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沉默ADAM17通过下调PI3K/AKT信号轴抑制

前列腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭

孙文衍,路盈利,关翰,伍宏亮,陈志军

(蚌埠医科大学第一附属医院泌尿外科,安徽 蚌埠 233004)

摘 要:目的 探明沉默解整合素样金属蛋白酶17(ADAM17)抑制磷脂酰肌醇-3-激酶/蛋白激酶B信号通路(PI3K/

AKT)信号轴进而抑制前列腺癌细胞增殖、迁移和侵袭过程的分子机制。方法 免疫组化检测收集到的前列腺癌患者组

织样本中ADAM17的表达,WesternBlot检测前列腺癌细胞系中ADAM17的表达。siRNA转染构建ADAM17沉默细

胞模型后,CCK-8和EDU染色实验检测并计算各组细胞存活率;Transwell和细胞划痕实验检测各组细胞侵袭迁移能

力;WesternBlot检测沉默ADAM17后对PI3K/AKT信号通路关键蛋白的影响。结果 免疫组化结果显示 ADAM17
在前列腺癌患者组织中过表达,同时 WesternBlot和PCR结果显示ADAM17在前列腺癌细胞系中过表达(P<0.05)。

CCK-8和EDU染色实验显示,相较于NC组,沉默ADAM17组中前列腺癌细胞的增殖效率下降(P<0.05)。迁移和细

胞划痕实验显示,相较于NC组,沉默ADAM17组显著抑制了前列腺癌细胞迁移能力(P<0.05)。WesternBlot实验

结果显示,相较于NC组,沉默ADAM17组中的p-AKT和p-PI3K表达下降(P<0.05),然而 AKT和PI3K表达无统

计学差异。结论 沉默ADAM17下调PI3K/AKT信号轴抑制前列腺癌细胞增殖、迁移和侵袭过程。
关键词:解整合素样金属蛋白酶17;磷脂酰肌醇-3-激酶;蛋白激酶B;前列腺肿瘤
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SilencingADAM17inhibitstheproliferation,migrationandinvasionofprostate
cancercellsbydownregulatingthePI3K/AKTsignalingaxis

SUNWenyan,LUYingli,GUANHan,WUHongliang,CHENZhijun

(DepartmentofUrology,TheFirstAffiliatedHospitalofBengbu
MedicalUniversity,Bengbu233004,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toelucidatethemolecularmechanismbywhichsilencingadisintegrinandmetallo-
proteinase17(ADAM17)inhibitsthePI3K/AKTsignalingaxis,therebyinhibitingtheproliferation,migra-
tion,andinvasionofprostatecancer(PCa)cells. Methods Immunohistochemistrywasusedtodetectthe
expressionofADAM17intissuesamplescollectedfromPCapatients.WesternBlotwasemployedtoassess
ADAM17expressioninPCacelllines.AfterconstructinganADAM17-silencedcellmodelusingsiRNAtrans-
fection,theCCK-8andEDUstainingassayswereperformedtodetectandcalculatethecellviabilityofeach
group.Transwellandcellwound-healingassayswereusedtoassesstheinvasionandmigrationabilitiesofthe
cellsineachgroup.WesternBlotwasconductedtodetecttheeffectsofADAM17silencingonthekeyproteins
ofthephosphatidylinositol-3-kinase/proteinkinaseB(PI3K/AKT)signalingpathway. Results Immunohis-
tochemistryresultsshowedADAM17overexpressioninPCatissues,whileWesternBlotandPCRresults
showedADAM17overexpressioninPCacelllines(P<0.05).TheCCK-8andEDUstainingassaysdemon-
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stratedthat,comparedtotheNCgroup,theproliferationefficiencyofPCacellsintheADAM17-silencedgroup
wassignificantlyreduced(P <0.05).Transwellandwound-healingassayshowedthat,comparedwithNC
group,ADAM17-silencedgroupsignificantlyinhibitedtheinvasionandmigrationabilitiesofPCacells(P <
0.05).TheresultsofWesternBlotexperimentshowedthatcomparedwiththeNCgroup,theexpressionofp-
Aktandp-PI3KintheADAM17-silencedgroupdecreased(P<0.05),buttherewasnostatisticaldifference
intheexpressionofAKTandPI3K. Conclusion SilencingADAM17inhibitstheproliferation,migration,
andinvasionofPCacellsbydownregulatingthePI3K/AKTsignalingaxis.
  Keywords: adisintegrinandmetalloproteinase17;phosphatidylinositol-3-kinase;proteinkinaseB;pros-

tatecancer

  前列腺癌是男性最常见的恶性肿瘤之一,随着全

球人口老龄化的加剧,其发病率呈现逐年上升趋势,已
成为男性癌症相关死亡的主要原因之一[1]。尽管近年

来治疗方法不断取得进展,但早期诊断和个体精准化

治疗仍面临许多挑战[2]。因此探索具有高度敏感性、
特异性、安全性的靶点已成为前列腺癌研究的一个重

要方向。解整合素样金属蛋白酶17(adisintegrinand
metalloproteinase17,ADAM17)是一种跨膜金属蛋白

酶,其在肿瘤的侵袭和迁移过程中发挥着关键作用[3]。
研究表明ADAM17的过度表达与前列腺癌差预后密

切相关[4]。同时又有研究显示,ADAM17富集于磷脂

酰 肌 醇-3-激 酶/蛋 白 激 酶 B 信 号 通 路 (PI3K/

AKT)[5]。PI3K/AKT通路作为细胞存活、增殖和迁

移的重要信号通路,在前列腺癌的转移过程中起着至

关重要的作用[6-7]。因此靶向 ADAM17的治疗策略

有望成为前列腺癌治疗的新方向。但是目前学术界对

ADAM17调控PI3K/AKT信号轴影响前列腺癌进展

的具体机制仍不十分清楚。本研究拟初步探究沉默

ADAM17下调PI3K/AKT信号轴抑制前列腺癌侵袭

迁移的过程和分子机制。

1 方法与材料

1.1 实验试剂及实验仪器 胎牛血清(货号:80230-
6412,浙江天杭生物科技股份有限公司)、青-链霉素

(货号:15140148,GibcoLifeSciences公司,美国)、Li-
pofectamine2000(货号:L3000075,美国Invitrogen英

杰生命技术公司,美国)、CellCountingKit-8(货号:

C0038,上海碧云天生物技术股份有限公司)、RIPA裂

解缓冲液,10X(货号:20-188,默克医药公司,德国)、

BCA蛋白检测试剂盒(货号:P0010,上海碧云天生物

技术股份有限公司)、化学发光液 ECL试剂(货号:

SQ101,Epizyme,Inc.生物公司,美国)、Trizol(货号:

R0016,上海碧云天生物技术股份有限公司)、EDTA
(货号:AM9912,美国Invitrogen英杰生命技术公司,
美国)、ADAM17一抗(货号:84292-4-RR,proteintech
公司,1∶1000)、GAPDH(货号:60004-1-Ig,武汉三鹰

生物技术有限公司,中国,1∶1000)、DABKit(货号:

11718096001,默克医药公司,德国)、MCE基底膜基质

胶(货号:HY-K6001,赛默飞世尔科技公司,德国)。细

胞培养箱(货号:51023126,赛默飞世尔科技公司,美
国)、ProFlexTMPCR系统(货号:4484075,赛默飞世尔

科技公司,美国)、EVOSTM M7000成像系统(货号:

AMF7000,赛默飞世尔科技公司,美国)。

1.2 临床样本收集 收集本院5例经病理学检测确

诊为前列腺癌患者并接受前列腺癌根治术患者的癌组

织样本及其癌旁约2~3cm的组织样本,制作免疫组

化蜡块。纳入标准:①经病理学诊断为前列腺癌者;②
接受前列腺癌根治术;③病例资料完整者。排除标准:

①非原位癌;②经病理学诊断非前列腺癌者;③接受放

化疗者。本研究经过本院伦理委员会批准:伦科批字

(2024)第200号。所有患者签署知情同意书。

1.3 免疫组化实验 将切片放入二甲苯梯度稀释液

中脱蜡,放入无水乙醇梯度稀释液中脱二甲苯。随后

将切片浸入PBS缓冲液中,微波炉加热至沸腾持续2
min后断电,并在微波炉持续放10min后拿到室温冷

却,加入含5%胎牛血清封闭液封闭30min。在4℃
冰箱中与ADAM17一抗孵育过夜,PBS清洗3遍后,
加入二抗染色2h后,利用DAB试剂盒室温显色,加
入苏木素复染10min,用中性树胶封片后,显微镜观

察。

1.4 细胞培养 人前列腺癌细胞株 DU145、LN-
CAP、PC3、22RV1和正常前列腺上皮细胞 HPEpic购

自上海细胞库。细胞加入10%胎牛血清和1%青-链

霉素的DMEM培养基并在条件为37.5℃和5%CO2
的培养箱中培养。

1.5 细胞转染操作 取对数生长期细胞后,消化离心

后,种植于6孔板中。小干扰RNA序列见表1(购自

上海生工公司)。取对数生长期的各组细胞消化离心

种在6孔板中,待长到50%时,倒去上清,换为无血清

培养基,质粒联合Lipofectamine2000转入到6孔板

中,6h后换为含血清培养基。分组如下:NC组(无任

何处理组)、SiRNA01组(转染沉默ADAM17小干扰

RNA序列01)、SiRNA02组(转染沉默 ADAM17小

干扰RNA序列02)。继续后续实验。
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表1 小干扰RNA序列信息

Gene Primersequence(5′-3′)

Si-ADAM1701 F:5′-GAACCCUUAUCUUCGUCUUUATT-3′
R:5′-UAAAGACGAAGAUAAGGGUUCTT-3′

Si-ADAM1702 F:5′-UGCAGGGUGUCUUCCUGUUUATT-3′
R:5′-UAAACAGGAAGACACCCUGCATT-3′

1.6 RT-PCR实验 使用 Trizol分离细胞中的总

RNA。定量后,用RevertAidFirstStrandcDNASyn-
thesisKit将总 RNA 逆转录为cDNA。最后,采用

SYBRTMGreenPCRMasterMix进行实时定量PCR,
测定目的基因的表达水平。GAPDH 作为内参对照。
本研究的引物序列(所有种属均为人源)购自上海生工

生物工程技术服务有限公司,如表2所示。

表2 所有PCR引物序列

Gene Primersequence(5′-3′)

ADAM17 F:5′-ACATCCTCTTCCTTGCATTC-3′
R:5′-TGAGTTTGCCGTGATCACTG-3′

GAPDH F:5′-CCTGGAGAAACCTGCCAAGTA-3′
R:5′-TCATACCAGGAAATGAGCTTGAC-3′

1.7 CCK-8实验检测 将处理好的各组细胞接种于

96孔板,细胞密度为5000个/孔,培养过夜。分别培

养0h、24h、48h和72h后,取出后避光每孔加入10

μLCCK-8试剂,放入37.5℃的培养箱中培养2h后,
在吸光度比值OD450波段的酶标仪检测OD值。

1.8 迁移实验 取处理好的各组细胞,随后以无血清

培 养 基 重 旋,种 植 1000 个/孔 的 密 度 移 植 到

Transewell小室中。24h后,取上清,PBS洗涤3次,

4%多聚甲醛固定,结晶紫染色,拍照。

1.9 划痕实验 各组细胞种植于12孔板中,待细胞

孔中长至90%~100%左右,以直尺辅助划痕每孔2
条线,随后PBS冲洗2~3遍,加入无血清培养基,于

显微镜下拍照。待培养36h后,重新利用PBS冲洗2
~3遍后,再次于显微镜下拍照。

1.10 WesternBlot实验检测 取处于对数生长期的

各组细胞,消化离心后,对于细胞沉淀,用含EDTA的

RIPA裂解液(约10cm培养皿细胞量加入250μL),
随后于4℃低温离心机,以12000r/min转速离心30
min,只吸取上清部分。使用BCA蛋白检测试剂盒测

定蛋白浓度。待定量后,高温煮沸5min,并在-20℃
冰箱里冰冻30min。制作分离胶和浓缩胶,每个样品

以30μg的浓度加入到浓缩胶泳道内,以电压120V
电泳1h左右,随后取出分离胶,并以“三明治”结构将

分离胶和聚偏氟乙烯(PVDF)膜夹入到转膜槽中。以

200mA电流强度转膜2h,随后PBST清洗3遍,用

5%脱脂牛奶包常温孵化2h,PVDF膜与一抗4℃孵

育过夜。与二抗在室温下孵育1h,然后用增强型化

学发光试剂进行检测。并使用Bio-Rad成像系统进行

成像。

1.11 数据统计 实验数据使用 GraphPadPrism
8.0软件进行统计分析。计量资料符合正态分布的,利
用(췍x±s)表示。组间差异用独立t检验进行分析。两

组以上利用单因素方差分析(ANOVA)进行分析,组
间比较利用q检验。WesternBlot条带利用ImageJ
检测灰度值。只有P<0.05才具备统计学意义。所

有实验重复3次。

2 结果

2.1 ADAM17在前列腺癌中高表达 免疫组化实验

结果显示,相较于癌旁组织,ADAM17在癌组织中高

表达,见图1A。RT-PCR和 WesternBlot实验结果

显示,相较于正常前列腺上皮HPEpic细胞,ADAM17
在DU145、LNCAP、PC3和22RV1细胞系中的表达

上升,其中 LNCAP和22RV1细胞表达最高,见图

1B、图1C。

注:A为免疫组化检测ADAM17在癌组织中的表达情况(标尺:100μm和500μm,倍数:×40);B为RT-PCR结果;

C为 WesternBlot检测ADAM17在前列腺癌细胞系中表达。ns:P>0.05,*P<0.05。
图1 ADAM17在前列腺癌中高表达
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2.2 沉默ADAM17抑制前列腺癌的增殖 为进一步

探索ADAM17对前列腺癌细胞增殖的影响,PCR和

WB检测沉默ADAM17在LNCAP和22RV1细胞系

的载体构建效率,结果显示,相较于 NC组,siRNA01

组和siRNA02组中ADAM17表达下降(P<0.05),
见图2A、图2B。CCK-8和EDU实验结果显示,相较

于NC组,siRNA01组和siRNA02组中的增殖效率下

降(P<0.05),见图2C、图2D。

注:A、B为PCR和 WesternBlot检测各组的ADAM17的表达;C为CCK-8实验检测各组中的增殖情况;

D为EDU实验检测各组的增殖情况。ns:P>0.05,*P<0.05。

图2 沉默ADAM17后抑制了前列腺癌细胞的增殖过程

2.3 沉默ADAM17后抑制前列腺癌细胞的转移过程

 划痕实验结果显示,相较于 NC组,siRNA01组和

siRNA02组中的迁移率下降(P <0.05),见图3A。

迁移实验结果显示,相较于NC组,siRNA01组和siR-
NA02组中的伤口愈合率下降(P<0.05),见图3B。

注:A为迁移实验检测各组迁移率;B为划痕实验检测各组转移情况。ns:P>0.05,*P<0.05。

图3 沉默ADAM17后抑制前列腺癌细胞的转移过程
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2.4 沉默 ADAM17后抑制p-PI3K和p-AKT的表

达 WB结果显示,相较于NC组,siRNA01组和siR-
NA02组中的p-AKT和p-PI3K表达下降。而PI3K

和AKT表达不变,且PI3K/p-PI3K和 AKT/p-AKT
的比值下降,见图4。

注:ns:P>0.05,*P<0.05。

图4 沉默ADAM17后抑制p-PI3K和p-AKT的表达

3 讨论

ADAM17作为去整合素-金属蛋白酶(ADAM)
能够介导多种膜分子的水解脱落,如黏附因子、细胞因

子和生长因子等。这些脱落的分子在肿瘤细胞的黏

附、凋亡、转移和增殖等过程中发挥关键作用[8-9]。本

研究显示ADAM17在前列腺癌组织及细胞系中高表

达,通过沉默ADAM17的表达,发现前列腺癌细胞的

增殖、侵袭和迁移能力显著降低。已有研究发现AD-
AM17的上调能够促进癌症的转移过程[8]。然而与本

研究不一致的是,该研究聚焦于ADAM17在增殖和细

胞周期进展过程中的作用,并没有讨论ADAM17在前

列腺癌转移过程中的作用,而本研究通过沉默 AD-
AM17后前列腺癌的转移能力下降,从机制上讨论

ADAM17作为一种金属蛋白酶,不仅参与细胞外基质

的降解,还通过剪切细胞因子受体、整合素和生长因子

等对肿瘤微环境产生影响[9]。同时金属蛋白酶能酶解

活化多种表皮生长因子受体的配体,如转化生长因子

(TGF-α)、白介素-6(IL-6)和双调蛋白(AREG)等,激
活表皮生长因子受体相关信号通路,从而促进了癌细

胞转移过程[10-14]。
癌症增殖和转移通常是多分子的共同作用结果,

在分子机制方面,沉默ADAM17后,PI3K/AKT信号

通路的相关蛋白表达水平显著下降。而PI3K/AKT
信号通路是肿瘤细胞生长、存活、迁移等过程中的重要

调控 通 路 之 一[5,15]。既 往 文 献 中 的 研 究 表 明 AD-
AM17通过剪切生长因子受体,激活下游的 PI3K/

AKT信号通路,进而促进癌症细胞增殖和侵袭[16-20]。
但是ADAM17与PI3K/AKT信号轴通路在前列腺癌

中的作用机制报道较少,本研究填补了这一领域。然

而本研究仍存在很多不足之处。首先,只局限于体外

细胞水平简单验证了沉默ADAM17在前列腺癌中的

功能,仍需要进一步挖掘ADAM17的详细分子机制。
其次,临床样本收集过少,需要进一步完善临床样本的

收集。最后,缺乏体内实验验证ADAM17调控PI3K/

AKT信号通路。
综上所述,ADAM17在前列腺癌的发生和发展中

可能发挥着促进肿瘤侵袭迁移的关键作用,其通过

PI3K/AKT信号通路的调控,促进细胞的增殖、侵袭

和迁移。因此,ADAM17不仅是前列腺癌的潜在生物

标志物,还可能成为一种新的治疗靶点,为前列腺癌的

治疗提供新的策略。
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