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TRAIL联合多西紫杉醇诱导喉鳞癌 Hep-2细胞凋亡的实验研究 *
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摘要 目的：观察肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体( TRAIL)联合多西紫杉醇应用于人喉鳞癌 Hep-2细胞生长的抑制增殖和诱导

凋亡作用。方法：实验分四组，1组对照组，2组为应用 TRAIL组，3组单独应用多西紫杉醇，4组联合应用 TRAIL及多西紫杉醇。

分别应用MTT、流式细胞仪检测细胞凋亡率，倒置显微镜观察细胞的形态学改变。结果：TRAIL与多西紫杉醇联合作用于 Hep-2

细胞，能显著增强对 Hep-2细胞的杀伤、抑制增殖及诱导凋亡作用，其联合应用的凋亡抑制率明显高于单独应用 TRAIL组和多西

紫杉醇组( P<0.05)。结论：TRAIL与多西紫杉醇联用能显著提高对喉鳞癌 Hep-2细胞的生长抑制和诱导凋亡作用。
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Effects of TRAIL and Docetaxel on Cellular Apoptosis of Human
Laryngeal Squamous Carcinoma Cells*

To investigate the apoptosis inducing effect by tumor necrosis factor related apoptosis-ligand（TRAIL）and

docetaxel on human laryngeal squamous carcinoma Hep-2 cells. Four groups were divided to conduct the experiment: Group 1
as control group, TRAIL applied to Group 2, docetaxel applied to Group 3, and TRAIL combined with docetaxel for Group 4.Apoptosis

rate was detected by using MTT and FCM, and mophological changes were observed with inverted microscope. TRAIL and

docetaxel combination in Hep 2 cells, can significantly enhance the Hep-2 cells of destruction, inhibit proliferation and induce apoptosis,

apoptosis inhibition rate of the joint application was obviously higher than that of single application of TRAIL and docetaxel group (P<0.

05). The combination of TRAIL and docetaxel could significantly increase apoptosis effects on human laryngeal squamous
carcinoma cells.

TRAIL; Docetaxel; Hep-2; Apoptosis

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2014.19.005

前言

随着恶性肿瘤发病率的逐年升高，每年因恶性肿瘤而导致

的死亡人数也不断增加。喉癌是头颈部最常见的恶性肿瘤之

一，其发病率逐年增高。肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(Tu-

mor necrosis factor related apoptosis-ligand, TRAIL)是新近发现

的肿瘤坏死因子家族成员[1-3]。可以诱导肿瘤细胞发生凋亡,而

对正常组织细胞无明显毒副作用, 使其成为了肿瘤治疗研究

的新热点[4-6]。研究发现,多种肿瘤细胞对 TRAIL诱导凋亡存

在抵抗，而某些化疗药物能够在一定程度上克服肿瘤细胞对

TRAIL的耐受[7,8]。为此，我们将多西紫杉醇与 TRAIL联合及
单独作用于喉鳞癌 Hep-2细胞，观察两者是否存在协同作用。

1 材料和方法

1.1 实验材料
1.1.1 细胞系 喉鳞癌 Hep-2细胞来源于中国科学院上海细胞
生物学研究所。

1.1.2 试剂 多西紫杉醇由法国罗纳普朗克制药公司生产，人

重组 TRAIL蛋白购自 Sigma公司，1640培养液由 Gibco 公司

购得；胎牛血清，胰酶，青链霉素等，PBS，MTT，Rnase，DMSO，

碘化丙啶，二甲基亚枫等购自上海生工生物有限公司。

1.1.3 仪器 CO2恒温培养箱、净化工作台、酶联免疫检测仪，

FACSCalibur型流式细胞仪、TMS-F型倒置显微镜等。
1.2 实验方法
1.2.1 细胞培养 将 Hep-2细胞培养于含 10%胎牛血清和 1%

双抗的 RPMI-1640中，培养箱温度为 37℃，其中 CO2饱和度为

5%，细胞生长达到对数期后用于以下实验中。
1.2.2 MTT法检测细胞抑制率 将 Hep-2细胞消化制悬，调细
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胞浓度至 1× 105个 /L，分别接种培养于 96孔板内，每孔为 100

滋L，使细胞孵育过夜，至贴壁，然后于每孔内分别滴加不同浓

度 TRAIL（0，10，20，40，60，80，100ng/mL）培养液，每种浓度设
10个复孔，同时设定调零孔、对照孔，24小时后，加入 MTT

液，继续板内培养 4个小时，去除孔内残液，每孔加 DMSO150

滋L，震荡，酶标仪检测吸光度 A值，绘制生长曲线。细胞抑制率
=（1-加药孔细胞 A值 /对照孔细胞 A值）× 100%。
1.2.3 倒置显微镜观察 将培养细胞分四组：对照组（1 组）加

入正常无药物的培养液、应用 TRAIL组（2组）、应用多西紫杉
醇组（3组）以及二者联合组（4 组），依照 MTT 结果选择
TRAIL浓度为 60 ng/mL，多西紫杉醇浓度 10 滋g/mL，继续培养
24小时，镜下观察正常 Hep-2细胞与应用药物后细胞的微观

形态学改变。

1.2.4 流式细胞仪检测 将细胞按浓度 1× 107个 /瓶接种到培
养瓶中，细胞贴壁后，吸除培养液，PBS洗，分别加正常培养液

（1组）、TRAIL培养液（2组）、多西紫杉醇培养液（3组）、以及

二者联合的培养液（4组），其中 TRAIL选择浓度为 60 ng/mL，

多西紫杉醇浓度为 10 滋g/mL，再培养 24小时，收集细胞，PBS

洗，冰乙醇固定，加 RNase，机检前加 PI遮光染色 30分钟，过
100目网，调细胞浓度达到 1× 106个 /L，上机检测细胞的凋亡
发生率。

1.3 统计分析

结果采用 SPSS12.0统计软件进行统计分析。计量资料采

用均数± 标准差(x± s)表示，两组之间均数的比较采用 t检验，

三组以上样本间采用方差分析，以 P＜ 0.05为差异有统计学意
义。

2 结果

2.1 MTT检测

通过实验观察发现 TRAIL对 Hep-2细胞生长的抑制具有

一定的浓度依赖，TRAIL浓度增加，细胞的生长受抑制也越明

显。TRAIL作用 24小时后，细胞生长抑制率可达到 62.75±
1.00%（如表 1）。

表 1 MTT结果显示 TRAIL对喉鳞癌 Hep-2细胞抑制率(x± s)

Table 1 The inhibition ratio of Hep-2 cells determined by MTT

colorimetric assay

2.2 倒置显微镜观察
1组 Hep-2细胞生长旺盛，胞间连接紧密，密度明显增加，

细胞形态好：胞核大，膜清晰，胞质分布均匀（如图 1）。2组细胞

密度发生一定的改变，细胞大小基本一致，少部分细胞染色质

分布不均：细胞变圆、皱缩、核发生浓缩，与周围细胞联系消失

而悬浮于培养液中（如图 2）；实验第 3 组细胞密度降低，细胞

大小有差异，一部分染色质浓缩，细胞浆浓淡不均（如图 3）；4组

的细胞，密度明显降低，细胞形态不规则，多数细胞发生凋亡改

变：核染色质浓缩边集，部分胞膜不完整，细胞皱缩（如图 4）。

TRAIL浓度(ng/mL)

The concentration of TRAIL

(ng/mL)

Hep-2细胞生长抑制率（%）

The inhibition ratio of Hep-2 cells

（%）
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2.01± 1.19

6.46± 3.69

16.15± 2.16

29.23± 1.41

37.34± 1.64

62.75± 1.00
图 1 对照组细胞，2.应用 TRAIL的喉癌细胞 3.应用 TXT的喉癌细胞

4.联合应用组的喉癌细胞（× 400）

Fig. 1 Control group. 2.The Hep-2 cells was treated with TRAIL. 3.

The Hep-2 cells was treated with TXT. 4. The Hep-2 cells was treated

with TRAIL and TXT(× 400)
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2.3 流式细胞仪检测

实验结果显示，单独应用 TRAIL时，Hep-2细胞凋亡率为
34.18± 0.31%，单独应用多西紫杉醇，细胞凋亡率为 46.17±
1.06%。 TRAIL与多西紫杉醇联用，细胞凋亡率可以达到
71.43± 1.15。与 2、3组直接比较，有统计学意义（P＜ 0.01）（见

表 2）。

表 2 流式细胞仪检测 TRAIL单独及联合多西紫杉醇作用

后细胞凋亡率(x± s)

Table 2 The apoptosis ratio of Hep-2 cells determined by flow

cytometry method

3 讨论

TRAIL是新发现的 TNF家族新成员之一，其抗癌谱广。目

前的研究表明，其对于肝、肺、肾、卵巢、乳腺、骨髓、结肠、前列

腺、皮肤等恶性肿瘤细胞有抑制生长和诱导凋亡的作用，对其

中正常细胞无明显的抑制作用，使其应用于临床抗肿瘤治疗成

为可能[1-4, 9，10]。TRAIL并不能诱导所有肿瘤细胞发生凋亡，单独

使用其抑瘤率仍然受肿瘤细胞自身性质的限制，同一肿瘤细胞

系的细胞对 TRAIL的敏感性也会有不同。因此有必要通过进

一步的研究改变 TRAIL的耐药现象，提高其对药物的敏感性。

而怎样提高肿瘤细胞对 TRAIL的敏感性成为近来研究较多的

课题，药物干预是实验首选。当肿瘤细胞对 TRAIL不敏感时，

其药物可增强其敏感性，临床常用化疗药物成为与 TRAIL联

合应用的选择。研究发现 TRAIL与某些化疗药物存在协同，联

合应用既可增强 TRAIL诱导肿瘤细胞凋亡，又可减轻肿瘤细

胞对化疗药物的耐药性，从而减少化疗药的剂量，降低毒副作

用。

多西紫杉醇是近年应用较多的广谱抗肿瘤药物，其从红豆

杉的针叶中提取经过化学修饰而得到的抗肿瘤药物[11,12]。其作

用机制主要通过促微管聚合形成稳的微管聚合物，抑制解聚，

减少游离的微管数量，抑制纺锤体分离，阻滞细胞 G2和M期，

从而抑制肿瘤细胞增殖[13]。其独特的药理作用日益引起临床重

视，成为了治疗多种肿瘤的热点药物。

本实验研究发现，多西紫杉醇与 TRAIL联合，呈现出高效

诱导 Hep-2细胞凋亡的作用，其联合作用效果明显。MTT实验

显示，TRAIL对喉癌细胞有一定的凋亡诱导作用，并且存在着

浓度依赖。当 TRAIL浓度为 100ng/mL时细胞抑制率可达到
62.75± 1.00%，表明喉癌细胞对 TRAIL作用敏感。但也存在浓

度达到了 60 ng/mL后，其抑瘤效果增强幅度不显著，说明单独

应用 TRAIL，抑制喉癌细胞的生长存在局限性。目前的研究中

表明，肿瘤细胞对 TRAIL产生抵抗的机制还不完全清楚，但可

能是与其受体 DcR2高表达或者 DR4的低表达有关[14,15]。流式

细胞仪检测显示，在联合多西紫杉醇后抑瘤率显著增强，肿瘤

细胞抑制率达到了 71.43± 1.15%，与单独应用组相比差异具有

显著性意义，这表明二者联合应用具有协同抑制喉鳞癌的作用
[16-18]。

以往的研究中，不同的实验尝试了 TRAIL与多种化疗药

物对恶性肿瘤联合的作用[19]，但对于喉癌的应该研究目前仍较

少。而单独应用 TRAIL作用于喉癌，其抑瘤效果仍较局限。本

研究应用了多西紫杉醇与 TRAIL 联合，增强肿瘤细胞对
TRAIL的敏感性的同时还可减少化疗药物的使用剂量，使化疗

中药物的不良反应及耐药性都得到控制，为二者能成功应用于

临床肿瘤治疗提供了可能[20-22]。

以上实验初步表明，TXT 与 TRAIL联合应用具有诱导喉

鳞癌 Hep-2细胞凋亡的作用。而 TRAIL对肿瘤细胞选择性杀

伤而对正常组织没有明显毒性作用这一特征，为 TRAIL与化

疗药物联用于喉癌的临床治疗提供了一定的实验参考。
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