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　　［摘要］　目的　观察香芹酚对前列腺癌细胞增殖、凋亡以及侵袭的影响，并从丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路探讨其可能的作用机制。方法　采用８０μｍｏｌ／Ｌ浓度的香芹酚干预前列腺癌ＤＵ１４５细胞
（香芹酚组）２４ｈ或者４８ｈ，同时设置不加香芹酚的阴性对照组。ＣＣＫ８法检测细胞在第０、１、２、３、４、５天的生长情况，绘制细

胞生长曲线；流式细胞术检测细胞凋亡情况；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞侵袭能力；ＲＴＰＣＲ以及蛋白质印迹分析检测基质

金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）及其抑制剂ＴＩＭＰ１的表达；蛋白质印迹分析检测聚腺苷二磷酸核糖聚合酶（ＰＡＲＰ）、半胱天冬氨酸蛋

白酶９（ｃａｓｐａｓｅ９）的表达以及细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）、ｐ３８信号通路的激活情况。结果　与阴性对照组比较，香芹酚作
用后前列腺癌细胞ＤＵ１４５活性明显受到抑制，作用的第３天起细胞增殖能力降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。香芹酚作用后，细胞

凋亡率升高（Ｐ＜０．０５），细胞侵袭能力降低（Ｐ＜０．０１），细胞ＴＩＭＰ１、ｃａｓｐａｓｅ９表达升高，ＰＡＲＰ发生裂解，ｐ３８信号被激活，同

时 ＭＭＰ２表达降低，ＥＲＫ信号通路受到抑制。结论　香芹酚能够抑制前列腺癌细胞的增殖和侵袭，诱导其凋亡，其作用与

ＭＡＰＫ信号通路有关。

　　［关键词］　香芹酚；前列腺肿瘤；细胞增殖；细胞凋亡；肿瘤侵润；丝裂原活化蛋白激酶类

　　［中图分类号］　Ｒ７３７．２５　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１４）０３０２８５０６

ＡｎｔｉｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｖａｃｒｏｌｖｉａＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

ＬＩＧａｎｇ，ＭＵＺｈｏｎｇｙｉ，ＨＵＡＮＧＹａｎ，ＦＵＣｈｅｎｇ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＵｒｉｎａｒｙＳｕｒｇｅｒｙ，ＬｉａｏｎｉｎｇＣａｎｃｅｒＨｏｓｐｉｔａｌ＆Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｓｈｅｎｙａｎｇ１１００４２，Ｌｉａｏｎｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１３０９０５　　　　［接受日期］　２０１３１０１４
［基金项目］　辽宁省博士科研启动基金（２０１０１０６０）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＳｔａｒｔｉｎｇＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＤｏｃｔｏｒｓｏｆＬｉａｏｎｉｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ
（２０１０１０６０）．
［作者简介］　李　刚，博士，副主任医师．Ｅｍａｉｌ：ｌｉｔｇａｎｇ＠１６３．ｃｏｍ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：１３８４０２１９９００，Ｅｍａｉｌ：ｆｕ＿ｃｈｅｎｇ９９００＠１６３．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｒｖａｃｒｏｌｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ，ａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＭＡＰＫ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅｒｅｌａｔｅｄ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＰｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＤＵ１４５ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ（ｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ）ｏｒｗｉｔｈｏｕｔ（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）８０

μｍｏｌ／Ｌｃａｒｖａｃｒｏｌｆｏｒ２４ｏｒ４８ｈｏｕｒｓ．ＣＣＫ８ａｓｓａｙａｎｄｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＤＵ１４５ｃｅｌｌｓｏｎ

ｄａｙ０，１，２，３，４ａｎｄ５．ＣｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｂｙＦＡＣＳｍｅｔｈｏｄａｎｄｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ，ｒｅｓｐｅｔｉｖｅｌｙ．ＲＴＰＣＲ

ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９ （ＭＭＰ９）ａｎｄｉｔｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ＴＩＭＰ１．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐｏｌｙ（ＡＤＰ）ｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＰＡＲＰ），ｃａｓｐａｓｅ９，ａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ｋｉｎａｓｅ（ＥＲＫ）ａｎｄｐ３８ｗｅｒｅａｌｓｏｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｃｅｌｌ

ｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｉｎｔｈｅｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｏｎｔｈｅｔｈｉｒｄｄａｙｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＜

０．０５，Ｐ＜０．０１）．ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＤＵ１４５ｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎｃａｐａｂｉｌｉｔｙｏｆＤＵ１４５

ｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＩＭＰ１ａｎｄｃａｓｐａｓｅ９ｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅ

ｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈｆｒａｇｍｅｎｔｅｄＰＲＡＰ，ａｃｔｉｖａｔｅｄｐ３８ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄＭＭＰ２ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃａｒｖａｃｒｏｌｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＤＵ１４５ｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｉｎｖｏｌｖｅｓＭＡＰＫ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃａｒｖａｃｒｏｌ；ｐｒｏｓｔａｔｉｃｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｎｅｏｐｌａｓｍｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ；ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（３）：２８５２９０］



·２８６　　 · 第二军医大学学报　２０１４年３月，第３５卷

　　前列腺癌已成为世界男性第二大恶性肿瘤，在

我国的发病率仅次于膀胱癌和肾癌，高居泌尿系统

恶性肿瘤的第３位，其发病年龄具有年轻化趋势［１］，

严重危害着男性的健康。香芹酚（ｃａｒｖａｃｒｏｌ）是一种

单萜酚，普遍存在于多种天然植物的挥发油中［２３］。

近年来有研究表明香芹酚能够抑制肺癌细胞［４］、肝

癌细胞［５］、乳腺癌细胞［６］、宫颈癌细胞［７］等肿瘤细胞

的增殖并诱导其凋亡，但其作用机制仍未被清晰阐

明，迄今为止尚未见其对前列腺癌作用的报道。因

此，本研究将香芹酚作用于前列腺癌细胞，观察其对

前列腺癌的影响，并从丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏ

ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路探讨

其可能的作用机制，以期为前列腺癌的治疗提供新

的思路。

１　材料和方法

１．１　材料与试剂　香芹酚（纯度９８％）购自Ｓｉｇｍａ

公司；人前列腺癌细胞株ＤＵ１４５购自 ＡＴＣＣ；胎牛

血清购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自

Ｇｉｂｃｏ公司；ＣＣＫ８试剂盒购自碧云天生物技术研

究所；细胞凋亡检测试剂盒购自南京凯基生物科技

发展有限公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ孔板购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；

基质胶购自ＢＤ公司；基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）抗

体、细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ）抗体、ｐＥＲＫ抗体、

ｐ３８抗体、ｐｐ３８ 抗体均购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；

ＴＩＭＰ１（ＭＭＰ９抑制剂）抗体、聚腺苷二磷酸核糖

聚合酶 （ＰＡＲＰ）抗体、半胱天冬氨酸蛋白酶 ９

（ｃａｓｐａｓｅ９）抗体购自北京博奥森生物技术有限公

司；总ＲＮＡ提取试剂盒、ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒、

２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自北京天根生化科技有

限公司，其他药品为国产分析纯。

１．２　细胞培养与分组　ＤＵ１４５细胞接种于含１０％

胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置于３７℃、５％

ＣＯ２的细胞培养箱中培养，每２～３ｄ消化传代一次，

选择处于对数生长期的细胞进行实验。实验分为香

芹酚组（待细胞贴壁后加入８０μｍｏｌ／Ｌ的香芹酚作

用细胞）和阴性对照组（不加香芹酚的细胞）。

１．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　调整细胞密度，按照

每孔３×１０４个细胞接种于９６孔板，每组５个复孔。

结束细胞培养前加入１０μＬＣＣＫ８试剂培养４ｈ，于

细胞培养的０、１、２、３、４、５ｄ收集细胞，测定每孔在

４５０ｎｍ处的光密度值（Ｄ值），绘制细胞生长曲线。

１．４　流式细胞术检测细胞凋亡　调整细胞密度，按

照每孔２×１０５个细胞接种于６孔板，待细胞贴壁后

加入浓度为８０μｍｏｌ／Ｌ的香芹酚，分别于２４ｈ和４８

ｈ收集细胞，加入预冷的ＰＢＳ洗涤２次，用１９５μＬ

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ结合液重悬细胞后加入５μＬＡｎ

ｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ，轻轻混匀，室温避光孵育１０ｍｉｎ。

离心收集细胞，用１９０μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ结合液

重悬细胞，加入１０μＬ碘化丙啶染色液，轻轻混匀后

冰浴避光孵育１０ｍｉｎ，随即上流式细胞仪（美国ＢＤ

公司）检测。

１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞侵袭能力　４℃

解冻基质胶，加入细胞培养液２０μＬ进行稀释并包

被于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室内膜上。用无血清细胞培养液

调整ＤＵ１４５细胞密度，按照每孔２×１０５个细胞接种

至上室，同时加入终浓度为８０μｍｏｌ／Ｌ的香芹酚，下

室加入含有１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，置

于细胞培养箱中培养。分别于２４ｈ和４８ｈ后取出

上室，于４０ｍＬ／Ｌ的甲醛中固定１５ｍｉｎ，晾干后于

苏木精染液中染色３ｍｉｎ，蒸馏水冲洗。倒置显微镜

下计数侵袭细胞个数。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测 ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ的表

达　用总ＲＮＡ提取试剂盒提取两组细胞ＲＮＡ，按

照ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒说明书反转录成ｃＤ

ＮＡ。ＭＭＰ９引物序列：上游５′ＧＣＴＡＣＧＴＧＡ

ＣＣＴＡＴＧＡＣＡＴＣＣＴ３′，下游５′ＴＣＣＴＣＣＡＧＡ

ＡＣＡＧＡＡＴＡＣＣＡＧＴ３′，扩增片段长度１４４ｂｐ。

ＴＩＭＰ１引物序列：上游５′ＣＣＴＧＴＴＧＴＴＧＣＴ

ＧＴＧＧＣＴＧＡＴ３′，下游５′ＡＴＣＣＣＣＴＡＡＧＧＣ

ＴＴＧＧＡＡＣＣ３′，扩增片段长度１９９ｂｐ。βａｃｔｉｎ引

物序列：上游５′ＣＴＴＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣ

ＴＴＴＣＴＴＧ３′，下游５′ＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧ

ＴＴＣＣＡＧＴＴＴ３′，扩增片段长度１５６ｂｐ。ＰＣＲ反

应体系２０μＬ，其中ｃＤＮＡ１μＬ、上下游引物各１

μＬ、２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ７μＬ。

ＰＣＲ反应程序：９５℃５ｍｉｎ；９５℃２０ｓ、５８℃２０ｓ、

７２℃３０ｓ，３０个循环；７２℃５ｍｉｎ结束反应。反应产
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物于１％琼脂糖凝胶上进行电泳。

１．７　蛋白质印迹分析检测相关蛋白的表达　收集

两组细胞，加入ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ法进

行蛋白定量并调平。取各组总蛋白４０μｇ进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ，电泳结束后电转印至ＰＶＤＦ膜上。加入５％

脱脂奶粉室温封闭１ｈ，加入稀释的一抗［ＭＭＰ９

（１５００）、ＴＩＭＰ１（１５００）、ＰＡＲＰ（１４００）、

ｃａｓｐａｓｅ９（１８００）、ＥＲＫ（１４００）、ｐＥＲＫ（１

４００）、ｐ３８（１４００）、ｐｐ３８（１４００）］，４℃孵育过夜。

加入１５０００稀释的二抗，３７℃孵育１ｈ，ＥＣＬ法进

行底物发光，曝光成像后扫描入电脑进行灰度分析。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计

分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验，检验

水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　 香 芹酚 对前列 腺 癌 细 胞 增 殖 的 抑 制 作

用　ＣＣＫ８法检测结果（图１）显示，经８０μｍｏｌ／Ｌ香

芹酚作用后前列腺癌细胞ＤＵ１４５增殖明显受到抑制，

自香芹酚作用的第３天开始细胞增殖能力低于阴性

对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

图１　香芹酚（８０μｍｏｌ／Ｌ）对前列腺癌

ＤＵ１４５细胞增殖的抑制作用

Ｆｉｇ１　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆ８０μｍｏｌ／Ｌｃａｒｖａｃｒｏｌ

ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＤＵ１４５
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝５，珔ｘ±ｓ

２．２　香芹酚对前列腺癌细胞凋亡的影响　流式细

胞术检测细胞凋亡结果（图２）显示，８０μｍｏｌ／Ｌ香芹

酚作用ＤＵ１４５细胞２４ｈ和４８ｈ，细胞凋亡率分别为

（２４．９８±２．４１）％、（６４．２０±２．１１）％，均高于阴性对

照组［２４ｈ：（８．５９±０．９５）％；４８ｈ：（１２．１８±

１．５０）％］，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图２　香芹酚（８０μｍｏｌ／Ｌ）对前列腺癌ＤＵ１４５细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ８０μｍｏｌ／ＬｃａｒｖａｃｒｏｌｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＤＵ１４５

Ａ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（２４ｈ）；Ｂ：Ｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ（２４ｈ）；Ｃ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（４８ｈ）；Ｄ：Ｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ（４８ｈ）

２．３　香芹酚对前列腺癌细胞侵袭的影响　Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验结果见图３。由计数结果可知，

８０μｍｏｌ／Ｌ香芹酚作用 ＤＵ１４５细胞２４ｈ和４８ｈ

后，侵袭细胞数分别为（３６．００±３．６１）个、（１９．６７±

１．５３）个，均低于阴性对照组［２４ｈ：（８８．３３±２．５２）

个；４８ｈ：（１０６．３３±４．７３）个］，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。

２．４　香芹酚对前列腺癌细胞 ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１表

达的影响　ＲＴＰＣＲ 以及蛋白质印迹分析检测

ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１的 ｍＲＮＡ以及蛋白表达结果见图

４。经８０μｍｏｌ／Ｌ香芹酚作用ＤＵ１４５细胞２４ｈ和

４８ｈ后，ＭＭＰ９的表达明显降低，而ＴＩＭＰ１的表

达明显升高。

２．５　香芹酚对前列腺癌细胞ＰＡＲＰ、ｃａｓｐａｓｅ９表达

的影响　蛋白质印迹分析（图５）结果显示，经８０

μｍｏｌ／Ｌ香芹酚作用ＤＵ１４５细胞２４ｈ和４８ｈ后，细
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胞均出现相对分子质量为８５０００的ＰＡＲＰ裂解片

段，而阴性对照组仅检测到相对分子质量为１１６０００

的ＰＡＲＰ蛋白；与阴性对照组相比，８０μｍｏｌ／Ｌ香芹

酚组ｃａｓｐａｓｅ９的表达升高。

图３　香芹酚（８０μｍｏｌ／Ｌ）对前列腺癌ＤＵ１４５细胞侵袭能力的影响

Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ８０μｍｏｌ／ＬｃａｒｖａｃｒｏｌｏｎｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＤＵ１４５

Ａ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（２４ｈ）；Ｂ：Ｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ（２４ｈ）；Ｃ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（４８ｈ）；Ｄ：Ｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ（４８ｈ）．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图４　香芹酚（８０μｍｏｌ／Ｌ）对前列腺癌ＤＵ１４５
细胞 ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１表达的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ８０μｍｏｌ／Ｌｃａｒｖａｃｒｏｌｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＭＭＰ９ａｎｄＴＩＭＰ１ｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＤＵ１４５

Ａ：ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ：Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．１：Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（２４ｈ）；２：Ｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ（２４ｈ）；３：Ｎｅｇａ

ｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（４８ｈ）；４：Ｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ（４８ｈ）

图５　香芹酚（８０μｍｏｌ／Ｌ）对前列腺癌ＤＵ１４５细胞

ＰＡＲＰ、ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达的影响

Ｆｉｇ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ８０μｍｏｌ／Ｌｃａｒｖａｃｒｏｌｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＰＡＲＰａｎｄｃａｓｐａｓｅ９ｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＤＵ１４５

１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（２４ｈ）；２：Ｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ（２４ｈ）；

３：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（４８ｈ）；４：Ｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ（４８ｈ）

２．６　香芹酚对前列腺癌细胞 ＭＡＰＫ信号通路的影

响　蛋白质印迹分析结果（图６）显示，两组细胞总

ＥＲＫ以及总ｐ３８的表达无明显变化，８０μｍｏｌ／Ｌ香

芹酚作用后ｐＥＲＫ表达有所降低，而ｐｐ３８的表达

有所升高，表明香芹酚抑制了ＥＲＫ的激活，同时促

进了ｐ３８的激活。

图６　香芹酚（８０μｍｏｌ／Ｌ）对 ＭＡＰＫ

信号通路蛋白表达的影响

Ｆｉｇ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ８０μｍｏｌ／Ｌｃａｒｖａｃｒｏｌｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

ｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓＤＵ１４５

ＭＡＰＫ：Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ．１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎ

ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（２４ｈ）；２：Ｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ（２４ｈ）；３：Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（４８ｈ）；４：Ｃａｒｖａｃｒｏｌｇｒｏｕｐ（４８ｈ）

３　讨　论

　　香芹酚化学名称５异丙基２甲基苯酚，又名异

麝香草酚，是牛至油以及百里香油的主要成分，是一
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种安全的食品添加剂，常应用于糖果、饮料和口香糖

的生产中［８］。研究表明，香芹酚有着广泛的生物活

性，包括抗炎［９］、抗氧化［１０］以及抗肿瘤［４７］等。Ｍｅｈ

ｄｉ等［７］将香芹酚作用于宫颈癌 ＨｅＬａ细胞和ＳｉＨａ
细胞，结果显示细胞增殖能力呈剂量依赖性降低，同

时ＤＮＡ断裂，出现细胞凋亡，证明香芹酚在宫颈癌

细胞中的细胞毒性作用。Ｙｉｎ等［５］将不同浓度的香

芹酚作用于肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２，同样检测到细胞增

殖的抑制以及凋亡的增加。本实验室前期采用不同

浓度的香芹酚作用于ＤＵ１４５细胞，ＭＴＴ法确定了

其最适用浓度为８０μｍｏｌ／Ｌ。本研究采用最适浓度

的香芹酚作用于前列腺癌细胞，结果显示细胞活性

明显受到抑制，自作用的第３天起细胞增殖能力显

著低于阴性对照组，同时在其作用的２４ｈ即检测到

细胞凋亡的增加，表明香芹酚也具有一定的抗前列

腺癌作用。

　　细胞内的一系列凋亡级联反应中均有半胱天冬

酶ｃａｓｐａｓｅ的参与，其中ｃａｓｐａｓｅ９为下游重要的效

应酶。ＰＲＡＰ在维持ＤＮＡ完整性上发挥着重要作

用并被作为细胞凋亡的标志。若ＰＲＡＰ发生降解则

失去对ＤＮＡ完整性的保护作用，使核酸内切酶活性

增高，裂解核小体间的ＤＮＡ，从而引发细胞凋亡［１１］。

本研究中香芹酚作用后前列腺癌细胞中ＰＲＡＰ出现

了相对分子质量为８５０００的片段，同时ｃａｓｐａｓｅ９表

达升高，而阴性对照组未发生明显变化，进一步表明

香芹酚具有诱导肿瘤细胞凋亡的作用。

　　ＭＡＰＫ信号通路主要包括ＥＲＫ、ｐ３８以及ＪＮＫ

３条通路，在细胞增殖、凋亡以及分化过程中发挥着

重要作用［１２１３］。研究表明，肿瘤组织中ＥＲＫ通路常

处于异常的激活状态［１４１５］，ｐ３８信号则参与多种细

胞凋亡途径，ｐ３８的激活能够诱导ｃＭｙｃ、ｐ５３以及

Ｆａｓ／ＦａｓＬ等多种凋亡相关蛋白的表达，从而诱导凋

亡［１６１７］。ＥＲＫ通路的激活能够抑制细胞的凋亡，而

抑制ＥＲＫ信号通路能够诱导细胞凋亡。有学者将

香芹酚作用于肝癌细胞，检测到ｐＥＲＫ的表达显著

降低，同时ｐｐ３８显著升高，而ＪＮＫ未发生明显变

化［５］。本研究中香芹酚作用后同样检测到ＥＲＫ活

性的降低，ｐ３８活性的升高，表明香芹酚诱导前列癌

细胞凋亡的过程可能与ＥＲＫ以及ｐ３８信号通路密

切相关。

　　前列腺癌极易发生转移且目前尚无有效的治疗

手段。肿瘤细胞侵袭转移为一个多步骤的生物学过

程，其中细胞外基质和基底膜的降解是肿瘤转移的

重要环节，基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）及其抑制剂

（ＴＩＭＰｓ）在此过程中发挥着关键作用［１８１９］。本研究

将香芹酚作用于侵袭能力较强的雄激素非依赖性前

列腺癌细胞株ＤＵ１４５，结果香芹酚组细胞侵袭能力

显著降低，同时 ＭＭＰ９表达受到抑制而ＴＩＭＰ１表

达升高，提示香芹酚在抑制前列腺癌细胞侵袭的过

程中也发挥着一定的作用。ＥＲＫ信号转导通路参

与 ＭＭＰｓ表达的调节，抑制ＥＲＫ的激活能够阻碍

肿瘤的侵袭［２０］，据此推测香芹酚抑制前列腺癌侵袭

的作用可能与ＥＲＫ通路的抑制有关，但此过程是否

还有其他通路的参与及其详细的作用机制还有待于

进一步研究。
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商素芳

·消　息·

我校长海医院戴生明课题组发现大麻素Ⅱ型受体可能成为类风湿关节炎治疗的
新靶点

　　近日，第二军医大学长海医院风湿免疫科戴生明教授领衔的课题组在类风湿关节炎研究领域获得新的突破，发现大麻素

Ⅱ型受体可能成为类风湿关节炎的一个潜在治疗靶点。这一研究结果于２０１４年１月１７日被Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ（Ｏｘｆｏｒｄ）在线预

发表，立即引起国际同行高度关注，并被Ｎａｔｕｒｅ子刊ＮａｔｕｒｅＲｅｖｉｅｗＲｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ作为研究亮点进行推介。

　　该课题受到国家自然科学基金资助，课题组发现类风湿关节炎患者的滑膜组织和成纤维样滑膜细胞表达大麻素Ⅱ型受

体。在炎症环境下，体外培养的类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞大麻素Ⅱ型受体的表达水平升高，该受体的选择性激动剂可

抑制炎症环境下成纤维样滑膜细胞增殖，并抑制其产生致炎因子和基质金属蛋白酶。

　　尽管大麻具有成瘾性，但近年研究发现大麻的成瘾性由Ⅰ型受体介导，而Ⅱ型受体没有精神作用。因此，选择性Ⅱ型受体

激动剂在发挥治疗作用时不会产生成瘾性。该课题组的研究结果为大麻素Ⅱ型受体作为类风湿关节炎的治疗靶点提供了证据。
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