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摘 要!$目的% 探讨前列腺癌组织长链非编码
<=>(

!

?164<=>!(

"对雄激素受体!

><

"的调控机制#以及对前
列腺癌细胞

@=A/B

增殖能力的影响&$方法% 体外培养
@=A/B

细胞和
BAC

细胞#利用
<D+BA<

法和
E3F93G6

H159

法检测
?164<=>!(

'

><

'

.0<!(;(!C?

在两种细胞中的表达差异&利用荧光原位杂交!

IJKL

"确定
?164<=>!

(

亚细胞定位和核质分离确定
?164<=>!(

在
@=A/B

细胞中的定位# 并通过
<=> ?M11!N5O6

实验验证
?164<!

=>!$

和
><

是否结合& 采用瞬时转染法分别将
F2 ?164<=>!$

和阴性对照序列!

F2 =A

"转染至
@=A/B

细胞
中# 另外设置空白对照组 !

P1/6Q

"& 利用
<D%BA<

法和
E3F93G6 H159

法检测下调
?164<=>!$

表达后对
><

'

.0<!$;$!C?

的影响&

RDD

法检测
P1/6Q

组'

F2 =A

组'

F2 ?164<=>!$

组细胞增殖能力的差异&采用双荧光素酶
报告基因方法验证

?164<=>!$

和
.0<!$;$!C?

# 以及
.0<!$;$!C?

和
><

的结合关系& $结果%

@=A/B

细胞中
?164<=>!$

表达量和
><

的转录水平高于
BAC

细胞#

.0<!$;$!C?

表达量却降低!

BS):),

"&

IJKL

和核质分离
实验发现

?164<=>!$

主要定位于细胞质&

<=> ?M11!N5O6

实验证实
?164<=>!$

并不能直接与
><

结合& 而双
荧光素酶基因报告分析显示

.0<!$;$!C?

既有
?164<=>!$

的结合位点#也有
><

的结合位点&下调
?164<=>!$

表达后#

F2 ?164<=>!$

组
@=A/B

细胞中
?164<=>!$

表达量降低#增殖活性也相应降低#但是
.0<!$;$!C?

的
表达量却明显升高#且

><

蛋白的表达量也较
P1/6Q

组和
F2 =A

组细胞明显降低!

BS):),

"& $结论%

?164<=>!

$

通过吸附
.0<!$;$!C?

调控雄激素受体的表达#从而保护
><

的表达和功能活性#下调
?164<=>!$

表达可降
低

><

的表达#抑制
@=A/B

细胞的增殖活性&
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NM/1 1M40`3G/F3 G3?5G93G 7363 FeF93. F25O3N 92/9 923G3 O5M1N H3 923 H06N067 F093F 06 .0<!(;(!C? O092 ?164<=>!(

/6N >< .<=> G3F?3490_31e: >`93G N5O6!G37M1/9056 5` ?164<=>!(

#

?164<=>!( /6N >< 13_31F 06 F2 ?164<=>!(

7G5M? O3G3 N34G3/F3N /6N .0<!(;(!C? 13_31 O/F 064G3/F3N 45.?/G3N 95 H1/6Q 7G5M? /6N F2 =A 7G5M? aBS":",c:

R5G35_3G

#

923 ?G510`3G/9056 /490_09e 5` @=A/B 4311F 06 F2 ?164<=>!( 7G5M? O/F /1F5 0620H093N:

$

A5641MF056

%

D23

F9MNe F25OF 92/9 ?164<=>!( ?G59349F >< 3d?G3FF056 /6N 09F /490_09e: Y5O6!G37M1/9056 5` ?164<=>!( 45M1N 0620H09
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前列腺癌的发生!发展十分复杂"除了与编码蛋

白质的
$%&

转录异常有关外" 非编码
$%&

#

'('!

)(*+', $%&

"

')$%&

$ 在其中也发挥着关键作用 %

-

&

'

到目前为止" 发现的主要
')$%&

包括长链非编码

$%&

(

.(', '('!)(*+', $%&

"

.')$%&

$"小分子
$%&

(

/+)0( $%&

"

/+$%&

$" 假基因等" 以
.')$%&

最多

见"约占
')$%&

的
1"2

左右 %

!

&

'

3')$%&

与
/+$%&

相辅相成"相互影响' 有研究显示"部分
.')$%&

具

有内源性)

/+$%&

海绵吸附*的功能"通过与
/$%&

竞争性结合
/+$%&

" 进而抑制
/+$%&

的表达及下

游靶基因的调控%

4

&

'

!"-5

年"

366

等%

5

&学者首次采用

微矩阵基因芯片的技术筛选出部分在前列腺癌组织

中表达异常的
.')$%&7

" 其中前列腺癌组织中长链

非编码
$%&-

(

8.')$%&!-

$表达较癌旁正常组织明

显上调' 不仅如此"

9:+

等%

;

&学者还发现"

8.')$%&!-

在雄激素依赖性前列腺癌细胞系中的表达明显高于

其他前列腺癌细胞"推测
8.')$%&!-

在雄激素依赖

性前列腺癌向雄激素非依赖性转化过程中可能发挥

着一定的生物学作用' 但是其具体的调控机制尚未

得到证实' 在前期预实验中"我们通过
/+$<'*<

靶

点预测软件"筛选出
/+$!-5-!48

可能与
8.')$%&!-

具有)竞争性内源
$%&

*的调控关系"因此本研究假

设
8.')$%&!-

是通过吸附
/+$!-5-!48

机制影响雄

激素受体(

<'*0(,6' 06)68=(0

"

&$

$的表达"并通过一

系列实验证实沉默
8.')$%&!-

对
3%9<>

细胞增殖+

侵袭!转移!

&$

表达的影响"为前列腺癌靶向
&$

治

疗提供潜在靶点和理论依据'

-

材料与方法

!"!

主要材料与试剂

人雄激素依赖性前列腺癌细胞系
3%9<>

!人去

势抵抗前列腺癌细胞系
>94

购自中国科学院上海

生命科学研究所细胞库" 置于液氮中由本课题组保

存'

$>?@-A5"

培养基!特级胎牛血清(

B6=<. C(D+'6

760:/

"

EFG

$"青霉素
H

链霉素双抗(

I+C)(

公司$,

J$@!

K(.

总
$%&

提取试剂!细胞转染试剂
3+8(B6)=</+'6

J?

!"""

!四 甲 基 偶 氮 唑 盐 (

?JJ

$试 剂 (

@'D+=0(,6'

公

司 $,

L'6 G=68 >0+/6G)0+8= )M%& GN'=O67+7 P+=

逆转

录 试 剂 盒 和
GQF$ >06/+R SR J<TJ?!

试 剂 盒

(

J&P&$&

公司 $, 采用生物素标记的
3%&

反义

8.')$%&!-

探针!

7O 8.')$%&!-

序列!阴性无序序列

构建及序列鉴定委托上海
I6'68O<0/<

公司完成,

$@>&

裂解液!

F9&

蛋白测定试剂盒!

JG&J?

试剂盒

(博士德生物公司$,

&$

兔抗人单克隆抗体和羊抗

兔辣根过氧化酶标二抗(

I&$!@,I!U&$

$(

&C)</

公

司$'

$@>

试剂盒(

?+..+8(06

公司$,荧光素酶报告基

因检测试剂盒(碧云天公司$'

!"#

实验方法

-V!W-

细胞培养

将
3%9<>

!

>94

细胞分别培养在含有
-"2 EFG

!

-""@XY/.

青
Z

链霉素双抗的
$>?@-A5"

培养基中"培

养条件如下-

4["

"

;2 9L

!

细胞培养箱"隔日更换新

鲜培养液"待细胞融合率达到
["2\#"2

时传代' 收

集对数期生长细胞进行后续实验'

-W!W!

实时荧光定量
>9$

!

T$JZ>9$

"法检测
8.')$%&!-

和
/+$!-5-!48

表达量

J$@K(.

法提取细胞总
$%&

" 质量检测如下-琼

脂糖凝胶电泳检测
$%&

完整性"采用紫外分光光度

计检测
$%&

溶液光密度(

(8=+)<. *6'7+=N

"

LM

$值"若

LM

!A"'/

YLM

!1"'/

比值为
-W1\!W"

"则样品合格"可用于

后续实验' 将细胞总
$%&

逆转录为
)M%&

' 冰浴中

配制
-"". >9$

反应体系-上!下游引物各
"W!".]!#

GQF$ I066' @ ?7<=60 ;".])M%&

模板
-". ]

适量去

离子水' 参数设置如下-

#;"

预变性
;/+'

"

#;"

变性

;7

"

A""

退 火
4"7

"

[!"

延 伸
4"7

"

4A

个 循 环 后 "从

A""

缓慢升至
#["

"充分延伸并收集荧光信号"绘制

熔解曲线'

>.')$%&!-

和
/+$!-5-!48

分别以
I&>MU

和小分子
XA

作为内参' 以
!

Z#$9= 表示目的基因的相

对表达量'

-W!W4

荧光原位杂交!

E@GU

"确定
8.')$%&!-

亚细

胞定位

将细胞爬片(盖玻片$用
52

多聚甲醛固定"

>FG

冲洗去除固定液后"依次进行如下操作-甘氨酸处理

;/+'

"

>FG

冲洗 ,

"W52J0+=('^!-""

处 理
-;/+'

"

>FG

冲洗"蛋白酶
P

处理
-;/+'

"

>FG

冲洗,

5_

多聚甲醛

固定"

>FG

冲洗,

"W!;2

乙酸酐处理
-"/+'

"

>FG

冲洗

后晾干' 将盖玻片置于载玻片上" 滴加杂交液预处理

-O

' 滴加生物素标记的
8.')$%&!-

探针杂交液孵育

-AO

"然后滴加碱性磷酸酶标记的抗生物素抗体(

-$-"""

稀释$继续杂交
-AO

' 滴加荧光标记的二抗(

-$!"""

稀释$"用
M&>@

染细胞核后在荧光显微镜下观察'

论 著-;;
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$%!%& '() *+,,!-./0

检测确定
*,01'()!$

和
)'

的关系

构建
23!*,01'()!$

核酸探针!根据
'45

试剂盒

说明书进行操作"将得到的
*+,,!-./0

产物进行蛋白

免疫印迹#

/678690!:,.8

$检测%

;%!%<

核质分离

将贴壁生长的
=(>?5

细胞置于冰浴中!加入细

胞 裂 解 液
;@AB0

! 整 个 实 验 过 程 按 照
)A:B.0

5)'4C2D

试剂盒进行" 收集裂解液!

E"""9FAB0

离心

;"AB0

&离心半径为
;"1A

$!上清为细胞质!沉淀部分

主要为细胞核%将上清液置于冰浴中!对沉淀部分进

一步裂解! 置于冰浴中! 提取
'()

并进行
G'2H

5>'

%

$I!JK L678690 :,.8

法检测
)'

蛋白表达

收集对数期生长的
=(>?5

细胞 &

;";"

<

FA,

$!加

入预冷的
'45)

裂解液提取细胞总蛋白样品% 应用

M9?-N.9-

法对定量蛋白含量% 进行
;OP CQCH5)RS

电泳!将蛋白条带转移至
5TQU

膜上!滴加
)'

抗体

&

$#!OO

稀释$

&$

摇床过夜%

2MC2

洗膜!加入二抗室

温孵育! 洗膜! 取适量的
S>=

试剂显影
<AB0

% 以

R)5QV

作为内参! 以
4WQ 目标蛋白F4WQ

R)5QV

表示最终

结果%

;J!J3

荧光素酶报告基因检测
*,01'()!;

野生型

质粒的荧光素酶活性

通过生物学信息软件预测
*,01'()!;

和
AB'!

;&;!E*

的结合位点序列!采用
X:?!

和
U76!

&

;"YF",

$

对
*R=EJ"

荧光素酶报告载体进行双酶切! 在
2&

Q()

连接酶作用下!将设计好的
*,01'()!;

序列连

接至
*R=EJ"

载体上!并进行扩增% 利用基因突变技

术将结合位点序列进行突变!构建
*,01'()!;

突变

质粒% 用
*,01'()!;

野生质粒' 突变质粒分别与

AB'!;&;!E* ABAB17

共转染细胞!后续操作按照试剂

盒说明书进行! 采用
59.A6Z? R,.D?[

2D

!OF!O

发光

检测仪检测荧光素酶活性"

;J!J\

细胞转染和分组

提前
!&]

将对数期生长的
=(>?5

细胞 &

;%;O

<

F

孔$ 接种到
K

孔板中! 置于不含青
H

链霉素双抗的

'5D4;K&O

培养基中!将细胞分为空白对照组'阴性

对照&

7] (>

$组'

7] *,01'()!;

组!每组设置
K

个复

孔" 空白对照组
=(>?5

细胞不作任何处理"

7] (>

和
7]*,01'()!;

组
=(>?5

细胞按照
=B*.N618?AB06

2D

!OOO

脂质体转染说明书进行转染处理!转染步骤如

下(将脂质体分别与
7] (>

&上游序列(

<&!YY> YRR

RYY ))) >Y) RRR Y>Y YRR!E&

) 下游序列(

<&!

YR) )>> >>> YR) YYY Y>Y >R>!E&

$ 或
7]!

*,01'()!;

&上游序列(

<&!RRR >R) Y>R 2RY >Y)

YYY YRR >RR!E&

) 下游序列 (

<& !Y>> RRY RRR

Y>R )YY ))) >)Y >RY YYR!E&

$混合后!加入至

细胞中!培养箱中放置
K]

)更换为含有
;OP UMC

和

青
H

链双抗的完全
'5D4;K&O

培养液继续培养%提取

细胞
'()

!经
G'2H5>'

法验证转染效率%

7] (>

和

7] *,01'()!;

委托上海吉玛公司构建%

;J!J# D22

法检测细胞增殖活性

将空白对照组'

7] (>

组和
7] *,01'()!;

组中

的
=(>?5

细胞&

;%;O

E

F

孔$单层接种至
#K

孔板中!每

组设置
\

个复孔!置于
E3$

'

<P >W

!

细胞培养箱中

分别培养
;!]

'

!&]

'

&\]

'

3!]

'

#K]

! 每孔加入
!O",

D22

!孵育
&]

!弃上清!加入
!OO", QDCW

!显微镜下

观察紫色结晶物溶解情况% 应用
BD?^6

酶标仪检测

波长为
&#O0A

处的吸光度&

)

$值%以时间为横坐标!

)&#O0A

值为纵坐标!绘制时间*效应曲线图%

!"#

统计学处理

采用
C5CC;3JO

统计学软件进行处理% 计量资料

以&

!'7

$表示!进行
)(WT)

和
=CQ!8

检验 )

5_OJO<

表示差异具有统计学意义%

!

结 果

$"! G'2`5>'

法检测
=(>?5

!

5>E

细胞中
*,01'!

()!;

和
AB'!;&;!E*

表达差异

经
G'2 H5>'

法 检 测 ! 雄 激 素 依 赖 性 细 胞

=(>?5

中
*,01'()!;

的表达量&

EJE3'OJ3&

$明显高

于去势抵抗&非
)'

依赖性$细胞
5>E

&

;JOO'OJ;O

$!

差异有统计学意义&

8a\J#33

!

5aOJOOO

$% 但是与
5>E

细 胞 相 比 !

=(>?5

细 胞 中
AB'!;&;!E*

的 表 达 量

&

OJ3<'OJ;E

$ 却明显降低! 差异有统计学意义 &

8a

&JE;;

!

5aOJOO;

$&

UBZ+96 ;

$%

$"$ 5,01'()!;

对
)'

表达的影响

经
G'2H5>'

法检测! 转染
=(>?5

细胞中
7]

*,01'()!;

的表达后!

7] *,01'()!;

组
=(>?5

细胞

中
*,01'()!;

表达量 &

OJ&<'OJO\

$明显降低 !但是

AB'!;&;!E*

的表达量&

;J!\'OJ;&

$明显升高!与空白

论 著 ;<K



中国肿瘤
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年第
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卷第
!

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.0+

!"#$%& ' ()*+,"-) *)-)*. /0 1*23456!7 829 :";!'<'!=1

"2 >5?8@ A)**. 829 @?= A)**. BC D;EFG?(

对照组和
$% &'

组细胞比较! 差异有统计学意义

"

()*+,&-!.

#

/01"23!4

!

56"2"""

$

78,!.9.!:(

#

/0.92":1

!

56"2"""

%"

/8;<=> !

%& 而且经
?>$@>=*!A)B@

法检测!不

仅
C&'D5

细胞中
-,

的表达量"

.2E4""2!:

%明显高

于
5':

细胞 "

"2#4""2.1

%! 差异有统计学意义 "

@0

E244#

!

56"2"""

%$而且
$% ()*+,&-!.

组
C&'D5

细胞

中
-,

蛋白的表达量 "

"24"""2.3

% 较
F)D*G

组和
$%

&'

组也明显降低!差异有统计学意义"

/0.42!#.

!

56

"2"""

%"

/8;<=> :

%&

HIJ 5)*+,&-!.

在
C&'D5

细胞中的定位

经
/HIJ

法检测!

()*+,&-!.

主要定位于
C&'D5

细胞的细胞质!但是在胞核中也有少量分布"

/8;<=>

9

%& 经核质分离后! 进行
K,LM5',

法检测!

C&'D5

细胞质中
()*+,&-!.

表达量"

.!231N".2E9N

%明显

高于细胞核"

.24!N""291N

%!差异有统计学意义"

@0

.42#1!

!

56"2"""

%"

/8;<=> 3

%&

HK< 5)*+,&-!.

和
-,

在
C&'D5

细胞中共定位情况

在
C&'D5

细胞中通过
-,

抗体进行
,&- (<))!

OB?*

实验!并未发现
()*+,&-!.

和
-,

有共定位现

象& 经
P>$@>=* A)B@

法验证!证实
()*+,&-!.

并不直

接与
-,

蛋白结合"

/8;<=> E

%&

HKL

双荧光素酶基因报告分析

!232. 5)*+,&-!.

和
78,!.9.!:(

的靶向关系

应 用 在 线 数 据 库 "

???278+=B=*D2B=;

% 预 测

()*+,&-!.

和
78,!.9.!:(

可能的靶向关系&

/8;<=>

4

显示的是
()*+,&-!.

序列与
78,!.9.!:(

互补的

区 域 & 通 过 构 建 含 有 靶 基 因 野 生 型 或 突 变 型

()*+,&-!. :#!QL,

的荧光酶报告基因质粒来检测

细胞内源性
78,!.9.!:(

与
()*+,&-!.

的靶向调控

R

#

S$ 5': +>))$

!

56"2"3

()*+,&-!. 78,!.9.!:(

32"

92"

:2"

!2"

.2"

"

5':

C&'D5

,
>
)
D
@
8
S
>
7
,
&
-
)
>
S
>
)
$

M"N$%& H ;&*+,"-& *&-&*. /0 1*23;56!7 +2O :";!7<7!J1

"2 >5?+G 3&**. "2 P*+2Q N%/$1

!

.R 5? #%/$1 +2O .R

1*23;56!7 #%/$1 SC D;ETG?;

R

#

S$ C&'D5 +>))$ 8* F)D*G ;=B<(

!

56"2"3

M"N$%& = ;&*+,"-& *&-&*. /0 6; "2 G?= 3&**. +2O >5?+G

3&**. "2 P*+2Q N%/$1

!

.R 5? N%/$1 +2O .R 1*23;56!7

N%/$1 SC U&.,&%2 S*/,V6W

!

6; 1%/,)"2 )X1%&.."/2. "2

G?J 3&** +2O >5?+G 3&** -"+ U&.,&%2 S*/,VPW

!

6; 1%/,&"2

&X1%&.."/2. /Y >5?+G 3&** "2 P*+2Q N%/$1

!

.R 5? N%/$1

!

.R 1*23;56!7 N%/$1 -"+ U&.,&%2 S*/,V?W

-

F

'

-,

T-5UJ

5': C&'D5 F)D*G $% &' $%

()*+,&-!.

5': C&'D5

!23

!2"

.23

.2"

"23

"

,
>
)
D
@
8
S
>
)
>
S
>
)
$
B
V
-
,

"

W
T
-
5
U
J

%

R

#

S$ C&'D5 +>))$ 8* F)D*G ;=B<(

!

56"2"3X

.23

.2"

"23

"

,
>
)
D
@
8
S
>
)
>
S
>
)
$
B
V
-
,

"

W
T
-
5
U
J

%

F)D*G $% &' $% ()*+,&-!.

F)D*G

$% &'

$% ()*+,&-!.

()*+,&-!. 78,!.9.!:(

!2"

.23

.2"

"23

"

,
>
)
D
@
8
S
>
7
,
&
-
)
>
S
>
)
$

论 著.34
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年第
!#

卷第
!

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.0+

!"#$%& ' ()*+,"-) *)-)*. /0 1*23456!7 "2 2$8*)+%

+29 8:,/1*+.;"3 /< =5>+? 8)**. @: ABCD?>(

关系! 克隆了野生型
$%&'()*!+ ,"!-.(

的基因报

告质粒同
/0(!+1+!,$ /0/0'2

共转染之后" 荧光酶

活性被明显减弱 #

+3""#"3+! 42!"35"#"3+"

"

67#3"51

"

89"3"""

$" 其对荧光酶活性的抑制作用达到了

5:3+,;

"而将突变型
$%&'()*!+

的基因报告质粒与

/0(!+1+!,$ /0/0'2

共转染之后"并没有对荧光素酶

活性产生明显影响%

!353! <0(!+1+!,$

和
*(

的靶向关系

通过构建含有靶基因野生型或突变型
*( ,"!

-.(

的荧光酶报告基因质粒来检测细胞内源性

/0(!+1+!,$

对
*(

的抑制作用! 克隆了野生型
*(

,"!-.(

的基因报告质粒同
/0(!+1+!,$ /0/0'2

共

转染之后" 荧光酶活性被明显减弱 &

+3""#"3"# 42!

"3,:#"3"=

"

67+=3!"#

"

89"3"""

$"而将突变型
*( ,"!-.(

的基因报告质粒与
/0(!+1+!,$ /0/0'2

共转染之后"

E"F$%) G H/8I*"JI,"/2 /< 6( "2 =5>I? 8)**. K: ELMN

O"GPPPPQ

>*8?

8%&'()*!+

<@AB@

CD6E$%F2/0'

)G'%@FA

" 5" +"" +5"

8@A'@&6FB@

H*8>I

$%&'()*!+

CD6E$%F2/0')G'%@FA

!"

+5

+"

5

"

(
@
%
F
6
0
4
@
%
@
4
@
%
2
$
%
&
'
(
)
*
!
+

!"F$%) R S2,)%I8,"/2 /< 1*28(T6!7 I29 6( K: (T6

1$**!9/U2

%BH *(

+35

+3"

"35

"

(
@
%
F
6
0
4
@
%
@
4
@
%
2
E
J
$
%
&
'
(
)
*
!
+

K"L>

<E'L $%&'()*!+ ?&$G6 +$!""

M

'

89"3"5

论 著 +5:
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年第
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卷第
!

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.0+

其并没有对荧光素酶活性产生明确影响!

$%&'() *

"#

!"#

下调
$%&'()*!+

表达对
,)-./

细胞增殖活

性的抑制作用

经
+,,

法检测$ 转染
-./0123!4 56123 4!6

%

!76

%

7*6

%

8!6

%

#96

后 $

:2;<=

细胞
3

7#>/?

值分别为

!

>@A8#""@"7"

"%!

"@BC9""@"8#

"%!

"@7!*""@"*7

"%

!

"@9#B""@A"C

"%!

"@#7*""@A98

"$

56 -./0123!A

组
:2;<=

细胞的增殖活性明显低于
D.</E

组和
56 2;

组$差

异有统计学意义!

=F>@>C

"!

$%&'() #

"#

B

讨 论

相较于西方国家$我国前列

腺癌的发病率相对较低$但是据

最新流行病学数据统计$ 在
9>

岁以上男性人群中$前列腺癌的

发病率逐年上升&

9

'

# 前列腺癌发

病早期$多数患者属于雄激素依

赖型$可采用内分泌治疗或去势

手术抑制雄激素的分泌&

8

'

# 但是

经过一段时间治疗后$患者往往

会出现继发性耐药$这可能与肿

瘤细胞多转化为雄激素非依赖

性的去势抵抗型前列腺癌有关$

临床实践证实这是导致患者临

床治疗失败%复发转移%甚至死

亡的主要原因&

*

'

#

近
A>

年来$ 随着生物信息

学技术的发展$

/0123

的发现和

深入研究为肿瘤的治疗提供了

新 的 思 路 # 其 中
./0123

占

/0123

的
*>G

以上$ 在细胞的

生物学行为中也发挥着重要作

用#

!"AB

年$

;'%

等 &

C

'学者通过

123

测序技术发现
-./0123!A

在前列腺癌细胞中的出现频率

明显升高$并且可能与
31

相互调节# 但是具体的调

控机制尚不明确# 在本研究中$我们首先证实
31

依

赖性细胞
:2;<=

中
-./0123!A

的表达量明显高于

去势抵抗!非
31

依赖性"细胞
=;B

$而且
:2;<=

细

胞中
31

表达量明显高于
=;B

细胞# 为了证实两者

之间是否有关联$我们下调了
:2;<=

细胞中
-./01!

23!A

的表达$ 结果发现
56 -./0123!A

组
:2;<=

细

胞中
31

的表达量明显降低$说明
-./0123!A

对
31

的表达有一定的调控作用#

:/0123

由于在转录水平远远低于蛋白编码

012345 6 7.425859 ':445%.81:& :; <1(!+=+!>$ .&9 $%&'()*!+ ?@ 93.%

%3'1;54.A5 45$:4854 25&5 A@A85<

2)&<H%I) 0J/H(J. ?%1!A7A!B- ?%?%05 2)&<H%I) 0J/H(J. ?%1!A7A!B- ?%?%05

1
)
.
<
H
%
I
)
.
'
0
%
K
)
(
<
5
)
.
)
I
)
.

A@C

A@"

"@C

"

1
)
.
<
H
%
I
)
.
'
0
%
K
)
(
<
5
)
.
)
I
)
.

A@C

A@"

"@C

"

-./0123!A B#!L,1 M, 1)-J(H -./0123!A B$!L,1 +L, 1)-J(H

3

D

012345 B 7.425859 ':445%.81:& :; <1(!+=+!>$ .&9 *( ?@ 93.% %3'1;54.A5

45$:4854 25&5 A@A85<

2)&<H%I) 0J/H(J. ?%1!A7A!B- ?%?%05 2)&<H%I) 0J/H(J. ?%1!A7A!B- ?%?%05

1
)
.
<
H
%
I
)
.
'
0
%
K
)
(
<
5
)
.
)
I
)
.

A@C

A@"

"@C

"

1
)
.
<
H
%
I
)
.
'
0
%
K
)
(
<
5
)
.
)
I
)
.

A@C

A@"

"@C

"

31 B$!L,1 M, ()-J(H 31 B$!L,1 +L, ()-J(H

3

D

012345 C D;;5'8 :; AE $%&'()*!+ 84.&A;5'81:& :&

$4:%1;54.81:& :; ,)-./ '5%%A ?@ F77 .AA.@

A! !7 7* 8! #9

D.</E

56 2;

56 -./0123!A

A@C

A@"

"@C

"

3

7
#
"
/
?

I
<
.
'
)

,%?)N6O

论 著4C#
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年第
!#

卷第
!

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.0+

$%&

!结构保守性差!往往作为信号分子"诱饵"中间

媒介等与其他
'($%&

"

'$%&

"蛋白质等交流!参与

肿瘤细胞的恶性生物学过程#

#

$

%目前关于
)*+$%&

的

研究尚处于起步阶段! 众多学者提出
)*+$%&

可能

是
'($%&

的前体物质! 而
'($%&

是
)*+$%&

发挥

作用最重要的环节#

,"

$

%

-*+$%&

和
'($%&

的相互作

用机制可归纳为三方面&

!

与
'($%&

竞争性结合下

游
'$%&

'

"

某些
)*+$%&

可被降解为成熟的
'($!

%&

'

#

部分
)*+$%&

具有(

'($%&

海绵吸附)作用#

,,

$

%

在本研究中! 我们通过
./01

和
$%& 23))!456*

实

验!发现
2)*+$%&!,

主要表达于
-%789

细胞的细胞

质中!胞核中也存在少量表达%但是与
&$

并不存在

共定位!说明
2)*+$%&!,

并不能直接结合
&$

!因此

可能是通过作用于某些
'($%&

!进而调控下游靶通

路或靶蛋白的表达% 本研究中!我们已证实
2)*+$!

%&!,

主要表达于
-%789

细胞的细胞质中!而
'($!

%&

主要成熟的场所同样也是细胞质 #

,!

$

!这就为两

者的相互作用提供了有利的空间基础%

考虑到
2)*+$%&!,

可能通过(海绵吸附)作用!

抑制某些
'($%&

对
&$

受体的影响#

,:

$

!我们通过在

线数据库*

666;'(+<5<*8;5<=

+筛选!发现
'($!,>,!:2

与
2)*+$%&!,

具有互补结合域!并经双荧光素酶基

因报告分析
2)*+$%&!,

可靶向结合
'($!,>,!:2

% 不

仅如此!在
-%789

细胞中!下调
2)*+$%&!,

的表达

后!

'($!,>,!:2

表达量相应增加! 说明两者之间确

实存在某种调控关系% 而
'($!,>,!:2

与前列腺癌细

胞
-%789

增殖"转移"

&$

表达的关系早已得到普遍

证实%

?($!,>,

属于
'($!!""

家族成员之一!可分为

'($!,>,!:2

和
'($!,>,!@2

两种成熟的
'($%&

#

,>

$

%

!",@

年 !

A8*=

等 #

,@

$学者证实上调
-%789

细胞中

'($!,>,!:2

的表达后!

&$

的
'$%&

和蛋白表达量

明显降低% 在本研究中! 我们同样是通过在线数据

库发现!

&$

基因的
:"!BC$

区域有
'($!,>,!:2

的结

合位点% 通过双荧光素酶基因报告分析也进一步证

实!

&$

是
'($!,>,!:2

直接作用的靶基因%

&$

是前

列腺癌的关键调节因子!在本研究中!我们通过下调

-%789

细胞中
2)*+$%&!,

的表达后! 发现
&$

表达

量降低! 而且细胞增殖活性也受到明显抑制% 说明

2)*+$%&!,

不仅与
&$

表达量有关!也可调控
&$

的

生物学活性%

综上所述!

2)*+$%&!,

在前列腺癌细胞
-%789

中表达量明显升高!并且可以通过吸附
'($!,>,!:2

降低
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成为前列腺癌治疗的潜在靶点%
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