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miRNA141表达的调控对人前列腺癌DU145细胞恶性生物行为的影响
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[摘 要] 目的：研究microRNA-141（miR-141）表达的调控对人前列腺癌细胞系DU145细胞增殖、周期、凋亡、侵袭和迁移等恶

性生物学行为的影响及其作用机制。方法：利用脂质体Lipofectamine2000将miR-141 mimics（miR-141 up组）和miR-141 inhibi‐

tiors（miR-141 down 组）分别转染至人前列腺癌DU145细胞中，同时设置未转染组（Control组）和miRNA无义序列转染组（NC

组）。qPCR检测转染前后各组DU145细胞中miR-141表达变化，MTT方法检测各组DU145细胞的增殖活力和对顺铂（DDP）作

用敏感性变化，流式细胞术检测各组DU145细胞周期和顺铂作用下凋亡率变化，Transwell方法检测各组细胞侵袭和迁移能力的

变化，Western blotting检测各组细胞中VEGF、EGFR蛋白表达量变化。结果：与Control组和NC组相比，miR-141 down组DU145

细胞中miRNA-141表达水平下降为（0.18±0.08），其细胞增殖活力显著下降而对DDP敏感性显著上升、细胞周期被阻滞于G0+G1

期而细胞凋亡率显著上升至（46.67±5.86）%、细胞侵袭率和迁移率分别显著下降至（44.34±8.32）%和（57.73±6.19）%、VEGF和

EGFR相对表达量分别下降至（0.47±0.06）和（0.36±0.06）（上述各指标分别P<0.05或P<0.01）。miR-141 up组DU145细胞中miR‐

NA-141表达水平上升为（4.23±0.53），其细胞增殖活力显著上升而对DDP敏感性显著下降、细胞周期提前进入S和G2期而细胞

凋亡率显著下降至（18.77±4.24）%、细胞侵袭率和迁移率分别显著上升至（89.94±6.34）%和（94.44±5.84）%、VEGF和EGFR相对表

达量分别上升至（0.89±0.07）和（0.73±0.06）（上述各指标分别P<0.05或P<0.01）。结论：miR-141在前列腺癌DU145细胞中发挥

促癌因子作用，其下调表达能够显著抑制DU145细胞增殖活力、周期、侵袭与迁移，而促进对DDP的敏感性和细胞凋亡，其机制

可能与其抑制VEGF和EGFR蛋白表达有关。
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[Abstract] Objective: To study the effect of microRNA-141(miR-141) expression regulation on cell proliferation, cell cycle, apopto‐

sis, invasion and migration of human prostate cancer cell line DU145 and its mechanism. Methods: MiR-141 mimics (miR-141 up

group) and miR-141 inhibitors (miR-141 down group) were transfected into human prostate cancer DU145 cells by using liposome lipo‐

fectamine 2000, and the un-transfection group (Control group) and non-sense miRNA sequence transfection group (NC group) were set.

The expression of miRNA-141 in DU145 cells in each group before and after transfection was detected by qPCR. MTT assay was used

to detect the proliferation viability and sensitivity to cisplatin (DDP) in DU145 cells of each group. Cell cycle and apoptosis rate of

DU145 cells under DDP treatment were detected by Flow cytometry; the changes in cell invasion and migration ability were detected

by Transwell method. The protein expressions of VEGF and EGFR in DU145 cells of each group were detected by Western blotting.

Results: Compared with the Control and NC group, the level of miRNA-141 expression in the miR-141-down group decreased to

(0.18±0.08), the cell proliferation viability decreased significantly while its sensitivity to DDP increased significantly, the cell cycle was

blocked in the G0+G1 phase, and the apoptosis rate significantly increased to (46.67±5.86)% while cell invasion rate and migration rate

significantly decreased to (44.34±8.32)%, (57.73±6.19)%, and the relative expression levels of VEGF and EGFR decreased to (0.47±

0.06), (0.36±0.06), (P<0.05 or P<0.01). But in the miR-141-up group, the level of miRNA-141 expression increased to (4.23±0.53), the

cell proliferation viability significantly increased while its sensitivity to DDP decreased significantly, and the cell cycle was promoted
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into S and G2 phase, the apoptosis rate significantly decreased to (18.77±4.24)% while cell invasion and migration rate significantly in‐

creased to (89.94±6.34)%, (94.44±5.84)%, and the relative expression levels of VEGF and EGFR were up to (0.89±0.07), (0.73±0.06),

(P<0.05 or P<0.01). Conclusion: miR-141 can act as a growth promoting factor in prostate cancer DU145 cells. miR-141 down-regula‐

tion can significantly inhibit the proliferation viability, cell cycle, migration and invasion of DU145 cells, and promote cell apoptosis

and DDP-sensitivity, and the mechanism of which may be related with inhibition of VEGF and EGFR protein expressions.
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近年来随着生活方式的改变、人口结构的变化

及其诊断技术的发展，我国前列腺癌发病率呈明显

上升趋势，其发病率已由1991年的每10万男性中2.9

例上升至目前每 10万男性中 12.6例，可预见前列腺

癌将成为危害我国男性身体健康的重要疾病之

一[1-2]。目前关于前列腺癌的研究已取得较大进展，

但关于晚期前列腺癌和雄激素非依赖阶段的前列腺

癌的发病机制知之甚少[3-4]。微小RNA（microRNA，

miRNA）的异常表达和代谢等多种疾病有关，其在肿

瘤组织的异常表达能够促进肿瘤的发生和进展，发

挥促癌或抑癌作用[5-6]。研究[7-8]发现，不同来源肿瘤

细胞中miRNA-141（miR-141）表达差异显著，在肾透

明细胞癌及胃癌中miR-141表达水平下调，为抑癌基

因；而在卵巢癌中miR-141则高表达，为促癌基因。

但是关于miR-141在前列腺癌中如何发挥作用尚未

见报道。本文选择雄激素非依赖的前列腺癌细胞

DU145为研究对象，分别下调和上调miR-141表达后

观察其对DU145细胞功能的影响，并探索其能否用

于前列腺癌的基因诊断和治疗。

1 材料与方法

1.1 细胞和试剂

人正常前列腺上皮细胞RWPE-1，雄激素依赖性

前列腺癌细胞LNCap，雄激素非依赖性前列腺癌细

胞 PC3、DU145 购自北京中科院资源研究中心细胞

库。RPMI 1640 细胞培养基、胎牛血清购自美国

Gibico公司，miR-141 mimics和miR-141 inhibitors及

其无义序列由上海 Invitrogen公司合成，脂质体Lipo‐

fectamineTM2000 购自上海生工公司，miRNA 反转录

试剂盒、qPCR试剂盒购自大连TaKaRa公司，MTT、

DMSO、顺铂（DDP）试剂购自美国 Sigma公司，细胞

周期检测试剂盒、Annexin-V/PI细胞凋亡试剂盒、总

蛋白提取试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒购自北

京碧云天公司，Transwell 小室购自 Corning 公司，

Matrigel基质胶购自美国Sigma公司，多克隆兔抗人

VEGF、EGFR、β-actin 蛋白一抗购自美国 Abcam 公

司，ECL化学发光试剂、HRP标记的山羊抗兔二抗购

自北京中杉金桥公司。

1.2 细胞转染及qPCR检测前列腺癌细胞中miR-141

的表达水平

将RWPE-1、LNCap、PC3、DU145细胞复苏后培

养，当细胞生长汇合至80%以上后进行传代和冻存。

取各对数生长期的细胞，胰酶消化后离心收集，提取

各组细胞中总 RNA，后反转录得到所测目的基因

miR-141和内参U6的 cDNA，按照 SYBR Premix Taq

试剂盒说明，采用qPCR方法检测不同前列腺癌细胞

株中miR-141的相对表达情况。根据上述检测结果

利用脂质体 LipofectamineTM 2000 将 miR-141 mimics

（miR-141 up 组）和 miR-141 inhibitor（miR-141 down

组）分别转染至DU145细胞中；同时设置空白对照组

（control 组），仅在细胞中加入脂质体 Lipofectami‐

neTM 2000；以及阴性转染对照组（negative control，NC

组），即在细胞中转染入 miRNA 无义序列。各组

DU145细胞转染 24 h后，采用同样方法检测各组细

胞中miR-141的相对表达情况。

1.3 MTT法检测各组细胞增殖活力和顺铂对细胞增

殖的抑制率

各组DU145细胞以1×105个/ml接种于96孔板中，

在培养至1、2、3、4、5、6 d时，分别在每组培养的细胞中

每孔加入150 µl的DMSO，混匀作用10 min后置于酶标

仪中检测570 nm波长处每组DU145细胞的光密度（D）

值以反映其增殖活力。按照上述结果，选择各组转染

后的DU145细胞接种于96孔板，分别更换含不同浓度

（0、5、10、15、20 µmol/L）的DDP培养基继续培养24 h，

按照上述MTT法检测各组DU145细胞的D值，并按照

公式计算各组细胞增殖抑制率（%）=[1-(处理组D值/未

处理对照组D值)]×100%。每组细胞设置6个复孔，并

进行3次重复实验。

1.4 流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡率

各组DU145细胞在分别转染培养24 h后消化离心

收集细胞，用预冷的乙醇固定3 h后，每组细胞中加入

10 µl的PI避光孵育30 min,结束后用PBS洗一次后，利

用BD Caliber 4色流式细胞仪检测细胞周期变化。同

时，根据上述实验结果将各组转染24 h的DU145细胞，

在10 µmol/L的DDP培养基中继续培养24 h后收集细

胞。分别用5 µl FITC标记的AnnexinV和10 µl的PI室

温孵育20 min，利用流式细胞仪检测各组细胞凋亡变化。

同样每组细胞进行3次重复实验。

··1000



宁博, 等 . miRNA141表达的调控对人前列腺癌DU145细胞恶性生物行为的影响

1.5 Transwell实验检测各组细胞侵袭和迁移能力

在各组Transwell板上室膜上均匀涂抹 1mg/mL

的magtrigel胶使形成基底膜结构。将DU145细胞各

取100 µl加入到Transwell上室中，而下室中加入600

µl含 10%胎牛血清的培养基，同时设置未转染对照

组。将Transwell板继续培养 48 h。后用 4%多聚甲

醛固定小室滤膜。用结晶紫染色滤膜 10min后 PBS

洗涤 2遍，在显微镜下观察各组穿过滤膜侵袭的细

胞，拍照并计算各组 DU145 细胞侵袭率。侵袭率=

（各组平均侵袭细胞数/未处理对照组侵袭细胞数）́

100%。而细胞迁移实验即为上述实验步骤中在

Transwell 小室中不加入 Matrigel 胶，培养时间为

24 h，其他步骤同侵袭实验。每组细胞设置 6 个复

孔，并进行3次重复实验。

1.6 Western blotting检测各组细胞中VEGF和 EGFR

表达

收集各组转染24 h的DU145细胞，利用RIPA强细

胞裂解夜液提取各组细胞中总蛋白。BCA方法测定蛋

白浓度后，每组细胞上样30 µg总蛋白进行SDS-PAGE，

1.5 h后将分离的蛋白条带转PVDF膜，用5%脱脂奶粉

封闭30 min后，4 ℃孵育多克隆兔抗人VEGF，EGFR，

β-actin一抗（1∶1 000）过夜。TBST洗涤3次后室温孵育

HRG标记的山羊抗兔 IgG二抗（1∶5 000）2 h，TBST洗

涤 3 次，利用 ECL 化学发光剂曝光显影并拍照，用

Quantity One软件对各目的蛋白相对表达量进行分析。

同样每组细胞进行3次重复实验。

1.7 统计学处理

采用 SPSS22.0软件经行统计学分析，正态分布

的计量数据以 x̄±s表示，多组间数据比较采用单因素

方差（one-way ANOVA）分析，并用 SNK-q法进行各

组间的两两比较。以P<0.05或P<0.01表示差异显著

有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-141在不同前列腺癌细胞中表达及其转染前

后的变化

qPCR检测结果（图1）显示，与人正常前列腺上皮

细胞RWPE-1相比，雄激素依赖性前列腺癌细胞LNCap

和非依赖性前列腺癌细胞 PC3、DU145中miR-141呈

高表达（P＜0.01），而以DU145细胞中表达量最高。当

miR-141 inhibitors转染DU145细胞后miR-141表达显

著下调，而转染miR-141 mimics后miR-141表达上调明

显。与Control组（1.05±0.08）和NC组（0.94±0.09）相比，

miR-141 down组中miR-141表达量下降至（0.18±0.08）

（P<0.01；图2）；miR-141 up组中miR-141表达量显著上

升至（4.23±0.53）（P＜0.01；图2）。

**P<0.01 vs RWPE-1 cells

图1 qPCR检测不同前列腺癌细胞中miR-141表达水平

Fig.1 miR-141 expression level in different prostate cancer

cells was detected by qPCR

**P<0.01 vs Control group or NC group

图2 qPCR检测各组DU145细胞中miR-141表达水平

Fig.2 miR-141 expression level in DU145 cells of each group

was detected by qPCR

2.2 miR-141表达的调控对DU145细胞增殖活力和

对DDP敏感性的影响

MTT法检测结果（图 3）显示，miR-141表达下调

后能够抑制DU145细胞增殖活力，而miR-141表达

上调则促进DU145细胞增殖活力。在转染后2 d开始，

与 Control 组和 NC 组相比，miR-141 down 组 DU145

细胞增殖活力均逐渐降低（均P＜0.05或P＜0.01），

miR-141 up组细胞增殖活力逐渐升高（均P＜0.05或

P＜0.01）。同时（图4）显示miR-141表达下调后能够

提高DU145细胞对顺铂DDP的敏感性，而miR-141

表达上调后对 DDP 的敏感性则降低（均P＜0.05或

P＜0.01）。

2.3 miR-141表达的调控对DU145细胞周期的影响

流式细胞术检测（图 5）发现，miR-141表达下调

后能够阻滞DU145细胞周期在G0/G1期，而miR-141

表达上调则显著促进DU145细胞进入S和G2期。与

Control 组[（55.22±3.45）%]和 NC 组[（53.45±4.44）%]

的 G0/G1 期比值相比，miR-141 down 组 G0/G1 期比

值显著上升为（72.35±4.75）%，而 miR-141 up 组 G0/

G1期比值显著下降为（43.56±4.24）%（均P<0.01）；与

Control 组[（26.24±4.23）%]和 NC 组[（28.45±3.33）%]

的S期比值相比，miR-141 down组S期比值显著下降

为（15.24±4.04）%，而miR-141 up组 S期比值显著上

升为（36.67±3.99）%（均P<0.01）；与Control 组[（22.56±
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5.12）%]和NC组[（26.34±3.48）%]的G2期比值相比，

miR-141 down 组 G2 期比值显著下降为（14.28±

3.85）% ，而 miR-141 up 组 G2 期比值显著上升为

（38.33±4.17）%（均P<0.01）。

*P<0.05 vs Control group or NC group, **P<0.01 vs

Control group or NC group

图3 MTT法检测各组DU145细胞转染后细胞增殖活力变化

Fig.3 The changes in cell proliferation viability of DU145 cells

after transfection in each group were detected by MTT assay

2.4 miR-141表达的调控对DU145细胞凋亡的影响

流式细胞术检测（图 6）发现，miR-141表达下调

后能够促进顺铂作用下DU145细胞凋亡，而miR-141

表达上调后细胞凋亡则降低。与 Control 组和 NC

组 DU145 细胞凋亡率（23.56±4.68）% 和（21.85±

4.29）%相比，miR-141 down 组 DU145细胞凋亡率

显著上升为（46.67±5.86）%，而miR-141 up组DU145

细胞凋亡率显著下降为（18.77±4.24）%（P<0.05或

P<0.01）。

*P<0.05 vs Control group or NC group, **P<0.01 vs

Control group or NC group

图4 MTT检测各组DU145细胞转染后对DDP的敏感性变化

Fig. 4 Sensitivity changes in DU145 cells to DDP after trans‐

fection in each group were detected by MTT

**P<0.01 vs Control group or NC group

A: Flow cytometry to detect cell cycle; B: Statistics of cell cycle data

图5 流式细胞术检测各组DU145细胞转染后细胞周期的变化

Fig.5 Cell cycle changes of DU145 cells after transfection in each group were detected by Flow cytometry

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group or NC group

A: Flow cytometry to detect apoptosis; B: Apoptosis data statistics

图6 流式细胞术检测转染后各组DU145细胞在DDP（（10 µmol/L））作用下细胞凋亡的变化

Fig.6 The apoptotic changes of DU145 cells after transfection in each group

under the action of DDP (10 mol/L) were detected by Flow cytometry
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2.5 miR-141表达的调控对DU145细胞侵袭和迁移

能力的影响

Transwell检测（图 7）发现，miR-141表达下调能

够显著抑制DU145细胞侵袭和迁移，而miR-141表

达上调则发挥促进作用。与Control组和NC组细胞

侵袭率（78.43±4.82）% 、（75.47±5.59）%相比，miR-

141 down 组 DU145 细胞的侵袭率下降为（44.34±

8.32）%，而miR-141 up组DU145细胞的侵袭率则上

升为（94.94±6.26）%（P<0.05或P<0.01）；与Control组

和NC组细胞迁移率（91.22±4.45）%、（93.34±5.72）%

相比，miR-141 down组DU145细胞的迁移率下降为

（57.73±6.19）%，而miR-141 up组DU145细胞的迁移

率则上升为（109.47±6.53）%（P<0.05或P<0.01）。

*P<0.05，**P<0.01 vs Control group or NC group

A: Transwell assay for cell invasion (×200); B: Transwell assay for cell migration (×200);

C: Statistical histogram of cell invasion and migration rate

图7 Transwell检测各组DU145细胞转染后细胞侵袭和迁移能力的变化

Fig.7 The invasion and migration of DU145 cells after transfection in each group were detected by Transwell assay

2.6 miR-141 表达调控对 DU145 细胞中 VEGF 和

EGFR表达的影响

Western blotting 检测（图 8）发现，miR-141 表达

下调后能够显著抑制DU145细胞中VEGF和EGFR

蛋白表达，而miR-141表达上调后则反之。与Control

和 NC 组的 VEGF 相对表达量（0.81±0.06）、（0.82±

0.05）相比，miR-141 down组VEGF相对表达量下降

为（0.47±0.06），而miR-141 up组VEGF相对表达量上

升为（0.94±0.06）（P<0.05 或 P<0.01）。与 Control 和

NC组的EGFR相对表达量（0.61±0.08）、（0.63±0.05）

相比，miR-141 down 组 EGFR 相对表达量下降为

（0.37±0.06），而miR-141 up组EGFR相对表达量分别

上升为（0.75±0.06）（P<0.05或P<0.01）。

3 讨 论

前列腺癌是男性常见的恶性肿瘤，在发达国家

的发病率及病死率一直居高不下，而我国近年来的

发病率也呈现上升趋势。目前研究[9-10]表明，miRNAs

可以根据细胞状态及不同的靶基因来决定作为癌基

因或者抑癌基因，其在多种肿瘤诊断、预后及治疗中

发挥重要作用。miR-141是miR-200家族的一员，其

可通过与不同的靶点结合调控不同的信号通路来调

节生理及病理活动，在正常妊娠、血管形成及肿瘤等

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group or NC group

A: Western blotting detection; B: Statistics of relative

expression of VEGF and EGFR

图 8 Western blotting检测各组DU145细胞转染后VEGF和

EGFR蛋白表达的变化

Fig.8 The changes of VEGF and EGFR protein expression of

DU145 cells after transfection in each group were

detected by Western blotting

病理生理活动中作用突出[11]。NAKADA等[12]研究发

现，与正常肾组织细胞相比，miR-141在肾脏透明细

胞癌中表达显著下调，而上调其表达能够间接提升

钙黏蛋白E-cadherin的表达，并降低肿瘤细胞的侵袭
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和转移能力。DU等[13]针对胃癌的研究也表明，胃癌

组织中miR-141表达水平下调，上调其表达可以显著

降低胃癌细胞株的增殖能力。但NAM等[14]在针对卵

巢癌的研究则表明，卵巢癌组织中miR-141水平明显

升高，其可能具有癌基因的作用。因此，上述研究表

明miR-141在不同类型肿瘤组织中表达水平不同，其

能够通过不同表达发挥不同的调节作用。

最新研究[15-16]发现，与正常前列腺组织相比，

miR-141在前列腺癌组织中的表达量显著升高，并且

miR-141在前列腺癌患者血清中表达量为正常人血

清的（11.15±8.25）倍，提示miR-141可能是比较有价

值的肿瘤标志物。本研究中同时比较了雄激素依赖

性前列腺癌细胞LNCap和雄激素非依赖性前列腺癌

细胞PC3、DU145中miRNA-141表达水平，同样发现

上述前列腺癌细胞中miRNA-141表达水平显著高于

人正常前列腺上皮细胞RWPE-1，并且在DU145细胞

中表达水平最高。为了进一步研究miR-141调控表

达后对前列腺癌细胞的影响作用，实验选择人前列

腺癌DU145细胞系为研究对象，通过将miR-141抑

制物和miR-141模拟物分别转染的方式来下调和上

调miR-141表达，进而研究其不同的调控表达水平对

DU145细胞生理功能的影响。有研究表明[17]，miRNA

的异常表达常常通过对肿瘤细胞的增殖活力、药物

敏感性、细胞周期、细胞凋亡及侵袭转移等典型细胞

活动反映出来。本研究中 qPCR检测发现通过转染

手段可以分别上调和下调DU145细胞中miR-141表

达水平，且效果明显。而当miR-141表达下调后，检

测发现DU145细胞增殖活力显著下降，对DDP药物

敏感性也显著提升；而当 miR-141 表达上调后，

DU145细胞表现则相反，说明miR-141在前列腺癌细

胞中起到促癌的作用。细胞增殖活力受到细胞周期

的影响，当细胞周期发生阻滞后会影响细胞的增殖

活力以及细胞凋亡，细胞周期中G0+G1期细胞对凋

亡信号更为敏感[18]。本研究中流式细胞术检测发现，

miR-141表达下调后能够显著阻滞DU145细胞周期

于Go+G1期，说明其miR-141能够通过调控细胞周

期影响细胞活力。同时也发现在DDP作用下，miR-

141下调组DU145细胞凋亡率显著高于其他组，这也

可能与其调控细胞周期受阻滞有关。

癌细胞侵袭和转移是恶性肿瘤的重要特性，也

是肿瘤恶化难以治愈的重要原因，而伴发转移的难

治性前列腺癌细胞中细胞侵袭和转移现象明显[19]。

DU145细胞是从前列腺癌脑转移肿瘤中分离出来的

细胞系，其分化程度低，为雄激素非依赖的前列腺癌

细胞，具有强大的转移侵袭潜能[20]。本研究中miR-

141下调表达后，DU145细胞的侵袭和迁移能力均显

著下降，说明靶向作用前列腺癌细胞下调miR-141表

达能够抑制肿瘤细胞发生转移。同时发现，DU145

细胞具有较强的侵袭和促血管新生能力，其能够高

表达VEGF和 EGFR，而VEGF和 EGFR是公认的促

肿瘤因子，均具有促进肿瘤细胞增殖、侵袭和迁移作

用[21]。本研究中利用Western blotting检测转染后各

组DU145细胞中VEGF和EGFR蛋白表达情况，发现

Control组和NC组中VEGF和EGFR均呈高表达，而

miR-141下调表达组中VEGF和EGFR蛋白表达水平

均显著下降，反之 miR-141 上调表达组中 VEGF 和

EGFR则表达上升明显。结果说明，miR-141能够正

向调控DU145细胞中VEGF和EGFR表达，是其影响

DU145细胞增殖、侵袭、迁移的作用机制之一。

综上所述，本研究证实miR-141在前列腺癌中发

挥促癌因子作用，其能够明显调控前列腺癌DU145

细胞增殖、周期、凋亡及侵袭迁移等活动，其可作为

临床前列腺癌诊断、治疗潜在的新靶点。
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