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肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体的抗胰腺癌

细胞的作用

田锐，秦仁义，杜志勇，夏维

（华中科技大学同济医学院附属同济医院 胆胰外科，湖北 武汉 ４３００３０）

　　摘要：目的　探讨腺病毒介导的肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ）基因对人胰腺癌株
Ｐａｎｃ１细胞的抑制作用及其机制。方法　利用腺病毒载体 ＡｄＴＲＡＩＬ将人类 ＴＲＡＩＬ全长 ｃＤＮＡ转染导
入 Ｐａｎｃ１细胞。分别利用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲＡＩＬ在 ｍＲＮＡ水平及蛋白水平的表达。利用
ＭＴＴ法测定细胞增殖活性及 ＴＲＡＩＬ基因的旁观效应。利用流式细胞仪检测胰腺癌细胞的凋亡率，并
用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ８和 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达。结果　Ｐａｎｃ１细胞感染 ＡｄＴＲＡＩＬ腺病毒
后，可稳定地高表达 ＴＲＡＩＬ。ＡｄＴＲＡＩＬ能显著抑制 Ｐａｎｃ１细胞的生长。高表达 ＴＲＡＩＬ的转染细胞能
通过旁观效应导致未转染细胞的生长抑制。ＡｄＴＲＡＩＬ实验组的凋亡率显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），
且 ＡｄＴＲＡＩＬ能使 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ８和 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达下降。结论　ＡｄＴＲＡＩＬ对胰腺癌 Ｐａｎｃ１细胞
具有明显的抑制作用，其机制可能与促凋亡和旁观效应有关。
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　　肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏ

ｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）基因

是肿 瘤 坏 死 因 子 （ＴＮＦ）超 家 族 成 员［１］。 近 来，

ＴＲＡＩＬ因其具有特异性杀伤肿瘤细胞的作用而成为

肿瘤治疗中的焦点分子。有报道称［１－２］，重复注射

重组可溶性 ＴＲＡＩＬ能抑制肿瘤生长，提高荷瘤小鼠

的生存率，而无显著的毒性作用。而且，ＴＲＡＩＬ与化

疗药有 协 同 效 应，能 显 著 地 抑 制 实 体 肿 瘤 的 生

长［３］。本实验利用腺病毒载体，介导 ＴＲＡＩＬ基因在

胰腺癌细胞株 Ｐａｎｃ１细胞中转染，并研究其抗肿瘤

作用及其机制。

１　材料与方法

１．１　材料

人胰腺癌细胞株 Ｐａｎｃ１细胞和人胚肾 ２９３细

胞购于 ＡＴＣＣ；携带 ＴＲＡＩＬ的腺病毒载体 ＡｄＴＲＡＩＬ

及携带绿色荧光蛋白的腺病毒 ＡｄＧＦＰ由本实验室

合成；ＤＭＥＭ，胎牛血清以及 ０．２５％胰蛋白酶购于

ＧＩＢＣＯ公司；兔抗人 ａｎｔｉＴＲＡＩＬ，ａｎｔｉｃａｓｐａｓｅ８和 ａｎ

ｔｉｃａｓｐａｓｅ３等多克隆抗体购于 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；Ａｎｔｉ

βａｃｔｉｎ抗体，四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）和二甲基亚砜

购于 Ｓｉｇｍａ公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｔｒ

ｉｚｏｌ试剂，ｏｌｉｇｏ（ｄｔ），ｄＮＴＰ，ＭＭＬＶ逆转录酶和 Ｔａｑ

ＤＮＡ多聚酶均购于美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；增强化学发

光（ＥＣＬ）试剂盒购于 Ｐｉｅｒｃｅ公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡检

测试剂盒购于 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司。引物序列由大连宝生

物公司合成。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养　Ｐａｎｃ１细胞及 ２９３细胞接种于

含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液中，在 ３７℃，

９５％湿度及 ５％ＣＯ２的培养箱中培养。每 ４８ｈ用胰

酶消化传代细胞 １次，并取对数期的细胞用于实

验。

１．２．２　ＡｄＴＲＡＩＬ及 ＡｄＧＦＰ的扩增、纯化及滴度

测定　重组腺病毒 ＡｄＴＲＡＩＬ及 ＡｄＧＦＰ的构建参

见本实验室以前工作［４，５］。取重组腺病毒上清液

５００μＬ，加至 ８０％融合的 ２９３细胞中，于 ３７℃，

５％ＣＯ２孵箱中培养。镜下观察到 ９５％ ～９８％细胞

出现病变效应、荧光显微镜下看到满视野绿色荧光

后，收集细胞；反复冻融 ３次，离心；收集上清，氯化

铯梯度离心纯化病毒。应用 ５０％组织培养感染剂

量法（ＴＣＩＤ５０）测定病毒滴度。

１．２．３　实验分组及病毒的感染　实验分为实验

组（感染 ＡｄＴＲＡＩＬ）、空载体对照组（感染 ＡｄＧＦＰ）

及空白对照组［加入磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）］；吸除各

组细胞的培养液，用 ０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗 ２次后，按

感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｉｅｓｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为 ２０的量

加入 ＡｄＴＲＡＩＬ或 ＡｄＧＦＰ，空 白 对 照 组 加 入 ０．１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ。感染 ２ｈ后，加入含血清的 ＤＭＥＭ继续

培养。

１．２．４　逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测

ＴＲＡＩＬ的 ｍＲＮＡ表达　上述各组细胞感染病毒 ７２ｈ

后，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂抽提总 ＲＮＡ，步骤按说明手册进

行。用逆转录酶和 ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）按 ３７℃ ６０ｍｉｎ，９５℃

５ｍｉｎ条件进行 ｃＤＮＡ的合成。取 ５μＬ逆转录产物

进行 ＰＣＲ扩增。反应条件为：９５℃变性 ５ｍｉｎ；９５℃

３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ６０ｓ，３０个循环；７２℃延伸

１０ｍｉｎ。反应体系以 βａｃｔｉｎ为内参照，ＰＣＲ产物在

含溴化乙啶的 １．５％琼脂糖凝胶上电泳后置于紫外

光下分析。ＴＲＡＩＬ引物序列：上游引物 ５′ｇｔａｃｔｃｃａａ

ａａｇｔｇｇｃａｔｔ３′，下游引物 ５′ｃｃａｔｔｔｇｔｔｔｇｔｃｇｔｔｃｔｔ

３′（４７６ｂｐ）。βａｃｔｉｎ上游引物 ５′ｇｔｇｃｇｔｇａｃａｔｔａａｇ

ｇａｇ３′，下游引物 ５′ｃｔａａｇｔｃａｔａｇｔｃｃｇｃｃｔ３′（５２０

ｂｐ）。

１．２．５　免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＴＲＡＩＬ、ｐｒｏ

ｃａｓｐａｓｅ８和 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达　各组细胞感

染病 毒 ７２ｈ后，用 细 胞 裂 解 液 裂 解 各 组 细 胞，

１４０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心 １０ｍｉｎ，并集上清液作为样

本。配制 ＳＤＳＰＡＧＥ，按每孔 ３０μｇ上样后进行电

泳。电泳后用去离子水及转移缓冲液洗涤凝胶和

硝酸纤维素（ＰＶＤＦ）膜，采用电转移法转膜。电转

移蛋白至 ＰＶＤＦ膜，用 ５％脱脂奶粉封闭过夜，加入

一抗后于封闭袋中 ４℃孵育过夜，二抗孵育 １ｈ。

参照 ＥＣＬ试剂盒说明进行化学发光法显示结果，Ｘ
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线胶片曝光。一抗分别为 ａｎｔｉＴＲＡＩＬ，ａｎｔｉｃａｓｐａｓｅ

８，ａｎｔｉｃａｓｐａｓｅ３和 ａｎｔｉβａｃｔｉｎ。

１．２．６　ＭＴＴ法检测病毒感染后的细胞存活率　将

Ｐａｎｃ１细胞以每孔 ２×１０３个的量铺入 ９６孔板，每

组均设 ４个复孔。培养 ２４ｈ后按 ２０ＭＯＩ加入 Ａｄ

ＴＲＡＩＬ或 ＡｄＧＦＰ，对照组加入 ０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ；作用

２ｈ后，加入含血清的 ＤＭＥＭ继续培养。于 ２４，４８，

７２，９６ｈ及 １２０ｈ时点，每孔加入 ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ２０

μＬ，温箱中继续孵育 ４ｈ；离心，去上清，每孔加入

二甲基亚砜 １５０μＬ。振荡 １０ｍｉｎ后选择 ４９０ｎｍ波

长，在自动酶联检测仪上测定各孔的吸光度值（Ａ

值）。细胞存活率（％）＝实验组 Ａ值／对照组 Ａ值

×１００％。

１．２．７　ＭＴＴ法检测旁观效应　以 ２０ＭＯＩ的 Ａｄ

ＴＲＡＩＬ感染 Ｐａｎｃ１细胞 ２４ｈ后，收集该细胞并记为

转染细胞。转染细胞与未转染细胞按照不同比例

混合，混合比例为转染细胞分别占总细胞的 ０％，

５％，１０％，２５％，５０％，７５％和 １００％。将混合的

细胞以每孔 １×１０４个的量铺入 ９６孔板，每个比例

均设 ４个复孔。５ｄ后，用 ＭＴＴ法检测细胞的存活

率。细胞死亡率（％）＝１ －细胞存活率。如细胞

死亡率明显多于转染细胞率，则提示旁观效应存

在。

１．２．８　用流式细胞仪测肿瘤细胞的凋亡率　各组

细胞感染病毒 ７２ｈ后，取 １×１０６待测细胞用 ＰＢＡ

（含 ２％牛血清白蛋白的 ＰＢＳ溶液）洗涤 ２次，分

别加入 ＦＩＴＣ标记的 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和碘化丙啶（ＰＩ）（操

作按说明书进行），避光放置 １５ｍｉｎ。通过流式细

胞仪（ＢＤ公司的 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ）检测凋亡。正常活

细胞 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ及 ＰＩ均低染；凋亡细胞 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ高

染、ＰＩ低染；坏死细胞 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和 ＰＩ均高染。凋

亡及坏死细胞比例用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件进行量化分析。

各实验均重复 ３次，取其均值。

１．３　统计分析

所有数据用 ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ１１．５软件进

行 ｔ检验。Ｐ＜０．０５有统计学意义。

２　结　果

２．１　转染前后胰腺癌 Ｐａｎｃ１细胞 ＴＲＡＩＬ的 ｍＲ

ＮＡ及蛋白的表达

ＲＴＰＣＲ结果显示，实验组在 ４７６ｂｐ处出现目

的条带，空载体对照组及空白对照组仅有微弱条带

（图 １）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，实验组在 ３２ｋＤ处

出现 ＴＲＡＩＬ特异性蛋白目的条带，空载体对照组及

空白对照组不显示特异性蛋白目的条带（图 ２）。

说明 ＴＲＡＩＬ基因成功转染到 Ｐａｎｃ１细胞。

２．２　ＡｄＴＲＡＩＬ抑制胰腺癌 Ｐａｎｃ１细胞的增殖及

ＴＲＡＩＬ基因的旁观效应

随着 作 用 时 间 的 延 长，ＡｄＴＲＡＩＬ作 用 下 的

Ｐａｎｃ１细胞的存活率明显减低，而 ＡｄＧＦＰ感染组

的 Ｐａｎｃ１细胞的存活率未受明显影响（图 ３）。在

旁观效应中，当已转染 ＴＲＡＩＬ的 Ｐａｎｃ１细胞的比例

为 ５％，１０％，２５％，５０％，７５％及 １００％时，５ｄ后

分别有 １２．４％，２７．４％，４８．１％，６３．７％，７０．８％

及 ７４．８％的混合细胞被杀死（附表）。少量转染细

胞的存在导致显著的细胞杀伤作用，并且细胞死亡

率明显多于转染细胞率。提示部分未感染细胞可

能被 ＴＲＡＩＬ基因的旁观效应所杀死。

附表　ＴＲＡＩＬ基因转染对胰腺癌细胞 Ｐａｎｃ１的旁观效应

混合细胞中转染细胞的

所占比例（％）
ＯＤ值

细胞死亡率

（％）

０ １．１１９±０．０７４ ０

５ ０．９８０±０．０７５ １２．４

１０ ０．８１２±０．０５６ ２７．４

２５ ０．５８１±０．３４１ ４８．１

５０ ０．４０６±０．０２１ ６３．７

７５ ０．３２６±０．０１６ ７０．８

１００ ０．２８２±０．０１３ ７４．８

２．３　ＴＲＡＩＬ基因的转染对胰腺癌 Ｐａｎｃ１细胞凋

亡的影响

流式细胞术结果显示各组胰腺癌细胞中凋亡细

胞所占比率的代表性数值（图 ４）。统计分析显示

实验组胰腺癌细胞凋亡率（３０．０％ ±２．１％）显著

高于空载体对照组（３．８％ ±０．５％）和空白对照组

（３．３％ ±０．４％）（Ｐ ＜０．０１）。后两组之间无差

异（Ｐ＞０．０５）。实验组中 ｃａｓｐａｓｅ蛋白酶的前体形

式 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ８和 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３蛋白的印迹明显减弱

（图 ２），这是细胞发生凋亡、ｃａｓｐａｓｅ蛋白酶发生剪

切激活的表现。表明 ＡｄＴＲＡＩＬ能显著提高胰腺癌

细胞 Ｐａｎｃ１的凋亡率。
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图 １　ＡｄＴＲＡＩＬ感染 ＰＡＮＣ１后 ＴＲＡＩＬ

ｍＲＮＡ的表达

图２　ＡｄＴＲＡＩＬ感染Ｐａｎｃ１后ＴＲＡＩＬ，ｐｒｏ

ｃａｓｐａｓｅ８和ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达

图３　病毒感染后的细胞存活率　　　　

　　　　　　　　

图４　流式细胞仪测Ｐａｎｃ１的凋亡率

３　讨　论

ＴＲＡＩＬ蛋白是一种 ＩＩ型糖蛋白，其 Ｃ末端的胞

外区与 ＴＮＦ家族的其他成员具有较高的同源性，并

能被切割成可溶性的 ＴＲＡＩＬ活性片段［１］。目前，

ＴＲＡＩＬ已确定有 ５种受体，分别是死亡受体（ＤＲ４

和 ＤＲ５）、诱骗受体（ＤｃＲ１和 ＤｃＲ２）和可溶性受体

ＯＰＧ［６］。死亡受体多表达于肿瘤细胞，ＴＲＡＩＬ与之

结合后能诱导细胞凋亡；而诱骗受体主要表达于正

常细胞，由于其缺乏胞质段，不能传递凋亡信号，

ＴＲＡＩＬ与之结合不能诱导细胞凋亡；可溶性 ＯＰＧ则

能通过与死亡受体竞争性结合 ＴＲＡＩＬ而阻断 ＴＲＡＩＬ

诱导的凋亡［６］。

ＴＲＡＩＬ因其具有特异性肿瘤杀伤效应和化疗增

敏作用而极有可能发展成为特异性杀死肿瘤细胞

的新型抗肿瘤药物。但是，重组可溶性 ＴＲＡＩＬ的不

稳定性和昂贵的价格限制了其应用［２］。本实验选

择了腺病毒载体系统。腺病毒载体因其具有无插

入性突变、安全性高、感染能力强、蛋白表达量大等

优点，目 前 已 成 为 基 因 治 疗 领 域 常 用 的 载 体 之

一［４，５］。本实验 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示腺

病毒介导的基因转染能使 ＴＲＡＩＬ在 Ｐａｎｃ１细胞中

稳定地高表达，且 ＭＴＴ结果显示 ＡｄＴＲＡＩＬ能显著

抑制肿瘤细胞的生长。

目前，ＴＲＡＩＬ的肿瘤杀伤效应被认为与 ＴＲＡＩＬ

诱导的凋亡相关［７］，其具体机制尚未完全明了。有

研究［７］表明，ＴＲＡＩＬ诱导的凋亡是通过死亡受体通

路介导的。ＴＲＡＩＬ与其死亡受体（ＤＲ４和 ＤＲ５）的

结合能触发死亡诱导信号复合体（ｄｅａｔｈｉｎｄｕｃｉｎｇｓｉｇ

ｎａｌｃｏｍｐｌｅｘ，ＤＩＳＣ）并导致 ｃａｓｐａｓｅ８的活化，后者进

而 再 活 化 下 游 的 效 应 蛋 白 酶 分 子 ｃａｓｐａｓｅ３和

ｃａｓｐａｓｅ７而启动级联反应，不断地传递和放大凋亡

信号，从而引发对 ＴＲＡＩＬ敏感的细胞发生大量、快

速的凋亡［８］。本实验所用流式细胞术显示腺病毒

介导的 ＴＲＡＩＬ转染能促进胰腺癌细胞凋亡，并导致

ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ８和 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３蛋白的剪切激活。这些

结果与 Ｓａｔｏｈ等［９］的报道一致。后者还利用 ｃａｓｐａｓｅ

蛋白酶抑制剂 ｚＶＡＤｆｍｋ显著地抑制可溶性 ＴＲＡＩＬ

在胰腺癌细胞中诱导的凋亡作用［９］，从另一方面证

实了 ＴＲＡＩＬ诱导的凋亡系通过 ｃａｓｐａｓｅ传导调控信

号。

在实体瘤的基因治疗研究中发现，不可能将目

的基因导入所有癌细胞，因此，旁观效应的作用显

得极为重要。尽管旁观效应的存在并不能显著提

高转基因效率，但它能增强细胞的杀伤力。本实验

提示，转染细胞可能通过旁观效应抑制周边未转染

癌细胞的生长，或导致周边未转染细胞的凋亡。旁

观效应的机制可能是细胞的毒性代谢产物通过细
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胞间的缝隙连接转移到细胞内［１０］，或通过凋亡囊

泡转移［１１］，或 通 过 局 部 细 胞 介 导 的 免 疫 反 应 激

活［１２］等。本实验中 ＴＲＡＩＬ作为一种 ＩＩ型糖蛋白，

其旁观效应可能通过转染细胞的膜表面的 ＴＲＡＩＬ

与周边未转染细胞的膜表面的死亡受体结合而介

导，也可能通过转染细胞产生可溶性 ＴＲＡＩＬ作用于

未转染细胞所介导。

本研究显示，ＡｄＴＲＡＩＬ对胰腺癌 Ｐａｎｃ１细胞具

有明显的抗肿瘤作用，其机制可能与促凋亡和旁观

效应有关。
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新书推荐———《甲状腺·甲状旁腺外科学》

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　———给裘法祖院士的礼物

中国、日本、意大利 ３个国家 ２３所一流医学所、４０余位专家联手编写的《甲状腺·甲状旁腺外科》已出版。

专著内容丰富，包括甲状腺、甲状旁腺的基础理论、外科疾病学和疾病诊断学、手术学、非手术治疗学。名家经验

纷呈，仅甲状腺癌就有 ３篇专题分别介绍上海、台湾和日本专家的经验。

专著荟萃了编者们 ４０年来上万病例的临床经验和外科研究成果，学术观点有独到见解，是本有特色的临床实用

型专著。
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