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前列腺癌“劫持”肿瘤相关成纤维细胞通过外泌体
MALAT1调控糖代谢重编程的机制研究
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摘要 目的：阐明外泌体转移性肺腺癌相关转录因子1（MALAT1）介导的前列腺癌（PCa）细胞与癌相关成纤维细胞（CAFs）间

相互作用，探究CAFs来源的外泌体MALAT1在PCa糖代谢重编程中的作用及其机制。方法：分析肿瘤基因组图谱（TCGA）资

料，探讨MALAT1在多种肿瘤中的表达模式，尤其是其与PCa的临床关联性。运用单细胞RNA测序（scRNA-seq）及相关技

术，研究MALAT1在介导PCa细胞与CAFs之间相互作用的机制。过表达CAFs细胞中的MALAT1，提取上清外泌体，并与

PCa细胞共培养，通过RNA纯化的染色质分离—质谱（ChIRP-MS）等方法，研究外泌体MALAT1在PCa进展中的功能及作用

机制。结果：利用TCGA数据集进行分析，观察到MALAT1与前列腺腺癌、乳腺浸润癌、胆管癌等多种肿瘤恶性程度相关，且

与PCa不良预后相关。scRNA-seq分析显示，PCa肿瘤微环境细胞中的CAFs不仅存在PCa分子标记物KLK3，而且MALAT1

在CAFs中的表达显著高于PCa细胞，提示PCa细胞能够“驯化”CAFs，并通过CAFs中MALAT1促进PCa进展。进一步地，共

培养和ChIRP-MS实验发现外泌体MALAT1通过与PCa糖代谢关键酶的直接结合调控PCa的能量代谢。ChIRP-MS和RNA-

seq联合分析发现外泌体MALAT1能够与4个糖酵解关键基因（GPI、ALDOC、PGK1、ALDOA）直接结合，从而调控PCa细胞的

糖代谢重编程。结论：PCa细胞能够“驯化”CAFs，并通过CAFs释放外泌体MALAT1直接作用于PCa糖酵解关键分子，从而调

控糖代谢重编程加速PCa发展。
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Abstract Objective: To elucidate the interaction between prostate cancer (PCa) cells and cancer-associated fi-

broblasts (CAFs) mediated by exosomal metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1 (MALAT1), and

to explore the role and mechanism of CAFs-derived exosomal MALAT1 in the glucose metabolic reprogramming

of PCa. Methods: The Cancer Genome Atlas (TCGA) data were analyzed to explore the expression pattern of

MALAT1 in a variety of tumors, especially its clinical association with PCa. Single- cell RNA sequencing

(scRNA-seq) and related technologies were used to investigate the mechanism of MALAT1 in mediating the inter-

action between PCa cells and CAFs. MALAT1 was overexpressed in CAFs cells, supernatant exosomes were ex-

tracted and co-cultured with PCa cells, and the function and mechanism of action of exosomal MALAT1 in the
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progression of PCa were investigated by comprehensive identification of RNA-binding proteins by mass spec-

trometry (ChIRP-MS) and other methods. Results: Using the TCGA dataset, it was observed that MALAT1 was

associated with the malignancy degree of various tumors, including prostate adenocarcinoma, breast invasive car-

cinoma and bile duct carcinoma, as well as with the poor prognosis of PCa. The scRNA-seq analysis showed that

not only did KLK3, a molecular marker of PCa, exist in the CAFs in the PCa tumor microenvironment, but also

the expression of MALAT1 was significantly higher in CAFs than in PCa cells, suggesting that PCa cells were

able to“domesticate”CAFs and promote PCa progression through the MALAT1 in CAFs. Furthermore, co-cul-

ture and ChIRP- MS experiments revealed that exosomal MALAT1 regulated the energy metabolism of PCa

through direct binding to key enzymes of PCa glucose metabolism, and the combined analysis of ChIRP-MS and

RNA- seq revealed that exosomal MALAT1 could directly bind to four key glycolytic genes (GPI, ALDOC,

PGK1, ALDOA) to regulate the glucose metabolic reprogramming of PCa cells. Conclusion: PCa cells are able

to“domesticate”CAFs and directly act on key PCa glycolytic molecules through the release of the exosomal

MALAT1 from CAFs, thereby regulating glucose metabolic reprogramming and accelerating PCa development.

Keywords prostate cancer; cancer- associated fibroblasts; MALAT1; exosome; glucose metabolic reprogram-

ming

前列腺癌（prostate cancer，PCa）全球癌症患病

率排名第二、致死率排在第五[1]。我国 PCa患者初

诊多为中晚期，5年生存率仅 58%[2]。因此，我们亟

需研究PCa进展的关键分子机制，以提高我国PCa

的防治水平。与绝大多数癌症不同，PCa的供能并

不是典型的“Warburg效应”，细胞依靠糖酵解来完

成能量代谢。而PCa发生初期，糖酵解供能占比反

而下降 [3-4]，有学者将此种 PCa糖代谢模式称为“逆

Warburg效应”[5]。而随着PCa的进展，PCa的“有氧

糖酵解潜能”则进一步激发，供能向“Warburg效应”

转变。因此，“糖代谢重编程”在PCa进展中起着重

要作用。然而，PCa中“糖代谢重编程”是由何种分

子机制调控尚未阐明。在肿瘤微环境（tumor micro-

environment，TME）中，癌症相关成纤维细胞（can-

cer-associated fibroblasts，CAFs）是乳腺癌、PCa等多

种癌症类型的主要成分[6-8]。外泌体的分泌是CAFs

影响癌细胞行为的重要途径[9-10]。转移性肺腺癌相

关转录因子 1（metastasis-associated lung adenocarci-

noma transcript 1，MALAT1）可以调节肿瘤发展的多

个步骤，其诊断和预后意义已在多种癌症中得到证

实[11]。然而，MALAT1参与 PCa“糖代谢重编程”的

功能机制尚不完全清楚。因此，本研究目的在于探

究CAFs来源的外泌体MALAT1通过调控PCa的糖

代谢重新调整来加速其进展的作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 研究对象

本研究纳入项目组前期完成的 13 例 PCa 样

本[12]以及 3例正常前列腺组织样本[13]的单细胞转录

组数据，纳入项目组前期完成的31例PCa以及17例

良性前列腺增生（BPH）患者血清外泌体RNA测序

（RNA-seq）数据。所有受试者均签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 肿瘤基因组图谱（TCGA）数据下载与分析

TCGA资料库获取 PCa及其他 32种常见恶性

肿瘤患者的基因表达数据。数据整理后，利用统计

学方法分析信使 RNA（messenger RNA，mRNA）的

表达水平。利用R软件（版本 4.3.1）中的“ggplot2”

库来展现分析结果的可视化处理。

1.2.2 单细胞转录组数据分析 利用 Seurat（版本

4.1.0）的R包进行单细胞RNA序列数据的处理，并

对SCTransform、RunPCA、RunUMAP等功能进行规

范化、降维聚类等，使用Harmony（版本 1.0）R包来

消除样本间的批量影响。

1.2.3 原代培养 CAFs 在 37 ℃条件下，使用 1.5

mg/mL浓度的Ⅰ型胶原酶、Ⅲ型胶原酶和透明质酸

酶（供应商为Sigma Aldrich），将组织在含 10% FBS

的DMEM培养液中消化 2~3 h。之后，在室温下孵

育5 min，并将含有大量基质细胞的上清液转移到新
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的试管中。离心后收集基质部分，获得CAFs。采

用抗成纤维细胞特异性蛋白的磁激活细胞分选来

纯化CAFs。在含有10% FBS的DMEM中培养CAFs，

通过流式细胞仪分析和免疫荧光染色验证CAFs的

纯度。

1.2.4 共培养技术 CAFs 细胞的上清外泌体与

PCa细胞进行混合培养，以研究其对细胞增殖、迁

移、侵袭和克隆形成的作用。通过超速离心法提取

细胞上清液中的外泌体（4 ℃下 500 r/min，离心

15 min；12 000 r/min，离心 45 min；110 000 r/min，离

心 2 h），离心完成后，沉淀重悬于 4 ℃去RNA酶水

中，0.22 µm过滤柱过滤，110 000 r/min，离心 1 h取

沉淀。

1.2.5 RNA 纯化的染色质分离—质谱分析（com-

prehensive identification of RNA-binding proteins by

mass spectrometry analysis，ChIRP- MS） 采用 C4-

2B细胞，细胞在原位进行甲醛可逆交联，随后用生

物素标记的RNA anti-sense进行杂交。通过强变性

条件洗去非特异结合蛋白后，得到RNA结合蛋白，

采用液相色谱与串联质谱联用鉴定和定量分析。

构建目标RNA的相互作用蛋白谱（与目标RNA特

异性相互作用的蛋白在两组间具有显著差异，非特

异相互作用蛋白在两组间比例接近1∶1）。

1.2.6 转录组测序 过表达 C4- 2B 细胞中的

MALAT1，对过表达的C4-2B细胞和对照的C4-2B

细胞进行质控。构建文库，包括富集mRNA；打断

mRNA；mRNA为模板，先后合成两条 cDNA链，对

cDNA进行纯化；对双链 cDNA进行修饰并选择片

段大小。PCR对文库质控，上机测序。

1.3 统计学方法

通过 Seurat R的 FindAllMarkers函数分析亚群

特异性差异基因，PCa特异分子AR、KLK3、FOLH1

在PCa和正常前列腺组织以及各种细胞类型的表达

模式使用单细胞RNA检测的规范数据进行比较，采

用Wilcoxon秩和检验进行统计学比较，以 P＜0.05

为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 MALAT1在多种肿瘤中表达上调，且与PCa临

床进展有关

利用TCGA数据集对 33种典型恶性肿瘤组织

中 MALAT1 的表达进行分析，在包括乳腺浸润癌

（breast invasive carcinoma，BRCA）、胆管癌（cholan-

gio carcinoma，CHOL）、前列腺腺癌（prostate adeno-

carcinoma，PRAD）在内的多种癌症组织中MALAT1

表达均上调，并且具有统计学差异（均P＜0.05），见

图1A。

同时，非配对样本研究发现MALAT1表达水平

在PCa组织较正常组织显著上调（P＜0.001），见图1B。

MALAT1表达与PCa临床相关性分析显示，PCa临

床 T 分期中 MALAT1 表达均较正常显著上调（均

P＜0.05），见图 1C。MALAT1在PCa病理T分期中

表达量均较正常显著上调（均 P＜0.05），见图 1D。

在PCa患者中，发生淋巴结转移者MALAT1表达量

显著上调（P＜0.001），见图 1E。而发生远处转移者

未见明显上调，这可能与发生远处转移的患者数量

较少，仅 3例带来的偏倚有关（图 1F）。在Gleason

评分＞7分的 PCa患者中，MALAT1表达显著升高

（均P＜0.05），见图 1G。此外，MALAT1高表达者，

术后更易发生残余肿瘤（P＜0.01），见图 1H。无进

展间隔期（progression-free interval，PFI）更短（P＜

0.001），见图1I。上述结果说明，MALAT1在多种肿

瘤发生过程中发挥作用，且与PCa发生发展相关。

2.2 单细胞转录组测序揭示PCa细胞“驯化”CAFs

本文对13例PCa样本和3例正常前列腺组织的

单 细 胞 RNA 测 序（single- cell RNA sequencing，

scRNA-seq）发现，PCa细胞可通过外泌体“驯化”淋

巴结转移微环境，进而促进肿瘤发展。基于此，本

研究对测序数据进行scRNA-seq分析（图2 A~图2B）

发现，CAFs中显著高表达PCa特异分子为KLK3，但

CAFs 不表达 PCa 特异分子为 AR、FOLH1（图 2C~

图 2E）。该结果表明，PCa细胞具有“驯化”CAFs的

能力。

2.3 PCa“劫持”CAFs通过分泌外泌体MALAT1发

挥生物学功能

对单细胞转录组数据进行分析，研究结果表

明，PCa肿瘤微环境细胞中的CAFs不仅存在PCa分

子标记物 KLK3，而且 MALAT1 在 CAFs 中的表达

水平高于PCa细胞。进一步分析发现，CAFs中高表

达MALAT1（图3A~图3B），并且CAFs高表达KLK3

（图3C）。血清外泌体测序发现，外泌体为圆形或椭
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圆形膜状囊泡（图3D），纳米颗粒跟踪分析（NTA）揭

示了分离的外泌体的大小分布和浓度（图 3E），

MALAT1 在 PCa 中表达水平显著高于健康对照

（P＜0.000 1），图 3F。以上研究结果表明PCa，细胞

可能“挟持”CAFs，并通过CAFs分泌的MALAT1促

进PCa的发展。

2.4 外泌体MALAT1与糖代谢关键酶的直接结合

调控PCa的能量代谢

将外泌体MALAT1与C4-2B细胞共培养，通过

ChIRP-MS技术筛选出PCa细胞中的MALAT1互作

蛋白。研究结果表明，MALAT1直接相互作用的蛋

白质在PCa组织的碳素代谢、氧化磷酸化作用、柠檬

酸循环及丙酮酸代谢过程中显著富集，表明外泌体

MALAT1通过与PCa糖代谢关键酶的结合调节PCa

的能量代谢（图 4A~图 4C）。探索MALAT1与糖解

酶基因间的关联性发现，MALAT1表达量与HK3、

PFKM、GAPDHS、GAPDH、PKLR、LDHAL6B、

SLC2A3、GPI、ALDOA、ALDOB、ENO1、ENO2、

ENO3存在相关性（图 4D）。分析同一基因在不同

样本（MALAT1从低表达至高表达）中的表达情况

以及糖酵解酶基因在同一样本（MALAT1 表达相

同）中的表达情况，本研究发现 MALAT1 与 HK3、

PFKM、GAPDHS、PKLR、LDHAL6B、SLC2A3、GPI、

ALDOA、ALDOB、ENO2、ENO3等存在共表达关系

（图4E）。随后，我们在C4-2B细胞中过表达MALAT1

基因，而后将过表达的C4-2B细胞及未处理的细胞

进行转录组测序，与上述CHIRP-MS结果联合分析

后发现4个糖酵解相关的基因，即ALDOA、ALDOC、

PGK1及GPI。以上结果为外泌体MALAT1参与 PCa

发生进展的分子机制研究奠定基础。

A：MALAT1在 33种肿瘤正常组织和肿瘤中的表达差异；B：非配对样本中，PCa组织与正常组织MALAT1的表达水平；

C～H：MALAT1在PCa不同临床T分期（C）、病理T分期（D）、病理N分期（E）、临床M分期（F）、Gleason评分（G）、不同残余肿

瘤（H）的表达水平；I：MALAT1高低表达组生存曲线；组间比较，*P ＜0.05，**P ＜0.01，***P ＜0.001。

图1 TCGA数据集内，MALAT1在33类癌症中的表现及其与PCa的临床联系
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A~B：PCa单细胞亚群分析；C～E：各细胞亚群中PCa特异性分子AR、KLK3、FOLH1的表达情况。

图2 PCa细胞能够“驯化”CAFs等间质细胞

A：MALAT1在各细胞亚群中的表达情况；B：MALAT1在管腔上皮细胞（Luminal）和成纤维细胞（Fibroblast cell）中的表达

差异；C：PCa细胞特异性分子KLK3在CAFs细胞中的表达显著上调；D：细胞上清电镜图；E：NTA图；F：血清外泌体MALAT1

在PCa和健康对照中的表达水平差异；组间比较，****P＜0.000 1。

图3 CAFs高表达MALAT1
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3 讨 论

本研究重点探索了 CAFs 来源的外泌体

MALAT1 在 PCa 糖代谢重编程中的作用及其机

制。通过分析公开数据，我们发现MALAT1在多种

肿瘤特别是PCa组织中异常高表达，且与PCa不良

预后相关。我们前期通过 scRNA-seq发现，PCa肿
瘤微环境中免疫细胞表达肿瘤特异分子，PCa细胞

可通过外泌体“驯化”淋巴结转移微环境，进而促进

肿瘤发展。在此基础上，进一步对测序数据进行

scRNA-seq 分析，我们发现 PCa 细胞具有“驯化”

CAFs的能力。同时，MALAT1在CAFs细胞中明显

高表达，以上研究结果表明 PCa 细胞可能“挟持”

CAFs，并通过其分泌的MALAT1促进PCa的发展。

将外泌体MALAT1与C4-2B共培养，研究结果提示

外泌体MALAT1通过与 PCa糖代谢关键酶的直接

结合调控PCa的能量代谢，以上研究结果为PCa发
生进展的分子机制研究奠定基础。

肿瘤发生过程中TME的持续重塑正在成为促

进癌症生长、进展和耐药的关键事件，越来越多的

证据表明，TME在支持肿瘤生长和扩散中起着核心

作用。更为重要的是，外泌体引导的代谢重新配置

不限于肿瘤细胞，亦影响 TME 中的细胞，表现为

TME内的细胞代谢改造由肿瘤细胞调控，并作为一

个反馈回路促进肿瘤细胞的生长，TME细胞可以驱

动肿瘤细胞的代谢变化，提供肿瘤进展所需的代谢

资源 [14]。CAFs 是 TME 的主要组成部分，在 CRPC
中表现出独特的表达谱和细胞间通讯特征。研究

表明，CAFs具有调节TME组成并影响恶性和免疫

细胞行为的能力，通过重塑细胞外基质、诱导血管

生成和分泌多种信号分子来调节PCa的生长和侵袭

性进展，因此 CAFs 正成为具有吸引力的治疗靶

点[6, 15-17]。除了CAFs与癌细胞之间的相互作用外，

CAF分泌的乳酸还可以促进 PCa细胞中参与脂质

代谢的基因的表达，从而可能促进 PCa 的进展 [18]。

据此，本项研究探讨了 PCa细胞与CAFs之间的相

互作用，发现CAFs通过分泌MALAT1加速 PCa的
进展。

葡萄糖代谢是癌细胞在癌变和肿瘤进展过程

中的内在特征，被证明有利于肿瘤增殖[19]。长链非

编码RNA MALAT1与各种癌症的肿瘤发生和进展

有关。据报道，MALAT1通过肝细胞癌中的mTOR
通路调节癌症代谢和“Warburg效应”[20]。有研究指

出，MALAT1为 PCa中的核心代谢调节因子，且在

PCa细胞的代谢重塑过程中起到了关键角色。研究

MALAT1在PCa代谢中发挥的调节功能，可能会开

发治疗癌症的新策略[21]。相关研究对PCa进行糖代

A：ChIRP-MS 鉴定与 MALAT1 直接结合蛋白；B：GO 分析 MALAT1 直接结合蛋白富集的信号通路；C：KEGG 分析

MALAT1直接结合蛋白富集的信号通路；D：MALAT1与糖酵解酶基因相关性；E：MALAT1与糖酵解酶基因共表达；组间比

较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。
图4 外泌体MALAT1与糖代谢关键酶的直接结合调控PCa的能量代谢
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谢和高通量研究，揭示了潜在的生物标志物和治疗

靶点，证实了糖代谢在PCa中的重要作用，并为未来

探索 PCa 代谢提供了必要的资源 [22]。“糖代谢重编

程”在PCa进展中起着重要作用，但是仍需进一步探

明外泌体MALAT1在 PCa“糖代谢重编程”中的作

用及分子机制。

综上所述，本研究发现 PCa“劫持”CAFs，后者

通过外泌体MALAT1调控 PCa“糖代谢重编程”促

进 PCa进展。同时为进一步探明外泌体MALAT1
在PCa“糖代谢重编程”中的作用及分子机制奠定基

础。
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