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TRAIL 基因修饰脐带间充质干细胞联合 5-氟尿嘧啶对 U-87MG、A549 及
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摘 要：目的 研究TRAIL基因修饰的脐带间充质干细胞（TRAIL-MSCs）联合化疗药5-氟尿嘧啶（5-FU）对人脑胶质瘤细

胞U-87MG、人肺癌细胞A549和人宫颈癌细胞HeLa的杀伤作用。方法 通过基因工程手段结合慢病毒转染体系构建高表达

十二聚体TRAIL蛋白（dTRAIL）的TRAIL-MSCs，应用流式细胞技术检测TRAIL-MSCs的生物学特性；通过ELISA技术

检测TRAIL-MSCs分泌的TRAIL量来评估转染效果；CCK-8法检测低浓度（0、1、2、4、8、16 μg/mL）5-FU对U-87MG、

A549、HeLa细胞的增殖抑制率，并计算其对各细胞的半数抑制浓度（IC50）；CCK-8法检测 5-FU（IC50）、UC-MSCs培养上

清、TRAIL-MSCs培养上清、5-FU（IC50）＋UC-MSCs培养上清和 5-FU（1/4 IC50、1/2 IC50和 IC50）＋TRAIL-MSCs培养上

清对 U-87MG、A549、HeLa 细胞的增殖抑制率，计算 5-FU 和 TRAIL-MSCs 培养上清的相互作用系数（CDI）；Western

blotting法检测5-FU对U-87MG、A549、HeLa细胞死亡受体DR4、DR5蛋白表达的影响；台盼蓝染色法观察5-FU、UC-MSCs、

TRAIL-MSCs、5-FU＋UC-MSCs和 5-FU＋TRAIL-MSCs对U-87MG、A549、HeLa细胞的杀伤作用。结果 生物学检测结果

表明TRAIL-MSCs在维持UC-MSCs生物学特性的同时能够高表达TRAIL蛋白。5-FU对U-87MG、A549、HeLa细胞均有增殖抑制作

用，抑制作用由高到底依次为HeLa细胞（IC50为9.15 μg/mL）＞A549细胞（IC50为10.62 μg/mL）＞U-87MG细胞（IC50为22.37 μg/mL）。

与对照组比较，除A549细胞UC-MSCs培养上清组外，各处理组细胞增殖抑制率均显著升高（P＜0.01、0.001）；与相应各 5-FU

IC50及TRAIL-MSCs培养上清组比较，U-87MG、HeLa细胞 5-FU（1/4 IC50、1/2 IC50和 IC50）＋TRAIL-MSCs培养上清组细胞增殖

抑制率均显著升高（P＜0.001），A549细胞 5-FU（IC50）＋TRAIL-MSCs培养上清组细胞增殖抑制率显著升高（P＜0.01、0.001）；

5-FU（1/2 IC50）＋TRAIL-MSCs培养上清组对U-87MG的细胞增殖抑制协同效应最显著（CDI＜0.7且P＜0.001）；5-FU（1/4 IC50）＋

TRAIL-MSCs培养上清组对A549的细胞增殖抑制具有协同作用，但其协同效果并不显著；5-FU（1/4 IC50）＋TRAIL-MSCs培养

上清组对HeLa细胞增殖抑制的协同效果最显著（CDI＜0.7 且 P＜0.01）。经 5-FU处理后U-87MG、A549、HeLa细胞DR4

和DR5的蛋白表达明显升高，其中DR5的表达水平高于DR4，与对照组比较差异均具有统计学意义（P＜0.001）。与对照组比较，5-FU、

TRAIL-MSCs 和 5-FU＋TRAIL-MSCs 组对于肿瘤细胞 U-87MG、A549、HeLa 均具显著的杀伤作用（P＜0.001）；与 5-FU 或

TRAIL-MSCs组比较，5-FU＋TRAIL-MSCs组的杀伤效果更显著（P＜0.001）。结论 TRAIL-MSCs联合低浓度的 5-FU对肿瘤

细胞U-87MG、A549和HeLa具有显著的细胞杀伤作用，二者联用协同效果显著，机制可能与 5-FU提高DR4、DR5蛋白表

达、提高肿瘤细胞对TRAIL-MSCs的敏感性相关。
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TRAIL-MSCs were constructed by genetic engineering combined with lentivirus transfection system. The biological characteristics

of TRAIL-MSCs were detected by flow cytometry. The expression of TRAIL was detected by ELISA technique to evaluate the

transfection effect. CCK-8 method was used to detect the proliferation inhibition rate of U-87MG, A549 and HeLa cells with low

concentration (0, 1, 2, 4, 8, 16 μg/mL) 5-Fu, and calculate the IC50 of 5-FU to each cell. CCK-8 assay was used to detect 5-FU (IC50),

UC-MSCs supernatant, TRAIL-MSCs supernatant, 5-FU (IC50) + UC-MSCs supernatant and 5-FU (1/4 IC50, 1/2 IC50 and IC50) +

TRAIL-MSCs culture supernatant on the proliferation inhibition rate of U-87MG, A549, HeLa cells, the interaction coefficient

(CDI) between 5-FU and TRAIL-MSCs culture supernatant was calculated. Western blotting was used to detect the effects of 5-FU

on the expression of U-87MG, A549 and HeLa cell death receptors DR4 and DR5. Trypan blue staining was used to observe the

killing effect of 5-FU, UC-MSCs, TRAIL-MSCs, 5-Fu + UC-MSCs and 5-Fu + TRAIL-MSCs on U-87MG, A549 and HeLa cells.

Results The biological detection results showed that TRAIL-MSCs could maintain the biological characteristics of UC-MSCs and at

the same time express TRAIL protein. 5-FU could inhibit the proliferation of U-87MG, A549 and HeLa cells, and the order of

inhibition was HeLa cells (IC50 9.15 μg/mL) > A549 cells (IC50 10.62 μg/mL) > U-87mg cells (IC50 22.37 μg/mL). Compared with

control group, the inhibition rate of cell proliferation was significantly increased in all treatment groups except the UC-MSCs culture

supernatant group of A549 cell (P < 0.01, 0.001). Compared with the corresponding 5-FU IC50 and TRAIL-MSCs supernatant

groups, the proliferation inhibition rate of U-87MG, 5-FU (1/4 IC50, 1/2 IC50 and IC50) + TRAIL-MSCs supernatant group was

significantly increased (P < 0.001). The proliferation inhibition rate of A549 cells cultured with 5-FU (IC50) + TRAIL-MSCs

supernatant was significantly increased (P < 0.01, 0.001). The synergistic effect of 5-FU (1/2 IC50) + TRAIL-MSCs culture

supernatant on proliferation inhibition of U-87MG cells was the most significant (CDI < 0.7 and P < 0.001). The 5-FU (1/4 IC50) +

TRAIL-MSCs supernatant group had a synergistic effect on the proliferation inhibition of A549 cells, but the synergistic effect was

not significant. The synergistic effect of 5-FU (1/4 IC50) + TRAIL-MSCs culture supernatant on proliferation inhibition of HeLa cells

was the most significant (CDI < 0.7 and P < 0.01). After 5-FU treatment, the protein expression of DR4 and DR5 in U-87MG, A549

and HeLa cells was significantly increased, and the expression level of DR5 was higher than that of DR4, with statistically

significant differences compared with control group (P < 0.001). Compared with the control group, 5-FU, TRAIL-MSCs and 5-Fu +

TRAIL-MSCs had significant killing effect on tumor cells U-87MG, A549 and HeLa (P < 0.001). Compared with 5-FU or TRAIL-

MSCs group, the killing effect of 5-FU+ TRAIL-MSCs group was more significant (P < 0.001). Conclusion TRAIL-MSCs

combined with low concentration of 5-FU had significant cytotoxic effect on tumor cells U-87MG, A549 and HeLa, and the

synergistic effect of the two was significant. The mechanism may be related to the improvement of DR4 and DR5 protein expression

and sensitivity of tumor cells to TRAIL-MSCs by 5-FU.
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5-氟尿嘧啶（5-FU）在 20世纪 60年代中期首次

作为抗癌抑制剂使用，此后一直是实体瘤治疗中最

常见的药物［1］。5-FU 在给药时转化为活性代谢物

氟脱氧尿苷一磷酸（FdUMP）、氟脱氧尿苷二磷

酸（FdUDP）和氟脱氧尿苷三磷酸（FdUTP），5-FU作

用的中心机制是 FdUMP 对胸苷酸合成酶的抑制，

而FdUDP和FdUTP可以作为嘧啶类似物掺入RNA

和 DNA 中，导致细胞中毒和死亡［2］。尽管 5-FU 表

现出对DNA合成的抑制活性，但由于其亲水性和二

氢嘧啶脱氢酶的快速代谢，导致其临床治疗效果有

限。而为达到临床治疗效果则需连续给予高剂量

的 5-FU，从而对胃肠道、血液、神经、心脏和皮肤产

生严重的毒性作用［3］。

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（TRAIL）又称

载脂蛋白 2L（Apo2L），属于肿瘤坏死因子家族，通

过与其死亡受体DR4或DR5结合来激活凋亡级联

反应，从而诱导肿瘤细胞凋亡［4-5］。在大多数肿瘤细

胞系中除了外源性凋亡途径，科学家还发现TRAIL

诱导的凋亡信号需要通过 Bcl-2 调节的线粒体途

径，从内源性凋亡途径的激活中增强其对肿瘤细胞

凋亡的诱导效果［6-7］。无论是外源性还是内源性凋

亡途径，TRAIL 不会在正常组织中引起副作用［8］。

研究证实 TRAIL 基因修饰间充质干细胞（TRAIL-

MSCs）在体外能够通过内源性与外源性凋亡途径

同时对非小细胞肺癌细胞系H460和H2170细胞进

行增殖抑制、细胞凋亡以及死亡的诱导作用［9］。然

而，临床试验表明 TRAIL蛋白因其体内半衰期短、

肿瘤靶向性差以及对单一疗法的耐药性等原因导

致有效性不足［10-13］。因此需要用敏化剂联合治疗来

增强TRAIL的抗肿瘤潜力［14］。研究表明，组蛋白乙

酰转移酶抑制剂 A485 提高 H1650 和 HCC827 细胞

对TRAIL的敏感性［15］。5-FU预处理能够通过上调

DR5和下调生存素使肝癌细胞对 TRAIL介导的凋

亡敏感［16］。
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本研究通过基因工程结合慢病毒载体转染脐

带间充质干细胞（UC-MSCs）得到TRAIL-MSCs，联合

应用化疗药物5-FU来验证5-FU/TRAIL-MSCs对人脑

胶质瘤细胞U-87MG、人肺癌细胞 A549 和人宫颈癌

细胞HeLa的杀伤作用。并期望通过对敏化剂 5-FU

和 TRAIL联合用药的研究为人类实体肿瘤提供一

种有效的治疗方案。

1 材料

1.1 细胞

U-87MG、A549 和 HeLa 细胞均购于中国医学

科学院基础医学研究所。

1.2 主要试剂

DMEM高糖培养基、DMEM/F-12培养基、胎牛

血清以及胰蛋白酶，购于美国 Thermo Fisher公司；

TRAIL蛋白ELISA检测试剂盒，R&D System；CCK-8

试剂盒，日本东仁化学科技有限公司；5-FU，货号

MKCL0445，美国默克公司；TRAIL 受体 DR4、DR5

抗体、GAPDH 抗体 ，英国 Abcam 公司 ；Western

blotting 蛋白裂解液 RIPA、PMSF，美国 CST 公司；

5×loading buffer，中科瑞泰（北京）生物科技有限公

司 ；二 抗 Goat Anti-Rabbit IgG H&L（HRP），

ab205718，英国 Abcam 公司；Marker，美国 Bio-Rad

公司。台盼蓝，RNBK0984，美国默克公司。

1.3 主要仪器

SW-CJ-2FD超净工作台，苏州安泰空气技术有

限公司；CX41 倒置显微镜，奥林巴斯株式会社；

Calibur 双激光四色流式细胞仪，美国 BD 公司；

IC1000自动细胞计数仪，上海思默生物科技有限公

司；ST16R 台式冷冻离心机、311 细胞培养箱及

51119300 酶标仪、CL1500 成像系统，美国 Thermo

Fisher公司。

2 方法

2.1 TRAIL-MSCs制备

UC-MSCs的获得及检测、TRAIL质粒构建及慢

病毒转染UC-MSCs获得 TRAIL-MSCs的方法参考

本课题组已建立方法［17］。

2.2 TRAIL-MSCs细胞生物学功能检测

根据国际细胞治疗学会标准，应用流式细胞技

术分别检测UC-MSCs和 TRAIL-MSCs表面标志物

CD19、CD34、CD11b、CD73、CD90、CD45、CD105、

HLA-DR的表达情况。

2.3 TRAIL蛋白表达检测

将 UC-MSCs 和 TRAIL-MSCs 分别以 1.5×106

个接种于T75细胞培养瓶中，在 37 ℃、5% CO2细胞

培养箱中培养 48 h后收集细胞培养上清液。应用

ELISA试剂盒检测上清液中TRAIL蛋白的表达量，

具体操作参考试剂盒说明书。

2.4 5-FU 对肿瘤细胞 U-87MG、、A549、、HeLa 的增

殖抑制作用

通过文献检索［ 18-19］，本研究选用低浓度（0、

1、2、4、8、16 μg/mL）5-FU进行梯度试验。将U-87MG、

A549、HeLa 细胞分别以 1×104/孔接种于 96 孔板

中，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养。各细胞均分

为对照组和 5-FU 各浓度组，每组设置 6 个复孔。

24 h 后吸弃细胞培养液，加入 100 μL/孔相应的含药

培养液继续培养 24 h后，采用CCK-8试剂盒检测细

胞活力，酶标仪检测 450 nm波长处的吸光度（A）值，

并计算细胞增殖抑制率及半数抑制浓度（IC50）。

细胞增殖抑制率＝1－A5-FU/A 对照

2.5 5-FU联合TRAIL-MSCs培养上清对U-87MG、、

A549、、HeLa细胞的增殖抑制作用

以 1×104/孔将 U-87MG、A549、HeLa细胞分别

接种于 96 孔板中，分为 8 组：对照组（DMEM 培养

液）、5-FU（IC50）组、UC-MSCs培养上清组、TRAIL-

MSCs 培养上清组、5-FU（IC50）＋UC-MSCs 培养上

清组和 5-FU（1/4 IC50、1/2 IC50 和 IC50）＋TRAIL-

MSCs 培养上清组，且每组各 6 个复孔，并置于

37 ℃、5% CO2培养箱中培养过夜。各肿瘤细胞分

别以浓度为 1/4 IC50、1/2 IC50和 IC50的 5-FU 预处理

24 h 后，吸弃培养液，对应加入培养了 48 h 的 UC-

MSCs 和 TRAIL-MSCs 培 养 上 清 液（制 备 方 法

见“2.3”项），继续培养 48 h，而对照组则用 DMEM

培养基培养，5-FU组则采用浓度为 IC50的 5-FU细胞

培养液培养。采用 CCK-8试剂盒检测细胞增殖情

况，计算细胞增殖抑制率，并根据细胞活力（波长为

450 nm的A值）计算 5-FU和TRAIL-MSCs培养上清

的相互作用系数（CDI），并对其进行药物联合作用

评价，相关计算公式以及CDI显著性分析参照文献

方法进行［20-21］。

2.6 5-FU对DR4、、DR5蛋白表达的影响

将 U-87MG、A549、HeLa 细 胞 各 分 为 对 照

组（DMEM 培养基）和 5-FU 组（根据 CDI 结果将

U-87MG、A549、HeLa细胞的 5-FU浓度依次选定为

1/2 IC50、1/4 IC50和 1/4 IC50），每组设置 3 个复孔。3

种细胞分别按 5×105/孔接种于 6孔板中，过夜培养

后吸弃培养液，加入含药培养液继续培养 48 h。收

集细胞提取蛋白，检测TRAIL相关死亡受体DR4和

DR5的表达情况，Westren boltting实验方法详见文
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献报道［22］。图像定量分析使用 Image J软件进行。

2.7 5-FU联合TRAIL-MSCs对肿瘤细胞U-87MG、、

A549、、HeLa的杀伤作用

将 U-87MG、A549、HeLa细胞分别设置为对照

组（DMEM培养液）、5-FU组、UC-MSCs组、TRAIL-

MSCs 组 、5-FU＋UC-MSCs 组 和 5-FU＋TRAIL-

MSCs 组，每组设置 3 个复孔。细胞以 5×105/孔接

种于 6 孔板中，培养过夜后吸弃培养液，对照组、

UC-MSCs 组和 TRAIL-MSCs 组分别加入 2.5 mL

DMEM 培养基 ，UC-MSCs 和 TRAIL-MSCs 组在

Transwell 上 室 接 种 2.5×105/ 孔 的 UC-MSCs 、

TRAIL-MSCs 与各肿瘤细胞共培养 ；而 5-FU 、

5-FU＋UC-MSCs 和 5-FU＋TRAIL-MSCs 组分别加

入含相应浓度的 5-FU（U-87MG、A549、HeLa 细

胞的 5-FU 浓度依次选定为 1/2 IC50、1/4 IC50 和 1/4

IC50）培养液预处理 24 h 后，吸弃含有 5-FU 的细

胞 培 养 液 ，5-FU＋UC-MSCs 和 5-FU＋TRAIL-

MSCs 组 以 2.5×105/孔 的 UC-MSCs、TRAIL-

MSCs 接种于 Transwell 上室中并与各肿瘤细胞

系进行共培养，继续培养 48 h 后，显微镜下观

察细胞形态；采用台盼蓝细胞染色计数法［ 22］检

测各处理方法对 U-87MG、A549、HeLa 细胞的杀

伤情况，计算死细胞百分比，5-FU+TRAIL-MSCs

组实验方法见文献报道［ 22］。

死细胞百分比=1−实验组活细胞总数/对照组活细胞

总数

2.8 统计学处理

计量结果以 x
—

±s表示，采用SPSS 26.0统计学软

件进行数据结果分析，使用单因素方差分析以及 t

检验。

3 结果

3.1 TRAIL-MSCs细胞表型检测

以 UC-MSCs 为对照，对 TRAIL-MSCs 进行细

胞表型鉴定，结果表明细胞表面标志物 CD19、

CD34、CD11b、CD45和HLA-DR的阳性率均＜2%；

而 CD73、CD90、CD105 的阳性率均＞95%，说明

TRAIL基因修饰并未改变载体细胞UC-MSCs的细

胞表型（表1）。

3.2 TRAIL-MSCs分泌TRAIL蛋白水平的检测

如图 1 所示 ，与 UC-MSCs 组比较 ，TRAIL-

MSCs 可高表达 TRAIL 蛋白，1×106个细胞 TRAIL

蛋白表达量达到 20 ng，且差异具有统计学差

异（P＜0.001）。

3.3 5-FU 对 U-87MG、、A549、、HeLa 的细胞增殖抑

制作用

5-FU 对 U-87MG、A549、HeLa 细胞均有细胞

增殖抑制作用，抑制作用由高到低依次为 HeLa

细 胞（IC50 为 9.15 μg/mL）＞A549 细 胞（IC50 为

10.62 μg/mL）＞U-87MG细胞（IC50为 22.37 μg/mL），

但各细胞间 5-FU 的 IC50 无明显差异（图 2）。

表1 流式细胞表型结果（x
—

±s，n=3）

Table 1 Flow cytometry phenotype results (x
—

±s, n=3)

细胞

UC-MSCs

TRAIL-MSCs

CD19/%

0.04±0.02

0.16±0.02

CD34/%

0.02±0.02

0.04±0.04

CD11b/%

0.45±0.03

0.39±0.11

CD73/%

99.89±0.12

99.98±0.01

CD90/%

99.97±0.01

99.98±0.02

CD45/%

0.35±0.10

0.21±0.11

CD105/%

99.87±0.12

99.92±0.08

HLA-DR/%

0.12±0.12

0.17±0.12

与UC-MSCs组比较：***P＜0.001
***P < 0.001 vs UC-MSCs group

图1 TRAIL表达量检测（x
—

±s，n=3）

Fig. 1 TRAIL expression detection（x
—

±s，n=3）

图2 5-FU对U-87MG 、、A549 、、HeLa 细胞的增殖抑制

作用（x
—

±s，n=3）

Fig. 2 5-FU inhibits proliferation of U-87MG, A549, and

HeLa cells (x
—

±s, n=3)
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3.4 TRAIL-MSCs 培养上清与 5-FU 对 U-87MG、

A549、HeLa细胞增殖抑制的联合作用评价

TRAIL-MSCs 培养上清与 5-FU 联合细胞增殖

抑制率结果见图 3，联合用药作用结果见表 2。与对

照组比较，除A549细胞UC-MSCs培养上清组外，各

处理组细胞增殖抑制率均显著升高（P＜0.01、

0.001）。与相应各 5-FU IC50及TRAIL-MSCs培养上

清组比较，U-87MG、HeLa 细胞 5-FU（1/4 IC50、1/2

IC50和 IC50）＋TRAIL-MSCs培养上清组细胞增殖抑

制率均显著升高（P＜0.001），A549细胞5-FU（IC50）＋

TRAIL-MSCs 培养上清组细胞增殖抑制率显著升

高（P＜0.01、0.001）。

不同浓度的 5-FU 与 TRAIL-MSCs培养上清对

U-87MG细胞的 CDI均＜1，表明均具有协同作用；

5-FU（1/2 IC50）＋TRAIL-MSCs培养上清组对U-87MG

的细胞增殖抑制协同效应最显著（CDI＜0.7且 P＜

0.001）；5-FU（1/4 IC50）＋TRAIL-MSCs 培养上清组

对A549细胞的CDI＜1，其余组CDI＞1，表明仅5-FU（1/4

IC50）＋TRAIL-MSCs 培养上清组对 A549 的细胞

增殖抑制具有协同作用，但其协同效果并不显

著；不同浓度的 5-FU 与 TRAIL-MSCs 培养上清

对 HeLa 细胞的 CDI 均＜1，表明均具有协同作

用 ；以 5-FU（1/4 IC50）＋TRAIL-MSCs 培养上清

组的协同效果最显著（CDI＜0.7 且 P＜0.01）。

3.5 5-FU 对 DR4、DR5 蛋白表达的影响

如图 4 所示 ，在无化疗药 5-FU 处理的情

况 下 ，U-87MG 、A549 、HeLa 细 胞 的 TRAIL 死

亡 受 体 DR4 和 DR5 均 有 表 达 ，且 各 肿 瘤 细

胞 对 于 TRAIL 的 敏 感 性 大 致 为 U-87MG ＞

HeLa ＞ A549 ；在 经 5-FU 处 理 后 DR4 和 DR5

的 表 达 明 显 升 高 ，其 中 DR5 的 表 达 水 平 高

于 DR4，与对照组比较差异均具有统计学意

义（ P ＜ 0.001）。

A-对照组，B-UC-MSCs培养上清组，C-TRAIL-MSCs培养上清组，D-5-FU IC50组，E-5-FU IC50＋UC-MSCs培养上清组，F-5-FU IC50＋TRAIL-

MSCs培养上清组，G-5-FU 1/2 IC50＋TRAIL-MSCs培养上清组，H-5-FU 1/4 IC50＋TRAIL-MSCs培养上清组；与相应对照组比较：**P＜0.01
***P＜0.001；与相应5-FU IC50组比较：##P＜0.01 ###P＜0.001；与TRAIL-MSCs培养上清组比较：△△△P＜0.001

A-control group, B-UC-MSCs culture supernatant group, C-TRAIL-MSCs culture supernatant group, D-5-FU IC50 group, E-5-FU IC50 + UC-MSCs

culture supernatant group,F-5-FU IC50+ TRAIL-MSCs culture supernatant group,G-5-FU 1/2 IC50+ TRAIL-MSCs culture supernatant group,H-5-FU

1/4 IC50+ TRAIL-MSCs culture supernatant group;**P < 0.01 ***P < 0.001 vs corresponding control group; ##P < 0.01 ###P < 0.001 vs corresponding

5-FU IC50 group; △△△P < 0.001 vs corresponding TRAIL-MSCs culture supernatant group

图3 5-FU与TRAIL-MSCs培养上清对U-87MG、A549、HeLa细胞的增殖抑制作用（x
—

±s，n=3）

Fig. 3 Interaction of TRAIL-MSCs culture supernatant group combined with 5-FU in U-87MG,A549, and HeLa cells (x
—
±s, n=3)

表2 5-FU与TRAIL-MSCs对肿瘤细胞的联合作用（x
—

±s，

n=3）

Table 2 Interaction of TRAIL-MSCs combined with 5-FU

in tumor cells（（x
—

±s，n=3））

肿瘤细胞

U-87MG

A549

HeLa

5-FU/（μg·mL−1）

1/4 IC50

1/2 IC50

IC50

1/4 IC50

1/2 IC50

IC50

1/4 IC50

1/2 IC50

IC50

CDI

0.72

0.40

0.89

0.99

1.22

1.57

0.50

0.62

0.71

CDI＜0.7：显著协同效应；CDI＜1：协同效应；CDI≥1：相加效

应或拮抗效应

CDI < 0.7: significant synergistic effect; CDI < 1: synergistic

effect; CDI ≥ 1: additive or antagonistic effect
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3.6 TRAIL-MSCs 联合 5-FU 对 U-87MG、A549、

HeLa细胞的杀伤作用

不同方式处理肿瘤细胞后，通过显微镜观察细

胞形态及密度，结果如图 5所示，与对照组比较，各

处理组对肿瘤细胞均有一定的杀伤作用，其中

以5-FU＋TRAIL-MSCs组的杀伤作用最明显。

各处理组死细胞百分比结果如图 6所示，与对

照组比较 ，5-FU、TRAIL-MSCs 和 5-FU＋TRAIL-

MSCs 组对于肿瘤细胞 U-87MG、A549、HeLa 均具

显著的杀伤作用（P＜0.001）；与 5-FU 或 TRAIL-

MSCs 组比较，5-FU＋TRAIL-MSCs 组的杀伤效果

更显著（P＜0.001）。因各肿瘤细胞对 TRAIL 的敏

感性不同，且 TRAIL-MSCs 自身也能够通过提高

DR5 的表达量来增加肿瘤对 TRAIL 的敏感性，

TRAIL-MSCs 对于 U-87MG、A549、HeLa 细胞表现

出不同的杀伤效果；其中联合用药组对 U-87MG、

HeLa细胞杀伤作用强于A549，这与 5-FU对肿瘤细

胞U-87MG、A549、HeLa的增敏作用保持一致，该结

果充分证明了 5-FU和 TRAIL-MSCs的联合应用可

明显增强TRAIL的杀伤作用。

4 讨论

细胞内代谢是 5-FU的功效和毒性的核心，只有

一小部分给药剂量转化为活性代谢物 FdUMP、

FdUDP 和 FdUTP，而 80%～90% 的 5-FU 被转化为

无活性的代谢物 5，6-二氢 5-FU，因此易出现高剂量

耐药性，而使其治疗效果受到限制［23］。5-FU在抑制

癌细胞增殖的同时也抑制其他快速增殖的细胞，从

而导致心脏毒性、胃肠道紊乱、血小板减少、中性粒

细胞减少以及皮肤病等一系列副作用［24-26］。相关研

究表明，抗癌化疗药物以及TRAIL介导的凋亡可能

共享其细胞内共同的信号通路，可以通过TRAIL/化

疗药物的联合治疗而提高肿瘤治疗的敏感性［27］。

因此，TRAIL/5-FU 联合疗法可能在实体肿瘤的治

疗中存在一定的临床应用前景。

目前，抗肿瘤药的临床应用受到其高毒性或生

物半衰期短的限制。因MSCs显示出向肿瘤部位归

巢的能力，且MSCs能够通过抑制血管生成、促进炎

症浸润、凋亡和细胞周期停滞以及抑制AKT和Wnt

信号通路来抑制肿瘤生长，使得MSCs作为癌症治

疗的细胞载体备受关注［28-30］。近年来基因工程化的

MSCs用来递送和表达各种抗肿瘤药物，包括 I型干

扰素、白细胞介素-12（IL-12）、溶瘤病毒以及细胞因

子脱氨酶等［31-34］。这些方法不仅降低了全身毒性，

同时也增强了抗癌特异性，而且也证明了MSCs作

为有效抗癌传递系统的能力。

TRAIL/Apo2L 是一种Ⅱ型膜结合细胞因子［35］。

TRAIL 与死亡受体 DR4 和 DR5 的结合招募 Fas 相

关的死亡结构域蛋白，并最终在癌细胞质膜的内表

面形成 caspase-8，而活化的 caspase-8通过激活下游

caspase-3 或通过切割 Bcl-2 家族成员 Bid 诱导内源

性和外源性细胞凋亡途径［36］。因为 TRAIL的杀伤

活性是癌症特异性的，对大多数正常细胞和组织几

乎没有影响，所以TRAIL作为一种有前途的抗癌蛋

白已经成为研究热点。研究表明 TRAIL-MSCs 诱

导选定的 TRAIL 耐药结直肠癌细胞系 HCT8 的凋

亡，并有效地抑制其生长［37］。尽管如此，因 TRAIL

在体内显示出较短的半衰期（30～60 min），加之不

同肿瘤细胞对TRAIL具有一定的耐药性，导致其治

与相应对照组比较：***P＜0.001
***P < 0.001 vs corresponding control groups

图4 U-87MG、A549、HeLa细胞TRAIL受体DR4、、DR5的

表达（x
—

±s，n=3）

Fig. 4 Expression of TRAIL receptor DR4 and DR5 in

U-87MG,A549, and HeLa cells (x
—

±s, n=3)
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疗效果受到限制。本研究采用化疗药物 5-FU 与

TRAIL-MSCs联合用药作为一种肿瘤选择性治疗方

式，以期能够对肿瘤细胞起到一定的治疗效果。

本研究首先通过基因工程手段构建 TRAIL 质

粒，并采用慢病毒转染体系获得 TRAIL-MSCs 细

胞。生物学相关检测表明，TRAIL-MSCs在不改变

UC-MSCs生物学特性的同时能够高表达TRAIL蛋

白；其次，通过体外实验筛选出浓度为 1/2 IC50、1/4

IC50、1/4 IC50的 5-FU依次对U-87MG、A549、HeLa细

胞进行处理，实验结果表明，不同肿瘤细胞系对

TRAIL 的敏感性不同 ，而 5-FU 能够通过增加

TRAIL死亡受体DR4和DR5的表达量来增加肿瘤

细胞对 TRAIL 的敏感性，同时较低浓度 5-FU 与

TRAIL-MSCs 联用的杀伤肿瘤的效果与高浓度 5-

FU＋TRAIL-MSCs 组相同。实验结果直接证明了

5-FU不仅能够对肿瘤细胞起到一定的增殖抑制作

用，在与 TRAIL-MSCs 联用时，能够在保持增殖抑

制效果不变的情况下，不仅降低使用浓度，也增加

肿瘤细胞系对 TRAIL-MSCs 的敏感性，进而促进

TRAIL-MSCs对肿瘤细胞的凋亡诱导效果，增强杀

伤作用。

本研究结果表明低浓度的 5-FU 与 TRAIL-

MSCs 联合用药是一种有效的肿瘤选择性治疗手

段，接下来本课题组将进一步通过体内和体外实验

来优化 5-FU＋TRAIL-MSCs的联合用药方案，以期

能够最大限度地减少化疗药物的使用剂量以减轻

图5 5-FU+TRAIL-MSCs对肿瘤细胞的杀伤作用

Fig. 5 Killing effect of 5-FU combined with TRAIL-MSCs on tumor cells

A-对照组，B-UC-MSCs组，C-TRAIL-MSCs组，D-5-FU，E-5-FU＋UC-MSCs，F-5-FU＋TRAIL-MSCs组；与相应对照组比较：***P＜0.001；与相

应5-FU组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01 ###P＜0.001；与相应TRAIL-MSCs组比较：△△△P＜0.001

A-control group, B-UC-MSCs group, C-TRAIL-MSCs group, D-5-FU group, E-5-FU + UC-MSCs group, F-5-FU + TRAIL-MSCs group; ***P <

0.001 vs corresponding control group; #P < 0.05 ##P < 0.01 ###P < 0.001 vs corresponding 5-FU group; △△△P < 0.001 vs corresponding TRAIL-

MSCs culture supernatant group

图6 5-FU＋＋TRAIL-MSCs对肿瘤细胞的杀伤作用（x
—

±s，n=3）

Fig. 6 Killing effect of 5-FU combined with TRAIL-MSCs on tumor cells (x
—

±s, n=3)
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其对正常细胞和组织的损伤，最大程度地增加肿瘤

细胞对 TRAIL 的敏感性，在减少肿瘤细胞对 5-FU

和TRAIL耐药性的同时优化治疗效果。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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