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　　【摘要】　目的　探讨抑制人核小体结合蛋白 １（ＮＳＢＰ１）基因后抑制非激素依赖性前列腺癌细胞系ＰＣ唱３
侵袭能力的作用机制。 方法　通过慢病毒 ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ唱ＮＳＢＰ１转染非激素依赖性前列腺癌细胞系 ＰＣ唱３ 后，ＭＴＴ
法观察细胞活性变化，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验观察细胞侵袭能力的变化，应用Ｗｅｓｔｅｒｎ唱ｂｌｏｔ技术检测 ＮＳＢＰ１、ＣＸＣＲ４蛋
白的变化情况。 结果　抑制 ＮＳＢＰ１表达水平后非激素依赖性前列腺癌细胞系 ＰＣ唱３细胞活性降低，侵袭能力
降低，同时伴有 ＣＸＣＲ４蛋白的表达降低。 结论　通过慢病毒转染抑制 ＮＳＢＰ１的表达可以抑制非激素依赖性
前列腺癌细胞系 ＰＣ唱３的侵袭能力，ＮＳＢＰ１可能是通过调控 ＣＸＣＲ４蛋白的变化影响细胞侵袭能力的。

【关键词】　前列腺肿瘤；　ＨＭＧＮ１蛋白质；　受体，ＣＸＣＲ４；　肿瘤浸润

Effect of nucleosome唱binding protein 1 on prostate cancer cell of PC唱3 in invasion by modulating CXCR4
JI Shi唱qi，ZHOU Li唱qun，LI Xue唱song，WASILIJIANG Wahafu，ZHANG Xiao唱yu，ZHANG Cui唱jian，HAO Han，YAO Lin．
Department of Urology，Peking University First Hospital，Institute of Urology，Peking University，National Urological
Cancer Center，Beijing 100034，China
Corresponding author：ZHOU Li唱qun，Email：zhoulqmail＠china．com

【Abstract】　Objective　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｓｏｍｅ唱ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ （ＮＳＢＰ１）
ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｎ ｈｕｍａｎ ａｎｄｒｏｇｅｎ唱ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ＰＣ唱３畅Methods　Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｅｍｐｌｏｙｅｄ
ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＮＳＢＰ １ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ ｒｏｌｅ ｏｆ ＮＳＢＰ１ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ＰＣ唱３ ｃｅｌｌ，ＭＴＴ
ａｓｓａｙ ａｎｄ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ，Ｗｅｓｔｅｒｎ唱ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＳＢＰ１ ａｎｄ ＣＸＣＲ４畅Results　Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ唱ＮＳＢＰ１ ＰＣ唱３ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ， ａｎｄ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＲ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｌｓｏ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．
Conclusions　Ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ｏｆ ＮＳＢＰ１ ｉｎｄｕｃｅ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ，ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｈａｖｅ ｒｏｌｅ ｉｎ
ＳＤＦ唱１／ＣＸＣＲ４ ｗａｙｓ．
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　　前列腺癌是老年男性最常见的肿瘤之一，在美国
其发病率居男性肿瘤首位［１］ ，近几年我国及其他亚洲
国家前列腺癌的发病率也有增高趋势。 前列腺癌发生
的确切病因与发病机制仍不清楚，目前国外有关前列
腺癌分子病因学方面的研究已成为泌尿外科基础研究

的一个热点，前列腺癌转移更成为治疗上的难题。 本
课题组前期应用改进的 ｍＲＮＡ 差异显示技术，从前列
腺癌组织和正常前列腺组织中获得两者的差异片段，
通过网上核苷酸比对发现其中一个片段与已知核小体

结合蛋白 １（ＮＳＢＰ１）基因高度同源 （９７％）［２唱３］ 。 本研

究通过慢病毒转染抑制 ＮＳＢＰ１在非激素依赖性前列腺
癌细胞系 ＰＣ唱３的表达情况，采用四甲基偶氮唑盐 ＭＴＴ
法观察细胞活性变化，Ｔａｎｓｗｅｌｌ 实验观察细胞侵袭能力
的变化，同时应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ唱ｂｌｏｔ 技术检测 ＮＳＢＰ１、ＣＸ唱
ＣＲ４蛋白的变化情况，寻找 ＮＳＢＰ１ 影响前列腺癌侵袭
转移能力的可能途径。

材料与方法

１畅材料：前列腺癌细胞系 ＰＣ唱３由北京大学泌尿外
科研究所提供。 细胞系从液氮中取出复苏后，置于 ５％
ＣＯ２ ３７ ℃环境下在含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ唱１６４０ 培
养基中培养。 将细胞分为 ＰＣ唱３ 组、ＰＣ唱３ 对照组和 ＰＣ唱
３转染组进行实验。

２畅主要试剂：兔抗人 ＮＳＢＰ１多克隆抗体由北京大
学泌尿外科研究所提供，兔抗人 ＣＸＣＲ４ 单克隆抗体购
自 Ａｂｃａｍ公司，兔抗人 ＧＡＰＤＨ抗体购自北京中杉金桥
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生物技术有限公司，碱性磷酸酶（ＡＰ）标记的山羊抗小
鼠 ＩｇＧ购自北京中杉金桥生物技术有限公司。 ＮＳＢＰ１
的 ｓｉＲＮＡ重组慢病毒（ＮＳ ＢＰ１唱ＲＮＡｉ唱ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ）和阴性
对照慢病毒由上海吉凯基因公司提供，ＮＳＢＰ１ 的 ｓｈＲ唱
ＮＡ靶序列：５′唱ＣＡＣＡＧＣＣＴＴＴＣＴＴＴＡＧＣＡＴ唱３′。

３畅细胞转染：将培养的非激素依赖性前列腺癌
ＰＣ唱３ 细胞 ５ ～８万个细胞去血清培养 ６ ｈ使其同步化，
将慢病毒液体以 １ μｌ∶１０ ０００ 细胞数的比例加入培养
皿中 ８ ｈ，更换含血清培养基培养 ７２ ｈ，荧光显微镜下
观察转染效率。

４畅ＭＴＴ及流式细胞学：７２ ｈ转染成功的 ＰＣ唱３进行
细胞活力和凋亡检测，ＭＴＴ检测按照 ＭＴＴ细胞活力检
测试剂盒（南京凯基公司）中说明进行操作。

５畅Ｔａｎｓｗｅｌｌ 实验：用 ５０ ｍｇ／Ｌ Ｍａｔｒｉｇｅｌ １∶５稀释液
包被 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底部膜的上室面，室温风干。 每孔
加入 １００ μｌ无血清 ＤＭＥＭ 培养液，３７ ℃，３０ ｍｉｎ。 在
上室的聚碳酸酯膜上加入稀释后的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ （３畅９ μｇ／
μｌ） ３０ ～４０ μｌ置 ３７ ℃ ３０ ｍｉｎ使Ｍａｔｒｉｇｅｌ 聚合成凝胶。
制备细胞悬液前可先让细胞撤血清饥饿 １２ ～２４ ｈ， 消
化细胞，终止消化后离心弃去培养液，用 ＰＢＳ 洗 １ ～２
遍，用无血清培养基重悬，调整细胞密度至 ５ ×１０５ ／ｍｌ，
取细胞悬液 １００ μｌ加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室，２４ 孔板下室加
入 ５００ μｌ含 １０％ＦＢＳ的培养基，常规培养 ４８ ｈ，用棉签
擦去基质胶和上室内的细胞， ４％多聚甲醛固定
３０ ｍｉｎ，０畅１％结晶紫染色。 使用 Ｌｅｉｃａ ＤＣ ３００Ｆ正置显
微镜进行观察、计数和拍照。

６畅Ｗｅｓｔｅｒｎ唱ｂｌｏｔ 方法检测蛋白变化：提取 ＰＣ唱３ 细
胞、对照组细胞和转染细胞 ４０ ｍｇ 蛋白加含β唱巯基乙
醇的上样缓冲液，并于沸水中煮 ５ ｍｉｎ，用 １０％十二烷
基磺酸钠唱聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ）进行分
离。 电泳后电转至硝酸纤维素膜，用 ５％脱脂奶粉封
闭，加兔抗人 ＮＳＢＰ１ 多克隆抗体、兔抗人 ＣＸＣＲ４ 单克
隆抗体（１∶１０００），４ ℃摇床过夜，１ ×ＰＢＳ 洗膜 ３ 次，加
二抗 ＡＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 孵育杂交，室温 ３０ ｍｉｎ，
加显色液显色发光，扫描并分析条带的吸光度值，结果
以 ＧＡＰＤＨ的光密度值作为参照。

７畅统计学分析：应用 ＳＰＳＳ １１畅０ 统计学软件，采用
t 检验对实验组和对照组的结果进行统计分析。 P ＜
０畅０５ 认为差异有统计学意义。

结　　果

１畅慢病毒转染 ＰＣ唱３ 细胞：慢病毒 ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ唱ＮＳＢＰ１
成功转染非激素依赖性前列腺癌细胞系 ＰＣ唱３，荧光显
微镜下观察可见转染细胞发出绿色荧光（图 １，２）。

２畅细胞活性：转染抑制 ＮＳＢＰ１ 基因后细胞的生长

增殖活性受到抑制，细胞凋亡有所增加。 转染细胞７２ ｈ
抑制效率［（６９ ±４）％］最大，比 ＰＣ唱３ 组（１００％）和对
照组细胞（１００％）增殖活力降低 ３０％（P ＜０畅０５）。

３畅Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验：实验结果显示，慢病毒转染
抑制 ＮＳＢＰ１的细胞侵袭能力下降，如图 ３所示，常规培
养 ４８ ｈ后穿过基质胶的细胞数分别为正常组 １１０畅４ ±
３畅２，对照组 １０６畅７ ±２畅４，转染组 ５０畅９ ±２畅１，ＮＳＢＰ１ 沉
默后前列腺癌 ＰＣ唱３细胞侵袭能力显著低于对照组（图
４）（P ＜０畅０１）。

４畅Ｗｅｓｔｅｒｎ唱ｂｌｏｔ 检测：慢病毒转染细胞抑制了
ＮＳＢＰ１蛋白的表达，抑制效率为 ８７畅４％（P ＜０畅０５）。
在 ＮＳＢＰ１蛋白被抑制后 ＣＸＣＲ４蛋白也出现下降，蛋白
水平下降了 ６８畅６％（P ＜０畅０５）（图 ５）。

讨　　论

前列腺癌是西方国家男性中常见恶性肿瘤，在美
国其发病率居男性肿瘤首位，死亡率仅次于肺癌列第
二位。 近年来，随着人们寿命的延长、生活水平的提
高、饮食结构的改变，以及环境污染的加重，前列腺癌
在我国的发病率也有逐年增高的趋势。 因此目前关于
前列腺癌的发病原因、生物学特性、临床诊治策略的研
究正受到广泛关注［１］ 。 前列腺癌晚期发生转移，特别
是骨转移，影响临床的治疗和预后，但具体原因不详，
正在科研探索中。
本课题组以改进 ｍＲＮＡ 差异显示技术，从前列腺

癌患者和正常成人前列腺组织获得两者的差异片段中

发现 ＮＳＢＰ１／ＨＭＧＮ５ 表达差异，在前列腺癌组织中表
达高于正常组织。 ＮＳＢＰ１／ＨＭＧＮ５ 是高速泳动蛋白家
族的新成员之一

［４唱７］ 。 经典的 ＨＭＧ 蛋白在真核生物中
广泛存在，其分子质量较小，含量相对丰富，结构简单，
通常只由数个 ＨＭＧ蛋白特有的结构域构成，它们广泛
存在于真核细胞核中，行使与 ＤＮＡ相关的一系列生物
学功能

［８］ 。 ＨＭＧ 蛋白家族广泛参与多种重要的核内
生物学功能的完成，包括调节 ＤＮＡ复制、转录、重组和
修复等，其中最为重要的是对基因表达转录的调控。
ＨＭＧ在核内快速、跳跃式的运动，不断穿梭于染色质
和各种蛋白质因子之间，寻找合适的结合位点，一旦达
到特异性的位点，就发生结合，从而进一步对染色质结
构进行修饰，并使调节蛋白（激活或抑制）发生聚集［９］ 。
ＮＳＢＰ１／ＨＭＧＮ５在前列腺癌组织中高表达［１０唱１２］ ，其在
前列腺癌的发生、发展过程的作用机制还未明了。
肿瘤的复发和转移一直是决定患者手术和预后的

两个难题。 前列腺癌细胞侵袭和转移由趋化因子及其
受体严密调控，而在这个过程中 ＣＸＣ 趋化因子（ＳＤＦ唱
１）及其受体 ＣＸＣＲ４ 可能起着决定性的作用。 近年来，
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ＳＤＦ唱１／ＣＸＣＲ４ 反应轴在泌尿系肿瘤细胞生长和转移中
的作用越来越受到人们的关注，并认为其可能成为肿
瘤治疗的一个新靶点

［１３唱１４］ 。 Ｐｏｎｏｍａｒｙｏｖ 等［１５］
研究发

现 ＳＤＦ唱１由骨髓成骨细胞、成纤维细胞和血管内皮细
胞分泌，而且仅在骨髓分泌具有活性的 ＳＤＦ唱１。 研究表
明，ＣＸＣＲ４ 的配体 ＳＤＦ唱１ 在某器官的高浓度表达代表
癌细胞首先转移的目的地。 ＣＸＣ 趋化因子受体
（ＣＸＣＲ４）是一类表达于不同细胞上含有 ７个跨膜区的
Ｇ蛋白偶联受体，ＣＸＣＲ４ 是目前已知 ＳＤＦ唱１ 惟一的受
体。 Ｔａｉｃｈｍａｎ 等［１６］

报道人类前列腺癌细胞有大量 ＣＸ唱
ＣＲ４ 表达，并证明 ＣＸＣＲ４ 与其配体 ＳＤＦ唱１ 共同作用导
致晚期前列腺癌的特异性器官转移，为归巢学说的化
学诱导理论提供了依据［１７］ 。
本研究通过慢病毒 ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ唱ＮＳＢＰ１转染非激素依

赖性前列腺癌细胞系 ＰＣ唱３，抑制了 ＮＳＢＰ１ 的表达发现

细胞的生长增殖受到了抑制，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验发现细胞
的侵袭能力降低。 结合 Ｗｅｓｔｅｒｎ唱ｂｌｏｔ 结果发现在
ＮＳＢＰ１蛋白表达降低后 ＣＸＣＲ４ 蛋白水平也有降低，提
示我们 ＮＳＢＰ１可能是通过调控 ＣＸＣＲ４ 进而影响了前
列腺癌 ＰＣ唱３细胞的侵袭能力。
前列腺癌发生的确切病因与发病机制仍不清楚，

且其生物学行为极其复杂，故推断其病因可能是在遗
传背景易感性的内在基础上，生物、化学和物理等外在
环境因素的持续影响，促进了前列腺癌的发生和发展，
前列腺癌晚期发生骨转移的器官特异性的机制也成为

研究的热点。 通过本研究我们希望探讨 ＮＳＢＰ１／
ＨＭＧＮ５影响前列腺癌细胞侵袭能力的作用机制，研究
ＮＳＢＰ１／ＨＭＧＮ５在前列腺癌发生发展中的作用，为前列
腺癌的诊断和治疗提供新的思路。
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