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ＹＢ１基因沉默抑制前列腺癌细胞的增殖和迁移
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　　摘　要：目的　探讨ＲＮＡ干扰沉默Ｙ盒结合蛋白１（ＹＢ１）对前列腺癌细胞株ＰＣ３细胞增殖和侵袭力的影响。方法　将

ＹＢ１ｓｉＲＮＡ（ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１、ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２质粒）用脂质体转染ＰＣ３细胞（转染组），以逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）和蛋白质

印迹法（Ｗｅｓｒｅｔｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）分别检测ＹＢ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达，３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ）比色法和

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小孔实验检测ＰＣ３细胞的增殖和侵袭力。结果　与质粒对照组相比，转染组ＹＢ１ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平明显降

低（犘＜０．０５）。重组质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１和ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２组ｍＲＮＡ的抑制率分别达３６．２３％和３９．４２％，ＹＢ１蛋白的抑

制率分别达４１．５６％和５５．３３％。与正常对照组相比，转染组细胞增殖明显抑制（犘＜０．０５），转染处理的穿膜细胞数明显减少

（犘＜０．０５）。结论　ＲＮＡ干扰沉默ＹＢ１基因表达降低了前列腺癌细胞的增殖和迁移能力。
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　　Ｙ盒结合蛋白１（Ｙｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＹＢ１）是 Ｙ盒

蛋白家族的成员之一，广泛分布于原核和真核生物细胞中，参

与了多种生物学过程 ［１２］。研究表明ＹＢ１与人类恶性肿瘤的

关系密切，在多种恶性肿瘤中 ＹＢ１表达上调，特别在前列腺

癌和乳腺癌中［３５］。ＹＢ１的表达水平随肿瘤的恶性程度和病

情的恶化而增加［５］。然而 ＹＢ１是否影响前列腺癌的迁移与

侵袭目前还不清楚。因此本文构建了针对 ＹＢ１的ｓｉＲＮＡ重

组质粒，观察ＲＮＡ干扰沉默ＹＢ１表达对前列腺癌株ＰＣ３细

胞增殖、迁移和侵袭能力的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　前列腺癌ＰＣ３细胞株（北京协和细胞资源中心）；

质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌ１（武汉晶赛）。ＹＢ１特异性ＤＮＡ片段（上海英

骏）。脂质体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００、Ｔｒｉｚｏｌ、ＲＮａｓｅ抑制剂、逆

转录酶ＳＳＲＴ、Ｔａｑ酶、犎犻狀犱 Ⅲ和犈犮狅ＲⅠ限制性内切酶（Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ）。兔抗人 ＧＡＰＤＨ 和 ＹＢ１单克隆抗体以及二抗

（ＳａｎｔａＣｒｕｚ），引物（上海生工）。

１．２　方法

１．２．１　ＹＢ１ｓｉＲＮＡ序列设计和重组质粒的鉴定　根据 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中的ＹＢ１基因序列，在线分析设计，确定２个靶序列，设

计２个针对 ＹＢ１的短发夹 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｈａｉｒＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）。

序列１：正义链５′ＧＡＴＣＣＧＧＡＡＧＡＴＧＴＡＴＴＴＧＴＡＣＡＣ

ＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＴＧＴＡＣＡＡＡＴＡＣＡＴＣＴＴＣＣＴＴＴＴＴ

ＴＡ３′；反义链５′ＡＧＣＴＴＡ ＡＡＡ ＡＡＧ ＧＡＡ ＧＡＴ ＧＴＡ

ＴＴＴＧＴＡＣＡＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＴＧＴＡＣＡＡＡＴＡＣＡＴＣ

ＴＴＣＣＧ３′。序列２：正义链：５′ＧＡＴＣＣＧＧＴＴＣＣＣＡＣＣ

ＴＴＡＣＴＡＣＡＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＴＧＴＡＧＴＡＡＧＧＴＧＧＧ

ＡＡＣＣＴＴ ＴＴＴ ＴＡ３′；反义链：５′ＡＧＣ ＴＴＡ ＡＡＡ ＡＡＧ

ＧＴＴＣＣＣＡＣＣＴＴＡＣＴＡＣＡＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＴＧＴＡＧ

ＴＡＡＧＧＴＧＧＧＡＡＣＣＧ３′。将合成的ＤＮＡ正义链和反义

链与ｐＧｅｎｅｓｉｌ１质粒连接。转化感受态 ＤＨ５α菌种，筛选阳

性克隆，摇菌抽提质粒。重组质粒和空载体进行 ＨｉｎｄⅢ和

ＥｃｏＲⅠ双酶切，片段大小预期分别为４００和３５０ｂｐ。产物进

行琼脂糖凝胶电泳鉴定。２个重组质粒命名为ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ

１１（质粒１）和ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２（质粒２）。

１．２．２　细胞培养和实验分组　ＰＣ３细胞用含１０％胎牛血清

的ＲＰＭＩ１６４０培养基，３７℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度条件下培养。
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实验分为４个组：未转染质粒的ＰＣ３细胞为空白对照组，转染

空质粒为质粒对照组，转染重组质粒１为ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１

组和转染重组质粒２为ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２组。

１．２．３　重组质粒转染ＰＣ３细胞　提取重组质粒，测定浓度。

将细胞按２×１０５／孔转种于６孔培养板，细胞融合度至６０％～

８０％时，用无血清培养基稀释ｓｈＲＮＡ双链体，将ｓｈＲＮＡ和

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００按１∶２混合，室温下孵育２０ｍｉｎ，加入

６孔板中，混匀，３７℃、５％ＣＯ２ 培养６ｈ后终止转染。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ　提取细胞总 ＲＮＡ。逆转录后ＰＣＲ扩增。

ＰＣＲ条件：９５℃ 变性４ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３５ｓ，

循环４５次，７２℃ 延伸５ｍｉｎ。ＹＢ１ＰＣＲ正向引物：５′ＡＣＡ

ＡＧＡＡＧＧＴＣＡＴＣＧＣＡＡＣＧ３′，反向引物：５′ＴＡＡＴＧＧ

ＴＴＡＣＧＧＴＣＴＧＣＴＧＣ３′，产物长度２８３ｂｐ。ＧＡＰＤＨ为内

参。琼脂糖凝胶电泳后凝胶图像分析系统进行分析。ＹＢ１

ｍＲＮＡ表达抑制率计算：抑制率（％）＝［１（ＲＮＡ干扰组条带

灰度／ＲＮＡ干扰组ＧＡＰＤＨ 条带灰度）／（对照组条带灰度／对

照组ＧＡＰＤＨ条带灰度）］×１００％。

１．２．５　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）法　提取细胞总蛋白，

ＢＡＣ法定量蛋白。１００μＬ蛋白样品加入到２×十二烷基硫钠

（ＳＤＳ）凝胶缓冲液中，煮沸。６％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ）２ｈ分离蛋白。分离的蛋白用半干转膜仪转移至

聚偏二氧乙烯（ＰＶＤＦ）膜上。１０％脱脂牛奶封闭２ｈ，加入兔

抗人ＹＢ１（１：２００）和ＧＡＰＤＨ（１：３００）抗体，４℃下过夜。加入

二抗，４℃下孵育４ｈ。显影后进行半定量分析并计算蛋白表

达抑制率。

１．２．６　３（４，５二甲基噻唑）２，５二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ）

　将ＰＣ３细胞以１×１０
４／孔接种于９６孔板，３７℃、５％ ＣＯ２

培养２４、４８、７２和９６ｈ。处理结束后每孔加入５ｍｇ／ｍＬ 的

ＭＴＴ溶液２０μＬ，培养４ｈ。吸去上清液，每孔加入２００μＬ

ＤＭＳＯ，孵育１０ｍｉｎ，用酶标仪在４９０ｎｍ处测定吸光度Ａ值。

１．２．７　划痕实验　将ＰＣ３细胞１×１０
５／Ｌ接种于６孔板，３７

℃、５％ＣＯ２ 培养２４ｈ。细胞在孔板的底面形成单细胞层。在

单层细胞表面用１００μＬ移液器枪头垂直划痕，ＰＢＳ轻洗２次，

除去细胞碎片，继续培养２４ｈ，在倒置显微镜下观察划痕处细

胞的迁移情况，并拍照。

１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验 　 将 ＰＣ３ 细胞的密度调至 ５×

１０５／ｍＬ，取２００μＬ 加入上室，下室内加入６００μＬ 含１００

ｎｇ／ｍＬ基质细胞衍生因子１的培养液。３７℃、５％ ＣＯ２ 培养

４８ｈ，取出上室，迁移并黏附到下室面的细胞用甲醇固定，苏木

素伊红（ＨＥ）染色观察。每个小室在高倍镜（×２００）下随机取

６个视野计数迁移细胞数。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数据进行分

析，计量资料以狓±狊表示，组间比较用单因素方差分析；两两

比较采用ＳＮＫｑ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　重组质粒的酶切鉴定　重组质粒经 ＨｉｎｄＩＩＩ和ＥｃｏＲⅠ

双酶切后，琼脂糖凝胶电泳分析可见１条约４００ｂｐ的条带。

见图１。

２．２　ＲＮＡ干扰对ＰＣ３细胞中ＹＢ１ｍＲＮＡ和蛋白表达的影

响　转染４８ｈ后，与质粒对照组相比，ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１组和

ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２组转染的ＰＣ３细胞的ＹＢ１ｍＲＮＡ和蛋白

水平均显著性降低（犘＜０．０５）。ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１组和ｐＧｅｎ

ｅｓｉｌ１ＹＢ１２组 ｍＲＮＡ 表 达 抑 制 率 分 别 达 ３６．２３％ 和

３９．４２％，蛋白表达抑制率分别达４１．５６％和５５．３３％。质粒对

照组与空白对照组相比ＹＢ１ｍＲＮＡ和蛋白表达差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。见图２、３。

　　１：ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１；２：ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２；３：未酶切质粒ｐＧｅｎ

ｅｓｉｌ１；Ｍ：ＤＮＡ分子标志物。

图１　　重组质粒酶切鉴定

　　Ｍ：ＤＮＡ分子标志物（ＤＬ２０００）；Ａ：空白对照组；Ｂ：质粒对照组；

Ｃ：ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１组；Ｄ：ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２组。

图２　　重组质粒转染后４８ｈＰＣ３细胞中ＹＢ１ｍＲＮＡ表达

　　Ａ：空白对照组；Ｂ：质粒对照组；Ｃ：ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１组；Ｄ：

ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２组。

图３　　重组质粒转染后４８ｈＰＣ３细胞中ＹＢ１蛋白表达

２．３　ＲＮＡｉ沉默ＹＢ１对ＰＣ３细胞增殖的影响　转染４８ｈ

后，与质粒对照组相比，ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１组和ｐＧｅｎｅｓｉｌ１

ＹＢ１２组转染的ＰＣ３细胞的增殖能力明显降低（犘＜０．０５）。

而质粒对照组与空白对照组相比细胞的增殖能力差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。见表１。

表１　　４组细胞不同时间Ａ值（狓±狊）

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

空白对照组 ０．２４±０．０４０．３５±０．０５０．４８±０．０６０．６４±０．０８

质粒对照组 ０．２５±０．０３０．３３±０．０５０．５１±０．０７０．６２±０．０７

ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１组 ０．１８±０．０２０．２４±０．０３０．３１±０．０５０．４１±０．０７

ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２组 ０．１７±０．０２０．２２±０．０１０．２７±０．０４０．３５±０．０６

２．４　ＲＮＡｉ沉默ＹＢ１对ＰＣ３细胞迁移力的影响　转染４８ｈ

后，与质粒对照组比较，ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１组和 ｐＧｅｎｅｓｉｌ１

ＹＢ１２组细胞的运动速度均明显减慢，ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１组

和ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２组细胞划痕已经基本长满，而空白对照

组和质粒对照组细胞划痕依然明显。见图４。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果显示：与质粒对照组比较，ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ

１１组和ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２组穿过滤膜的细胞数显著降低，差
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异具有统计学意义（犘＜０．０５）。空白对照组、质粒对照组、

ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１１组和ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２组穿过滤膜的细胞

数分别为（１２３．７１±１３．２５）、（１３５．７３±１４．１８）、（６７．７３±８．８２）

和（５１．７３±６．７５）个。

图４　　ＲＮＡｉ沉默ＹＢ１基因表达对前列腺癌细胞迁移运动能力的影响

３　讨　　论

前列腺癌是中老年男性常见的泌尿系统恶性肿瘤。恶性

肿瘤细胞的迁移和侵袭作用是肿瘤转移的细胞学基础。抑制

前列腺癌细胞的增殖和迁移，是前列腺癌治疗的重要措施。

ｓｉＲＮＡ已经成为研究基因功能、病毒和肿瘤等的重要手段
［６］。

ＲＮＡｉ是由双链ＲＮＡ使靶 ｍＲＮＡ发生降解而导致基因表达

沉默［７］。

ＹＢ１是最早发现的Ｙ盒结合蛋白家族成员，广泛存在于

从细菌到人类的许多物种中，特异性结合靶基因启动子和增强

子内部的Ｙ盒序列而调控靶基因的表达，参与了细胞的基因

转录调节、ｍＲＮＡ选择性剪接、翻译调控、ＤＡＮ修复、细胞再

生和增殖等过程［８９］。ＹＢ１在恶性肿瘤的发生、发展、转移、肿

瘤治疗及预后中都发挥着重要作用［１０］。ＹＢ１在前列腺癌、肺

癌、乳腺癌等肿瘤中高表达，ＹＢ１表达水平高提示预后不良，

被认为是肿瘤诊断的一种新型标志物［１１］。ｓｉＲＮＡ可沉默人乳

腺癌细胞中 ＹＢ１基因表达，并降低了细胞侵袭和成球能

力［１２］。这表明ｓｉＲＮＡ沉默 ＹＢ１基因能成为肿瘤治疗的新

策略。

在本实验中设计并构建了２条针ＹＢ１基因ｓｉＲＮＡ序列，

分别转染前列腺癌细胞株 ＰＣ３细胞，ＲＴＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测发现两条ｓｉＲＮＡ都能够有效的抑制ＹＢ１基因的

表达。２条ＹＢ１ｓｉＲＮＡ序列均显著抑制细胞增殖。这些结果

表明ＹＢ１ｓｉＲＮＡ序列可有效地抑制ＰＣ３细胞中 ＹＢ１基因

的表达和细胞增殖，但ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＹＢ１２序列抑制效果更佳。

这可能是由于不同细胞其靶ＲＮＡ的空间构象、位点以及许多

其他因素的影响所致。本研究结果表明２条 ＹＢ１ｓｉＲＮＡ序

列均抑制ＰＣ３细胞的体外侵袭力。这些结果表明ＹＢ１基因

可作为前列腺癌基因治疗的靶点，为ｓｉＲＮＡ介导的前列腺癌

基因沉默治疗提供实验依据，但其详细的机制还有待于进一步

研究。

总之，本研究表明ｓｉＲＮＡ沉默ＹＢ１表达可以抑制前列腺

癌细胞增殖和迁移能力。
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