
前列腺癌不仅是男性泌尿外科最常见的恶性肿

瘤，也是引起男性肿瘤相关性死亡的第二大原因［1］。

在美国，前列腺癌的发病率已经逐渐超过肺癌，成

为发病率最高的恶性肿瘤［2］。随着我国国民的生活

饮食习惯等逐渐西化，特别是经济发达地区前列腺

癌患者日趋增多，前列腺癌有可能成为我国男性发

病率最高的恶性肿瘤，严重威胁我国男性的健康。

由于前列腺癌在早期缺乏明显的临床症状，容易被

忽视而错过最佳治疗机会。而晚期患者大部分已

经出现转移，骨是最常见的前列腺癌转移靶器官。

因此针对前列腺癌转移的分子机制研究，寻找新的

治疗靶点具有十分重要的临床意义。

细胞外泌体是不同细胞之间通讯的一种新方

式［3-5］，是目前微环境中的研究热点。它是双层脂质
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构成的囊泡，直径30~150 nm，内含蛋白、脂质和核酸

等活性物质。研究表明，细胞外泌体不仅参与正常的

生理调节活动，而且参与多种病理生理过程，包括肿

瘤、炎症性疾病、自身免疫和神经退行性病变等［6］。

本研究将纯化的前列腺癌细胞外泌体处理前

成骨细胞，检测成骨细胞的成熟与分化，确定前列

腺癌细胞外泌体在前列腺癌骨转移中的作用，进而

为前列腺癌骨转移的早期诊断与治疗提供新靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

人前列腺癌细胞系PC3（American Type Culture
Collection，美国），小鼠前成骨细胞MC3T3⁃E1（中科

院上海细胞所）。RPMI1640、α⁃MEM培养基（Invit⁃
rogen公司，美国）；超滤管（AmiconUltra⁃15，Millipore
公司，美国），ExoQuick⁃TC（SBI公司，美国）；碱性磷

酸（ALP）酶检测试剂盒（南京建成），PKH67（Sigma
公司，德国）；地塞米松、抗坏血酸、茜素红和β⁃甘油磷

酸钠（Sigma公司，美国）；二甲基亚砜（DMSO）、多聚

甲醛、PBS（Gibco公司，美国）；兔抗 CD63、calnexin
多克隆抗体（Abcam公司，美国），相应二抗（Sigma公
司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

人前列腺癌细胞 PC3 培养于含 10%胎 牛 血

清、100 U/mL 青 霉 素 和 100 μg/mL 链 霉 素 的RP⁃
MI1640培养基中。小鼠前成骨细胞MC3T3⁃E1用含

10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和 100 μg/mL链霉

素的α⁃MEM培养基培养。所有细胞置于 37 ℃ 5%
CO2的培养箱中培养。

1.2.2 外泌体的提取

采用ExoQuick⁃TC试剂盒与超滤法结合的方法

提取PC3分泌的外泌体。将PC3用无血清培养基培

养 48 h后收集培养液，以 4 000 r/min 离心 20 min，
去除细胞碎片。吸取上清液于 50 mL超滤管中，以

4 000 r/min离心 30 min，得到的上清按照1∶4的比例

加入提取试剂，4 ℃过夜后12 000 r/min离心20 min，
沉淀即为外泌体（PC3⁃exo）。加入适量 PBS 重悬

后，储存于-80 ℃备用。

1.2.3 电镜鉴定外泌体结构

将 50 μL外泌体悬液滴加在载样铜网上，室温

条件静置 1 min后将铜网上多余液体用滤纸从侧

面吸干，在铜网上滴加 pH值为 6.8的磷钨酸溶液

（3%）30 μL，1 min后将磷钨酸用滤纸吸干，室温静

置 10 min后在透射电镜下观察外泌体并拍照。

1.2.4 蛋白质免疫印迹（Western blot）
将变性后的蛋白样品按照 30 μg/孔，加入预先

配制好的变性聚丙烯酰胺凝胶（SDS⁃PAGE）的加样

孔中；电泳使蛋白分离。根据不同蛋白分子量的大

小选择合适的转膜时间，80 V恒压转膜。转膜后用

TBST 缓冲液配制的 5％脱脂奶粉溶液封闭 2 h；根
据目的蛋白的分子量大小，将特定位置的膜切至合

适大小，2% BSA稀释一抗，加入一抗 4 ℃孵育过夜；

TBST 缓冲液洗膜，8 min×3 次；分别加入TBST 缓冲

液配制的 3％脱脂奶粉溶液稀释的辣根过氧化物酶

标记的抗兔或小鼠 IgG，室温孵育2 h；TBST 缓冲液

洗膜，8 min×3 次；洗膜结束后，用发光液进行曝光

拍片。预染的蛋白 Marker 作为分子量标准。

1.2.5 PKH67染色

将PC3⁃exo与PKH67避光孵育，4 min后加入染

色终止液。再用试剂盒提取染色后的 PC3⁃exo，用
0.22 μm 滤器过滤，加入提前铺板的MC3T3⁃E1细胞

中。培养 4 h 后，根据蓝光激发绿光原理进行荧光

拍照。

1.2.6 成骨诱导分化

MC3T3⁃E1细胞向成骨细胞分化的诱导条件

为：细胞培养至 80%~90%融合度时在其培养基中

加入 100 mmol/L β⁃磷酸甘油钠、50 mg/L抗坏血酸

和 10 nmol/L地塞米松，每隔2~3 d进行细胞换液。

1.2.7 实时荧光定量PCR（real⁃time PCR）
TRIzol 法提取细胞总 RNA，采用随机引物将

1 μg RNA 反 转 为 cDNA。采 用 FastStart DNAMas⁃
ter SYBRGreenⅠ试剂盒进行 real⁃time PCR。PCR条

件为：95 ℃ 10 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，共 40个循

环。通过比较 Ct 值法（2-ΔΔCt）进行相关定量分析。

ALP上 游 引 物 5′⁃ TGACCTTCTCTCCTCCA⁃TCC ⁃
3′ ，ALP 下 游 引 物 5′ ⁃ CTTCCTGGGAGTCTCA ⁃
TCCT ⁃3′；Runx2上游引物 5′⁃ ATGATGACACTGC⁃
CAGGTCTGAC⁃3′，Runx2下游引物 5′⁃ AACTGCCT⁃
GGGGTCTGAAAAAGG ⁃ 3′ ；Osterix 上 游 引 物 5′ ⁃
AGCGACCACTTGAGCAAACAT⁃3′，Osterix下游引物

5′⁃ GCGGCTGATTGGCTTCTTCT⁃3′；内 参 β⁃actin 上

游 引 物 5′ ⁃ AGATGTGGATCAGCAAGCAG⁃3′，下游

引物5′⁃GCGCAAGTTAGGTTTTGTCA⁃3′。
1.2.8 ALP染色

细胞经成骨诱导 4 d后，吸弃上清，用PBS漂洗

细胞 2~3次，用 95%乙醇固定 2 min，晾干。按照试

剂盒说明书配制ALP染色液，加入适量ALP染色工
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作液，确保充分覆盖样品。室温避光孵育直至出现

颜色变化。吸弃 BCIP/NBT染色液，用 ddH2O洗涤

1~2次终止显色反应。晾干镜下观察，扫描拍照。

1.2.9 茜素红染色

细胞经成骨诱导 7 d后，吸弃上清，用PBS漂洗

细胞2~3次，用95% 乙醇固定2 min，晾干。配制2%
的茜素红染液，室温染色。用 ddH2O洗涤 3次终止

染色反应。晾干镜下观察，扫描拍照。

1.3 统计学方法

所有实验重复 3 次，实验结果用均数±标准差

（x ± s）表示，运用 SPSS17.0 统计软件分析。多组间

的 两 两 比 较 采 用 LSD⁃t 法，P ≤ 0.05 为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 前列腺癌细胞PC3⁃exo的鉴定

从人前列腺癌细胞系PC3中分离出外泌体，透

射电子显微镜结果显示，前列腺癌细胞 PC3⁃exo形
状规则，边缘清晰，具有特征性的杯状结构（图

1A）。蛋白印迹法结果表明，CD63作为外泌体表面

的标志性分子可以在 PC3⁃exo中检测到，而骨钙联

素只可在 PC3细胞中检测到，而 PC3⁃exo中检测不

到（图1B）。
2.2 前成骨细胞吸收PC3⁃exo

为进一步研究 PC3⁃exo对前成骨细胞的影响，

采用荧光显微镜观察前成骨细胞摄取PC3⁃exo的情

况。如图 2所示，PC3⁃exo被 PKH67 荧光染料标记

为绿色，MC3T3⁃E1细胞的细胞核被DAPI标记为蓝

色。PC3⁃exo 加入MC3T3⁃E1细胞培养液培养 4 h
后，用荧光显微镜进行拍照，结果显示与明场细胞

位置相比，绿色标记的PC3⁃exo能够被MC3T3⁃E1细
胞摄取，且主要集中在细胞核周边，这说明PC3⁃exo
可以被前成骨细胞高效吸收。

2.3 前列腺癌细胞PC3⁃exo抑制成骨分化

将PC3⁃exo加入到MC3T3⁃E1细胞中，培养 4 d
后提取细胞的总 RNA，使用 real⁃time PCR 进行检

测。结果显示，当使用成骨分化诱导液诱导之后，

ALP、Runx2和 Osx这 3个成骨细胞分化标志物的

mRNA水平都明显升高，但加入 PC3⁃exo后，ALP、
Osx、Runx2 的表达水平下调，差异有统计学意义

（P < 0.05，P < 0.01，图3A）。
为了进一步验证上面的实验结果，在诱导液诱

导MC3T3⁃E1细胞5~7 d后，通过ALP染色检测细胞

ALP活性。18~21 d后，通过茜素红染色检测细胞矿

化结节的形成。结果表明，成骨细胞诱导液处理

MC3T3⁃E1细胞后，细胞的ALP活性显著增强，并且

形成的矿化结节明显增多（图3B、C）。但加入PC3⁃
exo处理MC3T3⁃1细胞后，较诱导液组比较ALP活

骨钙联素

PC3
细胞 外沁体

CD63

A

B

A：电镜拍摄外泌体形态（×50）；B：Western blot检测CD63蛋白

表达量。

图1 前列腺癌细胞PC3外泌体的鉴定

Figure 1 Characterization of prostate cancer cell PC3 de⁃
rived exosomes

Me
rge

PK
H6

7
DA

PI

Control PC3⁃exo

图2 荧光显微镜下观察MC3T3⁃E1对PC3⁃exo的摄取（×40）
Figure 2 Representative confocal images of MC3T3 ⁃ E1

cells uptake of exosomes from PC3 cells（×40）
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图3 PC3⁃exo抑制成骨细胞的成熟与分化

Figure 3 Osteogenic differentiation of MC3T3⁃E1 cells inhibited by PC3 exosomes

P < 0.05

性都显著减弱，并且形成的矿化结节也都明显减少

（图 3B、C）。以上结果表明 PC3⁃exo 能明显抑制

MC3T3⁃E1细胞向成骨细胞分化。

3 讨 论

肿瘤的转移是导致肿瘤相关性死亡的主要原

因［7］。据报道，80%~90%的晚期前列腺癌患者均有

不同程度的骨转移［8-9］。患者一旦发生骨转移，不仅

预后极差，而且严重影响患者的生活质量。Hervo⁃
nea等［10］在进行人群大样本研究中发现，未发生骨

转移的早期前列腺癌患者1年及5年生存率分别为

87%和 56%，而对于已有骨转移灶存在的患者其相

应的生存率只为47%和3%。

前列腺癌骨转移中约 95%表现为成骨型骨转

移，产生大量骨小梁［11］，破骨型骨转移十分少见。

虽然没有研究表明破骨细胞数量增加，但从组织学

水平检查常发现前列腺癌骨转移合并有溶骨型改

变以及从分子水平检测与骨吸收相关的基因，发现

其表达量有所增加［12］。有报道称，骨转移发生之初

有溶骨过程。从细胞水平来看，转移的前列腺癌细

胞可能首先发生溶骨，抑制成骨形成，为以后成骨

提供形成空间、营养物质及钙离子。此外，在动物

模型中也发现溶骨现象先于成骨活动发生，而且在

成骨过程中发挥重要作用［13］。临床研究发现，前列

腺癌骨转移患者抑制溶骨活动后相应成骨活动也

得到了抑制［14］。

目前，前列腺癌骨转移的发生机制仍不十分清

楚，但有文献报道肿瘤细胞与骨功能细胞之间的相

互作用会参与调控肿瘤骨转移的发生，并且文献报

道前列腺癌细胞可以产生多种因子，这些细胞因子

可以刺激骨母细胞的分化［15-16］。

外泌体作为一种由细胞分泌，脂质双分子层包

裹的，包含mRNA、miRNA和蛋白质等多种小分子

的囊泡，几乎可由所有种类的细胞产生，如免疫细

胞、上皮细胞、干细胞、肿瘤细胞等［17-19］。其中肿瘤

细胞来源的细胞外泌体与肿瘤的恶变进程关系密

切，参与调节肿瘤细胞生长、侵袭、转移和血管形成

等［20］。并且由于外泌体在胞质内合成且富含活性

蛋白、脂质和核酸而发挥主要作用。已有研究证

实，外泌体与前列腺癌的进展密切相关，包括化疗

耐药、免疫抑制、增殖、凋亡和血管生成等［21］。

为进一步探讨前列腺癌细胞外泌体对骨转移

的影响，本研究首先提取了前列腺癌细胞的外泌体

并使用电镜与Western blot进行鉴定，然后采用了

PKH67染色的方法证明了前列腺癌细胞的外泌体

可以被前成骨细胞吸收。分别采用了 real ⁃ time
PCR、ALP染色与茜素红染色的方法鉴定了在前列

腺癌细胞外泌体处理后的成骨分化情况。结果表

明，在使用前列腺癌细胞外泌体处理成骨细胞前体

细胞后，成骨细胞的成熟与分化会受到抑制。

综上所述，随着对前列腺癌细胞外泌体功能研

究的不断深入，其在肿瘤中的作用将会逐渐清晰，

有望成为一个新的肿瘤治疗靶点。本研究在细胞

水平考察了前列腺癌细胞外泌体对成骨分化的影
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响，为前列腺癌细胞外泌体作为前列腺癌转移治疗

的新靶点提供了理论和实验依据。
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