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论　著

[摘要]　目的　探讨双氢青蒿素(DHA)对前列腺癌PC-3细胞的自噬诱导作用及其机制。方法　用0、12.5、25、

50、100 μmol/L DHA处理PC-3细胞，采用CCK-8法检测细胞活力，克隆形成实验检测细胞增殖能力。取PC-3细胞，设

置对照组(不做处理)、DHA组(50 μmol/L DHA处理48 h)、自噬抑制剂3-MA组(5 mmol/L 3-MA处理48 h)、DHA+3-MA

组(50 μmol/L DHA+5 mmol/L 3-MA处理48 h)，采用Western blotting和RT-qPCR检测自噬相关蛋白[微管相关蛋白轻链

3B(LC3B)、酵母Atg6同源物(Beclin-1)]的表达情况，透射电镜观察自噬小体形成情况，使用自噬双标慢病毒mCherry-

GFP-LC3B转染PC-3细胞检测自噬流变化，CCK-8法检测细胞活力，流式细胞术检测细胞凋亡率。设置对照组(不

做处理)、DHA组(50 μmol/L DHA处理48 h)、ROS抑制剂NAC组(5 mmol/L NAC处理48 h)、DHA+NAC组(50 μmol/L 

DHA+5 mmol/L NAC处理48 h)，采用Western blotting检测ROS/AMPK/mTOR信号通路相关蛋白的表达。用50 μmol/L 

DHA处理PC-3细胞48 h后提取总蛋白，分成Input组(全蛋白裂解液)、IP组(加入Beclin-1抗体)、IgG组(加入同等质量的

IgG)，采用免疫共沉淀(Co-IP)实验检测Beclin-1与Vps34、Bcl-2及HMGB1蛋白的相互作用。结果　CCK-8法检测结果显

示，PC-3细胞存活率随着DHA浓度的升高而降低，且呈剂量和时间依赖性(P<0.05)；DHA作用24、48、72 h的半数抑

制浓度(IC50)分别为97.12、57.10、29.35 μmol/L，据此选择50 μmol/L DHA作用48 h进行后续实验。克隆形成实验结果

显示，PC-3细胞克隆形成率随着DHA浓度的升高而明显降低(P<0.01)。Western blotting和RT-qPCR检测结果显示，与对

照组比较，DHA组PC-3细胞中Beclin-1、LC3B mRNA和蛋白表达水平明显升高(P<0.01)；与DHA组比较，DHA+3-MA组

PC-3细胞中Beclin-1、LC3B mRNA和蛋白表达水平明显降低(P<0.01)。透射电镜观察可见DHA组PC-3细胞中出现明显的

自噬小体，且自噬小体数较对照组明显增多(P<0.05)。mCherry-GFP-LC3B慢病毒转染实验结果显示，与对照组比较，

DHA组每细胞红黄斑点比增高(P<0.01)，DHA+3-MA组每细胞红黄斑点比降低(P<0.01)。与DHA组比较，DHA+3-MA组

细胞存活率降低，凋亡率增高(P<0.01)。与对照组比较，DHA组PC-3细胞中p-mTOR蛋白相对表达水平降低(P<0.05)，

p-AMPK蛋白相对表达水平升高(P<0.01)；与DHA组比较，DHA+NAC组p-mTOR蛋白相对表达水平升高(P<0.01)，

p-AMPK蛋白相对表达水平降低(P<0.01)。Co-IP实验结果显示，DHA处理后Beclin-1与Bcl-2的作用减弱，与Vps34、

HMGB1的结合增强。结论　DHA可诱导前列腺癌PC-3细胞发生自噬，其机制可能与调控自噬相关基因Beclin-1、LC3及

ROS/AMPK/mTOR信号通路有关。

[关键词]　双氢青蒿素；前列腺癌；PC-3细胞；自噬
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[Abstract]　Objective　To investigate the autophagy inducing effect of dihydroartemisinin (DHA) on prostate cancer PC-3 

cells and its possible mechanism. Methods　PC-3 cells were treated with 0, 12.5, 25, 50, 100 μmol/L of DHA. Cell viability was 
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detected by CCK-8 method, and cell proliferation rate was detected by cell clone formation assay. Set control group, DHA group 

(50 μmol/L DHA for 48 h), 3-MA group (5 mmol/L 3-MA for 48 h) and DHA+3-MA group (50 μmol/L DHA+5 mmol/L 3-MA 

for 48 h), expressions of autophagy-related protein [microtubule associated protein light chain 3B (LC3B), yeast Atg6 homologue 

(Beclin-1)] were detected by Western blotting and RT-qPCR, the cell viability was detected by CCK-8 method, and the apoptosis 

rate was detected by flow cytometry, the formation of autophagosomes was observed by transmission electron microscope. PC-3 

cells were transfected with the autophagy double labeled lentivirus mCherry-GFP-LC3B to detect the changes of autophagy flow. Set 

control group, DHA group (50 μmol/L DHA for 48 h), NAC group (5 mmol/L NAC for 48 h) and DHA+NAC group (50 μmol/L 

DHA+5 mmol/L NAC for 48 h), expressions of ROS/AMPK/mTOR signaling pathway related proteins were detected by Western 

blotting. After treated with 50 μmol/L DHA for 48 h, the total protein was extracted and divided into Input group (whole protein 

lysate), IP group (added with Beclin-1 antibody), and IgG group (added with the same mass of IgG), interaction between Beclin-1, 

Vps34, Bcl-2 and HMGB1 in PC-3 cells was detected by the Co-IP. Results　CCK-8 assay showed that the survival rate of PC-3 cells 

was decreased with the increase of the concentration of DHA in a dose- and time-dependent manner (P<0.05). The half inhibitory 

concentration (IC50) of DHA for 24 h, 48 h and 72 h were 97.12, 57.10 and 29.35 μmol/L, select 50 μmol/L DHA for 48 h for 

follow-up experiments. Cell clone formation assay showed that the colony formation rate of PC-3 cells decreased significantly with 

the increase of DHA concentration (P<0.01). Western blotting and RT-qPCR results showed that, compared with control group, 

the mRNA and protein expression levels of Beclin-1, LC3B increased in PC-3 cells of DHA group (P<0.01); Compared with DHA 

group, the mRNA and protein expression levels of Beclin-1 and LC3B significantly decreased in PC-3 cells of DHA+3-MA group 

(P<0.01). Transmission electron microscopy showed that there were obvious autophagosomes in PC-3 cells of DHA group, and the 

number of autophagosomes was significantly increased compared with control group (P<0.05). The results of mCherry-GFP-LC3B 

lentivirus transfection showed that the ratio of red and yellow spots per cell in DHA group was higher (P<0.01) and that in DHA+3-

mA group was lower (P<0.01). Compared with DHA group, the survival rate of DHA+3-mA group decreased (P<0.05) and the 

apoptosis rate increased (P<0.01). Compared with DHA group, the expression levels of p-mTOR decreased in PC-3 cells of DHA 

group (P<0.05), the expression levels of p-AMPK increased (P<0.01); Compared with DHA group, the expression levels of p-mTOR 

increased in PC-3 cells of DHA+NAC group (P<0.05), the expression levels of p-AMPK decreased (P<0.01). The results of Co-IP 

experiments showed that the effect of Beclin-1 on Bcl-2 was weakened and the binding with Vps34 and HMGB1 was enhanced after 

DHA treatment. Conclusions　DHA can induce autophagy in prostate cancer PC-3 cells. The mechanism may be related to the 

regulation of the autophagy-related genes Beclin-1, LC3 and ROS/AMPK/mTOR signaling pathways.
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前列腺癌是全球男性第二大常见癌症，也是

男性癌症死亡的第六大原因。近年来，亚洲男性前

列腺癌的发病率和病死率均呈上升趋势[1-2]。雄激

素剥夺疗法(androgen deprivation therapy，ADT)是
复发性前列腺癌的主要治疗手段[3-4]，但一旦患者

进展为高度侵袭性的去势抵抗性前列腺癌(castrate-
resistant prostate cancer，CRPC)，则化疗、靶向药

物、免疫治疗等作用有限，病死率明显增高[5-6]。

因此，寻找新的前列腺癌治疗药物及方法至关重

要。双氢青蒿素(dihydroartemisinin，DHA)是一线

抗疟药青蒿素的活性衍生物，可在多种癌症(包括

前列腺癌)的治疗中发挥抗肿瘤活性，且毒性低、

不良反应少[7-8]。近年来研究发现，DHA对人前列

腺癌细胞具有抗增殖、促凋亡、阻滞细胞周期、抑

制细胞侵袭和迁移等作用[9-10]，但其确切机制仍需

进一步探讨。自噬又名Ⅱ型细胞程序性死亡，是

一种保守的细胞内降解通路 [11]，可通过形成自噬 
小体并与溶酶体融合而降解细胞内的大分子及细胞

器 [12]。细胞自噬功能紊乱与肿瘤发生发展密切相

关 [13]，调控自噬可作为癌症预防和治疗的有效策 

略[14]。有研究发现，DHA可在宫颈癌、非小细胞肺

癌、喉癌等癌细胞中诱导自噬，从而促进或抑制肿

瘤发展[15-17]。目前DHA诱导前列腺癌细胞自噬的相

关研究较少，具体作用机制尚不明确。本研究探讨

了DHA对前列腺癌细胞的自噬诱导作用及其可能机

制，以期为前列腺癌的治疗提供新的靶点。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器　DH A(美国Sigma公司)；
3 - 甲基腺嘌呤 ( 3 - M A ，美国 M C E 公司 ) ； R O S
抑制剂乙酰半胱氨酸 ( N A C，美国Ta r g e t M o l公
司)；胎牛血清(美国B I公司)；D M E M / F 1 2培养

基、GlutaM A X(美国Gibco公司)；微管相关蛋白

1A/1B轻链3B(microtubule-associated proteins 1A/1B 
light chain 3B，LC3B)、自噬效应蛋白Beclin-1、
哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(m a m m a l i a n  t a r g e t  o f 
rapamycin，mTOR)、磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶

蛋白(phosphorated mammalian target of rapamycin，
p - mTO R )、A M P活化蛋白激酶 ( A M P - a c t i v a t e d 
p r o te i n  k i n a s e，A M P K )、磷酸化A M P活化蛋白
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激酶(phosphorated AMP-activated protein kinase，
p-AMPK)、高迁移率族蛋白B1(high mobility group 
box 1 protein，HMGB1)兔抗人单克隆抗体(美国CST
公司)；B淋巴细胞瘤-2基因(B-cel l  lymphoma-2，
B c l - 2 )兔抗人单克隆抗体 (美国B i m a k e公司 )；
P I K 3 C 3 / Vp s 3 4兔抗人单克隆抗体(美国A B c l o na l
公司)；甘油醛 - 3 -磷酸脱氢酶( g l ycera l d e hyd e - 3 -
phosphate dehydrogenase，GAPDH)兔抗人多克隆抗

体、CCK-8试剂(北京博奥森生物技术有限公司)；
辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗(北京中杉金桥

生物技术有限公司)；Simply P细胞RNA提取试剂盒

(美国BioFlux公司)；RT-qPCR试剂盒(日本TaKaRa
公司)；GFP-mCherr y-LC3B慢病毒(山东维真生物

科技有限公司)；Protein A/G免疫沉淀磁珠(美国

Bimake公司)；Annexin V-PE凋亡试剂盒、BCA蛋白

浓度测定试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司)；
超敏ECL化学发光试剂(苏州新赛美生物科技有限

公司)。流式细胞仪FACSVantage(美国BD公司)；透

射电子显微镜(日本JEOL JEM-1400PLUS公司)。
1.2　方法

1.2.1　细胞培养　前列腺癌细胞株PC-3由中国科

学院上海细胞库提供，于含10%胎牛血清、500 μl 
GlutaMAX、100 μg/ml链霉素和100 U/ml青霉素的

DMEM/F12培养基中培养；培养条件为37 ℃、湿

度95%、CO2浓度5%；换液传代，取对数生长期细

胞用于后续实验。DHA母液用DMSO溶剂配制为

0.1 mol/L的溶液，于4 ℃避光保存备用。

1.2.2　CCK-8法检测细胞活性　取对数生长期PC-3
细胞接种于96孔板中(5×103个/孔)，用不同浓度

(0、12.5、25、50、100 μmol/L)的DHA处理24、
48、72 h，设置5个复孔；弃去培养液，每孔加入

90 μl培养基和10 μl CCK-8，37 ℃继续孵育1~4 h，
测定450 nm处的吸光度值(A)，计算细胞存活率。

细胞存活率(%)=(A实验孔－A空白孔)/(A对照孔－A空白孔)× 
100%。使用GraphPad Prism 9软件计算药物半数抑

制浓度(IC50)。
取对数生长期PC-3细胞接种于96孔板中，设置

对照组、DHA组、3-MA组、DHA+3-MA组。对照

组不做处理，DHA组、3-MA组、DHA+3-MA组分

别用50 μmol/L DHA、5 mmol/L特异性自噬抑制剂

3-MA、50 μmol/L DHA+5 mmol/L 3-MA处理48 h，
测定450 nm处的吸光度值(A)，计算细胞存活率。

1.2.3　克隆形成实验检测细胞克隆形成能力　梯

度稀释细胞悬液，接种至6孔板(500个/孔)，置于

培养箱中培养2~3周。待细胞贴壁后，用不同浓度

(0、12.5、25、50、100 μmol/L)的DHA处理48 h；
换液，当孔板中出现克隆时，终止培养；弃上清，

加入4%多聚甲醛固定15 min；去除固定液，加入结

晶紫染色液染10~30 min，PBS清洗后将6孔板置于

网格纸上计数细胞克隆数。

1.2.4　Western blotting检测相关蛋白表达水平　离

心(800 r/min，5 min)收集细胞并接种于6孔板中，

设置：( 1 )对照组、D H A组、3 - M A组、D H A + 3 -
MA组(各组药物处理同1.2.2)；(2)对照组、DHA组

(50 μmol/L DHA处理48 h)、NAC组(5 mmol/L NAC
处理48 h)、DHA+NAC组(50 μmol/L DHA+5 mmol/L 
NAC处理48 h)。按照RIPA:PMSF为100:1的比例加入

裂解液提取蛋白，使用BCA试剂盒测定蛋白浓度；

上样行SDS -PAGE电泳，并转至PDVF膜上；加入

5%脱脂奶粉室温摇床封闭2 h，加入兔抗人LC3B、

Beclin-1、AMPK、p-AMPK、mTOR、p-mTOR单

克隆一抗( 1 : 1 0 0 0 )和兔抗人G A P D H多克隆一抗

(1:1000)，4 ℃摇床孵育过夜；TBST洗膜10 min×3
次，加入1×TBST稀释的HRP山羊抗兔Ig G(H+L)
二抗( 1 : 2 0  0 0 0 )，室温摇床孵育1  h，T B S T洗膜

10 min×3次；加入ECL发光液，采用凝胶成像系统

显影并采集图像，用ImageJ软件进行分析。

1.2.5　RT-qPCR检测自噬相关基因的表达　离心

(800 r/min，5 min)收集细胞并接种于6孔板中，

设置对照组、DHA组、3-MA组、DHA+3-MA组，

各组药物处理同1.2.2。提取总RNA，用Nano Drop 
2000超微量分光光度计测定RNA浓度(ng/μl)；使用

反转录试剂盒将RNA反转录成cDNA(反转录条件：

20 μ l体系，37 ℃  15 min，85 ℃  5 s，4 ℃维持)，
行实时荧光定量PCR。PCR反应体系为10 μ l，其

中cDNA 1 μl，混合物9 μl(DEPC水3.4 μl、SYBER 
GREEN染料5 μ l、上下游引物各0.3 μ l)；反应条

件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，56.5 ℃ 30 s，39个循环，

建立熔解曲线(65 ℃  30 s，95 ℃  5  s)。采用2 –ΔΔCt 

法计算目的基因的表达水平。引物序列如下。

Beclin-1：正义5'-CCATGCAGGTGAGCTTCG-3'，反

义5'-GAATCTGCGAGAGACACCATC-3'；LC3B：

正义5 ' - G CGTCTCC AC ACC A ATCTC A - 3 '，反义

5'-ACA ATTTCATCCCG A ACGTCT-3'；β-actin：
正义5 ' - C G G C A C C A C C ATG TA C C C T- 3 '，反义

5'-ACACGGAGTACTTGCGCTCAG-3'。
1.2.6　透射电镜观察自噬小体形成情况　取对数生

长期PC-3细胞接种于T25培养瓶中，设置对照组、

DHA组、3-MA组、DHA+3-MA组，各组药物处理同

1.2.2。收集细胞，于15 ml离心管中离心(800 r/min， 
5 min)，吸净上清液，加入1 ml PBS重悬至1.5 ml EP
管中离心(1200 r/min，10 min)。吸净上清液，沿管

壁加入2.5%戊二醛固定2 h；加入1%四氧化锇后固

定2 h，乙醇和丙酮逐级脱水，环氧树脂812浸透，
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包埋、聚合、切片，经醋酸双氧铀、枸橼酸铅双重

染色后，于JEOL JEM-1400 PLUS透射电镜下观察。

1 . 2 . 7　GFP-mCherr y-LC3B慢病毒转染　取对数

生长期P C - 3细胞接种于6孔板中，待细胞贴壁密

度为40%~50%时，加入含10%胎牛血清的DMEM/
F 1 2培养液，滴加用培养液稀释的自噬双标慢病

毒mCherr y-GFP-LC3B(MOI=40)。取转染后的细

胞接种于共聚焦皿中(1.5×10 5个/皿)，设置对照

组、DHA组、3-MA组、DHA+3-MA组，各组药物

处理同1.2.2。收集细胞，用4%多聚甲醛溶液固定

15 min，PBS洗涤1次。DAPI染核10 min，PBS洗涤

2~3次，3~5 min/次。采用Andor2000高速转盘共聚

焦显微镜观察细胞内自噬流变化。

1.2.8　流式细胞术检测细胞凋亡率　取对数生长期

PC-3细胞接种于6孔板中，待细胞贴壁密度为80%
时，设置对照组、DHA组、3-MA组、DHA+3-MA
组，各组药物处理同1.2.2。离心(800 r/min，5 min)
收集细胞，将1×106个细胞重悬于500 μl PBS中。加

入Annexin V/FITC和PI，室温避光反应30 min，采

用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.2.9　免疫共沉淀(Co-IP)实验检测蛋白的相互作

用　取对数生长期PC-3细胞接种于T75培养瓶中，

加入50 μmol/L DHA处理48 h，使用IP裂解液与蛋

白酶抑制剂提取总蛋白。取100 μl上清，加入25 μl 
5×SDS上样缓冲液，100 ℃煮10 min为Input组(全蛋

白裂解液)。IP组(目的蛋白组)加入Beclin-1(抗兔)
抗体，IgG组加入同等质量的IgG(抗兔)，置于翻转

仪上4 ℃过夜。次日预处理Protein A/G磁珠后加入

经4 ℃过夜的蛋白-抗体复合物，置于翻转仪上(4 ℃ 
2 h)，将磁珠用预冷的Wash Buffer洗5次后去上清。

加入3×上样缓冲液，100 ℃煮10 min，采用Western 
blott ing检测相关蛋白的表达。兔抗人Becl in-1、
HMGB1、Bcl-2、PIK3C3/Vps34单克隆一抗及兔抗

人GAPDH多克隆一抗稀释倍数均为1:1000。
1.3　统计学处理　采用GraphPad Prism 9软件进行

统计分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示，

方差齐时多组间比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较采用LSD-t检验；不符合正态分布的计

量资料以M(Q1，Q3)表示，多组间比较采用Kruskal 
Wallis检验，进一步两两比较采用Mann-W hitney U
检验。P<0.05为差异有统计学意义。实验独立重复

3次。

2　结　　果

2 . 1　不同浓度D H A对P C - 3细胞活性与克隆形成

能力的影响　C C K - 8法检测结果显示， 1 2 . 5、

2 5、5 0、1 0 0  μ m o l / L  D H A作用2 4、4 8、7 2  h

后， P C - 3 细胞存活率均下降，且呈剂量和时

间依赖性( P < 0 . 0 5 )；其中2 4  h、4 8  h和7 2  h对应

的不同浓度 D H A 作用的细胞存活率差异均有

统计学意义 ( P < 0 . 0 1，图1 A )。2 4、4 8、7 2  h的

IC 50依次为97.12(95%CI 64.01~261.4) μmol/L、

57.10(95%CI 46.68~73.71) μmol/L、29.35(95%CI 
19.32~41.10) μmol/L。据此选择50 μmol/L DHA 作
用48 h进行后续实验。

克隆形成实验结果显示，与0 μmol/L DHA比

较，12.5、25、50、100 μmol/L DHA作用48 h后
P C - 3细胞克隆形成率明显降低( 9 . 0 7 %±1 . 4 1 %、

5.47%±0.31%、4.00±0.53%、0.27%±0.11% vs . 
14.73%±0.70%，P<0.01，图1B)。
2 . 2　D H A对P C - 3细胞中自噬相关基因表达的影

响　Western blotting和RT-qPCR检测结果显示，与

对照组比较，DH A组PC -3细胞中Beclin-1、LC3B 
mRNA和蛋白表达水平明显升高(P<0.01)，DHA+3-
MA组PC-3细胞中LC3B mRNA和蛋白表达水平明显

升高(P<0.01)；与DHA组比较，3-MA组和DHA+3-
MA组PC-3细胞中Beclin-1、LC3B mRNA和蛋白表达

水平明显降低(P<0.01)；与3-MA组比较，DHA+3-
MA组PC-3细胞中LC3B mRNA和蛋白表达水平明显

升高(1.66±0.12 vs. 1.04±0.06，P<0.01)(图2)。
2.3　DHA对PC-3细胞自噬的影响　透射电镜观察

显示，DHA组PC-3细胞中出现明显的自噬小体，

而对照组和3 - M A组P C - 3细胞膜、细胞器等结构

正常，未发现明显的自噬小体；与对照组比较，

DHA组自噬小体数明显增多[38.59(21.68，51.79) vs. 
0(0，0.41)，P<0.05]；与DHA组比较，3-MA组、

DHA+3-MA组自噬小体数明显减少[0(0，0.76)、
2.42(1.63，3.63) vs. 38.59(21.68，51.79)，P<0.05，
图3A]。

GFP-mCherry-LC3B慢病毒转染结果显示，与

对照组比较，DHA组每细胞红黄斑点比明显增高

[7.00(3.82，7.25) vs. 1.15(1.00，1.89)，P<0.01]，
3-MA组、DHA+3-MA组每细胞红黄斑点比明显降低

[0.30(0.25，0.39)、0.20(0.11，0.37) vs. 1.15(1.00，
1.89)，P<0.01]；与DHA组比较，3-MA组、DHA+3-
MA组每细胞红黄斑点比明显降低(P<0.01，图3B)。
2.4　DHA对PC-3细胞活性及凋亡的影响　CCK-8法
检测结果显示，与对照组比较，3-MA组、DHA组和

DHA+3-MA组细胞存活率明显降低(P<0.01)；与DHA
组比较，3-MA组细胞存活率升高(P<0.01)，DHA+3-
MA组细胞存活率降低(P<0.05)；与3-MA组比较，

DHA+3-MA组细胞存活率明显降低(P<0.01，图4)。
流式细胞术检测结果显示，与对照组比较， 

D H A 组、 D H A + 3 - M A 组细胞凋亡率明显增高
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图1　不同浓度DHA对PC-3细胞活性和克隆形成能力的影响

Fig.1　Effects of different concentrations of DHA on the cytoactive and colony-forming ability of PC-3 cells
　　DHA . 双氢青蒿素；A . CCK-8法检测不同浓度DHA与不同时间梯度下的细胞存活率；B. 克隆形成实验检测细胞增殖能力；与

0 μmol/L DHA比较，(1)P<0.01；与12.5 μmol/L DHA比较，(2)P<0.01；与25 μmol/L DHA比较，(3)P<0.01；与50 μmol/L DHA比较，

(4)P<0.01

图2　DHA作用后PC-3细胞中自噬相关基因的表达情况

Fig.2　Expressions of autophagy-related genes in PC-3 cells treated with DHA
　　DHA. 双氢青蒿素；3-MA. 3-甲基腺嘌呤；A. DHA(50 μmol/L)、3-MA(5 mmol/L)以及联合作用48 h后PC-3细胞中自噬相关蛋白

表达变化；B. DHA(50 μmol/L)、3-MA(5 mmol/L)以及联合作用48 h后PC-3细胞中自噬相关基因mRNA表达变化；与对照组比较， 

(1)P<0.01；与DHA组比较，(2)P<0.01；与3-MA组比较，(3)P<0.01
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图3　DHA作用后PC-3细胞内自噬小体形成及自噬流变化情况

Fig.3　Formation of autophagosomes and changes of autophagic flux in PC-3 cells after DHA treatment
　　DHA. 双氢青蒿素；GFP. 绿色荧光蛋白；mCherry. 红色荧光蛋白；A. 电镜观察50 μmol/L DHA作用48 h后自噬小体形成情况； 

B. 激光共聚焦显微镜观察自噬流变化情况；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与DHA组比较，(3)P<0.05，(4)P<0.01
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(P<0.01)；与DHA组比较，3-MA组细胞凋亡率明显

降低(P<0.01)，DHA+3-MA组细胞凋亡率明显增高

(P<0.01)；与3-MA组比较，DHA+3-MA组细胞凋亡

率明显增高(P<0.01，图4)。
2.5　DHA对PC-3细胞中ROS/AMPK/mTOR信号通

路相关蛋白表达的影响　Western blotting检测结果

显示，与对照组比较，DHA组PC-3细胞中p-mTOR
蛋白相对表达水平降低 ( P < 0 . 0 1 )， p - A M P K、

LC3-Ⅱ蛋白相对表达水平升高(P<0.01)；与DHA组

比较，NAC组、DHA+NAC组PC-3细胞中p-mTOR
蛋白相对表达水平升高 ( P < 0 . 0 1 )， p - A M P K、

LC3-Ⅱ蛋白相对表达水平降低(P<0.01)；与NAC组

比较，DHA+NAC组LC3-Ⅱ蛋白相对表达水平升高

(P<0.01，图5)。
2.6　DHA对PC-3细胞中Beclin-1与Bcl-2相互作用的

影响　Western blotting检测结果显示，Beclin-1可与
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图4　自噬抑制剂对DHA诱导的细胞死亡的影响

Fig.4　Effect of autophagy inhibitor on DHA-induced cell death
　　A. 流式细胞术检测细胞凋亡率；B. CCK-8法检测DHA联用自噬抑制剂3-MA对PC-3细胞活性的影响；与对照组比较，(1)P<0.01；

与DHA组比较，(2)P<0.05，(3)P<0.01；与3-MA组比较，(4)P<0.01
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细胞内的Vps34、Bcl-2及HMGB1蛋白发生相互作

用，且DHA处理后Beclin-1与Bcl-2的作用减弱，而

与Vps34、HMGB1的结合增强(图6)。

3　讨　　论

近年来关于DHA对肿瘤细胞杀伤效应的研究

表明，DHA很可能成为低毒、高效、低成本的抗

癌药物，但目前其抗前列腺癌的研究主要集中在

诱导细胞凋亡以及抑制细胞存活、增殖和转移等方

面，少有涉及细胞自噬方面的报道。Zhu等[18]研究

发现，DHA可通过抑制细胞内PI3K/Akt和低氧诱导

因子-1(hypoxia inducible factor-1，HIF-1)的活性来

抑制前列腺癌LNCaP细胞增殖并诱导其凋亡。Kong
等[19]发现，DHA可抑制热休克蛋白70(HSP70)的表

达并诱导前列腺癌PC-3细胞凋亡。本课题组前期研

究证实，DHA可下调PC-3细胞中泛素样含PHD和

环指域蛋白1(ubiquitin-like with PHD and ring finger 
domains 1，UHRF1)及DNA甲基化转移酶1(DNA 
methyltransferase 1，DNMT1)的表达，恢复p16ink4a

的表达，从而诱导PC-3细胞凋亡；电镜观察显示，

DHA作用后PC-3细胞内有自噬小体形成 [20-21]。因

此，本研究探讨新型抗肿瘤药物DHA对前列腺癌细

胞自噬的诱导作用及可能机制。

自噬过程涉及多种自噬相关蛋白，其中微管

相关蛋白1A/1B轻链3(microtubule-associated protein 
1A/1B light chain 3，LC3)是一种广泛分布于哺乳动

物组织和培养细胞中的可溶性蛋白。在自噬过程

中，细胞溶质形式的LC3-Ⅰ与磷脂酰乙醇胺结合
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图5　DHA对PC-3细胞中ROS/AMPK/mTOR信号通路相关蛋白表达的影响

Fig.5　Effects of DHA on the expressions of ROS/AMPK/mTOR related proteins in PC-3 cells 
　　DHA. 双氢青蒿素；NAC. 乙酰半胱氨酸；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与DHA组比较，(3)P<0.01；与NAC组比较， 

(4)P<0.01

图6　Co-IP检测PC-3细胞中Beclin-1、Vps34、Bcl-2和HMGB1的相互作用

Fig.6　Interaction between Beclin-1, Vps34, Bcl-2 and HMGB1 in PC-3 cells detected by Co-IP
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形成LC3-Ⅱ，从而被募集到自噬体膜。因此，自噬

体标志物LC3的更新反映了自噬活性，通过Western 
blotting或免疫荧光检测LC3是监测自噬和自噬相关

过程的可靠方法[22]。Beclin-1是酵母Atg6/Vps30的同

源物，也是自噬体形成所必需的关键因子之一。本

研究采用Western blotting和RT-qPCR检测DHA作用

后PC-3细胞中LC3、Beclin-1蛋白和mRNA表达的变

化，结果显示，DHA作用后LC3、Beclin-1的表达

均呈上调趋势，而DHA联用自噬抑制剂3-MA后，

LC3、Beclin-1的表达均有所降低，提示DHA与前列

腺癌PC-3细胞自噬的形成有关。自噬流是自噬在细

胞内连续出现的动态过程，也是评价细胞自噬是否

行使正常功能的重要途径[23]，本研究采用自噬双标

慢病毒mCherry-GFP-LC3B转染PC-3细胞，通过观

察荧光强度的变化来准确判断细胞的自噬活性，进

一步验证了DHA可诱导PC-3细胞发生自噬。

自噬在肿瘤发生发展中的作用机制十分复杂[24]： 
一方面，自噬可支持癌细胞的代谢与存活来促进肿

瘤的生长；另一方面，由于胞质蛋白和细胞器的消

耗，过度自噬也会引发癌细胞死亡 [25]。本研究中

CCK-8法与流式细胞术检测结果显示，DHA联用自

噬抑制剂3-MA后可进一步增强DHA对肿瘤细胞的

杀伤作用，与Tang等[26]在子宫内膜腺癌中验证的结

果一致，表明使用DHA治疗前列腺癌的同时靶向抑
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制自噬进程有望进一步提升DHA的疗效。

DHA已被证实含有内过氧化物桥，并能在包

括前列腺癌细胞在内的多种肿瘤细胞中诱导并增高

活性氧(ROS)的水平[27]。雷帕霉素的靶点mTOR在

自噬调节中起着关键作用，可通过调节自噬相关蛋

白和溶酶体的生物合成，在自噬过程中发挥负性作

用。mTOR是AMPK下游的重要靶点，AMPK可通过

抑制mTOR的作用来促进自噬[28]。本研究发现，加

入DHA后AMPK磷酸化水平上调且mTOR磷酸化水

平降低，提示DHA调控AMPK/mTOR信号通路是其

诱导PC-3细胞自噬的潜在作用机制。在加入ROS抑
制剂NAC后，逆转了二者的磷酸化水平，且降低了

自噬相关蛋白LC3-Ⅱ的表达，进一步提示DHA诱导

的自噬启动依赖于ROS/AMPK/mTOR信号通路，

但具体机制仍需进一步探讨。

此外研究发现，B e c l i n - 1可通过B H 3结构域

与B c l - 2结合，从而抑制自噬，而D H A可通过干

预Becl in-1与Bcl-2的结合诱导自噬激活 [29]。酵母

Vps34的同源蛋白是Ⅲ类PI3K复合体PI3KC3，可

与Beclin-1形成复合物，参与自噬小体的形成[30]。

B c l - 2可阻断B e c l i n - 1与Vp s 3 4的相互作用，降低

PI3KC3活性，从而负向调控自噬[31]。本课题组前期

使用iTRAQ技术进行蛋白质组学分析，发现了80多
种差异表达的蛋白质与DHA在PC-3细胞中的细胞毒

性有关，其中包括HMGB1[32]。HMGB1是一种DNA
结合核蛋白，胞质中的H M G B 1可通过其分子内

的二硫键(C23/45)直接结合Beclin-1，破坏Beclin-1
与 B c l - 2 之间的相互作用，从而诱导自噬 [ 3 3 ]。 
为了探讨DHA对PC-3细胞自噬的调控是否通过上

述方式，本研究进一步采用免疫共沉淀(Co-IP)技
术，利用Beclin-1抗体沉淀细胞内的Vps34、Bcl-2及
HMGB1蛋白，以与Beclin-1抗体同源的IgG作为阴

性对照，Input组为定量对照。结果显示，DHA作

用下的PC-3细胞中，Beclin-1与Vps34及HMGB1的结

合增强，与Bcl-2的结合减弱，提示DHA可通过影响

Beclin-1与Bcl-2的结合程度促进自噬。

综上所述，D H A能有效抑制P C - 3细胞的增

殖，并能诱导P C - 3细胞发生自噬；D H A作用后

PC-3细胞中LC3、Beclin-1表达均明显上调，同时

伴有自噬小体的形成与自噬流的变化，其机制可能

与ROS/AMPK/mTOR信号通路有关；DHA联用自

噬抑制剂3-MA或可增强DHA抑制肿瘤细胞活性的

效力。此外，DHA还可通过增强Beclin-1与Vps34、
HMGB1的结合，减弱Bcl-2对Beclin-1的抑制作用，

促进自噬的发生。该结果为治疗前列腺癌提供了新

的方法与靶点，但本研究仅在体外进行实验，研究

结果仍需开展动物实验加以验证，且仅在雄激素非

依赖性的前列腺癌细胞株中进行了验证，DHA是否

影响雄激素依赖性的前列腺癌细胞发生自噬仍需进

一步探索。
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