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　　［摘要］　目的　对比观察雄激素依赖前列腺癌细胞（ＬＮＣａＰ）与雄激素非依赖前列腺癌细胞（ＬＮＣａＰＡＩ）中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
的表达差异，探讨前列腺癌激素依赖向非依赖转化的转录后调控机制。方法　利用Ａｇｉｌｅｎｔ基因芯片检测ＬＮＣａＰ及ＬＮＣａＰ
ＡＩ细胞ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达，用ＲＴＰＣＲ方法对其中６个ｍｉｃｒｏＲＮＡ进行验证，并对差异表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ所调控靶基因功能

进行生物信息学分析。结果　基因芯片检测发现：与 ＬＮＣａＰ 相比，ＬＮＣａＰＡＩ细胞有２７个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达降低，１１个
ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达升高。对其中６个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ进行 ＲＴＰＣＲ验证，结果与基因芯片结果一致。通过检索ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒ

ｂａｓｅ．ｏｒｇ／针对ｍｉｃｒｏＲＮＡ调控的靶基因，并参考已知的与雄激素非依赖相关基因的功能，发现ＬＮＣａＰ细胞转化为激素非依赖

的ＬＮＣａＰＡＩ细胞过程中，差异表达的ｍｉｃｒｏＲＮＡ主要调控表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）、基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）、Ｂｃｌ２及

雄激素相关代谢酶。结论　前列腺癌激素非依赖转化过程中存在ｍｉｃｒｏＲＮＡ的差异表达，可能涉及雄激素受体（ＡＲ）旁路信
号通路、金属酶、抗凋亡基因及雄激素相关代谢酶基因等。
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　　前列腺癌是常见的男性恶性肿瘤之一，其死亡

率位居欧美国家男性肿瘤患者第２位［１］。近年来，

我国前列腺癌的发病率及死亡率均呈逐渐升高趋

势。目前，对于晚期前列腺癌患者，标准的治疗方法

是全雄阻断治疗，但大部分患者均在２～３年左右复

发。去雄治疗失败的原因是前列腺癌细胞的激素非

依赖性生长［２］。因此，激素非依赖性前列腺癌的发

生机制、治疗方案等一直是近年来该领域的研究热

点，虽已取得初步成效［３５］，但确切机制仍不明确。

　　微小ＲＮＡ是细胞内天然存在的一种长度约为
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２０～２３ｎｔ的非编码ＲＮＡ，主要以 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ

ＮＡ）的形式在哺乳动物细胞内存在，能够调控包括

早期胚胎发育、细胞增殖和细胞死亡、细胞凋亡与脂

肪代谢、细胞分化等多种生理和病理过程［６８］，调控

部分编码蛋白基因的表达，参与细胞活动的调

节［８９］。某些特异性ｍｉＲＮＡ还参与肿瘤的触发和进

展，可作为组织或肿瘤特异性标志［７，１０１１］，有利于肿

瘤的临床分析、诊断、治疗及预后分析［１０１２］。ＭｉＲ

ＮＡ对靶基因的调控并非一对一的关系［１３］，单个

ｍｉＲＮＡ可以调控多个靶基因，且在不同的细胞条件

下功能可能发生变化，这导致一些研究结果的不一

致［１４１５］。目前关于前列腺癌 ｍｉＲＮＡ差异表达的相

关研究结果仍存在争议［７，１６１７］，且机制也不明确。因

此，对前列腺癌激素非依赖转化相关的ｍｉＲＮＡ进行

系统、全面的研究具有重要意义。

　　本研究利用雄激素依赖性前列腺癌ＬＮＣａＰ细

胞，在逐步递减激素培养基中长时间连续培养，诱导

产生雄激素非依赖性 ＬＮＣａＰ前列腺癌细胞亚系

（ＬＮＣａＰＡＩ）［１８］，对比观察两个细胞系间 ｍｉＲＮＡ的

差异表达，初步探讨前列腺癌激素非依赖的可能

机制。

１　材料和方法

１．１　前列腺癌细胞株的培养　ＬＮＣａＰ由德国洪堡

大学 Ｃｈａｒｉｔｅ医学院泌尿外科 Ｊｕｎｇ 教授惠赠。

ＬＮＣａＰＡＩ由第二军医大学长海医院泌尿外科保存。

细胞培养参见文献［１８］。

１．２　主要试剂及仪器　ＡｇｉｌｅｎｔｍｉＲＮＡ芯片扫描

使用ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓｍｉＲＮＡＭｉｃｒｏａｒｒａｙＳｙｓ

ｔｅｍ。ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ、ｍｉＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ、ｍｉＳｃｒｉｐｔＳＹＢＲ○ＲＧｒｅｅｎＰＣＲＫｉｔ均为

Ｑｉａｇｅｎ公司产品；引物由Ｑｉａｇｅｎ公司提供。实验仪

器：ＡＢＩ９７００型ＰＣＲ扩增仪，ＡＢＩ７３００型荧光定量

ＰＣＲ仪。

１．３　ＭｉＲＮＡ基因芯片检测　抽提总ＲＮＡ，用琼脂

糖凝胶电泳或 ＬＡＢＯＮＡＣＨＩＰ 系统对样品总

ＲＮＡ进行质量检测和定量。用 ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ
分离ｍｉＲＮＡ，将 ｍｉＲＮＡ标记后进行杂交、洗脱；用

激光共聚焦扫描仪对杂交结束后的芯片进行扫描。

对杂交信号值进行扣本底、标准化等处理，筛选出表

达差异１．５倍以上的 ｍｉＲＮＡ。以同一样品的２张

芯片上２个重复点相关系数高于８０％作为质控标

准，Ｓｐｉｋｅｉｎ阳性质控点有荧光信号。

１．４　实时定量 ＲＴＰＣＲ 方法验证 ｍｉＲＮＡ 的表

达　抽提ＲＮＡ并反转录合成ｃＤＮＡ［１３１４］。以ｃＤＮＡ
（１μＬ）为模板，加入上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５

μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ８μＬ，２×ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ１０μＬ，总反应体系为２０

μＬ。在ＰＣＲ反应体系中加入荧光染料（普通Ｓｙｂ

Ｇｒｅｅｎ），把加好样品的９６孔板放在 ＡＢＩ７３００型荧

光定量 ＰＣＲ 仪中进行反应，反应条件：９５℃ １５

ｍｉｎ；９４℃１５ｓ，５７℃３０ｓ，７０℃３４ｓ，４０个循环；４℃
保存。利用荧光信号积累实时监测整个ＰＣＲ进程，

最后对未知模板进行定量分析。管家基因为５Ｓ

ＲＮＡ。每一个 ｍｉＲＮＡ重复测定３次，取平均值标

准化后进行对比。

１．５　生物信息学分析　通过检索ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ／比对ｍｉＲＮＡ调控的靶基因，结合已发

现与非雄依赖相关的基因，对差异表达的ｍｉＲＮＡ所

调控的靶基因功能进行生物信息学分析。

２　结　果

２．１　ＡｇｉｌｅｎｔｍｉＲＮＡ芯片扫描结果　通过Ａｇｉｌｅｎｔ
芯片检测（图１），发现在ＬＮＣａＰＡＩ细胞中表达下调

２倍以上的ｍｉＲＮＡ有１７个，表达上调２倍的仅有２
个。如果将选择范围扩大至１．５倍，发现有２７个

ｍｉＲＮＡ在ＬＮＣａＰＡＩ细胞中表达下调１．５倍以上，

１１个ｍｉＲＮＡ在ＬＮＣａＰＡＩ细胞中表达上调１．５倍

以上。表达下调的ｍｉＲＮＡ明显比上调的多。

图１　ＬＮＣａＰ细胞（Ａ）及ＬＮＣａＰＡＩ细胞（Ｂ）

ｍｉＲＮＡ原始芯片扫描图

Ｆｉｇ１　ｍｉＲＮＡｓｃａｎｏｇｒａｍｏｆＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ（Ａ）

ａｎｄＬＮＣａＰＡＩｃｅｌｌｓ（Ｂ）

２．２　ＲＴＰＣＲ验证芯片检测的结果　图２是采用

ＲＴＰＣＲ测定６个差异 ｍｉＲＮＡ标准化后相对表达

量比较图，其中 ｍｉＲ５６５表达上调，ｍｉＲ１２５ｂ、ｍｉＲ

２２２、ｍｉＲ２２１、ｍｉＲ１４９、ｍｉＲ９６表达均下调，与芯片

扫描结果相符。
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图２　ＬＮＣａＰＡＩ细胞和ＬＮＣａＰ细胞中

ｍｉＲＮＡ标准化后相对表达量比较图

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡａｆｔｅｒｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ

ｉｎＬＮＣａＰＡＩｃｅｌｌｓａｎｄＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ

２．３　ＬＮＣａＰＡＩ细胞ｍｉＲＮＡ变化调控非雄依赖转

化中已知有关的基因　通过检索ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ／比对ｍｉＲＮＡ调控的靶基因，结合已发
现与非雄依赖相关的基因，我们认为ＬＮＣａＰ转化为

激素非依赖的ＬＮＣａＰＡＩ细胞中，明显变化的 ｍｉＲ

ＮＡ主要调控表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）、基质金属

蛋白酶９（ＭＭＰ９）、Ｂｃｌ２和雄激素相关代谢酶。表

１和表２显示ＬＮＣａＰＡＩ细胞中与ＥｒｂＢ１和 ＭＭＰ

９调控相关的ｍｉＲＮＡ都是降低的。

表１　ＬＮＣａＰＡＩ细胞中与ＥｒｂＢ１调控相关的

ｍｉＲＮＡ（与ＬＮＣａＰ细胞比较）

Ｔａｂ１　ＭｉＲＮＡｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＥｒｂＢ１ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎ

ＬＮＣａＰＡＩｃｅｌｌｓ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＬＮＣａＰｃｅｌｌ）

ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｉＲＮＡ Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌ

ｍｉＲ１４６ｂ ０．６６（Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ）

ｍｉＲ１９６ｂ ０．２９（Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ）

ｍｉＲ３３０３ｐ ０．５９（Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ）

ｍｉＲｌｅｔ７ｃ ０．６５（Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ）

表２　ＬＮＣａＰＡＩ细胞中与 ＭＭＰ９调控相关的

ｍｉＲＮＡ（与ＬＮＣａＰ细胞比较）

Ｔａｂ２　ＭｉＲＮＡｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＭＭＰ９ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎ

ＬＮＣａＰＡＩｃｅｌｌｓ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＬＮＣａＰｃｅｌｌ）

ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｉＲＮＡ Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌ

ｍｉＲ１４９ ０．４９（Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ）

ｍｉＲ３３０ ０．５９（Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ）

ｍｉＲ２４ ０．６３（Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ）

ｍｉＲ３０ｅ３ｐ ０．５７（Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ）

ｍｉＲ３４５ ０．６５（Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ）

ｍｉＲ６１５ ０．２５（Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ）

３　讨　论

　　研究表明，前列腺癌细胞获得雄激素非依赖性

的生长特性是一个复杂的过程，涉及到多因素的综

合作用。ＭｉＲＮＡ是细胞内天然生成的一种长度约

为２０～２３ｎｔ的非编码ＲＮＡ，它们通过３′端非翻译

区碱基配对介导的特异性的基因沉默导致靶ｍＲＮＡ
降解或抑制蛋白质的合成调控转录后基因表达水

平，ｍｉＲＮＡ的变化参与了许多细胞功能，包括肿瘤

的发生、发展［６８］。研究前列腺癌细胞ＬＮＣａＰ转化

为ＬＮＣａＰＡＩ雄激素非依赖的 ｍｉＲＮＡ的变化，有

助于了解哪些ｍｉＲＮＡ参与非雄依赖转化，从而进一

步阐明非雄依赖转化的机制。

　　通过Ａｇｉｌｅｎｔ芯片检测，我们发现有２７个 ｍｉＲ

ＮＡ在ＬＮＣａＰＡＩ表达下调１．５倍以上，１１个 ｍｉＲ

ＮＡ在ＬＮＣａＰＡＩ中表达上调１．５倍以上，下降的

明显比升高的多。我们选择其中６个 ｍｉＲＮＡ进行

ＲＴＰＣＲ验证，结果与 Ａｇｉｌｅｎｔ的 ｍｉＲＮＡ芯片检测

的结果是一致的。其中ｍｉＲＮＡ１２５ｂ在前列腺癌非

雄依赖转化中的作用已被研究证实［１９］，雄激素可以

明显调高其表达，去雄处理可以使其表达降低，我们

的验证结果也提示这种改变。说明Ａｇｉｌｅｎｔ的 ｍｉＲ

ＮＡ芯片检测结果是可信的。

　　尽管已有学者对前列腺癌中的 ｍｉＲＮＡ做了研

究，但结果不完全一致［１３１４，２０２１］。分析这些结果的差

异，推测原因认为是不同细胞系之间差异造成的［２２］。

ＬＮＣａＰＡＩ是我们经过ＬＮＣａＰ非雄培养获得的，与

ＬＮＣａＰ相比较，这些 ｍｉＲＮＡ的变化更能说明与非

雄依赖的相关性。我们通过对比ＬＮＣａＰＡＩ与ＬＮ

ＣａＰ细胞，发现 ｍｉＲ１４９、ｍｉＲ１９６ｂ、ｍｉＲ２２１、ｍｉＲ

２２２、ｍｉＲ５６３、ｍｉＲ６１５、ｍｉＲ１４６ｂ、ｍｉＲ１２５ｂ、ｍｉＲ

１５ａ、ｍｉＲ１６等表达是降低的，基本上与文献［１３，２０］报

道相一致。

　　有研究发现，雄激素非依赖的前列腺癌细胞系

中ｍｉＲ１４６ａ显著降低，ｍｉＲ１４６ａ能够沉默ＲＯＣＫ１
致癌基因，并能够抑制 ＨＡ／ＲＯＣＫ１（透明质烷激活

ＲＯＣＫ１）诱导的细胞增殖、浸润及与骨髓转移反应，

认为ｍｉＲ１４６ａ是肿瘤抑制基因，ｍｉＲ１４６ｂ也有相

同的功能，因为它们碱基序列多数相同［２０］。本研究

也发现在 ＬＮＣａＰＡＩ中 ｍｉＲ１４６ｂ降低，而 ｍｉＲ

１４６ａ降低到几乎测不出。ＢｒｏｏｋｍａｎＡｍｉｓｓａｈ等［２３］

对临床前列腺癌患者的染色体作了研究，发现

１３ｑ１４．２～ｑ１４．３等位基因不平衡（缺失）与术后患者

早期生化复发有关，ｍｉＲ１５ａ和 ｍｉＲ１６恰好位于此

区域，它们能够通过转录后抑制Ｂｃｌ２诱导细胞凋

亡［２４］，增加的Ｂｃｌ２已被证明与前列腺癌非雄转化
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和肿瘤进展有关［２５］。本研究的结果也提示在ＬＮ

ＣａＰＡＩ中ｍｉＲ１５ａ和ｍｉＲ１６的表达是降低的。说

明非雄依赖转化过程中，ｍｉＲ１５ａ和 ｍｉＲ１６的降低

参与了前列腺癌非雄依赖转化。

　　另外，我们通过检索ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．

ｏｒｇ／比对靶基因寻找ｍｉＲＮＡ调控的相关基因，发现

有些降低的 ｍｉＲＮＡ 针对调控雄激素相关代谢

酶［２６］，如 ＨＳＤ３Ｂ２（３βｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ

ａｓｅｔｙｐｅ２，３β羟基类固醇脱氢酶２），该酶主要在肾

上腺表达，它的增加能够促进雄烯二酮的提高，从而

提高细胞内睾酮的水平；ＳＲＤ５Ａ１（ｔｙｐｅ１５αｒｅｄｕｃ

ｔａｓｅ，１型５α还原酶）能够将睾酮转化为双氢睾酮，

该酶的增加无疑会增加细胞内的双氢睾酮浓度。研

究证明进展期前列腺癌并不是完全不依赖雄激素，

而是对低水平的雄激素变得敏感，因为去势治疗并

不能消除全部的雄激素，仍有雄激素残留［２７］。在分

子水平上，肿瘤细胞仍依赖雄激素和雄激素受体

（ＡＲ）［２７］。是否与雄激素代谢酶调控相关的ｍｉＲＮＡ
在ＬＮＣａＰＡＩ细胞中发生改变，促进雄激素合成及

代谢的升高，加强了细胞利用低水平的激素，从而促

进前列腺癌非雄依赖转化，有待进一步研究。

　　表皮生长因子（ＥＧＦ）能够在缺少雄激素的情况

下刺激雄激素调节的基因转录［２８２９］，说明雄激素信

号通路能够通过非雄依赖的机制被激活，提示高表

达ＥＧＦ及ＥＧＦＲ参与前列腺癌非雄依赖转化。本

研究结果发现相关调控ＥＧＦＲ的 ｍｉＲＮＡ在非雄依

赖转化过程中表达降低，推测降低相关 ｍｉＲＮＡ，会

进一步促进ＥＧＦＲ的表达，加强前列腺癌细胞雄激

素非依赖的生长，参与前列腺癌激素非依赖的转化。

临床研究提示高表达 ＭＭＰ９与前列腺癌进展预后

有关［３０］。在激素非依赖的前列腺癌中发现高表达

ＭＭＰ９［２６］。本研究发现在激素非依赖转化中，调控

ＭＭＰ９蛋白的相关 ｍｉＲＮＡ都是降低的，并且相关

调控 ＭＭＰ９的ｍｉＲＮＡ数量最多。推测这些 ｍｉＲ

ＮＡ 的降低，会促进 ＭＭＰ９的高表达，从而加强

ＬＮＣａＰＡＩ细胞非雄依赖转化及浸润转移能力。

　　总之，通过ＡｇｉｌｅｎｔｍｉＲＮＡ基因芯片对ＬＮＣａＰ
及ＬＮＣａＰＡＩ细胞检测 ｍｉＲＮＡ 的变化，联系ｈｔ

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ／针对靶基因寻找相关调控

的ｍｉＲＮＡ，发现众多的ＡＲ旁路信号通路、金属酶、

抗凋亡基因及雄激素相关代谢酶基因的 ｍｉＲＮＡ表

达都发生了改变，提示ｍｉＲＮＡ的变化可能通过调高

ＡＲ旁路信号通路、金属酶、抗凋亡基因及雄激素相

关代谢酶基因的表达，参与前列腺癌非雄依赖转化。
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