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TRAIL受体在子宫内膜癌细胞株的表达

王才智1，吕合作2，席玉玲1，晋茂生1。何玉1，郭才1，凌斌3

·基础医学·

[摘要】目的：研究肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(TNF—related apoptosis inducing ligand，TRAIL)受体在正常子宫内膜组织、

子宫内膜癌组织和癌旁组织的表达特征。方法：采用RT．PCR技术，检测20例正常子宫内膜、20例子宫内膜癌及癌旁组织中

TRAIL受体DR4、DR5和假受体DcRl、DcR2阳性表达情况。结果：TRAIL受体DR4、DR5的mRNA在人正常子宫内膜组织、

子宫内膜癌组织和癌旁组织中均表达，诱骗受体DcRI的mRNA在子宫内膜各组织中的表达率不同，但差异无统计学意义(P

>0．05)，而诱骗受体DcR2的mRNA在子宫内膜癌组织中的表达率明显低于正常子宫内膜组织和癌旁组织，差异具有统计学

意义(P<0．005)，癌旁组织细胞中DcR2表达和正常子宫内膜组织相近(P>0．05)。结论：TRAIL诱骗受体DcRI、DcR2在子

宫内膜癌中的低表达可能与其发病机制有关，可能对防止子宫内膜癌变具有一定作用。
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[Abstract]Objective：To investigate the expression ofdeath receptors(DR4，DR5)and decoy receptors(DcRI，DcR2)ofTNF—related

apoptosis inducing ligand(TRAIL)in normal endometrium tissues，carcinoma endometrium tissues and the adjacent tissues．Methods：

Reverse transcriptase polymerase chain reaction(RT-PCR)was used to detect mRNA positive expressions of the receptors of TRAIL in

20 cases of normal endometrium tissues，20 cases of carcinoma endometrium tissues and the删acent tissues．Results：DR4 and DR5

were expressed in normal endometrium tissues，carcinoma endometrium tissues and the adjacent tissues．DcRI expressed differently in

the tissues of endometrium，but with no statistical significance(P>0．05)；the expression of DcR2 was much lower in the carcinoma
endometrium tissues than in normal or tumor adjacent tissues(P<0．005)；the expression of DcR2 was similar in normal and tumor

adjacent tissues(P>0．05)．Conclusions：The low expression of DcR2 in the carcinoma of endometrium may be concemed with its

pathogenesis，which might play a role in preventing endometrium from carcinomatous change．
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apoptosis inducing ligand，TRAIL)是1 995年发现的

TNF超家族中的凋亡分子，它的结构、功能及作用机

制，近年来引起基础与临床多学科的关注，尤其

TRAIL能有选择性地诱导肿瘤细胞凋亡，而对正常

细胞无细胞毒性作用⋯，这为肿瘤的生物治疗提供

新的思路。有关TRAIL、TRAIL受体及其信号传导

途径与肿瘤的关系早有研究，但它们在子宫内膜癌
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的发病机制和治疗尝试鲜有报道。本研究通过RT．

PCIt方法检测TRAIL的4个受体(DR4、DR5、DcRl

和Deft2)在子宫内膜癌中的阳性表达情况，为通过

TRAIL生物治疗途径治疗子宫内膜癌提供一个可能

有效的策略。

1材料与方法

1．1标本来源选择2003年1月一2005年1月在

我院妇产科、妇瘤科活检及手术标本(经常规病理

检查；并证实为子宫内膜样腺癌)，取出标本后，立

即取癌组织和癌旁组织(癌组织边缘1—2 cm)，经

过液氮速冻后保存于一80℃冰箱待用。切除子宫

肌瘤患者之子宫内膜可视为正常子宫内膜。人外周

血淋巴细胞(PBMC)均来自蚌埠医学院健康教工和

学生，静脉采血后，淋巴细胞分离液常规分离

PBMC；Ishikawa细胞株为人子宫内膜癌细胞株，贴

壁生长，由北京医科大学第一医院妇产科魏丽惠教

授惠赠；Jurkat细胞株为人T淋巴瘤细胞株，由蚌埠

医学院免疫学教研室保存。
1．2 RNA的提取将所有离心管、研体及其他金

属器械严格处理以彻底去除RNA酶污染。按Trizol

试剂盒(GIBCO公司产品)说明书提取总mRNA，分

光光度计测定0D260与0D280值定量；取5斗1于

1％琼脂糖电泳分析总RNA完整性，一20℃保存。
1．2．1 eDNA制备应用第一链合成试剂盒制备

eDNA，取10斗l总RNA溶液于0．5 ml PCIt反应管，

加1止随机引物，轻轻混匀，低速离心5 s，70℃温

浴5 rain，冰上冷却后依次加入以下成分，5 X buffer

4¨l，Ribon核酸抑制剂1 pl，10 mmol／L dNTP 2“l，

轻轻混匀，低速离心5 s后25℃孵育5 rain，加入

Nmulv逆转录酶1山，混匀后25℃孵育10 rain，37

℃60 rain进行逆转录反应，70℃10 rain灭活逆转

录酶终止反应，一20℃保存。

1．2．2引物合成参照GeneBank中DR4、D115、

DcRl、DcR2及B—actin的全长序列，计算机辅助设

计长度分别为307 bp、402 bp、507 bp、600 bp及219

bp的引物，所有反应引物均由Sangon公司合成。

DR4 R：5 7CAG AGG GAT GGT CAA GGT CAA G 3’．

F：5 7n’G CTG CTC AGA GAC GAA AGT G 3’：DR5

R：5’GCC TCA TGG ACA ATG AGA 7rAA AGG TGG

CT 3’。F：5 7CCA AAT CTC AAA GTA CGC ACA AAC

GG 3’：DcRl R：5 7CAA CGC‘n℃CAA CAA TGA AC

3’，F：5’ATC GTG CAT GAG AGG TAA TGA G 3 7；

DcR2 R：5 7TTT GCC盯C TrG CCT GCT A：TG 3’，F：

5’GCT CCT CTG GCG ACT CTA CAG卫3 7：13一actin

13

R：5’GAA ACT ACC TrC AAC TCC ATC 3’，F：5’CGA

GGC CAG GAT GGA GCC GCC 3’。

1．2．3 PCR反应体系 按参考文献的方法，逆转

录前，先取RNA样品以-aetin引物进行PCR扩

增，以确认RNA中无DNA污染，然后于0．5 ml PCR

管中加入下列试剂(反应总体积50仙1)；并取正常

人外周血淋巴细胞PBMC和人T淋巴瘤细胞株

Jurkat细胞为阳性对照。10 x PCR缓冲液5出，

DNTP混合物1“l，MgCl2溶液(25 mmol／L)6 txl，上

游引物1 pl，下游引物l¨1，CDNA模板3 Ixl，Taq

DNA聚合酶0．5 ILl，无核酸酶水28．5止。

PCR反应循环条件(Dtl4、DcRl条件相同)：

95℃预变性5 rain，一个循环；95℃变性30 s、54℃

退火30 s、72 oe延伸90 s，35个循环后；72℃延伸

10 rain，1个循环。DR5：95 oc预变性5 min，一个循

环；95 oc变性30 s、54．9℃退火30 s、72℃延伸90

s，35个循环后；72℃延伸10 rain，1个循环。DcR2：

95℃预变性5 rain，一个循环；95℃变性30s、55．40C

退火30s、72℃延伸90 s，35个循环后；72 cC延伸10

min，1个循环。B—aetin：95 oc预变性5 rain，一个循

环；95℃变性30 s、58℃退火30 s、72℃延伸90 s，

35个循环后；72℃延伸10 rain，1个循环。

1．2．4扩增产物电泳及摄像取PCR产物5斗1于
115 V电压、53 mA电流条件下，在1％琼脂糖凝胶

(含EB 0．5 mg／m1)上电泳分离，将内参照B—actin

及TRAIL受体DR4、DR5、DeRl、DcR2从正常内膜

组织、Ishikawa子宫内膜癌细胞、癌组织和癌旁组织

及与Jurkat细胞、PBMC中扩增的产物，进行琼脂糖

凝胶电泳，凝胶成像系统摄像记录。

1．3统计学方法采用疋2检验和秩和检验。

2结果

TRAIL受体DR4、DR5的mRNA在人正常子宫

内膜组织、子宫内膜癌组织和癌旁组织中均表达，

DcRl的mRNA在子宫内膜各组织中的表达率差异

无统计学意义(P>0．05)，但DcR2的mRNA在子

宫内膜癌组织中的表达率均明显低于正常子宫内膜

组织和癌旁组织(P<0．005)，而癌旁组织细胞中

DeR2表达率和正常子宫内膜组织相近(P>0．05)

(见表1)。

3讨论

随着药物治疗研究的进展，药物疗法(化疗)已

成为子宫内膜癌的综合治疗措施之一，对晚期癌、复

发癌以及具有高危因素的患者尤为重要；大多数学
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表1 正常内膜组织、癌旁组织和内膜癌组织TRAIL受体

的阳性率(％)比较

△示，值

者认为，化疗对子宫内膜癌有一定疗效，但总的有效

率不高，单一用药的客观有效率为20％左右，联合

用药的有效率不超过40％12。j。近年来有关细胞

凋亡的研究为寻求新的化疗药物、提高化疗疗效提

供了新的思路；研究显示，不同药理作用的化疗药物

最终均通过共同的通路诱导细胞凋亡。TRAIL广泛

表达于人体正常组织，在体外能诱导多种肿瘤细胞

凋亡，而正常细胞则对TRAIL诱导不敏感，使之可

能成为一种新的抗肿瘤生物制剂。

TRAIL(Apo一2L)于1995年由Wiley等∞1首次

发现并克隆成功的一种凋亡因子，它能够诱导多种

肿瘤细胞的凋亡，且对正常的组织细胞毒性较小。

TRAIL对肿瘤细胞的选择性杀伤作用，最初认为可

能依赖诱骗受体DcRl、DcR2，这些受体结构上不含

死亡受体所具有的完整的细胞内死亡域，不能诱导

细胞的凋亡，但DcRl、DcR2在体外与TRAIL有很

强的亲和力，可竞争性抑制TRAIL与DR4、DR5的

结合而阻止细胞凋亡的发生，即DcRl、DcR2是正常

细胞的保护受体而防止对正常细胞的杀伤作用。据

文献报道，TRAIL可以在许多组织中表达，如胎盘、

胎儿肺、肝、肾及成人的脾、前列腺、肺、肾、卵巢、小

肠、结肠、心肌、骨骼肌和外周血淋巴细胞等人体组

织¨’6’71，4种膜受体中，DR4、DR5广泛表达于各种

细胞表面，包括肿瘤细胞与正常细胞，而DcRl、

DcR2在大多数肿瘤细胞表面不表达，只选择性地表

达于正常细胞表面，这是TRAIL选择性地诱导肿瘤

细胞凋亡的原因之一[8，]。细胞表面死亡受体和诱

骗受体表达水平的差别，是影响TRAIL对靶细胞杀

伤力的一个重要因素；细胞表面死亡受体和诱骗受

体的表达水平，可从一定程度上反映靶细胞对

TRAIL诱导凋亡的敏感度。马远方等¨驯研究发现，

DR5在TRAIL诱导Jurkat细胞凋亡中起着十分关

键的作用，并占有绝对的功能比重。李新国等¨u研

究卵巢肿瘤中TRAIL受体DcR2的表达可能参与了

卵巢肿瘤发生过程中细胞凋亡的调控。子宫内膜组

织中是否存在TRAIL受体，李榕等¨23用免疫组化

方法检测发现DcRl、DcR2主要分布在子宫内膜腺

体上皮和癌细胞的细胞质、细胞膜上，且DcRl、

DcR2在正常子宫内膜组织中表达较强，而在子宫内

膜癌组织中DcRl、DcR2的表达均较弱。

本研究在基因水平进一步表明，在正常人子宫

内膜组织细胞中，TRAIL受体DcRI、DcR2、DR4、

DR5均表达，而人子宫内膜癌组织中有DR4、DR5

表达，而DcRl、DcR2仅部分表达，且DcRl表达率

要高于DcR2，和李榕等¨23报道相似；从而为TRAIL

可能诱导子宫内膜癌的凋亡提供理论依据；本研究

同时取癌旁组织进行对照发现，癌旁组织中的

DcRl、DcR2的表达率和正常子宫内膜相似，而与肿

瘤中的DcR2具有不同，这种差异推测可能与癌旁

组织的细胞特性尚未发生改变有关。
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