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摘要: 为探讨环境激素烯菌酮引发小鼠前列腺癌( RM-1) 细胞毒性机制，设计了 3 组实验，分别为对照组、烯菌酮染毒组( 染毒

组) 和烯菌酮染毒后添加维生素 E 组( 实验组) ，各组给药培养 48 h 后，观察细胞形态变化。检测细胞增殖活性、丙二醛

( MDA) 含量、抑制羟自由基能力、乳酸脱氢酶( LDH) 活性、Na + -K + -ATP 酶活性和 Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶活性。结果表明，与对照

组相比，染毒组 RM-1 细胞圆缩脱落明显，贴壁细胞减少; 细胞增殖率、抑制羟自由基能力、Na + -K + -ATP 酶活性和 Ca2 + -Mg2 + -
ATP 酶活性明显降低( p ＜ 0． 05) ，LDH 活性和 MDA 含量显著升高( p ＜ 0． 05) 。与染毒组相比，染毒后添加维生素 E，圆缩脱

落细胞减少，而梭形贴壁细胞明显增加; 细胞增殖率、抑制羟自由基能力、Na + -K + -ATP 酶活性和 Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶活性显著

升高( p ＜ 0． 05) ，LDH 活性和 MDA 含量明显下降( p ＜ 0． 05) 。这表明维生素 E 可能通过其抗氧化性拮抗了烯菌酮引发的

氧化应激，缓解了细胞膜的损伤，维持了细胞膜的完整性和膜蛋白的功能，防止了细胞内 LDH 外逸、Na + -K + -ATP 酶和 Ca2 + -
Mg2 + -ATP 酶活性的下降，从而逆转了烯菌酮引发的细胞死亡和增殖率的下降。
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Abstract: To study the toxic mechanism of environmental hormone vinclozolin on mouse prostate cancer ( RM-1 )

cells，3 groups experiments were designed: control group，vinclozolin-treated group，and addition of vitamin E to
vinclozolin-treated group ( experimental group) ． After 48 h，morphological changes of the cells were observed. Cell
proliferation rate，malondialdehyde ( MDA) content and the ability to inhibit hydroxyl radical were determined as
well as the activities of lactate dehydrogenase ( LDH) ，Na + -K + -ATPase and Ca2 + -Mg2 + -ATPase． Compared with
control group，the number of RM-1 adherent cells，cell proliferation rate，the ability to inhibit hydroxyl radical，Na + -
K + -ATPase activity and Ca2 + -Mg2 + -ATPase activity significantly decreased ( p ＜0． 05) ，while LDH activity and MDA
content obviously increased ( p ＜0． 05) in vinclozolin-treated group． After addition of vitamin E，compared with vinclo-
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zolin-treated group，the number of adherent cells，cell proliferation rate，the ability to inhibit the hydroxyl radical，Na + -
K + -ATPase activity and Ca2 + -Mg2 + -ATPase activity ( p ＜0． 05) significantly increased，while LDH activity and MDA
content obviously decreased ( p ＜0． 05) ． It was indicated that vitamin E antagonized the oxidative stress of RM-1 cells
treated with vinclozolin． Thus，the damage of cell membrane was relieved and the integrity and function of cells were
maintained，preventing the escape of intracellular LDH and the decreasing Na + -K + -ATPase activity and Ca2 + -Mg2 + -
ATPase activity． As a result，the cell death and cell proliferation rate decreased．
Keywords: vinclozolin; vitamin E; oxidative stress; cell activity

烯菌酮( vinclozolin) 又名乙烯菌核利、农利灵，

化学名 3-( 3，5-二氯苯基) -5-甲基-5-乙烯基-1，3-噁
唑烷-2，4-二酮，是 1 种广谱的保护性和触杀性杀菌

剂，对果树、蔬菜和观赏植物等植物的病害具有显著

的预防和治疗作用，因此应用广泛。在生态环境中，

烯菌酮主要残留在植物、水体和土壤中。烯菌酮是

1 种具有抗雄激素作用的环境内分泌干扰物［1］，其

代谢产物与雄激素受体产生竞争性结合，使正常雄

激素和雄激素受体的结合减少［2］。母体大鼠染毒

烯菌酮，可出现雄仔外生殖器雌性化，性腺组织萎

缩，交尾率降低［3］。烯菌酮可导致斑马鱼胚胎死亡

和发育延迟，并具有致畸作用［4］。因此，烯菌酮对

人类健康以及生态环境存在潜在的威胁。然而大量

文献仅仅研究了烯菌酮对人体及动物的毒性作用，

就其毒性机制报道甚少。我们前期的工作表明，烯

菌酮染毒能抑制小鼠前列腺癌( RM-1 ) 细胞的增殖

活力，导致丙二醛( MDA) 含量明显增加，引起抗氧

化物酶活性代偿性升高［5］。鉴于此，本研究拟通过

抗氧化剂维生素 E 对烯菌酮染毒 RM-1 细胞所致毒

性的影响来探讨烯菌酮引起细胞毒性的机制。

1 实验材料与方法( Materials and methods)
1． 1 仪器和试剂

仪器: Multiskan Ascent 酶标仪 ( 荷兰 Thermo-
labystems 公 司) ; 分 光 光 度 计 Smart Spec TM plus
Spectrophotometer( 美国 Bio-rad 公司) ; 细胞超声粉

碎机 VCX-600( 美国 Sonic 公司) ; 台式高速离心机

Centrifuge 5415C ( 德国 Eppendorf 公司) ; 倒置相差

显微镜( 日本 Olympus 公司) 。
试剂: 噻唑蓝( MTT) 、烯菌酮( vinclozolin) 均购

自 Sigma 公司; 二甲基亚砜( DMSO) : Merck 公司产

品; 胎牛血清( FBS) : 杭州四季青公司产品; RPMI-
1640 液 体 培 养 基: Hyclone 公 司 产 品; 丙 二 醛

( MDA) 、羟自由基、乳酸脱氢酶 ( LDH ) 、Na + -K + -
ATP 酶和 Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶检测试剂盒均购自南

京建成生物科技有限公司。

1． 2 细胞培养和实验设计

小鼠前列腺癌( RM-1 ) 细胞( 购自中国科学院

上海生命科 学 研 究 院 细 胞 资 源 中 心) ，培 养 液 含

10%的小牛血清，0． 1%的青、链霉素双抗，以及 RP-
MI-1640 完全培养液。隔天换液，48 ～ 72 h 传代 1
次。在 37℃，5% 的 CO2 的培养箱中培养。将细胞

悬液以每孔细胞密度为 1 × 106·mL-1接种于 6 孔板

中，待细胞贴壁后分为 3 组: 分别加入 DMSO( 对照

组) ，100 μmol·L-1烯菌酮( 染毒组) ，100 μmol·L-1

烯菌酮和 500 μmol·L-1维生素 E( 实验组) ，每组 3
个复孔，培养 48 h 后收集细胞测定各指标。本实验

所用烯菌酮染毒剂量依据我们以前的工作［5］。
1． 3 实验方法

1． 3． 1 RM-1 细胞形态的观察

按实验设计细胞给药培养 48 h 后，在倒置显微

镜下( 放大倍数为 40 × 10) 观察细胞形态变化情况。
1． 3． 2 RM-1 细胞增殖率的测定

按实验设计细胞给药培养 48 h 后，每孔加入 5
g·L-1四唑盐液 40 uL，培养 4 h，弃上清，每孔加入

200 uL DMSO ，振荡混匀后，在 Multiskan Ascent 酶

标仪 570 nm 处测定 OD 值。实验重复 2 次。
1． 3． 3 RM-1 细胞丙二醛含量和抑制羟自由基能力

的测定

按实验设计细胞给药培养 48 h 后，收集细胞，

用细胞超声粉碎机粉碎细胞后离心收集上清，按照

丙二醛( MDA) 、羟自由基检测试剂盒说明书进行实

验，用分光光度计分别在 532 和 550 nm 处测定其

OD 值。实验重复 2 次。
1． 3． 4 RM-1 细胞乳酸脱氢酶，Na + -K + -ATP 酶和

Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶活性的测定

按实验设计细胞给药培养 48 h 后，收集细胞离

心取上清，按照乳酸脱氢酶( LDH) 检测试剂盒说明

书进行实验，用分光光度计在 440 nm 处测定其 OD
值。实验重复 2 次。

按实验设计细胞给药培养 48 h 后，收集细胞，
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用细胞超声粉碎机粉碎细胞后离心收集上清，按照

试剂盒说明书检测 Na + -K + -ATP 酶和 Ca2 + -Mg2 + -
ATP 酶活性，用分光光度计在 405 nm 处测定其 OD
值。实验重复 2 次。
1． 4 数据分析

实验所得全部数据均应用 SPSS 13． 0 统计包处

理，染毒组和对照组，实验组和染毒组之间采用两组

独立样本 t -检验进行分析，结果均以均值 ± 标准差

表示，差异显著性均以 p ＜ 0． 05 为标准( 在以下柱

状图中，* 表示: 与染毒组比较，p ＜ 0． 05) 。

图1 维生素E 对烯菌酮染毒RM-1 细胞形态的影响(40 ×10)

A: 对照组; B: 染毒组; C: 实验组

Fig． 1 Effects of vitamin E on morphology of
RM-1 cells treated with vinclozolin ( 40 × 10)

A: control group; B: vinclozolin-treated group; C: experimental group

2 实验结果( Results)
2． 1 维生素 E 对烯菌酮染毒 RM-1 细胞形态的影响

对照组单层培养的小鼠前列腺癌细胞呈梭形

样，贴壁生长( 图 1A) ; 染毒组梭形生长的细胞数显

著减少，大量细胞圆缩脱落( 图 1B) ; 实验组圆缩脱

落的细胞较染毒组显著减少，梭形贴壁细胞明显增

多( 图 1C) 。
2． 2 维生素 E 对烯菌酮染毒 RM-1 细胞增殖率、丙
二醛含量和抑制羟自由基能力的影响

t -检验结果表明，烯菌酮染毒组较对照组细胞

增殖率明显降低( p ＜ 0． 05) ( 图 2A) ，丙二醛含量显

著升高( p ＜0． 05) ( 图 2B) ，抑制羟自由基能力明显

图 2 维生素 E 对烯菌酮染毒 RM-1 细胞增殖率、丙二醛

含量和抑制羟自由基能力的影响( 均值 ±标准差)

A: 增殖率; B: 丙二醛含量; C: 抑制羟自由基能力

Fig． 2 Effects of vitamin E on proliferation rate，MDA
content and the ability to inhibit the hydroxyl

radical in RM-1 cells treated with vinclozolin ( Mean ± SD)

A: cell proliferation rate; B: MDA content;
C: the ability to inhibit the hydroxyl radical
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下降( p ＜0． 05) ( 图 2C) ; 烯菌酮染毒后添加维生素

E，细胞增殖率较染毒组明显升高( p ＜ 0． 05 ) ( 图

2A) ，丙二醛含量显著降低( p ＜0． 05) ( 图 2B) ，而抑

制羟自由基能力明显升高( p ＜0． 05) ( 图 2C) 。
2． 3 维生素 E 对烯菌酮染毒 RM-1 细胞乳酸脱氢

酶、Na + -K + -ATP 酶和 Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶活性的影响

t -检验结果表明，烯菌酮染毒组与对照组相比，

乳酸脱氢酶活性明显升高( p ＜ 0． 05) ( 图 3A) ，Na + -
K + -ATP 酶和 Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶活性显著降低( p ＜
0． 05) ( 图 3B，3C) ; 烯菌酮染毒后添加维生素 E，乳

酸脱氢酶活性较染毒组显著降低( p ＜ 0． 05) ( 图

3A) ，Na + -K + -ATP 酶和 Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶活性明

图 3 维生素对烯菌酮染毒 RM-1 细胞乳酸脱氢酶、

Na + -K + -ATP 酶和 Ca2 + -Mg2 + -ATP
酶活性的影响( 均值 ±标准差)

A: 乳酸脱氢酶活性; B: Na + -K + -ATP

酶活性; C: Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶活性

Fig． 3 Effects of vitamin E on LDH，Na + -K +

-ATPase and Ca2 + -Mg2 + -ATPase activity
in RM-1 cells treated with vinclozolin ( Mean ± SD)

A: LDH activity; B: Na + -K + -ATPase activity;

C: Ca2 + -Mg2 + -ATPase activity

显升高( p ＜ 0． 05) ( 图 3B，3C) 。

3 讨论( Discussion)

本实验结果表明，烯菌酮染毒使 RM-1 细胞圆

缩脱落，细胞增殖率显著降低，而在烯菌酮染毒后添

加维生素 E，细胞增殖率明显高于烯菌酮染毒组，圆

缩脱落细胞减少，梭形贴壁生长细胞明显增加。这

说明，维生素 E 明显逆转了烯菌酮诱发的 RM-1 细

胞的死亡，缓解了烯菌酮导致的细胞增殖率的下降。
这可能是维生素 E 通过其抗氧化性拮抗烯菌酮对

细胞的氧化损伤所致。本实验结果发现，烯菌酮染

毒能引起 RM-1 细胞 MDA 含量明显升高，而抑制羟

自由基能力明显降低; 染毒后添加维生素 E，逆转了

烯菌酮引发细胞的氧化应激。MDA 含量直接反应

细胞 脂 质 过 氧 化 水 平 和 机 体 受 损 伤 的 程 度［6］。
MDA 作用于细胞膜磷脂，引起细胞膜通透性和流动

性改变［7］。本研究表明，烯菌酮染毒后明显引起

RM-1 细胞外液 LDH 活性的升高，而添加维生素 E
后细胞外液 LDH 活性明显降低。LDH 几乎存在于

所有组织细胞中，在能量代谢过程中发挥重要作用，

任何原因引起的细胞损伤均可因 LDH 逸出，引起

LDH 活性增加［8］。烯菌酮很可能通过引发氧化应

激损伤了 RM-1 细胞膜结构，导致了 RM-1 细胞膜通

透性增加，引起乳酸脱氢酶外逸，导致细胞能量代谢

障碍，从而使细胞供能不足引发 RM-1 细胞的死亡。
而维生素 E 可能作为供氢体，与不饱和脂肪酸竞争

结合自由基［9］，抑 制了烯菌酮引发的氧化应激对

RM-1 细胞膜的损伤，防止了 LDH 外逸，从而维持了

RM-1 细胞的能量代谢，保证了细胞的供能，最终缓解

了烯菌酮引发的 RM-1 细胞死亡和增殖率的下降。
ATP 酶是生物膜上的 1 种蛋白酶，在物质转运、

能量转换以及信息传递方面具有重要作用，ATP 酶

活力的大小是各种细胞能量代谢及功能有无损伤的

重要指标［10］。Na + -K + -ATP 酶是镶嵌在细胞膜脂

质双分子层中的 1 种蛋白质，维持着细胞膜两侧的

膜电位和调节细胞渗透压。Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶是细

胞膜上维持细胞内 Ca2 + 稳定的酶。本研究表明，烯

菌酮 染 毒 导 致 了 RM-1 细 胞 Na + -K + -ATP 酶 和

Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶活性显著降低; 而染毒后添加维

生素 E，明显逆转了这两种 ATP 酶活性的下降。体

内脂质过氧化物反应增强及自由基清除能力减弱，

是导致细胞 ATP 酶活性下降的 1 个主要因素［11］。
Na + -K + -ATP 酶活性与血清脂质过氧化产物 MDA
呈负相关［12］。氧化应激能抑制 Na + -K + -ATP 酶的
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活性，应用抗氧化剂可以有效降低自由基的产生，恢

复 Na + -K + -ATP 酶活性，从而降低细胞死亡率［13］。
细胞内钙的调节有两个过程，即细胞外钙通过细胞

膜内流及钙库释放贮存钙，以及细胞内钙通过细胞

膜和内质网、线粒体膜上的 Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶被泵

出细胞或泵入钙库中储存，在此过程中 Ca2 + -Mg2 + -
ATP 酶起着主要作用［14］。MDA 与蛋白发生交联形

成 Schiff 碱，使酶蛋白变性［15］。同时大量自由基使

细胞膜上蛋白质交联，磷脂的不对称分布破坏，引起

细胞 Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶活性下降，不能有效地将细

胞内游离钙泵回到钙库或泵出细胞，引起细胞内钙

超载［16］。维生素 E 通过将其活泼的氢原子给予自

由基，使后者还原为稳定的分子，从而消除或减轻脂

质过氧化反应，防止细胞内 Ca2 + -Mg2 + -ATP 酶结构

的破坏，维持了酶的活性［17］。而维生素 E 的缺乏能

导致雏鸡淋巴细胞膜 ATP 酶活性降低［18］。
由此可见，烯菌酮很可能通过氧化损伤作用影

响了生物膜的完整性和膜蛋白的功能，从而导致细

胞内 LDH 外逸和 Na + -K + -ATP 酶、Ca2 + -Mg2 + -ATP
酶活性受到抑制，从而引起细胞能量供应不足、水肿

或是 Ca2 + 超载，最终导致细胞死亡，造成细胞增殖

率的降低。而维生素 E 通过其抗氧化作用，维持了

细胞膜的结构完整和这两种 ATP 酶的活性，从而逆

转了烯菌酮引发细胞的死亡和增殖率的下降，缓解

了烯菌酮的细胞毒性作用。
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