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根皮素引起前列腺癌 ＬＮＣａＰ 细胞

发生凋亡的机制研究
康　 丹ꎬ吴朝蒙ꎬ曹润怿ꎬ王方方ꎬ田　 倩ꎬ刘　 平

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏省分子与医学生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 根皮素是存在于苹果、梨等水果及多种蔬菜汁液中的天然活性物质ꎬ具有抗肿瘤活性ꎬ能够有效地诱

导细胞凋亡、抑制细胞增殖. 本研究初步探讨了根皮素诱导前列腺癌 ＬＮＣａＰ 细胞的凋亡和相关分子机制. 通过

形态学观察、噻唑蓝(ＭＴＴ)比色实验、ＣＣＫ￣８ 实验测定前列腺癌细胞活性ꎻ采用 ＤＡＰＩ 染色法测定细胞核凝缩破

裂ꎻ运用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染流式细胞术测定前列腺癌细胞的凋亡率ꎻ再通过 ＰＩ 单染流式细胞术测定前列

腺癌细胞的周期变化ꎻ以及采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路及其下游细胞凋亡相关蛋白和细胞周期

相关蛋白的表达. 实验结果表明:根皮素诱导前列腺癌 ＬＮＣａＰ 细胞周期阻滞在 Ｇ２ / Ｍ 期ꎬ并呈浓度依赖性降低

细胞活性、增加细胞核凝缩破裂ꎬ显著提高前列腺癌细胞的凋亡率. 在分子机制上ꎬ根皮素呈现浓度依赖性下调

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 的活性ꎬ从而影响细胞凋亡相关蛋白和细胞周期相关蛋白的表达. 因此ꎬ根皮素对前列腺癌细胞的生

长有显著的抑制作用ꎬ对治疗前列腺癌具有潜在的临床应用价值.
[关键词] 　 根皮素ꎬ细胞凋亡ꎬ细胞周期ꎬＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路ꎬ前列腺癌
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前列腺癌(ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒꎬＰＣａ)是西方国家常见的男性恶性肿瘤ꎬ是影响男性健康的第二大癌症ꎬ引
起的死亡人数仅次于肺癌. 据相关报道统计ꎬ在 ２０１５ 年ꎬ美国大约有 ２２０ ８００ 例新增前列腺癌患者ꎬ有
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８６ ３８０ 人死于前列腺癌[１] . 随着经济的快速发展及生活水平的提高ꎬ在我国罹患前列腺癌的人数逐年增

加ꎬ已严重威胁我国中老年男性健康[２] . 目前针对前列腺癌的治疗药物ꎬ大多毒性大、疗效低、靶点单一或

不明确等ꎬ因此寻找有效、安全的天然药物成为研究的焦点.
根皮素是二氢黄酮类化合物ꎬ广泛存在于葡萄、苹果、梨子和多种蔬菜等植物的果皮及根皮中ꎬ并且是

植物产生的一种次级代谢产物ꎬ具有低毒副作用[３] . 已有大量的文献报道ꎬ根皮素可诱导多种肿瘤细胞凋

亡ꎬ包括肺癌、乳腺癌、肝癌和白血病细胞[４－７] . Ｅｗｅｌｉｎａ Ｓｚｌｉｓｚｋａ 等人的研究发现根皮素能显著增强 ＴＲＡＩＬ
诱导的 ＬＮＣａＰ 细胞凋亡和降低细胞毒性[８] . 然而ꎬ关于根皮素诱导前列腺癌 ＬＮＣａＰ 细胞凋亡的具体分子

机制尚不明确. 因此本文将以 ＬＮＣａＰ 细胞为作用对象对根皮素的抗肿瘤作用及机制作初步研究.

１　 材料与方法

１.１　 药品和试剂

根皮素(ＰｈｌｏｒｅｔｉｎꎬＰｈ)(纯度≥９８％)购自美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎬＤＭＳＯ 溶解ꎬ制备浓度为 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ
的储存液ꎬ－２０ ℃冰箱保存备用ꎻ胎牛血清(Ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ电化学发光 ＥＣＬ 试

剂和蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ 购自南京麦高德生物技术有限公司ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染凋亡检测试剂盒和细胞

周期检测试剂盒购自江苏凯基生物技术股份有限公司ꎻＤＡＰＩ 试剂购自北京索莱宝科技有限公司ꎻＲＰＭＩ－
１６４０ 购自维森特生物技术(南京)有限公司ꎻＲＩＰＡ 裂解液、ＭＴＴ 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒和 ＣＣＫ￣８
细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒均购自上海碧云天生物技术研究所ꎻ胰蛋白酶(Ｔｒｙｐｓｉｎ １:２５０)购自合肥

Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物科技公司.
抗体:兔抗 ＰＡＲＰ￣１ 多克隆抗体、兔抗 ＡＫＴ 多克隆抗体、兔抗 ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＡＫＴ(Ｓ４７３)多克隆抗体、兔抗

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 多克隆抗体、鼠抗 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 单克隆抗体、鼠抗 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 单克隆抗体、鼠抗 ＸＩＡＰ 单克隆抗体、鼠抗

β￣Ａｃｔｉｎ 单克隆抗体、羊抗兔 ＩｇＧ 辣根过氧化物酶和羊抗鼠 ＩｇＧ 辣根过氧化物酶均购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻ兔抗 ｐｈｏｓｐｈｏ￣ＡＫＴ(Ｔ３０８)多克隆抗体购自中国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻ兔抗 ｐｈｏｓｐｈｏ￣
ＰＩ３Ｋｉｎａｓｅ ｐ８５(Ｔｙｒ４５８) / ｐ５５(Ｔｙｒ１９９)多克隆抗体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻ兔抗 Ｃａｓｐａｓｅ ８ /
ｐ１８ 多克隆抗体、兔抗 Ｂｃｌ￣２ 多克隆抗体、兔抗 ＢＡＸ 多克隆抗体、兔抗 ＰＩ３Ｋ ｐ８５(ａｌｐｈａ)多克隆抗体和鼠抗

Ｃａｓｐａｓｅ ９ / ｐ３５ / ｐ１０ 单克隆抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ 公司.
１.２　 细胞培养与细胞传代

本研究中所用的细胞株是人正常前列腺基质 ＷＰＭＹ￣１ 细胞(二倍体细胞株)、前列腺癌 ＬＮＣａＰ 和

ＣＷＲ￣２２Ｒｖ１ 细胞(均从美国 ＡＴＣＣ 中心购买) . 用 １０％胎牛血清、１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素

的 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养液ꎬ放置于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃培养箱中培养. 用 ０.２５％的胰蛋白酶－ＥＤＴＡ 消化传代ꎬ
２ ｄ~３ ｄ 传代一次.
１.３　 细胞形态学观察及细胞活性检测

将培养好的细胞接种于 ６ 孔板中(５×１０５ 个 /孔)ꎬ待细胞贴壁后ꎬ随机将细胞分为阴性对照组(０.１％
ＤＭＳＯ)和不同浓度(２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ)的根皮素处理组ꎬ在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱

中进行培养ꎻ根皮素处理细胞 ２４ ｈ 后ꎬ用尼康倒置荧光显微镜观察细胞形态并拍照记录.
将培养好的细胞接种于 ９６ 孔板中(１×１０４ 个 /孔)ꎬ待细胞贴壁后ꎬ随机将细胞分为阴性对照组(０.１％

ＤＭＳＯ)和不同浓度(２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ)的根皮素处理组ꎬ每组设 ６ 个平行孔ꎬ在 ５％
ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱中进行培养ꎻ根皮素处理细胞 ２４ ｈ 后ꎬ吸去旧培养基ꎬ加入 １００ μＬ /孔含血清的新鲜

培养基ꎬ并加入 １０ μＬ /孔 ＭＴＴ 溶液(５ ｍｇ / ｍＬ)或者加入 １０ μＬ /孔 ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ轻轻混匀ꎬ置于 ５％ ＣＯ２、
３７ ℃细胞培养箱中孵育 ４ ｈ. 之后ꎬ对于 ＭＴＴ 实验ꎬ小心吸去孔内上清液ꎬ每孔加 １５０ μＬ ＤＭＳＯ 溶解沉淀

物ꎬ选择 ５７０ ｎｍ 在酶标仪上测定光密度值(ＯＤ 值)ꎻ对于 ＣＣＫ￣８ 实验ꎬ直接在酶标仪上选择 ４５０ ｎｍ 测定

光密度值(ＯＤ 值) . 根据试剂盒使用说明书ꎬ将测得的 ＯＤ 值换算成细胞活性值并与对照孔的值进行比较.
１.４　 ＤＡＰＩ 染色分析细胞凋亡

将培养好的细胞接种于 １２ 孔板中(２×１０５ 个 /孔)ꎬ待细胞贴壁后ꎬ随机将细胞分成阴性对照组(０.１％
ＤＭＳＯ)和不同浓度(２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ)的根皮素处理组ꎬ在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱

中进行培养ꎻ根皮素处理细胞 ２４ ｈ 后ꎬ吸去旧培养基ꎬ每孔加 ５００ μＬ １×ＰＢＳꎬ将细胞洗 ３ 次 / ５ ｍｉｎꎬ去除

—４４—
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１×ＰＢＳꎬ加１ ｍＬ ４％多聚甲醛ꎬ在室温条件下固定 １５ ｍｉｎꎻ吸去多聚甲醛ꎬ用 １×ＰＢＳ 洗 ３ 次 / ５ ｍｉｎꎬ再加

１ ｍＬ ０.５％的 Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ￣１００ꎬ在室温下处理细胞 １５ ｍｉｎꎻ用 １×ＰＢＳ 洗 ３ 次 / ５ ｍｉｎ 之后加入 ６ μＬ 的 ＤＡＰＩ
(１ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ补加 ３００ μＬ 的 １×ＰＢＳꎬ避光孵育 １５ ｍｉｎ. 最后在尼康倒置荧光显微镜下观察并拍照.
１.５　 流式细胞仪分析细胞凋亡

将培养好的细胞接种于 ６ 孔板中(５×１０５ 个 /孔)ꎬ待细胞贴壁后ꎬ随机将细胞分成阴性对照组(０.１％
ＤＭＳＯ)和不同浓度(２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ)的根皮素处理组ꎬ在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱

中进行培养ꎻ根皮素处理细胞 ２４ ｈ 后ꎬ用不含 ＥＤＴＡ 的 ０.２５％胰蛋白酶消化收集(注:胰蛋白酶消化时间

不宜过长ꎬ否则会影响细胞膜上磷脂酰丝氨酸与 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 的结合)ꎬ于室温 ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ
收集细胞ꎻ用预冷 １×ＰＢＳ(４ ℃)重悬细胞一次ꎬ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ洗涤细胞ꎻ加入 ５００ μＬ 的 １×Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞ꎻ加入 ５ μＬ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 混匀后ꎬ加入 ５ μＬ 的 ＰＩ 染色ꎬ室温避光ꎬ孵育 ５ ｍｉｎ ~
１５ ｍｉｎꎻ上机前ꎬ补加 ８００ μＬ 的 １×Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒꎻ最后在流式细胞仪上分析细胞凋亡情况.
１.６　 流式细胞仪分析细胞周期

将培养好的细胞接种于 ６ 孔板中(５×１０５ 个 /孔)ꎬ待细胞贴壁后ꎬ随机将细胞分成阴性对照组(０.１％
ＤＭＳＯ)和不同浓度(２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ)的根皮素处理组ꎬ在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱

中进行培养ꎻ根皮素处理细胞 ２４ ｈ 后ꎬ用不含 ＥＤＴＡ 的 ０.２５％胰蛋白酶消化细胞ꎬ于室温 ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ收集细胞. 用预冷 １×ＰＢＳ(４ ℃)重悬细胞一次ꎬ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎻ加入 ５００ μＬ
７０％的无水乙醇 ４ ℃固定过夜ꎬ４ ℃离心机 ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ用预冷 １×ＰＢＳ(４ ℃)重悬细胞一次ꎬ
２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ去除 １×ＰＢＳꎬ加入 １００ μＬ ＲＮａｓｅ Ａꎬ３７ ℃水浴 ３０ ｍｉｎꎬ最后加入 ２００ μＬ ＰＩ 染色ꎬ混
匀后 ４ ℃避光孵育 ２０ ｍｉｎꎻ加 ８００ μＬ 的 １×ＰＢＳꎬ混匀ꎻ在流式细胞仪上检测细胞周期情况.
１.７　 免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)分析

将培养好的细胞接种于 ６ 孔板中(５×１０５ 个 /孔)ꎬ待细胞贴壁后ꎬ随机将细胞分成阴性对照组(０.１％
ＤＭＳＯ)和不同浓度(２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ)的根皮素处理组ꎬ在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱

中进行培养ꎻ根皮素处理细胞 ２４ ｈ 后ꎬ去除培养液ꎬ用 １×ＰＢＳ 漂洗细胞 ２ 次ꎬ加入 １２０ μＬ /孔的细胞裂解

液 ＲＩＰＡ(加有预冷的 ＰＭＳＦ)ꎻ将细胞裂解液转移至 １.５ ｍＬ 的离心管中ꎬ置于冰上放置 ３０ ｍｉｎꎬ每隔 １０ ｍｉｎ
悬混一次ꎬ使细胞裂解充分ꎻ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清ꎻ以牛血清白蛋白(ＢＳＡ)作为标准蛋白ꎬ使用

ＤＣ 法对样品进行总蛋白浓度的测定ꎬ－２０ ℃保存待用ꎻ制备 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶ꎬ胶浓度的大小依据检测蛋白质

的分子量大小ꎻ取 ２０ μｇ 总蛋白样品进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎻ电泳结束后ꎬ将蛋白质转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎻ用含

２％脱脂奶粉的 １×ＰＢＳ 室温封闭 １ ｈꎻＰＢＳＴ 清洗 ３ 次后ꎬ４ ℃孵育一抗过夜ꎻ第二天 ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次后ꎬ室温

孵育二抗 １ ｈꎻＥＣＬ 进行化学发光显色、拍照ꎬ并对条带进行灰度分析.
１.８　 统计学分析

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６.０ 软件对研究结果进行数据统计分析. 本研究中的各项实验均独立重复 ３ 次ꎬ
对实验结果均做 ｔ检验分析ꎻ实验误差 ｐ<０.０５ 认为有统计学意义. 处理组和对照组比较ꎬ∗表示 ｐ<０.０５.

２　 实验结果

２.１　 根皮素对前列腺癌细胞的形态和细胞活性的影响

以阴性对照组(０.１％ ＤＭＳＯ)和不同浓度(２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ)的根皮素处理组对人正

常前列腺上皮 ＷＰＭＹ￣１ 细胞和前列腺癌 ＬＮＣａＰ 细胞、ＣＷＲ￣２２Ｒｖ１ 细胞处理 ２４ ｈ 后ꎬ光镜下可见(图 １Ａ)ꎬ当
根皮素浓度为 １００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ对ＷＰＭＹ￣１ 细胞形态及生长无影响ꎬ但对前列腺癌 ＬＮＣａＰ 和 ＣＷＲ￣２２Ｒｖ１ 细胞

都有明显的影响ꎬ而且随着根皮素浓度的增加ꎬ细胞的贴壁能力下降程度也逐渐加大.
此外ꎬＭＴＴ(图 １Ｂ)和 ＣＣＫ￣８(图 １Ｃ)分析结果也表明ꎬ前列腺癌细胞活性随着根皮素浓度的增加而显

著降低ꎬ并呈现为根皮素浓度依赖性(ｐ<０.０５) . 这些结果说明:根皮素抑制前列腺癌细胞的生长ꎬ且对癌

细胞生长的抑制作用呈现根皮素浓度依赖性ꎬ而对正常细胞影响很小. 接下来ꎬ选取一株前列腺癌 ＬＮＣａＰ
细胞进行有关根皮素影响前列腺癌细胞生长和活性的分子机制研究.
２.２　 根皮素对前列腺癌 ＬＮＣａＰ 细胞凋亡的影响

采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染流式细胞术检测细胞凋亡情况ꎬ结果显示(图 ２Ａ)ꎬ以阴性对照组(０.１％
—５４—
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Ａꎬ细胞形态学观察(×１００)ꎻＢ、ＣꎬＭＴＴ 和 ＣＣＫ￣８ 检测细胞活性实验结果. ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.０５ 处理组和对照组比较

ＡꎬＯｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ(×１００)ꎻＢꎬＣꎬＭＴＴ ａｎｄ ＣＣＫ￣８ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ. ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
图 １　 根皮素对前列腺癌细胞形态及细胞活性的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｈｌｏｒｅｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

　 　 ＡꎬＬＮＣａＰ 细胞凋亡的流式细胞术和统计分析结果ꎻＢꎬＤＡＰＩ 染色和统计分析 ＬＮＣａＰ 细胞核破裂数( ×
４００) . ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.０５ 处理组和对照组比较

ＡꎬＦｌｏｗ Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻＢꎬＤＡＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ ｒｕｐｔｕｒｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ＬＮＣａＰ ｃｅｌｌｓ(×４００) . ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 根皮素对 ＬＮＣａＰ 细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｈｌｏｒｅｔｉｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＬＮＣａＰ ｃｅｌｌｓ
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ＤＭＳＯ)和不同浓度(２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ)的根皮素处理组处理细胞 ２４ ｈ 后ꎬＬＮＣａＰ 细胞

凋亡率随着根皮素的浓度增加而显著增加ꎬ当根皮素的浓度达到 １００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＬＮＣａＰ 细胞的凋亡率增

加到 ４６.４％(ｐ<０.０５) . 同样ꎬ不同浓度的根皮素处理过的 ＬＮＣａＰ 细胞进行 ＤＡＰＩ 染色分析细胞核凝缩破

裂情况. 如白色箭头所示(图 ２Ｂ)ꎬ根皮素的处理促进细胞核的凝缩和破裂ꎬ并且当根皮素浓度为 １００
μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ细胞核凝缩和破裂百分比增加到 ７６％(ｐ<０.０５) .
２.３　 根皮素对前列腺癌 ＬＮＣａＰ 细胞凋亡相关蛋白的影响

以阴性对照组(０.１％ ＤＭＳＯ)和不同浓度(２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ)的根皮素处理组处

理细胞 ２４ ｈ 后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示(图 ３Ａ 和 ３Ｂ)ꎬ一系列细胞凋亡的末端效应蛋白酶 ｃ￣ＰＡＲＰ￣１、
ｃ￣Ｃａｓｐａｓｅ ３、ｃ￣Ｃａｓｐａｓｅ ８ 和 ｃ￣Ｃａｓｐａｓｅ ９ 的蛋白水平随着根皮素浓度的增加而显著增加(ｐ<０.０５)ꎻ受 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ 调控的蛋白 ＸＩＡＰ 和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的表达都明显受到根皮素的抑制ꎬ其下降程度呈现根皮素浓度依赖性

(ｐ<０.０５) . 此外ꎬＢｃｌ￣２ / ＢＡＸ 的比值随着根皮素浓度的增加而显著减少(ｐ<０.０５)(图 ３Ｃ) .

　 　 Ａ、Ｂ、ＣꎬＬＮＣａＰ 细胞中细胞凋亡相关蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及灰度分析结果. ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.０５ 处理组和对照组比较

ＡꎬＢꎬＣꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＬＮＣａＰ ｃｅｌｌｓ. ｎ ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.０５ ｖｓ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 根皮素对 ＬＮＣａＰ 细胞中细胞凋亡相关蛋白表达情况的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｈｌｏｒｅｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＬＮＣａＰ ｃｅｌｌｓ

２.４　 根皮素对前列腺癌 ＬＮＣａＰ 细胞周期的影响

采用 ＰＩ 单染流式细胞术检测细胞周期变化ꎬ结果显示(图 ４Ａ)ꎬ以阴性对照组(０.１％ ＤＭＳＯ)和不同

浓度(２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ)的根皮素处理组处理细胞 ２４ ｈ 后ꎬ处于 Ｇ２ / Ｍ 期其细胞数量

随着根皮素浓度的增加而显著增加(ｐ<０.０５)ꎬ其中 Ｇ０ / Ｇ１ 期所占比例从 ８７％下降到 ６８％ꎬＳ 期和 Ｇ２ / Ｍ
期所占比例分别从 ４.７％和 ７.７％增加到 ９.６％和 ２２％. 此外ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示(图 ４Ｂ)ꎬ随着根皮

素处理浓度的增加ꎬ细胞周期相关蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 的表达量显著降低(ｐ<０.０５) . 以上实验结果表明根皮素

能够促进 ＬＮＣａＰ 细胞发生细胞周期阻滞.

—７４—
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　 　 ＡꎬＬＮＣａＰ 细胞周期变化的流式细胞术和统计分析结果ꎻＢꎬＬＮＣａＰ 细胞中细胞周期相关蛋白 ＣｙｃｌｉｎＢ１ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及灰度

分析结果. ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.０５ 处理组和对照组比较

ＡꎬＦｌｏｗ Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈａｎｇ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅꎻＢꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ ｉｎ ＬＮＣａＰ ｃｅｌｌｓ. ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 根皮素对 ＬＮＣａＰ 细胞周期的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｈｌｏｒｅｔｉｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｉｎ ＬＮＣａＰ ｃｅｌｌｓ

　 　 ＡꎬＬＮＣａＰ 细胞中 ＰＩ３Ｋ 及 ＡＫＴ 蛋白的磷酸化和总蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及灰度分析结果. ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.０５ 处理组和对照组比较

ＡꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ＰＩ３ＫꎬＡＫＴ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ＰＩ３ＫꎬＡＫＴ. ｎ＝ ３ꎬ
∗ｐ<０.０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

图 ５　 根皮素对 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｈｌｏｒｅｔｉｎ ｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ

２.５　 根皮素调节 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路的活性

为探究根皮素诱导 ＬＮＣａＰ 细胞凋亡和周期阻滞的分子机制ꎬ我们采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术对 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
信号通路及其活性表达进行分析ꎬ结果发现 (图 ５Ａ)ꎬ以阴性对照组 ( ０. １％ ＤＭＳＯ) 和不同浓度

(２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ)的根皮素处理组处理细胞 ２４ ｈ 后ꎬＰＩ３Ｋ(Ｐ８５ 亚基)和 ＡＫＴ(包括

Ｓ４７３ 和 Ｔ３０８ 两个位点)的磷酸化明显受到抑制ꎬ其磷酸化水平与总蛋白的比值随着根皮素浓度的增加而

显著减少(ｐ<０.０５)ꎻ但 ＰＩ３Ｋ(Ｐ８５ 亚基)和 ＡＫＴ 的总蛋白水平不受根皮素的影响.

—８４—
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康　 丹ꎬ等:根皮素引起前列腺癌 ＬＮＣａＰ 细胞发生凋亡的机制研究

３　 讨论

前列腺癌是欧美男性中常见的一种恶性肿瘤. 在中国前列腺癌发病率低于西方国家ꎬ但随着人们经

济生活水平的提高ꎬ其发病率在我国逐年提高[２] . 前列腺癌的化疗药物大多毒性大ꎬ因此寻找有效、安全

的天然药物成为肿瘤治疗研究的焦点. 根皮素可以降低化疗药物对正常细胞的伤害ꎬ从而降低药物的毒

副作用ꎬ且有一定的化疗增敏作用[３] . 据报道ꎬ在前列腺癌细胞中ꎬ根皮素不仅能抑制前列腺癌细胞的生

长ꎬ还能增加 ＴＲＡＩＬ 诱导 ＬＮＣａＰ 细胞发生凋亡[８] . 在本研究中ꎬ分别从细胞形态、细胞活性、细胞核破裂、
细胞凋亡、细胞周期以及细胞凋亡相关蛋白和细胞周期相关蛋白几方面ꎬ探讨了根皮素对前列腺癌

ＬＮＣａＰ 细胞的影响ꎬ并初步探究了根皮素诱导前列腺癌细胞凋亡的分子机制. 从细胞形态上看ꎬ根皮素对

前列腺正常细胞没有影响ꎬ但能显著抑制前列腺癌 ＬＮＣａＰ 和 ＣＷＲ￣２２Ｒｖ１ 细胞的生长ꎻＭＴＴ 和 ＣＣＫ￣８ 实

验结果也表明ꎬ根皮素对前列腺正常细胞活性影响很小ꎬ但能显著抑制前列腺癌细胞活性. 而关于根皮素

对前列腺肿瘤细胞具有选择性地抑制生长和诱导凋亡作用的分子机制ꎬ也即根皮素具有差异性地作用于

前列腺正常细胞和肿瘤细胞的分子机制ꎬ还有待进一步地探索研究.
肿瘤细胞的一个主要特征是抗凋亡作用. Ｂｃｌ￣２ 蛋白家族根据功能和结构的不同分成两类ꎬ分别是促

凋亡蛋白(如 ＢＡＸ、ＢＡＫ、Ｂｉｍ 等)和抗凋亡蛋白(如 Ｂｃｌ￣２、Ｂｃｌ￣ｘＬ 等) . 在调控肿瘤凋亡的过程中ꎬ凋亡的

关键是 Ｂｃｌ￣２ 和 ＢＡＸ 表达量的比例[９] . 有研究表明ꎬ外源性细胞凋亡途径是指 Ｆａｓ￣Ｌ→Ｃａｓｐａｓｅ ８→Ｃａｓｐａｓｅ
６ / Ｃａｓｐａｓｅ ７→Ｃａｓｐａｓｅ ３ / ＰＡＲＰ￣１ꎬ而内源性线粒体凋亡途径是指 Ｃａｓｐａｓｅ８→ＢＡＸ / Ｂａｋ→Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ / ＡＩＦ
→Ｓｍａｃ / ＤＩＡＢＬＯ→Ｃａｓｐａｓｅ ９→Ｃａｓｐａｓｅ ３ / ＰＡＲＰ￣１ꎬ这两条凋亡途径最终发生细胞凋亡的生物学效

应[１０] . 为确定根皮素诱导前列腺癌细胞凋亡是否与这两条凋亡途径均相关ꎬ本文利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检

测了此两条凋亡途径中的相关蛋白ꎬ实验结果表明ꎬ根皮素处理 ＬＮＣａＰ 细胞后ꎬ一方面提高了 ｃ￣Ｃａｓｐａｓｅ ９、
ｃ￣Ｃａｓｐａｓｅ ３ 和 ｃ￣ＰＡＲＰ￣１ 的蛋白水平ꎻ另一方面ꎬ根皮素抑制了抗凋亡蛋白 ＸＩＡＰ 和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的表达ꎬ降低

了 ＸＩＡＰ 和 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 的蛋白水平. 此外ꎬＢｃｌ￣２ / ＢＡＸ 的比值显著降低. 这些结果充分说明:根皮素能够通过

外源性细胞凋亡途径和内源性线粒体凋亡途径共同作用ꎬ进而诱发前列腺癌细胞发生凋亡. 据报道 ＴＲＡＩＬ
基因可分别诱导外源性和内源性细胞凋亡途径[１０] . 那么ꎬ根皮素是否通过 ＴＲＡＩＬ 基因调控细胞生长和凋

亡ꎬ有待进一步探索.
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 是丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶ꎬ主要调节促生存信号网络和影响各种细胞过程ꎬ包括细胞增

殖、存活、凋亡和蛋白质的翻译[１１]ꎬ使 ＡＫＴ 成为一个潜在的治疗或预防癌症标靶[１２] . Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示ꎬ随着根皮素药物浓度的增加ꎬｐ￣ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ＡＫＴ(Ｓ４７３)和 ｐ￣ＡＫＴ(Ｔ３０８)的水平均有明显下降并呈现浓度

依赖性ꎬ而 ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ 的总蛋白量无明显变化. 可见ꎬ根皮素处理前列腺癌细胞后ꎬ药物分子可以通过下

调 ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ 磷酸化水平而抑制信号通路 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 的活性ꎬ进而影响细胞存活和生长ꎬ并阻滞细胞周

期转换. 在本实验中检测了 ＰＩ３Ｋ 的其中一个下游激酶 ＡＫＴꎬ但 ＰＩ３Ｋ 也可以调节 ＲＡＦ / ＥＲＫ 信号途

径[１３] . 那么ꎬ根皮素是否也可以通过 ＰＩ３Ｋ / ＲＡＦ / ＥＲＫ 信号途径调节细胞生长存活能力呢? 有待进一步

研究.
总之ꎬ本研究结果表明ꎬ根皮素对前列腺癌细胞的生长具有明显的抑制作用ꎬ并能有效促进前列腺癌

细胞发生凋亡ꎬ而同时对正常前列腺细胞几乎没有不利影响ꎻ说明根皮素可能在临床上治疗前列腺癌方面

具有良好的应用前景ꎬ同时也为根皮素开发为临床药物提供了理论参考. 对于根皮素在体内是否能抑制

前列腺癌细胞的生长仍须做大量的工作.
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