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ｍｉＲ－１８３对前列腺癌细胞增殖的影响
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【摘要】目的：探讨ｍｉＲ－１８３对人前列腺癌细胞增殖能力的影响。方法：采用实时荧光定量聚合酶链式反应 （ＲＴ
－ｑＰＣＲ）检测分别用ｍｉＲ－１８３－ｍｉｍｉｃ和ｍｉＲ－１８３－ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ过表达和抑制 ｍｉＲ－１８３后 ＬＮＣａＰ细胞株和雄激素非依
赖性前列腺癌ＰＣ３细胞株中ｍｉＲ－１８３表达；采用ＣＣＫ－８法检测前列腺癌细胞的增殖能力；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测ＰＣａ
人前列腺癌雄激素依赖性ＬＮＣａＰ中ＴＭＰ１蛋白表达水平的变化。结果：ＲＴ－ｑＰＣＲ结果表明过表达前列腺癌 ｍｉＲ－１８３
后细胞中ｍｉＲ－１８３表达显著升高，反之ｍｉＲ－１８３－ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ处理后细胞中ｍｉＲ－１８３表达下降，说明外源转录的ｍｉＲ－
１８３－ｍｉｍｉｃ和ｍｉＲ－１８３－ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ能够增加或抑制ｍｉＲ－１８３的表达水平；ＣＣＫ－８实验结果显示，与 ＮＣ组相比，ｍｉＲ
－１８３－ｍｉｍｉｃ组细胞增殖显著升高，ｍｉＲ－１８３－ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞增殖显著降低 （Ｐ＜００１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示
过表达ｍｉＲ－１８３后，ＴＭＰ１的蛋白表达水平显著降低，抑制 ｍｉＲ－１８３后，ＴＭＰ１的蛋白表达水平显著升高 （Ｐ＜
００１）。结论：过表达ｍｉＲ－１８３可促进ＰＣａ细胞株ＬＮＣａＰ的增殖，敲低ｍｉＲ－１８３可抑制ＰＣａ细胞株ＬＮＣａＰ的增殖。
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　　前列腺癌 （Ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是常见的男性恶性
肿瘤之一。它在所有的男性恶性肿瘤中发病率居第二

位［１］。其特征在于大部分发展较缓慢，但是一旦发生转

移，病情进展迅速，可导致死亡［２］。尽管已经采取了越

来越多的治疗手段，包括手术切除，化学疗法和放射疗

法，但患者预后不佳［２］。因此，详细了解 ＰＣａ的恶性肿
瘤分子机制，能够为 ＰＣａ建立新的生物标志物和治疗策
略的发展提供依据，具有重要的意义。微小 ＲＮＡ（ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类全长 １９－２５ｎｔ的单链小分子
ＲＮＡ，它可以通过外泌体进行转移发挥基因沉默的功能。
已有研究报道前列腺癌细胞转移与 ｍｉＲＮＡｓ存在相关
性［３］。越来越多的证据表明，ｍｉＲＮＡ在多种细胞过程中
起着至关重要的作用，如增殖，凋亡，发生、发展、侵

袭、转移［４－６］。ｍｉＲ－１８３位于７ｑ３２染色体上，研究表明
其在多种类型的癌症中参与肿瘤发生和转移［６－８］。但关于

ｍｉＲ－１８３在ＰＣａ中的相关功能及影响尚不清楚。原肌球
蛋白１（ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ－１，ＴＰＭ１）在多种恶性肿瘤发挥抑
制癌症重要作用［９－１１］。我们推测ｍｉＲ－１８３可能通过靶向
ＴＰＭ１参与前列腺癌细胞的转移进程。本研究通过干扰
ＰＣａ细胞株 ＬＮＣａＰ中 ＴＭＰ１的表达，研究 ｍｉＲ－１８３对
ＰＣａ细胞增殖能力的影响，为ＰＣａ建立潜在的治疗靶点提
供依据。

１　材料与方法
１１　材料　人前列腺癌雄激素依赖性 ＬＮＣａＰ细胞株
（ＡＴＣＣＣＲＬ－１７４０）和 ＰＣ３细胞株购自美国 ＡＴＣＣ细胞
库；胎牛血清 （ＦＢＳ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；逆转录试剂
盒 （批号：ＴＥＲ０１０－１）、ＰＣＲ相关 ＳＹＢＲＰ（批号：
ＧＲ１２０１－１ＭＬ）购自鼎国生物有限公司；ＣＣＫ－８试剂盒
（批号：ＣＫ０４）购自日本同仁化学研究所；β－Ｔｕｂｕｌｉｎ
（ａｂ２１０７９７，１∶１ ０００，Ｒａｂｂｉｔ，ａｂｃａｍ，ＵＫ）、ＴＰＭ１
（ａｂ１５５２６０，１∶１ ０００，Ｒａｂｂｉｔ，Ａｂｃａｍ，ＵＫ）；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和相关转染试剂盒 （批号：１１６６８０１９）购
自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司
１２　方法
１２１　细胞培养及转染　人前列腺癌雄激素依赖性 ＬＮ
ＣａＰ细胞株和雄激素非依赖性前列腺癌 ＰＣ３细胞株
（ＡＴＣＣＣＲＬ－１７４０）培养在含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基
中，均放置于在５％ ＣＯ２、３７℃的培养箱中培养，根据
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００操作说明分别用 ｍｉＲ－１８３－模拟物
（ｍｉＲ－１８３－ｍｉｍｉｃ）和抑制物 （ｍｉＲ－１８３－ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）转
染ＬＮＣａＰ细胞。实验分组：分为模拟物阴性对照组
（ｍｉｍｉｃ－ＮＣｇｒｏｕｐ）、ｍｉＲ－１８３－模拟物组 （ｍｉＲ－１８３－
ｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ）、抑制物阴性对照组 （ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣｇｒｏｕｐ）、
ｍｉＲ－１８３－抑制物组 （ｍｉＲ－１８３－ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ），细胞
转染４８ｈ后，进行后续实验。

１２２　ＲＴ－ｑＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ水平　收集各组转染４８ｈ
后的细胞，在ＴＲＩｚｏｌ试剂，离心，萃取，加异丙醇沉淀，
７５％乙醇洗涤，ＤＥＰＣ水溶解，测 ＲＮＡ纯度和浓度。取
１０００ｎｇ的总ＲＮＡ，配制 ＲＴ反应液，Ｔａｋａｒａ逆转录试剂
盒进行逆转录反应。ｍｉＲ－１８３和 ＧＡＰＤＨ引物由上海生
工生物科技有限公司设计合成，引物序列设计如下：

ｍｉＲ－１８３：５’ －ＣＧＣＧＧＴＡＴＧＧＣＡＣＴＧＧＴＡＧＡ－３’；
５’ －ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ－３’．

ＧＡＰＤＨ： ５’ －ＣＣＴＧＧＣＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧ－３’；
５’ －ＧＧＡＡＧＧＣＣＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＣ－３’．

按说明书配好 ＰＣＲ反应液后，瞬时离心，实时荧光
定量 ＰＣＲ仪扩增 ＴＰＭ１以及内参基因 ＧＡＰＤＨ。通过
２－（△△ＣＴ）法计算Ｌｉｎｃ００１５２的相对表达量。
１２３　ＣＣＫ－８实验检测细胞增殖　转染４８ｈ后，胰酶
消化ＬＮＣＡＰ细胞株，终止消化并重悬细胞，以每孔１×
１０３个细胞，接种到９６孔培养板中。于６ｈ、２４ｈ、４８ｈ、
７２ｈ和 ９６ｈ时，将 ＣＣＫ－８的溶液加入每个孔中，在
３７℃下孵育２ｈ。取出９６孔培养板上酶标仪，在４５０ｎｍ
处检测ＣＣＫ－８的吸光度。根据吸光度描绘曲线。
１２４　Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ检测干扰ｍｉＲ－１８３后ＴＰＭ１的表达水
平　取出转染了４８ｈ后的各组前列腺癌 ＬＮＣＡＰ细胞株，
加ＲＩＰＡ蛋白裂解液，低温离心，提取总蛋白。加入 ＢＣＡ
显色剂，制作标准曲线。蛋白变性１０ｍｉｎ，按配方配制
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ胶，电泳，转ＰＶＤＦ膜，室温封闭２ｈ，加一
抗β－Ｔｕｂｕｌｉｎ（１∶１０００）、ＴＰＭ１（１∶１０００）。４℃孵育过
夜。次日加二抗羊抗兔ＩｇＧ抗体 （１∶１０００，）于摇床上室
温孵育２ｈ。加ＥＣＬ化学发光混合液，曝光显影，ＩｍａｇｅＪ
软件用于分析蛋白质条带的灰度值，统计图分析蛋白表

达量。

１３　统计学方法　数据用 ＳＰＳＳ１７０统计软件处理，计
数资料以均数 ±标准差表示，多组间比较采用单因素方
差分析，两组间比较采用ｔ检验。以Ｐ＜００５表示差异具
有统计学意义。

２　结果
２１　ｍｉＲ－１８３表达对前列腺癌细胞增殖的影响　为研究
ｍｉＲ－１８３对前列腺癌细胞增殖的影响，用 ＲＴ－ｑＰＣＲ检
测进行过表达或抑制 ｍｉＲ－１８３在前列腺癌细胞中的表
达，结果发现过表达 ｍｉＲ－１８３后细胞中 ｍｉＲ－１８３表达
显著升高，反之ｍｉＲ－１８３－ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ处理后细胞中ｍｉＲ－
１８３表达下降，说明外源转录的 ｍｉＲ－１８３－ｍｉｍｉｃ和 ｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ能够增加或抑制 ｍｉＲ－１８３的表达水平 （Ｐ＜００５）
（表１）。在前列腺癌细胞中，过表达 ｍｉＲ－１８３后前列腺
癌细胞的活力升高，而干扰 ｍｉＲ－１８３后，细胞活力下降
（图１）（Ｐ＜００５）。以上结果说明过表达 ｍｉＲ－１８３促进
前列腺癌细胞的增殖。
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表１　ＲＴ－ｑＰＣＲ实验检测ｍｉＲ－１８３的表达结果 （ｎ＝３，ｘ±ｓ，２－ΔΔＣｔ）

组别 ＬＮＣａＰ ＰＣ３
ｍｉｍｉｃ－ＮＣ １００±００２ １００±００１

ｍｉＲ－１８３－ｍｉｍｉｃ ２１４±００３ ２５６±００７

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ １１４±００２ ０９３±００６
ｍｉＲ－１８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０４０±００５＃ ０３５±００４＃

　　注：ＬＮＣａＰ－人前列腺癌雄激素依赖性 ＬＮＣａＰ细胞株；ＰＣ３－人雄激素非依赖性前列腺癌 ＰＣ３细胞株。与模拟物阴性对照组相

比，Ｐ＜００５；与抑制物阴性对照组相比，＃Ｐ＜００５。

　　过表达ｍｉＲ－１８３显著提高了前列腺癌细胞的活力，
而ｍｉＲ－１８３抑制剂则显著降低了前列腺癌细胞的活力

（Ｐ＜００５，表２）。因此，ｍｉＲ－１８３可能在前列腺癌细胞
的增殖中发挥作用。

图１　ＣＣＫ－８法检测细胞活力

　　注：Ｐ＜００５ｖｓｍｉｍｉｃ－ＮＣ组，＃Ｐ＜００５ｖｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组。ｍｉＲ－１８３ｍｉｍｉｃ组、ｍｉＲ－１８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、ｍｉｍｉｃ－
ＮＣ组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ组分别是转染ｍｉＲ－１８３ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ－１８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｍｉｍｉｃ－ＮＣ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ的ＬＮＣａＰ或ＰＣ３细
胞。实验重复３次。

２２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测 ＴＰＭ１的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ
实验结果表明，在前列腺癌细胞 ＬＮＣａＰ中过表达 ｍｉＲ－
１８３后ＴＰＭ１的表达显著降低，抑制ｍｉＲ－１８３后ＴＰＭ１的

表达显著升高 （Ｐ＜００５）（表２）。说明细胞中ｍｉＲ－１８３
能够靶向抑制ＴＰＭ１的表达，ＴＰＭ１在前列腺癌中低表达。

表２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测ＴＰＭ１的表达结果 （ｎ＝３，ｘ±ｓ，２－ΔΔＣｔ）

组别 ＴＰＭ１
ｍｉｍｉｃ－ＮＣ ０７５±００４

ｍｉＲ－１８３ｍｉｍｉｃ ０４０±００２

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ＮＣ ０７２±００３
ｍｉＲ－１８３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １５３±００６＃

　　注：ＴＰＭ１－原肌球蛋白１。与模拟物阴性对照组相比，Ｐ＜００５；与抑制物阴性对照组相比，＃Ｐ＜００５。

３　讨论
研究表明ｍｉＲＮＡｓ参与了前列腺癌的发展和进展［１２］。

ｍｉＲ－１８３在前列腺癌中发挥肿瘤促进作用，ｍｉＲ－１８３的
高表达与多种肿瘤状态进展、淋巴结转移呈正相关，并

且在体外和体内促进肿瘤进展［１３］。尽管ｍｉＲ－１８３逐步被
证实为多参与了种人类恶性肿瘤形成，但是其与前列腺

癌的关系却尚不清楚。

本研究使用模拟物和抑制剂进行了功能增加和功能

敲低实验，ｑＲＴ－ＰＣＲ结果表明外源转录的 ｍｉＲ－１８３－
ｍｉｍｉｃ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ能够增加或抑制 ｍｉＲ－１８３的表达水平。
许多国内外研究均表明，ＴＰＭ１具有抑癌作用［１４－１５］。研

究发现 ｍｉＲＮＡ－１８３可以通过靶向 ＰＤＣＤ４抑制食管癌细
胞的凋亡，促进其细胞增殖［１６］。我们推测ｍｉＲ－１８３可能
靶向ＴＰＭ１基因在前列腺癌中发挥作用。本实验 ＣＣＫ－８
实验结果显示过表达ｍｉＲ－１８３表达后前列腺癌细胞的增
殖能力明显升高，反之干扰 ｍｉＲ－１８３表达后前列腺癌细
胞的增殖能力明显降低。本 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ结果表明，过
表达ｍｉＲ－１８３后ＴＰＭ１的表达下调，促进了细胞的增殖
从而加速前列腺癌的进展。反之，则抑制前列腺癌的进

展。

综上所述，研究证实过表达 ＬＮＣａＰ和 ＰＣ３细胞中
ｍｉＲ－１８３在体外促进前列腺癌细胞株的增殖。本实验显
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