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　　摘　要：目的　探讨Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对前列腺癌ＬＮＣａＰ细胞增殖、凋亡的作用及对ＰＳＡｍＲＮＡ基因表达的影响。方法　不同水平

Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ（１、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ）干预ＬＮＣａＰ细胞不同时间（２４、４８、７２ｈ），ＭＴＴ法检测其对细胞增殖的抑制，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观

察细胞形态变化，流式细胞术检测细胞凋亡率，实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（ＦＱＲＴＰＣＲ）观察ＰＳＡｍＲＮＡ基因表达的影响。

结果　５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ组Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对ＬＮＣａＰ细胞增殖有显著抑制作用，与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），１０μｍｏｌ／Ｌ

组于４８ｈ达到ＩＣ５０；１０、１５μｍｏｌ／Ｌ组的２４、４８、７２ｈ凋亡率分别为３７．２１％、５７．３８％、５７．９８％和２１．１６％、７１．３１％、７２．９０％，与对照

组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。细胞凋亡形态的改变随着Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ水平增大和作用时间的延长也显著增强。ＰＳＡｍＲＮＡ

基因的表达水平随着水平的上升呈现明显的递减趋势，较对照组显著降低（犘＜０．０１）；１０、１５μｍｏｌ／Ｌ水平的Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ在不同时间

段ＰＳＡｍＲＮＡ基因的表达均极低。结论　Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ能够明显抑制 ＬＮＣａＰ细胞的增殖，诱导细胞凋亡，并显著下调ＬＮＣａＰ细胞

ＰＳＡｍＲＮＡ基因的表达，一定水平Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ可能对晚期前列腺癌的治疗有效。
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μｍｏｌ／Ｌ）ａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（２４，４８，７２ｈ）．ＴｈｅｐｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｔｈｅＭＴＴａｓｓａｙ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｍｏｒ

ｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｔｈｅＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８ｓｔａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；ｔｈｅ

ｅｆｆｅｃｔｓｏｆＰＳＡｍＲＮＡｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅＦＱＲＴＰＣＲ．犚犲狊狌犾狋狊　５，１０，１５μｍｏｌ／Ｌｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅｇｒｏｕｐｓｈａｄｏｂｖｉｏｕｓ
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０．０１）．１０μｍｏｌ／ＬｇｒｏｕｐｒｅａｃｈｅｄＩＣ５０ａｔ４８ｈ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓａｔ２４，４８，７２ｈｉｎｔｈｅ１０，１５μｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ３７．２１％，

５７．３８％，５７．９８％ａｎｄ２１．１６％，７１．３１％，７２．９０％ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｈａｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
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　　ＰＳＡｍＲＮＡ在正常人外周血中不表达，当前列腺癌细胞

脱落进入血液循环后，外周血中才能检测出ＰＳＡｍＲＮＡ
［１２］。

在外周血液中检测出ＰＳＡｍＲＮＡ即意味着前列腺肿瘤细胞发

生了微转移［３］。Ｈｈ信号通路在晚期前列腺癌生长、转移中具

有重要作用［４］，Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ是其特异性抑制剂
［５］。Ｃｙｃｌｏｐａｍ

ｉｎｅ阻断 Ｈｈ信号通路对ＰＳＡｍＲＮＡ影响的研究尚未见报道，

本实验采用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（ＦＱＲＴＰＣＲ）

方法观察不同水平Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ（１、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ）在不同作

用时间（２４、４８、７２ｈ）对前列腺癌ＬＮＣａＰ细胞ＰＳＡｍＲＮＡ基

因表达的影响，明确Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对ＰＳＡｍＲＮＡ基因表达有无

影响及与时间、水平变化之间的关系。为晚期前列腺癌靶向治

疗提供进一步的理论依据，为将来开展动物实验及联合用药研

究奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料　人前列腺癌ＬＮＣａＰ细胞株购自中科院上海细胞

库。Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ购自 Ｂｉｏｍｏｌ公司，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８试剂盒、

ＭＴＴ购自Ｓｉｇｍａ公司，胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０培养基购自 Ｈｙ

ｃｌｏｎｅｏ公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡试剂盒购自Ｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＮＡ
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提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ? ＲＴｒｅａ

ｇｅｎｔＫｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）、ＳＹＢＲ? ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ
Ⅱ（Ｔｌｉ

ＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）、ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ?Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０购自 Ｔａｋａｒａ公

司，上下游引物均由大连宝生物工程有限公司（Ｔａｋａｒａ）设计合

成，其他化学试剂均为国产分析纯产品。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＬＮＣａＰ细胞常规培养于含１０％胎牛血清

ＲＰＭＩ１６４０培养液中，在３７℃、５％ ＣＯ２ 的孵箱内培养。每

２～３天１∶２传代１次，取对数生长期的细胞用于实验。

１．２．２　ＭＴＴ实验　ＬＮＣａＰ细胞以５×１０
３ 个／ｍＬ密度接种

于９６孔板，分５组，分别加入终水平１、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ的Ｃｙ

ｃｌｏｐａｍｉｎｅ（实验组）和１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液（对

照组）。培养２４、４８、７２ｈ后每孔加入２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）

继续培养４ｈ，弃上清加入１００μＬ二甲基亚砜置于微量振荡器

上振荡１０ｍｉｎ，在酶标仪上检测５７０ｎｍ波长的吸光度值（犃）。

以对照组的犃值作为对照，细胞抑制率（ＩＲ）用下列公式计算：ＩＲ

＝（１－实验组犃值／对照组犃值）×１００％。上述实验重复３次。

１．２．３　流式细胞术　实验组加药２４、４８、７２ｈ后，根据Ａｎｎｅｘ

ｉｎＶ凋亡试剂盒说明的操作流程，标记 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和

ＰＩ，１ｈ内在流式细胞仪检测细胞凋亡率。检测结果的判定：正

常细胞 ＡｎｎｅｘｉｎＶ阴性、ＰＩ阴性，早期凋亡 ＡｎｎｅｘｉｎＶ阳性、

ＰＩ阴性，晚期凋亡ＡｎｎｅｘｉｎＶ阳性、ＰＩ阴性，死亡细胞Ａｎｎｅｘ

ｉｎＶ阴性、ＰＩ阳性。

１．２．４　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色　在激发波长３５０ｎｍ左右，发射

波长４６０ｎｍ左右荧光显微镜下观察，细胞发生凋亡时，会看到

凋亡细胞的细胞核呈致密浓染，或呈碎块状致密浓染，呈强

蓝色。

１．２．５　ＦＱＲＴＰＣＲ检测ＰＳＡｍＲＮＡ表达水平

１．２．５．１　总ＲＮＡ提取、纯化及ｃＤＮＡ合成　不同水平Ｃｙ

ｃｌｏｐａｍｉｎｅ（１、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ）分别作用２４、４８、７２ｈ后Ｔｒｉｚｏｌ

法提取总ＲＮＡ，进行纯化，１％琼脂糖凝胶检测其完整性，分光

光度计测定其在２６０ｎｍ时的犃值和水平。

１．２．５．２　ＦＱＲＴＰＣＲ反应　反应体系：（１）ＳＹＢＲ?Ｐｒｅｍｉｘ

ＥｘＴａｑ
ＴＭ，１０．０μＬ；（２）ＰＣＲ 正向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ；

（３）ＰＣＲ反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ；（４）范本（ｃＤＮＡ溶液）２

μＬ；（５）ｄＨ２Ｏ６．４μＬ。ＰＳＡ引物Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＣＴＧＡＣＴＧＴＣ

ＡＡＧＣＴＧＡＧＧ３′；Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＧＡＡＧＡＡＧＧＡＧＧＴＧＴＣ

ＴＧＧ３′，产物长度４７０ｂｐ；Ａｃｔｉｎ引物Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＧＣＧＡＧ

ＣＡＴＣＣＣＣＣＡ ＡＡＧ ＴＴ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＧＧＧ ＣＡＣ ＧＡＡ

ＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ３′，产物长度２８５ｂｐ。

１．２．５．３　ＰＳＡ、Ａｃｔｉｎ基因ＰＣＲ检测　反应体系ｃＤＮＡ１．０

μＬ，Ｆ１．０μＬ，Ｒ１．０μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ，１０×

ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＴａＫａＲａＥｘＴａｑ（５．０Ｕ／μＬ）１．０μＬ，

ＤｄＨ２Ｏ１２．５ｍＬ。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据分析。

计量资料以狓±狊表示，样本均数间比较采用单因素方差分析，

犘＜０．０５为差异有统计学意义。采用２△△Ｃｔ法进行相对定量

并取平均值。样品相对表达量＝持家基因表达量均值／目的基

因表达量均值。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ检测结果　５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ组对ＬＮＣａＰ细胞增

殖有显著抑制作用，与对照组相比差异有统计学意义（犘＜

０．０１），其中１０μｍｏｌ／Ｌ组于４８ｈ达到ＩＣ５０。见图１。

　　ａ：犘＞０．０５，ｂ：犘＜０．０１，实验组与对照组相比较。

图１　　Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ作用于ＬＮＣａＰ细胞后对增殖的影响

２．２　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色结果　结果显示１０、１５μｍｏｌ／Ｌ水平

的Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ与ＬＮＣａＰ细胞作用４８ｈ时 ＬＮＣａＰ细胞凋亡

形态的改变。见图２。

　　Ａ：１０μｍｏｌ／Ｌ；Ｂ：１５μｍｏｌ／Ｌ。

图２　　不同水平Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ与ＬＮＣａＰ细胞作用

４８ｈＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色结果（×２０）

２．３　总ＲＮＡ提取及细胞因子ＰＣＲ结果　提取的所有样品的

总ＲＮＡ质量较好，反转录合成的ｃＤＮＡ质量较好，完全可以

用于后续的荧光定量分析，见图３。

　　Ａ：ＰＳＡＰＣＲ结果图；Ｂ：βａｃｔｉｎＰＣＲ结果。

图３　　总ＲＮＡ提取及细胞因子ＰＣＲ结果

２．４　流式细胞仪分析结果　不同水平（１、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ作用 ＬＮＣａＰ细胞４８ｈ后细胞凋亡率分别为

７．３７％、７．５６％、５７．３８％，和７１．３１％，其中１０、１５μｍｏｌ／Ｌ组

的２４、４８、７２ｈ凋亡率分别为３７．２１％、５７．３８％、５７．９８％和

２１．１６％、７１．３１％、７２．９０％，与对照组相比差异有统计学意义

（犘＜０．０１），见图４。

２．５　荧光定量分析结果　ＰＳＡ基因的溶解、扩增曲线良好，

溶解Ｔｍ值稳定，峰值单一，说明扩增效率一致，并且产物的特

异性良好。

２．６　Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对前列腺癌ＬＮＣａＰ细胞ＰＳＡｍＲＮＡ表达

的影响　随着Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ水平的上升，ＰＳＡｍＲＮＡ的表达呈

现递减趋势，较对照组显著降低（犘＜０．０１）。水平为１０μｍｏｌ／

Ｌ时在不同时间段ＰＳＡｍＲＮＡ的表达均极低。见图５。
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　　Ａ：对照组；Ｂ：１μｍｏｌ／Ｌ；Ｃ：５μｍｏｌ／Ｌ；Ｄ：１０μｍｏｌ／Ｌ；Ｅ：１５μｍｏｌ／Ｌ。

图４　　不同水平Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ作用ＬＮＣａＰ细胞４８ｈ后细胞凋亡散点图

　　Ａ：２４ｈ；Ｂ：４８ｈ；Ｃ：７２ｈ。：犘＜０．０１，与对照组比较。

图５　　不同的水平Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ作用ＬＮＣａＰ细胞在不同

时间ＰＳＡｍＲＮＡ基因的表达图

３　讨　　论

我国前列腺癌发病率近年呈显著增长趋势，大部分患者初

诊时已为晚期，丧失了手术机会，内分泌治疗在初期有一定作

用，但经过中位时间１４～３０个月后，几乎所有病变最终发展为

趋势抵抗性前列腺癌，尚无有效的治疗方法，已成为危害老年

男性健康的重大疾病。因此寻找新型的治疗晚期前列腺癌的

策略和药物，阻止前列腺癌的进展是当前前列腺癌研究的重要

内容。Ｈｈ信号通路在晚期前列腺癌生长、转移中具有重要作

用。Ｋａｒｈａｄｋａｒ等
［６］的研究发现持续性的 Ｈｈ信号通路激活可

使前列腺祖细胞产生瘤变。而通道活性的持续增高会导致未

转移的前列腺癌发生广泛转移，控制该通路的活性可能抑制肿

瘤的转移和侵袭力。若该信号通路被抑制，也许会为晚期前列

腺癌提供新的很有希望的靶向性治疗手段和方法。研究证

实［４，７］进展期前列腺癌和转移性前列腺癌中 Ｈｈ信号通路普遍

过度活化，前列腺癌转移病灶中 Ｈｈ信号通路的活性明显高于

原发灶中 Ｈｈ信号通路的活性，Ｈｈ信号通路在前列腺癌临床

治疗抵抗、转移和恶化中起关键作用。Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ是从藜芦

属植物内分离得到的一种异甾体类生物碱［５］。基础研究证实

Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ通过特异性对抗 Ｈｈ信号通路中膜蛋白Ｓｍｏ，使

依靠Ｓｍｏ的细胞内信号转导的肿瘤基因的转录与表达受到抑

制来抑制通路的活性［８９］。

血清ＰＳＡ主要以复合前列腺抗原形式存在
［１０］，ＰＳＡｍＲ

ＮＡ在正常人外周血中不表达，当前列腺癌细胞脱落进入血液

循环后，外周血中才能检测出ＰＳＡｍＲＮＡ
［１］。因而，在外周血

液中检测出ＰＳＡｍＲＮＡ说明血中存在着前列腺癌细胞，即意

味着前列腺肿瘤细胞发生了微转移［１１１２］。研究证实ＰＳＡｍＲ

ＮＡ在前列腺癌分期、疗效监测及预后上有重要的意义
［１３］。前

列腺癌向远处转移主要是通过血液转移的方式，前列腺癌最常

见的骨转移即是肿瘤细胞经血液转移的结果。现有的临床研

究发现大约有６０％的前列腺癌患者在明确诊断时就已经发生

了转移，已属晚期前列腺癌患者，没有有效的治疗方式，一般情

况下预后不良。Ｈｈ信号通路阻断对前列腺癌 ＬＮＣａＰ细胞

ＰＳＡｍＲＮＡ表达的调控及影响条件的研究国内外尚未见报

道。本实验探讨不同水平Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ（１、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ）在

不同作用时间（２４、４８、７２ｈ）对人前列腺癌ＬＮＣａＰ细胞增殖和

凋亡的作用及对ＰＳＡｍＲＮＡ基因表达的影响。结果显示５、

１０、１５μｍｏｌ／Ｌ组Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ对ＬＮＣａＰ细胞增殖有显著抑制

作用，与对照组相比差异有统计学意义（犘＜０．０１），１０μｍｏｌ／Ｌ

组于４８ｈ达到ＩＣ５０；１０、１５μｍｏｌ／Ｌ组２４、４８、７２ｈ凋亡率分别

为３７．２１％、５７．３８％、５７．９８％和２１．１６％、７１．３１％、７２．９０％，

与对照组相比差异有统计学意义（犘＜０．０１）。细胞凋亡形态

的改变随着Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ水平增大和作用时间的延长也显著

增强。ＰＳＡｍＲＮＡ基因的表达水平随着水平的上升呈现明显

的递减趋势，较对照组显著降低（犘＜０．０１），值得注意的是１０、

１５μｍｏｌ／Ｌ水平的Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ在３个时间段ＰＳＡｍＲＮＡ基

因的表达量均极低。

本实验表明一定水平的Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ能够明显抑制 ＬＮ

ＣａＰ细胞的增殖，诱导细胞凋亡，并显著下调 ＬＮＣａＰ细胞
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ＰＳＡｍＲＮＡ基因的表达，一定水平Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ可能对转移性

前列腺癌的治疗有效。
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