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　　[摘要]　目的:研究熊果酸(UA)对去势抵抗性前列腺癌22Rv1细胞生长的抑制作用并探讨其药理机制。
方法:MTT法检测不同浓度 UA分别作用22Rv1细胞12、24、48、72h后对细胞的增殖抑制作用;倒置相差显微

镜观察 UA对22Rv1细胞形态的影响;克隆形成实验检测 UA 对22Rv1细胞平板克隆形成的影响;流式细胞术

检测 UA对22Rv1细胞凋亡的影响;Western印迹法检测 UA对22Rv1细胞p38MAPK 蛋白和磷酸化、STAT3
蛋白和磷酸化,以及 NF-κB/p65蛋白表达的影响。结果:UA能显著抑制22Rv1细胞增殖,且抑制效应呈剂量和

时间依赖性(P<0.05);以5、10、20μmol/L作为 UA低、中、高浓度干预24h,显微镜观察发现随着 UA 浓度增

大,22Rv1细胞数目显著减少,细胞皱缩、质膜起泡;克隆形成实验结果显示,UA 能显著减少22Rv1细胞克隆群

落形成(P<0.05);流式细胞术结果显示,UA能显著诱导22Rv1细胞凋亡细胞比例增多(P<0.05);Western印

迹结果显示,UA能增强p38MAPK的磷酸化,并且抑制STAT3的磷酸化和 NF-κB/p65蛋白的表达。结论:UA
可抑制去势抵抗性前列腺癌22Rv1细胞的生长,促进22Rv1细胞凋亡,p38MAPK/STAT3/NF-κB信号通路参

与调控 UA对22Rv1细胞的生长抑制作用。
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Abstract　Objective:Tostudythegrowthinhibitioneffectofursolicacid (UA)inthecastration-resistant
prostatecancer(CRPC)22Rv1cellsandtoexploreitspharmacologicalmechanisms.Methods:MTTassaywas
conductedtodetecttheproliferation,invertedphasecontrastmicroscopewasusedtoobservethemorphology,

colonyformationassaywasperformedtoexaminethecolonyformation,flowcytometrywascarriedouttomeas-
uretheapoptosis,andWesternblottingwasconductedtoexamineproteinsexpressionofp-andp38MAPK,p-and
STAT3,aswellasNF-κB/p65.Results:UAsignificantlyinhibitedtheproliferationof22Rv1cells,andtheinhib-
itoryeffectdisplayedadose-andtime-dependentmanner(P<0.05).Regardingthedosesof5,10,and20μmol/Las
low,medium,andhighconcentrationsofUAforthetreatmentof24h,themicroscopicmorphologyshowedsig-
nificantlyreducednumberof22Rv1cellswithshrunkencellsandplasmamembraneblebsupontreatmentofin-
creasingconcentrationsofUA;colonyformationassayrevealedthatUAsignificantlyreducedthecolonyformation
of22Rv1cells(P<0.05);flowcytometryanalysisshowedthatUAsignificantlyincreasedtheproportionofap-
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optoticcellsin22Rv1cells(P<0.05);WesternblottinganalysisdemonstratedthatUAenhancedthephospho-
rylationofp38MAPK,andsupressedthephosphorylationofSTAT3andNF-κB/p65proteinexpression.Conclu-
sion:UAexertsgrowthinhibitioneffectandpromotestheapoptosisinCRPC22Rv1cells,andthep38MAPK/

STAT3/NF-κBsignalingpathwayisinvolvedinregulatingthegrowthinhibitioneffectofUAin22Rv1cells.
Keywords　ursolicacid;castration-resistantprostatecancer;22Rv1cells;proliferation;apoptosis;p38

MAPK/STAT3/NF-κBsignalingpathways

　　前列腺癌是老年男性常见的恶性肿瘤之一,世
界范 围 内 其 发 病 率 占 所 有 男 性 恶 性 肿 瘤 的

13.5%,位居第2位[1]。近年来,随着经济发展、人
口老龄化等影响,我国前列腺癌发病率也呈明显上

升趋势[2],并且大多数患者确诊时已处于晚期。内

分泌治疗是晚期前列腺癌的主要初始治疗方法,但
可引起一系列影响生活质量的不良反应,并且经过

18~24个月的治疗敏感期后,疾病大都进展为恶性

程度更高的去势抵抗性前列腺癌(castration-resistant
prostatecancer,CRPC)[3-4]。因此,寻找新型、绿色抗

癌药物,对于晚期前列腺癌特别是CRPC的临床治

疗具有重要意义。熊果酸(ursolicacid,UA)是一

种广泛存在于中草药中的五环三萜类天然产物,具
有抗炎、抗氧化、免疫调节和抗肿瘤等多种生物学

功效,被认为是最有希望的癌化学预防和治疗药物

之一[5]。UA的抗癌作用已在多种癌症中被报道,
包括肺癌、肝癌、宫颈癌、乳腺癌和膀胱癌等[5]。本

研究旨在探讨 UA 对前列腺癌特别是 CRPC的细

胞生长抑制作用,并探讨其抑制细胞增殖及促进细

胞凋亡的药理机制,为晚期耐药性前列腺癌的治疗

提供新的思路。
1　材料与方法

1.1　材料

22Rv1细胞(凯基生物 KG434,STR 鉴定为

22Rv1),UA(Selleck),RPMI-1640培养液、胎牛血

清及胰蛋白酶(HyClone),2,5-二苯基四氮唑溴盐

(MTT)及二甲基亚砜(DMSO)(广州威佳),结晶

紫染色液、细胞凋亡检测试剂盒(碧云天),BCA 蛋

白定量试剂盒、发光液(Thermo),兔抗人 p-p38
MAPK、p38 MAPK、p-STAT3、STAT3 (AB-
clonal),兔抗人 NF-κB/p65、GADPH(CST)。
1.2　方法

MTT检测细胞增殖:将培养好的22Rv1细

胞,按每孔3×103/100μL的浓度接种于96孔板

中,待24h细胞完全贴壁后,将细胞随机分为阴性

对照组(加入含0.1%DMSO 的相同体积完全培养

基)和不同浓度 UA(5、10、15、20、30μmol/LUA)处
理组,每组设4个平行孔。待药物处理细胞24h后,
吸去旧培养基,加入100μL/孔含 MTT(5mg/mL)
的新鲜培养液,轻轻混匀,置于5%CO2、37℃细胞培

养箱中孵育4h。之后,小心吸去孔内上清液,每孔

加100μLDMSO溶解沉淀物,选择570nm 在酶标

仪上测定光密度值(OD值)。

倒置相差显微镜观察细胞形态:将培养好的

22Rv1细胞,按5×105/孔的浓度接种于6孔板中,
待细胞完全贴壁并长至70%~80%时,将细胞随

机分为阴性对照组(加入含0.1%DMSO 的相同体

积完全培养基)和不同浓度 UA(5、10、20μmol/L
UA)处理组,再将细胞放置于5%CO2、37℃细胞培

养箱中培养24h,用倒置显微镜观察细胞形态并拍

照记录。
结晶紫染色检测细胞平板克隆形成:将培养好

的22Rv1细胞,按1×103/孔的浓度接种于6孔板

中,待24h细胞完全贴壁后,将细胞随机分为阴性

对照组(加入含0.1%DMSO的相同体积完全培养

基)和不同浓度 UA(5、10、20μmol/L UA)处理

组,每组设3个复孔。把培养板置于培养箱进行连

续培养不超过14d。每隔3d进行换液,待大多数

克隆团中的细胞数目达到50个以上,则停止培养

进行下一步操作:吸去旧培养基,用 PBS清洗2
次,弃去PBS,每孔加入750μL的4%多聚甲醛,将
细胞置于室温条件下固定30min。之后弃去固定

液,每孔加入500μL的0.5%结晶紫染色液,将细

胞在室温条件下染色30min。随后吸去染色液,准
备好1个盛满水的量杯,将6孔板置于水中轻轻摇

晃洗涤,之后6孔板底面朝上控水晾干,而后于显

微镜下观察计数并拍照记录。
流式细胞术检测细胞凋亡:将培养好的22Rv1

细胞,按5×105/孔的浓度接种于6孔板中,待24h
细胞完全贴壁后,将细胞随机分为阴性对照组(加
入含0.1%DMSO的相同体积完全培养基)和不同

浓度 UA(5、10、20μmol/LUA)处理组,每组设3
个复孔。处理24h后,将培养基上清与贴壁细胞一

并收集到15mL离心管中,1500r/min离心3min,
之后吸去上清,细胞沉淀用PBS重悬洗涤并重复离

心步骤,使细胞再次沉淀,弃去PBS。在细胞沉淀中

加入1×AnnexinVbindingbuffer使细胞密度为

1×106 个/mL左右,取100μL的细胞悬液与5μL
的 AnnexinV-FITC和5μLPI充分混匀,避光条

件下37℃温箱中孵育15min后,用流式细胞仪分

析细胞的凋亡情况。
Western印迹检测蛋白的表达:将培养好的

22Rv1细胞,按5×105/孔的浓度接种于6孔板中,
待24h细胞完全贴壁后,将细胞随机分为阴性对

照组(加入含0.1%DMSO 的相同体积完全培养

基)和不同浓度 UA(5、10、20μmol/L UA)处理
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组。处理24h后,PBS清洗细胞2次,将培养板置

于冰上,每孔加入100μL裂解液裂解细胞,刮下细

胞转移至 Ep管内,振荡,使细胞充分裂解,高速、
4℃低温离心,转移上清至新 Ep管。采用BCA 试

剂盒检测蛋白样品浓度,用5×loadingbuffer混合

样品,煮沸变性,离心,置于-80℃冰箱。取蛋白样

品上样,电泳、转膜、封闭,加一抗在4℃冰箱孵育

过夜,TBST 洗 膜 3 次,加 入 二 抗 孵 育 1h 后,
TBST洗膜3次。在暗房化学发光成像系统用Im-
ageLab显影成像。
1.3　统计学方法

应用SPSS18.0统计软件对数据进行分析,计
量资料以■x±s表示,对数据进行正态性及方差齐

性检验,当满足正态性和方差齐性时,采用单因素

方差分析,若不满足则采用非参数检验,以 P<
0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　UA对22Rv1细胞增殖和形态的影响

为了解 UA 对22Rv1细胞生长抑制作用,我
们首先采用 MTT实验定量测定 UA 对22Rv1细

胞增殖活力的影响。采用递增浓度的 UA(0、5、
10、15、20、30μmol/L)分别作用于22Rv1细胞12、
24、48、72h后,细胞生长速度呈下降趋势。MTT
结果显示,与对照组(0μmol/L)比较,UA 对细胞

生长抑制作用与药物浓度及作用时间密切相关,呈
现较明显的剂量和时间依赖性(表1)。为进一步

直观地显示细胞形态改变,我们根据 MTT实验结

果拟定5、10、20μmol/L作为 UA低、中、高浓度干

预24h,显微镜观察发现,与对照组(0μmol/L)比
较,随着 UA浓度增大,22Rv1细胞数目显著减少,
细胞皱缩、质膜起泡明显(图1)。
2.2　UA对22Rv1细胞克隆形成和凋亡的影响

为进一步印证 UA 对22Rv1细胞的生长抑制

作用,我们进行了平板克隆细胞存活实验,以评估

UA对22Rv1细胞克隆形成能力的影响。如图2
所示,与对照组(0μmol/L)比较,随着 UA 处理剂

量的增加,平板细胞克隆数目逐渐减少。鉴于细胞

生长抑制常伴随细胞凋亡的变化,我们也检测了

UA对22Rv1细胞凋亡的影响。如图3所示,与对

照组(0μmol/L)比较,随着 UA 处理剂量的增加,
早期凋亡和晚期凋亡细胞百分比逐渐增加。相关

参数详见表2。
2.3　UA 对22Rv1细胞p38 MAPK、NF-κB/p65
及STAT3蛋白表达的影响

为探讨 UA 抑制22Rv1细胞生长的药理机

制,我们检测了 UA 对22Rv1细胞相关信号分子

蛋白表达的影响。p38MAPK 信号通路已被证明

参与肿瘤的发生和发展[6],我们的研究发现,UA
能增加p38MAPK磷酸化,而对p38MAPK 蛋白

表达则影响不大。NF-κB和STAT3在肿瘤中发

挥重要的信号转导功能,转录调控星罗棋布的致癌

信号[7-8]。我们的结果显示,UA 显著抑制STAT3
磷酸化和 NF-κB/p65蛋白的表达,而对STAT3蛋

白表达则影响不大。见图4。

表1　递增浓度UA处理细胞不同时间对22Rv1细胞增殖的影响 %,■x±s

时间
细胞增殖

对照组(0μmol/L) 5μmol/LUA 10μmol/LUA 15μmol/LUA 20μmol/LUA 30μmol/LUA
12h 100.00±13.55 120.09±5.841) 103.51±5.55 95.04±2.861) 73.02±3.511) 51.50±6.661)

24h 100.00±3.23 94.90±4.25 71.85±5.971) 57.51±2.581) 44.27±2.291) 25.00±1.811)

48h 100.00±6.12 96.77±8.04 73.90±2.941) 18.01±1.081) 10.59±0.561) 8.66±0.471)

72h 100.00±4.43 85.91±2.861) 35.98±4.271) 7.43±0.331) 6.07±0.181) 6.28±0.621)

　　在相同时间点不同浓度下与对照组(0μmol/L)比较,1)P<0.05。

a:对照组(0μmol/L);b:低剂量组(5μmol/L);c:中剂量组(10μmol/L);d:高剂量组(20μmol/L)。

图1　不同浓度UA对22Rv1细胞形态的影响(×100)
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a:对照组(0μmol/L);b:低剂量组(5μmol/L);c:中剂量组(10μmol/L);d:高剂量组(20μmol/L)。
图2　不同浓度UA对22Rv1细胞克隆形成的影响

a:对照组(0μmol/L);b:低剂量组(5μmol/L);c:中剂量组(10μmol/L);d:高剂量组(20μmol/L)。
图3　不同浓度UA对22Rv1细胞凋亡的影响

表2　不同浓度UA对22Rv1细胞克隆形成及凋亡的影响 ■x±s

项目 对照组(0μmol/L) 5μmol/LUA 10μmol/LUA 20μmol/LUA
克隆数目 457.67±25.48 328.00±28.581) 142.67±31.391) 9.00±6.001)

凋亡率/% 7.49±1.00 21.59±2.171) 27.09±6.001) 70.10±5.441)

　　与对照组(0μmol/L)比较,1)P<0.05。

图4　不同浓度 UA对22Rv1细胞p-p38MAPK、p38
MAPK、p-STAT3、STAT3、NF-κB/p65蛋白表达

的影响

3　讨论

前列腺癌是一种雄激素/雄激素受体依赖性肿

瘤,以抗雄激素和去势为手段的雄激素剥夺治疗敏

感有效期仅1~2年[3-4]。尽管新一代抗雄激素药

物(恩杂鲁胺)和雄激素生物合成抑制剂(阿比特

龙),提高了CRPC患者总生存期[9-10],这些患者最

终不可避免地对这些药物产生耐药性,使疾病最终

失去对雄激素受体的依赖性[11]。因此,探索新的

有效治疗方案,阻断雄激素受体以外的其他途径,
对CRPC具有重要的科学和临床意义。

中药具有作用平稳、毒副作用小及耐受性高等

特点,从中药中开发安全有效的天然药物正成为一

种世界性潮流。UA 是滋补中药枸杞主要活性成

分,其高效、低毒,具有抑制肿瘤细胞增殖、促进肿

瘤细胞凋亡、诱导肿瘤细胞周期阻滞、抑制血管新

生和逆转多药耐药性等抗多重抗癌功效,有望成为

新型、绿色抗癌药物的优选方案[5]。
本研究发现,UA 呈剂量和时间依赖性地抑制

22Rv1细胞的增殖,给药治疗24h的IC50 不超过

20μmol/L,提示了UA本身具有较强的抗癌药效。
我们选取5、10、20μmol/L作为 UA低、中、高浓度

干预24h,显微镜观察发现随着 UA 浓度增大,
22Rv1细胞数目显著减少,细胞皱缩、质膜起泡;克
隆形成实验结果显示,UA能显著减少22Rv1细胞

克隆群落形成;流式细胞术结果显示,UA 能显著

诱导22Rv1细胞凋亡细胞比例增多。细胞凋亡的
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激活与癌细胞对化学疗法的反应有关,研究证明

UA在 多 种 肿 瘤 细 胞 中 均 具 有 促 进 凋 亡 的 作

用[12-14],由此我们推测 UA极有可能也是通过相关

信号通路引起22Rv1细胞凋亡,抑制癌细胞的生

长从而发挥抗肿瘤的作用。
为探讨 UA 抑制22Rv1细胞生长的药理机

制,我们选取了癌细胞生长、凋亡密切相关的关键

信号分子进一步研究。丝裂原激活的蛋白激酶

(MAPK)是细胞信号转导的主要通路之一,p38
MAPK是 MAPK家族中的重要蛋白激酶成员,通
过磷酸化作用影响下游信号活性和细胞生长[6]。
核转录因子-κB(NF-κB)是研究得最为深入的转录

因子家族中的一员,主要由p65和p50两个同源二

聚体亚基组成,通过募集激活或抑制因子进而调节

转录进程,在肿瘤细胞的发生发展中发挥重要调控

作用[7]。信号传导及转录激活因子3(STAT3)是
炎症和肿瘤进程中的关键信号通路分子,通过磷酸

化激活的STAT3,可协同转录因子转位到细胞核

中,调控下游基因的表达和癌细胞存活[8]。本研究

发现,UA 能导致p-p38MAPK 表达上调,并且抑

制p-STAT3和 NF-κB/p65的表达。研究证实,天
然产物激活 p38 MAPK 信号通路与凋亡诱导有

关;此外,STAT3和 NF-κB信号传导通路级联调

节凋亡相关 Bcl-2家族成员(Bcl-2 和 Bax)的反

应[15]。因此,p38 MAPK 的激活和 STAT3/NF-
κB信号通路的抑制可能参与了调控 UA 对22Rv1
细胞的凋亡诱导作用。进一步研究可采用 p38
MAPK抑制剂进行干预,观察 STAT3/NF-κB表

达和凋亡变化情况,从而为p38 MAPK/STAT3/
NF-κB信号通路介导 UA 诱导的凋亡提供清晰的

证据。
综上所述,本研究首次将 UA作用于CRPC细

胞,探讨其抑制22Rv1细胞增殖、促进细胞凋亡的

作用,并阐析其具体的药理机制。实验结果表明,
UA可抑制CRPC细胞22Rv1的生长,促进22Rv1
细胞凋亡,p38 MAPK/STAT3/NF-κB 信号通路

参与调控 UA对22Rv1细胞的生长抑制和凋亡诱

导作用,其更具体的作用机制有待进一步深入探

讨。本研究也为下一步荷瘤小鼠实验体内验证

UA的抗癌活性奠定了基础,为开发 UA 用于治疗

晚期前列腺癌特别是CRPC提供了初步依据。
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