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Abstract
AIM: To investigate the effect of bortezomib 
on TRAIL-induced apoptosis in human gastric 
cancer cells, and to elucidate the role of the 
phosphoinositide 3-kinases (PI3K)/Akt signaling 

pathway in TRAIL-induced apoptosis of gastric 
cancer cells.

METHODS: Human gastric cancer MGC803 cells 
were cultured and treated with TRAIL and/or 
bortezomib. Cell viability was determined by 
MTT assay. Apoptosis was detected by flow 
cytometry. Caspase cleavage and the level of 
phosphor-Akt were determined by Western blot.

RESULTS: Cells were treated with either 20 or 
50 nmol/L bortezomib, or 100 μg/L TRAIL for 
24 h, or pretreated with bortezomib for 2 h fol-
lowed by exposure to TRAIL for an additional 
24 h. Compared with cells treated with TRAIL 
alone, cell viability was obviously lower and 
apoptosis rate was obviously higher in cells co-
treated with TRAIL and 50 nmol/L bortezomib 
(cell viability: 35.1% ± 2.7% vs 71.0% ± 4.3%, P < 
0.01; apoptosis rate: 31.3% ± 2.0% vs 8.2% ± 0.8%, 
P < 0.01). Pretreatment with 20 nmol/L bortezo-
mib did not enhance the sensitivity of cells to 
TRAIL-induced apoptosis. TRAIL engagement 
led to PI3K/Akt activation. Bortezomib blocked 
the activation of PI3K/Akt signaling and en-
hanced the sensitivity of cells to TRAIL-induced 
apoptosis.

CONCLUSION: Bortezomib enhances TRAIL-
induced apoptosis by blocking the activation of 
PI3K/Akt signaling pathway in human gastric 
cancer MGC803 cells.

Key Words: Tumor necrosis factor-related apop-
tosis-inducing ligand; Bortezomib; Gastric cancer; 
PI3K/Akt; Apoptosis
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摘要
目的: 研究硼替佐米对TRAIL诱导胃癌细胞凋
亡的影响, 探讨PI3K/Akt通路在TRAIL诱导凋

®

■背景资料
硼替佐米作为一
种新型蛋白酶体
抑 制 剂 ,  可 增 强
多种肿瘤细胞对
TRAIL诱导凋亡
的敏感性, 本文探
讨了硼替佐米对
TRAIL诱导胃癌
细胞凋亡的影响
及机制.

■同行评议者
曹秀峰, 教授, 南
京医科大学附属
南京第一医院肿
瘤中心
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亡中的作用. 

方法: 不同浓度的TRAIL和/或硼替佐米作用
于人胃癌细胞系MGC803细胞, MTT法检测细
胞存活率, 流式细胞术PI染色检测细胞凋亡. 
Western blot法检测caspase裂解及p-Akt表达水
平的变化. 

结果: 50 nmol/L硼替佐米预处理细胞2 h, 之后
予100 μg/L TRAIL继续作用24 h, 细胞存活率
明显低于TRAIL单独处理组(35.1%±2.7% vs  
71.0%±4.3%, P <0.01); 细胞凋亡率明显高于
TRAIL单药组(31.3%±2.0% vs  8.2%±0.8%, 
P <0.01). 20 nmol/L硼替佐米预处理未能增
强细胞对TRAIL的敏感性. 进一步研究发现, 
TRAIL可活化PI3K/Akt通路, 硼替佐米预处理
可阻止PI3K/Akt通路的活化, 进而增强细胞对
TRAIL诱导凋亡的敏感性.

结论: 硼替佐米通过抑制TRAIL诱导的PI3K/ 
A k t通路活化 ,  增强胃癌M G C803细胞对
TRAIL诱导凋亡的敏感性.

关键词: 肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体; 硼替佐

米; 胃癌; PI3K/Akt; 凋亡
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0  引言

胃癌是我国常见肿瘤, 其发病率及死亡率均居

恶性肿瘤的前三位, 严重危害人类健康. 大约2/3
的患者在发现时已属晚期, 无法行手术治疗. 目
前晚期胃癌的治疗以化疗为主, 但是疗效较差, 
5年生存率不足10%[1]. NCCN推荐的化疗方案

如DCF, ECF等, 毒性较大, 国人难以耐受. 因此, 
需要寻找新的有效的抗肿瘤药物, 以增强胃癌

治疗疗效, 延长患者的生存时间. 肿瘤坏死因子

相关凋亡诱导配体(tumor necrosis factor-related 
apoptosis-inducing ligand, TRAIL)是肿瘤坏死因

子超家族成员之一, 体内外研究已证实可诱导

多种肿瘤细胞凋亡, 而对正常细胞毒性很小, 是
很有潜力的新型抗肿瘤药物[2,3]. 然而研究也显

示一些肿瘤细胞对TRAIL诱导的凋亡存在天然

或获得性耐药[4,5]. 我们之前的研究结果提示, 胃
癌细胞对TRAIL诱导的凋亡也存在耐药现象[6]. 
硼替佐米是一种新型蛋白酶体抑制剂, 已被批

准用于多发性骨髓瘤和淋巴瘤的治疗[7]. 有报道

硼替佐米可增强肺癌, 卵巢癌和胰腺癌对TRAIL
诱导凋亡的敏感性, 但对TRAIL诱导胃癌细胞

凋亡的影响尚不清楚[8-10]. 本研究将硼替佐米与

TRAIL在胃癌中联合应用, 探讨硼替佐米对TRAIL
诱导凋亡的影响, 以及对PI3K/Akt活性的影响, 进
而探讨硼替佐米增强TRAIL抗肿瘤活性的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 重组人TRAIL/Apo2L购自Cytolab/
P e p r o t e c h公司; 硼替佐米购自M i l l e n n i u m 
Pharmaceuticals公司, RPMI 1640培养基购自

Gibco公司; 胎牛血清购自天津血液研究所; 碘
化丙啶(PI), LY294002购自Sigma-Aldr ich公
司; RNaseA购自AMRESCO公司; 抗caspase-3, 
p-Akt, Akt及tubulin抗体购自Santa Cruz公司; 抗
caspase-8抗体购自NeoMarkers公司. 辣根过氧化

物酶标记的二抗购于北京中杉金桥生物技术有

限公司; ECL试剂盒购于PIERCE公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人胃癌细胞株MGC803为本实

验室常规传代培养, 生长于含有100 mL/L灭活

胎牛血清, 青霉素(100 kU/L)和链霉素(100 g/L)
的RPMI 1640培养基中, 于37 ℃, 50 mL/L CO2, 
饱和湿度的培养箱内培养. 细胞常规每2-3 d传
代1次, 所有实验采用对数生长期细胞.
1.2.2 MTT法测定细胞活力: 取对数生长期细胞, 
常规胰酶消化成单个细胞悬液, 将细胞浓度调

至1×105/mL, 接种于96孔板, 于培养箱内孵育过

夜后, 每孔加入不同浓度的TRAIL和/或硼替佐

米, 孵育24 h, 之后加入20 μL MTT(5 g/L), 继续

孵育4 h. 吸走上清, 每孔加入200 μL DMSO, 振
荡摇匀. 用酶标仪于570 nm波长测定吸光度值

(A值). 按照下列公式计算细胞活力: 细胞活力

(%) = (实验组A值/对照组A值)×100%.
1.2.3 流式细胞术检测细胞凋亡: 细胞以3×105

个/孔的密度接种于六孔板, 孵育过夜后加入不

同浓度的TRAIL和/或硼替佐米, 24 h后收集细

胞, PBS洗2次, 70%冷乙醇固定过夜. 之后再用

PBS洗2次, 加入20 mg/L RNase A, 37 ℃孵育30 
min, 之后加入10 mg/L碘化丙啶(PI), 避光孵育

30 min. 使用流式细胞术进行检测, WinMDI软件

进行数据分析.
1.2.4 Wes te rn b lo t检测蛋白表达变化: 收集

细胞, PBS洗2次, 加入1% Tr i ton裂解液(1% 
Triton X-100, 50 mmol/L Tris-Cl[pH7.4], 150 
mmol/L NaCl, 10 mmol/L EDTA, 100 mmol/L 

■研发前沿
胃癌对TRAIL耐
药原因目前尚不
明 确 ,  需 要 深 入
探讨机制及逆转
方法.

■相关报道
Kozuch等于2008
年报道硼替佐米
与化疗药伊立替
康的联合方案已
在结肠癌中进行
Ⅱ期临床实验研
究 ,  提 示 硼 替 佐
米可能是有效的 
TRAIL增敏剂, 值
得在其他肿瘤中
进一步研究.
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NaF, 1 mmol/L Na3VO4, 1 mmol/L PMSF, 2 mg/L 
ap ro t in in), 冰上裂解30 min, 之后高速离心

(15 000 g )30 min, 取上清, Lowry法进行蛋白定

量. 将样品与3×样品缓冲液混合后, 煮沸5 min, 
于10%-15%的SDS-聚丙烯凝胶中进行电泳, 之
后电转移至硝酸纤维素膜上, 5%脱脂牛奶封闭

1 h, 加入一抗4 ℃孵育过夜. TBST(10 mmol/L 
Tris[pH7.4], 150 mmol/L NaCl, 0.1% Tween 20)洗
4次后, 加入辣根过氧化物酶标记的二抗, 室温

下孵育30 min, TBST洗后, ECL法显色, GIS凝胶

图像分析系统成像并分析处理.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计学分析. 所有数据均为3次独立实验结果, 以
mean±SD表示. 两组间差异采用t检验, P <0.05 
认为有统计学意义.

2  结果

2.1 TRAIL对MGC803细胞活力及凋亡的影响 10, 
100及1 000 μg/L TRAIL作用于MGC803细胞24 h, 
细胞存活率分别为82.0%±4.4%, 70.7%±5.1%及

75.7%±4.9%(图1A); 细胞凋亡率分别为2.3%±

0.1%, 7.5%±2.1%及9.9%±1.6%(图1B). 这些数

据提示MGC803细胞对TRAIL诱导的凋亡耐药.
2.2 硼替佐米对TRAIL诱导细胞凋亡的影响 20 
nmol/L及50 nmol/L硼替佐米单独作用细胞24 
h, 细胞存活率分别为86.6%±4.9%及69.9%±

1.5%, 细胞凋亡率分别为2.8%±1.0%及5.1%±

1.2%. 50 nmol/L硼替佐米预处理细胞2 h, 之后

再予100 μg/L TRAIL处理24 h, 细胞存活率明显

低于TRAIL单独处理组(35.1%±2.7% vs  71.0%
±4.3%, P <0.01, 图2A), 细胞凋亡率明显升高

(31.3%±2.0% vs  8.2%±0.8%, P <0.01, 图2B). 20 
nmol/L硼替佐米预处理细胞不能增强TRAIL的
诱导凋亡作用. 
2.3 硼替佐米对caspase裂解的影响 100 μg/L 
TRAIL单独作用细胞24 h, 不能裂解caspase-8及
caspase-3. 50 nmol/L硼替佐米预处理细胞2 h后, 
再予TRAIL作用24 h, 可见到caspase-8被裂解, 
产生活化片段, 并继而裂解caspase-3, 同时可见

caspase-3及caspase-8前体减少. 20 nmol/L硼替佐

米预处理虽能裂解部分caspase-8, 但未能完全裂

解caspase-3, 且caspase前体无明显变化(图3). 
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图  1  TRAIL对MGC803细胞活力及凋亡的
影响. A: 细胞存活率; B: 细胞凋亡率.
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图  3  硼替佐米对caspase裂解的影响. 

-     -     -     +     +     +

-     +     -     -     +     -

-     -     +     -     -     +

TRAIL(100 μg/L)
硼替佐米(20 nmol/L)
硼替佐米(50 nmol/L)

pro-caspase-8

非特异带

active-caspase-8
pro-caspase-3

active-caspase-3

tubulin

■创新盘点
文章中通过将硼
替佐米与TRAIL
在胃癌中联合应
用, 证实了低浓度
硼替佐米可增强
细胞对TRAIL诱
导凋亡的敏感性, 
提示硼替佐米与
TRAIL的联合很
可能成为今后治
疗胃癌的联合用
药方案.
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2.4 硼替佐米对PI3K/Akt通路活性的影响 100 
μg/L的TRAIL处理细胞8, 16及24 h, 可以检测

到Akt被磷酸化, p-Akt水平在8 h时达高峰, 16 
h及24 h有所下降, 但仍高于基线水平(图4A). 
使用50 nmol/L硼替佐米预处理细胞2 h, 之后

再予TRAIL作用8 h, 磷酸化Akt水平被抑制至

基线水平 ,  其抑制程度与P I3K特异性抑制剂

LY294002相近(图4B). 为进一步验证PI3K/Akt
通路活性与TRAIL诱导凋亡的关系, 我们检测

了LY294002对TRAIL诱导凋亡的影响. 如图

4C所示, 同TRAIL单药组相比, LY294002(25 
μmol/L)预处理细胞1 h后再予TRAIL作用24 h, 
细胞凋亡的百分比明显升高(34.7%±3.8% vs  
5.6%±1.3%, P <0.01), 提示抑制PI3K/Akt通路

活性是硼替佐米增强TRAIL诱导凋亡作用的机

制之一.

3  讨论

TRAIL对胃癌细胞的有限毒性提出了一个新的

问题, 即如何克服胃癌细胞对TRAIL的耐药性, 
从而使这一安全的特异性抗肿瘤药物更好的应

用于胃癌的临床治疗. 之前的研究显示一些化

学制剂可以增强TRAIL对不同肿瘤细胞的诱导

凋亡作用, 然而克服胃癌细胞对TRAIL的耐药相

关研究十分有限, 仅在近几年发现少数化合物

可增强胃癌细胞对TRAIL的敏感性[6,11-13]. 硼替

佐米作为一种新型抗肿瘤生物制剂, 已经在多

种肿瘤细胞中显示出很好的抗肿瘤活性. 除多

发性骨髓瘤和套细胞淋巴瘤外, 硼替佐米与化

疗药的联合方案已在其他肿瘤如肺癌, 结肠癌

中进行Ⅰ, Ⅱ期临床实验研究[14,15]. 有报道不同

剂量的硼替佐米可增强TRAIL对其他肿瘤细胞

的诱导凋亡作用[8-10]. 在本研究中, 我们首次报

告了低浓度硼替佐米可以显著增强胃癌细胞对

TRAIL的敏感性, 逆转对TRAIL的耐药. 这一发

现为胃癌的内科治疗提供了又一有潜力的治疗

措施.
TRAIL主要通过外源性途径诱导细胞凋亡. 

当TRAIL与死亡受体结合后, 形成的死亡诱导凋

亡信号复合体可募集无活性的caspase-8, 使其发

生裂解而活化. 如果caspase-8被充分裂解, 则下

游的效应caspase被相继活化, 继而启动凋亡. 在
本研究中, TRAIL单独处理细胞未能产生明显活

化的caspase-8. 用50 nmol/L硼替佐米预处理细

胞后再予TRAIL作用24 h, 可以见到明显活化的

caspase-8, 进而活化caspase-3. 上述结果提示硼

替佐米联合TRAIL促进了caspase的裂解, 进而

增强细胞TRAIL诱导凋亡的敏感性. 
研究表明TRAIL可激活生存通路, 拮抗其诱

导凋亡作用[16]. 在众多生存通路中, PI3K/Akt通
路在多种肿瘤细胞耐药中起重要作用[17]. 有报

告静息状态下Akt过度活化的肿瘤细胞对TRAIL
诱导的凋亡耐药[18]. 而关于TRAIL对Akt的活化

及活化后的PI3K/Akt通路对TRAIL敏感性影响

的报告较少. 最近Chen等[19]报道在肝癌细胞中

TRAIL可诱导Akt磷酸化, 进一步增加肝癌细胞

对TRAIL的耐药性. 本研究中静息状态下的胃癌

细胞可检测到基础水平的Akt磷酸化, TRAIL作

图  4  硼替佐米对PI3K/Akt通路活性的影响. A: TRAIL对PI3K/Akt活性的影响; B: 硼替佐米对PI3K/Akt活性的影响; C: 抑制

PI3K/Akt活性对TRAIL诱导凋亡的影响.
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■应用要点
晚期胃癌的治疗
疗效较差, 新的联
合用药方案的发
现是提高疗效的
关 键 .  本 文 通 过
研究硼替佐米对
TRAIL诱导胃癌
细胞凋亡的影响, 
为临床制定合理
的联合用药方案
提供了重要的理
论依据. 
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用后可诱导Akt的进一步磷酸化, 提示Akt通路

的活化可能是胃癌细胞对TRAIL耐药的原因之

一, 为胃癌细胞对TRAIL的耐药机制提出了一个

新的见解.
虽然硼替佐米对TRAIL的增效作用已经在

多种肿瘤细胞中证实, 但是其作用机制非常复

杂, 在不同的细胞中可能涉及不同的分子机制. 
有报告硼替佐米可以改变细胞内Akt通路活性, 
提示Akt可能是硼替佐米的作用靶点之一[20]. 本
研究发现在胃癌细胞中, 硼替佐米可以有效阻

断TRAIL诱导的Akt磷酸化, 其阻断Akt磷酸化

的能力与PI3K特异性抑制剂LY294002相近. 同
时LY294002也可以明显增强TRAIL诱导的细胞

凋亡, 提示硼替佐米逆转胃癌细胞对TRAIL诱
导凋亡的耐药部分是通过抑制了TRAIL诱导的

PI3K/Akt通路活化, 进而抑制了生存通路. 上述

研究结果为胃癌的多药联合治疗提供了分子水

平的依据.
总之 ,  我们的研究证实了在胃癌细胞中 , 

低浓度硼替佐米可增强细胞对T R A I L诱导凋

亡的敏感性, 其增效作用部分可能通过抑制了

TRAIL引起的PI3K/Akt通路活化, 进而抑制生

存通路. 这一研究结果提示硼替佐米与TRAIL
的联合很可能成为今后胃癌治疗的联合用药

方案.
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