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!!'摘要(!目的!研究石榴叶提取物!C=26H9K:K86<6KS676Q89KM8#/FL"对前列腺癌细胞增殖-凋亡及转移能力

的影响)方法!采用 >11法检测不同质量浓度/FL!终质量浓度分别为!"#W-"W-W%-!%%-"%%$H.2F"干预作用

不同时间!"&-&T-A"@"对前列腺癌细胞1)4>/,.!-V?!&W-/.-增殖的影响#克隆形成实验验证/FL对V?!&W-

/.-细胞增殖的长期影响)/FL干预/.-细胞&T@后#B=6M@78,--"WT染色观察细胞核内染色质变化#流式细胞

术检测细胞凋亡率变化#细胞划痕实验测试细胞迁移运动能力的变化)结果!与对照组比较#/FL在!"#W0

"%%$H.2F范围内对1)4>/,.!-V?!&W-/.-细胞增殖具有抑制作用!L%%#%W"&/FL在$#"W0!%%$H.2F范围

内使V?!&W和/.-集落形成数明显减少!L%%#%!")/FL干预&T@后#/.-出现细胞核断裂-产生凋亡小体的现

象#随着/FL质量浓度增大#凋亡率逐渐上升!L%%#%W"#同时/.-细胞向划痕区域迁移生长的能力比对照组低

!L%%#%!")结论!/FL能抑制前列腺癌细胞增殖#同时促进/.-细胞凋亡#减弱其迁移能力)
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!!前列腺癌是男性泌尿生殖系统常见的恶性肿瘤

之一)根据美国癌症学会!4.+""%!$年发布的最

新调查数据显示#前列腺癌和肺癌-支气管癌-结直

肠癌占男性全部癌症病例的&&Z#前列腺癌单独占

据男性新发癌症病例总数的!.W#高居男性死因的

第二位
+!,)我国前列腺癌发病率虽低于欧美国家#

但随着步入老龄化社会#前列腺癌发病率和死亡率

# 通信作者#L,2KJ<$NJ:R6:NK!!"$#M=2

快速增长#并伴有低龄化趋势+",)因其起病隐匿#临

床症状无特异性#常误诊为前列腺增生而延误治疗#

一旦确诊#一般已是晚期#失去了手术根治的时机)

因此#前列腺癌的预防和治疗显得尤为重要)

石 榴 !L3+*G/,C/+/D3E F#"为 石 植 科

!/E:JMKM6K6"石榴属!/E:JMKF#"落叶灌木或小乔

木#含有多种活性成分#且这些活性物质广泛分布于

果皮-汁液-种子-花-叶-根及树皮等多个部位#其

根-叶-花-果-种子均可入药+-,)但目前对石榴的研
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究#主要集中于石榴的花-果汁-皮-种子的功能)研

究发现石榴花多酚对糖尿病大鼠的血管内皮有一定

的保护作用
+&,&石榴皮提取物对甲状腺癌具有抗肿

瘤和抗转移的作用
+W,&石榴籽油中含丰富的石榴酸#

能改善高脂饮食诱导小鼠产生的肥胖和胰岛素抵

抗
+$,)关于石榴叶功能作用的研究较少#而其中大

部分都以其抗氧化作用及对消化系统疾病-心血管

疾病等的预防和治疗作用为主
+A U,#对其在抗癌方

面的功效研究更少)石榴叶中含有多种有效成分#

其中的活性物质主要分为鞣质类-黄酮类-生物碱类

等三大类化合物
+!%,)因此#本研究旨在探索石榴叶

提取物!C=26H9K:K86<6KS676Q89KM8#/FL"对前列腺

癌细胞的体外作用及其机制#探讨/FL防治前列腺

癌的可能性)

1!材料与方法

1#1!主要试剂

石榴叶$突尼斯软籽石榴!贵州省#黔西县"&鼠

源前列腺癌细胞1)4>/,.!-人前列腺癌V?!&W-

/.-细胞株$41..公司&鞣花酸!L4"的标准物质

和安石榴甙!/."的标准物质$均购自成都曼斯特生

物科技有限公司&乙腈-甲醇!色谱纯"&二甲亚砜

!V>+("--,!&#W,二甲基噻唑,"","#W,二苯基四氮

唑溴盐!>11"$美国+JH2K公司&胎牛血清!Y'+"$

草原绿野生物材料有限公司&青霉素,链霉素溶液-

胰蛋白酶-V>L>高糖培养基!"W22=<.F"!简称

V>L>"和)/>*!$&%$美国 B .̂F(3L公司&磷

酸缓冲盐溶液!/'+"$成都哈里生物公司&@=6M@78,

--"WT染液-4::6QJ:f,Y*1.&南京凯基生物科技

发展有限公司&其他试剂均为进口分析纯)

1#/!实验方法

1#/#1!/FL的制备!取!W%H新鲜石榴叶#切成

长-宽各%#WM2#放入T%%2F乙醇与!"%%2F水

的混合液中#在$%a温度下#浸泡提取"@)粗提取

物经真空过滤浓缩后#收集到-$H棕色固体#并溶

于乙醇中#在真空状态下蒸发至干粉状态#避光密封

保存于b"%a)

1#/#/!/FL主要成分分析!采用高效液相色谱法

!B/F."#色谱柱$4HJ<6:8]=9;KQ+',.!T!W$2#

&e$22["W%22"&柱温$-%a&流动相 4为去离

子水c冰醋酸iUUc!!P.P&CB-"#流动相'为甲

醇&流速$!2F.2J:&洗脱条件$%0A%2J:#WZ0

&&Z '&A%0T%2J:#&&Z'&检测波长$"W$:2)样

品和标准溶液的进样量均为"%$F)样品和流动相

需先透过%#&W$2的膜过滤#再脱气后注入柱)首

先建立L4和/.的标准曲线#再用高效液相色谱

法检测样品中L4和/.的含量)

1#/#;!细胞培养及分组!V?!&W和/.-细胞用含

有!%ZY'+的 )/>*!$&%培养液培养#1)4>/,

.!细胞用含有!%ZY'+的 V>L> 培养液培养)

选择对数生长期细胞进行实验)/FL样品配制$称

量一定量的/FL溶解于V>+(中#得到质量浓度

为"%%2H.2F的/FL样品#用配置好的培养基分

别梯度稀释至相应的质量浓度)取对数生长期细胞

进行实验)实验分为$组#包括不同质量浓度/FL

的W个干预组!终质量浓度分别为!"#W-"W-W%-

!%%-"%%$H.2F"和加入不含有/FL的新鲜培养基

的对照组)

1#/#3!/FL对前列腺癌细胞增殖的影响!采用

>11比色法检测细胞生长情况)收集对数生长期

V?!&W-/.-和1)4>/,.!细胞#以-%%%.孔的密

度接种于U$孔培养板#每孔体积!%%$F#在-Aa#

体积分数为WZ .(" 的孵箱中培养"&@#待细胞贴

壁后#按!#"#-分组分别加入含有相应质量浓度

/FL的新鲜培养基#培养"&-&T-A"@后#每孔加

"%$F!W2H.2F">11溶液继续培养-0&@)弃

上清#每孔加入!W%$FV>+(#于摇床上震荡!W0

"%2J:充分溶解结晶物#在酶标仪WA%:2 处测其

吸光度值#常规计算细胞活性!Z")

采用克隆形成实验观察/FL对 V?!&W-/.-

细胞增殖的长期作用)以!%%%.孔细胞密度接种

V?!&W及/.-细胞于$孔板中#待"&@细胞贴壁

后#按!#"#-分组加入含有/FL的培养基#连续培

养!WI#每"0-I更换一次含相应质量浓度的/FL

新鲜培养基)培养结束后#弃去培养液#用/'+液

洗两遍#甲醇固定!W2J:#用结晶紫染色-%2J:左

右#再用/'+清洗两遍#在通风橱内晾干后#拍照#

观察细胞集落形成的数量-大小)

1#/#M!/FL对/.-细胞形态-数量的影响!收集

/.-对数生长期细胞#调整细胞悬液浓度#以每孔

"[!%W
细胞接种到$孔板#每孔体积"2F#待细胞

贴壁后#弃上清液#按!#"#-分组加入含有/FL的

培养基培养细胞#同一条件下培养&T@后#于倒置

显微镜下#用白光观察细胞形态和数量的变化)

1#/#N!/FL对/.-细胞凋亡的影响!收集对数生

长期/.-细胞#以每孔![!%W
细胞接种于已铺爬

片的$孔板中#每孔体积为"2F)"&@后#待细胞

贴壁#弃上清液#按!#"#-分组加入含有/FL的新

U
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鲜培养基培养 &T@#取出 $ 孔板#一部分采用

B=6M@78,--"WT染色观察/FL对/.-细胞凋亡形

态的影响)用/'+清洗"遍后#每孔加入!2F甲

醇在&a固定!W0"%2J:)再用预冷的/'+清洗"

遍#每孔滴加!W%$FB=6M@78,--"WT染液#室温染色

!%2J:后用蒸馏水清洗爬片)最后在避光的条件

下甘油封片#于正置显微镜下拍照观察细胞核染色

质的 形 态 变 化)取 出 $ 孔 板 另 一 部 分#采 用

4::6QJ:1,/*染色检测/.-细胞凋亡)收集细胞

到流式管中#用预冷的/'+清洗"遍后加'J:IJ:H

;EOO69#将细胞吹散&加 4::6QJ: 1,Y*1.和/*每

管各"#W$F#并将细胞悬液混匀#避光W2J:后#流

式细胞仪检测细胞凋亡率)

1#/#5!细胞划痕实验检测/FL对/.-细胞迁移

运动的影响!收集对数生长期/.-细胞#以每孔

"[!%W
细胞接种于$孔板#每孔体积"2F#待孔板

中细胞长至T%Z左右#用!%$F枪尖于孔板底部划

一直线#使细胞分为两部分)弃上清液#并用/'+

液清洗"遍)用双无培养基按!#"#-分组分别加入

含有相应质量浓度/FL的新鲜培养基#培养&T@

后#于显微镜下白光拍照#观察细胞迁移运动情况)

1#;!统计学方法

所有实验结果均来自-次以上独立实验#数据

以$QdH表示#采用单因素方差分析#L%%#%W为差

异有统计学意义)

/!结果

/S1!OX.中主要成分的分析

/FL经 B/F.分析#最后测得/FL中/.和

L4的含量分别为-U#$2H.H和-"#%2H.H)

/S/!OX.对D8G+OP:1-Y)13M-O:;细胞增殖的

影响

见图!)结果显示#/FL干预前列腺癌细胞

"&@#与对照组比较#随着/FL干预质量浓度的升

高#-种细胞的/FL干预组!除1)4>/,.!细胞在

/FL质量浓度为"%%$H.2F时"细胞活性受到抑制

!L%%#%W")/FL干预&T@和A"@#三种细胞的干

预组与对照组比较#细胞活性均受到抑制!L%

%e%W")/.-细胞/FL的增殖抑制作用在-个时间

点均呈现质量浓度依赖性#因此后续研究选用/.-

细胞进行实验)

! !见图")/FL干预V?!&W及/.-细胞!WI#

图1!OX.对D8G+OP:1-Y)13M-O:;细胞活性的影响

U#<1!.RR,$>?CROX.C(D8G+OP:1#Y)13M'(-O:;/?$,==*#'H#=#>K

"L%%#%W#""L%%#%!#S7#M=:89=<H9=EC!/FL%$H.2F"

干预组与对照组相比#集落形成数量差异有统计学

意义!L%%#%!"#且集落大小也明显减小)当干预

组/FL质量浓度达到"W$H.2F时#两种细胞的集

落形成数量均为%)

/S;!OX.对O:;的细胞形态-数量的影响

见图-)与对照组相比#干预组的细胞密度逐

渐减小#细胞发生体积变小-形态变圆的变化#高剂

量干预组!/FL!%%-"%%$H.2F"出现了许多漂浮

的死细胞)

/S3!OX.对O:;细胞凋亡的影响

如图&所示#经 B=6M@78,--"WT染色后#对照组

/.-的细胞核呈圆形或椭圆形#为均匀的蓝色荧光#

染色质分布均匀#无明显的核染色质形态学改变的

现象&而经/FL干预&T@的/.-细胞#出现了典型

的细胞凋亡形态$细胞核开始逐渐缩小#细胞核染色

质逐渐出现高度凝聚-边缘化#并有凋亡小体的产

生#随/FL干预质量浓度的增加#变化更加明显)

!!/FL干预/.-细胞&T@后#如图W所示#对照

组细胞凋亡比例为-#W"Zd!#!UZ#随着/FL干

预质量浓度的增大#细胞凋亡比例上升#与对照组比

%!
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图/!OX.对Y)13M!G"-O:;!6"集落形成的影响及其统计图!:"!!!图;!光镜下观察OX.对O:;细胞形态的影响)Z10!!!图3!

荧光显微镜下观察OX.对O:;细胞核的影响)Z/0

U#</!.RR,$>?CROX.!0P100!<!EX"C($C=C(KRCBE'>#C(#(Y)13M!G"'(-O:;!6"$,==?#-#'<B'E#?AB,?,(>,-!:">CC!!!U#<;!:,==

ECBA%C=C<#$$%'(<,?CRO:;$,==?'R>,BH,#(<>B,'>,-L#>%OX.&(-,BHB#<%>=#<%>SZ10!!!U#<3!D%,(&$=,'B$%'(<,?CROX.>B,'>,-O:;$,==?

&(-,BR=&CB,?$,($,E#$BC?$CA,SZ/0

"L%%#%!#S7#M=:89=<H9=EC!/FL%$H.2F"&4,YJ:OJH-K:IOJH&$/FL%#!"#W#"W#W%#!%%#"%%$H.2F

图M!OX.对O:;细胞凋亡的影响

U#<M!.RR,$>CROX.C('ACA>C?#?CRO:;

"L%%#%W#""L%%#%!#S7#M=:89=<H9=EC!/FL%$H.2F"

较差异均有统计学意义!L%%#%W"#/FL各质量浓

度组间差异也有统计学意义!L%%#%W")

/SM!OX.对O:;细胞迁移运动的影响

结果如图$所示#/FL干预/.-细胞&T@后#

干预组在 /FL!"#W0"%%$H.2F 范围内#随着

/FL质量浓度的增加#细胞向划痕区域迁移生长的

能力逐渐降低#与对照组相比#差异有统计学意义

!L%%#%!")/FL各质量浓度组间#除"W$H.2F

与W%$H.2F组间差异无统计学意义!L&%#%W"外#

其余组间差异有统计学意义!L%%#%W")

图N!OX.对O:;迁移运动的影响)Z10

U#<N!:%'(<,?CRE#<B'>#C(CROX.>B,'>,-$,==?SZ10

"L%%#%!#S7#M=:89=<H9=EC!/FL%$H.2F"

!!
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前列腺癌是中老年男性常见的恶性肿瘤#其发

病机制尚未完全清楚#早期常无明显症状使其不易

被发现#且易发生转移#这些特点共同导致了前列腺

癌的高死亡率
+!! !",)通常癌症治疗所使用的药物#

在杀死癌细胞的同时也会对人体正常细胞产生较大

的毒副作用)因此#研究出疗效好且毒性低的抗癌

药物具有重要意义)近年来#诱导肿瘤细胞的凋亡

受到各领域学者的广泛关注)随着植物化合物研究

的不断深入#植物来源的抗癌药物的研究和开发逐

渐成为研究热点
+!-,#越来越多的研究表明植物化合

物能够抑制癌细胞的增殖
+!&,#植物中的天然化合物

可引发许多肿瘤细胞的凋亡)

随着对石榴研究的不断深入#发现石榴具有广

泛的药用价值)石榴叶作为石榴的不可食部分具有

较多的生物学活性#F*等
+!W,
研究发现/FL对人正

常肝细胞!F(""-人胚肾细胞!BLG"U-"和非洲猴

肾细胞!f69="无明显的细胞毒性#同时对非小细胞

肺癌的增殖与转移具有抑制作用)

细胞的无限增殖是恶性肿瘤的生物学特性之

一#对癌细胞生长抑制的程度可初步反映药物对肿

瘤的治疗效果)而诱导细胞凋亡是目前抗肿瘤的主

要机制#细胞凋亡时#会发生细胞形态学的改变)本

研究首次将/FL作用于前列腺癌细胞#结果表明

/FL在!"#W0"%%$H.2F范围内对1)4>/,.!-

V?!&W-/.-细胞增殖具有一定的抑制作用#总体呈

时间剂量依赖性趋势)此外#随着/FL质量浓度的

增加#细胞凋亡的典型特征更明显$细胞核发生裂

解#周围有凋亡小体产生#而且细胞的凋亡率逐渐增

加#表明/FL在体外可诱导前列腺癌细胞凋亡)

!!转移是恶性肿瘤的生物学特征之一#也是肿瘤

临床治疗的难题-增加患者痛苦和造成其死亡的重

要原因#因此降低癌细胞转移能力对癌症的治疗具

有重要意义)本研究在探索/FL对于前列腺癌细

胞增殖-凋亡的作用基础上#初步检测其对/.-细

胞迁徙能力的影响)结果发现#经 /FL干预后#

/.-细胞向划痕区迁移生长的能力明显降低#且呈

质量浓度依赖性方式#揭示/FL能抑制/.-细胞

的迁移生长#这与F*等
+!W,
的研究结果一致#/FL可

能是有效的肿瘤转移抑制剂)

综上所述#本研究发现/FL具有较好的抑制肿

瘤细胞增殖和良好的抗转移潜力#且石榴叶具有相

对安全-来源广泛-成本低的特点#提示了/FL具有

开发成为治疗前列腺癌新药的潜力#为前列腺癌的

治疗和石榴叶的综合利用提出了新的思路)但其抗

肿瘤作用及其作用机制有待更进一步的实验证实)
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