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Abstract Objective Green fluorescent protein( GFP) labeling，scanning electron microscope and energy disper-
sive spectrometer ( SEM /EDS) were applied to observe surface microstructure and biological mineralization of tissue
engineering bone for the purpose of evaluating the decalcified bone matrix ( DBM) scaffold materials of biological
properties in tissue engineering bone． Methods The rabbit bone-marrow mesenchymal stem cells ( BMSCs) were
marked by Ad-GFP． Ｒeal-time growth of the cells was observed by an inverted fluorescence microscope after the os-
teoinductive culture on to DBM，and surface microstructure and biological mineralization of tissue engineering bone
were observed by SEM /EDS． Ｒesults The cells on surface of DBM had a good adhesion，overlap growth，as ob-
served by an inverted fluorescence microscope，and a higher level of transient expression of GFP was confirmed af-
ter 14 days in vitro culture． SEM image showed that DBM had a porous structure，with pore diameter ranging from
300 to 600 μm，and a porosity rate was around 90% ． The tissue engineering bone showed that cells grew adherently
on the surface of DBM，matrix secretion was strong，and the DBM was covered by rough biological mineralization．
X-ray photoelectron spectroscopy showed that the surface of rough biological mineralization consisted of Calcium，

Phosphorus sediment，and its Calcium and Phosphorus ratio ( Ca /P) was 1． 46． Conclusion Tissue engineering
bone constructed by DBM scaffold materials in vitro has excellent biological properties，and combined application of
GFP labeling，SEM and X-ray photoelectron spectroscopy is a feasible method for evaluating DBM scaffold material
in tissue engineering bone．
Key words adenovirus; green fluorescent protein; bone-marrow mesenchymal stem cells; decalcified bone ma-
trix; X-ray photoelectron spectroscopy

ＲIP1 增强顺铂诱导食管癌细胞的凋亡
章余妹1，吴 萍1，张林杰1，吕 磊2，杨守梅2

摘要 目的 探讨受体相互作用蛋白 1 ( ＲIP1 ) 增强顺铂

( DDP) 诱导食管癌细胞凋亡的敏感性。方法 单溶液细胞

增殖分析 ( MTS ) 法 检 测 不 同 浓 度 DDP 对 食 管 癌 细 胞 株

KYSE510、KYSE410 的增殖抑制作用; Annexin V /PI 双染流

式细胞术检测细胞凋亡; Western blot 法检测 ＲIP1、半胱天冬

氨酸蛋白酶 3( caspase － 3) 、PAＲP 的蛋白表达。结果 DDP

诱导食管癌细胞凋亡具有剂量和时间相关性。凋亡率随剂
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量增加和时间延长升高，ＲIP1 蛋白的表达升高，DDP 联合

ＲIP1 特异性抑制剂处理食管癌细胞后，较敏感的 KYSE510
凋亡率明显减少。结论 ＲIP1 可能参与了 DDP 诱导食管癌

细胞凋亡的作用。
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食管癌是国内外常见的消化道恶性肿瘤之一，

据统计，全球每年新发食管癌 48 万例，每年约有 40
万人因此死亡，我国是食管癌高发国家［1］。辅助化

疗是治疗食管癌的一种重要手段，但其预后的改善

进展却很缓慢［2］。因此，研究增强食管癌对药物治

疗敏感性的策略，发现新的治疗靶点至关重要。受

体相 互 作 用 蛋 白 1 ( receptor-interacting protein 1，
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ＲIP1) 包含一个 N 末端丝氨酸 /苏氨酸激酶活性和

一个 C 末端死亡结构域，是 ＲIP 家族中第一个被发

现的成员，在调节细胞的死亡和存活方面起重要作

用［3 － 4］。然而，目前 ＲIP1 在食管癌细胞增殖、凋亡

及药物治疗敏感性方面起何种作用尚不明确。该研

究以食管癌细胞株 KYSE510、KYSE410 为研究对

象，观察 ＲIP1 对顺铂( cisplatin，DDP) 诱导的食管癌

细胞凋亡的影响，并对其机制进行初步探讨。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细 胞 株 人 食 管 鳞 癌 细 胞 株 KYSE510、
KYSE410 由安徽省肿瘤医院肿瘤研究所惠赠。
1． 1． 2 主要试剂和仪器 ＲPMI1640 培养基( 美国

Hyclone 公司) ; 胎牛血清( 杭州四季青生物工程有

限公司) ; 胰蛋白酶( 美国 Gibco 公司) ; DDP( 5 mg /
ml，江苏豪森药业股份有限公司) ; MTS ( 美国 Pro-
mega 公司) ; 小鼠抗人 ＲIP1 抗体( 美国 BD Pharmin-
gen 公司) ; 兔抗人半胱天冬氨酸蛋白酶 3 ( cysteine
aspartate specific protease 3，caspase-3 ) 、PAＲP 抗体

( 美国 Santa Cruz 公司) ; 小鼠抗人 β-actin 抗体( 北

京中杉金桥生物技术有限公司) ; 小分子抑制剂( ne-
crostatin-1，Nec-1) ( 德国 Calbiochem 公司) ; Annexin
V /PI 细胞凋亡检 测 试 剂 盒 ( 上 海 贝 博 BestBio 公

司) ; BCA 蛋白定量试剂盒、Western 一抗稀释液( 江

苏碧云天公司) ; 流式细胞仪( 美国 BD 公司) ; 天能

全自动数码凝胶成像系统 ( 上海天能科技有限公

司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 食管癌细胞株 KYSE510、KYSE410
采用 ＲPMI1640 培 养 液，含 10% 灭 活 胎 牛 血 清，

37 ℃、饱和湿度、5% CO2 培养箱中培养。常规传

代，生长至对数生长期。
1． 2． 2 MTS 法检测 取 96 孔细胞培养板，每孔中

加 100 μl 含 10 000 个细胞的 ＲPMI 1640 培养液，在

37 ℃、饱和湿度、5% CO2 培养箱中培养使细胞贴

壁。培养 24 h 后，弃去每孔培养液，换新鲜含 10%
胎牛血清培养液，实验设不同浓度 DDP 处理组( 药

物浓度为 1、5、10、20、40 μg /ml) 、不加 DDP 的空白

对照组和无细胞仅培养液的凋零组。加药后分别在

24 ～ 72 h( 药物作用终点时间) 终止培养，每孔加入

MTS 10 μl，37 ℃ 避光孵育 2 h，全自动定量绘图酶

标仪测定每孔的 490 nm 波长光密度( optical densi-

ty，OD) 值，各组重复实验 3 次。
1． 2． 3 Annexin V /PI 双染检测细胞凋亡 将对数

生长期的细胞制成单细胞悬液接种于 24 孔板，每孔

中每 1 ml 含 1 × 105 个细胞，培养 24 h 后，PBS 洗涤

2 次，按实验设计加入药物后，收集上清液中细胞并

用不含 EDTA 的胰酶消化法收集贴壁细胞至 10 ml
离心管。用冷 PBS 洗涤细胞 2 次，1 400 r /min，2 ～ 8
℃，离心 5 min，弃培养液，用 400 μl 1 × Annexin V
结合液悬浮细胞，浓度约为 1 × 106 个 /ml 细胞。在

细胞悬浮液中加入 5 μl Annexin V-FITC 染色液，轻

轻混匀后于 2 ～ 8 ℃ 避光条件下孵育 15 min，加入

10 μl PI 染色液后轻轻混匀于 2 ～ 8 ℃ 避光条件下

孵育 5 min。1 h 内上流式细胞仪检测，每组实验重

复 3 次。FCS express 4 软件分析细胞凋亡率。
1． 2． 4 Western blot 法 检 测 蛋 白 表 达 5 μg /ml
DDP 作用于细胞不同时间点( 0、6、12、24、36 h) 后，

分别收集上清液中细胞并加胰酶消化收集贴壁的细

胞至离心管。用 PBS 洗涤 2 次，1 500 r /min，离心

10 min，弃上清液，每管加入 100 μl 细胞总蛋白裂解

液( 90 μl 裂解储存液 + 10 μl 苯甲基磺酰氟化物) ，

吸至 1. 5 ml EP 管中，冰上孵育 30 min，期间不时弹

EP 管。以 4 ℃ 14 000 r /min，离心 30 min 后取上清

液，此即为细胞总蛋白。BCA 法蛋白定量后，加入

等体积的 2 × SDS 凝胶上样缓冲液，煮沸 3 min 使蛋

白变 性。取 20 μg 蛋 白 样 品 在 不 同 浓 度 的 SDS-
PAGE 凝胶中恒压电泳约 60 min，再转移至硝酸纤

维素膜上，转膜约 70 min，防止气泡产生，用含质量

为 50 g /L 脱脂奶粉的 TBST 封闭 2 h，弃去封闭液。
TBST 洗 涤 3 次，每 次 10 min，分 别 加 入 抗 ＲIP1、
caspase-3、PAＲP 抗体，以 β-actin 为内参，4 ℃ 孵育

过夜，用 TBST 洗 3 次，每次 10 min，再加辣根过氧

化物酶标记的山羊抗小鼠 IgG 或山羊抗兔 IgG 抗

体，室 温 孵 育 1 h，TBST 洗 涤 3 次，每 次 10 min。
ECL 法显色，照相并分析结果。每组实验重复 3 次。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19． 0 统计软件进行

分析，计量资料以 珋x ± s 表示。多组均数间比较采用

方差分析，两组间均数比较采用 t 检验。

2 结果

2． 1 DDP 对食管癌 KYSE510、KYSE410 细胞的

增殖抑制作用 KYSE510、KYSE410 细胞对 DDP 的

半数 抑 制 浓 度 分 别 为 ( 5. 021 ± 0. 069 ) μg /ml、
( 40. 169 ± 0. 302 ) μg /ml，差异有统计学意义 ( P ＜
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0. 01) ; 后者是前者的 8 倍，因此选 5 μg /ml 作为

KYSE510 和 KYSE410 的实验浓度。5 μg /ml DDP
作用于两株细胞 0、24、48、72 h，随着时间的延长，

KYSE510 细胞存活率减少，差异有统计学意义( P ＜
0. 01) 。结 果 显 示，DDP 诱 导 食 管 癌 KYSE510、
KYSE410 细 胞 凋 亡 具 有 浓 度 和 时 间 相 关 性，且

KYSE510 对 DDP 诱导凋亡相对敏感。见图 1。

图 1 DDP 诱导 KYSE510、KYSE410 细胞的量效曲线和时效曲线

A: 量效曲线; B: 时效曲线

2． 2 DDP 诱导食管癌 KYSE510、KYSE410 细胞

的凋亡 流式细胞仪结果显示 DDP 能有效诱导食

管癌细胞凋亡，随着作用时间延长，细胞凋亡率逐渐

上升。KYSE510 细胞的早期凋亡率差异有统计学

意义( F = 5 849. 181，P ＜ 0. 01 ) ，KYSE410 细胞的

早期凋亡率差异也有统计学意义( F = 6 512. 189，P
＜ 0. 01 ) 。两 株 细 胞 对 DDP 的 敏 感 性 不 同，

KYSE510 比 KYSE410 细胞对 DDP 敏感，同一时间

点的两株细胞凋亡率之间进行比较，差异均有统计

学意义( P ＜ 0. 01) ，见图 2。
2． 3 ＲIP1 在 DDP 处理食管癌细胞前后的蛋白表

达 Western blot 法检测结果显示 KYSE510 细胞

ＲIP1 表达水平较 KYSE410 细胞高，差异有统计学

意义( P ＜ 0. 01) ; DDP 处理前后 KYSE510 细胞 ＲIP1
表达水平较高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，见图

3、4。

图 2 DDP 诱导食管癌 KYSE510、KYSE410 细胞

24、48 h 的细胞凋亡率

与 同 一 细 胞 24 h 组 比 较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 同 一 时 间 点 的

KYSE410 细胞比较: ##P ＜ 0. 01

图 3 Western blot 法检测 KYSE510、KYSE410 细胞及

DDP 作用 0、12 h 前后两种细胞中 ＲIP1 的表达

图 4 ＲIP1 在 KYSE510、KYSE410 细胞及

DDP 处理 0、12 h 的蛋白表达水平

与 KYSE410 细胞比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 DDP 处理 KYSE410 细胞

0、12 h 比较: ##P ＜ 0． 01

2． 4 caspase-3、PAＲP 在 DDP 处理食管癌细胞不

同时间点的蛋白表达 Western blot 法检测结果显

示 KYSE510 细胞 caspase-3、PAＲP 活化并裂解。见

图 5。
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图 5 DDP 处理细胞 0、6、12、24、36 h 后 caspase-3 和 PAＲP 的表达

A: KYSE510 细胞; B: KYSE410 细胞

2． 5 Nec-1 联合 DDP 处理细胞前后的凋亡 流式

细胞仪检测结果显示: 对 DDP 较敏感的 KYSE510
细胞加入 Nec-1 后早期凋亡率减少明显，存活率增

加，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) 。而相对不敏感

的 KYSE410 细胞加入 Nec-1 后变化不明显，差异无

统计学意义。见图 6。

图 6 Nec-1 联合 DDP 作用于 KYSE510、

KYSE410 细胞 24 h 后的凋亡率

与 Nec-1 + DDP 处理的 KYSE510 细胞比较: ＊＊P ＜ 0． 01

2． 6 DDP 联 合 Nec-1 处 理 细 胞 前 后，ＲIP1、
caspase-3、PAＲP 的蛋白表达 Western blot 法检测

结果显示 DDP 联合 Nec-1 处理 KYSE510、KYSE410
细胞前后 ＲIP1、caspase-3、PAＲP 的蛋白表达。见图

7。

3 讨论

DDP 是常用的食管癌化疗药物之一，可通过产

生烷化物作用于 DNA，形成链内和链间交联，破坏

肿瘤细胞 DNA 结构和功能，启动 DNA 损伤性反应

和肿 瘤 细 胞 凋 亡 途 径 的 激 活，导 致 肿 瘤 细 胞 死

亡［5］。研究［5 － 6］表明，以 DDP 为基础的化疗开始疗

效 较好，但随着化疗时间的延长、疗程的增加、肿瘤

图 7 DDP 联合 Nec-1 处理两株细胞前后 ＲIP1、

caspase-3 和 PAＲP 的表达

细胞对 DDP 治疗的敏感性降低或产生耐药性，临床

疗效降低。表明 DDP 对食管癌细胞之间存在敏感

性差异。
ＲIP1 在细胞的凋亡、程序性坏死与存活等过程

中发挥了重要作用［7］。在促细胞死亡的信号转导

中，ＲIP1 的 C 末端死亡结构域能与 Fas、肿瘤坏死因

子受体 1、肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体受体 1、
受体 2、肿瘤坏死因子受体相关死亡结构域等蛋白

相互作用，形成复合物，导致凋亡或程序性坏死［8］。
Nec-1 是 ＲIP1 的高度特异性抑制剂，通过变构抑制

ＲIP1 的活性［9］，与 ＲIP1 的 N 端和 C 端结合产生变

构效应，使 ＲIP1 保 持 在 无 活 性 的 构 象［10］。抑 制

ＲIP1 和相关受体相互作用，也阻止了凋亡或程序性

坏死的进行［11］。Nec-1 的发现能有效地明确 ＲIP1
在不同细胞的死亡类型和在疾病中的作用［12］。本

研究中，DDP 在两株食管鳞癌细胞中敏感性差异

大，而 ＲIP1 在两株细胞中的表达差异也较大; 加入

DDP 后，较敏感细胞株 KYSE510 的 ＲIP1 上调明显，

而相对 DDP 耐受的 KYSE410 细胞株 ＲIP1 上调不

明显，表明 ＲIP1 可能增强 DDP 对食管鳞癌细胞的

敏感性。caspase-3 是凋亡的效应分子，其活化后可

导致凋亡; PAＲP 激活后裂解，为 caspases 级联反应

保存能量，使 caspases 依赖性的凋亡能够顺利进

行［13］。通过 AnnexinV /PI 双染流式细胞仪检测凋

亡显示，DDP 诱导食管鳞癌凋亡随着时间的延长凋

亡率上升; 加入 Nec-1 后，较敏感的 KYSE510 细胞

凋亡 率 明 显 减 少，存 活 率 增 加，而 相 对 耐 受 的

KYSE410 细胞差异不明显。通过 Western blot 法检

测 ＲIP1、caspase-3 和 PAＲP 的蛋白表达，可以看出

KYSE510 细胞的 ＲIP1 在加入 DDP 后表达增强，加

入 DDP 和 Nec-1 后表达减低; 而 KYSE410 细胞则在
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加入 DDP 或 DDP 联合 Nec-1 后无明显变化。
综上所述，ＲIP1 参与 DDP 诱导食管癌细胞的

凋亡，并且 Nec-1 处理后对 DDP 敏感的食管癌细胞

株凋亡率 明 显 减 少，ＲIP1 的 蛋 白 表 达 减 低，因 此

ＲIP1 可能介导了 DDP 诱导食管癌细胞凋亡的作

用。本研究对进一步探索抗肿瘤治疗及抗癌药的耐

药性提供了一定的基础，但其深入的分子机制还有

待研究。
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ＲIP1 enhances DDP sensitivity of human esophageal
squamous carcinoma cells

Zhang Yumei，Wu Ping，Zhang Linjie，et al
( Dept of Immunology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the role of receptor-interacting protein 1 ( ＲIP1) on the sensitivity of human
esophageal squamous carcinoma cells to cisplatin ( DDP) -induced apoptosis and explore a new target for clinical
treatment of esophageal squamous carcinoma． Methods The viability of human esophageal squamous carcinoma
cell lines KYSE510 and KYSE410 exposed to different concentrations of DDP were detected by CellTiter 96 AQue-
ous One Solution Cell Proliferation Assay( MTS) assay． Annexin V /PI staining was used to observe cell apoptosis in
KYSE510 and KYSE410 cells． Western blot was used to detect ＲIP1，caspase-3，PAＲP expression in KYSE510 and
KYSE410 cells exposed to DDP． Ｒesults DDP induced apoptosis in esophageal squamous carcinoma cells with
dose and time dependency． Apoptotic rate was increased with dose and time，ＲIP1 expression was upregulated in e-
sophageal squamous carcinoma cell lines． It was significantly reduced after exposure to DDP association special in-
hibitor of ＲIP1 in KYSE510 cells which were more sensitive to DDP than KYSE410 cells． Conclusion ＲIP1 may-
be participates in the apoptosis of human esophageal squamous carcinoma cells to DDP，suggesting the potential of
ＲIP1 as a new candidate target for clinical treatment of esophageal squamous carcinoma．
Key words esophageal squamous carcinoma; ＲIP1; cisplatin; apoptosis
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