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交感神经β２肾上腺素受体促进前列腺癌转移并抵抗肿瘤细胞的凋亡
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　　［摘要］　目的　探讨交感神经β２肾上腺素受体（β２ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒ，β２ＡＲ）对前列腺癌细胞迁
移、侵袭以及凋亡的影响。方法　通过ＵＡＬＣＡＮ数据库检索分析 β２ＡＲ在人前列腺癌组织及癌旁组织
中的基因表达水平及与患者年龄的相关性；通过免疫组织化学染色分析β２ＡＲ在２９例前列腺癌组织中
的蛋白表达水平。体外培养人前列腺癌细胞系 ＰＣ３、ＬＮＣａＰ，β２ＡＲ激动剂异丙肾上腺素（ＩＳＯ，
２μｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ或１、１２、２４ｈ），β２ＡＲ抑制剂普萘洛尔（ＰＲＯ，１μｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ）处理细胞；β２ＡＲＲＮＡｉ慢
病毒转染ＰＣ３、ＬＮＣａＰ细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及 ＲＴＰＣＲ分别检测 β２ＡＲ的蛋白及 ｍＲＮＡ水平。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验检测细胞迁移及侵袭。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测上皮间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）相关标记物Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、Ｎ钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）和凋亡相关
蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３及 ＰＡＲＰ的表达；流式细胞仪检测凋亡率；透射电镜观测细胞凋亡情
况。结果　ＵＡＬＣＡＮ数据库检索结果显示β２ＡＲ在前列腺癌患者组织中的基因表达高于正常前列腺组
织（Ｐ＜０．０５）；β２ＡＲ在４１～６０岁与６１～８０岁患者组间的表达差异不显著。２９例前列腺癌患者组织的
免疫组化结果显示，高风险患者（Ｇｌｅａｓｏｎ评分≥７）组织中 β２ＡＲ蛋白水平高于低风险患者（Ｇｌｅａｓｏｎ评
分＜７）（Ｐ＜０．００１）；细胞迁移及侵袭实验中，ＩＳＯ处理组细胞迁移和侵袭增加（Ｐ＜０．０１），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达
下调，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达上调（Ｐ＜０．０５）；而ＰＲＯ处理组及下调β２ＡＲ的表达后，细胞迁移和侵
袭减少（Ｐ＜０．０１），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达上调，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达下调（Ｐ＜０．０５）。细胞凋亡实验中，
ＩＳＯ处理组细胞凋亡率降低，Ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ的表达明显降低（Ｐ＜０．０５），而ＰＲＯ处理
组及下调 β２ＡＲ的表达细胞凋亡率明显增高，且 Ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ的表达增高（Ｐ＜
０．０５）。结论　β２ＡＲ能够促进细胞ＥＭＴ的形成，增加前列腺癌细胞的迁移、侵袭能力，并且通过下调
凋亡相关蛋白的表达，对细胞凋亡产生抵抗作用，从而促进肿瘤转移。
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　　前列腺癌是老年男性中常见的恶性肿瘤之一。
２０１２年，全球前列腺癌新发病例已达 １１０万例，因病
死亡人数达到３０．７万［１］。我国前列腺癌的发病率和

病死率虽低于发达国家［２－３］，然而近年来随着人口不

断老龄化及生活方式日益西方化等诸多因素的影响，

我国前列腺癌的发病率和病死率呈现不断增高的趋

势［４］。前列腺癌前期病程较为隐匿，晚期患者多发生

转移，一旦发生转移，患者预后较差，生存期明显缩

短［５］。研究表明，自主神经系统参与了前列腺癌细胞的

生长及转移的调控［６］。我们前期的研究发现，副交感神

经Ｍ１受体参与前列腺癌的迁移、侵袭。此外，有研究
报道交感神经在肿瘤的早期生长中发挥重要作用［７］，然

而具体的分子机制目前仍不清楚。交感神经释放神经

递质作用于细胞表面的肾上腺素受体通过信号传导发

挥作用［８］。肾上腺素受体分为ɑ受体和β受体。在前
列腺癌细胞系ＰＣ３和ＬＮＣａＰ中，β２ＡＲ是主要的表达
亚型［６，９］。报道显示β２ＡＲ及其传导的信号通路可能与
前列腺癌的增殖、神经内分泌分化、血管形成等有

关［８，１０－１１］。在临床研究中发现 β２ＡＲ抑制剂可能降低
前列腺癌的因病死亡率，改善患者预后［１２］。然而关于

β２ＡＲ对前列腺癌发展及具体机制目前仍不清楚。
　　肿瘤转移是癌症进展的重要标志，是包含多因素多
步骤的复杂过程。在肿瘤转移过程中，ＥＭＴ通过细胞表
型的变化使肿瘤的粘附能力下降，迁移扩散能力增强，

便于肿瘤浸润和转移［１３］。此外肿瘤的转移与细胞的生

存状态也密切相关。在肿瘤转移过程中，细胞的凋亡可

以使异位的癌细胞死亡从而阻止肿瘤的播散转移，因此

细胞凋亡在肿瘤转移中发挥重要的抑制作用［１４］。本研

究通过观察β２ＡＲ对前列腺癌细胞迁移侵袭及凋亡的
影响，探讨其对前列腺癌转移的作用，以期为神经受体

对前列腺癌的发展及分子靶向治疗提供新的线索。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织标本及细胞　　取２０１２年１月至２０１５年
１月重庆医科大学附属第一医院病理科２９例前列腺
癌组织，患者年龄５９～７７岁，平均６７岁。根据Ｇｌｅａｓｏｎ
评分系统标准，Ｇｌｅａｓｏｎ评分＜７分的 ９例，Ｇｌｅａｓｏｎ评
分≥７分的 ２０例。本实验经重庆医科大学伦理委员
会批准（２０１９年 ５月）。人前列腺癌细胞系 ＰＣ３和
ＬＮＣａＰ细胞于本课题组传代冻存。
１．１．２　数据下载　　通过 ＵＡＬＣＡＮ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｕａｌｃａｎ．ｐａｔｈ．ｕａｂ．ｅｄｕ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）下载前列腺癌患者
分析基因的表达量及相关的临床信息，经整理后用于

进一步分析。在不同 Ｇｌｅａｓｏｎ评分癌组织与癌旁组织
表达分析中，共获取 ５４４例样本的基因表达量，其中
５２例癌旁组织，４９２例癌组织。癌组织按 Ｇｌｅａｓｏｎ评
分，评分为６的４５例，评分为７的２４７例，评分为８的
６４例，评分为 ９的 １３６例。在患者年龄分析中，获取
４９５例患者样本的基因表达量，其中４１～６０岁的２２２例，
６１～８０岁２７３例。
１．１．３　主要试剂　　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自 Ｇｉｂｃｏ
公司，胎牛血清购自ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司；ＳＰ００２３
免疫组化试剂盒和 ＤＡＢ显色试剂盒购自中杉金桥公
司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自北京索莱宝科技有限公
司；异丙肾上腺素（ｉｓｏｐｒｅｎａｌｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＩＳＯ）、普
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萘洛尔（ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＰＲＯ）购自 ＭＣＥ公
司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；兔抗人
β２ＡＲ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｅｃａｄ）、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ（Ｎｃａｄ）和 Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ（Ｖｉｍ）ＩｇＧ单克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司，
Ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３和ＰＡＲＰ抗体购自 ＣＳＴ公
司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒购自 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ购自 ＴａＫａＲａ公
司；ＲＴＰＣＲ引物购自上海生工公司；β２ＡＲＲＮＡｉ以及
慢病毒包装由上海吉凯基因化学技术公司完成。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养及分组　　人前列腺癌细胞系 ＰＣ３
和ＬＮＣａＰ细胞使用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基于３７℃，５％ＣＯ２，饱和湿度的细胞孵箱中进行培
养。取生长良好的对数期细胞进行后续实验，实验分

为对照组（ＤＭＳＯ）、ＩＳＯ处理组（２μｍｏｌ／Ｌ，处理 ２４ｈ
或１、１２、２４ｈ）和ＰＲＯ处理组（１μｍｏｌ／Ｌ，处理２４ｈ）。
１．２．２　慢病毒稳转株构建　　取生长良好的ＰＣ３和
ＬＮＣａＰ细胞（１×１０５／孔）分别接种于 ６孔板中，分为
ＮＣ组（转染阴性对照）和 ｓｈβ２ＡＲ组（转染 β２ＡＲ
ＲＮＡｉ），每组设置３个复孔。待细胞生长到４０％～５０％
时，按照慢病毒转染试剂盒说明步骤对各组细胞进行

转染，转染１２ｈ后更换新鲜的完全培养基继续培养。
７２ｈ后进行传代培养，再用嘌呤霉素（５μｇ／ｍＬ）进行
稳转细胞株的筛选。

１．２．３　免疫组织化学染色　　采用 ＳＰ免疫组化试
剂盒检测 β２ＡＲ的表达情况。光学显微镜下观察拍
照，使用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件进行 ＩＯＤ值的分析。使
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７软件进行统计分析。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　采用 ＲＩＰＡ裂解法提取
各细胞中的总蛋白，并用ＢＣＡ法检测蛋白浓度。配置
所需浓度的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶进行电泳及转膜。于５％
脱脂牛奶中室温封闭２ｈ。加入稀释的一抗，１∶１０００
的 Ｅｃａｄ、Ｎｃａｄ、Ｖｉｍ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、
ＰＡＲＰ、β２ＡＲ抗体，４℃孵育过夜。次日１∶２０００山羊
抗兔二抗或１∶５０００山羊抗鼠二抗室温孵育 １．５ｈ。
ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ。加ＥＣＬ发光液在Ｃｈｅｍｉ
Ｄｏｃ成像系统中进行显影。ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度值
分析，以ＧＡＰＤＨ为内参，目的条带灰度值／内参灰度
值表示结果。

１．２．５　实时荧光定量 ＰＣＲ　　β２ＡＲ上游引物 ５′
ＧＴＣＴＴＧＡＧＧＧＣＴＴＴＧＴＧＣＴＣ３′，下游引物 ５′ＧＧＣＡＧ
ＣＴＣＣＡＧＡＡＧＡＴＴＧＡＣ３′，产物长度１３９ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上
游引物 ５′ＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧ３′，下游引物
５′ＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴ３′，产物长度 ２１４ｂｐ。
用ＲＮＡ提取试剂盒获取总 ＲＮＡ，并进行浓度的测定。

使用逆转录试剂盒将ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。将 ＳＹＢＲ
（５μＬ）、上下游引物（各０．３μＬ）、ＤＥＰＣ水（３．４μＬ）
和ｃＤＮＡ（１μＬ）混匀加样。上机检测：９５℃ ５ｍｉｎ，３９
个循环（９５℃ １０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ ２０ｓ）。结果用
ＢｉｏＲａｄＣＦＸＭａｎａｇｅｒ软件进行分析，并用 Ｐｒｉｓｍ７
ＧｒａｐｈＰａｄ软件统计。
１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移侵袭实验　　迁移实验：将
对数生长期的细胞用无血清的培养基重悬后以１００μＬ、
３×１０４／孔接种在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室中，下室加
６００μＬ含２０％胎牛血清的培养基，置于培养箱中培养
２４ｈ，取出小室，ＰＢＳ洗涤 ２次，用 １０％的多聚甲醛固
定细胞１５ｍｉｎ，使用结晶紫染色１５ｍｉｎ。用棉签轻轻
擦拭掉上室内残余的细胞，ＰＢＳ洗涤３次，晾干。显微
镜下观察并随机选取５个视野采图计数。侵袭实验：
将预冷的 ｍａｔｒｉｇｅｌ∶ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基＝１∶３比例稀释
后混匀制成 ｍａｔｒｉｇｅｌ稀释液，取 ５０μＬ稀释液滴于
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的膜上，３７℃培养箱静置３０ｍｉｎ待其凝
固。接种以无血清培养基重悬的 ５×１０４／孔的细胞悬
液１００μＬ于上室，下室加入６００μＬ含２０％胎牛血清
的培养基，常规培养２４ｈ，取出小室，ＰＢＳ洗涤２次，用
１０％的多聚甲醛固定细胞 １５ｍｉｎ，使用结晶紫染色
１５ｍｉｎ。用棉签轻轻擦拭掉上室中的胶质及液体，ＰＢＳ
洗涤３次，晾干。显微镜下观察并随机选取５个视野
采图计数。

１．２．７　流式细胞术检测细胞凋亡　　收集对数生长
期的各组细胞，用ＰＢＳ洗涤２次重悬后将细胞转移至
流式管中，４℃、１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清。每管
加入４００μＬＢｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞后，加入５μＬ的
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，避光室温孵育 １５ｍｉｎ，加入 ５μＬ的
ＤＡＰＩ混匀后避光孵育５ｍｉｎ。上流式细胞仪检测。
１．２．８　透射电镜凋亡检测　　将对数生长期的各组
细胞用细胞刮从培养皿中轻轻刮下来，使细胞呈条状

悬浮在培养液中，置于离心管中离心，弃上清，用吸管

沿管壁缓慢加入２％的戊二醛，４℃固定１．５ｈ后送电
镜室检测。

１．３　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０
统计软件。两组间比较采用独立样本ｔ检验。多组间
比较采用单因素方差分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　β２ＡＲ在前列腺癌组织中的表达增高
　　ＵＡＬＣＡＮ数据库检索结果显示，与癌旁组织相比，
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不同阶段（Ｇｌｅａｓｏｎ评分为６～９分）的前列腺癌患者组
织中 β２ＡＲ的基因表达水平均显著增高（Ｐ＜０．０５）。
与４１～６０岁患者相比，６１～８０岁患者癌组织中 β２ＡＲ
基因表达水平差异无统计学意义（Ｐ＝０．４０１）。
２．２　β２ＡＲ在高风险的前列腺癌组织中表达增高
　　对２９例前列腺癌患者组织标本进行免疫组化染
色实验，结果显示，与Ｇｌｅａｓｏｎ评分＜７的低风险患者前
列腺癌组织相比，Ｇｌｅａｓｏｎ评分≥７的高风险患者癌组

织中β２ＡＲ表达更高（Ｐ＜０．０１，图１）。
２．３　β２ＡＲ激动剂促进前列腺癌细胞的迁移和侵袭，

抑制剂则减弱细胞迁移和侵袭

　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测前列腺癌细胞 ＰＣ３和 ＬＮＣａＰ
在各处理组作用下的迁移和侵袭能力（图２），结果显
示，与对照组比较，β２ＡＲ激动剂 ＩＳＯ处理组迁移和侵
袭细胞数明显增加（Ｐ＜０．０１），而 β２ＡＲ抑制剂 ＰＲＯ
处理组迁移和侵袭细胞数显著下降（Ｐ＜０．０１）。
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图１　免疫组化染色检测２９例前列腺癌组织中β２ＡＲ的表达　（ＳＰ）
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图２　β２ＡＲ激动剂和抑制剂对ＰＣ３和ＬＮＣａＰ细胞迁移和侵袭的影响
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２．４　下调β２ＡＲ表达减弱前列腺癌细胞的迁移和侵袭
　　用β２ＡＲＲＮＡｉ慢病毒感染ＰＣ３和ＬＮＣａＰ细胞，
构建了 β２ＡＲ敲低的稳转株。ＲＴＰＣＲ检测结果显
示，与ＮＣ组比较，ｓｈβ２ＡＲ组的 β２ＡＲｍＲＮＡ水平显
著下降（Ｐ＜０．０１，图 ３Ａ、Ｂ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现其
蛋白水平较 ＮＣ组也明显下调（Ｐ＜０．０１，图 ３Ｃ～Ｆ）。

说明癌细胞β２ＡＲ基因已被成功敲低。
　　采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移和侵袭实验检测下调 β２ＡＲ
表达对 ＰＣ３和 ＬＮＣａＰ细胞迁移和侵袭能力的影响
（图４、５），结果显示 ｓｈβ２ＡＲ组细胞迁移及侵袭数明
显低于ＮＣ组（Ｐ＜０．０１），提示下调 β２ＡＲ的表达细胞
的迁移和侵袭能力明显降低。
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Ａ：ＰＣ３稳转株细胞ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：ＬＮＣａＰ稳转株细胞ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｃ、Ｄ：ＰＣ３稳转株细胞Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果及蛋白半定量分析；Ｅ、Ｆ：ＬＮＣａＰ稳转株细胞Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果及蛋白半定量分析；ａ：Ｐ＜０．０１，
与ＮＣ组比较

图３　ＮＣ组与ｓｈβ２ＡＲ组细胞中β２ＡＲｍＲＮＡ及蛋白表达
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图４　ＮＣ组与ｓｈβ２ＡＲ组ＰＣ３细胞迁移和侵袭能力
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Ａ：ＬＮＣａＰ稳转株细胞迁移和侵袭能力（×４００）；Ｂ：定量分析；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组比较

图５　ＮＣ组与ｓｈβ２ＡＲ组ＬＮＣａＰ细胞迁移和侵袭能力

２．５　β２ＡＲ激动剂促进细胞 ＥＭＴ形成，抑制剂或下
调β２ＡＲ表达则抑制ＥＭＴ的形成

　　为了深入了解 β２ＡＲ影响细胞迁移和侵袭的机
制，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测在β２ＡＲ激动剂ＩＳＯ和抑制
剂ＰＲＯ处理后，ＰＣ３和ＬＮＣａＰ细胞中ＥＭＴ相关蛋白
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达情况。结果显

示，与对照组比较，ＩＳＯ处理组 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调，
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达上调，说明其对 ＥＭＴ形
成具有促进作用；ＰＲＯ处理组 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达上调，
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达下调，说明其抑制细胞
ＥＭＴ的形成（Ｐ＜０．０５，图６）。
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Ａ、Ｂ：ＰＣ３各组细胞ＥＭＴ相关蛋白的表达及半定量分析；Ｃ、Ｄ：ＬＮＣａＰ各组细胞 ＥＭＴ相关蛋白的表达及半定量
分析；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测β２ＡＲ激动剂、抑制剂对ＥＭＴ相关蛋白表达的影响
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　　通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对稳转株中ＥＭＴ相关蛋白的检
测发现，与ＮＣ组比较，ｓｈβ２ＡＲ组 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达上
调，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达下调，说明下调
β２ＡＲ的表达抑制细胞ＥＭＴ的形成（Ｐ＜０．０５，图７）。
２．６　下调β２ＡＲ表达的稳转株中凋亡细胞增多
　　透射电镜检测稳转株细胞的凋亡情况发现，与ＮＣ
组比较，ｓｈβ２ＡＲ组出现较多的凋亡细胞（图８）。
２．７　抑制或下调β２ＡＲ的表达细胞凋亡率明显增加
　　通过流式细胞术进一步对 ＩＳＯ和 ＰＲＯ处理后的
细胞进行凋亡检测发现，与对照组比较，ＩＳＯ处理组细
胞的凋亡率略有降低，而ＰＲＯ处理组细胞凋亡率明显
增加（图９Ａ、Ｂ）。在对 β２ＡＲ敲低的稳转株进行凋亡
检测时发现，与ＮＣ组比较，ｓｈβ２ＡＲ组细胞凋亡率也
明显增加（图９Ｃ、Ｄ）。

２．８　β２ＡＲ激动剂下调凋亡相关蛋白的表达，抑制剂
及下调β２ＡＲ表达则上调凋亡相关蛋白的表达

　　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白的表达，结果
显示，与对照组相比，ＩＳＯ处理组在处理１、１２、２４ｈ后凋
亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３和ＰＡＲＰ的表达
均明显降低，提示ＩＳＯ对凋亡的抑制作用；而与ＩＳＯ处
理１ｈ组相比，ＩＳＯ处理１２ｈ和２４ｈ组的凋亡蛋白变化
不明显，说明ＩＳＯ对凋亡相关蛋白表达的影响可能不具
有时间依赖性；ＰＲＯ处理组凋亡蛋白表达明显增高（Ｐ＜
０．０５，图１０），提示其对细胞凋亡的促进作用。
　　进一步检测稳转株中凋亡相关蛋白的表达情况，
结果显示，与ＮＣ组相比，ｓｈβ２ＡＲ组凋亡相关蛋白的
表达明显增加（Ｐ＜０．０５，图１１），提示下调 β２ＡＲ的表
达细胞的凋亡作用增强。
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Ａ、Ｂ：ＰＣ３稳转株细胞ＥＭＴ相关蛋白的表达及半定量分析；Ｃ、Ｄ：ＬＮＣａＰ稳转株细胞 ＥＭＴ相关蛋白的表达及半
定量分析；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测下调β２ＡＲ的表达对ＥＭＴ相关蛋白表达的影响
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图８　透射电镜检测下调β２ＡＲ表达细胞的凋亡情况
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Ａ：流式细胞术检测ＰＣ３各组中细胞的凋亡率；Ｂ：ＬＮＣａＰ各组细胞凋亡率；Ｃ：ＰＣ３稳转株细胞凋亡率；Ｄ：ＬＮＣａＰ稳转株
细胞凋亡率

图９　流式细胞术检测β２ＡＲ激动剂、抑制剂及下调β２ＡＲ的表达对细胞凋亡的影响
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Ａ、Ｂ：ＰＣ３各组细胞凋亡相关蛋白的表达及半定量分析；Ｃ、Ｄ：ＬＮＣａＰ各组细胞凋亡相关蛋白的表达及半定量分析；１：对
照组；２：ＩＳＯ处理１ｈ组；３：ＩＳＯ处理１２ｈ组；４：ＩＳＯ处理２４ｈ组；５：ＰＲＯ处理２４ｈ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测β２ＡＲ激动剂、抑制剂对凋亡相关蛋白表达的影响
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Ａ、Ｂ：ＰＣ３稳转株细胞凋亡相关蛋白的表达及半定量分析；Ｃ、Ｄ：ＬＮＣａＰ稳转株细胞凋亡相关蛋白的表达及半定
量分析；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组比较

图１１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测下调β２ＡＲ的表达对凋亡相关蛋白表达的影响

３　讨论

　　交感神经作为自主神经系统的重要组成部分，在
前列腺癌的形成和发展过程中发挥了重要作用。研究

显示，交感神经纤维在前列腺癌及其周围的正常组织

中密集分布，而且与低风险患者相比，高风险前列腺癌

患者的交感神经密度更高且肿瘤增殖指数也更高［７］。

　　β２ＡＲ作为交感神经信号传导过程的重要环节，
在前列腺癌进展过程中的表达目前仍存在争议［１５－１７］。

本研究回顾分析了ＵＡＬＣＡＮ数据库发现，与癌旁组织
相比，β２ＡＲ在前列腺癌组织中的基因表达更高；且不
同年龄患者间β２ＡＲ的表达差异不显著。以上结果提
示，β２ＡＲ对前列腺癌的发生可能具有重要的影响，而
年龄虽然是目前公认的前列腺癌的危险因素之一［１８］，

但对β２ＡＲ在前列腺癌中的表达影响不显著，说明年
龄可能不是影响β２ＡＲ在癌组织中表达的因素。通过
对２９例患者组织的免疫组化染色观察发现，高风险的
前列腺癌组织中β２ＡＲ的蛋白表达水平明显高于低风
险癌组织，提示在前列腺癌进展中 β２ＡＲ可能发挥重
要的作用。

　　本研究通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验发现 β２ＡＲ激动剂能
显著促进前列腺癌细胞ＰＣ３和ＬＮＣａＰ的迁移以及侵
袭，而β２ＡＲ抑制剂或下调 β２ＡＲ的表达则明显抑制
癌细胞的迁移及侵袭能力，提示 β２ＡＲ能够促进前列
腺癌细胞迁移及侵袭。

　　ＥＭＴ是肿瘤细胞获得形变能力而转化为有运动
能力的细胞表型，从而促使癌细胞发生转移的过程［１９］。

ＥＭＴ发生时常有上皮表型Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调、间质表
型Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ以及Ｖｉｍｅｎｔｉｎ上调等特征。在肿瘤细胞
的ＥＭＴ形成过程中，细胞失去胞间连接及细胞极性，出
现上皮标记物如Ｅｃａｄｅｒｉｎ减少，而Ｎｃａｄｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ等间充质标记物逐渐增多，从而使细胞获得高迁
移、侵袭的能力［２０］。在本研究中，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测 Ｅｃａｄｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ在 β２ＡＲ激动剂、
抑制剂处理以及下调 β２ＡＲ表达后的蛋白表达，结果
显示，β２ＡＲ激动剂下调 Ｅｃａｄｅｒｉｎ的表达，上调 Ｎｃａ
ｄｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达，说明β２ＡＲ激动剂促进ＥＭＴ
的形成，而β２ＡＲ抑制剂或下调 β２ＡＲ的表达则抑制
ＥＭＴ的形成。提示 β２ＡＲ能够诱导前列腺癌细胞
ＥＭＴ的形成，增强肿瘤迁移以及侵袭能力。
　　透射电镜观测细胞凋亡发现下调β２ＡＲ的表达后
稳转株中出现了较多的凋亡细胞。流式细胞术检测发

现，β２ＡＲ激动剂具有一定的抑制凋亡的作用，此作用
较不明显，原因可能由于细胞本底凋亡率较低所致，但

在凋亡相关蛋白的检测中发现，β２ＡＲ激动剂使凋亡
过程的关键执行者 Ｃａｓｐａｓｅ３，其剪切形式 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３以及其主要剪切底物 ＰＡＲＰ的表达明显降
低，提示 β２ＡＲ激动剂能抵抗细胞的凋亡作用。而
β２ＡＲ抑制剂及下调 β２ＡＲ的表达明显增加细胞的凋
亡率，此外，Ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３以及 ＰＡＲＰ的
蛋白表达明显增加，提示抑制或敲低 β２ＡＲ的表达促
进细胞的凋亡。由此可以说明β２ＡＲ能够调节凋亡相
关蛋白的表达从而抵抗前列腺癌细胞的凋亡作用。

　　肿瘤转移是一个复杂且包含多个步骤的过程。肿
瘤细胞的成功转移不仅依赖于细胞的迁移、侵袭能力，
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而且依赖于其逃避凋亡的能力。因此，在肿瘤转移过

程中，凋亡抵抗是必不可少的重要环节，而细胞凋亡则

能够抑制肿瘤转移［１４］。本研究显示，β２ＡＲ激动剂能
够使癌细胞具有凋亡抗性，从而促进肿瘤的转移播散，

β２ＡＲ抑制剂或下调 β２ＡＲ的表达具有明显的促凋亡
作用，从而能够抑制肿瘤的转移。

　　综上所述，β２ＡＲ可从两个方面影响肿瘤转移：①
β２ＡＲ能够促进前列腺癌细胞 ＥＭＴ，增强细胞的迁移
及侵袭能力；②β２ＡＲ还可以使细胞产生凋亡抵抗，从
而能够促进肿瘤的转移播散。而β２ＡＲ对前列腺癌转
移影响的具体机制还需进一步研究探索。

　　目前关于β肾上腺素受体抑制剂对乳腺癌、卵巢
癌、宫颈癌和结肠癌作用的临床Ⅱ期评估工作已经展
开［６，２１］，而β肾上腺素受体抑制剂对前列腺癌作用的
研究仍需要进一步的临床流行病学以及基础研究的支

持［６］。本研究发现β２ＡＲ能够通过促进前列腺癌细胞
的迁移、侵袭及抑制细胞凋亡，从而可能对肿瘤转移具

有促进作用，以期能够为前列腺癌可能的分子靶向药

物的寻找提供新的线索。
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［１８］ＳＡＬＩＮＡＳＣＡ，ＴＳＯＤＩＫＯＶＡ，ＩＳＨＡＫＨＯＷＡＲＤＭ，ｅｔａｌ．
Ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｉｎｙｏｕｎｇｍｅｎ：ａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｅｎｔｉｔｙ
［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＵｒｏｌ，２０１４，１１（６）：３１７－３２３．ＤＯＩ：１０．
１０３８／ｎｒｕｒｏｌ．２０１４．９１．

［１９］ＦＩＧＩＥＬＳ，ＶＡＳＳＥＵＲＣ，ＢＲＵＹＥＲＥＦ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓｉｎ
ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＨｕｍＰａｔｈｏｌ，２０１７，６１：２６－３２．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｈｕｍｐａｔｈ．２０１６．１０．０１３．

［２０］ＨＡＲＮＥＲＦＯＲＥＭＡＮＮ，ＶＡＤＡＫＥＫＯＬＡＴＨＵＪ，ＬＡＶＥＲＳＩＮ
ＳＡ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｍｏｄｅｌｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ｕｓｉｎｇａｐｒｉｍａｒｙｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ
ｄｅｒｉｖｅｄｃｅｌｌｌｉｎｅｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇｄｉｓｔｉｎｃｔｓｔｅｍｌｉｋｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓ
ｔｉｃｓ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１７，７：４０６３３．ＤＯＩ：１０．１０３８／
ｓｒｅｐ４０６３３．

［２１］ＣＨＯＩＣＨ，ＳＯＮＧＴ，ＫＩＭＴＨ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｅｔａｂｌｏｃｋｅｒｏｎｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｉｎｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ
［Ｊ］．ＪＣａｎｃｅｒＲｅｓＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２０１４，１４０（７）：１１７９－
１１８８．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００４３２０１４１６５８７．

（收稿：２０１９０６１９；修回：２０１９０８２０）

（编辑　汪勤俭）
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