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PSMA 基因表达对前列腺癌细胞生物学行为的影响及作用机制研究

王如梦 1，张 宁 1，刘 阳 1，王 超 1，贾佳琦 2，瞿文豪 2，贾立周 1　（1. 巴彦淖尔市医院中心实验室，内蒙古 巴彦淖尔 
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［摘 要］　目的　探究PSMA基因对前列腺癌细胞生物学行为的影响及其分子机制。方法　利用GEPIA数据库分析PSMA在

前列腺癌中的表达及其与预后的关系。利用 RT-qPCR 和 Western blot 分别检测正常前列腺上皮细胞 RWPE-2 及前列腺癌细胞

DU145、PC-3中PSMA的mRNA和蛋白表达量。用DU145细胞构建敲减细胞株，分别转染PSMA慢病毒敲减质粒及其阴性对照，作为

sh PSMA 组和 sh NC 组；用 PC-3 细胞构建过表达细胞株，分别转染 PSMA 慢病毒过表达质粒及其阴性对照，作为 OE PSMA 组和

OE NC组；CCK-8实验、克隆形成实验检测细胞增殖能力；细胞划痕实验、Transwell实验检测细胞迁移和侵袭能力；流式细胞术检测

细胞凋亡情况；Western blot检测细胞中PI3K、Akt、BAX、Bcl-2蛋白的表达。将前列腺癌细胞DU145细胞株接种于BALB/c裸鼠左侧

腋下成瘤，观察瘤块大小，并测定肿瘤质量；HE染色评估损伤程度；免疫组化染色检测PSMA的表达。结果　GEPIA数据库分析显

示，PSMA基因在前列腺癌中高表达，并与前列腺癌预后相关。RT-qPCR和Western blot结果显示，与RWPE-2细胞相比，PC-3、DU145
细胞中PSMA的mRNA和蛋白表达水平均升高（P<0. 01）。与 sh NC组相比，sh PSMA组细胞增殖、迁移和侵袭能力降低（P<0. 05），而

细胞凋亡率升高（P<0. 05）。与OE NC组相比，OE PSMA组细胞增殖、迁移和侵袭能力升高（P<0. 05），而细胞凋亡率降低（P<0. 05）。

与 sh NC 组相比，sh PSMA 组细胞中 PI3K、Akt、Bcl-2 蛋白表达降低（P<0. 05），BAX 蛋白表达升高（P<0. 05）；与 OE NC 组相比，

OE PSMA组细胞中PI3K、Akt、Bcl-2蛋白表达升高（P<0. 05），BAX蛋白表达降低（P<0. 05）。裸鼠前列腺癌皮下移植瘤结果显示，敲

低 PSMA 后，裸鼠肿瘤质量减轻（P<0. 05），肿瘤细胞形状不规则，细胞核深染，PSMA 表达呈弱阳性。结论　PSMA 基因可能通过

PI3K/Akt信号通路参与调控前列腺癌细胞的增殖、侵袭、迁移及凋亡过程。
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Effect of PSMA gene expression on the biological behavior of prostate cancer cells and its mechanism
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Nationalities，Baise Guangxi 533000，China）

Abstract: Objective　 To explore the effect of PSMA gene on the biological behavior of prostate cancer cells and its molecular 
mechanism. Methods　The expression of PSMA in prostate cancer and its relationship with prognosis were analyzed based on the GEPIA 
database.  The mRNA and protein expression levels of PSMA in normal prostate epithelial cell RWPE-2 and prostate cancer cells DU145 and 
PC-3 were detected by RT-qPCR and Western blot，respectively.  DU145 cells were used to construct knockdown cell lines，which were 
transfected with PSMA lentiviral knockdown plasmid and its negative control，serving as the sh PSMA group and the sh NC group，
respectively； PC-3 cells were used to construct overexpression cell lines，which were transfected with PSMA lentiviral overexpression plasmid 
and its negative control，serving as the OE PSMA group and the OE NC group.  CCK-8 assay and clone formation assay were used to detect 
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the cell proliferation ability，wound healing assay and Transwell assay were used to detect the cell migration and invasion abilities，flow 
cytometry was used to detect the cell apoptosis，and Western blot was used to detect the expression of PI3K，Akt，BAX and Bcl-2 proteins.  
Prostate cancer cells of DU145 cell line were inoculated into the left armpit of BALB/c nude mice to form tumors，the tumor size was 
observed，and the tumor weight was measured； HE staining was used to evaluate the degree of damage； and the expression of PSMA was 
detected by immunohistochemistry. Results　GEPIA database analysis showed that PSMA gene was highly expressed in prostate cancer and 
was related to the prognosis of prostate cancer.  The results of RT-qPCR and Western blot showed that the mRNA and protein expression 
levels of PSMA in PC-3 and DU145 cells were higher than those in RWPE-2 cell（P<0. 01）.  Compared with the sh NC group，the sh PSMA 
group showed decreased cell proliferation，migration and invasion abilities （P<0. 05），and increased cell apoptosis rate （P<0. 05）.  
Compared with the OE NC group，the OE PSMA group demonstrated increased cell proliferation，migration and invasion abilities（P<0. 05），and 
decreased apoptosis rate （P<0. 05）.  Compared with the sh NC group，the protein expression of PI3K，Akt and Bcl-2 in the sh PSMA group 
decreased （P<0. 05），and the protein expression of BAX increased （P<0. 05）.  Compared with the OE NC group，the protein expression of 
PI3K，Akt and Bcl-2 in the OE PSMA group increased （P<0. 05），and the protein expression of BAX decreased （P<0. 05）.  Results of 
subcutaneous transplantation of prostate cancer in nude mice showed that the tumor weight of nude mice decreased （P<0. 05），tumor cells 
exhibited irregular shapes，nuclei were deeply stained，and PSMA expression was weakly positive，after knocking down the PSMA.  
Conclusion　PSMA gene may participate in regulating the proliferation，invasion，migration，and apoptosis of prostate cancer cells through 
the PI3K/Akt signaling pathway.

Keywords: prostate cancer；PSMA；proliferation；apoptosis；mechanism

前列腺是男性的附属生殖器官，位于膀胱下方，

其主要功能是补充精液的基本分泌物和保持精子的

活力[1]。前列腺疾病在老年人群中常见，主要包括良

性前列腺增生和前列腺癌[2]。相比其他肿瘤，前列腺

癌存在明显的肿瘤异质性，不同亚型的前列腺癌患者

在 DNA 水平、表观遗传学等分子水平上存在巨大差

异，其肿瘤异质性可在很大程度上影响前列腺癌患者

的早期诊断、治疗和预后监测[3-4]。近年来，肿瘤的靶

向治疗已显示出显著效果。前列腺特异性膜抗原

（prostate specific membrane antigen，PSMA）是临床上典

型的前列腺癌生物标志物之一，其高特异性表达与肿

瘤恶性进展密切相关，可作为临床前列腺癌诊断和治

疗的靶点。

PSMA包含 19个氨基酸的胞内结构域、24个氨基

酸的跨膜结构域和 707 个氨基酸的胞外结构域[5]。

PSMA 定位在叶酸水解酶基因区域的 11p 11-12 染色

体上，目前无已知的天然配体，其具有谷氨酸羧肽酶

Ⅱ的酶活性，在叶酸摄取中发挥作用[6]。PSMA在正常

前列腺上皮细胞中表达水平较低，在前列腺癌细胞表

面表达上调[7-8]。PSMA在正常组织和癌细胞之间的差

异表达，及在结合抗体或靶向小分子后被内化的特

征，使其成为前列腺癌理想的治疗靶点之一[9]。因此，

本研究基于体内外实验，探究 PSMA 对前列腺癌细胞

生物学功能的影响及作用机制，以期为其诊断和治疗

提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材料

　　10 只 SPF 级 BALB/c 雄性裸鼠，6 周龄，购自北京

维通利华实验动物技术有限公司，动物使用许可证

号：SYXK（蒙）2020-0003。裸鼠于适宜温度下自由饮

食、饮水。

　　正常前列腺上皮细胞株RWPE-2及前列腺癌细胞

株 DU145、PC-3（武汉普诺赛生命科技有限公司）；胎

牛血清（美国 Gibco公司）；CCK-8试剂盒（上海碧云天

生物技术有限公司）；逆转录试剂盒和 RT-qPCR 试剂

盒（南京诺唯赞科技有限公司）；Annexin V 试剂盒（美

国BD公司）；PSMA抗体（英国Abcam公司）；PI3K、Akt抗
体（杭州景杰公司）；Bcl-2、BAX抗体（武汉三鹰公司）。

1. 2　方法

1. 2. 1　生物信息学分析　　通过基因表达谱数据

交互分析（gene expression profiling interactive analysis,
GEPIA）数据库获得 PSMA 基因在前列腺癌中的表达

情况及其与前列腺癌预后的关系。

1. 2. 2　细胞培养及稳定细胞株构建　　正常前列腺

上皮细胞RWPE-2用含 10%胎牛血清的RPMI-1640培

养基进行培养，前列腺癌细胞 DU145、PC-3 分别用含

10%胎牛血清的MEM培养基和DMEM/F-12培养基进

行常规培养。用DU145细胞构建敲减细胞株，分别转

染PSMA慢病毒敲减质粒及其阴性对照，作为 sh PSMA
组和 sh NC组；用PC-3细胞构建过表达细胞株，分别转
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染 PSMA 慢病毒过表达质粒及其阴性对照，作为 OE 
PSMA组和OE NC组。

1. 2. 3　RT-qPCR检测细胞中PSMA mRNA表达　　配

制逆转录体系 RNase-free ddH2O、gDNA wiper Mix、
RNA 混匀，42 ℃孵育 2 min；4×HiScriptⅣ qRT Super⁃
Mix Ⅱ混匀，37 ℃孵育 15 min，85 ℃孵育 5 s；配制

qPCR 混 合 液 体 系 2×ChamQ Blue Universal SYBR 
qPCR Master Mix、primer、cDNA、ddH2O；以 GAPDH 为

内参，采用2-△△Ct法计算基因的相对表达量。

1. 2. 4　Western blot检测细胞中PSMA蛋白表达　　收

集各组细胞，采用 RIPA 裂解液提取总蛋白；SDS-

PAGE电泳后，湿转至NC膜；用 5%脱脂奶粉封闭 1 h；
加入一抗 4 ℃孵育过夜；加入山羊抗兔荧光二抗，室温

孵育 1 h；远红外显影曝光拍照，使用 Image J软件计算

蛋白表达量。

1. 2. 5　CCK-8 检测细胞增殖情况　　取对数生长期

的前列腺癌细胞接种于 96 孔板，然后置于 37 ℃、 
5%CO2细胞培养箱中培养； 24、48、72 h 后，每孔加入

10 µL CCK-8溶液，于 37 ℃、5%CO2细胞培养箱中孵育

2 h；取出 96孔板，酶标仪检测各孔在 450 nm波长处的

光密度（optical density, OD）值。

1. 2. 6　克隆形成实验检测细胞增殖能力　　取对数

生长期的前列腺癌细胞，以 1 000个/孔的密度接种到

6孔板，使细胞分散均匀；置于 37 ℃、5%CO2细胞培养

箱中培养 10 d，每隔 3 d 换 1 次完全培养液；当培养板

中出现肉眼可见克隆时，终止培养；4%多聚甲醛固定

30 min；1% 结晶紫染色 10 min，洗去染液。显微镜下

观察拍照，并计数克隆细胞。

1. 2. 7　细胞划痕实验检测细胞迁移能力　　在 6 孔

板内接种 1×106个前列腺癌细胞，于 37 ℃、5%CO2细胞

培养箱中培养过夜；用 10 µL枪头垂直孔板底面划痕，

PBS洗去划下的细胞；更换为基础培养基继续培养，分

别在 0、24、48 h时，于显微镜下观察细胞并拍照，计算

细胞迁移率。

1. 2. 8　Transwell实验检测细胞侵袭能力　　Transwell
小室接种 5×105/mL 经基础培养基稀释的前列腺癌细

胞悬液，以每孔 100 µL 加入上室，同时在下室加完全

培养基 600 µL，培养箱中继续培养 24 h；上室加 0. 1%
结晶紫染色 10 min；水洗，用棉棒吸干水分，显微镜下

拍照。

1. 2. 9　流式细胞术检测细胞凋亡率　　将对数生长

期的前列腺癌细胞消化、离心；预冷 PBS清洗细胞，离

心后弃上清；用结合缓冲液制成 1×106/mL 悬液，每个

实验管吸取100 µL细胞悬液，设置PI单染管、Annexin V
单染管、PI和Annexin V双染管；室温避光孵育 15 min；
继续加400 µL结合缓冲液，上机检测。

1. 2. 10　皮下移植瘤模型构建　　将裸鼠随机分为

DU145-sh NC 组和 DU145-sh PSMA 组，每组 5 只。将

sh NC组和 sh PSMA组前列腺癌细胞 DU145细胞株用

基础培养基调整成浓度为 1×107/mL的单细胞悬液，与

基质胶以 1∶2 混合后，分别接种至 DU145-sh NC 组和

DU145-sh PSMA 组裸鼠左侧腋下，每只 0. 2 mL，成瘤

后处死裸鼠取瘤体，4%多聚甲醛固定。

1. 2. 11　HE染色　　组织脱水、透明、包埋；脱蜡、透

明；苏木素染色 8 min，自来水冲洗；1% 盐酸乙醇分化

5 s，自来水冲洗；伊红染色 3 min，自来水冲洗；脱水、

透明、封片。

1. 2. 12　免疫组化染色　　组织脱水、透明、包埋；脱

蜡、透明；3%过氧化氢溶液避光孵育 10 min；EDTA抗

原修复；滴加 5%牛血清白蛋白封闭 20 min；稍干后滴

加 PSMA抗体，4 ℃孵育过夜；滴加辣根过氧化物酶标

记的二抗，室温孵育 30 min；滴加 DAB 显色液呈棕褐

色后，苏木素染色 8 min，自来水冲洗；1% 盐酸乙醇分

化5 s，自来水冲洗；脱水、透明、封片。

1. 3　统计学分析

采用 SPSS 22. 0 统计学软件分析数据，所有数据

均以均数±标准差（x̄±s）表示，多组间比较用单因素方

差分析，组间两两比较用 Dunnet t检验。P<0. 05表示

差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　生物信息学分析

GEPIA数据库分析显示，PSMA基因在前列腺癌、

肾透明细胞癌、胰腺癌等中高表达（图 1a），并且其在

前列腺癌及癌旁组织之间存在差异表达（P<0. 05），见

图 1b。PSMA基因的表达水平对前列腺癌患者的预后

有显著影响（HR=1. 68，P<0. 05），见图1c。
2. 2　不同细胞中PSMA mRNA和蛋白表达情况

RT-qPCR 和 Western blot结果显示，与 RWPE-2细

胞相比，PC-3、DU145细胞中PSMA的mRNA和蛋白表

达水平均升高（P<0. 01），见图2。
2. 3　敲低 PSMA 对前列腺癌细胞增殖、侵袭、迁移、凋

亡的影响

CCK-8、克隆形成实验结果显示，与 sh NC组相比，

sh PSMA组细胞增殖能力降低（P<0. 05）；细胞划痕实验

结果显示，与 sh NC组相比，sh PSMA组细胞迁移能力
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降低（P<0. 05）；Transwell实验结果显示，与 sh NC组相

比，sh PSMA组细胞侵袭能力降低（P<0. 05）；流式细胞

术结果显示，与 sh NC组相比，sh PSMA组细胞凋亡率

升高（P<0. 05），见图3。
2. 4　过表达 PSMA 对前列腺癌细胞增殖、侵袭、迁移、

凋亡的影响

CCK-8、克隆形成实验结果显示，与OE NC组相比，

OE PSMA组细胞增殖能力增加（P<0. 05）；细胞划痕实

验结果显示，与 OE NC 组相比，OE PSMA 组细胞迁移

能力增加（P<0. 05）；Transwell实验结果显示，与OE NC
组相比，OE PSMA组细胞侵袭能力增加（P<0. 05）；流式

细胞术结果显示，与OE NC组相比，OE PSMA组细胞凋

亡率降低（P<0. 05），见图4。
2. 5　敲低或过表达 PSMA 后细胞中 PI3K、Akt、BAX、

Bcl-2蛋白的表达

Western blot 结果显示，与 sh NC 组相比，sh PSMA
组细胞中 PI3K、Akt、Bcl-2蛋白表达降低，BAX蛋白表

达升高，差异均有统计学意义（P<0. 05），见图 5a、b；与
OE NC 组相比，OE PSMA 组细胞中 PI3K、Akt、Bcl-2蛋

白表达升高，BAX 蛋白表达降低，差异均有统计学意

义（P<0. 05），见图5c、d。
2. 6　皮下移植瘤实验结果

与 DU145-sh NC 组相比，DU145-sh PSMA 组肿瘤

质量减轻（P<0. 05），见图 6a、b。HE染色结果显示，与

a：PSMA 在不同癌症中的表达水平；b：PSMA 在前列腺癌和癌旁组织中的表达；c：PSMA 基因表达与前列腺癌患者预后的关系　

*：P<0.05
图1　PSMA在前列腺癌中的表达及与预后的关系

a：RT-qPCR检测细胞中PSMA mRNA表达；b：Western blot检测细胞中PSMA蛋白表达　**：与RWPE-2相比，P<0.01
图2　不同细胞中PSMA mRNA和蛋白表达情况
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a：CCK-8检测细胞增殖活性；b：克隆形成实验检测细胞增殖能力；c：Transwell实验检测细胞侵袭能力（×10）；d：流式细胞术检测细胞

凋亡情况；e：细胞划痕实验检测细胞迁移能力　*：与OE NC组比较，P<0.05；**：与OE NC组比较，P<0.01
图4　过表达PSMA对细胞增殖、侵袭、迁移、凋亡的影响

a：CCK-8检测细胞增殖活性；b：克隆形成实验检测细胞增殖能力；c：Transwell实验检测细胞侵袭能力（×10）；d：流式细胞术检测细胞

凋亡情况；e：细胞划痕实验检测细胞迁移能力　*：与 sh NC组比较，P<0.05；**：与 sh NC组比较，P<0.01
图3　敲低PSMA对细胞增殖、侵袭、迁移、凋亡的影响
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DU145-sh NC 组相比，DU145-sh PSMA 组肿瘤细胞形

状不规则，细胞核深染，异形性现象不明显（图 6c）；免

疫组化染色结果显示，DU145-sh PSMA 组 PSMA 表达

呈弱阳性（图6d）。

3　讨论

前列腺癌是导致男性癌症死亡的第二大常见原

因[10]。前列腺癌是一种异质性疾病，其病因较复杂，患

者年龄不同，病情严重程度也有差异。某些危险因素

可能在发病中起到关键作用，如年龄、种族和家族史

等[11-12]。从 20世纪 90年代初开始，随着前列腺特异性

抗原（prostate specific antigen，PSA）检测增加，前列腺

癌检出率飙升[13]。1994年，美国食品药品监督管理局

批准 PSA检测与直肠指检相结合，用于诊断无症状男

性的前列腺癌[14]。虽然PSA是筛查男性前列腺癌的金

标准，但因其是器官特异性而不是肿瘤特异性标志

物，故在前列腺癌的检测中准确性较低[15]。因此，寻找

肿瘤特异性更高的生物标志物对前列腺癌的早期诊

断及预后评估具有重要意义[16]。
PSMA 是一种跨膜蛋白，由叶酸水解酶 1 基因编

码，最早在前列腺癌细胞中被发现[17]。虽然 PSMA 在

正常前列腺上皮细胞中呈低表达，但在 90%~95% 的

前列腺癌细胞中过表达（高 1 000 倍）[18]。PSMA 在多

数肿瘤中都有表达，其高表达与多种肿瘤侵袭性的指

标呈正相关，包括Gleason分级、肿瘤分期、生化复发和

去势抵抗[19-20]。PSMA 的细胞质结构域包含 1个基序，

导致结合的PSMA通过网格蛋白包被的凹坑内化。这

一过程为PSMA靶向制剂在肿瘤细胞中的内化和浓集

提供了可能，可作为前列腺癌的诊疗靶点[21]。

PI3K/Akt通路的异常激活在肿瘤发生发展中起关

键作用，并参与调节癌细胞的增殖、侵袭、迁移及凋亡

过程。因此，抑制该通路已成为肿瘤治疗的研究热

点[22]。Guo 等[23]的研究显示，在 LNCaP 前列腺癌细胞

中，抑制 PI3K/Akt 信号通路可能是敲低 PSMA 的一种

新的分子机制，并且 Akt 可能在该细胞模型中作为

PSMA的下游信号靶效应分子发挥重要作用。本研究

生物信息学分析显示，PSMA 在前列腺癌中高表达并

与预后不良相关；体外实验显示，在敲低 PSMA 后，前

列腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力显著降低，细胞

凋亡率升高；而过表达PSMA后前列腺癌细胞的增殖、

迁移、侵袭能力均明显增强，且细胞凋亡率下降；体内

实验显示，敲低 PSMA 的裸鼠肿瘤质量减轻，PSMA 的

表达呈弱阳性，这些结果证实了 PSMA 在前列腺癌细

胞生物学行为中的关键作用。本研究进一步从分子

机制层面分析发现，敲减 PSMA 后，前列腺癌细胞中

PI3K、Akt 和 Bcl-2 蛋白的表达均显著下调，而促凋亡

蛋白 BAX 的表达上调；过表达 PSMA 则上调了 PI3K、

a、b：Western blot 检测敲低 PSMA 后细胞中相关蛋白表达；c、d：Western blot 检测过表达 PSMA 后细胞中相关蛋白表达　**：与 sh NC
组比较，P<0.01；#：与OE NC组比较，P<0.05；##：与OE NC组比较，P<0.01

图5　敲低或过表达PSMA对相关蛋白表达的影响

a、b：裸鼠皮下移植瘤及肿瘤质量；c：HE染色（×20）；d：免疫组化染色（×20）　**：与DU145-sh NC组比较，P<0.01
图6　离体皮下种植瘤及HE、免疫组化染色
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Akt、Bcl-2蛋白表达，并降低了 BAX蛋白表达，这提示

PSMA 通过 PI3K/Akt 信号通路抑制前列腺癌细胞凋

亡，促进细胞存活。因此，PSMA 可能通过上调 PI3K/
Akt 信号通路中的关键蛋白，促进前列腺癌细胞的增

殖、侵袭和迁移，并抑制其凋亡，从而发挥促癌作用。

综上所述，PSMA 基因可能通过激活 PI3K/Akt 信
号通路，诱导前列腺癌细胞的增殖、侵袭、迁移，抑制

细胞凋亡，从而促进前列腺癌的发生发展，有望成为

前列腺癌诊断与治疗的新靶点。
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