
书书书

·研究原著· 文章编号：!"""#$%&"（$""%）!’#!$(%#")

野生型 !"#! 对前列腺癌 "#$%&细胞的作用

孙* 明!，$，黄* 健$，林天歆$，庞* 健!，廖勇彬!，胡* 明$，陈学中!

（ ! 中山大学附属江门医院泌尿外科，广东 江门 ($&"%"，$ 中山大学附属第二医院泌尿外科，广东 广州 (!"!$"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$""+#"’#!$；* 接受日期：$""+#!!#!)

作者简介：孙* 明, 博士，副主任医师, -./：!)’$$(&"’+0* 1234/：567#

2478$"")9 !+), :;2

’(()*+ ,( -./0 !"#! ,1 23,4+%+) *%1*)3
*)// /.1) "#$%&
!"# $%&’!，$，(")#* +%,&$，-.# /%,&01%&$，2)#* +%,&!，-.)3
45&’06%&!，(" $%&’$，7(8# 19:0;<5&’!

!<.=3>?2.7? ;@ A>;/;8B， C43782.7 D;5=4?3/， E67 F3?#5.7
A74G.>54?B，C43782.7 ($&"%"，HI473，$<.=3>?2.7? ;@ A>;/;8B，
E.:;7J K@@4/43?.J D;5=4?3/，E67 F3?#5.7 A74G.>54?B，L6378MI;6
(!"!$"，HI473

【564+3%*+】578：-; ;N5.>G. ?I. .@@.:? ;@ O4/J ?B=. #=->?（O?#
=->?）;7 =>;/4@.>3?4;7，:.// :B:/.，47G354;7 37J 248>3?4;7 ;@ =>;5#
?3?. :37:.> :.// /47. PQH3R NB ?>3758.74: 2.?I;J, 8’9:;<=：
S?#=->? :<QK O35 ;N?347.J NB T-#RHT 2.?I;J @>;2 /4G.> :.//
37J 475.>?.J 47?; =/3524J =1LUR#H! @;> ?>375@.:?478 47?; PQH3R
:.//5, -I. 67?>375@.:?.J PQH3R :.//5 5.>G.J 35 ?I. :;7?>;/5, V--
O35 65.J @;> ;N5.>G478 ?I. :.// 8>;O?I 56==>.554;7，@/;O :B?;2.?.>
@;> 3=;=?;545 37J :B:/. =I35.，47G354;7 :3=3N4/4?B .W=.>42.7? @;>
:.// 47G354;7 :3=3N4/4?B O4?I 37?4#;7:;8.7. O?#XPU+ ;7 =>;5?3?.
:37:.> :.// /47. PQH3R NB ?>3758.74: 2.?I;J @;> ’0 I,
>’=?"9=：K@?.> O?#=->? O35 ?>375@.:?.J 47?; PQH3R :.//5，?I.
8>;O?I 56==>.554;7 ;@ PQH3R :.//5 O35 .7I37:.J［（ )!, & Y
’, %）Z @A "Z，2 [ ", "!］，?I. 3=;=?;545 O35 47:>.35.J［（$&, )
Y ), %）Z @A（0, + Y ", &）Z，2 [ ", "!］，?I. 47G354;7 :3=3N4/4?B
O35 J.:>.35.J［ 42248>3?.J :.// =;=6/3?4;7 \ 22$，（!"$, 0 Y !(, ’）
@A（!&$, % Y $(, $），2 [ ", "(］, S?#XPU+ 3/5; J.:>.35.J ?I. >3?4;
;@ PQH3R :.// 47 =I35. L$ \ V，47:>.35.J >3?4; ;@ L" \ L! @>;2
:;7?>;/ 8>;6=（((, & Y %, !）Z ?; ?>375@.:?4;7 8>;6=（%(, " Y
0, 0）Z（2 [ ", "(）, $;#$"?=7;#：S?#XPU+ ?>375@.:?4;7
:37 56==>.55 ?I. 8>;O?I 37J 47J6:. ?I. 3=;=?;545，J.:>.35. ?I.
47G354G. :3=3N4/4?B ;@ PQH3R :.//5，=>;N3N/B NB >.G.>5478 =3>?43//B
4?5 23/48737? =I.7;?B=.,
【@)A-,304】 8.7.5，?62;> 56==>.55;>；=>;5?3?4:，7.;=/3525；

PQH3R；XPU+

【摘* 要】目的：探讨野生型抑癌基因 =->? 对前列腺癌 PQ#
H3R细胞的生长增殖、细胞周期和侵袭转移能力的影响及其
可能的作用机制, 方法：利用 T-#RHT 法克隆目的基因

=->?，并将含 =->? 的 =1LUR#H! 质粒转染入 PQH3R细胞, 分
为转染组和对照组分别进行 V-- 法观察 PQH3R 细胞的生长
抑制率，流式细胞仪观察细胞周期比例变化和凋亡率，细胞爬

片划痕法观察 PQH3R细胞的侵袭转移能力变化, 结果：转染
了野生型抑癌基因 =->? 的前列腺癌 PQH3R 细胞生长抑制率
为（)!, & Y ’, %）Z，对照组为 "Z，差异有统计学意义（2 [
", "!），细胞周期比例表现为 L$ \ V 期减少，L" \ L! 期比例增

加为（%(, " Y 0, 0）Z，对照组为（((, & Y %, !）Z，差异有统计
学意义（2 [ ", "(），细胞凋亡峰为（$&, ) Y ), %）Z ，对照组为
（0, + Y ", &）Z，差异有统计学意义（2 [ ", "!）；每毫米划痕区
内迁移入的细胞数为 !"$, 0 Y !(, ’，对照组为（!&$, % Y $(, $），
差异有统计学意义（2 [ ", "(）, 结论：野生型抑癌基因 XPU+
的转染可以明显抑制前列腺癌 PQH3R细胞的生长增殖，并诱
导其调亡，使其侵袭转移能力下降，其机制可能与野生型抑癌

基因 XPU+ 部分地逆转 PQH3R细胞的恶性表型有关,
【关键词】基因，肿瘤抑制；前列腺肿瘤；PQH3R；XPU+
【中图号】T&%&, !；T%)%, $(* * *【文献标识号】K

BC 引言
新近发现抑癌基因 =->?（X>6==./#/4]. @3:?;> +）

与前列腺癌的发病有密切关系，很可能前列腺癌的关

键的“看门人（83?.]..=.>）”抑癌基因, 本实验即旨在
研究将野生型抑癌基因 =->? 转染入前列腺癌细胞
系 PQH3R后，观察其对 PQH3R细胞生长增殖、细胞周
期及侵袭转移能力的影响，并探求其可能的作用机

制，以期为使用抑癌基因 =->? 治疗激雄素依赖型前
列腺癌提供实验和理论证据,

DC 材料和方法
D, DC 材料 C 目的基因 :<QK 的获得及载体构建按
《分子克隆实验指南》方法从正常人肝组织细胞中提

取 TQK，按 L.7^37]公布的野生型 =->? 基因序列及
文献设计引物序列：(_端引物：(_#KKLL-KHHK#
-LLKHL-LH-HHH-K-L-LH#)_；)_端引物：(_#HL-H-#
KLK-HKLKLL-LHH-H--HK-L-L#)_, T-#RHT 反应
扩增获得 =->? 基因外显子片段 ==->?, ==->? 用内
切酶 6,BD‘和 8C5T‘ 双酶切，真核表达载体 =1LUR#
H! 同样用 6,BD‘ 和 8C5T‘ 双酶切，与 ==->? 相连
接，筛选出重组质粒 =1LUR#H!#=->?,
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!! "# 方法
"! #! "$ 质粒转染$ 将 % !&的 ’()*+,-",!"#$ 和 ".
!&的脂质体加入 ".. !/无血清培养液中，"% 012 后
加入 "! 3 0/的无血清培养液中混匀，并加入处于对
数生长期约 % 4 ".5 6 0/ 的 /7-8+ 细胞培养板中!
9:;，%. 0/ 6 / -<# 培养箱中转染 " =，再加入含 "..
0/ 6 /新生小牛血清的完全培养液 " 0/，在 9:;，%.
0/ 6 / -<# 中继续培养! 转染后每天进行细胞计数及
细胞排斥观察! 同时以 ’()*+,-" 空载体转染的 /7,
-8+细胞作为对照!
"! #! #$ 阳性克隆细胞的筛选和培养$ 荧光显微镜检
查转染后的 /7-8+ 细胞，并采用 )>"3 筛选获得含
!"#$ 基因的阳性 /7-8+ 克隆细胞，继续传代培养 5
?@，收获细胞悬液或取其细胞爬片待用! 人前列腺癌
/7-8+细胞及转染后的 !"#$,/7-8+ 细胞培养于含
".. 0/ 6 / 小牛血清的 A+BC,"5>. 培养液（)1DEF 公
司）中，添加 ".. CG 6 0/ 青霉素及 ".. 0& 6 / 链霉素!
9:;，%. 0& 6 / -<# 的条件下常规培养!
"! #! 9$ 噻唑蓝（BHH）法观察细胞生长抑制率$ 将 %
4 ".5 6 /的前列腺癌 /7-8+ 细胞和转染 !"#$ 后的
/7-8+细胞接种于 I5 孔板，每孔 #.. !/，贴壁生长
>3 =后，弃上清后，每孔加入 #.. !/ 新配制的 % & 6 /
的 BHH，9:;继续孵育 > =，弃上清加入 "%. !/的二
甲基亚砜（JBK<），混匀后于 J)9.## 型酶标仪，在
>I. 20波长测定吸光度（%）! 细胞生长抑制率 L（"
M实验孔测定值 6对照孔测定值）4 "..N ! 重复实验
9 次，结果取平均值!
"! #! >$ 流式细胞仪分析 $ /7-8+ 细胞和转染后的
O/*5,/7-8+细胞，消化分离为 " 4 ".5 6 0/ 的单细胞
悬液，离心后用 .! " 0FP 6 / 的 +QK 液洗涤 9 次，:..
0/ 6 /乙醇固定 9. 012，". & 6 /的 HR1SF2 T,".. ". 0/
处理 ". 012，". & 6 /的 A78UV " 0/处理 ". 012，#! %
& 6 /的碘化丙锭染色 9. 012，采用美国 -FWPSVR 公司
(P1SV (K+型流式细胞仪分析! 重复实验 9 次，结果取
平均值!
"! #! %$ 细胞迁移实验$ 取处于对数生长期的转染前
后的 /7-8+ 细胞，制成单细胞悬液，按 # 4 ".> 个细

胞 6孔将细胞加入 #> 孔细胞培养板，%. 0P 6 / -<# 条

件下 9:;孵育 > X 5 =，在约 5.N X 3.N融合的单层
细胞表面划出一约 # 00 无细胞的细痕! 用 +QK 漂
洗 9 次以去除划下的细胞! 加入新鲜无血清培养液
继续培养 #> = 后，显微镜下计数迁移到单位长度划
痕区的细胞数! 每组做 9 复孔平行样!
统计学处理：所有数据均以均数 Y标准差（& ’

(）表示，采用 K+KK "#! . 统计软件进行处理，采用 )检

验，其中 * Z .! .% 代表差异有统计学意义!

"# 结果
"$ !# %&’ 反应及质粒构建 # 样本经过 AH,+-A 反
应，显示电泳在约 3%# D’ 位置出现条带，为 !"#$ 的
EJ7[! !"#$,’()*+,-" 质粒载体构建完成后，酶切

鉴定并测序，结果与已知序列一致!
"! "# "#$( 阳性克隆细胞的筛选# 荧光显微镜检查
可见成功转染了 ’()*+,-" 表达绿色荧光蛋白的阳

性表达细胞，并采用 )>"3 筛选获得足够数量阳性克
隆的含 !"#$ 基因的 /7-8+ 细胞，以 !"#$ 基因引物
进行 AH,+-A扩增出 !"#$ 的 EJ7[证明转染成功!
"$ )# "#$$ 的表达对 *+&,% 细胞生长的抑制作用
# BHH法观察及细胞生长曲线显示，转染 !"#$ 基因
后的 /7-8+细胞生长增殖受到明显的抑制，生长抑
制率为（9"! I Y >! :）N，对照组为 .N（* Z .! ."）!
"$ -# 细胞周期及 .+/ 含量的变化# 流式细胞仪定
量检测表明，转染野生型 !"#$ 后的 /7-8+细胞生长
#> =时即有微弱的凋亡峰出现，>3 = 后出现较为明
显的凋亡峰［[’ 峰 L（#I! 9 Y 9! :）N］，与对照组
（3! 5 Y .! I）N比较差异有统计学意义（* Z .! ."）!
转染野生型 O/*5 后 >3 =，). 6 )" 期细胞增加，K 期
和 )# 6 B期细胞减少，转染野生型 !"#$ 后的 /7-8+
细胞的细胞周期阻滞以 ). 6 )" 期为主，作用 >3 = 组
占（:%! . Y 3! 3）N，对照组为（%%! I Y :! "）N，差异有
统计学意义（* Z .! ."，表 "）!

表 "$ >3 =转染抑癌基因 !"#$ 对 /7-8+细胞周期及 J7[含
量的影响 （+ L 9，N，& ’ (）

组别 凋亡峰 ). 6 )" 期 K期 )# 6 B期

对照 3! 5 Y .! I %%! I Y :! " "9! % Y "! I ##! I Y #! >

!"#$ #I! 9 Y 9! :D :%! . Y 3! 38 3! 9 Y .! 58 "5! % Y #! "8

8* Z .! .%，D* Z .! ." ,(对照!

"! 0# 细胞迁移能力变化 # 转染野生型 !"#$ 后的
/7-8+细胞划痕后生长 #> =，显微镜下计数迁移到
每平方毫米划痕区的细胞数为 ".#! 3 Y "%! >，未转染
的对照组 /7-8+细胞迁移到每平方毫米划痕区的细
胞数为 "I#! : Y #%! #，差异有统计学意义（* Z .! .%）!

)# 讨论
近来研究发现抑癌基因 O/*5 与前列腺癌的发

病有密切关系，其在前列腺癌中的突变率高达 ::N，
并且有高度前列腺癌组织特异性，其研究前景非常广

阔［"］! -=V2 等［#］通过对高分级肿瘤和肿瘤移植组
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织、细胞系的研究发现，!"#的高分级肿瘤中，!$#的
培养前列腺癌细胞系中存在 %&’( 的杂合子突变) 前
列腺癌的病因学研究中，虽然抑癌基因的缺失或癌基

因的过表达均有报道，但仍没有那个单基因被确定为

主要的“看门人（*+,-.--/-0）”基因，甚至著名的抑癌
基因如 /12，3456，.70+8 等也都仅在晚期前列腺癌
中起作用［2］)

!"#$ 是一个哺乳动物体内广泛表达的锌指转录
因子，在机体内参与细胞的生长分化、生长相关的信

号转导、细胞增殖、凋亡和血管生成等［9］) !"#$ 通过
上调细胞周期依赖激酶抑制物 /!: 的表达，/!: 阻止
;<蛋白的磷酸化，进而导致 5!’ 不能激活调节细胞
周期进展的关键基因［1］) /12 主要通过激活和上调
/!: 而发挥作用，而 /12 的突变频率在前列腺癌中并
不高，而且往往见于转移癌，那么 !"#$ 是否可以解
释这种非依赖 /12 的 /!: 的激活，目前仍不明确)
6+0=+等［9］认为 !"#$ 很可能在前列腺癌中扮演类似
/12 在其他肿瘤中的关键的“看门人”抑癌基因的角
色和作用)
肿瘤细胞的细胞周期缩短和恶性增殖是其危害

机体的重要原因之一，也是恶性肿瘤细胞的基本特征

之一，如何使肿瘤细胞的细胞周期变慢，使其恶性增

殖特点逆转，成为治疗肿瘤的重要追求目标［(］) 本实
验研究证实转染野生型抑癌基因 !"#$ 后，雄激素依
赖型前列腺癌 &6>+3细胞的生长增殖能力受到了明
显的抑制，?@ A ?: 细胞周期内的细胞数目显著增加，

说明显著阻止了前列腺癌 &6>+3细胞的细胞周期进
展，说明野生型 !"#$ 可以部分地逆转前列腺癌 &67
>+3细胞的恶性增殖的表型，减缓其细胞周期进展，
提示 !"#$ 在前列腺癌的发生和进展方面扮演着关
键性的作用，是前列腺癌病因和进展中的一个重要抑

癌基因)
诱导使肿瘤细胞生长阻滞细胞周期中的某个稽

查点（BC-B./DEF,），阻滞肿瘤细胞周期的进展，诱导恶
性肿瘤细胞发生凋亡是治疗肿瘤的重要途径之

一［G］) 本实验结果表明转染野生型抑癌基因 !"#$ 后
雄激素依赖型前列腺癌 &6>+3细胞的细胞周期被阻
滞在了 ?@ A ?: 期，并且流式细胞检测出现了显著的

&6>+3细胞的凋亡，说明野生型 !"#$ 可以诱导使前

列腺癌 &6>+3细胞的细胞周期得到阻滞，诱导使其
发生凋亡，减缓细胞增殖的速度，减少肿瘤细胞的数

量) 提示野生型 !"#$ 可用于激素依赖型前列腺癌的
治疗，也提示 !"#$ 在前列腺癌的发生和进展方面是
一个重要的抑癌基因)
恶性肿瘤的侵袭与转移是其发生和演变过程中

最危险的阶段，多数临床肿瘤死于晚期的侵袭转移及

其并发症，因此控制肿瘤的侵袭与转移是当今研究的

重要课题，降低恶性肿瘤细胞的侵袭转移能力可有效

地阻止恶性肿瘤的临床进展，延长肿瘤患者的生存

期［"］) 本实验研究证实转染野生型抑癌基因 !"#$ 后
体外培养的前列腺癌 &6>+3细胞的侵袭能力明显下
降，说明野生型 !"#$ 可以使前列腺癌 &6>+3细胞侵
袭转移的恶性表型得到一定抑制，减缓前列腺癌的进

展，提示 !"#$ 可以用于激素依赖型前列腺癌的
治疗)
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