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乌贼墨多肽诱导人前列腺癌 DU-145 细胞凋亡的 

机制研究 

 

景奕文，杨最素，黄芳芳，郁迪，丁国芳 

（浙江海洋学院食品与医药学院，浙江省海洋生物医用制品工程技术研究中心，浙江舟山 316004） 

摘要：本文探讨了乌贼墨多肽（SHP）诱导 DU-145细胞凋亡机制。采用 CCK-8法检测 SHP 对 DU-145细胞增殖的影响；采用

HE 染色和AO/EB 荧光染色观察 DU-145细胞的形态学的变化；采用流式细胞术检测细胞早期凋亡率；并通过 Western Blotting检测细

胞中 p53、Bcl-2、Bax、Caspase-3、VEGF 的蛋白表达变化。结果表明，SHP 对 DU-145细胞的增殖具有明显的抑制作用且呈现剂量

和时间依赖性；SHP 作用后的 DU-145细胞出现凋亡的形态学特征；流式细胞术结果显示，随着 SHP 浓度和作用时间的增加，DU-145

细胞的早期凋亡率从12.25%增加到34.20%；Western Blotting结果显示，当 SHP 作用24 h后，VEGF、Bcl-2蛋白表达量降低，p53、Bax、

Caspase-3蛋白表达量增加。综上可知，SHP 能够诱导 DU-145细胞凋亡，其机制有可能是通过激活抑癌基因 p53，下调 Bcl-2/Bax 比

例；下调 VEGF，激活凋亡蛋白酶Caspase-3，诱发凋亡级联反应来实现的。 
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Mechanism of Sepia Ink Polypeptide-induced Apoptosis in DU-145 

Prostate Cancer Cells 
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Abstract: In this study, the mechanism of apoptosis induced by sepia ink polypeptide (SHP) in DU-145 prostate cancer cells was explored. 

The effect of SHP on the proliferation of DU-145 cells was examined by the Cell Counting Kit-8 (CCK-8) assay. Typical morphological 

changes in DU-145 cells were observed with hematoxylin and eosin (HE) and acridine orange/ethidium bromide (AO/EB) staining. The 

early-stage apoptosis rate was measure using flow cytometry (FCM), and the changes in the expression of apoptosis-related genes (p53, Bcl-2, 

Bax, Caspase-3, and VEGF) were evaluated via western blotting. The results showed that SHP significantly inhibited the proliferation of 

DU-145 cells in a time-and dose-dependent manner. DU-145 cells developed morphological features of apoptosis after treated with SHP.FCM 

studies revealed that the early-stage apoptosis rate of DU-145 cells increased from 12.25% to 34.20% with increasing SHP concentration and 

duration of treatment. Western blotting results showed that after 24 h treatment with SHP, the expression of anti-apoptotic proteins Bcl-2 and 

VEGF decreased, while the expression of p53, Bax, and Caspase-3 increased. Collectively, these results suggest that SHP induced apoptosis in 

DU-145 cells. The mechanism might involve the decrease in Bcl-2/Bax expression ratio by activation of the tumor suppressor gene p53. 

Moreover, VEGF expression was down regulated, and apoptotic protease Caspase-3 was activated, thus triggering the apoptosis cascade 

reaction. 
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前列腺癌是危害男性健康的常见恶性肿瘤之一，

其发病率、死亡率在全球男性全部恶性肿瘤中均居高

位；我国是前列腺癌发病及死亡较低的国家之一，但

近年来，我国男性前列腺癌发病率有明显上升趋势，

因此，如何有效预防和治疗前列腺癌成为科学家们研

究的热点[1]。乌贼墨（Sepia Ink）是乌贼抵御外敌入

侵时喷射的一种黑色物质，在《本草拾遗》中就有“腹

中墨，主治血刺心痛”的记载，作为一味传统止血药，

历史悠久。上世纪 90 年代，日本学者研究表明，乌贼

墨具有很好的抗肿瘤活性。近年来，越来越多的研究

表明，乌贼墨及其提取物能够通过多种途径来实现抗

肿瘤作用，比如诱生多种肿瘤坏死因子、白介素、干

扰素等多种抗肿瘤细胞因子，增强自然杀伤细胞、巨

噬细胞、红细胞等免疫细胞的功能活性等[2]，本实验

室先前研究表明一定浓度的乌贼墨寡肽、肽聚糖均能

通过诱导 DU-145 细胞凋亡而抑制其增殖生长[3~5]。但

尚未见乌贼墨多肽(sepia ink polypeptides，SHP)对人

前列腺癌 DU-145 细胞株研究的报道。本实验旨在探

讨 SHP 对 DU-145 细胞增殖的影响，是否诱导细胞凋

亡及相关的机制，以期为研究乌贼墨多肽抗前列腺癌

作用提供实验依据。 

1  材料 

1.1  药物与试剂 

乌贼墨，购于舟山市农贸市场，由浙江海洋学院

赵盛龙教授进行种类鉴定；本研究采用正交设计方法，

经过超滤得到 SH-1（小于 1 kd）、SH-2（1~3 kd）、SH-3

（3~5 kd）、SH-4（5~10 kd）、SH-5（大于 10 kd）五

个组分，对抗肿瘤活性最高的组分 SH-2 进行进一步

的分离纯化，经过 G-25 凝胶柱（2.6×65 cm）层析分

离得到SH-2-1、SH-2-2、SH-2-3 三个洗脱峰，将活性

最高的组分SH-2-2 进行高效液相进行分离纯化，将纯

化肽进行氨基酸序列分析，得到的氨基酸序列为

Leu-Lys-Glu-Glu-Asn-Arg-Arg-Arg-Arg-Asp。 

CCK-8 购于日本同仁化学研究所，F12 培养基购

于 Gibco 公司，胎牛血清（FBS）购于杭州四季青生

物科技公司。Annexin V- FITC/PI 双染试剂盒购于上海

贝博生物,p53、Bcl-2、Bax、Caspase-3 抗体均购自

Cell Signaling 公司、VEGF 抗体购自 Santa Crus 公司，

辣根酶标记的山羊抗小鼠辣根酶标记抗体、山羊抗兔

辣根酶标记抗体购于北京中杉金桥生物技术有限公

司。 

1.2  细胞株 

人前列腺癌 DU-145 细胞株购于中科院上海细胞

库，由本实验室传代保存。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

DU-145 细胞接种于含有 10% FBS、双抗溶液的

F12 培养基中，置于 37 ℃、5% CO2、95%饱和湿度条

件下的培养箱中常规培养；当细胞生长饱和度超过

80%时，按 1:2 的比例进行传代培养。 

2.2  细胞增殖抑制实验（CCK-8法） 

将DU-145细胞以每孔1×104个细胞数接种于96孔

培养板中，每孔培养液200 L。设对照组和加药组，加

药组药物浓度为5 mg/mL、10 mg/mL、15 mg/mL、20 

mg/mL的SHP，同时设置4个平行对照，常规条件下培

养24 h、48 h、72 h后，弃培养液，每孔加入加PBS 90 uL，

CCK-8溶液10 L，孵育4 h终止培养。选择450 nm波长，

在酶标仪上测定各孔光密度值A，重复试验3次。细胞

增殖抑制率IR公式如下： 

%100]A/)A-A[(%/IR  值对照组值加药组值对照组  

2.3  HE染色观察细胞形态 

于 6 孔培养板内放入经处理过的盖玻片，将浓度

为1×105 cells/mL DU-145细胞悬浮液接种于培养板中

的盖玻片上，常规条件下培养 24 h，弃培养液，加入

5 mg/mL、10 mg/mL、15 mg/mL的 SHP，并设立空白

对照组。24 h 后，取出盖玻片，95%乙醇固定 20 min。

PBS 洗 2 次，苏木素染色 5 min，自来水浸洗使细胞

核蓝化，伊红复染，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中

性树胶封片，光学显微镜下观察并拍片。 

2.4  AO/EB荧光染色观察细胞形态 

细胞培养及对照组设置方法同 2.3，实验结束，用

95%乙醇固定 30 min。取 AO 和 EB各 1 mg 分别溶解

于 10 mL pH 7.2 的PBS 缓冲液中，摇匀混合，现配现

用，避光保存。观察前于载玻片上滴加 40 µL PBS 和

10 µL AO/EB混合液，有细胞的一面朝下，荧光显微

镜下观察并拍照。 

2.5  流式细胞仪分析细胞凋亡率 

DU-145 细胞以1×105 接种在 25 mL的培养瓶中,

常规培养 24 h 后加入浓度分别为5 mg/mL、10 mg/mL

和 15 mg/mL 的 SHP 溶液,设立空白对照组。细胞凋

亡检测方法参照试剂盒中的操作方法进行。培养结束，
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用 0.25%的胰蛋白酶液进行消化，将用预冷的PBS 制

成的细胞悬液移入离心管，1000 r/min 离心 5 min。吸

去上清液，加入 1×Annexin V结合液 400 µL，吹打成

细胞悬液。加入 5 µL Annexin V-FITC 染液，轻轻混

匀后，避光孵育 15 min 后，加入 5 µL的 PI，室温下

放入暗室静置 5 min 后上机分析。 

2.6  Western Blotting检测蛋白表达 

药物浓度及分组设置同2.3，加入 RIPA (500 μL/75 

mm2)+PMSF (10 μL/mL)后反复吹打，冰上孵育 30 min

使细胞充分裂解，在 4 ℃条件下，收集细胞裂解液，

12000 r/min 离心 10 min，收集上清液。按照测定的蛋

白含量取等体积的蛋白提取液，与6×蛋白上缓冲液按

1:5 的比例混合，沸水浴 5 min 后，-20 ℃储存备用。

采用 SDS-PAGE法，按照实验需要先后配置分离胶和

浓缩胶；取蛋白样品各 20 μL经上样缓冲液处理后上

样，电压 60 V电泳 20 min 后转换电压 100 V，电泳

60 min；采用电半干方法在转膜溶液中将蛋白转印至

PVDF 膜上，用含 20% Tween-20 的 TBST 溶液漂洗

1~2 次后，将 PVDF 膜至于 5%脱脂奶粉中 4 ℃封闭过

夜；TBST 溶液洗膜 1~2 次，将膜置于1% BSA溶液

稀释后的一抗（稀释比例参照使用说明书）的杂交袋，

4 ℃孵育过夜；洗膜后加入1% BSA的溶液稀释的辣

根过氧化物酶标记的二抗（稀释比例参照说明书），

4 ℃孵育 2 h后，ECL显影，应用 Alpha 化学发光仪

进行扫描并记录光密度强度。以 β-actin 作为内参对照

校正并做相对量分析，数值以两者的光密度值积分比

值表示。 

2.7  数据分析 

所有实验组均进行 3 次平行试验（n=3），实验数

据使用SPSS 18.0统计软件分析处理，实验结果以x±s

表示。 

3  结果 

3.1  SHP对 DU-145细胞增殖活性的影响 

不同浓度SHP 作用后对 DU-145 细胞的增殖的影

响如图 1所示，当 SHP 浓度为5 mg/mL作用细胞 24 h

时，细胞增殖抑制率为 23.65%，浓度增加至 20 mg/mL

时，抑制率达到 85.79%，半数抑制浓度率（IC50）为

8.53 mg/mL；随着作用时间的延长，作用 48 h时，IC50

为 7.4 mg/mL；作用 72 h 时，IC50为 6.10 mg/mL。随

着 SHP 浓度的增加和作用时间的延长，增殖抑制指数

明显上升，与对照组相比有统计学意义（P<0.05）。

 

图 1 SHP 对 DU-145 细胞增殖的影响 

Fig.1 The effect on the proliferation of DU-145 cells treated 

with SHP 

3.2  DU-145细胞光镜下观察结果 

 
图 2 SHP 对 DU-145 细胞形态的影响（HE 染色，×400） 

Fig.2 Effects on Morphologic changes in DU-145 cells treated 

with SHP (HE, ×400) 

注：A-空白对照组；B-5 mg/mL 组；C-10 mg/mL 组；D-15 

mg/mL 组。 

HE染色结果如图 2 所示，正常组的 DU-145细胞

生长良好，细胞间排列紧密，形态饱满，细胞质染色

均一，细胞核大小均较规则，核仁数目多。SHP 作用

24 h后，DU-145 细胞出现细胞间隙增大，轮廓模糊，

形态不规则，较多突起等现象，胞质出现空泡，异染

色质增多，核质比增大，核仁数目减少；高浓度组还

出现了染色质凝聚，核固缩等细胞凋亡的形态学变化。 

3.3  AO/EB荧光观察结果 

SHP 作用于 DU-145细胞 24 h 后，细胞经 AO/EB

染色，用药组细胞出现了明显的早期凋亡的形态学特

征。实验结果如图 3 所示，正常对照组无明显凋亡细

胞出现。细胞大小均匀，细胞核形态规则，胞核及胞

浆均呈现绿色荧光；SHP 作用 24 h时，细胞出现早期

凋亡的现象，细胞出现明显的出芽现象，胞质及胞核

http://www.bioon.com.cn/product/show_product.asp?id=145211
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发生了变化，胞质出现空泡，胞核浓缩成颗粒状，并

呈现黄绿色荧光。随着用药浓度的增加，早期凋亡的

细胞和晚期凋亡的细胞明显增多，细胞核呈固缩状或

圆珠状，呈现偏橙黄色，出现了凋亡小体。 

 
图 3 SHP对 DU-145细胞凋亡形态的影响（AO/EB 染色,×400） 

Fig.3 The apoptosis morphologic observation of DU-145 cells 

treated with SHP (AO/EB staining, ×400) 

注：A-空白对照组；B-5 mg/mL 组；C-10 mg/mL 组；D-15 

mg/mL 组。 

3.4  流式细胞术检测结果 

 

 
图 4 SHP 对 DU-145 细胞早期凋亡的影响，Annexin V-FITC/PI

双染 

Fig.4 The percentage of early apoptotic DU-145 cells incubated 

with SHP, Annexin V-FITC/PT staining 

注：a-空白对照组；b-5 mg/mL 组；c-10 mg/mL 组；d-15 

mg/mL 组。 

本实验采用 Annexin V-FITC/PI 双染的方法检测

细胞早期凋亡率。如图 4 所示，以 FITC 和 PI 荧光作

双参数点图，细胞分成 4 个区：左下象限(LL)Annexin 

V-FITC-/PI-，代表正常细胞；左上象限(UL)Annexin 

V-FITC-PI+ ， 代 表机 械 损 伤细 胞 ； 右下 象 限

(LR)Annexin V-FITC+/PI-，为早期凋亡细胞；右上象

限(UR)Annexin V-FITC+/PI+凋亡晚期或坏死细胞。如

图 4 所示,阴性对照组细胞基本分布在 LL区域，加以

不同浓度的SHP 作用于 DU-145细胞 24 h 后，LR 的

细胞明显增多，即是早期凋亡细胞增多，随用药浓度

的增加，DU-145 细胞的早期凋亡率也随之增加。当

SHP 浓度达到 15 mg/mL 时，细胞早期凋亡率达到

34.20%。 

3.5  Western blotting结果 

 
图 5 SHP 作用 24 h后，DU-145 细胞中 p53、Bcl-2、Bax、Caspase 

3、VEGF 的蛋白表达 

Fig.5 Expression of p53, Bcl-2, Bax, Caspase-3, VEGF proteins 

in DU-145 cells treated with SHP for 24 h 

DU-145 细胞经不同浓度的 SHP（5、10、15 

mg/mL）作用24 h 后，p53、caspase3、Bcl-2/Bax、VEGF

的蛋白电泳条带结果如图 5 所示。经 Aphla 化学发光

系统数据分析后各基因的蛋白水平表达如图 6 所示。

Western blot 结果显示，肿瘤抑制基因p53 的表达量随

着 SHP 浓度的增加而逐渐增加，15 mg/mL时其相对

表达量增至 0.44±0.01，较对照组差异具有显著性

（P<0.05）；15 mg/mL SHP 组细胞中的 Bcl-2 蛋白表

达水平较对照组明显降低，Bax 蛋白表达水平也显著

增加；Caspase 3 被明显激活，相对表达量分别达到对

照组的 2.15倍；15 mg/mL SHP 对细胞中VEGF的表

达也有显著的下调作用。结果表明一定浓度的SHP 对

p53、Caspase-3 及Bax 蛋白表达量均具有明显的上调

作用，对Bcl-2、VEGF 蛋白表达具有明显的下调作用。 

4  讨论 

本实验室先前研究表明，乌贼墨寡肽能抑制

DU-145 细胞增殖，阻滞细胞在 S 和 G2/M期，诱导细

胞凋亡，其机制可能与 Bcl-2 表达的下调，Bax 和

Caspase-3 表达水平的增加有关[4]。本实验从乌贼墨酶

解物中提取分离得到一种抗前列腺癌活性的多肽

SHP，CCK-8 法结果表明 SHP 对 DU-145 细胞具有明

显的增殖抑制作用，且呈现明显的剂量和时间依赖性。

我们进一步利用 HE 染色和 AO/EB 实验证实了 SHP

能够诱导 DU-145 细胞凋亡。我们同时采用了流式细
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胞术检测 SHP 对 DU-145 细胞早期凋亡的影响，结果

表明 5 mg/mL SHP 有促进 DU-145 细胞凋亡作用，且

凋亡率随其浓度的升高而逐渐增加。 

 

 

 

 
图 6 SHP作用 DU-145细胞后各凋亡相关基因的蛋白表达水平示

意图 

Fig.6 The proteins expression level of related- apoptosis genes 

in DU-145 cells treated with SHP for 24 h 

注：a：p53 蛋白表达含量增加示意图；b：Caspase-3 蛋

白表达示意图；c：Bcl-2/Bax 比值变化示意图；d：VEGF-p42、

VEGF-21 蛋白表达示意图。 

细胞凋亡是一种由基因控制的程序化细胞死亡的

方式，其过程伴随着一系列与凋亡相关的基因、蛋白

的影响和调控等复杂的分子生物机制，与肿瘤的肿瘤

的发生、发展和治疗过程与细胞凋亡有着密不可分的

联系。细胞凋亡通常包括外源性(死亡受体介导)和内

源性(线粒体凋亡)两条经典途径 [6]。本研究采用

Western blotting 技术，探讨SHP 诱导 DU-145 凋亡的

作用机制。 

Bcl-2 家族是在细胞凋亡中有非常重要作用的一

类蛋白质，Bcl-2 和 Bax 分别是Bcl-2 家族中最有代表

性的抗凋亡和促凋亡基因，在细胞凋亡信号传导途径

中发挥着重要作用[7]。而且Bcl-2/Bax 比值对决定细胞

是否进入凋亡状态有重要意义，当其比值降低时，细

胞趋于凋亡[8]。本实验显示经5 mg/mL、10 mg/mL及

15 mg/mL浓度 SHP 作用后，Bax蛋白表达水平上升，

Bcl-2 蛋白表达量明显下降，且 Bcl-2/Bax 比值降低，

提示 SHP 通过上调Bax 蛋白表达，下调Bcl-2 蛋白表

达，破坏了 Bcl-2 和 Bax 蛋白表达平衡，即显著降低

其比值，促使 DU-145 细胞凋亡。 

Caspase 是一类细胞凋亡过程中发挥着重要作用

的半胱氨酸蛋白酶。Caspase-3 是 Caspase 家族中执行

细胞凋亡的主要蛋白酶之一，细胞凋亡过程中的主要

效应因子，绝大多数的触发细胞凋亡因素最终都通过

Caspase-3 介导的信号传递途径导致细胞凋亡[9]。实验

结果表明，不同浓度的SHP 均能够上调 Caspase-3 蛋

白表达量。提示，SHP 通过促进细胞凋亡途径关键半

胱氨酸蛋白酶 Caspase-3 的活化诱导 DU-145 细胞凋

亡。 

血管内皮生长因子 VEGF 又称为血管通透性因

子，是一种高度特异性的促血管生长因子，对内皮细

胞的增生有强烈的刺激作用，能够增加血管通透性，

促进肿瘤血管形成[10]。本实验结果显示，不同浓度的

SHP 作用 DU-145 细胞后，VEGF-p21 和 VEGF-p42

蛋白相对表达量均显著降低。提示：SHP 通过抑制血

管通透性因子来抑制 DU-145 细胞增殖的。 

p53 基因作为一个肿瘤抑制基因而备受关注，野

生型 p53 基因与多种促凋亡和抗凋亡基因之间相互调

节构成 p53 基因网络，诱导肿瘤细胞凋亡引发凋亡级

联反应等功能[11~12]。比如，野生型 p53可通过调节Bax

和Bcl-2的平衡状态来实现其对细胞凋亡的调控作用；

p53 能够通过一系列途径下调血管内皮生长因子

VEGF 蛋白的表达，在肿瘤血管生成过程中起到至关

重要的作用[13]。本实验中，肿瘤抑制基因p53 蛋白表

达随着 SHP 浓度的增加而升高。提示：SHP 作用于
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DU-145 细胞后，激活细胞中的肿瘤抑制基因 p53，从

而诱发了与 p53 基因相关的信号传导通路，最终导致

DU-145 细胞的凋亡。 

综上所述，SHP 可能通过激活肿瘤抑制基因p53，

下调促凋亡基因Bcl-2、VEGF蛋白表达，上调Bax 蛋

白表达，且下调Bcl-2/Bax 比值，活化细胞凋亡执行蛋

白酶 Caspase-3，激活与其相关的凋亡信号通路，最终

诱导 DU-145 细胞凋亡。 

5  结论 

乌贼墨多肽 SHP 可以显著抑制 DU-145细胞的增

殖，且能够诱导 DU-145 细胞凋亡，凋亡的机制是激

活 p53 基因，调节 VEGF、Bcl-2、Bax 与细胞凋亡相

关基因的蛋白表达水平，活化细胞凋亡执行蛋白酶

Caspase-3，诱发相关的级联凋亡程序，最终诱导

DU-145 细胞凋亡。而 SHP 是否诱导体内前列腺癌细

胞凋亡，还有待于下一步的体内实验探讨研究。 
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