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()&!（*+,#）对前列腺癌细胞迁移、侵袭和增殖
影响的研究
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前列腺癌是欧美男性最常见的恶性肿瘤之一，

据统计其发病率位居男性恶性肿瘤首位，死亡率仅

次于肺癌]&^，同时也是最常见的引起男性与癌症相

关死亡的主要原因]!^。近年来随着普查手段及健康

体检技术的普及，前列腺癌的发病率也呈现上升趋

势]-^。据报道，()&! 是一种在细胞核内介导癌症相

关过程的蛋白质，它参与基因沉默的表观遗传调

控]%^。然而，最近有研究证实，()&! 在细胞分化过程

中也能激活基因表达并参与染色质堆积和表观遗

传的基因调控]#$_^。()& 蛋白在人类男性前列腺发育

过程中存在差异性调节]'̂。有研究表明，()&! 是 L2

共激活因子，在 L2 信号的反式激活中起关键作用，

并能促进前列腺癌细胞的增殖]=^。目前有研究表明，

胃癌中 ()&! 表达上调，且 ()&! 的表达与 JB2$

'#=$-U 的表达水平呈负相关，体外实验还发现

JB2$'#=$-U 通过靶向 ()&! 的表达来调控胃癌细

胞的行为] ^̀。有报道称 ()&! 和 ()&" 已被证明与组

织特异性转录因子 EPT> 相互作用，并抑制其转录

活性和肌肉末端分化]&"^。上皮$间充质转化（DE9）是

前列腺癌的侵袭和迁移中的关键环节，是指上皮细

胞在特定的生理和病理情况下向间充质细胞转分

化的现象，这一概念是 M7448\47Q

]&&^在 &`=! 年提出

的，他发现晶状体上皮细胞在胶原凝胶中可以形成

伪足，转变为间质细胞样形态。其后陆续有报道很多

物种的原肠胚形成、神经嵴细胞迁移形成神经管，

心瓣膜、颅面结构以及肌肉骨骼系统的形成都有赖

于 DE9

]&!^。近年来，DE9 在前列腺癌中的研究越来
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越多，同时其作为一种新的理念来诠释前列腺癌的

侵袭、转移等生物学行为而受到广泛关注。在前列

腺癌的发展进程中，通过与周围微环境发生作用，

然后经过 !"# 使细胞极性发生改变，由上皮细胞

向间质细胞转化，从而使肿瘤细胞更容易向骨骼、

脑等远处器官转移。上皮向间质的转化可以影响肿

瘤的性质$%&'，此外，!"# 相关因子还可通过金属蛋

白酶破坏基底膜促进细胞的侵袭能力$%('。神经内分

泌型前列腺癌（)!*+）是一种目前无法治愈的致死

性前列腺癌亚型，可在持续的激素治疗后发展而

来。不幸的是，针对 )!*+ 可用的治疗方案很少，迫

切需要更有效的治疗方案来应对。前列腺癌转移性

疾病是导致患者死亡的主要原因，!"# 在转移性去

势抵抗性前列腺癌（,+-*+）的发展过程中发挥着

关键作用$%.'。加拿大英属哥伦比亚大学的温哥华前

列腺中心的王玉琢教授所领导的研究团队，开发了

最新 )!*+ 临床前期模型（*/0 模型）$%1'，为研究

)!*+ 的进展提供了前所未有的准确性。使用该模

型和先进的基因表达分析方法，该团队发现 2*%!

在 )!*+ 发生、发展的早期就已经稳定表达，且在

)!*+ 发展过程中持续升高。该团队后又证实在

)+342115 )!*+ 细胞中沉默 2*%! 后，可抑制增

殖，抑制集落形成，诱导细胞死亡，最终导致肿瘤生

长停滞。鉴于 2*%! 在前列腺癌中鲜有报道，并在前

列腺癌进展过程中发挥着关键作用，本研究拟将其

作为前列腺癌侵袭转移的进展过程中的关键蛋白

进行研究。

! !"#$%

%6% !"#$%&' 人前列腺癌细胞系 7)+8*、

+(9:、*+&、/;%(. 和良性前列腺增生细胞系 <2*4%

均由天津市泌尿外科研究所冻存、复苏培养，7)+8*

和 +(4: 为依赖雄激素的前列腺癌细胞系，*+& 是

不依赖雄激素的前列腺癌骨转移的细胞系，/;%(.

则是不依赖雄激素的前列腺癌脑转移的细胞系，

<*24% 是良性前列腺增生细胞。采用含 %=>的胎牛

血清（?<@）的 -*"34%1(= 培养液在 &A! .>+B

:

条

件下培养各细胞系。征得天津医科大学第二医院伦

理委员会的同意后，在医院病理科收集 :=%.—:=%C

年的前列腺癌组织和前列腺增生组织的病例蜡块各

&C例，将蜡块重新切片后进行免疫组化染色（32+）处

理。病理组织纳入标准：（%）前列腺癌病理蜡块：患者

首先行前列腺穿刺活检术，然后确诊前列腺癌，同

时术前、术后均未行任何形式的内分泌、放化疗等

其他治疗，并且前列腺癌患者自身无其他肿瘤患病

史，术后的大病理也同样是前列腺癌。（:）良性前列

腺增生病理蜡块：患者首先行经尿道前列腺电切

术，术后确诊为良性前列腺增生。病理组织出现以

下情况将不会采纳：（%）前列腺癌患者同时患有其

他肿瘤。（:）良性前列腺增生的患者同时伴有前列

腺上皮内瘤变。

%6: ()&'*+,-. 每张切片厚度为 ( ",，

脱蜡后将切片放于 =6=% ,DEF7 的 G2 为 16="16. 的

枸橼酸盐中，然后将切片放进微波炉中高火加热 C ,HI

进行抗原修复。再使用 &> 2

:

B

:

阻断内源性过氧化

物酶，使用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 2*%!（%J%==）抗体，(!过夜。

滴加生物素标记的二抗，室温孵育 %. ,HI，用 *<@

洗后，滴加辣根过氧化物酶标记的链卵白素，室温孵

育 %. ,HI，/K<显色及苏木素复染，最后脱水封片。

%6& /012 *+-（L-#9*+-） 实验首先使用2*%!

的特异性 MH-)K 对前列腺癌细胞 7)+8* 和 *+& 进

行敲低处理，然后使用 #-3NDE 试剂（3IOHPQDRSI，

+8QEMT8U，+K）从前列腺癌细胞 7)+8* 和 *+& 的 MH9

)+ 组和 MH92*%! 组中分别提取总 -)K，再使用 2H#

?H@VQHGP 反转录试剂盒将配好的试剂置于反转录机

器中，设定参数，进行反转录合成 V/)K。将配制好

的混合液体，用无酶枪头加入 (C 孔板，再放入已经

提前预热好的 L*+- 机器中，设定参数，观察 L*+-

的熔解曲线和扩增曲线，计算实验数据，最后用

WQ8GX*8U 软件进行柱状图量化分析结果。

%Y( ZSMPSQI 34/5 首先使用 2*%! 的特异性

MH-)K 对前列腺癌细胞 7)+8* 和 *+& 进行敲低处

理，然后对前列腺癌细胞 7)+8* 和 *+& 的 MH9)+

组和 MH92*%! 组分别进行贴壁细胞总蛋白的提取，

通过 <+K 法测定蛋白质浓度，再进行聚丙烯酰胺凝

胶电泳，最后，采用 !+7 化学发光法对蛋白条带进

行成像处理。

%Y. !678 MH-)K 设计 2*%! 的特异性 MH-#

)K 对 2*%! 进行敲低，首先进行细胞 1 孔板铺板，

次日显微镜下观察 1 孔板中细胞是否铺匀，细胞量

达到 .=$左右，将罗氏转染试剂与针对 2*%! 的特

异性 MH-)K 以 % %: 的比例配比，然后用无菌的

BGPH, 转染溶液定容到 .%. ,7，并且加入到一个孔

中，并加入无双抗的培养基定容到 : ,7。轻轻震荡

1 孔板并放入细胞培养箱中，1 X 后进行换液处理。

将混有转染试剂的培养液吸出，并添加新的完全培

养基，再将 1 孔板放入细胞培养箱中进行正常培养

即可。待细胞长满 (C X，就可以进行转染 MH-)K 后

的细胞蛋白以及 -)K 提取和进行相关的生物学行

为验证实验。
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注：!："#$!在前列腺癌样本和正常前列腺样本中的表达；%："#$!

在前列腺癌中的无疾病生存期；&："#$! 与总生存期之间的关系

! ! "#!!"#$% $%&'&'()"*+

()* + ,-./011)23 24 "#+! )3 560 $%&7 8959:910

$'( &&)*+!"#$ 细胞增殖采用 &&)*+ 试剂

进行检测，首先使用 "#$! 的特异性 ,-./! 对前列

腺癌细胞 0/&1# 和 #&2 进行敲低处理，然后将前

列腺癌细胞 0/&1# 和 #&2 的 ,-*/& 组和 ,-*"#$!

组细胞分别进行铺板，每组 ( 孔，饥饿过夜，然后采

用 $34血清培养基在 25!、64&7

8

条件下培养，分

别于接种 89、9+、58 : 后在 963 ;< 进行吸光度检

测，绘制细胞生长曲线。

$'5 %&'(#) 首先使用 "#$! 的特异性

,-./! 对前列腺癌细胞 0/&1# 和 #&2 进行敲低处

理，然后将前列腺癌细胞 0/&1# 和 #&2 的 ,-*/&

组和 ,-*"#$! 组的细胞悬液反复吹打，使细胞充分

分散，细胞记数，并用培养基调节细胞浓度，按照每

皿含 63、$33、833 个细胞的浓度分别接种 6 <0 细

胞悬液到培养皿中，以十字方向轻轻晃动培养皿，

使细胞分散均匀。培养皿置 25!、64&7

8

中培养 8"

2 周，中间根据培养液 =" 变化适时更换新鲜培养

液。当培养皿中出现肉眼可见克隆时，终止培养，弃

去培养液，#%> 液小心浸洗 8 次。甲醇固定 $6 <-;，

弃甲醇后用 ?!#@ 染液染色 $3 <-;，#%> 缓慢洗去

染液，拍照记录实验结果。

$'+ *+,-./0#) 首先使用 "#$! 的特

异性 ,-./! 对前列腺癌细胞 0/&1# 和 #&2 进行敲

低处理，然后采用孔径为 +'3 "< 的 AB1;,CDEE 小室，

对前列腺癌细胞 0/&1# 和 #&2 的 ,-*/& 组和 ,-*

"#$! 组的细胞分别进行体外迁移和侵袭测定。进

行侵袭实验时，将密度为 (#$3

9

F833 "0 的细胞接种

在无血清培养基中，在室加入 63 "0 的基质胶，而

(33 "0 含有 $34血清的 $(93 培养基加入下腔室。

89 : 后，对通过膜的细胞用 ?!#@ 染色，并在荧光显

微镜下计数细胞数。随机选取 6 个视野进行计数并

做统计分析G$5H。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。

$'I 12345 采用 >#>>88 用于统计分析。研

究中所有实验至少进行 2 次。所有数据均表示为

!"#。选用 ! 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），,J3'36 表示在统计学上具有显著差异。

; ,-

8'$ K&L! 6789: "#$! ;<=>?@ABC

DEFGHI<=> 为了明确 "#$! 是否对前列

腺癌的发生或发展产生影响，首先使用 K&L! 数据

库对 "#$! 在前列腺癌中的表达进行了预测，结果

证实 "#$! 在前列腺癌样本中的表达高于正常前列

腺样本（图 $!），且 "#$! 与前列腺癌的无疾病生存

期密切相关（图 $%），结果显示，"#$! 的表达越高，

前列腺癌患者的无疾病生存期越短（,$3'36），而

"#$! 的表达水平与患者总生存期不具有统计学意

义（,%3'36，图 $&）。

8'8 @"& )JKLMN3COPQR 为了检

验生物信息学预测结果，对 2+ 例前列腺癌和良性

前列腺增生的病理组织切片进行 @"& 染色分析，发

!

6'3

9'6

9'3

2'6

2'3

8'6

8'3

$'3

3'+

3'(

3'9

3'8

3'3

3 63 $33 $63

%

数量（肿瘤）M9I8；数量（正常）M$68

#.!?

总生存期

生
存

率

时间F月

$'3

3'+

3'(

3'9

3'8

3'3

3 63 $33 $63

时间F月

无疾病生存期

&

生
存

率

0NC &%#6 K#O

"-P: &%#6 K#O

-./0123 4M3'69

56Q:-P:RM$'6

4Q57RM3'69

2Q:-P:RM89(

2QENCRM89(

0NC &%#6 K#O

"-P: &%#6 K#O

-./0123 4M3'33($

57Q:-P:RM$'(

4Q57RM3'33((

2Q:-P:RM83$

2QENCRM83$
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注：!："#$! 在 %&'(# 细胞系中的敲低效率；)："#$! 在 #'* 细

胞系中的敲低效率；+++!,-.--/

! ! "#$ "#$%&% '()!&'()*

*+, - ./0 123415362 077+4+0248 37 '()! "+$9&

注：!：不同细胞系中 "#/! 蛋白表达水平；)：不同细胞系中

"#/! 的 01&! 表达水平；+++!,-.--/

! : '()! + - ,-./012345$-./6712389

:;

*+, : ;<=>0""+32 37 '()! +2 73?> =>3"@A@0 4A240> 40BB B+20" A25

C02+,2 =>3"@A@+4 /8=0>=BA"+A 40BB B+20"

注：!：2"' 验证 "#/! 在组织中的表达情况；)：3456478 印迹检

验组织中 "#$! 的表达水平

! D E'F4G0"@0>2<=>? '()!9:;

*+, H E'I A25 G0"@0>2 CB3@ J0>+7+05 @/0 0<=>0""+32 37 '()!

现相较于良性前列腺增生组织，前列腺癌病理组织

切片中 "#$! 的表达阳性率显著增加，如图 9! 所

示。然后对前列腺癌和良性前列腺增生组织提取蛋

白进行 3456478 印迹实验检测 "#$! 的表达水平，

结果证实在前列腺癌组织中 "#$! 的表达高于前列

腺增生组织（图 9)）。

9.: "#/! ! ;"#$%&'()*+,- 为了

进一步了解 "#/! 在前列腺癌中的作用，选用了 ;

种不同的前列腺癌细胞系（%&'(#、<=/;>、#':、

';?9）和一种良性前列腺增生细胞系（)#"@$）来验

证它的表达水平。结果表明 "#$! 在 ';@9 和

%&'(# 中表达量均较高，#': 和 <=$;> 次之，而在

良性前列腺增生细胞中表达量最低（图 :）。

9.; ./012 5A1&! 3 "#$! 45678 由

于迁移和侵袭是研究中一项重要的观察指标，考虑

到 %&'(# 是前列腺癌淋巴结转移类型的细胞，#':

是前列腺癌骨转移类型的细胞，且这两种细胞系表

达量均较高，故选择 %&'(# 和 #': 作为主要的细

胞系进行研究。使用特异性 5A1&! 分别在 %&'(#

和 #': 细胞系中对 "#$! 进行敲低，并且在蛋白水

平及 01&! 水平上分别检测敲低效率。结果表明，

在 %&'(# 和 #': 这两种细胞系中，"#$! 均达到理

想的敲低效果（图 ;）。

9.> 56 "#$! 9:;7<=#$%>'(4?

@ABC 选用 B7(85C4DD 实验来观察 "#/! 被敲

低后的前列腺癌细胞的迁移和侵袭能力，从而评价

"#/! 的生物学功能。B7(85C4DD 结果表明，"#/! 被

敲低的 %&'(# 和 #': 细胞均发生了细胞迁移和侵

袭能力的降低（图 >）。

9.E 56 "#/! 9:;7<=#$%>'(4D

E 采用 ''F@G 和集落形成实验来检测细胞的增

殖能力，首先选用 %&'(# 和 #': 细胞系敲低 "#/!，

分别在 H;、;G 及 I9 J 通过 ''F@G 实验对细胞数量
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注：!! "#$%&；!!!"%$%%&

! ! "# "#$!$%&'()* %&'(#+ #'),-.+/012,34

*+, ! '-(.,/0 +. %&'(# (.1 #'2 3/44 5+,6(7+8. (.1 +.9(0+8. 3(:(3+7; (<7/6 =.83=18>. 8< "#$!

进行检测，发现实验组（'()*+&!）细胞的增殖相较

于对照组（'(),-）逐渐减弱，实验结果表明 .,-/+

和 +-0 细胞系在 *+&! 敲低后其增殖能力明显减

低。之后又采用集落形成实验来再次验证敲低

*+&! 对细胞增殖的影响，结果显示，敲低 *+&! 后

.,-/+ 和 +-0 细胞的增殖能力显著降低（图 1）。
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注：6：--;)8 实验验证 *+&! 对 .,-/+ 和 +-0 细胞增殖能力的影响；<：集落形成实验验证 *+&! 对 .,-/+ 和 +-0 细胞增殖能力的影响；

!!!"%$%&；!!!!"%$%%&

! ? "#$!"5$%&'()67812,34

*+, ? '-(.,/0 +. 3/44 :684+</6(7+8. (<7/6 "#$! =.83=18>.

< -

.,-/+（增殖）

+-0（增殖）
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!"#$ !""%&

#$% &'(! '()*+,- )*+ ./ )*+ 在前

列腺癌的迁移和侵袭中起到重要的作用，选择 ),

-./01234、5,-./01234、63714834（波形蛋白）、+93:8;、

<4.3=; 和 >1?; 来作为 )*+ 的评价指标。@1:8124 印

迹结果显示 'A" 和 B5A.' 细胞中 &';! 被敲低后

),-./01234 的表达增加，而其余指标均明显降低（图

%）。实验结果表明敲低 &';! 能够减弱前列腺癌的

)*+ 能力。

! !"

前列腺癌在最初阶段的症状比较隐蔽，随着时

间的推移逐渐发展为去势抵抗性前列腺癌并多伴

转移癌，此时前列腺癌的治疗手段就相对较少，患

者的生存期也会受到极大影响。因此，对于前列腺

癌发生、发展机制的研究迫在眉睫，需要全力研究

探索，旨在找到前列腺癌的治疗靶点，为前列腺癌

的治疗提供新的方向。本研究中 &';! 在很多肿

瘤中都扮演着很重要的作用，是一种普遍存在的调

节细胞周期和增殖C;DE、凋亡C;FE和兴奋性毒性神经变

性C#GE等细胞功能的蛋白质。需要指出的是，有研究已

表明 7&#H;I# 能够直接与 &';! 相互作用，使前列

腺癌细胞中的 B+" 基因失活C#;E。

基于以上的分析，考察了 &';! 对前列腺癌细

胞系（A!,#、B5A.'、'A 以及 JK;!L）增殖的影响。

从当前的研究来看，&';! 在前列腺癌细胞系中的

表达高于良性前列腺增生细胞系，除此之外，笔者

还注意到 &';! 在 A!,# 和 B5A.' 中高度表达。当

在 B5A.' 和 'A" 细胞系中敲低 &';! 时，发现前列

腺癌细胞系的迁移、侵袭和增殖能力均发生降低。

而在 &';! 被敲低后，),-./01234 的表达增加，其他

)*+ 检测指标 5,-./01234、63714834（波形蛋白）、

+93:8;、<4.3=; 和 >1?; 均明显降低。然而，关于

&';! 具体影响前列腺癌进展的机制尚不清楚，还

需要进一步研究。

总体来说，现有的数据证实了 &';! 在 A!,#、

B5A.'、'A" 和 JK;!L 前列腺癌细胞系中高度表

达，在一定程度上可以促进前列腺癌的发生和发

展，并能增强前列腺癌的 )*+ 能力，这些实验结果

均表明，&';!可以为提高临床病例诊断水平和为前

列腺癌肿瘤靶向治疗提供新思路。
#$%&'

C;E <31M1= NO *. PO >QR >O 18 .=$ A.4-12 :8.83:83-:O #S;!CPE$ AH A.4-12

P A=34O #S;!O T!U(VWF

C#E <31M1= NO 5.3:0./0.7 JO P17.= HI A.4-12 :8.83:83-:O #X;" CPEI AH

A.4-12 P A=34O #X;"O T"U;VW;;
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