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　　【摘要】　目的　探讨重组慢病毒介导的人核小体结合蛋白 １（ＮＳＢＰ１）基因沉默对非激素依赖性前列腺
癌细胞系 ＤＵ１４５ 凋亡和增殖的调控机制。 方法　 慢病毒 ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ唱ｓｈＲＮＡ唱ＮＳＢＰ１ 转染非激素依赖性前列腺
癌细胞系 ＤＵ１４５，ＭＴＴ法检测细胞生长活性，流式细胞技术检测细胞凋亡和细胞周期。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检
测敲减 ＮＳＢＰ１蛋白后细胞中 ｃｙｃｌｉｎＢ１与 ＢＣＬ唱２ 蛋白的表达。 结果　 体外实验证实 ＮＳＢＰ１ 表达水平的降低，
对肿瘤细胞的生长有明显抑制作用，９６ ｈ 细胞生长抑制率为 ２２畅６％。 同时随着 ＮＳＢＰ１ 表达水平的降低，
ｃｙｃｌｉｎＢ１和 ＢＣＬ唱２ 的蛋白的表达也降低。 结论　 ＮＳＢＰ１唱ＲＮＡｉ唱ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ 重组慢病毒能有效抑制 ＤＵ１４５ 细胞
的生长，ＮＳＢＰ１可能通过调控 ｃｙｃｌｉｎＢ１、ＢＣＬ唱２ 基因的变化影响肿瘤细胞的生长。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ唱ｍｅｄｉａｔｅｄ ｎｕｃｌｅｏｓｏｍｅ唱ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ （ＮＳＢＰ１） ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ＤＵ１４５ ｃｅｌｌ．
Methods　Ｔｈｅ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ唱ｓｈＲＮＡ唱ＮＳＢＰ１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔ ＤＵ１４５ ｃｅｌｌ，ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｓ ａｓｓａｙｅｄ ｂｙ ＭＴＴ，ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｆｌｏｗ Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃｙｃｌｉｎＢ １ ａｎｄ ＢＣＬ唱２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ＮＳＢＰ １
ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｍｅｔｈｏｄ．Results　Ｗｅ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
２２畅６％ ｉｎ ９６ ｈ ａｆｔｅｒ ＮＳＢＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ， ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｃｙｃｌｉｎＢ１ ａｎｄ ＢＣＬ唱２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ａｌｓｏ
ｒｅｄｕｃｅｄ．Conclusions　ＮＳＢＰ１唱ＲＮＡｉ唱ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＤＵ１４５ ｃｅｌｌｓ，ＮＳＢＰ１ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｃｙｃｌｉｎＢ１ ａｎｄ ＢＣＬ唱２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ．
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　　前列腺癌是老年男性最常见的肿瘤之一，美国癌
症学会（ＡＣＳ）公布 ２００９ 年美国前列腺癌为新发病例
的 ２８％，死亡病例约占男性癌症相关死亡病例的
１１％，是美国男性癌症的第二大死因［１］ 。 我们国家前
列腺癌发病率呈逐年增高趋势，最新发布的枟北京市
２０１１ 年健康白皮书枠提示，北京市男性前列腺癌发病率
由 ２００１ 年的 ５畅５３／１０ 万上升至 ２０１０ 年的 １６畅６２／１０

万，９ 年增长 ２００畅５％，年均增长 ９畅２％。 所以对前列腺
癌发病机制的研究有着重要的意义。 ＮＳＢＰ１ 是高迁移
率族蛋白（ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＭＧ 蛋白）家族
的一员，ＨＭＧ蛋白在人类疾病的发生、发展过程中有
着重要作用，参与肿瘤细胞的浸润和转移［２］ ，增强染色
质转录和复制，与多种肿瘤有关［３］ ，但 ＮＳＢＰ１的功能尚
不明确。 本课题组前期已应用分子生物学方法证实人
组织前列腺癌、细胞系和膀胱癌组织中 ＮＳＢＰ１ 蛋白表
达增高

［４唱５］ ，我们也证实 ＮＳＢＰ１重组慢病毒能抑制裸鼠
前列腺癌细胞系移植肿瘤的生长［６］ 。 本研究中，我们
探讨重组慢病毒介导的人 ＮＳＢＰ１基因沉默对非激素依
赖性前列腺癌细胞系 ＤＵ１４５ 细胞凋亡和增殖的调控
机制。

材料和方法

１．材料：前列腺癌细胞系 ＤＵ１４５ 由北京大学泌尿
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外科研究所提供（购自美国 ＡＴＣＣ公司）。 细胞系从液
氮中取出复苏后，置于 ５％ ＣＯ２ ３７ ℃环境下在含 １０％
胎牛血清的 ＲＰＭＩ唱１６４０ 培养基中培养。 ＮＳＢＰ１ 的 ｓｉＲ唱
ＮＡ重组慢病毒（ＮＳＢＰ１唱ＲＮＡｉ唱ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ）和阴性对照慢
病毒由上海吉凯基因公司提供，上海博雅生物技术有
限公司测序。 病毒滴度为 ２ ×１０８ ＴＵ／ｍｌ，ＮＳＢＰ１ 的
ｓｈＲＮＡ靶序列：５′唱ＣＡＣＡＧＣＣＴＴＴＣＴＴＴＡＧＣＡＴ唱３′（ＮＳＢＰ１
ｍＲＮＡ 第 １００８ 位，Ｇｅｎｂａｎｋ ｇｉ：ＮＭ＿０３０７６３）。 兔抗人
ＮＳＢＰ１ 多克隆抗体由北京博奥森生物公司制备，ｃｙ唱
ｃｌｉｎＢ１、ＢＣＬ唱２ 兔抗人多克隆抗体及山羊抗兔 ＩｇＧ购自
北京中杉金桥生物技术有限公司。

２．ＭＴＴ法检测慢病毒转染细胞的活性：９６ 孔板的
每一孔种植约３０００ 个细胞，培养过夜，每孔加入 １００ μｌ
放大的病毒液（ＭＯＩ １０∶１），３７ ℃孵育 ８ ｈ后换含 １０％
胎牛血清的 １６４０ 培养液。 分别于 ０、２４、４８、７２ 和 ９６ ｈ
检测。 每孔先加入 ５０ μｌ ＭＴＴ，３７ ℃孵育 ４ ｈ，每孔再加
２００ μｌ ＤＭＳＯ 使沉淀溶解，转入 ９６ 孔酶标板，５７０ ｎｍ
测 Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ 值（设 ＣＫ 组），计算生长率。 公式：（ＣＫ
组 Ａ５７０ －实验组 Ａ５７０）／ＣＫ组 Ａ５７０ ×１００％。

３．流式细胞光度术检测细胞凋亡：将 １ ×１０５
个细

胞接种于 １００ ｍｌ 培养瓶中，常规培养至 ７０％满，将慢
病毒（ＭＯＩ １∶１０）与无血清、双抗的培养液 ６ ｍｌ 混匀。
分别于 ０、２４、４８、７２ 和 ９６ ｈ 胰酶消化收集细胞，４ ℃，
１０００ ｒ／ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ，弃上清。 加入预冷的 ＰＢＳ，清
洗沉淀，离心，弃上清。 加入 １ ｍｌ ＰＢＳ，轻轻震荡使细
胞悬浮，３００ 目尼龙网过滤细胞。 离心，弃上清。 凋亡
细胞的标记按 Ａｎｎｅｘｉｎ唱Ｖ 检测试剂盒说明书操作。 将
细胞沉淀重悬于 ２００ μｌ结合缓冲液，加入 １０ μｌ Ａｎｎｅｘ唱
ｉｎ唱Ｖ唱ＦＩＴＣ和 ５ μｌ ＰＩ，轻轻混匀，４ ℃避光，３０ ｍｉｎ。 加
入 ３００ μｌ结合缓冲液，立即上机检测。

４．流式细胞光度术检测细胞周期：取对数生长期
ＤＵ１４５ 细胞，用消化液消化成单细胞悬液，传代后于
２５ ｃｍ２

培养瓶中培养。 待细胞长至 ９０％ ～９５％。 用血
清饥饿法同步化 ２４ ｈ。 将慢病毒（ＭＯＩ １∶１０）与无血
清、双抗的培养液 ３ ｍｌ 混匀，室温孵育 ５ ｍｉｎ。 加入
２５ ｃｍ２培养瓶，置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 温箱孵育（不用换
液，但 ６ ～８ ｈ 后可换液）。 每种设 ３ 个平行组，于 ０、
２４、４８、７２、９６ ｈ 后应用流式细胞光度术检测细胞周期
分布。 弃培养液，用消化液 １ ｍｌ消化细胞，１ ｍｌ培养液
终止反应，吹打成单细胞悬液（显微镜下观察）。 收集
细胞，移至 １５ ｍｌ 离心管，１ ０００ ×g离心 ５ ｍｉｎ，吸去上
清（注意吸液面），用 ２ ｍｌ冷 ＰＢＳ洗，吹打均匀，１ ０００ ×
g离心 ５ ｍｉｎ，重复 １次。 弃 １ ｍｌ ＰＢＳ，将离心管中细胞
吹打均匀。 在细胞悬液中缓慢加入 ９５％冷乙醇
（ －２０ ℃）２畅５ ｍｌ（注意置振荡器上，旋转搅拌，防止结

团）。 ４ ℃固定 ２４ ｈ 以上。 吹打均匀，移入塑料管，加
入 ＰＢＳ，３００ g离心 ５ ｍｉｎ 去除乙醇，ＰＢＳ 洗 ３ 次。 重悬
后加入 １００ μｌ ＲＮａｓｅ（１ ０００ Ｕ／ｍｌ），３７ ℃消化 ３０ ｍｉｎ。
加入 ＰＢＳ ２ ｍｌ，振荡，３００ g 离心 ５ ｍｉｎ。 弃上清，加入
８００ μｌ ＰＢＳ，混匀。 加入 ＰＩ ５０ μｌ，混匀。 避光 ４ ℃染色
３０ ｍｉｎ以上，经 ４００ 目尼龙网过滤后，流式细胞仪测
定，ＰＩ激发波长为 ４８８ ｎｍ。

５．ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡：洁净盖玻片置入 ６
孔板，接种 ＤＵ１４５ 细胞 １２ ｈ 贴壁后，转染对照慢病毒
和 ＰｓｃＳＩ６１６ 孵育 ４８ ｈ 后，按试剂盒（Ｒｏｃｈｅ）操作应用
ＴＵＮＥＬ染色，Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜观察，凋亡细胞核呈棕黄
色，每张切片随机选取 ２０ 个高倍视野，计数 ３００ 个细
胞，以其中凋亡细胞占的百分比作为细胞凋亡率。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 检测 ＮＳＢＰ１、ｃｙｃｌｉｎＢ１、ＢＣＬ唱２ 蛋白
表达：转染细胞加入 ＲＩＰＡ 组织裂解液，冰浴 ３０ ｍｉｎ，
４ ℃ １０ ０００ ｒ／ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上清，考马斯亮蓝
定量。 取 ５０ μｇ 总蛋白进行 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ 电泳，转膜后，
５％脱脂奶粉封闭，１∶５００ 稀释的一抗 ４ ℃孵育过夜，
ＴＴＢＳ洗膜后加二抗辣根过氧化物酶标记的 ＩｇＧ，３７ ℃
温育 ２ ｈ，洗膜后加入 ＥＣＬ 试剂，在 Ｘ 线胶片上曝光，
显影，定影。 用 Ｌａｂｗｏｒｋ ４畅５ 分析软件测定Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
条带的吸光度值，与β唱ａｃｔｉｎ 吸光度值的比值表示蛋白
的相对含量。

７．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ １３畅０ 统计学软件，采用
方差分析对 ＮＳＢＰ１、ｃｙｃｌｉｎＢ１、Ｂｃｌ２ 基因在 ＤＵ１４５ 细胞
表达差异进行比较分析。 P ＜０．０５ 认为差异有统计学
意义。

结　　果

１．ＭＴＴ法检测慢病毒转染后细胞活性（图 １）：慢
病毒转染相同数量的 ＤＵ１４５ 细胞后，７２ ｈ 细胞的生长
受到抑制，９６ ｈ细胞生长抑制率为 ２２畅６％（P ＜０畅０１）。

２．流式细胞光度术分析细胞周期（图 ２）：结果表
明转染 ２４、４８ ｈ后抑制组与对照组的 Ｇ２Ｍ ＋Ｓ 期细胞
比例无统计学差异（P ＞０畅０５）；从转染后 ７２ ｈ 起，到
９６ ｈ，两者有统计学差异（Ｐ均＜０畅０５），７２ ｈ抑制组 Ｇ２
期细胞增加了 ５畅９４％（P ＜０畅０１）， Ｓ 期细胞增加了
０畅３％（P ＞０畅０５ ）；９６ ｈ 抑制组 Ｇ２ 期细胞增加了
８畅７８％（ P ＜０畅０１）， Ｓ 期细胞增加了 １５畅２６％（ P ＜
０畅０１）；提示抑制 ＮＳＢＰ１ 的表达使 ＤＵ１４５细胞在 Ｇ２ 期
略有阻滞。

３．ＮＳＢＰ１基因转染对前列腺癌细胞系 ＤＵ１４５ 细
胞凋亡的影响（图３）：ＤＵ１４５ 细胞经转染 ＰｓｃＳＩＮＣ 慢病
毒和 ＰｓｃＳＩ６１６ 慢病毒后，分别于 ２４、４８、７２ 和 ９６ ｈ用流
式细胞仪测定细胞凋亡的比例。 结果表明 ２４ 和 ４８ ｈ，
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ＰｓｃＳＩ６１６ 组细胞与对照组无区别，但是在 ７２ ｈ，凋亡的
细胞数是对照组的 １畅４５ 倍，抑制组和对照组凋亡细胞
比例分别为 １３畅３８ ±１畅７１ 和 ９畅１９ ±１畅０２ （P ＜０畅０５）；
９６ ｈ抑制组凋亡的细胞数是对照组的 ２畅１９ 倍，有统计
学意义（P ＜０畅０１）（抑制组 １７畅７５ ±０畅８１，阴性对照组
８畅１２ ±０畅４６）。

４．ＴＵＮＮＥＬ 法检测敲减 ＮＳＢＰ１ 蛋白后对 ＤＵ１４５
细胞凋亡的影响（图 ４）：阴性对照病毒和 ＰｓｃＳＩ６１６ 转
染细胞后，ＴＵＮＮＥＬ法染色检测凋亡，凋亡细胞核呈棕

黄色。 阴性对照组凋亡率（１２畅３ ±３畅０５）％，ＰｓｃＳＩ６１６
组凋亡率为 （５４畅３ ±７畅７６ ）％，有统计学意义 （P ＜
０畅０１）。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＮＳＢＰ１表达（图 ５）：空白对照
组、阴性对照组、ＰｓｃＳＩ６１６ 转染组的 ＮＳＢＰ１ 蛋白表达强
度分别为 ０畅９１ ±０畅０８、０畅８５ ±０畅０５、０畅２２ ±０畅０７。 慢病
毒 ＰｓｃＳＩ６１６ 转染 ＤＵ１４５ 细胞后，ｃｙｃｌｉｎＢ１ 和 ｂｃｌ２ 蛋白
表达水平明显下调，其抑制率分别为 ２０％和 ４６畅８％
（P ＜０畅０１）。
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讨　　论

几乎所有前列腺癌患者的死因归根结底都是由于

现有的医学手段不能有效控制和治愈非激素依赖性前

列腺癌，肿瘤出现转移性进展而最终导致患者死亡。
因此，研究和开发非激素依赖性前列腺癌的早期诊断、
新预防措施和新治疗方法是解决问题的关键。 本研究
选取非激素依赖性前列腺癌细胞系 ＤＵ１４５ 作为研究对
象，探讨 ＮＳＢＰ１ 蛋白调节细胞增殖的机制，从而筛选治

愈非激素依赖性前列腺癌的靶标。 ＮＳＢＰ１ 是 ＨＭＧ 家
族 ＨＭＧＮ中的一员［１］ 。 ＨＭＧ 蛋白都是分子质量小于
３０ ｋＤ 的小分子蛋白质，能在核内快速的、跳跃式的运
动，不断和核小体发生碰撞，一旦达到特异性的位点，
就发生结合，从而进一步对染色质的结进行修饰。 并
使调节蛋白（激活或抑制）发生聚集［７］ 。 ＨＭＧＮ或者通
过组蛋白的修饰或染色质因子的限制，或者受相互作
用的其他蛋白质的影响结合特异的染色质构型

［７唱８］ 。
目前 ＮＳＢＰ１的功能还不明确，我们推测 ＮＳＢＰ１ 能与染
色质结合，可能起促进染色质高级结构的打开，增强基
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因转录的功能。
本实验用ＭＴＴ和流式细胞技术实验证实抑制细胞

内 ＮＳＢＰ１蛋白表达后，前列腺癌细胞生长减慢，细胞周
期在 Ｇ２期略有阻滞，并且肿瘤细胞凋亡细胞数明显增
多，说明 ＮＳＢＰ１ 蛋白能影响前列腺癌 ＤＵ１４５ 细胞的凋
亡和增殖。 我们通过应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分子生物学方
法初步对 ＮＳＢＰ１ 调控 ＤＵ１４５ 肿瘤细胞生长的机制进
行了探讨。 ｃｙｃｌｉｎＢ１ 作为 Ｇ２Ｍ期的调控因子，在 Ｇ２ 晚
期，ｃｙｃｌｉｎＢ１ 转录的增加是细胞有丝分裂进行的必须条
件［９］ 。 因此，ｃｙｃｌｉｎＢ１ 的蛋白减少或许会减弱 ｃｙｃｌｉｎＢ１唱
ＣＤＣ２ 复合体激酶的活性，继而导致 Ｇ２Ｍ 期的阻止。
我们发现随着 ＮＳＢＰ１ 的蛋白表达降低，ｃｙｃｌｉｎＢ１ 的蛋
白表达减少了 ２０％。 凋亡也是参与细胞生长重要的生
理现象，ｂｃｌ２ 是抑制细胞凋亡的原癌基因［１０］ ，我们也发
现 ｂｃｌ２ 的蛋白降低了 ４６畅８％。 说明 ＮＳＢＰ１ 在凋亡的
调控过程中或许起了积极的作用。
我们的实验结果提示在前列腺癌 ＤＵ１４５ 细胞中

ＮＳＢＰ１与 ｃｙｃｌｉｎＢ１、ｂｃｌ２ 之间可能具有相关性，ＮＳＢＰ１
可能通过调控 ｃｙｃｌｉｎＢ１、ｂｃｌ２ 的变化来调控细胞周期和
凋亡的过程，继而影响肿瘤细胞的生长。 但是这种相
互作用关系是直接还是间接的以及其所涉及的具体功

能区域还需进一步实验证实。
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