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前列腺癌细胞系中ＳＴＡＴ３活性与顺铂敏感性之间的关系
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　　［摘要］　目的　研究前列腺癌细胞系中ＳＴＡＴ３活性与顺铂敏感性之间的关系。方法　通过免疫细胞化学和蛋白质印
迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测３种常见前列腺癌细胞系ＬＮＣａＰ、ＰＣ３、ＤＵ１４５基础ＳＴＡＴ３的活性；选取激素非依赖性细胞系

ＰＣ３、ＤＵ１４５，分别加入２ｎｇ／ｍｌ、２０ｎｇ／ｍｌ、２００ｎｇ／ｍｌ、２μｇ／ｍｌ、２０μｇ／ｍｌ顺铂检测细胞增殖抑制情况，蛋白质印迹法检测低浓

度顺铂作用ＤＵ１４５后ＳＴＡＴ３的活性变化。结果　激素非依赖性前列腺癌细胞系ＰＣ３、ＤＵ１４５中ＳＴＡＴ３的活性较激素依
赖性细胞系ＬＮＣａＰ中的高，且ＳＴＡＴ３活性较低的ＰＣ３细胞较ＤＵ１４５细胞对顺铂更敏感，低浓度顺铂长时间作用ＤＵ１４５后

可引起ＳＴＡＴ３活性上调。结论　ＳＴＡＴ３可能参与调节前列腺癌细胞对顺铂的敏感性。
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　　前列腺癌是美国及欧洲发达国家老年男性最常
见的恶性肿瘤之一，以往在我国肿瘤谱中属于小病
种而未受到足够重视。随着我国经济建设的发展和
人民生活水平的提高，社会老龄化、人口城市化、膳
食结构西方化的变化趋势明显，加之检测技术的不
断完善，近年来，我国前列腺癌发病率呈明显上升势
头。以上海市为例，前列腺癌的发病由２０世纪５０
年代的０．２／１０万人增至２０００年的７．７／１０万人，现
跃居男性泌尿生殖系肿瘤的首位［１］。而且，由于目
前对激素治疗复发耐药的前列腺癌尚缺乏有效治疗

手段，临床常用的放化疗效果十分有限。多项研究
表明，信号转导和转录激活子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ

ａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）在包括前
列腺癌在内的一系列实体肿瘤和血液系统肿瘤中都

有持续的表达［２５］。

　　顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ）是临床常用的化疗药物之
一，价格便宜，抗瘤谱广。既往研究表明，一系列以
铂类为基础的化合物，如ＰｔＣｌ４、ＣＰＡ１、ＣＰＡ７，显示
出特异的ＳＴＡＴ３抑制作用［６］。而且，另有研究提
示，铂类较其他多种抗肿瘤药能更有效地抑制 ＮＦ
κＢ的活性［７］，鉴于ＳＴＡＴ３与 ＮＦκＢ信号通路之间
的交互作用，提示ＤＤＰ可能影响ＳＴＡＴ３转导途径。
本研究通过检测ＳＴＡＴ３活性不同的前列腺癌细胞
系对ＤＤＰ敏感性的差异，以及ＤＤＰ对前列腺癌细
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胞ＳＴＡＴ３活性的影响，探讨ＳＴＡＴ３在ＤＤＰ敏感
性影响中可能起到的作用。

１　材料和方法

１．１　 细胞株 　 前列腺癌细胞系 ＬＮＣａＰ、ＰＣ３、

ＤＵ１４５购自上海中国科学院细胞库。

１．２　主要试剂　改良型 ＲＰＭＩ１６４０培养液购自

Ｈｙｃｌｏｎｅ公司、０．２５％胰蛋白酶加ＥＤＴＡ购自Ｇｉｂ
ｃｏ公司，ＤＭＳＯ购自吉诺生物医药技术有限公司，
兔抗人ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３单克隆抗体购自Ｅｐｉｔｏｍ
ｉｃｓ公司，注射用ＤＤＰ购自齐鲁制药有限公司。

１．３　细胞培养　ＬＮＣａＰ、ＰＣ３、ＤＵ１４５细胞所用培
养液均为含有１０％ＢＳＡ的ＲＰＭＩ１６４０（内含青霉素

１００Ｕ／ｍｌ，链霉素１００Ｕ／ｍｌ），培养于３７℃、５％
ＣＯ２及湿度９５％的培养箱中，单层传代培养，取处于
对数生长期的细胞进行实验。

１．４　免疫细胞化学　ＬＮＣａＰ、ＰＣ３、ＤＵ１４５这３种
细胞系按２×１０４／ｍｌ的细胞密度将细胞接种于盖玻
片上，待４ｈ后细胞贴壁每孔加培养液１ｍｌ，培养过
夜，４％冷多聚甲醛固定，兔抗人ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３
单克隆抗体工作浓度１１００。ＤＡＢ染色，光镜下观
察细胞胞质或胞核内出现棕褐色颗粒为阳性。

１．５　细胞蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测　各
种细胞用ＲＩＰＡ提取总蛋白，取同等量蛋白上样以

５％的浓缩胶、８％的分离胶进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，
电转蛋白至ＰＶＤＦ膜，５％ ＢＳＡ３７℃封闭１ｈ，与

１５００兔抗人ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３一抗４％孵育过

夜，ＰＢＳＴ 洗膜３次后与辣根过氧化物酶标记的

１１５００羊抗兔二抗室温孵育１ｈ。ＥＣＬ孵育３０ｓ，
暗室曝光并洗片。

１．６　细胞增殖实验　ＰＣ３、ＤＵ１４５细胞铺９６孔板，
每孔加入１×１０４个细胞，分别加入终浓度为２ｎｇ／

ｍｌ、２０ｎｇ／ｍｌ、２００ｎｇ／ｍｌ、２μｇ／ｍｌ、２０μｇ／ｍｌ的

ＤＤＰ培养液，以空白培养液为对照，分别培养２４、

４８、７２ｈ，加入５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ２０ｍｌ，３７℃培养４ｈ，
弃去培养液，加入１５０μｌＤＭＳＯ，置摇床上低速振荡

１０ｍｉｎ，在酶联免疫检测仪４９０ｎｍ处测量各孔的光
密度（Ｄ）值，计算细胞增殖抑制率：细胞增殖抑制率
（％）＝［（１－实验组Ｄ值）／对照Ｄ值）］×１００％。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０分析软件，实验
结果用成组设计ｔ检验、方差分析进行统计学分析，
检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＬＮＣａＰ、ＰＣ３、ＤＵ１４５前列腺癌细胞系ＳＴＡＴ３
活性比较　在光镜（×２００）下观察到３种前列腺癌
细胞系（ＬＮＣａＰ、ＰＣ３、ＤＵ１４５）经免疫细胞化学染色
后，均表达ＳＴＡＴ３和ｐＳＴＡＴ３，ｐＳＴＡＴ３表达主
要集中于胞核内（图１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显
示：３种前列腺癌细胞系ＳＴＡＴ３表达差异不大，且
进一步对条带进行标准化计算曲线下面积比较也显

示ＳＴＡＴ３表达差异不明显；但ｐＳＴＡＴ３表达差异
明显，ＤＵ１４５表达最强，ＰＣ３表达次之，ＬＮＣａＰ表达
最弱（图２）。

图１　３种前列腺癌细胞系ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３免疫细胞化学表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＴＡＴ３ａｎｄｐＳＴＡＴ３ｉｎｔｈｒｅｅｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｂｙｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＴＡＴ３ｉｎＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＳＴＡＴ３ｉｎＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＴＡＴ３ｉｎＰＣ３ｃｅｌｌｓ；Ｄ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｐＳＴＡＴ３ｉｎＰＣ３ｃｅｌｌｓ；Ｅ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＴＡＴ３ｉｎＤＵ１４５ｃｅｌｌｓ；Ｆ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＳＴＡＴ３ｉｎＤＵ１４５ｃｅｌｌｓ
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图２　３种前列腺癌细胞系ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＴＡＴ３ａｎｄｐＳＴＡＴ３ｉｎｔｈｒｅｅｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

２．２　ＤＤＰ 对 ＰＣ３、ＤＵ１４５ 细胞增殖影响的比
较　ＤＤＰ在超过一定浓度时，可杀灭及抑制前列腺
癌细胞ＤＵ１４５、ＰＣ３增殖，细胞增殖抑制率在一定
浓度范围内随 ＤＤＰ浓度增大而升高，相同浓度

ＤＤＰ对前列腺癌细胞增殖抑制率依赖于作用时间；
当ＤＤＰ浓度小于２００ｎｇ／ｍｌ，作用３ｄ，几乎均未观
察到对细胞增殖的明显抑制；当ＤＤＰ浓度较高时，
对ＰＣ３的增殖抑制作用较ＤＵ１４５明显（图３）。

图３　ＤＤＰ对两种前列腺癌细胞增殖抑制情况的比较

Ｆｉｇ３　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｏｎＤＵ１４５ａｎｄＰＣ３ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
Ａ：２４ｈ；Ｂ：４８ｈ；Ｃ：７２ｈ．Ｐ＜０．０５ｖｓＰＣ３ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　 低剂量 ＤＤＰ 长期作用 ＤＵ１４５ 细胞引起

ＳＴＡＴ３活性的改变　选择３ｄ内无明显细胞毒性
作用的浓度（２０ｎｇ／ｍｌ）ＤＤＰ作用ＤＵ１４５细胞，持续
检测ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３蛋白表达，发现ｐＳＴＡＴ３

的表达逐渐降低，在１ｈ时降到最低点，后出现反
弹，作用７ｄ观察到ｐＳＴＡＴ３一直在较高水平（较
基础值更高），具体见图４。

图４　２０ｎｇ／ｍｌＤＤＰ作用ＤＵ１４５细胞ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３随时间的变化

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＴＡＴ３ａｎｄｐＳＴＡＴ３ｉｎＤＵ１４５ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０ｎｇ／ｍｌＤＤＰ
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３　讨　论

　　作为ＪＡＫＳＴＡＴ 信号途径中的一个环节，

ＳＴＡＴ家族系一组介导细胞信号转导的胞质转录因

子。ＳＴＡＴ 特 异 性 信 号 的 持 续 表 达，尤 其 是

ＳＴＡＴ３，可通过影响肿瘤细胞凋亡［８］、肿瘤细胞血

管形成［９］、肿瘤免疫逃逸［１０］等机制促进肿瘤的生

长。

　　ＬＮＣａＰ、ＰＣ３及ＤＵ１４５是基础研究常用的３种

前列腺癌细胞系。ＬＮＣａＰ细胞系是１９７７年从一名

白人前列腺癌患者锁骨上淋巴结转移灶中分离所

得，其表达高亲和性的特异性雄激素受体，为激素依

赖性前列腺癌细胞系。ＬＮＣａＰ细胞系生长相对缓

慢，倍增时间约６０ｈ。ＰＣ３和ＤＵ１４５为经典前列腺

癌细胞系。ＰＣ３细胞系来源于前列腺癌骨转移灶，

高度转移潜能；ＤＵ１４５细胞系来源于前列腺癌脑转

移灶，中度转移潜能［１１］。两者均为激素非依赖性前

列腺癌细胞系，缺乏雄激素受体的表达。一些研究

者发现ＰＣ３细胞缺乏ＳＴＡＴ３的表达［１２１３］，而另一

些研究者发现该 ３ 种前列腺癌细胞系都显示

ＳＴＡＴ３组成性激活，但激素依赖性前列腺癌细胞系

ＬＮＣａＰ的ＳＴＡＴ３活性水平大大低于其他两种激素

非依赖性细胞系［５］，与本研究结果一致。这提示

ＳＴＡＴ３可能诱导前列腺癌向激素非依赖性阶段演

进，并且在激素非依赖性前列腺癌中对肿瘤细胞的

生长起重要促进作用。研究发现，ＩＬ６诱导的

ＳＴＡＴ３激活可使ＬＮＣａＰ细胞对抗雄激素剥夺引起

的凋亡［１４］。

　　ＤＤＰ是中心以二价铂同２个氯原子和２个氨

分子结合的重金属络合物，属细胞周期非特异性药

物，具有细胞毒性，可抑制癌细胞的 ＤＮＡ 复制过

程，并损伤其细胞膜上结构，有较强的广谱抗癌作

用，而且价格便宜。但由于前列腺癌细胞对ＤＤＰ敏

感性不高，因此ＤＤＰ尚未被列为前列腺癌的一线治

疗药物［１５］。本研究参考其他文献报道的ＤＤＰ体外

实验的有效浓度［７，１６］，选择较大范围浓度（２ｎｇ／ｍｌ、

２０ｎｇ／ｍｌ、２００ｎｇ／ｍｌ、２μｇ／ｍｌ、２０μｇ／ｍｌ）检测ＤＤＰ
对前列腺癌细胞的影响。结果发现ｐＳＴＡＴ３表达

较低的ＰＣ３较ＤＵ１４５对ＤＤＰ更敏感，而且进一步

对ＤＵ１４５细胞的研究发现，在细胞生长无明显抑制

的浓度下（２０ｎｇ／ｍｌ），ＳＴＡＴ３的活性经过短暂的抑

制后，被长久持续上调，提示ＳＴＡＴ３的激活可能参

与ＤＤＰ敏感性调节。目前，对ＤＤＰ的耐药机制已

有一定程度的认识，包括肿瘤内血流减少、细胞外环

境影响、药物摄入减少而外排增加、ＤＮＡ修复、错配

减少、细胞因子的异常表达等［１７］。

　　相关研究发现，ＳＴＡＴ３显性负性突变可使细胞

对同样作用于细胞ＤＮＡ的紫外线和丝裂霉素重获

敏感［１８］。这些证据表明，ＳＴＡＴ３可能是在ＤＤＰ耐

药中起关键作用的分子之一。在多种其他肿瘤中，

高表达ＳＴＡＴ３或ＳＴＡＴ３的持续性激活与ＤＤＰ耐

药有关，包括头颈部肿瘤［１９］、卵巢癌［２０］、非小细胞肺

癌［２１］等。由于ＳＴＡＴ３下游作用于细胞周期的因子

ＢｃｌｘＬ、ｍｃＬ１、ｃｙｃｌｉｎＤ１／Ｄ２ 和ｃｍｙｃ等可对抗ＤＤＰ
引起的细胞凋亡，因此ＳＴＡＴ３的激活可削弱ＤＤＰ
的抗肿瘤作用，从而表现出ＤＤＰ不敏感。反之，抑

制ＳＴＡＴ３的药物可增加肿瘤细胞对于 ＤＤＰ的敏

感性［２２］。目前对于激素非依赖性前列腺癌尚缺乏

有效治疗手段，抑制ＳＴＡＴ３在前列腺癌细胞中的

表达可能增加其对ＤＤＰ的敏感性，为前列腺癌的治

疗提供新思路，有待进一步实验证实。
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　　外科应用解剖学是外科各专业研究生必须掌握的基础课程。虽然外科各专业有其共性，但各专业研究生受学时的限制，

只能以掌握与本专业有关的内容为主。为便于外科各专业研究生学习，该书分为显微外科，四肢脊柱外科，胸部外科，腹、盆部

外科，头颈部外科和断层影像应用解剖学６篇，各篇内容均保持各自的相对独立性。研究生可以重点学习相关的选定篇章，其
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