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米非司酮诱导雄激素非依赖性前列腺癌

细胞凋亡的实验研究

张辉6 吕家驹6 高庆贞6 张捷

6 6【摘要】6 目的6 探讨米非司酮在体外诱导雄激素非依赖性前列腺癌 789%#’、:;9! 细胞凋亡的
作用。方法6 采用四甲基偶氮唑蓝法检测 %，%"，’" 和 %"" !)/, < =米非司酮作用于前列腺癌 789%#’、
:;9! 细胞 &# > %&" ?的吸光度（!）值，用流式细胞仪检测 %" !)/, < =米非司酮作用 &# 和 #@ ?后 789
%#’、:;9! 细胞凋亡率的变化；采用免疫组化法检测米非司酮作用 789%#’、:;9! 细胞后 A*B、A5,9&、血
管内皮生长因子（C(DE）蛋白表达的变化。结果6 % !)/, < =米非司酮组的 ! 值与对照组相比，差异
无统计学意义（" F "G "’）；%"，’" 和 %"" !)/, < =米非司酮组的 !值与对照组比较，差异有统计学意义
（" H "G "%）；米非司酮对前列腺癌 789%#’、:;9! 细胞的抑制作用呈时间9剂量依赖性。%" !)/, < = 米
非司酮作用前列腺癌 789%#’ 细胞 &# 和 #@ ?的凋亡率分别为 %’G !I和 !"G #I，:;9! 细胞的凋亡率
分别为 &&G &I和 !&G "I。经 %" !)/, < =米非司酮作用后，789%#’、:;9! 细胞中 C(DE和 A5,9& 蛋白的
表达明显减少，而 A*B的表达显著增加（" H "G "’）。结论6 米非司酮以时间9剂量依赖性方式抑制激
素非依赖性前列腺癌 789%#’ 和 :;9! 细胞的增殖，其作用可能是通过降低 C(DE蛋白的表达，从而下
调 A5,9&、激活 A*B蛋白的表达来实现。
【关键词】6 米非司酮；6 前列腺肿瘤；6 脱噬作用
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! ! 近年来体外及动物实验研究表明，米非司酮具
有诱导一些人体肿瘤如乳腺癌、脑膜瘤、子宫肌瘤、

子宫内膜癌等肿瘤细胞凋亡，抑制肿瘤生长的作

用［"#$ ］，但其对前列腺癌的作用研究很少，%&&$ 年 ’
月—"% 月本研究以 % 种前列腺癌细胞株 ()#"$*、
+,#- 为研究对象，探讨米非司酮对人前列腺癌雄激
素非依赖性细胞的抑制作用。

材料和方法

一、细胞株及实验材料

前列腺癌 ()#"$*、+,#- 细胞系购自中国医学
科学院上海细胞生物研究所；米非司酮由上海华联

制药有限公司赠送；./012 3"% 和 4+56#"7$& 培养
基购自美国 869,: 公司；胎牛血清购自美国
.;<=>?@ 公司；四甲基偶氮唑蓝（5AA）购自美国
BCD0/公司；E/F、E<=#%、血管内皮生长因子（GH83）
抗体及二氨基联胺显色试剂盒购自北京中杉生物工

程公司；免疫组织化学（免疫组化）试剂盒购自武汉

博士德生物工程公司；膜联蛋白 G 细胞凋亡试剂盒
购于北京宝赛生物技术有限公司。(8-&%% 酶联免
疫检测仪（南京医用电子仪器公司）；9@<I0/?
,>J=K@L流式细胞仪（美国）；AM@L0> 3>L0/ ,:% 培养

箱（美国）。

二、方法

"N 细胞培养：将前列腺癌细胞 ()#"$* 置于含
"&O小牛血清的 4+56#"7$& 培养液中，将 +,#- 细胞
置于以含 "&O胎牛血清的 ./012 3"% 培养液中，
-PQ、*O,:% 恒温培养箱中培养。

%N 米非司酮对前列腺癌 ()#"$*、+,#- 细胞增
殖的影响：采用 5AA比色分析法。取前列腺癌 ()#
"$*、+,#- 细胞，以 * R "&$ S 0= 密度接种于 T7 孔板
上，每孔 "&& !=，待细胞贴壁后加入米非司酮使其终
浓度分别为 "，"&，*& 和 "&& !0>= S U（分别为 "，"&，
*& 和 "&& !0>= S U米非司酮组），对照组加入 &V "O
乙醇 "&& !=。每一药物浓度重复 - 次。检测米非司
酮作用 %$，$’，P%，T7 和 "%& M 后各组癌细胞平均吸
光度（!）值，以时间为横轴，吸光度 ! 值为纵轴，绘
制细胞生长曲线。

-N 早期凋亡率的检测：取前列腺癌 ()#"$*、
+,#- 细胞以 * R "&* S 0=密度接种于 7 孔板上，每孔
" 0=，待细胞贴壁后给予 "& !0>= S U 米非司酮作用
%$ 和 $’ M，不加米非司酮为阴性对照。采用流式细
胞仪检测癌细胞早期凋亡率。

$N 凋亡相关蛋白及 GH83蛋白的表达：采用免

疫细胞化学染色方法检测 E/F、E<=#%、GH83的表达。
取前列腺癌 ()#"$*、+,#- 细胞以 * R "&* S 0=密度接
种于 T7 孔板上，每孔 "&& !=，待细胞贴壁后给予 "&
!0>= S U米非司酮处理，每个处理重复 - 个孔，作用
$’ M后 T*O乙醇固定 -& 0C?，按照说明书操作（其
中 E/F、E<=#%、GH83 抗体的工作浓度均为 " W "&&）。
结果判定标准：采用双盲法观察，每个孔观察 * 个视
野。细胞浆中出现黄色颗粒为阳性，将染色强度分

为 $ 级：" & 级为无黄色颗粒，# " 级为淡黄色颗
粒，$ % 级为黄色颗粒，% - 级为棕色颗粒，分别计
为 & X - 分；将细胞染色阳性百分比分为 - 级：" &
X %$O为 " 级，# %*O X *&O为 % 级，$ 大于 *&O
为 -级，分别计为 " X-分，两者评分相加为最终评分。
三、统计学方法

采用 B+BB"&V & 软件两因素方差分析和 " 检验
进行统计学分析处理。

结 果

一、米非司酮对前列腺癌细胞增殖的影响

在 +,#- 细胞中，" !0>= S U 米非司酮组的 ! 值
与对照组相比，差异无统计学意义（# Y &V &*）；而
"&，*& 和 "&& !0>= S U 米非司酮组 ! 值与对照组比
较，差异有统计学意义（ # Z &V &*）。作用 %$ 和
$’ M，各浓度组间的 ! 值比较，差异无统计学意义
（# Y &V &*）；而作用 P% M 后各浓度组的 ! 值显著减
少，与作用 %$ 和 $’ M时相比，差异有统计学意义（#
Z &V &*）；随着米非司酮药物浓度的增加和作用时
间的延长，+,#- 细胞的抑制率逐渐增加，见表 "。米
非司酮对 ()#"$* 细胞的抑制作用与 +,#- 细胞相
似，" !0>= S U米非司酮组的 ! 值与对照组相比，差
异无统计学意义（# Y &V &*）；"&，*& 和 "&& !0>= S U
米非司酮组 !值与对照组比较，差异有统计学意义
（# Z &V &*），随着米非司酮药物浓度的增加和作用
时间的延长，其对 ()#"$* 细胞的抑制作用逐渐增
强，见表 "。米非司酮对前列腺癌 +,#- 和 ()#"$*
细胞的抑制作用呈现时间#剂量依赖性。
二、米非司酮对前列腺癌细胞凋亡率的影响

()#"$* 细胞经 "& !0>= S U米非司酮作用 %$ 和
$’ M后，细胞凋亡率分别为 "*V -O和 -&V $O，与对
照组的 %V *O比较，差异有统计学意义（# Z &V &*）；
+,#- 细胞凋亡率分别为 %%V %O和 -%V &O，与对照
组的 *V -O相比，差异有统计学意义（# Z &V &*）。
三、米非司酮对前列腺癌细胞中凋亡相关蛋白

E<=#%、E/F及 GH83蛋白表达的影响
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图 ! " #! "# !$%& ’ (米非司酮组作用前列腺癌 )*+",- 细胞 ,. /，对照细胞胞浆 012蛋白染色为阳性（图 "），米非司酮作用后癌细胞着色较

对照加重，且细胞数量减少（图 3）；对照细胞胞浆 04&+3 蛋白染色阳性（图 5），米非司酮作用后癌细胞染色较对照明显减弱，且染色阳性细

胞减少（图 ,）；对照细胞胞浆 6789蛋白染色阳性（图 -），米非司酮组作用后癌细胞着色变淡，细胞数量减少（图 :）（免疫组化 ; "##）

图 $ " !%! "# !$%& ’ (米非司酮作用前列腺癌 <=+5 细胞 ,. /，对照细胞胞浆 012蛋白染色阳性（图 >），米非司酮作用后细胞着色比对照加

重，且细胞数量减少（图 .）；对照细胞胞浆 04&+3 蛋白染色阳性（图 ?），米非司酮组作用后细胞染色比对照明显减弱，且染色阳性细胞减少

（图 "#）；对照细胞胞浆 6789蛋白染色阳性（图 ""），米非司酮作用后癌细胞着色变淡，细胞数量减少（图 "3）（免疫组化! ; "##）

表 !! 不同浓度米非司酮作用前列腺癌 <=+5、)*+",- 细胞不同时间的 !值（"" @ #，$ A 5）

组别 3, / ,. / >3 / ?: / "3# /

<=+5 细胞
对照组 #B ">" @ #B ##. #B 33: @ #B #5? #B 35. @ #B ##? #B 5?, @ #B #"?# #B ,?, @ #B ">>$

" !$%& ’ (米非司酮组 #B ":> @ #B "35 #B 3#? @ #B ##, #B 3"# @ #B #": #B 55" @ #B #""$ #B 53? @ #B #,#$

"# !$%& ’ (米非司酮组 #B ",5 @ #B #"3! #B ">> @ #B ##5 #B "-. @ #B #".C #B 3#> @ #B #".C# #B ",. @ #B #3:C

-# !$%& ’ (米非司酮组 #B "5, @ #B #""C #B "-? @ #B #""C #B "#? @ #B ##.C$ #B #?: @ #B ##,C$ #B #:: @ #B ##5C$

"## !$%& ’ (米非司酮组 #B "3- @ #B ##-C #B ",, @ #B #53C #B #?" @ #B ##:C$ #B #3> @ #B ##,C$ #B #". @ #B ##3C$

)*+",- 细胞
对照组 #B ",? @ #B ##. #B 3#? @ #B #"# #B 5.# @ #B "5: #B ->, @ #B ##:# #B :"" @ #B #"?$

" !$%& ’ (米非司酮组 #B ",, @ #B ##5 #B "?5 @ #B ##: #B 35> @ #B ##? #B ,." @ #B #"#$ #B ,>, @ #B #"5$

"# !$%& ’ (米非司酮组 #B ",5 @ #B ##?! #B "-, @ #B #"# #B 35? @ #B ##-C #B 5"" @ #B ##:C# #B 3.5 @ #B ",-C#

-# !$%& ’ (米非司酮组 #B "33 @ #B ##>C #B #.: @ #B ##5! #B "#: @ #B ##5C$ #B #-. @ #B #33C$ #B #55 @ #B ##:C$

"## !$%& ’ (米非司酮组 #B """ @ #B ##?C #B #-3 @ #B ##3C #B #,3 @ #B ##.C# #B #"> @ #B ##>C$ #B #"5 @ #B ##"C$

! ! 注："B 与对照组和 " !$%& ’ (米非司酮组比较，! % D #B #-，C% D #B #"；3B与 3, 和 ,. /比较，$% D #B #"，#% D #B #-

! ! "# !$%& ’ ( 米非司酮作用 ,. / 后，)*+",- 细
胞中 012的表达增加，但与对照相比，差异无统计学
意义（% E #F #-）；而 04&+3 蛋白表达和 6789 蛋白表
达显著降低，与对照比较，差异有统计学意义（% D
#F #-）；在 <=+5 细胞中，04&+3 蛋白表达减少，与对照
组比较，差异无统计学意义（% E #F #-），但 012 蛋白

表达比对照组显著增加，6789 蛋白表达则明显比
对照减少（% D #F #"，表 3，图 " G "3）。

讨 论

近年来，我国前列腺癌的发病率有逐年上升的

趋势。我国临床上对早期转移性前列腺癌患者主要
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表 !! 米非司酮对前列腺癌 "#$%&’ 和 ()$* 细胞 +,-$.、+/0、
1234蛋白表达的影响（染色评分，"! 5 "，# 6 *）

类别 +,-$. +/0 1234

"#$%&’ 细胞
对照! ! *7 ’* 5 87 &9 .7 &: 5 87 %% *7 &; 5 87 *%
米非司酮 .7 8* 5 87 9& *7 <. 5 87 <9 %7 <9 5 87 .<
$值 .7 <;& .7 ’’’ ;7 8:8
%值 87 8&% 87 8;* 87 88&

()$* 细胞
对照! ! *7 *< 5 87 .9 .7 ;. 5 87 *; *7 &9 5 87 %’
米非司酮 %7 <* 5 87 <& *7 9: 5 87 %* %7 :: 5 87 ’;
$值 .7 ’9: ’7 .&< &7 9’8
%值 87 8;% 87 88; 87 88<

采用内分泌激素治疗，但这部分前列腺癌会逐渐转

变成激素非依赖性，而目前对激素非依赖性前列腺

癌尚无特异有效的治疗方法。近来研究表明，米非

司酮对多种人体肿瘤的形成和生长具有潜在的选择

性抑制作用，并已在乳腺癌、脑膜瘤、子宫内膜癌治

疗等方面进行探索性应用［%$&］。米非司酮抑制上述

肿瘤细胞增殖，可能主要与其拮抗孕激素作用有关。

但 =>?-@A等［’］报道，前列腺癌 BC)/(、()$*、"#$%&’
细胞 * 个株细胞中均无雌、孕激素受体的表达。B@A
等［;］报道 % D %8 !E?- F B 米非司酮能有效地抑制前
列腺癌 ()$* 细胞的生长，但其作用的机制尚不清
楚。因此，本研究试图研究米非司酮抑制非激素依

赖性前列腺癌细胞增殖作用的机制。

%7 凋亡相关蛋白 +,-$.、+/0 的作用：2- 2G>/+H
等［9］报道米非司酮抑制 BC)/(、BC)/($)&、BC)/($
)&$. 细胞的增殖呈时间$剂量依赖性方式，且此抑制
作用与孕激素和糖皮质激素受体水平无关。因此，

考虑米非司酮对激素非依赖性前列腺癌 ()$* 和
"#$%&’ 细胞的生长也有抑制作用。本研究结果显
示，%8 !E?- F B 以上的米非司酮对雄激素非依赖性
前列腺癌 ()$* 和 "#$%&’ 细胞均有不同程度的抑
制作用，且其抑制作用随药物浓度的增加而增强，即

呈现出剂量依赖性关系；同时，其抑制作用也随时间

的延长而增强，即表现出时间的依赖性关系。

2- 2G>/+H 等［9］报道米非司酮在体外可能是通
过增加细胞 "CI片段，下调 +,-$. 蛋白的表达，以及
激活转化生长因子 "% 蛋白的表达来抑制前列腺癌

细胞增殖和凋亡的。+,-$. 基因产物可抵抗细胞程
序性死亡，延长细胞寿命，导致细胞数目增多，从而

增加肿瘤发生的机会［:］。本研究结果显示，

%8 !E?- F B米非司酮作用 &: J 后 "#$%&’、()$* 细胞
中 +,-$. 蛋白表达明显下降，而 +/0蛋白表达显著高

于对照组，提示米非司酮可能通过 +,-$.、+/0 途径介
导激素非依赖性前列腺癌细胞凋亡的发生。

.7 1234蛋白的作用：1234在调控肿瘤血管生
成方面有着重要作用，肿瘤的发生、发展、浸润、转移

又依赖于肿瘤血管生成，因此 1234 对肿瘤细胞具
有重要作用［<］。KHLM> 等［%8］报道米非司酮在乳腺
癌 N&9$"细胞中可以下调孕激素对 1234 EOCI的
上调作用，使 1234表达下降，从而抑制肿瘤生长和
扩散。B@等［%%］报道米非司酮可能通过减少 +,-$0B
和 1234蛋白的表达来抑制胃癌 PQC$&’ 细胞在体
内外的生长增殖。本组研究中米非司酮作用 "#$
%&’ 和 ()$* 细胞 &: J 后 1234 蛋白表达明显下降
（% R 8S 8%）。KHLM>等［%.］报道 1234 可以通过调节
+,-$. 等凋亡相关蛋白的表达，促进血管内皮细胞增
殖，从而抑制内皮细胞的凋亡。
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