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TRAIL基因修饰间充质干细胞对神经胶质瘤细胞杀伤作用研究
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摘 要：目的 研究肿瘤坏死因子相关的凋亡配体（TRAIL）基因修饰间充质干细胞（TRAIL-MSCs）对神经胶质瘤细胞的

杀伤作用。方法 复苏冻存的脐带间充质干细胞（UC-MSCs）种子库细胞，通过慢病毒转染的方法制备 TRAIL-MSCs。

ELISA法检测UC-MSCs、TRAIL-MSCs细胞上清中TRAIL的含量；采用CCK-8试剂盒法检测重组TRAIL蛋白（rTRAIL，

0、25、50、100、200、400 ng/mL）对 U87MG、U251 细胞的增殖抑制情况；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测

U87MG、U251细胞中死亡受体DR4、DR5 mRNA表达水平，比较 2种细胞对TRAIL的敏感性；将U87MG、U251细胞分

别分为对照组、 UC-MSCs 培养上清（阴性对照）组、 TRAIL-MSCs 培 养 上 清 （ 含 TRAIL 约 100 ng/mL）组和

rTRAIL（100 ng/mL）组，CCK-8法检测细胞增殖抑制率；Annexin V-FITC/PI法检测细胞凋亡率；qRT-PCR法检测 DR4、

DR5 mRNA表达水平。结果 TRAIL-MSCs培养上清中TRAIL表达量显著高于UC-MSCs（P＜0.01）；rTRAIL对U87MG细

胞的半数抑制浓度（IC50）为162 ng/mL，而对U251细胞的 IC50大于800 ng/mL，U87MG对TRAIL的敏感性更高，差异显著（P＜0.01）；

U87MG细胞DR4、DR5 mRNA相对表达量均显著高于U251细胞（P＜0.01）；与对照组比较，TRAIL-MSCs培养上清、rTRAIL

对 U87MG、U251 细胞均有显著增殖抑制及促进凋亡的作用（P＜0.05、0.01），TRAIL-MSCs 培养上清作用效果显著优于

rTRAIL（P＜0.01）；与U251相比，U87MG对TRAIL-MSCs培养上清的敏感性更强；TRAIL-MSCs培养上清处理的U87MG

细胞DR4、DR5 mRNA表达量显著降低（P＜0.01）。结论 TRAIL-MSCs对神经胶质瘤细胞有显著增殖抑制和杀伤作用，其

功能可能与其受体DR4及DR5有关。
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Abstract: Objective To study the killing effect of tumor necrosis factor related apoptosis ligand (TRAIL) gene modified

mesenchymal stem cells (TRAIL-MSCs) on glioma cells. Methods The cryopreserved umbilical cord mesenchymal stem cells (UC

MSCs) seed bank cells were resuscitated and TRAIL-MSCs were prepared by lentivirus transfection. The content of TRAIL in the

supernatant of UC-MSCs and TRAIL-MSCs was detected by ELISA. CCK-8 kit was used to detect the inhibition of recombinant

TRAIL protein (rTRAIL, 0, 25, 50, 100, 200, 400 ng/mL) on the proliferation of U87MG and U251 cells. The mRNA expression

levels of death receptors DR4 and DR5 in U87MG and U251 cells were detected by real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-

PCR). U87MG and U251 cells were divided into control group, UC-MSCs culture supernatant (negative control) group, TRAIL-

MSCs culture supernatant (containing TRAIL about 100 ng/mL) group and rTRAIL (100 ng/mL) group respectively. The inhibition

rate of cell proliferation was detected by CCK-8 method; Annexin V-FITC/PI method was used to detect apoptosis. The mRNA

expression levels of DR4 and DR5 were detected by qRT-PCR. Results The expression of TRAIL in the supernatant of TRAIL-

MSCs was significantly higher than that of UC-MSCs (P < 0.01). The IC50 of rTRAIL on U87MG cells was about 162 ng/mL, while

that on U251 cells was more than 800 ng/mL. U87MG was more sensitive to trail (P < 0.01). The relative expressions of DR4 and

DR5 mRNA in U87MG cells were significantly higher than those in U251 cells (P < 0.01). Compared with control group, TRAIL-
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MSCs culture supernatant and rTRAIL significantly inhibited the proliferation and promoted apoptosis of U87MG and U251 cells

(P < 0.05, 0.01). The effect of TRAIL-MSCs culture supernatant was significantly better than that of rTRAIL (P < 0.01). U87MG

was more sensitive to the supernatant of TRAIL-MSCs than U251. The expression of DR4 and DR5 mRNA in U87MG cells treated

with TRAIL-MSCs culture supernatant decreased significantly (P < 0.01). Conclusion TRAIL-MSCs can significantly inhibit the

proliferation and kill glioma cells, and its function may be related to DR4 and DR5.

Key words: glioma; mesenchymal stem cells; gene engineering; TRAIL

神经胶质母细胞瘤是常见的原发性颅内恶性

肿瘤，占所有原发性中枢神经系统肿瘤的 16%，5年

生存率仅为 3.3%，具有高度侵略性和高度恶性等特

点［1］，被世界卫生组织（WTO）定为 IV 级星形细胞

瘤［2-3］。即使目前的治疗方法不断完善，患者的预后

仍然很差，5年生存期仅 10%，通过传统的方法（包

括手术切除、放疗和化疗）治疗后，仍有较高的复

发率［4-5］。

近年来，间充质干细胞（MSCs）在抗癌治疗中

的应用前景受到了广泛的关注，MSCs是一种来源

于中胚层的干细胞，可以从脐带、骨髓等组织中分

离［6］，MSCs通过不同的机制（分化、分泌细胞因子、

外泌体等）在不同的病理微环境中均有一定的治疗

潜力［7］。此外，越来越多的实验表明，MSCs既有与

免疫相关疾病治疗有关的免疫功能［8］，也可作为细

胞载体，通过基因工程将抗肿瘤分子运送到特定肿

瘤部位，在肿瘤实质与间质内传递生物活性物

质［9-10］。多项研究表明，MSCs 能够表达抗肿瘤因

子，如白细胞介素-2（IL-2）［11］、干扰素-β（IFN-β）［12］、

肿瘤坏死因子相关的凋亡配体（TRAIL）［ 13-14］和

IL-15［ 15］，这些因子可以随MSCs到达肿瘤部位，并

有效地诱导肿瘤消退［16］。因此，MSCs有望成为生

物疗法治疗肿瘤的首选细胞。

TRAIL又称为载脂蛋白 2L（Apo2L），是诱导细

胞凋亡的肿瘤坏死因子家族之一。其作用机制是

通过结合其两个特异性死亡受体（DR4、DR5）和诱

饵受体（DcR1、DcR2和护骨素OPG），来激活外源性

细胞凋亡［17］。其中，DR4和DR5主要在肿瘤细胞中

表达，而 DcR1 和 DcR2 通常在正常组织细胞中表

达［18］。当 TRAIL 与 DR4 或 DR5 结合时，可以通过

激活 caspase-8和 caspase-3来诱导肿瘤细胞凋亡［19］，

但在正常细胞中，TRAIL结合诱饵受体后则不会启

动细胞凋亡［18］。因此，TRAIL的优点是可以杀死肿

瘤细胞而不影响正常细胞。由于这种优点，TRAIL

成为了研究者长期研究的潜在抗癌药。

本研究通过基因工程技术成功构建了表达

TRAIL 的基因修饰 MSCs（TRAIL-MSCs），并验证

其对神经胶质瘤细胞系（U87MG、U251）的杀伤作

用及对肿瘤细胞 DR4、DR5 表达的影响，为基因修

饰MSCs治疗神经胶质瘤的临床应用提供参考。

1 材料

1.1 细胞

人脑胶质瘤细胞 U87MG 和 U251 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、DMEM/F-12 培养基等均购于美

国Thermo Fisher公司；TRAIL蛋白ELISA检测试剂

盒、重组 TRAIL 蛋白（rTRAIL，批号 752904，25 μg）

购 于 Biolegend 公 司 ；CCK-8 试 剂 盒 及 Annexin

V-FITC/PI凋亡试剂盒购于东仁化学科技有限公司；

RNA提取、逆转录试剂盒及SYBR Green qPCR试剂

盒购于美国 Thermo Fisher公司；引物DR4、DR5、β-

acting由苏州金唯智生物科技有限公司合成，引物

序列见表1。

1.3 主要仪器

SW-CJ-ZFD超净工作台，苏州安泰空气技术有

限公司；ST16R 台式冷冻离心机，赛默飞世尔科技

公司；SPX-70BIII 生化培养箱，泰斯特仪器有限公

司；311细胞培养箱，赛默飞世尔科技公司；CX41倒

置显微镜，奥林巴斯株式会社；51119300酶标仪，赛

默飞世尔科技公司；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；7500FAST荧光定量PCR仪，

美国应用生物系统公司；CL1500成像系统，赛默飞

表1 引物序列

Table 1 Primer sequences

基因名称

DR4

DR5

β-actin

正向引物（5’-3’）

GCCCTGGAGTGACATCGAGT

ACTTGGTGCCCTTTGACTCCT

CCTGGCACCCAGCACAAT

反向引物（5’-3’）

GCCACCAACAGCAACGGA

TGACCCACTTTATCAGCATCGT

GGGCCGGACTCGTCATAC
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世尔科技公司。

2 方法

2.1 TRAIL-MSCs制备及检测

复苏冻存的人脐带MSCs（UC-MSCs）种子库细

胞，通过慢病毒转染的方法制备TRAIL-MSCs，具体

操作方法参照文献报道［20］。

2.2 ELISA 法检测 TRAIL-MSCs 中 TRAIL 表

达量

UC-MSCs、TRAIL-MSCs 以 7.5×105/瓶 接 种

T75 培养瓶各 3 瓶，置 37 ℃、5% CO2 培养箱培

养 72 h 后，收获上清，细胞消化并计数，上清于−80 ℃

保存，用于后续实验。根据ELISA试剂盒说明书操

作 ，检 测 UC-MSCs、TRAIL-MSCs 细 胞 上 清 中

TRAIL的含量，计算每1×106细胞TRAIL表达量。

2.3 rTRAIL 对 U87MG、U251 细胞的增殖抑制

作用

将U87MG、U251细胞以 1×104/孔接种于 96孔

板，置于 37 ℃、5% CO2培养箱过夜后，吸弃培养基，

分 别 更 换 含 0、25、50、100、200、400 ng/mL

rTRAIL［21-22］的新鲜培养基，每孔 100 μL，每组设置 6

个复孔，继续培养 48 h，采用 CCK-8 试剂盒法检测

rTRAIL 对 U87MG、U251 细胞的增殖抑制率，选择

适当浓度的 rTRAIL进行后续实验。

2.4 U87MG、U251细胞对TRAIL的敏感性

U87MG、U251细胞以 5×105/孔接种于 6孔板，

置于 37 ℃、5% CO2培养箱培养 48 h后，实时荧光定

量 PCR（qRT-PCR）法检测 U87MG、U251 细胞中

DR4、DR5 mRNA表达水平，比较 2种神经胶质瘤细

胞对TRAIL的敏感性。Trizol法提取细胞总RNA，

反转录制备 cDNA，根据 ABI 使用说明进行 qRT-

PCR 反应，每个样品重复 3 次，反应过程如下：

95 ℃、20 s，1个循环；95 ℃、3 s，60 ℃、3 s（荧光吸

收），40个循环。采用2-△△Ct法对数据进行分析。

2.5 TRAIL-MSCs培养上清对U87MG、U251细胞

增殖的抑制作用

将U87MG、U251细胞分别分为 4组，分别为对

照组、UC-MSCs 培养上清（阴性对照）组、TRAIL-

MSCs 培养上清（含 TRAIL 约 100 ng/mL）组和

rTRAIL（100 ng/mL）组，每组 6 个复孔。U87MG、

U251 细胞以 1×104/孔接种于 96 孔板，置于 37 ℃、

5% CO2培养箱过夜后，吸弃培养基，各组分别更换

不同培养液，每孔 100 μL，继续培养，在更换培养基

后 0、24、48、72、96 h，CCK-8试剂盒法检测肿瘤细胞

增殖抑制率。

2.6 TRAIL-MSCs培养上清对细胞凋亡的影响

实验分组情况同“2.5”项，每组设置 3 个复孔。

将U87MG、U251细胞以 5×105/孔接种于 6孔板，置

于 37 ℃、5% CO2培养箱过夜后，吸弃培养基，各组

分别更换不同培养液，每孔 2 mL，培养 48 h后，细胞

经无 EDTA胰酶消化收集，Annexin V-FITC/PI流式

细胞法检测肿瘤细胞的凋亡情况。

2.7 TRAIL-MSCs 培养上清对 DR4、DR5 表达的

影响

实验分组情况同“2.5”项，每组设置 3 个复孔。

U87MG、U251细胞以 5×105/孔接种于 6孔板，置于

37 ℃、5% CO2培养箱过夜后，吸弃培养基，分别更

换不同培养液，每孔 2 mL，继续培养 24 h 后，qRT-

PCR法检测DR4、DR5 mRNA表达水平。

2.8 数据统计分析

数据均表示为 x
—

±s，采用SPSS 19.0统计学软件，

使用单因素方差分析法分析组间差异性。

3 结果

3.1 TRAIL-MSCs上清中TRAIL的表达量

ELISA 试剂盒法检测 UC-MSCs、TRAIL-MSCs

细胞上清中TRAIL的浓度，并通过细胞数量和溶液

体积换算每百万细胞的蛋白表达量，结果如图 1所

示，TRAIL-MSCs培养上清中TRAIL表达量显著高

于UC-MSCs（P＜0.01）。

3.2 rTRAIL 对 UC-MSCs、TRAIL-MSCs 的增殖

抑制作用

rTRAIL 对 2 种神经胶质瘤细胞均有增殖抑制

作用，rTRAIL 对 U87MG 的半数抑制浓度（IC50）为

162 ng/mL，而 对 U251 的 IC50 大 于 800 ng/mL，

U87MG对TRAIL的敏感性更高，2种细胞之间差异

显著（P＜0.01），在后续试验中，rTRAIL的浓度选择

100 ng/mL。见图2。

##P＜0.01

图1 ELISA 法检测 UC-MSCs、TRAIL-MSCs 中 TRAIL

表达（x
—

±s，n=3）

Fig. 1 TRAIL expression from each MSCs group with

ELISA assay（x
—

±s，n=3）
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3.3 U87MG、U251 细胞 DR4、DR5 mRNA 相对表

达量

qRT-PCR法检测 U87MG和 U251细胞中 DR4、

DR5 mRNA相对表达量，比较 2种细胞对TRAIL的

敏感性。U87MG 细胞 DR4、DR5 mRNA 相对表

达量均显著高于 U251 细胞（P＜0.01），与 U251

细胞比较 ，U87MG 细胞对 TRAIL 的敏感性更

高。见图 3。

3.4 TRAIL-MSCs培养上清对U87MG、U251细胞

的增殖抑制作用

结果如图 4 所示，TRAIL-MSCs 培养上清和

rTRAIL 均可以抑制 U87MG、U251 细胞的增殖，其

中 TRAIL-MSCs 培养上清对 U87MG、U251 细胞的

增殖抑制作用均显著优于 rTRAIL（P＜0.01），同时，

与 U251细胞相比，U87MG细胞对 TRAIL-MSCs培

养上清的敏感性更强。

3.5 TRAIL-MSCs培养上清对U87MG、U251细胞

的凋亡作用

结果如图 5所示，与对照组比较，TRAIL-MSCs

培养上清及 rTRAIL 均可以显著促进 U87MG 和

U251 细胞的凋亡（P＜0.05、0.01）；并且 TRAIL-

MSCs 培养上清对肿瘤细胞的促凋亡作用强于

rTRAIL（P＜0.01），与U251细胞相比，U87MG细胞

对TRAIL-MSCs培养上清的敏感性更强。

3.6 TRAIL-MSCs培养上清对U87MG、U251细胞

DR4、DR5表达的影响

结果如图 6 所示，TRAIL-MSCs 培养上清处理

U87MG细胞 24 h后，DR4、DR5 mRNA的相对表达

△△P＜0.01

图 2 rTRAIL 对 U87MG、U251 细胞的增殖抑制作用

（x
—

±s，n=6）

Fig. 2 rTRAIL inhibits proliferation of U87MG and U251

cells (x
—

±s, n=6)
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图 3 U87MG、U251 细胞 DR4、DR5 mRNA 相对表达量

（x
—

±s，n=3）

Fig. 3 Relative expression of DR4 and DR5 mRNA in

U87MG、U251 cells (x
—

±s, n=3)

与 rTRAIL组比较：▲▲P＜0.01
▲▲P < 0.01 vs rTRAIL group

图 4 不同处理对 U87MG、U251 细胞的增殖抑制作用

（x
—

±s，n=6）

Fig. 4 Effect of different treatments on U87MG and U251

cells (x
—

±s, n=6)
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量与对照组比较显著降低（P＜0.01）；而处理 U251

细胞 24 h后，与对照组比较，TRAIL-MSCs培养上清

组DR4和DR5的mRNA相对表达量均降低，但无显

著性差异。

4 讨论

神经胶质瘤的特点是高度浸润能力、快速增

殖、自我更新能力强等，因此传统的手术治疗不能

彻底清除肿瘤组织，多数情况下会导致肿瘤复发［5］，

因此，彻底清除肿瘤组织及浸润的细胞具有重要

意义［23］。

MSCs以独特的侵袭肿瘤微环境和表达外源转

入基因的能力，可以追踪、归巢至浸润到组织中的

肿瘤细胞，用来治疗无法通过手术去除的肿瘤［24］，

MSCs治疗肿瘤作为一种可行的治疗方法引起了人

们极大的兴趣。研究者发现，MSCs可以向胶质瘤

迁移［24-25］，并在肿瘤组织及浸润的肿瘤细胞中发现

了MSCs的存在［25］。MSCs可以分泌大量的与炎症、

细胞迁移等相关的因子，通过增加胶质瘤细胞的凋

亡实现抗肿瘤的作用［26］。脐带来源的MSCs条件培

养基可以抑制胶质瘤细胞的增殖、增加胶质瘤细胞

的凋亡，这种抗肿瘤作用是通过激活 TRAIL 实现

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01；与 rTRAIL组比较：▲▲P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group；▲▲P < 0.01 vs rTRAIL group

图5 不同处理对U87MG、U251细胞凋亡的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 5 Apoptosis of U87MG and U251 cells in different treatments groups (x
—

±s, n=3)

与对照组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs control group

图6 qRT-PCR法检测各组U87MG、U251细胞DR4、DR5

表达（x
—

±s，n=3）

Fig. 6 Expression of DR4 and DR5 in different treatment

groups with qRT-PCR (x
—

±s, n=3)
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的［27］。这些研究表明，TRAIL-MSCs可以选择性地

针对肿瘤细胞起到抑制增殖、促进凋亡的作用。

TRAIL 与其死亡受体（DR4 和 DR5）的结合启

动外源性凋亡途径并抑制肿瘤的增殖，死亡受体衔

接 Fas相关死亡结构域（FADD）形成诱导凋亡的信

号复合物（DISC），激活天冬氨酸蛋白水解酶，例如

caspase-3，并最终导致细胞凋亡［28］。多项研究已经

证明，TRAIL 单独作为抗肿瘤药物是有效的［29］，但

其半衰期短，在体内的作用有限，将MSCs进行基因

改造，选择性的高表达TRAIL成为了更多研究者的

选择。有研究发现，在体外神经胶质瘤实验模型

中，可表达分泌TRAIL的基因修饰MSCs有抑制肿

瘤生长的特性［25，30］，并且这种治疗优于重组 rTRAIL

蛋白、抗DR5抗体等传统治疗方法［31-32］。一些研究

就通过增强肿瘤细胞对 TRAIL 的敏感性而增强

TRAIL的作用做了进一步的研究，例如，小剂量顺

铂能够增加 TRAIL 死亡受体 DR4/DR5 的表达，增

强TRAIL的疗效，进而抑制多形性胶质母细胞的生

长［33］。在一项使用小鼠恶性胶质瘤异种移植模型

的研究中也观察到了类似的结果，在该模型中通过

增加DR5受体的表达，提高了肿瘤对TRAIL的敏感

性［34］。有研究表明，MSCs可以显著上调肿瘤细胞

中的TRAIL受体蛋白的表达，并且分泌某些细胞因

子和转录因子，导致肿瘤微环境中TRAIL基因转录

和后续相应蛋白的表达量增加［3］，进而增强后续

TRAIL的作用。

本研究通过慢病毒包装感染UC-MSCs制备了

TRAIL-MSCs，选择 2 种不同神经胶质瘤细胞

U87MG、U251，通过检测发现 ，与 U251 比较 ，

U87MG 对 TRAIL 的敏感性更强，而 TRAIL-MSCs

培养上清对U87MG也具有更加显著的增殖抑制及

杀伤作用。同时，与 rTRAIL相比，TRAIL-MSCs对

神经胶质瘤细胞也表现出更强的增殖抑制和杀伤

作用，有趣的是，TRAIL-MSCs 处理神经胶质细胞

U87MG、U251后，其TRAIL受体DR4、DR5的表达量均

降低，有可能是由于TRAIL-MSCs处理后DR4/5阳性

的肿瘤细胞已死亡，残留的细胞为DR4/5阴性。因

此，上述研究说明TRAIL-MSCs对肿瘤细胞的增殖

抑制和杀伤作用可能与DR4、DR5有关。

本研究通过体外实验充分证实了TRAIL-MSCs

培养上清是治疗神经胶质瘤的有效手段，为后续深

入机制研究及临床应用提供参考。
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