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第二线粒体来源的 caspase 激活因子（second
mitochondria鄄derived activator of caspases，Smac）也

称为低等电点的凋亡抑制蛋白（inhibitors of apop鄄

tosis proteins，IAPs）家族直接结合蛋白，是一个从

线粒体释放到细胞质中具有促凋亡活性的蛋白 [1]，
它在凋亡信号的刺激作用下，从线粒体释放到细胞

质，与 IAPs 结合并抑制其抗凋亡活性，从而产生

促进凋亡的作用。国内外大量科学研究证实，

Smac 模拟活性小分子可以显著增强化疗以及放疗

对肿瘤细胞的凋亡诱导效应 [2-6]，为未来的肿瘤治

疗提供了一种新的手段。而 Smac 蛋白中 N 末端

的四肽 Ala鄄Val鄄Pro鄄Ile（以下简称 AVPI）是诱导细胞

凋亡的重要部分，本研究中将反式激活蛋白（trans鄄

Tat鄄SmacN7 蛋白对食管癌 109 细胞辐射敏感性的
影响
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【摘要】 目的 探讨 Tat鄄SmacN7 蛋白（其中，Tat：反式激活蛋白；Smac：第二线粒体来源的

caspase 激活因子；N7：Smac 的 N 端含有 Ala鄄Val鄄Pro鄄Ile 的七肽）对食管癌 109（EC109）细胞放疗敏感

性的影响。方法 对 EC109 细胞给予 Tat鄄SamcN7、照射、以及联合处理，观察不同处理在 24 h 和

48 h 时对细胞的抑制作用，采用 Western blot 检测各组细胞中 Smac 蛋白表达水平。结果 通过水溶

性四唑盐 1 检测发现 Tat鄄SmacN7 单独使用对细胞的抑制作用不明显，但与 Tat鄄SmacN7 组和照射组

相比，Tat鄄SmacN7 联合放射组可以明显增强对细胞的抑制（24 h：t=16.821 和 9.825，P<0.05；
48 h：t=23.553 和 11.930，P<0.05）。说明 Tat鄄SmacN7 能增强 EC109 细胞对放射的敏感性。Western
blot 证明了 Tat鄄SmacN7 可以使细胞内 Smac 蛋白表达增加。结论 Tat鄄SmacN7 蛋白能通过细胞高表

达 Smac，增强 EC109 细胞对辐射的敏感性。
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揖Abstract】 Objective To investigate the effects of Tat鄄SmacN7 protein on sensitivity of esophageal
carcinoma 109 渊EC109冤 to radiation. Methods Cells were treated with Tat鄄SmacN7 peptides, radiation or
combination, the inhibition rate of EC109 cells were detected by water鄄soluble tetrazolium salt鄄1 assay. The
protein level expression of Smac was determined by Western blot. Results The cells were resistant to Tat鄄
SmacN7 as a single agent, but it could improve the sensitization of EC109 to radiation. Compared with the Tat鄄
SamcN7 group and the radiation group, the Tat鄄SmacN7 combined with radiation group was inhibited
significantly 渊24 h院 t=16.821 and 9.825, both P约0.05; 48 h院 t=23.553 and 11.930, both P约0.05冤. Western
blot assay showed that Tat鄄SmacN7 could increase the expression of Smac protein. Conclusions Tat鄄SmacN7
could improve the radiosensitization of EC109 cell by increasing the expression of Smac.

【Key words】 Radiation tolerance; Inhibitors of apoptosis proteins; Second mitochondria鄄derived
activator of caspase
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activator，Tat）中既有穿膜特性又无细胞毒性的最

小片断 Tat9 肽与 Smac 中含有 AVPI 的 N 端七肽分

子合成了具有细胞穿透性的 Tat鄄SmacN7 蛋白。食

管癌是人类常见的消化道恶性肿瘤之一，本研究中

用 Tat鄄SmacN7 蛋白以及 酌 射线分别或联合处理食

管癌 109（esophageal carcinoma 109，EC109）细胞，

观察 Tat鄄SmacN7 蛋白对 EC109 细胞辐射敏感性的

影响。

1 材料与方法

1.1 细胞系及培养条件

人食管癌细胞系 EC109 由天津医科大学总医

院惠赠，用含 10%胎牛血清的 RPMI1640 培养基

（SH3080901B，赛默飞世尔生物化学制品有限公

司），置 5%CO2、饱和湿度、37 益培养箱中培养。

EC109 细胞为贴壁细胞，每 2耀3 天传代一次，实

验用对数生长期细胞。

1.2 主要试剂和仪器

胎牛血清（10099鄄141，美国 invitrogen 公司），

胰酶（25200鄄72，美国 invitrogen 公司），Gammacell
40137Cs 酌 射线照射源（加拿大原子能有限公司，剂

量率为 0.71 Gy/min），BioTek 多功能 Synergy HT
酶标仪（美国 Gene 公司）。anti鄄Smac（AB32023，英

国 abcam 公司），anti鄄茁鄄actin（CW0623A，北京康

为世纪生物科技有限公司），抗兔二抗（ZB鄄2301，
北京中杉金桥生物技术有限公司），抗鼠二抗（ZB鄄
2305，北京中杉金桥生物技术有限公司），水溶性

四唑盐 1（water鄄soluble tetrazolium salt鄄1，WST鄄1）
（C0035，碧云天生物技术研究所）。

1.3 实验分组

将细胞分为空白对照组（不做任何处理）、Tat鄄
SmacN7 组（50 滋mol/L）、照射组（137Cs 酌 射线照射源

4 Gy 照射）和 Tat鄄SmacN7 联合照射组（以下简称联

合组）（加Tat鄄SmacN7 后 4 h 进行 4 Gy 照射）。

1.4 WST鄄1 检测 EC109 细胞的生长抑制率

取对数生长期的 EC109 细胞，按每孔 6伊103

个细胞接种于 96 孔板中，细胞贴壁后分组给予相

应处理，包括空白对照组、Tat鄄SmacN7 组、照射

组和 Tat鄄SmacN7 联合照射组，每组 6 个复孔，空

白对照组每孔加 100 滋l 培养基，Tat鄄SmacN7 组和

联合组每孔加 100 滋l Tat鄄SmacN7 稀释液（浓度为

50 滋mol/L），4 h 后照射组和联合组进行 4 Gy 照

射，培养 24、48 h 后用多功能酶标仪测定 492 nm
吸光度值，测前 4 h 加 20 滋l WST鄄1 共孵。计算细

胞生长的抑制率：抑制率（%）=（1鄄实验组吸光度

值/对照组吸光度值）伊100%。

1.5 细胞克隆实验

取对数生长期的 EC109 细胞，接种到 4 块不

同照射剂量（0、2、4、6 Gy）的六孔板，0 Gy 的六

孔板内为 500 个细胞/孔，2 Gy 的六孔板内为 1000
个细胞/孔，4 Gy 的六孔板内为 2000 个细胞/孔，

6 Gy 的六孔板内为 4000 个细胞/孔，其中每块板

的3 个孔为对照孔，3 个孔为加药孔。接种细胞

后将细胞摇匀，放置到孵箱继续培养，待细胞贴

壁后加药孔加 Tat鄄SmacN7 溶液使其最终浓度为

20 滋mol/L，4 h 后进行照射，照射完毕后将细胞放

孵箱培养 14 d 左右，固定、染色、计克隆数，

以跃50 个细胞数为一个克隆，计算细胞克隆形成

率，绘制存活曲线。

1.6 Western blot 检测各组细胞 Smac 蛋白表达水平

按上述分组分别进行细胞蛋白质的提取、定

量，等量蛋白采用十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离蛋白，半干转膜法转移至聚偏二氟乙烯

膜，5%脱脂奶粉封闭 3 h，孵育一抗（anti鄄Smac，
1颐1000 稀释，anti鄄茁鄄actin，1颐500 稀释）3 h 或过夜。

tris鄄buffered saline and tween 20 缓冲液（简称 TBST
缓冲液）冲洗 3 次（10 min/次）后孵育二抗（1颐2000
稀释）1 h，TBST 缓冲液冲洗 3 次（10 min/次）后显

影，化学发光凝胶成像系统（411NJC124316，美国

Cell Biosciences 公司）曝光。

1.7 统计学方法

实验数据以均数依标准差（x依s）表示，组间均数

比较采用 SPSS17.0 软件中的独立样本 t 检验，P<
0.05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同处理对细胞生长的抑制

如图 1 所示，24 h 后，Tat鄄SmacN7 组、照射

组和联合组细胞抑制率分别为（5.60依0.82）%、

（14.24依1.00）%和（27.36依2.08）%，联合组与 Tat鄄
SmacN7 组、照射组相比，差异有统计学意义（t=
16.821、9.825，P<0.05）；48 h 后，Tat鄄SmacN7 组、

照射组和联合组细胞抑制率分别为（6.36依1.07）%、

（18.35依1.92）%和（37.63依2.03）%，联合组与 Tat鄄
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SmacN7 组、照射组相比，差异有统计学意义（t=
23.553、11.930，P<0.05）。Tat鄄SmacN7 单独对细

胞的抑制作用较弱，Tat鄄SmacN7 联合照射具有明

显的抑制肿瘤生长作用。Tat鄄SmacN7 对 EC109 细

胞有辐射增敏作用。

2.2 细胞克隆实验检测 Tat鄄SmacN7 对 EC109 细胞

的辐射增敏作用

细胞克隆实验如图 2，随着照射剂量的增大，

细胞存活数明显下降，而相同照射剂量下，联合

组细胞和照射组细胞相比，细胞的存活数下降，

联合组细胞的存活曲线明显下移，说明细胞在

Tat鄄SmacN7 的作用下，对辐射的敏感性增强，凋

亡增加。

2.3 Western blot 检测各组细胞 Smac 蛋白表达水平

为了进一步证明 Smac 的表达与细胞凋亡的关

系，本研究对细胞进行 Tat鄄SmacN7、照射以及联

合处理，通过 Western blot 检测各组细胞 Smac 蛋

白的表达水平，结果发现 Tat鄄SmacN7 组和联合组

两组的 Smac 蛋白表达明显增多，照射组的 Smac
表达水平较对照组多一些（图 3）。
3 讨论

X 连锁凋亡抑制蛋白（X鄄linked inhibitor鄄of鄄
apoptosis protein，XIAP）是 IAPs 家族中具有潜在抑

制活性的一种蛋白质，它可以与 caspase鄄3、cas鄄
pase鄄7 和 caspase鄄9（3 种蛋白酶）直接结合，抑制

caspase 的活性，从而抑制细胞凋亡的发生。IAPs
家族成员的共同特征是含有几个杆状病毒 IAPs 重

复序列。Smac 是 2000 年发现的一种重要的凋亡调

节基因，是 IAPs 特异性的作用靶点，在各种凋亡

刺激因素（电离辐射、抗癌药物、DNA 损伤和化学

信号等）的诱导下，定位于线粒体内的 Smac 可与

细胞色素 c 一同从线粒体膜间隙释放出来，通过结

合 XIAP，破坏 XIAP 与 caspase鄄3 以及 caspase鄄9 的

结合，从而解除了 XIAP 对 caspases 家族的抑制作

用，促进细胞的凋亡。

细胞凋亡有两条经典的途径：死亡受体途径

和线粒体途径。Smac 在促进肿瘤细胞凋亡的机制

上参与了两条途径。在线粒体凋亡途径中，Smac
蛋白通过其 AVPI 4 个疏水氨基酸残基同 XIAP 的

杆状病毒 IAPs 重复序列 2 或杆状病毒 IAPs 重复

序列 3 结合，这两个结构域正是 XIAP 抑制 cas鄄
pase 活性的结合位点，从而促进细胞凋亡。在死

亡受体途径中，肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配

体（tumor necrosis factor鄄related apoptosis鄄inducing
ligand，TRAIL）是细胞凋亡的死亡受体途径中的重

要因子。肿瘤坏死因子家族成员与相应的肿瘤坏

死因子受体家族成员结合，启动 procaspase鄄8 自身

图 1 不同时间不同处理组食管癌 109 细胞抑制率 图

中，Tat：反式激活蛋白；Smac：第二线粒体来源的

caspase 激活因子；N7：Smac 的 N 端含有 Ala鄄Val鄄Pro鄄
Ile 的七肽。

图 3 Western鄄blot 检测 Smac 蛋白在 4 组食管癌 109
细胞中的表达 图中，其中，Tat：反式激活蛋白；

Smac：第二线粒体来源的 caspase 激活因子；N7：
Smac 的 N 端含有 Ala鄄Val鄄Pro鄄Ile 的七肽。

茁鄄actin

Smac

图 2 Tat鄄SmacN7 对食管癌 109 细胞的辐射增敏作用

图中，Tat：反式激活蛋白；Smac：第二线粒体来源的

caspase 激活因子；N7：Smac 的 N 端含有 Ala鄄Val鄄Pro鄄
Ile 的七肽。
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切割并形成成熟的 caspase鄄8。通过 TRAIL 激活

caspase鄄8 的级联反应，可促使成熟的 Smac 蛋白迅

速释放到细胞质中。Smac 蛋白再与 XIAP 结合并消

除对 caspase鄄3 的抑制作用，并使 caspase鄄8 激活

caspase鄄3，通过caspase 级联反应诱导靶细胞凋亡[7]。
实验表明，Smac 的高表达可促进 TRAIL 诱导的

caspase鄄8 和 Bid（一种凋亡诱导蛋白）的加工及细胞

色素 c 的释放，进一步引起 caspase鄄3 的激活及缩

短的 Bid 形成，从而促进细胞凋亡 [8]。SmacN7 是

Smac 氨基端的 7 个氨基酸序列，也是 Smac 最小的

功能单位，我们前期实验证明了 SmacN7 结合 Tat
引导肽后可以顺利穿透细胞 [9]。研究表明 Smac 蛋

白对正常细胞没有破坏作用[10]，并且在本实验中，

单独使用 Tat鄄SmacN7 多肽对肿瘤细胞的抑制作用

也不是很强，这和国外多篇文献的报道一致 [3-4]。
Tat鄄SmacN7 联合照射后，对细胞的抑制作用明显

增加，24 h 的抑制率为（27.36依2.08）%，48 h 的抑

制率为（37.63依2.03）%，明显高于照射组 [抑制率

分别为（14.24依1.00）%和（18.35依1.92）%]，表明Tat鄄
SmacN7 的高表达使 EC109 细胞对放射的敏感性增

高。这与国外报道的将 Smac 转染人肿瘤细胞，使其

过表达，可以大大增强肿瘤细胞对化疗以及放疗的敏

感性结果一致[11-12]。这一结果为提高食管癌患者化疗

敏感性、降低不良反应提供了新的思路。同时也为

进一步研究 Smac基因在食管癌细胞体内外生长活性

以及食管癌凋亡调控中的作用奠定了实验基础。
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