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摘要　目的　探讨ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ对前列腺癌细胞生物学行为的影响及其作用机制。方法　通过 ＴＣＧＡ数据库中前列腺癌数
据分析ＢＩＲＣ５、ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ与前列腺癌病理关系，采用ｍｉＲＮＡ靶基因预测数据库分析ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ与ＢＩＲＣ５靶结合位点并使
用双色荧光素酶活性实验证，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ过表达细胞中ＢＩＲＣ５蛋白表达。以前列腺癌细胞 ＰＣ３、ＤＵ１４５为
研究背景，构建ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ过表达细胞系（ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组）及其阴性对照（ｍｉＲＮＣ组）并用ｑＲＴＰＣＲ验证，ＣＣＫ８法检测细
胞增殖情况［４５０ｎｍ处光密度值（ＯＤ４５０ｎｍ值）］，流式细胞术检测细胞周期分布和细胞凋亡率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞增殖、凋亡
相关蛋白表达。建立ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ／ＢＩＲＣ５双过表达调细胞系（ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ＋ＢＩＲＣ５组），用上述相同方法检测细胞生长、细胞
周期分布、细胞凋亡率及相关蛋白表达。结果　ＢＩＲＣ５在前列癌组织表达升高且在肿瘤高侵犯程度、淋巴节转移和复发患者
呈现更高表达趋势，ＢＩＲＣ５高表达患者生存情况较差；ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ在列腺癌癌组织表达降低，ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ水平与ＢＩＲＣ５水平
呈负相关，ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ靶向抑制 ＢＩＲＣ５表达。在 ＰＣ３、ＤＵ１４５细胞中，ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组细胞 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ水平高于 ｍｉＲＮＣ组
（Ｐ＜００５），ＯＤ４５０ｎｍ值和Ｓ期细胞百分比低于 ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜００５），Ｇ０／Ｇ１期细胞百分比、细胞凋亡率和 ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３、
ＰＡＲＰ蛋白表达高于ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜００５），ＣＤＫ２、ＣＣＮＢ１、ＢＣＬ２蛋白表达弱于ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜００５）。ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ＋ＢＩＲＣ５
组细胞的ＢＩＲＣ５蛋白表达和ＯＤ４５０ｎｍ值高于ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组（Ｐ＜００５），Ｇ０／Ｇ１期细胞百分比低于ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组（Ｐ＜００５），
Ｓ期细胞百分比高于ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组（Ｐ＜００５），细胞凋亡率低于 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组（Ｐ＜００５），ＣＤＫ２、ＣＣＮＢ１和 ＢＣＬ２蛋白表
达高于ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组，ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ蛋白表达低于ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组。结论　ｍｉＲ１８１５ｐ可以靶作用ＢＩＲＣ５抑制人前
列腺癌细胞增殖，使细胞周期在Ｇ０／Ｇ１期阻滞，促进细胞凋亡。
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　前列腺癌是前列腺上皮细胞恶性增殖引起的肿
瘤，其进展性侵犯转移可引起排尿困难、血尿以及骨

痛等严重并发症，是威胁男性生命健康安全的重要

病因，虽然该疾病早期通过科学管理治疗可以改善

患者预后，但近３０％患者出现复发［１］。因此，寻找

新的治疗靶点来防控前列腺癌患者病情恶化。微小

ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）能够通过与 ｍＲＮＡ结合促进或抑制
其靶基因表达，参与多种癌症疾病发生、进展过

程［２－３］。ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ可参与口腔磷癌细胞增殖、细
胞凋亡过程［４］，还调控结直肠癌进展过程［５］。早期

研究［６］显示ｍｉＲ１８１与前列腺癌细胞顺铂的敏感性
有调节作用，ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ对前列腺细胞生物学行为
影响鲜有报道。因此，该研究旨在探究ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ

对前列腺细胞生物学行为的影响并分析其可能作用

机制。

１　材料与方法

１．１　细胞材料　人前列腺癌细胞 ＰＣ３、ＤＵ１４５、ＬＮ
ＣａＰ购自美国ＡＴＣＣ公司。
１．２　主要试剂和仪器　ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国
Ｇｉｂｃｏ公司），ｍｉＲ１８１５ｐｍｉｍｉｃｓ及其阴性对照
（ｍｉＲＮＣ）、杆状病毒凋亡抑制蛋白５（ＢＩＲＣ５）野生
型（ＢＩＲＣ５ＷＴ）、突变型（ＢＩＲＣ５ＭＴ）荧光素酶重组
载体质粒（生工生物工程上海股份有限公司），双色

荧光素酶活性检测试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司），细
胞周期、凋亡试剂盒（武汉金开瑞生物工程有限公

司），ＣＣＫ８细胞增殖试剂盒（上海钰博生物科技有
限公司），ＢＩＲＣ５、细胞周期蛋白依赖性激酶２（ｃｙｃ
ｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔＫｉｎａｓｅ２，ＣＤＫ２）、细胞周期蛋白 Ｂ１
（ｃｙｃｌｉｎＢ１，ＣＣＮＢ１）、ＢＡＸ、ＢＣＬ２、ｃａｓｐａｓｅ３、多聚腺
苷二磷酸核糖聚合酶（ｐｏｌｙＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，
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ＰＡＲＰ）抗体（武汉益普生物科技有限公司），ＴＲＩｚｏｌ
试剂、逆转录试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
试剂盒和ＢＢＤ６２２０ＣＯ２细胞培养箱（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ公司）。Ａｕｒｏｒａ３Ｌ５Ｌ流式细胞仪（美国 Ｃｙｔｅｋ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司），Ｇａｌａｘｙ４８Ｒ细胞培养箱（德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），Ｔｉ２荧光显微镜（日本尼康公司）。
１．３　生物信息学分析　从 ＴＣＧＡ中下载前列腺癌
数据分析ＢＩＲＣ５在前列腺组织及癌旁组织中的表
达以及与不同临床分级癌组织关系，分析ｍｉＲ１８１ｃ
５ｐ在前列腺组织及癌旁组织中的表达变化，以前列
腺癌组织ＢＩＲＣ５表达水平中位数为分界线将其分
为ＢＩＲＣ５低表组和 ＢＩＲＣ５高表达组并分析前列腺
癌患者疾病无进展生存情况。ｍｉＲＮＡ靶基因预测
数据库预测分析ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ与ＢＩＲＣ５表达的相关
性以及两者靶结合位点。

１．４　双色荧光素酶活性检测　构建 ＢＩＲＣ５ＷＴ、
ＢＩＲＣ５ＭＴ荧光素酶重组载体，将ｍｉＲ１８１ｃ５ｐｍｉｍ
ｉｃｓ、ｍｉＲＮＣ分别与上述载体共转染 ＰＣ３细胞，４８ｈ
后检测荧光素酶相对活性。

１．５　细胞培养和转染　ＰＣ３、ＤＵ１４５、ＬＮＣａＰ细胞常
规复苏后置于含１０％含胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０培养
基中培养（５％ ＣＯ２、３７℃），间隔１ｄ更换１次培养
基。细胞生长融合至８０％时，加入ｍｉＲ１８１５ｐｍｉｍ
ｉｃｓ、ｍｉＲＮＣ（ｍｉＲ１８１５ｐ组、ｍｉＲＮＣ组），加入转染
试剂，培养基更换为不含血清的培养基，孵育 ６ｈ
后，更换为含有血清的培养基，孵育４８ｈ后，收集细
胞使用实时荧光定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅ
ａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）检测细胞中 ｍｉＲ１８１５ｐ水
平，明确成功转染后，将 ｐｃＢＩＲＣ５过表达质粒载体
转染 ｍｉＲ１８１５ｐ过表达细胞系（ｍｉＲ１８１５ｐ＋
ＢＩＲＣ５组）、ｍｉＲＮＣ细胞系（ｍｉＲＮＣ＋ＢＩＲＣ５组），
使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞ＢＩＲＣ５蛋白表达。
１．６　ＲＴＰＣＲ检测细胞 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ表达　使用
ＴＲＩｚｏｌ试剂提取细胞总 ＲＮＡ并逆转录合成 ｃＤＮＡ，
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ对 ｃＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩
增（９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ、６０℃ ３０ｓ、７２℃
３０ｓ，３２个循环），Ｕ６为内参基因，计算方法为
２－△△ＣＴ。
１．７　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　将细胞以每孔１×
１０５个接种至２４孔板，于培养１、２、３、４、５ｄ时，加入
１０μｌＣＣＫ８溶液，继续孵育２ｈ，在波长４５０ｎｍ处
检测光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值（ＯＤ４５０ｎｍ值）。
１．８　流式细胞术检测细胞周期和凋亡　细胞以
２５×１０４个／孔接种 ６孔板，培养 ４８ｈ后，收集细

胞，１０ｃｍ离心半径，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，磷酸缓
冲液冲洗细胞沉淀，加入７５％乙醇溶液固定２４ｈ，
加入ＰＩ避光３０ｍｉｎ，仪器上样检测、自带软件分析
细胞周期百分比。细胞凋亡检测过程中细胞接种至

细胞沉淀收集操作步骤与细胞周期检测相同，重悬

细胞沉淀，加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ、ＰＩ，室温避光 １５
ｍｉｎ，再上样流式细胞仪并统计细胞凋亡率。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达　收集细胞，加
入细胞裂解液，提取细胞总蛋白并测定蛋白质浓度，

取总蛋白７０μｇ，经ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳、电转膜，密
封２ｈ，加入鼠抗人一抗（１∶１０００）４℃ 孵育过夜，
加入二抗（１∶１０００）孵育１ｈ，漂洗，化学显色、定
影，成像仪收集分析蛋白条带。

１．１０　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２２０软件分析数
据，Ｇｒａｐｈｐａｄ５０软件作图，数据以珋ｘ±ｓ表示，两组
间比较使用独立样本ｔ检验，α＝００５。

２　结果

２．１　ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ、ＢＩＲＣ５与前列腺癌病理关系分
析　数据库分析显示前列腺癌组织 ＢＩＲＣ５表达水
平高于癌旁组织（Ｐ＜００５），Ｔ３－４、Ｔ２前列腺癌组
织ＢＩＲＣ５表达水平均高于癌旁组织（Ｐ＜００５），有
淋巴结转移的前列腺癌组织 ＢＩＲＣ５表达水平高于
无淋巴结转移（Ｐ＜００５），ＢＩＲＣ５低表达组前列腺
癌患者的疾病无进展生存情况优于 ＢＩＲＣ５高表达
组患者（Ｐ＜００５）；前列腺癌组织的ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ表
达低于癌旁组织（Ｐ＜００５），见图１Ａ－１Ｆ。ｍｉＲＮＡ
靶基因预测数据库预测分析 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ水平与
ＢＩＲＣ５水平呈负相关，见图 １Ｇ；且 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ与
ＢＩＲＣ５有靶结合位点，通过双色荧光素酶活性实验
结果显示 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ／ＢＩＲＣ５ＷＴ３′ＵＴＲ细胞的荧
光素酶活性低于 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ／ＢＩＲＣ５ＭＴ３′ＵＴＲ、
ｍｉＲＮＣ／ＢＩＲＣ５ＷＴ３′ＵＴＲ、ｍｉＲＮＣ／ＢＩＲＣ５ＭＴ３′
ＵＴＲ细胞（Ｐ＜００５），见图 １Ｈ、１Ｉ；在 ＰＣ３、ＤＵ１４５
细胞中，ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组细胞的 ＢＩＲＣ５蛋白表达低
于ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜００５），见图１Ｊ、１Ｋ。
２．２　ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ对ＰＣ３、ＤＵ１４５细胞增殖的影响
　ｑＲＴＰＣＲ结果显示，在 ＰＣ３、ＤＵ１４５细胞中，ｍｉＲ
１８１ｃ５ｐ组细胞 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ水平高于 ｍｉＲＮＣ组
（Ｐ＜００５），ＯＤ４５０ｎｍ值低于 ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜
００５），Ｇ０／Ｇ１期细胞百分比高于 ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜
００５），Ｓ期细胞百分比低于ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜００５），
细胞中的ＣＤＫ２、ＣＣＮＢ１蛋白表达条带弱于ｍｉＲＮＣ
组（Ｐ＜００５）；在 ＬＮＣａＰ细胞中 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组细
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胞的 ＣＤＫ２、ＣＣＮＢ１蛋白表达条带弱于 ｍｉＲＮＣ组
（Ｐ＜００５），见图２。
２．３　ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ对ＰＣ３、ＤＵ１４５细胞凋亡的影响
　流式细胞术和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，在

ＰＣ３、ＤＵ１４５细胞中，ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组细胞凋亡率和
ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ、ＢＡＸ蛋白表达高于 ｍｉＲＮＣ组（Ｐ
＜００５），ＢＣＬ２蛋白表达低于 ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜
００５）。见图３。

图１　ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ、ＢＩＲＣ５与前列腺癌病理关系分析

Ｆｉｇ．１　ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ１８１ｃ５ｐ，ＢＩＲＣ５ａｎｄｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ

　　Ａ：ＢＩＲＣ５ｌｅｖｅｌｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｐａｒａｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ；Ｐ＜００５ｖｓｐａｒａｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ：ＢＩＲＣ５ｌｅｖｅｌｉｎＴ３－４ａｎｄＴ２ｐｒｏｓ

ｔａｔｅｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｐ＜００５ｖｓｐａｒａｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ：ＢＩＲＣ５ｌｅｖｅｌｉｎｒｅｃｕｒｒｅｎｔ／ｎｏｎｒｅｃｕｒｒｅｎｔｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｐ＜００５ｖｓＲｅｃｕｒｒｅｎｔ

ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ；Ｄ：ＢＩＲＣ５ｌｅｖｅｌｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｗｉｔｈ／ｗｉｔｈｏｕｔｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；Ｐ＜００５ｖｓＰｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｗｉｔｈｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；

Ｅ：ＰｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｌｏｗｏｒｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＩＲＣ５；Ｆ：ｍｉＲ１８１ｃ５ｐｌｅｖｅｌｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｐａｒａ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ；Ｐ＜００５ｖｓＰａｒａｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ；Ｇ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ１８１ｃ５ｐａｎｄＢＩＲＣ５；Ｈ：ＡｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓａｂｏｕｔｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｏｆｍｉＲ

１８１ｃ５ｐａｎｄＢＩＲＣ５ｂｙｍｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｄａｔａｂａｓｅ；Ｉ：ＤｏｕｂｌｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｆｏｒＰＣ３；Ｐ＜００５ｖｓｍｉＲＮＣ；Ｊ：Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｏｆ

ＢＩＲＣ５ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＣ３ａｎｄＤＵ１４５；Ｐ＜００５ｖｓｍｉＲＮＣ；Ｋ：ＨｉｓｔｏｇｒａｍｓｏｆＢＩＲＣ５ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＣ３ａｎｄＤＵ１４５．ａ：ｍｉＲＮＣ；ｂ：ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ．
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图２　ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ对ＰＣ３、ＤＵ１４５细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ１８１ｃ５ｐｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＰＣ３ａｎｄＤＵ１４５

　　Ａ：ｍｉＲ１８１ｃ５ｐｌｅｖｅｌｓｉｎＰＣ３ａｎｄＤＵ１４５ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＲＴＰＣＲ；Ｂ：ＣｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｉｎＰＣ３；Ｃ：ＣｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｉｎＤＵ１４５；Ｄ：Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎＰＣ３；Ｅ：ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎＤＵ１４５；Ｆ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｏｆＣＤＫ２ａｎｄＣＣＮＢ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＰＣ３，

ＤＵ１４５ａｎｄＬＮＣａＰｃｅｌｌｓ；Ｐ＜００５ｖｓｍｉＲＮＣ；ａ：ｍｉＲＮＣ；ｂ：ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ．

图３　ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ对ＰＣ３、ＤＵ１４５细胞凋亡的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ１８１ｃ５ｐｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＰＣ３ａｎｄＤＵ１４５

　　Ａ：ＦｌｏｗｄｉａｇｒａｍｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎＰＣ３；Ｂ：Ｆｌｏｗｄｉａｇｒａｍｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅｉｎＤＵ１４５；Ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｏｆＢＡＸａｎｄＢＣＬ２ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＰＣ３ａｎｄＤＵ１４５；Ｄ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｏｆｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄＰＡＲＰｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ

ＰＣ３ａｎｄＤＵ１４５；Ｐ＜００５ｖｓｍｉＲＮＣ；ａ：ｍｉＲＮＣ；ｂ：ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ．
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２．４　ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ靶向抑制 ＢＩＲＣ５抑制人前列腺
癌细胞增殖　在 ＰＣ３、ＤＵ１４５细胞中，ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ
＋ＢＩＲＣ５组细胞的 ＢＩＲＣ５蛋白表达和 ＯＤ４５０ｎｍ值高
于ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组（Ｐ＜００５），Ｇ０／Ｇ１期细胞百分比
低于ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组（Ｐ＜００５），Ｓ期细胞百分比高
于ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组（Ｐ＜００５），ＣＤＫ２、ＣＣＮＢ１蛋白
表达高于 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组（Ｐ＜００５）。ｍｉＲＮＣ＋
ＢＩＲＣ５组细胞的 ＢＩＲＣ５蛋白表达和 ＯＤ４５０ｎｍ值高于
ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜００５），Ｇ０／Ｇ１期细胞百分比低于
ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜００５），Ｓ期细胞百分比、细胞
ＣＤＫ２、ＣＣＮＢ１蛋白表达高于 ｍｉＲＮＣ组 （Ｐ＜
００５）。见图４。
２．５　ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ靶向抑制 ＢＩＲＣ５促进人前列腺
癌细胞凋亡　在 ＰＣ３、ＤＵ１４５细胞中，ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ
＋ＢＩＲＣ５组细胞凋亡率低于 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组（Ｐ＜
００５），细胞 ＢＣＬ２蛋白表达高于 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组
（Ｐ＜００５），ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ蛋白表达低于
ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ组（Ｐ＜００５）；ｍｉＲＮＣ＋ＢＩＲＣ５组细胞
的凋亡率低于ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜００５），ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ
３、ＰＡＲＰ蛋白表达低于 ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜００５），细胞
ＢＣＬ２蛋白表达高于 ｍｉＲＮＣ组（Ｐ＜００５）。见图
５。

３　讨论

　　前列腺癌是引起男性恶性肿瘤患者死亡的主要
病因，虽然前列腺癌早期可以给予雄激素剥夺治疗，

但会进展为去势抵抗性前列腺癌，目前还未有彻底

治愈疗法，故前列腺癌有效治疗方法是人们的关注

重点［７］。ｍｉＲＮＡ在生物多种途径中均有调节作用，
如ｍｉＲ１４３３ｐ能抑制前列腺癌上皮间质转化［８］，

ｍｉＲ４９９ａ可抑制前列腺癌细胞增殖［９］。本研究通

过前列腺癌数据库分析显示前列腺癌组织的 ｍｉＲ
１８１ｃ５ｐ表达较癌旁组织呈降低趋势，说明 ｍｉＲ
１８１ｃ５ｐ参与前列腺癌的发生过程。
　　有研究［１０］表明 ｍｉＲ１８１ｂ５ｐ能通过靶向作用
ＨＭＢＯＸ１来调节前列腺癌细胞增殖、凋亡过程，本
研究结果显示过表达 ｍｉＲ１８１５ｐ可使人前列腺癌
细胞生长受到抑制，使细胞周期中 Ｇ０／Ｇ１期占比升
高，而 Ｓ期占比降低，还能降低 ＣＤＫ２、ＣＣＮＢ１蛋白
表达。ＣＤＫ２、ＣＣＮＢ１均为细胞周期重要调控因子，
ＣＣＮＢ１能与细胞周期蛋白依赖性激酶结合形成成
熟促进因子，激活真核细胞的有丝分裂［１１－１２］，本研

究结果说明过表达 ｍｉＲ１８１５ｐ可能是通过抑制
ＣＤＫ２、ＣＣＮＢ１蛋 白表达使人前列腺癌细胞在

图４　ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ靶向抑制ＢＩＲＣ５调节人前列腺癌细胞增殖

Ｆｉｇ．４ｍｉＲ１８１ｃ５ｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＢＩＲＣ５

　　Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆＢＩＲＣ５ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＣ３ａｎｄＤＵ１４５；Ｂ：ＣｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｉｎＰＣ３；Ｃ：ＣｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｉｎＤＵ１４５；Ｄ：Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｃｙｃｌｅ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎＰＣ３；Ｅ：ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎＤＵ１４５；Ｆ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆＣＤＫ２ａｎｄＣＣＮＢ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＰＣ３ａｎｄＤＵ１４５；Ｐ＜００５

ｖｓｍｉＲＮＣ；＃Ｐ＜００５ｖｓｍｉＲ１８１ｃ５ｐｇｒｏｕｐ；ａ：ｍｉＲＮＣ；ｂ：ｍｉＲＮＣ＋ＢＩＲＣ５；ｃ：ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ；ｄ：ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ＋ＢＩＲＣ５．
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图５　ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ靶向抑制ＢＩＲＣ５促进人前列腺癌细胞凋亡

Ｆｉｇ．５　ｍｉＲ１８１ｃ５ｐｐｒｏｍｏｔｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＢＩＲＣ５

　　Ａ：ＦｌｏｗｄｉａｇｒａｍｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＰＣ３ａｎｄＤＵ１４５；Ｂ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎＰＣ３ａｎｄＤＵ１４５；Ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｏｆＢＡＸ，

ＢＣＬ２，ｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄＰＡＲＰｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＰＣ３ａｎｄＤＵ１４５；Ｐ＜００５ｖｓｍｉＲＮＣ；＃Ｐ＜００５ｖｓｍｉＲ１８１ｃ５ｐｇｒｏｕｐ；ａ：ｍｉＲＮＣ；ｂ：ｍｉＲＮＣ＋ＢＩＲＣ５；

ｃ：ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ；ｄ：ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ＋ＢＩＲＣ５．

Ｇ０／Ｇ１期发生阻滞，阻碍细胞周期正常运行，从而抑
制人前列腺癌细胞增殖能力。本研究结果显示过表

达ｍｉＲ１８１５ｐ可使人前列腺癌细胞的细胞凋亡率
升高，且抗凋亡蛋白 ＢＣＬ２蛋白表达降低，促进凋
亡蛋白 ＢＡＸ、ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ蛋白表达上调，
ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ是调节细胞凋亡的核心成员，ＢＣＬ
２、ＢＡＸ在线粒体介导细胞凋亡途径中呈拮抗作
用［１３］，本研究结果说明过表达 ｍｉＲ１８１５ｐ可促进
人前列腺癌细胞凋亡。

　　ＢＩＲＣ５为凋亡抑制蛋白家族成员之一，有很强
的凋亡抑制功能［１４］；也被认为是一种癌基因，还参

与细胞有丝分裂和血管生成等过程，如 ＢＩＲＣ５可促
进胶质母细胞瘤增殖［１５］，在肾透明细胞癌组织中呈

高表达［１６］，调节体外炎症性肿瘤微环境诱导阴茎癌

恶化［１７］，有研究［１８］表明 ＢＩＲＣ５能通过影响细胞周
期运行来影响食管鳞状细胞癌发生过程。本研究通

过数据分析 ＢＩＲＣ５在前列癌组织表达升高且在肿
瘤高侵犯程度、淋巴节转移和复发患者呈现更高表

达趋势，ＢＩＲＣ５高表达患者生存情况较差，并且还发
现ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ水平与 ＢＩＲＣ５水平呈负相关，ｍｉＲ
ＮＡ靶基因预测数据库预测分析显示 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ
与ＢＩＲＣ５有靶结合位点并且由双色荧光素酶活性
实验证实ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ能靶向抑制ＢＩＲＣ５表达。本
研究通过在 ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ过表达细胞系基础上使
ＢＩＲＣ５表达上调，发现上调 ＢＩＲＣ５表达可以逆转
ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ过表达所致人前列腺癌细胞生长抑制、
细胞周期阻滞、细胞凋亡促进作用，还可以逆转

ｍｉＲ１８１ｃ５ｐ对ＣＤＫ２、ＣＣＮＢ１和ＢＣＬ２蛋白表达的
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抑制作用，对ＢＡＸ蛋白表达促进作用。
　　综上所述，ｍｉＲ１８１５ｐ与前列腺癌的临床分期
存在关系，同时从细胞层面证实 ｍｉＲ１８１５ｐ可以靶
作用ＢＩＲＣ５抑制人前列腺癌细胞增殖，使细胞周期
在Ｇ０／Ｇ１期阻滞，抑制细胞周期蛋白 ＣＤＫ２、ＣＣＮＢ１
蛋白表达，还能促进细胞凋亡，调节细胞凋亡相关蛋

白表达，下一步将用动物模型展开深入研究。
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