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　　[摘要]　目的:探究lncRNAPCGEM1在前列腺癌组织中的表达情况及lncRNAPCGEM1对前列腺癌PC3
细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭和上皮间质转化(epithelialmesenchymaltransition,EMT)的影响。方法:选取2018年

1月—2020年12月在武汉市第三医院确诊的前列腺癌患者35例,分别取其癌组织和癌旁组织,检测其lncRNA
PCGEM1表达情况;体外培养前列腺癌PC3细胞并构建lncRNAPCGEM1沉默细胞系(siPCGEM1)、过表达ln-
cRNAPCGEM1细胞系(lncRNAPCGEM1)和阴性对照(NC);采用克隆形成实验检测各组细胞增殖并用蛋白质

印迹法检测增殖蛋白 Ki67和 PCNA 表达情况;采用流式细胞术检测细胞凋亡率,采用蛋白免疫印迹(Western
blot,WB)检测检测凋亡蛋白Bcl-2和Bax表达情况;采用 Transwell小室实验检测各组细胞侵袭情况并用 WB检

测E钙粘蛋白(E-cadherin)及波形蛋白(Vimentin)的表达情况。结果:35例患者的癌组织中lncRNAPCGEM1
表达水平显著高于癌旁组织(P<0.05);与siPCGEM1组比校,lncRNAPCGEM1和 NC组细胞中lncRNAPC-
GEM1水平、Ki67蛋白相对表达水平、PCNA蛋白相对表达水平、克隆形成率、Bcl-2蛋白相对表达水平、Vimentin
蛋白相对表达水平、单位面积侵袭细胞数目显著升高(P<0.05),E-cadherin蛋白相对表达水平和 Bax蛋白相对

表达水平显著降低(P<0.05);与lncRNAPCGEM1组比较,NC组细胞lncRNAPCGEM1水平、Ki67蛋白相对

表达水平、PCNA蛋白相对表达水平、克隆形成率、Bcl-2蛋白相对表达水平、Vimentin蛋白相对表达水平、单位面

积侵袭细胞数目显著降低(P<0.05),E-cadherin蛋白相对表达水平和 Bax蛋白相对表达水平显著升高(P<
0.05)。结论:前列腺癌组织中lncRNAPCGEM1表达水平会异常升高,降低其表达水平可以有效抑制前列腺癌

PC3细胞增殖、侵袭并促进其凋亡,同时通过调控EMT过程降低PC3细胞的侵袭能力。
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Abstract　Objective:ToinvestigatetheexpressionoflncRNAPCGEM1inprostatecancertissuesandthe
effectsoflncRNAPCGEM1ontheproliferation,apoptosis,migration,invasionandepithelialmesenchymaltran-
sition(EMT)ofprostatecancerPC3cells.Methods:Thirty-fiveprostatecancerpatientsdiagnosedin Wuhan
ThirdHospitalfromJanuary2018toDecember2020wereselectedtocollecttheircanceroustissuesandadjacent
tissues.lncRNAPCGEM1expressionwasdetected.lncRNAPCGEM1silencedcellline(siPCGEM1),lncRNA
PCGEM1overexpressedcellline(lncRNAPCGEM1)andnegativecontrol(NC)wereconstructedinvitrowith
prostatecancerPC3cells.Cellproliferationwasdetectedbyclonalformationassay.Theexpressionsofprolifera-
tingproteinKi67andPCNAweredetectedbywesternblotting.Theapoptosisratewasdetectedbyflowcytome-
try.TheexpressionsofapoptoticproteinsBcl-2andBaxweredetectedbywesternblotting.Transwellassaywas
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usedtodetectcellinvasionineachgroup.TheexpressionofE-cadherinandVimentinwasdetectedbywestern
blot.Results:lncRNAPCGEM1expressionlevelincancertissuesof35patientswassignificantlyhigherthanthat
inparacancertissues(P<0.05).ComparedwithsiPCGEM1group,theleveloflncRNAPCGEM1,therelative
expressionlevelofKi67protein,therelativeexpressionlevelofPCNAprotein,thecloningrate,therelativeex-
pressionlevelofBcl-2protein,therelativeexpressionlevelofVimentinproteinandthenumberofinvadingcells
perunitareainlncRNAPCGEM1groupandNCgroupweresignificantlyincreased(P<0.05).Comparedwith
siPCGEM1group,therelativeexpressionlevelofE-cadherinproteinandBaxproteininlncRNAPCGEM1group
andNCgroupweresignificantlydecreased(P<0.05).ComparedwithlncRNAPCGEM1group,thelncRNA
PCGEM1level,therelativeexpressionlevelofKi67protein,therelativeexpressionlevelofPCNAprotein,the
cloneformationrate,therelativeexpressionlevelofBcl-2protein,therelativeexpressionlevelofVimentinpro-
teinandthenumberofinvadingcellsperunitareaweresignificantlydecreasedinNCgroup(P<0.05).Com-
paredwithlncRNAPCGEM1group,therelativeexpressionlevelofE-cadherinproteinandBaxproteininNC
groupweresignificantlyincreased(P<0.05).Conclusion:lncRNAPCGEM1expressionlevelsinprostatecancer
tissuesareabnormallyelevated.Reducingtheexpressionlevelcaneffectivelyinhibittheproliferation,invasionand
promoteapoptosisofadenocarcinomaPC3cells.TheinvasionabilityofPC3cellscanbesuppressedthroughthe
regulationofEMTprocess.

Keywords　lncRNAPCGEM1;PC3cells;cellproliferation;cellapoptosis;epithelialmesenchymaltransition

　　前列腺癌(prostaticcarcinoma,PCa)是一种常

见于老年男性的上皮细胞恶性增生的肿瘤,其发病

率位于男性肿瘤第二位[1]。初期经抗雄治疗后PCa
患者病情得到较好控制,但治疗一段时间后很容易

发展成为转移性激素抵抗性前列腺癌(metastatic
hormoneresistantprostatecancer,mCRPC),同时在

PCa患者体内会有大量肿瘤细胞从肿瘤原发灶脱落

并侵袭进入血液循环或淋巴系统中,并且可寄居形

成转移灶最终导致患者的死亡[2-3]。目前治疗 PCa
的方法主要包括手术、化疗、放疗等[4]。近期大量

研究 发 现 长 链 非 编 码 RNA (long non-coding
RNA,lncRNA)可以通过多种机制调控肿瘤的进

展,部分lncRNAs已被证实可以发挥致癌作用[5]。
lncRNAPCGEM1基因位于染色体2q32.3上,ln-
cRNAPCGEM1具有调控肿瘤发展的作用,在许

多肿瘤组织中呈现上调的趋势[6]。Xue等[7]研究

表明,lncRNAPCGEM1是一种在 PCa细胞中特

异性高表达的lncRNA,可促进PCa细胞的增殖和

迁 移。 上 皮 间 质 转 化 (epithelial mesenchymal
transition,EMT)扮演着重要角色,当细胞间起连

接作用的粘连蛋白缺失,上皮细胞黏附分子、E-钙

黏蛋白(E-Cadherin)表达下调,角化蛋白基因表达

的改变,使得间质化标记物如波形蛋白(Vimentin)
表达上调,肿瘤细胞因此获得迁移能力,活动力及

侵袭性也大大提高,最后通过释放基质金属蛋白酶

等特异性蛋白水解酶溶解细胞基质蛋白进入到人

体外周循环系统中[8]。基于此,本研究检测了PCa
患者癌组织和癌旁组织中。lncRNAPCGEM1水

平,同时培养PC3细胞,分别敲低和升高PCGEM1
的表达,检测 PCGEM1对 C3细胞增殖、凋亡、侵
袭、迁移和 EMT的影响,以期为PCa患者的治疗

奠定理论基础。

1　材料与方法

1.1　组织标本及主要细胞

选取2018年1月—2020年12月在武汉市第三

医院确诊的PCa患者35例,取其癌组织及癌旁组织

(>2cm);PCaPC3细胞购自中国科学院细胞库。
1.2　主要试剂与仪器

Lipofectamine2000 购 自 Invitrogen 公 司;
AnnexinV-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒(货号:
40302)购自上海研谨生物科技有限公司;培养基购

自广州威佳科技有限公司;青霉素钠购自哈药集团

制药总厂;Ki67抗体(货号:sc-23900)、PCNA抗体

(货号:sc-53407)、Bcl-2抗体(货号:sc-7480)、Bax
抗体(货号:sc-20067)、E-cadherin抗体(货号:sc-
21791)、Vimentin抗体(货号:sc-373717)均购自美

国SantaCruzBiotechnology公司;Transwell小室

购自CorningCorstart公司。
A2生物安全柜(型号:BSC-1100-L Ⅱ)购自日

本日立公司;荧光显微镜(型号:ICX41)购自宁波

舜宇 仪 器 有 限 公 司;高 速 冷 冻 离 心 机 (型 号:
H2500R-2)购自湖南湘仪;流式细胞仪(型号:At-
tuneNxT)购自赛默飞世尔科技;二氧化碳培养箱

(型号:MCO-18AC)购自松下公司蛋白电泳及转

膜仪(型号:1658001)购自Bio-Rad公司。
1.3　方法

1.3.1　细胞培养及传代　PC3的细胞放于37℃
的恒温水浴中复苏,取 离 心 机 离 心,参 数 设 置:
1000r/min,离心时间5 min。离心完成后加入

10%FBS、100U/mL青霉素和100U/mL链霉素

RPMI1640培养基中,将混合好的细胞放入细胞培

养箱中,设置参数:温度37℃,CO2 浓度:5%待细

胞融合到约90%左右后使用PBS冲洗并用胰蛋白

酶消化。
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1.3.2　细胞转染　培养皿中培养293T细胞使之

达到80%~90%的汇合度,在6孔板中各 DNA 按

照比例混合表达质粒,加入50μLOPTI-MEM 缓

冲液混匀,取灭菌的 EP管内吸取加入15μL 的

Lipofectamine2000和500μL 的 OPTI-MEM 缓

冲液混匀,将 DNA 稀释液和 Lipofectamine2000
稀释液混合静置20min后加入到预处理的PC3细

胞,转染6~8h后更换培养液,48h后收集细胞培

养上清以2000r/min的速度离心3min,上清病

毒转移至标记好灭菌的EP管中,-80℃冰箱储存

备用。
1.3.3　RT-PCR 检测lncRNAPCGEM1水平　
选用胰蛋白酶对组织进行预处理,选用 Trizol方法

提取细胞总 RNA,RNA的纯度和浓度选用分光光

度计进行测定,采用反转录合成cDNA链。以此为

模板定量PCR仪扩增,选用 Actin为内参照基因,
采用95℃预变性2min;使用95℃保持8s,使用

58℃保持35s使用,72℃保持40s,共40个循环。
目的基因的表达相对值RQ=2-ΔΔCt。
1.3.4　克隆形成实验检测各组细胞增殖　取上述

的各组细胞,细胞密度设定为1×103 个/mL,放置

6孔板中,加入2mL的细胞培养液后,再向每孔加

入0.4mL的细胞悬液进行培养,14d后细胞染色

并拍照,各组细胞随机选取3个视野进行统计并计

算细胞克隆形成率。克隆形成率(%)=(克隆数/
所种细胞数)×100%。
1.3.5　蛋白质印迹法检测蛋白表达水平　取上述

的各组细胞,采用恒温离心机离心,参数设置:温度

4℃,转速1000r/min,离心时间10min,完成离

心后依次先后加入裂解液裂及 LoadingBuffer缓

冲液。采用BCA 法测定蛋白浓度,采用SDS法对

总蛋白进行提取,采用半干法将提取的蛋白转移到

PVDF膜上,保持温度为37℃,脱脂奶粉调整浓度

5%进行封闭2h,加入 Ki67、PCNA、Bcl-2、Bax、E-
cadherin及 Vimentin 蛋 白 抗 体 (稀 释 比 例 1∶
500)。TBS洗净后上机进行检测,实验使用的内参

蛋白为 GADPH(稀释比1∶1000),将目的蛋白的

灰度值与内参条带灰度值进行相比得出目的蛋白

的相对表达水平。
1.3.6　流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况　取上

述的各组细胞,离心机离心,参数设置为:温度

4℃,转速1000r/min,离心时间5min;离心完成

后收集细胞,先后加入100μLBindingBuffer重悬

细胞、5μLAnnexinV-FITC、5μLPI混匀,进行孵

育,孵育条件选择:避光时间15min,完成后再加入

400μLBindingBuffer上机检测各组细胞凋亡情况。
1.3.7　Transwell小室实验检测各组细胞运动能

力　取出 Transwell小室,在 Transwell的上层加

入RPMI1640培养基,Transwell小室的下层加入

正常培养液。将各组 PC3细胞密度调整为1×
105 个/mL,加入到 Transwell小室中,在37 ℃条

件下培养24h,取无菌棉签擦去小室内细胞,选取

结晶紫小室下层的细胞进行染色,每组细胞每孔随

机选取其中的5个视野进行计数统计,记录单位面

积上侵袭细胞数量。
1.4　统计学方法

本研究数据癌组织,癌旁组织和细胞中的ln-
cRNAPCGEM1相对表达量、单位面积侵袭细胞

数目统计采用 ■X±S 表示,蛋白质印迹分析采用

ImageJ软件,数据分析和作图软件选择为 Graph-
PadPrism5,2组之间比较采用t检验,多组之间

比较选用单因素方差分析,以P<0.05为差异有

统计学意义,本次研究实验至少重复3次。
2　结果

2.1　癌组织及癌旁组织lncRNAPCGEM1表达

水平

选取35例患者,PCR检测其癌组织和癌旁组

织发现,癌组织中lncRNAPCGEM1表达水平显

著高于癌旁组织(P<0.05),见图1。

图1　癌组织及癌旁组织lncRNAPCGEM1表达水平

2.2　各组细胞中lncRNAPCGEM1表达水平

PCR检测各组细胞中lncRNAPCGEM1表达

水平 发 现,与 siPCGEM1 组 比 较,lncRNA PC-
GEM1组和 NC组 PCGEM1水平显著升高(P<
0.05);与lncRNA PCGEM1 组比较,NC 组 PC-
GEM1水平显著降低(P<0.05),见图2。
2.3　lncRNAPCGEM1对PC3细胞增殖的影响

蛋白免疫印迹(westernblot,WB)检测增殖相

关蛋白发现,与siPCGEM1组比较,lncRNA PC-
GEM1组和 NC组 Ki67蛋白和 PCNA 蛋白相对

表达水平显著升高(P <0.05);与lncRNA PC-
GEM1组比较,NC组 Ki67蛋白和 PCNA 蛋白相

对表达水平显著降低(P<0.05);克隆形成实验检

测各组细胞增殖情况发现,与siPCGEM1组比较,
lncRNAPCGEM1组和 NC组细胞克隆形成率显著
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升高(P<0.05);与lncRNAPCGEM1组比较,NC
组细胞克隆形成率显著降低(P<0.05)。见图3。
2.4　lncRNAPCGEM1对PC3细胞凋亡的影响

WB检测凋亡相关蛋白相对表达水平发现,与
siPCGEM1组比较,lncRNAPCGEM1组和 NC组

Bax蛋白相对表达水平显著降低,Bcl-2蛋白相对

表达水平显著升高(P <0.05);与lncRNA PC-
GEM1组比较,NC组Bax蛋白相对表达水平显著

升高,Bcl-2 蛋 白 相 对 表 达 水 平 显 著 降 低 (P <
0.05)。流式细胞检测各组细胞凋亡水平发现,与
siPCGEM1组比较,lncRNAPCGEM1组和 NC组

细胞凋亡率均显著升高(P<0.05);与lncRNA
PCGEM1组 比 较,NC 组 细 胞 凋 亡 率 显 著 降 低

(P<0.05),见图4。

与siPCGEM1组比较,1)P<0.05;与lncRNAPCGEM1
组比较,2)P<0.05。

图2　各组细胞中lncRNAPCGEM1表达水平

a:WB检测增殖相关蛋白的表达;b:克隆形成检测细胞增殖水平;c:增殖相关蛋白的灰度值和细胞克隆形成率。与

siPCGEM1组比较,1)P<0.05;与lncRNAPCGEM1组比较,2)P<0.05。
图3　lncRNAPCGEM1对PC3细胞增殖的影响

2.5　lncRNAPCGEM1对PC3细胞侵袭、迁移的

影响

WB检测EMT相关蛋白相对表达水平发现,
与siPCGEM1组比较,lncRNAPCGEM1组和 NC
组E-cadherin蛋白相对表达水平显著降低,Vim-
entin蛋白相对表达水平显著升高(P<0.05);与
lncRNAPCGEM1组比较,NC组 E-cadherin蛋白

相对表达水平显著升高,Vimentin蛋白相对表达

水平显著降低(P<0.05)。Transwell小室实验检

测细胞侵袭情况发现,与siPCGEM1组比较,ln-
cRNAPCGEM1组和 NC组单位面积侵袭细胞数

目显著升高(P<0.05);与lncRNAPCGEM1组比

较,NC组单位面积侵袭细胞数目显著降低(P<
0.05),见图5。
3　讨论

lncRNA的表达不同的组织中表达不同,通常

在肿瘤组织中lncRNA的表达会出现异常,这些异

常表达的lncRNA 通常可以通过参与调控细胞生

物学特征来发挥类似于癌基因或抑癌基因的功

效[9]。lncRNAPCGEM1是近年来研究较多的一

个lncRNA,lncRNA PCGEM1 位于染色体 2q32
位点上[10]。PCGEM1是高度前列腺特异性和有吸

引力的生物标志物[11]。Piao等[12]研究表明,ln-
cRNAPCGEM1通过诱导血管生成促进侵袭和转

移。Wen等[13]研究表明,lncRNAPCGEM1通过

调节 miR-590-3p/SOX11轴诱调控肺癌细胞增殖

和迁移。检测组织中lncRNAPCGEM1的表达水

平发现,与癌旁组织比较,癌组织中的lncRNAPC-
GEM1水平显著升高,这与既往研究相一致。PCa
的细胞系较多,主要包括 LNCap、PC3、DU145、
C4、C4-2等,其中PC3是临床上最常见的一种PCa
细胞[14]。因此本研究采用 PC3作为实验细胞,构
建了lncRNAPCGEM1沉默和过表达的细胞系,
分别检测各组细胞的增殖、凋亡和侵袭能力。
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a:WB检测凋亡相关蛋白的表达;b:流式细胞仪检测细胞凋亡水平;c:凋亡相关蛋白的灰度值和细胞凋亡率。与siPC-
GEM1组比较,1)P<0.05;与lncRNAPCGEM1组比较,2)P<0.05。

图4　lncRNAPCGEM1对PC3细胞凋亡的影响

a:WB检测EMT相关蛋白的表达;b:Transwell小室检测细胞侵袭水平;c:EMT相关蛋白的灰度值和细胞侵袭数。与

siPCGEM1组比较,1)P<0.05;与lncRNAPCGEM1组比较,2)P<0.05。
图5　lncRNAPCGEM1对PC3细胞侵袭、迁移的影响

　　细胞增殖是最常见的细胞生物学特征,肿瘤组

织细胞一般会出现恶性增殖,其增殖的速率会显著

升高,调控增殖的蛋白也会出现对应的变化。目前

调控增殖相关的蛋白有很多,其中 Ki67和 PCNA
是常见的调控增殖的重要蛋白[15-16]。Ki67是常见

调控细胞增殖的蛋白,Ki67的表达会升高,反之则

会减弱[17]。PCNA也是常见调控细胞增殖细胞核

抗原,与 Ki67相同,在增殖能力强的细胞中PCNA
的表达会升高[18]。本研究首先采用克隆形成实验

检测了各组细胞的增殖能力,发现与siPCGEM1

组比较,lncRNAPCGEM1组和 NC组细胞克隆形

成率显著升高。与lncRNAPCGEM1组比较,NC
组细胞克隆形成率显著降低。为了探究其机制,我
们检测了 Ki67和 PCNA 这2种增殖相关蛋白发

现,与siPCGEM1组比较,lncRNAPCGEM1组和

NC组 Ki67蛋白和PCNA蛋白相对表达水平显著

升高;与lncRNAPCGEM1组比较,NC组 Ki67蛋

白和 PCNA 蛋白相对表达水平显著降低。说明

lncRNAPCGEM1可以促进PC3细胞的增殖。
细胞凋亡是一种重要的调控细胞的生物学特
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征,这种死亡受到相关基因和蛋白的调控[19]。调

控凋亡的常见基因有 Bcl-2家族基因,在 Bcl-2家

族中,Bcl-2是抑凋亡基因,Bax是凋亡基因。当

Bcl-2表达升高时会拮抗Bax蛋白的表达并抑制细

胞的凋亡,反之则会促进细胞的凋亡[20-21]。本研究

采用流式细胞仪检测了各组PC3细胞的凋亡情况

发现,与siPCGEM1组比较,lncRNAPCGEM1组

和 NC组细胞凋亡率均显著升高;与lncRNAPC-
GEM1组比较,NC组细胞凋亡率显著降低。为了

探究其作用机制,我们对凋亡相关基因Bcl-2家族

蛋白的表达情况进行检测,与siPCGEM1组比较,
lncRNAPCGEM1组和 NC组中Bax蛋白相对表

达水平显著降低,而Bcl-2抗凋亡蛋白相对表达水

平显著升高;与lncRNAPCGEM1组比较,NC组

Bax促进凋亡蛋白相对表达水平显著升高,而抗凋

亡 Bcl-2蛋白相对表达水平显著降低。说明ln-
cRNAPCGEM1基因的表达会抑制细胞的凋亡,
这可能与调控Bcl-2家族蛋白相关。

细胞的侵袭和迁移是重要的细胞生物学特征,
相比正常组织,肿瘤组织容易扩散,其增殖和侵袭

能力也较强,Dongre等[22]研究表明,肿瘤细胞侵袭

和迁移能力较强的原因与 EMT 过程密切相关。
Igarashi等[23]研究表明,EMT 过程涉及的蛋白主

要包括 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 等。E-
cadherin是一种与肿瘤浸润深度、分化程度、转移

呈负相关的蛋白。通常当肿瘤细胞的侵袭和迁移

能力增强时 E-cadherin蛋白的表达水平会降低。
Vimentin蛋白是除了E-cadherin蛋白外另一种常

见的调节肿瘤细胞EMT过程的蛋白,Vimentin是

一种间质细胞来源的骨架蛋白,这种蛋白表达升高

会导致细胞变成纤维状且易于游动迁移[24]。本研

究采用 Transwell小室实验检测各组PC3细胞的

侵袭能力发现,与siPCGEM1组比较,lncRNAPC-
GEM1组和 NC单位面积侵袭细胞数目显著升高;
与lncRNAPCGEM1组比较,NC组单位面积侵袭

细胞数目显著降低。为探究其作用机制我们检测

了EMT 相关蛋白相对表达水平发现,与 siPC-
GEM1组比较,lncRNAPCGEM1组和 NC 组 E-
cadherin蛋白相对表达水平显著降低,Vimentin蛋

白相对表达水平显著升高;与lncRNA PCGEM1
组比较 NC组 E-cadherin蛋白相对表达水平显著

升高,Vimentin蛋白相对表达水平显著降低。说

明lncRNAPCGEM1的表达会促进细胞 EMT过

程,增加细胞的侵袭能力。
综上所述,PCa患者癌组织中lncRNA PC-

GEM1水平显著高于癌旁组织,升高lncRNAPC-
GEM1水平会促进PC3细胞的增殖并抑制其凋亡

同时促进细胞 EMT 过程增强细胞侵袭能力。但

本研究也存在一定的不足,本研究尚未探究ln-

cRNAPCGEM1调节PC3细胞作用的靶点,也尚

未涉及相关信号通路,在后续的实验中将进一步探

究lncRNAPCGEM1调节PC3细胞作用的靶点和

涉及的相关信号通路。
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