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［摘要］目的 探讨多西紫杉醇的细胞毒性化疗反应的分子机制．方法 对体外的免疫印迹、荧光素酶和细

胞生存率进行分析，研究 PC-3细胞暴露在多西紫杉醇后 p-c-jun的过表达与 AR的相互作用．结果 多西紫杉醇

治疗 PC - 3细胞最敏感，细胞对多烯紫杉醇的敏感性与 p-c-jun水平呈负相关．转染 c-jun基因转染到 PC - 3细

胞降低了多烯紫杉醇的敏感性，而转染 c-jun和 AR基因则可以恢复到中等程度敏感性．p-c-jun与 AR蛋白水平

之间没有发现直接相关性．对多烯紫杉醇的治疗反应，体内模型的结果与体外研究结果是一致的．结论 p-c-jun

可能是多西紫杉醇对前列腺癌治疗的分子机制之一．
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［Abstract］ Objective To investigate the mechanism of Docetaxel in treatment of PCa by detecting the

expression of androgen receptor（AR） and p-jun in PC-3 cells treated with Docetaxel．Methods The effect of

c-Jun overexpression and its interaction with AR upon PC-3 cells exposure to Docetaxel were studied in vitro by

immunobloting， luciferase and viability assays and in vivo using xenograft mice model．Furtheremore， the

expression of c-jun and p-c-jun in xenograft mice tissues was investigated by immunohistochemistry．Results

PC-3 cells are most sensitive to docetaxel treatment．The sensitivity of PC-3 cells to docetaxel was negatively

correlated with the phosphorylation level of c-jun. Transfection with c-Jun gene into PC-3 cells decreased the

sensitivity to doctexel treatment whereas cotransfection of c-jun and AR restored the sensitivity to a moderate degree.

No direct correlation was found between the level of p-c-Jun and AR. The response to docetaxel treatment in vivo

model was comparable to the in vitro results．Conclusion The phosphorylation level of c-Jun might be one of the

mechanisms of docetaxel in treatment of prostate cancer.
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前列腺癌（prostate carcinoma，PCa）是男性常

见恶性肿瘤．在西方国家中，前列腺癌死亡率居

男性恶性肿癌的第二位[1]，近年来，我国男性前列

腺癌发病率呈明显上升趋势[2]．前列腺癌的发展经

历了雄激素依赖且受雄激素刺激阶段，雄激素非

依赖但受雄激素刺激阶段，雄激素非依赖且雄激
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素不敏感阶段及雄激素非依赖且受雄激素抑制阶段

等复杂过程．因此，研究雄激素受体在前列腺癌中

的表达是近年的热点问题[3]．围绕前列腺癌的基因

组、基因转录和蛋白代谢的研究，可能提供集预

测、治疗和预后于一体的“分子信号”[4]．本研究

基于上述认识，以 pc-3细胞株为对象，研究其经

多西紫衫醇处理后 p-c-jun的变化及与 AR的相互
关系，以探讨多西紫衫醇对前列腺癌的治疗分子机

制．

1 材料与方法

1.1 细胞株和试剂

非雄激素依赖的细胞株 PC-3 购自 American

Tissue Culture Collections （ATCC， Manassass，

VA， USA）．细胞保存在含有 10％胎牛血清

（FBS） 和 1％青霉素 - 链霉素 RPMI 培养液中
（Life Technologies，Paisley，UK），放置在含 95％

空气和 5％CO2的湿润环境中．根据使用说明，用

脂质体 2000 （GIBCO/BRL）进行转染．抗 -AR抗

体 （PG-21） 购买自 Upstate 生物技术有限公司

（Lake Placid， NY），Ki67 和 PSA 均购自 Dako

（Glostrup， Denmark A/S）．辣根过氧化物酶标记

的抗兔和抗鼠抗体均购买自 Sigma 化工有限公司

（St. Louis，MO，USA）．除非另有说明，所有免疫

印迹 （Western blot） 试剂均购自 Invitrogen 公司

（Carlsbad，CA，USA），化学发光（ECL）试剂盒

购自 Amersham （Arlington Heights，IL，USA）．

1.2 细胞裂解和免疫印迹法

细胞进行裂解和免疫印迹都根据标准方法进

行．简单来说，细胞裂解于细胞裂解液中（50 mM

Tris-HCL， 20mM EDTA，1%诺乃洗涤剂 P-40，

150 mM NaCl， 0.1% SDS， 1mM Na3VO4， 1mM

NaF， 1mM 苯甲基磺酰氟）．多烯紫杉醇 （Doc）

（Taxotare R，Sanifi-Avantis公司）溶解在二甲基亚

砜（DMSO）后使用，对照组的治疗采用同等剂量

的 DMSO．治疗后的总蛋白含量采用生物放射分析

（Bio-Rad，Hercules，CA，USA）方法测定．电泳

时，30 滋g 全细胞裂解液首先用 4-12％SDS-PAG

分离，然后转移到硝酸纤维素膜上（Hybond ECL，

Amersham， Pharmacia Biotech， Buckinghamshire，

UK） ．放置于含 5％无脂肪的 Tris 缓冲液 （含

0.2％Tween 20） （TBST）中、室温下 1 h，从而封

闭非特异性结合的蛋白质．然后该膜以适当的第一

抗体（1:1000稀释）结合．随后该膜与过氧化物酶

偶联的抗兔或抗鼠抗体（1:5000）孵育．这些蛋白

质使用 ECL检测系统显影．为了确保膜上物质的

均一，经洗涤或再利用的膜用β-肌动蛋白或底

物来验证．所有样本独立进行至少 3次实验，所取

的结果是独立进行的实验结果相一致者．

Western-blot 的密度分析是用 Quality one-4.6.2

（Bio-Rad， Hercules， Calif，USA）完成的．

1.3 细胞活性测定

细胞存活率用台酚蓝来确定．细胞接种在 24

孔板中，24 h后，细胞经 5 nM的 Doc处理 24和

48 h．等量细胞悬浮液和 0.4％台盼蓝与磷酸盐缓

冲液混合，用细胞计数版来计数活的细胞数量并除

外台盼蓝染色的细胞．

1.4 细胞转染和荧光素酶分析

转染前 24 h细胞株（3×105 cells/cm2）接种到

含 10％热灭活胎牛血清 RPMI 的 12 孔培养板中

（Gibco Invitrogen，Carlsbad，CA， USA）．脂质体

2000用于瞬时转染，作为 AR活性指示的 400ng的

ARE和 PSA、作为 c-jun活性指示的 AP-1- luc以

及 200 ng的基本载体 pGL3 （Promega， Stockholm，

Sweden）． 用 5 ng pRL-SV40 Renilla 载 体

（Promega，Stockholm，Sweden）或 1ng的β-半乳

糖 苷 酶 载 体 pCH110（Pharmacia， Uppsala，

Sweden）作为转染对照．孵育 24 h后，培养液改

为没有酚红的含 5％葡聚糖包裹活性炭热灭活胎牛
血清的 RPMI 培养液，没有或有 Doc（5 nM）、双

氢睾酮（DHT） （10 nM）或 100 nM的 12-O- 十

四烷酰佛波 -13醋酸酯（TPA） （作为 p-c-jun的

化学诱导剂）的条件下，继续培养 24 h，收获细胞

并裂解，细胞裂解液使用双荧光素酶试剂盒

（Promega公司）测定荧光素酶的活性．

1.5 体内实验

五周大的雄性无胸腺 NMRI 裸鼠购自丹麦的

Taconic，饲养在没有特定病原体的、条件良好的、

规范的实验室．前列腺肿瘤细胞株 PC-3制备好用

于皮下（SC）注射．该细胞用 PBS洗涤，胰酶消

化后收集，再悬浮、放置在冰上直至注射．用血细

胞计数仪计数细胞，得到大约的细胞数：100 滋L

PBS中悬浮的细胞为 2×106，以此细胞悬浮液样品

在小鼠的两翼注入 （每一个细胞株注射 6 个肿

瘤）．肿瘤形成、发展后，实验动物分为 Doc 治

疗组和常规组．Doc （Taxotere R）行腹腔注射（i.

p）．所有的动物按 10 mg/kg体重给以 Doc，每次

治疗量配制于 100 滋L注射用水，每星期注射 4

次．最后一次治疗 3 d后处死动物．第 1天注射时

老鼠的平均体重为（30±2） g．

1.6 免疫组织化学和定量
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取下的异种移植肿瘤标本用 4％多聚甲醛固定

后石蜡包埋．4 滋m厚的切片，经晒干、脱蜡、复

水、微波处理 10 min使其在高 pH条件下修复目标

抗原 （DAKOG， Glosrup， Denmark） ．然后用

Techmate 500 自动免疫组织化学染色机 （DAKO）

进行染色，抗体有 c-jun， p-c-jun 和 AR．DAB

（3，3'-二氨基联苯胺）用作发色底物、苏木精用

于复染．用奥林巴斯 AX70显微镜放大 20倍来观

察标本．用随机半定量计分的方法来评价染色的

强弱，分 3个类别记分：没有染色（0分），弱染

色但一些或所有细胞均可见染色（1分），中度染

色（2分）或强染色（3分）．每个肿瘤至少有两

个部分得到观察、计分，并代表了所分析组织

70％的的区域．
1.7 统计学处理

所得结果至少来自 3 个实验，用均数±标准

（x±s）差表示．统计意义用 Student's -tests来确

定， ＜0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 Doc治疗后 p-c-jun的表达及细胞的生存率
结果表明 Doc （5 nM）处理 2 h后就可以诱导

p-c-jun 的表达， 8 h 达到高峰．如图 1 所示，

p-c-jun表达持续至 24 h实验终止时．p-c-jun在

PC-3 细胞系表达较低 （见图 1） ．实验发现
p-c-jun蛋白的表达水平与细胞生存密切相关，同

时进行免疫荧光分析证实（见图 1B）．PC-3细胞

是对 Doc最敏感的细胞，细胞的成活率仅为 10％

（图 1A）．细胞的成活率也得到了相差显微镜的确

认．转染了 c-jun基因到 PC-3细胞后，该细胞对

多烯紫杉醇的敏感性下降，细胞存活率上升为

40％．共转染 c-jun和 AR 基因，PC-3 细胞对多

烯紫杉醇中度敏感，细胞存活率为 30％，延长暴

露在 Doc中的时间至 15 d，p-c-jun维持在一个比

较高的水平．

A

B

C

图 1 PC-3经 Doc处理后生存率及 p-c-jun的表达

Fig. 1 Survival rate of PC-3 and expression of p-c-j-

un after treating by Doc

A:Doc 处理后 PC-3 的生存率；B:免疫荧光分析证实

p-c-jun的表达与细胞生存率一致；C :Western blot证实

p-c-jun表达下降
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2.2 体内模型中肿瘤大小与 p-c-jun表达的关系
为了评价 PC-3前列腺癌细胞系对 Doc的治疗

反应，我们进行了异种肿瘤移植的研究．肿瘤大小
是用每周注射 Doc 的剂量来衡量．Doc 导致了

PC-3细胞肿瘤体积的明显缩小（见图 2）．

笔者进一步检测了用 Doc治疗的动物标本中

p-c-jun的表达与对照组织进行比较．大约 30％的

细胞的 p-c-jun强阳性，对照肿瘤组织中 p-c-jun

的表达更强、细胞更多，约 80％（见图 3）．值得

注意的是染色强阳性常常在进行细胞分裂的的肿瘤

样本中发现．

3 讨论

对进展性、转移性前列腺癌，激素治疗是雄激

素依赖性患者的最初选择，可使大部分患者的前列

腺肿瘤细胞凋亡并使与细胞特异性关的 PSA 降
低．然而，激素治疗失败后前列腺癌迅速恶化，其

主要原因是 CRPC的雄激素非依赖性生长[5]．然而

越来越多来自于体外和体内研究的证据表明，前列

腺癌在这个阶段的增长和生存仍然依赖于 AR [6]．

目前认为，前列腺内残留的雄激素是 CRPC细胞不

断增长的必不可少的因素，AR仍然是治疗 CRPC
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图 2 大鼠 PC-3肿瘤模型经 Doc治疗后肿瘤体积明显缩

小

Fig. 2 Tumor size decreased obviously after treating

the rats by Doc

图 3 肿瘤组织细胞中 p-c-jun的表达

Fig. 3 Expression of p-c-jun in PC-3 tumor cells

（immunohistochemistry）

的主要标靶[6]．

紫杉醇是一种存在于紫杉烷类植物树皮和枝

叶中的二萜烯类物质，因其阻碍肿瘤细胞微管活
性，在 G2/M期阻碍纺锤体的形成而抑制癌细胞的

生长．多西紫杉醇是紫杉烷类药物的家庭成员，

这类药物通过抑制微管活性导致细胞死亡[7]．最近

的研究显示 Doc能够减轻 CRPC 患者的症状、延

长生存期[8]．现在认为多烯紫杉醇（以下简称 Doc）

是治疗 CRPC的标准方案[9]，但它诱导肿瘤消退的

机制以及谁将会从中受益并不清楚．目前认为可

能是多种机制的结果：（1）紫杉烷类与已知β-

微管蛋白结合，导致微管网络的稳定，使细胞周

期停滞致在 G2-M期；（2）紫杉烷类改变依赖于

微管稳定的基因表达[10]．因此，Doc有可能通过诱

导基因的过程来诱导细胞凋亡，比如 Doc可以直

接诱发或调控基因表达，从而触发细胞凋亡过

程．雄激素受体（AR）是通过调节基因的表达，

特别是可能参与细胞凋亡通路的基因的调控来干

扰 Doc的作用[11]．

本研究探讨了 AR与 p-c-jun在 Doc治疗后的

变化，旨在探讨 Doc治疗前列腺癌的分子机制．

如同其他核受体一样，AR 也干扰 AP-1 的作用
[12]．而原癌基因 c-Jun是复杂的 AP-1的重要组成

部分之一，原癌基因 c-Fos是 c-Jun最知名的二聚

体，现已证明 c-Jun暴露于 Doc后可以促使其磷酸

化．而且，磷酸化 c-Jun在人类癌症中常常为过度

表达，并与前列腺癌和乳腺癌的侵入性能有关[13]．

然而，细胞暴露于 Doc后 c-jun活化的作用、与配

体激活的可能相互作用、与 AR的相互激活等其命

运只是一个复杂的网络的一部分，具体作用机制

还有待明确．对 77名出现前列腺癌复发的患者研

究其雄激素受体基因增殖是否可以作为雄激素抑

制治疗有效的评价因子时，证实作为一种二线治
疗手段的雄激素抑制治疗，出现雄激素受体基因

增殖可以作为治疗有效的标志[14]，并发现死亡组的

患者在治疗前的病理标本中均未发现有 AR基因获

得现象．在未检测到 AR基因获得的 11例存活组

患者中，有 6例患者随访时间在 5 a以内．因而认

为，前列腺癌患者在治疗前出现 AR基因获得提示

预后良好[15]．

本研究表明，在表达 AR 的 PC 细胞中，对

Doc 的敏感性较低，而 PC-3 细胞 AR 较低，对

Doc较敏感．同时发现高水平的转录因子 p-c-jun

与化疗反应负相关．其他研究小组的研究也表明，

其它转录因子如 FOXO-1可以干预 AR活性，从而

影响对 Doc 的治疗反应 [11]．本实验结果表明，



p-c-jun是这个复杂网络的一部分，提示它可能干

预 AR与 c-jun的转录活动，从而影响 Doc的治疗

反应．本研究的荧光素酶的结果表明 AR与转录因

子 c-jun的磷酸化直接相关．这种相互作用的确切

机制尚未完全理解．此外，研究表明，异种移植

瘤的组织中，Doc诱导大多数有丝分裂相的细胞表

达、积累 p-c-jun．因此，这种药物能够剥夺肿瘤
细胞 G2/M期的分裂、进而诱导细胞凋亡，可能是

一个该治疗机理的关键因素，为获得 Doc在体内

治疗的更佳疗效，这需要加以考虑．

本研究结果表明，c-Jun的激活在 Doc治疗反

应中对表达 AR的细胞起诱导保护性反应的作用．

尽管在前列腺癌细胞中 c-jun的活动没有通过 JNK

途径，却有研究证实，顺铂诱导激活 JNK、c-Jun

通路促进人脑胶质瘤细胞的存活，而 5-FU和其他

抗癌药物也诱导通过细胞 JNK/SAPK的活化来促使

细胞凋亡．这些差异突显出目前理解 JNK/c-Jun通

路在对细胞毒性反应和控制细胞凋亡反应的细胞

分子作用的复杂性[16]．c-Jun通路在细胞对化疗反

应的明显对立之处可能反映在特定细胞培养模型

体系中．

目前的研究结果扩展了以前的 Krause 等 [17]、

Ouyang等[18]的研究结果，他们认为 Jun阳性的肿瘤

细胞增加了生化复发风险，高水平的 p-c-jun而不
是 c-jun，与激素抵抗后显著缩短生存期直接相

关，磷酸化 c-jun在 PC细胞细胞周期进程和细胞

增殖中有重要作用．目前的研究结果使人们进一
步洞察到这一转录因子的生物作用是 CRPC患者肿

瘤进展的不利因素．由于 c-jun 的激活是必需

DNA 结合 AP-1的二聚体，核表达是人类前列腺

癌 AP-1途径激活的一个指示性征象．

总之，本研究建立了一个保护作用的 AR和转

录因子的目标 c-jun在 Doc治疗 PC细胞中的作用，

通过抑制 c-jun 的功能可以更有效地治疗 PC 细

胞．其它研究也认为临床上若要全面阻断雄激素

作用，除要阻断 AR的信号外，还需抑制其旁路蛋

白的激酶活性，对更好的治疗 PCa有重要的参考

意义．
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