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摘 要 目的：基于自噬和凋亡途径研究石榴皮多酚（PPP）对人前列腺癌PC3细胞增殖的抑制作用机制。方法：采用CCK-8法考

察不同质量浓度PPP（25～300 μg/mL）作用24、48、72 h对PC3细胞活性的影响，筛选给药浓度和作用时间。将PC3细胞分为对照

组（完全培养基）和PPP低、中、高质量浓度组，培养48 h后，采用流式细胞术和Annexin V-FITC/PI染色法分别检测细胞周期分布

和凋亡情况，采用 Western blotting 法检测细胞中凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2 和自噬相关蛋白 LC3、Beclin-1、p62、Atg12、Atg16

的表达水平。结果：选择48 h为培养时间，PPP的半数抑制浓度为110 μg/mL，选择50、100、200 μg/mL为低、中、高质量浓度。与对

照组比较，PPP低、中质量浓度组G0/G1期细胞百分比均显著降低而S期细胞百分比均显著升高，PPP高质量浓度组G0/G1期细胞百

分比显著升高，PPP中、高质量浓度组G2/M期细胞百分比均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；PPP各质量浓度组细胞凋亡率均显著

升高（P＜0.05或P＜0.01）。与对照组比较，PPP各质量浓度组的抗凋亡蛋白Bcl-2和自噬相关蛋白p62表达水平均有不同程度的

下降，促凋亡蛋白Bax表达水平和自噬相关蛋白LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值和Beclin-1、Atg5、Atg12和Atg16的表达水平均有不同程度的

上升，且PPP高质量浓度组上述指标以及低、中质量浓度组上述部分指标组间比较差异均有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01）。结

论：PPP能抑制人前列腺癌PC3细胞增殖，其机制可能与诱导细胞发生自噬从而促进细胞凋亡有关。
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前列腺癌是中老年男性常见的恶性肿瘤，其在我国

的发病率也逐渐上升，至今还是临床难以攻克的疑难之

症 [1-2]，因此探索更加高效便捷的治疗方法具有重要意

义。有研究表明，前列腺癌的发展与自噬有密切关

系[3]。自噬是细胞吞噬自身细胞质蛋白或细胞器进入囊

泡，与溶酶体形成自噬溶酶体并降解其包裹的内容物的

过程，以此可更新细胞器并完成细胞的自身代谢[4]。适

度自噬能让靶细胞对外界损伤作出反应，使其存活，同

时也能够将受损的细胞器清除干净，有利于维持细胞稳

态[5]。在前列腺癌的治疗过程中，化疗药物能够激活肿

瘤细胞自噬，进而诱导细胞凋亡[6]；自噬也能通过对受损

细胞器的降解和再利用来保护细胞器和细胞成分免受

损伤[7]，因此自噬作用可能具有重要的临床价值。

研究表明，石榴科石榴属植物石榴（Punica grana-

tum L.）的果汁和果皮提取物均能抑制人前列腺癌 PC3

细胞系的增殖、迁移和集落形成，且果皮提取物比果汁

的效果更优[8]。为了探讨石榴果皮有效部位的抗肿瘤活

性，本课题组开展了前期研究工作，结果发现石榴皮多

酚（Pomegranate peel polyphenols，PPP）对PC3细胞具有

一定的抑制作用，并可促进其凋亡，表现出一定的抗肿

瘤活性[9-11]。基于此，本文将基于自噬与凋亡途径研究

PPP 对人前列腺癌 PC3细胞的抑制作用机制，为阐明

PPP治疗前列腺癌的药效机制奠定理论基础。

1 材料
1.1 仪器

HERAcell 150i 型 CO2恒温培养箱、KS12型生物安

全柜、iBright FL1000型凝胶制备成像系统（美国 Ther-

mo Fisher Scientific 公司）；ME54E 型分析天平（上海升

亮电子科技有限公司）；4K1S型高速冷冻离心机（美国

Sigma公司）；SpectraMax M5型多功能酶标仪（美国Mo-

lecular Devices公司）；LSR Ⅱ型流式细胞仪（美国BD公

司）；Mini-Protean 1658001型电泳槽（美国Bio-Rad公司）。

1.2 药品与试剂

PPP[新疆医科大学药学院自制，批号：20171224，含

量：82.7％（采用高效液相色谱法测定，以安石榴苷

计）[12]]由新疆医科大学药剂教研室常占瑛实验师提供。

RPMI 1640培养基、磷酸盐缓冲液（pH 7.4）、胰蛋白

酶（美国Hyclone公司，批号：SH30809.01、SH30256.01B、

J170041）；胎牛血清（FBS）、青-链霉素双抗（美国Gibco

公司，批号：10099141、15140-122）；CCK-8细胞增殖检

测试剂盒（日本Dojindo公司，批号：KR675）；Annexin V/

PI试剂盒（上海贝博生物科技公司，批号：BB-4101）；山

羊抗兔Bax单克隆抗体、山羊抗兔Bcl-2单克隆抗体（武

汉三鹰生物技术有限公司，批号：50599-2、12789-1）；山

Study on the Inhibitory Mechanism of Pomegranate Peel Polyphenols on Human Prostate Cancer PC3

Cells Based on Apoptosis and Autophagy Pathway

FENG Tian1，LIU Meng2，CHENG Lufeng3，GAO Xiaoli3，YANG Xiaojun1（1. College of Food Science and

Pharmacy，Xinjiang Agricultural University，Urumqi 830052，China；2. Dept. of Pharmacy，the Affiliated

Cancer Hospital of Xinjiang Medical University，Urumqi 830000，China；3. College of Pharmacy，Xinjiang

Medical University，Urumqi 830011，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the inhibitory mechanism of pomegranate peel polyphenols（PPP）on the proliferation of

human prostate cancer PC3 cells based on autophagy and apoptosis pathway. METHODS：CCK-8 assay was used to investigate the

effects of PPP with different concentrations（25-300 μg/mL）on PC3 cell activity after culturing for 24，48，72 h，so as to screen the

drug concentration and treatment time. PC3 cells were divided into control group（complete culture medium），PPP low-，medium-

and high-concentration groups. After treated for 48 h，flow cytometry and Annexin V-FITC/PI staining were used to detect cell

cycle distribution and apoptosis of PC3 cells. Western blotting assay was used to detect the expression of apoptosis-related protein

as Bax，Bcl-2，as well as the expression of autophagy-related proteins as LC3，Beclin-1，p62，Atg12 and Atg16. RESULTS：The

culturing time was chosen as 48 h. IC50 of PPP was 110 μg/mL，and 50，100，200 μg/mL were chosen as low，medium，high

concentrations of PPP. Compared with control group，the percentage of PC3 cells at phase G0/G1 decreased significantly in PPP low-

and medium-concentration groups while increased significantly at phase S；that of PC3 cells at phase G0/G1 increased significantly

in PPP high-concentration group； while that of PC3 cells at phase G2/M decreased significantly in PPP medium- and

high-concentration groups（P＜0.05 or P＜0.01）. The apoptosis rate of PC3 cells was increased significantly in PPP groups（P＜

0.05 or P＜0.01）. Compared with control group，protein expression of anti-apoptosis protein Bcl-2 and autophagy-related promoting

protein p62 were decreased in PPP groups to different extents，while protein expression of promoting-apoptosis protein Bax as wells

as autophagy-related protein LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ration and protein expression of Beclin-1，Atg5，Atg12 and Atg16 were increased to

different extents；there was statistical significance in above indexes in PPP high-concentration group and some of above indexes in

PPP low- and medium-concentration groups（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：PPP can inhibit the proliferation of human

prostate cancer PC3 cells，mechanism of which may be related to inducing autophagy and promoting apoptosis.

KEYWORDS Pomegranate peel polyphenols；Prostate cancer；PC3 cell；Apoptosis；Autophagy；Mechanism

··1979



China Pharmacy 2020 Vol. 31 No. 16 中国药房 2020年第31卷第16期

羊抗兔单克隆自噬抗体检测试剂盒（包含多种自噬相关

蛋白的一抗及二抗）、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

免疫球蛋白G二抗、内参GAPDH（美国CST公司，批号：

4445T、7074P2、2118S）；十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳（SDS-PAGE）制备试剂盒（北京索莱宝科技有限

公司，批号：26616）；BCA蛋白定量试剂盒（美国Thermo

Fisher Scientific公司，批号：23227）；其余试剂均为分析

纯或实验室常用规格，水为超纯水。

1.3 细胞

人前列腺癌 PC3细胞株由上海赛百慷生物技术股

份有限公司提供（液氮中保存）。

2 方法
2.1 细胞培养和溶液配制

取 LC3细胞进行复苏，加入完全培养基（即含有

10％FBS+1％青-链霉素双抗的RPMI 1640培养基），混

匀后接种于培养瓶中，在 37 ℃、5％CO2培养箱中培养

（以下培养条件相同），6 h后观察细胞铺板状态，次日换

液。取处于对数生长期的细胞用于后续试验。

取 PPP 粉末，加水制成质量浓度为 800 μg/mL 的

PPP母液；临用时，取该母液用完全培养基稀释，制成相

应质量浓度的PPP药液（现用现配），用于后续试验。

2.2 PPP对PC3细胞增殖活性的影响考察

采用CCK-8法对细胞增殖活性进行检测。取对数

生长期的 PC3细胞，计数后，用完全培养基重悬制成

5 000个/mL的细胞悬液，按每孔 100 μL接种于 96孔板

中。将细胞分为对照组和不同质量浓度的PPP干预组，

培养至细胞贴壁后，弃去培养液，对照组加入完全培养

基，PPP干预组加入相应质量浓度的PPP药液（PPP终质

量浓度分别为 25、50、100、150、200、250、300 μg/mL[12]）。

每组设置 6个复孔进行重复试验。各组细胞分别培养

24、48、72 h后，分别加入CCK-8检测试液10 μL，继续培

养2 h后，采用酶标仪在450 nm波长处检测各孔吸光度

（OD），OD值越高，即表明细胞活性越高。计算PC3细

胞的增殖抑制率：增殖抑制率（％）＝（对照组平均 OD

值－PPP干预组平均OD值）/对照组平均OD值×100％，

并据此计算PPP对PC3细胞的半数抑制浓度（IC50）。

2.3 PPP对PC3细胞周期的影响考察

采用流式细胞术对细胞周期分布进行检测。取对

数生长期 PC3细胞，用 0.25％胰蛋白酶消化后，以完全

培养基制成 8 000个/mL的细胞悬液，按每孔 2 mL接种

于6孔板中。将细胞分为对照组和PPP低、中、高质量浓

度组，培养至细胞贴壁后，弃去培养液，对照组加入完全

培养基，药物组加入低、中、高质量浓度的PPP药液（质

量浓度参考“2.2”项下 IC50值结果的 0.5、1.0、2.0倍设

置），继续培养 48 h。培养完毕后，弃去培养液，用 PBS

洗2～3次，每次3 mL；以0.25％胰蛋白酶消化细胞后，加

入完全培养基3 mL，以1 000 r/min离心5 min；吸弃上清

液，再用PBS 1 mL重悬细胞，以1 000 r/min离心5 min；

吸弃上清，加入无水乙醇固定过夜；次日加入PI染料，在

室温下避光染色30 min，并于2 h内采用流式细胞仪测定

细胞周期并计算各时相的细胞百分比。试验重复3次。

2.4 PPP对PC3细胞凋亡的影响考察

采用流式细胞术对细胞凋亡情况进行检测。取对

数生长期PC3细胞，按“2.3”项下方法消化、接种、分组、

给药并培养48 h后再消化、离心。收集细胞，加入Bind-

ing Buffer 100 μL、Annexin V-FITC 试剂 5 μL 和 PI 试剂

10 μL，混匀，在室温下避光静置 15 min；再加入Binding

Buffer 400 μL，用 200目筛网滤过。采用流式细胞仪检

测细胞凋亡情况并计算细胞凋亡率：细胞凋亡率（％）＝

细胞凋亡数/细胞总数×100％。试验重复3次。

2.5 PPP对PC3细胞凋亡和自噬相关蛋白表达的影响

考察

采用Western blotting法对凋亡相关蛋白Bax、Bcl-2

和自噬相关蛋白 LC3、Beclin-1、p62、Atg-12、Atg-16的表

达水平进行检测。取对数生长期PC3细胞，按照“2.3”项

下方法消化、接种、分组、给药并培养 48 h后再消化、离

心。收集细胞，加入RIPA裂解液100 μL+苯甲基磺酰氟

（PMSF）1 μL的混合液进行裂解后，吹打细胞，在冰上放

置 2～3 h后，以 12 000 r/min离心 15 min。取上清液，采

用BCA法测定蛋白浓度后，煮沸蛋白使其变性。取变

性后的蛋白适量，进行SDS-PAGE，随后转膜1.5 h，再封

闭 2 h，用 TBST 缓冲液洗涤之后分别加入 Bax、Bcl-2、

LC3、Beclin-1、p62、Atg12、Atg-16和GAPDH的一抗（稀

释比例均为1 ∶ 1 000），4 ℃下孵育过夜；次日以TBST缓

冲液洗涤后，加入相应二抗（稀释比例为1 ∶1 000），37 ℃

下避光孵育 2 h，然后加入ECL超灵敏发光液曝光。采

用凝胶制备成像系统进行检测，以 Image Lab 3.0软件对

目标条带进行分析。以GAPDH为内参，按目的蛋白与

内参蛋白的灰度值之比表示目的蛋白的表达水平。试

验重复3次。

2.6 统计学方法

采用SPSS 21.0软件对数据进行统计分析。实验数

据均以 x±s表示，组间比较采用单因素方差分析。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 PPP对PC3细胞增殖活性的影响

与对照组比较，随着 PPP质量浓度的升高，细胞的

增殖抑制率也逐渐升高；当以 200 μg/mL及以上的PPP

培养48 h时，细胞增殖抑制率不再明显升高；当以150～

300 μg/mL的PPP分别培养 24 h及以 50～300 μg/mL的

PPP分别培养48、72 h时，细胞增殖抑制率均显著低于对

照组（P＜0.05或 P＜0.01），且 PPP 作用 48、72 h 时的细

胞增殖抑制率较为接近。因此，后续试验选择48 h为培

养时间。此外，根据SPSS 21.0软件计算出PPP对PC3细
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胞的 IC50值为 110 μg/mL，并据此将后续试验中PPP低、

中、高质量浓度分别设定为50、100、200 μg/mL（分别接近

于0.5、1.0、2.0倍 IC50）。PPP对PC3细胞的增殖抑制率见

图1。

3.2 PPP对PC3细胞周期分布的影响

与对照组比较，PPP低、中质量浓度组G0/G1期细胞

百分比均显著降低，S 期细胞百分比均显著升高（P＜

0.01或P＜0.05）；PPP高质量浓度组G0/G1期细胞百分比

显著升高（P＜0.05）；PPP中、高质量浓度组G2/M期细胞

百分比均显著降低（P＜0.01）。PPP作用下PC3细胞周

期的分布图见图2，不同时相细胞百分比见表1。

3.3 PPP对PC3细胞凋亡的影响

与对照组比较，PPP低、中、高质量浓度组细胞凋亡

率均显著升高（P＜0.01或P＜0.05）。PPP作用下PC3细

胞凋亡的散点图见图3，细胞凋亡率见表1。

3.4 PPP对PC3细胞凋亡及自噬相关蛋白表达的影响

3.4.1 凋亡相关蛋白 与对照组比较，PPP各质量浓度

组细胞中Bax蛋白表达水平均呈升高趋势，其中PPP高

质量浓度组Bax蛋白表达水平较对照组显著升高（P＜

0.05）；PPP各质量浓度组细胞中Bcl-2蛋白表达水平均

呈下降趋势，其中PPP中、高质量浓度组Bcl-2蛋白表达

水平均较对照组显著降低（P＜0.05）。PPP作用下 PC3

细胞中凋亡相关蛋白表达的电泳图见图 4，蛋白表达水

平检测结果见表2。

3.4.2 自噬相关蛋白 与对照组比较，PPP各质量浓度

组细胞中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值和 Beclin-1、Atg12、Atg16

蛋白表达水平总体呈升高趋势，其中PPP高质量浓度组

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值和Atg12、Atg16蛋白表达水平以及

PPP中、高质量浓度组Beclin-1蛋白表达水平均较对照

组显著升高（P＜0.05）；PPP各质量浓度组细胞中p62蛋

白表达水平均较对照组显著降低（P＜0.05）。PPP作用

下PC3细胞中自噬相关蛋白表达的电泳图见图 5，蛋白
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图1 PPP对PC3细胞的增殖抑制率（x±±s，n＝6）

Fig 1 Inhibitory rate of PPP on the proliferation of

PC3 cells（x±±s，n＝6）

图2 PPP作用下PC3细胞周期的分布图

Fig 2 Cell cycle distribution of PC3 cells after treated

with PPP
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表1 PPP作用下PC3细胞不同时相细胞百分比和凋亡

率（x±±s，n＝3）

Tab 1 Percentage of cells in different cycle phases

and apoptosis rate of PC3 cells after treated

with PPP（x±±s，n＝3）

组别

对照组
PPP低质量浓度组
PPP中质量浓度组
PPP高质量浓度组

各时相细胞百分比，％
G0/G1期

75.895±0.869

57.605±2.171＊＊

64.990±2.899＊

82.680±2.093＊

G2/M期
12.490±0.537

10.435±1.252

1.840±0.212＊＊

2.220±0.141＊＊

S期
11.620±1.400

31.960±0.933＊

33.170±2.687＊＊

15.105±1.959

细胞凋亡率，％

1.700±1.296

9.350±1.053＊

15.750±2.369＊＊

22.950±1.852＊＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

图3 PPP作用下PC3细胞凋亡的散点图

Fig 3 Scatter plots of the apoptosis of PC3 cells after

treated with PPP
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表达水平见表3。

4 讨论
研究发现，PPP具有抑制肿瘤细胞增殖及促进其凋

亡的作用[13]。细胞增殖抑制是药物抑制作用的综合性

表现之一，其机制可能与细胞凋亡、周期阻滞、坏死及衰

老等原因有关。有研究表明，干预及调节肿瘤细胞的周

期进而阻滞其生长是目前肿瘤治疗的重要方法[14]。但

目前并未见从分子机制方面报道PPP对人前列腺癌PC3

细胞的促凋亡作用。因此，本研究采用CCK-8法检测了

不同质量浓度PPP对PC3细胞增殖活性的影响，结果显

示 PPP 能抑制 PC3细胞增殖；当 PPP 质量浓度为 200～

300 μg/mL、作用时间为48～72 h时，细胞增殖抑制率基

本到达平台期，且 IC50为110 μg/mL，因此以50、100、200

μg/mL的PPP作用48 h进行后续试验。细胞凋亡和周期

阻滞试验的结果显示，PPP能有效阻滞PC3细胞由G0/G1

期向S期转化，阻止细胞生长，并诱导其凋亡。

现有研究表明，细胞凋亡与自噬活性的调控有关，

自噬水平的下调可以促进前列腺癌细胞的生长，通过药

物等干预方式上调自噬水平后，能诱导细胞凋亡 [15-17]。

在此基础上，本研究将 PPP作用于 PC3细胞，并通过检

测细胞自噬水平来探索自噬活性对 PPP诱导 PC3细胞

凋亡的影响，为阐明PPP抑制肿瘤细胞增殖的机制提供

依据。Bax和Bcl-2是细胞凋亡相关的重要标志性蛋白，

其中促凋亡蛋白 Bax 接收到诱导凋亡信号后，能激活

Caspase家族从而导致细胞凋亡；而抗凋亡蛋白Bcl-2能

影响线粒体膜的通透性，从而抑制Caspases的激活，进

而抑制细胞凋亡[16]。本研究结果显示，与对照组比较，

随着PPP质量浓度的升高，PC3细胞中Bax的表达水平

有不同程度的升高，Bcl-2的表达水平有不同程度的降

低，表明PPP可诱导前列腺癌细胞的凋亡。

自噬本身作用机制及其在肿瘤中的作用非常复

杂 [18]，作为诱导细胞发生自噬的标志性蛋白，LC3、

Beclin-1是反映细胞自噬水平的重要标志[19]。其中，LC3

分为Ⅰ型和Ⅱ型，LC3-Ⅰ在磷脂酰乙醇胺的酯化作用下

转化为LC3-Ⅱ，而LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比例的升高是自噬水

平上升的标志[20]。另一自噬标志蛋白p62是细胞自噬的

降解底物，当自噬作用增强时，p62的降解增加，细胞中

的 p62蛋白表达水平随之下降[21]。在本研究中发现，与

对照组相比，自噬主要标志蛋白LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值和

Beclin-1表达水平在PPP各质量浓度组细胞中均有不同

程度的升高，表明细胞自噬水平升高；p62表达水平则显

图 4 PPP作用下 PC3细胞中凋亡相关蛋白表达的电

泳图

Fig 4 Electrophoretic diagrams of apoptosis-related

protein expression in PC3 cells after treated

with PPP
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Bcl-2
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对照组 低质量
浓度组

中质量
浓度组

高质量
浓度组

PPP

21 kDa

26 kDa

36 kDa

表 2 PPP作用下 PC3细胞凋亡相关蛋白的表达水平

（x±±s，n＝3）

Tab 2 Expression of apoptosis-related protein in PC3

cells after treated with PPP（x±±s，n＝3）

组别
对照组
PPP低质量浓度组
PPP中质量浓度组
PPP高质量浓度组

Bax

0.749±0.394

0.793±0.259

0.825±0.386

1.224±0.429＊

Bcl-2

1.948±0.661

1.598±0.570

1.217±0.020＊

1.136±0.132＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

图 5 PPP作用下 PC3细胞中自噬相关蛋白表达的电

泳图

Fig 5 Electrophoretic diagrams of autophagy-related

protein expression in PC3 cells after treated

with PPP
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表 3 PPP作用下 PC3细胞自噬相关蛋白的表达水平

（x±±s，n＝3）

Tab 3 Expression of autophagy-related protein in

PC3 cells after treated with PPP（x±±s，n＝3）

组别
对照组
PPP低质量浓度组
PPP中质量浓度组
PPP高质量浓度组

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
0.349±0.045

0.419±0.023

0.565±0.106

0.825±0.130＊

Beclin-1

0.523±0.204

0.685±0.264

0.955±0.305＊

1.181±0.350＊

p62

1.252±0.546

0.659±0.511＊

0.656±0.378＊

0.591±0.463＊

Atg12

0.520±0.160

0.500±0.167

0.725±0.215

0.963±0.086＊

Atg16

0.433±0.081

0.501±0.042

0.515±0.133

0.875±0.120＊

注：与对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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著降低，说明p62被降解，从而诱导细胞发生凋亡。这一

结果与宋峰等[19]的研究一致。除此之外，自噬体的形成

还有赖于自噬相关基因（ATG）相关蛋白的共价结合[21]。

本研究结果显示，与对照组比较，自噬相关蛋白Atg12和

Atg16表达水平明显提高，说明在药物干预过程中PC3

细胞形成了自噬体[21]。这进一步表明了PPP可能是通过

诱导自噬进而促进凋亡这一机制而对PC3细胞增殖产

生了抑制作用。

综上所述，PPP能抑制人前列腺癌PC3细胞增殖，其

机制可能与诱导细胞发生自噬从而促进细胞凋亡有

关。然而，PPP诱导自噬从而抑制肿瘤发展的相关机制

尚不完全清楚，还需进一步深入研究。
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