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吴茱萸碱诱导前列腺癌PC一3细胞凋亡机制的实验研究

张辉 吕家驹1 丁森泰1 张捷2赵跃然2 (山东省立医院器官移植中心，山东 济南250021)

[摘要] 目的探讨吴茱萸碱诱导人前列腺癌PC-3细胞凋亡的不同机制。方法应用MTr法检测吴茱萸碱对PC-3细胞生长的抑制作用，

Western blot法检测吴茱萸碱诱导PC-3细胞凋亡的信号通路。结果吴茱萸碱(≥1 panol／L)明显抑制PC-3细胞生长，吴茱萸碱作用24 h后，caspase

蛋白酶凋亡通路被激活，easpase-3和easpase-9的表达增加，同时bcl-2蛋白表达减少而bax蛋白表达增加。结论吴茱萸碱对前列腺癌PC-3细胞主

要是通过激活caspase通路及下调bel-2表达和增加bax表达等信号通路诱导细胞凋亡。
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近年来研究表明，从传统中草药吴茱萸中分离出的、有生

物活性的生物碱吴茱萸碱具有抗肿瘤的作用，但报道较少。

Ogasawara等⋯报道吴茱萸碱在体内可以抑制大鼠结肠癌26．

【5细胞的转移与浸润。本研究着重探讨吴茱萸碱对激素非依

赖性前列腺癌Pc一3细胞凋亡的作用及其机制。

1材料与方法

1．1 材料 吴茱萸碱购自中国药品生物制品鉴定所；

Ham’sFl2培养基(GIBCO，USA)；胎牛血清(Hyclone，USA)；四

氮甲唑兰(MTr)购自美国Sigma公司；鼠抗bax、bcl-2单克隆抗

体，兔抗caspase-3、caspase-9多克隆抗体，鼠抗B—actin多克隆

抗体和辣根过氧化酶标记的羊抗兔及兔抗鼠二抗购自北京中

杉金桥生物技术有限公司；Santa Cruz Biotechnology(USA)；

DG3022酶联免疫检测仪；Thermo Forma C02恒温培养箱；Bio-

Rad电泳．转膜槽。

1．2方法

1．2．1细胞培养前列腺癌PC-3细胞系购自中国医学科学

院上海细胞生物研究所。将PC．3细胞置于含10％胎牛血清的

Ham’s F12培养液中，37'12、5％CO：恒温培养箱培养。

1．2．2 MTr试验取第4～6代的前列腺癌PC-3细胞，消化、

计数，以5×104／ml细胞密度100出接种于96孔板上，每孔

100山，待24 h细胞处于贴壁状态后向培养细胞中加入不同浓

度的吴茱萸碱100止，其终浓度分别为：0．1、l、10、100 tLLmol／L，

对照组加入0．5％乙醇，并设空白对照。每一药物的各个浓度

重复3次。放置37℃、5％CO：恒温培养箱中培养24、48、72、

96 h后，每孔加入MTr溶液(5 mg／m1)20“l，37。C继续培养4 h
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后吸弃上清液，然后再每孑L加入150出10％SDS，37℃过夜后振

荡15 min，使结晶充分溶解。选择570 nm波长在酶联免疫检

测仪上测定各孔光吸收A值，记录结果。细胞增殖指数=药物

组吸光度A值／对照组0 h吸光度A值，以时间为横轴，细胞增

殖指数为纵轴，绘制细胞生长曲线。

1．2．3 Western blot检测将吴茱萸碱(1、10恤mol／L)作用

PC-3细胞24、48 h后，分别冷PBS洗涤，加入蛋白裂解液(500

一RIPA，5山PMSF)冰浴中裂解细胞，并用超声细胞裂解器超

声，4。C 1 000 g离心15 min，收集上清即为蛋白，BCA法蛋白定

量，取总蛋白50 m的样品先进行70 min 10％SDS—PAGE电泳，

然后50 min电转移至NC膜上，5％脱脂牛奶封闭1 h，用5％脱

脂牛奶稀释的一抗封闭过夜(鼠抗bcl-2、bax单克隆抗体以

1：800，兔抗caspase-3、caspase-9分别以1：1 000和1：2 000)，

HRP标记的羊抗兔及兔抗鼠IsG二抗作用封闭1 h，Western

blot Luminol regent检测显影。Alpha2200图像分析仪进行成

像，测定bel-2、bax、caspase-3、caspase-9与p—acfin比值。

1．3 统计学处理采用SPSSl0．0软件两因素方差分析和t

检验进行统计学分析。

2结果

2．1 吴茱萸碱对PC-3细胞增殖的影响药物刺激24 h后，吴

茱萸碱在0．1 p。mo]／L的浓度作用PC-3细胞后增殖，与对照组

相比较无统计学意义；而在1斗mol／L以上的浓度对Pc一3细胞

的增殖存在明显的抑制作用，即随着吴茱萸碱药物浓度的增加

抑制增殖的作用则越强(P<0．01，图1)，吴茱萸碱抑制细胞

PC-3的生长作用可以持续至96 h。

2．2 吴茱萸碱诱导PC-3细胞凋亡过程中bax、bcl-2蛋白的表

达在PC-3细胞经吴茱萸碱(1、10 tLmol／L)处理24 h后，bax

蛋白的表达呈现随着药物浓度的增加而呈增加的趋势(图2)。

但bcl,2蛋白的表达则随着吴茱萸碱浓度的增加而呈现递减的
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图1 吴茱萸碱处理后PC-3细胞的增殖情况

现象，可持续至48 h。

2．3 吴茱萸碱诱导PC．3细胞凋亡过程中casp船e-3、c硝pase-9

蛋白的表达PC．3细胞经吴茱萸碱(1、10灿moVL)处理24 h

后即可观察到procaspase-9蛋白的表达随着吴茱萸碱浓度的增

加而呈现减少，而c鹪p踮e-9蛋白的表达则随药物浓度的增加

而成比例增加趋势。吴茱萸碱可以导致proc酗p鹊e-3蛋白的表

达减少，并随着药物浓度的增加而更加明显(图2)。

图2吴茱萸碱处理不同时间后PC-3细胞

caspase-3、caspase-9、bax、bcl-2蛋白的表达

3讨论

吴茱萸碱是自传统中草药吴茱萸中分离出的最主要的、具

有生物活性的生物碱之一。近年来，Ogasawara¨’23、张莹¨’43等

报道其具有抗肿瘤的作用。本研究结果显示，吴茱萸碱(≥1

pmol／L)显著抑制前列腺癌PC-3细胞的生长，并随着剂量和时

间的增加，其抑制作用更加显著，存在剂量-时间依赖性，与费

晓方¨’、Zhang旧。等报道的结果相一致。

细胞凋亡是一个复杂的过程，可通过多条途径实现，其中

死亡受体／caspase-8途径和线粒体-细胞色素C／c鹊p鹊e-9／

caspase．3途径是其中最重要的两条途径。一种途径是具有特

殊配体的细胞表面死亡受体参与导致caspase激活的途径，该

配体可使c鹊p鸽e-8激活；另一种凋亡途径为生长因子的撤退

或放射线及药物所诱导的途径，它可使细胞色素c从线粒体中

释放至胞浆中，从而激活casp踮e_9。一旦c鹊paLse一8或c嬲p嬲e_9

被激活，它们进入共同的凋亡途径，即激活下游的效应caspase，

如c嬲pase．3、caspaLse_6和caspase一7，一些研究也已报道吴茱萸

碱能够诱导各种不同的肿瘤细胞发生凋亡过程。费晓方等¨o

报道可通过caspase信号传导路径诱导人子宫颈癌Hela细胞发

生凋亡。最近Wang等¨1报道茱萸碱可以通过IL一1调节途径

增加Fas配体的表达，从而进一步诱导黑色素瘤A375一S2细胞

发生凋亡过程。

bcl-2家族是凋亡过程中主要的调控因子，该家族成员可

以调节细胞色素c的释放同时也可直接或间接激活caspase。

抗凋亡蛋白bcl-2与促凋亡蛋白bax间的比例在维持体内平衡

中起重要作用，促凋亡蛋白占优势时可促进细胞凋亡，反之则

促进细胞生长¨】。Pidgeon等一1报道在雄激素非依赖性前列腺

癌PC．3和DU一145细胞中Baicalein和BHPP增加bcl-2 mRNA

和蛋白的表达，减少bax mRNA和蛋白的表达。本组研究显示

吴茱萸碱可下调PC-3细胞中bcl一2蛋白表达的水平，同时激活

bax蛋白的表达，因此使bax／bcl一2比值显著增高，有利于促进

细胞凋亡。

综上，本研究证实了吴茱萸碱在前列腺癌PC-3细胞中抑

制细胞增殖和诱导细胞凋亡的作用，并证实了吴茱萸碱是通过

释放细胞色素c激活c鹊p够e_9和其他下游调控c鸽pase，以及

下调抗凋亡蛋白1Ⅺ1-2和增加促凋亡蛋白bax诱导前列腺癌细

胞PC-3凋亡。
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