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摘要 目的: 研究蝎毒多肽提取物 ( peptide extract from scorpion venom, PESV)对雄激素非依赖性人前列腺癌细胞株 DU -

145COX- 2和 MMP- 9表达的影响, 进一步探讨其抗血管生成的分子机制, 为抗前列腺癌骨转移提供有效的治疗手段。方法: 采

用免疫组只化学方法检测 PESV对 COX- 2、MMP- 9蛋白表达的影响, 应用 RT- PCR 检测 PESV对 MMP- 9在 mRNA水平表达的

影响。结果:蝎毒多肽提取物( 40 g/ mL)作用于前列腺癌细胞后, COX- 2、MMP- 9 蛋白表达水平明显下调( P< 0. 05) , 进一步检

测发现MMP- 9 在mRNA 水平亦明显下降( P< 0. 05)。结论:蝎毒多肽提取物( PESV)通过抑制前列腺癌细胞血管生成因子 COX

- 2 的表达而发挥其抗血管生成作用, 具有临床应用价值。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of polypeptide extract from scorpion venom ( PESV) on the expression of cyclooxyge

nase- 2 ( COX- 2) and matrix metalloproteinase- 9 ( MMP- 9) in androgen- independent human prostate cancer DU145 cell line, and to ex

plore the antiangiogenic mechanisms induced by PESV, finally, hopefully to find out potential approach to targeting bone metastasis of prostate

cancer. Methods: Immunohistochemistry was performed to determine the expression of COX- 2 and MMP- 9 in DU145 cells treated with PESV

( 40ug/ ml) or vehicle. MMP- 9 mRNA was detected using RT - PCR. Results: The expression of COX- 2 and MMP- 9 was significantly

downregulated in PESV - trearted DU145 cells, compared with the control, and the amount of MMP- 9 mRNA reduced significantly in the treat

ment group. Conclusions: PESV is able to inhibit the expression of COX- 2 and MMP- 9, thus leading to inhibitory effect on PESV might be

a promising angiogenesis inhibitor.
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前言

前列腺癌( prostate cancer , PCa)是男性泌尿系统常见的恶

性肿瘤, 在欧美国家其死亡率居男性恶性肿瘤第 2 位[ 1]。近

年来,其发病率在全球呈上升趋势,且易发生骨转移。我们从

东亚钳蝎蝎毒中提取的一种多肽提取物 ( Polypeptide extract

from scorpion venom, PESV) , 由 50~ 60个氨基酸组成, 具有良好

的体内和体外抗肿瘤血管生成活性[ 2, 3, 4] , 并藉此抑制肿瘤的

生长与转移 ,其作用机制是多方面的, 可能与抑制 COX - 2 表

达有关。本实验旨在研究蝎毒多肽提取物( PESV)对前列腺癌

细胞 COX- 2 和MMP- 9 表达的影响,进一步阐明其抗肿瘤血

管生成的作用机制。有关蝎毒多肽提取物( PESV)对前列腺癌

细胞 COX- 2 表达影响研究尚属首次报道。

1 材料与方法

1. 1 PESV的药物提取和稀释方法

取蝎毒冻干粉溶解 ( 1g/ 40 mL , pH7. 4) , 低温离心,

5000rpm, 30min; 0. 45 m 和 0. 22 m 微孔滤膜过滤 ,将超滤物冻

干。取蝎毒冻干粉 400mg加磷酸缓冲液上样, 经葡萄糖凝胶,

收集蝎毒 - 蛋白峰, 再进行阳离子交换层析, 紫外分光光
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度仪 (吸收波长 280nm) 检测, 收集 PESV 蛋白峰。PESV 在

HPLC 色谱显示有四个峰, 主峰占总面积的 41. 4%。PESV 为

含有50~ 60 个氨基酸的多糖混合物, 纯度89. 1% , 分子量6000

~ 7000, pH 稳定。PESV用 RPMI1640完全培养基溶解稀释。

1. 2 试剂和仪器

新生小牛血清: 杭州四季青公司; RPMI1640: 美国 GIBCO

公司;总 RNA提取试剂盒: 上海生物工程有限公司; COX - 2、

MMP- 9免疫组化试剂盒和 DAB 试剂盒: 中山生物技术公司;

Triton X- 100:美国 Gibeo公司; TRIZOL试剂:美国 Gibco 公司;

德国 leica 倒置显微镜; 德国 leicaDM4000B 光学显微镜; 德国

leica Qwin V3图像分析软件; CO2 孵箱:美国 Forma Sientific。

1. 3 细胞培养与标本制作

DU - 145 细胞(购自北京大学泌尿外科)用含 10%小牛血

清的RPMI1640 培养, 37 , 饱和湿度 5% CO2 的培养箱中, 常规

培养,每日倒置显微镜观察生长情况, 3 天换液, 适时传代。细

胞培养后, 制作细胞爬片, 经 95%酒精固定后, 以免疫组化法

检测 COX- 2、MMP- 9的表达情况。

1. 4 免疫细胞化学染色

免疫组化步骤如下:取固定好的细胞爬片 , PBS 振洗 3次,

每次 5min; 然后, 用 0. 25% Triton X- 100 处理 15min; 再用 0.

3% H2O2室温下孵育 10min, 以消除内源性过氧化物酶; 正常

羊血清孵育 30min, 甩去不洗; 滴加一抗 ( 1: 50) , 4 湿盒 24h,

复温1h;滴加生物素化二抗( 1: 100) , 37 孵育30min; 滴加酶结

合物( 1: 100) , 37 孵育 30min; DAB 显微镜下控制显色 5 ~

10min。上述各步骤后均用 0. 01mol/ L PBS 振洗 3 次, 每次

5min。然后,苏木精复染, 常规脱水,二甲苯透明, 封片。高倍

镜下随机选取10 个高倍视野, 读取表达细胞百分比, 并做灰

度值分析。

1. 5 总 RNA的提取

6 孔板细胞汇合度为 90- 100%时,取出无菌室,去其上

清,用 PBS 洗两次后, 每孔加TRIZOL试 1mL,摇匀, 无菌罩内消

化 3- 5min(观察:液体变粘稠,细胞脱壁) ;

将各孔内消化好的细胞裂解液吸到一 DEPC 处理过的

1. 5mL EP管中,加新开的氯仿 0. 2mL,轻摇 15 秒;

室温静置 2- 3 后, 12000rpm, 15min, 4 , 离心。然后取

上清无色水相(约 0. 6mL)到 EP 管 ( DEPC 处理过) , 加 0. 5mL

新打开的异丙醇,室温下静置 10 分钟;

12000 rpm, 10min, 4 , 离心。观察总 RNA 在管底的白

色沉淀, 弃去上清, 75% 乙醇 1. 0mL 洗涤(用 DEPC 水新配制)

后, 7500rpm, 5min, 4 ,离心;

去上清,点离, 用小 Tip 吸干液体。气干沉淀 5- 10 分

钟, DEPC处理水 20- 30 L 加入, 中枪打匀, 55- 60 水浴 10

分钟溶解总 RNA, 测 OD值;

电泳。

1. 6 RT- PCR检测MMP- 9 在 mRNA 水平的变化

总RNA 在70 孵育5min, 取出后迅速置冰上冷却。逆转

录体系如下: 5 L 总 RNA、1. 5 L Oligo( dT ) 18、1mmol/ L dNTP2.

0 L、2. 0 L逆转录酶、20URNase抑制剂、逆转录 buffer4. 0 L, 用

DEPC水补足 20 L 体积。70 孵育 60min。逆转录产物于-

20 保存。PCR 反应体系如下: 1 PCR buffer、dNTP 200 mol/

L、TaqplusDNA聚合酶 215U、上、下游引物各 110 mol/ L、cDNA

模板 500pg, 加水至总体积 50 L。以 ( - actin 为内参照,其上、

下游引物序列为: 5 - GAGCTACGAGCTGCCTGACG- 3 和 5 -

GCATTTGCGGTGGACGA- 3 , 扩增片断长度为 389bp; mmp- 9

引物由上海生物有限公司合成, 上、下游游引物序列为: 5 -

GAGATGCGTGGAGAGTCGAA - 3 ; 5 - CCGAGTTGGAAC

CACGACGC- 3 ,扩增片断长度为 489bp。取不同批次培养细

胞,重复 3 次。扩增产物电泳, 进行吸光度扫描, 与( - actin 条

带的吸光度( A)值比较,得到相对吸光度值。进行单因素方差

分析比较各组相对吸光度值间的差异。

1. 7 统计学分析

采用 spss10. 0 软件包进行 t检验、方差分析,计算数据结

果以表示。

2 结果

2. 1 免疫组化染色:

COX- 2和 MMP- 9阳性表达均定位于细胞质, 呈淡棕黄

色至棕黄色着色(见图 A、B、C、D)。COX- 2 蛋白表达阳性表

达率( % ) ,分别为 85. 5 3. 32和 40. 6 2. 56, 差异有统计学意

义( P< 0. 05)。对照组和实验组 MMP - 9 蛋白表达阳性率

( % ) ,分别为 86. 5 4. 12和 43. 9 2. 63,差异亦有显著性意义

( P< 0. 05)。

2. 2 RT - PCR:

对照组和 PESV 组均可检测到 MMP- 9 mRNA的存在, 但

PESV组与对照组比较前者表达明显减弱( P< 0. 05,见图 E)。

3 讨论

细胞外基质的降解、肿瘤血管形成是肿瘤细胞侵袭和转

移的关键,因此 ,有效抑制细胞外基质的降解和抗肿瘤血管生

成可有效抑制肿瘤转移。血管生成过程中, 首先血管内皮细

胞迁移并侵入细胞外基质, 分裂形成新生血管, 继而癌细胞脱

落进入血管到达远处器官增殖形成转移灶。基质金属蛋白酶

( MMPs)是一类重要的蛋白水解酶, 他们具备降解细胞外基质

所有成分的能力, MMP- 9(明胶酶 B)是 MMPs 的一成员, 能降

解结缔组织及细胞外基质成分,从而在肿瘤侵袭转移和血管

生成中发挥重要作用
[ 5]
。近年来的研究表明基底膜和细胞外

基质的降解,对肿瘤血管生成所必需的内皮细胞的迁移极为

重要,故 MMP- 9成为肿瘤新生血管形成的关键因素之一[ 6]。

环氧化酶- 2( cyclooxygenase2, COX - 2)是花生四烯酸合

成前列腺素( PGs)的限速酶, COX - 2 的过度表达与肿瘤新生

血管的形成密切相关[ 7]。有资料证实, COX - 2 的确可使肿瘤

中的 VEGF 表达上调, 抑制 COX- 2 则可抑制 VEGF 的表达。

单一的 PGE2 在体内就可刺激血管的生成,外源性的 PGE2 可

逆转吲哚美辛引起的 VEGF表达的下调, 提示 COX - 2来源的

PGE2可能在新生血管的生成中发挥着重要作用。在 PC- 3
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前列腺癌细胞株中, 外源性的 PGE2 可使 COX - 2 抑制剂

NS2398 引起的 VEGF 表达的下调发生逆转[ 8]。COX - 2 的催

化产物 PGE2可以通过依赖 PGE2的途径诱导 MMP- 2和 MMP

- 9生成[ 9]。Callejas NA 等[ 10]也发现在肝细胞中 COX- 2 上

调MMP- 2, MMP- 9 表达, COX- 2 在诱导肝细胞分泌有活性

的MMPs中发挥了重要作用。大量的 MMP- 9 的分解基底膜

和细胞外基质,有利于成纤维细胞及内皮细胞等迁移并在其

中生长,促进形成新生血管。因此, 可以推断 COX- 2 不仅通

过促进MMP- 9 合成增加以降解细胞外基质和基底膜, 促进

肿瘤的侵袭和转移, 还可以直接促进肿瘤组织中新生血管的

形成,增强了肿瘤的侵袭能力和转移能力。本试验利用免疫

组化法在蛋白水平检测 PESV对 COX- 2和 MMP- 9在前列腺

癌细胞中的表达影响,结果发现, 与对照组相比, COX- 2、MMP

- 9 表达均下调, 且差异有统计学意义( P< 0. 05) ; 进一步用 Rt

- PCR法在mRNA 水平检测PESV对MMP- 9 在前列腺癌细胞

中表达影响, 结果亦发现其表达下调,与对照组比较, 其差异

有统计学意义( P< 0. 05)。本研究结果充分证实了 PESV 不仅

可以直接抑制 COX- 2的表达, 还可以间接抑制MMP- 9 的表

达,具有抑制肿瘤侵袭、转移和抗血管生成的双重作用。因

此,可以预见具有 COX- 2 抑制剂样作用的蝎毒多肽提取物

( PESV)在抗肿瘤转移的治疗中,将具有良好的应用前景。
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