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miR-182在前列腺癌组织中的表达及其对前列腺癌细胞增殖
和凋亡的影响 *
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摘要 目的：观察前列腺癌组织及不同前列腺癌细胞系中 miR-182的表达，并探讨下调其表达对前列腺癌细胞增殖和凋亡的影响

及机制。方法：采用实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测 30例前列腺癌组织和 30例相应的癌旁组织以及前列腺正常上皮 RWPE-1

细胞、前列腺癌 PC-3、LNCaP和 DU145细胞中 miR-182的表达，进一步采用 Lipfectamine 2000脂质体转染 miRNA-182 inhibitor

和阴性对照 miRNA于 PC-3细胞后，通过噻唑蓝(MTT)比色法检测细胞增殖情况，流式细胞术检测细胞凋亡率，免疫印迹(West-

ern blot)法检测转录因子 FOXO1、血管内皮生长因子(VEGF)和抑癌基因 p53蛋白的表达。结果：miR-182在前列腺癌组织中的表

达明显高于癌旁组织 (P<0.05)；miR-182在前列腺癌细胞系 PC-3、LNCaP和 DU145中的表达均高于前列腺正常上皮细胞 RW-

PE-1(P<0.05)，其中 PC-3细胞中 miR-182表达水平最高。转染 miRNA-182 inhibitor至 PC-3细胞成功下调 miR-182表达后，细胞

的增殖能力明显受到抑制，细胞凋亡能力明显增强，FOXO1表达水平显著升高，VEGF和 p53的表达明显降低，差异均具有统计

学意义(P<0.05)。结论：miR-182在前列腺癌组织及细胞中呈高表达，下调 miR-182的表达可能通过增加 FOXO1的表达并减少

VEGF和 p53的表达，抑制前列腺癌细胞增殖并诱导细胞凋亡。
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miR-182 Expression in the Prostate Cancer Tissue and its Effect on the
Proliferation and Apoptosis of Prostate Cancer Cells*

To observe the expression of miR-182 in prostate cancer tissues and different prostate cancer cell lines, and

investigate the effect and mechanism of down-regulation of miR-182 expression on the proliferation and apoptosis of prostate cancer

cells. The expression of miR-182 in 30 cases of prostate cancer tissues, 30 cases of adjacent normal tissues, and RWPE-1 cells

of prostate epithelium and PC-3, LNCaP and DU145 cells of prostate cancer were detected by real-time quantitative PCR (qRT-PCR).

MiRNA-182 inhibitor and negative control miRNA were transfected with Lipfectamine 2000 liposome in PC-3 cells, and cell prolifera-

tion was detected by MTT assay, apoptosis rate was detected by flow cytometry, and expression of transcription factor FOXO1, vascular

endothelial growth factor (VEGF) and tumor suppressor gene p53 protein were detected by Western blot. The expression of

miR-182 in prostate cancer tissues was significantly higher than that in paracancerous tissues (P<0.05); The expressions of miR-182 in

prostate cancer cell lines PC-3, LNCaP and DU145 were higher than that in normal prostate epithelial cells RWPE-1 (P<0.05), in which

PC-3 cells miR-182 expression level was the highest. Transfection of miRNA-182 inhibitor into PC-3 cells successfully downregulate

miR-182 expression, and cell proliferation was inhibited, apoptosis capacity significantly was enhanced, and the expression level of FOXO1

was significantly increased, the expression of VEGF and p53 was decreased significantly, which differences were statistically significant

(P<0.05). MiR-182 is highly expressed in prostate cancer tissues and cells, and down regulation of miR-182 expression may

inhibit the proliferation and induce apoptosis of prostate cancer cells by increasing the expression of FOXO1 and decreasing the expres-

sion of VEGF and p53.
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前言
前列腺癌是一种发生在前列腺上皮源性的男性泌尿生殖
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系统的常见恶性肿瘤，是导致欧美国家男性死亡的重要原因之

一，严重威胁男性的身体健康。虽然我国前列腺癌的发病率较

欧美国家的发病率低，但随着我国老龄化的加剧和诊断技术的

完善，其发病率有明显上升的趋势。统计数据显示 2015年我国

前列腺癌发病人数和死亡人数分别约为 6.03万和 2.66万[1]。由

于前列腺癌早期症状不明显，多易被忽视，错过了治疗的最佳

时期，传统的治疗方法以内分泌的治疗和化疗为主，但目前应

对转移性去势抵抗性前列腺癌。前列腺癌的发病机制尚不完全

清楚，深入研究其发病的分子机制和寻找新的治疗方案一直是

前列腺癌研究和努力的方向。

miRNA(microRNA)在多种肿瘤中以精细的基因表达发挥

着重要作用，与肿瘤细胞的增殖、侵袭和凋亡等生物学过程密

切相关[2-4]。近年来，研究表明过表达 miR-182在结直肠癌、神经

胶质细胞瘤和甲状腺癌等多种肿瘤中发挥着促进增殖和抑制

凋亡的作用，与肿瘤的发生发展相关性密切[5-8]。此外，miR-182

可作为前列腺癌的早期诊断和治疗的生物标记物，在前列腺癌

的进展中具有重要作用，但其具体的作用机制尚不明确[9]。因

此，本研究主要探讨了 miR-182在前列腺癌组织及不同前列腺

癌细胞系中的表达，并探讨干预其表达对前列腺癌细胞增殖凋

亡的影响及其可能的作用机制，以期为前列腺癌的治疗提供新

的思路。

1 材料与方法

1.1 标本材料、细胞系和试剂

收集 2016年 5月 -2016年 12月在湖北医药学院附属人

民医院经病理诊断确认为前列腺癌并进行手术切除的 30例前

列腺癌组织和 30例相应的癌旁组织标本，年龄为 48-67岁，平

均年龄为 58.5± 4.8岁。所有患者在手术前均已本人签字同意，

且均未接受内分泌和放化疗的治疗。从手术中所获得的组织标

本存储于液氮中。前列腺正常上皮 RWPE-1细胞、前列腺癌

PC-3、LNCaP和 DU145细胞系均购自中科院上海细胞所。膜联

蛋白 -V-异硫氰酸荧光素(Annexin V-FITC)/碘化丙啶(PI)细胞

凋亡试剂盒、Lipfectamine 2000脂质体转染试剂盒、反转录试

剂盒和 PCR 试剂盒均购于大连宝生物公司，SYBR Green

qPCR试剂盒、TaqMan miRNA分析试剂盒、Trizol总 RNA 提

取试剂盒和聚氰基丙烯酸正丁酯( bicinchonininc acid，BCA)蛋

白定量检测试剂盒均购于美国 Invitrogen 公司。miRNA-182

inhibitor、Negative control和 miR-182引物购于上海吉玛公司。

胎牛血清、RPMI-1640 培养基和噻唑蓝 MTT 试剂购于美国

Sigma公司，实时定量 PCR仪和流式细胞仪分别购自美国 ABI

和 BD公司。转录因子 FOXO1(forkhead in rhabdomyosarcoma，

FOXO1a)、血管内皮生长因子 (vascular endothelial growth fac-

tor，VEGF)、p53、茁 肌动蛋白(茁-actin)一抗及 HRP 辣根酶标记

羊抗兔或羊抗鼠 IgG(IgG-HRP)二抗为美国 Santa Curz产品。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及转染 将前列腺正常上皮 RWPE-1细胞、前

列腺癌 PC-3、LNCaP和 DU145细胞培养于 RPMI-1640培养基

(含 10%胎牛血清)中，于温度 37℃、体积分数 5% CO2和饱和

湿度的培养箱中培养至细胞融合度为 70%-80%时，加 0.25%胰

蛋白酶消化，以 1：2传代。取对数生长期的前列腺癌 PC-3细

胞，以 1× 105个 /mL接种至 96孔培养板上，随机分为 3组，分

别为实验组、阴性组和对照组。其中对照组细胞不做任何处理，

实验组和阴性组细胞分别按照 Lipfectamine 2000脂质体转染

试剂盒说明书转染 miRNA-182 inhibitor和 Negative control。转

染 4 h后更换培养液，再继续培养 48 h后收集各组对数生长期

细胞进行后续实验。

1.2.2 qRT-PCR检测 从液氮罐中取出收集到的前列腺癌组

织和旁癌组织，冰浴中匀浆机快速搅拌均匀，取转染 48 h的各

组细胞，以 Trizol法提取总 RNA，BCA蛋白定量试剂盒进行浓

度和纯度检测。根据逆转录试剂盒说明书获取 cDNA，以 cD-

NA为模板，根据 SYBR Green qPCR试剂盒操作步骤进行扩

增，检测目的基因的表达水平。PCR扩增的反应条件为 94℃变

性 30 s，55℃退火 60 s，72℃延伸 45 s，共 35个循环；反应体系

为 25 滋L，其中正反引物各为 2 滋L，cDNA模板为 2 滋L，Master

Mix为 12.5 滋L，加 ddH2O补至 25 滋L。扩增的 PCR引物见表

1。其中，分别以 U6和茁-actin为内参，采用 2-△ △ CT法计算目的基

因相对表达量。

表 1 PCR扩增引物

Table 1 Primers for PCR amplification

Gene Forward primer(5'→3' ) Reverse primer(5'→3' )

miR-182 TGCGGTTTGGCAATGGTAGAAC CCAGTGCAGGGTCCGAGGT

FOXO1 AAGAGCGTGCCCTACTTCAA CTGTTGTTGTCCATGGATGC

VEGF GCAGATCTTGCTTCGCGATGTACGGGCC CGTCGCGAGGGCTATGAACTAATGACCC

p53 ACTAAGCGAGCACTGCCCAAC CCTCATTCAGCTCTCGGAACATC

U6 TCAGTTTGCTGTTCTGGGTG CGGTTGGCTGGAAAGGAG

茁-actin GGACCTGACTGACTACCTC TACTCCTGCTTGCTGAT

1.2.3 MTT法检测 收集转染后的 PC-3细胞，调整细胞密

度，以 1× 105个 /孔接种至培养板上，在培养箱中常规培养

24、48和 72 h后，收集三个时间点下的细胞，加入浓度为 5 g/L

的 MTT溶液 20 滋L，常温条件下孵育 4 h后弃上清，加入二甲

基亚砜 200 滋L，充分反应完全后，酶标仪(570 nm波长)检测各

组细胞的吸光值(optical density，OD值)。其中，每组实验设 5个

复孔，实验重复 3次。

1.2.4 流式细胞术检测 分别取转染 48 h的实验组、阴性组

和对照组中的 PC-3细胞，经胰蛋白酶消化和 PBS洗涤后，加

入结合缓冲液重悬细胞，按照 Annexin V-FITC/PI凋亡试剂盒
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说明书的步骤进行操作，流式细胞仪检测各组细胞的凋亡情

况。实验重复 3次。

1.2.5 免疫印迹检测 取转染后的各组细胞，以放射免疫沉淀

法冰上裂解细胞，提取各组细胞的总蛋白，以 BCA法检测蛋白

浓度。取 30 滋g蛋白样品在浓度为 12%的聚丙烯酰胺凝胶中进

行电泳，电泳完毕后，转至聚偏二氟乙烯膜上。以浓度为 50 g/L

的脱脂牛奶封闭 2 h后，加入稀释浓度均为 1:500的 FOXO1

抗体、VEGF抗体、p53抗体和茁-actin抗体，于 4℃下过夜，再

加入稀释浓度为 1:1000的 IgG-HRP二抗，常温下反应 1 h后，

以 ECL显色，茁-actin为内参，计算各组细胞中目的蛋白的相对
表达量。实验重复 3次。

1.3 统计学分析

使用 SPSS20.0软件进行统计学分析，计量资料以 mean±

SD(x± s)表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间比较

采用 t检测，以 P<0.05代表差异有统计学意义。

2 结果

2.1 前列腺癌组织和前列腺癌细胞中 miR-182的表达

采用 qRT-PCR 分别检测前列腺癌组织和旁癌组织中

miR-182的表达，结果见图 1A，前列腺癌组织 miR-182的相对

表达量(2.20± 0.23)较旁癌组织(1.17± 0.22)明显升高，差异有

统计学意义(P<0.05)。不同前列腺癌 PC-3、LNCaP、DU145细胞

和前列腺正常上皮 RWPE-1细胞中 miR-182的表达量分别为

2.32± 0.18、1.85± 0.11、1.46± 0.08 和 0.98± 0.05，结果见图

1B。与前列腺正常上皮 RWPE-1细胞相比，三种不同前列腺癌

细胞中 miR-182的表达水平均显著升高，差异有统计学意义

(P<0.05)。在 PC-3、LNCaP 和 DU145 细胞中，PC-3 细胞的

miR-182表达水平最高，LNCaP细胞中 miR-182水平最低，故

后续实验中以 PC-3细胞为研究对象进行实验。

图 1 qRT-PCR检测 miR-182在前列腺癌组织及细胞中的表达

Fig.1 The expression of miR-182 in the prostate cancer tissues and cells were detected by qRT-PCR

注：A为 miR-182在前列腺癌组织和旁癌组织中的表达水平，B为 miR-182在前列腺癌细胞和前列腺正常上皮细胞中的表达水平。a与 RWPE-1

细胞相比，P<0.05；b与 RWPE-1细胞相比，P<0.05；c与 RWPE-1细胞相比，P<0.05。

Note: A was the expression level of miR-182 in prostate cancer tissues and adjacent cancer tissues, and B was the expression level of miR-182 in prostate

cancer cells and prostate normal epithelial cells. a compared with RWPE-1 cells, P<0.05; b compared with RWPE-1 cells, P<0.05; c compared with

RWPE-1 cells, P<0.05.

2.2 下调 miR-182的表达对前列腺癌 PC-3细胞增殖的影响

转染 miRNA-182 inhibitor和 Negative control后，实验组、

阴性组和对照组的前列腺癌 PC-3细胞中 miR-182的相对表达

水平分别为 0.18± 0.05、0.95± 0.08和 1.02± 0.05，结果见图 2。

与对照组相比，实验组中 miR-182的表达水平显著降低(P<0.

05)，可见干预 miR-182表达后，成功下调 miR-182在 PC-3 细

胞中的表达。转染 24、48和 72 h后，与对照组相比，阴性组细

胞中的 OD值差异不显著，而实验组细胞中的 OD值明显降

低，差异有统计学意义 (P<0.05)，表明下调 miR-182表达对

PC-3细胞的增殖能力有明显的抑制作用，结果见表 2。

2.3 下调 miR-182表达对前列腺癌 PC-3细胞凋亡的影响

转染 48 h后，采用流式细胞术检测各组细胞的凋亡率，结

果见图 3。实验组细胞凋亡率(18.15± 0.62)%较对照组细胞凋

亡率(8.28± 0.26)%显著升高，差异有统计学意义(P<0.05)；阴性

组细胞凋亡率 (8.56± 0.45)%与对照组比较差异无统计学意义

(P>0.05)。结果表明下调 miR-182表达可促进 PC-3细胞凋亡。

图 2 各组细胞中 miR-182的表达情况

Fig. 2 The expression of miR-182 in the cells of each group

注：*与对照组相比，P<0.05；#与对照组相比，P<0.05。

Note: * compared with control group, P<0.05 # compared with the control

group, P<0.05.
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2.4 下调 miR-182表达对 FOXO1、VEGF和 p53表达的影响

如图 4和表 3显示，与对照组相比，下调 miR-182表达的

PC-3 细胞 FOXO1 表达明显升高，VEGF 和 p53 表达明显降

低，差异均具有统计学意义(P<0.05)；阴性组 FOXO1、VEGF和

p53的表达与对照组比较差异无统计学意义(P>0.05)。

3 讨论

随着我国人口老龄化的日益加剧，前列腺癌的发病率有明

显上升的趋势，严重威胁着男性的健康。前列腺癌的发生是一

个癌细胞恶性增殖和细胞凋亡受到抑制的复杂过程。研究显

示，miRNA与前列腺癌的发生发展密切相关[10]。MiR-182是一

注：a与对照组相比，P<0.05；b与对照组相比，P<0.05。

Note: compared with control group, aP<0.05; compared with the control group, bP<0.05.

图 3 下调 miR-182的表达对 PC-3细胞凋亡的影响

Fig. 3 Effect of down-regulation of miR-182 expression on the apoptosis of PC-3 cells

注：A为对照组，B为阴性组，C为实验组。*与对照组相比，P<0.05；#与对照组相比，P<0.05。

Note: A was the control group, B was the negative group, and C was the experimental group. * compared with control group, P<0.05; # compared with the

control group, P<0.05.

图 4 Western blot检测 FOXO1、VEGF和 p53蛋白的表达

Fig. 4 The expressions of FOXO1, VEGF and p53 protein were detected

by Western blot

表 2 下调 miR-182表达对 PC-3细胞增殖的影响(x± s)

Table 2 Effect of down-regulation of miR-182 expression on the proliferation of PC-3 cells (x± s)

Groups
OD value

24 h 48 h 72 h

Control group 0.458± 0.012 0.586± 0.015 0.742± 0.016

Negative group 0.455± 0.015b 0.578± 0.025b 0.731± 0.023b

Experimental group 0.422± 0.012a 0.524± 0.021a 0.628± 0.018a
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注：a与对照组相比，P<0.05；b与对照组相比，P<0.05。

Note: a compared with the control group, P<0.05; b compared with the control group, P<0.05.

种位于人 7q32.2染色体上的 miRNA，最早发现于小鼠的眼中，

其通过靶向调控不同的基因或蛋白在多种肿瘤的形成过程中

发挥着癌基因或抑癌基因的重要作用[11]。miR-182在宫颈癌、乳

腺癌和肝癌等多种肿瘤细胞中表达不尽相同，干扰其表达可明

显抑制细胞增殖，诱导细胞凋亡[12-14]。目前，关于 miR-182在前

列腺癌中的具体作用机制并不明确。本研究采用 qRT-PCR检

测其在前列腺癌组织和细胞中表达情况，结果显示前列腺癌和

细胞中 miR-182均呈现高表达，而下调 miR-182的表达后，细

胞的增殖能力明显受到抑制，细胞凋亡能力明显增强。

FOXO1基因广泛存在于心脏、肝脏和前列腺等各种组织

和器官中，其作为转录因子通过调控下游基因在肿瘤细胞增殖

和凋亡过程中发挥着重要作用[15]。VEGF是一种能够诱导血管

生成的促进因子，在维持血管密度、通透性及运输营养等方面

起着重要作用。正常情况下，VEGF在成熟器官中呈较低表达，

在前列腺上皮细胞等供血丰富的组织或细胞中表达较高。研究

显示其在乳腺癌、肺癌和膀胱癌等多种肿瘤组织中呈现高表

达，与肿瘤细胞的生长密切相关[16-18]。p53是抑癌基因 p53家族

中的重要成员，分为具有抑癌活性的野生型与丧失活性的突变

型，可通过阻滞细胞周期、抑制血管生成和促进细胞凋亡等作

用在抑制肿瘤的进展中发挥作用。FOXO1、VEGF和 p53基因

与前列腺癌的发生发展相关性密切[19-21]。文献表明 miR-182对

上述三种基因或蛋白具有一定的调控作用。马列[7]研究发现沉

默 miR-182的表达后，SW579细胞的增殖能力和细胞迁移数

显著降低，其作用机制可能与 VEGF和 p53的蛋白表达降低有

关。Kim K M等[22]研究发现 miR-182可以负调控 FOXO1，在成

骨细胞的增殖、分化和凋亡过程中发挥重要作用。为了探讨

miR-182在前列腺癌中可能的分子机制，本研究采用 qRT-PCR

和 Western blot检测 PC-3 细胞中 FOXO1、VEGF和 p53 的表

达，结果显示 FOXO1表达水平显著升高，VEGF和 p53的表达

明显降低，提示下调 miR-182表达可抑制前列腺癌血管的生

成，降低 p53突变，进而抑制 PC-3细胞增殖，促进细胞凋亡。

综上所述，miR-182在前列腺癌组织及细胞中呈高表达，

下调 miR-182 的表达可能通过增加 FOXO1 的表达并减少

VEGF和 p53的表达，抑制前列腺癌细胞增殖并诱导细胞凋

亡。因此，miR-182高表达可能在前列腺癌发生发展过程中发

挥了重要作用，miR-182可能为前列腺癌诊断和治疗的生物标

记物的研究提供新的线索。
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