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miRNA-155 在 TGF-β1 诱导的人前列腺癌细胞中的作用

曾珊珊，李盼，刘浩，陈丹扬

(广州医科大学附属肿瘤医院肿瘤研究所，广州恶性肿瘤治疗转化医学重点实验室，广州 510095)

[摘　要]	 目的：探讨miR-155在转化生长因子-β1(transforming grow th factor-β1，TGF-β1)诱导的人前列腺

癌细胞PC3中的生物学作用。方法：TGF-β1处理PC3细胞，相差倒置显微镜下观察细胞形态学变

化；通过Transwell试验检测细胞的迁移能力；实时荧光定量PCR(quantitative real-time polymerase 

chain reaction，qRT-PCR)和蛋白质印迹法检测TGF-β1诱导的PC3细胞纤维连接蛋白(fibronectin，

FN)的表达情况；qRT-PCR检测miR-155的表达水平；干扰miR-155检测TGF-β1诱导的PC3细胞FN

的表达及细胞迁移能力的变化。结果：TGF-β1诱导PC3细胞发生形态改变并增强其迁移能力，且

FN的表达显著上调；TGF-β1诱导的miR-155表达呈现时间依赖性；干扰miR-155使TGF-β1诱导的

FN表达减少，细胞形态及迁移能力在一定程度上发生逆转。结论：miR-155在TGF-β1诱导的前列

腺癌细胞PC3中高表达，可能间接上调FN的表达从而促进细胞迁移，可为前列腺癌的治疗提供理

论依据。
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Role of miRNA-155 in TGF-β1-induced human prostate 
cancer cells

ZENG Shanshan, LI Pan, LIU Hao, CHEN Danyang
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Abstract Objective: To investigate the biological roles of miR-155 in transforming growth factor-β1 (TGF-β1)-treated 

human prostate cancer cells PC3. Methods: PC3 cells were treated with TGF-β1. The morphological changes 

were observed under phase-contrast microscopy. Migration of PC3 cells was detected by Transwell assay. The 

expression of FN was assessed by quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR), Western blotting 

and immunofluorescence staining. miR-155 treated by TGF-β1 were analyzed by qRT-PCR. After interfering 

with miR-155 in TGF-β1-treated PC3 cells, qRT-PCR and Western blotting were used to detect FN expression. 

Migration of TGF-β1-treated PC3 cells interfered with miR-155 was detected by Transwell assay. Results: 
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前列腺癌是男性中最常见的恶性肿瘤，我国

前列腺癌发病率呈逐年增长趋势，且预后不好。

晚期前列腺癌患者多发生骨转移，常引起多种并

发症，加大治疗难度 [1-2]。肿瘤的侵袭转移是一个

连续的多因素、多阶段的动态过程。肿瘤细胞从

原发部位脱落，侵入到细胞外基质，进入血管，

外 渗 到 其 他 部 位 ， 从 而 获 得 了 侵 袭 和 转 移 的 能

力。纤维连接蛋白(fibronectin，FN)是细胞外基质

的主要成分之一，参与细胞运动、伤口愈合、胚

胎发育以及肿瘤转移等过程。已有报道，FN在多

种恶性肿瘤组织中过表达 [3-5]，在调节肿瘤发展过

程中发挥重要作用[6]。

转化生长因子-β(transforming growth factor-β，

TGF-β)是一种多功能细胞因子，具有一系列生理

和病理作用，包括细胞增殖和分化、凋亡、免疫

反应和转移等 [ 7 ]。 TG F - β 也是细胞黏附、运动和

ECM的重要调节分子[8]。

微小RNA(microRNA，miRNA)是一类短小、

非编码的内源性单链 R N A 分子，长度为 1 8 ~ 2 5 个

核苷酸。在肿瘤发生发展过程中， m i R N A s 可作

为癌基因或抑癌基因，促进或抑制肿瘤的侵袭转  
移 [ 9 - 1 0 ]。有研究 [11-12]报道：miR-155在某些肿瘤中

通过调控细胞的侵袭与迁移来影响肿瘤转移。因

此，本研究旨在探究TGF-β1诱导的人前列腺癌细

胞PC3中miR-155的表达以及miR-155与FN表达的

相关性，以期为前列腺癌的治疗提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  材料

人 前 列 腺 癌 细 胞 系 P C 3 购 自 于 美 国 ATC C 细

胞库。细胞培养基、胎牛血清、胰酶等购自美国

Gibco公司；蛋白酶抑制剂cocktai l购自美国Sigma
公司；RIPA裂解液购自碧云天生物技术公司；预

染蛋白质标志物、转染试剂LipofectamineTM 2000，

ECL化学发光底物试剂盒购自美国Thermo公司；

TGF-β1购自美国Peprotech公司；FN，α-Tubul in
抗体购自美国Santa Cruz公司；HRP标记山羊抗鼠

Ig G、山羊抗兔Ig G购自美国CST公司；miR-21，

miR-155抑制剂购自上海吉玛公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

P C 3 细胞用含 1 0 % 新生牛血清 (n e w b o r n  c a l f 
serum，NCS)的DMEM培养基，于37 ℃，5% CO2

的培养箱内饱和湿度培养。1~2 d换液，每3~4 d传

代1次，实验时选用对数生长期细胞。

1.2.2  Transwell 试验

收集细胞，以PBS清洗2遍，用无血清培养基

重悬，调整细胞密度至3×10 5个/mL，取细胞悬液

200 μL加入Transwell小室。24孔板下室加入750 μL
含10%NCS的培养基，培养24 h。取出Transwell小
室，甲醇固定后进行苏木精染色。 1 0 0 倍显微镜

下，每组随机取5个视野进行计数并拍照，做柱状

图分析细胞的迁移能力。

1.2.3  实时荧光定量 PCR 检测

采 取 T R I z o l 法 提 取 组 织 或 细 胞 总 R N A ， 用

Primescript RT reagent试剂盒(购自日本TaKaR a公

司)将RNA反转录为cDNA。FN，GAPDH引物由华

大基因有限公司合成，序列如下，FN正向引物：

5'-GGAGCAAATGGCACCGAGATA-3'，反向引物：

5'-GAGCTGCACATGTCTTGGGA AC-3'；GAPDH
正向引物：5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'；
反向引物：5'-TGGTG A AG ACGCCAGTGG A-3'。
miRNA引物由TaKaR a公司设计合成，选取RNU6B
作为内参。反应体系及条件参照S YBR Premi x  E x 
TapTM (TaKaRa)，2−∆∆Ct法计算mRNA和miRNA的相

对表达量。

TGF-β1 treatment could induce morphological alteration of PC3 cells from compact, cobblestone morphology 

into spindle-shaped, fibroblast-like morphology. Transwell assay showed that TGF-β1 significantly increased the 

migration of PC3 cells. qRT-PCR, Western blotting and immunofluorescence staining demonstrated that TGF-β1 

up-regulated the expression of FN. The expression of miR-155 induced by TGF-β1 was in a time-dependent 

manner. Introduction of miR-155 inhibitor partly attenuated the expression of FN in mRNA and protein levels, 

and inhibited the change of cell morphology and migration in TGF-β1 induced PC3 cells. Conclusion: miR-155 

is up-regulated by TGF-β1 in PC3 cells, which may affect cell migration by increasing FN expression. It may have 

implications for treatment of human prostate cancer.

Keywords miRNA-155; transforming growth factor-β1; human prostate cancer; fibronectin
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1.2.4  蛋白质印迹检测

收 集 细 胞 ， 经 P B S 洗 涤 后 ， 用 含 c o c k t a i l 的

R I PA 裂 解 液 裂 解 细 胞 ， 离 心 后 收 集 上 清 ， B C A
法测定蛋白质浓度；等量蛋白质样品经10% SDS -
PA G E 分 离 后 ， 转 印 至 P V D F 膜 上 ， 5 % 脱 脂 奶 粉

室温封闭2 h。FN，α-Tubul in一抗均以1:1  000比

例稀释，4 ℃孵育过夜。经TBST洗涤后，加入按 
1:5 000比例稀释的HRP标记的特异性二抗，室温

下孵育2  h。最后用ECL化学发光试剂对X线片显

影，扫描图片。

1.2.5  免疫荧光检测

P C 3细胞以1 × 1 0 5/ m L的密度接种于3 5  m m激

光共聚焦培养皿中。经TGF-β1处理48 h后，用冰

冷的PBS溶液清洗3次，4%多聚甲醛固定30 min，

正常山羊血清封闭30 min，FN，α-Tubulin一抗以

1:200比例稀释，4 ℃孵育过夜。PBS洗涤之后，再

以荧光标记的羊抗小鼠 Ig G以1 : 5 0 0比例稀释，室

温孵育1 h，PBS洗3次，用100 ng/mL的DAPI复染 
10 min，激光共聚焦显微镜下观察并拍照。

1.3  统计学处理

每组实验重复3次，应用软件GraphPad Prism 
6 . 0 进 行 统 计 学 分 析 ， 组 间 比 较 用 单 因 素 方 差 分

析，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  TGF-β1 诱导对 PC3 细胞形态及迁移能力的影响

首 先 ， 倒 置 相 差 显 微 镜 下 观 察 1 0  n g / m L 
TGF-β1处理72 h的PC3细胞形态变化。如图1A所

示，未经处理的细胞呈多角形，细胞之间连接紧

密；TGF-β1处理条件下的PC3细胞呈梭形，细胞

之间散在生长。进一步采用Transwell试验检测PC3
细 胞 的 迁 移 能 力 ， 结 果 显 示 ： TG F - β 1 处 理 组 的

细胞穿过Trans wel l小室的数量比对照组显著性增

多(P<0.05；图1B，1C)。提示TGF-β1诱导能增强

PC3细胞的迁移能力。

2.2  TGF-β1 诱导对 PC3 细胞 FN 表达的影响

分时间段检测了TGF-β1诱导的PC3细胞中FN的

表达情况，qRT-PCR结果显示：TGF-β1诱导PC3细胞

24 h后，FN的mRNA表达量开始增多，72 h时表达量

最高。蛋白质印迹检测发现：TGF-β1的诱导显著提

高PC3细胞中FN的蛋白表达量，且随时间延长逐步

增多(图2A，2B)。免疫荧光染色进一步验证了该结果

(图2C)。提示TGF-β1可诱导PC3细胞FN的高表达。

图1 TGF-β1诱导PC3细胞形态及迁移能力的变化

Figure 1 Change of cell morphology and migration in TGF-β1 induced PC3 cells

(A)相差显微镜观察TGF-β1诱导的PC3细胞形态变化；(B，C)Transwell试验检测TGF-β1诱导的PC3细胞迁移能力的变化。比

例尺：100 μm。*P<0.05。

(A) Phase contrast images of PC3 cells treated with or without TGF-β1 (10 ng/mL) for 72 h; (B, C) Transwell cell migration assay of PC3 

cells treated with or without TGF-β1 (10 ng/mL) for 48 h. Scale bar: 100 μm. *P<0.05.
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图2 TGF-β1诱导PC3细胞FN的高表达

Figure 2 TGF-β1 induced high expression of FN in PC3 cells

(A)TGF-β1诱导下，PC3细胞FN mRNA表达水平的变化；(B)TGF-β1诱导下，PC3细胞FN蛋白表达水平的变化；(C)免疫荧光染

色检测TGF-β1诱导72 h的PC3细胞FN表达量。与对照组相比，FN表达显著上调。比例尺：20 μm。*P<0.05。

(A) TGF-β1-induced expression of FN mRNA in a time-dependent manner; (B) TGF-β1-induced expression of FN protein for the indicated 

times; (C) Immunofluorescence staining of FN in PC3 cells with TGF-β1 treatment. A significant upregulation of FN was observed in the TGF-β1-

induced PC3 cells compared with control group. Scale bar: 20 μm. *P<0.05.
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2.3  miR-155 在 TGF-β1 诱 导 的 PC3 细 胞 中 的 
表达情况

经 T G F - β 1 处 理 的 P C 3 细 胞 ， 提 取 细 胞 总

miRNA，qRT-PCR检测发现miR-155的表达与对照

组相比显著增多，TGF-β1诱导24 h后逐步增多，

72 h的表达量最高(P<0.05，图3)。

2.4  干扰 miR-155 对 PC3 细胞 FN 表达的影响

将 m i R - 1 5 5 抑 制 剂 转 染 至 P C 3 细 胞 中 ， 分 别

于48 h和72 h检测干扰效果，结果显示：miR-155
表达量相比干扰对照组下降了7 5 %左右(图4 A )。

转 染 了 m i R - 1 5 5 抑 制 剂 的 P C 3 细 胞 加 入 T G F - β 1
处 理 7 2  h ， 并 设 立 阴 性 对 照 组 与 阳 性 对 照 组 ，

qRT-PCR和蛋白质印迹检测结果显示：干扰miR-
1 5 5 能 从 m R N A 和 蛋 白 质 水 平 上 一 定 程 度 地 逆 转

TGF-β1对FN的诱导作用(图4B，4C)。

2.5  干扰 miR-155 对 TGF-β1 诱 导的 PC3 细 胞 
形态及迁移能力的影响

为验证miR-155对TGF-β1诱导的PC3细胞表型

的影响，转染miR-155抑制剂之后，显微镜下观察

TGF-β1处理的PC3细胞形态变化。如图5A所示，

与干扰对照组相比，抑制 m i R - 1 5 5 在一定程度上

逆转了TGF-β1诱导的PC3细胞纺锤样形态。采用

Transwell试验检测PC3细胞迁移能力，发现在干扰

miR-155的TGF-β1处理组中，细胞穿过Transwell小
室的数量少于TGF-β1处理组(图5B，5C)。

图3 TGF-β1诱导PC3细胞miR-155的高表达

Figure 3 miR-155 expression is up-regulated by TGF-β1 in 

PC3 cells

15

10

5

0

R
el

at
iv

e 
m

iR
N

A
 le

ve
l

 TGF-β1 treatment/h

miR-155

*

*

*

*

0                  24               48               72            96



miRNA-155 在 TGF-β1 诱导的人前列腺癌细胞中的作用    曾珊珊，等 1869

图4 干扰miR-155引起TGF-β1诱导的FN表达变化

Figure 4 FN expression in TGF-β1-induced PC3 cells transfected with miR-155 inhibitor

(A)miR-155抑制剂对PC3细胞的干扰效果；(B)干扰miR-155引起TGF-β1诱导的PC3细胞FN mRNA的表达变化；(C)干扰miR-

155引起TGF-β1诱导的PC3细胞FN蛋白的表达变化。与阳性对照组相比，FN的mRNA和蛋白表达下调。*P<0.05。

(A) Interference effect of miR-155 inhibitor in PC3 cells at 48 h and 72 h; (B) FN mRNA level in TGF-β1-induced PC3 cells transfected 

with miR-155 inhibitor for 72 h; (C) FN protein expression level in TGF-β1-induced PC3 cells transfected with miR-155 inhibitor for 72 h. 

Introduction of miR-155 inhibitor partly attenuated the expression of TGF-β1-induced FN mRNA and protein. *P<0.05.

图5 干扰miR-155引起TGF-β1诱导的PC3细胞形态及迁移能力变化

Figure 5 Change of cell morphology and migration in TGF-β1 induced PC3 cells transfected with miR-155 inhibitor

(A)相差显微镜观察干扰miR-155后TGF-β1诱导的PC3细胞形态变化(比例尺：50 μm)；(B，C)Transwell试验检测干扰miR-155

引起TGF-β1诱导的PC3细胞迁移能力变化(比例尺：100 μm，*P<0.05)。

(A) Morphology change of TGF-β1-induced PC3 cells transfected with miR-155 inhibitor for 72 h (scale bar: 50 μm); (B, C) Transwell cell 

migration assay of TGF-β1-induced PC3 cells transfected with miR-155 inhibitor (scale bar: 100 μm; *P<0.05).

3  讨论

前列腺癌是发生于男性前列腺组织中的恶性

肿瘤，发病率与病死率均较高。从前列腺肿瘤发

展成为恶性疾病，往往会经历一个比较长的潜伏

期(10~15年)[1-2]。一旦肿瘤细胞开始向周围及远端

的器官扩散，形成恶性肿瘤，治疗方法会受到很

大的限制。

前列腺癌骨转移是恶性前列腺癌的主要特征

之一，是导致前列腺癌患者死亡的首要因素。有

研究[13]报道：前列腺癌组织TGF-β的表达率明显高

于癌旁正常组织，低分化癌、转移癌TGF-β表达的

阳性率明显高于高分化癌，前列腺癌中TGF-β表达

水平与临床预后不良密切相关。TGF-β可通过刺激

细胞运动，促进血管新生，抑制宿主免疫系统，

诱导细胞自身及周围基质微环境改变等多种机制

促使前列腺癌进展[14-15]。本研究发现未处理的前列

腺癌PC3细胞呈典型的上皮细胞形态，经TGF- β1
处理后大部分细胞形态向长梭形转变，细胞间连

接也变得疏松，细胞散在分布，同时细胞的迁移

能力明显增强；其次，TGF-β1的诱导显著上调FN
的表达。FN是细胞外基质的一种重要成分，在细

胞分化、生长和迁移等方面发挥着重要作用，参

与创伤修复、胚胎发育及肿瘤恶性转化等过程[6]。

肿瘤细胞与细胞外基质的相互作用在调控肿瘤的

侵袭转移过程中扮演重要角色，包括细胞迁移、

细胞骨架重构和细胞形态转变等 [16]。因此，FN在

肿瘤的侵袭转移过程中起关键作用。
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miR-155在多种恶性肿瘤中过表达，如甲状腺

癌、乳腺癌、结肠癌、胰腺导管腺癌和肺癌等，

被认为可当作一个不良预后的指标[11,17]。尽管miR-
155在前列腺癌组织中的表达率不高，但本研究对

PC3细胞进行TGF-β1诱导，发现miR-155的表达量

异常升高。已有研究 [18]报道：miR -1 5 5是TGF-β/
SM A D4信号通路的下游靶标，受TGF- β诱导而高

表达的miR-155依赖于SMAD4的调节。本研究对经

TGF-β处理的PC3细胞干扰了miR-155，结果显示

FN在mR NA和蛋白水平上表达下调，且细胞形态

及迁移能力也发生部分逆转。推测miR-155具有促

癌作用，一定程度上促进P C 3细胞形态的转变及

细胞迁移。有研究 [19-20]指出：PTEN是一个抑癌基

因，是miR-155的直接靶标，对细胞与细胞外基质

之间的相互作用进行负调控，抑制细胞的侵袭和

迁移。Dart等 [21]构建了前列腺细胞中PTEN基因敲

除的小鼠模型，发现miR-155呈异常高表达状态。

另有数据 [22-23]显示：15%~30%的原发性前列腺癌

组织中 P T E N 表达丢失；转移性前列腺癌组织中

P T E N 的丢失率更高。因而本研究推测，当 m i R -
1 5 5异常表达时，m i R - 1 5 5直接结合P T E N  m R N A
的 3 ' - U T R ， 抑 制 其 表 达 。 与 P T E N 呈 负 相 关 的

FN [23-24]表达增多，会加强细胞与细胞外基质间相

互作用，提高细胞的运动性和迁移能力。

综上，miR-155在TGF-β1诱导的前列腺癌细胞

PC3中高表达，可能间接上调FN的表达从而促进

细胞迁移，可为前列腺癌的治疗提供理论依据。
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