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双氢青蒿素诱导前列腺癌细胞焦亡及调控凋亡相关斑点样蛋白甲基化
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　　［摘要］　目的　探讨双氢青蒿素（ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ，ＤＨＡ）诱导前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）细
胞焦亡及其可能的机制。方法　将ＰＣ３与ＤＵ１４５细胞分为对照组与药物组（５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ）。采用
ＣＣＫ８检测ＤＨＡ作用前列腺癌ＰＣ３以及 ＤＵ１４５细胞的增殖情况；电镜观察细胞焦亡现象；Ｃａｓｐａｓｅ１
比色检测和乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）释放检测验证细胞膜完整性；ＥＬＩＳＡ法检测 ＩＬ１８
和ＩＬ１β表达水平；ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染流式细胞术测定细胞焦亡量。生物信息学分析寻找正常前列腺
细胞与ＰＣａ细胞的表达差异基因。选用地西他滨（ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ，ＤＡＣ，２μｍｏｌ／Ｌ）作为阳性对照，亚硫酸氢
盐测序法检测凋亡相关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａＣＡＲＤ，ＡＳＣ）的甲
基化状态。ＲＴｑＰＣＲ及蛋白免疫印迹法检测焦亡相关蛋白的表达情况。构建 ＰＣ３裸鼠种植瘤模型，
分为对照组与药物组（５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ），对比肿瘤生长状况。蛋白免疫印迹法检测组织蛋白以及透射
电镜验证体外实验的实验结果。结果　ＣＣＫ８结果显示ＤＨＡ明显抑制ＰＣ３以及ＤＵ１４５细胞增殖（Ｐ＜
０．０１）。透射电镜和扫描电镜均观察到药物组细胞焦亡形态学改变。与对照组比较，药物组细胞外
Ｃａｓｐａｓｅ１、ＬＤＨ明显升高（Ｐ＜０．０１），显示细胞膜完整性缺失；炎症因子 ＩＬ１８和 ＩＬ１β水平升高（Ｐ＜
０．０１），提示产生焦亡。ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染流式细胞术显示药物组 ＰＩ＋细胞定量较对照组增多（Ｐ＜
０．０１）。生物信息学分析显示ＡＳＣ在ＰＣａ中表达明显受限；ＤＨＡ对抑癌基因ＡＳＣ的去甲基化效果明显
优于ＤＡＣ（Ｐ＜０．０１）。实时荧光定量ＰＣＲ以及蛋白免疫印迹法检测结果表明ＤＨＡ明显上调焦亡通路
中黑色素瘤缺乏因子 ２（ＡＩＭ２）、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧａｓｄｅｒｍｉｎＤ（ＧＳＤＭＤ）和 ＧＳＤＭＤＮ端的表达水平。
ＰＣ３裸鼠种植瘤药物组肿瘤体积明显小于对照组（Ｐ＜０．０１），目的蛋白的表达上调情况及透射电镜观
察肿瘤组织发生细胞焦亡形态学改变均与体外实验一致。结论　ＤＨＡ能抑制ＰＣａ细胞增殖，恢复焦亡
相关基因表达以及恢复抑癌基因ＡＳＣ的甲基化状态，诱导细胞焦亡。
　　［关键词］　双氢青蒿素；细胞焦亡；甲基化；前列腺癌
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康的常见恶性肿瘤之一，近年来其发病率及病死率逐

年上升，跃居为第二大全球男性癌症相关性死亡原

因［１－４］。晚期ＰＣａ易进展为非雄激素依赖性 ＰＣａ，这
将使传统的手术治疗和去势治疗无效［５－６］。因此，寻

找低毒高效的抗肿瘤药物以应对非雄激素依赖性ＰＣａ
极为迫切。

　　双氢青蒿素（ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ，ＤＨＡ）是一种从青
蒿素中提取的有效抗疟疾药物，近年来，针对其潜在的

抗肿瘤作用研究取得进展［７－９］，相关机制与细胞程序

性死亡有关［１０－１１］。细胞程序性死亡包括细胞凋亡、焦

亡等［１２－１４］。国外及本课题组前期研究结果显示：ＤＨＡ
虽然可以通过上调促凋亡基因以及下调抗凋亡基因的

表达诱导细胞凋亡以达到抗肿瘤的目的［１５－１６］，但低剂

量的ＤＨＡ抗肿瘤作用更偏向于抑制细胞增殖，而诱导
细胞凋亡的作用有限，提示在诱导细胞凋亡外可能还

有其他的抗肿瘤途径［１７］。在前期的体内实验中，我们

发现ＤＨＡ也能诱导细胞发生焦亡现象，但其相关机制

不清，这为ＰＣａ中 ＤＨＡ的抗肿瘤作用研究提供了一
个新的方向。

　　细胞焦亡是一种由 Ｇａｓｄｅｒｍｉｎ蛋白家族介导的高
度促炎性、程序性坏死的细胞死亡形式。目前的研究

发现，依赖于Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧａｓｄｅｒｍｉｎＤ（ＧＳＤＭＤ）的焦亡
经典途径与肿瘤的发生、发展关系密切［１８］，经典途径

在非雄激素依赖性 ＰＣａ中起主导作用［１９］。在经典途

径中，抑癌基因凋亡相关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａＣＡＲＤ，ＡＳＣ）
与上游黑色素瘤缺乏因子 ２（ａｂｓｅｎｔｉｎｍｅｌａｎｏｍａ２，
ＡＩＭ２）特异性结合为炎性复合体，是激活下游Ｃａｓｐａｓｅ１
和ＧＳＤＭＤ诱导细胞焦亡的关键［２０－２２］。结合前期研究

发现，抑癌基因 ＡＳＣ的表达受表观遗传学机制的调
控，ＰＣａ中高甲基化状态导致 ＡＳＣ的表达沉默［２３－２４］，

ＡＳＣ的沉默失活是导致肿瘤发生和癌细胞增殖的重要
因素［２５］。因此，本研究旨在探讨 ＤＨＡ调控 ＡＳＣ的甲
基化状态以及上下游目的基因的表达，从而诱导 ＰＣａ
细胞发生细胞焦亡，以期为ＤＨＡ抗肿瘤机制研究提供
新的思路。
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１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂
　　胎牛血清、ＤＭＥＭ／Ｆ１２、ｇｌｕｔａＭＡＸ添加剂购自美
国Ｇｉｂｃｏ公司；ＤＨＡ、ＤＡＣ和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）均购
于美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；兔抗ＡＳＣ、兔抗ＡＩＭ２和兔
抗Ｃａｓｐａｓｅ１和兔抗ＧＳＤＭＤ单克隆抗体购自美国Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，兔抗 β肌动蛋白多克隆抗
体来自中国北京博奥森公司，辣根过氧化物酶偶联二

抗［抗兔免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ）抗体］购自北京 ＺＳＧＢ
ＢＩＯＯｒｉＧｅｎｅ公司；ＣＣＫ８细胞增殖及毒性检测试剂
盒、ＰＲＩＰＡ裂解液，ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、
Ｃａｓｐａｓｅ１比色检测试剂盒、乳酸脱氢酶释放检测试剂
盒、ＩＬ１８ＥＬＩＳＡ检测试剂盒和 ＩＬ１βＥＬＩＳＡ检测试剂
盒购自中国碧云天生物技术公司；ＤＮｅａｓｙ提取试剂盒
购于美国Ｑｉａｇｅｎ公司；ＳＹＢＲ酶、反转录试剂盒购自日
本ＴａＫａＲａ公司；抗体稀释液购自中国新赛美公司；甲
基化检测试剂盒购自英国Ａｂｃａｍ公司。
　　荧光光谱仪（Ｆ７０００）购于日本日立高科技公司；
实时荧光定量 ＰＣＲ仪、４℃离心机、ＣｈｅｍｉＤｏｘＸＲｓ凝
胶成像仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；透射电子显微镜购
自日本 ＪＥＯＬＪＥＭ１４００ＰＬＵＳ公司，扫描电子显微镜
购自日本ＨＩＴＡＣＨＩＳＵ８０１０公司。
１．２　细胞培养与药物干预
　　人ＰＣａ细胞ＰＣ３、ＤＵ１４５均购自中国科学院上海
细胞库。ＤＭＥＭ／Ｆ１２混以 １０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ
青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素、２ｍｍｏｌ／ＬｇｌｕｔａＭＡＸ配置培
养基于３７℃、５％ＣＯ２、９５％湿度孵育，每３天传代１次。
　　将ＤＨＡ溶于ＤＭＳＯ溶剂制备为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的母
液，４℃保存，０．２２μｍ过滤器过滤后使用。将 ＤＡＣ
溶于ＤＭＳＯ溶剂制备为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的母液，－２０℃保
存以备使用。将ＰＣ３和ＤＵ１４５细胞分为对照组与药
物组。将细胞按５×１０３／孔接种于 ９６孔板，每组 ６个
重复孔，培养 ４８ｈ待细胞生长至 ８０％，加入 ＤＨＡ和
ＤＡＣ处理４８ｈ。测定３ｈ前，每组更换混合１０μＬＣＣＫ
８试剂的１００μＬ培养基。用荧光光谱仪（Ｆ７０００）测
定４５０ｎｍ波长下的光密度值［Ｄ（４５０）］。按公式计算
抑制率和存活率：抑制率＝［Ｄ（４５０）药物组－Ｄ（４５０）对照组］／
［Ｄ（４５０）对照组－Ｄ（４５０）空白组］，存活率＝［Ｄ（４５０）药物组－
Ｄ（４５０）空白组］／［Ｄ（４５０）对照组－Ｄ（４５０）空白组］。
１．３　裸鼠成瘤实验
　　选择４～６周龄雄性裸鼠（购自重庆医科大学实验
动物中心，编号为 １１００１１２１０１０４１０５８８１）作为成瘤对
象，裸鼠品系为 ＢＡＬＢ／ｃＮｕｄｅ，均为 ＳＰＦ级，许可证

号：ＳＣＸＫ（京）２０１６０００６。按照对照组及药物组划分
为各组６只。将ＰＣ３细胞（约５×１０６／ｍＬ）重悬于ＰＢＳ
中，经皮穿刺将０．１ｍＬ细胞悬液接种于裸鼠右大腿附
近的下背部，饲养 １４ｄ，待肿瘤直径达到 ０．５ｃｍ×
０．６ｃｍ。选择相同体质量和肿瘤质量的裸鼠进行药
物干预，随机分为对照组和药物组，每组４只。对照组
注射ＤＭＳＯ，药物组以 ＤＨＡ（５０μｍｏｌ／Ｌ）每隔 １天注
射１次，第１３天收集肿瘤。通过肿瘤体积测定，观察
ＤＨＡ对肿瘤的抑制效率。并将肿瘤组织用于后续蛋
白免疫印迹检测以及电镜观察。

１．４　电镜观察
１．４．１　透射电镜　　对照组待细胞生长至 ８０％时
继续培育 ４８ｈ，药物组待细胞生长至 ８０％时予以
５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ培养 ４８ｈ。从细胞中收集的样品，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ形成团块。去除上清液，沿管
壁加入戊二醛固定剂。４℃保存，后期置于电镜下观
察。体内实验中，用眼科剪分离１．３中对照组与药物
组的肿瘤组织，４％戊二醛固定４ｈ，１％ＯｓＯ４固定２ｈ。
然后将肿瘤脱水、包埋、超薄切片，置于电镜下观察。

１．４．２　扫描电镜　　对照组待细胞生长至 ８０％时
继续培育 ４８ｈ，药物组待细胞生长至 ８０％时予以
５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ培养４８ｈ。细胞标本１０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，去除上清液。将１．５μＬ细
胞悬液加在喷有铂金的载玻片上，静置１ｈ。然后将载
玻片放入戊二醛固定１ｈ，ＰＢＳ洗涤３次，每次７ｍｉｎ。
然后依次用梯度浓度乙醇（３０％、５０％、７０％、９０％和无
水乙醇）和叔丁醇（３０％、５０％、７０％、９０％和无水叔丁
醇）进行脱水。最后将载玻片冷藏 ３０ｍｉｎ，抽真空后
用扫描电子显微镜进行观察。

１．５　Ｃａｓｐａｓｅ１比色检测、乳酸脱氢酶释放检测实验
　　细胞焦亡过程中细胞膜破裂会导致细胞外
Ｃａｓｐａｓｅ１含量增加，ＬＤＨ释放到细胞膜外。采用
Ｃａｓｐａｓｅ１比色法和 ＬＤＨ释放实验检测 ＰＣ３和
ＤＵ１４５细胞膜的完整性。
１．５．１　Ｃａｓｐａｓｅ１比色检测　　对照组待细胞生长至
８０％时继续培育４８ｈ，药物组待细胞生长至８０％时予
以５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ培养４８ｈ。将细胞以２５０×ｇ离心
１０ｍｉｎ，用Ｃａｓｐａｓｅ１比色检测试剂盒中２５μＬ裂解液
冷孵育１０ｍｉｎ，再１００００×ｇ离心１ｍｉｎ。将上清液移
至９６孔板，每组３孔重复。加入５０μＬ细胞裂解液处
理后，每个反应孔加入 ５μＬ的 Ｃａｓｐａｓｅ１标准品，
３７℃条件下静置 １．５ｈ。用荧光光谱仪测定 ４５０ｎｍ
处的光密度值［Ｄ（４５０）］。活性比＝［Ｄ（４５０）药物组－
Ｄ（４５０）空白组］／［Ｄ（４５０）对照组－Ｄ（４５０）空白组］。
１．５．２　ＬＤＨ释放实验　　对照组待细胞生长至８０％
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时继续培育 ４８ｈ，药物组待细胞生长至 ８０％时予以
５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ培养４８ｈ。采用 ＬＤＨ细胞毒性测定
试剂盒检测细胞膜破裂后的含量释放程度。将样品种

于９６孔板上（每孔加入 １００μＬ细胞悬液）。待细胞
生长２ｄ后，每孔加入 １０μＬ细胞裂解液和 １００μＬ
ＬＤＨ反应液，室温孵育 ３０ｍｉｎ。用荧光光谱仪测定
６００ｎｍ处的光密度值［Ｄ（６００）］。释放比＝［Ｄ（６００）药物组
－Ｄ（６００）空白组］／［Ｄ（６００）对照组－Ｄ（６００）空白组］。
１．６　ＥＬＩＳＡ法检测ＩＬ１８、ＩＬ１β释放量
　　采用酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏ
ｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测 ＩＬ１８、ＩＬ１β释放量以验
证ＰＣ３和ＤＵ１４５细胞膜的完整性。对照组待细胞生
长至８０％时继续培育４８ｈ，药物组待细胞生长至８０％
时予以 ５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ培养 ４８ｈ。８００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ后将细胞悬液接种于９６孔板内，１００μＬ／孔，室
温静置２ｈ。弃上清洗板２次后加入１００μＬ生物素化
抗体，室温静置１ｈ。弃上清洗板 ２次后加入 １００μＬ
Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ，避光孵育 ３０ｍｉｎ。弃上清洗板 ２次后加
入 １００μＬ显色剂，避光孵育 ３０ｍｉｎ。加入终止液
５０μＬ后用荧光光谱仪测定 ４５０ｎｍ处的光密度值
［Ｄ（４５０）］。计算ＩＬ１８、ＩＬ１β的相对表达量。
１．７　ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ流式细胞术
　　将ＰＣ３和ＤＵ１４５细胞分别分为对照组、药物组，
共４组。对照组待细胞生长至８０％时继续培育４８ｈ，
药物组待细胞生长至 ８０％时予以 ５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ培
养４８ｈ。用胰酶消化离心（８００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）后移至
１．５μＬ的微型离心管内并添加ＰＢＳ重悬，送至重庆医
科大学生命科学研究院进行细胞定量检测。

１．８　亚硫酸氢盐基因组测序ＰＣＲ
　　将 ＰＣ３和 ＤＵ１４５细胞分别分为对照组、阳性对
照组（ＤＡＣ２μｍｏｌ／Ｌ）和药物组（ＤＨＡ５０μｍｏｌ／Ｌ），共
６组。对照组待细胞生长至８０％时继续培育４８ｈ，药
物组待细胞生长至８０％时分别予以２μｍｏｌ／ＬＤＡＣ和
５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ培养４８ｈ。使用 ＤＮｅａｓｙ提取试剂盒
从ＰＣ３和ＤＵ１４５细胞中提取基因组ＤＮＡ。对亚硫酸
氢盐修饰的ＤＮＡ样本进行亚硫酸氢盐基因组测序，使
用针对ＡＳＣ启动子中 ＣｐＧ富集区的引物集来观察其
甲基化状态。引物序列：ＡＳＣ上游 ５′ＧＧＧＡＴＴＡ
ＡＧＧＧＴＧＴＡＧＴＡＡＧＧＡＡＧ３′，下 游 ５′ＣＣＡＡＣＴＴＡＴ
ＣＲＡＴＡＡＡＡＴＣＣＡＡＡＡＣ３′。亚硫酸氢盐基因组测序
在含有 ＧｏＴａｑ混合物的反应溶液中进行 ４０个循环
（９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ）。在２％的琼脂糖
凝胶中进行 ＰＣＲ分析。将 ＰＣＲ产物连接至 ｐＴＧ１９Ｔ
载体进行测序。

１．９　实时荧光定量ＰＣＲ
　　对照组细胞生长至８０％时继续培育４８ｈ，药物组
细胞生长至 ８０％时予以 ５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ培养 ４８ｈ。
提取细胞 ＲＮＡ用由 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ试剂试剂盒与
ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ进行反转录。引物序列如下：βａｃｔｉｎ上
游 ５′ＣＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＣＣＴ３′，下游 ５′ＡＣＡＣＧ
ＧＡＧＴＡＣＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧ３′；ＡＳＣ上游 ５′ＴＧＡＣＧＧＡＴＧ
ＡＧＣＡＧＴＡＣＣＡ３′，下游５′ＧＧＣＣＴＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＧＴ３′；
ＡＩＭ２上游 ５′ＣＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣＣＡＡＧＡＡＧＧＣ３′，下游
５′ＡＣＧＴＧＡＧＧＣＧＣＴＡＴＴＴＡＣＣＴ３′）；Ｃａｓｐａｓｅ１上 游
５′ＡＣＡＧＧＣＡＴＧＡＣＡＡＴＧＣＴＧＣＴ３′，下游 ５′ＧＣＴＧＴＣ
ＡＧＡＧＧＴＣＴＴＧＴＧＣＴ３′；ＧＳＤＭＤ上游 ５′ＧＴＧＣＴＴＧＣＡ
ＧＧＧＴＧＡＧＧ３′，下游 ５′ＧＣＴＣＧＴＧＧＡＡＣＧＣＴＴＧＴ３′。
扩增的反应条件为：９５℃反应３０ｓ，９０℃反应５ｓ，５７℃
反应３０ｓ，循环３９次，最后６５℃反应３０ｓ。数据采用
２－△△Ｃｔ法计算ｍＲＮＡ相对表达量。重复３次。
１．１０　蛋白免疫印迹法
１．１０．１　体外实验　　检测焦亡相关蛋白 ＡＩＭ２、
Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ、ＧＳＤＭＤＮ时，对照组待细胞生长至
８０％时继续培育４８ｈ，药物组待细胞生长至８０％时予
以５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ培养４８ｈ。检测抑癌基因 ＡＳＣ的
蛋白表达情况时，对照组待细胞生长至８０％时继续培
育 ４８ｈ，药物组待细胞生长至 ８０％时分别予以
２μｍｏｌ／ＬＤＡＣ和５０μｍｏｌ／ＬＤＨＡ培养４８ｈ。从细胞
中收集总蛋白，采用ＢＣＡ蛋白增强检测试剂盒检测蛋
白浓度，加入含 １％ ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解液冰上裂解
３０ｍｉｎ，用ＳＤＳ装载缓冲液煮沸 １０ｍｉｎ。通过 ＳＤＳ聚
丙烯酰胺凝胶电泳（１２％凝胶）。随后，将分离的蛋白
质电转移至 ＰＶＤＦ膜。用含有 ５％脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ
封闭，分别用以下抗体在４℃中孵育过夜：兔抗ＡＩＭ２、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ（１∶１０００）和兔抗 βａｃｔｉｎ
（１∶１０００）。过夜后用ＴＢＳＴ洗涤３次，用二抗（１∶２００００）
在室温下孵育１ｈ，再用ＴＢＳＴ洗涤３次。特异性蛋白
通过ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ成像系统进行显影。重复３次。
１．１０．２　体内实验　　分别提取１．３中对照组与药物
组的肿瘤组织总蛋白。加入含 １％ ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂
解液，冰下超声破碎和涡旋振荡５ｍｉｎ共６次，４℃下
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ。后续步骤与体外实验相
同。重复３次。
１．１１　数据分析
　　生物信息学分析使用 Ｒ语言 ｇｇｐｌｏｔｓ２软件对 ＴＣ
ＧＡ数据进行编辑。采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９（美国
ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅＩｎｃ．）绘制数据并进行统计分析。
数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组比较采用单因素方差分析，组间
比较采用ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

４２４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２　结果

２．１　ＤＨＡ作用下非雄激素依赖性 ＰＣａ细胞 ＰＣ３和
ＤＵ１４５的体外实验

２．１．１　ＤＨＡ对ＰＣ３和 ＤＵ１４５细胞的增殖及形态学
影响　　采用 ＣＣＫ８检测非雄激素依赖性 ＰＣａ细胞
株ＰＣ３和ＤＵ１４５的细胞增殖情况，结果显示 ＰＣ３和
ＤＵ１４５细胞均表现出浓度依赖性的增殖抑制（图１Ａ）。
根据计算获得二者的ＩＣ５０［ＰＣ３：（４６．７０±０．８３）μｍｏｌ／Ｌ；
ＤＵ１４５：（４８．１３±０．９４）μｍｏｌ／Ｌ］，确定最适药物浓度
（均选取５０μｍｏｌ／Ｌ）分别对 ＰＣ３和 ＤＵ１４５进行加药
处理，电镜下形态学观察可见：不同于其他细胞死亡形

式，细胞焦亡的特征为细胞膜完整性的缺失以及细胞

内容物的释放。透射电镜图像显示细胞内吹泡样改

变、线粒体肿胀、细胞膜破裂（图１Ｂ）。扫描电镜观察
显示细胞膜形成孔道，丧失完整性（图 １Ｃ）。表明
ＤＨＡ可诱导ＰＣ３和ＤＵ１４５发生焦亡样形态学改变。
２．１．２　细胞焦亡的辅助验证　　通过Ｃａｓｐａｓｅ１比色
检测、ＬＤＨ释放实验发现，ＤＨＡ作用下的 ＰＣ３和
ＤＵ１４５胞外 Ｃａｓｐａｓｅ１、ＬＤＨ水平均有明显上升（Ｐ＜
０．０１，图２Ａ、Ｂ），进一步证明细胞膜完整性缺失导致
内容物的释放。ＥＬＩＳＡ检测结果显示药物组 ＩＬ１８表
达量、ＩＬ１β表达量较对照组明显增多（Ｐ＜０．０１，
图２Ｃ、Ｄ）。ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染流式细胞术结果显示，
ＤＨＡ作用下的药物组ＰＩ阳性细胞比率明显高于对照
组 （Ｐ＜０．０１，图２Ｅ）。
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图１　ＤＨＡ对ＰＣ３和ＤＵ１４５细胞的增殖及形态学影响
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细胞术检测

图２　细胞焦亡的辅助验证　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．１．３　ＤＨＡ对ＰＣ３、ＤＵ１４５的抑癌基因 ＡＳＣ的表达
调控　　生物信息学分析显示，相比于正常前列腺细
胞，抑癌基因 ＡＳＣ在 ＰＣａ细胞中表达明显下调（Ｐ＜
０．０５，图３Ａ）。以不同浓度 ＤＡＣ作用于 ＰＣ３、ＤＵ１４５
观察细胞增殖情况（图 ３Ｂ），分别以 ＤＨＡ和 ＤＡＣ［根
据 ＩＣ５０结果，ＰＣ３：（２．６４±１．０２）μｍｏｌ／Ｌ；ＤＵ１４５：
（２．４７±１．０２）μｍｏｌ／Ｌ；均选取 ２μｍｏｌ／Ｌ］的最适药物
浓度作用于ＰＣ３和ＤＵ１４５细胞检测ＡＳＣ的ｍＲＮＡ和
蛋白表达水平，结果发现 ＤＨＡ对 ＡＳＣ表达的上调作
用在两种细胞中均优于ＤＡＣ（Ｐ＜０．０１，图３Ｃ、Ｄ）。通
过亚硫酸氢盐测序实验，结果显示ＤＨＡ的去甲基化效
果明显优于ＤＡＣ（Ｐ＜０．０１，图３Ｅ）。
２．１．４　ＤＨＡ对 ＰＣ３、ＤＵ１４５的 ＡＩＭ２、Ｃａｓｐａｓｅ１、
ＧＳＤＭＤ的ｍＲＮＡ及蛋白表达影响　　通过实时荧光

定量ＰＣＲ、蛋白免疫印迹法检测ＡＳＣ上下游基因ＡＩＭ２、
Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ的表达水平，结果显示在 ＰＣ３和
ＤＵ１４５细胞中，ＤＨＡ均明显上调 ＡＩＭ２、Ｃａｓｐａｓｅ１、
ＧＳＤＭＤ和ＧＳＤＭＤＮ端的基因表达（Ｐ＜０．０１，图 ４）。
细胞焦亡相关蛋白的表达上调辅助验证 ＤＨＡ作用下
ＰＣａ细胞发生细胞焦亡。
２．２　ＤＨＡ作用下非雄激素依赖性 ＰＣａ细胞 ＰＣ３和

ＤＵ１４５的体内实验
　　选择ＰＣａ骨转移细胞系、恶性程度高、浸润侵袭
性较强的ＰＣ３细胞构建裸鼠种植瘤模型。结果显示，
药物组的肿瘤体积小于对照组（图５Ａ），提示 ＤＨＡ显
著抑制肿瘤的生长。通过蛋白免疫印迹法检测目的基

因的表达水平，结果显示ＡＳＣ、ＡＩＭ２、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ
和ＧＳＤＭＤＮ端表达恢复（图５Ｂ），与体外实验结果一

６２４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



致。电镜观察瘤体组织形态学变化，与正常 ＰＣａ细胞
相比，ＤＨＡ处理后的小鼠组织细胞丧失膜的完整性，

并释放内容物至细胞外（图５Ｃ），该图像结果与体外实
验保持一致。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：生物信息学分析火山图 红点和绿点分别表示与正常前列腺细胞相比，在ＰＣａ中显著上调和下调的差异基因，灰点表示差异不显
著的基因；Ｂ：ＤＡＣ处理ＰＣａ细胞株ＰＣ３和ＤＵ１４５４８ｈ的细胞存活率；Ｃ：实时荧光定量ＰＣＲ检测ＡＳＣｍＲＮＡ水平的相对表达量；
Ｄ：蛋白免疫印迹法测定 ＡＳＣ蛋白表达水平　１：对照组；２：ＤＡＣ；３：ＤＨＡ；Ｅ：对 ＰＣ３和 ＤＵ１４５细胞中对 ＡＳＣ的每个 ＣｐＧ位点
（圆点）进行亚硫酸氢盐基因组测序　黑色圆点：甲基化ＣｐＧ位点；中空圆点：未甲基化的ＣｐＧ位点；柱状图为根据亚硫酸氢盐基因
组测序分析ＡＳＣ的甲基化率

图３　差异表达基因ＡＳＣ及其甲基化状态　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

７２４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１４）
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图４　焦亡相关基因在ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达情况　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ａ：Ｐ＜０．０１　Ａ：肿瘤体积与肿瘤生长曲线；Ｂ：蛋白免疫印迹法测定肿瘤组织的ＡＩＭ２、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ和ＧＳＤＭＤＮ端的
蛋白表达水平；Ｃ：透射电镜观察瘤体组织的形态学表现 ↑：示细胞膜破裂的焦亡样形态学改变

图５　ＤＨＡ治疗处理的裸鼠成瘤实验　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　与早期ＰＣａ相比，晚期ＰＣａ的药物治疗选择较为
棘手。近年来，ＤＨＡ药物的抗肿瘤潜力得到关注，抗
肿瘤机制的研究在临床用药领域取得较大突破［２６－２７］。

与传统的抗肿瘤药物不同，ＤＨＡ具有毒副作用小、对

正常细胞伤害小等明显优势［２８］。本课题组前期研究

发现，低剂量ＤＨＡ诱导ＰＣａ细胞凋亡的作用有限，但
能明显抑制肿瘤生长，其抑癌机制与调控关键因子的

甲基化水平有关。结合在 ＰＣａ细胞中发现细胞焦亡
样改变，而焦亡经典途径中的关键因子因高甲基化状

态致使表达沉默，这为探索ＤＨＡ通过细胞焦亡途径抗

８２４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



肿瘤的机制研究提供了一条有前景的思路。近年国外

研究也证实ＤＨＡ可促进多种肿瘤发生细胞焦亡［２９］，

在本课题组前期ＤＨＡ调控细胞甲基化状态的研究成
果基础上，本研究旨在结合表观遗传学机制与细胞焦

亡来探讨ＤＨＡ对ＰＣａ的抗肿瘤作用。
　　本研究结果表明 ＤＨＡ在体内实验和体外实验均
对肿瘤的抑制作用显著，电镜观察到细胞膜完整性缺

失、内容物释放等焦亡样形态学改变。Ｃａｓｐａｓｅ１比色
检测、ＬＤＨ释放实验、ＥＬＳＩＡ检测结果显示在 ＤＨＡ诱
导细胞焦亡过程中，细胞膜破裂导致细胞内容物

Ｃａｓｐａｓｅ１、ＬＤＨ释放至胞外，炎性因子 ＩＬ１８、ＩＬ１β表
达升高，提示焦亡作用产生炎性反应。确认细胞焦亡

的表型改变后，由此将展开对细胞焦亡的机制探索。

细胞焦亡众多通路中，仅经典途径与非雄激素依赖性

ＰＣａ关系紧密［１９］。在经典途径中，抑癌基因 ＡＳＣ与上
游ＡＩＭ２特异性结合，形成炎性小体激活下游Ｃａｓｐａｓｅ１
裂解ＧＳＤＭＤ，从而诱导细胞焦亡［２０，３０－３１］。结合前期实

验了解到，表观遗传学机制与肿瘤的发生发展密切相

关，转录水平的改变是引起肿瘤发生的重要因素［３２］。

表观遗传学机制中，在 ＤＮＡ甲基转移酶的催化下，甲
基团与 ＣｐＧ二核苷酸胞嘧啶的第５个碳原子共价结
合，导致抑癌基因沉默［２５］。ＡＳＣ作为经典通路中诱导
焦亡发生不可或缺的重要基因，同时也受表观遗传性

学机制的调控［２８，３３］。由于 ＰＣａ的高甲基化状态抑制
了ＡＳＣ的正常表达，导致肿瘤的发生［２４］，本研究通过

生物信息学分析验证了这一观点。但是 ＡＳＣ的甲基
化是一个可逆的过程，本课题组前期研究发现ＤＨＡ具
有逆转甲基化的作用［１７］。因此本研究通过亚硫酸氢

盐测序检测ＤＨＡ作用下 ＡＳＣ的甲基化表达变化。为
了比较ＤＨＡ的去甲基化效果和临床适用性，将 ＤＡＣ
作为阳性对照，结果显示与临床的抗肿瘤药物和甲基

化抑制剂相比，ＤＨＡ在抑制肿瘤增殖和ＡＳＣ的去甲基
化效果方面均优于 ＤＡＣ，这为 ＤＨＡ抗癌机理的探索
提供了一个新的视角。通过实时荧光定量 ＰＣＲ、蛋白
免疫印迹法检测ＡＳＣ表达恢复后的上下游基因ＡＩＭ２、
Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ和ＧＳＤＭＤＮ端的表达水平改变情
况发现，ＤＨＡ明显恢复以上焦亡相关蛋白的表达，进
一步为ＤＨＡ诱导 ＰＣａ细胞焦亡提供实验依据，但其
深入机制仍需继续探索。

　　为了进一步验证 ＤＨＡ诱导焦亡以达到抗肿瘤的
实际效用，本研究选取４～６周龄雄性裸鼠构建模型并
对药物组行ＤＨＡ治疗。结果显示ＤＨＡ治疗明显抑制
肿瘤生长；电镜观察瘤体组织也显示了焦亡现象的发

生，以上实验均证实了体外实验中ＤＨＡ抑制肿瘤增殖
并诱导细胞焦亡的结果。蛋白免疫印迹法检测瘤体组

织中目的基因的表达情况，结果显示焦亡相关蛋白的

表达上调进一步证实体外实验的结果。

　　综上所述，本研究将传统药物与新型抗肿瘤手段相
结合，同时进行体外实验和体内实验探究ＤＨＡ诱导非
雄激素依赖性ＰＣａ产生焦亡以达到抗肿瘤的作用，通过
恢复ＡＳＣ的表达改变，以期探索ＤＨＡ诱导焦亡产生的
具体机制，为ＤＨＡ作为临床抗肿瘤药物的研究提供理
论基础，为临床抗癌新药的选择提供更多可能性。
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