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以pAAV为载体的RANi沉默E2F3对前列腺癌LNCAP

细胞系的影响*

陈 涛 胡海龙 孙 岩 吴长利

摘要 目的：探讨以 pAAV 为载体的 RANi 沉默 E2F3 对前列腺癌 LNCAP 细胞系的影响及其作用机制。方法：用

pAAV-siE2F3穿梭质粒转染LNCAP细胞，流式细胞计数检测转染后细胞凋亡，细胞周期变化；Western blot检测转染后E2F3蛋白

与Bcl-2蛋白表达的变化，分析E2F3蛋白与Bcl-2蛋白变化相关性。结果：与对照组相比，pAAV-siE2F3穿梭质粒有效的沉默了

E2F3 蛋白表达（P<0.01），pAAV-siE2F3 穿梭质粒组细胞凋亡明显增加（P<0.01），G1期细胞明显增加（P<0.01），S 期明显减少（P<
0.01），pAAV-siE2F3穿梭质粒组与对照组相比，Bcl-2蛋白表达明显减少（P<0.01）。结论：本实验初步明确了E2F3在前列腺癌细

胞周期调控细胞凋亡方面起的作用，E2F3可能通过影响Bcl-2表达调控细胞凋亡；为进一步阐明E2F3基因与前列腺癌的关系，

及以E2F3为靶点的前列腺癌基因治疗提供理论基础。
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Abstarct Objective: To observe the effects of pAAV-siE2F3 mediated E2F3 gene on silencing prostate cancer cell line LN-

CAP. Methods: pAAV-siE2F3 plasmids were transfected into prostate cancer cells LNCAP. After LNCAP cells were transfected, the in-

terference effects were detected by Westen blot. The appoptosis index and cell cycle of LNCAP cells were detected by flow cytometry.

Results: The results of Western blot indicated that pAAV-siE2F3 plasmid could knock down the expression of E2F3 gene. After LN-

CAP cells were transfected with pAAV-siE2F3 plasmid, the apoptosis index of LNCAP cells increased obviously ( P < 0.01 ), the num-

ber of cells during G1 phase increased ( P < 0.01 ), and the number of cells during S phase decreased evidently ( P < 0.01 ). The expres-

sion of Bcl-2 gene decreased apparently ( P < 0.01 ). Conclusions: E2F3 plays an important role in the progress of prostate cancer cell

cycle. E2F3 regulates cell appotosis index through affectting the expression of Bcl-2 genes, indicating that E2F3 maybe a new target of

gene therapy for prostate cancer.
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前列腺癌是欧美最常见的男性恶性肿瘤之一，

目前在美国前列腺癌的发病率已经超过肺癌，成为

第1位危害男性健康的肿瘤［1］。在我国，随着生活方

式的改变、人口的老龄化及诊断技术的提高，前列腺

癌的发病率也呈持续增长趋势。多数前列腺癌患者

在一定时期内对雄激素剥夺治疗有效，然而最终几

乎所有患者都将发展为“雄激素抵抗型前列腺癌”，

对于这些病例，当前的治疗手段有限，即便姑息治疗

也非常困难。伴随着前列腺癌发生的分子机制研究

深入，多种机制单独或相互作用影响着前列腺癌的

恶性进展。肿瘤的发生、发展与细胞周期调节失控，

细胞凋亡抑制密切相关。E2F3是E2F转录因子家族

成员之一，也是细胞周期调控过程中起重要作用的

调控蛋白之一，其为细胞由Gl期进入S期最重要的细

胞因子，调控着细胞增殖，大量实验研究证明E2F3蛋

白的异常表达与肿瘤的形成恶性进展密切相关［2］。

Bcl-2蛋白属于凋亡抑制蛋白，能够阻止细胞色素 c
从线粒体释放到细胞质，从而抑制了细胞凋亡。本

研究通过pAAV-siE2F3穿梭质粒沉默前列腺癌细胞

LNCAP系中E2F3蛋白的表达，观察其对LNCAP细胞
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的影响，进一步明确E2F3基因与前列腺癌的关系，为

以E2F3为靶点的前列腺癌基因治疗提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

人前列腺癌细胞系LNCAP由天津市泌尿研究所

提供。pAAV-siE2F3由本院胡海龙博士合成［3］。RP⁃
MI 1640，胎牛血清，0.25%胰酶，青霉素，链霉素均购

自 GIBICO 公司。Western blot 中兔抗人 E2F3 多抗，

兔抗人Bcl-2单抗，GAPDH单抗，碱性磷酸酶标记羊

抗兔二抗，蛋白maker，BCA蛋白定量试剂盒，均由武

汉博士德公司提供。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 选取处于对数生长期的LNCAP细

胞，用含有 10%胎牛血清、1%青霉素与链霉素的RP⁃
MI 1640培养基在5%CO2、37℃、饱和湿度的孵箱内培

养，培养细胞至第6、7代进行后续实验。

1.2.2 pAAV-siE2F3穿梭质粒转染LNCAP细胞 将

LNCAP 细胞按每组 5×104个/mL 接种于 6 孔板，用含

有 10%胎牛血清的 RPMI 1640 培养基在 5% CO2、

37℃、饱和湿度的卵孚箱内培养，转染细胞融合至

70%～80%，再次细胞计数，病毒MOI值（v.g number/
cell）分别为1×104、5×104、1×105、5×105行预转染，分别

于转染24、48、72 h观察绿色荧光表达。

1.2.3 流式细胞术（FCM）检测细胞周期和凋亡 转染

72 h后分别收集细胞，调整细胞浓度为1×106/mL，细胞

制备成单细胞悬液后，移入10 mL离心管，同时收集无

处理细胞组、AAV转染组细胞作对照。1 000 r/min离心

10 min，收集沉淀，PBS洗涤沉淀3次。细胞沉淀中加入

4 ℃预冷的70%乙醇2 mL，-20 ℃固定过夜。1 000 r/min
离心10 min，收集沉淀，加入PI染液 l mL（含33 μg/mL
PI，0.13 mg/mL RNAaseA，10 mmoL/L EDTA，0.5%Tri⁃

tonX-100）室温孵育30 min。流式细胞仪检测DNA-PI
的荧光强度，流式细胞仪的激发光和发射光的波长分

别为488、530 nm，每组设4个平行样。

1.2.4 细胞总蛋白的提取及Western blot检测 转染

72 h后分别提取无处理组、AAV病毒组、对照组细胞

总蛋白并定量至 1 μg/μL。分别取 30 μL 上样量在

10%SDS-PAGE 进行电泳分离，经电转移转至 NC 膜

上。5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，按蛋白maker将条带

剪开，兔抗人 E2F3 一抗（1：100），兔抗人 Bcl-2（1：
100），室温孵育2 h，兔抗人GAPDH一抗（1：200）室温

孵育2 h，TBST缓冲液洗涤4次，每次5 min，碱性磷酸

酶标记羊抗兔二抗（1：5 000）孵育1h，NBT/BCIP膜显

色 30 min，每组设 4个平行样，结果以 Image J软件进

行分析。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行统计学处理，计量

资料以均数±标准差（x±s）表示，采用单因素方差分

析，多个样本间两两比较采用LSD-t检验，P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 转染效率的检测

pAAV-siE2F3 穿梭质粒转染 LNCAP 细胞于 6h
后开始观察到微量荧光表达，24 h 后观察到 10%～

30% LNCAP细胞有绿色荧光表达，48h约达 50%，72
h 达 60%～80%。经不同 MOI 的 pAAV-siE2F3 穿梭

质粒转染 LNCAP 细胞 72h 后，MOI 为 1×104 、5×104

组，荧光表达弱于MOI的1×105组，1×105组与5×105组

之间无显著性差异，确定最佳转染 MOI 为 1×105v.g.
number/cell。MOI为1×104、5×104、1×105与5×105组转

染72 h后的荧光表达（图1～4）。

1 2 3 4

图1 MOI为1×104组转染72h后荧光表达

Figure 1 Fluorescence expression at 72h after transfection with MOI of 1×104 group

图2 MOI为5×104组转染72h后荧光表达

Figure 2 Fluorescence expression at 72h after transfection with MOI of 5×104 group

图3 MOI 为1×105组转染72h后荧光表达

Figure 3 Fluorescence expression at 72h after transfection with MOI of 1×105 group

图4 MOI 为5×105组转染72 h后荧光表达

Figure 4 Fluorescence expression at 72h after transfection with MOI of 5×105 group
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2.2 pAAV-siE2F3穿梭质粒转染72 h后三组细胞凋

亡和细胞周期变化

各组细胞经 72 h 不同处理后，均出现不同程度

的凋亡现象。无处理组凋亡率为（3.5725±0.4480）%，

AAV 组凋亡率为（8.6600±0.4715）%，pAAV -siE2F3
穿梭质粒组凋亡率为（26.7800±1.1862）%，无处理组

与 AAV 转 染 组 相 比 P<0.001，无 处 理 组 与

pAAV-siE2F3 组 相 比 P<0.001，AAV 转 染 组 与

pAAV-siE2F3组相比P<0.001，差异均有统计学意义

（表1）。
流式细胞仪检测无处理、AAV、pAAV-E2F3组细

胞周期。各组细胞经 72 h后不同处理，pAAV-E2F3
处理组与无处理、AAV处理组相比，G0/G1期细胞明显

增多，S 期细胞明显减少。经方差分析无处理组和

AAV 组相比P=0.129，差异无统计学意义；无处理组

和 pAAV-siE2F3 穿梭质粒组相比 P<0.01，差异有统

计学意义；AAV 转染组和 pAAV-siE2F3 穿梭质粒组

相比P<0.01，差异有统计学意义（表2）。
2.3 转染前后细胞内E2F3、Bcl-2蛋白表达情况

pAAV-siE2F3 转染组 E2F3 蛋白表达明显低于

AAV 转染组及无处理组。无处理组 E2F3 蛋白的表

达与AAV转染组相比P=0.052，差异无统计学意义；

无处理组与pAAV-siE2F3组相比P<0.001，AAV转染

组与pAAV-siE2F3组相比P<0.001，差异具有统计学

意义。Bcl-2蛋白表达，无处理组与AAV转染组相比

P=0.159，差异无统计学意义；pAAV-siE2F3 转染组

Bcl-2的表达明显低于AAV转染组及无处理组，差异

具有统计学意义（P<0.01），E2F3与Bcl-2的表达呈正

相关，r=0.924，P<0.01（表3，图5）
表1 流式细胞术检测细胞凋亡率 （x±s）
Table 1 Apoptosis detected by flow cytometry

表2 流式细胞术检测细胞周期 %（x±s）
Tabel 2 Cell cycle detected by flow cytometry

表3 各组细胞E2F3、Bcl-2蛋白的相对灰度值 （x±s）
Table 3 The relative grey scale of E2F3 and Bcl-2 protein

图5 三组不同处理组中E2F3、Bcl-2蛋白的表达

Figure 5 Expression of E2F3 and Bcl-2 protein in the three different

treatment groups

3 讨论

E2F3是E2F转录因子家族成员之一，是细胞周

期调控过程中起重要作用的调控蛋白之一，亦是细

胞由Gl期进入S期最重要的细胞因子，调控着细胞增

殖［4］。大量实验研究证明E2F3蛋白的异常表达与肿

瘤的形成密切相关。E2F3基因定位于6p22染色体，

在视网膜母细胞瘤，乳腺癌，膀胱癌都发现了该处基

因的异常扩增［2］。Foster等［5］研究预测E2F3的过表达

能够独立的预测前列腺癌的临床结果，高表达的

E2F3 水平是前列腺癌预后不良的独立危险因素。

Michael 等［6］比较了33例雄激素非依赖型前列腺癌骨

转移标本和22例原发性前列腺癌患者标本中的基因

表达，雄激素非依赖型前列腺癌标本中E2F3的表达

明显增高。Olsson等［7］在 pRB下调的情况下E2F3的

高表达促进前列腺细胞的恶性增殖。本实验以

pAAV-siE2F3 穿梭质粒为载体，通过沉默前列腺癌

LNCAP细胞系中E2F3的表达，有效的抑制了前列腺

癌LNCAP细胞系的增殖速度，通过流式细胞实验证

实这种抑制作用正是由于抑制前列腺癌LNCAP细胞

系G1期到S期的转变，抑制细胞增殖。同时观察到伴随着

E2F3蛋白表达的下调，Bcl-2蛋白表达明显下调。

Bcl-2 为抗凋亡蛋白，线粒体膜上的 Bcl-2 通过

与凋亡相关因子的协同作用调控线粒体结构与功能

的稳定性，发挥细胞凋亡主开关功效。经常可以在

复发的前列腺癌中检测到抗凋亡蛋白Bcl-2的过度

表达，在前列腺癌细胞由雄激素依赖型进展至雄激

素非依赖型的过程中Bcl-2的过表达起到关键作用［8］。

在雄激素非依赖型前列腺癌细胞中，下调Bcl-2的表

达细胞凋亡明显增加［9］。本实验通过沉默LNCAP细

胞系中E2F3表达后，LNCAP细胞凋亡增加，且Bcl-2
的表达下降，在一定程度上说明了 E2F3 与 Bcl-2 在

前列腺癌恶性进展中密切相关，前列腺癌细胞中高

表达的E2F3在一定程度上影响Bcl-2的表达来达到

凋亡抵抗。下调 E2F3 的表达，直接或间接的导致

Bcl-2蛋白表达的下调，为进一步以E2F3为靶点的前

列腺癌基因治疗提供理论依据。

项目

凋亡率/%

无处理组

3.572 5±0.448 0

AAV转染组

8.660 0±0.471 5

pAAV-siE2F3组

26.780 0±1.186 2

项目

G0/G1期

S期

无处理组

27.735 0±2.409 4

24.650 0±2.179 8

AAV转染组

30.967 5±3.020 3

21.512 5±1.725 7

pAAV-siE2F3组

51.165 0±2.732 7

16.607 5±1.739 5

项目

E2F3

Bcl-2

无处理组

1.944 5±0.046 87

2.144 6±0.079 73

AAV转染组

1.866 8±0.045 52

2.061 2±0.081 33

pAAV-siE2F3组

1.149 1±0.054 22

1.792 5±0.068 98

无处理组 AAV转染组 pAAVsiE2F3组

Bcl-2

E2F3

GAPDH

26kD

45kD

35kD
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本实验进一步证明了E2F3在前列腺癌细胞分化

增殖，抗凋亡方面所起的重要作用，同时说明了以

pAAV-siE2F3 穿梭质粒沉默 E2F3 的有效性，为以

pAAV-siE2F3 穿梭质粒为载体的基因治疗提供依

据，将进一步通过动物实验进行验证其有效性与副

作用。
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患者女性，32岁，2006年初发现右颌下肿块，未行治疗。

自2008年10月病情加重，出现疼痛，给予右颌下肿物切除术，

术后病理示：颌下腺混合瘤，2010年5月再次发现右颌下肿

物，后肿物逐渐增大，2010年9月13日行右侧颌下肿物切除

术，术后病理示：脊索瘤。免疫组化CK（-）、Vimentin（+）、SMA

（-）、Calponin（-）、S-100（+）。2010年9月27日开始术后放

疗，共给予放射剂量6MV-Dt5600/28f治疗，2010年11月5日

结束放疗。术后每3个月复查。2011年2月逐渐出现右侧颜

面部麻木不适，2011年5月复查MRI发现颅底占位，行PET/CT

示：右颌下腺、腮腺术后未见明显代谢异常，符合术后改变；左

侧颌下腺结节，考虑放疗后改变；右中颅窝区肿块，葡萄糖代

谢异常增高，考虑转移瘤或脊索瘤，累计右侧岩骨、蝶骨；双肺

多发病变，葡萄糖代谢不均匀增高，考虑转移瘤。无骶尾部疼

痛，2011年7月29日开始给予右中颅窝病变局部扩大野调强

放疗，并同步给予顺铂增敏，2011年9月2日治疗结束，共给予

放射剂量6MV-Dt5000/28f，2011年10月给予肺部转移灶伽玛

刀治疗，目前随访中。

小结 脊索瘤是一种低度恶性肿瘤，起源于胚胎残余脊

索组织，1894年由Ribbert首先描述并命名。该病发展缓慢，

好发于脊柱中轴的两端颅底斜坡和脊椎骶尾部，其中骶尾部

占40%～50%，颅底部占35%～40%，多数在40～70岁之间发

病，偶见于儿童和青年［1］。脊索瘤发生远处转移较少，转移常

在该病的晚期发生，往往是在先有局部复发的基础上又发生

转移，5年治愈率为50%左右，转移率为5%～43%［2］。目前脊索

瘤治疗首选手术。近年来新的放疗技术如：χ-刀、伽马刀及

射波刀应用于脊索瘤治疗。本例患者首发部位为颌下腺，后

出现颅底及肺转移病灶，非常罕见。该患者考虑肺部病灶可

能系血源性转移，应考虑全身化疗。
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