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[摘要 ] 　目的 :筛选前列腺癌转移相关基因 ,为研究前列腺癌的转移分子标志奠定基础。方法 :将 DU145 细胞接种于裸鼠

前列腺腹叶 ,5 周后分别从原发灶和肺转移灶分离肿瘤细胞 ,利用 cDNA 芯片技术检测 2 种细胞中差异表达基因。结果 :成功

建立了前列腺癌细胞系原位移植自发转移裸鼠模型 ,经多轮筛选获得了前列腺癌原位及肺转移细胞。通过基因芯片筛选获得

284 条差异表达基因 ,基因功能涉及细胞信号转导、细胞周期、细胞凋亡、转录、黏附和代谢等。结论 :基因芯片高通量筛选提

示 200 余条基因中的某些基因可能与人前列腺癌转移有关。本研究为前列腺癌转移分子机制提供参考。

[关键词 ] 　前列腺肿瘤 ;肿瘤转移 ;相关基因 ;cDNA 芯片

[中图分类号 ] 　R 737. 25 　　　[文献标识码 ] 　B 　　　[文章编号 ] 　02582879X(2006) 1121273203

[基金项目 ] 　教育部回国人员启动基金 (教外留司 [ 2003 ] 406) .

Supported by t he Scientific Research Foundation for t he Ret urned

Overseas Chinese Scholars of State Education Minist ry ( [ 2003 ]406) .

[作者简介 ] 　贺松琴 ,硕士生.

3 Corresponding aut hor . E2mail :gcao @smmu. edu. cn

　　前列腺癌在许多西方国家是男性最常见的恶性肿瘤之

一 ,随着我国男性人群平均寿命的延长、动物类食品消耗量

增加和生活水平的提高 ,前列腺癌发病率明显上升 [1 ,2 ] 。肿

瘤转移是手术失败和导致患者死亡的主要原因 ,因此研究肿

瘤转移机制、寻找转移相关的基因成为目前肿瘤研究的主要

任务。目前广泛应用前列腺特异抗原 ( PSA) 作为诊断指标 ,

但缺乏转移标志物。我们将前列腺癌细胞原位接种裸鼠 ,建

立了前列腺癌自发转移动物模型 ,然后分别从原发灶及肺转

移灶分离肿瘤细胞 ,利用基因芯片技术筛选前列腺癌转移相

关基因 ,并对基因功能进行分析 ,为前列腺癌的预防和治疗

提供有益的指导。

1 　材料和方法

1. 1 　材料 　人前列腺癌细胞 DU145 (中国科学院上海细胞

研究所) 。BALB/ c 裸小鼠购自中国科学院上海实验动物中

心 ,雄性 ,4 周龄 ,SPF 级环境饲养。

1. 2 　前列腺癌转移动物模型的建立 　参照文献 [3 ] ,在 5 只

裸鼠的前列腺腹叶包膜下缓慢注入 20～40μl 浓度为 107 / ml

的 DU145 细胞 ,棉球压住注射口 ,拔出针头 ,棉球轻擦针刺

部位 ,明确无出血、无细胞溢出后 ,缝合腹膜及皮肤。自接种

日起 5 周后 ,颈椎脱臼法处死裸鼠 ,取前列腺原发灶肿瘤、可

疑淋巴结及转移灶进行病理学检查及体外培养。

1. 3 　前列腺癌细胞的体外培养和再移植 　采用常规体外培

养的方法 ,分别对获取的原发灶及转移灶前列腺癌组织进行

植块法原代培养。转移性前列腺癌细胞扩增后再接种裸鼠
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前列腺 ,方法同 1. 2。如此筛选 3 次后 ,肺转移性前列腺癌和

原位生长的前列腺癌再经过 2～3 代培养 ,一部分冻存 ,其余

均用于基因芯片检测。

1. 4 　芯片制备 　人 cDNA 表达谱芯片上排列有 13 824 个

基因点 ,并设有 10 个阳性对照和 6 个阴性对照 (商品号 :

SBC2R2HC2100220 ,上海生物芯片有限公司) 。

1. 5 　总 RNA 提取 　应用 TRIzol ( Invit rogen 公司) 提取细

胞总 RNA ,并用 RNeasy mini kit ( Qiagen 公司) 过柱纯化 ,

1 %琼脂糖凝胶电泳监控 RNA 质量。

1. 6 　探针标记 　取样品总 RNA 50μg ,加随机引物 3μg 及

Superscript Ⅱ酶逆转录合成 cDNA ,合成过程中加入荧光标

记的 dCTP ,用 Q IAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen 公

司)纯化荧光探针 ,并用酶标仪进行定量。

1. 7 　芯片杂交和洗涤 　各取 30 pmol 荧光标记的探针 ,溶

解于 9μl 水中 ,94 ℃变性 3 min ,加入 Human Cot21 DNA

(Bioasia 公司) 1～2μg ,70 ℃保温 45 min ,加入 10μl 4 ×杂

交缓冲液 (Amersham)和 20μl 甲酰胺 ,取杂交液滴加于芯片

上 ,盖上盖玻片 ,放入加有 PBS 的杂交盒 ,置 42 ℃杂交箱中

避光杂交 16～18 h。取出芯片 ,浸入经过 55 ℃预热的洗液 Ⅰ

(1 ×SSC/ 0. 2 % SDS)中 ,洗涤 10 min ;浸入 55 ℃预热的洗液

Ⅱ(0. 1 ×SSC/ 0. 2 %SDS)中 ,洗涤 10 min ,重复 2 次 ;浸入室

温洗液 Ⅲ(0. 1 ×SSC)洗涤 5 min ,重复 2 次 ;去离子水中室温

洗涤 2 min ;迅速转入 50 ml 空离心管中 ,1 500 r/ min 离心 5

min ,晾干后扫描。

1. 8 　检测与分析 　用 Agilent 扫描仪扫描基因芯片 ,用

Split2tiff 软件将所得到的两种荧光的复合图分割成单色荧

光图像 ,再用图像分析软件 Imagene 分析芯片上每个点 cy3

和 cy5 荧光信号的强度和比值 ,并用 LOWESS 方法归一化 ,

以差异为 2 倍 (即 Ratio ≤0. 5 或 ≥2. 0)的标准来确定差异表

达基因 [3 ] 。

2 　结 　果

2. 1 　前列腺癌转移动物模型建立 　裸鼠于接种 5 周后下腹

部可触及 0. 5 cm ×0. 5 cm ×1 cm 大小的硬块 ,解剖发现前

列腺部位有一占位性肿块 ,与输精管黏连 ,小鼠有明显的尿

潴留 (图 1A) 。几乎所有的小鼠都有明显的肠系膜淋巴结转

移 ,个别小鼠伴肝门淋巴结转移、腹股沟淋巴结转移 ,肺转移

(图 1B)及弥漫性肝转移。组织学检查前列腺癌原发灶组织

为低分化的肿瘤细胞排列紊乱已几乎完全取代了正常前列

腺组织 ,仅可见几个残存的正常前列腺腺腔结构 ;检查转移

灶组织发现有许多肿瘤细胞浸润 ,而且细胞形态与前列腺内

的肿瘤细胞形态基本一致 ,表明业已发生了淋巴及远处转

移。经过 3 次筛选 ,我们从前列腺原发部位及肺转移肿瘤组

织中分别成功分离获得了肿瘤细胞 DU1452P 和 DU1452
L M。

2. 2 　总 RNA 提取 　所抽提 DU1452P 和 DU1452L M 细胞

的总 RNA 过柱纯化后紫外分光光度计定量 ,检测 D260 / D280

分别为 2. 01 和 2. 02 ,经琼脂糖凝胶电泳后可以清晰地看到

18S 和 28S 两条条带 ,且 28S ζ18S ≥2 ,说明总 RNA 质量良

好。

图 1 　前列腺原位成瘤伴尿潴留( A)和前列腺癌肺转移( B)

A : 箭头所指为原位瘤 ; B : 箭头所示为肺转移肿块

2. 3 　芯片杂交结果 　Cy3 标记前列腺癌转移灶 ,Cy5 标记前

列腺癌原发灶。以前列腺癌原发灶作为对照 ,红光区域表示

转移灶中某些基因表达上调 ,绿光区域表示转移灶中某些基

因表达下调 ,黄光区域表示转移灶原发灶无差异表达。杂交

后扫描图阳性对照点信号强 ,阴性对照点信号弱或无 ,图像

信号清晰 ,背景信噪低。证实该实验可靠。分别以 2 个样品

的荧光信号强度值为 X 轴和 Y轴坐标制作散点图 ,图中每

一数据点代表芯片上 1 个基因点的杂交信号 ,没有差异表达

的基因分布在持家基因均衡后的斜线周围 ,远离斜线的为差

异表达 (上调或下调)基因及阳性对照 (图 2) 。

图 2 　基因表达谱散点图

2. 4 　差异基因分析 　通过 cDNA 芯片筛选出与转移相关的

基因共分 11 类 ,包括抗氧化剂活性相关基因、细胞凋亡相关

基因、细胞黏连相关基因、细胞代谢相关基因、细胞周期相关

基因、细胞运动相关基因、细胞信号转导相关基因、细胞骨架

相关基因等 (表 1) 。2 倍以上 ( Ratio ≤0. 5 或 ≥2. 0) 差异基

因共 284 个 ,在 DU1452L M 中上调基因 162 个 (57. 0 %) ,下

调基因 122 个 (43. 0 %) ; 3 倍以上差异基因共 56 个 ,在

DU1452L M 中上调基因 22 个 ( 39. 3 %) ,下调基因 34 个

(60. 7 %) ;6 倍以上差异基因共 15 个 ,在 DU1452L M 中上调

基因 6 个 (40. 0 %) ,下调基因 9 个 (60. 0 %) 。

3 　讨 　论

　　肿瘤转移是一个复杂的过程 , 它的发生、发展是一系列

相关基因共同作用的结果。本实验从 cDNA 芯片中检出的
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表 1 　差异表达基因的功能分类

基因功能 上调
基因数

下调
基因数

差异表达
基因数

抗氧化物活性 0 2 2

细胞调亡 25 26 51

细胞黏连 42 43 85

代谢 27 31 58

细胞周期 10 6 16

酶调节活性 4 3 7

肌动蛋白活性 1 0 1

信号转导 13 11 24

细胞结构 3 3 6

转录调节 6 7 13

翻译和转运 7 9 16

其他 86 45 131

差异表达基因通过 GO (gene ontology) 数据库 ,将基因按参

与“生物学过程”、“细胞中组分”、实现“分子功能”进行分类。

结果表明 ,前列腺癌的转移也是一个多基因、多阶段过程 ,它

涉及了信号转导、细胞周期、细胞凋亡、转录、黏附和代谢等。

下面对部分差异基因进行讨论。

3. 1 　脂氧合酶 (LOX) 　它将花生四烯酸、亚油酸及其他不

饱和脂肪酸转变为具有生物活性的代谢产物 ,从而影响细胞

信号转导、结构及代谢。在花生四烯酸途径中 ,某些 LOXs

形成的不同代谢产物可促进肿瘤的形成 ,这些 LOX 同工酶

及其代谢产物包括 52LOX 及其产物 52H ETE 和 L TB4、82
LOX及 82H ETE、122LOX 及 122H ETE。122H ETE 很大程

度上促进了前列腺癌侵袭与转移事件的发生 ,可能的机制包

括上调细胞黏附分子 ,增加肿瘤细胞与基质蛋白纤维结合素

及微血管内皮细胞的黏附 ,通过调节 P KC2a 而在肿瘤生长和

播散时促进细胞迁徙 [4 ] 。本研究中 LOX 基因在 DU1452L M

中明显上调 ,提示其可能在前列腺癌转移过程中起促进作

用。

3. 2 　核因子2κB (N F2κB) 　广泛存在于真核细胞 ,是多功能

的核转录因子 ,被激活后参与调控多种细胞因子、黏附因子

及酶的表达 ,在炎症、肿瘤等疾病的发生、发展中起重要作

用。研究发现 ,多种恶性肿瘤包括白血病、淋巴瘤和多数实

体肿瘤都有 N F2κB 的激活 ;NF2κB 可能通过调控与细胞生长

增殖、抗凋亡、血管生成和转移的相关基因表达 ,促进恶性肿

瘤的发展。N F2κB 作为转录调节因子在前列腺癌转移发生

过程中起关键性作用 [5 ,6 ] 。本研究中 NF2κB 基因在 DU1452
L M 中明显上调 ,提示它可能与前列腺癌的转移有关。

3. 3 　癌胚抗原相关细胞黏附分子 (CEACAM) 　属于癌胚

抗原基因家族 ,是一类免疫球蛋白超家族黏附分子。与肿瘤

发生关系密切的是 CEACAM1、CEACAM5、CEACAM6、

CEACAM7 等 4 种糖蛋白。较多的研究认为 CEACAM1 除

了细胞黏附功能 ,还被认为有肿瘤抑制作用。在膀胱癌、结

肠癌、肝细胞肿瘤、前列腺癌、子宫内膜癌中均能检测到

CEACAM1 表达下调或缺失 ,CEACAM1 表达下调或缺失被

认为涉及这些肿瘤的发生。但亦有学者提出了相反观点 ,发

现正常肺组织不表达 CEACAM1 ,但肺癌 ,特别是肺腺癌

CEACAM1 表达明显升高 ,提示 CEACAM1 表达升高是一

不利的预后指标 , 它可能与促进肿瘤细胞生长有关。

CEACAM7 的下调或缺失也被认为是肿瘤发生的早期事件。

CEACAM5 的生物学功能尚不很清楚 ,它在正常组织细胞表

面的表达可以作为黏附分子 ,介导同质和异质性黏附 ,其黏

附功能可能与肿瘤的转移能力有关 [7 ] 。CEACAM6 被认为

可使肿瘤细胞避免失巢凋亡 [8 ] 。本实验中 CEACAM6、

CEACAM1 基因在 DU1452L M 中明显下调 ,提示其可能抑

制前列腺癌转移 ,具体机制有待于进一步研究。

3. 4 　谷胱甘肽过氧化物酶 ( GPx) 　它是一种重要的抗氧化

酶 ,实验证实抗氧化剂对多种肿瘤的生长有抑制作用 ,对肿

瘤细胞凋亡则有促进作用。其机制一方面可能是抗氧化剂

封闭自由基在肿瘤细胞增殖中的信号转导 ;另一方面是它们

通过提高非特异免疫增加了 NO 的释放 ,因此直接抑制肿瘤

细胞的增殖。GPx 至少存在 5 种异构体 ,其中 GPx1 被认为

是清除 H2 O2的主要酶 ,保护细胞免受氧化损伤 ,提高肿瘤细

胞中 GPx1 活性能抑制由 H2 O2诱导的凋亡。在转染了 GPx

cDNA 的人类乳腺癌细胞 (MCF27) 中 , GPx 活性与脂质过氧

化物的清除呈明显的负性线性相关 [9 ] 。因此 ,较多的学者认

为 GPx 是一种肿瘤抑制基因 ,而本实验中发现 GPx 在肺转

移细胞中下调 ,亦提示其可能在抑制肿瘤转移中发挥作用 ,

其作用机制有待于进一步探讨。
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