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凋亡的生物学效应研究

王　婧
１，罗子国２△，李　剑

３

（１．重庆医科大学附属第一医院超声科　４０００１６；２．重庆医科大学生命科学研究院　４０００１６；

３．重庆市沙坪坝区人民医院超声科　４０００３０）

　　摘　要：目的　研究低频超声能否增强双氢青蒿素（ＤＨＡ）对前列腺癌ＰＣ３细胞种植瘤的致凋亡作用，并探讨其对ＤＨＡ诱

导前列腺癌ＰＣ３细胞凋亡增敏作用的机理。方法　采用前列腺癌ＰＣ３细胞建立裸鼠种植瘤模型，２０只实验裸鼠随机分为４

组：空白对照组、单纯ＤＨＡ组、单纯超声组和超声＋ＤＨＡ组，经过１３ｄ共计７次药物或加超声干预后，采用免疫组织化学法（ＳＰ）

检测凋亡相关基因Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ３及ＣＨＯＰ的表达水平。结果　观察瘤体外形见空白对照组与单纯超声组肿瘤体

积稍大，切开瘤体见内部均有明显液化坏死区域，免疫组织化学结果显示超声＋ＤＨＡ组、单纯ＤＨＡ组和单纯超声组的Ｂｃｌ２及

ＶＥＧＦ表达均低于空白对照组，超声＋ＤＨＡ组、ＤＨＡ组和超声组的Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３及ＣＨＯＰ表达均高于空白组。结论　对正常

细胞不致明显损伤的低频超声，可致前列腺癌ＰＣ３种植瘤细胞相关凋亡基因的改变，ＤＨＡ可单独致ＰＣ３细胞凋亡及相关基因

的改变，超声能明显增强ＤＨＡ诱导前列腺癌ＰＣ３种植瘤细胞凋亡作用。
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　　前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｉｃｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是男性生殖系统最常见

的恶性肿瘤，已成为威胁男性健康的一大杀手，寻求高效低毒

的治疗方法刻不容缓。研究表明细胞增殖和凋亡失衡与前列

腺癌的发生有密切关系［１２］；双氢青蒿素（ＤＨＡ）是一种传统的

抗疟药，近年来研究发现青蒿素及其衍生物除具有抗疟作用

外，还存在抗肿瘤的活性。本课题组前期研究表明，双氢青蒿

素对前列腺癌ＰＣ３细胞及裸鼠种植瘤生长有明显的抑制作

用，其作用机理可能通过上调Ｂａｘ和下调Ｂｃｌ２促进凋亡发

生［３４］；对种植瘤生长的抑制还与上调 促 凋 亡 相 关 基 因

Ｃａｓｐａｓｅ３和下调抗Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、血管内皮细胞生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的表达有关
［４５］。

近年来，随着超声生物学效应研究的深入，低频超声被认

为是一种肿瘤治疗的新手段。研究表明，正常细胞对低频超声

的作用具有相当的抵抗力，而恶性肿瘤细胞对其很敏感。有文

献报道［６７］低频超声可打开血脑屏障和血瘤屏障，增加局部的

药物浓度，提高化疗药物的疗效。前列腺癌早期多为雄激素依

赖型，其发生和发展与雄激素关系密切，但后期多数会转为雄

激素非依赖型。本实验选择雄激素非依赖型ＰＣ３细胞株建立

裸鼠种植瘤模型［８］，研究低频超声与ＤＨＡ对ＰＣ３细胞的联

合作用，并探讨其作用机理。
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１　材料与方法

１．１　材料与设备　人雄激素非依赖型前列腺癌ＰＣ３细胞株

（中国科学院上海细胞生物学研究所细胞库），双氢青蒿素纯品

（重庆华立药业股份有限公司生产），超声波基因转染仪（重庆

医科大学超声研究所提供），Ｂｃｌ２鼠抗人单克隆抗体、Ｂａｘ鼠

抗人单克隆抗体、ＶＥＧＦ兔抗人单克隆抗体、Ｃａｓｐａｓｅ３鼠抗人

单克隆抗体、Ｃｈｏｐ鼠抗人单克隆抗体（均由北京中杉金桥生物

技术有限公司提供）。

１．２　实验方法

１．２．１　ＰＣ３细胞培养　将前列腺癌ＰＣ３细胞生长于双抗溶

液（其中含青霉素 Ｇ１００ＩＵ／ｍＬ，链霉素１００μｇ／ｍＬ）和含

１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的 ＨａｍＦ１２培养基中，收集对数生长期细

胞，准备进行实验。

１．２．２　动物模型及分组　采用经皮穿刺的方法将５×１０
６ 个／

毫升的ＰＣ３细胞悬液０．１ｍＬ注射于雄性裸小鼠右侧腋窝皮

下，注射后继续饲养７ｄ左右。当肿瘤长至直径约０．５～０．６

ｃｍ时，选取体质量和瘤体大小相当的裸鼠２０只进行药物干

预。随机将动物分组：（１）空白对照组：不作任何处理；（２）单纯

ＤＨＡ组：直接以 ＤＨＡ处理；（３）单纯超声组：仅予以超声辐

照；（４）超声＋ＤＨＡ组：予以ＤＨＡ及超声辐照。其中ＤＨＡ剂

量为２００μｍｏｌ／ｋｇ，超声辐照（频率：３００ＫＨＺ，声强：１．０Ｗ／

ｃｍ２），辐照时间：６０ｓ；腹腔注射给药，隔日一次，共治疗７次，

第１３天取材。

１．２．３　免疫组织化学检测 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ３及

ＣＨＯＰ蛋白表达　采用免疫组织化学ＳＰ法对 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、

ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ３以及ＣＨＯＰ进行检测，精选图片采用北航真

彩色医学图像处理系统软件进行平均光密度值的图像分析，每

个标本可获得１０个数据，取均数后再进行统计学处理。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行分析处理，计量资

料用狓±狊表示，采用方差分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　动物生命体征及肿瘤大体形态瘤体重量观察　实验过程

中２０只裸鼠生命体征正常，无１例死亡，４组裸鼠体质量基本

一致，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。种植瘤的大体形态观察

发现，瘤体多为球型，表面不光滑呈结节状，质地细嫩，边界可

见，空白对照组瘤体积明显大于其他组，切开瘤体，各组均可见

中央坏死液化区，但以单纯超声组和超声＋ＤＨＡ组瘤体组织

内液化区较大。

各组种植瘤称重结果经方差分析（表１），结果表明空白对

照组瘤体重量明显大于其他组；单纯ＤＨＡ组和超声组之间比

较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；超声＋ＤＨＡ组与ＤＨＡ组及

空白对照组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

表１　　各组药物处理对裸鼠及种植瘤生长的影响

　　　　　（狀＝５，狓±狊）

组别 裸鼠体质量（ｇ） 肿瘤质量（ｇ）

空白对照组 ２４．９０±２．６２ ２．３１１±０．１３２

单纯ＤＨＡ组 ２３．５０±２．１５ １．０３１±０．４６２ａｂ

单纯超声组 ２３．３０±２．４６ １．７７１±０．３５７

超声＋ＤＨＡ组 ２４．００±２．５２ ０．５２３±０．１２５ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与单纯超声组比较。

２．２　免疫组织化学法（ＳＰ）

２．２．１　Ｂｃｌ２表达　Ｂｃｌ２的蛋白反应产物主要位于细胞膜及

细胞浆，通常呈棕色。在空白对照组，其细胞膜及细胞浆内呈

深棕色，单纯ＤＨＡ组细胞膜及胞浆内反应产物颜色较浅，单

纯超声组和超声＋ＤＨＡ组蛋白反应产物颜色深浅不一，超声

组较ＤＨＡ组偏深，但较空白对照组浅，而超声＋ＤＨＡ组颜色

最浅（图１）。

２．２．２　Ｂａｘ表达　Ｂａｘ蛋白反应产物主要位于细胞浆，通常

表现呈棕色。在空白对照组，其细胞浆内呈浅棕色弱阳性，

ＤＨＡ组细胞膜及胞浆内反应产物颜色较深，呈深棕色，超声组

和超声＋ＤＨＡ组蛋白反应产物颜色深浅不一，均较ＤＨＡ组

及空白对照组深，超声＋ＤＨＡ组颜色最深（图２）。

２．２．３　Ｃａｓｐａｓｅ３表达　Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白反应产物主要位于细

胞浆，通常表现呈棕黄色。空白对照组内细胞浆呈浅灰色，单

纯ＤＨＡ组内反应产物呈棕黄色，比空白对照组深，单纯超声

组和超声＋ＤＨＡ组蛋白反应产物颜色深浅不一，超声组较

ＤＨＡ组偏浅，但较空白对照组深，而超声＋ＤＨＡ组颜色最深

（图３）。

２．２．４　ＶＥＧＦ表达　ＶＥＧＦ的蛋白反应产物主要位于细胞

浆，通常呈棕色，以胞浆内含有棕黄色或棕褐色的、颗粒状、定

位明确、染色明显的瘤细胞为阳性细胞。在空白对照组，其细

胞膜及细胞浆内呈深棕色，ＤＨＡ组细胞膜及胞浆内反应产物

颜色较浅，单纯超声组和超声＋ＤＨＡ组蛋白反应产物颜色深

浅不一，超声组较ＤＨＡ组偏深，但较空白对照组浅，而超声＋

ＤＨＡ组颜色最浅（图４）。

２．２．５　ＣＨＯＰ表达　各实验组与空白对照组相比ＣＨＯＰ表

达明显增强，以超声＋ＤＨＡ组作用更明显，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），单纯 ＤＨＡ和超声组间比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。ＣＨＯＰ蛋白反应产物为棕黄色，主要表达于细胞

核，对照组细胞内无特异性染色。

图１　　免疫组织化学法测定各组Ｂｃｌ２
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图２　　免疫组织化学法测定各组Ｂａｘ

图３　　免疫组织化学法测定各组Ｃａｓｐａｓｅ３

图４　　免疫组织化学法测定各组ＶＥＧＦ

２．３　图像分析　各组随机拍摄１０张图片，经图像体视分析平

均光密度值（表２），经统计学分析超声＋ＤＨＡ组的平均光密

度值与空白对照组及单纯超声组比较差异均有统计学意义

（犘＜０．０５）；超声组与空白对照组之间平均光密度值比较差异

有统计学意义（犘＜０．０５）；单纯超声组和ＤＨＡ组之间平均光

密度值比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表２　　各组处理后对种植瘤５种相关蛋白表达的

　　　影响（狀＝５，狓±狊）

指标 空白对照组 单纯ＤＨＡ组 单纯超声组 超声＋ＤＨＡ组

Ｂｃｌ２蛋白 ０．１６±０．０３ ０．０３±０．０１ ０．０５±０．０１ａ ０．０２±０．０２ａｂ

Ｂａｘ蛋白 ０．００±０．００ ０．０７±０．００ ０．１０±０．００ａ ０．１９±０．０２ａｂ

Ｃａｓｐ３蛋白 ０．０１±０．０５ ０．０７±０．０１ ０．０４±０．０２ａ ０．１２±０．０４ａｂ

ＶＥＧＦ蛋白 ０．１３±０．０２ ０．０７±０．０２ ０．０８±０．０３ａ ０．０６±０．０２ａｂ

ＣＨＯＰ蛋白 ０．００±０．００ ０．２０±０．０２ ０．１６±０．０４ａ ０．２４±０．０３ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与单纯超声组比较。

３　讨　　论

肿瘤的发生、发展不仅由细胞过度增殖所致，还与细胞凋

亡的正常调控机制紊乱有关［９１０］。细胞凋亡对多细胞生物个

体的发育成熟起重要作用，在肿瘤的发生、抗肿瘤药物研制等

方面更具有重大意义。前列腺癌的发生、发展、转归与许多肿

瘤相关基因如Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ＶＥＧＦ等相关
［１１１３］。研究

表明，细胞增殖与凋亡失衡是前列腺癌发生、发展的重要机制，

抑制肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡是开发治疗前列腺癌特

别是激素非依赖性癌药物的主要策略。

超声治疗作为近年来兴起的非侵入性肿瘤治疗技术在肿

瘤治疗中已显示应用前景，其被认为是一种很有希望的肿瘤治

疗新手段［１４］，超声在抗癌治疗应用的临床前研究涉及基因治

疗、化疗增效、声动力治疗等。曾有报道采用低频超声对卵巢

癌进行了大量的体内、体外研究，认为经超声辐照后增强阿霉

素对肿瘤细胞毒作用确切，但在对前列腺癌领域的研究很少。

经前期试验已证实ＤＨＡ诱导前列腺癌ＰＣ３实体瘤细胞凋亡

作用确切［１５］，而目前仍未查到应用超声辐照辅助ＤＨＡ治疗前

列腺癌的报道。

大量研究表明，在恶性肿瘤治疗过程中，由于联合应用时，
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较低剂量细胞毒药物即可达到单用药物时高剂量药物对癌细

胞的杀伤效果，故对正常细胞、组织的毒副作用也会减少，这将

提高患者对药物治疗的耐受力［１６］。有研究证实低剂量超声可

提高细胞膜通透性，细胞膜通透性的增加有助于药物进入细胞

内，超声辐照可起到与压力波相似的作用，这种膜通透性增加

的原因可能与空化效应对细胞膜的损伤有关，特别是使用频率

较低的超声波时，更易产生空化效应，超声辐照可使细胞间黏

附能力降低，使细胞更易脱落，这种作用在低频超声更加明显，

超声可以提高细胞内药物聚集量，从而增强抗肿瘤药物诱导的

细胞损伤［１７］。

前期实验结果显示ＤＨＡ能通过下调Ｂｃｌ２、ＶＥＧＦ，上调

Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３而有效地促使前列腺癌ＰＣ３细胞的凋亡，凋亡

途径多为线粒体途径。本实验显示低频超声能够由于其空化

作用对肿瘤细胞产生液化、坏死，促进肿瘤细胞的凋亡，将超声

辐照和ＤＨＡ联合应用后，低频超声的空化作用使ＤＨＡ对凋

亡相关因子的调控更明显，与ＤＨＡ组及超声组比较差异均有

统计学意义（犘＜０．０５），其作用机理可能是增加细胞膜的通透

性及药物浓度，促使ＤＨＡ抗肿瘤凋亡作用的产生，ＤＨＡ能上

调ＣＨＯＰ蛋白的表达，说明ＤＨＡ诱导ＰＣ３细胞凋亡可能与

内质网应急有关。其中，超声组与ＤＨＡ组比较差异无统计学

意义，说明低频超声能作用于肿瘤细胞，能产生和ＤＨＡ相似

的抗凋亡作用，但作用没有联合应用后增强更明显。因此，低

频超声和抗肿瘤药物的联合应用能够有效地增强药物对肿瘤

细胞的作用，为今后药物的合适剂量研究提供了参考。

综上所述，低频超声能增强ＤＨＡ在细胞水平上对前列腺

癌ＰＣ３细胞的影响，表现为抑制细胞增殖并诱导凋亡。在分

子水平上，表现为对凋亡相关基因（Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ

３及ＣＨＯＰ）的有效调控，而肿瘤细胞凋亡相关基因又通过抑

制细胞增殖，诱导细胞凋亡并抑制肿瘤血管生成来杀灭癌肿，

但其确切机制尚需进一步研究。随着研究的不断深入，超声辅

助药物治疗有望成为治疗恶性肿瘤的有效方法。
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