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血管内皮细胞通过诱导 ERG表达促进前列腺癌耐药 *
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摘要 目的：探讨血管内皮细胞对前列腺癌细胞耐药能力的影响，并进一步研究血管内皮细胞作用于前列腺癌细胞的可能的分子

机制。方法：1.利用 Transwell小室构建共培养体系，通过 CCK-8和 Annexin V-FITC/PI检测细胞耐药的能力并通过蛋白印迹法

（WB）检测凋亡相关分子的表达；2.利用聚合酶链式反应（PCR）及WB检测共培养后前列腺癌细胞中成红细胞病毒 E26致癌物

（ERG）的表达情况；利用酶联免疫吸附实验（ELISA）筛选出共培养组与非共培养组细胞上清之间有差异的细胞因子，并通过WB

检测各个细胞因子与 ERG的关系，确定影响 ERG表达最明显的细胞因子。结果：1.前列腺癌细胞与血管内皮细胞共培养后，前

列腺癌细胞对多西他赛的耐药性增加，细胞凋亡减少；2.共培养后前列腺癌细胞 ERG的表达增高；血管内皮细胞分泌的成纤维

细胞生长因子 2（FGF2）在共培养后有明显增加，FGF2可以促进前列腺癌 ERG的表达，并且这种病效应会被 FGF2的抑制剂所逆

转。结论：血管内皮细胞分泌的 FGF2可促进前列腺癌细胞 ERG的表达，促进前列腺癌细胞对多西他赛的耐药性。
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Endothelial Cells Promote Prostate Cancer Resistance by Inducing ERG
Expression*

To investigate the effect of endothelial cells on drug resistance of prostate cancer cells and to further study

the possible molecular mechanism of endothelial cells acting on prostate cancer cells. 1. The co-culture system was constructed

by Transwell chamber. the drug resistance of cells was detected by CCK-8 and Annexin V-FITC/PI, and the expression of apoptosis-re-

lated molecules was detected by western blotting (WB). 2. Polymerase Chain Reaction (PCR) and WB were used to detect the expression

of erythroblastosis virus E26 oncogen (ERG) in prostate cancer cells after co-culture. The cytokines in the supernatant of co-culture group

and non-co-culture group were screened by ELISA, and the relationship between each cytokine and ERG was detected by WB to deter-

mine the most obvious cytokines affecting the expression of ERG. 1. After co-culture of prostate cancer cells and endothelial

cells, the resistance of prostate cancer cells to docetaxel increased and apoptosis decreased. 2. The expression of ERG in prostate cancer

cells was increased after co-culture. Fibroblast growth factor 2 (FGF2) secreted by vascular endothelial cells increased significantly after

co-culture. FGF2 can promote the expression of ERG in prostate cancer, and this effect will be reversed by the inhibitor of FGF2.

FGF2 secreted by vascular endothelial cells can promote the expression of ERG in prostate cancer cells and promote the resistance of

prostate cancer cells to docetaxel.
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前言

前列腺癌（Prostate cancer，PCa）是欧美国家最常见的恶性

肿瘤之一，死亡率仅次于肺癌位居第二[1]。我国前列腺癌发病率

虽然低于欧美国家，但是近年来上升趋势明显，并且是发病率

增长最快的癌症之一[2,3]。早期前列腺癌主要采用根治性的治疗

如前列腺癌根治术、放疗和冰冻治疗；对于中晚期前列腺癌，雄

激素剥夺治疗(Androgen-deprivation therapy，ADT)是其主要治

疗手段，但大多数患者逐渐发展为去势抵抗性前列腺癌(Cas-

tration-resistant prostate cancer, CRPC)[4]。2004 年，多西他赛

(Docetaxel) 被美国食品及药品管理局批准用于治疗 CRPC[5]，

多西他赛能够延长患者的生存时间，提高患者的生活质量，但

是多数患者最终会对多西紫杉醇类药物产生耐药，进而影响其

对前列腺癌的疗效[6,7]。
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随着研究的深入，人们对肿瘤的认识也越来越深刻，肿瘤

的各种生物学行为不仅取决于肿瘤细胞自身，肿瘤微环境 (Tu-

mor microenvironment，TME）对肿瘤的发生发展也起到了重要

的作用[8,9]。肿瘤周围的内皮细胞（Endothelial cells，ECs）是肿瘤

血管生成的基础，因此内皮细胞也是肿瘤微环境中的关键组

分。经雄激素剥夺治疗后，前列腺血流量混乱，继而出现微血管

数量下降，结果导致血管内皮细胞凋亡和数量减少。而混乱的

微血管随后会迅速再生，并在雄激素非依赖阶段数量逐渐增

多，并伴随着远处转移的风险[10,11]。我们前期研究已证实血管内

皮细胞可以通过分泌 IL-6及 CCL5来抑制雄激素受体（Andro-

gen receptor，AR)信号通路，进而促进前列腺癌细胞转移及自

噬[12,13]。这些发现都强调了内皮细胞在前列腺癌进展中的重要

性。在这项研究中，我们证明了内皮细胞通过分泌细胞因子以

诱导 ERG表达并促进前列腺癌的多西他赛抗性。这不仅进

一步证明了内皮细胞在肿瘤微环境中的重要作用，而且揭示了

以雄激素非依赖性方式调节 ERG的新机制。

1 材料与方法

1.1 材料

本实验所用的 C4-2B和 22Rv1前列腺癌细胞系采购自美

国模式培养物集存库，HUVEC人血管内皮细胞系购自中国科

学院细胞库。DMEM，RPMI-1640培养基，胎牛血清，双抗均购

自美国 Gibco公司。Human FGF-basic (FGF2)采购自美国 Pe-

proTech公司。PD173074购自美国 Selleckchem公司。ERG抗

体、Cleaved PARP 抗体、Cleaved Caspase3 抗体、GAPDH 抗体

购自美国 CST公司。

1.2 细胞培养及共培养模型

22Rv1使用含 10 %胎牛血清，1 %双抗的 1640培养基培

养。HUVEC使用含 10 %胎牛血清，1 %双抗的 DMEM培养基

培养。使用 0.4 滋m Transwell小室构建共培养体系。在下室中接

种前列腺癌细胞（C4-2B和 22Rv1），上室中接种血管内皮细胞

（HUVEC）进行共培养实验。所有细胞均在 37℃，5 % CO2的培

养箱中培养。

1.3 CCK-8试剂盒检测细胞增殖活力

取约 1× 104细胞接种于 24孔板每孔中，每组设 3个复

孔，后置于 37℃培养箱中孵育。检测时，弃培养基，每孔加入

300 滋L的 PBS和 30 滋L的 CCK-8溶液，将培养板放入培养箱

内培养 2小时。使用酶标仪，测定 450 nm 波长下的吸光度

（OD 450）。

1.4 流式细胞仪检测细胞凋亡

将 1× 105细胞接种在六孔板中培养，至细胞长至密度约

80 %左右时，给予多西他赛处理 48小时。消化后 1000 rpm离

心 5 min，弃培养液；用 1× Binding buffer洗涤 1 次，1000 rpm

离心 5 min。弃旧的 Binding buffer，用新的 100 滋L的 1× Bind-

ing buffer重悬细胞，然后加入 5 滋L AnnexinV和 PI染液，轻轻

摇晃混匀，在室温避光的条件下孵育 15 min。加入 300 滋L
Binding buffer扩大上机体系，混匀后上机（注意需在一小时内

上机）。

1.5 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)
使用 TRIzol 提取 HUVEC，22 Rv1 和 C4-2 B 细胞的总

RNA。使用 Prime Script RT Master Mix（Takara，Japan）根据说

明书进行 mRNA的逆转录。根据制造商的说明，使用 SYBR

Premix Ex Taq（TaKaRa，Japan）进行 qRT-PCR。使用的引物为：

ERG sense，5'CGCAGAGTTATCGTGCCAGCAGAT3'; antisense,

5'CCATATTCTTTCACCGCCCACTCC3'; GAPDH sense，5'AA-

TGTCACCGTTGTCCAGTTG3'; antisense，5'GTGGCTGGGGC-

TCTACTTC3'; FGF2 sense，5'AGAAGAGCGACCCTCACAT-

CA3'; antisense，5'CGGTTAGCACACACTCCTTTG3'。

1.6 Western blot
用蛋白裂解液从细胞中提取总蛋白。然后用 BCA试剂盒

（碧云天）测定蛋白浓度。蛋白定量完成后进行电泳与转膜，将

膜在含 5％脱脂奶粉的 TBST缓冲液中在室温下封闭 1小时，

然后按照说明书孵育一抗，二抗，TBST洗涤后，使用化学发光

试剂盒检测信号条带并用 image J检测其灰度值。

1.7 ELISA
将 HUVEC在含有 10％胎牛血清的 DMEM培养基中培

养，直至融合至 80％。然后用 PBS清洗一遍，换成新鲜无血

清培养基培养。 24小时后收集细胞培养基。根据说明书，使

用人 FGF2 ELISA试剂盒（RayBiotech，USA）测定细胞上清中

FGF 2的水平。

1.8 统计学分析

数据采用 SPSS 25.0统计学软件进行分析。所有数据均是

重复三次后的平均数，各组数据以平均数± 标准差（mean± SD）

表示，两组间计量资料的差异采用 t-检验进行统计学检验，多

组间计量资料的差异采用者单因素方差分析（ANOVA）进行统

计学检验，设定 P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 血管内皮细胞促进前列腺癌细胞耐药

首先我们在共培养组和对照组分别加入不同浓度的多西

他赛（依次为 10、100、1000 nM）作用 48 h，然后用 CCK-8检测

前列腺癌细胞的活力。结果显示，与对照组相比，当前列腺癌细

胞与血管内皮细胞共培养时，22Rv1细胞对多西他赛的耐药性

显著增加（图 1A）。然后我们在共培养组和对照组分别加入 10

nM多西他赛诱导细胞凋亡，48 h后应用流式细胞术检测前列

腺癌细胞凋亡的情况。我们发现血管内皮细胞可以减少多西他

赛诱导的细胞凋亡（单独培养组为 51.5%，共培养组为 30.5%，

见图 1B）。进一步应用WB检测 22Rv1细胞中凋亡相关蛋白的

表达，我们发现共培养组促进凋亡的蛋白表达明显减弱（图

1C）。因此，血管内皮细胞可以促进前列腺癌细胞对多西他赛的

抵抗。

2.2 血管内皮细胞可促进前列腺癌细胞 ERG的过表达

接下来我们探讨血管内皮细胞促进前列腺癌化疗耐药可

能的机制。我们先前的研究表明，前列腺癌细胞与内皮细胞的

共培养可导致 AR的表达降低[13]，最近的研究表明 ERG可以引

起前列腺癌对多西紫杉醇的抗性，并且 ERG的过表达可以降

低不同前列腺细胞系中 AR的水平 [14,15]。因此，我们检测了

22Rv1 与 HUVEC共培养后 ERG的表达水平。通过 PCR 和

Western blot，我们发现随着共培养时间的增长，22Rv1细胞内

的 ERG水平也不断升高（图 2 A和 B）。
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图 1血管内皮细胞促进前列腺癌细胞耐药。（A）细胞活力实验检测 22Rv1与血管内皮细胞共培养后细胞耐药能力的变化；（B）血管内皮细胞抑

制多西他赛引起的 22Rv1细胞的凋亡；（C）Western blot分析不同凋亡相关蛋白表达。（*P<0.05；**P<0.01）
Fig.1 Endothelial cells can promote drug resistance of prostate cancer cells (A) Cell viability assay was used to detect the changes of drug resistance of

22Rv1 cells co-cultured with endothelial cells.; (B) Endothelial cells inhibited the apoptosis of 22Rv1 cells induced by docetaxel. (C) Western Blot was

used to analyze the expression of different apoptosis-related proteins.（*P<0.05; **P<0.01）

2.3 FGF2是共培养后内皮细胞分泌的关键细胞因子

下面我们试图确定在与 HUVEC共培养后，究竟是哪些因

素影响了前列腺癌细胞 ERG的表达。我们的前期研究表明，

IL-6，IL-8，CCL-5和 FGF2在共培养后有明显的上调[12,13]，我们

又利用 ELISA进一证实了内皮细胞与前列腺癌共培养后的条

件培养基中 FGF2的浓度明显高于内皮细胞单独培养的。为了

验证 FGF2是否可以引起前列腺癌细胞 ERG的过表达，我们

通过在 22Rv1的培养基中加入不同浓度的 FGF2，48小时后抽

提蛋白，western blot结果发现 FGF2 处理前列腺癌后其 ERG

的表达显著增加，且对着 FGF2浓度的增加而增加（图 15）。

PD173074是一种有效的 FGFR1抑制剂，可以剂量依赖的方式

抑制 FGF2[16]。通过在共培养体系中加入 PD173074，我们发现

实 PD173074可以减少内皮细胞对前列腺癌细胞耐药性的影

响。以上结果表明，FGF2可能是通过旁分泌的方式促进了前列

腺癌 ERG的过表达，进而在促进肿瘤化疗耐药中发挥重要的

作用。

图 2 血管内皮细胞促进前列腺癌细胞 ERG的过表达

（A）血管内皮细胞和前列腺癌细胞共培养后，利用 qRT-PCR检测前列腺癌细胞 ERG的表达情况；（B）血管内皮细胞和前列腺癌细胞共培养后，

利用Western blot检测前列腺癌细胞 ERG的表达情况。（*P<0.05; **P<0.01；*** P<0.001）。
Fig.2 Endothelial cells promote the expression of ERG in prostate cancer cells

A. After co-culture of endothelial cells and prostate cancer cells, the expression of ERG in prostate cancer cells was detected by qRT-PCR; B. The

expression of ERG in prostate cancer cells was detected byWestern blot after co-culture of endothelial cells and prostate cancer cells.

(*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001).
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3 讨论

肿瘤 -内皮细胞的相互作用可分泌多种趋化因子，在肿瘤

的生长和转移中起重要作用。最近的研究表明，血管内皮细胞

可以调节肿瘤细胞对化疗的反应[17]。Meng F等人[18]发现内皮细

胞通过激活 NF-资B依赖的 AKT和 VEGF信号通路而促进肝

癌细胞在化疗中的存活。Akiyama K等[19]发现内皮细胞可通过

VEGF信号通路上调多药耐药基结果因 1(MDR1)，从而导致对

紫杉醇的耐药，提示内皮细胞可从肿瘤微环境中获得耐药性。

然而，很少有研究关注内皮细胞在前列腺癌耐药中的作用。在

这里，我们证实了内皮细胞分泌的 FGF2可以增加前列腺癌中

ERG的表达，从而促进前列腺癌对多西他赛的耐药性。这个新

的发现将增加对内皮细胞在前列腺癌耐药中的作用的认识，并

强调了内皮细胞作为一种肿瘤微环境成分的重要性。

我们发现，内皮细胞在增强前列腺癌多西他赛耐药中的作

用是通过促进前列腺癌细胞中 ERG的表达来实现的，这与以

往文献报道的 ERG在促进前列腺癌进展与耐药中起重要作用

的结论相一致[14,20]。ERG基因在前列腺癌中的高表达对细胞的

侵袭和增殖也有重要影响[21,22]。Galletti等人[14]证明 ERG能与细

胞质中的可溶性微管蛋白相结合，拮抗紫杉醇与微管的相互作

用，从而降低前列腺癌对紫杉醇的敏感性。O`SCAR等人[23]提

出 ERG可以作为 mCRPC患者多西他赛耐药的潜在生物标记

物。最近的研究表明，ERG水平的升高可以通过诱导 H3K27甲

基转移酶 EZH2(一种多梳蛋白)的激活来破坏 AR信号通路[15]。

内皮细胞与肿瘤细胞的相互作用介导了雄激素受体的非依赖

性的侵袭和前列腺癌细胞的自噬，提示内皮细胞与前列腺癌细

胞的相互作用可能在前列腺癌的 AR非依赖性耐药中起重要

作用。在本研究中，我们发现当与内皮细胞共同培养时，前列腺

癌细胞中 ERG的表达增加，而我们以前的研究表明，内皮细胞

可以抑制前列腺癌细胞中 AR的表达和反式激活活性。最近的

研究还表明，TMPRSS2-ERG可以通过雄激素非依赖性的方式

受到其他机制的调节。Sunita R等人[24]认为MPRSS2-ERG的表

达受雌激素受体 ER琢的调控，MANI R-S等人 [25] 发现了 TM-

PRSS2-ERG介导的前馈环，从而导致 ERG蛋白的表达上调。

在此，我们发现了一种在非依赖 AR活性的情况下诱导 ERG

在前列腺癌中表达的新方法，具有重要的临床意义。

我们检测了内皮细胞与前列腺癌共培养后内皮细胞分泌

的几种可能在前列腺癌耐药中起作用的细胞因子。FGF信号通

路在肿瘤的进展、增殖和耐药中起着关键的作用 [26,27]。Hideki

Terai 等人 [28] 证实 FGF2 可诱导非小细胞肺癌细胞产生对

EGFR-TKIs的耐药，Yashiro M等人[29]提示 FGFR 抑制剂可能

在克服胃癌化疗的耐药中起重要作用。以往的研究也表明 FGF

的配体和受体影响前列腺癌的发生和发展，重要的是，FGF信

号在雄激素非依赖性前列腺癌中起关键作用[30]。Shao L等人[31]

认为 FGF可能是表达 TMPRSS2-ERG融合基因的前列腺癌的

治疗的靶点。在这里，我们发现了一个新的信号通路，证明了

FGF2在前列腺癌多西紫杉醇耐药中的作用。这一发现为 FGF2

在肿瘤耐药中的作用提供了新的证据。目前关于细胞因子调节

ERG的报道较少，我们认为还有更多的雄激素非依赖性的途

径来调节 TMPRSS2-ERG或 ERG的表达，这些都有待我们继

续探索。

综上所述，我们的研究结果表明，内皮细胞在体内和体外

促进多西紫杉醇诱导的前列腺癌细胞增殖和抑制其凋亡方面

起着重要作用。我们发现内皮细胞分泌的 FGF2可以上调前列

腺癌的 ERG，进而影响前列腺癌的发生发展。
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