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姜黄素联合雷帕霉素诱导去势难治性前列腺癌 Pten-CaP8 细胞自噬及 
凋亡研究 

孙炤瑛，牛建昭 
北京中医药大学基础医学院 细胞生物化学实验室，北京  100029 

摘  要：目的  探讨姜黄素联合雷帕霉素对去势难治性前列腺癌（CRPC）Pten-CaP8 细胞增殖、自噬及凋亡的影响。方法  将
不同浓度的姜黄素单独或与雷帕霉素共同处理 Pten-CaP8 细胞 24 h 后，MTT 法检测细胞增殖，光镜下观察细胞形态，Western 
blotting 法检测相关蛋白表达。结果  姜黄素联合雷帕霉素可显著抑制 Pten-CaP8 细胞增殖（P＜0.05），上调 LC3-II/LC3-I
表达，诱导 PARP 裂解，还可下调 p-AKT（S473）、p-S6（S240/244）、AR（N-20）和 Cyclin D1 蛋白表达水平，使 Pten-CaP8
细胞形态变短且胞浆内出现空泡改变。结论  姜黄素联合雷帕霉素可共同诱导 Pten-CaP8 细胞自噬及凋亡且效果显著，两者

协同抗癌机制与其拮抗 PI3K/Akt/mTOR 信号通路相关。 
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Autophagy and apoptosis of Pten-CaP8 cells in castration refractory prostate 
cancer induced by curcumin combined with Rapamycin 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of curcumin combined with Rapamycin on cell proliferation, autophagy, and apoptosis 
in Pten-CaP8 cells of castration refractory prostate cancer (CRPC). Methods  Cells were treated by different concentrations of 
curcumin with or without Rapamycin for 24 h. Cell proliferation was analyzed by MTT. Cell morphology was detected by light 
microscopy. Expression of cell protein was evaluated by Western blotting. Results  Curcumin combined with Rapamycin could 
significantly inhibit the Pten-CaP8 cell proliferation (P < 0.05), up-regulate LC3-II/LC3-I, induce PARP cleavage, and down-regulate 
the protein expression levels of p-AKT (S473), p-S6 (S240/244), AR (N-20), and Cyclin D1. Treated cells became short and changed to 
cytoplasmic vacuoles. Conclusion  Through the induction of autophagy and apoptosis simultaneously, curcumin combined with 
Rapamycin exerts synergistic antitumor activities correlated to the inhibition of PI3K/Akt/mTOR signaling pathways. 
Key words: curcumin; Rapamycin; castration refractory prostate cancer (CRPC); Pten-CaP8 cell; autophagy; apoptosis 
 

去势难治性前列腺癌（ castration refractory 
prostate cancer，CRPC）是当前国际医学界面临的

难题，其原因不仅是对其缺乏有效的治疗手段，更

重要的是缺乏可供研究的全面代表疾病特点及进程

的组织和细胞样品[1]。细胞自噬是当前国际学术界

的研究热点[2]，细胞自噬通路有可能成为有效治疗

CRPC 的突破手段。雷帕霉素及其类似物是目前极

具潜力的抗癌制剂，然而在临床试验中频繁出现的

耐药及复发严重限制了其临床应用[3]，因此雷帕霉

素的临床疗效不佳是亟待解决的问题。姜黄素是一

种天然酚类色素，广泛存在于姜科植物姜黄、莪术、

郁金等的根茎中[4-5]，具有抗炎、抗肿瘤、抗病毒等

多种药理活性[6-7]。临床研究已证实姜黄素对多种癌

症如结肠癌、胰腺癌等具显著疗效[8]，但目前缺乏

其对 CRPC 影响的报道。本实验探讨姜黄素联合

雷帕霉素对 CRPC Pten-CaP8 细胞增殖、自噬及凋

亡的影响。Pten 基因敲除技术在国内还缺乏研究

和应用，本实验采用的 Pten-CaP8 细胞是从条件性 
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Pten 基因敲除小鼠模型分离的[9]，具有近似人前列

腺癌和 CRPC 病理及病程的特点等多种优势。 
1  材料和方法 
1.1  仪器 

尼康荧光显微摄影系统，日本尼康公司；凝胶

成像系统、垂直电泳仪和半干法转膜仪，美国

Bio-Rad 公司。 
1.2  药品与试剂 

姜黄素，LKT 公司，批号 C8069，质量分数≥

98%；雷帕霉素，Selleck 公司，批号 S1039。两药

均用二甲基亚砜（DMSO）溶解并于−20 ℃储存备

用。DMEM 培养基，Gibco 公司；活性炭处理牛血

清，HyClone 公司；牛脑垂体蛋白质粗提液，

Invitrogen 公司；牛胰岛素、重组人上皮生长因子，

Sigma 公司。抗体：LC3、Cleaved-PARP、Cyclin D1、
p-AKT（S473）、AKT、p-S6（S240/244）、S6，均

购自 Cell Signaling 公司；AR（N-20），Santa Cluz
公司；β-actin（A5441），Sigma 公司；辣根过氧化

物酶标二抗 NA931、NA934，增强化学发光（ECL）
显色液（RPN2232），均购自 GE Healthcare 公司。 
1.3  细胞培养 

Pten-CaP8 细胞株由美国加州大学洛杉矶分校

WU Hong 教授惠赠。细胞置于含 10%活性炭处理牛

血清的 DMEM 培养基，在 37 ℃、5% CO2 条件下

培养，并加入牛脑垂体蛋白质粗提液 25 μg/mL、牛

胰岛素 5 μg/mL 和重组人上皮生长因子 6 ng/mL。 
1.4  MTT 法检测细胞增殖 

取对数生长期细胞，以 1×104/mL 密度接种于

96 孔板（100 μL/孔），分别加入不同浓度（10、30 
μmol/L）的姜黄素或雷帕霉素（0.1、1.0 nmol/L）
或两药同时加入，每种给药方式设 5 个复孔，孵育

24 h，PBS 漂洗 3 次后加入 MTT 继续孵育 4 h，酶

标仪检测 570 nm 波长下的吸光度（A）值，并计算

细胞存活率。 
1.5  光镜检测细胞形态 

按照“1.4”项下方法用不同浓度的姜黄素或雷

帕霉素或两药共同处理并培养细胞 24 h 后，光镜下

观察细胞形态的变化。 
1.6  Western blotting 法检测相关蛋白表达 

按照“1.4”项下方法用不同浓度的姜黄素或雷

帕霉素或两药共同处理并培养细胞 24 h 后，加入蛋

白裂解液冰浴裂解 30 min 并离心，取 50 μg 蛋白进

行 SDS-PAGE 电泳，半干法转至 PVDF 膜上，5%

蛋白封闭液在室温下封闭 1 h，洗膜后加入一抗（1∶
1 000）4 ℃孵育过夜，再洗膜后加入二抗（1∶5 000）
室温下孵育 1 h，ECL 显色。利用 Image J 图像分析

软件对蛋白表达结果进行图像分析。 
1.7  统计学方法 

数据以 ±x s 表示，采用 SPSS 17.0 统计软件进

行方差分析。 
2  结果 
2.1  对细胞增殖的影响 

姜黄素与雷帕霉素联合给药组 Pten-CaP8 细

胞存活率均降低，尤其是姜黄素 30 μmol/L 与雷帕

霉素 1.0 nmol/L 联合给药组与两药单用组及对照

组的效果比较，具有显著差异（P＜0.05）。结果见

图 1。 

 
与对照组、姜黄素组或雷帕霉素组比较：*P＜0.05 
*P<0.05 vs control, curcumin, or Rapamycin group 

图 1  姜黄素与雷帕霉素联合给药对 Pten-CaP8细胞增殖的 
影响 (n＝5) 

Fig. 1  Effects of curcumin combined with Rapamycin 
on Pten-CaP8 cell proliferation (n＝5) 

2.2  对细胞形态的影响 
对照组 Pten-CaP8 细胞呈长梭形；雷帕霉素单

独给药组 Pten-CaP8 细胞无明显改变；姜黄素与雷

帕霉素联合给药组均可诱导细胞变短，甚至呈圆形，

尤其是姜黄素 30 μmol/L 与雷帕霉素 1.0 nmol/L 联

合给药组大量细胞质内出现空泡改变。结果见图 2。 
2.3  对细胞相关蛋白表达的影响 

姜黄素与雷帕霉素联合给药组均可诱导 LC3-
Ⅱ与 LC3-I 的比值增加和 PARP 的裂解，还可下调

p-AKT（S473）、p-S6（S240/244）、AR（N-20）和

Cyclin D1 蛋白的表达，尤其是姜黄素 30 μmol/L 与

雷帕霉素 1.0 nmol/L 联合给药组的效果与两药单用

及对照组比较，具有显著差异（P＜0.05）。结果见

图 3。 
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图 2  姜黄素与雷帕霉素联合给药对 Pten-CaP8 细胞形态的影响 (n＝5) 

Fig. 2  Effects of curcumin combined with Rapamycin on Pten-CaP8 cell morphology (n＝5) 

 
图 3  姜黄素与雷帕霉素联合给药对 Pten-CaP8 细胞 

相关蛋白表达的影响 (n＝5) 
Fig. 3  Effects of curcumin combined with Rapamycin on 

Pten-CaP8 cells related protein expression (n＝5) 

3  讨论 
前列腺癌是男性最常见的恶性肿瘤之一，而且

是导致西方国家癌症男性患者死亡的第 2 位原因[10]。

CRPC是在实施消融术后12～18个月内演变而成的

雄激素非依赖性前列腺癌，两年的致死率极高，已

成为提高患者生存率、改善生活质量的主要障碍[11]。 
本实验采用 Pten-CaP8 细胞探讨 CRPC 形成机

制和进行药效评价的主要原因有：一是目前常用的

细胞株如 LNCaP 和 PC3 带有对激素阻断治疗产生

的适应性，不能作为原发性前列腺癌的代表；二是

从未经消融治疗的前列腺癌患者中分离细胞株是相

当困难的；三是从未经消融治疗的 Pten 基因敲除小

鼠模型中分离的 Pten-CaP8 细胞是研究 CRPC 的理

想工具，细胞的锚定非依赖性生长能力增强，在重

症联合免疫缺陷小鼠内具有明显的致瘤性，且染色

体无明显的结构或数目性变化[12]。细胞自噬是一种

经严格调控的高度进化保守过程，可通过自噬体与

溶酶体的融合介导胞浆内成分降解[13]。目前已发现

多种疾病与细胞自噬功能失调密切相关，尤其是肿

瘤。虽然自噬具有一定的保护作用，但持续且过度

的自噬通路活化可导致“自噬性细胞死亡”[14]，尤

其是当 CRPC 等肿瘤具有凋亡缺陷或凋亡抵抗时，

通过自噬途径诱导细胞死亡是一种极具价值的“备

用死亡”机制[15]。 
本研究结果表明，单独使用雷帕霉素不能有效

地抑制 Pten-CaP8 细胞中 p-Akt 的表达，可能与胰

岛素受体底物 1 介导的负性反馈环路相关[16]。姜黄

素与雷帕霉素的联合给药可有效抑制 p-Akt、AR 和

Cyclin D1 等一系列蛋白的表达，以最大限度地发挥

PI3K/Akt 通路抑制剂的抗癌疗效，提示靶向自噬通

路极有可能成为治疗 CRPC 有效途径的突破点。 
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