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FGF8b 调控前列腺癌细胞上皮间质转化的分子机制

范本祎，王桂林，齐范，李卓，刘怀政

( 中南大学湘雅医院泌尿外科，长沙 410008)

[ 摘要 ] 目的：探讨成纤维细胞生长因子 8b (fibroblast growth factor 8b，FGF8b) 促进前列腺癌 DU145 细胞上皮间

质转化的分子机制。方法：先选取 3 组细胞，分别为空白对照组 (DU145 细胞 )、阴性对照组 [(DU145 细胞转染空白

质粒 ( 简称 pcDNA3.1/DU145) ] 和实验组 [DU145 细胞转染 FGF8b ( 简称 FGF8b/DU145)]。采用 Western 印迹检测细

胞外调节蛋白激酶 (extracellular regulated protein kinases, ERK) 通路活性，然后将 FGF8b/DU145 细胞及 DU145 细胞

在 PD98059 (ERK 激酶抑制剂 ) 作用下分为 4 组：A 组为 2% 胎牛血清 (FBS) 处理的 FGF8b/DU145 细胞；B 组为 2% 

FBS+PD98059 (50 μmol/L) 处理的 FGF8b/DU145 细胞；C 组为 2%FBS 处理的 DU145 细胞；D 组为 2% FBS+PD98059 (50 

μmol/L) 处理的 DU145 细胞，培养观察细胞形态学的变化，最后 Western 印迹和 Transwell 小室检测各组细胞上皮 - 间

质转化 (epithelial-mesenchymal transition, EMT) 相关标志物的变化以及细胞的迁移能力改变。结果：实验组 ERK1/2 活

性明显高于空白对照组和阴性对照组。给予 PD98059 后，B 组与未给予 PD98059 组的 A 组相比，上皮细胞标志物上

皮钙黏素蛋白表达量明显上调 (P<0.05)；间质标志物波形蛋白表达量明显下调 (P<0.05)。细胞迁移试验结果提示：在

给予 PD98059 后，B 组 FGF8b/DU145 细胞的迁移能力与 A 组相比明显减弱。结论：FGF8b 调控前列腺癌细胞 DU145

发生上皮 - 间质转化，可能由 ERK 激酶通路介导 , MAPK 激酶 1 作为该信号通路的关键因子之一，可能是干预前列

腺侵袭转移的有效靶点。
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ABSTRACT	 Objective: To explore the molecular mechanism of fibroblast growth factor 8b (FGF8b) in 
promoting epithelial-mesenchymal transition in prostate cancer DU145 cells. 

	 Methods: Cells were selected in three groups as follows: a block control group (DU145 cells), a 
negative control group [DU145 cells transfected with empty plasmid (pcDNA3.1/DU145)], and 
an experimental group [DU145 cells transfected with FGF8b (FGF8b/DU145)]. The activity 
of extracellular regulated protein kinases1/2( ERK1/2) pathway was detected by western-blot 
in the three groups. The FGF8b-DU145 cells and DU145 cells were cultured with PD98059 (an 
ERK kinase inhibitor) to observe microscopically the morphology changes within the cells. The 
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前列腺癌是常见的男性生殖系统恶性肿瘤之

一，人类成纤维细胞生长因子 -8b (fibroblast growth 
factor 8b，FGF8b) 蛋白 (26 kD) 由 233 个氨基酸组成，

属于成纤维细胞生长因子家族成员。FGF8b 信号在早

期胚胎发育过程中普遍表达，且主要发生在上皮细胞

向间质转化的过程中，但在器官形成中它也参与了

间质上皮转型。FGF8b 可促进前列腺癌 DU145 细胞

发生上皮 - 间质转化，并增强其侵袭和迁移能力，但

该过程的分子机制尚不清楚。细胞外调节蛋白激酶

(extracellular regulated protein kinases， ERK) 激酶通路是

参与上皮 - 间质转化 (epithelial-mesenchymal transition， 
EMT) 的分子通路之一 [1]，为了明确 ERK 激酶通路在

DU145 细胞发生上皮 - 间质转化过程中的作用，本文

先采用 Western 印迹检测比较各组细胞 ERK1/2 通路

活性的差异，然后用 PD98059(ERK 激酶抑制剂 ) 阻

断 ERK 激酶通路， Western 印迹检测各组细胞上皮标

志物上皮钙黏素 (E-cadherin) 和间质标志物波形蛋白

(vimentin) 表达变化以及其迁移能力的变化，从而进

一步了解该过程的分子机制。

1  材料与方法

1.1  细胞

稳 定 表 达 FGF8b 的 DU145 细 胞 和 普 通 的

DU145 细胞。其中稳定表达 FGF8b 的 DU145 细胞来

源于经 pcDNA3.1-FGF8b 真核表达质粒利用脂质体

介导转染技术转染的 DU145 细胞株。

1.2  主要试剂

PD98059(ERK 激酶抑制剂 ) 购于美国 Promega
公司。山羊抗人 E-cadherin 多克隆抗体、山羊抗人

vimentin 多克隆抗体购于美国 Santa Cruz 公司。兔

抗人磷酸化 ERKl(T202/Y204)+ 磷酸化 ERK2(T185/
Y187) 多克隆抗体 IgG 购自美国 R&D 公司。

1.3  各组细胞 ERK1/2 通路活性的检测

空 白 对 照 组 为 DU145 细 胞； 阴 性 对 照 组 为

DU145 细胞转染空白质粒 ( 简称 pcDNA3.1/DU145); 
实 验 组 为 DU145 细 胞 转 染 FGF8b( 简 称 FGF8b/
DU145)，每组 10 个样本。

Western 印迹检测各组细胞 ERK1/2 信号通路

活 性 ( 磷 酸 化 ERK1/2 蛋 白 水 平 ) 的 差 异， 具 体

方法如下：将含有目标蛋白的样品在 4 ℃，12000 
r/min 条件下离心 5 min。点样，用 SDS- 聚丙烯酰

胺凝胶电泳 (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis， SDS-PAGE)。通过电转移的方法将

蛋白质转印至硝酸纤维素膜的表面，然后将膜表面

的蛋白质再用抗原抗体反应进行特异性检测。将转

experimental samples were also divided into four groups:  FGF8b/DU145 cells cultured with 
2% FBS (Group A); FGF8b/DU145 cells cultured with 2% FBS+PD98059(50 μmol/L)(Group 
B); DU145 cells cultured with 2% FBS (Group C); DU145 cells cultured with FBS+PD98059 
(50 μmol/L) (Group D). The expression of epithelial- mesenchymal transition (EMT) markers 
(E-cadherin, vimentin) were detected by western-blot analysis and the cell's mobility were detected 
by the Transwell chamber.

	 Results: The activity of ERK1/2 in the experimental group was significantly higher than that 
in the other two control groups; when ERK kinase inhibitor PD98059 was added to FGF8b/
DU145 cells, the expression of epithelial marker E-cadherin protein was significantly increased 
in group B compared with that in the group A (P<0.05). The expression of mesenchymal marker 
vimentin protein was significantly reduced in group B compared with that in group A (P<0.05). 
The cell migration assay suggested that cell migration was markedly decreased in group B (P<0.05) 
compared with that in group A.

	 Conclusion: EMT in prostate cancer induced by FGF8b can be mediated by ERK kinase 
pathway, in which mitogen-activated/extraceluer signal regulated kinase 1(MEK1) may be 
a key factor. MEK1 could be an effective target in regulating the invasion and migration of 
prostate cancer.

KEY WORDS	 prostate cancer; fibroblast growth factor-8; epithelial-mesenchymal transition;  invasion and 
metastasis
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印好的硝酸纤维素膜用含 10% 脱脂奶粉的三羟甲基

氨基甲烷缓冲液 (Tris buffered saline，TBS) 作为封闭

剂封闭 30~60 min。膜浸没加入按比例稀释一抗的封

闭剂中，于脱色摇床中摇 1 h，让稀释的抗体与膜结

合。用 TBS 缓冲液洗膜 4 次，每次 10 min。将辣根

过氧化物酶标记的二抗加入封闭剂，使膜浸没其中

于脱色摇床中摇 1 h。用 TBS 缓冲液洗膜 4 次。最后

用化学发光剂显色。凝胶成像分析系统上观察、照

相，并测量灰度值，计算蛋白表达水平相对值。计

算方法：蛋白表达相对值 = 目的蛋白灰度值 / 内参

蛋白灰度值。

1.4  PD98059 干预对各组细胞的影响

1.4.1  分组

FGF8b/DU145 和 DUl45 细胞在含 10％胎牛血清

(FBS) 的完全培养基 DMEM 的培养瓶中培养。待细

胞贴壁良好、生长稳定后，换用含 2% FBS 的培养基

培养 1 d，每株细胞分为对照组和 PD98059 处理组，

共 4 组细胞：A 组为 2% FBS 处理的 FGF8b/DU145
细胞；B 组为 2% FBS+PD98059(50 μmol/L) 处理的

FGF8b/DU145 细胞；C 组 为 2% FBS 处理的 DU145
细胞；D 组 为 2% FBS +PD98059(50 μmol/L) 处理的

DU145 细胞。  
1.4.2  结果观察

细胞株按以上分组处理，连续培养 2 d，每天用

含 10％ FBS 的培养基更换新培养基，并在显微镜下

观察细胞形态的变化并摄像 (×200)。Western 印迹

检测 PD98059 对各组细胞 ERK1/2 信号通路活性 ( 磷

酸化 ERK1/2 蛋白水平 ) 及 E-cadherin 和 vimentin 蛋

白表达的影响，利用细胞迁移实验 (Transwell 法 ) 检

测 PD98059 对各组细胞迁移能力的影响，具体操作

如下：将 transwell 小室滤膜下方涂 10 ng/mL 纤维连

接蛋白 50 μL 风干，小室外加入含 10 μg/mL 纤维连

接蛋白 1% 小牛血清 RPMI1640 培养液 800 μL; 在小

室内分别加入各组实验细胞，细胞数为 1×105，培

养液为含 10 g/L 牛血清白蛋白和体积分数为 1% 小

牛血清的 RPMI1640 培养液，每组重复 3 个样本 ; 细

胞常规培养 6 h，取出 Transwen 小室，PBS 浸洗，

10% 甲醛固定，HE 染色 ; 湿棉签擦去微孔膜上层的

细胞，在倒置显微镜下放大 200 倍计数每视野移至

微孔膜下层的细胞。每个样本计数 10 个视野。

1.5  统计学处理

SPSS 13.0 对数据进行统计分析。结果用均值 ±

标准差 (x±s) 表示，组内两两比较采用 t 检验或方差

分析，P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  三 组 细 胞 ERK1/2 信 号 通 路 活 性 ( 磷 酸 化

ERK1/2 蛋白水平 ) 的差异

实验中使用的 p-ERK1/2 抗体即为针对上述两

种磷酸化蛋白的抗体，通过 Western 印迹技术检测细

胞内磷酸化 ERK1/2 的水平。Western 印迹结果表明

( 图 1)：空白对照组和阴性对照组均显示有较弱的

条带；而实验组显示明显的蛋白印迹。这说明实验

组内磷酸化 ERK1/2 的水平明显高于空白对照组和

阴性对照组 (P<0.05)，实验组 ERK1/2 通路的活性最

明显。FGF8b 是一种强有力的有丝分裂原，可以激

活 ERK1/2 细胞信号通路。FGF8b 的高表达激活了

DUl45 细胞的 ERK1/2 信号通路活性。

2.2  PD98059 抑制 DU145 细胞发生与 EMT 一致

的形态学改变   
2%FBS 不加干预的培养环境下，实验组细胞

生长良好，每天细胞形态无明显变化 ( 图 2)；加入

MAPKK 抑制剂 PD98059 后细胞间隙变窄，成团生长

( 图 3)，而加入 PD98059 培养的空白对照组细胞形

态学无明显变化。

2.3  PD98059 抑制 ERK1/2 通路的活性
加入 PD98059( 终浓度 50 μmol/L)，48 h 后收集

细胞提取总蛋白进行 Western 印迹分析，结果表明：

加入 PD98059 后，B 组的 p-ERK1/2 的表达明显低于 A
组 ( 图 4)，这表明 PD98059 阻断了 FGF8b 对 ERK1/2

通路的活化。

2.4  PD98059 上调 FGF8b/DU145 细胞 E-cadherin

表达并下调 vimentin 蛋白表达
经过 PD98059 干预处理后 FGF8b/DU145 组细

胞间隙变窄，联系紧密。Western 印迹如图 5 所示：

给予 PD98059 后，B 组上皮标志物 E-cadherin 表达明

显上调，与 A 组相比，差异有统计学意义 (P<0.05)；

B 组间质标志物 vimentin 在给予 PD98059 后，与 A
组相比表达显著下调 (P<0.05)。而 DU145 细胞组加

入 PD98059 后，C 组和 D 组的 E-cadherin 和 vimentin
蛋白表达均没有明显的变化。

2.5  PD98059 抑制 FGF8b/DU145 细胞迁移
经 过 前 面 的 研 究 已 经 证 实 PD98059 处 理 后

FGF8b/DU145 细胞间隙变窄，联系紧密，且 EMT 标

志物也有明显的改变，细胞迁移实验表明 PD98059
处理 48 h 后，B 组在 Transwell 小室中 FGF8b/DU145
迁移的细胞数明显减少，与 A 组相比差异有统计学意
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义 (P<0.05；图 6，7)，同时 PD98059 处理的 D 组较

C 组细胞迁移能力也有减弱，但差异没有统计学意

义 (P>0.05)。提示 ERK 激酶 PD98059 抑制了 FGF8b/
DU145 细胞的迁移能力。

图 1   Western 印 迹 分 析 p-ERK1/2 蛋 白 水 平。1： 普 通

的 DU145 细胞株；2：DU145 细胞转染空白质粒细胞株

(pcDNA3.1/DU145)；3：DU145 细 胞 转 染 FGF8b 细 胞 株

(FGF8b/DU145)。

Figure 1   p-ERK1/2 protein levels analyzed by Western blot. 

1: Normal DU145 cell lines; 2: DU145 cell lines transfected 

with empty plasmid (pcDNA3.1/DU145); 3: DU145 cells lines 

transfected with FGF8b (FGF8b/DU145).

图 2   FGF8b/DU145 细胞株在 2%FBS 生长环境下的形态。

Figure 2   FGF8b/DU145 cell lines in the 2% FBS.

图 3   FGF8b/DU145 细胞株在加入 PD98059 (50 μmol/L)

下的形态。

Figure 3   FGF8b/DU145 cell lines in the PD98059 (50 μmol/L).

图 4   Western 印迹检测 p-ERK1/2 蛋白水平。A：2% FBS 处理

的 FGF8b/DU145 细胞株；B：2% FBS+PD98059(50 μmol/L) 处理

的 FGF8b/DU145 细胞株；C：2% FBS 处理的 DU145 细胞株；D：

2% FBS +PD98059(50 μmol/L) 处理的 DU145 细胞株。

Figure 4   p-ERK1/2 protein levels analyzed by Western blot. 

A: FGF8b/DU145 cell lines processed with 2% FBS；B: FGF8b/

DU145 cell lines processed with 2% FBS+PD98059(50 μmol/L); 

C: DU145 cell lines processed with 2% FBS; D: DU145 cell lines 

processed with 2% FBS+PD98059 (50 μmol/L).

图 6   FGF8b/DU145 细胞株在 2%FBS 生长环境下的迁徙

细胞。

Figure 6   Migratory cells of FGF8b/DU145 in the 2% FBS.

图 5   Western 印迹检测 E-cadherin 和 Vimentin 蛋白在各

组 的 表 达。A: 2% FBS 处 理 的 FGF8b/DU145 细 胞；B: 2% 

FBS+PD98059(50 μmol/L) 处理的 FGF8b/DU145 细胞；C:2% 

FBS 处理的 DU145 细胞；D: 2% FBS +PD98059(50 μmol/L)

处理的 DU145 细胞。

Figure 5   E-cadherin and vimentin protein levels analyzed by 

Western blot.  A: FGF8b/DU145 cell lines processed with 2% FBS; 

B: FGF8b/DU145 cell lines processed with 2% FBS+PD98059 (50 
μmol/L); C: DU145 cell lines processed with 2% FBS; D: DU145 cell 

lines processed with 2% FBS+PD98059 (50 μmol/L).

A                   B                 C                      D
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3  讨  论

实验研究表明不同外界诱导因素诱导发生的、

不同程度的 EMT 是由精确的细胞内外信号转导机

制调控，细胞外信号通过与细胞表面特异性受体结

合而将信号传入细胞内，通过胞内不同信号转导途

径，活化不同的核内转录因子，最终调节转录基因的

表达 [2]。目前发现介导 EMT 与肿瘤侵袭转移有关的

信号转导通路主要有转化生长因子 -β(transforming 
growth factor-β， TGF-β)、 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

(mitogen-activated protein kinases，MAPK) 和磷脂酰肌

醇 3- 激酶 (phosphatidylinositol 3-kinase， PI3K) 等，

不同通路的启动因素和受体各不相同，但下游某些

信号通路之间存在交叉对话 [3–4]。

MAPK 是细胞内的一类丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激

酶。经典的 MAPK 级联由 MAPK 激酶激酶 (MAPK 
kinase kinase， MAPKKK)、MAPK 激酶 (MAPK kinase， 
MAPKK) 和 MAPK 组成。参与 EMT 的主要有两条

MAPK 信号通路。第一条是 Ras/Raf/MAPK 信号通

路，这是研究最充分的 MAPK 信号通路。转染 Ras 可

以诱导膀胱 NBT-II 肿瘤细胞发生 EMT，促进了细胞

离散 [5]。在鼠乳腺上皮细胞中 Ras 和 TGF-β 通路协

调作用，可以诱导 EMT，其中 Ras/Raf/MAPK 通路

与细胞的侵袭转移有关，而与细胞离散无关 [6]。第

二条是 P38MAPK 信号通路。TGF-β 诱导 EMT 时，

需要 p38MAPK 信号通路参与 [7]。

PD98059 是一种常用的 MAPKK 抑制剂，可以

通透细胞，选择性抑制 MAPKK，从而抑制 MAPKK
的磷酸化和激活。它通过与非活性形式的 MAPKK 结

合抑制 MAPKK 的激活与磷酸化 [8]，因而具有阻断

ERK 通路的作用。一些细胞外刺激可经 G 蛋白受体、

图 7   FGF8b/DU145 细 胞 株 在 加 入 PD98059(50 μmol/L)

下的迁徙细胞。

Figure 7   Migratory cells of FGF8b/DU145 in the PD98059 

(50 μmol/L).

生长因子受体和酪氨酸蛋白激酶受体激活 ERK，经

过核转位，促进某些基因的转录与表达，与细胞的

增殖密切相关 [9]。ERK 包括 ERK1 和 ERK2，活化的

Raf 可使 MAPKK 磷酸化并激活，随后经过双磷酸化

使 ERK1/2 激活。ERK1/2 活化后可显著增强 c-fos 和

c-jun 基因表达，进一步作用于 DNA 转录因子启动细

胞增殖、转化和分化。ERK1/2 信号传导通路可参与

基质金属蛋白酶 (MMPs) 表达的调节， MMPs 能降解

基底膜，其活性与大肠癌的迁移浸润密切相关，持续

的 MAPKK 激活可以诱导肠上皮细胞的 EMT，促进

肿瘤的侵袭转移 [10]，MAPKK-ERK1/2 的失活可恢复

发生转分化的犬肾细胞的上皮细胞表型 [11]。研究显

示：ERK1/2 在乳腺癌 [12–13]、肺癌 [14]、前列腺癌 [15–16]

及肾癌 [17] 等多种恶性肿瘤组织与细胞系中呈异常表

达或活性增强，提示 ERK1/2 通路调控异常与恶性肿

瘤的发生发展密切相关。ERK1/2 与多种细胞的迁移

密切相关，其抑制剂 PD98059 可通过结合去磷酸化

的未活化的 MAPKK 的 ATP 位点来抑制 Raf 效应，从

而特异性阻断 ERK1/2 上游分子 MAPKK 对 ERK1/2
的磷酸化活化，能抑制和基质蛋白 ( 如纤连蛋白和胶

原 ) 相关的细胞迁移，抑制生长因子的细胞迁移，从

而抑制细胞迁移，是体外研究 ERK1/2 通路在细胞中

作用的理想阻断剂， 运用反义核酸和 ERK1/2 显性

负性突变体均可抑制细胞迁移 [18]。

FGF8b 是一种强有力的有丝分裂原，可以激

活 ERK1/2 细胞信号通路。本研究发现：稳定表达

FGF8b 的 DUl45 细胞内磷酸化 ERK1/2 的水平明显

高 于 对 照 组， 表 明 FGF8b 的 高 表 达 激 活 了 DUl45
细胞的 ERK1/2 信号通路活性。给予 ERK 激酶抑制

剂 PD98059 后，细胞间隙变窄宽，细胞成团生长。

通 过 Western 印 迹 技 术 对 E-cadherin 和 vimentin 蛋

白表达量进行分析，发现给予 PD98059 组与对照组

相比 E-cadherin 和 vimentin 蛋白表达均有显著差异

(P<0.05)，而给予 PD98059 的 DU145 细胞对照组对上

述表型标志物的蛋白表达水平变化却不明显。这提

示在 FGF8b 诱导 DU145 细胞发生 EMT 的过程中，

PD98059 是关键的信号分子，此外，细胞迁移试验结

果也提示：在给予 PD98059 后 FGF8b/DU145 细胞的

迁移能力与对照组相比明显减弱，虽然给予 PD98059
后 DU145 细胞的迁移能力也有改变，但差异没有明

显的统计学意义，这进一步说明 PD98059 通过抑制

ERK 激酶信号转导通路阻断 FGF8b 信号通路，可能

使肿瘤细胞发生上皮间质表型逆转，从而抑制肿瘤

的侵袭和转移。 
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