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·论 著·

鹤草酚介导caspase 3相关凋亡抑制前列腺癌细胞
在体内外的增殖

（宁波市北仑区人民医院 泌尿外科，浙江 宁波 315800）

【摘 要】目的 探讨鹤草酚对前列腺癌细胞增殖、细胞周期和凋亡的影响。方法 通过细胞计数、菌落形成实验、

细胞周期实验、细胞凋亡实验等检测细胞增殖、细胞周期和细胞凋亡的变化。通过蛋白印迹法（western blotting）检测

细胞凋亡相关蛋白的表达。通过荷瘤裸鼠异种移植瘤模型研究鹤草酚在体内对肿瘤发生的影响。结果 鹤草酚抑

制了DU145细胞和PC-3细胞的增殖，降低了细胞存活率。与对照组相比，经鹤草酚处理后，S期DU145细胞和PC-3

细胞的比例增加，而 G2/M 期细胞的比例降低。鹤草酚通过激活 caspase 3 相关的线粒体依赖性凋亡通路，促进

DU145细胞和PC-3细胞凋亡。体内实验证实，鹤草酚能减缓前列腺癌细胞的形成，延长移植瘤荷瘤裸鼠的生存

时间。结论 鹤草酚是一种潜在抗癌药物，它通过激活凋亡通路，来抑制前列腺癌细胞的增殖和细胞周期进展。
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【Abstract】Objective To investigate the effects of agrimophol on the proliferation, cell cycle and apoptosis of prostate

cancer cells. Methods The changes of cell proliferation, cell cycle and apoptosis were detected by cell count, colony formation

test, cell cycle test and apoptosis test.Western blotting was used to detect the expression of apoptosis related proteins.The effect

of Crane Herb Phenol on tumorigenesis in vivo was studied by xenograft tumor model in mice. Results Crane grass phenol in-

hibited the proliferation of DU145 cells and PC-3 cells, and reduced the cell survival rate.Compared with the control group,

DU145 cells and PC-3 cells in S phase after treatment with Crane Herb Phenol.The proportion of cells increased, while the pro-

portion of cells in G2/M phase decreased.Crane grass phenol promotes apoptosis of DU145 cells and PC-3 cells by activating

caspase 3 related mitochondrial dependent apoptosis pathway.The in vivo experiments have proved that Crane Herb Phenol can

slow down the formation of prostate cancer cells and prolong the survival time of transplanted tumor mice. Conclusions Agri-

mophol is a potential anticancer drug that inhibits the proliferation of prostate cancer cells and the progression of cell cycle by

activating the apoptotic pathway.
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AGRIMOPHOL MEDIATED CASPASE 3 ASSOCIATED
APOPTOSIS INHIBITS THE PROLIFERATION OF

PROSTATE CANCER CELLS IN VITRO AND IN VIVO

ZHOU Liang, YU Qin, LIU Weihua, SU Yaowu, LU Jianjun*

( Department of Urology, People’s Hospital of Beilun District, Ningbo 315800，China )

前列腺癌是男性泌尿系肿瘤中常见的恶性肿
瘤之一，发病率和病死率都很高。前列腺癌严重危
害男性健康，而且治疗费用昂贵[1]。目前，受人口老

龄化的影响，前列腺癌已经成为中国男性泌尿系统
的第六大恶性肿瘤[2]。然而，由于前列腺癌的早期
症状不典型，且筛查相对滞后，约有5%的患者在就
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诊时已经发生远处转移[3]。传统的治疗方法是雄激
素剥夺疗法，包括药物去势和手术去势。它们通过
阻断雄激素和其受体结合，抑制前列腺肿瘤的生
长，并减少前列腺特异性抗原的产生，从而提高患
者的生活质量和延长患者生存期[4]。大多数患者能
从去势治疗中获益，但在治疗20~30个月后，许多患
者会转向去势抵抗性前列腺癌，导致目前的中位生
存时间只有20个月左右，治疗效果较差[5]。因此，探
索前列腺癌的新疗法至关重要。

蔷薇科植物仙鹤草（Agrimonia pilosa Ledeb）[6，7]

的 活 性 成 分（agrimonium citrate，Agrimonia pilosa
Ledeb）可以降低血糖、血压，增强免疫功能[8~10]。并
且，鹤草酚可以与结核分枝杆菌（Mtb）蛋白Rv3852
相互作用，改变巨噬细胞中结核分枝杆菌的免疫稳
态[11]。此外，仙鹤草在体内外对部分肿瘤细胞的生
长有抑制作用[12，13]，但其活性成分鹤草酚在抗肿瘤
中的作用及机制尚未被报道过。

本研究中发现，鹤草酚对前列腺癌细胞（DU145
细胞和PC3细胞）有显著抑制作用，它能将前列腺
癌细胞周期阻断在S期，并促进细胞凋亡。鹤草酚
还通过诱导细胞凋亡，减缓了荷瘤小鼠前列腺癌的
进展。这些结果证实了鹤草酚在治疗和抑制前列
腺癌方面的潜力。

1 材料和方法

1.1 细胞系与材料

从中国科学院细胞库（american type culture
collection，ATCC）中获得正常前列腺上皮细胞
RWPE-1、前列腺癌细胞株（DU145和PC-3等多种
肿瘤细胞株）。在37 ℃、5% CO2条件下，将所有细
胞在含有DMEM或RPMI-1640（Gibco）的10%胎牛
血清（FBS）中培养。使用的抗体包括 cyclin B1
（Abcam，ab2949），cyclin A（Abcam， ab2097），
CDC25C（Abcam，ab32444），GAPDH（CST，#5174），
Bcl-xl（CST，#2764），Bad（CST，#9292），caspase 3
（CST，#9662），cleaved- caspase 3（CST，#9664），
PARP（CST，#9532），cleaved- PARP（CST，#5625），
KI67（CST，#12202）。鹤草酚购自国家药品和生物
制品控制研究所，HPLC测定纯度≥ 95%。将鹤草酚
溶解在400 mM的二甲亚砜（DMSO）中，保存温度
为-20 °C。使用前，立即用新鲜的完全培养基稀
释。对照组使用等体积DMSO（终浓度<0.1%）。
1.2 MTT实验

经胰蛋白酶处理后，以5×103细胞/孔的密度，
将细胞加入到一个96孔板中（Corning，美国）。细胞

培养过夜后，加入含有不同浓度（0、5 μM、10 μM、
20 μM、40 μM、80 μM、100 μM）鹤草酚的新鲜培养
基，再继续培养 24 h、48 h 和 72 h。将 20 μL MTT
（Sigma-Aldrich）溶解在5 mg/mLPBS后，直接加到所
有的孔中，随后，将96孔板在 37 °C下继续培养4 h。
去除上清液后，将形成的甲臜晶体溶解在100 μL
DMSO溶液中。用全自动定量绘图酶标仪（Bio-Tek，
美国）记录在490 nm的光密度值（optical density，OD）。
用0~500 μmol/L鹤草酚处理多种人癌细胞48 h。采
用MTT法评估鹤草酚的细胞毒性，并计算其对多个
细胞系的IC50值。结果来自至少3个独立的实验。
1.3 细胞集落形成实验

每组中的经鹤草酚处理后处于对数生长期的
前列腺癌细胞用0.25%胰蛋白酶消化，形成单细胞
悬液，随后以200个细胞/皿的密度种在12孔板上。
在37 ℃、5% CO2条件的细胞培养箱中，培养2~3周。
当菌落肉眼可见时结束培养，丢弃上清液，用PBS
冲洗细胞2次。随后用1 mL 4%多聚甲醛固定细胞
15 min，再用0.1%结晶紫染色液染色30 min。在拍
照和进行菌落计数前用水冲洗孔板。
1.4 细胞周期实验

离心，收集经鹤草酚处理的前列腺癌细胞，用
预冷的PBS洗涤2次。将预冷的70%乙醇加入细胞
中，在4 ℃下固定过夜。用1 mL PBS和500 μLPBS
（50 μg/mL 碘化丙啶、100 μg/mL RNase A 和 0.2%
Triton X-100）清洗细胞，4℃避光孵育30 min。BD
流式细胞仪用于标准的细胞周期程序，计数2万个
细胞。最后，利用ModFit软件对结果进行分析。
1.5 细胞凋亡实验

经鹤草酚处理的前列腺癌细胞用PBS缓冲液
清洗一次。随后将FITC-Annexin V和PI加入缓冲
液中，至最终浓度为1 μg/mL，在室温、黑暗条件下
孵育10~15 min。使用流式细胞仪，在488 nm处测
量荧光值，收集FITC荧光和PI-PE信号。最后，利
用Flowjo软件对结果进行分析。
1.6 线粒体膜电位检测

采用线粒体膜电位检测试剂盒JC-1（Sigma）检
测线粒体膜电位。在药物治疗后的贴壁前列腺癌细
胞中，加入1 mL JC-1染色液，在37 ℃下孵化20 min，
用缓冲液清洗2次，并用荧光显微镜或激光共聚
焦显微镜观察。检测JC-1单体时，激发光设置为
490 nm，发射光设置为540 nm；检测JC-1聚合物时，
激发光设置为525 nm，发射光设置为590 nm。绿色荧
光的出现时，表明线粒体膜电位下降，细胞可能处
于凋亡的早期阶段。
1.7 异种移植瘤实验
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图1 鹤草酚能显著抑制体外培养的前列腺癌细胞的增殖

Fig.1 Eugenol can significantly inhibit the

proliferation of prostate cancer cells cultured in vitro

A.分别用不同浓度鹤草酚（0、5 μM、10 μM、20 μM、40 μM、

80 μM、100 μM）处理48 h后，测定PC-3、DU145和RWPE-1细

胞的细胞活力；B. 用15 μM 鹤草酚处理24 h、48 h、72 h后，

每天测定PC-3、DU145和RWPE-1细胞的细胞活力；C. 用

15 μM 鹤草酚处理48 h后，对PC-3和DU145细胞开展细胞

菌落形成实验，图片显示了每一组的菌落形成情况；D. 统计

每组的菌落数量；E. 统计各组的平均菌落大小。

A.The cell growth of PC- 3，DU145 and RWPE- 1 was

measured after treating with different concentrations of Eugenol

(0, 5 μM, 10 μM, 20 μM, 40 μM, 80 μM, 100 μM) for 48 h.

B.The cell growth of PC-3, DU145 and RWPE-1 was measured

daily after treating with 15 μM Eugenol for 24, 48 and 72 h. C.

The cell cloning assay of PC-3 and DU145 was measured after

treating with 15 μM Eugenol for 48 h. The images show the for-

mation of colonies in each group. D.The number of colonies in

each group was counted. E.The average colony size of each

group was calculated.

在 BALB/c荷瘤裸鼠的皮下注射DU145细胞，
进行细胞体外克隆形成实验。7 d后，选取肿瘤大
小相近的荷瘤裸鼠，静脉注射不同剂量的鹤草酚
（0 mg/kg、30 mg/kg、60 mg/kg），每2~3 d记录肿瘤大
小。21 d后，安乐死裸鼠，称量每个肿瘤并拍照。
同时进行一组平行实验，以检测经鹤草酚处理后的
裸鼠的存活率的变化。所有动物实验均经北仑区
人民医院伦理委员会批准。
1.8 统计学方法

采用 SPSS 19.0 和 GraphPad 软件进行统计分
析。分类资料采用t检验，检验水准为α=0.05，P < 0.05
被认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 体外实验证实了鹤草酚对前列腺癌细胞的抑

制作用

经鹤草酚处理的PC-3和DU145细胞（48 h），其
存活率随着鹤草酚浓度的增加而逐渐降低（见图
1A），而经15 μM鹤草酚处理72 h的正常前列腺上
皮细胞株RWPE-1的存活率没有受到抑制（见图
1B），表明鹤草酚只作用于前列腺癌细胞，而不影响
正常细胞。此外，细胞集落形成实验的结果表明，
在体外，15 μM 鹤草酚能显著抑制前列腺癌细胞
PC-3和DU145的生长和聚集（见图1C-图1E）。
2.2 鹤草酚促进前列腺癌的细胞凋亡

除细胞周期阻滞外，鹤草酚还影响前列腺癌的
细胞凋亡。用15 μM 鹤草酚处理DU145和PC-3细
胞后，细胞密度显著降低（见图2A），凋亡率显著增
加。DU145细胞凋亡率从1.9%增加至17.1%，PC-3
细胞凋亡率从2.4%增加至15.0%（见图2B）。用15 μM
鹤草酚处理DU145和PC-3细胞后，凋亡细胞的比
例也增加了（见图2C、图2D），DU145细胞凋亡比例
由6.7%增加至17.4%，PC-3细胞凋亡比例由3.1%增
加至12.3%（见图2E）。线粒体膜电位检测（JC-1）
结果表明，540 nm处的绿色荧光信号聚合在经仙鹤
草酚处理的DU145和PC-3细胞的线粒体中，表明
细胞凋亡比例较高（见图 2F）。由于凋亡通常与
caspase级联反应的激活有关，在鹤草酚处理后，将
caspase抑制剂Z-VAD-FMK加入DU145和PC-3细
胞的线粒体中，抑制鹤草酚诱导的凋亡（见图2G）。
此外，凋亡相关蛋白的表达也发生了变化，在经鹤
草酚处理 DU145 和 PC-3 细胞中，促凋亡的 Bad、
cleaved caspase3和 cleavedparp的表达增加，而抗凋
亡的Bcl-xl的表达下降（见图2H）。综上所述，鹤草酚
通过激活caspase通路，促进前列腺癌细胞凋亡。

2.3 鹤草酚在体内诱导前列腺癌细胞凋亡，延缓

肿瘤发生

接下来，我们研究了在体内鹤草酚对前列腺癌
的影响。30只裸鼠皮下植入相同数量的DU145细
胞。1周后，将10只裸鼠分为3组，经尾静脉注射不
同浓度（0 mg/kg、30 mg/kg、60 mg/kg）的鹤草酚。术
后，每天记录肿瘤的体积。治疗3周后，安乐死裸
鼠，取皮下肿瘤，并拍照称量。结果显示，注射鹤草
酚后，荷瘤裸鼠前列腺癌的进展明显减缓（见图3A）。
此外，鹤草酚还显著减缓了皮下肿瘤的生长（见图3B）。
经鹤草酚处理后，小鼠的肿瘤重量也显著降低（见
图3C），但小鼠的体质量没有任何变化（见图3D）。
此外，鹤草酚显著延长了荷瘤小鼠的生存期（见图3E），
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降低了细胞增殖抗原KI67的表达，增加了凋亡相关
蛋白cleaved caspase 3的表达（见图3F）。因此，鹤草
酚可以通过减少细胞增殖和促进caspase 3的凋亡，
来抑制前列腺癌的发展。

3 讨论

前列腺癌是常见的恶性肿瘤，尤其是在美国，
前列腺癌已成为危害男性健康的主要肿瘤。前列
腺癌是由细胞过度增殖、细胞分化异常以及程序性
细胞凋亡减少等多种因素引起的[14~16]。因此，抑制
和诱导癌细胞的凋亡和增殖，是前列腺癌的一种潜
在治疗方法。传统化疗药物诱导肿瘤细胞凋亡时，
往往具有严重的不良反应。因此，在新药的研发
中，低毒、抗肿瘤的天然药物具有重要意义[17]。

已有研究发现[18]，鹤草酚是一种有效的抗肿瘤
单宁酸，它通过作用于肿瘤细胞和某些免疫细胞，
增强宿主动物的免疫反应。本研究表明，蔷薇科植
物仙鹤草中的天然成分鹤草酚，能显著抑制DU145

图2 鹤草酚通过激活caspase-3通路，诱导前列腺癌

细胞凋亡通路

Fig. 2 Eugenol induces apoptosis of prostate cancer

cells by activating caspase-3 pathway

A. 经15 μM 鹤草酚处理48 h后，对DU145和PC-3细胞

进行DAPI染色，用荧光显微镜观察细胞核形态和密度图；B.

统计各组细胞凋亡数量；C. 经鹤草酚处理48 h前后，用流式

细胞仪检测DU145细胞凋亡情况；D. 经鹤草酚处理48 h前

后，用流式细胞仪检测PC-3细胞凋亡情况；E. C图和D图中

凋亡细胞比例；F. 线粒体膜电位分析，鹤草酚处理48 h前后

的绿色凋亡信号的比例；G. 经鹤草酚和Z-VAD-FMK同时处

理48 h后，DU145和PC-3细胞的活力；H. 鹤草酚治疗前后的

凋亡相关蛋白的表达水平。

A. DU145 and PC-3 cells were treated with 15 μM Eugenol

and stained with DAPI, then nuclear morphology and density

maps were visualized by fluorescence microscopy. B. Statistics on

apoptotic cells in each group in A. C. Apoptotic flow cytometry

of DU145 cells before and after Eugenol treatment. D. Apoptotic

flow cytometry of PC-3 cells before and after Eugenol treatment.

E. The proportion of apoptotic cells in the C and D plots. F. The

results of mitochondrial membrane potential analysis showed the

proportion of green apoptotic signals before and after Eugenol

treatment. G. The cell viability of DU145 and PC-3 cells simulta-

neously treated with Eugenol and Z-VAD-FMK. H. Expression

of apoptosis-related proteins before and after Eugenol treatment.

图3 鹤草酚在体内抑制前列腺癌的发生

Fig.3 Inhibition of genistein on prostate cancer in vivo

A. 比较经鹤草酚处理前后，裸鼠皮下异种移植瘤

（DU145）的大小；B. 治疗期间肿瘤体积的测量；C. 小鼠安乐

死后，取出皮下异种移植物并称重；D. 实验结束时，测量小鼠

的体质量；E. 用不同浓度的鹤草酚治疗荷瘤小鼠，测定各组小

鼠的存活率；F. 采用HE染色和免疫组化法，检测鹤草酚治疗

前后，移植的肿瘤中KI67和cleaved- caspase 3的表达水平。

A. Size comparison of DU145 subcutaneous xenografts in

nude mice before and after Eugenol. B. Measurement of tumor

volume during Eugenol treatment. C. After the mice were sacri-

ficed, the subcutaneous xenografts were removed and weighed.

D. The body weight of the mice was measured at the end of the

experiment. E. Tumor-bearing mice were treated with different

concentrations of Eugenol and the survival of the mice in each

group was determined. F. HE staining and immunohistochemis-

try were used to detect the expression of KI67 and cleaved-cas-

pase 3 in transplanted tumors before and after Eugenol treatment.
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和PC-3细胞的增殖，并呈剂量依赖性，提示其对前
列腺癌具有潜在的抑制作用。

独立于线粒体的外源性细胞凋亡通路为caspase
8-caspase 6-caspase 7-caspase 3/PARP通路，而线粒
体依赖性的内源性细胞凋亡通路为caspase 8-Bax/
bak - cytochrome C/AIF-caspase 9-caspase 3通路[19，20]。
本研究表明，与对照组相比，经15 μM 鹤草酚处理
后，前列腺癌细胞凋亡的比例显著增加，提示鹤草
酚通过独立于线粒体的通路，对前列腺癌细胞凋亡
有显著影响。Caspase 3是一种蛋白酶，在细胞凋亡
中起重要作用。它能促进DNA裂解、染色质凝聚和
凋亡小体的形成，是细胞凋亡的关键酶[21]。正常情
况下，它以非活性形式存在于细胞质中，但在细胞
凋亡阶段被激活，裂解相应的胞浆核底物，引起细
胞凋亡[22]。体内、体外实验结果都表明，用15 μM鹤
草酚处理前列腺癌细胞后，caspase 3被激活。

综上所述，鹤草酚可能通过增加 caspase 3 活
性、阻滞细胞周期和诱导细胞凋亡，对前列腺癌细
胞的增殖发挥显著抑制作用。因此，鹤草酚具有治
疗前列腺癌的潜力，但尚需进一步的临床研究。
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