
doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2017.01.24 J South Med Univ, 2017, 37(1): 130-134

近年来前列腺癌在我国的发病率显著上升，2008

年起成为泌尿系统中发病率最高的肿瘤。失去手术机

会的前列腺癌往往在内分泌治疗、中位缓解18~24个月

后，逐渐对激素产生非依赖而发展为去势抵抗前列腺癌

（CRPC）［1］。以多烯紫杉醇（DTX）为代表的标准化疗方

案虽然可以控制CRPC患者的疼痛、提高生活质量，但

由于化疗中易于产生耐药性，其中位生存时间亦不过延

长18个月。苯丁酸钠（SPB）是一种组蛋白去乙酰化酶

抑制剂（HDIs），能通过阻滞细胞周期、诱导分化和凋亡

等机制抑制肿瘤细胞生长，具有广谱抗肿瘤的特性，近

年来成为肿瘤辅助治疗手段的研究热点［2-6］，但其对化疗

耐药性CRPC期前列腺癌的作用国内外鲜见报告。本

研究通过建立前列腺癌细胞（PC3）多烯紫杉醇耐药

细胞株 PC3/DTX，研究 SPB 对 PC3/DTX 细胞株增

殖、凋亡的作用，进一步探讨SPB对P21、Cyclin D1及

Survivin基因表达的影响及三者之间的关系，为化疗耐

苯丁苯丁酸钠对多烯紫杉醇耐药前列腺癌细胞株的增值抑制和凋亡酸钠对多烯紫杉醇耐药前列腺癌细胞株的增值抑制和凋亡
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摘要：目的 研究苯丁酸钠对前列腺癌多烯紫杉醇耐药细胞株的增值抑制与凋亡诱导作用，并探讨其作用机制。方法 构建多烯

紫杉醇耐药前列腺癌PC3细胞株（PC3/DTX），采用0、1、2、4 mmol/L的苯丁酸钠处理PC3/DTX，MTT检测细胞增殖、细胞活力

以及抑制率，计算不同浓度苯丁酸钠处理后各组多烯紫杉醇对PC3/DTX细胞的半致死浓度（IC50）；流式细胞仪检测不同处理组

细胞凋亡水平；Western blot检测p21、Cyclin D1与Survivin的表达水平。结果 0、1、2、4 mmol/L的苯丁酸钠处理PC3/DTX细胞

48 h后，细胞存活率分别是（99.85±2.69）%，（84.68±3.87）%，（68.65±4.54）%和（43.54±5.69）%（P<0.05）；抑制率分别是（10.69±

3.65）%，（5.78±4.58）2%，（54.68±3.98）%和（69.84±6.54）%（P<0.05）；多烯紫杉醇对各处理组细胞的 IC50分别为135.98±2.69、

109.65±3.87、87.65±3.84、64.62±2.98 nmol/L（P<0.05）；细胞的凋亡率分别为（7.20±0.80）%，（10.20±0.90）%，（19.80±2.10）%

和（27.40±2.50）%（P<0.05）；Western blot显示苯丁酸钠促进 p21蛋白的表达，抑制Cyclin D1与Survivin蛋白的表达。结论

苯丁酸钠可以增加前列腺癌耐药细胞株对多烯紫杉醇的药敏性，并影响前列腺癌耐药细胞株p21、Cyclin D1与Survivin蛋白

的表达量。

关键词：前列腺癌；化疗耐药；苯丁酸钠；多烯紫杉醇

Abstract: Objective To investigate the effect of sodium phenylbutyrate (SPB) in modulating docetaxel resistance in human
prostate cancer cells in vitro. Methods A PC3/docetaxel-resistant human prostate cancer cell line PC3/DTX was induced and
examined for proliferation, viability, and cell inhibition rate in the presence of SPB. The concentration of concentration of
docetaxel required to kill 50% of PC3/DTX cells incubated with 0, 1, 2, and 4 mmol/L SPB was determined using MTT assay.
Cell apoptosis rate was analyzed with flow cytometry and the cellular expressions of p21, cyclin D1 and survivin proteins were
detected using Western blotting. Results Treatment of PC3/DTX cells with 0, 1, 2, and 4 mmol/L of SPB for 48 h resulted in cell
viabilities of (99.85±2.69)%, (84.68±3.87)%, (68.65±4.54)% and (43.54±5.69)%, and cell inhibition rates of (10.69±3.65)%, (25.78±
4.58)%, (54.68±3.98)% and (69.84±6.54)%, respectively (P<0.05). The concentration of docetaxel required to kill 50% of PC3/DTX
cells cultured in the presence of with 0, 1, 2, and 4 mmol/L SPB was 135.98±2.69, 109.65±3.87, 87.65±3.84 and 64.62±2.98 nmol/L,
respectively (P<0.05), and the cell apoptosis rates were (7.2±0.8)%, (10.2±0.9)%, (19.8±2.1)% and (27.4±2.5)%, respectively. SPB
treatment promoted the protein expression of p21 and suppressed the expressions of cyclin D1 and survivin in PC3/DTX cells.
Conclusion SPB can affect the expressions of p21, cyclin D1, and survivin in PC3/DTX cells and increase the sensitivity to the
drug-resistant cells to docetaxel.
Keywords: prostate cancer; drug resistance; sodium phenylbutyrate; docetaxel
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药性CRPC的临床治疗提供新思路及理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料和试剂

苯丁酸钠（上海远慕生物有限公司），多烯紫杉醇

（上海北诺生物科技有限公司），PC3细胞株购自中国科

学院典型培养物保藏委员会细胞库，F-12培养基、胎牛

血清（美国Gibico），DAB显色试剂盒（福州迈新生物技

术有限公司），p21抗体、Cyclin D1抗体、Survivin抗体、

GAPDH抗体（美国Abcam），MTT试剂盒（武汉博士德

生物工程有限公司），Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂

盒（美国Sigma）、流式细胞分析仪（美国BD），全自动酶

标仪（ELISA Reader, Japan）。

1.2 方法

1.2.1 耐药细胞株建立 前列腺癌细胞株PC3细胞在含

有10%的胎牛血清的F-12培养基中培养，并置于37 ℃、

5% CO2饱和湿度的培养箱中培养备用。根据Guo等［7］

建立的方法构建多烯紫杉醇耐药 PC3 细胞株 PC3/

DTX。耐药倍数=IC50（耐药细胞株PC3/DTX）/IC50（野

生型细胞株PC3）。

1.2.2 MTT法检测细胞活性 将5×104的PC3/DTX细

胞悬液分别等量接种于96孔板，每孔15 μL，置入CO2

培养箱中，待细胞完全贴壁后，分组，每个处理组设4个

复孔，分别用0、1、2、4 mmol/L的SPB进行处理。持续

培养72 h后每孔加5 mg/mL MTT 20 μL，置于孵箱内

继续孵育4 h，小心吸弃培养液，每孔加DMSO 150 μL，

振荡混匀10 min，酶联免疫检测仪540 nm波长比色，比

色时以空白孔调零。记录每组细胞的吸光度A值，取其

平均值计算细胞存活率和抑制率。细胞存活率=（实验

组A值/对照组A值）×100%；细胞抑制率=（1-实验组A
值/对照组A值）×100%。

1.2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡 用0、1、2、4 mmol/L的

SPB处理PC3/DTX细胞48 h后，以0.25%胰酶消化，使

附壁的细胞分离脱壁，将细胞悬液收入5 mL试管中，

1500 r/min离心5 min，以PBS液漂洗两次后以100目筛

网过滤，1500 r/min 再离心 5 min。按照 Annexin V-

FITC/PI试剂盒进行染色，实验方法依照试剂盒说明书

进行。室温下避光反应15 min，加入300 μL Bingding

Buffer，上机检测。

1.2.4 Western blot检测 用0、1、2、4 mmol/L的SPB处

理PC3/DTX细胞48 h后，收集细胞，采用SDS裂解液

提取总蛋白，BCA蛋白定量试剂盒对总蛋白进行定

量。上样相同质量的总蛋白，12%的SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离蛋白，电泳结束后，将蛋白电转至PVDF

膜，含5%脱脂奶粉的TBST封闭PVDF膜，4 ℃过夜。

封闭完成后，以TBST溶液按照比例稀释p21（1∶1000）、

Cyclin D1（1∶800）、Survivin（1∶1200）和 GAPDH（1∶

1500）抗体，室温孵育 2 h。取出 PVDF膜，室温下以

TBST液在平缓摇动条件下漂洗3次以上，每次各5 min。

以TBST溶液按照1∶1000的比例稀释过氧化物酶标记

的二抗，室温下孵育1 h。暗房胶片曝光检测目的蛋白

表达水平。

1.3 统计学处理

利用SPSS 13.0统计软件对实验结果进行分析，数

据以均数±标准差表示，各组之间采用单因素方差分析

或写成One way ANOVA进行比较，以P<0.05存在差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 成功构建耐药细胞株

取对数生长期的细胞接种于96孔板，将多烯紫杉

醇按照3倍的浓度梯度分别加人各组细胞中，最低浓度

为12.36 pM，并设置空白对照组。培养72 h后，实验测

得野生型细胞株PC3对DTX的IC50为12.36 nmol/L，耐

药株 PC3/DTX 对 DTX 的 IC50为 136.84 nmol/L，PC3/

DTX耐药细胞株的耐药倍数为11.07，说明PC3/DTX细

胞株耐药性强，符合实验设计的要求。

2.2 苯丁酸钠抑制PC3/DTX细胞增殖实验

采用0、1、2、4 mmol/L的SPB处理PC3/DTX细胞

48 h后，采用MTT法检测细胞增殖能力，实验结果发现

SPB能够显著抑制 PC3/DTX细胞的增殖（图 1A，P<

0.05）。0、1、2、4 mmol/L 的 SPB 处理 PC3/DTX 细胞

48 h后，细胞存活率分别是99.85±2.69%，84.68±3.87%，

68.65±4.54%和（43.54±5.69）%（图1B，P<0.05）。不同

浓度SPB处理PC3/DTX细胞 48 h后，多烯紫杉醇对

PC3/DTX 细胞的抑制率分别是（10.69 ± 3.65）% ，

（25.78±4.58）%，（54.68±3.98）%和（69.84±6.54）%（图

1C，P<0.05）。不同浓度SPB处理PC3/DTX细胞后，多

烯紫杉醇对各处理组细胞的 IC50分别为135.98±2.69、

109.65±3.87、87.65±3.84、64.62±2.98 nmol/L（图1D，P<

0.05）。实验结果表明，SPB能够显著抑制PC3/DTX

细胞的增殖，并增加PC3/DTX细胞对多烯紫杉醇的

药敏性。

2.3 苯丁酸钠促进PC3/DTX细胞凋亡实验

采用不同浓度（0、1、2、4 mmol/L）SPB处理 PC3/

DTX细胞48 h，流式细胞仪检测细胞凋亡水平。不同

浓度SPB处理PC3/DTX细胞后，不同处理组细胞的凋

亡率分别为（7.2±0.8）%，（10.2±0.9）%，（19.8±2.1）%和

（27.4±2.5）%（图2，P<0.05）。实验结果表明，SPB能够

促进PC3/DTX细胞凋亡。

2.4 苯丁酸钠对p21、Cyclin D1、Survivin蛋白表达的影响

采用0、1、2、4 mmol/L的SPB处理PC3/DTX细胞
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48 h后，采用Western blot检测p21、Cyclin D1、Survivin

蛋白的表达水平，实验结果发现，SPB处理后能够促进

p21蛋白的表达，并随着浓度的增大，表达量增加；SPB

处理后能够抑制Cyclin D1和Survivin蛋白的表达，随

着浓度的增加，表达量降低（图3）。

3 讨论

已知HDIs通过抑制组蛋白去乙酰化酶活性、增强

组蛋白乙酰转移酶活性，致使组蛋白高度乙酰化，进而

通过调节特异性基因的转录，抑制肿瘤细胞的增殖，诱

导细胞分化或凋亡［8-9］，包括前列腺癌［10-12］在内的数个人
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图1 苯丁酸钠抑制PC3/DTX细胞增殖
Fig.1 Sodium phenylbutyrate inhibits PC3/DTX cell proliferation. A: MTT assay for detecting cell proliferation; B: MTT
assay for detecting cell viability; C: Cell inhibition rate analyzed using MTT assay after culture with SPB; D:
Concentration required to kill 50% of PC3/DTX cells after cultured with different concentration of SPB. Different letters
means significantly difference between different groups, *P<0.05.

图2 苯丁酸钠促进PC3/DTX细胞凋亡
Fig.2 Sodium phenylbutyrate promotes PC3/DTX cell apoptosis.
A: Flow cytometry with Annexin V-FITC/PI staining; B: Cell
apoptosis rate in different groups. All experiments were
performed for 3 times. Different letters means significantly
difference between different groups, *P<0.05.
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类恶性肿瘤的进展，都与HDAC活性的改变有关。SPB

作为一种广谱HDIs，能够抑制某些肿瘤细胞的增殖、促

进凋亡，在体内外对多种血液病及实体肿瘤细胞均有抑

制生长和诱导分化作用，一定程度上可以抑制肿瘤细胞

侵袭和复发［13-16］。

SPB对前列腺癌作用的相关研究报道不多，Lenka

等［17］的研究发现丁酸钠可以降低体外培养的前列腺癌

LNCap和C4-2细胞的活力、减弱其粘附力、促进细胞自

培养瓶壁脱落、抑制雄激素受体基因的表达但对前列腺

特异性抗原基因表达的影响微弱；目前缺乏 SPB对

CRPC期化疗耐药性前列腺癌细胞效应及其可能机制

的报道。增殖和凋亡失衡是肿瘤发生的重要原因，本研

究通过构建多烯紫杉醇耐药PC3细胞株PC3/DTX，以

梯度浓度的SPB作用于PC3/DTX，探讨SPB是否能够

改善PC3/DTX耐药细胞株对化疗药物多烯紫杉醇的

药敏性。实验结果表明，在4 mmol/L浓度范围内，SPB

能够显著抑制 PC3/DTX 细胞的增殖，并增加 PC3/

DTX细胞对多烯紫杉醇的药敏性，其效应随SPB浓度

增加而增强。

由于前列腺癌确诊时患者一般处于高龄、前列腺癌

高危家族中拟表型的出现和遗传物质的复杂性，很难确

认出前列腺癌的易感基因，目前倾向于前列腺癌的易感

受多基因调控。p21、Cyclin D1和Survivin是目前认识

得较为透彻的3个细胞活性相关基因。

P21［18］蛋白是CKI家族中的重要一员，是细胞周期

内具有双重特征的通用抑制物，具有广泛抑制激酶活性

的细胞周期抑制蛋白，P21基因表达异常与前列腺癌预

后不良相关［19］；Cyclin D1［20］是原癌基因，在肿瘤细胞G1/

S转换中起促进作用；Survivin［21］是凋亡蛋白抑制剂家族

中的成员，具有促进细胞增殖的作用，是迄今发现的作

用最强的凋亡抑制因子，在细胞中的表达中有严格的细

胞周期依赖性。Survivin和cyclin D1的异常高表达与

前列腺癌的发生、发展以及预后有密切关系，survivin在

不同的前列腺癌细胞株均有表达，在前列腺肿瘤的发

生、发展中扮演着重要的角色，其在前列腺肿瘤的高水

平表达与肿瘤的分期、分级有关。Survivin的选择性分

布特点使其成为肿瘤基因治疗的理想靶点，针对

Survivin和cyclin D1的基因治疗具有良好的靶向性、特

异性和安全性，可以促进体外培养的PC3细胞凋亡并减

缓前列腺癌实体瘤的生长速度［22-24］。

我们的研究发现，经SPB处理后，PC3/DTX细胞

Cyclin D1和Survivin蛋白的表达量随着SPB浓度的增

加而降低，p21蛋白的表达量随着浓度的增大而增加。

研究结果提示SPB通过在某种程度上调控细胞周期和

细胞凋亡、增加前列腺癌耐药细胞株对多烯紫杉醇药敏

性，其中p21、Cyclin D1和Survivin蛋白可能发挥了相

关的重要生理功能。本研究探讨了SPB对 PC3/DTX

细胞株 p21、Cyclin D1与Survivin的表达水平的影响，

SPB是靶向作用于相关基因、还是通过上游基因的逐级

调控，需要进一步研究。事实上，目前已证实PC3细胞

中，p21和Cyclin D1的表达依赖上游基因的调控［25-27］。

化疗耐药的机制复杂，不仅仅由单个因素参与其

中。在此过程中，SPB可以增加前列腺癌耐药细胞株对

多烯紫杉醇的药敏性，并能调节 p21、Cyclin D1 与

Survivin蛋白的表达。但是，SPB调节p21、Cyclin D1

与Survivin表达以及增加前列腺癌耐药细胞株药敏性

的具体分子生物学机制有待进一步研究阐明。
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