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$摘 要% 背景与目的#波形蛋白%8#9%$:#$$是一种细胞骨架蛋白!参与调节细胞
的运动和增殖( 本研究通过检测波形蛋白在前列腺癌细胞系中的表达!探讨其对

前列腺癌细胞侵袭与转移的影响( 方法#应用二维电泳;质谱分析%:<(;=#9%$&#($+,
>%, %,%/:*(?"(*%&#& 9+:*#@;+&&#&:%= ,+&%* =%&(*?:#($ A :#9% (- -,#>": 9+&& &?%/:*(9%:*B!
0;CD EFGCH IJK;EL$检测波形蛋白在前列腺癌配对细胞系中的差异表达!用基

因干预技术结合体外侵袭实验探讨波形蛋白对细胞侵袭能力的影响( 结果#波形

蛋白在前列腺癌高转移细胞系 M.;5E;4N2 中的表达高于低转移细胞系 M.;5E;
0O7 中的表达( 成功构建波形蛋白反义真核表达载体和正义真核表达载体!分别
转染 M.;5E;4D2 和 M.;5E;0O7 细胞 ! 转染波形蛋白反义真核表达载体的细胞

%M.;5E;4D2 A 8+&$的穿膜细胞数为 PPQ5R7Q2!明显低于空质粒对照组细胞)M.;5E;
SN2 A 5QS%T$*的 54PQ7RUQV%!W1Q1S#’转染波形蛋白正义真核表达载体的细胞 %M.;
5E;0O7 X 8&#的穿膜细胞数为 55YQVRVQ2!明显高于空质粒对照组细胞)M.;5E;0O7 X
5QS%Z#* 的 P2QUR3QV%!WYQYS#( 结论#波形蛋白高表达可促进前列腺癌细胞的侵袭
与转移(

关键词# 前列腺肿瘤’ 侵袭’ 转移’ 波形蛋白

中图分类号#[353Q5S 文献标识码#F
文章编号#SYYYT7U3\%0YY2#YSTYY5YTYV

波形蛋白对前列腺癌细胞侵袭与转移的影响
魏军成" 吴明富" 张永涛" 赵良平" 卢运萍" 马 丁
/7789:; <7 1=>8?:=? <? 0?@A;=<? A?B 28:A;:A;=; <7 CD<;:A:8 &A?98D
&8EE 4=?8; C&FG2FH/I A?B C&FJ2FK"L
‘BO a4%>=5-%3! ‘b @"%3>Q4! cdMeT f*%3>8’*! cdMP N"’%3><"%3! Nb f4%><"%3! @M J"%3

华中科技大学同济医学院

附属同济医院

妇产科"

湖北 武汉 75YY5Y

"#$%&’(#)’ *+ ,-.’#’&/0. %)1
23)#0*4*53"
6*)57/ 8*.$/’%4"
6*)57/ 9#1/0%4 :*44#5#"
8;%<=*)5 >)/?#&./’3 *+ @0/#)0# %)1
6#0=)*4*53"
A;=%)" 8;-#/" BCDDCD"
!E FE :=/)%

通讯作者# 马 丁

.(**%&?($=%$/% :(# EF C#$>
I%,# 2UT03T25UU0U2S
K+@# 2UT03T25UU0UUS
N;9+#,# =9+]:^"Q:^9)Q%=)Q/$

基金项目#国家重点基础研究发

展规划资助项目

$_(Q 0YY0.OVS5SY3%

!"#$%# _+:#($+, ‘%B O+&#/
[%&%+*/" K()$=+:#($ (- ."#$+
$_(Q 0YY0.OVS5SY3%

收稿日期#0YY3;Y3;YP
修回日期#0YY3;Y2;SY

!"

C M Y K



魏军成!等! 波形蛋白对前列腺癌细胞侵袭与转移的影响

前列腺癌是欧美国家男性发病率最高!死亡率
位居第二的肿瘤 ""#$ 我国前列腺癌的发病率也在不
断增加$临床上中晚期或复发后的前列腺癌大都获
得了激素非依赖性生长和多药耐药的特性%且多数
发生了远隔器官的转移% 导致常规治疗的失败%患
者死亡率高 "##$ 目前认为前列腺癌转移是一个多
步骤&多基因参与调控的复杂过程%其机制尚不完
全清楚$为了探究前列腺癌转移的机制并筛选与前
列腺癌转移相关的基因%本研究以雄激素非依赖性
前列腺癌配对细胞系为模型% 应用二维电泳$质谱
分 析 ’%&’$()*+,-)’,./ 0+/ +/+1%2’34’2+-)- *.%2)5$
.--)-%+( (+-’23%)’, 6 %)*+ ’7 7/)04% *.-- -3+1%2’*+%28%
#$9: ;<=9> ?@A$;B(结合基因干预技术%以证实
波形蛋白可以促进前列腺癌细胞侵袭转移%为临床
治疗提供新的理论依据$

! 材料与方法

!"! 细胞系和主要试剂
人配对前列腺癌细胞系 CD$E;$":F&CD$E;$

#GH ’北京大学生命科学中心( 由本室引进并保
存 $ !"# 9I< 聚合酶及限制性内切酶 $%&J! &
’"(K! 购 自 ?.L.J. 公 司 %?H 9I< 连 接 酶 &
=)3’7+1%.*),+#MMM 购自 >,N)%2’0+, 公司 %;=O 逆转
录酶购自 C2’*+0. 公司% 鼠抗人波形蛋白单抗&兔
抗人 1$-21 多抗&兔抗人 1$-21 磷酸化多抗&羊抗鼠
"$.1%),& 羊抗兔 "$.1%), 购自 B.,%. D2PQ 公司 $
?2.*-&+// 购自美国 D’2,),0 D’-%.2 公司%>CR 等电
聚焦仪&B:SMM 电泳仪&RBT"M 双向凝胶扫描仪和
C9UP+-%分析软件 &CDJ 仪和蛋白垂直电泳系统
;),) 32’%+), #均由 G)’$J.( 公司提供 %J+$7/+5 $
;<=9>$?@A$;B 质谱仪为德国 G2PV+2 公司产品 %
C+3%>(+,% 软件由国家生物医学中心提供 ’4%%3) 6 6
&&&W 32’%+’*)1-!1’*!1,($
!"# 细胞培养和重组质粒的构建

CD$E;$":F 和 CD$E;$#GH 细胞用含 "MX胎牛
血清的 JC;>$"SHM 完全培养基在 ETY&ZX D@#&相
对湿度为 [MX的培养箱中培养% 细胞呈贴壁生长$
克隆波形蛋白正义全长基因的引物%C" 序列为 Z\$
DRRR<?DDDRDDD?DR??DRDD?D??D?D $E\%划线
处为 ’"(K%酶切位点*C# 序列为 Z\$DRR<<??D
DR<?<?DRDD?RDD<D?R<R?R$E\%划线处为 $%&J
!酶切位点+ 克隆波形蛋白反义全长基因的引物%
C" 序列为 Z\ $D?RD?DR<RDRDDD?DR??DRDD?D
??D?D$E\% 划线处为 )*&!酶切位点*C# 序列为

Z\ $DRR<<??DDR<?<?DRDD?RDD<D?R<R?R$E\ %
划线处为 $%&J!酶切位点+检测 ,+’ 基因表达的引
物 %C" 序列为 Z\$<R<RRD?<??D?RD?<?R<D$E\%
C# 序列为 Z\$RD??D<R?R<D<<DR?DR<R$E\+ 上
述引物均由上海 G)’<-). 公司合成+ 运用 ?2)Q’/ 提
取 CD$E;$":F 细胞株总 JI<% 逆转录为 19I<%
借助正义克隆引物按照下述条件进行 CDJ 扩增)
[ZY " *),%[HY EM -% ZSY " *),% T#Y " *),%
共 EM 个循环*T#Y "M *),+ CDJ 产物经纯化后与
3R:;$? 连接%再转化!筛选!测序获得波形蛋白基
因全长+ 基因全长用 ’"(K!!$%&J!双酶切后克
隆到同样经双酶切后的 319I<EW"’](载体中%进一
步作酶切!测序鉴定+ 将波形蛋白正义全长真核表
达 载 体 命 名 为 319I<E!"$N-+ CD$E;$":F 细 胞
19I<借助反义克隆引物按照下述条件进行 CDJ
扩 增 )[ZY " *),%[HY EM -%ZSY " *),%T#Y "
*),%共 EM 个循环*T#Y "M *),+CDJ 产物经纯化后
与 3R:;$? 连接%再转化!筛选!测序获得波形蛋白
基因全长+ 基因全长用 )*&!!$%&J!双酶切后克
隆到同样经双酶切后 319I<E!"’^(载体中%进一步
作酶切!测序鉴定+ 将波形蛋白反义全长真核表达
载体命名为 319I<E!"$N.-+
!"$ 重组体转染和鉴定
用 319I<E!"$N- 和 319I<E!"’](分别转染 CD$

E;$#GH 细胞%用 319I<E!"$N.- 和 319I<E!"’^(分
别转染 CD$E;$":F 细胞 % 均按照 =)3’7+1%.*),+
#MMM 说明书进行+ 用 RH"F 筛选转染细胞%以未转
染细胞作对照%选取阳性细胞克隆扩大培养%借助
J?$CDJ 方法检测阳性细胞株中 ,+’ 基因的表达以
鉴定阳性细胞+ 将转染 319I<E!"$N- 和 319I<E!"
’]( 的 CD$E;$#GH 细胞分别命名为 CD$E;$#GH _
N- 和 CD$E;$#GH _ E!" ’] (%转染 319I<E!"$N.- 和
319I<E!"’^(的 CD$E;$":F 细胞分别命名为 CD$
E;$":F _ N.- 和 CD$E;$":F _ E!"’^(+
!"% 二维电泳实验
参照 R’20 等 "E#的报道及等电聚焦仪操作指南

对样品进行处理+ 具体为) 将 "FZ &= 共 #SM &0 样
品吸入 >CR 胶槽%>CR 干胶条’3KH‘T%"" 1*(胶面
朝下放入胶槽%排除气泡%加约 " MMM &= 覆盖液+
置于等电聚焦仪电极板上 % 水化和等电聚焦在
#MY自动进行%总电压时间积为 Z# MMM‘S[ MMM+ 等
电聚焦后于平衡液%""M *0 6 *= 9??!"WZ **’/ 6 =
3KFWF 三羟基氨基甲烷’?2)-$a.-+(!SWM **’/ 6 = 尿
素 !EMX甘油 !#X B9B 和痕量溴酚蓝 # 平衡 "Z
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!"#!再于平衡液!"$% !& ’ !( 碘乙酰胺代替平衡
液"中的 )**#中平衡 +% !"#$ 将平衡好的胶条放
于 +$,%-均匀 .)./012 上! 同时在 .)./012 的一
个末端放浸有 $3 #( 标准低分子量蛋白的加样纸
片!用约 433 #( 3,%-琼脂糖封胶$.)./0125 在电
泳仪中进行 +3 !1 ’ &67 电泳 83 !"# !然后改为 $%
!1 ’ &67!直到溴酚蓝指示剂达到胶底线$ 考马斯亮
蓝染色"甲醇 9水 9冰乙酸: ;%9;%9+3! 3,$%-考马斯
亮蓝 <$%3%$ 2.=+3 双向凝胶扫描仪对凝胶扫描!
数字化图像文件采用 0)>?6@A 软件分析$
!"# 肽质指纹图谱分析
将凝胶脱色后随机选取的差异点送 BCD/

E76F*G/G1()H/*IE/G. 仪分析! 数据通过中国国
家生物医学中心蛋白质组学网站 "JAAB& ’ ’ KKK,
BCDA6D!"L@,LD!,L#%!利用 06BAHM6#A 软件进行查询$
!"$ 体外侵袭实验
人工基底膜胶用无血清 )G5G 按 +9; 稀释后!

铺在 *CN#@K677 上室内!下室加 OHP8*8 细胞培养上
清作为趋化因子!上室加入细胞悬液!于 8=Q’%-
RI$培养箱中培养 $; J!取下膜拭去上表面未迁移
细胞!下表面按照 *CN#@K677 说明书固定’染色’高
倍镜下计数穿膜细胞数$
!"% &’()’*+ ,-.) 检测波形蛋白!/0(*1
以三去污细胞裂解液将细胞裂解! 参照文献

(;)方法分别提取转染阳性质粒’空白质粒和未转
染质粒的细胞总蛋白!测浓度后!各取 43 #& 蛋白
经 .)./0125 电泳!转移至硝酸纤维素滤膜!%-脱
脂奶常温封闭 + J! 加入相应一抗! 于 ;Q孵育过
夜!对应二抗常温孵育 + J!按照 5R( 试剂盒说明
书在暗室中曝光!显影$ 其中磷酸化蛋白的提取方
法参见 S"@KN@ 等 (%)的研究$ 各组实验重复 8 次!照
片扫描!结果进行吸光度*!%值分析!$/NLA"# 作为
内参对照!进行半定量检测$
!"2 统计学分析
所有数据以平均数 T标准差表示 ! 采用

.0..++,3 软件进行 .A?M6#AU@ " 检验统计分析 !#V
3,3% 表示差异有统计学意义$

3 结 果

3"! 二维电泳结果
蛋白凝胶扫描结果采用 0)>?6@A 软件分析!发

现 0R/8G/+54 细胞平均有 *4=8 T =8% 个蛋白质
点 !0R/8G/$S; 细胞平均有 *4%= T W=%个蛋白质
点!两者比较有少数蛋白存在表达差异$ 切取有表

达差异的 +$ 个蛋白质点送肽质指纹图谱分析!其
中 $83=< 蛋白质点利用 06BAHM6#A 软件进行查询!
0GE 数据显示 +X 个肽片段与波形蛋白匹配+再结
合该点在 $/)5 图谱上的表观 BH 和 GY 及序列覆
盖率! 初步认定该蛋白质点为波形蛋白 *图 +1!
S%$进一步采用 Y6@A6C# Z7DA 显色证实该蛋白质点
为波形蛋白*图 +R%$ 吸光度分析波形蛋白在 0R/
8G/+54 细胞中的相对表达值为 3,X4T3,3X! 波形
蛋白在 0R/8G/$S; 细胞中的相对表达值为 3,%4T
3,34$

图 + 0R/8G/+54 和 0R/8G/$S; 细胞中蛋白二维电泳结果
E"&?C6 + 0CDA6"# 6FBC6@@"D# BCD["76@ D[ 0R/8G/+54 N#M
0R/8G/$S; L677@ M6A6LA6M Z\ $/)5 N#M Y6@A6C# Z7DA

1& $/)5 "!N&6@ D[ 0R/8G/+54 N#M 0R/8G/$S; L677@,
S& *J6 G1()H *IE !N@@ @B6LAC?! D[ B6BA"M6@ M6C"]6M [CD! $83=<,
R& *J6 6FBC6@@"D# D[ ]"!6#A"# "# 0R/8G/+54 N#M 0R/8G/$S; L677@
M6A6LA6M Z\ Y6@A6C# Z7DA, (N#6 +& 0R/8G/+54 L677@+ 7N#6 $& 0R/8G/
$S; L677@,
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!"! 重组质粒的构建!转染及鉴定
应用 !"#$%! 技术!以 $%#&’#()* 细胞 +!,-

为模板!克隆出带酶切位点的波形蛋白正义全长序
列和反义全长序列!经过酶切"测序!表明成功构建
波形蛋白正义真核表达载体和反义真核表达载体#
转染细胞 ./0 基因的 !"#$%! 检测结果显示!$%#
&’#123 4 56"$%#&’#723 4 &89$:%&$%#&’#9)* 4 5;6 和
$%#&’#9)* 4 &89$<%均有 ./0 基因的表达!未转染的
对照组细胞中未见 ./0 基因表达# =/6>/?. @A0> 结
果显示!$%#&’#9)* 4 5;6 细胞克隆与 $%#&’#9)* 和
$%#&’#9)* 4 &89$<% 细胞比较!波形蛋白表达降低’
$%#&’#723 4 56 细胞克隆与 $%#&’#723 和 $%#&’#
723 4 &89$:% 细胞比较!波形蛋白表达增高$图 7%#
以 上 结 果 提 示 已 成 功 建 立 含 BCD,-&89#56&
BCD,-&89$:%&BCD,-&89#5;6 和 BCD,-&89$<%的细
胞株#
!"# 体外侵袭实验结果

$%#&’#9)* 4 5;6 细胞的穿膜细胞数为 EE8& F

38*!低于 $%#&’#9)* 4 &89$<% 细胞的 &9E83FG8H$!I
J8J9%!表明转染波形蛋白反义全长后!肿瘤细胞体
外侵袭能力降低# $%#&’#123 4 56 细胞的穿膜细胞
数为 &&J8HFH8*!高于 $%#&’#123 4 &89 $:% 细胞的
E*8GFK8H$!IJ8J9%!表明转染波形蛋白正义全长后!
肿瘤细胞体外侵袭能力增高$图 &%#

图 1 =/6>/?. @A0> 检测 $%#&’#9)* 和 $%#&’#123 细胞
转染前后波形蛋白的表达

LMNO?/ 7 $?0>/M. /PB?/66M0. 0Q 5M+/.>M. M. $%#&’#()* ;.R
$%#&’#723 C/AA6 R/>/C>/R @S =/6>/?. @A0>

T;./ (( $%#&’#()* C/AA6’ A;./ 7( $%#&’#()* 4 &8($<% C/AA6’ A;./
&( >U/ QM?6> CA0./ 0Q $%#&’#()* 4 5;6 C/AA6’ A;./ 3( >U/ 6/C0.R CA0./
0Q $%#&’#()* 4 5;6 C/AA6’ A;./ H( >U/ >UM?R CA0./ 0Q $%#&’#()* 4 5;6
C/AA6’ A;./ G( $%#&’#723 C/AA6’ A;./ K( $%#&’#723 4 &8($:% C/AA6’
A;./ *( >U/ QM?6> CA0./ 0Q $%#&’#723 4 56 C/AA6’ A;./ E( >U/ 6/C0.R
CA0./ 0Q $%#&’#723 4 56 C/AA68
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图 & $%#&’#()* 和 $%#&’#723 细胞转染前后体外侵袭实验结果
LMNO?/ & "U/ /QQ/C> 0Q 5M+/.>M. 0. M.5;6M0. 0Q $%#&’#()* ;.R $%#&’#723 C/AA6

-( $%#&’#()* 4 5;6 C/AA6’ 2( $%#&’#()* 4 &8($<% C/AA6’ %( $%#&’#723 4 56 C/AA6’ D( $%#&’#723 4 &8($:% C/AA68

!"$ 转染前后细胞 %&’(% 及 %&’(% 磷酸化状态的
改变

=/6>/?. @A0> 结果见图 3# $%#&’#()* 4 5;6 细胞
与 $%#&’#()* 细胞比较!%#6?C 蛋白表达降低!其相
对积分吸光度值降低 &(V’其中 %#6?C 磷酸化蛋白
表达也降低! 其相对积分吸光度值降低 H(V# $%#
&’#723 4 56 细胞与 $%#&’#723 细胞比较 !%#6?C 蛋
白表达增高!其相对积分吸光度值增高 *HV’其中
%#6?C 磷酸化蛋白表达也增高! 其相对积分吸光度
值增高 (77V# %#6?C 和 %#6?C 磷酸化蛋白在各组

细胞中的相对表达值见表 (#

# 讨 论

肿瘤转移取决于肿瘤细胞侵犯局部组织及穿

透组织屏障的能力# 首先瘤细胞要脱离起源的组
织!其次要穿透上皮的基底膜&侵犯间质!然后进一
步侵入脉管神经或肌肉!并向局部淋巴结和远处器
官转移#临床上中晚期或复发后的前列腺癌大都获
得了激素非依赖性生长!且多发生了远隔器官的转
移!导致常规治疗的失败!患者死亡率高#本研究以
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雄激素非依赖性前列腺癌配对细胞系 !"#$%#&’(
!高转移潜能"和 !"#$%#)*+ !低转移潜能"#,$为模

型%应用 )#-’ %./-0#123#%4 比较二者蛋白质表
达的差异%实验证明%波形蛋白在 !"#$%#&’( 细胞
的表达远高于在 !"#$%#5*+ 细胞的表达& 而 46789
等 #:$运用芯片技术也证实了波形蛋白在雄激素非

依赖性前列腺癌细胞中高表达&
波形蛋白属于中间丝蛋白的一种% 参与形成

细胞骨架%并与胞膜形成广泛联系%主要分布在间
叶组织及细胞%曾作为间叶组织起源肿瘤的特异性
标记& 但近年来大量文献表明%多种上皮性肿瘤细
胞表达波形蛋白%且被认为与肿瘤细胞的恶性程度
密切相关&本研究运用基因干预技术结合体外侵袭
实验%也证实波形蛋白可以促进前列腺癌细胞侵袭
转移&

19;<=>;7 等 #($将波形蛋白在上皮性肿瘤细胞

的表达%以及促进肿瘤细胞侵袭转移的现象定义为
’%1!上皮性细胞向间质性细胞转化"& 迄今为止%
’%1 的具体机制仍不清楚& 对于上皮性细胞%需要
适量表达钙粘蛋白%从而维持细胞间的粘附& 有研

究报道%在 ’%1 过程中%存在 ’#钙粘蛋白表达下
调的现象 #?%&@$& !ABAC6;> 等 #D&$报道 >EC 激活后%细胞
内的 ’#钙粘蛋白不是经过通常的途径返回细胞膜
循环再利用 % 而是进入细胞的溶酶体降解 &
.F6G6H7IJH 等 #K5$也发现 >EC 的 4L5 M $ 区域介导了磷
酸化肌球蛋白的外周聚集% 而这种聚集抑制了 ’#
钙粘蛋白的细胞粘附作用& 在本研究中%波形蛋白
基因干预的细胞株中存在 "#>EC 和 "#>EC 磷酸化状
态发生相应变化的情况& 综上所述%波形蛋白可能
通过调节 "#>EC 激酶% 促进前列腺癌细胞侵袭与转
移&波形蛋白可能可以作为判断临床前列腺癌细胞
侵袭与转移的一个重要参考指标&
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表 ! "#$%&$’() 和 "*$%&$+,- 细胞转染前后 *$./0 和
磷酸化 *$./0 的半定量分析
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图 + [H>JHE7 XB;J 检测!"#$%#K’( 和 !"#$%#5*+ 细胞
转染前后 "#>EC 和磷酸化 "#>EC 的表达
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