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米非司酮对前列腺癌PC一3细胞

周期及其蛋白的影响

张辉 高庆贞 张捷 赵跃然 吕家驹

【摘要】 目的探讨米非司酮(MIF)对前列腺癌Pc一3细胞周期及其调控蛋白的影响及其作用

机制。 方法MTT法检测1、10、50、100 ttmol／L MIF作用于PC-3细胞24～120 h的吸光度(A)值，

流式细胞仪检测10、50 lmmol／L MIF作用Pc-3细胞48 h后细胞周期的变化，免疫组化法和Western

blot法检测10、50 ixmol／L MIF处理48 h后PC．3细胞cyclin D1、bax、bcl一2蛋白表达的变化情况。

结果1 v。mol／L MIF作用24～120 h的A值与对照组相比差异无统计学意义(P>0．05)；10、50、100

斗mol／L组A值与对照组比较差异有统计学意义(P<0．01)；MIF对PC-3细胞的抑制作用呈时间一剂

量依赖性。MIF作用48 h后使PC-3细胞停滞于G。／G。期，并使此期细胞比例从对照组的27．4％增

加到10 p．．mol／L组的50．4％和50 p,mol／L组的59．2％，差异有统计学意义(P<0．05)。处理后Pc一3

细胞中bcl-2蛋白和cyclin D1蛋白表达量，与对照组比较差异有统计学意义(P<O．05)；而bax表达

量显著增加。 结论 MIF以时间一剂量依赖性方式抑制前列腺癌PC．3细胞的增殖，可能通过下调

cyclin D1蛋白表达，阻止PC一3细胞G．期向s期的转换，使其停留于G，／G。期；同时降低bcl一2蛋白的

表达及激活bax蛋白的表达等抑制前列腺癌PC一3细胞增殖。

【关键词l米非司酮；雄激素非依赖性；前列腺肿瘤；细胞凋亡
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【Abstract】0bjective To investigate the effects of mifepristone(MIF)on cell cycle arrest and its

regulating proteins in androgen—independent prostate cancer cell line PC-3． Methods The A values of the

prostate cancer cells PC一3 in each group with various concentrations(1，10，50 and 100 p,mol／L)of MIF at

different time intervals(24—120 h)were detected with MTT assay．0．1％ethanol was used in controls．The

cell cycles of the PC-3 cells treated with 10 and 50斗mol／L of MIF for 48 h were assessed by flow cytometry

(FCM)analysis．ImmunohistoChemical and Western blot methods were used to determine the expression of

cyclin DI，bax and bcl．2 proteins after treatment with 10 and 50 p,mol／L of MIF． Results The A values of

the cancer cells treated with 1斗mol／L of MIF were similar to that of controls(P>0．05)，while those of the

cells treated with 10，50 Ixmol／L and 100 ttmol／L of MIF were significantly different from that of controls

(P<0．01)．MIF markedly inhibited cell proliferation of prostate cancer ceils PC一3 in a dose—and time—de-

pendent manner．FCM analysis showed the cell cycle of cancer cells treated with 10 and 50 p．mol／L of MIF

for48h were blocked at Gl／Go phase，at which the cell ratio increased from 27．4％(controls)to 50．4％

(10¨mol／L MIF group)and 59．2％(50 p．mol／L MIF group)，showing significant difference between the

treatment groups and controls(P<0．05)．Immunohistochemistry showed the bcl一2 expression decreased from

3．53±0．47(controls)to 2．03±0．74 and 1．83±0．44 in the cells treated with 10 and 50 p,mol／L of MIF，

which was significantly different from that of controls(P<0．05)；the expression of cyclin D1 in the cells
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treated with 10 and 50斗mol／L of MIF were significantly decreased to 2．66±0．79 and 1．74±0．56．as

compared with controls(4．27 4-0．98)(P<0．05)；and the expression of bax increased from 1．88 4-0．50

(controls)to 2．62 4-0．36(10斗mol／L MIF group)and 3．78 4-0．31(50 I．Lmol／L MIF group)．Western

blot analysis revealed the ratio of cyclin D1／B．actin decreased from 0．82±0．15(controls)to 0．57±0．09

(10斗mol／L MIF group)and 0．42 4-0．13(50斗mol／L MIF group)(P<0．05)．The ratio of bcl一2／13一actin

in the cells treated with 10 and 50斗mol／L of MIF significantly decreased to 0．59 4-0．09 and 0．47±0．09．

compared with that of controls(0．78±0．13)(P<0．05)．However，the ratio of baxlB—actin of 50斗mol／L

MIF group(0．74±0．11)significantly increased(P<0．01)，while the ratio of bax／g—actin ofl0¨mol／L

MIF group(0．63±0．09)was similar to that of controls(0．51 4-0．10)． Conclusions MIF can inhibit

proliferation of androgen—independent prostate cancer cell line PC一3 in time—and dose-dependent manner．

The inhibiting effect is through decreasing cyclin D1 protein expression，which blocks cell cycle progression

in Gl／Go phase，and through down—regulating bcl一2 and increasing bax protein expression．

【Key words】 Mifepristone；Androgen—independent；Prostatic neoplasms；Apoptosis

近年来实验研究表明米非司酮(mifepristone，

MIF)可诱导某些肿瘤如乳腺癌、脑膜瘤、子宫肌瘤、

子宫内膜癌、前列腺癌等肿瘤的细胞凋亡，抑制肿瘤

生长‘1“，但关于它对雄激素非依赖性前列腺癌影响

的研究很少。我们通过观察MIF对雄激素非依赖

性前列腺癌细胞PC一3细胞周期及其调控蛋白的影

响，探讨MIF对雄激素非依赖性前列腺癌的作用及

机理。

材料与方法

一、细胞株及实验材料

前列腺癌PC-3细胞购自中国医学科学院上海

细胞生物研究所；MIF由上海华联制药有限公司赠

送；Ham’S F12培养基购自美国Gibco公司；胎牛血

清购自美国Hyclone公司；四氮甲唑蓝(MTT)购自

美国Sigma公司；多克隆兔抗人cyclin D1抗体，单

克隆鼠抗人bax、bel-2抗体，辣根酶标记抗鼠IgG二

抗，辣根酶标记抗兔IgG二抗(HRP一抗鼠IgG二抗、

HRP一抗兔IgG二抗)、Western blot Lumious发光试

剂及DAB显色试剂盒购自北京中杉生物工程公司，

免疫组化SABC试剂盒购自武汉博士德生物工程公

司。

二、实验方法

1．细胞培养：将PC一3细胞置于含10％胎牛血

清的Ham F12培养液中，37 oC、5％CO：培养箱培

养。

2．MTT实验¨1：PC．3细胞以5 X 104／ml 100 Ixl

接种于96孑L板，贴壁后加入MIF使其终浓度分别

为1、10、50、100 txmol／L，并以0．1％乙醇作为对照

组。检测MIF作用24～120 h后各组癌细胞平均吸

光度(A)值，以时间为横轴，吸光度(A)值为纵轴，绘

制细胞生长曲线。

3．流式细胞仪凋亡检测：PC一3细胞5×105／ml

100 Ixl接种于6孑L板，贴壁后给予10、50 p。mol／L

MIF处理48 h后，采用流式细胞仪技术检测细胞周

期分布情况。

4．细胞免疫组化：PC一3细胞5 X 104／ml 100 Ixl

接种于96孔板上，贴壁后给予10、50灿mol／L MIF

处理48 h后，95％乙醇固定30 rain，按照说明书操

作，其中cyclin D1、bax、bcl一2抗体的工作浓度分别

为1：80、1：100、1：100。结果判定标准：胞质呈

现棕黄色颗粒为阳性细胞，按阳性细胞百分比分为

4级：①0级为无阳性细胞，计0分；②1级为阳性细

胞占视野细胞总数≤25％，计1分；③2级为阳性细

胞占视野细胞总数26％～50％，计2分；④3级为阳

性细胞占视野细胞总数>50％，计3分。

5．Western blot检测：10、50斗mol／L MIF作用

Pc．3细胞48 h后，加入裂解液(500 txl RIPA，5 ul

PMSF)冰浴中裂解细胞提取蛋白，BCA法蛋白定

量，按说明书操作，Western blot Lumious发光试剂检

测显影。Alpha 2200图像分析仪进行成像，测定

cyclin D1／13一actin、bcl一2／B—actin、bax／B—actin比值。

三、统计学方法

采用SPSSl0．0软件进行两因素方差分析和t

检验。

结 果

一、MIF对PC一3细胞增殖的影响

MIF浓度1、10、50、100 g．．mol／L分别作用于

PC一3细胞不同时间后各组A值见表1。1 pLmol／L组
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与对照组比较差异无统计学意义(JP>0．05)；而10、

50、100 Izmol／L组与对照组比较差异有统计学意义

(P<0．05)。10 p,mol／L MIF刺激48 h后开始出现

抑制PC一3细胞增殖的作用，并随着MIF浓度增加

抑制生长的作用越强(P<0．01)。因此，MIF抑制

前列腺癌PC一3细胞的最佳浓度为10 p,mol／L，最佳

作用时间为48 h。

二、MIF对PC一3细胞周期的影响

10 trmol／L MIF作用Pc-3细胞48 h后，G。／G．

期细胞占50．4％，S期36．2％，G：／M期13．4％；50

p。mol／L组Go／GI期占59．2％，S期31．1％，G2／M

期9．7％；对照组分别为27．4％、45．5％和27．1％。

MIF导致Pc-3细胞被阻滞于G，／G。期，并随药物浓

度升高而增加。MIF组与对照组比较差异均有统计

学意义(P<0．05)。MIF组出现凋亡位子G。／G，期

前面的亚二倍体峰。

三、MIF对Pc一3细胞中cyclin D1蛋白表达的

影响

PC一3细胞经10、50 Ixmol／L MIF处理48 h后。

cyclin D1蛋白表达情况见表2。结果显示MIF组

cyclin。D1蛋白表达量与对照组比较均明显减少

(P<0．05)。

四、MIF对PC一3细胞中bcl-2、bax蛋白表达的

影响

10、50 lLLmol／L MIF作用乇一PC一3细胞48 h．后

bcl-2、bax蛋白表达量见表2。MIF组bcl-2表达量

比对照组明显减少(P<0．05)；而bax表达则增加。

讨 论

近年来研究发现，MIF具有潜在的抑制肿瘤生

长的作用，并在乳腺癌、子宫内膜癌、前列腺癌治疗

方面进行了探索性应用¨⋯，但其对肿瘤细胞生长的

影响及在治疗中的价值尚无定论。

本研究结果显示MIF>1 txmol／L均可抑制PC．

3细胞增殖，其抑制作用随药物浓度和作用时间增

加而增加，即表现为剂量．时间依赖性关系。其作用

机理目前尚未完全清晰。E1 Etreby等"1报道MIF

和三苯氧胺通过诱导DNA断裂增加，bcl一2下调，

TGF-B蛋白激活有效地诱导凋亡，从而抑制前列腺

癌LNCaP、LNCaP-C4，LNCaP．C4．2 3种细胞的生长。

为进一步证实细胞凋亡的存在，本研究采用流式细

胞仪检测10、50 p。mol／L MIF处理48 h后PC．3细胞

的细胞周期分布变化，显示细胞被阻滞于G，／G。

期，其比例呈逐渐增加；同时在G。／G。期前面可见

亚二倍体的凋亡峰，其凋亡率与药物浓度呈正比例

关系。以上结果表明MIF可抑制PC-3细胞的生

长。本研究结果与Thomas和Monet旧1报道MIF作

用乳腺癌MCF一7细胞后可使细胞停滞于G，／G。期，

阻止细胞从G，期向s期的转换，最终导致乳腺癌细

胞凋亡的研究结果相一致。

阻止细胞G，期向s期的转换是通过细胞周期

素蛋白cyclin D1的调控作用而实现的。目前认为

肿瘤细胞的生长与细胞周期紊乱密切相关，cyclin

表1对照组与不同浓度MIF组作用于PC一3细胞不同时间的A值(i±s，每组n=3)

注：·与对照组比较P<o．05，，#与对照组比较P<0．01

表2 MIF作用48 h对PC·3细胞中bcl-2、bax和cyclin D1表达的影响(i±s)

注：}与对照组比较，P<0．05；$}与对照组比较，P<0．01
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D1的过度表达缩短了G。期的时限，可使细胞无序

地越过G，／S限制点，从而促使细胞增殖∽’10 o。本研

究中MIF处理过的PC一3细胞中cyclin D1蛋白表达

随着MIF浓度增加而呈明显下降趋势。因此，MIF

诱导PC．3细胞的凋亡，其机制可能是通过下调cyc—

lin Dl蛋白表达，使细胞停留在G。／G，期而诱导细

胞发生凋亡。

bcl-2和bax是调控凋亡的重要基因，绝大多数

细胞中bcl．2都可以抑制细胞凋亡，而bax可以与

bcl一2形成二聚体拮抗bcl一2的功能，从而促进凋亡

¨1’”。。本研究结果显示MIF处理后PC．3细胞中

bcl一2蛋白表达明显低于对照组，而bax蛋白表达显

著升高。提示MIF可通过下调bcl．2蛋白表达，激

活bax蛋白表达，诱导癌细胞发生凋亡。E1 Etreby

等”，‘7 3也报道MIF在体外和体内实验中可通过下调

bcl一2蛋白表达，激活TGF—B蛋白表达来诱导前列腺

癌细胞凋亡。

综上所述，MIF在体外可抑制前列腺癌PC一3细

胞增殖。其机制可能是通过下调cyclin D1蛋白表

达，使PC．3细胞停留于G，／G。期，以及降低bcl．2蛋

白表达，激活bax蛋白表达诱导前列腺癌细胞凋亡。
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慢性前列腺炎／慢性盆腔疼痛

综合征患者症状与前列腺

周围括约肌超声改变的

相关性

[Dellabella M，et a1．

J Urol，2006，176：112]

作者探讨慢性前列腺炎／慢性盆腔

疼痛综合征患者前列腺周围括约肌超声

图像的变化，了解这种改变的发生几率，

并将超声检查标准化，评价超声改变与

患者症状的相关性。37例慢性前列腺

炎／慢性盆腔疼痛综合征的患者和23例

健康志愿者入组。经直肠超声检测前列

腺体积、尿道周围低回声区域体积、前列

腺后唇厚度、膀胱颈厚度、逼尿肌厚度和

前纤维肌基质回声强度，同时测定患者

尿流率和排尿后剩余尿量。采用国际前

列腺症状评分表(IPSS)和美国国立卫生

研究院慢性前列腺炎评分(NIH—CPSI)

评价患者症状。所有检查均由3名操作

人员独立完成。结果：37例患者中36

例存在尿道周围低回声区域。操作者之

间和操作者自身在超声检查参数方面无

明显差异。超声检查发现慢性前列腺炎

／慢性盆腔疼痛综合征患者剩余尿量、逼

尿肌厚度、尿道周围低回声区域、前列腺

后唇厚度、膀胱颈厚度和前纤维肌基质

回声强度较健康对照组均有所增加。多

·国外期刊文摘·
因素分析结果提示，尿道周围低回声区

域体积是NIH—CPSI疼痛、尿流和总评分

的独立预测因子，前列腺后唇厚度是IP．

ss评分的惟一预测因子。尿道周围低

回声区域体积、前列腺后唇厚度和膀胱

颈厚度能准确地鉴别慢性前列腺炎／慢

性盆腔疼痛综合征患者。作者认为，通

过超声检查慢性前列腺炎／慢性盆腔疼

痛综合征患者的膀胱颈一后尿道部，能

够发现健康人不具备的一些损害和改

变。通过测定尿道周围低回声区域体

积、前列腺后唇厚度和膀胱颈厚度能够

帮助诊断，同时可以更好地理解慢性非

细菌性前列腺炎复杂病理生理机制。

(叶雄俊摘译 张小东校)
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