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Abstract:Objective　ToobservetheeffectofTRAIL proteinonthe growthofhuman prostatecancercellsand

illustrateitsmechanisms. Methods　The growthinhibitionratesofhuman prostatecancercelllinePC 23Mb y

variousconcentrationTRAIL proteinwerestudiedb yMTTmethod,cella poptosisofPC 23Mcellswasobserved

bySPimmunohistochemicalmethod. Results　TRAILcouldinhibitthe growthofPC 23Meffectivel ywiththe

increaseofa poptosiscell,whichde pendedontheactiontimeandconcentrationofdru g.bcl22ex pressionofPC 2
3Mcellwasnotchan gedsi gnificantly. Conclusion　TRAILcouldsi gnificantlyinhibitthe growthofbladder

cancercells.TRAILinducedcella poptosisdidnotde pendentonbcl 22 gene.
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摘　要 :目的　观察 TRAIL 对前列腺癌细胞 PC23M的生长抑制作用。方法　采用 MTT 法检测不同浓

度 TRAIL 对人非激素依赖性前列腺癌细胞株 PC23M的生长抑制率 , 原位末端酶标记技术检测细胞凋

亡。免疫组化法观察 bcl22的表达。结果　TRAIL 可有效地抑制 PC23M细胞生长 ,具有时间、浓度依赖

性特点。经药物作用后 ,前列腺癌细胞凋亡明显增多 ,凋亡率随作用时间的延长而增高 ,PC 23M 细胞中

的 bcl22基因表达无显著变化。结论　TRAIL 蛋白可显著抑制前列腺癌细胞 PC23M 生长 ,其诱导细胞

凋亡不依赖 bcl22基因表达。
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0　引言

肿瘤坏死因子相关诱导凋亡配体 ( Tumorne 2
crosisfactor 2relateda poptosis2induceli gand,TRAIL ) ,

又称 APO22L。是新近发现的肿瘤坏死因子家族成

员。自发现以来 , 人们已完成了其可溶片段的克

隆 , 表达及蛋白的纯化 , 用这些纯化的 TRAIL 蛋

白进行的许多研究证实 :TRAIL 可诱导许多恶性肿

瘤细胞凋亡 , 包括血液系统恶性肿瘤、乳腺癌等。

PC23M 是一种高恶性的雄激素非依赖性前列腺癌

细胞系 , 具有较强的转移性。TRAIL 对其抑制作

用如何 ? 本实验对不同浓度的 TRAIL 蛋白抑制人

前列腺癌的生长作用进行了初步研究 , 现将结果报

告如下。

1　材料和方法

1.1 　实验材料

实验试剂 :纯化重组 TRAIL 蛋白购自英国 PE2
PROTECHEC 公司 ,取 TRAIL10μg (1 支)以磷酸缓

冲液 ( PBS)配成 1μg/ml 的 TRAIL 存储液 ,-4 ℃保

存备用。使用时 ,以 RPMI1640 培养液稀释至

50ng/ml 、100n g/ml 、200n g/ml 、500n g/ml 的浓度。

细胞 :人非激素依赖性前列腺癌细胞株 PC23M

购自武汉大学中国典型培养物保藏中心 ,用含 10%

小牛血清及青霉素和链霉素各 100U/ml 的 RPMI2
1640 培养基 ,在 37℃、5%CO 2条件下常规培养。

1.2 　实验方法

1.2.1 　采用 MTT 法检测不同浓度 TRAIL 对人非

激素依赖性前列腺癌细胞株 PC23M 的生长抑制率

　取 2×105/ml 的 细胞接种于 96 孔培养板 ,待细

胞贴壁后分别加入 50ng/ml,100n g/ml,200n g/ml,

500n g/ml 的 TRAIL 蛋白液。每一浓度设 5 个复

孔 ,并设对照组。在 37℃、5%CO 2 条件下分别培养

12h、24h、48h、72h、每孔加入0.5% MTT20μl, 继续

培养 ,弃去上清液 ,每孔加入 DMSO100μl,震荡至结

晶溶解 ,酶标仪 570nm 波长处测定吸光度值。按如
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下公式计算抑制率 :

抑制率 = (1- 实验组平均吸光度值/对照组平均吸光度值) ×100%

1.2.2 　采用原位末端酶标记技术检测细胞凋亡 　

细胞凋亡检测试剂盒购自武汉博士德生物工程公

司 ,其操作依照说明书进行。光学显微镜下见细胞

体积缩小 ,核染色呈特异的棕黄色即为凋亡。

PI= (500 个细胞内凋亡细胞数/500 ) ×100%

1.2.3 　采用免疫组织化学方法分析 PC23M 细胞中

bcl22基因表达　bcl22 免疫组化试剂盒购自武汉博

士德生物工程公司。PC23M 细胞与各浓度的

TRAIL 作用 12h、24h、48h、72h 后 ,经冷丙酮 4℃固

定 10分钟 ,依次与鼠抗人 bcl22单抗 (4℃,24h)和酶

偶联的羊抗鼠二抗 (25℃,30min )孵育 ,用0.5% DAB

底物反应显色。苏木素复染 ,梯度酒精脱水和二甲

苯透明 ,中性树胶封片。用 PBS代替一抗作为空白

对照。

结果判定 :阴性切片细胞不显色。阳性切片细

胞的细胞膜和细胞浆着棕黄色。

1.2.4 　透射电镜观察细胞凋亡　细胞准备 :将处于

指数生长期的人前列腺癌细胞 PC23M 和正常前列

腺细胞以 5×105/ml 浓度分别接种于培养瓶中 ,常

规于含 10% 新生牛血清的 RPMI1640 培养基 ,在

37℃、5%CO 2条件下常规培养。细胞贴壁后 ,更新

培养液 ,TRAIL 终浓度为 100ng/ml, 并各设一个空

白对照。常规培养 48h 后 ,制样 ,送检。电镜下观

察、照片。

1.3 　统计学方法

采用方差分析及 t 检验 ,应用 SAS统计软件包

进行统计学分析。

2　结果

2.1 　MTT 检测结果

不同浓度 TRAIL 作用的癌细胞生长抑制率 ,

见表 1。由表 1可知 ,TRAIL 均可有效地抑制体外

培养的 PC23M 细胞生长 ,其作用随时间延长和浓度

提高而增强。不同浓度 TRAIL 之间有显著性差异

( P < 0.05 ) ,不同时间组之间也有极显著性差异 ( P

< 0.01 ) 。

2.2 　细胞凋亡检测结果

对照组细胞凋亡率为 3.78% 。经 100n g/ml

TRAIL 作用 12h、24h、48h 和 72h 后 ,PC 23M 细胞

凋亡率分别为8.23% 、18.87% 、26.65% 、34.78% 。

经 t 检验 ,实验组各时段效果与对照组之间有显著

性差异 ( P < 0.05 ) ,不同时段的效果之间有极显著

差异 ( P < 0.01 ) 。说明 TRAIL 作用 PC23M 细胞

后 ,可明显地诱导细胞凋亡。

表 1　不同浓度 TRAIL作用 24～72h的

癌细胞生长抑制率(%)

TRAIL 浓度 12h 24h 48h 72h

50ng/ml 6.52 11.50 20.32 29.43

100ng/ml 10.36 18.39 27.76 36.58

200ng/ml 15.18 23.74 35.29 45.85

500ng/ml 20.58 28.47 39.64 49.32

2.3 　免疫组织化学分析结果

对照组细胞阳性率为 92.5% 。经 200n g/ml

TRAIL 作用 12、24、48和 72小时后 ,PC23M 细胞中

bcl22 表达阳性率分别为 85.5% 、88.5% 、90.2% 、

93.4% ,见图 1、2。实验组各时间效果与对照组之

间无显著性差异 ( P > 0.05 ) 。说明 TRAIL 在诱导

细胞凋亡中 ,没有引起 bcl22 基因表达的上调或下

调 ,bcl22蛋白在 TRAIL 作用后无显著改变 ,TRAIL

诱导细胞凋亡的途径 ,与 bcl22基因的表达无关。

2.4 　透射电镜观察结果

对照组细胞膜完整 ,清晰 ,微绒毛丰富 ,胞浆内

大量结构完整的线粒体 ,粗面内质网 ,核膜清晰 ,核

内染色质分布均匀 ,核仁清晰 ,见图 3、4。实验组 ,

即用 100n g/ml 浓度 TRAIL 作用后 ,PC23M 前列腺

癌细胞形态完整 ,体积缩小 ,胞浆内不典型溶酶体增

多 ,可见细胞器和空泡 ,核膜完整 ,核内染色向核膜

聚集并呈凝块状 ,可见凋亡小体。说明 TRAIL 可

明显地诱导 PC23M 癌细胞凋亡 ,见图 5, 而对正常

前列腺细胞无影响 ,见图 6。

3　讨论

前列腺癌在我国发病率持续上升 ,确诊时往往

已发生局部扩散和远处转移。晚期前列腺癌的治疗

仍然以手术去势或药物去势诱导癌细胞凋亡为主。

但这只对雄激素依赖性前列腺癌有效 ,而对非雄激

素依赖性者无效。寻求积极有效的前列腺癌治疗方

法一直是令人关注的研究方向。

TRAIL 是由 Wiley等[1]新近发现的 TNF 超家

族成员。属于二型膜蛋白 ,广泛表达于机体的正常

组织。TRAIL 是通过受体介导的 ,p53 非依赖途径

诱导转化细胞或肿瘤细胞凋亡 ,但对正常细胞无毒

性作用。这种选择性杀伤作用是由 TRAIL 受体表

达的差异所致。目前已经发现有五种 TRAIL 受

体 ,包括两种死亡受体 TRAILR1 (DR4) 、TRAILR2

(DR5)和三种假受体 TRAILR3 (DcR1) 、TRAILR4

(DcR2)及分泌型受体 OPG [1] 。正常细胞上广泛表

达死亡受体和假受体。肿瘤细胞仅表达死亡受体 ,

极少或不表达假受体。肿瘤细胞上死亡受体在

TRAIL 作用下形成“受体三聚化”而有效地下传凋

亡信号 ,促进凋亡发生[224]。而正常细胞上因大量
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假受体竞争性参与受体三聚化过程 ,不能形成单纯

的死亡受体三聚化 ,从而不能形成凋亡信号 ,使得免

受 TRAIL 攻击。因此 ,TRAIL 对肿瘤细胞呈高选

择性的杀伤效应。

PC23M 为一低分化的雄激素非依赖性前列腺

癌细胞系 ,研究表明 ,PC23M 存在 bcl22基因的异常

表达 ,而 bcl22的异常可以阻断激素及化疗药物诱导

肿瘤细胞的凋亡 ,同时高表达的 bcl22蛋白可保护癌

细胞产生的抗药性。因此 ,雄激素非依赖性前列腺

癌治疗效果差。而 TRAIL 诱导细胞凋亡 ,完全不

同于这个途径 [5] 。它通过其本身特异性受体

TRAIL2R1,TRAIL 2R2 (死亡受体)启动细胞凋亡。

本试验结果与已有研究表明 :TRAIL 诱导细胞凋亡

不依赖 bcl22。这就可能为激素非依赖性前列腺癌

带来一条新的有效的治疗途径。

本研究用纯化重组的人 TRAIL 蛋白诱导前列

腺癌细胞 PC23M 凋亡 ,以 MTT 法测定不同浓度

TRAIL 对 PC23M 细胞的抑制率。结果显示

TRAIL 可有效地抑制 PC23M 细胞的体外生长 ,具

有时间、浓度依赖性特点。500ng/mlTRAIL 作用

48小时后 ,细胞生长抑制率达49.32% 。经 TRAIL

作用后 ,PC23M 凋亡细胞增多 ,细胞凋亡率随时间

延长而增加 ,从而证实 PC23M 细胞对 TRAIL 作用

敏感 ,目前 ,通过基因工程 ,克隆 TRAIL2cDNA, 通

过载体让其在大肠杆菌表达、纯化得到可溶的

TRAIL 蛋白 ,再注射到体内 ,杀伤肿瘤。现在实验

所用 TRAIL 蛋白都是基因工程产物 ,体外杀癌细

胞明显。而 TRAIL 体内副作用及在体内对前列腺

癌局部注射效果如何 ,尚需进一步研究。

(本文图见封 2)
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(上接第 394页)

白通过与一类范围较宽的效应蛋白相互作用而调节

其生物进程。尽管活化的 ras常与促进细胞生长和

恶性转化相联系 ,但它同样可以诱导生长抑制效应 ,

包括促进细胞衰老 ,诱导细胞凋亡和细胞周期阻滞 ,

促肿瘤细胞向终末分化[1,2] 。如 RASSF1 作为 ras

的下游效应物介导细胞凋亡[3] 。研究表明 :由 ras

介导的增殖分化或凋亡是由其下游的效应物决定

的[4] 。

RASSF2 (Rasassociationdomainfamil y2 )是新

近发现的具有潜在的细胞周期阻滞和促凋亡作用的

基因。其 ras相关区域与 RASSF1 的相关区域同源

性为 28%, 与 NORE1 相关区域同源性达 31% [2] 。

免疫共沉淀结果显示 :RASSF2 可通过 ras效应物结

构域以 GTP 依赖的方式与 K2ras 结合 ,而与 H2ras

相互作用很弱。激活状态的 K2ras 可以增强

RASSF2 介导的细胞生长抑制[2] 。

胰腺癌细胞株 PANC21 是 K2ras 突变的细胞

株[5] ,本实验利用胰腺癌细胞株 Panc21存在内源性

K2ras 高频突变这一特点 ,将构建的质粒 pcDNA

3.1 /RASSF2 转染入该细胞株 ,进行细胞效应的比

较研究。实验的初步结果显示 :在转染了重组质粒

的胰腺癌细胞株中 RASSF2 的表达明显上调 ,肿瘤

细胞株的生长明显受到抑制。这为后期进一步确定

RASSF2 在信号传导中发挥促凋亡的作用及生物学

意义 ,探讨其促进肿瘤细胞凋亡的机制 ,以及为胰腺

癌的发生机制的研究和基因治疗提供初步的理论依

据。
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