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·基础研究·

维生素 K3通过调控 Ras信号通路抑制前列腺癌细胞增殖 *

颜廷芒 董 凯 周文豪 刘海涛 荆翌峰△

（上海交通大学附属第一人民医院泌尿外科 上海 200080）

摘要 目的：研究维生素 K3对前列腺癌细胞增殖的影响及其机制。方法：CCK-8检测维生素 K3对前列腺癌细胞系增殖的影响；

应用 siRNA干扰 Siah2表达之后，CCK-8检测维生素 K3对前列腺癌细胞系增殖的影响；Western Blot检测维生素 K3对前列腺

癌细胞 Siah2和 Spry2表达的影响；免疫共沉淀技术检测维生 K3对 Siah2介导的 Spry2泛素化水平的影响；Western Blot检测维

生素 K3对 Ras信号通路中 pERK表达的影响；构建裸鼠皮下前列腺癌模型，研究维生素 K3对肿瘤生长的影响。结果：维生素 K3

抑制前列腺癌细胞系增殖，并且维生素 K3浓度越高，对细胞抑制增殖作用越明显。前列腺癌细胞中干扰 Siah2表达后，10 滋M维
生素 K3对细胞增殖无明显抑制作用即维生素 K3对前列腺癌细胞增殖抑制作用依赖 Siah2。10 滋M维生素 K3能减弱 Siah2对

Spry2的泛素化水平使 Spry 2表达升高。维生素 K3能使前列腺癌细胞中 Ras信号通路中的 pERK蛋白表达降低。动物实验显示

维生素 K3治疗 12天后，对照组和维生素 K3组间肿瘤体积大小具有统计学差异，说明维生素 K3能够有效地抑制裸鼠皮下前列

腺癌生长。结论：维生素 K3通过抑制 Siah2泛素连接酶活性，介导其底物 Spry2表达升高，进而抑制 Ras/Raf/MEK/ERK信号通路

起到抑制前列腺细胞增殖作用。
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Effect of Vitamin K3 on Proliferation of Prostate Cancer Cells
by the Regulation of Ras Signal Pathway*

To investigate the effect of vitamin K3 on proliferation of prostate cancer cells and its mechanism.

CCK-8 was used to detect the effects of vitamin K3 on the proliferation of prostate cancer cells; CCK-8 were used to detect the effects of

vitamin K3 on the proliferation of prostate cancer cells after treating with siSiah2; Western Blot was used to detect the effects of vitamin

K3 on the expression of Siah2 and Spry2; Immunoprecipitation was performed to detect the effect of vitamin K3 on the ubiquitination of

Spry2. Western Blot was used to detect the effects of vitamin K3 on the expression of pERK in Ras signal pathway. Constructing nude

subcutaneous prostate cancer model to investigate the effects of vitamin K3 on the growth of the tumors. Vitamin K3 can inhibit

the proliferation of prostate cancer cells and the higher the concentration of vitamin K3, the more obvious the inhibition effect on cell

proliferation. There were no inhibition effects of vitamin K3 on cell proliferation after treating with siSiah2, which means the inhibiting

effects were Siah2 dependent. 10 滋M Vitamin K3 increased the protein level of Siah2 and its substrate-Spry2 through decreasing its

ubiquitination level of Spry2. Vitamin K3 decreased the pERK expression in Ras signal pathway. Animal experiments showed that after 12

days of vitamin K3 treatment, there was a statistical difference in tumor volume between control and vitamin K3 group, indicating that vi-

tamin K3 can effectively inhibit the growth of subcutaneous prostate cancer in nude mice. Vitamin K3 inhibits the prolif-

eration of prostate cancer cells dependent on Siah2 by down regulating Ras/Raf/MEK/ERK signal pathway.
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前言
前列腺癌是美国男性泌尿生殖系统发病最高的恶性肿瘤[1]。

近年来，我国前列腺癌发病率急剧上升，目前已经超过膀胱癌，
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在男性泌尿生殖系统恶性肿瘤中排名第一。有研究显示维生素

K3对多种肿瘤细胞的生长具有抑制作用，如膀胱癌、前列腺

癌、宫颈癌、卵巢癌、慢性粒细胞白血病和恶性黑色素瘤等[2-7]。

此外，维生素 K3是 E3泛素连接酶 Siah2的抑制剂[4]，并且Siah2

在前列腺癌的发生、进展过程中起着重要作用[8]。目前有研究表

明，维生素 K3能够诱导前列腺癌细胞发生胞质自切从而引起

细胞死亡，电子投射显微镜下观察发现细胞核、线粒体、溶酶体

等结构发生改变，导致细胞骨架损伤而引起细胞死亡[9]。而联合

应用维生素 C和维生素 K3比两种维生素分别单独使用时介

导的细胞死亡现象更明显[7]。胞质自切是指细胞不断丢失不含

细胞器的胞浆的现象，它不同于传统的细胞凋亡，是一种新的

细胞死亡方式[10]。维生素 K3对前列腺癌细胞增殖的影响及其

作用机制尚不明确，因此，本课题旨在研究维生素 K3对前列

腺癌细胞增殖的影响及其机制，为临床上前列腺癌的治疗提供

新思路。

1 材料与方法

1.1 材料

前列腺癌细胞系 LNCaP、22RV1和 C4-2由上海交通大学

附属第一人民医院泌尿外科研究所提供；DMEM和 RPMI1640

培养基购自美国 HyClone公司；CCK8试剂盒、BCA试剂盒、购

自碧云天公司；维生素 K3、二甲基亚矾（DMSO）购自于美国

Sigma-Aldrich 公司；Siah2 抗体购自于美国 Novus Biologicals

公司，Sprouty2 抗体购自于美国 SANTA CRUZ 公司，ERK、

pERK抗体购自于美国 Cell Signaling Technology公司；Tubulin

抗体购自于上海爱必信生物科技有限公司；雄性 4-5 周龄

BALB/c nu/nu裸鼠购自于上海交通大学附属第一人民医院实

验动物中心。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 配制培养细胞所需要的完全培养基，在

DMEM培养基（或 RPMI1640）中加入胎牛血清，浓度为 10 %，

之后加入 100 U/mL青霉素和 100 mg/mL链霉素。从液氮罐中

取出冻存管，迅速放入 37℃水浴箱中解冻，待细胞解冻后，用

吸管吸出解冻液至离心管中，1000 r/min，5 min离心，弃上清，

加入配制好的培养基并摇匀。将细胞放置于 37℃，5 % CO2恒

温培养箱中培养，每隔 24 h至 48 h观察细胞状态并根据需要

更换培养液和传代。

1.2.2 CCK-8 将生长至对数期的 C4-2、LNCaP和 22RV1细

胞以每孔 104个 /孔接种于 24孔板，每种细胞分为三组，各组

细胞做 3个复孔，实验组细胞的培养基内分别加入 10 滋M、20
滋M维生素 K3，对照组中加入相应体积的 DMSO，连续在每天

相同时间点处理并观察四天。检测时，每孔加入 40 滋L 的
CCK-8溶液和 400 滋L的 PBS，之后将培养板放置于 37℃，5 %

CO2培养箱中孵育 2小时。用酶标仪测定其在波长为 450 nm

条件下的吸光度值，对每组所测定的吸光度值进行统计分析并

绘制细胞生长曲线。

1.2.3 蛋白印记（Western Blot） 收集各组细胞，加入细胞裂

解液提取蛋白，并用 BCA试剂盒对蛋白样品进行定量。再将蛋

白样品与上样缓冲液混匀，100℃，10 min沸水使蛋白变性。其

后将蛋白样品分别进行电泳、转膜。用 5%脱脂奶粉溶液进行封

闭。孵育一抗(Siah2、Spry2、ERK、pERK、Tubulin)，4℃摇床过

夜，次日 TBST溶液洗膜三次，每次 10分钟，孵育二抗，室温 2

小时，TBST溶液洗膜三次，每次 10分钟，ECL化学发光剂显

影。分析各组蛋白表达水平。

1.2.4 转染 选取前列腺癌细胞以 1× 104个 /孔的密度接种

于 6孔板培养，当细胞融合度达约 80%时进行转染，按照 Lipo-

fectamine2000试剂说明书进行转染。将 Siah2 siRNA干扰或对

照组片段、Lipofectamine2000分别与无血清无双抗的培养基进

行混合，静置 10分钟后，将二者混匀，继续静置 10分钟后加入

预先用无血清无双抗的培养基饥饿 1小时的细胞中，37℃，5%

CO2培养箱中孵育 6小时后，换 RPMI1640完全培养基继续放

置于 37℃，5 % CO2培养箱培养。前列腺癌细胞分为 Siah2干

扰组和对照组用作后续 CCK-8和蛋白印记检测。

1.2.5 免疫共沉淀 293T 细胞分为两组，按照 Lipofec-

tamine2000 试剂说明书用上述转染方法转染 Siah2、Spry2 和

Ub质粒，实验组予以 20 滋M维生素 K3处理。收细胞前 4-6小

时可加入MG132阻断蛋白降解（终浓度约 20 滋M）。加入细胞
裂解液提取蛋白，从其中吸取 50 滋L蛋白样品作为 input样品。

剩余的蛋白样品中加 30 滋L Preotein A/G agarose beads，4℃

Rotator上旋转混匀 10-30分钟；之后 12000 rpm，4℃离心 10分

钟；取上清，弃沉淀。将预纯化裂解物中加入约 30 滋L的纯
Flag-beeds，4℃转盘过夜。次日离心后吸弃上清液，用 PBS洗

beeds 3次，最后一次洗涤后，去除上清，加入 25-50 滋L 2× 电泳
上样缓冲液，95-100℃煮沸 5分钟。离心后取上清，弃沉淀。得

到的上清即可进行后续Western blot分析或 -80℃保存。

1.2.6 裸鼠皮下前列腺癌模型建立及处理 收集处于对数期

的 LNCaP细胞，将其重悬于不含血清的培养液或 PBS中，并

进行细胞计数，将细胞悬液浓度调整为 1× 107/mL，取雄性 4-5

周龄 BALB/c nu/nu裸鼠，实验前均应适应性饲养一周。用 1

mL注射器按 100 滋L细胞悬液 /鼠将细胞注射于裸鼠背部皮

下。将其随机分为两组。当至肉眼可以看见皮肤接种处实质性

肿块时，实验组裸鼠予以腹腔注射维生素 K3（使用 DMSO溶

解，剂量为 10 mg/kg，每周两次）；对照组裸鼠予以腹腔注射相

应体积的 DMSO，观察各组肿瘤生长速度，测量瘤体大小（用长

径和短径表示，每周两次），连续观察 5周，5周后处死裸鼠，取

出移植瘤组织并拍照。计算不同时间点瘤体体积（体积 =长

径× 短径 2，mm3），并绘制移植瘤生长曲线。

1.2.7 统计学方法 采用 GraphPad Prism 6.0 对实验数据进

行统计分析，计量资料用平均数± 标准差表示。两组间比较用

独立样本 t检验或单因素方差分析对数据进行分析，P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 维生素 K3对不同前列腺癌细胞系增殖的影响

10 滋M、20 滋M 维生素 K3 处理前列腺癌细胞 0、24、48、

72、96 h后，CCK-8检测细胞的增殖情况，根据所测得 OD值绘

制细胞生长曲线。结果显示，维生素 K3能够抑制前列腺癌细

胞系增殖，并且维生素 K3浓度越高，对细胞生长抑制作用越

明显（P<0.05，具有统计学差异，图 1）。
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2.2 维生素 K3对前列腺癌细胞增殖的抑制作用依赖 Siah2

我们利用 siRNA干扰前列腺癌细胞中 Siah2 表达，West-

ern Blot检测各组前列腺癌细胞中 Siah2表达水平以显示 siR-

NA的干扰效果（图 2A）。前列腺癌细胞经 siSiah2处理后 Siah2

表达明显低于对照组（P<0.05，具有统计学差异，图 2B）。CCK-8

检测 10 滋M维生素 K3对 Siah2干扰组和对照组细胞的影响。

实验结果显示，在前列腺癌细胞中干扰 Siah2表达后，维生素

K3对细胞增殖无明显抑制作用，二者之间无统计学差异（图

2C），说明维生素 K3 对前列腺癌细胞增殖的抑制作用依赖

Siah2。

图 1 维生素 K3对前列腺癌细胞增殖的影响

Fig.1 Effects of vitamin K3 on the proliferation of prostate cancer cells

所有的数值均用均数± 标准差表示，*与对照组相比 P<0.05。

Data represent mean ± SD.*P<0.05.

图 2 维生素 K3对干扰 Siah2表达后的前列腺癌细胞增殖的影响 A：Western Blot检测各组前列腺癌细胞中 Siah2表达水平；B：Siah2蛋白相对表

达量；C：CCk-8检测维生素 K3对干扰 Siah2后的前列腺癌细胞增殖的影响

Fig.2 Effects of vitamin K3 on the proliferation of prostate cancer cells with siSiah2 A: Siah2 expression were detected by Western blotting; B: Siah2

relative protein expression level; C: CCK-8 were used to detect the effects of vitamin K3 on the proliferation of prostate cancer cells with siSiah2

所有的数值均用均数± 标准差表示，*与对照组相比 P<0.05。

Data represent mean ± SD. *P<0.05.

2.3 维生素 K3对 Siah2表达及其底物 Spry2的影响

Western Blot检测维生素 K3处理 LNCaP细胞 48小时后

的 Siah2和 Spry2表达的变化（图 3A），结果发现维生素 K3组

Siah2和 Spry2表达较对照组明显上升，维生素 K3浓度越高，

Siah2和 Spry2表达上升越明显（P<0.05，具有统计学差异，图

3B）。Siah2是一种 E3泛素连接酶，能介导 Spry2蛋白酶体途径

降解，Spry2可以反映 Siah2泛素连接酶活性，Spry2表达升高

说明 Siah2酶活性降低，也验证了维生素 K3能够抑制 Siah2

酶活性。

我们利用免疫共沉淀技术检测维生素 K3对 Spry2泛素化

水平的影响。Western blot检测 Ub多聚泛素化的条带来显示

Spry2 的泛素化水平。实验结果显示，维生素 K3 处理之后

Spry2多聚泛素化条带变淡（图 3C），即说明维生素 K3能减弱

Siah2介导 Spry2蛋白酶体途径降解，使得 Spry2表达升高。
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2.4 维生素 K3对 ERK蛋白表达的影响

Western blotting检测 20 滋M维生素 K3处理 LNCaP细胞

48 h后 Ras信号通路中 ERK的蛋白表达，结果显示，Spry2表

达升高的同时，pERK蛋白表达明显降低，验证了 Spry2是 Ras

信号通路的负调控因子。

2.5 维生素 K3抑制裸鼠皮下前列腺癌生长

我们通过向裸鼠皮下注射 LNCaP前列腺癌细胞构建裸鼠

皮下前列腺癌模型，实验组裸鼠予以腹腔注射维生素 K3，我们

计算不同时间点肿瘤体积大小，绘制生长曲线，结果显示，维生

素 K3治疗组肿瘤生长速度较缓慢，在治疗 30天后，肿瘤体积

平均达 400 mm3左右，而此时对照组肿瘤体积达 1000 mm3左

右，且其生长速度较快。在维生素 K3治疗 12天之后，两组间

肿瘤体积差异 P<0.05，具有统计学意义。因此，我们得出结论维

生素 K3能够有效地抑制肿瘤生长。

3 讨论

维生素 K3能够抑制多种肿瘤细胞的生长，已经受到越来

越多的关注。有文献报道，维生素 K3能够接受一个或两个电

子形成氧化还原异构体，在氧化还原过程中会产生活性氧（Re-

active oxygen species，ROS），从而诱发线粒体和溶酶体功能障

碍，导致细胞凋亡和肿瘤抑制[11]。例如，维生素 K3导致 PARP1

激活，诱导 DNA损伤和细胞凋亡抑制肝癌细胞生长[12]；还有研

究表明，维生素 K3能竞争性结合微管蛋白，使得微管蛋白不

可逆性解聚而丧失功能，我们知道微管蛋白在保持细胞形态结

构、细胞内物质运输等方面发挥重要作用[13]，因此，维生素 K3

起到抑制细胞增殖作用；此外还有研究证明维生素 K3能够抑

制肿瘤发生发展过程中的重要信号通路起到抑制肿瘤生长的

作用。例如维生素 K3抑制 Siah2/Spry2/Ras通路抑制恶性黑色

素瘤的生长[4]。本研究主要侧重于维生素 K3对前列腺癌发生

发展中重要的信号通路的影响研究其抑制肿瘤生长的机制。

Siah2是一种环指 E3泛素化连接酶，表达于哺乳动物中，

与果蝇 sina基因同源。Siah2位于第三号染色体上，其 N端是

催化结构域，中间有两个锌指结构，C端是底物结合区域[14]。

Siah2是一种 E3泛素连接酶，Siah2能够通过对底物泛素化修

饰来调节多种生物学过程[15,16]，有研究表明抑制 Siah2的表达

图 3 维生素 K3对 Siah2、Spry2表达及 Spry2泛素化的影响 A：Western Blot检测维生素 K3对 Siah2和 Spry2表达的影响；B Siah2和 Spry2蛋白

相对表达量；C：免疫沉淀检测维生素 K3对 Spry2泛素化水平的影响。

Fig.3 Effects of vitamin K3 on the expression of Siah2 and Spry2 and ubiquitination of Spry2 A：Western blotting was used to detect effects of vitamin K3

on the expression of Siah2 and Spry2; B: Siah2 and Spry2 relative protein expression level; C: Immunoprecipitation was performed to detect the effect of

vitamin K3 on the ubiquitination of Spry2

所有的数值均用均数± 标准差表示，*与对照组相比 P<0.05。

Data represent mean ± SD. *P<0.05.

图 4 维生素 K3对 Ras信号通路中 ERK表达的影响 A:维生素 K3对

Spry2和 pERK表达的影响；B：Spry2和 pERK的蛋白相对表达量

Fig.4 Effects of vitamin K3 on the expression of ERK in Ras signal

pathway A: Western blotting were used to detect effects of vitamin K3 on

the expression of Spry2 and pERK; B: Spry2 and pERK relative protein

expression level.

所有的数值均用均数± 标准差表示，*与对照组相比 P<0.05。

Data represent mean ± SD. *P<0.05.
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可以阻止恶性肿瘤的进展，说明 Siah2是一种促肿瘤因子[17]，最

近研究发现，Siah2在去势抵抗性前列腺癌（castration resistant

prostate cancer, CRPC）的形成中起重要作用，通过组织样本的

芯片数据分析发现 Siah2在高级别前列腺癌和 CRPC中高表

达，泛素连接酶 Siah2 基因缺失的 TRAMP 小鼠不能形成

CRPC，而将 CRPC细胞中 Siah2敲减后的移植瘤能恢复对去

势的敏感性 [8]，还有研究表示剪接因子 DHX15与 Siah2、AR

(Androgen Receptor, AR)三者构成复合体，从而稳定 Siah2，介

导雄激素受体持续激活使前列腺癌向 CRPC进展[18]。这些研究

都表明 Siah2对 CRPC的发生发展具有关键作用。还有研究表

明，维生素 K3 是 Siah2 抑制剂，维生素 K3 能够通过抑制

Siah2阻断恶性黑色素瘤的发生[4]。其中的主要机制维生素 K3

抑制 Siah2泛素连接酶活性，减少其两种下游底物即 PHD3和

Spry2的蛋白酶体途径降解来稳定 PHD3和 Spry2的表达。一

方面 PHD3能够降低 HIF-1琢表达，从而抑制肿瘤细胞低氧应
答来抑制肿瘤生长；另一方面 Spry2通过抑制 Ras信号通路来

抑制肿瘤生长。

本研究实验结果显示，维生素 K3能够抑制前列腺癌细胞

增殖，这种抑制作用呈剂量依赖性，维生素 K3浓度越高，抑制

作用越明显。前述我们知道 Siah2在前列腺癌的发生发展过程

中发挥重要作用，而维生素 K3又是 Siah2酶活性抑制剂，我们

进一步验证维生素 K3对前列腺癌细胞的抑制增殖作用是否

依赖于 Siah2。因此我们在前列腺癌细胞中用 siRNA 干扰

Siah2表达后，发现维生素 K3失去抑制肿瘤细胞增殖作用，说

明维生素 K3抑制细胞增殖作用依赖于 Siah2。我们通过免疫

沉淀验证维生素 K3对 Siah2介导 Spry2泛素化水平的影响，

发现维生素 K3能够抑制 Spry2的泛素化，提示维生素 K3抑

制 Siah2泛素连接酶活性，另一方面通过检测 Siah2下游底物

Spry2表达发现维生素 K3使 Spry2表达升高，这也说明维生素

K3使 Siah2酶活性降低，这与先前研究结果相一致。有文献报

道，当成纤维生长因子（fibroblast growth factor, FGF）信号通路

激活时，Spry2 得到表达，而且 Spry2 能够抑制 FGF依赖性

ERK活化，因此 Spry2起到 FGF介导的增殖的反馈抑制的作

用[19]。也有研究表明，Spry2能够负性调控 Ras信号通路[4]，本研

究中我们检测了维生素 K3 作用细胞后 Ras 信号通路中的

ERK蛋白水平，结果显示维生素 K3处理后，Spry2表达上调而

pERK表达下降，也验证了维生素 K3 能够抑制前列腺癌中

Spry2介导的 Ras信号通路。

Ras/Raf/MEK/ERK信号通路是一条可被广泛激活的有丝

分裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）

通路[20]，它能将细胞外信号传递至细胞核内，引起细胞内多种

生物学功能相关的蛋白表达变化，从而进一步影响细胞的各种

功能，如参与调控细胞增殖与分化、细胞形态的维持、细胞骨架

的建立、细胞凋亡和细胞的恶变等多种生物学反应[21]。它也是

研究细胞增殖、分化及凋亡等生物过程所涉及最为广泛的信号

通路之一。Ras/Raf/MEK/ERK信号通路由三级酶联反应功能单

位组成，即 Raf激酶、MEK激酶、ERK激酶依次被磷酸化而激

活[20]。ERK在该信号通路中发挥着核心作用，当 ERK被磷酸化

激活后，其可以通过磷酸化方式激活细胞膜、细胞质及细胞核

内的类核蛋白体 S6蛋白激酶的蛋白激酶底物，并与其激活后

的底物共同进入细胞核，使得其下游重要的转录因子磷酸化，

从而进一步调控即刻早期基因的转录表达，如Myc、Fos、Jun等
[22]。即刻早期基因是指当细胞受外部刺激后在细胞内最先得到

表达的一组基因，它是联系细胞内生物化学变化与细胞对外界

刺激发生特异性反应的中介物，它能够参与细胞内信息传递

过、能量代谢、细胞正常增殖和分化等过程[23]。此外，ERK在该

信号通路中发挥着核心作用，ERK能够调控嘧啶核苷酸的合

成、染色体重塑、核糖体合成以及蛋白质转录，这些过程都对细

胞增殖起着不可替代的作用[24-28]。还有研究表示，该信号通路的

异常激活和多种肿瘤发生密切相关[29-32]，针对该信号通路的抗

肿瘤靶向治疗药物如索拉菲尼等已经应用于临床[33]。本研究动

物实验结果显示，维生素 K3能够有效抑制裸鼠皮下前列腺癌

生长，尤其在维生素 K3治疗 12天后，维生素 K3治疗组肿瘤

体积和对照组相比具有统计学差异，结合细胞实验结果维生素

K3能抑制 Ras信号通路，因此我们推测其抑制裸鼠皮下肿瘤

生长可能也是通过抑制 Ras/Raf/MEK/ERK信号通路实现的。
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