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缺氧是大部分实体肿瘤微环境改变的主要特

征。肿瘤缺氧微环境能够促进肿瘤细胞的恶性进展，

包括引起转移、耐药及放疗抵抗等[1-2]。缺氧是肿瘤

细胞恶性进展及有利于肿瘤细胞生存的微环境重建

的关键因素。现有研究表明，肿瘤细胞自身存在着对

缺血、缺氧的自身调节和适应机制，其主要是通过诱

导肿瘤新生血管和能量代谢转换来适应新的环境，

产生生存优势[3-4]。其中肿瘤细胞能量代谢转换，主
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摘要：目的 探讨缺氧状态下前列腺癌细胞糖酵解和体外迁移侵袭能力的改变。方法 将前列腺癌细胞

DU145和 /或 PC-3分别置于常氧及缺氧环境中培养 24和 48 h，侵袭小室实验检测前列腺癌细胞体外迁移及

侵袭能力改变。分别检测上清液中葡萄糖含量、乳酸含量；实时定量逆转录 -聚合酶链反应（qRT-PCR）检测糖

酵解相关基因的表达改变。结果 前列腺癌细胞 DU145经缺氧处理后，体外迁移及侵袭能力较常氧处理增强。

同时缺氧处理后，DU145和 PC-3细胞培养上清液中葡萄糖含量减少，肿瘤细胞摄入葡萄糖能力提高，糖酵解

代谢产物乳酸在上清液中增加。qRT-PCR结果表明，缺氧处理后 DU145细胞糖酵解相关基因。结论 缺氧处

理能增强前列腺癌细胞的体外迁移及侵袭能力，同时通过改变糖酵解相关基因的表达，对前列腺癌细胞的糖酵

解过程发挥调控作用。
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Hypoxia regulates glycolysis and metastasis of
prostatic cancer
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Abstract: Objective To investigate the changes of glycolysis and metastasis of prostatic cancer under
hypoxia. Methods DU145 and PC-3 cells were cultured in normoxia and hypoxia for 24 hours and 48 hours,
respectively. Then, Transwell invasion assay was used to detect the changes of migration and invasion. The
content of glucose and lactate in the supernatant of each group was examined by commercial kits. Finally,
genes associated with glycolysis were quantified by qRT-PCR. Results The migratory and invasive abilities of
DU145 cells were significantly increased after hypoxia treatment. Meantime, compared with the cells cultured
in normoxia, DU145 and PC -3 cells treated with hypoxia showed decreased supernatant glucose, enhanced
glucose uptaking ability and lactate secretion. qRT-PCR results demonstrated that genes associated with glu原
cose metabolism were correspondingly changed under hypoxia. Conclusions Hypoxia promotes the migration
and invasion of prostatic cancer cells . Meantime, hypoxia can regulate the glycolysis of prostatic can原
cer cells via modulating expression of the genes associated with glycolysis.
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要指肿瘤细胞通过提高葡萄糖转运利用能力，发生

无氧状态下的糖酵解，以供肿瘤细胞生存恶性进展

所需能量和生物大分子合成所需的原料[5-6]。本研究

旨在探讨缺氧处理对前列腺癌细胞侵袭转移能力的

影响，以及糖酵解过程的变化情况。

1 材料与方法

1.1 前列腺癌细胞培养

本研究所选用的前列腺癌细胞株有 DU145和

PC-3细胞。两种细胞均购自中南大学细胞生物中

心，培养所用培养基为改良伊格尔培养基 /F12（1∶

1），外加浓度 10%的优质胎牛血清和 1%的双抗

（100 u/ml青霉素和 100 u/ml链霉素）。上述细胞常

规处理均在 37℃、5%二氧化碳 CO2、21%氧气 O2、

74%氮气 N2饱和湿度环境下进行培养。实验所选用

细胞均为对数生长期、无污染细胞。

1.2 缺氧处理

将前列腺癌细胞 DU145和 PC-3放置于 37℃、

5% CO2，1% O2、94% N2 饱和湿度环境下进行培养，

细胞培养时间根据实验目的而定。实验所选用细胞

均为对数生长期、无污染细胞。

1.3 前列腺癌细胞缺氧及常氧处理后细胞迁移和

侵袭能力检测

细胞迁移和侵袭实验迁移实验所用的 Transwell

小室内无需铺基质胶，置于 24孔板中。侵袭实验基

质胶用无血清培养基 1∶8稀释，50 ml/小室均匀铺

于小室底部，于 37℃放置 2 h后置于 24孔板中。将

5×105个细胞（200 ml）接种于上室，下室加入 500 ml

完全培养基，处理组加入不同药物。培养 48 h后计

数下室和上室细胞数，计算迁移率和侵袭率［下室细

胞数 /（上室细胞数 +下室细胞数）×100%］。

1.4 前列腺癌细胞缺氧及常氧处理后上清液葡萄

糖和乳酸含量检测

前列腺癌细胞经常氧和缺氧处理 24和 48 h后，

收集细胞培养上清液，用葡萄糖氧化酶 -过氧化物

酶法检测上清液中葡萄糖含量。采用比色法检测上

清液乳酸含量，试剂盒购自南京建成生物公司。

1.5 实时定量逆转录 -聚合酶链反应

采用 microRNA（miRNA）提取试剂盒分别提取

各组细胞总 RNA，严格按说明书进行操作。用生化

分析仪 2100 Bioanalyzer定量，琼脂糖凝胶电泳鉴定

总 RNA的完整性。总 RNA反转录后的第一链互补脱

氧核糖核酸为模板进行聚合酶链反应扩增；反应条件

为 95℃预变性 20 s，95℃变性 10 s，60℃退火 20 s，

70℃延伸 10 s，共 40 个循环，以 U6 小核核糖核酸

（small nuclear ribonucleic acid，snRNA）作为内参，

绘制扩增融解图，将样本 miRNA与 U6 snRNA基因

含量的差值作为评价 miRNAs 相对表达水平的指

标，据公式 ΔCt=[Ct（miRNA）]- [ct（U6snRNA）]，取

ΔCt的均数±标准差（x±s）为检测结果。

1.6 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，用 检验或随机区

组设计的方差分析， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 缺氧增强前列腺癌 DU145细胞的体外迁移及

侵袭能力

缺氧处理 48 h后 Transwell侵袭小室实验结果

显示，前列腺癌 DU145细胞的迁移和侵袭能力较常

氧处理组细胞提高（ <0.05），表明前列腺癌 DU145

细胞在缺氧处理后，体外迁移及侵袭能力均较常氧

情况下提高。见图 1。

2.2 缺氧降低前列腺癌细胞上清液中葡萄糖，增加

乳酸含量

前列腺癌细胞 DU145 和 PC-3 细胞分别经过

24和 48 h常氧及缺氧处理，并于不同处理时间收取

两种细胞的培养液，离心去沉渣后，检测上清液中残

留的葡萄糖和乳酸含量。结果表明，前列腺癌细胞

DU145及 PC-3经缺氧处理后，与常氧处理细胞细胞

相比，两种细胞上清液中的葡萄糖含量下降，而乳酸

含量升高。该结果初步提示缺氧处理后，前列腺癌细

胞利用葡萄糖的能力可能明显增加，才导致上清液

中葡萄糖含量的显著减少，并导致产生更多的代谢

产物乳酸。见表 1、2。

图 1 常氧和缺氧条件下 DU145迁移和侵袭能力比较

常氧 缺氧
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图 2 前列腺癌 DU145细胞经缺氧处理后糖酵解

代谢相关基因的表达 （x±s）

3 讨论

糖代谢是细胞的主要能量来源。葡萄糖在体内

经糖酵解和氧化磷酸化两条主要途径氧化分解。糖

酵解过程首先通过胞膜上的葡萄糖转运体将葡萄糖

转运入胞内，通过糖酵解途径生成丙酮酸，这一过程

称为糖酵解。丙酮酸在缺氧条件下转化成乳酸，而在

有氧条件下经三羧酸循环和线粒体氧化磷酸化代谢

途径产生能量。细胞活性与自身能量代谢状态紧密

相关。恶性肿瘤细胞生长迅速，常伴有摄入胞内的葡

萄糖量增高、糖酵解活性提高和乳酸堆积等能量代

谢转变的现象。除此以外，肿瘤细胞糖代谢另外一个

重要特点，即使在常氧及有氧状况下，肿瘤细胞均可

以利用糖酵解过程为自身所用。在供氧充足的情况，

葡萄糖依旧向乳酸转换，肿瘤细胞的该种糖代谢方式

称为有氧酵解或Warburg效应。相对而言，在缺氧状

态下，发生的糖酵解过程，则称为无氧糖酵解[7]。

在缺氧状态下及线粒体功能紊乱情况下，肿瘤

细胞出现糖酵解的能量转换容易理解，且该种能量

转换方式对肿瘤细胞的生存很重要。然而在有氧状

态下，肿瘤细胞同样可以出现糖酵解。肿瘤细胞自身

常伴随着线粒体损伤及线粒体氧化磷酸化缺陷。线

粒体 DNA突变能影响与其氧化磷酸化相关酶的功

能及活性，包括与三羧酸循环相关的酶，如琥珀酸脱

氢酶，延胡索酸脱氢酶及异柠檬酸脱氢酶[8]。另外，

肿瘤细胞糖酵解、三羧酸循环及氧化磷酸化途径相

关酶基因的突变，可造成肿瘤细胞能量代谢重组。例

如，琥珀酸脱氢酶基因的突变，其会导致肿瘤细胞

琥珀酸的积聚，进而抑制脯氨酰羟化酶的活性，稳定

低氧诱导因子 -1，这被称为伪组织缺氧。由此可见，

肿瘤细胞线粒体功能缺陷可导致其能量代谢的转

变，在促肿瘤恶性进展过程中具有重要作用。但值得

一提的是，线粒体 DNA基因突变是把双刃剑，发生

线粒体 DNA基因突变及功能紊乱的肿瘤细胞，其体

外克隆形成能力及体内成瘤能力明显减弱，从该方

面发挥抑瘤作用。

2.3 缺氧调控前列腺癌细胞糖酵解相关基因的表达

结果表明，前列腺癌细胞在缺氧情况下，糖酵解

能力显著提高。因此，笔者进一步检测糖酵解过程相

关基因的表达。对所有基因 qRT-PCR检测的结果进

行随机区组设计方差分析发现，各基因组改变幅度

不同（ =13.752， =0.001），前列腺癌 DU145细胞缺

氧处理 6、24和 48 h，葡萄糖转运蛋白 1改变幅度最

大，且在缺氧处理 6 h就出现明显变化（见图 2）。而

随着时间的延长，胃蛋白酶原、磷酸甘油酸激酶、6-

磷酸果糖激酶 2 和单羧酸转运蛋白 -1（monocar-

boxylate transporter-1，MCT1）亦出现显著升高。表明

缺氧处理，通过改变缺氧相关代谢酶的表达水平，

进而引起肿瘤细胞无氧糖酵解水平的提高。

表 1 缺氧处理后前列腺癌细胞利用葡萄糖的变化 （μg/ml，x±s）

组别
24 h 48 h

常氧 缺氧 值 常氧 缺氧 值 值

DU145 0.472±0.023 0.175±0.012 3.276 0.001 0.327±0.061 0.094±0.018 2.895 0.002

PC-3 0.552±0.134 0.184±0.039 3.684 0.001 0.415±0.075 0.138±0.052 1.976 0.004

值

表 2 缺氧处理后前列腺癌细胞利用乳糖的变化 （μg/ml，x±s）

组别
24 h 48 h

常氧 缺氧 值 常氧 缺氧 值 值

DU145 0.132±0.018 0.449±0.062 3.334 0.001 0.247±0.089 0.694±0.103 4.792 0.001

PC-3 0.149±0.026 0.573±0.116 4.482 0.001 0.288±0.043 0.773±0.126 5.829 0.001

值
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较多研究表明，糖酵解过程在恶性肿瘤细胞的

多种恶性生物学行为进展中发挥重要作用：①糖酵

解增强肿瘤细胞的放疗抵抗能力。MEIJER等[9]研究

证实缺氧情况下的糖酵解能增强肿瘤细胞的抗氧化

杀伤能力，因此多层面同时靶向抑制关键缺氧应答

因子低氧诱导因子 -1α及肿瘤的糖酵解过程，能降

低肿瘤细胞的抗氧化能力，影响肿瘤微环境，提高肿

瘤细胞的放疗敏感性。MENG等[10]亦在体内外研究

中阐明，抑制丙酮酸激酶 M2能提高非小细胞肺癌的

放疗敏感性。②糖酵解能使肿瘤细胞对紫杉醇、5氟

尿嘧啶、顺铂等多种化疗药物产生耐药性[11]。③最新

研究证实，肿瘤细胞与其微环境中的肿瘤浸润免疫

细胞竞争微环境中的葡萄糖。而肿瘤细胞增强的糖酵

解能力，使其在竞争中具有明显优势，因而造成包括

T细胞在内的免疫细胞发生功能缺陷，处于免疫抑制

状态，进而促进肿瘤进展[12-13]。④至于糖酵解在肿瘤

侵袭转移中的近年来报道较多，均表明糖酵解过程

在肿瘤侵袭转移过程中发挥积极作用。笔者在本研

究中发现，前列腺癌细胞在缺氧处理后，出现迁移及

侵袭能力的相应提高，该过程中伴随着前列腺癌细胞

糖酵解过程的提高。提示缺氧可促进前列腺癌细胞

的侵袭转移，与 ZOU等[14]在喉癌中的报道一致。现

有研究多表明，缺氧可引起相关癌基因的表达，从而

参与到肿瘤的侵袭转移[15]。

本研究发现，缺氧处理情况下，前列腺癌细胞对

葡萄糖的摄入和对乳酸的排出水平均提高。乳酸作

为糖酵解过程的主要产物，是一种抗氧化剂，在肿瘤

恶性进展中亦发挥重要作用：①能保护肿瘤细胞免

受内源性活性氧物质及细胞毒性药物治疗的损。

②乳酸能稳定转录因子低氧诱导因子 -1α，而低氧

诱导因子 -1α由缺氧及促肿瘤信号途径诱导产生

并稳定，其活化同时能增加其他糖酵解基因的表达。

③肿瘤组织内乳酸的增加能促进肿瘤血管新生并促

进转移的发生。④乳酸能损伤抗肿瘤免疫反应，主要

通过增加髓源性抑制细胞和减少 NK细胞的细胞毒

作用。⑤乳酸可被耗氧肿瘤细胞利用，提供能量。

CURRY等[16]在口腔癌中的研究发现，富含线粒体增

殖能力旺盛的肿瘤细胞高表达 MCT1，MCT1则调控

肿瘤细胞对乳酸的摄入能力。同时上述肿瘤细胞周围

存在线粒体不足增殖能力弱的肿瘤细胞，则高表达

MCT4，MCT4则主要是被动地从糖酵解肿瘤细胞中

转运出乳酸。因此，笔者提出 Metabolic compart-

mentalization模型，认为肿瘤组织中增殖能力弱，发生

糖酵解的肿瘤细胞能释放乳酸，以供增殖能力旺盛

富含线粒体的肿瘤细胞利用，促进肿瘤的生长和转

移。然而，有关该模型尚存在争议。

与产生三磷酸腺甘（adenosine triphosphate，ATP）

多的线粒体氧化磷酸化能量代谢方式比较，肿瘤细胞

为何选用产能少的糖酵解代谢途径？现有研究给笔

者提出以下解释：①糖酵解虽单次产生的 ATP相对

线粒体氧化磷酸化能量代谢方式产能少。然而肿瘤

细胞糖酵解将葡萄糖转化为乳酸的循环速度快，产

生的总体 ATP高。糖酵解能量代谢的 ATP生成速度

比线粒体氧化磷酸化能量代谢方式快 >100倍。②除

给肿瘤细胞提供足够的 ATP外，糖酵解途径给肿瘤

细胞提供细胞生物合成所需的必要代谢中间产物和

前体。糖酵解代谢产物促进磷酸戊糖途径，生成还原

型辅酶Ⅱ（triphosphopyridine nucleotide，NADPH）和

核糖 -5-磷酸，这两种物质均是脂肪及核酸合成所

必需的。③有氧糖酵解促使肿瘤细胞产生化疗耐药

和放疗抵抗。NADPH能给肿瘤细胞提供足够的抗氧

化剂还原型谷胱甘肽，从而保护肿瘤细胞免受化疗

药物杀伤作用。④除影响糖酵解外，糖酵解过程相关

酶及代谢中间产物可发挥癌基因作用，参与肿瘤进展。

1，6-果糖二磷酸能保持细胞色素 C的还原非活化

状态，在肿瘤细胞中发挥抗凋亡作用。同样，丙酮酸

促进耐药基因 p-糖蛋白表达，诱导肿瘤细胞耐药的

发生。单羧酸转运蛋白除介导乳酸进出入细胞外，还

可诱导 CD147的表达，促进肿瘤细胞的侵袭转移。

乳酸脱氢酶沉默能下调转录因子人附睾蛋白 4抑制

胃癌的成瘤。

综上所述，前列腺癌细胞在缺氧情况下，出现糖

酵解相关基因的表达改变及糖酵解程度增强，同时

体外侵袭转移能力提高。前列腺癌细胞糖酵解及侵

袭转移之间的内在关联有待于进一步研究。
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