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抢 著
·

丁RAI L诱导神经母细胞瘤细胞凋亡中
C a s P a s e s 活性的变化

*

摘要 目的
:

探讨肿 瘤坏死 因子相 关凋 亡 诱导配体 (T RAI )L 诱 导神经 母细胞瘤 细 胞株 CHZP 12 细 胞凋 亡过程

中 C a s
p
a s e s 活性 的变化

。

方法
:
应用 流式 细胞仪检汉IJ T R A IL

、

Ca s
p
a se s 抑制剂 (

z IE T D一 F M K ) + T RA I L对 CH砚 12 细

胞的诱导凋 亡作 用 ;应 用 比色法测定 C as pas e s相对活性 ;应用透射 电镜 对凋亡 细胞进行形 态学观察
。

结果 : CHZP 12

细 胞时 TRAI L 的诱导凋 亡作用敏感
,

存在剂量依赖性
。

随 T RAI L 作用 时间的延长
,

Cas aP
s e s 活性逐步升高

,

于作用

16h 达 高峰 ;不 同浓度 RT A IL 处 理组 C a s
p
a s e s 相对活性随浓度增加而 递增

。 z IET D一F M K 能 阻断 C a s
p

a s e s 的 活化

而抑制 T R IA L 对 C HZP 12 细胞 的诱导凋 亡作用
。

透射电镜 可见到典型的 细胞凋 亡特征
。

结论
: T R IA L 通过 Cas p峨 8

信号传导通路诱导 C HZP 12 细胞 凋 亡并伴随 Cas aP
s e s 活性增 高

。

关键词 神经母 细 胞瘤 凋亡 半耽
一天冬氨酸蛋 白酶 8 肿瘤坏 死因子相 关凋 亡诱导配体

C h a n g e o f C as Pas e 8 A c it v i ty i n T R A IL
一i n d u c e d A P o Pot s i s o f

N e u r o b I8 s t o m s C e l ls

L u Ch u n w e i T o n g H a i x ia Z h a n g Jih o n g e t a l

S e e t i o n
of H e al t h cE

s o m at ie s ,

OC l le邵 of 凡b l ic H e al rh
,

hC i n a

Me d ic 以 nU 动e sr i l苏 hS
e n y al 啥

A b s t ar c t o bj e c t ive : oT
s ru d y th e e h a n 罗 o f C a s p a s e 8 a e t i v i ty i n T R A IL 一 i n d

u e e
d

a
即p t o s i s o f

C H2P 12 n e u r o b l a s t o m a e e l l s
.

M e th o ds : T h e e
ffe

e t s o f T R A I L a n d C a s P a s e 8 i n h ib i t
o r z IE T D 一F M K +

T R A IL o n t h e a p o P t o s i s o f CH PZ 12 e e l ls w e er d e t e e t e d u s i n g fl o w e y t o m e t叮
.

R e l a t i v e C a s P a s e 8 a e t i v
-

i ty w a s m e a s u er d b y e o l o ir m e t ir e a s s a y
.

A p o p to t i e e e l l s w e er v i s u a l ly d e te e t e d u s i n g a t ar n s m i s s i o n

e l e e t r o n m i e r o s e o p e
(T EM )

.

R e s ul st : C H PZ 12 e e l l s w e er s e n s i t iv e t o T R A IL a n d t h i s s e n s i t i v i ty w a s

d o s e 一d
e p e n d e n t

.

hT
e er l a t i v e C a s p a s e 8 a e t i v i ty i n CH PZ 1 2 e e ll s i n e er a s e d g ar d u a l ly w i t h p or l o n罗d

e x p o s u er t o T R A IL a n d w i th i n e r e a s e d T R A IL e o n e e n tar t i o n
.

hT
e z IE T D 一FM K i n h ib i t o r e o u ld b l o e k

t h e a e t i v a t i o n o f C a s p a s e 8 a n d d im i n i s h rh e T R A IL 一 i n d u e e d a p o p to s i s o f C HPZ 12 e e l l s
.

Ty p i e a l fe a -

tu r e s o f a p o p to s i s w e r e s e e n u n d e r T EM
.

C o n e lius
o n : T R A I L e o u ld i n d u e e th e a p o P to s i s o f C HPZ 12

e e l l s t h
r o u g h a C a s p a s e 8 s i g n a l t r a n s d u e t i o n p a th w a y

,
w i t h a n i n e r e a s e i n C a s p a s e 8 a e t i v i t y

.

K e y w o r d s N e u or b l a s to m a Ap o P to s i s C a s Pa s e 8 T R A IL

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 ( ut m o : en c r o -

5 15 fa e t o r r e l a t e d a p o p t o s i s in d u e i n g l ig a n d
,

T R A I L )是

肿瘤坏死 因子 ( T N )F 超家族中的一员
,

与 T N F
、

F A S L

( FA S 配体 )不同的是它可在多种转化细胞 和恶性肿
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瘤细胞中诱导凋亡
,

而对正常组织和细胞无明显毒

性作用川
。

这种特性使 T R IA L 可能成为一种低毒而

有前途的抗肿瘤药
。

本实验观察 T R A IL 体外诱导神

经母细胞瘤 (
n e u or b l a s to m a

,

N B )细胞株 CH ZP 12 细

胞凋亡过程 中半胧
一 天冬氨酸蛋 白酶 8 c( ys tie en

e o n t a i n i n g a s p a ar t e s p e e i if e p or t e a s e ,

C a s p a s e s )活性

的变化
,

从而探讨 C a s p a s e s 在 T R A I L诱导 N B 细

胞凋亡中的作用
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

N B 细胞株 C HZP 12 由美 国国立 卫 生研 究院

C a or l J
.

hT ie le 教授提供
。

重组人可溶性 TR A IL 购自

英国 p e p or T e e h 公司
,

C a s p a s e s 抑制剂
: IEDT

一FM K

和 C as p as
e s 活性检测试剂盒购自英国 R& D 公 司

。

Amr ex in 一 V一 IF T C 试剂盒购 自晶美生物工程有限公

司
。

L Z 实验方法

1
.

2
.

1 细胞培养 N B 细胞株 CH ZP 12 在含有 10%

胎牛 血清
、

l oo IU / d 青霉素
、

100 林岁ml 链霉素的

P R M I 164 0 培养液中
,

置于 3 7℃
、

5% C0 2 、 lX() %湿

度的二氧化碳培养箱中培养
。

L .2 2 细胞凋亡 检测 分为对照 组
、

实验组 和

C a s p a s e s 抑制剂组
。

实验组分别用 10
、

25
、

50
、

lX()
、

200 卜盯L T R IA L 处 理 24 h ; 相 应抑 制剂 组 先加

5林m o F L zI EDT
一F M K 预 处理 hl 后 再用不同浓度

T R A IL 处理 24 h
。

加药处理结束后收获细胞
,

P B S 洗

两遍
,

用 25 9闪结合缓冲液重新悬浮细胞
,

调节细胞

浓度为 1的而
; 取 100 闪 细胞悬液于流式管中

,

加

5林I A n n e x i n 一V 和 10林l p l
,

室温下闭光染色 15m i n

后
,

再加 4 00 闪 P B S
,

流式细胞仪检测各组细胞凋亡

率
。

每组实验重复 3 次
,

取 3 次实验的平均值
。

1
.

.2 3 C as aP se s 相对活性 的测定 分为对照组
、

实

验组和 C as p as
e s 抑制剂组

。

实验组分别用 10
、

25
、

50
、

lX()
、

200 林g/ L T R A IL 处 理 24 h 以 及 lX() 林g几
T R A IL 处理 2

、

4
、

8
、

16
、

24h
。

实验结束后收集细胞
,

按试剂盒说明书操作
。

同时设不加细胞溶解物的空

白对照组并从实验组减去空白对照值
。

每一个实验

重复 3 次
。

1
.

.2 4 透射电镜检测细胞凋亡形态 分为对照组
、

100 卜以L T RIA L 处理 24 h 组
。

两组细胞分别以 .2 5%

戊二醛固定
,

梯度丙酮脱水
,

E p on s lZ 包埋制超薄切

片于透射电镜下观察并照相
。

1
.

3 统计学方法

采用 SSP S 11
.

5 软件进行统计分析
。

实验结果

用无幻 表示
,

各组间均数比较用方差分析
,

以 P< .0 05

为差异有统计学意义
。

2 结果

2
.

1 流式细胞仪检测结果

T R A IL 对 C HZP 12 细胞的诱导凋亡作用见图 1
。

对照组
、

不同浓度跟 A IL 处理组细胞凋亡率分别为

(2
.

0 3 士 0
.

2 5 )%
、

( 6
.

27 士0
.

36 )%
、

( 15
.

34 土0
.

58 )%
、

( 29
,

44
士5

.

0 2 )%
、

( 3 8
.

7 5土4
.

67 )% 和 ( 40
.

12士 3
.

9 8 )%
,

各浓度间 比较可见 100 林岁L 与 200 卜岁 L T R IA L 比

较无意义护卜0
.

0 5 )
,

其余各组间比较差异均显著 (P<
.0 05 )

。

表明 C HZP 12 细胞对 T RA IL 的诱导凋亡作用

很敏感
,

且存在剂量依赖性
。

相应抑制剂组的细胞凋

亡率与 T R IA L 组比较均明显减低 (尸均 0< .0 5 )
,

说明

C a s p a s e s 抑制 剂
z IE TD 一 FM K 可 拮抗 TRA IL 对

CHZP 12 细胞的诱导凋亡作用
。

图 1 不同浓度 T RA IL 对 C H2P 12 细胞的诱导凋亡作用

.2 2 C as aP se s 相对活性的测定结果

C HZP 12 细胞 C as p as
e s 相对活性的测定结果

见图 2
,

3
。

随 TRA IL 作用时间的延长
,

C as p as e s 活

性逐步升高
,

于作用 1 6h 达到高峰
。

各时间段 比较可

见 Zh
、

4h 与 16 h
、

24h 比较差异均非 常显 著 ( P <

0
.

0 1 ) ; s h 与 16h 比较差异显著 (P< 0
.

05 )
。

预先用

zI EDT
一

MF K 后 C as aP se s 相对活性明显降低
,

表明

C as p as
e s 确实被活化

。

T RIA L 组与相应的抑制剂组

及对照组比较差异均显著 (P< .0 ol )
。

对照组和抑制

剂组 C as p as e s 相对活性随时间延长并未发生明显

变化
,

各时间段间比较差异不显著 (乃 .0 05 )
。

不同浓

度 RT AI L 处理组 C as aP se s 相对活性随浓度增加有

递增趋势
,

与相应浓度的抑制剂组 比较差异均显著

(P< 0
.

o l )
。

.2 3 凋亡细胞形态学观察

透射电镜下可见到对照组细胞形态多数正常
:

核内染色质均匀
,

核膜清晰
,

可看到线粒体
、

核糖体
、

溶酶体等细胞器
。

T R A I L 组可见到典型的凋亡细胞
:

细胞皱缩
,

体积缩小
,

胞膜完整
,

核染色质凝聚
,

有的

染色质边集
,

呈环状或呈新月状附在核膜周边 ;有些

细胞伸出伪足样突起
,

有的胞膜突起气泡
,

核碎裂
,

凋亡小体形成
。



200 7 年第 4 3卷第 1 4期 T RI AL 诱导神经母细胞瘤细胞凋亡 中C a sPa e s s活性的变化 7 8 3

图 3不同浓度 T RI AL 作用 C H P Z1 2细胞 2 4C ha sp a e s s相对活性

3讨论

B N是儿童最常见的颅外实体瘤
,

年龄超过 1

岁
、

伴随 l 号染色体短臂杂合性缺失
、

有 N一M Y C 扩

增的 N B 患儿预后不 良
,

其中对传统化疗耐药和肿

瘤转移扩散是临床面临的主要难题
。

因此寻找新的

抗癌药物和抗癌疗法 已经迫在眉睫
。

T RA IL 选择性

诱导肿瘤细胞凋亡的特性使其具有良好的临床应用

前景
。

大量研究表明
,

C as p as
e
家族蛋白酶的激活在

T RAI L诱导肿瘤细胞凋亡 的执行过程中起着重要作

用
。

在目前已发现的 C a s p a s e
家族成员中

,

C a s p a s e s

与细胞凋亡的关系最为密切
,

参与多种因素诱导 的

细胞凋亡
。

根据 C as aP se 在凋亡中的作用不同分为起

始 C a s p a s e 和效应 C a s p a s e 两个亚类
,

其中 C a s p a s e s

属 上游起始 C as p as
e 。

在细胞凋亡的信号传导过程

中
,

T R A IL 粘附于死亡受体后激活 C as p as e s
,

活化

的 C a s p a s e s 裂解并激活下游效应 C a s p a s e 3
,

启动

级联反应引起细胞凋亡
。

C as p as e
的蛋白酶解级联反

应 能够不 断传递 和 放大 凋 亡信号
,

从 而 引发 对

T R IA L 敏感的细胞发生大量
、

快速的凋亡反应
。

本实

验我们以表达 C as p as
e s 的 C HZP 12 细胞为研究对

象
,

探讨 T R IA L诱导 N B 细胞凋亡过程中 C as p as
e s

活性的变化
。

我们通过透射电镜超微结构观察到
,

TR A IL 处

理 C HZP 12 细胞后
,

可见典型的细胞凋亡形态学改

变
。

流式细胞术结果表明 T R IA L处理的 C HZP 12 细

胞凋亡率随药物浓度的增加有升高趋势
。

结合典型

的细胞凋亡形态及流式细胞术检查证实
,

T R IA L 有

诱 导 CHZP 12 细胞凋 亡的作用
。

为进 一 步明确

C as aP se s 是否 参 与凋 亡 调 控
,

我们检 测 加 人

C a s p a s e s 抑 制 剂
: IE T D

一 FM K 前 后 T R AI L 对

C HZP 12 细 胞的诱导凋亡作用
。

结果发现
,

加人

z IE T D一 FM K 后 T R A IL 对 C HZP 12 细胞的诱导凋亡

作用显著减弱
,

证实 Cas p as
e s 参与了 T R IA L 诱导

N B 细胞凋亡的调控阴
。

C as p as
e s 相对活性的测定

结果说明 T R A IL 诱导 C HZP 12 细胞凋亡 的过程中

伴随 C a s
aP se s 活性的增加

,

且有一定的时间和剂

量依赖性
。

用 z IE T D一 F M K 后 C a s p as e s 活性明显降

低
,

可见 : I ET D 一F M K 能抑制 C
a s p a s e s 的活化

,

阻

断 C as aP se 级联反应
,

从而阻断细胞内凋亡信号的

传导
。

近年来关于 T R IA L 诱导肿瘤细胞凋亡的研究

报道较多
,

已有研究表明 T R A IL 与细胞因子
、

化疗

药或桦木醇酸等联用可明显提高各种耐药的肿瘤细

胞对 T R A I L 的敏感性 〔,
·

4 }。 Li e d t k e
等 〔, ]报道 I r N 一 ,

通过上调 C as aP se s 转录促进 T RIA L诱导肝细胞

瘤细胞凋亡且伴随 C a s p a s e s 活性的增加
。

K a n e -

har
a
等 6[] 用 T R A IL 处理胃癌细胞株 24 小时后发现

ca sP as 。 8 活性与 T R IA L 抗癌效应 相关
,

并认为

T R A I L 的抗癌效应可用 T R A I L 处理后 C a s p a s e s 活

性来预测
。

M u h l e th a l e r一 M o t t e t 等 {7 ]在 N B 细胞中通

过逆转录病毒稳定转染 C a s p a s e s
,

恢复 C a s p a s e s

表达的同时也恢复了 N B 细胞对 T RAI L 的敏感性
。

终海侠等 〔8
一

103 用 I FN ~ , 和 5一氮杂胞昔诱导 N B 细胞

株 C as aP se s 表达后
,

发现 N B 细胞对 RT AI L 的诱

导凋亡作用敏感性增强
。

本研究与上述研究结果均

表明 C as p as
e s 在 T RAI L 诱导肿瘤细胞凋亡 中起着

极其重要的作用
。

细胞凋亡过程受抑与恶性肿瘤的发生
、

发展密

切相关
。

C as aP
s e
家族成员的激活是细胞凋亡效应期

的一个 十分重要 的生化事件
。

C a s p a s e s 是 C a s p a s e

家族中最重要的成员
,

大多数触发细胞凋亡 的因素
,

最终均需要通过 C as p as e s 介导的信号传导途径导

致细胞凋亡
。

我们的研究结果提示 C as p as e s 的激

活与 T R A IL 诱导 N B 细胞凋亡有着密切关系
,

同时

也说明 T R IA L 可以作为一个有效的化疗药物
,

为对

传统化疗耐药的 N B 的治疗提供了新的途径
。
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原发性膀肮类癌 1 例

张建雷 许长起

聊城市光明医院腹部外科 (山东省聊城市 252 侧洲〕

关锐词 膀脱肿瘤 类癌 手术

患者男性
,

67 岁
。

因无痛性肉眼血尿 1 个月余
,

于 2 0( 拓

年 12 月 2 9 日入院
。

查体
:
以往有高血压及冠心病史多年 ;

BP 221 14k aP ; 临床检验除镜下血尿外其他化验均无异常 ; B

超和 CT 提示膀胧内占位性病变 ; 膀胧镜检查视野不清未发

现肿物
。

于 2X() 7 年 1 月 l 日以膀胧内占位性病变手术治疗
。

术中见膀胧三角区尿道内 口左侧 l 。 m 处
,

有一 sc m x6
c
m 菜

花样肿物
,

质地脆
,

触之出血
,

无蒂
,

基底浸及肌层
。

术中快速

病理
:

低分化癌
。

因患者家属不同意膀胧全切
,

对其行膀胧部

分切除术
,

于 10 日后出院
。

术后病理诊断
:
膀胧类癌

。

免疫组

化结果
: C幼

+ ,

Sy n + ,

CK+ ,

v i ll in 一
。

小结 原发性膀胧类癌是 一种罕见的神经内分泌性肿

瘤
。

19 79 年由 A in ch ok w 首先报道
,

其起源至今仍不确定
。

有

人考虑起源 于膀胧粘膜中的正常神经内分泌细胞
,

有人推测

其来源于膀胧的化生上皮
。

发病年龄多在 60 ` 80 岁
,

男女均

可发病
,

多位于 三角区
,

临床表现与普通膀胧肿瘤相似
。

本例

有高血压病史
,

但无阵发性心动过速
、

面 色潮红 及腹泻等类

癌综合征
。

本病治疗以手术为主
,

手术方式取决于肿瘤生长范围
、

浸润深度
、

淋巴结转移情况
,

行部分膀脱壁或全膀胧切除术
。

术后定期给予化疗药物膀胧灌注
。

与其他膀胧癌一样
,

临床

分期是决定预后的主要因素
。
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