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·基础论著· 

雄激素受体在前列腺癌干/祖细胞和非干/祖

细胞的不同作用 

马志方 许召良 王东文 岳亮 土锐 郝斌   

【摘要】 目的  探讨雄激素受体（AR）在前列腺癌细胞系 LNCaP 中分选出的干/祖（S/P）细胞和非干

/祖（non S/P）细胞的不同作用。方法  采用流式细胞术从 LNCaP 中分选出 S/P 细胞和 Non S/P 细胞，使用

慢病毒载体携带 AR 转入两种细胞，在不同的雄激素浓度（1 nmol/L 和 10 nmol/L）培养条件下，应用四甲

基偶氮唑盐（MTT）实验，前列腺细胞球体形成实验，琼脂糖凝胶克隆形成实验，细胞迁移实验来比较 AR

在两种细胞中的不同作用。结果  AR 转入 S/P 细胞，细胞生长受到抑制（P＜0.05），形成前列腺球的能力

下降（P＜0.05），成瘤能力减弱（P＜0.05），细胞迁移能力下降（P＜0.05）；反之，AR 转入 non S/P 细胞，

细胞生长能力增强（P＜0.05），成瘤能力加强（P＜0.05），细胞迁移能力增强（P＜0.05）。结论  AR 在前

列腺癌细胞系 LNCaP 中分选出的 S/P 和 non S/P 细胞表达不同，发挥相反作用，这可能是现有前列腺癌内

分泌治疗失败的原因之一。 

【关键词】 前列腺肿瘤； 干细胞； 祖细胞； 受体，雄激素 
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【Abstract】 Objective  Imploring the different role of androgen receptor(AR)in the stem/progenitor(S/P) 

cells and none stem/progenitor(non S/P) cells isolated from human prostate cancer cell line LNCaP. Methods  The S/P 

and non S/P cells could be obtained through florescence-activated cell sorting (FACS). AR was transferred in S/P 

and non S/P cells with lentivirus vector. The role of AR in the two kinds of cells were compared in different 

experiments, such as MTT assay, prostate sphere formation assay, soft agar assay, cell immigration assay. 

Results  After AR transfected in S/P cells, the cell growth was inhibited (P＜0.05), the ability to form prostate 

sphere, the tumorigenesis ability, the capability of cell immigration all decreased (P＜0.05), but in non S/P cells 

AR played a contrary role. AR promoted the cell growth (P＜0.05). The tumorigenesis ability and the capability of 

cell immigration all increased(P＜0.05). Conclusions  AR play a contrary role in S/P and non S/P cells isolated 

from human prostate cancer cell line LNCaP. This may be one of the reasons for the failure of prostate cancer 

endocrine therapy. 
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正常前列腺组织由上皮和基质两大类细胞组成，

上皮包括基层上皮（ CK5
+
CK8

- ），中间上皮

（CK5
+
CK8

+），腺腔上皮（CK5
-
CK8

+）和少量神经内

分泌上皮，基质细胞含有内皮细胞，成纤维细胞和平

滑肌细胞等。目前认为前列腺癌的细胞组成也是多样
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的，主要是腺腔上皮，但也有部分细胞具有基层上皮

和中间上皮的特点,并且具有部分基层上皮标志的干细

胞可能是肿瘤的起源[1-3]。最近有研究表明雄激素受体

（androgen receptors，AR）在前列腺癌不同细胞的表达

不同，发挥不同作用。Niu 等[4-5]初步研究发现，AR 在

前列腺癌的腺腔上皮高表达，维持细胞生长；在中间

上皮或者基层样上皮低表达或不表达，抑制细胞生长；

在基质细胞 AR 高表达，促进肿瘤细胞生长。多数研

究提示在前列腺癌分选出的干 /祖细胞（ stem 

cells/progenitor cells，S/P）有基层细胞的标志（CK5
+），

AR 不表达或低表达[6-7]，课题组前期采用荧光激活流
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式细胞分选前列腺癌细胞系 LNCaP，得到前列腺癌 S/P

细胞，利用其表面标志物进行鉴定，明确了 AR 在前

列腺癌 S/P 细胞中低表达，并研究了 S/P 细胞的生长和

侵袭特性[8]。本研究将进一步比较 AR 在 S/P 细胞和非

干/祖细胞（non S/P）中的不同作用。 

 材料和方法 

1．主要材料：流式细胞分选仪为美国 BD 公司产

品。荧光显微镜及数字图像采编系统为日本 Olympus

公司产品。RPMI1640培养基购自美国 Invitrogen公司，

10％胎牛血清购自英国 Gibco 公司。LNCaP 细胞株和

293T 细胞均购自中国典型培养物保藏中心。携带 AR

或 vector 的慢病毒载体由美国罗彻斯特大学医学中心

乔治韦伯肿瘤实验室惠赠。四甲基偶氮唑盐（MTT）、

二甲基亚砜（DMSO）购自宝泰克公司，碘硝基四唑

紫（INT）和琼脂糖购自美国 Invitrogen 公司，实验用

多孔细胞培养板和 Transwell 系统均购自美国 Corning 

公司。 

2．细胞培养、荧光激活细胞分选（FACS）和细

胞转染：将细胞培养于含10%胎牛血清的RPMI1640培

养基中，置于37 ℃、含5% CO2的恒温培养箱内培养，

每天更换1次培养液；待细胞培养至约85%贴壁时，更

换培养液，继续在相同条件下培养24 h；选择状态良好、

95%融合且位于指数生长期的细胞备用。细胞分选过

程参见前期发表文献描述[8]。分选后的S/P细胞培养于

无血清，加有数种生长因子的RPMI1640条件培养液，

non S/P细胞应用普通培养液培养。使用慢病毒载体携带

AR或者vector转入两种细胞，转染过程参见说明书。以

下实验除特殊说明外均在不同的雄激素浓度（1 nmol/L 

和10 nmol/L）培养条件下进行。 

3．MTT实验比较AR对两种细胞生长情况的影响：

使用携带AR或者vector的慢病毒分别转入两种细胞，

获得AR S/P、V S/P、AR non S/P和V S/P 4种细胞，每

种细胞3孔重复。常规培养，12孔板每孔以1×10
5个细

胞/1000 μl接种，继续培养0～6 d，分别在0、2、4、6 d

在每孔中加入新配制的5 mg/L MTT 100 μl，培养箱内

继续作用4 h，加入DMSO 400 μl终止反应。用酶标仪

于570 nm处测吸光度值（A值）。取3孔平均值，记录结

果。以时间为横轴，光吸收值为纵轴绘制细胞生长曲线。 

4．前列腺细胞球体形成实验检测AR对S/P细胞自

我更新能力的影响：使用携带AR或者vector的慢病毒

分别转入S/P细胞，获得AR S/P，V S/P 两种细胞，每

种细胞3孔重复。单个细胞悬液（1×10
3，悬于 50 μl 培

养液）与Matrigel 50 μl混匀（用前置于冰上），100 µl

混合液沿着24孔低黏附培养板（美国BD公司）边沿缓

缓加入。培养板置于37 ℃ 培养箱中10 min，然后加入

500 µl 特殊培养液。特殊培养液为无血清的上皮基础

培养液, 另加有ProstaLife LifeFactors（德国Lifeline cell 

technology）。每3 d换液1次，培养14 d后在Olympus光

学显微镜下计数形成前列腺细胞球的数量。 

5．软琼脂糖凝胶肿瘤克隆形成实验比较AR对两

种细胞成瘤性的影响：配制0.8%的琼脂糖凝胶（溶解

于RPMI-1640培养液），微波炉加热，至充分溶解，将

凝胶铺于6孔板，每孔2 ml。将对数生长期的AR S/P、

V S/P、AR non S/P和V non S/P 4种细胞消化，重悬。

适当温度（37 ℃左右）的0.8%的琼脂糖凝胶与预置的

细胞悬液（3000个/3 ml）1∶1体积混合成0.4%含细胞

的琼脂糖凝胶（6 ml，每种细胞每孔加2 ml，重复3孔），

待下层凝胶冷却凝固后，铺于6孔板上层。待上层胶凝

固后每孔再加入2 ml的含血清的RPMI1640培养液提供

营养支持。每3 d换培养液。3周后用1 mg/ml INT对细

胞克隆进行染色，37 ℃培养过夜，计数>2 mm的克隆。 

6．细胞迁移实验比较AR对两种细胞迁移能力的

影响：将对数生长期的各组细胞消化、计数，培养液

洗涤细胞3次。以1×10
6
/ml的密度重悬细胞，取100 μl

细胞悬液加到Transwell上室。在Transwell下室中加入

500 μl含5 μg/ml的纤维连接蛋白的RPMI1640培养液。

37 ℃，5% CO2培养48 h。取出上室，用棉签擦掉未穿

过膜光滑面的细胞，滤膜用甲醇固定3 min，苏木精染

色3 min，水洗，200×显微镜下计数迁移的细胞。 

7．统计学处理：采用SPSS 16.0 统计软件包进行

统计分析，P＜0.05为差异有统计学意义。计量资料采

用均数±标准差（ x ±s）表示，组间比较采用t检验。 

结    果 

1．MTT实验比较AR对两种细胞生长情况的影响：

将AR转入两种细胞，在不同雄激素浓度培养条件下

（1 nmol/L 和10 nmol/L），从图1可以得出结论，AR

在S/P和non S/P中的作用相反，即在S/P中AR抑制细胞

的增殖，在non S/P中AR促进细胞的增殖。类似的结果

在C4-2和LAPC-4等前列腺癌细胞株中也可以得到（数

据没有列出）。 

2．前列腺细胞球体形成实验检测 AR 对 S/P 细胞

自我更新能力的影响：将 AR 转入 S/P 细胞，在不同雄

激素浓度培养条件下（1 nmol/L 和 10 nmol/L），14 d

后发现 AR 对 S/P 细胞前列腺球的形成有抑制作用，即

转入 AR 使前列腺球的形成体积较小，数量较少（P＜

0.05）（图 2，表 1）。
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表 1  前列腺细胞球体形成实验比较 AR 对 S/P 细胞 

自我更新能力的影响（球体数， sx  ） 

项目 雄激素 1 nmol/L 雄激素 10 nmol/L 

Vector 

AR 

29.33±1.53 

15.67±2.08 

18.33±2.08 

11.67±1.53 

t 值 

P 值 

9.168 

0.001 

4.472 

0.011 
 

3．软琼脂糖凝胶肿瘤克隆形成实验比较AR对两

种细胞成瘤性的影响：在不同浓度雄激素培养条件下，

细胞培养3周后non S/P细胞和S/P细胞均可以在软琼脂

凝胶中克隆性生长，AR对两种细胞的成瘤性作用相

反，即在S/P中AR抑制细胞的克隆性生长（P＜0.05），

在non S/P中AR促进细胞的克隆性生长（P＜0.05）（图

3，表2）。 

表 2  软琼脂糖凝胶肿瘤克隆形成实验比较 AR 对两种细胞成

瘤性的影响（克隆数， sx  ） 

项目 

S/P  non S/P 

雄激素 

1 nmol/L 

雄激素 

10 nmol/L 
 

雄激素 

1 nmol/L 

雄激素 

10 nmol/L 

Vector 86.33±9.61 80.00±10.54  21.67±4.16 19.67±4.51 

AR 47.00±8.19 45.33±7.37  37.00±8.19 34.67±7.02 

t 值 5.397 4.671  2.892 3.113 

P 值 0.006 0.010  0.044 0.036 

 

4．细胞迁移实验比较 AR 对两种细胞迁移能力的

影响：为比较 AR 对两种细胞体外迁移能力的影响，

我们将转染 AR 或者 Vector 的不同细胞分别加入到

Transwell 上室中，48 h 后观察细胞穿过滤网的数量。

实验结果显示，在 S/P 细胞，AR 可以抑制细胞的迁移

能力，而在 non S/P 细胞，AR 可以促进细胞的迁移，

AR 在两种细胞的作用相反（图 4，表 3）。 

表 3  细胞迁移实验比较 AR 对两种细胞迁移能力的 

影响（细胞数， sx  ） 

项目 

S/P  non S/P 

雄激素 

1 nmol/L 

雄激素 

10 nmol/L 
 

雄激素 

1 nmol/L 

雄激素 

10 nmol/L 

Vector 83.67±8.74 74.00±7.94  19.00±4.00 16.33±3.51 

AR 55.33±6.66 47.67±5.86  33.33±7.09 32.67±7.09 

t 值 4.468 4.623  3.048 3.574 

P 值 0.011 0.010  0.038 0.023 

  讨    论 

课题组前期研究发现，前列腺癌是由 S/P 细胞和

non S/P 细胞组成，内分泌治疗（去势/抗雄）后 S/P 细

胞数量增加；这部分细胞对雄激素不敏感，可能在低

雄激素（去势）的条件下更好的生长，成瘤性和侵袭

性更强[8-9]，导致对雄激素敏感的 non S/P 细胞数量减

少，但同时却促进了 S/P 细胞生长，疾病从而由激素

敏感性进展到激素非依赖性阶段，S/P 细胞的存在是现

有内分泌治疗最终失败的可能原因之一。 

本研究进一步探讨了 AR 在 S/P 和 non S/P 细胞的不

同作用。所有的实验均采用了 1 nmol/L 和 10 nmol/L

的双氢睾酮浓度，可以模拟在人体内前列腺组织中去

势前后雄激素的浓度，有利于更好地验证 AR 的作用。

研究采用慢病毒携带 AR 或者 Vector 转染两种细胞，

转染的效率是参考病毒载体上携带的绿色荧光蛋白，

可以转染后在荧光显微镜下观察，绿色荧光细胞大于

80 %表示转染成功。 

MTT 实验是反映细胞增殖情况的经典实验，软琼

脂糖凝胶肿瘤克隆形成实验和Transwell细胞迁移实验

可以反映肿瘤细胞的成瘤性和迁移侵袭能力。本研究

采用上述方法观察 AR 在两种细胞的不同作用，结果

初步表明，AR 在 S/P 和 non S/P 的表达不同、作用相

反，AR 在 S/P 细胞抑制细胞增殖，降低成瘤性和迁移

能力，在 non S/P 细胞作用相反。前列腺球体形成实验

可以反映 S/P 细胞的自我更新能力，实验发现将 AR

转入 S/P 细胞，细胞自我更新能力受到抑制。上述结

果提示，在现有内分泌治疗后的低雄激素条件下，肿

瘤的两种细胞此消彼长，依赖于雄激素的 AR
+
CK8

+的

non S/P 细胞数量减少，不依赖雄激素的 AR
- 

CK5
+ 

CD133
+
CD44

+的 S/P 细胞数量增加，肿瘤的转移和迁

移侵袭能力更强，最终导致现有内分泌治疗失败、肿

瘤进展，AR 在两种细胞的不同作用可能是现有内分泌

治疗失败的机制之一。根据这一结论，可以进一步研

究激素非依赖前列腺癌的干预措施，可以考虑传统内

分泌治疗加上抑制 S/P 细胞的干预措施联合治疗前列

腺癌，从而更好地杀灭肿瘤，尤其为晚期前列腺癌患

者带来新的治疗思路。 
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