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miR-141-3p靶向TGF-β2 对人前列腺癌 C4-2B 细胞恶性生物学行为的

影响

王寓 1，邱明星 1，2，熊国兵 2（1. 西南医科大学附属医院 泌尿外科，四川 泸州 646000；2. 四川省医学科学院附属

四川省人民医院泌尿外科，四川 成都 610072）

[摘 要] 目的:探讨miR-141-3p与转化生长因子-β2(transforming growth factor β2, TGF-β2)基因的靶向关系及其对人前列腺癌

细胞株 C4-2B 恶性生物学行为的影响。方法：转染 miR-141-3p mimic 后，qRT-PCR 检测 C4-2B 细胞 miR-141-3p 和 TGF-β2

mRNA的表达水平，双荧光素酶报告基因实验验证miR-141-3p与TGF-β2的靶向关系。miR-141-3p mimic与TGF-β2过表达载体

单独或共转染C4-2B细胞后, Western blotting检测转染C4-2B细胞中TGF-β2蛋白的表达水平，Hoechst33258染色检测细胞凋亡

情况，Transwell实验检测各组细胞的侵袭能力。结果：miR-141-3p mimic转染后，C4-2B细胞miR-141-3p的相对表达水平明显提

高、TGF-β2 mRNA的相对表达水平明显降低（均P<0.01）。miR-141-3p mimic与野生型报告载体共转后，荧光素酶的活性显著降

低（P<0.01）；miR-141-3p mimic与突变型报告载体共转后，荧光素酶的活性没有明显变化（P>0.05）；miR-141-3p mimic添加到 pc-

TGF-β2转染的C4-2B细胞后，细胞增殖倍数明显降低、凋亡细胞数目显著增加、细胞侵袭能力显著降低（均P<0.01）。结论：miR-

141-3p与TGF-β2存在靶向关系，且两者协同影响人前列腺癌C4-2B细胞增殖、侵袭能力并诱导其凋亡。
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Effect of miR-141-3p targeting TGF-β2 on malignant biological behaviors of hu-
man prostatic cancer C4-2B cells
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[Abstract] Objective: To investigate the relationship between miR-141-3p and transforming growth factorβ2 (TGF-β2), and its effects

on the malignant biological behaviors of human prostate cancer cell line C4-2B. Methods: After the transfection of miR-141-3p mimic,

the mRNA expression of miR-141-3p and TGF-β2 in C4-2B cells was detected by qRT-PCR. Bioinformatics method validated the rela-

tionship between miR-141-3p and TGF-β2. miR-141-3p mimic alone or with TGF-β2 over-expression vector was transfected into C4-

2B cells, and then Western blotting was used to detect the expression of TGF-β2 protein in C4-2B cells, Hochest33258 staining was

used to detect cell apoptosis, and Transwell assay was used to detect the invasion ability of cells in each group. Results: After the trans-

fection of C4-2B cells with miR-141-3p mimic, the level of miR-141-3p increased significantly, and the level of TGF-β2 mRNA de-

creased significantly (all P<0.01). The activity of luciferase was significantly reduced after the co-transfection with miR-141-3p mimic

and wild type report plasmid (P<0.01); However, the activity of luciferase was not obviously changed after co-transfection with miR-

141-3p mimic and mutant type report plasmid (P>0.05). After co-transfection with miR-141-3p mimic and pc-TGF-β2, the proliferation

of C4-2B cells decreased significantly, the number of apoptotic cells increased significantly, and the cell invasion ability decreased sig-

nificantly (all P<0.01). Conclusion: miR-141-3p inhibits the proliferation and invasion of human prostate cancer C4-2B cells and induc-

es cell apoptosis by targeting TGF-β2.
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前列腺癌是发生于前列腺的上皮恶性肿瘤，在

全球范围内，其是第二常见的癌症类型，也是导致男

性癌症相关死亡的第五大原因[1]。近年来，中国前列

腺癌的发病率呈现逐年上升的趋势，99%以上的患者

年龄大于50岁，其早期症状不明显，在后期会导致患

者排尿困难、尿血或骨盆疼痛等[2-3]。前列腺癌容易

向身体的其他部分扩散，尤其是骨和淋巴结。对于

低危前列腺癌根治手术能取得较好的治疗效果，而

对高危前列腺癌的根治性手术和放疗治疗存在很大

争议，大部分高危患者转变为去势抵抗性前列腺

癌[4]。microRNA是细胞内普遍存在的长为18～25个

核苷酸的非编码小分子RNA，通过介导mRNA降解

影响转录后基因表达[5]。大量证据[6-11]表明，miRNA

的异常表达与肿瘤的发生和发展密切相关，miR-141-

3p在多种癌症中低表达，在前列腺癌中低表达促进

癌细胞的骨转移；miR-141-3p靶向转化生长因子-β2

（transforming growth factor-β2，TGF-β2）对胃癌和神

经胶质瘤细胞均有抑制作用。TGF-β2能调节下游多

种蛋白的表达，在细胞的增殖、分化、胚胎发育和细

胞外基质的形成等过程中发挥着重要的作用；同时

TGF-β2能影响免疫细胞的活力，降低 IL-2、IL-6、IL-8

等细胞因子的表达水平，在肿瘤发生时起抑制作用。

本研究以体外培养的人前列腺癌细胞株C4-2B为实

验对象，探讨miR-141-3p与TGF-β2的靶向关系以及

对C4-2B细胞增殖、凋亡和侵袭的影响，为前列腺癌

发病机制研究及临床靶向治疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

人前列腺癌细胞株C4-2B购自中国科学院上海

生命科学研究所。 miR-138 - 5p mimic 和 mimic-

scramble由广州瑞博生物科技有限公司合成和纯化。

RPMI 1640培养基、0.25%胰酶和胎牛血清购自Hy-

clone 公司，脂质体转染试剂 LipofectamineTM2000 和

TRIzol试剂购自 Invitrogen公司，双荧光素酶检测试

剂盒购自Promega公司，Hoechst33258染色液购自北

京索莱宝公司，Transwell 小室购自 Corning 公司，

SYBR premix EX TaqII试剂盒购自天根生化科技有

限公司，TGF-β2、miR-141-3p相关引物由上海生工合

成，兔抗人TGF-β2抗体购自Abcam公司。

1.2 细胞的培养

将人前列腺癌细胞C4-2B接种于含 10%胎牛血

清的RPMI-1640培养基，于37 ℃、5%CO2的培养箱中

培养。取对数生长期的细胞用于实验。

1.3 qRT-PCR 检测细胞中 miR-141-3p 和 TGF - β2

mRNA的相对表达水平

取对数生长期 C4-2B 细胞，接种于 6 孔板内培

养，当细胞覆盖率达 40% 左右时，将 50 μmol/L 的

miR-141-3p 模拟物（mimic）和模拟物对照（mimic-

scramble）混合 LipofectamineTM 2000 转入 C4 - 2B 细

胞。培养48 h后，收集细胞，用TRIzol试剂裂解并抽

提总RNA，取1 μg的样品逆转录为 cDNA。取2 μl逆

转录样品，加相应的引物，用SYBR premix EX Taq II

试剂盒进行扩增反应。反应条件为：50 ℃ 2 min，

95 ℃ 5 min后，以 95 ℃ 30 s、55 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，

共40个循环；60 ℃ 30 min溶解曲线分析。实验重复

3次。

1.4 双荧光素酶报告基因实验验证miR-141-3p 与

TGF-β2的靶向关系

利用 TargetSacn 和 OncomiR 数据库预测 miR-

141-3p潜在的靶向基因，根据系统评分和数据库结果

分析对比，获得miR-141-3p与TGF-β2 3' UTR的结合

位点。构建 TGF-β2 3' UTR 结合位点上下游各 200

bp的野生型和突变型的荧光素酶报告载体。取对数

生长期的C4-2B细胞，接种于12孔板，当细胞汇合度

约 70%时对细胞进行分组，每组设置 3个复孔，携带

报告基因的载体和表达载体共转。质粒共转后 36 h

弃培养基，用PBS洗 3次后，加裂解液震荡 30 min至

细胞完全裂解，加LARII检测萤火虫荧光素酶活性，

检测海肾荧光素酶活性，计算荧光素酶/海肾荧光素

酶比值。实验重复3次。

1.5 Western blotting检测C4-2B细胞中TGF-β2蛋白

的表达水平

收集转染48 h后的各组C4-2B细胞，加含PMSF

的裂解液冰上超声裂解，4 ℃下15 000×g离心20 min

后取上清，BCA法测定蛋白浓度。各组样品上样量

为30 μg，12% SDS-PAGE分离、转膜；含5%脱脂牛奶

的封闭液室温下封闭 1 h，加一抗 4 ℃孵育过夜；

TBST洗 3次，每次 10 min，加二抗，室温下孵育 2 h，

TBST洗膜后显影，Image J分析条带灰度值。相对蛋

白含量（%）=（待测蛋白灰度值/GAPDH 灰度值）×

100%。实验重复3次。

1.6 CCK-8法检测C4-2B细胞的增殖活性

收集转染后的各组细胞消化的单细胞悬液，将

细胞的密度调整为5×104/ml，取100 μl细胞悬液至培

养孔中，设置空白对照组，每组设置3个复孔，预培养

24、48、72、96 h后，每隔 1 d更换新鲜培养基，向每孔

中加 10 μl的CCK-8液，培养箱中孵育 2 h，酶标仪下

检测 450 nm处的光密度（D）值，计算增殖倍数。增

殖倍数=（D实验 -D空白）/（D对照-D空白）。实验重复3次。

1.7 Hoechst33258染色检测C4-2B细胞的凋亡情况

取无菌的盖玻片于无菌操作台，用 PBS 洗 3 次
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后，再用培养基洗，将洗净后的盖玻片置于6孔板，接

种miR-141-3pmimic或pc-TGF-β2转染后的细胞。培

养 48 h后，细胞用醋酸乙醇固定后，PBS漂洗除固定

液，加Hoechst33258染色液，室温下染色15 min；PBS

洗 3 次，每次 5 min，滴加抗荧光淬灭剂的封片液封

片，荧光显微镜下观察，随机选择 5个视野计数并拍

照。实验重复3次。

1.8 Transwell实验检测C4-2B细胞的侵袭能力

将Matrigel按比率稀释后，取200 μl至上室，4 ℃

风干。转染后 24 h，0.25%胰酶消化细胞，采用无血

清培养基调整细胞密度为1×105个/ml，取200 μl的细

胞悬液接种于 Transwell 上层小室，下层小室加含

10%胎牛血清的完全培养基。在37 ℃、5% CO2的培

养箱中培养 24 h后取出小室，用棉签擦去基质和上

层细胞。4%多聚甲醛固定 15 min，在滤膜上加几滴

吉姆萨染液，反应10 min，蒸馏水洗后，倒置显微镜下

随机选择 5个（×400）视野观察计数并拍照。实验重

复3次。

1.9 统计学处理

采用SPSS 20.0统计学软件，GraphPad Prism 7对

实验数据进行相关图片的绘制。计量数据以 x̄±s表

示，两组间比较采用 t检验，多组间的均数比较采用

单因素方差分析，多组内的两两比较采用 SNK-q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 miR-141-3p mimic转染下调C4-2B细胞中TGF-

β2 mRNA表达水平

qRT-PCR检测结果（图1）显示，miR-141-3p mim-

ic转入C4-2B细胞后，miR-141-3p的相对表达水平明

显提高，TGF-β2 mRNA的相对表达水平明显降低（均

P<0.01）。

**P<0.01 vs Ctrl group

图1 miR-141-3p mimic转染对C4-2B细胞中miR-141-3p（A）和TGF-β2（B）mRNA表达水平的影响

Fig. 1 Effect of miR-141-3p (A) mimic transfection on the expression level of miR-141-3p and TGF-β2 (B) mRNA in C4-2B cells

2.2 miR-141-3p与TGF-β2存在靶向关系

生物学数据库 TargetScran 预测结果显示，miR-

141-3p与TGF-β2的3' UTR有连续的配对区域；双荧

光素酶报告基因实验验证结果(图 2)显示，miR-141-

3p mimic与野生型TGF-β2报告载体共转后，与野生

型TGF-β2报告载体单转相比，荧光素酶活性明显降

低（P<0.01）；miR-141-3p与结合位点突变的报告载体

共转后，荧光素酶活性没有明显变化（P>0.05），表明

miR-141-3p与TGF-β2存在靶向关系。

2.3 miR-141-3p mimic转染C4-2B细胞中TGF-β2蛋

白的表达水平

Western blotting检测结果（图 3）显示，C4-2B细

胞转染miR-141-3p mimic后，TGF-β2蛋白的表达水

平显著降低；pc-TGF-β2转染C4-2B细胞后，TGF-β2

蛋白的表达水平显著上升（均P<0.01），提示TGF-β2

过表达成功。将miR-141-3p mimic添加到 pc-TGF-β

2转染的C4-2B细胞后，TGF-β2蛋白表达水平明显降

低（P<0.01）。

2.4 miR-141-3p 通过抑制 TGF-β2 过表达诱导 C4-

2B细胞增殖

CCK-8 检测结果（图 4）显示，转染 miR-141-3p

mimic后，C4-2B细胞增殖倍数明显降低（P<0.01），且

随着时间的增长，变化越明显；pc-TGF-β2转染到C4-

2B细胞后，细胞增殖倍数显著升高；miR-141-3p添加

至pc-TGF-β2转染的细胞后，C4-2B细胞增殖倍数显

著降低（均P<0.01），表明miR-141-3p通过下调TGF-

β2过表达抑制C4-2B细胞的增殖能力。
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**P＜0.01 vs TGF-β2 wt alone group

A: Prediction of relationship between miR-141-3p and TGF-β2 by biological information;

B: The targeted relationship between miR-141-3p and TGF-β2 was confirmed by luciferase assay

图2 miR-141-3p与TGF-β2的靶向关系

Fig.2 Targeted relationship between miR-141-3p and TGF-β2

**P<01 vs Ctrl group; ΔΔP<0.01 vs pc-TGF-β2 group

图3 转染miR-141-3p mimic对C4-2B细胞TGF-β2

蛋白表达水平的影响

Fig. 3 Effect of miR-141-3p mimic transfection on the expres-

sion of TGF-β2 protein in C4-2B cells

2.5 miR-14-3p mimic协同pc-TGF-β2促进C4-2B细

胞的凋亡

Hoechst33258染色观察结果（图 5）显示，与对照

组相比，miR-141-3p mimic组细胞核深染数目多，细

胞核固缩，且部分出现新月状核，细胞凋亡的数目明

显增加（P<0.01）；pc-TGF-β2转染C4-2B细胞后，发生

凋亡的细胞数目明显减少（P<0.01），提示TGF-β2过

表达抑制C4-2B细胞凋亡；当miR-141-3p添加至 pc-

TGF-β2转染的C4-2B细胞后，细胞凋亡率明显增高

（P<0.01）。

2.6 miR-141-3p mimic 协同 pc-TGF-β2 降低 C4-2B

细胞的侵袭能力

Transwell实验检测结果（图 6）显示，miR-141-3p

mimic转染至C4-2B细胞后，单视野下侵袭细胞数目

明显减少（P<0.01）；pc-TGF-β2转染C4-2B细胞后，侵

袭细胞数明显增加（P<0.01）；将miR-141-3p mimic添

加到TGF-β2过表达的C4-2B细胞后，单视野下侵袭

细胞数目明显减少（P<0.01）。

**P<0.01 vs Ctrl group, ΔΔP<0.01 vs pc-TGF-β2 group

图4 miR-141-3p mimic对C4-2B细胞增殖的影响

Fig. 4 Effect of miR-141-3p mimic on proliferation of

C4-2B cells

3 讨 论

前列腺癌是男性中仅次于肺癌第二常见的癌症

类型。在男性癌症患者中，前列腺癌约占 28%，并导

致 10%左右的癌症相关死亡[12]。前列腺癌主要发生

于老年群体，随着中国人口老龄化，前列腺癌患

者呈现逐年增长的趋势。随着诊断、手术和放

疗技术的发展，以及雄性激素剥夺技术的应用，

能 有 效 延 缓 癌 症 的 进 程 和 降 低 患 者 的 病 死

率 [13-14]。尽管如此，仍有部分患者在上述治疗手

段后发展为去势抵抗性前列腺癌。去势抵抗性前
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列腺癌治疗的主要障碍在于肿瘤细胞对雄激素剥夺

疗法和化疗的抵抗[15-16]。TGF-β是一类超家族细胞因

子中的多功能肽，调控多种细胞类型的增殖、凋亡、

分化和迁移，因此TGF-β信号通路作为前列腺癌潜在

的治疗靶点被广泛地研究[17-19]。TGF-β2 通过诱导

miR-96的表达和激活mTOR信号通路，促进前列腺

癌骨转移[20]。目前以TGF-β2为靶向的反义寡核苷酸

AP-12009已进入临床Ⅰ/Ⅱ期试验[21]。

**P<0.01 vs Ctrl group，ΔΔP<0.01 vs pc-TGF-β2 group

图5 miR-141-3p mimic协同pc-TGF-β2对C4-2B细胞凋亡的影响（（×60））

Fig. 5 Effect of co-transfection with miR-141-3p mimic and pc-TGF-β2 on apoptosis of C4-2B cells（（×60））

**P<0.01 vs Ctrl group，ΔΔP<0.01 vs pc-TGF-β2 group

图6 miR-141-3p mimic协同pc-TGF-β2对C4-2B细胞侵袭能力的影响（（×200））

Fig. 6 Effect of co-transfection with miR-141-3p mimic and pc-TGF-β2 on invasion of C4-2B cells（（×200））

miRNA在前列腺癌的发生和诊断预后中均发挥

着重要的作用。如野生型 p53通过调节miR-145的

表达，抑制前列腺癌细胞上皮间质转化[22]。miR-34a

通过靶向抑制 CD44，抑制前列腺癌干细胞和转

移[23-24]。本研究在此基础上，通过生物信息学手段预

测 TGF-β2 靶向的 miRNA。TargetScan 和 OncomiR

预测结果显示，miR-141-3p与TGF-β2 3' UTR有保守

结合区域。双荧光素酶报告基因实验进一步验证

miR-141 - 3p 与 TGF -β2 的靶向关系 ，miR - 141 - 3p

mimic 与 TGF-β2 野生型载体共转后，荧光素酶活

性降低；结合位点突变后，荧光素酶活性没有明

显的变化。另外 C4-2B 细胞中转染 miR-141-3p

mimic 后，miR-141-3p 的水平显著上升，而 TGF-β

2 mRNA 的水平显著降低 ，表明 miR-141-3p 与

TGF-β2的靶向关系。

在晚期前列腺癌中，TGF-β2处于过表达状态，

miR-141-3p mimic 与 TGF-β2 过表达载体共同转染

C4-2B细胞后，TGF-β2蛋白表达水平与单转pc-TGF-

β2相比明显降低。TGF-β2通过与其受体结合，作用

于Smad2、Smad3、Smad进入核内促进前列腺癌细胞

增殖、EMT 和抑制细胞增殖，进而促进肿瘤的发

展[11]。miR-141 -3p 在多种肿瘤中被广泛研究，研

究[25-26]显示，miR-141-3p参与多种肿瘤发展和转移的

调控，抑制子宫内膜癌、骨肉瘤细胞的增殖。本研究

显示，TGF-β2过表达后，C4-2B细胞的增殖倍数明显

增加，当转染miR-141-3p mimic后，C4-2B细胞的增

殖倍数明显减小，提示miR-141-3p能抵消TGF-β2对

C4-2B细胞增殖的诱导作用。

细胞凋亡是多基因控制的细胞程序性死亡过

程。在正常生理状态下，机体内细胞增殖和凋亡

处于动态平衡，共同维持机体的正常运转，而在

肿瘤细胞中，凋亡受到抑制。miR-141-3p mimic添

加到TGF-β2过表达的C4-2B细胞后，细胞凋亡的数

目显著减少，表明 miR-141-3p 促进 C4-2B 细胞的
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凋亡。

中晚期肿瘤细胞难以治愈的主要原因是肿瘤容

易发生转移。前列腺癌细胞容易发生骨转移和淋巴

转移。研究[26]显示，miR-141-3p能抑制肿瘤细胞的侵

袭能力，如 miR-141通过靶向转录共激活体，抑制胃

癌细胞的生长和转移。本研究结果显示，miR-141-

3p mimic转染至C4-2B细胞和TGF-β2高表达的C4-

2B细胞中，均能使发生侵袭的细胞数目明显减少。

TGF-β2可抑制淋巴细胞增殖，并抑制细胞因子的产

生，使肿瘤细胞免疫逃逸[28]；另外 TGF-β2 是诱导

EMT的关键蛋白，miR-141-3p靶向 TGF-β2 mRNA，

降低TGF-β2蛋白的表达水平，进而降低TGF-β2对前

列腺癌细胞增殖和侵袭的促进作用[29-30]。

综上所述，本研究通过生物信息学软件预测和

双荧光素酶报告基因实验证明miR-141-3p与TGF-β2

的靶向关系，miR-141-3p mimic降低TGF-β2 mRNA

和蛋白表达水平，并抵消TGF-β2过表达对人前列腺

癌C4-2B细胞增殖、侵袭的诱导作用和凋亡的抑制作

用，表明miR-141-3p靶向TGF-β2对人前列腺癌细胞

株 C4-2B 增殖、凋亡和侵袭具有调控作用，但 miR-

141-3p靶向调控TGF-β2的上下游作用机制仍需要进

一步的实验研究。
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