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犘犃犓６与犎犇犃犆６的相互结合诱导的细胞自噬在前列腺癌增殖

中的作用

李婷婷；指导教师：刘　彤，李　丰

中国医科大学四年级生物科学与生物技术

　　【立论依据】　前列腺癌 （ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是男性恶性肿瘤的第一杀手。近期研究表明细胞自噬作为双

刃剑在前列腺癌、乳腺癌等肿瘤的生理与病理过程中发挥重要的作用，但目前细胞自噬如何调控前列腺癌的机制

尚无报道。ｐ２１活化激酶６（ｐ２１ａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ６，ＰＡＫ６）是丝／苏氨酸蛋白激酶ＰＡＫ家族的一员，通过磷酸化雄

激素受体与肿瘤Ｅ３连接酶而泛素化降解雄激素受体，从而负向调节前列腺肿瘤的生长。ＨＤＡＣ６是Ⅱ类组蛋白

脱乙酰化酶的一个成员，通过调节底物乙酰化水平促进肿瘤的生长与转化。已有文献报道，ＰＡＫ６在前列腺癌中

呈高表达，而ＨＤＡＣ６具有促进自噬小体形成的作用。我们前期的研究结果发现，ＰＡＫ６可通过结合ＨＤＡＣ６从而

诱导细胞发生自噬，且临床标本的免疫荧光结果显示ＰＡＫ６与 ＨＤＡＣ６共定位于细胞质中，且恶性前列腺癌中的

共定位明显高于正常前列腺组织，提示两者在前列腺癌中发挥重要作用。因此本实验旨在探讨ＰＡＫ６与 ＨＤＡＣ６

相互结合诱导的细胞自噬在前列腺癌中的发挥的生物学功能及调节机制。

【设计思路】　应用体内外结合实验研究二者在细胞内的相互作用。电镜及蛋白质印迹技术检测ＰＡＫ６与

ＨＤＡＣ６与细胞自噬的关系，及ＰＡＫ６与 ＨＤＡＣ６诱导的细胞自噬在前列腺癌中的生物学功能。免疫组化检测二

者在前列腺癌临床标本中表达的相关性。

【实验内容】　（１）体外ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ实验证实ＰＡＫ６与ＨＤＡＣ６直接结合。（２）共转染ＨＤＡＣ６和ＰＡＫ６到

工具细胞 ＨＥＫ２９３中，免疫共沉淀检测二者在细胞内结合。（３）成功构建过表达和沉默ＰＡＫ６细胞系，利用

ＭＴＴ，细胞计数及蛋白质印迹实验揭示ＰＡＫ６与 ＨＤＡＣ６诱导的细胞自噬在前列腺癌中的生物学功能。（４）免疫

组化分析前列腺癌组织临床标本中ＰＡＫ６与 ＨＤＡＣ６表达的相关性。

【材料】　前列腺癌及工具细胞系，相应抗体，ＥＣＬ发光试剂及仪器，共聚焦激光显微镜。

【可行性】　 所在实验室为教育部医学细胞生物学重点实验室。前期实验成功证明ＰＡＫ６和 ＨＤＡＣ６的结合

及共定位关系，本人已熟练掌握了后续实验涉及的相关技术。

【创新性】　本研究首次发现ＰＡＫ６和 ＨＤＡＣ６在前列腺癌中的共定位表达变化及二者的相互作用，阐明

ＰＡＫ６通过 ＨＤＡＣ６促进细胞自噬，为寻找前列腺癌的预警分子提供理论基础。
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３．中国医科大学２０１１级临床医学七年制

　　【理论依据】　ｐｉＲＮＡ是细胞内三大非编码ＲＮＡ（ｎｏｃｏｄｉｎｇＲＮＡ）之一，参与到干细胞干细胞“干性”的维持之

中，同时与ＰＩＷＩ蛋白组成ｐｉＲＮＡＰＩＷＩ通路，在大量不同类型的肿瘤细胞中高表达。类比ｍｉＲＮＡ领域取得的研
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究成果，例如组织工程学应用、抗肿瘤靶点等，探讨ｐｉＲＮＡＰＩＷＩ通路是否具备相同的应用与靶点价值是本实验设

计的核心所在。

【设计思路】　热休克蛋白９０（ｈｏｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ９０）参与了ｐｉＲＮＡ负载到ＰＩＷＩ蛋白的关键过程，通过使用其

抑制剂１７ＡＡＧ能够间接的抑制ｐｉＲＮＡＰＩＷＩ通路，同时以神经母细胞瘤的肿瘤干细胞为实验对象，探讨抑制

ｐｉＲＮＡＰＩＷＩ通路对于肿瘤干细胞“干性”的影响

【实验内容】　以小儿最常见的颅外实体瘤神经母细胞为实验对象：（１）神经母细胞瘤干细胞的富集：使用依托

泊苷处理肿瘤细胞，进行肿瘤干细胞的富集。（２）实验对象的分组：①维甲酸组作为对照组；②１７ＡＡＧ组；③

ＲＮＡｉＰＩＷＩＬ２组。（３）实验检测指标：①ＰＩＷＩＬ２ｍＲＮＡ的检测；②细胞干性的评价：检测相关基因ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、

ＣＭＹＣ与ＮＭＹＣ基因的表达，甲基化相关酶（ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３）的表达，同时进行形态学观察、细胞凋亡以及细

胞周期的监测。③ｐｉＲＮＡＰＩＷ通路功能的检测：检测代表性的转座子Ｌｉｎｅ１、ＩＡＰ的表达，以及ＰＩＷＩＬ２蛋白的表

达。

【材料】　神经母细胞瘤细胞系ＩＭＲ３２、ＳＫＮＳＨ、ＳＨＳＹ５Ｙ；ＨＳＰ９０抑制剂１７ＡＡＧ。

【可行性】　本实验室已在神经母细胞瘤的相关研究中取得研究成果，发表ＳＣＩ论文，同时本实验的参与团队

在校学习期间深入实验室研究过程之中，掌握了一定的实验技能。

【创新性】　探讨使用ｐｉＲＮＡＰＩＷＩ通路的间接抑制剂１７ＡＡＧ，从而研究抑制该通路对于神经母细胞瘤干细

胞“干性”所造成的影响，为研究靶向抑制ｐｉＲＮＡＰＩＷＩ通路作为抗肿瘤治疗新靶点奠定理论基础，同时亦为未来

开发基于ｐｉＲＮＡ的组织工程学重编程细胞的新靶点进行前瞻性研究。

　　关键词：ｐｉＲＮＡ；ＰＩＷＩ；肿瘤干细胞；１７ＡＡＧ
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　　【立论依据】　国内外研究表明：（１）骨骼肌，淋巴管分布广泛，血供丰富，但未有癌症转移到骨骼内生长。（２）

ＭｙｏＤ是骨骼肌成肌调节因子，有以下作用：让某些细胞转化为骨骼肌细胞。人工合成高亲和力的 ＭｙｏＤ，可与分

化抑制因子ＩＤ结合，抑制癌细胞增殖。预实验结果显示：骨骼肌细胞因子作用：（１）抑制癌细胞增殖；（２）使癌细

胞的生长形态变为梭状或细长状。

【设计思路】　 猜想：ＭｙｏＤ是抑制癌细胞转移到骨骼肌内生长的内源性细胞因子。体外实验：（１）骨骼肌细

胞与癌细胞共培养探索骨骼肌细胞对癌细胞的影响。（２）在癌细胞培养基中添加 ＭｙｏＤ探索 ＭｙｏＤ对癌细胞增殖

及迁移能力的影响。（３）构建ｓｉＲＮＡ靶向沉默 ＭｙｏＤ骨骼肌细胞株与癌细胞共培养探索其它细胞因子对癌细胞

增殖的影响。体内实验：构建裸鼠肿瘤模型，肿瘤部位注射 ＭｙｏＤＭｙｏＤ是内源性抑制肿瘤生长的因子。若实验

假设不成立，则寻找新的细胞因子，进行新的探索。

【实验内容】　实验组：（１）在癌细胞培养基中添加 ＭｙｏＤ。（２）骨骼肌细胞、ｓｉＲＮＡ靶向沉默骨骼肌细胞与癌

细胞共培养２４ｈ。（３）构建裸鼠肿瘤模型，往肿瘤部位注射骨骼肌细胞培养上清液、ＭｙｏＤ。对照组：（１）在癌细胞

培养基中添加ＤＭＥＭ。（２）癌细胞与癌细胞共培养２４ｈ。（３）构建裸鼠肿瘤模型，往肿瘤部位注射生理盐水。Ｂｒｄｕ

测细胞增殖率，流式、ＷＢ测蛋白表达，电镜、光学显微镜下观查细胞生长形态以及超微结构，称量体重等观察肿瘤

生长。

【材料】　人骨骼肌细胞，人乳腺癌细胞（淋巴转移），人肝癌细胞（血道转移），人鼻咽癌细胞（高转移率），裸鼠。

实验采用空隙为０．４μｍ的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ嵌入式培养板。

【可行性】　本实验理论基础牢靠、前期研究充足，实验设计切合实际。
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