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前列腺癌细胞表达的 ＬＲＧ１对血管形成的影响

龙　金，任　鹏，戚正君，刘风炼
（贵州医科大学第二附属医院，贵州 凯里 ５５６０００）

【摘要】目的：研究前列腺癌细胞表达的富含亮氨酸α－２糖蛋白１（Ｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈα－２－ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ１，ＬＲＧ１）对
血管形成的影响。方法：通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 Ｒｅａｌｔｉｍｅ－ＰＣＲ检测前列腺癌组织、癌旁组织、前列腺细胞 （ＰＣ－３和
ＬＮＣａＰ）和前列腺细胞系 （ＲＷＰＥ－１）ＬＲＧ１的表达，以判断ＬＲＧ１在前列腺癌形成中的表达变化；人脐静脉内皮细胞
（ＨＵＶＥＣｓ）经ＬＲＧ１刺激２４ｈ，ＣＣＫ８检测细胞活性；ＨＵＶＥＣｓ接种至预先包被基质胶的９６孔板中，经 ＬＲＧ１刺激１２
ｈ，用ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＣｅｌｌＩｍａｇｉｎｇＫｉｔ染色后，荧光显微镜观察血管形成状态；前列腺癌细胞转染 Ｌｖ－ＧＦＰ或者 Ｌｖ－ｓｈＬ
ＲＧ１－ＧＦＰ７２ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＲＧ１的表达；前列腺癌细胞经正常培养、转染Ｌｖ－ＧＦＰ或者Ｌｖ－ｓｈＬＲＧ１－ＧＦＰ７２
ｈ后，收集培养上清，用其制备ＨＵＶＥＣｓ单细胞悬液，接种于预先包被基质胶的９６孔板，培养１２ｈ后，用ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ
ＣｅｌｌＩｍａｇｉｎｇＫｉｔ染色，荧光显微镜观察血管形成状态。结果：ＬＲＧ１在前列腺癌组织及前列腺癌细胞中明显高表达；
ＬＲＧ１刺激导致ＨＵＶＥＣｓ生长活性增强和血管形成能力的增加；前列腺癌细胞ＬＲＧ１表达的抑制导致其促血管形成能力
减弱。结论：前列腺癌细胞高表达的ＬＲＧ１具有明显的促血管形成作用。
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　　前列腺癌 （ＰＣａ）是西方国家最常见的诊断癌症，也
是男性癌症死亡的第二大原因［１－２］。在中国，前列腺癌的

发病率和死亡率在过去十年中也呈上升趋势［３］。大约有

６０～７０％的前列腺癌患者发生了肿瘤转移［４］，而癌细胞

从原发部位扩散到身体其他部位的转移过程，意味着前

列腺癌已经发展到晚期阶段［５］。肿瘤组织中血管生成是

影响癌细胞转移的重要因素［６］，且已有研究证实，前列

腺癌组织中的血管密度越高，肿瘤分级就越高，预后也

会越差［７－８］。因此，了解肿瘤血管生成的调控机制对寻求

治疗复发性和转移性癌症的新策略至关重要。作为一个

高度保守的富亮氨酸重复序列蛋白家族成员之一，ＬＲＧ１
具有调节多种细胞的生物学功能，包括上皮向间质转化、

肿瘤细胞的增殖、和皮肤损伤的修复反应［９－１１］。另外，

还有研究表明，ＬＲＧ１也能调控结肠癌、角膜损伤和关节
炎等病变中所伴随的血管生成［１２－１４］。在本研究中，课题

组在发现前列腺癌组织和前列腺癌细胞中明显高表达

ＬＲＧ１的基础上，进一步明确 ＬＲＧ１具有促进前列腺癌血
管形成的潜力。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　实验组织标本、细胞与试剂　前列腺癌手术切除
标本及其邻近正常组织采集自２０１７年９月至２０２２年１２
月贵州医科大学第二附属医院，共２３例，所有标本均经
病理科医师进行组织学确认，所开展的实验研究获得贵

州医科大学第二附属医院伦理委员会的伦理许可，并获

得了所有组织捐赠者对组织标本进行科研使用的知情同

意。人前列腺癌细胞 （ＰＣ－３和 ＬＮＣａＰ）、前列腺细胞
ＲＷＰＥ－１和ＨＵＶＥＣｓ均购自武汉普诺赛生命科技有限公
司。其它主要试剂如下：兔抗 ＬＲＧ１抗体 （英国 Ａｂｃａｍ
公司）；兔抗 β－ａｃｔｉｎ抗体 （英国 Ａｂｃａｍ公司）；ＰＶＤＦ
膜 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＥＣＬ（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；
ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗 （美国 Ｅａｒｔｈｏｘ公司）；ＬＩＶＥ／
ＤＥＡＤＣｅｌｌＩｍａｇｉｎｇＫｉｔ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）；Ｍａｔｒｉｇｅｌ（ＢＤ公
司）。

１１２　主要实验仪器　倒置荧光显微镜 （ＯＬＹＭＰＵＳ公
司）；－８０℃低温冰箱 （青岛海尔）；低温离心机 （德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。
１２　方法
１２１　细胞培养　ＲＷＰＥ－１细胞用 ＲＷＰＥ－１细胞专用
培养基 （武汉Ｐｒｏｃｅｌｌ）进行培养；前列腺癌细胞系用含
１０％胎牛血清 （Ｇｉｂｃｏ）的 １６４０培养基 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
ＵＳＡ）进行培养；ＨＵＶＥＣｓ在含有１０％胎牛血清 （Ｇｉｂｃｏ）
的ＥＣＭ培养基 （ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ）培养。所有细胞培养基中均
加入１％青霉素／链霉素和１％谷氨酰胺，所有细胞均在
３７℃、５％ＣＯ２的湿化培养箱中培养。
１２２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　前列腺癌组织、癌旁组织、前列腺
癌细胞以及前列腺细胞用含蛋白酶抑制剂的ＲＩＰＡ强细胞

裂解液裂解、离心和变性，经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ胶电泳后，转
至ＰＶＤＦ膜，用含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳ封闭后孵育兔抗
ＬＲＧ１抗体 （１∶１５００）或者兔抗 β－ａｃｔｉｎ抗体 （１∶
２０００），ＴＢＳＴ洗涤后用 ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗 （１∶
３５００），ＰＶＤＦ膜经ＥＣＬ激发曝光。
１２３　Ｒｅａｌｔｉｍｅ－ＰＣＲ　前列腺癌组织、癌旁组织、前
列腺癌细胞以及前列腺细胞用 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提取总
ＲＮＡ，运用ＦａｓｔＱｕａｎｔＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ（ＫＲ１０８）合成ｃＤＮＡ，
并按照ＦａｓｔＦｉｒｅｑＰＣＲＰｒｅＭｉｘ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）（ＦＰ２０７）实
验步骤进行 ＰＣＲ反应，所有目的基因表达量以 β－ａｃｔｉｎ
的表达量作为内参。引物序列如下：ＬＲＧ１（ｈｕｍａｎ）∶５’
－ＣＣＴＣＴＴＧＧＡＧＣＡＧＡＣＡＧＣＧ－３’和５’ －ＣＡＧＧＴＧＧＴＴ
ＧＡＣＡＧＧＡＧＡＴＧＧＡ－３’；β－ａｃｔｉｎ（ｈｕｍａｎ）∶５’ －ＧＴ
ＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡ －３’和 ５’ － ＣＡＣＡＧＣＣＴＧ
ＧＡＴＡＧＣＡＡＣＧ－３’。
１２４　细胞生长活性分析　将 ＨＵＶＥＣｓ接种于爬片上
（５×１０４个细胞／孔），贴壁４ｈ后，分为两组，一组正常
培养，另外一组加入含 ｒｈＬＲＧ１（５００ｎｇ／ｍｌ）的培养基，
２４ｈ后，每孔加入１０μｌｋｉｔ－８（ＣＣＫ－８）溶液，孵育２
ｈ，然后用酶标仪 （Ｂｉｏ－Ｒａｄ）在４６０ｎｍ处测定每孔的
吸光度。

１２５　慢病毒感染　Ｌｖ－ｓｈＬＲＧ１－ＧＦＰ与Ｌｖ－ＧＦＰ购自
ＯｒｉＧｅｎｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ。将前列腺癌细胞接种于 ６孔
板，使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＣＡ，ＵＳＡ）转染
７２ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＲＧ１的表达。
１２６　肿瘤细胞条件培养基 （ＣＭ）的制备　慢病毒转
染前列腺癌细胞７２ｈ后，收集前列腺癌细胞上清培养基
上清，即ＣＭ，将其在４℃离心机以１００００ｇ转速离心１０
ｍｉｎ，去除细胞碎片，并在－８０℃保存，供后续实验使用。
１２７　内皮细胞体外血管形成试验　取５０μｌ基质胶滴
加在９６孔板内，放置在３７°Ｃ培养箱中３０ｍｉｎ。将培养的
ＨＵＶＥＣｓ制备成单细胞悬液，取３×１０４ＨＵＶＥＣｓ滴加入预
告包被好基质胶的９６孔中，根据实验设计，分为以下几
组：正常培养组、ｒｈＬＲＧ１（２μｇ／ｍｌ）刺激组、前列腺癌
细胞经正常培养上清刺激组、转染 Ｌｖ－ＧＦＰ的前列腺癌
细胞培养上清刺激组以及转染 Ｌｖ－ｓｈＬＲＧ１－ＧＦＰ的前列
腺癌细胞培养上清刺激组，培养箱孵育８ｈ后弃上清，用
ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＣｅｌｌＩｍａｇｉｎｇＫｉｔ染色，荧光显微镜放大 １００
倍捕捉图像，并随机获取３个视野进行人工计数定量。
１３　统计分析　两组实验数据之间的对比使用 ｔ检验，
所有数据选用统计分析软件 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５分析，Ｐ＜
００５表示差异有统计学意义。
２　结果
２１　ＬＲＧ１在前列腺癌组织表达增高　在之前的研究中，
已经明确了 ＬＲＧ１在其他肿瘤中的重要作用。为了研究
ＬＲＧ１是否参与前列腺癌的发生发展，课题组首先收集前
列癌组织及癌旁前列腺组织，采用 Ｒｅａｌｔｉｍｅ－ＰＣＲ和
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Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＬＲＧ１的表达。图１显示，前列腺癌组
织中明显高表达ＬＲＧ１，提示 ＬＲＧ１可能与前列腺的形成

有密切关系。

ＡＲｅａｌｔｉｍｅ－ＰＣＲ检测前列腺癌组织与癌旁组织中ＬＲＧ１的表达；ＢＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测前列腺癌组织与癌旁组织中ＬＲＧ１的表达。所有数
据以均数±标准差表示，ｎ＝２３，Ｐ＜００５。

图１　ＬＲＧ１在前列腺癌组织和癌旁组织的表达

２２　ＬＲＧ１在前列腺癌细胞系中明显高表达　除此之外，
课题组还检测了前列腺癌细胞 （ＰＣ－３和ＬＮＣａＰ）和前列
腺细胞 （ＲＷＰＥ－１）中ＬＲＧ１的表达。图２显示，相对于

前列腺细胞来说，前列腺癌细胞具有高表达 ＬＲＧ１的特
征。

ＡＲｅａｌｔｉｍｅ－ＰＣＲ检测前列腺癌细胞 （ＰＣ－３和ＬＮＣａＰ）和前列腺细胞 （ＲＷＰＥ－１）中ＬＲＧ１的表达；ＢＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测前列腺癌细
胞 （ＰＣ－３和ＬＮＣａＰ）和前列腺细胞 （ＲＷＰＥ－１）中ＬＲＧ１的表达所有数据以均数±标准差表示，ｎ＝３，Ｐ＜００５。

图２　ＬＲＧ１在前列腺癌细胞系和前列腺细胞系的表达

２３　ＬＲＧ１能促进 ＨＵＶＥＣｓ的生长活性和血管形成　基
于前列腺癌的发生发展与肿瘤内血管形成的密切相关，以

及在发现前列癌细胞与前列腺癌组织均高表达 ＬＲＧ１的基
础上，课题组进一步提出假设，即ＬＲＧ１可能是促进前列

癌血管形成的重要因素之一，为了验证这个假设，采用

ＬＲＧ１刺激ＨＵＶＥＣｓ，结果 （图３）发现其生长活性明显
增强，而且，由于受到ＬＲＧ１的刺激，导致ＨＵＶＥＣｓ在体
外血管形成能力增强。

ＡＨＵＶＥＣｓ经ＬＲＧ１刺激２４ｈ，ＣＣＫ８检测细胞活性；ＢＨＵＶＥＣ接种至预先包被基质胶的９６孔板中，经 ＬＲＧ１刺激１２ｈ，用 ＬＩＶＥ／
ＤＥＡＤＣｅｌｌＩｍａｇｉｎｇＫｉｔ染色后，荧光显微镜观察血管形成状态。所有数据以均数±标准差表示，ｎ＝３，Ｐ＜００５。

图３　体外观察ＬＲＧ１对血管形成的影响

２４　前列腺癌细胞 ＬＲＧ１表达的抑制导致其促血管形成
能力减弱　为了进一步研究前列癌细胞表达的 ＬＲＧ１对血

管形成作用的影响，课题组将前列腺细胞转染 Ｌｖ－ｓｈＬ
ＲＧ１－ＧＦＰ，使其表达ＬＲＧ１的水平降低 （图４Ａ），另外，
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当前列腺癌细胞经正常培养、转染 Ｌｖ－ＧＦＰ或者 Ｌｖ－
ｓｈＬＲＧ１－ＧＦＰ７２ｈ后，收集其培养上清，用其作为 ＨＵ
ＶＥＣｓ的条件培养基，观察前列腺癌细胞 ＬＲＧ１表达的抑
制对ＨＵＶＥＣｓ血管形成的影响，结果 （图４Ｂ）发现，随

着前列腺癌细胞ＬＲＧ１表达的抑制，其促血管形成能力也
发生减弱。这些结果表明，ＬＲＧ１可能是促进前列腺癌血
管形成的重要因子。

Ａ前列腺癌细胞转染Ｌｖ－ＧＦＰ或者Ｌｖ－ｓｈＬＲＧ１－ＧＦＰ７２ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察ＬＲＧ１的表达 （ｎ＝５）；Ｂ前列腺癌细胞经正常培养、
转染Ｌｖ－ＧＦＰ或者Ｌｖ－ｓｈＬＲＧ１－ＧＦＰ７２ｈ后，收集其培养上清，用其制作ＨＵＶＥＣｓ单细胞悬液，接种于预先包被基质胶的９６孔板，培
养１２ｈ后，用ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＣｅｌｌＩｍａｇｉｎｇＫｉｔ染色，荧光显微镜观察血管形成状态 （ｎ＝３）。所有数据以均数±标准差表示，Ｐ＜００５。

图４　体外观察前列腺癌细胞ＬＲＧ１表达的抑制对其促血管形成的影响

３　讨论
前列腺癌是一种典型的高度血管化的肿瘤，血管生成

是影响前列腺癌生长和发展的重要因素［４，１５］。虽然，目前

还没有直接的标志物来评估前列腺癌的血管生成活性，但

普遍观点认为，血管密度是衡量肿瘤内血管生成活性的一

个重要指标。微血管密度是肿瘤血管生成活性的一个标志

物，并已被证明是影响多种肿瘤预后的重要因素，包括乳

腺癌和结肠癌以及恶性黑素瘤［１６］。在对前列腺癌的血管

密度与肿瘤分级和预后的相关性研究发现，前列腺癌中血

管密度越高，肿瘤分级和分期较高，预后也较差［７－８］；而

且，针对血流动力学指标的超声影像学研究显示，高恶性

肿瘤的峰值强度更高［１７］。评价肿瘤血管生成的另一个重

要指标是血管生成调节因子，其中ＶＥＧＦ是这些血管生成
调节因子的代表之一［１８］，在 ＶＥＧＦ亚型中，ＶＥＧＦ－ａ已
被广泛研究，并被证实在前列腺癌血管生成中发挥重要作

用［１９］。此外，已发现ＶＥＧＦ－Ａ在前列腺癌中过表达，高
水平的ＶＥＧＦ－Ａ与远处转移和预后差有关［２０－２２］。目前，

虽然已经有研究者使用多种小分子 （如：抑制蛋白、肿瘤

抑素、血管能抑素、内皮抑素和血管稳定因子）来抑制

ＶＥＧＦ－Ａ、ＦＧＦ、ＰＤＧＦ和白介素诱导的内皮细胞增殖和
迁移，起到抑制血管形成的作用［２３］，但在前列腺癌的治

疗中还存在很多不确定性，因此，寻找新的促进前列腺癌

血管形成的调控因子，以及以此为靶点来抑制前列腺癌血

管形成达到治疗前列癌的目的显得尤为紧迫。在本研究

中，我们发现前列腺癌组织与前列腺癌细胞中均明显高表

达ＬＲＧ１，并通过体外研究，表明其具有促进血管形成的
作用，也揭示了ＬＲＧ１可能是促进前列腺癌血管形成的重
要调控因子。

通过查阅 ＧＥＯ数据库 （ｈｔｔｐｓ∶／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏｐｒｏｆｉｌｅｓ／１４２６３３０３），课题组发现相对于原发
性前列腺肿瘤和良性前列腺肿瘤来说，恶性前列癌具有更

加明显高表达ＬＲＧ１的特征，提示 ＬＲＧ１可能参与前列腺
的发生和发展。本研究检测了前列腺癌与癌旁组织中

ＬＲＧ１的表达，结果发现前列腺癌组织具有比癌旁正常的
前列腺组织更高的ＬＲＧ１表达，同时对比前列腺癌细胞与
前列腺上皮细胞中ＬＲＧ１的表达，也发现前列腺癌细胞具
有高表达 ＬＲＧ１的特征，这与 ＧＥＯ数据库的结果高度一
致。在此基础上，研究首先通过体外实验确定了 ｒｈＬＲＧ１
具有促进内皮细胞血管形成的作用，随后，在前列腺癌细

胞经正常培养、转染Ｌｖ－ＧＦＰ或者Ｌｖ－ｓｈＬＲＧ１－ＧＦＰ后，
收集其培养上清，用其制备ＨＵＶＥＣｓ单细胞悬液，并进行
体外血管形成实验，结果发现ＬＲＧ１表达缺失的同时，前
列腺癌细胞的促血管作用明显减弱。这些结果均表明，前

列腺癌表达增多的ＬＲＧ１可能是促进前列腺癌血管形成的
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重要因素。

虽然本研究结果阐明了ＬＲＧ１具有促进前列腺癌血管
形成的潜力，但只是从体外血管形成实验中得到了以上结

论，在将来的研究中，课题组还将从以下两个方面进一步

拓展：（１）需要进一步探索ＬＲＧ１调控前列腺癌血管形成
的信号分子机制；（２）需要通过在前列腺癌细胞系沉默
ＬＲＧ１基因的表达，以此建立前列腺肿瘤异种移植模型，
观察肿瘤形成过程中血管密度的变化，通过体内肿瘤模型

进一步确定ＬＲＧ１在前列腺癌血管形成中的作用，其次，
对于这方面的研究，课题组也面临着一个挑战，即是否能

通过药物等方式抑制ＬＲＧ１功能来减缓前列腺癌血管形成
来达到抑制前列腺癌的目的，这将是下一步探索和深入研

究的方向。
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