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外源性TRAIL基因转染联合氯喹诱导胶质瘤
U251细胞凋亡

冯 驰 郭双毅 程龙海 罗 杰

【摘要】目的 探讨外源性肿瘤坏死因子凋亡相关诱导配体（TRAIL）联合氯喹对U251细胞凋亡的作用。方法 构建稳定表达

TRAIL的质粒pEGFP-TRAIL，然后转染到胶质瘤细胞系U251细胞中（TRAIL组），以pEGFP-C1质粒为阴性对照，以不转染质粒

为空白对照；将氯喹（50 μmol/L）加入到转染 pEGFP-TRAIL 质粒 U251 细胞培养基中，作为联合组。共聚焦显微镜检测

GFP-TRAIL 蛋白表达，MTT 法检测细胞抑制率，Annexin V-FITC/PI 双染法检测细胞凋亡，免疫印迹法检测 GFP-TRAIL 和

Cleaved caspases-8 蛋白表达。结果 质粒转染后，共聚焦荧光显微镜检测结果显示，pEGFP-C1 在细胞质中成弥散分布；而

GFP-TRAIL在细胞质中成聚点分布，且荧光表达可以持续48 h以上；免疫印迹法分析结果显示TRAIL组TRAIL蛋白表达水平

明显高于空白对照组和阴性对照组（P<0.05）。联合组细胞增殖抑制率[（47.22±0.15）%]明显高于阴性对照组[（3.21±0.04）%，P<
0.05]和TRAIL组[（23.88±0.22）%，P<0.05]。联合组细胞凋亡率[（41.62±0.44）%]明显高于空白对照组[（2.14±0.09）%，P<0.05]、阴
性对照组[（3.46±0.17）%，P<0.05]和TRAIL组[（22.48±0.43）%，P<0.05]。联合组Cleaved caspases-8蛋白表达水平明显高于阴性

对照组、TRAIL组（P<0.05）。结论 外源性TRAIL基因转染后可以在细胞中稳定表达并诱导细胞凋亡，与氯喹联合应用可以增强

TRAIL诱导的细胞凋亡，其机制可能是氯喹抑制细胞自噬。
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Effect of exogenous TRAIL gene transfection combined with chloroquine on glioma U251 cells apoptosis

FENG Chi, GUO Shuang-yi, CHENG Long-hai, LUO Jie. Department of Neurosurgery, Taihe Hospital, Shiyan 44200, China
【Abstract】Objective To investigate the effect of the exogenous tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)

and chloroquine (CQ) on the apoptosis of glioma U251 cells. Methods Human glioma U251 cells were treated with exogenous green
fluorescent protein (GFP)-TRAIL and/or CQ. The expression level of GFP-TRAIL in U251 cells was detected by confocal microscope.
The cells vitality was detected by MTT assay and U251 cells apoptosis was detected by Annexin V-FITC/PI Apoptosis Detection Kit.
The expression levels of proteins related to apoptosis were detected by Western blot. Results GFP-TRAIL was stably expressed in U251
cells and induced the U251 cells apoptosis after the transfection of exgenous TRAIL into U251 cells. The rate of inhibition of U251 cells
proliferation (47.22±0.15)% and the U251 cell apoptosis rate (41.62±0.44)% were significantly higher in the glioma U251 cells treated
with GFP-TRAIL combined with CQ respectively than those [(23.88±0.22)% and (22.48±0.43)% respectively] in the glioma U251 cells
only treated with GFP-TRAIL or CQ and control group (P<0.05). Conclusion The GFP-TRAIL protein can be stably expressed in
U251 cells transfected with TRAIL gene and induce the apoptosis of U251 cells. GFP-TRAIL combined with CQ can enhance the
apoptosis of U251 cells.
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肿 瘤 坏 死 因 子 相 关 凋 亡 诱 导 配 体（tumor
necrosis factor related apoptosis-induced ligand，
TRAIL）是肿瘤坏死因子家族成员[1，2]，能够诱导大多

数人类肿瘤细胞凋亡而对正常细胞没有明显毒性作

用[3~7]。因此，TRAIL被认为是一种很有希望和有效

的抗肿瘤药物[8]。TRAIL作为一种新型的分子靶向

药物，在临床前期实验中表现出治疗肿瘤的强大优

势，但同时也出现了一些阻碍其进入临床治疗的问

题，如TRAIL蛋白半衰期很短[9]、TRAIL抵抗的出现

等 [10]。本实验构建 TRAIL的真核稳定表达载体，通

过基因转染使TRAIL蛋白能够在细胞中稳定表达，

同时联合应用氯喹，探讨两者联合应用对胶质瘤细

胞凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 材料 pEGFP-C1质粒由本实验室保存，HeLa细
胞基因组 cDNA由本实验室保存，U251细胞购自于
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武汉大学保藏中心，TA克隆试剂盒购自于北京全式

金生物技术有限公司，3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-
二 苯 基 四 氮 唑 溴 盐（methylthiazolyldiphenyl-
tetrazolium bromide，MTT）和氯喹购自于美国 Sigma
公 司 ，Annexin V-FITC/PI 凋 亡 试 剂 盒 、兔 抗 人

cleaved caspases-8抗体购自于沈阳万类生物科技有

限公司，兔抗人GAPDH抗体和兔抗人TRAIL蛋白购

自武汉三鹰生物技术有限公司，DMEM培养基、胰蛋

白酶购自于美国Gibco公司，胎牛血清购自于杭州四

季青生物工程材料有限公司，Lipofectamine2000
Reagent转染试剂盒购自于美国 Invitrogen公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和传代 U251 细胞培养于含 10%胎

牛血清、1%青-链霉素DMEM中，37 ℃、5% CO2恒温

培养箱培养。根据细胞生长状态，隔天换液，每2~3
d用0.25%胰酶消化成细胞悬液，以1∶3比例传代。

1.2.2 pEGFP-TRAIL 真核表达载体的构建 根据

pEGFP-C1质粒多克隆位点序列和TRAIL基因CDS
序列设计合适 PCR 引物，上游引物为 5'-ACG CTC
GAG ATG GCT ATG ATG GAG GTC-3'，5'端含有

XhoI酶切位点，下游引物为 5'- AGC GAA TTC TTA
GCC AAC TAA AAA GGC CCC GA-3'，5'端含 EcoRI
酶切位点。从 HeLa 细胞基因组 cDNA 上运用 PCR
技术得到含有XhoI和EcoRI两个酶切位点的TRAIL
的CDS序列；然后，通过TA克隆、酶切酶连及转化构

建出 pEGFP-TRAIL质粒。最后通过基因测序验证

质粒的正确性。

1.2.3 检测 GFP-TRAIL 蛋白的表达 按照 Lipo2000
转染说明书将 pEGFP-C1 和 pEGFP-TRAIL 质粒转

染到 U251 中，24 h 后，在共聚焦显微镜下观察

GFP-TRAIL蛋白的表达。观察结束后，胰酶消化细

胞，细胞悬液转移至 1.5 mL Ep管中，10 000 g离心 5
min，弃上清，留取底部蛋白沉淀。同时收集没有任

何处理的 U251 细胞。采用免疫印迹法检测 TRAIL
及GFP-TRAIL蛋白的表达。

1.2.4 MTT 法检测细胞增殖抑制率 pEGFP-C1、
pEGFP-TRAIL质粒转染24 h后，胰酶消化成细胞悬

液，以每孔5 000个细胞转移到96孔培养板中，细胞

分为空白对照组、阴性对照组、TRAIL组和联合组，

每组5个复孔，37 ℃培养箱培养过夜。次日清晨，联

合组加入氯喹（50 μmol/L）。孵育 6 h 后行 MTT 实

验，测定490 nm波长吸光度（optic density，OD）值，计

算细胞生长抑制率（%）=（1-实验组 OD 值/对照组

OD值）×100%。

1.2.5 Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡 取对

数生长期U251细胞，按照Lipo2000转染说明书转染

pEGFP-C1和pEGFP-TRAIL质粒，分为空白对照组、

阴性对照组、TRAIL组和联合组。转染24 h后，联合

组加入氯喹终浓度为（50 μmol/L）。24 h 后，根据

AnnexinV-FITC凋亡试剂盒说明书运用共聚焦显微

镜进行凋亡检测，其中被FITC染成绿色的细胞为凋

亡细胞，未染色的为正常细胞。统计 Confocal 图像

中细胞总数和凋亡细胞数，计算凋亡率。

1.2.6 免疫印迹法检测Cleaved caspases-8蛋白表达

水平 取对数生长期U251细胞，按照 Lipo2000转染

说明书转染 pEGFP-C1和 pEGFP-TRAIL质粒，分为

阴性对照组、TRAIL组和联合组。转染24 h后，联合

组加入氯喹终浓度为（50 μmol/L）。6 h后收取细胞，

采用免疫印迹法检测蛋白表达水平。

1.2.7 统计学方法 运用SPSS 16.0软件进行分析，计

量资料以 x±s表示，采用方差分析，以P<0.05表示差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 GFP-TRAIL蛋白表达水平 质粒转染后，共聚焦

荧光显微镜检测结果显示，pEGFP-C1 在细胞质中

成弥散分布；而 GFP-TRAIL 在细胞质中成聚点分

布，且荧光表达可以持续48 h以上（图1）。免疫印迹

法分析结果显示TRAIL组TRAIL蛋白表达水平明显

高于空白对照组和阴性对照组（图2）。
2.2 细胞增殖抑制率比较 阴性对照组U251细胞抑

制率为（3.21±0.04）%，TRAIL 组为（23.88±0.22）%，

联合组为（47.22±0.15）%，两两比较均有统计学差异

（P<0.05）。
2.3 细胞凋亡水平比较 空白对照组U251细胞凋亡

率为（2.14±0.09）%，阴性对照组为（3.46±0.17）%，

TRAIL 组 为（22.48 ± 0.43）% ，联 合 组 为（41.62 ±
0.44）%，两两比较均有统计学差异（P<0.05）。
2.4 Cleaved caspases-8 蛋白表达水平比较 阴性对

照组、TRAIL组和联和组U251 Cleaved caspases-8表

达水平见图 3，联合组 Cleaved caspases-8 表达水平

明显上升。

3 讨 论

氯喹最初以抗疟药应用于临床，后来研究发现

其可以抑制细胞自噬。研究表明，细胞自噬与肿瘤

细胞 TRAIL抵抗有着密切关系 [9，11]。有研究发现联

合应用氯喹与人重组TRAIL蛋白处理肿瘤细胞后，
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氯喹可通过增加TRAIL蛋白和mRNA的稳定性，增

强 TRAIL 诱导的细胞凋亡 [12]。我们成功构建出

TRAIL基因的稳定表达载体，运用基因转染技术，发

现 GFP-TRAIL 可以稳定持续的表达，并能诱导

U251细胞凋亡；同时，我们联合应用GFP-TRAIL基

因转染和氯喹处理U251细胞，发现联合处理后肿瘤

细胞的凋亡明显增强。

本研究通过 GFP-TRAIL 基因转染技术和自噬

抑制剂氯喹的使用，实现TRAIL蛋白在细胞内稳定

持续表达，并能显著诱导肿瘤细胞凋亡的目的，为增

加TRAIL稳定性和增强TRAIL诱导的凋亡效应提供

了一种新方法。
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图1 U251细胞转染含GFP的TRAIL质粒后聚焦荧光显微

镜下观察（×200）
A. pEGFP-C1 质粒；B. pEGFP-TRAIL 质粒；GFP：绿色荧光蛋白；

TRAIL：肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体

图3 U251细胞转染TRAIL质粒后电泳图

1. pEGFP-C1 质 粒 ；2. pEGFP-TRAIL 质 粒 ；3.
pEGFP-TRAIL+氯喹；TRAIL：肿瘤坏死因子相关凋亡诱导

配体；GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶

图2 U251细胞转染TRAIL质粒后电泳图

1. 空白对照组；2. pEGFP-C1质粒；3. pEGFP-TRAIL质粒；

GFP：绿色荧光蛋白；TRAIL：肿瘤坏死因子相关凋亡诱导

配体；GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶
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