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［摘要］　目的：观察前列腺癌组织ＲＥＣＫ基因及基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）的表达，探讨前列腺癌发生中ＲＥＣＫ基因的可

能作用机制。方法：取２０例前列腺癌及１２例正常前列腺组织，ＲＴＰＣＲ及ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测ＲＥＣＫ基因表达，ＲＴＰＣＲ

法检测 ＭＭＰ９的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＲＥＣＫ蛋白表达。结果：ＲＴＰＣＲ及ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测发现前列腺癌组织

ＲＥＣＫ基因表达明显低于正常组织（Ｐ＜０．０１），而 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达明显高于正常组织（Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析见前

列腺癌组织中ＲＥＣＫ蛋白的表达明显低于正常组织（Ｐ＜０．０１）。结论：前列腺癌组织中ＲＥＣＫ基因表达较低，ＲＥＣＫ基因可

能通过抑制前列腺组织 ＭＭＰ９表达发挥抑癌作用。

［关键词］　前列腺肿瘤；ＲＥＣＫ基因；基质金属蛋白酶类；肿瘤转移
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　　以往研究［１］表明，ＲＥＣＫ（ｒｅｖｅｒｓｉｏｎｉｎｄｕｃｉｎｇｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｒｉｃｈｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈＫａｚａｌｍｏｔｉｆｓ）基因在肝癌、胰腺癌、乳
腺癌中的表达与肿瘤的侵袭力明显呈负相关，

ＲＥＣＫ基因表达高的患者其预后往往较好，分析其
可能是通过调节基质金属蛋白酶从而起到抑癌作

用。然而，ＲＥＣＫ基因与前列腺癌的关系鲜有报道，
本研究在前期工作［２］的基础上，进一步观察前列腺
癌组织及正常前列腺组织中ＲＥＣＫ基因及基质金
属蛋白酶９（ＭＭＰ９）的表达差异，探讨ＲＥＣＫ基因
在前列腺癌发生、发展过程中可能的作用。

１　材料和方法

１．１　标本来源　前列腺癌组织２０例，来源于２０００

年４月至２００４年２月第二军医大学长海医院行前
列腺癌根治手术的切除标本，年龄５６～７６岁，平均
（６５±８）岁，术后均经病理确诊，均保存有完整的患
者临床及病理资料。同期取正常前列腺组织１２例。
所有标本均在离体３０ｍｉｎ内迅速投入液氮中保
存。　　　　　　　　　
１．２　ＲＴＰＣＲ检测ＲＥＣＫ基因及 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ
的表达　用ＴＲＩｚｏｌ一步法抽提总ＲＮＡ，并用１％琼
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脂糖凝胶电泳鉴定ＲＮＡ的质量。引物设计参照国
际互联网ｃＤＮＡ文库，由上海生工生物工程公司合
成。ＲＥＣＫ（４７７ｂｐ）：５′ＣＣＴＣＡＧＴＧＡＧＣＡＣＡＧ
ＴＴＣ ＡＧＡ３′（上 游），５′ＧＣＡ ＧＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ
ＣＴＧＣＴＧ ＴＡ３′（下游）；ＭＭＰ９：（５０５ｂｐ）：５′
ＧＧＧＡＣＧ ＧＣＡ ＡＴＧＣＴＧ ＡＴＧ３′（上游），５′
ＡＧＧＧＣＧ ＡＧＧ ＡＣＣ ＡＴＡ ＧＡＧ Ｇ３′（下游）；

ＧＡＰＤＨ（３４６ｂｐ）：５′ＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣ
ＣＡＧ３′（上 游），５′ＣＡＧ ＴＣＴ ＴＣＴ ＧＧＧ ＴＧＧ
ＣＡＧＴ３′（下游）。ＰＣＲ条件：起始：９４℃，５ｍｉｎ；
变性：９４℃，３０ｓ；退火：５５℃，３０ｓ；循环３０次；延伸：

７２℃，１ｍｉｎ。２％琼脂糖凝胶电泳后，采用生物图像
分析仪检测密度。

１．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 法检测组织中 ＲＥＣＫ 基因

ｍＲＮＡ的表达　 ＲＥＣＫ基因引物由ＴａＫａＲａ公司
合成，ＲＥＣＫ基因：５′ＣＣＧＴＣＧＧＡＧＴＣＣＴＣＴ
ＣＡＧＡＧ３′（上游），５′ＧＣＡＣＡＴＡＡＴＧＧＧＣＡＡ
ＣＡＡＧＣＡ３′（下游），ＦＡＭ：５′ＣＣＧ ＴＣＧ ＣＣＧ
ＡＧＴＧＴＧＣＴＴＣＴＧＴＣＡ３′；ＧＡＰＤＨ基因引物
由上海基康公司合成，ＧＡＰＤＨ基因：５′ＣＣＡＴＣＡ
ＡＴＧ ＡＣＣ ＣＣＴ ＴＣＡ ＴＴＣ３′（上游），５′ＣＡＴ
ＧＧＧＴＧＧＡＡＴＣＡＴＡＴＴＧＧ３′（下游），ＦＡＭ：

５′ＣＣＴＣＡＡＣＴＡＣＡＴＧＧＴＴＴＡＣ３′。反应体
系：２５μｌ体系包括：Ｈ２Ｏ１６．１μｌ、１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５

μｌ、ＭｇＣｌ２３μｌ、ｄＮＴＰ０．５μｌ、引物（＋）０．５μｌ、引
物（－）０．５μｌ、探针０．５μｌ、匹基公司Ｔａｑ酶０．４

μｌ、ｃＤＮＡ１μｌ。反应条件：９２℃、２ｍｉｎ，９２℃、１５ｓ，

６０℃、１ｍｉｎ，４０个循环后，４０℃、５ｓ。数据分析由

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＴＭ分析软件自动进行，靶基因相对量由
以下公式算出：靶基因＝２－ΔΔＣＴ，其中ΔΔＣＴ为靶基
因的 ＣＴ 值与同一标本的管家基因 ＣＴ 值的差
值。　　　　　
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测组织中 ＲＥＣＫ 蛋白表
达　应用ＲＩＰＡ裂解液裂解组织，应用分光光度计
测定总蛋白浓度ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳（９０Ｖ，２ｈ），
电转仪电转（３００ｍＡ，１．５ｈ，４℃）。将硝酸纤维素
薄膜与适当稀释的第一抗体（１２５０）室温下反应２
ｈ，再与适当稀释（１５０）的辣根过氧化物酶标记的
二抗室温下反应１ｈ，加入ＤＡＢ底物溶液，显色５～
１０ｍｉｎ，出现棕色带者为阳性，用自来水冲洗以终止
反应。

１．５　统计学处理　计量资料以珚ｘ±ｓ表示，两组间
均数比较采用成组ｔ检验，用统计软件ＳＰＳＳ１１．０进
行统计分析，Ｐ＜０．０５认为有统计学差异。

２　结　果

２．１　 癌组织及正常组织中 ＲＥＣＫ 基因的表
达　ＲＴＰＣＲ检测（图１），癌组织ＲＥＣＫ基因表达量
为０．４４±０．１０，明显低于正常组织（１．１７±０．１３，

Ｐ＜０．０１），而ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ 检 测 结 果 类 似
（０．３８±０．０７ｖｓ１．２５±０．１１，Ｐ＜０．０１）。结果均显
示癌组织中 ＲＥＣＫ 基因表达低于正常组织（Ｐ＜
０．０１）。

图１　癌组织及正常组织中

ＲＥＣＫ基因的表达（ＲＴＰＣＲ）

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＥＣＫｇｅｎｅｉｎｐｒｏｓｔａｔｅ

ｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｎｏｒｍａｌｐｒｏｓｔａｔｅｔｉｓｓｕｅｓ（ＲＴＰＣＲ）

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｃ：Ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ；Ｎ：Ｎｏｒｍａｌｐｒｏｓｔａｔｅｔｉｓｓｕｅｓ

２．２　 癌组织及正常组织中 ＭＭＰ９ 基因的表
达　ＲＴＰＣＲ（图２）结果表明：癌组织 ＭＭＰ９基因
表达量（０．４６±０．１０）明显高于正常组织（０．２２±
０．０４，Ｐ＜０．０１）。

图２　癌组织及正常组织中 ＭＭＰ９的表达（ＲＴＰＣＲ）

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｔｉｓｓｕｅａｎｄｎｏｒｍａｌｐｒｏｓｔａｔｅｔｉｓｓｕｅｓ（ＲＴＰＣＲ）

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｃ：Ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ；Ｎ：Ｎｏｒｍａｌｐｒｏｓｔａｔｅｔｉｓｓｕｅｓ

２．３　 癌组织及正常组织中 ＲＥＣＫ 蛋白的表
达　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹（图３）结果表明，癌组织ＲＥＣＫ蛋
白表达量为 ２９．３±６．６４，明显低于正常组织
（８９．３±１０．５７，Ｐ＜０．０１）。
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图３　ＲＥＣＫ蛋白在肿瘤及正常组织中的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＥＣＫｐｒｏｔｅｉｎｉｎｐｒｏｓｔａｔｅ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｎｏｒｍａｌｐｒｏｓｔａｔｅｔｉｓｓｕｅｓ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｃ：Ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ；Ｎ：Ｎｏｒｍａｌｐｒｏｓｔａｔｅｔｉｓｓｕｅｓ

３　讨　论

　　ＲＥＣＫ基因是近来发现的一种新的基因［１］，其

定位于９ｐ１３ｐ１２，编码９７１个氨基酸的膜表面糖蛋

白，其相对分子量为 １１０×１０３［１］。研究［３４］表明

ＲＥＣＫ基因在多种正常人体组织及细胞株中均有表

达，但在肿瘤组织中低表达或不表达，分析其可能具

有肿瘤抑制作用，但其具体作用机制尚不明确。

　　目前研究［５６］认为ＲＥＣＫ基因在转录后水平抑

制至少３种 ＭＭＰ（ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＭＴ１ＭＭＰ）的

表达，进而抑制肿瘤血管的形成及转移。Ｔａｋａｈａｓｈｉ
等［５］发现，正常人纤维细胞系 ＭＲＣ５中ＲＥＣＫ基

因高表达，而在纤维肉瘤转化的细胞系 ＨＴ１０８０中，

ＲＥＣＫ基因表达很低。进一步研究［６］发现将ＲＥＣＫ
基因转移到肿瘤细胞（如 ＨＴ１０８０纤维肉瘤细胞株

或Ｂ１６黑素瘤细胞株）后，其侵袭及转移能力明显受

到抑制。研究结果均提示ＲＥＣＫ基因可能是一种

抑癌基因，对肿瘤侵袭及转移具有明显的负向调控

作用。

　　ＲＥＣＫ基因与胰腺癌、肝癌等肿瘤的研究已有
不少报道。Ｍａｓｕｉ等［７］发现，ＲＥＣＫ基因在胰腺癌
中表达较低，而ＲＥＣＫ基因高表达患者的长期生存
率较长。相关研究还表明，ＲＥＣＫ 的表达量与

ＭＭＰ２的激活程度成反比，分析 ＲＥＣＫ基因可能
通过抑制 ＭＭＰ２活性从而抑制胰腺癌的侵袭力。

Ｆｕｒｕｍｏｔｏ等［８］研究了ＲＥＣＫ基因的表达与肝癌患
者预后的关系，发现ＲＥＣＫｍＲＮＡ表达量高的患者
预后较好，且ＲＥＣＫｍＲＮＡ的表达与患者肿瘤侵袭
性明显相关，认为ＲＥＣＫｍＲＮＡ可作为一个新型的
独立预测肝癌患者生存率的指标，判断肝癌患者预
后。

　　本研究在上述研究及前期工作［２］的基础上，进
一步研究ＲＥＣＫ基因与前列腺癌之间的关系。以
往的研究［９１０］已证实，ＭＭＰ与前列腺癌的发生、侵
袭以及转移等过程关系密切，特别是 ＭＭＰ２和

ＭＭＰ９的表达升高与肿瘤远处转移和淋巴结侵袭
密切相关。在前列腺癌动物模型（Ｒ３３２７Ｄｕｎｎｉｎｇ
肿瘤）中，应用 ＭＭＰ合成抑制剂 Ｒｏ２８２６５３可以
减小肿瘤的体积，从而延长动物的生存时间［１１］。本
研究发现，前列腺癌组织中ＲＥＣＫｍＲＮＡ的表达以
及ＲＥＣＫ蛋白的表达均较正常前列腺组织明显降
低（Ｐ＜０．０１）；而 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达水平较正常
前列腺组织明显升高（Ｐ＜０．０１）。结果表明，前列
腺癌的发生以及肿瘤的侵袭和转移可能与 ＲＥＣＫ
基因低表达有关，ＲＥＣＫ基因可能通过抑制 ＭＭＰ９
的表达发挥抑癌作用。
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