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·基础论著· 

腺病毒介导 NDRG2 基因和 rhTRAIL 对人前

列腺癌细胞株 PC-3 的协同作用 
崔潇义  高磊  李瑞晓  汤磊  严奉奇  张瑞  于磊  袁建林  武国军 

【摘要】  目的  观察携带 NDRG2 基因的腺病毒（Ad-NDRG2）与重组人肿瘤坏死因子相关凋亡诱导

配体（rhTRAIL）联合给药对人前列腺癌细胞株 PC-3 的抗肿瘤增效作用。方法  以 Ad-NDRG2 感染体外培

养的 PC-3 细胞，采用 Western blot 方法检测 NDRG2 蛋白表达水平的变化。流式细胞仪检测术和 MTT 实验

分析Ad-NDRG2给药后 PC-3细胞对TRAIL敏感性的变化。建立裸鼠移植瘤模型，观察Ad-NDRG2与TRAIL
联合给药的体内抗肿瘤作用。结果  病毒感染单位为 40MOI 时的感染效率可达 100%。Ad-NDRG2 感染后

PC-3 细胞中 NDRG2 和 p21 蛋白表达明显增加，而 CyclinD1 表达减少。Ad-NDRG2 协同浓度 10-7 ng/ml 以
上 rhTRAIL 作用 48 h，可增强对 PC-3 细胞的生长抑制作用（抑制率≥37.5%）和诱导凋亡作用（凋亡率≥35.4%）。

动物实验表明：rhTRAIL 组，Ad-NDRG2 组，Ad-NDRG2 与 rhTRAIL 联合给药组移植瘤的抑瘤率分别为

32.6%、30.1%和 54.7%，两药相互作用指数 CDI 为 0.86。结论  腺病毒介导 NDRG2 基因感染细胞后，可

增强人前列腺癌 PC-3 细胞在体内及体外对 rhTRAIL 的敏感性。 
【关键词】 前列腺肿瘤； TNF 相关凋亡诱导配体； NDRG2 基因； 增效作用 
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【Abstract】 Objective  To investigate the antitumor activities of Ad-NDRG2 and reconstruction human 
TNF-related apoptosis-inducing ligand on human prostate cancer PC-3 cells. Methods  The protein expressions of 
CyclinD1, p21 and NDRG2 in the cells were determined by Western-blot. MTT and flow cytometry tests were used 
to observe the effects of 10-6 ng/ml, 10-7 ng/ml, 10-8 ng/ml rhTRAIL and Ad-NDRG2 on prostate cancer cell line 
PC-3 single or synergistic administration ways for 24, 48 and 72 hours in vitro. Male BALB/C-nu mice with PC-3 
prostate cancer cell lines were treated by rhTRAIL and Ad-NDRG2 singly or synergistically in vivo. Results  After 
infected by adenovirus, the proteins expression of NDRG2 and p21 in PC-3 cells all was high. But the proteins expression 
of CyclinD1 was low. Ad-NDRG2 enhanced the growth suppression (suppression ratio≥37.5%) and induced 
apoptosis(apoptosis ratio≥35.4%)by above 10-7 mol/L rhTRAIL in PC-3 cells. In vivo experiment showed that 
rhTRAIL, Ad-NDRG2, combination of TRAIL and Ad-NDRG2 inhibited tumor growth by the rates of 32.6%, 
30.1% and 54.7%, respectively. The coefficient of drug interaction(CDI) of TRAIL and Ad-NDRG2 was 0.86. 
Conclusions  Ad-NDRG2 can enhance the growth suppression and induce apoptosis by rhTRAIL in synergistic 
way in vitro and in vivo, which showed its great potential in the treatment of androgen-independent carcinoma of 
prostate. 
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目前，化疗是难治性前列腺癌的主要治疗手段之
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一。但由于前列腺癌常出现对化疗不敏感，易出现耐药

性，常规化疗很难达到较好的治疗效果。随着生物靶向

治疗方法的不断发展，基因治疗有望成为前列腺癌治疗

的重要方法，并出现了基因治疗联合化疗等多种针对

难治性前列腺癌的治疗手段。本实验旨在观察携带人

源NDRG2（N-myc downstream regulated gene 2）基因

的腺病毒载体与肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体
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（TNF-relatedapoptosis-inducingligand，TRAIL）联

合应用对人前列腺癌细胞株PC-3 增殖及凋亡的影

响。 

材料与方法 

1. 材料：携带增强型绿色荧光蛋白（Enhanced 
Green Fluorecence Protein，EGFP）的腺病毒载体

Ad-EGFP ， 携 带 NDRG2 基 因 的 腺 病 毒 载 体

Ad-NDRG2，携带 β-半乳糖苷酶基因的腺病毒载体

Ad-LacZ 及前列腺癌细胞株 PC-3 均由本科制备并保

存，鼠抗人 NDRG2、CyclinD1 和 p21 单克隆抗体及相

关荧光素标记二抗均购自美国 Santa 公司。rhTRAIL
购自 R&D 公司。 

2. 重组腺病毒感染效率的测定：将 PC-3 细胞接

种 24 孔培养板中。待 24 h 后，分别以 5、10、20、40 
MOI（病毒感染单位）的 Ad-EGFP 感染 PC-3 细胞。

48 h 后倒置荧光显微镜观察，计数视野内所有发绿色

荧光的细胞及视野所有细胞数，二者之比即为特定

MOI 条件下的感染效率。选取感染效率达到 100%时的

MOI 数作为后续实验的病毒用量。 
3. 各组细胞中 NDRG2、p21 和 CyclinD1 表达的

鉴定：分别提取细胞的总蛋白，按照蛋白定量试剂盒

说明书 BCA 法进行总蛋白定量，取 50 μg 蛋白质样品

进行 SDS-PAGE 凝胶电泳后将凝胶上的蛋白转移至膜

上，标记预染的位置。50 mg/L 脱脂牛奶封闭，一抗为

1∶500 稀释的鼠抗人 NDRG2、CyclinD1、p21 和 β-actin
抗体，4 ℃孵育过夜，TBST 洗涤后以荧光素标记的兔

抗鼠二抗避光室温封闭 1 h 后，在凝胶成像仪上扫描条

带，并行黑白转换，计算目标蛋白与相应内参的比值

作为相对含量。 
4. MTT 实验：取对数生长期的 PC-3 细胞，计数

后分别接种于 96 孔培养板，设立对照组，Ad-LacZ 组，

Ad-NDRG2 组，浓度为 10-6 ng/ml、10-7 ng/ml、10-8  ng/ml
的 rhTRAIL 单用药组及分别与 Ad-NDRG2 协同用药

组。每组设立 5 个平行重复孔，分别在处理 24 h、48 h
和 72 h 用 MTT 法测定细胞的 A 值，重复实验 3 次。

细胞增殖抑制率＝（1－实验组的 A490 值/对照组的

A490 值）×100%。 
5. 流式细胞术检测 PC3 细胞凋亡情况：Ad-NDRG2

感染 PC-3 细胞，培养 24 h 后加入梯度稀释的 rhTRAIL
继续培养 48 h 后用胰酶消化，收集各组细胞，离心去

培养液，4 ℃预冷的 PBS 液洗涤细胞 2 次，加 1 ml 预
冷的 70%乙醇 4 ℃固定细胞 12 h，离心去除乙醇，加

20 μl RNase A（1 mg/ml）于 37 ℃水浴 30 min，再加

入 100 μl 碘化丙啶和 FITC-Annexin V 的混合溶液（终

浓度均为 1 μg/ml），混匀置于 4 ℃避光染色 30 min，流

式细胞仪检测。每组重复 3 孔，本实验重复 3 次。 
6. 流式细胞术检测细胞周期：Ad-NDRG2 感染

PC-3 细胞，培养 24 h 后加入梯度稀释的 rhTRAIL 继

续培养 48 h 后用胰酶消化，收集各组细胞，离心去培

养液，以 4 ℃预冷的 PBS 洗涤细胞，1500 r/min 离

心 5 min，重复两次，弃上清，以 0.5 ml 预冷的 PBS
重悬细胞，加入 3000 活性单位的 RNase A，37 ℃水浴

30 min；冰浴降温，终止 RNase A 的作用后，加入碘

化丙碇染液 0.5 ml 染色 30 min，流式细胞仪检测。每

组重复 3 孔，本实验重复 3 次。 
7. 体内抗肿瘤实验：浓度为 5×106/ml 的 PC-3 细

胞 0.1 ml 接种于雄性 BALB/c 裸鼠右侧腋窝皮下。待

瘤块长至体积 150 mm3 时，将裸鼠随机分为 6 组，每

组 6 只，分别为对照组、Ad-LacZ 组、Ad-NDRG2 组、

rhTRAIL 组、 rhTRAIL＋Ad-LacZ 组、 rhTRAIL＋

Ad-NDRG2 组。rhTRAIL（腹腔注射）每次给药剂量

为 20 mg/kg，接种后 7 d、14 d 给药，共给药 2 次。每

次瘤内注射腺病毒（1×109 pfu 溶于 PBS 100 μl），每

3 d 一次，共 7 次。每 5 d 测量一次瘤体的长径（a）和短

径（b），按 V＝a×b2/2。依据肿瘤体积计算肿瘤抑瘤

率（%）。两药相互作用指数（coefficient of drug 
interaction，CDI）的计算公式为：CDI＝AB/（A×B），

其中 AB 为两药联用组与对照组瘤体积的比值，A 或 B
是各药物单独使用组与对照组瘤体积的比值。当 CDI
＜1 时，两药有协同作用。 

8. 统计学方法：采用 SPSS 13.0 统计软件进行分

析。数据以均数±标准差（ x ±s）表示，两组均数比

较采用两样本 t 检验；P＜0.05 为差异有统计学意义。 

结    果 

1. 最佳感染效率的测定：病毒感染单位在 40 MOI
时的感染效率可达 100%（图 1）。 

2. 腺病毒感染后 NDRG2、CyclinD1 及 p21 蛋白

表达水平的变化（图 2，3）：经黑白转换后的 Western 
blot 结果显示：NDRG2 表达在 Ad-NDRG2 组细胞（相

对比值为 0.43±0.032）较空白对照组（相对比值为 0.18
±0.012）和 Ad-LacZ 组（相对比值为 0.17±0.013）明

显增高（P＜0.01）；CyclinD1 表达在 Ad-NDRG2 组

细胞（相对比值为 0.065±0.0081）较空白对照组（相

对比值为 0.23±0.016）和 Ad-LacZ 组（相对比值为 0.25
±0.018）明显降低（P＜0.01）；同时 p21 表达在

Ad-NDRG2 组细胞（相对比值为 0.19±0.012）较空白

对照组（相对比值为 0.085±0.0082）和 Ad-LacZ 组（相

对比值为 0.082±0.0075）明显增高（P＜0.05）。 
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3. rhTRAIL 和 Ad-NDRG2 对前列腺癌 PC-3 细胞

增殖的抑制作用：Ad-NDRG2 对 PC-3 细胞在 48 h 和

72 h 的抑制率分别为（21.1±3.13）%和（23.1±3.10）%。

10-6 ng/ml rhTRAIL 处理 24 h 即可发挥生长抑制作用，

但浓度至少要在 10-7 ng/ml 以上才对 PC-3 细胞生长有

明显的抑制作用；且细胞存活率与药物浓度呈反比。

Ad-NDRG2 协同浓度 10-7 ng/ml 以上 rhTRAIL 作用 48 
h，可增强对 PC-3 细胞的生长抑制作用（抑制率≥

37.5% ）。协同治疗组以 Ad-NDRG2 ＋ 10-6 ng/ml 
rhTRAIL 组作用 72 h 最为显著，抑制率为 43.3%（表 1）。 

4．流式细胞仪检测：Ad-NDRG2 单一用药导致的

细胞周期阻滞以 G0/G1 期为主[（51.3±4.3）%]，与对

照组[（39.2±7.6）%]比较有显著性差异（t＝4.16，P
＜0.01）。且 Ad-NDRG2 单一用药组凋亡率[（15.6±
2.3）%]明显高于对照组[（5.3±1.3）%]，有显著性差

异（t=3.21，P＜0.05）。浓度 10-7 ng/ml 以上 rhTRAIL，
单一用药作用48 h时有明显凋亡峰出现。其中以10-6 ng/ml 
rhTRAIL 协同 Ad-NDRG2 作用 48 h 组最为明显，凋亡

率为（42.8±5.9）%（t=18.62，P＜0.01）；10-7 ng/ml 
rhTRAIL 协同 Ad-NDRG2 作用 48 h 组次之，凋亡率为

（35.4±4.2）%（t=20.53，P＜0.01）。且浓度至少要在 
10-7 ng/ml 以上协同 Ad-NDRG2 与单独用药组比较细

胞凋亡率才有显著性差异（表 2）。   

5. 动物实验结果表明：Ad-NDRG2 可协同增强

rhTRAIL 的抗肿瘤活性（图 4）。处理后第 21 d，各组

裸鼠体重接近，且均无死亡。处理各组裸鼠，取出所

荷肿瘤进行测量。对照组的肿瘤体积为 1506.4 mm3，

Ad-NDRG2 和 rhTRAIL 治疗组的瘤体积分别为

1012.5 mm3 和 1053.2 mm3，而两药合用组的瘤体积为

610.4 mm3，对肿瘤生长的抑制率分别达到了32.6%、30.1% 
和 54.7%。计算得到两药相互作用指数 CDI 为 0.86，证

明 rhTRAIL 和Ad-NDRG2 联合使用具有协同作用。 

讨    论 

TRAIL 是肿瘤坏死因子细胞因子家族的新成员，

是通过与细胞膜上的相应的死亡受体（death receptor，
DR）结合，激活 Caspase-8，从而通过线粒体依赖及线

粒体非依赖的途径诱导靶细胞发生快速、高效的凋亡

反应[1-2]。但 TRAIL 的死亡受体只在肿瘤细胞中有表

达，而在正常组织细胞中几乎未见有表达，因此它可

以选择性杀伤多种肿瘤细胞，而对正常组织细胞无

影响[3]。 
人源NDRG2（N-myc downstream regulated gene 2）

是1999年发现的一个在肿瘤组织中表达水平降低的新

基因[4]，最近的研究表明 NDRG2 在肿瘤的发生、发展

中发挥重要作用[5-6]。CyclinD1 作为细胞周期重要的正 

表 1  NDRG2 联合 rhTRAIL 对 PC-3 细胞的增殖抑制( x s± )   

组别 
吸光度值 

24 h 48 h 72 h 

对照组 0.542±0.044 0.908±0.028 1.028±0.044 
Ad-LacZ 0.531±0.041 0.854±0.032 0.992±0.039 
Ad-NDRG2 0.527±0.039 0.716±0.036a 0.791±0.033a 
10-6 ng/ml rhTRAIL 0.432±0.033b 0.643±0.035a 0.825±0.042a 
10-7 ng/ml rhTRAIL 0.491±0.046 0.708±0.051a 0.856±0.045a 
10-8 ng/ml rhTRAIL 0.573±0.086 0.752±0.059 0.932±0.056 
10-6 ng/ml rhTRAIL＋Ad-NDRG2 0.397±0.073 0.479±0.056c 0.583±0.068c 
10-7 ng/ml rhTRAIL＋Ad-NDRG2 0.421±0.066 0.575±0.063d 0.642±0.072d 
10-8 ng/ml rhTRAIL＋Ad-NDRG2 0.523±0.052 0.682±0.059 0.796±0.071 

注：与对照组比较，aP＜0.01，bP＜0.05；与 10-6 ng/ml 的 rhTRAIL 比较，cP＜0.01；与 10-7 ng/ml 的 rhTRAIL 比较,dP＜0.01 

表 2  Ad-NDRG2 联合 TRAIL 作用 48 h 对 PC-3 细胞周期及凋亡的影响（%, x s± ） 

组别 G0/G1 G2/M S 凋亡率 

对照组 39.2±7.6 6.3±1.2 54.5±9.7 5.3±1.3 
Ad-LacZ 40.3±6.3 6.8±1.7 36.9±7.1 4.9±1.6 
Ad-NDRG2 51.3±4.3a 8.5±1.5 24.7±6.4 15.6±2.3b 
10-6 ng/ml rhTRAIL 36.6±2.2 30.4±5.5 33.1±3.6 17.5±3.3a 
10-7 ng/ml rhTRAIL 39.8±5.3 23.2±6.5 37.2±3.1 11.7±2.1b 
10-8 ng/ml rhTRAIL 43.6±8.9 25.1±5.3 27.3±4.4 7.1±1.8 
10-6 ng/ml rhTRAIL ＋Ad-NDRG2 54.2±5.6c 21.5±6.8 24.3±5.2 42.8±5.9c 
10-7 ng/ml rhTRAIL ＋Ad-NDRG2 45.3±6.1d 22.6±3.9 32.1±5.3 35.4±4.2d 
10-8 ng/ml rhTRAIL ＋Ad-NDRG2 40.7±9.1 13.6±2.5 20.7±5.4 18.6±3.9  

注：与对照组比较，aP＜0.01，bP＜0.05；与 10-6 ng/ml 的 rhTRAIL 比较，cP＜0.01；与 10-7 ng/ml 的 rhTRAIL 比较,dP＜0.01 
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调控因子在肿瘤的发生发展过程中起着重要的作用[7-8]，

在生理状态下，细胞进人 S 期后 CyclinD1 迅速分解。

在 CyclinD1 基因激活的情况下，CyclinD1 蛋白持续高

表达，将导致 G1 期缩短，提前进入 S 期，使细胞增殖

失控，最终形成肿瘤[9]。 
本研究通过 NDRG2 基因的表达的上调，检测到

细胞周期素依赖性激酶抑制因子 p21 表达上调，而细

胞周期蛋白 D1 表达下降，进而细胞不能进入 S 期，而

被阻滞在 G1 期。这提示 NDRG2 基因引起前列腺癌细

胞凋亡可能与其下调细胞周期蛋白 D1 有关。同时本研

究观察到TRAIL与Ad-NDRG2联合应用后G2/M期细

胞比例有所下降，G0/G1 期细胞比例增加，二者协同

使 PC-3 细胞的总细胞周期进展得到显著阻滞，细胞凋

亡率显著增加，并且在体内试验也证实了同样的结论。

具体机制可能为 NDRG2 上调细胞中 p53[10]的表达，进

而上调了 p21 的表达，从而抑制了细胞周期蛋白 D1
的表达。因此通过细胞中 NDRG2 基因表达水平的上

调而使细胞出现 G1 期阻滞。最新的研究表明[11]，当

细胞出现 G1 或 G2 期阻滞；此时 TRAIL 所诱导的细

胞凋亡明显增强，提示 TRAIL 对于出现细胞周期阻滞

的肿瘤细胞有更强的促凋亡作用。因此，当 Ad-NDRG2
引起前列腺癌细胞 G1 期阻滞时，TRAIL 的促凋亡活

性增强，从而使 Ad-NDRG2 诱导凋亡的作用得到了显

著的增强。 
综上，本实验发现 TRAIL 与携带 NDRG2 基因的

腺病毒载体协同作用可以显著增强它们对前列腺癌

PC-3 细胞增殖的抑制，促进其凋亡，并可以上调 p21
的表达，同时下调 CyclinD1 的表达。体内试验同时使

用可显著抑制荷瘤鼠肿瘤生长，证明二者协同可以提

高对难治性前列腺癌的治疗效果。 
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