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!摘 要 " 背景与目的 #骨桥蛋白 $(&9%(:($9#$& ;<=%诱导多种恶性肿瘤细胞的

浸润和转移与基质金属蛋白酶$>+9*#? >%9+,,(:*(9%#$+&%& @@<%A0 和 @@<A3 的活
化密切相关’ 本研究旨在探讨 ;<= 在人前列腺癌 <!A6 细胞的增殖和侵袭过程中
的作用以及 B!C 激酶$B D+::+ C D#$+&%& BEE%在 =FA!C 介导的信号通道中可能的
功能’方法#将 ;<= 短发夹 G=H $&"(*9A"+#*:#$ G=H& &"G=H%重组质粒转染 <!A6
细胞并应用不同浓度的 BEE 抑制剂分别抑制 BEE" 和 BEE# 的活性&然后采用实

时 <!G 和 I%&9%*$ J,(9 分别检测 ;<=(@@<A0 和 @@<A3 三种 >G=H 和蛋白的表
达水平&流式细胞术(@KK 法和 K*+$&L%,, 实验分别检测细胞生长周期变化 (细胞

增殖和和侵袭能力 ’ 结果 #与对照组相比&转染重组质粒的细胞中 ;<=(@@<A0
和 @@<A3 三种蛋白的表达量分别下降了 88M00N(84OP4N和 0QO68N$!R1O18%&凋
亡二倍体数目显著增加 & 细胞的迁移能力和侵袭能力分别下降了 58O5QN和
84O3SN$!R1O18%’ 此外 & 特异性地抑制 BEE$ 酶的活性能显著降低 @@<A0 和
@@<A3 的表达水平 ’ 结论 #&"G=H 表达载体介导的 ;<= 基因沉默能明显抑制

骨桥蛋白 #56<=表达载体介导的 6<!干扰
对前列腺癌 >8?@细胞生长和侵袭的影响
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柳 昊!等! 骨桥蛋白 "#$%& 表达载体介导的 $’& 干扰对前列腺癌 ()*+ 细胞生长和侵袭的影响

骨桥蛋白!,"-.,/,0-10" 23%#的过度表达与多
种癌症的发生 $发展 $侵袭和转移密切相关 %456&’
研究表明在高转移性的人前列腺癌 ()*+ 细胞
中 "7(’ 的表达明显升高 %658 &( 7(’ 可能通过调
节 一些降解细胞外基质成分的酶 %如 9:-;1<
9.-:==,/;,-.10:". !99()*> 和 99(*?&的活性来增
强细胞的移动和化学侵袭力" 为肿瘤细胞的组织
浸润及转移提供有利条件 %@54A&((B=1/ 等 %@&报道 7(’
通 过 C!D" E FGG 信 号 通 路 诱 导 ’H*!I 介 导 的
JJ(*> 前体的活化( $:0K:"L:M1 等 %?&证实 7(’ 通
过 ’N*!I 介导的信号通道并依赖 JO(G E FGG 来
诱导 JJ(*? 活化"从而加快#型胶原等细胞外基
质的降解" 增强鼠类黑色素瘤细胞的迁移力和侵
袭力(最近的研究表明在人类前列腺癌 ()*+ 细胞
中 7(’ 调节 JJ(*? 的分泌与细胞表面黏性糖蛋
白 )P66 信号通道密切相关 %6"4Q&"然而"在 (R*+ 细
胞的增殖和侵袭过程中"7(’ 所扮演的角色以及
依赖 ’H*!I 信号通道激活 JJ(*> 和 JJ(*? 的分
子学机制尚未完全阐明 ( 本研究旨在探讨 7(’
"B$’O !"B,;-*B:1;/10 $’O)表达载体介导的体外
$’O 干扰 !$’O 10-.;S.;.0T." $’O1) 抑制 7(’$

JJ(*> 和 JJ(*? 的表达对人前列腺癌 ()*+ 细胞
生物学行为的影响以及在 ’H*!I 介导的 JJ(*>
和 JJ(*? 活化过程中 F!I 激酶!F!I U10:"." FGG)
可能的功能" 为人类前列腺癌的基因治疗提供潜
在的靶点和初步的实验依据(

! 材料与方法

!"! 材料
人前列腺癌 ()*+ 细胞株由武汉大学中国典

型培养物保藏中心!))V)))引入( V;1W,= 试剂购于
F0X1-;,K.0 公司 "$C(O 总蛋白提取液购于 (;,J:Y
公司" 逆转录试剂盒购于 V,Z,Y, 公司"P’O 聚合
酶为 N.;M.0-:" 公司产品 "V;:0"L.== 购于 ),;010K
公司"J:-;1K.= 胶购于 IP 公司(PJ[J E N4> 培养基
为 \ZT=,0. 公司产品"CGG 抑制剂$为 J.;TU 公司
产品"]1/,S.T-:M10. >QQQ 转染试剂盒$胎牛血清购
于 ^1YT, 公司(
!"# 方法
4_>_4 7(’ "B$’O 的设计及表达载体的构建
以人 7(’ 的 M$’O 序列 !^.0I:0U* ‘Q68ab_4)为
参照设计合成 6 对针对 7(’ 基 因 转 录 区 的
"B$’O 序列+表 4)"该发夹结构中包括 >4 对互补
碱基和由 ? 个寡核苷酸构成的环以及终止序列(
所有序列经 I=:"- 分析和人类已知的基因序列无
同源性( 重组质粒!(^(ca E ^N( E ’.,*7(’)的合成
和纯化由上海吉玛制药技术有限公司完成( 将 6 种
7(’ "B$’O 重组质粒分别转染 ()*+ 细胞" 经 $V*
()$ 检测 7(’ 的表达量"筛选转染效率较高的重组
质粒!(^(ca E ^N( E ’.,*7(’>)用于后面的实验(

()*+ 细胞的恶性生物学行为 , 在 7(’ 诱导 JJ(*> 和
JJ(*? 活化的过程中 "FGG% 酶的活性可能发挥了重要的
作用(

关键词 !前列腺肿瘤 , ()*+ 细胞 , 短发夹 $’O, 骨桥蛋

白, 基质金属蛋白酶, $’O 干扰, 核因子 !I
中图分类号*$8+8_>b,$8+Q_b 文献标识码!O
文章编号!4QQQ56a8d+>Q4Q)Q45QQ6+5Q?
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表 ! 实验中使用的骨桥蛋白 "#$%& 序列
’()*+ ! ,+-.+/0+" 12 1"3+141/35/ "678# "91:3;9(5:45/ $8< ""9$8&$

VB. 7(’ "B$’O" L.;. T=,0.e 10-, .gU:;Z,-1T .</;.""1,0 /=:"M1e (^(ca E ^N( E ’., -, .X:=g:-. -B. .SS1T1.0TZ ,S 7(’ K.0. "1=.0T10K_

4_>_> 细胞培养和转染 以含 4Qi胎牛血清的
PJ[J E N4> +4j4)培养基"在 +8k-bi )7> 条件下

培养 ()*+ 细胞(细胞传代培养 6@ B 后在培养基中
加入不同浓度的 FGG 抑制剂$分别抑制 FGG" 和
FGG% 酶的活性 ( FGG 抑制剂$能渗透细胞膜对

FGG 的活性产生选择性和竞争性抑制 !6A 0M,= l ]
和 >QQ 0M,= l ] 的 FGG 抑制剂能分别选择性地抑
制 FGG% 酶和 FGG" 酶的活性 )( 细胞转染参照
]1/,S.T-:M10. >QQQ 说明书" 将重组质粒!(^(ca l
^N( l ’.,*7(’)和空质粒 !(^(ca l ^N( l ’.,)分别
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转染 !"#$ 细胞! 倒置的荧光显微镜下观察转染的
效率超过 %&’" 培养 () * 后加入最终浓度为 +,,
!- . /0 的 1(2) 筛选获得稳定转染的克隆后"采用
有限稀释法挑选转染成功的单个细胞" 继续培养
传代 2& 次后荧光无丢失" 表明 !"#$ 细胞已经获
得 3!4 5*647 重组质粒的稳定转染"命名为 !"5"
稳定转染空质粒的细胞命名为 !",!
2898$ 实时 !"6检测 3!4#::!#9和 ::!#; /647
的相对表达量 提取对数生长期的细胞总 647"
去除基因组 <47" 然后行实时荧光定量 !"6 检
测! 所用引物见表 9! !"6 反应条件$&,= 9 />?"
;&= 2, />?"(, 个循环 %;&= 2& 5"+,= (& 5&"然
后从 +,= 2, 5 开始 "每个循环增加 ,8&="共 %,
个循环!根据扩增曲线和融解曲线"确定平行孔间

误差较小"没有非特异性的扩增时"采用相对荧光
!"6 定量法计算 ""@ 和 """@ 值" 用 6AB9"""@ 表
示各组中特定 /647 的相对表达量!
2898( CD5@DE? FGH@ 检测 3!4#::!#9 . ::!#; 和
IJJ# . IJJ$ 的表达量 分别收集处于对数生长中
期的等量各组细胞"使用 6I!7 总蛋白提取液裂解
细胞"(=下 29 ,,, E . />? 离心 & />? %K>-/L $J2)
型冷冻离心机&"收集上清液"用 M"7 法检测蛋白
浓度 ! 取 9,N(, !- 蛋白在 $,, /7 电流下进行
2,’ K<K#!71O 电泳 9, />?"转 !P<Q 膜"&’无脂
牛奶室温封闭 9 * 后" 加入一抗 (=孵育过夜"再
添加二抗室温孵育 2 *"显色#定影后图像经 RP!
软件采集 "1DGSHET5 I< 7TUL?VDT P (8,2 软件处
理! 实验中使用的抗体及滴度见表 9!

4H@L@>H?

3!4

::!#9

::!#;

17!<W

!E>/DE 5DXYD?VD

QHESLET" &Z#1[[777"711"[17[["[11#$Z
6DUDE5D" &Z#"7[11["7["7["7["[["7#$Z
QHESLET" &Z#[7"7""77177"[[""1["[#$Z
6DUDE5D" &Z#1""7["777[7"77[1[""[#$Z
QHESLET" &Z#1"7171177[7""[1[7""1"#$Z
6DUDE5D" &Z#711[[[1177["[1"""711[#$Z
QHESLET" &Z#7"17""7"[[[1["771"["#$Z
6DUDE5D" &Z#1[171171111717[["71[#$Z

7/\G>]>VL@>H?
%F\&

2;$

2&$

2;+

92,

!E>/LE^ L?@>FHT^ @>@ED

6LFF>@ 3!4 L?@>FHT^
%2_(,,&

:HY5D ::!#9 L?@>FHT^
%2‘$,,&

6LFF>@ ::!#; L?@>FHT^
%2‘&,,&

:HY5D 17!<W L?@>FHT^
%2‘),,&

"HE\HEL@>H? L?T
FL@V* ?Y/FDE
K74[7" K"#9,%))

ab:O<" $&#2$,,a

K74[7" K"#2,%$%

!EH:LF" :LF#9,,&,%;

KDVH?TLE^ L?@>FHT^ L?T @>@ED

1HL@ L?@>#ELFF>@ I-1 . W6!
%2‘(, ,,,&

1HL@ L?@>#/HY5D I-1 . W6!
%2‘$, ,,,&

1HL@ L?@>#ELFF>@ I-1 . W6!
%2‘&, ,,,&

1HL@ L?@>#/HY5D I-1 . W6!
%2‘), ,,,&

[LE-D@ \EH@D>?
%cY&

++

%9

;9

$%

表 ! 实时 "#$ 反应中所使用的引物和 %&’(&)* +,-( 实验中使用的抗体及滴度
./+,& ! ")01&)’ 2’&3 0* )&/,4(01& 5-,61&)/’& 78/0* )&/7(0-* /*3 /*(0+-30&’ 2’&3 0* %&’(&)* +,-( /’’/6’

::!" /L@E>d /D@LGGH\EH@D>?L5D8

2898& 流式细胞术检测细胞周期变化 取对数生
长期细胞"制备单细胞悬液"%&’乙醇过夜"!MK 漂
洗 $ 次后加入 64L5D7 %2, /- . 0&"$%=保温 $,
/>?"碘化丙啶%$, /- . 0&避光染色 $, />?"流式细
胞仪测定细胞各生长周期 1, . 12#K#19 . : 期中
<47 的含量和凋亡二倍体比率" 每组检测 $ 个平
行样本"取其均数!
2898+ :[[ 比色法绘制细胞生长曲线 取对数
生长期细胞",89&’胰酶消化"在 ;+ 孔板中每孔加
入单细胞悬液 2,, !0%约 2e2,$个细胞&"置 $%=#
&’ "39 培养箱中培养! 每组设 $ 个复孔"同时设
立空白组"连续 ) T"每天取样! 培养 9( * 后向取
样孔中每孔加入浓度为 & /- . /0 的 :[[ 9,, !0"
继续孵育 ( *"弃上清"每孔加 <:K3 2&, !0"振荡
9, />?"使结晶充分溶解"在 (&, ?/ 波长的酶联仪
上检测各组的吸光度%!&值"实验重复 $ 次"计算

各组 ! 值的平均值及标准差" 再计算细胞生长抑
制率"抑制率B%2f实验组平均 ! 值 .空白组平均 !
值&e2,,’" 细胞生长抑制率均与空白组 !"$ 比
较"绘制生长曲线!
2898% [EL?5SDGG 实验 迁移实验$用 + !- . /0 的
明胶包被孔径为 ) !/ 的聚碳酸酯滤膜"然后在小
室中加入 9,, !0 无血清培养基" 室温下放置 +,
/>?"待滤膜充分浸润后"将小室置于 9( 孔培养板
中 " 每孔中先加入 ,8& /0 含 2,’胎牛血清的
<:O: . Q29 %2‘2&培养基和 ,8& /0 无血清培养基!
将细胞浓度为 &e2,( . /0 的单细胞悬液 2 /0 加入
[EL?5SDGG 小室中" 在 $%=#&’ "39 孵箱中培养 9(
*" 取出小室用棉签擦去基质胶和上室内的细胞"
用 ;&’乙醇固定 2&N9, />?" 苏木精染色 2& />?!
于倒置显微镜下计数"每组设 $ 个复孔"计算均值
和标准差! 侵袭实验$用 &, /- . 0 :L@E>-DG 胶稀释

柳 昊!等8 骨桥蛋白 5*647 表达载体介导的 647 干扰对前列腺癌 !"#$ 细胞生长和侵袭的影响 !"
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图 ! 实时 "#$ 检测 "#%& 细胞 ’"( )$(* 表达
+,-./0 ! ’12034352,5 )$(6 074/011,35 80209208 :; /0<=%

2,)0 43=;)0/<10 9><,5 /0<92,35 !"#$"
6# <)4=,?,9<2,35 4=321$ @# )0=2 9./A01$ B# ’"( )$(6 /0=<2,A0
074/011,351 ,5 2>/00 -/3.41C
D<)4=0 E# "B& -/3.4$ D<)4=0 F# "B1 -/3.4$ D<)4=0 &# "BG -/3.4C

图 H I0120/5 :=32 检测 "B%J 细胞 ’"(!KK"%H 和 KK"%L
蛋白表达

+,-./0 H M74/011,351 3? ’"(# KK"%H# <58 KK"%L 4/320,51
80209208 :; I0120/5 :=32

<!NGOGP# A1C "BJ -/3.4 <58 "BG -/3.4# /014092,A0=;C

液!QR S"包被灭菌的 T/<51U0== 小室聚碳酸酯膜上
室面#VW风干% 在上室中加入 GOP )X 含 PYQGZ 个

"#%[ 细胞的无血清 \KMK ] +QF !QRQ"培养基% ^ 孔
板下室加入 Q )X 含 QG !- 纤维连接蛋白的 \KMK
培养基作为化学诱导剂# 将培养板置于 [_W&P‘
B’F 孵箱中培养 Za >% 染色和计数方法同迁移实
验%
!"# 统计学处理
全部数据用均数b标准差!"#1"表示 #数据经

D"DDEEOc 统计软件处理#组间的比较采用 $ 检验和
方差分析#!NcOcd 表示差异有统计学意义%

$ 结 果

$"! %&’ ()*’+ 表达载体下调 %&’!,,&-$
和 ,,&-. 的表达
为了验证 ’"( 1>$(e 表达载体是否能下调

’"(的表达# 应用 /0<=%2,)0 "B$ 检测转染重组质
粒的 "B%[ 细胞 !"B1"中 ’"( )$(e 的相对表达
量 #未转染的前列腺癌 "B%[ 细胞 !"B["和转染
空质粒的细胞!"Bc"作为对照组% 结果如图 Qe&
Qf 所示# 扩增曲线和融解曲线表明平行孔间误
差较小#扩增具有特异性% 图 EB 显示#与 "B[ 细
胞相比 #"B1 细胞中 ’"( )$(e 表达量下降了
__OSF‘#差异有统计学意义!!NcOcd"#而 "Bc 细胞
和 "B[ 细胞之间差异没有统计学意义 !!gcOcd"%
为进一步验证 ’"( 1>$(e 是否下调 KK"%F 和
KK"%L 的表达#使用 I0120/5 :=32 分别检测三组细
胞中 ’"(&KK"%F 和 KK"%L 蛋白的表达量% 结果
如图 F 所示# 与 "B[ 细胞相比#"B1 细胞中 ’"(&
KK"%F 和 KK"%L 蛋 白 的 表 达 量 分 别 下 降 了
ddOFF‘&dEO_E‘和 FSO[d‘#差异有统计学意义!!N
cOcd"#而 "Bc 组和 "B[ 组细胞之间三种蛋白的表
达量差异没有统计学意义 !!gcOcd"% 以上结果表
明#’"( 1>$(e 表达载体介导的 ’"( 基因沉默在
下调 ’"( 表达的同时#也能抑制 KK"%F 和 KK"%
L 的表达%
$"$ 不同浓度的 /00 抑制剂对 /00! 和 /00" 活
性及 %&’!,,&-$ 和 ,,&-. 表达的影响
为了验证 Zc 5)3= ] X 和 Fcc 5)3= ] X 两种不同
浓度的 hii 抑制剂是否能分别抑制 "B%[ 细胞中
hii" 和 hii# 的活性#实验分为 [ 组’!E"使用 Fcc
5)3= ] X 的 hii 抑制剂处理的 "B%[ 细胞 $ !F" 使
用 Zc 5)3= ] X 的抑制剂处理的 "B%[ 细胞$ !["未
处理的 "B%[ 细胞% 使用 I0120/5 :=32 检测各组细

胞中 hii# 和 hii" 的相对表达量 #结果显示 !图
["#与未处理的 "B%[ 细胞相比#Fcc 5)3= ] X 浓度
的 hii 抑制剂培养的细胞中 hii# 的表达量减
少了 d_OSL‘# 而 Zc 5)3= ] X 浓度的 hii 抑制剂

柳 昊!等O 骨桥蛋白 1>$(e 表达载体介导的 $(e 干扰对前列腺癌 "B%[ 细胞生长和侵袭的影响!"
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图 ! "#$%#&’ ()*% 检测 +,-! 细胞 .//! 和 .//" 的表达
0123&# ! 456&#$$1*’$ *7 .//! 8’9 .//" 6&*%#1’$ 9#%#:%#9

(; "#$%#&’ ()*%
<&*36 =! +,-! :#))$ 6&#%&#8%#9 >1%? @AA ’B*) C D .// 1’?1(1%*& E.."

<&*36 F! +,-! :#))$ 6&#%&#8%#9 >1%? GA ’B*) C D .// 1’?1(1%*& E.."

<&*36 !! 3’%&#8%#9 +,-! :#))$H
8!IAHAJ! K$H <&*36 F 8’9 <&*36 !" (!IAHAJ! K$H <&*36 = 8’9 <&*36 !H

图 G 实时 +,L 检测各组细胞中 M+N!OO+-F 和 OO+-P BLNQ 的相对表达量
0123&# G L#)8%1K# #56&#$$1*’$ *7 M+N! OO+-F! 8’9 OO+-P BLNQ 1’ 9177#&#’% 2&*36$ 9#%#:%#9 (; &#8)-%1B# +,L
Q! M+N BLNQ &#)8%1K# #56&#$$1*’" R! OO+-F BLNQ &#)8%1K# #56&#$$1*’" ,! OO+-P BLNQ &#)8%1K# #56&#$$1*’H S?# #56#&1B#’%8) 2&*36$ 8&#
8$ 7*))*>$# <&*36 T! +,! :#))$" <&*36 F! +,! :#))$ %&#8%#9 >1%? GA ’B*) C D .// 1’?1(1%*& #" <&*36 !! +,A :#))$ 6&#%&#8%#9 >1%? GA ’B*) C D
.// 1’?1(1%*& #" <&*36 G! +,$ :#))$ 6&#%&#8%#9 >1%? GA ’B*) C D .// 1’?1(1%*& #" <&*36 J! +,! :#))$ %&#8%#9 >1%? FAA ’B*) C D .// 1’?1(1%*&
#" <&*36 U! +,A :#))$ 6&#%&#8%#9 >1%? FAA ’B*) C D .// 1’?1(1%*& #" <&*36 V! +,$ :#))$ 6&#%&#8%#9 >1%? FAA ’B*) C D .// 1’?1(1%*& #H

培养的细胞中 .//" 的表达量减少了 UFHFGW
$!IAHAJ%&

为了验证 +,-! 细胞中 M+N 调节 OO+-F 和
OO+-P 的活化与 .// 酶的关系’实验分为 V 组$图
G%& 采用实时 +,L 检测各组细胞中 M+N(OO+-F
和 OO+-P 的 BLNQ 相对表达量’结果显示见图 G’
与未处理的细胞 +,!$第 = 组%相比 ’特异性地抑
制 .//! 的活性$第 J 组%’M+N(OO+-F 和 OO+-P
的 BLNQ 表达量的差异没有统计学意义$!XAHAJ%’
而特异性地抑制 .//" 的活性 $第 F 组 %虽然对
M+N 的表达也没有明显影响’ 却导致 OO+-F 和
OO+-P BLNQ 的相对表达量分别减少了 JUHJFW
和 GGHFUW $!IAHA=%’表明特异性地抑制 .//" 酶
的活性能下调 OO+-F 和 OO+-P 的表达&第 G 组与
第 F(! 组’第 V 组与第 J(U 组分别进行比较’差异
均具有统计学意义$!IAHAJ%’提示 M+N $?LNQ 表
达载体能下调 M+N(OO+-F 和 OO+-P 的表达 ’而
且抑制 .//" 酶的活性能增强 M+N $?LNQ 表达载
体对 OO+-F 和 OO+-P 的抑制效应&

"#$%#&’ ()*% 检测各组细胞中三种蛋白表达量
情况和实时 +,L 的检测结果具有相似性 $图 J%&
特异性地抑制 .//! 酶的活性$第 J 组与第 = 组比
较%’ 三种蛋白的表达量的差异没有统计学意义

柳 昊!等H 骨桥蛋白 $?LNQ 表达载体介导的 LNQ 干扰对前列腺癌 +,-! 细胞生长和侵袭的影响

$!XAHAJ%’ 而特异性地抑制 .//" 酶的活性 $第 F
组与第 = 组比较% 虽然对 M+N 蛋白的表达没有影
响’却能使 OO+-F 和 OO+-P 蛋白的表达分别下调
=PHVFW和 FJHVJW $!IAHAJ%& 在抑制 .//" 酶的活
性的同时使用 M+N $?LNQ 行 LNQ1 $第 G 组与第
=(F(! 组比较%’ 可见 OO+-F 和 OO+-P 两种蛋白

的表达量分别下降了 JJHUFW和 J=HGVW’差异具有
统计学意义$!IAHA=%&
!"# 流式细胞术检测细胞周期变化
选择 +,!(+,A 和 +,$ 三组细胞行流式细胞术

检测’结果如图 U 和表 ! 所示’和 +,! 组比较’+,$
组细胞中凋亡二倍体的 YNQ 含量明显高于 +,! 组

Q R ,

!"
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图 ! "#$%#&’ ()*% 检测各组细胞中 +,-!..,/0 和 ..,/1
的蛋白表达

2345&# ! 678&#$$3*’$ *9 +,-! ..,/0! :’; ..,/1 8&*%#3’$
3’ ,</= >#))$ ;#%#>%#; (? "#$%#&’ ()*%

和 ,<@ 组!差异有统计学意义"!A@B@!#!而 C0 D .
期 E-F 含量则显著低于 ,<= 组和 ,<@ 组! 差异
有统计学意义 "!A@B@!$!,<= 组和 ,<@ 组相比!
两者差异均无统计学意义 %!G@B@!$! 表明 +,-
$HI-F 表达载体抑制了 ,</= 细胞的增殖! 细胞
分裂周期出现 J 期阻滞 !凋亡二倍体数量增加 &
!"# $%& ’()&* 表达载体对 %+,- 细胞增殖 !
迁移和侵袭能力的影响

从细胞的生长曲线"图 K$可以看出!培养 LM
H 后 !,<$ 细胞的增殖抑制率明显大于 ,<= 和
,<@ 细胞 !,<@ 细胞的生长出现了轻微的抑制现
象& 实验结果表明 +,- $HI-F 对 ,</= 细胞的生
长和增殖具有抑制作用& N&:’$O#)) 结果见表 L 和

图 P 流式细胞术检测细胞生长周期变化
2345&# P <#)) >?>)# ;3$%&3(5%3*’ *9 ,</= >#))$ ;#%#>%#; (? 9)*O >?%*Q#%&?

C&*58
,<=
,<@
,<$

R?8*;38)*3; E-F
=SPTU@SM=
=SL@U@SKP
MS!0UTS@L:

C@ D CT 8H:$#
L@S0=U@S!L
=KSM=UTSKT
L=SL@UTS@K

J 8H:$#
TLS0PUTSTP
TMSM@UTS!P
T!SKPUTS0M

C0 D . 8H:$#
LTS1@U0S!0
=1S1KU@S1T
=0S==U@SM=:

表 ! 流式细胞术检测不同周期 "#$ 含量的比率"%#

&’()* ! +,’)-.*. /0 "#+ 12’,3434*. 4, 5400*6*,3 7*))
7-7)*. (- 0)/8 7-3/9*36- "%#

:! A@S@!! V$S ,<= 4&*58S 6:>H 4&*58 O:$ :$$:?#; 3’ %&38)3>:%#
#78#&3Q#’%$S

图 M!与 ,<= 细胞相比!,<$ 细胞的迁移能力和侵
袭能力分别下降了 L!SLMW和 !TS1PW"!A@S@!$!
而 ,<@ 细胞与 ,<= 细胞之间差异没有统计学意
义"!G@S@!$& 实验结果表明 +,- $HI-F 重组质
粒能抑制 ,</= 细胞中 +,-’..,/0 和 ..,/1 的
表达!导致细胞的增殖’迁移和侵袭能力减弱&

- 讨 论

前列腺癌是容易发生骨转移的恶性肿瘤之一!

因此识别和确定与其进展有关的靶基因对提高前

列腺癌的治愈率是很有必要的& +,- 是首先在骨
基质中发现的一种分泌型糖基化磷蛋白! 它具有
趋化因子和细胞因子的双重作用 (TT)& +,- 含有的
- 基端是由 1 个连续的天门冬氨酸组成的高度酸

柳 昊!等S 骨桥蛋白 $HI-F 表达载体介导的 I-F 干扰对前列腺癌 ,</= 细胞生长和侵袭的影响

图 K 三组细胞生长曲线
2345&# K C&*O%H >5&V#$ *9 ,</= >#))$ 3’ %H&## 4&*58$

!"
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!"#
!"$
!"%

"&’(&)* +,) -
./0% !!1%"

#2#31$4$5
#4$67$48-
546-154$9

:;<=>=(=,; )/(* ,+
?),’=+*)/(=,; !@"

$
84-$

5$459/

A<* ;&B>*) ,+
()/;%B*B>)/;* !!1%"

3-34$ 1 5436
39#46813$4CD
D54##1 64#D

:;<=>=(=,; )/(* ,+
B=E)/(=,; !F"

$
94D-

9-49D/

A<* ;&B>*) ,+
()/;%B*B>)/;* !!7%"

35846878435
35-4687D4-5
634##784-5

:;<=>=(=,; )/(* ,+
=;G/%=,; !F"

$
34-8

-34C6/

!),’=+*)/(=,; H=E)/(=,; :;G/%=,;
I),&?

表 ! 三组之间的增殖!迁移和侵袭力比较
"#$%& ! ’()*#+,-,(. (/ 0&%% *+(%,/&+#1,(." ),2+#1,(." #.3 ,.4#-,(. (/ 15+&& 2+(6*-

/"J$4$-# G%4 !"# E),&?4

图 D A)/;%K*’’ 实验检测三组细胞的侵袭能力
L=E&)* D :;G/%=,; />=’=(=*% ,+ !"M# N*’’% =; (<)** E),&?% .*(*N(*. >0 A)/;%K*’’ /%%/0% !O9$$"

P+(*) %(/=;*. K=(< <*B/(,Q0’=;# (<* !"M# N*’’% /)* ?)*%*;(*. /% =))*E&’/) +&%=+,)B %</?*4 A<* ;&B>*) ,+ N*’’% =; ?=N(&)* P# R# /;. " /)* 339#

359# /;. 85# )*%?*N(=G*’04 P# !"# E),&?$ R# !"$ E),&?$ "# !"% E),&?4

P R "

性区和一个 !S片层结构修饰的 ITIUV 细胞黏性
序列构成# 该基团与骨骼中的羟基磷灰石具有较
高的亲和力 %35&’ W!X 对肿瘤细胞的生长和转移的
调控作用是很复杂的# 有些机制目前还不完全清
楚’研究发现 W!X 通过激活 !:#Y Z PYA 和 [TY3 Z 5
促进肿瘤细胞的血管生成# 从而增强瘤细胞的增
殖和侵袭能力 %3#&’ 近年的研究表明 W!X 表达水平
高低与多种癌症的转移和复发率密切相关 %3#39&#
W!X 的过度表达能使良性的乳腺上皮细胞发生恶
性变趋势 %3-&#而 W!X 表达的下调能减少裸鼠结肠
瘤的形成和溶骨性转移的概率 %36&#反义 W!X 基因
则能抑制鼠类成纤维细胞中 W!X 的合成并防止其
转化成肿瘤细胞 %3$&’ 为了进一步探讨 W!X 对人前
列腺癌 !"M# 细胞生物学行为的影响及其作用机
制#本实验利用 W!X %<TXP 重组质粒对人前列腺
癌 !"M# 细胞成功实施 TXP=#显著下调了 !"M# 细
胞中 W!X 的表达水平’

TXP= 技术是将与目的基因的转录产物 BTXP
具有同源互补序列的双链 TXP !.,&>’* %()/;.
TXP#.%TXP" 导入细胞内 # 特异性地降解该
BTXP#从而抑制相应的功能蛋白的表达’ 它是一
种转录后基因沉默# 是肿瘤基因治疗的重要手段

之一 %38&’目前应用于哺乳类动物的 TXP= 技术主要
有两种 ( 一种是体外转录或化学合成干扰性小
TXP!%B/’’ =;(*)+*)=;E TXP# %=TXP"后 #再经脂质
体或病毒等载体转染细胞从而介导 TXP=$另一种
是通过 %<TXP 表达载体转染细胞后形成的发夹式
%=TXP 诱导 TXP=%3D&’ V<TXP 不仅成本低#而且不
易受 TXP 酶污染#它导入细胞后在 TXP 酶的作用
下能持续稳定地表达发夹式 %=TXP#因此延长了在
细胞内的 TXP 干扰作用时间 %3C&’ 本实验中使用的
真核表达质粒 ?I!\6 Z IL! Z X*, 中包含有人类 \6
TXP 聚合酶"启动子# 在单一启动子和终止序列
作用下能产生大量的 %=TXP 干扰片段# 而位于启
动子下游的 %<TXP 在 TXP= 质粒进入宿主表达
后 # 与单链的 TXP 配对形成短的 .%TXP# 引发
TXP=’ 该质粒含有 IL! 基因和 X*, 基因#前者在
细胞内表达绿色荧光蛋白# 借此能方便判断载体
的转染效率#而利用后者则可以经 I93D 筛选出阳
性克隆重组子’
本实验首次在体外培养的前列腺癌 !"M# 细

胞 中 # 利 用 W!X %<TXP 重 组 载 体 成 功 实 施
TXP=’ 实验结果显示转染 W!X %<TXP 重组质粒
的细胞中 W!X)HH!M5 和 HH!MC 的 BTXP 和蛋

柳 昊!等4 骨桥蛋白 %<TXP 表达载体介导的 TXP 干扰对前列腺癌 !"M# 细胞生长和侵袭的影响 !"
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白表达水平明显低于对照组!而空载体转染组与
空白对照组之间没有显著性差异 ! 表明 !"#
$%&#’ 介导的基因沉默不仅能下调 !"# 的表
达!而且能抑制 ()"*+ 和 ))"*, 的表达 " 流式
细胞术#(-- 比色法以及 -./0$1233 实验结果显示
转染重组质粒后 "4*5 细胞生长出现 6 期停滞 !
凋亡二倍体数量显著增加 !细胞增殖 #迁移和侵
袭能力明显减弱!而且其降低程度和三种蛋白的
表达量密切相关 " 本实验证实 !"# $%&#’ 表达
载体能成功抑制 "7*5 细胞的恶性表型! 该方法
为人类前列腺癌的基因治疗提供了初步的实验

依据"
转录因子 #8*!9 家族是基因转录的重要调控
因子! 其中 :;; 是由两个催化亚基 :;;" 和 :;;#
构成的高分子复合蛋白! 它是调节 :!9 的磷酸化
和 #8*!9 活化的重要功能性激酶 $<=%" 基质金属蛋
白酶家族是细胞外基质的降解酶! 它在胚胎的发
生#组织的重塑性#炎症和血管的形成中起关键性
作用! 其中 (("*< 和 (("*, 涉及肿瘤细胞的侵
袭#肿瘤生长和转移等重要过程 $>!,!+?%" "%@3@A 等 $>!B%

报道在鼠类的黑色素瘤细胞中 !"# 诱导 ))"*<
和 ))"*, 的活化与 #8*!C 介导的 :!C" D :;; 信号
通道以及 )E"; D :;;" 信号通道密切相关"然而早
些时候 )2.FG.@H 等 $<I%在人类宫颈癌细胞的研究中

发现!:;;" 影响 #8*!9 依赖的受体激活! 表现为
其功能与 :;; 激酶在 #8*!9 信号通路中的重要功
能相一致" 我们利用人类前列腺癌 "7*J 细胞研究
显示 ! 抑制 :;;" 酶的活性对 !"##))"*< 和
))"*, 的表达没有明显影响!而抑制 :;;$ 酶的活
性能显著降低 ))"*< 和 ))"*, 的表达 ! 而且
!"# $%&#’ 和 :;;$ 抑制剂联合应用能更为显著
地下调 ))"*< 和 ))"*, 的表达!因此!我们认为
在 #8*!9 介导 !"# 下调 ))"*< 和 ))"*, 的过程
中!:;;$ 酶的活性起到了关键性的作用" 这一结
论与 "%@3@A $B%和 &/0K/$1/L@ 等 $,%的报道不完全一

致!而与 )2.FG.@H 等 $<M%的报道相符合" 此外!我们
发现虽然抑制 !"# 的表达能下调 ))"*+ 和
))"*, 的表达!然而两者下调的幅度却明显不同!
由此我们推测 !"# 诱导 ))"*+ 和 ))"*, 的表达
是由多个信号通道共同作用的结果! 其中既有共
同的通道也有独立的通道! 进一步明确两者的调
控机制是我们实验室继续研究的课题之一"
综上所述!本研究利用人类前列腺癌 "7*J 细

胞探讨 !"# $%&#’ 表达载体介导 !"# 基因沉默

的可行性! 并且成功建立稳定转染 "N"OP Q RS" D
#2H*!"#+ 重组质粒的前列腺癌细胞系 "4$" 本实
验证实 $%&#E 表达载体介导的 !"# 基因沉默不
仅能下调人前列腺癌 "4*J 细胞 !"##))"*+ 和
))"*, 的表达水平!而且显著地抑制了 "4*J 细胞
的增殖#迁移和侵袭能力" 此外!本实验利用 "4*
J 细 胞 初 步 揭 示 在 #S*!C 介 导 的 ))"*+ 和
))"*, 的活化过程中 :;;$ 酶的活性起到了关
键的作用"
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