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摘要： 目的　 探究霍山石斛多糖对前列腺癌 ＤＵ１４５ 细胞上皮间质转化的影响。 方法　 细胞随机分为空白组、 抑制剂

组 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路抑制剂 ＬＹ２９４００２） 和霍山石斛多糖低、 高剂量组 （０􀆰 １５、 ０􀆰 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， ＢｒｄＵ 染色与

ＣＣＫ８ 实验检测细胞增殖活性； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞侵袭数量； 细胞划痕实验检测细胞迁移率； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

细胞中上皮间质转化标志物 （Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路相关蛋白表达。 结果　 与空白组比较， 霍山石斛

多糖各剂量组和抑制剂组 ＤＵ１４５ 细胞增殖、 侵袭、 迁移能力减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 　 霍山石斛多糖能抑制前列腺癌 ＤＵ１４５ 细胞的增殖、 侵袭及迁移， 其作用机制与抑制

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路活化有关。
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　 　 前列腺癌是男性最常见的非皮肤恶性肿瘤， 去

势治疗是转移性激素敏感期的标准方案， 但大多数

患者最终演变为去势抵抗性前列腺癌， 中位生存期

显著缩短［１⁃２］。 研究发现， 上皮间质转化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥＭＴ） 能使癌细胞突破基底

膜， 促进癌细胞转移［３⁃５］。 因此， 针对 ＥＭＴ 信号节点

的靶向干预， 如磷脂酰肌醇 ３ 激酶 ／蛋白激酶 Ｂ
（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅｓ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ， ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ） 抑制剂， 对前列腺癌治疗能发挥重要作用。

多糖是霍山石斛主要活性成分， 具有免疫调

节、 抗氧化、 保肝等多种生物活性［６⁃８］， 在治疗肿

瘤 （如宫颈癌、 胃癌等） 方面同样具有较好的作

用［９⁃１０］。 研究显示， 霍山石斛提取物对前列腺癌细

胞具有抑制作用［１１］， 但对前列腺癌细胞 ＥＭＴ 的作

用尚未明确。 因此， 本研究分析霍山石斛多糖对前

列腺癌 ＤＵ１４５ 细胞 ＥＭＴ 的影响， 以期为相关治疗

提供新线索。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人前列腺癌细胞系 ＤＵ１４５ 细胞， 购自

上海格宁生物科技有限公司， 采用含 １０％ 胎牛血

清的培养基在温度 ３７ ℃、 相对湿度 ９０％ 、 ５％ ＣＯ２

的培养箱中培养， 每隔 ２ ｄ 更换 １ 次培养液， 以

１ ∶ ３ 比例传代培养。

１􀆰 ２　 药物与试剂　 霍山石斛多糖 （纯度＞９５􀆰 ８％ ，
四川省维克奇生物科技有限公司， 批号 ＷＫＱ⁃
００２７０８５）。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路阻断剂 ＬＹ２９４００２ （上海

领科源生物科技有限公司， 批号 １５４４４７⁃３６⁃６）；
ＣＣＫ⁃８ 细胞增殖检测试剂盒 （武汉博欧特生物科

技有限公司， 货号 ＫＴＡ１０２０）；ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、Ｎ⁃钙黏蛋

白（Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）抗体（北京百

瑞极生物科技有限公司，货号 ３００９２⁃１⁃ＡＰ、２２０１８⁃１⁃
ＡＰ、８０４６２⁃１⁃ＲＲ、ＣＬ５９４⁃６０３３０）；ＧＡＰＤＨ 抗体（杭州

斯达特生物科技有限公司，货号 １００２４２⁃Ｔ０８）；胎牛

血清（上海梵态生物科技有限公司，货号 ＪＹＫ⁃ＦＢＳ⁃
３０１）； 结晶紫染料 （南京森贝伽生物科技有限公

司， 货号 ２１９２１５）； ５⁃溴⁃２⁃脱氧尿嘧啶核苷 （ ５⁃
ｂｒｏｍｏ⁃２⁃ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ， Ｂｒｄｕ） 染色试剂盒 （江苏凯

基生物技术股份有限公司， 货号 Ｋ２７２７）。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｄ１６５Ｈ 二氧化碳培养箱 （深圳市瑞沃

德生命科技股份有限公司）； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｐｌｕｓ ３８４
全波长光吸收酶标仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公

司）； ＣｈｅｍｉＤｏｃ Ｇｏ 荧光及化学发光成像系统 （美
国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＸＤＳ⁃１Ｂ 倒置生物显微镜 （重庆

留辉科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞分组及给药　 收集对数生长期的 ＤＵ１４５
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细胞， 培养 ２４ ｈ 后分为空白组、 抑制剂组和霍山

石斛多糖低、 高剂量组， 其中霍山石斛多糖低、 高

剂量组分别更换含 ０􀆰 １５、 ０􀆰 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 该成分的培

养基， 抑制剂组更换含 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬＹ２９４００２ 的培

养基［４］， 空白组更换新鲜培养基。
２􀆰 ２　 细胞增殖检测

２􀆰 ２􀆰 １　 ＢｒｄＵ 染色实验　 将 ＤＵ１４５ 细胞接种到 ６ 孔

板， 每孔 ２×１０４ 个， 按 “２􀆰 １” 项下方法处理２４ ｈ，
加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＢｒｄＵ 孵育 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，
滴加甲醇固定 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗 ３ 次， 采用 ０􀆰 ２％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 破膜 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 漂洗后与抗 ＢｒｄＵ 抗

体、 荧光标记的二抗结合， 复染细胞核后在荧光显

微镜下观察， ＩｍａｇｅＪ 软件统计阳性细胞比例。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＣＫ８ 实验 　 将 ＤＵ１４５ 细胞接种到 ９６ 孔

板， 每孔 １×１０４ 个， 按 “２􀆰 １” 项下方法处理， 分

别培养 １２、 ２４、 ４８ ｈ 后每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８， 孵

育 ４ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 波长处测定光密度 （ＯＤ） 值。
２􀆰 ３　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＤＵ１４５ 细胞侵袭能力　 采

用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶包埋 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室， 将 ２×１０４ 个

ＤＵ１４５ 细胞接种到小室上腔， 添加 ５００ μＬ 无血清

培养基， 同时在下腔室补充 ８００ μＬ 含 １５％ 胎牛血

清的完全培养基， 按 “２􀆰 １” 项下方法处理 ２４ ｈ，
４％ 多聚甲醛固定， １％ 结晶紫染色在显微镜下拍摄

图像， ＩｍａｇｅＪ 软件计数侵袭细胞数量。
２􀆰 ４　 细胞划痕实验检测细胞迁移能力　 将 ＤＵ１４５
细胞接种到 ６ 孔板， 每孔 ２×１０４ 个， 当细胞融合度

达 ９５％ 时采用 ２００ μＬ 无菌枪头垂直划一条直线，
ＰＢＳ 洗去脱落细胞， 换低血清 （５％ ） 培养基， 按

“２􀆰 １” 项下方法处理 ２４ ｈ， 于 ０、 ２４ ｈ 在显微镜下

拍照， 测量划痕宽度， 计算 ＤＵ１４５ 细胞迁移率。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达　 将 ＤＵ１４５ 细胞接种到 ６ 孔板，
每孔 ２×１０４ 个， 按 “２􀆰 １” 项下方法处理２４ ｈ， 收

集细胞， 采用含蛋白酶抑制剂的细胞蛋白抽提裂解

液提取总蛋白， ＢＣＡ 试剂盒进行定量， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
凝胶电泳分离， 转移到硝酸纤维素膜， ５％脱脂乳封

闭 １ ｈ， 加入一抗 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
（１ ∶ １ ０００）、 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ １０ ０００）， ４ ℃ 孵育过

夜， 次日加入二抗 （１ ∶ １０ ０００）， 室温孵育１ ｈ，
洗膜， ＢｅｙｏＥＣＬ ｐｌｕｓ 试剂盒检测蛋白条带， ＩｍａｇｅＪ
软件分析灰度值， 计算相对表达量。
２􀆰 ６　 统计学分析　 分别通过 ＭｅｄＣａｌｃ １７􀆰 ６、 Ｏｒｉｇｉｎ
Ｐｒｏ ２０２２ ＳＲ１ 软件进行数据分析、 图像处理， 所有

数据均符合正态分布、 方差齐性， 以 （ ｘ ± ｓ） 表

示， 多组间比较采用单因素方差分析， 两两比较采

用 Ｔｕｋｅｙ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 霍山石斛多糖对 ＤＵ１４５ 细胞增殖活性的影

响　 与空白组比较， 霍山石斛多糖各剂量组及抑制

剂组 ＤＵ１４５ 细胞增殖活性降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 见

图 １～２、 表 １。 与空白组比较， 霍山石斛多糖各剂

量组及抑制剂组 ＤＵ１４５ 细胞生长密度降低， 其形

态逐渐由梭形转化为不规则三角形或椭圆形， 同时

伴有漂浮的表现为亮斑的死亡细胞， 见图 ３。

注： Ａ 为空白组， Ｂ～Ｃ 分别为霍山石斛多糖低、 高剂量组， Ｄ
为抑制剂组。

图 １　 各组 ＤＵ１４５ 细胞 ＢｒｄＵ 染色 （×２００）

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 各组 ＤＵ１４５ 细胞存活率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

表 １　 各组 ＤＵ１４５ 细胞 ＢｒｄＵ 阳性率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＢｒｄＵ 阳性率 ／ ％

空白组 ３８􀆰 ５２±５􀆰 １６

霍山石斛多糖低剂量组 ２２􀆰 ９６±２􀆰 ３７∗

霍山石斛多糖高剂量组 ３􀆰 １８±０􀆰 ５３∗

抑制剂组 ５􀆰 ２２±２􀆰 ２７∗

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

注： Ａ 为空白组， Ｂ ～ Ｃ 分别为霍山石斛多糖低、 高剂量组，
Ｄ 为抑制剂组。

图 ３　 各组 ＤＵ１４５ 细胞形态变化 （×４００）

３􀆰 ２　 霍山石斛多糖对 ＤＵ１４５ 细胞侵袭能力的影
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响　 与空白组比较， 霍山石斛多糖各剂量组和抑制

剂组 ＤＵ１４５ 细胞侵袭数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图

４、 表 ２。

注： Ａ 为空白组， Ｂ～Ｃ 分别为霍山石斛多糖低、 高剂量组， Ｄ
为抑制剂组。

图 ４　 各组 ＤＵ１４５ 细胞侵袭情况 （×４００）

表 ２　 各组 ＤＵ１４５ 细胞侵袭数量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 侵袭数量 ／ 个

空白组 ８３􀆰 ２７±５􀆰 ３７
霍山石斛多糖低剂量组 ７２􀆰 ６３±３􀆰 ８２∗

霍山石斛多糖高剂量组 ２９􀆰 １５±３􀆰 ７６∗

抑制剂组 ４３􀆰 ３２±６􀆰 １９∗

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 霍山石斛多糖对 ＤＵ１４５ 细胞迁移能力的影

响　 与空白组比较， 霍山石斛多糖各剂量组和抑制

剂组 ＤＵ１４５ 细胞迁移率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５、
表 ３。

注： Ａ 为空白组， Ｂ～Ｃ 分别为霍山石斛多糖低、 高剂量组， Ｄ
为抑制剂组。

图 ５　 各组 ＤＵ１４５ 细胞迁移情况 （×２００）

表 ３　 各组 ＤＵ１４５ 细胞迁移率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 迁移率 ／ ％

空白组 ６８􀆰 ３９±３􀆰 ２７
霍山石斛多糖低剂量组 ５０􀆰 １３±２􀆰 ５２∗

霍山石斛多糖高剂量组 ２３􀆰 ３８±３􀆰 ５１∗

抑制剂组 ４６􀆰 ２３±２􀆰 ７３∗

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４　 霍山石斛多糖对 ＤＵ１４５ 细胞 ＥＭＴ 标志物蛋

白表达的影响　 与空白组比较， 霍山石斛多糖各剂

量组和抑制剂组 ＤＵ１４５ 细胞 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ６。
３􀆰 ５　 霍山石斛多糖对 ＤＵ１４５ 细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号

通路蛋白表达的影响　 与空白组比较， 霍山石斛多

糖各剂量组和抑制剂组 ＤＵ１４５ 细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋
白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ７。
４　 讨论

研究表明， ＥＭＴ 与肿瘤进展密切相关［１２］， 其

注： Ａ 为空白组， Ｂ ～ Ｃ 分别为霍山石斛多糖低、 高剂量组，

Ｄ 为抑制剂组。 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 各组 ＤＵ１４５ 细胞 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表

达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： Ａ 为空白组， Ｂ～ Ｃ 分别为霍山石斛多糖低、 高剂量组，

Ｄ 为抑制剂组。 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７ 　 各组 ＤＵ１４５ 细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白表达比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

主要特征为上皮标记物 （如 Ｅ⁃钙黏蛋白） 表达下

调和间质标记物 （如 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ） 表达

上调， 并且它受多种信号通路 （如 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 等）
的调控， 在胚胎发育、 伤口愈合、 纤维化过程中发

挥重要作用， 在肿瘤进展方面尤为显著［１３］。 在肿

瘤进展过程中， ＥＭＴ 使癌细胞失去上皮细胞的极

性和细胞间粘附力， 获得间质细胞的特性， 进而穿

透基底膜和细胞外基质， 进入血管或淋巴管， 其间

癌细胞可分泌多种细胞因子和趋化因子， 招募免疫

细胞、 成纤维细胞等， 改变肿瘤微环境， 促进血管

生成、 免疫逃逸等［１４］。 大量研究表明， 在前列腺

癌中 ＥＭＴ 与肿瘤侵袭、 转移及耐药密切相关［１５］，
故以其为线索寻找相关新方案具有重要意义。

多糖作为霍山石斛重要活性成分之一， 在抗肿
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瘤领域具有潜在价值， 同时其提取物能抑制前列腺

癌细胞的生物学活性［１１］， 但目前关于该类成分对

前列腺癌细胞 ＥＭＴ 的影响仍未明确报道。 本研究

结果显示， 霍山石斛多糖处理前列腺癌 ＤＵ１４５ 细

胞后其增殖、 侵袭、 迁移能力减弱， 同时伴随

ＥＭＴ 标志物 （Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ） 表达下调，
可见该成分细胞 ＥＭＴ 过程具有抑制作用， 可能是

治疗前列腺癌的潜在药物。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路作为细胞内重要的信号通

路， 在调节其生长、 增殖、 分化、 凋亡、 代谢等多

个生理过程中发挥关键作用， 它主要由 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ
及其下游效应分子组成， ＰＩ３Ｋ 由调节亚基 ｐ８５ 和

催化亚基 ｐ１１０ 组成， 被激活后磷酸化磷脂酰肌醇，
产生三磷酸磷脂酰肌醇； Ａｋｔ 通过与三磷酸磷脂酰

肌醇结合而被招募至细胞膜， 进而调控细胞的多种

功能［１６］。 研究表明， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的激活与

前列腺癌的侵袭和转移密切相关［１７⁃１８］， 通过调控

细胞骨架重组和细胞黏附分子表达， 改变细胞形态

和运动能力， 从而增强肿瘤细胞侵袭性［１９⁃２０］。 本

研究采用 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路抑制剂处理前列腺癌

ＤＵ１４５ 细胞后， 其增殖、 侵袭、 迁移能力减弱，
同时伴随 ＥＭＴ 标志物 （Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ） 表

达下调， 证实该信号通路在细胞 ＥＭＴ 过程中的关

键作用。 此外， 霍山石斛多糖处理 ＤＵ１４５ 细胞后

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路受到抑制， 提示其影响机制与

调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路相关。
综上所述， 霍山石斛多糖能抑制前列腺癌

ＤＵ１４５ 细胞增殖、 侵袭及迁移， 其作用机制与抑

制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路活化相关。
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