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摘要　 目的　 分析 ｍｉＲ⁃１４３ 对前列腺癌细胞 ＰＣ３ 增殖和凋

亡的影响。 方法　 实验分为未转染的 ＰＣ３ 细胞（ＰＣ３ 组）、
转染 ｍｉＲ⁃ＮＣ 的对照组细胞（ ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组）和稳定表达

ｍｉＲ⁃１４３ 的 ＰＣ３ 细胞（ ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组），通过免疫荧光和

Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 进行鉴定。 利用 ＣＣＫ⁃８ 法和流式细胞术分别

分析 ｍｉＲ⁃１４３ 表达水平变化是否影响 ＰＣ３ 细胞的增殖和凋

亡。 再使用在线分析软件预测 ｍｉＲ⁃１４３ 的靶基因，随后构建

荧光素酶报告基因质粒，通过荧光素酶报告基因法分析

ｍｉＲ⁃１４３ 与靶基因的靶向结合位点。 结果　 在 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３
组中 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达水平高于 ＰＣ３ 组（Ｐ ＜ ０. ０１）和 ＰＣ３ ／
ｍｉＲ⁃ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０. ０１）。 ＣＣＫ⁃８ 检测结果显示 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３
组细胞的增殖能力与 ＰＣ３ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）和 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组

相比下降（Ｐ ＜ ０. ０１）。 流式细胞术检测的结果显示，ＰＣ３ ／
ｍｉＲ⁃１４３ 组细胞的凋亡水平与 ＰＣ３ 组和 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组细胞

比较增加（Ｐ ＜ ０. ０１）。 在线分析软件预测 ｍｉＲ⁃１４３ 能够靶

向结合三叶因子 ３（ＴＦＦ３）的 ３′⁃ＵＴＲ；双荧光素酶报告基因

的结果进一步证实 ｍｉＲ⁃１４３ 能够靶向作用于 ＴＦＦ３ 的 ３′⁃
ＵＴＲ，Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 的结果表明在过表达 ｍｉＲ⁃１４３ 能够抑制

ＰＣ３ 细胞中 ＴＦＦ３ 的表达。 在稳定表达 ｍｉＲ⁃１４３ 的 ＰＣ３ 细胞

中转染 ＴＦＦ３ 真核表达质粒能够抵消 ｍｉＲ⁃１４３ 的作用。 结论

　 ｍｉＲ⁃１４３ 通过靶向作用于 ＴＦＦ３ 的 ３′⁃ＵＴＲ，抑制其表达，抑
制 ＰＣ３ 细胞的增殖。
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　 　 前列腺癌（ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ， ＰＣ）是男性最常见

的恶性疾病，发病率为３ ／ １０ ０００。 由于世界老年化

人口不断增加，预计到 ２０３０ 年，ＰＣ 患者将超过 １７０
万，新增死亡人数约为 ４９． ９ 万［１］。 目前，分子靶向

治疗已成为肿瘤研究的热点。 然后，针对已知的 ＰＣ
基因靶点的治疗没有获得满意的效果［２］。 因此，寻
找更有效的分子靶点是当前研究 ＰＣ 靶向治疗的重

要任务之一。 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类小的非编

码 ＲＮＡ 分子，参与调节多种生物学过程，如细胞周

期、细胞凋亡、器官发育、组织再生、衰老，也参与 ＰＣ
的发病机制。 已有研究［３］ 证实 ｍｉＲ⁃１４３ 在 ＰＣ 组织

的表达水平低于癌旁组织，表明 ｍｉＲ⁃１４３ 与 ＰＣ 存

在联系。 但对于 ｍｉＲ⁃１４３ 在 ＰＣ 发生发展中的分子

机制，目前还不清楚。 该研究中分析了 ＰＣ 细胞株

ＰＣ３ 中 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达水平，并通过慢病毒建立稳

定转染 ｍｉＲ⁃１４３ 的 ＰＣ３ 细胞，分析 ｍｉＲ⁃１４３ 对 ＰＣ３
细胞增殖、凋亡、侵袭和转移的影响。 利用生物信息

学分析 ｍｉＲ⁃１４３ 的潜在靶基因，并使用荧光素酶报

告基因系统进行验证。 以期为寻找更有效的 ＰＣ 治

疗靶点提供理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料　 人 ＰＣ３ 细胞购自武汉中国典型培

养物保藏中心；胎牛血清、ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、青链

霉素液、胰蛋白酶⁃ＥＤＴＡ 消化液和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００ 均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；细胞培养箱、
ＴＲＩｚｏｌ ｒｅａｇｅｎｔ 购自美国赛默飞公司；ｍｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ ＲＴ
Ｋｉｔ 试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司；Ｇｅｎｅ Ｐｈａｒｍａ Ｈａｉｒ⁃
ｐｉｎ⁃ｉｔＴＭ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自上海

吉玛基因公司；聚凝胺、嘌呤霉素、ＣＣＫ⁃８ 检测试剂

盒购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＦＩＴＣ 凋亡检

测试剂盒购自上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；双
荧光素酶报告基因检测系统购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司；携带 ｈａｓ⁃ｍｉＲ⁃１４３ 及其对照（ｍｉＲ⁃ＮＣ）的慢病毒

购自上海汉恒生物科技有限公司；包含 ＴＦＦ３ ３′⁃
ＵＴＲ 的野 生 型 （ ＷＴ⁃ｐＧＬ３⁃ＴＦＦ３ ）、 突 变 型 （ Ｍｕｔ⁃
ｐＧＬ３⁃ＴＦＦ３）荧光素酶报告基因质粒和真核表达质

粒（ｐＣＮＤＡ３． １⁃ＴＦＦ３）购自滁州通用生物技术有限

公司；ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃ 及对照购自上海吉玛制药技术

有限公司。 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ 系统购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司；细胞培养箱和 ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ １０００ 微

量分光光度计购自美国赛默飞公司；酶标仪购自美

国 Ｂｉｏｔｅｋ 公司；流式细胞仪购自美国 ＢＤ 公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 细胞培养　 人 ＰＣ３ 细胞使用含 １０％ ＦＢＳ 和
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１ ×青链霉素液的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基，培养于 ３７ ℃
含 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中。
１． ２． ２　 稳定转染细胞株的建立和实验分组　 慢病

毒感染在 ２４ 孔板中进行，每孔接种 ５ × １０４ 个 ＰＣ３
细胞，培养 １６ ｈ。 用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养

基稀释慢病毒，同时加入终浓度为 １０ ｍｇ ／ Ｌ 的聚凝

胺，每孔加入 ２ ｍｌ 稀释的病毒液使得感染复数

（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ＭＯＩ）为 ２０，于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 的培养箱中继续培养 ２４ ｈ，随后换成新鲜培养

基继续培养 ７２ ｈ，换成含嘌呤霉素的培养基持续培

养 ２ 周，筛选出稳定表达 ｍｉＲ⁃１４３ 的 ＰＣ３ 细胞，记为

ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组，同时筛选出感染对照慢病毒的

ＰＣ３ 细胞，记为 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组，在荧光显微镜下观

察细胞是否表达绿色荧光，通过 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测

细胞中 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达水平。 以未转染的 ＰＣ３ 细胞

记为 ＰＣ３ 组。 使 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 将 ｐＣＮ⁃
ＤＡ３. １ 和 ｐＣＮＤＡ３. １⁃ＴＦＦ３ 质粒分别转染 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃
１４３ 组的细胞，分别记为 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ ＋ ｐＣＤＮＡ３. １
组和 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ ＋ ｐＣＤＮＡ３. １⁃ＴＦＦ３ 组，转染操作

步骤按照说明书进行。
１． ２． ３ 　 ＲＮＡ 提取和 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 　 细胞中的总

ＲＮＡ 通过 ＴＲＩｚｏｌ ｒｅａｇｅｎｔ 提取，提取过程参考说明书

进行。 总 ＲＮＡ 的纯度和含量通过 ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ １０００
分光光度计检测和计算 ２６０ ｎｍ 与 ２８０ ｎｍ 处吸光度

值的比值，以及 ２６０ ｎｍ 与 ２３０ ｎｍ 处吸光度值的比

值来评价。 使用 ｍｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ ＲＴ Ｋｉｔ 将总 ＲＮＡ 转录

成 ｃＤＮＡ，将 １ μｇ 总 ＲＮＡ 加入到含 １２ μｌ ＤＥＰＣ 处

理水、２ μｌ ｍｉＳｃｒｉｐｔ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ Ｍｉｘ、２ μｌ
ｍｉＳｃｒｉｐｔ Ｎｕｃｌｅｉｃｓ Ｍｉｘ 和 ４ μｌ ５ × ｍｉＳｃｒｉｐｔ ＨｉＳｐｅｃ
ｂｕｆｆｅｒ 中，在 ３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ 后，９５ ℃孵育 ５ ｍｉｎ，
终止反应，冻存于 － ２０ ℃备用。 对于 ｍｉＲ⁃１４３ 的表

达水平检测使用 Ｇｅｎｅ Ｐｈａｒｍａ Ｈａｉｒｐｉｎ⁃ｉｔＴＭ ｍｉｃｒｏＲＮＡ
ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 在 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ 系统上

进行，反应条件：９５ ℃、１０ ｍｉｎ 为预变性阶段条件；
９５ ℃、１２ ｓ，６２ ℃、４０ ｓ，共 ４０ 个循环。 以 Ｕ６ 作为内

参，２ － ΔΔＣｔ 法计算 ｍｉＲ⁃１４３ 的相对表达量。 对于

ＴＦＦ３ ｍＲＮＡ 的定量检测同样在 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ 系
统上进行，反应条件为 ９５ ℃、１０ ｍｉｎ 预变性；９５ ℃、
５ ｓ，６０ ℃、４０ ｓ，共 ４０ 个循环。 以 ＧＡＰＤＨ 作为内

参，２ － ΔΔＣｔ法计算 ｍＲＮＡ 的相对表达量。 扩增使用

的引物为 ＴＦＦ３ （ ｇｅｎｂａｎｋ 登录号： ＮＭ＿００３２２６），
（Ｆ） ５′⁃ＣＣＡＡＧＣＡＡＡＣＡＡＴＣＣＡＧＡＧＣＡ⁃３′， （ Ｒ） ５′⁃
ＧＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＧＣＴＴＣＡＴＧＧ⁃３′； Ｕ６ ｓｎＲＮＡ （ ｇｅｎ⁃
ｂａｎｋ 登录号： ＮＲ ＿００４３９４ ）， （ Ｆ） ５′⁃ＣＴＣＧＣＴＴＣＧ⁃

ＧＣＡＧＣＡＣＡ⁃３′， （ Ｒ ） ５′⁃ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴ⁃
ＧＣＧＴ⁃３′； ＧＡＰＤＨ， （ Ｆ ） ５′⁃ＴＧＧＧＴＧＴＧＡＡＣ⁃
ＣＡＣＧＡＧＡＡ⁃３′， （ Ｒ ） ５′⁃ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴ⁃
ＧＡ⁃３′。
１． ２． ４　 细胞增殖活力检测　 使用 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒对

不同组细胞的增殖情况进行分析。 将处于对数生长

期的各组细胞用胰酶消化后用未添加血清的培养基

重悬，按照 １００ μｌ ／孔（２ ０００个细胞）接种 ９６ 孔板，
饥饿培养 １２ ｈ 后更换完全培养基继续培养，于培养

０、２４、４８、７２、９６ ｈ 时每孔分别加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶

液，孵育 １ ｈ 后通过酶标仪检测吸光度（Ａ４５０）值。 每

组细胞进行 ６ 复孔检测。
１． ２． ５　 细胞凋亡检测　 细胞凋亡分析通过 Ａｎｎｅｘ⁃
ｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｋｉｔ 在流式细胞仪上进行，操作按

照说明书进行。 具体为各组细胞在相同的条件下培

养 ４８ ｈ 后用胰酶消化，２ ５５５ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上

清液，收集细胞，用 ＰＢＳ 轻轻重悬细胞并计数。 取

５ ～ １０万重悬的细胞，２ ５５５ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上

清液，加入 １９５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 重
悬细胞，加入 ５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 １０ μｌ ＰＩ 染色

液，室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，避光置于冰浴中，立即进

行检测，使用 Ｃｅｌｌ Ｑｕｅｓｔ ｓｏｆｔｗａｒｅ 分析结果。
１． ２． ６　 生物信息学分析　 从 Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｏｍｎｉ⁃
ｂｕｓ （ＧＥＯ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｏ） 数

据库中获得 ２ 个分析 ＰＣ 中 ｍｉＲＮＡ 表达水平的数据

集（ＧＳＥ６４３３３ 和 ＧＳＥ５４５１６），分析 ＰＣ 组织和癌旁

组织中 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达水平。 分别使用在线分析软

件 ｍｉＲａｎｄａ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｉｃｒｏｒｎａ． ｏｒｇ ／ ）、 ＰｉｃＴａｒ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｉｃｔａｒ． ｂｉｏ． ｎｙｕ． ｅｄｕ ／ ）和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ７． １ （ ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ． ｏｒｇ ／ ） 预测 ＴＦＦ３ ３′⁃ＵＴＲ 中

ｍｉＲ⁃１４３ 的结合位点，取三者的交集，构建荧光素酶

报告基因质粒进行实验验证。
１． ２． ７　 双萤光素酶报告基因分析 　 分析 ｍｉＲ⁃１４３
与 ＴＦＦ３ ３′⁃ＵＴＲ 的相互作用，构建野生型和突变型

ＴＦＦ３ ３′⁃ＵＴＲ 荧光素酶报告基因质粒 ｐＧＬ３⁃ＴＦＦ３，
以及预测与 ｍｉＲ⁃１４３ 结合区域点突变的荧光素酶报

告基因质粒 Ｍｕｔ⁃ｐＧＬ３⁃ＴＦＦ３。 将荧光素酶报告基因

质粒、内参质粒（海肾素荧光）和 ｍｉＲ⁃１４３ 同时转染

ＨＥＫ２９３ 细胞。 ４８ ｈ 后根据双荧光素酶报告基因检

测系统的说明书操作裂解细胞，加入发光液后在多

功能酶标仪上检测结果。 利用海肾素荧光作为内参

照对结果进行均一化处理。
１． ３　 统计学处理 　 使用 ＳＰＳＳ １７． ０ 软件进行统计

学分析，数据均以 �ｘ ± ｓ 表示， 方差分析（ＡＮＯＶＡ）进
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行多组间数据的比较，使用 ｔ 检验进行数据间两两

比较，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ｍｉＲ⁃１４３ 在 ＰＣ 组织中表达水平　 对 ＧＥＯ 数

据库中数据集 ＧＳＥ６４３３３ 和 ＧＳＥ５４５１６ 分析显示，与
癌旁组织相比，ＰＣ 组织中 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达降低（Ｐ
＜ ０. ０００ １）。 见图 １。

图 １　 ｍｉＲ⁃１４３ 在 ＰＣ 和癌旁组织中表达水平分析

　 　 Ａ： 数 据 集 ＧＳＥ６４３３３ 中 ｍｉＲ⁃１４３ 的 表 达 水 平； Ｂ： 数 据 集

ＧＳＥ５４５１６ 中 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达水平；与癌旁组织比较： ∗∗∗∗ Ｐ ＜
０. ０００ １

２． ２　 ｍｉＲ⁃１４３ 在不同细胞中的过表达 　 通过荧光

显微镜观察显示，在 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组和 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃
ＮＣ 组中均存在明显的绿色荧光，而在 ＰＣ３ 组中未

观察到荧光信号。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测显示 ＰＣ３ ／
ｍｉＲ⁃１４３ 组中 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达量高于 ＰＣ３ 组（ ｔ ＝
８. ８７７， Ｐ ＝ ０. ０００ ９）和感染对照慢病毒的 ＰＣ３ 组（ ｔ
＝ ８． ３５８， Ｐ ＝ ０. ００１ １）。 见图 ２。
２． ３ 　 ｍｉＲ⁃１４３ 对 ＰＣ３ 细胞增殖的影响 　 通过

ＣＣＫ⁃８ 法检测各组细胞 ０ ～ ９６ ｈ 增殖情况，结果表

明，从 ４８ ｈ 开始，与 ＰＣ３ 组相比，ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组的

增殖能力明显下降（Ｆ ＝ １６７. ８，Ｐ ＝ ０. ００９ ５）；ＰＣ３ ／
ｍｉＲ⁃ＮＣ 组增殖能力未见改变。 提示 ｍｉＲ⁃１４３ 能抑

制 ＰＣ３ 细胞的增殖，见图 ３。

图 ２　 ｍｉＲ⁃１４３ 在 ＰＣ３ 细胞中过表达的鉴定

　 　 Ａ：荧光显微镜观察不同组细胞中 ＥＧＦＰ 的表达　 × ２００；Ｂ：Ｒｅ⁃
ａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测不同组细胞中 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达水平；１：ＰＣ３ 组；２：

ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组；３：ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组；与 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组比较：∗∗ Ｐ
＜ ０. ０１

图 ３　 ｍｉＲ⁃１４３ 对抑制 ＰＣ３ 细胞增殖的影响

　 　 与 ＰＣ３ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ４　 ｍｉＲ⁃１４３ 对 ＰＣ３ 细胞凋亡的影响　 流式细胞

分析 ＰＣ３ 组、ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组和 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组的

凋亡比例分别是（３. ６％ ± ０. ５％ ）、（３. ２％ ± ０. ７％ ）
和（１０. ４％ ± １. ７％ ）。 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 细胞的凋亡比

例高于 ＰＣ３ 组（ ｔ ＝ ６. ６４７， Ｐ ＝ ０. ００３）和 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃
ＮＣ 组（ ｔ ＝ ６. ７８３， Ｐ ＝ ０. ００３）。 提示 ｍｉＲ⁃１４３ 在

ＰＣ３ 细胞中具有促进细胞凋亡的作用。 见图 ４。
２． ５ 　 ｍｉＲ⁃１４３ 靶向作用于 ＴＦＦ３ ３′⁃ＵＴＲ 抑制

ＴＦＦ３ 的表达情况　 生物信息学软件分析显示 ｍｉＲ⁃
１４３ 与 ＴＦＦ３ 的 ３′⁃ＵＴＲ 存在结合位点（图 ５Ａ）；双荧

光素酶报告基因分析显示，ｍｉＲ⁃１４３ 能够靶向作用

于 ＴＦＦ３ 的 ３′⁃ＵＴＲ 抑制其表达，当对 ＴＦＦ３ 的 ３′⁃
ＵＴＲ 中结合位点进行点突变处理后，ｍｉＲ⁃１４３ 的抑

制作用消失（图 ５Ｂ、Ｃ）。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测的结果

显示，在过表达ｍｉＲ⁃１４３的ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３组，ＴＦＦ３
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图 ４　 流式细胞术检测 ｍｉＲ⁃１４３ 对 ＰＣ３ 细胞凋亡的影响

１：ＰＣ３ 组；２：ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组；３：ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组

图 ５　 ｍｉＲ⁃１４３ 靶向作用于 ＴＦＦ３ ３′⁃ＵＴＲ 对 ＴＦＦ３ 表达的影响

　 　 Ａ：在线分析软件预测 ＴＦＦ３ ３′⁃ＵＴＲ 中 ｍｉＲ⁃１４３ 的结合位点；Ｂ：ｐＧＬ３⁃ＴＦＦ３ 和 Ｍｕｔ⁃ｐＧＬ３⁃ＴＦＦ３ 荧光素酶报告基因质粒构建的示意图；Ｃ：双
荧光素酶报告基因分析 ｍｉＲ⁃１４３ 与 ＴＦＦ３ ３′⁃ＵＴＲ 的靶向作用；Ｄ：Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测在 ＰＣ３ 细胞中转染 ｍｉＲ⁃１４３ 对 ＴＦＦ３ ｍＲＮＡ 的表达水平的

影响；与 ｍｉＲ⁃１４３ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

的表达水平低于 ＰＣ３ 组（ ｔ ＝ ６． ４１７， Ｐ ＝ ０. ００２）和

ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组（ ｔ ＝ ６． ３２２， Ｐ ＝ ０. ００２）（图 ５Ｄ）。
２． ６　 ＴＦＦ３ 抵消 ｍｉＲ⁃１４３ 对 ＰＣ３ 细胞增殖的抑制

作用　 在 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组中转染 ＴＦＦ３ 真核表达质

粒，通过 ＣＣＫ⁃８ 法检测各组细胞 ０ ～ ９６ ｈ 增殖情况，
结果显示，转染 ＴＦＦ３ 后 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组的增殖能

力明显增加（Ｆ ＝ １２０． ９，Ｐ ＝ ０. ００８ ７），见图 ６。
２． ７　 ＴＦＦ３ 抵消 ｍｉＲ⁃１４３ 对 ＰＣ３ 细胞凋亡的促进作

用　 流式细胞技术分析 ＰＣ３ 组、ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组、ＰＣ３ ／
ｍｉＲ⁃１４３ ＋ ｐＣＤＮＡ３. １ 组和 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ ＋ ｐＣＤＮＡ３. １⁃
ＴＦＦ３ 组的凋亡比例分别是（４. ６％ ±０. ６％）、（１１. ２％ ±
１. １ ％ ）、 （１２. １％ ± １. ５％ ） 和 （ ５. １％ ± １. ２％ ）。
ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ ＋ ｐＣＤＮＡ３． １⁃ＴＦＦ３ 组的凋亡比例低于

图 ６　 转染 ＴＦＦ３ 后 ｍｉＲ⁃１４３ 对抑制 ＰＣ３ 细胞增殖的影响

　 　 与 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ ＋ ｐＣＤ⁃

ＮＡ３． １ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ７　 流式细胞术检测 ＴＦＦ３ 对 ＰＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 细胞凋亡的影响

１：ＰＣ３ 组；２：ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组；３：ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ ＋ ｐＣＤＮＡ３． １ 组；４：ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ ＋ ｐＣＤＮＡ３． １⁃ＴＦＦ３ 组

ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ ＋ ｐＣＤＮＡ３. １ 组（ ｔ ＝ ７. ２４４， Ｐ ＝ ０. ００１
９）和 ＰＣ３ ／ ｍｉＲ⁃１４３ 组（ ｔ ＝ ５. ５４９， Ｐ ＝ ０. ００５ ２）。 提

示 ＴＦＦ３ 能够抵消 ｍｉＲ⁃１４３ 的促凋亡作用。 见图 ７。

３　 讨论

　 　 近十年来，越来越多的研究［４］证明 ｍｉＲＮＡ 在癌

症的发展和进展中起着重要作用。 ｍｉＲＮＡ 表达水

平异常与 ＰＣ 的发生有关，ｍｉＲ⁃９⁃５ｐ 能够抑制 ＰＣ 的

增殖［５］，而 ｍｉＲ⁃３４ａ 能够促进 ＰＣ 的转移［６］。 在砷

诱导获得癌表型的前列腺干细胞中，有几种 ｍｉＲＮＡ
的表达水平发生改变，其中 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达水平下

降最明显［７］。 提示 ｍｉＲ⁃１４３ 参与了 ＰＣ 的发生，但
其分子机制还不是很清楚。 该研究对 ＧＥＯ 数据库

中关于 ＰＣ ｍｉＲＮＡ 表达水平的数据集 ＧＳＥ６４３３３ 和

ＧＳＥ５４５１６ 分析也表明，ＰＣ 组织中 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达

下降。 本研究分析了 ＰＣ３ 细胞中 ｍｉＲ⁃１４３ 的作用，
在 ＰＣ３ 细胞中转染 ｍｉＲ⁃１４３ ｍｉｍｉｃｓ 能够抑制细胞

增殖，促进细胞凋亡。 生物信息学分析显示，ｍｉＲ⁃
１４３ 可能靶向作用于 ＴＦＦ３ 基因的 ３′⁃ＵＴＲ，抑制其

表达。 在本研究中 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的
结果均显示在 ＰＣ３ 中稳定表达 ｍｉＲ⁃１４３ 能够抑制

ＴＦＦ３ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达。
　 　 ＴＦＦ３ 是一种分泌肽，主要在胃肠道黏膜上皮中

表达，参与肠道黏膜损伤后修复。 除了参与黏膜修

复外，ＴＦＦ３ 还参与肿瘤细胞的侵袭转移和抗凋亡信

号的激活。 在乳腺癌［８］、胃癌［９］、胰腺癌［１０］、结直肠

癌［１１］和 ＰＣ［１２］中均观察到 ＴＦＦ３ 的表达异常增加。
Ｇａｒｒａｗａｙ ｅｔ ａｌ［１３］ 均报告 ＴＦＦ３ 在 ＰＣ 组织中高于正

常前列腺组织 （分别为 ４２％ ｖｓ １０％ 和 ４７％ ｖｓ
１８. ８％ ），提示 ＴＦＦ３ 是 ＰＣ 的生物标志物。 在 ＰＣ 细

胞中过表达 ＴＦＦ３ 能够促进细胞增殖、侵袭和转移。
本研究表明 ｍｉＲ⁃１４３ 在 ＰＣ３ 中表达降低，ＴＦＦ３ 在

ＰＣ３ 中表达增加。 先前的研究提示在多种肿瘤中

ｍｉＲ⁃１４３ 的表达水平均下降。 在鼻咽癌中 ｍｉＲ⁃１４３
能够靶向作用于 ＦＭＮＬ１，抑制肿瘤转移［１４］；在骨肉

瘤中 ｍｉＲ⁃１４３ 能够靶向作用于 ＦＯＳＬ２，抑制其肺转

移［１５］。 一项研究［１６］ 显示，在 ＰＣ 中，姜黄素能够上

调 ｍｉＲ⁃１４３ 的表达，抑制肿瘤的发生发展；此外，在
去势治疗抵抗的 ＰＣ 细胞中下调 ＴＦＦ３ 的表达能够

抑制细胞侵袭。 另一项研究［１７］ 显示，在 ＰＣ 细胞中

下调 ＴＦＦ３ 的表达能够抑制细胞增殖，促进细胞凋

亡，增加放疗敏感性。 本研究在稳定表达 ｍｉＲ⁃１４３
的 ＰＣ３ 细胞中转染 ＴＦＦ３ 真核表达质粒，能够抵消

ｍｉＲ⁃１４３ 的作用，促进细胞增殖，抑制细胞凋亡。 上

述结果表明在 ＰＣ 中 ｍｉＲ⁃１４３ 可能通过靶向抑制

ＴＦＦ３ 的表达，发挥抑癌作用。
　 　 综上所述，该研究表明，在 ＰＣ３ 细胞中过表达

ｍｉＲ⁃１４３ 能够下调 ＴＦＦ３ 表达，发挥抑制 ＰＣ 细胞增

殖作用；提示 ｍｉＲ⁃１４３ 和 ＴＦＦ３ 基因是治疗 ＰＣ 的潜

在靶点。 后期还需要进行临床和体内实验，进一步

明确 ｍｉＲ⁃１４３ 和 ＴＦＦ３ 基因在 ＰＣ 中的作用机制。
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