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【摘( 要】目的：探讨雄激素受体（NQ）在前列腺癌激素依赖

特性转变过程中的可能作用* 方法：分别应用 T,<9,B6 O-=9 和

Q+#UIQ 法检测四种前列腺癌细胞株（VWI2U，IY，IY#$ 及 IY#
$O）的 NQ 蛋白表达差异和转录活性差异状况，并初步分析

其在前列腺癌雄激素依赖特性转化过程中所发挥的作用*
结果：NQ 在雄激素依赖的低转移性细胞株 VWI2U 中的蛋白

表达量和转录活性最低，同时 NQ 在雄激素非依赖的高转移

性细胞株 IY，IY#$ 及 IY#$O 细胞株中的蛋白表达、转录活性

却逐渐增高* 结论：NQ 在雄激素依赖特性和转移潜能不同的

前列腺癌细胞株之间确实存在着有意义的差异表达，而这种

表达差异可能在影响前列腺癌激素依赖特性转变过程中发挥

重要作用*
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DE 引言

恶性程度低的部分前列腺癌（ AB=<9293> >2B>36=#
12，UIN）患者可以长期带瘤生存，部分恶性程度高

的 UIN 患者却进展很快、广泛转移，尤其易对抗雄激

素治疗产生耐受特性，是导致复发和死亡的主要原

因* 对于雄激素非依赖前列腺癌（265B=E,6 365,A,65#
,69 AB=<929, >26>,B，N[UI）的发生原因，尽管已做了大

量基础与临床的研究工作，但是确切分子机制目前仍

然不清楚* 因此我们采用能模拟 UIN 临床进展过程

的细胞模型，即 VWI2U \ IY#$ 细胞系列（ 包括 IY，IY#
$，IY#$O 细胞），检测低转移的雄激素依赖型前列腺

癌细胞（N@UI）细胞 VWI2U 和高转移的 N[UI IY，

IY#$，IY#$O 细胞中雄激素受体（ 265B=E,6 B,>,A9=B，
NQ）的蛋白表达和基因转录活性，旨在探讨 NQ 在

UIN 细胞雄激素依赖特性转变过程中可能的作用*

FE 材料和方法

F* FE 材料E 人 U>2 细胞株 VWI2U 及其亚细胞系 IY，

IY#$ 和 IY#$O 细胞均由美国 01=B? 大学 V,-265 T]
I4:6E 教授馈赠* +B3P=- 购自 [6M39B=E,6 公司* Q+ 及

UIQ 试剂盒均购自 F,B1,692< 公 司* 小 鼠 抗 人 NQ
1NS 购自美国 ^2692 IB:P 公司，兔抗人 !#2>936 1NS
及辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠和羊抗兔二抗均购

自武汉博士德公司*
F* GE 方法

!* $* !( 细胞培养( 用含 !"" 1V \ V 胎牛血清（ 杭州

四季青公司）的 +#1,53:1（美国 _3S>= 公司）在 ’%‘，
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!" #$ % $ &’( 的孵箱内培养，以 )* (! + % $ 胰酶和 "* (
+ % $ ,-./ 的混合液消化传代*
)* (* ( 0 1.23&10 提取细胞总 14/［ 方法参照分子

克隆指南（第 5 版）］* 1.23&1 反应："* ! #$ 离心管

中加入 6 !+ 总 14/，’78+9（:.）); !$，加 -,3& 处

理水至 )( !$，<"=温浴 ! #8> 后取出冰浴，依次加入

! ? 反应缓冲液 6 !$，)" ##97 % $ :4.3 ( !$，14/ 酶

抑制剂 ) !$（(" @），5<= 温浴 ! #8> 后，加 ) !$
（("" @）A2AB$C 逆转录酶，混匀后 6(= 温浴 ) D，

<"=灭活 )" #8>* 3&1 反应体系为 ( ? 反应缓冲液

)(* ! !$、引物正反义链各 "* ! !$、模板 -4/ ( !$ 以

及 -,3& 处理水 E* ! !$ 至终体积 (! !$* /1 的反应

参数：E5= 5 #8>，进入循环，E5= 6! F，!!= 6! F，
<(= 6! F；(E 个循环，<(= )" #8>* "2GHI8> 的反应参

数：E6= 5 #8>，进入循环，E6= 6! F，!;= 6! F，<(=
6! F；(E 个循环后，<(= ! #8>* /1 引物正义链：!J
K&//.&/...&.K&.KK&K&/ 5J，反 义 链：!J /K&2
./&.&&KK/&&../&K 5J* "2GHI8> 正 义 链：!J K.2
KKKK&K&&&&/KK&/&&/ 5J，反义链：!J &..&&../2
/.K.&/&K&/&K/...& 5J* 引物由上海生物工程公

司合成*
)* (* 50 蛋白提取0 将处于对数生长期且状态良好的

细胞，用 )" + % $ 4326" 细胞裂解液（)" + % $ 4326"，

LM <* 6 .N8F 碱 !" ##97 % $，4G&7 )!" ##97 % $，) + % $
O-O，! + % $ 脱氧胆酸盐，("" #+ % $ 苯甲基磺酰氟，!"
#+ % $ 抑肽酶）裂解细胞，震荡混匀* 6=静置 5" #8>，

然后在 6=条件下，( "P(< ! 离心 )" #8>，提取上清总

蛋白* 用考马斯亮蓝 K2(!" 定量，最后 )""=沸水中

变性 )" #8>*
)* (* 6 0 QRFIRN> S79I 0 按 每 孔 (" !+ 上 样，O-O2
3/K, E" C 电压下分离，再用 (! C 电压将凝胶上的

蛋白半干转至硝酸纤维素膜（4& 膜）上* ! + % $ 脱脂

奶粉将膜封闭 ( D 后，加入一抗（ 小鼠抗人 /1，稀释

度为 )T5""；兔抗人 "2GHI8>，稀释度为 )T5"""），6=孵

育过夜，.SO 充分漂洗后加入辣根过氧化物酶标记的

二抗（稀释度为 )T5"""）孵育 ( D* 化学发光显色*

!" 结果

!# $" %& 在不同雄激素依赖特性细胞株中的蛋白差

异表达情况 " QRFIRN> S79I 显示 /1 在 $4&G3，&6，

&62( 及 &62(S 细胞中均有较高程度的表达（ 图 )），

随着肿瘤细胞的恶性程度增强而表达逐渐增强* 这

表明，/1 在 $4&G3，&6，&62( 及 &62(S 细胞中的表达

可能与细胞适应低水平雄激素环境的能力有关系*
!# !" 不同雄激素依赖特性细胞株中的 %& 基因转录

活性分析" /1 #14/ 在激素依赖特性及转移特性

不同的 $4&G3，&6，&62( 及 &62(S 细胞中均可被扩增

出来，尤其在雄激素非依赖的高转移特性的细胞系

&6，&62(，&62(S 中，转录活性更高（ 图 (）* 这表明，

/1 转录活性增强可能与细胞的雄激素非依赖特性

机制有关*

图 )0 /1 在不同雄激素依赖特性细胞株中的蛋白差异表达

图 (0 不同雄激素依赖特性细胞株中的 /1 基因转录活性分析

’" 讨论

雄激素非依赖性 3&/ 的确切发生机制尚未完全

明了，关于 3&/ 雄激素敏感性改变的原因，主要有几

个假说［) U (］* 这些研究说明了 3&/ 激素依赖特性转

变机制的复杂性，此外，组织学标本的体内生物学差

异，或非亲本细胞株之间的基因差异等因素也存在影

响* 因此，对于 3&/ 生物学特性转变机制的研究，由

于缺乏准确模拟其临床进展特点的细胞和动物模型，

从而限制了相关研究的进展*
$4&G3 细胞是 /-3& 细胞，几乎无侵袭及转移能

力，而且在裸鼠体内成瘤率低* 而 $4&G3 细胞亚系

&6，&62(，&62(S 为 /V3& 细胞，不但可以在去势裸

鼠体内生长成瘤，而且局部侵袭及远处转移能力逐渐

增强，尤其是特异性骨转移倾向逐渐明显，为研究

3HG 的进展机制建立了很好的研究平台［5］*
我们应用同一亲本起源的 $4&G3 % &62( 细胞模

型，观察 /1 在其中的蛋白表达和基因转录活性，发

现二者均随着细胞激素依赖特性改变和转移能力增

强而增强* 我们认为，这与 3&/ 细胞适应低水平雄

激素环境密切相关，/1 表达及转录水平的升高，使

/1 对低浓度雄激素的敏感性增强，3&/ 细胞失去对

正常生长的调控，在极低浓度雄激素环境下仍能无限

增殖，这可能是 /V3& 产生的重要机制之一*
过去认为 /V3& 是由于 /1 表达蛋白下调或缺乏

引起，但是，SN9W> 等［6］检查 ); 例 /V3& 的 /1 和 E
例原发肿瘤相比较，应用 XVOM 分析发现 E % ); 的 M12
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!" 有 #$ 基因扩增，而未治疗的原发前列腺癌中无

#$ 基因扩增，提示 #%!" 有 #$ 基因的扩增& 国内张

勇等［’］采用 $(# 法研究证实，#%!" 的 #$ 表达量高

于 #)!" 的 #$ 表达量& 甘道举等［*］用免疫组化两

步法检测 +’ 例国人 #%!" 发现，+ 例（+ , +’）#%!" 无

#$ 表达，其余 +- 例（+- , +’）#$ 表达均为强阳性，

#%!" 的 #$ 染色的平均光密度值较 #)!" 升高，表

明 #%!" 有更高的 #$ 基因扩增率& "./0 等［1］还证

实，23 4的 #%!" 存在 #$ 基因扩增及 #$ 转录水平

升高& 这与我们的研究结果类似&
研究发现，#$ 转录除可以被雄激素5受体信号途

径激活外，还可以被该路径以外的旁路所激活& 生长

因子（如 %67，867，967!，:67），;<$<，9<，%;5*
等调控失衡后，均可通过自分泌或旁分泌的方式直接

或间接改变 #$ 的磷酸化状态，激活 #$ 的转录［=］&
研究表明，多数生长因子信号传导都是经过一系列酪

氨酸磷酸化过程实现的，在这个过程中，有丝分裂激

活蛋白激酶（>#!:）磷酸化激活显得尤为重要，#)5
!" 和 #%!" 细胞生长和增生都涉及到 >#!: 的磷酸

化激活& %;5* 可通过 >#!: 和 ?9#92 激活 #$［@］，无

需雄激素的参与& 这些生长因子通过旁路反常激活

#$ 可能为雄激素非依赖细胞提供了逃避正常生长

调控的途径，可能是激素治疗失败的又一个原因& 从

这个角度来看，我们的研究结果可以被理解为：#$
表达及转录水平的升高是细胞为接受雄激素以外的

其他细胞因子信号作准备，通过变异的 #$ 信号传导

途径激活 !"# 细胞的增殖和进展& 本研究进一步确

认了 #$ 转录增强和表达增高与 !"# 的激素依赖特

性转变之间具有密切的联系&
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