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前列腺癌组织和细胞中LKB1、TGF-13 1的表达及意义 
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【摘 要】目的：研究前列腺癌组织及细胞株中丝氨酸一苏氨酸激酶11(1iver kinase B1／serine—threonine kinase 11，LKB1)、转化 

生长因子一131(transforming growth factor-131，TGF一131)的表达情况，探讨 LKB1表达在前列腺癌发生演进中的作用。方法：用免疫 

组化sP法、Western blot和RT—PCR检测LKB1及 TGF一131在前列腺增生和前列腺癌组织，以及 2种细胞株(正常前列腺上皮 

RWPE一1，前列腺癌细胞株 Pc一3)中的蛋白和mRNA表达情况。结果：前列腺癌组织中LKB1、TGF一131的阳性表达率分别为 

55％、70％，前列腺增生组织中LKBI、TGF一131的阳性表达率分别为83I3％、40％，前列腺癌组织中LKB1的表达显著低于前列腺 

增生组织(P<0．05)，前列腺癌组织中TGF一131的表达明显高于前列腺增生组织(P<O．05)，LKB1和TGF一131在前列腺癌中的表 

达呈负相关(r：=一0．373，P=-O．018)；前列腺增生组织中LKB1的蛋白和mRNA表达水平明显高于前列腺癌组织(P<0．01)，前列腺 

癌组织中TGF-131的蛋白和mRNA表达水平显著高于前列腺增生组织。免疫细胞化学、Western blot、RT—PCR结果显示：LKB1 

在人前列腺上皮细胞株 RWPE一1中的蛋白及mRNA表达水平明显高于前列腺癌细胞株PC一3(P<O．01)；TGF一131在前列腺癌细 

胞株PC一3中的蛋白及 mRNA表达水平明显高于人前列腺上皮细胞株 RWPE一1(P<0．01)。结论：LKB1在前列腺癌中表达下调， 

而TGF一131在前列腺癌中过表达，LKB1在前列腺癌的发生过程中可能起着抑制TGF一131的作用；对LKB1和TGF～131相互作用 

机制的深入探讨有可能使其成为研究前列腺癌发生进展的分子机制新靶点。 
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【Abstract]Objective：To observe the effect of liver kinase B1／serine-threonine kinase 1 I(LKB1)on the progression of prostate cancer 

by studying the expression ofLKB1，transforming growth factor一131(TGF一131)in prostate cancer tissues and cells．Methods：Two cell 

lines(normal prostatic epithelial cell line RWPE一1，prostatic carcinoma cell lines PC一3)were detected by SP method，RT-PCR and 

Western blot in order to detect the expression of LKB，TGF-~I mRNA and protein on human prostatic hyperplasia and prostate can— 

certissues．Results：The positive rates of LKB1 and TGF-131 were 55％ and 70％ in prostatic carcinoma，and 83．3％ and 40％ 

in prostatic hyperplasia．The positive rates of LKB1 were lower in prostatic carcinoma than in prostatic hyperplasia(P<O．05)，and 

the positive rates of TGF-Blwere higher in prostatic carcinoma than in prostatic hyperplasia(P<0．05)．However，LKB1 expression 

had a negative correlation with TGF-131(r=一0．373，P=O．018)．The relative levels of LKBI protein and mRNA were higher in prostatic 

hyperplasia than in prostatic carcinoma(P<O．01)．However，the relative levels of TGF-131 protein and mRNA were higher in prostatic 

carcinoma than in prostatic hyperplasia．The level of LKB 1 protein and mRNA were higher in prostatic epithelial cell line RWPE一1 

than in prostatic carcinoma cell line PC-3(P<O．O1)by immun0cytochemistry，Western blot and RT-PCR analysis．However，the expres— 

sion of TGF一31was higher in prostatic carcinoma cell line PC-3 than in prostatic epithelial cell line RWPE一1(P<O．05)．Conclusion： 

The down—regulated expression of LKB1，while the excessive expression of TGF-131 may play synergetic roles in the prostatic car— 

cinogenensis．LKB1 gene may be a potential target for researching the molecular of prostatic cancer tumorgenesis and evolution by ex一 
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ploring the interactive mechanism of LKB 1 and TGF-B 1． 
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前列腺癌是男性最常见的泌尿生殖系统肿瘤 

之一，前列腺癌患者死亡的主要原因是肿瘤的侵袭 

及转移。因此，对前列腺癌侵袭转移的相关机制进 

行研究并对其进行有效防治是长期以来研究的重 

点课题。恶性肿瘤细胞的侵袭及转移是细胞与周围 

微环境之间相互作用失衡所致，细胞间信号的传导 

在这一过程中起着非常重要的作用，可通过诱导肿 

瘤周围基质微环境发生改变，参与肿瘤微环境的降 

解及重塑．增强肿瘤细胞侵袭和转移的能力。 

丝氨酸一苏氨酸激酶 11(1iver kinase B 1／serine— 

threonine kinase 11．LKB1)基因是一种抑癌基因。 

LKB1基因位于人染色体 19p13．3的位置，人体内几 

乎所有的组织都有LKB 1的表达。大量研究结果表 

明，LKB1基因与多种恶性肿瘤的发生发展密切相 

关，且目前大多数学者都认为LKB1是一种抑癌基 

因。而LKB1与前列腺癌相关恶性生物学行为的确 

切关系及具体作用机制目前还不清楚。 

最近研究表明『1I，LKBI能降低间质细胞中转化 

生长因子一Bl(transforming growth factor一131，TGF— 

B1)的表达，使其不能传递信号给邻近的上皮细胞， 

从而抑制上皮细胞增殖：且在小鼠的间充质细胞中， 

LKB 1会减少TGF—B 1的分泌，从而降低间充质细胞 

的增殖能力。研究发现『2I，前列腺癌容易转移到骨， 

成骨细胞能分泌TGF一81并影响细胞与细胞外基质 

的相互作用，影响前列腺癌的侵袭和转移。有研究 

表明[31，TGF—B1能诱导前列腺上皮表达和分泌基质 

金属蛋白酶一9(matrix metalloprotein一9。MMP一9)及基 

质金属蛋白酶一2(matrix metalloprotein一2，MMP一2)， 

导致细胞外基质降解，有利于肿瘤细胞的侵袭。因此， 

我们推测，LKB1在前列腺癌中可能通过降低TGF— 

p 1的表达和分泌，从而影响前列腺癌的发生发展。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

收集重庆市南岸区病理检验中心和重庆医科大学附属 

第一医院2011年 8月至2013年3月切除的前列腺癌40例 

为Pca组；前列腺增生组织 30例为BPH组。根据前列腺癌 

Gleason分级系统：Gleason评分7分以上为高评分组 (共24 

例)，Gleason评分 7分以下为低评分组(16例)；根据前列腺 

癌有无骨转移分为有骨转移组(共 18例)、元骨转移组(共 

22例)。以上组织标本部分石蜡包埋用于免疫组化，部分投 

入液氮保存用于RT—PCR和Western blot。人前列腺上皮细 

胞系(RWPE一1)购自上海拜力生物科技有限公司，前列腺癌 

细胞系(PC一3)为第三军医大学大坪医院肿瘤分子实验中心 

惠赠。LKB1兔抗人多克隆抗体为 Bioworld公司产品；TGF一 

81鼠抗人单克隆抗体为Santa Cruz公司产品；HRP标记的 

羊抗兔二抗、HRP标记的羊抗小鼠二抗、SP一9000及DAB染 

色试剂购自福建迈新公司；Trizol购自美国invitrogen公司； 

RT—PCR试剂盒购 自TakaRa公 司；Western配胶试剂盒及 

BeyoECL Plus为上海碧云天公司产品，PVDF膜为美国Milli— 

pore公司产品。 

1．2 方法 

1．2．1 免疫组织化学 按照免疫组化sP染色步骤操作，阴 

性对照采用PBS替代一抗．阳性对照以公司提供的阳性片作 

为对照。根据阳性细胞百分数和染色强度结果计算评分：阳 

性着色细胞百分数：≤5％计0分、6％一25％计 1分、26％～50％ 

计 2分、51％ 75％计3分、>175％计 4分；着色强度：不着色 

计 0分，黄色计 1分，棕黄色计2分，褐色计3分；2项指标 

的积分相加为阳性等级，共分为4个等级：0分(～)、1～2分 

(1+)、3~4分(2+)、5～7分(3+)，其中“2+”“3+”表达计为强 

阳。 

1．2．2 免疫细胞化学 在 24孔板中以2xl05个／ml密度接 

种 RWPE一1和Pc一3细胞，每孔300 w1．细胞融合度达 90％ 

时，用 4％多聚甲醛固定细胞并浸没细胞面，染色步骤按 SP 

免疫组化法完成。RWPE一1和 PC一3细胞株中LKB1和TGF— 

B1表达情况采用 Image—Pro Plus 6．0图像分析软件测量，并 

分析其平均光密度值(average optical density，AOD)，AOD=-积分 

光密度值／阳性细胞面积。 

1．2．3 Western blot检 测组织 、RWPE一1及 PC一3细胞 中 

LKB1、TGF—B1蛋白的表达 将前列腺癌和前列腺增生组织 

剪碎后，在组织中加入IP细胞裂解液，匀浆组织至充分裂解 

的整个过程均在冰上进行：RWPE一1和Pc一3细胞用细胞刮 

刮下，2株细胞总蛋白按照IP细胞裂解液说明书提取：组织 

及细胞总蛋白采用二喹啉甲酸法(BCA法)检测：组织及细胞 

总蛋白采用 12％SDS—PAGE凝胶电泳后．转至PVDF膜上 

并用脱脂牛奶封闭，PVDF膜分别用抗LKB1、TGF一131和 B— 

actin(抗体稀释浓度分别为 l：500、1：500、1：1 ooo)的一抗孵 

育过夜：次日PVDF膜用HRP标记的羊抗兔二抗、羊抗小鼠 

二抗(抗体稀释浓度分别为 1：1 000、1：1 00o)孵育2 h；采用 

BeyoECL Plus试剂发光显色后摄取蛋白凝胶图像．目的条带 

的面积及灰密度值用Quantity One分析软件检测。以上每项 

实验重复3次。 

1．2．4 RT-PCR法检测组织、RWPE一1及 PC一3细胞中 LKB1、 

TGF一131 mRNA的表达 参照Trizol试剂说明书提取组织、 

RWPE一1及Pc一3细胞总RNA。变性琼脂糖凝胶电泳测定 

RNA完整性，紫外吸收法计算总RNA纯度和浓度；取组织、 

RWPE一1及PC一3株细胞总RNA为模板逆转录合成 cDNA， 

然后分别用LKB1、TGF一131、B—aetin基因的引物进行PCR扩 









一

766 ～  重庆医科大学学报 2016年第 41卷第 7期 (Journal of Chongqing Medical University 2016．Vo1．41 No．7) 

至细胞外基质，调节细胞粘附和侵入参与前列腺癌 

的侵袭和转移；而人前列腺癌PC一3细胞株用培养 

成骨细胞的培养液培养之后，其粘附力、趋化性、侵 

袭及转移能力显著提高，且TGF—t31抗体可以阻断 

这种作用。Reis争 2】研究发现，高表达TGF—B 1的前 

列腺癌其Gleason评分越高，因此TGF—t3 1的表达是 

前列腺癌预后的有用标志。最近的研究表明[3,131， 

TGF—B1可诱导前列腺上皮表达、分泌 MMP一9和 

MMP一2，导致细胞外基质降解，创造肿瘤细胞游走 

的有利条件。本实验结果显示：TGF—B 1在前列腺癌 

组织和细胞中的表达明显高于前列腺增生组织及 

前列腺上皮细胞，提示TGF一131的表达在调控细胞 

的增殖分化和肿瘤的侵袭转移中起着重要的作用。 

最新研究表明『l1，LKB1能降低问质细胞中TGF— 

Bl的表达，使其不能传递信号给邻近上皮细胞，从 

而抑制上皮细胞增殖：且在小鼠的间充质细胞中， 

LKB1会减少TGF一131的分泌，从而降低间充质细胞 

的增殖能力。本实验研究结果显示：LKB 1和TGF—p 1 

在前列腺癌中的表达呈负相关。因此 ．推NtJLKBI在 

前列腺癌中可能通过调控 TGF一131的表达和分泌， 

激活下游信号通路，进而调节增殖相关因子的表达， 

促进前列腺癌细胞的增殖。因此，本实验下一步拟 

将RNA干扰LKB1基因的重组载体转染至高表达 

LKB1的前列腺癌细胞株中，检测LKB1是否通过 

TGF—Bl信号传导通路影响前列腺癌细胞增殖能力 

及增殖相关蛋白的表达，侵袭转移能力及相关蛋白 

的表达。 

综上所述，本课题组初步研究了前列腺癌组织 

和细胞中LKB1和TGF—B1的表达及两者问的相关 

性．为将RNA干扰LKB1基因的重组载体转染至高 

表达 LKB1的前列腺癌细胞株中，从而进一步研究 

LKB 1如何通过调节TGF—B l的表达和分泌进而影 

响前列腺癌增殖、侵袭转移的机制奠定基础。但本 

实验还需要扩大样本量进一步探讨LKB I和TGF— 

B1与前列腺癌的临床病理关系及预后价值。结果显 

示了前列腺癌中LKB1与TGF一131表达的相关性， 

提示 LKB1可能通过抑制 TGF—B1的表达，从而影 

响下游信号通路，进而影响前列腺癌的发生及演进。 
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