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%%!摘要"%目的%观察白藜芦醇"?@A#对人前列腺癌!"#$ 细胞增殖'凋亡的影响%并探讨其机制& 方法%

以!"#$细胞作为实验对象%并根据干预方式不同分为B组"*(C9)

!

5>8D'?@A#'E组"(9C))

!

5>8D'?@A#'"组

"9)C))

!

5>8D'?@A#'0组"*))C))

!

5>8D'?@A#和对照组"等体积完全培养基#& 应用噻唑蓝"FGG#比色法

检测各组!"#$ 细胞的增殖情况& 应用碘化丙啶"!H#荧光染色观察各组!"#$ 细胞核变化情况& 应用流式细

胞仪检测各组!"#$ 细胞凋亡情况& 通过实时荧光定量聚合酶链式反应"?G#;!"?#检测"6AI6A@#$'"6AI6A@#1'

"6AI6A@#+'E6J和 E=8#( 的 5?KB表达量& 结果%FGG比色法检测结果显示%以对照组作为参照%各实验组

!"#$ 细胞生长抑制率均随干预时间的延长而升高%且E组'"组和0组在干预 /1 L后!"#$ 细胞增殖抑制作

用明显& !H荧光染色结果显示%经?@A干预后!"#$ 细胞出现凋亡形态%且随着?@A干预浓度的上升%凋亡小

体数量增加& 流式细胞仪检测结果显示%B组'E组'"组和0组的!"#$ 细胞凋亡率分别为"*C$9 M)C39#N'

"9C*2 M*C*1#N'"*)C2/ M(C(/#N和"(*C*3 M$C*$#N%对照组为")C22 M)C**#N%差异有统计学意义"!O

3/C$$(%"O)C)))#& ?G#;!"?结果显示%与对照组比较%"组'0组"6AI6A@#$'"6AI6A@#+'"6AI6A@#1'E6J5?KB

相对表达量显著升高""P)C)9#%E=8#( 5?KB相对表达量显著降低""P)C)9#& 结论%?@A具有抑制人前列

腺癌!"#$ 细胞增殖和促进其凋亡的作用%这可能与调控"6AI6A@#$DE6JDE=8#( 凋亡信号通路有关&

%%!关键词"%白藜芦醇$%!"#$ 细胞$%增殖抑制$%凋亡
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%%前列腺癌为男性泌尿系统常见的肿瘤%发病率

和死亡率在 /) 岁后随年龄的增加而增高& 前列腺

癌的早期临床症状较轻%发现时多已到中晚期& 前

列腺癌早中期治疗以手术'放化疗为主%晚期以保守

治疗为主%其治疗效果不佳(*)

& 中药诱导肿瘤凋亡

治疗是近年来的研究热点& 有研究发现白藜芦醇

"V@AW@V6XV>8%?@A#是一种植物抗毒素%主要存在于葡

萄'虎杖'花生等植物中%在对抗炎症'抗癌症'保护

机体功能等方面具有巨大的应用前景& 近年来%?@A

的抗肿瘤作用逐渐引起学者的重视%有望开发为新

的抗肿瘤药物& 目前%关于 ?@A抗前列腺癌的机制

尚未完全明确%本研究旨在观察 ?@A对人前列腺癌

!"#$ 细胞形态'增殖'凋亡的影响%对其可能机制进

行初步探讨%现报道如下&

A9材料与方法

ABA9主要材料与仪器9人前列腺癌 !"#$ 细胞株'

?!FH#*3/)培养基'碘化丙啶"IV>I7R7Z57>R7R@%!H#'

胎牛血清"Y@X68U>W7T@A@VZ5%-E&#购自武汉博士德公

司& ?@A'噻唑蓝"5@XL]8XL76̂>8]8X@XV6̂>87Z5%FGG#购

自美国 &7\56公司& 实时荧光定量聚合酶链式反应

"V@68#X75@;Z6TX7X6X7W@I>8]5@V6A@=L67T V@6=X7>T%?G#

;!"?#引物由上海生工生物工程公司合成& BTT@J7T #̀

-HG"D!H染色试剂盒购自中国艾美捷科技公司& GV6TA#

&=V7IXaT7B88#7T#bT@-7VAX#&XV6TR =0KB&]TXL@A7A&ZI@V#

F7JY>V;!"?"bT@#&X@I =0KB?@5>W68#和GV6TA&X6VX

G7I cV@@T ;!"?&ZI@VF7J购自北京全式金生物技术

有限公司& 酶标仪!美国E0%型号AI@=XV656J*+)& 流

式细胞仪!德国 &]AX@5%型号=>U6Â /1)&

ABC9方法

*C(C*%细胞培养与分组%!"#$ 细胞以含 *)N -E&'

*)) aD58青霉素'*))

!

\D58链霉素的?!FH#*3/) 培

养液培养%置于 $2 d'9N "b

(

培养箱中& 选取对数

生长期细胞进行实验& 设置 *(C9)'(9C))'9)C))'

*))C))

!

5>8D'?@A干预组"分别为B组'E组'"组

和0组#%以含 9N -E&的培养基配置?@A进行!"#$

细胞干预处理& 设置对照组%加入等体积含 9N -E&

的完全培养基进行!"#$ 细胞干预处理&

*C(C(%FGG比色法检测细胞活性%取对数生长的

!"#$细胞%经消化'离心后调整细胞浓度为*e*)

9

=@88AD58

的细胞悬液%+3 孔培养板中每孔加入 *))

!

8细胞悬

液%移至培养箱中继续培养& 按方法 *C(C* 进行分

组处理%每组 9 个复孔& 在培养 (/ L'/1 L'2( L 后

向每孔加入FGG溶液"9 5\D58#()

!

8%移至培养箱

中继续孵育 / L%终止培养& 弃孔内上清液%每孔加入

二甲基亚砜 *9)

!

8%在微量振荡器上振荡 *) f*9 57T%

使用酶标仪测定波长为 /+) T5处的吸光度值&

*C(C$%!H荧光染色观察细胞形态%取对数生长期

的!"#$ 细胞%接种于内有干净无菌盖玻片的 3 孔板

中%培养 (/ L后按方法 *C(C*进行分组处理%培养 /1 L

后弃培养液%以磷酸缓冲盐溶液 " IL>AIL6X@UZYY@V

A687T@%!E&#洗涤 $ 次%滴加浓度为 *))

!

\D58的 !H

染液于爬片上%染色 $) A%夹出盖玻片置于载玻片上%

荧光显微镜观察拍照&

*C(C/%流式细胞仪检测细胞凋亡情况%取对数生

长期的!"#$ 细胞%接种于 3 孔板中%培养 (/ L 后按

方法 *C(C* 进行分组处理%继续培养细胞 /1 L 后按

BTT@J7T #̀-HG"D!H染色试剂盒说明书步骤进行染色%应

用流式细胞仪检测细胞的凋亡率& 重复$次独立实验&

*C(C9%?G#;!"?检测凋亡相关基因的 5?KB相对

表达量%取对数生长的!"#$ 细胞接种于 3 孔板%按

方法 *C(C* 进行分组处理 !"#$ 细胞%每组 $ 个复

孔& 培养 /1 L 后弃上清液%经消化'离心收集细胞&

采用GV7̂>8法提取细胞总 ?KB& 反转录'荧光定量

检测严格按照试剂盒说明书步骤进行& 反应条件!

+9 d预变性 3) A%然后 +9 d变性 *) A%3) d退火 3) A%

/)个循环& 以cB!0g为内参%所用引物序列见表 *&

检测结果以 (

Q

!!

"G法计算相对表达量&

*9(**
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表 *%引物序列

基%因 序列"9h

"

$h#

cB!0g 上游引物 ccBc"cBcBG"""G""BBBBG

下游引物 cc"GcGGcG"BGB"GG"G"BGcc

"6AI6A@#$ 上游引物 cBBBGGcGccBBGGcBGc"cGcB

下游引物 "GB"BB"cBG""""G"GcBBBBB

"6AI6A@#1 上游引物 cc"GGGcB""B"cB""GGGcB

下游引物 BcGcBB"GcBcBGcG"Bc"G"BG

"6AI6A@#+ 上游引物 G"B"BcB""GGcBcB"""cB

下游引物 cB"cccG""Bc"GG"B"GB"

E6J 上游引物 B""BBcBBc"GcBc"cBcGcG"

下游引物 GcG""Bc"""BGcBGccGG"

E=8#( 上游引物 "cB"cB"GG"G"""c""c"GB""c"

下游引物 ""c"BGc"Gcccc""cGB"BcGG""

AB89统计学方法9应用 &!&&*2C) 统计软件进行数

据分析& 计量资料以均数 M标准差"

#

)MB#表示%多

组间比较采用单因素方差分析%组间两两比较采用

'&0#C检验& "P)C)9 为差异有统计学意义&

C9结果

CBA9各组!"#$细胞生长抑制率比较%FGG比色法

检测结果显示%以对照组作为参照%各实验组!"#$ 细

胞生长抑制率均随干预时间的延长而升高%且 E组'

"组和0组在干预 /1 L后!"#$ 细胞增殖抑制作用

明显& 见表 (&

表 (%各组!"#$ 细胞生长抑制率比较!+ O9"#

#

)MB$"N%

组%别 (/ L /1 L 2( L ! "

B组% $C2* M)C31 9C(2 M)C3* 2C1/ M*C(1 *9C13( )C))/

E组% *)C/) M*C(( *9C9( M)C1* (2C*2 M*C/2 *9$C1+$ )C)))

"组% ($C2/ M)C++ $$C2( M*C9+ /9C2$ M*C($ (*1C//$ )C)))

0组% (+C12 M*C9/ /1C9+ M*C$* 3$C12 M*C+$ $$$C93+ )C)))

对照组 )C)) M)C)) )C)) M)C)) )C)) M)C)) )C))) *C)))

! /31C*13 **31C$1) **99C(/2

" )C))) )C))) )C)))

CBC9各组!"#$细胞形态情况%!H荧光染色结果显

示%对照组!"#$ 细胞状态良好%细胞质丰富%细胞核

大小均一%呈均匀红色荧光& B组 !"#$ 细胞开始出

现少量的亮红色圆形凋亡小体& E组和"组!"#$ 细

胞数量明显开始减少%可见细胞核碎裂'染色质固缩

的凋亡细胞%并出现无细胞轮廓的坏死细胞& 0组

见!"#$ 细胞稀疏%亮红色圆形凋亡小体明显增多&

见图 *&

图 *%荧光显微镜下各组!"#$ 细胞形态图#!H荧光染色" e())$

CB89各组!"#$ 细胞凋亡率比较%流式细胞仪检测

结果显示%B组'E组'"组和 0组的 !"#$ 细胞凋亡

率分别为"*C$9 M)C39#N'"9C*2 M*C*1#N和"*)C2/ M

(C(/#N和"(*C*3 M$C*$#N%对照组为")C22 M)C**#N%

总体差异有统计学意义"!O3/C$$(%"O)C)))#&

经两两比较%E组'"组'0组 !"#$ 细胞凋亡率显著

高于对照组""P)C)9#%B组与对照组比较差异无

统计学意义""i)C)9#& 见图 (&

图 (%各组流式细胞检测!"#$ 细胞凋亡结果图

CBD9各组凋亡相关基因 5?KB相对表达量比较%

?G#;!"?结果显示%与对照组比较%"组'0组"6AI6A@#$'

"6AI6A@#+'"6AI6A@#1'E6J5?KB相对表达量显著升

高""P)C)9#%E=8#( 5?KB相对表达量显著降低""P

)C)9#& 见表 $&

*3(**
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表 $%各组凋亡相关基因5?KB相对表达量比较!#

#

)MB$"+O$%

组%别 "6AI6A@#$ "6AI6A@#1 "6AI6A@#+ E6J E=8#(

对照组 *C)) M)C*+ *C)) M)C($ *C)) M)C*) *C)) M)C*/ *C)) M)C**

B组 *C)2 M)C/* )C+2 M)C($ *C(( M)C/9 *C*2 M)C/* *C)1 M)C$2

E组 *C/$ M)C9* *C(* M)C$) *C9) M)C9) *C(+ M)C$( )C32 M)C$)

"组
(C31 M)C/)

$

*C12 M)C9+

$

(C+/ M)C32

$

(C/) M)C92

$

)C$( M)C**

$

0组
/C(2 M)C3*

$

$C*/ M)C/9

$

9C32 M)C/2

$

$C2+ M)C/$

$

)C(( M)C**

$

! (+C9$/ *3C+$( /+C9/* (9C//9 1C322

" )C))) )C))) )C))) )C))) )C))$

%注!与对照组比较%

$

"P)C)9

89讨论

8BA9前列腺癌的发病率和死亡率在全球范围内%尤

其是亚洲地区%呈上升趋势& *++(+()*2 年%中国男

性前列腺癌粗死亡率从 $C$+D*)

9 上升到 2C*2D*)

9

&

转移性前列腺癌对药物不敏感%预后差%生存率低%

迫切需要开发有效的治疗药物& 研究发现%?@A在保

护心肌缺血损伤(()

'抑制脂肪细胞葡萄糖利用防治肥

胖($)

'防治阿尔茨海默病等神经退行性疾病(/)

'抗病

毒(9)和抗炎症(3)等方面具有广泛的积极生物活性&

在抗癌方面发现%?@A对非小细胞肺癌(2)

'黑色素瘤(1)

'

乳腺癌(+)

'胰腺癌(*))

'膀胱癌(**)等恶性肿瘤具有促

凋亡'抑增殖的效果%并且可增强多种抗肿瘤药的抗

肿瘤效果(*(#*/)

& 但?@A对前列腺癌的作用研究较少%

抑癌机制尚不清楚&

8BC9研究发现%?@A抗癌的机制可能与以下几条途

径有关!"*#调节细胞信号转导通路%如丝裂原细胞外

信号调节激酶"57X>\@T#6=X7W6X@R @JXV6=@88Z86VA7\T68#

V@\Z86X@R j7T6A@%F4k#D细胞外调节蛋白激酶"@JXV6#

=@88Z86VA7\T68#V@\Z86X@R j7T6A@%4?k#'_6TZA激酶 *

"_6TZAj7T6A@*%_Bk*#D信号转导及激活因子 $"A7\T68

XV6TARZ=@V6TR 6=X7W6X>V>YXV6TA=V7IX7>T $%&GBG$#'磷

脂酰肌醇#$#激酶"IL>AIL6X7R]87T>A7X>8#$#j7T6A@%!H$k#D

蛋白激酶E"IV>X@7T j7T6A@E%BkG#'蛋白磷酸酶 (B

"IV>X@7T IL>AIL6X6A@(B%!!(B##细胞外调节蛋白激

酶 *D("@JXV6=@88Z86VA7\T68#V@\Z86X@R j7T6A@*D(%4?k*D(#

等$"(#调控细胞周期蛋白"=]=87T#D细胞周期蛋白依

赖性激酶 2"=]=87T#R@I@TR@TXj7T6A@A2%"0k2#D原癌基

因=#F]=的表达%影响细胞周期$"$#调节"6AI6A@#$D+'

!9$'白介素"7TX@V8@Zj7T%H'#'肿瘤坏死因子
"

"XZ5>V

T@=V>A7AY6=X>V

"

%GK-#

"

#和E6JDE=8#( 家族等因子介

导的凋亡通路%诱导肿瘤细胞发生凋亡$"/#调控金

属蛋白酶类"56XV7J5@X688>IV>X@7T6A@A%FF!A#'缺氧

诱导因子
"

"L]I>J767TRZ=7U8@Y6=X>V

"

%gH-#

"

#等的

表达%抑制血管形成$"9#抑制细胞内过量的活性氧

"V@6=X7W@>J]\@T AI@=7@A%?b&#D4?k%降低聚腺苷二磷

酸核糖聚合酶"I>8]6R@T>A7T@R7IL>AIL6X@V7U>A@I>8]#

5@V6A@%!B?!#'环氧合酶 ("=]=8>>J]\@T6A@#(%"bl#(#

水平%修复细胞内氧化的失衡$"3#影响肝激酶 E*

"87W@Vj7T6A@E*%'kE*##腺苷酸活化蛋白激酶"BF!#

6=X7W6X@R IV>X@7T j7T6A@%BF!k##雷帕霉素靶蛋白"565#

56876T X6V\@X>YV6I65]=7T%5Gb?#'BjX#5Gb?"*'沉默

信息调节因子 *"A78@TX7TY>V56X7>T V@\Z86X>V*%&H?G*#D

&H?G$#叉头盒转录因子b"Y>VjL@6R U>Jb%->Jb#'微

管相关蛋白 * 轻链 $"57=V>XZUZ8@#6AA>=76X@R IV>X@7T *

87\LX=L67T $%'"$##

#

以及 &GBG$ 信号通路%调节细

胞自噬(*9#*2)

& 本研究采用不同浓度的?@A对!"#$ 细

胞进行干预%结果发现当干预浓度达到 (9C))

!

5>8D'

及以上时可显著抑制!"#$ 细胞增殖%并与药物剂量

和干预时间呈依赖性关系%提示 ?@A具有治疗前列

腺癌的应用前景&

8B89细胞凋亡属于自稳机制%其调控失衡可能是肿

瘤发生'发展的重要因素& 本研究通过!H荧光染色

发现%?@A浓度达到 *(C9)

!

5>8D'以上时%对!"#$细

胞核形态产生影响%且随着药物浓度增加%!"#$ 细胞

生长缓慢%排列较稀疏%细胞核固缩%凋亡细胞比例逐

渐增高%提示?@A可能具有促进!"#$ 细胞凋亡作用&

流式细胞仪检测结果也显示%E组'"组'0组 !"#$

细胞凋亡率显著高于对照组""P)C)9#& "6AI6A@#$D

E6JDE=8#( 是细胞凋亡的重要信号通路之一& E=8#(

家族中E=8#(DE6J形成异源二聚体%通过抑制氧化和

细胞内"6

( m跨膜流动%促进细胞色素"释放等方式

诱导细胞凋亡(*1)

%同时活化 "6AI6A@#+& 在 "6AI6A@

家族中"6AI6A@#$ 是凋亡过程的主要执行蛋白之一%

而"6AI6A@#1和"6AI6A@#+属于细胞凋亡的启动蛋白%

可激活 "6AI6A@#$%使细胞内重要蛋白酶失活%导致

细胞功能和形态变化%促进细胞凋亡& lZ 等(*+)发

现%?@A可以通过调节E6JDE=8#( 比例和"6AI6A@#$ 的

活性等方式诱导骨肉瘤细胞凋亡& 本研究 ?G#;!"?

检测结果显示%当 ?@A干预浓度达到 9)C))

!

5>8D'

及以上时能够提高E6J'"6AI6A@#$'"6AI6A@#1'"6AI6A@#+

基因的表达量水平%并下调 E=8#( 基因的表达%提示

?@A可能是通过调控相关凋亡基因表达而发挥抗前

列腺癌的作用&

综上所述%?@A能够抑制!"#$ 细胞增殖%并通过

调控"6AI6A@#$DE6JDE=8#( 信号通路促进凋亡的发

生%具有治疗前列腺癌的应用前景& ?@A的药理作

用较为复杂%需要进一步研究&
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