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　　［摘要］　目的　研究微管蛋白酪氨酸连接酶类似物１２（ＴＴＬＬ１２）和硝基化酪氨酸对前列腺癌细胞生长的影响。
方法　利用正常前列腺上皮细胞株ＰＷＲ１Ｅ、ＲＷＰＥ１和前列腺癌细胞株ＤＵ１４５，通过蛋白质印迹分析检测ＴＴＬＬ１２和硝基
化酪氨酸微管蛋白的表达量，用 ＭＴＴ实验检测细胞的增殖情况。结果　在硝基化酪氨酸的作用下，ＤＵ１４５细胞的硝基化酪
氨酸微管蛋白表达量低于ＰＷＲ１Ｅ和ＲＷＰＥ１细胞（Ｐ＜０．０５）。和对照组（以含８００μｍｏｌ／Ｌ盐酸培养）相比，实验组（以含８００

μｍｏｌ／Ｌ硝基化酪氨酸的培养液培养）ＰＷＲ１Ｅ和 ＲＷＰＥ１细胞增殖受到抑制（Ｐ＜０．０５），而 ＤＵ１４５细胞无明显改变（Ｐ＞
０．０５）。在有效沉默ＴＴＬＬ１２后，实验组（用ｓｉＴＴＬＬ１２转染）的硝基化酪氨酸微管蛋白表达量高于对照组（用ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ转染，

Ｐ＜０．０５）；实验组内，硝基化酪氨酸使ＤＵ１４５细胞增殖受到抑制（Ｐ＜０．０５），而对照组内，硝基化酪氨酸对细胞增殖改变较小

（Ｐ＞０．０５）。结论　ＴＴＬＬ１２可使前列腺癌细胞逃避硝基化酪氨酸的打击，从而使前列腺癌细胞逃脱机体监控作用，获得异
常增殖机会。

　　［关键词］　微管蛋白酪氨酸连接酶类似物１２；硝基化酪氨酸；前列腺肿瘤
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　　微管存在于所有真核细胞中，并发挥多种重要
功能，它是由微管蛋白聚合而成，并需进行由微管蛋
白酪氨酸连接酶（ｔｕｂｕｌｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｌｉｇａｓｅ，ＴＴＬ）主导
的翻译后修饰［１］，而ＴＴＬ可将硝基化酪氨酸（ｎｉｔｒｏ
ｔｙｒｏｓｉｎｅ）与微管蛋白连接起来，形成硝基化酪氨酸
微管蛋白（αｔｕｂｕｌｉｎｎｉｔｒｏｔｙｒｏｓｉｎａｔｉｏｎ，Ｎｔｕｂｕｌｉｎ），
最终导致细胞死亡［２］。本课题组发现，在前列腺癌
细胞中，微管蛋白酪氨酸连接酶类似物１２（ｔｕｂｕｌｉｎ
ｔｙｒｏｓｉｎｅｌｉｇａｓｅｌｉｋｅ１２，ＴＴＬＬ１２）通过干扰微管的翻
译后修饰，可减少 Ｎｔｕｂｕｌｉｎ的形成，从而使前列腺
癌细胞逃脱死亡打击，现将研究结果报告如下。

１　材料和方法

１．１　实验动物和细胞　健康雄性新西兰大白兔，体
质量２．３ｋｇ，４月龄，购自重庆医科大学动物中心
［实验动物资格证书编号：０１３１１１０７６００７３，许可证
号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００１］。前列腺上皮细胞株

ＰＷＲ１Ｅ、ＲＷＰＥ１和前列腺癌细胞株ＤＵ１４５由重庆
医科大学中心实验室提供。

１．２　主要试剂和仪器　硝基化酪氨酸 （Ｓｉｇｍａ公
司）；ｓｉＴＴＬＬ１２２：５′ＧＧＡ ＡＣＧ ＡＧＣ ＵＧＵ ＧＣＵ
ＡＣＡＡ３′、ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ（Ｄｈａｒｍａｃｏｎ公司）；硝基酪氨
酸抗体（ａｎｔｉｎｉｔｒｏｔｙｒｏｓｉｎｅ）、磷酸三丁酯抗体（ａｎｔｉ
ＴＢＰ）、α微管蛋白抗体（ａｎｔｉαｔｕｂｕｌｉｎ）均为Ｓｉｇｍａ
公司产品。ＭＴＴ检测试剂盒（Ｓｉｇｍａ公司）。培养
液成分：伊格尔培养基（Ｓｉｇｍａ公司），１０％小牛血清
（Ｓｉｇｍａ公司），１ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠，４０μｇ／ｍｌ庆大
霉素。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。

ＹＧ８７５型超净工作台、ＣＯ２孵箱（ＢｉｏＲａｄ公司），倒
置光学显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），酶联免疫检测仪
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

１．３　抗体制备　将雄性兔麻醉，自耳部血管抽取免
疫前血液作为阴性对照，然后在兔背部的某一区域
刮毛，将含２００μｇ的人 ＴＴＬ多肽３５８ＶＦＰＰＰＤ
ＶＥＱＰＱＴＱＰＡＡＦＩＫＬ３７７（Ｓｉｇｍａ公司）的１ｍｌ抗
原溶液与１ｍｌ完全弗氏佐剂混合，混合溶液分４０至

６０个不同的入针点注射于兔背，１个月后收集３０ｍｌ
兔血，３０２×ｇ离心２０ｍｉｎ，可获得约１０ｍｌ抗体血
清。若效价较低，可将１ｍｌ含２００μｇＴＴＬ多肽的
抗原溶液和１ｍｌ不完全弗氏佐剂混合，将混合液注
射于兔子皮下，以加强免疫反应，１２ｄ后处死兔子，
可收获约１３０～１５０ｍｌ血液，离心可得约７０ｍｌ抗体
血清，从而获得多克隆抗体，提纯备用，命名为ａｎｔｉ
ＴＴＬ。ａｎｔｉＴＴＬＬ１２制备方法相同，由人 ＴＴＬＬ１２
多肽 ７８ＥＤＥＡＡＲＥＶＲＫＱＱＰＮＰＧＮＥＬ９６（Ｓｉｇｍａ
公司）所得。

１．４　蛋白质印迹分析　将细胞ＰＷＲ１Ｅ、ＲＷＰＥ１
和ＤＵ１４５分别种入６孔板，每孔２×１０５个细胞，在
３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱中培养。待细胞贴壁生
长１２ｈ后，更换培养液，加入含５０μｍｏｌ／Ｌ硝基化
酪氨酸的培养液培养，每４８ｈ更换一次相应培养液，

９６ｈ后提取细胞进行蛋白质印迹检测。用细胞裂解
液收取全细胞蛋白，煮沸变性后，以牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）配制标准蛋白溶液，测定总蛋白浓度，１２％
ＳＤＳＰＡＧＥ分离胶行蛋白电泳，电泳后转到硝酸纤
维素膜上，用５％的牛奶封闭１ｈ，然后加入一抗及二
抗（辣根过氧化物酶标记鼠抗兔ＩｇＧ抗体），之后利
用ＤＡＢ显色试剂盒进行化学发光反应并拍照。用
美国ＢｉｏＲａｄ公司的ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ系统进行灰度分
析，以目的蛋白条带与内参蛋白条带的比值作为蛋
白相对表达水平。

１．５　硝基化酪氨酸对Ｎｔｕｂｕｌｉｎ表达量的影响　按
每孔２×１０５个细胞，将ＰＷＲ１Ｅ、ＲＷＰＥ１和ＤＵ１４５
细胞种入６孔板，分为实验组（以含８００μｍｏｌ／Ｌ硝
基化酪氨酸的培养液培养）和对照组［以含８００

μｍｏｌ／Ｌ盐酸（硝基化酪氨酸的溶剂）的培养液培
养］。每４８ｈ更换一次相应培养液，１２０ｈ后提取细
胞进行蛋白质印迹分析。

１．６　 硝基化酪氨酸对细胞增殖的影响 　 将

ＰＷＲ１Ｅ、ＲＷＰＥ１和ＤＵ１４５细胞以每孔２０００个接
种到９６孔板内，分为实验组和对照组，实验组和对
照组所含培养液同上。每４８ｈ更换一次相应培养
液，１２０ｈ后进行 ＭＴＴ检测，检测前于每孔内加入

１０μｌＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ），放入ＣＯ２孵箱中孵育４ｈ，去
上清，每孔加入１５０μｌ异丙醇与０．０４ｍｏｌ／Ｌ盐酸的
混合物，震荡１ｈ后，再利用酶联免疫检测仪在５７０
ｎｍ波长处比色读取光密度（Ｄ）值，每次至少检测６
孔，最后取其平均值。

１．７　ｓｉＲＮＡ沉默实验　将ＤＵ１４５细胞以每孔２×
１０５个种入６孔板，分为实验组和对照组。实验组首先
利用１０ｎｍｏｌ／ＬｓｉＴＴＬＬ１２２转染６ｈ后，再分别与

８００μｍｏｌ／Ｌ硝基化酪氨酸和８００μｍｏｌ／Ｌ盐酸培养，

９６ｈ后进行细胞计数，并提取细胞进行蛋白质印迹检
测。对照组首先利用１０ｎｍｏｌ／ＬｓｉＣｏｎｔｒｏｌ转染６ｈ后，
再分别与８００μｍｏｌ／Ｌ硝基化酪氨酸和８００μｍｏｌ／Ｌ盐
酸培养，９６ｈ后提取细胞进行蛋白质印迹检测。同时
利用 ＭＴＴ法测定细胞的增殖（方法同前）。

１．８　统计学处理　实验数据以珚ｘ±ｓ表示，数据分
析采用ＳＰＳＳ１０．０软件，组间比较采用ｔ检验，检验
水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　蛋白质印迹分析结果　蛋白质印迹分析结果
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（图１）显示，以ＴＢＰ为内参蛋白，αｔｕｂｕｌｉｎ与ＴＴＬ
在ＰＷＲ１Ｅ、ＲＷＰＥ１和ＤＵ１４５这３种细胞株内的表
达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＤＵ１４５细胞的

ＴＴＬＬ１２和 Ｎｔｕｂｕｌｉｎ表达量均低于 ＰＷＲ１Ｅ 和

ＲＷＰＥ１细胞，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　Ｎｔｕｂｕｌｉｎ、αｔｕｂｕｌｉｎ、ＴＴＬ和ＴＴＬＬ１２
在ＰＷＲ１Ｅ、ＲＷＰＥ１和ＤＵ１４５细胞中的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｔｕｂｕｌｉｎ，αｔｕｂｕｌｉｎ，

ＴＴＬ，ａｎｄＴＴＬＬ１２ｉｎＰＷＲ１Ｅ，ＲＷＰＥ１，ａｎｄＤＵ１４５ｃｅｌｌｓ
Ｎｔｕｂｕｌｉｎ：αｔｕｂｕｌｉｎｎｉｔｒｏｔｙｒｏｓｉｎａｔｉｏｎ；ＴＴＬ：Ｔｕｂｕｌｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｌｉｇ

ａｓｅ；ＴＴＬＬ１２：Ｔｕｂｕｌｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｌｉｇａｓｅｌｉｋｅ１２．Ｐ＜０．０５ｖｓＤＵ１４５

ｃｅｌｌｓ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　硝基化酪氨酸对各细胞Ｎｔｕｂｕｌｉｎ表达量的影
响　检测结果（图２）显示，加入硝基化酪氨酸后，

ＤＵ１４５细胞的Ｎｔｕｂｕｌｉｎ表达量（１．２３７±０．０９５）低
于ＰＷＲ１Ｅ（１４．５１２±０．９７３）和 ＲＷＰＥ１（１４．１７９±
０．９２６）细胞，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图２　Ｎｔｕｂｕｌｉｎ在ＰＷＲ１Ｅ、ＲＷＰＥ１和

ＤＵ１４５细胞中的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｔｕｂｕｌｉｎｉｎＰＷＲ１Ｅ，

ＲＷＰＥ１，ａｎｄＤＵ１４５ｃｅｌｌｓ
Ｎｔｕｂｕｌｉｎ：αｔｕｂｕｌｉｎｎｉｔｒｏｔｙｒｏｓｉｎａｔｉｏｎ

２．３　硝基化酪氨酸对各细胞增殖的影响　结果（图

３）显示，加入硝基化酪氨酸后，ＰＷＲ１Ｅ和 ＲＷＰＥ１
细胞的增殖明显受到抑制，实验组和对照组比较差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。而加入硝基化酪氨酸
后，ＤＵ１４５细胞的增殖无明显改变，两组比较差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．４　ｓｉＲＮＡ沉默实验结果　图４显示，ｓｉＴＴＬＬ１２２
转染的实验组ＤＵ１４５细胞和ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ转染的对照
组比较，实验组的ＴＴＬＬ１２条带消失，实验组中加硝
基化酪氨酸的细胞中，以ＴＢＰ为内参蛋白，Ｎｔｕｂｕ
ｌｉｎ表达量（１．４１１±０．１３０）高于相应的对照组
（０．２７３±０．０１２），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

ＭＴＴ实验结果（图５）显示，有效沉默 ＴＴＬＬ１２后，
在实验组内，硝基化酪氨酸使ＤＵ１４５细胞增殖明显
受到抑制（Ｐ＜０．０５），而对照组内，硝基化酪氨酸对
细胞增殖改变较小（Ｐ＞０．０５）。

图３　ＭＴＴ法检测硝基化酪氨酸对ＰＷＲ１Ｅ、

ＲＷＰＥ１和ＤＵ１４５细胞增殖的影响

Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｔｒｏｔｙｒｏｓｉｎｅｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ

ＰＷＲ１Ｅ，ＲＷＰＥ１，ａｎｄＤＵ１４５ｃｅｌｌｓｂｙＭＴＴａｓｓａｙ
Ｐ＜０．０５ｖｓｎｉｔｒｏｔｙｒｏｓｉｎｅｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图４　ＴＴＬＬ１２和硝基化酪氨酸对Ｎｔｕｂｕｌｉｎ表达的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＴＬＬ１２ａｎｄｎｉｔｒｏｔｙｒｏｓｉｎｅ

ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｔｕｂｕｌｉｎ
ＴＴＬＬ１２：Ｔｕｂｕｌｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｌｉｇａｓｅｌｉｋｅ１２；Ｎｔｕｂｕｌｉｎ：αｔｕｂｕｌｉｎｎｉｔｒｏ

ｔｙｒｏｓｉｎａｔｉｏｎ

图５　ＴＴＬＬ１２和硝基化酪氨酸对ＤＵ１４５细胞增殖的影响

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＴＬＬ１２ａｎｄｎｉｔｒｏｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＤＵ１４５ｃｅｌｌｓ

ＴＴＬＬ１２：Ｔｕｂｕｌｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｌｉｇａｓｅｌｉｋｅ１２；Ｎｔｕｂｕｌｉｎ：αｔｕｂｕｌｉｎｎｉｔｒｏ

ｔｙｒｏｓｉｎａｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓｎｉｔｒｏｔｙｒｏｓｉｎｅｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　微管蛋白可组装成纤毛、鞭毛、轴突、神经管、基
粒、中心粒、纺锤体等结构，参与细胞骨架的构成、细
胞形态的维持、细胞收缩、伪足运动、细胞内物质运
输以及细胞分裂等［３］。游离的硝基化酪氨酸可通过

ＴＴＬ整合至微管蛋白，这显著地改变了微管的结构，
可引起细胞的变形、黏附能力的下降以及胞内运输障
碍，最终会导致细胞凋亡和器官功能丧失［４５］。众所
周知，在炎症过程中，一氧化氮合成酶会促进硝基化
酪氨酸的形成，而ＴＴＬ将硝基化酪氨酸与微管蛋白
连接起来，导致细胞死亡，这可作为消除不正常细胞
的方法［６］。因此硝基化酪氨酸有抑制细胞增殖的功
能，而最终行使这一功能的是Ｎｔｕｂｕｌｉｎ，它可以清除
非正常细胞，是维持正常细胞种群的重要因素，可以
影响Ｎｔｕｂｕｌｉｎ形成的基因是ＴＴＬ，但我们最近又发
现了一个影响Ｎｔｕｂｕｌｉｎ形成的新基因，即ＴＴＬＬ１２。

　　首先我们利用前列腺上皮细胞株ＰＷＲ１Ｅ和

ＲＷＰＥ１以及前列腺癌细胞株ＤＵ１４５与硝基化酪氨
酸培养后，发现这３株细胞中αｔｕｂｕｌｉｎ、ＴＴＬ的表
达基本一致，ＤＵ１４５细胞的ＴＴＬＬ１２表达量略低于

ＰＷＲ１Ｅ和ＲＷＰＥ１细胞（Ｐ＜０．０５），但ＤＵ１４５细胞
的Ｎｔｕｂｕｌｉｎ表达量明显低于正常前列腺上皮细胞
株ＰＷＲ１Ｅ 和 ＲＷＰＥ１，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。为明确 Ｎｔｕｂｕｌｉｎ是否能抑制前列腺细胞的
增殖，将以上３株细胞与硝基化酪氨酸培养后，用蛋
白质印迹方法检测 Ｎｔｕｂｕｌｉｎ，结果显示 ＤＵ１４５细
胞的Ｎｔｕｂｕｌｉｎ表达量明显低于正常前列腺上皮细
胞株ＰＷＲ１Ｅ和ＲＷＰＥ１（Ｐ＜０．０５）。ＭＴＴ实验结
果表明正常前列腺上皮细胞株的增殖受到明显抑

制，这说明Ｎｔｕｂｕｌｉｎ表达量越高，细胞增殖受抑制
的程度越大。

　　在Ｎｔｕｂｕｌｉｎ的生成过程中，硝基化酪氨酸、αｔｕ
ｂｕｌｉｎ和 ＴＴＬ的多少会影响 Ｎｔｕｂｕｌｉｎ的最终表达
量［７］，在本实验中，硝基化酪氨酸、αｔｕｂｕｌｉｎ和ＴＴＬ的
表达量一致，但Ｎｔｕｂｕｌｉｎ的最终表达量却不一致，因
此，应该还有其他影响因素，那就是ＴＴＬＬ１２。根据本
实验结果，ＴＴＬＬ１２能有效减少Ｎｔｕｂｕｌｉｎ的产生，在
有效沉默ＴＴＬＬ１２后，将ＤＵ１４５细胞与硝基化酪氨
酸培养，然后检测Ｎｔｕｂｕｌｉｎ，发现沉默ＴＴＬＬ１２可以
提高Ｎｔｕｂｕｌｉｎ的表达量。

　　本实验结果表明 Ｎｔｕｂｕｌｉｎ会抑制前列腺细胞
的增殖，其表达量越高，细胞增殖受抑制的程度越
大。而ＴＴＬＬ１２可以抑制 Ｎｔｕｂｕｌｉｎ的生成，从而
使前列腺癌细胞避免死亡；阻断ＴＴＬＬ１２会导致Ｎ
ｔｕｂｕｌｉｎ增多，从而使细胞死亡，这说明 ＴＴＬＬ１２参

与了Ｎｔｕｂｕｌｉｎ的形成过程。

　　 我 们 在 实 验 中 发 现，前 列 腺 癌 细 胞 中 的

ＴＴＬＬ１２含量略低于前列腺正常细胞，但 Ｎｔｕｂｕｌｉｎ
表达量却明显降低，推测在前列腺癌细胞中，虽然

ＴＴＬＬ１２的总量稍有下降，但可能由于ＴＴＬＬ１２的
结构发生微小变化，使得 ＴＴＬＬ１２阻止 Ｎｔｕｂｕｌｉｎ
生成的功能加强，导致癌细胞逃避了Ｎｔｕｂｕｌｉｎ对其
的打击，从而继续增殖，因此ＴＴＬＬ１２具有潜在癌基
因的功能，在前列腺癌发生和发展中，ＴＴＬＬ１２可能
发挥了重要的作用。国内尚未见关于ＴＴＬＬ１２的报
道，国外 Ｗａｓｙｌｙｋ等［８］报道ＴＴＬＬ１２促进了肿瘤的
生长和转移，参与微管蛋白的修饰，可作为肿瘤治疗
的靶点。而根据本实验的结果可知，ＴＴＬＬ１２通过
干扰 ＴＴＬ的功能，阻止硝基化酪氨酸与αｔｕｂｕｌｉｎ
的整合，从而减少了 Ｎｔｕｂｕｌｉｎ生成，避免细胞受到
死亡打击，而对这一调控机制的进一步研究，将有助
于控制肿瘤细胞的生长。
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