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胰凝乳蛋白酶样蛋白酶体的活性作为前列腺癌
生物标志物的潜在应用

曾维威，赵永斌，李煜罡，刘为池，周宇辰，刘其炼，曾京华
（南方医科大学中西医结合医院泌尿外科，广州 510315）

【摘 要】目的：探讨胰凝乳蛋白酶样蛋白酶体（chymotrypsin-like proteasome，CLP）活性作为前列腺癌生物标志物的可行性。

方法：检测在体和离体的蛋白酶体活性，同时检测核因子κB的抑制蛋白α（inhibitory protein α of nuclear factor κB，IκB-α）、Bcl-
2相关X蛋白（BCL-2 associated X protein，Bax）和细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子（cyclin-dependent kinase inhibitor，p27）的

表达。结果：与正常前列腺上皮细胞及对照小鼠前列腺组织相比，前列腺癌细胞和前列腺肿瘤异种移植物中蛋白酶体底物蛋

白 IκB-α、Bax和 p27的表达水平降低，CLP的离体和在体活性分别升高 70%和 23%。结论：CLP的活性可能是一种潜在的前列

腺癌生物标志物，可能适合前列腺特异性抗原（prostate-specific antigen，PSA）在前列腺癌诊断中的补充。
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Potential application of chymotrypsin-like proteasome activity 
as a biomarker for prostate cancer

Zeng　Weiwei，Zhao　Yongbin，Li　Yugang，Liu　Weichi，Zhou　Yuchen，Liu　Qilian，Zeng　Jinghua
（Department of Urology，Integrated Hospital of Traditional Chinese Medicine，Southern Medical University）

【Abstract】Objective：To investigate the feasibility of chymotrypsin-like proteasome（CLP） activity as a biomarker for prostate cancer.
Methods：Proteasome activity was determined in vitro and in vivo. We also measured the expression of inhibitory protein α of nuclear 
factor κB（IκB-α），Bcl-2 associated X protein（Bax），and cyclin-dependent kinase inhibitor（p27）. Results：CLP activity was elevated 
by 70% in vitro and 23% in vivo，and the expression levels of the proteasome substrate proteins IκB-α，Bax，and p27 decreased in pros‑
tate cancer cells and prostate tumor xenografts compared with normal prostate epithelial cells and control mouse prostate tissue. Con⁃
clusion：CLP activity is a potential biomarker for prostate cancer and may be used to supplement prostate-specific antigen in clinical 
diagnosis of prostate cancer.
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前列腺癌是西方国家男性最常见的恶性肿

瘤[1]。作为男性癌症相关死亡的第二大原因，前列

腺癌在美国造成约 27 540 人死亡（2022 年）[2]。此

外，在亚洲，包括中国，前列腺癌的发病率和病死率

也明显上升[3]。近年来，尽管前列腺癌的新治疗方

法已被证实对提高生存率有好处[4-5]，但总体生存率

的增加仍微不足道。前列腺癌的主要临床挑战

之一是目前可用诊断的检测手段不足。自 20世纪

80 年代以来，血清前列腺特异性抗原（prostate-
specific antigen，PSA）筛查问世，前列腺癌的诊断和

治疗一直以这一生物标志物为指导；目前它仍然是

前列腺癌诊断和术后监测以及预后评估最为常用

的肿瘤标志物。PSA 是由上皮细胞分泌的一种蛋

白，在前列腺癌患者血清中，血清 PSA 常常异常升

高[6-7]。然而，PSA 易受各种混杂因素的影响，包括

良性前列腺增生、前列腺炎和尿道手术，这些因素

可能导致其临床可靠性降低[8-9]。特异性和敏感性

不高是 PSA作为前列腺癌生物标志物的主要缺陷，

甚至可能导致假阳性或假阴性结果。因此，寻找一

种新的标志物，对明确前列腺癌的诊断、辅助治疗

和预后监测具有重要意义。
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目前，已经有部分研究提出了对 PSA检测的改

进，包括测量早期 PSA、良性病变的 PSA、游离 PSA、

动态 PSA参数变化（包括 PSA的变化速度和 PSA倍

增时间）、PSA密度（PSA与前列腺体积比）和年龄特

异性 PSA水平等[1]。尽管这些改进可能在一定程度

上提高前列腺癌诊断的准确性，但其相对复杂的过

程和总PSA（tPSA）的影响等将继续限制其应用[10]。
蛋白酶体是一种多催化的蛋白酶复合物，负责

降解大多数细胞内蛋白质，包括细胞周期调节和凋

亡所需的蛋白质[11]。26S 蛋白酶体由 2 个 19S 调控

亚基和 1个 20S核心亚基组成。在蛋白酶体降解系

统中，靶蛋白在泛素化后被 19S亚基识别，然后进入

20S 核心进一步降解。20S 亚基具有 3 种类型的酶

活性，分别为胰凝乳蛋白酶样、胰蛋白酶样和半胱

天冬酶样。作为泛素-蛋白酶体途径的一部分，蛋

白酶体在多种细胞的蛋白质降解中均起着至关重

要的作用[12]。蛋白酶体降解一系列与癌症相关的内

源性蛋白，包括转录因子、细胞周期蛋白、核因子κB
的抑制蛋白 α（inhibitory protein α of nuclear factor 
κB，IκB-α）、Bcl-2 相关 X 蛋白（BCL-2 associated X 
protein，Bax）和细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子

（cyclin-dependent kinase inhibitor，p27）等，已成为

癌症治疗的重要潜在靶点。

关于这一主题的大多数研究都集中在治疗肿

瘤的蛋白酶体抑制剂上，针对蛋白酶体在疾病诊断

中的应用研究尚不充分。Stoebner PE 等[13]报道在

20 例肿瘤患者（包括乳腺癌、胃癌、肾癌、结肠癌、

睾丸癌、肝癌和肺癌）中，血清蛋白酶体 20S水平较

对照组显著升高，提示血清蛋白酶体可用于肿瘤

诊断。课题组前期研究发现蛋白酶体抑制剂通过

抑制胰凝乳蛋白酶样蛋白酶体（chymotrypsin-like 
proteasome，CLP）的活性影响前列腺癌细胞的增殖

和凋亡，从而影响靶蛋白 IκB-α、Bax 和 p27 的表

达[14]。因此，本研究通过检测培养的人前列腺癌细

胞（LNCaP 细胞）和荷瘤小鼠前列腺肿瘤组织中胰

凝乳蛋白酶样、胰蛋白酶样和半胱天冬酶样蛋白酶

体的活性，以及蛋白酶体的底物 IκB-α、Bax 和 p27
的表达，来分析蛋白酶体活性作为前列腺癌候选生

物标志物的可行性。

1　材料与方法

1.1　实验材料

LNCaP 人前列腺细胞由莱德广州联康生物科技有限

公司（中国广州）提供。前列腺上皮细胞培养基试剂盒

（Prostate Epithelial Cell Medium BulletKit™）购自Lonza Group，
Ltd（Basel，Switzerland）。无角质细胞血清培养基购自 Gibco
（Thermo Fisher Scientific，USA），PBS来自Hyclone（GE Health‑
care Life Sciences，Logan，UT，USA）。RPMI1640，青霉素和链

霉素购自 Invitrogen（Thermo Fisher Scientific，Inc.，USA）。胎

牛血清购自 Hyclone（GE Healthcare Life Sciences，USA）。小

鼠抗Bax单克隆抗体（cat. no. sc‑23959）和p27（cat. no. sc‑1641）
和抗 IκB- α 的兔多克隆抗体（IκB- α；cat. no. sc‑203）和

GAPDH（FL‑335；cat. no. sc‑25778）均来自 Santa Cruz Biotech‑
nology，Inc（Dallas，TX，USA）。Suc-LLVY-AMC，Z-LLE-NA，

and BZVGR-AMC 都来自 Sigma-Aldrich 公司（USA）；默克公

司（Darmstadt，德国）。

1.2　实验方法

1.2.1　细胞培养　LNCaP 细胞在 RPMI1640中培养，并添加

10% 胎牛血清、100 U/mL 青霉素和 100 µg/mL 链霉素，在

37 ℃、5% CO2条件下培养 1 周。通过常规组织培养方法从

前列腺组织中获得前列腺上皮细胞：从接受机器人手术根治

性前列腺癌切除术的男性中获得人类前列腺组织标本，

切片成 1 mm3 小块，放置在涂有胶原蛋白的T25烧瓶中。组

织块在 37 ℃、5% CO2的前列腺上皮细胞培养基中培养 1周，

每 3 d 更换 1 次培养基。当原代单层细胞覆盖在烧瓶表面

时，消化并收集细胞，用无角质细胞血清的培养基传代。第

一代细胞用于进一步实验，以确保前列腺上皮细胞的完整

性。观察细胞形态变化，在相差倒置显微镜下拍照（放大倍

数，100×；Olympus，东京，日本）。人体组织的使用经广州医

科大学广州第一人民医院伦理委员会批准（批准号：A-
2021-046-01），并在研究中使用组织前获得患者的书面知

情同意。

1.2.2　人前列腺肿瘤异种移植实验　本研究的动物实验按

照广州医科大学实验动物研究所（中国广州）制定的指导方

针进行。BALB/C-nu 雄性小鼠 30只，4~6周龄，平均体质量

20 g，购自广东省医学实验动物中心（中国佛山）。按照先

前[15]描述的规程进行安置。将小鼠随机分为两组，每组 15
只。实验组将悬浮于 0.2 mL PBS中的 5×105个 LNCaP细胞

接种于每只小鼠的左侧，对照组小鼠注射 0.2 mL PBS。定期

用游标卡尺测量肿瘤大小，肿瘤体积按标准公式计算：

0.52×宽度 2×长度。4周时，处死小鼠。取血液和肿瘤组织

作进一步分析。

1.2.3　蛋白酶体活性测定　将 100 µL LNCaP 悬浮细胞

（1.0×105 个/mL）和前列腺上皮细胞（1.0×105 个/mL）分别

置于 96 孔板中培养 24 h。然后在孔中加入 1 µL 含有

4 mmol/L荧光肽底物的蛋白酶体活性测定缓冲液，缓冲液中

包括检测胰凝乳蛋白酶样活性的 Suc-LLVY-AMC、检测半

胱天冬酶样活性的 Z-LLE-NA 或检测胰蛋白酶样活性的

BZVGR-AMC。孵育 2 h 后，用激发波长 380 nm、发射波长

460 nm 的酶标仪测定荧光强度。血清检测时，在 100 µL小

鼠血清中加入 1 µL 含 4 mmol/L 的荧光底物，37 ℃孵育 2 h，
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用酶标仪检测荧光强度即代表蛋白酶体活性，激发和发射波

长分别为380 nm和460 nm。

1.2.4　蛋白免疫印记分析　弃去培养基，用预冷PBS清洗细

胞，RIPA裂解液裂解30 min，细胞刮刀刮取细胞，12 000 r/min
离心 15 min，取上清，二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）
法测定蛋白浓度，100 ℃使蛋白变性。从小鼠身上提取良性

前列腺组织样本以及前列腺癌组织使用RIPA裂解液裂解，

研磨成匀浆，12 000 r/min离心 15 min后取上清，BCA法测定

蛋白浓度，100 ℃使蛋白变性。经 10%十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶电泳后，将蛋白电转至二氟化树脂膜上，5%牛血

清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）封闭 1 h，切取相应蛋

白条带，用特异性抗体 4 ℃孵育过夜，二抗常温孵育 1 h，
蛋白条带浸于增强化学发光试剂中，曝光，使用 Image J软件

进行统计与分析。

1.3　统计学处理

使用软件 GraphPad Prism 6.0、Image Pro Plus 7.0、BD 
Accuri C6 Plus 及 Adobe Illustrator CC 2020进行数据处理与

分析。使用 SPSS 20.0 软件进行统计学分析，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，2组间比较使用 t检验，检验水准

α=0.05。

2　结 果

2.1　前列腺上皮细胞的分离与培养

从前列腺组织中获得前列腺上皮细胞常规组织。经观

察，前列腺上皮细胞与胶原蛋白表面黏附紧密且生长良好

（图 1A）。在第 16天，前列腺上皮细胞呈上皮样形态且细胞

活力增强，扩散满瓶底。形成单层细胞之后，用无角质细

胞 SFM培养基将细胞传代（图 1B）。第一代细胞用于进一步

实验。

2.2　小鼠前列腺癌模型的建立

LNCaP细胞接种到裸鼠后的第 4天，可以观察到肿瘤形

成。实验结束（第 29 天），肿瘤的平均大小为 350 mm3

（图 2）。处死小鼠，收集血液和肿瘤组织进行进一步分析。

2.3　LNCaP 细胞的 CLP 活性升高，而 Bax、Iκb-α 和 p27 蛋白

水平降低

先前的报告已经证明了髓系造血恶性肿瘤[18-20]、实体

瘤[19]和自身免疫性疾病[21]患者的蛋白酶体水平升高。为了

确定非细胞水平的蛋白酶体活性变化，本课题组在 LNCaP
前列腺癌细胞和正常前列腺上皮细胞中检测了 4次胰凝乳

蛋白酶样、半胱天冬酶样和胰蛋白酶样蛋白酶体的活性。

LNCaP 细胞与前列腺上皮细胞相比，CLP 活性升高约 70%
（3 286.00±259.01 vs. 1 080.00±100.13，P=0.007）。LNCaP
细胞半胱天冬酶样蛋白酶体的活性降低（P=0.016）;而胰蛋

白酶样蛋白酶体的活性没有明显改变（图 3A）。3种最重要

的蛋白酶体靶蛋白Bax、IκB-α和 p27[22-23]的表达水平随后通

过蛋白免疫印迹进行评估，这 3种蛋白质在LNCaP细胞的表

达均低于PE细胞（P=0.032、0.003、0.002；图 3B和C），这与之

前的研究一致[14]。

2.4　异种移植物的 CLP 活性增加，同时 Bax、Iκb-α 和 p27蛋

白水平降低

为了明确在体 CLP 活性是否也升高，本课题组收集了

LNCaP 移植或未移植前列腺癌细胞的小鼠血清用于蛋

白酶体活性测定。与对照组比较，移植前列腺癌细胞的小

鼠血清CLP增加了23%（37 344.67±2 719.64 vs. 28 845.87±
1 880.47；P=0.042），符合离体实验结果。胰蛋白酶样蛋白酶

体 活 性 提 高 21%（824.53±164.87 vs. 648.36±97.50，P=
0.034），而 2 组半胱天冬酶样活性蛋白酶体处于相似水平

（2 540.57±130.20 vs. 2 517.36±142.52，P=0.09；图4）。

此外，采用蛋白印记分析荷瘤小鼠和正常小鼠前列腺肿

瘤组织中 Bax、IκB-α 和 p27 的蛋白水平。与对照组小鼠前

列腺组织相比，小鼠肿瘤组织中Bax、IκB-α和 p27蛋白水平

降低（P=0.026、0.012、0.007；图5A和B）。

图 1　通过常规组织培养方法从人前列腺组织中获得的前列腺

上皮细胞的显微镜图像（100×）

图 2　LNCaP 细胞接种到小鼠后形成肿瘤的大小
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3　讨 论

前列腺癌是全世界关注的问题，其发病率和病

死率不断上升[3，24-25]；自 20世纪 80年代以来，PSA已

被用作前列腺癌的生物标志物，但因其特异性不

高，PSA 的使用仍存在争议。以前的研究报道了

CLP的活性与多种肿瘤有关，包括急性髓性白血病

（26 例）和黑色素瘤（13 例）等。本研究探讨了 CLP
的活性在前列腺癌细胞与正常前列腺上皮细胞、荷

瘤小鼠与对照小鼠中的表达，表明CLP的活性可能

是一个候选的前列腺癌生物标志物，可配合 PSA来

更精准地诊断前列腺癌。因 PSA 的局限性可能导

致前列腺癌的过度诊断及过度治疗，给患者带来不

必要的心理应激及过度治疗引起的疼痛及身体机

能丧失，所以提高前列腺癌诊断的精准性至关重

要。CLP活性的测定相对简单，可重复，可在外周血

血浆中进行。因此，CLP的活性测定与 PSA检测相

结合有可能提高对于前列腺癌诊断的准确性，最终

减少不必要的治疗及患者负担。

尽管先前的研究已经证明血浆蛋白酶体可作

为几种肿瘤的生物标志物[18-19，26]，但蛋白酶体活性

的来源未被确认。Deng XR等[28]假设前列腺癌细胞

                       注：a，与前列腺上皮细胞比较，P＜0.05
图 3　离体水平蛋白酶体活性

注：a，与对照小鼠比较，P＜0.05                                                    
图 4　胰凝乳蛋白酶样、半胱天冬酶样和胰蛋白酶样蛋白酶体

在小鼠血清中的活性
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更频繁地进入血液循环系统，血清中的 CLP 的活

性可随着这些癌细胞的增加而升高。这个假设与

LnCaP细胞的培养液及荷瘤小鼠血清中CLP的活性

增加是一致的。此外，半胱天冬酶样和胰蛋白酶样

蛋白酶体的活性在细胞培养水平和小鼠血清水

平均发生改变，半胱天冬酶样蛋白酶体的活性在

LNCaP 细胞中显著降低而胰蛋白酶样蛋白酶体的

活性在荷瘤小鼠血清中增加，提示蛋白酶体途径或

可改变肿瘤的发生和发展。

在本研究中，CLP的目标蛋白质也被评估，包括

p27（作用于细胞周期的进程）、Bax（促进凋亡的发

生）和 IκB-α（NF-κB通路的一部分）[29]，在前列腺癌

细胞和异种移植物肿瘤组织中，3 种底物的表达水

平降低。升高的 CLP 的活性可能诱导了这些肿瘤

抑制蛋白的降解，最终导致细胞凋亡的抑制，以及

更具侵略性的肿瘤行为。作为一个 NF-κB 的抑制

剂，CLP对 IκB-α的降解促进了NF-κB转运进入细

胞核从而促进细胞的存活[30]，导致减少抗癌治疗的

有效性[31-32]。在人类肿瘤中，p27的水平相对较低，

CLP 对 p27 的降解可能导致细胞分裂的失控，最终

促进肿瘤的发展[33]。在侵袭性前列腺癌中发现Bax
的表达减少与本研究的结果一致[34]。作为Bcl-2家

族成员，Bax是促进细胞凋亡的关键分子；它的降解

有助于维持癌细胞存活[35]。据报道，CLP 活性的抑

制可能导致 Iκb-α、Bax和 p27在不同部位的积累[14]

诱导细胞死亡。因此，CLP的活性的靶向抑制剂可

能是前列腺癌的治疗的一种潜在策略。

本研究存在一些局限性。首先，本研究检测了

小鼠在体和细胞水平的CLP的活性，而不是在前列

腺癌患者的临床样本中。作为概念验证，本研究提

供了一些数据提示 CLP 的活性可以作为前列腺癌

的潜在候选生物标志物，为以后的研究打下基础。

第二，CLP活性不是前列腺癌的特异性标志物[36-38]。
因此，升高的CLP的活性不能独立提示前列腺癌的

发生；然而，它与 PSA水平升高的结合，可能会提高

前列腺癌诊断的准确性，从而降低患者过度诊断和

过度治疗的概率。

Ma WL等[26]报道了血浆中CLP的活性可能是急

性髓系白血病和晚期骨髓增生异常综合征风险分

层的有力标志，这为CLP的活性在肿瘤中的应用提

供了一个新的视角，但仍需要进一步的研究来验证

该血清学试验是否可作为前列腺癌患者的疾病危

险分层及预后的判断指标。
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