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　　［摘要］　目的　探讨前列腺癌相关长链非编码ＲＮＡ（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｒｅｌａｔｅｄｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＰＣＲＬ）在前列腺癌中

的表达情况及其潜在的生物学功能。方法　采用ｑＲＴＰＣＲ检测ＰＣＲＬ在前列腺癌组织、癌旁组织及其他组织中的表达，同
法检测并比较 ＰＣＲＬ在雄激素依赖（ＬＮＣａＰＡＤ）与雄激素非依赖（ＬＮＣａＰＡＩ）前列腺癌细胞和正常前列腺上皮细胞

（ＲＷＰＥ１）中的表达差异。以ｓｉＲＮＡ干扰ＰＣＲＬ后，采用ｑＲＴＰＣＲ方法检测ＬＮＣａＰＡＩ细胞和ＬＮＣａＰＡＤ细胞中雄激素受

体的表达变化。结果　ＰＣＲＬ在前列腺及前列腺癌组织中特异高表达，ＬＮＣａＰＡＩ细胞中ＰＣＲＬ水平高于ＬＮＣａＰＡＤ细胞

和ＲＷＰＥ１细胞。干扰ＰＣＲＬ后ＬＮＣａＰＡＩ细胞和ＬＮＣａＰＡＤ细胞中雄激素受体的表达量上升（前者Ｐ＜０．０００１）。结

论　在前列腺癌中特异高表达的ＰＣＲＬ与前列腺癌的进展有关，ＰＣＲＬ和雄激素受体之间可能存在一定的调控关系。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（１１）：１１６１１１６５］

　　前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是全球发病率

第２、死亡率第６的男性恶性肿瘤［１］。近年来，我国

前列腺癌的发病率显著上升。流行病学数据显示，

我国前列腺癌发病率已从１９９３年的１．７１／１０万男

性人口增加到２００５年的７．９／１０万男性人口，年增

幅１３％［２］。与西方国家不同的是，我国前列腺癌发



·１１６２　 · 第二军医大学学报　２０１３年１１月，第３４卷

现时多为晚期，肿瘤已经局部或远处转移［３］。肿瘤

进入晚期后，抗雄激素治疗（去除雄激素或者使用雄

激素受体拮抗剂）是主要治疗方法之一，经抗雄治疗

后大部分患者可获得病情好转，然而，在经过中位时

间为１８～２４个月后，几乎所有患者都会转变为去势

抵抗性前列腺癌（ｃａｓｔｒａｔｉｏｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃ

ｅｒ，ＣＲＰＣ）［４］。这一临床难题已困扰了泌尿外科医

师多年，至今尚无法有效解决，这也是前列腺癌死亡

率居高不下的主要原因。

　　我们的前期研究利用芯片筛选发现了４０６个与

前列腺癌有关的长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇ

ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）［５］。此后，我们用１４对ＲＮＡｓｅｑ数

据建立了中国人前列腺癌及癌旁正常组织数据库，

将此数据库与中国科学院其他组织（包括肝脏、肺、

胰腺、乳腺、结直肠、胃、膀胱、肾、输尿管等）数据库

进行比对后，发现编号为２２４７６的ｌｎｃＲＮＡ在前列

腺组织中的表达远高于在其他组织中的表达。在前

列腺癌组织中，２２４７６的表达量也远远高于在正常前

列腺组织中的表达量。我们测序的结果和ＮＣＢＩ数

据库登录序列（ｒｅｆ／ＮＷ００４９２９３９３．１／）一致。该序

列位于１４号染色体着丝粒附近的短臂上。进一步

分析发现，转录本序列５′端无启动子序列，３′端不存

在ｐｏｌｙ（Ａ），从分析上看，属于ｌｎｃＲＮＡ类型的序列。

我们将２２４７６命名为前列腺癌相关ｌｎｃＲＮＡ（ｐｒｏｓ

ｔａｔｅｃａｎｃｅｒｒｅｌａｔｅｄｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＰＣＲＬ）。

本研究以ＰＣＲＬ为切入点来研究其在前列腺组织中

的表达差异及在前列腺癌发展中的作用。

１　材料和方法

１．１　 主要试剂 　ＲＰＭＩ１６４０ 培养液、无酚红

ＲＰＭＩ１６４０培养液、活性炭和葡聚糖处理的胎牛血

清为Ｇｉｂｃｏ公司产品，０．０５％含ＥＤＴＡ的胰蛋白酶

购自ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｙ公司，进口胎牛血清购于

ＰＡＡ公司，脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＲＮＡ抽提试

剂 ＴＲＩｚｏｌ为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，反转录试剂盒

（货号：ＤＲＲ０３７Ａ）和实时荧光定量试剂盒（货号：

ＤＲＲ０４１Ａ）购于宝生物工程（大连）有限公司。

１．２　细胞来源及培养　本研究中所有细胞系（包括

前列腺癌细胞系 Ｃ４２、ＰＣ３、ＤＵ１４５、２２ＲＶ１、ＬＮ

ＣａＰＡＤ、ＬＮＣａＰＡＩ，正常前列腺细胞系 ＲＷＰＥ１）

均来源于第二军医大学长海医院泌尿外科实验室。

Ｃ４２、ＰＣ３、ＤＵ１４５、ＬＮＣａＰＡＤ、２２ＲＶ１用含１０％

胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液培养，ＬＮＣａＰＡＩ用

含１０％活性炭和葡聚糖处理的胎牛血清的无酚红

ＲＰＭＩ１６４０培养液培养，ＲＷＰＥ１用ＫＳＦＭ（Ｇｉｂｃｏ

１７００５０４２）培养液培养。所有细胞均在３７℃、５％

ＣＯ２条件下培养。

１．３　组织标本来源　本实验所有临床组织标本均

来自于第二军医大学长海医院。所有标本的使用均

由患者或其委托人签署知情同意书。所有涉及人体

标本的研究均事先获得长海医院医学伦理委员会的

批准。所有前列腺癌组织和癌旁正常组织均经病理

确认。所有癌组织均至少含前列腺癌７０％，所有正

常癌旁组织含癌量为０。

１．４　ｑＲＴＰＣＲ检测ＰＣＲＬ在细胞系和组织中的表

达　用ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉ

ｃａ，ＵＳＡ）法提取细胞系和组织中的总ＲＮＡ，将１μｇ
总ＲＮＡ 按 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ○Ｒ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（Ｐｅｒｆｅｃｔ

ＲｅａｌＴｉｍｅ）（ＴａＫａＲａ：ＲＲ０３７Ａ）反转录试剂盒步骤

反转录成ｃＤＮＡ，根据实时荧光定量试剂盒［ＳＹＢＲ

（Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ （Ｐｅｒｆｅｃｔ ＲｅａｌＴｉｍｅ）（２×）

（ＴａＫａＲａ：ＤＲＲ０８１Ａ）］的步骤，使用 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ

ｓｙｓｔｅｍｓＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ实时荧光定量系统，检测组

织中和细胞系中ＰＣＲＬ的表达。ＰＣＲＬ定量正义引

物为５′ＴＣＣＡＴＧＴＣＣＴＴＡＡＧＧＴＧＡＣＡＡＡ

３′，反义引物为５′ＴＣＴＣＣＣＴＴＴＣＴＣＣＣＣＡＧＴ

ＣＴ３′；βａｃｔｉｎ定量正义引物为５′ＣＧＣＧＡＧＡＡＧ

ＡＴＧＣＣＣＡＧＡＴＣ３′，反义引物为５′ＴＣＡＣＣＧ

ＧＡＧＴＣＣＡＴＣＡＣＧＡ３′。以βａｃｔｉｎ为内参基因，

应用ＳｔｅｐＯｎｅＳｏｆｔｗａｒｅｖｅｒｓｉｏｎｖ２．１（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ

Ｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）处理ｑＲＴＰＣＲ数据，各组重复３次

取平均值。

１．５　ＰＣＲＬ的生物学功能研究　将ＬＮＣａＰＡＤ和

ＬＮＣａＰＡＩ细胞以３×１０５个／孔的密度接种在６孔

板，２４ｈ后将两种细胞同时按Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说

明书转染ＰＣＲＬ的干扰ＲＮＡ（购于上海拓然生物科

技有限公司）。ｓｉＲＮＡ 序列如下：ＰＣＲＬｓｉＲＮＡ１

ｓｅｎｓｅ为 ５′ＧＣＣ ＵＧＧ ＡＧＡ ＡＡＧ ＵＵＵ ＡＡＣ

ＵｄＴｄＴ３′，ＰＣＲＬｓｉＲＮＡ１ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 为 ５′ＡＧＵ

ＵＡＡ ＡＣＵ ＵＵＣ ＵＣＣ ＡＧＧ ＣｄＴｄＴ３′；ＰＣＲＬ
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ｓｉＲＮＡ２ｓｅｎｓｅ为５′ＧＡＧＧＣＵ ＧＵＵ ＡＡＧ ＵＧＡ

ＡＵＣ ＡｄＴｄＴ３′，ＰＣＲＬｓｉＲＮＡ２ａｎｔｉｓｅｎｓｅ 为 ５′

ＵＧＡ ＵＵＣ ＡＣＵ ＵＡＡ ＣＡＧ ＣＣＵ ＣｄＴｄＴ３′；

ＰＣＲＬｓｉＲＮＡ３ｓｅｎｓｅ为５′ＣＡＣＣＡＡ ＵＧＧ ＡＣＵ

ＧＣＡＡＣＡＵｄＴｄＴ３′，ＰＣＲＬｓｉＲＮＡ３ａｎｔｉｓｅｎｓｅ为

５′ＡＵＧ ＵＵＧＣＡＧ ＵＣＣＡＵＵ ＧＧＵ ＧｄＴｄＴ３′。

以 Ｍｏｃｋ（在培养液中加Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）和Ｃｏｎ

ｔｒｏｌ（在 培 养 液 中 加 ＮｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ 和 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）作为对照。转染１２ｈ后采用ｑＲＴ

ＰＣＲ法检测细胞中雄激素受体（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＡＲ）的表达，ＡＲ 定量正义引物为５′ＧＡＣ ＧＣＴ

ＴＣＴＡＣＣＡＧＣＴＣＡＣＣ３′，反义引物为５′ＧＡＡ

ＡＧＧＡＴＣＴＴＧＧＧＣＡＣＴＴＧ３′，方法同前。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件包对数据

进行统计学分析，使用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检验比较前

列腺癌与癌旁组织中ＰＣＲＬ表达差异，使用 Ｍａｎｎ

ＷｈｉｔｎｅｙＵ 检验比较西方人群细胞系和中国人前列

腺癌组织中的 ＰＣＲＬ表达差异。检验水准（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　 ＰＣＲＬ 是 前 列 腺 和 前 列 腺 癌 相 关 性

ｌｎｃＲＮＡ　我们检测了不同组织中 ＰＣＲＬ的表达。

结果发现，与肝、胰腺、乳腺、肠、胃、膀胱、肾、食管等

组织相比，ＰＣＲＬ在前列腺和前列腺癌组织中高表

达（图１Ａ）。此后，我们用１５对前列腺癌和癌旁正

常组织做了进一步检测。使用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检

验比较前列腺癌与癌旁组织的ＰＣＲＬ表达差异，结

果发现，前列腺癌组织中ＰＣＲＬ的表达高于癌旁组

织（Ｐ＝０．０２７，图１Ｂ）。

２．２　ＰＣＲＬ在西方人群细胞系和中国人前列腺癌

组织中的表达差异　我们利用ｑＲＴＰＣＲ在来源于

西方人群前列腺癌组织的细胞系和中国人前列腺癌

组织中检测了ＰＣＲＬ的表达。使用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ

Ｕ 检验比较西方人群细胞系和中国人前列腺癌组织

中的ＰＣＲＬ表达差异，结果表明，ＰＣＲＬ在中国人前

列腺癌组织中的表达量远高于西方人群前列腺癌细

胞系（Ｐ＜０．０００１，图２），这提示ＰＣＲＬ可能具有中

国人种族特异性。

图１　ＰＣＲＬ在前列腺癌和其他组织中的表达

Ｆｉｇ１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＲＬｉｎＰＣａａｎｄｏｔｈｅｒｔｉｓｓｕｅｓ

Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＲＬｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｏｔｈｅｒｔｉｓ

ｓｕｅｓ；Ｂ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＲＬｉｎＰＣａｗａｓｎｏｔａｂｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ

ｉｎａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＝０．０２７）．ＰＣＲＬ：Ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｒｅ

ｌａｔｅｄｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；ＢＰＨ：Ｂｅｎｉｇｎｐｒｏｓｔａｔｉｃｈｙｐｅｒ

ｐｌａｓｉａ；ＰＣａ：Ｐｒｏｓｔａｔｉｃｃａｎｃｅｒ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图２　ＰＣＲＬ在西方人群细胞系和

中国人前列腺癌组织中的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＲＬｉｎｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＷｅｓｔｅｒｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎａｎｄ

ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｉｅｎｔｓ

１Ｔ１５Ｔ：ＰｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｉｅｎｔｓ．Ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆＰＣＲＬｉｎ１Ｔ１５Ｔ ｗａｓｎｏｔａｂｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｅｃｅｌｌ

ｌｉｎｅｓ（Ｐ＜０．０００１）．ＰＣＲＬ：Ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｒｅｌａｔｅｄｌｏｎｇｎｏｎ

ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ＰＣＲＬ在前列腺癌进展过程中的初步生物学

功能研究　首先，我们通过ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术检测
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了ＰＣＲＬ 和 ＡＲ 在雄激素依赖性前列腺癌细胞

ＬＮＣａＰＡＤ、雄 激 素 非 依 赖 性 前 列 腺 癌 细 胞

ＬＮＣａＰＡＩ和人正常前列腺上皮细胞ＲＷＰＥ１中的

表达情况。结果（图３Ａ、３Ｂ）发现，ＬＮＣａＰＡＤ 和

ＬＮＣａＰＡＩ中ＰＣＲＬ表达量明显高于 ＲＷＰＥ１，而

且，ＬＮＣａＰＡＩ中 ＰＣＲＬ表达量明显高于 ＬＮＣａＰ

ＡＤ中的表达；更为有意义的是，ＡＲ 在这３种细胞

系中的表达情况与ＰＣＲＬ相同。此后，我们研究了

ｓｉＲＮＡ干扰ＰＣＲＬ后 ＡＲ的表达。由干扰效率图

（图３Ｃ）可知，ｓｉＲＮＡ１的干扰效率明显高于ｓｉＲ

ＮＡ２和ｓｉＲＮＡ３，由此，我们选择ｓｉＲＮＡ１用于后

续实验。通过ｑＲＴＰＣＲ 技术检测 ＰＣＲＬ干扰后

ＬＮＣａＰＡＤ和ＬＮＣａＰＡＩ中的ＡＲ 的表达量，结果

表明，无论是在ＬＮＣａＰＡＩ细胞中还是ＬＮＣａＰＡＤ
细胞中，干扰ＰＣＲＬ后ＡＲ 的表达量都有不同程度

升高；在ＬＮＣａＰＡＩ细胞中，ＡＲ的表达量增加更明

显（Ｐ＜０．０００１，图３Ｄ、３Ｅ）。

图３　ＰＣＲＬ在前列腺癌进展过程中的初步生物学功能研究

Ｆｉｇ３　ＳｔｕｄｙｏｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＰＣＲＬｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ

Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＲＬｉｎＬＮＣａＰＡＩ，ＬＮＣａＰＡＤａｎｄＲＷＰＥ１ｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＡＲ）ｉｎＬＮＣａＰ

ＡＩ，ＬＮＣａＰＡＤａｎｄＲＷＰＥ１ｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＰＣＲＬｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｂｙｓｉＲＮＡ；Ｄ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＲｉｎＬＮＣａＰＡＤｃｅｌｌｓａｆ

ｔｅｒＰＣＲＬｉｎｔｅｒｆｅｒｎｃｅ；Ｅ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＲｉｎＬＮＣａＰＡＩｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＰＣＲＬｉｎｔｅｒｆｅｒｎｃｅ．ＰＣＲＬ：Ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｒｅｌａｔｅｄｌｏｎｇ

ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；Ｐ＜０．０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　去势抵抗性前列腺癌是引起前列腺癌患者死亡

的主要原因，虽然目前雄激素依赖性转变的机制尚

不完全清楚，但其转变机制正在不断被研究并且更

新中［６］。归纳起来去势抵抗性前列腺癌的形成主要

通过两种途径实现：（１）ＡＲ途径，包括ＡＲ配体结

合区突变或ＡＲ基因扩增，增加肿瘤对肾上腺源性

的低水平雄激素的敏感性［７９］；突变的 ＡＲ能对其

他类固醇，甚至抗雄药物产生应答；通过改变 ＡＲ
与共激活分子之间的相互作用，使突变或非突变的

ＡＲ被肾上腺雄激素活化［１０］，或通过改变某些肽类

生长因子或细胞因子的基因表达与功能，使 ＡＲ非

正常活化；或通过失活的雄激素代谢产物肿瘤内合

成二氢睾酮［１１］。（２）非 ＡＲ途径，包括肿瘤细胞神

经内分泌化、凋亡基因异常等［１２１５］。以上这些途径

并非相互排斥，任何单一途径均不能完全解释去势

抵抗性前列腺癌的发生机制。

　　我们利用ｑＲＴＰＣＲ检测发现，ＰＣＲＬ在前列腺

组织（包含正常的前列腺组织和前列腺癌组织）中的

表达高于其他器官如肾脏、胰腺、乳腺和胃。前列腺

癌组织中ＰＣＲＬ表达比癌旁正常的前列腺组织高得

多，这表明，尽管我们现在还不清楚其特异性表达的

机制，但ＰＣＲＬ与前列腺的生理病理功能调控相关。

利用前列腺癌细胞系进一步研究发现，ＰＣＲＬ在雄

激素非依赖性前列腺癌细胞中的表达高于雄激素依

赖前列腺癌细胞，下调ＰＣＲＬ后，雄激素非依赖性前

列腺癌细胞中 ＡＲ的表达进一步升高。这提示，
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ＰＣＲＬ和 ＡＲ 之间可能存在着一定的调控关系，

ＰＣＲＬ通过影响 ＡＲ表达参与了前列腺癌的发展。

尽管信息学分析显示ＰＣＲＬ与ＡＲ在序列上存在一

定的互补性，但二者之间具体的调控机制及ＰＣＲＬ
在前列腺癌发生发展中的生物学功能需要进一步深

入探讨。

　　我们还发现了一个有意义的现象：ＰＣＲＬ在中

国人前列腺和前列腺癌组织中都特异性高表达且其

表达量都远远高于西方人群细胞系。在我们进行的

ＰＣＲＬ细胞生物学功能研究中，使用的是西方人群

细胞系，在干扰ＰＣＲＬ的表达后，细胞生物学行为并

没有明显改变（结果未显示）。我们设想，这可能与

ＰＣＲＬ在西方人群细胞系中的低表达有关。这也提

示我们，利用中国人群细胞系进行生物学功能研究

或在西方人群细胞系中进行过表达ＰＣＲＬ的研究将

是未来研究ＰＣＲＬ的重要方向。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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