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RIP1介导肿瘤坏死因子α诱导的L929细胞

凋亡与程序性坏死
常喜喜1,2  成  祥2  王丽丽2  王  宇2  张  毅1,2*  陈国柱2*  于继云2*

(1安徽医科大学研究生学院, 合肥 230032; 2军事医学科学院基础医学研究所, 北京 100850)

摘要      肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor alpha, TNFα)诱导的L929细胞死亡是研究细胞程

序性坏死的重要模型, 但也有报道称, TNFα处理后的L929细胞发生了凋亡。该研究以所在实验室

保存的L929细胞(L929-A)和从商业化细胞库购买的L929细胞(L929-N)为模型, 进一步鉴定了TNFα
诱导的L929细胞死亡类型与调控机制。结果发现, TNFα处理后的L929-A细胞中出现了凋亡特征, 
且阻断胱冬肽酶(caspase)信号通路可显著抑制TNFα诱导的L929-A细胞死亡, 但却促进TNFα诱导

的L929-N细胞死亡。此外, 受体相互作用蛋白1(receptor-interacting protein 1, RIP1)在TNFα诱导的

两种L929细胞死亡过程中都具有关键性的调控作用, 表明TNFα处理后的L929-A细胞发生了RIP1
依赖的细胞凋亡, 而L929-N细胞发生了程序性坏死(necroptosis)。同时, 启动细胞程序性坏死的关

键蛋白RIP3(receptor-interacting protein 3)在L929-N细胞中表达水平显著高于L929-A细胞, 因此, 
RIP3的这种差异表达可能是决定两种L929细胞在TNFα处理后发生不同类型细胞程序性死亡的重

要原因。
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Abstract       L929 cell death induced by tumor necrosis factor alpha (TNFα) has been identified as the well-
established model of necroptosis, a new kind of programmed cell death. However, some other studies report that 
TNFα induces apoptosis but not necroptosis in L929 cells, so it is confused about the exact model of cell death in-
duced by TNFα in L929 cells. In this research, we further explored L929 cell death and the involved mechanism in 
response to TNFα. Two kinds of L929 cell lines were used in this study, and named L929-A cells (derived from our 
laboratory cell bank) and L929-N cells (derived from commercial cell bank), respectively. Many kinds of apoptotic 
characters have been detected in L929-A cells followed TNFα treatment, including DNA ladder and activation of 
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caspase signaling pathway. Moreover, suppressing activation of caspase signaling pathway with pan caspase inhibi-
tor or knockdown of caspase 8 almost completely blocked TNFα-induced L929-A cell death, but significantly pro-
moted L929-N cell death induced by TNFα. In addition, cell death of L929-A and L929-N cells induced by TNFα 
was significantly inhibited by RIP1 knockdown or RIP1 inhibitor. Therefore, TNFα induces RIP1-dependent apop-
tosis in L929-A cells, but necroptosis in L929-N cells. In addition, RIP3 expression level in L929-N cells is signifi-
cantly higher than that in L929-A cells. As RIP3 is a key target protein in initiating necroptosis, so it is reasonable 
that the differential expression of RIP3 in L929-A and L929-N cells contributes to the different programmed cell 
death in these two cell lines in response to TNFα treatment. 

Keywords       L929 cell; tumor necrosis factor alpha; necroptosis; apoptosis; receptor-interacting protein 1 (RIP1)

细胞程序性坏死(programmed necrosis, necrop-
tosis)是近年来鉴定的一种可调控的细胞程序性死

亡, 由于死亡细胞呈现出典型的细胞坏死特征(细胞

器肿胀及细胞膜破裂等), 从而被命名为细胞程序性

坏死[1-2]。与细胞凋亡一样, 细胞程序性坏死也具有

诱导因子和调控靶点, 从而组成信号转导通路, 其中

肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor alpha, TNFα)是
目前研究最多的细胞程序性坏死诱导因子[3]。  

TNFα是一种多效的细胞因子, 既能在低水平时

活化细胞内的存活信号通路, 也能作为死亡配体来激

活死亡受体凋亡信号通络, 从而诱导细胞凋亡[4]。近

年来研究发现, TNFα也是诱导细胞程序性坏死的重要

因子, 能够单独诱导L929细胞的程序性坏死[5], 也能在

胱冬肽酶(caspase)抑制剂Z-VAD-FMK(Z-VAD)抑制细

胞凋亡的情况下与SMAC模拟物(smac mimetic)联合

诱导HT-29细胞程序性坏死[6], 或与放线菌酮联合诱导

小鼠胚胎成纤维细胞程序性坏死[7]。因此, 细胞程序

性坏死一般是在细胞凋亡被抑制的情况下发生的细

胞死亡方式。

受体相互作用蛋白1(receptor-interacting protein 
1, RIP1)是第一个被鉴定出来的细胞程序性坏死调

控靶蛋白[8], 它是一种丝/苏氨酸蛋白激酶, 在TNFα
及其他因素诱导细胞程序性坏死的过程中被磷酸化

并激活, 从而启动细胞程序性坏死[9]。作为RIP1的
别构抑制剂, Necrostatin-1(Nec-1)能够有效抑制RIP1
的激酶活性及其介导的细胞程序性坏死, 因而常与

Z-VAD联合用于检测细胞的死亡类型, 其中Z-VAD
抑制的细胞死亡为细胞凋亡, 而Z-VAD促进且Nec-1
抑制的细胞死亡为程序性坏死[2,10]。 

L929细胞是一种小鼠成纤维细胞, 因其对

TNFα诱导的细胞杀伤特别敏感, 故常用于TNFα
效价的检测。部分研究结果发现, Z-VAD能够有

效抑制TNFα诱导的L929细胞死亡, 因而L929细胞

在TNFα处理后发生了凋亡[11]。但也有报道发现, 
Z-VAD并不抑制TNFα诱导的L929细胞死亡, 反而促

进细胞死亡, 所以L929细胞在TNFα处理后发生了细

胞程序性坏死[12]。因此, L929细胞在TNFα处理后发

生了何种类型的细胞死亡目前存在争议。本研究以

不同来源的L929细胞为模型, 对这一现象进行深入

研究, 从而阐明L929细胞在TNFα处理后发生凋亡或

程序性坏死的机制。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

本实验室培养并保存的L929细胞购自商业化

细胞库, 传代多次, 命名为L929-A细胞。购自中国

医学科学院基础医学研究所细胞资源中心的L929
细胞, 自购买后传自第7代, 命名为L929-N细胞。慢

病毒包装细胞293TN购自System Biosciences公司。

其余试剂有: TNFα(Peprotech公司)、Z-VAD-FMK 
(Medchem Express公司)、Necrostatin-1(Sellek公司)、
Q-VD-OPH(Calbiochem公司)、DMEM细胞培养液

(Gibco公司)、胎牛血清(天津康源生物技术有限公

司)、凋亡检测试剂盒(北京宝赛生物技术有限公司)、
DNA ladder检测试剂盒(上海碧云天生物技术有限

公司)、PARP抗体、cleaved caspase 3抗体及actin抗
体 (Cell Signaling Technology公司)、RIP1抗体(BD 
Bioscience公司)、caspase 8抗体(Enzo Lifescience公
司)、二抗(北京中杉金桥生物技术有限公司)、BCA
蛋白定量试剂盒(Pierce公司)、ECL(上海天能科技

有限公司)、Chemifect转染试剂及慢病毒包装试剂

盒(北京丰锐生物技术有限公司)。
1.2   方法

1.2.1   细胞培养与药物处理      L929-A与L929-N细胞
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使用含10%胎牛血清的高糖DMEM培养基(Gibco公
司), 在含5% CO2、37 °C及饱和湿度条件下培养, 并
利用含10% DMSO及30%胎牛血清的冻存液冻存在

液氮罐中。胰蛋白酶消化法收集细胞并计数, 按照一

定数目接种于6孔板, 24 h后加入药物或TNFα处理。

1.2.2   MTT比色实验      胰蛋白酶消化法收集细胞, 
计数, 接种于96孔板, 每孔1 000个细胞, 并设置只有

培养液但没有细胞的空白孔。在测定时间点, 向培

养液中加入20 μL MTT存储液(20 mg/mL), 继续培养

4 h, 弃培养液, 加入150 μL DMSO, 震荡并溶解细胞内

结晶, 分光光度计测定492 nm处吸光度值(D values)。
1.2.3   细胞死亡检测      首先, 在显微镜下观察细胞

形态变化并拍照, 判断细胞死亡情况, 再利用流式细

胞术定量检测细胞死亡率。因此, 将接种细胞的培

养板放置于倒置显微镜上, 打开显微镜及拍照系统

与软件, 拍照并整理。拍照完毕后, 利用胰蛋白酶消

化法收集细胞, PBS洗涤1次, 加入细胞凋亡检测试剂

盒中的Annexin-FITC染液染色10 min, 再加入碘化丙

啶(propidium iodide, PI)染色5 min, 流式细胞术检测, 
用细胞存活率(cell survival ratio, %)反映细胞存活与

死亡情况。

1.2.4   蛋白印迹实验(Western blot)      胰蛋白酶消化

法收集细胞, 加适量Laemmli Sample Buffer(Bio-Rad
公司)充分裂解细胞, 100 °C加热10 min, 冰水混合物

中冷却5 min, 4 °C、10 000 ×g离心5 min, 弃沉淀, 上
清为含有蛋白质的细胞裂解液。用BCA蛋白定量

试剂盒检测细胞裂解液中的蛋白质浓度, 每个样品

中蛋白质上样量为60 μg, 经SDS-PAGE电泳后, 转移

至PVDF膜, 用含5%脱脂奶粉的TBST溶液室温封闭

1 h, 加一抗(按照说明书进行稀释)孵育, 4 °C过夜, 
TBST洗涤3次, 每次5 min, 加入相应二抗(辣根过氧

化物酶标记), 室温孵育1 h, TBST洗涤2次, 用ECL化
学发光液处理, 天能化学发光成像系统显影并拍照。

1.2.5   DNA ladder分析      利用上海碧云天生物技术

有限公司的DNA ladder提取试剂盒来提取DNA。具

体操作是: 利用胰蛋白酶消化法收集不同处理组的

细胞(包括培养液中漂浮的死细胞), PBS洗涤后重

悬, 加入RNase A孵育, 降解RNA。加入蛋白酶K孵育, 
降解蛋白; 加入裂解液, 裂解细胞, 释放DNA; 加入

乙醇, 沉淀DNA, 并转移到DNA纯化柱上, 洗涤液洗

涤DNA纯化柱; 加入洗脱液, 溶解并洗脱DNA。利

用1%的琼脂糖凝胶分析DNA, DL2000 marker作为

对照, 采用天能凝胶成像系统拍照并分析。

1.2.6   慢病毒介导的胱冬肽酶8及RIP1敲低   以
pLKO-TRC质粒为模板, 构建胱冬肽酶8 shRNA质

粒及RIP1 shRNA质粒, 靶序列分别为: 胱冬肽酶

8 shRNA(5′-GAA TGG AAC CTG GTA TAT T-3′)和
RIP1 shRNA(5′-GCC TGA GAA TAT CCT CGT T-3′)。
利用北京丰锐生物技术公司的慢病毒包装试剂盒包

装慢病毒。具体过程是: 胰蛋白酶消化法收集293TN
细胞(System Biosciences公司), 传代接种于培养皿, 
24 h后进行转染实验。将胱冬肽酶8 shRNA质粒及

RIP1 shRNA质粒分别与慢病毒包装质粒混合并加入

OPTI-MEM溶液重悬, 再加入转染试剂Chemifect(北
京丰锐生物技术有限公司), 混合, 室温静置30 min以
形成转染复合物, 转移到培养液中, 48 h后收取培养

液, 离心, 上清即为包含慢病毒颗粒的培养液。按照

一定比例将含有慢病毒颗粒的培养液上清加入到正

在培养的细胞中, 并加入Polybrene, 轻轻混匀, 12 h
后换液, 72 h后收集细胞, 利用Western blot检测胱冬

肽酶8与RIP1敲低情况, 或接种于6孔板检测TNFα杀
伤情况。

1.2.7   统计学分析      所有实验独立重复3次以上, 
数据以x

_
±s表示, 应用Graphpad Prism 5对数据进行统

计学分析。不同处理组之间的细胞存活率(cell sur-
vival, %)数据采用t检验。P<0.05为差异具有统计学

意义。

2   结果
2.1   Z-VAD对TNFα诱导的L929-A和L929-N细胞

死亡的影响

利用本实验室保存的L929细胞(L929-A)及从

中国医学科学院基础医学研究所细胞资源中心购

买的L929细胞(L929-N)为模型, 我们进一步检测了

TNFα诱导的L929细胞死亡类型。结果发现, TNFα
处理L929-A及L929-N细胞72 h后, 两种细胞都发生

了明显的死亡现象, 表现为细胞皱缩, 破碎形成大

量细胞碎片(图1A和图1D)。Z-VAD是泛胱冬肽酶

抑制剂, 能够抑制细胞凋亡, 促进细胞程序性坏死。

本研究发现, Z-VAD显著抑制TNFα诱导的L929-A
细胞死亡, 但对TNFα诱导L929-N细胞死亡没有阻

断效果(图1A和图1D)。流式细胞术定量检测结果

表明, 在L929-A细胞中, TNFα单独及与Z-VAD联

合处理组的细胞存活率分别为47.30%±3.76%和
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87.67%±3.51%, 两组相比差异显著(P<0.05)(图1B
和图1C), 表明Z-VAD显著抑制TNFα诱导的L929-A
细胞死亡, L929-A细胞发生了胱冬肽酶依赖的细胞

凋亡。但在L929-N细胞中, TNFα及TNFα与Z-VAD
联合处理组的细胞存活率分别为42.76%±2.04%与

22.03%±3.02%, 两组之间差异显著(P<0.05)(图1E和
图1F), 表明Z-VAD促进了TNFα诱导的L929-N细胞

死亡, L929-N细胞发生了细胞程序性坏死。  
2.2   Q-VD-OPH对TNFα诱导L929-A及L929-N细

胞死亡的差异调控

为了进一步验证TNFα诱导的L929-A及L929-N
细胞死亡类型之间的差异, 我们检测了另一种泛胱冬

肽酶抑制剂Q-VD-OPH(Q-VD)对TNFα诱导的L929-A
及L929-N细胞死亡的影响。结果发现, 在L929-A细

胞中, TNFα单独处理组及与Q-VD联合处理组的细胞

存活率分别为9.90%±2.01%及56.13%±2.59%, 两组之

间差异显著(P<0.05)(图2A和图2B), 表明Q-VD显著抑

制TNFα诱导的L929-A细胞死亡。但在L929-N细胞中, 

TNFα单独及与Q-VD联合处理组的细胞存活率分别

为26.13%±2.73%及9.63%±2.52%, 两组实验结果之间

差异显著(P<0.05)(图2C和图2D), 表明Q-VD显著促进

TNFα诱导的L929-N细胞死亡。因此, Q-VD对TNFα
诱导的L929-A及L929-N细胞死亡的差异调控进一步

表明TNFα处理后, L929-A细胞发生了凋亡, 而L929-N
细胞发生了程序性坏死。

2.3   TNFα处理后L929-A及L929-N细胞中DNA 
ladder的变化

凋亡细胞中的染色体能被核酸内切酶剪切, 形
成以核小体为基本单位的剪切体, 琼脂糖电泳检测

结果中呈现DNA ladder, 是鉴定细胞凋亡的重要方

法之一, 而细胞程序性坏死则没有此生化特征。本

研究发现, TNFα处理后的L929-A细胞中检测到明显

的DNA ladder, 且DNA ladder的量随着TNFα处理时

间的延长而增加, 表现出一定的时间依赖性(图3A)。
但在L929-N细胞中没有检测到DNA ladder(图3B)。
因此, DNA ladder实验结果表明, TNFα处理后L929-
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A、D: Z-VAD在TNFα诱导的L929-A和L929-N细胞死亡过程中调控作用。B、E: Z-VAD抑制TNFα诱导的L929-A细胞死亡, 但促进TNFα诱导

的L929-N细胞死亡。C、F: 细胞存活率的统计分析。对不同处理组L929-A和L929-N细胞的存活率数据进行统计分析, *P<0.05. 
A,D: the effect of Z-VAD on TNFα-induced cell death in L929-A and L929-N cells; B,E: Z-VAD inhibits TNFα-induced cell death in L929-A cells but 
promotes TNFα-induced cell death in L929-N cells; C,F: statistical analysis of cell survival ratio. t test was used to determine the significance between 
different group, *P<0.05.

图1   Z-VAD对TNFα诱导的L929-A和L929-N细胞死亡的影响

Fig.1   The effects of Z-VAD on TNFα-induced cell death in L929-A and L929-N cells
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A,C: Q-VD inhibits TNFα-induced L929-A cell death but promotes TNFα-induced L929-N cell death; B,D: statistical analysis of cell survival ratio. t 
test was used to determine the significance between different group, *P<0.05.

图2   Q-VD对TNFα诱导的L929-A和L929-N细胞死亡的影响

Fig.2   The effects of Q-VD on TNFα-induced cell death in L929-A and L929-N cells

A、B: TNFα分别处理L929-A和L929-N细胞24 h和36 h, 胰蛋白酶消化法收集细胞, 提取DNA, 1%琼脂糖凝胶检测。M: DL2000 marker。
A,B: L929-A and L929-N cells were treated with TNFα at the indicated time, and then harvested to extract DNA. 1% agarose gel was used to detect 
DNA ladder. M: DL2000 marker.

图3   TNFα处理后L929-A和L929-N细胞中DNA ladder的变化

Fig.3   The changes of DNA ladder in L929-A and L929-N cells treated with TNFα   
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50.53%±2.50%及49.63%±3.50%, 两组之间没有显著

差异(P=0.720 3)(图5D和图5E)。这些结果表明, 胱冬

肽酶8的敲低显著抑制TNFα诱导的L929-A细胞死亡, 
但对TNFα诱导的L929-N细胞死亡没有阻断作用, 进
一步表明, TNFα处理后, L929-A细胞发生了凋亡, 而
L929-N细胞发生了胱冬肽酶非依赖的细胞死亡。

2.6   Nec-1对TNFα诱导的L929-A及L929-N细胞

死亡的影响

Nec-1是RIP1蛋白激酶的别构抑制剂, 能够抑

制RIP1的激酶活性及其介导的细胞程序性坏死。本

研究检测了Nec-1对TNFα诱导的L929-A和L929-N
细胞死亡的调控作用, 结果发现, 在L929-A细胞中, 
TNFα单独及与Nec-1联合处理组的细胞存活率分别

为9.93%±2.61%及89.87%±3.58%, 两组之间差异显

著(P<0.05)(图6A和图6B)。在L929-N细胞中, TNFα
单独及与Nec-1联合处理组的细胞存活率分别为

18.21%±2.55%及94.03%±2.01%, 两组之间差异显著

(P<0.05)(图6C和图6D)。以上结果表明, 在L929-A
及L929-N细胞中, Nec-1都显著抑制TNFα诱导的细

胞死亡。因此, 在L929-A细胞中, RIP1介导了TNFα
诱导的细胞凋亡, 但在L929-N细胞中, RIP1启动了

TNFα诱导的细胞程序性坏死。

2.7   RIP1对TNFα诱导的L929-A细胞凋亡的影响

为了进一步验证RIP1在TNFα诱导L929-A细胞

凋亡中的调控作用, 我们检测了RIP1敲低对TNFα
诱导的L929-A细胞死亡的影响。结果发现, 慢病

毒介导的RNA干扰技术能够显著敲低L929-A细胞

中的RIP1蛋白质水平(图7A)。在TNFα处理后, 慢
病毒对照组及RIP1敲低组的细胞存活率分别是

(A) (B)
L929-A L929-AL929-N

Z-VAD

TNFα

PARP

Cleaved
caspase 3

Actin

Q-VD

TNFα

PARP

Cleaved
caspase 3

Actin

A: TNFα活化L929-A细胞中的胱冬肽酶信号通路, 但不活化L929-N细胞中的胱冬肽酶信号通路; B: Q-VD抑制TNFα对L929-A细胞中胱冬肽酶

信号通路的活化。

A: TNFα induces activation of caspase signaling pathway in L929-A cells but not L929-N cells; B: Q-VD suppresses TNFα-induced activation of cas-
pase signaling pathway in L929-A cells. 

图4   TNFα对L929-A和L929-N细胞中胱冬肽酶信号通路活化的影响

Fig.4   The effects of TNFα on the activation of caspase pathway in L929-A and L929-N cells 

A细胞发生了凋亡。 
2.4   TNFα对L929-A与L929-N细胞中胱冬肽酶信

号通路的影响

胱冬肽酶信号通路活化是启动细胞凋亡的主要

因素, 也是判断细胞凋亡的重要标志, 但在细胞程序

性坏死过程中并不发生。因此, 我们检测了TNFα处理

后L929-A和L929-N细胞中胱冬肽酶信号通路的活化

情况, 结果发现, TNFα处理后, L929-A细胞中胱冬肽酶 
3及其底物PARP蛋白发生了明显的剪切, 且这种剪切

能够被Z-VAD及Q-VD所阻断或减轻(图4A和图4B)。
但在TNFα处理后的L929-N细胞中并没有检测到胱冬

肽酶3及PARP的剪切(图4A)。因此, TNFα能够活化

L929-A细胞中的胱冬肽酶信号通路, 但对L929-N细

胞中的胱冬肽酶信号通路没有活化作用, 表明TNFα
处理后L929-A细胞发生了胱冬肽酶依赖的凋亡, 而
L929-N细胞发生了胱冬肽酶非依赖的细胞死亡。

2.5   胱冬肽酶8在TNFα诱导的L929-A及L929-N
细胞死亡中的调控作用

胱冬肽酶8是死亡配体(如TNFα)诱导细胞凋亡

信号转导通路中的重要调控靶点, 通过活化其下游

的效应胱冬肽酶(如胱冬肽酶3、6和7)来启动细胞

凋亡, 但对细胞程序性坏死具有负调控作用[3]。本

研究利用慢病毒介导的RNA干扰技术有效地敲低

了L929-A与L929-N细胞中的胱冬肽酶8(图5A)。在

L929-A细胞中, TNFα处理后的慢病毒对照组及胱

冬肽酶8敲低组细胞的存活率分别是28.77%±3.03%
及82.87%±2.01%, 两组之间差异显著(P<0.05)(图
5B和图5C)。但在L929-N细胞中, TNFα处理后慢病

毒对照组及胱冬肽酶8敲低组的细胞存活率分别是
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及其底物PARP的剪切程度也显著减少(图8B)。因

此, 在TNFα诱导L929-A细胞凋亡过程中, RIP1能
够介导胱冬肽酶信号通路的活化, 从而启动细胞凋

亡。

2.9   L929-A与L929-N细胞生长速度的差异

为了检测L929-A细胞与L929-N细胞之间的差

异, 我们利用MTT比色技术检测了二者生长速度

的差异。如图9所示, 以相同数目接种于96孔板的

L929-A与L929-N细胞在接种第2 d后开始增殖, 但细

胞数量无显著差异, 随后进入对数生长期, L929-A细

胞的增殖速度显著快于L929-N细胞。
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A: 慢病毒介导的胱冬肽酶8敲低; B、D: 胱冬肽酶8敲低抑制TNFα诱导的L929-A细胞死亡, 但对TNFα诱导的L929-N细胞死亡的没有影响; C、E: 
细胞存活率的统计分析。不同处理组L929-A和L929-N细胞的存活率数据进行t检验分析, *P<0.05。 
A: knockdown of caspase 8 mediated by caspase 8 shRNA lentivirus. B,D: knockdown of caspase 8 significantly inhibits TNFα-induced cell death in L929-A 
cells but not L929-N cells. C,E: satistical analysis of cell survival ratio. t test was used to determine the significance between different group, *P<0.05.

图5   胱冬肽酶8在TNFα诱导的L929-A和L929-N细胞死亡过程中的调控作用

Fig.5   The role of caspase 8 in regulating TNFα-induced cell death in L929-A and L929-N cells

19.23%±3.53%和52.47%±3.14%, 两组之间差异显著

(P<0.05)(图7B和图7C), 表明RIP1的敲低显著抑制

TNFα诱导的L929-A细胞凋亡。

2.8   RIP1对TNFα诱导的胱冬肽酶信号通路活化

的调控作用

为了探索RIP1在TNFα诱导的L929-A细胞凋亡

过程中的调控机制, 我们检测了RIP1对TNFα活化

的胱冬肽酶信号通路的影响。结果发现, 在L929-A
细胞中, RIP1抑制剂Nec-1可显著抑制TNFα诱导的

胱冬肽酶3及其底物PARP的剪切(图8A)。同时, 在
RIP1敲低的L929-A细胞中, TNFα诱导的胱冬肽酶3
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进行t检验分析, *P<0.05. 
A: knockdown of RIP1 mediated by RIP1 shRNA lentivirus; B: RIP1 knockdown inhibits TNFα-induced L929-A cell death; C: statistical analysis of 
cell survival ratio. t test was used to determine the significance between different group, *P<0.05.

图7   RIP1敲低对TNFα诱导的L929-A细胞死亡的影响

Fig.7   The effect of RIP1 knockdown on TNFα-induced L929-A cell death 
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A、C: Nec-1抑制TNFα诱导的L929-A和L929-N细胞死亡; B、D: 细胞存活率的统计分析。不同处理组L929-A和L929-N细胞的存活率数据进行

t检验分析, *P<0.05. 
A,C: Nec-1 inhibits TNFα-induced cell death in both L929-A and L929-N cells; B,D: statistical analysis of cell survival ratio. t test was used to deter-
mine the significance between different group, *P<0.05.

图6   Nec-1对TNFα诱导的L929-A和L929-N细胞死亡的影响

Fig.6   The effect of Nec-1 on TNFα-induced cell death in L929-A and L929-N cells
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A: Nec-1抑制TNFα对L929-A细胞中胱冬肽酶信号通路的活化; B: 敲低RIP1抑制TNFα对L929-A细胞中胱冬肽酶信号通路的活化。

A: Nec-1 suppresses TNFα-induced activation of caspase signaling pathway in L929-A cells; B: knockdown of RIP1 inhibits TNFα-induced activation 
of caspase signaling pathway in L929-A cells.

图8  RIP1对TNFα诱导的胱冬肽酶信号通路的活化影响

Fig.8  The effect of RIP1 on activation of caspase signaling pathway induced by TNFα
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L929-A与L929-N细胞接种于96孔板, 利用MTT比色技术, 连续5 d
测定96孔板中不同细胞组的吸光度(D)值, 并统计分析, *P<0.05, 与
L929-N细胞比较。

L929-A and L929-N cells were seeded in 96-well plate, and then MTT 
assay was used to determine the D values of specific wells in 96-well 
plates. Graphpad prism was used to analyze D values and draw graph of 
growth curve, *P<0.05 vs L929-N cells. 

图9  L929-A和L929-N细胞的生长曲线

Fig.9  Growth curve of L929-A and L929-N cells
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收集L929-A与L929-N细胞, Laemmli buffer裂解, Western blot检测RIP1、
RIP3、MLKL和胱冬肽酶8的表达, actin作为对照。

L929-A and L929-N cells were collected and then lysed by Laemmli 
buffer. Western blot was used to detect RIP1, RIP3, MLKL and caspase 8. 
Actin was used as loading control.
图10  细胞程序性死亡相关调控蛋白在L929-A与L929-N

细胞中的表达水平变化

Fig.10  Change of the levels of proteins associated with 
programmed cell death in L929-A and L929-N cells

2.10   L929-A与L929-N细胞中细胞程序性死亡相

关调控蛋白的表达水平差异

为了进一步研究TNFα诱导的L929-A与L929-N
细胞程序性死亡的差异调控机制, 我们检测了两种

细胞中细胞程序性坏死与细胞凋亡相关调控蛋白质

的水平。如图10显示, 3个调控细胞程序性坏死的靶

蛋白中, RIP1与MLKL(mixed lineage kinase domain-
like protein)在两种细胞之间的水平没有显著差异, 
但受体相互作用蛋白3(receptor-interacting protein 3, 
RIP3)在L929-N细胞中的水平显著升高。此外, 细胞

凋亡调控蛋白胱冬肽酶8的表达水平在L929-N细胞

中也略有升高。 

3   讨论
细胞程序性坏死与细胞凋亡都是可调控的细胞

程序性死亡, 虽然二者共享某些刺激因子和调控蛋白

质, 但却具有各自的形态特征、调控靶点与信号转导

通路, 且细胞程序性坏死一般是在细胞凋亡被抑制的

情况下发生的细胞程序性死亡, 因此, 二者虽然相互

关联, 但却是完全不同的细胞程序性死亡[10,13]。
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鉴于L929细胞对TNFα诱导的细胞杀伤异常敏

感, 因此常用于TNFα的效价检测, 但TNFα通过何种

方式来诱导L929细胞死亡目前尚存在争议。本研

究发现, TNFα处理两种L929后, L929-A细胞中的胱

冬肽酶信号通路发生活化, 并出现DNA ladder等细

胞凋亡特征, 而敲低胱冬肽酶8能够抑制TNFα诱导

的L929-A细胞死亡, 且泛胱冬肽酶抑制剂Z-VAD与

Q-VD也能够阻断TNFα对L929-A细胞的杀伤, 充分

表明在L929-A细胞中, TNFα通过活化胱冬肽酶8及
其下游的信号通路来诱导细胞凋亡。以往研究发

现, TNFα单独或与其他化合物(如放线菌素或放线

菌酮等)联合诱导L929细胞死亡过程中出现染色质

凝集和DNA ladder等现象[14-16]。而流式细胞术检测

结果表明, TNFα处理后的L929细胞中出现明显的

Sub G1峰
[17]。TUNEL实验则发现, TNFα处理后的

L929细胞中阳性细胞比例显著升高[18]。这些结果

表明, 在TNFα处理后的L929细胞中出现了明显的

凋亡特征。此外, Piret等[11]也发现, TNFα能够活化

L929细胞内的胱冬肽酶信号通路, 而Z-VAD能够阻

断TNFα诱导的L929细胞死亡。Moshnikova等[19]则

发现, 在L929细胞中过表达抗凋亡基因Bcl-2及Bcl-
xL能够减少TNFα诱导的细胞死亡, 而过表达促凋亡

基因Bax则促进TNFα对细胞的杀伤。这些研究结果

表明, TNFα通过活化胱冬肽酶信号通路来诱导L929
细胞凋亡, 与本研究中L929-A细胞的实验结果一致, 
从细胞的形态特征、生化特征、胱冬肽酶信号通路

活化及凋亡靶基因的调控作用等不同层次证明了

TNFα处理后的L929细胞发生了凋亡。

但本研究也发现, 在TNFα处理后的L929-N细

胞中并没有检测到胱冬肽酶信号通路活化及DNA 
ladder等细胞凋亡特征, 且泛胱冬肽酶抑制剂并没

有抑制TNFα诱导的L929-N细胞死亡, 反而促进了

TNFα的杀伤效果, 表明TNFα诱导的L929-N细胞死

亡是细胞程序性坏死。Vercammen等[12,20]也发现, 
TNFα处理后的L929细胞中出现坏死样的形态特征, 
而泛胱冬肽酶抑制剂Z-VAD能够促进TNFα诱导的

L929细胞死亡, 过表达胱冬肽酶8抑制蛋白CrmA也

能够取得类似结果。这一现象在后续的研究中得到

了进一步验证, 并且发现细胞内活性氧浓度的升高及

MAPK(mitogen-activated protein kinase)信号通路的活

化参与调控TNFα诱导的L929细胞程序性坏死[21-23]。

鉴于TNFα单独及与泛胱冬肽酶抑制剂联合均能诱

导L929细胞程序性坏死, 该模型成为细胞程序性坏

死研究中的经典模型, 被广泛用于细胞程序性坏死

的靶点筛选与调控机制研究[5,24-25]。因此, 以上文献

报道表明, TNFα诱导了L929细胞程序性坏死, 而不

是凋亡, 进一步验证了本研究中L929-N细胞的实验

结果。

L929-A与L929-N同为L929细胞, 但在TNFα处
理后分别发生凋亡与程序性坏死两种完全不同的细

胞程序性死亡, 而我们也发现, L929-A细胞的生长速

度显著快于L929-N细胞, 证明两种细胞之间存在很

大差异, 可能导致两种细胞在应对TNFα刺激时产生

不同类型的细胞死亡。TNFα是一种多功能的炎性

细胞因子, 与细胞膜上的受体(TNFα receptor, TNFR)
结合后, 导致TNFR细胞内结构域构象改变, 招募

TRADD(TNF receptor 1-associated death domain)及
RIP1等蛋白结合, 形成复合体, 激活MAPK及NF-κB
信号通路, 促进细胞增殖与分化[3,26-27]。当RIP1
与TRADD从TNFR解离并进入细胞质后, 能够与

FADD(fas-associated death domain protein)及胱冬肽

酶8结合形成新的复合体, 从而活化胱冬肽酶8及其

下游的效应胱冬肽酶(胱冬肽酶3、6和7), 诱导细胞

凋亡[28-29]。但在RIP3高表达的细胞中, RIP1与RIP3
结合, 形成坏死复合体(necrosome), 并通过直接或

间接的相互磷酸化而激活, 进而活化RIP3下游靶蛋

白MLKL, 促进其多聚化与细胞膜转移, 破坏细胞膜

的结构, 诱导细胞程序性坏死[6,30-32]。因此, 细胞中

RIP3的表达水平是决定细胞能否发生程序性坏死

的关键因素[33]。本研究发现, L929-N细胞中的RIP3
表达水平显著高于L929-A细胞, 而RIP1与MLKL等
细胞程序性坏死靶蛋白的表达水平在两种细胞之间

并没有明显的变化, 因此, L929-N细胞中RIP3蛋白

质的高水平表达可能是决定L929-N细胞在TNFα处
理后发生程序性坏死的重要原因, 而RIP3表达水平

较低的L929-A细胞在TNFα处理后通过活化胱冬肽

酶信号通路发生凋亡。近期的部分研究也表明, 在
Hela细胞中过表达RIP3可以启动TNFα诱导的细胞

程序性坏死[34-35], 而RIP3可以不依赖RIP1而单独介

导病毒诱导的细胞程序性坏死[36], 从而进一步表明

RIP3表达水平差异可能是导致L929-A和L929-N细

胞在TNFα处理后分别发生凋亡与程序性坏死的重

要原因。

RIP1是最早鉴定的细胞程序性坏死靶蛋白, 具
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有丝/苏氨酸蛋白激酶活性, 其别构抑制剂Nec-1能
够抑制RIP1的激酶活性及其介导的细胞程序性坏

死, 因而常用于细胞程序性坏死的鉴定[37-38]。本研

究发现, Nec-1不但抑制TNFα诱导的L929-N细胞的

程序性坏死, 也能够抑制TNFα诱导的L929-A凋亡。

此外, 敲低L929-A细胞中的RIP1也能够抑制TNFα诱
导的胱冬肽酶信号通路活化及细胞凋亡, 从而表明

RIP1在TNFα诱导L929-A细胞凋亡过程中也具有重

要调控作用。Micheau等[29]发现, 在TNFα诱导H1080
细胞凋亡的过程中, RIP1能够与TRADD、FADD及

胱冬肽酶8结合形成蛋白复合体, 从而促进胱冬肽酶

信号通路的活化及后续的细胞凋亡。Wang等[28]发现, 
TNFα与SMAC模拟物联合处理Panc-1细胞后, 细胞

发生了明显的凋亡, 且敲低RIP1的表达则能够显著

提高细胞的存活率, 表明TNFα与SMAC模拟物联合

诱导了RIP1依赖的细胞凋亡。但是, 敲低RIP1并不

抑制TNFα与放线菌酮联合诱导的Panc-1细胞凋亡, 
表明RIP1只是在某些特定因素诱导细胞凋亡的过程

中发挥重要的调控作用[28]。近期研究也发现, RIP1
在TNFα与SMAC模拟物或TAK抑制剂联合诱导细

胞凋亡过程中都具有重要的调控作用[39-41]。因此, 
RIP1并不仅仅是调控细胞程序性坏死的关键靶点, 
在某些因子诱导的细胞凋亡过程中也具有重要的调

控作用。

本研究发现, L929-A和L929-N两种L929细胞在

TNFα处理后分别发生了凋亡与程序性坏死两种截

然不同甚至相互对立的细胞程序性死亡方式, 而两

种L929细胞中RIP3的表达水平差异可能是决定两

种细胞在TNFα处理后发生不同类型细胞程序性死

亡的重要因素。此外, RIP1虽然是细胞程序性坏死

的关键调控蛋白, 但也参与调控TNFα诱导的细胞凋

亡, 因此, 并不能单纯地通过检测RIP1对细胞死亡的

调控作用来判断细胞是否发生了程序性坏死, 而应

该再检测泛胱冬肽酶抑制剂、RIP3抑制剂GSK′872
及MLKL抑制剂Necrosulfonamide等化合物对细胞

死亡的调控作用, 最终鉴定细胞是否发生程序性坏

死。
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