， 酶 标 仪上 5 7 0 ri m 波 长 检测 各孔

值 ( A ) 。 各组 细 胞抑 制率 ( ％ )= ( 1 一 实验 组 吸 光 度 ／对

10 0 “ 1

受光 度

光 度 ) X 1 0 0 ％ 。

1 ． 2 ． 3 荧 光 显 微 镜 观 察 凋 亡 细 胞 形 态 及 计 算 凋亡 率 玻 片

置 于 6 孔 板 内培 养细 胞 、 爬 片 ， 培 养液 中加 入 干预 药物使 其

终浓 度 分 别为 5 一 F u l 0 ． 0 斗 g ／m 1 ． D D P 1 ． 0 斗 g ／m l ，
T R A I L 1 0 0 ． 0

n 咖 】， 5 - F U 10 ． 0 斗 g ／m I + T It A I L 1 0 0 ． On 【∥m l ， D D P 1 ． 0 p ∥m l

+ T R A I L 10 0 ． On g ／m l 以 及 阴性 对 照 ， 用 P B S 洗 涤 2 次 ， 将 爬

有 细 胞 的 玻 片 置 于 载 玻 片 后 均 匀 加 A n n e X i n ～ W P I 染 料 ， 避

光 室温 反应 5 ra i n ． 于 荧 光显 微镜下 、 双 色滤 光 片观 察 、 记 数 。

l _2 ．4 流式 细胞 仪 ( F C M )分析 培 养细 胞 ， 药 物处 理 同荧 光

显 微 镜 法 ， 作 用 2 4 h 后 用 不 含 E D T A 的 胰 酶 消 化 收 集 细 胞

5 × 10 s 个细 胞 ， 加 入 A n n e x i n — W P I 染料后 充 分}昆匀避 光 反 应

O． 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 ( ％ )= 【实验 组 凋 亡 率 ( ％ ) 一 对 照 组 凋亡 率 ( ％ )]／

[1 一 对 照组 凋亡 率 ( ％ )】X 10 0 。

1 ．3 统 计 学处 理

所有 实验 均重 复3 次 ， 结果 以 均 数 ± 标 准 差 ( ；± s )表示 。

采用 S P S S I O． 0 统计 软件进 行统计 分析 ， t 检 验 。

2 结 果

2 ． 1 M 13
"

细 胞 毒 性 分 析 结 果

H E P 一 2 细 胞 株 对 T R A I L 不 敏感 ， 表 现 为较 低浓

度 之 间 的细胞毒作用 差 异 不 显 著 ( P > O． 0 5 ) ， H E P 一 2

细 胞 株对 化疗 药物较 敏感 ， 表现 为较低浓 度 的 化疗

药物 具 较 强 的 细 胞 毒作 用 ， 单 用 低 浓 度 的 化 疗 药 仅

有有 限 的细 胞 凋 亡 ， 加 入 低浓 度 T R A I L ( 1 0 0 ． 0 n g ／m 1 )

后 其细胞毒作用 明 显 增 强 ( 见 表 1 ) 。

从 表 可 以 看 出低 浓 度 5 一 F U ( 1 0 ． 0 ¨ g／m 1 ) 、 D D P

( 1 ． 0 ¨ g ／m 1 )细胞抑制率为 ( 14 ． 2 0 0 ± 0 ． 0 3 0 )％ 、 ( 2 9 ． 0 0 0

± 0 ． 0 8 0 )％ ， 与 T R A I L ( 10 0 n g ／m 1 )联 合作用 后 细 胞毒

性 增 强 为 ( 5 7 ． 5 0 0 ± 0 ． 0 7 5 )％ 、 ( 7 0 ． 0 0 0 ± 0 ． 1 2 2 )％ ， 提

图 1 细 胞 核 红 染

表 1 M
‘

l
'

F 法 检 测 细 胞 毒性 分 析

A 值 抑制 率( ％ )

5 - F U ( 陆 卧111 )

0 0 ． 5 8 8 ± 0 ． 0 4 8

l O． 0

10 0 ． 0

D D P ( 斗 ∥"

1 ． O

5 ． 0

1 0 ． 0

T R A I L ( n ∥

1 ． 0

10 ． 0

1()()． 0

1 0 0 0 ． 0

0 ． 5 5 7 ± 0 ． 0 4 2

0 ． 3 4 2 ± 0 ． 0 4 3

0 ． 4 5 9 ± 0 ． 0 3 l

0 ． 3 4 5 ± 0 ． 0 4 3

0 ． 1 4 2 ± 0 ． ()4 3

0 ． 6 3 5 ± 0 ． 0 8 2

0 ． 6 19 ± 0 ． 0 7 3

0 ． 5 7 2 ± 0 ． 0 5 9

0 ． 5 2 0 ± 0 ． 0 2 3

1 0 ． 0 9 0 ± 0 ． 0 5 3

14 ． 2 0 0 ± 0 ． 0 3 0

4 3 ． 3 0 0 ± 0 ． 0 3 0

2 9 ． 0 0 0 ± 0 ． 0 8 0

4 6 ． 7 0 0 ± 0 ． 0 8 0

7 8 ． 0 0 0 ± 0 ． 0 6 5

4 ． 3 5 0 0 ± 0 ． 1 10

5 ． 2 8 0 0 ± 0 ． 0 7 9

10 ． 2 8 0 ± 0 ． 1 1 3

1 9 ． 0 0 0 ± 0 ． 12 3

O． 5 10 ± 0 ． 0 7 7 5 7 ． 5 0 0 ± 0 ． 0 7 5

D D P 1 ． 0 ( ¨ g ／m 1 ) + T R A I L 10 0 ． 0 ( n g ／m 1)

0 -3 4 l ± 0 ． 0 6 5 7 0 ． 0 0 0 ± 0 ． 1 2 2

示 T R A I L 与低 浓 度 的化疗 药 物有 协 同杀 伤 H E P 一 2

细胞 株 的作用 。

。

2 ． 2 荧光 显 微 镜 观 察 、 记 数

A n n e x i n
— W P I 双 染 后 荧 光 显 微 镜 下 观 察 ， A n —

n e x i n V — F I T C 荧光信号 呈 绿 色 ( 图 2 )提 示 早期凋 亡 ；

P I 荧 光 信号 呈 红 色 ( 图 1 )提 示 晚期凋 亡 。 普通 背景

下 以 一 个 高倍镜 ( × 2 0 0 ) 视 野 下 细 胞 计 数 ， 荧 光 背

景 下 观 察凋 亡 细胞 并计 数 ， 计 算各 处 理 组 细 胞 凋 亡

率 ， 选 取 三 个 视 野 计算凋 亡 率后 取 平 均 值 。 5 ～ F u 与

T R A I L 、 D D P 与 T R A I L 联 合 作 用 后 凋 亡 率 分 别 为

( 6 5 ． 2 0 0 ± 0 ． 0 7 6 )％ 、 ( 8 1 ． 4 0 0 ± 0 ． 0 8 2 )％ 明 显 高 于

5 一 F U 、 D D P 单独 作 用诱 导 的细 胞 凋 亡 率 ( 1 6 ． 8 0 0 ±

0 ． 1 1 2 )％ 、 ( 3 5 ． 2 0 0 ± 0 ． 0 5 6 )％ ( P < 0 ． 0 5 ) ．

图 2 细 胞 膜绿 染

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 20o8年第 33卷第8期 I3oumal 01 Chongqing Medicat University 2oo8．Vot．33 No．8l 一 953 —  

2．3 流式细胞仪(FCM)检测结果 

5-FU、DDP、TRAIL单独作用及 5-FU+TRAIL、 

DDP+TRAIL联合作用时凋亡率分别为(8．900± 

0．076)％ 、(25．400±0．102)％ 、(3．600±0．042)％ 、 

(49．300±0．11)％、(64．700±0．083)％，可以看出联 

合作用时凋亡率明显提高(P<0．05)。 

3 讨 论 

TRAIL是肿瘤坏死因子(TNF)超家族的成员之 
一

，由Wiley等【 吁 1995年根据其胞外区域与 CD95L 

和TNF的同源性从人 cDNA文库中克隆获得。与其 

他 TNF家族成员相比，TRAIL抗肿瘤活性强，对正 

常细胞几乎无毒性，因此受到人们的广泛关注。就 

目前的研究来看 TRAIL诱导凋亡主要有以下几个 

途径I 】：①受体途径。目前已发现了两类 TRAIL受 

体 ，一类为功能型受体，如 TRAILR1和 TRAILR2， 

因含有死亡结构域(Death domain，DD)而分别被称 

为死亡受体 4(Death receptor 4，DR4)和死亡受体 5 

(Death receptor 5，DR5)。另一类为无功能型受体， 

如TRAIL R3又称诱捕受体l(Decoy receptorl，DcR1)， 

TRAIL R4又称诱捕受体 2(Decoy receptor2，DcR2)。 

TRAIL通过与细胞膜上的相应受体结合形成寡聚 

体 ，这种寡聚体可使胞浆内的死亡功能区彼此靠 

近、聚集，进而诱使胞浆内的胱冬肽酶(Caspase)级 

联式反应发生诱导凋亡。②转录因子途径。最重要 

的就是 NF—K B和 PPAR一7。NF—K B是一种 DNA 

结合蛋白，在正常情况下 ，NF—KB以无活性的 

NF—KB／IKB复合体状态存在于胞浆之中，当I KB 

从复合体上解离并被分解后，可解除对 NF—K B的 

抑制，从而调节凋亡的发生。PPAR一7也是一种 

DNA结合蛋白，PPAR一7能够识别靶基因上启动子 

区域的特定 DNA序列并与之结合。当它与配体结 

合后，可以引起构象改变，从而激活靶基因。③核受 

体途径。可能是TRAIL与相应的受体结合后，通过 
一 系列信号传导激活转录因子 NF—K B和PPAR一7 

等，后者作用于相应的靶基因，从而转录合成与调 

节凋亡有关的蛋白质。④线粒体与细胞凋亡。线粒 

体是真核细胞的重要细胞器，是动物细胞生成 ATP 

的主要地点。线粒体跨膜电位的耗散与细胞凋亡有 

密切关系，一旦线粒体跨膜电位耗散，细胞就会进 

入不可逆的凋亡过程。 

肿瘤的凋亡疗法，是近几年肿瘤治疗研究的热 

点之一。该方法通过诱导肿瘤细胞发生凋亡而达到 

肿瘤治疗目的，有关该疗法的重要进展之一就是 

TRAIL的发现。单独应用 TRAIL并不能对所有的肿 

瘤细胞产生毒性作用，然而TRAIL与亚毒性的化疗 

药物联合作用后可增强其杀伤肿瘤细胞的效应。由 

于大剂量的化疗药物对机体组织可造成了相当的 

副作用，如骨髓抑制、肝脏损害等，因此 TRAIL联合 

低剂量化疗以提高抗癌效果显得尤为重要I5，61。 

喉癌是耳鼻咽喉科常见的恶性肿瘤，大部分属 

于鳞癌，早期喉癌主要以放疗为主，晚期喉癌以手 

术加化疗为主，严重降低了患者的生活质量。目前 

有学者报道喉癌患者采用放疗同时结合化疗，或放 

疗之前加用化疗药物能大大降低其复发率。美国约 

翰·霍普金斯医院西德尼金米尔综合癌症中心的弗 

拉斯蒂尔认为用顺铂加氟尿嘧啶诱导化疗后再放 

疗是 目前局部晚期喉癌病人喉全切手术标准的替 

代疗法。 

本文主要研究了TRAIL与低毒性的DDP、5一FU 

能否协调诱导喉癌 HEP一2细胞凋亡。研究证实喉 

癌 HEP一2细胞株对低浓度的TRAIL不敏感．，低毒 

性的化疗药物可增强 HEP一2细胞对 TRAIL的敏感 

性 ，且 TRAIL也可增强化疗药物对 HEP一2细胞的 

杀灭作用，呈现出低浓度的TRAIL与低毒性的化疗 

药物协同高效杀灭肿瘤细胞现象。 

肿瘤细胞对 TRAIL不敏感的原因尚未被人们 

完全认识 ，认为可能与以下因素有关：细胞表面存 

在诱捕型受体 ，该受体与凋亡型受体竞争性结合 

TRAIL，却并不诱导凋亡 ；细胞内存在凋亡抑制性 

蛋白，可以高效阻断凋亡链延续嘲。TRAIL与化疗药 

物的协同性杀伤作用主要是通过诱导细胞凋亡实 

现的，这种诱导细胞凋亡的协同效果可能是由于凋 

亡链中的正反馈而表现为凋亡的级联放大。有证据 

表明 TRAIL与化疗药联用可以促进受试细胞本身 

大量表达 TRAIL及其相关受体 ，亦可能为亚毒性 

剂量化疗药物即可高效阻断凋亡抑制性蛋白或 

TRAIL诱捕型受体的生成，肿瘤细胞自身凋亡与增 

殖的平衡被破坏，增殖被抑制 ，以致 TRAIL诱导凋 

亡显得容易而高效。此外，一些化疗药物可以高效 

激活凋亡链中的 caspase8酶而起到促进其它药物 

的凋亡诱导效果㈣，5一Fu、DDP可能存在这方面的 

功能。 

总之，本研究结果提示TRAIL有良好临床应用 

(下转第958页) 
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使内膜腺体增生，分泌旺盛，内膜血管增长，内膜问 

质分裂活跃，内膜增厚，利于小鼠子宫内膜在 4～5d 

的处于接受态，为胚胎着床做好准备。着床后(6d以 

后)问质的 Cyclin—E表达减弱，而腔上皮和腺上皮 

表达仍维持较高水平，腺体进一步增生，分泌更加 

旺盛，血液供应更为丰富，问质细胞肥大，胞质含有 

丰富的糖原颗粒，成为蜕膜细胞 ，利于胚胎和胎盘 

的发育。为进一步探讨 Cyclin—E在胚胎着床过程中 

的作用，我们应用子宫角注射抗 Cyclin—E抗体的方 

法进行功能分析。结果显示，注射生理盐水对小鼠 

胚泡着床过程无影响；而注射抗 Cyclin—E抗体后对 

妊娠小鼠胚泡着床具有明显的抑制作用，随着注射 

抗体浓度的降低 ，其抑制作用逐渐减弱，但不能完 

全抑制着床，表明Cyclin—E在胚胎着床过程中起着 

重要调控因子的作用，但并不是唯一的决定因素。 

Cyclin—E在着床过程中的作用机制尚未完全明 

了，需要对其更进一步的研究。但对于 Cyclin—E在 

胚泡着床中作用的研究在为原发或继发性不孕女 

性患者的诊断治疗、提高辅助生育的成功率以及开 

发新的生育调控手段都有着重要意义。 
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前景。虽然 HEP一2细胞对其不敏感，但其联合低浓 

度化疗药物能高效杀灭 HEP一2细胞，所以此方法既 

可克服肿瘤细胞耐药，还能有效地减轻因大剂量使 

用化疗药物而引起的全身毒副作用，可谓一举两 

得。本研究提出TRAIL与化疗药物的协同作用主要 

通过诱导细胞凋亡实现，目前工作的关键在于寻找 

到二者协同诱导肿瘤凋亡的机制，这对于化疗药物 

的正确选择将有一定的指导作用，也为临床用药提 

供一定的实验室依据。 
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