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前列腺癌是老年男性常见疾病，发病年龄在55岁

前处于较低水平，55岁后逐渐升高，发病率随着年龄的

增长而增长。近年来我国前列腺癌的发病率呈明显上

升趋势［1］。前列腺癌中晚期主要治疗方法是内分泌治

疗，癌患者易产生激素抵抗，导致患者病情恶化［2］，研究

前列腺癌新的治疗药物具有重要的意义，而近年来，天

然药物在肿瘤的治疗过程中发挥的重要的作用，如紫杉

醇，苦参碱等都具有较好的抗肿瘤作用［3-4］，寻找抗肿瘤

作用靶点及信号转导分子机制明确的天然药物具有重

要的意义。
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摘要：目的 探讨龙葵素对前列腺癌细胞Du145裸鼠移植瘤生长的影响及分子机制。 方法 采用高度恶性的转移前列腺癌

细胞株Du145作为动物体内实验的模型，裸鼠皮下接种Du145细胞建立裸鼠皮下瘤模型。1周后将接种的裸鼠随机分为2

组：龙葵素实验组和生理盐水空白对照组，每3 d分别向实体瘤中间部位注射0.2 mL龙葵素（50 μg/mL）和生理盐水，观察裸

鼠体内肿瘤生长，3周后颈椎脱臼处死裸鼠，剥离肿瘤组织，测量肿瘤的重量并根据肿瘤重量计算抑瘤率。实时荧光定量

PCR和Western blotting技术检测各组裸鼠瘤体细胞周期相关基因mRNA和蛋白表达。Tunel原位检测各组裸鼠瘤体组织凋

亡情况。结果 龙葵素治疗组裸鼠肿瘤成瘤率明显下降，裸鼠瘤体生长速度明显低于对照组（P<0.01）。龙葵素能抑制瘤体

细胞CyclinD1、CyclinE1、CDK2、CDK4和CDK6基因mRNA和蛋白的表达，显著升高p21基因mRNA和蛋白的表达，龙葵素

干预后裸鼠瘤体组织凋亡显著增加（P<0.01）。结论 龙葵素可通过调控细胞周期G1/S关卡促进组织细胞凋亡抑制前列腺

癌细胞裸鼠移植瘤生长。
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Abstract: Objective To investigate the effect of solanine on the growth of human prostate cancer cell xenograft in nude mice.
Methods Human prostate cancer Du145 cells were injected into the subcutaneous layers on the back of nude mice. After a
week, the mice bearing subcutaneous tumor graft were randomly divided into solanine treatment group and saline control
group for treatment for 3 weeks. The tumor grafts were then harvested to evaluate the inhibition rate. The mRNA and protein
expressions of cell cycle-related genes in the tumors were detected by qRT-PCR and Western blotting, respectively, and tumor
cell apoptosis was detected using TUNEL method. Results The tumor growth rate in solanine-treated group was significantly
slower than that in the control group (P<0.01). The mRNA and protein expressions of C-myc, cyclin D1, cyclin E1, CDK2,
CDK4 and CDK6 were significantly inhibited by solanine. Solanine significantly up-regulated p21 mRNA and protein
expression in the tumors and induced a higher apoptosis rate of the tumor cells than saline (P<0.01). Conclusion The
tumor-inhibition effect of solanine is probably mediated by regulating the expressions of genes related with G1/S cell cycle
arrest and cell apoptosis.
Key words: solanine; cell cycle; apoptosis; prostate cancer; nude mice
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龙葵素（Solanine）也叫马铃薯毒素，分子式为

C45H73NO15，是一种糖苷生物碱［5］，通过胆固醇生物

合成途径产生［6］，广泛存在于茄科植物（番茄、茄子和马

铃薯）中，其结构与人类的甾体激素如雄激素、雌激素、

孕激素等性激素相类似。在人类饮食中，龙葵素毒性水

平尚未确定，有研究表明龙葵素是通过抑制胆碱酯酶的

活性引起食物中毒反应［7］。尽管人们普遍认为龙葵素

是有毒的，但是与其他甾类生物碱一样，龙葵素具有重

要的药用价值。国内外研究表明龙葵素具有消炎、抗过

敏、抗糖尿病和抗菌活性［8-11］。近年来，龙葵素抗肿瘤作

用日益引起人们的重视。本课题组前期研究结果表明

龙葵素能够抑制前列腺癌LnCaP和Du145细胞增殖，

但关于龙葵素在体内抑制肿瘤增殖的具体信号调控机

制尚不明了。本研究通过裸鼠体内成瘤实验探讨龙葵

素在体内抑制前列腺癌生长的细胞周期的信号通路变

化，进一步阐明其抑制前列腺癌增殖的作用及分子机

理，为龙葵素治疗前列腺癌提供临床应用依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料

龙葵素（美国，sigma），Balb/c雄性裸鼠（广东省实

验动物中心），前列腺癌细胞系Du145（暨南大学附属

第一医院临床实验中心惠赠），CyclinD1，CyclinD2，

CDK4，CDK6，GAPDH抗体（美国，CST），HRP标记羊

抗兔IgG（碧云天生物技术），Tunel凋亡检测试剂盒（美

国，promega）。

1.2 裸鼠皮下实体瘤模型的建立

人前列腺癌细胞株Du145常规传代培养，0.25%蛋

白酶消化成单细胞悬液，PBS洗3次，调整细胞浓度为

3×107个/mL，经台盼蓝染色，对活细胞计数后，测定细胞

活力在95%以上，取0.2 mL接种于裸鼠右侧腋下皮下

组织内，建立Du145人前列腺癌实体瘤动物模型。

1.3 实验动物的分组和药物处理

选取肿瘤大小一致（肿瘤直径5 mm）的裸鼠随机分

成两组，分别为人前列腺癌细胞株Du145空白对照组和

实验组，每组6只，每3 d瘤内给药1次，空白对照组注射

0.2 mL生理盐水，实验组注射50 μg/mL龙葵素0.2 mL，

每 3 d测量并记录肿瘤的长径和短径，并根据肿瘤重量

计算抑瘤率。3周后称裸鼠体质量，然后颈椎脱臼法处

死裸鼠，小心剥离肿瘤组织，测量肿瘤的重量，并依据公

式计算抑瘤率，

抑瘤率=（对照组平均瘤质量-治疗组平均瘤质量）/

对照组平均瘤质量×100%

1.4 荧光定量PCR检测肿瘤组织中细胞周期 G1/S 相

关因子mRNA的变化

液氮碾磨肿瘤组织样品，使用Trizol法提取组织总

RNA，检测 RNA 的纯度之后按照 PrimeScriptTM RT

reagent Kit逆转录试剂盒操作步骤对RNA进行逆转

录，定量 PCR 使用 SYBR Green 染料法，按照 SYBR

Premix Ex Taq荧光定量试剂盒说明书进行PCR体系配

制，反应体系在LightCycler®480实时PCR系统进行，采

用两步法进行PCR反应。使用SDS软件自动得出的Ct

值计算出相对表达量。

1.5 免疫印迹检测肿瘤组织中细胞周期 G1/S 相关因子

的变化

液氮碾磨肿瘤组织样品，加入组织蛋白裂解液裂解

组织蛋白，匀浆液于4 ℃ 10 000 g离心15 min，取上清

即为蛋白样品。使用BCA蛋白测定试剂盒对上清液的

总蛋白进行蛋白定量，从每个样品中取总蛋白（30 μg）

加入电泳上样缓冲液，100 ℃煮沸 5 min 后于 12%

SDS-PAGE 电泳分离蛋白质，电泳后将蛋白转移至

PVDF膜，5%脱脂奶粉室温封闭1 h，加入1∶300稀释的一

抗，4 ℃孵育过夜。第2天用TBST洗膜3次，每次5 min，

加入 1∶5000稀释的HRP标记的二抗，室温孵育 1 h，

TBST洗膜6次，每次5 min，加入ECL化学发光液显色，

用Bio-rad凝胶成像系统拍照，用ImageJ2x软件进行灰

度值分析。

1.6 Tunel检测组织细胞凋亡

取小块组织样品脱水包埋后制备成5 μm石蜡切

片，脱蜡水化之后将切片浸入4%多聚甲醛溶液，室温固

定15 min，PBS洗涤2次，每次5 min，20 μg/mL的蛋白

酶K溶液室温孵育切片8~10 min，PBS洗涤5 min，加入

50 μL的 rTdT孵育缓冲液（内含平衡缓冲液，核苷混合

物和rTdT酶）37 ℃避光孵育1 h，将切片浸入2×SSC，室

温放置15 min以终止反应，用荧光显微镜检测定位凋

亡细胞的绿色荧光（荧光素-12-dUTP）。

1.7 统计分析

采用SPSS20.0 软件对实验数据进行分析，数据表

示为Mean±SD中的至少重复3次（SD）。使用T检验进行

统计分析（2组的比较），P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 龙葵素抑制前列腺癌肿瘤的生长

皮下接种人前列腺癌Du145细胞的裸鼠在2周后

开始出现肉眼可见的直径约5~10 mm左右的皮下肿

瘤，表明Du145人前列腺癌实体瘤小鼠模型均建造成

功。实验过程中，实验组和对照组裸鼠体质量均无显著

差异，给药第9天开始，龙葵素实验组裸鼠皮下移植瘤

的生长开始受到抑制。实验结束时，剥离各组瘤体发

现，瘤体表面有包膜完整包裹，与周围组织界限清晰，易

剥离，与空白对照组相比，龙葵素处理组肿瘤体积明显

小于空白对照组。与空白对照组相比，龙葵素处理组裸
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鼠瘤重显著降低，抑瘤率高达40%，提示龙葵素对人前

列腺癌Du145细胞移植瘤的生长具有明显的抑制作用

（P<0.01，图1）。
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图1 龙葵素对裸鼠皮下种植的人前列腺癌细胞瘤的影响
Fig.1 Effects of solanine on growth of human prostate cancer tumor in nude mice. A: Changes in body weight of nude mice;
B: Changes in tumor volume; C: Changes in tumor growth; D: Changes in tumor weight. E: Tumor inhibition rate. **P<0.05.
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2.2 龙葵对人前列腺癌G1/S期调控因子的影响

为了探索龙葵素抑制前列腺癌肿瘤的生长的分子

机制，通过Q-PCR检测了龙葵素处理后，人前列腺癌实

体瘤细胞周期调控基因的表达水平，研究结果表明，同

生理盐水处理的空白组相比，龙葵素能显著抑制人前列

腺癌细胞CyclinD1、CyclinE1、CDK2、CDK4和CDK6

基因的mRNA表达水平，显著升高p21 mRNA的表达

水平（P<0.05，图2）。

2.3 龙葵对人前列腺癌G1/S期调控蛋白的影响

为了进一步探索龙葵素抑制前列腺癌肿瘤生长的

分子信号通路，通过免疫印迹检测了龙葵素处理后，人

前列腺癌实体瘤细胞周期通路相关蛋白的表达水平，免

疫印迹结果表明，同生理盐水处理的空白组相比，龙葵

素能显著抑制人前列腺癌细胞 CyclinD1，CyclinE1，

CDK2，CDK4，CDK6蛋白的表达水平，显著升高P21蛋

白的表达水平（P<0.01，图3）。

2.4 龙葵素对人前列腺癌组织细胞凋亡

为了探讨龙葵素抑制前列腺癌肿瘤生长与肿瘤细

胞凋亡的关系，通过Tunel法检测了龙葵素处理后，人前

列腺癌实体瘤细胞的凋亡水平。Tunel原位凋亡检测结

果表明，龙葵素处理的实验组和肿瘤组织的细胞凋亡水

平明显高于生理盐水对照组（P<0.01，图4）。

3 讨论

近年来我国前列腺癌的发病率呈明显上升趋势，中

晚期主要治疗方法是内分泌治疗，癌患易产生激素抵

抗，病情恶化，研究前列腺癌新的治疗药物具有重要的

意义。研究表明，龙葵素对人前列腺癌细胞、肝癌细胞、

乳腺癌细胞及人黑色素瘤细胞有较好的抑制作用［12-13］。

本研究小组前期体外细胞实验结果表明，龙葵碱可能通

过诱导人前列腺癌细胞LNCaP和Du145凋亡而产生抑

制增殖作用。对于龙葵素在体内对前列腺癌的影响研

究很少，作用机制更需深入探讨，本研究采用高度恶性

的转移前列腺癌细胞株Du145作为动物体内实验的模

型，研究龙葵素对前列腺癌细胞的裸鼠体内成瘤能力影

响及其作用机制。

本研究建立前列腺癌实体瘤动物模型，通过裸鼠皮

下瘤内给药发现龙葵素能抑制裸鼠瘤体生长，通过实时

荧光定量PCR和免疫印迹结果可以发现，龙葵素对前

列腺癌细胞周期蛋白的表达有显著影响，同时结合
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Tunel检测结果，发现龙葵素能够促进肿瘤组织的凋亡，

提示龙葵素在体内可能通过抑制肿瘤细胞周期促进肿

瘤组织的细胞凋亡，抑制前列腺癌细胞的裸鼠体内成瘤

能力。

细胞增殖是细胞生命活动的基本特征之一，也是生

物有机体的重要特点。真核细胞通过复杂的细胞周期

调控系统控制细胞的分裂，从而维持有机体的正常代谢

和增殖。细胞周期调控的异常与肿瘤的发生及发展密

切相关。细胞周期的调控是由一系列重要的信号分子

和周期蛋白家族来完成的，这些调节因子发生突变或者

表达水平发生改变，将导致细胞周期调控的改变，使细

胞增殖能力增强分化减弱，丧失细胞原有的功能，最终

发展成肿瘤细胞［14-15］。

细胞周期调节主要包括G1/S和G2/M两个检测

点，其中G1/S过渡是周期进展的关键,大多数与细胞增

殖有关的基因事件均发生于G1期［16-17］。细胞从 G1期

进入S期依赖于 CDKs（cyclin dependent kinases）的活

化，CDKs在整个细胞周期的表达比较稳定，其活性的

调节主靠 cyclins 的周期性表达，cyclins与相应的CDk

结合后激活CDKs，cyclin D、cyclinE分别与CDK4/6或

CDK2结合形成的蛋白复合物激活后，促使细胞从G1

向S期过渡，CDK抑制物（CDKI）P21是G1/S过渡中主

要的负反馈调节物质，作用于G1晚期，P21表达增强可

阻滞细胞G1/S期进展［18-19］。本研究通过实时荧光定量

PCR和免疫印迹检测龙葵素对前列腺癌组织细胞周期

蛋白、依赖性激酶和激酶抑制剂p21表达的影响，结果

显示与对照组比较，龙葵素能显著抑制前列腺癌组织细

胞周期蛋白CyclinD1, CyclinE1和周期蛋白依赖性激

酶CDK4，CDK6的表达水平，显著升高P21的表达水

平，表明龙葵素能够影响G1/S检测点调控信号，阻滞细

胞G1/S期进展，抑制前列腺癌细胞的分裂增殖，抑制肿

瘤细胞的裸鼠体内成瘤能力。

图2 荧光定量PCR检测龙葵素对人前列腺癌周期调控因子mRNA影响
Fig.2 Effects of solanine on mRNA expression of cell cycle-related proteins detected by real-time PCR. **P<0.05.
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龙葵素是如何影响细胞周期G1/S检测点调控信号

还有待进一步研究。国外有人在研究细菌生物碱

staurosporine 诱 导 PC12 细 胞 凋 亡 机 制 中 发 现 ，

staurosporine能引起胞内Ca2+水平的上升和ROS堆积［20］。

龙葵素可能是通过诱导ROS的堆积导致细胞DNA损

伤，从而诱导p21表达水平增高，抑制c-myc的表达，从

而阻滞细胞G1/S期进展。

细胞的死亡有两种形式，一种是病理性死亡，称

为坏死；另外一种是生理性死亡或程序性死亡，称凋

亡。细胞凋亡的途径有 3种：死亡受体途径、线粒体

途径和内质网途径。肿瘤细胞的无限生长是肿瘤细

胞凋亡受到抑制的结果［21］。本研究通过Tunel原位

凋亡检测表明，龙葵素能够诱导人前列腺癌裸鼠瘤

体组织凋亡。细胞凋亡的过程极为复杂，龙葵素是

通过何种方式调控细胞周期蛋白CyclinD、CyclinE、

细胞周期蛋白依赖性激酶 CDK4/6 或 CDK2 的表达

以及龙葵素激活细胞凋亡的具体途径，则仍需进一

步的实验研究证明。

图3 免疫印迹检测龙葵对人前列腺癌组织周期相关蛋
白的影响
Fig.3 Effects of solanine on expression of cell
cycle-related proteins detected by Western blotting.
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图4 Tunel检测龙葵素对人前列腺癌组织细胞凋亡的影响
Fig.4 Effects of solanine on apoptosis of tumors detected by TUNEL assay.

Control Solanine

总之，本研究表明龙葵素可通过调控细胞周期G1/

S关卡促进组织细胞凋亡抑制前列腺癌细胞裸鼠体

内成瘤能力，同时探讨了龙葵素体内抗前列腺癌的

作用机制，为龙葵素应用于临床前列腺癌的治疗提

供了实验基础。
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