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ＡＴＦ６通过ＨｉｐｐｏＹＡＰ信号通路促进前列腺癌ＰＣ３细胞的增殖、迁移和侵袭
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　　［摘要］　目的　探讨转录活化因子６（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ６，ＡＴＦ６）对前列腺癌ＰＣ３细胞
增殖、迁移和侵袭的影响。方法　收集前列腺癌组织标本和前列腺增生组织标本，实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＲＴＰＣＲ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测ＡＴＦ６的ｍＲＮＡ和蛋白质水平。通过ｓｈＲＮＡ慢病毒干扰载体感染
ＰＣ３细胞，敲降ＡＴＦ６表达水平。ＣＣＫ８和ＥｄＵ实验检测ＰＣ３细胞增殖能力，划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭
实验检测ＰＣ３细胞迁移和侵袭能力。采用裸鼠异种移植模型评估ＡＴＦ６在体内对肿瘤增殖的影响。使
用ＪＡＳＰＡＲ数据库预测和荧光素酶报告基因评估Ｙｅｓ相关蛋白（ＹＡＰ）和ＡＴＦ６之间的关联。ｑＲＴＰＣＲ、
免疫荧光检测ＹＡＰ的ｍＲＮＡ和蛋白质水平。ｑＲＴＰＣＲ检测 ＹＡＰ的两个下游因子结缔组织生长因子
（ＣＴＧＦ）和富含半胱氨酸的６１（Ｃｙｒ６１）的 ｍＲＮＡ表达水平。结果　在前列腺癌组织中，ＡＴＦ６的 ｍＲＮＡ
和蛋白质水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）。敲降 ＡＴＦ６后，ＰＣ３细胞的增殖能力、侵袭能力和迁移能力均受
到抑制（Ｐ＜０．０５）。动物实验证实敲降 ＡＴＦ６能明显抑制肿瘤生长（Ｐ＜０．０５）。ＪＡＳＰＡＲ数据库预测发
现ＡＴＦ６与ＹＡＰ之前存在启动结合位点，荧光素酶报告基因证实 ＡＴＦ６与 ＹＡＰ存在相互作用。敲降
ＡＴＦ６后显著下调 ＹＡＰ的 ｍＲＮＡ及蛋白质表达水平（Ｐ＜０．０５），且 ＹＡＰ下游基因 ＣＴＧＦ和 Ｃｙｒ６１的
ｍＲＮＡ表达水平也随之下调（Ｐ＜０．０５）。结论　ＡＴＦ６能通过ＨｉｐｐｏＹＡＰ信号通路促进前列腺癌ＰＣ３细
胞的增殖、迁移和侵袭。
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ｂｙｑＲＴＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡＴＦ６ｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
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ｒｅｍａｒｋａｂｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄａｆｔｅｒｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＡＴＦ６（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＹＡＰｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ
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　　据 ２０２２年 ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ报道，前列腺癌
（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）为男性最常见的恶性肿瘤，也
是癌症相关死亡的第二大原因［１］。在我国，前列腺癌

发病率近年来逐渐升高，从２００８年开始，前列腺癌已
经上升为泌尿系统肿瘤第一位［２］。我国的多中心研

究资料显示，６８％的前列腺癌患者已处于晚期，导致我
国前列腺癌患者的总体预后远远差于西方发达国家，

而远处转移患者的 ５年总生存率仅为 ３０％［３］。研究
发现前列腺癌的发生发展与多种癌基因过度表达以及

抑癌基因的失活密切相关，但是目前对这个过程的具

体分子机制尚不完全清楚。因此，进一步探索新的基

因功能改变和前列腺癌的发生发展及其恶性特征的关

系，对揭示前列腺癌发生发展的分子机制、设计合理的

治疗药物及判断预后有重要意义。

　　激活转录因子６（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ６，
ＡＴＦ６）是一种定位于内质网 的蛋白质，是亮氨酸拉链
转录因子家族的成员［４］。作为内质网应激信号因子，

ＡＴＦ６通过将信号转导至顺式受体来发挥核转录因子
的作用［５］。ＡＴＦ６在各种生理过程中发挥着至关重要
的作用，包括细胞分化、促存活、细胞凋亡和炎症，而

ＡＴＦ６的这些功能使其自身与肿瘤发生有关［６］。研究

表明，ＡＴＦ６的表达水平在结肠癌中显著增加［７］，且高

表达的 ＡＴＦ６与癌症转移和复发之间也存在相关
性［８］。在前列腺癌中，ＡＴＦ６的表达水平明显上调，与
前列腺癌的恶性程度、预后不良有关［９］。然而，ＡＴＦ６
促进前列腺癌的恶性进展的分子机制尚未得到充分研

究。ＹＡＰ是Ｈｉｐｐｏ信号通路中的关键因子，可以通过
影响癌细胞增殖、迁移和侵袭促进肿瘤形成［１０－１１］。我

们前期研究表明，在前列腺癌组织及ＰＣ３细胞中ＹＡＰ
呈高表达，且与细胞的增殖和凋亡明显相关［１２］。在肝

癌细胞中，内质网应激和 ＨｉｐｐｏＹＡＰ通路之间存在双

重调节作用［１３］。ＡＴＦ６作为内质网应激重要因子之
一，推测 ＡＴＦ６也能通过激活 ＹＡＰ从而影响前列腺癌
细胞的生物学功能。本研究通过生物信息学、荧光素

酶报告基因、免疫荧光、细胞实验、动物实验等方法，探

讨ＡＴＦ６在前列腺癌细胞中的作用以及潜在的分子机
制，为前列腺癌的诊疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　病例与组织标本
　　收集２０２０年３月至 ２０２１年 １２月在重庆医科大
学附属第一医院泌尿外科接受手术的前列腺癌组织标

本１６例，所有患者未接受化疗、放疗和雄激素剥脱治
疗。另收集良性前列腺增生组织标本１６例作为对照
组。本研究经重庆医科大学附属第一医院伦理委员会

审查批准实施（批号２０２２０５１）。
１．２　细胞培养和感染
　　ＲＷＰＥ１、ＰＣ３和 ＤＵ１４５细胞系购买自美国模式
培养物集存库 （ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，
ＡＴＣＣ）。ＲＷＰＥ１细胞在前列腺上皮细胞培养基
ＰＥｐｉＣＭｂ（Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ，美国）中培养，ＤＵ１４５细胞在含有
１０％胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，美国）的 ＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ，
美国）中培养，ＰＣ３细胞在含有１０％胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，
ＵＳＡ）的Ｆ１２Ｋ培养基（Ｇｉｂｃｏ，美国）中培养，所有细胞
置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱内培养。通过慢病毒感染
技术，采用含有 ＡＴＦ６ｓｈＲＮＡ的 ｐＬＶＸＳｈＲＮＡ２ｐｕｒｏ
载体（英杰生命技术有限公司，美国）感染ＰＣ３细胞敲
降ＡＴＦ６，对照组采用 ＳｃｒａｍｂｌｅｓｈＲＮＡ慢病毒载体进
行感染，感染后的 ＰＣ３细胞分别标注为 ｓｈＡＴＦ６和
ｓｈＳｃｒ细胞。使用含有５ｍｇ／ｍＬ嘌呤霉素的培养基进
行筛选。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ｑＲＴＰＣＲ检测感染效
率。见表１。

０３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表１　慢病毒序列信息

慢病毒名称 慢病毒序列（５′→３′）

ｓｈＡＴＦ６１
正义链：ＧＡＴＣＣＧＣＡＡＴＴＧＧＡＡＧＣＡＧＣＡＡＡＴＧＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＣＡＴＴＴＧＣＴＧＣＴＴＣＣＡＡＴＴＧＣＴＴＴＴＴＴＣＴＣＧＡＧＧ
反义链：ＡＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡＧＣＡＡＴＴＧＧＡＡＧＣＡＧＣＡＡＡＴＧＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＣＡＴＴＴＧＣＴＧＣＴＴＣＣＡＡＴＴＧＣＧ

ｓｈＡＴＦ６２
正义链：ＧＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧＣＡＧＣＡＡＣＣＡＡＴＴＡＴＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＡＴＡＡＴＴＧＧＴＴＧＣＴＧＣＴＴＴＧＣＴＴＴＴＴＴＣＴＣＧＡＧＧ
反义链：ＡＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡＧＣＡＡＡＧＣＡＧＣＡＡＣＣＡＡＴＴＡＴＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＡＴＡＡＴＴＧＧＴＴＧＣＴＧＣＴＴＴＧＣＧ

ｓｈＡＴＦ６３
正义链：ＧＡＴＣＣＧＣＴＧＴＴＣＡＡＴＡＣＡＣＡＧＡＡＡＣＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＧＴＴＴＣＴＧＴＧＴＡＴＴＧＡＡＣＡＧＣＴＴＴＴＴＴＣＴＣＧＡＧＧ
反义链：ＡＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡＧＣＴＧＴＴＣＡＡＴＡＣＡＣＡＧＡＡＡＣＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＧＴＴＴＣＴＧＴＧＴＡＴＴＧＡＡＣＡＧＣＧ

ｓｈＳｃｒａｍｂｌｅ
正义链：ＧＡＴＣＣＧＣＴＣＧＣＣＴＧＴＣＴＡＣＴＡＡＣＴＡＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＡＧＴＴＡＧＴＡＧＡＣＡＧＧＣＧＡＧＣＴＴＴＴＴＴＣＴＣＧＡＧＧ
反义链：ＡＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡＧＣＴＣＧＣＣＴＧＴＣＴＡＣＴＡＡＣＴＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＴＡＧＴＴＡＧＴＡＧＡＣＡＧＧＣＧＡＧＣＧ

１．３　ＣＣＫ８实验检测细胞活力
　　通过ＣＣＫ８检测 ＰＣ３细胞活力的影响。将感染
后的ＰＣ３细胞接种在９６孔板中，每组３个复孔，每孔
接种２０００个细胞，分别于 ２４、４８、７２ｈ后，每孔加入
１０μＬＣＣＫ８试剂（七海生物，中国），在３７℃细胞培
养箱中培养２ｈ后，使用酶标仪检测各组细胞在４５０ｎｍ
处的光密度值。

１．４　ＥｄＵ实验检测细胞增殖能力
　　通过 ５ｅｔｈｙｎｙｌ２０ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ（ＥｄＵ）检测试剂
盒（锐博生物，中国）检测细胞增殖能力。将感染后的

ＰＣ３细胞以１×１０４／孔的密度接种在 ９６孔板中，每组
３个复孔，每孔加入 ３００μＬ含 ＥｄＵ培养基孵育细胞
２ｈ，其中ＥｄＵ的终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ。根据试剂盒说
明书进行 ＥｄＵ染色。通过荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日
本）拍照观察并用 ＩｍａｇｅＪ软件（ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｏｆ
Ｈｅａｌｔｈ，美国）计数。通过计算ＥｄＵ染色阳性细胞占总
细胞的比率来测定细胞增殖能力。

１．５　划痕实验检测细胞迁移能力
　　将感染后的ＰＣ３细胞接种于６孔板中，每组３个
复孔，当细胞生长到９０％汇合时，使用２００μＬ枪头均
匀划一条直线。０ｈ和 ２４ｈ在显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）下对
划痕区域拍照，通过ＩｍａｇｅＪ软件测量划痕面积。迁移
面积计算如下：（０ｈ时的划痕面积－２４ｈ时的划痕面
积）／０ｈ时的划痕面积×１００％。
１．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞侵袭能力
　　将８μｍ孔径的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（康宁，美国）底部
均匀涂上 ８０μＬ基质胶，并在 ３７℃条件下孵育
３０ｍｉｎ。将 １×１０５ 个感染后的 ＰＣ３细胞悬浮在
２００μＬ无血清Ｆ１２Ｋ培养基中并加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，
同时将６００μＬ含１０％胎牛血清的 Ｆ１２Ｋ培养基加入
下室。孵育２４ｈ后除去上表面的非侵袭细胞，用４％
多聚甲醛固定下表面上的侵袭细胞，并用 ０．５％的结
晶紫染色。光学显微镜下随机选择３个视野拍照并通

过ＩｍａｇｅＪ软件进行细胞计数。
１．７　ＲＮＡ提取和ｑＲＴＰＣＲ检测ｍＲＮＡ的表达水平
　　使用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（ＴａＫａＲａ，日本）按照说明书要
求从组织标本和细胞中提取总 ＲＮＡ，然后使用
ＰｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔＴＭＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ，日本）按照说明书要
求将２μｇＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，利用ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑⅡ （ＴａＫａＲａ，日本）进行实时荧光定量ＰＣＲ，每
组设 ３个复孔。ＡＴＦ６、ＹＡＰ、ＣＴＧＦ、Ｃｙｒ６１和 ＧＡＰＤＨ
引物购自美国英杰生命技术有限公司（表２）。ｍＲＮＡ
相对表达量使用２－△Ｃｑ△Ｃｑ方法计算。

表２　引物序列信息

基因名称 引物序列（５′→３′）

ＡＴＦ６
正义链：ＧＣＣＴＴＴＡＴＴＧＣＴＴＣＣＡＧＣＡＧ
反义链：ＴＧＡＧＡＣＡＧＣＡＡＡＡＣＣＧＴＣＴＧ

ＹＡＰ
正义链：ＣＡＧＴＧＧＡＣＴＡＡＧＣＡＴＧＡＧＣＡ
反义链：ＴＣＡＡＧＧＴＡＧＴＣＴＧＧＧＡＡＡＣＧ

ＣＴＧＦ
正义链：ＣＣＡＡＴＧＡＣＡＡＣＧＣＣＴＣＣＴＧ
反义链：ＴＧＧＴＧＣＡＧＣＣＡＧＡＡＡＧＣＴＣ

ＣＹＲ６１
正义链：ＡＧＣＣＴＣＧＣＡＴＣＣＴＡＴＡＣＡＡＣＣ
反义链：ＴＴＣＴＴＴＣＡＣＡＡＧＧＣＧＧＣＡＣＴＣ

ＧＡＰＤＨ
正义链：ＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＡ
反义链：ＴＴＣＡＧＣＴＣＡＧＧＧＡＴＧＡＣＣＴＴ

１．８　蛋白质提取和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白质的表达水平
　　使用 ＲＩＰＡ裂解液（碧云天生物技术，中国）从组
织标本和细胞中提取总蛋白。使用 ＢＣＡ蛋白质测定
试剂盒（碧云天生物技术，中国）测量蛋白质浓度。将

４０μｇ的蛋白质加到凝胶上进行电泳分离，然后转移
到ＰＶＤＦ膜（通用电气，美国）上，含有５％脱脂牛奶的
ＴＢＳＴ封闭 ２ｈ。一抗（ＡＴＦ６，１∶１０００，Ａｂｃａｍ，
ａｂ３７１４９；βａｃｔｉｎ，１∶１０００，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
Ｎｏ．５８１６９；ＹＡＰ，１∶１０００，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
Ｎｏ．１２３９５）４℃孵育过夜，然后与辣根过氧化物酶偶联

１３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）



的二抗（碧云天生物技术，中国）在室温下孵育 ２ｈ。
使用ＥＣＬ试剂盒 （Ａｄｖａｎｓｔａ，美国）通过ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋
成像仪（ＢｉｏＲａｄ，美国）对条带进行化学发光检测。使
用ＩｍａｇｅＪ软件定量各目的条带的灰度值，用目的蛋
白／βａｃｔｉｎ来表示目的蛋白的相对表达量。
１．９　转录因子结合位点预测
　　使用转录因子预测数据库 ＪＡＳＰＡＲ（ｈｔｔｐ：／／
ｊａｓｐａｒ．ｇｅｎｅｒｅｇ．ｎｅｔ）预测 ＡＴＦ６和 ＹＡＰ之间的相互作
用。操作流程步骤参考 ＣａｓｔｒｏＭｏｎｄｒａｇｏｎ组报道［１４］，

使用 ＪＡＳＰＡＲ数据库分析 ＡＴＦ６的结合序列，选择
ＹＡＰ的上游 ２０００ｂｐ序列来预测相互作用。选择负
链上的预测位点用于荧光素酶报告基因检测。

１．１０　荧光素酶报告基因检测转录调控
　　通过ＰＣＲ扩增含有预测的ＹＡＰ结合序列的启动
子区域，并插入荧光素酶载体（吉玛基因，中国），海肾

荧光素酶作为内部对照。然后使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００
试剂 （英杰生命技术有限公司，美国）用荧光素酶构

建体和内部对照荧光素酶载体转染 ｓｈＳｃｒ和 ｓｈＡＴＦ６
细胞。根据荧光素酶双重测定试剂盒（Ｏｍｅｇａ，美国）
说明书操作流程，使用荧光酶标仪（ＴｅｃａｎＳｐａｒｋ，中
国）检测荧光素酶活性。

１．１１　免疫荧光检测 ＹＡＰ蛋白质表达水平及亚细胞
分布

　　将细胞接种于盖玻片上生长，待细胞融合率为
７０％左右时取出盖玻片，用预冷的 ４％多聚甲醛固定
２０ｍｉｎ，用０．２％的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ｂｉｏｓｈａｒｐ，中国）通透
５ｍｉｎ，然后用含有５％牛血清白蛋白（赛维尔生物科技
有限公司，中国）的ＰＢＳ封闭２ｈ。一抗在４℃孵育过
夜，Ｃｙ３标记的二抗（英杰生命技术有限公司，美国）室
温孵育２ｈ，滴加ＤＡＰＩ，室温放置３ｍｉｎ，然后使用荧光
显微镜拍照观察。

１．１２　动物实验评估ＡＴＦ６在体内对肿瘤生长的影响
　　５只４周龄雄性ＢＡＬＢ／ｃｎｕ裸鼠购自北京华阜康

生物科技股份有限公司，体质量（２４７±１６）ｇ。将感染
ｓｈＡＴＦ６的ＰＣ３细胞（５×１０６个细胞）接种于裸鼠右侧
背部，并将相同数量的ｓｈＳｃｒａｍｂｌｅ（ｓｈＳｃｒ）的ＰＣ３细胞
接种于左侧背部。每周使用游标卡尺沿２个垂直轴测
量肿瘤直径。使用以下公式计算肿瘤体积：体积＝１／２
（长度×宽度×宽度）。接种７周后处死小鼠，取出肿瘤
称重。动物实验经重庆医科大学动物伦理委员会审查

批准实施（批号２０２００２０）。
１．１３　统计学分析
　　使用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行数据分析，ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８．０软件进行统计及绘图。３次重复进行的实
验数据表示为 珋ｘ±ｓ。两组之间比较采用 ｔ检验。Ｐ＜
０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＴＦ６在前列腺癌组织高表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ｑＲＴＰＣＲ分析显示，在前列腺癌
组织中，ＡＴＦ６的蛋白质和 ｍＲＮＡ水平均高于前列腺
增生组织，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图１。
２．２　慢病毒ＡＴＦ６ｓｈＲＮＡ感染ＰＣ３细胞后敲降ＡＴＦ６

的表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ｑＲＴＰＣＲ分析显示，在前列腺癌
ＰＣ３和ＤＵ１４５细胞中，ＡＴＦ６的蛋白和 ｍＲＮＡ表达水
平明显高于正常前列腺上皮细胞ＲＷＰＥ１细胞（图２Ａ～
Ｃ）。通过慢病毒感染技术，用 ３种包含不同 ＡＴＦ６特
异性 ｓｈＲＮＡ序列的慢病毒分别感染 ＰＣ３细胞敲降
ＡＴＦ６的表达。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ｑＲＴＰＣＲ分析感
染效率，结果显示，３条不同序列均能下调 ＡＴＦ６的表
达，其中 ｓｈＡＴＦ６３下调最明显（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｄ～Ｆ）。
结果表明，ｓｈＡＴＦ６慢病毒成功敲降 ＰＣ３细胞 ＡＴＦ６的
表达。选择感染ｓｈＡＴＦ６３序列的ＰＣ３细胞（ｓｈＡＴＦ６）
作进一步研究，感染 ｓｈＳｃｒａｍｂｌｅ序列的 ＰＣ３细胞
（ｓｈＳｃｒ）作为对照组。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＢＰＨ比较
Ａ：ＡＴＦ６在前列腺癌组织和前列腺增生组织中的蛋白表达；Ｂ：ＡＴＦ６在前列腺癌组织和前列腺增生组织中的蛋白
表达；Ｃ：ＡＴＦ６在前列腺癌组织和前列腺增生组织中的ｍＲＮＡ表达

图１　 ＡＴＦ６在前列腺癌组织和细胞中的表达水平
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＲＷＰＥ１比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｓｈＳｃｒ比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＴＦ６在不同前列腺癌细胞系中的蛋白质表达；Ｂ：ＡＴＦ６在不同前列腺癌细胞系中的蛋白质
相对表达量；Ｃ：ＡＴＦ６在不同前列腺癌细胞系中的 ｍＲＮＡ表达；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＴＦ６在感染慢病毒的 ＰＣ３
细胞中的蛋白质表达；Ｅ：ＡＴＦ６在感染慢病毒的ＰＣ３细胞中的蛋白质相对表达量；Ｆ：ＡＴＦ６在感染慢病毒的 ＰＣ３
细胞中的ｍＲＮＡ表达

图２　慢病毒ＡＴＦ６ｓｈＲＮＡ感染ＰＣ３细胞后敲降ＡＴＦ６的表达

２．３　敲降ＡＴＦ６后抑制ＰＣ３细胞增殖、迁移和侵袭能力
　　ＥｄＵ染色实验结果显示（图３Ａ、Ｂ），敲降ＡＴＦ６后
ＰＣ３细胞的增殖活性明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）。
ＣＣＫ８实验结果显示（图３Ｃ），敲降ＡＴＦ６后ＰＣ３细胞
的增殖活性明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）。划痕实验结
果显示（图３Ｄ、Ｅ），敲降 ＡＴＦ６后 ＰＣ３细胞的２４ｈ迁
移面积率明显低于对照组（Ｐ＜０．０５），表明敲降 ＡＴＦ６
能抑制ＰＣ３细胞的迁移能力。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结
果显示（图３Ｆ、Ｇ），与对照组相比，敲降 ＡＴＦ６后 ＰＣ３
细胞的侵袭能力明显受到抑制（Ｐ＜０．０５）。以上结果
表明，敲降ＡＴＦ６后能够抑制前列腺癌 ＰＣ３细胞的增
殖、迁移和侵袭能力。

２．４　敲降ＡＴＦ６抑制体内肿瘤生长
　　与对照组相比，ＡＴＦ６敲降组肿瘤大小在第５、６周
和第７周均较低（Ｐ＜０．０５）。第７周时，处死小鼠取出
肿瘤后拍照，并对肿瘤进行称重，结果发现敲降组的质

量明显低于对照组（Ｐ＜０．０５，图 ４）。结果表明，敲降
ＡＴＦ６能在体内抑制前列腺癌的生长。
２．５　ＡＴＦ６调节ＹＡＰ和下游基因的转录
　　通过ＪＡＳＰＡＲ数据库（ｗｗｗ．ｊａｓｐａｒ．ｇｅｎｅｒｅｇ．ｎｅｔ）预
测ＡＴＦ６和 ＹＡＰ之间是否存在相互作用，结果表明，
ＹＡＰ启动区域包含一个与ＡＴＦ６结合的序列（图５Ａ）。
荧光素酶报告基因结果显示，敲降 ＡＴＦ６后 ＹＡＰ启动
子驱动的荧光素酶活性明显下调（Ｐ＜０．０５），进一步证
实 ＡＴＦ６与 ＹＡＰ之间存在直接相互作用（图 ５Ｂ）。
ｑＲＴＰＣＲ分析显示（图５Ｃ），敲降ＡＴＦ６后ＰＣ３细胞中
ＹＡＰ的ｍＲＮＡ水平下调。免疫荧光分析显示，敲降
ＡＴＦ６后细胞中总 ＹＡＰ和核内 ＹＡＰ表达均降低（Ｐ＜
０．０５），但ＹＡＰ的亚细胞分布保持不变（图 ５Ｄ～Ｇ）。
ｑＲＴＰＣＲ分析显示，敲降 ＡＴＦ６后 ＣＴＧＦ和 Ｃｙｒ６１的
ｍＲＮＡ表达均下调（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｈ、Ｉ）。以上结果表
明ＡＴＦ６能调控ＹＡＰ下游基因的转录。

３３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｈＳｃｒ比较
Ａ：ＥｄＵ实验检测细胞增殖能力；Ｂ：ＥｄＵ阳性细胞率统计；Ｃ：ＣＣＫ８实验检测细胞活力；Ｄ：划痕实验检测细胞迁移
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图３　敲降ＡＴＦ６后抑制ＰＣ３细胞增殖、迁移和侵袭能力
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图４　敲降ＡＴＦ６抑制体内肿瘤生长
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｈＳｃｒ比较
Ａ：ＪＡＳＰＡＲ数据库预测结果；Ｂ：荧光素酶报告基因检测荧光强度；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＹＡＰ的ｍＲＮＡ表达水平；Ｄ：免疫
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白质亚细胞分布；Ｈ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＣＴＧＦ的ｍＲＮＡ表达水平；Ｉ：ｑＲＴＰＣＲ检测Ｃｙｒ６１的ｍＲＮＡ表达水平

图５　ＡＴＦ６调节ＹＡＰ和下游基因的转录

５３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）



３　讨论

　　前列腺癌为最常见的男性泌尿系肿瘤，在西方国
家其发病率仅次于肺癌。随着中国人口老龄化加剧等

原因，我国前列腺癌发病率和死亡率近年来呈明显上

升趋势，逐步成为影响我国中老年男性健康的首要问

题。因此，探究前列腺癌恶性进展机制尤为重要。本

课题组前期研究发现［９］，ＡＴＦ６在前列腺癌组织中高
表达，且与前列腺癌的恶性程度呈正相关。然而国际

上ＡＴＦ６在前列腺癌中致癌分子机制尚不明确。
　　ＡＴＦ６是定位于内质网上的内质网应激感受因子，
通过将信号转导至顺式受体来发挥核转录因子的作

用。根据课题组前期研究［９］，ＡＴＦ６的高表达与前列
腺癌患者高 Ｔ分期、高 Ｇｌｅａｓｏｎ评分以及高血清 ＰＳＡ
水平明显相关，且 ＡＴＦ６高表达患者手术后发生肿瘤
特异性死亡时间以及去势治疗后发生生化复发时间明

显缩短，这提示 ＡＴＦ６在前列腺癌恶性进展过程中具
有重要作用，但其具体作用机制尚需要进一步研究。

为此本研究重点对ＡＴＦ６在前列腺癌细胞中的作用进
行研究，结果发现 ＡＴＦ６在前列腺癌细胞表达水平高
于正常前列腺上皮细胞，且在 ＰＣ３细胞中表达水平最
高，通过慢病毒感染ＰＣ３细胞敲降ＡＴＦ６后，能明显抑
制ＰＣ３细胞的增殖、迁移和侵袭能力，并且动物实验
证实，敲降 ＡＴＦ６后抑制体内肿瘤生长，表明 ＡＴＦ６在
前列腺癌发生发展过程中起促进作用。

　　ＹＡＰ是Ｈｉｐｐｏ信号通路中的关键因子，主要参与
调节细胞增殖、器官发育和肿瘤的发生［１５］。ＹＡＰ可以
通过影响癌细胞增殖、迁移和侵袭促进肿瘤形

成［１０－１１］。研究表明，ＹＡＰ蛋白的表达与头颈部鳞状细
胞癌、非小细胞肺癌、卵巢癌、肝细胞癌、胃癌、肾透明

细胞癌以及前列腺癌的发生发展明显相关［１６－２２］。在

前列腺癌ＰＣ３及 ＤＵ１４５细胞中 ＹＡＰ呈高表达，且与
细胞的增殖和凋亡有关［１２，２３］。ＹＡＰ的活性受到机械
力、Ｇ蛋白偶联受体信号传导和内质网应激的影
响［２４］。有研究表明，软组织肉瘤中 Ｙａｐ／ＮＦκＢ轴能
抑制ＡＴＦ６，这与分化过程中的生物钟活动和存活有
关［２５］。还有研究表明，当用内质网应激抑制剂处理细

胞时，能下调ＹＡＰ的蛋白质水平和激活，过表达或下
调人肝癌细胞ＹＡＰ时，能促进或抑制细胞内质网应激
水平，而这一过程与ＡＴＦ６明显相关，表明内质网应激
和ＨｉｐｐｏＹＡＰ通路之间存在双重调节作用［１３］。因此

推测ＡＴＦ６作为内质网应激重要因子之一，通过激活
ＹＡＰ从而影响前列腺癌细胞的生物学功能。本研究
通过ＪＡＳＰＡＲ数据库预测发现，ＡＴＦ６与 ＹＡＰ启动序

列之间存在结合位点，因此推测 ＡＴＦ６能够直接调控
ＹＡＰ的激活，荧光素酶报告基因结果进一步证实
ＡＴＦ６与ＹＡＰ的直接联系。在前列腺癌 ＰＣ３细胞中，
敲降ＡＴＦ６后明显抑制了 ＹＡＰ的转录水平。ＣＴＧＦ和
Ｃｙｒ６１是ＹＡＰ的两个下游因子，由ＹＡＰ介导的转录促
进并参与许多癌症的肿瘤进展［２６－２８］。研究表明 ＹＡＰ
在激活后转移至细胞核并与ＴＥＡＤ４结合，促进下游基
因ＣＴＧＦ和Ｃｙｒ６１的转录以促进细胞增殖和迁移［２９］。

与敲降ＡＴＦ６后ＹＡＰ转录减少一致，ＣＴＧＦ和Ｃｙｒ６１的
ｍＲＮＡ水平也显著下调。以上结果表明，敲降 ＡＴＦ６
可以直接抑制ＹＡＰ的转录，从而参与诱导前列腺癌细
胞增殖、迁移和侵袭。

　　综上所述，本研究发现 ＡＴＦ６在前列腺癌组织和
前列腺癌细胞中表达升高，敲降 ＡＴＦ６能够抑制前列
腺癌ＰＣ３细胞的增殖、迁移和侵袭能力，这一过程可
能与 ＡＴＦ６靶向调节 ＹＡＰ转录有关，揭示了 ＡＴＦ６
ＹＡＰ这一新的信号通路，提示靶向 ＡＴＦ６ＹＡＰ轴的药
物可能是前列腺癌的潜在治疗策略，为前列腺癌的精

准诊疗提供了新的思路。
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