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  [摘要] 目的 探讨转化生长因子β活化的长链非编码RNA
 

ATB(lncRNA
 

ATB)在前列腺癌中的表达,
以及通过调控miR-107/STAM结合蛋白水平1(STAMBPL1)通路在前列腺癌PC3细胞中对增殖、转移和侵袭

的影响。方法 反转录PCR(RT-PCR)法检测58例前列腺癌组织及相应癌旁正常组织临床样本中lncRNA
 

ATB
 

mRNA的表达水平。siRNA干扰PC3细胞lncRNA
 

ATB
 

基因的表达,四甲基偶氮唑蓝(MTT)实验、划

痕实验和Transwell实验分别观察PC3细胞增殖、迁移和侵袭能力的改变;采用RT-PCR和 Western
 

blot法分

别测定miR-107
 

mRNA及STAMBPL1
 

mRNA、蛋白的表达变化。结果 与癌旁正常组织比较,lncRNA
 

ATB
 

mRNA在前列腺癌组织中表达水平明显增加(P<0.05)。沉默lncRNA
 

ATB基因的PC3细胞较正常PC3细

胞可显著减少细胞中增殖、迁移和侵袭能力,miR-107
 

mRNA表达水平增高,STAMBPL1
 

mRNA和蛋白表达

水平降低(P<0.05)。结论 LncRNA
 

ATB在前列腺癌中高表达,其可能通过调控 miR-107/STAMBPL1通

路改变前列腺癌PC3细胞增殖、转移和侵袭的能力。
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  [Abstract] Objective To

 

observe
 

the
 

expression
 

of
 

long-chain
 

non-coding
 

RNA
 

activated
 

by
 

transfor-
ming

 

growth
 

factor
 

β
 

(lncRNA
 

ATB)
 

in
 

prostate
 

cancer
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

proliferation,metastasis
 

and
 

invasion
 

of
 

prostate
 

cancer
 

PC3
 

cells
 

by
 

regulating
 

miR-107/STAMBPL1
 

pathway.Methods RT-PCR
 

method
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

lncRNA
 

ATB
 

in
 

58
 

cases
 

of
 

prostate
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

nor-
mal

 

tissues.siRNA
 

interfered
 

with
 

the
 

expression
 

of
 

lcnRNA
 

ATB
 

gene,MTT
 

assay,cell
 

scratch
  

and
 

tran-
swell

 

experiment
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

effects
 

of
 

lncRNA
 

ATB
 

on
 

cell
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

PC3
 

cell.The
 

mRNA
 

and
 

Protein
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-107
 

and
 

STAMBPL1
 

were
 

measured
 

by
 

RT-PCR
 

and
 

Western
 

blot,respectively.Results Compared
 

with
 

adjacent
 

normal
 

tissues,the
 

expression
 

level
 

of
 

ln-
cRNA

 

ATB
 

in
 

prostate
 

cancer
 

tissue
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05);silencing
 

of
 

lncRNA
 

ATB
 

signifi-
cantly

 

reduced
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

in
 

prostate
 

cancer
 

PC3
 

cells,increased
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-107
 

mRNA,and
 

decreased
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

STAMBPL1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

(P<0.05).
Conclusion LncRNA

 

ATB
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

prostate
 

cancer,which
 

may
 

alter
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

metastasis
 

of
 

prostate
 

cancer
 

PC3
 

cells
 

by
 

regulating
 

miR-107/STAMBPL1
 

signaling
 

pathway.
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words] prostatic
 

neoplasm;RNA,long
 

noncoding;microRNA-107;STAMBPL1

  前列腺癌是男性最常见的恶性肿瘤,在男性恶性

肿瘤 中 发 病 率 排 名 第 2 位,占 癌 症 相 关 死 亡 的

13%[1]。近年来,前列腺癌发病率和病死率呈持续增

长趋势且高年龄患者比重明显上升[2-3]。早期筛查诊

断和手术切除是目前治疗早期前列腺癌的主要方

法[4-5]。由于前列腺癌发病隐匿、容易早期转移,患者

就诊时多处于癌症晚期,体内出现局部浸润及远处转

移,失去手术根治的机会[6]。长链非编码RNA(long
 

noncoding
 

RNA,lncRNA)是一类转录长度超过200
 

nt的非编码RNA,其可在翻译、翻译后修饰水平调控
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基因的表达,例如DNA甲基化、基因沉默、组蛋白修

饰等,从而发挥生物学作用[7]。因此,本研究以转化

生长因子β活化的lncRNA(lncRNA
 

ATB)作为研究

对象,探讨lncRNA
 

ATB在前列腺癌组织中的表达

及其对前列腺癌PC3细胞增殖、迁移及侵袭的影响,
为前列腺癌的发病机制研究提供重要的理论依据和

新的思路,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 细胞与试剂 前列腺癌PC3细胞株购自中国科

学院上海细胞库;DMEM 培养基和胎牛血清购自美

国Gibco公司;Trizol、Lipofectamine
 

2000试剂购自

美国Invitrogen公司;四甲基偶氮唑蓝(MTT)检测试

剂盒购自美国 Sigma公司;PCR 试剂盒购自日本

Takara公司;Transwell小室和 Matrigel基质胶购自

美国 Millipore公司;STAM 结合蛋白样1(STAMB-
PL1)抗体、DAPDH抗体购自德国Santa

 

Cruz公司。
1.2 方法

1.2.1 病例标本收集 收集58例2016年1月至

2018年10月于本院接受手术的58例前列腺癌患者

病理组织及相应癌旁正常组织。术中组织液氮冻存

后放入-80
 

℃超低温冰箱中存用。本研究中所有方

案获得了本院伦理委员会同意并获得批准,患者在术

前均签署了相关知情同意书。
1.2.2 细胞培养及转染 将状态良好的前列腺癌

PC3细胞株在含10%胎牛血清的DMEM 培养基中

培养,条件为37
 

℃、5%
 

CO2 及100%饱和湿度。待

细胞汇合至70%~80%时进行传代培养。细胞培养

于6孔板中,采用无血清的培养基同步化24
 

h,将细

胞分为si-NC组与si-ATB组,按 照 Lipofectamine
 

2000转染试剂盒说明,分别转染空白质粒和ATB干

扰质粒。
1.2.3 反转录PCR(RT-PCR)检测ATB和miR-107
的表达 采用Trizol法提取组织中总RNA,按照反

转录试剂盒说明书进行操作。实时定量PCR运用

SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqlⅢ 试 剂 盒,仪 器 使 用 ABI
 

prism
 

7300。相应引物序列,IncRNA
 

ATB正向引物

为5'-TCC
 

GCT
 

TAT
 

TGG
 

TCT
 

ATC
 

GAT-3',反向

引物为5'-TTC
 

GAT
 

TGG
 

CAC
 

CTA
 

ATT
 

TAC
 

TCG-3';GAPDH 正 向 引 物 为 5'-CGA
 

GTC
 

ACA
 

GGT
 

CGC
 

ATA
 

CC-3',反向引物为5'-CGA
 

TTC
 

TTA
 

TAA
 

CTT
 

CTA
 

GT-3';miR-107正向引物为

5'-AGT
 

TAA
 

CCT
 

CAA
 

GTC
 

GCC
 

TCT
 

A-3',反向

引物为5'-ATT
 

CAC
 

GGG
 

CTT
 

TAC
 

GCA-3'。采用

2-ΔΔCt法计算ATB和miR-107的相对表达水平。
1.2.4 MTT实验测定细胞增殖水平的变化 将两

组对数生长期PC3细胞用胰蛋白酶消化,配制成细胞

悬液,细胞在37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养24
 

h后接

种于96孔板中,每孔加入MTT溶液20
 

μL继续培养

4
 

h。孵育后加入二甲基亚砜(DMSO)振荡溶解,采用

自动酶标仪在490
 

nm波长下读取光密度(OD)值,计
算细胞存活率。
1.2.5 Transwell实验检测细胞侵袭能力 取两组

对数 生 长 期 的 PC3细 胞 用 胰 酶 消 化 后 用 无 血 清

DMEM培养基调整细胞浓度至2×106 个/mL,将细

胞液50
 

μL加入Transuell小室上室,将Transwell小

室置入含500
 

μL
 

10%胎牛血清的DMEM 培养基的

24孔培养板,在37
 

℃、5%
 

CO2 条件下培养24
 

h后

观察膜及孔下细胞数。0.5%结晶紫溶液染色20
 

min,染色结束后洗脱残余结晶紫溶液,用棉签擦去基

质胶和小室内的细胞进行拍照、计数和统计学分析。
 

1.2.6 细胞划痕实验 取两组对数生长期的PC3细

胞置于6孔板中,细胞密度约为8×105 个/孔。每组

设3个复孔,用100
 

μL枪头沿直尺垂直于培养板背

后的横线划线,注意枪头保持垂直不要偏斜。划线结

束后采用不含血清培养基洗2~3次,于培养0
 

h和

24
 

h在镜下拍照并测量划痕宽度。
1.2.7 Western

 

blot实验检测STAMBPL1蛋白表

达 加入含1%苯甲基磺酰氟(PMSF)的RIPA裂解

液,混匀后裂解30
 

min,提取si-NC与si-ATB组两组

细胞蛋白。BCA试剂盒检测蛋白浓度,十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳后将蛋白电转

移至聚偏氟乙烯(PVDF)膜,5%脱脂牛奶室温封闭1
 

h后,加入STAMBPL1和GAPDH 抗体后在4
 

℃温

度下孵育过夜。采用羊抗鼠的二抗(1∶1
 

000稀释)
孵育50

 

min,TBST液洗涤3次,滴加超敏ECL化学

发光底物显影曝光。
1.3 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行数据统

计学分析,计量资料以x±s表示,组间比较采用t检

验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 lncRNA
 

ATB在前列腺癌组织及癌旁正常组织

中的表达 RT-PCR结果显示,58例前列腺癌组织及

癌旁正常组织中,前列腺癌组织中ATB
 

mRNA表达

水平显著增加,两组比较差异有统计学意义(P<
0.05),见图1。

图1  前列腺癌与癌旁正常组织中lncRNA
ATB

 

mRNA的表达
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  A:MTT实验;B:细胞划痕实验;C:Transwell实验;a:P<0.05,与si-NC组比较

图2  沉默lncRNA
 

ATB对前列腺癌PC3细胞增殖、迁移及侵袭水平的影响

  A:miR-107
 

RT-PCR结果分析图;B:STAMBPL1
 

Western
 

blot及其结果分析图;a:P<0.05,与si-NC组比较

图3  沉默lncRNA
 

ATB对前列腺癌PC3细胞中 miR-107/STAMBPL1信号通路的影响

2.2 前列腺癌组织中lncRNA
 

ATB的表达水平与

前列腺癌患者临床病理特征的相关性 分析lncRNA
 

ATB的表达水平与临床病理特征的相关性,结果提

示:lncRNA
 

ATB的表达与术前前列腺特异性抗原

(PSA)水平、临床分期、Gleason评分及是否转移密切

相关(P<0.05),见表1。

2.3 沉默lncRNA
 

ATB对前列腺癌PC3细胞增殖、
迁移及侵袭能力的影响 实验结果显示,与si-NC组

相比,si-ATB组前列腺癌PC3细胞增殖、迁移及侵袭

能力明显减低,差异有统计学意义(P<0.05),见
图2。
2.4 沉默lncRNA

 

ATB对前列腺癌 PC3细胞中

miR-107/STAMBPL1信号通路的影响 采用 RT-
PCR实验检测沉默lncRNA

 

ATB对前列腺癌PC3细

胞中miR-107的表达变化。结果显示,与si-NC组比

较,si-ATB组中miR-107
 

mRNA表达水平明显增加,
差异有统计学意义(P<0.05);采用 Western

 

blot实

验检测沉默lncRNA
 

ATB对前列腺癌PC3细胞中

STAMBPL1蛋白水平的影响。结果显示,与si-NC
组相比,si-ATB组STAMBPL1蛋白表达水平明显减

少,差异有统计学意义(P<0.05),见图3。
表1  lncRNA

 

ATB表达水平与前列腺癌患者临床病理

   特征的相关性(n)

项目 n
lncRNA

 

ATB表达水平

高 低
P

年龄 0.969

 <70岁 26 18 8

 ≥70岁 32 22 10

是否转移 <0.01

 否 33 27 6
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续表1  lncRNA
 

ATB表达水平与前列腺癌患者临床病理

   特征的相关性(n)

项目 n
lncRNA

 

ATB表达水平

高 低
P

 是 25 8 17

临床分期 <0.01

 T1 31 21 10

 T2/T3 27 9 18

术前PSA水平 0.032

 <4
 

ng/mL 9 3 6

 4~10
 

ng/mL 14 2 12

 >10
 

ng/mL 35 19 16

Gleason评分 0.019

 <7分 20 16 4

 7分 9 3 6

 >7分 29 13 16

3 讨  论

  目前研究已证实,人类基因组中仅1%~2%具有

蛋白编码功能,其余均为非编码序列[8]。其中,ln-
cRNA多位于细胞核或细胞质内,主要由RNA聚合

酶Ⅱ转录生成,可调控染色质重塑、并对转录和转录

后基因进行调控[9-10]。近年研究已证实,肿瘤细胞内

某些特定lncRNA的异常表达与肿瘤的发生、发展密

切相关。许多lncRNA在前列腺癌中表达发生变化,
具有诊断与作为治疗靶点的潜力,如lncRNA

 

MAL-
AT1可通过靶向miR-320b产生作用,从而促进前列

腺癌细胞增殖和周期进程,其作用机制可能与AR信

号通路激活有关[11];lncRNA
 

Meg3在前列腺癌中呈

低表达,通过 Meg3/miR-9-5p/QKI-5轴影响前列腺

癌细胞增殖、迁移、侵袭能力及细胞凋亡[12];lncRNA
 

NAP1L6在前列腺癌的发生、发展中发挥作用,可能

是影响前列腺癌患者临床预后的重要因素[13]。
ATB是位于人第14号染色体,长度约80

 

kb的

长链非编码RNA。ATB由转化生长因子β(transfor-
ming

 

growth
 

factor
 

β)激活,而后者在调控肿瘤细胞

上 皮 间 质 转 化 (epithelial-mesenchymaltransition,
EMT)过程中具有重要作用[14]。文献发现ATB可作

为内源性竞争RNA(ceRNA)竞争结合 miR-200c,并
解除 miR-200c对其靶基因 Twist1的抑制,且通过

ATB/miR-200c/Twist1 轴 在 乳 腺 癌 中 影 响 细 胞

EMT的进程[15];此外,ZHAI等[16]研究发现ATB在

膀胱癌中表达显著增加,通过抑制 miR-126的表达进

一步促进膀胱癌的增殖、迁移和侵袭,这些发现可为

膀胱癌提供潜在的预后生物标记物和治疗靶点。本

研究首先对前列腺癌组织及癌旁正常组织中ATB的

表达水平进行了检测,发现前列腺癌患者组织中ATB

表达明显高于癌旁正常组织。接下来,本研究分析了

前列腺癌组织中ATB的表达水平与患者临床病理特

征的相关性,结果提示 ATB与肿瘤的术前PSA 水

平、临床分期、Gleason评分及是否转移密切相关。此

外,在PC3细胞中沉默ATB后,细胞增殖、迁移及侵

袭能力明显降低,提示ATB参与了前列腺癌的发生、
发展过程,在前列腺癌中可能扮演了“促癌基因”的
角色。
STAMBPL1是JAMM家族成员的主要因子,已有

相关研究表明STAMBPL1与肿瘤的发生、发展密切相

关[17]。LEE等[18]发现STAMBPL1基因在淋巴癌细胞

系中上调,其机制与病毒复制密切相关;LI等[19]研究显

示,在子宫颈癌的HeLa细胞中,STAMBPL1的甲基化

可通过
 

NF-κB
 

、TGF-β和PI3K信号通路途径导致细胞

增殖和发挥抗凋亡的作用。miR-107可通过多种信号

转导途径调控肿瘤的发生、发展过程。研究表明,miR-
107在胃癌和乳腺癌中可分别靶向BDNF和 HMGA1
基因的表达,从而发挥抑制肿瘤的作用[20]。在本研究

中,沉默ATB后前列腺癌PC3细胞中miR-107表达上

调,STAMBPL1表达显著降低。因此,作者推测沉默

ATB表达抑制了前列腺癌细胞的侵袭、转移,其机制可

能与调控miR-107/STAMBPL1信号途径有一定关联。
综上所述,lncRNA

 

ATB的异常表达可能与前列

腺癌 的 发 生、发 展 密 切 相 关,可 能 是 通 过 调 控

STAMBPL1的表达影响前列腺癌PC3细胞增殖、转
移和侵袭的能力。本研究了解了ATB在调节前列腺

癌进展中的功能和分子机制,将为前列腺癌发病机制

的阐明提供一定的理论基础和新的思路。
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