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醋酸甲羟孕酮对人结肠癌细胞增殖和凋亡的影响
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［摘要］　目的：检测醋酸甲羟孕酮（ＭＰＡ）对人结肠癌细胞ＬＳ１７４Ｔ增殖和凋亡的影响并初步分析其机制。方法：人结肠癌

细胞ＬＳ１７４Ｔ体外培养，以不同浓度的 ＭＰＡ（１２．５、２５、５０和１００μｍｏｌ／Ｌ）进行干预１２０ｈ，ＭＴＴ法测定其对细胞增殖的抑制作

用，流式细胞仪分析细胞周期、凋亡率和细胞表面Ｆａｓ表达。结果：不同浓度 ＭＰＡ对结肠癌细胞具有显著的抑制作用。ＭＰＡ
处理后阻止Ｇ１期细胞向Ｓ期的进程，Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期细胞相对减少。ＬＳ１７４Ｔ细胞的自然凋亡率为４．８％，１２．５μｍｏｌ／Ｌ组细胞凋

亡率为１５．１％，２５μｍｏｌ／Ｌ组细胞凋亡率为２５．６％；ＭＰＡ作用后结肠癌细胞表面Ｆａｓ表达显著增强。结论：ＭＰＡ对结肠癌细胞

具有显著的抑制作用和诱导凋亡的作用，其机制可能与 ＭＰＡ使结肠癌细胞停滞于Ｇ１期及细胞表面Ｆａｓ表达上调有关。

［关键词］　醋酸甲羟孕酮；结肠肿瘤；细胞增殖；细胞凋亡

［中图分类号］　Ｒ７３５．３５　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００６）０１００５１０３

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅａｃｅｔａｔｅｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

ＷＡＮＧＷｅｉｊｕｎ１，ＷＡＮＧＱｉａｎｇ１，ＺＨＡＮＧＷｅｉ１，ＴＵＸｉａｏｑｉｎｇ２，ＺＨＡＮＧＬｉｎｇｚｈｅｎ２，ＦＡＮＬｉｅｙｉｎｇ２（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｅｎ

ｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００００３，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＤｉａｇ

ｎｏｓｉｓ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｅｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅａｃｅｔａｔｅ（ＭＰＡ）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｏｆｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＨｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＬＳ１７４Ｔｗａｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ＭＰＡ（１２．５，２５，５０ａｎｄ１００μｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ１２０ｈ．ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＭＰＡｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｗｉｔｈＭＴＴｍｅｔｈｏｄ；ｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅ，

ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅＦａｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＭＰＡｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔ

ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＬＳ１７４Ｔｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．ＣｅｌｌｇｒｏｗｔｈｗａｓｆｏｕｎｄｔｏｂｅａｒｒｅｓｔｅｄｉｎＧ１ｐｈａｓｅａｎｄｃｅｌｌｓｉｎＳｐｈａｓｅａｎｄ

Ｇ２／Ｍｐｈａｓｅｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ．ＴｈｅｎａｔｕｒａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓａｔＭＰＡ１２．５ａｎｄ２５μｍｏｌ／Ｌｗｅｒｅ４．８％，１５．１％

ａｎｄ２５．６％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＣｅｌｌｓｕｒｆａｃｅＦａｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＭＰＡ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＭＰＡｈａｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏＦａｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｎ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅａｎｄＧ１ｐｈａｓｅａｒｒｅｓｔ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｍｅｄｒｏｘｙｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅａｃｅｔａｔｅ；ｃｏｌｏｎｉｃｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００６，２７（１）：５１５３］

［作者简介］　王伟军，博士，主治医师．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｗｗｊ４１１＠ｓｈ１６３．ｎｅｔ

　　结直肠癌为妇女常见的第三大癌症，占妇女癌
症死亡率的第三位。随着年龄的增加，发生结直肠
癌的危险性逐年上升。据美国２００２年统计，每年约
有２４０００名妇女死于结肠癌。妇女４０岁以后，每５
年结肠癌的发病率几乎增加一倍。这不仅与物质生
活条件优越、饮食结构、生活方式有关，而且与妇女
逐渐进入绝经期，激素水平下降有关。越来越多的
研究表明，绝经后的激素替代治疗（ｈｏｒｍｏｎｅｒｅ
ｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙ，ＨＲＴ）能降低女性结直肠癌的危
险［１］。ＨＲＴ治疗方案为每日口服雌二醇０．６２５ｍｇ
加甲羟孕酮（ＭＰＡ）２．５ｍｇ，而先前的研究［２，３］发现

雌二醇对结肠癌细胞系增殖无影响，因此孕激素对
结肠癌是否有预防、治疗作用值得探讨。

　　本研究通过检测不同剂量 ＭＰＡ对培养结肠癌
细胞株的影响，以探讨 ＭＰＡ对结直肠癌化学预防
的机制，为结肠癌的孕激素治疗提供临床应用依据。

１　材料和方法

１．１　实验材料　人结肠癌细胞株ＬＳ１７４Ｔ购自中
科院上海细胞生物研究所细胞库；ＲＰＭＩ１６４０培养
基、胰蛋白酶（美国 Ｇｉｂｃｏｂｒｌ公司），１０％小牛血清
（杭州四季青公司），ＭＴＴ 为 ＡＭＲＥＳＣＯ 产品，

ＭＰＡ购自Ｓｉｇｍａ公司；ＰＥ标记的抗人Ｆａｓ抗体购
自晶美公司。

１．２　细胞培养和不同浓度的 ＭＰＡ 细胞毒性试
验　ＬＳ１７４Ｔ细胞以含１０％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０
培养基于３７℃，５％ＣＯ２的条件下培养。ＭＰＡ 以

０．１ｍｏｌ／Ｌ的浓度－２０℃避光储存于７０％乙醇中。
以ＲＰＭＩ１６４０将 ＭＰＡ的最大工作浓度调整为１００

μｍｏｌ／Ｌ。对照组加入等体积的乙醇［≤０．３％（Ｖ／
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Ｖ）］，此浓度下乙醇对细胞生长无影响。采用小号
培养皿８只，分别加入１００、５０、２５、０μｍｏｌ／Ｌ不同浓
度的 ＭＰＡ。ＭＰＡ 先溶于７０％乙醇后加入 ＲＰＭＩ
１６４０培养液，调整 ＭＰＡ 浓度分别为１００、５０、２５

μｍｏｌ／Ｌ，每天取出培养皿观察２次。

１．３　 ＭＴＴ 法检测 ＭＰＡ 联合化疗药物抑制

ＬＳ１７４Ｔ细胞的增殖　取第３～６代生长状态良好的
对数生长期细胞，常规消化、分离、收集细胞、细胞计
数及测定细胞活力，活细胞率达９５％，按每孔３×
１０５个细胞接种于５块９６孔板中，每孔２００μｌ，每组
设８个复孔。贴壁后，接种细胞２４ｈ后加入不同浓
度的 ＭＰＡ（按终浓度为１２．５、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ），
每个浓度设８个复孔，设空白对照孔（ＲＰＭＩ１６４０培
养液＋细胞）。药物处理结束后２４、４８、７２、９６、１２０
ｈ，每孔加入５ｇ／ＬＭＴＴ２０μｌ，继续于３７℃孵箱培
养４ｈ后，吸去上清，加入ＤＭＳＯ１５０μｌ／孔，震荡５
ｍｉｎ后于自动酶标仪上进行比色，测定光密度值
（Ｄ４９２），重复３次，取平均值。细胞存活率（％）＝实
验孔平均Ｄ值／对照孔平均Ｄ值×１００％。

１．４　流式细胞仪（ＦＣＭ）分析细胞周期和凋亡率　
ＬＳ１７４Ｔ细胞以５×１０５／瓶接种于１００ｍｌ培养瓶中，
加入 ＭＰＡ 的工作浓度为０、１２．５、２５μｍｏｌ／Ｌ的

ＲＰＭＩ１６４０后于４８ｈ收集细胞后离心弃去培养液
制成单细胞悬液，７０％冰乙醇固定后加入０．０５％碘
化丙啶１ｍｌ染色，４℃黑暗处静置３０ｍｉｎ后上机分
析细胞周期和凋亡率，增殖指数＝（Ｓ＋Ｇ２／Ｍ）／
（Ｇ０／Ｇ１＋Ｇ２／Ｍ＋Ｓ）。每个标本分析１００００个细
胞，用随机所附软件对测量值进行分析，流式细胞仪
型号为Ｃｏｕｌｔｅｒ公司的ＥＰＩＣＳＸＬ型。

１．５　流式细胞仪检测细胞表面Ｆａｓ表达　ＬＳ１７４Ｔ
细胞以５×１０４／孔接种于６孔板，培养２４ｈ后加入

ＲＰＭＩ１６４０作对照组，加入 ＭＰＡ２５μｍｏｌ／Ｌ为处
理组，处理结束后收集细胞离心去除培养液，加入

ＰＥ标记的抗人Ｆａｓ抗体于黑暗处静置３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
漂洗３遍后流式细胞仪分析荧光强度。

１．６　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，进行ｔ检验。

２　结　果

２．１　不同浓度ＭＰＡ对大肠癌ＬＳ１７４Ｔ细胞生长的
影响　加入 ＭＰＡ４ｈ后，从培养箱中取出小培养
皿，在倒置显微镜下可见１００μｍｏｌ／ＬＭＰＡ浓度的
条件下，大部分ＬＳ１７４Ｔ细胞都脱落贴壁状态而漂
浮起来，有许多成为碎片，只有少数仍留在瓶底；５０

μｍｏｌ／Ｌ条件下，２４ｈ几乎死亡５０％；２５μｍｏｌ／Ｌ条
件下毒性反应较轻；不加 ＭＰＡ组，细胞贴壁生长良
好，未见明显死亡细胞。由此可见，１００μｍｏｌ／Ｌ

ＭＰＡ几乎已经是ＬＳ１７４Ｔ细胞的致死剂量。

２．２　ＭＰＡ 对大肠癌 ＬＳ１７４Ｔ细胞生长抑制作用
（ＭＴＴ法）　在１００μｍｏｌ／ＬＭＰＡ作用下，少许存
在的ＬＳ１７４Ｔ细胞始终没能很好地生长，几乎近似
一条直线；５０μｍｏｌ／Ｌ浓度条件下，细胞在第５天能
达到峰值的３３．１％；而在２５μｍｏｌ／Ｌ浓度条件下可
达５５％；ＲＰＭＩ１６４０对照组则达８９％。结果表明

ＭＰＡ对结肠癌细胞具有显著的生长抑制作用，并且
这种抑制作用表现为剂量和时间依赖关系（图１）。

图１　ＭＰＡ作用于ＬＳ１７４Ｔ细胞的剂量、时间依赖关系

Ｆｉｇ１　ＤｏｓｅｔｉｍｅｒｅｓｐｏｎｓｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＭＰＡｉｎＬＳ１７４Ｔｃｅｌｌｓ

２．３　ＭＰＡ对大肠癌ＬＳ１７４Ｔ细胞的细胞周期和凋
亡率的影响　经 ＭＰＡ处理４８ｈ后，ＦＣＭ结果显示

ＬＳ１７４Ｔ细胞周期发生明显变化。培养的ＬＳ１７４Ｔ
细胞经不同浓度的 ＭＰＡ处理后阻止Ｇ１期细胞向Ｓ
期的进程，Ｓ 期和 Ｇ２／Ｍ 期细胞相对减少。２５

μｍｏｌ／Ｌ组Ｇ０／Ｇ１期上升达到７６．９％，Ｓ期比例降至

１４．２％，与对照组相比，增殖指数由０．５７降至０．２３，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），显示 ＭＰＡ有抑制结
肠癌 ＬＳ１７４Ｔ 细胞增殖作用。流式细胞仪检测

ＭＰＡ处理后细胞凋亡比例的变化显示，在 Ｇ１期峰
前出现亚Ｇ１期峰，即凋亡峰，１２．５μｍｏｌ／Ｌ组细胞凋
亡率为１５．１％，２５μｍｏｌ／Ｌ组细胞凋亡率为２５．６％，
而ＲＰＭＩ１６４０对照组细胞凋亡率为４．８％，两组间差
异非常显著（Ｐ＜０．０１）。说明 ＭＰＡ可促进结肠癌

ＬＳ１７４Ｔ细胞凋亡，随着浓度增大而凋亡率增高。

２．４　流式细胞仪检测细胞表面Ｆａｓ表达　ＭＰＡ作
用后ＬＳ１７４Ｔ细胞表面Ｆａｓ阳性细胞比例从６０．３％
升高到９７．９％，平均荧光强度从１．７６增强到６．７１。

３　讨　论

　　ＭＰＡ是一种孕激素，我国于２０世纪８０年代开
始应用，起始使用剂量较小，后经过临床使用，发现
剂量增大疗效显著，在治疗过程中，又发现 ＭＰＡ不
仅易使激素敏感性肿瘤患者体质量增加，食欲增强，
还可以使其他各种类型的肿瘤患者体质量增加，同
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时能减轻播散性患者慢性疼痛，化疗时合用能保护
骨髓，经过几十年的临床实践，除用于激素敏感性的
肿瘤（乳腺癌、子宫内膜癌、前列腺癌、甲状腺癌、肾
癌等）治疗外，现已广泛用于癌症恶病质及疼痛的姑
息治疗。洛杉矶加州大学哈博医学中心（Ｈａｒｂｏｒ
ＵＣＬＡ）的研究人员分析了１６６０８名参与了 ＷＨＩ
（女性健康促进活动）的 ＨＲＴ临床试验的女性，结
果发现 ＨＲＴ使用者罹患结肠癌的风险要比非使用
者低４４％［１］。而Ｓｌａｔｔｅｒｙ等［４］在２０００年评价了美
国尤他州从１９９１年９月至１９９４年９月间诊断为结
肠癌的共１５６名妇女的肿瘤ＥＲ和ＰＲ表达情况，用

ＥＲ、ＰＲ抗体对石蜡切片进行免疫组化染色，结果发
现没有１例肿瘤标本ＥＲ阳性，仅１例肿瘤标本ＰＲ
阳性，这些数据不支持先前所报道的结肠肿瘤常常
表达雌孕激素受体的结论，用 ＨＲＴ降低患结肠癌
风险与雌孕激素受体作用途径无关。

　　本实验结果表明，ＭＰＡ对大肠癌细胞具有显著
的生长抑制作用，并且这种抑制作用表现为剂量和
时间依赖关系。除了显著的生长抑制作用，ＭＰＡ对

ＬＳ１７４Ｔ细胞具有较强的凋亡诱导作用，随着２５

μｍｏｌ／Ｌ作用时间的延长，大肠癌细胞的凋亡率相应
升高，提示 ＭＰＡ对肿瘤细胞的生长抑制作用主要
通过诱导细胞的凋亡来实现。凋亡机制的减弱或障
碍在肿瘤的发生、发展过程中所起的作用越来越受
到关注，并希望通过药物诱导细胞凋亡以达到治疗
肿瘤的目的。结果显示，高浓度 ＭＰＡ导致ＬＳ１７４Ｔ
细胞死亡，低浓度则可促进其凋亡；在一定范围内，

ＭＰＡ浓度增大，凋亡比例增高，呈剂量依赖性，目前

ＭＰＡ临床上治疗剂量也属于本实验的低浓度范围。
低剂量 ＭＰＡ可诱导结肠癌细胞发生凋亡，这一点
从理论上可解释Ｃｈｌｅｂｏｗｓｋｉ等［１］报道绝经后口服

雌孕激素进行 ＨＲＴ的妇女中结肠癌的发病率较普
通人群明显降低的结论。

　　本研究结果还显示，ＬＳ１７４Ｔ细胞经不同浓度

ＭＰＡ处理４８ｈ后细胞各时相变化，Ｇ１期细胞明显
增多，Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期相对减少，并且这种状况与药
物作用的浓度成正比，这一结果说明 ＭＰＡ抑制细
胞增殖可能与其阻滞细胞周期的有序运行有关，即
阻滞肿瘤细胞从Ｇ１期向Ｓ期转化，并驱使细胞“脱
离”细胞分裂周期而进入Ｇ０期，证实了 ＭＰＡ具有抑
制结肠癌细胞增殖的作用。

　　通过ＦＣＭ还观察到在Ｇ１期前出现亚Ｇ１期峰，
即凋亡峰，其凋亡率在不同浓度的 ＭＰＡ处理后两
组间差异显著，进一步证实了 ＭＰＡ具有诱导结肠

癌细胞凋亡作用。ＦＣＭ 检测显示：ＭＰＡ 作用后

ＬＳ１７４Ｔ细胞表面Ｆａｓ阳性细胞比例６０．３％升高到

９７．９％，平均荧光强度从１．７６增强到６．７１。Ｆａｓ低
表达是肿瘤细胞产生凋亡抗性的重要机制之一。因
此，上调Ｆａｓ在肿瘤细胞的表达，增强了对凋亡的敏
感性，是启动凋亡的重要手段。大肠癌的细胞凋亡
可能是通过癌细胞表面特殊受体Ｆａｓ等起作用而诱
导。虽然Ｆａｓ／ＦａｓＬ系统在恶性疾病中的生物学作
用还没完全了解，但它在凋亡中的作用表明了它可
以作为肿瘤生长的抑制因子。根据Ｆａｓ信号可以诱
导某些肿瘤细胞凋亡的特点，利用特异性抗体或配
体作为拮抗剂，可以产生有效的抗肿瘤治疗作用［５］，
而细胞膜表达有功能的Ｆａｓ蛋白，并且其表达量一
定强度是通过Ｆａｓ／ＦａｓＬ途径诱导凋亡作用的首要
条件［６］。通过某些药物可以上调Ｆａｓ的表达水平，
进行基因的转录来提高Ｆａｓ表达水平也是有效的方
法。推测 ＭＰＡ促进结肠癌ＬＳ１７４Ｔ细胞凋亡的机
制是由于诱导细胞表面Ｆａｓ表达所导致的。

　　由此可见，ＭＰＡ能抑制结肠癌细胞增殖，诱导
和促进ＬＳ１７４Ｔ细胞株的细胞凋亡，促凋亡机制与
诱导Ｆａｓ表达有关，可能是 ＭＰＡ抗肿瘤作用的机
制之一。
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