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胃癌细胞 NF-κB和 survivin的表达对 TRAIL抗瘤作用的影响

杨柳芹 ,房殿春　　(第三军医大学西南医院全军消化内科中心 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨胃癌细胞 NF-κB 和 survivin的表达对 TRAIL抗瘤作用的影响。方法　应用细胞培养和流式细胞

仪检测的方法 ,观察胃癌细胞 SGC-7901 、MKN28 、AGS、MKN45 经 TRAIL作用后细胞凋亡率 ,Western blot方法分析四种胃癌

细胞中 NF-κB 和 survivin 的表达。结果　TRAIL300 ng ml 作用于胃癌细胞 24 h 后 , 胃癌细胞 MKN28、MKN45、AGS 和 SGC-

7901的凋亡率分别为 36.05%、20.27%、16.50%和 11.80%。Western blot结果显示 SGC-7901 细胞 NF-κB 、survivin 的表达均

高于MKN28 细胞的表达。结论　TRAIL具有选择性诱导肿瘤细胞凋亡的特性 , 肿瘤细胞对 TRAIL 的耐药现象 , 可能与凋

亡抑制因子 survivin和 NF-κB 的表达有关。
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Effects of expressions of NF-κB and survivin on anti-tumor activity of TRAIL in gastric

carcinoma cells
YANG Liu-qin , FANG Dian-chun (Gastroenterology Research Center , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing

400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects of expressions of NF-κB and survivin on the anti-tumor activity

of TRAIL in gastric carcinoma cells.Methods　Gastric carcinoma cells were cultured in RPMI-1640.The apoptotic

rates of gastric carcinoma cells SGC-7901 , MKN28 , AGS , and MKN45 after treatment with TRAIL were analyzed by

flow cytometry.The expressions of NF-κB and survivin in the 4 gastric carcinoma cells were determined by Western

blotting.Results　At 24 h after gastric carcinoma cells exposed to TRAIL at the dose of 300 ng mL , the apoptosis

percent ages were 36.05% for MKN28 , 20.27% for MKN45 , 16.50% for AGS , and 11.80% for SGC-7901.

Western blotting showed that expressions of NF-κB and survivin were lower in MKN28 than those in MKN45 , AGS

and SGC-7901.Conclusion　The anti-tumor sensitivity of TRAIL to gastric carcinoma cells is related to the expres-

sions of NF-κB and survivin.
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　　肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体(tumor necrosis

factor related apoptosis inducing ligand , TRAIL)是肿瘤坏

死因子家族的成员之一 ,与 FasL 具有高度同源性 ,又

名Apo2L
[ 1 , 2]
。TRAIL能诱导大多数肿瘤细胞发生凋亡

而对正常细胞无细胞毒性
[ 3 , 4]
。研究表明不同肿瘤 ,甚

至同种肿瘤的不同类型 ,对 TRAIL 的敏感性有显著的

不同
[ 5]
。关于胃癌细胞株对 TRAIL的反应是否存在着

不同 ,尚少见到相关报道。NF-κB 是一种重要的核转

录因子 ,参与炎症 、免疫 、细胞增殖和凋亡等多种生理
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和病理过程。研究表明 , NF-κB 在肿瘤的抗凋亡机制

中起关键性作用 ,抑制肿瘤细胞 NF-κB 的活性将引起

肿瘤细胞凋亡 ,从而抑制肿瘤细胞的生长
[ 6 ,7]
。Survivin

是凋亡抑制蛋白家族中的新成员 ,是迄今发现的最强
的凋亡抑制因子 。细胞凋亡的抑制与恶性肿瘤的发生

发展以及化疗不敏感有密切关系 ,因此研究胃癌细胞

对TRAIL敏感性与NF-κB和 survivin表达的关系 ,对揭

示胃癌细胞对 TRAIL 的耐药机制可能有重要作用。

为此本研究观察了 4种胃癌细胞对 TRAIL 敏感性 ,并

分析了胃癌细胞对 TRAIL 的不同敏感性与 NF-κB 和

survivin表达的关系。

1　材料与方法

1.1　材料
　　胃癌细胞株 SGC-7901 为本实验室保存 , MKN28、MKN45、
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AGS 细胞株由西安第四军医大学西京医院消化内科研究所惠

赠 ,NC 膜购自 Santa Cruz 生物技术公司 , 鼠抗人 NF-κB(p65)单

克隆抗体购自北京中山公司 , 鼠抗人 survivin 单克隆抗体购自

Santa cruz 生物技术公司 , ECL化学发光试剂盒购自北京鼎国生

物技术中心 ,HRP-兔抗鼠 IgG 购自北京中山公司 , TRAIL蛋白由

本实验室制备[ 8] 。

1.2　方法
1.2.1　细胞培养　　胃癌细胞株 SGC-7901、MKN28、MKN45、

AGS 的培养全部采用 RPMI1640 培养基+10%灭活小牛血清 , 其

中加入青霉素 、链霉素终浓度 100 U ml ,细胞传代采用0.25%胰

酶+0.02%EDTA ,每 3～ 5 d 传代 1 次。

1.2.2　细胞标本的制备　　取对数生长期细胞 , 其中 SGC-

7901细胞 5 瓶 、MKN28 细胞 5 瓶 ,MKN45 细胞 5 瓶 , AGS5 瓶(均

为 100 ml细胞培养瓶), 分别加入 TRAIL终浓度为 50、100、200、

300 ng ml , 同时设置对照组加入等体积的 RPMI1640 培养基 , 细

胞培养箱中 37 ℃、5%CO2 、饱和湿度条件下静置培养 24 h。

1.2.3　细胞凋亡检测　　采用流式细胞光度术。消化收集全

部细胞 , PBS 洗涤 2 次 , 0.1 ml PBS 悬浮细胞沉淀 ,并转移入 1.0

ml预冷的 70%乙醇中固定 24 h , PI 染色 ,上机检测。

1.2.4　NF-κB 和 survivin的检测　　采用Western blot方法。 细

胞中蛋白的提取采用溶菌酶法破裂细胞 , 蛋白浓度的检测采用

Lowry方法。用 PBS 调整蛋白浓度一致 , 将蛋白样品与中分子

量蛋白 Marker于 100 ℃加热 3 min , 使蛋白变性 , 蛋白经 SDS-

PAGE电泳分离后 ,用湿式转移法 100 V、2 h转移至硝酸纤维素

膜上 ,膜用丽春红 S 染色 , 确定蛋白已转移成功 , 5%脱脂奶粉-

PBS-T溶液封闭 1 h , PBS-T 溶液洗涤 15 min×3 次 , 与鼠抗人

NF-κB 和 survivin单克隆抗体(1∶1 000)溶液共同孵育 1 h , PBS-T

溶液洗涤 15 min×3 次 , 然后再与兔抗鼠 IgG(1∶1 000)溶液共

同孵育 1 h , 洗膜 3次 , 将膜与化学发光试剂孵育 5 min , 暗室中

曝光至医用 X线胶片上 ,洗片观察。

1.3　统计学分析
　　采用 SPSS 统计软件对数据进行χ2 检验。

2　结果

2.1　TRAIL对胃癌细胞的凋亡诱导作用
　　TRAIL对胃癌细胞均有一定程度的凋亡诱导作用 , 且这种

作用呈剂量依赖性。 TRAIL 对胃癌细胞的凋亡诱导作用见图

1。由图 1可见 AGS 、MKN28 、MKN45 和 SGC-7901 四种胃癌细胞

对TRAIL的敏感性不尽相同 , 其中以 MKN28 细胞最为敏感 , 经

300 ng ml TRAIL作用 24 h 后 , 共有 36.05%的细胞发生凋亡。

MKN45细胞的敏感性次之 ,同样条件下细胞凋亡率为 20.27%。

AGS 细胞的敏感性再次之 , 同样条件下细胞凋亡率为 16.50%。

SGC-7901 细胞对 TRAIL最不敏感 , 经 300 ng ml TRAIL作用 24 h

后 ,仅能诱导 11.80%细胞发生凋亡 ,提示 SGC-7901 对TRAIL有

耐受现象。统计学结果显示 ,MKN28 细胞的凋亡率显著高于其

他3 种细胞(P <0.05), 而其他细胞间则无统计学差别(P >

0.05)。

图 1　胃癌细胞株用不同剂量 TRAIL作用 24 h后细胞凋亡率

Fig 1　Apoptosis of gastric carcinoma cells induced by TRAIL

2.2　胃癌细胞NF-κB的表达
　　胃癌细胞 MKN28、SGC-7901 、AGS 、MKN45 细胞 NF-κB(P65)

的表达见图 2。由图 2 可见 ,MKN28细胞中 NF-κB 的表达低于

SGC-7901 细胞 ,MKN45、AGS 细胞中 NF-κB 的表达无明显差异。

图 2　胃癌细胞 NF-κB的表达

Fig 2　Expression of NF-κB in different gastric carcinoma cells

2.3　胃癌细胞 survivin的表达
　　用药前采用Western blot方法检测了 4 种细胞 survivin的表

达 ,结果见图 3。 由图 3 可见 ,MKN28 细胞中 survivin 的表达低

于SGC-7901细胞 ,MKN45、AGS 细胞中 survivin 的表达介于两者

之间 ,其中 MKN45细胞中 survivin 的表达低于 AGS细胞。

图 3　胃癌细胞 survivin的表达

Fig 3　Expression of survivin in different gastric carcinoma cell s

3　讨论

　　TRAIL是近年来发现的新的凋亡诱导分子。因其

可选择性的诱导肿瘤细胞 、转化细胞 、病毒感染细胞发

生凋亡 ,而对正常细胞无明显细胞毒性而引起人们的

极大兴趣。本研究观察了 TRAIL 对 4种胃癌细胞株

SGC-7901 、AGS 、MKN28 和 MKN45 的抗瘤作用 ,发现

TRAIL对各种胃癌细胞均有一定程度的凋亡诱导作
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用 ,且这种作用呈剂量依赖性。但 4 种细胞对 TRAIL

的反应有较大差异 , 其中 MKN28 最为敏感 , 在

TRAIL300 ng ml作用 24 h情况下 ,有 36.05%细胞发生

凋亡 ,AGS 、MKN45 细胞对 TRAIL 的反应介于两者之

间 ,在同样条件下细胞的凋亡率分别为 20.27%和

16.50%。以 SGC-7901细胞对 TRAIL 最不敏感 ,仅诱

导11.80%的细胞发生凋亡 。以上结果提示不同类型

胃癌细胞对 TRAIL的敏感性不尽相同 ,其原因值得进

一步研究 。

　　细胞凋亡是基因调控下的细胞自杀行为 。细胞凋

亡过程受凋亡促进因子 p53 和 Fas等 ,凋亡抑制因子

Bcl-2 、IAP和 survivin等的共同调节 。Survivin可直接作

用于 caspase ,主要抑制 caspase 3和 caspase 7 活性 ,阻

断细胞的凋亡过程。此外 survivin 还可通过 p21间接

抑制 caspase ,其机制是 survivin 与细胞周期调控因子

CDK4 p16(INK4a)复合体相互作用 ,使 p21 从 CDK4的

复合体中释放出来 , p21进一步与线粒体 caspase 3结

合 ,抑制其活性 ,阻止细胞凋亡
[ 9 , 10]

。本研究表明 ,这 4

种胃癌细胞对 TRAIL 反应的差异性与细胞中 survivin

表达有关 ,即较高水平表达 survivin 的 SGC-7901细胞

对TRAIL耐受 ,而低水平表达 survivin 的 MKN28细胞

对TRAIL的反应比较敏感 。结果提示检测胃癌细胞

survivin的表达有助于判断胃癌细胞对 TRAIL 的敏感

性 ,抑制胃癌 survivin 表达有助于提高胃癌细胞对

TRAIL的敏感性
[ 11]
。

　　核转录因子 NF-κB是另一种能调控细胞凋亡的细

胞因子之一。它通过受体途径调节细胞凋亡 。细胞中

NF-κB激活后 ,通过以下方面机制抑制细胞凋亡:①通

过调控细胞因子的基因表达而间接抑制自身及其他细

胞凋亡;②通过激活 bcl-2家族中的抗凋亡基因而抑制

凋亡;③在基因及蛋白表达两个水平上调控 C-IAP 等

的表达 , 从而抑制 caspase 8 的活化 , 阻止凋亡的发

生
[ 12 , 13]

。体外实验表明 ,由化疗和放疗激活的 NF-κB

的转录是诱导肿瘤对化疗产生耐药性的主要机制 ,而

抑制NF-κB的转录则可促进肿瘤细胞发生凋亡。本研

究表明 ,4种胃癌细胞对 TRAIL 反应的差异性与NF-κB

的表达有关 ,即较高水平表达NF-κB的 SGC-7901细胞

对TRAIL耐受 ,而较低水平表达 NF-κB的MKN28细胞

对TRAIL的反应比较敏感 。由此我们认为胃癌细胞

对TRAIL的耐药性的产生可能与 NF-κB的表达有关 ,

而抑制胃癌细胞 NF-κB的表达可能会提高其对 TRAIL

的敏感性 。

　　以上表明 ,TRAIL 具有选择性诱导肿瘤细胞凋亡

的特性 ,肿瘤细胞对 TRAIL 的耐药现象 , 可能与凋亡

抑制因子 survivin和NF-κB的表达有关 ,而抑制 survivin

和NF-κB的活性可能会提高胃癌细胞对TRAIL的敏感

性 ,值得进一步研究 。
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