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ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 靶向 ＳＭＡＤ４ 抑制
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摘要：目的 探究 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 可否靶向调控 ＳＭＡＤ４ 对前列腺癌细胞增殖、侵袭的影响及其机制。 方法 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
检测前列腺癌组织及各细胞系中 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 的表达量，分析其表达与 Ｇｌｅａｓｏｎ 评分的关系；ＭＴＴ 实验、ＢｒｄＵ 实验、
集落生成实验、划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室法及裸鼠成瘤实验分析 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 对前列腺癌细胞增殖、成瘤、迁移及侵

袭等能力的影响；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测组织 ＳＭＡＤ４ 的表达量，分析其与 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 表达量的关系；荧光素酶报告基因实

验分析 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 与 ＳＭＡＤ４ 的靶向关系，功能回复实验验证 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ／ ＳＭＡＤ４ 信号轴在前列腺癌中的作用；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 及 ＳＭＡＤ４ 对细胞核内 ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ 复合体表达量的影响，并通过荧光素酶报告基

因实验及染色质免疫共沉淀实验探究 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ／ ＳＭＡＤ４ ／ ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ 信号轴对 ＴＩＭ３ 的靶向调控作用。 结果

ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 在前列腺癌组织及细胞系中低表达（Ｐ＜０􀆰 ０５），其表达量与 Ｇｌｅａｓｏｎ 评分负相关（Ｐ＜０􀆰 ０５），且在 ＰＣ⁃３
细胞中的表达量最低；ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 抑制 ＰＣ⁃３ 细胞的增殖及侵袭能力（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＳＭＡＤ４ 为 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 的下游靶

基因；ＳＭＡＤ４ 促进 ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ 复合体入核并靶向激活 ＴＩＭ３。 结论 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 靶向调控 ＳＭＡＤ４ 抑制 ＰＣ⁃３ 细

胞的增殖及侵袭，ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ ／ ＴＩＭ３ 信号通路可能为其下游机制。
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ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｉＲ⁃
１４６ａ⁃５ｐ ａｎｄ ＳＭＡＤ４． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ ａｎｄ ＣｈＩＰ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｘａｍ⁃
ｉｎｅ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＩＭ３ ｂｙ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ／ ＳＭＡＤ４ ／ ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃
５ｐ ｗａｓ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＰＣａ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ； ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ Ｇｌｅａｓｏｎ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ
ｈａｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＰＣ⁃３ ｃｅｌｌｓ． ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＰＣ⁃３ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒ⁃
ｇｅｔｉｎｇ ＳＭＡＤ４． ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ ／ ＴＩＭ３ ａｘｉｓ ｓｅｅｍｅｄ ｔｏ ｂｅ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ／ ＳＭＡＤ４ ｓｉｇ⁃
ｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＰＣ⁃３ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＳＭＡＤ４， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ ／ ＴＩＭ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ； ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ； ＳＭＡＤ４； ＴＩＭ３

　 　 前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ， ＰＣａ）为男性生殖系

统最常见的恶性肿瘤，其发病率位居全球第二，是男

性癌症患者死亡的第五大原因［１］。 目前对于进展

性 ＰＣａ 的治疗方法疗效有限，因此探究 ＰＣａ 进展的

关键基因及信号通路，并进行个体化靶向精准治疗

具有重要的意义。 大量研究证实 ｍｉＲＮＡ 对 ＰＣａ 的

发生及进展起到调控作用，有研究发现 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ
为 ＰＣａ 的抑癌基因，但其对 ＰＣａ 抑制作用的机制尚

未完全阐明［２，３］。 ＳＭＡＤ４ 对肿瘤的发生及转移起重

要作用，且有研究表明 ＳＭＡＤ４ 可调控 ＰＣａ 的进

展［４］。 但 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 能否通过靶向调控 ＳＭＡＤ４
从而促进 ＰＣａ 的进展目前尚不明确，故本研究探索

了 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 对 ＳＭＡＤ４ 的靶向调控作用及其对

ＰＣａ 细胞生物学功能的影响，并初步探究了其深层

分子机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 临床标本、细胞及裸鼠：收集 ２０１９ 年 ０４ 月

至 ２０２０ 年 ０４ 月在新疆维吾尔自治区人民医院明确

诊断为 ＰＣａ 并行根治性切除术的组织 ３０ 例，所有

患者术前均未接受内分泌治疗、放射治疗或化学治

疗，同期以年龄进行 １ ∶ １ 匹配，纳入 ３０ 例良性前列

腺增生（ｂｅｎｉｇｎ ｐｒｏｓｔａｔｉｃ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ， ＢＰＨ）组织。 该

研究已获得新疆维吾尔自治区人民医院伦理委员会

批准（２０１９０３０６２９），并取得患者知情同意。 人前列

腺正常上皮细胞系 ＲＷＰＥ⁃１ 及人前列腺癌细胞系

２２ＲＶ１、 ＰＣ⁃３、Ａｖａ⁃８２、Ｃ４⁃２、Ｄｕ⁃１４５ 和 ＲＭ⁃１（中国

科学院上海细胞研究所细胞库）；ＳＰＦ 级 ＢＡＢＬ ／ ｃ
ｎｕｄｅ 雄性裸鼠［兰州兽医研究所实验动物中心，合
格证号：ＳＹＸＫ（甘） ２０２０⁃００１０］，６ ～ ８ 周龄，体质量

１８～２０ ｇ。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂：ＤＭＥＭ 培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）；
胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ 公司）；ＰＣＲ 相关试剂（ＴａＫａＲａ 公

司）；ＢｒｄＵ 试剂、ＲＩＰＡ 裂解液和 ＢＣＡ 试剂盒（上海

碧云天生物技术公司）；引物（上海生工生物工程

有限公司）；ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 及阴性对

照，ＳＭＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ、ＳＭＡＤ４ 过表达慢病毒载体及阴

性对照（上海吉玛基因生物公司）；荧光素酶报告

基因载体、报告质粒及双荧光素酶活性检测试剂

盒（ Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司）； ＣｈＩＰ 试 剂 盒 （ Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司）；抗 ＳＭＡＤ４ 抗体 （１ ∶ １ ０００）、
抗 ＳＭＡＤ２＋ＳＭＡＤ３ 抗体（１ ∶ １ ０００）、抗 ｐ８４ 抗体

（１ ∶ ５ ０００）及抗 ＧＡＰＤＨ 抗体（１ ∶ ５ ０００） （Ａｂｃａｍ
公司）；ＨＲＰ⁃山羊抗兔二抗（１ ∶ １ ０００）和 ＨＲＰ⁃山羊

抗小鼠二抗（１ ∶ １ ０００） （北京中杉金桥生物技术有

限公司）。
干细胞培养基配方：ＤＭＥＭ 培养基＋２０ ｎｇ ／ ｍＬ

人表皮生长因子（ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＥＧＦ） ＋
２０ ｎｇ ／ ｍＬ人碱性成纤维细胞生长因子（ｈｕｍａｎ ｂａｓｉｃ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ｈｕｂＦＧＦ）＋１×Ｂ２７＋１％双抗＋
４ μｇ ／ ｍＬ 人重组胰岛素。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞的分组及处理：在含有 １０％胎牛血清

的 ＤＭＥＭ 培养基中，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中

培养细胞。 将 ＰＣ⁃３ 细胞分为 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ
组、ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组、ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃
ＮＣ 组； ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ＳＭＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 组、
ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＋ ｓｃｒａｍｂｌｅ 组和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ⁃ＮＣ ＋
ｓｃｒａｍｂｌｅ 组； ＳＭＡＤ４ 组、 ＳＭＡＤ４⁃ｖｅｃｔｏｒ 组、 ＳＭＡＤ４⁃
ｓｉＲＮＡ 组和 ｓｃｒａｍｂｌｅ 组，使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 试

剂盒向对数期增殖的细胞进行转染。
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１􀆰 ２􀆰 ２　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 和 ＳＭＡＤ４ 等

ｍＲＮＡ 的表达：使用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取组织及细胞中总

ＲＮＡ，按照荧光定量试剂盒说明进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ，Ｕ６
为 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 的内参，ＧＡＰＤＨ 为 ＳＭＡＤ４ 及其他因

子的内参。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＭＡＤ４、ＳＭＡＤ２ ／ ３ 的蛋白

表达：提取组织及细胞蛋白质，定量蛋白浓度，１０％
ＳＤＳ ／ ＰＡＧＥ 分离后转膜，５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ，再与

一抗 ４ ℃摇床孵育过夜，洗膜后二抗室温摇床孵育

１ ｈ，ＥＣＬ 显色， 用化学发光凝胶成像系统成像。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＭＴＴ 法检测细胞活性：细胞培养至 ２４、４８、
７２ 及 ９６ ｈ，分别加入 ＭＴＴ 试剂后使用酶标仪检测

４９０ ｎｍ 吸光度值，以测定细胞的活性状态。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ５⁃溴脱氧尿嘧啶核苷（５⁃ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｃ，
ＢｒｄＵ）标记实验检测细胞增殖能力：细胞接种于６ 孔

板，加入 ０􀆰 ０３ μｇ ／ ｍＬ 的 ＢｒｄＵ 孵育 ３ ｈ，用多聚甲醛

固定 １０ ｍｉｎ， 然后用过氧化物酶结合的抗 ＢｒｄＵ 抗

体孵育 ９０ ｍｉｎ，细胞核用 ＤＡＰＩ 复染， 在荧光显微镜

下观察并拍照。
１􀆰 ２􀆰 ６　 集落生成实验检测细胞自我更新能力：细胞

接种于 ６ 孔板（１００ 个 ／孔），使用干细胞培养基培养

细胞 ７ ｄ，显微镜下观察细胞集落形成情况并计数。
１􀆰 ２􀆰 ７　 划痕实验检测细胞迁移能力：细胞接种于

６ 孔板，当细胞增殖汇合至 ８０％左右时，用 １０ μＬ 枪

头均匀在孔中央划痕，继续培养 ２４ ｈ，显微镜下观察

并拍照。
１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室法检测细胞侵袭能力：取对

数期增殖的各组细胞制备单细胞悬液 （浓度为

１×１０ ５个 ／ １００ μＬ） ，向上室加入 １００ μＬ 细胞悬液

（不含血清的培养基） ，下室加入含 １０％胎牛血

清的培养液 ６００ μＬ，培养 ２４ ｈ 后取出小室，使用

４％多聚甲醛固定，并使用结晶紫染色染色，在显

微镜下观察并拍照。
１􀆰 ２􀆰 ９　 双荧光素酶报告基因实验检测荧光素酶活

性：构建 ＳＭＡＤ４ 及 ＴＩＭ３ 的野生型和突变型荧光素

酶报告基因质粒，将各质粒按实验分组转染至细胞，
２４ ｈ 后使用双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测

荧光素酶的活性。
１􀆰 ２􀆰 １０　 染色质免疫共沉淀（ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅ⁃
ｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ， ＣｈＩＰ）实验检测 ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ 与下游基

因的亲和力：按照 ＣｈＩＰ 试剂盒说明书操作，使用

ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ 复合体及 ＩｇＧ 抗体进行免疫沉淀反

应，纯化 ＤＮＡ 并使用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 进行检测。
１􀆰 ２􀆰 １１　 构建 ＰＣａ 裸鼠成瘤模型：随机将裸鼠分

为 ｍｉＲ ｖｅｃｔｏｒ 组和 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 组，每组

１５ 只。 将各组细胞制备成单细胞悬液 （ １ × １０ ６

个 ／ ｍＬ） ，１ ｍＬ细胞悬液注射入裸鼠前肢腋部皮

下（ ｖｅｃｔｏｒ 组注入左侧，ｍｉｍｉｃ 组在右侧） 。 每组

取 ５ 只检测移植瘤生长情况：从第 ６ 天开始，每
隔 ３ 天测量肿瘤直径并计算肿瘤体积［肿瘤体积

（ｍｍ３）＝ 长径（ｍｍ） ×短径２（ｍｍ２） ×０􀆰 ５］ ，６ 周后

处死小鼠并取出移植肿瘤称重；每组取 １０ 只荷

瘤小鼠观察生存期。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计学分析，组织中

相关因子表达量不服从正态分布，以中位数（范围）
表示，使用秩和检验进行组间分析，余数据以均数±
标准差（ｘ±ｓ）表示，使用 ｔ 检验及单因素方差分析进

行组间分析，使用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 法分析 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ
对荷瘤小鼠生存期的影响。

２　 结果

２􀆰 １　 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 在 ＰＣａ 组织及细胞中低表达

ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 在 ＰＣａ 组织中的表达量明显低于

ＢＰＨ 组织 （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１） （图 １Ａ），且其表达量随着

Ｇｌｅａｓｏｎ评分的升高而显著降低（图 １Ｂ），ＰＣａ 细胞系

中 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 的表达明显低于前列腺正常上皮细

胞，且 ＰＣ⁃３ 细胞的表达量最低（图 １Ｃ），故选择

ＰＣ⁃３ 细胞进行深入研究。
２􀆰 ２　 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 抑制 ＰＣ⁃３细胞的生物学功能

与对照组相比，ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 显著抑制

ＰＣ⁃３细胞的增殖、活性、自我更新能力、迁移及侵

袭能力，而 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 明显提高了 ＰＣ⁃３
细胞的增殖、活性、自我更新能力、迁移及侵袭能

力（图 ２）。
２􀆰 ３　 ＳＭＡＤ４ 为 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 的下游靶基因

ＳＭＡＤ４ 在 ＰＣａ 组织的表达明显高于 ＢＰＨ 组

织，且其表达与 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 呈显著负相关（图 ３Ａ，
Ｂ）。 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 可显著抑制 ＳＭＡＤ４ 的蛋白表达，
并能够明显抑制野生型 ＳＭＡＤ４ 的荧光素酶活性，且
ＳＭＡＤ４⁃ｓｉＲＮＡ 能够显著抑制 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
对细胞侵袭能力的增强作用（图 ３Ｃ～Ｅ）。
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２３􀆰 ４３（８）

Ａ􀆰 ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｉｎ ＰＣａ ｔｉｓｓｕｅｓ ［ｍｅｄｉａｎ （ｒａｎｇｅ）， ｎ＝３０］ａｎｄ ＢＰＨ ｔｉｓｓｕｅｓ［ｍｅｄｉａｎ （ｒａｎｇｅ）， ｎ＝３０］ ｗｅｒｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ； ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＰＨ； Ｂ􀆰 ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｇｌｅａｓｏｎ ｓｃｏｒｅ
（ＧＳ） ｉｎ ＰＣａ ｔｉｓｓｕｅｓ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ａｎｄ ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＰＨ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； Ｃ􀆰 ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｉｎ ＰＣａ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ａｎｄ ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＲＷＰＥ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 １　 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 在 ＰＣａ 组织及细胞中的表达情况

Ｆｉｇ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｉｎ ＰＣａ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ

Ａ􀆰 ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ； Ｂ􀆰 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
（ｃ⁃ＭＹＣ， ＮＡＮＯＧ， ＦＧＦ４， ＣＤ４４， ＯＣＴ４， ＣＣＮＤ１） ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ （ＦＡＳＬ， ｐ２１， ＢＩＭ， ｐ２７， ＢＡＸ， ｃａｓｐａｓｅ⁃３）；
Ｃ􀆰 ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃｙｔｏａｃｔｉｖｅ； Ｄ􀆰 ＢｒｄＵ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； Ｅ􀆰 ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌ
ｓｅｌｆ⁃ｒｅｎｅｗａｌ ａｂｉｌｉｔｙ； Ｆ􀆰 ｓｃｒａｔｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ； Ｇ􀆰 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ；
∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 ２　 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 对 ＰＣ⁃３细胞生物学行为的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｏｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ＰＣ⁃３ ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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Ａ􀆰 ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡＤ４ ｉｎ ＰＣ⁃３ ｔｉｓｓｕｅｓ ［ｍｅｄｉａｎ （ ｒａｎｇｅ）， ｎ ＝ ３０］ ａｎｄ ＢＰＨ ｔｉｓｓｕｅｓ［ｍｅｄｉａｎ （ ｒａｎｇｅ）， ｎ ＝ ３０］
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ； ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＰＨ； Ｂ􀆰 ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｇｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ａｎｄ ＳＭＡＤ４ ｉｎ ＰＣ⁃３ ｔｉｓｓｕｅｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）； Ｃ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡＤ４；
∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； Ｄ􀆰 ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ａｎｄ ＳＭＡＤ４ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ｂｙ Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ， ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； Ｅ􀆰 ｒｅｓｃｕｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ； ∗Ｐ＜０􀆰 ００１， ＃＃＃Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 ３　 验证 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 与 ＳＭＡＤ４ 靶向关系

Ｆｉｇ ３　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ａｎｄ ＳＭＡＤ４（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

２􀆰 ４　 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ／ ＳＭＡＤ４ 信号轴下游分子机制

的探索

ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 能够抑制 ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ 复合体

的入核并抑制其与下游靶基因的结合能力（图 ４Ａ，
Ｂ）；ＳＭＡＤ４ 可促进 ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ 复合体的入核

（图 ４Ｃ）；ＳＭＡＤ４ 能够明显提高野生型 ＴＩＭ３ 的荧光

素酶 活 性， 且 ＳＭＡＤ４ 能 够 显 著 增 强 ＴＩＭ３ 与

ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ 复合体的结合力（图 ４Ｄ～Ｆ）。
２􀆰 ５　 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 抑制 ＰＣ⁃３细胞的成瘤能力

与对照组相比，ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ ｍｉｍｉｃ 能够显著抑

制 ＰＣ⁃３ 细胞的成瘤能力，并能够明显增加荷瘤小鼠

的生存期（图 ５）。

３　 讨论

中国 ＰＣａ 发病率上升且生存率较低，已成为严

重威胁中国男性健康的疾病，目前尚无治疗方案能

良好的逆转 ＰＣａ 的进展。 近年来大量研究证明

ｍｉＲＮＡ 的表达失调与 ＰＣａ 的发生和进展密切相关，
并且参与肿瘤的免疫逃逸，这为 ＰＣａ 的治疗提供了

新的方向［５］。
ｍｉＲ⁃１４６ 家族是免疫系统的关键调控因子，并

且参与多种肿瘤的发生及进展［６］。 ｍｉＲ⁃１４６ａ 是其

中研究较多的分子，其对不同肿瘤的调控作用存在

差异。 ＰＣａ 方面的研究表明 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 为抑癌基

因，并具有作为生物标志物的潜力［３，７⁃９］。 本研究从

组织、细胞及动物实验水平也证实 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 对

ＰＣａ 生物学行为的抑制作用，但目前缺乏对其下游

调控机制（尤其是肿瘤免疫方面）的探索。
ＳＭＡＤｓ 是将 ＴＧＦ⁃β 信号由细胞膜转导入细胞

核的信号蛋白，并与 ＤＮＡ 及一些转录因子相互作

用，研究表明 ＴＧＦ⁃β ／ ＳＭＡＤｓ 信号不仅能调节肿瘤细

胞的生物学行为，亦参与调控肿瘤免疫［１０］。 研究表
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２３􀆰 ４３（８）

Ａ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｆｔｅｒ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｒ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ； Ｂ􀆰 ＣｈＩＰ ｅｘｐｒｉｍｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｏｎ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ ｃｏｍｐｌｅｘ （ＡＬＰ，
ＳＯＸ９ ａｎｄ ＲＵＮＸ２ ａｒｅ ｔｈｅ ｋｎｏｗｎ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ ｃｏｍｐｌｅｘ）； Ｃ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｆｔｅｒ ＳＭＡＤ４ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｒ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ； Ｄ􀆰 ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｕａｌ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ＴＩＭ３ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｆｒａｇｍｅｎｔ； Ｅ􀆰 ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ； Ｆ􀆰 ＣｈＩＰ ｅｘｐｒｉ⁃
ｍｅｎｔ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 ４　 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ／ ＳＭＡＤ４ 信号轴下游通路的探索

Ｆｉｇ ４　 Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ／ ＳＭＡＤ４ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ａ􀆰 ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ； Ｂ􀆰 ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
ｘｅｎｏｇｒａｆｔ； Ｃ􀆰 ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ｌｉｇｈｔｅｒ ｉｎ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｄ􀆰 ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ
ｍｏｄｅｌ； ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 ５　 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 对 ＰＣａ 裸鼠移植瘤的影响

Ｆｉｇ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ｏｎ ＰＣａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ（ｘ±ｓ， ｎ＝１５）

明 ＳＭＡＤ４ 参与调控包括 ＰＣａ 在内多种肿瘤的生物

学行为，但目前尚无研究分析 ＰＣａ 中 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ
对 ＳＭＡＤ４ 的 靶 向 调 控 作 用［４］。 本 研 究 证 明

ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ能靶向抑制 ＳＭＡＤ４ 的表达，从而减少

ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ 复合体入核并抑制信号转导，进而

抑制 ＰＣａ 的生物学行为。 本研究还从肿瘤免疫的

角度 更 深 层 次 的 探 索 了 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ ／ ＳＭＡＤ４ ／
ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ 信号轴的下游靶基因。

Ｔ 细胞免疫球蛋白黏蛋白分子 ３（Ｔ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ａｎｄ ｍｕｃｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ３， ＴＩＭ３）是表达

在活化的 ＣＤ４＋Ｔ 细胞表面的重要负调节因子，参与

肿瘤的“免疫耗竭”，作为新的免疫检查点因子，具
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刘彼得　 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 靶向 ＳＭＡＤ４ 抑制人前列腺癌细胞系 ＰＣ⁃３ 增殖和侵袭

有较大的研究价值。 研究表明 ＴＩＭ３ 参与 ＰＣａ 的免

疫调控，并具有作为 ＰＣａ 治疗靶点的潜力［１１］。 本研

究结果证明 ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ 复合体能够靶向调控

ＴＩＭ３ 的表达，提示 ＴＩＭ３ 可能为 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 抑制

ＰＣａ 进展的深层分子机制。
本研究的不足之处在于临床标本较少，且对照

组没有选择癌旁正常前列腺组织；其次，由于条件限

制，本研究没有深入分析 ＳＭＡＤ４、ＳＭＡＤ２ ／ ＳＭＡＤ３ 复

合体以及 ＴＩＭ３ 对 ＰＣａ 细胞生物学功能的影响以及

对肿瘤免疫的调控作用。 在未来的研究中将对

ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 抑制 ＰＣａ 进展的作用机制及对 ＰＣａ 免

疫的调控作用进行深入的研究。
综上，本研究结果表明 ｍｉＲ⁃１４６ａ⁃５ｐ 可通过抑

制 ＳＭＡＤ４ 表达对 ＰＣａ 起到抑制作用， ＳＭＡＤ２ ／
ＳＭＡＤ３ ／ ＴＩＭ３ 可能为其下游的作用靶点。
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