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　　［摘　要］　目的　应用干扰素（ＩＦＮγ）诱导神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ）细胞ｃａｓｐａｓｅ８的表达并观察其
是否可以恢复ＮＢ细胞对肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ）的敏感性。方法　应用ＲＴＰＣＲ方法检测ＩＦＮγ
作用前后ＮＢ细胞ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ的表达；应用 ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ法及流式细胞术检测 ＩＦＮγ、ＴＲＡＩＬ、ＩＦＮγ＋ＴＲＡＩＬ、
ＩＦＮγ＋ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂ｚＩＥＴＤＦＭＫ＋ＴＲＡＩＬ对ＮＢ细胞生长及凋亡的影响；应用比色法测定ＮＢ细胞ｃａｓｐａｓｅ８相
对活性。结果　对 ＴＲＡＩＬ敏感的 ＣＨＰ２１２细胞表达 ｃａｓｐａｓｅ８，且经 ＩＦＮγ处理后 ｃａｓｐａｓｅ８表达水平逐步增加；对
ＴＲＡＩＬ不敏感的ＳＹ５Ｙ细胞不表达ｃａｓｐａｓｅ８，ＩＦＮγ作用后其ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ表达明显增加。ＩＦＮγ与 ＴＲＡＩＬ联用
对ＳＹ５Ｙ细胞有明显诱导凋亡作用。ＣＨＰ２１２细胞ｃａｓｐａｓｅ８相对活性随ＴＲＡＩＬ作用时间的延长逐步升高；ＩＦＮγ与
ＴＲＡＩＬ联合作用的ＳＹ５Ｙ细胞ｃａｓｐａｓｅ８相对活性明显高于未加药物处理的对照组、ＩＦＮγ组、ＴＲＡＩＬ组及抑制剂组。
结论　 表达ｃａｓｐａｓｅ８的ＮＢ细胞对ＴＲＡＩＬ的诱导凋亡作用敏感，ＴＲＡＩＬ诱导 ＮＢ细胞凋亡过程中伴随 ｃａｓｐａｓｅ８
活性的增加。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（１１）：９０２－９０７］
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Ｃａｓｐａｓｅ８ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔａｂｌｅｉｎＣＨＰ２１２ｃｅｌｌｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｔｏＴＲＡＩＬ，ｗｉｔｈａｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＩＦＮγ．Ｃａｓｐａｓｅ８ｗａｓｕｎｄｅｔｅｃｔａｂｌｅｉｎＳＨＳＹ５Ｙ（ＳＹ５Ｙ）ｃｅｌｌｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏＴＲＡＩＬ，ｂｕｔａｎ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡｗａｓｆｏｕｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＩＦＮγ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ＴＲＡＩＬｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＩＦＮγ
ｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ８ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣＨＰ２１２ｃｅｌｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｌｏｎｇｅｄＴＲＡＩＬ
ａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ８ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＹ５ＹｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＩＦＮγ＋ＴＲＡＩＬｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＩＦＮγ，ＴＲＡＩＬａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＮＢｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｃａｓｐａｓｅ８ａｒｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｔｏＴＲＡＩＬ．
ＴＲＡＩＬｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＮＢｃｅｌｌｓｗｉｔｈａｎｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ８ａｃｔｉｖｉｔｙ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１０，１２（１１）：９０２－９０７］
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　　肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏ
ｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）是

肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）超家族中的一员，与 ＴＮＦ、
ＦＡＳＬ（ＦＡＳ配体）不同的是 ＴＲＡＩＬ只能诱导肿瘤起
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源或转化细胞凋亡，并不诱导人体正常细胞凋

亡［１］。ＴＲＡＩＬ的抗肿瘤活性在体内应用于人乳腺
癌、结肠癌和鼠神经胶质瘤异种移植当中，这些特性

使ＴＲＡＩＬ成为一种低毒而有前途的抗肿瘤药。大
多数神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ）细胞株因其
半胱天冬氨酸蛋白酶８（ｃｙｓｔｅｉｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｓｐａｒａｔｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ，ｃａｓｐａｓｅ８）表达的缺失而对 ＴＲＡＩＬ
诱导的凋亡不敏感，如何恢复 ＮＢ细胞中 ｃａｓｐａｓｅ８
的表达及其对ＴＲＡＩＬ的敏感性成为当前ＮＢ研究的
一个热点问题。本研究中用γ干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，
ＩＦＮγ）和ＴＲＡＩＬ联合作用于 ＮＢ细胞株 ＣＨＰ２１２和
ＳＨＳＹ５Ｙ（ＳＹ５Ｙ），探讨ＮＢ细胞对ＴＲＡＩＬ抵抗的分
子机制，以及 ＩＦＮγ与 ＴＲＡＩＬ联用是否可以克服肿
瘤耐药性，为ＴＲＡＩＬ的临床应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　人神经母细胞瘤细胞株 ＣＨＰ２１２、ＳＹ５Ｙ由
美国国立卫生研究院ＣａｒｏｌＪ．Ｔｈｉｅｌｅ教授提供。
１．１．２　主要试剂　　重组人可溶性 ＴＲＡＩＬ、ＩＦＮγ
购自英国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司。Ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂 ｚＩ
ＥＴＤＦＭＫ和 ｃａｓｐａｓｅ８活性检测试剂盒购自英国
Ｒ＆Ｄ公司。动物ＲＮＡＯＵＴ购自天泽基因工程有限
公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒、ＤＮＡ聚合酶购自大连宝生物
工程有限公司。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ试剂盒购自美国
ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ公司。ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ试剂为美国 ＴｒｅｋＤｉａｇ
ｎｏｓｔｉｃ公司产品。
１．２　方法
１．２．１　Ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ表达的检测　　应用 ＲＴ
ＰＣＲ技术检测。收获 １００μｇ／ＬＩＦＮγ处理 ２４、４８、
７２ｈ的ＣＨＰ２１２细胞；收获１００μｇ／ＬＩＦＮγ处理６、
１２、２４、４８、７２ｈ的 ＳＹ５Ｙ细胞；按动物 ＲＮＡＯＵＴ使
用手册提取细胞总 ＲＮＡ，按照 ＴａＫａＲａ逆转录试剂
盒说明书合成ｃＤＮＡ，取ｃＤＮＡ３μＬ进行 ＰＣＲ反应
（βａｃｔｉｎ为内参照），ＲＴＰＣＲ按照 ＴａＫａＲａ逆转录
试剂盒说明书进行操作。Ｃａｓｐａｓｅ８引物序列为５′
ＧＡＴＡＴＴＧＧＧＧＡＡＣＡＡＣＴＧＧＡＣ３′（正义），５′ＣＡＴＧＴ
ＣＡＴＣＡＴＣＣＡＧＴＴＴＧＣＡ３′（反义），扩增产物３８６ｂｐ。
内参照基因 βａｃｔｉｎ序列为 ５′ＧＡＧＧＧＧＣＧＣ
ＣＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡ ３′（正 义），５′ＣＴＣＣＴＴＡＴＴＧＴ
ＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′（反义），扩增产物 ６９０ｂｐ。
ＰＣＲ产物电泳后，用 Ｔａｎｏｎ２０２０型凝胶扫描成像分
析系统扫描ＰＣＲ产物强度，以 ｃａｓｐａｓｅ８密度／βａｃ
ｔｉｎ密度比值表示ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ的相对含量。

１．２．２　细胞活力的测定　　应用ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ还原
率测定 ＣＨＰ２１２和 ＳＹ５Ｙ细胞活力。实验分组如
下：１）对照组（细胞培养液中不加任何药物）；２）
ＣＨＰ２１２细胞实验分３组：①不同浓度 ＴＲＡＩＬ（１０、
２５、５０、１００、２００μｇ／Ｌ）处理 ２４ｈ；②１００μｇ／Ｌ
ＴＲＡＩＬ作用不同时间（４ｈ、８ｈ、１６ｈ、２４ｈ）；③
ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂组，即先加ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂ｚＩＥＴＤ
ＦＭＫ（５μｍｏｌ／Ｌ）预处理１ｈ再加不同浓度ＴＲＡＩＬ继
续培养２４ｈ或加１００μｇ／ＬＴＲＡＩＬ作用不同时间。
３）ＳＹ５Ｙ细胞实验分组如下：①ＴＲＡＩＬ组：用无
ＩＦＮγ的培养液培养 ４８ｈ后，再用 ０、５０、２００μｇ／Ｌ
ＴＲＡＩＬ处理２４ｈ；②ＩＦＮγ＋ＴＲＡＩＬ组：用１００μｇ／Ｌ
ＩＦＮγ处理４８ｈ后，再用０、５０、２００μｇ／ＬＴＲＡＩＬ处理
２４ｈ；③ＩＦＮγ＋ｚＩＥＴＤＦＭＫ＋ＴＲＡＩＬ组：用１００μｇ／Ｌ
ＩＦＮγ处理 ４８ｈ后，先加 ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂 ｚＩＥＴＤ
ＦＭＫ（５μｍｏｌ／Ｌ）预处理１ｈ再加不同浓度ＴＲＡＩＬ继
续培养２４ｈ。按实验步骤结束加药后，在每个培养
周期的最后４ｈ每孔加入１０μＬＡｌａｍａｒＢｌｕｅ，３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中继续孵育至结束，酶标仪５４０ｎｍ、
６２０ｎｍ波长下分别测定各孔吸光度，并计算还原率。

还原率％ ＝（Ａ５４０Ａ６２０×Ｒ）×１００，其中 Ｒ＝
（ＡＡ５４０ＡＲ５４０）／（ＡＡ６２０ＡＲ６２０）
ＡＡ５４０：波长 ５４０ｎｍ时 ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ对照的吸光度；
ＡＲ５４０波长 ５４０ｎｍ时 ＲＰＭＩ１６４０对照的吸光度；
ＡＡ６２０：波长 ６２０ｎｍ时 ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ对照的吸光度；
ＡＲ６２０波长６２０ｎｍ时ＲＰＭＩ１６４０对照的吸光度；
Ａ５４０：波长５４０ｎｍ时样品的吸光度；Ａ６２０：波长６２０ｎｍ
时样品的吸光度。

１．２．３　细胞凋亡检测　　ＣＨＰ２１２细胞分为 １０、
５０、２００μｇ／ＬＴＲＡＩＬ处理２４ｈ组及相应的ｃａｓｐａｓｅ８
抑制 剂 组。ＳＹ５Ｙ 细 胞 分 组：ＴＲＡＩＬ（１０，５０，
２００μｇ／Ｌ）组，ＩＦＮγ（１００μｇ／Ｌ）＋ＴＲＡＩＬ组及ＩＦＮγ
＋ｚＩＥＴＤＦＭＫ（５μｍｏｌ／Ｌ）＋ＴＲＡＩＬ组。加药处理结
束后收获细胞，ＰＢＳ洗两遍后，用２５０μＬ结合缓冲
液重新悬浮细胞，调节细胞浓度为 １０６／ｍＬ；取
１００μＬ细胞悬液于流式管中，加５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ和
１０μＬＰＩ，室温下闭光染色１５ｍｉｎ后，再加４００μＬ
ＰＢＳ，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。
１．２．４　Ｃａｓｐａｓｅ８相对活性的测定　　ＣＨＰ２１２细
胞实验分３组：对照组（未用任何药处理），ＴＲＡＩＬ
组（１００μｇ／ＬＴＲＡＩＬ处理４、８、１６、２４ｈ），抑制剂组
（先加ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂５μｍｏｌ／ＬｚＩＥＴＤＦＭＫ预处
理１ｈ后再用１００μｇ／ＬＴＲＡＩＬ处理４、８、１６、２４ｈ）。
ＳＹ５Ｙ细胞实验分５组：对照组（未用任何药处理）；
·３０９·
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ＩＦＮγ组（１００μｇ／ＬＩＦＮγ处理４８ｈ后换正常培养液
继续培养２４ｈ）；ＴＲＡＩＬ组（用正常培养液培养４８ｈ
后，再用２００μｇ／ＬＴＲＡＩＬ处理２４ｈ）；ＩＦＮγ＋ＴＲＡＩＬ
组（用１００μｇ／ＬＩＦＮγ处理４８ｈ后，再用２００μｇ／Ｌ
ＴＲＡＩＬ处理２４ｈ）；抑制剂组（用１００μｇ／ＬＩＦＮγ处
理４８ｈ后，先加５μｍｏｌ／ＬｚＩＥＴＤＦＭＫ预处理１ｈ再
加２００μｇ／ＬＴＲＡＩＬ继续培养２４ｈ）。实验步骤按试
剂盒说明书进行。每一实验重复３次。
１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计分析。实验
结果用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，各组间均数比较
用方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测 ＩＦＮγ对 ＮＢ细胞 ｃａｓｐａｓｅ８表
达的影响

ＣＨＰ２１２细胞表达 ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ，１００μｇ／Ｌ
ＩＦＮγ处理２４、４８、７２ｈ后ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ的表达水
平逐步增加。对照组与ＩＦＮγ组ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ的
相对表达量分别为０．４８６±０．０２３、０．７２４±０．０３２、
１．３８３±０．０８７、１．３９３±０．０３３，各实验组与对照组比
较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；作用４８ｈ、７２ｈ
的ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ水平明显高于２４ｈ组（Ｐ＜０．０１）。
见图１。ＳＹ５Ｙ细胞对照组未检测到 ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲ
ＮＡ的表达；１００μｇ／ＬＩＦＮγ作用１２ｈ开始检测到
ＳＹ５Ｙ细胞ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ的表达，并且随ＩＦＮγ作
用时间的延长而增强（Ｐ＜０．０１）。ＩＦＮγ作用 １２、
２４、４８、７２ｈ组 ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ的相对表达量分别
为０．４６７±０．０１７、０．８５８±０．０２３、１．６９８±０．０６１、
１．７２３±０．０４８，作用７２ｈ的ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ水平与
４８ｈ比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），其余各组间
比较差异均有统计学意义。见图２。
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图１　ＩＦＮγ对ＣＨＰ２１２细胞ｃａｓｐａｓｅ８表达的调节
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图２　ＩＦＮγ对ＳＹ５Ｙ细胞ｃａｓｐａｓｅ８表达的调节

２．２　ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ法测定细胞还原率
ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ法测定细胞还原率的主要原理是

ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ能被生长良好的细胞摄入，细胞内的还
原环境将变为红色；而生长抑制的细胞维持的氧化

环境则使其保持原有的蓝色。检测两个颜色波长吸

光度则可计算出ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ的还原率，从而定量细
胞的活力。ＣＨＰ２１２细胞对 ＴＲＡＩＬ敏感，具有时间
和剂量依赖性。ＣＨＰ２１２细胞还原率随 ＴＲＡＩＬ浓度
的增加和作用时间的延长而降低，各实验组与对照

组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ｃａｓｐａｓｅ８抑
制剂组细胞还原率高于相应浓度的 ＴＲＡＩＬ组，从
２５μｇ／ＬＴＲＡＩＬ开始差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
与相应作用时间的ＴＲＡＩＬ组相比，从８ｈ开始差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图３～４。同时发现ＳＹ５Ｙ
细胞对ＴＲＡＩＬ耐药，不同浓度ＴＲＡＩＬ组细胞还原率
与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而
ＩＦＮγ＋ＴＲＡＩＬ组的 ＳＹ５Ｙ细胞还原率与对照组、
ＴＲＡＩＬ组及 ＩＦＮγ＋ＴＲＡＩＬ＋ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂组比
较，显著降低（Ｐ＜０．０１）。见图５。表明 ｃａｓｐａｓｅ８
抑制剂 ｚＩＥＴＤＦＭＫ可明显抑制 ＴＲＡＩＬ对表达
ｃａｓｐａｓｅ８的ＳＹ５Ｙ细胞的杀伤作用。
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　　图３　１００μｇ／ＬＴＲＡＩＬ作用不同时间对ＣＨＰ２１２细胞
的增殖抑制作用　ａ：与ＴＲＡＩＬ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与对照组比
较，Ｐ＜０．０５
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　　图４　不同浓度ＴＲＡＩＬ对ＣＨＰ２１２的细胞的增殖抑制
作用　ａ：与ＴＲＡＩＬ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图５　ＴＲＡＩＬ联合 ＩＦＮγ对 ＳＹ５Ｙ细胞的增殖抑制作
用　ａ：与对照组、ＴＲＡＩＬ及抑制剂组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　流式细胞仪检测结果
ＣＨＰ２１２细胞对 ＴＲＡＩＬ非常敏感，１０μｇ／Ｌ、

５０μｇ／Ｌ、２００μｇ／ＬＴＲＡＩＬ处理组细胞早期凋亡率分
别为 （１０．２７±１．３５）％、（２９．４４±５．０２）％、（４０．１２±
３．９８）％ ，各组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表明ＣＨＰ２１２细胞对ＴＲＡＩＬ很敏感，且存在剂量依赖
性。Ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂组早期凋亡率低于相应的
ＴＲＡＩＬ组（Ｐ＜０．０１）。见图 ６。１０、５０、２００μｇ／Ｌ
ＴＲＡＩＬ处理组ＳＹ５Ｙ细胞早期凋亡率在各组间比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＩＦＮγ＋ＴＲＡＩＬ组
ＳＹ５Ｙ细胞早期凋亡率高于相应浓度的 ＴＲＡＩＬ组及
ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂组，差异非常显著（Ｐ＜０．０１）；表明
ＳＹ５Ｙ细胞对ＴＲＡＩＬ不敏感，而经 ＩＦＮγ预处理表达
ｃａｓｐａｓｅ８的 ＳＹ５Ｙ细胞对 ＴＲＡＩＬ的诱导凋亡作用
很敏感；同时表明 ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂 ｚＩＥＴＤＦＭＫ可
明显抑制 ＴＲＡＩＬ对表达 ｃａｓｐａｓｅ８的 ＮＢ细胞的杀
伤作用。见图７。
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　　图６　流式细胞仪检测ＴＲＡＩＬ对ＣＨＰ２１２细胞的诱导
凋亡作用　ａ：与ＴＲＡＩＬ组比较，Ｐ＜０．０１
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　　图７　流式细胞仪检测 ＩＦＮγ、ＴＲＡＩＬ联用对 ＳＹ５Ｙ细
胞的诱导凋亡作用　ａ：与ＴＲＡＩＬ组及抑制剂组比较，Ｐ＜０．０１

２．４　Ｃａｓｐａｓｅ８相对活性的测定结果
随 ＴＲＡＩＬ作用时间的延长，ＣＨＰ２１２细 胞

ｃａｓｐａｓｅ８活性逐步升高，于作用１６ｈ后达到高峰。
各时间段间比较可见４ｈ与１６ｈ、２４ｈ比较差异均有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）；８ｈ与１６ｈ比较差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。用ｃａｓｐａｓｅ８活性抑制剂ｚＩＥＴＤ
ＦＭＫ后ｃａｓｐａｓｅ８活性明显下降，ＴＲＡＩＬ组与抑制剂
组及对照组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
对照组和抑制剂组ｃａｓｐａｓｅ８相对活性随时间的延长
并未发生明显变化，各时间段间比较差异均不显著

（Ｐ＞０．０５）。对照组和抑制剂组 ｃａｓｐａｓｅ８相对活性
在各时间点差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图８。

对照组、ＩＦＮγ组、ＴＲＡＩＬ组、ＩＦＮγ＋ＴＲＡＩＬ组及
抑制剂组 ＳＹ５Ｙ细胞 ｃａｓｐａｓｅ８相对活性分别为
０．０５５±０．００７，０．０５９±０．００８，０．０６３±０．００８，０．１９３
±０．０１４，０．０６８±０．００９；ＩＦＮγ＋ＴＲＡＩＬ组 ｃａｓｐａｓｅ８
相对活性明显高于对照组、ＩＦＮγ组、ＴＲＡＩＬ组及抑
制剂组（ＩＦＮγ＋ＴＲＡＩＬ＋ｚＩＥＴＤＦＭＫ）（Ｐ＜０．０１），
·５０９·
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其他各组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
见图９。
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　　图８　ＴＲＡＩＬ作用ＣＨＰ２１２细胞不同时间ｃａｓｐａｓｅ８相
对活性　ａ：与对照组及抑制剂组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与同组４ｈ比
较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与同组８ｈ比较，Ｐ＜０．０５
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　　图９　各组 ＳＹ５Ｙ细胞 ｃａｓｐａｓｅ８相对活性　ａ：与对照
组、ＩＦＮγ、ＴＲＡＩＬ及抑制剂组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

ＮＢ是儿童最常见的颅外实体瘤，对传统化疗耐
药和肿瘤转移扩散是临床面临的主要难题。因此采

用联合用药法已被公认为是克服化疗耐药性的好办

法。本研究证实表达 ｃａｓｐａｓｅ８的 ＮＢ细胞株
ＣＨＰ２１２细胞对 ＴＲＡＩＬ的诱导凋亡作用敏感，而
ＳＹ５Ｙ细胞对ＴＲＡＩＬ耐药。ＳＹ５Ｙ细胞对 ＴＲＡＩＬ耐
药的主要原因是ｃａｓｐａｓｅ８表达的缺失，也可能是细
胞表面存在诱捕型受体，与死亡受体竞争结合

ＴＲＡＩＬ却并不诱导凋亡。经 ＩＦＮγ预处理，ＳＹ５Ｙ细
胞表达ｃａｓｐａｓｅ８的同时也恢复了对 ＴＲＡＩＬ的敏感
性。已有众多研究报道ＴＲＡＩＬ与 ＩＦＮγ或细胞毒药
物联用可明显提高各种耐药的肿瘤细胞对 ＴＲＡＩＬ
的敏感性［２５］。

本实验观察到 ＣＨＰ２１２细胞经 ＩＦＮγ作用后

ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ表达进一步提高，同时观察到
ＳＹ５Ｙ细胞不表达 ｃａｓｐａｓｅ８，而 ＩＦＮγ可在短时间内
在转录水平诱导 ＳＹ５Ｙ细胞 ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ表达。
ＩＦＮγ诱导 ｃａｓｐａｓｅ８表达的机制尚不完全清楚，
Ｙａｎｇ等［６］鉴定了一个功能性的 ｃａｓｐａｓｅ８启动子，
它与以前报道的甲基化区域不同，ＩＦＮγ通过一种
ＩＦＮγ活化位点上调该启动子的活性从而诱导
ｃａｓｐａｓｅ８表达。

本研究中，首次将 ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ应用于 ＴＲＡＩＬ
对ＮＢ细胞细胞毒作用的研究。ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ是近年
发明的用来定量检测细胞活力的一种物质，可以用

于检测多种化学物质的细胞毒性。由于它对活细胞

几乎没有毒性，而且比传统应用的 ＭＴＴ更加敏感，
得到越来越广泛的应用。经 ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ还原试验
及流式细胞术分析证实，ＴＲＡＩＬ能够诱导表达
ｃａｓｐａｓｅ８的ＮＢ细胞凋亡。本研究结果发现，加入
ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂后ＴＲＡＩＬ对ＣＨＰ２１２和ＳＹ５Ｙ细胞
的杀伤作用均显著减弱，证实 ｃａｓｐａｓｅ８参与了
ＴＲＡＩＬ诱导ＮＢ细胞凋亡的调控，这说明 ＴＲＡＩＬ诱
导ＮＢ细胞凋亡是以一种ｃａｓｐａｓｅ８依赖的方式。通
过对 ＮＢ细胞 ｃａｓｐａｓｅ８相对活性的测定，证实
ＴＲＡＩＬ在诱导表达ｃａｓｐａｓｅ８的ＮＢ细胞凋亡的同时
也伴随ｃａｓｐａｓｅ８活性的增加。用 ｃａｓｐａｓｅ８活性抑
制剂 ｚＩＥＴＤＦＭＫ后 ｃａｓｐａｓｅ８活性明显下降，可见
ｚＩＥＴＤＦＭＫ能阻断 ｃａｓｐａｓｅ８的活化而抑制 ＴＲＡＩＬ
对ＮＢ细胞的诱导凋亡作用，启始 ｃａｓｐａｓｅｃａｓｐａｓｅ８
的活化对ＴＲＡＩＬ介导的凋亡是必不可少的。

由于ＴＲＡＩＬ选择性诱导肿瘤细胞凋亡的特性，
目前关于 ＴＲＡＩＬ诱导肿瘤细胞凋亡的研究较多。
Ｆｕｌｄａ等［７］用相对低浓度的去甲基药和 ＩＦＮγ联合
作用于ＮＢ细胞，恢复 ｃａｓｐａｓｅ８表达，使耐药的 ＮＢ
细胞对ＴＲＡＩＬ诱导凋亡作用敏感，这样就降低了去
甲基药的毒副作用。Ｌｉｅｄｔｋｅ等［８］报道ＩＦＮα在肝细
胞瘤中通过上调 ｃａｓｐａｓｅ８的表达而增强其对
ＴＲＡＩＬ的敏感性。Ｙａｍａｇｕｃｈｉ等［９］用腺病毒载体将

ｃａｓｐａｓｅ８基因转染给肝癌细胞，使其对 ＴＲＡＩＬ及化
疗药的诱导凋亡敏感。Ｋｉｍ等［１０］发现 ＴＲＡＩＬ与化
疗药顺铂联合应用对肿瘤细胞的杀伤效应比单独用

药效果显著。

本研究发现表达ｃａｓｐａｓｅ８的ＮＢ细胞对ＴＲＡＩＬ
的诱导凋亡作用敏感，并且这种诱导凋亡作用可被

特异的 ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂阻断，证实了 ｃａｓｐａｓｅ８在
ＴＲＡＩＬ信号传导途径中的重要地位。鉴于 ＴＲＡＩＬ
具有选择性诱导肿瘤细胞凋亡的特性，而 ＩＦＮγ是
一种调节机体免疫应答的毒性较低的细胞因子，提

·６０９·
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示联合应用ＩＦＮγ与ＴＲＡＩＬ，针对ＮＢ细胞凋亡途径
的缺陷制定新的治疗策略，对于化疗耐药的 ＮＢ患
儿具有重要临床意义。
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新生儿颅脑超声诊断学习班通知

为提高对围产期脑损伤及其他中枢神经系统疾病的诊断水平，充分利用已有的医疗资源，推广颅脑超声检查诊断

技术，北京大学第一医院儿科按计划于２０１１年３月下旬举办为期５天的新生儿颅脑超声学习班。本班属国家级教育
项目，授课教师为本科及北京市著名专家教授。学习结束授予１０学分。主要授课内容包括：中枢神经系统解剖；新生
儿不同颅脑疾病超声诊断；新生儿颅脑疾病不同影像学检查方法比较与选择；超声见习。招收学员对象：儿科新生儿

专业医师，超声专业医师及技师。学费：９５０元。欲参加者请与我们联系：北京大学第一医院儿科（邮编１０００３４）王红
梅，周丛乐。电话：０１０－８３５７３４６１或８３５７３２１３。Ｅｍａｉｌ：ｂｄｙｙ２００２＠１６３．ｃｏｍ．。如果需要，我们将寄去正式通知。

北京大学第一医院儿科
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