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沉默单羧酸转运体4对前列腺癌PC3细胞恶性生物学行为的影响
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[摘 要] 目的：探讨沉默单羧酸转运体4（monocarboxylate transporter 4，MCT4）对前列腺癌PC3细胞增殖、迁移和侵袭的影响

及其可能的分子机制。方法：利用RNA干扰技术分别将 siRNA-MCT4（si-MCT4）和阴性对照质粒（si-NC）转染进PC3细胞，培养

96 h后用乳酸测定法检测转染后PC3细胞培养液中乳酸含量，用CCK-8法、Transwell小室法分别检测PC3细胞的增殖、迁移和侵

袭能力，用Western blotting检测沉默效果及细胞中 integrin β4-FAK-SRC-MEK-ERK 信号通路相关蛋白（integrin β4、p-FAK、

p-SRC、p-ERK1/2、p-MEK1/2）和EMT相关蛋白（E-cadherin、N-cadherin）的表达水平。结果：成功构建沉默MCT4的PC3细胞株。

与对照组比较，si-MCT4组PC3细胞培养液中乳酸含量显著降低（P<0.01)，细胞的增殖、迁移和侵袭能力均显著降低（P<0.05或

P<0.01）；si-MCT4组PC3细胞中 integrin β4、p-FAK、p-SRC、p-ERK1/2、p-MEK1/2 及 N-cadherin 水平显著降低（均 P<0.01），而

E-cadherin表达水平显著升高（P<0.01）。结论：沉默MCT4表达可显著抑制前列腺癌PC3细胞的增殖、迁移和侵袭能力，其机制

可能与抑制细胞培养液中的乳酸水平和细胞中 integrin β4-FAK-SRC-MEK-ERK信号通路及EMT相关蛋白的表达有关。
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Effect of silencing monocarboxylate transporter 4 on the malignant biological
behaviors of prostate cancer PC3 cells
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[Abstract] Objective: To investigate the effects of silencing monocarboxylate transporter 4 (MCT4) on the proliferation, migration

and invasion of prostate cancer PC3 cells and its possible molecular mechanism. Methods: RNA interference technology was used to

transfect siRNA-MCT4 (si-MCT4) and negative control plasmid (si-NC) into PC3 cells, respectively. The content of lactic acid in the

cell culture medium of transfected PC3 cells was detected by lactic acid assay after culturing for 96 h. The proliferation, migration and

invasion ability of PC3 cells were detected by CCK-8 and Transwell assay, respectively. Western blotting was used to detect the silencing

effect and the expressions of integrin β 4-FAK-SRC-MEK-ERK signaling pathway associated proteins (integrin β4, p-FAK, p-SRC,

p-ERK1/2, p-MEK1/2) and EMT associated proteins (E-cadherin and N-cadherin). Results: PC3 cell line with silenced MCT4 was

successfully constructed. Compared with the control group, the content of extracellular lactic acid in the PC3 cell culture medium of the

si-MCT4 group was significantly decreased (P<0.01), and the proliferation, migration and invasion of cells were significantly decreased

(P<0.05 or P<0.01). Compared with the control group, the protein expressions of integrin β4, p-FAK, p-SRC, p-MEK1/2, p-ERK1/2

and N-cadherin were significantly decreased (all P<0.01), while the protein expression of E-cadherin was significantly increased

(P<0.01). Conclusion: Silencing MCT4 can significantly inhibit the proliferation, migration and invasion of PC3 cells, the mechanism

of which may be related to the inhibition of lactic acid level in cell culture medium and suppression of integrin β4-FAK-SRC-MEK-

ERK signaling pathway associated proteins as well as EMT associated proteins.
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前列腺癌（prostate cancer）是最常见的男性泌尿

系统恶性肿瘤之一，具有较高的发病率和病死率[1]。

目前雄激素剥夺治疗（androgen deprivation therapy,

ADT）是晚期前列腺癌的重要治疗手段，但多数患者

会在接受治疗后转为ADT不敏感，进而发展为雄激

素非依赖性前列腺癌或去势抵抗性前列腺癌，严重

影响患者预后[2]。因此，寻找新的更有效的前列腺癌
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靶标已成为目前的研究重点。单羧酸转运体 4

（monocarboxylate transporter 4，MCT4）是一种质膜转

运蛋白，可介导糖酵解过程中乳酸的转运，并维持细

胞内外环境及 pH的稳定。研究[3-4]发现，MCT4在多

种肿瘤中高表达，抑制其表达后可显著抑制肿瘤细

胞的增殖。MCT4在前列腺癌组织中表达水平显著

高于癌旁组织及良性前列腺增生组织，且MCT4高表

达与前列腺癌不良预后显著相关[5-6]。因此，MCT4有

望成为前列腺癌治疗的新靶点。本研究通过沉默前

列腺癌PC3细胞中MCT4的表达，观察MCT4对PC3

细胞增殖、迁移、侵袭能力的影响，并探讨其可能的

作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要与试剂

人前列腺癌细胞株PC3购自中国科学院上海细

胞库。RPMI 1640培养基、胎牛血清、0.25%胰蛋白

酶购自美国Gibco公司，LipofectamineTM 2000购自美

国 Invitrogen公司，MCT4抗体、整合素（integrin）β4、

p-FAK 、FAK 、p-SRC 、SRC 、p-MEK1/2、MEK1/2、

p-ERK1/2、ERK1/2、N-cadherin、E-cadherin、β-actin抗

体及辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）

标记的羊抗兔或抗鼠 IgG 购自英国 Abcam 公司，

CCK-8试剂盒购自美国Sigma公司，Transwell小室购

自美国Corning公司。siRNA干扰序列由北京擎科生

物科技有限公司合成。si-MCT4 序列为 5'-CCUA‐

CUCCGUCUACCUCUUTT-3'，阴性对照序列（si-NC）

为5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'。

1.2 细胞培养与转染

PC3细胞在含10%胎牛血清、100U/ml青霉素和

100 µg/ml链霉素的 PRMI 1640培养基中，于 37 ℃、

5%CO2的条件下培养。取对数生长期细胞用于后续

实验。

将细胞分为 siRNA干扰组（si-MCT4组）、阴性对

照组（si-NC组）和空白对照组（NC组）。将PC3细胞

按照1×104/孔接种于96孔板中，待细胞汇合度达60%

左右时按照LiporfectamineTM 2000转染试剂说明书的

方法进行 siRNA转染，分别将 si-MCT4和 si-NC序列

转染至PC3细胞中。

1.3 Western blotting（WB）检测PC3细胞中MCT4和

integrin β4-FAK信号通路及EMT相关蛋白的表达

转染 96 h后，用细胞总蛋白提取试剂盒提取各

组细胞中的总蛋白，检测浓度后，进行SDS-PAGE、转

膜，用含有 5%脱脂奶粉的磷酸缓冲液室温封闭 1 h。

加入MCT4（1∶200）、integrin β4（1∶500）及稀释比例

均为1∶1 000的p-FAK、p-SRC、FAK、SRC、p-ERK1/2、

p-MEK、ERK1/2、MEK、E-cadherin、N-cadherin 及 β -

actin，于4 ℃孵育过夜。次日，洗膜后加入HRP标记

的羊抗兔或抗鼠 IgG（1∶2 000），室温孵育 1 h后，用

ECL化学发光显影后，采用 Image J软件对图像进行

条带灰度值分析。

1.4 乳酸测定法检测PC3细胞培养液中乳酸的含量

收集转染96 h后的细胞培养液，转移至1.5 ml的

EP管中，用乳酸测定试剂盒测定细胞培养液中的乳

酸含量，具体操作依照试剂盒说明书进行。用酶标

仪（美国Bio-Rad公司）测定波长在530 nm 处的光密

度（D）值，并按照试剂盒内的公式计算培养液中的乳

酸含量。

1.5 CCK-8法检测PC3细胞的增殖能力

将转染后的PC细胞接种至96孔板（1×104个/孔）

中，每孔设 5个复孔。分别于转染后 24、48、72、96 h

后，每孔加入 10 μl的CCK-8溶液，37 ℃培养 2 h后，

于酶标仪上检测波长450 nm处的D值表示细胞的增

殖能力。

1.6 Transwell实验检测PC3细胞的迁移及侵袭能力

分 别 用 Transwell 小 室 和 预 涂 覆 基 质胶的

Transwell小室进行迁移和侵袭实验，严格按照说明

书的方法进行操作。取转染96 h的PC3细胞，调整细

胞密度为1×106个/ml的细胞悬液，并将100 μl细胞悬

液加入上室；将600 μl含有10%FBS的PRMI 1640培

养基或 100 μl稀释后的基质胶均匀加到Transwell下

室中。于 37 ℃、5%CO2 培养箱孵育 24 h 后，用棉

签拭去上室的细胞，4% 多聚甲醛固定后，用 1%

结晶紫染色 30 min，漂洗干燥后，在倒置显微镜

下（×200）观察，并随机选取 5 个视野计算迁移和

侵袭细胞数。

1.7 统计学处理

WB、乳酸测定、CCK-8、Transwell等实验均重复

3次。应用SPSS19.0 统计软件对数据进行统计学

分析。正态分布的计量资料以 x̄±s 表示，两组间

比较采用 LSD-t 检验，多组间均数比较采用单因

素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 成功构建沉默MCT4的PC3细胞株

WB 实验结果（图 1）显示，与 NC 组和 si-NC

组相比，si-MCT4 组 PC3 细胞中 MCT4 的蛋白表

达水平明显降低（t=17.816、17.041，均 P<0.01）。

结果表明，转染 si-MCT4 后，PC3细胞中MCT4蛋

白的表达水平显著下降，成功建立沉默MCT4的PC3

细胞株。
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**P<0.01 vs NC or si-NC group

图1 各组PC3细胞中MCT4蛋白的表达

Fig.1 The expression of MCT4 protein in each

group of PC3 cells

2.2 沉默MCT4显著降低PC3细胞培养液中乳酸含量

转染96 h后，si-MCT4组胞培养液中乳酸含量明

显低于NC组和si-NC组[（2.11±0.10）vs（3.04±0.18）、

（2.89±0.15）mmol/L，t=7.823、7.494，均 P<0.01]。结

果提示，下调MCT4表达可显著抑制PC3细胞的乳酸

分泌水平。

2.3 沉默MCT4降低PC3细胞的增殖能力

CCK-8实验结果（图 2）显示，转染 48 h及以后，

si-MCT4 组 PC3 细胞的增殖能力明显低于 NC 组和

si-NC 组（t48 h=3.118、2.771，均 P<0.05；t72 h=3.867、

3.843，均P<0.01；t96 h=6.225、5.552，均P<0.01）。结果

提示，沉默MCT4的表达能够显著降低PC3细胞的增

殖能力。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC or si-NC group

图2 沉默MCT4对PC3细胞增殖能力的影响

Fig.2 Effects of silencing MCT4 on proliferation of PC3 cells

2.4 沉默MCT4降低PC3细胞的迁移和侵袭能力

Transwell实验结果（图 3）显示，si-MCT4组 PC3

细胞迁移数量明显低于 si-NC组和NC组（t=16.238、

15.862，均P<0.01），同时侵袭数量也明显低于si-NC组和

NC组（t=14.617、14.664，均P<0.01）。结果提示，沉默

MCT4后显著抑制PC3细胞的迁移和侵袭能力。

**P<0.01 vs NC or si-NC group

图3 沉默MCT4对PC3细胞迁移、侵袭的影响（结晶紫染色，×200）

Fig.3 Effects of silencing MCT4 on migration and invasion of PC3 cells (crystal violet staining,×200)

2.5 沉默 MCT4 对 integrin β4-FAK-SRC-MEK-ERK

信号通路的影响

WB实验结果（图 4、表 1）显示，si-MCT4组 PC3

细胞中 integrin β4、p-FAK、p-SRC、p-ERK1/2 和 p-MEK

蛋白表达水平显著低于si-NC组和NC组（均 P<0.01）。

结 果 提 示 ，抑 制 MCT4 表 达 可 能 影 响 PC3 细

胞 integrin β4-FAK-SRC-MEK-ERK 信 号 通 路 的

激活。
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图4 PC3细胞中 integrin β4-FAK-SRC-MEK-ERK

通路相关蛋白的表达水平

Fig.4 Expression level of integrin β4-FAK-SRC-MEK-ERK

pathway related proteins in PC3 cells

2.6 沉默MCT4对EMT相关蛋白表达的影响

WB实验结果（图5）显示，沉默MCT4后，与 si-NC

组和 NC 组比较，si-MCT4 组 PC3 细胞中 N-cadherin

表达水平显著降低（t=18.120、14.976，均P<0.01），

E-cadherin蛋白表达水平显著升高（t=10.936、11.579，

均P<0.01）。结果提示，抑制MCT4表达可抑制前列

腺癌PC细胞EMT进程。

3 讨 论

糖酵解是肿瘤细胞获取能量的重要途径之一，

但同时也会产生大量的乳酸，为避免酸中毒，肿瘤细

胞将代谢产生的乳酸外排入微环境中，持续大量的

乳酸积累会使微环境酸化，进而为肿瘤细胞增殖、迁

移和侵袭等多种生物学行为提供有利条件[7-8]。MCT

可介导乳酸的穿膜转运调控糖酵解，其中MCT4主要

介导细胞的乳酸转出，调控细胞内外的 pH 稳定[9]。

已有研究表明，MCT4在直肠癌[3]、胶质瘤[4]及肺癌[10]

等肿瘤多种恶性肿瘤中高表达，与肿瘤细胞增殖、侵

袭及转移密切相关，且与肿瘤患者的生存期呈负相

关，可作为肿瘤治疗的一个潜在靶点。本研究结果

显示，抑制MCT4表达可明显降低PC3细胞的乳酸分

泌水平，抑制细胞的增殖、迁移和侵袭能力，说明

MCT4表达下调可影响细胞的生物学功能，与以往的

研究结果一致[11-12]。

Integrin家族是重要的血管生成调控因子，在肿

瘤细胞增殖、迁移及侵袭中起重要作用[13-14]。FAK-SRC

通路是 integrin 下游重要的内向信号通路之一。

integrin被激活后可与FAK结合并促进其磷酸化，磷

酸化的FAK与SRC形成高亲和力复合体，进而激活

MEK、ERK等下游分子，参与调控细胞增殖、迁移等

一系列生理过程[15-16]。integrin β4是 integrin家族的重

要成员之一。GALLAGHER 等[17]研究首次证实了

MCT4与 integrin家族成员相互关联，并共同参与影

响细胞的迁移过程。ZHU 等[18]沉默口腔癌细胞中

MCT4后发现，integrin β4的表达被抑制，下游FAK及

ERK的磷酸化水平下调，细胞的迁移与侵袭能力明

显降低。本研究结果显示，沉默MCT4后 integrin β4

及 FAK、SRC、MEK、ERK蛋白的磷酸化水平被明显

抑制，提示 integrin β4-FAK-SRC-MEK-ERK 信号通

路的抑制与MCT4沉默后PC3细胞的增殖、迁移和侵

袭能力下调有关。包括MCT4在内的MCT家族与转

运氨基酸的 CD147 等均为穿膜蛋白，MCT4 可与

CD147强力结合，且是MCT家族成员蛋白成熟和转

运至质膜的必要条件[19]。已有研究[20-21]证实，CD147

与 integrin家族之间的相关性，其与 integrin的结合可

以通过激活PI3K以增加整合素对基质的亲和力，还

可以通过 integrin依赖性机制影响细胞骨架结构。因

此可以推测，MCT4可能通过与CD147的结合影响

integrin的表达，进而影响整个下游通路。

表1 沉默MCT4对PC3细胞 integrin β4-FAK-SRC-MEK-ERK通路相关蛋白表达的影响

Tab.1 Effect of silencing MCT4 on the expression of proteins associated with integrin

β4-FAK-SRC-MEK-ERK pathway in PC3 cells

Group

NC

si-NC

si-MCT4

F

P

Integrin β4

0.68±0.05

0.70±0.06

0.32±0.03**

0.764

0

p-FAK/FAK

0.58±0.04

0.60±0.05

0.27±0.02**

5.655

0.001

p-SCR/SCR

0.70±0.05

0.69±0.04

0.19±0.02**

8.632

0

p-MEK/MEK

0.48±0.05

0.46±0.05

0.29±0.02**

5.236

0.002

p-ERK/ERK

0.89±0.05

0.90±0.06

0.39±0.04**

8.823

0

**P<0.01 vs NC or si-NC group
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**P<0.01 vs NC or si-NC group

图5 沉默MCT4对PC3细胞中EMT标志蛋白表达的影响

Fig. 5 Effects of silencing MCT4 on the expression of EMT

marker proteins in PC3 cells

EMT是指上皮细胞转化为具有间质表型细胞的

生物学过程，是肿瘤转移过程中的主要机制，其

主要特征包括 E-cadherin 表达下调和 N-cadherin

的表达上调等 [22]。ZHU 等 [18]研究发现，沉默口腔癌

细胞中MCT4后，N-cadherin的表达水平明显降低 ，

而 E-cadherin 的表达水平明显升高，提示 MCT4 与

EMT进程密切相关。本研究结果显示，沉默MCT4

后PC3细胞中E-cadherin表达水平明显升高，N-cadherin

表达水平明显降低，结果表明MCT4可能也参与PC3

细胞中的EMT过程，与 SUN等[23]的研究结果一致。

现有研究[24]证实，FAK的磷酸化能促使细胞表面黏着

斑的形成，增强细胞间及与细胞外基质间的黏附力，

影响上皮细胞来源的肿瘤细胞的 EMT及侵袭与迁

移。因此可以推测，MCT4对肿瘤细胞EMT进程的

影响可能与 integrin β4/FAK 信号通路有关。但是

MCT4通过调控 integrin β4介导的信号通路和EMT

进程影响肿瘤细胞迁移和侵袭的详细分子机制有待

更深入的研究。

综上所述，本研究结果表明MCT4可以促进前列

腺癌细胞的增殖、侵袭及迁移，其机制可能对 integrin

β4-FAK-SRC-MEK-ERK 信号通路和 EMT的调控有

关，MCT4有望成为前列腺癌治疗的新靶点。
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