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　　[摘要]　目的:观察 Raf激酶抑制蛋白(RKIP)、基质金属蛋白酶-9(MMP-9)mRNA 在前列腺癌(PCa)中的

表达变化,并探讨其临床意义。方法:采用qPCR法检测 PCa及良性前列腺增生(BPH)组织中 RKIP、MMP-9
mRNA的表达,并分析二者表达与临床病理特征关系及二者之间的相关性。结果:RKIPmRNA 在 PCa组织中

相对表达量显著低于BPH 组织(P<0.01);MMP-9mRNA在PCa组织中相对表达量显著高于 BPH 组织(P<
0.01)。RKIPmRNA在PCa组织中相对表达量随着 Gleason评分的增高而降低(均 P<0.05);在 PCa组织

T2N0M0 期以内的无侵袭转移组中的相对表达量高于侵袭转移组(P<0.05)。MMP-9mRNA 在 PCa组织中相

对表达量随着 Gleason评分的增高而增高(P<0.05);在 PCa组织 T2N0M0 期以内的无侵袭转移组中的相对表

达量低于侵袭转移组(P<0.01)。RKIP mRNA 与 MMP-9mRNA 的表达呈负相关(P<0.01)。结论:RKIP
mRNA低表达与 MMP-9mRNA高表达可能与PCa的发生发展有关,同时RKIPmRNA与 MMP-9mRNA表达

之间具有相关性,RKIP可能通过调控 MMP-9从而促进PCa的发生发展。
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Abstract　Objective:ToinvestigatetheexpressionandsignificanceofRafkinaseinhibitorprotein(RKIP)and
matrixmetalloproteinase-9(MMP-9)mRNAinprostatecancer.Method:Real-timefluorescencequantitativePCR
(qPCR)wasusedtodeterminetheexpressionsofRKIPandMMP-9mRNAinprostatecancerandbenignprostat-
ichyperplasiatissues,andtherelationshipbetweentheexpressionandpatients'clinicopathologiccharacteristics
andthecorrelationbetweenthetwowereanalyzed.Result:TherelativeexpressionlevelofRKIPmRNAinpros-
tatecancertissueswaslowerthanthatinprostatehyperplasiatissues(P<0.01).Therelativeexpressionlevelof
MMP-9mRNAinprostatecancertissueswashigherthanthatinprostatehyperplasiatissues(P<0.01).The
relativeexpressionlevelofRKIPmRNAinprostatecancertissuesdecreasedwiththeincreaseofGleasonscore
(P<0.05).Therelativeexpressionlevelofthenon-metastaticgroupwithinT2N0M0washigherthanthatofthe
invasiveandmetastaticgroup(P<0.05).TherelativeexpressionlevelofMMP-9mRNAinprostatecancertis-
suesincreasedwiththeincreaseofGleasonscore(P<0.05).Therelativeexpressionlevelofthenon-metastatic
groupwithinT2N0M0waslowerthanthatoftheinvasiveandmetastaticgroup (P<0.01).RKIP mRNA was
negativelycorrelatedwithMMP-9mRNA (P<0.01).Conclusion:LowexpressionofRKIPmRNAandhighex-
pressionofMMP-9mayberelatedtothetumorigensisandprogressionofprostatecancer,andtheexpressionof
RKIPmRNAandMMP-9mRNAarecorrelated.RKIPmaypromotetheoccurrenceanddevelopmentofprostate
cancerbyregulatingMMP-9.
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　　我国前列腺癌(prostatecancer,PCa)的发病

率呈逐年上升趋势而且增长较快〔1〕,2017国家癌

症登记中心的数据显示:2014年中国 PCa发病率

在男性恶性肿瘤中居第6位,是男性泌尿系统中发

病率最高的肿瘤〔2〕。PCa已成为影响我国老年男

性健康的主要因素,患者就诊时常常已经发展到晚

期,而PCa患者主要的死亡原因仍是浸润和转移,
因此临床上迫切需要更加特异、有效的分子标志物
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来对PCa进行早期诊断。
Raf激酶抑制蛋白(Rafkinaseinhibitorpro-

tein,RKIP),也 称 为 磷 脂 酰 乙 醇 胺 结 合 蛋 白 1
(PEBP1),是一类高度保守的小分子蛋白,通常在

恶性肿瘤中表达下调或丢失〔3〕。研究发现,RKIP
可在多个信号转导通路中起到重要作用,比如 Raf-
1/MEK/ERK〔4〕、G 蛋 白 偶 联 受 体〔5〕、NF-κB〔6〕、
GSK3β

〔7〕、STAT3〔8〕,这些信号转导通路之间可以

相互联系并与细胞的运动、增殖、凋亡、分化和肿瘤

的发生等多个过程密切相关。
基质金属蛋白酶(matrixmetalloproteinases,

MMPs)是由结缔组织细胞分泌,依赖锌离子、钙离子

等金属离子的肽链内切酶基因家族,其主要生理作

用是能降解基底膜中的各种蛋白成分和细胞外基

质(extracellularmatrix,ECM),从而破坏阻止肿

瘤细胞侵袭的组织学屏障,在肿瘤细胞的侵袭转移

过程中起到关键性作用。在 MMPs家族中,MMP-
2(明胶酶 A,72 KDa)和 MMP-9(明胶酶 B,92
KDa)能够特异性地降解基底膜的主要成分(Ⅳ型

胶原和Ⅴ型胶原等)〔9~11〕。研究证明,MMP-9的表

达与许多肿瘤的发生发展相关,比如膀胱癌〔12〕、结
直肠癌〔13〕、皮肤鳞状细胞癌〔14〕、乳腺癌〔15〕。

既往研究表明RKIP在抑制肿瘤侵袭、转移的

过程中发挥重要作用,而 MMPs能够促进肿瘤的

侵袭与转移,所以研究二者之间的关系对于了解肿

瘤的侵袭转移机制具有重要意义。因此,本研究拟

通过研究 PCa细胞中 RKIP与 MMP-9的表达情

况及关系,为 PCa的早期诊断和治疗提供新的

思路。

1　材料与方法

1.1　临床资料

收集2016年10月~2018年8月于我院行手

术切除的PCa组织或BPH 组织、穿刺活检组织共

54例,均经病理学诊断确诊。整体样本平均年龄

72岁,其中PCa42例,年龄53~85岁,平均71岁;
良性前列腺增生(BPH)12例,年龄68~83岁,平
均76岁。PCa病理分级以 Gleason评分系统为依

据,对42例PCa组织进行评分:≤6分为低危组(7
例);7分为中危组(17例);8~10分为高危组(18
例)。按2002年美国癌症联合委员会发布的 PCa
TNM 分期标准:T2N0M0 期以内定义为无侵袭转

移组(14例),其他病例定义为侵袭转移组(28例)。
术中切取的组织标本置入无 RNA 酶冻存管中,立
即放入液氮罐中过夜,第2天放入-80℃冰箱中保

存。
1.2　主要仪器和试剂

NanoDrop2000分光光度计(thermo公司),
ABI7500FastReal-Time型荧光定量PCR仪(美

国应用生物系统公司),-80℃低温冰箱(Thermo
公司),SorvallTMST8 型台式离心机(thermo公

司),TrizolRNA 提取试剂(invitrogen),反转录试

剂盒及荧光定量 PCR试剂盒(大连宝日生物技术

有限公司)。
1.3　引物的设计与合成

人类 RKIP、MMP-9基因及内参 GAPDH 基

因的引物均由上海英潍捷基有限公司设计并合成。
MMP-9 引 物 序 列:上 游 引 物 为 5′-GGTTTCT-
GTCCAGACCAAGG-3′,下 游 引 物 为 5′-TG-
CAAGGATTGTCATCTGGA-3′;RKIP 引 物 序

列:上 游 引 物 为 5′-AATGACATCAGCAGTG-
GCACA-3′,下游引物为5′-AGGATGGGCTCGT-
CACACTTTA-3′;内参 GAPDH 的引物序列:上游

引 物 为 5′-ATCTTCCAGGAGCGAGATCCC-3′,下

游引物为5′-AGTGAGCTTCCCGTTCAGCTC-3′。
1.4　实验方法

取冻存标本30mg,用 Trizol法提取总 RNA,
溶于无RNA酶水20μl,RNA浓度使用NanoDrop
2000分光光度计测量260nm 和280nm 下的吸

光光度并用公式 D(260)/D(280)计算。按 Takara
公司的cDNA反转录试剂盒说明进行反转录:gD-
NAEraser1μl,5×gDNA EraserBuffer2μl,
RNA(1μg/μl)1μl,RNaseFreedH2O6μl,42℃
2min去除 DNA;上述反应液 10μl,5×Prime-
ScriptBuffer4μl,PrimeScriptRTEnzymeMixⅠ
1μl,RTprimermix1μl,RNaseFreedH2O4μl,
总反应体系 20μl。反应条件:37℃ 条件下孵育

15min,85℃ 条 件 下 加 热 5s。分 别 以 RKIP、
MMP-9cDNA 为目的基因,以 GAPDHcDNA 为

内参在荧光定量 PCR 仪上进行检测。扩增体系

20μl:SYBRPremixExTaq Ⅱ 10μl,PrimerF
1μl,PrimerR1μl,cDNA 模板2μl,dH2O6μl。
反应条件:预变性95℃ 30s,变性95℃ 5s,退火

60℃30s,扩增40个循环。使用ΔCT值表示目的

基因的相对表达量,ΔCT值=目的基因CT值-内

参基因CT值(CT 值为目的基因扩增的荧光信号

达到设定阈值时所对应的循环数),ΔCT 值越大,
目的基因的相对表达水平就越低。
1.5　统计学方法

采用SPSS24.0软件进行统计学分析,计量资

料采用■x±s表示,使用独立样本t检验或单因素

方差分析进行组间比较,并进行Pearson相关性分

析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　BPH 组织与PCa组织中RKIP、MMP-9mR-
NA的相对表达情况

PCa组织中 RKIPΔCT 值明显高于 BPH 组
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织,即表明 RKIP mRNA 相对表达量明显低于

BPH 组织(P<0.01)。而 PCa组织 MMP-9ΔCT
值明显低于BPH 组织,即表明 MMP-9mRNA 相

对表达量明显高于BPH 组织(P<0.01)。见表1。

表1　PCa组织和BPH组织中RKIP、MMP-9mRNA
ΔCT值比较 ■x±s

组别 RKIPmRNA MMP-9mRNA
BPH 组织(n=12) 2.439±0.711 5.047±1.377
PCa组织(n=42) 4.626±1.202 3.306±1.218
t 5.751 -4.110
P 值 <0.001 <0.001

2.2　PCa中RKIP、MMP-9mRNA在无侵袭转移

组与侵袭转移组的相对表达情况

无侵袭转移组 RKIPmRNA 相对表达量高于

侵袭转移组(P <0.05),无侵袭转移组 MMP-9
mRNA相对表达量低于侵袭转移组(P<0.01)。
见表2。

表2　无侵袭转移组与侵袭转移组中RKIP、MMP-9mRNA
ΔCT值比较 ■x±s

组别 RKIPmRNA MMP-9mRNA
无侵袭转移组 3.984±1.323 4.201±1.258
侵袭转移组 4.948±1.014 2.858±0.932
t -2.619 3.909
P 值 0.012 0.000

2.3　PCa中 RKIP、MMP-9mRNA 在不同 Glea-
son评分的相对表达情况

如表3所示,随着 Gleason评分增高,MMP-9
mRNA相对表达量逐渐增高(低危组<中危组<
高危组,P<0.05),而RKIPmRNA相对表达量随

着 Gleason评分增高呈下降趋势(低危>中危>高

危,P<0.05)。

表3　PCa组织中不同Gleason评分RKIP、MMP-9mRNA
ΔCT值比较 ■x±s

Gleason评分 RKIPmRNA MMP-9mRNA
低危组 3.113±1.097 4.752±0.972
中危组 4.361±0.829 3.476±1.048
高危组 5.465±0.809 2.582±0.874

2.4　PCa组织中 RKIP与 MMP-9基因表达的相

关性

在PCa组织中RKIP、MMMP-9mRNA相对表达

量运用Pearson相关分析,结果显示RKIP与 MMP-9
基因表达呈负相关(r=-0.667,P<0.001)。

3　讨论

在目前的研究中,发现 RKIP和 MMP-9均与

多种恶性肿瘤的发生密切相关。国内外报道的

RKIP和 MMP-9在PCa中表达变化的研究大部分

处于蛋白质水平。本研究通过运用实时荧光定量

法在基因层面对 PCa中 RKIP和 MMP-9mRNA
的表达进行了检测,探讨二者与 PCa发生发展的

关系。
研究表明,RKIP作为一种信号传导通路中重

要的抑制蛋白在多种恶性肿瘤中表达减少,特别是

在转移的组织中可表达缺失,如在乳腺癌〔16〕、恶性

黑色素瘤〔17〕、膀胱癌〔18〕、肺鳞癌〔19〕等表达减弱或

丢失。赵鹏程等〔20〕研究表明 RKIP在PCa组织中

相对表达量明显低于癌旁正常组织。Du等〔21〕研

究发现在转移性PCa组织中 RKIP的表达量低于

非转移性PCa组织。本实验采用实时荧光定量的

方法,结果显示 RKIP基因在BPH 组织中的相对

表达量明显高于PCa组织(P<0.01);PCa组织中

无侵袭转移组的相对表达量高于侵袭转移组(P<
0.05),提示RKIP高表达可能抑制 PCa的侵袭转

移能 力,与 赵 鹏 程 等〔20〕、Du 等〔21〕的 研 究 类 似。
Keller等〔22〕研究结果表明,非转移性 PCa组织中

RKIP的表达水平高于转移性PCa组织;在PCa组

织中,随着 Gleason评分的增加,RKIP表达水平逐

渐降低。本研究结果还显示随着 Gleason评分的

增高,PCa组织中 RKIP的 mRNA 相对表达量逐

渐下降(均P<0.05)。
大量研究表明 ECM 的降解在恶性肿瘤的侵

袭与转移中起到重要作用,MMPs家族是目前已知

在这 一 过 程 中 发 挥 关 键 作 用 的 蛋 白 水 解 酶。
MMP-9是 MMPs家族的重要成员,能够特异性地

降解基底膜的Ⅳ型胶原和Ⅴ型胶原等主要成分,为
肿瘤的浸润转移创造条件,也可以广泛参与炎症、
肿瘤血管生成等病理过程〔9〕。而且 MMP-9的高

水平表达与癌症患者的不良预后密切相关〔23、24〕。
此次研究结果显示 MMP-9基因在 PCa组织中的

相对表达显著高于 BPH 组织(P<0.01),而且在

侵袭转移组 MMP-9基因相对表达量显著高于非

侵袭转移组(P<0.01),这提示它可能在PCa的发

展中发挥重要作用,与Reis等〔25〕的研究结果相似。
Trudel等〔26〕运用免疫组化方法表明,在 PCa组织

中随着 Gleason评分的增高,肿瘤组织中 MMP-9
的表达量逐渐增高。本研究运用 qPCR 技术在

mRNA层面显示 MMP-9mRNA相对表达量随着

Gleason评分增高呈上升趋势(均 P<0.05),与

Trudel等〔26〕报道的结果一致。
文献报道 RKIP可通过干扰信号传导通路中

上游信号分子的激活调控 MMPs的表达而抑制肿
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瘤的 转 移〔27〕。Datar 等〔28〕 报 道 MMP-13 作 为

RKIP的靶蛋白分子在乳腺癌的侵袭过程中起到

重要作用,而且可能是通过 Erk2信号转导途径抑

制 MMP-13的表达实现的。此外 Lei等〔29〕发现敲

除RKIP基因的神经胶质瘤 U87细胞侵袭力增强

而且 MMP-1、MMP-9及 HMGA2的表达增多,过
表达RKIP基因后结果相反,提示 RKIP在神经胶

质瘤 细 胞 中 可 能 通 过 降 低 MMP-1、MMP-9 及

HMGA2的表达而抑制其侵袭能力。本研究显示

PCa组织中 RKIP与 MMP-9mRNA 相对表达量

呈负相关(P<0.01),RKIP可能通过某些途径调

控 MMP-9的表达而影响PCa的发生发展,但二者

间的相互作用机制未完全明确,仍需进一步研究。
通过检测 PCa组织中 RKIP、MMP-9基因的

表达,我们发现 MMP-9基因的相对高表达以及

RKIP基因相对低表达可能与 PCa的发生发展密

切相关,而且 RKIP有可能通过调控 MMP-9的表

达影响前列腺肿瘤的发展,因此 MMP-9和 RKIP
有可能成为PCa中重要的治疗靶点。
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论文中表格的使用规范

　　表应具有“自明性”,表的内容不可与文字、插图重复。表应随正文,一般先见文字后见表。

表一律用阿拉伯数字依序连续编排序号,统一从1开始,只有一个表则应标明“表1”。文中应按表序

排列。

一般采用“三线表”,即除上下表线(正线)外,加排表头横线(反线)。必要的合计应在其上方加一横线

(反线)。表应按统计学的制表原则设计,力求结构简洁,主、谓位置合理,主语一般置表的左侧,谓语一般

置表的右侧。

每一表应有简短确切的表题,连同表序居中置于表上。

表的各栏应标明标目词,参数栏的标目词一般为量或测试项目及单位符号。如表中所有参数的单位

相同,可标注在表的右上方。平均值±标准差(■x±s)应标在表的右上方“单位”后。若各栏参数单位不同,

则应采用“物理量名称/单位符号形式”[如:BP/mmHg,TC/(mmol·L-1)]标注在各栏标目词后。表格

中的计量单位一律使用外文符号,而不用中文名称。表中的量、单位、符号、缩略语等必须与正文一致。

表内小数点后位数要统一。表内不宜用“同上”、“同左”等类似词,一律填入具体数字或文字。表内

“-”或“…”(因“-”可能与代表阴性反应相混)代表未测或无此项,“0”代表实测结果为零。

表中不设“备注”栏,如有需说明的事项(例如P 值等),可在表内有关内容的右上角用小号阿拉伯数字

并加半圆括号(如1)、2)、3))标注(不宜用星号“∗”,以免与数学上共轭和物质转移的符号相混),在表下用简

练的文字注释。P 值应按P<0.05、P>0.01、P<0.01顺序排列,一般情况下P>0.05可不标注。

需要转页的表,应在续表的右上角或左上角注明“续表”。
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