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　　[摘要]　目的:研究 Raf激酶抑制蛋白(RKIP)通过调控基质金属蛋白酶(MMPs)的表达对前列腺癌细胞侵

袭转移的作用,探讨其作用机制。方法:收集正常癌旁组织及恶性前列腺癌组织,免疫组化法测体内前列腺癌组

织中 RKIP的表达;通过质粒转染建立 RKIP过表达及沉默C4-2B细胞系,设为 RKIP过表达组和 RKIP沉默组,
并设置对照组,细胞迁移实验及侵袭实验测3组细胞迁移及侵袭情况,RT-PCR法测3组细胞中 MMP-1mRNA、

MMP-2mRNA、MMP-9mRNA表达情况。结果:良性组RKIP的表达水平高于恶性组(P<0.05);RKIP沉默组

单个视野内迁移及侵袭的平均细胞数目及细胞中 MMP-1mRNA、MMP-2mRNA、MMP-9mRNA的表达水平均

高于对照组和RKIP过表达组,其中对照组上述指标均高于RKIP过表达组(P<0.05)。结论:RKIP不仅在体内

抑制前列腺癌的发生,在体外也可抑制前列腺癌细胞的转移与侵袭,且其作用机制可能是通过对 MMP-1、MMP-
2、MMP-9进行负调控,此发现可为前列腺癌的早期诊断,预后评估以及靶向治疗等提供新的研究思路及指导意义。
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Abstract　Objective:TostudytheroleofRafkinaseinhibitorprotein(RKIP)inregulatingtheexpressionof
matrixmetalloproteinase(MMPs)ininvasionand metastasisofprostatecancer,andexploreitsmechanism.
Method:Wecollectedthenormalpara-carcinomaandmalignantprostatecancertissue,andtheexpressionofRKIP
inprostatecancertissuewasdetectedbyimmunohistochemistry.RKIPoverexpressionandsilencingC4-2Bcell
lineswereestablishedbyplasmidtransfection.ThecellsweredividedintoRKIPoverexpressiongroupandRKIP
silencinggroup,andthecontrolgroupwassetup.Cellmigrationandinvasionweremeasuredinthreegroups.
TheexpressionsofMMP-1,MMP-2andMMP-9inthreegroupsweredetectedbyRT-PCR.Result:Theexpres-
sionofRKIPinbenigngroupwashigherthanthatinmalignantgroup(P<0.05).Theaveragenumberofmigra-
tionandinvasioncellinonesingleview,themRNAexpressionsofMMP-1,MMP-2andMMP-9inRKIPsilen-
cinggroupwerehigherthanthoseincontrolgroupandRKIPoverexpressiongroup,andtheaboveindexesincon-
trolgroupwerehigherthanthoseinRKIPoverexpressiongroup(P<0.05).Conclusion:RKIPcouldinhibitthe
occurrenceofprostatecancerinthebody,besidesRKIPcouldinhibitmigrationandinvasionofprostatecancercell
invitro,anditsmechanism maybenegativecontrolofMMP-1,MMP-2,MMP-9.Thisfindingprovidesanew
researchideaandtheinstructedsignificancefortheearlydiagnosis,assessmentofprognosisandtargettherapyof
prostatecancer.
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　　前列腺癌是泌尿系发病率较高的一种恶性肿

瘤,严重威胁了患者的生命健康,近年来,前列腺癌

的发病率逐年提高〔1〕,但临床采用的手术治疗及放

化疗只可控制原发肿瘤,却控制不了肿瘤转移,然
而一旦出现转移,患者病死率会大大提高〔2〕,因此,
前列腺癌侵袭转移的发生机制,以及抑制其转移的

有效措施是该领域亟待解决的问题。
Raf激酶抑制蛋白(RKIP)广泛分布表达于多种
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组织中,如脑、睾丸上皮、前列腺、输卵管、卵巢、子宫

等,在细胞有丝分裂活动中发挥重要保护作用,是十

分重要的细胞因子,参与多种细胞信号通路的调

控〔3-5〕。基质金属蛋白酶(MMPs)是一类内肽酶,可
降解细胞外基质和蛋白组分,破坏组织间屏障,其表

达水平升高有利于肿瘤细胞的转移和侵袭〔6-7〕。
RKIP是抑制肿瘤转移的基因,而 MMPs是促

进肿瘤细胞转移侵袭的因子,因此,研究 RKIP与

MMPs之间的关系对肿瘤细胞的转移与侵袭及其

作用机制有重要意义。有报道〔8〕关于 RKIP调控

PI3K/Akt信号通路抑制前列腺癌 PC3细胞侵袭

转移的研究,但目前关于 RKIP调控 MMPs而参

与侵袭及转移的具体机制仍未完全阐明。因此,本
课题拟通过研究体内前列腺癌组织中 RKIP的表

达,以及体外前列腺癌细胞系中 RKIP对 MMP-1、
MMP-2、MMP-9表达的调控以及对细胞迁移侵袭

的作用,来了解其中的机制,为前列腺癌的临床治

疗提供新的靶点。

1　资料与方法

1.1　临床资料

于2017年1月~2018年6月收集于我院就诊

并进行前列腺癌切除术的患者31例,经病理检查

分析,切除的31例前列腺组织均为恶性前列腺肿

瘤组织,记为恶性组,恶性肿瘤旁的癌旁正常组织

记为良性组,患者在实施手术前均未进行过放化

疗,该研究已经过本院医学伦理委员会的批准。
1.2　试剂与仪器

前列腺癌细胞系C4-2B,河南省肿瘤医院实验室

赠。GV141载体,由上海Genechem生物公司提供。
RPMI1640培养基和 BSA(INVITROGEN),

Lipofectamine2000(Life Technology),兔 抗 人

RKIP抗体和SP免疫组化检测试剂盒(兔)(中杉

金桥),TRIZOL 和 RT-PCR 逆转录试剂盒(IN-
VITROGEN),MMP-1 mRNA、MMP-2 mRNA、
MMP-9mRNA 引物由生工合成,Transwell(和
Matrigel(Corning)。
1.3　方法

1.3.1　免疫组化法测良性组与恶性组前列腺癌组

织中 RKIP蛋白的表达　按照说明书中的操作步

骤,采用生物素蛋白-过氧化物酶(SP)法检测良性

组与恶性组前列腺癌组织中 RKIP蛋白的表达。
每个组均各做3张封闭玻片,在光学显微镜下观察

(×400),用BiosensDigitalImagingSystemv1.6
测定观察区域阳性细胞积分光密度值(IOD)。
1.3.2　前列腺癌 C4-2B细胞培养　将前列腺癌

C4-2B细胞解冻重悬后,移至 RPMI1640培养基

中,置于饱和湿度,37℃,5%CO2 环境中培养并进

行传代,取2~3次传代后的细胞用于实验。将C4-

2B细胞转移置于6孔板中,以2×104 个/孔的密

度接种,加入RPMI1640培养基培养24h备用。
1.3.3　质粒构建与C4-2B细胞转染　将通过基因

库获取的含有RKIP基因的相应的正义和反义cD-
NA插入到GV141载体中构建RKIP质粒,分别作

为RKIP过表达组和沉默组的转染质粒,以空白

GV141载体构建的质粒作为对照组的转染质粒。
正义链5’-CUGAGUCUACACGUCATGUCT
CAT-3’;反义链:5’-AUUGGUGUAGTACUA
CUCUATATT-3’。

将3μg转染质粒与6μLLipofectamine2000
分别加入到 RPMI1640培养基中,形成转染复合

物,并加入到6孔板中,与 C4-2B细胞共培养48~
72h,构建成 RKIP过表达、沉默及正常表达的细

胞系,记为RKIP过表达组、沉默组和对照组。
1.3.4　Transwell小室迁移实验法测 RKIP调控

细胞迁移能力　①制备C4-2B细胞悬液,收集转染

后各组细胞,用移液枪轻轻吹打使孔内细胞重悬,
将单孔内细胞密度调为2×105 个/孔。②接种细

胞及培养细胞,移取200μL制备好的细胞悬液加

入到 Transwell的上室中,上室加入含1% BSA的

RPMI1640培 养 基,在 下 室 中 加 入 正 常 的 RP-
MI1640培养基,于饱和湿度,37℃,5%CO2 环境中

培养24h;③细胞计数,Transwell小室培养24h
后取出,0.1%结晶紫染色,LeicaDC300F显微镜

下取5个视野观察并照相,计算细胞计数。
1.3.5　Transwell小室侵袭实验法测 RKIP调控

细胞侵袭能力　①包被基底膜,将浓度为50mg/L
的 Matrigel液稀释后,包被在 Transwell小室底部

膜的上室面,待 Matrigel聚合为凝胶后,形成人工

基底膜,完成包被。②制备 C4-2B 细胞悬液,将

RKIP过表达组和对照组细胞消化后离心,用移液

枪轻轻吹打使孔内细胞重悬,将单孔内细胞密度调

为2×105 个/孔。③接种细胞及培养细胞,移取

200μL制备好的细胞悬液加入到 Transwell的上

室中,上室加入含1% BSA 的 RPMI1640培养基,
下室中加入RPMI1640培养基,于饱和湿度,37℃,
5%CO2 环境中培养24h。④细胞计数:Transwell
小室培养24h后取出,0.1%结晶紫染色,Leica
DC300F显微镜下取5个视野观察并照相,计算细

胞计数。
1.3.6　 RT-PCR(逆转录聚合酶链反应法)检测

RKIP过表达组和对照组C4-2B细胞 MMP-1mR-
NA、MMP-2mRNA、MMP-9mRNA 的表达 Tr-
izol提取总 RNA,行逆转录反应。取2μL 进行

PCR扩增:内参β-actin引物序列F:5’-GAGACC
AGG TTG TCT CCT G-3’;R:5’-GGT GGA
ATTGTGAGGGAGA-3’;600bp;MMP-1mR-
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NA的引物序列F:5’-TCAGTCGTCCTCACT
CCAG-3’;R:5’-TTGGCCACCTGTCATCTT
C-3’;300bp;MMP-2mRNA 的引物序列 F:5’-
CACCAC GCCCAT CAT CAA GT-3’;R:5’-
TGGATCGAGAAAAGCGCAGCGG-3’;400
bp;MMP-9mRNA 的引物序列 F:5’-TCC AGT
GACAATAATTGCAATGTG-3’;R:5’-CTC
CGT ATT CGA GAA CTT CCA ATA-3’;110
bp。 MMP-1 mRNA、MMP-2 mRNA、MMP-9
mRNA及内参循环条件均为94℃预变性2min,1
个循环;94℃变性45s,56℃退火60s,72℃延伸90
s,40个循环;72℃终末延伸8min。取5uLPCR
扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳,进行灰度扫描分

析,目 的 基 因 MMP-1 mRNA、MMP-2 mRNA、
MMP-9mRNA 的表达量是目的基因与β-actin的

PCR条带灰度值之比。
1.4　统计学方法

应用SPSS19.0统计软件进行数据分析,计量

资料以■x±s表示,两组间比较采用配对t检验,多
样本间比较采用方差分析,进一步两两比较采用

SNK-q检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　良性组与恶性组前列腺癌组织中RKIP的表达

在显微镜视野下,良性组可见大量 RKIP阳性

细胞,恶性组可见少量 RKIP 阳性细胞,良性组

RKIP的表达水平 (0.375±0.061)高于恶性 组

(0.131±0.027)(t=4.220,P=0.036<0.05),见
图1。
2.2　对照组、RKIP过表达及沉默组 C4-2B细胞

的迁移与侵袭

细胞迁移实验结果显示,RKIP沉默组中单个

视野内迁移细胞数目多于对照组和 RKIP过表达

组(P<0.05),且对照组多于RKIP过表达组(P<
0.05);细胞侵袭实验结果显示,RKIP沉默组中单

个视野内侵袭细胞数目多于对照组和 RKIP过表

达组(P<0.05),且对照组多于 RKIP 过表达组

(P=0.020<0.05),见表1、图2。

A:良性组;B:恶性组。
图1　良性组与恶性组前列腺癌组织中 RKIP的表达(×
400)

表1　对照组、RKIP过表达及沉默组C4-2B细胞

的迁移与侵袭 ■x±s

组别 迁移细胞数目/个 侵袭细胞数目/个

对照组 130.21±28.70 92.17±23.95
RKIP过表达组 51.35±11.881) 21.74±8.191)

RKIP沉默组 172.75±27.541)2) 126.50±20.441)2)

F 33.028 40.421
P 0.000 0.000

　　与对照组比较,1)P<0.05;与 RKIP过表达组比较,
1)P<0.05。

图2　对照组和RKIP过表达组C4-2B细胞的迁移与侵袭(×400)
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2.3　对照组、RKIP过表达及沉默组 C4-2B细胞

MMP-1mRNA、MMP-2 mRNA、MMP-9 mRNA
的表达

RKIP沉默组条带颜色最显明亮,对照组条带

颜色稍显暗淡,RKIP 过表达组条带颜色最淡,
RKIP 沉 默 组 MMP-1 mRNA、MMP-2 mRNA、
MMP-9mRNA的表达水平均高于对照组和 RKIP
过表达组,其中对照组高于 RKIP 过表达组(均
P<0.05),见图3、4。

3　讨论

前列腺癌是一种常见于男性泌尿系统的恶性

疾病,是泌尿系发病率较高的一种肿瘤,威胁到了

患者的生命健康,带来了严重的后果和沉重的经济

负担,且 前 列 腺 癌 的 发 病 率 和 检 出 率 逐 年 提

高〔9-10〕,因而,前列腺癌的有效治疗显得尤为重要,
目前临床上前列腺癌的常用治疗手段为手术治疗、
内分泌治疗、内外照射等〔11-13〕,但却不能从根本上

解决肿瘤转移的问题,一旦出现转移,患者病死率

会大大提高,预后极差〔14〕,因此,该领域迫待解决

的问题是前列腺癌侵袭转移的发生机制〔15〕,以及

有效抑制其转移的措施。

与对照组比较,1)P<0.05;与 RKIP过表达组比

较,2)P<0.05。
图3　 各组 C4-2B 细胞 MMP-1 mRNA、MMP-2 mRNA、

MMP-9mRNA的表达

A:各组C4-2B细胞 MMP-1mRNA的表达;B:各组C4-2B细胞 MMP-2mRNA的表达;C:各组 C4-2B细胞 MMP-9mRNA
的表达。

图4　对照组、RKIP过表达及沉默组C4-2B细胞的蛋白电泳图

　　本研究通过免疫组织化学检测前列腺癌组织

中RKIP蛋白表达情况,结果显示良性组 RKIP相

对表达量(0.375±0.061)高于恶性组(0.131±
0.027),提示 RKIP 低表达促进前列腺癌转移。
RKIP是一种高度保守的小分子蛋白〔16〕,在不同物

种、组织中广泛分布并表达,且发挥着保护作用,是
十分重要的细胞因子。早前通过前列腺癌细胞系

的基因芯片分析发现,RKIP 是肿瘤转移抑制基

因〔17〕,在前列腺癌的组织研究中也得到了同样的

结果〔18-19〕,说明机体低表达 RKIP可促进肿瘤细胞

转移。本研究发现,对照组、PKIP过表达组及沉默

组迁移细胞数目分别为130、51、173个左右,而侵

袭细胞数分别为92、22、127个左右,说明过表达或

沉默PKIP基因可有效调控前列腺细胞的转移与

侵袭,进一步证实RKIP在前列腺癌细胞转移及侵

袭过程中发挥重要调控作用。胡春杰等〔20〕通过体

外细胞学试验研究显示,上调 RKIP表达水平后,
宫颈癌侵袭细胞数由(58±7)个降至(32±3)个;与
Zou等〔21〕关于乳腺癌、Du 等〔22〕关于前列腺癌、
Yang等〔23〕关于胃癌的研究相似。

此外,本研究通过上调前列腺癌细胞 RKIP表

达发现,MMP-1mRNA、MMP-2mRNA、MMP-9
mRNA 的表达被抑制,且前列腺癌迁移及侵袭能

力随之下降;反之,抑制 RKIP表达得到相反结果,
由此可知,RKIP可能是通过对 MMP-1、MMP-2、
MMP-9进行负调控发挥抑制前列腺癌细胞迁移及

侵袭作用。MMPs是一类内肽酶,可降解细胞外基

质和蛋白组分,进而破坏组织间屏障,促进肿瘤细

胞的转 移 和 侵 袭,根 据 结 合 底 物 的 不 同,分 为

MMP-1、MMP-2、MMP-9、MMP-7 等〔24-25〕。有研

究显示,乳腺癌患者中,有淋巴结侵犯者的 MMP-9
的表达高于无侵犯者〔26〕。上述研究均提示 MMPs
在恶性肿瘤侵袭及转移过程中发挥重要作用。
NF-κB是分布于真核细胞内重要调控因子,生理状

态下处于无活性状态存在于细胞质中,当接收到刺

激信号后磷酸化激活而转移至细胞核,通过于特定

的基因序列结合,从而启动相关基因转录发挥调控

作用〔27-28〕。研 究 证 实〔29〕,NF-κB 活 化 后 可 促 进

MMPs基因转录、翻译过程,从而促进癌细胞转移。
另有研究表明〔30〕,RKIP是 NF-κB信号通路重要
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的内源性抑制因子,RKIP表达抑制或缺失可能导

致 NF-κB活化,从而上调下游 MMPs表达,促进肿

瘤细胞转移。本研究将 RKIP抑制或过表达处理

后,MMPs基因随之相应改变,由此可推测 RKIP
可能通过调控 MMPs发挥抑制前列腺癌迁移及侵

袭作用。
综上所述,本研究验证了 RKIP是重要的前列

腺癌抑癌基因,RKIP不仅在体内抑制前列腺癌的

发生,在体外也可抑制前列腺癌细胞的转移与侵

袭,且其作用机制可能是通过对 MMP-1,MMP-2,
MMP-9进行负调控,此发现可为前列腺癌的早期

诊断,预后评估以及靶向治疗等提供新的研究思路

及指导意义。
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