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　　［摘要］　目的　探讨蛋白酶体抑制剂（ｅｐｏｘｏｍｉｃｉｎ，ＥＰＯ）诱导前列腺癌ＤＵ１４５细胞凋亡及其与ＧＡＤＤ１５３／ＣＨＯＰ的关
系。方法　不同浓度的ＥＰＯ处理ＤＵ１４５不同时间，ＭＴＳ检测细胞生长情况；流式细胞仪检测细胞凋亡率情况；Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ检测内质网应激的相关分子ＧＡＤＤ１５３、ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测ＧＡＤＤ１５３、ＧＲＰ７８蛋白表达情况；转
染ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＮＡ从而沉默基因 ＧＡＤＤ１５３，通过基因转录水平及蛋白水平检测 ＧＡＤＤ１５３证实转染是否成功；转染
ＧＡＤＤ１５３后，通过ＭＴＳ法及流式细胞仪技术检测细胞增殖情况及凋亡情况。结果　 ＥＰＯ抑制ＤＵ１４５细胞生长，并呈现
剂量、时间依赖。处理组细胞凋亡率高于未处理组，高剂量组凋亡率高于低剂量组。ＥＰＯ处理后 ＧＡＤＤ１５３，ＧＲＰ７８基因
转录水平随时间逐渐升高，７２ｈ最为明显。ＧＡＤＤ１５３、ＧＲＰ７８蛋白在ＥＰＯ处理后不断增加，均在７２ｈ增加到最高，且低剂
量与高剂量组在７２ｈ差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。转染 ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＮＡ后，ＧＡＤＤ１５３基因转录水平及蛋白表达水平
明显降低，其中ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＮＡ５０ｎｍｏｌ／Ｌ最为明显。沉默基因 ＧＡＤＤ１５３后，ＥＰＯ处理 ＤＵ１４５细胞，其细胞数目的减少
部分被阻断，细胞凋亡部分被阻断。结论　蛋白酶体抑制剂ｅｐｏｘｏｍｉｃｉｎ能抑制ＤＵ１４５细胞生长，诱导凋亡，其机制可能与
激活内质网应激，诱发内质网的相关分子ＧＡＤＤ１５３表达有关。
　　［关键词］　 蛋白酶体抑制剂；ＧＡＤＤ１５３／ＣＨＯＰ；ＧＲＰ７８；内质网应激
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　　越来越多的证据表明蛋白酶体是肿瘤治疗较好的
靶点。研究证实增加蛋白酶体的活性与肿瘤的恶性程

度相关，包括结肠癌、前列腺癌、白血病［１］。研究表明

许多增殖活跃的肿瘤比良性或者癌前病变的肿瘤对蛋

白酶体抑制剂更加敏感［２］；蛋白酶体的药物抑制导致

了促凋亡蛋白的增加，并伴随着抗凋亡蛋白的减少，导

致细胞周期停止以及凋亡［３］。在人类各种肿瘤细胞

的研究中发现蛋白酶体抑制剂与标准的细胞毒性药物

相比，表现出更加有效的诱导细胞凋亡的能力。蛋白

酶体是放化疗的增敏剂，通过选择性作用于靶点从而

克服耐药，对正常组织有较小副作用［４］。这些研究强

有力地证实蛋白酶体抑制剂对于人类恶性肿瘤的治疗

有着广泛的前景。环氧甲酮四肽蛋白酶体抑制剂

（Ｅｐｏｘｏｍｉｃｉｎ，ＥＰＯ）是蛋白酶体抑制剂，此药物在前列
腺癌细胞有抗肿瘤作用，但其机制尚不明确［５］。内质

网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ｅｒｓｔｒｅｓｓ）是指由
于内质网稳态受到破坏后的一系列分子、生化改变。

内质网应激包括：内质网未折叠蛋白质反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）、内质网超负荷反应和固醇调节
级联反应［６］。内质网应激激活最初阶段产生ＢＩＰ蛋白，
也就是ＧＲＰ７８蛋白，从而激活ＰＥＲＫ、ＩＲＥ１、ＡＦＴ６通路，
内质网应激最终阶段产生细胞凋亡蛋白 ＧＡＤＤ１５３／
ＣＨＯＰ，促进细胞凋亡。因此，本研究旨在探讨蛋白酶体
抑制剂ＥＰＯ是否可激活前列腺癌ＤＵ１４５细胞内质网应
激及与ＧＡＤＤ１５３之间是否有关联。

１　材料与方法

１．１　材料
　　细胞培养用的 ＤＭＥＭ及 ＯＰＴＩＭＥＭ培养基购自 Ｓｉｇｍａ及
Ｇｉｂｃｏ公司；１０％的胎牛血清（ＦＢＳ），青霉素购自Ｇｅｍｉｎｉ公司；Ｌ
谷氨酰胺，非必需氨基酸，丙酮酸钠购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＭＴＳ试剂
盒，反转录酶，反转录酶抑制剂，ｄＮＴＰ混合物购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；
随机引物购自ＡＢ公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ及ＰＩ购自Ｓｉｇｍａ公司；
ＧＡＤＤ１５３，ＧＲＰ７８抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物公司；βａｃｔｉｎ抗体购
自Ｓｉｇｍａ公司；ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ（ＲＯＸ）及 Ｔｒｉｐｕｒｅ试剂（总 ＲＮＡ提取
试剂）购自Ｒｏｃｈｅ公司；ＧＡＤＤ１５３，ＧＲＰ７８基因购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司。ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＮＡ，ＮｏｎｓｅｐｃｉｆｉｃｓｉＲＮＡ购自Ａｍｂｉｏｎ。
１．２　细胞培养
　　ＤＵ１４５（ＡＴＣＣ）由康奈尔大学医学院提供。ＤＵ１４５细胞
培养选用含有１０％胎牛血清及含有酚红的ＤＭＥＭ，置于３７℃、
５％ＣＯ２的孵育箱，待长到７０％～８０％时，予以传代，取传代３代
内细胞用于实验。细胞处理前随机分为正常组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）和各
个干预处理组，并更换为不含酚红的ＤＭＥＭ培养基。

１．３　细胞增殖实验
　　在９６孔板中均匀接种前列腺癌细胞 ＤＵ１４５，按照细胞数
５×１０３／孔培养，２４ｈ后予以 ｅｐｏｘｏｍｉｃｉｎ（ＥＰＯ）不同浓度处理，
２４、４８、７２ｈ后按照ＭＴＳ分析试剂盒说明检测活细胞数目。

１．４　流式细胞术
　　分别收集不同浓度 ＥＰＯ（０、１０、２０ｎｍｏｌ／Ｌ）处理 ２４ｈ的
ＤＵ１４５细胞（１×１０６），ＰＢＳ洗涤后加１００μＬ结合缓冲液重悬
细胞，然后加入 ５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ２μＬＰＩ，４℃避光
３０ｍｉｎ，１ｈ内进行流式细胞仪分析。转染沉默基因 ＧＡＤＤ１５３
后细胞凋亡检测用同样的方法。

１．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达水平
　　ＤＵ１４５按照７．６×１０４／孔种植到１２孔板，２４ｈ后予以ＥＰＯ
不同浓度处理不同时间，Ｔｒｉｐｕｒｅ收集细胞并提取总 ＲＮＡ，反转
录试剂盒获得ｃＤＮＡ，按照 Ｒｏｃｈｅ公司 ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ（ＲＯＸ）试剂
盒说明检测ＧＡＤＤ１５３、ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达，选用 βａｃｔｉｎ作为内
参照。转染沉默基因ＧＡＤＤ１５３后基因转录水平检测用同样的
方法。各引物序列见表１。

表１　实验中所需各基因引物序列

基因 引物序列 扩增片段

ｈＧＲＰ７８ 上游：５′ＣＧＡＧＡＡＣＡＣＧＧＴＣＴＴＴＧＡＣＧ３′ ５３１ｂｐ
下游：５′ＡＣＣＡＣＣＴＴＧＡＡＣＧＧＣＡＡＧＡＡＣＴ３′

ｈＣＨＯＰ／ＧＡＤＤ１５３ 上游：５′ＣＣＴＧＡＧＧＡＧＡＧＡＧＴＧＴＴＣＡＡＧ３′ ４５６ｂｐ
下游：５′ＣＴＣＴＴＧＣＡＧＧＴＣＣＴＣＡＴＡＣＣＡ３′

ｈβＡＣＴＩＮ 上游：５′ＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＧＡＴＧ３′ ３２０ｂｐ
下游：５′ＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧ３′

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白含量
　　ＤＵ１４５按浓度７．２５×１０５／板种植于１００ｍｍ的培养板，加
无酚红培养基２４ｈ后，加入不同剂量的 ＥＰＯ处理２４、４８、７２ｈ
后收集细胞，并按照 Ｔｈｅｒｍｏ公司的厂家说明用 ＲＩＰＲ缓冲液
（加入Ｃｏｃｋｔａｉｌ及ＰＭＳＦ）冰上裂解细胞３０ｍｉｎ，１４０００×ｇ离心
１５ｍｉｎ后，取上清液，并用 ＢＣＡ法检测蛋白浓度。２５μｇ蛋白
量与样本缓冲液作用，并９５℃加热变性５ｍｉｎ，以ＳＤＳＰＡＧＥ胶
（ＢｉｏＲａｄ公司）电泳分离，转印于０．４５μｍＰＶＤＦ膜（ＢｉｏＲａｄ
公司）。后予以５％的脱脂牛奶ＴＢＳＴ室温封闭２ｈ，ＧＡＤＤ１５３、
ＧＲＰ７８、βａｃｔｉｎ多克隆抗体 ４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤 ３次
（１０ｍｉｎ／次），辣根过氧化物酶标记的多克隆抗兔、抗山羊及抗
小鼠ＩｇＧ抗体室温孵育１ｈ，重复洗涤，ＥＣＬ显色，ＢｉｏＲａｄ公司
Ｉｍａｇｅｌａｂｖｅｒｓｉｏｎ４．１版系统进行拍照，分析吸光光度值。
βａｃｔｉｎ作为内参照。转染沉默基因ＧＡＤＤ１５３后蛋白检测用同
样的方法。

１．７　ＧＡＤＤ１５３基因沉默
　　ＤＵ１４５细胞用无抗生素无酚红的培养基均匀种植于９６、１２
孔板及６０ｍｍ的培养板，２４ｈ后，根据 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ厂家说明将
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００按照（０．２５μＬ／ｗｅｌｌ９６孔板，２μＬ／ｗｅｌｌ１２
孔板，５μＬ／ｗｅｌｌ６０ｍｍ培养板）及 １０、５０ｎｍｏｌ／ＬＧＡＤＤ１５３
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ｓｉＲＮＡ（ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ）及阴性对照 ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉＲＮＡ
（ＮＥＧ组）加入无血清 ＯＰＴＩＭＥＭ培养基中，５ｈ更换培养基，
再根据实验给予相应处理。

１．８　统计学方法
　　数据以珋ｘ±ｓ表示，采用Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ１２．５软件处理，单因素方
差分析进行组间比较。

２　结果

２．１　ＥＰＯ对ＤＵ１４５细胞生长的影响
　　由图１可见 ＤＵ１４５随着时间成线性增殖，说明 ＤＵ１４５细
胞按照这个浓度接种，其生长曲线成线性增殖。选用此浓度细

胞用不同浓度 ＥＰＯ处理，发现呈浓度时间依赖性。ＥＰＯ
０．８ｎｍｏｌ／Ｌ处理组与正常组对应时间比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；ＥＰＯ４ｎｍｏｌ／Ｌ与正常组比较第１天差异无显著意
义（Ｐ＞０．０５），第２、３天活细胞数量较正常组下降约２６％和
２８％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＥＰＯ２０ｎｍｏｌ／Ｌ及 ＥＰＯ
１００ｎｍｏｌ／Ｌ组活细胞数量与正常组比较，第１、２、３天均明显下
降（Ｐ＜０．０５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较
图１　不同浓度ＥＰＯ对ＤＵ１４５细胞的生长影响（ｎ＝１５，珋ｘ±ｓ）

２．２　ＥＰＯ对ＤＵ１４５细胞凋亡影响
　　用０、１０、２０ｎｍｏｌ／ＬＥＰＯ处理ＤＵ１４５细胞２４ｈ后流式细胞
仪检测细胞凋亡率，结果显示：低剂量及高剂量组分别为

（２５０４±３．６７）％、（３８．８８±５．５２）％，与正常组（１．４５±
０２９）％相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），同时也发现高剂
量组凋亡率高于低剂量组凋亡率（Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果
　　经 ＥＰＯ处理 ２４、４８、７２ｈ后，ＧＡＤＤ１５３／ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８
ｍＲＮＡ表达呈现逐渐增加趋势。ＧＡＤＤ１５３ｍＲＮＡ表达在２４ｈ
ＥＰＯ１０、２０ｎｍｏｌ／Ｌ组分别为正常组的１５．４１及１５．４８倍；４８ｈ
分别为正常组的３２．４６及６０．６１倍，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；７２ｈ分别为正常组的９４．６５及９４．４２倍，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１，图 ２）。ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达在 ２４ｈ不同剂量
ＥＰＯ与正常组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；４８ｈＥＰＯ
１０ｎｍｏｌ／Ｌ组是正常组的１９．８６倍（Ｐ＞０．０５），而高剂量组ＥＰＯ
２０ｎｍｏｌ／Ｌ是正常组的 ３１．１７倍，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；７２ｈ两组与正常组比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５，图３）。
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图２　ＥＰＯ对ＤＵ１４５细胞ＣＨＯＰｍＲＮＡ表达情况（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图３　ＥＰＯ对ＤＵ１４５细胞ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达情况（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．４　ＥＰＯ对ＤＵ１４５细胞ＧＡＤＤ１５３、ＧＲＰ７８蛋白的影响
　　ＥＰＯ处理ＤＵ１４５细胞２４、４８ｈＧＡＤＤ１５３蛋白较正常组升
高，与正常组比较无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；７２ｈ与正常组比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；７２ｈ高剂量与低剂量组比
较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图４、５）。ＥＰＯ处理 ＤＵ１４５后
ＧＲＰ７８蛋白明显增加，在２４ｈ低剂量与高剂量组即为正常组
的１８０及２６０倍，与正常组比较具有统计学差异（Ｐ＜０．０１）；
４８、７２ｈ处理组均显著高于正常组（Ｐ＜０．０１）；低剂量组与高剂
量组在２４、４８ｈ组间比较，无显著差异（Ｐ＞０．０５），７２ｈ比较两
组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图４、６）。
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１～３：分别为２４ｈ正常组、ＥＰＯ１０ｎｍｏｌ／Ｌ、ＥＰＯ２０ｎｍｏｌ／Ｌ组；４～
６：分别为４８ｈ正常组、ＥＰＯ１０ｎｍｏｌ／Ｌ、ＥＰＯ２０ｎｍｏｌ／Ｌ组；７～９：分
别为７２ｈ正常组、ＥＰＯ１０ｎｍｏｌ／Ｌ、ＥＰＯ２０ｎｍｏｌ／Ｌ组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＲＰ７８、ＧＡＤＤ１５３蛋白表达情况
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图５　ＥＰＯ对ＤＵ１４５细胞ＧＡＤＤ１５３蛋白的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图６　ＥＰＯ对ＤＵ１４５细胞ＧＲＰ７８蛋白的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．５　ＧＡＤＤ１５３基因沉默后基因转录水平及蛋白水平
　　沉默基因ＧＡＤＤ１５３后，我们检测ＧＡＤＤ１５３转录基因表达
情况见图７。ＥＰＯ２０ｎｍｏｌ／Ｌ处理４８ｈ后 ＧＡＤＤ１５３基因转录
水平表达为正常组（正常组为１）的８０多倍，与正常组比较有显
著差异（Ｐ＜０．０１）；而 ＮＥＧ（阴性对照 ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉＲＡＮ组）＋
ＥＰＯ组ＧＡＤＤ１５３表达是正常组的６６倍，与ＥＰＯ组比较无显著
差异（Ｐ＞０．０５）。ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＮＡ１０（ＣＨＯＰ１０）及 ＧＡＤＤ１５３
ｓｉＲＮＡ５０（ＣＨＯＰ５０）联合 ＥＰＯ组，其 ＧＡＤＤ１５３明显下降，与
ＥＰＯ组比较差异显著（Ｐ＜０．０１）。
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１：ＣＨＯＰ１０组；２：ＣＨＯＰ５０组；３：ＮＥＧ组；４：正常组；５：ＣＨＯＰ１０＋
ＥＰＯ组；６：ＣＨＯＰ５０＋ＥＰＯ组；７：ＮＥＧ＋ＥＰＯ组；８：ＥＰＯ组　ａ：Ｐ＜
０．０１，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＥＰＯ组比较
图７　蛋白印迹检测ＧＡＤＤ１５３沉默后基因ｍＲＮＡ表达情况

　　如图 ８所示，沉默基因 ＧＡＤＤ１５３，并继续使用 ＥＰＯ
２０ｎｍｏｌ／Ｌ处理 ＤＵ１４５细胞 ４８ｈ后，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＧＡＤＤ１５３蛋白，发现 ＥＰＯ组 ＧＡＤＤ１５３蛋白表达为正常组的
３８倍左右，这与前面的结果一致，且与正常组相比，差异显著
（Ｐ＜０．０１）；ＮＥＧ（阴性对照ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉＲＮＡ组）＋ＥＰＯ较正
常组明显升高（Ｐ＜０．０１），与 ＥＰＯ组差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。基 因 沉 默 ＣＨＯＰ１０＋ＥＰＯ，ＣＨＯＰ５０＋ＥＰＯ组 其
ＧＡＤＤ１５３／ＣＨＯＰ表达明显下降，与正常组比较无显著差异
（Ｐ＞０．０５）；与ＥＰＯ组显著降低（Ｐ＜０．０１）。

２．６　沉默 ＧＡＤＤ１５３基因后对 ＤＵ１４５细胞生长及凋
亡的影响

　　沉默ＧＡＤＤ１５３后通过ＭＴＳ方法检测ＥＰＯ２０ｎｍｏｌ／Ｌ处理
ＤＵ１４５细胞７２ｈ（预实验中检测转染７２ｈＧＡＤＤ１５３基因转录
水平仍然处于低值，图片未列出）活性细胞数量情况。ＥＰＯ
２０ｎｍｏｌ／Ｌ处理ＤＵ１４５细胞后，活细胞数量与正常组比较明显
降低（Ｐ＜０．０１）；ＮＥＧ＋ＥＰＯ组与ＥＰＯ组比较无明显差异（Ｐ＞

０．０５）。转染 ＧＡＤＤ１５３后，ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＮＡ１０、５０ｎｍｏｌ／Ｌ＋
ＥＰＯ组细胞减少数目较ＥＰＯ组显著减少（Ｐ＜０．０５），５０ｎｍｏｌ／Ｌ
组更为明显。见图９。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）　１：正常组；
２：ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＮＡ１０ｎｍｏｌ／Ｌ组；３：ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＡＮ５０ｎｍｏｌ／Ｌ组；４：ｎｏｎ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ组；５：ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＮＡ１０ｎｍｏｌ／Ｌ＋ＥＰＯ组；６：ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＡＮ
５０ｎｍｏｌ／Ｌ＋ＥＰＯ组；７：ＮＥＧ＋ＥＰＯ组；８：ＥＰＯ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＥＰＯ组比较
图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＡＤＤ１５３／ＣＨＯＰ沉默后蛋白表达情况
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１：正常组；２：ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＮＡ１０ｎｍｏｌ／Ｌ组；３：ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＡＮ
５０ｎｍｏｌ／Ｌ组；４：ＮＥＧ组；５：ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＮＡ１０ｎｍｏｌ／Ｌ＋ＥＰＯ组；
６：ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＡＮ５０ｎｍｏｌ／Ｌ＋ＥＰＯ组；７：ＮＥＧ＋ＥＰＯ组；８：ＥＰＯ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＥＰＯ组比较

图９　沉默ＧＡＤＤ１５３基因对ＤＵ１４５细胞生长及凋亡的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

　　根据 ＭＴＳ实验，细胞凋亡实验选用 ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＮＡ
５０ｎｍｏｌ／Ｌ做转染，并选用ＥＰＯ２０ｎｍｏｌ／Ｌ处理细胞，２４ｈ后按
前面方法收集细胞，通过流式细胞仪检测细胞凋亡率，结果显

示：ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＡＮ５０ｎｍｏｌ／Ｌ组与正常组比较，无显著差异
（Ｐ＞０．０５）。ＥＰＯ２０ｎｍｏｌ／Ｌ处理 ＤＵ１４５细胞２４ｈ，细胞凋亡
率３６１３％，与正常组比较有显著差异（Ｐ＜０．０１）。ＧＡＤＤ１５３
沉默基因后ＥＰＯ处理，其凋亡率２２．２５％，显著高于正常组，明
显低于ＥＰＯ组（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

　　ＧＲＰ７８（７８×１０３ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ）也就是
ＢＩＰ／ＨＳＰＡ５，是内质网应激主要的分子伴侣，内质网应
激的主要调节器［７］。它的出现可以激活 ＩＲＥ１ɑ、
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ＰＥＰＫ、ＡＦＴ６等多种通路，这些通路的激活最终诱发更
多ＧＡＤＤ１５３蛋白的产生。
　　ＧＡＤＤ１５３／ＣＨＯＰ（ｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔａｎｄＤＮＡｄａｍａｇｅ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ１５３）是一种普遍以低浓度存在于增
殖期细胞核内小分子蛋白，会在生长停滞或毒性应激

尤其内质网应激时被大量诱导。而且这种蛋白是构成

内质网应激终止阶段的主要成分，可以激发细胞生长

的停滞和促使细胞凋亡。许多细胞的干扰情况包括血

糖或者氨基酸的缺乏，钙离子及糖基化诱导均可诱发

内质网应激，并激发 ＧＡＤＤ１５３蛋白的产生［８］。越来

越多的研究表明在许多肿瘤细胞株中，ＧＡＤＤ１５３蛋白
有助于促进细胞凋亡［９－１０］，并导致严重的病理现

象［１１－１２］。

　　本研究发现蛋白酶体抑制剂 ＥＰＯ处理 ＤＵ１４５细
胞，细胞生长受抑制，且呈时间剂量依赖。通过流式细

胞仪检测细胞凋亡情况，发现ＥＰＯ处理后低剂量组与
高剂量组均出现细胞凋亡率增加，高剂量增加更明显。

表明ＥＰＯ处理后细胞ＤＵ１４５生长受到抑制，与细胞凋
亡增加有关。而导致细胞凋亡原因是什么？是通过什

么途径进行的？

　　通过检测 ＧＡＤＤ１５３、ＧＲＰ７８，发现不管是基因转
录水平，还是蛋白水平，均出现明显增加，且随着时间

而增加，在７２ｈ均达到了最高。ＧＡＤＤ１５３、ＧＲＰ７８是
内质网应激产生的主要特征，内质网应激发生诱导

ＧＲＰ７８增加，从而诱发ＡＦＴ４、ＡＦＴ６、ＰＥＰＫ等通路的激
活，最终产生 ＧＡＤＤ１５３。ＧＡＤＤ１５３蛋白是内质网应
激导致细胞凋亡的重要蛋白。也就是说经过 ＥＰＯ处
理细胞ＤＵ１４５，可激活内质网应激。ＧＡＤＤ１５３在内质
网应激导致细胞凋亡过程中，有重要作用。因此我们

设想，如果阻断 ＧＡＤＤ１５３基因，是不是就可以阻断
ＤＵ１４５细胞的凋亡，细胞的生长也不受抑制。
　　本研究采用 ＧＡＤＤ１５３ｓｉＲＮＡ沉默基因 ＧＡＤＤ１５３
表达，再观察蛋白酶体抑制剂对细胞 ＤＵ１４５的影响。
为了检测沉默基因是否成功，在转染 ｓｉＲＮＡ后分别检
测ＧＡＤＤ１５３基因转录水平及蛋白水平表达情况，发
现沉默ＧＡＤＤ１５３基因后，蛋白酶体抑制剂转染组与
未转染组相比，基因 ＧＡＤＤ１５３明显下降，而剂量１０、
５０ｎｍｏｌ／Ｌ组基因表达明显下降，且具有剂量依赖。在
后续的试验中，选择了１０、５０ｎｍｏｌ／ＬｓｉＲＮＡ转染细胞
ＤＵ１４５，并收集细胞，提取蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现
蛋白 ＧＡＤＤ１５３蛋白表达明显下降，且与剂量相关，
５０ｎｍｏｌ／ＬｓｉＲＮＡ组ＧＡＤＤ１５３蛋白下降明显。这两个
实验证实基因ＧＡＤＤ１５３沉默是成功的。
　　在后续转染后的ＭＴＳ实验、细胞凋亡实验中选择
前面证实有效的转染剂量。ＭＴＳ实验发现转染ｓｉＲＮＡ
后活性细胞数量减少只是部分被阻断，并没有完全阻

断。凋亡实验也发现转染后细胞凋亡率有所减少，但

并不是完全阻断细胞凋亡。由此可见 ＧＡＤＤ１５３虽然
是重要的内质网应激凋亡蛋白，但只是ＥＰＯ诱导前列
腺癌细胞ＤＵ１４５凋亡的部分原因，细胞凋亡可能合并
了其他途径，诸如 ＪＮＫ、线粒体等等，这需要在后续的
实验中继续探索。

　　本研究表明蛋白酶体抑制剂 ＥＰＯ可以激发
ＤＵ１４５产生内质网应激，导致内质网应激蛋白
ＧＡＤＤ１５３、ＧＲＰ７８明显升高，影响细胞凋亡及细胞生
长，然而ＧＡＤＤ１５３只是引起细胞凋亡的部分原因，沉
默基因ＧＡＤＤ１５３只能部分阻断细胞凋亡，因此还有
其他途径需要在今后研究中进一步探讨。
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