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shRNA抑制活化诱导的胞苷脱氨酶（AID）
对前列腺癌细胞 C4-2表型的影响 *
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摘要 目的：探讨 AID在前列腺癌中的表达情况，AID对前列腺癌细胞 C4-2的侵袭、迁移、增殖以及凋亡方面的影响。方法：应用

靶向敲减 AID的慢病毒对前列腺癌细胞 C4-2进行干扰，运用Western-blot、免疫组化、平板克隆形成、流式、Transwell实验对前列

腺癌组织和前列腺癌细胞 C4-2表型的变化情况进行研究。结果：临床前列腺癌样本中 AID高表达，良性前列腺增生组织中 AID

低表达，正常前列腺组织不表达（*P<0.05）；shRNA干扰以后的 shAICDA-C4-2单克隆细胞株中 AID的表达量显著降低，其增殖、

迁移和侵袭能力阳性对照组（Monoclonal6）与阴性对照组（NC）相比分别降低 49%、80%、63%，凋亡率阳性对照组（Monoclonal6）

为阴性对照组（NC）的 3.2倍。结论：前列腺癌组织中 AID高表达，AID在促进前列腺癌细胞的增殖、迁移、侵袭，抑制前列腺自细

胞的凋亡中具有极其重要的作用。AID表达极可能与前列腺癌的进展、预后明显相关。
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Effects of shRNA Inhibition of Activation of Cytidine Deaminase (AID)
on the Phenotype of Prostate Cancer Cell Line C4-2*

To investigate the expression of AID in prostate cancer and the effect of targeted knockdown on invasion,

migration, proliferation and apoptosis of prostate cancer cell line C4-2. Using a lentivirus targeting knockdown of AID to

interfere with prostate cancer cell line C4-2; western-blot, immunohistochemistry, flow cytometry and transwell assay were used to study

the expression of AID in prostate tissue and the changes of the phenotype of prostate cancer cell line C4-2. The relative

expression level of AID in clinical prostate cancer samples was 9.02± 1.85, which was significantly higher than that in benign prostatic

hyperplasia tissues 1.89± 0.45, and normal prostate tissues were not expressed (*P<0.05); the expression of AID in the shAICDA-C4-2

monoclonal cell line was significantlydecreased after shRNA interference, and the positive control group (Monoclonal6) with

proliferation, migration and invasion ability decreased by 49%, 80%, 63%, respectively, compared with the negative control group (NC),

and the apoptotic rate of positive control group (Monoclonal6) was 3.2 times that of negative control group (NC). High

expression of AID in prostate cancer tissues, AID plays an extremely important role in promoting the proliferation, migration and invision

of prostate cancer cells and inhibiting the apoptosis of prostate cancer cells. Therefore, its expression highly likely to be significantly

associated with the progression and prognosis of prostate cancer.
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前言

活化诱导的胞苷脱氨酶 （Activation-induced cytidine

deaminase, AID）是针对胞嘧啶（C）的脱氨酶，属于 APOBEC家

族的成员，这些成员具有同源催化区[1]。生理状态下，AID通过

脱氨基作用 dC突变为 dU，从而引起 dU:dG错配，进而调整第
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二抗体的多样性。但，近期的研究发现在某些病理状态下比如

慢性炎症[2]、病毒感染[3]发生时，则可引起原癌基因 /抑癌基因

异常表达，最终导致恶性疾病的发生[3，4]。

DNA表达的调控受到表观遗传修饰的影响。现一般认为

DNA的脱甲基化促进基因的表达，而过度甲基化则作用相反。

DNA的甲基化通常发生在 CpG岛上，有学者指出，AID可能

通过其脱氨基作用使 CpG岛上的 5-甲基胞嘧啶（5-mC）突变

为 5-甲基尿嘧啶（5-mU），进而启动 DNA的错配修复机制，利

用 dC取代 5-mU，最终使 5-mC转换成 dC，从而完成脱甲基作

用[5]。虽然 AID脱甲基作用的机制尚不完全明确，但此发现为

AID导致恶性疾病的研究提供了新的思路。目前，尚无针对

AID对前列腺癌进展相关性的研究，本研究旨在探讨 AID在

前列腺癌组织中的表达以及降低其表达对前列腺癌细胞 C4-2

的增殖、凋亡、迁移和侵袭等方面的影响。

1 材料和方法

1.1 主要试剂

前列腺癌 C4-2 细胞购自武汉普诺赛生命科技有限公司

RPMI Medium 1640培养基（1× ）、胎牛血清购自 Gibco公司，

胰蛋白酶购自杭州吉诺生物医药技术有限公司，青霉素 -链霉

素双抗购自 Gibco公司，SDS-PAGE电泳凝胶试剂购自上海维

奥生物科技有限公司，小鼠 AID、茁-actin一抗购自 CST公司，

山 羊 抗 小 鼠 二 抗 购 自 LICOR 公 司 ，LV-AICDA-RNAi

（5'-TGACTTACGAGACGCATTT-3'）和 CON077（5'-TTCTCC-

GAACGTGTCACGT-3'），PE Annexin V 凋亡检测试剂盒购自

BD Pharminggen公司。

1.2 方法

1.2.1 人体样本 临床样本来自武汉大学人民医院病理科

2016年 2月至 2017年 7月收集的 4例根治性前列腺癌切除

术的组织样本，8例膀胱癌联合前列腺切除的组织样本（前列

腺均无肿瘤转移，其中有 4例为正常前列腺组织，4例为良性

前列腺增生组织）。样本取出后送至病理科切取部分组织用于

Western-blot实验，剩余组织做病理诊断和石蜡包埋切片用于

免疫组化。

1.2.2 细胞培养 C4-2人前列腺癌细胞系使用含 10%胎牛血

清及 1%青霉素的 RPMI-1640培养基，在 37℃，5%CO2浓度的

恒温细胞培养箱内进行培养，2-3天传代一次，当细胞生长达对

数期时进行实验处理。

1.2.3 细胞转染及单克隆挑选 将处于对数生长期的 C4-2细

胞以 5000个 /孔种在 24孔板内，培养过夜；靶向敲减 AID的

慢病毒以MOI100:1的比例对 C4-2前列腺癌细胞系进行转染，

然后将 Polybrene 以 1 滋L/ 孔的量分别加入两组细胞转染过
夜；24小时后更换新鲜培养基，继续培养两天；三天后于倒置

荧光显微镜下观察细胞的转染情况和转染效率，消化细胞，细

胞计数后以 200个 /皿种于大皿内。间隔 3-4天根据细胞贴壁

情况续加或更换新鲜培养基，直至长出肉眼可见的细胞集落，

在荧光显微镜下观察带有荧光的细胞集落并做标记，将标记好

的细胞集落挑出来种在 6孔板或者培养瓶中继续培养用于后

续实验。

1.2.4 蛋白质提取及Western Blot实验 组织蛋白提取：随机

从 12例样本中的分别取部分组织进行称量，液氮冷冻后将组

织研磨成粉末状装入 1.5 mL EP管中，然后以 4 滋L·g-1的量将
配置好的裂解液（RIPA1000:COCKTALL40:PMSF10）分别

加入EP管中冰上裂解 30分钟，然后用超声混悬仪将所得液体

进行进一步裂解 30 秒。将粉碎好的样品放入低温离心机

12000× ，4℃，离心 20分钟，吸取少许上清用于测蛋白浓度，

剩余的上清转移到新的 EP管中，加 SDS-PAGE蛋白上样缓冲

液，100℃煮 5分钟，冷却以后用于做Western Blot或者 -80℃

冻存用于后续实验；细胞蛋白提取：将处于对数生长期的细胞

消化下来，离心，加裂解液，后续的步骤与组织蛋白提取相同。

配置 SDS-PAGE电泳凝胶（配置方法按照试剂盒说明书

配置）、电泳缓冲液和电转缓冲液，将提取的组织蛋白按 60 滋g/
孔的量加入，细胞蛋白按 40 滋g/孔的量加入配置好的凝胶中进
行电泳分离，然后转膜、封闭、孵一抗（抗体稀释比例按抗体说

明书）4℃摇床过夜，二抗常温孵育 1小时，避光洗膜后用 Licor

dyssey双通道红外成像系统（美国 Li-COR公司）检测杂交信号。

1.2.5 免疫组织化学染色 委托武汉大学人民医院病理科对

所取得的 12例临床样本进行包埋切片和免疫组化处理。处理

流程如下：将刚切下来的临床样本用多聚甲醛固定，脱水，然后

用石蜡包埋切片，制片，接下来进行脱蜡和水化，然后进行热抗

原修复，灭活内源酶活性，封闭非特异性位点，甩掉封闭液，孵

一抗 4℃过夜，二抗孵育，DAB显色，苏木素复染，1%盐酸酒精

分化，自来水冲洗，脱水，中性树胶封片，晾干即可拍照，将处

理过的切片在正置显微镜下观察并拍照。

1.2.6 细胞平板克隆形成实验 将处于对数生长期的细胞用

胰酶消化下来，计数，然后以 500个 /孔的量种在 6孔板中，放

入培养箱培养，直至有肉眼可见的细胞集落出现（期间每隔 3-4

天更换一次新鲜培养基）。吸去旧培养基用 PBS漂洗两遍，将

入 500滋L/孔的多聚甲醛固定 20分钟，吸去多聚甲醛，PBS漂洗

两遍。加入 1/1000的结晶紫染色 15分钟，PBS漂洗三遍，待其

在室温下晾干后进行拍照，用 ImageJ2x软件进行统计学分析。

1.2.7 流式细胞术检测细胞凋亡 将处于对数生长期的细胞

消化下来，离心后重悬，将细胞悬液按 1:5的比例加入 6孔板

中培养过夜。第二天更换无血清培养基进行饥饿处理过夜。后

续实验按照凋亡试剂盒说明书进行。最后用流式细胞仪进行

检测。

1.2.8 Transwell实验检测细胞迁移和侵袭能力 Tanswell迁

移实验：消化细胞，离心后用无血清培养基重悬、计数，上室加

1× 105个细胞用 200 滋L无血清培养基稀释，下室加 600 滋L
20%FBS培养基，放置恒温细胞培养箱 48小时，75%酒精固定

20分钟，PBS洗 3次，每次 3分钟，0.1%结晶紫染色 30分钟，

PBS洗 3次，每次 3分钟，室温晾干后于正置显微镜下拍照。

Transwell侵袭试验：将 BD Matrixgel基质胶与无血清培

养基按 1:8的比例混匀后均匀铺于 Transwell小室内，放置 37

℃培养箱中 5小时，后续实验同上（注：Transwell侵袭试验上

室加入 2× 105 个细胞）。上述实验重复三次。

1.3 统计方法

通过 GraphPad Prism7软件对数据进行分析，每种实验均

经过三次重复，实验数据使用平均值（mean）± 标准差（SD），其
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图 1 AID在前列腺癌、前列腺良性增生以及正常前列腺组织中的表达情况，分别通过Western Blot和免疫组织化学染色实验进行检测

Fig.1 The expression of AID in prostate cancer, benign prostatic hyperplasia, and normal prostate tissues was detected by Western Blot and

immunohistochemical staining experiments, respectively

Note: Data were expressed as Mean± SD, n=12.**P<0.05, comparison between prostate cancer tissue,
normal prostate tissue and benign prostatic hyperplasia.

中 T检验或单因素方差分析用于数据的处理，当 P值 <0.05

时，视为具有统计学差异。

2 结果

2.1 AID在前列腺正常组织、前列腺增生组织、前列腺癌组织

中的表达

Western Blot和免疫组化的结果显示 AID在正常及前列

腺增生组织中的表达量要明显低于前列腺癌组织中的表达

量。在收集的 12例临床样本中除了正常前列腺组织以外其他

组织均有 AID的表达。Western Blot实验结果显示：前列腺癌

中 AID高表达，其相对表达量 9.02± 1.85，前列腺良性增生组

织中 AID表达量明显降低，其相对表达量 1.89± 0.45，正常前

列腺组织中 AID不表达（图 1A、B），组间差异显著（P<0.05*,
T test）。在免疫组化实验中（图 1C），由于单纯计算阳性区域面

积会忽略强度对结果的影响，所以我们使用 Image Pro Plus对

图片阳性染色部分进行平均光密度值检测（图 1D），其中癌组

织的平均光密度值为 0.605± 0.057，良性增生组织的平均光密

度值为 0.237± 0.028，正常组织的平均光密度值为 0.149±

0.029，组间差异显著（P<0.05*,T test），并且根据染色情况可以

看出在癌变的腺上皮细胞中 AID的表达量最高，人体良性增生

的前列腺组织 AID 的表达量显著低于前列腺癌组织

（*P<0.05），而显著高于正常前列腺组织（*P<0.05），见图 1。

2.2 转染后 AID的表达

将设计的 shRNA 序列通过慢病毒载体对 C4-2 细胞中

AID的表达进行干扰（图 2A），随后对慢病毒转染后的 C4-2细

胞进行了单克隆筛选，筛选出抑制效果最明显的单克隆细胞

株。其中 shAICDA-C4-2为实验组，NC-C4-2为阴性对照组（图

2A）。对转然后的细胞进行了单克隆筛选并通过Western Blot
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图 2通过 shRNA抑制 C4-2细胞中 AID的表达，通过筛选单克隆，挑选出抑制效果最好的单克隆细胞株，

通过Western Blot检测抑制前后 AID的相对表达量

Fig.2 The shRNA was used to inhibit the expression of AID in C4-2 cells. The single clone was selected to select the best clonal cell line.

The relative expression of AID before and after inhibition was detected by Western Blot

Note: **P<0.05, the silencing effect of monoclonal 6 in these eight monoclonals was the best compared with other monoclonals,
the blank control and negative control.

（图 2B、C）对 AID的表达量进行检测和分析。从Western Blot

结果和统计分析图中可以看出筛选的单克隆细胞株中除了单

克隆细胞株 2（Monoclonal2）没有被敲低以外，其它单克隆均明

显降低，其中单克隆 6（Monoclonal6）敲低效果最显著，相对于

空白对照组下降了约 60%，相对于阴性对照组下降了约 56%，

而空白对照组和阴性对照组不存在统计学差异（P>0.05, T
test），而实验组（除了单克隆细胞株 2（Monoclonal2））和空白对

照组与阴性对照组之间存在统计学差异（*P<0.05）。因此筛选
出了单克隆 3（Monoclonal3）和单克隆 6（Monoclonal6）这两株

实验组细胞进行随后实验。见图 2。

2.3 AID对前列腺癌细胞株（C4-2）的增殖和凋亡的影响

通过平板克隆形成对转染了 shRNA 单克隆细胞株

（Monoclonal3、6）的增殖情况与空白组（C4-2）和阴性对照组

（NC）进行对比（图 3A、B），从图中可以明显的看出 AID敲低

以后的单克隆细胞株与空白组（C4-2）和阴性对照组（NC）相比

增殖能力显著降低（*P<0.05）。根据此实验结果，显示抑制 AID

的表达导致 C4-2细胞增值能力明显下降。利用流式细胞术对

C4-2、NC、Monoclonal3 和 Monoclonal6 四组细胞的凋亡情况

进行检测（图 3C）。结果显示，在早期凋亡、晚期凋亡以及总体

凋亡率方面，实验组（即单克隆组）细胞株均明显高于空白组和

阴性对照组细胞株的凋亡率（*P<0.05, T test），并且凋亡主要集

中在晚期。见图 3。

2.4 AID对前列腺癌细胞株 C4-2迁移和侵袭能力的影响

通过 Transwell 小室对 C4-2、NC、Monoclonal3 和 Mono

clonal6细胞的迁移和侵袭能力进行检测。在迁移实验中（图

A、B），实验组（Monoclonal3和 Monoclonal6）的迁移能力明显

低于空白对照组（C4-2）和阴性对照组（NC），而空白对照组

（C4-2）和阴性对照组（NC）之间无显著性差异。Transwell侵袭

实验中（图 C、D）实验组（Monoclonal3和 Monoclonal6）的侵袭

能力明显低于空白对照组（C4-2）和阴性对照组（NC），而空白

对照组（C4-2）和阴性对照组（NC）之间无显著性差异。见图 4。

3 讨论

AID作为胞苷脱氨酶家族（APOBEC）的成员之一，它们具

有相同的同源催化区[6]。在生理情况下 AID主要在外周淋巴组

织的生发中心里面的活化的 B细胞中产生，主要的作用是作用

在免疫球蛋白基因使其发生体细胞高频突变（SHM）和类别转

换重组（CSR），产生针对特定抗原的特异性高亲和力抗体[7]。但

是在某些病理情况下，比如慢性炎症、病原微生物感染等，也会

导致 AID发生异位表达[8]。AID主要在细胞核发挥催化作用，

催化细胞核基因 DNA中的 dC转化成 dU，导致 U:G错配和

DNA双链的断裂[9]。这种错配可以被基因损伤修复系统完全修

复，但是当 DNA复制发生在基因修复之前，那么这个突变就会

被复制下来产生基因突变[10]。NF-资B（核因子 资B）作为一个连接
炎症和肿瘤之间的一个重要的分子，在慢性炎症引起的基因突

变从而导致肿瘤发生的过程中发挥了非常重要的作用[11]。最近

的研究已经证实 NF-资B作为一个细胞核因子可以结合在 AID

基因（AICDA）的基因启动子区的区段 1（region1）的位置作为

一个基因转录的启动因子参与 AID的转录[12]。AID作为一个核

苷酸编辑的酶在很多情况下可以引起染色体基因发生突变，由
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图 3转染后 C4-2细胞的增殖以及凋亡情况

Fig.3 Proliferation and Apoptosis of C4-2 Cells after Transfection

Note: The cell proliferation rate of the two monoclonal groups was significantly lower than that of the blank control and negative groups,**P<0.05;
the apoptotic rate of shAICDA-C4-2 cells was significantly higher than that of the blank control and the negative control groups,**P<0.05.

图 4正置显微镜下观察到的实验组（Monoclonal3和Monoclonal6）与空白对照组（C4-2）和阴性对照组（NC）的细胞迁移和侵袭情况

以及根据实验结果进行的统计学分析

Fig.4 Cell migration and invasion of the experimental groups (Monoclonal3 and Monoclonal6) observed with the inverted microscope, blank control

group (C4-2) and negative control group (NC), and statistical analysis based on the experimental results

Note: The invasion and migration ability of the two monoclonal groups were significantly lower than that of the blank control

and negative control groups,**P<0.05.

慢性炎症引起的组织的恶变主要是通过 NF-资B 这条信号通
路，引起下游的靶基因 AICDA表达上调，导致肿瘤相关基因发

生突变，例如：C-Myc[13]、TP53[14]等，致使基因组稳定性降低，肿

瘤易感性增加。在肿瘤组织中 AID的表达量也是增高的，在肿

瘤组织当中有可能是 AID导致 TP53基因发生点突变，突变以

后的 TP53基因产生的蛋白具有新的功能而且与肿瘤的发生和

发展有关，影响肿瘤细胞的恶性生物学功能，例如：增殖、凋亡、

侵袭和迁移[15]。因此，可以推测 AID不仅在肿瘤的形成过程中

发挥了重要的作用，而且在肿瘤形成以后的各种生物学行为的

维持方面也产生了积极地影响。
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研究发现 AID在胚胎发育以及炎症引起的肿瘤细胞中表

达对对维持胚胎干细胞与肿瘤干细胞的特性，促进肿瘤细胞的

增殖具有非常重要的作用 [16，17]，另外也有研究发现诱导上皮 -

间质转化（EMT）发生的细胞因子也是诱导 AID表达从而促进

了 EMT的发生有助于肿瘤细胞的侵袭和转移[18]。本研究实验

结果显示了 AID在肿瘤组织中的能表达量明显高于良性前列

腺增生和前列腺正常组织中的表达量。前列腺癌细胞 C4-2细

胞株高表达 AID, 因此本研究选取 C4-2构建实验模型。使用

shAICDA对 C4-2细胞中的 AID mRNA进行敲低。通过单克隆

挑选筛选出沉默效果最明显的细胞株进行后续的实验，结果发

现 AID敲低的单克隆细胞株其增殖、侵袭、迁移能力与对照组

相比明显降低，凋亡率同对照组相比明显增高。因此推断 AID

在维持前列腺癌细胞的各种恶性表型方面发挥了非常重要的

作用。之前的研究中本研究小组发现了人类免疫球蛋白 G

（IgG）具有促进膀胱癌细胞增殖并抑制其凋亡的作用[19]，但是

其调控机制目前还不清楚。AID作为一个核苷酸编辑酶，特别是

在 B淋巴细胞当中发生 CSR产生不同类型的免疫球蛋白[20]。

AID可由 NF-资B通路诱导产生，而 NF-资B是由 BCR和 TCR

协同作用刺激其表达，这些过程发生在 B淋巴细胞上最终导致

CSR和 SHM[21]。当 BCR被其 mAb阻断以后，AID表达量明显

降低，并且由此而产生的 IgG1，尤其是 sIgG1也随之降低[22]。综

合本次实验和之前的研究推测在前列腺上皮细胞癌中也存在

这一条通路，即 BCR和 TCR协同作用激活 NF-资B，NF-资B进
一步激活 AID，刺激 IgG1的表达从而促进了前列腺癌的进展。

在生理情况下，AID在免疫系统当中发挥的作用已经研究

了很长时间现在已经比较清楚。但是在某些病理情况下，比如：

炎症、感染等的情况下 AID会引起基因组染色体不稳定，可能

诱发肿瘤的发生，目前，对 AID引起的肿瘤性突变尚未完全研

究清楚。本研究表明了 AID在维持前列腺癌 C4-2细胞的增

殖、侵袭、迁移、和凋亡方面发挥了重要的作用。通过对 AID的

研究有可能为临床治疗前列腺癌提供一个有效靶点。
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