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■背景资料
诱骗受体3(decoy 
receptor 3, DcR3)
作 为 分 泌 性 蛋
白, 可以竞争性结
合FasL、LIGHT
和TRAIL,  抑制
FasL、LIGHT和
TRAIL介导的细
胞凋亡. 已有研究
表明, DcR3蛋白
在肝癌患者组织
和血清中表达升
高, 本研究进一步
阐述DcR3在肝癌
中的作用及其抗
凋亡相关机制.

Abstract
AIM
To detect the expression of decoy receptor 3 
(DcR3) in hepatoma cells, and to investigate its 
role in the biological features of hepatoma cells. 

METHODS
Real-time PCR and Western blot were used 
to detect the expression of DcR3 mRNA and 
protein in human hepatoma cell lines HepG2 
and Huh7 and normal hepatocytes (HL-7702 
and Chang liver). ELISA was used to detect 
the level of DcR3 protein in the supernatant 
of these four cell lines. A lentiviral vector 
carrying shRNA against DcR3 (LV-shDcR3) 
was synthesized and used to infect HepG2 and 
Huh7 cells, with the empty lentiviral vector 
as a control. After infection, the interference 
effects were determined by Western blot, cell 
proliferation was assessed by CCK-8 assay 
and colony forming assay, cell apoptosis 
was examined by flow cytometry, and the 
expression of apoptosis related protein like 
PARP was detected by Western blot. The 
expression of TRAIL, FasL and LIGHT before 
and after infection was also detected by 
Western blot. 

RESULTS
The expression of DcR3 was significantly 
increased in hepatoma cell lines HepG2 and 
Huh7 both at the mRNA and protein levels 
compared with normal hepatocytes. The levels 
of DcR3 in the supernatants of HepG2 and 
Huh7 cells were also increased. Compared 
with the mock group and empty lentiviral 
vector infected group, the LV-shDcR3 infected 
group showed reduced expression of DcR3, 
lower cell viability rate, and higher cell 
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■研发前沿
D c R 3 在 多 种 肿
瘤 细 胞 中 高 表
达 ,  其通过干扰
FasL、LIGHT和
TRAIL等配体而
发挥抗凋亡作用, 
目前主要在肿瘤
免疫、自身免疫
及移植免疫中研
究较多 .  但在不
同肿瘤中发挥作
用的具体机制仍
亟待解决.

apoptosis rate. The expression of TRAIL and 
FasL was increased after infection with LV-
shDcR3 in HepG2 and Huh7 cells. 

CONCLUSION
The expression of DcR3 is elevated in hepatoma 
cells. Down-regulation of the expression of 
DcR3 inhibits cell proliferation and induces cell 
apoptosis in hepatoma cells, via mechanisms 
that may be related with the TRAIL and FasL 
apoptosis pathway.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
了解诱骗受体3(decoy receptor 3, DcR3)在肝
癌细胞中的表达水平, 探讨其对肝癌细胞增
殖、凋亡的影响并探讨其分子机制. 

方法
采用real-time PCR、Western blot以及ELISA
等方法检测肝癌细胞HepG2和Huh-7与正常
肝细胞HL-7702和Chang liver中DcR3 mRNA
和蛋白的表达以及分泌水平. 设计和构建
DcR3小干扰RNA重组慢病毒(LV-shDcR3), 
感染HepG2和Huh-7细胞, 同时以空病毒载
体作为对照, Western blot验证沉默效果. 感
染后通过CCK-8和平板克隆形成实验观察
细胞增殖情况; 通过流式细胞术观察细胞凋
亡情况; 通过Western blot检测凋亡相关蛋白
如剪切型多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶的表
达情况. 通过Western blot方法检测转染前后
FasL、LIGHT和TRAIL等死亡配体的表达
情况. 组间比较采用单因素方差分析. 

结果
肝癌细胞HepG2和Huh-7中DcR3的mRNA和
蛋白表达水平与正常肝细胞相比明显升高, 
差异具有统计学意义. 细胞上清中DcR3的分
泌水平也明显升高. 与空白组和感染对照组
相比, 感染LV-shDcR3组, 肝癌细胞中DcR3
的表达显著降低, 细胞生存率明显降低, 早

期凋亡细胞比例明显升高, 凋亡相关蛋白表
达水平明显升高. 与感染前相比, 肝癌细胞
感染LV-shDcR3后, TRAIL和FasL的表达水
平明显升高. 

结论
DcR3在肝癌细胞中高表达, 下调肝癌细胞中
DcR3的表达可以抑制细胞的增殖, 促进细胞
凋亡, 其机制可能与TRAIL和FasL凋亡通路
有关. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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细胞凋亡

核心提要: 本研究应用细胞和分子生物学手段, 
发现诱骗受体3(decoy receptor 3, DcR3)在肝癌

细胞中高表达, 下调DcR3可以有效地抑制肝癌

细胞的增殖能力, 诱导肝癌细胞凋亡, 其机制可

能与阻断FasL和TRAIL介导的细胞凋亡途径有

关, 为临床治疗肝癌提供新的思路和靶点. 
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0  引言

诱骗受体3(decoy receptor 3, DcR3)是一种分

泌性蛋白, 其通过竞争性结合FasL、LIGHT和
TRAIL, 抑制FasL、LIGHT和TRAIL介导的细

胞凋亡, 在肿瘤免疫逃逸以及免疫反应的调

节中扮演重要的角色[1-3]. 近年来, DcR3在肿瘤

中的研究逐渐受到重视[4-6]. 肝癌是临床上最

常见的恶性肿瘤之一, 由于其恶性程度高, 发
病隐匿, 临床发现时多已为晚期, 且治疗困难, 
预后极差, 肝癌死亡率居肿瘤死亡率的第3位, 
严重威胁着人类的健康[7,8]. 已有研究[9,10]表明, 
DcR3蛋白在肝癌患者组织和血清中表达升高, 
但DcR3在肝癌中的作用及其相关机制研究鲜

见报道. 本研究首先检测肝癌细胞中DcR3的
表达水平, 观察通过DcR3小干扰RNA重组慢

病毒技术下调肝癌细胞中DcR3的表达对细胞

增殖、凋亡的影响, 通过比较干扰前后细胞内

TRAIL、LIGHT和FasL的表达, 拟揭示DcR3对
肝癌细胞生物学特性的影响及其相关机制. 
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■相关报道
陈刚等通过对肝
癌患者样本检测
发 现 D c R 3 在 肝
癌组织和血清中
表达升高 ,  提示
DcR3可能在肝癌
的发生发展中起
重要作用. DcR3
在胰腺癌的研究
中较为深入 ,  体
内 体 外 均 显 示
DcR3在胰腺癌中
高表达, 且DcR3
的 过 表 达 阻 断
FasL与介导的细
胞凋亡.

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞株HepG2和Huh7及人正

常肝细胞株H L-7702和C h a n g l i v e r均购自

中国科学院上海细胞生物研究所 ;  脂质体

Lipofectamine2000购自美国Invitrogen公司; 
DcR3、PARP、TRAIL、LIGHT、FasL、
GAPDH一抗均购自美国Abcam公司. TRIzol(美
国Invitrogen公司); 逆转录试剂盒(日本TakaRa
公司); 荧光定量PCR试剂盒(日本TakaRa公司); 
CCK-8试剂盒(日本同仁株式会社); Annexin 
V-FITC Apoptosis Dection kit(Bection Dickinson, 
美国).
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人肝癌细胞株HepG2和Huh7
及人正常肝细胞株HL-7702和Chang liver均采

用含10%胎牛血清, 100 μ/mL青霉素, 100 μ/mL
链霉素的DMEM培养液, 常规培养于37 ℃、

50 mL/L CO2恒温孵育箱中, 根据细胞生长情况, 
2-3 d传代1次, 取对数生长期的细胞用于实验.
1.2.2 慢病毒感染细胞: 根据GenBank中DcR3
的基因序列(NM_003823), 利用Invitrogen公
司在线设计软件(Block-IT RNAi Designer), 按
照RNAi设计原则, 设计针对DcR3的siRNA序

列. siRNA序列为: 5'-CGCUGCAGCCUCUU 
GAUGGAGAUGUCC-3'. 针对靶向DcR3小干

扰RNA重组慢病毒由上海和元生物有限公司

包装和滴度测定. 将细胞悬液以5×104个接种

于6孔板中, 感染前弃去培养基, 更换为新鲜培

养基. 根据病毒滴度结果按MOI 50 U/cell 加入

病毒上清, 37 ℃培养12 h后更换培养基, 72 h后
观察感染效率. 同时用空载体病毒感染细胞作

为阴性对照. 通过在荧光显微镜下观察GFP绿
色荧光细胞判断转染效率. 可见在干扰实验组

和阴性对照组转染率均>90%, 而空白对照组

转染率接近0.
1.2.3 Real-t ime PCR检测mRNA表达水平: 
TRIzol法提取细胞总RNA, 采用逆转录试剂盒

将总RNA的mRNA反转录成cDNA第一链, 以
合成的cDNA为模板, 加入上下游引物, 按照

荧光定量PCR试剂盒说明书进行操作, 最后在

ABI7500仪器上进行基因扩增. PCR反应条件

为: 95 ℃预变性30 s; 95 ℃变性5 s, 60 ℃退火

并延伸34 s, 进行40个循环. 收集每个PCR延伸

期的荧光, 反应产物经溶解曲线检测特异性, 经
SDS2.2软件分析循环阈值(Ct)值. 以GAPDH作

为内参, 采用2-△△Ct表示计算mRNA的表达, 其
中△△Ct = △Ct实验组-△Ct对照组, △Ct = Ct靶基因

-Ct内参基因. 
1.2.4 Wes te rn b lo t检测细胞内蛋白的表达: 
RIPA裂解细胞, BCA蛋白定量试剂盒定量后, 
取20 μg蛋白, 于100 ℃变形10 min后进行10%
十二烷基硫酸钠/聚丙烯酰胺(SDS-PAGE)电
泳, 转移至PVDF膜上. 5%脱脂蛋白室温封闭

2 h, 加入适量的一抗, 4 ℃孵育过夜, 0.1%的

PBST漂洗3次, 5 min/次. 加辣根过氧化物酶标

记的二抗, 室温孵育1 h后, PBST洗3次, 5 min/次. 
结果用ECL-Plus化学发光试剂盒检测, X光胶

片曝光、显影、定影、观察结果. 
1.2.5 CCK-8检测细胞活性: 应用CCK-8试剂盒

检测细胞增殖情况, 细胞以5000个每孔的浓度

铺于96孔板中, 培养24、48、72 h后, 每孔加入

10 μL CCK-8溶液, 继续孵育2 h后用酶标仪测

定450 nm波长处的吸光度值. 
1.2.6 平板克隆形成实验: 细胞按实验要求处

理24 h后, 胰酶消化吹打, 使形成单个细胞, 以
每板约200个细胞的密度接种于6孔板中. 2-3 d
换液1次, 直至出现肉眼可见的克隆时, 终止培

养, PBS洗板3次, 甲醇固定15 min后结晶紫染

色15 min, 然后用流水洗去多余的染液, 空气干

燥, 拍照并计数克隆形成数. 实验结果取3组独

立实验结果的平均值. 
1.2.7 流式细胞术检测细胞凋亡: 各组细胞处理

24 h后, 用不含乙二胺四乙酸胰酶消化收集细

胞, 采用Annexin V-FITC Apoptosis Dection kit
检测细胞凋亡率. 

统计学处理 采用S P S S13.0统计软件进

行统计学处理 ,  成正态分布的计量资料以

means±SD表示, 组间比较用单因素方差分析, 
P <0.05表示差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 肝癌细胞中DcR3的表达情况 与正常肝细

胞HL-7002和Chang liver相比, 肝癌细胞HepG2
和Huh7中DcR3的mRNA和蛋白表达水平均明

显增高, 差异均有统计学意义(P <0.05, 图1A, 
B). 肝癌细胞HepG2和Huh7上清中DcR3的分

泌水平比正常肝细胞HL-7002和Chang liver
也明显升高, 差异具有统计学意义(P <0.05, 图
1C). HepG2和Huh7细胞感染LV-shDcR3后, 
DcR3蛋白表达显著下降(图2). 
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■创新盘点
本研究从细胞和
分子生物学水平, 
发现DcR3在肝癌
细胞中高表达, 下
调DcR3可以有效
地抑制肝癌细胞
的增殖能力, 诱导
肝癌细胞凋亡, 其
机制可能与阻断
FasL和TRAIL介
导的细胞凋亡途
径有关.

2.2 下调DcR3表达抑制肝癌细胞的增殖 应用

CCK-8法在不同时间点检测细胞生存情况, 结
果显示, Huh7细胞感染LV-shDcR3组, 其细胞

生存率在转染后24、48、72 h, 均低于空白组

和感染对照组, 差异均有统计学意义(P <0.05, 
图3A); HepG2细胞与Huh7细胞结果相似, 其
感染LV-shDcR3后, 生存率显著低于空白组和

感染对照组, 差异具有统计学意义(P <0.05, 图
3B). 克隆形成实验结果显示, HepG2细胞中感

染LV-shDcR3组的细胞克隆形成数为3.25%±

0.12%, 明显低于空白组(5.24%±0.35%)和感

染对照组(5.18%±0.33%), 差异具有统计学意

义(P <0.05). Huh7细胞中感染LV-shDcR3组的

细胞克隆形成数为3.76%±0.15%, 明显低于空

白组(5.09%±0.31%)和感染对照组(4.89%±

0.27%), 差异具有统计学意义(P <0.05, 图3C). 

2.3 下调DcR3的表达对肝癌细胞凋亡的影响 
流式检测细胞早期凋亡情况, 结果显示, 与空

白组和感染对照组相比, Huh7细胞感染LV-
shDcR3组, 其早期凋亡细胞比列显著增多, 差
异均有统计学意义(图4A); HepG2细胞与Huh7
细胞结果相似, 其感染LV-shDcR3后, 早期凋

亡细胞比例明显高于空白组和感染对照组(图
4B). 在肝癌细胞HepG2和Huh7中, 与空白组和

感染对照组相比, 感染LV-shDcR3组凋亡标志

蛋白剪切型PARP表达明显增多, 差异具有统

计学意义(图4C, D). 
2.4 干扰D c R3的表达对死亡配体T R A I L、
LIGHT和FasL表达的影响 对细胞内死亡配体

TRAIL、LIGHT和FasL的检测发现, HepG2和
Huh7中感染LV-shDcR3组与空白组和感染对照

组相比, TRAIL、FasL的表达上调, 差异具有统
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图  1  细胞中DcR3的表达情况. A: Western blot方法检测正常肝细胞和肝癌细胞中DcR3的蛋白表达情况; B: PCR方法

检测正常肝细胞和肝癌细胞中DcR3 mRNA的表达情况; C: ELISA方法检测上清中DcR3的分泌水平. aP<0.05 vs  Chang 

liver细胞组. DcR3: 诱骗受体3.
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图  2  肝癌细胞中感染LV-shDcR3后DcR3的抑制效果. A: Huh7细胞感染病毒后, DcR3的蛋白表达水平; B: HepG2细

胞感染病毒后, DcR3的蛋白表达水平; C: Huh7细胞感染病毒后, DcR3的mRNA表达水平; D: HepG2细胞感染病毒后, 

DcR3的mRNA表达水平. aP<0.05 vs  mock组. DcR3: 诱骗受体3.



梁冬雨, 等. 沉默诱骗受体3的表达对肝癌细胞生物学特性的影响

2017-01-28|Volume 25|Issue 3|WCJD|www.wjgnet.com 238

■应用要点
本研究发现下调
D c R 3 可 以 有 效
地抑制肝癌细胞
的增殖能力 ,  诱
导肝癌细胞凋亡, 
且机制可能与阻
断FasL和TRAIL
介导的细胞凋亡
途径有关.

计学意义, LIGHT的表达无明显变化(图5). 

3  讨论

DcR3是肿瘤坏死因子受体超家族的新成员, 
定位于染色体20q13.3区. 人类DcR3分子编码

一条由300个氨基酸组成的多肽链, 包括N端前

一个由29个氨基酸残基构成的信号肽序列和

随后的4个相对保守的半胱氨酸残基富集区. 
由于缺乏明显的跨膜序列, DcR3是一个可溶

性、分泌性蛋白, 其通过竞争性地与多种配体

相结合, 参与调节能力代谢, 细胞周期, 凋亡等

重要的细胞活动过程[11,12]. 

大量研究[13-15]证实, DcR3在多种肿瘤细

胞中高表达, 其通过干扰相应配体的抗凋亡作

用和免疫调节而在肿瘤免疫、自身免疫及移

植免疫中发挥重要作用. 体外细胞实验发现

DcR3能有力地阻断Fasl诱导的人类胰腺癌细

胞和肺纤维母细胞的凋亡[16,17]. 对神经胶质细

胞瘤患者及细胞系的体内体外研究[18,19]发现, 
肿瘤细胞高表达DcR3可有效地阻断LIGHT介
导的细胞凋亡. Chen等[9]通过对肝癌组织、癌

旁组织和正常组织进行组织化学检测, 发现肝

癌组织中DcR3的表达远远大于其他组织, 说
明DcR3蛋白可能在肝癌的发生发展中起重要
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图  3  下调DcR3表达抑制肝癌细胞的增殖. A, B: CCK-8方法检测肝癌细胞中下调DcR3的表达对细胞增殖的影响; A: 

Huh7细胞; B: HepG2细胞; C: 克隆形成实验检测肝癌细胞中下调DcR3的表达对细胞克隆形成的影响. aP<0.05 vs  mock

组. DcR3: 诱骗受体3.
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图  4  下调DcR3的表达对肝癌细胞凋亡的影响. A: 流流式细胞术检测Huh7细胞中下调DcR3的表达对细胞凋亡的影响; 

B: 流式细胞术检测HepG2细胞中下调DcR3的表达对细胞凋亡的影响; C: Western blot方法检测Huh7细胞中下调DcR3

的表达对凋亡标志性蛋白PARP表达的影响; D: Western blot方法检测HepG2细胞中下调DcR3的表达对凋亡标志性蛋白

PARP表达的影响. aP<0.05 vs  mock组. DcR3: 诱骗受体3.
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■名词解释
可溶性受体 :  是
一种缺乏穿膜结
构域的受体 ,  其
可以游离在胞浆
中 ,  竞争性结合
FasL、LIGHT和
T R A I L 等 配 体 , 
抑制其与相应受
体结合 ,  抑制相
应死亡受体信号
通路 ,  进而抑制
凋亡的发生.

作用. DcR3基因在肝癌细胞中的表达和对肝

癌细胞生物学活性的影响及其机制尚待进一

步证实. 
肝癌是一种发病隐匿却又高度恶性的肿

瘤性疾病. 本研究通过检测正常肝细胞与肝

癌细胞中DcR3的表达发现, DcR3在肝癌细胞

中表达明显上调, 这提示DcR3可能作为一个

癌基因参与肝癌的发生发展. 为进一步研究

DcR3在肝癌中发生发展的作用及机制, 本研

究构建靶向DcR3小干扰RNA重组慢病毒, 并
将其感染肝癌细胞验证其干扰效果. 结果发现

下调DcR3的表达可以抑制肝癌细胞株HepG2
和Huh7细胞的增殖和克隆形成能力. 

本研究通过流式细胞术以及Western blot
检测凋亡标志蛋白剪切型PA R P的表达情况

发现, 下调DcR3的表达能够明显减少早期凋

亡细胞比例, 增加凋亡标志蛋白的表达, 表明

RNA干扰沉默DcR3基因表达可以促进细胞凋

亡. 随着对肿瘤研究的不断深入, 人们逐渐认

识到肿瘤的发生不仅与细胞增殖的增加有关, 
也与肿瘤细胞凋亡减少密切相关[20,21]. 凋亡通

路的紊乱/凋亡促进因子的抑制/凋亡抑制因子

过表达以及凋亡基因表达失控都会导致肿瘤

的发生、发展, 而且凋亡紊乱还导致肿瘤细胞

对化疗药物的抵抗[22-25]. 死亡受体信号途径是

诱导凋亡的外源性途径, 也是目前比较成熟的

信号转导途径. TRAIL、LIGHT和FasL等死亡

配体通过与相应受体结合后, 激活死亡受体信

号通路, 进而诱导凋亡的发生[26-28]. 既往在胰腺

癌的体内及体外实验显示, DcR3的过表达阻

断FasL和TRAIL死亡受体结合介导的细胞凋

亡, 导致肿瘤细胞的清除障碍[29,30]. 本研究通过

检测干扰DcR3基因表达前后TRAIL、LIGHT
和FasL等死亡配体的表达发现, 沉默DcR3基
因表达能够明显抑制FasL和TRAIL的表达, 而
LIGHT的表达无显著变化, 提示干扰肝癌细胞

DcR3的表达, 抑制肝癌细胞凋亡的机制可能与

阻断FasL和TRAIL介导的细胞凋亡途径有关. 
总之, 本研究发现了DcR3在肝癌细胞中

高表达, 下调DcR3可以有效地抑制肝癌细胞

株HepG2和Huh7的增殖能力, 诱导肝癌细胞发

生凋亡, 其机制可能与阻断FasL和TRAIL介导

的细胞凋亡途径有关. 本研究揭示了DcR3基
因在肝癌发生发展中的作用及其相关机制, 为
临床靶向治疗肝癌提供新的思路. 
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■同行评价
本 文 揭 示 了
D c R 3 在 肝 癌 细
胞中的表达及抗
凋亡作用 ,  其机
制 可 能 与 阻 断
FasL和TRAIL介
导的细胞凋亡途
径有关 ,  为临床
治疗肝癌提供新
的思路和靶点.
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