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PTL联合ZD55-TRAIL对肝癌细胞Hep3B
生长抑制的研究

李晓艳1  马  晖2  潘  强1   杨新燕1   吴丽琴1  陈  侃1*

(1浙江理工大学生命科学学院, 新元医学与生物技术研究所, 杭州 310018; 2陕西省汉中职业技术学院医学系, 汉中 723000)

摘要      联合运用NF-κB小分子抑制剂小白菊内酯(parthenolide, PTL)和携带TRAIL的溶瘤腺

病毒ZD55-TRAIL在体外杀伤人肝癌细胞株Hep3B, 以评估两者联用的实验疗效。首先用Adeasy系
统包装ZD55-TRAIL病毒; 分别用MTT、结晶紫和Hoechst33342荧光染色实验检测ZD55-TRAIL、
ZD55-TRAIL和PTL联合运用对肝癌细胞株Hep3B和正常肝细胞QSG-7701的增殖抑制作用。结果

表明: 10 MOI ZD55-TRAIL联合PTL处理72 h后, Hep3B细胞的存活率仅为44%, 但对QSG-7701细胞

无明显损伤; 而10 MOI的ZD55-TRAIL和PTL分别单独处理后细胞存活率为70%和66%; 结晶紫实

验及Hoechst33342染色结果表明联合处理组的Hep3B细胞凋亡特征更加明显。溶瘤腺病毒ZD55-
TRAIL联合PTL在体外对肝癌细胞Hep3B具有显著的杀伤性, 而对QSG-7701细胞无明显毒副作用。
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Enhancement of the Growth Inhibiting Effect to Liver Tumor Cell 
Hep3B by Combining Parthenolide with ZD55-TRAIL
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Abstract        This study aimed at studying the anti-tumor effect in hepatocarcinoma cell Hep3B cells by combin-
ing parthenolide (PTL) with ZD55-TRAIL. The experiment was constructed oncolytic adenovirus ZD55-TRAIL by 
Adeasy systerm. Then MTT, crystal violet and Hoechst33342 staining assay were used to assess the growth inhibition 
effects of single or combination therapy on liver tumor cell Hep3B and human normal cell QSG-7701. The results 
showed that 10 MOI ZD55-TRAIL combining with PTL treated for 72 h,  Hep3B cells’ survival rate is only 44%, and 
no significant damage to the QSG-7701 cells, while in ZD55-TRAIL and PTL 10 MOI separately treated cells, the 
survival rate is 70% and 66%, respectively. The crystal violet and Hoechst33342 staining results showed that the com-
bined treatment group Hep3B apoptotic features more obviously. Oncolytic adenovirus ZD55-TRAIL joint PTL had 
significant destruction in vitro on hepatoma cells Hep3B, but no significant side effects to QSG-7701 cells.
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目前肿瘤治疗遇到了瓶颈, 但肿瘤特异性增

殖腺病毒(即溶瘤腺病毒)、癌症的靶向基因—病毒

治疗(targeting gene-viro-therapy)策略及基因病

毒制剂的出现给肿瘤治疗带来了新的希望。携带

TRAIL(TNF-related apoptosis-inducing ligand)基
因的溶瘤腺病毒ZD55-TRAIL就曾在肿瘤治疗中

表现出良好的效能, 但也有不少细胞对TRAIL基
因天然耐受, 尤其是一些高度恶性的肿瘤如胰腺

癌会产生强烈的TRAIL耐受性[1-4], 因此如何增强

肿瘤基因治疗的效果成为基因治疗研究的重要问

题。

小白菊内酯(parthenolide, PTL)是一种纯天然

的倍半萜烯内酯提取物, 传统上主要用于治疗偏头

痛[5]、炎症[6]及风湿性关节炎[7]。有报道指出, PTL
具备一定的抗瘤活性, 可以诱导肿瘤细胞凋亡、坏

死[8]。已有证据表明, PTL属于核转录因子NF-
κB(nuclear factor kappa B)抑制剂, 可通过特异性抑

制IκB激酶复合物的活性[9]而引发肿瘤细胞的凋亡。

近年也有文献指出, PTL是通过抑制DNA与NF-κB
及信号转导与转录激活子3(signal transducer and 
activator of transcription 3, STAT3)结合, 从而降低了

有丝分裂原激活蛋白激酶(mitogen-activated protein 
kinase, MAPK)的活性以及活性氧的产生[10], 并最终

导致细胞凋亡。

肿瘤的多基因遗传特性使得单一药物的控制

效果并不理想, 且细胞信号网络纷繁复杂, 某一信号

通路的抑制或阻断可能会导致其他通路的代偿性激

活, 因此药物联用一直是肿瘤研究的热点[11]。关于

PTL联合化疗药物治疗肿瘤的报道已有很多[12], 但
至今还未见PTL联合溶瘤腺病毒ZD55-TRAIL治疗

肝癌的报道。为深度了解两者联用后肿瘤细胞发生

的变化, 本实验拟以人肝癌细胞株Hep3B为研究对

象, 观察作为NF-κB小分子抑制剂的PTL联合携带

TRAIL的溶瘤腺病毒ZD55-TRAIL对人肝癌细胞生

长的影响, 以期达到更显著抑制肿瘤细胞生长的目

的。本实验将为癌症的靶向基因—病毒联合化疗药

物的新策略提供更多的实验依据和理论基础, 为肿

瘤治疗带来新的思路。

1   材料与方法
1.1   材料

人肝癌细胞株Hep3B、质粒pCA13-TRAIL和

pSD55为本所保存。培养基DMEM、胰蛋白酶购

自Gibco公司; 胎牛血清购自PAA公司; 二甲基亚砜

(DMSO)、Hoechst33342凋亡试剂、四甲基偶氮唑

蓝(MTT)、小白菊内酯(PTL)均购自Sigma公司; 结
晶紫染料购自Ameresco公司; Effectene转染试剂购

自Qiagen公司; 限制性内切酶购自Fermentas公司。

SW-CJ-1FB超净台(苏州净化设备有限公司), DK-8D
型电热恒温水槽(上海一恒科技有限公司), XDS-1B
倒置生物显微镜(OLYMPAS公司), BCD-277冰箱(博
西华家用电器有限公司), Μ-2800紫外分光光度计

(HITACHI公司)。
引物设计采用Primer 5.0软件, 引物合成及基因

测序均由上海英骏生物技术有限公司负责。本实

验鉴定采用的TRAIL引物序列为: Forward: 5′-CGT 
GGA TAG CGG TTT GAC TC-3′; Reverse: 5′-TGA 
ATG CCC ACT CCT TGA TG-3′; 野毒鉴定引物序列

为 : Forward: 5′-CAA AGG TGG CAC TTA GGC-3′; 
Reverse: 5′-AGG AAC AGC GGG TCA GTA-3′。
1.2   方法

1.2.1   重组质粒pZD55-TRAIL的构建      Bgl II酶
切质粒pCA13-TRAIL, 割胶回收1 411 bp的目的条

带, 即TRAIL基因表达框; Bgl II酶切质粒pSD55, 割
胶回收开环的pSD55载体; 用Ligation high ver.2将
TRAIL表达框与pSD55载体连接; 将连接产物转化

到感受态DH5α中, 筛选酶切鉴定得到的重组穿梭

质 粒pSD55-TRAIL; 用Pme I酶 切 线 性 化pSD55-
TRAIL, 然后再将其转入感受态pAdEasy-BJ5183中, 
得到pZD55-TRAIL; 用Mlu I酶切初步鉴定重组质粒

pZD55-TRAIL, Mlu I鉴定后再挑取阳性克隆质粒转

化到DH5α中送测序。

1.2.2   重组质粒pZD55-TRAIL转染HEK293细胞      用
Pac I在37 °C水浴4 h酶切pZD55-TRAIL以实现其

线性化, 线性化的目的即切除重组子的原核表达元

件, 同时暴露其反向末端重复序列。乙醇沉淀纯化

后即可转染HEK293细胞, 细胞转染按照Effectene试
剂说明书进行, 12 h后换成2 mL新鲜培养液, 转染后

HEK293细胞继续培养于37 °C、5% CO2条件下, 直
至出现病毒空斑。

1.2.3   MTT染色检测细胞增殖      取对数生长期的

Hep3B、QSG-7701细胞, 接种于96孔板, 1×104/孔, 
12 h后加入1, 5, 10, 15 μmol/L PTL以及5, 10, 20, 40 
MOI ZD55-TRAIL, 每个浓度设6个平行孔, 放入培
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养箱, 在37 °C、5% CO2条件下分别培养24, 48, 72 h
后弃上清, 每孔加入20 μL的MTT(5 mg/mL)溶液, 37 °C
孵育4 h, 小心弃除上清, 加入150 μL DMSO/孔, 在摇

床上低速震荡10 min后用酶标仪测490 nm处吸光值

(D值)。实验重复3次, 按照以下公式计算细胞存活

率: 细胞存活率=(加药组D值—空白对照组D值)/(对
照组D值—空白对照组D值)×100%, 绘制细胞存活率

曲线。

1.2.4   Hoechst33342染色荧光显微镜下观察细胞形

态      取对数生长期的Hep3B细胞, 按1×105/孔接种

于24孔板。贴壁培养12 h后, 加入10 μmol/L PTL或/
和10 MOI ZD55-TRAIL, 对照组中加入等体积PBS, 
分别在培养12, 24, 36, 48 h后, 将Hoechst33342加入

培养基中, 每孔加入Hoechst33342(1 mg/mL)染料5 μL, 
37 °C避光孵育30 min, 荧光显微镜下观察细胞的形

态变化。

1.2.5   结晶紫染色进行细胞毒性分析      取对数生

长期的Hep3B细胞, 调整密度为1×105/孔接种于24
孔板。贴壁培养12 h后, 加入10 μmol/L PTL或/和
ZD55-TRAIL(5, 10, 20, 40 MOI), 继续培养96 h后弃

培养液, PBS洗一次, 每孔各加10%的甲醇500 μL固
定30 s后, 吸去甲醇, 加入250 μL结晶紫染色液(2%
结晶紫溶于20%甲醇), 室温染色30 min, 用自来水洗

去多余染液, 拍照记录。

1.2.6   统计学处理      采用SigmaPlot 11.0数据统计

软件, 所有定量实验均在同样条件下重复3次。各组

数据以“均值±标准差”表示。

2   结果
2.1   重组质粒pZD55-TRAIL的构建及鉴定

用Bgl II单酶切pCA13-TRAIL质粒, 割胶回收

1 411 bp大小的条带, 即含HCMV启动子和SV40尾
巴的TRAIL表达框(图1A), Bgl II单酶切pSD55, 切
胶回收较慢条带, 即开环DNA(图1B)。将以上所得

TRAIL表达框与pSD55经连接酶连接后转化DH5α, 
得到重组质粒pSD55-TRAIL, 抽取质粒用Bgl II酶切, 
可见1 411 bp和8 637 bp的条带(图1C), 鉴定正确的

质粒经Pme I线性化, 在感受态pAdEasy-BJ5183中同

源重组并Mlu I酶切鉴定, 电泳图显示pZD55-TRAIL
重组子构建成功(图1D), 将鉴定正确的重组子转化

到无RecA、EndA活性的DH5α菌株中扩增, Mlu I酶
切鉴定正确(图1E)后测序。

2.2   病毒的包装、扩增及纯化

用Pac I线性化重组质粒pZD55-TRAIL后转染

HEK293细胞, 待细胞出现空斑后, 挑取空斑小量扩

增后抽提病毒基因组, PCR扩增后琼脂糖凝胶电泳

显示: 样品1、2、3均含有目的基因TRAIL(图2A), 样
品1、2中均无657 bp左右的条带(图2B), 说明病毒

重组成功, 且E1B55kDa基因缺失, 为非野毒型。样

品1、2是正确的重组腺病毒ZD55-TRAIL。病毒在

HEK293细胞中大量扩增后, 依照CsCl密度梯度离心

法纯化病毒, 采用TCID50法测定病毒滴度。

图1  重组质粒pZD55-TRAIL的构建及鉴定

Fig.1  The construction and identification of recombinant plasmid of pZD55-TRAIL
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2.3   MTT分析检测各病毒药物处理组对Hep3B
细胞的抑制作用

用浓度为1, 5, 10, 15 μmol/L的PTL和5, 10, 20, 
40 MOI的ZD55-TRAIL分别处理Hep3B细胞24, 48, 
72 h后, MTT实验检测细胞存活率, 结果发现当用

10 μmol/L的PTL和10 MOI的ZD55-TRAIL分别处理

细胞72 h后, 其存活率分别为66%和70%, 而二者联

合处理Hep3B细胞72 h, 存活率仅为44%, 即PTL联
合ZD55-TRAIL对Hep3B细胞的杀伤力增强了26%。

此外, 为了探究联合处理组的毒副作用, 笔者又用

PTL和ZD55-TRAIL联合处理正常肝脏细胞QSG-
7701 72 h, 结果证明其对正常肝脏细胞的毒性较小, 
因此说明10 μmol/L PTL和10 MOI ZD55-TRAIL能兼

顾较好的有效性和安全性(图3)。

图2  重组病毒ZD55-TRAIL的PCR鉴定

Fig.2  Indentification of recombinant adenovirus ZD55-TRAIL by PCR

2 000 
5 000 

5 000 

3 000 
3 000 

2 000 
2 000 

1 500 
1 500 

1 000 
1 000 

800 
800 
500 
300 

1 000 
750 
500 

(A) (B)M1 5 M21 2 3 4 M1 5 6 7 81 2 3 4

bp 
bp 

bp 

A: 分别用浓度为1, 5, 10, 15 μmol/L的PTL处理24, 48, 72 h后Hep3B细胞的存活率曲线; B: 分别用滴度为5, 10, 20, 40 MOI的ZD55-TRAIL处理

24, 48, 72 h后Hep3B细胞的存活率曲线; C: 10 μmol/L PTL、10 MOI ZD55、10 MOI ZD55-TRAIL、10 μmol/L PTL+10 MOI ZD55-TRAIL四种

方法分别处理24, 48, 72, 96 h后Hep3B细胞的存活率曲线; D: 10 μmol/L PTL、10 MOI ZD55、10 MOI ZD55-TRAIL、10 μmol/L PTL+10 MOI 
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图3  MTT分析细胞存活率

Fig.3  Cell viability tested by MTT assay
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图4  荧光显微镜下细胞形态的变化

Fig.4  Morphological changes observed by fluorescence microscope

2.4   细胞形态学变化

倒置显微镜下观察Hep3B细胞分别用PTL、
ZD55-TRAIL及二者联合处理24, 48, 72 h后形态发

生的变化, 发现相同处理时间段内, 以二者联合作



李晓艳等: PTL联合ZD55-TRAIL对肝癌细胞Hep3B生长抑制的研究 635

用后细胞形态的改变最为明显, 尤其是联合处理

48 h及72 h后, 细胞抑制率分别为46.57%和60.25%, 
Hep3B胞膜虽尚完整, 但出现了细胞体积缩小、胞

核浓缩、胞浆内起泡等凋亡的典型形态改变(图4A
和图4C)。

Hoechst33342染色荧光显微镜下观察PTL、
ZD55-TRAIL及联合处理组分别作用于Hep3B细胞

12, 24, 36, 48 h的细胞凋亡效应, 对照组细胞核染色

均匀, 无核浓缩、边集等现象, 而处理组均能观察到
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图5  结晶紫染色分析细胞毒性

Fig.5  Cytotoxicity detected by crystal violet staining

地在肿瘤细胞内增殖, 从而裂解肿瘤细胞, 产生的子

代腺病毒又不断感染周围的肿瘤细胞, 重复其增殖、

裂解肿瘤细胞的过程; 另一方面其携带的TRAIL可发

挥肿瘤基因治疗的优势, 即刘新垣院士于2001年首

次正式提出的“癌症的靶向基因—病毒”策略[17-19]。然

而, 尽管许多肿瘤细胞都对TRAIL基因敏感, 但还有

不少细胞天然对TRAIL蛋白耐受, 因此加深理解和

研究肿瘤细胞抵抗促凋亡基因的机制成为肿瘤药物

治疗的重要问题。

PTL是从菊科植物中提取的一种半萜烯内酯化

合物(图6), 研究发现小白菊内酯具有较强的抗肿瘤

活性, 可在体外抑制多种肿瘤细胞的生长增殖并诱

导其凋亡[20], 包括前列腺癌、乳腺癌、胆管癌等。

这种抗癌活性可能依赖于PTL引起的广泛的细胞内

信号, 例如NF-κB和STAT3介导的信号抑制[21]。另一

方面是诱导内氧化应激, 主要由活性氧ROS水平提

核质固缩、凝聚现象, 并有核碎片和凋亡小体出现, 
PTL和ZD55-TRAIL联合处理组在48 h时细胞的抑

制率为60.54%, 单独处理组PTL和ZD55-TRAIL的细

胞抑制率分别为25.98%、30.4%, 具有显著性差异

(P<0.05)(图4B和图4D)。
2.5   结晶紫染色法分析各病毒药物处理组对

Hep3B细胞的毒性作用    
分别用PTL、ZD55-TRAIL及联合组作用于

Hep3B细胞96 h后, 用结晶紫染色进行分析, 发现联

合组对肝癌Hep3B细胞的杀伤效果明显强于单独使

用PTL或ZD55-TRAIL(图5)。

3   讨论
肿瘤基因治疗是利用转基因技术将外源的

DNA片段或基因导入肿瘤细胞以达到诱导细胞凋

亡、抑制肿瘤生长的目的, 迄今已有多个腺病毒载

体介导的肿瘤基因治疗正在进行临床试验[13-14], 其
中关于促凋亡基因如肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配

体基因(TRAIL)的研究较为引人注目[15], TRAIL属于

TNF家族, 以II型跨膜蛋白的形式表达于细胞表面, 
大量研究表明, 不论是TRAIL的胞外段、还是胞内

段可溶性结构域, 都具有强大和特异性诱导肿瘤细

胞凋亡的能力, 但对正常细胞无此效应[16]。腺病毒

ZD55-TRAIL系删除5型腺病毒的E1B55kDa基因, 并
在该位置插入TRAIL表达框。一方面腺病毒选择性
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高和激活JNK活性引起[22]。此外, PTL可通过增加

p53的磷酸化来激活它的促凋亡功能, 而关于PTL与
“癌症的靶向基因—病毒”策略联合应用、治疗肝癌

的研究目前尚无报道。

本实验探究联合运用PTL和肿瘤基因治疗药物

ZD55-TRAIL对肝癌细胞株Hep3B的杀伤作用, 实验

结果表明, 联合用药对肝癌Hep3B细胞株的杀伤力

要强于PTL或ZD55-TRAIL单独用药, 且对正常肝脏

细胞损伤甚小, 因此有理由认为PTL和ZD55-TRAIL
的联合使用避免了PTL和ZD55-TRAIL单独使用

时效果不佳的缺点, PTL可以显著增加肿瘤细胞对

ZD55-TRAIL的敏感性, 但是二者协同作用的具体机

制还有待于进一步深入研究。
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图6 小白菊内酯的结构

Fig.6  Structure of parthenolide




