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ＳＭＵＲＦ２ 在前列腺癌细胞中调节 ＳＴＡＴ１ 的

泛素化并促进 ＥＭＴ
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(南京师范大学生命科学学院ꎬ生物化学与生物制品研究所ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 ＳＭＵＲＦ２(ｓｍａｄ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ２)属于 ＨＥＣＴ(ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｔｏ Ｅ６ＡＰ Ｃ ｔｅｒｍｉｎｕｓ)家族 Ｅ３ 泛

素连接酶ꎬ有研究报道 ＳＭＵＲＦ２ 在不同类型癌症中发挥促癌或抑癌作用. 本研究探讨了 ＳＭＵＲＦ２ 在前列腺(癌)
细胞中调节 ＳＴＡＴ１( ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ １)蛋白的分子机制. 首先通过数据库分析

ＳＭＵＲＦ２ 在正常组织与肿瘤组织间的表达差异ꎬ然后选取前列腺正常细胞和多种前列腺癌细胞为实验材料ꎬ通
过 ＲＴ￣ＰＣＲꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验检测 ＳＭＵＲＦ２ 在前列腺(癌)细胞中的表达水平ꎬ发现相对于前列腺正常细胞ꎬ
ＳＭＵＲＦ２ 在前列腺癌细胞中表达更高. 再通过 Ｃｏ￣ＩＰꎬ免疫荧光和泛素化检测实验观察 ＳＭＵＲＦ２ 对 ＳＴＡＴ１ 蛋白泛

素化水平的影响ꎬ发现 ＳＭＵＲＦ２ 可以增加 ＳＴＡＴ１ 蛋白的泛素化水平ꎬ并进一步促进前列腺癌细胞发生 ＥＭＴ
(ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ).
[关键词] 　 前列腺癌ꎬＳＭＵＲＦ２ꎬＳＴＡＴ１ꎬＥＭＴ
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ＳＭＵＲＦ２ Ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＳＴＡＴ１ Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ＥＭＴ ｉｎ Ｐｒｏｓｔａｔｅ Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌｓ

Ｄｏｎｇ ＪｉａｊｉｅꎬＤａｎｇ ＹａｎｍｅｉꎬＺｈａｎｇ ＣｈｉꎬＪｉａｎｇ ＳｈｕｎꎬＬｉｕ ＰｉｎｇꎬＬｕ Ｓｈａｎ

(Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＮａｎｊｉｎｇ Ｎｏｒｍａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＩｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ＰｒｏｄｕｃｔｓꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００２３ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:ＳＭＵＲＦ２(ｓｍａｄ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ２)ｉｓ ａ ＨＥＣＴ(ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｔｏ Ｅ６ＡＰ Ｃ ｔｅｒｍｉｎｕｓ)ｆａｍｉｌｙ Ｅ３ ｕｂｉｑ￣
ｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ. Ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ ＳＭＵＲＦ２ ｐｌａｙｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ
ｏｆ ｃａｎｃｅｒ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＳＭＵＲＦ２ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＳＴＡＴ１(ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ ｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ １)ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ(ｃａｎｃｅｒ)ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｄａｔａｂａｓｅ ｗａｓ ｆｉｒｓｔｌｙ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＭＵＲＦ２
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｎｏｒｍａｌ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｅｘｐｅｒ￣
ｉｍｅｎｔａｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＭＵＲＦ２ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ(ｃａｎｃｅｒ)ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
ａｓｓａｙｓꎬｗｈｉｃｈ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＭＵＲＦ２ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｎ ｎｏｒｍａｌ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃｅｌｌｓ.
Ｔｈｅｎ ｔｈｅ Ｃｏ￣ＩＰꎬｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＳＭＵＲＦ２ ｏｎ
ｔｈｅ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌꎬｗｈｉｃｈ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ＳＭＵＲＦ２ ｃａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＴＡＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｐｒｏｍｏｔｅ ＥＭＴ(ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ)ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒꎬＳＭＵＲＦ２ꎬＳＴＡＴ１ꎬＥＭＴ

前列腺癌(ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒꎬＰＣａ)是老年男性的高危疾病ꎬ在世界范围内ꎬ前列腺癌发病率在男性恶性

肿瘤中位居第 ２ 位[１] . 随着疾病的发展ꎬ多数前列腺癌将转变为转移性去势抵抗性前列腺癌ꎬ这是前列腺

癌致死的重要原因ꎬ目前没有治愈的方法[２] . 因此针对前列腺癌相关分子机制的研究具有重要意义.
ＳＭＵＲＦ１(ｓｍａｄ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ １)和 ＳＭＵＲＦ２ 是两个紧密相关的 Ｃ２－ＷＷ－ＨＥＣＴ 结构域

Ｅ３ 泛素连接酶ꎬ属于 ＮＥＤＤ４(ｎｅｕｒａｌ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｃｅｌｌ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ４)亚家

族. 与其他 ＮＥＤＤ４ 家族成员(共 ９ 个)相似ꎬ包含 Ｎ 端 Ｃ２ 结构域ꎬ介导这些 Ｅ３ｓ 与细胞内膜的结合ꎻ几个
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董佳杰ꎬ等:ＳＭＵＲＦ２ 在前列腺癌细胞中调节 ＳＴＡＴ１ 的泛素化并促进 ＥＭＴ

含有色氨酸的 ＷＷ 结构域ꎬ被认为介导 Ｅ３ｓ 与它们的相互作用元件和底物之间的蛋白质－蛋白质相互作

用ꎻ以及进化保守的 ＨＥＣＴ 结构域ꎬ一些研究表明 ＮＥＤＤ４ 家族的 Ｅ３ 的 ＨＥＣＴ 结构域也参与底物识

别[３－５] . 在哺乳动物中ꎬＳＭＵＲＦ１ 和 ＳＭＵＲＦ２ 分别由位于第 ７ 和 １７ 号染色体的两个不同基因编码. 人类

ＳＭＵＲＦ１ 有 ３ 种异构体ꎬ它们是由选择性剪接产生的ꎬ而 ＳＭＵＲＦ２ 只有单一蛋白产物. Ｓｍｕｒｆｓ 有很高的序

列同源性(>７０％的氨基酸序列同源性)ꎬ并具有相似的结构特征. 尽管它们的底物库有高度的相似性和一

些冗余性ꎬ但这些蛋白质在某些方面会表现出相反的生物学功能[６] .
研究表明 ＳＭＵＲＦ２ 在不同类型癌症中发挥促癌或抑癌作用. 有研究报道 ＳＭＵＲＦ２ 在几种癌症中显著

上调ꎬ比如在结直肠癌中沉默 ＳＭＵＲＦ２ 可减少结肠癌细胞的迁移和侵袭[７] . ＳＭＵＲＦ２ 还可以与 ＥＧＦＲ
(ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ)相互作用ꎬ使其以连接酶活性依赖的方式泛素化ꎬ这种相互作用会抵消

ＲＮＦ５５(ＲＩＮＧ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ５５)对 ＥＧＦＲ 的泛素化降解从而增强 ＥＧＦＲ 信号通路[８] . ＳＭＵＲＦ２ 的敲低可显

著降低乳腺癌和口腔癌细胞系中 ＣＮＫＳＲ２ ( ｃｏｎｎｅｃｔｏｒ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｏｆ ｋｉｎａｓｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ ｒａｓ２) 的蛋白水

平[９] . 但是野生型和无催化活性的 ＳＭＵＲＦ２ 都能稳定癌细胞中 ＣＮＫＳＲ２ 的水平[１０] . 也有关于 ＳＭＵＲＦ２ 抑

制癌症的报道ꎬＳＭＵＲＦ２－ / －小鼠早期相对正常ꎬ但随着年龄的增长ꎬ这些小鼠会在不同的组织和器官发展

成各种肿瘤ꎬ包括肝、血、肺、垂体等[１１]ꎬ杂合子 ＳＭＵＲＦ２ 小鼠也容易患自发性肿瘤[１２] .
有文献报道 ＳＭＵＲＦ２ 在正常细胞和组织中主要是核定位ꎬ但在前列腺癌中 ＳＭＵＲＦ２ 显示出明显增加

的胞质螯合ꎬ与疾病进展相关[１３] . 还有文献报道在前列腺癌细胞 ＰＣ－３ 中ꎬ硼替佐米以剂量依赖的方式降

低前列腺癌细胞系中 ＳＭＵＲＦ２ 基因的转录和表达水平ꎬ从而抑制了前列腺癌细胞的增殖[１４] . 泛素连接酶

ＳＭＵＲＦ２ 基因的转录和表达水平升高可能参与前列腺癌的发生、发展和转移[１５] .

１　 材料与方法

１.１　 材料

ＴＯＰ１０ 感受态细胞购自上海唯地生物技术有限公司ꎻ表达载体 ｐｃＤＮＡ３. １( ＋)为本实验室保存ꎻ
ＥｃｏＲⅠ、ＥｃｏＲ Ⅴ购自 ＮＥＢ 公司ꎻＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自上海捷瑞生物公司ꎻ蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｔｈｅｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公
司ꎻＴ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ 购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻＤＮＡ 胶纯化试剂盒购自诺唯赞公司ꎻ质粒小提试剂盒购自天根生化

科技有限公司ꎻＳＭＵＲＦ２、Ｓｌｕｇ 抗体、琼脂糖珠购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻＳＴＡＴ１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ
抗体均购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 抗体、绿色荧光二抗、红色荧光二抗均购自 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司ꎻ山羊抗小

鼠 ＩｇＧ、ＭＧ１３２、ＲＩＰＡ 裂解液均购自碧云天生物技术有限公司ꎻＲＰＭＩ １６４０ 培养基购自维森特生物技术(南
京)有限公司ꎻ 胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ 胰蛋白酶 ( ｔｒｙｐｓｉｎ ) 购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物科技公司ꎻ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ® ２０００ 转染试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司.
１.２　 实验方法

１.２.１　 真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３.１(＋) ￣ＳＭＵＲＦ２ 的构建

根据人基因 ＳＭＵＲＦ２ 核苷酸序列和载体 ｐｃＤＮＡ３.１ 多克隆位点ꎬ设计合成 ＳＭＵＲＦ２￣Ｆ 和 ＳＭＵＲＦ２￣Ｒ
两条引物. 引物序列如下(划线部分为酶切位点ꎬ上游为 ＥｃｏＲⅠꎬ下游为 ＥｃｏＲ Ⅴ):

ＳＭＵＲＦ２￣Ｆ:５′ＣＣＧ Ｇ＾ＡＡＴＴＣ ＡＴＧＴＣＴＡＡＣＣＣＣＧＧＡＧＧＣＣＧ ３′ꎻ
ＳＭＵＲＦ２￣Ｒ:５′ＡＧ ＧＡＴ＾ＡＴＣ ＴＣＡＴＴＣＣＡＣＡＧＣＡＡＡＴＣＣＡＣＡＴＧＴＴ ３′.
提取 ＤＵ１４５ 细胞总 ＲＮＡꎬ反转录为 ｃＤＮＡꎬ以其为模板 ＰＣＲ 得到 ＳＭＵＲＦ２ 基因 ＰＣＲ 产物ꎬ双酶切

ｐｃＤＮＡ３.１ 质粒和 ＳＭＵＲＦ２ 基因的 ＰＣＲ 产物ꎬ经 Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ 连接后转化至 ＴＯＰ１０. 转化液涂布到氨苄

抗性的 ＬＢ(Ｌｕｒｉａ￣Ｂｅｒｔａｎｉ)平板上ꎬ３７ ℃倒置培养ꎬ待长出单菌落. 提取单菌落中的质粒进行测序ꎬ获得正

确的重组质粒 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ＳＭＵＲＦ２.
１.２.２　 细胞培养及细胞传代

本研究中所用的细胞株包括人正常前列腺基质细胞 ＷＰＭＹ￣１、前列腺增生细胞 ＢＰＨ１、前列腺癌细胞

ＰＣ￣３、ＤＵ１４５、ＣＷＲ２２ＲＶ１ 和 ＬＮＣａＰꎬ均为本实验室保存. 细胞培养使用 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养基ꎬ放置于

３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养. 用 ０.２５％的胰蛋白酶消化传代ꎬ２ ｄ~３ ｄ 传代一次.
１.２.３　 细胞转染

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

—３６—
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积＝ １:２ 的比例进行转染ꎬ用新鲜无血清培养基分别稀释 Ｌｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅ ® ２０００ 试剂和质粒 ＤＮＡꎬ充分轻柔

混匀ꎬ然后将 Ｌｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅ ® ２０００ 试剂稀释液加入到质粒 ＤＮＡ 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孵育

４ ｈ~６ ｈ 后更换为正常的完全培养基ꎬ继续培养 ４８ ｈ.
１.２.４　 免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)分析

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

胞刮下并将细胞裂解液收集至 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ꎻ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ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　 免疫共沉淀(Ｃｏ￣ＩＰ)实验

收集不同转染处理的细胞(１００ ｍｍ 培养皿)ꎬ预冷的 １×ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次ꎬ每皿加入 ３５０ μＬ 的 ＲＩＰＡ
细胞裂解液(加有预冷的 ＰＭＳＦ)ꎬ将细胞刮下并将细胞裂解液收集至 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ꎻ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清. 以 ＢＳＡ 作为标准蛋白ꎬ
用 ＤＣ 法对上清样品进行总蛋白定量ꎬ将每一蛋白裂解液样品分为 ３ 份ꎬＩｎｐｕｔ 组、ＩｇＧ 组和目的组ꎻ分别向

ＩｇＧ 组和目的组加入 １ μｇ 的 ＩｇＧ 抗体和目的抗体ꎬ４ ℃缓慢晃动过夜ꎻ准备琼脂糖珠ꎬ用 １×ＰＢＳ 润洗 ３ 遍

后加入到孵育过夜的 ＩｇＧ 管和目的抗体管中ꎬ４ ℃缓慢摇晃孵育 ４ ｈꎻ免疫沉淀后ꎬ４ ℃ꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎꎬ将琼脂糖珠离心到管底ꎬ小心吸去上清ꎻ最后加入 ２×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒꎬ轻轻混匀ꎬ９５ ℃煮 ５ ｍｉｎꎬ离心

取上清液电泳ꎬ对照组和目的蛋白组上样体积要一致ꎬＩｎｐｕｔ 组上样 ２０ μｇ.
１.２.６　 免疫荧光( Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ)实验

将细胞种到 １２ 孔板中ꎬ１×１０５ 个 /孔ꎬ２４ ｈ 后ꎬ将细胞用 １×ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎻ用 ４％的多聚甲醛固定

３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ０.１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 室温通透 ２５ ｍｉｎꎻ１×ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ３ ｍｉｎꎻ滴加

３％ ＢＳＡꎬ室温封闭 ３０ ｍｉｎꎻ每孔滴加足够量稀释的一抗(１ ∶２００)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎻ加荧光二抗ꎬ２０ ℃ ~３７ ℃
避光孵育 １ ｈꎻＰＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ３ ｍｉｎꎻ滴加 ＤＡＰＩ 避光孵育 ３ ｍｉｎ~５ ｍｉｎꎬ对标本进行染核ꎬ用 ＰＢＳＴ 清

洗 ４ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ荧光显微镜下观察拍照.
１.２.７　 统计分析

使用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ 软件进行统计分析和作图ꎬ所有实验数据的结果统计均以 Ｍｅａｎ±标准误(ＳＥＭ)
表示. 使用 ｔ 检验分析数据以确定不同组之间的显著差异. Ｐ<０.０５ 被认为具有统计学意义.

２　 结果与讨论

２.１　 不同正常组织和肿瘤组织中 ＳＭＵＲＦ２ 的表达水平

泛素－蛋白酶体系统(ＵＰＳ)已成为蛋白质功能和稳定性的重要监督者. ＵＰＳ 在真核细胞过程中具有

许多重要作用ꎬ包括细胞周期进程、应激反应、信号转导、ＤＮＡ 修复、调控转录因子活性和膜转运等[１６] . 超

过 ８０％的蛋白质被 ＵＰＳ 降解ꎬＵＰＳ 已经成为调节各种细胞过程的重要参与者[１７] . ＵＰＳ 在许多人类疾病如

癌症和神经退行性疾病的发病机制中起着关键作用[１８] . ＳＭＵＲＦ２ 属于 ＨＥＣＴ 家族 Ｅ３ 泛素连接酶ꎬ拥有广

泛的底物ꎬ参与多条信号通路. 首先利用 ＰＲＯＴＥＩＮＡＴＬＡＳ 网站对 ＴＣＧＡ(ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ ｇｅｎｏｍｅ ａｔｌａｓ)数据库中

不同正常组织及肿瘤组织中 ＳＭＵＲＦ２ 的蛋白水平进行分析ꎬ如图 １ＡꎬＢ 所示ꎬ结果显示 ＳＭＵＲＦ２ 蛋白在前

列腺正常组织和肿瘤组织中表达存在差异:在前列腺正常组织中未能检测到 ＳＭＵＲＦ２ 蛋白的表达ꎬ但在

部分前列腺肿瘤患者中却能够检测到 ＳＭＵＲＦ２ 蛋白的表达.
２.２　 ＳＭＵＲＦ２ 表达质粒的构建

提取 ＤＵ１４５ 细胞总 ＲＮＡꎬ反转录为 ｃＤＮＡꎬ以其为模板ꎬ加入设计好的 ＳＭＵＲＦ２ 引物ꎬＰＣＲ 扩增后ꎬ经
琼脂糖凝胶电泳鉴定ꎬ在 ２ ０００ ｂｐ~３ ０００ ｂｐ 有一条目的条带ꎬ与理论值(约 ２ ２４７ ｂｐ)相符ꎬ结果如图 ２Ａ
所示ꎬ序列分析显示为正确的 ＳＭＵＲＦ２ 基因. 将目的基因片段与 ｐｃＤＮＡ３.１ 质粒载体进行双酶切连接后ꎬ
连接产物转化大肠杆菌 Ｔｏｐ１０ 感受态细胞ꎬ氨苄抗生素 ＬＢ 培养平板初筛阳性克隆ꎬ菌落 ＰＣＲ 进一步鉴定
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董佳杰ꎬ等:ＳＭＵＲＦ２ 在前列腺癌细胞中调节 ＳＴＡＴ１ 的泛素化并促进 ＥＭＴ

图 １　 不同正常组织和肿瘤组织中 ＳＭＵＲＦ２ 表达水平

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＭＵＲＦ２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

图 ２　 ＳＭＵＲＦ２ 表达质粒的构建

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＭＵＲＦ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ
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阳性克隆(图 ２Ｂ). 将阳性克隆菌落进行小量扩大培养后ꎬ提取质粒ꎬ进行单双酶切验证ꎬ如图 ２Ｃ 所示. 至

此初步鉴定质粒构建成功ꎬ并命名为 ｐｃＤＮＡ３.１(＋)￣ＳＭＵＲＦ２(图 ２Ｄ).
２.３　 ＳＭＵＲＦ２ 在前列腺癌细胞系中高表达

接下来ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 在前列腺(癌)细胞 ＷＰＭＹ￣１、ＢＰＨ１、ＰＣ￣３、ＤＵ１４５、２２Ｒｖ１、
ＬＮＣａＰ 中ꎬ检测 ＳＭＵＲＦ２ 的表达. 当细胞密度到 ８０％时ꎬ提取细胞的总 ＲＮＡ 和总蛋白ꎬ图 ８ＡꎬＢ 所示为

ＳＭＵＲＦ２ 在 ６ 种细胞中 ｍＲＮＡ 和蛋白水平的表达情况. 从结果中可以看出ꎬ在 ６ 种细胞的蛋白水平上ꎬ正
常前列腺细胞 ＷＰＭＹ￣１ 中 ＳＭＵＲＦ２ 表达量最低ꎬ其中 ＰＣ￣３ 和 ＤＵ１４５ 细胞中 ＳＭＵＲＦ２ 蛋白的表达水平最

高ꎬｍＲＮＡ 水平与蛋白水平基本一致ꎬ图 １Ｃ 为 ＳＭＵＲＦ２ 蛋白水平的灰度分析结果. 通过网站和数据库分

析 ＳＭＵＲＦ２ 可能是 ＳＴＡＴ１ 的 Ｅ３ 泛素连接酶ꎬ因此ꎬ想进一步探究二者的关系. 在 ＰＣ￣３、ＤＵ１４５、ＷＰＭＹ￣１、
２２Ｒｖ１ 细胞中过表达 ＳＭＵＲＦ２ꎬ检测对 ＳＴＡＴ１ 蛋白的影响ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示过表达 ＳＭＵＲＦ２ 后

ＳＴＡＴ１ 蛋白水平降低ꎬ如图 １Ｄ 所示.

图 ３　 ＳＭＵＲＦ２ 在前列腺癌细胞系中高表达

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＳＭＵＲＦ２ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｈｉｇｈｌｙ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ

２.４　 ＳＭＵＲＦ２ 和 ＳＴＡＴ１ 共定位及相互作用

为进一步探究 ＳＭＵＲＦ２ 是否作为 ＳＴＡＴ１ 的 Ｅ３ 泛素连接酶在前列腺癌细胞中发挥作用ꎬ接下来通过

免疫荧光实验ꎬ如图 ４Ａ 所示ꎬ检测到二者在 ＰＣ￣３ 细胞核和细胞质中都有表达ꎬ并且存在共定位. 又通过

在 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞中外源过表达 ＳＭＵＲＦ２ 和 ＳＴＡＴ１ꎬ如图 ４Ｂ 所示ꎬ发现用 ＦＬＡＧ 的抗体可以检测到

ＳＭＵＲＦ２ 蛋白ꎬ说明这两种蛋白能够相互作用.
２.５　 ＳＭＵＲＦ２ 调节 ＳＴＡＴ１ 泛素化和 ＥＭＴ 相关蛋白

ＳＭＵＲＦ２ 作为 Ｅ３ 泛素连接酶ꎬ在前列腺癌细胞中可以降解 ＳＴＡＴ１ 蛋白ꎬ但是不影响 ＳＴＡＴ１ ｍＲＮＡ 水

平ꎬ结果如图 ５Ａ 所示. 于是进一步研究 ＳＭＵＲＦ２ 对 ＳＴＡＴ１ 蛋白泛素化水平的影响. 通过蛋白酶体抑制剂

(ＭＧ１３２)处理或与过表达 ＳＭＵＲＦ２ 共处理 ＰＣ￣３ 细胞 ８ ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果如图 ５Ｂ 所示ꎬ在 ＭＧ１３２ 与

过表达 ＳＭＵＲＦ２ 共处理组中 ＳＴＡＴ１ 蛋白的泛素化水平要明显高于 ＭＧ１３２ 单独处理组ꎬ并且检测到二者

存在相互作用.
有研究报道在肺癌细胞中ꎬＩＬ￣２７ 激活 ＳＴＡＴ１ 信号通路抑制 ＳＴＡＴ３ 过表达ꎬＳＴＡＴ１ 激活抑制 ＥＭＴ 标

志蛋白 ＳｌｕｇꎬＶｉｍｅｎｔｉｎꎬＮ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达[１９] . ＳＴＡＴ１ 激活后进入核内ꎬ结合在 Ｓｌｕｇ 的启动子上ꎬ抑制 Ｓｌｕｇ 的

表达[２０] . ＳＴＡＴ１ 与 ＥＭＴ 相关ꎬ研究发现 ＳＭＵＲＦ２ 可以降解 ＳＴＡＴ１ 蛋白ꎬ接着进一步检测了 ＥＭＴ 相关蛋白

(图 ５Ｃ)ꎬ结果显示 ＰＣ￣３ 细胞中 ＥＭＴ 标志蛋白相对于对照组ꎬＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达量明显降低ꎬ而
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董佳杰ꎬ等:ＳＭＵＲＦ２ 在前列腺癌细胞中调节 ＳＴＡＴ１ 的泛素化并促进 ＥＭＴ

Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｌｕｇ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 等蛋白表达量明显升高.

图 ４　 ＳＭＵＲＦ２ 和 ＳＴＡＴ１ 共定位及相互作用

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＭＵＲＦ２ ａｎｄ ＳＴＡＴ１

图 ５　 ＳＭＵＲＦ２ 调节 ＳＴＡＴ１ 泛素化和 ＥＭＴ 相关蛋白

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＭＵＲＦ２ ｔｏ ＳＴＡＴ１ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ＥＭＴ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

３　 结论

ＳＭＵＲＦ２ 属于 ＨＥＣＴ 家族 Ｅ３ 泛素连接酶ꎬ拥有广泛的底物ꎬ参与多条信号通路ꎬ在不同癌症中发挥不

同的作用ꎬ但在前列腺癌中的功能尚不明确. 本研究通过数据库分析得知 ＳＭＵＲＦ２ 蛋白在前列腺正常组

织和前列腺癌组织中表达情况存在差异ꎬ并进一步在 ｍＲＮＡ 水平及蛋白水平证实了 ＳＭＵＲＦ２ 在前列腺癌

细胞中高表达. 通过免疫荧光实验观察到 ＳＭＵＲＦ２ 与 ＳＴＡＴ１ 蛋白在前列腺癌细胞中存在共定位ꎬ又通过

Ｃｏ￣ＩＰ 实验和泛素化检测实验证明 ＳＭＵＲＦ２ 在前列腺癌细胞中可以增强 ＳＴＡＴ１ 的泛素化水平从而降解

ＳＴＡＴ１ 蛋白. 有文献报道 ＳＴＡＴ１ 蛋白激活会抑制癌细胞 ＥＭＴ 的发生ꎬ研究进一步检测了 ＥＭＴ 相关蛋白ꎬ
发现过表达 ＳＭＵＲＦ２ 会增强前列腺癌细胞发生 ＥＭＴ. 但 ＳＭＵＲＦ２ 是否作为 ＳＴＡＴ１ 的 Ｅ３ 泛素连接酶在癌

症中发挥作用及 ＳＭＵＲＦ２ 对前列腺癌细胞功能的影响还需要实验进一步验证. 本研究为探究前列腺癌发

生发展提供相关分子机制ꎬ同时也为前列腺癌的靶向治疗提供了相关的理论依据.
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