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雄激素非依赖性前列腺癌细胞亚系模型ＬＮＣａＰＡＩ的建立
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［摘要］　目的：建立雄激素非依赖性前列腺癌细胞亚系模型ＬＮＣａＰＡＩ。方法：长期在去雄激素的血清环境下培养雄激素依

赖性ＬＮＣａＰ细胞，培养出能够适应无雄激素环境的ＬＮＣａＰＡＩ细胞亚系。ＭＴＴ、ＲＴＰＣＲ、免疫荧光方法观察ＬＮＣａＰＡＩ细

胞在无雄激素环境下的增殖能力和表达及分泌前列腺特异性抗原（ＰＳＡ）的水平。结果：ＬＮＣａＰ前列腺癌细胞在无雄激素中

培养３个月后逐渐适应了无雄激素的环境，成为雄激素非依赖的ＬＮＣａＰＡＩ细胞亚系。ＬＮＣａＰＡＩ细胞在无雄激素的环境下

迅速增殖，能够分泌ＰＳＡ，但其ＰＳＡｍＲＮＡ的表达水平是正常生长ＬＮＣａＰ细胞的４４％。结论：成功构建雄激素非依赖性前

列腺癌细胞亚系模型ＬＮＣａＰＡＩ，可以模拟前列腺癌由雄激素依赖发展为雄激素非依赖的过程。
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　　雄激素非依赖前列腺癌发生机制目前尚不清
楚，主要障碍是缺乏理想的细胞模型来模拟前列腺
癌由雄激素依赖向雄激素非依赖生长的整个过程。
目前仅有ＬＮＣａＰ细胞系保留了人前列腺癌的雄激
素依赖性的特征，能够分泌前列腺特异性抗原
（ＰＳＡ）、前列腺特异性膜抗原（ＰＳＭＡ）及表达雄激
素受体，能够在具有雄激素样活性的甾体激素的刺
激下生长。研究［１］表明ＬＮＣａＰ细胞系能够在雄激
素剥夺的环境下逐渐转变为雄激素非依赖的ＬＮ
ＣａＰ前列腺癌细胞亚系。本研究通过慢性雄激素剥
夺建立了ＬＮＣａＰ由雄激素依赖性进展为雄激素非
依赖性生长的细胞模型，这种模型能够模拟临床内

分泌治疗过程中前列腺癌由雄激素依赖发展为雄激

素非依赖的过程，是理想的研究雄激素非依赖性前
列腺癌机制的模型。

１　材料和方法

１．１　材料　雄激素依赖性ＬＮＣａＰ前列腺癌细胞株
由德国洪堡大学Ｃｈａｒｉｔｅ医学院泌尿外科Ｊｕｎｇ教授
惠赠。雄激素非依赖性前列腺癌ＰＣ３细胞株由第
二军医大学长海医院泌尿外科保存。活性炭／葡聚
糖处理的胎牛血清（ＣｈａｒｃｏａｌＤｅｘｔｒａｎＴｒｅａｔｅｄＦＢＳ）
购自 Ｈｙｌｏｎｅ公司。

１．２　雄激素非依赖性ＬＮＣａＰ前列腺细胞模型的建
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立　雄激素依赖性ＬＮＣａＰ前列腺癌细胞复苏，用常
规ＲＰＭＩ１６４０培养液（含质量分数为１％的谷氨酰
胺和５％的碳酸氢钠）及１０％进口胎牛血清进行连
续传代培养。传２代后，改换无血清ＲＰＭＩ１６４０培
养液培养２ｄ，后换用含有经过活性炭／葡聚糖处理
的胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０培养液，进行长期传代培
养，筛选培养出不依赖于雄激素生长的ＬＮＣａＰ细胞
亚系，命名为ＬＮＣａＰＡＩ细胞亚系。培养过程中，每
周更换新鲜细胞培养液２次。培养环境为３７℃、体
积分数为５％的ＣＯ２的潮湿培养箱内。

１．３　细胞模型的验证

１．３．１　ＮＣａＰＡＩ细胞亚系在雄激素剥夺环境下的
生长情况　ＬＮＣａＰ细胞和ＬＮＣａＰＡＩ细胞在含有
经过活性炭／葡聚糖处理的胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０
培养液中培养１周，按每孔５×１０３细胞接种，细胞贴
壁后，加入含有经过活性炭／葡聚糖处理的胎牛血清
的ＲＰＭＩ１６４０培养液１００μｌ。孵育２、４、６、８ｄ，加
入１０μｌＭＭＴ（５ｍｇ／ｍｌ），３７℃孵育４ｈ，吸弃上清
液，加入１５０μｌＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，检测光密度

Ｄ５７０值。以时间为横轴、Ｄ 值为纵轴，描绘细胞生长
曲线。

１．３．２　ＬＮＣａＰＡＩ细胞亚系在雄激素剥夺环境下
的ＰＳＡ分泌情况　ＬＮＣａＰ细胞和ＬＮＣａＰＡＩ细胞
在含有经过活性炭／葡聚糖处理的胎牛血清的ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液中培养１周，按每孔５×１０４细胞接
种，细胞贴壁后，加入含有经过活性炭／葡聚糖处理
的胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液１ｍｌ。孵育１、３、

５、７ｄ，相应收集各时间点培养基，应用Ｒｏｃｈｅ公司
的ＥｌｅｃｓｙｓｔｏｔａｌＰＳＡｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ检测ＰＳＡ质量浓
度。以时间为横轴、ＰＳＡ质量浓度为纵轴描绘ＬＮ
ＣａＰ及ＬＮＣａＰＡＩ的ＰＳＡ分泌曲线。

１．３．３　ＬＮＣａＰＡＩ细胞ＰＳＡｍＲＮＡ的表达　抽提

ＬＮＣａＰＡＩ细 胞 和 正 常 生 长 的 ＬＮＣａＰ 细 胞 总

ＲＮＡ，应用ＴａＫａＲａ公司的ＲＴＰＣＲ试剂盒逆转录
为ｃＤＮＡ。ＰＳＡ（４３５ｂｐ）上游引物：５′ＧＡＡＧＡＣ
ＡＣＡＧＧＣＣＡＧＧＴＡＴＴＴＣＡＧ３′，下游引物：５′
ＡＴＧＡＣＧＴＧＡ ＴＡＣＣＴＴＧＡＡ ＧＣＡＣＡＣ３′。
扩增条件：预变性９５℃２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５７℃３０ｓ，

７２℃３０ｓ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。βａｃｔｉｎ（４００ｂｐ）
上游引物：５′ＧＣＡＴＣＣＴＣＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＡＣ
３′，下游引物：５′ＴＴＣＴＣＣＴＴＡ ＡＴＧＴＣＡＣＣＣ
ＡＣ３′。扩增条件：９５℃预变性２ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，

５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，２５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。将

ＰＣＲ扩增产物上样电泳，采用生物图像分析仪检
测，以βａｃｔｉｎ为内参，求出其相对表达量。

１．４　统计学处理　使用ＳＰＳＳ软件包，ＡＮＯＶＡ方
法进行统计学分析。

２　结　果

２．１　雄激素非依赖性ＬＮＣａＰ前列腺癌细胞模型的
建立　ＬＮＣａＰ前列腺癌细胞（图１Ａ）在活性炭／葡
聚糖处理的胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中开始
经过很短暂的增殖后，其生长迅速受到抑制，１周左
右开始处于自分泌状态，主要表现为ＬＮＣａＰ细胞向
外伸出许多突起，彼此之间通过突起相互联系成网
状（图１Ｂ）。随后细胞始终保持这种状态，每周换液

２次。到３个月后ＬＮＣａＰ细胞开始摆脱自分泌状
态，突起逐渐减少，并开始出现细胞形态相同的细胞
集落，考虑为少数细胞适应了无激素的环境，迅速增
殖造成的。本研究在观察中发现了２种不同细胞形
态（图１Ｃ）。一种细胞体积稍小，外形接近椭圆，突
起较少，由这种细胞组成的细胞集落数量较多；另一
种，细胞体积相对较大，呈长椭圆形，形态更接近激
素依赖的ＬＮＣａＰ前列腺癌细胞，但由这种细胞组成
的细胞集落数量很少。随后将细胞转移至细胞平皿
内培养，当再次出现细胞集落时，挑出体积较小、突
起较少的相应集落细胞，转至２４孔板内生长，当长
至８０％融合时，转至６孔板内，逐级倍增。当细胞
达到一定数量后，转回培养瓶内进行连续传代培养，
从而形成不依赖于雄激素生长的ＬＮＣａＰ细胞亚系，
将其命名为ＬＮＣａＰＡＩ细胞亚系（图１Ｄ）。

２．２　ＬＮＣａＰＡＩ细胞亚系在雄激素剥夺环境下的
生长情况　ＬＮＣａＰＡＩ细胞在含活性炭／葡聚糖处
理的胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液下的生长趋势
明显，随着时间的增加，细胞明显增殖。而ＬＮＣａＰ
细胞在相同环境下生长曲线低平，细胞增殖明显受
到抑制（Ｐ＜０．００１）。说明ＬＮＣａＰＡＩ细胞相对于

ＬＮＣａＰ细胞，明显能适应无雄激素的环境（图２）。

２．３　ＬＮＣａＰＡＩ细胞亚系在雄激素剥夺环境下

ＰＳＡ的分泌情况　ＬＮＣａＰＡＩ细胞在无激素环境下
仍能保持ＰＳＡ的分泌，随着时间的推移，培养液中
的ＰＳＡ水平逐渐增加。而ＬＮＣａＰ细胞在相同环境
下ＰＳＡ的分泌明显受到抑制，始终处于极低的水
平。这说明ＬＮＣａＰＡＩ细胞已经适应无雄激素的环
境，恢复了ＰＳＡ的分泌能力（图３）。

２．４　ＬＮＣａＰＡＩ细胞亚系ＰＳＡ ｍＲＮＡ的表达情
况　ＲＴＰＣＲ方法检测ＬＮＣａＰＡＩ细胞系只是部分
恢复了表达ＰＳＡｍＲＮＡ的能力，其表达水平要低
于正常生长ＬＮＣａＰ细胞，表达水平是后者的４４％。

ＰＣ３细胞则不表达ＰＳＡｍＲＮＡ（图４）。
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图１　雄激素非依赖性ＬＮＣａＰ前列腺癌细胞模型的建立过程
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图２　ＬＮＣａＰ与ＬＮＣａＰＡＩ细胞在

雄激素剥夺环境下的生长曲线

Ｆｉｇ２　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＬＮＣａＰａｎｄ

ＬＮＣａＰＡＩｃｅｌｌｓｉｎｎｏｎｈｏｒｍｏｎｅｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｃｅ
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图３　ＬＮＣａＰ与ＬＮＣａＰＡＩ细胞在

雄激素剥夺环境下ＰＳＡ的分泌曲线

Ｆｉｇ３　ＰＳＡｓｅｃｒｅｔｉｏｎｂｙＬＮＣａＰａｎｄＬＮＣａＰＡＩ

ｃｅｌｌｓｉｎｎｏｎｈｏｒｍｏｎｅｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｃｅ

图４　ＬＮＣａＰＡＩ前列腺癌细胞ＰＳＡｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ４　ＰＳＡｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬＮＣａＰＡＩｃｅｌｌｓ
１：ＬＮＣａＰＡＩｉｎｎｏｎｈｏｒｍｏｎｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ；２：ＬＮＣａＰｉｎｈｏｒｍｏｎｅｃｏｎｄｉ

ｔｉｏｎ；３：ＰＣ３ｉｎｎｏｎｈｏｒｍｏｎｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

３　讨　论

　　在雄激素剥夺的环境下，正常前列腺上皮细胞
失去了再生和增殖的能力［２３］。然而前列腺癌细胞
能够适应这种环境，发展为雄激素非依赖状态。目
前有几种假说试图解释雄激素非依赖前列腺癌发生

机制，其中克隆选择学说和适应学说最为重要。虽
然这些假说均有一些实验或临床研究结果支持，但
这些研究结果之间有相互矛盾之处，因此确切的发
病机制仍有待进一步研究。而目前研究的主要障碍
是缺乏理想的细胞模型来模拟前列腺癌由雄激素依

赖向雄激素非依赖生长的整个过程。已经建立的雄
激素非依赖性前列腺癌细胞系有 ＰＣ３、ＤＵ１４５、

ＴＳＵＰｒｌ细胞系和雄激素依赖性前列腺癌细胞系

ＬＮＣａＰ细胞系，但这些细胞系的来源不同，所表达
的前列腺癌的标志物也有所不同，因而缺乏可比性，
无法从它们之间的对比探询前列腺癌由雄激素依赖
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向非依赖转变的机制。

　　理想的前列腺癌细胞模型应该是表现出雄激素
依赖性的特性，表达野生型雄激素受体，并且在体外
能够在雄激素剥夺的环境下转变为雄激素非依赖

性。目前唯一能够利用的就是ＬＮＣａＰ细胞系，因为

ＬＮＣａＰ细胞系生长具有很强的雄激素依赖性，它分
泌ＰＳＡ，随着细胞的增殖，ＰＳＡ 水平会逐渐升高。
急性的雄激素剥夺会导致ＬＮＣａＰ细胞生长受到抑
制［４］，慢性雄激素剥夺可以建立雄激素非依赖的亚
细胞克隆［１，５６］。

　　本研究利用活性炭／葡聚糖去除ＬＮＣａＰ细胞系
培养液中胎牛血清的绝大部分雄激素成分，来模拟
最为接近生理条件下雄激素剥夺的状况［７］，在这种
去雄激素的环境中长期培养ＬＮＣａＰ细胞。经过自
分泌状态［８］、细胞集落状态，最终培养出雄激素非依
赖性的ＬＮＣａＰＡＩ前列腺癌细胞亚系。ＭＴＴ实验
证实ＬＮＣａＰＡＩ前列腺癌细胞亚系在去雄激素环境
中具有良好的增殖能力。

　　随后，本研究对雄激素非依赖ＬＮＣａＰＡＩ细胞
亚系ＰＳＡ的分泌情况进行了研究。结果发现在无
雄激素的环境下，ＬＮＣａＰＡＩ前列腺癌细胞亚系

ＰＳＡ分泌随着时间明显增加，而ＬＮＣａＰ前列腺癌
细胞系ＰＳＡ分泌始终处于很低的水平，这与晚期或
进展期前列腺癌经过内分泌治疗后血清ＰＳＡ迅速
下降，当发展为雄激素非依赖前列腺癌血清ＰＳＡ水
平重新升高的现象相一致。但是，因为是体外实验，
培养液中ＰＳＡ的水平取决于两方面的因素：一方面
取决于前列腺癌细胞的数量；另一方面取决于细胞
本身ＰＳＡ表达能力。本研究中，ＭＴＴ检测结果证
明ＬＮＣａＰＡＩ前列腺癌细胞可以在雄激素剥夺的环
境下增殖，但并不清楚其本身ＰＳＡ表达能力。我们
又通过ＲＴＰＣＲ的方法对ＬＮＣａＰ和ＬＮＣａＰＡＩ前
列腺癌细胞系的ＰＳＡ表达情况进行了检测，发现

ＬＮＣａＰＡＩ前列腺癌细胞系已部分恢复了表达ＰＳＡ
的能力，但其表达水平要低于正常生长的ＬＮＣａＰ前
列腺癌细胞，是其的４４％。这也说明，临床上晚期
或进展期前列腺癌中血清ＰＳＡ水平持续升高，可能
主要是前列腺癌细胞适应了内分泌治疗的环境，迅

速增殖的缘故。

　　综上所述，雄激素非依赖性ＬＮＣａＰＡＩ细胞亚
系模型可以模拟临床上在内分泌治疗过程中，前列
腺癌由雄激素依赖发展为雄激素非依赖的过程。由
于ＬＮＣａＰＡＩ是从ＬＮＣａＰ前列腺癌细胞系经过干
预建立的细胞亚系，两者有可比性，可以用来观察前
列腺癌由雄激素依赖向非依赖转变过程的分子生物

学变化，是理想的雄激素非依赖性前列腺癌的细胞
模型。
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