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EHD2负向调控前列腺癌细胞的增殖与转化能力*

李 盼① 龚玉爱① 许世磊① 陈永孜① 田 刚② 姚 欣③ 应国光①

摘要 目的：研究EHD2在前列腺癌中的表达以及EHD2表达水平对前列腺癌细胞系增殖与转化能力的影响。方法：免疫组

织化学方法检测EHD2在14例前列腺癌组织及7例前列腺增生组织中的表达。用EHD2干扰表达质粒、过表达质粒和对照载体

分别转染293T细胞，制备慢病毒，感染DU145细胞，建立稳定细胞系。用Western blot技术检测EHD2表达情况。采用细胞计数

法、二维克隆形成实验、Soft Agar实验分别检测EHD2沉默或过表达对前列腺癌细胞增殖能力、克隆形成能力和转化特性的影

响。结果：免疫组织化学显示EHD2在前列腺癌组织中表达量明显低于前列腺增生组织。EHD2干扰表达后DU145细胞的增殖

能力、二维克隆形成能力、三维克隆形成能力均明显增强（P<0.01）；EHD2过表达后DU145细胞的增殖能力和三维克隆形成能力

均减弱（P<0.01和P<0.05）。结论：EHD2的表达水平对DU145前列腺癌细胞的增殖与转化特性具有明显的调节作用，EHD2可能

是前列腺癌的新抑癌基因。
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Abstract Objectives: This research examined EHD2 expression level in prostate cancer and identified its effects on prolifera-

tion and transformation of prostate cancer cells. Methods: Immunohistochemistry was used to detect EHD2 expression level in prostate

cancer tissue and benign prostatic hyperplasia. The lentiviral system facilitates EHD2 overexpression or silencing in DU145 cells. Cell

counting, colony formation, and soft agar experiments were used to determine cell proliferation and transformation characteristics. Re-

sults: EHD2 expression decreased in cancer cells compared with cells in hyperplasia tissue. EHD2 downregulation promoted DU145

cell growth and colony formation (P<0.01). Opposite effects were observed with EHD2 overexpression. Conclusion: EHD2 expression

was suppressed in prostate tumor cells. Therefore, EHD2 may be a novel tumor suppressor in prostate cancer.
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前列腺癌全球每年新发病例约 90万例，发病率

居男性恶性肿瘤第二位；尤其在发展中国家前列腺

癌死亡率高达47%［1］。近十年，我国前列腺癌发病率

的增长极为迅速，成为严重威胁男性生命健康的恶

性肿瘤之一。

EHD2（C-Terminal EH Domain Containing Protein
2，EHD2）是最近发现的一种新型的膜转运调控蛋白，

是EH蛋白家族中EHD亚类 4个成员（EHD1、EHD2、
EHD3、EHD4）之一，其C端含有一蛋白相互作用EH域。

目前认为EHD2参与多种受体的转运调控，如类胰岛

素生长因子受体［2］、胰岛素调节的葡萄糖转运蛋白［3］和

神经生长因子受体［4］等。EHD2蛋白在乳腺肿瘤和食

管鳞癌中低表达［5-7］，EHD2表达降低可能影响了上皮

细胞的极性［8］，但在其它肿瘤中是否具有普遍意义尚不

明确，而且EHD2对细胞增殖与转化特性的影响也未见

报道。

本研究使用免疫组织化学方法检测EHD2蛋白

在前列腺癌组织中的表达，同时通过小RNA干扰技
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术沉默或过表达EHD2后，检测EHD2蛋白对前列腺

癌DU145细胞生长与转化特性的影响，为阐明前列

腺癌发生机制和寻找治疗前列腺癌的新途径、新靶

点提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 组织标本 14例前列腺癌组织标本和 7例前

列腺增生组织标本都来自天津医科大学第二附属医

院手术切除或穿刺的前列腺癌男性患者，病理分级

以Gleanson分级为依据。

1.1.2 细胞培养与主要试剂 293T细胞由本实验室

保存，前列腺癌DU145细胞系由天津市南开大学分

子生物学研究室赠送，由本实验室保存。293T细胞

和DU145细胞分别生长于含 10%胎牛血清、100 U/
mL 青霉素和 100μg/mL 链霉素的 DMEM 培养液和

RPMI 1640培养液，置于5%CO2、饱和湿度、37℃细胞

培养箱中培养。

DMEM 培养基、RPMI 1640 培养基、胎牛血清

（Hyclone公司），青/链霉素（Amersco公司），0.25%胰

蛋白酶（GIBCO公司），二甲基亚砜DMSO、PMSF（Sig⁃
ma公司），β-巯基乙醇（Boehinger公司），ECL化学发

光、PVDF膜（Millipore公司），BCA蛋白定量试剂盒

（Pierce公司），质粒小提试剂盒（天根公司），EHD2抗
体（本实验室制备），GAPDH抗体（Santa Cruz公司），

二抗（中衫公司）。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学 所有标本为首先用 10%甲醛

溶液固定，常规石蜡包埋，连续切片进行免疫组织化

学染色检测。结果判定：EHD2表达以细胞质或细胞

核中出现棕黄或棕褐色颗粒为阳性判断标准。每例

镜下随机观察5个高倍视野（×400）。EHD2在胞质和

胞核表达情况采用免疫反应评分进行半定量分析。

根据阳性细胞数的百分率分为 4个等级：0%为 0分，

1%～25%为1分，26%～50%为2分，51%～100%为3
分；细胞染色强度分4个等级：无着色为0分，浅黄色

为1分，棕黄色为2分，棕褐色为3分。将每张切片染

色程度与染色细胞百分率得分相乘的积为最后得

分，0～1分为（-），2～3分为弱阳性（+），4～6分为中

等阳性（++），>6分为强阳性（+++），认定前 1个等级

为阴性表达，后3个等级为阳性表达。

1.2.2 EHD2干扰表达和过表达细胞系的建立 慢

病毒表达质粒和包装质粒经磷酸钙法共转染293T细

胞，48h后收集含有病毒的上清，用全培养液稀释后

感染处于对数生长期的DU145细胞，并用 500ng/mL
的嘌呤霉素（Puromycin）进行筛选建系。

1.2.3 Western blot检测 SDS裂解液提取细胞总蛋

白后，用BCA蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度，等量蛋

白进行 SDS-PAGE聚丙烯酰胺凝胶电泳。采用增强

化学发光试剂检测蛋白条带信号，Kodak胶片曝光。

用 ImageJ 1.43软件对条带进行定量。

1.2.4 细胞计数法检测细胞增殖 将相同细胞数

（2.0×104个细胞）的各组细胞分别种入 12孔盘中，

37℃，5%CO2培养箱中正常培养，记为第 0d，从第 2d
开始，每 24 h分别将每组细胞的一个孔中细胞消化

收集，细胞计数，连续计数 4d，实验重复 3次，绘制细

胞增殖曲线。

1.2.5 检测细胞二维克隆形成能力 将相同细胞数

（4.0×103个细胞）的各组细胞分别种入 6 cm dish（每

组3个重复孔），37℃，5%CO2培养箱中正常培养。长

出明显克隆时，弃培养液，PBS清洗2遍。甲醇固定，

PBS清洗，结晶紫染色。用倒置显微镜，×100光镜下

分别计数>50个细胞的克隆数、10～50个细胞的克隆

数、2～10个细胞的克隆数，5个视野/培养皿，实验重

复3次，统计数据。

1.2.6 Soft Agar检测细胞悬浮克隆形成能力 配制

0.7%和 1.2%的琼脂糖上层胶和下层胶，高压灭菌后

于室温降至 50～60℃时放入 42℃水浴。配制 2倍

RPMI 1640培养基（含200 U/mL青霉素、200 μg/mL链

霉素及20% FBS）。取等体积的2×RPMI 1640和1.2%
的Agarose，充分混匀，向 35 mm dish中加入 1.5 mL，
并倾斜盘子使其均匀铺于孔底，室温固化。细胞消

化计数后，取等体积的 2×RPMI 1640和 0.7%的琼脂

糖，加入所需细胞数，充分混匀，加入已经固化的下

层胶，1 mL/35 mm dish。37℃孵箱培养 10～14d后，

待长出明显克隆后，每盘加入 0.5 mL的 0.005%的结

晶紫 1 h以上染色。×20光镜下计>0.05 mm的克隆

数，共计10个视野。

1.3 统计学分析

实验数据以 x±s表示，根据数据处理的不同方法

及统计学处理的不同要求，选用方差分析或 t检验进

行分析，以P<0.05作为统计学差异显著性判定界限。

2 结果

2.1 免疫组化结果

采用免疫组织化学的方法检测EHD2在 14例前

列腺癌组织和7例前列腺增生组织中的表达水平，结

果发现与前列腺增生组织相比，EHD2在前列腺癌组

织中的表达普遍降低（图1）。7例前列腺增生组织中

只有1例（14.0%）EHD2阴性，其余均为阳性，而14例
前列腺癌组织中9例（64.5%）EHD2呈阴性（表1）。
2.2 DU145细胞EHD2干扰和过表达细胞系的建立

采用慢病毒质粒构建EHD2干扰和过表达体系，

感染前列腺癌细胞 DU145后用 500ng/mL嘌呤霉素
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（Puromycin）筛选并建立稳定细胞系，免疫印迹检测

EHD2的干扰沉默和过表达情况。结果显示EHD2的
干扰和过表达效果明显（图2）。

A: Benign prostatic hyperplasia tissue; B: Prostate cancer tissue
图1 EHD2在前列腺癌组织和前列腺增生组织中的 IHC染色典型表

现（DAB×400）
Figure 1 Representative immunohistochemistry images of EHD2 stain⁃
ing in prostate cancer tissue and benign prostatic hyperplasia DAB×400

表1 EHD2在前列腺癌组织和前列腺增生组织中的表达情

况 例（%）

Table 1 EHD2 expression level in prostate cancer tissue and benign
prostatic hyperplasia Case（%）

图2 免疫印迹检测在DU145细胞中EHD2干扰和过表达效果

Figure 2 Western blot analysis of the silencing and overexpression ef⁃
fects of EHD2 in DU145 cells

2.3 细胞计数检测细胞增殖能力

采用细胞计数的方法连续观察EHD2干扰和过

表达细胞的增殖能力。结果显示，EHD2 干扰后

DU145细胞增殖加快，EHD2过表达后DU145细胞生

长减慢（图3），差异有统计学意义（P<0.01）。
2.4 EHD2干扰后细胞二维克隆形成能力检测

采用细胞二维克隆培养的方法，研究EHD2沉默对

DU145细胞克隆形成能力的影响。结果显示EHD2干
扰后DU145细胞克隆形成数量和克隆大小明显大于对

照细胞（图4），差异有统计学意义（P<0.01）。
2.5 细胞转化特性检测

采用Soft Agar实验，研究EHD2沉默或过表达对

DU145细胞悬浮生长能力的影响。结果显示，EHD2
干扰后，DU145悬浮克隆形成能力增强（图5A），两组

差异有统计学意义（P<0.01）；EHD2过表达后克隆形

成能力减弱（图5B），差异有统计学意义（P<0.05）。

A：Silencing group of EHD2；B：Over-expression group of EHD2
图3 EHD2的表达水平对DU145细胞增殖能力的影响

Figure 3 Effects of EHD2 expression on DU145 proliferation

图4 EHD2干扰对DU145细胞二维克隆形成能力的影响

Figure 4 Effects of EHD2 silencing on DU145 colony formation

A: Compared with the control group, DU145 colony formation was
strengthened with EHD2 silencing; B: Compared with the control group,
DU145 colony formation was weakened with EHD2 overexpression
图5 EHD2表达水平对DU145细胞三维克隆形成能力的影响

Figure 5 Effects of EHD2 expression on DU145 colony formation in soft agar

3 讨论

本研究前期通过肿瘤基因组转录数据挖掘分析

发现EHD2在乳腺肿瘤中表达缺失，而且其表达水平

和病理分级呈负相关性［5］，免疫印迹结果显示EHD2
在侵润性乳腺癌中表达水平明显低于乳腺正常组织［6］，
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从而首次在蛋白水平验证了 EHD2与肿瘤的关系。

近期有报道在食管鳞癌组织中EHD2的表达水平和

病理分级呈负相关，EHD2在转移性食管鳞癌中低表

达，并且在干扰表达后细胞对顺铂引起的凋亡产生

抵抗［7］。另外在基因转录水平，与正常卵巢上皮样本

相比，也发现 EHD2在恶性浆液性卵巢癌中呈低表

达［9］。EHD2并可能是神经胶质瘤缺失染色体1.6Mb
19q区一个可能的抑癌基因［10］。本研究应用免疫组

织化学的方法发现EHD2在前列腺癌组织中的表达

量明显低于前列腺增生组织，说明EHD2的低表达同

样可能与前列腺癌的形成有关。

细胞无限增殖是恶性肿瘤形成的重要标志之

一。本文采用细胞计数法对EHD2干扰和过表达的

DU145细胞进行增殖能力检测，结果显示EHD2沉默

后 DU145 细胞生长明显加快，而过表达 EHD2 后

DU145细胞生长则受到抑制，表明EHD2的表达水平

影响DU145细胞的增殖，并且在二维克隆实验中得

到一致的结果，表明EHD2的表达缺失促进了细胞的

增殖能力。

EHD2是一个新型膜转运调控蛋白，Benjamin等［11］

研究发现EHD2与Nek3相互作用，并与Vav1形成复

合物，共同调节Rac1的活性。Rac1是细胞内重要的

信号转导与极性调控分子，它通过GTPase酶的活性

调控及细胞骨架重排参与调节细胞的极性保持与细

胞迁移等重要细胞生物学功能。本文前期研究发现

EHD2沉默后上皮细胞呈现极性的丧失［8］，这可能反

映了EHD2对Rac1的活性调控，并可能影响上皮细

胞极性并向间质表型转化。

上皮-间质转化（epithelial-mesenchynal transi⁃
tion，EMT）过程以上皮细胞失去E-cadherin及细胞连

接为主要特征，并且与肿瘤细胞的原位侵袭和远处转

移有着密切关系［12］。本文在二维克隆实验中，发现

EHD2降表达细胞克隆中细胞间的连接与对照相比

明显呈现松散趋势，与EMT表型类似。Soft Agar实验

发现EHD2沉默后DU145细胞的悬浮克隆数明显增

加，而过表达EHD2后的结果则相反，表明EHD2表

达水平可以影响肿瘤细胞的转化特性，并且提示在

前列腺癌中EHD2表达缺失很可能是促进前列腺癌

细胞EMT和恶性转化的重要因素，这与食管鳞癌中

EHD2低表达组织中 E-cadherin表达同时降低相吻

合［7］。因此，EHD2可能通过调控细胞的E-cadherin
和EMT来影响肿瘤的发生以及侵袭和转移。

膜转运蛋白参与调控多种膜蛋白与受体的内吞

转运以及下游信号通路，它们的功能异变涉及肿瘤

发生与进展的多个层面［13-15］。

EHD2在多种肿瘤中的低表达预示其可能是一个

新的抑癌基因。在食管鳞癌中EHD2低表达和肿瘤淋

巴结转移密切相关，EHD2表达水平越低，淋巴结转移

越强，提示EHD2低表达是肿瘤高恶性度的分子指标，

而且EHD2低表达患者的生存情况明显差于EHD2高
表达患者，表明肿瘤组织EHD2表达水平的检测对帮助

患者预后判断可能具有重要的临床意义。EHD2不仅

可能是帮助进行肿瘤恶性度以及临床预后判断的一个

新的分子指标，还可能是肿瘤研究和治疗的重要靶点。
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