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前列腺癌细胞 Transwell 小室体外侵袭模型的建立

及应用价值研究 *
高 伟 1 陈 强 2 牛海涛 2△ 刘青山 1 刁会丰 1 刘 军 1

(1 青岛大学医学院 山东 青岛 266021；2 青岛大学医学院附属医院泌尿外科 山东 青岛 266003)

摘要 目的：建立前列腺癌细胞 transwell 小室体外侵袭模型，并探讨该侵袭模型在前列腺癌转移研究方面的意义。方法: 将 200μl2
组前列腺癌细胞加入 Transwell 小室侵袭模型上室分别培养 12、24、36、48h，加入侵袭模型上室的细胞取不同浓度 (1.0×105、2.0×
105、3.0×105、4.0×105／m1)温箱中培养，在不同时间点观察不同浓度的前列腺癌细胞穿过基质膜的细胞数，测定 2 组前列腺癌细胞

系的侵袭能力。结果：穿过 ECM 胶聚碳酸酯膜的细胞在第 12h 较少，而随着时间的延长逐渐增多。细胞穿膜在 24 小时前后最显

著；同时，穿过人工基底膜的细胞数随着细胞浓度增高而增多，但细胞浓度大于 3.0×105/ml 时，穿过人工基底膜的细胞数无明显变

化。结论：本实验成功建立了前列腺癌细胞 Transwell 小室体外侵袭模型，其在前列腺癌研究方面具有较高的应用价值。该侵袭模

型的建立可间接判断肿瘤的侵袭力并且对探明前列腺癌的转移机制及影响因素具有重要意义。
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ABSTRACT Objective: To establish a transwell chamber for invasive human prostatic carcinoma cell. Methods: Transwell chamber

in vitro assay was used to invasion of two cell lines．200μl two cell of various concentrations (1.0×105, 2.0×105, 3.0×105, 4.0×105／m1)
was added into the upper chamber, and the cells were allowed to penetrate the membrane for 12,24,36 and 48, respectively. The invasive
rate was asesseed by quantifying cells on the under surface of the membrane. Results: The invasion of two prostatic cell lines was
different. The invasive cells were low 12 hours after the incubation, and which increased dramatically at 24 hours. 24 hours later the rate
reached a relative plateau. The invasion quantity increasing with the cells concentration increased. The increasing slowed down when the
cell concentration reached 3.0×105／m1. Under the identical conditions, the invasion ability of the cells with the capacity of bone marrow
metastasis than the cells without ability of bone marrow metastasis. Conclusions: The transwell chamber for the prostatic carcinoma cells
were successfully established. It will be crucial for future study of the invasive ability of the prostatic carcinoma cells.

Key words: Prostatic carcinoma cells；Transwell chamber；Neoplasm
Chinese Library Classification(CLC): R737.25 Document code: A
Article ID:1673-6273（2012）08-1462-04

* 基金项目：山东省博士基金资助项目（BS2010YY009）

作者简介：高伟（1985-），男，硕士研究生，主要研究方向：泌尿系肿瘤的外科治疗，E-mail:qiyiguo6699@126.com

△通讯作者：牛海涛，E-mail:Niuhaitao1976@yahoo.com.cn

(收稿日期：2011-11-08 接受日期：2011-11-30)

前言

前列腺癌是欧美国家男性常见的恶性肿瘤,发病率居所有

恶性肿瘤的第二位[1]。近年来我国前列腺癌的发病率逐年上升，

目前采用 5α 还原酶抑制剂预防前列腺癌未获成功[2]，故前列腺

癌体外侵袭模型的建立对于前列腺癌的预防及治疗方面的研

究具有广泛的应用价值。本实验应用 2 种不同的前列腺癌细胞

pc-3, 22RV1 细胞系建立了该肿瘤的体外侵袭模型，该侵袭模

型的建立可间接判断肿瘤的侵袭力适用于前列腺癌细胞的不

同实验条件和影响因素，对探明前列腺癌的转移机制及其影响

因素具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞来源 前列腺癌细胞系本实验选用 2 组细胞系包括

pc3 和 22RV1，两种细胞株均购自中国科学院细胞库。
1.1.2 材料及设备 Transwell 小室(Corning 公司，聚碳酸酯膜孔

径 8.0μm)，ECM(Sigma 公司)，倒显微镜(Olympus)，加样枪(Ep-

pendorf 公司)，制冰机，细胞培养箱，超净工作台，- 4℃及 -20℃

冰箱。
1.1.3 主要试剂 胎牛血清(美国 Hyclone 公司)，1640 培养液(美

国 Hyclone 公司，含 100U/ml 青霉素、100U/ml 链霉素)，趋化液
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(含 10%血清的 1640 培养液)，0.05%结晶紫染液(北京中杉金桥

生物技术有限公司)，1/2000PBS 缓冲液 (青岛大学医学院附属

医院中心实验室)。
1.2 研究方法

1.2.1 实验分组 将以下 2 组细胞系分别进行：Transwell 侵袭

模型的建立；A 组：pc-3 细胞系 （来源于骨转移的前列腺癌细

胞），B 组：22RV1 细胞系（来源于无骨转移的前列腺癌细胞）。
1.2.2 细胞预处理 2 组前列腺癌细胞系用含均 10%胎牛血清

的 1640 培养液并置于 36.5℃，CO2 培养箱中培养（CO2 的浓度

为 5%）。实验前一天将贴壁生长至 70%～80%融合的 A，B，2

组前列腺癌细胞培养液换成无血清的 1640 培养液；制备趋化

液，以含 10%血清的 1640 培养液作为趋化液注入 Transwell 小

室的下室内；实验前一天将冻存于 -20℃冰箱的 ECM 胶置于

4℃冰箱 24h 缓慢融化；所有的无菌器皿及枪头均需提前置于

-20℃冰箱 12h 以上。用 PBS缓冲液冲洗细胞两遍，加入 1ml0.25%

胰蛋白酶作用 1～2min，相差显微镜下观察细胞皱缩变圆，从

培养瓶底脱落时立即加适量含血清培养液终止消化，1000r／

min 离心 5 min 收集细胞；用细胞计数板将细胞密度调整至

1.0×105、2.0×105、3.0×105、4.0×105／ml。
1.2.3 前列腺癌细胞 Transwell 小室体外侵袭模型的建立 整个

实验操作均应在超净工作台里及冰上进行，所有器皿及枪头均

需预冷处理用。从 4℃冰箱取出的无血清 1640 培养液将 ECM

胶稀释至终浓度为 0.8 mg/ml，按 60μl/ 孔将 ECM 胶加至 Tran-

swell 小室的上室聚碳酸酯膜上，36.5℃培养箱里孵育 8 h，用加

样枪吸除 ECM 胶上层析出的液体；将制备好的不同浓度（1.0×

105、2.0×105、3.0×105、4.0×105/ml）2 组前列腺癌细胞悬液 200μ1

加入已铺好 ECM 胶的 Transwell 小室的上室；下室按 600μl／

孔加入趋化液；将 Transwell 小室置于 36.5℃培养箱中，分别孵

育 12、24、36、48h。在不同时间将 Transwell 小室的上室取出，

首先用加样枪将吸除上室内液体，然后用 PBS 溶液浸湿的棉

签轻轻将 ECM 胶和聚碳酸酯膜上表面的细胞擦去，用 4%的

多聚甲醛固定聚碳酸酯膜下表面细胞 30 min 后，用 0.05%结晶

紫液染色 45min，蒸馏水洗 3 遍以上。

1.2.4 结果判断 用高倍镜（×400）计数聚碳酸酯膜下表面的细

胞数(图 A、B)，分别对上、下、左、右和中间 5 个视野计数，取平

均值，每组设 3 个平行样本，取均数。将穿过人工基底膜的细胞

数确定为侵袭指标，穿过膜的细胞个数多代表细胞的侵袭能力

强[3、4]。
1.3 统计学方法

数据以 x±s 表示，应用 SPSS17.0 统计软件进行数据分析，

两组独立均数比较用 t 检验。P < 0.05，差异有统计学意义。

2 结果

2.1 前列腺癌细胞在穿膜过程中的形态学变化

在 6h、8h、12h 三个时间点用显微镜（×400）观察，悬浮于

Transwell 小室的上室之中的前列腺癌细胞形态由长梭形渐变

成椭圆形至圆形，约 6h 后悬浮的细胞逐渐贴附于凝固的基质

胶表面，至 8 h 细胞变形开始穿透基质胶，12h 已有少量细胞穿

过聚碳酸酯膜并贴附于聚碳酸酯膜的下表面。
2.2 两组前列腺癌细胞侵袭细胞个数随着浓度的变化情况

A、B2 组细胞系在 24h 时，分别观察细胞浓度为 1.0×105/ml、
2.0×105/ml、3.0×105/ml、4.0×105/ml 时穿过 ECM 胶聚碳酸酯膜

的细胞数（表 1）。结果表明：2 组前列腺癌细胞穿过 ECM 胶聚

碳酸酯膜细胞数均随细胞浓度的增高，穿过细胞数也相应的增

加，但细胞浓度高于 3.0×105/ 时，穿过 ECM 胶聚碳酸酯膜的细

胞数无显著变化。在同一浓度下(3.0×105/m1)，穿过 ECM 胶聚

碳酸酯数 A > B。A 组与 B 组相比，差异有统计学意义 (P <

0.05)，表明有骨转移的细胞侵袭能力大于无骨转移的细胞。

表 1 A、B 2 组细胞系在 24h 时，各细胞浓度侵袭过人工基底膜的细胞数

Table 1 The invasive cells with various concentrations for 24h

细胞浓度(Cell concentrations ) 1.0×105／ml 2.0×105／ml 3.0×105／ml 4.0×105／ml

Pc-3 侵袭细胞数（The invasive cells） 5.97±1.58 17.66±2.35 27.33±24.90 80.20±3.89

22RV1 侵袭细胞数（The invasive cells） 1.80±2.58 13.01±1.98 21.40±22.06 46.80±4.86

表 2 A、B 2 组细胞系在细胞浓度为 3.0×105／ml 时，各时间点侵袭过人工基底膜的细胞数

Table 2 The invasive cells with the concentrations of 3.0×105／ml for 12, 24, 36 and 48 respectively

2.3 两组前列腺癌细胞侵袭细胞个数随着时间的变化情况

A、B2 组细胞系在细胞浓度为 3.0×105/ml 时，分别观察 12h、

24h、36h、48h 穿过 ECM 胶聚碳酸酯膜的细胞数（表 2）。结果表

明：2 组前列腺癌细胞穿过 ECM 胶聚碳酸酯膜细胞数均随时

间的延长而增多，24h 前后穿膜的细胞数增幅最明显，48h 以后

逐渐趋于饱和；在同一时间点(24h)，穿过 ECM 胶聚碳酸酯膜

细胞数 A > B。A 组与 B 组相比，差异有统计学意义(P < 0.05)，
表明有骨转移的细胞侵袭能力大于无骨转移的细胞。

细胞侵袭时间（The invasive hours） 12h 24h 36h 48h

Pc-3 侵袭细胞数(The invasive cells) 6.00±2.95 27.33±24.90 28.40±4.04 90.73±7.46

22RV1 侵袭细胞数(The invasion cells) 1.30±1.84 21.40±22.06 26.10±19.66 56.10±28.14
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3 讨论

前列腺癌是男性泌尿生殖系统常见的恶性肿瘤之一，我国

前列腺癌的发病率今年来呈上升趋势[5]，目前对于前列腺癌仍

缺乏有效治疗手段，有研究发现间歇性雄激素阻断治疗能够提

高生活质量、延长雄激素抵抗及存活时间，在近 10 来得到广泛

关注[6-9]。晚期前列腺癌有多种治疗措施，而间歇性与持续性雄

激素阻断是两种临床较为常见的两种内分泌疗法[10]。晚期前列

腺癌患者易发生骨转移，而且 70%以上的前列腺癌患者死于骨

转移[11]。侵袭和转移是恶性肿瘤细胞重要的生物学特性，侵袭

在肿瘤转移的整个过程中发挥核心作用，高转移的肿瘤细胞其

侵袭力较强。前列腺癌的转移主要通过血行途径，癌细胞穿过

基底膜，穿入与穿出血管都要依赖于肿瘤细胞的侵袭力，因此

该侵袭模型的建立对了解前列腺癌侵袭和转移能力具有重要

意义[12]。
Transwell 小室体外侵袭模型是目前较为成熟的综合判断

肿瘤侵袭转移能力、分析肿瘤细胞黏附、降解和穿透转移能力

的实验方法[13]。虽然该实验方法已比较成熟但也不能忽略该实

验的影响因素，其对实验结果具有决定性意义。该实验影响因

素包括多个方面，如侵袭小室构建时人工基底膜的厚度、完整

性，侵袭时间的选择以及人工基底膜的染色方法等。本实验选

用 48μg ECM 胶对 transwell 上室进行铺胶，一次铺膜会出现一

些微孔未被覆盖，因此 Wanda 等建议将总量分次铺膜，这样制

备的人工基底膜较为完整[14]。不同的实验目的决定侵袭时间的

选择，随着时间的延长，趋化物和人工基质胶的稳定性都会受

到不同程度的影响。国内外体外侵袭实验的观察时间范围为

4～72h[15,16],本研究对预实验结果进行分析后选择 24h 这一时间

点，该时间点能较理想地区别出癌细胞的侵袭力。本实验我们

将穿过人工基底膜的细胞数定为侵袭指标[17]，并用 0.05%结晶

紫液将膜染色后，随机选取高倍镜下 5 个视野计数细胞，取均

值。国外有研究报道用 125I 标记 UDR(脱氧尿嘧啶核苷)，将其

加入细胞培养液后癌细胞转录时 mRNA 中包含 125I-UDR，癌

细胞用放射元素标记后做侵袭试验，进而测定人工基底膜上的

放射指标来分析其侵袭力[18]。这一方法的优点是较为准确，但

存在放射性污染，操作技术条件要求较高等缺点。有文献报道

将 MTT 比色法与 Transwell 小室侵袭试验相结合，能较准确的

测定出癌细胞的体外侵袭力，具有敏感准确、快速简便、无放射

污染等优点[19]。本实验参照文献的 MTT 法进行改良[19]，应用

0.05%结晶紫液作为染色剂对细胞进行染色，有效的提高了实

验数据的可靠性及准确性。

为了探究 Transwell 小室法应用于前列腺癌细胞的具体条

件，我们检测了 2 种不同的前列腺癌细胞系在不同细胞浓度和

不同时间的侵袭细胞数，从中获得稳定的细胞浓度和侵袭时

间，作为前列腺癌体外侵袭性模型的标准化条件[20]。本实验结

果示:A、B 2 组细胞系在细胞浓度为 3.0×105／ml 时，24h 穿过

ECM 胶聚碳酸酯膜细胞数分别为 27.33±24.90、21.40±22.06；

A、B 2 组细胞系在 24h 时，细胞浓 3.0×105／ml 穿过 ECM 胶聚

碳酸酯膜细胞数分别为 27.33±24.90、21.40±22.06。该实验结果

充分表明，有骨转移能力的前列腺癌细胞的侵袭能力强于无骨

转移能力的前列腺癌细胞。前列腺癌细胞体外实验条件的标

图 1 pc-3 及 22RV1 两种前列腺癌细胞在 24h, 浓度为 3.0×105／ml 的穿膜细胞形态

图 A pc-3 细胞在 24h, 浓度为 3.0×105／ml 侵袭过人工基底膜后结晶紫染色形态（×400）

图 B 22RV1 细胞在 24h, 浓度为 3.0×105／ml 侵袭过人工基底膜后结晶紫染色形态（×400）
Fig.1 The morphous of invasive prostatic carcinoma cells at 24 hours with the cell concentration was 3.0×105/m1

A group of cells were stained with crystal violet on the under surface of the membrane at 24 hours with the cell concentration was 3.0×105/m1（×400）
B group of cells were stained with crystal violet on the under surface of the membrane at 24 hours with the cell concentration was

3.0×105/m1（×400）

A B
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准化有利于今后针对前列腺癌的多种体外研究[20]，前列腺癌细

胞 Transwell 小室侵袭模型的建立可间接判断癌细胞的侵袭能

力并且对探明前列腺癌的转移机制及影响因素具有重要意义。
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