参附注射液对前列腺癌细胞免疫逃逸的影响
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摘要： 目的 研究参附注射液（SF）对前列腺癌细胞免疫逃逸的影响及可能机制。方法 实验设立空白对照组，参附注射液5，10，20μL·mL-1不同浓度组，用前列腺癌PC-3细胞与淋巴细胞Jurkat共培养。用MTT方法检测前列腺癌细胞活性，Hoechst33258检测PC-3细胞凋亡，Annexin V/PI染色流式细胞术检测Jurkat细胞凋亡，同时用流式细胞术检测PC-3细胞表面CD95表达。结果 与对照组比较，作用24 h后，SF10，20μl·mL-1组PC-3细胞凋亡增多（P<0.05），SF5，10，20μl·mL-1组Jurkat细胞凋亡减少。同时SF5，10，20μl·mL-1组PC-3细胞表面CD95表达增高。结论 参附注射液对PC-3-Jurkat共培养体系中淋巴细胞凋亡有抑制作用，增强PC-3细胞表面CD95表达，参附注射液可能通过此途径阻滞前列腺癌细胞的免疫逃逸，从而发挥抗肿瘤作用。
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Influence of Shenfu Injection on Immune Escape of Prostate Cancer Cell
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Abstract: Objective To study the influence of Shenfu injection (SF) on immune escape of prostate cancer PC-3 cell, and to investigate the potential mechanism.  Methods Blank control Group and SF 5，10，20μl/ml group were set up in this study，prostate cancer PC-3 cell were cultured with Jurkat cell. PC-3 cell proliferation was analyzed by MTT assay，PC-3 cell apoptosis was measured by Hoechest33258 staining，Jurkat cell apoptosis was measured by flow cytometry with Annexin V/PI staining，CD95 expression of PC-3 cell was measured by flow cytometry. ResultsCompared with the control, After treatment for 24h, in proup of SF10,20μl/ml, apoptosis cells of PC-3 cell increased（P<0.05）. in proup of SF5,10,20μl/ml, apoptosis cells of Jurkat cell decreased and CD95 expression of PC-3 cell increased. Conclusion SF can inhibit apoptosis of lymphocyte co-cultured with PC-3 cell, increase CD95 expression of PC-3 cell. These may be the potential way of SF block the immune escape of prostate cancer and antitumor effect.
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前列腺癌是世界范围内发病率排名第二的男性恶性肿瘤，确诊时多为晚期。内分泌治疗是晚期前列腺癌的主要治疗方法，但最终几乎都会发展为去势抵抗性前列腺癌（CRPC），中位生存期短[1]。如何延缓晚期前列腺癌进展为CRPC、如何延长CRPC生存期，是世界范围内的治疗难点。中医药治疗CRPC逐渐成为研究的热点。
诱导细胞凋亡、免疫调节是中药抗肿瘤的常见作用机制，中药可以通过影响肿瘤免疫逃逸而发挥抗肿瘤作用[2]，参附注射液诱导前列腺癌细胞凋亡作用已经实验证实[3,4]，参附注射液具有扶正作用，可调节免疫功能，本研究拟观察参附注射液对前列腺癌细胞免疫逃逸的影响及可能机制。
1. 材料和方法
1.1药物  参附注射液（雅安三九药业有限公司,批号：130502010）。用培养基稀释至终浓度为：5，10，20μL·mL-1。
1.2细胞  Jurkat细胞、前列腺癌PC-3细胞，购于中山大学实验动物中心细胞实验室。
1.3试剂  四氮甲基唑蓝（MTT，美国Sigma公司）RPMI1640培养基、DMEM培养基、胎牛血清、0.25%胰酶消化液（Gibco公司）；Annexin V/PI凋亡检测试剂盒(南京凯基生物公司),CD95荧光抗体（BD公司）。
1.4仪器  酶标仪（Perkin Elmer， VICTORTMX5），流式细胞仪（Beckman Coulter，FC500），荧光倒置显微镜（Leica，DMI2500）。
1.5 方法  Jurkat细胞用含5%FBS的RPMI1640培养基，前列腺癌PC-3细胞用含5%FBS的DMEM，均在37℃，5% CO2，饱和湿度恒温培养箱培养。PC-3细胞用0.25%胰酶消化传代。实验设参附注射液5，10，20μL·mL-1和空白对照组。
1.5.1  MTT实验检测PC-3细胞活性  PC-3细胞消化后计数，接种至96孔培养板，每孔100μL，设4个复孔，细胞贴壁后加入参附注射液作用24h后，按10:1比例加入Jurkat细胞继续作用24h，后吸去上清和Jurkat细胞，加入100μL培养基和 5%MTT溶液20μL，继续培养4h，吸去上清，每孔加入100μL DMSO溶液，振荡溶解后酶标仪检测570nm OD值。
1.5.2 Annexin V/PI双标记流式细胞术检测Jurkat细胞凋亡  PC-3细胞接种于60mm培养皿中，细胞贴壁后加入药物处理24h, 同样加入Jurkat细胞继续作用24h，后吸取上清和Jurkat细胞， 300×g???r·min-1离心5min，弃上清，收集Jurkat细胞。后加入500μL结合缓冲液， 5μL Annexin-FITC和5μL PI染液，避光孵育15min后上机，流式细胞仪分析细胞凋亡率。
1.5.3 Hoechst33258凋亡染色检测PC-3细胞凋亡  在1.5.2吸取Jurkat细胞后重新加入1mLPBS，后加入Hoechest33258染液，后在倒置显微镜下观察PC-3细胞凋亡情况。
1.5.4  流式细胞术检测PC-3细胞CD95表达  PC-3细胞接种于60mm培养皿中，细胞贴壁后加入药物处理24h, 后胰酶消化收集细胞，离心洗涤后加入100μLPBS，20μLCD95荧光抗体，避光孵育30min后上机检测。
1.6统计学处理方法 数据以均数±标准差（
[image: image1.wmf]x

±s）表示，用简明统计软件进行分析，检验水平为α=0.05。
2  结果
2.1 MTT实验检测PC-3活性 由图1可见，与PC-3对照组比较，PC-3与Jurkat共培养组OD值无明显差异，在加入参附注射液处理后，与PC-3、Jurkat共培养组比较，SF5无明显差异，SF10，20μL/mL组OD值均降低，差异均有统计学意义（P<0.05）。
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注：与PC-3、Jurkat对照组比较，
[image: image3.wmf]*P<0.05。
图1 SF对PC-3、Jurkat共培养中PC-3细胞的活性影响

Figure 1 Effect of SF on PC-3 cells survival in group of PC-3 cell cultured with Jurkat cell.

2.2流式细胞术检测Jurkat细胞凋亡  由图2可见，与空白Jurkat对照组比较，Jurkat在与PC-3细胞共培养后凋亡明显增多，差异均有统计学意义（P<0.05）；在加入参附注射液SF5，10，20μL/mL处理后，与PC-3、Jurkat共培养组比较，Jurkat细胞凋亡减少，差异均有统计学意义（P<0.05）。结果表明，共培养时PC-3细胞能诱导Jurkat细胞凋亡，参附注射液能逆转此凋亡诱导作用，保护淋巴细胞活性。
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图2 流式细胞术检测SF对共培养中PC-3诱导Jurkat 凋亡影响

Figure 2 Flow cytometry application of Jurkat cell apoptosis induced by PC-3 cell in group of PC-3 cell cultured with Jurkat cell.
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注：与空白Jurkat组比较， ※P<0.05，与PC3-Jurkat对照组比较，
[image: image6.wmf]*P<0.05。
图3 SF对共培养中PC-3诱导Jurkat 凋亡的影响

Figure 3 Effect of SF on Jurkat cell apoptosis induced by PC-3 cell in group of PC-3 cell cultured with Jurkat cell

2.3 Hoechest 33258检测PC-3细胞凋亡 由图4可见，在PC-3-Jurkat共培养体系中，与空白组比较，在加入参附注射液SF5，10，20μL·mL-1处理后PC-3细胞凋亡明显增多。
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图4 SF对PC-3与Jurkat共培养中PC-3细胞凋亡影响

Figure 4  Effect of SF on PC-3 cell apoptosis in group of PC-3 cell cultured with Jurkat cell

2.4流式细胞术检测PC-3细胞CD95表达  从图5可以看到，在SF5，10，20μL/mL处理后，PC-3细胞表面CD95阳性表达率明显增高，与空白PC-3对照组标记，差异有统计学意义（P<0.05）。
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注：与空白对照组比较，※P<0.05。

图5 SF对PC-3细胞CD95表达影响

Figure 5  Effect of SF on CD95 expression in PC-3 cell
3.讨论
3.1参附注射液对PC-3-Jurkat共培养体系中淋巴细胞凋亡有抑制作用     Jurkat细胞属急性T细胞白血病细胞系，是免疫细胞凋亡研究常用的细胞。实验结果显示，在与前列腺癌PC-3细胞共培养后，Jurkat细胞凋亡明显增多（P<0.05），加入参附注射液处理后，Jurkat细胞凋亡减少（P<0.05）。由此可以推测，前列腺癌PC-3细胞能诱导Jurkat细胞凋亡，参附注射液对共培养体系中淋巴细胞凋亡有抑制作用。研究表明，肿瘤细胞可以上调其自身Fas配体的表达，从而诱导表达Fas的淋巴细胞(特别是肿瘤浸润淋巴细胞)的凋亡，达到肿瘤浸润、免疫逃逸的作用。参附注射液能抑制PC-3-Jurkat共培养体系中淋巴细胞的凋亡，保护淋巴细胞活性。
3.2参附注射液上调前列腺癌PC-3细胞的CD95基因表达   CD95(Fas)是一种细胞表面膜蛋白受体分子，是重要的凋亡诱导分子，又称“死亡受体”，主要分布在人活化的T、B淋巴细胞中，属于肿瘤坏死因子受体（TNFR）超家族成员，通过特异性抗体或配体活化的信号系统，诱导细胞凋亡。
    恶性肿瘤的CD95表达明显下调或丢失，发生转移的肿瘤几乎完全丢失，恶性肿瘤通过CD95丢失，逃避体内CD95系统对其清除作用，逃避免疫监控，在泌尿系统肿瘤中也存在此现象。既往研究[5]证实，CD95广泛表达于泌尿生殖系恶性肿瘤培养细胞和正常细胞中，在肿瘤细胞中的表达明显低于正常细胞，在前列腺癌PC-3细胞中的表达也明显下降。
    细胞表面表达临界水平以上的CD95是通过该途径诱导肿瘤细胞凋亡的先决条件，CD95信号的丧失或基因沉默，导致了肿瘤细胞凋亡不能被启动。肿瘤细胞主动减少CD95后，肿瘤细胞对CD95配体阳性的肿瘤浸润淋巴细胞敏感性降低，从而避免了T细胞的攻击，使肿瘤细胞得以免疫逃逸。
    某些中药成份可以通过上调CD95表达诱导肿瘤细胞凋亡[2,6] 。既往研究证实，参附注射液可以诱导前列腺癌PC-3细胞凋亡[4]，本研究发现，参附注射液处理后，PC-3细胞表面CD95阳性表达率明显增高（P<0.05），由此推测，参附注射液可能通过上调前列腺癌细胞CD95的表达，增强了免疫细胞对其的识别，从而抑制其免疫逃逸，诱导其凋亡。
    综上所述，参附注射液是具有扶正作用的中药复方制剂，本研究发现参附注射液可以通过对免疫细胞的保护、上调前列腺癌细胞的免疫凋亡受体的表达，抑制前列腺癌细胞的免疫逃逸，诱导其凋亡。参附注射液对前列腺癌细胞的免疫逃逸影响是否存在其他通路，有待进一步的研究。本研究揭示了扶正中药对肿瘤作用的可能机制，为“扶正抑瘤”法治疗晚期前列腺癌提供了理论依据。
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