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菲律宾蛤仔寡肽抗前列腺癌DU-145细胞的机制研究
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摘要：为研究人工合成的菲律宾蛤仔寡肽体外抗前列腺癌细胞DU-145的活性及作用机
制，实验采用流式细胞仪、激光共聚焦显微镜、Western blot等方法检测人工合成菲律宾
蛤仔寡肽作用于DU-145细胞后细胞凋亡率、线粒体膜电位改变、细胞色素C表达、
caspase3、caspase9的变化，并用电子显微镜观察细胞超微结构的改变。结果显示，随着
药物浓度的增加和作用时间的延长，DU-145细胞的抑制率逐步增高，当药物浓度为2.5 mg/mL
时，24 h抑制率为49.9%±4.1%，72 h抑制率为97.2%±7.34%；Hoechst33258染色和电子显
微镜下观察发现，加药组细胞出现细胞核固缩、染色质凝集和细胞核碎片化等细胞凋亡
的典型特征，随着药物浓度的增加，凋亡的细胞逐渐增多；线粒体膜电位逐步下降；
Western blot检测显示药物作用后细胞内Bax表达增加，Bcl-2表达减少，Bax/Bcl-2比值增
加，Cyt-C、caspase-3、caspase-9表达增加，且与药物浓度成正相关。研究表明，人工合
成菲律宾蛤仔寡肽能诱导人前列腺癌细胞DU-145凋亡，可能机制为上调Bax表达、下调Bcl-2
表达、增加Bax/Bcl-2比值，诱导线粒体膜电位下降，促使Cyt-C转移并激活caspase家族发
生级联反应。
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前列腺癌居目前全球男性癌症发病第2位和

死亡率第6位 [1-2]。据统计，2008年全美新发前列

腺癌病例186 320例，其中死亡28 660例 [3]；欧洲

每年新发病例约为382 000例，大约有89 000例患

者死于该病 [4]。我国前列腺癌发病率低于欧美，

但从21世纪80年代起也呈逐年增高趋势，在男性

泌尿生殖系恶性肿瘤中居第3位 [5-6]，大约5%的前

列腺癌患者在发现时已经出现了远处转移 [7]。随

着前列腺癌进展恶化到多个信号通路被激活，

针对单一靶标的药物治疗效果也随之减弱或者

无效 [8 ]。因此寻找疗效确切且副作用较小的药

物，成为一种必然的选择。近年来，随着人们

对海洋认识的不断深入，从海洋生物中提取活

性肽在抗肿瘤方面的研究也取得了很大进展，

并已逐渐成为抗肿瘤药物新的研究方向。

菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)，隶属

于软体动物门(Mollusca)、双壳纲(Bivalvia)、帘

蛤科(Veneridae)，俗名花蛤，广泛分布在我国南

北海区。双壳贝类营滤食性生活，代谢率低，

对海洋环境中的污染物具有很强的生物富集作

用，常被作为海洋环境污染的指示生物 [9]。王琳

等 [10]研究了Cd2+-B[α]P复合污染对菲律宾蛤仔的

急性毒性和解毒代谢酶活性的影响，探讨了双

壳贝类在Cd2+-B[α]P复合胁迫下的毒性效应，旨

在筛选用于重金属 -PAHs毒性评定的生物标志

物。前期的实验研究表明，菲律宾蛤仔提取物

具有抑制肿瘤生长、改善症状、延长生命、提

高免疫力、抗动脉粥样硬化等作用 [11-15]。本实验
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主要探讨了在前期研究基础上，人工合成的菲

律宾蛤仔寡肽诱导人前列腺癌细胞凋亡的作用

机制，以期为寡肽类药物的发现与生产积累基

础资料。

1    材料与方法

1.1    实验材料

菲律宾蛤仔寡肽(RPO)由菲律宾蛤仔经酶解

纯化后获得。选用胰蛋白酶对菲律宾蛤仔进行

酶解，经截取分子量为3 ku的超滤膜、DEAE
SepharoseFF阴离子交换、反相高效液相色谱

C18分离制备菲律宾蛤仔酶解寡肽 [11]，该目标肽

的分子量为607.6 u，氨基酸序列为Asp—Trp—
Pro—His，分子结构式如下：

从菲律宾蛤仔提取的天然寡肽具有抑制前

列腺癌细胞的增殖、并能诱导前列腺癌细胞凋

亡。为避免残留的其他活性物质引起毒性反

应，本实验尝试人工合成菲律宾蛤仔寡肽，并

在体外检测其对前列腺癌细胞DU-145的作用。

人工合成工作由上海丽昂化学有限公司完成。

人前列腺癌DU-145细胞株购自中国科学院

上海细胞生物研究所并由本实验室传代培养。胰

蛋白酶(SIGMA公司)；F12培养基(Gibco公司)；
胎牛血清 (杭州四季青生物工程公司 )； MTT
(SIGMA公司)；Annexin V-FITC/PI双染试剂盒(晶
美生物工程有限公司)。

1.2    实验方法

MTT法        取对数生长期的人前列腺癌细

胞株DU-145细胞制成约为5×104 /mL单细胞悬液，

接种于96孔细胞培养板中，每孔加200 μL细胞悬

液，放置于37 °C、5%CO2细胞培养箱中培养，

贴壁培养24 h后分别给予不同浓度的RPO (0.5，
1.0，1.5，2.5 mg/mL)处理 (每组设5个复孔 )。
RPO分别作用于DU-145细胞24、48和72 h后，

MTT法测定加药后不同时间的吸光度A (490 nm)，
计算细胞的细胞抑制率，计算公式：细胞抑制

率IR(%)=[(对照组A–药物组A)/对照组A]×100。
Hoechst33258染色        细胞接种于6孔培养板

的盖玻片上，实验分成2组：①对照组中未加药

物处理；②RPO组中分别加入浓度为1、2、3 mg/mL
的RPO。各组培养48 h后，收集细胞。每孔给予

4%多聚甲醛固定20 min，用PBS冲洗，Hoechst
33258荧光染液常温染色15 min，PBS冲洗，置于

荧光显微镜下观察DU-145细胞的形态变化并拍照。

透射电镜观察细胞形态        各组细胞经消化

移至10 mL的离心管中，离心，加2.5%的戊二醛

前固定，加1%锇酸后固定；脱水，无水丙酮+环
氧树脂618包埋剂2 h，用纯618包埋剂，切片机

切成70~80 nm厚的超薄切片，醋酸铀、柠檬酸铅

染色，透射电镜下观察并拍照。

细胞线粒体膜电位的检测        各组细胞经胰

蛋白酶消化，转移到干净的离心管中，清洗、

离心后在JC-1工作液中悬浮均匀，放置于37 °C、

5%CO2条件下孵育20 min；离心并收集细胞，用

1×Incubation Buffer悬浮细胞，重复2次；最后用

Incubation Buffer悬浮均匀细胞，用流式细胞仪

检测。

Western blot检测蛋白表达        采用蛋白提取

试剂盒提取各组细胞总蛋白，并用BCA法定量。

SDS-PAGE凝胶电泳。采用半干法将蛋白质从凝

胶上转移到PVDF膜，经封闭、一抗、二抗孵育

后洗膜显影。重复3次。采用Quantity One软件对

目的蛋白条带进行灰度扫描，峰面积灰度分

析，以β-actin为内参进行蛋白半定量分析。

1.3    统计学分析

采用SPSS 18.0统计软件进行数据处理，实验

数据均以平均值±标准差表示，组间差异显著性

比较采用t检验，P<0.05表示差异显著。

2    结果

2.1    MTT法结果

未加药的对照组A均比加药组高，并且随着

RPO药物浓度的增加，A值逐渐降低，DU-145
细胞抑制率逐渐增加，当RPO浓度从0.5 mg/mL
增加至2.5 mg/mL，24 h细胞抑制率从8.5%±1.1%
增加至49.9%±4.1%；药物浓度不变而作用时间延
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长，同样发现A值逐渐降低，DU-145细胞抑制率

逐渐增加，RPO浓度为2.5 mg/mL时，24 h细胞抑

制率为49.9%±4.1%，72 h细胞抑制率为97.2%±

7.3%；药物作用效果呈现明显的时效和量效关系

(表1)。结果显示24 h IC50为2.1 mg/mL，48 h

IC50为1.7 mg/mL，72 h IC50为1.3 mg/mL。

2.2    Hoechst33258染色结果

经Hoechst 33258染色后的正常DU-145细胞

呈均匀的蓝色荧光，细胞形态呈上皮样，伸展

性好(图1)。随着RPO药物浓度的增加，DU-145
细胞数目逐渐减少，细胞核蓝色荧光逐渐增强、

变亮，染色质聚集，呈现凋亡的形态学改变。

表明RPO可以诱导细胞凋亡，作用效果与药物浓

度呈正相关。

2.3    透射电镜下细胞形态改变

正常DU-145细胞周围有微绒毛，胞质内有

较多的滑面内质网与线粒体，线粒体嵴清晰，

形态正常；异染色质少，核仁一个(图版)。RPO
处理后，细胞内出现空泡，线粒体嵴消失，内

质网明显扩张，细胞核体积明显缩小，形态异常，

异染色质聚集于核膜边缘。

2.4    细胞线粒体膜电位检测

与对照组线粒体膜电位相比，随药物浓度

增加，药物组线粒体膜电位逐渐下降(图2)。

2.5    Western blot检测蛋白表达

随着RPO浓度的增加，细胞内Bcl-2蛋白的

表达水平降低，Bax蛋白的表达量增加，Bax/Bcl-2
的比值逐渐而增加，呈现明显的剂量依赖性效

应(图3)。Cyt-C、caspase-3和caspase-9蛋白随着

RPO药物浓度的增加表达水平逐渐升高，PARP
蛋白则随着RPO药物浓度增加而下降(图4)。

3    讨论

近年来，海洋生物抗肿瘤活性物质特别是

寡肽类药物的发现为肿瘤治疗开辟了一条新的

途径，展示出良好的应用前景。有研究表明，

表 1    RPO对DU-145细胞的增殖抑制率

Tab. 1    Effect of RPO on proliferation of DU-145 cell lines

药物浓度/(mg/mL)
drug concentration

A
 

IR/%

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h

0(对照组 Control) 0.97±0.09 0.78±0.07 0.69±0.06

 

0.5 0.69±0.03* 0.48±0.01* 0.37±0.02** 8.5±1.1 9.1±1.3 11.4±1.6

1.0 0.49±0.03* 0.44±0.03* 0.35±0.03** 13.3±1.2 17.5±1.7 37.6±2.2

1.5 0.42±0.04* 0.35±0.03* 0.31±0.02** 24.0±3.3 37.0±3.6 56.9±4.5

2.5 0.22±0.01** 0.17±0.03** 0.07±0.01** 49.9±4.1 75.6±6.2 97.2±7.3

注：*与对照组比较(P<0.05)；**与对照组比较(P<0.01)
Notes: * means different significance with control (P<0.05); ** means more different significance with control (P<0.01)

 
图 1    RPO对DU-145细胞形态变化的影响(Hoechst 33258染色×200)

Fig. 1    DU-145 cells morphological change after being incubated with RPO (Hoechst 33258 staining×200)
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菲律宾蛤仔提取物具有抗肿瘤和增强机体免疫 力等作用 [ 1 1 - 1 5 ]。本实验在前期实验的基础上，

采用了人工合成的RPO，以避免RPO外其他物质

可能产生的影响。MTT实验结果显示，RPO具有

较好的抑制人前列腺癌DU-145细胞增殖的作用，

且其作用效果随着浓度的增加和时间的延长而

增强，具有良好的时效和量效关系。Hoechst
33258细胞核染色和透射电镜检查显示，给药组

细胞数量减少，部分细胞出现核固缩、染色质

边聚和核碎片化；细胞内出现空泡、线粒体嵴

消失、内质网明显扩张、细胞核体积明显缩小

等典型的细胞凋亡特征，发生凋亡的细胞数量

随着菲律宾蛤仔寡肽浓度的增加而增加。

在多细胞生物中，细胞凋亡是维持自身稳

定的重要机制，细胞增生和细胞凋亡间的平衡

失调、细胞凋亡受抑制，可能导致肿瘤的发生[16]。

在线粒体凋亡途径中，在细胞内凋亡刺激因子

作用下，Bcl-2蛋白家族的Bax等受到激活在线粒

体膜上形成PT孔(permeablility transition pore)，使

 
图 2    不同浓度PRO作用48 h后DU-145细胞线粒体膜电位变化

Fig. 2    DU-145 cells mitochondrial membrane potential changes after being incubated with
different concentrations of RPO for 48 h

 
图 3    不同药物浓度作用后DU-145细胞中

蛋白表达情况

Fig. 3    Protein expression in DU-145 cells after being
incubated with different concentrations of RPO
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线粒体膜通透性增高[17]，致使线粒体内一些蛋白

如Cyt-C、半胱氨酸、天冬氨酸蛋白水解酶激活

剂(Smac/DIABLO)等得以通过线粒体膜进入细胞

质[18]；而Bcl-2能阻止Bax的激活从而阻止Cyt-C等

的释放。Bcl-2和Bax通过形成同二聚体或异二聚

体对Cyt-C的释放进行调节。在ATP或dATP作用

下，Cyt-C分子与凋亡蛋白酶激活因子 -1(Apaf-
1)羧基端WD重复序列形成复合体，使Apaf-1发
生别构效应而激活。 A p a f - 1能够以 C R A D -
CRAD方式聚集并活化caspase-9，形成由caspase-
9、Cyt-C、Apaf-1组成的凋亡小体。该凋亡小体

具有裂解凋亡蛋白酶caspase-3的作用，受裂解而

激活的caspase-3可以降解ADP—核糖多聚合成酶

(PARP)，激活核内核酸内切酶，使核小体间

DNA链断裂，最终引起细胞凋亡并产生特有的

DNA节段化 [19]。本实验发现，合成的RPO诱导

DU-145细胞凋亡，机制是通过下调抑凋亡基因

Bcl-2的表达、上调促凋亡基因Bax的表达、提高

Bax/Bcl-2比值，进而诱导线粒体膜电位的下降，

促使Cyt-C转移并激发Csapase家族发生级联反应

来实现。

本实验发现人工合成的菲律宾蛤仔寡肽具

有显著的抑制前列腺癌DU-145细胞增殖、诱导

DU-145细胞凋亡的作用，其诱导DU-145细胞凋

亡的作用机制可能与触发了线粒体途径细胞凋

亡有关，下一步将继续开展动物实验，为开发

新的抗前列腺癌海洋药物提供实验依据。
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Effect of oligopeptides from Ruditapes philippinarum on proliferation and
apoptosis of human prostate cancer DU-145 cells

SUN Yu 1,2,     LI Lianjun 1,2,     YANG Zuisu 1,2,     DING Guofang 1,2*

(1. Food Science and Pharmacy School, Zhejiang Ocean University, Zhoushan    316022, China;
2. Zhejiang Provincial Key Engineering Technology Research Center of Marine Biomedical Products, Zhoushan    316022, China)

Abstract:  Thie  paper  aims  to  study  the  activity  and  mechanism  of  synthetic  Ruditapes  philippinarum
oligopeptides(RPO) against  prostate  cancer  DU-145 cells.  After  being incubated with  RPO, DU-145 cells'
apoptosis rate, changes in mitochondrial membrane potential, cytochrome C expression, changes of caspase3 and
caspase9, cell ultrastructure changes were observed with flow cytometry, laser confocal microscope, Western
blotting and electron microscope. The results showed that the factor to induce apoptosis of DU-145 cells is
concentration and time dependent, when the RPO concentration was 2.5 mg/mL, the DU-145 cells inhibition rate
was 49.9%±4.1% for 24 hours, 97.2%±7.3% for 72 hours. Those DU-145cells incubated with RPO were found to
exhibit  typical  characteristics  of  apoptosis,  such  as  nucleus  psychosis,  condensed  chromatin,  and  nucleus
fragmentation. The apoptosis rate of DU-145 cells rose as the concentration of RPO increased. Western blotting
demonstrated that RPO increased the protein levels of Bax, caspase-3, caspase-9, Cyt-C and reduced the protein
expression of Bcl-2. RPO can inhibit the proliferation and induce apoptosis of DU-145 cells possibly by up-
regulating expression of Bax, down-regulating the expression of Bcl-2, reducing the Bcl-2/Bax ratio, inducing
decline of mitochondrial membrane potential, promoting Cyt-C transfer and stimulating the caspase family cascade
reaction.

Key words: Ruditapes philippinarum ; oligopeptides; prostate cancer; apoptosis; Bcl family; caspase family;
Cyt-C
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图版    DU-145细胞超微结构

1. (×3700)，2. (×8900)为正常DU-145细胞，细胞表面有较多微绒毛，胞质中有较多的滑面内质网与线粒体，线粒体嵴清楚；3.
(×3700)，4. (×8900)为1 mg/mL PRO作用48 h后的DU-145细胞，微绒毛脱落，细胞内出现空泡，线粒体嵴不明显，滑面内质网扩大；5.
(×3700)，6. (×8900)为3 mg/mL PRO作用48 h后的DU-145细胞，微绒毛脱落，细胞内出现较多空泡，线粒体嵴消失，滑面内质网明显扩

大，异染色质聚集于核膜周围

Plate    Ultrastructure of DU-145 cells
1, 2. There were plenty of microvilli on the surface of normal DU-145 cell, many smooth endoplasmic reticulum and mitochondria in the cytoplasm. The
mitochondrial ridge is clear [1. (×3700), 2. (×8900)]. 3, 4. After incubated with 1mg/mL PRO for 48 hours, mcrovilli droped, vacuoles appeared,
mitochondrial ridge blurred and smooth endoplasmic reticulum enlarged [3. (×3700) and 4. (×8900)]. 5, 6. After incubated with 3 mg/mL PRO for 48
hours, more vacuoles appeared, mitochondrial ridge disappeared, smooth endoplasmic reticulum enlarged obviously and heteromatin gathered in the
nucleus [5. (×3700) and 6. (×8900)]
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