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摘要: 本文旨在检测健康人群与前列腺癌患者血清中重金属锑的含量ꎬ并对重金属锑在前列腺癌发生发展中的作用和相关机

制进行初步探索ꎮ 本实验使用电感耦合等离子体质谱仪( ICP￣MS)对健康人群和前列腺癌患者血清中重金属锑的含量进行

了检测ꎻ此外ꎬ分别通过 MTT 和 Alamar￣Blue 方法对于重金属锑对人前列腺癌 PC￣3 细胞的毒性效应进行了评价ꎬ并进一步探

讨了非毒性剂量的重金属锑对前列腺癌细胞增殖能力(细胞计数及克隆形成实验)及脂类代谢过程(细胞内甘油三酯)的影

响ꎮ 研究结果显示:重金属锑在前列腺癌组患者血清中含量明显高于健康人群组且差异具有统计学意义ꎻ毒性实验结果表明

高剂量的重金属锑能够显著抑制细胞活力且呈浓度依赖型方式ꎬ而非毒性剂量重金属锑能够显著促进前列腺癌细胞增殖ꎬ并
导致细胞内甘油三酯的含量增加(P< 0.05)ꎮ 综上所述ꎬ重金属锑在前列腺癌患者血清中具有相对较高水平ꎬ其机制可能是通

� 过影响细胞脂类代谢从而促进前列腺癌的进展ꎬ这将对未来前列腺癌的预防和治疗提供一定的理论依据ꎮ
关键词: 重金属ꎻ锑ꎻ前列腺癌ꎻ脂代谢
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: This article was aimed to detect antimony content in the serum of healthy controls (HC) and prostate

cancer (PCa) patients, and investigate the role and molecular mechanisms of antimony￣induced PCa progression.

We analyzed the concentration of antimony in the serum of HC and PCa patients with ICP￣MS, and evaluated the

toxicity effect of antimony on PC3 cells by MTT and Alamar￣blue assay. In addition, the cell proliferation (cell

counting and colony formation tests) and lipid metabolism rates (determined by intracellular triglyceride production)

of PC￣3 cells in response to non￣toxic dose of antimony exposures were also analyzed. And our results showed that

the serum concentration of antimony in PCa patients were significantly higher than those in healthy controls (P<0.05),

and high dose of antimony could markedly inhibit cell viability in a dose dependent manner. However, cell prolifera￣
tion rates and intracellular triglyceride levels of PC￣3 cells were all obviously enhanced in response to non￣toxic dose

of antimony (P<0.05). Taken together, our results suggested that serum antimony content was relatively higher in PCa

patients than in those of healthy controls, and the mechanism may be attributed to that accelerated intracellular lipid

metabolism (especially to triglyceride metabolism) rate promoted the progression of PCa when in response to antimo￣
ny. Thus, our results may provide a promising clue for the prevention and treatment of PCa in the future.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: heavy metals; antimony; prostate cancer; lipid metabolism

　 　 前列腺癌是老年男性群体中最常见的恶性肿瘤

之一ꎮ 根据 2014 年的统计数据表明ꎬ前列腺癌在美

国的发病率约为 27% ꎬ远高于其他恶性肿瘤ꎬ同时

其死亡率约为 10% ꎬ在恶性肿瘤性疾病导致的男性

死亡率中排行第二位[1]ꎮ 在中国ꎬ虽然前列腺癌的

发病率相对较低ꎬ但仍有逐年增加的趋势ꎬ如ꎬ1988￣
1992、1993￣1997、1998￣2002 年间我国的前列腺癌发

病率分别为 1. 96/10 万、 3. 09/10 万、 4. 36/10 万人

次[2￣3]ꎮ 目前前列腺癌发病机制主要归纳为:激素水

平失衡、氧化应激、环境因素、衰老、炎症及遗传等因

素[4]ꎮ 近些年来ꎬ随着科技的发展和社会工业化水

平的不断加快ꎬ环境污染对人类健康的影响受到大

家越来越多的关注ꎮ 其中重金属对人类恶性肿瘤的

影响也逐渐受到科学家的重视[5￣8]ꎮ 已有报道显示ꎬ
重金属与前列腺癌的发生发展密切相关[9]ꎮ 但是ꎬ
目前对重金属暴露与前列腺癌发生发展的相关研究

仍较少ꎬ其机制有待于进一步探索ꎮ
本实验借助电感耦合等离子体质谱仪(ICP￣MS,

inductively coupled plasma mass spectrometry)对健康人

群以及前列腺癌患者血清中重金属锑(Sb, antimony)含

量进行检测ꎬ此外ꎬ通过非毒性剂量重金属锑对前列腺

癌细胞增殖以及细胞内脂类代谢进行评价ꎬ为重金属

锑对促进前列腺癌进展的关系提供相应理论依据ꎮ

１　 材料与方法 (Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)
１.１　 试剂与材料

2013 年 1 月至 2014 年 5 月北京大学首钢医院泌

尿外科收治前列腺癌患者(PCa, prostate cancer)90 例ꎬ
年龄 56 ~ 92 岁ꎬ平均年龄 75 岁ꎮ 健康对照组(HC,

healthy control)均来自于体检中心共 60 例ꎬ年龄 22 ~

55 岁ꎬ平均年龄 44 岁ꎮ 标本获取及研究应用经患者

知情同意和医学伦理委员会批准ꎮ
真空采血管 (Beckton￣Dickinsonꎬ美国)ꎬ电阻率

≥18.2 MΩ􀅰cm 的超纯水取自 Milli￣Q 超纯水系统

(Milliporeꎬ美国 )ꎬ 65% 分析纯硝酸 (Merkꎬ德国 )ꎬ
30% 优纯级 H2 O2、分析纯甲醛溶液(国药集团化学

试剂有限公司)ꎬ混合元素标准储备液(100 μg􀅰mL
￣1

)

(Thermo Fisherꎬ美国)ꎬ钇(Y)和铟(In)内标储备液(中

国地质科学院)ꎬ调谐液(Agilentꎬ美国)ꎬ聚四氟乙烯

消解管(CEMꎬ美国)ꎮ
人前列腺癌细胞株 PC￣3(上海中科院细胞库)ꎬ

RPMI 1640 培养基 (Gibcoꎬ美国 )ꎬ 10% 胎牛血清

(FBS)、100 U􀅰mL
￣1青霉素￣链霉素(P/S)、0.25% 胰蛋

白酶(trypsin)购于美国 Hyclone 公司ꎬ磷酸盐缓冲液

(PBS)、二甲基亚砜(DMSO)、噻唑蓝(MTT)、结晶紫

染色液购于北京索莱宝公司ꎬ酒石酸锑钾(APT)(天

津科密欧)ꎬ甘油三酯试剂盒(南京建成)ꎮ
１.２　 实验仪器

MARS￣X 微波消解仪(CEMꎬ美国)ꎬ赶酸电热板

(南京瑞尼克科技开发有限公司)ꎬ电感耦合等离子体

质谱仪 iCAP Qc(Thermo Fisherꎬ美国)ꎬ蔡司金相显微

镜 Axio Scope A1(Carl Zeissꎬ德国)ꎬ光栅型多功能微

孔板读数仪(Thermo Scientificꎬ美国)ꎬThermo Scientif￣
ic CL31 多用途离心机(Thermo Scientificꎬ美国)ꎮ
１.３　 实验方法

1.3.1　 血清样本收集

医院专人负责收集病人静脉血并置于含有抗凝
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剂(肝素钠)的 10 mL 真空采血管中ꎬ静置 30 min 后

放入离心机ꎬ4 000 g 离心 30 minꎬ将上清(即血清)转

入 Eppendorf 管内ꎬ置于￣80 ℃冰箱长期保存备用ꎮ
1.3.2　 血清消解并测定锑含量

血清充分解冻后ꎬ用移液器准确吸取 400 μL 血

清样品并加入聚四氟乙烯消解管中ꎬ加入 3 mL

65% 硝酸和 3 mL 30% H2O2ꎬ盖上密封盖ꎬ放入微波

消解仪中ꎬ微波消解仪的功率和加热时间如表 1 所

示ꎮ 消解结束后ꎬ将聚四氟乙烯消解管置于赶酸电

热板上ꎬ调节赶酸温度至 200 ℃ꎬ待酸液赶至 0.5

mL 时停止赶酸ꎬ冷却至室温ꎬ将消解管内的消解液

移至 5 mL 离心管内ꎬ并定容至 10 mLꎬ混匀后使用

ICP￣MS 检测ꎮ 同时做空白对照ꎬ即取 400 μL 超纯

水同前述处理方法后所得溶液ꎮ
1.3.3　 细胞培养

人前列腺癌细胞 PC￣3 培养于 RPMI 1640 培养

基中ꎬ并添加 10% 胎牛血清、1% 100 U􀅰mL
￣1青霉素￣

链霉素ꎬ置于 37 ℃恒温、5% CO2的培养箱中常规传

代培养ꎮ
1.3.4　 细胞毒性试验

酒石酸锑钾(APT, antimony potassium tartrate)是

一种含锑的水溶性药物ꎬ临床上常用作抗寄生虫药

物等ꎮ MTT 和 Alamar￣Blue 实验[10] 用于 APT 的细

胞毒性检测ꎮ PC￣3 细胞经胰蛋白酶消化后进行细

胞计数ꎬ以 5 000 个􀅰孔￣1的细胞密度接种于 96 孔板

内ꎮ 细胞贴壁后ꎬ加入不同浓度的酒石酸锑钾并继

续培养 24 hꎮ 每孔加入 10 μL 5 mg􀅰mL
￣1的 MTT 溶

液继续孵育 4 hꎬ弃去培养基ꎬ每孔加入 150 μL DM￣
SOꎬ10 min 后ꎬ利用多功能微孔板读数仪在 540 nm

处检测吸光值ꎮ 或者在上述 APT 暴露后的 PC￣3 细

胞中加入 10 μL􀅰孔￣1
10% Alamar￣Blue 溶液ꎬ37 ℃

避光孵育 2 hꎬ利用多功能微孔板读数仪在激发波长

为 530 nm 和发射波长为 590 nm 处检测荧光强度ꎮ
1.3.5　 细胞单克隆形成实验

PC￣3 细胞以 600 个􀅰孔￣1的密度接种于 6 孔板

内ꎬ待贴壁后加入不同浓度的酒石酸锑钾ꎮ 根据

Wang 等[11￣12]的方法进行后续操作ꎮ
1.3.6　 细胞计数

PC￣3 细胞以 5 000 个􀅰孔￣1的密度接种于 24 孔

板内ꎬ贴壁后加入不同浓度(非毒性剂量)的 APTꎬ分
别于 24 h 和 72 h 后消化细胞并计数ꎮ
1.3.7　 细胞内甘油三酯浓度检测

将 PC￣3 细胞接种于 6 孔板后ꎬ加入不同浓度(非

毒性剂量)的 APT 并继续培养 24 hꎬ采用南京建成公

司的甘油三酯检测试剂盒检测细胞内甘油三酯含量ꎮ
１.４　 数据分析

使用 SPSS19.0 统计学软件进行统计学分析ꎬ以
t 检验比较两组的平均值ꎻ以 One Way￣Anova 进行

多组数据的方差分析ꎻ数据以`x±s 形式表示ꎮ P<

� 0.05被认为有统计学意义ꎮ

２　 结果(Ｒｅｓｕｌｔｓ)
２.１　 血清检测结果

通过 ICP￣MS 检测后发现ꎬPCa 组血清中重金

属锑的含量明显高于 HC 组(约增加 20% )(6.23 μg􀅰
L

￣1ꎬ以及 5.05 μg􀅰L
￣1ꎬP<0.05ꎬ图 1)ꎮ 本次检测的加

图 １　 血清中锑的检测结果

(ＨＣ: ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ＰＣａ: ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ)
Fig. 1　 Content of antimony in serum

(HC: healthy control; PCa: prostate cancer)

表 １　 微波消解程序

Table 1　 Program of microwave digestion

消解步骤

Step

最大功率/W

Max power/W

利用率/%

Use ratio/%

升温时间/min

Temperature

rise time/min

温度/℃
Temperature/℃

保持时间/min

Maintenance

time/min

1 1 600 100 10:00 120 6:00

2 1 600 100 4:00 120 6:00

3 1 600 100 4:00 180 5:00



１３２　　 生 态 毒 理 学 报 第 10 卷

标回收率为 85% ~ 115% ꎬ元素的 RSD 介于 1.7% ~

10.2% ꎬ表明检测方法精度良好ꎮ
２.２　 细胞毒性实验

采用 MTT 法和 Alamar￣Blue 法检测不同药物

浓度刺激下的细胞毒性ꎮ 结果表明ꎬAPT 的半数致

死量(IC50)约为 32 μg􀅰mL
￣1ꎻ在 APT 浓度为 0.5 μg􀅰

mL
￣1与 2 μg􀅰mL

￣1时ꎬAPT 对 PC￣3 细胞的活力没有

显著影响ꎬ当 APT 浓度大于 8 μg􀅰mL
￣1时ꎬPC￣3 细

胞的活力受到明显抑制(P<0.05ꎬ图 2)ꎮ MTT 法和

� Alamar￣Blue 法的检测结果基本一致ꎮ
２.３　 细胞计数

分别采用 0.5 μg􀅰mL
￣1和 2 μg􀅰mL

￣1
APT(非毒

性剂量)处理 PC￣3 细胞 24 h 和 72 h 后进行细胞计

数ꎬ结果显示 0.5 μg􀅰mL
￣1和 2 μg􀅰mL

￣1
APT 暴露 72

h 后暴露组细胞数量明显多于对照组ꎬ增幅分别为

20% 和 26% (P<0.05)(图 3)ꎮ

图 ２　 ＭＴＴ 法和 Ａｌａｍａｒ￣Ｂｌｕｅ 法检测重酒石酸锑钾对

ＰＣ￣３细胞活力的毒性效应

Fig.2　 The toxicity effect on PC￣3 cell viability detected by MTT

and Alamar￣Blue assay induced by potassium antimony tartrate

图 ３　 酒石酸锑钾对 ＰＣ￣３细胞暴露后的细胞计数结果

Fig. 3　 Result of cell counting of PC￣3 cells after the

exposure of potassium antimony tartrate

２.４　 细胞单克隆形成实验

肿瘤细胞单克隆形成实验结果表明ꎬ0.5 μg􀅰
mL

￣1
APT 处理 PC￣3 细胞 96 h 后ꎬ细胞克隆形成能

力与对照组相比显著增强(体积明显增大且细胞数

量明显增多)(图 4)ꎮ

图 ４　 酒石酸锑钾对 ＰＣ￣３细胞克隆形成能力的影响(２００×)
Fig. 4　 Effect on PC￣3 cells colony formation capability

induced by potassium antimony tartrate (200×)

图 ５　 酒石酸锑钾对 ＰＣ￣３细胞内甘油三酯水平的影响

Fig. 5　 The production of intracellular triglyceride of PC￣3
cells induced by potassium antimony tartrate

３　 讨论(Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)
近些年来ꎬ随着生活水平的提高及生活方式的

改变ꎬ我国男性前列腺癌的发病率逐年增高ꎮ 环境

污染在前列腺癌发生发展过程中的作用也日益受到

人们的关注ꎬ其中重金属诱发前列腺癌的相关机制

成为研究热点[5￣8]ꎮ 目前为止ꎬ国际癌症研究机构

(IARCꎬinternational agency for research on cancer)证

实多种重金属物质能够诱发癌症的发生发展[13]ꎬ如
镉的职业暴露与前列腺癌等多种人类恶性肿瘤性疾

病的发生密切相关[14￣15]ꎮ 类似的研究还包括砷、铜、
钴、锰、镍等[16￣23]ꎮ 上述几种重金属暴露能够通过不

同的途径促使前列腺上皮细胞发生恶化:如通过调

节凋亡相关基因的表达而导致正常的前列腺上皮细

胞增殖失控ꎻ改变癌变的前列腺上皮细胞表面激素
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受体数量进而促进细胞增殖[24￣29]ꎻ以及改变正常前

列腺上皮细胞基因组的表观修饰而引发其恶性转

化[30￣31]等ꎮ 本实验通过对健康人群和前列腺癌患者

血清中重金属含量进行检测后发现ꎬ前列腺癌患者

血清中重金属锑的含量显著高于健康对照组 (P <

� 0.05)ꎬ表明重金属锑可能与前列腺癌的发生发展存

在密切相关ꎮ
锑是一种在地球上广泛存在的重金属元素ꎬ主

要以合金、氧化物、硫化物以及氢氧化物等形式分布

于地壳及水体中[32￣33]ꎮ 此外ꎬ锑也是世界上产量最

大的经济价值最高的重金属之一ꎬ并广泛应用于塑

料、纺织品、橡胶制品、药品、刹车片、半导体元件、电
池等产品的制造[34]ꎮ 伴随着人类采矿和工业生产等

活动ꎬ越来越多的锑也被释放到环境中ꎬ极大地增加

了人类的暴露风险ꎮ 目前ꎬ锑与其化合物已被欧盟

和美国环境保护局(EPAꎬenvironmental protection a￣
gency)列为最受关注的环境污染物[35￣36]ꎮ 锑的化合

物具有致癌风险ꎬ并被国际癌症研究机构(IARC)列

为可能的致癌物质[37]ꎮ 水溶性的锑化合物污染物常

见于矿场、射击场及相应的道路旁边[38￣40]ꎮ 锑也常

用于白血病[41]、寄生虫病[42]等疾病的治疗ꎮ 目前ꎬ锑
和前列腺癌发生发展的相关研究仍未见明确报道ꎮ

本实验选取一种水溶性含锑化合物(酒石酸锑

钾)对于重金属锑对前列腺癌发生发展机制进行初

步探索ꎮ 首先分别通过 MTT 和 Alamar￣Blue 实验

筛选对人前列腺癌细胞 PC￣3 活力没有显著毒性的

药物浓度ꎬ进而采用非毒性剂量的 APT 药物暴露

PC￣3 细胞后检测细胞增殖及克隆形成能力ꎮ 结果

显示在 0.5 μg􀅰mL
￣1和 2 μg􀅰mL

￣1
APT 暴露 72 h 后

PC￣3 细胞增殖(细胞计数)显著增加ꎬ96 h 后细胞克

隆形成能力(克隆形成)亦显著增强ꎮ 表明低剂量、
长期暴露重金属锑能够促进前列腺癌细胞的增殖ꎬ
提示非毒性剂量重金属锑可能对前列腺癌的进展有

一定的促进作用ꎮ
细胞的能量代谢方式分为有氧氧化和无氧酵解

2 种[43]ꎮ 非肿瘤细胞大多以有氧氧化为主要的代谢

方式ꎬ而肿瘤细胞以无氧酵解为主[44]ꎮ 在肿瘤细胞

内ꎬ脂类氧化是 ATP 产生的主要来源[45]ꎮ 检测细胞

内甘油三酯浓度的改变能够反映细胞脂类代谢方式

的变化ꎮ 将 0.5 μg􀅰mL
￣1和 2 μg􀅰mL

￣1
APT 暴露于

PC￣3 细胞培养基中 72 h 后ꎬ结果显示 APT 暴露组

细胞内甘油三酯的含量比对照组增加ꎬ增加量分别

为 45% 和 72% ꎮ 因此我们推测ꎬ重金属锑可能通过

改变细胞内的脂类代谢的方式进而增加其 ATP 产

量ꎬ进而促进前列腺癌细胞的增殖ꎮ
然而ꎬ本文仍然存在不足ꎮ 首先ꎬ纳入的两组人

群中年龄存在较大差异ꎬ不可避免地存在混杂因素

的干扰ꎻ其次ꎬ本文仅初步探讨了健康人群和前列腺

癌患者血清中重金属锑的含量ꎬ而对于前列腺癌组

内是否激素依赖或不同 Gleason 分级之间重金属锑

含量的差异并未做深入分析ꎻ另外ꎬ细胞实验方面ꎬ
仅选用最常用的细胞系 PC￣3 说明重金属锑和前列

腺癌进展的机制进行初步探索ꎬ并未利用其它细胞

系(如 RWPE￣1、LNCaP 等)深入探讨其激素非依赖、
高恶性或转移等其他特性ꎻ最后ꎬ在关于细胞内能量

代谢物质的检测中ꎬ由于我们只是检测了锑暴露后

的前列腺癌细胞内的脂代谢过程的变化ꎬ关于糖代

谢和氨基酸代谢的过程是否也会受此影响是我们在

以后的研究中需要关注的问题之一ꎮ
综上所述ꎬ本实验通过检测前列腺癌患者和健

康人群血清中重金属含量ꎬ发现重金属锑在前列腺

癌患者血清中的含量显著高于健康人群ꎮ 此外ꎬ细
胞实验表明非毒性剂量的重金属锑能够明显促进前

列腺癌细胞增殖ꎬ而这种效应可能是通过细胞内脂

代谢方式的改变所实现的ꎮ
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