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　　［摘要］　目的　观察ｍｉＲＮＡ２９ｃ（ｍｉＲ２９ｃ）对前列腺癌细胞系ＬＮＣａＰ增殖和侵袭能力的影响，探讨其潜在的应用价值。
方法　采用ｑＲＴＰＣＲ观察雄激素依赖性（ＬＮＣａＰ）与雄激素非依赖性（ＬＮＣａＰＡＩ）前列腺癌细胞中 ｍｉＲ２９ｃ的表达差异；采
用ｍｉＲ２９ｃ抑制物（ａｎｔｉｍｉＲ２９ｃ）下调ＬＮＣａＰ细胞中ｍｉＲ２９ｃ的表达量，绘制ＬＮＣａＰ细胞生长曲线，利用流式细胞仪测定细胞周

期；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验分析ｍｉＲ２９ｃ抑制前后ＬＮＣａＰ细胞的体外侵袭能力。结果　ｑＲＴＰＣＲ显示ＬＮＣａＰＡＩ细胞中ｍｉＲ２９ｃ
水平明显低于ＬＮＣａＰ细胞（Ｐ＜０．０５）；下调ＬＮＣａＰ细胞中ｍｉＲ２９ｃ的表达量，可明显促进ＬＮＣａＰ细胞体外增殖及侵袭能力（Ｐ＜

０．０５）。结论　ｍｉＲ２９ｃ的正常表达有利于抑制ＬＮＣａＰ细胞的体外增殖和侵袭，有望成为前列腺癌生物治疗的潜在靶点。
　　［关键词］　前列腺肿瘤；ｍｉＲ２９ｃ；细胞增殖；肿瘤浸润
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　　前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是许多西方国

家男性最常见的恶性肿瘤之一，占男性肿瘤死因的

第２位［１］；近年来我国前列腺癌发病率明显上升［２］。

一般情况下，雄激素依赖的前列腺癌在两三年内即

转变为雄激素非依赖的前列腺癌，导致抗雄激素治

疗失效，最终患者死亡。ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是基

因转录后调控的重要方式，与机体的生长、发育及肿

瘤发生等密切相关。一些关键节点的 ｍｉＲＮＡ可能

成为潜在的肿瘤调控靶点和分子标志，为肿瘤分子

标志研究提供新的手段［３］。ｍｉＲＮＡ２９ｃ（ｍｉＲ２９ｃ）

与多种肿瘤的发病相关，包括肝癌［４］、乳腺癌［５］、肺

鳞状细胞癌［６］等。因此，本研究观察 ｍｉＲ２９ｃ在雄

激素依赖性（ＬＮＣａＰ）与雄激素非依赖性（ＬＮＣａＰ

ＡＩ）前列腺癌细胞中的表达差异，并将ｍｉＲ２９ｃ抑制

体经脂质体转染入ＬＮＣａＰ细胞，观察ｍｉＲ２９ｃ抑制

体对ＬＮＣａＰ细胞增殖和侵袭力的影响。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　激素依赖性前列腺癌细胞

系ＬＮＣａＰ由德国汉堡大学 ＫｌａｕｓＪｕｎｇ教授惠赠；
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激素非依赖性前列腺癌细胞系ＬＮＣａＰＡＩ参照文

献［７９］建立；激素非依赖性前列腺癌细胞系ＰＣ３由

中国科学院上海生命科学研究院提供；ＲＰＭＩ１６４０
培养液、无酚红ＲＰＭＩ１６４０培养液、进口胎牛血清、

０．０５％含ＥＤＴＡ的胰蛋白酶为Ｇｉｂｃｏ公司产品；活

性炭、葡聚糖处理的胎牛血清购自ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓ

ｔｒｙ公司（Ｉｓｒａｅｌ）；脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＲＮＡ
抽提试剂ＴＲＩｚｏｌ为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。

１．２　细胞培养　ＬＮＣａＰ用含１０％胎牛血清的ＲＰ

ＭＩ１６４０培养液培养，ＬＮＣａＰＡＩ和ＰＣ３用含１０％
活性炭、葡聚糖处理的胎牛血清的无酚红 ＲＰＭＩ

１６４０培养液在３７℃、５％ＣＯ２条件下培养。

１．３　ｍｉＲ２９ｃ抑制体的合成与转染　ｍｉＲ２９ｃ抑制

物（ａｎｔｉｍｉＲ２９ｃ）及抑制物阴性对照寡核苷酸（ａｎｔｉ

ｍｉＲＮＣ）购自上海吉玛生物公司，序列分别为５′

ＵＡＡＣＣＧＡＵＵＵＣＡＡＡＵＧＧＵＧＣＵＡ３′，５′

ＣＡＧＵＡＣＵＵＵＵＧＵＧＵＡＧＵＡＣＡＡ３′。转染

步骤按照脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒说明书

操作［１０］。

１．４　ｑＲＴＰＣＲ测定ＬＮＣａＰ、ＬＮＣａＰＡＩ细胞ｍｉＲ

２９ｃ的表达　用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取 ＬＮＣａＰ、ＰＣ３、

ＬＮＣａＰＡＩ细胞的总ＲＮＡ。以茎环法构建ｍｉＲ２９ｃ
反转录引物，序列为５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡ

ＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧ

ＡＣＴＡＡＣＣＧ３′；Ｕ６反转录引物序列为５′ＡＡＣ

ＧＣＴＴＣＡ ＣＧＡ ＡＴＴ ＴＧＣ ＧＴ３′。按照 Ｆｉｒｓｔ

ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ（!Ｋ１６２１，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）

步骤，反转录成ｃＤＮＡ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应体积为

２０μｌ，其中含１μｌｃＤＮＡ，１０μｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭｉｘ
（２×）（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ!Ｋ０２２１，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ），１μｌ目

的引物 （５μｍｏｌ／Ｌ），序列为５′ＣＧＴ ＡＧＣ ＡＣＣ

ＡＴＴＴＧＡ ＡＡＴＣＧＧ３′，１μｌｍｉＲＮＡ 通用引物

（５μｍｏｌ／Ｌ），序列为５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ

Ｔ３′，７μｌＨ２Ｏ。扩增条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ；

９５℃变性１５ｓ，６０℃退火３０ｓ，７４℃延伸３ｓ，均扩增

４０个循环周期。定量分析采用 ＡＢＩ７５００软件，各

组重复３次，取其平均值。结果以目标基因与 Ｕ６
基因的表达比值表示。Ｕ６引物：上游为５′ＣＴＣ

ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′，下游为５′ＡＡＣＧＣＴ

ＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′，引物均由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
生物技术有限公司合成。

１．５　细胞生长曲线的绘制　实验分为３组：实验组

（转染ａｎｔｉｍｉＲ２９ｃ），阴性对照组（转染ａｎｔｉｍｉＲ

ＮＣ），正常细胞对照组。分别将转染后的ＬＮＣａＰ细

胞，按２×１０３个细胞／孔接种于９６孔培养板，设置３
个复孔，加１００μｌ含１０％活性炭、葡聚糖处理的胎

牛血清的无酚红ＲＰＭＩ１６４０培养液，模拟去雄激素

环境，后移入细胞培养箱，在３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿

度环境下静置培养。分别在培养１～５ｄ呈色。每

天每孔加ＣＣＫ８溶液（５ｍｇ／ｍｌ）１０μｌ，移入３７℃、

５％ＣＯ２孵箱中继续孵育３ｈ。用全自动酶标仪测定

每孔的光密度（Ｄ）值，测定波长４５０ｎｍ。以时间为

横轴，Ｄ值为纵轴描绘细胞生长曲线。

１．６　细胞周期检测　实验分为３组：实验组（转染

ａｎｔｉｍｉＲ２９ｃ），阴性对照组（转染ａｎｔｉｍｉＲＮＣ），正

常细胞对照组。取１×１０６／ｍｌ细胞，用胰酶消化后，

离心收集细胞，弃上清，用预冷ＰＢＳ洗涤细胞２次，

加入预冷７５％乙醇，于４℃固定过夜。离心收集细

胞，以１ｍｌ的ＰＢＳ洗细胞２次，加５００μｌＰＢＳ，其中

含５０μｇ／ｍｌ溴化乙啶（ＰＩ）、１００μｇ／ｍｌＲＮａｓｅＡ、

０．２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００，４℃避光孵育３０ｍｉｎ。以标准

程序用流式细胞仪检测，一般计数２００００～３００００
个细胞，结果用细胞周期拟合软件 ＭｏｄＦｉｔ分析。

１．７　细胞侵袭实验　实验分为３组：实验组（转染

ａｎｔｉｍｉＲ２９ｃ），阴性对照组（转染ａｎｔｉｍｉＲＮＣ），正

常细胞对照组。用５０ｍｇ／Ｌ基质胶１８稀释液包

被Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底部膜的上室面，４℃风干。消化

转染后的细胞用含ＢＳＡ的无血清培养液重悬。调

整细胞密度至１×１０５／ｍｌ。取细胞悬液２００μｌ加入

２４孔板Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室。２４孔板下室加入５００μｌ
含１５％以活性炭、葡聚糖处理的胎牛血清的无酚红

ＲＰＭＩ１６４０培养液培养３２ｈ，模拟去雄激素环境。

用棉签擦去基质胶和上室内细胞，４％多聚甲醛固定

３０ｍｉｎ，０．２５％考马斯亮蓝染色３０ｍｉｎ。使用正置

显微镜进行观察和拍照，采用３～５个视野进行细胞

计数，并求平均值，进行统计分析。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件处理数据，

各分组所得计量数据以珚ｘ±ｓ表示，多个样本均数进

行单因素方差分析，各均数间的两两比较行ｑ检验，

检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各细胞系中ｍｉＲ２９ｃ的相对表达量　结果（图

１）表明：ＬＮＣａＰＡＩ、ＰＣ３细胞ｍｉＲ２９ｃ的表达量明

显低于ＬＮＣａＰ细胞（Ｐ＜０．０５），与预期结果基本吻

合。
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图１　ｍｉＲ２９ｃ在ＰＣ３、ＬＮＣａＰＡＩ和

ＬＮＣａＰ３种细胞系中的相对表达量

Ｆｉｇ１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２９ｃｉｎ

ＰＣ３，ＬＮＣａＰＡＩ，ａｎｄＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓＰＣ３ａｎｄＬＮＣａＰＡＩｃｅｌｌ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　ｍｉＲ２９ｃ转染后ＬＮＣａＰ细胞 ｍｉＲ２９ｃ的相对
表达量　ｑＲＴＰＣＲ检测结果（图２）显示：ａｎｔｉｍｉＲ
２９ｃ可明显降低ＬＮＣａＰ细胞内 ｍｉＲ２９ｃ的含量，与

ｍｉＲＮＣ相比可降低７０％（Ｐ＜０．０５）。

图２　ｍｉＲ２９ｃ抑制物降低ＬＮＣａＰ细胞内ｍｉＲ２９ｃ的表达

Ｆｉｇ２　ＡｎｔｉｍｉＲ２９ｃｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｍｉＲ２９ｃｉｎＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌａｎｄａｎｔｉｍｉＲＮＣ；ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

２．３　ｍｉＲ２９ｃ抑制物对 ＬＮＣａＰ 细胞增殖的影
响　ＣＣＫ８结果（图３）显示：阴性对照组与正常细胞
对照组ＬＮＣａＰ细胞增殖无差异；与阴性对照组相
比，实验组ＬＮＣａＰ细胞增殖增强（Ｐ＜０．０５）。结果
表明抑制ｍｉＲ２９ｃ可增强ＬＮＣａＰ细胞在去雄激素
环境下的增殖能力。

图３　ｍｉＲ２９ｃ抑制物促进ＬＮＣａＰ细胞增殖

Ｆｉｇ３　ＡｎｔｉｍｉＲ２９ｃｐｒｏｍｏｔｅｄ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌａｎｄａｎｔｉｍｉＲＮＣ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　ｍｉＲ２９ｃ抑制物对 ＬＮＣａＰ 细胞周期的影
响　结果（图４）发现：实验组Ｓ＋Ｇ２／Ｍ 期细胞占
（４２．１７±０．４２６）％，高于阴性对照组ＬＮＣａＰ细胞
［（２３．６４±１．０００）％］，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。结果提示抑制ＬＮＣａＰ细胞 ｍｉＲ２９ｃ表达明
显促进了ＬＮＣａＰ细胞生长。

图４　ｍｉＲ２９ｃ抑制物对ＬＮＣａＰ细胞周期的影响

Ｆｉｇ４　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｓｓａｙｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆ

ａｎｔｉｍｉＲ２９ｃｔｒｅａｔｅｄＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌａｎｄａｎｔｉｍｉＲＮＣ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．５　ｍｉＲ２９ｃ抑制物对ＬＮＣａＰ细胞侵袭能力的影

响　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果（图５）表明：转染了ａｎｔｉ

ｍｉＲ２９ｃ的ＬＮＣａＰ细胞穿过滤膜的数量多于转染

ａｎｔｉｍｉＲＮＣ的细胞 （６３．０±４．６ｖｓ３２．３±２．５，

Ｐ＜０．０５）。结果说明抑制 ｍｉＲ２９ｃ表达可上调

ＬＮＣａＰ细胞的侵袭能力。

２．６　ｍｉＲ２９ｃ靶基因的生物学预测及主要功能分

析　运用生物信息学方法，在 ｍｉｃｒｏＲＮＡ权威网站

ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ搜索 ｍｉＲ２９ｃ调控的靶基因，发
现理论上与其结合的靶基因有６８４个，结合 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ数据库得到相关靶基因的信息。预测结果（表

１）显示：ｍｉＲ２９ｃ调节的靶基因范围非常广泛，包括

与细 胞 增 殖 和 细 胞 周 期 相 关 基 因、原 癌 基 因

（ＲＡＢ３０、Ｂｃｌ２等）、抑癌基因（ＤＢＣ１等）、细胞信号

和转导蛋白基因、肿瘤坏死因子等各个方面。

３　讨　论

　　肿瘤的发生和发展是由于基因突变不断积累，

导致抑癌基因的失活和致癌基因的活化，改变了正

常细胞的生物学行为而恶变。ｍｉＲＮＡ在转录后水

平通过结合在 ｍＲＮＡ３′ＵＴＲ区域调控人体内近

３０％的基因表达［３］。这其中就包含着众多的癌基因

和抑癌基因。Ｃｉｍｍｉｎｏ等［１１］发现 ｍｉＲ１５和 ｍｉＲ

１６通过转录后抑制抗凋亡基因Ｂｃｌ２诱导凋亡，二

者的缺失可导致慢性淋巴细胞性白血病的发生。因

此，ｍｉＲ１５和 ｍｉＲ１６被认为是一种抑癌基因。后
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来研究发现 ｍｉＲ１５和 ｍｉＲ１６基因位于染色体

１３ｑ１４区域，而１３号染色体短臂一些等位基因的缺

失与前列腺癌的发生发展密切相关［１２１３］。Ｂｏｎｃｉ
等［１４］通过敲除前列腺癌细胞 ｍｉＲ１５和 ｍｉＲ１６的

表达，证明 ｍｉＲ１５和 ｍｉＲ１６的缺失可以增强前列

腺癌细胞增殖及侵袭等恶性生物学行为的能力，并

认为二者是前列腺癌的抑癌基因，为临床寻找诊断

治疗前列腺癌的生物学靶标提供了重要依据。

图５　ｍｉＲ２９ｃ抑制物增强ＬＮＣａＰ细胞的侵袭能力

Ｆｉｇ５　ＡｎｔｉｍｉＲ２９ｃｅｎｈａｎｃｅｄｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ
Ａ：ＡｎｔｉｍｉＲ２９ｃｔｒｅａｔｅｄＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＡｎｔｉｍｉＲＮＣｔｒｅａｔｅｄＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＵｎｔｒｅａｔｅｄＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ（ｎｏｒｍａｌ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×

２００．Ｄ：Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆｃｅｌｌｓｉｎｖａｄｅｄ．Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌａｎｄａｎｔｉｍｉＲＮＣ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

表１　ｍｉＲ２９ｃ调控的部分靶基因

Ｔａｂ１　ＳｏｍｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｏｆｍｉＲ２９ｃ

Ｇｅｎｅｎｕｍｂｅｒ Ｇｅｎｅｎａｍｅ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

００４２９５ ＴＲＡＦ４ ＡｃｔｉｖａｔｅＮＦκＢ
００１４１８ ＤＢＣ１ Ａｎｔｉｏｎｃｏｇｅｎｅ
００１００３９４３ ＢＭＦ Ｂｃｌ２ｍｏｄｉｆｙｉｎｇｆａｃｔｏｒ
００１２５９ ＣＤＫ６ Ｒｅｇｕｌａｔｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
００５２５９ ＧＤＦ８ Ｒｅｇｕｌａｔｅｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
００１４４８ ＲＡＢ３０ Ｐｒｏｔｏｏｎｃｏｇｅｎｅ

　　ｍｉＲ２９ｃ最早是在血液系统疾病中被Ｙｕ等［１５］

发现与疾病相关，之后大量的文献报道了 ｍｉＲ２９ｃ
参与多种疾病或病理状态的发生发展过程，如糖尿

病［１６］、鼻咽癌［１７］、膀胱癌［１８］、子宫内膜癌［１９］、黑素

瘤［２０］等。Ｓｔａｍａｔｏｐｏｕｌｏｓ等［２１］针对１１０例患者长达

平均７２个月的随访发现：ｍｉＲ２９ｃ可作为慢性淋巴

细胞白血病的预后指标，但未做功能性研究。Ｐａｓｓ
等［２２］也证明 ｍｉＲ２９ｃ可作为恶性胸膜间皮瘤独立

的预后评估因子，并在细胞水平上证实了过表达可

降低肿瘤细胞的增殖、侵袭、迁移和克隆生长，与本

研究结果相符。

　　国内目前对ｍｉＲ２９ｃ的研究较少，特别是 ｍｉＲ

２９ｃ在前列腺癌方面的研究鲜见报道。本实验在雄

激素依赖性和雄激素非依赖性细胞系中验证了

ｍｉＲ２９ｃ的差异表达，预测 ｍｉＲ２９ｃ可能在前列腺

癌的疾病进展中发挥重要作用。细胞生长曲线

（ＣＣＫ８试验）证明：下调 ｍｉＲ２９ｃ在前列腺癌细胞

中的表达，可促进其增殖，经拟合曲线计算，实验组

的增长速率为对照组的近１．７倍。流式细胞检测结

果显示实验组比对照组的Ｓ＋Ｇ２／Ｍ 期细胞明显增

多，进一步证明了ａｎｔｉｍｉＲ２９ｃ具有促进增殖的作

用。转染后２４ｈ，即在不影响细胞活性的时间点进

行Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞的侵袭能力。结果

发现，抑制ｍｉＲ２９ｃ后，穿过滤膜的细胞数是对照组

的２倍 （Ｐ＜０．０５）。结果提示 ｍｉＲ２９ｃ具有抑制

ＬＮＣａＰ细胞侵袭的能力。此外，本研究还通过生物

信息学检索，对 ｍｉＲ２９ｃ的下游靶基因功能进行了

预测，找到了一些与肿瘤发生发展相关的重要基因，

为将来的机制研究提供了有力依据。

　　 综上所述，ｍｉＲ２９ｃ的正常表达有利于抑制

ＬＮＣａＰ细胞的增殖和侵袭，可作为前列腺癌生物治

疗的潜在靶点。
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