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　　摘要：目的　探讨喜树碱增加 ＴＲＡＩＬ诱导肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ凋亡能力的分子机制。

方法　应用流式细胞仪分析 ＴＲＡＩＬ单独或联合应用喜树碱对肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ细胞凋亡的

影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ细胞在处理前后凋亡信号传导蛋白 ｃａｓｐａｓｅ８，ｃａｓｐａｓｅ３，

ｃａｓｐａｓｅ９，ＤＲ４，ＤＲ５，ＤｃＲ１，ｃＦＬＩＰ，ＲＩＰ，ｃｙｔｃ，Ｓｍａｃ和 Ｂｉｄ表达的变化。结果　喜树碱能增强 ＴＲＡＩＬ诱

导肝癌细胞凋亡的能力，两者联用具有明显的协同作用。喜树碱预先处理能下调 ｃＦＬＩＰ及 ＲＩＰ的表

达及增加 ｃｙｔｃ，Ｓｍａｃ，Ｂｉｄ的表达，但对 ＤＲ４，ＤＲ５，ＤｃＲ１的表达无明显影响。结论　ＴＲＡＩＬ联合喜树碱

可以诱导肝癌细胞凋亡；其机制是下调 ｃＦＬＩＰ及 ＲＩＰ的表达，活化凋亡发生的死亡受体通路，上调 Ｂｉｄ

的表达激活线粒体通路。死亡受体的表达不参与这一变化过程。
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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）虽然能诱导大多数肿瘤细胞发生凋亡，但
其单独用药在肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＨＣＣ）的治疗上作用有限［１］。本实验利用小剂量

常用化 疗 药 物 喜 树 碱 （ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃｉｎ，ＣＰＴ）联 合
ＴＲＡＩＬ处理 ＨＣＣ细胞系 ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ，旨在探
讨其是否能增强 ＴＲＡＩＬ诱导肝癌细胞的凋亡能力
及其可能的机制。

１　材料和方法

１．１　试剂和抗体
肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ购自 ＡＴＣＣ公司；

重组可溶性 ＴＲＡＩＬ由 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司（ＲｏｃｋｙＨｉｌｌ，
ＮＪ）提供；ＣＰＴ购自 Ｓｉｇｍａ公司，以 ＤＭＳＯ配制成
５０ｍｇ／ｍＬ的 溶 液 常 温 避 光 保 存；鼠 单 克 隆 抗
ｃａｓｐａｓｅ８，９，抗 ｃＦＬＩＰ，抗 ＲＩＰ抗体购自 Ａｌｅｘｉｓ公司；
兔多克隆抗 ｃａｓｐａｓｅ３，抗 ＥＲＫ１／２，抗 ＤＲ４，ＤＲ５，
ＤｃＲ１抗体购自 ＳｔｒｅｓｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司；抗
ｃｙｔｃ，Ｓｍａｃ，Ｂｉｄ抗体购自 ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司；ＨＲＰ
标记的羊抗鼠、羊抗兔二抗购自 ＪａｃｋｓｏｎＩＲＬａｂｓ。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　ＨｅｐＧ２，Ｈｅｐ３Ｂ使用 ＤＭＥＭ高
糖培养基（内含 １０％小牛血清，１％青 －链霉素
合剂），５％ ＣＯ２饱和湿度条件下培养。
１．２．２　细胞活力分析　采用酸性磷酸酶法（ａｃｉｄ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｓｓａｙ，ＡＰ），将生长状态良好的各细胞
系，调整密度为（０．８～１．０）×１０５个／ｍＬ，每孔
１００μＬ接种于 ９６孔培养板，培养 ２４ｈ细胞贴壁
后，加入 １００μＬ可溶性 ＴＲＡＩＬ并使其终浓度分别
为 １０，３０，１００，３００，１０００ｎｇ／ｍＬ总体积为２００μＬ，
每一浓度设 ８个复孔，同时设无药物对照组和空
白对照组。对于 ＴＲＡＩＬ＋ＣＰＴ，每孔 ７５μＬ接种细
胞于 ９６孔板，细胞密度为 １００００个／孔；待培养
２４ｈ细胞贴壁后，加入 ７５μＬＣＰＴ，使其终浓度为
０．３，０．６，１．２５，２．５μｇ／ｍＬ，８ｈ后加入 ５０μＬ
ＴＲＡＩＬ，使其终浓度为 １００ｎｇ／ｍＬ，最后总体积为
２００μＬ；２４ ｈ 后，弃 每 孔 上 清，用 预 冷 的

ＤＰＢＳ２００μＬ洗 １遍；每孔加入 ＡＰ检测液 １００μＬ，
于 ＣＯ２细胞培养箱中孵育 ２ｈ后，每孔加入 １０μＬ
１ｍｏｌ的 ＮａＯＨ终止反应。酶标仪上测定各孔在
４０５ｎｍ处的吸光度值，取 ８孔的均值。细胞生存
率 ＝测得均值 Ａ４０５／对照组均值 Ａ４０５×１００％。
以上实验重复 ３次，取平均值。
１．２．３　ＰＩ单染色法流式细胞仪测定细胞晚期凋
亡率　将 ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ细胞设置为对照组，

ＴＲＡＩＬ（１００ｎｇ／ｍＬ）组，ＣＰＴ组，ＣＰＴ＋ＴＲＡＩＬ组。
ＴＲＡＩＬ作用 ２４ｈ后消化收集细胞，７０％乙醇避光
固定过夜。最后将 ０．５ｍＬ细胞悬液加入 １ｍＬＰＩ
染色液中，室温避光孵育至少 ３０ｍｉｎ。流式细胞
仪分析，每例标本测定 ２００００个细胞。实验结果
使用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析，比较各实验组 ＳｕｂＧ１，
Ｇ０／Ｇ１，Ｓ，Ｇ２／Ｍ期百分率，计算晚期细胞凋亡率。
１．２．４　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测细胞系凋亡
相关蛋白的表达　收集不同处理组细胞标本，使
用细胞裂解液制备细胞总蛋白，以 Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白分
析系统按操作程序检测蛋白浓度。取等量总蛋白

上样进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转膜过夜，５％脱
脂牛奶室温封闭 １ｈ，加入各种一抗 ４℃过夜，之
后加入相应二抗室温孵育 １ｈ，磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）洗涤后，加入显影剂，暗室显影。
１．３　统计学处理

实验数据采用均值 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。组间
差异采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５时为差异有显著性。

２　结　果

２．１　ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ细胞对 ＴＲＡＩＬ单独用药
的耐受性

ＨｅｐＧ２及 Ｈｅｐ３Ｂ细胞经不同浓度的 ＴＲＡＩＬ处
理２４ｈ后，ＡＰ法细胞活力分析显示：１０００ｎｇ／ｍＬ
ＴＲＡＩＬ作用后，Ｈｅｐ３Ｂ及 ＨｅｐＧ２细胞的生存率分别
为 ９６．３９％ ±５．６６％及 ９６．９１％ ±５．６９％，与对
照组 １００％相比，无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。
２．２　 ＣＰＴ预处理后 ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ细胞对

ＴＲＡＩＬ敏感性的变化
不同浓度的 ＣＰＴ（０．３，０．６，１．２５，２．５，５μｇ／ｍＬ）

预处理 ８ｈ后 再 应 用 ＴＲＡＩＬ（１００ｎｇ／ｍＬ）处 理
２４ｈ，结果显示：当 ＣＰＴ浓度为 ０．３μｇ／ｍＬ时，ＣＰＴ
＋ＴＲＡＩＬ组 ＨｅｐＧ２细胞生存率为１１．２１％ ±１．２１％，
显著低于ＣＰＴ组的７６．０５％±５．５２％（Ｐ＜０．０１）。对
于Ｈｅｐ３Ｂ细胞，当 ＣＰＴ浓度为 ０．６μｇ／ｍＬ时，ＣＰＴ＋
ＴＲＡＩＬ组细胞生存率为 ２０．５７％ ±２．４２％，显著
低于 ＣＰＴ组的 ７８．２５％ ±５．０３％（Ｐ＜０．０１）。
细胞周期分析表明，单独应用 ＣＰＴ，可以引起细胞
生长的 Ｓ期阻滞，但细胞凋 亡率 较低，ＣＰＴ与
ＴＲＡＩＬ联用，细胞明显出现 Ｇ１期生长阻滞，大量
细胞明显形成了先于 Ｇ１峰出现的 ＳｕｂＧ１凋亡峰，
在 ＣＰＴ浓 度 为 ０．３μｇ／ｍＬ及 ０．６μｇ／ｍＬ时，
ＨｅｐＧ２及 Ｈｅｐ３Ｂ的 ＳｕｂＧ１百分率分别为 ９３．１５％
±６．１４％及 ７５．７７％ ±５．９８％，显著高于 ＣＰＴ
组的 １０．９６％ ±１．３６％与 １５．６３％ ±１．６３％
（Ｐ＜０．０１）（图 １）。
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　　图１　ＰＩ法流式细胞仪分析ＣＰＴ预处理８ｈ及联用ＴＲＡＩＬ后ＨｅｐＧ２和Ｈｅｐ３Ｂ细胞周期的变化　　Ａ：单用０．３μｇ／ｍＬ
ＣＰＴ，ＨｅｐＧ２细胞周期；Ｂ：ＴＲＡＩＬ联用 ＣＰＴ，相同浓度下，ＨｅｐＧ２细胞周期；Ｃ：单用 ０．６μｇ／ｍＬＣＰＴ，Ｈｅｐ３Ｂ细胞周期；Ｄ：
ＴＲＡＩＬ联用ＣＰＴ，相同浓度下，Ｈｅｐ３Ｂ细胞周期

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
２．３．１　ＣＰＴ预先处理对凋亡传导蛋白 ｃａｓｐａｓｅ８
及 ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响　对照组、ＣＰＴ组仅见
ｃａｓｐａｓｅ８及 ｃａｓｐａｓｅ３的 前 体 ｐ５５／５３，ｐ４３／４１，
ｐ３２，而不见其活化裂解带的表达；ＣＰＴ＋ＴＲＡＩＬ
组则 明 显 出 现 ｃａｓｐａｓｅ８，３的 激 活，除 观 察 到
ｃａｓｐａｓｅ８，３的前体外，还可见裂解带 Ｐ１８，Ｐ２４／
２０／１７的表达（图 ２），结果表明，ＴＲＡＩＬ与 ＣＰＴ联
用，能激活凋亡信号传导通路 ｃａｓｐａｓｅ级联反应的
起始蛋白 ｃａｓｐａｓｅ８，并活化效应蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３。
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　　图 ２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲＡＩＬ单用和联用 ＣＰＴ
后，ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ细胞 ｃａｓｐａｓｅ８，ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表
达的变化，ＥＲＫ１／２用做对照

２．３．２　ＣＰＴ预先处理对死亡受体、凋亡调节蛋
白 ｃＦＬＩＰ（ｃｅｌｌｕｌａｒＦａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎｌｉｋｅｉｎ
ｔｅｒｌｕｋｉｎ１βｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ）及
ＲＩＰ（Ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）表达的影响　ＣＰＴ
预处理对 ＴＲＡＩＬ的死亡受体 ＤＲ４ＤＲ５及假受体
ＤｃＲ１的表达无明显影响；但 ｃａｓｐａｓｅ８的上游调
节蛋白 ｃＦＬＩＰ的两种活性形式，即 ｐ５５的 ｃＦＬＩ
ＰＬ，ｐ２５的 ｃＦＬＩＰＳ 及 ＲＩＰ的表达明显下调（图
３）。说明 ＴＲＡＩＬ联用 ＣＰＴ，可以通过下调 ｃＦＬＩＰ
及 ＲＩＰ的表达，解除 ｃａｓｐａｓｅ８受抑状况，恢复凋
亡信号的传导。

!"#$%&

$

!"'$%&

(

)!*+

)*,

)*-

*%&

!

"

.

&

/

0

/

*

1

%

$

.

&

/

2

3

4

/

*

1

%

$

2

5

4

!

"

.

&

/

0

/

*

1

%

$

.

&

/

2

3

4

/

*

1

%

$

2

5

4

6789: 6785;

8,,<,=

8->

8-?

8@>

8?,

8=-

A*B2+<=

8--

　　图 ３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲＡＩＬ单用和联用 ＣＰＴ后，
ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ细 胞 ｃＦＬＩＰＬ，ｃＦＬＩＰＳ，ＲＩＰ，ＤＲ４，
ＤＲ５，ＤｃＲ１蛋白表达的变化，ＥＲＫ１／２用做对照

２．３．３　ＣＰＴ预先处理对凋亡传导线粒体通路蛋
白表达的影响　ＣＰＴ预处理后联合 ＴＲＡＩＬ，Ｂｉｄ
（Ｂｃｌ２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙＢＨ３ｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ），ｃｙｔｃ（ｃｙｔｏ
ｃｈｒｏｍｅＣ），Ｓｍａｃ（Ｓｅｃｏｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｄｅｒｉｖｅｄａｃｔｉｖａ
ｔｏｒｏｆｃａｓｐａｓｅ）的表达明显上调，并使 ｃａｓｐａｓｅ９活
化裂解 （图 ４）。说明 ＴＲＡＩＬ联用 ＣＰＴ，能活化
Ｂｉｄ，促进线粒体释放 ｃｙｔｃ及 Ｓｍａｃ，裂解效应蛋
白 ｃａｓｐａｓｅ９，促使凋亡的发生。
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　　图 ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲＡＩＬ单用和联用 ＣＰＴ
后，ＨｅｐＧ２和 Ｈｅｐ３Ｂ细胞 Ｂｉｄ，ｃｙｔｃ，Ｓｍａｃ，ｃａｓｐａｓｅ９
蛋白表达的变化，ＥＲＫ１／２用做对照
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３　讨　论
尽管 ＴＲＡＩＬ对大多数肿瘤细胞表现出强大的

诱导凋亡作用，然而，就目前的研究来看，几乎所

有的 ＨＣＣ细胞系均对 ＴＲＡＩＬ表现出不同的耐药
性。本实验检测了 ＨＣＣ细胞系 ＨｅｐＧ２及 Ｈｅｐ３Ｂ
对单用 ＴＲＡＩＬ的敏感性。结果表明，不同浓度的
ＴＲＡＩＬ（１０～１０００ｎｇ／ｍＬ）作用 ２４ｈ，对 ＨＣＣ细胞
的生长影响不大。但经小剂量 ＣＰＴ预处理后却
能逆转 ＨＣＣ细胞对 ＴＲＡＩＬ的耐受。细胞周期分
析也提示，ＣＰＴ与 ＴＲＡＩＬ联用后明显出现了细胞
Ｇ１期生长阻滞，并形成特异性的凋亡峰 ＳｕｂＧ１。
此结果与 Ｙａｍａｎａｋａ等［２］报道的一致，即化疗药物

与 ＴＲＡＩＬ具有协同作用，可以显著增强 ＴＲＡＩＬ诱
导的凋亡效应。

本实验发现，ＣＰＴ增强 ＴＲＡＩＬ诱导 ＨＣＣ细胞
系凋亡的能力是通过多种机制实现的。首先，两

者的联合可以下调 ｃＦＬＩＰ及 ＲＩＰ的表达，激活凋
亡信号传导的关键蛋白 ｃａｓｐａｓｅ８，通过活化死亡
受体路径诱发细胞凋亡。ｃＦＬＩＰ是１９９７年 Ｉｒｍｌｅｒ
等［３］在恶性黑色素瘤细胞胞浆中发现的一种类似

于 ｖＦＬＩＰ的蛋白，它可通过其 Ｎ－端的 ２个 ＤＥＤ
竞争性结合 ＦＡＤＤ和／或 ｃａｓｐａｓｅ８，１０，阻断死亡
诱导信号复合体（Ｄｅａｔｈｉｎｄｕｃｉｎｇｓｉｇｎａｌｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，
ＤＩＳＣ）的形成和 ｃａｓｐａｓｅ８，１０的活化，使 ｃａｓｐａｓｅｓ
级联反应不能继续，从而阻断 ＴＲＡＩＬＲ等细胞表
面死亡受体介导的凋亡信号转导，起到抑制凋亡

的作用［４］。ＲＩＰ是近年来在研究凋亡信号传导的
ＮＦκＢ途径过程中发现的一种受体作用蛋白，其
表达可以抑制 ｃａｓｐａｓｅ８的活化、激活 ＮＦκＢ途径
进而促进细胞增殖［５］。由于本实验先观察到了

ＣＰＴ预处理后再应用 ＴＲＡＩＬ，能改变 ＨＣＣ细胞
ＤＩＳＣ内的 ｃａｓｐａｓｅ８受抑状态，恢复了凋亡信号的
传导，笔者为进一步探求这种作用机制，又检测

了 ｃａｓｐａｓｅ８上游调节蛋白 ｃＦＬＩＰ，ＲＩＰ的表达及
死亡受体 ＤＲ４，ＤＲ和假受体 ＤｃＲ１的表达在 ＣＰＴ
作用前后的变化。结果证明，这种预处理和随后

的联合，明显下调 ｃＦＬＩＰ两种活性形式及 ＲＩＰ的
表达，而对 ＤＲ４，ＤＲ及 ＤｃＲ１的表达无明显影响。
说明 ｃＦＬＩＰ及 ＲＩＰ表达的下调导致 ｃａｓｐａｓｅ８活
化，进而激活下游 ｃａｓｐａｓｅ３的前体，促使细胞凋
亡发生，这一系列变化可能导致 ＣＰＴ改变 ＨＣＣ细
胞对 ＴＲＡＩＬ的敏感性。

其次，ＣＰＴ预处理后，可以活化 Ｂｉｄ的表达，
增加线粒体释放 Ｃｙｔｃ及 Ｓｍａｃ，激活效应蛋白
ｃａｓｐａｓｅ９，通过扩大线粒体途径诱发细胞凋亡。
研究［６］发现，诱导凋亡的两种途径互相关联，如

果其死亡受体途径表达较弱，则其作用常被线粒

体途径的激活而加强。此现象尤其在肝癌细胞

的凋亡中表现最为明显［７］。死 亡 受 体 途 径 的

ｃａｓｐａｓｅ８激活后可活化 Ｂｃｌ２家族的 Ｂｉｄ蛋白，使
线粒体外膜的通透性发生改变，其内的 ｃｙｔｃ释
放到胞浆中，与 ｃａｓｐａｓｅ９和 Ａｐｆ１构成凋亡体复
合物［８］，该复合物激活 ｃａｓｐａｓｅ３，７的前体，并释
放 Ｓａｍｃ／ＤＩＡＢＬＯ与凋亡抑制蛋白 ＸＩＡＰ结合，从
而解除一些蛋白分子对 ｃａｓｐａｓｅ９，３的抑制［９］，最

后诱导细胞凋亡。本实验结果也表明，ＣＰＴ预处
理后，明显上调 Ｂｉｄ，ｃｙｔｃ及 Ｓｍａｃ蛋白的表达，并
且促使 ｃａｓｐａｓｅ９活化裂解。说明线粒体途径的
激活也参与了 ＣＰＴ增强 ＴＲＡＩＬ诱导 ＨＣＣ细胞凋
亡能力的机制。

总之，小剂量 ＣＰＴ与 ＴＲＡＩＬ联用在诱导 ＨＣＣ
细胞凋亡上具有显著的协同作用，明显降低较大

剂量 ＣＰＴ所带来的副作用。其机制可能是通过
下调 ｃＦＬＩＰ及 ＲＩＰ的表达，活化凋亡发生的死亡
受体通路及上调 Ｂｉｄ的表达，激活线粒体通路来
实现的。故认为在 ＴＲＡＩＬ抗肿瘤的基础上联用化
疗药物对肝癌的治疗是一种有潜在价值的治疗

方案，对 其 进行 更深入 的研 究将有 助于 开展

ＴＲＡＩＬ应用于肝癌临床治疗的研究。
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