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凋亡素 2配体对放射线诱导 95-D细胞凋亡的影响的研究 *
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摘要 目的：探讨凋亡素 2配体（Apo-2L）对放射线诱导肺癌 95-D细胞凋亡的影响。方法：MTT法检测不同浓度凋亡素 2配体在

体外对肺癌 95-D细胞的抑制率，将细胞分为 4组，对照组、凋亡素 2配体组、单纯照射组、凋亡素 2配体 +放射照射组，流式细胞

仪检测各组凋亡率及细胞周期。结果：凋亡素 2配体对 95-D细胞的体外抑制作用明显，随着药物浓度的增大及时间的延长，抑制

率明显增高(P＜ 0.05)。流式细胞术显示凋亡素 2配体与放射线联用能够使 95-D细胞的凋亡率提高，与单用凋亡素 2配体组及单

纯放疗组相比，凋亡率差异显著（P＜ 0.05）。结论：凋亡素 2配体在体外具有抑制 95-D细胞增殖的作用并能够促进细胞的凋亡，同

时凋亡素 2配体联合放射线可以明显提高肺癌 95-D细胞的凋亡率。

关键词：凋亡素 2配体；细胞凋亡；细胞增殖；放射线疗法

中图分类号：R734.2 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）17-3244-04

Study on the Effects of Opoptosis-2 Ligand on Apoptosis of 95-D Lung
Cancer Cells that Radiation Induced*

To investigate the effect of opoptosis-2 ligand on apoptosis of 95-D cells that radiation induced.
The effect of the different concentration of the apoptosis-2 ligand on cellular proliferation inhibition rate of 95-D cells was detected by

MTT method; The effect of combined apoptosis-2 ligand with radiation on the cell apoptosis and the cell cycle was detected by flow

cytometry. The cellular proliferation inhibition rate of apoptosis-2 ligand on 95-D cells was related with the drug concentration

and action time (P＜ 0.05）. The combined application of apoptosis-2 ligand and radiation could raise the cellular proliferation inhibition

rate of 95-D cells, compared with that in the control group and apoptosis-2 ligand or radiation alone(P＜ 0.05）. Apoptosis-2

ligand can inhibit the proliferation of 95-D cells culture and combined with apoptosis-2 ligand and radiation can raise the cellular
proliferation inhibition rate of 95-D cells.
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前言

凋亡素 2配体是肿瘤坏死因子超家族的一员，它可以与肿

瘤细胞的特定受体结合，并触发肿瘤细胞内的凋亡信号，最终

引起肿瘤细胞程序性死亡，但与其他肿瘤坏死因子超家族成员

不同的是，由于细胞表面受体表达的差异，其无法在正常细胞

中表现出这种细胞毒性，是一种特异性的选择性诱导肿瘤细胞

凋亡的凋亡诱导分子[1]。放射治疗在大多数恶性肿瘤的治疗中

起着很关键的作用，但在临床治疗中，不同部位甚至是相同部

位不同类型的肿瘤对放射线的敏感性并不相同，甚至有许多肿

瘤表现出抵抗性，在照射野内复发的情况也时常出现，因此寻

找一种能够增加放射治疗疗效并无明显毒害反应的干预手段

已经成为一种研究热点。国外已有研究报道，凋亡素 2配体与

放射线联合应用能够提高肿瘤细胞对两者的敏感性[2]。因此从

理论上讲，凋亡素 2配体与放射线联合应用可以提高的肿瘤细

胞的凋亡率。本实验主要对细胞进行体外培养并做药物及放射

线处理，观察凋亡素 2配体对放射线照射诱导的人肺癌 95-D

细胞凋亡作用的影响。

1 材料与方法

1.1 材料和细胞株

肺癌 95-D细胞购买自上海细胞库，凋亡素 2配体购买自

上海江莱试剂有限公司，MTT试剂盒、二甲基亚砜（DMSO）为

美国 Sigma产品，RPMI-1640培养液、胎牛血清、0.25%胰蛋白

酶（1× ）溶液、冻存液为 Hyclone 公司产品，青链霉素混合液

（100× ）为 Solarbio公司产品，凋亡检测试剂盒为嘉美生物技
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术有限公司产品,实验平台为青岛大学医学院微生物教研室细

胞实验室。

1.2 细胞培养

肺癌 95-D细胞株为贴壁生长的细胞，用含 10%胎牛血清、

青链霉素 100 mg/g的 RPMI-1640培养液，放置在 37℃、含 5%

二氧化碳的培养箱中培养。

1.3 MTT法检测凋亡素 2配体对 95-D细胞的增殖抑制率

将 95-D细胞培养至对数生长期后，接种于 96孔板，再培

养至对数生长期，加入凋亡素 2配体，使其终浓度分别达到 0、
10、50、100、200、400、800 ng·mL-1，同时设置空白对照组(加相

同体积的培养液)，每组设置 5复孔，分别作用 24、48 h后，加入
MTT溶液，震荡 10分钟，待晶体完全溶解后，用酶联免疫分析

仪于 490 nm处测吸光度（A）值，并计算增殖抑制率（IR），其中
IR=（（对照组平均 A值 -空白组平均 A值）-（实验组平均 A值
-空白组平均 A值））/（对照组平均 A值 -空白组平均 A值）伊
100%。
1.4 流式细胞仪检测检测细胞凋亡及周期

取对数生长期细胞，接种于 12.5 mm2培养瓶中，待细胞生

长到对数期后，随机分为对照组 (A组)、凋亡素 2配体组（B

组）、放射线照射组（C组）、放射线联合凋亡素 2 配体组（D

组），A组与 C组加入新鲜培养液，B组与 D 组加入等量含凋

亡素 2配体的培养液，使药物终浓度为 100 ng·mL-1[3]，培养 12h

后，C组与 D 组用 2 Gy的 6 MV 的 X 线照射，A组及 B 组只

摆位不照射，继续培养 12 h后，收集细胞，按照凋亡试剂盒、周
期试剂盒步骤处理细胞，并于流式细胞仪上检测细胞凋亡率及

周期。

1.5 数据处理

计量资料结果用（x± s）的形式表示，用单因素方差分析进

行统计处理，若方差不齐，用 Tamhane's方法进行比较，若方差

齐性,用 LDS方法进行比较。采用 SPSS19.0统计软件分析，设

定 P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度的凋亡素 2配体对 95-D细胞的增殖抑制率

凋亡素 2配体作用于 95-D细胞 24、48小时后，用 MTT法

测出不同浓度及不同作用时间下 95-D细胞的吸光度 A值（表
1），计算不同浓度凋亡素 2配体的增殖抑制率（IR）（图 1），结

果显示，在体外，凋亡素 2配体对 95-D细胞有增殖抑制作用，

并且随着药物浓度的增大，抑制率明显增高，P＜ 0.05。

表 1 不同浓度的凋亡素 2配体作用下 95-D细胞株的吸光度值

Table 1 The Optical Density of 95-D cells under the action of different concentration of Apo-2L

Apo-2L concentration

（ng·mL-1）
24 h 48 h

0

10

50

100

200

400

800

F

P

0.308± 0.020

0.306± 0.008

0.300± 0.015

0.297± 0.013

0.292± 0.006

0.286± 0.012

0.273± 0.022

3.382

＜0.05

0.541± 0.023

0.527± 0.021

0.485± 0.015

0.482± 0.011

0.468± 0.032

0.465± 0.034

0.446± 0.017

11.622

＜0.05

图 1不同浓度凋亡素 2配体对肺癌 95-D细胞的抑制率

Fig.1 The inhibition rate of different concentration of Apo-2L to 95-D

cells

2.2放射线联合凋亡素 2配体对细胞凋亡及周期的影响

流式细胞仪检测结果显示 B、C、D组与 A组比较，凋亡率

提高，P臆0.05；D组与 B、C组比较，凋亡率提高，P臆0.05（表
2、图 2）。周期检测显示大部分细胞分布在 G1期和 S期，但 4

组细胞各个周期的分布比例无明显差异（表 2）。

3讨论

凋亡素 2配体，又被称为肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配
体，是肿瘤坏死因子超家族成员之一，它可以与肿瘤细胞的特

定受体结合，并触发肿瘤细胞内的凋亡信号，最终引起肿瘤细

胞程序性死亡，但这种细胞毒性无法在正常细胞中表现，是一

种特异性的选择性诱导肿瘤细胞凋亡的凋亡诱导分子[1]。目前

发现的凋亡素 2配体的受体有 5种：诱捕受体 1（DcR1）、诱捕

受体 2(DcR2)、骨保护素（OPG）、死亡受体 4（DR4）和死亡受体
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Group The apoptosis rate The cycle distribution

G1 S G2

A group

Bgroup

C group

D group

3.24± 0.26

5.83± 0.34

7.43± 0.38

12.13± 0.56

59.42± 2.82

49.48± 0.86

46.49± 2.56

59.03± 0.16

19.76± 0.48

21.12± 2.77

28.41± 1.99

24.42± 2.25

11.98± 0.82

15.14± 2.68

15.64± 1.64

10.55± 2.81

表 2流式细胞仪检测凋亡率及周期分布

Table 2 The apoptosis rate and the cycle distribution by the flow cytometry

图 2 细胞仪检测细胞凋亡

Fig.2 The apoptosis rate by the flow cytometry

5（DR5）[4]。死亡受体 4与死亡受体 5是凋亡素 2配体诱导凋亡

的相关受体，这两种受体内包含死亡结构域（death domain，
DD），能够激活细胞死亡通路；而前三种受体中，由于不存在死

亡结构域或者是死亡结构域不完整，无法完成介导凋亡的功

能，但能够与 DR4、DR5竞争性的结合凋亡素 2配体，从而抑

制其促凋亡作用[5-7]。一般情况下，在正常细胞中高表达的诱捕

受体，很少在肿瘤细胞中表达甚至是不表达，而这种表达的差

异性保护了正常细胞免于凋亡素 2配体诱导的凋亡[8,9]。凋亡素

2配体诱导细胞凋亡的途径有两种，分别是线粒体依赖途径及

非线粒体依赖途径来，两种途径都没有 P53的参与，其中非线

粒体依赖途径是主要的诱导细胞凋亡方式，两条途径最终都是

通过激活一系列半胱 -天冬氨酸蛋白酶来引起细胞凋亡。

放射治疗是恶性肿瘤综合治疗的重要手段之一，大多数的

恶性肿瘤患者在治疗过程中都需要经过放射治疗，但在临床上

经过放射治疗后放射野内复发的情况仍然存在，因此寻找一种

能够增加放射治疗疗效并无明显毒害反应的干预手段已经成

为一种研究热点。凋亡素 2配体作为一种特异性的选择性诱导

肿瘤细胞凋亡的凋亡诱导分子，有望与其他传统抗肿瘤途径联

合应用，相互增强抗肿瘤活性和逆转或克服耐药[10]。国外已有

文献报道，凋亡素 2配体与放射线联合在体外能够提高多种肿

瘤细胞的凋亡率，DR4和或 DR5的表达增加；在体内则能够减

缓或抑制肿瘤生长[11-13]。但同时也有文献报道，不同的肿瘤细胞

对凋亡素 2配体的敏感性不同，甚至有许多肿瘤细胞表现出抵

抗性[14-17]。

本研究结果表明，凋亡素 2配体在体外对人肺癌 95-D细

胞具有增殖抑制作用，并且与药物浓度和作用时间有关；放射

线与凋亡素 2配体联合应用，能够提高细胞的凋亡率，与对照

组、单用凋亡素 2配体组及单用放射线组比较，差异均具有统

计学意义；然而周期检测结果显示，4组细胞周期分布未见明显

差别。Patrizia报道对凋亡素 2配体敏感的肿瘤细胞，其 24小

时的 IC50臆100 ng·mL-1 [3]，而本实验结果的 24小时 IC50 ＝

3.09 滋g·mL-1，与上述报道有一定的差距，但是从实验结果来看

凋亡素 2配体对 95-D细胞的增殖抑制作用是肯定的，其差别
的原因可能是不同细胞表面的凋亡素 2配体的死亡受体表达

存在差异，导致诱导凋亡作用不同，也验证了不同肿瘤细胞对

凋亡素 2配体敏感性不同这一点。流式细胞仪检测细胞凋亡及

周期的结果显示凋亡素 2配体与放射线联合应用能明显的提

高 95-D细胞的凋亡率，但在各分组中，处于 G1期及 S期的细

胞占多数，且相互之间的差异无统计学意义，根据放射线对

G2-M期的细胞杀伤作用最强，且凋亡素 2配体可以将细胞阻

滞在 G2-M期[18]，因此可以得出结论凋亡素 2配体联合放射线

提高 95-D细胞的凋亡率并不是通过改变 95-D细胞周期来发

挥其作用的，其作用机制可能是两者的联合应用增强了 95-D

细胞对彼此的敏感性以及降低了放射损伤后细胞的修复能力。

另外有资料显示，传统抗肿瘤方法与凋亡素 2配体联合应用的

作用机制可能在于诱导了 P53 促凋亡途径和或抑制抗凋亡途

径[19]，但同时也有资料显示，凋亡素 2配体引起的凋亡过程不

需要 P53的参与[20]，这其中的具体机制尚需要进一步的研究。

目前，肿瘤放射治疗技术已取得了巨大的进步，但在临床

应用上仍有其不足之处，凋亡素 2 配体作为一种新生物，其与

放射治疗联合应用增加对肿瘤的杀伤作用已经逐渐引起人们

的注意，有望成为肿瘤治疗的新方案。
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