
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2013, 35(12): 1724–1731 DOI: 10.11844/cjcb.2013.12.0221

x
_
±s

收稿日期: 2013-07-19　　　接受日期: 2013-09-30
浙江理工大学科研启动基金(批准号: 111618-Y)资助的课题

*通讯作者。Tel: 0571-86843186, E-mail: zhouxiumei824@163.com
Received: July 19, 2013　　　Accepted: September 30, 2013
This work was supported by the Scientific Research Foundation of  Zhejiang Sci-Tech University (Grant No.111618-Y)
*Corresponding author. Tel: +86-571-86843186, E-mail: zhouxiumei824@163.com
网络出版时间: 2013-11-22 10:49　　　URL: http://www.cnki.net/kcms/detail/31.2035.Q.20131122.1049.001.html

携带TRAIL的溶瘤腺病毒联合LiCl对癌细胞的

生长抑制效应
杨新燕  张  媛  赵瑞波  叶  静  吴丽琴  段雪梅  周秀梅*

(浙江理工大学生命科学学院, 新元医药与生物技术研究所, 杭州 310018)

摘要      研究糖原合成激酶3的抑制剂LiCl联合携带TRAIL基因的溶瘤腺病毒Ad.sp-E1A-
E1B(Δ55 kDa)-TRAIL-Flag(Ad.sp-TRAIL-Flag)对癌细胞的体外杀伤作用。采用MTT法检测癌症特

异性病毒Ad.sp-TRAIL-Flag联合药物LiCl对三种癌症细胞株的生长抑制作用; 通过结晶紫实验进一

步检测联合用药的杀伤效果; 进而通过Western blot实验检测联合作用对癌细胞中TRAIL蛋白表达

的影响, 最后通过流式细胞仪检测其对癌细胞的凋亡作用。结果显示, LiCl联合Ad.sp-TRAIL-Flag
的处理对癌细胞的增殖抑制作用明显优于两者单独使用。Western blot实验证明, LiCl可提高溶瘤

腺病毒Ad.sp-TRAIL-Flag处理后TRAIL蛋白的表达水平, 从而增强了溶瘤腺病毒Ad.sp-TRAIL-Flag
通过TRAIL的信号通路的杀伤效果。
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The Growth Inhibiting Effect of Oncolytic Adenovicus-Mediated TRAIL 
Combined with LiCl on Cancer Cells  

Yang Xinyan, Zhang Yuan, Zhao Ruibo, Ye Jing, Wu Liqin, Duan Xuemei, Zhou Xiumei*
(Xinyuan Institute of Medicine and Biotechnology, College of Life Sciences, Zhejiang Sci-Tech University, HangZhou 310018, China)

Abstract       We investigated the killing effect of glycogen synthesis kinase 3 inhibitor LiCl combained with 
Ad.sp-E1A-E1B(Δ55 kDa)TRAIL-Flag (also known as Ad.sp-TRAIL-Flag) in vitro that oncolytic adenovirus carries 
on human tumor cells. MTT assay is used to detect inhibition on tumor cells proliferation by drug LiCl combined 
with tumor-specific virus Ad.sp-TRAIL-Flag, and combination effect on medication cytotoxicity are further de-
tected by crystal violet experiment; Moreover, Western blot assays are performed to test the expression change of 
TRAIL. In addition, the apoptosis of these cancer cells was inspected by flow cytometry. The result shows that the 
growth inhibiting effect of LiCl combined with Ad.sp-TRAIL-Flag treatment on cancer cells is better than using 
them separately, so as to enhance the express of TRAIL through the signal path killing effects.
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恶性肿瘤即癌症严重危害人类的生命健康。目

前, 恶性肿瘤正超过心脑血管疾病成为人类致死的

第一位原因。恶性肿瘤的治疗手段包括传统的治疗

方法如手术、放疗、化疗等, 已出现严重的瓶颈, 为
此刘新垣院士提出了一种癌症治疗新策略—癌

症的靶向基因病毒治疗(targeting gene-virotherapy 
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of cancer)[1]。本实验使用的溶瘤腺病毒Ad.sp-E1A-
E1B(Δ55 kDa)-TRAIL-Flag(Ad.sp-TRAIL-Flag)是利用

survivin启动子代替腺病毒启动子E1A, 使外源基因

TRAIL仅在肿瘤细胞中表达, 同时由于删去E1B上与

p53基因产物结合的55 kDa蛋白的基因, 所以使其无

法在正常细胞中复制, 仅在癌细胞中复制[2]。构建

病毒时在TRAIL基因后面增加24 bp的Flag的标签蛋

白基因, 即用Flag的标签蛋白标记构建的病毒中的

TRAIL蛋白。溶瘤腺病毒Ad.sp-TRAIL-Flag不仅对

正常细胞无杀伤作用, 还具有溶瘤病毒载体的靶向

性和复制性, 同时又利用了外源抗癌基因的强烈杀

伤性, 可以更好的作用于肿瘤细胞。 
肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(TRAIL)是

TNF家族的成员之一, 它可以通过线粒体途径和细

胞表面受体途径触发肿瘤细胞发生快速、高效的凋

亡反应, 而对正常细胞无毒性, 成为近年来治疗肿瘤

的明星基因[3]。

LiCl是糖原合成激酶3(GSK-3)的抑制剂, GSK-3
是一种多功能的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 参与细胞

内多种信号通路中[4]。有些研究表明, LiCl参与与细

胞增殖、细胞分化和凋亡等多种生理过程相关的

信号通路。最近的研究表明, GSK-3作为一个负调

控因子在肝癌细胞中参与TNF-α信号通路[5]。LiCl
作为GSK-3的抑制剂, 可以增强肝癌细胞对TNF-α的
敏感性。更值得关注的是, 在结肠癌和前列腺癌中, 
GSK-3的抑制剂可以促进TRAIL诱导的细胞凋亡[6]。

本实验在以上理论的基础上, 研究糖原合成激酶3
的抑制剂LiCl联合Ad.sp-TRAIL-Flag溶瘤腺病毒对

癌细胞的生长抑制作用, 本实验选取了人正常肝细

胞株QSG-7701、肝癌细胞株7721、结肠癌细胞株

SW620和卵巢癌细胞株SKOV-3。

1   材料与方法
1.1   材料

溶瘤腺病毒Ad.sp-TRAIL-Flag由本实验室构

建, 氯化锂(LiCl)购自国药集团化学试剂有限公司, 
四甲基偶氮唑蓝(MTT)购自Sigma公司, 二甲基亚砜

(DMSO)、蛋白酶抑制剂(Protease inhibitor)、细胞

裂解液均购买于碧云天公司, Actin、Flag、TRAIL
和荧光二抗等抗体分别购自碧云天、Abmart生物医

药有限公司、Santa Cruz Biotechnology和Licor公司。

人正常的肝细胞株QSG-7701、肝癌细胞株7721、

结肠癌细胞株SW620、卵巢癌细胞株SKOV-3均购

自中科院上海细胞库。

1.2   细胞培养

人正常的肝细胞株QSG-7701、肝癌细胞

株7721、结肠癌细胞株SW620、卵巢癌细胞株

SKOV-3均用含10%胎牛血清DMEM完全培养基于

37 °C、5% CO2培养箱中培养, 2~3 d传代, 取对数生

长期细胞进行实验。

1.3   MTT检测不同细胞系的体外增殖抑制率

收 集 对 数 期 的QSG-7701、7721、SW620和
SKOV-3, 接种于96孔板, 1×104/孔, 每孔加入100 µL
细胞培养液培养, 8~16 h后加药或(和)病毒处理。单

独病毒处理组为1 MOI的Ad.sp-TRAIL-Flag溶瘤腺病

毒、单独LiCl药物处理组为不同浓度以及其与病毒

的联合作用组, 分别是1 mmol/L LiCl、 5 mmol/L LiCl、
10 mmol/L LiCl、20 mmol/L LiCl、1 MOI Ad.sp-
TRAIL-Flag、1 mmol/L LiCl+1 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag、
5 mmol/L LiCl+1 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag、10 mmol/L 
LiCl+1 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag、20 mmol/L LiCl+ 
1 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag, 每个处理组均设3~6个复

孔, 实验中设单独细胞组为对照组与单独培液的调零

组。37 °C、5% CO2培养箱培养24~96 h后, 每孔加入

20 µL的MTT(5 mg/mL)溶液, 37 °C培养4 h, 小心弃

去上清, 加入150 µL DMSO/孔, 置摇床上低速振荡

10 min, 酶联免疫检测仪490 nm处的吸光值(D值)。
将测得的D值代入以下公式, 计算细胞的存活率: 细
胞存活率=(处理组D值–调零组D值)/(对照组D值–调
零组D值)×100%, 绘制细胞生存曲线。

1.4   结晶紫染色进行细胞毒性的检测

取正常细胞和3种癌细胞按1×105/孔的密度分

别接种于24孔板中, 每孔加入500 µL培养基, 待细胞

贴壁后, 加入5 MOI的溶瘤腺病毒Ad.sp-TRAIL-Flag, 
不同浓度的LiCl即1, 5, 10, 20 mmol/L, 不同浓度的

LiCl联合5 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag处理细胞, 继续

培养72 h后弃培养液, PBS洗两次, 每孔加入250 µL
结晶紫染色液(2%结晶紫溶于20%甲醇)室温染色 
15 min, 流水洗净多余染色液, 37 °C烘干, 拍照记录。

1.5   Hoechst33342染色荧光显微镜下观察细胞形态 
取对数生长期的正常细胞和3种癌细胞, 按

1×105/孔接种于24孔板。贴壁培养8~16 h后, 分别加

入5 MOI的溶瘤腺病毒Ad.sp-TRAIL-Flag, 不同浓度

的LiCl即1, 5, 10, 20 mmol/L, 及其联合5 MOI Ad.sp-
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TRAIL-Flag处理细胞, 对照组中加入等体积PBS, 培
养48 h后, 每孔加入5 µL Hoechst33342 (1 mg/mL), 
37 °C避光孵育30 min, 荧光显微镜下观察细胞的形

态变化。 
1.6   Western blot实验检测细胞内TRAIL的表达

将对数生长期的癌细胞以1×106/孔的密度分别

接种于6孔板中, 每孔2 mL培液, 分别加入1 mmol/L 
LiCl、5 mmol/L LiCl、 10 mmol/L LiCl、10 MOI Ad.sp-
TRAIL-Flag、 1 mmol/L LiCl+10 MOI Ad.sp-TRAIL-
Flag、5 mmol/L LiCl+10 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag、
10 mmol/L LiCl+10 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag, 37 °C、5% 
CO2培养箱中培养。48 h后, 用蛋白裂解液处理细胞, 
收集蛋白样品。将蛋白样品用BCA蛋白定量试剂盒

定量后, 每孔加入10 µL的蛋白样品进行SDS-PAGE
电泳, 电泳结束后, 将蛋白转到PVDF膜上。5%的脱

脂奶粉封闭1 h, 加一抗Actin(1:5 000稀释)、GAPDH 
(1:1 000稀释)、Flag(1:1 000稀释)、TRAIL(1:1 000 
稀释), 4 °C孵育过夜, TBST洗膜10 min×3次后, 加荧

光二抗(1:10 000)稀释, 室温1 h, TBST洗膜10 min×3
次, 红外扫描仪检测目的蛋白的表达。

1.7   流式细胞术检测细胞凋亡率

分别接种1×106/孔的细胞于6孔板中, 每孔2 mL
培液, 贴壁培养8~16 h后, 分别加入5 MOI Ad.sp-
TRAIL-Flag、5 mmol/L LiCl+5 MOI Ad.sp-TRAIL-
Flag、10 mmol/L LiCl+5 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag、
20 mmol/L LiCl+5 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag, 对照组中

加入等量的PBS, 37 °C、5% CO2培养。48 h后, 吸去培

养基, 参照Annexin V/PI细胞凋亡检测试剂盒操作说

明: 收集细胞, 用预冷的PBS洗涤细胞两遍, 用100 µL
的1×Binding buffer重悬细胞, 加入5 µL的Annexin-V和

5 µL的PI, 冰上避光15 min后, 加入300 µL 1×Binding 
buffer, 采用流式细胞仪分析。

1.8   统计学处理  
统计学软件采用SPSS 10.1, 常规进行方差齐性

检验。计量材料实验数据以均数±标准差表示。

2   结果
2.1   MTT法检测联合用药对肿瘤细胞的生长抑

制作用

采 用MTT细 胞 毒 性 实 验 检 测 病 毒Ad.sp-
TRAIL-Flag联合LiCl对正常肝细胞和癌症细胞生长

的抑制效果。以人正常的肝细胞QSG-7701作为对

照组, 7701、SW620、SKOV-3肿瘤细胞作为实验

组。实验结果如图1所示, 联合用药对正常细胞的安

全性较好; 对于癌细胞, 联合用药组对于细胞的生长

抑制效果明显优于单独的病毒处理组和药物处理组

(P<0.05)。1 MOI的Ad.sp-TRAIL-Flag单独处理对肿

瘤细胞的杀伤效果远不及与LiCl药物联合作用的效

果, 且呈现浓度和时间依赖性。相比较几株癌症细

胞系, 病毒Ad.sp-TRAIL-Flag联合LiCl在SW620中的

杀伤效果最为显著。 
2.2   结晶紫实验分析LiCl联合Ad.sp-TRAIL-Flag
对细胞凋亡的影响

为了进一步检测病毒Ad.sp-TRAIL-Flag联合

LiCl对癌细胞的杀伤作用, 本实验继续采用结晶紫

实验进行拍照分析。单独的病毒处理组和单独的

LiCl处理组对各株肿瘤细胞的杀伤作用不是很显著, 
但是在联合实验处理组, 随着LiCl浓度的增加, 杀伤

效果越来越显著。5 MOI的Ad.sp-TRAIL-Flag溶瘤

腺病毒与20 mmol/L LiCl联合处理, 几乎可以完全杀

死癌细胞。将联合处理的3种肿瘤细胞株比较, 发现

溶瘤腺病毒Ad.sp-TRAIL-Flag联合LiCl处理对于结

肠癌细胞SW620的杀伤效果最显著, 同时在低剂量

的LiCl处理情况下, 随着LiCl 浓度的增加, 联合杀伤

效果越加显著(图2)。
2.3   Hoechst33342染色检测细胞凋亡

同时向正常细胞QSG-7701和肝癌细胞7721中
加入10 MOI的病毒Ad.sp-E1A-E1B(Δ55 kDa)-TRAIL-
Flag, 以QSG-7701为对照, 48 h后用Hoechst33342染
色, 在紫外光下观察细胞凋亡情况。结果如图3B显
示, Ad.sp-E1A-E1B(Δ55kDa)-TRAIL-Flag联合LiCl处
理48 h后癌细胞中出现了凋亡小体, 并随LiCl浓度

的升高而增多。重组病毒Ad.sp-E1A-E1B(Δ55kDa)-
TRAIL-Flag对7721的作用非常明显。而正常细胞

QSG-7701中48 h后基本上没有出现凋亡小体, 说明

此浓度的LiCl联合病毒对正常细胞的安全性较好。

2.4   Western blot实验检测肿瘤细胞内TRAIL的
表达水平

为了研究癌细胞 经过溶瘤腺病毒Ad.sp-TRAIL-
Flag和不同浓度LiCl处理后, 细胞内TRAIL蛋白的表

达量变化, 用Western blot检测细胞内TRAIL的表达

水平。结果如图4所示, 正常细胞株和7721单独LiCl
处理时, TRAIL不表达, 正常细胞株中TRAIL表达

量不会随着LiCl浓度的升高而变化, 而癌细胞株中
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图2  LiCl联合Ad.sp-TRAIL-Flag对细胞毒性的影响

Fig.2  Cytopathic effect of LiCl combined with Ad.sp-TRAIL-Flag on cells 

A: MTT检测四种细胞溶瘤腺病毒Ad.sp-TRAIL-Flag和LiCl处理96 h的细胞存活率; B: 5 mmol/L LiCl+1 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag不同时间的细胞

存活率。

A: cell viability of four kinds of cancer cells handled with oncolytic adenovirus Ad.sp-TRAIL-Flag combined with LiCl after 96 h; B: cell viability of 
different times of 5 mmol/L LiCl+1 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag.

图1  MTT检测经LiCl和溶瘤腺病毒Ad.sp-TRAIL-Flag处理细胞存活率

Fig.1  Cell viability of oncolytic adenovirus Ad.sp-TRAIL-Flag, combined with LiCl was detected by MTT viability assay
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A、B: 分别是48 h后Hoechst33342染色观察QSG-7701和7721中凋亡小体的形成; A、C: 48 h后QSG-7701和7721的形态学观察。

A,B: cells were QSG-7701 and 7721 stained with Hoechst33342 after 48 h; A,C: cells morphology of QSG-7701 and 7721 observed under inverted 
microscope after 48 h.

图3  重组病毒联合LiCl处理细胞48 h后Hoechst33342染色检测的细胞凋亡情况和倒置显微镜观察细胞的形态学变化

Fig.3 Cells apoptosis detected by Hoechst33342 staining and cells morphology observed under inverted microscope after 
recombinant virus with LiCl treatment after 48 h
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病毒Ad.sp-TRAIL-Flag与LiCl联合作用时TRAIL蛋
白的表达量明显升高, 且随LiCl浓度的增加而增加。

进一步说明Ad.sp-TRAIL-Flag联合LiCl具有更好的

杀伤癌细胞的功能。

2.5   流式细胞术检测细胞凋亡率

溶瘤腺病毒Ad.sp-TRAIL-Flag和不同浓度LiCl
处理7721细胞48 h, 收集细胞, 经 Annexin V/PI双染

后, 流式细胞仪检测细胞凋亡。在Annexin V高染

而PI低染区域的细胞为早期凋亡细胞, 结果显示, 联
合处理组比单独处理组, 细胞凋亡率增加, 且随着

LiCl浓度的增加, 7721细胞的凋亡率明显升高, 如
图5所示, 空白对照、Ad.sp-TRAIL-Flag(10 MOI)
单独处理及联合1, 5, 10, 20 mmol/L LiCl的凋亡率

分 别 是0.73%、5.91%、9.31%、10.93%、16.60%、

38.45%。

3   讨论
随着细胞分子生物学的发展, 人们对传统的肿

瘤治疗手段如手术、放疗、化疗有了不断的认识, 
越加发现传统的治疗手段对很多中晚期的恶性肿瘤

收效甚微。ONYX-015病毒的构建基本原理是剔除

腺病毒的E1B 55 kDa基因, 使病毒只能在P53途径失

活的肿瘤细胞中复制[6]。ONYX-015联合常规的化

学疗法在临床上治疗头颈癌取得了63%的疗效, 但
单独使用ONYX-015(不与化疗结合), 则疗效很差, 
只有15%~20%[7-8]。为了克服单独使用ONYX-015疗
效不理想的缺点, 刘新垣院士2000年提出一种癌症

图4  Western blot实验检测细胞内TRAIL/Flag的表达水平

Fig.4  TRAIL or Flag protein levels were determined by Western blot analysis

治疗新策略——癌症的基因病毒治疗策略。在癌症

特异性增殖病毒(溶瘤腺病毒)中加入抗癌基因, 将
癌症的基因治疗与病毒治疗结合起来, 期待用癌症

的基因治疗取代化疗, 扩大ONYX-015的抑癌效果, 
成为癌症治疗的研究热点。本实验正是利用携带

TRAIL的溶瘤腺病毒Ad.sp-TRAIL-Flag与药物LiCl
联合作用于癌症细胞株进行体外杀伤研究。结果显

示, 两者的联合处理对杀伤癌症细胞有很好的协同

作用。

近来的研究普遍证实了TRAIL对肿瘤细胞的靶

向杀伤作用[9]。人们对其作用机制和治疗效果方面

的研究也愈加成熟。但是对TRAIL耐受和不敏感的

癌症细胞类型依然存在, 极大地限制了TRAIL在治

疗癌症方面的发展。研究表明, 约60%的癌症细胞

对TRAIL不敏感。所以, 增强TRAIL诱导细胞的敏感

性成为治疗癌症的关键。之前有文献报道顺铂能够

明显地促进TRAIL诱导癌症细胞的凋亡, 但是由于

化疗药物毒性的非特异性和耐药性, 所以无法在临

床上应用[10]。

据文献报道, LiCl作为糖原合成激酶3(GSK-3)
的抑制剂, 可以增强肝癌细胞对TNF-α的敏感性。

由于低剂量的GSK-3抑制剂LiCl对正常的肝细胞几

乎没有损伤[11], 所以本实验研究溶瘤腺病毒Ad.sp-
TRAIL-Flag联合糖原合成激酶3的抑制剂LiCl对癌

症细胞的杀伤是否有协同作用。结果显示, Ad.sp-
TRAIL-Flag联合LiCl处理对癌症细胞的增殖抑制作

用明显优于两者单独使用。Western blot实验证明, 
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A: 不同浓度LiCl处理7721细胞48 h后细胞凋亡情况; B: 10 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag联合不同浓度LiCl 处理7721细胞48 h后细胞凋亡情况。

A: apoptosis of 7721 cells detected by Annexin V-binding assay after 48 h exposed to different concentration of LiCl; B: apoptosis of 7721 cells 
detected by Annexin V-binding assay after 48 h exposed to 10 MOI Ad.sp-TRAIL-Flag combined with LiCl.

图5  流式细胞术检测细胞凋亡 
Fig.5  Apoptosis was determinated by Annexin V-binding assay

在癌细胞中LiCl 可提高Ad.sp-TRAIL-Flag中TRAIL
表达, 且随着LiCl浓度的提高, TRAIL的表达量也随

之增加, 进一步说明它们具有协同效应。

TRAIL通过两条不同的信号通路诱导凋亡: 一
条是不依赖线粒体的, 通过细胞表面死亡受体直接

激活Caspase-3的路线; 另一条是依赖线粒体的, 形成

线粒体蛋白(apoptosome), 从而激活Caspase-9。这两

条路线最后都激活Caspase-3, 导致细胞凋亡[12]。本

实验的Western blot实验证明, LiCl可提高溶瘤腺病毒

Ad.sp-TRAIL的表达。但是GSK-3抑制剂与TRAIL协
同促进肿瘤细胞凋亡的相互作用机制尚不完全清楚, 
是否激活了Caspase-3和Caspase-9, 有待进一步探讨。
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