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［摘　 要］　 目的　 研究ｍｉＲ５０６３ｐ对前列腺癌细胞化学敏感性的影响及其作用机制。方法　 用ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ５０６３ｐ
和ＭＴＤＨ在前列腺癌细胞系和正常前列腺细胞系中的表达水平；以紫杉醇为诱导药物构建人前列腺癌耐药细胞株ＰＣ３ ／ ＰＴＸ，将
ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞随机分为５组：对照组、ＮＣ ｍｉｍｉｃ组、ｍｉＲ５０６３ｐ ｍｉｍｉｃ组、ＬＶＭＴＤＨ组、ｍｉｍｉｃ ＋ ＭＴＤＨ组，利用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００
转染试剂盒分别转染对应质粒。检测其存活率、ＩＣ５０值、克隆细胞数目、凋亡率以及凋亡相关蛋白的表达水平；构建ＭＴＤＨ野生型
（ＷＴ）和突变型（ＭＵＴ），用双荧光素酶报告基因实验验证ｍｉＲ５０６３ｐ与ＭＴＤＨ之间的靶向关系；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测ｍｉＲ５０６３ｐ ｍｉｍ
ｉｃ处理后ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞中ＭＴＤＨ的蛋白表达水平。结果　 ｍｉＲ５０６３ｐ在前列腺癌细胞中低表达，而ＭＴＤＨ高表达；ｍｉＲ５０６３ｐ在
ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞中的表达量显著低于在前列腺癌细胞ＰＣ３中的表达量；相比于对照组和ＮＣ ｍｉｍｉｃ组，ｍｉＲ５０６３ｐ ｍｉｍｉｃ组的ＰＣ３ ／
ＰＴＸ细胞的存活率、ＩＣ５０值、克隆细胞数目及Ｂｃｌ２表达明显降低，凋亡率及Ｂａｘ表达明显升高；ＭＴＤＨ野生型较突变型能使荧光素
酶活性显著下降；ｍｉＲ５０６３ｐ ｍｉｍｉｃ组ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞中ＭＴＤＨ蛋白表达水平显著低于对照组和ＮＣ ｍｉｍｉｃ组；相比于对照组，ｍｉＲ
５０６３ｐ ｍｉｍｉｃ组中ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞克隆数目显著减少，凋亡率升高，而ＬＶＭＴＤＨ组与之相反；相比于ＬＶＭＴＤＨ组，ｍｉｍｉｃ ＋ ＭＴＤＨ
组ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞中ＭＴＤＨ的表达量显著下降，细胞克隆数目减少，凋亡率升高。结论　 ｍｉＲ５０６３ｐ通过靶向抑制ＭＴＤＨ的表达
能增强人前列腺癌耐药细胞株ＰＣ３ ／ ＰＴＸ的化学敏感性。
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ｏｆ ｍｉｍｉｃ ＋ ＭＴＤＨ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ｍｉＲ５０６３ｐ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｃｈｅ
ｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＰＣ３ ／ ＰＴＸ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＭＴＤＨ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉＲ５０６３ｐ；ｍｅｔａｄｈｅｒｉｎ；ｔａｒｇｅｔｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ；ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ；ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

　 　 前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是世界范围内广
泛存在的恶性肿瘤之一，主要危害男性泌尿生殖系统，
具有较高的致死率［１２］。近几年来我国前列腺癌的发
病率也逐渐上升［３］。目前对前列腺癌采用的治疗手
段有手术切除、化疗、放疗等，但预后会出现复发率高、
癌细胞易发生转移等问题［４］。加之前列腺癌细胞对
化疗药物已经表现出极严重的耐药效应，化疗效果有
所降低［５］。紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，ＰＴＸ）属于紫杉烷类，是
化疗常用药物。正常情况下紫杉醇相对于其他药物表
现出２ ～ ３个月的中位生存优势，能明显改善患者生活
质量，但患者在后期出现耐药性后仍然会死于前列腺
癌［６７］。因此，阐明前列腺癌细胞耐药机制，提高其对
紫杉醇的化学敏感性，是治疗前列腺癌亟需解决的难
点问题。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长度只有１８ ～ ２４ ｂｐ的
非编码ＲＮＡ，在真核细胞中广泛存在，能结合到下游
ｍＲＮＡ的非编码区并调控其表达，进而参与多项生命
过程［８］。研究发现，多种肿瘤的发生及发展过程都有
ｍｉＲＮＡ的参与，这与其表达模式有密切关联［９］。ｍｉＲ
５０６３ｐ位于Ｘ染色体上，是ｍｉＲ５０６５１４族成员之一，
有众多靶基因［１０］，已发现其在直肠癌［１１］、黑色素
瘤［１２］、视网膜母细胞瘤［１３］等恶性肿瘤中发挥调控作
用。有研究报道ｍｉＲ５０６３ｐ在前列腺癌细胞中低表
达［１４］，但尚无ｍｉＲ５０６３ｐ参与前列腺癌细胞化学敏
感性调控的相关报道。异黏蛋白（ｍｅｔａｄｈｅｒｉｎ，ＭＴＤＨ）
也称星型胶质细胞上调基因１（ＡＥＧ１），是一类原癌
基因，在多种恶性肿瘤中高表达［１５１７］。在前列腺癌中
过表达ＭＴＤＨ可促进前列腺癌细胞存活、侵袭和迁
移，并抑制其凋亡［１８１９］。本研究将探索过表达ｍｉＲ
５０６３ｐ对前列腺癌细胞生长和凋亡的影响，前列腺癌
细胞中ｍｉＲ５０６３ｐ与ＭＴＤＨ之间的靶向关系，进一步
揭示ｍｉＲ５０６３ｐ与ＭＴＤＨ相互作用对前列腺癌细胞
化学敏感性的影响，以期改善前列腺癌的预后效果。
１　 材料与方法
１． １　 药物、试剂与仪器

前列腺癌细胞系（ＰＣ３、ＤＵ１４５、ＬＮＣａＰ）、正常前

列腺细胞系（ＲＷＰＥ１）购自中科院上海生命科学院细
胞库，Ｔｒｉｚｏｌ ｒｅａｇｅｎｔ总ＲＮＡ提取试剂盒（Ｓｉｇｍａ），反转
录试剂盒、ＲＴｑＰＣＲ定量试剂盒（Ｔａｋａｒａ），ｍｉＲ５０６３ｐ
ｍｉｍｉｃ、ＮＣ ｍｉｍｉｃ（锐博），胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ），ＤＭＥＭ
培养基（Ｇｉｂｃｏ），ＭＴＤＨ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＧＡＤＰＨ 抗体
（ＣＳＴ），紫杉醇（Ｓｉｇｍａ），引物设计（上海生工），Ｈｏ
ｅｃｈｓｔ染色试剂盒（碧云天），ＬＶＭＴＤＨ（吉凯），ＥＣＬ化
学发光检测试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００
转染试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），双荧光素酶报告基因试剂盒
（Ｐｒｏｍｅｇａ），定量ＰＣＲ仪（Ｃｏｒｂｅｔｔ）光显微镜（蔡司），多
功能酶标仪（Ｔｅｃａｎ）。
１． ２　 方法
１． ２． １　 组织获取　 　 从我院行前列腺癌切除术的患者
中获取癌组织。所有志愿者均签署了有关临床数据的
书面知情同意书。本研究得到我院研究伦理委员会和
临床医学学院的批准，并根据《赫尔辛基宣言》的道德
准则进行。
１． ２． ２　 细胞培养　 　 将ＰＣ３、ＤＵ１４５、ＬＮＣａＰ、ＲＷＰＥ１
细胞培养于含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液中，放置
于３７ ℃、含５％ ＣＯ２的恒温培养箱内。
１． ２． ３　 ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ５０６３ｐ和ＭＴＤＨ的表达水
平　 　 取对数期的细胞，用Ｔｒｉｚｏｌ ｒｅａｇｅｎｔ总ＲＮＡ提取
试剂盒提取出细胞内的总ＲＮＡ，将ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡ
分别反转录为ｃＤＮＡ，再进行定量分析。ＲＴｑＰＣＲ条
件：９５ ℃持续１０ ｍｉｎ，然后再９５ ℃持续１５ ｓ，６０ ℃持
续２５ ｓ，７２ ℃持续３５ ｓ，进行４０个循环。用Ｕ６标准
化，使用２ΔΔＣ法测量表达水平。ｍｉＲ５０６３ｐ的正向引
物：５′ＴＡＡＧＧＣＡＣＣＣＴＴＣＴＧＡＧＴＡＧＡ３′，反向引物：
５′ＧＣＧＡＧＣＡＣＡＧＡＡＴＴＡＡＴＡＣＧＡＣ３′；ＭＴＤＨ的正向
引物：５′ＴＴＡＣＣＡＣＣＧＡＧＣＡＡＣＴＴＡＣＡＡＣ３′，反向引
物：５′ＡＴＴＣＣＡＧＣＣＴＣＣＴＣＣＡＴＴＧＡＣ３′；Ｕ６的正向引
物：５′ＴＧＡＣＡＣＧＣＡＡＡＴＴＣＧＴＧＡＡＧＣＧＴＴＣ３′，反向引
物：５′ＣＣＡＧＴＣＴＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＧＴＣ３′。
１． ２． ４　 构建人前列腺癌耐药细胞株ＰＣ３ ／ ＰＴＸ　 　 取
对数期的ＰＣ３细胞，以化疗常用药物紫杉醇为诱导药
物，采用间歇逐步增加计量法［５］诱导ＰＣ３细胞产生耐
药性，最终ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞维持在１ μｇ ／ ｍＬ紫杉醇以
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保持耐药性。
１． ２． ５　 分组及处理　 　 取ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞用胰蛋白
酶消化后，将适量细胞接种于２４孔板，随机分为５组：
对照组、ＮＣ ｍｉｍｉｃ组、ｍｉＲ５０６３ｐ ｍｉｍｉｃ组、ＬＶＭＴＤＨ
组、ｍｉｍｉｃ ＋ ＭＴＤＨ组。培养２４ ｈ后使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００转染试剂盒分组进行转染。
１． ２． ６　 ＣＣＫ８检测ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞活力　 　 ＣＣＫ８分析
检测ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞存活率，并计算细胞ＩＣ５０值。将
１． ２． ５分组处理细胞在培养箱中预培养２４ ｈ，向培养板
中加入不同浓度的紫杉醇（０、２、４、６、８、１０ μｇ ／ ｍＬ），并设
置不加细胞液的对照孔，每种处理设３个复孔。孵育
２４ ｈ 后，向每孔加入１０％ ＣＣＫ８ 无血清培养液
２００ μＬ，孵育４ ｈ后于酶标仪上测定４５０ ｎｍ处的吸光
值（Ａ）。细胞存活率（％）＝［Ａ（加药）－ Ａ（对照）］／
［Ａ（０加药）－ Ａ（对照）］× １００％。以药物浓度为横
坐标，细胞存活率为纵坐标，绘制浓度－效应曲线，确
定板书抑制浓度（ＩＣ５０）。
１． ２． ７　 克隆形成分析检测细胞的生长情况　 　 将消
化后的细胞以５００个／孔接种于６孔板，培养１４ ｄ后
去培养液并用ＰＢＳ洗涤，３． ７％甲醛固定１０ ｍｉｎ，用结
晶紫染色后于显微镜下观察并统计克隆形成情况。
１． ２． ８　 Ｈｏｅｃｈｓｔ检测细胞的调亡情况　 　 取转染成功
后的ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞平铺于６孔板，每孔分别加入
１ ｍＬ Ｈｏｅｃｈｓｔ染色液，继续培养２０ ～ ３０ ｍｉｎ，弃染色液
并进行荧光检测，将其置于倒置荧光显微镜下观察各
组细胞核呈蓝色的细胞，观察并记录凋亡细胞数目，并
计算细胞凋亡率。
１． ２． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测调亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和
ＭＴＤＨ的表达　 　 收集转染成功的细胞，用ＰＩＰＡ裂解
液提取总蛋白，并用ＢＣＡ试剂盒检测浓度，将蛋白于
１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ进行电泳分离，用半转模仪转移蛋白
质至ＰＶＤＦ膜，在５％脱脂牛奶封闭液中封闭９０ ｍｉｎ，
加入一抗４ ℃过夜孵育，漂洗后加入二抗室温孵育
１ ｈ，再次漂洗后用ＥＣＬ液显色曝光，用ＧＡＰＤＨ作为

内标蛋白，使用Ｉｍａｇｅ Ｊ软件处理图像并计算蛋白相对
表达水平。
１． ２． １０ 　 双荧光素酶报告基因实验验证ｍｉＲ５０６３ｐ
和ＭＴＤＨ之间的靶向关系　 　 先用ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ软件预
测ｍｉＲ５０６３ｐ 与ＭＴＤＨ 的潜在结合位点。从
ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞中扩增出包含结合位点的片段以及包
含突变结合位点的片段，将其分别连接到报告基因载
体上，命名为ＭＴＤＨ野生型（ＷＴ）和突变型（ＭＵＴ）重
组质粒。之后又将其分别与ＮＣ ｍｉｍｉｃ或ｍｉＲ５０６３ｐ
ｍｉｍｉｃ共转入ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞，再按试剂盒使用说明测
定各组荧光素酶活性变化。
１． ３　 统计学方法

使用ＳＰＳＳ １９． ０软件进行数据分析，利用Ｇｒａｐｈ
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ绘制图表，多组间比较用单因素方差分析，
２组比较采用ｔ检验，Ｐ ＜ ０． ０５表示差异具有统计学意
义，Ｐ ＜ ０． ０１表示差异具有极显著性统计学意义。
２　 结果
２． １　 ｍｉＲ５０６３ｐ与ＭＴＤＨ在前列腺癌细胞中的表达

模式
ＲＴｑＰＣＲ定量结果显示，ｍｉＲ５０６３ｐ在前列腺癌

组织及细胞系（ＰＣ３、ＤＵ１４５、ＬＮＣａＰ）中的表达水平显著
低于在正常前列腺组织及细胞系（ＲＷＰＥ１）中的表达水
平；而ＭＴＤＨ却表现出与ｍｉＲ５０６３ｐ表达模式相反的
趋势，在前列腺癌组织及细胞中表达水平高于在正常前
列腺组织及细胞系（ＲＷＰＥ１）中的表达水平，且以前列
腺癌细胞系ＰＣ３差异最大（图１）。表明在前列腺癌组
织及细胞中，ｍｉＲ５０６３ｐ低表达，而ＭＴＤＨ高表达。
２． ２　 ｍｉＲ５０６３ｐ过表达抑制前列腺癌耐药细胞ＰＣ

３ ／ ＰＴＸ生长
ｍｉＲ５０６３ｐ在人前列腺癌耐药细胞株ＰＣ３ ／ ＰＴＸ

的表达量显著低于在前列腺癌细胞ＰＣ３的表达量
（图２ａ），说明ｍｉＲ５０６３ｐ的表达降低可能是前列腺癌
细胞对紫杉醇产生耐药的原因。经ｍｉＲ５０６３ｐ ｍｉｍｉｃ

：与ＲＷＰＥ１比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与ＲＷＰＥ１比较，Ｐ ＜ ０． ０１；△：与癌旁组织比较，Ｐ ＜ ０． ０１　 ａ：前列腺癌组织及正常组织中ｍｉＲ
５０６３ｐ及ＭＴＤＨ的表达水平；ｂ：前列腺癌细胞系中ｍｉＲ５０６３ｐ的表达水平；ｃ：前列腺癌细胞系中ＭＴＤＨ的表达水平

图１　 ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ５０６３ｐ与ＭＴＤＨ在前列腺癌细胞中的表达
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和ＮＣ ｍｉｍｉｃ分别转染ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞后，ｍｉＲ５０６３ｐ
ｍｉｍｉｃ组的ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞内ｍｉＲ５０６３ｐ的表达水平显
著高于对照组和ＮＣ ｍｉｍｉｃ组，说明处理成功（图２ｂ）。
随着紫杉醇浓度的增加，３组处理的ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞存
活率均逐渐下降；当紫杉醇浓度达１０ μｇ ／ ｍＬ时，ｍｉＲ
５０６３ｐ ｍｉｍｉｃ组的ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞存活率、ＩＣ５０值以
及克隆细胞数目明显低于对照组和ＮＣ ｍｉｍｉｃ组
（图２ｃ ～ ｅ），说明ｍｉＲ５０６３ｐ过表达会抑制ＰＣ３ ／ ＰＴＸ
细胞生长，增加其化学敏感性。
２． ３　 ｍｉＲ５０６３ｐ过表达促进前列腺癌耐药细胞ＰＣ

３ ／ ＰＴＸ凋亡
与对照组和ＮＣ ｍｉｍｉｃ组相比，ｍｉＲ５０６３ｐ ｍｉｍｉｃ

处理后的ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞凋亡率显著升高，增长幅度

为２倍以上（图３ａ），并且抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达显著
降低，促凋亡蛋白Ｂａｘ的表达水平明显升高（图３ｂ），
表明ｍｉＲ５０６３ｐ过表达会促进ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞凋亡，
从而增加其化学敏感性。
２． ４　 ｍｉＲ５０６３ｐ靶向抑制ＭＴＤＨ的表达

用ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ软件预测，发现在ＭＴＤＨ ３′ＵＴＲ的
９７８９８５ ｂｐ区域存在ｈａｓｍｉＲ５０６３ｐ的潜在结合位点
（图４ａ）。用双荧光素酶报告基因实验验证，ＭＴＤＨ野
生型较突变型能使荧光素酶活性显著下降（图４ｂ），
说明ｍｉＲ５０６３ｐ与ＭＴＤＨ之间确实存在靶向关系。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测发现ｍｉＲ５０６３ｐ ｍｉｍｉｃ组ＰＣ３ ／
ＰＴＸ细胞中ＭＴＤＨ蛋白表达水平显著低于对照组和
ＮＣ ｍｉｍｉｃ组（图４ｃ），表明过表达ｍｉＲ５０６３ｐ会抑制

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０１；△：与ＰＣ３比较，Ｐ ＜ ０． ０１　 ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测在前列腺癌耐药细胞株ＰＣ３ ／
ＰＴＸ中ｍｉＲ５０６３ｐ的表达水平；ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测在转染处理的前列腺癌耐药细胞株中ｍｉＲ５０６３ｐ的表达水平；ｃ：ＣＣＫ８检测细胞
活力；ｄ：ＣＣＫ８检测细胞ＩＣ５０；ｅ：克隆形成实验检测细胞的生长（结晶紫染色× ２００）

图２　 ｍｉＲ５０６３ｐ过表达抑制前列腺癌耐药细胞ＰＣ３ ／ ＰＴＸ生长

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０１　 ａ：Ｈｏｅｃｈｓｔ检测细胞的调亡情况（× ４００）；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测调亡相关蛋白
Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达

图３　 ｍｉＲ５０６３ｐ过表达促进前列腺癌耐药细胞ＰＣ３ ／ ＰＴＸ凋亡
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ＭＴＤＨ的表达，即ｍｉＲ５０６３ｐ 靶向抑制ＭＴＤＨ 的
表达。
２． ５ 　 ｍｉＲ５０６３ｐ通过靶向抑制ＭＴＤＨ的表达增强

ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞的化学敏感性
引入慢病毒载体ＬＶ构建过表达ＭＴＤＨ，将ＬＶ

ＭＴＤＨ转染至ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞后发现，ＭＴＤＨ的表达
水平较对照组和ＬＶＭＴＤＨ组明显升高（图５ａ），说明
载体构建和细胞转染是成功的。将ｍｉＲ５０６３ｐ ｍｉｍ
ｉｃ、ＬＶＭＴＤＨ单独或联合转染ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞，检测其
ＭＴＤＨ的表达水平、克隆数目及凋亡情况的变化。相

：与ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０１　 ａ：ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ软件预测靶向关系；ｂ：双荧光素酶报告基因实验验证靶
向关系；ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测调亡相关蛋白ＭＴＤＨ的表达

图４　 ｍｉＲ５０６３ｐ靶向抑制ＭＴＤＨ的表达

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０１；△：与ＬＶＭＴＤＨ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；▲：与ＬＶＭＴＤＨ组比较，Ｐ ＜ ０． ０１
ａ、ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测调亡相关蛋白ＭＴＤＨ的表达；ｃ：克隆形成实验检测细胞的生长（结晶紫染色× ２００）；ｄ：Ｈｏｅｃｈｓｔ检测细胞的调
亡情况（× ４００）

图５　 ｍｉＲ５０６３ｐ通过靶向抑制ＭＴＤＨ的表达增强ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞的化学敏感性
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比于对照组，ｍｉＲ５０６３ｐ ｍｉｍｉｃ组中ＭＴＤＨ的表达量
显著下降，ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞克隆数目减少，凋亡率升高，
而ＬＶＭＴＤＨ组中ＭＴＤＨ的表达量明显升高，ＰＣ３ ／
ＰＴＸ细胞克隆数目增加，凋亡率显著下降。相对于
ＬＶＭＴＤＨ组，ｍｉｍｉｃ ＋ ＭＴＤＨ组ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞中ＭＴ
ＤＨ的表达量显著下降，细胞克隆数目减少，凋亡率升
高，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图５ｂ ～ ｄ。上
述结果表明，ＭＴＤＨ过表达会促进ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞生
长、抑制其凋亡，并且ｍｉＲ５０６３ｐ过表达可逆转ＭＴ
ＤＨ过表达对ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞产生的影响，因此，ｍｉＲ
５０６３ｐ能够通过靶向抑制ＭＴＤＨ的表达增强ＰＣ３ ／
ＰＴＸ细胞的化学敏感性。
３　 讨论

对于前列腺癌的治疗目前主要采用常规临床手
段，虽然可以暂时缓解癌症症状，但治疗后１ ～ ３年内
易出现复发，对化疗药物产生耐药，最终导致前列腺癌
进入晚期，大幅降低患者的存活率［２０］。紫杉醇是一类
临床治疗癌症的常规化疗药物，前列腺癌患者用药一
段时间后会出现耐药，严重破坏治疗效果［６］。因此，
阐明其耐药机制对患者预后具有重要意义。关于
ｍｉＲ５０６３ｐ和ＭＴＤＨ的关系及其对癌细胞化学敏感
性的影响，目前还未见相关的报道。本研究探索了
ｍｉＲ５０６３ｐ和ＭＴＤＨ在前列腺癌细胞和正常前列腺
细胞中的表达情况，通过检测ｍｉＲ５０６３ｐ过表达对人
前列腺癌耐药细胞株ＰＣ３ ／ ＰＴＸ生长、凋亡的影响，体
外验证ｍｉＲ５０６３ｐ与ＭＴＤＨ的靶向关系，并验证其相
互作用对ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞的影响。

本研究中，ｍｉＲ５０６３ｐ在前列腺癌细胞中低表
达，表明在前列腺癌中ｍｉＲ５０６３ｐ是一个抑癌因子，
与之前的报道一致［１４］。ｍｉＲ５０６３ｐ在其他疾病中也
有着相似的作用，能抑制人肝癌细胞的侵袭和转
移［２１］；过表达ｍｉＲＮＡ５０６和ｍｉＲＮＡ１２４可减轻人心
肌细胞功能障碍［２２］；ｍｉＲ５０６３ｐ能抑制骨肉瘤细胞自
噬、侵袭和转移［１０，２３］，还可抑制鼻咽癌肿瘤生长和转
移［２４］；沉默ｍｉＲＮＡ５０６可促进非小细胞肺癌的发
展［２５］。而ＭＴＤＨ在前列腺癌细胞中高表达，与前人研
究一致［１５，１９］，表明其在前列腺癌中也是一个促癌因
子，若降低ＭＴＤＨ的表达可抑制食管癌细胞增殖，抑
制胶质瘤细胞、胃癌细胞增殖、侵袭和迁移［１７，２６２７］。据
相关数据显示，我国大约７０％的前列腺癌患者为局部

晚期或已发生广泛转移［２８］，那么或许可将ｍｉＲ５０６３ｐ
或ＭＴＤＨ在前列腺癌细胞的表达情况作为前列腺癌
恶性程度的早期确诊指标。ｍｉＲ５０６３ｐ在耐药细胞
ＰＣ３ ／ ＰＴＸ中的表达水平明显低于正常前列腺细胞，表
明前列腺癌细胞产生耐药性可能是内部ｍｉＲ５０６３ｐ
的表达量降低导致的。并且ｍｉＲ５０６３ｐ过表达可明
显抑制ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞的生长，促进其凋亡，即ｍｉＲ
５０６３ｐ过表达可以增加前列腺癌细胞对紫杉醇的化
学敏感性。有报道称，ｍｉＲ３４ａ过表达可增强前列腺
癌细胞对紫杉醇的耐药性，在这方面ｍｉＲ５０６３ｐ与
ｍｉＲ３４ａ可能存在协同作用［２９］，但还需进一步研究。

另外，本研究观察到ｍｉＲ５０６３ｐ与ＭＴＤＨ的表达
模式在前列腺癌细胞中呈负相关，随后通过双荧光素
酶报告基因实验以及检测过表达ｍｉＲ５０６３ｐ的ＰＣ３ ／
ＰＴＸ细胞中ＭＴＤＨ蛋白表达水平变化来证明ｍｉＲ
５０６３ｐ与ＭＴＤＨ之间确实存在着靶向抑制的关系。
之前有报道称，ＭＴＤＨ上游有一些ｍｉＲＮＡ靶向调
控［１９，２７］，但未见ｍｉＲ５０６３ｐ的相关研究，因此本研究
结果可以说是前列腺癌中的一项重大发现。进一步研
究两者的这种靶向关系发现，ｍｉＲ５０６３ｐ通过靶向抑
制ＭＴＤＨ的表达抑制ＰＣ３ ／ ＰＴＸ细胞生长，促使其发
生凋亡，可以增强前列腺癌细胞的化学敏感性。

综上所述，本研究证明了ｍｉＲ５０６ｐ和ＭＴＤＨ参
与调控前列腺癌细胞的化学敏感性，并且初步揭示了
其调控机制可能是ｍｉＲ５０６３ｐ靶向抑制ＭＴＤＨ的表
达来抑制前列腺癌耐药细胞生长，促使其发生凋亡。
本研究结果将为解决前列腺癌细胞耐药性这一重大难
题提供一个新的思路，即通过调节癌细胞内ｍｉＲ５０６
３ｐ与ＭＴＤＨ的表达水平，或者干扰二者之间的靶向关
系影响细胞耐药性。但本实验仅为体外细胞实验，关
于其在动物体内的实验还需进一步研究。
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标志作用和临床转化中的挑战［Ｊ］．分子诊断与治疗杂志，２０１９，
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［１１］李　 真． ＨｓａｍｉＲ５０６３ｐ靶向ＥＲＫ２ ／ ＥＴＳ１抑制胃癌血管新生及
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