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摘要 目的：研究孤儿核受体 ERR琢对前列腺癌细胞 E-cadherin(上皮细胞钙粘蛋白)的表达水平和体内转移能力的影响。方法：利
用慢病毒介导的 shRNA构建稳定下调 ERR琢表达的 DU145-shERR琢和 PC-3M-shERR琢前列腺癌细胞模型，同时用 ERR琢特异
性抑制剂 XCT790 抑制其活性，并利用 Western Blotting (免疫印迹 ) 检测上皮细胞标志物 E-cadherin 的表达水平。将
PC-3M-shERR琢细胞和 PC-3M-scramble对照细胞用荧光素酶标记后原位注射小鼠前列腺，8周以后通过体内成像系统检测原位

瘤的形成及其体内转移情况。结果：基因沉默 ERR琢表达水平和用其特异性抑制剂 XCT790处理 DU145后，E-cadherin的表达

水平明显降低。在 PC-3M-shERR琢细胞中，E-cadherin的表达水平明显低于对照组，同时由其构建的 6只原位前列腺癌小鼠模型

中没有发生转移，而由对照组细胞构建的 7只原位前列腺癌小鼠模型中有 4只发生了转移。结论：在前列腺癌细胞中下调 ERR琢
的表达水平抑制其 E-cadherin的表达和体内转移能力。

关键词：ERR琢；E-cadherin；前列腺癌；体内转移

中图分类号：Q75；R737.25 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2015）10-1855-03

Knockdown ERR琢 Inhibits in Vivo Metastasis in Prostate Cancer Cells*

To explore the roles of orphan nuclear receptor ERR琢 in E-cadherin expression regulation and in vivo

metastasis in prostate cancer cells. DU145-shERR琢 and PC-3M-shERR琢 cell models were established by gene knockdown

mediated by lentivirus. ERR琢 specific antagnist XCT790 was used to inhibit its activity, the expression level of`E-cadherin was

identified by Western Blotting. PC-3M-shERR琢 and PC-3M-scramble cells were labeled by luciferase and injected in situ in mice

prostate, metastases were measured through in vivo image system and indicated by the fluorescence intensity 8 weeks after injection.

The expression level of E-cadherin was significantly decreased in DU145 after knockdown ERR琢 or treatment with XCT790.

The expression level of E-cadherin in PC-3M-shERR琢 was significantly suppressed as compared to that in control cells. Moreover, 4 of

7 in situ prostate cancer mice models dreived from PC-3M-scramble cells, while 0 of 6 from PC-3M-shERR琢 cells, develop metastases.

Knockdown ERR琢 in prostate cancer cells attenuate E-cadherin expression and their in vivo metastasis.
ERR琢; E-cadherin; Prostate cancer; In vivo metastasis

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2015.10.014

前言

前列腺癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一，近年来由于我

国居民饮食方式的西方化和人口老龄化的加剧，其发病率呈现

快速的上升趋势,高居我国男性恶性肿瘤发病率的第 5位[1]。目

前对于前列腺癌的治疗方法主要有传统的手术治疗、放疗、化

疗和内分泌治疗（抗雄激素治疗）等，但是这些传统方法的治疗

结果均难以令人满意。近年来，随着医学分子生物学的发展以

及人们对前列腺癌的病理机制的深入探索，越来越多的新的治

疗靶点和治疗方案被提出并进行临床试验，取得了可喜的成果
[2-4]。核受体是一类转录因子超家族，其通过受体依赖性或者非

受体依耐性的方式调控下游基因表达，在新陈代谢、生殖、发育

等生理过程中起着重要的作用[5]。雌激素受体相关受体 琢 (Es-
trogen-related receptors 琢，ERR琢) 是最早发现的孤儿核受体之

一，其与雌激素受体 琢在氨基酸序列上具有高度的同源性[6]。

以往报道证明 ERR琢参与机体细胞的能量代谢过程，其调控的
下游靶基因在细胞线粒体发生，氧化磷酸化和脂肪氧化等生理

过程中发挥重要作用[7]。另外，研究证实 ERR琢的表达水平在多
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种肿瘤组织中明显升高，并与其恶性进展和不良预后正相关[8,

9]。本研究利用慢病毒介导的基因沉默 ERR琢的方法，初步探索
ERR琢在前列腺癌细胞体内转移过程中的作用。
1 材料与方法

1.1 材料

前列腺癌细胞株 DU145和 PC-3M为本实验室保存，培养

于含有 10%FBS的培养基中。兔抗人 ERR琢单克隆抗体购自
Epitomics公司(货号: 2131-1)，兔抗人 E-cadherin多克隆抗体购

自 abcam 公司（货号：ab15148），鼠抗人 茁-actin单克隆抗体购
自 Santa Cruz生物科技公司（货号：sc-47778），pLKO.1- shERR

琢病毒质粒购自 Open Biosystems公司（货号：RHS4533），ERR

琢特异性抑制剂 XCT790购自 Sigma Aldrich公司，按浓度 5

mM 溶于 DMSO 中。体内成像系统 FMT 1000 Fluorescence

Tomography Syste购自美国 PerkinElmer公司。
1.2 方法
1.2.1 DU145-shERR琢 和 PC-3M-shERR琢细胞的建立 转染

前一天，将 293FT细胞按 1× 106接种于 100 mm培养皿，待细

胞生长处于对数生长期时，用 FuGENE 6将 pLKO.1- shERR琢
和慢病毒包装质粒共转染 293FT细胞，第二天换成新鲜培养液
继续培养 48 h。将含有慢病毒的培养液收集并过滤后，按 1：1

比例加入处于对数生长期的 DU145和 PC-3M培养基中感染

细胞 48 h，然后用含 0.8 滋g/mL嘌呤霉素（puromycin）的培养液

继续培养，同时在未经病毒感染的 DU145和 PC-3M细胞培养

液中加入同样浓度的嘌呤霉素作为对照，待对照细胞全部被杀

死后，收集被病毒成功感染的 DU145和 PC-3M细胞并用 96

孔板稀释法筛选单克隆，经 Western Blotting鉴定成功的细胞

克隆用于后续实验。

1.2.2 PC-3M-shERR琢 细胞的前列腺原位成瘤和转移实验
将构建好的三个 PC-3M-shERR琢细胞克隆混合成混合株并与
对照细胞经慢病毒介导的荧光素酶标记，然后原位注射 SCID

免疫缺陷小鼠前列腺建立原位瘤模型，其中实验组 8只小鼠，

对照组 6只小鼠。8周以后通过体内成像系统检测荧光强度以

评价细胞的原位成瘤和转移能力。

1.2.3 Western Blotting实验 待细胞长至对数生长期时提取

细胞总蛋白，加入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液后于 4 ℃ 孵

育 30 min，然后于 4 ℃ 转速 11625× g离心收集上清，用已知

浓度的小牛血清白蛋白作为标准品通过 Lowry法测定蛋白浓

度。随后按每孔 40-80 滋g蛋白上样于 10%的聚丙烯酰胺凝胶

电泳，于 30 v，4 ℃过夜将分离的蛋白转移至 PVDF膜后，加入

按一定比例稀释一抗，于 4 ℃ 孵育过夜，洗去一抗并加入碱性

磷酸酶标记的二抗室温孵育 1 h，洗去未结合的二抗后加入底

物 NBT/BCIP显色，以目的条带与内参 茁－ actin的比值作为半

定量依据。XCT790处理 DU145的试验中，XCT790按浓度 4、
8、12、15 滋M处理 DU145细胞后，提取总蛋白进行上述West-

ern Blotting实验。

2 结果

2.1 DU145-shERR琢和 PC-3M-shERR琢细胞的构建
DU145和 PC-3M细胞经编码 shERR琢的病毒感染后筛选

单克隆，通过 Western Blotting 实验分别鉴定成功 3 个
DU145-shERR琢和 3个 PC-3M-shERR琢细胞克隆，经内参 茁－
actin表达水平的校准后，其 ERR琢的表达水平明显低于对照
细胞（见图 1）。

2.2 PC-3M-shERR琢细胞的前列腺原位成瘤和转移实验
为了评价基因沉默 ERR琢后对前列腺癌细胞体内转移能

力的影响，因此我们选择了具有强迁移能力的 PC-3M细胞系

作为研究对象。将经荧光素酶标记的对照细胞原位注射 8只小
鼠前列腺 8周以后，体内成像系统检测荧光强度显示有 7只小

鼠形成了原位瘤，并有 4只小鼠发生了癌细胞转移。同时将
PC-3M-shERR琢细胞原位注射 6只小鼠前列腺后，有 4只小鼠

形成了原位瘤，但是没有在小鼠体内检测到转移（见图 2）。没

图 1 DU145-shERR琢和 PC-3M-shERR琢的Western Blotting

鉴定结果

Fig. 1 Identification of DU145-shERR琢 and PC-3M-shERR琢
注：A: PC-3M-shERR琢细胞克隆；B: DU145-shERR琢细胞克隆

Note:A: PC-3M-shERR琢 cell clones; B: DU145-shERR琢 cell clones

图 2 基因沉默 ERR琢抑制 PC-3M细胞体内转移

Fig. 2 Knockdown ERR琢 inhibit in vivo metastasis of PC-3M

注：A：PC-3M-scramble细胞；B：PC-3M-shERR琢细胞；
C：原位瘤形成率及迁移瘤的统计结果。

Note: A: PC-3M-scramble cells; B:PC-3M-shERR琢 cells;

C: Statistics of in situ tumor formation rate and metastasis.
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有形成原位瘤的小鼠可能是由于前列腺原位注射细胞过程中

的操作差异和小鼠的个体差异引起的。同时，结果显示

PC-3M-shERR琢细胞形成的前列腺原位瘤明显小于对照组（见
图 3）。

2.3 E-cadherin表达水平的检测
Western Blotting 实验结果显示，在基因沉默 ERR琢 的

DU145-shERR琢和 PC-3M-shERR琢细胞克隆中，上皮细胞标志
物 E-cadherin的表达水平显著低于对照细胞。同时，在经 ERR琢
特异性抑制剂 XCT790处理 DU145后，E-cadherin的表达水平
同样被抑制，抑制程度呈剂量依耐性（见图 4）。

3 讨论

孤儿核受体 ERR琢属于核受体超家族中的第三亚家族成
员，主要参与机体细胞的能量代谢过程[7, 8, 10]。但是越来越多的

证据表明，ERR琢在包括肿瘤在内的疾病进展过程中同样发挥
重要作用。近年来，ERR琢在肿瘤发生过程中的功能研究成为
热点。

本研究以慢病毒介导的基因沉默 ERR琢的方法，对 ERR琢
在前列腺癌细胞体内转移过程中的作用进行初步探索。PC-3M

细胞有很强的转移能力，因此我们选择在 PC-3M细胞中基因
沉默 ERR琢 后进行体内转移实验。通过荧光素酶标记
PC-3M-shERR琢细胞后建立前列腺癌原位模型，并通过体内成
像系统监测癌细胞体内转移情况，我们发现在 PC-3M细胞中

下调 ERR琢的表达后，其体内转移能力受到明显抑制。以往研
究同样发现在不表达雌激素受体的乳腺癌细 胞株

MDA-MB-231中，基因沉默 ERR琢显著降低其迁移能力和体
内成瘤能力[11]。2010年 Dwyer等也报道 ERR琢能与 茁-catenin

相互作用通过调节Wnt-11的表达从而促进癌症细胞的迁移能

力[12]。但同时我们也发现，PC-3M-shERR琢细胞形成的前列腺
原位瘤明显小于对照组，推测在 PC-3M细胞中下调 ERR琢的
表达同样抑制其体内生长速度。事实上，在多重耐药的肝癌细

胞株中，以往研究证实用 XCT790处理细胞能诱导细胞凋亡，

而在肺癌细胞中用 XCT790处理细胞则抑制其生长[13,14]，另外，

2009年 Bianco等报道 XCT790处理细胞能诱导 p53依赖性的

细胞周期抑制因子 p21的表达，提示抑制 ERR?活性可以抑制

细胞周期[15]。这些前期报道都与我们的研究结果相符。E-cad-

herin是上皮细胞的经典标志物，因此被作为常用的上皮间质

转化（EMT）和间质上皮转化（MET）的分子标志物[16-18]。我们的

Western Blotting结果显示：DU145-shERR琢和 PC-3M-shERR琢
细胞中 E-cadherin的表达水平显著低于对照组，用 ERR琢特异
性抑制剂 XCT790处理 DU145后，E-cadherin的表达水平同样
被抑制并呈剂量依耐性。结果提示 ERR琢可能通过调节前列腺
癌细胞的间质上皮转化（MET）从而促进其体内转移能力，在
PC-3M-shERR琢细胞脱离前列腺癌原位瘤后并在血管迁移过
程中，由于基因沉默 ERR琢后导致其 MET能力减弱，因此难以

在小鼠其它部位形成新的转移瘤。但是我们必须认识到 EMT

跟 MET是动态复杂的连续过程，其相关分子机制还有待进一

步研究[19, 20]。

综上所述，本研究在前列腺癌细胞系 PC-3M中利用慢病

毒介导的基因沉默 ERR琢的方法，初步探索 ERR琢在前列腺癌
细胞体内转移过程中的功能。对 ERR琢在前列腺癌细胞体内转
移过程中的功能和分子机制研究，将给前列腺癌的治疗提供一

个新的思路。
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