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■背景资料
化疗在胃癌的研
究中占重要的地
位 ,  但 目 前 有 效
的治疗方案并不
多 ,  因 此 寻 找 安
全有效的治疗方
案成为临床研究
的热点.

王晓, 河北北方学院病理与病理生理学专业 河北省张家口
市 075000
宁守斌, 中国人民解放军空军总医院消化内科 北京市
100142
沈恩允, 郭雷鸣, 北京同为时代生物技术有限公司 北京市
100176 
作者贡献分布��: 此课题由王晓与宁守斌设计; ELISA和Western 
blot检测由王晓、沈恩允及郭雷鸣完成; 数据分析及论文写作由
王晓与宁守斌完成. 
通讯作者��: 宁守斌, 副主任医师, 100142, 北京市海淀区阜成路
30号, 中国人民解放军空军总医院消化内科. 
ning-shoubin@163.com
收稿日期: 2012-07-30   修回日期: 2012-09-12
接受日期: 2012-11-02   在线出版日期: 2012-11-18

Synergistic cytotoxic effect of 
anti-human DR5 monoclonal 
antibody hCTB006 and 
irinotecan on gastric cancer 
BGC823 and SGC7901 cells

Xiao Wang, Shou-Bin Ning, En-Yun Shen, Lei-Ming Guo

Xiao Wang, Department of Pathology and Pathophysiology, 
Hebei North College, Zhangjiakou 075000, Hebei Province, 
China
Shou-Bin Ning, Department of Gastroenterology, Air Force 
General Hospital  of Chinese PLA, Beijing 100142, China
En-Yun Shen, Lei-Ming Guo, Cotimes Biotech, Beijing 
100142, China
Correspondence to: Shou-Bin Ning, Associate Chief Phy-
sician, Department of Gastroenterology,  Air Force General 
Hospital of Chinese PLA, Beijing 100142, 
China. ning-shoubin@163.com
Received: 2012-07-30    Revised: 2012-09-12 
Accepted: 2012-11-02    Published online: 2012-11-18

Abstract 
AIM: To explore the cytotoxic effect of combined 
anti-human DR5 monoclonal antibody hCTB006 
and irinotecan on human gastric cancer BGC823 
and SGC7901 cells in vitro. 

METHODS: The cytotoxic effect of hCTB006 and 
irinotecan, alone or in combination, was evalu-
ated using ATP lite assay. DR5 expression in tu-
mor cells was examined using ELISA. The level of 
cytoplasmic XIAP was detected by Western blot.

RESULTS: Irinotecan exerted a cytotoxic ef-

fect on gastric cancer cells in a concentration-
dependent manner, while the effect of hCTB006 
on gastric cancer cells was not concentration-
dependent. hCTB006 combined with irinote-
can resulted in a synergistic cytotoxic effect on 
BGC823 cells, but not on SGC7901 cells. Irino-
tecan treatment did not significantly alter DR5 
expression. Combined irinotecan and hCTB006 
down-regulated XIAP expression in BGC823 
cells, but not in SGC7901 cells. 

CONCLUSION: Irinotecan can inhibit the grow-
th of gastric cancer dose-dependently. Anti-
human DR5 monoclonal antibody hCTB006 and 
irinotecan exert a synergistic cytotoxic effect on 
gastric cancer cells possibly by regulating the ex-
pression of XIAP.

Key Words: Gastric cancer; TRAIL; Death receptor 5; 
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摘要
目的: 研究人死亡受体(death receptor5, DR5)
激动型抗体hCTB006联合伊立替康对不同分
化程度胃癌细胞BGC823、SGC7901的体外抑
瘤作用, 并对其诱导胃癌细胞凋亡的机制进行
初步探讨. 

方法: 实验将BGC823、SGC7901细胞分为伊
立替康组、hCTB006组和两者联合应用组, 
应用ATPl i te法研究各组药物的体外抑瘤作
用; 采用ELISA法研究伊立替康处理胃癌细胞
前后DR5表达的变化. 采用Western blot技术
检测药物处理前后BGC823、SGC7901细胞
X-联锁凋亡抑制蛋白(X-chromosome-linked 
inhibitory of apoptosis protein, XIAP)的表达变
化情况. 

结果: BGC823对hCTB006中度敏感, 对SGC7901
不敏感, 伊立替康对胃癌细胞的增殖抑制作
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■研发前沿
目前国内外的研的研研
究发现, TRAIL与
某些化疗药联合
使 用 后 ,  可 以 促
进肿瘤细胞凋亡. 
也 有 文 献 报 道 , 
TRAIL联合XIAP
的抑制剂后可协
同 增 效 ,  但 目 前
引起这种现象的
机制并不明确. 

用呈浓度依赖性, 与hCTB006联合用药后对
BGC823具有良好的协同抑制作用, 但对SGC 
7901协同作用不明显. ELISA测得伊立替康
处理后胃癌细胞D R5的表达量无明显变化. 
但伊立替康和hCTB006联合用药可使胃癌细
胞BGC823内XIAP水平明显降低, 而对SGC 
7901细胞内XIAP没有明显作用. 

结论: 伊立替康联合hCTB006后对低分化胃癌
细胞BGC823的增殖有明显协同抑制作用, 而
对中度分化的SGC7901细胞呈拮抗作用, 这
种诱导胃癌细胞凋亡的机制可能与其DR5的
表达无关, 而与联合作用后细胞抑凋亡蛋白
XIAP的表达水平有关. 

关键词: 胃癌细胞; 肿瘤坏死因子相关诱导配体受

体; 死亡受体5; X-联锁凋亡抑制蛋白; 伊立替康; 

协同增效
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0  引言

胃癌是最常见的肿瘤之一. 据统计, 全球每年新

发胃癌80余万例, 占所有新发癌症的9%, 每年约

有60余万人因胃癌死亡, 居癌症死因的第2位[1]. 
手术治疗仍是可能治愈胃癌的唯一手段, 但是

即使是早期胃癌的根治手术, 其复发及转移率

也较高. 因此化疗在胃癌的治疗中仍占有很重

要的位置. 目前临床上常用的化疗方案对胃癌

的疗效仍不能令人满意, 需要寻找更加有效、

安全的化疗方案. 伊立替康是从天然植物喜树

的果实中提取分离的一种微量生物碱, 他主要他主要主要

作用于细胞分裂的S期, 并可选择性地抑制拓扑

异构酶Ⅰ, 从而干扰DNA的复制, 达到抗癌的

目的[2]. 近年来, 因其作用机制独特, 不易与其

他化疗药物产生交叉耐药性而成为临床研究的

焦点之一. 分子靶向治疗药物因其对肿瘤细胞

的专一选择性及低不良反应成为肿瘤治疗的热不良反应成为肿瘤治疗的热成为肿瘤治疗的热

点, 而人死亡受体5(death receptor5, DR5)是近

年来肿瘤治疗的热点, 与其配体(tumor necrosis 
factor-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL/
Apo2L)或激动型抗体结合后, 能在体内诱导肿

瘤细胞凋亡[3]. X-联锁凋亡抑制蛋白(X-chromo-
some-linked inhibitory of apoptosis protein, XIAP)
是凋亡抑制蛋白(inhibitors of apoptosis, IAPs)家
族中的抑凋亡蛋白, 近年来有研究[4]指出, 敲除

XIAP可以增加肿瘤细胞对TRAIL的敏感性, 本
文旨在探讨联合应用伊立替康与抗人DR5单克

隆抗体hCTB006对不同分化程度胃癌细胞的增

殖抑制作用, 并初步探讨其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人死亡受体激动型抗体hCTB006由
北京同为时代生物技术有限公司提供 ;  人胃

癌细胞BGC823(低分化细胞)、SGC7901(中分

化细胞)购自美国模式菌种收藏所(ATCC); 细
胞培养相关材料、胎牛血清购自GIBCO公司; 
ATPlite试剂盒购自美国PerkinElmer公司(批号: 
0RD00694); Goat_anti human IgG(H+L)RPE(批
号: 1031-09)、Goat_ant i human RPE(批号: 
A0808-PB59)为Southern Biotech公司产品; 伊
立替康为江苏恒瑞药业有限公司产品(批号 : 
090807). 微孔板发光分析仪(BHP9504-2)为北京为北京北京

滨松光子技术有限公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 将胃癌细胞BGC823、SGC7901
培养于含10%胎牛血清、0.1%的青霉素+链霉素

DMEM培养液中. 在37 ℃、50 mL/L CO、50 mL/L CO50 mL/L CO2的孵箱

中, 培养2-5 d后, 用0.25%胰蛋白酶消化, 以1∶
2传代, 收集对数生长期且生长状态良好的细胞

进行实验. 
1.2.2 ATPlite法检测hCTB006与伊立替康合用对

胃细胞抑制增殖的影响:增殖的影响:的影响: (1)实验分组及药物剂

量: 把每种胃癌细胞均分为伊立替康、hCTB006
组、hCTB006+伊立替康合用组. hCTB006组给予

剂量为500.0、250.0、125.0、62.5 μg/mL, 1 h后加

入Goat_anti human RPE二抗, 浓度为1 μg/mL; 伊
立替康组分别为100.0、50.0、25.0、12.5 μmol/L; 
hCTB006+伊立替康合用组为50 μmol/L的伊立

替康联合以上浓度的hCTB006. 各组均设阴性

对照; (2)ATPlite法检测细胞存活率[5]: 用0.25%
胰蛋白酶消化胃癌细胞, 用DMEM培养液配成1
×105/L单个细胞悬液, 按每孔50 μL即5 000细
胞/孔接种于96孔板, 37 ℃、50 mL/L CO2, 培养

24 h后加上述各组药物, 每组3个复孔, 终体积为

100 μL. 48 h后按ATPlite试剂盒说明检测细胞活

率. 数据使用Microplate Manager 5.2.1 软件处理. 
细胞存活率(Survival Rate)% = (样品发光值平

均值/对照组发光值的平均值)×100%, 3次实验

后取平均值. 采用两种药物联合作用系数(com-
bination index, CI)来评价联合用药对肿瘤细胞

是否有协同作用, CI = AB/(A×B), 根据细胞发
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■相关报道
研 究 指 出 ,  紫 花
牡荆素、五味子
酯、盐酸阿柔比
星 等 抗 肿 瘤 药
物均可上调DR5
表 达 ,  从 而 增 强
TRAIL诱导的外
源性凋亡通路. 一
些 报 道 也 指 出 , 
TRAIL联合XIAP
的抑制剂后, 对胰
腺癌、神经胶质
细胞瘤的生长均
有抑制作用.

光值进行计算, AB为两药联合组发光值与对照

组的发光值的比值, A或B是两药单独使用组与

对照组发光值的比值. 若CI<1, 则两药作用为协

同性质; 如CI = 1, 则两药作用为相加性质; 如CI 
>1, 则两药作用性质为拮抗性质[6].  
1.2.3 ELISA法测定细胞DR5的表达量: 采用

CLEIA双抗体夹心法, 将待检样本稀释到同一蛋

白浓度, 取包被好的96孔酶标板, 每孔加25 μL校
准品或待检样本, 校准品为DR5-rFC, 37 ℃孵育 
1 h; 用1×PBS洗板5次, 加50 μL酶标抗体, 酶标

抗体为HRP anti-DR5, 37 ℃孵育 0.5 h, 1×PBS
洗板5次, 加50 μL发光底物, 避光反应3 min检测

发光值. 
1.2.4 Western blot检测胃癌细胞系BGC823、SG-
C 7 9 0 1 细 胞 X I A P 的 变 化 :  将胃癌细胞

B G C823、S G C7901按每孔接种5×105个细

胞于6孔板中培养过夜. 加药组为伊立替康50 
μmol/L; hCTB006: 250 ng/mL, 联合用药组为

hCTB006(250 ng/mL)+伊立替康(50 μmol/L); 设
阴性对照组; 总体积为1 mL, 培养24 h. 收集胃

癌细胞BGC823、SGC7901, 3 000 r/min; 冰上

裂解后, 12 000 r/min, 离心5 min, 取上清, BCA
法蛋白定量. 电泳, 配制10%的分离胶和5%浓缩

胶, 蛋白上样量均为20 μg, 恒流至预染的maker
充分分离. 转膜, 100 V电压转膜1 h. 封闭, 5%的

脱脂牛奶封闭过夜. XIAP: β-actin按1∶3 000稀

释, 室温孵育1 h后, 用TBST洗膜3次, 10 min/次. 
加入山羊抗小鼠二抗, 按1∶3 000稀释, 室温孵

育1 h, TBST洗3遍, ECL显影曝光. 
统计学处理 用SPSS13.0软件进行统计学

分析, 组间比较采用ANOVA方差分析和t检验, 
P <0.05存在统计学意义. 

2  结果

2.1 人源DR5单抗hCTB006与伊立替康联合应

用对不同分化程度胃癌细胞的作用 伊立替康、

h C T B006单药以及两者联合用药对两种胃癌

细胞存活率的影响各不相同(图1). 伊立替康

单药对胃癌细胞的抑制增殖作用呈浓度依赖增殖作用呈浓度依赖作用呈浓度依赖

性, 浓度越高抑制作用越明显; hCTB006单药对

胃癌细胞SGC7901的抑制增殖作用较弱, 而对增殖作用较弱, 而对作用较弱, 而对

BGC823增殖有一定的抑制作用(P <0.05). 研究

表明50 μmol/L伊立替康单独作用于BGC823、
SGC7901细胞48 h, 细胞存活率分别为74%、

87%, 250 ng/mL hCTB006单独作用BGC823、
SGC7901细胞48 h, 细胞的存活率分别为85%、

94%, 然而当50 μmol/L伊立替康与250 ng/mL
的hCTB006联合用药时, BGC823细胞的存活

率降低到42%, 而SGC7901的存活率为83%. 根
据两种药物联合作用C I来评价联合用药对肿

瘤细胞是否有协同作用 ,  可见两者联合作用

后, 对BGC823有协同作用(CI = 0.67<1), 但对
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■创新盘点
本文采用ELISA文采用ELISA采用ELISA
方 法 检 测 细 胞
DR5的表达, 这种
方法不但可以反
映细胞整体DR5
的动态变化, 亦可
作为DR5的定量
检测指标.指标.. 

SGC7901表现为拮抗作用(CI = 1.01>1). 
2.2 ELSA法检测伊立替康对两种胃癌细胞DR5
表达的影响 不同浓度的伊立替康作用于胃癌细

胞BGC823、SGC7901后, 两者DR5的表达量均

没有明显变化(图2).
2.3 Western blot 检测hCTB006及伊立替康单

用及联合作用对胃癌细胞BGC823、SGC7901
细胞内凋亡相关蛋XIAP表达的影响 Western 
blot检测结果表明: 联合用药24 h后, 胃癌细胞

BGC823细胞内凋亡相关蛋白XIAP表达下降(图
3A), 而对SGC7901细胞内XIAP的表达并无明显

影响(图3B).

3  讨论

TRAIL又名凋亡素2配体(Apo2L), 是TNF超家

族中的一员, 目前发现其有5个受体能与TRAIL
进行特异性结合, 其中DR5和DR4与其配体结

合后可传导TRAIL凋亡信号, 其他3个受体诱骗

受体1、诱骗受体2和OPG能够阻止TRAIL凋

亡信号的传导而抵抗TRAIL诱导的细胞凋亡. 
TRAIL与DR4或DR5结合后, 将通过带有死亡结

构域的Fas相关蛋白(Fas-associated death domain, 
FADD)活化caspase-8和caspase-10, 并与之形

成死亡诱导信号复合体(DISC), 从而激活下游

caspase-3、caspase-6和caspase-7, 最终执行细胞

的凋亡程序[7]. TRAIL在肿瘤治疗中有良好的效

果, 但是和其他抗肿瘤药物一样, 某些恶性肿瘤他抗肿瘤药物一样, 某些恶性肿瘤抗肿瘤药物一样, 某些恶性肿瘤

对TRAIL并不敏感. 有文章报道[8-10]某些化疗药

可以提高肿瘤细胞DR5的表达从而增加TRAIL
的敏感性, 如紫花牡荆素、五味子酯、盐酸阿

柔比星均可以通过上调细胞DR5的表达从而增

强TRAIL的敏感性诱导细胞凋亡. 但TRAIL对人

正常肝细胞有不良反应作用. 因此, 如何避免在不良反应作用. 因此, 如何避免在作用. 因此, 如何避免在

解决TRAIL耐药性后对正常组织造成损伤仍有

待研究. 实验表明抗人DR5单克隆抗体能模拟

TRAIL诱导肿瘤细胞凋亡, 且对人正常肝细胞没

有不良反应作用不良反应作用作用[11,12]. 
我们采用ATPlite法检测伊立替康, hCTB006

及其两者联合对胃癌细胞BGC823、SGC7901
的杀伤作用, 结果显示50 μmol/L伊立替康单

独作用BGC823、SGC7901细胞48 h, 细胞存活

率分别为74%、87%, 250 ng/mL hCTB006单独

作用BGC823、SGC7901细胞48 h, 细胞的存活

率分别为85%、94%, 并没有明显抑制细胞的

生长; 然而当50 μmol/L伊立替康与250 ng/mL
的hCTB006联合作用时, BGC823细胞的存活

率降低到42%, 而SGC7901的存活率为83%. 对
BGC823有明显的协同作用, 对SGC7901则表现

为拮抗作用. 实验结果显示hCTB006与伊立替

康联合作用于BGC823、SGC7901效果是不一

样的, 对于低分化的BGC823作用较中分化的

SGC7901要显著. 这说明不同分化程度的胃癌细

胞对化疗药物联合作用敏感性不同. 组间比较

采用单因素的方差分析, 联合用药组与单独用
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图� �� ���������������������������  2  ���������������������������不同浓度伊立替康对两种胃癌细胞DR5表达水平的影响.� A: 伊立替康对BGC823DR5表达的影响; B: 伊立替康对

7901DR5表达的影响.

图� �� �������� ���������� 3   �������� ����������Western blot检测结果.� A: BGC823为Western blot检

测结果; B: SG7901为Western blot检测结果; 1: 空白对照; 

2: 伊立替康(50 μmol/L); 3: HCTB006(con: 250 ng/mL); 4: 

HCTB006(250 ng/mL)+伊立替康(50 μmol/L).
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■应用要点
本 文 为 化 疗 药文 为 化 疗 药为 化 疗 药
物 伊 立 替 康 与
分 子 靶 向 药 物
hCTB006联合作
用于胃癌机制的
研究, 为临床治疗
方案的选择及个
体化治疗提供一
定的参考价值.
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药组比较,有显著性差异.  
我们采用ELISA方法检测细胞DR5的表达

量,这种方法不仅可以检测细胞膜表面DR5的表

达量, 而且反映膜内膜外DR5的动态变化, 其可

作为DR5的定量检测. ELISA结果表明用伊立

替康处理胃癌细胞BGC823、SGC7901 48 h后, 
DR5的表达量无明显变化, 伊立替康可能未上调

DR5的表达. 
Vogler等[13]研究发现, TRAIL联合使用XIAP

的抑制剂后, 体内体外实验均可以抑制胰腺癌

的进展. Siegelin等[14]也发现TRAIL与XIAP的抑

制剂恩倍素联合作用于神经胶质瘤细胞后可协

同增效. 因此我们采用Western blot方法检测细

胞内XIAP的表达, 进一步探讨两者之间的关系. 
从Western blot结果来看, 伊立替康与hCTB006联
合作用于BGC823后, 细胞内抑制凋亡蛋白XIAP
水平明显降低, 而在SGC7901细胞中XIAP的表

达有上调的趋势. 由此可见, 伊立替康联合作用

hCTB006对低分化的胃癌细胞BGC823的协同

作用可能与XIAP的下调有关, 而对中分化胃癌

细胞SGC7901的拮抗作用可能XIAP的上调有关. 
XIAP是抑凋亡蛋白家族IAP中最有效的caspase
抑制物, 可以通过抑制caspase-3和caspase-7的活

性来抑制细胞凋亡[15]. 本实验通过研究伊立替

康与hCTB006联合作用于低分化的BGC823细
胞和中分化的SGC7901, 发现TRAIL介导的细胞

凋亡途径可能与细胞内XIAP的表达有关. 其作

用机制可能是: 在低分化BGC823细胞中联合用

药可使肿瘤细胞内XIAP的表达下降, 从而对cas-
pase的抑制作用减弱, 促进了TRAIL介导的细胞

凋亡通路, 而在SGC7901细胞中XIAP的表达升

高, 对caspase的抑制作用增加, 阻碍了TRAIL介
导的凋亡通路. 联合用药对于不同分化程度的

胃癌细胞存在差异, 其作用机制需进一步深入

研究. 本文为抗肿瘤药物的开发提供了一个新文为抗肿瘤药物的开发提供了一个新为抗肿瘤药物的开发提供了一个新

方向, 也对以后临床联合使用化疗药物提供了
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