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［［摘 要］］   目的目的：：探讨微小 RNA （miR） -30c-5p 对人前列腺癌细胞 （LNCap） 增殖、迁移和侵袭的

影 响 ， 并 阐 明 其 可 能 的 机 制 。 方 法方 法 ：： LNCap 细 胞 根 据 转 染 质 粒 不 同 分 为 LNCap 组 （无 转 染 质 粒）、

miR-30c-5p mimic 组 （转染 miR-30c-5p mimic）、mimic NC 组 （转染 miR-30c-5p mimic NC）、sh-DNA
损 伤 诱 导 转 录 因 子 4 （DDIT4） 组 （转 染 sh-DDIT4）、 sh-NC 组 （转 染 sh-DDIT4 NC）、 miR-30c-5p 
mimic+pc-DNA3. 1-NC 组 （共转染 miR-30c-5p mimic 和 pc DNA3. 1-DDIT4 空载质粒） 和 miR-30c-5p 
mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 组 （共 转 染 miR-30c-5p mimic 和 pc-DNA3. 1-DDIT4 过 表 达 质 粒），

RWPE-1 细 胞 正 常 培 养 。 实 时 荧 光 定 量 PCR （RT-qPCR） 法 检 测 各 组 细 胞 中 miR-30c-5p 和 DDIT4 
mRNA 表 达 水 平 ， Western blotting 法 检 测 各 组 细 胞 中 DDIT4 蛋 白 表 达 水 平 ， CCK-8 法 检 测 各 组

LNCap 细胞增殖率，Transwell 小室实验检测各组 LNCap 细胞侵袭细胞数，划痕实验检测各组 LNCap
细胞划痕愈合率，双荧光素酶报告基因实验验证 miR-30c-5p 与 DDIT4 的靶向关系。体内裸鼠成瘤实

验 ， 18 只 雄 性 BALB/c 裸 鼠 随 机 分 为 空 白 组 、 agomiR-NC 组 （转 染 agomiR-30c-5p NC） 和 agomiR-

30c-5p 组 （转 染 agomiR-30c-5p）， 每 组 6 只 。 agomiR-NC 组 和 agomiR-30c-5p 组 裸 鼠 皮 下 注 射 LNCap
细胞，空白组裸鼠注射等量生理盐水，检测各组小鼠肿瘤体积。HE 染色观察各组小鼠前列腺癌组织

形态表现，RT-qPCR 法和免疫荧光染色法检测各组小鼠前列腺癌组织中 miR-30c-5p 和 DDIT4 mRNA
表达水平及 DDIT4 蛋白荧光强度。结果结果：：体外前列腺癌细胞实验，与人正常前列腺上皮 RWPE-1 细

胞比较，前列腺癌 LNCap 细胞中 miR-30c-5p 表达水平明显降低 （P<0. 01），DDIT4 mRNA 和蛋白表

达水平明显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01）；转染 48 h 后，与 LNCap 组和 mimic NC 组比较，miR-30c-5p 
mimic 组 LNCap 细 胞 中 miR-30c-5p 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 01）。 与 LNCap 组 和 sh-NC 组 比 较 ，

sh-DDIT4 组 LNCap 细 胞 中 DDIT4 mRNA 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<0. 01）； 与 miR-30c-5p mimic 组 和

miR-30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC 组比较，miR-30c-5p mimic +pc-DNA3. 1-DDIT4 组 LNCap 细胞中

miR-30c-5p表达水平明显降低 （P<0. 01）；与miR-30c-5p mimic组和miR-30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC组

比较，miR-30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 组 LNCap 细胞中 DDIT4 mRNA 表达水平明显升高 （P<
0. 01）； 与 miR-30c-5p mimic 组 和 miR-30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC 组 比 较， miR-30c-5p mimic+ 
pc-DNA3. 1-DDIT4 组 LNCap 细胞中 DDIT4 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05）。CCK-8 法检测，与

LNCap 组 和 mimic NC 组 比 较 ， miR-30c-5p mimic 组 LNCap 细 胞 增 殖 率 明 显 降 低 （P<0. 01）； 与

LNCap 组 和 sh-NC 组 比 较，sh-DDIT4 组 LNCap 细 胞 增 殖 率 明 显 降 低 （P<0. 01）；与 miR-30c-5p 
mimic 组 和 miR-30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC 组 比 较 ， miR-30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 组

LNCap 细胞增殖率明显升高 （P<0. 01）。Transwell 小室实验检测，与 LNCap 组和 mimic NC 组比较，
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miR-30c-5p mimic 组 LNCap 细 胞 侵 袭 细 胞 数 明 显 减 少 （P<0. 01）；与 LNCap 组 和 sh-NC 组 比 较 ，

sh-DDIT4 组 LNCap 细 胞 侵 袭 细 胞 数 明 显 减 少 （P<0. 01）； 与 miR-30c-5p mimic 组 和 miR-30c-5p 
mimic+pcDNA3. 1 NC 组比较，miR-30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 组 LNCap 细胞侵袭细胞数明显

增加 （P<0. 01）。划痕实验检测，与 LNCap 组和 mimic NC 组比较，miR-30c-5p mimic 组 LNCap 细胞划

痕愈合率明显降低 （P<0. 01）；与 LNCap 组和 sh-NC 组比较，sh-DDIT4 组细胞划痕愈合率明显降低

（P<0. 01）；与 miR-30c-5p mimic 组和 miR-30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC 组比较，miR-30c-5p mimic+
pc-DNA3. 1-DDIT4组细胞划痕愈合率明显升高 （P<0. 01）。双荧光素酶实验检测，与共转染 WT-DDIT4
和 mimic NC 的 LNCap 细胞比较，共转染 WT-DDIT4 和 miR-30c-5p mimic 的 LNCap 细胞中荧光素酶

活 性 明 显 降 低 （P<0. 01）。 体 内 裸 鼠 成 瘤 实 验 ， 细 胞 注 射 后 第 3、 6、 9、 12 和 15 天 ， 与 空 白 组 和

agomiR-NC 组 比 较 ， agomiR-30c-5p 组 裸 鼠 肿 瘤 体 积 明 显 减 小 （P<0. 05）。 HE 染色观察，空白组和

agomiR-NC 组小鼠前列腺癌组织中细胞核增大，核仁突出且畸形；agomiR-30c-5p 组小鼠前列腺癌组织

部分区域细胞排列整齐，细胞核恢复正常形态。RT-qPCR 法和免疫荧光染色法检测，与 agomiR-NC 组

比 较 ， agomiR-30c-5p 组 小 鼠 前 列 腺 癌 组 织 中 miR-30c-5p 表 达 水 平 明显升高 （P<0. 01）；与空白组和

agomiR-NC 组比较，agomiR-30c-5p组小鼠前列腺癌组织中 DDIT4 mRNA 表达水平明显降低 （P<0. 01）；

DDIT4 蛋白主要在细胞质表达，与空白组和 agomiR-NC 组比较，agomiR-30c-5p 组小鼠前列腺癌组织中

DDIT4 蛋白荧光强度明显降低 （P<0. 01）。结论结论：：miR-30c-5p 在前列腺癌 LNCap 细胞中表达水平明显

降低，其可通过靶向下调 DDIT4 抑制前列腺癌细胞增殖、迁移和侵袭，从而参与前列腺癌的发生发展。

［［关键词］］   前列腺肿瘤； 微小 RNA-30c-5p； DNA 损伤诱导转录因子 4； 细胞增殖； 细胞迁移
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Inhibitory effect of miR-30c-5p on proliferation, migration, and 
invasion of prostate cancer cells and its mechanism
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ABSTRACT  Objective： To discuss the effect of microRNA （miR）-30c-5p on the proliferation， migration， 
and invasion of the human prostate cancer cells （LNCap），  and to clarify its possible mechanism.
Methods： The LNCap cells were divided into LNCap group （without plasmid transfection）， miR-30c-5p 
mimic group （transfected with miR-30c-5p mimic）， mimic NC group （transfected with miR-30c-5p mimic 
NC）， sh-DNA damage inducible transcript 4 （DDIT4） group （transfected with sh-DDIT4）， sh-NC group 

（transfected  with  sh-DDIT4 NC），  miR-30c-5p  mimic+pc-DNA3. 1-NC  group  （co-transfected  with 
miR-30c-5p mimic and pc-DNA3. 1 empty vector）， and miR-30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 group 

（co-transfected with miR-30c-5p mimic and pc-DNA3. 1-DDIT4 over-expression plasmid）.  The RWPE-1 
cells were cultured normally. Real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR） method was used to 
detect the expression levels of miR-30c-5p and DDIT4 mRNA in the cells in various groups； Western 
blotting method was used to detect the expression levels of DDIT4 protein in the cells in various groups； 
CCK-8 method was used to detect the proliferation rates of the LNCap cells in various groups； Transwell 
assay was used to detect the numbers of the invasion LNCap cells in various groups； Scratch assay was used 
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to detect the scratch healing rates of LNCap cells in various groups； dual-luciferase reporter assay was used 
to detect the targeting relationship between miR-30c-5p and DDIT4. In the in vivo tumor formation 
experiment， 18 male BALB/c nude mice were divided randomly into blank group， agomiR-NC group 

（transfected with agomiR-30c-5p NC）， and agomiR-30c-5p group （transfected with agomiR-30c-5p）； there 
were six mice in each group. The mice in agomiR-NC group and agomiR-30c-5p group were subcutaneously 
injected with LNCap cells， while the mice in blank group were given an equal volume of physiological 
saline.  The volumes of tumor of the mice in various groups  were detected.  HE staining was used to 
observe the morphology of prostate cancer tissue the mice of in various groups； RT-qPCR method and 
immunofluorescence staining were used to detect the expression levels of miR-30c-5p and DDIT4 mRNA 
and the fluorescence intensities of DDIT4 protein in prostate cancer tissue of the mice  in various groups.  
Results： The In vitro prostate cancer cell experiment results showed that compared with RWPE-1 cells， 
the expression level of miR-30c-5p in the prostate cancer LNCap cells was decreased （P<0. 01）， and the 
expression levels of DDIT4 mRNA and protein were increased （P<0. 05 or P<0. 01）.  After 48 of 
transfection， compared with LNCap group and mimic NC group， the expression level of miR-30c-5p in the  
LNCap cells in miR-30c-5p mimic group was increased （P<0. 01）.  Compared with LNCap group and 
sh-NC group， the expression level of DDIT4 mRNA in the LNCap cells in sh-DDIT4 group was decreased 

（P<0. 01）.  Compared with miR-30c-5p mimic group and miR-30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC group， the 
expression level of miR-30c-5p in The LNCap cells in miR-30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 group was 
decreased （P<0. 01）； compared with miR-30c-5p mimic group and miR-30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC 
group， the expression level of DDIT4 mRNA in the LNCap cells in miR-30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-

DDIT4 group was increased （P<0. 01）； compared with miR-30c-5p mimic group and miR-30c-5p 
mimic+pcDNA3. 1 NC group， the expression level of DDIT4 protein in the LNCap cells in miR-30c-5p 
mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 group was increased （P<0. 05）.  The CCK-8 method results showed that 
compared with LNCap group and mimic NC group， the proliferation rate of the LNCap cells in miR-30c-5p 
mimic group was decreased （P<0. 01）； compared with LNCap group and sh-NC group， the proliferation 
rate of the LNCap cells in sh-DDIT4 group was decreased （P<0. 01）； compared with miR-30c-5p mimic 
group and miR-30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC group， the proliferation rate of the LNCap cells in miR-30c-5p 
mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 group was increased （P<0. 01）.  The Transwell assay results showed that 
compared with LNCap group and mimic NC group， the number of the invasion LNCap cells in miR-30c-5p 
mimic group was decreased （P<0. 01）； compared with LNCap group and sh-NC group， the number of 
invasion LNCap cells in sh-DDIT4 group was decreased （P<0. 01）； compared with miR-30c-5p mimic 
group and miR-30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC group， the number of  the invasion LNCap cells in miR-

30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 group was increased （P<0. 01）. The scratch assay results showed 
that compared with LNCap group and mimic NC group， the scratch healing rate of  the LNCap cells in 
miR-30c-5p mimic group was decreased （P<0. 01）； compared with LNCap group and sh-NC group， the 
scratch healing rate of the LNCap cells in sh-DDIT4 group was decreased （P<0. 01）； compared with 
miR-30c-5p mimic group and miR-30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC group， the scratch healing rate of the 
LNCap cells in miR-30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 group was increased （P<0. 01）.  The dual-
luciferase reporter assay results showed that compared with the LNCap cells co-transfected with WT-DDIT4 
and mimic NC， the luciferase activity of the LNCap cells co-transfected with WT-DDIT4 and miR-30c-5p 
mimic was decreased （P<0. 01）.  The in vivo nude mouse tumor formation experiment results showed that 
 on the 3 rd， 6 th， 9 th， 12 th， and 15th days after cell injection， compared with blank group and agomiR-NC 
group， the tumor volumes of the nude mice in agomiR-30c-5p group were decreased （P<0. 05）.  The HE 
staining results showed that in prostate cancer tissue of the  mice in blank group and agomiR-NC group， the 
cell nuclei were enlarged， and nucleoli were prominent and deformed.  In the  mice in agomiR-30c-5p 
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group， some regions of prostate cancer tissues results showed neatly arranged cells with normally shaped 
nuclei.  The RT-qPCR and immunofluorescence staining showed that compared with agomiR-NC group， 
the expression level of miR-30c-5p in prostate cancer tissue of the mice in agomiR-30c-5p group was 
increased （P<0. 01）.  Compared with blank group and agomiR-NC group， the expression level of DDIT4 
mRNA in prostate cancer tissue of the mice in agomiR-30c-5p group was decreased （P<0. 01）.  DDIT4 
protein was mainly expressed in the cytoplasm.  Compared with blank group and agomiR-NC group， the 
fluorescence intensity of DDIT4 protein in prostate cancer tissue of the mice in agomiR-30c-5p group was 
decreased （P<0. 01）.  Conclusion： The expression level of miR-30c-5p in the prostate cancer LNCap cells 
is decreased， and it inhibits the proliferation， migration， and invasion of the prostate cancer cells by 
targeting downregulation of DDIT4， thereby participating in the occurrence and development of prostate 
cancer.
KEYWORDS Prostate    tumor ；     Micro  RNA-30c-5p ；     DNA   damage-inducible   transcript  4 ；

Cell proliferation；  Cell migration

前列腺癌是全世界男性中常见的癌症，每年约

160 万例患者发病，其中 36. 6 万例患者死亡，大多

数患者最终会进展为去势抵抗性前列腺癌，目前临

床尚无有效的治疗手段 ［1］。因此，寻找新的更有效

的前列腺癌治疗靶点尤为关键。创新型诊断性生物

标志物可以避免对患者进行不必要的活检和过度治

疗，目 前 已 发 现 前 列 腺 癌 基 因 3 （prostate   cancer 
antigen 3， PCA3） 等 多 种 生 物 标 志 物 ［2］， 但 是 前

列腺癌的病因及其发展机制尚不明确，因此，需要

进一步探讨前列腺癌的发病机制，以发现更加有效

的诊断和治疗方法。

微小 RNA （micro RNAs，miRNAs） 是一类高

度保守且具有组织特异性的非编码小片段 RNA ［3］。

研究 ［4］ 发现：miR-34a 是一种可用于治疗前列腺癌

的 miRNA， 肿 瘤 蛋 白 P53 （tumor protein P53，

TP53） 活 化 miR-34a 的 启 动 子 区 域 ， 其 表 达 上 调

导致细胞周期停滞。BONAFÉ 等 ［5］ 发现：过表达

miR-30c-5p 能够下调丝氨酸或苏氨酸激酶通路中蛋

白激酶 B （protein kinase B，Akt） 和 P53-B 细胞淋

巴 瘤 2 （B-cell lymphoma-2， Bcl-2） 通 路 活 性 ， 进

一步调控胶质母细胞瘤的发生发展。研究 ［6］ 发现：

过 表 达 的 miR-30c-5p 会 阻 碍 膀 胱 癌 细 胞 的 生 长 、

迁移和侵袭能力并导致细胞周期停滞。DNA 损伤

诱导转录因子 4 （DNA damage inducing transcription 
factor 4，DDIT4） 是一种线粒体和肿瘤相关蛋白，

参与肿瘤耐药、增殖和侵袭，StarBase 数据库预测

DDIT4 是 miR-30c-5p 的 潜 在 靶 向 基 因 ［7］。 研 究 ［8］

表明：DNA 损伤诱导转录因子 4 反义 RNA1 （DNA 
damage inducible transcript 4 antisense RNA1，

DDIT4-AS1） 在 三 阴 性 乳 腺 癌 （triple-negative 

breast cancer， TNBC） 细 胞 系 和 组 织 中 高 表 达 ，

并 通 过 激 活 自 噬 促 进 TNBC 细 胞 的 增 殖 、 迁 移 和

侵袭。尽管在前列腺癌的鉴别诊断中已发现多种具

有临床意义的长链非编码 RNA 分子，但因其在研

究中的一致性等问题而一直存在争议，miRNAs 等

短链非编码 RNA 分子因其稳定性而在疾病鉴别诊

断 中 具 有 潜 在 的 价 值 ［9］。 目 前 有 关 miR-30c-5p 与

靶标共同调控前列腺癌的作用机制尚未完全阐明。

本研究采用体外细胞实验联合体内动物实验，探讨

miR-30c-5p 对前列腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的影

响，并初步阐明其作用机制，旨在为前列腺癌的治

疗提供新的思路。

1 材料与方法  

1. 1　　动物动物 、、细胞细胞 、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　 雄 性 BALB/c
裸鼠 18 只，体质量 19~20 g，购自中国科学院昆明

动 物 所 ， 实 验 动 物 生 产 许 可 格 证 号 ： SCXK （湘）

2019-0004。 人 正 常 前 列 腺 上 皮 RWPE-1 细 胞 （货

号： tings-1618238） 购自合肥万物生物科技有限公

司，人前列腺癌 LNCap 细胞 （货号：C6515） 购自

上 海 碧 云 天 生 物 科 技 有 限 公 司 。 RPMI-1640 培 养

基、Defined K-SFM 培养基、1% 青 -链霉素溶液和

总 RNA 提取试剂盒均购自中国上海赛默飞世尔科

技有限公司，pcDNA3. 1 载体购自上海酶研生物科

技有限公司，psiCHECK-2 荧光素酶报告基因载体

购自美国 Promega 公司，CCK-8 试剂盒购自北京索

莱宝公司，抗DDIT4（货号：ab191871）、抗 GAPDH
（货 号 ： ab8245） 和 山 羊 抗 兔 二 抗 抗 体 （货 号 ：

ab205718） 购自英国 Abcam 公司，RIPA 蛋白裂解

液 购 自 上 海 碧 云 天 生 物 科 技 有 限 公 司 ， Transwell
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小室购自美国康宁公司。倒置荧光显微镜 （型号：

DP74） 购 自 日 本 OLYMPUS 公 司 ， -20 ℃ 冰 柜

（型号：BCD-200） 购自合肥美菱公司，单孔水浴

锅 （型 号 ： 尚 光） 购 自 上 海 尚 道 仪 器 制 造 有 限 公

司，低速离心机 （型号：TD5B） 购自长沙湘智离

心机仪器有限公司，细胞培养箱 （型号：CI-191C）

购自美国精骐有限公司。

1. 2　　 细 胞 培 养细 胞 培 养 、、转 染 和 分 组转 染 和 分 组　　 LNCap 细 胞 和

RWPE-1 细胞接种于含 10% 胎牛血清 （fetal bovine 
serum， FBS） 和 1% 青 -链 霉 素 溶 液 的 RPMI-1640
培养基中，将培养基置于 37 ℃、5% CO2 细胞培养

箱 中 培 养 。 当 细 胞 融 合 度 达 60% 时 ， 调 整 细 胞 密

度为 1. 0×105 mL－1，将 LNCap 细胞根据转染质粒

不 同 分 为 LNCap 组 （无 转 染 质 粒）、 miR-30c-5p 
mimic 组 （转 染 miR-30c-5p mimic）、 mimic NC 组

（转染 miR-30c-5p mimic NC）、sh-DDIT4 组 （转染

sh-DDIT4）、 sh-NC 组 （ 转 染 sh-DDIT4 NC）、

miR-30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-NC 组 （ 共 转 染

miR-30c-5p mimic 和 pc DNA3. 1-DDIT4 空载质粒）

及 miR-30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 组 （共

转 染 miR-30c-5p mimic 和 pc-DNA3. 1-DDIT4 过 表

达 质 粒 ），  RWPE-1 细 胞 正 常 培 养 。 按 照

LipofectamineTM 2000 转染试剂盒说明书操作，混匀

后 放 入 37 ℃ 培 养 箱 中，采 用 实 时 荧 光 定 量 PCR
（real-time fluorescence quantitative PCR，RT-qPCR）

法 和 Western blotting 法 验 证 细 胞 转 染 效 率 。 细 胞

转染效率＝转染细胞数/细胞总数×100%。

1. 3　　 RT--qPCR 法 检 测 各 组 细 胞 中法 检 测 各 组 细 胞 中 miR--30c--5p 和和

DDIT4 mRNA 表达水平表达水平　　选取对数生长期 LNCap
细 胞，采 用 TRIzol 试 剂 提 取 各 组 LNCap 细 胞 总

RNA。 经 反 转 录 试 剂 盒 逆 转 录 为 cDNA， 进 行

PCR 扩 增 。 扩 增 条 件 ： 95 ℃预 变 性 10 min， 95 ℃
变性，60 ℃退火 20 s，72 ℃伸长 34 s，共循环 30 次。

以 U6 和 GAPDH 为 内 参 ， 采 用 2—△△Ct 法 计 算 目 的

基因表达水平。引物序列见表 1。

1. 4　　 Western blotting 法 检 测 各 组 细 胞 中法 检 测 各 组 细 胞 中 DDIT4

蛋白表达水平蛋白表达水平　　细胞转染 48 h 后，采用 RIPA 裂解

液 裂 解 各 组 细 胞 ， BCA 试 剂 盒 检 测 蛋 白 质 浓 度 。

将提取的蛋白质用 10% 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，

然后转移至聚偏二氟乙烯膜上，采用 5% 牛血清白

蛋 白 密 封 1 h。 将 膜 与 一 抗 DDIT4 （1∶ 1 000） 及

相应的山羊抗兔二抗 （1∶2 000） 于 4 ℃混合过夜。

采 用 磷 酸 盐 缓 冲 液 （phosphate buffered saline，

PBS） 洗膜后，化学发光试剂进行显影，以 GAPDH
（1∶1 000） 为内参，采用 Image J 软件分析蛋白条

带灰度值，计算 DDIT4 蛋白表达水平。DDIT4 蛋

白表达水平=DDIT4 蛋白条带灰度值/内参蛋白条

带灰度值。

1. 5　　CCK--8 法检测各组法检测各组 LNCap 细胞增殖率细胞增殖率　　选取

对 数 生 长 期 LNCap 细 胞 进 行 计 数 ， 细 胞 消 化 、 重

悬 和 离 心 后 ， 将 细 胞 接 种 于 96 孔 细 胞 培 养 板 中 ，

孵 育 0、 24 和 48 h， 并 在 对 应 时 间 点 分 别 加 入

10 μL CCK-8 试剂，将培养基更换为细胞活性检测

液，继续孵育 1~2 h。采用分光光度计于波长 450 nm
处检测各孔吸光度 （A） 值，重复 3 次，取平均值，

计 算 各 组 细 胞 增 殖 率 。 细 胞 增 殖 率 = （实 验 孔

A 值 － 空 白 孔 A 值） / （对 照 孔 A 值 － 空 白 孔

A 值） ×100%。

1. 6　　 Transwell 小室实验检测各组小室实验检测各组  LNCap 细胞侵细胞侵

袭细胞数袭细胞数　　 将 无 血 清 培 养 基 与 Matrigel 溶 液 配 比 ，

将 其 平 铺 于 Transwell 小 室 上 室 ， 放 入 培 养 箱 静 置

至凝固。选取对数生长期 LNCap 细胞株进行消化、

重 悬 和 离 心 后 ， 采 用 无 血 清 培 养 基 将 细 胞 稀 释 至

3. 0×105 mL－1，取 100 μL 细胞溶液加入 Transwell
小 室 的 Matrigel 基 质 胶 上 ， 在 Transwell 小 室 的 下

室加入完全培养基。培养 24 h 后，用棉签擦拭上室

细胞，甲醇固定 30 min，双蒸馏水洗涤 2~3 次，然

后 用 0. 5% 结 晶 紫 染 色 ， 光 学 显 微 镜 下 观 察 并 拍

照，随机选取 5 个视野计数各组穿膜细胞数，并取

其平均值即为侵袭细胞数，以侵袭细胞数代表各组

LNCap 细胞侵袭能力。实验重复 3 次。

1. 7　　 划 痕 实 验 检 测 各 组划 痕 实 验 检 测 各 组 LNCap 细 胞 划 痕 愈 合 率细 胞 划 痕 愈 合 率　　

 将 各 组 LNCap 细 胞 接 种 于 12 孔 细 胞 培 养 板 中 ，

37 ℃条件下培养 24 h。采用移液枪枪头进行划痕，

PBS 缓 冲 液 洗 涤 。 加 入 RPMI-1640 培 养 基 进 行 培

表表 1　　PCR 引物序列引物序列

TabTab.. 11　　Primer sequences of PCRPrimer sequences of PCR

Gene
miR-30c-5p

DDIT4

U6

GAPDH

Primer sequence
F  5'-GGGAGAGGGGACCCCG-3'
R  5'-AGTGCAGGGTCCGAGGTATT-3'
F  5'-CTGTCCTCACCATGCCTAGC-3'
R  5'-TCCCGATGGGATAGGAAGCC-3'
F  5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'
R  5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'
F  5'-TTGCCCTCAACGACCACTTT-3'
R  5'-TGGTCCAGGGGTCTTACTCC -3'
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养，分别于 0 和 24 h 拍摄细胞，计算各组细胞划痕

愈合率，以代表各组细胞迁移能力。细胞划痕愈合

率= （0 h 划 痕 宽 度 -24 h 划 痕 宽 度） /0 h 划 痕 宽

度×100%。实验重复 3 次。

1. 8　　 双 荧 光 素 酶 标 记 检 测 各 组 细 胞 荧 光 素 酶 活双 荧 光 素 酶 标 记 检 测 各 组 细 胞 荧 光 素 酶 活

性性　　采用双荧光素酶报告基因实验检测 miR-30c-5p
与 DDIT4 之间的靶向关系。构建 DDIT4 的 3'-UTR
区 的 突 变 型 （MUT-DDIT4） 和 野 生 型 （WT-

DDIT4） 质 粒 。 将 LNCap 细 胞 消 化 和 离 心 ， 采 用

不 含 血 清 RPMI-1640 培 养 基 进 行 重 悬 和 培 养，培

养 12 h 后 将 mimic NC 和 miR-30c-5p mimic 分 别 与

MUT-DDIT4 及 WT-DDIT4 共 转 染 至 LNCap 细 胞

中，后更换为有血清的培养基培养，培养 48 h 后，

采用报告基因测定系统试剂盒检测各组细胞荧光素

酶 活 性 。 细 胞 荧 光 素 酶 活 性 = 萤 火 虫 荧 光 素 酶 活

性/海肾荧光素酶活性。

1. 9　　 裸 鼠 成 瘤 实 验 造 模 和 分 组裸 鼠 成 瘤 实 验 造 模 和 分 组　　 采 用 皮 下 注 射

LNCap 细胞和分别转染 agomir-NC 和 agomiR-30c-5p
的 LNCap 细胞构建肿瘤生长小鼠模型。将 18 只雄

性 BALB/c 裸鼠随机分为空白组、agomiR-30c-5p 组

（转   染   agomiR-30c-5p）  和   agomiR-NC  组 （转    染
agomiR-30c-5p NC）， 每 组 6 只 。 将 LNCap 细 胞 通

过皮下注射至小鼠构建体内肿瘤生长模型，待瘤体

生长后 2 周开始向瘤体注射 agomiR，注射剂量为每

只每次 5 nmol，每周注射 2 次，共注射 2 周，空白组

裸鼠注射等量生理盐水，小鼠瘤体长出并饲养 4 周

后进行取材。每隔 3 d 测量各组裸鼠肿瘤长径及短径，

计 算 肿 瘤 体 积 。 肿 瘤 体 积 = ［长 径 × 短 径 2］ /2。

注射后 30 d 对小鼠实施安乐死，收集各组小鼠瘤体

备用。本实验获得云南省肿瘤医院伦理委员会批准

（伦理审批号：KYLX2024-132）。

1. 10　　HE 染色观察各组小鼠前列腺癌组织形态表染色观察各组小鼠前列腺癌组织形态表

现现　　将小鼠瘤体组织于多聚甲醛溶液中固定，进行

脱水、透明和浸蜡处理，石蜡包埋，制备 5 μm 厚

度的切片，再经脱蜡和苏木精 -伊红染色，二甲苯

透明和中性树胶封片，显微镜下观察各组小鼠前列

腺癌组织形态表现，拍照并记录。

1. 11　　RT--qPCR 法和免疫荧光染色法检测各组小法和免疫荧光染色法检测各组小

鼠前列腺癌组织中鼠前列腺癌组织中 miR--30c--5p 和和 DDIT4 mRNA 表表

达水平及达水平及 DDIT4 蛋白荧光强度蛋白荧光强度　　RT-qPCR 步骤同

“1. 3”， 采 用 4% 多 聚 甲 醛 固 定 各 组 LNCap 细 胞

15 min，0. 3%Triton X-100 通透 10 min，采用 5%牛

血清白蛋白于 PBS+0. 1% Tween 20 溶 液 中 阻 断 ，

室温下 1 h。然后，采用抗 DDIT4 抗体于 4 ℃下孵

育 细 胞 过 夜 。 洗 涤 后 ， 羊 抗 兔 二 抗 室 温 下 孵 育 细

胞 2 h。共聚焦显微镜观察各组细胞荧光强度并拍

照 。 采 用 Image J 软 件 进 行 平 均 荧 光 强 度 半 定 量

分析。

1. 12　　 统 计 学 分 析统 计 学 分 析　　 采 用 Graph-Pad Prism 8. 3 统

计 软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 各 组 细 胞 中 miR-30C-5p
表达水平和 DDIT4 mRNA 及蛋白表达水平，各组

细胞增殖率、侵袭细胞数和细胞划痕愈合率及各组

细 胞 中 荧 光 素 酶 活 性 ， 各 组 小 鼠 前 列 腺 癌 组 织 中

miR-30c-5p 和 DDIT4 mRNA 表达水平及 DDIT4 蛋

白 荧 光 强 度 均 符 合 正 态 分 布 ， 以 x ± s 表 示 ， 多 组

间样本均数比较采用单因素方差分析，组间样本均

数两两比较采用 LSD-t 检验。以 P<0. 05 为差异有

统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　 各 组 细 胞 中各 组 细 胞 中 miR--30c--5p 表 达 水 平 和表 达 水 平 和 DDIT4 

mRNA 及 蛋 白 表 达 水 平及 蛋 白 表 达 水 平　　 与 人 正 常 前 列 腺 上 皮

RWPE-1 细胞 （6. 07±0. 62、0. 34±0. 05 和 0. 45±
0. 04） 比 较，前 列 腺 癌 LNCap 细 胞 中 miR-30c-5p
表 达 水 平 （1. 65±0. 57） 明 显 降 低 （P<0. 01），

DDIT4 mRNA 和 蛋 白 表 达 水 平 （1. 20±0. 18 和

0. 80±0. 20） 均 明 显 升 高 （P<0. 05 或 P<0. 01）。

转染 48 h 后，与 LNCap 组和 mimic NC 组 （3. 02±
1. 77 和 4. 09±0. 08） 比 较 ， miR-30c-5p mimic 组

LNCap 细胞中 miR-30c-5p 表达水平 （12. 30±0. 37）

明 显 升 高 （P<0. 01）。 与 LNCap 组 和 sh-NC 组

（1. 15±0. 14 和 1. 14±0. 13） 比 较 ， sh-DDIT4 组

LNCap 细胞中 DDIT4 mRNA 表达水平（0. 36±0. 03）

明 显 降 低 （P<0. 01）。 与 miR-30c-5p mimic 组 和

miR-30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC 组 （12. 30± 
0. 37 和 1. 04±0. 11） 比 较 ， miR-30c-5p mimic+
pc-DNA3. 1-DDIT4 组 LNCap 细胞中 miR-30c-5p 表

达  水  平 （0. 30 ± 0. 01）  明  显  降  低 （P<0. 01）；

与 miR-30c-5p mimic 组 和 miR-30c-5p mimic+
pcDNA3. 1 NC 组（0. 98±0. 04 和 1. 12±0. 23）比较 ，

miR-30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 组 LNCap
细 胞 中 DDIT4 mRNA 表 达 水 平 （6. 13±0. 68） 明

显升高 （P<0. 01）。与 miR-30c-5p mimic 组 和 miR-

30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC 组（0. 59±0. 16 和

0. 69±0. 06）比较， miR-30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-

DDIT4 组 LNCap 细 胞 中 DDIT4 蛋 白 表 达 水 平

（1. 04±0. 08） 明显升高 （P<0. 05）。见图 1。
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2. 2　　 各 组各 组 LNCap 细 胞 增 殖 率细 胞 增 殖 率　　 与 LNCap 组 和

mimic NC 组 （125. 54%±2. 63% 和 115. 28%± 
4. 73%）比较，miR-30c-5p mimic 组 LNCap 细 胞 增

殖 率 （85. 40%±3. 37%） 明 显 降 低 （P<0. 01）。

与 LNCap 组 和 sh-NC 组（125. 53%±2. 63% 和

125. 02%±0. 38%）比 较 ， sh-DDIT4 组 LNCap 细

胞增殖率 （91. 12%±1. 72%）明显降低 （P<0. 01）。

与 miR-30c-5p mimic 组 和 miR-30c-5p mimic+
pcDNA3. 1 NC 组 （85. 40%±3. 37% 和 85. 87%± 
6. 73%） 比  较，miR-30c-5p  mimic + pc-DNA3. 1-

DDIT4 组 LNCap 细 胞 增 殖 率（103. 92%±4. 10%）

明显升高 （P<0. 01）。

2. 3　　 各 组各 组 LNCap 细 胞 侵 袭 细 胞 数细 胞 侵 袭 细 胞 数　　 与 LNCap 组

和 mimic NC 组 比 较 （200. 33±4. 51 和 192. 00±
5. 29）， miR-30c-5p mimic 组 LNCap 细 胞 侵 袭 细 胞

数 （128. 33±6. 66） 明 显 减 少 （P<0. 01）。 与

LNCap 组 和 sh-NC 组 （200. 33±4. 51 和 190. 67±
6. 03） 比较，sh-DDIT4 组 LNCap 细胞侵袭细胞数

（85. 67±4. 51） 明显减少 （P<0. 01）。与 miR-30c-5p 
mimic 组 和 miR-30c-5p mimic+pcDNA3. 1 NC 组

（128. 33±6. 66和 116. 00±4. 00） 比较，miR-30c-5p 
mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4 组 LNCap 细 胞 侵 袭

细 胞 数 （225. 00±5. 00） 明 显 增 加 （P<0. 01）。

见图 2~4。

2. 4　　 各 组各 组 LNCap 细 胞 划 痕 愈 合 率细 胞 划 痕 愈 合 率　　 与 LNCap 组

和 mimic NC 组 （74. 33%±1. 30% 和 57. 30%± 
1. 65%） 比较，miR-30c-5p mimic 组 LNCap 细胞划

痕 愈 合 率（44. 50%±4. 03%）明 显 降 低（P<0. 01）。

与 LNCap 组 和 sh-NC 组 （74. 33%±1. 30% 和

74. 30%±1. 05%） 比较，sh-DDIT4 组细胞划痕愈

合 率 （41. 07%±2. 63%） 明 显 降 低 （P<0. 01）。

与 miR-30c-5p mimic 组 和 miR-30c-5p mimic+

pcDNA3. 1 NC 组 （44. 50%±4. 03% 和 8. 60%± 
0. 82%）比较，miR-30c-5p mimic+pc-DNA3. 1-DDIT4
组 细 胞 划 痕 愈 合 率 （69. 67%±1. 80%） 明 显 升 高

（P<0. 01）。见图 5。

2. 5　　DDIT4 与与 miR-30c-5p 的靶向关系和各组细胞的靶向关系和各组细胞

中荧光素酶活性中荧光素酶活性　　StarBase 数据库预测发现 DDIT4
和 miR-30c-5p 的 潜 在 靶 向 基 因 ， 二 者 之 间 的 靶 向

结合序列见图 6。双荧光素酶报告基因实验结果显

1         2          3          4          5          6

56 000

37 000

DDIT4

GAPDH

A

1      2      3      4     5      6      7      8      9

56 000

37 000

DDIT4

GAPDH

B

Mr
Mr

A: Expressions of DDIT4 protein（Lane 1, 3, and 5: LNCap group; Lane 2, 4, and 6: RWPE-1 group）；B: Expressions of DDIT4 protein 
（Lane 1, 4, and 7: MiR-30c-5p mimic group; Lane 2, 5, and 8: MiR-30c-5p mimic+pcDNA3.1 NC group; Lane 3, 6, and 9: MiR-30c-5p 
mimic+pc-DNA3.1-DDIT4 group）.

图图 1　各组细胞中　各组细胞中 DDIT4 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图

Fig. 1　　Electrophoregrams  of  expressions  of  DDIT4 protein in cells in various groups

A B C

A: LNCap group; B: Mimic NC group; C: MiR-30c-5p mimic group.
图图 2　　Transwell 小室实验检测转染小室实验检测转染 miR--30c--5p 后各组后各组 LNCap 细胞侵袭细胞数细胞侵袭细胞数（（结晶紫结晶紫, ×100））

Fig. 2　　 Numbers of invasion LNCap cells in various groups after transfected with miR--30c--5p detected by Transwell 

chamber assay（（Crystal violet, ×100））

1638



赵 斌， 等 . miR-30c-5p 对前列腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的抑制作用及其机制

示：与 共 转 染 WT-DDIT4 和 mimic NC 的 LNCap
细 胞 （0. 95±0. 04） 比 较 ， 共 转 染 WT-DDIT4 和

miR-30c-5p mimic 的 LNCap 细 胞 中 荧 光 素 酶 活 性

（0. 31±0. 03） 明 显 降 低 （P<0. 01）； 与 共 转 染

MUT-DDIT4 和 mimic NC 的 LNCap 细胞 （1. 14±
0. 04） 比 较 ， 共 转 染 MUT-DDIT4 和 miR-30c-5p 
mimic 的 LNCap 细 胞 中 荧 光 素 酶 活 性 （1. 08±
0. 06） 差异无统计学意义 （P>0. 05）。

A B C

A: LNCap group; B: Sh-NC group; C: Sh-DDIT4 group.
图图 3　　Transwell 小室实验检测转染小室实验检测转染 sh--DDIT4 后各组后各组 LNCap 细胞侵袭细胞数细胞侵袭细胞数（（结晶紫结晶紫, ×100））

Fig. 3　　Numbers of invasion LNCap cells in various groups after transfected with sh--DDIT4 detected by Transwell 

chamber assay（（Crystal violet, ×100））

LNCap Mimic NC
MiR-30c-5p

mimic Sh-NC Sh-DDIT4

MiR-30c-5p
mimic+

pcDNA3.1 NC

MiR-30c-5p mimic+
pcDNA3.1 NC-

DDIT4

0 h

24 h

图图 5　各组　各组 LNCap 细胞划痕愈合情况细胞划痕愈合情况（（×100））

Fig. 5　　Scratch healing situations of LNCap cells in various groups（（×100））

''

''

''

''

''

''

图图 6　　DDIT4 与与 miR-30c-5p 的靶向结合序列的靶向结合序列

Fig. 6　　 Target   binding   sequences   of   DDIT4   and 

miR-30c-5p

A B C

A: MiR-30c-5p mimic group; B: MiR-30c-5p mimic+pcDNA3.1 NC group; C: MiR-30c-5p mimic+pc-DNA3.1-DDIT4 group.
图图 4　　Transwell 小室实验检测共转染后各组小室实验检测共转染后各组 LNCap 细胞侵袭细胞数细胞侵袭细胞数（（结晶紫结晶紫, ×100））

Fig. 4　　 Numbers of invasion LNCap cells in various groups after co--transfected detected by Transwell chamber assay

（（Crystal violet, ×100））
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2. 6　　各组小鼠移植瘤生长情况各组小鼠移植瘤生长情况　　细胞注射后第 3、

6、 9、 12 和 15 天 ， 与 空 白 组 和 agomiR-NC 组 比

较，agomiR-30c-5p 组裸鼠肿瘤体积明显降低 （P<
0. 05）。见图 7 和表 2。

2. 7　　各组小鼠前列腺癌组织形态表现各组小鼠前列腺癌组织形态表现　　空白组和

agomiR-NC 组小鼠前列腺癌组织中细胞核增大，核

仁突出且畸形；agomiR-30c-5p 组小鼠前列腺癌组织

部 分 区 域 细 胞 排 列 整 齐 ， 细 胞 核 恢 复 正 常 形 态 。

见图 8。

2. 8　　 各 组 小 鼠 前 列 腺 癌 组 织 中各 组 小 鼠 前 列 腺 癌 组 织 中 miR-30c-5p 和和

DDIT4 mRNA 表 达 水 平 及 蛋 白 荧 光 强 度表 达 水 平 及 蛋 白 荧 光 强 度　　 与

agomiR-NC组 （1. 12±0. 10） 比较，agomiR-30c-5p组

小 鼠 前 列 腺 癌 组 织 中 miR-30c-5p 表 达 水 平

（4. 67±0. 56） 明 显 升 高 （P<0. 01）。 与 空 白 组 和

agomiR-NC 组 （1. 03±0. 03 和 0. 99±0. 07）比 较 ，

agomiR-30c-5p 组 小 鼠 前 列 腺 癌 组 织 中 DDIT4 
mRNA 表 达 水 平 （0. 37±0. 09） 明 显 降 低 （P<
0. 01）。DDIT4 蛋白主要在细胞质表达， 与 空 白 组

和 agomiR-NC 组 （73. 76%±2. 57% 和 70. 75%± 
2. 40%）比较，agomiR-30c-5p 组小鼠前列腺癌组织

中 DDIT4 蛋 白 荧 光 强 度 （41. 00%±1. 66%）  明

显降低 （P<0. 01）。见图 9。

表表 2　　各组小鼠肿瘤体积各组小鼠肿瘤体积

TabTab..   22　　Tumor volumes of mice in various groups                       (n=6, x±s, V/mm3)

Group

Blank
AgomiR-NC
AgomiR-30c-5p

Tumor volume
(t/d)          3

92.79±129.41
120.50±170.32

8.99±4.89*△

6
147.28±143.48
170.91±232.65

17.94±19.06*△

9
267.38±158.98
311.53±359.14

34.54±26.11*△

12
372.79±189.07
247.31±155.29

59.61±42.68*△

15
526.00±225.34
465.56±350.72
119.90±63.97*△

*P<0.05 compared with blank group； △P<0.05 compared with agomiR-NC group.

Blank

AgomiR-NC

AgomiR-30c-5p

图图 7　　LNCap 细胞注射第细胞注射第 15 天各组小鼠肿瘤大体形态表现天各组小鼠肿瘤大体形态表现

Fig. 7　　General morphology of tumors of mice in various groups on 15th day after injected with LNCap cells

A B C

A： Blank group； B： AgomiR-NC group； C： AgomiR-30c-5p group.
图图 8　各组小鼠前列腺癌组织形态表现　各组小鼠前列腺癌组织形态表现（（免疫组织化学免疫组织化学，， ×100））

Fig. 8　　Morphology of prostate cancer tissue of mice in various groups （（Immunohistochemistry,×100））
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3 讨  论  

前列腺癌占全球癌症死亡人数的 3. 8% ［10］。尽

管部分患者病程较为缓慢，但大多数患者易发展为

局 部 晚 期 或 转 移 性 癌 症 ［11］。 前 列 腺 癌 的 风 险 因 素

包括预期寿命延长、高红肉饮食、前列腺癌易感基

因 的 遗 传 和 慢 性 炎 症 等 ［12］。 研 究 ［13］ 显 示 ： 超 过

90% 的 癌 症 相 关 死 亡 是 由 转 移 引 起 的 ， 大 部 分 前

列腺癌患者死于癌症转移。识别与前列腺癌失控生

长有关的生物标志物和机制可以帮助制定治疗此类

癌症的新策略。前列腺癌的风险分层或进展是在临

床病理学数据的支持下进行的，如 Gleason 评分和

血 清 前 列 腺 特 异 性 抗 原 （prostate specific antigen，

PSA） 水 平 的 总 和 ， 但 目 前 关 于 PSA 作 为 前 列 腺

癌的诊断、预后和筛查工具存在争议，因此关注其

他 类 型 的 分 子 标 志 物 尤 其 重 要 ［14］。 截 至 2020 年 ，

在 miRBase v22 数 据 库 中 记 录 了 超 过 4 800 个 人 类

成 熟 miRNA ［15］。 miR-375 是 前 列 腺 癌 中 研 究 最 多

的 miRNA， 作 为 前 列 腺 癌 检 测 的 候 选 生 物 标 志 物

具有应用前景 ［16］。miRNA-182 和 miRNA-187 为潜

在 的 前 列 腺 癌 重 要 生 物 标 志 物 ， 且 miRNA-187 可

用于提高前列腺癌诊断和预后准确性 ［17］。

miRNA 参与细胞增殖、迁移和凋亡等生物过程

的 调 节 ， 根 据 其 在 癌 症 中 所 发 挥 的 作 用 ， miRNA
可 分 为 肿 瘤 促 进 剂 和 肿 瘤 抑 制 剂 ［18-19］。 研 究 ［20］

显 示：血小板中含有的 miR-30a-5p、miR-30d-5p 和

miR-30c-5p 可作为 2 型糖尿病并发症动脉粥样硬化

的潜在生物标志物，参与凝血、血小板活化和葡萄

糖 代 谢 等 过 程 。 DU 等 ［21］ 发 现 ： DDIT4 在 胃 癌 组

织 和 细 胞 中 表 达 上 调 ， 而 下 调 DDIT4 表 达 可 抑 制

体 外 和 体 内 胃 癌 细 胞 增 殖，并 增 加 5-氟 尿 嘧 啶 诱

导 的 细 胞 凋 亡 。 烟 酰 胺 核 苷 酸 转 氢 酶 反 义 RNA1
（nicotinamide nucleotide transhydrogenase-antisense 
RNA1， NNT-AS1） 通 过 靶 向 miR-496 上 调

DDIT4 表 达 ， 促 进 前 列 腺 癌 细 胞 的 恶 性 表 型 ［22］。

本研究结果显示：与人正常前列腺上皮 RWPE-1 细

胞 比 较 ， miR-30c-5p 在 前 列 腺 癌 LNCap 细 胞 中 低

表达，DDIT4 在 LNCap 细胞中高表达。转染 miR-

30c-5p mimic 后，LNCap 细胞中 miR-30c-5p 表达水

平明显升高。转染 sh-DDIT4 后，LNCap 中 DDIT4 
mRNA 表达水平明显降低。过表达 miR-30c-5p 明显抑

制 DDIT4 野 生 型 质 粒 的 荧 光 素 酶 活 性 ， 而 在突变

型质粒中，过表达 miR-30c-5p 组与 mimic NC 组荧光

素酶活性比较无明显差异。过表达 miR-30c-5p 能 够

抑制 LNCap 的增殖、迁移和侵袭，而敲低 DDIT4

 Blank                                         AgomiR-NC                               AgomiR-30c-5p

Merge

DAPI

DDIT4

20 μm 20 μm 20 μm

20 μm 20 μm 20 μm

20 μm 20 μm 20 μm

图图 9　免疫荧光染色观察各组小鼠前列腺癌组织中　免疫荧光染色观察各组小鼠前列腺癌组织中 DDIT4 蛋白荧光表达情况蛋白荧光表达情况

Fig. 9　　 Fluorescence  expressions  of  DDIT4  protein  in  prostate  cancer  tissue  of  mice  in various groups observed 

by immunofluorescence staining
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也 可 抑 制 LNCap 的 增 殖 、 迁 移 和 侵 袭 。 共 转 染

miR-30c-5p mimic 和 pcDNA3. 1-DDIT4 后，LNCap
细胞中 DDIT4 mRNA 和蛋白均高表达，能够促进

LNCap 的 增 殖 、 迁 移 和 侵 袭 。 体 内 裸 鼠 成 瘤 实 验

结果显示：转染 agomiR-30c-5p 后，小鼠肿瘤体积

明 显 降 低 、 部 分 LNCap 细 胞 病 理 学 形 态 改 善 、 部

分 区 域 细 胞 排 列 整 齐 且 细 胞 核 恢 复 正 常 形 态 ，

DDIT4 mRNA 表 达 水 平 降 低 ， miR-30c-5p 表 达 水

平 升 高 。 过 表 达 miR-30c-5p 通 过 靶 向 下 调 DDIT4
表达，从而抑制 LNCap 的增殖、迁移和侵袭能力，

表 明 DDIT4 具 有 作 为 前 列 腺 癌 临 床 诊 断 和 治 疗 的

生物标志物的潜力。

综 上 所 述 ， 过 表 达 miR-30c-5p 可 显 著 抑 制 前

列 腺 癌 LNCap 细 胞 的 增 殖 、 转 移 和 侵 袭 。 DDIT4
是 miR-30c-5p 的 靶 基 因 ， 过 表 达 DDIT4 可 逆 转 过

表 达 miR-30c-5p 对 LNCap 细 胞 增 殖 、 迁 移 和 侵 袭

的抑制作用。
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