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[摘要] 目的　探讨β2肾上腺素受体(ADRB2)在铁死亡激活剂 erastin(Era)诱导的前列腺癌细胞铁死亡、自噬中的作用

及可能的分子机制。方法　取慢病毒或对照感染的PC-3细胞，设置 sh-NC组(正常培养)、sh-NC+Era组(10 μmol/L Era处

理24 h)、sh-ADRB2组(正常培养)与 sh-ADRB2+Era组(10 μmol/L Era处理24 h)。采用CCK-8法检测铁死亡激活剂Era和铁死

亡抑制剂 ferrostatin-1(Fer-1)处理后的细胞存活率，透射电镜观察细胞形态变化，丙二醛(MDA)检测试剂盒检测MDA含量，

铁离子比色法检测铁离子含量。Western blotting检测胱氨酸谷氨酸转运体(XCT)、铁蛋白重链1(FTH1)、谷胱甘肽过氧化

物酶(GPX4)、p62、LC3、c-Jun N-末端激酶(JNK)、c-Jun、p-c-Jun蛋白表达水平。注射ADRB2敲低的PC-3稳转株，构建裸

鼠成瘤模型并用Era处理，分为 sh-NC组、sh-NC+Era组、sh-ADRB2组与 sh-ADRB2+Era组，每组4只。隔天记录瘤体体积

及最终瘤体重量，并采用免疫组化检测ADRB2、JNK、c-Jun、p-c-Jun的表达情况。结果　Era处理后PC-3细胞存活率下降

(P<0.01)，加用Fer-1处理后PC-3细胞存活率恢复(P<0.01)。透射电镜下可见，Era处理后PC-3细胞发生铁死亡和自噬形态

学改变，MDA 和铁离子含量增高(P<0.05 或 P<0.01)；敲低 ADRB2 并用 Era 处理后 PC-3 细胞存活率进一步下降(P<0.05)，

MDA和铁离子含量进一步升高(P<0.01)，FTH1、XCT、GPX4和LC3蛋白表达水平降低(P<0.05或P<0.01)，p62蛋白和 JNK

通路相关基因 JNK、c-Jun、p-c-Jun 蛋白表达水平升高(P<0.01)；JNK 抑制剂处理后，FTH1、XCT 和 LC3 表达水平升高，

p62 表达水平降低(P<0.01)。PC-3 裸鼠模型中，sh-ADRB2+Era 组瘤体体积明显小于 sh-NC+Era 组和 sh-ADRB2 组(P<0.05 或

P<0.01)；免疫组化检测结果显示，与 sh-NC组比较，sh-ADRB2组ADRB2蛋白表达水平降低(P<0.05)，JNK、c-Jun和p-c-Jun

蛋白表达水平升高(P<0.01)；与 sh-NC+Era组比较，sh-ADRB2+Era组ADRB2蛋白表达水平降低，JNK、c-Jun和p-c-Jun蛋白

表达水平升高(P<0.05)。结论　ADRB2可能通过 JNK/c-Jun通路调控前列腺癌细胞中Era诱导的铁死亡和自噬。
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[Abstract] Objective　 To investigate the effects and mechanism of β2 adrenergic receptors (ADRB2) in ferroptosis and 

autophagy induced by erastin (Era) in prostate cancer. Methods　PC-3 cells were infected with lentivirus or control and set to sh-NC 

group (normal culture), sh-NC+Era group (10 μmol/L Era treatment for 24 h), sh-ADRB2 group (normal culture), and sh-ADRB2+

Era group (10 μmol/L Era treatment for 24 h). The viability of the cells treated with Era and ferrostatin-1 (Fer-1) was measured by 

CCK-8 assay. The cell morphology was analyzed by transmission electron microscopy. The malondialdehyde (MDA) content was 

measured by the Lipid Oxidation Detection Kit and the iron level by Iron Colorimetric Assay. Western blotting was used to detect the 
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expressions of cystine-glutamate exchanger (XCT), ferritin heavy chain 1 (FTH1), glutathione peroxidase 4 (GPX4), p62, LC3, JNK, 

c-Jun, and p-c-Jun. PC-3 cells with ADRB2 knockdown were injected into nude mice to construct a xenograft model and then treated 

with Era. The animals were divided into sh-NC group, sh-NC+Era group, sh-ADRB2 group, and sh-ADRB2+Era group, with 4 mice in 

each group. The tumor volumes were recorded every other day and the final tumor weight was measured at study termination. The 

expressions of ADRB2, JNK, c-Jun, and p-c-Jun were detected by immunohistochemistry (IHC). Results　The viability of PC-3 cells 

decreased after Era treatment (P<0.01) and recovered after Fer-1 treatment (P<0.01). Morphological changes of ferroptosis and 

autophagy were observed in Era-treated cells, and MDA and iron ion contents up-regulated (P<0.05 or P<0.01). Knockdown of 

ADRB2 and Era treatment further inhibited PC-3 cell viability (P<0.05), and MDA and iron ion contents up-regulated (P<0.01). The 

expressions of ferroptosis-related proteins FTH1, XCT, GPX4, and LC3 down-regulated (P<0.05 or P<0.05), p62 and JNK pathway-

related proteins JNK, c-Jun, and p-c-Jun were up-regulated (P<0.01). After JNK inhibitor treatment, the expressions of FTH1, XCT, 

and LC3 increased, and p62 decreased (P<0.01). In the PC-3 xenograft model, tumor volume in sh-ADRB2+Era group was 

significantly smaller than those in sh-NC+Era group and sh-ADBR2 group (P<0.05 or P<0.01). IHC showed that compared with sh-

NC group, ADRB2 protein expression level was down-regulated in sh-ADRB2 group (P<0.05), while JNK, c-Jun, and p-c-Jun protein 

expression levels were elevated (P<0.01). Compared with sh-NC+Era group, the ADRB2 protein expression level in sh-ADRB2+Era 

group was down-regulated, while JNK, c-Jun, and p-c-Jun protein expression levels were up-regulated (P<0.05). Conclusion　
ADRB2 regulated ferroptosis and autophagy induced by Era via JNK/c-Jun pathway in prostate cancer.

[Key words] prostate cancer; β2 adrenergic receptors; ferroptosis; autophagy

前列腺癌是发生于前列腺上皮细胞的恶性肿瘤，

也是男性常见的肿瘤之一[1]。目前临床上多采用雄

激素剥夺疗法治疗晚期前列腺癌，但大部分患者在

治疗后期不可避免地发展为去势抵抗性前列腺癌

(castration-resistant prostate cancer，CRPC)[2]，治疗效

果欠佳，因此寻找新的有效治疗方式具有重要临床

意义。前列腺具有神经高度支配性的特点，神经周

围侵袭是局限性晚期前列腺癌的病理标志之一，因

此神经与癌细胞的相互作用是前列腺癌研究的新兴

领域[3]。 β2 肾上腺素受体 (β2-adrenergic receptors，
ADRB2)是由肾上腺素或去甲肾上腺素激活的 7次跨

膜G蛋白偶联受体，研究发现，其是前列腺管腔细

胞 中 最 丰 富 的 交 感 神 经 信 号 受 体[4]。 铁 死 亡

(ferroptosis)是一种铁依赖的、过量活性氧聚集的并

有别于细胞凋亡、坏死、自噬的细胞程序性死亡

(programmed cell death，PCD)方式。据报道，调控铁

死亡可能克服对传统化疗、靶向治疗和免疫疗法的

耐药性，这为探索通过诱导铁死亡克服癌症耐药性

的新疗法提供了希望[5]。有研究认为，铁死亡是自

噬的一个过程[6]。最近研究发现，ADRB2与 c-Jun N-
末端激酶(JNK)之间存在相互联系，激活 ADRB2 可

抑制 JNK介导的 c-Jun磷酸化[7]，而抑制ADRB2也可

抑制 ERK1/2-JNK-MAPK 信号通路[8]。铁死亡激活剂

erastin(Era)诱导的铁死亡与 JNK 通路的激活有关[9]，

由此推测，ADRB2可能通过 JNK 通路影响前列腺癌

细胞铁死亡和自噬，但目前相关研究报道较少。本

研究采用慢病毒感染前列腺癌细胞构建ADRB2稳定

敲除的细胞株，并构建裸鼠移植瘤模型，观察敲低

ADRB2对Era诱导的前列腺癌细胞铁死亡及自噬的影

响，以及 JNK/c-Jun通路在此过程中的作用，以期为

前列腺癌的治疗提供新思路。

1　材料与方法

1.1　主要试剂　胎牛血清购自以色列 BI 公司；

DMEM/F12 购自美国 Gibco 公司；青霉素/链霉素、

0.25% 胰酶、嘌呤霉素、 RIPA 裂解液、丙二醛

(malondialdehyde，MDA)检测试剂盒、BCA蛋白浓度

测定试剂盒、一抗稀释液购自北京碧云天科技有限

公司；铁离子比色法检测试剂盒购自北京普利莱基

因技术有限公司；实时荧光定量 PCR 试剂盒、

SP6000125购自美国MCE公司；DEPC水、牛血清蛋

白、DMSO 购自北京索莱宝科技有限公司；免疫组

化试剂盒、PBS 粉末购自北京中杉金桥生物技术有

限公司；PVDF 膜(0.22 μm)购自美国 Millipore 公司；

CCK-8、Era、铁死亡抑制剂 ferrostatin-1(Fer-1)，以

及铁蛋白重链 1(ferritin heavy chain 1，FTH1)、谷胱

甘肽过氧化物酶 4(glutathione peroxidase 4，GPX4)、
胱氨酸谷氨酸转运体 (cystine-glutamate exchanger，
XCT)、 ADRB2、 JNK、 c-Jun、 p62 抗体购自美国

Bimake生物科技有限公司；甘氨酸粉末、Tris-base粉
末购自美国Amresco公司；二甲苯、甲醇、乙醇、乙

醚购自重庆川东化工集团有限公司；ADRB2敲低病

毒液及其对照购自上海吉凯基因化学技术有限公司；

磷酸化 c-Jun(phospho-c-Jun，p-c-Jun)、LC3 抗体购自

美国CST公司；GAPDH抗体购自北京博奥森生物技

术有限公司。

1.2　细胞培养和ADRB2稳定敲除的细胞株构建　前

列腺癌细胞株PC-3由中国科学院细胞库提供，用含

10%胎牛血清、1%青霉素/链霉素双抗的DMEM/F12
培养基于37 ℃、5% CO2、100%湿度孵箱中培养。
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取生长状态良好的PC-3细胞，接种于6孔板中，

待细胞密度为 50% 时弃掉无双抗培养基，按照吉凯

基因慢病毒包装系统说明书步骤加入由 DMEM/F12
按一定比例稀释的病毒液，并加入细胞感染增强液

混匀，12 h 后更换为新的完全培养基，继续培养

72 h，用嘌呤霉素筛选。

1.3　CCK-8 法检测细胞活力　(1)将 PC-3 细胞接种

于 96 孔板中 (8000 个/孔)，待细胞贴壁后加入 0、
2.5、5、10、20 μmol/L Era 处理 24 h；(2)将 PC-3 细

胞接种于 96 孔板中(8000 个/孔)，设置对照组(正常

培养)、Era组(10 μmol/L Era处理24 h)与Era+Fer-1组

(10 μmol/L Era+1 μmol/L Fer-1处理 24 h)；(3)将慢病

毒或对照感染的PC-3细胞接种于96孔板中(8000个/
孔)，设置 sh-NC 组、sh-ADRB2 组、sh-NC+Era 组与

sh-ADRB2+Era组，sh-NC组与 sh-ADRB2组正常培养，

sh-NC+Era 组与 sh-ADRB2+Era 组用 10 μmol/L Era 处

理 24 h。检测前将上述各组每孔培养基换成 90 μl无
血清 DMEM/F12 培养液及 10 μl CCK-8 试剂吹打混

匀，于 37 ℃，5% CO2孵箱中避光孵育 2 h，采用酶

标仪测定450 nm处的吸光度值(OD450)。
1.4　透射电子显微镜观察细胞形态学变化　取PC-3
细胞接种于 10 cm培养皿，设置对照组与Era组。用

胰酶消化并移至 2 ml EP 管中， 1200 r/min 离心

10 min，弃掉上清液，沿 EP 管壁缓慢加入适量固定

液，常温化学固定、脱水包埋、常规超薄切片，于

透射电子显微镜下观察。

1.5　MDA 含量检测　(1)取 PC-3 细胞，设置对照组

与Era组；(2)取慢病毒或对照感染的PC-3细胞，设

置 sh-NC 组 、 sh-ADRB2 组 、 sh-NC+Era 组 与 sh-
ADRB2+Era 组。根据 MDA 检测试剂盒说明书步骤，

用 BCA 法测定样品蛋白浓度，将 100 μl 待测样品与

200 μl 检测工作液混匀，100 ℃加热 15 min。将样品

水浴冷却至室温，1000 r/min 离心 10 min。取上清

200 μl 于 96 孔板中，采用酶标仪测定 532 nm 处吸光

度值(OD532)。
1.6　比色法检测铁离子含量　(1)取 PC-3 细胞，设

置对照组与 Era 组；(2)取慢病毒或对照感染的 PC-3
细胞，设置 sh-NC组、sh-ADRB2组、sh-NC+Era组与

sh-ADRB2+Era 组。根据铁离子检测试剂盒说明书步

骤，将 100 μl 待测样品与 100 μl 检测工作液混匀，

60 ℃孵育 1 h，冷却至室温后离心。加入 30 μl 铁离

子检测剂吹打混匀后于室温孵育30 min。12 000 r/min
离心 5 min，取 200 μl上清液于 96孔板中，采用酶标

仪测定 550 nm处的吸光度值(OD550)，绘制标准曲线

并计算铁离子含量。

1.7　qPCR 检测 ADRB2 mRNA 表达水平　取慢病毒

或对照感染的PC-3细胞，设置 sh-NC组与 sh-ADRB2

组，收集细胞于EP管中，用RNA提取试剂盒提取总

RNA，并反转录为 cDNA，采用 qPCR 仪检测 ADRB2 
mRNA 表达水平。PCR 反应体系(10 μl)：SYBR 5 μl，
上下游引物各 0.2 μl，ddH2O 3.6 μl，cDNA 1 μl。反

应条件：95 ℃预变性5 min；95 ℃变性10 s，58 ℃退

火 30 s，72 ℃延伸 20 s，共 39 个循环。引物序列：

ADRB2 上游： 5'-GTCTTGAGGGCTTTGTGCTC-3'，
下游：5'-GGCAGCTCCAGAAGATTGAC-3'；GAPDH
上 游 ： 5'-ACGGATTTGGTCGTATTGGG-3'， 下 游

5'-CGCTCCTGGAAGATGGTGAT-3'。 采 用 Bio-Rad 
CFX Manager软件进行数据分析。

1.8　Western blotting 检测蛋白表达水平　(1)取慢病

毒或对照感染的PC-3细胞，设置 sh-NC组、sh-ADRB2
组、sh-NC+Era 组与 sh-ADRB2+Era 组；(2)取 PC-3 细

胞，设置对照组、Era组、SP组(SP6000125 20 μmol/L
处 理 24 h) 与 Era+SP 组 (Era 10 μmol/L+SP6000125 
20 μmol/L处理24 h)。

收集各组细胞，采用RIPA裂解法提取细胞总蛋

白。上样行 SDS-PAGE 凝胶电泳并转膜。加入

ADRB2、 XCT、 FTH1、 GPX4、 p62、 LC3、 JNK、

c-Jun、p-c-Jun、GAPDH 一抗(1∶1000) 4 ℃摇床孵育

过夜。次日于1× TBST中洗膜，加入山羊抗兔二抗

(1∶5000)室温摇床孵育 1.5 h。洗膜后滴加 ECL 发光

液，在化学发光凝胶成像系统中显影。利用 Image 
lab 软件进行灰度值分析，以 GAPDH 为内参，以目

的条带灰度值/内参灰度值为目的蛋白相对表达量。

1.9　裸鼠皮下成瘤模型构建　16 只 4~6 周龄 SPF 级

雄性裸鼠(品系：BALB/c-nu小鼠)购自北京华阜康生

物科技股份有限公司 [实验动物生产许可证号：

SCXK(京)2019-0008]。随机分为 sh-NC 组、 sh-NC+
Era 组、sh-ADRB2 组与 sh-ADRB2+Era 组，每组 4 只。

取 100 μl 慢病毒或对照感染的 PC-3 细胞悬液(1×107

个/只)皮下注射于裸鼠腋下。成瘤后每隔 1 d 注射

Era(15 mg/kg)或对照剂(未加 Era 的溶剂)处理 8 次，

并用游标卡尺测量瘤体直径。加药处理第 14天，用

乙醚麻醉小鼠并颈椎脱臼处死，于无菌条件下剥离

瘤体组织，测量瘤体直径并称重后，置于 10% 多聚

甲醛溶液中固定 24 h，石蜡包埋行免疫组化染色。

本研究获得重庆医科大学医学伦理委员会批准

(2022047)。
1.10　免疫组化染色检测组织蛋白表达水平　石蜡

包埋组织切片后，脱蜡水化、抗原修复，3%过氧化

氢室温孵育，滴加ADRB2(1∶50)、JNK(1∶50)、c-Jun
(1∶50)、p-c-Jun(1∶200)抗体4 ℃湿盒孵育过夜。次日

滴加山羊抗兔 IgG聚合物，PBS洗涤后滴加辣根过氧

化物酶标记的工作液。DAB显色，苏木精(蓝)复染、

酚化、脱水、透明、封片。于光学显微镜下观察
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拍照。

1.11　统计学处理　采用 GraphPad Prism 9.0 软件进

行统计分析。实验数据以 x̄±s表示，两组间比较采用

非配对 t检验，多组间比较采用方差分析，进一步两

两比较采用 LSD-t 检验。P<0.05 为差异有统计学

意义。

2　结　　果

2.1　Era对前列腺癌细胞铁死亡的影响　CCK-8法检

测结果显示，与 0 μmol/L Era(对照组)比较，10、20 
μmol/L Era 处理后 PC-3 细胞存活率明显降低(P<0.05

或P<0.01，图1A)。据此选择10 μmol/L Era进行后续

实验。

与对照组比较，Era 组 PC-3 细胞存活率明显降

低(P<0.01)；与Era组比较，Era+Fer-1组PC-3细胞存

活率明显升高(P<0.01，图1B)。
与对照组比较，Era 组 PC-3 细胞中 MDA、铁离

子含量明显升高(P<0.05或P<0.01，图1C)。
透射电镜观察可见，对照组PC-3细胞线粒体双

层膜正常，嵴完整；与对照组比较，Era 组 PC-3 细

胞线粒体变小，膜密度增高，嵴断裂呈现铁死亡的

形态学改变(图2)。

2.2　ADRB2 对 Era 诱导的前列腺癌细胞铁死亡的影

响　qPCR 和 Western blotting 检测结果显示，与 sh-

NC 组比较，sh-ADRB2 组 PC-3 细胞中 ADRB2 mRNA

和蛋白相对表达量明显降低(P<0.01，图 3)，表明

ADRB2敲低实验成功。

CCK-8 法检测结果显示，与 sh-NC 组比较，sh-

NC+Era 组 PC-3 细胞存活率降低 (P<0.01)；与 sh-

ADRB2组比较，sh-ADRB2+Era组PC-3细胞存活率降

低(P<0.01)；与 sh-NC+Era 组比较，sh-ADRB2+Era 组

PC-3细胞存活率降低(P<0.05，图4A)。

与 sh-NC 组比较，sh-NC+Era 组 MDA 和铁离子

含量增高(P<0.01)；与 sh-ADRB2组比较，sh-ADRB2+

Era 组 MDA 和铁离子含量增高(P<0.01)；与 sh-NC+

Era 组比较，sh-ADRB2+Era 组 MDA 和铁离子含量增

高(P<0.01，图4B)。
Western blotting 检测结果显示，与 sh-NC 组比

较，sh-NC+Era组FTH1、XCT、GPX4表达水平降低

(P<0.01)；与 sh-ADRB2 组比较， sh-ADRB2+Era 组

FTH1、XCT、GPX4蛋白表达水平降低(P<0.01)；与

sh-NC+Era 组比较， sh-ADRB2+Era 组 FTH1、XCT、

A、B. CCK-8法检测PC-3细胞活力；C. Era处理后PC-3细胞中MDA和铁离子含量；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与Era组

比较，(3)P<0.01

图1　Era对PC-3细胞铁死亡的影响

Fig.1　Effects of Era on ferroptosis in PC-3 cells

红色箭头示线粒体萎缩、脊断裂，双层膜密度增高

图2　透射电镜观察Era处理后PC-3细胞铁死亡现象

Fig. 2　 Ferroptosis in prostate cancer cells treated with Era 
observed by transmission electron microscopy

A. qPCR 检测 ADRB2 mRNA 的表达；B. Western blotting 检测

ADRB2蛋白的表达；与 sh-NC组比较，(1)P<0.01

图3　sh-NC组与 sh-ADRB2组PC-3细胞中ADRB2 mRNA和

蛋白表达变化比较

Fig.3　Comparison of changes of mRNA and protein expression 
of ADRB2 between sh-NC group and sh-ADRB2 group
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GPX4 蛋白表达水平降低(P<0.01，图 4C)，与 CCK-8
法检测结果一致。

2.3　ADRB2对Era诱导的前列腺癌细胞自噬的影响　

透射电镜观察显示，对照组细胞膜完整，细胞核大，

核仁明显，Era 处理后 PC-3 细胞中可见双层或多层

膜液泡状结构、内含胞质成分的自噬小体存在

(图5A)。

Western blotting 检测结果显示，与 sh-NC 组比

较，sh-NC+Era 组 LC3 蛋白表达水平升高，p62 蛋白

表达水平降低 (P<0.01)；与 sh-ADRB2 组比较， sh-
ADRB2+Era组LC3蛋白表达水平升高，p62蛋白表达

水 平 降 低 (P<0.01)； 与 sh-NC+Era 组 相 比 ， sh-
ADRB2+Era 组 LC3 蛋白表达水平降低(P<0.05)，p62
蛋白表达水平升高(P<0.01) (图5B)。

A. CCK-8法检测各组细胞活力；B. 各组MDA和铁离子含量；C. Western blotting检测检测各组铁死亡相关蛋白XCT、FTH1、GPX4的

表达；与 sh-NC组比较，(1)P<0.01；与 sh-ADRB2组比较，(2)P<0.01；与 sh-NC+Era组比较，(3)P<0.05，(4)P<0.01

图4　ADRB2对Era诱导的前列腺癌细胞铁死亡的影响

Fig.4　Effects of ADRB2 on Era-induced ferroptosis in prostate cancer cells

蓝色箭头示双层或多层膜液泡状结构、内含胞质成分的自噬小体；A. 透射电镜观察Era处理后前列腺癌细胞自噬现象；B. Western 

blotting 检测各组自噬相关蛋白 LC3、p62 的表达；与 sh-NC 组比较，(1)P<0.01；与 sh-ADRB2 组比较，(2)P<0.01；与 sh-NC+Era 组比较，

(3)P<0.05，(4)P<0.01

图5　ADRB2对Era诱导的前列腺癌细胞自噬的影响

Fig.5　Effects of ADRB2 on Era-induced autophagy in prostate cancer cells
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2.4　ADRB2通过 JNK/c-Jun通路对Era诱导的前列腺

癌细胞铁死亡和自噬的影响　Western blotting检测结

果显示，与 sh-NC 组比较，sh-ADRB2 组 JNK、c-Jun
和 p-c-Jun 蛋白表达水平升高(P<0.01)；与 sh-NC+Era
组比较，sh-ADRB2+Era 组 JNK、c-Jun 和 p-c-Jun 蛋白

表达水平升高(P<0.01) (图6A)。
与对照组相比，Era 组铁死亡相关蛋白 FTH1、

XCT 表达水平降低，自噬相关蛋白LC3表达水平升

高、p62表达水平降低(P<0.01)；SP组铁死亡相关蛋

白FTH1、XCT表达水平升高，自噬相关蛋白LC3表

达水平升高、p62 表达水平降低(P<0.01)。与 Era 组
相比，Era+SP组铁死亡相关蛋白FTH1、XCT表达水

平升高，自噬相关蛋白LC3表达水平升高、p62表达

水平降低(P<0.01)(图6B)。

2.5　敲低 ADRB2 影响 JNK/c-Jun 通路并抑制裸鼠肿

瘤生长　裸鼠成瘤后并用 Era 处理的第 14 天，与

sh-NC组比较，sh-NC+Era 组瘤体重量差异无统计学

意 义 [(0.44±0.02) g vs. (0.45±0.02) g， P>0.05]； 与

sh-ADRB2 组比较， sh-ADRB2+Era 组瘤体重量降低

[(0.16±0.01) g vs. (0.2±0.02) g，P<0.05]；与 sh-NC+Era
组相比， sh-ADRB2+Era 组瘤体重量降低 (P<0.01)
(图7A、B)。

与 sh-NC组比较，sh-NC+Era组瘤体体积差异无

统计学意义[(452.08±28.35) mm3 vs. (451.38±22.87) mm3，

P>0.05]；与 sh-ADRB2组比较，sh-ADRB2+Era组瘤体

体积减小 [(68.59±17.91) mm3 vs. (117.99±39.77) mm3，

P<0.05]；与 sh-NC+Era 组相比，sh-ADRB2+Era 组瘤

体体积减小(P<0.01) (图7C)。
免疫组化检测结果显示，与 sh-NC 组比较，

sh-ADRB2 组 ADRB2 蛋白表达水平降低 (P<0.05)，
JNK、c-Jun和p-c-Jun蛋白表达水平升高(P<0.01)；与

sh-NC+Era 组比较，sh-ADRB2+Era 组 ADRB2 蛋白表

达水平降低，JNK、c-Jun 和 p-c-Jun 蛋白表达水平升

高(P<0.05)(图7D)。

3　讨　　论

前列腺癌是影响男性健康的主要疾病之一，其

发病机制尚未明确。本研究探讨了 ADRB2 对 Era 诱
导的前列腺癌细胞铁死亡和自噬的影响及 JNK/c-Jun
通路在其中可能发挥的作用。

研究发现，前列腺癌中ADRB2表达较正常前列

腺组织增高[3]。体内研究发现，来源于交感神经系

统的肾上腺素能纤维通过ADRB2在前列腺癌发展的

初始阶段发挥促进作用；体外研究发现，在β2受体

激动剂和抑制剂的作用下，前列腺癌细胞的迁移活

动会发生相应改变[4]。由此可见，ADRB2 在前列腺

癌的发生发展过程中起着重要作用。

PCD 在所有生物成长过程中普遍存在，是机体

主动维持正常有序新陈代谢的重要生理过程，近年

来研究发现了凋亡、自噬、坏死、铁死亡等多种

A. Western blotting 检测各组 JNK、c-Jun和p-c-Jun蛋白表达水平；B. Western blotting 检测各组XCT、FTH1、LC3和p62蛋白表达水平；

与 sh-NC组比较，(1)P<0.01；与 sh-NC+Era组比较，(2)P<0.01；与对照组比较，(3)P<0.01；与Era组比较，(4)P<0.01

图6　ADRB2通过 JNK/c-Jun通路调控Era诱导的前列腺癌细胞铁死亡和自噬

Fig.6　ADRB2 regulates Era-induced ferroptosis and autophagy in prostate cancer cells through the JNK/c-Jun pathway
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PCD[10]。越来越多的研究发现铁死亡与肿瘤似乎有

着重要联系。ADRB2对肿瘤发生发展中的凋亡、自

噬等起着重要作用[11]，但其对铁死亡的影响目前知

之甚少。

为了探索 ADRB2 对 Era 诱导的前列腺癌细胞铁

死亡的影响及其机制，本研究采用铁死亡诱导剂Era
处理前列腺癌细胞，发现Era对前列腺癌细胞的增殖

抑制呈浓度依赖性，但通过铁死亡抑制剂Fer-1处理

后前列腺癌细胞增殖情况恢复至正常水平。透射电

镜观察到Era处理后前列腺癌细胞以线粒体破坏为主

的铁死亡特征性形态学改变。提示Era可诱导前列腺

癌细胞发生铁死亡。

为了研究ADRB2在前列腺癌细胞铁死亡中的作

用，采用慢病毒敲低 ADRB2，CCK-8 法和 Western 
blotting检测结果提示，敲低ADRB2可促进PC-3细胞

中 Era 诱导的铁死亡。Era 不仅可引起前列腺癌细胞

铁死亡，还可引起其他形式的PCD，如自噬等。透

射电镜观察显示，Era处理后前列腺癌细胞中可见自

噬特征性改变自噬小体的存在。自噬是细胞中一个

高度保守的自我消化与分解过程，广泛参与细胞的

生长发育，循环利用降解的产物来实现细胞本身代

谢的需要以及维持细胞稳态[12]。本研究采用Western 
blotting 检测自噬相关蛋白 LC3 和 p62 的表达，发现

敲低 ADRB2 可抑制 Era 诱导的自噬。近年来有研究

发现，自噬对细胞铁死亡的调节起着重要作用，过

度的自噬可通过铁积累或脂质过氧化促进铁死亡，

A. 4~6周雄性裸鼠皮下注射 sh-NC或 sh-ADRB2的PC-3细胞14 d后的肿瘤代表性图像；B. 裸鼠肿瘤重量；C. 裸鼠肿瘤生长曲线；D. 免

疫组化染色检测肿瘤组织中 ADRB2、JNK、c-Jun 和 p-c-Jun 蛋白的表达情况；与 sh-ADRB2 组比较，(1)P<0.05；与 sh-NC+Era 组比较，

(2)P<0.01

图7　敲低ADRB2诱导体内 JNK/c-Jun通路变化并影响裸鼠移植瘤生长

Fig.7　Knockdown of ADRB2 induces changes in the JNK/c-Jun pathway and affects the growth of xenograft
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铁死亡是一种自噬依赖的死亡方式[13]，但在神经细

胞中铁死亡被显著激活[14]，自噬活性却降低[15]。因

此抑制自噬是否会抑制铁死亡的发生仍需进一步探

讨。本研究中，经过Era处理后前列腺癌细胞自噬与

铁死亡是否存在相互作用，仍需进一步验证。

研究发现，MAPK 中 JNK 是前列腺癌细胞生长

必需的酶，且 JNK 通路已成为目前治疗前列腺癌的

新靶点[16]。JNK 是 MAPK 家族的成员之一，该家族

还包括 ERK 和 p38 激酶。研究发现， JNK 可能对

PCD起着至关重要的作用[17]。c-Jun是 JNK的主要靶

蛋白，是激活蛋白-1(activation protein，AP-1)家族成

员之一，在细胞增殖、分化过程中起着重要作用，

JNK 被激活后可增强 c-Jun 磷酸化，提高其转录效

率[18]。然而目前对ADRB2是否与 JNK通路相互作用

并影响前列腺癌发展的研究鲜少。

为了探究ADRB2与 JNK通路的关系，本研究敲

低了 PC-3 细胞中 ADRB2，并进行 Western blotting 检

测，结果显示，JNK、c-Jun 和 p-c-Jun 蛋白表达水平

升高，提示 JNK/c-Jun 通路在敲低 ADRB2 后被激活。

为了验证 ADRB2 是否通过 JNK/c-Jun 通路来调节 Era
诱导的前列腺癌细胞铁死亡及自噬，使用 JNK 通路

激活剂 SP6000125 处理 PC-3 细胞后，采用 Western 
blotting 检测铁死亡及自噬相关蛋白的表达情况，发

现敲低ADRB2后，Era诱导的铁死亡和自噬均被显著

逆转。提示 ADRB2 可能通过 JNK/c-Jun 通路调节 Era
诱导的前列腺癌细胞铁死亡及自噬。

体内实验发现，敲低ADRB2后，移植瘤被明显

抑制，而与Era联用后移植瘤被进一步抑制。免疫组

化染色结果显示，敲低 ADRB2 后，移植瘤中 JNK、

c-Jun和 p-c-Jun蛋白表达水平升高，提示抑制ADRB2
可激活 JNK/c-Jun通路，影响移植瘤的生长。

综上所述，本研究结果表明，ADRB2可能通过

JNK/c-Jun 通路调控 Era 诱导的前列腺癌细胞铁死亡

和自噬，敲低 ADRB2 并与 Era 联用可进一步抑制移

植瘤的生长。已有研究表明Era与传统抗肿瘤药物联

合使用能有效治疗前列腺癌[19]，β受体阻滞剂作为

治疗前列腺癌的新型抗肿瘤药物，其研究进展也较

好[3]，进一步研究ADRB2在Era诱导的前列腺癌细胞

铁死亡及自噬中的作用机制，深入探讨 ADRB2 与

Era的相互关系，有望为治疗前列腺癌提供一种新思

路。但关于Era诱导的前列腺癌细胞铁死亡与自噬的

作用关系及具体机制仍需进一步研究。
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