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C摘 要D 目的!研究异黄酮*E>9F<1>F9.与辐射联合应用对GH(’I前列腺癌细胞放射敏感性的影响J方法!雄激素

非依赖型 GH(’I前列腺癌细胞在克隆形成试验中/接受不同浓度的 E>9F<1>F9和A或合用辐射/比较 GH(’I细胞的

存活率K用 GLMN:??>8检测细胞凋亡/并辅以 OHLPN法观察凋亡形态K流式细胞仪和免疫印迹法分别观察细胞

周期改变和相关蛋白表达J结果!克隆形成试验显示/E>9F<1>F9在较低或中等浓度*IQ(IRB6;AN.时/即可提高

GH(’I细胞的放射敏感性K单独辐射和A或合用 E>9F<1>F9"’0后/细胞凋亡主要见于高浓度 E>9F<1>F9*S$#RB6;A

N.处理组/,"0后凋亡亦见于较低浓度 E>9F<1>F9组K当 E>9F<1>F9与辐射合用时/可产生 T"AU 细胞周期阻滞/,"0
后得到大部维持并伴有凋亡和超二倍体细胞群的出现K细胞周期相关蛋白分析提示/随着 E>9F<1>F9浓度的提高/周

期素V(呈明显双相改变/@?@%"亦呈类似改变/但较轻微/而2"(@F2(则稳步上升J结论!E>9F<1>F9可提高GH(’I前列

腺癌细胞的放射敏感性/其机理可能与凋亡细胞的增加/细胞周期阻滞和细胞修复功能障碍有关J

C关键词D GH(’IK前列腺癌细胞K异黄酮K辐射效应K凋亡K细胞周期

C中图分类号D W,$,)"IKW,$#)II C文献标识码D M C文章编号D (##X%+"+"*"##’.#$%#"$+%#&
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流行病学调查显示/前列腺癌的发病率亚
洲国家明显低于西方发达国家/其原因之一被
认为与亚洲人大量摄取富含异黄酮的豆制品有

关C(DJ调查显示/日本人血清中异黄酮的主要成
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分 !"#$%&"$#的平均值大约是英国人的 ’(
倍)*+,并发现 !"#$%&"$#能使细胞周期阻滞,诱
导细胞凋亡,直接抑制许多实体肿瘤细胞的生
长-但!"#$%&"$#作用于肿瘤细胞的机理尚未完
全明了-放射治疗作为前列腺癌的治疗手段之
一,可单独或与化学.激素及手术疗法联合使
用,但上述治疗措施均难于获得满意效果-为
此,本研究试图通过使用 !"#$%&"$#观察激素非
依赖型 /0’1(前列腺癌对放射敏感性的影响,
并对其可能的作用机理进行探讨-

2 材料和方法

232 细胞株和培养条件 前列腺癌 /0’1(细
胞 获 自 45"6$78#9:;"<=>&=6"<?>>"7&$?#
@A?7BC$>>",D/E,保存于附加 ’FG胎牛血清
的 AHDIJ’K1F培养液,并置于 (G<L*和 MNO
的孵育箱-/0’1(细胞为 ;(M变异型,在密码
子 **M和 *N1显示两处变异)M+-
23P 试剂与辐射 !"#$%&"$#购自 <8>Q$?7R"5
公司,并以 /DSL溶解配制成 ’FF55?>TU浓
度,保存于V*FO备用-!"#$%&"$#对照细胞使
用类似浓度的/DSL作为载体-辐射使用东芝

WX<J’YJ*型 X线机,剂量为 ’3KNZ:T5$#-
23[ 克隆形成试验 当 K75 培养皿内

/0’1(细胞达 NFG\YFG融合时,分成]单独

!"#$%&"$#处理组 接̂受 F.(.’F.’(.*F.*(.MF.
M(.1F.1(.(F_5?>TU不等浓度的 !"#$%&"$#处
理‘a单独辐射组 接̂受 F.’.M.(.NZ:不等辐
射量‘b辐射加 !"#$%&"$#组 辐̂射前 *1R培养
液内加入 (.’(_5?>TU不等 !"#$%&"$#,分别接
受 F.’.M.(Z:辐射后,根据细胞毒性大小将

’FF\’FFFF个细胞平铺于 K75培养皿,培养
液内!"#$%&"$#浓度与辐射前保持一致-孵育 ’F
c后,用 ’FG福尔马林和晶体蓝溶液进行细胞
固定和染色,计算克隆@定义为d(F个细胞集
落E数-根据单击多靶@SeD9E模型制作细胞生
存曲线 ŜTSFf’J@’J"J/T/FE#,其中 STSF为生存
率,/为辐射剂量-每组实验重复 M次-
23g 细胞凋亡分析 采用 U8cc"6法-’F75
培养皿内细胞接受辐射和T或 !"#$%&"$#处理
后,在规定时间点回收细胞并提取 /h4断片,
后者分别与 Ah4酶 4和蛋白酶 W在 MNO下

孵化 ’R,然后加入氯化钠和异丙醇,并于

V*FO下保存过夜-电泳时 /h4试料内加入

9i缓 冲 液 @含 ’F55?>TU 96$%J盐 酸 和 ’
55?>TUi/94E-电泳后接受紫外线照射,由

H?>86?$c<A9相机摄取 /h4条带-细胞凋亡
形态学观察采用 90hiU法)1+-
23j 流式细胞仪细胞周期分析 K75培养皿
内细胞接受辐射和T或 !"#$%&"$#处理后,在规
定时间点回收细胞,用 NFG乙醇固定后保存于

V*FO@不超过一周E-在流式细胞仪@k"7&?#
/$7B$#%?#,l68#B>$#>8B"%,hmE分析前,离心除
去乙醇,将细胞重新悬浮于细胞周期缓冲液@含

1FF_>HkS,F3(5!Ah4酶和 F3(_>96$&?#
XE,后者通过尼龙纤维条过滤后注入 l8>7?#
*F(*型试管-将’F_>HI@(5!T5>E加入试管并
孵化 ’F5$#后,利用 /h4含量判断各个细胞
所处周期位置-D?cl$&软件用于统计分析,每
组实验至少重复 M次-
23n 免疫印迹 ’F75培养皿内细胞接受不
同处理后,在规定时间点回收.匀浆并提取蛋
白-岛津0oJ’KFF型分光光谱仪用于总蛋白定
量-将 (F_!蛋白作 S/SJH4Zi电泳-电泳后
转膜,膜上非特异性结合点用 MG牛血清蛋白
封闭,然后分别与一抗@稀释约 *FF\’FFF倍E
和辣根过氧化酶标记二抗@稀释约 ’FFF倍E孵
化-利用化学发光剂 i<U@45"6%R85公司E产
生荧光并记录于 X线胶片-
23p 统计学处理 实验结果以 qrst表示,不
同处理结果采用单因素方差分析‘其中单独

!"#$%&"$#处理组与对照组,辐射加 !"#$%&"$#组
与单独辐射组采用两两比较 u检验,检验水准

vfF3F(-

P 结 果

P32 !"#$%&"$#能增强 /0’1(细胞的放射敏
感性 在 !"#$%&"$#单独作用下,/0’1(细胞
的生存率与对照组相比,!"#$%&"$#在 (_5?TU
时 /0’1(细胞生存率开始降低@wxFyF’E,在

(F_5?TU时生存率降为 F@图 ’E-在 !"#$%&"$#
合用辐射组,经 (\’(_5?TU!"#$%&"$#即能降
低辐射后 /0’1(细胞的生存率@图 *,表 ’E,其
中 ’.M.(Z:辐射合用 (_5?>TU!"#$%&"$#与
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单纯辐射组比 !分别为"#$#%&’#$#%和"
#(#%)*&+&%,-辐射合用 *%./0123456789576
与单纯辐射组比 !分别为’#$#*&’#(##*和

’#(##*:456789576和辐射联合使用后在形态
学上未能形成克隆的细胞中可见明显的胞浆肿

胀&空泡变性&核浓缩和凋亡征象:

图 ; 456789576单独使用时 <=*>%细胞的生存曲线

?@A$; BCDE7EF1GDFH97060I<=*>%H51189D5F95JK79L

456789576061-

图 M 单独辐射或合用 456789576对 <=*>%细胞生存曲

线的影响

?@A$M BCDE7EF1IDFH970680I<=*>%H51189D5F95JK79L

7DDFJ7F9706061-F6JN1C8456789576

OPQDDFJ7F9706061-)RPQDDFJ7F9706N1C8%./0123

456789576)SPQDDFJ7F9706N1C8*%./0123456789576

M$M 细胞凋亡 早期凋亡主要依赖 456789576
作用:在不同浓度456789576处理和2或辐射组T
U>L后<VW3FJJ5D分析显示T凋亡仅见于高

表 ; 单独辐射或与 456789576合用后 <=*>%细胞的

生存曲线

XYZ[\; BCDE7EF1IDFH9706 0I<=*>% H5118FI95D

9D5F9/569K79L4DFJ5JQ]K79L0C90DK79L

456789576

,56789576
.̂/0123_

*,- +,- %,-

# #$‘%a#$#b #$++a#$#b #$*a#$#+
% #$bUa#$*U #$U+a#$#%c #$#da#$##
*% #$+%a#$#bcc #$#ba#$#*ccc #$#*a#$#*ccc

ef#./0123Tc!’#$#%)cc!’#$#*)ccc!’#$##*

浓度 "̂+#./0123_456789576组T而延长观察
时间 >̂dg‘UL_后凋亡亦见于低浓度 456789576
组:这在辐射合用时更为明显 图̂ +&>_:

图 h <VW3FJJ5D结果

?@A$h <VW3FJJ5DD58C198

WPU>LFI95D5FHL9D5F9/569T*gUP<VW/FDi5DT

H069D01)+g bP%T*%T+#T*##./0123 0I456789576T

D58N5H97E51-)‘P7DDFJ7F9706 061- b̂ ,-_)dg **P

7DDFJ7F9706N1C8%T*%T+#T*##./0123 0I456789576T

D58N5H97E51-)jPU>g‘ULFI95D+#./01230I456789576

061-F6JN1C87DDFJ7F9706 b̂,-_T*P<VW/FDi5D)Ug

>PU>LT>dLT‘ULFI95D456789576061-)%g‘PU>LT>dLT

‘ULFI95D456789576N1C87DDFJ7F9706

M$h 细胞周期改变 456789576处理 U>L后T

,U2k 期细胞随着 456789576浓度的增加而增
加:辐射 b̂,-_亦能轻微增加 ,U2k 期细胞:
当 +#./0123456789576与辐射合用时T,U2k
期细胞上升至 dl$UmT远远超过两者单独使用
时)延长观察时间发现T上述 ,U2k 细胞周期
阻滞得到大部维持T同时伴有凋亡和超二倍体
细胞群的明显增加 图̂ %&b_:但当浓度上升至

n*>Un第 +期 严森祥T等$异黄酮增加前列腺癌细胞放射敏感性

 



图 ! "#$%&结果

’()*! "#$%&+,-./0-

123450+4/67289:;<0,+=>>?@4/A&4<B,5C-0,C5

D/.-C++;EC;0C45FGHIJ

=>>?@4/A&时K相对于单独使用 B,5C-0,C5K辐
射反而减少了 H8AL 期细胞F从 M9NOP至

O9NGPJK同时伴有 Q期细胞的增加F从 =8NMP
至 89PK表 8RSJT

表 U 不同处理 89:后细胞周期分布

VWXYZU 3,//[\I\/,EC-0+C].0C45-89: ;<0,+,;\:

0+,;0@,50

H+4.D H>AH= Q H8AL

3450+4/ 9̂*9_S*O SG*O_S*> =S*̂_=*=
H,5C-0,C5F?@4/A&J

‘ 9‘*‘_9*> SM*̂_9*> =‘*O_=*=
=‘ SM*=_‘*Maa 9S*S_9*‘ =M*G_8*S
S> S9*8_=*9aaa SM*=_G*> 8O*O_‘*Gaaa

=>> 8*‘_8*‘aaa =8*M_>*Gaaa M9*O_S*>aaa

bcFGHIJ 9S*>_9*G SS*S_8*̂ 8S*O_8*S
bcdB,5C-0,C5F?@4/A&J

‘ S8*=_S*Gaa 9=*G_‘*>aa 8G*S_S*>
=‘ 8M*G_‘*‘aaa 8̂*8_8*M 98*S_M*>aaa

S> 8*G_>*Gaaa M*8_=*̂aaa M̂*8_8*>aaa

=>> =*9_=*‘aaa 89*>_S*‘aa O9*G_S*Maaa

H,5C-0,C5ef\450+4/;5EbcdB,5C-0,C5efbcKaa gh

>N>=Kaaagh>*>>=

表 i S>?@4/A&B,5C-0,C5加 GHI辐射 89jO8:后细

胞周期分布

VWXYZi 3,//[\I\/,EC-0+C].0C45-89jO8:;<0,+S>

?@4/A& 4<B,5C-0,C5 D/.- G HI 4<bc

0+,;0@,50

3,//[\I\/, 89: 9M: O8:

H>AH= 8*G_>*G 9*=_=*9 O*=_=*8aa

Q M*8_=*̂ ==*G_>*Ga =G*=_8*Saaa

H8AL M̂*8_8*> M9*S_=*9aa OG*M_=*9aaa

ef89:Kagh>*>‘Kaagh>N>=Kaaagh>*>>=

图 k 不同处理 89:后细胞周期分布的流式细胞仪代

表图

’()*k c,D+,-,50;0Cl,</4m[\I04@,0+IB+;D:-4<\,//[

\I\/,EC-0+C].0C45-89:;<0,+,;\:0+,;0@,50

图 n S>?@4/A&B,5C-0,C5加 GHI辐射 89jO8:后细

胞周期分布

’()*n 3,//[\I\/,EC-0+C].0C45-89jO8:;<0,+S>?@4/A

&4<B,5C-0,C5D/.-GHI4<bc0+,;0@,50*1;5E

o+,D+,-,50,E;D4D04-C-;5E:ID,+ECD/4CE\,//-K

+,-D,\0Cl,/I

U*! 细胞周期相关蛋白表达 B,5C-0,C5单独
处理 89:后K周期素 7=呈现双相变化K即随着

B,5C-0,C5浓度的上升而增加K约在 S>?@4/A&
时达到峰值K在 =>>?@4/A&时则明显减少T辐
射单独亦能显著增 加 周 期 素 7=K辐 射 与

B,5C-0,C5合用时其变化类似于 B,5C-0,C5单独
使用时T相对于周期素 7=K\E\[8变化较小F图

O[1JTD8=\CD=则随 B,5C-0,C5浓度的上升而稳步
增加F图 O[7JK且不依赖于 D‘S表达T单独辐射
亦能轻微增加 D8=\CD=K两者合用时其变化类似
于 B,5C-0,C5单独使用时T
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图 ! 不同处理 "#$后周期素 %&’()(*"和 +"&(,+&蛋白

水平

-./0! 12(3,4%&5()(*"64)+"&(,+&+789:,43:;:3<"#$

6=9:7:6($97:69>:49

1?1849783@&A#?B5&B5CD5&DDE>83FGH:4,<9:,4@

BA I?D5B5&B5CD5&DDE>83FG 8=H:4,<9:,4 +3J<

,776),69,84KLM2N

O 讨 论

多数前列腺癌在早期对雄激素剥夺疗法反

应良好5但其最终发展为激素非依赖性5并对现
有多数疗法产生抵抗P因此5寻找一种新的激素
非依赖性前列腺癌的治疗方法具有重要意义P
QR&#B为雄激素非依赖性细胞株之一P本实验
结果提示低浓度 H:4,<9:,4即可增加 QR&#B细
胞的放射敏感性P但H:4,<9:,4作用于肿瘤的机
理尚未完全阐明P有人认为H:4,<9:,4可抑制受
体型酪氨酸激酶5使肿瘤细胞跨膜信号传递受
阻P在进展期激素非依赖性前列腺癌5表皮样生
长因子家族K:7S&FTMUV5:7S%"5:7S%CN常呈
高度表达5辐射能诱导这些生存信号被进一步
高表达WB5LX5H:4,<9:,4可通过抑制这些所谓的生
存信号5增加 QR&#B细胞的放射敏感性P生存
信号的抑制降低了细胞对辐射后潜在性致死损

伤KYGQN的修复5这可能是放射敏感性增加的
原因之一P

QZ[G6)):7分析显示5早期细胞凋亡主
要取决于 H:4,<9:,4浓度而不是辐射5QR&#B
细胞对辐射诱导凋亡具有抵抗性5其机理尚未
明了5可能与一些基因表达有关5如辐射可诱导

ZU*\6++6%的产生5后者具有抗凋亡作用P有
报道 H:4,<9:,4可抑制前列腺癌的 ZU*\6++6%
激活W]5̂XP本实验显示随着作用时间的延长5较
低浓度 H:4,<9:,4亦能诱导凋亡5尤其当与辐射
合用时P有文献报道5在体外 H:4,<9:,4对乳腺
癌细胞有明显的抑瘤效果5且在药效浓度下抑

制骨髓造血细胞作用很轻WIXP
当受到各种基因毒性应激时5肿瘤细胞通

过已知的MDFM&KQZ[复制前N和M"F_K染色
体分离前N两个调停点来推迟细胞周期的进行5
而 M"F_ 调停点被认为是肿瘤细胞对辐射和
化疗的敏感期W&DXP本实验显示 BACDE>83FG
H:4,<9:,4与辐射KLM2N合用后可导致更多细
胞阻滞于 M"F_ 期P高浓度 H:4,<9:,4K&DD
E>83FGN合用辐射不但不能增加5反而减少了

M"F_ 期阻滞细胞5这可能由于合用时有更多
的 M"F_ 期阻滞细胞进入了凋亡K如 QZ[
G6)):7所示N5同时合用时 ‘期细胞的增加可
能部分反映了 M"期前凋亡现象W&&5&"XP另一发
现是5当延长观察时间至 #̂ $和 ]"$5辐射合
用 H:4,<9:,4组不但有细胞凋亡5还有超二倍体
细胞的明显增加P超二倍体现象可由于 QZ[
损伤如辐射或抗癌药所致5有报道 H:4,<9:,4能
作用于乳腺和头颈部少数肿瘤细胞产生超二倍

体细胞W&C5&#XP超二倍体细胞可能由于修复机能
缺陷而对 H:4,<9:,4的损伤作用更为敏感W&BX5这
也许可以解释 H:4,<9:,4在较低浓度K但持续作
用N可明显减少辐射后 QR&#B细胞的克隆形成
能力P
周期素 %&F()(*"复合物是已知的细胞由

M"期向 _ 期推进的关键调节蛋白5+BC依赖
或非依赖性 +"&(,+&高表达伴周期素 %&F()(*"
复合物的抑制5被认为是 H:4,<9:,4导致部分肿
瘤细胞 M"F_ 期阻滞的原因P本实验亦显示

+"&(,+&随着 H:4,<9:,4浓度的上升而增加5且不
依赖于 +BCP除了 +"&(,+&5+BC依赖或非依赖性

M6))#BK一族进化上高度保守的酸性核蛋白N
亦可在细胞受到基因毒性应激K如紫外线N后诱
导表达5并特异性抑制周期素 %&F()(*"活性5
从而引起M"F_期细胞阻滞W&LA&̂XPH:4,<9:,4可
在 >VZ[或蛋白水平抑制周期素 %&表达5本
实验发现随着 H:4,<9:,4浓度的上升5周期素

%&呈明显双相改变P这一现象也见于乳腺癌细
胞W&IXP事实上5在 QZ[损伤时周期素 %&在

>VZ[和蛋白水平的表达常不一致5如 a:G6
细胞在 b*线照射后5尽管周期素 %&>VZ[随
着照射剂量的上升而减少5但周期素 %&蛋白
可在低剂量KcBM2N照射后反而增加W"DXP周期
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素 !"蛋白的高表达和 #$%& 期细胞阻滞的矛
盾性共存实际上可能反映了以下事实’周期素

!"蛋白不能与 ()(*$结合形成复合物激活后
者+从而在不能促进细胞分裂的同时+周期素

!"由 于 不 能 借 助 ()(*$复 合 物 形 式 被

,-./,.0.1化后清除而导致细胞内积聚2此外+
,-./,.0.1化径路自身调节异常也可能是周期
素 !"蛋白积聚和细胞周期阻滞的原因2
总之+本研究结果显示 341.504.1可协同辐

射提高 67"89细胞的放射敏感性:早期细胞凋
亡主要依赖于高浓度 341.504.1作用+而迟发凋
亡亦可在低浓度下发生+尤其当与辐射合用时:
341.504.1与辐射合用可使更多细胞阻滞于#$%
& 期+同时随着时间的延长伴有超二倍体细胞
的明显增加+这也可能是 341.504.1放射增敏的
原因之一2
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