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键合多西紫杉醇的聚乳酸聚乙二醇嵌段共聚物对前列腺癌ＰＣ３细胞
增殖抑制作用
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２．吉林省肿瘤医院泌尿外科，长春１３００１２

３．中国科学院长春应用化学研究所高分子物理与化学国家重点实验室，长春１３００２２
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　　［摘要］　目的　研究键合多西紫杉醇（ＴＳＤ）的聚乳酸聚乙二醇嵌段共聚物（ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ）对人前列腺癌细胞ＰＣ３的增
殖抑制作用。方法　ＴＳＤ、ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ和聚乳酸聚乙二醇（ＰＬＡＰＥＧ）作用于ＰＣ３细胞，应用 ＭＴＴ法检测各组药物在不同
浓度下作用２４、４８、７２ｈ后ＰＣ３细胞的抑制率，应用流式细胞仪检测ＰＣ３细胞周期变化，应用电镜观察ＰＣ３细胞凋亡的形态学

特征。结果　ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ和ＴＳＤ比较，对ＰＣ３细胞的增殖抑制作用相似（Ｐ＞０．０５），并且两组均具有浓度和时间依赖性，
随药物浓度和作用时间的增加，抑制率逐渐增高。ＰＬＡＰＥＧ和对照组比较，对ＰＣ３细胞的增殖没有影响（Ｐ＞０．０５）。流式细胞

仪检测结果显示：ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ和ＴＳＤ两组ＰＣ３细胞明显阻滞于Ｇ２／Ｍ期，两组相比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），与对照

组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。电镜观察：ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ和ＴＳＤ两组ＰＣ３细胞凋亡的形态学特征一致。结论　ＰＬＡ
ＰＥＧ／ＴＳＤ与ＴＳＤ相比较，抑制ＰＣ３细胞增殖的特点和机制相似，ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ在治疗前列腺癌方面有研究价值。
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　　近年来，以多西紫杉醇（ｄｏｃｅｔａｘｅｌ，ｔａｘｏｔｅｒｅ，ＴＳＤ）为基

础的联合化疗被证实可延长激素抵抗性前列腺癌（ＨＲＰＣ）

患者的生存期［１２］。聚乳酸聚乙二醇嵌段共聚物（ＰＬＡ

ＰＥＧ）是由疏水部分和亲水部分共聚而成的，这种两亲性共

聚物在水溶液中能形成具有壳核结构的胶束，有利于携带

药物［３］，实现药物的靶向性作用［４］、缓释作用［５］等。本实验

研究ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ对激素非依赖性前列腺癌ＰＣ３细胞的

增殖抑制作用特点，为其进一步研究提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料　ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ、ＰＬＡＰＥＧ由中国科学院长春

应用化学研究所合成。人前列腺癌 ＰＣ３细胞（购自宝泰克

公司）培养于含１０％小牛血清（购自ＢＩＯＣＨＲＯＭＡＧ公司）

的ＲＰＭＩ１６４０培养液（购自 Ｇｉｂｃｏ公司）中，培养液中添加

１００Ｕ／ｍｌ青霉素和１００μｇ／ｍｌ链霉素。孵箱中常规培养

（３７℃，５％ＣＯ２，饱和湿度），２～３ｄ消化传代１次，待细胞进

入对数生长期后备用。

１．２　细胞增殖抑制率检测（ＭＴＴ）实验　消化对数生长期

的ＰＣ３细胞，制成５×１０４／ｍｌ细胞悬液，接种于９６孔平板，

每孔加入５×１０３细胞悬液，置于３７℃、５％ＣＯ２条件下培养

２４ｈ，使细胞贴壁。分别加入不同浓度（０．１、０．５、１、５、１０、５０、

１００μｍｏｌ／Ｌ）的 ＴＳＤ、ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ 和ＰＬＡＰＥＧ２００μｌ，

并用 ＲＰＭＩ１６４０培养液设对照组。分别培养２４、４８、７２ｈ，

采用 ＭＴＴ法，加 ＭＴＴ工作液２０μｌ／孔，置３７℃、５％ＣＯ２培

养箱中孵育４ｈ，小心吸去上清，加入二甲基亚砜０．１５ｍｌ／

孔，置平板振荡器上振荡１０ｍｉｎ。用ＢｉｏＲｅｄ５５０酶标仪测

定４９０ｎｍ波长处的光密度值（Ｄ 值）。实验重复３次，设复

孔５个，检测各组细胞的抑制率。细胞增殖抑制率 ＝（对照

孔Ｄ值－实验孔Ｄ值）／对照孔Ｄ值×１００％。

１．３　电镜检测　ＰＣ３细胞中分别加入５０μｍｏｌ／Ｌ的ＴＳＤ、

ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ和 ＲＰＭＩ１６４０培养液，２ｄ后消化并收集细

胞，戊二醛固定，丙酮逐级脱水，用 Ｅｐｏｎ８１２包埋，进行超薄

切片，拍摄电镜照片，观察超微结构。

１．４　流式细胞仪检测细胞周期变化　取对数生长期细胞，

制成５×１０５／ｍｌ浓度的细胞悬液，接种于２４孔板。２４ｈ后

更换培养液，分别加入浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ 的 ＰＬＡＰＥＧ／

ＴＳＤ、ＴＳＤ和 ＲＰＭＩ１６４０培养液。在４８ｈ后分别消化各组

细胞，制成细胞悬液，ＰＢＳ溶液洗涤２次，加入７０％冷乙醇，

４℃固定２４ｈ。将制备好的单细胞悬液离心（２３０×ｇ，１０

ｍｉｎ），弃去固定液，冷ＰＢＳ漂洗２次 （２３０×ｇ，５ｍｉｎ），调整

细胞密度为１×１０９／Ｌ，加入 ＰＩ染液，避光染色３０ｍｉｎ，消化

后的细胞悬液用３００目的尼龙膜过滤。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件。计量资料以珚ｘ±ｓ
表示，均数间比较采用ｔ检验，样本率的比较采用χ

２检验。
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检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ对 ＰＣ３细胞增殖抑制作用　用ＴＳＤ
和ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ处理的ＰＣ３细胞，随浓度的增加和作用

时间的延长，抑制率增加。ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ组和 ＴＳＤ组差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。用ＰＬＡＰＥＧ和ＲＰＭＩ１６４０培

养液处理的ＰＣ３细胞增殖抑制率差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。见图１。

图１　ＰＣ３细胞经各组药物不同浓度下作用之后的抑制率

Ａ：作用２４ｈ；Ｂ：作用４８ｈ；Ｃ：作用７２ｈ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．２　细胞凋亡超微结构变化　ＰＣ３细胞分别经ＰＬＡＰＥＧ／

ＴＳＤ和ＴＳＤ作用４８ｈ后，细胞凋亡的超微结构变化特征一

致。早期凋亡细胞表现为细胞基质浓缩，电子密度变深，细

胞核异染色质边集，线粒体内室肿胀；晚期凋亡细胞基质进

一步浓缩，电子密度更深，染色质逐渐凝聚，呈新月状附于核

膜周边，细胞核固缩、核膜内陷，碎裂成小块，直至形成许多

形态各异的凋亡小体。

２．３　应用流式细胞仪检测　经ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ和 ＴＳＤ作

用４８ｈ后的ＰＣ３细胞明显阻滞于Ｇ２／Ｍ 期，两组间差异无

统计学意义（Ｐ＞０．０５），与对照组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　各组ＰＣ３细胞经药物作用４８ｈ后细胞周期分布
（％，ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

组别 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

对照组 ６７．５９±５．３６ １９．５３±３．８２ １２．８７±３．０７
ＴＳＤ组 ２８．０１±４．２１ ２０．６４±３．１７ ５１．３５±４．５６

ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ组 ３２．６９±４．５７ １８．５９±４．２６ ４８．７２±３．８３

　Ｐ＜０．０５与对照组比较

３　讨　论

　　前列腺癌的治疗以内分泌治疗为主，但多数在内分泌治

疗开始后的１８个月左右进展为 ＨＲＰＣ，ＨＲＰＣ患者的中位

生存时间大约为１０～２０个月。美国临床肿瘤学会于２００４年

年会上报道了ＴＡＸ３２７［１］和ＳＷＯＧ９９１６［２］这２个Ⅲ期临床试

验结果，从而确立了ＴＳＤ作为 ＨＲＰＣ治疗的核心地位。

　　ＴＳＤ是紫杉醇的衍生物，紫杉醇是从紫杉的树皮中提取

的一种化合物，具有抗癌作用。临床试验中，应用ＴＳＤ的患

者不良反应较为明显，表现为胃肠道的症状（如恶心、呕吐）

加重，心血管系统的不良事件（如静脉血栓、肺栓塞等）增

多［１］。

　　本研究旨在应用ＰＬＡＰＥＧ作为ＴＳＤ的载体，以期实现

药物靶向治疗肿瘤，增加ＴＳＤ的药效，减小其副作用。作为

药物载体，ＰＬＡＰＥＧ具有如下特点和优势：（１）ＰＬＡＰＥＧ具

有两亲性，在水溶液中能形成核壳结构的胶束［５］；（２）用

ＰＬＡＰＥＧ胶束载药有利于难溶性药物在血液中溶解，同时

对药物还有控释作用［５］；（３）ＰＬＡＰＥＧ胶束的壳层结构、粒

子大小等特点使其可以避免被网状内皮系统（ＲＥＳ）摄取，具

有较长的血液循环时间；ＰＬＡＰＥＧ胶束具有抗蛋白质或多

肽黏附的特点，减小了细胞非特异性黏附的可能性，避免了

被单核吞噬细胞系统（ＭＰＳ）吞噬［４］；（４）借助 ＥＰＲ效应，

ＰＬＡＰＥＧ胶束对肿瘤可产生被动靶向性；（５）ＰＬＡＰＥＧ具

有良好的生物相容性，并具有生物降解性质，其代谢产物通

过肾脏等排出；（６）ＰＬＡＰＥＧ表面有活性基团，可以连接靶

向配基、特异性抗体等［４］。

　　本实验中，ＭＴＴ的结果显示ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ和ＴＳＤ相

比较具有相似的抗肿瘤细胞疗效，对ＰＣ３细胞的抑制作用

具有浓度和时间的依赖性。ＰＬＡＰＥＧ对ＰＣ３细胞的增殖

没有抑制作用，这说明ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ对ＰＣ３细胞的抑制

作用是源于 ＴＳＤ，而ＰＬＡＰＥＧ仅仅起到药物载体的作用。

电镜结果和流式细胞仪检测结果显示，ＰＬＡＰＥＧ／ＴＳＤ和

ＴＳＤ在诱导细胞凋亡的机制上是相似的，即抑制微管解聚，

干扰细胞的有丝分裂，使ＰＣ３细胞阻滞于Ｇ２／Ｍ期。
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