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细胞株的实验研究
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摘!要!目的!探讨肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体+Z<F̂_,联合化疗药物顺铂+334,对前列腺癌 4]5) 细胞株的体外

杀伤作用" 方法!分别采用不同浓度的 334+"0*

"

XDPB#(0*

"

XDPB#"*0*

"

XDPB#'*0*

"

XDPB#(*0*
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XDPB#"**0*

"

XDPB,与 Z<F̂_

+"*0*MXDPB#'*0*MXDPB#(*0*MXDPB#"**0*MXDPB#'**0*MXDPB,作用 4]5) 细胞株!'.N 后 9ZZ法检测细胞的吸光度*334+(0*MXD

PB,与 Z<F̂_+(*0*MXDPB,联合作用 4]5) 细胞 .N#&N#"'N#"$N#'*N#'.N 后!9ZZ法检测检测细胞的吸光度*并按细胞的抑制率

+"**1, k+" 5实验组吸光度D阳性对照组吸光度, o"**1计算 334组#Z<F̂_组及两者联合应用对细胞的抑制率!比较组间细

胞抑制率的差异" 结果!单独应用 334或者 Z<F̂_对 4]5) 细胞体外杀伤作用有浓度依赖性!浓度增高一定程度时对 4]5)

细胞的抑制作用会处于一个相对平台期*联合应用 334dZ<F̂_组与单独应用同浓度的 334及 Z<F̂_组相比!其对 4]5) 细胞

的体外杀伤作用明显增强!'n*0*(!差异具有显著性意义*联合应用 334与 Z<F̂_对 4]5) 细胞的体外杀伤作用具有明显的时

间依赖性" 结论!334能明显提高 Z<F̂_对前列腺癌 4]5) 细胞株的杀伤作用!其机制与死亡受体 3<( 的表达上调有关"

关键词!Z<F̂_!顺铂!3<(!4]5)

3FS<2.A<=0>?L.::.=D U9A1=)2>/010<!1=;<2!<::M.=<+)!*5, B.0@!>AH.=10.>=>?7+&VM1=E$$)!"#!$%&G(

)!%, *2E2%,! -2#+:#?

>.%! )7#%, -2#+E2%,!62:#%D7!%,<_!E#&"K!%"+UH&+$+,A! 62. 7̀+. 0+&a!&bDC+DE2"#$!37!(+.&"7 WUU2$2#"!/ C+DE2"#$+U4.#%,52F!/2G#$

H%2I!&D2"A!4.#%,52XcXPPX! B72%#

&H/021;0!IHJ<;0.K<!ZA=WT;HWN:aOBBOMXNTP>M R?A=W>W:L>ML:?L:BBBOM:4]5) GOWN LAPVOM>WOAM AUZ<F̂_>M; 3342% I2"&+0

8<0@>E/!ZN:4]5) L:BBBOM:G>==:R>?>W:BHW?:>W:; GOWN ;OUU:?:MWLAML:MW?>WOAM=AU334+"0*

"

XDPB! (0*

"

XDPB! "*0*

"

XDPB! '*0

*

"

XDPB! (*0*

"

XDPB! "**0*

"

XDPB, >M; Z<F̂_+"*0*

"

XDPB! '*0*

"

XDPB! (*0*

"

XDPB! "**0*

"

XDPB! '**0*

"

XDPB, >M; '. NAT?=B>WQ

:?! L:BB>V=A?V>ML:G>=;:W:LW:; VH9ZZ>==>H0ZN:4]5) L:BBBOM:G>=W?:>W:; GOWN LAPVOM>WOAM AU334+(0*

"

XDPB, >M; Z<F̂_+(*0

*

"

XDPB,>W;OUU:?:MWWOP:+.N! &N! "'N! "$N! '*N! '.N, >M; L:BB>V=A?V>ML:G>=;:W:LW:;0ZN:OMNOVOWA?H?>W:AUL:BB=G>=L>BLTB>W:; >=

WN:UABBAGOMX)OMNOVOWA?H?>W:AUL:BB=+"**1, k +" 5>V=A?V>ML:AU:IR:?OP:MW>BX?ATR D>V=A?V>ML:AURA=OWO[:LAMW?ABX?ATR,! >M; WN:

?>W:=G:?:LAPR>?:; V:WG::M ;OUU:?:MWX?ATR=0+</9:0/!334A?Z<F̂_aOBBOMX4]5) L:BB=N>; >;A=:5;:R:M;:MWP>MM:?0+N:M WN:

LAML:MW?>WOAM OML?:>=:; WA=AP::IW:MW! WN:OMNOVOWOAM GATB; V:>W>?:B>WO[:RB>W:>T0F=LAPR>?:; GOWN WN:X?ATR AU334A?Z<F̂_! WN:

aOBBOMX:UU:LW2% I2"&+AU334>M; Z<F̂_OM LAPVOM>WOAM OML?:>=:; PA?:+'n*0*(,! >M; OWN>; =OXMOUOL>MWBH;OUU:?:ML:0ZN:aOBBOMX:UU:LW

AU334>M; Z<F̂_2% I2"&+N>; >M AV[OAT=BHWOP:5;:R:M;:MWP>MM:?0!>=;:9/.>=!334L>M =OXMOUOL>MWBH:MN>ML:Z<F̂_AM R?A=W>W:

L>ML:?4]5) L:BBBOM:2% I2"&+0ZN:P:LN>MO=PO=?:B:[>MWWATR?:XTB>WOAM AUWN:;:>WN ?:L:RWA?3<(0

L<C B>2E/!Z<F̂_*334*3:>WN ?:L:RWA?( +3<(,*4]5)

!!肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体+WTPA?M:L?A=O=

U>LWA??:B>W:; >RARWA=O=5OM;TLOMXBOX>M;! Z<F̂_,是肿

瘤坏死因子+ZCY,超家族中的一员!Z<F̂_已经被证

实在体内外对正常细胞没有毒性作用的情况下!而对

各种实体肿瘤能起到有效的杀伤作用
/"0

" Z<F̂_与

相应的受体结合后!能诱导肿瘤细胞凋亡" 化疗在肿

瘤的治疗方面占据非常重要的地位!但在前列腺癌的

临床治疗过程中化疗并不能达到有效的治疗目的"

我们通过化疗药物 334诱导 Z<F̂_相应受体的增

加!明显提高了 Z<F̂_对 4]5) 细胞的体外杀伤作

用" 现将相关的研究结果报告如下)

材料与方法

"0主要试剂)Z<F̂_+美国 <s3公司,!顺铂+山东齐鲁制

药厂,!9ZZ+美国 2OVLA公司,!<49̂"$.* 培养液 +赛默飞世

尔生物化学制剂有限公司,!胎牛血清+天津灏洋生物制品科

技责任公司,!*0'(1胰酶及青 5链霉素+吉诺生物医药技术
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有限公司,"

'0细胞培养)人前列腺癌 4]5) 细胞株由本实验室保存!

细胞在含 "*1胎牛血清和 "1青 5链霉素的 <49̂"$.* 培养

液!)%r!(1]-

'

!湿度 ##1培养箱内培养"

)09ZZ法测定细胞生长抑制率)采用四氮唑蓝快速比色

法+9ZZ,测定细胞的生长抑制率!将处于对数生长期的 4]5

) 细胞胰酶消化!制成单细胞悬液!细胞接种于 #$ 孔板内!每

孔接种 "*

.

个细胞" 细胞贴壁后!334单独用药组分别加入

"0*
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XDPB#'0*

"

XDPB#(0*

"

XDPB#"*0*

"

XDPB#'*0*

"

XDPB334!

Z<F̂_单独用药组分别加入 "0*MXDPB#(0*MXDPB#"*0*MXDPB#

"**0*MXDPBZ<F̂_!334与 Z<F̂_联合应用组根据 334与

Z<F̂_单独用药情况选择合适的浓度处理 4]5) 细胞" 每组

$ 个复孔!置于 )%r!(1]-

'

!湿度 ##1培养箱内培养 '.N!

334与 Z<F̂_联合应用组分别培养 .N#&N#"'N#"$N#'*N#

'.N!每孔加入 (PXDPB9ZZ溶液 '*

"

B!继续培养 .N 后终止培

养!小心吸尽孔内培养液!每孔加入二甲基亚砜 +39E-,

"(*

"

B!震荡 "*POM!酶标仪波长 (%*MP处测定各孔的吸光度

+F值," 各用药组细胞抑制率 <̂+1, k+" 5实验组 F值D对

照组 F值,!以未加药物处理的 4]5) 细胞作为阴性对照组"

.0统计学方法)组间比较采用配对 "检验进行比较!结果

以均数 5lD标准差来表示!所有的资料均采用 E4EE""0* 软件

包进行统计学处理!'n*0*( 为差别具有显著性意义"

结!!果

"0334单独用药组对 4]5) 细胞体外杀伤效应)

用一系列浓度的 334)*0*

"
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"

XDPB#'m*

"

XD

PB#(m*

"

XDPB#"*m*

"

XDPB#'*m*

"

XDPB#(*m*

"

XDPB处理

4]5) 细胞 '.N 后!9ZZ检测细胞的吸光度!并根据公

式计算不同浓度 334的细胞抑制率" 334对 4]5)

细胞的体外杀伤效应具有浓度依赖性!334的浓度越

高!其对 4]5) 的杀伤效应越明显*但 334的浓度增

高一定程度时+"*0* /"**0*

"

XDPB,!其对 4]5) 细胞

的杀伤效应处于一个相对的平台期!细胞抑制率 <̂在

.(0&1 /&'0)1之间+表 ","

'0Z<F̂_单独用药组对 4]5) 细胞体外杀伤效

应)用一系列浓度的 Z<F̂_)*0*

"

XDPB#"*0*

"

XDPB#

'*0*

"

XDPB#(*0*

"

XDPB#"**0*

"

XDPB#'**0*

"

XDPB处

理 4]5) 细胞 '.N 后!9ZZ检测细胞的吸光度!并根

据公式计算不同浓度 Z<F̂_的细胞抑制率" Z<F̂_

对 4]5) 细胞的体外杀伤效应具有浓度依赖性!

Z<F̂_的浓度越高!其对 4]5) 的杀伤效应越明显*

但 Z<F̂_的浓度增高一定程度时+"**0* /'**0*MXD

PB,!其对 4]5) 细胞的杀伤效应处于一个相对的平

台期!细胞抑制率 <̂在 (*0.1 /%*0'1之间+表 ","

)0联合应用 334与 Z<F̂_组对 4]5) 体外杀

伤效应)(0*

"

XDPB334单独作用 4]5) 细胞 '.N

后!其对 4]5) 细胞的抑制率 <̂为 "(0%1*(*0*MXD

PBZ<F̂_联合作用 4]5) 细胞 '.N 后!其对 4]5)

细胞的抑制率 <̂为 '&0.1*(0*

"

XDPB334与 (*0

*MXDPBZ<F̂_联合作用 4]5) 细胞 '.N 后!其对 4]

5) 细胞的抑制率 <̂则增加到 %#0#1" 联合应用组

与单独应用同浓度的 334及 Z<F̂_组相比!其对 4]

5) 细胞的体外杀伤效应明显增强!经统计学软件

E4EE""0* 分析!'n*0*(!差异具有显著性意义+表 ","

表 '(不同浓度的 $$)#7+&VM#$$)Y7+&VM对

)!*5 细胞抑制效应

药物 浓度 吸光度+F值,5lD抑制率 <̂+1,

334+

"

XDPB, "0* *0(#% l*0*"' "*0# l"0&

(0* *0($( l*0*&$ "(0% l"'0&

"*0* *0)$) l*0*.) .(0& l$0.

'*0*B *0')& l*0*(. $.0( l&0"

(*0* *0"." l*0*$# %#0* l"*0'

"**0* *0""# l*0*(& &'0) l&0%

Z<F̂_+ MXDPB, "*0* *0$.) l*0*'. .0* l)0(

'*0* *0("' l*0*$( ')0$ l#0%

(*0* *0.&* l*0*&. '&0. l"'0(

"**0* *0))) l*0"*. (*0. l"(0(

'**0* *0'** l*0*%$ %*0' l""0)

334lZ<F̂_

(0*

"

XDPBl

(*0*MXDPB

*0")( l*0*$' %#0# l#0)

阴性对照 *0$%* l*0*). *0* l(0"

!!联合应用组与单独应用同浓度的 334及 Z<F̂_组相比!其对 4]

5) 细胞的体外杀伤作用明显增强!经统计学软件 E4EE""0* 分析!'

n*0*(!差异具有显著性意义

!!334与 Z<F̂_联合作用 4]5) 细胞 *N#.N#&N#

"'N#"$N#'*N#'.N!9ZZ法测定吸光度并计算细胞的

抑制率 <̂*334与 Z<F̂_联合作用的时间越长!其对

4]5) 细胞的抑制率越高!334与 Z<F̂_对 4]5)

细胞的体外杀伤效应具有明显的时间依赖性+表 ',"

表 ,($$)Y7+&VM在不同时间点对 )!*5 细胞的抑制效应

药物作用时间+ N, 吸光度+F值,5lD 抑制率 <̂+1,

* *0$%* l*0*). *0* l(0"

. *0(%( l*0*$. ".0' l#0$

& *0.$& l*0*%# )*0" l""0&

"' *0)&' l*0"". .)0* l"%0*

"$ *0'%$ l*0*$# (&0( l"*0'

'* *0"(% l*0*&( %$0$ l"'0%

'. *0")( l*0*$' %#0# l#0)

讨!!论

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体是一类能诱导

肿瘤细胞发生凋亡的配体!Z<F̂_由 4OWWO等于 "##$

年首先分离了 Z<F̂_并研究了其诱导的凋亡!Z<F̂_

胞外区结构与 Y>=B及 ZCY5

&

具有高度的同源性
/'0

"

Z<F̂_诱导肿瘤细胞凋亡是通过与靶细胞膜上相应

(".(
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受体结合完成的!目前证实有 ( 种 Z<F̂_受体!其中

死亡受体包括 Z<F̂_5<"D<. 与 Z<F̂_5<'D<(!诱

骗受体包括 Z<F̂_5<)D3L<" 与 Z<F̂_5<'D3L<'!

另外一种为骨保护素 Z<F̂_5<(

/"0

" Z<F̂_在胞外

区与死亡受体3<. 或者3<( 结合后形成死亡诱导信

号复合体 + ;:>WN OMLBT;OMX=OXM>BLAPRB:I! 3̂E],!

3̂E]能导致 L>=R>=:& 活化!随后能通过线粒体依赖

途径与线粒体非依赖途径激活一系列酶级联反应而

引起靶细胞的凋亡
/)0

" 3<. 与 3<( 受体机体内分布

很广!但是一般来说!大多数肿瘤组织死亡受体 3<.

和 3<( 高表达!而诱骗受体 Z<F̂_5<)D3L<" 与

Z<F̂_5<'D3L<' 低表达或不表达!因此 Z<F̂_能

与死亡受体 3<. 或和 3<( 结合!激活酶级联反应引

起肿瘤细胞的凋亡!起到抗肿瘤的作用*而大多正常

组织中以诱骗受体 Z<F̂_5<)D3L<" 与 Z<F̂_5

<'D3L<' 高表达为主!此两种受体能与 Z<F̂_竞争

性结合!从而使 Z<F̂_不致影响到正常细胞代

谢
/.!(0

" Z<F̂_能诱导肿瘤细胞发生凋亡!但不影响

正常细胞" Z<F̂_对肿瘤细胞的杀伤效应主要通过

凋亡途径来实现!我们研究中发现单独应用 Z<F̂_

对 4]5) 细胞体外杀伤效应具有明显的浓度依赖

性!其浓度越高对 4]5) 细胞杀伤效应越明显!浓度

达到一定程度对 4]5) 细胞杀伤效应会处于一个相

对平台期"

晚期前列腺癌的治疗以内分泌方法为主!其治疗

失败后可选用单药或联合化疗!不管是内分泌方法还

是化疗都只是一种姑息性治疗手段!只能改善患者的

症状而不能治愈" 而顺铂+334,是多种化疗药物方

案的核心药物!以3CF为作用靶点!334含铂部分与

3CF同一条链的碱基或两条链的碱基交叉连接形成

铂化 3CF!抑制细胞 3CF合成与修复" 研究中我们

发现 334对 4]5) 细胞的体外杀伤效应也具有明显

的浓度依赖性!334的浓度越高!对 4]5) 细胞的杀

伤作用越明显!浓度增高到一定程度时其对 4]5)

细胞的杀伤作用会处于一个相对平台期" Z<F̂_诱

导的肿瘤凋亡疗法!是近几年肿瘤治疗及研究的热

点!Z<F̂_有望成为治疗前列腺癌的一种新方法" 但

是目前发现单独使用 Z<F̂_并不能导致肿瘤细胞的

毒性作用!小剂量的化疗药物与 Z<F̂_联合应用能

显著地增强 Z<F̂_对肿瘤细胞的杀伤效应" 我们发

现小剂量的 334+(0*

"

XDPB,与 Z<F̂_+(*0*MXDPB,

联合应用后!小剂量的 334能明显增加 Z<F̂_对 4]

5) 细胞的体外杀伤效应" 334与 Z<F̂_联合应用

对 4]5) 细胞的体外杀伤效应具有的明显的时间依

赖性!作用的时间越长!其杀伤效应越明显" Z<F̂_

与化疗药物对肿瘤细胞的协同杀伤作用主要通过诱

导细胞的凋亡实现的!具体机制可能与以下几个方面

有关)

#

化疗药物与 Z<F̂_联合用后能导致细胞死

亡受体 3<. 和+或,3<( 高表达!诱骗受体 Z<F̂_5

<)D3L<" 与 Z<F̂_5<'D3L<' 的形成受阻!而其中

死亡受体3<( 是决定4]5) 对Z<F̂_敏感性的重要

因素*

$

化疗药物也可以激活凋亡链 L>=R>=:& 酶活性

从而增强 Z<F̂_凋亡诱导效果*

%

另外小剂量的化

疗药物可以阻断凋亡抑制性蛋白质!从而使 Z<F̂_

诱导的凋亡更加高效
/$!%0

"

我们的研究证实 334与 Z<F̂_联合应用组单独

使用 334或 Z<F̂_组比较!对前列腺癌 4]5) 细胞

的杀伤效应明显增强!经统计学处理!'n*0*(!差异

具有统计学意义" 由此可见小剂量的 334能明显增

强 Z<F̂_杀伤效应!联合使用 334与 Z<F̂_所需剂

量小于单独使用 334或 Z<F̂_时剂量!因此 334与

Z<F̂_联合用药在保证治疗效果的同时又降低了

334与 Z<F̂_单独使用时所造成的毒性不良反应!

对前列腺癌的临床治疗有一定的意义!有可能成为一

种治疗晚期前列腺癌的新途径"
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