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　　［摘要］　目的　探讨犘犚犇犕５基因在前列腺癌细胞中的抑癌作用。方法　采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）、限制性内切酶酶切、

Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接等方法，克隆犘犚犇犕５基因并插入慢病毒载体中。将携带犘犚犇犕５基因的慢病毒质粒（或阴性对照质粒）与

慢病毒包装质粒通过脂质体法共转染２９３Ｔ细胞，收集病毒上清，感染人前列腺癌细胞株２２Ｒｖ１。用蛋白质印迹法检测细胞

ＰＲＤＭ５的表达，细胞倍增实验和平板克隆实验检测细胞增殖和克隆形成能力，软琼脂克隆形成实验检测细胞非锚着依赖性生长

能力。结果　成功构建犘犚犇犕５重组慢病毒载体，并包装获得慢病毒上清。将犘犚犇犕５重组慢病毒载体感染２２Ｒｖ１细胞后，筛

选得到稳定表达细胞株，蛋白质印迹法结果显示该细胞株能稳定表达外源性ＰＲＤＭ５蛋白。过表达ＰＲＤＭ５的前列腺癌２２Ｒｖ１

细胞的增殖能力［倍增时间：（５２．５±１．４）ｈｖｓ（４４．０±１．３）ｈ］、克隆形成能力［克隆形成数：（１１１４±９８）／皿ｖｓ（１３６１±１２３）／皿］

和非锚着依赖性生长能力［克隆形成数：（９４．６±８．７）／孔ｖｓ（１５４．０±３．５）／孔］均低于阴性对照组（犘＜０．０５）。结论　前列腺癌

２２Ｒｖ１细胞中ＰＲＤＭ５的过表达具有抑制肿瘤细胞增殖、克隆形成和非锚着依赖性生长的能力。
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第６期．王　洋，等．犘犚犇犕５基因抑制前列腺癌细胞２２Ｒｖ１生长

ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＲＤＭ５ｈａｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔａｇａｉｎｓｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄａｎｃｈｏｒａｇｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｇｒｏｗｔｈｏｆｐｒｏｓｔａｔｅ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ犻狀狏犻狋狉狅．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ＰＲＤＭ５；ｐｒｏｓｔａｔｉｃｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｌｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ；ａｎｃｈｏｒａｇｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｇｒｏｗｔｈ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（６）：７２４７２８］

　　ＰＲ域蛋白（ＰＲＤＭ）是近年来新发现的Ｋｒｕｐｐｅｌ

样锌指基因产物家族的亚型，在细胞分化和恶性转化

中起着重要作用［１］。现已发现该家族有１７个成员，

分别是ＰＲＤＭ１～１７，其末端都存在具有转录调控作

用的ＰＲ结构域和ＳＥＴ结构域
［２］。犘犚犇犕５（犘犉犕２）

被认为是一个抑癌基因［３］，Ｄｅｎｇ等
［４］研究发现重组腺

病毒表达的ＰＲＤＭ５能引起感染的肿瘤细胞出现

Ｇ２／Ｍ的阻滞并促进肿瘤细胞发生凋亡；Ｗａｔａｎａｂｅ

等［５］发现，在胃肠道癌细胞系过表达ＰＲＤＭ５能抑制

癌细胞的生长。但目前关于ＰＲＤＭ５在前列腺癌中

的表达和作用还未见相关研究报道。本研究以

犘犚犇犕５慢病毒感染低表达ＰＲＤＭ５的前列腺癌

２２Ｒｖ１细胞，通过细胞倍增实验、平板克隆实验和软

琼脂克隆形成实验，探讨ＰＲＤＭ５在前列腺癌中的

作用。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　前列腺癌２２Ｒｖ１细胞系由第

二军医大学长海医院泌尿外科保存，用含１０％胎牛血

清（ＦＢＳ）的ＤＭＥＭ／ＲＰＭＩ１６４０混合培养基在３７℃、

７％ＣＯ２条件下培养。ＤＭＥＭ培养基、ＲＰＭＩ１６４０培

养基、胰蛋白酶、青霉素Ｇ钠和氯霉素购自Ｇｉｂｃｏ公

司，ＦＢＳ购自 ＳＡＦＣＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，二甲亚砜

（ＤＭＳＯ）、嘌呤霉素（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ，ＰＭ）购自Ｓｉｇｍａ公

司，多西环素（ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ，ＤＯＸ）购自生工生物工程

（上海）股份有限公司，ＲＮＡｐｕｒｅ超纯总ＲＮＡ快速提

取试剂盒、ＥＡＳＹｓｐｉｎ组织／细胞ＲＮＡ快速提取试剂

盒购自北京艾德来生物科技有限公司，ｐＺＥＲＯ／Ｂｌｕｎｔ

零背景快速克隆试剂盒、ＴＩＡＮｐｒｅｐ快速质粒小提试

剂盒、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＤＮＡ纯化试剂盒购自天根生化

科技（北京）有限公司，Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自ＮＥＢ公

司，犅犵犾Ⅱ、犃犵犲Ⅰ、犖犱犲Ⅰ和犆犾犪Ⅰ限制性内切酶购自宝

生物工程有限公司（ＴａＫａＲａ）。ＰｕｒｅＹｉｅｌｄＴＭ质粒小提

试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染

试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，化学发光试剂盒购自

Ｔｈｅｒｍｏ公司，兔抗ＰＲＤＭ５单克隆抗体购自Ａｂｃａｍ

公司，ａｃｔｉｎ多克隆抗体购自Ｓｉｇｍａ公司，山羊抗小鼠

ＩｇＧＨＲＰ（ｓｃ２００５）、山羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ（ｓｃ２００４）购自

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　ＰＣＲ引物的设计、合成　利用ＮＣＢＩ网上的

ＧｅｎＢａｎｋ数据库（犺狋狋狆：／／狑狑狑．狀犮犫犻．狀犾犿．狀犻犺．犵狅狏／

犵犲狀犲／）以及Ｂｌａｓｔ（犺狋狋狆：／／犫犾犪狊狋．狀犮犫犻．狀犾犿．狀犻犺．犵狅狏／

犅犾犪狊狋．犮犵犻）对基因序列进行查找和序列比对。采用

ＤＮＡＭＡＮ６．０、ＶｅｃｔｏｒＮＴＩｓｕｉｔｅ８．０ 及 Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０等软件进行基因序列分析和引物设计。

根据ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的人犘犚犇犕５基因序列（ＮＭ＿

０１８６９９．２），应用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物：

Ｆｏｒｗａｒｄ５′ａａＡＣＣＧＧＴＣＡＣＣＡＴＧＣＴＧＧＧＣＡＴＧ

ＴＡＣＧＴＧＣＣ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ａａＡＴＣＧＡＴＴ ＴＡＧ

ＣＴＧ ＴＣＡ ＧＣＴ ＡＣＡ ＣＣＡ ＴＧＧ３′。引 物 由

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。从人ｃＤＮＡ文库中克隆获得人

犘犚犇犕５基因，５′端和３′端分别设计犃犵犲Ⅰ（ＡＣＣ

ＧＧＴ）和犆犾犪Ⅰ（ＡＴＣＧＡＴ）酶切位点，用于表达载体

的定向克隆。人犘犚犇犕５基因内部１０１３ｂｐ处存在

一个犖犱犲Ⅰ位点，设计犖犱犲Ｆ（５′ＡＣＧＴＣＡＴＡＴＧＡＴ

ＣＡＣＣＣＡＣＴＣＡＧ３′）和犖犱犲Ｒ（５′ＧＡＴＣＡＴＡＴＧ

ＡＣＧＴＴＴＴＡＧＣＴＧＡＴＴ ＡＧ３′）引物进行分段

ＰＣＲ扩增，最后以犖犱犲Ⅰ酶切位点进行拼接。

１．３　犘犚犇犕５基因的克隆和慢病毒表达载体的构建

以人ＰＲＤＭ５的ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ，反应结束

后，用１％琼脂糖凝胶进行电泳，切取目的片段，用

ＤＮＡ纯化试剂盒进行目的片段的回收，连接克隆载

体。连接产物转化大肠杆菌感受态细胞，将细胞均匀

涂布于含氨苄青霉素的ＬＢ琼脂平板表面，于３７℃孵

箱中倒置培养过夜。挑取单克隆接种于加入氨苄青

霉素的ＬＢ培养液中摇菌，进行质粒抽提和酶切鉴定。

将鉴定正确的克隆送测序公司测序。将测序正确的

克隆质粒分别用犃犵犲Ⅰ和犖犱犲Ⅰ、犖犱犲Ⅰ和犆犾犪Ⅰ双酶

切，慢病毒载体质粒ｐＬＶＴＯＦ用犃犵犲Ⅰ和犆犾犪Ⅰ双酶

切。回收ｐＺＥＲＯ／ＢｌｕｎｔＰＲＤＭ５酶切产物中的目的

片段和ｐＬＶＴＯＦ酶切产物中的载体部分，以Ｔ４

ＤＮＡ连接酶进行连接。转化铺板后进行质粒抽提和

·５２７·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１６年６月，第３７卷

酶切鉴定，将鉴定正确的克隆进行保种。

１．４　携带犘犚犇犕５基因的慢病毒的包装　转染前２４

ｈ将生长状态良好的２９３Ｔ细胞接种到直径为６ｃｍ

的平皿中，细胞融合度达到约８０％时进行病毒包装，

转染前更换２ｍＬ新鲜含血清培养基。在１．５ｍＬ离

心管中加入２．４μｇｐＬＶＰＲＤＭ５（ｐＬＶＬｕｃ作为阴性

对照）和７．６μｇ包装质粒Ｍｉｘ，加入２５０μＬ无血清培

养基，轻柔吹打混匀；在另一个１．５ｍＬ离心管中以

２５０μＬ无血清培养基稀释１０μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００脂质体，轻柔吹打混匀，室温静置５ｍｉｎ。将含

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００的培养基加入到质粒ＤＮＡ中，

轻轻混匀，室温放置孵育２０ｍｉｎ，以形成转染复合物；

然后将上述混合物加到细胞培养皿中，培养６～８ｈ后

更换新鲜培养基５ｍＬ，放回孵箱培养；分别于转染后

４８ｈ和７２ｈ收集上清，４℃、３５０×犵离心１５ｍｉｎ，去除

细胞沉淀和细胞碎片；分装，－８０℃保存。采用有限

稀释法测定病毒滴度。

１．５　稳定表达ＰＲＤＭ５的前列腺癌２２Ｒｖ１细胞株的

建立　选取ＰＲＤＭ５低表达的２２Ｒｖ１细胞株进行病

毒感染。培养次日，更换新鲜培养基；４８ｈ后加入抗

生素ＰＭ进行稳转筛选。该慢病毒系统为Ｔｅｔｏｆｆ系

统，加入ＤＯＸ溶液（质量浓度０．５μｇ／μＬ）暂时抑制目

的基因的表达，隔天补加或更换一次含有ＰＭ和ＤＯＸ

的培养基。药物筛选约１周，获得稳定表达ＰＲＤＭ５

的２２Ｒｖ１／ＬＶＰＲＤＭ５细胞和２２Ｒｖ１／ＬＶＬｕｃ对照细

胞。收集细胞，采用ＲＩＰＡ蛋白裂解液提取细胞总蛋

白，聚丙烯酰胺凝胶电泳，半干电转ＰＶＤＦ膜，５％脱

脂奶粉室温封闭２ｈ。一抗４℃孵育过夜，二抗室温温

育２ｈ，化学发光试剂盒显色，ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭＳｙｓｔｅｍ凝

胶成像系统拍照。

１．６　细胞倍增实验　将稳定表达ＰＲＤＭ５的２２Ｒｖ１／

ＬＶＰＲＤＭ５细胞株和２２Ｒｖ１／ＬＶＬｕｃ对照细胞撤药

３ｄ后，消化，计数，铺板，每种细胞设６个复孔，每孔

１×１０５个细胞，次日取２４、４８、７２ｈ３个时间点，每个时

间点消化细胞进行细胞计数，最后统计数据，在网上

（犺狋狋狆：／／狑狑狑．犱狅狌犫犾犻狀犵狋犻犿犲．犮狅犿／犮狅犿狆狌狋犲．狆犺狆）进行

在线计算，得到每组细胞的倍增时间。

１．７　平板克隆实验　撤药３ｄ后，用０．２５％的胰蛋

白酶消化细胞，用含１０％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０／

ＤＭＥＭ培养基配成单个细胞悬液，以２５００／皿接种

于直径为１０ｃｍ的培养皿，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中

培养２周。出现肉眼可见的细胞克隆时，终止培养，

弃去培养液，以１×ＰＢＳ洗２次；１０％甲醛固定２０

ｍｉｎ，弃甲醛；用０．１％结晶紫染色１５ｍｉｎ，弃染色

液；流水缓慢洗去染液，空气干燥。采用ＢｉｏＲａｄ

ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对克隆进行拍照计数。

１．８　软琼脂克隆形成实验　撤药３ｄ后，用胰酶消

化细胞，制成单细胞悬液。调整细胞密度为５×

１０４／ｍＬ，取１ｍＬ细胞悬液加入１４６μＬ２．５％琼脂

糖，迅速混匀，按５００μＬ／孔加入含０．５％底层胶的

２４孔板中，常温放置３０ｍｉｎ以上。待上层胶完全凝

固，放入孵箱中培养２周。用０．１％结晶紫进行染

色，在显微镜下观察集落形成情况并拍照计数。

１．９　统计学处理　实验数据采用ＳＰＳＳ１９．０统计

软件进行分析。计数资料分析采用χ
２检验。实验

组与对照组两组资料均数的比较采用狋检验。检验

水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　成功获得稳定表达ＰＲＤＭ５的前列腺癌２２Ｒｖ１

细胞　通过ＰＣＲ分段克隆方法获得犘犚犇犕５序列，电

泳结果显示，ＰＣＲ产物大小基本正确，但有非特异性

条带（图１），需要在后期克隆的酶切鉴定和测序中进

行选择。将克隆获得的正确犘犚犇犕５基因序列的２个

片段同时装入慢病毒表达载体ｐＬＶＴＯＦ中，通过

犃犵犲Ⅰ和犆犾犪Ⅰ双酶切，确定目的基因的插入。电泳结

果显示，３个克隆均插入了目的基因犘犚犇犕５（图２）。

通过将携带犘犚犇犕５基因的慢病毒感染２２Ｒｖ１细胞，

经ＰＭ筛选阳性克隆后，用蛋白质印迹法检测转染后

细胞中ＰＲＤＭ５蛋白的表达，结果显示，犘犚犇犕５基因

已成功转入２２Ｒｖ１细胞中（图３）。

图１　犘犚犇犕５基因的犘犆犚克隆

犉犻犵１　犘犆犚犮犾狅狀犻狀犵狅犳犘犚犇犕５犵犲狀犲

１３：５′ｆｒａｇｍｅｎｔ（１０３１ｂｐ）；４６：３′ｆｒａｇｍｅｎｔ（８８０ｂｐ）
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图２　犘犚犇犕５基因慢病毒表达载体的鉴定

犉犻犵２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犘犚犇犕５犵犲狀犲

犾犲狀狋犻狏犻狉犪犾犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狏犲犮狋狅狉

１３：Ｔｈｒｅｅｃｏｌｏｎｉｅｓｏｆ犘犚犇犕５ｇｅｎｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ

图３　犘犚犇犕５基因慢病毒感染后前列腺癌

２２犚狏１细胞中犘犚犇犕５表达的鉴定

犉犻犵３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犘犚犇犕５犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

犻狀狆狉狅狊狋犪狋犲犮犪狀犮犲狉犮犲犾犾犾犻狀犲２２犚狏１犻狀犳犲犮狋犲犱

狑犻狋犺犘犚犇犕５犵犲狀犲犾犲狀狋犻狏犻狉犪犾狏犲犮狋狅狉

２．２　ＰＲＤＭ５对前列腺癌２２Ｒｖ１细胞的抑制作

用　细胞倍增实验结果显示，经ＬＶＬｕｃ感染后的

２２Ｒｖ１细胞倍增时间为（４４．０±１．３）ｈ，而经ＬＶ

ＰＲＤＭ５感染的２２Ｒｖ１细胞倍增时间为（５２．５±

１．４）ｈ，比ＬＶＬｕｃ组延长约８．５ｈ（犘＜０．０５，图４）。

图４　犘犚犇犕５对前列腺癌２２犚狏１细胞倍增时间的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狅犳犘犚犇犕５狅狀犿狌犾狋犻狆犾犻犮犪狋犻狅狀

狉犪狋犲狅犳狆狉狅狊狋犪狋犲犮犪狀犮犲狉犮犲犾犾狊２２犚狏１

犘＜０．０５ｖｓＬＶＬｕｃｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊

　　平板克隆实验结果显示，经ＬＶＬｕｃ感染后的

２２Ｒｖ１细胞克隆数为（１３６１±１２３）／皿，而经ＬＶ

ＰＲＤＭ５感染后的２２Ｒｖ１细胞克隆数为（１１１４±

９８）／皿，统计分析显示ＬＶＰＲＤＭ５组的细胞克隆形

成数低于ＬＶＬｕｃ组（犘＜０．０５）。而从克隆大小上

看，ＬＶＬｕｃ组的大克隆细胞数目多于ＬＶＰＲＤＭ５

组（图５）。

图５　犘犚犇犕５对前列腺癌２２犚狏１细胞克隆形成能力的影响

犉犻犵５　犈犳犳犲犮狋狅犳犘犚犇犕５狅狀犮犾狅狀犲犳狅狉犿犪狋犻狅狀狉犪狋犲

狅犳狆狉狅狊狋犪狋犲犮犪狀犮犲狉犮犲犾犾狊２２犚狏１

　　软琼脂克隆形成实验结果显示，经ＬＶＰＲＤＭ５

感染后的２２Ｒｖ１细胞的克隆形成数为（９４．６±

８．７）／孔，而经ＬＶＬｕｃ感染后的２２Ｒｖ１细胞的克隆

形成数约为ＬＶＰＲＤＭ５组的１．６３倍（犘＜０．０５）。

同时ＰＲＤＭ５表达后细胞的克隆变小，提示ＰＲＤＭ５

的表达可能抑制前列腺癌２２Ｒｖ１细胞的非锚着依

赖性生长能力（图６）。

图６　犘犚犇犕５对前列腺癌２２犚狏１细胞的

非锚着依赖性生长能力的影响

犉犻犵６　犈犳犳犲犮狋狅犳犘犚犇犕５狅狀犪狀犮犺狅狉犪犵犲

犻狀犱犲狆犲狀犱犲狀狋犵狉狅狑狋犺狉犪狋犲狅犳狆狉狅狊狋犪狋犲犮犪狀犮犲狉犮犲犾犾狊２２犚犞１

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００．犘＜０．０５ｖｓＬＶＬｕｃｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊

３　讨　论

前列腺癌是男性泌尿生殖系统最常见的恶性肿

瘤之一，是老年男性的好发肿瘤。在西方发达国家，

前列腺癌是男性发病率最高的恶性肿瘤，病死率也
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仅次于肺癌［６７］，严重威胁男性健康。我国前列腺癌

发病率虽然与欧美国家相比要低，但是近年已明显

有逐年增高的趋势，而且病死率远高于欧美国

家［８９］。与大多数肿瘤一样，前列腺癌的发生和发展

也是多基因参与的多因素、多步骤的过程，涉及癌基

因的激活和抑癌基因的失活。

ＰＲＤＭ５是近年确认的抑癌基因犘犚犇犕 家族

成员［４］，位于人染色体４ｑ２５～ｑ２６，有一个编码６３０

个氨基酸的开放阅读框架，Ｎ末端含有一个ＰＲ结

构域和１６个锌指结构序列。研究发现ＰＲＤＭ５与

多种肿瘤的发生和发展有关［５，１０１３］，但在前列腺癌中

还未见相关研究报道。本研究通过基因转染手段上

调前列腺癌２２Ｒｖ１细胞中的ＰＲＤＭ５的表达，以探

讨ＰＲＤＭ５在前列腺癌中的作用。目前基因转染途

径很多，而慢病毒是较为有效的一种，它具有毒力

低、感染效率高、容纳外源性基因片段大等特点。本

研究构建了可调控的ＰＲＤＭ５慢病毒表达系统，将

其感染低表达ＰＲＤＭ５的前列腺癌２２Ｒｖ１细胞，获

得了稳定的可调控表达的细胞。通过细胞倍增、克

隆形成等体外实验发现，过表达ＰＲＤＭ５可延长前

列腺癌２２Ｒｖ１细胞的倍增时间，抑制细胞的克隆形

成能力和非锚着依赖性生长能力。

本研究表明犘犚犇犕５可作为一个抑癌基因抑制

前列腺癌细胞增殖，提示其可能在前列腺癌的发生

和发展中起着重要作用，有望成为前列腺癌治疗的

新靶点。但犘犚犇犕５是如何发挥抑癌作用的，其中

涉及哪些下游信号通路分子，还需要进行深入的

探讨。
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