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dsP21-625通过激活P21基因表达抑制前列腺癌细胞的增殖

王勇 a，郭永连 a，陈琳 a，李国灏 a，应诚诚 a，程薇 b（华中科技大学同济医学院 a. 附属武汉中心医院 泌尿外科，

湖北 武汉 430014；b. 附属梨园医院 耳鼻喉科，湖北 武汉 430077）

[摘 要] 目的: 探讨人工合成小分子双链RNA-625（double-stranded RNA-625，dsP21-625）对前列腺癌细胞P21基因的激活作

用及对细胞增殖的影响。方法: 将人工合成的dsP21-625（dsP21-625组）和dsCtrl质粒（dsCtrl组）分别转染至前列腺癌细胞株PC-

3和DU-145。用实时荧光定量PCR和Western blotting分别检测转染后各组前列腺癌细胞中P21、细胞周期素E（Cyclin E）和细胞

周期蛋白依赖性激酶2（CDK2）mRNA及蛋白的表达水平，流式细胞术、MTT实验和克隆形成实验分别检测细胞周期分布、细胞

增殖和克隆形成能力。结果: 与dsCtrl组比较，dsP21-625组PC-3和DU-145细胞中P21 mRNA水平升高(均P<0.01)，Cyclin E和

CDK2 mRNA表达水平下调（均P<0.01）；dsP21-625组PC-3和DU-145细胞中P21蛋白表达上调(均P<0.01)，Cyclin E和CDK2蛋

白表达下调（均P<0.01）；dsP21-625组细胞S期和G2/M期的细胞比例减少（均P<0.05），G0/G1期的细胞比例增加（均P<0.01）；

dsP21-625组细胞增殖活力降低（均P<0.05）、克隆形成数减少（均P<0.05）。结论: dsP21-625上调前列腺癌细胞中P21 mRNA及

蛋白的表达，下调Cyclin E和CDK2 mRNA及蛋白的表达，抑制前列腺癌细胞的增殖能力。
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dsP21-625 inhibits the proliferation of prostate cancer cells by activating P21 gene
expression
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[Abstract] Objective: To study the effects of synthetic small molecule double-stranded RNA-625（dsP21-625）on the activation of P21

gene in prostate cancer cells and its effect on cell proliferation. Methods: dsCtrl (control group) and dsP21-625（experimental group）

were transfected into prostate cancer PC-3 and DU-145 cell lines. qPCR and Western blotting were used to detect the mRNA and pro-

tein expressions of P21, Cyclin E and cyclin dependent kinase 2（CDK2）in prostate cancer cells of each group after transfection. The

cell cycle distribution, cell proliferation and clone formation were analyzed by flow cytometry, MTT assay and colony formation assay,

respectively. Results: Compared with dsCtrl control group, P21 mRNA level was elevated in PC-3 cells and in DU-145 cells (all P<

0.01) after transfection with dsP21-625; in the meanwhile, the expression of Cyclin E and CDK2 mRNA were down-regulated (P<0.01).

The expression of P21 protein in PC-3 and DU-145 cells transfected with dsP21-625 was up-regulated (all P<0.01) while the expres-

sions of Cyclin E and CDK2 proteins were down-regulated (all P<0.01); the proportion of cells in S phase and G2 / M phase decreased

(all P<0.05), and the proportion of cells in G0/G1 phase increased (all P<0.01) after dsP21-625 transfection. The cell proliferation abili-

ty and colony formation were significantly decreased in dsP21-625 groups (all P<0.05). Conclusion: dsP21-625 can activate the expres-

sion of P21 mRNA and protein in prostate cancer cells, down-regulate the expression of Cyclin E and CDK2 protein, and significantly

inhibit the proliferation of prostate cancer cells.
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前列腺癌是男性最常见的恶性肿瘤之一，其发

病率随年龄增长而上升[1]。寻找可靠、有效的具有分

子靶向治疗作用的小分子RNA是近年来前列腺癌防

治研究的热点。P21蛋白是一种细胞周期依赖性激

酶的抑制蛋白，通过抑制细胞周期相关蛋白的表达，

参与细胞周期的调控；P21蛋白的低水平表达与肿瘤

的发生发展密切相关[2-3]。小分子双链RNA P21-625

（double-stranded RNA P21-625，dsP21-625）是新发现

的具有激活细胞内P21基因表达的人工合成小分子

非编码RNA[4]，然而有关 dsP21-625在前列腺癌细胞

的研究尚未见报道。本研究旨在观察 dsP21-625能

否激活前列腺癌PC-3和DU-145细胞中P21基因的

表达，并进一步通过流式细胞术、MTT细胞增殖及克

隆形成实验观察 dsP21-625对前列腺癌细胞的细胞

周期、增殖和克隆形成能力的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞系、主要试剂

人前列腺癌细胞系 PC-3和DU-145购于中国科

学院生物化学与细胞生物学研究所。RPMI1640培

养基、Opti-MEM 和胎牛血清购于美国 Gibco 公司，

LipofectamineTM 3000、免疫印迹显色试剂购于美国

Invitrogen 公司，人工合成的 dsP21-625（正义链：5'-

GAAAUAAACGGGACUGAAA[dT][dT]-3'；反义链:

5' - UUUCAGUCCCGUUUAUUUC[dT] [dT] - 3'）和

dsCtrl（一组已知的缺少人类基因重要同源性的

dsRNA，反义链: 5’-UCUACUGUCACUCAGUAGU-

3’）[5]购于广州RiboBi公司，实时荧光定量 PCR（qP-

CR）试剂盒、逆转录试剂盒购于日本 TaKaRa 公司，

BCA蛋白浓度测定试剂盒、MTT试剂盒购于上海碧

云天生物技术有限公司，一抗β-Tubulin、P21、细胞周

期素E（Cyclin E）和细胞周期蛋白依赖性激酶 2（cy-

clin dependent kinase 2，CDK2）购于美国Cell Signal-

ing Technology公司，辣根过氧化物酶（HRP）标记的

二抗购于武汉艾美捷科技有限公司。PCR引物由上

海生工生物工程有限公司合成。

1.2 细胞培养及转染

用含有10%胎牛血清的RPMI 1640培养前列腺

癌PC-3和DU-145细胞，在 37℃、5%CO2培养箱内培

养。在转染前18 h，取对数生长期的前列腺癌细胞消

化离心，接种于一个新的 6孔培养板，待前列腺癌细

胞汇合度为 50% 时进行转染，采用 LipofectamineTM

3000作为转染试剂，分别转染 dsP21-625（dsP21-625

组）和 dsCtrl（dsCtrl 组）。具体操作如下：采用 Opti-

MEM分别稀释转染试剂和小分子RNA 后将两者混

合，室温下静置20 min，完成转染复合物的制备，将其

均匀滴加至6孔培养板，补足新鲜培养基，RNA的终

浓度为50 nmol/L。12~24 h后观察细胞状态，更换新

鲜培养基。

1.3 qPCR检测转染 dsP21-625对PC-3和DU-145细

胞P21、Cyclin E和CDK2 mRNA表达的影响

转染后 72 h，收集前列腺癌 PC-3 和 DU-145 细

胞，提取总RNA。按照逆转录试剂盒说明书将RNA

逆转录为cDNA。用qPCR试剂盒和特异性引物通过

PCR仪将 cDNA进行扩增检测。引物序列：P21上游

引物为 5'-GCCCAGTGGACAGCGAGCAG-3'，下游

引物为 5'-GCCGGCGTTTGGAGTGGTAGA-3' ；Cy-

clin E上游引物为5'-GAGGCGTGCGTTTGCTTTTA-

3'，下游引物为5'-GGTGTCTGGAGGTGGCTGGT-3'；

CDK2 上 游 引 物 为 5' - CCAGGAGTTACTTCTAT-

GCCTGA-3'，下游引物为5'-TTCATCCAGGGGAGG-

TACAAC-3'；GAPDH 上游引物为 5'-TCCCATCAC-

CATCTTCCA - 3'，下游引物为 5' - CATCACGCCA-

CAGTTTCC-3'。反应条件：95℃预变性 5 min，40个

循环，95℃ 20 s，60℃ 30 s，72℃延伸30 s。以2-ΔΔCt值

表示 P21、Cyclin E 和 CDK2 mRNA 相对表达水平。

实验重复4次。

1.4 Western blotting 检测转染 dsP21-625 对 PC-3 和

DU-145细胞P21、Cyclin E和CDK2蛋白表达的影响

转染72~96 h后，收集两组PC-3和DU-145细胞，用

细胞裂解液（100 μl/孔）裂解细胞，采用BCA法测定蛋

白浓度，制备30 μg的蛋白样品。行SDS-PAGE，转至

PVDF膜，5%脱脂奶粉的TBST在室温下封闭2 h，分别

加入与一抗β-Tubulin（1∶1 000）、P21（1∶2 000)、Cyclin

E（1∶1 000）and CDK2（1∶2 000）4℃冰箱孵育过夜。次

日洗膜后加入HRP标记的二抗（1∶5 000）孵育1 h，用ECL

化学发光法显影。用 Image J软件分析条带灰度值，统

计分析蛋白相对表达水平。实验重复4次。

1.5 流式细胞术检测转染 dsP21-625对PC-3和DU-

145细胞周期的影响

转染72 h后，采用胰酶溶液消化，收集两组前列

腺癌细胞，PBS溶液洗 3次，于含 70%的乙醇溶液的

4℃冰箱内孵育过夜。次日PBS洗3次，离心去上清，

用 100 μl RNAse溶液重悬细胞，37 ℃水浴锅内孵育

约 30 min，加入 100 μl PI溶液，于 4 ℃冰箱内避光孵

育 30 min，最后用流式细胞仪检测波长在 488 nm处

的光密度（D）值。实验重复4次。

1.6 MTT 法检测转染 dsP21-625 对 PC-3 和 DU-145

细胞增殖的影响

转染 24 h后，用胰酶溶液消化离心收集两组前

列腺癌细胞，细胞按 1×103个/孔接种到 96孔细胞培

养板，每组设 4个复孔，沿孔板边缘加入 200 μl PBS/
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孔，分别于转染后第 1、2、3、4、5天用MTT试剂盒检

测细胞增殖活力。具体操作如下：取出96孔板，吸去

培养基；在避光条件下，每孔分别加入约20 μl（5 mg/

ml）MTT 液，孵育箱孵育 4 h，吸去培养基，加入 100

μl DMSO/孔，低速摇床震荡10 min，用酶标仪检测波

长在490 nm处的D值。实验重复4次。

1.7 克隆形成实验检测转染 dsP21-625 对 PC-3 和

DU-145细胞克隆形成的影响

转染 24 h后，用胰酶溶液消化离心收集两组前

列腺癌细胞，以1×103个细胞/孔接种于6孔细胞培养

板，连续培养 10 d，吸去培养液，PBS洗 3次，用 1 ml

甲醇溶液固定约15~20 min，后用0.1%结晶紫溶液固

定 25 min，流水缓慢冲去残存结晶紫染液，室温下晾

干、拍照，在光学显微镜下取克隆均匀的 4个视野统

计克隆数并取均值。实验重复4次。

1.8 统计学处理

采用SPSS 20.0统计软件进行分析，计量数据以

`x±s表示，两组间比较采用 t检验。以P<0.05或P<

0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 转染dsP21-625后前列腺癌细胞中P21、Cyclin E

和CDK2 mRNA表达

经查阅文献[4]获得 dsP21-625 作用于 P21 基因

启动子序列位置，对应P21基因转录起始位点上游-

625位点，见图1。

图1 dsP21-625作用于P21基因启动子序列区域

Fig. 1 dsP21-625 binds to the P21 gene promoter region

qPCR 检测结果（表 1）显示，相比 dsCtrl 组，

dsP21-625组PC-3和DU-145细胞中P21 mRNA的表

达水平显著上调（均 P<0.01），Cyclin E 和 CDK2

mRNA表达水平下调（均P<0.01）。结果表明，dsP21-

625可激活前列腺癌细胞中P21 mRNA的表达。

表1 两组前列腺癌细胞中P21、、Cyclin E和CDK2 mRNA的表达

Tab. 1 Expressions of P21,, Cyclin E and CDK2 mRNA in two groups of prostate cancer cells

Cell

PC-3

DU-145

Group

dsCtrl

dsP21-625
t

P

dsCtrl

dsP21-625

t

P

P21

1.02±0.25

1.79±0.20
4.84

<0.01

1.01±0.12

2.34±0.54

4.87

<0.01

Cyclin E

1.03±0.27

0.31±0.09
5.05

<0.01

1.01±0.15

0.15±0.03

11.13

<0.01

CDK2

1.01±0.17

0.39±0.11
6.08

<0.01

1.00±0.09

0.45±0.16

5.88

<0.01

2.2 转染 dsP21-625后前列腺癌细胞中P21、Cyclin E

和CDK2蛋白表达

Western blotting检测结果（图2）显示，相比dsCtrl

组，dsP21-625 组 PC-3 和 DU-145 细胞 P21 蛋白表达

水平上调 (2.63 ± 0.17 vs 1.27 ± 0.09，t=7.08，P<0.01；

2.82±0.38 vs 1.31±0.12，t=3.92，P<0.01)、Cyclin E 蛋

白表达水平下调（0.58±0.08 vs 5.43±0.58，t=8.19，P<

0.01；1.23 ± 0.14 vs 5.54 ± 0.55，t=7.54，P<0.01）和

CDK2蛋白表达水平下调(1.10±0.20 vs 3.51±0.35，t=

5.94，P<0.01；1.48 ± 0.14 vs 3.07 ± 0.31，t=4.71，P<

0.01)。结果表明，dsP21-625可激活前列腺癌细胞中

P21蛋白的表达。

2.3 转染dsP21-625后前列腺癌细胞的细胞周期被阻

滞在G0/G1期

流式细胞术检测结果（图 3）显示，dsP21-625组

PC-3和DU-145细胞的G0/G1期的细胞比例均高于

dsCtrl 组细胞（t=5.24，5.18；均 P<0.01），而在 S 期和

G2/M 期的细胞比例下降（均 P<0.05）。结果表明，

dsP21 - 625 可将前列腺癌细胞周期被阻滞在 G0 /

G1期。

2.4 转染 dsP21-625 后使前列腺癌细胞的增殖活力

降低

MTT 法检测结果（图 4）显示，转染第 3 天起，

dsP21-625组PC-3细胞增殖活力开始低于dsCtrl组细

胞（1.02±0.24 vs 1.44±0.13，t=3.15，P<0.05）；转染第2

天起，dsP21-625组DU-145细胞活力开始低于 dsCtrl

组细胞（0.93±0.15 vs 1.17±0.12，t=2.61，P<0.05）。结

果表明，dsP21-625可降低前列腺癌细胞的增殖活力。
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图2 两组前列腺细胞中P21、、Cyclin E和CDK2蛋白的表达

Fig. 2 Expressions of P21，，Cyclin E and CDK2 proteins in

two groups of prostate cancer cells

2.5 转染 dsP21-625 后前列腺癌细胞集落形成数

减少

克隆形成实验结果表明，dsP21-625 组 PC-3 和

DU-145细胞的克隆形成数目均显著低于dsCtrl组细

胞[（125.23±22.85）vs（230.36±35.93）个，t=4.94，P<

0.01；（139.09±31.7）vs（220.07±34.97）个，t=3.43，P<

0.01]。结果表明，dsP21-625抑制前列腺癌细胞的克

隆形成能力。

*P<0.05，**P<0.01 vs dsCtrl group

图3 两组前列腺癌细胞的细胞周期的变化

Fig. 3 Changes of the cell cycle distribution in two groups of prostate cancer cells

*P<0.05，**P<0.01 vs dsCtrl group

图4 两组前列腺癌细胞的增殖活力的变化

Fig. 4 Changes of the proliferation ability in two groups of prostate cancer cells

3 讨 论

RNA 激活（RNA activation，RNAa）是指小分子

RNA 能够激活某些低表达或沉默的基因表达的现

象[6]。与传统的RNA干扰（RNA interference，RNAi）

相比，RNAa效应的发生需要有更高转染浓度的小分

子RNA。RNAi主要发生于细胞质内，RNAa则发生

于细胞核内。RNAi作用发生于转录后水平，即具有

干扰作用的内源性miRNA或外源性小分子RNA通

过特异性结合或降解靶基因的mRNA，从而抑制靶

基因的翻译。RNAa发生于转录水平，即内源性miR-

NA或外源性小分子RNA通过特异性的作用于靶基

因的启动子[7-8]。此外，RNAa的起效和作用具有明显

的延迟性和持久性，RNAi 一般在转染后数小时起
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效，而RNAa则在24~48 h起效；RNAi的效应可持续1

周左右，而RNAa效应则能延续至2周甚至更长[9-10]。

P2l蛋白作为一种CDK抑制剂，可与大部分Cy-

clin-CDK复合物相结合[2]。Cyclin E-CDK2通过诱导

细胞由 G1 期向 S 期转变，加速细胞周期的进展[11]。

P21 通过抑制多种 Cyclin-CDK 复合物如 Cyclin E-

CDK2的形成，对细胞周期进行负向调控，参与细胞

增殖、分化、衰老等多种细胞功能的调控，显著抑制

肿瘤细胞的增殖[12]。通过对临床前列腺癌组织标本

的研究[13]表明，前列腺癌组织中P21蛋白的表达水平

明显低于癌旁组织，并发现前列腺癌患者的预后好

坏与前列腺癌组织中P21蛋白表达水平的高低密切

相关。因而通过靶向治疗，特异性激活前列腺癌细

胞中P21蛋白的表达，可能会成为治疗前列腺癌的一

种新方法。dsP21-625是一种新发现具有明显P21蛋

白激活效应的人工合成的小分子非编码RNA[14]，但

其对前列腺癌细胞增殖的作用一直未得到验证。本

研究结果发现，dsP21-625 可激活前列腺癌细胞中

P21基因的表达，上调P21蛋白水平，引起P21下游蛋

白Cyclin E与CDK2降低，导致前列腺癌细胞的细胞

周期被阻滞在G0/G1期，使前列腺癌细胞增殖能力下

调。研究结果表明，dsP21-625可以在体外抑制前列

腺癌细胞的增殖。本实验的不足之处在于没有进行

dsP21-625与前列腺癌细胞的体内实验；而笔者知道

RNAa 作用与相应小分子 RNA 的转染浓度密切相

关[15]，但是 dsP21-625转染浓度与激活效应的关系并

未得到验证。下一步将通过动物实验观察dsP21-625

在体内对前列腺癌细胞增殖的影响；并在体外设置

一系列的 dsP21-625转染浓度，观察转染浓度与激活

效应之间的关系。

综上所述，人工合成的 dsP21-625能激活前列腺

癌细胞中P21蛋白的表达，并抑制前列腺癌细胞的增

殖，为前列腺癌的治疗提供了一个新的方向。
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