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胡桃醌通过 PI3K /AKT途径促进
前列腺癌 LNCaP细胞氧化应激
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摘要 目的 探讨胡桃醌对人前列腺癌 LNCaP 细胞的杀伤
活性与其诱导氧化应激反应的相关性及机制。方法 采用
0、6. 25、12. 5、25、50 和 100 μmol /L 胡桃醌作用前列腺癌
LNCaP细胞，MTT法检测不同剂量胡桃醌对 LNCaP 细胞生
长抑制影响;胡桃醌联合抗氧化剂 NAC 作用细胞后，DCFH-
DA作为荧光探针，用荧光酶标法检测活性氧( ROS) ;胡桃醌
联合 PI3K /AKT 通路抑制 LY294002 作用细胞后，Western
blot法检测 p-AKT、AKT 和 Nrf2 蛋白表达变化。结果 与
阴性对照组比较，胡桃醌浓度在 12. 5 μmol /L或以上显著抑
制前列腺癌细胞生长( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) 。胡桃醌能够促
进细胞 ROS含量( P ＜ 0. 01) ; 胡桃醌联合抗氧化剂 N-乙酰
半胱氨酸( NAC) 导致 ROS含量下降( P ＜ 0. 05) ，细胞存活率
升高( P ＜ 0. 01) 。胡桃醌抑制 p-AKT的表达，NAC能够恢复
胡桃醌抑制的 p-AKT表达。胡桃醌能够抑制细胞核 Nrf2 的
表达，与 PI3K /AKT抑制剂 LY294002 联合使用进一步抑制
了 Nrf2 的表达。结论 胡桃醌能够抑制前列腺癌 LNCaP

细胞增殖，作用的机制可能与促进 ROS产生从而抑制 PI3K /
AKT途径，导致 Nrf2 表达下降有密切关系。
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胡桃醌是从胡桃楸的外壳中提取的一种活性成
分，具有促进肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤细胞生长的作
用，例如，前列腺癌、肺癌、卵巢癌等细胞，但具体机
制不清［1 － 3］。氧化应激诱导的 DNA 损伤能够加速
细胞的凋亡，具有抗肿瘤作用［4］。该研究在体外利
用胡桃醌治疗前列腺癌 LNCaP细胞，通过检测细胞
增殖、活性氧簇 ( reactive oxygen species，ROS) 及其

相关信号转导通路，探讨胡桃醌对人前列腺癌 LN-
CaP细胞的生长抑制作用。

1 材料与方法

1． 1 细胞及主要试剂 人前列腺癌 LNCaP 细胞购
自中科院上海细胞库; 进口胎牛血清( FBS) 购自美
国 Hyclone公司; RPMI 1640 培养液和胡桃醌、N-乙
酰半胱氨酸( NAC) 购自美国 Sigma 公司; ROS 试剂
盒购自南京碧云天生物科技公司; PI3K /AKT 通路
抑制 LY294002、p-AKT ( 473 ) 、AKT 和 Nrf2 抗体购
自美国 Cell Signaling Technology 公司; β-actin 抗体
和辣根酶标记山羊抗兔 IgG购自北京中杉金桥生物
技术有限公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 人前列腺癌 LNCaP细胞株的培养 细胞采
用含 10% FBS 的 RPMI 1640 培养基培养，隔日换
液，取对数生长期细胞进行实验。
1． 2． 2 MTT比色法检测细胞活力 取对数生长期
细胞，制备成单细胞悬液，以 2 × 104 个 /孔的密度接
种于 96 孔培养板中，于 37 ℃、5% CO2 条件下培养
24 h后，加入分别为 100、50、25、12. 5 和 6. 25 μmol /
L胡桃醌培养液，不加胡桃醌为阴性对照组，每组设
3 个复孔，体外继续培养 24 h。酶标仪测定吸光度
( A570 ) 值。依下列公式计算 LNCaP 细胞的存活率:
存活率( % ) =胡桃醌组平均 A570值 /阴性对照组平
均 A570 值 × 100%。
1． 2． 3 检测 ROS 活性 NAC( 0. 5 μmol /L) 预处理
细胞 60 min，然后加入 25 μmol /L 胡桃醌作用细胞
24 h。加入无血清 RPMI 1640 培养液稀释 2'，7'-二
氯荧光乙酰乙酸盐 ( 2'，7'-dichlorofluoresceindiace-
tate，DCFH-DA) ，使其终浓度为 5 μmol /L，37 ℃培
养 1 h，PBS 洗 3 次，酶标仪检测荧光强度。
1． 2． 4 Western blot 法检测 p-AKT 和 Nrf2 的表达
胡桃醌、LY294002 ( 20 μmol /L ) 或胡桃醌联合

LY294002( 20 μmol /L) 作用细胞 24 h 后，提取细胞
总蛋白或细胞核蛋白，蛋白定量后，加入 2 ×上样缓
冲液，煮沸 5 min。经 10% SDS-PAGE 电泳后，将蛋
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白转移至 PVDF 膜上; 5%脱脂牛奶室温封闭 2 h，
TBST洗膜，用含 5% 脱脂牛奶的 TBST 稀释一抗
( 1 ∶ 3 000) ，4 ℃过夜; TBST 洗膜后加辣根过氧化
物酶标记的二抗( 1 ∶ 5 000) 37 ℃孵育 2 h，TBST 洗
膜，采用 ECL发光液显色，β-actin作为内参照，使用
Quantity One 软件扫描并做灰度分析。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 11. 0 统计软件进行
分析，数据采用 珋x ± s 表示，组间比较采用单因素方
差分析，两两比较采用 t检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有
统计学意义。

2 结果

2． 1 胡桃醌对 LNCaP 细胞生长的影响 终浓度
为 6. 25、12. 5、25、50 和 100 μmol /L的胡桃醌对 LN-
CaP细胞的生长活力具有抑制作用。与阴性对照组
比较，胡桃醌浓度 12. 5 μmol /L以上，差异有统计学
意义( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ，见图 1。

图 1 不同浓度胡桃醌对 LNCaP细胞生长的影响

与阴性对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 胡桃醌对 ROS水平和细胞生长的影响 与阴
性对照组比较，终浓度为 25 μmol /L 的胡桃醌作用
LNCaP 细胞，导致细胞 ROS 水平显著增高 ( P ＜
0. 01) 。与胡桃醌组比较，胡桃醌联合抗氧化剂
NAC可降低 ROS水平( P ＜ 0. 05) ，见图 2; 与阴性对
照组比较，胡桃醌抑制 LNCaP 细胞生长 ( P ＜
0. 01) 。与胡桃醌组比较，胡桃醌 + NAC 组细胞存
活率增高( P ＜ 0. 01) ，见图 3。
2． 3 胡桃醌对 p-AKT、AKT 和 Nrf2 蛋白表达的
影响 与阴性对照组比较，胡桃醌组 p-AKT /AKT
蛋白表达比例下降( P ＜ 0. 01) ; 与胡桃醌组比较，胡
桃醌与 NAC联合使用导致 p-AKT /AKT蛋白表达比
例升高( P ＜ 0. 05 ) ，见图 4。与阴性对照组比较，胡
桃醌能够抑制 Nrf2 的表达，胡桃醌和 LY294002 联
合使用进一步抑制了 Nrf2 的表达，见图 5。

图 2 胡桃醌对 LNCaP细胞的 ROS作用

与阴性对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与胡桃醌组比较: #P ＜ 0. 05

图 3 NAC拮抗胡桃醌抑制 LNCaP细胞生长作用

与阴性对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与胡桃醌组比较: ##P ＜ 0. 01

图 4 Western blot检测 LNCaP细胞中 p-AKT和 AKT蛋白表达

与阴性对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与胡桃醌组比较: #P ＜ 0. 05

3 讨论

近年来我国前列腺癌的发病率有明显的上升趋
势，一般采用激素、放疗、化疗等方法治疗。但有些
患者对化疗药物易产生耐药［5］。我国的药用植物
资源丰富，已发现多种植物成分具有抗癌作用。人
们很早就发现核桃楸树皮及果皮具有抗肿瘤、抗炎
和杀虫的作用，在中国许多治疗癌症的验方中都含
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图 5 Western blot检测 LNCaP细胞中 Nrf2 蛋白表达

与阴性对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与胡桃醌比较: ## P ＜ 0. 01; 与

LY294002 组比较: △△P ＜ 0. 01

有核桃楸成分。研究［6］显示，核桃楸中这种具有抗
肿瘤、抗炎及杀虫作用的有效成分是胡桃醌。课题
组前期研究［1］结果表明，胡桃醌具有抑制前列腺癌
细胞增殖和促进前列腺癌细胞凋亡的作用，但机制
不清。

ROS是决定细胞生存状态的重要物质。适当
的 ROS可以促进肿瘤细胞的存活，但如果细胞过度
累积 ROS是导致细胞损伤直至死亡的重要因素［7］。
本研究结果表明，胡桃醌对 LNCaP细胞具有抑制作
用，并且呈剂量依赖关系;且经胡桃醌刺激 24 h 后，
LNCaP细胞内 ROS 水平显著升高，应用 ROS 抑制
剂 NAC能拮抗 ROS水平及胡桃醌抑制细胞生长的
作用。

PI3K /AKT信号途径在肿瘤细胞中起着重要的
调节作用，具有促进肿瘤细胞的增殖、分化、凋亡、血
管生成的作用。本研究表明，胡桃醌作用细胞后能
够抑制 p-AKT的表达。在胡桃醌和 NAC 联合处理
LNCaP细胞后，p-AKT 的表达水平增加。Nrf2 是维
护氧化还原平衡的关键调节因子，尤其是在持续激

活 PI3K-AKT信号的条件下。活化的 PI3K-AKT 通
路增强 Nrf2 在核内的积累，使 Nrf2 促进具有抗氧
化、抗炎、抗凋亡基因的表达［8 － 9］。本研究结果表
明，PI3K /AKT途径抑制剂 LY294002 能够降低 Nrf2
的表达，胡桃醌与 LY294002 联合使用进一步抑制
了 Nrf2 的表达。

综上所述，笔者推测胡桃醌能够抑制前列腺癌
细胞的增殖，具体机制可能与其促进前列腺癌细胞
内 ROS 异常积累，抑制 PI3K /AKT 途径，导致 Nrf2
活性下降有密切关系。
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Juglone promote oxidative stress through PI3K /AKT
pathway in prostate cancer cell

Fang Fang1，Chen Shuang1，Zhang Wansheng2，et al
( 1Dept of Immunology Technology，Jilin Medical College，Jilin 132013;

2Dept of Urinary Surgery，The Affiliated Hospital of Jilin Medical College，Jilin 132013)

Abstract Objective To investigate the killing activity of Juglone in human prostate cancer LNCaP cell and the
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correlation between oxidative stress and its mechanism． Methods LNCaP cells were treated with 0，6. 25，12. 5，
25，50 and 100 μmol /L Juglone． MTT assay was used to determine the growth of LNCaP cells treated with different
concentrations of Juglone． Reactive oxygen species ( ROS) was detected using fluorescence microplate reader with
2'，7'-dichlorofluoresceindiacetate ( DCFH-DA) as fluorescent probe after treating LNCaP cells with Juglone and
NAC． The expression levels of p-AKT，AKT and Nrf2 proteins were examined in LNCaP cells that were cultured
with Juglone and LY294002 using Western blot． Results Compared with the control group，the concentration of
Juglonein more than 12. 5 μmol /L could significantly inhibit the growth of LNCaP cells ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ．
The ROS levels were increased in Juglone group compared with control group ( P ＜ 0. 01) ． Compared with the Ju-
glone group，ROS levels was inhibited ( P ＜ 0. 05 ) and increased the cell proliferation rates by combination use
with NAC ( P ＜ 0. 01) ． Juglone inhibited expression of p-AKT and addition of NAC resorted the Juglone inhibition
of p-AKT expression． Nrf2 expression were down-regulated in cell nucleus treated with Juglone and then inhibition
of PI3K /AKT with LY294002 augmented Juglone-mediated function． Conclusion Juglone could significantly in-
hibit the growth of LNCaP cells and the effect may be related to promoted ROS levels through PI3K /AKT pathway
and then inhibit the Nrf2 expression．
Key words Juglone; prostate cancer; reactive oxygen species; PI3K /AKT; Nrf2; growth inhibition
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USPIO增强 MRI在兔动脉粥样硬化斑块模型的观察研究
张 勇1，李小鹏1，徐智超1，朱华庆2，胡孝朋3

摘要 目的 探讨单纯高脂饮食建立兔动脉粥样硬化模型
的可行性以及超小顺磁性氧化铁( USPIO) 增强磁共振成像
( MRI) 在兔动脉粥样硬化( AS) 斑块研究中的价值。方法
挑选 30 只健康的雄性新西兰大白兔作为研究对象，使用随
机分组法分为两组，其中实验组 20 只，对照组 10 只。实验
组通过单纯高脂饲料饲养的方法建立兔 AS 模型，对照组不
作其他干预。观察 USPIO 增强前后动脉斑块的 MRI 表现，

与病理结果进行比较和分析。结果 实验组成功建立兔 AS

模型，其中 14 例形成 AS 斑块，USPIO 增强 T2W1 序列表现
为斑块中央信号减低，血管壁信噪比值在 96 h降低最低，较
增强前信号差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，而对照组在增强
前后管壁信号无变化。USPIO增强 PJN 2D-TOF序列表现为
管壁点状充盈缺损。病理检查显示 USPIO 颗粒主要沉积在
内膜下。结论 单纯高脂饮食可以建立兔 AS 模型，USPIO

增强 MRI能反映出兔 AS 斑块情况，有助于对 AS 病变诊断
作出评估。

关健词 动脉粥样硬化;磁共振成像;超微超顺磁性氧化铁;
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动脉粥样硬化( atherosclerosis，AS) 是一种由动
脉壁脂质沉积引起的慢性血管病，而巨噬细胞在 AS
的发病机制中发挥着核心作用，其积极参与动脉壁
的低密度脂蛋白的摄取和脂质的积累，同时抗炎的
巨噬细胞也与斑块的稳定性相关［1］。发现和分析
AS斑块的成分，评估其易损性对于心脑血管事件的
诊治有重要意义。目前对易损斑块缺乏有效的、可
重复性检测技术，因而限制了对于斑块特征性有价
值的前瞻性研究的开展。而超小顺磁性氧化铁( ul-
trasmall superparamagnetic iron oxide，USPIO) 是一种
新的磁共振增强成像剂，本身具有被巨噬细胞吞噬
的特性，使得 USPIO增强磁共振成像( magnetic reso-
nance imaging，MRI) 可用于显示 AS 斑块内的巨噬
细胞，从而对 AS 早期斑块情况作出诊断及评估。
该研究拟通过建立兔动脉粥样易损斑块模型，同时
采用 USPIO 增强 MRI 检测兔 AS 斑块的形态和成
分，评估 USPIO 在 AS 斑块检测中的可行性，旨在
为动脉粥样易损斑块的早期发现、诊断提供相关理
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