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Abstract Objective To examine the effects of acute hypobaric hypoxia on the capabilities of learning and memo-
ry，the level of acetylcholine and the expression of P-tau in hippocampus of mice． Methods The acute hypobaric
hypoxia environment were imitated by putting the mice in a hypobaric chamber at altitude of 6 000 meters for 8
hours． Morris water maze test to detect the capabilities of learning and memory of mice． The level of ACh and the ac-
tivity of ChAT in hippocampus were examined by colorimetric method and the expression P-tau and T-tau were ex-
amined by immunohistochemistry． Ｒesults The mean escape latency of mice in the hypobaric hypoxia group were
longer than the normobaric normoxia group(P ＜ 0. 01)，and the target quadrant residence time were decreased(P ＜
0. 05) ． Compared with the normobaric normoxia group，level of ACh and the activity of ChAT in hippocampus of
mice in the hypobaric hypoxia group were all reduced (P ＜ 0. 05 ＆ P ＜ 0． 01)，otherwise，the expression of P-tau in
hippocampus of mice were increased． Conclusion Acute hypobaric hypoxia environment can decrease the abilities
of learning and memory of mice，and these changes might be related with the reduction of the level of ACh and the
expression of P-tau in hippocampus of mice．
Key words hypobaric hypoxia;learning and memory;hippocampus;acetylcholine;phosphorylated tau protein

sTＲAIL 及受体 TＲAIL - Ｒ1 在 DNT 细胞

抑制胰腺癌细胞中的作用及意义
赵 跃，陈 炯，杨仁保，陈龙江，胡立威，马小磊，徐 弘

摘要 目 的 探 讨 肿 瘤 坏 死 因 子 相 关 凋 亡 诱 导 配 体

(sTＲAIL)与其受体 TＲAIL-Ｒ1 在 DNT 细胞杀伤胰腺癌细胞

中的作用及意义。方法 采用抗体吸附法培养外周血中分

离的 DNT 细 胞，ELISA 法 检 测 其 细 胞 培 养 上 清 液 中 的

sTＲAIL 水平。采用 qPCＲ、Western blot 法检测 TＲAIL-Ｒ1 在

5 株胰腺癌细胞株中的表达，免疫组织化学法检测 48 例胰

腺癌组织标本中 TＲAIL-Ｒ1 的表达情况，分析其与病理参数

之间的关系。结果 DNT 细胞数目逐渐增多，其培养液中

sTＲAIL 与对照组相比浓度明显升高( t = 17. 24，P ＜ 0. 05)。
qPCＲ 检测受体 TＲAIL-Ｒ1 在 5 株胰腺癌细胞中均有表达，

2014 － 08 － 09 接收

基金项目:国家自然科学基金(编号:81071985);安徽省国际科技合

作项目(编号:10080703038)

作者单位:安徽医科大学附属省立医院普通外科，合肥 230001

作者简介:赵 跃，男，硕士研究生;

陈 炯，男，教授，主任医师，博士生导师，责任作者，E-

mail:ch_jiong@ 126． com

Western blot 法检测 TＲAIL-Ｒ1 受体表达发现在胰腺癌细胞

系 CFPAC-1 中表达高，在 MIA PaCa-2 和 panc-1 中表达较

高，BXPC-3 中 表 达 较 低，在 Capan-1 细 胞 系 中 不 表 达。
TＲAIL-Ｒ1 在胰腺癌组的阳性表达率及染色强度低于相应的

癌旁组织(χ2 = 7. 43、12. 48，P ＜ 0. 05);TＲAIL-Ｒ1 的表达与

染色强度有关(χ2 = 12. 48，P ＜ 0. 05)。结论 外周血来源的

DNT 细胞可分泌 sTＲAIL，sTＲAIL 与胰腺癌细胞和组织所表

达的受体 TＲAIL-Ｒ1 结合诱导细胞凋亡，可能是 DNT 细胞抑

制胰腺癌细胞增殖的机制之一。
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胰腺癌是一种高度恶性且预后极差的肿瘤，患

者的 5 年生存率不足 5%［1］，早期即可转移，目前没

有有效的治疗方法，因此亟需寻找更为有效的胰腺

癌治疗方法。近来，一类具有独特免疫调节功能的

双阴性 T (double negative T，DNT) 细胞在多种疾病
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中发挥重要作用，特别是其抗肿瘤效应已成为人们

研究的热点。本课题组前期研究
［2］

显示 DNT 细胞

在体外及裸鼠模型中均可以杀伤胰腺癌细胞，但其

杀伤机制尚不清楚。有研究
［3 － 4］

报道一些髓系细胞

可分泌可溶性的肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体

(soluble tumor necrosis factor-related apoptosis-indu-
cing ligand，sTＲAIL)，选择性诱导肿瘤细胞凋亡。
该研究主要通过检测 DNT 细胞是否分泌 sTＲAIL 并

且观察其受体 TＲAIL-Ｒ1 在胰腺癌细胞株及组织中

的表达，为验证 TＲAIL 是否参与 DNT 细胞杀伤胰腺

癌细胞的过程提供依据，从而初步阐明 DNT 细胞的

杀伤机制。

1 材料与方法

1． 1 细胞株和标本 人胰腺癌细胞 MIA PaCa-2、
panc-1、CFPAC-1、BXPC-3(上海细胞库)，Capan-1 细

胞(上海基凯公司)。胰腺癌组织及相应距离癌组

织 ＞ 1 cm 的癌旁石蜡标本各 48 例，取自 2009 年 2
月 ～ 2012 年 3 月安徽医科大学附属省立医院普通

外科收治手术后经病理证实为胰腺癌的标本。其中

男 29 例，女 19 例，年龄 23 ～ 80(59. 24 ± 15. 72) 岁，

所有患者术前均未经过放化疗治疗。人体外周血标

本取自近期无感染、未服用药物、无免疫性疾病的健

康人群 ( 本 实 验 的 48 例 病 例 的 病 理 参 数 均 按 照

UICC(2002)标准
［5］

进行分级)。
1． 2 主要试剂 10% 胎牛血清( 美国 Hyclone 公

司)。抗人 T 淋巴细胞表面 CD3 (OKT3)抗体(美国

eBioscience 公 司); 人 外 周 血 CD4 +、CD8 +
去 除 液

( 加 拿 大 Stemcell Technologies 公 司 )。 sTＲAIL
ELISA 试剂盒 ( 美国 Ｒ＆D Systems 公司); 兔抗人

TＲAIL-Ｒ1 多克隆抗体(美国 Abcam 公司)。蛋白提

取试剂盒( 中国 Keygen 公司)。逆转录试剂盒( 美

国 Thermo 公司);实时定量 PCＲ 试剂盒(日本 Taka-
ra 公司)，TＲIzol(美国 Invitrogen 公司)，引物由上海

基凯公司合成。
1． 3 实验方法

1． 3． 1 细胞培养 DNT 细胞的分离与培养:采用

国际最新应用的抗体吸附法
［6 － 7］

分离外周血中的

DNT 细胞进行体外培养。将 CD4 +、CD8 +
去除液加

入肝素化的健康人 10 ml 外周血中，室温孵育 20
min 后离心，吸取梯度中薄雾层细胞洗涤后分装到

OKT3 抗体包被的 24 孔培养板中，用 2 ml 含人重组

细胞 因 子 白 介 素-2 ( interleukin-2，IL-2)、白 介 素-4
( interleukin-4，IL-4)的 10% 胎牛血清的 ＲPMI 1640

培养液，37 ℃、5% CO2 恒温培养。3 d 后换液，7 d
移至 6 孔板培养，12 ～ 14 d 收获细胞。胰腺癌细胞

培养:5 株细胞培养于 10% FBS 的 ＲPMI 1640 培养

基中，置于 37 ℃、5% CO2 恒温箱中培养，2 ～ 3 d 胰

酶消化传代。
1． 3． 2 ELISA 法 检 测 DNT 细 胞 培 养 上 清 液 中

sTＲAIL 水平 取过夜培养 DNT 细胞的培养液为实

验组，取过夜未培养 DNT 细胞的培养液为对照组，

分别离心后取上清液各 100 μl 进行检测。按 照

ELISA 试剂盒说明书依次进行操作，于波长 450 nm
处检测各孔的吸光度(OD 值)，计算实验组与对照

组 sTＲAIL 的浓度。
1． 3． 3 qPCＲ 筛查 TＲAIL-Ｒ1 mＲNA 在细胞株中的

表达 收集对数生长期的 5 株胰腺癌细胞。按照

TＲIzol 说明书提取细胞总 ＲNA，使用逆转录试剂盒

合成 cDNA。根据 qPCＲ 试剂盒说明书进行操作。
反应条件:95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 45 个循环最终延伸 72
℃ 10 min。实验重复 3 次。利用 2 －△△Ct

法对其进行

计算分析(2 － ΔΔCt 法以管家基因 GAPDH 为参照基

因
［8］，以 BXPC-3 样本数据为校准样本，其他细胞株

Ct 值与之相比较，相对分析 mＲNA 表达水平)，其中

TＲAIL-Ｒ1 上 游 引 物: 5'-CTGTGCTGATTGTCTGTT-
GTTGC-3'，下 游 引 物: 5'-CAGACACCTGGCGGATT-
GA-3'，长 度 为 132 bp; GAPDH 上 游 引 物: 5'-
TGACTTCAACAGCGACACCCA-3'，下 游 引 物: 5'-
CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3'，长度为 121 bp。
1． 3． 4 Western blot 法检测 TＲAIL-Ｒ1 蛋白表达

分别取上述对数生长期的 5 株胰腺癌细胞至裂解液

中提取总蛋白及测定其浓度。将各样品充分变性

后，经 SDS-PAGE 电泳，聚偏乙烯膜转膜、脱脂奶粉

封闭后 加 入 稀 释 的 目 的 蛋 白 和 内 参 蛋 白 的 一 抗

(1 ∶ 500)，室温孵育 2 h，充分洗涤;加入 1 ∶ 10 000
的二抗，室温孵育 1． 5 h;洗涤、显色、曝光、显影、定
影后观察。
1． 3． 5 免疫组化 5 μm 厚连续切片，脱蜡，微波修

复抗原后滴加 3% H2O2 和山羊血清，封闭非特异性

蛋白，滴加 1 ∶ 50 一抗 4 ℃过夜，随后加入二抗，光

学显微镜下滴加适量的 DAB 溶液，后苏木精复染;

酒精脱水、甲醛透明并封片。采用半定量法评估结

果。在低倍镜下，组织染色强度未着色为 0 分，淡黄

色为 1 分，黄色为 2 分，棕黄色为 3 分;在高倍镜下

随机选 5 个区域计算阳性细胞百分比，0 分:无;1
分:10% ;2 分:11% ～ 50% ;3 分: ＞ 50%，最后的得
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分为每张切片两项乘积，＞ 4 分即定为阳性表达，＞
6 分定为强阳性表达。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 17． 0 统计软件进行

分析，定量数据以 珋x ± s 表示，两组均数间比较采用 t
检验，定性资料选用 χ2

检验、Fisher 确切概率法。

2 结果

2． 1 观察 DNT 细胞形态 外周血来源的 DNT 细

胞经过 CD3 +
抗体吸附后贴壁生长，随着培养时间

的延长及反复换液，细胞间杂质逐渐减少，悬浮细胞

明显增多;12 d 细胞基本可以长满 6 孔板。见图 1。

图 1 DNT 细胞镜下形态学 × 200

A:细胞培养第 3 天，24 孔板内 DNT 细胞;B:细胞培养第 12 天，

6 孔板内 DNT 细胞

2． 2 sTＲAIL 在 DNT 细胞培养上清液中的表达

ELISA 法检测分别来自 6 例健康人外周来源的 12 组

DNT 细胞培养液及相应未培养细胞的培养液，结果显

示 sTＲAIL 在实验组含量为(56. 37 ± 9. 63)pg /ml，对

照组 中 的 含 量 为 (6. 44 ± 2. 81) pg /ml，实 验 组 中

sTＲAIL 浓度明显高于对照组(t =17. 24，P ＜0. 05)。
2． 3 TＲAIL-Ｒ1 mＲNA 在胰腺癌细胞株中的表达

差异 qPCＲ 检测发现，TＲAIL-Ｒ1 mＲNA 在 5 株胰

腺癌细胞中丰度均高，由高到低依次为 CFPAC-1、
Capan-1、panc-1、BXPC-3、MIA PaCa-2，以 BXPC-3 样

本数据为校准样本，其余 4 株分别与其比较，MIA
PaCa-2 表达量低于 BXPC-3( t = 23. 53，P ＜ 0. 01)，

CFPAC-1、Capan-1 高 于 BXPC-3 ( t = － 7. 25、
－ 3. 65，P ＜ 0. 05)，而 panc-1 与 BXPC-3 比较，差异

无统计学意义( t = － 2. 22，P ＞ 0. 05)。见图 2。
2． 4 5 种胰腺癌细胞株中受体 TＲAIL-Ｒ1 表达差

异 Western blot 法检测 TＲAIL-Ｒ1 蛋白在胰腺癌细

胞株中的表达，TＲAIL-Ｒ1 蛋白表达在来源于肝转移

的胰腺癌细胞系 CFPAC-1 中表达最高，在低分化胰

腺癌细胞株 MIA PaCa-2 和 panc-1 中表达较高，在

BXPC-3 中低表达，而在 Capan-1 细胞系中不表达。
见图 3。

图 2 5 株胰腺癌细胞中 TＲAIL-Ｒ1 mＲNA 的相对表达量

1:BXPC-3;2:panc-1;3:MIA PaCa-2;4:CFPAC-1;5:Capan-1 以

BXPC-3 样本数据为校准样本;与 BXPC-3 细胞比较: * P ＜ 0. 05，

＊＊P ＜ 0. 01

图 3 5 株胰腺癌细胞中 TＲAIL-Ｒ1 蛋白的表达水平

1:BXPC-3;2:panc-1;3:MIA PaCa-2;4:CFPAC-1;5:Capan-1

2． 5 胰腺癌组织及癌旁组织中 TＲAIL-Ｒ1 的表达

48 例配对的组织中 TＲAIL-Ｒ1 表达的部位主要在

胞质，从整体的阳性表达方面分析，发现其在胰腺癌

组的阳性表达率为 48% (23 /48)，在相应的癌旁组

织中的阳性表达率为 75% (36 /48)，差异有统计学

意义(χ2 = 7. 43，P ＜ 0. 05);从染色的强度方面分

析，胰腺癌组织中阳性表达率为 23% (11 /48)，而相

应的癌旁组织中的阳性表达率为 58% (28 /48)，差

异有统计学意义(χ2 = 12. 48，P ＜ 0. 05)。见图 4。

图 4 TＲAIL-Ｒ1 胰腺癌及其癌旁组织中病理变化

A:胰腺癌HE 染色;B:TＲAIL-Ｒ1 在胰腺癌中阴性表达;C:TＲAIL-

Ｒ1 在胰腺癌中阳性表达;D:TＲAIL-Ｒ1 在癌旁组织中阳性表达
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2． 6 TＲAIL-Ｒ1 的表达与胰腺癌临床病理参数的

关系 TＲAIL-Ｒ1 在胰腺癌标本中有 23 例阳性表

达，其中强阳性的为 11 例。48 例病例按照 UICC
(2002)标准进行分级，TＲAIL-Ｒ1 蛋白的表达与临

床病理参数的关系见表 1，其表达与胰腺癌的分化

程度(χ2 = 8. 60，P = 0. 003)及 T 分级之间差异有统

计学意义(χ2 = 7. 26，P = 0. 007)。而与患者其他临

床因素差异无统计学意义。

表 1 TＲAIL-Ｒ1 与胰腺癌临床病理参数的关系(n)

临床病理参数 n
TＲAIL-Ｒ1

阳性 阴性
χ2 值 P 值

性别

男 29 12 17 1． 255 0． 263
女 19 11 8

年龄(岁)

＜ 60 22 12 10 0． 307 0． 580
≥60 26 11 15

肿瘤最大径(mm)

＜ 20 7 2 5 0． 419
≥20 41 21 20

肿瘤部位

胰头 36 16 20 0． 696 0． 404
胰体尾 12 7 5

分化程度

高 17 13 4 8． 600 0． 003
中 － 低 31 10 21

T 分级

T1 － T2 29 18 11 7． 263 0． 007
T3 － T4 19 5 14

N 分级

N0 32 15 7 0． 042 0． 838
N1 16 8 8

M 分级

M0 45 22 20 1． 000
M1 3 1 2

3 讨论

胰腺癌是一种预后极差，早期即可转移的恶性

肿瘤，手术切除虽是较为有效的治疗手段，但由于胰

腺癌起病隐匿、恶性程度高，手术切除预后依然很

差。DNT 细胞可特异性地杀伤多种肿瘤细胞的特

性
［5 － 7］

开始受到越来越多学者的关注，有文献
［3 － 4］

报道一些骨髓来源的细胞亚群可通过分泌 sTＲAIL
杀伤肿瘤细胞，但 Todaro et al［9］

报道 Vγ9Vδ2 T 细

胞与唑来膦酸治疗结肠癌干细胞共培养后分泌的

sTＲAIL 并没有参与杀伤靶细胞。最近，Dokouhaki
et al［10］

研究报道 γδ 细胞可以分泌 sTＲAIL 从而杀

伤肺癌 H460 细胞，他们提出 sTＲAIL 参与 DNT 细

胞杀伤肺癌细胞过程并受 NKG2D 调节。本研究通

过检测 DNT 细胞培养液也发现了 DNT 细胞可分泌

sTＲAIL，因此，综合之前的研究，笔者推测 DNT 细胞

可通过分泌 sTＲAIL 与胰腺癌细胞表面的受体结合

诱导癌细胞凋亡。
TＲAIL 是属于 TNF 家族的一种Ⅱ型跨膜蛋白，

TＲAIL 基因分子量为 32. 5 ku，位于染色体 3q26，共

编码 281 个氨基酸，可分为膜表达型(mTＲAIL) 和

分泌型(sTＲAIL) 两种形式
［11 － 13］。TＲAIL 可以独特

地通过结合细胞表面 TＲAIL 受体选择性诱导肿瘤

或转化细胞凋亡，但不杀伤正常的细胞
［14］。细胞表

面与 TＲAIL 功 能 相 关 的 有 4 种 受 体:TＲAIL-Ｒ1、
TＲAIL-Ｒ2、DcＲl 和 DcＲ2。TＲAIL-Ｒ1、TＲAIL-Ｒ2 包

含一个保守的死亡结构域(DD)，TＲAIL 结合受体中

的 DD，从而诱导靶细胞凋亡，然而 DcＲ1 和 DcＲ2 缺

少相应的 DD，因此又被称为欺骗受体。TＲAIL 结合

TＲAIL-Ｒ1 或 TＲAIL-Ｒ2 时，受体转化形成死亡诱导

信号复合物 (DISC)，然后招募接头蛋白 Fas 相关死

亡结构域(FADD)和 caspase-8 或 caspase-10，从而实

现细胞凋亡
［11 － 12］。TＲAIL 与其受体结合是其诱导

细胞凋亡的始发步骤，故检测细胞表面 TＲAIL 受体

的表达情况对研究 TＲAIL 是否参与细胞凋亡具有

重要意义。
TＲAIL-Ｒ1 是 最 先 被 发 现 的 TＲAIL 受 体，研

究
［15］

表明在胰腺癌中 TＲAIL 主要通过 DＲ4 诱导细

胞的凋亡。本研究通过多种方法检测 TＲAIL-Ｒ1 在

胰腺 癌 细 胞 株 和 组 织 中 的 表 达 情 况，结 果 显 示:

qPCＲ 检测 TＲAIL-Ｒ1 在 5 株胰腺癌细胞中均有表

达但存在一定的差异，同样的 Western blot 法检测

TＲAIL-Ｒ1 受体表达大致与 qPCＲ 一致。在确定了

TＲAIL-Ｒ1 可在细胞株上表达，本课题组接着通过免

疫组化方法观察到 TＲAIL-Ｒ1 在胰腺癌癌旁组织中

高表达，胰腺癌组织中表达相对较少;并且在高分化

胰腺癌组织中表达较高于低分化组织。另外，从阳

性强度来看，胰腺癌组织中的表达强阳性要低于相

应的癌旁组织，这从某种意义上说明受体 TＲAIL-Ｒ1
表达的下调导致其同 TＲAIL 结合减少，导致胰腺癌

细胞凋亡的减少，从而促进了胰腺癌的发生发展。
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Expression and significance of sTＲAIL and TＲAIL-Ｒ1 in inhibitory
on pancreatic cancer cells by DNT cells

Zhao Yue，Chen Jiong，Yang Ｒenbao，et al
(Dept of General Surgery，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the role and significance of the soluble tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand (sTＲAIL) binding to its receptor TＲAIL-Ｒ1 in DNT cell suppressing． Methods DNT cells could
be cultured according a novel of effective protocol of antibody adsorption，ELISA methods were used to measure the
levels of sTＲAIL in the culture supernatants． Ｒeal time ＲT-PCＲ，Western blot were employed to compare the ex-
pression of TＲAIL-Ｒ1 in 5 pancreatic cancer cell lines and the expression of TＲAIL-Ｒ1 in 48 cases of pancreatic
ductal adenocarcinoma tissues could be observed by immunohistochemistry． we evaluated the association of TＲAIL-
Ｒ1 with clinical pathological parameters． Ｒesults The number of cells gradually was improved and serum sTＲAIL
were higher in supernatants group than that in control group ( t = 17. 24，P ＜ 0. 05) ． High level of TＲAIL-Ｒ1 was
detected in 5 pancreatic cancer cell lines from transcript． We found that the expression of TＲAIL-Ｒ1 was highest in
human pancreatic carcinoma CFPAC-1 cell line，higher in MIA PaCa-2 and panc-1 while low in BXPC-3 while do
not express in Capan-1． Immunohistochemistry results indicated that the expression and stainingintensity of TＲAIL-
Ｒ1 were lower than carcinoma tissues (χ2 = 7. 43，P ＜ 0. 05) and expression positively correlated with histological
grade and T status (χ2 = 12. 48，P ＜ 0. 05) ． Conclusion DNT cells could secrete sTＲAIL and it may be one of
the mechanisms of DNT cells inhibiting the proliferation of human pancreatic cancer cells by sTＲAIL bind to
TＲAIL-Ｒ1，which is expressed by pancreatic cancer cell lines and tissues，to induced cell apoptosis．
Key words pancreatic cancer; DNT cell; TＲAIL-Ｒ1
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