
!""

#

!""

$

%&'()(

*+

,-

$

"&,./&,01

#

2

*

%134,0&

*

,"(

#

!基础研究!

白藜芦醇促进膀胱癌细胞对
896AS

凋亡诱导作用的研究
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摘要!目的
!

探讨白藜芦醇对膀胱癌细胞的作用及其与
YI\UO

联合对膀胱癌细胞的凋亡诱导作用及其可能的机制(方法
!

KYY

法检测白藜芦醇或"和
YI\UO

对膀胱癌细胞
5:9Q

和
Y;V

体外生长能力的影响(流式细胞术测定白藜芦醇和"或
YI\UO

对细胞凋亡和线粒体跨膜电位的影响(

d.E".'1 )̀("

检测白藜芦醇对死亡受体$

FI

'

V

%

5

与细胞凋亡相关蛋白表达水平的变化(

结果
!

KYY

证实白藜芦醇可抑制膀胱癌细胞体外生长能力&且呈剂量与时间依赖性(单独应用
YI\UO

未能抑制膀胱癌细胞

的生长&但与白藜芦醇联合应用时可显著抑制细胞的增殖速度(白藜芦醇能够诱导膀胱癌细胞发生凋亡&而
YI\UO

则不能诱导

细胞凋亡&但联合应用白藜芦醇和
YI\UO

可诱导膀胱癌细胞发生显著的凋亡(此外&在白藜芦醇或联合应用白藜芦醇与

YI\UO

可诱导肿瘤细胞丢失线粒体膜电位$

23

%

'&而单独应用
YI\UO

则未能诱导线粒体膜电位的丢失(

d.E".'1 )̀("

结果表

明&白藜芦醇可上调
FIV

和
FI5

的表达&并下调
]0)@;

与
E&'JAJA1

的表达(结论
!

白藜芦醇可抑制膀胱癌
5:9Q

和
Y;V

细胞增殖

并诱导细胞凋亡(此外&白藜芦醇可以提高膀胱癌细胞对
YI\UO

诱导的细胞凋亡作用(单独应用白藜芦醇或与
YI\UO

联合

应用可能成为临床膀胱癌治疗的新策略(

关键词!白藜芦醇#肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体$

YI\UO

'#膀胱癌#凋亡

中图分类号!

IQ9Q,6V

!!!

文献标志码!

\ @?A

!
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"

$

,AEE1,688P@7;P6,;86P,8;,869

收稿日期!
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!!!!

修回日期!

;867@68@98

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

>(,76686P9Q

'

通信作者!张鹏&副主任医师
,S@%GA)

!

2

#

À))

!

G)A

+

&1,0(%

作者简介!张栋$

6P78@

'&男$汉族'&博士学位&主治医师
,

研究方向!泌

尿系肿瘤
,S@%GA)

!

"A%̀.'0!G%

!

6;:,0(%

!!

肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体$

Y>N@'.)G"@

./G

#

(

#

"(EAE@A1/&0A1

*

)A

*

G1/

&

YI\UO

'是肿瘤坏死因

子超家族的新成员&通过与死亡受体$

/.G"!'.0.

#

@

"('

&

FI

'

@V

与
@5

结合选择性诱导肿瘤细胞凋亡而对

正常细胞无细胞毒作用&受到学者的广泛重视)

6@;

*

(

然而&近年的研究发现多数肿瘤细胞可耐受
YI\UO

的凋亡诱导作用&

FI

的表达变化%细胞内凋亡因子

与抗凋亡因子可能参与了这一过程)

9@V

*

(白藜芦醇

$

'.EJ.'G"'()

&

I.E

'是广泛存在于葡萄%花生和多种药

用植物中的一种多酚类化合物&其具有抗炎%抗氧化%

保护心血管及抗肿瘤等多种生物学作用)

5

*

&但其在膀

胱癌中的作用鲜见报道(本研究通过观察单独应用

I.E

或
I.E

联合
YI\UO

对膀胱癌细胞
5:9Q

与
Y;V

的增殖与凋亡诱导作用&探讨
I.E

对
YI\UO

诱导膀

6V6

现代泌尿外科杂志
!!

;86P

年
;

月第
;V

卷第
;

期
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胱癌细胞凋亡的影响及其机制&为膀胱癌的治疗提供

新的思路与治疗策略(

B

!

材料与方法

BFB

!

材料与试剂

BFBFB

!

细胞株
!

5:9Q

与
Y;V

细胞株购自上海中科

院生物化学与细胞生物学研究所(

B,B,C

!

主要试剂
!

I.E

%噻唑蓝$

KYY

'%

\11.-A1

_

"

MU

凋亡检测试剂盒%线粒体膜电位检测试剂盒均

购于美国
<A

*

%G@\)/'A0!

公司&

IMKU6:V8

细胞培养

基购自美国
ZÀ0(

公司&胎牛血清购自杭州四季青生

物工程材料有限公司&

FIV

%

FI5

%

]0)@;

与
E&'JAJA1

抗体均购自美国
<G1"GL'&2

公司&

SLO

试剂盒购自

美国
MA.'0.

公司(

BFC

!

实验方法

BFCFB

!

细胞培养
!

用含
68c

胎牛血清的
IMKU

6:V8

培养基在
9Q,5g

%

5cLC

;

的培养箱内培养以

6R;5

*

"

O

胰酶和
8R;

*

"

OSFY\

的混合液消化传代(

B,C,C

!

细胞活力测定
!

取对数生长期膀胱癌
5:9Q

与
Y;V

细胞&以
68

%

;8

%

V8

%

78

)

%()

"

OI.E

&加"不加

YI\UO

$

;81

*

"

%O

'分别作用
;V!

&每组设
9

个复

孔(加入
5%

*

"

%OKYY;8

)

O

&继续培养
V!

后小

心吸去上清&

FK<C

溶解结晶物&

VP81%

处用酶标仪

检测吸光度值$

\

'&计算细胞活力抑制率&计算公式!抑

制率
a

$

\

对照组
h\

药物组'"

\

对照组
i688c

(

B,C,D

!

流式细胞术
!

取对数期细胞&

V8

)

%()

"

O

I.E

&加"不加
YI\UO

$

;81

*

"

%O

'作用
;V!

后&常规

消化%离心收获细胞并用
M]<

清洗(按照凋亡试剂

盒说明用含
\11.-A1_@NUYL

和
MU

染色%线粒体跨

膜电位$

23

%

'测定用
L̂@6

染色后采用流式细胞仪

分析&测定细胞凋亡与
23

%

变化(

B,C,E

!

d.E".'1 )̀("

!

5:9Q

与
Y;V

细胞按
6i68

:

"

孔接种至
:

孔板(

98

)

%()

"

OI.E

培养
;V!

后&冰

M]<

小心洗涤后&蛋白提取液提取总蛋白(

6;,5c

<F<@M\ZS

电泳分离&电转法转至
M_FN

膜&用

FIV

%

FI5

%

]0)@;

%

E&'JAJA1

抗体
Vg

孵育过夜(辣根

过氧化物酶标记的二抗室温孵育
8,5!

&蛋白条带

SLO

试剂盒显色发光(

B,D

!

统计学方法
!

实验数据采用$

#b$

'表示&

<M<<

6V,8

分析软件处理&

%

检验分析组间差异&

!

"

8,85

为差异具有统计学意义(

C

!

结
!

果

CFB

!

9)/

单独应用或联合
896AS

可抑制膀胱癌细

胞体外增殖能力
!

单独应用
I.E

处理
;V!

后&膀胱

癌细胞
5:9Q

与
Y;V

的体外增殖能力受到抑制&且呈

剂量依赖性(联合应用
YI\UO

后&膀胱癌细胞体外

增殖能力抑制更加显著$图
6

'(

图
B

!

白藜芦醇加(不加
896AS

对膀胱癌细胞增殖能力的影响$

)

!

"

8,85

'

CFC

!

9)/

单独应用或联合
896AS

可诱导膀胱癌细

胞发生凋亡
!

应用流式细胞术检测单独应用
I.E

或

联合
YI\UO

对膀胱癌细胞的凋亡诱导作用(结果

表明&

V8

)

%()

"

OI.E

即可诱导膀胱癌细胞
5:9Q

与

Y;V

发生凋亡&但单独应用
YI\UO

并不能诱导膀胱

癌细胞凋亡&

I.E

联合
YI\UO

应用后膀胱癌细胞凋

亡显著增加$图
;

'&提示
I.E

可恢复
YI\UO

诱导肿

瘤细胞凋亡的能力(

CFD

!

9)/

单独应用或联合
896AS

可诱导膀胱癌细

胞发生
"#

*

丢失
!

我们进而用流式细胞术检测单
图

C

!

白藜芦醇对膀胱癌细胞凋亡的影响$

)

!

"

8,85

'

;V6

^K(/='()

&

_(),;V>(,;N.̀ ,;86P
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独应用
I.E

或联合
YI\UO

对膀胱癌细胞
23

%

的影

响(结果发现&

V8

)

%()

"

OI.E

即可诱导有效膀胱癌

细胞
5:9Q

与
Y;V

发生
23

%

的丢失&但单独应用

YI\UO

并不能诱导膀胱癌细胞发生
23

%

的丢失&

I.E

联合
YI\UO

应用后膀胱癌细胞
23

%

的丢失显

著增加$图
9

'(

图
D

!

白藜芦醇对膀胱癌细胞线粒体膜电位的影响$

)

!

"

8,85

'

CFE

!

9)/

可上调膀胱癌细胞
@9E

"

@9J

"

7&(5C

与
/"#5

L%L%-

的表达
!

;8

)

%()

"

OI.E

处理
;V!

后&膀胱癌

细胞中的
FIV

与
FI5

的表达显著上调&而
]0)@;

与

E&'JAJA1

的表达显著降低$图
V

'(

图
E

!

>)/4)#-M(+4

检测白藜芦醇对膀胱癌细胞

@9E

"

@9J

"

7&(5C

与
/"#L%L%-

表达的影响

D

!

讨
!

论

YI\UO

是
UU

型跨膜蛋白&属于肿瘤坏死因子超

家族(

YI\UO

通过与其受体
FIV

与
FI5

结合形成

死亡受体复合物&激活
0GE

#

GE.7

&导致线粒体中细胞

色素
0

释放&诱导肿瘤细胞凋亡)

:

*

(

YI\UO

还可以

与死亡相关抑制性受体
F0I6

与
F0I;

结合&但其缺

乏完整的胞内段&阻止了促凋亡信号的传导&故可拮

抗其凋亡诱导作用)

Q

*

(多数肿瘤细胞表达
FIV

%

FI5

&

YI\UO

可诱导其发生凋亡#正常细胞除表达

FIV

与
FI5

外还表达
F0I6

与
F0I;

&从而免受

YI\UO

诱导的凋亡(因此
YI\UO

可特异性诱导肿

瘤细胞凋亡而对正常细胞无细胞毒作用&受到广大学

者的关注(但越来越多的研究表明&包括膀胱肿瘤在

内的多数肿瘤可耐受
YI\UO

诱导的凋亡&其机制目

前尚不清楚(

I.E

是一种多酚类化合物&广泛存在于蓼科植物

虎杖的根茎与根&豆科植物花生的种子&葡萄科植物

葡萄果实的皮与籽等(

I.E

早在
6P;V

年便被发现&

直到近年才被重视并广泛研究(目前的研究表明

I.E

具有抗炎%抗氧化%降低血小板凝集%抑制动脉粥

样硬化和血栓形成及抗肿瘤等多种生物学功能&其中

抗肿瘤作用最为引人关注)

5

&

7

*

(

I.E

对肝细胞癌%乳

腺癌%结肠癌等多种肿瘤细胞具有显著的抑制作用&

且其作用表现为对肿瘤的发生%增殖与进展均有抑制

作用)

P@66

*

(本研究发现&单独应用
I.E

即可抑制膀胱

癌细胞
5:9Q

与
Y;V

的体外增殖能力&且增殖抑制呈

浓度依赖性(值得注意的是&单独应用
V8

)

%()

"

O

I.E

即可有效的诱导膀胱癌细胞发生凋亡&而单独应

用
YI\UO

并不能诱导膀胱癌细胞发生凋亡&而
I.E

与
YI\UO

联合应用可有效诱导膀胱癌细胞凋亡&且

较单独应用
I.E

其凋亡诱导作用显著增强(提示

I.E

不仅可有效的抑制膀胱癌细胞体外增殖能力&还

可以恢复
YI\UO

对膀胱癌细胞的凋亡诱导作用(

尽管目前对肿瘤细胞耐受
YI\UO

凋亡诱导作

用的机制仍不是十分清楚&但有证据表明&

FI

的表

达下调%抗凋亡蛋白与促凋亡蛋白的表达变化参与了

这一过程)

9@V

&

6;

*

(

OU

等)

69

*通过对膀胱癌标本的检测&

发现高表达
FIV

和"或
FI5

的患者术后复发率明显

降低&

FIV

与
FI5

可作为膀胱癌预后的独立指标(

而我们的研究则发现&

V8

)

%()

"

OI.E

诱导
;V!

后

即可上调膀胱癌细胞中
FIV

与
FI5

的表达水平(

同时&我们的结果还表明
I.E

还可以抑制抗凋亡蛋

白
]0)@;

与
E&'JAJA1

的表达(因此我们推测&

I.E

不

仅可以通过上调
FIV

与
FI5

的表达恢复膀胱癌细

胞对
YI\UO

的凋亡诱导作用&还可以下调抗凋亡蛋

白直接促进膀胱癌细胞的凋亡(

综上&我们的结果证实
I.E

可抑制膀胱癌
5:9Q

和
Y;V

细胞增殖并诱导细胞凋亡(此外&

I.E

可以恢

复膀胱癌细胞对
YI\UO

诱导的细胞凋亡作用(单

独应用白藜芦醇或与
YI\UO

联合应用可能成为临

床膀胱癌治疗的新策略(
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