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■背景资料
胃癌一经发现大
多数处于晚期, 且
治疗手段以化疗
为主, 但目前胃癌
化疗没有统一方
案, 如何通过药物
联合增加肿瘤细
胞的凋亡是研究
的关键.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of combined anti-
human death receptor 5 (DR5) monoclonal an-
tibody HCTB006 and 5-fluorouracil (5-FU) on 
the growth of human gastric cancer cell lines 
SGC-7901 and MKN28 and to explore possible 
mechanisms involved. 

METHODS: The ability of HCTB006 and 5-FU, 
alone or in combination, to inhibit the prolifera-
tion of SGC-7901 and MKN28 cells was mea-
sured by ATP-Lite assay. The expression of DR5 
on the surface of gastric cancer cells was exam-

ined by flow cytometry. The level of X-linked 
inhibitor of apoptosis (XIAP) and caspase 3 in 
treated cells was detected by Western blot.

RESULTS: SGC-7901 and MKN28 cells were less 
sensitive to HCTB006. Concentration- and time-
dependent cytotoxicity of 5-FU was exhibited in 
SGC-7901 and MKN28 cells. The combination of 
5-FU and HTCB006 exhibited a synergistic effect 
on the proliferation of SGC 7901 and MKN28 
cells. The positive rates of DR5 expression on 
the surface of SGC-7901 and MKN28 cells were 
93.8% and 87.7%, respectively. Western blot 
analysis revealed that combined HCTB006 and 
5-FU induced XIAP degradation and caspase 3 
activation.

CONCLUSION: The combination of 5-FU and 
HTCB006 exhibited a synergistic effect on the 
growth of SGC-7901 and MKN28 cells possibly 
via a mechanism associated with XIAP degrada-
tion. The in vitro sensitivity of gastric cancer cells 
to HCTB006 has no direct association with DR5 
expression.

Key Words: Death receptor 5; Combination agents; 
X-linked inhibitor of apoptosis; Gastric cancer
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摘要
目的: 探讨肿瘤坏死因子相关诱导配体受体
(DR5)的单克隆抗体HCTB006联合5-FU对人
胃癌细胞系7901、MKN28的作用以及机制. 

方法: 用ATPli te法检测HBCT006单药组、

5-FU单药组及两药物合用对胃癌细胞存活率
的影响, 研究两者之间的关系; 采用流式细胞
技术检测胃癌细胞系7901以及MKN28表面
DR5的表达水平; Western blot检测上述3组用
药后胃癌细胞内XIAP, caspase3的变化. 
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结果: 胃癌细胞系7901、MKN28对HCTB006
不敏感; 5-FU对二者的增殖抑制作用具有时
间以及浓度依赖效应; 联合用药组具有很好
的协同抑制胃癌细胞系增殖的效果, 且具有浓
度依赖效应, 与给药次序无关. 流式细胞技术
检测胃癌细胞系7901, MKN28表面死亡受体
DR5的表达依次为: 93.8%以及87.7%. 免疫迹
印结果表明, 联合用药组可以引发胃癌细胞内
凋亡抑制蛋白XIAP的降解, 激活最终凋亡执
行蛋白caspase3, 引起细胞死亡. 

结论: HTB006与5-FU联合应用具有协同杀伤
胃癌细胞的作用. 胃癌细胞7901、MKN28对
于HCTB006的敏感程度与细胞表面DR5的表
达量不相关; 联合用药作用机制可能与细胞
内抑制凋亡蛋白XIAP降解有关. 

关键词: 死亡受体5; 药物联合; 连锁凋亡抑制蛋白; 

胃癌

张择伟, 宁守斌, 沈恩允, 郭雷鸣, 赵亚娟, 王巧梅. HCTB006联

合5-FU对胃癌细胞系MKN28、7901的作用及其机制.  世界华

人消化杂志  2012; 20(7): 546-551

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/546.asp

0  引言

胃癌是世界范围内常见的恶性肿瘤之一, 全球

每年新发病例数占新发癌症病例总数的17%[1]. 
胃癌一经发现大多数处于晚期, 且治疗手段以

化疗为主, 但目前胃癌化疗没有统一方案, 如何

通过药物联合增加肿瘤细胞的凋亡是研究的关

键. 而胃癌的靶向药物治疗提供了新的治疗思

路, 其中针对肿瘤细胞表面死亡受体DR5的抗

体药物是目前研究热点, 他能够选择性地诱导

肿瘤细胞或转化细胞发生凋亡, 而对正常细胞

无明显毒性[2]. 本实验室通过研究DR5单克隆抗

体HCTB006联合5-FU作用于胃癌细胞系7901, 
MKN28, 观察其联合应用有无协同杀伤肿瘤细

胞的作用, 并初步探讨其可能的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞系MKN28, 7901购自美国模

式菌种收藏所(ATCC); 将胃癌细胞系MKN28, 
7901培养于含有100 mL/L的胎牛血清, 0.1%
青霉素+链霉素的DMEM培养基中, 置于孵箱

内, 37 ℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度下培养, 实验

时取对数生长期的细胞. 抗人DR5单克隆抗体

HCTB006由北京同为时代公司提供; caspase3购
自sellsignaling公司; XIAP, 山羊抗鼠单克隆抗体

以及ECL显影试剂盒均购自Santa Cruz公司; 胃
癌细胞培养材料、胎牛血清购自GIBCO公司; 
ATPlite检测试剂盒购自购自美国PerkinElmer
公司; 羊抗人IgG(H+L)RPE、羊抗人RPE购自

Southern Biotech公司; 5-FU为上海旭东海普药

业有限公司产品. 微孔板发光分析仪(BHP9504-
2)为北京滨松光子技术有限公司产品; 流式细胞

仪(CytomicsTM FC500)为美国Beckman Coulter公
司生产; 垂直电仪以及电转装置为Thermo EC公
司产品. 
1.2 方法

1.2.1 ATPlite法检测HCTB006与5-FU联合应用

对胃癌细胞系MKN28, 7901的杀伤[3]: 取对数

生长期胃癌细胞系MKN28, 7901, 胰酶消化后, 
细胞计数, 3000个/孔铺于96孔板中培养过夜. 
药物分为4组: HCTB006单药组, 5-FU单药组, 
HCTB006+5-FU联合用药组以及空白对照组. 
HCTB006U药物浓度梯度为: 500 ng/L, 250 ng/
L, 125 ng/L, 62.5 ng/L, 31.25 ng/L, 15.625 ng/L; 
5-FU药物浓度为: 500 μmol/L, 400 μmol/L, 300 
μmol/L, 200 μmol/L, 100 μmol/L, 50 μmol/L, 联
合用药为各单药浓度梯度的联合. 联合用药组

给药次序为: 序贯给药, 5-FU预处理24 h之后加

入HTB006组共同作用24 h; 同时给药组: 两药同

时作用48 h. ATPlite检测细胞存活率. 每孔加入

50 μL细胞裂解液, 震荡3 min; 吸取裂解上清50 
μL于酶标板中; 在酶标板中加入25 μL的发光液, 
震荡10 s后, 避光静置3 min. 将孵育好的酶标板

放入发光仪, 读取发光值. 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%. 实验重复3次, 取平均值. 
1.2.2 流式细胞术检测胃癌细胞系MKN28, 7901
死亡受体DR5的表达: 收集对数生长期的细胞, 
用含2% FBS的预冷PBS洗液1 500 r/min, 4 min, 
洗1次, 调整细胞密度为2×106个/mL, 分50 μL/
孔加入96孔圆底板中 .  设空白对照、底物对

照、HCTB006组3组, 底物对照组加入小鼠IgG, 
HCTB006终浓度为10 mg/L. 冰上孵育1 h. 洗液

洗2次, 再于每管中加入山羊抗小鼠IgG-RPE,
冰上孵育15 min, PBS洗2次, 每管加入300 μL
洗液重悬上流式细胞仪检测. 用流式专用软件

WinMI-D 2.9软件分析结果, 求出各株细胞结合

率(%). 实验重复3次, 取平均值. 
1.2.3 Western blot检测胃癌细胞7901, MKN28
细胞XIAP, caspase3的变化: 将胃癌细胞系7901, 
MKN28调整成1×106个/mL. 培养于6孔板中过

■研发前沿
研究表明胃癌细
胞对于TRAIL耐
药, 通过药物联合
杀伤肿瘤细胞是
研究的热点.
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表  1  不同给药次序细胞存活率的比较 (mean+SD)

     
HCTB006+5-FU                               MKN28                                7901

(ng/L +μmol/L)         同时         序贯            同时           序贯

500+600 13.48±0.028   2.89±0.115     8.17±0.068     4.49±0.009

250+400 13.71±0.059   3.56±0.062   13.89±0.058     7.95±0.019

125+300 15.01±0.031   3.51±0.251   21.72±0.202     9.48±0.121

62.5+125 16.39±0.116   8.24±0.340   69.08±2.036   27.66±0.168

31.25+62.5 51.86±0.186 47.20±0.272   90.27±0.279   87.10±0.141   

15.625+31.25 98.38±0.239 88.26±0.221 110.56±0.412 101.23±1.738

夜培养. 第2天药物处理, 给药浓度: 5-FU组: 250 
μmol/L; 500 μmol/L; HCTB006: 500 μg/L组: 联
合给药组: HCTB006(con: 500 ng/L)+5-FU(250 
μmol/L); HCTB006(500 ng/L)+5-FU(500 μmol/
L); 体积为2 mL, 培养24 h. 收集胃癌细胞7901, 
MKN28, 3 000 r/min; 离心5 min, 吸取上清, BCA
蛋白定量. 配制SDS-PAGE胶, 上层胶10%, 下层

胶5%. 每个泳道上样的j蛋白量均为30 mg/L, 电
泳至预染的Marker充分分离. 以30 V电压转膜1 
h转至PVDF膜上. 5%的脱脂牛奶封闭过夜. cas-
pase3, XIAP, β-actin按照说明稀释抗体, 室温孵

育2 h, TBST洗膜3次, 10 min/次. 加入1∶3 000稀
释的山羊抗小鼠二抗, 室温孵育1 h, TBST洗去

未结合的抗体, ECL显影, 曝光并拍照. 
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件, 计量

资料采用mean± SD表示, 采用One-way ANOVA
进行组间比较, 差异显著应用SNK-q检验进行组

间多重比较, P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 HCTB006单药作用于胃癌细胞7901以及

MKN28 24 h后细胞存活率 胃癌细胞系7901以
及MKN28对HCTB006不敏感; HCTB006高浓度

(500 ng/L)时对癌细胞系7901的抑制率仅为8%, 
对MKN28的抑制率为6%, 低浓度的药物对2株

胃癌细胞系存活率无明显影响(图1). 
2.2 5-FU单药作于胃癌细胞系7901、MKN28 24 
h及48 h对细胞存活率的影响 不同浓度的5-FU
对胃癌细胞系7901, MKN28具有明显的抑制细

胞增殖作用, 48 h细胞存活率低于24 h; 5-FU对

胃癌细胞系7901, MKN28的增殖抑制作用具有

时间以及浓度依赖效应, 差异具有统计学意义

(P <0.05, 图2). 
2.3 不同给药次序对胃癌系7901以及MKN28存

活的影响 联合用药组具有很好的协同抑制胃癌

细胞系7901以及MKN28增殖作用, 同时对细胞

增殖的抑制作用具有浓度依赖效应, 但无统计

学意义, 尚不能认为不同给药方式对细胞存活

的影响有明显差别(表1). 
2.4 5-FU组、HCTB006组以及联合用药组对于

胃癌细胞系MKN28, 7901存活率的影响 联合应

用5-FU以及HCTB006对胃癌细胞有很好的协

同抑制胃癌细胞系7901以及MKN28的作用, 与
HCB006组比较, 联合用药组和5-FU组差异显著

(P <0.05, 图3).
2.5 流式细胞术检测胃癌细胞系表面受体DR5表

达 胃癌细胞系7901, MKN28死亡受体DR5表达

量分别为: 93.8%及87.7%(图4). 
2.6 Western blot检测胃癌系细胞7901、MKN28
细胞XIAP, caspase3的变化 MKN28细胞内与凋
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B 图  1  HCTB006单药
作用于胃癌细胞7901
以及MKN28 24 h后
细胞存活率. A: 胃癌

细胞7901; B: 胃癌细

胞MKN28.

■相关报道
研究表明许多肿
瘤 ,  如 结 肠 癌、
胃癌、胰腺癌、
乳腺癌等均表达
DR5或者DR4, 且
DR5的表达量高
于 D R 4 ,  而 正 常
的细胞二者的表
达量很低或者不
表 达 ,  D R 5 是 在
TRAIL中诱导细
胞凋亡过程中起
主要作用的受体.
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亡相关蛋白XIAP, caspase3的表达变化见图5. 研
究结果表明HCTB006以及5-FU联合应用引起胃

癌细胞7901, MKN28胞内XIAP, caspase3的降解, 
降解程度与药物浓度有关. 单独应用HCTB006, 
5-FU未见XIAP, caspase3的降解. 

3  讨论

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(tumor necrosis 
factor related apoptosis inducing ligand, TRAIL)能
够通过细胞表面死亡受体DR4或者DR5介导肿

瘤细胞凋亡[4,5]. DR4或者DR5可以通过胞内段完

整的死亡结构域(death domain, DD)形成三聚体

募集胞质的某些连接蛋白, 形成死亡起始信号

复合物(death-inducing signaling complex, DISC)
继而活化caspase系统并触发细胞凋亡[6]. 研究表

明许多肿瘤, 如结肠癌、胃癌、胰腺癌、乳腺

癌等均表达DR5或者DR4, 且DR5的表达量高于

DR4, 而正常的细胞二者的表达量很低或者不表

达, DR5是在TRAIL中诱导细胞凋亡过程中起主

要作用的受体[7,8]. 目前许多体内外实验证实, 针
对DR5的单克隆抗体能够起到很好地抑制肿瘤细

胞生长的作用[9,10], 而且较TRAIL具有更好的特异

性. 然而胃癌细胞对TRAIL不敏感甚至耐药[11], 目
前为止DR5单抗作用于胃癌研究较少. 
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B 图  4  胃癌细胞系表面DR5
表达水平的差异(n  = 3). A: 胃

癌细胞系7901; B: 胃癌细胞系

MKN28.

■应用要点
本 研 究 发 现 ,  死
亡受体DR5单克
隆抗体药物对正
常 细 胞 无 作 用 , 
只特异杀伤肿瘤
细 胞 ,  通 过 与 化
疗药物联合应用, 
不仅可以降低化
疗 用 药 剂 量 ,  而
且具良好的靶向
性 ,  能 够 特 异 性
消灭肿瘤而对正
常组织没有损伤.
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HCTB006是DR5的单克隆抗体, 本研究结

果表明高浓度HCT006(500 ng/L)作用于胃癌细

胞系7901以及MKN28, 24 h后细胞抑制率仅为

8%以及6%, 表明胃癌细胞系7901以及MKN28
对于抗体HCTB006不敏感, 与文献报道胃癌细

胞对于TRAIL耐药结果一致. 据文献报道, 某些

化疗药物与TRAIL联合作用于胃癌细胞可以起

到协同杀伤肿瘤细胞的作用[12-14].  
为此我们采用临床胃癌一线化疗药物5-FU

联合HCTB006共同作用于肿瘤细胞, 观察其抑

制肿瘤效果. 研究结果表明, 5-FU与HCTB006联
合作用于胃癌细胞系可以起到很好地协同抑制

肿瘤细胞增殖的作用, 减少化疗药物剂量. 通过

与单药组比较, 联合用药组明显降低胃癌细胞

7901以及MKN28的存活率, 差异具有统计学意

义. 这与文献报道5-FU联合TRAIL作用协同作

用胃癌细胞结果一致[15]. 

目前为止胃癌细胞对于D R5激动剂的耐

药性机制尚未完全研究清楚, 与肿瘤细胞表面

受体表达量以及凋亡通路中多种促凋亡因子

以及抗凋亡因子相关. 为进一步研究5-FU以及

HCTB006联合应用杀伤胃癌细胞的作用机制, 
本研究从胃癌细胞表面DR5表达以及细胞内信

号通路凋亡相关蛋白XIAP, caspase3两方面进行

研究. 流式细胞技术结果表明: 胃癌细胞系7901
以及MKN28死亡受体呈高表达, 但HTCB006对

二者无明显抑制效果, 表明DR5的表达量高低与

胃癌细胞系对于DR5抗体药物敏感性无明显相

关, 这与目前研究结果一致[16]. 研究结果提示我

们: 胃癌细胞对于抗体药物的耐受以及联合用

药的作用有更深的机制需要进一步研究. 
连锁凋亡抑制蛋白(X-linked inhibitor of 

apoptosis protein, XIAP)是凋亡抑制蛋白家族中

最有效的caspase抑制物, 近年来发现XIAP在肿

瘤中高表达, 与肿瘤分化程度以及预后有关[17]. 
XIAP可以直接抑制caspase9, caspase3, caspase7, 
而发挥作用, 而最主要的是抑制caspase3的活性

从而抑制肿瘤细胞的凋亡[18]. 目前研究采用多种

方法如基因敲除[19], siRNA干预XIAP的合成[20]等

证实XIAP在凋亡通路中起重要的抗凋亡作用. 
有研究报道, 人乳腺癌DMA-231细胞对TRAIL
的抵抗与XIAP的表达和ERK激活有关[21], XIAP
的降解可以增加肿瘤细胞对TRAIL的敏感性[22].  

本研究采用Western blot技术研究HCTB006, 
5-FU单独以及联合作用对于胃癌细胞系7901, 
MKN28死亡受体通路信号蛋白XIAP, caspase3
的变化, 初步探讨其协同作用的机制. 结果表明, 
单独应用5-FU不能引起XIAP的降解, 但是联合

应用5-FU和HCB006能够明显引起XIAP的降解, 
同时相应的凋亡执行蛋白caspase3也相应降解, 
而且与联合用药浓度正相关. 这与最新的研究

结果[23]一致, 通过化疗药物硼替咗咪以及多柔比

星联合单克隆抗体TRA-8作用于耐乳腺癌细胞, 
细胞内BCL-2, XIAP蛋白降解, 激活内源性凋亡

通路. 
本实验研究表明 ,  H C T B006对胃癌细胞

7901以及MKN28的细胞增殖抑制作用较低, 通
过联合化疗药物5-FU可以极大增加对胃癌细胞

的杀伤作用, HTCB006对胃癌细胞的杀伤作用

与肿瘤细胞的表面DR5的表达量无明显相关; 联
合用药能够引起细胞内抗凋亡蛋白XIAP的降

解, 最终激活caspase3引起细胞凋亡, 但由于肿

瘤细胞耐药机制复杂, 抑制凋亡蛋白只是研究

的一个方面, 其中还有更多的机制需要进一步

探讨. 由于联合用药可在保证药效的同时降低

药物的剂量, 同时降低药物的不良反应, 对临床

应用有一定的指导意义. 
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