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摘要：　为研究肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ）与组织激肽释放酶结合蛋白（ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ）联合用药

的抗肿瘤作用，构建ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ双表达的重组质粒ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ，将重组质粒转染

Ａ５４９，ＬＯ２，ＮＣＩＨ４４６和 Ｈｅｌａ细胞，考察其抗肿瘤活性．实验结果表明：构建的双表达载体能同时表达

ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ，且均能分泌至培养基中；ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ联合表达对肿瘤细胞活力的抑制作用明

显增强，诱导肿瘤凋亡的作用也明显增强，说明联合表达ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ能够增强抗肿瘤活性．

关键词：　抗肿瘤；组织激肽释放酶结合蛋白；肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体；细胞凋亡
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肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ）是一种内源性分泌肽，在外源细胞凋亡途径中与跨膜死

亡配体受体ＤＲ４，ＤＲ５结合，激活ＤＲ４，ＤＲ５分子胞浆的死亡结构域，并通过激活胱天蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）

级联反应，引起细胞凋亡．级联反应中的Ｆａｓｌ和ＴＮＦα都有促进细胞凋亡的作用，但Ｆａｓｌ会导致致命

的肝损伤，而ＴＮＦα可能会导致炎症反应
［１２］．ＴＲＡＩＬ特异性地诱导肺癌、乳腺癌等多种癌细胞凋亡，
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且不会诱导正常细胞凋亡．临床数据显示，ＴＲＡＩＬ产生耐药性与蛋白激酶和受体有关
［３４］．联合用药既

可以增强抗肿瘤活性又可以避免产生耐药性，成为ＴＲＡＩＬ用于肿瘤治疗的研究方向．

组织激肽释放酶结合蛋白（ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ）是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂，具有抗肿瘤作用
［５６］．将ｋａｌ

ｌｉｓｔａｔｉｎ与ＴＲＡＩＬ联合使用是否会增强ＴＲＡＩＬ的抗肿瘤活性，目前还未见相关报道．因此，本文设计

ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ重组载体，通过内部核糖体进入位点序列（ＩＲＥＳ）同时表达 ＴＲＡＩＬ与

ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ，经细胞活力和细胞凋亡实验验证ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ联合使用的抗肿瘤活性．

１　材料与方法

１．１　材料和试剂

菌种、细胞株和质粒犈．犮狅犻犾ＤＨ５α，ｐＡＭＣＡＧ，ｐＩＲＥＳｅＧＦＰ，ｐＣＤＮＡ３．１Ｋａｌ，ｐＣＤＮＡ３．１ＴＲＡＩＬ

为本实验室保存；Ａ５４９，ＬＯ２，ＮＣＩＨ４４６和Ｈｅｌａ细胞株购自ＡＴＣＣ细胞库．

犎犻狀犱Ⅲ，犈犮狅犚Ⅰ，犛狆犲Ⅰ，犅犪犿犎 Ⅰ等限制性内切酶、Ｔ４连接酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶（大连宝生物工

程有限公司）；质粒提取试剂盒、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（北京天根生物科技有限公司）；兔抗ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ、

鼠抗ＴＲＡＩＬ单克隆抗体，羊抗兔、羊抗鼠二抗（英国Ａｂｃａｍ公司）；ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ，ＴＲＡＩＬ酶联免疫试剂盒

（ＥＬＩＳＡ，美国Ｒ＆Ｄ公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒（美国ＢＤ公司）．

表１　扩增目的基因的ＰＣＲ引物

Ｔａｂ．１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒａｍｐｌｉｆｙｉｎｇｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ

名称 序列５′３′

ＩＲＥＳＦ ＴＣＡＡＣＴＡＧＴＧＣＣＣＣＴＣＴＣＣＣＴＣＣＣ

ＩＲＥＳＲ ＴＣＡＧＡＡＴＴＣＴＴＧＴＧＧＣＣＡＴＡＴＴＡＴＣ

ＴＲＡＩＬＦ ＴＣＡＧＡＡＴＴＣＡＧＴＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣ

ＴＲＡＩＬＲ ＴＣＡＡＡＧＣＣＴＴＴＡＧＧＣＡＡＣＴＡＡＡＡＡＧ

ＫａｌＦ ＴＣＡＧＧＡＴＴＣＡＴＧＣＡＴＣＴＴＡＴＣＧＡＣＴＡ

ＫａｌＲ ＴＣＡＡＣＴＡＧＴＣＴＡＴＴＧＴＴＴＣＧＴＧＧＧＧＴ

１．２　实验方法

１．２．１　目的基因的扩增　根据 ＧｅｎＢａｎｋ报道的

ＴＲＡＩＬ，ＩＲＥＳ，ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ基因序列设计ＰＣＲ引物

（表１），分别从ｐＩＲＥＳｅＧＦＰ，ｐＣＤＮＡ３．１ＴＲＡＩＬ，

ｐＣＤＮＡ３．１Ｋａｌ质粒中扩增得到ＩＲＥＳ，ＴＲＡＩＬ和

ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ目的基因．

１．２．２　重组表达载体的构建　１）ｐＡＭＣＡＧ

ＴＲＡＩＬ的构建．通过 ＰＣＲ 方法从 ｐＣＤＮＡ３．１

ＴＲＡＩＬ中扩增ＴＲＡＩＬ目的基因，通过琼脂糖凝胶

电泳鉴定并对目的基因回收，回收的目的基因通过犎犻狀犱Ⅲ／犈犮狅犚 Ⅰ双酶切回收，利用Ｔ４ＤＮＡ连接

酶将目的基因ＴＲＡＩＬ定向克隆至ｐＡＭＣＡＧ质粒的犎犻狀犱Ⅲ／犈犮狅犚 Ⅰ酶切位点．

２）ｐＡＭＣＡＧＫａｌ的构建．采用ＰＣＲ方法从ｐＣＤＮＡ３．１Ｋａｌ中扩增Ｋａｌ目的基因，通过琼脂糖凝

聚电泳鉴定并对目的基因回收，目的基因通过犅犪犿犎 Ⅰ／犛狆犲Ⅰ双酶切回收，利用Ｔ４ＤＮＡ连接酶将目

的基因Ｋａｌ定向克隆至ｐＡＭＣＡＧ质粒的犅犪犿犎 Ⅰ／犛狆犲Ⅰ酶切位点．

３）ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ的构建．采用ＰＣＲ方法从ｐＩＲＥＳｅＧＦＰ质粒中扩增ＩＲＥＳ目的基

因，将其克隆至ｐＡＭＣＡＧＫａｌ质粒的犛狆犲Ⅰ／犈犮狅犚 Ⅰ酶切位点之间，构建成ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳ重

组质粒，再将ＴＲＡＩＬ目的基因克隆至ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳ质粒的 犎犻狀犱 Ⅲ／犈犮狅犚 Ⅰ位点之间，形成

ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ重组质粒．

１．２．３　重组表达载体的表达与鉴定　构建的重组质粒ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ，ｐＡＭＣＡＧＫａｌ，ｐＡＭ

ＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ经过限制性内切酶鉴定，再经过ＤＮＡ测序分析正确后，将提取的质粒与脂质

体２０００混合后转染至 Ｈｅｌａ细胞中，培养一定时间后收集培养上清及细胞，利用ＥＬＩＳＡ和 ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ方法鉴定ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的表达情况．

１．２．４　ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ联合表达对细胞活力的影响　Ａ５４９，ＬＯ２，ＮＣＩＨ４４６，Ｈｅｌａ细胞分别以

５０００个·孔－１的密度接种至９６孔板，３７℃，体积分数为５％的ＣＯ２ 培养１２ｈ，待细胞贴壁后，分别转

染ｐＡＭＣＡＧｅＧＦＰ，ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ，ｐＡＭＣＡＧＫａｌ，ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ质粒，转染后

继续培养２４，４８，７２ｈ，每孔加入１０μＬ５ｍｇ·ｍＬ
－１噻唑蓝（ＭＴＴ），继续培养２ｈ，弃培养基，加入２００

μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解，用酶标仪检测波长为４９０ｎｍ时的吸光值，根据公式计算细胞活力．

１．２．５　ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ对细胞凋亡的影响　取对数生长期的 Ａ５４９，ＬＯ２，ＮＣＩＨ４４６，Ｈｅｌａ细

胞，６孔板每孔接种５００００个细胞，培养１２ｈ，用脂质体２０００将质粒转染至细胞内继续培养３６ｈ，胰酶
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消化并收集细胞，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，磷酸盐缓冲液清洗２次；去上清并用缓冲液调整细胞浓度

为１×１０６ 个·ｍＬ－１，取１００μＬ细胞悬液至５ｍＬ离心管中，加入５μＬ碘化丙啶（ＰＩ）染液和５μＬＡｎ

ｎｅｘｉｎＦＩＴＣ染液，混匀后避光，室温染色１５ｍｉｎ，加入４００μＬ结合缓冲液混匀后，进行流式细胞分析．

２　实验结果

２．１　重组表达载体的鉴定

ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ，ｐＡＭＣＡＧＫａｌ，ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ的酶切鉴定结果，如图１所示．

ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ通过犎犻狀犱 Ⅲ，犈犮狅犚 Ⅰ单酶切未见特异性的条带，但经 犎犻狀犱 Ⅲ／犈犮狅犚 Ⅰ双酶切

后，在５００ｂｐ处出现一条特异性条带（图１（ａ）），与目的基因ＴＲＡＩＬ的大小相符（５１６ｂｐ）；ｐＡＭＣＡＧ

Ｋａｌ通过犅犪犿犎 Ⅰ／犛狆犲Ⅰ双酶切后，在１２００ｂｐ左右出现特异性条带，与目的基因ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的大小

一致（图１（ｂ））；ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ分别经过犎犻狀犱Ⅲ／犈犮狅犚 Ⅰ双酶切和犅犪犿犎 Ⅰ／犛狆犲Ⅰ

双酶切后，在５００，１２００ｂｐ处出现特异性条带（图１（ｃ）），说明目的基因ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ与ＴＲＡＩＬ已经克隆

至ｐＡＭＣＡＧ载体中．构建的３种重组质粒经ＤＮＡ测序分析结果显示，插入目的基因序列完全正确．

　　（ａ）ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ　　　　　（ｂ）ｐＡＭＣＡＧＫａｌ　　　　　（ｃ）ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ

图１　ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ，ｐＡＭＣＡＧＫａｌ，ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ的酶切鉴定结果

Ｆｉｇ．１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ，ｐＡＭＣＡＧＫａｌ，

ａｎｄｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ

２．２　犜犚犃犐犔与犽犪犾犾犻狊狋犪狋犻狀的表达与鉴定

ＴＲＡＩＬ诱导细胞凋亡需要与死亡受体结合才能启动凋亡信号，而可溶性的ＴＲＡＩＬ位于胞外区，

必须在细胞外才能与受体结合．采用ＥＬＩＳＡ方法检测培养基中ＴＲＡＩＬ的质量浓度（ρ（ＴＲＡＩＬ）），结果

如图２（ａ）所示．由图２（ａ）可知：转染ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ质粒组的ＴＲＡＩＬ的质量浓度为（１．８５±０．１８）

μｇ·ｍＬ
－１，转染ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ质粒组的 ＴＲＡＩＬ的质量浓度为（１．６５±０．２４）μｇ·

ｍＬ－１，两组之间的差异无统计学意义，而转染ｐＡＭＣＡＧＫａｌ，ｐＡＭＣＡＧｅＧＦＰ质粒组没有检测到

ＴＲＡＩＬ的表达．

ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ具有信号肽，是一种分泌性蛋白，培养基中ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的质量浓度（ρ（ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ）），如图

２（ｂ）所示．由图２（ｂ）可知：转染ｐＡＭＣＡＧＫａｌ质粒组ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的质量浓度为（１２．０８±０．２１）μｇ·

ｍＬ－１，转染ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ质粒组ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的质量浓度为（１１．７３±０．３７）μｇ·ｍＬ
－１，

　　　（ａ）ＴＲＡＩＬ　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ

图２　培养上清中ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的表达量

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＲＡＩＬａｎｄｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
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两组之间的差异无统计学意义．

此外，利用ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测细胞内ＴＲＡＩＬ和ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的表达，结果如图３所示．由图３

可知：转染ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ和ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ质粒组细胞内都有ＴＲＡＩＬ的表达；转

染ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ和ｐＡＭＣＡＧＫａｌ质粒组细胞内都有ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的表达．

　（ａ）ＴＲＡＩＬ　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测细胞内ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ表达

Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｒａｉｌａｎｄｋａｌｉｓｔａｔｉｎｉｎｃｅｌｌｓｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

２．３　犜犚犃犐犔与犽犪犾犾犻狊狋犪狋犻狀联合表达对细胞活力的影响

ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ对细胞活力的影响，如图４所示．图４中：η为细胞存活率；表示差异有统计

学意义．由图４可知：分别转染ｐＡＭＣＡＧＫａｌ，ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ，ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ质粒

后，ＬＯ２细胞存活率与对照组相比，差异无统计学意义；分别转染ｐＡＭＣＡＧＫａｌ，ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ，

ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ质粒后，Ａ５４９细胞存活率为７８．３％±４．３％，６７．４％±３．５％，５３．７％±

４．１％，ｐＡＭＣＡＧＫａｌ，ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ组与ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ组相比，差异具有统计

学意义，说明联合表达ＴＲＡＩＬ和ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ能够显著增强细胞的抗肿瘤活性；Ｈｅｌａ细胞的实验结果显

示，ｐＡＭＣＡＧＫａｌ，ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ，ｐＡＭＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ组的细胞存活率明显下降，分别

为７６．４％±５．３％，６６．４％±４．３％，５２．７％±３．５％，与转染ｐＡＭＣＡＧｅＧＦＰ组相比，差异具有统计学

意义，且ＴＲＡＩＬ，ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ双表达组的细胞存活率与ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ，ｐＡＭＣＡＧＫａｌ组相比，差

异具有统计学意义，说明联合表达促进ＴＲＡＩＬ的抗肿瘤活性；ＮＣＩＨ４４６细胞实验结果也显示，联合表

达ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ能够显著增强其抗肿瘤活性；Ｈｅｌａ，Ａ５４９和ＮＣＩＨ４４６细胞存活率实验结果显

示，ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ联合表达后肿瘤细胞活力接近半数抑制浓度ＩＣ５０．

　 （ａ）ＬＯ２细胞　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）Ａ５４９细胞

　　　　（ｃ）Ｈｅｌａ细胞　　　　　　　　　　　　　　　　 （ｄ）ＮＣＩＨ４４６细胞

图４　ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ对细胞活力的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＲＡＩＬａｎｄｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎｏｎｃｅｌｌｓａｃｔｉｖｉｔｙ

２．４　犜犚犃犐犔与犽犪犾犾犻狊狋犪狋犻狀联合表达对肿瘤细胞凋亡的影响

ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ对细胞凋亡的影响，如图５所示．图５中：δ为细胞凋亡率．由图５可知：
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ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ对ＬＯ２细胞凋亡没有影响，与对照组相比，差异无统计学意义；而ＴＲＡＩＬ与ｋａｌ

ｌｉｓｔａｔｉｎ能诱导Ａ５４９细胞凋亡，细胞凋亡率分别为５．２２％±０．３４％，８．０２％±０．４５％，联合表达组的细

胞凋亡率为１０．９８％±０．８４％，与对照组相比，差异都具有统计学意义；Ｈｅｌａ细胞凋亡实验显示，ｐＡＭ

ＣＡＧＫａｌ与ｐＡＭＣＡＧＴＲＡＩＬ组的细胞都有不同程度的凋亡，细胞凋亡率分别为５．８１％±０．５６％，

８．６２％±０．４９％，与对照组相比，差异具有统计学意义，联合用药组细胞凋亡率达为１２．００％±０．６５％；

ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ诱导ＮＣＩＨ４４６细胞凋亡率分别为４．９５％±０．４３％，７．９５％±０．５１％，联合用药

组细胞凋亡率为１１．２４％±０．８５％．凋亡实验结果显示，ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ能够诱导 Ａ５４９，Ｈｅｌａ和

ＮＣＩＨ４４６细胞凋亡，联合用药组的细胞凋亡率与ＴＲＡＩＬ和ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ组相比，差异具有统计学意义，

说明ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ联合使用增强了诱导细胞凋亡的功能．

　　（ａ）ＬＯ２细胞　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）Ａ５４９细胞

　　（ｃ）Ｈｅｌａ细胞　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）ＮＣＩＨ４４６细胞

图５　ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ对细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＲＡＩＬａｎｄｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎｏｎｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ

３　讨论

肿瘤形成及发展是由多基因、多因素参与的复杂过程，只进行单一的基因治疗容易忽略肿瘤变化过

程中众多相对独立突变间的相互关系．自从１９８６年Ｓｅｎｏ等
［７］成功地从大肠杆菌联合表达ＩＦＮγ／ＩＬ２

后，越来越多基因联合治疗肿瘤的研究被报道．肿瘤的多基因联合治疗可以是同一治疗方法的两种不同

目的基因的联合，也可以是不同方案基因之间的联合，要求清楚明确各个基因的治疗作用机理，重点是

两个甚至多个具有协同作用治疗基因的选择［８］．对于大多数来自骨髓、前列腺、乳腺的恶性肿瘤细胞，

ＴＲＡＩＬ具有细胞毒性和抑制肿瘤细胞生长的作用，且ＴＲＡＩＬ对正常细胞没有凋亡的诱导作用．以往

研究表明，ＴＲＡＩＬ可诱导人神经蚀质瘤细胞株（ＣＲＴ２ＭＧ，Ｕ８７２ＭＧ）凋亡
［９］，消退乳腺癌组织，并且可

以剂量依赖性地抑制肿瘤的生长和肿瘤的清除［１０］．与ＴＲＡＩＬ相关的Ⅰ期、Ⅱ期临床试验已经进行，如

Ｇｅｎｇ等
［１１］将ＴＲＡＩＬ应用于骨髓瘤的治疗．当ＴＲＡＩＬ与受体ＴＲＡＩＬＲ１和ＴＲＡＩＬＲ２结合后，诱发受

体在细胞膜上发生三聚化并活化ｃａｓｐａｓｅ８，启动两条信号通路传递凋亡信号，进而激活下游效应蛋白

ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ６或ｃａｓｐａｓｅ７，ｃａｓｐａｓｅ９，最终导致细胞凋亡
［１２］．ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ是一种丝氨酸蛋白酶抑

制剂．研究发现，ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ可以抑制 ＮＦκＢ，ＰＩ３ＫＡＫＴ，ｎｕｃｌｅｏｌｉｎ等信号通路的激活
［１３１５］，这可能为

ｋａｌｌｉｓｔａｉｎ与ＴＲＡＩＬ联合用药增强其抗肿瘤活性提供依据．

文中构建的双表达载体ｐＡＧＣＡＧＫａｌＩＲＥＳＴＲＡＩＬ在 Ｈｅｌａ细胞中检测到ＴＲＡＩＬ与ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ

的表达，ＩＲＥＳ串联的下游基因的翻译并没有受到影响，ＴＲＡＩＬ表达量与ｐＡＧＣＡＧＴＲＡＩＬ相比，差异

无统计学意义，研究结果与Ｐｏｎｎａｚｈａｇａｎ等
［１６］一致．细胞活力和细胞凋亡实验都证实，ＴＲＡＩＬ与ｋａｌ
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ｌｉｓｔａｔｉｎ联合用药可以发挥各基因的特点，明显增强ＴＲＡＩＬ和ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ的抗肿瘤活性，这预示着联合

用药可能是ＴＲＡＩＬ治疗肿瘤的一个方向．
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