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[摘要] 目的 探讨细胞外基质(ECM)硬度对原代人前列腺癌细胞炎症因子表达的影响。方法 将原代人

前列腺癌细胞分别接种于0.1g/L(A组)和8g/L(B组)ECM溶液孵育过的培养皿中进行培养,使用明场显微镜观

察两组细胞生长形态,并于接种第4天时通过实时荧光定量PCR(RT-qPCR)和蛋白免疫印迹(WB)实验分别检测

两组细胞中炎症因子 C-C基序趋化因子配体2(CCL2)、CXC趋化因子配体10(CXCL10)、细胞间黏附分子1
(ICAM1)、白细胞介素-32(IL-32)的 mRNA和蛋白相对表达水平。结果 明场显微镜观察结果显示,接种第24
小时时,A组细胞逐渐发生聚集并形成细胞片结构,B组细胞则呈现出多层细胞堆积生长的细胞团形态。RT-

qPCR实验结果显示,B组细胞中炎症因子CCL2、CXCL10、ICAM1、IL-32mRNA的相对表达水平显著高于A组

(t=5.30~16.23,P<0.05)。WB实验结果显示,B组细胞中的ICAM1、IL-32和CCL2蛋白相对表达水平显著高

于A组(t=2.78~14.72,P<0.05),CXCL10蛋白相对表达水平在 A、B两组间无明显差异(P>0.05)。结论 硬

度较低的ECM基底可促进原代人前列腺癌细胞中炎症因子CCL2、CXCL10、ICAM1、IL-32的表达。
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheinfluenceofextracellularmatrix(ECM)stiffnessontheexpressionofinflam-

matoryfactorsinprimaryhumanprostatecancercells. Methods Primaryhumanprostatecancercellswereinoculatedintocul-

turedishespre-incubatedwith0.1g/LECMsolution(groupA)or8g/LECMsolution(groupB),andbright-fieldmicroscopywas

usedtoobservecellmorphology.Onday4ofculture,RT-qPCRandWesternblotwereusedtomeasuretherelativemRNAand

proteinexpressionlevelsoftheinflammatoryfactorsC-Cmotifchemokineligand2(CCL2),C-X-Cmotifchemokineligand10
(CXCL10),intercellularadhesionmolecule-1(ICAM1),andinterleukin-32(IL-32)incells. Results Bright-fieldmicroscopy
showedthatat24hoursafterinoculation,thecellsingroupAgraduallyaggregatedandformedsheet-likestructures,whilethose

ingroupBexhibitedmultilayeredcellaggregates.RT-qPCRshowedthatcomparedwithgroupA,groupBhadsignificantlyhigher

relativemRNAexpressionlevelsoftheinflammatoryfactorsCCL2,CXCL10,ICAM1,andIL-32 (t=5.30-16.23,P<0.05).

WesternblotshowedthatcomparedwithgroupA,groupBhadsignificantlyhigherrelativeproteinexpressionlevelsofICAM1,

IL-32,andCCL2(t=2.78-14.72,P<0.05),whiletherewasnosignificantdifferenceintherelativeproteinexpressionlevelof

CXCL10betweengroupsAandB(P>0.05). Conclusion SoftECMsubstratecanpromotetheexpressionoftheinflammatory
factorsCCL2,CXCL10,ICAM1,andIL-32inprimaryhumanprostatecancercells.
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  前列腺癌在全球范围内的发病率及死亡率呈快

速上升趋势。前列腺的细胞构成包括管腔细胞、基
底细胞、中间态细胞、神经内分泌细胞以及基质细

胞。大部分前列腺癌属于腺癌类型,特点是管腔细

胞的大量增生[1-3]。高危或转移性前列腺癌患者在

经过内分泌治疗后大多数会发展成为去势抵抗性前

列腺癌,即使使用靶向雄激素信号通路的新一代药

物进行治疗,患者仍会面临耐药性问题[4]。肿瘤微

环境在肿瘤发生发展和耐药性的产生中具有重要作

用,微环境细胞外基质(ECM)可以调节肿瘤细胞的

增殖、转移、分化和耐药性等[5]。微环境中的炎症因

子在肿瘤发展过程中也起着重要作用[6]。本课题组

前期利用细胞系建立体外培养模型,发现培养皿中

的ECM基底硬度可影响血管内皮细胞的细胞因子

分泌以及前列腺癌细胞可塑性[7-9],但尚未探讨其在
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原代人肿瘤细胞培养过程中的影响。为了更好地贴

近临床转化,本研究探讨ECM 基底硬度对原代人

前列腺癌细胞炎症因子表达的调控作用,旨在为前

列腺癌相关研究提供新的思路和研究模型。

1 材料与方法

1.1 主要材料及试剂

DMEM/F12培养基、二抗购自美国Invitrogen
公司,胎牛血清、链霉素、青霉素、N-2、B-27、Trizol
试剂均购买于美国ThermoFisher公司,二氢睾酮

(DHT)、Y27632、Chir99021均购自美国Selleck公

司,上皮生长因子购自美国PeproTech公司,A83-
01购自美国Bio-Techne公司,PBS购自武汉普诺

赛生命科技有限公司;Ⅰ型胶原酶、胰蛋白酶、ECL
化学发光试剂均购自翌圣生物科技(上海)股份有限

公司,反转录试剂盒购自湖南艾科瑞生物工程有限

公司;DAPI荧光染料购自德国Sigma-Aldrich公

司,驴血清(NDS)购自北京索莱宝生物科技有限公

司,ECM 试剂(MatrigelMatrix)购自美国Corning
公司,4%多聚甲醛固定液、TritonX-100、蔗糖均购

自上海阿拉丁生化科技有限公司;抗前列腺特异性

抗原(PSA)以及C-C基序趋化因子配体2(CCL2)
均购买于武汉三鹰生物技术有限公司;细胞角蛋白

8(CK8)抗体购买于美国SantaCruz公司;细胞间黏

附分子1(ICAM1)购自杭州华安生物技术有限公

司;白细胞介素-32(IL-32)、CXC趋化因子配体10
(CXCL10)均购自成都正能生物技术有限责任公

司;CK5抗体、肿瘤蛋白P63(P63)抗体、实验用枪

头耗材均购自生工生物工程(上海)股份有限公司。

1.2 细胞培养

原代人前列腺癌细胞为本实验室自行分离培养

冻存[2-3],复苏后使用含有2%胎牛血清、100kU/L
的青霉素、100mg/L的链霉素、1×N-2、1×B-27、

2μmol/LChir99021、10nmol/LDHT、10μg/L上

皮生长因子、0.2μmol/LA83-01以及5μmol/L
Y27632的DMEM/F12培养基,置于37℃、含体积

分数0.05CO2、湿度95%培养箱中进行培养。

1.3 免疫荧光染色实验观察原代人前列腺癌细胞

关键生物标志物表达情况

取培养至融合度约50%的细胞,4%多聚甲醛

固定15min,0.05% TritonX-100透化10min,封
闭液(5%驴血清、0.05% TritonX-100、1×PBS)封
闭1h,加入一抗(CK5、CK8、PSA)溶液室温孵育

2h,PBS洗涤后加入二抗避光孵育1h,再次洗涤后

用DAPI染色30min,封片后利用LeicaSP8激光

共聚焦显微镜进行成像分析。

1.4 细胞分组及处理

将原代人前列腺癌细胞分为A、B两组,A组细

胞接种于ECM 溶液孵育过的培养皿中进行培养,
处理过程如下:取2mLECM 溶液(0.1g/L)[8],加
入至35mm细胞培养皿中并室温孵育1h,用PBS
清洗1次,而后接种原代人前列腺癌细胞(每皿含

2×105个细胞);B组细胞使用硬度较低的ECM 胶

面进行培养,处理过程如下:将1mLECM 溶液

(8g/L)加至35mm细胞培养皿中,在培养箱中孵

育30min,使底部形成ECM水凝胶,而后接种原代

人前列腺癌细胞(每皿含2×105个细胞)。两组细

胞分别在接种后第2、24小时时使用明场显微镜观

察细胞形态,4d后进行实时荧光定量PCR(RT-
qPCR)和蛋白免疫印迹(WB)实验。

1.5 RT-qPCR实验检测两组细胞各细胞因子 mR-
NA相对表达水平

取培养4d的A、B组细胞,加入1g/LⅠ型胶

原酶进行消化,用吸管吸打悬液直至ECM 消化完

全为止,然后1000r/min离心4min后收集细胞沉

淀,使用Trizol试剂提取两组细胞总RNA,使用反

转录试剂盒反转录为cDNA,使用ABIQuantStudio
3RT-qPCR系统进行检测。以GAPDH 为内参基

因,采用2-△△CT的方法计算目的基因的相对表达水

平。引物序列见表1。

表1 引物名称及序列

名称 序列 长度(bp)

CCL2 F:5'-AGAATCACCAGCAGCAAGTGTCC-3' 23
R:5'-TCCTGAACCCACTTCTGCTTGG-3' 22

CXCL10 F:5'-GTGGCATTCAAGGAGTACCTC-3' 21
R:5'-TGATGGCCTTCGATTCTGGATT-3' 22

ICAM1 F:5'-ATGCCCAGACATCTGTGTCC-3' 20
R:5'-GGGGTCTCTATGCCCAACAA-3' 20

IL-32 F:5'-TGGCGGCTTATTATGAGGAGC-3' 21
R:5'-CTCGGCACCGTAATCCATCTC-3' 21

GAPDH F:5'-TCCCATCACCATCTTCCA-3' 18
R:5'-CATCACGCCACAGTTTCC-3' 18

1.6 WB实验检测两组细胞中各细胞因子蛋白相

对表达水平

取培养4d的A、B组细胞,裂解后测定蛋白浓

度,进行SDS-PAGE电泳,湿转法将蛋白转移至

PVDF膜上,5%BSA-TBST溶液室温封闭1h,加
入一抗(CCL2、CXCL10、ICAM1、IL-32)4℃孵育过

夜,加入HRP标记的二抗室温孵育1h,使用ECL
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化学发光试剂显影并曝光成像,使用ImageJ软件计

算各条带灰度值,以 GAPDH 为内参,计算目的蛋

白相对表达水平。目的蛋白相对表达水平为目的蛋

白条带灰度值与内参蛋白条带灰度值的比值。

1.7 统计学处理

采用GraphPadPrism9.0软件对数据进行统

计分析。符合正态分布的计量资料以􀭺x±s 表示,
两组间比较采用Studentt 检验。以P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结  果

2.1 原代人前列腺癌细胞中关键生物标志物的表

达情况

免疫荧光染色实验结果显示,原代人前列腺癌

细胞中管腔细胞标志物CK8、PSA以及基底细胞标

志物CK5、P63表达阳性。见图1。

A:CK8与PSA共染色,B:CK8与CK5共染色,C:CK8与P63共染色;DAPI标记细胞核;免疫荧光染色,630倍

图1 原代人前列腺癌细胞关键生物标志物表达情况

2.2 两组细胞生长形态比较

明场显微镜观察结果显示,在接种第2小时时,

A组和B组细胞为单细胞离散状态。接种第24小

时时,A组细胞逐渐发生聚集并形成细胞片结构,B
组细胞则呈现出多层细胞堆积生长的细胞团形态。
见图2。

2.3 两组细胞中各炎症因子 mRNA相对表达水平

比较

RT-qPCR实验结果显示,B组细胞中炎症因子

CCL2、CXCL10、ICAM1、IL-32 mRNA相对表达

水平显著高于A组(t=5.30~16.23,P<0.05),详
见表2。

2.4 两组细胞中各炎症因子的蛋白相对表达水平

比较

WB实验结果显示,B组细胞中的ICAM1、IL-
32和CCL2蛋白相对表达水平显著高于 A组(t=
2.78~14.72,P<0.05);而两组间CXCL10蛋白相

对表达水平相比较无明显差异(P>0.05)。见图3、
表3。

表2 A、B组细胞中CCL2、CXCL10、ICAM1、IL-32

mRNA相对表达水平比较(n=3,􀭵x±s)

组别 CCL2 CXCL10 ICAM1 IL-32

A组 1.015±0.221 1.001±0.0401.016±0.228 1.001±0.055
B组 21.433±3.93513.918±4.2223.586±0.15211.218±2.221
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图2 两组细胞生长形态比较(100倍)

图3 A、B组细胞中ICAM1、IL-32、CCL2和CXCL10蛋白表达水平

表3 A、B组细胞中CCL2、CXCL10、ICAM1、IL-32蛋

白相对表达水平(n=3,􀭵x±s)

组别 CCL2 CXCL10 ICAM1 IL-32

A组 1.000±0.169 1.000±0.182 1.000±0.080 0.952±0.309
B组 1.504±0.216 1.325±0.146 1.779±0.045 1.518±0.170

3 讨  论

据最新研究预测,2025年美国的前列腺癌发病

率将位于男性肿瘤首位(30%),死亡率位列第二位

(11%)[10-12],对公共卫生构成严峻挑战。传统前列

腺癌的体外研究模型一般是利用人前列腺癌细胞

LNCaP、22Rv1、PC-3等细胞系进行构建,这些细胞

系在体外经过长时间传代培养,已与前列腺癌细胞

的原始生物学特征存在较大差异[13-15]。为此,本课

题组前期建立了小鼠前列腺干细胞和原代人前列腺

癌细胞的体外培养方法,用于前列腺癌的体外药物

筛选和病理机制研究[1,3]。免疫荧光染色结果显

示,本研究中使用的原代人前列腺癌细胞呈现管腔

细胞标志物CK8和PSA以及基底细胞标志物CK5

和P63阳性,说明其为具有腺癌表型的中间态前列

腺癌细胞。
肿瘤微环境在肿瘤的发生发展过程中发挥重要

作用[16],以胶原为主要成分的ECM 不仅是肿瘤微

环境的主要组成成分,还可以调节肿瘤细胞的生长、
分化、迁移、耐药性等生物学行为[5,17]。在疾病发展

过程中,细胞可通过分泌细胞因子促进纤维化进程,
进而引起ECM性质(如硬度)的改变,而ECM硬度

的改变又会进一步作用于细胞,从而影响疾病进

展[8-9]。传统体外研究中,细胞通常在硬质培养皿底

部进行培养。在培养皿底部孵育ECM 溶液可使其

表面包被一层ECM 蛋白分子,但其杨氏模量大约

在3×109kPa左右,与体内肿瘤微环境中ECM 的

硬度(kPa级)仍差异悬殊,难以精准模拟体内微环

境。本课题组前期探究了ECM 硬度对LNCaP细

胞可塑性的影响,硬度较低(杨氏模量1×103kPa)
的ECM能更好地维持LNCaP细胞的管腔细胞特

征,而硬度较高(杨氏模量2×104kPa)的ECM 能

使LNCaP细胞呈现出中间态细胞表型。为了更好

地贴近临床转化,本研究利用原代人前列腺癌细胞

探讨ECM基底硬度在细胞培养中的影响。明场显

微镜观察结果显示,在接种2h后,A组(使用硬的

ECM基底进行培养)和B组(使用硬度较低的ECM
基底进行培养)原代人前列腺癌细胞均为单细胞离

散状态;而接种24h后,A组细胞逐渐发生聚集并

形成细胞片结构,B组细胞则呈现出多层细胞堆积

生长的细胞团形态,提示ECM 硬度对原代人前列

腺癌细胞的生长形态有明显影响。
炎症因子在前列腺癌的发生发展过程中发挥重

要作用。研究表明,CCL2在前列腺癌细胞中高表

达,其可促进前列腺癌细胞的增殖、迁移等生物学过

程,并促进肿瘤微环境中血管生成[18-19]。CXCL10
可促进前列腺癌细胞的侵袭能力[20-22]。ICAM1可

促进前列腺癌细胞的增殖和侵袭[23],并对其维持前

列腺癌干细胞生物学特性具有重要作用[24]。IL-32
与多种因子协同作用可影响肿瘤的发生发展,例如

IL-32可通过调控NF-κB信号通路促进多种肿瘤的

增殖、侵袭和血管生成[25]。本研究中,RT-qPCR实

验结果显示,与 A组相比较,B组细胞中炎症因子

CCL2、CXCL10、ICAM1、IL-32 的 mRNA相对表

达水平显著上调。WB实验结果显示,与 A 组相

比,B组细胞中CCL2、ICAM1和IL-32蛋白相对表

达水平显著上调,CXCL10的表达无显著变化。上

述结果提示,硬度较低的ECM基底能够促进上述
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炎症因子在原代人前列腺癌细胞中的表达,但蛋白

和基因水平存在一定差异,有待进一步探讨。
本研究具有一定局限性。实验中采用的ECM

基底硬度约为1kPa,而人前列腺癌肿瘤组织的实

际硬度可能大于这个数值,有必要在后续的临床研

究中准确检测前列腺癌肿瘤组织的硬度,并在体外

构建具有相应杨氏模量的ECM 基底,以更好地模

拟前列腺癌患者体内肿瘤微环境。此外,鉴于前列

腺癌肿瘤微环境中的细胞类型众多,如成纤维细胞、
血管细胞、神经细胞等,未来的研究中可在细胞培养

体系中加入更多细胞类型,以探讨ECM 硬度对肿

瘤微环境各细胞间相互作用的影响。
综上所述,硬度较低的ECM 基底可以促进原

代人前列腺癌细胞当中炎症因子CCL2、CXCL10、

ICAM1、IL-32的表达,但其具体分子机制有待进一

步深入研究。本研究有望为前列腺癌相关探索提供

新的思路和研究模型。
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