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　　前列腺癌是一种多发于老年男性的上皮细

胞恶性肿瘤，发病率在全球男性恶性肿瘤中居
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［摘要］  背景与目的：在前列腺癌标准化疗方案中，多西他赛（docetaxel，DTX）引起的化疗耐药是引起患者死亡

的重要原因之一，然而DTX引起的化疗耐药相关机制尚未知。探讨前列腺癌DTX耐药的作用机制。方法：收集2016年6
月—2019年6月在武汉市第三医院进行化疗的40例患者，包括20例DTX耐药和20例DTX敏感患者。人前列腺癌细胞系PC-3
在一系列逐渐增加的DTX浓度梯度处理下形成耐药株PC-3/DTX。采用实时荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescence 
quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）检测miR-503和TLR4 mRNA的表达，采用蛋白质印迹法（Western blot）
检测TLR4蛋白的水平，采用双荧光素酶报告基因检测miR-503和TLR4的相互作用，采用四甲基偶氮唑蓝（methyl thiazolyl 
tetrazolium，MTT）法检测细胞活力，采用流式细胞术检测细胞凋亡。结果：前列腺癌耐药患者组织和耐药细胞系中miR-
503的表达较敏感组显著降低（P=0.013），而TLR4显著增加（P=0.005 6）。过表达miR-503显著抑制耐药细胞的增殖，促

进凋亡，同时抑制耐药相关蛋白MDR-1的表达，而过表达TLR4则促进细胞的增殖，抑制凋亡，促进耐药相关蛋白MDR-1
的表达。结论：miR-503通过靶向调控TLR4的表达影响前列腺癌的DTX耐药。
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［Abstract］ Background and purpose: In the standard chemotherapy for prostate cancer, docetaxel (DTX) resistance is one of 
the important causes of death in patients. However, the potential mechanism of DTX chemoresistance is still unclear. Therefore, this 
study aimed to explore the potential mechanism of DTX resistance in prostate cancer. Methods: A total of 40 patients with prostate 
cancer who received chemotherapy in the Wuhan Third hospital, including 20 patients with resistance and 20 patients with sensitivity 
to DTX, were enrolled, and the tumor tissues were collected during surgery. The resistant cells PC-3/DTX were PC-3 cells induced by 
DTX. Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) was performed to detect the mRNA expressions 
of miR-503 and TLR4. Western blot was conducted to detect TLR4 protein expression. The interaction between miR-503 and TLR4 
was determined by luciferase reporter assay. Cell viability and apoptosis were determined by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) 
assay and flow cytometry, respectively. Results: The expression of miR-503 was decreased (P=0.013), while TLR4 was increased 
in the resistant tissues and cells (P=0.005 6). Overexpression of miR-503 suppressed cell viability, induced cell apoptosis, and 
inhibited expression of drug resistance-related protein MDR-1. Furthermore, overexpression of TLR4 reversed the effects of miR-503 
overexpression. Conclusion: miR-503 targets TLR4 to regulate its expression, and affects resistance to DTX in prostate cancer.
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第2位［1］，严重威胁着男性健康和生命安全。目

前，针对前列腺癌的治疗，仍以手术联合辅助放
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化疗的综合治疗为主。然而，临床数据显示，大

量化疗药物的使用引起的多药耐药性是前列腺癌

致死的一个重要因素［2］，这也给前列腺癌的治

疗带来了很大困难。

　　多西他赛（docetaxel，DTX）属于紫杉醇类

抗癌药物。在前列腺癌患者治疗过程中，失去手

术机会的患者逐渐对激素产生非依赖性［3］，以

DTX为代表的标准化疗方案可以控制前列腺癌患

者的疼痛、提高生活质量。但由于化疗中DTX的

大量使用引起肿瘤的耐药效应，耐药患者的中位

生存时间亦不超过18个月。因此，深入研究DTX
引起的耐药机制将为前列腺癌的临床治疗提供理

论基础。

　　miRNA是一类长度约为22个核苷酸的非编

码RNA，广泛参与基因表达的调节，以及细胞生

长、分化、凋亡等重要的细胞生命活动。研究发

现，miR-503介导卵巢癌的顺铂耐药性［4］，然而

其在前列腺癌DTX耐药性形成中的作用及其可能

机制尚未知。本研究通过检测miR-503在前列腺

癌DTX耐药肿瘤组织中的表达情况，并结合体外

研究观察miR-503对前列腺癌中DTX耐药的调控

作用和潜在机制，有望为前列腺癌的临床治疗提

供潜在的作用靶点和理论依据。

1 材料和方法

1.1  一般材料

　　收集2016年6月—2019年6月在武汉市第三医

院进行化疗的患者，其中DTX耐药和DTX敏感患

者的新鲜肿瘤组织各20例，患者接受根治性前列

腺切除术取出标本。入选标准：所有患者均有完

整的病理学资料，排除合并其他肿瘤、免疫性疾

病及内分泌疾病患者，患者只接受DTX化疗而未

接受其他治疗。本研究完全按照武汉市第三医院

伦理委员会的要求进行，所有参与者均知情同意

本研究。

1.2  细胞培养

　　人前列腺癌细胞系PC-3购自美国典型培养

物保藏中心（American Type Culture Collection，

ATCC），其耐药株PC-3/DTX是PC-3在一系列逐

渐增加的DTX浓度梯度处理下建立的。DTX的初

始浓度为5 nmol/L，终止浓度为50 nmol/L，每个

浓度的DTX温育细胞3 d。DTX耐药性的获得是

通过对细胞的增殖和凋亡情况，以及对耐药蛋白

MDR-1表达水平进行检测而确定的。PC-3和获

得的PC-3/DTX均培养在不含DTX、含有10%胎

牛血清的RPMI-1640细胞培养基中，培养条件为 
37 ℃、CO2体积分数为5%。

1.3  实时荧光定量聚合酶链反应（real-time 

fluorescence quantitative polymerase chain 

reaction，RTFQ-PCR）

　　利用TRIzol裂解液（美国Invitrogen公司）

裂解细胞，通过RNA提取试剂盒（美国Sigma-
Aldrich公司）提取组织或细胞的总RNA。RNA
定性定量后，利用反转录试剂盒以RNA为模板合

成cDNA。RTFQ-PCR依据试剂盒说明书制备反

应体系，并于美国ABI公司7500型RTFQ-PCR仪

上进行反应。本研究所需特异性引物由生工生物

工程（上海）股份有限公司设计并合成。以U6作

为miRNA内参，GAPDH作为mRNA的内参，采

用2-△△Ct方法计算相对表达量。

1.4  蛋白质印迹法（Western blot）检测蛋白表达

　　收集肿瘤组织或细胞，胰酶消化并用预冷

的磷酸盐缓冲液（phosphate-buffered saline，

PBS）洗涤，加入RIPA裂解液裂解组织和细

胞，4 ℃条件下以12 000 r/min离心10 min，收

集含蛋白样品的上清液。取样本在10%十二烷

基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-
PAGE）上进行电泳；将分离后的蛋白转至聚偏

二氟乙烯［poly(vinylidene fluoride)，PVDF］

膜上，用TBST配制的5%脱脂奶粉封闭2 h后，

4 ℃条件下与一抗（anti-TLR4）温育过夜； 
24 h后，PVDF膜与辣根过氧化物酶标记的二抗

于室温条件下温育2 h。根据超敏电致化学发光

（electrochemiluminescence，ECL）试剂盒说明

书将A、B液混合均匀涂在PVDF膜上，暗室静置

3~5 min，通过凝胶成像仪检测。GAPDH作为参

照，计算蛋白表达水平。

1 . 5   四甲基偶氮唑蓝（methy l  t h i a zo l y l 

tetrazolium，MTT）法检测细胞活力

　　将对数期细胞配制成悬液后，在培养板的
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每孔中加入100 μL，使待测细胞的密度为5 000~ 
10 000个细胞/孔。将接种好的细胞培养在培养箱

中，在37 ℃、CO2体积分数为5%的条件下温育

16~48 h。每孔加入10 μL MTT溶液（5 mg/mL，

即0.5%MTT），继续培养4 h后终止培养，用二甲

基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）溶解结晶。

1.6  流式细胞术检测细胞凋亡

　 　 收 集 细 胞 并 用 不 含 乙 二 胺 四 乙 酸

（ethylenediaminetetraacetic acid，EDTA）的

0.25%胰酶消化，收集细胞，1 000 r/min离心 
5 min，冰PBS洗2遍，用100 μL 1×结合缓冲液重

悬，分别加入2.5 μL Annexin V-FITC和1 μL碘化

丙啶（propidium iodide，PI），混匀，室温避光

温育15 min，加入200 μL 1×结合缓冲液，样品置

冰上，1 h内用流式细胞仪检测细胞凋亡情况，原

始数据采用FlowJo 7.6流式分析软件进行分析。

1.7  双荧光素酶报告基因实验

　　根据生物信息学预测的结果，在生工生物

工程（上海）股份有限公司合成TLR4野生型

（wild-type，WT）和突变型（mutant，MUT）

的基因片段。合成的基因片段克隆到pUC57载体

制备含有目的基因的质粒，随后利用细胞转染

试剂盒LipofectamineTM2000把质粒转到PC-3细胞

中。按照Dual-Luciferase® Reporter Assay System

试剂盒说明书检测荧光素酶活性。

1.8  统计学处理

　　使用SPSS 19.0软件对数据进行分析。数据使

用x±s来描述。两组间比较采用t检验。P<0.05为

差异有统计学意义。所有数据均重复3次。

2 结  果

2.1  DTX耐药患者肿瘤组织中miR-503和TLR4

的表达

　　临床收集DTX耐药和DTX敏感的前列腺癌

患者肿瘤组织，RTFQ-PCR检测miR-503和TLR4
的表达水平。结果显示，DTX耐药前列腺癌患者

肿瘤组中miR-503的相对表达量为0.33±0.06，而

敏感患者肿瘤组织中的相对表达量为1.00±0.26，

差异有统计学意义（P=0.013，图1A）。此外，

DTX耐药前列腺癌患者肿瘤组中TLR4的相对

表达量为3.57±0.68，而敏感患者肿瘤组织中的

相对表达量为1.00±0.46，差异有统计学意义

（P=0.005 6，图1B）。Western blot随机检测了

6份敏感组和6份耐药组肿瘤样本，结果显示，

TLR4的表达在DTX耐药前列腺癌患者肿瘤组织

中显著增加（P<0.05，图1C）。相关性分析显

示，两者呈显著负相关（图1D）。

图 1  前列腺癌的DTX耐药和敏感患者肿瘤组织中miR-503和TLR4的表达

Fig. 1  Expressions of miR-503 and TLR4 in tumor tissues of prostate cancer patients with resistance and sensitivity to DTX

A: miR-503 expression in resistant tumor tissues was detected by RTFQ-PCR; B: TLR4 expression in resistant tumor tissues was detected by Western 
blot; C: TLR4 expression in resistant tumor tissues was detected by Western blot; D: Correlation between the expressions of miR-503 and TLR4. *: 
P<0.05, **: P<0.01

2 .2   DTX耐药细胞中miR-503和TLR4的 

表达

　　收集DTX耐药的PC-3/DTX细胞以及DTX

敏感的PC-3细胞，RTFQ-PCR检测miR-503
和TLR4的研究水平。结果显示，PC-3/DTX
中miR-503的相对表达0.47±0.15，而PC-3中

周　舰，等  miR-503靶向TLR4对前列腺癌多西他赛耐药的影响
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的相对表达为1.00±0.26，差异有统计学意义

（ P = 0 . 0 3 9 ， 图 2 A ） 。 此 外 ， P C - 3 / D T X 中

TLR4的相对表达量为3.07±0.55，而PC-3中的

相对表达量为1.00±0.46，差异有统计学意义

（P=0.008，图2B）。Western blot检测TLR4
的表达在PC-3/DTX中显著增加（图2C）。

图 2  前列腺癌的DTX耐药和敏感细胞中miR-503和TLR4的表达

Fig. 2  Expressions of miR-503 and TLR4 in tumor cells of prostate cancer patients with resistance and sensitivity to DTX

A: miR-503 expression in resistant tumor cells was detected by real-time PCR; B: TLR4 expression in resistant tumor cells was detected by Western 
blot; C: TLR4 expression in resistant tumor cells was detected by Western blot. *: P<0.05, **: P<0.01

2.3  miR-503靶向调控TLR4的表达

　　Targetscan.org在线预测显示，miR-503
与TLR4 3’非翻译区（3’ untranslated region，

3’UTR）存在结合位点（图3A）。双荧光素酶

报告基因实验证实，转染野生型TLR4 3’UTR的

miR-503 mimic显著抑制细胞的荧光素酶活性，

而转染突变型TLR4 3’UTR的miR-503 mimic不影

响细胞的荧光素酶活性（P<0.01，图3B）。

2.4  miR-503通过TLR4调控前列腺癌细胞

DTX耐药性

　　首先观察miR-503对PC-3细胞增殖和凋亡

的影响，结果显示，过表达miR-503显著抑制

细胞增殖（P<0.05，图4A），同时促进细胞凋

亡（P<0.05，图4B）。随后，进一步观察miR-
503对耐药细胞株增殖和凋亡的影响，经DTX
处理获得的耐药株PC-3/DTX，转染miR-503
的过表达载体。24 h后检测结果显示，过表达

图 3  miR-503和TLR4的相互作用

Fig. 3  Interaction between miR-503 and TLR4

A: Online prediction of the binding sites between miR-503 and TLR4 3’UTR; B: Luciferase reporter assay demonstrated the interaction between miR-
503 and TLR4. **: P<0.01

miR-503显著抑制耐药细胞增殖（P<0.01，图

5A），同时促进细胞凋亡（P<0.01，图5B）。

当耐药株PC-3/DTX同时转染miR-503和TLR4的

过表达载体后，细胞增殖受到促进（P<0.01，

图5C），而细胞凋亡受到抑制（P<0.01，图

5D）。此外，过表达miR-503抑制耐药相关蛋

白MDR-1的表达，但同时转染TLR4的过表达载

体则逆转了miR-503过表达对耐药相关蛋白的作

用（图5E）。
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3 讨  论

　　肿瘤多药耐药性的机制非常复杂。在前列腺

癌中参与耐药性的调控因子有多种，其中非编码

RNA、转录因子、多药耐药相关分子等均发挥着

重要作用。尽管部分耐药性的分子机制一直被研

究，然而由于前列腺癌耐药性本身的复杂性及已

有研究的局限性，现有研究结果无法满足临床的

需求，因此，深入研究前列腺癌耐药性产生的分

子机制对于前列腺癌的临床治疗具有重要意义。

　　DTX抗癌的作用机制主要是通过与β-微管蛋

白结合，促进微管蛋白的聚合、抑制微管解聚，

在S期、G2期和M期阻滞细胞的有丝分裂，最终

导致细胞死亡［5］。前期有研究［6］也证实DTX可

显著促进前列腺癌细胞的凋亡，但由于化疗中

DTX的大量使用引起肿瘤的耐药效应，进而加速

了患者的死亡进程。多药耐药蛋白-1（multidrug 
resistant protein-1，MDR-1）是一个重要的耐药

标志性分子。既往研究报道，MDR-1敲除可逆转

卵巢癌的多药耐药性［7］。此外MDR-1和MDR-3
基因沉默可逆转卵巢癌上皮细胞对DTX的耐药作

用。本研究观察了前列腺癌中DTX耐药过程中

MDR-1的表达情况，该结果将会对临床前列腺癌

耐药的预防和诊断提供理论基础。

　　miRNA在生物进化中比较保守，广泛参与基

图 4  过表达miR-503对前列腺癌细胞增殖和凋亡的影响

Fig. 4  Effect of miR-503 overexpression on cell proliferation and migration

A: Overexpression of miR-503 on PC-3 cell proliferation; B: Overexpression of miR-503 on PC-3 cell apoptosis. *: P<0.05

图 5  miR-503和TLR4对耐药细胞增殖、凋亡和耐药蛋白表达的影响

Fig. 5  Effects of miR-503 and TLR4 on cell proliferation, apoptosis and resistance-related protein expression in resistant cells

A: Cell proliferation was detected by MTT assay in cells; B: Cell apoptosis was determined by flow cytometry in cells pretreated by miR-503 
overexpression; C: Overexpression of TLR4 reversed the effect of miR-503 overexpression on cell proliferation; D: Overexpression of TLR4 reversed 
the effect of miR-503 overexpression on cell apoptosis; E: Overexpression of TLR4 reversed the effect of miR-503 overexpression on resistance-
related protein expression. **: P<0.01

周　舰，等  miR-503靶向TLR4对前列腺癌多西他赛耐药的影响
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因表达的调节，以及细胞生长、分化、凋亡等重

要的细胞生命活动。研究显示，miRNA在肿瘤

耐药的发生、发展中也发挥着重要作用，例如，

miR-205通过靶向调控ERBB受体反馈抑制剂1
（ERBB receptor feedback inhibitor 1，ERRFI1）

和促进表皮生长因子受体（epidermal growth 
factor receptor，EGFR）信号活性介导甲硫氨酸

抑制剂的耐药［8］。已有研究报道，在前列腺癌

肿瘤组织和细胞中miR-503低表达［9-10］。本研究

发现，在前列腺癌中DTX耐药的临床组织和细胞

系中miR-503的表达均显著降低，表明它可能介

导前列腺癌的DTX耐药性。

　　Toll样受体（Toll-like receptors，TLRs）属

于模式识别受体，在机体的免疫调节过程中发

挥着重要作用。TLRs介导的信号转导通路可以

活化树突状细胞，进而增强宿主细胞对肿瘤免

疫应答的能力。研究［11-12］发现，部分TLRs基因

多态性与多种肿瘤的发生相关，其中包括前列腺

癌。TLR4是一类较为保守的受体家族，体外激

活TLR4的肿瘤细胞在进入体内后可以抑制肿瘤

细胞的增殖，同时还可以改变树突状细胞的成熟

状态，进而抵抗肿瘤的免疫反应［13］。TLR4在前

列腺癌患者体内高表达［14-15］，且高表达的TLR4
促进前列腺癌的DTX耐药［16］。本研究显示，在

前列腺癌DTX耐药的临床组织和细胞中，TLR4
的表达均较对照组显著升高。此外，机制研究显

示，TLR4 3’UTR与miR-503存在结合位点。双荧

光素酶报告基因实验显示，miR-503可靶向调控

TLR4的表达。此外，过表达miR-503显著抑制耐

药细胞的增殖，促进其凋亡，并且降低耐药蛋白

MDR-1的表达，而过表达TLR4则可逆转miR-503
过表达对细胞的作用，进一步证实miR-503可通

过TLR4调控前列腺癌的DTX耐药性。

　　综上所述，前列腺癌的DTX耐药患者肿瘤

组织和细胞系中miR-503的表达降低，TLR4的表

达升高。过表达miR-503显著抑制耐药细胞的增

殖，促进其凋亡。TLR4是miR-503的一个靶蛋

白，过表达TLR4可逆转过表达miR-503对耐药细

胞增殖和凋亡的作用。本研究结果揭示了前列腺

癌中DTX耐药的潜在作用机制，有望为前列腺癌

的临床治疗提供新的靶点。
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