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摘  要 

探讨雄激素受体抑制剂恩杂鲁胺对人前列腺癌LNCaP细胞衰老的影响。使用CCK8实验检测LNCaP细胞对
恩杂鲁胺的IC50，将加入等体积DMSO的LNCaP细胞定义为对照组，LNCaP细胞以IC50浓度的恩杂鲁胺

慢性处理1个月设为实验组。β-半乳糖苷酶染色试剂盒检测细胞衰老；克隆形成实验检测细胞增殖；蛋白

免疫印记实验检测雄激素受体，衰老标志蛋白的表达情况和信号转导机制。结果显示LNCaP细胞在1 μM 
(IC50)剂量恩杂鲁胺慢性暴露后，雄激素受体被抑制，细胞发生衰老，表现为β-半乳糖苷酶染色增多，

衰老标记蛋白p16，p21表达上调。通过对信号转导研究发现，实验组中YAP1磷酸化水平降低，入核增

多，YAP1可能是恩杂鲁胺致LNCaP细胞衰老的关键信号。 
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Abstract 
To investigate the effect of enzalutamide, an androgen receptor inhibitor, on the senescence of 
human prostate cancer LNCaP cells. CCK8 assay was used to detect the IC50 of LNCaP cells to en-
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zalutamide. LNCaP cells supplemented with DMSO were defined as the control group, and LNCaP 
cells were treated with enzalutamide at IC50 concentration for one month as the experimental 
group. The SA-β-gal staining kit detected cell senescence. Cell proliferation was detected by colony 
formation assay. Western blot was used to detect the expression of androgen receptor and aging 
marker proteins and the signal transduction mechanism. The results showed that after chronic 
exposure to enzalutamide at the dose of 1 μM (IC50), the androgen receptor was inhibited. Cell se-
nescence occurred in LNCaP cells, as shown by increased SA-β-gal staining and up-regulation of se-
nescence marker proteins p16 and p21. Through the study of signal transduction, it was found that 
the phosphorylation level of YAP1 was decreased and its nuclear translocation was increased in the 
experimental group. YAP1 may be the key signal of enzalutamide-induced senescence in LNCaP cells. 
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1. 引言 

前列腺癌在老年男性中高发，在近 2 年的美国癌症学会统计中高居男性新发癌症榜首，在我国 2020
年的数据统计中，居男性新发第 6 位[1] [2] [3]。随着我国老龄化的加重，城市迁移人口的增多，前列腺

癌的发病率逐年上涨。前列腺癌作为一种腺癌，高度依赖雄激素受体，因此雄激素阻断治疗得以成为前

列腺癌治疗的一线方法[4] [5]。在转移性前列腺癌中，雄激素靶向药物的应用非常广泛。是细胞在接受外

界应激刺激下产生的细胞状态改变，以增殖减慢为特征，药物刺激产生的细胞衰老与耐药性高度相关[6]。
恩杂鲁胺是二代雄激素受体拮抗剂，治疗窗口短且最终导致耐药，其耐药机制尚不明确。本研究旨在细

胞水平模拟恩杂鲁胺治疗早期前列腺癌，探究恩杂鲁胺慢性暴露对早期前列腺癌 LNCaP 细胞衰老的影响。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

人前列腺癌 LNCaP 细胞系来自东方肝胆外科医院卫立辛主任赠予；二甲基亚砜，恩杂鲁胺，二氢睾

酮购买自美国赛莱克生物公司；青链双抗，CCK8 试剂购买自武汉赛维尔生物公司；β-半乳糖苷酶染色试

剂盒购买自上海碧云天生物公司；RPMI 1640 培养基和胎牛血清购买自上海翌圣生物公司；p-YAP，YAP1
购买自蛋白科技；p16，p21 购买自埃博抗生物公司；BCA 试剂盒，核质分离蛋白提取试剂盒(#78833)来
自赛默飞生物公司。 

2.2. 方法 

2.2.1. 细胞培养 
人前列腺癌 LNCaP 细胞使用 RPMI 1640 培养基 + 10%胎牛血清 + 1%青链双抗在 37℃，5%二氧化

碳及饱和湿度的培养箱中培养，使用超净台进行无菌操作。 

2.2.2. CCK8 检测药物毒性 
细胞计数后，使用 96 孔板，以每孔 5000 个细胞使用排枪进行铺板，在 12 小时后更换含不同浓度恩杂

Open Access

https://doi.org/10.12677/acm.2023.1351088
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


冯诗尧 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2023.1351088 7785 临床医学进展 
 

鲁胺的培养基，孵育 24 小时。以无血清 1640 培养基比 CCK8 原液 9 比 1 的比例配置混合液，每孔加入 100
微升，在 37℃，5%二氧化碳及饱和湿度的培养箱中孵育 1 小时。在 450 nm 波长下检测 OD 值，数据分析。 

2.2.3. β-半乳糖苷酶染色试剂盒检测细胞衰老 
6 孔板中培养的细胞，吸去培养液，PBS 洗一次加入 1 mL β-半乳糖苷酶染色固定液，室温固定 15

分钟。PBS 洗 3 遍。吸去 PBS，每孔加入 1 mL 配置好的混合液(A 液 10 μL + B 液 10 μL + C 液 930 μL + 
X-cal 液 50 μL)，37℃过夜。显微镜下观察，拍照。 

2.2.4. 克隆形成实验 
6 孔板，计数后 500 个细胞每孔铺板，2 星期后收样(4%多聚甲醛固定 15 分钟，PBS 洗 3 遍，结晶

紫染色半小时，PBS 洗 3 遍，晾干拍照)。 

2.2.5. 蛋白免疫印记实验 
提取总蛋白/核质分离蛋白，BCA 测定蛋白浓度后定容至标准。洗干净预制胶，拔出胶板，上样后电

泳条件 170 V，恒压 45 分钟。PVDF 膜依次浸入甲醇、1x 膜平衡液各 3 分钟进行活化后转膜。膜浸入快

速封闭液摇床上封闭 10 分钟，浸泡在一抗中 4℃过夜。条带室温复温 1 小时后 TBST 在摇床上以 60 转的

速度清洗 3 次，每次 5 分钟。浸入二抗，室温孵育 1 小时，同样条件 TBST 清洗后显影。 

2.2.6. 数据分析 
实验组与对照组间各独立样本的统计学意义采用非配对双侧 t 检验。使用 GraphPad Prism 7.0 

(GraphPad Software Inc, San Diego, CA)进行数据分析，定量数据以均数±标准差表示。 

3. 结果 

3.1. CCK8 实验检测恩杂鲁胺对 LNCaP 细胞的 IC50 

见图 1，使用 CCK8，LNCaP 每组设置 3 个副孔，将恩杂鲁胺按照 100 nM，250 nM，500 nM，1 μM，

1.5 μM，2 μM的梯度给药，处理 24 小时，根据测得 OD 值计算存活率，恩杂鲁胺对 LNCaP 细胞的 IC50
约为 1 μM。 
 

 
Figure 1. CCK8 assay was used to detect the drug toxicity of enzalutamide on 
LNCaP cells 
图 1. CCK8 实验检测恩杂鲁胺对 LNCaP 细胞的药物毒性 
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3.2. β-半乳糖苷酶染色试剂盒检测细胞衰老 

见图 2，以 1 μM剂量的恩杂鲁胺处理 LNCaP 细胞一个月后，与 DMSO 对照组仪器进行 β-半乳糖苷

酶染色，恩杂鲁胺处理组的 LNCaP 细胞发生细胞衰老。 
 

 
Figure 2. Detection of cell senescence by β-galactosidase staining 
图 2. β-半乳糖苷酶染色检测细胞衰老 

3.3. 克隆形成实验检测细胞增殖 

见图 3，将恩杂鲁胺处理组与 DMSO 对照组进行克隆形成实验，在不添加双氢睾酮时，恩杂鲁胺处理

组的增殖明显减少。有意思的是，在加入双氢睾酮后，恩杂鲁胺处理组的增殖大大增加。这种现象表明，恩

杂鲁胺慢性暴露导致细胞衰老，在不适条件下表现为增殖活性降低，在适宜条件下展现出高增殖活性。 
 

 
Figure 3. Cell proliferation was detected by clone formation assay 
图 3. 克隆形成实验检测细胞增殖 

3.4. 蛋白免疫印迹实验检测雄激素受体和衰老标记物 p16，p21 的表达情况 

见图 4，蛋白免疫印迹实验的结果显示，随着恩杂鲁胺处理时间的增加，雄激素受体被抑制，而衰

老相关蛋白 p21，p16 的表达增加。 
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Figure 4. Western Blotting assay to detect the 
expression of androgen receptors and age-related 
proteins 
图 4. 蛋白免疫印迹实验检测雄激素受体和

细胞衰老相关蛋白的表达 

3.5. 核质分离检测 YAP1 的表达 

见图 5，蛋白免疫印迹实验的结果显示，恩杂鲁胺处理组的 YAP1 表达增多，磷酸化减少，入核增

多。 
 

 
Figure 5. Detection of phosphorylation of YAP1 and its expression in the nucleus by Western 
blotting 
图 5. 蛋白免疫印迹实验检测 YAP1 的磷酸化与在细胞核中的表达 

4. 讨论 

雄激素受体在前列腺癌中的作用无可替代[7]，雄激素剥夺治疗已经成为在治疗前列腺癌的主要手段

[4] [5]。在局限性前列腺癌的治疗中，根治性手术或放疗往往也会选择性的联用雄激素剥夺[8]。而在转

移性前列腺癌中，促性腺激素释放激素拮抗剂/激动剂已经成为经典雄激素剥夺治疗方案[9]。在疾病发展

为去势抵抗性前列腺癌时，雄激素受体靶向药物被广泛应用，恩杂鲁胺是二代雄激素受体拮抗剂，在前

列腺癌的治疗当中非常重要[10]。然而，在短暂的治疗窗口期之后，往往最终发展为耐药。 
细胞衰老本身是内环境维持稳态的一个重要因素，当细胞受到外源性刺激或者损伤时，细胞本身的

增殖被减缓，进入一种周期停滞状态，这种状态也被认为是一种“逃逸状态”，它组织了含有受损信号

的细胞继续增殖，而在确定环境安全之后，又可以重启自身，获得比原本更高的增殖活性[6] [11]。肿瘤

细胞的衰老常常与药物杀伤导致，比较经典的研究是化疗导致的细胞衰老。德国科学家发现从极端化疗

环境存活下来的细胞会进入衰老状态，并且衰老的细胞本身与耐药细胞具备独特的共性，即干细胞基因
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表达增强，这一发现不仅对耐药做出了解释，也说明了肿瘤的治疗后复发可能与细胞的衰老状态相关[6]。 
在本研究中，我们使用 IC50 具备中等杀伤剂量的恩杂鲁胺对可以内源性表达雄激素受体的前列腺癌

LNCaP 细胞进行慢性暴露 1 个月，来观察该细胞是否发生了衰老，并进行了机制探究。β-半乳糖苷酶染

色结果与衰老蛋白标记物的表达水平显示，恩杂鲁胺的长期使用会导致 LNCaP 细胞向衰老细胞转变，这

可能与耐药的进程高度相关。此外，恩杂鲁胺处理后的增殖减弱，而在提供了双氢睾酮对雄激素受体进

行激活后，原处于停滞状态的细胞进入了具备高度增殖活性的状态，这进一步验证了衰老状态的特性。 
此外，在 2022 年一项关于前列腺癌细胞与基因网络的研究发表在 science 上，作者提出了一种新的

前列腺癌表型，即 YAP1 主导的干细胞样表型[12]。YAP1 已经被证实在前列腺癌从雄激素受体依赖到去

势抵抗性前列腺癌的转变中发挥核心[13]。我们猜想前列腺癌由雄激素主导的雄激素受体依赖向 YAP1
主导的干细胞样表型的一个转变过程，可能与细胞的衰老状态高度相关。而恩杂鲁胺作为二代雄激素拮

抗剂，在慢性诱导过程中模拟了这样一种治疗过程，蛋白免疫印迹实验发现，YAP1 的磷酸化减少，入

核增加，验证了这一点。我们的研究十分有限，还需要更多更加系统的研究深入地剖析在这样一种动态

的治疗与肿瘤进展进程中肿瘤细胞的衰老稳态的变化，为前列腺癌治疗的药物使用与耐药研究提供更多

的临床思路。 

5. 总结 

综上所述，我们的研究证明了 LNCaP 细胞在恩杂鲁胺慢性暴露下转向衰老状态，并初步验证了这种

转变与 YAP1 的关联性。前列腺癌细胞衰老状态的研究十分有限，需要更加系统化的研究。 
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