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慢病毒载体miR-184过表达对前列腺癌细胞PC-3生物学行为的影响
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摘 要:目的 探讨负载 microRNA-184(miR-184)的慢病毒过表达 miR-184对前列腺癌细胞PC-3生物活动的影响。

方法 实验分为3组:过表达慢病毒组、阴性对照组以及空白组,将过表达的 miR-184慢病毒转染前列腺癌细胞PC-3,

转染72h后,通过荧光显微镜评估细胞转染情况以及实时荧光定量PCR检测各组细胞 miR-184相对表达量;并利用

CCK-8试剂盒测定转染后细胞孵育第24h、48h、72h后PC-3细胞的增殖情况;再通过Transwell小室实验的测定分析

PC-3细胞的侵袭能力和划痕细胞试验的观察划痕后第72h迁移范围。结果 PC-3细胞经慢病毒转录感染后,经荧光

显微镜及实时荧光定量PCR验证转染成功,过表达组细胞的增殖、侵袭、迁移能力较阴性对照组和空白组减弱(P <
0.001)。结论 过表达 miR-184可以抑制前列腺癌细胞PC-3增殖、侵袭、迁移。

关键词:miR-184;前列腺肿瘤;生物学行为;癌细胞

中图分类号:R737.25   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2021)06-0725-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2021.06.005

Over-expressionofmiR-184oflentivirusvectorsonthebiologicalbehaviorofPC-3cells

JinYuzhu1,LinXin1,LuYinggui1,HuangQun2

(1.GraduateSchool,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China;
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Nationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheinfluenceofmicroRNA-184(miR-184)overexpressioninlenti-
virusonthebiologicalactivityofprostatecancerPC-3cells. Methods Therewerethreegroupsintheexperi-
ment:theoverexpressionlentivirusgroup,thenegativecontrolgroupandtheblankgroup.Theoverex-
pressedmiR-184lentiviruswastransfectedintoPC-3cells.Seventy-twohoursaftertransfection,thetransfec-
tionsituationwasevaluatedbyfluorescencemicroscopeandtherelativeexpressionlevelofmiR-184ineach
groupwasdetectedbyreal-timefluorescencequantitativePCR.CCK-8kitwasusedtodetecttheproliferation
ofPC-3cellsafterincubationfor24h,48hand72haftertransfection.TheinvasionabilityofPC-3cellswas
analyzedbyTranswellchamberassay,andthemigrationrangeofPC-3cellswasobservedbyscratchcellassay
at72hafterscratch. Results AfterPC-3cellsweretransfectedwithlentivirus,thetransfectionwasverified
beingsuccessfulbyfluorescencemicroscopyandreal-timequantitativePCR.Theproliferation,invasionand
migrationofcellsintheoverexpressiongroupwereweakerthanthoseinthenegativecontrolgroupandthe
blankgroup(P <0.001). Conclusion Over-expressionofmiR-184caninhibittheproliferation,invasion
andmigrationofprostatecancercellsPC-3.
  Keywords: miR-184;prostatetumor;biologicalbehavior;cancercells
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  前列腺癌是男性常见病及多发病,其高发病率和

死亡率早已成为全球男性健康的重要问题之一。有数

据显示,2018年全球有超过127.6万男性发病,前列

腺癌的发病率(13.5%)已越居全球男性癌症发病率第

二位[1]。虽然前列腺癌的发展是一个惰性过程,但前

列腺癌仍然是男性癌症死亡的第三大原因。
目前临床上,最常用的慢性前列腺癌早期根治治

疗方法主要包括手术根治性、非手术放射疗法及内分

泌化学治疗,即采用去势性和抵抗性治疗前列腺癌、前
列腺癌外放射疗法、前列腺癌近距离疗法,以及生物化

学治疗[2]。但是目前的临床治疗仍不能很好地解决这

方面的问题,如果能在前列腺癌发病的早期发现并给

予及时的治疗将有助于提高患者的生存率,故发现新

的诊断和治疗靶点是必不可少的。
已知 microRNA是一类小的非编码 RNA,由大

约22个核苷酸长的非蛋白质编码 RNAs组成,已在

许多生物体中观察到,并通过与部分互补位点的碱基

配对参与转录后基因调控,特别是在 mRNA的非翻

译区[3]。已有研究发现miRNA既能够促使肿瘤细胞

生长,又能够控制肿瘤细胞的生长、转移与侵袭[4]。

miR-184作为miRNAs家族成员之一,其是新发现的

抑癌基因,并且在许多癌症细胞中较低表现,与胃癌、
肝癌、乳腺癌等许多恶性肿瘤的出现和进展明显有关,
但是却鲜见于前列腺癌组织中的表现及其生物功能的

研究。为此,本研究将过表达 miR-184慢病毒转染至

前列腺癌细胞PC-3,探究其对PC-3细胞生物学行为

影响,以期为临床治疗前列腺癌提供新的治疗靶点。

1 材料与方法

1.1 材料 人类前列腺癌细胞PC-3(武汉普诺赛公

司);无血清培养基RPMI-1640、胎牛血清(美国gibco
公司);重组慢病毒LV-has-mir-184及阴性对照组病

毒(上海吉凯基因公司);逆转录细胞试剂盒(赛默飞公

司);结晶紫染液(北京索莱宝公司);BDmatrigel细胞

基质胶、Transwell小室(coring公司);miRNA-184引

物合成(上海生工);SYBRGreenPCRMasterMix(上
海翊圣);CCK-8试剂盒、嘌呤霉素(上海碧云天公

司)。

1.2 细胞培养及慢病毒转染 PC-3细胞采用RPMI-
1640培养基,在37℃、5% CO2 条件下培养。实验结

果共分成3组:将LV-has-mir-184和阴性对照组空病

毒载体转染至 PC-3细胞中,计为过表达慢病毒组

(miRNA-184组)和阴性对照组(NC组),未转染任何

质粒的PC-3细胞作为空白组(BLANK组)。选取对

数生长期PC-3细胞,以每孔8×104 个/毫升,取其中

2ml分别接种于6孔板培养,24h后细胞生长密度至

30%左右,更换新的培养基,每孔1ml,并分别添加

1.0×108TU/ml病毒悬液50μl[感染复数(MOI)=
50],以进行转染,把3组细胞放入培养箱中继续培育

10h后,去除6孔板中的孵化液﹐更换新的孵化液,
每孔2ml。然后继续培养至72h,将转染miRNA-184
组和NC组的PC-3细胞加入浓度为2μg/ml嘌呤霉

素完全培养基筛查两周得到了稳定过表达的 miRNA-
184的PC-3细胞和阴性对照组PC-3细胞,然后使用

荧光显微镜观察转染情况,

1.3 RNA的提取与 miR-184实时定量PCR检测 
使用细胞刮刀从6孔板中轻轻刮取3组细胞,参照试

剂盒说明书,提取RNA,然后进行逆转录,最后再以逆

转录得到的cDNA上机进行扩增,配置好实时定量

PCR 体 系。miR-184F:CGCTGGACGGAGAACT-
GAT,miR-184R:GTGCAGGGTCCGAGGT。实时

定量PCR反应条件:95℃5min,95℃15s,60℃60
s,40个循环,72℃,10min。再将检测到的CT值,采
用2-△△Ct法进行分析。内参选择U6,设置3个平行复

孔,重复实验3次。

1.4 CCK8法检测PC-3细胞增殖水平 将转染慢病

毒72h并使用嘌呤霉素筛选的PC-3细胞消化,以细

胞密度为5×103 个/毫升接种在96孔板。在37℃,

5%CO2 条件避光培养下,分别在第24h、48h、72h
滴加10mlCCK-8溶液轻轻震荡至均匀后,避光孵育

2~4h,使用酶标仪在450nm 波长处测定吸光度

(OD)值。

1.5 Transwell检测PC-3细胞侵袭能力 吸取用无

血清培养基稀释后浓度为500mg/mlMatrigel基质

胶200μl铺于各组Transwell小室底部,置于37℃培

养箱放置4h。使用无血清培养重悬细胞,取100ml
的各组细胞悬液(约2×104 个细胞)添加在Transwell
上室内,在下室中再添加600μl含10%胎牛血清的培

养基,将Transwell板继续培养24h。后以4%的多聚

甲醛固定小室滤膜约15min。以结晶紫洗染滤层,15
min后用PBS溶液洗两遍,以棉签拭去剩余水,放置

于显微镜下观察各组透过滤层侵袭的细胞,拍照以及

统计各组PC-3细胞侵袭个数。每组细胞设置了3个

复孔,并进行3次重复试验。

1.6 细胞划痕实验检测PC-3细胞迁移能力 收取

PC-3细胞,以每孔4×105 个细胞接种在6孔板,在37
℃,5%CO2 条件培养下直至细胞生长铺满整个孔板,
然后在6孔板底部表面均匀作3条细长的横线画,采
用高压灭菌后的100μ枪头垂直于6孔板底部表面横

线画下划痕,每孔划3道,接着吸出培养基再以pbs缓

冲液轻轻反复清洗2~3遍以去除枪头划下的细胞碎

片,加入含有2%胎牛血清培养基培养72h后在显微

镜下观察细胞拍照,使用ImageJ软件进行分析,计算
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闭合率。

1.7 统计学方法 使用SPSS19.0统计软件进行数

据统计与计算数据资料分析并采用GraphPadPrism
7进行作图,计量资料结果以(췍x±s)表示,多组间比较

采用单因素方差分析,两两比较采用LSD-t检验,P
<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞转染情况 如图1、图2所示,用含有GFP
荧光蛋白的miRNA-184慢病毒转染人前列腺癌PC-3
细胞72h后,再于荧光显微镜下拍照并观测慢病毒转

染效果,观测到过表达组和阴性对照组镜下均可见明

显绿色荧光,慢病毒转染的效果在80%以上。

A:明视野,B:荧光视野。

图1 miR-184过表达组PC-3细胞图像(×200)

A:明视野,B:荧光视野。

图2 miR-184阴性对照组PC-3细胞图像(×200)

2.2 miR-184相对表达量测定结果 实时逆转录

PCR后结果显示,与空白组相比较,miR-184组PC-3
细胞中miR-184的相对表达量显著升高,差异有统计

学意义(P<0.001)。阴性对照组与空白组 miR-184
的相对表达量差异无统计学意义(P>0.05),提示转

染成功,结果见图3、表1。

2.3 miR-184对PC-3细胞增殖的影响 阴性对照组

与空白组细胞正常繁殖生长能力差异无统计学意义

(P>0.05);和阴性对照组与空白组进行比较,miR-
184组PC-3细胞繁殖能力在24h、48h、72h均明显

下降(P<0.001),见图4、表2。

2.4 miR-184对于PC-3细胞侵袭能力的影响 Tr-
answell小室实验检测PC-3细胞侵袭能力结果显示,

miR-184组肿瘤细胞穿膜细胞数明显小于阴性对照组

和空白组,差异有统计学意义(P<0.001),而阴性对

照组与空白组穿膜细胞数差异无统计学意义(P >
0.05),见图5、表3。

图3 各组细胞中 miR-184相对表达量比较

表1 RT-qPCR检测各组细胞 miR-184的表达情况

组别 n miR-184相对表达量

miR-184组 3 43.25±2.05ab

BLANK组 3 1.00±0.00
NC组 3 1.08±0.05
F 1268.455
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②a:与BLANK组

比较,P<0.001;b:与NC组比较,P<0.001(LSD-t检验)。

图4 转染不同时间后各组细胞OD值比较

表2 CCK-8法检测各组PC-3细胞增殖的结果

组别 n
细胞活性(450nm)

24h 48h 72h

miR-184组 3 0.35±0.02ab 0.55±0.04ab 0.81±0.01ab

BLANK组 3 0.54±0.03 0.85±0.03 1.31±0.04
NC组 3 0.52±0.03 0.81±0.02 1.31±0.07
F 51.708 70.722 133.887
P <0.001 <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②a:与BLANK组比

较,P<0.001;b:与NC组比较,P<0.001(LSD-t检验)。
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图5 Transwell侵袭实验各组细胞显微镜观察图(×200)

表3 Transwell检测各组PC-3细胞侵袭的结果

组别 n 侵袭细胞数/个

miR-184组 6 50.17±4.40ab

BLANK组 6 118.67±10.58
NC组 6 121.83±9.35
F 135.019
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②a:与BLANK组

比较,P<0.001;b:与NC组比较,P<0.001(LSD-t检验)。

2.5 miR-184对于 PC-3细胞迁移能力的影响 
miR-184组肿瘤细胞的闭合率明显小于阴性对照组和

空白组,差异有统计学意义(P<0.001),而阴性对照

组与空白组闭合率差异无统计学意义(P>0.05),结
果见图6、表4。

图6 各组细胞划痕愈合率结果

表4 3组细胞愈合率百分比结果

组别 n 愈合百分比/%

miR-184组 3 46.32±0.72ab

BLANK组 3 64.94±1.92
NC组 3 64.86±1.22
F 180.598
P <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②a:与BLANK组

比较,P<0.001;b:与NC组比较,P<0.001(LSD-t检验)。

3 讨论

前列腺癌是泌尿外科常见的恶性肿瘤之一,随着

磁共振和功能成像的进步,以及血清前列腺特异性抗

原(PSA)筛查普及,前列腺癌的发病率逐年升高,

PSA是筛查和诊断前列腺癌的金标准测试。然而,患
有良性前列腺增生或前列腺炎症的男性的PSA水平

也会升高。并且许多PSA水平升高的男性经历了不

必要的前列腺活检,这会带来显著的发病率,所以开发

更加特异的生物标志物十分迫切。
目前临床研究已经充分证实,miRNAs多种癌细

胞中充当着癌基因和抑癌基因的角色,并在各种类型

癌症基因检测、预后和癌症诊断治疗过程中对其起到

了关键性指导意义。与正常细胞相比,由于某些 miR-
NA在肿瘤组织及细胞中呈现高表达,因此这些 miR-
NA有很大可能被作为一些癌症新的诊断生物化学标

志物[5]。在肿瘤发生过程中,自由循环的 miRNAs的

含量发生变化,可以反映肿瘤的情况[6]。循环中的

miRNA被牢固地堆积并在体液中保持相当稳定[7],
这为作为检测疾病特异性变化的非侵入性工具提供了

可能性。尿液、血清和前列腺组织中的 miRNA已经

成为前列腺癌诊断和分期的潜在生物标志物[8-9]。另

外,SelthLA等[10]研究了从前列腺癌患者的精液中分

离出 的 miRNA,发 现 一 系 列 候 选 miRNA (miR-
200b、miR-200c、miR-30a、miR-375和 miR-99a)是比

血清PSA更好的诊断工具。多项研究表明,miRNA
可作为前列腺的诊断或治疗靶点。BhagirathD等[11]

则特别指出,外泌体中的 miR-1246的表达水平和前

列腺癌的早期病理化学分级鉴定﹑放射阳性细胞转移

以及不良者的预后情况有关,并且被用作前列腺癌早

期检查的重要标志物。最近,WangYT 等[12]发现

miR-1231可能通过靶向EGFR影响前列腺癌细胞的

增殖、迁移和侵袭,多表达的 miR-1231在体外抑制前

列腺癌细胞增殖、迁移和侵袭,此外,miR-1231下调表

达与晚期临床分期和转移显著相关。另外,LiQ等[13]

分析了在前列腺癌组织和前列腺癌细胞中的 miRNA-
33a表达上调后,过表达的 miRNA-33a通过直接和相

应mRNA的3′非翻译区段相结合,进行靶向控制En-
grailed2基因表达,进而有效控制了前列腺癌细胞的

生长与转移。GongPJ等[14]研究发现 miRNA-145可

介导DNA修复调节参与放疗反应,当上调前列腺癌

细胞中 miRNA-145表达水平使得前列腺细胞对放疗

的敏感性增强。

miR-184是近年来发现的肿瘤相关的miRNA,可
通过调节各种靶向基因实现其生物功能,参与了骨肉

瘤、肝癌、胃癌、肾癌等各类肿瘤的发生发展。抑制舌

鳞状细胞癌细胞中的 miR-184可减少细胞增殖并诱

导细胞凋亡[15]。其他学者也证明 miR-184在神经母

细胞 瘤 中 具 有 肿 瘤 抑 制 作 用,miR-184 通 过 靶 向

AKT2抑制神经母细胞瘤细胞存活并促进细胞凋
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亡[16]。此外,miR-184在人 HCC细胞系和组织中上

调,它在 HCC中转录后调节SOX7表达并促进细胞

增殖[17]。miR-184在不同肿瘤中具有多种作用机制,
表明组织特异性。总之,这些研究表明 miR-184在调

节肿瘤进展中的可能作用,miRNA-184正是通过调控

这些靶基因的活动,并进而影响各种癌症的发生、发展

和转移。
为了阐明 miR-184是否可以作为肿瘤抑制因子,

在体外评估了 miR-184过表达的影响。首先,本试验

通过将介导上调 miR-184慢病毒稳定转染进前列腺

癌PC-3细胞,通过荧光显微镜观察转染后的细胞发

现绿色荧光效率在80%以上,并通过实时定量PCR
检测发现过表达组中 miR-184的相对表达量的阴性

对照组和空白组的40倍以上,提示转染成功,说明

miR-184上调效果良好。肿瘤细胞的无限制增殖及细

胞周期的失调是肿瘤发生发展的主要机制。后续,我
们进行了细胞活力测定以研究 miR-184在癌细胞增

殖中是否具有生物学功能,我们的CCK-8增殖实验提

示miR-184表达上调后的PC-3细胞生长缓慢,在第

24h、48h、72h的细胞增殖数均低于阴性对照组和空

白组,并通过生长曲线发现在孵育第72h时过表达组

细胞的增殖速率明显低于阴性对照组和空白组。这证

实了稳定上调miR-184具有抑制前列腺癌PC-3细胞

生长的作用。肿瘤转移是前列腺癌患者的主要死亡因

素,肿瘤细胞的转移是多种细胞机制参与的过程,其中

包括细胞程序性死亡发生异常,肿瘤细胞的炎性微环

境改变,细胞外基质被降解,上皮-间质转化以及肿瘤

血管生长。为进一步研究上调 miR-184对PC-3细胞

侵袭和迁移能力的影响,我们进行了Transwell小室

实验和划痕试验,以确定前列腺癌PC-3细胞的侵袭

和迁移能力。实验结果显示,miR-184表达上调后的

PC-3细胞运动性显著降低,上调 miR-184后的PC-3
细胞的侵袭和迁移细胞较阴性对照组和空白组减少,
它提供了证据表明 miR-184确实抑制细胞运动,进一

步说明 miR-184在晚期前列腺癌转移中起着负向调

控作用。SuZ等[18]经过试验研究,发现上调人类肾癌

细胞系中的 miR-184显著地抑制了细胞生长与迁移

以及诱发细胞凋亡,与本实验研究结果一致,证明了

miR-184可以在肿瘤中作为抑癌因子。我们的实验研

究显示 miR-184可能在前列腺癌中作为一种抑癌基

因调控前列腺癌PC-3细胞增殖、侵袭和迁移。
综上所述,前列腺癌作为亟待解决的重大难题,本

研究通过从miRNA入手发现miR-184表达上升在前

列腺癌PC-3细胞系中显著抑制细胞增殖、侵袭和迁

移,并在前列腺癌中发挥重要作用。但是,miR-184是

通过何种途径改变细胞生物学行为的? 仍不得而知,

故仍需进一步研究。
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A:空白对照组;B:模型对照组;C:联苯双酯阳性

对照组;D:矮陀陀水提物高剂量组;E:矮陀陀

水提物中剂量组;F:矮陀陀水提物低剂量组。

图1 矮陀陀对小鼠肝组织形态学的影响 (10×20倍)

酸所致小鼠扭体次数,延迟扭体反应出现的时间,表明

矮陀陀水提取物有较显著的镇痛作用。采用二甲苯致

小鼠耳肿胀、小鼠腹腔毛细血管通透性、蛋清致小鼠足

肿胀、棉球肉芽肿等方法观察药物的抗炎作用,结果显

示矮陀陀水提取物可抑制小鼠耳肿胀度,减低小鼠腹

腔通透性,抑制蛋清致小鼠足肿胀,表明矮陀陀水提取

物有较显著地抗急性炎症作用;矮陀陀水提取物抑制

小鼠棉球肉芽肿的形成,表明对慢性炎症也有显著的

抑制作用。注射CCl4 花生油溶液建立小鼠急性肝损

模型,测定用药后小鼠血清中ALT、AST的含量,肝组

织做HE染色切片,观察肝组织病理切片的变化。结

果显示矮陀陀水提取物可降低急性肝损伤小鼠血清中

ALT和AST的含量,对急性受损的肝组织有保护的

作用,表明矮陀陀水提取物有较明显地抗急性肝损伤

的作用。
实验研究证明了矮陀陀水提取部位具有镇痛抗炎

和抗急性肝损伤的作用,这为民间采用传统的水煮入

药的方法提供了理论依据,但是矮陀陀其它提取部位,
比如传统的泡药酒的方法,是否也有相同的作用,以及

矮陀陀镇痛抗炎和抗急性肝损的作用机制,还需要学

者进行更深入的研究。
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