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　　［摘要］　目的　研究双氢青蒿素（ＤＨＡ）诱导前列腺癌细胞凋亡作用及其机制。方法　采用人前列腺癌ＰＣ３细胞株
建立裸鼠种植瘤模型，将２０只模型鼠随机平均分为对照组、溶剂（ＤＭＳＯ）组、ＤＨＡ２００μｍｏｌ／ｋｇ体质量组和 ＤＨＡ

１００μｍｏｌ／ｋｇ体质量组，经１３ｄ干预后，电镜观察肿瘤组织形态学表现；免疫组化检测凋亡相关基因Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达水平；

ＴＵＮＥＬ法检测肿瘤组织细胞凋亡。结果　与对照组及ＤＭＳＯ组比较，ＤＨＡ治疗组电镜观察肿瘤组织中散在凋亡细胞及凋
亡小体；免疫组化检测凋亡相关基因Ｂｃｌ２表达减弱、Ｂａｘ表达增强，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＴＵＮＥＬ检测结果显示

肿瘤组织细胞凋亡率明显升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＤＨＡ具有较强的诱导前列腺癌细胞凋亡作用，这种
作用可能是通过下调Ｂｃｌ２和上调Ｂａｘ表达实现的。

　　［关键词］　双氢青蒿素；前列腺肿瘤；细胞凋亡；Ｂｃｌ２；Ｂａｘ
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　　前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是男性生殖系
统常见的恶性肿瘤，近年来全球范围的发病率及病
死率不断增高，严重威胁着男性的健康［１］。青蒿素
（ａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ）及其衍生物双氢青蒿素（ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅ
ｍｉｓｉｎｉｎ，ＤＨＡ）等是一类传统抗疟药，随着抗疟机制
的深入研究，其抗肿瘤作用备受关注［２］，而在前列腺
癌方面的研究却鲜有报道。本研究采用裸鼠种植瘤

模型，观察ＤＨＡ对前列腺癌裸鼠种植瘤的影响，并
通过检测种植瘤内Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达及肿瘤细胞凋
亡，以期探讨ＤＨＡ的抗癌机制。

１　材料和方法

１．１　材料　４～６周龄ＢＡＬＢ／ｃ雄性裸鼠，体质量
（１７．５±２．３）ｇ，饲养于重庆医科大学动物中心ＳＰＦ
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级动物室［合格证号：ＳＫＸＣ（京）２００２０００３，北京维
通利华实验动物技术有限公司］；ＤＨＡ由重庆医科
大学薛斌博士馈赠，采用ＤＭＳＯ（重庆华立药业股份
有限公司）配成浓度为０．２ｍｏｌ／Ｌ 的溶液备用；

ＴＵＮＥＬ凋亡检测试剂盒、免疫组化试剂盒、鼠抗人

Ｂｃｌ２及Ｂａｘ单克隆抗体购自北京中杉金桥生物技
术有限公司；前列腺癌ＰＣ３细胞株购自中国科学院
上海细胞生物学研究所。

１．２　动物模型及分组　在前期体外实验的基础上
进行动物实验，将收集好的５×１０６／ｍｌ的ＰＣ３细胞
悬液０．１ｍｌ注入裸鼠右侧腋窝皮下，饲养约１０ｄ左
右，肿瘤长至０．５～０．６ｃｍ直径大小，选取体质量及
瘤质量基本一致的裸鼠２０只进行药物干预。随机
分为对照组、溶剂（ＤＭＳＯ）组、ＤＨＡ２００μｍｏｌ／ｋｇ体
质量组、ＤＨＡ１００μｍｏｌ／ｋｇ体质量组，每组５只；药
物治疗采用腹腔注射，隔日１次，第１３天取材。

１．３　取材及标本处理　将裸鼠断颈处死，完整剥离
瘤体，取０．３ｃｍ厚的组织片浸泡于４％的多聚甲醛
中固定２４ｈ，常规处理，石蜡切片。免疫组化ＳＰ法
（按试剂盒说明书操作）检测Ｂｃｌ２及Ｂａｘ，ＴＵＮＥＬ
法（按试剂盒说明书操作）检测细胞凋亡，光镜观察
并拍照；同时取１ｍｍ３新鲜肿瘤组织５块，４％戊二
醛预固定４ｈ，电镜标本常规处理，超薄切片，Ｈ７５００
型透射电镜（日本日立公司）观察并拍照。

１．４　图像分析　用 ＯｌｙｍｐｕｓＤＰ７０图像采集系统

对每个标本的每个指标随机取１０个高倍视野

（×４００），２０个标本３个指标（Ｂａｘ蛋白、Ｂｃｌ２蛋白

及ＴＵＮＥＬ）共获得６００张照片。用北航ＣＭ２０００Ｂ
生物医学图像分析系统对免疫组化照片的阳性产物

进行平均光密度值分析，对ＴＵＮＥＬ照片进行凋亡

细胞分析，每个标本的每个指标可获得１０个数据，

取均数后再行统计学处理。

１．５　统计学处理　所有数据用珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，采用多个均数间

多重比较的一维方差分析及ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　透射电镜观察　对照组ＰＣ３细胞直径８～１４

μｍ大小，呈圆形或椭圆形，较规则，细胞表面有微绒

毛，细胞核较大，核仁明显（１～２个），常染色质丰富，

胞质呈均匀中等的电子密度，散在分布有粗面内质

网和线粒体，并含有丰富的游离多聚核糖体，可见核

分裂相（图１Ａ）。ＤＨＡ两个剂量组可见数量不等、

程度不同的凋亡细胞，浓度越高，凋亡细胞数量越

多；早期凋亡细胞表现为细胞基质电子密度变深，细

胞核异染色质边集，线粒体内室肿胀，嵴模糊不清，

可见微丝微管断裂现象；晚期凋亡细胞基质进一步

浓缩，电子密度更深，染色质逐渐凝聚成新月状附于

核膜周边，细胞核固缩呈均一的致密物，进而断裂为

大小不一的片段，并碎裂成许多小块，直至形成许多

大小不等的凋亡小体；凋亡小体内核碎片可有可无，

膜完整，线粒体固缩（图１Ｂ）。

图１　透射电镜观察ＰＣ３细胞形态学改变

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＰＣ３ｃｅｌｌｓ

ｕｎｄｅｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
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ｉｃｃｅｌｌｓａｎｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｂｏｄｉｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×８０００（Ａ）；×６０００（Ｂ）

２．２　Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达　Ｂｃｌ２蛋白反应产物为
棕黄色，位于细胞膜及细胞质（图２Ａ、２Ｂ），对照组细
胞膜及细胞质呈棕黄色，ＤＨＡ两个剂量组胞膜及胞
质内反应产物表达水平不同，剂量越大表达越弱；

Ｂａｘ蛋白反应产物为棕黄色，位于细胞质（图２Ｃ、

２Ｄ），对照组及ＤＭＳＯ组胞质内阳性产物表达较弱，

ＤＨＡ两个剂量组胞质内反应产物表达水平不同，剂
量越大表达越强。所有图片经体视学分析，平均光
密度值见表１。

２．３　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　ＤＨＡ两个剂量组
肿瘤组织中可见大量凋亡细胞，胞核呈棕褐色，较小
或碎裂，对照组及ＤＭＳＯ组肿瘤组织中凋亡细胞较
少（图３）。各组细胞凋亡率见表１。

３　讨　论

　　前列腺癌的发病率及病死率都很高，目前尚缺
乏有效的治疗药物，因此，寻求高效低毒的治疗用药
已成为医务工作者当务之急。研究表明，细胞增殖
与凋亡失衡是前列腺癌发生发展的重要机制，抑制
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肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡是开发抗肿瘤药
物的主要策略［３］。青蒿素类药物的促凋亡作用已有
一些相关报道［２，４］，在前列腺癌方面的研究却较少，
而仅有的一些报道也集中在体外实验阶段［５７］，且未

对其促凋亡机制作深入研究。本研究应用裸鼠种植
瘤模型研究ＤＨＡ诱导前列腺癌ＰＣ３细胞凋亡作
用，并对其作用机制进行了初步探讨。

图２　Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎ（ＳＰ）

Ａ：ＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇｉｎｔｅｎｓｉｔｉｖｅｐｏｓｉｔｉｖｅｐｒｏｄｕｃｔｏｆＢｃｌ２ｉｎｃｙｔｏｌｅｍｍａａｎｄｃｙｔｏｐｌａｓｍ；Ｂ：ＤＨＡ（２００μｍｏｌ／ｋｇ）ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇｆａｉｎｔｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆＢｃｌ２ｉｎｃｙｔｏｌｅｍｍａａｎｄｃｙｔｏｐｌａｓｍ；Ｃ：ＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｉｎｇｆａｉｎｔｐｏｓｉｔｉｖｅｐｒｏｄｕｃｔｏｆＢａｘｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍ；Ｄ：ＤＨＡ（２００μｍｏｌ／ｋｇ）

ｇｒｏｕｐ，ｓｈｏｗｉｎｇｉｎｔｅｎｓｉｔｉｖｅｐｏｓｉｔｉｖｅｐｒｏｄｕｃｔｏｆＢａｘｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍ

图３　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡

Ｆｉｇ３　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴＵＮＥＬａｓｓａｙ
Ａ：Ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｎｏｒｍａｌＰＣ３ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｌｉｇｈｔｄｙｅｉｎｇｋａｒｙｏｎ；Ｂ：Ｉｎ

ＤＨＡ（２００μｍｏｌ／ｋｇ）ｇｒｏｕｐ，ｍａｎｙｓｃａｔｔｅｒｅｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｗｉｔｈ

ｂｒｏｗｎｋａｒｙｏｎｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ

表１　各组药物处理对Ｂｃｌ２、

Ｂａｘ表达及细胞凋亡的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｓｏｎＢｃｌ２，

Ｂａｘｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｂｃｌ２ Ｂａｘ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅ（％）

ＤＨＡ（μｍｏｌ·ｋｇ－１）

　　１００ ０．０２４±０．０１９△ ０．１０２±０．０２４△ ４５．１９７△

　　２００ ０．０１８±０．００８△ ０．１３１±０．０５７△ ４８．８３４△

ＤＭＳＯ ０．１７９±０．０３２ ０．００１±０．０００ ２．６６６

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．１６２±０．０２８ ０．００１±０．０００ ２．９６２

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．ＤＨＡ：

Ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ；ＤＭＳＯ：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ

　　本研究发现，在一定剂量下，ＤＨＡ可诱导前列
腺癌ＰＣ３细胞凋亡；ＤＨＡ可有效调控凋亡相关基
因Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达，与 Ｙａｍａｃｈｉｋａ等［８］的研究

结果基本一致。细胞凋亡在肿瘤的发生发展中起着
关键性的作用，分子生物学研究表明，细胞凋亡受多
种基因调控，而前列腺癌的发生发展与凋亡相关基
因 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ 的表达情况密切相关［９］。本研究

ＤＨＡ诱导的前列腺癌ＰＣ３细胞凋亡属线粒体介导
途径，其机制可能与下调Ｂｃｌ２、上调Ｂａｘ有关。

　　ＤＨＡ对凋亡相关基因Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的有效调控
成为促凋亡的关键环节。Ｂｃ１２与Ｂａｘ是Ｂｃｌ２家
族中功能相反的两个重要成员，二者的比例决定着
细胞的存亡［１０］。Ｂｃｌ２家族成员的一个显著特征是
家族蛋白质分子之间可形成同源或异源二聚体，

Ｂｃ１２与Ｂａｘ的比例又决定着这些二聚体的形成，
正是这种二聚反应精细地调控着细胞对凋亡的易感

性，决定着细胞的命运。免疫组化结果显示，经

ＤＨＡ干预后ＰＣ３细胞Ｂｃｌ２表达减弱，Ｂａｘ表达增
强，这将使Ｂｃ１２同源二聚体减少，异源二聚体增
多，进而促进肿瘤细胞凋亡，本研究结果充分反映了
这一机制。

　　Ｂａｘ与Ｂｃｌ２的比值，精细地调节着细胞增殖与
凋亡的平衡，同时 ＤＨＡ 可通过下调 Ｂｃ１２、上调

Ｂａｘ来调节线粒体通透性转变通道（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｏｒｅｓ，ＭＰＴＰ）的 开 放，

ＭＰＴＰ是位于线粒体内外膜之间的一种非选择性通
透性转变通道［１１］，Ｂｃｌ２通过Ｃ末端疏水性氨基酸
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锚定于线粒体外膜，而Ｂａｘ则散布于基质中，一些研
究者认为，ＭＰＴＰ的形成是由Ｂｃｌ２家族蛋白与线
粒体外的蛋白相互作用产生的，ＭＰＴＰ的开放是线
粒体凋亡通路的关键步骤［１０，１２］。Ｂａｘ能够促进线粒
体 ＭＰＴＰ开放，释放凋亡因子细胞色素Ｃ，激活半
胱氨酸蛋白酶（Ｃａｓｐａｓｅ）家族，从而进一步激活下游
信号通路并最终引起膜泡形成、核碎裂及细胞凋
亡［１３］；另外也有研究认为Ｂｃｌ２蛋白可以抑制Ｃａ２＋

从内质网中的释放，而Ｂａｘ可促使Ｃａ２＋从内质网中
被释放，ＤＨＡ下调Ｂｃｌ２、上调Ｂａｘ就能引起线粒体
中Ｃａ２＋的超负荷并导致线粒体 ＭＰＴＰ的开放及线
粒体的肿胀，进而线粒体外膜破裂，膜间隙中的促凋
亡蛋白进入细胞质中，导致细胞凋亡［１４１５］。

　　电镜及ＴＵＮＥＬ结果显示，ＰＣ３细胞经ＤＨＡ
处理后，线粒体形态及核物质变化最突出，综合免疫
组化结果，推测ＤＨＡ可能通过某种机制下调Ｂｃｌ２、
上调Ｂａｘ，使二者比例失衡，并能够促进内质网内的

Ｃａ２＋释放［１６］，使线粒体 ＭＰＴＰ开放，最终导致线粒
体外膜破裂、细胞骨架破坏、ＤＮＡ断裂溶解，凋亡物
质释放，启动线粒体凋亡途径，并形成凋亡小体，同
时ＤＨＡ能够使线粒体膜电位去极化，这将增强电
子传递链的功能并提高细胞对药物的敏感性，最终
导致线粒体正常功能的丧失。Ｅｆｆｅｒｔｈ等［１７］也认为

这一凋亡过程属线粒体介导途径，ＤＨＡ通过调节凋
亡相关基因Ｂｃｌ２、Ｂａｘ等，激发线粒体释放细胞色
素Ｃ，同时激活了一系列复杂的凋亡酶系，最终促发
凋亡，本研究结果也充分说明了这一点。

　　本研究中ＤＭＳＯ组与对照组各指标差异均无
统计学意义，这说明ＤＭＳＯ对ＰＣ３细胞凋亡没有
影响；本研究大小剂量组各指标差异虽无有统计学
意义，但实验数据显示大剂量ＤＨＡ对凋亡率及凋
亡相关基因Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的影响较大，这可能预示着
小剂量ＤＨＡ（１００μｍｏｌ／ｋｇ体质量）是动物模型的
最佳剂量，而大剂量（２００μｍｏｌ／ｋｇ体质量）可能已
进入ＤＨＡ疗效的平台期。

　　综上所述，ＤＨＡ对ＰＣ３细胞的影响在细胞水
平上表现为抑制细胞增殖并诱导凋亡，在分子水平
上表现为对凋亡相关基因Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的有效调控，
对其确切机制的研究仍在进行当中，随着研究的不
断深入，ＤＨＡ 有望成为治疗前列腺癌的有效
手段。　　　
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