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前列腺癌是男性常见的恶性肿瘤之一，早期局限性

前列腺癌的治疗一般采用手术及局部放疗的方式，但由

于前列腺癌早期常无症状，大多数发现时已属中晚期，

错过了根治性治疗的时机，中晚期癌症患者主要采取睾

丸切除联合内分泌治疗，在治疗过程中极易发展成为雄

激素非依赖型前列腺癌，目前，对于雄激素非依赖型前
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摘要：目的 探讨桑根酮C诱导雄激素非依赖型前列腺癌PC3细胞凋亡的作用及其可能机制。方法 MTT法检测桑根酮C对

PC3细胞増殖的抑制作用：实验分6组，分别加入不同浓度的桑根酮C（0、1、5、20、50、100 μmol/L），作用24 h检测细胞生长抑制

率；20 μmol/L桑根酮C加入PC3细胞，分别于0、6、12、24、48 h收集细胞，MTT法检测生长抑制率。流式细胞技术检测细胞

凋亡率：20 μmol/L桑根酮C加入PC3细胞，分别于0、12、24、48 h收集细胞检测凋亡率。荧光分光光度计检测caspase 3 的活性：

20 μmol/L桑根酮C作用 PC3细胞，分别在 0、6、12、18、24、48 h收集细胞，检测 caspases 3的活性。MTT法检测 caspase3、

caspase8及caspase9抑制剂对桑根酮C抑制PC3细胞增殖的影响：实验分4组，分别加入DMSO、z-DEVD-fmk、z-LEHD-fmk及

z-IETD-fmk，1 h加入桑根酮C，24 h收集细胞，MTT法计算细胞生长抑制率。结果 桑根酮C能抑制PC3细胞的增殖，呈剂量、

时间依赖性，桑根酮C 1、5、20、50、100 μmol/L作用 PC3细胞 24 h的增值抑制率分别为：4.86%、12.92%、52.34%、82.05%、

87.45%，1 μmol/L组与对照组相比差异无统计学意义（P>0.05），其他组与对照组相比差异有统计学意义（P<0.05）。半数有效抑

制浓度 IC50为18.76 μmol/L。20 μmol/L桑根酮C作用PC3细胞，分别在6、12、24、48、72 h检测增值抑制率为：10.57%、27.09%、

51.88%、80.73%、87.99%，与对照组相比差异均有统计学意义（P<0.05）。20 μmol/L桑根酮C可诱导PC3细胞的凋亡，在12、24、

48 h的凋亡率分别为：7.43%、20.91%、37.56%，与对照组相比差异有统计学意义（P<0.05）。检测caspases 3的活性18 h比对照

组增加了7.6倍，应用caspase抑制剂后发现caspase 3及caspase 9的抑制剂可显著逆转桑根酮C对PC3细胞增殖的抑制作用，抑

制率从52.48%降到24.29%及28.81%，与对照组相比差异有统计学意义（P<0.01）。而caspase8抑制剂作用不明显，与对照组相

比差异没有统计学意义（P>0.05）。结论 桑根酮C可通过激活caspase 3及caspase 9途径诱导PC3细胞的凋亡。
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Abstract: Objective To investigate the effects of Sanggenon C in inducing apoptosis of prostate cancer PC3 cell line and
explore the underlying mechanism. Methods The proliferation of PC3 cells treated for 24 h with 1, 5, 20, 50, and 100 μmol/L
sanggenon C or treated with 20 μmol/L Sanggenon C for 0, 6, 12, 24 and 48 h was evaluated using MTT assay. Flow cytometry
was performed for analysis of apoptosis of PC3 cells after exposure to sanggenon C with different treatment protocols, and the
activity of caspase 3 was detected using spectrofluorometry. The inhibitory effect of sanggenon C on PC3 cells pretreated with
DMSO, z-DEVD-fmk, z-LEHD-fmk or z-IETD-fmk for 1 h was detected by MTT assay. Results Sanggenon C inhibited the
proliferation of PC3 cells in a dose- and time-dependent manner (P<0.05 except for 1 μmol/L group) with a 24-h IC50 of
18.76 μmol/L. Sanggenon C at 20 μmol/L caused inhibition rates of PC3 cells of 10.57%, 27.09%, 51.88%, 80.73% and 87.99%
after treatment for 6, 12, 24, 48, and 72 h, respectively (P<0.05), and resulted in apoptosis rates of 7.43%, 20.91% and 37.56% at
12 h, 24 h and 48 h, respectively. Sanggenon C significantly increased caspase-3 activity in the cells, and its effect on PC3 cell
proliferation was partially reversed by caspase 3 and caspase 9 inhibitors. Conclusion Sanggenon C can dose-dependently
induce growth inhibition and apoptosis of PC3 cells possibly by activating caspase 9 and caspase 3 pathways.
Keywords: sanggenon C; prostate cancer; PC3 cells; caspases; apoptosis
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列腺癌还没有非常有效的治疗方法［1-3］。桑根酮C是从

桑科植物中提取的黄酮类化合物，主要存在于桑白

皮中［4-6］。桑白皮为桑科植物桑的干燥根皮，具有抗癌、

抗炎、降血压、降血糖、和抗动脉粥样硬化作用，临床主

要用于治疗前列腺癌、高血压，高血脂和糖尿病等［7-11］。

近年研究发现从桑科植物分离纯化的黄酮类化合物

（quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside 和 quercetin-3-7-

diO-β-D-glu copyranoside可抑制人早幼粒白血病细胞

HL60的生长并诱导其分化，表达CD66B和CD14抗

原 ［12］。桑白皮的甲醇提取物 morusin 可通过抑制

NF-ΚB的衰减诱导人宫颈癌HeLa细胞的凋亡，并能靶

向杀灭肿瘤干细胞［13］。桑根酮C是桑白皮黄酮类化合

物中最有活性的成分，它可以作为一个候选抗癌剂来使

用。目前对于桑根酮C的生物学作用实验研究非常少，

多停留在纯化提取方面，鲜有在抗氧化和抗炎等方面作

用的报道［14-15］。目前尚未有研究探讨桑根酮C对前列腺

癌的作用，本研究以雄激素非依赖型前列腺癌细胞PC3

细胞为研究对象，通过观察桑根酮C对PC3细胞的增殖

和凋亡的影响，并探讨相关机制，以期为桑根酮C的抗

癌治疗提供新的实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料

PC3细胞株购于中国科学院上海生命科学研究院

细胞库；桑根酮C购自上海经科化学科技有限公司；甲

基噻唑蓝（MTT）、DMEM F12培养基、胰蛋白酶、胎牛

血清、二甲基亚砜（DMSO）均购自Gibco；流式细胞检测

试剂盒、Ac-DEVD-AMC、z-IETD-fmk、z-DEVD-fmk

及z-LEHD-fmk均购于BioVision；caspase3检测试剂盒

购自中国碧云天公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人前列腺癌细胞PC3在含10%胎牛血

清的DMEM F12培养基中，置于37 ℃、CO2体积分数为

5%的饱和湿度培养箱中培养，隔天换液，融合度达80%

时传代。

1.2.2 MTT法检测细胞抑制率 细胞按5000/孔的密度

接种于96孔板，培养24 h后，分别加入不同浓度的桑根

酮 C（0、1 、5、20、50、100 μmol/L），其中对照组只加

DMSO，每组设5个复孔。加药培养24 h后每孔加MTT

（5 g/L）20 μL继续培养4 h后每孔加入150 μL DMSO，

置摇床上低速振荡10 min后在酶标仪A490 nm处测量各孔

的吸光值A，计算抑制率（%）=[1-（药物组吸光度值/对照

组吸光度值）]×100%，各药重复试验3次。

1.2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡 细胞按 5×108/L的

密度接种在 6孔板，对数生长期加入 20 μmol/L的桑

根酮C，分别培养12、24、48 h。离心收集细胞（1~5）×

105。加入 300 μL Binding buffer 悬浮细胞。再加入

5 μL FITC标记的Annexin V，室温混匀并避光30 min，

然后加入PI，避光反应5 min后。上流式细胞仪进行

检测。

1.2.4 Caspase 3 活性检测 桑根酮C 20 μmol/L作用

PC3细胞，分别在时间点0、6、12、18、24 h收集细胞。取

1×106个细胞，加入100 L细胞裂解液，反复吹打并震荡

混匀，室温作用30 min后离心取上清，加入AC-DEVD-

AMC 10 μL（浓度为 1 g/L）和 900 μL Hepes缓冲液，

37 ℃水浴1 h。用荧光分光光度计检测荧光强度（激发

波长360 nm、发射波长440 nm），实验重复3次。

1.2.5 Caspase抑制剂对桑根酮C抑制PC3细胞增殖的

影响 PC3细胞接种于96孔板，培养24 h后分别加入

20 μmol/L z-DEVD-fmk（caspase-3抑制剂）、z-LEHD-

fmk（caspase-8抑制剂）及 z-IETD-fmk（caspase-9抑制

剂），1 h后各孔加入20 μmol/L的桑根酮C，每组设5个

复孔，作用24 h后按1.2.2项方法进行MTT检测。

1.3 统计学处理

所有实验结果数据均以均数±标准差表示，采用

SPSS17.0统计软件对数据进行处理，分析方法采用方

差分析，组间两两比较用LSD法，以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 桑根酮C对PC3细胞生长的抑制作用

阴性对照组 PC3细胞生长活跃，经 1、5、20、50、

100 μmol/L桑根酮C处理24 h后，PC3细胞呈不同程

度的生长抑制，抑制率为（4.86 ± 0.88）%、（12.92 ±

2.13）%、（52.34 ± 1.88）% 、（82.05 ± 2.08）% 、（87.45 ±

2.16）%，各组间比较除对照组和1 μmol/L组及50 μmol/L

与100 μmol/L组之间P>0.05外，其他组间比较差异均有

统计学意义，半数有效抑制浓度为：18.76±1.53 μmol/L。

20 μmol/L桑根酮C作用PC3细胞6、12、24、48、72 h后，

抑制率分别为：（10.57 ± 1.54）%、（27.09 ± 1.35）%、

（51.88±2.21）%、（80.73±2.96）%、（87.99±2.14）%，组间

比较除48 h与72 h组间没有明显差异外，其他均有统计

学意义。结果表明随着剂量的增加、时间的延长，抑制

率明显增加（图 1A，B）。

2.2 桑根酮C诱导PC3细胞凋亡的作用注

桑根酮C 20 μmol/L作用PC3细胞12、24、48 h后，

流式细胞仪检测细胞凋亡率分别为：（7.43±0.97）%、

（20.91±2.34）%、（37.56±1.03）%，与阴性对照组（0.78±

0.23）% 间比较差异有统计学意义（P<0.05），各组间比

较差异有统计学意义（P<0.05，图2）。

2.3 桑根酮C对PC3细胞Caspases 3活性的影响

桑根酮C 20 μmol/L作用PC3细胞后，分别在 6、

12、18、24 h检测活性，发现随着时间的延长caspase3的

活性先增加，在18 h达高峰后逐渐下降（图3）。
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2.4 Caspase 抑制剂对桑根酮C抑制PC3细胞增殖的

影响

Caspase3 抑制剂 z-DEVD-fmk 及 Caspase9 抑制

剂 z-LEHD-fmk，能有效逆转桑根酮C对PC3细胞的增

殖抑制作用，细胞生长抑制率由（52.48±1.17）%分别降

至（24.29±2.24）%及（28.81±1.52）%（P<0.05）；Caspase8

抑制剂z-IETD-fmk的几乎没有作用，细胞生长抑制率

由52.48%降至（47.95±3.73）%（P>0.05）。

3 讨论

前列腺癌是西方国家男性发病率最高、死亡率居第

2位的实体肿瘤［16］。我国近年来前列腺癌的发病率呈

“井喷式”增长，在上海地区发病率甚至排在男性泌尿系

统恶性肿瘤的第1位［2］。中晚期前列腺癌多数发展成为

雄激素非依赖型前列腺癌，主要以内分泌治疗为主，当

前常规使用的抗癌药物不仅治疗效果不佳而且毒副作

用大［17-18］。桑白皮是一种可食用的中草药，几乎无毒副

图1 桑根酮C对PC3细胞增殖抑制作用
Fig.1 Inhibitory effect of Sanggenon C on the proliferation of PC3 cells detected by MTT assay. A: PC-3 cells
treated with indicated concentrations of Sanggenon C for 24 h; B: PC-3 cells treated with 20 μmol/L Sanggenon C
for up to 72 h. #P<0.05, *P<0.01 vs control group.
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作用，临床中药方剂中常用来治疗前列腺癌［5］。桑白皮

可通过线粒体或死亡受体途径，减少抗凋亡蛋白

Survivin的表达，上调促凋亡蛋白Bax的表达来诱导人

白 血 病 细 胞 HL60 及 人 乳 腺 癌 细 胞 MCF-7 及

MDA-MB-231的凋亡［19-20］。但目前还没有研究探讨其

抗前列腺癌的机制。

桑根酮C是桑白皮中最有活性的黄酮类化合物，本

实验室既往研究发现其可抑制蛋白酶体的活性引起

小鼠肝癌细胞H22、小鼠白血病细胞P388及人慢性髓

系白血病K562细胞的死亡，以坏死为主，也有一部分凋

亡［21］。本研究发现桑根酮C可抑制雄激素非依赖型前

列腺癌PC3细胞的增殖活性，呈时间、剂量依赖性，作用

24 h后半数有效抑制浓度 IC50为18.76 μmol/L；同时发

现桑根酮C可引起PC3细胞的死亡，以凋亡为主，考虑

其引起PC3细胞死亡的机制可能与之前不同。凋亡经

典途径包括内源性线粒体细胞色素释放途径和外源性

死亡受体途径，现有研究表明这两种通路并非独立，而

是相互关联交错的，而这两种途径最终都将激活凋亡终

末效应酶caspase3［22-25］。本实验发现20 μmol/L桑根酮

C作用PC3细胞12 h后细胞开始凋亡（凋亡率为7.43%，

以早期凋亡为主），同时检测caspase 3 的活性较对照组

增加了4.3倍，且随着时间推移，caspase 3的活性逐渐增

强，在18 h时达高峰增加了7.6倍，随后在24 h后活性逐

渐减弱，考虑为18 h后细胞在桑根酮C的诱导下逐渐转

入凋亡晚期或消亡期所致（与本实验凋亡检测结果相

符）。为探讨其凋亡的机制，应用caspase 抑制剂发现

caspase 9及 caspase 3抑制剂可明显逆转桑根酮C对

PC3细胞的生长抑制作用；而caspase 8抑制剂几乎没有

作用。其中 caspase8 是外源性凋亡途径的执行者，

caspase9是内源性凋亡途径的执行者［26-29］。

综上所述，桑根酮C能有效抑制PC3细胞的增殖，

并诱导其凋亡；这无疑显示了它在中晚期前列腺癌治疗

中的潜在应用价值，目前只初步探讨了其诱导凋亡的信

号转导通路是以caspase 9激活的线粒体通路为主，其

他具体的分子机制以及药物作用的靶点有待深入探讨。
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图4 Caspase抑制剂对桑根酮C抑制PC3细胞增殖的影响

Fig.4 Effects of the caspase inhibitors on Sanggenon
C-induced inhibition of PC3 proliferation. *P<0.01
vs control.
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