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糖皮质激素抑制人前列腺癌ＰＣ３细胞系增殖的可能机制

王　燕，陈玉霞，刁　飞，卢　建

（第二军医大学基础医学部病理生理学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：观察地塞米松对前列腺癌ＰＣ３细胞中转录因子 ＮＦκＢ及其下游靶基因ｃｙｃｌｉｎＤ１的调节作用，探讨其抑制

ＰＣ３细胞增殖的可能机制。方法：ＭＴＴ法检测地塞米松对ＰＣ３细胞增殖的影响；转染和报告基因的方法比较多种肿瘤细

胞中ＮＦκＢ的基础转录活性并检测地塞米松对ＰＣ３细胞ＮＦκＢ转录活性的调节；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测地塞米松对ＰＣ３细胞

ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达的影响。结果：地塞米松抑制ＰＣ３细胞的增殖；ＰＣ３细胞中 ＮＦκＢ处于组成型激活状态，地塞米松抑制

ＰＣ３细胞中转录因子ＮＦκＢ的转录活性；地塞米松下调ＰＣ３细胞中ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达。结论：地塞米松抑制前列腺癌

ＰＣ３细胞的增殖，这可能与其抑制转录因子ＮＦκＢ的转录活性及其下游的靶基因ｃｙｃｌｉｎＤ１的蛋白表达有关。
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　　国内外研究发现，糖皮质激素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ，

ＧＣ）能通过诱导ＴＧＦβ１
［１］和对细胞周期Ｇ１期的阻

滞［２］抑制细胞的增殖，但作用机制仍然不甚清楚。

转录因子ＮＦκＢ在多种肿瘤细胞中具有促进增殖

和抑制凋亡的作用［３］，但在雄激素非依赖性前列腺

癌 （ＡＩＰＣ）细胞如ＰＣ３中，ＮＦκＢ是否介导了Ｄｅｘ
对该细胞增殖的抑制作用并未见报道。本研究主要

观察人工合成的ＧＣ———地塞米松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，

Ｄｅｘ）对ＰＣ３细胞 ＮＦκＢ转录活性的影响，以进一

步揭示ＧＣ抑制细胞增殖的机制。

１　材料和方法

１．１　材料　含有转录因子ＮＦκＢ反应元件（２个拷

贝）的荧光素酶（ｌｕｃ）报告基因质粒ｐＧＬ３ＮＦκＢｌｕｃ
由我校基础医学部免疫学教研室徐红梅博士馈

赠［４］；内参照ｐＲＬＴＫＲｅｎｉｌｌａｌｕｃ质粒、双荧光素酶

检测试剂盒、Ｄｅｘ以及小鼠抗兔ＡＰ（碱性磷酸酶）标

记的二抗购自Ｓｉｇｍａ公司；小牛血清购自ＰＡＡ公

司，ｃｙｃｌｉｎＤ１一抗购自ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ公司。

１．２　细胞及细胞培养　ＡＩＰＣ细胞株ＰＣ３（来源于

人前列腺癌骨转移组织），人卵巢癌细胞株 ＨＯ

８９１０，人 宫 颈 癌 细 胞 株 ＨｅＬａ，人 肝 癌 细 胞 株

ＳＭＭＣ７７２１，胰腺癌细胞株ＳＷ１９９０常规培养于

含１０％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，在３７℃、

５％ＣＯ２培养箱中孵育，每周传代１～２次。

１．３　细胞瞬时转染　按ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染
试剂盒说明书，ＰＣ３细胞（２×１０５／孔）接种于２４孔
培养板，２４ｈ内共转染４００ｎｇｐＧＬ３ＮＦκＢｌｕｃ质
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粒和１ｎｇｐＲＬＴＫＲｅｎｉｌｌａｌｕｃ质粒。其他肿瘤细
胞的处理同ＰＣ３细胞。６ｈ后换以含１％去激素血
清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，３７℃恢复６ｈ，０、０．１、１、

１０、１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ分别处理１８ｈ，或者１００
ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ处理０、４、８、１２、１８、２４ｈ，对照细胞加与

Ｄｅｘ等体积的无水乙醇。双荧光素酶检测系统检测
荧光素酶的活性。

１．４　细胞增殖实验（ＭＴＴ法）　ＰＣ３细胞（１×
１０４／孔）接种于２４孔板内，无血清ＲＰＭＩ１６４０培养
基饥饿细胞２４ｈ后，分别换成含５％去激素血清和

０、１、１０、１００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ的培养液，对照细胞加与

Ｄｅｘ等量的无水乙醇，每一浓度设４个平行孔。隔
日换液，细胞分别培养２、４、６ｄ后，加３００μｌ含５
ｍｇ／ｍｌＭＴＴ溶液（３０μｌ）的培养液，继续培养４ｈ，
弃去上清，加ＤＭＳＯ３００μｌ每孔，振荡混匀后用酶
联检测仪检测５７０ｎｍ波长处的Ｄ值。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法　ＰＣ３细胞接种于６孔板，
同上用０、０．１、１、１０、１００、１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ处理细
胞２４ｈ，１００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ处理细胞０、４、８、１２、２４、３６
ｈ，裂解液裂解细胞后超声，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ，得上清液为待检蛋白样品，沸水浴加热上清液
使样品变性，经ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳后转膜至
硝酸纤维膜上，然后与ｃｙｃｌｉｎＤ１一抗反应过夜，免疫
复合物与ＡＰ标记的兔二抗反应并显色。

１．６　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示，所有实验至
少重复３次，两两比较用ｔ检验。

２　结　果

２．１　Ｄｅｘ抑制人前列腺癌ＰＣ３细胞的增殖（ＭＴＴ
法）　与对照细胞相比，１、１０和１００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ在
第６天对ＰＣ３细胞的增殖抑制率分别是（１５．５±
０．６）％、（２４．９±０．７）％、（４５．４±０．８）％，均有显著
性差异（Ｐ＜０．０１）。见图１。

图１　Ｄｅｘ抑制人前列腺癌ＰＣ３细胞的增殖

Ｆｉｇ１　ＤｅｘｉｎｈｉｂｉｔｅｄｇｒｏｗｔｈｏｆＰＣ３ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．２　ＰＣ３ 细胞中 ＮＦκＢ 基础转录活性的检

测　ＰＣ３细胞 ＮＦκＢ的基础转录活性分别是卵巢

癌 ＨＯ８９１０细胞、宫颈癌 ＨｅＬａ细胞、肝癌ＳＭＭＣ

７７２１细胞和胰腺癌ＳＷ１９９０细胞的１５．１、１３．２、

８．８和２．１倍，这表明ＰＣ３细胞中ＮＦκＢ处于组成

型激活状态。

２．３　Ｄｅｘ抑制ＰＣ３细胞中 ＮＦκＢ的转录活性　
Ｄｅｘ能够以时间和浓度依赖的方式抑制 ＮＦκＢ报

告基因的转录活性，１００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ处理细胞１８

ｈ，ＮＦκＢ的转录活性抑制率为（３８±１．８）％（Ｐ＜
０．０１）。

２．４　Ｄｅｘ抑制ＰＣ３细胞中ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达　Ｄｅｘ
能够以时间和浓度依赖性方式抑制ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的

表达。其中，１００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ处理２４ｈ组的ｃｙ

ｃｌｉｎＤ１的表达量为对照的（７１±１．３）％（Ｐ＜０．０５）。

见图２。

图２　Ｄｅｘ以浓度依赖（Ａ）和时间依赖（Ｂ）的

方式下调ＰＣ３细胞中ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＤｅｘｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＤ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

ａｄｏｓｅ（Ａ）ａｎｄｔｉｍｅ（Ｂ）ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒｉｎＰＣ３ｃｅｌｌｓ
　１６：０，０．１，１，１０，１００，１０００ｎｍｏｌ／ＬＤｅｘ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；７１２：０，４，

８，１２，２４，３６ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＤｅｘ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３　讨　论

　　ＰＣ３细胞是雄激素非依赖性前列腺癌（ＡＩＰＣ）

细胞。ＮＦκＢ是一个多功能的转录因子，与肿瘤的

增殖促进和凋亡抑制等有关［３］。国外的研究表明在

ＡＩＰＣ细胞（如ＰＣ３细胞）中 ＮＦκＢ是组成型激活

的［５］。ＮＦκＢ在多种肿瘤细胞中，能通过促进多种

下游靶基因的表达，如促进增殖的基因ｃｍｙｃ、ｃｙ

ｃｌｉｎＤ１和ＩＬ６；抗凋亡基因Ｂｃｌ２；促进血管形成基

因ＩＬ８、ＶＥＧＦ ；促进转移和侵袭的基因 ＭＭＰ９、

ｕＰＡ、ｕＰＡ受体等，促进肿瘤的发生发展［６～８］。

　　ＧＣ能够抑制多种肿瘤细胞的增殖，但是作用机

制仍然不甚清楚。已证明ＧＣ能通过抑制ＮＦκＢ的



第８期．王　燕，等．糖皮质激素抑制人前列腺癌ＰＣ３细胞系增殖的可能机制 ·８８７　　 ·

活性发挥其抗炎作用，也有报道在 ＡＩＰＣ细胞系

ＤＵ１４５中，ＧＣ能抑制 ＮＦκＢ的核转位［９］。本实验

采用含有ＮＦκＢ反应元件的荧光素酶报告基因，检

测了地塞米松对ＮＦκＢ转录活性的影响，结果证实

地塞米松能够抑制 ＮＦκＢ的转录活性，我们还证

实，Ｄｅｘ能抑制ＰＣ３细胞中ＮＦκＢ靶基因ｃｙｃｌｉｎＤ１
蛋白的表达。这些结果提示ＧＣ抑制ＮＦκＢ的转录

活性可能是ＧＣ抑制ＰＣ３细胞增殖的重要机制之

一。由于目前ＡＩＰＣ没有有效的治疗药物，ＧＣ能抑

制ＡＩＰＣ的增殖为ＧＣ今后用于ＡＩＰＣ治疗提供了

可能性和理论依据。
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茶

我校承办第三届中波军事医学研讨会

　　应总后卫生部邀请，波兰军队卫生部部长康德拉克准将率卫生代表团一行６人，于今年７月２日至７月７日来华访问并参

加由总后卫生部主办、我校承办的第三届中波军事医学研讨会。

　　本届中波军事医学研讨会主题为“灾害医学及维和行动卫勤保障”，议题包括多国维和行动卫勤保障；生物突发事件与生

物防御；呼吸与感染性疾病的预防与处理；战创伤与复合伤救治。波兰军队卫生代表团全体成员、总后卫生部副部长袁永林少

将和来自南京军区、沈阳军区、各军医大学、总后直属医院等８０名与会代表参加了会议。此次会议的成功举办，增进了中波两

国、两军的相互了解和友谊，促进了两国、两军卫勤部门的交流与合作。


