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  摘 要:目的 探讨miR-212在老年前列腺癌患者中的表达及其对癌细胞增殖、侵袭、转移的影响机制。
方法 选择2017年10月至2019年10月于厦门市第五医院行手术确诊的前列腺癌患者60例,经病理档案室

收集其癌组织标本及配对癌旁正常组织标本,采用实时荧光定量PCR检测前列腺组织 miR-212的相对表达水

平。将购自上海北诺生物科技有限公司的前列腺癌PC-3细胞24株随机分为空白组(不作任何处理)、对照组

(转染空白miR-212对照)、miR-212组(转染miR-212
 

mimics),每组各8株;检测并比较3组转染后前列腺癌

细胞增殖率、侵袭能力和转移率;采用荧光素酶报告实验验证 miR-212下游靶基因。结果 miR-212在前列腺

癌组织中呈低表达,在癌旁正常组织中呈高表达,前列腺癌组织中的miR-212相对表达水平低于癌旁正常组织

(P<0.05)。转染miR-212后,PC-3细胞增殖、侵袭、转移均受到抑制。miR-212组PC-3细胞增殖率、侵袭能

力、转移率低于对照组、空白组(P<0.05);空白组和对照组比较,PC-3细胞增殖率、侵袭能力、转移率差异无统

计学意义(P>0.05)。miR-212组与上皮-间质转化(EMT)-WT(野生型)共转染后细胞荧光活性显著低于对照

组与EMT-WT共转染后细胞荧光活性(P<0.05);空白组与对照组比较,与EMT-WT共转染后细胞荧光活性

差异无统计学意义(P>0.05)。空白组、对照组、miR-212组与EMT-MUT(突变型)共转染后细胞荧光活性比

较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 miR-212在前列腺癌组织中呈低表达,上调miR-212的相对表达水平

可抑制前列腺癌细胞增殖、侵袭、转移能力,其作用与EMT密切相关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

miR-212
 

in
 

elderly
 

patients
 

with
 

prostate
 

cancer
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

metastasis
 

of
 

cancer
 

cells.Methods Sixty
 

patients
 

with
 

prostate
 

cancer
 

diagnosed
 

by
 

surgery
 

in
 

Xiamen
 

Fifth
 

Hospital
 

from
 

October
 

2017
 

to
 

October
 

2019
 

were
 

selected.The
 

cancer
 

tissue
 

samples
 

and
 

matched
 

adjacent
 

normal
 

tissues
 

were
 

collected
 

by
 

pathological
 

archives.The
 

rela-
tive

 

expression
 

level
 

of
 

miR-212
 

in
 

prostate
 

tissue
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR.
Twenty-four

 

prostate
 

cancer
 

PC-3
 

cell
 

lines
 

purchased
 

from
 

Shanghai
 

Beinuo
 

Biotechnology
 

Co.,Ltd.were
 

randomly
 

divided
 

into
 

blank
 

group
 

(without
 

any
 

treatment),control
 

group
 

(transfected
 

with
 

blank
 

miR-212
 

control)
 

and
 

miR-212
 

group
 

(transfected
 

with
 

miR-212
 

mimics),with
 

8
 

strains
 

in
 

each
 

group;the
 

proliferation
 

rate,ability
 

and
 

metastasis
 

rate
 

of
 

prostate
 

cancer
 

cells
 

were
 

detected,and
 

the
 

downstream
 

target
 

gene
 

of
 

miR-
212

 

was
 

verified
 

by
 

luciferase
 

reporter
 

assay.Results The
 

expression
 

of
 

miR-212
 

was
 

low
 

in
 

prostate
 

cancer
 

tissues
 

and
 

high
 

in
 

adjacent
 

normal
 

tissues;the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-212
 

in
 

prostate
 

cancer
 

tissues
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

normal
 

tissues
 

(P<0.05).After
 

transfection
 

of
 

miR-212,the
 

proliferation,in-
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vasion
 

and
 

metastasis
 

of
 

PC-3
 

cells
 

were
 

inhibited.The
 

proliferation
 

rate,invasion
 

ability
 

and
 

metastasis
 

rate
 

of
 

PC-3
 

cells
 

in
 

miR-212
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
 

and
 

blank
 

group
 

(P<0.05),and
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

blank
 

group
 

and
 

control
 

group
 

(P>0.05).The
 

fluorescence
 

activity
 

of
 

miR-212
 

group
 

and
 

EMT-WT
 

(wild
 

type)
 

Co
 

transfected
 

cells
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

control
 

group
 

and
 

EMT-WT
 

(P<0.05),but
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

blank
 

group
 

and
 

control
 

group
 

(P>0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

fluorescence
 

activity
 

among
 

blank
 

group,control
 

group,miR-212
 

group
 

and
 

EMT-MUT(mutant
 

type)
 

Co
 

transfected
 

cells
 

(P>0.05).Conclusion The
 

ex-
pression

 

of
 

miR-212
 

is
 

low
 

in
 

prostate
 

cancer
 

lines.Up-regulating
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-212
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

metastasis
 

of
 

prostate
 

cancer
 

cells,and
 

its
 

effect
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

EMT.
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  前列腺癌是男性最常见的高异质性肿瘤,随着肿

瘤细胞的增殖和浸润易发生骨转移。据报道,约70%
前列腺癌患者可发生骨转移[1]。该病的高异质性给

临床治疗带来巨大挑战,对患者短期生存率有较大影

响。学者根据其异质性确定了前列腺癌患者不同基

因组变化及其介导的不同信号通路,许多因子在上皮-
间质转化(EMT)过程中发现其表达、分布及功能的改

变,多为转化生长因子β(TGF-β)、Snail、catenin、基质

金属蛋白酶(MMP)等[2-3]。最新研究显示,EMT通

路参与细胞增殖、侵袭、转移等多种细胞行为学过

程[4],且前列癌细胞不表达Snail、catenin等情况下仍

能发生EMT,提示在前列腺癌复杂的生物学行为中

可能存在其他更为特异性的调控机制。微小 RNA
(miRNA)是 一 类 内 源 性 非 编 码 单 链 的 高 度 保 守

RNA,为转录后调控因子,其与多种恶性肿瘤发生和

发展的关系已有较多报道[5-6]。miR-212是近年发现

的miRNA家族中的一个重要分子,具有较强特异度

和灵敏度,考虑可能通过介导EMT信号通路参与前

列腺癌生物学行为。本文主要探讨 miR-212在老年

前列腺癌患者中的表达及其对癌细胞增殖、侵袭、转
移的影响机制,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 组织标本、细胞株 经病理档案室收集2017
年10月至2019年10月于厦门市第五医院行手术确

诊的前列腺癌患者60例的癌组织标本及配对癌旁正

常组织标本为材料,术中组织液氨冷冻后放入-80
 

℃
保存;24株人前列腺癌PC-3细胞购自上海北诺生物

科技有限公司,研究获得厦门市第五医院医学伦理会

批准,实验符合癌细胞处理和使用相关规定。
1.1.2 重组慢病毒转染细胞 接种对数生长期的

PC-3细胞,加DMEM 培养液(上海辅泽商贸有限公

司;含10%胎牛血清,购自郑州九龙生物制品),置于

WJ-3-160T型CO2 培养箱(上海新诺仪器设备有限公

司)中培养;待细胞融合度达到70%~80%,换无血清

的培养基同步化24
 

h,按照Lipofectamine
 

2000转染

说明书(上海恒斐生物科技有限公司)进行转染;将24
株人前列腺癌 PC-3细胞分为空白组(不作任何处

理)、对照组(转染空白 miR-212对照)、miR-212组

(转染miR-212
 

mimics),每组各8株,转染72
 

h后观

察转染效果。
1.2 方法

1.2.1 miR-212相对表达水平检测 PBS(Solarbio)
冲洗癌细胞和癌旁正常细胞,RIPA蛋白裂解液(北京

普利莱基因有限公司)裂解后取上清液,BCA试剂盒

(武汉博士德生物科技有限公司)测定蛋白质水平;依
次上样、电泳、转膜、封闭、漂洗,加 miR-212一抗(1∶
500)、GAPDH一抗(1∶2

 

000),4
 

℃冰箱过夜;漂洗

后加二抗,25
 

℃摇床1
 

h;漂洗后用ECL发光试剂盒

(上海联迈生物工程有限公司)曝光、显影。
1.2.2 细胞增殖率检测 接种对数生长期PC-3细

胞制成单细胞悬液,细胞贴壁后加10
 

μL
 

CCK-8溶

液,培养180
 

min;BIOBASE-EL10B酶标仪测定吸光

度(A)值,细胞增殖率(%)=
 

(A研究组细胞/A空白组细胞)×
100%。计算转染后12、24、36、48

 

h的细胞增殖率。
1.2.3 细胞侵袭能力检测 Transwell小室上室中

加5×108/L的PC-3细胞和60
 

μL基质胶,下室中加

600
 

μL 含10%胎 牛 血 清 的 DMEM 培 养 液,培 养

24
 

h;取下室液体,4%多聚甲醛溶液(南京森贝伽生

物科技有限公司)固定15
 

min,HE染色试剂盒染色

30
 

min,观察并计算穿过小室膜的平均细胞数,以此

表示细胞侵袭能力。
1.2.4 细胞转移率检测 PC-3细胞中加0.25%胰

蛋白酶(广州达晖生物技术股份有限公司)调整细胞

浓度至2×108/L,接种并待细胞融合度达80%后,用
枪头沿着与皿底垂直方向划痕;PBS缓冲液洗涤3
次,加入无血清培养基,培养24

 

h,观察细胞迁移

轨迹。
1.2.5 双荧光素酶报告实验 参照生物信息预测网

站 预 测 miR-212 和 EMT 结 合 片 段,将 扩 增 的

EMT3'-UTR序列插入到含有 miR-212质粒的位点

中,构建EMT3'-UTR荧光素酶报告载体EMT-WT
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(野生型)及突变载体EMT-MUT(突变型);与空白

组、对照组、miR-212组共转染至 PC-3细胞,Dual-
Luciferase报告基因试剂盒检测细胞荧光活性,分析

miR-212与EMT结合的关系。
1.3 统计学处理 使用SPSS21.0软件进行统计分

析,计量资料以x±s表示,计数资料以率表示,计量

资料根据不同样本和比较模式分别采用配对t检验、
单因素方差分析、SNK-q 检验等,P<0.05表示差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 前列腺癌组织和癌旁正常组织 miR-212表达情

况比较 miR-212在前列腺癌组织中呈低表达,在癌

旁正常组织中呈高表达,见图1。前列腺癌组织和癌

旁正 常 组 织 中 miR-212 的 相 对 表 达 水 平 分 别 为

1.78±0.25、3.38±0.41,前列腺癌组织中 miR-212

的相对表达水平低于癌旁正常组织,差异有统计学意

义(P<0.05)。

图1  前列腺癌组织和癌旁正常组织中 miR-212
表达图(Western

 

blot法)

2.2 空白组、对照组和miR-212组PC-3细胞增殖率

比较 转染 miR-212后,PC-3细胞增殖受到抑制;
24、36、48

 

h时,miR-212组PC-3细胞增殖率低于对

照组、空白组(P<0.05),空白组和对照组PC-3细胞

增殖率比较差异无统计意义(P>0.05)。见表1。

表1  空白组、对照组和 miR-212组PC-3细胞在不同时间的增殖率比较(x±s,%)

组别 n 12
 

h 24
 

h 36
 

h 48
 

h
空白组 8 85.45±16.11 84.29±16.30 84.31±16.34 83.33±16.30
对照组 8 85.32±16.47 84.44±16.39 84.58±16.40 83.39±16.32
miR-212组 8 80.44±16.03 77.66±15.88ab 72.25±15.47ab 64.41±15.08ab

  注:与对照组比较,aP<0.05;与空白组比较,bP<0.05。

2.3 空白组、对照组和miR-212组PC-3细胞侵袭能

力比较 空白组、对照组PC-3细胞向器官表面靠拢,
基底层可见较多伪足,形成的癌巢较大;miR-212组

PC-3细胞较少,不见伪足或仅有少量伪足,未形成癌

巢,见图2。转染 miR-212后,PC-3细胞侵袭能力受

到抑制;miR-212组PC-3细胞侵袭能力低于对照组、
空白组(P<0.05);空白组和对照组PC-3细胞侵袭

能力比较,差异无统计意义(P>0.05)。见图3。

  注:A表示空白组,B表示对照组,C表示miR-212组。

图2  空白组、对照组和 miR-212组PC-3细胞侵袭能力图(Transwell小室实验,×100)

  注:与空白组比较,aP<0.05;与对照组比较,bP<0.05。

图3  空白组、对照组和 miR-212组PC-3
细胞侵袭能力比较

2.4 空白组、对照组和miR-212组PC-3细胞转移率

比较 空白组、miR-212组PC-3细胞在划痕48
 

h后

逐渐愈合,划痕变小,miR-212组PC-3细胞在划痕48
 

h后未发生愈合,划痕甚至变大,见图4。转染 miR-
212后,PC-3细胞转移能力受到抑制;miR-212组PC-
3细胞转移率低于对照组、空白组(P<0.05);空白组

和对照组PC-3细胞转移率比较,差异无统计意义

(P>0.05),见图5。
2.5 miR-212和EMT转染后荧光素酶活性分析 
miR-212与EMT-WT共转染后细胞荧光活性显著低

于对照组与EMT-WT共转染后细胞荧光活性(P<
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0.05);空白组与对照组比较,与EMT-WT共转染后

细胞荧光活性差异无统计意义(P>0.05)。空白组、
对照组、miR-212组与EMT-MUT共转染后细胞荧

光活性差异无统计意义(P>0.05)。见图6。

  注:A表示空白组,B表示对照组,C表示miR-212组。

图4  空白组、对照组和 miR-212组PC-3细胞转移能力图(划痕实验,×100)

  注:与空白组比较,aP<0.05;与对照组比较,bP<0.05。

图5  空白组、对照组和 miR-212组PC-3
细胞转移率比较

  注:与空白组比较,aP<0.05;与对照组比较,bP<0.05。

图6  miR-212和EMT转染后细胞荧光活性比较

3 讨  论

  前列腺癌发生骨转移后可表现为骨骼疼痛、病理

性骨折、瘫痪、行为能力降低、骨髓抑制性贫血等,直
接影响患者预后和生存质量。随着分子治疗的深入

研究,目前关于前列腺癌生物学行为、细胞基础、相关

细胞因子及其与关键的细胞信号转导通路的报道较

多,最新研究认为,EMT是促进前列腺癌增殖和转移

的关键性因素[7-8]。且EMT过程中多种细胞因子发

挥重要作用,笔者认为筛选出其中特异性因子可为前

列腺癌的防治提供新的治疗靶点。miR-212自发现

以来已被证实可参与多种肿瘤细胞的增殖、侵袭和转

移过程。DING等[9]研究显示,miR-212在胰腺癌组

织中低表达,且低表达 miR-212组侵袭能力更高。李

耀辉等[10]研究指出,高表达 miR-212可促进膀胱癌

细胞增殖、转移、侵袭过程。SHA等[11]的体外实验结

果显示,miR-212在肝癌细胞中低表达,可调节肿瘤

细胞与肿瘤微环境的相互作用。miR-212在前列腺

癌中低表达,上调miR-212表达可抑制癌细胞血管浸

润和淋巴结转移,且预示着该病预后较好[12]。本文前

列腺癌组织中 miR-212呈低表达,与上述研究一致。
本文采用CCK-8法检测不同时间对前列腺癌PC-3
细胞增殖的影响,结果显示出,过表达 miR-212可有

效抑制癌细胞生长增殖,提示 miR-212在参与前列腺

癌病理性进展中发挥抑癌作用。根据转染时间图发

现,过表达miR-212对前列腺癌细胞作用机制呈时间

依赖性,时间越长,抑制效果越明显。汤利等[13]的平

板克隆实验结果显示,转染 miR-212细胞可明显降低

单细胞克隆形成率,达到有效抑制膀胱癌细胞增殖的

作用。本文Transwell小室实验结果表明,转染组穿

过小室膜的细胞数更低,细胞转移率也更低,表明

miR-212可有效降低前列腺癌细胞侵袭、转移能力,
证实 miR-212是一种可在体内外调节肿瘤细胞侵袭

和转移的调控因子。SHKURNIKOV 等[14]研究发

现,miR-212能扩大其他众多癌基因转录,其主要通

过靶向调节特异性信号蛋白通路来抑制前列腺癌的

侵袭能力。本文通过双荧光素酶报告实验结果显示,
miR-212组与EMT-WT共转染后的细胞荧光活性显

著低于对照组与EMT-WT共转染后的细胞荧光活

性,结合国内外研究结果[15-16],提示 miR-212可通过

靶向调节EMT信号通路影响前列腺癌细胞的增殖、
转移、侵袭能力。

miR-212在前列腺癌组织中呈低表达,过表达

miR-212可通过靶向调节EMT信号通路抑制前列腺

癌细胞的增殖、侵袭、转移能力,有望成为前列腺癌的

一种新的生物治疗靶点。但由于时间限制,样本量

小,且前列腺癌进展受多种因素影响,仍需设计更为

严密的、多中心、大样本、双盲研究进一步分析相关生
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物学行为机制。
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