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'()* 的表达对前列腺癌进展影响的研究
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前列腺癌是男性最常见的恶性肿瘤，也是癌症

死亡的主要原因e*f。中国是前列腺癌发病及死亡较

低的国家之一，但我国前列腺癌的发病率在近年来

呈现持续快速增长趋势。肌动蛋白细胞骨架的动态

变化，如肌动蛋白丝的解聚和断裂，是细胞存活、成

形、胞质分裂、迁移等细胞过程所必需的。这些均表

明细胞骨架是治疗肿瘤的潜在靶点e!Q%f。肌动蛋白解

聚因子（>U(）g辅酶蛋白（Z6K@5@3）是调节肌动蛋白和

细胞骨架动力学的蛋白质家族之一e&f。'()*（Z6K@5@3Q*）

是一种普遍存在的调节细胞周期和增殖eBf、凋亡eDf和

兴奋性毒性神经变性e;f等细胞功能的蛋白质。此外，

'()* 表达量的增加与某些类型肿瘤和转移的进展

有关eCQ*"f。虽然有报道 '()* 在前列腺癌中充当某种

药物或基因的中间因子e**Q*!f，而且 '()* 在前列腺癌

中高表达已被证实e*#f，但是，'()* 在前列腺癌中的

具体作用仍不清楚。本研究中，笔者收集天津医科

大学第二医院 !"*B 年 * 月Q!"*; 年 *! 月良性前列

腺增生和前列腺癌组织标本，并检测其中 '()* 的

表达水平，发现 '()* 在前列腺癌中明显高表达，且

其高表达与前列腺癌不良分化及患者不良预后密

切相关。此外，降低内源性 '()* 水平可显著抑制人

前列腺癌细胞的增殖及转移。因此，'()* 是评价前

列腺癌发病及疾病进展的可能的分子标志物，其可

能是未来前列腺癌分子治疗的有效靶点之一。

G ;<=)*

*?* "#$%&'( 人前列腺癌细胞系 )='8,、

UWQ*%&、,'Q# 及正常前列腺细胞系 -.,Q* 均由

天津市泌尿外科研究所冻存、复苏，于含 *"h的胎

牛血清（(iY）的 -,]GQ*B%" 培养液中 #D+ &h'H

!

培养。!" 例良性前列腺增生及 %" 例前列腺癌组织

均取自患者前列腺切除术后的石蜡标本（天津医科

大学第二医院）。该研究已经获得天津医科大学伦

理委员会的批准。

*A! )*'(+,-./ 每张切片厚度为 % !<，

脱蜡后将切片放于 "A"* <65g) 的 VO 为 BA",BA& 的

枸橼酸盐中，然后用在微波炉中高火加热 ; <@3进行
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注：!"#$%& 在前列腺癌样本和正常前列腺样本中的表达；'"

#$%& 在前列腺癌中的无进展生存期
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#() ! "#$! (* +,- %"&' ./+/0/1-
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阻断内源性过氧化物酶，正常山

羊血清工作液封闭非特异性结合位点后，滴加稀释

好的 #$%&（&：&--）抗体，.!过夜。滴加生物素标记

的二抗，室温孵育 &/ 012，用 3'4 洗后，滴加辣根过

氧化物酶标记的链卵白素，室温孵育 &/ 012，5!'

显色及苏木素复染，最后脱水封片。所有切片均由

(名经验丰富的病理科医师在相同条件下盲法阅

片。随机选取 / 个高倍镜视野进行观察，以胞浆出

现淡黄色至棕黄色为阳性标志。染色结果分为阴性

（6）：细胞无染色或很弱；阳性结果分为 ( 个等级：

“7”为弱阳性染色；“88”为阳性染色；“888”为强阳

性染色。

&"( 9:;<:=2 >?@< !" 将蛋白酶抑制剂（4@?A="

>1@，#B12A）与总蛋白提取试剂（4@?A=>1@，#B12A）以 &#

&-- 的比例混合，充分摇动并与培养细胞混合。通过

'#! 法测定蛋白质浓度，与上样缓冲液混合后每孔

加 (- !C 蛋白行 454 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋

白并在 3D5$ 膜上电转移。将膜浸润于相应的一抗

中 .!孵育过夜，再于二抗中室温孵育 & B。最后，采

用 E#% 化学发光法对蛋白条带进行成像处理。抗体

浓度 A2<1FG!35*（& #& /--，3=@<:12<:HBI J4!），A2<1F

#$%&（&#/--，3=@<:12<:HBK J4!L，A2<1F#A;MA;: (（&N& ---，

3=@<:12<:HBK J4!），A2<1F'#%F+（&N& ---，3=@<:12<:HBK

J4!）。

&". #$%& 3#O'POQF3#O(!" 用 QORS@? 试

剂（R2T1<=@C:2，#A=?;>AU，#!）从前列腺癌细胞中提取

总 OV!。使用逆转录试剂盒（#9'R,，#B12A）将总

OV!（( !C）反转录成 H5V!。接下来，用 4W'O G=::2

XA;<:=试剂盒（O@HB:，'A;:?，4Y1<S:=?A2U）扩增 H5V!。

G!35* 的表达用于标准作为每个样品中的内源对

照 0OV!。所用引物如下：#$%& 上游引物为：/ $F

QQ!QG##!G#Q##!!GG!#GF( $，下游引物为：/ $F

##Q#GQ!G#!GQQQG#QQG#F( $；G!35* 上游引物

为：/ $F#!GG!GG#!QQG#QG!QG!QF( $，下游引物

为：/ $FG!!GG#QGGGG#Q#!QQQF( $。POQF3#O引

物从G:2:Y1S（4ZSB@Z，#B12A）获得。

&"/ )*+, 针对 #$%&（;1#$%&）的特异性 ;1O"

V! 购自 G:2:3BA=0A（4ZSB@Z，#B12A）具有暂时沉默

#$%& 表达的作用。使用一个杂乱的无作用的序列

作为对照 ;1OV!（;1#<= ?）。使用 O@HB: 转染试剂

（'A;:?，4Y1<S:=?A2U）将细胞与 ;1#$%& 或 ;1#<=? 一起

孵育 [ B，通过蛋白质印迹和 POQF3#O 检测敲低

效率\&.]。

&"[ ##^F_-.#/ 细胞增殖采用 ##^F_ 试剂

进行检测，将细胞铺板每组 [ 孔，饥饿过夜，然后采

用 &-`血清培养基在 (a!、/`#,

+

条件下培养，分

别于接种 +.、._、a+ B 后在 ./- 20 光下进行吸光度

检测，绘制细胞生长曲线。

&"a )*01234#/ 使用具有 _"- !0 孔径

的 Q=A2;Y:?? 小室（#@=212C #@;<A=，#@=212C，VW，J4"

!）进行体外侵袭测定和迁移测定。对于侵袭实验，

将密度为 [%&-

.

b+-- !% 的细胞接种在无血清培养

基中。上腔室加入 /- !% 的基质胶，而 [-- !% 含有

&-`血清的 &[.- 培养基加入下腔室。+. B 后，对通

过膜的细胞用 5!3R 染色，并在荧光显微镜下计数

细胞数。随机选取 / 个视野进行计数并做统计分

析\&/]。对于迁移实验，除了不加入基质胶外，操作流

程与侵袭实验相同。

&"_ 56789 使用 4344++ 进行数据分析。所

有实验至少进行 (次。所有数据均表示为 !"#。!检验

用于比较两组之间的差异。多组样本均数的比较采

用单因素方差分析，"&-"-/ 被认为反映了统计学上

的显着差异。

2 *+

+"& Q#G! :;<=> #$%& ?@ABCDEFG

HIJ@ABK 为了明确 #$%& 是否在前列腺癌

的发生或进展中发挥重要作用，首先利用 Q#G! 数

据库对 #$%& 在前列腺癌中的表达进行预测，显示

#$%& 在前列腺癌样本中的表达较正常前列腺样本

明显升高（图 &!）。而且，#$%& 与前列腺癌的无进展

生存期密切相关（图 &'），结果显示，#$%& 的表达越

高，前列腺癌患者的无进展生存期越短。

+"+ LMNO,P=> #$%& QR?@ABCD

KFG #$%& 蛋白在良性前列腺增生组织中低表

达，在前列腺癌分期"、#期的组织中中度表达，而

在$、%期的组织中 #$%& 呈现高表达（图 +）。各组

织的具体阳性率比较见表 &。
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-"-

- /- &-- &/-

时间b月
3O!5

数量（肿瘤）d.c+；数量（正常）d&/+

! ' 无进展生存期

!

(

" 肖龙飞，等"#$%& 的表达对前列腺癌进展影响的研究
+./



!!"!#

染色强度 $%

&!

&!

&!

前列腺增生组织

!$"期前列腺癌

#$$期前列腺癌

'

(!（#!）

)（&!）

!（!）

*

+（,#）

-（,!）

)（&!）

**

,（(#）

.（)!）

.（)!）

***

!（!）

&（(!）

.（)!）

例数组织
!

! ! "#$!"#$%&'()$%*+,-./0

%&' ! ()*+,--./0 /1 "#$! .0 ',0.20 *+/-3&3.4 56*,+*7&-.& &08

*+/-3&3, 4&04,+

&/, 012( !"#$%&'()*+,-./01

23& 为了进一步了解 012( 在前列腺癌中的作

用，验证它在正常前列腺细胞系 3456( 和不同恶

性程度前列腺癌细胞系 27085、9:6()#、506, 中的

表达水平，发现 012( 在 3456( 中表达量最低，

27085 中次之，9:6()# 和 506, 中最高（图 ,），而

9:6()# 和 506, 细胞系的恶性程度比 27085 和

3456( 细胞系高。上述结果表明，012( 的表达随前

列腺癌细胞的恶性程度增高而增高。

&") 45 012( '6789 笔者用 ;<37= 分别

在 506,（图 )=）和 9:6()# 细胞系（图 )>）中敲低

012(，并在 ?37= 和蛋白水平上检测敲低效率。经

验证，在两个细胞系中 012( 均达到敲低效果。

&/# 67 012( :;<=)*+,-'>?@A

B 为了评价 012( 的生物学功能，使用 @A8B;CDEE

实验检测敲低 012( 后前列腺癌细胞迁移和侵袭能

力的变化。实验结果表明，敲低 012( 后 506, 细胞

的迁移和侵袭能力均有明显的降低（图 #=）。在

9:6()# 细胞系中也可以看到同样的结果（图 #>）。

)!!"

&!!"

前列腺增生组织 !$"期前列腺癌组织 #$$期前列腺癌组织

1 9 "#$!")$%&'()$%*+,-.!0

#.2 9 ()*+,--./0 /1 "#$! .0 ',0.20 *+/-3&3.4 56*,+*7&-.& &08

*+/-3&3, 4&04,+

注：=/不同细胞系中 012( 蛋白表达水平；>/不同细胞系中 012(

?37= 表达水平；与 3456( 相比，FF!!!/!(G FFF!!!/!!(

1 : "#$!"23456-.70

#.2 : ()*+,--./0 /1 "#$! .0 8.11,+,03 4,77 7.0,-
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注：=/012( 在 506, 细胞系中的敲低效率；>/012( 在 9:6()# 细胞系中的敲低效率；与 ;<670 相比，FF!!!/!(GFFF!!!/!!(
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"#$%&

迁移

侵袭

'&$(

")$&*+,

")$%&

")$&*+-

迁移

侵袭

.

/01 23+- !"#$%&'()*+,-./01

234 为了进一步探索 23+- 在前列腺癌中的生

物学功能，在 '245 细胞系中敲低 2*+-，然后通过

22647 实验检测细胞增殖能力的改变，结果显示，

敲低2*+-后，'245细胞的增殖能力显著降低（图 18）。

通过 9:";:<= >?@; 实验检测敲低 &*+, 后细胞凋亡

标志物的改变，发现凋亡促进因子 AB"CB":( 的表

达量增加，凋亡抑制因子 .&+4D 的表达量降低（图

1.）。结果表明，敲低 &*+, 可以促进前列腺癌细

胞的凋亡。

EF4,GH

,0H

,0I

I0H

I0I

'&45

DG J G7 J KD J

吸
光

度

L&+4D

&B"CB":5

&*+,

M8'EN

")4%& ")4&*+,

'&4(

迁
移
（
细

胞
数
）

侵
袭
（
细

胞
数
）

侵
袭
（
细

胞
数
）

迁
移
（
细

胞
数
）

注：80&&647 实验检测 '&4( 细胞系增殖的改变；.0通过 9:";:<= O?@; 检测敲低 &*+, 后凋亡相关标志物的变化；与 ")4%& 相比 P!!I0IH，

PP!!I0I,

! ! "# "#$%$%&'()*+,-./0

#&' ! "()*'+, &* -+.. /01.&2+0)3&1* )*4 )/1/31,&, )23+0 "#$% 5*1-5416*

8 .

!

5

" 肖龙飞，等0&*+, 的表达对前列腺癌进展影响的研究

注：80在 '&45 细胞系中敲低 &*+, 后迁移和侵袭能力的检测；.0在 EF4,GH细胞系中敲低 &*+, 后迁移和侵袭能力的检测；与 ")4%& 相

比，P!!I0IH，PP!!I0I,

! 7 "1 "#$%2%345678,-.90

#&' 7 "()*'+, &* -+.. 8&'0)3&1* )*4 &*9),&1* -)/)-&3: )23+0 "#$% 5*1-5416*

"

)

4

&

*

+

,

"

)

4

%

&

,HI

,II

HI

I

"

)

4

&

*

+

,

"

)

4

%

&

HI

GI

5I

DI

,I

I

HI

GI

5I

DI

,I

I

"

)

4

&

*

+

,

"

)

4

%

&

GI

5I

DI

,I

I

"

)

4

&

*

+

,

"

)

4

%

&

DGK



! !"

!"#$ 在很多肿瘤中都扮演着很重要的作用。

已有研究显示，!"#$ 在乳腺癌中高表达并且可以

作为预测治疗反应的生物标志物%$&'$()。而且，*+,-,.

激酶 * 可以通过诱导 !"#'$ 活性，从而促进乳头

状甲状腺癌迁移及淋巴结转移%$/)。还有报道，012'

$/3'45 可以通过调节 !"#$，影响人膀胱癌细胞的

增殖、迁移和侵袭%$6)。!"#$ 在前列腺癌中也起着某

些作用，!"#$ 是人前列腺癌细胞中转化生长因子

!信号转导的细胞内效应物%37)。同时，通过碳纳米角

递送 8129* 敲低 !"#$，增强了人前列腺癌细胞中

多西紫杉醇介导的细胞毒性%3$)。然而，关于 !"#$ 在

前列腺癌中具体的作用及影响尚未有人研究。在这

项研究中，笔者试图研究 !"#$ 在前列腺癌中的不

同作用。

在目前的研究中，笔者证明了 !"#$ 在晚期前

列腺癌中的表达高于早期前列腺癌和良性前列腺

增生。此外，还发现 !"#$ 在侵袭性前列腺癌细胞系

:;'$<4 和 =!'> 中高度表达。当 !"#$ 在 :;'$<4

和 =!'> 细胞系中被敲低时，前列腺癌细胞的迁移、

侵袭及增殖均被抑制，而凋亡却增加。然而，关于

!"#$ 具体影响前列腺癌进展的机制尚不清楚，这

些需要进一步研究。

总的来说，本研究数据证实了 !"#$ 在前列腺

癌细胞中高表达，而且可以促进前列腺癌的发生、

发展。这些均表明，!"#$ 可作为前列腺癌潜在的肿

瘤分子标志物及可能的靶向治疗分子靶点，对于前

列腺癌的治疗进展有着极大地借鉴作用。
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