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前列腺癌干细胞凋亡
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　　【摘要】　目的　研究ＡＣＣαＲＮＡ干扰对前列腺癌干细胞增殖的影响。方法　设计并合成ＡＣＣα基因的小干

扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ），转染前列腺癌干细胞系，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＮＡ干扰对 ＡＣＣα表达的影响，并使用 ＭＴＴ

法检测ＲＮＡ干扰对细胞增殖的影响，使用荧光染色法分析前列腺癌干细胞的凋亡状况。结果　ｓｉＲＮＡ干扰９６ｈ

后可见ＡＣＣα表达显著下调，转染９６ｈ后前列腺癌干细胞增殖状况显著下降，通过荧光染色观察发现，ｓｉＲＮＡ干

扰造成癌细胞的大量凋亡。结论　ｓｉＲＮＡ干扰 ＡＣＣα可以通过诱导凋亡显著的抑制前列腺癌干细胞的增殖，

ＡＣＣα是前列腺癌潜在的治疗靶点。
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　　目前的研究证实，前列腺癌起源于前列腺癌干细胞，前列

腺癌干细胞在前列腺癌的发生、发展过程中具有至关重要的作

用［１３］。联合应用传统肿瘤放化疗和肿瘤干细胞靶向治疗药物

将可能从根本上治愈肿瘤，因此肿瘤干细胞将成为人类癌症治

疗的新靶标［４］。小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）通过向细胞内导入长度

为２１～２３的核苷酸序列，高度特异性地降解同源 ｍＲＮＡ序

列，从而有效地阻止相应蛋白质的表达［５６］。本研究将采用这

一技术对前列腺癌干细胞进行干预，并且以此为基础来发现药

物的潜在靶点。

１　材料与方法

１．１　标本来源　前列腺癌干细胞由本实验室从ＤＵ１４５细胞

株中筛选来，大肠杆菌 ＤＨ５α由本实验室保存，ＰｓｉｌｅｎｃｅｒＴＭ

４．１ＣＭＶｎｅｏ真核表达载体购自Ａｍｂｉｏｎ公司，质粒抽提纯化

试剂盒和Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自Ｔａｋａｒａ公司，真核转染试剂ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００和Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ｃＤＮＡ合成试

剂盒购自 ＭＢＩ公司，Ｇ４１８购自美国Ａｌｅｘｉｓ公司，ＡＣＣα二抗购

自碧云天生物技术公司。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染料购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方法

１．２．１　ｓｉＲＮＡ的合成　使用设计工具软件（参见ｗｗｗ．ａｍｂｉ

ｏｎ．ｃｏｍ／ｔｅｃｈｌｉｂ／ｍｉｓｃ／ｓｉＲＮＡｆｉｎｄｅｒ．ｈｔｍｌ），依据试剂盒（美国

Ａｍｂｉｏｎ公司）所提供步骤合成。α乙酰辅酶 Ａ羧化酶（ＡＣＣ

α）ｓｉＲＮＡ序列为：ＣＡＡＵＧＧＣＡＵＵＧＣＡＧＣＡＧＵＧｄＴｄＴ，反义

序列：ＣＡＣＵＧＣＵＧＣＡＡＵＧＣＣＡＵＵＧｄＴｄＴ。

１．２．２　特异的ｓｉＲＮＡ表达载体的构建及序列测定　取Ｐｓｉ

ｌｅｎｃｅｒＴＭ４．１ＣＭＶｎｅｏ与退火后的双链ｓｉＲＮＡ模板混合，在

Ｔ４ＤＮＡ连接酶的作用下，２２℃１ｈ，６５℃１０ｍｉｎ，形成重组

质粒。将重组质粒和 Ａｍｂｉｏｎ公司试剂盒提供的阳性对照质

粒和阴性对照转染至感受态细胞ＤＨ５α。感受态细菌制备和

转化参照文献。挑取阳性克隆扩增培养后，抽提并纯化质粒，

由上海生工生物工程公司测序并鉴定阳性克隆。

１．２．３　细胞培养及转染　前列腺癌干细胞用含１０％小牛血

清的ＤＭＥＭ培养液于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱内培养。转染前

１ｄ胰酶消化细胞并计数，细胞铺板，使其在转染日密度达到

９０％。转染步骤按Ｌｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００说明书进行，约６～８

μｇ的ＡＣＣαｓｉＲＮＡ质粒、Ｐ７５２ｓｉＲＮＡ质粒、Ｐ７５３ｓｉＲＮＡ 质

粒，分别用１５μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００转染至ＳＫＢＲ３细胞，

空白对照以双蒸水替代质粒。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＣＣα表达　分为空白对照组、

ＡＣＣαｓｉＲＮＡ转染组，分别于处理２４、７２、９６ｈ后提取蛋白，定

量并进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，１２０伏电泳９０ｍｉｎ，然后２００ｍＡ２

ｈ电转印于ＰＶＤＦ膜上。用封闭液（１×ＴＢＳＴ，５％脱脂奶粉）

室温振摇封闭２ｈ，洗膜。加入免抗人Ｐ７５一抗（１∶２００），室温

·０６９２· 检验医学与临床２０１３年１１月第１０卷第２２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｎｏｖｅｒｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．２２

 基金项目：上海市浦东新区卫生系统优秀学科带头人培养计划（ＰＷＲｄ２０１１０８）；上海市浦东新区卫生局科研课题项目（ＰＷ２０１２Ａ３４）。



孵育２ｈ，洗膜，加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ（１∶２０００）室温

孵育１．５ｈ，洗膜。最后用ＥＣＬ化学发光试剂盒检测杂交信

号，在ＢｉｏＲａｄ凝胶仪上成像。

１．２．５　细胞增殖作用的影响　实验分两组：空白对照组，

ｓｉＲＮＡ转染组。按２×１０４／ｍＬ接种于９６孔板，细胞贴壁后更

换无血清ＤＭＥＭ 培养液，３７℃、５％ ＣＯ２ 中培养６ｈ，细胞同

步化后用含１０％小牛血清的ＤＭＥＭ 培养液１００μＬ（含１００

ｎｇ／μＬＮＧＦ）
［３］，继续培养２４、４８、７２ｈ，然后每孔加２０μＬ

ＭＴＴ继续培养４ｈ，弃培养液，加入二甲亚砜（ＤＭＳＯ）１００

μＬ，振荡使结晶完全溶解，３０ｍｉｎ后用酶标仪检测４９０ｎｍ处

的吸光度值［Ａ（４９０）］，每组平均５个复孔，重复３次。

１．２．６　荧光染色观察　转染９６ｈ后在细胞培养液中加入

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染料，培养２ｈ后使用荧光显微镜观察细胞核

的形态变化。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ｓｉＲＮＡ 转染效果　细胞系转染ｓｉＲ

ＮＡ后的２４、７２ｈ和９６ｈ后提取细胞总蛋白经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测发现，ＡＣＣα的表达在转染后的９６ｈ明显下调，说明ｓｉＲＮＡ

转染成功抑制了ＡＣＣα的表达。

　　注：Ａ为ＡＣＣαｓｉＲＮＡ转染组；Ｂ为空白对照组；１表示转染后２４

ｈ；２表示转染后７２ｈ；３表示转染后９６ｈ。

图１　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测结果

２．２　细胞增殖检测　使用 ＭＴＴ染色检测ｓｉＲＮＡ干扰 ＡＣＣ

α表达对细胞增殖和存活率的影响。结果发现，空白对照组细

胞增殖状态良好；在转染后７２ｈ时，转染组的活细胞数目开始

低于对照组，但差异无统计学意义（犘＞０．０５），在转染９６ｈ后，

转染组的活细胞数目开始大幅度降低，与空白对照组相比差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。

图２　细胞增殖 ＭＴＴ检测结果

　　注：Ａ为ＡＣＣαｓｉＲＮＡ转染组；Ｂ为空白对照组。

图３　细胞凋亡检测

２．３　荧光染色检测细胞凋亡　经荧光染色发现，ＡＣＣ

αｓｉＲＮＡ转染组的细胞存在明显的核碎裂和染色质凝聚，这是

细胞凋亡的典型标志，见图３Ａ。在空白对照组内只发现较低

水平的细胞凋亡现象，见图３Ｂ。

３　讨　　论

目前在很多肿瘤中都发现了脂类合成酶表达的增强。脂

肪合成酶（ＦＡＳ）是一类重要的脂类合成酶在长链脂肪酸的生

物合成中起重要的催化作用，现已证明其在肿瘤早期的发生中

起重要作用［７８］。在许多癌症中，ＦＡＳ也参与肿瘤后期的发生

和发展。研究发现在前列腺癌中，ＡＣＣα也具有同样的作用，

ＡＣＣα是脂肪合成过程中的限制酶，主要催化乙酰辅酶 Ａ和

ＣＯ２ 反应生成丙二酰辅酶Ａ
［９］。

众多研究都发现，在所有良性成体瘤组织中脂类合成的水

平都非常低，然而在恶性肿瘤中脂类合成水平却非常高。这提

示肿瘤细胞内源性脂类物质的合成或许可以作为癌症治疗的

潜在靶点［１０］。迄今为止，所有的相关研究都围绕ＦＡＳ展开，

化学ＦＡＳ抑制剂和特异性更高的生物学方法，如ＦＡＳｓｉＲＮＡ

干扰等都具有抑制癌细胞增殖和诱导癌细胞凋亡的效果［１１］。

在本研究中针对脂类合成过程中的 ＡＣＣα进行研究，发现通

过ｓｉＲＮＡ干扰手段抑制 ＡＣＣα的表达后也对前列腺癌干细

胞起到了较好的抑制作用。研究中还发现 ＡＣＣαｓｉＲＮＡ 干扰

与目前广泛报道的ＦＡＳｓｉＲＮＡ干扰所起到的效果基本类似，

这提示ＡＣＣα基因可能会成为前列腺癌治疗的新型靶点。

在肿瘤细胞中抑制脂肪生成和可能会导致肿瘤细胞死亡，

但其具体机制有待进一步调查。本研究中抑制脂类合成后癌

症干细胞出现凋亡，增生减少可能的解释如下。恶性肿瘤细胞

的基本特征之一是不受控制的细胞增殖。细胞增殖的过程中

需要合成大量的细胞膜，而脂类是合成细胞膜所需的重要成

分。肿瘤细胞大量合成脂类物质或许就是用于增殖。细胞分

裂的Ｇ１期是合成细胞膜的阶段，通过ｓｉＲＮＡ 干扰，抑制脂类

的合成，使肿瘤细胞无法形成细胞膜，扰乱器细胞周期，从而也

就相应的抑制了肿瘤细胞分裂和增殖［１２］。此外，细胞膜上还

分布众多蛋白质，比如受体，这些分子在细胞信号转导中起关

键作用。细胞膜合成受阻，肿瘤细胞生存和分裂相关的生理生

化过程将受到抑制［１３］。这可能是ＡＣＣαｓｉＲＮＡ抑制肿瘤细胞

分裂增殖的潜在机制。

参考文献

［１］ＤｅＢｏｎｏＪＳ，ＬｏｇｏｔｈｅｔｉｓＣＪ，ＭｏｌｉｎａＡ，ｅｔａｌ．Ａｂｉｒａｔｅｒｏｎｅ

ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｎ

ＥｎｇｌＪＭｅｄ，２０１１，３６４（２１）：１９９５２００５．

［２］ＳｃｈｒｄｅｒＦＨ，ＨｕｇｏｓｓｏｎＪ，ＲｏｏｂｏｌＭＪ，ｅｔａｌ．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄ

ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｍｏｒｔａｌｉｔｙｉｎａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄＥｕｒｏｐｅａｎｓｔｕｄｙ

［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２００９，３６０（１３）：１３２０１３２８．

［３］ＬｉｕＣ，ＫｅｌｎａｒＫ，ＬｉｕＢ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｉｃｒｏＲＮＡｍｉＲ３４ａｉｎ

ｈｉｂｉｔｓｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｂｙｄｉｒｅｃｔｌｙ

ｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇＣＤ４４［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２０１１，１７（２）：２１１２１５．

［４］ ＡｎｄｒｉｏｌｅＧＬ，ＣｒａｗｆｏｒｄＥＤ，ＧｒｕｂｂＲＬ，ｅｔａｌ．Ｍｏｒｔａｌｉｔｙｒｅ

ｓｕｌｔｓｆｒｏｍａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｒｉａｌ

［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２００９，３６０（１３）：１３１０１３１９．

［５］ ＴａｙｌｏｒＢＳ，ＳｃｈｕｌｔｚＮ，ＨｉｅｒｏｎｙｍｕｓＨ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ

ｇｅｎｏｍｉｃｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌ，２０１０，１８（１）：１１２２．

［６］ＬｉＣ，ＰｅｎｅｔＭＦ，ＷｉｌｄｅｓＦ，ｅｔａｌ．ＮａｎｏｐｌｅｘｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆｓｉＲ

ＮＡａｎｄｐｒｏｄｒｕｇｅｎｚｙｍｅｆｏｒｍｕｌｔｉｍｏｄａｌｉｔｙｉｍａｇｅｇｕｉｄｅｄ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｈｗａｙｔａｒｇｅｔｅｄｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ（下转第２９６３页）

·１６９２·检验医学与临床２０１３年１１月第１０卷第２２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｎｏｖｅｒｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．２２



部分缓解患者占总患者的百分比。另外患者不良反应阳性为

出现血液学毒性及消化系统毒性（包括恶心呕吐，白细胞计数

过低，发热等），并对患者进行生活功能状态（ＫＰＳ）评分
［３］。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０与ＤＰＳ７．０统计软件包联

合统计，资料符合正态性及方差齐性检验采用单因素方差

ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分析，不符合则进行狋检验，计数资料采用

χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＫＰＳ评分　结合组 ＫＰＳ分数升高率为７５％，与对照组

５５％比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　两组患者患者生活功能状态（ＫＰＳ）评价（狀）

组别 狀

改变情况

增加２０分 增加１０分 持平 降低

升高率

（％）

对照组 ４０ ９ １３ １５ ３ ５５　

结合组 ４０ １１ １９ ８ ２ ７５

　　注：与对照组相比，犘＜０．０５。

２．２　不良反应情况及临床疗效　治疗结束后，结合组不良反

应阳性率为７．５％（３／４０），与对照组［２０％（８／４０）］相比，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）；对照组完全缓解６例，部级缓解１５

例，稳定１５例，进展４例，缓解率为５２．５％；结合组完全缓解９

例，部分缓解８例，稳定１１例，进展１例，缓解率为７０％，两组

比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

恶性肺癌胸腔积液的出现表明疾病已经发展到了晚期，因

此在对此症的治疗是应着重考虑如何提高患者的生存质量和

生存时限，并尽可能地降低病情发展及治疗过程中出现的不良

反应。本研究的治疗基础为引流胸腔积液后注入不同类型的

药物来达到对抗肿瘤不良症状的作用。顺铂为一类临床使用

频繁的对抗恶性胸腔积液的药物，其抗癌作用明确。有研究显

示，顺铂在胸腔积液中的药物峰浓度可以达到血浆浓度的４０～

９０倍，从而产生有效的治疗作用
［４］。另外，顺铂具有不易透过

胸膜腔的特点，其消除率低，可以在胸腔内达到长时间的停留，

产生持久的药效［５］。乌体林斯为一类多功能免疫增强剂，可刺

激Ｔ细胞释放 ＭＡＦ、ＭＩＦ、ＭＣＦ及 ＭＭＦ等细胞因子，同时还

可以促进单核巨噬细胞代谢释放氧自由基来杀灭肿瘤细

胞［６］。近年来，中医药应用于肿瘤的治疗取得了相当大的发

展，越来越多的中药被应用于临床对抗肿瘤疾病并取得了令人

瞩目的效果［７８］。中医药讲究整体观念，治疗时从患者的整体

出发来对疾病进行综合治疗；另外大量研究显示在降低肿瘤西

药治疗的不良反应及减轻患者病痛方面，中药产生了不可忽视

的作用［９］。因此，笔者认为中西医结合治疗恶心肺癌胸腔积液

较中西结合单独治疗具有明显优势，不仅可以在减轻患者病痛

等“标症”方面产生积极的作用，同时还能在调理患者机体免疫

能力，降低患者治疗中的不良反应等“本症”方面发挥不可替代

的作用。本研究显示，中西医结合组患者在生活功能状态

ＫＰＳ评分、不良反应及临床疗效方面均较对照组优异，显示了

中西结合治疗恶心肺癌胸腔积液的优势所在，此方法值得在临

床进行推广，并可做进一步研究分析。
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