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去甲斑蝥素抑制 cortactin、MMP-9 表达及降低
前列腺癌 PC-3 细胞侵袭力的研究

摘要  目的  观察去甲斑蝥素（NCTD）对前列腺癌 PC-3 细胞迁移侵袭能力以及 cortactin、MMP-9 
mRNA 及蛋白表达的影响。方法 取对数生长期的 PC-3 细胞，分为模型组（无处理）、阳性对照组（顺

铂浓度 2.5 μmol/L）、NCTD 低、中、高剂量组（NCTD 浓度分别为 12.5、25、50 μg/mL）。干预 24 h 
后，划痕实验和侵袭实验检测 PC-3 细胞侵袭力的变化，透射电镜观察 PC-3 细胞的伪足形态变化，实时

荧光定量 PCR 和 Western Blot 分别检测 cortactin 和 MMP-9 mRNA 与蛋白表达。结果 各干预组 PC-3
细胞表面伪足样突起结构数量减少，随着 NCTD 浓度增加，伪足数量呈递减趋势。与模型组比较，各干

预组细胞迁移距离、侵袭细胞数、cortactin 及 MMP-9 mRNA 和蛋白表达降低（P<0.05）；与阳性对照

组比较，NCTD 中、高剂量组细胞迁移距离、侵袭细胞数降低（P<0.05），NCTD 高剂量组 cortactin、

MMP-9 mRNA 及蛋白表达下降（P<0.05）。结论 NCTD 可降低 PC-3 细胞的侵袭能力，可能与下调

cortactin、MMP-9 蛋白表达，抑制 PC-3 细胞的伪足形成有关。
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Norcantharidin Inhibits the Expression of Cortactin and MMP-9 and Decreases the Invasion of 
PC-3 Cells LUO Xiang-ning1，WANG Wen-juan2 ，LI Kai1，YOU Jian-jun1，ZHANG Hui-bo1，LIU Kai1，
DU Hong-hong1，and WANG Dong1 1 Department of Urology，Affiliated Hospital of Shaanxi University of 
TCM，Shaanxi（712000）；2 Biological Experiment Center of Shaanxi University of TCM ，Shaanxi（712000）

ABSTRACT Objective To observe the effects of norcantharidin （NCTD）on migration，invasion and 
cortactin，MMP-9 mRNA and protein expression of PC-3 cells in prostate carcivoma. Methods The PC-3 cells 
were taken during the log-growth phase.They were divided into model group （no treatment），positive control 
group（cisplatin concentration 2.5 μmol/L），low，medium and high dose NCTD group（NCTD concentrations 
were 12.5，25，50μg/mL，respectively）. After 24h of intervention，invasion of PC-3 cells were observed 
by scratching and invasion experiments，pseudopodia morphological changes in PC-3 cells were observed by 
transmission electron microscopy，the mRNA and protein expression of cortactin and MMP-9 were determined 
by quantitative real-time PCR and Western Blot，respectively. Results The number of pseudopodia-
like protrusion structures of PC-3 cells in each intervention group decreased，as the NCTD concentration 
increased，the number of pseudopodia decreased. Compared with model group，cell migration distance，

number of invasive cells，cortactin and MMP-9 mRNA and protein expression decreased in each intervention 
group （P<0.05）.Compared with the positive control group，cell migration distance and the number of invasive 
cells were reduced in the middle and high-dose NCTD groups （P<0.05）. Expression of cortactin，MMP-9 
mRNA and protein decreased in the high-dose NCTD group （P<0.05）. Conclusion NCTD could decrease 
invasion ability of PC-3 cells，it may be related to down-regulation of cortactin and MMP-9 protein expression 
and inhibition of pseudopodia formation in PC-3 cells.
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近 10 年以来，我国的前列腺癌患病率呈逐年上

升趋势，与发达国家比较，我国患者的初诊晚期前列

腺癌患病率更高，无法进行根治性手术治疗 [1]。绝大

多数晚期前列腺癌患者起初对抑制雄激素的药物治

疗敏感，但抑制雄激素的内分泌治疗平均 2.5 年后，

部分患者可转化为激素抵抗性前列腺癌（hormone 
refractory prostate cancer，HRPC），即对抑制雄激

素的内分泌治疗无反应 [2]。

皮层肌动蛋白结合蛋白（cortactin），是一种与

细胞质微丝直接相互作用的蛋白质，在 90 年代早期

作为酪氨酸蛋白激酶 Src 80 /85-kDa 的直接底物而

被发现的 [3]，对于侵袭性伪足的功能发挥着重要作

用 [4]。基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinases，
MMPs）可参与各种肿瘤的浸润、侵袭和远处转移过

程，目前已有 26 种不同的 MMPs 成员被发现，其

中 MMP-9 能够降解和破坏肿瘤细胞外基质，促进

侵袭性伪足形成 [5]。去甲斑蝥素（norcantharidin，
NCTD）是从动物类中药斑蝥虫体内提取斑蝥素的去

甲基化类似物 [6]。NCTD 具有较强的抗癌活性，目

前已应用于多种恶性肿瘤的临床治疗 [7-10]。本研究观

察 NCTD 能否下调前列腺癌 PC-3 细胞 cortactin 和

MMP-9 蛋白表达，从而抑制 PC-3 细胞的侵袭力。

材料与方法

1 细胞株 PC-3 细胞株购自武汉普诺生命科技

有限公司（批号：CL-0185）。
2 主要试剂 NCTD（美国 Aladdin 公司，批

号：D131603-1G），顺铂（美国 MCE 公司，批号：

HY-17394），胞浆胞核蛋白提取试剂盒（南京凯基生

物公司，批号：KGP150），BCA 蛋白浓度测定试剂

盒（碧云天生物科技公司，批号：P0010），小鼠单

抗 β-actin（武汉博士德生物工程有限公司，批号：

BM0627），兔单抗 cortactin（美国Abcam公司，批号：

Ab81208），鼠单抗 MMP-9（美国 Abcam 公司，批

号：Ab58803），transwell 培养皿（美国 Corning 公

司，批号：658042），HRP 标记羊抗小鼠二抗（武汉

博士德生物工程有限公司，批号：BA1051），HRP 标

记羊抗兔二抗（武汉博士德生物工程有限公司，批号：

BA1054）。
3 主要仪器 实时荧光定量 PCR 仪（美国 ABI

公司，型号：QuantStudio6），CO2 恒温培养箱（日

本 SANYO 公 司， 型 号：MCO-15AC）， 倒 置 显 微

镜（日本 OLYMPUS 公司，型号：IX51），3001 酶

标仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司，型号：

MULTISKAN MK3）。
4 细胞培养及分组 PC-3 细胞用含 10% 胎

牛血清的完全培养基重悬，并置于 37 ℃ 5% CO2

细胞培养箱内培养 48 h。取对数生长期的 PC-3 细

胞，分为模型组（无处理）、阳性对照组（顺铂浓度 
2.5 μmol/L）、NCTD 低、中、高剂量组（NCTD 浓

度分别为 12.5 、25、50 μg/mL），各组 PC-3 细胞

培养 48 h，细胞贴壁后，加药处理，干预 24 h 后进

行细胞收集观察。

5 检测指标及方法

5.1 细胞划痕实验观察各组 PC-3 细胞迁移距

离 分别取模型组，NCTD 低、中、高剂量组，阳

性对照组 PC-3 细胞，用 1640 培养基调整细胞密度

到 2.5×105 个 /mL，接入 6 孔板，每孔 2 mL 细胞

悬液，37 ℃培养过夜；6 孔板中每孔预先在背后，用 
200 μL 的枪头垂直于背后的横线划痕，过夜培养后，

用 PBS 洗细胞 3 次，去除划下的细胞，加入无血清

培养基，处理 24 h 后，取样拍照。

5.2 侵袭实验观察各组 PC-3 细胞侵袭细胞

数 分别取模型组，NCTD 低、中、高剂量组，阳

性对照组 PC-3 细胞中 2.5×105 个细胞，Transwell
小室的上室底部中央垂直加入 100 μL 终浓度为 
1 mg/mL 的 Matrigel，37 ℃温育 4~5 h 使其干成胶

状，待 Matrigel 干成胶状后在 Transwell 上室分别接

入 200 μL 上述各组细胞悬液，37 ℃，5 % CO2 培

养箱培养 24 h，70% 冰乙醇溶液固定细胞 1 h，0.5%
结晶紫染液染色，用 PBS 清洗 1 次，用干净的棉球

将上室一侧的未迁移的细胞擦干净，显微镜下观察

拍照。各组细胞在显微镜下随机拍摄 3 个视野的细

胞，然后采用间接计数法进行细胞计数比较。

5.3 透射电镜观察各组 PC-3 细胞伪足形态与

数量 取模型组， NCTD 低、中、高剂量组，阳性对

照组 PC-3 细胞悬液 10 μ L，使用 1×PBS 50 倍稀

释后，10μ L 滴加至铜网，25℃干燥 12 h，Uranyl 
acetate 复染，透射电镜下观察伪足形态并拍照保存。

加速电压 200 kV，× 5000 条件下，重点观察比较各

组细胞表面伪足样突起分布数量与分布密度。

5.4 实 时 荧 光 定 量 PCR 观 察 各 组 PC-3 细

胞 cortactin、MMP-9 mRNA 表 达 Trizol 试 剂 分

别提取模型组，NCTD 低、中、高剂量组，阳性

KEYWORDS norcantharidin； prostate carcinoma； cortactin；MMP-9； migration； invasion
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对照组 PC-3 细胞的总 RNA，然后按照 Real-time 
PCR 试剂盒的操作说明进行。PCR 引物由西安科

昊生物工程有限责任公司合成，cortactin 的上游引

物 序 列 为 5’-CGATGAGTACGAGAACGAT-3’， 下

游引物序列为 5’-GCAACACGAACACAAGAGA-3’，
189 bp；MMP-9 的 上 游 引 物 序 列 为 5’- 
G C T A C C A C C T C G A A C T T T G A C  - 3 ’， 
下游引物序列为 5’- TCAGTGAAGCGGTACATAGGG - 
3’，161 bp；内参照 β-actin 的上游引物序列为

5’-AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-3’，下游引物序

列为 5’-GGGCACGAAGGCTCATCATT-3’，285 bp。 
PCR 反应条件：50℃ 2 min、95 ℃10 min；95 ℃ 30 s、
60 ℃ 30 s，40 个循环。实验中每个样品重复检测 
3 次，绘制溶解曲线，最终数据以 2- △△ Ct 进行分析。

5.5 Western Blot 观察各组 PC-3 细胞 cortactin 
和 MMP-9 蛋白表达 集取模型组，NCTD 低、中、

高剂量组，阳性对照组 PC-3 细胞，加入裂解液并在

冰上放置 30 min，4℃，1 2000 r/min 离心 5 min，
采用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定上清蛋白含量。

取 40 μg 总蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，转膜，质量

分数 5 % 脱脂奶粉封闭，分别加入一抗 cortactin 兔

单抗、鼠单抗 MMP-9 4 ℃过夜，以 β-actin 小鼠单

抗为参照，再分别加入相应二抗 IgG（HRP －标记

羊抗兔、HRP- 标记羊抗鼠）室温孵育 1 h。ECL 曝

光成像，化学发光系统分析结果。

6 统计学方法 采用 SPSS 16.0 统计软件对数

据进行分析，计量资料以 x–±s 表示，两组独立样本

间差异比较采用 t 检验，多因素组间差异比较采用单

因素方差分析，P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 各组细胞迁移距离比较（表 1，图 1） 与模

型组比较，各干预组细胞迁移距离减少（P<0.05）；

与阳性对照组比较，NCTD 中、高剂量组细胞迁移距

离减少（P<0.05）。

3 各组透射电镜观察结果比较（图 3） 模型

组 PC-3 细胞直径 4 μm 左右，细胞核大，核仁明

显，细胞表面可见较多伪足样突起。药物干预 24 h
后，PC-3 细胞表面伪足样突起结构数量减少，随

着 NCTD 浓度增加，伪足数量呈明显递减趋势，且

NCTD 高剂量组 PC-3 细胞伪足数量较阳性组减少。

表 1 各组细胞迁移距离比较（ mm，x–±s）
组别 n 迁移距离

模型 3 15.88±0.86

阳性对照 3 13.60±2.87

NCTD 低剂量 3 11.91±1.97

   中剂量 3   8.07±0.31 △

   高剂量 3   5.36±0.26 △

注：与模型组比较， P<0.05；与阳性对照组比较，△P<0.05

表 2 各组侵袭细胞数比较 （个，x–±s）
组别 n 侵袭细胞数

模型 3 84.2±5.6

阳性对照 3 64.8±2.3

NVTD 低剂量 3 66.4±5.2

   中剂量 3 53.4±4.4 △

   高剂量 3 31.6±2.1 △

  注：与模型组比较， P<0.05；与阳性对照组比较，△P<0.05

A B D E

A B D EC

C
0 h 

24 h

  注：A为模型组，B~D为NCTD低、中、高剂量组；E为阳性对照组；

图 2~4 同

图 1 各组细胞迁移距离比较（×100）

图 2 各组侵袭细胞数比较比较（结晶紫，×200）

A B D EC

图 3 各组透射电镜观察结果比较 （×1 700）
A B D EC

表 3 各组 cortactin、MMP-9 mRNA 表达比较 （x–±s）
组别 n cortactin MMP-9
模型 3 1.00±0.00 1.00±0.00
阳性对照 3 0.79±0.16 0.87±0.16
NCTD 低剂量 3 0.80±0.02 0.88±0.08
   中剂量 3 0.60±0.05 0.62±0.12
   高剂量 3 0.44±0.03 △ 0.43±0.06 △

注：与模型组比较， P<0.05；与阳性对照组比较，△P<0.05

组比较，各干预组侵袭细胞数减少（P<0.05）；与阳

性对照组比较，NCTD 中、高剂量组侵袭细胞数减少

（P<0.05）。

2 各组侵袭细胞数比较（表 2，图 2） 与模型

4 各组 cortactin、MMP-9 mRNA 表达比较（表 3）  
与模型组比较，各干预组 cortactin、MMP-9 mRNA 表

达下降（P<0.05）；与阳性对照组比较，NCTD 高剂量

组 cortactin、MMP-9 mRNA 表达下降（P<0.05）。
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对多种类型的肿瘤具有治疗作用 [7-10]。体外研究结果

显示，NCTD 可以抑制 Akt 的激活，激活 FOXO1 的

转录，通过介导调节性 T 细胞凋亡，增强前列腺癌细

胞疫苗治疗的抗肿瘤免疫力 [19]。NCTD 可抑制前列

腺癌 PC-3 细胞荷瘤小鼠的肿瘤生长，可能与 NCTD
通过增加核易位和通过 FOXO4 与髓系细胞白血病 -1
启动子的相互作用调节 Akt 信号通路，从而导致前列

腺癌细胞凋亡有关 [20]。宋振国等 [21] 发现，NCTD 联

合紫杉醇治疗 HRPC 患者，效果明显优于单用紫杉

醇，并可能会减少紫杉醇造成的不良反应，但具体机

制尚不明确。

本研究划痕实验和侵袭实验结果均提示 NCTD
能够抑制 PC-3 细胞的外周迁移和侵袭力，并且

NCTD 浓度与 PC-3 细胞的侵袭力强弱之间，存在剂

量 - 效应关系，且 NCTD 中、高剂量组抑制效果强于

阳性组。最后，本实验采用透射电镜观察的方法，对

不同浓度的 NCTD 作用后的 PC-3 细胞进行超微形态

观察，与模型组比较，NCTD 组 PC-3 细胞表面伪足

样突起结构数量减少，随着 NCTD 浓度增加，伪足

数量呈明显递减趋势，且 NCTD 高剂量组伪足数量

较阳性组减少。提示 NCTD 可抑制 PC-3 细胞表面伪

足的形成。

不同浓度的 NCTD 作用 PC-3 细胞后，分别采用

实时荧光定量 PCR 和 Western Blot 的方法，检测

cortactin 和 MMP-9 mRNA 含量和蛋白表达量，结果

发现 NCTD 各浓度组的 PC-3 细胞 cortactin 和 MMP-9  
mRNA 含量和蛋白表达量，均较模型组减少。同时，

随着 NCTD 作用浓度增加，PC-3 细胞 cortactin 和

MMP-9 mRNA 含量和蛋白表达量均呈逐渐减少趋势，

存在剂量 - 效应关系，且 NCTD 高剂量组 PC-3 细胞

cortactin 和 MMP-9 mRNA 含量和蛋白表达量均低于

阳性组。

本研究结果显示，NCTD 能够抑制 PC-3 细胞的

外周迁移和侵袭力，其机制可能与 NCTD 下调 PC-3
细胞 cortactin、MMP-9 mRNA 含量和蛋白表达，抑

制 PC-3 细胞表面伪足形成有关。

利益冲突：所有作者声明不存在利益冲突关系。
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