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摘要 目的 探讨复方中药紫龙金（简称紫龙金）对雄激素依赖型人前列腺癌细胞系<!=5>的体外作
用机制。方法 应用?--法、流式细胞术和显微荧光术测定紫龙金对<!=5>的增殖、细胞周期分布和诱
导凋亡的影响，应用@-3>=@方法检测前列腺特异性抗原基因（>AB）和雄激素受体（B@），凋亡相关基因C;/3
)和C5D蛋白表达的影响；应用 E.:F.G8C/"F方法测定对C;/3)和C5D蛋白表达的影响。结果 紫龙金对

<!=5>细胞具有时间和剂量依赖性增殖抑制、H(／H+期阻滞和诱导凋亡作用，作用0)I时J=1(为(#0%4K／

4/；紫龙金可以下调前列腺特异性标志基因>AB、B@和凋亡相关基因C;/3)的表达，降低C;/3)蛋白表达，对

C5D蛋白表达无明显作用。结论 紫龙金可以通过抑制<!=5>细胞增殖、H(／H+期阻滞、诱导凋亡、下调

>AB、B@和C;/3)基因表达，降低C;/3)蛋白表达等作用机制发挥抗肿瘤作用。
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目前已有的各种治疗方法对晚期前列腺癌患者的

疗效都不满意，需要寻找新的临床治疗途径〔+〕。中草

药是其中最具前景的药物之一。复方中药紫龙金（原

名白龙片，下简称紫龙金）在临床应用中初步显示出对

晚期前列腺癌有效。本研究探讨了紫龙金对前列腺癌

细胞系<!=5>的体外作用机制，为其在前列腺癌患者

的临床应用提供理论基础。

材料与方法

+ 细胞来源及培养 雄激素依赖型人前列腺癌
细胞系<!=5>由北京大学泌尿外科研究所提供。用
含+(X胎牛血清（YO;/"8.公司产品）的@>?J+*&(
培养基（HJZ=[公司产品），在$0\，1X=[)培养箱中
培养。

) 紫龙金工作液配制 紫龙金（由白英、龙葵、黄
芪、当归等中药组成，制成粉剂，中新药业天津中药制

药厂提供）。将粉剂溶于双蒸水中，高压灭菌促溶后，

离心取上清配制成(#$、(#1、+#(4K／4/紫龙金工
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作液。

! 紫龙金对"#$%&细胞的增殖抑制作用 采用

’((法测定，即取对数生长期 "#$%& 细胞，每
孔)***个细胞传于+,孔培养板，-).后对照组换培
养液，实验组加入不同浓度的紫龙金，于-)、)/和0-.
后应用 ’((法比色检测细胞活力。每孔中加入

’((（1234%公司产品）5*!6（-7543／46），培养).后
吸去培养液，加8’19:**!6，摇床振荡使蓝紫色沉淀
颗粒完全溶解，在酶标仪（;2<=>%?55*）上测定98值，
计算细胞存活率，绘制曲线并计算@$5*，细胞存活率
（A）B实验组的98值／对照组的98值C:**A。

) 细胞周期分布和凋亡比例检测 应用流式细
胞技术，即收集作用到预定时间的"#$%&细胞，0*A
冷乙醇)D固定-).以上，上机前用&;1洗!次，加

:**!3／46>#E 酶（1234%公司产品），!0D 消化

!*42F，酶切>#E；加5*!3／46碘化丙啶（&@，1234%公
司产品），避光)D染色!*42F以上，经尼龙网过滤后，
用流式细胞仪（G&@$1H"，$9I"(G>公司产品）测
定，计算出细胞周期分布和凋亡情况。

5 细胞染色质凝集观察 采用显微荧光术，即收
集作用到预定条件的"#$%&细胞，以8#E特异性结
合的荧光染料J<KL.MN=!!!)-（1234%公司产品）-!3／

46及终浓度为)*!3／46的&@于!0D染色:*42F。滴
片后在荧光显微镜（96O4PQM公司产品）下紫外光激发
观察细胞核8#E荧光，区别正常、坏死与凋亡细胞，
计数-*个视野（总细胞数!-**个），统计凋亡细胞占
总细胞数的百分比，并拍摄照片。

, 前列腺特异性抗原（PR<N%N2LMPKL2S2L%FN23KF，

&1E）、雄激素受体（%F?R<3KFRKLKPN<R，E>）、TL6=-和

T%U基因4>#E水平表达检测 采用>(=&$>法，即
收集作用到预定时间的"#$%&细胞，按1V(<N%6
>#E@M<6%N2<F1OMNK4试剂盒（&R<4K3%公司产品）说
明书提取总>#E。分光光度法测定>#E浓度后取

:!3 应 用 >KWKRMK (R%FMLR2PN2<F 1OMNK4 试 剂 盒
（&R<4K3%公司产品）进行逆转录反应，第一链L8#E
于X-*D保存。应用9423%-7*软件进行引物设计，
各基因引物特征见表:。按&$>’%MNKR’2U（&R<4K3%
公司产品）说明书进行&$>反应，反应条件为：+)D，

)42F；+)D，)5M；5,7/"5+7,D，)5M；0-D，,*M（-5X!-
个循环）；0-D，542F；)D保存。&$>产物在:7-A的
琼脂糖凝胶中5*V电压下电泳约!*42F后，用IV&
@4%3KMN<RK05**（"2SK1L2KFLK）成像系统成像，分析条
带。选用#=%LN2F为内参照基因。

0 TL6=-和T%U蛋白表达测定 采用YKMNKRF

表! 各基因引物特征

基因名称 引物碱基序列
退火温度

（D）
循环数

&$>产物

大小（TP）

&1E 5’=$(ZE$(Z($EEZ$(ZEZZ=!’ 5/7: -5 )0*

5’=ZEEZEEZZEZZ(Z($(ZZ=!’

E> 5’=E$EEZ($$$ZZE(Z(E$EZ$=!’ 507/ -5 5+!

5’=EZ$$$EZ$EEE(EZEE(($EZZ=!’

TL6=- 5’=EZE(ZZ$ZEE(ZE$$EZ$=!’ 5,7/ !- 500

5’=$EZZ(EE$EEEE$$$$E$EZ$=!’

T%U 5’=Z((($E($$EZZE($ZEZ$=!’ 5+7, !- !)5

5’=ZZEEZ($$EE(Z($$EZ$=!’

#=%LN2F 5’=E$$EE$(ZZZE$ZE$E(ZZ=!’ 5+7, -5 -*!

5’XZ$Z(E$EZZZE(EZ$E$EZ$=!’

T6<N方法。作用到预定条件的"#$%&细胞，用单去
污蛋白裂解缓冲液裂解，提取总蛋白，应用;R%?S<R?比
色法测定蛋白浓度后取)*!3蛋白样品经:5A181X
聚丙烯酰胺凝胶/V／L4电压进行电泳分离，之后电转
移至硝酸纤维素滤膜（1[1公司产品）上，分别与TL6=-
和T%U抗体（1%FN%$RQ\公司产品）进行反应，以#=%LN2F
为内参照。应用G$"YKMNKRF;6<N化学发光试剂盒
（E4KRM.%4&.%R4%L2%公司产品）检测信号。

/ 统计学方法 应用1&11:*7*软件进行统计
学分析，两组间均数比较应用!检验，两组以上均数比
较应用方差分析。

结 果

: 紫龙金对"#$%&的增殖抑制作用 见图:。
紫龙金对"#$%&的增殖抑制作用具有时间依赖性和
剂量依赖性，即紫龙金作用0-.对"#$%&的@$5*为

*]0+43／46。

- 紫龙金对"#$%&细胞周期分布和诱导凋亡的
作用 流式细胞术检测显示紫龙金诱导凋亡作用也具

有时间依赖性和剂量依赖性，直方图（图略）中可以观

察到小凋亡峰；紫龙金作用后Z*／Z:期细胞比例增
加，Z-／’期比例降低，对1期无明显影响（见表-、
表!）。
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表! 不同剂量紫龙金对!"#$%细胞周期
分布和凋亡比例的影响 （&）

组 别
作用时间

（’）
()／(* + (,／- 凋亡比例

对 照 , ./01) *203)*.04) )0.,
紫龙金)0356／57 , .10.)! ,*0)) 108)!3041!

)0/56／57 , 230,)! *.0,)*)0.)!80,4!

*0)56／57 , 2304)! *801)**08)!**03)!

注：与对照组比较，!!")9)/
表" #0/56／57紫龙金作用不同时间对!"#$%细胞

周期分布和凋亡比例的影响 （&）

组别
作用时间
（’） ()／(* + (,／- 凋亡比例

对照 , ./01) *203) *.04) )0.,
紫龙金 , 230,)! *.0,) *)0.)! 80,4!
对照 8 ..0,) *201) */01) )01,
紫龙金 8 2,04)! *20.) 10.)! /041!
对照 . .101) *10)) **0*) )0.*
紫龙金 . 2*0)) *408) *)0.) *40.)!

注：与对照组同期比较，!!")9)/

3 紫龙金对细胞及染色质凝集状态的影响

!"#$%细胞随紫龙金作用浓度增高出现不同程度的
凋亡改变，光镜下观察细胞收缩变圆，脱离培养瓶壁，

悬浮到培养液中，荧光显微镜观察到典型凋亡细胞染

色质凝集成点状或斑块状，坏死细胞被%:红染。计数
结果显示对照组、紫龙金)03、)0/和*0)56／57作用,
天后典型凋亡细胞比例分别为（*0);)04）&、（80/;
30,）&、（40/;80*）&和（*.0);.0.）&，组间比较差
异有显著性（!")0)*）。

8 紫龙金对<=、%+<、>?7@,和>$A基因5="<
水平表达的影响 =B@%#=结果显示，紫龙金可以下
调%+<、<=和>?7@,基因的表达，随紫龙金作用浓度
增加其下调作用增强；紫龙金对>$A基因表达没有明
显影响（见图,）。

/ 紫龙金对>?7@,和>$A蛋白表达的影响 与对
照组比较，紫龙金)0356／57和)0/56／57作用,天后

>?7@,蛋白表达水平降低，>$A蛋白表达水平变化不明
显（见图3）。紫龙金在蛋白水平对>?7@,和>$A的影
响与5="<水平相一致。

讨 论

前列腺癌在欧美地区是男性发病率最高的恶性肿

瘤，在我国其发病率也呈上升趋势。流行病学调查显

示饮食因素与前列腺癌的发生有很强的相关性。提示

植物制剂可能对前列腺癌的预防、治疗和防止肿瘤进

展方面有一定的作用。因此，近些年复方中药在东西

方国家越来越广泛地用于治疗前列腺癌〔,〕。

紫龙金由白英、龙葵、黄芪、当归等中药组成，具有

益气养血、清热解毒和化瘀消 的功效；临床研究显示

与细胞毒化疗药物联合应用于肺癌、结肠癌、乳腺癌、

胃癌等多种中晚期肿瘤患者具有明显减毒增效作

用〔3〕。对胃肠道肿瘤研究显示紫龙金具有体外抑制增

殖，促进肿瘤细胞分化的作用，可以多靶位综合调节癌

细胞的各层次分子，发挥正负平衡调节作用。如使两

条膜信号传导通路中的?<-%@%C<上调，D<(@%C#
下调；可以抑制癌基因?@E@F$G和?@5H?表达，增强抑
癌基因I/3、I*.、=>表达等

〔8—.〕。紫龙金对转移性前

列腺癌细胞%#@3-@*J4具有抑制增殖和降低侵袭能
力的作用〔2〕。

本研究结果显示紫龙金对!"#$%细胞具有明显
的体外增殖抑制活性，可以使!"#$%细胞阻滞在

()／(*期，此外还具有一定程度的诱导凋亡作用。通

过D"<特异性结合的荧光染料EKL?MGN@3338,和%:
联染，观察到典型的凋亡细胞染色质聚集改变。提示

紫龙金可以通过周期阻滞和诱导凋亡途径发挥增殖抑

·3,.·中国中西医结合杂志,))8年2月第,8卷第2期#O:BP-，OQ7H,))8，RK70,8，"K02
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制活性进而达到抗肿瘤作用。

!"#$%细胞表达&’，其增殖呈雄激素依赖性，

&’表达下调会降低!"#$%细胞对雄激素的反应。
同时&’通过与%(&启动子区域的特异性序列结合
对%(&转录活性进行调控，增强%(&的转录活性〔)〕。
目前公认%(&水平反应前列腺癌患者的肿瘤负荷，

%(&水平降低与前列腺癌患者的预后改善相关，因而

%(&水平成为前列腺癌临床治疗中非常重要的疗效
评定指标。本研究显示紫龙金可以降低前列腺特异性

基因%(&、&’表达，提示紫龙金可能通过下调&’途
径导致%(&转录合成降低，发挥治疗前列腺癌的
作用。

诱导凋亡是治疗肿瘤的重要途径之一，*+,-.家族
中的*+,-.和*$/是调控凋亡的重要基因，绝大多数细
胞中*+,-.都可以抑制细胞凋亡，而*$/可以促进凋
亡〔0〕。有研究发现，正常的前列腺上皮细胞在发展为

雄激素依赖性和非依赖性癌的过程中*+,-.表达逐渐
升高〔12〕。!"#$%细胞中*+,-.过表达会促使其向雄激
素非依赖型转化，并增加其恶性度〔11〕。相反，应用反

义寡核苷酸封闭*+,-.基因，使*+,-.表达下调可以促
进!"#$%细胞凋亡，并且可以抵消雄激素的保护作
用〔1.〕。本研究发现紫龙金可以通过下调细胞凋亡抑

制基因*+,-.以及降低其蛋白表达途径促进!"#$%凋
亡发挥治疗作用。
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