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being exposed to rhTRAIL in combination with 
As2O3 for 24, 48 and 72 h, the apoptosis rates of 
SGC7901 cells were significantly higher than 
those of cells treated with the same concentra-
tion of rhTRAIL alone (36.49% ± 7.12%, 47.13% 
± 3.44%, 55.63% ± 7.16% vs  29.78% ± 3.18%, 
38.56% ± 1.89%, 43.12% ± 6.23%, respectively, 
P  < 0.05). As2O3, used along or in combination 
with rhTRAIL (500 μg/L) for 24 h, increased the 
expression of TRAIL R1/DR4 and TRAIL R2/DR5 
on the cell surface significantly (R1/DR4: 29.44 
± 4.29, 26.14 ± 3.40 vs  13.45 ± 3.81, P  < 0.05; R2/
DR5: 28.04 ± 0.79, 31.47 ± 4.56 vs  16.45 ± 5.07, P  < 
0.05), and at the same time, increased the mRNA 
levels of the two receptors.

CONCLUSION: Subcytotoxic concentration of 
As2O3 can sensitize SGC7901 cells to rhTRAIL 
through up-regulat ion of TRAIL R 1/DR 4 
and TRAIL R2/DR5 on cell surface and their 
mRNA levels. Combination of rhTRAIL and 
As2O3 can be used in the therapy of gastric 
cancer.
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摘要
目的: 研究亚细胞毒性剂量As2O3对rhTRAIL
诱导胃癌细胞凋亡的影响及其机制. 

方 法 :  人 胃 腺 癌 细 胞 株 S G C 7 9 0 1 以
As2O3(1 μmol/L), rhTRAIL(500 μg/L)及两
者联用处理; 采用AnnexinV-FITC和PI双染色
流式细胞仪检测细胞凋亡; 用间接免疫荧光
染色结合流式细胞技术检测细胞表面TRAIL 
R1/DR4和TRAIL R2/DR5分子表达; RT-PCR方
法检测TRAIL R1/DR4和TRAIL R2/DR5 mRNA
表达. 

■背景资料
TRAIL作为肿瘤
坏死因子家族新
成员, 对多种肿瘤
细胞有一定的凋
亡诱导效应和生
长抑制效应, 被认
为是有希望应用
于临床的细胞因
子药物. 但TRAIL
仍然面临着抗肿
瘤药物普遍存在
的耐药性难题和
非特异性细胞毒
作用带来的副作
用. 越来越多的报
道显示, 低于常规
剂量的化疗药物
可以增加肿瘤细
胞对TRAIL的敏
感性, 在不增加毒
性作用的前提下
提高疗效 .  因而 , 
细胞因子生物治
疗联合化疗成为
近年国内外肿瘤
研究的一个重要
方向.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of subcytotoxic 
concentration of arsenic trioxide (As2O3) on the 
rhTRAIL-induced apoptosis in SGC7901 cells 
and its related mechanism.

METHODS: The human gastric cancer cell line 
SGC7901 was treated with As2O3 (1 μmol/L), 
rhTRAIL (500 μg/L), respectively, or in com-
bination. The cell apoptosis was detected by 
flow cytometry (AnnexinV-FITC-PI assay); the 
expression of TRAIL R1/DR4 and TRAIL R2/DR5 
on the cell surface were determined by indirect 
fluorescence staining and flow cytometry; the 
expression of TRAIL R1/DR4 and TRAIL R2/DR5 
mRNA was determined by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Used along or in combination with 
As2O3, rhTRAIL induced apoptosis of SGC7901 
cells in a time-dependent manner (12-72 h). After 
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结果: rhTRAIL在单用或与As2O3联用时均可
以诱导胃癌SGC7901细胞凋亡, 并且随着作
用时间延长(12-72 h), 细胞凋亡率逐渐增高. 
As2O3与rhTRAIL联用24, 48, 72 h后, SGC7901
细胞凋亡率分别显著高于单用r h T R A I L处
理相同时间细胞(36.49%±7.12%, 47.13%±

3.44%, 55.63%±7.16% vs  29.78%±3.18%, 
38.56%±1.89%, 43.12%±6.23%, P <0.05); 
As2O3单用或联用rhTRAIL处理SGC7901细
胞24 h后, 细胞表面TRAIL R1/DR4和TRAIL 
R2/DR5分子的平均荧光密度(MFI)较对照组细
胞显著增加(R1/DR4: 29.44±4.29, 26.14±3.40 
vs  13.45±3.81, P <0.05或P <0.01; R2/DR5: 28.04
±0.79, 31.47±4.56 vs  16.45±5.07, P <0.05或
P <0.01); 与此同时, TRAIL R1/DR4和TRAIL 
R2/DR5 mRNA表达水平增高.

结论: 亚细胞毒性剂量A s2O3可能通过增加
TRAIL R1/DR4和TRAIL R2/DR5基因表达、上
调细胞表面TRAIL死亡受体从而增加胃癌细
胞SGC7901对rhTRAIL的敏感性, 两药可能联
合用于治疗胃癌.

关键词: 肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体; 三氧化

二砷; 胃癌; 凋亡
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0  引言

胃癌是常规化疗效果较差的恶性肿瘤, 探索新

的药物治疗方案非常重要. 肿瘤坏死因子相关

细胞凋亡诱导配体(TRAIL)是近年发现的肿瘤

坏死因子家族新成员, 对包括胃癌细胞在内的

多种肿瘤细胞有一定的凋亡诱导效应, 而对大

多数正常细胞无影响, 有希望用于肿瘤治疗. 本
实验研究了亚细胞毒性剂量As2O3对TRAIL诱导

胃癌细胞凋亡的影响及其机制, 旨在探索低毒

高效的胃癌治疗新方案. 

1  材料和方法

1.1 材料 S G C7901人胃腺癌细胞系购自中山

大学医学院动物实验中心细胞库, 在37℃、饱

和湿度下于5 mL/L CO2培养箱中培养, 培养基

为含100 m L/L胎牛血清(杭州四季青公司)的
RPMI1640(Gibco BRL公司)培养液, 待其贴壁生

长至70%-80%融合时, 用2.5 g/L胰酶(Amresco
公司)消化传代培养. 人重组可溶性TRAIL蛋白

(rhTRAIL)购自R&D公司(375-TL); As2O3注射液

购自Sigma公司; 兔抗人TRAIL R1/DR4和TRAIL 
R2/DR5单克隆抗体分别购自San ta Cruz公司

(sc-7863)和Imgenex公司(IMG-120A); FITC标记

的羊抗兔IgG均为Chemicon公司产品(AP132F); 
AnnexinV-FITC/PI凋亡检测试剂盒(Bocheringer 
Mannhe im公司); 流式细胞仪(美国BD公司); 
P C R引物由上海生工合成; R N A提取试剂盒

TRIzol和AMV反转录酶试剂盒购自Invotrgen公
司; 酶标仪(Bio RAD550型). 
1.2 方法

1.2.1  流式细胞仪检测细胞凋亡 实验设对照组

(未加任何处理因素); As2O3(1 μmol/L, 预试验确

定)组、rhTRAIL(500 μg/L)组与同浓度rhTRAIL
加1 μmol/L As2O3的联合用药组, 细胞在加药

12, 24, 48及72 h后, 每份收集1×106个细胞. 含
20 g/L牛血清白蛋白的PBS溶液洗涤2次, 分别

加入FITC标记的AnnexinV和PI(操作按说明书

进行), 避光放置1 h, 流式细胞仪检测, 每次读

取10 000个细胞, Cell Quest软件进行数据分析. 
AnnexinV阳性的细胞认为是凋亡细胞, 而PI阳性

且AnnexinV阴性的细胞认为是坏死细胞, 计算

细胞凋亡率. 凋亡率(%) = (AnnexinV+PI+细胞数+ 
AnnexinV+PI-细胞数)/10 000×100%. 
1.2.2  流式细胞仪检测细胞表面TRAIL死亡受体 
取对照组、As2O3组、rhTRAIL组与联合用药组

(分组同上)在药物作用12, 24, 48, 72 h后, 每组取

1×106细胞, 以兔抗人抗DR4或DR5的mAb为一

抗, 以FITC标记羊抗兔IgG为二抗, 进行间接免

疫荧光染色. 同样方法以非特异性兔IgG为一抗

制备标本, 做为阴性对照. 用流式细胞仪分析DR4

和DR5分子的表达, 结果用平均荧光强度(mean 
fluorescence intensity, MFI)表示. 
1.2.3 RT-PCR检测TRAIL死亡受体的基因表

达 取对照组、As2O3组和联合用药组, 在加药

24 h后收集细胞. 用RNA提取试剂盒TRIzo l
提取总R N A, 用A M V反转录酶试剂盒合成

cDNA. PCR扩增所用引物根据GenBank数据库

中DR4和DR5的cDNA序列设计. DR4基因的上

游引物为5'-agcatgtcagtgcaaaccag,下游引物为

5'-tcctcctctgagacccttca, 扩增产物为490 bp; DR5

基因的上游引物为5'-gagctaagtccctgcaccac,下游

引物为5'-tcctggacttccatttcctg, 扩增产物为420 bp. 
β-actin为内参照物,扩增产物为200 bp. PCR反应

条件为94℃ 1 min, 57℃ 30 s, 72℃ 1 min, 循环

30次. 产物在10 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 所产生的

■相关报道
Yair Gazitt et al 研
究发现, As2O3可
以上调部分多发
性骨髓瘤细胞表
面TRAIL死亡受
体 表 达 ,  从 而 和
TRAIL在诱导细
胞凋亡方面形成
协同效应.
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条带经扫描成像后进行分析.
统计学处理 所有实验至少重复3次, 结果以

mean±SD表示. 采用t检验进行统计学分析.

2  结果

2.1  SGC7901细胞凋亡 各处理组细胞不同时

间凋亡率见表1. 1 μmol/L As2O3不能明显诱导

SGC7901细胞凋亡; 而单用500 μg/L rhTRAIL
以及上述浓度rhTRAIL联合1 μmol/L As2O3时可

以明显诱导SGC7901细胞凋亡, 与对照组有显

著统计学差异; 而且, 单用rhTRAIL或其与As2O3

联用时, SGC7901细胞凋亡率随作用时间延长

逐渐增高; 另外, 1 μmol/L As2O3虽然不能诱导

SGC7901细胞凋亡, 但在作用24 h后却明显增强

rhTRAIL诱导SGC7901细胞凋亡的能力, 值得指

出的是两药联用12 h时细胞的凋亡率虽比单用

同等浓度TRAIL高, 但统计学分析差异并无显著性. 
2.2 SGC7901细胞表面TRAIL死亡受体表达 各
组细胞表面死亡受体TRAIL R1/DR4和TRAIL 
R2/DR5表达的流式细胞仪检测结果见表2-3及
图1. 结果显示SGC7901细胞表面存在TRAIL 
R1/DR4和TRAIL R2/DR5的表达, 并且在As2O3单

独或联合rhTRAIL作用24 h后, 两种受体在细胞

表面的表达均明显上调; 而两药联用组与单用

As2O3组相比, 死亡受体的表达无显著差异, 说明

rhTRAIL并不影响As2O3上调SGC7901细胞表面

死亡受体表达的效应. 
2.3 S G C7901细胞T R A I L死亡受体基因的表

达 SGC7901细胞存在TRAIL R1/DR4和TRAIL 
R2/DR5 mRNA的表达, 并且在As2O3单独或联合

rhTRAIL作用24 h后, 两种受体mRNA水平表达

均明显上调. 而单用rhTRAIL作用24 h后, 上述

两种死亡受体的mRNA水平未明显上调(图2). 

3  讨论

到目前为止, 已经发现了5种TRAIL受体, 分别是

死亡受体(TRAIL R1/DR4和TRAIL R2/DR5) 、诱

       

表  1  各处理组SGC7901细胞的生长凋亡率 (mean±SD, %)

对照
As2O3

TRAIL
As2O3+TRAIL

	                                                    处理时间 (h)

  3.02±1.22           2.23±0.09        3.84±0.93          4.56±1.05
  3.12±0.89           3.34±0.97        2.03±0.11          4.73±1.95
21.88±2.28b        29.78±3.18b     38.56±1.89b       43.12±6.23b 
23.78±4.21b        36.49±7.12ab    47.13±3.44ab      55.63±7.16ab 

aP<0.05 vs  处理时间相同时单用TRAIL组; bP<0. 01 vs 处理时间相同时对照组.

	                   12                            24                        48                           72
分组

图  1  各组细胞处理24 h时流式细胞仪检测细胞表面TRAIL
死亡受体表达. 图中阴影部分为特异性荧光, 虚线下空白区
为阴性对照荧光. 

       

表  2  各处理组SGC7901细胞表面TRAIL R1/DR4表达(mean±SD, MFI)

对照
As2O3

TRAIL
As2O3+TRAIL

	                                                    处理时间 (h)

11.12±2.76      13.45±3.81      13.93±1.80       15.23±4.08
14.44±0.29      29.44±4.29a     35.11±6.34b      37.65±6.08b

10.89±0.06        9.60±2.88      14.71±0.92       12.48±0.97
13.02±0.76      26.14±3.40a     36.06±7.22b      39.09±5.16b 

aP<0.05, bP<0. 01 vs 处理时间相同时对照组.

	                  12                          24                       48                         72
分组

M     A    B       C      D      E      F      G      H

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

b-actin

图  2  各组细胞处理24 h后RT-PCR检测TRAIL死亡受体
mRNA表达. A, E: 对照; B, F: As2O3; C, G: As2O3+TRAIL; D, 
H: TRAIL; A-D: R1/DR4; E-H: R2/DR5. 

■创新盘点
本研究首次证实
亚细胞毒性剂量
As2O3增强TRAIL
诱 导 胃 癌 细 胞
SGC7901凋亡的
效应, 并从TRAIL
死亡受体表达的
角度阐述了其中
的机制.
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骗受体(TRAIL R3/DcR1和TRAIL R4/DcR2)和可溶

性受体OPG. 死亡受体多表达于肿瘤细胞表面, 
TRAIL与之结合后能诱导细胞凋亡; 而诱骗受体

主要表达于正常细胞表面, 由于缺乏胞质段, 不
能传递凋亡信号, TRAIL与之结合不能诱导细胞

凋亡. 因此, TRAIL对肿瘤细胞的杀伤作用具有

一定的选择性, 这意味着其用于临床的可能性远

高于FasL, TNF等其他细胞因子类药物, 后者由

于非选择性细胞毒作用而未能广泛用于临床[1]. 
但目前TRAIL进入临床实验的障碍主要有两个: 
一方面, TRAIL仍然面临着化疗药物普遍存在的

耐药性难题[2]; 另一方面, 当TRAIL超过一定浓

度后, 将丧失对肿瘤细胞的选择性杀伤作用, 诱
导正常细胞凋亡而带来副作用[3]. 与此同时, 越
来越多的报道显示, 低于常规剂量的化疗药物可

以增加肿瘤细胞对TRAIL的敏感性, 在不增加毒

性作用的前提下提高疗效. 因此, 探索低毒高效

的TRAIL配伍使用方案具有重要的意义[4]. 
As2O3有广泛而独特的抗癌机制, 对包括胃

癌细胞在内的多种肿瘤细胞有诱导凋亡和抑

制生长的作用[5]. 但在治疗实体肿瘤的临床实

验中却并未取得满意的结果, 原因之一是实体

瘤内部血供不均匀, As2O3对于部分肿瘤细胞未

能达到有效浓度[6]. 因此, 研究低浓度As2O3对

实体瘤细胞的生物学效应有重要意义. 国内邢

茂et al [7]的研究表明, 浓度为1 μmol/L的As2O3

不影响SGC7901细胞活力, 也不诱导其凋亡, 因
而是亚细胞毒性剂量. 本实验将该浓度A s2O3

和rhTRAIL配伍使用, 观察As2O3在亚细胞毒性

剂量下对r h T R A I L诱导肿瘤细胞凋亡作用的

影响并探讨了其中的机制. 结果显示1 μmol/L 
As2O3虽然对SGC7901细胞不具备明显的凋亡

诱导作用, 但和500 μg/L rhTRAIL联合使用

24 h后S G C7901细胞凋亡率明显高于单用同

浓度的rhTRAIL, 显示亚细胞毒性剂量As2O3对

SGC7901细胞有增敏作用, 提示两药可能配伍使

用治疗胃癌. 
肿瘤细胞对TRAIL是否敏感是多种机制决

定的, 其中的一个重要的因素是细胞表面死亡受

体表达的强度[8]. 本研究采用间接免疫荧光染色

方法标记细胞表面的死亡受体, 流式细胞仪检测

荧光量直接反映死亡受体在细胞表面的表达情

况. 结果发现, As2O3单独或联合rhTRAIL时均可

以上调SGC7901细胞表面死亡受体(TRAIL R1/
DR4和TRAIL R2/DR5). 我们认为, 这至少部分的

解释了As2O3对SGC7901细胞增敏作用的机制. 
值得指出的是: 药物作用12 h时的检测并未发现

As2O3明显上调SGC7901细胞表面死亡受体以及

对SGC7901细胞有增敏作用, 两者都是发生在药

物作用24 h后. 这提示两者的作用是同步的, 前
者可能是后者的原因. 

为进一步研究As2O3上调SGC7901细胞表面

死亡受体的机制, 我们用RT-PCR方法检测了两

种死亡受体mRNA在处理前后的表达水平. 结果

显示药物处理24 h后死亡受体mRNA表达增强, 
与细胞表面死亡受体上调同步. 这与部分增敏剂

在不增加死亡受体基因转录和翻译的前提下, 加
强死亡受体蛋白向细胞表面转运是不同的[9]. 

As2O3和TRAIL与传统化疗药相比, 毒性较

小, 是未来很有希望的抗肿瘤药物. 本研究证实

低浓度As2O3可以增加TRAIL死亡受体(TRAIL 
R1/DR4和TRAIL R2/DR5)的基因转录、上调细

胞表面TRAIL死亡受体表达, 从而使胃癌细胞

SGC7901增加对TRAIL敏感性, 提示两药伍用可

能成为治疗胃癌低毒高效的新方案. 
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表  3  各处理组SGC7901细胞表面和TRAIL R2/DR5表达(mean±SD, MFI)

对照
As2O3
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	                                                    处理时间 (h)
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 14.72±4.29      28.04±0.79a       32.11±3.32b        30.75±0.12a
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■应用要点
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有良好的临床应
用前景, 本研究为
两药联用于胃癌
治疗提供了一定
的实验基础.
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■同行评价
本课题旨在分析
As2O3对rhTRAIL
诱导胃癌细胞凋
亡的影响及其机
制, 探索两者联用
于胃癌治疗的可
行性 .  立题较好 , 
也有一定新意. 研
究方法虽相对较
单一, 但也可说明
一定的问题.
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