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■背景资料
TRAIL 能强烈诱
导转化细胞、肿
瘤细胞和病毒感
染细胞等凋亡, 而
正常组织细胞却
对 其 不 敏 感 ,  这
种选择性细胞毒
性使其在肿瘤治
疗中有着潜在的
广 泛 应 用 前 景 . 
Jo  et al发现, 虽然
人TRAIL -His对
鼠肝细胞没有毒
性, 对原代成人肝
细胞却有强烈的
细胞毒性. Nagata
与Gura呼吁对于
TRAIL 药物的开
发要十分谨慎.
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Abstract
AIM: To investigate the toxicity of recombinant 
protein rhTRAIL55-281 and GST-rhTRAIL55-281 to 
human hepatic cells, and to provide the experi-
ment evidence for development of anti-tumor 
drugs.

METHODS: Primary cultured human hepatic 
cells were obtained from adult and fetus by tryp-
sin digestion and mechanical separation. GST 
tag was cut off by Factor-Xa from recombinant 
protein GST-rhTRAIL55-281 to gain rhTRAIL55-281. 
Human hepatic cell strain L-02, primary cultured 
human hepatic cells from adult and fetus and 
normal human peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) were intervened by recombinant 
protein rhTRAIL55-281 or GST-rhTRAIL55-281, and 
finally the apoptosis of cells were detected by 
flow cytometry.

RESULTS: The viability of primary cultured 
human hepatic cells from adult and fetus exceed 
95%, and the purity of rhTRAIL55-281 without GST 
tag was 97%. Mass of apoptosis was detected in 
L-02, adult human hepatocytes and human fetal 
hepatocytes, and the apoptosis rates were 79.1%, 
72.8%, and 42.2% or 80.3%, 74.7%, and 47.2%, 
respectively, 48 h after rhTRAIL55-281 or GST-
rhTRAIL55-281 intervention at concentration of 10 
mL/L. However, PBMCs showed little apoptosis.

C O N C L U S I O N : R e c o m b i n a n t p r o t e i n 
rhTRAIL55-281 or GST-rhTRAIL55-281 is limited in 
the development of antineoplastics due to its he-
patocyte toxicity.

Key Words: Recombinant protein; rhTRAIL 55-281; 
GST-rhTRAIL 55-281; Antineoplastics; Toxicity; Human 
hepatic cells; Apoptosis
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摘要
目的: 检测重组蛋白r hT R A I L 55-281与G S T-
rhTRAIL 55-281的对肝细胞的毒性, 以确定其是
否可以开发为抗肿瘤药物. 

方法: 采用胰酶消化与机械分离结合的方法,
获取原代成人肝细胞和胎肝细胞. 用Factor-
Xa切除重组蛋白GST-rhTRAIL 55-281的GST
标签获取rhTRAIL 55-281蛋白, 然后分别利用
rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281干预肝细胞
株L-02、原代成人肝细胞、原代胎肝细胞及
对照组正常人外周血单个核细胞(PBMC), 最
后利用流式细胞仪检测细胞的凋亡率. 

结 果 :  获 得 的 原 代 成 人 肝 细 胞 和 胎 肝 细
胞 细 胞 活 力 达 9 5 % 以 上 ,  无 G S T 标 签 的
rhTRAIL 55-281蛋白纯度达到97%; rhTRAIL 55-281

与GST-rhTRAIL 55-281使肝细胞株L-02及原代
成人肝细胞、胎肝细胞大量凋亡. 在10 mL/L
的浓度下, 48 h后凋亡率分别为79.1%, 72.8%, 
42.2%与80.3%, 74.7%, 47.2%, 而对照组正常
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■创新盘点
本 文 经 过 对 肝
细 胞 株 、 原 代
成 人 肝 细 胞 、

胎肝细胞进行测
试 ,  验 证 了 自 制
的两种重组蛋白
rhTRAIL 55-281与
GST-rhTRAIL 55-281

对人肝细胞的毒
性. 

人PBMC基本不凋亡.

结 论 :  重 组 蛋 白 r hT R A I L 5 5 - 2 8 1与 G S T-
rhTRAIL 55-281有肝细胞毒性.

关键词: 重组蛋白; rhTRAIL 55-281; GST-rhTRAIL 55-281; 

抗肿瘤药物; 肝细胞; 毒性; 细胞凋亡
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0  引言

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(TNF related 
apoptosis inducing ligand, TRAIL )是TNF超家族

成员中的一员. TRAIL能强烈诱导转化细胞、

肿瘤细胞和病毒感染细胞等凋亡, 而正常组织

细胞却对其不敏感, 这一特征使其在肿瘤治疗

中有着潜在的广泛应用前景[1-2]. 但近来的研究

表明, 重组蛋白rhTRAIL有肝细胞毒性[3], 这制

约着rhTRAIL作为抗肿瘤药物开发. 本研究组

已经克隆出非全长人TRAIL基因, 随后对他进

行了体外表达及纯化的深入研究, 纯化出大量

GST-rhTRAIL 55-281, 并检测了GST-rhTRAIL 55-281

的凋亡活性 [ 4 - 5 ] .  本研究在此基础上 ,  利用

rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281干预肝细胞株

L-02及原代成人肝细胞、胎肝细胞, 然后利用流

式细胞仪进行凋亡检测, 以确定rhTRAIL 55-281与

GST-rhTRAIL 55-281肝细胞毒性的大小, 为重组蛋

白rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281是否可以作

为抗肿瘤药物开发提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 重组蛋白GST-rhTRAIL 55-281系本研

究室纯化[5]. Factor-Xa购自Pharmacia公司. 超
滤器Centricon YM-10, 30购自Millipore公司. 
Glutathione Sepharose 4B、胰酶购自Amersham
公司. 胎牛血清、DMEM等购自Gibco公司. 细
胞生长因子、铁硫蛋白、鼠尾胶系卢瑾硕士惠

赠. 人肝细胞株L-02系我室保存. 成人肝组织系

本院手术取得, 人胎肝组织系本院水囊式人工

流产约14 wk胎儿身上取得(以上均取得病患与

医院伦理委员会批准). 凋亡检测试剂盒购自鼎

国生物科技公司.
1.2  方法 用F a c t o r-X a切除重组蛋白G S T-
r hT R A I L 55-281的G S T标签 ,  重组蛋白G S T-
rhTRAIL 55-281溶于冰浴PBS中, 加入Glutathione 

Sepharose 4B琼脂糖珠, 冰浴缓摇2 h后, 4℃, 
500 r/min离心5 min, 将琼脂糖珠重悬于冰浴

20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.4), 0.1 mol/L NaCl缓
冲液中. 加入适量的Factor-Xa, 4℃, 24 h, 500 r/
min离心5 min, 上清小心倒入超滤器Centricon 
YM-30, 4℃, 1 500 r/min离心15 min, 滤液小心

加入超滤器Centricon YM-10, 4℃, 1 500 r/min
离心15 min, 适量PBS溶解超滤器中截留的切

除了GST的rhTRAIL 55-281蛋白, 利用紫外分光

光度仪检测其蛋白浓度. 原代成人肝细胞与胎

肝细胞的分离与培养采用胰酶消化与机械分

离结合的方法, 试剂准备同肝脏原位灌注消化

法[5]. 收集细胞, 在DMEM中加入10 mL/L胎牛

血清, 500 r/min离心5 min, 如此洗涤细胞2-3
次, 最后用含100 mL/L胎牛血清、0.1 g/L细胞

生长因子、1 g/L铁硫蛋白DMEM培养基、用

鼠尾胶处理[6]后的一次性塑料培养瓶, 在37℃, 
50 mL/L CO2的培养条件下培养. 24 h贴壁后

换液, 用台盼蓝排斥法检测细胞活力, 细胞活力

达95%以上的就可用于重组蛋白rhTRAIL 55-281

与GST-rhTRAIL 55-281的肝细胞毒性检测实验. 人
肝细胞株L-02的培养按照常规方法进行, 培养

基为DMEM+100 mL/L小牛血清, 培养条件为

37℃, 50 mL/L CO2. 培养至细胞80%-85%时进

行rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281肝细胞毒性

检测实验. 以分离的正常人的外周血单个核细胞

(PBMC)为对照组, 在L-02细胞株、活力检测后

的原代成人肝细胞与胎肝细胞中加入稀释度为

100 mL/L的rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281, 
及无关蛋白(白蛋白)干预24, 36及48 h. 然后按

流式细胞术检测的要求与方法分别收获细胞, 碘
化丙啶(P I)染色后, 用流式细胞仪检测细胞凋

亡率.
统计学处理 采用配对t检验和相关分析.

2  结果

GST-rhTRAIL 55-281的GST标签被Factor-Xa有效的

切除, 切除GST标签后, rhTRAIL 55-281的分子量大

小约为M r 25 000, 利用超滤器Centricon YM-10, 
30, 有效的去除了F ac to r-X a(M r 48 000), 使
rhTRAIL 55-281纯度达到97%, 与GST-rhTRAIL 55-281

相当(图1). 用胰酶消化与机械分离结合的方法

获得了大量的原代成人肝细胞与胎肝细胞. 这些

原代细胞贴壁换液后, 逐渐伸展为多边型(图2). 
利用台盼蓝排斥法进行活力检测,发现其活力在

95%以上. 胎肝细胞还有很强的分裂能力, 但成

人肝细胞却基本不能分裂, 原代成人肝细胞在
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■同行评价
文章有理论意义
和实际应用价值. 
是一篇具有较高
价值的论文.

培养10 d逐渐开始死亡. 他们都可以很好的满

足重组蛋白rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281的

肝细胞毒性检测实验. 通过对L-02细胞株、检测

后的原代成人肝细胞与胎肝细胞等细胞的干预, 
发现rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281对L-02细
胞株、原代成人肝细胞与胎肝细胞均有较强的

细胞毒性(表1), 且两者的毒性无统计学差异, 原
代胎肝细胞的凋亡率明显低于L-02细胞株与原

代成人肝细胞 .  他们对正常人P B M C无细胞

毒性.

3  讨论

TRAIL能强烈诱导转化细胞、肿瘤细胞和病毒

感染细胞等凋亡, 而正常组织细胞却对其不敏

感, 这种选择性细胞毒性使其在肿瘤治疗中有

着潜在的广泛应用前景. 通过多次小鼠的体内

试验研究发现, 重组人TRAIL蛋白并没有毒副

作用, 应该是安全的[2,7-8]. 但是, 随后Jo et al [3]发

现, 虽然人TRAIL -His对鼠肝细胞没有毒性, 对
原代成人肝细胞却有强烈的细胞毒性. Nagata
与Gura呼吁对于TRAIL药物的开发要十分谨

慎[9-10]. 当然, 也有不同的声音: 认为通过去除标

签, 加入锌离子使外源表达的TRAIL分子形成

完整的三聚体后, 不会对肝细胞产生毒性[11]; 天
然的TRAIL蛋白对于人正常的角质化细胞与黑

色素细胞几乎没有细胞毒性[12]. 最近研究又发

图  1  GST-rhTRAIL 55-281的GST标签的切除与纯化, 100 g/L 

SDS-PAGE胶电泳图. 1: 蛋白质分子量标准; 2: 纯化的GST-

rhTRAIL 55-281蛋白; 3, 4: Factor-Xa消化后GST标签部分被切

除; 5: 纯化的rhTRAIL 55-281蛋白.

46 ku

25 ku

1          2          3            4           5

    

表  1  重组蛋白rhTRAIL 55-281或GST-rhTRAIL 55-281干预下细胞凋亡率

分组	                           Th                  PBMC	             L-02	            成人肝细胞	               人胎肝细胞

白蛋白 (无关蛋白)	        48            0.8±0.15	         0.6±0.17	             0.9±0.20	                0.7±0.16

                                        12            0.8±0.14             17.49±1.21bcd              16.22±1.27bcd                9.0±1.79bc

	                         24            1.2±0.31             39.52±3.11bcd              33.17±4.57bcd            18.64±3.06bc

                                        48             2.3±0.20             79.11±4.79bcd	         72.83±6.12bcd	            42.15±3.93bc

                                        12            0.9±0.12             19.89±2.03bcd              16.63±0.79bcd            11.01±1.29bc

	                         24            1.5±0.17             41.47±3.45bcd              34.86±2.19bcd            19.67±4.22bc

                                        48             2.3±0.23             80.31±5.13bcd              74.73±5.03bcd            47.15±5.31bc

bP<0.05 vs 白蛋白(无关蛋白); cP<0.05 vs  PBMC; dP<0.05 vs人胎肝细胞.

1∶100

rhTRAIL 55-281

1∶100

GST-rhTRAIL 55-281

A B

图  2  原代培养的人胎肝细胞与成人肝细胞 (绿色滤镜). A: 原代人胎肝细胞 (×400); B: 原代成人肝细胞 (×500).
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现: DR4和DR5可诱导肝细胞凋亡[13]; 在体的正

常肝细胞可抵抗TRAIL诱导的凋亡, 而在体外

则无法避免[14]; 胆汁酸可对死亡受体的信号转

导起调节作用, 他可以促进TRAIL诱导肝细胞凋

亡[15-17]; 正常人关节软骨细胞对TRAIL诱导的凋

亡也很敏感[18]; 也有人认为在体内与体外均对

肝细胞无毒性[19]. 基于以上正反两方面的观点, 
TRAIL药物的开发还是要十分谨慎, 安全性亟待

深入研究. 然而, 我国有人在追捧TRAIL , 甚至某

大型生物科技有限公司为TRAIL药物的开发投

入资金达亿元. 为了为TRAIL抗肿瘤药物开发

的可行性提供实验依据, 我们利用rhTRAIL 55-281

与GST-rhTRAIL 55-281干预肝细胞株L-02及原

代成人肝细胞、胎肝细胞, 然后利用流式细胞

仪进行凋亡检测, 以确定rhTRAIL 55-281与GST-
rhTRAIL 55-281肝细胞毒性的大小. 通过实验, 重
组蛋白rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281对正常

人PBMC无细胞毒性, 这与本研究小组早前报道

的结果是一致的[20], 综合本研究小组对可溶性

GST-rhTRAIL 55-281凋亡活性的检测实验[4], 可以

再次肯定: TRAIL重组蛋白对细胞有选择性毒

性. 重组蛋白rhTRAIL 55-281与GST-rhTRAIL 55-281

对肝细胞有毒性, 这与Jom et al对有His标签的

重组蛋白TRAIL -His的研究结果一致. 因此, 无
论是全长还是非全长的, 无论是TRAIL -His还
是GST-rhTRAIL 55-281与rhTRAIL 55-281都对肝细胞

有较强的毒性, 重组蛋白rhTRAIL 55-281与GST-
rhTRAIL 55-281作为抗肿瘤药物开发受到其肝细胞

毒性的制约. 至于原代胎肝细胞的凋亡率明显

低于L-02细胞株与原代成人肝细胞的原因, 可
能是胎儿尚处于免疫发育不完全时期, 胎肝细

胞的TRAIL死亡受体表达不完整抑或诱骗受体

TRAIL-R4高表达造成[21-22], 有待我们进一步研究. 
鉴于以上实验结果, 我们认为: 对于TRAIL

药物的开发要把安全性放在首位, 在大量投入

资金之前, 必须验证他对正常细胞可能的杀伤

作用, 以免如同Fas药物开发一样[23], 造成不必要

的巨大浪费. 

致谢: 宋惠萍教授及张卫社教授给予了热忱的
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第十届全军普通外科学术会议征文通知
本刊讯  由解放军普通外科专业委员会主办, 南京军区福州总医院承办的“第十届全军普通外科学术会议”拟

定于2006-07在福州举行. 会议采用院士论坛、专题报告等形式, 对普通外科近年来的新技术、新方法及发展

趋势进行介绍和讨论. 欢迎军内外普通外科医师参加会议.

1 征文内容

有关普通外科疾病的诊断、治疗的基础和临床研究及护理内容. 

2 征稿要求

(1)要求中文全文(4 000字以内)及摘要(500字以内)各1份. 稿件请寄软盘(Word 格式), 欢迎用电子邮件方式投

稿. (2)来稿请注明单位、作者姓名、邮编及联系电话(请自留底稿, 恕不退稿), 请在信封左下角注明“会议征

文”字样. 

来稿请寄: 邮编: 350025, 福建省福州市西二球路156号 南京军区福州总医院普通外科 王烈 收. 电子邮件

地址: www.fzptwk@public.fz.fj.cn, 传真: 0591-83796855, 电话: 0591-24937077, 军线: 0611-97077, 959770. 
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