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ＣＸＣＬ１３ 参与 ＡＲ 促进前列腺癌细胞体内

异种移植瘤的生长

田　 倩ꎬ曹润怿ꎬ王方方ꎬ董佳杰ꎬ柯　 敏ꎬ卢　 山ꎬ刘　 平

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏省分子与医学生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 ＣＸＣＬ１３ 作为受 ＡＲ 调节的靶基因之一ꎬ参与 ＡＲ 在几株前列腺癌细胞系中的调节功能已有报道. 本研

究进一步探讨在裸鼠皮下异种移植瘤模型中 ＣＸＣＬ１３ 参与 ＡＲ 对前列腺癌增殖作用的调节ꎬ从而验证体外实验

的结果. 选用 ＣＲＰＣ 细胞系 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ 筛选稳定表达 ＡＲ￣Ｎ 或 ＣＸＣＬ１３ 的细胞株ꎬ分为 ＣＷＲ２２Ｒｖ１(对照)、
ＣＷＲ２２Ｒｖ１ / ＡＲ￣Ｎ、ＣＷＲ２２Ｒｖ１ / ＡＲ￣Ｎ＋ｓｉＣＸＣＬ１３、ＣＷＲ２２Ｒｖ１ / ＣＸＣＬ１３ ４ 个组别ꎬ裸鼠皮下成瘤 ３０ ｄ 后ꎬ解剖取瘤.
其中 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ / ＡＲ￣Ｎ＋ｓｉＣＸＣＬ１３ 组为用 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ / ＡＲ￣Ｎ 细胞成瘤至 １００ ｍｍ３ 后ꎬ再瘤内注射 ｓｉＣＸＣＬ１３ꎬ每
３ ｄ 一次ꎬ共注射 ３ 次. 通过形态学观察、测定裸鼠体重和肿瘤大小ꎬ发现过表达 ＡＲ 和 ＣＸＣＬ１３ 组肿瘤明显大于

对照组ꎬ而过表达 ＡＲ 再抑制 ＣＸＣＬ１３ 组肿瘤明显小于过表达 ＡＲ 组ꎬ也比过表达 ＣＸＣＬ１３ 组略小ꎬ但各组小鼠的

体重没有明显变化ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫组织化学结果显示过表达 ＡＲ￣Ｎ 或 ＣＸＣＬ１３ 均能提高 ＥＴＳ￣１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 和

Ｓｎａｉｌ 的表达ꎬ而敲减 ＣＸＣＬ１３ 后显著削弱 ＡＲ 的调节作用. 表明 ＣＸＣＬ１３ 参与 ＡＲ 调节前列腺癌细胞小鼠体内异

种移植瘤的生长.
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前列腺癌是西方男性最常见的恶性肿瘤之一ꎬ其发病率仅次于肺癌、支气管癌和结直肠癌[１－２] . 雄激

素受体(ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＡＲ)作为核类固醇受体超家族的一员ꎬ可以促进并调节正常前列腺组织的功能
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活性ꎬ并且在几乎所有前列腺肿瘤(包括雄激素依赖和非依赖性前列腺癌)中都持续高活性[３] . 作为重要

的核受体转录因子ꎬＡＲ 不仅通过转录调控网络ꎬ还通过影响基因组稳定性及 ＤＮＡ 损伤调节前列腺癌的发

生、发展. 尽管雄激素剥夺治疗(ＡＤＴ)仍然是目前临床上治疗前列腺癌的一线手段ꎬ但其不可避免地会引

起去势抵抗性前列腺癌(ＣＲＰＣ) 的发生ꎬＰＳＡ 作为初步诊断前列腺癌的分子指标ꎬ其弊端也逐渐显

露[４] . 因此ꎬ寻找新的分子靶标迫在眉睫.
ＣＸＣＬ１３ 作为 Ｃ－Ｘ－Ｃ 基序趋化因子家族的一员ꎬ在前列腺癌的发生、发展及转移分化中扮演着重要

角色. 目前ꎬ已有文献报道 ＣＸＣＬ１３ 是受雄激素影响的基因之一ꎬＡＲ 调节 ＣＸＣＬ１３ 基因表达的分子机制及

ＣＸＣＬ１３ 参与 ＡＲ 在前列腺癌细胞系中的促增殖、促迁移侵袭的机理也初步阐明[５－７] . 为了进一步在体内

模型中验证细胞水平的实验结果ꎬ本实验室在裸鼠异种移植瘤模型中分析 ＣＸＣＬ１３ 在 ＡＲ 的影响下对前

列腺肿瘤生长的影响ꎬ从而为 ＣＸＣＬ１３ 可能成为前列腺癌治疗的新分子靶标提供理论依据.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 ＢＡＬＢ / ｃ 品系的 ４~６ 周 ＳＣＩＤ 小鼠ꎬ体重 １６ ｇ~１８ ｇꎬ购自于南京大学模式动物研究所. 所

有小鼠均饲养于南京师范大学实验动物中心的 ＳＰＦ 级鼠笼系统ꎬ光照时间为 １２ ｈꎬ温度 ２０ ℃ ~２５ ℃ꎬ小
鼠自由饮水和取食.
１.１.２　 实验试剂

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基购自维森特生物技术(南京)有限公司ꎻ胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)购自美

国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＲＩＰＡ 裂解液购自上海碧云天生物技术研究所ꎻＥＣＬ 试剂和蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ 购自南京麦高德

生物技术有限公司ꎬ胰蛋白酶(Ｔｒｙｐｓｉｎ １:２５０)购自合肥 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物科技公司ꎬ体内转染试剂(Ｅｎｔｒａｎｓｔｅｒ
ＴＭ￣ｉｎ ｖｉｖｏ)购自北京英格恩公司ꎬＣＸＣＬ１３￣ｓｉＲＮＡ、免疫组化试剂盒购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
® ３０００ 转染试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬＧ４１８ 购自于德国 Ａｍｅｒｓｃｏ 公司ꎬ柠檬酸钠抗原修复液购自美

国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬＴｒｉｔｏｎＸ－１００、苏木素染液购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司.
兔抗人 ＡＲ 多克隆抗体、ＥＴＳ￣１ 多克隆抗体、β￣ａｃｔｉｎ 单克隆抗体ꎬ鼠抗人 ＣＣＮＢ１ 单克隆抗体均购自美

国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻ鼠抗人 ＣＸＣＬ１３ 单克隆抗体购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ兔抗人 Ｓｎａｉｌ 多克隆抗体购自美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎻ辣根过氧化物酶(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 和山羊抗鼠 ＩｇＧ 购自

美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司.
１.１.３　 试剂配制

配置 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养基:在 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中加胎牛血清至 １０％ꎬ再加青霉素至 １００ Ｕ / ｍＬ、
链霉素至 １００ μｇ / ｍＬꎬ置于 ４ ℃备用.

配制 １Ｍ ＨＥＰＥＳ 缓冲溶液:２３.８ ｇ ＨＥＰＥＳ 粉末溶于 ６０ ｍＬ ｄｄＨ２Ｏꎬ再用 １０ Ｎ ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 至 ７.３ꎬ定
容至 １００ ｍＬꎬ过滤除菌ꎬ４ ℃保存.

配置 Ｇ４１８ 溶液(１００ ｍｇ / ｍＬ):５ ｇ Ｇ４１８ 溶于 １０ ｍＬ １Ｍ ＨＥＰＥＳ( ｐＨ ７.３)ꎬ终浓度为 ５００ ｍｇ / ｍＬꎬ
－２０ ℃保存.
１.２　 实验方法

１.２.１　 细胞培养及细胞传代

本研究中所用的细胞株是 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ 细胞(购自美国 ＡＴＣＣ 中心) . 细胞培养于 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养

基ꎬ并放置于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃培养箱中培养. 用 ０.２５％的胰蛋白酶消化传代ꎬ３ ｄ~４ ｄ 传代一次.
１.２.２　 细胞转染

转染前一天ꎬ胰酶消化细胞计数种板ꎬ待细胞密度达到 ６０％~７０％时ꎬ即以质粒质量:ｌｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅ 体积

＝ １ ∶２ 的比例进行转染. 用 Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 培养基分别稀释 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ® ３０００ 试剂和质粒 ＤＮＡꎬ充分轻柔混

匀ꎬ然后将质粒 ＤＮＡ 稀释液加入到 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ® ３０００ 试剂稀释液中ꎬ充分混匀ꎬ室温静置 １５ ｍｉｎ 后ꎬ弃
除旧培养基ꎬ然后在每孔中加入相应体积新鲜无血清培养基ꎬ将 ＤＮＡ－脂质体复合物加至细胞中ꎬ孵育细

胞 ４ ｈ~６ ｈ 以后更换为正常的完全培养基ꎬ继续培养 ４８ ｈ.
—１７—
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１.２.３　 稳定细胞株的筛选

转染细胞用胰酶消化ꎬ计数后接种于 ２４ 孔板ꎬ待第二天细胞密度达到 ５０％左右时ꎬ用含 Ｇ４１８ 的筛选

培养基培养. 为了确定最佳 Ｇ４１８ 筛选浓度ꎬ将 Ｇ４１８ 储存液用培养基稀释为 ０ μｇ / ｍＬ、２００ μｇ / ｍＬ、
４００ μｇ / ｍＬ、６００ μｇ / ｍＬ、８００ μｇ / ｍＬ、１０００ μｇ / ｍＬ 和 １２００ μｇ / ｍＬ 的浓度梯度ꎬ分别培养转染细胞ꎻ隔天更

换一次筛选培养基ꎬ连续培养细胞 １０ ｄ~１４ ｄꎬ以细胞全部死亡最低浓度为基准获得最佳浓度. 然后用最

佳浓度 Ｇ４１８ 的筛选培养基培养转染细胞ꎬ持续培养两周左右可见有抗性克隆出现ꎬ显微镜下标记单克隆

位置ꎬ胰酶消化转移到 ２４ 孔板继续培养ꎬ细胞大量扩增后ꎬ提取蛋白进行目的蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定ꎬ进而

获得稳定表达细胞株.
１.２.４　 免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)分析

去除培养液ꎬ用 １×ＰＢＳ 漂洗细胞 ２ 次ꎬ加入 １２０ μＬ /孔的细胞裂解液 ＲＩＰＡ(加有预冷的 ＰＭＳＦ)ꎻ将细

胞裂解液转移至 １.５ ｍＬ 的离心管中ꎬ置于冰上放置 ３０ ｍｉｎꎬ每隔 １０ ｍｉｎ 涡旋一次ꎬ使细胞裂解充分ꎻ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清. 组织蛋白则称取 ０.１ ｇ 组织ꎬ加入 ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ剪碎组织、匀浆、涡旋、
离心取上清. 以牛血清白蛋白(ＢＳＡ)作为标准蛋白ꎬ用 ＤＣ 法对上清样品进行总蛋白定量后ꎬ取 ２０ μｇ 总

蛋白样品进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎻ电泳结束后ꎬ将蛋白质转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎻ用含 ５％脱脂奶粉的 １×ＰＢＳ 室

温封闭 １ ｈꎻＰＢＳＴ 清洗 ３ 次后ꎬ４ ℃孵育一抗过夜ꎻ第二天 ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次后ꎬ室温孵育二抗 １ ｈꎻＥＣＬ 进行

化学发光显色、拍照ꎬ并对条带进行灰度分析.
１.２.５　 裸鼠皮下异种移植瘤模型的构建

分别将对数生长期的前列腺癌细胞 ＣＷＲ２２Ｒｖ１、稳转 ＡＲ￣Ｎ 和 ＣＸＣＬ３ 的 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ 细胞制成密度为

３×１０６ 个 / １００ μＬ 的细胞悬液ꎬ在无菌条件下ꎬ每只裸鼠右侧腋背部皮下接种细胞悬液 １００ μＬꎻ１０ ｄ 后ꎬ各
组小鼠接种部位均有可触及的肿瘤结节出现ꎬ待稳转 ＡＲ￣Ｎ 细胞的小鼠移植瘤体积生长至约 １００ ｍｍ３ 时ꎬ
随机将荷瘤裸鼠分成 ２ 组ꎬ其中一组注射 ＣＸＣＬ１３ ｓｉＲＮＡꎬ每 ３ ｄ 注射 １ 次ꎬ共注射 ３ 次. 实验过程中ꎬ每隔

２ ｄ 测量 １ 次小鼠的体重、肿瘤长(ａ)和宽(ｂ)ꎬ并计算肿瘤体积(Ｖ)(ｍｍ３)＝ ０.５×ａ×ｂ２ . 实验结束时处死小

鼠ꎬ并剥取移植瘤.
１.２.６　 体内注射转染 ｓｉＲＮＡ 实验

将核酸 ｓｉＲＮＡ 用适量无内毒素的 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ 纯水稀释成 １ μｇ / μＬꎬ并用 ＲＮＡａｓｅ￣ｆｒｅｅ 纯水配置 １０％的

葡萄糖溶液(Ｗ/ Ｖ) . 根据 ｓｉＲＮＡ 体内注射转染试剂盒说明书ꎬ将 ５ μＬ 核酸和 ５ μＬ １０％葡萄糖溶液(使葡

萄糖溶液终浓度为 ５％)充分混匀ꎻ再将 ２.５ μＬ ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭ￣ｉｎ ｖｉｖｏ 转染试剂用 ５ μＬ １０％葡萄糖溶液和

２.５ μＬ ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ 纯水稀释(葡萄糖溶液浓度为 ５％)ꎬ充分混匀后ꎬ立即将稀释好的转染试剂加入到稀释

好的核酸溶液中ꎬ充分混匀ꎻ室温静置 １５ ｍｉｎ 后进行皮下肿瘤组织注射.
１.２.７　 免疫组织化学实验

按照常规免疫组化步骤进行肿瘤组织的免疫组化分析. 简言之ꎬ将肿瘤组织用 ４％多聚甲醛固定过

夜ꎬ进行石蜡包埋和切片ꎻ然后ꎬ依次将切好的石蜡切片放置二甲苯中脱蜡、通过梯度酒精进行复水、细胞

通透及封闭内源性过氧化物酶、微波抗原修复、血清封闭、一抗孵育、二抗孵育、ＤＡＢ 显色、复染、脱水、最
后封片ꎬ封好片子置于通风柜中晾干. 再在倒置荧光显微镜下观察并拍照.
１.２.８　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计学软件对实验结果进行统计分析. 各实验均独立重复 ３ 次ꎬ结果数据以±ｓ 表示ꎬ
并用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６.０ 和 ＰｈｏｔｏＳｈｏｐ 软件作图. 组间比较采用方差分析ꎬ组内两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检
验. ｐ<０.０５ 为有显著性差异并具有统计学意义.

２　 实验结果

２.１　 ＣＸＣＬ１３ 对 ＡＲ 靶基因的介导作用

在 ＬＮＣａＰ 细胞中过表达 ＣＸＣＬ１３ 和 ＡＲꎬ结果显示ꎬ过表达 ＡＲ 能增加 ＣＸＣＬ１３ 的表达水平ꎬ而过表达

ＣＸＣＬ１３ 则不能增加 ＡＲ 的表达水平. 此外ꎬ过表达 ＣＸＣＬ１３ 或 ＡＲ 能共同上调一些基因的表达ꎬ如:ＥＴＳ￣１ꎬ
Ｓｎａｉｌ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１(图 １ＡꎬＢ) . 在其他前列腺肿瘤细胞(如 ＣＷＲ２２Ｒｖ１)中结果也一样ꎬ而且ꎬ用 １０ ｎｍｏｌ / Ｌ
合成雄激素 Ｍｉｂ 刺激饥饿培养在含 １０％ ＣＳＳ 的培养基中的 ＬＮＣａＰ 细胞ꎬ也能提高 ＣＸＣＬ１３、ＥＴＳ￣１、Ｓｎａｉｌ

—２７—
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和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 的表达水平ꎻ而过表达 ＡＲ 并敲低内源性 ＣＸＣＬ１３ 后ꎬＡＲ 上调 ＥＴＳ￣１、Ｓｎａｉｌ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 的作

用被明显地削弱了(图 １ＣꎬＤ) . 说明ꎬＡＲ 对 ＥＴＳ￣１ꎬＳｎａｉｌꎬＣｙｃｌｉｎ Ｂ１ 的上调作用部分是通过 ＣＸＣＬ１３ 来介

导的.

　 　 Ａ:ＬＮＣａＰ 细胞中过表达 ＡＲ 及 ＣＸＣＬ１３ 检测相关功能基因表达变化ꎻＢ:对 Ａ 图相关基因的灰度分析(ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.０５ꎬ∗
∗ｐ<０.０１)ꎻＣ:ＬＮＣａＰ 细胞中敲减 ＣＸＣＬ１３ 后雄激素剥夺处理 ７２ ｈ 后 Ｍｉｂ(雄激素类似物)刺激 ２４ ｈ 检测相关基因表达变化ꎻ
Ｄ:Ｃ 图中相关基因的灰度分析(ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.０５ꎬ∗∗ｐ<０.０１)

图 １　 细胞水平检测 ＣＸＣＬ１３ 参与 ＡＲ 调控下游靶基因表达

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＲ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｂｙ ＣＸＣＬ１３ ａｔ ｃｅｌｌ ｌｅｖｅｌ

２.２　 稳定细胞株的确定

为了进一步验证细胞水平的结论ꎬ接下来想探究在体内 ＣＸＣＬ１３ 是否也起到同样的作用. 于是构建了

稳定细胞株:前列腺癌 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ 细胞转染 ＡＲ￣Ｎ 和 ＣＸＣＬ１３ 质粒 ４８ ｈ 后ꎬ用 Ｇ４１８ 筛选获得稳定表达细

胞株ꎬ对稳定表达细胞株进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ 水平检测ꎬ结果显示筛选的稳定细胞株中 ＡＲ￣Ｎ 和 ＣＸＣＬ１３ 蛋白表

达水平分别高于对照组(图 １Ａ 和图 １Ｂ)ꎬ说明筛选获得的稳定表达 ＡＲ￣Ｎ 和 ＣＸＣＬ１３ 细胞株是可靠的.
２.３　 ＣＸＣＬ１３ 参与 ＡＲ 促进裸鼠皮下成瘤作用

在雄性无胸腺的 ＢＡＬＢ / ｃ 裸鼠皮下分别接种 ＣＷＲ２２Ｒｖ１￣ｃｏｎｔｒｏｌ 细胞、稳转 ＡＲ￣Ｎ 的 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ 细胞

和稳转 ＣＸＣＬ１３ 的 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ 细胞ꎬ当注射稳转 ＡＲ￣Ｎ 细胞的裸鼠成瘤体积达到约 １００ｍｍ３ 时ꎬ随机分成

两组ꎬ其中一组在 ＡＲ￣Ｎ 基础上敲低 ＣＸＣＬ１３ 表达水平ꎬ进行体内转染 ｓｉＣＸＣＬ１３ ＲＮＡꎬ每 ３ ｄ 注射一次ꎬ每
只小鼠注射 ２.５ μｇꎬ接种细胞 ３０ ｄ 后处死所有小鼠. ３０ ｄ 后ꎬ荷瘤小鼠的外形如图 ３Ａ 所示ꎻ解剖肿瘤

(图 ３Ｂ 和图 ３Ｃ)结果显示ꎬ稳转 ＡＲ￣Ｎ 和 ＣＸＣＬ１３ 组小鼠的移植瘤明显大于对照组( ｐ<０.０１)ꎬ而敲低

ＣＸＣＬ１３的稳转 ＡＲ￣Ｎ 组移植瘤分别小于稳转 ＡＲ￣Ｎ 和 ＣＸＣＬ１３ 组的移植瘤(ｐ<０.０１) . 皮下成瘤过程中发

现所有处理组的小鼠体重均没有明显变化ꎬ说明外界因素及体内转染试剂的影响微乎其微(图 ３Ｄ) . 此

外ꎬ稳转 ＡＲ￣Ｎ 组小鼠的成瘤能力高于稳转 ＣＸＣＬ１３ 组和对照组ꎬ稳转ＣＸＣＬ１３组高于对照组及敲低

ＣＸＣＬ１３ 的 ＡＲ￣Ｎ 组(图 ３Ｅ)ꎬ可见ꎬ在前列腺肿瘤细胞中ꎬＡＲ 对细胞的调控是主要的ꎬＣＸＣＬ１３ 只是作为

ＡＲ 的下游基因之一参与 ＡＲ 对前列腺肿瘤的促进作用.

—３７—
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Ａ 和 Ｂ:ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析稳定细胞株 ＡＲ￣Ｎ 及 ＣＸＣＬ１３ 的表达(ｎ＝ ３ꎬ∗∗ｐ<０.０１)
图 ２　 稳定细胞株的建立

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ＣＷＲ２２Ｒｖ１ ｗｉｔｈ ｓｔａｂｌｅ ＡＲ￣Ｎ ａｎｄ ＣＸＣＬ１３ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 Ａ:第 ３０ ｄ 处死后携带肿瘤的小鼠的图像ꎻＢ:皮下植瘤 ３０ ｄ 后解剖肿瘤形态图ꎻＣ:皮下植瘤 ３０ ｄ 后形成肿瘤的

质量ꎻＤ:植入前列腺癌细胞后每 ２ ｄ 对小鼠重量的记录ꎻＥ:异种移植瘤形成后每 ２ ｄ 对移植瘤体积的记录

图 ３　 ＣＸＣＬ１３ 参与 ＡＲ 促进裸鼠皮下成瘤作用

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＣＸＣＬ１３ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＡＲ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｖｉｖｏ
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２.４　 ＣＸＣＬ１３ 参与 ＡＲ 上调增殖相关蛋白的表达

采用蛋白质免疫印迹方法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)对不同处理组的肿瘤组织进行增殖相关蛋白水平的检测. 结

果(图 ４Ａ 和图 ４Ｂ)显示ꎬ相比于对照组ꎬＡＲ￣Ｎ 和 ＣＸＣＬ１３ 的过表达显著上调了 ＥＴＳ￣１、周期蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１
的表达ꎬ并同时上调迁移相关蛋白 Ｓｎａｉｌ 水平. 此外ꎬ在过表达 ＡＲ￣Ｎ 并敲低 ＣＸＣＬ１３ 的处理组中ꎬＥＴＳ￣１、
Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 和 Ｓｎａｉｌ 的表达水平要低于过表达 ＡＲ￣Ｎ 组(ｐ<０.０１) . 这些结果说明ꎬＡＲ 通过 ＣＸＣＬ１３ 的介导上

调了 ＥＴＳ￣１、Ｓｎａｉｌ、Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 的蛋白水平ꎬ进而促进了前列腺癌细胞在小鼠皮下成瘤及肿瘤的生长. 另外ꎬ
免疫组织化学技术( ＩＨＣ)结果(图 ４Ｃ)也显示ꎬ对照组中 ＥＴＳ￣１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 和 Ｓｎａｉｌ 的染色强度低于过表达

ＡＲ￣Ｎ 及 ＣＸＣＬ１３ 组ꎬ敲低 ＣＸＣＬ１３ 的 ＡＲ￣Ｎ 组的染色强度也低于过表达 ＡＲ￣Ｎ 组ꎻ进一步说明 ＡＲ 调控

ＣＸＣＬ１３ꎬ并通过上调增殖蛋白 ＥＴＳ￣１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１、Ｓｎａｉｌ 的表达水平来促进前列腺癌细胞在体内成瘤及肿瘤

的生长. 因此ꎬ体内实验的结果与之前在细胞水平的研究结果是一致的ꎬ作为 ＡＲ 的下游靶基因之一ꎬ
ＣＸＣＬ１３参与或介导(部分)雄激素受体(ＡＲ)对前列腺肿瘤细胞的促进作用.

　 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析前列腺癌细胞增殖相关蛋白的表达ꎻＢ:对 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带的灰度分析(ｎ ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.０５)ꎻＣ:肿瘤组织进行

免疫组化分析增殖相关蛋白染色强度(×２００)
图 ４　 ＣＸＣＬ１３ 参与 ＡＲ 上调前列腺癌细胞增殖相关蛋白的表达

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＡＲ￣ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＣＸＣＬ１３
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３　 讨论

趋化因子和它们对应的受体最初报道的功能是在趋化作用中发挥重要的作用以及在多种炎症反应中

激活特异性的白细胞[８]ꎬ越来越多的研究发现在肿瘤细胞生存以及癌症转移中它们也发挥了重要的作

用[９－１１] . ＣＸＣＬ１３ 最初被命名为 Ｂ 细胞趋化因子(ＢＣＡ￣１)ꎬ属于 ＣＸＣ 趋化因子家族ꎬ由二级淋巴组织 Ｂ 细

胞滤泡内的基质细胞分泌. 有研究报道 ＣＸＣＬ１３ 在乳腺癌和结肠癌中过表达ꎬ且和不良预后相关[１２] . 另

外ꎬ有研究报道 ＣＸＣＬ１３ 在前列腺癌中表达明显升高ꎬ且可以作为前列腺癌的一个潜在的诊断指标. 最近

有研究表明 ＣＸＣＬ１３ 分别通过激活 ＪＮＫ 通路和 ＥＲＫ 通路ꎬ从而促进前列腺癌细胞的增殖和侵袭. 并且ꎬ研
究结果揭示 ＣＸＣＬ１３ 可以诱导前列腺癌中金属蛋白酶 ＭＭＰ￣２、ＭＭＰ￣９ 和 ＭＭＰ￣１３ 表达的升高[１３] . 此外ꎬ
最近的研究结果表明 ＣＸＣＬ１３ 和癌细胞的淋巴结转移紧密相关ꎬ且预测 ＣＸＣＬ１３ 和上皮间质化转变

(ＥＭＴ)有一定的关联[１４] .
细胞水平的实验结果表明在前列腺癌细胞中雄激素能够诱导 ＣＸＣＬ１３ 表达的提高ꎬＣＸＬＣ１３ 是一个新

的 ＡＲ 下游靶基因ꎬ在 ＬＮＣａＰ 细胞中过表达 ＣＸＣＬ１３ 和 ＡＲ 发现它们都可以诱导 ＥＴＳ￣１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 和 Ｓｎａｉｌ
表达的上调ꎬ表明 ＡＲ 诱导的 Ｓｎａｉｌ、ＥＴＳ￣１ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 表达上调部分是通过 ＣＸＣＬ１３ 来介导的ꎬ证明

ＣＸＣＬ１３在 ＡＲ 介导的前列腺癌细胞增殖和转移中发挥了重要的作用. 体内实验结果显示ꎬ相比于对照组ꎬ
过表达 ＡＲ 和 ＣＸＣＬ１３ 组小鼠皮下肿瘤较大ꎬ而敲低了 ＣＸＣＬ１３ 的 ＡＲ 组小鼠皮下肿瘤小于过表达 ＡＲ 组

和 ＣＸＣＬ１３ 组ꎬ这些结果说明 ＡＲ 和 ＣＸＣＬ１３ 在体内都能促进前列腺癌细胞的增殖ꎬ并且 ＡＲ 促进肿瘤的

增殖是通过 ＣＸＣＬ１３ 介导的. 同时对肿瘤组织进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＩＨＣ 检测ꎬ发现同细胞水平一样ꎬ
ＣＸＣＬ１３ 和 ＡＲ 都诱导 ＥＴＳ￣１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 和 Ｓｎａｉｌ 表达的上调ꎬ进一步证明 ＣＸＣＬ１３ 在 ＡＲ 介导的前列腺癌

细胞增殖和转移中发挥了重要的作用.
编码 ＡＲ 的基因定位于人 Ｘ 染色体长臂(Ｘｑ１１－１２)ꎬ包含 ８ 个外显子ꎬ编码约 １１０ ＫＤ 大小的蛋白. 在

去势抵抗性前列腺癌中存在着 ＡＲ ｍＲＮＡ 的选择性剪切ꎬＡＲ 剪切变体是其 Ｃ 端 ＬＢＤ 的截断或外显子的

跳过. ＡＲ 的剪切变体使得 ＡＲ 获得非雄激素依赖性的活性. 到现在为止ꎬ大约有 ２０ 种 ＡＲ 剪切变体已经

在前列腺癌细胞系和临床样本中检测到ꎬ它们都有相同的 ＮＴＢ 和 ＤＢＤꎬ在 ＮＴＢ 和 ＤＢＤ 之间存在铰链区

(含有核定位信号)ꎬ因此剪切变体都可以转入到细胞核中ꎬ调节下游基因的转录. 两种研究比较多的 ＡＲ
剪切变体是 ＡＲ－Ｖ７ 和 ＡＲ－Ｖ５６７ｅｓꎬ在不同细胞系中有着持续活性. ＡＲ－Ｖ７ 最先在 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ 细胞中发

现并进行功能检测ꎬ它包含一个外显子 ３ 串联式重复结构ꎬ编码 ＡＲ 的 ＤＢＤ 的第二个锌指结构ꎬ以致产生

Ｃ 端截断的 ＡＲ 活性变体ꎬ相对分子质量为 ７５ ＫＤ~８０ ＫＤ. 因此ꎬ在 ＬＮＣａｐ 细胞中只会检测到全长 ＡＲ 蛋

白ꎬ而在 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ 细胞中会检测到全长 ＡＲ 以及 ＡＲ 的剪切变体.
Ｓｎａｉｌ 作为一个锌指转录因子ꎬ可以抑制 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 转录ꎬ诱导间充质和迁移表型基因的表达ꎬ促进肿

瘤发生上皮间质转化ꎬ在成体肿瘤发生、复发、浸润转移过程中扮演重要角色. 虽然没有发现体内肿瘤发

生转移现象ꎬ但是在肿瘤组织蛋白水平检测到 Ｓｎａｉｌ 受到 ＡＲ 及 ＣＸＣＬ１３ 的上调ꎬ且肿瘤组织进行免疫组

化实验也检测到 Ｓｎａｉｌ 在过表达 ＡＲ 和 ＣＸＣＬ１３ 组中染色强度高于对照组.
综上ꎬ研究结果证明了 ＣＸＣＬ１３ 在雄激素诱导的前列腺癌细胞增殖和迁移能力上调中发挥了重要的

作用ꎬ说明 ＣＸＣＬ１３ 可以作为前列腺癌的一个新的诊断和治疗靶基因.
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