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副交感神经Ｍ１受体通过Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路调控前列腺癌细胞焦亡
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　　［摘要］　目的　探讨副交感神经Ｍ１受体（ｍｕｓｃａｒｉｎｉｃａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅＭ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＨＲＭ１）对前列腺
癌细胞焦亡的影响及其可能的分子机制。方法　在 ＰＣ３细胞中分别于 １２、２４、４８ｈ加入不同浓度
ＣＨＲＭ１特异性抑制剂哌仑西平（ｐｉｒｅｎｚｅｐｉｎｅ，ＰＩＮ）和激动剂氯贝胆碱（ｂｅｔｈａｎｅｃｈｏｌ，ＢＥＣＨ），后用慢病毒
感染ＰＣ３细胞构建ＣＨＲＭ１敲低的稳转株，再用质粒转染构建成孔蛋白 ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ（ＧＳＤＭＤ）的敲低
细胞模型，ＣＣＫ８实验检测细胞增殖能力，乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）细胞毒性检测试剂
检测ＬＤＨ释放水平，流式细胞术及荧光倒置显微镜下观察 ＨｏｅｃｈｓｔＰＩ和 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染后的 ＰＩ阳
性细胞率，通过透射电镜观察细胞焦亡现象，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路相关分子的表达
水平。结果　ＣＨＲＭ１特异性抑制剂哌仑西平及慢病毒敲低ＣＨＲＭ１可使前列腺癌细胞ＰＣ３细胞活力下
降（Ｐ＜０．０５），ＰＩ阳性细胞数显著增加（Ｐ＜０．０１），同时在透射电镜下可观察到明显细胞焦亡现象，而相对
的加入激动剂氯贝胆碱可使其细胞活力在一定浓度范围内上升（Ｐ＜０．０５），ＰＩ阳性细胞率减少（Ｐ＜０．０１）；
通过药物和慢病毒下调ＣＨＲＭ１之后，Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路中的天冬氨酸蛋白水解酶１（Ｃａｓｐａｓｅ１）、天
冬氨酸蛋白水解酶剪切体１（ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１）、凋亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）、炎症复合体（ＮＬＲＰ３）及
ＧＳＤＭＤ水平明显上升（Ｐ＜０．０５）；敲低ＧＳＤＭＤ之后，ＰＩ阳性细胞率降低（Ｐ＜０．０５），ＬＤＨ释放率降低（Ｐ＜
０．００１），各相关蛋白水平显著下降（Ｐ＜０．０１），且抑制或敲低ＣＨＲＭ１后ＰＩ阳性细胞率、ＬＤＨ释放率及各相
关蛋白水平无明显回复。结论　下调ＣＨＲＭ１可通过Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路诱导前列腺癌细胞焦亡。
　　［关键词］　细胞焦亡；副交感神经Ｍ１受体；前列腺癌；Ｃａｓｐａｓｅ１；ＧＳＤＭＤ
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　　前列腺癌是全球范围内男性第二大常见癌症，也
是男性死亡的主要原因［１］。目前对其病因所知甚少，

仅有少数风险因素被确定。因此，挖掘前列腺癌更多

的发病原因和具体机制对于更有效地诊治前列腺癌患

者至关重要［２］。大量研究表明，自主神经系统可支配

癌症的进程［３－４］，我们前期的研究发现交感神经 β２肾
上腺素受体与前列腺癌转移及肿瘤细胞的凋亡密切相

关［５］。此外，有研究显示交感神经系统可对其原发生

长和远处转移产生较大的影响［３－４］。副交感神经受体

Ｍ１（ｍｕｓｃａｒｉｎｉｃａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅＭ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＨＲＭ１）作为
副交感神经系统胆碱能受体中最主要表达的受体亚

型，已被证明在多种肿瘤尤其乳腺癌和胰腺癌中可调

控癌症进展［６－７］。同时，ＣＨＲＭ１在正常和癌变的前列
腺中均有高度表达，刺激前列腺癌中的 ＣＨＲＭ１可促
进肿瘤进展，并且已有实验证明 ＣＨＲＭ１可诱导前列
腺癌的侵袭和转移［８－１０］。

　　细胞焦亡是一种由Ｃａｓｐａｓｅ家族诱导的炎症性细
胞程序性死亡，近年逐渐被大家所关注。细胞焦亡可影

响神经系统疾病、感染性疾病、自身免疫性疾病、心血管

疾病等，并与多种肿瘤包括前列腺癌密切相关［１１］。

ＣＨＲＭ１对于前列腺癌的调控过程中涉及多种细胞程序
性死亡进程［８］，但ＣＨＲＭ１与前列腺癌细胞焦亡的关系
有待阐明。因此，本研究通过观察ＣＨＲＭ１对前列腺癌
细胞焦亡的影响，探究其在前列腺癌发生、发展中的作

用，为前列腺癌的靶向治疗提供新的思考方向。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　前列腺癌细胞株ＰＣ３购自中国科学院细胞库，于
课题组液氮罐中长期储存。胎牛血清购自以色列 ＢＩ
公司，ＤＭＥＭ／Ｆ１２购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，青霉素链霉
素、０．２５％胰酶、嘌呤霉素、ＲＩＰＡ裂解液、ＨｏｅｃｈｓｔＰＩ
双染试剂盒、ＬＤＨ释放检测试剂盒均购自北京碧云天

公司；ＰＭＳＦ、ＤＥＰＣ水、ＢＳＡ、ＤＭＳＯ购自北京索莱宝公
司；ＰＢＳ粉末购自北京中杉金桥公司；ＰＡＧＥ凝胶快速
制备试剂盒购自上海雅酶公司；细胞冻存液、通用型抗

体稀释液购自苏州新赛美公司；ＰＶＤＦ膜（０．２２μｍ）
购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ＣＣＫ８购自江苏凯基生物公
司；甘氨酸粉末、Ｔｒｉｓｂａｓｅ粉末购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公
司；盐酸、无水乙醇购自重庆川东化工有限公司；氯贝

胆碱（ｂｅｔｈａｎｅｃｈｏｌ，ＢＥＴＨ）购自上海陶素公司，哌仑西
平（ｐｉｒｅｎｚｅｐｉｎｅ，ＰＩＮ）购自美国 ＭＣＥ公司；ＣＨＲＭ１敲
低病毒液及其对照、ＧＳＤＭＤ敲低质粒及对照购自上海
吉凯基因化学技术有限公司，ＣＨＲＭ１、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＡＳＣ、
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ、ＮＬＲＰ３抗体购自美国 ＣＳＴ
公司，ＧＡＰＤＨ购自北京博奥森公司。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及分组　　使用１０％胎牛血清以及
１％青霉素链霉素双抗、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液制成的培养
基，在３７℃、５％ＣＯ２的状态下培养 ＰＣ３细胞。在生
长良好的ＰＣ３细胞中分别加入２００μｍｏｌ／Ｌ最适浓度
的ＰＩＮ和１０μｍｏｌ／Ｌ最适浓度的 ＢＥＴＨ处理２４ｈ，将
其设置为 ＣＴＲＬ组（ＤＭＳＯ）、ＰＩＮ组和 ＢＥＴＨ组；另外
分别加入 ０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＰＩＮ与 ２、５、１０μｍｏｌ／Ｌ
ＢＥＴＨ处理ＰＣ３细胞２４ｈ，设置６个实验组别。
１．２．２　慢病毒构建稳转细胞株及分组　　把状态良
好的 ＰＣ３细胞均匀铺在 １２孔板里，待细胞长到
４０％～５０％时，更换无双抗培养基，按照说明书计算病
毒滴度后均匀加入适量 ＣＨＲＭ１敲低病毒及病毒增强
液，轻轻摇匀，１２～１６ｈ后更换为完全培养基，在荧光
显微镜下密切关注感染荧光状况，待长满后可用胰

酶消化传代，并添加适量浓度的嘌呤霉素以筛选带

靶标的细胞。取生长良好的 ｓｈＣＨＲＭ１细胞进行实
验，加入 １０μｍｏｌ／ＬＢＥＴＨ处理 ２４ｈ，设置为 ＮＣ组
（ＤＭＳＯ）、ｓｈＣＨＲＭ１组和ｓｈＣＨＲＭ１＋ＢＥＴＨ组。
１．２．３　质粒转染及分组　　待 ＰＣ３细胞在２４孔板
中贴壁生长至８０％～９０％时准备转染，转染前２４ｈ更

７９７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１８）



换无双抗培养基，设置ｓｉＧＳＤＭＤ敲低组与ｓｉＮＣ阴性
对照组，按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００使用说明书备好质
粒ＤＮＡ稀释液和转染试剂，将其混匀室温静置２０ｍｉｎ
后，加入每孔 １００μＬ转染混合试剂，轻轻摇匀，培养
６ｈ后更换为完全培养基，２４ｈ后再进行传代并用对
应的抗生素进行筛选。取生长良好的 ｓｉＧＳＤＭＤ细胞
进行实验，在 ｓｉＮＣ细胞和 ｓｉＧＳＤＭＤ细胞里均加入
２００μｍｏｌ／ＬＰＩＮ处理２４ｈ，另在 ｓｉＮＣ细胞中加入焦
亡诱导剂１０μｍｏｌ／ＬＬＰＳ＋５ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ处理设置为
焦亡阳性对照，设置 ５个组，分别为 ＮＣ组、ＬＰＳ组、
ｓｉＧＳＤＭＤ组、ＰＩＮ处理组和ｓｉＧＳＤＭＤ＋ＰＩＮ处理组。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　将处理好的细胞置于冰
上，加入适量ＲＩＰＡ蛋白裂解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１），
３０ｍｉｎ后用细胞刮刮至２ｍＬＥＰ管中，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，取上清液并用 ＢＣＡ法检测蛋白浓度，再
４∶１加入５×上样 ｂｕｆｆｅｒ，震荡混匀后１００℃煮１０ｍｉｎ，
按照所需依次上样于配制凝好的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶泳道
内，恒压８５Ｖ至溴酚蓝跑至底部，恒流２５０ｍＡ冰浴转
膜１．５ｈ，用５％脱脂牛奶浸泡转好的ＰＶＤＦ膜，室温下
慢摇２ｈ，一抗４℃孵育过夜；次日用 ＴＢＳＴ洗膜３次，
每次１０ｍｉｎ后孵育对应二抗，室温下慢摇１．５ｈ，再次
洗膜后显影。使用 ＩｍａｇｅＪ软件对灰度值进行分析，
目的条带灰度值／ＧＡＰＤＨ内参灰度值表示结果。
１．２．５　ＣＣＫ８检测细胞活力　　在９６孔板中均匀铺
好适量前列腺癌ＰＣ３细胞，待细胞贴壁后分别于１２、
２４、４８ｈ使用０、２、１０、１００、２００、３００μｍｏｌ／ＬＣＨＲＭ１特
异性抑制剂ＰＩＮ和０、２、５、１０、２０、５０μｍｏｌ／ＬＭ受体激
动剂ＢＥＴＨ处理，２４ｈ后吸去培养基，每孔加入１００μＬ
ＣＣＫ８液体，小心混匀避免气泡产生，３７℃避光孵育２ｈ
后使用酶标仪检测波长４６０ｎｍ处光密度值［Ｄ（４６０）］。
１．２．６　ＬＤＨ释放试验　　将细胞按需接种于 ９６孔
板中，贴壁后将培养基更换为无血清培养基，设置好背

景空白对照孔和未加药物的样品对照孔，加药处理后，

于收样前１ｈ在设置的阳性对照孔中加入ＬＤＨ释放试

剂，到达设定时间后将所有孔液体吸至ＥＰ管中４００×ｇ
离心５ｍｉｎ，取上清液１２０μＬ加入新的９６孔板中，依
次加入盒中ＬＤＨ检测试剂，室温避光孵育３０ｍｉｎ后在
酶标仪检测波长４９０ｎｍ处检测光密度值［Ｄ（４９０）］。
１．２．７　ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ流式细胞术　　将处理好的细
胞的培养基分别收集在各离心管内，用胰酶消化贴壁

细胞后 ８００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ后收集细胞沉淀，并用
ＰＢＳ洗涤重悬细胞继续离心，重复２次后用５００μＬＰＢＳ
重悬细胞后送流式房上机进行ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染。
１．２．８　ＨｏｅｃｈｓｔＰＩ双染　　将细胞均匀铺于 ６孔板
中，按需处理２４ｈ后吸去培养基，用ＰＢＳ洗３次后，每
孔加入 １ｍＬ细胞染色缓冲液、５μＬＰＩ染液、５μＬ
Ｈｏｅｃｈｓｔ染液，轻轻混匀后，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，吸去
染液，ＰＢＳ洗后在荧光倒置显微镜下观察。
１．２．９　透射电镜观察细胞样本　　将处理好的细胞
用胰酶消化后移至离心管８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，用
１．５ｍＬ培养基重悬后转移至２ｍＬＥＰ管中１２００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，小心吸去上清液，并沿管壁缓缓加入固定
液，注意不要吹散细胞团块，将标本送电镜室制样后续

透射电镜（日本电子透射电镜ＪＥＭ１４００Ｐｌｕｓ）下观察。
１．３　统计学分析
　　实验均重复３次，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ９．０对数据进行处理，多组均数比较采用方差分
析，两组数据间差异采用非配对ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　抑制ＣＨＲＭ１可降低前列腺癌细胞活力
　　对不同时间、浓度 ＰＩＮ处理后的 ＰＣ３细胞进行
ＣＣＫ８检测，发现细胞活力随 ＰＩＮ处理浓度增加而降
低（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）；相反，随ＢＥＴＨ处理浓度增加，细
胞活力在一定浓度范围内逐渐升高（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。
这说明抑制ＣＨＲＭ１可降低前列腺癌 ＰＣ３细胞活力，
激动ＣＨＲＭ１可增加前列腺癌ＰＣ３细胞活力。
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图１　ＣＣＫ８检测不同时间、不同浓度ＣＨＲＭ１抑制剂与激动剂对ＰＣ３细胞活力的影响
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２．２　抑制ＣＨＲＭ１可提高ＰＩ阳性细胞率
　　通过慢病毒感染 ＰＣ３细胞构建 ＣＨＲＭ１的稳定
敲低细胞模型（图２Ｃ、Ｄ）。对各组细胞进行 Ｈｏｅｃｈｓｔ
ＰＩ双染以及流式细胞术染 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ检测 ＰＩ阳性
细胞率，结果发现与ＣＴＲＬ组比较，ＰＩＮ组的ＰＩ阳性细

胞率显著提升，而ＢＥＴＨ组的ＰＩ阳性细胞率明显下降
（Ｐ＜０．０１，图２Ａ、Ｂ；图３Ａ、Ｂ）；与ＮＣ组比较，ｓｈＣＨＲＭ１
组的ＰＩ阳性细胞率也显著上升（Ｐ＜０．０１，图 ２Ｅ、Ｆ；
图３Ｃ、Ｄ）。结果提示我们抑制ＣＨＲＭ１可提高前列腺
癌ＰＩ阳性细胞率。
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ＢＥＴＨ处理组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；Ｂ：抑制 ＣＨＲＭ１后细胞 ＬＤＨ释放水平分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＮＣ组比较；１：ＮＣ组；
２：ｓｈＣＨＲＭ１组；３：ｓｈＣＨＲＭ１＋ＢＥＴＨ组

图４　ＬＤＨ释放试验检测各组细胞ＬＤＨ释放水平

２．３　抑制ＣＨＲＭ１可提高ＬＤＨ释放水平
　　按需处理细胞２４ｈ后，检测各组细胞 ＬＤＨ释放
水平。结果提示ＰＩＮ处理组细胞 ＬＤＨ释放水平显著
增高，ＢＥＴＨ处理组 ＬＤＨ释放水平降低（Ｐ＜０．０１，
图４Ａ），ｓｈＣＨＲＭ１组 ＬＤＨ释放水平较 ＮＣ组升高
（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ），提示抑制ＣＨＲＭ１可提高ＬＤＨ释放
水平。

２．４　抑制ＣＨＲＭ１可诱导细胞焦亡
　　将 ＰＩＮ处理的 ＰＣ３细胞收集起来在电镜下观察
其形态，发现处理后的细胞内产生大量空泡，形成气泡

状突起物，细胞膨大变形，发生明显的细胞焦亡现象

（图５），证实了在前列腺癌细胞中抑制 ＣＨＲＭ１可诱
导细胞焦亡的产生。

００８１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．５　ＣＨＲＭ１调控焦亡与Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路相关
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路相
关的蛋白表达水平，发现随着ＰＩＮ浓度增加，ＧＳＤＭＤ、
ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１以及 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１的表达
水平呈逐渐增加的趋势，而随着ＢＥＴＨ浓度增加，以上

蛋白水平呈逐渐降低趋势（Ｐ＜０．０５，图 ６）。而与 ＮＣ
组比较，ｓｈＣＨＲＭ１组的 Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路相关
蛋白表达水平明显提高（Ｐ＜０．０１，图７），且有统计学
意义，这说明了在前列腺癌细胞中下调 ＣＨＲＭ１可抑
制Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路表达。
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Ａ：ＣＴＲＬ组；Ｂ：ＰＩＮ组
图５　透射电镜检测下调ＣＨＲＭ１细胞焦亡现象
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１：对照组；２、３：分别为１００、２００μｍｏｌ／ＬＰＩＮ处理组；４～６：分别为２、５、１０μｍｏｌ／ＬＢＥＴＨ处理组；
Ａ：各组细胞Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路相关蛋白表达水平；Ｂ：各组蛋白表达半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＨＲＭ１抑制剂、激动剂处理细胞后焦亡相关蛋白水平
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Ａ：各组细胞Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路相关蛋白表达水平；１：ＮＣ组；２：ｓｈＣＨＲＭ１组；３：ｓｈＣＨＲＭ１＋ＢＥＴＨ组；Ｂ：各组蛋白表达半
定量分析，ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抑制ＣＨＲＭ１后细胞Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路相关蛋白水平

１０８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１８）



２．６　ＣＨＲＭ１通过Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路调控焦亡
　　用质粒转染ＰＣ３细胞，构建敲低 ＧＳＤＭＤ的细胞
系（图８Ａ、Ｂ），通过 ＨｏｅｃｈｓｔＰＩ双染实验（图 ８Ｃ、Ｄ）、
ＬＤＨ释放实验（图８Ｅ）、流式细胞术ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ染色
（图９）检测处理后各组ＰＩ阳性细胞率和 ＬＤＨ释放水
平。与ＮＣ组比较，ＬＰＳ组和 ＰＩＮ处理组 ＰＩ阳性细胞
率、ＬＤＨ释放水平显著升高（Ｐ＜０．０１），而ｓｉＧＳＤＭＤ组
的ＰＩ阳性细胞率、ＬＤＨ释放水平明显下调（Ｐ＜０．０５），
加入ＣＨＲＭ１特异性抑制剂 ＰＩＮ仍不能使水平回复，
提示细胞中敲低ＧＳＤＭＤ后，原本下调ＣＨＲＭ１诱导的

细胞焦亡现象消失。同时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
（图１０）显示，与 ＮＣ组比较，ＬＰＳ组和 ＰＩＮ处理组
ＧＳＤＭＤ、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１表
达水平显著上升（Ｐ＜０．０１），而 ｓｉＧＳＤＭＤ组相关蛋白
表达水平明显下调（Ｐ＜０．０１），且在 ｓｉＧＳＤＭＤ细胞中
加入ＰＩＮ处理并未使之有明显水平回复。这说明敲
低ＧＳＤＭＤ抑制了ＣＨＲＭ１所调控的细胞焦亡作用，提
示下调ＣＨＲＭ１通过ＧＳＤＭＤ／Ｃａｓｐａｓｅ１通路调控细胞
焦亡。

!"

组
#$!%&'()

组

%&)()!

（
*+",-

+）

%./)0!

（
+1",-

+）
.

!2

组
3/&

阳性对照组
#$!%&)()

组
/4!

处理组
#$!%&'('5/4!

处理组

,67

-68

-69

-

%
&
'
(
'

蛋
白
相
对
表
达
量

组别

:

;

!2

组
#$!%&'('

组

,-

8

<

9

7

-

/
4

阳
性
细
胞
率
（
=

）

组别

:

)

, 7 + 9 *

:

>

*--

9--

+--

7--

,--

-

3
'
0

释
放
水
平

组别

, 7 + 9 *

?

:

>

/
4

0
@
A
B
C
#
D

(
A
E
F
A

,- !G ,- !G ,- !G ,- !G ,- !G

,- !G ,- !G ,- !G ,- !G ,- !G

,- !G ,- !G ,- !G ,- !G ,- !G

%
&
)
(
)

蛋
白
相
对
表
达
量

组别

:

;

!2

组

2

:

:

１：ＮＣ组；２：ＬＰＳ阳性对照组；３：ｓｉＧＳＤＭＤ组；４：ＰＩＮ处理组；５：ｓｉＧＳＤＭＤ＋ＰＩＮ处理组；
Ａ、Ｂ：ＧＳＤＭＤ敲低效率的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果及蛋白半定量分析，ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＮＣ组比较；Ｃ：ＨｏｅｃｈｓｔＰＩ双染处理各组细
胞；Ｄ：ＰＩ阳性细胞率统计分析，ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ对照组比较；Ｅ：各组细胞ＬＤＨ释放水平，ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ对照
组比较

图８　敲低ＧＳＤＭＤ后ＨｏｅｃｈｓｔＰＩ染色检测各组ＰＩ阳性细胞率及ＬＤＨ释放水平

２０８１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ～Ｅ：依次为ＮＣ对照组、ＬＰＳ阳性对照组、ｓｉＧＳＤＭＤ组、ＰＩＮ处理组、ｓｉＧＳＤＭＤ＋ＰＩＮ组 ＰＩ阳性细胞；Ｆ：ＰＩ阳性细胞率分析，
１：ＮＣ组；２：ＬＰＳ组；３：ｓｉＧＳＤＭＤ组；４：ＰＩＮ处理组；５：ｓｉＧＳＤＭＤ＋ＰＩＮ处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组比较

图９　流式细胞术检测敲低ＧＳＤＭＤ后各组ＰＩ阳性细胞率
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Ａ：各组细胞ＧＳＤＭＤ／Ｃａｓｐａｓｅ１通路相关蛋白表达水平；１：ＮＣ组；２：ＬＰＳ阳性对照组；３：ｓｉＧＳＤＭＤ组；４：ＰＩＮ处理组；
５：ｓｉＧＳＤＭＤ＋ＰＩＮ处理组；Ｂ：各组蛋白表达半定量分析；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组比较

图１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｉＧＳＤＭＤ组细胞ＧＳＤＭＤ／Ｃａｓｐａｓｅ１通路相关蛋白水平

３　讨论

　　副交感神经受体与癌症的发生进展有着密不可分
的联系，胆碱能受体依赖的信号通路在细胞增殖和癌

症进展中发挥不可替代的作用，以胆碱能受体为靶点

进行用药治疗的方式已经应用在各种疾病中［１２］。已

知存在Ｍ１～Ｍ５等多种胆碱能受体，而在正常前列腺
组织和前列腺癌组织中最主要表达的为副交感神经

Ｍ１受体［１３］。在两种前列腺癌小鼠模型中，ＣＨＲＭ１的
缺陷显著抑制了胆碱能受体介导的前列腺癌侵袭和转

移，提示ＣＨＲＭ１特异性的拮抗剂或可指导临床对肿

瘤的治疗［１２］。由此，本研究选择 ＣＨＲＭ１特异性抑制
剂哌仑西平和激动剂氯贝胆碱处理 ＰＣ３细胞，通过
ＣＣＫ８检测其细胞活力，确定了抑制 ＣＨＲＭ１可使前
列腺癌ＰＣ３细胞增殖能力在一定范围内呈时间和浓
度依赖性降低，激活 ＣＨＲＭ１使其在一定范围内呈时
间和浓度依赖性增加。这提示抑制 ＣＨＲＭ１可抑制前
列腺癌细胞增殖能力。

　　细胞死亡作为一种正常的细胞生理进程，能通过
去除受损细胞以及清理无用的细胞器来保持细胞的自

我更新和维持生命力，在肿瘤环境的调节中尤其重

要［１４－１５］。而细胞焦亡是近几年重点研究的程序性细

３０８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１８）



胞死亡方式，越来越多的证据证明细胞焦亡在多种肿

瘤发生发展中起到关键作用［１６］。区别于传统的死亡

方式，细胞焦亡的本质是细胞的一种炎性坏死。它是

由活化的特异性半胱天冬蛋白酶切割 Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ家
族，从而在胞膜上打孔以致细胞肿胀破裂、炎性物质流

出导致细胞死亡的过程，常伴胞内大量ＬＤＨ释放。本
研究通过 ＬＤＨ释放实验检测发现下调 ＣＨＲＭ１可显
著提高ＰＣ３细胞的 ＬＤＨ释放率，提示 ＣＨＲＭ１可能
影响前列腺癌细胞焦亡水平；通过 ＨｏｅｃｈｓｔＰＩ双染、
ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ流式细胞术检测发现下调 ＣＨＲＭ１后 ＰＩ
阳性细胞率较对照组显著提升，使用激动剂激动

ＣＨＲＭ１后ＰＩ阳性率明显下降；且通过透射电镜观测
下调ＣＨＲＭ１后的前列腺癌ＰＣ３细胞，发现明显细胞
焦亡现象。由此说明ＣＨＲＭ１可以负向调控前列腺癌
焦亡水平。

　　截至目前，人们发现细胞焦亡可通过多种通路实
现，其一是经典途径 Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路，其二是
非经典途径，可通过 Ｃａｓｐａｓｅ４、Ｃａｓｐａｓｅ５、Ｃａｓｐａｓｅ１１
等通路，其三是 Ｃａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ８介导的通路等
等［１７］。有研究发现前列腺结节在完全转化为前列腺

肿瘤之后，机体内的肿瘤细胞焦亡机制在一定刺激下

会被启动［１８］，且在前列腺癌细胞焦亡现象中有检测到

Ｃａｓｐａｓｅ１通路的激活［１９］，但具体调节的机制仍不明

朗。其中，Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路诱导的焦亡是由炎
症小体组装介导的，伴随着 ＧＳＤＭＤ的裂解和 ＩＬ１β、
ＩＬ１８的释放。炎症小体是多分子复合物，当外界环境
改变时可被激活，其中，ＮＬＲＰ３也称为炎症小体传感
器，可与前体 Ｃａｓｐａｓｅ１以及 ＡＳＣ组装成典型的炎症
小体完成后续的细胞反应［２０］。为了探索 ＣＨＲＭ１诱
导的前列腺癌细胞焦亡是否与此通路相关，本研究通

过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路相关的分
子 ＧＳＤＭＤ、ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ１
的表达，发现下调ＣＨＲＭ１后，以上分子蛋白水平显著
上调；激动剂处理后，以上分子蛋白水平明显降低，提

示抑制或敲低ＣＨＲＭ１后Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路可被
激活。

　　为了明确ＣＨＲＭ１是否通过Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通
路诱导前列腺癌细胞焦亡从而调控前列腺癌发展，本

实验通过质粒转染敲低 ＰＣ３细胞中的 ＧＳＤＭＤ，并设
置各对照组及实验组，再次通过 ＨｏｅｃｈｓｔＰＩ双染、
ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ流式细胞术、ＬＤＨ释放实验以及Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路蛋白表达水平，发现
敲低组各种相关指标水平的差异性表达非常显著，且

敲低ＧＳＤＭＤ后再抑制 ＣＨＲＭ１无法再激活前列腺癌
细胞焦亡。这有效证明ＣＨＲＭ１是通过调控Ｃａｓｐａｓｅ１／
ＧＳＤＭＤ通路实现前列腺癌细胞焦亡过程。
　　目前ＣＨＲＭ１抑制剂对于前列腺癌治疗作用的探
索还处于基础研究阶段，仍需要进一步的体内实验及

临床研究验证。本研究发现 ＣＨＲＭ１能够通过
Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通路负向调控前列腺癌细胞焦亡影
响前列腺癌发展过程，有望为预防和治疗前列腺癌提

供新的研究思路。
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