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摘要 目的 探讨肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体

( TＲAIL) 与内质网应激( EＲS) 相关蛋白对大鼠肝星状细胞
系( HSC-T6) 凋亡的影响及内在联系。方法 体外血小板源
性生长因子( PDGF) 诱导活化的肝星状细胞( HSC) ，再分别
加入 TＲAIL 与 EＲS 诱导剂衣霉素 ( TN ) 处理后，Hoechst
33258 染色和流式细胞仪检测细胞凋亡变化; ＲT-PCＲ 法检
测 mＲNA的表达; Western blot 检测蛋白表达变化。结果
与 PDGF 诱导活化的 HSC 组作为对照组比较，荧光显微镜
观察到 TＲAIL与 TN分别处理的 HSC，Hoechst 33258 染色细
胞呈核固缩等凋亡形态变化，同流式细胞仪检测结果; 与对

照组相比，ＲT-PCＲ和 Western blot结果显示，TＲAIL组与 TN

组细胞凋亡基因 Bax mＲNA、凋亡蛋白 C-Caspase-3 的表达明
显上调，而且 EＲS 蛋白 C-Caspase-12、CHOP、GＲP78 的表达
均明显上调。结论 TＲAIL 能通过明显上调凋亡基因 Bax
mＲNA、凋亡蛋白 C-Caspase-3 的表达，诱导 PDGF 活化的
HSC凋亡，其机制可能与诱导 EＲS相关蛋白 CHOP、GＲP78、
Caspase-12 的表达有关。
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肝纤维化( hepatic fibrosis，HF) 是多种慢性肝
病发展的共同病理基础，其中心环节是静止的肝星

状细胞( hepatic stellate cell，HSC) 活化增殖，导致以
胶原为主的细胞外基质( extracellular matrix，ECM)
过度沉积［1］。近来研究［2］显示，HSC 在 HF 的形成
和逆转过程中起关键作用。因此，促进活化的 HSC
凋亡是防治 HF的重要手段［3］。研究［4］表明，HF逆
转期枯否细胞( kuffer cell，KC) 分泌大量的肿瘤坏死

因子相关凋亡诱导配体( TNF-related apoptosis indu-
cing-ligand，TＲAIL) ，诱导活化的 HSC 凋亡，但其诱
导 HSC凋亡机制还不明确。实验室前期研究［5］显
示内质网应激( endoplasmic reticulum stress，EＲS)
也参与 HSC凋亡，EＲS 可通过标志性蛋白 CCAAT /
增强子结合蛋白同源蛋白( CCAAT /enhancerbinding
protein homologous protein，CHOP) 和葡萄糖调节蛋
白 78 ( glucose regulated protein 78，GＲP78 ) 调控
TＲAIL 受体 DＲ5 的表达，说明 EＲS 有可能参与
TＲAIL调控的凋亡机制。TＲAIL 调控 HSC 凋亡是
否通过 EＲS途径还未见文献报道。因此，该研究以
大鼠肝星状细胞系 ( HSC-T6 ) 为研究对象，探讨
TＲAIL与 EＲS相关蛋白对 HSC 凋亡的影响及内在
联系，为 HF的治疗提供新思路。

1 材料与方法

1． 1 细胞系 大鼠 HSC-T6 购自中国科学院上海
细胞库。以 10%胎牛血清、100 kU /L 青霉素和 100
mg /L 链霉素的 DMEM 高糖培养基，在 37 ℃、5%
CO2 饱和湿度恒温培养箱条件下常规培养。取对数
生长期细胞用于实验。
1． 2 主要试剂 胎牛血清购自杭州四季青公司;
DMEM高糖培养基购自美国 Hyclone 公司; TＲIzol、
MML-V逆转录试剂盒购自美国 Invitrogen 公司; ＲT-
PCＲ扩增试剂盒购自日本 TaKaＲa 公司; ＲT-PCＲ 引
物由上海生工生物工程技术服务有限公司; ＲIPA、
Hoechst 33258 染料和苯甲基磺酰氟( PMSF) 和非选
择性 Caspase抑制剂( Z-VAD-fkm) 购自碧云天公司;
丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、衣霉素购自美国 Sigma
公司; 兔抗 Caspase-3 多克隆抗体购自美国 Cell Sig-
nal公司; 兔抗 CHOP 多克隆抗体购自美国 Bioworld
公司; β-actin多克隆抗体购自美国 Santa Cruz公司;
辣根酶标记抗兔和抗鼠 IgG购自北京中杉金桥生物
技术有限公司; ECL 化学发光试剂盒购自美国
Pierce公司。
1． 3 主要仪器 NAPCO-6100 型细胞培养箱购自
美国 SHELLAB 公司; SWCJ-1F 型超净工作台购自
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江苏苏州安泰空气技术有限公司; IX71-MP5． 0-2PE
型荧光倒置显微镜购自日本 OLYMPUS 公司; 3-16K
高速冷冻离心机购自美国 Sigma 公司; PCＲ 扩增仪
购自德国 Eppendoff 公司; Bio-rad 电泳仪购自美国
伯乐公司。
1． 4 方法
1． 4． 1 Hoechst 33258 染色法 取未加任何刺激的
HSC作为正常组、给予 20 ng /ml PDGF诱导 HSC 活
化作为 PDGF 组，在活化的 HSC 中加入 500 ng /ml
TＲAIL( TＲAIL组) 或 EＲS 诱导剂 2 μmol /L 衣霉素
( tunicamycin，TN) ( TN 组) 。将各组细胞分别涂至
防脱载玻片上，4%多聚甲醛固定 30 min，透化 30
min，滴加 Hoechst 33258 工作液，避光常温孵育 20
min，再用 PBS洗涤 3 次后于荧光显微镜下观察。
1． 4． 2 细胞凋亡检测 取冷 PBS 洗涤 2 次，2 000
r /min离心 5 min后，收集细胞。然后用 400 μl An-
nexin V 结合液悬浮细胞，再加入 5 μl Annexin V-
FITC染色液，轻轻混匀后 2 ～ 8 ℃避光孵育 15 min。
最后在上述细胞悬液中加入 10 μl PI 染色液，轻轻
混匀后 2 ～ 8 ℃避光孵育 5 min，流式细胞仪检测。
1． 4． 3 ＲT-PCＲ测定 Bax mＲNA的表达 按 TＲIzol
一步法提取经处理后的 HSC总 ＲNA，紫外分光光度
计测定 A260 ∶ A280比值，重复 3 次，测得该比值稳定
于 1. 8 ～ 2. 0。逆转录得到 cDNA 后扩增目的基因，
最后所得的 PCＲ 产物在质量浓度为 12 g /L 琼脂糖
凝胶上电泳，通过光密度扫描，以目的基因与内参基

因的光密度比值作为目的基因的相对转录量进行统

计学分析。见表 1。

表 1 ＲT-PCＲ引物序列

基因 引物序列( 5'→3')
退火温度

( ℃ )
产物长度

( bp)
Bax F: TCATCCAGGATCGAGCAGA

Ｒ: AAAGTAGAAHAGGGCAACCAC

56 260

β-actin F: TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC

Ｒ: ACGCAGCTCAGTAACAGTCCG

51 345

1． 4． 4 Western blot法检测 CHOP、GＲP78、Caspase-
12 和 Caspase-3 蛋白表达 取经处理后的 HSC，加
500 μl ＲIPA细胞裂解液，5 μl PMSF于冰上裂解 30
min后置于 4 ℃离心机上 12 000 r /min离心 30 min。
取上清液，用 BCA法进行蛋白定量。聚丙烯酰胺凝
胶电泳后，电转移法将蛋白转移至 PVDF 滤膜上。
用 5%的脱脂牛奶封闭 3 h 后，与 1 ∶ 500 一抗 4 ℃
孵育过夜。再与 1 ∶ 5 000 的 HＲP 标记的辣根过氧
化物酶标记 IgG 室温孵育 1 h，ECL 显色，Quantity

One软件测定分析结果。采用 β-actin 作为内参照，
分别以相应蛋白与 β-actin 光密度比值表示该蛋白
相对表达水平。
1． 5 统计学处理 使用 SPSS 13． 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s 表示，采用方差分析进行统计学
检验。

2 结果

2． 1 荧光显微镜观察 取正常组、PDGF 组、TＲAIL
组和 TN组，Hoechst 33258 染色后，荧光显微镜观察
TＲAIL组与 TN 组细胞呈典型的凋亡形态变化，早
期凋亡细胞核染色质呈固缩状、圆珠状或斑块状; 晚
期凋亡细胞核染色质呈固缩状或斑块状。结果显
示，与 PDGF 组相比，TＲAIL 组与 TN 组细胞早期凋
亡率和坏死率均明显增加，见图 1。

图 1 各实验组 HSCs Hoechst 33258 染色的变化 SP × 400

A: 正常组; B: PDGF组; C: TＲAIL组; D: TN组

2． 2 细胞凋亡检测 取正常组、PDGF 组、TＲAIL 组
和 TN组，流式细胞仪检测 HSC的凋亡变化。结果显
示，与 PDGF 组( 9. 43% ± 1. 34% ) 相比，TＲAIL 组
( 39. 30% ±1. 93% ) 与 TN组( 35. 47% ±1. 54% ) 细胞
早期凋亡率和坏死率均有增加，差异有统计学意义

( P ＜0. 05，F =145. 922) ，见图 2。
2． 3 Bax 基因的表达变化 与 PDGF 组( 27. 25%
±2. 03% ) 相比，TＲAIL 组( 52. 24% ± 4. 35% ) 和
TN( 52. 44% ± 3. 57% ) 组 Bax mＲNA 表达显著上
调，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05，F = 94. 547 ) ，见
图 3。
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图 2 各实验组 HSCs凋亡的变化水平
A: 正常组; B: PDGF 组; C: TＲAIL 组; D: TN 组; 与正常组比较:

* P ＜ 0. 05

图 3 各实验组 HSCs Bax基因水平的表达
M: Marker; 1: 正常组; 2: PDGF组; 3: TＲAIL组; 4: TN组; 与正常

组比较: * P ＜ 0． 05

2． 4 EＲS 特征性蛋白 Caspase-12 和 GＲP78、
CHOP 的表达变化 与 PDGF 组 ( 24. 26% ±
8. 04% ) 相比，TＲAIL 组( 58. 18% ± 2. 86% ) 和 TN
组( 48. 73% ± 0. 86% ) 裂解的 C-Caspase-12 的蛋白
表达明显上调，而预加入 Caspase抑制剂 Z-VAD-fkm
组( 35. 88% ± 0. 88% ) ，与 TＲAIL 组和 TN 组相比，
裂解的 C-Caspase-12 的蛋白表达明显下调，差异有
统计学意义( P ＜ 0. 05，F = 132. 976 ) ，见图 4; 与
PDGF 组 ( 40. 47% ± 8. 72% ) 相 比，TＲAIL 组
( 60. 14% ± 7. 80% ) 和 TN 组( 57. 87% ± 5. 04% ) ，
CHOP蛋白表达明显上调，差异有统计学意义( P ＜
0. 05，F = 92. 54 ) ; 与 PDGF 组( 51. 47% ± 3. 46% )
相比，TＲAIL 组 ( 107. 72% ± 11. 88% ) 和 TN 组
( 101. 25% ±5. 74% ) GＲP78 的蛋白表达明显上调，
差异有统计学意义( P ＜ 0. 05，F = 88. 113) ，见图 5。

图 4 各实验组 HSC C-Caspase-12 和 C-Caspase-3 蛋白表达
1: 正常组; 2: PDGF 组; 3: TＲAIL 组; 4: TN 组; 5: PDGF + TＲAIL

+ Z-VAD-fkm组; 与正常组比较: * P ＜ 0. 05

2． 5 Caspase-3 蛋白表达变化 与 PDGF 组
( 10. 67% ± 3. 39% ) 相比，TＲAIL 组 ( 45. 82% ±
5. 62% ) 和 TN 组 ( 42. 57% ± 6. 74% ) 裂解的 C-
Caspase-3 的蛋白表达明显上调; 而预加入 Caspase
抑制剂 Z-VAD-fkm 组 ( 24. 25% ± 4. 38% ) ，与
TＲAIL 组 ( 45. 82% ± 5. 62% ) 和 ( 42. 57% ±
6. 74% ) TN组相比，裂解的 C-Caspase-3 的蛋白表达
明显下调，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05，F =
101. 25) ，见图 4。

3 讨论

HF是慢性肝病最常见肝脏病理改变之一，KC
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图 5 各实验组 HSCs中 GＲP78 和 CHOP蛋白的表达
1: 正常组; 2: PDGF组; 3: TＲAIL组; 4: TN组; 与正常组比较: * P

＜ 0. 05

分泌TGF-β、PDGF等能够促进 HSC 活化增殖，导致
大量 ECM过度沉积，而 HF 恢复期 KC 分泌 TＲAIL
等诱导活化的 HSC凋亡，从而促进 HF的逆转［6 － 7］。
根据 TＲAIL在 HF恢复期对 HSC 凋亡的影响，本研
究采用体外培养大鼠肝星状细胞系( HSC-T6) ，观察
TＲAIL对 HSC凋亡的机制研究及内在联系，为 HF
的治疗提供新思路。

TＲAIL属于肿瘤坏死因子超家族，诱导细胞凋
亡是作用于细胞后引起的一系列细胞内包括

Caspase的激活以及细胞内蛋白裂解级联反应的一
个生物化学过程［8］。TＲAIL 作用于 TＲAIL-Ｒ1 和
TＲAIL-Ｒ2，形成 TＲAIL 受体复合体，可能导致细胞
内多个致死性级联反应，其中 Caspase 的激活在细
胞凋亡中起到了重要作用［9］。有研究［10］显示，
TＲAIL诱导人结肠癌细胞( SW480 cells) 凋亡，不仅
通过 Caspase-8、Caspase-3 的激活，而且还伴随有线
粒体特征性蛋白 Caspase-9 的激活。本研究以
TＲAIL体外诱导 HSC 凋亡，Hoechst 33258 染色后，
荧光显微镜下观察细胞出现核固缩等典型的凋亡形

态。流式细胞仪检测结果也发现，TＲAIL 明显上调
HSC 的凋亡率。为进一步探讨 TＲAIL 在活化的
HSC凋亡中的作用，本研究分别检测了 C-Caspase-3
及 Bax mＲNA的表达，结果显示 C-Caspase-3 蛋白及
Bax mＲNA 的表达均显著上调，但是 TＲAIL 促进
HSC凋亡的发生机制仍不明确。

EＲS所诱导的细胞凋亡是近年来新被认识的一
种凋亡途径，不同于既往经典线粒体、死亡受体介导
的细胞凋亡［11］。持续性的 EＲS 启动一系列凋亡途

径如 CHOP、JNK、Caspase 等，加速诱导细胞凋
亡［12］。课题组的前期研究［13］表明，CHOP 和 JNK
可通过毒胡萝卜素诱导 EＲS 上调 TＲAIL 受体 DＲ5
和 Caspase-8 的表达，提示 TＲAIL 可能通过在
Caspase-8调控 HSC的凋亡，而且与 EＲS 存在一定的
联系。由此提出设想，TＲAIL 是否通过 EＲS 相关蛋
白 Caspase-12，其中 TＲAIL是否通过 EＲS和死亡受体
调控 HSC的凋亡，同时还检测了 TＲAIL 刺激下 HSC
中 CHOP、GＲP78、C-Caspase-12等 EＲS凋亡途径的相
关蛋白的表达情况。结果显示，TＲAIL 可明显促进
C-Caspase-3 蛋白和 Bax mＲNA 表达的增加并上调
CHOP、GＲP78、C-Caspase-12蛋白的表达，表明 TＲAIL
可能通过 EＲS凋亡途径参与 HSC的凋亡。
综上所述，TＲAIL可明显促进活化的 HSC凋亡，

其促凋亡机制可能通过 EＲS标志性蛋白 CHOP、GＲP78
和 Caspase-12介导，提示 TＲAIL 可能是通过 EＲS 途
径调控 HSC凋亡，为 HF的治疗提供新的思路。
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全反式维甲酸对人胃腺癌细胞株 BGC － 823 迁移的影响
杨艳艳1，胡安拉1，2，张素梅1，周 青1，汪 渊1

摘要 目的 研究全反式维甲酸( ATＲA) 对人胃腺癌细胞
株 BGC-823 细胞迁移能力的影响及其可能机制。方法 不
同浓度 ATＲA处理 BGC-823 后，MTT法检测 ATＲA对细胞增
殖的影响并计算半数抑制率( IC50 ) ，倒置显微镜下观察细胞

形态学变化，划痕法检测其对细胞迁移能力的作用，平板克

隆法观察其对细胞体外克隆形成能力的影响，Western blot
法检测可能与迁移相关蛋白的表达。结果 ATＲA 对 BGC-
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823 细胞增殖具有明显的抑制作用，呈浓度依赖性，IC50为

42. 402 5 μmol /L; ATＲA可抑制细胞生长速度，使细胞形态
拉长; ATＲA可抑制 BGC-823 细胞的迁移; ATＲA可明显降低
细胞克隆形成数( P ＜ 0. 05) ;Western blot结果显示 ATＲA显
著降低肌球蛋白轻链激酶( MLCK) 的表达和肌球蛋白轻链
( MLC) 的磷酸化。结论 ATＲA 对人胃腺癌细胞株 BGC-
823 细胞的迁移具有抑制作用，可能与降低 MLCK 表达和
MLC磷酸化水平有关。
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2008 年，全球大约共新增 989 600 例胃癌患者
和 738 000 例癌症死亡患者，占全球除皮肤癌以外
的癌症总发病率的8%以及新增癌症死亡人数的
10%［1］，进展期胃癌的淋巴转移率高达约 70%。肿
瘤细胞迁移与肿瘤转移的基础，其过程十分复杂，与
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Effects of TＲAIL on the hepatic stellate cells apoptosis in
hepatic stellate cells and relevant mechanism

Li Xiaohui1，2，Li Jun1，2，Huang Yan1，2，et al
( 1School of Pharmacy，2 Institute for Liver Diseases，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To detect the effect of EＲ stress and TＲAIL in rat hepatic stellate cell lines ( HSC-T6) and
to explore the possible apoptosis pathway． Methods Hepatic stellate cell ( HSC) apoptosis was measured by Ho-
echst staining apoptosis detection kit and flow cytometric analysis． CHOP，GＲP78，C-Caspase-12 and -3 protein ex-
pression were analyzed by Western blot; Bax mＲNA expression was evaluated by ＲT-PCＲ． Ｒesults It showed that
PDGF-induced HSC as control． The increased of HSC apoptosis was measured by Hoechst 33258 and flow cytome-
try． In addition，TＲAIL increased the expression of Bax and C-Caspase-3 in activated HSC． TＲAIL also increased
C-Caspase-12，CHOP and GＲP78 in activated HSC． These results suggested that TＲAIL induced apoptosis through
EＲS-mediated pathways in HSC． Conclusion These results demonstrate that TＲAIL induces apoptosis through
EＲS-mediated pathways in HSC．
Key words TNF-related apoptosis inducing-ligand; hepatic stellate cell; apoptosis; endoplasmic reticulum stress;
Caspase-12
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