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论著·基础研究

抑制自噬增强ＴＲＡＩＬ诱导前列腺癌细胞凋亡的实验研究

王文轩，何卫阳，苟　欣△

（重庆医科大学附属第一医院泌尿外科，重庆４０００１６）

　　摘　要：目的　研究肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ）处理前列腺癌细胞能否诱导自噬以及自噬在其中的作用。方

法　利用免疫印迹技术检测自噬相关蛋白的表达；通过抑制自噬观察ＴＲＡＩＬ对前列腺癌细胞毒性的影响。结果　ＴＲＡＩＬ可以

增强自噬相关蛋白的表达，抑制自噬可以增强ＴＲＡＩＬ对前列腺癌细胞的毒性作用。结论　ＴＲＡＩＬ可以诱导自噬的发生，自噬对

前列腺癌细胞起保护作用。
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　　我国的前列腺癌的发病率在逐年升高，多数病例发现时已

处于晚期，失去手术时机［１２］。去势与抗雄激素治疗虽然效果

较好，但一般在１８～２４个月后转化为激素非依赖性前列腺癌，

此时，治疗非常棘手。化疗作为一项重要手段，在激素非依赖

性前列腺癌中的治疗地位越来越受到重视。但原发性或获得

性药物抵抗明显降低了化疗药物的效果。研究表明肿瘤坏死

因子相关凋亡诱导配体（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏ

ｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）可以有效的诱导肿瘤细胞凋亡，且

不良反应很小，是一个极具前景的肿瘤治疗药物［３４］。然而，

ＴＲＡＩＬ耐药却限制了它的治疗效果，而且其机制仍不明确。

ＴＲＡＩＬ与它的功能受体ＤＲ４及ＤＲ５结合后通过外源性凋亡

通路促进肿瘤细胞凋亡，ＴＲＡＩＬ与受体结合后促进死亡复合

体的形成，死亡复合体包括Ｆａｓ相关死亡域蛋白（ＦＡＤＤ）、凋

亡蛋白酶８（Ｃａｓｐａｓｅ８）以及ｃＦＬＩＰ。Ｃａｓｐａｓｅ８通过自我活化，

促进死亡受体下游效应蛋白Ｃａｓｐａｓｅ７和Ｃａｓｐａｓｅ３的激活，从

而诱导凋亡。

自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是细胞进化的保守信号通路，通过降解

长命蛋白及受损细胞器实现能量的再循环利用，维持细胞的能

量平衡。自噬对于维持细胞在缺乏营养状态下的生存以及清

除细胞受损的细胞器和多余的蛋白至关重要［５６］。

目前文献报道，放、化疗可以诱导自噬，但放、化疗诱导的

自噬在不同的制剂以及不同的细胞系其作用可能不同，或起促

生存或起促死亡作用［７］。虽然有文献报道ＴＲＡＩＬ处理结肠癌

可以诱导细胞发生自噬，而且抑制自噬可以增强肿瘤细胞

ＴＲＡＩＬ的敏感性
［８］；但ＴＲＡＩＬ对于前列腺癌细胞是否可以诱

导自噬以及自噬的作用如何，还尚不清楚。本文拟研究ＴＲＡＩＬ

对前列腺癌细胞自噬水平的影响，以及自噬在其中的作用。

１　材料与方法

１．１　试剂　改良型ＲＰＭＩ１６４０培养液购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，０．

２５％胰蛋白酶加乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）购自Ｇｉｂｃｏ公司，ＤＭ

ＳＯ购自吉诺生物医药技术有限公司，ＡｎｔｉＬＣ３Ｂ购自Ｓｉｇｍａ

公司；ＡｎｔｉＰ６２、Ｃａｓｐａｓｅ８、ＰＡＲＰ购自Ｂ＆Ｄ公司。ＬＤＨ试剂

盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＴＲＡＩＬ由本实验室提取制备。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞株及培养条件　雄激素非依赖性人前列腺癌细胞

株ＰＣ３购自ＡＴＣＣ，培养在 ＲＰＭＩ１６４０加上１０％ 胎牛血清、

２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素

培养基中。

１．２．２　细胞毒性测定　在９６孔板内测定应用乳酸脱氢酶释

放试验（ＬＤＨ）进行前列腺癌细胞细胞毒性测定。细胞种植在

４８孔板内过夜，细胞生长到７０％～８０％时按图１中标注处理

３６ｈ后进行ＬＤＨ检测。

１．２．３　免疫印迹检测　细胞蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ｔｉｎｇ）检测各种细胞用 Ｍ２提取总蛋白，取同等量蛋白上样以

５％的浓缩胶、１２％的分离胶进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电转蛋白

至ＰＶＤＦ膜，５％ ＢＳＡ３７℃封闭１ｈ，与一抗４℃孵育过夜，

ＰＢＳ洗膜３次后与辣根过氧化物酶标记的１∶２０００二抗室温

孵育１ｈ。ＰＢＳ冲洗３次，每次约５ｍｉｎ，然后加显色剂，暗室曝

光并洗片。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析，计量资料

用狓±狊表示，各组间指数的比较采用单因素方差分析和狋检

验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＲＡＩＬ可以诱导自噬　ＰＣ３经ＴＲＡＩＬ处理后可以明

显增加ＬＣ３ＢⅠ向ＬＣ３ＢⅡ的转化；同时可以明显增加Ｐ６２的

降解；这两个蛋白的变化是自噬的主要标志；另外，为了进一步

证明这些蛋白的变化是自噬活性增强诱导的，用“自噬潮”实验

检测，即是应用抑制自噬体和溶酶体的融合的氯喹（ｃｈｌｏｒｏ
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ｑｕｉｎｅ，ＣＱ）及ＴＲＡＩＬ分别处理ＰＣ３，以及联合二者处理ＰＣ

３，结果示：ＣＱ和ＴＲＡＩＬ可以适当增加ＬＣ３ＢⅡ的表达，而二

者联合可进一步增加 ＬＣ３ＢⅡ的表达。这些结果可以肯定

ＴＲＡＩＬ可以诱导自噬。见图１。

　　Ａ：ＴＲＡＩＬ（１５０ｎｇ／ｍＬ）在不同时间点处理ＰＣ３，然后应用 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＬＣ３Ｂ及ｐ６２的表达；Ｂ：ＴＲＡＩＬ（１５０ｎｇ／ｍＬ）和ＣＱ

（２０μＭ）分别或联合处理ＰＣ３２ｈ，然后应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测

ＬＣ３Ｂ的表达。

图１　　ＰＣ３细胞ＬＣ３Ｂ及ｐ６２表达检测

２．２　ＴＲＡＩＬ诱导的自噬对前列腺癌细胞起保护作用　ＰＣ３

经ＴＲＡＩＬ单独处理或 ＴＲＡＩＬ加不同类型的自噬抑制剂，

ＬＤＨ检测发现，应用不同类型的抑制剂可以明显增加ＴＲＡＩＬ

的细胞毒性。应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测发现，抑制自噬可以

明显增加ＴＲＡＩＬ诱导的凋亡蛋白Ｃａｓｐａｓｅ８的活化和ＰＡＲＰ

的裂解（图２）。

　　Ａ：ＰＣ３细胞种植于４８孔板培养２４ｈ，然后提前半小时加入自噬

抑制剂 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（ＷＭＴ，１μＭ）、ＣＱ（２０μＭ），再分别加入ＴＲＡＩＬ

（１５０ｎｇ／ｍＬ）３６ｈ，应用ＬＤＨ检测细胞的死亡率；Ｂ：ＴＲＡＩＬ（１５０ｎｇ／

ｍＬ）单独和ＴＲＡＩＬ（１５０ｎｇ／ｍＬ）联合ＣＱ（２０μＭ）处理ＰＣ３４ｈ，然后

应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测Ｃａｓｐａｓｅ８及ＰＡＲＰ的表达。

图２　　自噬对ＰＣ３细胞活性影响及Ｃａｓｐａｓｅ８和ＰＡＲＰ

的表达检测

３　讨　　论

自噬是一种普遍存在的真核细胞特有的生命现象，在维持

细胞自我稳态、促进细胞生存方面起重要作用。研究证明：自

噬与衰老、神经疾病、肿瘤等密切相关。目前自噬已成为肿瘤

领域的研究热点。研究自噬发生的方法较多，但ＬＣ３Ｂｃ表达

的增强及Ｐ６２蛋白的降解目前仍是自噬的主要标志物
［９］。如

图１Ａ所示，ＴＲＡＩＬ可以明显增加ＬＣ３ＢⅡ表达及Ｐ６２的降

解。然而，ＬＣ３ＢⅡ表达的增强不能完全除外自噬后期的抑制

所致，所以“自噬潮”可以进一步确定ＴＲＡＩＬ是否可以诱导自

噬。如图１Ｂ所示，溶酶体抑制剂氯喹和ＴＲＡＩＬ单独可以增

加ＬＣ３ＢⅡ的表达，当联合应用ＣＱ以及ＴＲＡＩＬ后则进一步

增加ＬＣ３ＢⅡ的表达。本研究结果表明，ＴＲＡＩＬ可以显著诱

导前列腺癌细胞的自噬。

研究表明，自噬主要是促生存作用，但在一定条件下，可以

促进细胞死亡，所以自噬的作用具有细胞特异性、刺激因子特

异性以及环境特异性等特点。故自噬在不同刺激下，在不同的

细胞系可能会起不同的作用。自噬在肿瘤的发生、发展甚至转

移等方面都具有重要作用，调控自噬目前成为肿瘤治疗的重要

手段［１０］。虽然文献报道，ＴＲＡＩＬ可以诱导敲除Ｂａｘ的结肠癌

细胞 Ｈｃｔ１１６产生自噬，并且抑制自噬可以增加结肠癌细胞的

凋亡，然而ＴＲＡＩＬ对于前列腺癌ＰＣ３细胞的作用以及可能

产生的自噬作用目前仍不清楚。本研究显示，ＴＲＡＩＬ可以诱

导前列腺癌ＰＣ３细胞产生自噬，而且自噬起保护肿瘤细胞作

用，Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ及氯喹抑制自噬均可以显著增加ＰＣ３细胞的

死亡率（犘＜０．０５）、凋亡蛋白Ｃａｓｐａｓｅ８的活化以及ＰＡＲＰ的裂

解。这与多数恶性肿瘤的研究结果相符。

本研究的结果表明ＴＲＡＩＬ可以诱导前列腺癌细胞产生

保护性自噬，而抑制自噬可以显著增强ＴＲＡＩＬ诱导的前列腺

癌细胞凋亡，这对于逆转耐药前列腺癌细胞尤为重要。然而

ＴＲＡＩＬ诱导自噬的机制目前仍不明确，究竟是通过ＪＮＫ激活

Ｂｃｌｘｌ磷酸化，Ｂｅｃｌｉｎ复合物解体Ｂｅｃｌｉｎ１释放通路还是其他信

号通路［１１１２］，还需要后续的进一步研究。
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［２］ 鲍镇美．前列腺癌的预防及诊断治疗［Ｊ］．中华泌尿外科

杂志，２００４，２５（１２）：７９７７９９．

［３］ ＡｂｄｕｌｇｈａｎｉＪ，ＥｌＤｅｉｒｙ ＷＳ．ＴＲＡＩＬｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＴｈｅｒＴａｒｇｅｔｓ，２０１０，１４

（１０）：１０９１１１０８．

［４］ ＨｅｌｌｗｉｇＣＴ，Ｒｅｈｍ Ｍ．ＴＲＡＩＬｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｓｙｎｅｒｇｙ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｕｓｅｄｉｎＴＲＡＩＬｂａｓｅｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｉｅｓ

［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒＴｈｅｒ，２０１２，１１（１）：３１３．

［５］ ＴｏｄｄｅＶ，ＶｅｅｎｈｕｉｓＭ，ｖａｎｄｅｒＫｌｅｉＩＪ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ：ｐｒｉｎｃｉ

ｐｌｅｓａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｉｎｈｅａｌｔｈａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍ

ＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２００９，１７９２（１）：３１３．

［６］ ＭｉｚｕｓｈｉｍａＮ，ＫｏｍａｔｓｕＭ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ：ｒｅｎｏｖａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓ

ａｎｄｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１１，１４７（４）：７２８７４１．

［７］ ＷｕＷ，ＣｏｆｆｅｌｔＳ，ＣｈｏＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｉｃｐａｒａｄｏｘｉｎ

ｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１２，３１（８）：９３９９５３．

［８］ ＨａｎＪ，ＨｏｕＷ，ＧｏｌｄｓｔｅｉｎＬＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ

ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＴＲＡＩＬｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｅｆｅｃｔｉｖｅｔｕｍｏｒ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００８，２８３（２８）：１９６６５１９６７７．

［９］ ＫｌｉｏｎｓｋｙＤＪ，ＡｂｅｌｉｏｖｉｃｈＨ，ＡｇｏｓｔｉｎｉｓＰ，ｅｔａｌ．Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ

ｆｏｒｔｈｅｕｓｅａｎｄｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎｏｆａｓｓａｙｓｆｏｒｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇａｕ

ｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｇｈｅｒｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２００８，４（２）：

１５１１７５．

［１０］ＤａｌｂｙＫＮ，ＴｅｋｅｄｅｒｅｌｉＩ，ＬｏｐｅｚＢｅｒｅｓｔｅｉｎＧ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅ

ｔｉｎｇｔｈｅｐｒｏｄｅａｔｈａｎｄｐｒｏｓｕｒｖｉｖａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙ

ａｓｎｏｖｅｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，

２０１０，６（３）：３２２３２９．

［１１］ＷｅｉＹ，ＰａｔｔｉｎｇｒｅＳ，ＳｉｎｈａＳ，ｅｔａｌ．ＪＮＫ１ｍｅｄｉａｔｅｄｐｈｏｓ

ｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｒｅｇｕｌａｔｅｓｓｔａｒｖａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄａｕｔｏｐｈ

ａｇｙ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌ，２００８，３０（６）：６７８６８８．

［１２］ＨｅＷ，ＷａｎｇＱ，ＸｕＪ，ｅｔａｌ．ＡｔｔｅｎｕａｔｉｏｎｏｆＴＮＦＳＦ１０／

ＴＲＡＩＬｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙａｎａｕｔｏｐｈａｇｉｃｓｕｒｖｉｖａｌｐａｔｈ

ｗａｙ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ＴＲＡＦ２ ａｎｄ ＲＩＰＫ１／ＲＩＰ１ｍｅｄｉａｔｅｄ

ＭＡＰＫ８／ＪＮＫａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０１２，８（１２）：

１８１１１８２１．

（收稿日期：２０１３１０１２　修回日期：２０１４０１０２）
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