
cAMP诱导膀胱肿瘤细胞分化的研究
 

靳风烁
  
　方玉华　　 (第三军医大学附属大坪医院泌尿外科 )重庆 , 400042

于茂生　 惠宏襄　 辛建国　 金　明　　 (第四军医大学附属西京医院泌尿外科 )西安 , 710032

　　提　要　目的:探讨 c AM P诱导膀胱肿瘤细胞分化的作用。方法: 野生型膀胱肿瘤细胞 T 24作为对照细

胞 ,实验组细胞分别用 10μmo l /L和 40μmol / L的 c AM P诱导培养 28 d,观察对照细胞和实验细胞的增殖率、

裸鼠致瘤率 ,流式细胞仪测定 p21、 p65蛋白表达率、电子显微镜观察细胞超微结构变化。结果: 对照细胞增殖

率、 p21、 p65表达率、裸鼠致瘤率均为 100%。实验组细胞经 10μmol /L和 40μmo l /L的 8-Br -c AM P诱导 14、

21、 28 d,增殖率分别降为 92. 4、 73. 6、 57. 1、 90. 8、 64. 2、 49. 9% ; 10μmol /L和 40μmol / L的 cA M P诱导 28 d

后 , p21表达率分别降为 63%和 58% , p65表达率降为 54%和 49% ,裸鼠致瘤率降为 60%和 40% ;超微结构显示

细胞恶性表型下降。结论: c AM P通过下调 ra s和 myc基因表达而诱导分化、抑制肿瘤恶性表型 ,这一作用在

肿瘤的预防和治疗中具有重要意义。
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　　我们在以往的临床研究中发现白细胞介素 -2( IL-

2)膀胱灌注可降低膀胱肿瘤复发率 [1 ] ,同时患者血中

c AM P浓度升高
[ 2]

,二者之间有何内在联系尚不清楚。

本实验旨在观察 c AM P诱导膀胱肿瘤细胞分化的生

物学效应 ,以探讨 IL-2膀胱灌注防治膀胱肿瘤复发的

机理。

1　材料和方法

1. 1　细胞培养与处理
　　人源性膀胱肿瘤细胞系 T24,在含 10%胎牛血清的 RPM I

1640培养基、 5% CO2、 37℃条件下常规培养。取对数生长期细胞

制成 1× 104 /ml的细胞悬液接种于培养瓶 ,常规传代培养作为

对照细胞 ;实验细胞在培养基中加入 8-Br -c AM P( Sig ma公司产

品 ,唐杰博士惠增 ) 10μmo l /L或 40μmo l /L ,常规培养 28 d,传

代 4次。

1. 2　细胞生物学检测
1. 2. 1　细胞增殖率测定 ( M T T法 )　　于实验第 14、 21、 28 d

取对数生长期的对照组和实验组 T 24细胞 ,制成 1× 104 /ml的

细胞悬液 ,接种于 96孔板 ,每孔 100μl,培养 40 h,无血清 1640洗

涤 ,加入含 10%胎牛血清的 1640培养基 130μl、 M T T 20μl ( 50

μg /ml Sig ma公司产品 ) ,继续培养 4 h ,弃上清 ,每孔加入二甲

基亚枫 150μl( N ACA L AI T ESQ U E公司 ) ,振荡 10 min,免疫酶

联检测仪测定 570 nm处吸光值 ,每一时相点、每组均设 3个复

孔 ,取其平均值按下式计算细胞增殖率:

　　细胞增殖率 (% )=
实验组光密度
对照组光密度

× 100%

1. 2. 2　 p21、 p65蛋白表达的检测　　分别收集对照和 cAM P

诱导 28 d的 T 24细胞 ,将其加入含 10%胎牛血清的 1640培养基

中 ,静置封闭 10 min,离心弃上清 ,分别加入 p21和 p65单抗 (中

山公司产品 ) ,常规处理细胞后用 EPIC( I I)流式细胞仪测定

p21和 p65阳性细胞表达率。

1. 2. 3　裸鼠致瘤实验　　 8周龄裸鼠 15只 ,分为 3组 ,每组 5只 ,

分别给于 T 24细胞、 10μmol / L或 40μmo l /L 8-Br-c AM P诱导

28 d的 T 24细胞 1× 106 /鼠皮下接种 ,观察肿瘤形成情况 ,卡尺

测量肿瘤最大纵、横径 ,记录肿瘤大小及小鼠死亡时间。

1. 2. 4　细胞形态学观察　　倒置显微镜下观察细胞贴壁生长

形态 , 0. 25%胰酶消化 ,收集细胞 , PBS洗涤两次 , 2%戊二醛固

定 ,常规制片透射电镜观察。

2　结果

2. 1　细胞增殖率改变
　　以对照 T24细胞的增殖率为 100% ,测定 c AM P诱导 14、

21、 28 d后细胞增殖率。10μmol / L c AM P诱导后细胞增殖率

分别降为 92. 4、 73. 6和 57. 1% ; 40μmo l /L c AM P诱导后细胞增

殖率分别降为 90. 8、 64. 2和 49. 9%。细胞增殖率随 c AM P的浓

度增高、诱导时间延长而明显下降。

2. 2　 p21、 p65表达改变

　　流式细胞仪测定对照组细胞 p21、 p65的阳性表达率为

100% ,经 10μmol /L和 40μmo l /L的 c AM P诱导 28 d后 p21表

达阳性率分别为 63%和 58% ; p65表达阳性率分别为 54%和

49%。提示 c AM P诱导后 ras基因和 myc基因表达下降 ,这种

改变和 c AM P浓度成正比。
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2. 3　裸鼠致瘤 (致死 )结果
　　接种 T 24细胞的 5只裸鼠 15 d全部长出肿瘤 ,至第 28天肿

瘤最大径 3. 4～ 5. 8 cm, 30 d小鼠全部死于肿瘤 ,致瘤率和致死

率均为 100% ;接种 10或 40μmol / L cAM P诱导 28 d的 T24细胞

各 5只裸鼠 ,观察至 45 d分别有 3只和 2只小鼠长出肿瘤 ,肿瘤直

径 1. 3～ 2. 4 cm,致瘤率分别为 60%和 40% ,表明其致瘤力下

降。

2. 4　细胞形态学改变
　　光镜下观察细胞呈多边形贴壁生长 ,不同浓度 c AM P诱导

28 d其形态无改变 ;电镜下观察 T 24细胞呈圆形 ,核大深染 ,胞

浆和细胞器丰富 ,细胞表面大量微绒毛 ,见图 1;经 c AM P诱导

后 ,细胞仍呈圆形 ,但胞浆增多 ,核浆比缩小 ,表面微绒毛减少 ,

见图 2。

图 1　野生型 T24细胞 ,核大 ,细胞器增多 ,表面大量微绒毛　 ( L M× 400)

Fig 1　 Wild type T24 cells with a large nucleus, organnells increased, and a great

number of microvilli on the cellular surface　 ( LM× 400)

图 2　 cAMP诱导 28天后 , T24细胞胞浆较多 ,表面微绒毛减少　 ( L M× 200)

Fig 2　 T24 cells, af ter cAMP inducing for 28 days, increased in cytoplasm and decreased

in villi on the cellular surface　 ( LM× 200)

3　讨论

　　临床及实验研究均已发现膀胱肿瘤的发生、发展

与 ras基因、 m yc基因的异常表达有关 , ras基因突变

可致细胞无限增殖而恶变
[3 ]

; myc基因过表达抑制细

胞分化的开始和启动过程 [4 ] ,粘膜细胞分化抑制、过度

增生而最终发展为膀胱肿瘤。

　　 1972年 Seller
[5 ]报告 c AM P有诱导分化的作用。

c AM P作为信号传导系统的成份参与细胞的生命过程

及功能调节。近年对 cAM P调节细胞增殖与分化的机

制进行了较为深入的研究 ,发现 c AM P及其类似物对

恶性肿瘤有诱导分化作用 [ 3]。介导 c AM P作用的主要

是 c AM P受体蛋白 ( cAM P recepto r protein CRP) ,它

由催化亚基和作用各异的调节亚基组成 ,在多种癌细

胞系及实体瘤中均发现 RI调节亚基高表达 , RI /RII

比值升高 ,认为 RI可促进癌基因表达 ,而 RII亚基的

功能则相反 [6 ]。c AM P如何调节细胞的分化与增生呢?

c AM P结合并活化 CRP后 ,催化活性亚基进入细胞

核 ,使 c AM P反应元件结合蛋白 ( CREBP)磷酸化而被

激活 ,后者与靶基因启动子的 c AM P反应元件 ( C RE)

特异结合 ,导致与分化有关的基因转录增强 ,结果使细

胞向正常成熟分化。cAM P活化 RII亚基 ,抑制 RI亚

基表达 , RI /RII比值恢复正常 ,进一步反应则抑制

ras、 myc等癌基因的异常表达。正如我们实验中所观

察到的 8-Br-c AM P诱导 28 d后 , ras、 myc基因表达受

到抑制、瘤细胞恶性表型下降、裸鼠致瘤率降低。这种

作用和 cAM P的浓度及作用时间成正比。Ciardi ll及

其同事也观察到 8-Br-cAM P诱导 M CF-10HE细胞 28

d后 ,其无限生长受到抑制 ,突变 p21的表达降至正常

细胞 M CF- 10A的水平 , p185 erbB-2的表达下降

75% [6 ]。用 CPK的 RI亚基反意寡核苷酸作用于

M CF-10AHE细胞也能得到同样的结果
[6 ]。用糖皮质

激素或合用茶碱提高细胞内 c AM P浓度 ,可下调 ras

基因表达 ,抑制瘤细胞生长 ,诱导分化
[7 ]
。

　　 c AM P对瘤细胞的作用还表现在降低瘤细胞表面

的 Na+ -K+ -ATP酶和 M g -ATP酶的活性。瘤细胞表
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面 Na
+

-K
+

-AT P酶活性增高 ,使细胞内 K
+
离子浓度

升高 ,细胞呈无限增殖状态。 cAM P抑制细胞表面

Na
+ -K

+ -AT P酶和 Mg
 -AT P酶活性 ,使微绒毛减少

或消失 ,致瘤细胞恶性表型降低 [ 8]。c AM P抑制癌基因

表达、诱导肿瘤细胞分化和抑制肿瘤细胞恶性表型的

作用在肿瘤的治疗和预防中有重要作用。
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Differentiation of bladder cancer cells induced by cAMP
Jin Fengshuo , Fang Yuhua ( Depar tment o f U ro lo gy , Daping Hospital, Third M ilitar y M edica l U niv ersity, Chongqing ,

400042)

　　 Abstract　Objective: To ex plo re the induc tiv e effects o f c AM P on differentia tio n of bladder cancer cells.

Methods: Wild ty pe bladder cancer cell T 24 w as emplo yed to serv e as the cont rol. The cells in the ex peri-

mental g r oup w as respectiv ely cultured with 10μmol / L and 40μmol /L of 8-Br-cAM P fo r 28 day s. The pro -

lifera tiv e rate and tumo rige nic r ate in nude mice w ere deter mined, th e ex pr essiv e ra te o f p21 a nd p65 pro tein

measured with cyto metr y a nd the ultrastr uc tural cha ng es of all the cells observ ed w ith electr on micro sco py.

Resul ts: In the co ntro l g r oup, th e ex pressiv e rat e of p21 and p65 pr otein and the pro lifera tiv e ra te and tu-

mo rig enic ra te in nude mice of th e cells we re all 100% . In the ex perimental g roup, the pro liferativ e rate of

the cells we re dec reased to 92. 4% , 73. 6% and 57. 1% a nd 90. 8% , 64. 2% and 49. 9% in the 14th, 21th and

28th day after induc tion in 10μmol / L a nd 40μmol / L c AM P- induced cells respectiv ely. In the 28th day af ter

induction, the ex pressiv e ra te o f p21 w as decreased to 63% and 58% , the ex pressiv e r ate of p65 to 54% and

49% and the tumo rige nic r ate to nude mice to 60% and 40% in the cells induced by 10μmo l /L and 40μmol /

L c AM P respectiv ely. M o rphological observ atio n sho w ed tha t the malig na nt pheno type w as inhibited. Con -

clusion: cAM P induces differe ntiatio n and inhibit s the ma lig nant phenoty pe o f bladder cance r cells thro ugh

do w n-reg ula tio n o f the expr essio n of r as and my c g enes, w hich is im po rta nt fo r prev ention and trea tment of

tumo r.

　　 Key words: cA M P; bladder ca ncer
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