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摘要 目的 利用 LNCaP 细胞建立去势抵抗前列腺癌细胞

模型，研究染料木黄酮( GEN) 对去势抵抗前列腺癌细胞生长

的影响及可能的机制。方法 在无激素的血清环境下长时

间培养 LNCaP 细胞，获得稳定生长的雄激素非依赖性 LN-
CaP 前列腺癌细胞，并鉴定细胞。以不同浓度的 GEN ( 0、
6. 25、12. 5、25、50、100、200 μmol /L) 分别作用于雄激素依赖

性 LNCaP 和雄激素非依赖性 LNCaP 细胞 24、48、72 h ，利用

CCK-8 法检测细胞增殖活性，Western blot 法检测前列腺特

异性抗原( PSA) 、P53 抑癌基因、细胞周期蛋白( Cyclin D1) 、
增殖细胞核抗原( PCNA) 在雄激素非依赖 LNCaP 细胞中的

表达水平。Western blot 法检测其对 PI3K /AKT 信号通路的

调节作用。结果 GEN 对雄激素非依赖性 LNCaP 细胞增殖

具有明显的抑制作用，并呈剂量、时间依赖关系。Western
blot 显示雄激素非依赖性前列腺癌细胞内 PCNA、Cyclin D1
随着 GEN 浓度的增加逐渐下调，P53 随着 GEN 浓度的增加

逐渐上调( P ＜ 0. 05) 。GEN 抑制了 PI3K 和 AKT 的磷酸化。
结论 GEN 可以在体外抑制雄激素非依赖性 LNCaP 细胞的

增殖，其作用可能是通过抑制 PI3K /AKT 信号通路，进而抑

制细胞增殖实现的。
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前列腺癌是男性生殖系常见的恶性肿瘤之一，

在西方国家发病率仅次于肺癌，是第二位的男性癌

症致死病因［1］。前列腺癌的发生、进展依赖于雄激

素，目前雄激素剥夺治疗是前列腺癌患者的一线治

疗方法，雄激素剥夺治疗在前列腺癌早期有效，但大

多数患者在治疗 14 ～ 30 个月后便进入“去势抵抗”
阶段，发展为去势抵抗性前列腺癌( castration-resist-
ant prostate cancer，CＲPC ) ［2］，传统的化学治疗对

CＲPC 疗效欠佳，其平均生存期仅为 2 ～ 3 年。前列

腺癌向去势抵抗性前列腺癌转变的机制目前尚不清

楚。
染料木黄酮( Genistein，GEN) 是一种天然的黄

酮类化合物，广泛存在于豆荚类植物中，是一种天然

植物雌激素，有确切预防癌症的作用［3］。研究［4 － 5］

显示，通过膳食摄入的 GEN 可以预防和治疗相关疾

病，特别是对乳腺癌、前列腺癌有积极的预防和治疗

作用。大量研究证实，GEN 有抗前列腺癌活性，主

要表现在抑制肿瘤细胞增殖［6 － 7］、诱导细胞凋亡［8］、
抑制肿瘤血管形成［9］，以及对抗癌药物的协同增敏

作用。GEN 还能降低早期前列腺癌患者血清前列

腺 特 异 性 抗 原 ( prostate-specific antigen，PSA ) 水

平［10］。目前，关于 GEN 治疗前列腺癌后期的 CＲPC
的发生和发展的作用及机制研究较少。该研究旨在

探讨 GEN 对雄激素非依赖性 LNCaP 细胞的抑制作

用。通过建立雄激素非依赖性 LNCaP 细胞的模型，

在体外模拟雄激素依赖性前列腺癌进展为雄激素非

依赖性前列腺癌的过程。

1 材料与方法

1． 1 细胞与试剂 LNCaP 细胞( 成都哈里生物公

司) ; 无酚红 ＲPMI-1640 培养液 ( 以色列 Biological
Industries 公 司) ; 胎 牛 血 清 ( 美 国 Gibco 公 司 ) ;

GEN、DMSO( 美国 Sigma 公司) ; CCK-8( 南京凯基公

司) ; BCA 蛋白浓度测定试剂盒( 中国碧云天公司) ;

兔抗人 PSA、兔抗人 P53、兔抗人增殖细胞核抗原

( proliferating cell nuclear antigen，PCNA) 、兔抗人细

胞周 期 蛋 白 ( CyclinD1 ) 、磷 脂 酰 肌 醇-3-羟 激 酶

( phosphatidylinositol 3-hydroxy kinase，PI3K) 、p-PI3K
蛋白、丝苏氨酸蛋白激酶( AKT) 、p-AKT 蛋白抗体

( 美国 Abcam 公司) ; 山羊抗兔 IgG、鼠抗人 β-actin
及山羊抗鼠 IgG 单克隆抗体均购自北京中杉金桥生

物技术有限公司。
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1． 2 方法

1． 2． 1 雄激素非依赖性前列腺癌 LNCaP 细胞株的

建立 雄激素依赖性 LNCaP 细胞用常规含 10% 胎

牛血清的无酚红 ＲPMI 1640 培养基培养，经 3 周传

代 3 次后，血清改用经活性碳 /葡聚糖处理的胎牛血

清，平均每 3 d 换液 1 次，每 6 d 传代 1 次，连续传代

40 次共 8 个月。培养环境为 37 ℃、5% CO2 常规培

养箱。
1． 2． 2 CCK-8 检测雄激素非依赖性 LNCaP 细胞生

长情况 在 96 孔板中接种处于对数生长期的雄激

素非依赖性 LNCaP 细胞，每孔培养5 000个细胞。
5% CO2、37 ℃孵育，孵育 24 h 后，去掉旧培养液，每

孔加入不同浓度的 GEN 工作液 100 μl ( 7 个浓度

组: 0、6. 25、12. 5、25、50、100、200 μmol /L) ，每个浓

度组设 5 个复孔。GEN 0 μmol /L 组为对照组。孵

育 24、48、72 h 后，每孔再加入 100 μl 含 10% CCK-
8 的培养液，孵育 4 h。用酶标仪检测 450 nm 处的

吸光度 ( optical density，OD ) 。根 据 公 式: 抑 制 率

( % ) = ( 1 － 加药组 OD /对照组 OD) × 100%，计算

不同浓度组 GEN 对雄激素非依赖性 LNCaP 细胞的

抑制率。
1． 2． 3 Western blot 法检测蛋白的表达 6 个浓度

组的 GEN 处理 LNCaP 细胞 72 h 后，加入蛋白酶抑

制剂和裂解液的混合物，在冰上裂解 30 min，4 ℃、
10 000 r /min 离心 20 min，用 BCA 法对上清液进行

蛋白定量并分装保存于 － 70 ℃。制备 SDS-聚丙烯

酰胺凝胶，利用 80 V( 浓缩胶) /120 V( 分离胶) 电

压对蛋白质进行分离，在 100 V 恒压条件下转移

1. 5 h。PVDF 膜用 TBST 冲洗并浸入 5% 脱脂牛奶

中封闭，振荡 1 h。TBST 洗膜 3 次，每次 5 min，分别

加入兔抗人 PSA、兔抗人 PCNA、兔抗人 Cyclin D1、
兔抗人 P53、PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT 单克隆抗体

( 1 ∶ 1 000) ，摇床 4 ℃孵育过夜。TBST 洗膜 3 次，

每 次 5 min。加 入 HＲP 标 记 的 羊 抗 兔 IgG
( 1 ∶ 5 000) ，室温下孵育 1. 5 h。TBST 洗膜 3 次，每

次 10 min。通过凝胶成像仪对 PVDF 膜进行曝光成

像，以目的蛋白与内参 β-actin 的光密度比值评价其

表达。重复实验 3 次。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 21. 0 软件对数据进

行单因素方差分析( one-way ANOVA) ，计量资料以
珋x ± s 表示，组间比较采用 Dunnett T 检验，检验水准

α = 0. 05，P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 雄激素非依赖性 LNCaP 细胞模型的建立

正常 LNCaP 细胞用常规培养基培养，传代 3 次后，

改用无激素无酚红培养基培养，连续传代 40 次。在

活性碳 /葡聚糖处理的胎牛血清的 ＲPMI 1640 培养

液中，雄激素非依赖性 LNCaP 细胞呈梭形贴壁生

长，培养 3 d 后，细胞开始向外伸出许多突触，培养 7
d 后，细胞长至 80%。正常 LNCaP 细胞和雄激素非

依赖性 LNCaP 细胞在 40 倍显微镜下的形态见图 1。

图 1 雄激素依赖性和雄激素非依赖性

LNCaP 细胞在显微镜下形态 × 40

A: 雄激素依赖性 LNCaP 细胞; B: 雄激素非依赖性 LNCaP 细胞

培养 40 代后

2． 2 雄激素非依赖性 LNCaP 细胞模型的验证

正常 LNCaP 细胞、LNCaP 细胞去激素培养 20 代、40
代后，利用 Western blot 法检测 PSA 蛋白的表达，用

凝胶成像仪分析电泳结果，图 2 显示 LNCaP 细胞内

PSA 的表达水平随着去激素培养代数的增加而逐渐

降低。

图 2 正常 LNCaP 细胞、LNCaP 细胞去

激素培养 20 代、40 代的 PSA 表达水平

2． 3 GEN 对雄激素依赖性 LNCaP 和雄激素非依赖

性 LNCaP 细胞增殖的影响 CCK-8 法检测不同浓度

的 GEN( 0、6. 25、12. 5、25、50、100、200 μmol /L) 分别

作用于雄激素依赖性 LNCaP 细胞和雄激素非依赖

性 LNCaP 细胞 24、48、72 h 后的增殖影响。结果显

示: GEN 作用于雄激素依赖性 LNCaP 细胞和雄激素

非依赖性 LNCaP 细胞后，对其增殖具有明显的抑制

作用，且具有剂量、时间依赖关系( P ＜ 0. 05 ) 。见

表 1、2。
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表 1 不同浓度 GEN 对雄激素依赖性 LNCaP 细胞体外增殖的影响( 珋x ± s)

时间 n
细胞生长抑制率( % )

0 μmol /L

GEN

6． 25 μmol /L

GEN

12． 5 μmol /L

GEN

25 μmol /L

GEN

50 μmol /L

GEN

100 μmol /L

GEN

200 μmol /L

GEN
F 值 P 值

24 h 5 0． 00 ± 0． 00 － 0． 07 ± 0． 31 － 0． 07 ± 0． 33 0． 15 ± 0． 18 0． 33 ± 0． 21 0． 51 ± 0． 03* 0． 41 ± 0． 14* 6． 536 0． 000
48 h 5 0． 00 ± 0． 00 0． 07 ± 0． 34 0． 02 ± 0． 30 0． 27 ± 0． 18 0． 59 ± 0． 07* 0． 74 ± 0． 03* 0． 81 ± 0． 01* 17． 428 0． 000
72 h 5 0． 00 ± 0． 00 － 0． 03 ± 0． 07 0． 10 ± 0． 27 0． 19 ± 0． 17 0． 28 ± 0． 04* 0． 37 ± 0． 08* 0． 70 ± 0． 06* 18． 426 0． 000

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

表 2 不同浓度 GEN( μmol /L) 对雄激素非依赖性 LNCaP 细胞体外增殖的影响( 珋x ± s)

时间 n
细胞生长抑制率( % )

0 μmol /L

GEN

6． 25 μmol /L

GEN

12． 5 μmol /L

GEN

25 μmol /L

GEN

50 μmol /L

GEN

100 μmol /L

GEN

200 μmol /L

GEN
F 值 P 值

24 h 5 0． 00 ± 0． 00 － 0． 13 ± 0． 12 － 0． 05 ± 0． 12 － 0． 03 ± 0． 05 0． 12 ± 0． 07 0． 21 ± 0． 12* 0． 58 ± 0． 08* 34． 532 0． 000
48 h 5 0． 00 ± 0． 00 0． 03 ± 0． 04 0． 10 ± 0． 06 0． 14 ± 0． 04* 0． 24 ± 0． 03* 0． 44 ± 0． 06* 0． 83 ± 0． 02* 250． 626 0． 000
72 h 5 0． 00 ± 0． 00 0． 13 ± 0． 10 0． 21 ± 0． 07* 0． 15 ± 0． 05* 0． 09 ± 0． 06 0． 26 ± 0． 09* 0． 88 ± 0． 11* 74． 749 0． 000

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 不同浓度 GEN 对雄激素非依赖性 LNCaP 细

胞周期蛋白的影响 GEN 处理雄激素非依赖性 LN-
CaP 细胞 72 h 后，Western blot 法 检 测 结 果 显 示，

GEN 能上调 LNCaP 细胞中 P53 的表达，下调了增殖

抗原 PCNA 及周期蛋白 CyclinD1 的表达。见图 3。

图 3 不同浓度 GEN 处理 72 h 对 PCNA、

CyclinD1、P53 表达的影响

2． 5 对 PI3K /AKT 信号通路的抑制作用 为了进

一步探讨 GEN 抑制 LNCaP 生长的分子机制，检测

了 PI3K /AKT 信 号 通 路 的 表 达，结 果 显 示，100
μmol /L 的 GEN 和阴性对照组( 0 μmol /L GEN) 处

理雄激素非依赖性 LNCaP 细胞 48 h 后，PI3K 和

AKT 的磷酸化明显受到抑制，见图 4。

3 讨论

CＲPC 是前列腺癌终末期的表现，大多数患者

最终会对现有的常规抗肿瘤化疗药物产生抗性而失

效，因此，如何延缓 CＲPC 的产生是当前治疗前列腺

癌的重点之一。大量研究［11 － 12］表明，大豆异黄酮能

够抑制前列腺癌细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡、抑制

癌细胞侵袭转移等抗肿瘤效应，对预防和治疗前列

图 4 100 μmol /L 的 GEN 处理 48 h 对 PI3K、AKT、

p-PI3K、p-AKT 表达的影响

A: 阴性对照组; B: 100 μmol /L GEN

腺癌具有重要意义。但大豆异黄酮对前列腺癌治疗

后期的 CＲPC 的发生和发展的作用及机制研究较

少。
本研究中采用了 CＲPC 代表细胞株 LNCaP 作

为实验株，在体外建立了雄激素非依赖性生长的细

胞模型。研究 GEN 对雄激素非依赖性 LNCaP 细胞

增殖与凋亡的影响并探讨其作用机制。
CCK-8 法提示，随着 GEN 浓度的增高，LNCaP

细胞和雄激素非依赖性 LNCaP 细胞的生长有明显

的抑制作用，且呈现出时间、剂量依赖关系。
Cyclin D1 的过度表达会改变细胞周期进程。

研究［13］显示 GEN 抑制 22ＲV1 细胞增殖可能是通过

下调 CyclinD1 的表达来实现。Cyclin D1 基因过表

达和基因扩增在多种肿瘤细胞中被发现。本研究显

示 GEN 浓度大于 25 μmol /L 时可显著抑制 LNCaP
细胞中 CyclinD1 蛋白的表达。
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肿瘤细胞的增殖活性旺盛，PCNA 可作为评价

肿瘤细胞增殖状态的指标，随着细胞增殖周期的不

同，其含量发生相应的变化。p53 是一种肿瘤抑制

基因，50% 以上的恶性肿瘤会出现该基因的突变。
本研究通过 Western blot 实验检测发现 GEN 能抑制

CＲPC 细胞中 PCNA 表达，而上调 P53 蛋白的表达，

这提示 GEN 能够抑制 CＲPC 细胞的增殖。Zhao et
al［14］研究发现 GEN 在 10 μmol /L 时能上调 P53 的

表达，阻滞 LNCaP 细胞在 G2 /M 期，与本研究作用

浓度( 12. 5 μmol /L) 相符。
PI3K /AKT 信号通路参与增殖、分化、凋亡和葡

萄糖转运等多种细胞功能的调节［15］，目前以 PI3K-
AKT 信号通路关键分子为靶点的肿瘤治疗策略正

在发展中。Western blot 结果显示，100 μmol /L 的

GEN 处理雄激素非依赖性 LNCaP 细 胞 48 h 后，

PI3K 和 AKT 的磷酸化明显受到抑制，而 PI3K 和

AKT 的总蛋白水平没有明显变化。说明 GEN 处理

雄激素非依赖性 LNCaP 细胞后，抑制细胞增殖，可

能与其下调 PI3K 和 AKT 磷酸化水平，抑制 PI3K /
AKT 信号通路有关，但仍需进一步实验证实。

本研究建立了雄激素非依赖性 LNCaP 细胞的

体外生长模型，结果显示 GEN 可以显著抑制雄激素

非依赖性 LNCaP 细胞的生长，并能下调 Cyclin D1、
PCNA 的表达。GEN 抑制雄激素非依赖性 LNCaP
细胞的增殖，其作用机制与下调 PI3K /AKT 信号通

路有关。本研究证实了染料木黄酮对 CＲPC 的“化

学预防”作用。
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Geinsten inhibits androgen independent LNCaP cells
through the PI3K /AKT pathway

Cao Yulin1，Li Fei2，Zhao Huan1，et al
( 1Dept of Public Health，Chengdu Medical College，Chengdu 610500;
2Academic Affairs Office，Nanchong Health School，Nanchong 637000)

Abstract Objective To explore the effect of genistein ( GEN) on castration-resistant prostate cancer ( CＲPC)
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cells with an androgen independent LNCaP cells model． Methods An androgen independent LNCaP cell model was
induced by culturing human prostate cancer LNCaP cell in hormone free medium for 40 generations，and then iden-
tified by PSA expression． Androgen dependent and independent LNCaP cells were respectively treated with GEN at
the concentrations of 0，6. 25，12. 5，25，50，100，200 μmol /L for 24，48 and 72 hours followed by proliferation
test with CCK-8 assay． Expression of P53，Cyclin D1 and PCNA in the cells were detected by Western blot． The
effect of GEN on PI3K pathway was determined by Western blot． Ｒesults GEN inhibited androgen independent
LNCaP cell proliferation in dose and time-dependent manner． The expression of PCNA and Cyclin D1 were down-
regulated，and that of P53 up-regulated with the increased concentration of GEN ( P ＜ 0. 05 ) ． GEN inhibited the
phosphorylation of PI3K and AKT． Conclusion GEN inhibits the proliferation of androgen independent LNCaP
cells by inhibiting PI3K /AKT signaling pathway．
Key words genistein; castration-resistant prostate cancer; proliferation; androgen-independent; signaling pathway
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肝细胞生长因子在原发性开角型青光眼视神经
损伤中的作用及机制研究

刘 超，陶黎明，梁 坤，蒋正轩，张康玉，刘贺婷

摘要 目的 探讨肝细胞生长因子( HGF) 的受体间质表皮

转化因子( c － met) 激活是否能促进视网膜神经节细胞存活

和再生，以及 HGF 在慢性青光眼大鼠模型中可能的神经保

护作用机制。方法 SD 大鼠随机分成 3 组: 正常对照组、慢
性高眼压组、慢性高眼压 HGF 注射组; 灼烧 3 条巩膜上静脉

制备慢性青光眼模型; 烧灼巩膜上静脉术后立即在玻璃腔内

注射 4 μl HGF( 1 μg /μl) ; iCare 眼压计检查大鼠的眼内压变

化; ELISA 法测定前房内 HGF 水平; 免疫染色检查 c-met 在

视网膜细胞中的分布; 使用末端脱氧核苷酸转移酶 dUTP 缺

口末端标记( TUNEL) 染色观察视网膜神经节细胞的凋亡;

Western blot 法检测蛋白激酶 B( Akt) 、磷酸化蛋白激酶 B( p-
Akt) 、B 细胞淋巴瘤基因-2( Bcl-2) 和抗凋亡蛋白 B 细胞淋巴

瘤 /白血病-xl( Bcl-xl) 蛋白的表达水平。结果 术后早期眼

压显著升高，并维持 2 周; 与正常组相比，慢性高眼压大鼠组

前房 HGF 明显升高; 与慢性高眼压组相比，慢性高眼压注射

HGF 组 TUNEL 标记的 ＲGC 减少，差异有统计学意义( P ＜
0. 05) ; 在视网膜中，c-met 主要在神经节细胞( ＲGC) 层的细

胞中表达; 在视网膜样本中，与正常对照组比较，慢性高眼压

组 p-Akt、Bcl-2 和 Bcl-xl 蛋白表达显著下调( P ＜ 0. 05) ; 与慢
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性高眼压组相比，慢性高眼压 HGF 注射组 p-Akt、Bcl-2 和

Bcl-xl 蛋白表达显著上调( P ＜ 0. 05) 。结论 HGF 可能通过

激活 Akt 信号通路以及增加其下游的相关抗凋亡蛋白表达

而发挥对慢性高眼压视神经的保护作用。

关键词 肝细胞生长因子; 青光眼; 视网膜神经节细胞; Akt;

凋亡
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青光眼是世界上第二大视力障碍和失明的原

因，全球患病率为 3． 54%，2040 年可能超过 1 亿

人［1］。青光眼以视盘凹陷和视野下降为特征，升高

的眼内压被认为是危险因素中最关键的机制; 眼压

升高导致细胞外基质板的变形或弯曲，从而通过机

械应力损伤轴突并最终导致视网膜神经节细胞( ret-
inal ganglion cell，ＲGC) 死亡［2］。尽管在青光眼中

已经鉴定了许多细胞或分子与之有关，但确切的发

病机制仍然是未知的。肝细胞生长因子( hematopoi-
etic growth factor，HGF) 是一种间质来源的多效生

长因子，在多种组织细胞中发挥多种功能包括迁移、
增殖和分化［3］，对于眼的损伤修复和相关疾病有着

重要的关系; HGF 存在于多种组织中，在眼部可由

成纤维细胞、血管平滑肌细胞、角膜上皮细胞、晶状

体上 皮 细 胞、虹 膜 和 视 网 膜 色 素 上 皮 细 胞 产 生。
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