
前列腺癌是西方国家男性发病率居于第1位、致死

率居于第2位的恶性肿瘤，其发病率和年龄直接相关，

年龄增大，前列腺癌的发病率显著升高［1］。根据文献报

道，我国前列腺癌的发病率呈明显上升趋势，前列腺癌

正严重危害我国中老年男性的身体健康［2］。手术治疗、

内分泌治疗、化疗、放疗等是目前治疗前列腺癌的主要

手段，然而目前治疗前列腺癌的药物均存在一定的副作

用［3］。因此，寻找高效且无毒副作用的天然来源活性物

质，研究开发其用于前列腺癌临床用药具有非常重要现

实的意义。

海洋活性小分子褐藻素（Fx）是一种从褐藻中提取

的天然类胡萝卜素，具有独特的结构（图1A），包含共轭

双键长链、共轭羰基、5，6-单环氧化物和乙酰基［4］。Fx具

有广泛的药理活性，如抗炎、抗肥胖、抗糖尿病、抗血管

生成和抗癌活性［5-8］，且Fx安全性评估也未展现出Fx 明

显的毒副作用［9］。既往研究表明Fx对前列腺癌细胞的
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摘要：目的 旨在探讨褐藻素（Fx）对人前列腺癌PC-3细胞凋亡的影响及其作用机制。方法 采用相应的试剂盒检测PC-3细胞

活力和细胞凋亡。荧光探针染色检测PC-3细胞中的线粒体膜电位、线粒体形态和线粒体超氧化物。同时采用相应的试剂盒检

测PC-3细胞中三磷酸腺苷、过氧化氢、丙二醛和超氧化物的含量以及总抗氧化能力。Western blot方法检测PC-3细胞中Bcl-2、

Bax和细胞色素c蛋白的表达。采用相应的试剂盒检测PC-3细胞中caspase-9和caspase-3/7活性。结果 Fx呈时间和剂量依赖

性地抑制PC-3细胞活力，呈剂量依赖性地诱导PC-3细胞凋亡（P<0.05）。经Fx处理后，PC-3细胞中的线粒体膜电位水平降低，线

粒体碎片化，线粒体超氧化物水平升高（P<0.05），且Fx的作用效果成剂量依赖性。Fx剂量依赖性地降低PC-3细胞中的三磷酸

腺苷水平和总抗氧化能力，剂量依赖性地增加过氧化氢、丙二醛和超氧化物的含量（P<0.05）。经Fx处理后，PC-3细胞中Bax和

细胞质中细胞色素c的水平呈剂量依赖性增加，PC-3细胞中Bcl-2和线粒体中细胞色素c的水平呈剂量依赖性降低（P<0.05）。

结论 Fx通过引发线粒体功能障碍导致氧化应激和激活线粒体介导的凋亡信号通路诱导PC-3细胞凋亡，提示Fx有望成为治疗

前列腺癌的潜在药物。
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Abstract: Objective To investigate the apoptosis- inducing effect of fucoxanthin in human prostate cancer PC-3 cells and the
underlying mechanism. Methods The viability and apoptosis of PC-3 cells treated with fucoxanthin were analyzed using
commercial kits, and the mitochondrial membrane potential, mitochondrial morphology and mitochondrial superoxide were
detected using fluorescence probe staining. The contents of ATP, H2O2, malondialdehyde (MDA), superoxide and the total
antioxidant capacity of PC-3 cells were determined. The protein expressions of Bcl-2, Bax and cytochrome c were detected with
Western blotting, and the activity of caspase-9 and caspase-3/7 was detected using corresponding kits. Results Fucoxanthin
significantly inhibited the viability of PC-3 cells in a time- and dose-dependent manner, and dose-dependently induced
apoptosis of the cells (P<0.05). Fucoxanthin-treated PC-3 cells showed significantly decreased mitochondrial membrane
potential, mitochondrial fragmentation and increased superoxide level in the mitochondria (P<0.05), and these effects of
fucoxanthin were dose- dependent. Fucoxanthin dose-dependently decreased ATP level and the total antioxidant capacity of
PC-3 cells, increased the contents of H2O2, MDA and superoxide (all P<0.05), enhanced the protein expressions of Bax and
cytochrome c in the cytoplasm, and lowered the protein expressions of Bcl-2 and cytochromes in the mitochondria (P<0.05).
Conclusions Fucoxanthin induces apoptosis of PC-3 cells by triggering mitochondrial dysfunction to cause oxidative stress
and by activating mitochondria-mediated apoptotic signaling pathways, suggesting its potential in prostate cancer treatment.
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增殖有一定的抑制作用，但Fx抗前列腺癌的具体作用

机制尚无相关报道［10-11］。本文采用PC-3细胞作为前列

腺癌细胞模型，探讨Fx对PC-3细胞凋亡的影响及其作

用机制，旨在为海洋活性小分子Fx开发应用于前列腺

癌的临床药物提供实验数据支撑。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验细胞 人雄激素非依赖型前列腺癌细胞株

PC-3细胞购买于中山大学实验动物中心。PC-3 细胞使

用含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养基于 37 ℃、5%

CO2培养箱中培养，取对数生长期细胞用于实验［12-13］。

1.1.2 试剂和抗体 RPMI 1640 培养基、胎牛血清

（Gibco）；褐藻素、Caspase 9 活性比色试剂盒（Merck

Life Science）；细胞线粒体分离试剂盒、三磷酸腺苷

（ATP）检测试剂盒、Hoechst 33342染色液、过氧化氢检

测试剂盒、总抗氧化能力检测试剂盒（ABTS法）、丙二

醛（MDA）检测试剂盒、细胞增殖-毒性检测试剂盒

（CCK-8试剂盒）、线粒体膜电位检测试剂盒、Bcl-2、

Cytochrome c蛋白抗体（碧云天生物科技有限公司）；线

粒体超氧化物红色荧光探针试剂盒、Ready ProbesTM细

胞活力成像试剂盒（ThermoFisher）；Annexin V-FITC/PI

双染试剂盒和TUNEL细胞凋亡检测试剂盒（上海翊圣

生物科技有限公司）；Caspase-Glo® 3/7 检测试剂盒

（Promega）；GAPDH、Bax蛋白抗体、HRP标记的山羊抗

兔IgG和HRP标记的山羊抗小鼠IgG（武汉博士德生物

科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 使用CCK-8试剂盒和Ready ProbesTM细胞活力成

像试剂盒检测细胞活力 待PC-3细胞进行相应处理

后，使用CCK-8试剂盒检测其细胞活力，经CCK-8溶液

于37 ℃孵育1 h后，测量吸光度A450 nm，计算细胞活力。

待PC-3细胞进行相应处理后，使用ReadyProbes™细胞

活力成像试剂盒（蓝/绿）检测其细胞活力，按照说明书

操作后，使用Olympus IX71观察PC-3细胞。

1.2.2 采用TUNEL法和Annexin V-FITC/PI双染法检

测PC-3细胞凋亡 待PC-3细胞经爬片进行相应处理

后，使用TUNEL细胞凋亡检测试剂盒检测其细胞凋亡，

按照说明书操作后，在荧光显微镜下分析样本。根据

TUNEL阳性细胞数与Hoechst 33342阳性细胞数的比

值计算凋亡细胞的百分比，随机分析每张爬片的20个

视野。待PC-3细胞进行相应处理后，使用Annexin V-

FITC/PI双染试剂盒检测其细胞凋亡，按照说明书操作

后，样品在1 h内用流式细胞仪进行定量检测。

1.2.3 线粒体膜电位、线粒体形态和线粒体超氧化物的

检测 待PC-3细胞进行相应处理后，分别使用JC-1探

针、MitoTracker探针或MitoSOX探针检测其线粒体膜

电位、线粒体形态或线粒体超氧化物。分别经1×JC-1

染色工作液于 37 ℃孵育 20 min 后 1×JC-1 缓冲液洗

2 次、经 250 μmol/L MitoTracker 工作液于 37 ℃孵育

30 min后PBS洗3次或经5 μmol/L MitoSOX工作液于

37 ℃孵育 10 min 后 PBS 洗 3 次，随后使用 Olympus

IX71观察PC-3细胞。

1.2.4 ATP、H2O2、MDA和超氧化物含量及总抗氧化能

力的检测 待PC-3细胞进行相应处理后，按照试剂盒

说明书方法，使用ATP检测试剂盒、过氧化氢检测试剂

盒、脂质氧化检测试剂盒、超氧化物检测试剂盒和总抗

氧化能力检测试剂盒（ABTS法），分别检测PC-3细胞中

的ATP水平、H2O2含量、MDA含量、超氧化物的含量和

总抗氧化能力。

1.2.5 Western blot法检测蛋白表达水平 按照实验目

的，利用细胞线粒体分离试剂盒提取线粒体和去除线粒

体成分的细胞质蛋白，或利用RIPA裂解液提取细胞全

蛋白。用SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白后将蛋白由凝

胶转至NC膜上。使用5%脱脂奶粉于室温封闭1 h后，

剪出所需蛋白条带用相应的一抗于4 ℃孵育过夜。次

日采用相应的HRP标记二抗于室温孵育1 h，加入化学

发光试剂，用 X 线胶片曝光，胶片经 HP LaserJet

Professional M1213nf MFP扫描后，Gelpro32软件分析

蛋白条带的灰度值。

1.2.6 Caspase 和Caspase-3/7活性的检测 待PC-3细

胞进行相应处理后，使用Caspase 9活性比色试剂盒检

测其Caspase 9活性，按照说明书操作后，测量吸光度

A450 nm，计算Caspase 9活性。待PC-3细胞进行相应处理

后，使用Caspase-Glo® 3/7 检测试剂盒检测其Caspase-

3/7 活性，按照说明书操作后，用流式细胞仪检测

Caspase-3/7活性。

1.3 数据统计

采用SPSS 22.0软件对数据进行分析。数据以均

数±标准差表示，数据的统计分析采用单因素方差分析，

实验至少独立进行了3次，得到相似的结果。P<0.05为

差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 Fx对PC-3细胞活力的抑制作用

不同剂量的Fx处理24 h或48 h后，PC-3细胞活力

受到抑制，并呈剂量和时间依赖性。CCK-8实验结果显

示，不同剂量的Fx处理一定时间后，PC-3细胞活力受到

抑制，且呈剂量依赖性。PC-3细胞在10、50、100 μmol/L

的 Fx处理 24 h后，PC-3细胞存活率分别为 68.36%、

34.67%、27.34%。以上剂量的Fx处理48 h后，PC-3细

胞存活率分别为48.67%、18.45%、16.43%。10 μmol/L
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以上剂量的Fx能有效抑制PC-3细胞的活力（P<0.05，

图1B）。Ready Probes®细胞活力成像试剂盒（蓝/绿）检

测在10、50、100 μmol/L的Fx处理48 h后PC-3细胞的

活力，用绿色标记死细胞，用蓝色标记总细胞。结果显

示，与对照组相比，在10、50、100 μmol/L的Fx处理48 h

后，PC-3细胞活力明显降低，这与CCK-8实验结果一致

（图1C）。
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图1 Fx抑制PC-3细胞的活力
Fig.1 Inhibitory effect of fucoxanthin (Fx) on viability of PC-3 cells. A: Chemical structure of Fx. B: Viability
of PC-3 cells treated with different concentrations of Fx for 24 or 48 h detected by CCK-8 assay. C: Viability of
PC-3 cells treated with different concentrations of Fx for 48 h detected by ReadyProbes® cell Viability
Imaging Kit. Experiments were performed independently at least thrice with similar results. *P<0.05 vs
control group.

2.2 Fx诱导PC-3细胞凋亡

Hoechst 33342染色法检测PC-3细胞的形态变化，

结果显示经Fx处理的PC-3细胞表现出凋亡相关的特

征，如染色质压实和核碎裂，细胞核荧光比对照组更亮

（图2A）。流式细胞术检测结果显示，Fx处理48 h后的

PC-3细胞凋亡率明显高于对照组（图2B）。TUNEL染

色结果也显示，Fx处理48 h后的PC-3细胞中，TUNEL

阳性细胞数与Hoechst 33342阳性细胞总数的比值较对

照组明显增大（P<0.05，图2C）。

2.3 Fx对PC-3细胞线粒体功能及形态的影响

使用线粒体膜电位检测试剂盒检测线粒体膜电位

的变化，结果显示，对照组PC-3细胞展现出更多的红色

荧光，且强度较高。经Fx处理后，PC-3细胞展现出更多

的绿色荧光，且亮度成剂量依赖性升高（图3A）。荧光

探针标记线粒体形态结果显示，对照组PC-3细胞内线

粒体网络相互连接，呈细长丝状状分布。经Fx处理的

PC-3细胞线粒体网络变短，呈分散短棒状分布且碎片

化（图3B）。经Fx处理的PC-3细胞中ATP含量降低，且

呈剂量依赖性（P<0.05，图3C）。

2.4 Fx增加PC-3细胞的氧化应激水平

在 10、50、100 μmol/L的Fx处理 24 h后，PC-3细

胞的H2O2、MDA和超氧化物水平均升高（P<0.05，图

4A~C）。此外，Fx处理后PC-3细胞总抗氧化能力减弱

（P<0.05，图4D）。MitoSOX染色结果显示，Fx处理后

PC-3细胞展现的红色荧光强度明显强于对照组（图4E）。

2.5 Fx激活线粒体介导的凋亡信号通路

Western blot结果表明Fx不仅下调了Bcl-2蛋白表

达水平，还提高了Bax蛋白表达水平，导致Bcl-2/Bax比

值降低（P<0.05，图5 A）。Western blot 检测PC-3细胞

中细胞色素c从线粒体渗漏到细胞质的情况，与对照组

PC-3细胞相比，Fx处理后显著抑制了线粒体中细胞色

素c蛋白的表达，显著促进细胞质中细胞色素c蛋白的

表达（P<0.05，图5B）。同时，比色法和荧光定量法结果

显示Fx可增强PC-3细胞中caspase 9和caspase 3/7活

性（P<0.05，图5C、D）。

3 讨论

近年来研究表明，海洋药物在肿瘤研究方面极受重

视，其来源广泛，作为抗癌新药开发的潜力很大［14］。Fx

对癌症的抵抗作用已在几种癌症模型中得到证实［15］。

在人胃癌细胞系SGC7901、人膀胱癌细胞系T24、人非

小细胞肺癌细胞系（A549 和H1299）、人脑胶质瘤癌细
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胞系（U87 和U251）和人宫颈癌SiHa 细胞中，Fx能够通

过增加Bax 表达的同时降低Bcl-2表达来诱导细胞凋

亡［16］。在拥有抗癌活性的同时，Fx还是安全的。已有研

究表明，在 ICR小鼠分别进行了一次性口服Fx 1000或

2000 mg/kg和持续30 d，每天口服500或1000 mg/kg 的

毒性实验，未发现Fx致畸致死现象，且 ICR小鼠肝、脾

性腺组织的病理切片未见有异常［9］。因此，食用Fx是安

全的，至少在实验动物模型中。在本研究中，CCK-8实

验和死/活细胞染色结果显示，Fx处理后的PC-3细胞

活力明显下降。流式细胞仪和TUNEL检测结果表明

Fx可诱导PC-3细胞凋亡。结果表明Fx能够诱导PC-3

细胞凋亡，随后继续探讨Fx诱导PC-3细胞凋亡的具

体机制。

线粒体是参与细胞凋亡的主要细胞器之一，线粒体

功能和能量代谢是肿瘤发生和进展的关键，它被认为是

前列腺癌的新兴生物学指标，调节线粒体的功能可能是

前列腺癌治疗的有效策略［17-18］。有研究表明，橘皮苷治

疗能通过引发线粒体功能障碍诱导BFTC-905膀胱癌

细胞凋亡，发挥抗肿瘤作用［19］。本研究实验结果显示，

PC-3细胞经Fx处理后，线粒体膜电位水平和ATP含量

降低，同时线粒体发生碎片化，与线粒体功能障碍发生

在凋亡早期的观点一致［15］。结果表明Fx可通过引发线

粒体功能障碍诱导PC-3细胞凋亡。

与除癌症以外的其他病理形式的氧化应激的有害

Control Fx 10 μmol/L Fx 100 μmol/L

图2 Fx诱导PC-3细胞凋亡
Fig.2 Fx induces apoptosis of PC-3 cells. A: Hoechst 33342 staining of the cells treated with different
concentrations of Fx (Scale bar=50 μmol/L). B: Flow cytometry of PC-3 cells treated with different
concentrations of Fx for 48 h. C: TUNEL staining of PC-3 cells showing the apoptotic cells (red indicates
apoptotic cells and blue indicates nuclei. Scale bar=100 μmol/L). The number of TUNEL-positive cells was
quantified. Experiments were performed independently at least thrice with similar results. *P<0.05 vs
control group.
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作用相反，活性氧可以加速抗肿瘤发生信号传导，并通

过氧化应激导致肿瘤细胞凋亡［20-22］。肿瘤细胞中的抗氧

化剂可以清除过量的活性氧，从而引起对活性氧诱导的

细胞凋亡的抗性［23］。诱导肿瘤细胞内活性氧过度产生

也是很多化疗药物抗肿瘤的机制之一［24］。有研究报道

阿苯达唑通过诱导活性氧生成选择性地抑制PC-3、

DU145、LNCaP和AT2前列腺癌细胞株的增殖［25］。因

此，通过氧化应激诱导肿瘤细胞凋亡是癌症治疗的重要

策略。本实验研究结果结果显示，经Fx处理的PC-3细

胞中，H2O2、MDA和超氧化物的含量升高，细胞总抗氧

化能力减弱，线粒体超氧化物表达增加。结果表明Fx

可通过引发PC-3细胞氧化应激诱导PC-3细胞凋亡。

Bcl-2蛋白家族在线粒体介导的凋亡信号通路中起

关键作用，包括Bax为代表的促凋亡因子和以Bcl-2为

代表的抗凋亡因子。Bax在线粒体诱导的细胞死亡中起

核心作用。Bcl-2是一种重要的抗凋亡蛋白［26］。有研究

表明，Bcl-2和Bax的比值可作为“凋亡开关”［27］。其比值

的降低可增大线粒体外膜的各种通道通透性，导致细胞

色素c蛋白释放到细胞质中，诱导caspase 9的激活［28-30］。

Caspase 9可以激活caspase 3/7，caspase 3/7是线粒体介

导的凋亡信号通路中的凋亡启动子，也是细胞凋亡的执

行者［31］。有研究表明，白杨素诱导癌细胞凋亡通过Bcl-2

家族的调节和激活 caspase-3和 9抑制肺癌细胞的生

长［32］。本实验研究结果显示，Fx可提高PC-3细胞中

Bax的表达水平并降低Bcl-2的表达水平，降低了Bcl-2

和Bax比值，促进细胞色素c从线粒体向细胞质的释放，

诱导caspase 9和caspase 3/7的激活。结果表明Fx可通

过线粒体介导的凋亡信号通路诱导PC-3细胞凋亡。

综上所述，本研究结果显示Fx降低了PC-3细胞活

力并诱导PC-3细胞凋亡。Fx诱导PC-3细胞线粒体功

能障碍，包括线粒体膜电位降低、线粒体碎片化和ATP

生成降低。Fx通过引发PC-3细胞线粒体功能障碍导致

图3 Fx对PC-3细胞线粒体功能的影响
Fig.3 Effects of Fx on mitochondrial function and morphology of PC-3 cells. A: Mitochondrial membrane potential of PC-3
cells treated with different concentrations of Fx for 24 h detected by a JC-1 fluorescent probe (red indicates JC-1 aggregate
and green fluorescence indicates JC-1 monomer. Scale bar=50 μmol/L). B: Fluorescence images of mitochondria stained
with Mitotracker in PC-3 cells treated with different concentrations of Fx for 24 h (Scale bar=20 μmol/L). C: ATP content in
PC-3 cells treated with different concentrations of Fx for 24 h. *P<0.05 vs control group.
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图4 Fx增加PC-3细胞的氧化应激水平
Fig.4 Fx enhances oxidative stress level in PC-3 cells. A-D: H2O2, MDA, and superoxide levels and total antioxidant
capacity, respectively, of PC-3 cells treated with 10, 50 and 100 μmol/L Fx for 24 h. E: Representative fluorescence images of
MitoSOX in PC-3 cells treated with 10, 50 and 100μmol/L Fx for 24 h (Scale bar=20μmol/L). *P<0.05 vs control group.
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图5 Fx激活线粒体介导的PC-3细胞凋亡
Fig.5 Fx activates mitochondria-mediated apoptosis in PC-3 cells treated with different concentrations of Fx
for 24 h. A: Western blotting for Bax and Bcl-2 in PC-3 cells. B: Western blotting for cytochrome c (cyto c) in
mitochondrial and cytosolic fractions. C: Caspase 9 activity detected using a colorimetric kit. D: Caspase 3/7
activity in PC-3 cells detected using caspase-Glo 3/7 assay kitcolorimetric kit. *P<0.05 vs vcontrol group.
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氧化应激，包括H2O2、MDA、超氧化物含量的增加、总抗

氧化能力的降低和线粒体超氧化物表达的增加。Fx通

过线粒体介导的凋亡途径诱导PC-3细胞凋亡，包括

Bax的表达增加，Bcl-2的表达降低，细胞色素c从线粒

体到细胞质释放的增加，caspase 9和 caspase 3/7的激

活。上述结果表明Fx可通过引发线粒体功能障碍导致

氧化应激以及调节线粒体介导的凋亡信号通路诱导前

列腺癌PC-3细胞凋亡，展现出体外抗前列腺癌作用。

本研究为Fx抗前列腺癌作用机制提供新的思路，即通

过引发线粒体功能障碍导致氧化应激从而诱导细胞凋

亡。然而本研究存在一定局限性，例如未阐明Fx与线

粒体相互作用的具体机制。在下一步的研究中，我们将

使用动物模型开展Fx抗前列腺癌作用及机制的进一步

探讨，为海洋来源天然活性物质Fx用于治疗前列腺癌

临床用药提供更完善的实验数据支撑。
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