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!!'摘要(!目的!研究X4G"信号通路在前列腺基质细胞中的作用及激酶抑制剂 5/!%$$对其表达的影响)

方法!采用 567869:;<=8检测单纯良性前列腺增生!'/B"者!+i&"和合并重度组织炎症'/B患者!+i&"前列腺

组织中的X4G"和+141-的磷酸化程度来验证其所介导的信号通路的活化情况#并检测其抑制剂 5/!%$$在前

列腺基质细胞上抑制X4G"和+141-由白介素,$!*F,$"带来的活化作用)结果!在'/B合并重度组织炎症的前

列腺组织中#X4G"的磷酸化水平!CX4G""升高#使用 5/!%$$处理细胞并不会降低X4G"或+141-的表达)但

在抑制剂 5/!%$$所处理的细胞上#无论是X4G"还是+141-都无法检测到磷酸化#表明X4G",+141-的信号

通路被抑制)使用*F,$可增加CX4G"和C+141-的表达#此结果可被 5/!%$$阻断)结论!X4G.+141信号通

路在'/B合并重度组织学炎症前列腺组织中呈现活化状态#激酶抑制剂 5/!%$$可抑制+141-的活化)
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!!良性前列腺增生!'/B"是以前列腺上皮细胞

和前列腺基质细胞增生为特征
+!,#在前列腺的过渡

区形成大量离散性的结节并在病理学上表现为前列

腺过渡区的组织细胞异常增生
+",)近年来的研究发

现前列腺组织学炎症在前列腺增生的发生过程中发

挥重要作用)免疫细胞的功能是通过分泌相应的趋

化因子和细胞因子作用于靶细胞来发挥作用)而在

" 四川省科技厅科技支撑计划项目!3=#"%!&+]%"!T"和四川

省卫生和计划生育委员会科研课题!3=#!$/X"%&"资助

# 通信作者#L,2KJ<$R6J0JK:HA$W!!"$#M=2

此过程中#作为介导各种细胞因子的X4G.+141

信号通路是关键
+-,)尽管X4G.+141信号通路最

初是在研究干扰素的过程中被发现的#但是随后的

研究发现X4G.+141事实上在进化的过程中高度

保真
+&,#且发挥着很多关键的作用#比如介导其他细

胞因子以及机体激素的作用
+W,)因此+1417蛋白

被认为在炎症性的疾病中发挥重要的作用
+$,)

5/!%$$是4D&U%经改良后产生的新一代抑制剂)

体内试验证明 5/!%$$不仅对+141-的活化产生

抑制作用#还会对肿瘤细胞生长起到抑制作用+A,)
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我们怀疑浸润于合并组织性炎症的前列腺增生

组织中的1@!A通过*F,!A刺激前列腺组织中*F,$

和*F,T等炎性细胞因子的释放#而这些因子通过自

分泌或旁分泌的作用激活前列腺基质细胞和上皮细

胞的X4G.+141信号通路并介导下游的基因表达

来介 导 炎 症 反 应
+T,)本 研 究 通 过 检 测 X4G".

+141-信号通路在前列腺基质细胞中的作用及抑

制剂 5/!%$$对其表达的影响#从而为临床上治疗

'/B的药物研究提供理论基础)

1!材料和方法

1#1!临床资料

!!收集T例四川大学华西医院泌尿外科"%!-年

W月至"%!&年!月因膀胱癌行根治性膀胱癌切除

术患者前列腺移行区手术标本#患者年龄WW0A!

!$!#UdT#U"岁)所有前列腺标本均术后病理证实

前列腺为'/B#并排除前列腺癌-膀胱移行细胞癌

前列腺组织浸润等病变)'/B 标本依据其术后病

理学 结 果 检 查 是 否 合 并 组 织 学 前 列 腺 炎

!@J78=<=HJMK<C9=78K8J8J7#B/"#合并B/者根据国际

前列腺炎组织分类标准分度
+U,
判断为重度 B/)所

有研究对象均签署知情同意书)本组标本中单纯

'/B&例#&例合并重度 B/)对组织学炎症行镜

下观察#发现多为前列腺周边型炎症浸润)

1#/!细胞和抗体

细胞$前列腺基质细胞由四川大学华西医院泌

尿外科实验室分离培养得到)

一 抗 和 二 抗$)K;;J8 4:8J,X4G" !C@=7C@=

!̂%%A\ !̂%%T"#购自美国 4;MK2 公司&)K;;J8

4:8J,X4G"!.,!%"#D=K8,4:8J,C@=7+141-,̂ A%W#

)K;;J84:8J,+141-!."%"#)K;;J84:8J,4M8J:#均

购自美国+K:8K.9E_公司&BE2K:*F,$购自美国

)jV公司)

1#;!研究方法

1#;#1!'/B样本的采集!从单纯'/B 组及合并

重度B/组的前列腺增生组织的移行带取标本#一

份送病理实验室行BL染色验证膀胱癌前列腺浸润

的有无#一份无菌条件下去除无关组织后分离细胞

备用)

1#;#/!原代前列腺基质细胞的培养!切取移行带

标本后#&a浸泡于含青-链霉素各!%%?.2F#两

性霉素!$H.2F的/'+溶液中清洗组织约!%2J:#

然后转移至 V>L> 完全培养基中)在无菌条件

下#将组织再次进行修剪#去除血块及组织明显失活

后眼科剪反复修剪组织呈糊状后胰酶消化!W2J:)

将组织通过牙科探针分次少量转移至1"W细胞培

养瓶内)向瓶内注入 V>L> 培养基后放置在

-Aa-体积分数WZ.(" 细胞培养箱内)接种-I后

观察细胞贴壁情况#并首次换液#去除浮起的前列腺

组织)每日相差显微镜下观察前列腺细胞的情况#

每-日更换细胞培养基)

1#;#;!原代前列腺基质细胞传代!倒置显微镜下

观察培养瓶内的原代前列腺基质细胞#细胞长满瓶

底约U%Z#或细胞培养液明显变黄超出缓冲范围时

进行细胞的传代)-Aa无菌CBA#%/'+溶液W2F

漂洗细胞两次#去除残留的培养基及胎牛血清

!Y'+")加入!2F新鲜胰酶#置于相差显微镜下#

持续观察细胞的变形情况)当贴壁细胞收缩为小圆

形时#弃去胰酶)然后轻拍细胞培养瓶#让贴壁细胞

脱离瓶壁)加入-2F完全V>L>培养基#反复吹

打均匀)将细胞悬液平均分入-个新细胞培养瓶

中)以!c-进行细胞传代)为获取基质细胞继续

使用V>L> 培养基)在传代时#由于胰蛋白酶对

上皮细胞的损伤较大#大量上皮细胞在传代过程中

死亡)第"代时培养瓶内仅残留少量的上皮细胞)

细胞在第-代时所培养细胞纯化为基质细胞
+!%,)

单纯'/B组和合并重度 B/组各取前列腺基质细

胞检测X4G"和 +141-磷酸化蛋白!CX4G"和

C+141-"表达情况)

1#;#3!抑制剂 5/!%$$处理细胞!取传代后的基

质细胞悬液#将培养的细胞株分别接种在!%%2F

培养瓶中#用 )/>*,!$&%培养基!含!%ZY'+"#

-Aa#体积分数WZ.(" 培养)以细胞密度"[

!%W 2Fb!
各"2F接种"&孔平底培养板的每孔#每

孔!%%$F!"[!%&.孔"#接种孵育A"@后加相应刺

激#其分设 & 组$*F,$ 刺激组 !加入*F,$ 刺激

-%2J:"-抑制剂 5/!%$$组!加入X4G"的抑制剂

5/!%$$处理"&@"-5/!%$$\*F,$刺激组!加入

*F,$刺激-%2J:后再加入 5/!%$$处理"&@"-空

白对照组!'<K:P#不加入任何刺激剂")

1#;#M!567869:;<=8!细胞样品使用"%%$F![

FK622<J+K2C<6'EOO69裂解#加入!%%?V3K76降

解基因组V34约"%2J:)沸水中煮沸!%2J:#蛋

白充分变性后#置于冰上W2J:)将裂解的蛋白样

品每个孔加样-W$F后进行电泳)将电泳结束后的

凝 胶 进 行 转 膜#放 置 于 一 抗 中 " @#%#WZ

19J8=:g!%%1'+洗膜液摇床上震荡冲洗-次#每次

W2J:)然后二抗中"@#重复洗膜-次#置于L.F

$$
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化学发光液中!2J:#.@62JV=M*2KH6+N7862系统

检测人*F,$刺激的前列腺基质细胞样本中X4G"-

+141-及其磷酸化蛋白表达#内参蛋白为4M8J:)

/!结果

/S1!!GJ!"DGD信号通路在合并重度FO的6OF

前列腺组织中状态

通过 567869:;<=8检测发现#在单纯'/B 前

列腺组织中#有X4G"和+141-蛋白的表达#但是

CX4G"表达较弱#C+141-表达极低甚至几乎检

测不到)在 '/B 合并重度 B/组中#CX4G"和

C+141-表达都有明显升高!图!")

图1!合并重度FO的6OF患者前列腺组织中的!GJ/和"DGD;磷

酸化检测

U#<1!Y,>,$>#C(CR!GJ/'(-"DGD;A%C?A%CBK='>#C(#(?,*,B,FO

L#>%ABC?>'>#$>#??&,?CR6OFA'>#,(>?

4$'/B&'$'/BRJ8@76S696B/

/S/!!GJ/激酶抑制剂对合并重度 FO的6OF前

列腺基质细胞中!GJ/和"DGD;活化的影响

*F,$刺激前列腺基质细胞#其X4G"和+141-

的磷酸化明显增加)567869:;<=8检测发现#使用

5/!%$$处理细胞并不会降低X4G"或+141-的

表达)但是抑制剂 5/!%$$所处理的细胞#无论是

X4G"还是 +141-都无法检测到磷酸化#表明

X4G",+141-的信号通路被抑制#进而无法激活下

游的急性期蛋白的表达!图"")

图/!!GJ/抑制剂可同时抑制!GJ/和"DGD;的磷酸化

U#</!!GJ/#(%#H#>CB??#E&=>'(,C&?=K#(%#H#>>%,A%C?A%CBK='>#C(CR

!GJ/'(-"DGD;

!$5/!%$$&"$5/!%$$\*F,$&-$'<K:P&&$*F,$

;!讨论

近年来的研究发现前列腺组织炎症在前列腺增

生的发生过程中发挥重要作用
+U,)免疫细胞是通过

分泌相应的趋化因子和细胞因子作用于靶细胞来发

挥作用)在此过程中#作为介导各种细胞因子的

X4G.+141信号通路是其关键
+T,)本实验中#发现

'/B标本中多数合并组织炎症#且已有研究表明#

组织炎症与临床进展相关#推测在'/B 的发病过

程中#组织炎症起重要作用#1@!A细胞浸润于前列

腺组织中释放效应细胞因子*F,!A#而被释放的*F,

!A则结合表达于靶细胞上的受体#进一步的刺激前

列腺上皮细胞与基质细胞释放作为*F,!A的下游细

胞因子*F,$与*F,T)而*F,$与*F,T则最终刺激

X4G"以及+141-的活化导致前列腺上皮细胞和

基质细胞表达大量的急性期蛋白并引发炎症
+T,)因

此#形成了一个1@!A,*F,!A,*F,$.T,X4G"j+141-

的信号轴来引发炎症)在这个信号轴中#X4G"作

为磷酸化+141-的关键激酶#+141-作为诱导急

性期蛋白表达的关键转录因子发挥最终的关键作用

来引发炎症#暗示X4G"或+141-很有可能作为

一个未来'/B治疗的分子靶位点)

X4G.+141途径是近些年来发现的一条多种

细胞因子共用的信号传导途径#其作用模式已基本

明确#但对其作用环节中的调控及与其它细胞因子

信号传导途径的联系仍有待深入研究
+!!,)X4G激

酶是一个细胞内非受体酪氨酸激酶家族#是由介导

细胞因子产生信号#且通过X4G.+141信号通路

传递下去)我们通过检测合并重度组织学炎症

'/B患者前列腺组织中的X4G"和+141-的磷酸

化程度来验证其所介导的信号通路的活化情况)

567869:;<=8结果发现#尽管在单纯的前列腺增生

组织中#有一定程度的磷酸化#但+141-的磷酸化

!C+141-"极低至几乎检测不到)在重度 B/组#

X4G"的磷酸化!CX4G""有明显的升高#且+141-

的磷酸化!C+141-"升高更明显)

前面的研究发现 +141- 及其上游的激酶

X4G"可能是一个未来'/B 治疗的靶位点)由于

X4G.+141信号通路在许多疾病中都能够发挥关

键作用#可作为一个治疗的靶位点+!",#因此利用

X4G激酶抑制剂来治疗相应疾病已经被广泛应用

于临床)比如X4G!和X4G"的特异性抑制剂

)EQ=<J8J:J;已经被用于临床上治疗一些由1@!A所

引发的自身免疫性疾病#如银屑病-骨髓纤维化-类

A$
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风湿性关节炎等
+!-,)而在这些疾病中#如类风湿性

关节炎#1@!A细胞及其所介导的炎症反应很有可能

也是通过和'/B一样的信号轴来发挥作用且是引

起疾病的关键)而本研究也发现#通过使用X4G"

抑制剂 5/!%$$处理细胞并不会降低X4G"或

+141-的表达#但能特异性的抑制*F,$所介导的

X4G"和+141-的磷酸化#表明X4G",+141-的

信号通路被抑制#进而无法激活下游的急性期蛋白

的表达)当然本实验主要研究了前列腺基质细胞#

尚需探索前列腺腺泡细胞)再者传代细胞后其细胞

因子微环境发生了变化#对实验结果也存在不利影

响#尚需扩大样本进一步研究)

综上所述#X4G.+141信号通路在合并重度组

织炎症'/B的前列腺组织中呈现活化状态#激酶

抑制剂 5/!%$$可抑制+141-的活化#有望在临

床上作为'/B 治疗的应用#可能为未来临床治疗

'/B指出了一条新的方向)
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