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　　[摘要]　目的:研究氯喹是否能通过自噬和活性氧(ROS)通路抑制高糖诱导的前列腺癌 PC3细胞的增殖。
方法:PC3细胞培养后分为4组(正常糖组、高糖组、正常糖+氯喹组、高糖+氯喹组)予相应干预。运用 CCK-8
实验检测细胞的增殖能力;Westernblot检测自噬相关蛋白LC3的表达;DCFH-DA活性氧荧光探针检测细胞中

ROS水平;JC-1法检测细胞线粒体膜电位的去极化。结果:CCK-8实验结果表明氯喹能够显著抑制高糖环境下

PC3细胞的增殖。Westernblot实验结果显示氯喹会使 PC3细胞 LC3-Ⅱ/Ⅰ比值升高,说明细胞自噬显著被抑

制。DCFH-DA探针检测结果表明,氯喹能够显著上调高糖环境下PC3细胞中 ROS水平。JC-1检测结果表明,
氯喹能够诱导高糖环境下PC3细胞中线粒体膜电位去极化。结论:氯喹通过自噬和 ROS通路抑制高糖环境下

前列腺癌细胞的增殖。
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Abstract　Objective:Toinvestigatewhetherchloroquinecaninhibittheproliferationofprostatecancercell
linePC3inhighglucoseconditionviaautophagyandreactiveoxygenspecies(ROS)pathways.Methods:PC3cells
weredividedintofourgroups:normalglucosegroup,highglucosegroup,normalglucose+chloroquinegroupand
highglucose+chloroquinegroup.CCK-8assaywasappliedtoassesstheeffectofproliferation.Theproteinex-
pressionofLC3relatedtoautophagywasdetectedwithWesternblot.ROSlevelsweredetectedusingDCFH-DA
staininginPC3cells.JC-1stainingwasperformedtoinvestigatethedepolarizationofmitochondrialmembranein
PC3cells.Results:CCK-8assayshowedthattheproliferationofPC3cellsweresignificantlyinhibitedbychloro-
quineinhighglucosecondition.WesternblotassayindicatedthattheLC3-Ⅱ/ⅠexpressionofPC3cellswereele-
vatedbychloroquineinhighglucosecondition,whichillustratedthatchloroquineinhibitedtheautophagyofPC3
cells.DCFH-DAstainingassayshowedthattheROSlevelsinPC3cellswereup-regulatedbychloroquineinhigh
glucosecondition.Furthermore,resultsofJC-1assaydemonstratedthatchloroquineinducedthedepolarizationof
mitochondrialmembraneofPC3cellsinhighglucosecondition.Conclusion:Chloroquinecaninhibittheprolifera-
tionofprostatecancercelllinePC3inhighglucoseconditionviaautophagyandROSpathways.
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　　前列腺癌是西方国家男性比较常见的恶性肿

瘤之一[1]。在中国随着经济水平改善,生活方式改

变、人口老龄化不仅导致前列腺癌的发生率升高,
而且合并糖尿病的患癌人群也是逐年上升[2]。有

研究报道,高血糖可促进前列腺癌进展,但目前针

对合并糖尿病的前列腺癌患者的治疗指导仍较

少[3]。有研究表明高血糖会导致细胞内有毒害作

用的 ROS升高,而自噬可能通过清除细胞内 ROS
增强肿瘤细胞耐受性[4]。氯喹作为传统抗疟疾药

物,目前研究发现其具有抗肿瘤活性,作用机制可

能通过影响溶酶体功能,抑制细胞自噬影响肿瘤细

胞增殖[5]。上述研究结果表明氯喹可能作为合并糖

尿病的前列腺癌患者的理论治疗药物,但相关研究

尚无报道。本文旨在探究氯喹是否通过自噬和ROS
通路,抑制高糖环境下前列腺癌细胞的增殖,以期为
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合并糖尿病前列腺癌的治疗提供新思路、新方法。
1　材料与方法

1.1　材料

人前列腺癌细胞系PC3细胞、鼠抗人 Tubulin
抗体、辣根过氧化物酶标记的鼠抗兔二抗、兔抗鼠

二抗购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司;氯喹、
二甲基亚砜、D-(+)-葡萄糖、兔抗人LC3抗体购自

美国Sigma公司;RPMI-1640培养基、无糖型 RP-
MI-1640培养基购自美国 ThermoFisherScientif-
ic公司;10%胎牛血清、胰蛋白酶、青链霉素双抗购

自美国 Hyclone公司。CCK-8细胞增殖试剂盒购

自美国 Genview 公司;DCFH-DA 荧光探针试剂

盒、JC-1线粒体膜电位检测试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司。
1.2　细胞培养

前列腺癌PC3细胞培养于含10%胎牛血清和

双抗的 RPMI-1640培养基中,于37℃、5%CO2 培

养箱静置培养。根据细胞生长状况,每2d更换培

养液,待细胞汇合度达80%时进行胰蛋白酶消化

传代。利用无糖型 RPMI-1640培养基和 D-(+)-
葡萄糖配制5mmol/L正常浓度葡萄糖培养基和

30mmol/L高浓度葡萄糖培养基。氯喹药物浓度

配制为40μmol/L。研究共分为4组:正常糖组、
高糖组、正常糖+氯喹组、高糖+氯喹组。
1.3　CCK-8法检测细胞增殖

收集对数生长期、状态良好的PC3细胞,接种

于96孔板,每孔5000个细胞,置于培养箱培养。
培养24h后弃去原培养液,实验分别加入正常糖

组、高糖组、正常糖+氯喹组、高糖+氯喹组培养

基,100μL/孔,以上每组各设3个复孔。分别培养

72h,每日更新培养基。按照试剂盒说明书要求每

孔加CCK-8试剂10μL,于培养箱中继续孵育1h
后终止培养,在酶联免疫检测仪上用450nm 波长

检测各孔的光密度 OD值。
1.4　Westernblot

将PC3细胞种植到6孔板中,待过夜培养贴

壁后,分别用正常糖组、高糖组、正常糖+氯喹组、
高糖+氯喹组培养基处理72h后,冰上裂解细胞

提取细胞蛋白,BCA蛋白测定,变性后蛋白经SDS-
PAGE电泳、免疫印迹转膜后用含5%脱脂奶粉的

TBST封闭1h,LC3一抗(1∶1000稀释)4℃孵育

过夜,二抗(1∶5000稀释)室温孵育2h,TBST漂

洗3次后,化学发光法显影,ImageJ软件分析条带

灰度值。
1.5　DCFH-DA活性氧荧光探针检测细胞内ROS
水平

将PC3细胞种植在24孔板中,待过夜培养贴

壁后,分别用正常糖组、高糖组、正常糖+氯喹组、
高糖+氯喹组培养基处理72h。使用 DCFH-DA

探针用培养基液稀释至10μmol/L,37℃、5%CO2

培养箱静置20min,随后用 RPMI-1640培养基洗

涤细胞3次,在荧光显微镜下拍照,ImageJ软件测

算平均荧光密度,实验重复3次。
1.6　JC-1法检测细胞线粒体膜电位

将PC3细胞种植到6孔板中,待过夜培养贴

壁后,分别用正常糖组、高糖组、正常糖+氯喹组、
高糖+氯喹组培养基处理72h。后按照JC-1线粒

体膜电位检测试剂盒要求,6孔板吸除培养液用

PBS洗涤细胞1次,加入1mL细胞培养液和1mL
JC-1染色工作液,充分混匀。细胞培养箱中37℃
孵育20min。在孵育期间,配制适量的JC-1染色

缓冲液,并放置于冰浴。孵育结束后,吸除上清,用
染色缓冲液洗涤2次。加入2mLRPMI-1640培

养液,在荧光显微镜下观察拍照,实验重复3次。
1.7　统计学方法

应用SPSS20.0统计软件进行数据分析,计量

资料以■x±s表示,两组间比较采用t检验,多组间

比较采用单因素方差分析。以P<0.05为差异有

统计学意义。
2　结果

2.1　氯喹抑制高糖环境下前列腺癌细胞增殖

CCK-8细胞增殖实验结果表明氯喹处理细胞

后,PC3细胞的增殖被明显抑制。而与正常糖组相

比,高糖组的 PC3细胞的增殖受氯喹的抑制更加

明显,见图1。高糖组的PC3细胞比正常糖组增殖

能力更强,差异有统计学意义(P<0.05)。

氯喹用药组与非用药组比较,1)P<0.05。
图1　CCK-8实验检测PC3细胞增殖柱状图

2.2　氯喹抑制前列腺癌细胞自噬

Westernblot结果表明:高糖组的PC3细胞的

自噬水平较正常糖组的高,差异有统计学意义

(P<0.05)。与非氯喹处理组相比,氯喹处理组的

PC3细胞的自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ/Ⅰ比值升高,提
示氯喹能够抑制前列腺癌细胞自噬,见图2。
2.3　氯喹上调高糖环境下前列腺癌细胞ROS水平

ROS的检测结果表明:氯喹上调 PC3细胞的
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ROS的水平。与正常糖组比较,氯喹使得高糖组

PC3细胞的ROS水平上调得更加显著,差异有统

计学意义(P<0.05),见图3。
2.4　氯喹诱导高糖环境下前列腺癌细胞线粒体膜

电位去极化

JC-1的实验结果显示:氯喹可诱导前列腺癌

PC3细胞线粒体膜电位的去极化。其中,高糖+氯

喹组PC3细胞的绿与红荧光比值较正常糖+氯喹

组PC3细胞显著升高,差异有统计学意义(P<
0.05),说明氯喹诱导高糖组PC3细胞线粒体膜电

位的去极化作用更加显著。见图4。
3　讨论

药物诱导癌细胞内源性ROS增加可能是抑制

癌细胞增殖的有效策略[6]。本课题研究发现氯喹

能够通过抑制高糖环境下前列腺癌细胞的自噬,诱
导癌细胞内源性 ROS激增,同时线粒体膜电位去

极化,继而抑制癌细胞的增殖。本课题尝试探究氯

喹作为治疗合并糖尿病的前列腺癌患者的可能理

论机制。

　　a:LC3蛋白的表达条带图;b:LC3蛋白表达水平柱状

图。氯喹用药组与非用药组比较,1)P<0.05。
图2　Westernblot检测自噬相关蛋白LC3的表达

a:ROS表达的荧光图;b:ROS平均荧光强度柱状图。氯喹用药组与非用药组比较,1)P<0.05。
图3　DCFH-DA活性氧荧光探针检测PC3细胞中ROS水平

a:细胞线粒体膜电位变化荧光图;b:绿与红荧光比值柱状图。氯喹用药组与非用药组比较,1)P<0.05。
图4　JC-1法检测PC3细胞线粒体膜电位的去极化水平
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　　高血糖是糖尿病患者的一个重要临床表现。
大多数糖尿病患者由于疾病发现不及时或降糖药

物使用不够合理规范,继而血糖未能控制理想水

平,导致机体长期处于高血糖状态。有研究表明高

血糖会促进恶性肿瘤细胞的发生发展,例如肝癌、
胰腺癌、乳腺癌、直肠癌和膀胱癌等[7]。由于癌细

胞无限的分裂增殖需要大量的能量代谢,因而机体

高血糖的能量供应正好能满足癌细胞的能量需求。
本研究也发现高糖促进前列腺癌 PC3细胞增殖。
这一发现也与前列腺癌流行病学数据相一致。后

者发现合并糖尿病的前列腺癌患者比非糖尿病的

前列腺癌患者预后更差[3]。因而探究合并糖尿病

的前列腺癌患者的治疗药物具有迫切的临床需求。
氯喹作为一种传统临床抗炎药,广泛应用于疟

疾、风湿性关节炎、病毒感染等疾病。氯喹是一种

碱性药物,具有趋细胞溶酶体效应,因而使用药物

后可在细胞的溶酶体内蓄积,继而中和溶酶体的酸

性物质,升高pH 值,抑制单酰基甘油脂肪酶等溶

解酶的活性,使得自噬体包裹的长寿蛋白质、受损

的细胞器等未能被溶酶体降解,导致自噬性囊泡在

细胞内堆积,即表现为自噬标记微管相关蛋白轻链

3(LC3)-Ⅰ向LC3-Ⅱ的转化增加,继而抑制了自噬

过程[8]。本研究结果表明,氯喹处理前列腺癌PC3
细胞后会使自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ/Ⅰ的比值升高,
印证了氯喹能够抑制前列腺癌自噬的发生。同时

我们发现氯喹对高糖环境下前列腺癌细胞增殖的

抑制作用更加明显,说明氯喹的自噬抑制作用可能

与高糖环境下的前列腺癌细胞增殖存在某种联系。
自噬通常被认为是对抗外部环境变化的重要

防御机制,具体来说细胞自噬的功能是对外源性干

扰包括营养缺乏、感染、应激刺激等的保护性反应。
自噬的作用底物是细胞内的蜕变、破损的某些细胞

器或局部细胞质的核苷酸、氨基酸、脂肪酸等。自

噬在细胞内起“清道夫”作用,可通过降解细胞内自

噬作用底物来供应细胞生存所需,从而应对外界营

养缺乏,内部毒害物质损伤,继而避免细胞凋亡[9]。
有研究表明,自噬可以清除受损的细胞线粒体,减
少细胞内氧化应激水平,避免细胞遭受 ROS的损

害[10]。ROS是氧的衍生物,是细胞代谢过程中酶

促反应的过量产物或副产物。细胞内 ROS的过量

产生具有毒副作用,可导致蛋白肽链断裂,氧化损

伤DNA碱基,进而诱导细胞凋亡[4]。越来越多的

证据表明,高糖会诱导哺乳动物细胞内线粒体中

ROS增加。葡萄糖摄入细胞内进入线粒体三羧酸

循环代谢,其产生 ATP的过程需要借助线粒体内

膜的电化学梯度推动电子传递链及质子泵的运转。
在电子传递链中的异常传导过程会发生电子的流

失导致具有毒害作用的 ROS产生过多[11]。Park
等[12]发现高糖培养的鼠脊髓细胞可诱发细胞线粒

体损伤产生大量 ROS,继而促进细胞自噬的发生。
Ma等[13]也在肾脏足细胞中发现高糖诱导细胞内

的自噬能够调节代谢紊乱的 ROS。本研究发现,
高糖组的PC3细胞的增殖能力未受到 ROS影响,
可能与高糖组PC3细胞的自噬水平较正常糖组的

升高,进而平衡ROS损伤作用有关。
线粒体的膜电位由线粒体内膜形成,通过控制

钙离子平衡及活性氧的生成,起着维持线粒体稳态

的作用。线粒体损伤早期最重要的标志是膜电位

去极化,一旦线粒体膜电位去极化可诱导细胞发生

凋亡[14]。线粒体内的氧化呼吸链产生细胞内大部

分的活性氧。在正常情况下细胞内的 ROS维持动

态平衡,一旦过量的 ROS会加重线粒体膜电位去

极化[15]。本研究发现,氯喹可诱导前列腺癌 PC3
细胞线粒体膜电位的去极化。其中氯喹诱导高糖

组PC3细胞线粒体膜电位的去极化作用更加显

著。氯喹的自噬抑制作用可能打破前列腺癌 PC3
细胞内自噬与 ROS平衡关系,导致癌细胞线粒体

的膜电位去极化,诱导癌细胞凋亡、癌细胞增殖能

力受损。
综上所述,氯喹抑制高糖环境下前列腺癌细胞

增殖的可能理论机制为氯喹抑制前列腺癌细胞自

噬,打破细胞内自噬与高糖诱导的 ROS生态平衡,
导致癌细胞内源性 ROS激增,作用于线粒体膜电

位去极化,继而抑制癌细胞的增殖。由此可见,氯
喹为合并糖尿病的前列腺癌的治疗提供新思路、新
方法,可能成为今后抗癌治疗研究的一个新突破。
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