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［摘要］　目的：探讨５α双氢睾酮（ＤＨＴ）对前列腺癌ＬＮＣａＰ细胞钙离子移动的影响及其机制。方法：应用Ｆｕｒａ２／ＡＭＣａ２＋

荧光探针法结合 ＭｉｒａＣａｌ荧光成像系统动态检测ＤＨＴ刺激以及Ｃａ２＋通道阻滞剂干预后ＬＮＣａＰ细胞内钙离子浓度（［Ｃａ２＋］ｉ）

的变化。应用 ＭＴＴ法观察细胞活力，流式细胞仪观察早期细胞凋亡率。结果：ＤＨＴ浓度为１、１０、１００和１０００ｎｍｏｌ／Ｌ时，

能快速诱导［Ｃａ２＋］ｉ升高，在２０ｓ～３ｍｉｎ升至峰值。细胞外液无Ｃａ２＋时，１０００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ未能诱导［Ｃａ２＋］ｉ升高。细胞膜

Ｌ型电压门控Ｃａ２＋通道阻滞剂维拉帕米（５０μｍｏｌ／Ｌ）、地尔硫 （１００μｍｏｌ／Ｌ）或硝苯地平（５ｍｍｏｌ／Ｌ）３７℃孵育细胞５ｍｉｎ后，

能完全抑制１０００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ诱导的［Ｃａ２＋］ｉ升高。磷脂酶Ｃ抑制剂新霉素（１ｍｍｏｌ／Ｌ）３７℃孵育细胞５ｍｉｎ或兰尼定受体

阻滞剂普鲁卡因（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）３７℃孵育细胞３ｍｉｎ后，对１０００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ诱导的［Ｃａ２＋］ｉ升高没有影响。１０００ｎｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＴ作用细胞４８ｈ后，与１０００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ作用前用维拉帕米预孵细胞相比，细胞光密度（Ｄ）值［（０．６７±０．１０）ｖｓ（２．１３±

０．１６））和早期细胞凋亡率［（１４．３１±２．２９）％ｖｓ（１．０７±０．１９）％］差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论：ＤＨＴ可快速地、剂量
依赖性地诱导ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ升高；ＤＨＴ诱导的ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ的升高是通过细胞外Ｃａ２＋经细胞膜Ｌ型电压门控

Ｃａ２＋通道流入细胞内实现的，细胞内贮钙库未释放Ｃａ２＋。ＤＨＴ诱导的ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ升高促进细胞凋亡、抑制细胞

生长。
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　　雄激素在前列腺癌的生长、转移和分化中起着
决定性的作用［１］，但其机制尚不清楚。有研究发现
雄激素可诱导前列腺癌ＬＮＣａＰ细胞内钙离子浓度
（［Ｃａ２＋］ｉ）升高［２４］，而Ｃａ２＋是普遍存在的细胞内的
第二信使，［Ｃａ２＋］ｉ的变化影响细胞的增生、凋亡、细
胞活力和基因表达［５］。因此研究雄激素诱导的前列
腺癌［Ｃａ２＋］ｉ变化机制对于阐明雄激素对前列腺癌
的作用机制和寻求新的治疗方法具有重要意义。本
研究应用Ｆｕｒａ２／ＡＭ钙离子荧光探针法结合 Ｍｉｒａ
Ｃａｌ荧光成像系统实时检测了前列腺内雄激素的主
要形式５α双氢睾酮（５αｄｉｈｙｄｒｏｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＤＨＴ）
对雄激素依赖的人前列腺癌ＬＮＣａＰ细胞株［Ｃａ２＋］ｉ
的影响，初步探讨了［Ｃａ２＋］ｉ变化的机制以及［Ｃａ２＋］

ｉ升高对ＬＮＣａＰ细胞生长的影响。

１　材料和方法

１．１　细胞、药品和仪器　雄激素依赖性前列腺癌

ＬＮＣａＰ细胞株和ＤＨＴ由德国洪堡大学Ｃｈｃｅｒｉｔｅ医
学院Ｊｕｎｇ教授惠赠。维拉帕米（ｖｅｒａｐａｍｉｌ）、硝苯地
平（ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ）、地尔硫 （ｄｉｌｔｉａｚｅｍ）、新霉素（ｎｅｏ
ｍｙｃｉｎｓｕｌｆａｔｅ）、乙二醇双（α氨基乙基醚）四乙酸
（ＥＧＴＡ）和ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ１２７皆为美国Ｓｉｇｍａ公司产
品。Ｆｌｕｏ２／ＡＭ 为 美 国 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公 司 产 品。

ＨＥＰＥＳ为美国Ｓｅｒｖｅ公司产品。普鲁卡因（Ｐｒｏ
ｃａｉｎｅ）为上海第一生化药业公司产品。配制Ｋｒｅｂｓ
ＨＥＰＥＳ缓冲液的无机盐类均为国产分析纯级，用三
蒸水溶解至所需浓度（含有１２５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５．６
ｍｍｏｌ／Ｌ ＫＣｌ，２．２ ｍｍｏｌ／Ｌ ＣａＣｌ２，１．２ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＳＯ４，１．２ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＨ２ ＰＯ４，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＥＰＥＳ和１０ｍｍｏｌ／ＬＧｌｕｃｏｓｅ）。ＭＴＴ溶液为上
海杰美基因公司产品。ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＥ凋亡检测盒
为美国ＢＤ公司产品。全自动酶标仪（ＤＧ３０２２Ａ）为
芬兰ＬＡＢＳＹＳＴＥＭＳ公司产品。流式细胞仪（ＥＰ
ＩＣＳＸＬ）及数据分析软件ＳｙｓｔｅｍⅡ为美国Ｂｅｃｋｍａｎ
Ｃｏｕｌｔｅｒ公司产品。ＭｉｒａＣａｌ荧光成像系统（Ｃａｍ
ｂｒｉｄｇｅＣＢ２５ＥＬ）为英国ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅＲｅｓｏｕｒｃｅ公司
产品，由倒置荧光显微镜（ＮｉｋｏｎＤｉａｐｈｏｔ２００）、低光
度ＣＣＤ相机（ＭｉｒａＣａｌ１００００ＴＥ）和计算机（ＤｅｌｌＤｉ
ｍｅｎｓｉｏｎ４７００Ｃ）组成。激发波长分别为３４０ｎｍ和

３８０ｎｍ，发射波长为５１０ｎｍ。ＤＨＴ、Ｎｅｏｍｙｃｉｎｓｕｌ

ｆａｔｅ、Ｆｕｒａ２／ＡＭ、Ｖｅｒａｐａｍｉｌ、Ｄｉｌｔｉａｚｅｍ 和 Ｎｉｆｅｄｉｐ
ｉｎｅ使用前先用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解成高浓度
的储存液，使用时再配制成所需浓度，ＤＭＳＯ的最终
体积分数须低于０．１％。

１．２　ＬＮＣａＰ细胞培养　ＬＮＣａＰ细胞用含１０％热
灭活胎牛血清的无酚红ＲＰＭＩ１６４０培养基传代培
养（每周１次），培养条件为３７℃，５％ＣＯ２。实验前，
细胞在无血清的培养基中培养２４ｈ。

１．３　Ｆｕｒａ２／ＡＭ负载步骤　细胞传代后，将细胞悬
液（１０６／ｍｌ）接种于改装的３５ｍｍＰｅｔｒｉ细胞培养皿
（美国 Ｍｅｒｉｄｉａｎ产品）中，置于３７℃、５％ＣＯ２细胞培
养箱孵育４８～７２ｈ，待细胞充分黏附于中央玻璃皿
底后用于实验。首先将细胞培养皿内的培养基弃
去，用ＫｒｅｂｓＨＥＰＥＳ溶液清洗３次后，加入ｐｌｕｒｏｎ
ｉｃＦ１２７和Ｆｕｒａ２／ＡＭ，用ＫｒｅｂｓＨＥＰＥＳ溶液稀释
至浓度分别为０．０４％和５～１０μｍｏｌ／Ｌ，在３７℃、５％
ＣＯ２条件下孵育３０ｍｉｎ，其间晃动几次。取出后，再
用ＫｒｅｂｓＨＥＰＥＳ溶液清洗３次，以清除细胞表面和
细胞外液中的Ｆｕｒａ２／ＡＭ。加入 ＫｒｅｂｓＨＥＰＥＳ溶
液，室温放置备用。

１．４　单细胞内游离Ｃａ２＋浓度的测定与分析　将细
胞培养皿置于荧光倒置相差显微镜载物台上，找到
一个细胞分散较均匀的视野，根据实验要求加入不
同的试剂进行单细胞内［Ｃａ２＋］ｉ水平的监测。图像
获取及定量分析由软件 ＭｉｒａｃａｌＶｅｒｓｉｏｎ２．３完成。
每次实验结束后，得到每个被监测细胞的［Ｃａ２＋］ｉ变
化的动态反应曲线及每个细胞在某一时刻的

［Ｃａ２＋］ｉ数值。每组实验用同一批次的不同培养皿
进行６次，细胞数用ｎ表示。

１．５　细胞增殖活性检测　按１×１０４个细胞／孔接种
于９６孔培养板，３７℃、５％ＣＯ２孵育２４ｈ，吸弃旧培养
液。分成如下４组：对照组加入不含 ＤＨＴ的培养
液；ｖｅｒａｐａｍｉｌ组加入含５０μｍｏｌ／Ｌｖｅｒａｐａｍｉｌ的培
养液；ｖｅｒａｐａｍｉｌ＋ＤＨＴ组加入含５０μｍｏｌ／Ｌｖｅｒａ
ｐａｍｉｌ的培养液预孵５ｍｉｎ后再加入ＤＨＴ（终浓度

１０００ｎｍｏｌ／Ｌ）；ＤＨＴ组加入含１０００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ
的培养液。每组设６个复孔和１个调零孔（只加培
养液不加细胞），每孔液体量２００μｌ。３７℃、５％ＣＯ２
培养４８ｈ，采用 ＭＴＴ 比色分析法检测：每孔加

ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍｌ）２０μｌ，３７℃孵育４ｈ，弃上清
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液；每孔再加１５０μｌＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，用全自动
酶标仪测定每孔的Ｄ 值，测定波长５７０ｎｍ，参考波
长为６３０ｎｍ。

１．６　细胞早期凋亡率检测　按１×１０６个细胞／孔接
种于６孔培养板，分组方法同上。按ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＥ
凋亡检测盒说明书采用流式细胞仪及其数据分析软

件检测细胞早期凋亡率。

１．７　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示。多样本比较
采用单因素方差分析，组间比较采用成组ｔ检验。
采用统计软件ＳＰＳＳ１１．５进行统计分析。

２　结　果

２．１　不同浓度ＤＨＴ对ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ的影
响　向细胞培养皿（已有 ＫｒｅｂｓＨＥＰＥＳ液）中加入
高浓度的ＤＨＴ储存液，使其稀释１０００倍至ＤＨＴ
的终浓度分别为１、１０、１００和１０００ｎｍｏｌ／Ｌ。并设

空白对照组和加０．１％ ＤＭＳＯ组（ｎ＝４０）。观察３
ｍｉｎ，空白对照组［Ｃａ２＋］ｉ无明显变化，保持稳定。

０．１％ＤＭＳＯ对［Ｃａ２＋］ｉ无影响。图１Ａ显示，各组
［Ｃａ２＋］ｉ基础值２８～３０ｎｍｏｌ／Ｌ，差异无统计学意
义。１ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ加入后对［Ｃａ２＋］ｉ没有影响。

１０ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ加入后约２５ｓ［Ｃａ２＋］ｉ上升至峰值
（６５±９）ｎｍｏｌ／Ｌ（同基础值相比，Ｐ＜０．０５）。１００
ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ加入后约３ｍｉｎ［Ｃａ２＋］ｉ上升至峰值
（１９３±３３）ｎｍｏｌ／Ｌ（同基础值相比，Ｐ＜０．００１；同１０
ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ 组相比，Ｐ＜０．０１）。１０００ｎｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＴ加入后约３ｍｉｎ［Ｃａ２＋］ｉ上升至峰值（２０８±４２）

ｎｍｏｌ／Ｌ（同基础值相比，Ｐ＜０．００１；同１００ｎｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＴ组相比，Ｐ＞０．０５）。图１Ｂ显示ＤＨＴ浓度在

１～１００ｎｍｏｌ／Ｌ之间可剂量依赖性地诱导ＬＮＣａＰ细
胞［Ｃａ２＋］ｉ升高。

图１　ＤＨＴ对ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ的影响

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ５αｄｉｈｙｄｒｏｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ（ＤＨＴ）ｏｎｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣａ２＋（［Ｃａ２＋］ｉ）ｉｎＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ
Ａ：［Ｃａ２＋］ｉｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＤＨＴａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ．ＴｈｅｂｌａｃｋｂａｒｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｔｉｍｅｏｆａｄｄｉｔｉｏｎｏｆＤＨＴ．Ｂ：Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｐｌｏｔｓｏｆＤＨＴｉｎｄｕｃｅｄ［Ｃａ２＋］ｉｃｈａｎｇｅｓ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｂａｓａｌ［Ｃａ２＋］ｉ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．２　ＬＮＣａＰ细胞外液中无Ｃａ２＋时ＤＨＴ对［Ｃａ２＋］ｉ
的影响　细胞贴壁后，用无Ｃａ２＋的ＫｒｅｂｓＨＥＰＥＳ
（内含０．１ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ）清洗３次，复加入无

Ｃａ２＋的ＫｒｅｂｓＨＥＰＥＳ液，立即用于实验。图２Ａ显
示细胞外液中无Ｃａ２＋时［Ｃａ２＋］ｉ基础值为（９±２）

ｎｍｏｌ／Ｌ，１０００ｎｍｏｌ／Ｌ ＤＨＴ 加 入 后 未 能 诱 导
［Ｃａ２＋］ｉ升高（ｎ＝５０；Ｐ＞０．０５）。

２．３　细胞膜 Ｌ型电压门控 Ｃａ２＋ 通道阻滞剂对

ＤＨＴ诱导的ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ升高的影响　分
别用含５０μｍｏｌ／Ｌｖｅｒａｐａｍｉｌ、１００μｍｏｌ／Ｌｄｉｌｔｉａｚｅｍ
和５ｍｍｏｌ／Ｌｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ的 ＫｒｅｂｓＨＥＰＥＳ溶液在

３７℃、５％ＣＯ２条件下孵育细胞５ｍｉｎ后加入ＤＨＴ，
观察其对［Ｃａ２＋］ｉ的影响（ｎ＝５０）。图２Ａ示ｖｅｒａ
ｐａｍｉｌ、ｄｉｌｔｉａｚｅｍ和ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ本身对［Ｃａ２＋］ｉ无影响
（Ｐ＞０．０５），１０００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ未能诱导［Ｃａ２＋］ｉ
升高（Ｐ＞０．０５）。

２．４　细胞内贮钙库Ｃａ２＋通道阻滞剂对ＤＨＴ诱导
的ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ升高的影响　用含１ｍｍｏｌ／

ＬＮｅｏｍｙｃｉｎｓｕｌｆａｔｅ的ＫｒｅｂｓＨＥＰＥＳ溶液在３７℃、

５％ＣＯ２条件下孵育细胞５ｍｉｎ后加入ＤＨＴ，观察其
对［Ｃａ２＋］ｉ的影响（ｎ＝５５）。图２Ｂ示Ｎｅｏｍｙｃｉｎｓｕｌ
ｆａｔｅ本身对［Ｃａ２＋］ｉ无影响（Ｐ＞０．０５），１０００ｎｍｏｌ／

ＬＤＨＴ仍能诱导ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ迅速升高到
峰值（１８１±３５）ｎｍｏｌ／Ｌ（同基础值相比，Ｐ＜０．００１；
同对照组相比，Ｐ＞０．０５）。

　　用含５０ｍｍｏｌ／ＬＰｒｏｃａｉｎｅ的ＫｒｅｂｓＨＥＰＥＳ溶
液在３７℃、５％ＣＯ２条件下孵育细胞３ｍｉｎ后加入

ＤＨＴ，观察其对［Ｃａ２＋］ｉ的影响（ｎ＝４５）。图２Ｂ示

Ｐｒｏｃａｉｎｅ本身对［Ｃａ２＋］ｉ无影响（Ｐ＞０．０５），１０００
ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ仍能诱导［Ｃａ２＋］ｉ迅速升高到峰值
（２０１±９１）ｎｍｏｌ／Ｌ（同基础值相比，Ｐ＜０．００１；同对
照组相比，Ｐ＞０．０５）。
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图２　ＤＨＴ诱导下ＬＮＣａＰ细胞内增加的Ｃａ２＋的来源

Ｆｉｇ２　ＳｏｕｒｃｅｏｆＤＨＴｉｎｄｕｃｅｄｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＣａ２＋ｉｎｃｒｅａｓｅ
Ａ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＣａ２＋ｒｅｍｏｖａｌａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＬｔｙｐｅＣａ２＋ｃｈａｎｎｅｌｏｎ１０００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴｉｎｄｕｃｅｄ［Ｃａ２＋］ｉｃｈａｎｇｅｓ．Ｔｈｅｂｌａｃｋｂａｒ

ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｔｉｍｅｏｆＤＨＴａｄｄｉｔｉｏｎ．Ｂ：ＤＨＴ（１０００ｎｍｏｌ／Ｌ）ｉｎｄｕｃｅｄ［Ｃａ２＋］ｉｃｈａｎｇｅｓｗｈｅｎＣａ２＋ ｃｈａｎｎｅｌｓｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＣａ２＋ ｓｔｏｒｅｗｅｒｅ

ｂｌｏｃｋｅｄ．ＴｈｅｂｌａｃｋｂａｒｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｔｉｍｅｏｆＤＨＴａｄｄｉｔｉｏｎ

２．５　ＤＨＴ诱导的［Ｃａ２＋］ｉ升高对细胞增殖和早期
凋亡的影响　各组Ｄ值和早期凋亡率见表１。Ｖｅｒ
ａｐａｍｉｌ组、ｖｅｒａｐａｍｉｌ＋ＤＨＴ组与对照组比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＤＨＴ组与 Ｖｅｒａｐａｍｉｌ＋
ＤＨＴ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

表１　ＤＨＴ对ＬＮＣａＰ细胞增殖和凋亡的影响

Ｔａｂ１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＤＨＴｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
（Ｄｖａｌｕｅ）

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｔｔｈｅ
ｅａｒｌｙｐｅｒｉｏｄ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．１１±０．１３ １．０４±０．１６
Ｖｅｒａｐａｍｉｌ ２．０９±０．１５ １．０２±０．１４
Ｖｅｒａｐａｍｉｌ＋ＤＨＴ ２．１３±０．１６ １．０７±０．１９
ＤＨＴ ０．６７±０．１０△△ １４．３１±２．２９△△

Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｖｅｒａｐａｍｉｌ＋ＤＨＴｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　细胞自由钙离子的分布与转移是形成钙离子信

号的基础。细胞受到刺激后［Ｃａ２＋］ｉ的升高主要来

源于两条途径：细胞外 Ｃａ２＋通过跨膜通道内流和

（或）细胞内贮钙库（主要是内质网／肌质网）释放

Ｃａ２＋。本实验发现，１０００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ可快速诱

导ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ升高，而当细胞外无Ｃａ２＋

时，１０００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ 却不能诱导 ＬＮＣａＰ细胞

［Ｃａ２＋］ｉ升高。说明ＤＨＴ诱导的［Ｃａ２＋］ｉ升高是由

于细胞外Ｃａ２＋内流引起的，ＤＨＴ本身未能刺激贮

钙库释放 Ｃａ２＋。如果在此过程中贮钙库释放了

Ｃａ２＋，也是以细胞外Ｃａ２＋内流为基础。

　　本实验采用Ｆｕｒａ２／ＡＭ 检测［Ｃａ２＋］ｉ。Ｆｕｒａ

２／ＡＭ是一种荧光指示剂，可选择性地与游离Ｃａ２＋

结合，ＡＭ因是脂溶性物质而弥散入细胞，同时将与

之偶联的Ｆｕｒａ２带入细胞。Ｆｕｒａ２／ＡＭ 进入细胞

后，ＡＭ被细胞内的酯酶分解，Ｆｕｒａ２因是水溶性物

质而保留在细胞内。Ｆｕｒａ２与Ｃａ２＋结合后，激发波

长发生改变，由未结合Ｃａ２＋时的３８０ｎｍ移至３４０

ｎｍ。分别测量３４０和３８０ｎｍ波长时Ｆｕｒａ２Ｃａ２＋

和Ｆｕｒａ２的荧光强度，根据以下公式［６］可计算出

［Ｃａ２＋］ｉ：［Ｃａ２＋］ｉ＝Ｋｄ×（Ｒ－Ｒｍｉｎ）／（Ｒｍａｘ－Ｒ）×

Ｓｆ２／Ｓｂ２。式中Ｋｄ：Ｆｕｒａ２和Ｃａ２＋结合反应的解离

常数，其值为２２４ｎｍｏｌ／Ｌ；Ｒ：不同实验中，在３４０和

３８０ｎｍ处的荧光强度比值（Ｆ３４０／Ｆ３８０）；Ｒｍｉｎ：细胞内

极低游离Ｃａ２＋时的荧光强度比值；Ｒｍａｘ：细胞内Ｆｕ

ｒａ２被Ｃａ２＋饱和时的荧光强度比值；Ｓｆ２：细胞内极

低游离Ｃａ２＋时在３８０ｎｍ处的荧光强度；Ｓｂ２：细胞

内Ｆｕｒａ２被Ｃａ２＋饱和时在３８０ｎｍ处的荧光强度。

　　本实验发现，Ｌ型电压门控 Ｃａ２＋通道阻滞剂

ｖｅｒａｐａｍｉｌ、ｄｉｌｔｉａｚｅｍ或ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ可完全抑制ＤＨＴ
诱导的ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ升高，表明细胞膜上的

Ｌ型电压门控Ｃａ２＋通道开放引起细胞外Ｃａ２＋内流

是［Ｃａ２＋］ｉ升高的决定因素。

　　Ｓｔｅｉｎｓａｐｉｒ等［７］报道ＤＨＴ可诱导ＬＮＣａＰ细胞

［Ｃａ２＋］ｉ的升高，并可被ｖｅｒａｐａｍｉｌ抑制，本组结果

与其一致，但其未确定细胞内贮钙库在［Ｃａ２＋］ｉ升高

过程中的作用。１，４，５三磷酸肌醇受体（ＩＰ３Ｒ）和兰

尼定受体（ＲｙＲ）是细胞内贮钙库的Ｃａ２＋通道，是调
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节细胞内Ｃａ２＋释放的两大系统。ＩＰ３Ｒ受质膜肌醇

磷脂分解产物ＩＰ３调节。胞质中Ｃａ２＋对ＩＰ３Ｒ有重

要的调节作用。在高浓度的ＩＰ３条件下，［Ｃａ２＋］ｉ的

升高可刺激ＩＰ３Ｒ的开放。［Ｃａ２＋］ｉ的升高也会促进

ＲｙＲ开放，但［Ｃａ２＋］ｉ过高会抑制其开放。本实验

发现磷脂酶 Ｃ（ＰＬＣ）抑制剂 Ｎｅｏｍｙｃｉｎｓｕｌｆａｔｅ或

ＲｙＲ阻滞剂Ｐｒｏｃａｉｎｅ对ＤＨＴ诱导的ＬＮＣａＰ细胞

［Ｃａ２＋］ｉ升高没有抑制作用，证实ＤＨＴ刺激产生的

细胞外Ｃａ２＋内流未引发细胞内贮钙库释放Ｃａ２＋。

其原因可能是ＤＨＴ刺激后，尽管［Ｃａ２＋］ｉ升高，但

ＤＨＴ未激活Ｇ蛋白ＰＬＣＩＰ３这条途径，致使ＩＰ３浓

度过低，而未能促使ＩＰ３Ｒ开放。同时由于［Ｃａ２＋］ｉ
过高而抑制了ＲｙＲ的开放。

　　前列腺癌细胞［Ｃａ２＋］ｉ持续升高可减少前列腺

癌ＬＮＣａＰ细胞雄激素受体的表达［８］和促进前列腺

癌ＬＮＣａＰ细胞凋亡［９］，但雄激素诱导的前列腺癌细

胞［Ｃａ２＋］ｉ升高对前列腺癌细胞功能和生长的影响

尚未见报道。文献报道ＤＨＴ的浓度高于１ｎｍｏｌ／Ｌ
时会抑制 ＬＮＣａＰ 细胞的生长［２４］。本实验发现

ＤＨＴ浓度低于１ｎｍｏｌ／Ｌ时对ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ
没有影响，而高于１ｎｍｏｌ／Ｌ时可明显诱导［Ｃａ２＋］ｉ
的升高，因此细胞内高浓度的Ｃａ２＋可能在雄激素对

ＬＮＣａＰ细胞的生长抑制效应中起了重要作用。本

实验显示：１０００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ明显抑制细胞生长、

促进细胞凋亡；使用ｖｅｒａｐａｍｉｌ预先阻断Ｃａ２＋通道

后，再使用１０００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ刺激细胞，与对照组

相比，细胞活力和早期凋亡率没有变化。提示雄激

素诱导的前列腺癌ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ升高具有

抑制细胞生长和促进细胞凋亡作用。本实验明确雄

激素诱导ＬＮＣａＰ细胞［Ｃａ２＋］ｉ升高过程中细胞内

增加的 Ｃａ２＋ 的来源和机制以及雄激素诱导的

［Ｃａ２＋］ｉ升高对ＬＮＣａＰ细胞生长的影响，我们将进

一步研究在此过程中的信号转导通路并进行体内实

验，为探讨雄激素对前列腺癌的作用机制和研究前

列腺癌新的治疗手段提供有效的理论依据。

　　（志谢　第二军医大学长海医院中心实验室为

本研究提供了流式细胞仪；第二军医大学神经生物

教研室为本研究提供了 ＭｉｒａＣａｌ荧光成像系统，曹

莉老师进行了技术指导，在此深表谢意！）
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