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　　［摘要］　目的　探讨染料异黄酮（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ，ＧＥＮ）和大豆苷元（ｄａｉｄｚｅｉｎ，ＤＡＩ）对人前列腺癌ＤＵ１４５细胞凋亡的影响
及其与过氧化物酶体增殖物激活体受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）的关系。方法 　采用过氧化
物酶体增殖物反应元件（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＰＰＲＥ）驱动的荧光素酶报告基因检测 ＧＥＮ、ＤＡＩ对
ＤＵ１４５细胞ＰＰＡＲγ的激活作用；ＧＥＮ、ＤＡＩ单独或联合ＰＰＡＲγ选择性拮抗剂 ＧＷ９６６２处理 ＤＵ１４５细胞，采用免疫荧光
化学染色方法观察ＰＰＡＲγ定位分布变化；ＴＵＮＥＬ法和 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染色流式细胞术检测细胞凋亡的变化。结果 　
ＧＥＮ、ＤＡＩ明显增强转染ＰＰＲＥＴＫＬｕｃ质粒的ＤＵ１４５细胞中荧光素酶表达活性，且这种作用可被 ＧＷ９６６２所逆转。ＧＥＮ
或ＤＡＩ单独作用于ＤＵ１４５细胞时，ＰＰＡＲγ发生核移位；细胞凋亡率明显增加（Ｐ＜０．０５）。ＧＷ９６６２分别与ＧＥＮ或ＤＡＩ联
合作用时，ＧＥＮ、ＤＡＩ促进ＰＰＡＲγ核移位和诱导细胞凋亡的作用明显削弱（Ｐ＜０．０５）。结论　 大豆异黄酮可通过激活
ＰＰＡＲγ信号途径，促进人前列腺癌ＤＵ１４５细胞凋亡。
　　［关键词］　 大豆异黄酮；前列腺癌；ＰＰＡＲγ；凋亡
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　　大豆及其制品是中国、日本等亚洲国家居民经常
食用的食物，基于流行病学研究资料的Ｍｅｔａ分析结果
表明，中国、日本等亚洲国家男性前列腺癌发病风险显

著低于西方白人男性与亚洲人日常膳食摄入高水平的

大豆及其制品有关［１］。目前认为大豆中的两种主要

异黄酮成分染料木黄酮（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ，ＧＥＮ）和大豆苷元
（ｄａｉｄｚｅｉｎ，ＤＡＩ）是其主要抗癌活性成分。体内外实验
研究发现，大豆异黄酮具有抑制肿瘤细胞增殖和侵袭

转移、诱导细胞凋亡等抑制前列腺癌的作用，但其确切

的作用机制尚未完全阐明［２］。近年研究发现，过氧化

物酶体增殖物激活受体 γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉ
ｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａ，ＰＰＡＲγ）作为配体依赖性激活的
核转录因子与肿瘤发生、发展密切有关，ＰＰＡＲγ配体
被认为是潜在的肿瘤化学防治药物［３］。大豆异黄酮

已被初步证实是ＰＰＡＲγ的天然配体［４－５］，但大豆异黄

酮抑制前列腺癌的作用是否与其作为 ＰＰＡＲγ配体激
活肿瘤细胞ＰＰＡＲγ信号通路有关尚不清楚。本研究
以人前列腺癌 ＤＵ１４５细胞为研究对象，采用荧光素
酶报告基因检测、免疫荧光细胞化学染色、ＴＵＮＥＬ染
色和ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染色流式细胞术检测等方法，首
先观察ＧＥＮ和ＤＡＩ对 ＤＵ１４５细胞 ＰＰＡＲγ是否具有
激活作用，然后比较 ＧＥＮ、ＤＡＩ单独或联合 ＰＰＡＲγ选
择性拮抗剂 ＧＷ９６６２处理 ＤＵ１４５细胞后，其 ＰＰＡＲγ
表达水平以及细胞凋亡的变化，以探讨大豆异黄酮对

前列腺癌细胞凋亡的影响及其与ＰＰＡＲγ的关系。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人前列腺癌 ＤＵ１４５细胞株由中科院上海细胞所提供；
ＲＰＭＩ１６４０培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；新生胎牛血清（杭州四季青
公司）；ＧＥＮ、ＤＡＩ、罗格列酮（ｒｏｓｇｌｉｔａｚｏｎｅ，ＲＧＺ）、ＧＷ９６６２（美国
Ｓｉｇｍａ公司）；荧光素酶报告基因质粒 ＰＰＲＥＴＫＬｕｃ由美国
Ｒ．Ｅｖａｎｓ教授惠赠；内对照质粒 ｐｈＲＬＣＭＶ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；
Ｓｏｆａｓｔ基因转染试剂（厦门太阳马公司）；双荧光素酶报告基因
检测试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；ＰＰＡＲγ羊抗人单克隆抗体购自
（北京博奥森公司）；ＦＩＴＣ标记的兔抗山羊ＩｇＧ抗体（美国Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司）；ＤＡＰＩ购自（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ碧云天）；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ凋亡检测
试剂盒（贝博生物）；ＴＵＮＥＬ试剂盒（德国Ｒｏｃｈｅ公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＤＵ１４５细胞培养于含１０％胎牛血清、
１００ｋＵ／Ｌ青霉素、１００ｋＵ／Ｌ链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０的培养液中，
３７℃、５％ＣＯ２、１００％饱和湿度条件下培养。
１．２．２　荧光素酶报告基因检测ＰＰＡＲγ转录活性
１．２．２．１　细胞转染及处理　　取对数生长期的ＤＵ１４５细胞，
经常规消化后，调整细胞密度为２×１０５／ｍｌ，以每孔２００μｌ接种
于９６孔培养板，置于 ＣＯ２培养箱内孵育２４ｈ后，将报告基因

质粒ＰＰＲＥＴＫＬｕｃ及内对照质粒 ｐｈＲＬＣＭＶ转入细胞。１２ｈ
后弃上清，以ｐＨ＝７．２的ＰＢＳ洗涤细胞后，按以下实验分组加
入处理因素：溶剂对照组（ＤＭＳＯ）；ＧＥＮ处理组；ＤＡＩ处理组；
ＲＧＺ处理组（阳性对照）；ＧＥＮ＋ＧＷ９６６２联合处理组；ＤＡＩ＋
ＧＷ９６６２联合处理组；ＲＧＺ＋ＧＷ９６６２联合处理组。ＧＥＮ、ＤＡＩ
设０．５×１０－５、２×１０－５、８×１０－５ｍｏｌ／Ｌ３个剂量，ＲＧＺ、ＧＷ９６６２
的剂量分别为２×１０－５、１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ。置于 ＣＯ２培养箱内孵
育２４ｈ后，弃上清，用 ｐＨ＝７．２的 ＰＢＳ洗涤细胞后，每孔加入
１００μｌ细胞裂解液裂解细胞，收集细胞裂解产物进行报告基因
检测。

１．２．２．２　报告基因荧光素酶活性检测　　取２０μｌ细胞裂解
产物，采用Ｐｒｏｍｅｇａ公司双荧光素酶报告基因检测试剂盒进行
目的报告基因萤火虫荧光素酶及内对照海肾荧光素酶活性检

测，ＰＰＡＲγ转录活性以萤火虫荧光素酶表达值与内对照海肾荧
光素酶表达值的比值来表示。

１．２．３　免疫荧光细胞化学染色检测 ＰＰＡＲγ的定位分布　　
ＤＵ１４５细胞以每孔２×１０４个细胞接种于预先置有洁净盖玻片
（８ｍｍ×８ｍｍ）的２４孔培养板中，实验分组方法同１．２．２．１，
ＧＥＮ、ＤＡＩ的剂量均为８×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，ＲＧＺ、ＧＷ９６６２的剂量分
别为２×１０－５、１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ。处理４８ｈ后，取出各组盖玻片，
盖玻片上细胞经４％多聚甲醛室温固定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗３次，
０．３％Ｈ２Ｏ２甲醇处理灭活内源性过氧化物酶，１０％正常山羊血
清封闭３０ｍｉｎ后，加入１∶２００的羊抗人 ＰＰＡＲγ单克隆抗体，
４℃ 孵育过夜。ＰＢＳ浸洗３次后，加入１∶５００的ＦＩＴＣ标记兔抗
山羊ＩｇＧ二抗，室温孵育２ｈ后，ＤＡＰＩ显色３ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗后，
常规脱水，９０％甘油封片，激光共聚焦显微镜下观察照相。
１．２．４　ＴＵＮＥＬ法观察细胞凋亡　　细胞爬片制备方法同
１２３，盖玻片上细胞经４％多聚甲醛室温固定１ｈ，ＰＢＳ浸洗３
次，３％ Ｈ２Ｏ２甲醇溶液室温封闭 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗 ３次，以
０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００在冰上孵育２ｍｉｎ，ＰＢＳ浸洗２次，按照试剂
盒说明书操作，最后经ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色，用ＤＡＰＩ显色剂染细胞
核，然后用激光共聚焦扫描显微镜观察照相。

１．２．５　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ双标记法检测细胞凋亡　　取对数生长
期的ＤＵ１４５细胞，实验分组同１．２．３，处理４８ｈ后，胰酶常规
消化，离心、收集细胞，调整细胞密度为１×１０６／ｍｌ，２０００ｒ／ｍｉｎ×
５ｍｉｎ离心，弃上清，加入冰预冷 ＰＢＳ洗涤２次，２０００ｒ／ｍｉｎ×
５ｍｉｎ离心，弃上清，将细胞重悬于２００μｌ的缓冲液中，先加入
５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ，轻轻摇匀，置于室温下避光反应１５ｍｉｎ
后，再加入１０μｌＰＩ，４℃避光反应５ｍｉｎ后，上流式细胞仪检测
细胞凋亡。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　ＧＥＮ、ＤＡＩ和ＲＧＺ对ＤＵ１４５细胞ＰＰＡＲγ的激活
作用

　　由表１可见，ＧＥＮ、ＤＡＩ和 ＲＧＺ单独处理均可明显增强
ＤＵ１４５细胞中报告基因荧光素酶的表达活性（Ｐ＜０．０５），且
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ＧＥＮ、ＤＡＩ的激活作用存在剂量依赖性趋势。ＰＰＡＲγ选择性拮
抗剂ＧＷ９６６２分别与ＧＥＮ、ＤＡＩ和ＲＧＺ联合处理时，ＤＵ１４５细
胞中荧光素酶的表达活性较单独处理组显著下降（Ｐ＜０．０５），
并与对照组比较无显著差异（Ｐ＞００５）。

表１　ＧＥＮ、ＤＡＩ和ＲＧＺ对ＤＵ１４５细胞转染荧光素酶报告基因表达
活性的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 荧光素酶相对活性（倍）

对照组 ３．１２±０．５８

ＧＥＮ处理组

　０．５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ ６．３５±０．４４ａ

　２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ ８．６７±０．５４ａ

　８×１０－５ｍｏｌ／Ｌ １１．５２±０．４１ａ

ＤＡＩ处理组

　０．５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ ５．２８±０．８２ａ

　２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ ７．８２±０．４０ａ

　８×１０－５ｍｏｌ／Ｌ １０．３４±０．８３ａ

ＲＧＺ处理组 １４．０８±０．９０ａ

ＧＷ９６６２＋ＧＥＮ处理组

　０．５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ ３．２２±０．４９ｂ

　２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ ３．４５±０．４２ｂ

　８×１０－５ｍｏｌ／Ｌ ４．１６±０．２８ｂ

ＧＷ６６２＋ＤＡＩ处理组

　０．５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ ３．１８±０．３７ｂ

　２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ ３．３１±０．２６ｂ

　８×１０－５ｍｏｌ／Ｌ ４．０５±０．６５ｂ

ＧＷ９６６２＋ＲＧＺ处理组 ４．３２±０．８１ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与对应的单独处理组比较

２．２　ＧＥＮ、ＤＡＩ和 ＲＧＺ对 ＤＵ１４５细胞 ＰＰＡＲγ分布
的影响

　　ＰＰＡＲγ染色为绿色荧光，对照组细胞中绿色荧光主要分布
在胞浆中，胞核中很少，ＧＥＮ、ＤＡＩ和ＲＧＺ处理组细胞中绿色荧
光在胞浆和胞核均有分布，而 ＧＷ９６６２与 ＧＥＮ、ＤＡＩ和 ＲＧＺ联
合处理组细胞中绿色荧光分布特征与对照组相似，胞浆中分布

较多，胞核较少，表明 ＧＥＮ、ＤＡＩ和 ＲＧＺ具有促进 ＰＰＡＲγ核移
位的作用，但这种促进作用可被ＧＷ９６６２削弱。见图１。

２．３　ＴＵＮＥＬ法检测ＤＵ１４５细胞凋亡
　　ＴＵＮＥＬ染色阳性呈绿色荧光，ＤＡＰＩ染色阳性呈蓝色荧光，
凋亡细胞为胞核ＴＵＮＥＬ和ＤＡＰＩ染色双阳性细胞，即在双色荧
光的Ｍｅｒｇｅ图中胞核呈蓝绿色荧光。对照组中未见胞核呈蓝
绿色荧光的凋亡细胞，ＧＥＮ、ＤＡＩ和 ＲＧＺ单独处理组中均可见
一定数量的胞核呈蓝绿色荧光的凋亡细胞，而ＧＷ９６６２分别与
ＧＥＮ、ＤＡＩ和ＲＧＺ联合处理时，胞核呈蓝绿色荧光的凋亡细胞
数量较对应的单独处理组要少。见图２。

２．４　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双标记检测ＤＵ１４５细胞凋亡
　　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双参数流式细胞分析散点分布图的左上、左
下、右上、右下四个象限分别代表坏死细胞、正常细胞、晚期凋

亡细胞、早期凋亡细胞，细胞凋亡率以早期凋亡与晚期凋亡细胞

数之和占总细胞数的百分比表示。实验结果显示，ＧＥＮ、ＤＡＩ和
ＲＧＺ单独处理ＤＵ１４５细胞４８ｈ后，细胞凋亡率分别是（４１３１±
１．２７）％、（３９．４８±０．８３）％、（２８．２９±０．１１）％，较对照组（１．９８±
１．４０）％相比有显著增加（Ｐ＜０．０５）；而 ＧＷ９６６２分别与 ＧＥＮ、
ＤＡＩ和ＲＧＺ联合处理细胞时，细胞凋亡率分别是（３４１８±
１５０）％、（３１．７１±０．０７）％、（２１．９０±０．８０）％，各组细胞凋亡率
较对应的单独处理组均有明显下降（Ｐ＜０．０５）。见图３。
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图２　激光共聚焦显微镜观察处理４８ｈ后各组ＤＵ１４５细胞凋亡情况　（ＴＵＮＥＬ×２００）
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３　讨论

　　前列腺癌是欧美国家男性常见的泌尿系统恶性肿
瘤，近年来我国的发病率也呈明显上升趋势，对男性健

康危害极大。膳食营养因素与前列腺癌的发生、发展

有密切关系，流行病学研究证据表明，富含大豆及其制

品的膳食可降低前列腺癌发病率和死亡率［６］。体内

外实验研究结果证实，大豆中的植物化学物ＧＥＮ、ＤＡＩ
等可通过阻滞细胞周期进程，抑制肿瘤血管生成和侵

袭转移，诱导细胞凋亡等途径发挥抑制前列腺癌的作

用［７］。体外实验研究发现，ＧＥＮ促进人前列腺癌
ＰＣ３、ＬＮＣａＰ细胞凋亡［８－１０］，但确切的分子机制尚未完

全阐明。本实验结果显示，ＧＥＮ和ＤＡＩ可促进雄激素

非依赖性的人前列腺癌 ＤＵ１４５细胞凋亡，进一步支
持大豆异黄酮诱导细胞凋亡是其抑制前列腺的作用途

径之一。

　　ＰＰＡＲγ是核受体超家族成员之一，作为配体依赖
性激活的转录因子，当 ＰＰＡＲγ配体与其结合后被激
活，并与靶基因启动子上的过氧化物酶体增殖物反应

元件（ＰＰＲＥ）结合，调控靶基因转录表达水平，进而发
挥各种生物学功能。近年研究发现，ＰＰＡＲγ与肿瘤发
生、发展密切有关，许多 ＰＰＡＲγ配体如噻唑烷二酮类
抗糖尿病药物罗格列酮、曲格列酮等具有抑制包括前

列腺癌细胞在内的多种肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞

凋亡和抑制侵袭转移等抗肿瘤作用，ＰＰＡＲγ配体被认
为是潜在的肿瘤化学防治药物［１１］。２００３年，大豆异
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黄酮被证实为 ＰＰＡＲγ的天然配体，并认为激活
ＰＰＡＲγ与其降血脂、降血糖等作用有关［４－５］。近年

来，关于ＰＰＡＲγ信号途径与大豆异黄酮的各种生物学
效应之间的关系开始逐渐受到关注。Ｘｉａｎｇ等［１２］研究

发现，ＧＥＮ对心血管的保护作用部分是通过 ＰＰＡＲγ
信号途径介导的。大豆异黄酮抑制前列腺癌的作用是

否与ＰＰＡＲγ有关的相关研究报道较少。
　　本实验采用荧光素酶报告基因分析方法检测了大
豆异黄酮对前列腺癌 ＤＵ１４５细胞 ＰＰＡＲγ的影响，实
验结果显示０．５×１０－５、２×１０－５、８×１０－５ｍｏｌ／Ｌ３个
剂量的 ＧＥＮ、ＤＡＩ和２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ的阳性对照罗格
列酮（ＲＧＺ）对转染ＰＰＲＥ驱动的荧光素酶报告基因质
粒的ＤＵ１４５细胞中荧光素酶表达活性均具有明显增
强作用，而这种增强作用可被 ＰＰＡＲγ选择性拮抗剂
ＧＷ９６６２所逆转，表明 ＧＥＮ和 ＤＡＩ对 ＤＵ１４５细胞的
ＰＰＡＲγ具有激活作用。大量研究发现，ＰＰＡＲγ作为转
录因子在静息状态下主要存在于细胞的胞浆中，当

ＰＰＡＲγ配体与其结合后被激活，移行至细胞核，进而
调控靶基因转录表达水平［１３－１４］。本实验采用 ＰＰＡＲγ
免疫荧光细胞化学染色方法观察了 ＧＥＮ、ＤＡＩ和 ＲＧＺ
对ＰＰＡＲγ亚细胞定位的影响，结果显示 ＧＥＮ、ＤＡＩ和
ＲＧＺ可促进 ＰＰＡＲγ核移位，但这种促进作用可被
ＧＷ９６６２削弱，进一步提示 ＧＥＮ、ＤＡＩ和 ＲＧＺ对 ＤＵ
１４５细胞 ＰＰＡＲγ具有激活作用。近年研究发现，
ＰＰＡＲγ配体可通过激活肿瘤细胞 ＰＰＡＲγ信号途径，
上调凋亡促进蛋白如 Ｂａｘ、Ｂａｄ等的表达，降低凋亡抑
制蛋白如Ｂｃｌ２的表达，抑制肿瘤细胞存活信号途径
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ，进而促进肿瘤细胞凋亡［１５－１６］。为明确大豆

异黄酮诱导前列腺癌细胞凋亡是否与 ＰＰＡＲγ激活有
关，本实验对比观察了 ＧＥＮ、ＤＡＩ和 ＲＧＺ单独或联合
ＧＷ９６６２处理对 ＤＵ１４５细胞凋亡的影响，结果显示
ＧＷ９６６２分别与 ＧＥＮ、ＤＡＩ和 ＲＧＺ联合处理细胞时，
ＧＥＮ、ＤＡＩ和 ＲＧＺ促进细胞凋亡的作用明显减弱，提
示ＧＥＮ和 ＤＡＩ促进前列腺癌 ＤＵ１４５细胞凋亡的作
用与其激活ＤＵ１４５细胞的ＰＰＡＲγ有关。
　　综上所述，大豆异黄酮具有促进前列腺癌ＤＵ１４５
细胞凋亡的作用，这一作用与其激活 ＰＰＡＲγ有关，但
ＰＰＡＲγ信号途径下游的确切分子机制还有待于进一
步研究。
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