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　　【摘要】　目的　探讨肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 ( TRA IL )联合中药槐耳清膏对肝癌细胞

株 HepG2及肝癌耐阿霉素 (ADM )细胞株 (HepG2 2ADM )的作用。方法　通过培养液中 ADM的浓度

梯度递增法筛选培养 ,建立肝癌细胞 HepG2 2ADM耐药细胞株 ; TRA IL, TRA IL +ADM , TRA IL +槐耳清

膏分别处理肝癌细胞株 HepG2、HepG2 2ADM及正常肝细胞株 L02,噻唑蓝 (MTT)比色法检测细胞增

殖 ,采用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。结果　联合用 TRA IL (100 ng/L)和槐耳清膏 (110 g/L )处理

肝癌细胞株 HepG22ADM及肝细胞株 L02,MTT显示对前者增殖有明显抑制作用 ,而对后者无明显作

用 ;流式细胞仪检测 TRA IL联合槐耳清膏处理 HepG2、HepG2 2ADM ,可诱导细胞凋亡 ,与其他组相比 ,

差异有统计学意义 ( P < 0105)。结论　槐耳清膏可显著增强 TRA IL对 HepG2及 HepG2 2ADM的杀伤

作用 ,而对正常胎肝细胞株 L02杀伤作用轻微 , TRA IL和槐耳清膏联合应用可望克服肿瘤细胞中存在

的化学治疗药物耐药和 TRA IL耐受问题。
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【Abstract】　O bjective　To investigate the effects of tumor necrosis factor related apop tosis2inducing
ligand ( TRA IL) combined with Chinese medicine, Extractum trametes robiniophila murr in human hepatic
cancer cells. M ethods　HepG2 cell line resistant to adriamycin (HepG2 /ADR) was induced step by step.
The effects of TRA IL (100 ng/L) combined with Extractum trametes robiniophila murr (110 g/L) p romoting
apop tosis in HepG2 or HepG2 /ADM were analyzed. The p roliferation was observed by MTT assay and the
apop tosis of cells was also observed by flow cytometry. Results　HepG2 /ADM was confirmed resisting to
ADM. The treatment of TRA IL (100 ng/L) combined with Extractum trametes robiniophila murr (110 g/L)

showed significant inhibitory effects on the growth of both HepG2 and HepG2 /ADM , and the percentage of
apop tosis was increased compared with other group s within 24 to 72 h. Conclusion s　Extractum trametes
robiniophila murr dramatically augmented the sensitivity of both HepG2 and HepG2 /ADM to TRA IL, but
only has slightly killing effects on L02. TRA IL combined with Chinese medicine treatment could be a safe
and attractive strategy to drug2resistant/ TRA IL2resistant tumor cells.
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　　肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 ( TRA IL )可选

择性杀伤肿瘤细胞 ,其抗肿瘤作用为 p53非依赖型 ,

具有高效、快速、安全及抗瘤谱广的特点 [ 124 ]。我们

前期的研究发现 ,肝细胞癌 (HCC)中存在 TRA IL耐

受 ,化学治疗 (化疗 )药物可部分逆转 TRA IL耐

受 [ 5, 6 ]
, TRA IL的抗肝癌作用可能与多耐药相关蛋

白 1 (MDR1)无关 , TRA IL能增强耐阿霉素肝癌细胞

株 HepG2 ( HepG2 2ADM )对 ADM 的敏感性 [ 7 ]
,但

TRA IL与化疗药物联合应用的安全性值得进一步研

究。本研究观察 TRA IL和中药槐耳清膏联合应用

对肝癌细胞株及正常肝细胞株的杀伤作用 ,并探讨
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槐耳清膏逆转肝癌细胞对 ADM耐药的可能性。

材料与方法

1.细胞培养与标本来源 :细胞株 :人肝癌细胞株

HepG2,胎肝正常细胞株 L02细胞由本实验室冻存。

细胞培养于 RPM I21640培养液 ,内含 10%小牛血

清、青霉素 ( 100 U /m l)、链霉素 ( 100μg /m l) ,条件

为 37℃, 5% CO2 ,饱和湿度培养。

60例 HCC组织及 20例癌旁组织选自我院

2000年 1月至 2000年 12月手术切除标本 ,全部标

本均经病理检查证实。60例肝癌患者中男性 53

例 ,女性 7例 ,年龄 18～75岁 ,平均 (46 ±14)岁 ,乙

型肝炎表面抗原 (HB sAg)阳性 55例。所选标本患

者术前均未经化疗、放射治疗 (放疗 )或免疫治疗 ,

且无广泛坏死的肿瘤组织。标本均经 4%多聚甲醛

固定 ,石蜡包埋 , 5μm连续切片备用。

2. HepG2 2ADM的建立 :按照文献 [ 8, 9 ]方法 ,采

用 ADM (法玛西亚公司 )逐倍诱导肝癌细胞株

HepG2,至细胞能在含 110 mg/L ADM的培养基中

维持生长 ,实验所用细胞均处在对数生长期。

TR Izol(美国 GIBCOBRL公司 )提取肝癌 HepG2细

胞及 HepG2 2ADM细胞 mRNA ,逆转录成 cDNA ,进

行荧光定量聚合酶链反应 ( PCR )检测 HepG2 2ADM

细胞 MDR1的表达 ,计算机自动分析得出定量结

果。实验均设有阴性对照及阳性标准品对照。

3. HCC组织中肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配

体受体 ( TRA ILR )表达的检测 :原位杂交法检测

HCC组织及癌旁组织中 TRA ILR的表达 ,具体方法

见文献 [ 5 ]。

逆转录聚合酶链反应 (RT2PCR)检测 HepG2及

HepG2 2ADM中 TRA ILR的表达 : TR Izol提取待测组

织 (或细胞 )总 RNA,β肌动蛋白 (β2actin)作内参

照 , RT2PCR检测 HepG2及耐药细胞株 HepG2 2ADM

中的 TRA ILR。表达强度以 B io2Rad公司的 Gel1000

凝胶成像仪的灰度值表示 ,目的片段 /β2actin的相

对灰度值为表达值。同样条件下重复 3次 [ 7 ]。

4.药物处理与分组 :常规培养 72 h指数增生期

的细胞 (HepG2 2ADM , HepG2, L02) ,制成细胞悬液 ,

计数细胞浓度后将细胞按 1 ×10
4

/孔接种于 96孔

板 , 每孔 200μl,培养 24 h,当细胞贴壁生长后根据

实验要求换为新鲜配制的含不同药物的 RPM I21640

培养液 ,以此为 0时相点 ,再培养 24～72 h,并在显

微镜下观察不同时限细胞形态变化。实验分组 :

(1)对照组 (未加任何药物 ) ; ( 2) ADM组 (ADM药

物终浓度 011 mg/L ) ; (3) TRA IL组 ( TRA IL终浓度

100 ng/L ) ; ( 4 ) TRA IL ( TRA IL 100 ng/L ) + ADM

(ADM 011 mg/L)组 ; ( 5)槐耳清膏 (江苏盖天力药

业有限公司提供 )组 (槐耳清膏终浓度 110 g /L ) ;

(6) TRA IL ( TRA IL终浓度 100 ng /L ) +槐耳清膏

(槐耳清膏终浓度 110 g/L)组。采用噻唑蓝 (MTT)

法检测细胞增殖情况。

5. MTT法绘制生长曲线 : 96孔板每孔加 MTT(5

mg/m l) 20μl, 37℃,继续培养 4 h,弃上清 ,加二甲基

亚砜 150μl /孔 ,振荡器振荡 10 m in,使紫色结晶充

分溶解 ,置酶联免疫检测仪上测定波长 570 nm下的

吸光度 (A )值。然后以 A值为纵坐标 ,以时间 ( d)为

横坐标绘制生长曲线。

6.流式细胞仪检测细胞凋亡率 :碘化丙啶

( P I) , 荧光素异硫氨酸酯 ( F ITC)标记的膜联蛋白

( F ITC2Annexin Ⅴ) 均为美国 Sigma公司产品。分

别取 1 ×10
6个药物处理的细胞和对照组细胞用 pH

值 714、0101 mol/L磷酸盐缓冲液 ( PBS)洗涤后 ,

70%冷乙醇 4℃下固定 24 h以上。 P I及 F ITC2
Annexin Ⅴ双染 ,应用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

7.统计学方法 :采用 SPSS1115统计软件对相关

数据行方差分析。实验结果以 �x ±s表示。

结 果

1. TRA ILR在 HCC中的表达 : TRA ILR阳性信

号呈棕黄色 ,位于细胞膜和胞浆内 ; HCC组织及正

常肝组织均表达死亡受体 (DR) 5和 DR4,但肿瘤组

织中 DR表达量显著多于正常肝组织 DR表达量 ( t

= 2121, P < 0105) ,而Ⅲ和Ⅳ期肿瘤 DR的表达显著

低于Ⅰ和Ⅱ期 DR表达 ( t = 1198, P < 0105)。肝癌

组织中存在诱捕受体 (DcR )表达的缺失 ( 54 /60不

表达 DcR1, 25 /60不表达 DcR2) ,而 20例正常肝组

织均表达 DcR ( t = 2189, P < 0101) (图 1)。

TRA ILR在 HepG2及 HepG2 2ADM中的表达 :

HepG2及 HepG2 2ADM中有 DR5、DR4、DcR2的表

达 ,而 DcR1表达缺失。半定量分析结果表明 ,

HepG2中 DR5、DR4的表达量分别为 HepG2 2ADM

的 (115 ±013)和 ( 112 ±015)倍 ,而 DcR2的表达量

为 HepG2 2ADM的 (210 ±016)倍 (图 2)。

2. HepG2 2ADM细胞株 MDR1的表达 :荧光定

量 PCR显示 , HepG2细胞株MDR 1表达为 ( 5182 ±
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图 3　不同组别生存曲线图

图 1　TA ILR在肝癌组织中的表达。图 1A: DR5强表达 (原位杂交　×200) ;图 1B: DR4强表达 (原位杂交　×100) ;图 3: DcR1表达阴性 (原位杂

交　×100)

图 2　RT2PCR检测肝癌细胞 HepG2和 HepG2 2ADM中 TRA ILR表达

0127) ×10
2

,而耐药 HepG2 2ADM细胞株 MDR1表达

为 (27167 ±3154) ×108 , HepG2 2ADM细胞株 MDR1

表达高于肝癌 HepG2细胞株 ,差异具有统计学意义

( P < 0101)。

3. 各细胞株生长的情况 :各组分别在 0、12、24、

36、48 h检测生存率 ,发现 24 h处细胞生长活力变

化最大 ,各组比较明显不同。对照组 HepG2 2ADM

凋亡率约 3% , HepG2均约 2% , L02

约 2% ;经 TRA IL (100 ng/m l)处理 24

h, HepG2 2ADM、HepG2凋亡率均约

10% , L02凋亡率约 3% ; ADM处理 24

h, HepG2 2ADM 凋 亡 率 约 为 7% ,

HepG2凋亡率约为 30% , L02凋亡率

约 20% ; TRA IL + ADM 组 HepG2 2
ADM凋亡率达到 40% , HepG2凋亡

率约为 45% , L02凋亡率约 43% ;槐

耳清膏组 HepG2 2ADM 凋亡率达到

18% , HepG2凋亡率约为 20% , L02凋

亡率约 3% ; TRA IL +槐耳清膏组

HepG2 2ADM 凋亡率达 52% , HepG2

凋亡率约为 58% , L02凋亡率约 10%

(图 3)。

4. 肝癌细胞凋亡率的变化 :流式细胞仪检测凋

亡结果表明 , HepG2 2ADM细胞凋亡率对照组为 (315

±113) % , ADM组为 ( 715 ±213 ) % , TRA IL组为

( 1016 ±312 ) % , TRA IL + ADM 组为 ( 3818 ±

316) % ,槐耳清膏组为 (1712 ±215) % , TRA IL +槐

耳清膏组为 ( 4913 ±512) %。HepG2细胞 ADM组

为 (2915 ±317 ) % ,余结果与 HepG2 2ADM细胞相

仿。L02细胞对照组为 ( 118 ±113 ) % , ADM组为

(1817 ±316) % , TRA IL组为 ( 216 ±111) % , TRA IL

+ADM组为 ( 4115 ±612) % ,而 TRA IL +槐耳清膏

组为 (911 ±213) % (图 4)。

讨 论

肿瘤细胞 TRA ILR的分布在很大程度上决定了

TRA IL诱导凋亡的作用。本研究发现肝癌组织 DR

表达量显著高于正常肝组织 ,这可能是机体主动抗

肿瘤的一种自卫机制。但 HCC在 TRA IL诱导的凋

亡过程中亦存在免疫逃逸机制 ,可能是通过DR的
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图 4　不同组别 24 h凋亡率比较

表达量减少逃避凋亡 ,表现为分期高肿瘤 DR表达

减少 。本研究还发现 ,与 HepG 2比较 ,耐药株

HepG2 2ADM中 DR4, DR5及 DcR2表达均下降 ,其

中 DcR2下降更为明显 ,其病理生理意义有待进一

步研究。

单一的 TRA IL治疗对 HCC细胞的杀伤作用有

限 ,提示 HCC对 TRA IL不敏感。如何逆转 TRA IL

抗性而使其成为高效低毒的抗癌新药是我们最关注

的问题之一。我们以前的研究结果表明化疗药物和

某些抗癌细胞因子可部分逆转 HCC中 TRA IL耐

受 [ 6, 7 ]。本研究发现 , ADM与 TRA IL的联合应用对

肝癌细胞起协同杀伤作用 ,但对肝细胞株 L02的杀

伤作用也明显增强 ,提示 TRA IL和化疗药物联用仍

存在安全隐患。

槐耳清膏是槐耳菌质经热水提取 ,含有多种有

机成分、10余种矿物质元素 ,其主要活性成分是多

糖蛋白。其化学结构为由 6种单糖即 L2岩藻糖 , L2
阿拉伯糖、D2木糖、D2甘露糖、D2半乳糖、D2葡萄糖
组成的杂多糖结合 18种氨基酸构成的蛋白质。目

前已有其成品槐耳清膏槐耳颗粒 (国家一类新药 )

运用于临床 ,对肝癌、肺癌、食管癌、胃癌等均有独特

疗效 [ 10 ]。根据槐耳清膏的一系列基础和临床研究

表明 ,槐耳清膏具有以下作用 : (1)直接抑制肿瘤的

生长 ,促进肿瘤细胞的凋亡和坏死 [ 11 ] ; (2)增强机体

免疫功能 ,提高对放疗的耐受性 ; ( 3 )明显减轻症

状 ,改善患者精神食欲及睡眠状况 ,从而提高生存质

量。我们的前期研究发现 ,槐耳清膏可通过影响血

管内皮细胞的增殖能力、迁移能力、附壁能力 , 抑制

肝癌组织的血管生成 , 降低肝癌组织的微血管密度

从而发挥抑制肝癌生长的作用 [ 12 ]。

本研究显示 ,在体外实验中槐耳清膏 (浓度 110

g/L,作用 48 h)对 HepG2细胞只有较弱的杀伤效应

(约 20% ) ,而 TRA IL ( 100 ng/m l)联合槐耳清膏

(110 g/L , 48 h)杀伤肿瘤细胞作用显著加强 (高达

58% ) ,差异具有统计学意义 ( P < 0101) ,疗效也优

于 TRA IL与其他的化疗药物联合治疗方案 ,差异有

统计学意义 ( P均 < 0101)。对耐药株 HepG2 2ADM

也有类似的杀伤作用 ,而且 TRA IL +槐耳清膏组对

L02的杀伤作用显著低于 TRA IL + ADM组 ( P <

0101)。结果提示 , TRA IL联合槐耳清膏可能是更合

理的抗肝癌治疗选择。其联合抗癌机制可能有别于

TRA IL与化疗药物联合治疗方案。槐耳清膏增强

TRA IL抗癌作用的机制应进一步研究。
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