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miR-1180-5p通过激活CDKN1A基因表达抑制前列腺癌细胞增殖、迁移

和侵袭
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[摘 要] 目的：研究微小RNA-1180-5p（miR-1180-5p）对前列腺癌细胞株VCAP和LNCaP恶性生物行为的影响及可能的作用

机制。方法：合成dsControl（dsControl组）和miR-1180-5p（miR-1180-5p组），分别转染至两个前列腺癌细胞株VCAP和LNCaP。

采用 qPCR和Western blotting分析转染后各组细胞CDKN1A、Cyclin D1和CDK6 mRNA及蛋白的表达变化，采用流式细胞术、

MTT法、平板克隆实验和Transwell实验分别检测细胞周期分布、增殖活力、克隆形成能力、细胞迁移和侵袭能力。结果：qPCR

结果显示，相比 dsControl，转染 miR-1180-5p 后 VCAP 和 LNCaP 细胞中 CDKN1A mRNA 表达明显上调(P<0.01)；Cyclin D1 和

CDK6 mRNA表达明显下调(P<0.05或P<0.01)。Western blotting与 qPCR结果相符。转染miR-1180-5p后VCAP和LNCaP位于

G0/G1期的细胞比例增加(P<0.01)，而位于 S期和G2/M期的细胞比例减少(P<0.05)，细胞周期被阻滞在G0/G1期。转染miR-

1180-5p后，两种前列腺癌细胞增殖活力较 dsControl组明显降低(P<0.05)，miR-1180-5p组两种细胞的克隆数量明显较少（P<

0.01），同时miR-1180-5p组两组细胞迁移和侵袭能力均下降（P<0.01）。结论：miR-1180-5p能显著激活前列腺癌细胞中CD-

KN1A基因的表达，从而抑制前列腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭等恶性生物行为。
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miR-1180-5p inhibits proliferation, migration and invasion of prostate cancer cells
by activating CDKN1A gene expression

WANG Yonga, GUO Yongliana, CHEN Lina, LI Guohaoa, Ying Chengchenga, CHENG Weib (a. Department of Urology, the Central Hos-

pital of Wuhan, Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology，Wuhan 430014, Hubei, China; b. Depart-

ment of Otolaryngology, Liyuan Hospital, Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology，Wuhan 430077,

Hubei, China)

[Abstract] Objective: To study the effects of microRNA-1180-5p (miR-1180-5p) on malignant biological behaviors of prostate cancer

VCAP and LNCaP cells and the possible mechanisms. Methods: dsControl (dsControl group) and miR-1180-5p (miR-1180-5p group)

were constructed and then transfected into two prostate cancer cell lines VCAP and LNCaP. qPCR and Western blotting were used to an-

alyze the changes in mRNA and protein expressions of CDKN1A, Cyclin D1 and CDK6 after transfection. Cell cycle distribution, pro-

liferation activity, clone formation capacity, cell migration and invasion ability were detected by flow cytometry, MTT assay, colony cul-

ture assay and Transwell assay, respectively. Results: qPCR results showed that compared with dsControl, CDKN1A mRNA levels in

VCAP and LNCaP cells transfected with miR-1180-5p were up-regulated significantly, while the mRNA expressions of Cyclin D1 and

CDK6 were significantly down-regulated (all P<0.01). Western blotting result was consistent with that of qPCR. The percentage of cells

in G0/G1 phase was increased after transfection of miR-1180-5p (P<0.05), but the proportion of cells in S phase and G2/M phase was

decreased and the cell cycle was arrested at G0/G1 phase (P<0.05). The proliferation activity of the two prostate cancer cells was signif-

icantly lower than that of the dsControl group after miR-1180-5p transfection (P<0.05), and the number of colonies in the miR-1180-5p

group was significantly lower than that in the dsControl group (P<0.01). In the meanwhile, the cell migration and invasion ability in

miR-1180-5p group was decreased (P<0.01). Conclusion: miR-1180-5p can significantly activate CDKN1A gene expression in prostate
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cancer cells and further inhibit the proliferation, migration and invasion of prostate cancer cells.

[Key words] miR-1180-5p; CDKN1A gene; prostate cancer; proliferation; migration; invasion
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前列腺癌是男性最常见的恶性肿瘤之一，2015

年美国癌症协会调查显示，前列腺癌新发 220 800

例，死亡27 540例[1]。前列腺癌的分子靶向治疗日益

受到人们的关注。CDKN1A蛋白具有细胞周期依赖

性激酶抑制活性，对细胞周期的调控与肿瘤发生发

展有密切关系[2]。通过激活CDKN1A蛋白的表达可

能成为前列腺癌分子治疗的一种新方向。与以往的

RNA干扰不同，RNA激活作用是近年来研究的重点，

miR-1180-5p是新发现的具有激活CDKN1A蛋白表

达的小分子非编码RNA[3-5]。本课题重点研究miR-

1180-5p能否激活前列腺癌细胞中CDKN1A基因的

表达，并观察其对前列腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的

抑制作用。

1 材料与方法

1.1 材料

人前列腺癌细胞株VCAP和LNCaP购于中国科

学院生物化学与细胞生物学研究所。RPMI 1640培

养基、胎牛血清和Opti-MEM购于美国Gibco公司，免

疫印迹显色试剂、Lipofectamine 3000购于美国 Invit-

rogen公司，化学合成的dsControl（一组已知的缺少人

类基因重要同源性的 dsRNA，反义链：5'-UCUACU-

GUCACUCAGUAGU-3'）[6] 和 miR - 1180 - 5p mimics

（5'-GGACCCACCCGGCCGGGAAUA-3'）购于广州

RiboBi公司。StepOnePlus实时荧光定量 qPCR仪购

于美国ABI公司，逆转录试剂盒、qPCR试剂盒购于日

本TaKaRa公司，由上海生工生物工程有限公司合成

PCR引物，BCA 蛋白浓度测定试剂盒购于北京博奥

森生物技术有限公司，一抗 CDKN1A、Cyclin D1、

CDK6和 β-Tubulin购于美国Cell Signaling Technolo-

gy公司，辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗羊抗兔/

鼠购于美国Affinity公司，MTT试剂盒购于上海碧云

天生物技术有限公司，Transwell小室购自美国Milli-

pore公司，Matrigel胶购自美国BD公司。

1.2 细胞培养和转染

使用含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养人前列

腺癌细胞株 VCAP 和 LNCaP，置于 37 ℃、5%CO2孵

育箱中培养。转染前 12~24 h，将对数生长期的前列

腺癌细胞消化离心，重新接种于 6孔细胞培养板，待

前列腺癌细胞汇合度约为 50%进行转染。以 Lipo-

fectamine 3000作为转染试剂，用Opti-MEM分别稀

释miR-1180-5p和转染试剂，然后将两者混合，室温

静置15~30 min，转染复合物的制备完成，将其滴加至

6 孔板中，补足培养基，使 miR-1180-5p 的终浓度为

50 nm/L。24 h后观察细胞状态并更换新鲜培养基。

1.3 总RNA的提取及qPCR检测

收集细胞并提取总RNA。使用逆转录试剂盒逆

转录RNA为 cDNA。以 U6 为内参检测 miR-1180-

5p 表达量，以甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）为内

参检测p21、CDK6和Cyclin D1 mRNA表达量。使用

qPCR试剂盒及特异性引物通过 PCR 仪将合成的

cDNA进行扩增检测，结果数据采用 2-ΔΔCt方法分析。

CDKN1A 引物：上游 5'-GCCCAGTGGACAGCGAG-

CAG - 3'；下游 5' - GCCGGCGTTTGGAGTGGTAGA-

3'。Cyclin D1 引物：上游 5' -CAATGACCCCGCAC-

GATTTC-3'；下游 5'-CATGGAGGGCGGATTGGAA-

3'。CDK6 引物：上游 5'-TCTTCATTCACACCGAG-

TAGTGC - 3'; 下游 5' - TGAGGTTAGAGCCATCTG-

GAAA-3'。GAPDH引物序列：上游5'-TCCCATCAC-

CATCTTCCA-3'，下 游 5' - CATCACGCCACAGT

TTCC-3'。

1.4 提取总蛋白和Western blotting检测

转染 72~96 h后收集前列腺癌细胞用于蛋白表

达的分析。用PBS溶液洗3次，每孔加入约100 μl细

胞裂解液，冰上裂解约 30~40 min，高速离心 15 min

收集上清。使用BCA蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白

浓度。每个样本加30 μg所提取的蛋白至SDS-PAGE

胶进行电泳，使用PVDF膜转膜约120 min，然后用含

5% 脱脂奶粉的 TBST 溶液室温封闭约 1~2 h 后，在

4 ℃条件下分别与一抗 β-Tubulin、CDKN1A、Cyclin

D1和CDK6孵育过夜。次日室温下将PVDF膜与二

抗孵育1 h，滴加免疫印迹显色试剂曝光显影。

1.5 流式细胞术检测前列腺癌细胞周期分布

转染约72 h后，使用胰酶消化、低速离心收集细

胞；使用PBS溶液洗3次；于4 ℃条件下，使用70%乙

醇溶液孵育过夜；使用PBS溶液洗2次，弃上清，加入

约 100 μl RNase重悬细胞，37 ℃水浴锅内孵育约 30

min；混入 100 μl PI ，于 4 ℃下避光孵育约 30 min；使

用流式细胞仪检测激发波长在 488 nm处红色荧光，

存储数据以分析。

1.6 MTT法检测前列腺癌细胞增殖活力

转染后24 h，消化并离心收集细胞，按每孔1×103

个细胞接种到 96孔板，每组 5个复孔。96孔板周边

每孔加入约200 μl PBS溶液以避免蒸发，于转染后1、

2、3、4、5 d分别采用MTT试剂盒分析细胞活力。在

每个时间点，取出待检测分析的96孔培养板，弃去培
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养基；避光下每孔加入约20 μl 5 mg/ml的MTT溶液，

放入细胞孵育箱内继续孵育 4 h后，弃去MTT溶液，

每孔加入100 μl DMSO，摇床低速震荡约10 min至结

晶完全溶解，清除每孔内的气泡，采用酶标仪检测

490 nm波长处的光密度（D值）。检测完毕后，将 96

孔板放回培养箱待下一时间点分析检测。

1.7 平板克隆实验检测细胞克隆形成能力

转染后 24 h，消化并离心收集细胞，按 1×103个/

孔接种于新的 6孔细胞培养板，连续培养 10 d；去培

养液，PBS 溶液洗 3 次；采用 1 ml 甲醇固定 15~20

min；去甲醇，采用 0.1%结晶紫溶液固定 20~30 min；

流水缓慢洗去残存结晶紫染液，晾干、拍照、计数、分

析。

1.8 Transwell实验检测细胞迁移和侵袭能力

Transwell迁移实验具体操作如下：消化、离心、

计数转染 72 h后的细胞，用无血清培养基稀释成细

胞密度为 1.5×105个/ml。以 200 μl/孔将细胞悬液加

入Transwell上室，在Transwell下室加入完全培养基

600 μl，培养箱内培养 24 h，甲醛固定 15 min，结晶紫

染色15 min，用棉签轻轻擦拭内膜上的细胞。计数4

个高倍视野（×100）下穿过滤膜的细胞数。

Transwell侵袭实验操作如下：Transwell小室内

膜均匀涂抹 Matrigel 胶 50 μl（0.2 μg/μl），37 ℃孵育

15 min，使Matrigel胶凝固，消化、离心、计数细胞后

的处理同Transwell迁移实验。实验重复4次。

1.9 统计学处理

采用SPSS 20.0统计软件进行分析。所有实验数

据以 x̄±s表示，组间差异采用 t检验分析。以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 前列腺癌细胞株中miR-1180-5p的表达

miR-1180-5p 作用于 CDKN1A 基因启动子序列

见图 1。qPCR 检测结果（表 1）显示，相比 dsControl

组，转染 miR-1180-5p 后前列腺癌细胞株 VCAP 和

LNCaP 细胞中 miR - 1180-5p 的表达明显上调（P<

0.01），CDKN1A mRNA的表达亦明显上调（P<0.01），

Cyclin D1和CDK6 mRNA表达明显降低（P<0.05或P

<0.01）。

图1 miR-1180-5p结合的碱基序列位于

CDKN1A基因启动子区域

Fig. 1 The miR-1180-5p binding base sequence is located in

the gene promoter region of CDKN1A

表1 两组前列腺癌细胞中miR-1180-5p及相关基因mRNA的表达[(x̄±s)%]

Tab. 1 Expression of miR-1180-5p and its relative genes mRNA in two groups of prostate cancer cells[(x̄±s)%]

Cell

VCAP

LNCaP

Group

dsControl

miR-1180-5p

dsControl

miR-1180-5p

miR-1180-5p

1.01±0.21

2 211.37±722.34**

1.06±0.35

3 639.54±731.52**

CDKN1A

1.06±0.37

2.76±0.52**

1.01±0.18

2.76±0.27**

Cyclin D1

1.05±0.38

0.51±0.16*

1.07±0.47

0.37±0.13*

CDK6

1.02±0.24

0.61±0.06*

1.02±0.20

0.38±0.16**

*P<0.05，**P<0.01 vs dsControl

2.2 前列腺癌细胞中CDKN1A蛋白及其相关蛋白的表达

两组前列腺癌细胞中CDKN1A蛋白及其相关蛋

白表达的 Western blotting 结果（图 2）显示，相比

dsControl，miR-1180-5p组前列腺癌细胞株可见CD-

KN1A蛋白表达明显升高；Cyclin D1和CDK6蛋白表

达明显降低。

2.3 转染后前列腺癌细胞的周期分布

相比 dsControl，转染 miR-1180-5p 后前列腺癌

细胞 G0/G1 期细胞比例显著上升，而 S 期和 G2/

M 期细胞比例明显下降，细胞周期被阻滞在 G0/

G1期（表2）。

2.4 miR-1180-5p明显抑制前列腺癌细胞增殖活力

相比dsControl组，转染miR-1180-5p后前列腺癌细

胞增殖活力由第2天开始明显下降（P<0.05）（图3）。

1：dsControl; 2: miR-1180-5p

图2 Western blotting检测相关蛋白的相对表达量

Fig. 2 Western blotting was used to detect relative

proteins expression
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表2 miR-1180-5p对前列腺癌细胞周期的影响[(x̄±s)%]

Tab. 2 Effect of miR-1180-5p on prostate cancer cell cycle[(x̄±s)%]

Cell

VCAP

LNCaP

Group

dsControl

miR-1180-5p

dsControl

miR-1180-5p

G0/G1

43.53±5.20

59.05±6.45**

43.26±5.61

61.10±6.30**

S

34.33±5.21

24.99±3.09*

32.19±4.18

24.41±2.61*

G2/M

22.15±2.79

15.97±3.66*

24.55±4.78

14.48±5.11*

*P<0.05，**P<0.01 vs dsControl

*P<0.05，**P<0.01 vs dsControl

图3 MTT实验检测转染后前列腺癌细胞增殖活力

Fig. 3 Detection of prostate cancer cell proliferation viability by MTT assay

2.5 miR-1180-5p抑制前列腺癌细胞的克隆形成能力

如图 4 所示，miR-1180-5p 组 VCAP 细胞的集落

形成数显著低于dsControl组细胞[（104.84±31.60）vs

（214.06±34.62）个，P<0.01]，miR-1180-5p 组 VCAP

细胞的集落形成数显著低于 dsControl 组细胞

[（111.34±31.72）vs（225.91±45.23）个，P<0.01]，表

明miR-1180-5p可导致前列腺癌细胞克隆形成能力

明显降低。

图4 平板克隆实验检测转染后前列腺癌细胞克隆形成能力

Fig.4 The colony formation ability of prostate cancer cells

after transfection were detected by plate colony assay

2.6 miR-1180-5p抑制细胞的迁移和侵袭能力

如图 5 所示，miR-1180-5p 组 VCAP 细胞迁移数

显著低于 dsControl 组 [（132.01±23.63）vs（300.78±

53.03）个，P<0.01]，miR-1180-5p组VCAP细胞迁移数

显著低于 dsControl 组 [（108.62 ± 29）vs（310.59 ±

59.68）个，P<0.01]。如图 6 所示，miR - 1180 -5p 组

VCAP 细胞侵袭数显著低于 dsControl 组 [（97.68 ±

17.43）vs（209.22±42.31）个，P<0.01]，miR-1180-5p组

VCAP 细胞侵袭数显著低于 dsControl 组 [（105.18±

22.50）vs（214.07±33.48）个，P<0.01]。结果说明，转

染miR-1180-5p后前列腺癌细胞迁移数和侵袭能力

明显下降。

图5 Transwell实验检测转染后前列腺癌细胞迁移能力(×100)

Fig.5 Cell migration ability of prostate cancer cells after

transfection were detected by Transwell assay(×100)
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图6 Transwell实验检测转染后前列腺癌细胞侵袭能力(×100)

Fig.6 Cell invasion ability of prostate cancer cells after

transfection was detected by Transwell assay(×100)

3 讨 论

RNA激活是指内源性miRNA或外源性小分子

RNA 将某些低表达或沉默的基因激活的现象[7]。

RNA干扰作用发生在转录后水平，即具有干扰作用

的小分子RNA通过特异性结合靶基因mRNA，抑制

靶基因的翻译表达。RNA激活则发生在转录水平，

即小分子RNA通过特异性的结合于靶基因的启动

子。RNA干扰主要发生在细胞质内，RNA激活则发

生在细胞核内。RNA激活具有明显的起效延迟性和

作用持久性，RNA干扰通常在转染后数小时起效，而

RNA激活效应发生时间则在 24~48 h；通常RNA干

扰的效应可维持近 1周左右，而RNA激活效应则能

延续至 2周[8-11]。此外，较RNA干扰，RNA激活需要

有更高浓度的小分子RNA[12]。

miR-1180-5p 是一种新近发现具有明显 CD-

KN1A蛋白激活效应的小分子非编码单链RNA，但

在前列腺癌细胞中的激活效应未得到验证。CD-

KN1A基因又称P21基因，具有最广泛细胞周期依赖

性激酶抑制活性，蛋白几乎可与所有的Cyclin-CDK

复合物结合，广泛抑制各种Cyclin-CDK复合物，通过

调控细胞周期的进展，广泛参与细胞增殖、分化、衰

老等多种细胞功能的调节，可明显抑制肿瘤细胞的

生长[13-14]。CyclinD1在G1晚期表达，可与CDK6形成

复合物，促使细胞周期由G1期向S期转变，加速细胞

周期的进展。CDKN1A可抑制CyclinE-CDK复合物

的形成，阻滞细胞周期的进展[15-16]。在前列腺癌组织

标本中，CDKN1A 蛋白的表达呈现低水平，且 CD-

KN1A蛋白的表达水平与前列腺癌患者的预后密切

相关[17]。因而，通过激活前列腺癌细胞中CDKN1A

蛋白的表达，可能会成为前列腺癌防治研究的新方

法。本实验中，miR-1180-5p可明显上调前列腺癌细

胞中CDKN1A mRNA和蛋白的表达，CDKN1A的下

游蛋白 CyclinE 和 CDK6 的表达均明显下调；转染

miR-1180-5p 后前列腺癌细胞周期被阻滞在 G0/G1

期，前列腺癌细胞增殖和克隆形成能力均明显降低；

同时，转染miR-1180-5p后前列腺癌细胞迁移和侵袭

能力被明显抑制，表明miR-1180-5p可显著抑制前列

腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭。RNA的激活作用与

相应的小分子RNA浓度密切相关[12]，miR-1180-5p转

染浓度大小与激活效应强弱并未得到验证，这是本

实验的不足之处。课题组下一步将设置miR-1180-5p

转染浓度梯度，观察激活效应与浓度之间的关系，并

利用动物实验观察miR-1180-5p在体内对前列腺癌

细胞生长和转移的作用。

综上所述，miR-1180-5p通过激活前列腺癌细胞

中CDKN1A蛋白的表达显著抑制其增殖、迁移和侵

袭，为前列腺癌的治疗提供了一个全新的思路。
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