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低氧对前列腺癌PC3细胞上皮间质转化的影响
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Abstract: Objective  To investigate the effect of hypoxia on epithelia-mesenchymal transition of prostate 
cancer cells PC3. Methods  PC3 cells were cultured under aerobic condition (Normal group) and hypoxia 
condition (Hypoxia group) for 24 h, respectively. Then, the ability of proliferation was detected by MTT, the 
ability of invasion was assayed by Transwell, and the protein expressions of HIF-1α, E-cadherin, N-cadherin 
and Vimentin were assayed by Western blot. Meanwhile, PC3 cells were treated with siRNA to inhibit 
expression of HIF-1α under aerobic condition and then the protein expressions of HIF-1α E-caldherin, 
N-cadherin and Vimentin were assayed by Western blot.Results  Compared with Normal group, the abilities 
of cell invasion and proliferation were significantly enhanced by hypoxia; and the protein expressions of 
HIF-1α(P=0.0004), N-cadherin(P<0.0001) and Vimentin(P<0.0001) were significantly increased, but the 
protein expression of E-cadherin(P<0.0001) was significantly decreased in Hypoxia group; meanwhile, 
hypoxia promoted HIF-1α to translocate to nucleus.Furthermore, compared with normal group, inhibition 
expression of HIF-1α by siRNA significantly decreased the protein expressions of N-cadherin(P=0.0002) 
and Vimentin(P=0.0002), but significantly increased the protein expression of E-cadherin(P<0.0001). 
Conclusion  Hypoxia might promote epithelia-mesenchymal transition of prostate cancer cells PC3 via 
regulating the expression of HIF-1α.
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摘  要：目的  探讨低氧对前列腺癌细胞上皮间质转化的影响。方法  分别在常氧（常氧组）和低氧

（低氧组）条件下培养PC3细胞24 h，细胞增殖MTT实验检测低氧对前列腺癌PC3细胞增殖力的影响，

Transwell侵袭实验评估低氧对前列腺癌PC3细胞侵袭力的影响，Western blot检测HIF-1α、E-cadherin、

N-cadherin和Vimentin的表达水平。另外，在常氧条件下用siRNA抑制HIF-1α表达（干扰组），用

Western blot检测E-cadherin、N-cadherin和Vimentin的表达水平变化。结果  与常氧组比较，低氧组

前列腺癌PC3细胞的增殖力和侵袭力增加，HIF-1α表达水平增加（P=0.0004），HIF-1α向核内转位；

N-cadherin（P<0.0001）和Vimentin（P<0.0001）的表达水平显著增加，E-cadherin的表达水平显著下

降（P<0.0001）。同时，干扰组跟常氧组比较，抑制HIF-1α表达使N-cadherin（P=0.0002）和Vimentin
（P=0.0002）的表达水平显著下降，而使E-cadherin的表达水平显著增加（P<0.0001）。结论  低氧

可能通过调节HIF-1α表达促进前列腺癌PC3细胞的上皮间质转化。
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·基础研究·

0  引言
前列腺癌为老年男性常见疾病，其发病率不

断增高，居全球男性癌症发病率的第3位，癌症致

死率第6位。我国前列腺癌发病率虽然远低于西方

国家，但是近20年来随着人口老龄化及生活条件

的改善，发病率逐渐增加。2009年，前列腺癌在

我国男性恶性肿瘤发病率排名中排第6位[1]。

缺氧在实体肿瘤中的发生率约50%~60%[2]，通

常跟肿瘤进展、治疗抵抗和预后不良相关。在前

列腺癌中，缺氧跟肿瘤进展相关，并且可能跟预

后不良关系密切[3-4]。缺氧在恶性肿瘤侵袭与转移

中发挥着重要作用，其中一个重要机制可能就是

对肿瘤细胞上皮间质转化（epithelia- mesenchymal 
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transition, EMT）的调节作用。EMT在胚胎早期发

育、成体器官纤维化和肿瘤的发展中起着重要作

用。本文拟探讨低氧对前列腺癌PC3细胞株上皮间

质转化的影响，以此为肿瘤治疗提供一个思路。

1  材料与方法
1.1  材料

前列腺癌PC3细胞株购自中国医学科学院基础

医学研究所。HIF-1α兔抗人抗体、E-cadherin小鼠

抗人抗体、N-cadherin兔抗人抗体和Vimentin兔抗

人抗体均购自美国CST公司，羊抗鼠IgG二抗和羊

抗兔IgG二抗均购自武汉博士德公司，ECL试剂盒

购自美国Millipore公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

常规培养条件是含10%胎牛血清（FBS）、100 
u/ml青霉素和100 µg/ml链霉素的RPMI1640培养

液，置于37℃、饱和湿度、5%CO2培养箱中培养。

每日观察细胞生长情况，1~2天换液，待细胞长满

至培养瓶80%左右传代，取生长状态良好的对数生

长期细胞进行实验。分为常氧组和低氧组，分别置

于常氧和低氧条件下培养24 h。低氧条件为使用低

氧培养箱，调节气体浓度分别为O2 2%、N2 93%、

CO2 5%，37℃培养，按设定的时间处理细胞。

1.2.2  细胞增殖MTT实验

取96孔细胞培养板，每孔接种细胞约1×103

个，分别在常氧和低氧条件下培养细胞24 h。每孔

加MTT溶液（5 g/L）15 µl，37℃孵育4 h后每孔再

加150 µl DMSO，振荡10 min，用酶联免疫检测仪

读取每孔OD570nm值。

1.2.3  Matrigel侵袭实验

将包被有Matrigel基质胶的Transwell小室放入

24孔培养板中，上层加入200 µl无血清培养液单细

胞悬液（含1×106个细胞），下室加入600 µl含10%
胎牛血清培养液，常氧条件或低氧条件下培养24 
h。用湿润的棉签擦去小室上层残留的基质胶和未

穿过滤膜的细胞，4%多聚甲醛固定20 min，PBS
漂洗3次，0.1%结晶紫染色10 min，PBS漂洗3次。

取下聚碳酸酯微孔膜置于载玻片上，倒置显微镜

下观察，任选5个视野（×200）计数，拍照。

1.2.4  Western blot检测分析

提 取 细 胞 总 蛋 白 ， B C A 法 蛋 白 定 量 后 分

装、-70℃保存。取上述蛋白提取上清液（含蛋白

约40 µg）进行聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE，

10%分离胶），将电泳分离后的蛋白质电转移至硝

酸纤维素膜上，经封闭、洗脱后分别加入HIF-1α
兔抗人抗体（1: 800），E-cadherin小鼠抗人抗体

（1: 1 000）、N-cadherin兔抗人抗体（1: 1 000）和

Vimentin兔抗人抗体（1: 1 000），4℃孵育过夜，

洗膜后以相应的二抗室温孵育1 h，并以小鼠抗人

β-actin单克隆抗体（1: 2 000）同上操作，作为上

样对照。抗原—抗体复合物用ECL法显示，暗室X
光胶片曝光。

1.2.5  免疫荧光检测

细胞爬片后，先用4%多聚甲醛固定20 min， 
PBST反复漂洗3次，每次3 min；含0.5%胎牛白

蛋白的PBST封闭2 h， PBST反复漂洗3次，每次

3 min；加入HIF-1α兔抗人抗体约50 µl（1:50），

4℃孵育过夜， PBST反复漂洗3次，每次3 min；

用FITC标记的荧光二抗（1:100）室温孵育1 h， 
PBST反复漂洗3次，每次3 min；DAPI染核5 min， 
PBST反复漂洗3次，每次3 min；封片，荧光显微

镜观察拍照。

1.2.6  siRNA干扰技术抑制HIF-1α的表达

siRNA委托上海吉凯基因化学技术有限公司

设计合成。干扰HIF-1α正义链的siRNA序列为：

5’-GCC GCU CAA UUU AUG AAU ATT-3’。采用

Lipfectime2000转染试剂，在常氧条件下，按照说

明书将siRNA转染对数生长期PC3细胞株，设为干

扰组。

1.3  统计学方法

计量资料以均数±标准差表示，采用SPSS17.0
统计软件进行分析，组间比较采用独立样本 t检
验，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  低氧对前列腺癌PC3细胞株的增殖和侵袭力

的影响

MTT实验结果表明，低氧处理24 h后PC3细胞

的增殖力显著增加，低氧条件下PC3细胞的增殖力

是常氧条件下的1.51倍（低氧组 vs. 常氧组: 3.14±
0.25 vs. 1.96±0.03, P=0.0032）；Matrigel侵袭实验

结果显示，低氧明显增加PC3细胞的侵袭力，低氧

条件下侵袭过膜的细胞数显著多于常氧条件下的

细胞数（低氧组 vs. 常氧组: 27.67±1.20 vs. 15.67±
1.20, P=0.0021）。

2.2  低氧增加低氧诱导因子的表达并促进前列腺

癌PC3细胞株的上皮间质转化

低氧促进前列腺癌PC3细胞发生显著的形态改

变，使PC3细胞由短梭形的典型上皮样形态转化为
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2.3  低氧促进低氧诱导因子从胞质向胞核转位

免疫荧光结果显示，在正常情况下，HIF-1α
主要定位于PC3细胞质，缺氧24 h后，HIF-1α表达

量增加，而且明显向细胞核内转位，见图3。

2.4  siRNA抑制HIF-1α的表达及前列腺癌PC3细胞

株的上皮间质转化

siRNA抑制HIF-1α的表达（常氧组vs.干扰组: 
1.00±0.03 vs. 0.04±0.001, P<0.0001），E-cadherin
的表达（常氧组vs. 干扰组: 1.00±0.05 vs. 6.67±0.18, 
P<0.0001）增加， N-cadherin（常氧组 vs. 干扰组: 
1.00±0.06 vs. 0.19±0.01, P=0.0002）和Vimentin（常

氧组vs. 干扰组: 1.02±0.05 vs. 0.30±0.01, P=0.0002）

的表达减少，从而抑制上皮间质转化过程，见图4。

3  讨论
随着前列腺特异性抗原（PSA）在前列腺癌普

查中的应用，在欧美一些发达国家，绝大多数前

列腺癌患者在发病早期即被确诊。但是，我国尚

未开展血清PSA的前列腺癌普查，并且早期前列腺

癌症状不明显，大部分患者被诊断为前列腺癌时

已是晚期并发远处转移，患者死亡率高[5]。因此，

阐明前列腺癌进展和转移的具体机制对于治疗前

列腺癌意义重大。

EMT是一种快速、通常是可逆的细胞表型

的变化，是具有细胞间紧密连接和黏附能力的上

皮细胞转变成独立、有活动能力的间质细胞的过

程。前列腺癌的转移是一个复杂的连续过程，包

括肿瘤细胞与基底膜之间黏附能力下降、细胞外

基质降解、进入和穿出血管或淋巴管、在远处形

成转移瘤等环节。其中，肿瘤细胞与基底组织的

图1  低氧使PC3细胞发生显著的形态改变
Figure1  Hypoxia induced significantly morphological 
change of PC3 cells

图2  Western blot检测常氧和低氧组细胞中各蛋白表达水平
Figure2  Expressions of HIF-1α, E-cadherin, N-cadherin and 
Vimentin tested by Western blot in normal and hypoxia groups

图3  免疫荧光检测HIF-1α的位置变化
Figure3  Change of location of HIF-1α was detected by immunofluorescence

纺锤状的成纤维样形态，见图1。Western blot分析

结果显示，跟常氧条件比较，低氧显著提高HIF-
1α的表达（低氧组 vs. 常氧组: 3.17±0.20 vs. 0.99±
0.02, P=0.0004），并显著增加间质细胞相关蛋白

N-cadherin（低氧组 vs. 常氧组: 5.03±0.15 vs. 1.02±
0.06, P<0.0001）和Vimentin的表达水平（低氧组 vs. 
常氧组: 2.70±0.10 vs. 1.01±0.04, P=0.0001），显著降

低上皮细胞相关蛋白E-cadherin的表达水平（低氧组 
vs. 常氧组: 0.31±0.01 vs. 1.02±0.04, P <0.0001），见图2。
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黏附和局部浸润是肿瘤转移的关键环节。在肿瘤

细胞中，EMT是其获得浸润转移能力的一个重要

途径。因此，EMT被认为是前列腺癌发生转移的

一个关键步骤[6]。在EMT启动后，E-钙黏附蛋白

（E-cadherin）的表达下降，N-钙黏附蛋白（N-
cadherin）、波形蛋白（Vimentin）等蛋白表达上

调，其中E-cadherin表达的下降是EMT发生的关

键指标[7-8]。一系列转录因子，如Twist、Snail、
Slug、ZEB，可以直接或间接调节E-cadherin基因

的转录。

在实体肿瘤中，低氧被广泛认为是治疗抵抗

和不良预后的一个重要因素[9-10]。低氧诱导因子-1α
（Hypoxia-inducible factor-1α, HIF-1α）是缺氧条

件下调节肿瘤细胞缺氧反应的主要转录因子，在

前列腺癌中有高表达。在有氧环境中，HIF-1α被

泛素蛋白酶体快速降解，半衰期不足5 min；在低

氧条件下，HIF-1α的降解被显著抑制，其构象发

生改变，并通过第二信使—ROS与激酶系统发生

联系，激活MAPK（或）PI3K，促使HIF-1α的磷

酸化，HIF-1α稳定性增加，从而使HIF-1α与HIF-
1β结合形成二聚体。此二聚体转位到核内，通过

与启动子低氧反应元件（hypoia response elemet, 
HRE）中的结合位点结合，启动相应基因表达。

缺氧能够诱导多种影响EMT过程的转录调节因子

的表达，包括Twist、Snail、Slug、ZEB等，而这

些转录因子大多已经被证明直接或间接受HIF-1α
的调控[11]。本研究结果显示，低氧诱导前列腺癌

细胞HIF-1α的表达，并促进EMT的发生；而利用

siRNA抑制HIF-1α的表达可以逆转EMT的发生；因

此，我们推测低氧可能通过增加HIF-1α的表达，

促进HIF-1α向细胞核内转位，调节多种转录因子

的表达，增加前列腺癌细胞的增殖和侵袭能力，

并促进EMT的发生。

肿瘤微环境已经成为肿瘤的标志特征之一，

是肿瘤生长的“土壤”。它具有组织缺氧、pH值

降低、营养缺乏和肿瘤血管生成等特点。多种生

长因子，如肝细胞生长因子HGF、转化生长因子

TGF-β等，能够诱导肿瘤细胞发生EMT。其中，

TGF-β常被用来在体外诱导肿瘤细胞发生EMT，但

是，这并不能真正地模拟肿瘤生长的微环境。Mi-
losevic等[12]进行了大规模的临床研究发现，前列腺

癌组织局部缺氧跟接受根治性放射治疗后肿瘤局

部复发和生化复发密切相关。本研究在体外细胞

模型模拟体内缺氧环境对EMT的影响，更加贴近

肿瘤微环境，结果显示缺氧不仅能够诱导EMT发

生，并且增强前列腺癌细胞的增殖和侵袭能力。

这将为研究前列腺癌转移的发病机制提供新的理

论基础，使针对低氧的抗肿瘤成为前列腺癌治疗

的新靶点。
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图4  Western blot检测常氧和干扰组细胞中各蛋白表达水平
Figure4  Expressions of HIF-1α, E-cadherin, N-cadherin and 
Vimentin tested by Western blot in normal and siRNA groups


