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辛伐他汀对人前列腺癌ＰＣ３细胞增殖、凋亡及Ｒａｓ／Ｒｈｏ通路的影响
陈亚梅 １，李冬水 ２△，余明主 １

（１．中国人民解放军第９０８医院，江西 南昌 ３３０００２； ２．南昌大学第一附属医院，江西 南昌 ３３０００６）
摘要：目的 探讨辛伐他汀对人前列腺癌 ＰＣ３细胞增殖、凋亡及 Ｒａｓ／Ｒｈｏ信号通路的影响。方法 体外培养 ＰＣ３细胞，阴性对照组（Ａ
组）加入无血清 ＲＰＭＩ－１６４０培养基，阳性对照组（Ｂ组）加入含有终浓度为４μｍｏｌ／Ｌ的多西紫杉醇，辛伐他汀低、中、高剂量组（Ｃ１组、
Ｃ２组、Ｃ３组）分别加入终浓度为１．２５，２．５０，５．００μｍｏｌ／Ｌ的辛伐他汀，继续培养４８ｈ后采用细胞增殖成像分析牗ＥＤＵ牘法测定 ＰＣ３细胞
的增殖水平，采用原位末端转移酶标记牗ＴＵＮＥＬ牘法测定 ＰＣ３细胞凋亡水平，采用液相色谱 －串联质谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法测定培养基中
睾酮和二氢睾酮（ＤＨＴ）的浓度，采用实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＰＣ３细胞中 ｌｅｔ－７、神经母细胞瘤 Ｒａｓ病毒癌基因同源物牗ＮＲＡＳ牘、Ｒａｓ和
ＲｈｏｍＲＮＡ水平。结果 与Ａ组相比，Ｂ组和Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组的５－乙基－２′－脱氧尿嘧啶核苷牗ＥＤＵ牘掺入率、睾酮、ＤＨＴ、ＮＲＡＳ、Ｒａｓ和Ｒｈｏ
显著降低，细胞凋亡率和ｌｅｔ－７显著增加（Ｐ＜０．０５）；与Ｂ组相比，Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组的ＥＤＵ掺入率、睾酮、ＤＨＴ、ＮＲＡＳ、Ｒａｓ和Ｒｈｏ增加，细胞
凋亡率和ｌｅｔ－７降低，随着辛伐他汀剂量的增加，ＥＤＵ掺入率、睾酮、ＤＨＴ、ＮＲＡＳ、Ｒａｓ和Ｒｈｏ逐渐降低，细胞凋亡率和ｌｅｔ－７逐渐增加（Ｐ＜
０．０５）。结论 辛伐他汀可能通过激活Ｒａｓ／Ｒｈｏ信号通路，抑制ＰＣ３细胞增殖，并促进其凋亡。
关键词：辛伐他汀；前列腺癌；ＰＣ３细胞；细胞增殖；细胞凋亡；Ｒａｓ／Ｒｈｏ信号通路
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近年来，去势抵抗性前列腺癌（ＣＲＰＣ）瘤内从头合
成雄激素已成为研究热点，采用阿比特龙治疗ＣＲＰＣ患
者可减弱肿瘤内新生雄激素的作用犤１犦。胆固醇是雄激素

从头合成中的主要原料，且多种酶在此过程中起着重要

作用。他汀类药物是一种治疗高脂血症的药物，通过抑

制３－羟基－３－甲基戊二酰辅酶Ａ还原酶来降低血清
胆固醇水平犤２犦。其中，辛伐他汀可降低雄激素依赖性前

列腺癌细胞的细胞内胆固醇水平犤３犦。在体外，他汀类药

物可通过降低胆固醇含量来抑制直结肠癌细胞增殖犤４犦；

可通过抑制胰岛素样生长因子 １受体（ＩＧＦ１Ｒ）的表达
来抑制前列腺癌的进展犤５犦。Ｒａｓ／Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ（Ｒｈｏ）信号通
路在细胞和前列腺癌细胞的生物学特性中起着不可替

代的作用犤６犦。Ｒａｓ在前列腺癌细胞株 ＰＣ３中下调，抑制
肿瘤的发展犤７犦。７Ｒｈｏ信号通路是 Ｒａｓ同源基因家族成
员之一，Ｒｈｏ相关卷曲螺旋形成激酶可调节细胞肌动蛋
白细胞骨架的形成，进而参与副黏病毒感染，与多种恶

性肿瘤相关犤８犦。本研究中探讨了辛伐他汀对人前列腺癌

ＰＣ３细胞增殖和凋亡的影响，以及 Ｒａｓ／Ｒｈｏ信号通路
在此过程中的作用。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器与试药
仪器：二氧化碳细胞培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＲｅｖｃｏ公

司）；高速低温离心机（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；荧光倒置显
微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公司）；ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ液相色谱质
谱联用仪（ＬＣ－ＭＳ，美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ型蛋白核酸检测仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）；实时荧光定量ＰＣＲ（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）。

试药：辛伐他汀、多西紫杉醇、５－乙基 －２′－脱氧
尿嘧啶核苷（ＥＤＵ，美国Ｓｉｇｍａ公司，批号分别为Ｓ６１９６，
Ｓ１５７２，Ｓ３４８２）；前列腺癌 ＰＣ３细胞（上海生命科学研究
院细胞库，批号为 ＣＭ－１２５４２９）；胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ
公司，批号为 １６００４４）；ＲＰＭＩ－１６４０培养基（美国
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，批号为１９００４５）；细胞增殖成像分析试剂
盒（ＥＤＵ，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，批号为 １５７４）；ＴｄＴ介导
的脱氧尿嘧啶缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）细胞凋亡检测试
剂盒（碧云天生物技术公司，批号为 ＣＡ１０２０）；ＴＲＩｚｏｌ
（天根生化科技有限公司，批号为 ＤＰ４２１）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅＲＮＡ反转录试剂盒（大
连 ＴａＫａＲａ公司，批号为 ＲＲ０４７Ａ）；ＵｌｔｒａＳＹＢＲＯｎｅＳｔｅｐ
ＲＮＡＰＣＲＫｉｔ荧光定量ＰＣＲ试剂盒（宝生物工程大连有
限公司，批号为ＴＫ０８０４５）；ＭｉｃｒｏＲＮＡｌｅｔ－７（ｌｅｔ－７）、神
经母细胞瘤 ＲＡＳ病毒癌基因同源物（ＮＲＡＳ）、Ｒａｓ、Ｒｈｏ
和 Ｕ６引物（大连 ＴａＫａＲａ公司）。ｌｅｔ－７上游引物为
５′－ＣＧＧＣＴＣＧＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＡＧＧ－３′，下游引物为
５′－ＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡ－３′；ＮＲＡＳ上游引物

为 ５′－ＧＣＧＡＡＧＧＣＴＴＣＣＴＣＴＧＴＧＴＡ－３′，下游引物为
５′－ＣＣＣＧＴＡＡＣＴＣＴＴＧＧＣＣＡＧＴＴ－３′；Ｒａｓ上游引物为
５′－ＧＧＧＡＧＧＡＴＴＧＴＧＧＣＣＴＴＣＴＴ－３′，下游引物为
５′－ＴＧＴＧＣＡＧＧＴＧＣＣＧＧＴＴＣＡＧ－３′；Ｒｈｏ上游引物为
５′－ＡＴＣＡＴＧＧＧＣＴＧＧＡＣＡＴＴＧＧＡ－３′，下游引物为
５′－ＡＣＡＧＧＧＡＣＡＴＣＡＧＴＣＧＣＴＴＣＡ－３′；Ｕ６引物序列：
上游引物为５′－ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ－３′，
下游引物为５′－ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ－３′。
１．２ 细胞培养及分组

用含胎牛血清（１０％）的 ＲＰＭＩ－１６４０培养液在
３７℃及 ５％ＣＯ２、饱和湿度的条件下培养 ＰＣ３细胞，隔
天换液，当细胞融合率达 ９０％时，进行细胞传代。分为
阴性对照组（Ａ组），阳性对照组（Ｂ组），辛伐他汀低、中、高
剂量组（Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组）。Ａ组加入无血清ＲＰＭＩ－１６４０
培养基，Ｂ组加入含有终浓度为 ４μｍｏｌ／Ｌ的多西紫杉
醇犤９犦，Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组分别加入终浓度为 １．２５，２．５０，
５．００μｍｏｌ／Ｌ的辛伐他汀犤１０犦，继续培养 ４８ｈ后进行相
关检测。

１．３ ＥＤＵ法测定ＰＣ３细胞增殖
将 ＰＣ３细胞以 ５×１０３个／孔接种于 ９６孔板中，每

孔２００μＬ，待细胞融合后，按 １．２项下给予受试物干
预４８ｈ，换用５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＵ溶液孵育４ｈ，４％甲醛固
定１５ｍｉｎ，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００处理２０ｍｉｎ，以便在室温
下通透。将细胞在室温下用１００ｍＬＡｐｏｌｌｏ染色３０ｍｉｎ，
再用１００ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ避光孵育３０ｍｉｎ。荧光显微镜下进
行观察和摄像，并计算ＥＤＵ掺入率犤ＥＤＵ掺入率＝ＥＤＵ
阳性细胞数（红色染色的细胞）／Ｃ４－２细胞数（蓝色染
色的细胞）犦。
１．４ ＴＵＮＥＬ法测定ＰＣ３细胞凋亡

将 ＰＣ３细胞以 ５×１０４个／孔接种于 ６孔板内，每
孔３ｍＬ，待细胞融合后，按１．２项下方法给予受试物干
预 ４８ｈ，弃培养基，４％甲醛固定 １５ｍｉｎ，依次用 ５０％，
７５％，９５％，１００％乙醇脱水５ｍｉｎ，磷酸盐缓冲液冲洗２
次，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００处理 ２０ｍｉｎ，加入 ＴＵＮＥＬ工作
液，３７℃孵育１ｈ，使用荧光显微镜检测凋亡细胞（绿色
荧光染色），碘化丙啶（ＰＩ）反染细胞核，计数绿色和红色
荧光细胞犤计数阳性细胞率（％）＝绿色荧光细胞数 ／蓝
色荧光细胞数犦。
１．５ 液相色谱 －串联质谱牗ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ牘法测定培
养基中睾酮和二氢睾酮（ＤＨＴ）的浓度

将 ＰＣ３细胞以 ５×１０４个／孔接种于 ６孔板内，每
孔３ｍＬ，待细胞融合后，按１．２项下方法给予受试物干
预 ４８ｈ，将雄烯二酮（１００μｍｏｌ／Ｌ）添加到培养基中，
２４ｈ后收集培养基，并使用 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测量睾酮和
ＤＨＴ浓度。

·实验研究·
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ１组

Ｃ２组

Ｃ３组

ＥＤＵ掺入率（％）

８５．１０±１０．２７
２４．２９±４．３６ａ

５９．１４±７．３２ａｂ

４７．３５±５．８９ａｂｃ

３２．５７±６．２８ａｂｃｄ

细胞凋亡率（％）

０．１６±０．０３
３．２０±０．４８ａ

０．４７±０．０９ａｂ

１．６９±０．３６ａｂｃ

２．４４±０．２３ａｂｃｄ

睾酮（ｎｇ／μＬ）

３９２２．５０±３２８．４４
７４１．２８±９５．３７ａ

３１６２．５４±４８２．３０ａｂ

２１９３．１２±３５１．３７ａｂｃ

１０５７．７６±１５９．２３ａｂｃｄ

ＤＨＴ（ｎｇ／μＬ）

１３５６．４８±１８４．５９
３４８．２５±４０．２１ａ

１１８４．２８±９７．２８ａｂ

７９０．８３±３４．５０ａｂｃ

５１３．１５±６９．４８ａｂｃｄ

ｌｅｔ－７
１．００±０．０８
２．２８±０．０５ａ

１．２２±０．１０ａｂ

１．６７±０．０７ａｂｃ

１．９０±０．１０ａｂｃｄ

ＮＲＡＳ
１．００±０．０３
０．３６±０．１２ａ

０．８５±０．２０ａｂ

０．６０±０．１６ａｂｃ

０．４１±０．３２ａｂｃｄ

Ｒａｓ
１．００±０．０３
０．１８±０．０４ａ

０．８５±０．２７ａｂ

０．５９±０．４２ａｂｃ

０．２５±０．０４ａｂｃｄ

Ｒｈｏ
１．００±０．０５
０．２７±０．０８ａ

０．８０±０．１３ａｂ

０．６２±０．０５ａｂｃ

０．５１±０．２０ａｂｃｄ

Ａ．细胞增殖情况 Ｂ．细胞凋亡情况
图１ 辛伐他汀对ＰＣ３细胞增殖和凋亡的影响

Ａ组 Ｂ组 Ｃ１组 Ｃ２组 Ｃ３组

注：与 Ａ组比较，ａＰ＜０．０５；与Ｂ组比较，ｂＰ＜０．０５；与 Ｃ１组比较，ｃＰ＜０．０５；与Ｃ２组比较，ｄＰ＜０．０５。

表１ 辛伐他汀对 ＰＣ３细胞增殖和凋亡、ＰＣ３细胞中睾酮和ＤＨＴ及ｌｅｔ－７，ＮＲＡＳ，Ｒａｓ和ＲｈｏｍＲＮＡ表达的影响（Ｘ±ｓ）

Ａ

Ａ组 Ｂ组 Ｃ１组 Ｃ２组 Ｃ３组

Ｂ

５０５０μμｍｍ ５０５０μμｍｍ ５０５０μμｍｍ ５０５０μμｍｍ

５０５０μμｍｍ５０５０μμｍｍ５０５０μμｍｍ５０５０μμｍｍ５０５０μμｍｍ

５０５０μμｍｍ

１．６ 实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）检测 ｌｅｔ－７，
ＮＲＡＳ，Ｒａｓ和ＲｈｏｍＲＮＡ水平

以５×１０４个／孔接种于６孔板内，每孔３ｍＬ，待细
胞融合后，按１．２项下方法给予受试物干预 ４８ｈ，使用
ＴＲＩｚｏｌ从培养的细胞中提取总 ＲＮＡ，用蛋白核酸检测
仪测定 ｍＲＮＡ浓度和纯度，根据反转录试剂盒说明合
成将提取的总 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，制备 ２０μＬ反应
体系，进行扩增。反应条件为预变性９４℃３０ｓ，变性９５℃
５ｓ，６０℃ ４５ｓ，３８个循环。６１℃时采集荧光，用实时荧
光定量 ＰＣＲ仪检测，对其表达量进行分析，以 Ｕ６作为
内参，采用２－△△ Ｃｔ法计算ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．７ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ２３．０统计学软件分析。数据采用均数±
标准差（Ｘ±ｓ）表示，用单因素方差分析进行判断，
组间两两比较用 ＳＮＫ－ｑ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２ 结果

２．１ 对ＰＣ３细胞增殖和凋亡的影响
与 Ａ组相比，Ｂ组、Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组 ＥＤＵ的掺入

率降低，细胞凋亡率增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；

与 Ｂ组相比，Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组的 ＥＤＵ掺入率增加，细
胞凋亡率降低，随着辛伐他汀剂量的增加，ＥＤＵ掺入率
逐渐降低，细胞凋亡率逐渐增加，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５牘。详见表１和图１。
２．２ 对ＰＣ３细胞中睾酮和ＤＨＴ的影响

与Ａ组相比，Ｂ组和Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组睾酮和ＤＨＴ
降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与Ｂ组相比，Ｃ２组
和 Ｃ３组睾酮和 ＤＨＴ增加，随着辛伐他汀剂量的增加，
睾酮和 ＤＨＴ逐渐降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
详见表１。
２．３ 对ＰＣ３细胞中ｌｅｔ－７，ＮＲＡＳ，Ｒａｓ和ＲｈｏｍＲＮＡ
表达的影响

与Ａ组相比，Ｂ组和Ｃ１组、Ｃ２组、Ｃ３组ｌｅｔ－７增加，
ＮＲＡＳ，Ｒａｓ，Ｒｈｏ降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与Ｂ组
相比，Ｃ２组和Ｃ３组ｌｅｔ－７降低，ＮＲＡＳ，Ｒａｓ，Ｒｈｏ增加，随
着辛伐他汀剂量的增加，ｌｅｔ－７逐渐增加，ＮＲＡＳ，Ｒａｓ，Ｒｈｏ
增加降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。详见表１。
３ 讨论

他汀类药物可用于预防癌症或潜在的癌症，且与总

前列腺癌风险间呈负相关犤１１犦，与总体风险无关，但与晚

·实验研究·
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期前列腺癌风险降低有关（尤其是转移性或致命性前列

腺癌风险）犤１２犦。他汀类药物在体外具有多种抑制前列腺

癌进展的生物学活性，如降低胆固醇含量、抑制细胞周

期蛋白依赖性激酶－２（ＣＤＫ－２）活性、降低胰岛素样生
长因子１牗ＩＧＦ１牘表达、增加移植瘤细胞中膜联蛋白 Ａ１０
（ＡＮＸＡ１０）表达，诱导前列腺癌细胞凋亡或阻止前列
腺癌细胞的增殖，但其抗癌机制尚不清楚犤１３犦。本研究

中使用已知为侵袭性前列腺癌细胞的 ＰＣ３细胞系，发
现辛伐他汀可抑制细胞增殖并诱导细胞凋亡，表明辛伐

他汀有可能减缓高级别前列腺癌的发展，但疗效不如多

西紫杉醇。但考虑到多西紫杉醇的耐药性和毒副作用，

辛伐他汀依然是一种很有前景的替代药物。

他汀类药物可降低雄激素依赖性前列腺癌细胞的细

胞内胆固醇水平，而雄激素依赖性前列腺癌细胞不能调节

低密度脂蛋白受体的表达犤１４犦。从头合成雄激素是ＣＲＰＣ的
治疗目标。在雄激素合成途径中，胆固醇是主要物质犤１５犦。本

研究结果显示，辛伐他汀可降低睾酮和ＤＨＴ水平。
Ｒａｓ／Ｒｈｏ信号通路可介导抑制高转移性前列腺癌

细胞；参与前列腺癌血管生成的过程，被阻断的Ｒａｓ／Ｒｈｏ
信号通路可抑制肿瘤细胞的生长和血管生成犤１６犦。前列

腺癌细胞中 Ｒａｓ／Ｒｈｏ信号通路的表达受雄激素调节。
ＤＨＴ和人工合成的雄激素（Ｒ１８８１）在雄激素受体阴性
的 ＰＣ３细胞中激活了 Ｒａｓ／Ｒｈｏ信号通路 犤１７犦。同时，

Ｒ１８８１不会影响雄激素受体阳性的前列腺癌 ＬＮＣａＰ细
胞中Ｒａｓ／Ｒｈｏ信号通路的表达犤１８犦。本研究结果显示，辛

伐他汀可抑制ＰＣ３细胞中Ｒａｓ和Ｒｈｏ表达。ｌｅｔ－７在不
同物种中均有表达，人类ｌｅｔ－７表达的变化与多种癌症
相关。上调的ｌｅｔ－７在体内外均可抑制前列腺癌的克隆
扩增、肿瘤再生和细胞增殖犤１９犦。ｌｅｔ－７可能通过调节与
自我更新和生长能力相关的癌基因的表达来抑制前列

腺癌的形成犤２０犦。Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ网站显示，ｌｅｔ－７和 ＮＲＡＳ间
存在特殊的结合区域。多数前列腺癌细胞携带突变的

ＮＲＡＳ，ＮＲＡＳ突变可能成为前列腺癌监测和治疗的潜
在生物标志物犤２１犦。ｌｅｔ－７通过靶向与 ＮＲＡＳ相似的基
因，在不同的癌症中发挥抑制作用。当ＮＲＡＳ过表达时，
会诱导癌细胞的持续增殖犤２２犦。推测上调的 ｌｅｔ－７和下
调的 ＮＲＡＳ可能抑制 ＣＲＰＣ的发展；与 Ｒａｓ／Ｒｈｏ信号
通路相关的基因ＮＲＡＳ被ｌｅｔ－７抑制，从而阻断Ｒａｓ／Ｒｈｏ
信号通路，抑制其增殖，促进细胞凋亡。

综上所述，辛伐他汀能抑制 ＰＣ３细胞增殖，促进
ＰＣ３细胞凋亡，其作用机制可能与Ｒａｓ／Ｒｈｏ信号通路激
活有关。辛伐他汀可能是治疗前列腺癌的有效策略，但其

具体作用机制和临床应用仍需作进一步研究。
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