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　　[摘要]　目的:观察抑制FK506结合蛋白5(FKBP5)基因表达和应用 FKBP5的抑制剂 FK506对前列腺癌

细胞生长的影响,并初步探究其作用机制。方法:利用shRNA 和 FK506处理前列腺癌 C4-2细胞,然后用 MTT
法检测细胞生长变化情况;通过 Westernblot检测处理过的C4-2细胞中 NF-κB信号通路中相关蛋白的变化。结

果:利用shRNA和FK506抑制C4-2细胞中的FKBP5的表达后,MTT法显示实验组细胞的增殖活性明显低于

对照组(P<0.05),FK506对细胞生长有明显的抑制作用,并且这种作用具有浓度依赖性。在 C4-2细胞系中,降
表达FKBP5后发现IκBα表达量增高,磷酸化的 NF-κB表达升高,并且胞浆的 NF-κB含量增多而细胞核中的

NF-κB明显减少。结论:抑制FKBP5的表达可以抑制前列腺癌 C4-2细胞系的生长,FKBP5的抑制剂 FK506同

样可以抑制细胞生长,FKBP5对细胞生长的影响可能是通过调节 NF-κB信号通路来实现的,而FKBP5可能是去

势抵抗性前列腺癌的一个新的治疗靶点。
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Abstract　Objective:ToobservetheeffectofinhibitingtheFKBP5geneonthegrowthofprostatecancercells
andexplorethemechanism.Method:ThegrowthactivityofthesecellsweredetectedbyMTTassay,afterthe
C4-2cellsweretreatedbyshRNAandFK506.WedetectedtheproteinscontentchangeinvolvedintheNF-κBsig-
nalingpathwaybyWesternblot.Result:AftertheexpressionofFKBP5wasdecreasedbyshRNAortheFKBP5
wasinhibitedbyFK506,thegrowthoftheprostatecancerC4-2celldecreasedsignificantlycomparedwiththe
controlgroupbyMTTassay(P<0.05).TheinhibitionofFK506forthecellgrowthhadtheconcentrationde-
pendence.InC4-2cells,wefoundthattheexpressionofIκBαandthephosphorylatedNF-κBincreased,after
knockoutoftheFKBP5.MoreoverthecontentofNF-κBinthecytoplasmincreasedandtheNF-κBinthecellnucleus
decreased.Conclusion:ThegrowthofC4-2cellcanbeinhibitedbyknockoutofFKBP5andFK506.TheeffectofFKBP5
oncellgrowthmayinvolvetheNF-κBpathway.FKBP5maybeanewtherapeutictargetforprostatecancer.
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　　前列腺癌是西方国家男性最常见的恶性肿瘤

之一,占男性癌症死因的第2位,全世界每年约有

100万 人 确 诊 此 病,占 男 性 新 发 肿 瘤 病 例 的

10%〔1〕。我国前列腺癌发病率及死亡率虽然较低,
但近年其发病率呈快速增长趋势〔2〕。因此,对前列

腺癌 发 病 机 制 的 研 究 具 有 十 分 重 要 的 意 义。
FK506结合蛋白5(FKBP5)与人类多种肿瘤的发

生密切相关,并涉及到许多信号通路,这些信号通

路可能在肿瘤的发生发展及抗肿瘤治疗中起着重

要作用。本研究通过观察抑制FKBP5基因表达和

应用FKBP5的特异性抑制剂 FK506对前列腺癌

C4-2细胞生长的影响,初步探究FKBP5基因在去

势抵抗前列腺癌中的作用及其机制,并讨论其潜在

应用价值。现报告如下。

1　材料与方法

1.1　一般材料

前列腺癌 C4-2细胞:C4-2前列腺癌细胞系由

美国罗切斯特大学张传祥教授惠赠。
1.2　主要试剂和仪器

RPMI1640培养液,进口胎牛血清,0.05%胰

蛋白酶均购自美国 Gibco公司;二甲基亚砜(DM-
SO)购自上海华舜生物工程有限公司;转染试剂盒

购自Roche公司;噻唑蓝(MTT),FK-506mono-
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hydrate(F4679)购 自 美 国 Sigma 公 司,shRNA-
FKBP5/shRNA-CONTROL购自美国 GeneCopoeia
[CSHCTR001-mH1,HSH005563-1-mH1(agac-
cacgacattccaatt)];ECL显色试剂盒购自英国 Am-
ersham 公司;硝酸纤维素膜(PVDF膜)购自美国

AMRESCO公司;兔抗人FKBP5(ab46002)多克隆

抗体、鼠抗人 GAPDH(ab181603)单克隆抗体购自

Abcom 公司,二抗(驴抗兔、羊抗鼠IgGHRP)购自

Abcom 公 司;FormaCO2 孵 箱 HW0301T-VBA
型,半干转膜仪和电泳仪(美国 BD 公司),全自动

数码凝胶成像系统 Tanon-4500。
1.3　MTT方法

取对数生长的C4-2细胞,在96孔板加入细胞

100μl/孔(约2×103 个),置37℃、5%CO2 细胞培

养箱培养24h,细胞换液后继续培养。待细胞生长

到所需要求时,向每孔加50μl5mg/mlMTT 溶

液,在37℃孵育4h,使 MTT还原为甲月赞。吸出

上清液,每孔加150μlDMSO使甲月赞溶解,用平

板摇床摇匀。酶标仪在570nm 波长处检测每孔的

光密度值。
1.4　细胞转染方法

转染前1d,5×104 细胞接种在6孔板上,2ml
含FBS的基础培养基。按照试剂盒说明书配比转

染试剂复合物,将 shRNA-TransfectionReagent
复合物加入到每一个包含细胞和培养基的孔中。
轻柔摇动培养板充分混合。分别转染shRNA-FK-
BP5(实验组)与shRNA-control(对照组),24h后

接种到96孔板。
1.5　Westernblot方法

终止细胞培养,PBS漂洗2次,加入 RIPA 裂

解液,充分吹打混匀,然后冰上放置10~20min,将
匀浆液吸出放到1.5ml离心管中。14000r/min
4℃离心15min,取上清液备用,BCA 比色法定量。
将待测样品加热变性后按序加入到电泳槽中,10%
SDS聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳,250mA
4℃转膜3h,5%脱脂牛奶室温下封闭1h,滴加一

抗(1：1000)4℃孵育过夜,滴加二抗(1：5000)室
温孵育1h。ECL化学发光曝光,使用凝胶成像系

统采集图像并分析结果。
1.6　统计学方法

使用SPSS20.0统计软件进行统计学分析处

理,计量资料采用 ■x±s 表示,组间比较采用t检

验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　 FKBP5敲除后对C4-2细胞系生长的影响

前列腺癌细胞分别转染进shRNA-FKBP5质

粒和空白质粒,并通过 Westernblot验证敲除效果

(图1)。两组细胞转染后同时培养,并统计不同时

间两组细胞的生长情况,转染4d后,实验组和对

照组的细胞数目分别为(2.240±0.103)×104 个、
(1.378±0.061)×104 个,两组比较差异有统计学

意义(P<0.05)。见表1。这表明转染shRNA-
FKBP5之后,C4-2细胞增殖活性明显被抑制。

图1　Westernblot检测FKBP5敲除效果

2.2　不同浓度FK506对C4-2细胞生长的影响

将细胞铺于96孔板,每孔约1000个细胞,
24h后,培养基中分别加入 FK506(用 DMSO 溶

解),浓度分别为0.1、1、10μmol/L,以0.1%DMSO
为对照组(每组5个复孔)。分别培养0、2、4、6d
后 MTT 法测得570nm 处的 OD 值,显示随着

FK506浓度的增加,C4-2细胞的增殖活性明显受

到抑制,并且这种抑制作用具有浓度依赖性,见表

2、图2。
2.3　在 C4-2细胞中敲除 FKBP5的表达可引起

NF-κB信号通路中相关蛋白的改变

在C4-2细胞中,通过细胞转染及RNA干扰技

术,明显降低细胞中FKBP5的表达,当FKBP5表

达降低时,IκBα表达升高,Ser536位点磷酸化的

NF-κB也升高,总的 NF-κB未见明显变化,Akt信

号通路中的2个不同磷酸化位点的蛋白表达量均

下降(图 3)。用 不 同 浓 度 FK506 处 理 C4-2 细

胞96h后提取蛋白。结 果 显 示,FK506 作 用 于

C4-2细胞后,FKBP5的表达量并未明显改变,但
IκBα的表达量随着 FK506作用浓度的增加而升

高,Caspase-3的表达量也随着升高(图4)。

表1　转染shRNA后C4-2细胞不同时间细胞计数结果 ×104 个,■x±s

组别 0d 1d 2d 3d 4d
对照组 0.25 0.535±0.048 1.413±0.059 1.745±0.077 2.240±0.1031)

实验组 0.25 0.405±0.047 0.932±0.095 1.103±0.058 1.378±0.061

　　与实验组比较,1)P<0.05。
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表2　不同浓度FK506处理C4-2细胞的 MTT检测结果 ■x±s

时间
FK506处理

0.1μmol/L 1μmol/L 10μmol/L
0.1%DMSO

0d 0.119±0.011 0.1245±0.003 0.114±0.012 0.115±0.018
2d 0.181±0.016 0.207±0.037 0.146±0.022 0.166±0.035
4d 0.630±0.082 0.341±0.07 0.258±0.030 0.622±0.054
6d 1.160±0.182 0.911±0.179 0.499±0.148 1.226±0.083

与0.1%DMSO组比较,1)P<0.05。
图2　不同浓度FK506处理的C4-2生长曲线

图3　C4-2细胞中降表达FKBP5的相关蛋白的变化情况

图4　不同浓度FK506处理C4-2细胞后相关蛋白的改变

2.4　在C4-2细胞中降表达FKBP5可抑制 NF-κB
向细胞核内转移

利用凯基核蛋白和胞浆蛋白提取试剂盒,分别

提取对照组和实验组C4-2细胞的胞浆蛋白和胞核

蛋白。在敲除FKBP5的C4-2细胞中,胞浆的 NF-
κB含量增多而细胞核中的 NF-κB明显减少,在对

照组的 C4-2细胞中,NF-κB的胞浆胞核分布则相

反(图5)。

图5　两组C4-2细胞的胞浆胞核中NF-κB含量比较

3　讨论

FKBP5是一类具有肽酰-脯氨酰-顺反异构酶

活性的亲免素蛋白家族成员之一。研究显示,FK-
BP5与人类多种肿瘤相关,在颅脑肿瘤、前列腺癌、
淋巴瘤、黑色素瘤中高表达,而在胰腺癌、结肠癌和

睾丸癌中表达下调。文献报道FKBP5涉及多种信

号通路,包 括 甾 体 激 素 受 体 信 号 通 路、NF-κB、
AKT-PHLPP信号通路等,这些信号通路可能在

肿瘤的 发 生 发 展 及 抗 肿 瘤 治 疗 中 具 有 重 要 作

用〔3,4〕。目前FKBP5与 NF-κB通路的研究较多,

NF-κB广泛存在于真核生物中,作为信号传导途径

中的枢纽,与肿瘤的发生、发展,细胞凋亡的调节以

及胚胎发育等重要环节有着密切联系,参与免疫反

应、炎症反应、细胞凋亡、肿瘤发生等多种生物进

程,是一种重要的核转录因子。细胞在静息状态

下,NF-κB以无活性的状态存在于细胞浆中,它与

一类抑制因子IκB结合组成一个三聚体。当细胞

受到各种外界刺激时,可使IκB磷酸化并从三聚体

中解离出来,从而激活 NF-κB,使其暴露出 DNA
结合位点,并从细胞质中易位到细胞核中,与κB基

序相结合,从而发挥转录调控作用。
本实验通过RNA干扰技术转染C4-2细胞,抑

制FKBP5的表达量,从而建立shRNAFKBP5C4-
2的细胞系,当 FKBP5表达降低时,IκBα表达升

高,Ser536位点磷酸化的 NF-κB也升高,总的 NF-
κB未见明显变化,Akt信号通路中的2个不同磷
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酸化位点的蛋白表达量均下降。在敲除FKBP5的

C4-2细胞中,胞浆的 NF-κB含量增多而细胞核中

的 NF-κB明显减少,在对照组的C4-2细胞中,NF-
κB的胞浆胞核分布则相反。本结果证实 FKBP5
可以影响NF-κB信号通路,FKBP5降表达后,与其

结合的IKKα减少,使IκBα磷酸化下降,进而影响

NF-κB的激活,使其转移到细胞核发挥转录功能受

阻,同时磷酸化的IκBα降解减少,导致细胞中IκBα
水平升高。与文献中关于FKBP5在胶质瘤及黑色

素瘤的研究结果〔5,6〕类似,而FKBP5对于 AKT信

号通路的影响与文献中关于胰腺癌的研究〔7〕结果

相反,说明在前列腺癌中FKBP5的作用机制与其

他癌症不一定相同。NF-κB下游调控许多细胞生

物功能,本实验以凋亡蛋白 Caspase-3为代表,说
明激活 NF-κB可减少凋亡和促进抗凋亡功能。不

同浓度FK506作用于C4-2细胞后,FKBP5的表达

量并未明显改变,但IκBα的表达量随着FK506作

用浓度的增加而增加,Caspase-3的表达量也随着

增加;该实验结果说明FK506作为FKBP5的特异

性抑 制 剂 并 不 影 响 FKBP5 的 转 录 翻 译,而 是

FK506与FKBP5结合后,影响其顺反异构酶的活

性,从而影响IKK的功能,导致IκBα磷酸化受阻,
使 NF-κB激活受到抑制。Jin等〔8〕研究发现激活

NF-κB通路可将对雄激素敏感的前列腺癌细胞转

变成激素不敏感的细胞,同时下调 NF-κB通路来

抑制雄激素受体剪接变体的表达并恢复抗雄治疗

的敏感性。Nunes等〔9〕在细胞和动物实验中联合

青蒿酯和比卡鲁胺可显著抑制前列腺肿瘤的生长

和转移,并且使得激素抵抗的前列腺癌细胞恢复对

ADT治疗的敏感性。我们前期的研究已经证实在

前列腺癌组织中FKBP5是高表达的,且FKBP5在

前列腺癌由雄激素依赖进展至去势抵抗性的过程

中先降低后增高;应用FKBP5的抑制剂FK506可

以抑制前列腺癌小鼠异种移植肿瘤的生长〔10〕。
本实验还存在很多不足,虽然能在一定程度上

验证文献中的信号通路,但在前列腺癌中,其信号

通路有其特殊性并未得到充分阐述,对于IKKα的

作用本实验并未涉及,磷酸化 NF-κB和磷酸化的

IκBα的改变并未进行说明,以及实验中出现的磷

酸化 AKT 的变化尚无法解释,FKBP5与 NF-κB

信号通路中相关蛋白的相互作用也缺乏直接的证

据。因此,阐明其在前列腺癌进展中的作用,必将

会为治疗前列腺癌,特别是激素抵抗型前列腺癌提

供新思路或开辟新的治疗领域。
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