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ＮＣＡＰＤ３ 激活 ＡＫＴ￣ＦＯＸＯ 信号通路

抑制前列腺癌细胞的凋亡

贺稳政ꎬ吴庆新ꎬ刘　 平

(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] 　 ＮＣＡＰＤ３(ｎｏｎ￣ＳＭＣ ｃｏｎｄｅｎｓｉｎ ＩＩ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｄ３)是 ｃｏｎｄｅｎｓｉｎ ＩＩ 复合物的亚基ꎬ其在细胞中的主要功

能是调控有丝分裂时期染色质的凝缩和稳定ꎬ在前列腺癌中 ＮＣＡＰＤ３ 还发挥促癌的作用. 本研究探讨 ＮＣＡＰＤ３
促进前列腺癌发生发展的分子机制. 首先ꎬ利用数据库分析 ＮＣＡＰＤ３ 在不同癌症的表达差异ꎬ再选取前列腺正

常细胞和多种前列腺癌细胞为实验材料ꎬ检测 ｐ￣ＡＫＴ 和 ＮＣＡＰＤ３ 的表达. 其次ꎬ分别在 ＬＮＣａＰ 中用 ｓｉＲＮＡ 敲低

ＮＣＡＰＤ３ 和 ＤＵ１４５ 中过表达 ＮＣＡＰＤ３ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＫＴ(Ｔｈｒ３０８ 和 Ｓｅｒ４７３)的磷酸化水平ꎬＦＯＸＯ１ / ３Ａ 以及

下游凋亡相关因子的表达水平ꎬ辅以流式细胞仪检测前列腺癌细胞凋亡情况. 结果表明ꎬＮＣＡＰＤ３ 在前列腺癌中

高表达ꎬＮＣＡＰＤ３ 通过磷酸化激活 ＡＫＴꎬ进而调控 ＦＯＸＯ１ 和 ＦＯＸＯ３Ａ 的转录活性ꎬ抑制前列腺癌细胞发生凋亡

作用ꎬ有利于癌细胞的生长ꎻ最终导致前列腺癌的恶性进展. 本研究发现 ＮＣＡＰＤ３ 在前列腺癌中作为促癌基因ꎬ
可能成为前列腺癌的一个新的临床诊断和治疗的靶基因.
[关键词] 　 前列腺癌ꎬ细胞凋亡ꎬＮＣＡＰＤ３ꎬＡＫＴꎬＦＯＸＯ１ / ３Ａ
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前列腺癌(ＰＣａ)在世界范围内是仅次于肺癌的第二大最常见的男性癌症ꎬ是癌症死亡的主要原因之

一[１] . ＰＣａ 是一种常见的疾病ꎬ平均每七个北美男性中就有一人会受到前列腺癌症的影响[２] . 随着预期寿

命的增加ꎬ老年前列腺癌患者的数量逐年增加[３] . 近年来ꎬ尽管前列腺癌的基础研究和临床应用水平不断
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提高ꎬ但前列腺癌的治疗效果仍不理想.
凝缩蛋白(ｃｏｎｄｅｎｓｉｎ)复合物在细胞中的主要功能是调控有丝分裂时期染色质的凝缩和稳定[４] . 凝缩蛋

白复合物以 ＳＭＣ(ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ)为核心亚单位显示出高度特征性的棒状结构ꎬ并通过

主动机制组织大规模的染色体组装[５] . 凝缩蛋白复合物对于生命的正常繁衍必不可少[６] . 大多数真核生物有

两种凝缩蛋白复合物:凝缩蛋白复合物 Ｉ 和 ＩＩ. ＮＣＡＰＤ３(ｎｏｎ￣ＳＭＣ ｃｏｎｄｅｎｓｉｎ ＩＩ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｄ３)是 ｃｏｎｄｅｎ￣
ｓｉｎ ＩＩ 的亚基ꎬ在真核细胞有丝分裂过程中起关键作用[７] . 当 ＮＣＡＰＤ３ 功能异常时ꎬ染色体结构会发生异常ꎬ
导致有丝分裂细胞异常[８] . 而 ＮＣＡＰＤ３ 的突变会引起小头症ꎬ说明有丝分裂染色体浓缩是确保哺乳动物大脑

皮层大小的关键过程[９] . 有研究表明 ＮＣＡＰＤ３ 可能通过激活 ＩＫＫ / ＮＦ￣κＢ 通路刺激炎症因子 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和

ＴＮＦ￣α 的分泌ꎬ从而促进炎症的进展[８] . 在胰腺导管腺癌中ꎬＮＣＡＰＤ３ 可以作为一个新的预后预测因子[１０] .
丝氨酸 /苏氨酸激酶 ＡＫＴꎬ也称为蛋白激酶 Ｂ(ＰＫＢ)ꎬ作为 ＰＩ３Ｋ 的直接下游靶标ꎬＡＫＴ 在细胞增殖、

分化、凋亡及迁移中充当重要的角色. ＡＫＴ 的典型底物之一是 ＦＯＸＯ 转录因子家族的 ＦＯＸＯ１ 和

ＦＯＸＯ３Ａ. ＦＯＸＯｓ 作为转录因子ꎬ主要在核中调控凋亡相关因子的表达ꎬ如 ＦａｓＬ、Ｂｉｍ 等. ＦａｓＬ 引发外源性

途径的细胞凋亡ꎬ而 Ｂｉｍ 引发线粒体依赖性途径的细胞凋亡[１１] . ＡＫＴ 磷酸化 ＦＯＸＯｓ 的丝氨酸 /苏氨酸残

基ꎬ如 ＦＯＸＯ１ 的 Ｓｅｒ２５６ 位点、ＦＯＸＯ３Ａ 的 Ｓｅｒ２５３ 位点[１２]ꎬ磷酸化的 ＦＯＸＯｓ 与伴侣蛋白 １４－３－３ 结合ꎬ从
细胞核转移到细胞质且失去转录活性[１３] . 此外ꎬＡＫＴ 还通过调控 ＦＯＸＯｓ 影响细胞的诸多功能ꎬ包括细胞

分化、细胞增殖、ＤＮＡ 损伤和修复及氧化应激等.
本实验室前期实验结果发现ꎬＮＣＡＰＤ３ 在前列腺癌的发展中发挥促癌的作用. 但是ꎬＮＣＡＰＤ３ 在前列

腺癌中发挥功能的分子机制尚未见报道. 本实验 ＮＣＡＰＤ３ 在前列腺癌中作为一种促癌因子抑制细胞凋亡

的机制ꎬ为前列腺癌分子病因学的进一步完善提供实验依据ꎬ也为未来治疗前列腺癌提供新的药物靶点.

１　 材料和方法

１.１　 实验材料

ＮＣＡＰＤ３ 表达质粒(ｐｃＤＮＡ３.１ / ＮＣＡＰＤ３)由本实验室构建并保存ꎻ小干扰 ＲＮＡ(ｓｉＮＣＡＰＤ３)购自通用

生物ꎻＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自上海捷瑞生物公司ꎻ蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ 购自赛默飞公司ꎻＥＣＬ 试剂购自 Ｔａｎｏｎ 公司ꎻ细
胞凋亡试剂盒购自凯基生物ꎻ质粒小提试剂盒购自天根生物有限公司ꎻＦＯＸＯ１、ｐ￣ＦＯＸＯ３Ａ(Ｓ２５３)、Ｆａｓｌ 抗
体均购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司ꎻｐ￣ＡＫＴ( Ｓ４７３) 抗体购自 ＣＳＴ 公司ꎻＮＣＡＰＤ３、ＡＫＴ、ｐ￣ＦＯＸＯ１( Ｓ２５６)、ＦＯＸＯ３Ａ、
ＢＣＬ￣２ 抗体均购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ、ｐ￣ＡＫＴ(Ｔ３０８)抗体均购自 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司ꎻ胰蛋白酶、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ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ® ２０００ 转染试剂购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ实验所用细胞正常前列腺基质细胞 ＷＰＭＹ￣１、前列腺增生细胞 ＢＰＨ￣１、前列腺癌细胞

ＰＣ￣３、ＤＵ１４５、ＣＷＲ２２ＲＶ１ 和 ＬＮＣａＰ 购自中国科学院上海细胞库.
１.２　 实验方法

１.２.１　 细胞培养及细胞传代

正常前列腺基质细胞 ＷＰＭＹ￣１、前列腺增生细胞 ＢＰＨ￣１、前列腺癌细胞 ＰＣ￣３、ＤＵ１４５、ＣＷＲ２２ＲＶ１ 和

ＬＮＣａＰ. 使用 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养基ꎬ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中进行培养. 培养适当时间后显微镜下观

察细胞形态和密度ꎬ确定细胞生长状况ꎬ待细胞密度生长至 ８０％左右ꎬ用 ０.２５％的胰蛋白酶消化ꎬ按合适比

例进行细胞传代.
１.２.２　 细胞转染

细胞密度长至 ８０％后胰酶消化细胞ꎬ进行细胞计数、铺板ꎬ待细胞密度达到 ６０％~７０％时进行转染ꎬ使
用无血清培养基分别按一定比例稀释实验相关质粒 ＤＮＡ 或 ｓｉＲＮＡꎬ混匀后ꎬ将 ｌｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅ ® ２０００ 试剂加

入到质粒 ＤＮＡ 或 ｓｉＲＮＡ 稀释液中ꎬ再次混匀后ꎬ室温静置 １５ ｍｉｎ~２０ ｍｉｎ. 然后在转染细胞中加入相应体

积无血清培养基ꎬ将转染复合物加至细胞培养基中孵育 ４ ｈ~６ ｈ 后更换为完全培养基ꎬ继续培养 ４８ ｈ.
１.２.３　 细胞总 ＲＮＡ 的提取

细胞转染 ４８ ｈ 后ꎬ吸去旧培养基后ꎬ加入预冷的 ＰＢＳ 洗 １ ~ ２ 次ꎻ向培养皿中加入 ４００ μＬ 预冷的

Ｔｒｉｚｏｌꎬ在冰上静置 ５ ｍｉｎ 后ꎬ用移液枪轻轻吹打ꎬ收集至 １.５ ｍＬ ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ＥＰ 管中ꎬ再次冰上静置 ５ ｍｉｎꎬ
—１９—
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按氯仿 / Ｔｒｉｚｏｌ ＝ １ ∶５ 体积加入氯仿ꎬ涡旋振荡 ３０ ｓꎬ充分混匀ꎬ冰上放置 ３ ｍｉｎꎻ随后 ４ ℃ １２ ０００ ｒｐｍ 离心

１２ ｍｉｎꎬ吸取含上层无色水相转移至新的 ＥＰ 管中ꎻ按异丙醇 / Ｔｒｉｚｏｌ ＝ １ ∶２ 体积加入异丙醇ꎬ轻轻颠倒混匀ꎬ
－２０ ℃放置 １ ｈꎻ４ ℃ １２ ０００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ沉淀可见于管底ꎻ沉淀中加入 １ ｍＬ ７５％乙醇溶液ꎬ
上下颠倒翻转ꎬ４ ℃ ７ ５００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎꎻ弃上清ꎬ室温开盖干燥 １０ ｍｉｎꎻ沉淀中加入 ２５ μＬ ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ 溶解沉淀ꎬ紫外分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度ꎬ随后置于－８０ ℃冰箱保存.
１.２.４　 细胞总蛋白提取与定量

细胞转染 ４８ ｈ 后ꎬ吸去旧培养基ꎬ加入预冷的 ＰＢＳ 洗 １ ~ ２ 次ꎻ每孔加入新配制 １２０ μＬ 细胞裂解液

(ＲＩＰＡ:ＰＭＳＦ:磷酸酶抑制剂＝ ９ ∶１ ∶０.１ꎬＶ / Ｖ)ꎻ静置 ２ ｍｉｎ 后将细胞刮下并将细胞裂解液收集至 １.５ ｍＬ 的

离心管中ꎬ冰上静置ꎬ每隔 １０ ｍｉｎ 涡旋一次ꎬ共 ４０ ｍｉｎꎬ使细胞充分裂解ꎻ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上

清ꎻＤＣ 法对上清样品进行总蛋白定量并将提取的细胞总蛋白、ｄｄＨ２Ｏ、５×ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 按一定比例混匀ꎬ
在 ９５ ℃的金属浴中煮样变性配制成上样液ꎬ置于－２０ ℃冰箱中保存待用.
１.２.５　 免疫印迹分析

根据蛋白定量的结果ꎬ每次上样取 ２０ μｇ 总蛋白样品进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ电泳结束后ꎬ将蛋白质转

移至 ＰＶＤＦ 膜上(转膜时间根据蛋白条带大小)ꎬ转膜结束后用新配制的 ５％脱脂奶粉的 ＰＢＳ 室温封闭

１ ｈꎻＰＢＳＴ 清洗 ３ 次后ꎬ４ ℃孵育一抗过夜ꎬ洗膜 ３ 次ꎬ室温孵育二抗 １ ｈꎻ孵育结束后ꎬＰＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎻ取适

量 ＥＣＬ 试剂 Ａ、Ｂ 液等体积混合后滴于 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ进行化学发光显影拍照ꎬ并对条带进行灰度分析.
１.２.６　 流式细胞术检测细胞凋亡

用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化细胞 ３ ｍｉｎꎬ弃去胰酶ꎬ加入新鲜培养基轻柔吹打ꎬ并转移至 １.５ ｍＬ 离心管

中ꎻ用 ＰＢＳ 洗涤细胞 １~２ 次(２０００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎ)ꎬ收集 １×１０５ ~５×１０５ 细胞ꎻ细胞沉淀中加入 ５００ μＬ 的

Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 轻柔悬浮ꎻ加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 混匀后ꎬ加入 ５ μＬ Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ Ｉｏｄｉｄｅꎬ混匀ꎻ室温、避光、
反应 ５ ｍｉｎ~１５ ｍｉｎ 后ꎬ进行流式细胞仪的检测和观察.
１.２.７　 数据库分析

利用 Ｔｈｅ￣Ｈｕｍａｎ￣Ｐｒｏｔｅｉｎ￣Ａｔｌａｓ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ.ｏｒｇ / )数据库的转录组学数据分析 ＮＣＡＰＤ３ 在

各种癌症组织样本中的表达水平ꎻ利用 ＧＥＰＩＡ 数据库对不同癌症以及相同癌症中相对于正常组织表达分

析(ｈｔｔｐ: / / ｇｅｐｉａ.ｃａｎｃｅｒ－ｐｋｕ.ｃｎ / ) .
１.２.８　 统计分析

使用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ 软件进行统计分析和作图ꎬ使用 ｔ检验( ｔ ｔｅｓｔ)分析数据以确定不同组之间的

显著性差异. ∗Ｐ<０.０５ꎻ∗∗Ｐ<０.０１ꎻ∗∗∗Ｐ<０.００１.

２　 结果与讨论

２.１　 前列腺癌组织样本中ꎬＮＣＡＰＤ３ 显著提高

有研究表明ꎬＮＣＡＰＤ３ 的异常表达与肿瘤的发生发展密切相关[１４] . 在前列腺癌中ꎬＮＣＡＰＤ３ 的表达与

前列腺癌根治术后肿瘤复发率有关[１５] . 利用 Ｔｈｅ￣Ｈｕｍａｎ￣Ｐｒｏｔｅｉｎ￣Ａｔｌａｓ 数据库的转录组学数据分析

ＮＣＡＰＤ３ 在各种癌症组织样本中的表达水平ꎬ分析显示在前列腺癌组织样本中ꎬＮＣＡＰＤ３ 的表达水平显著

高于其他类型的癌症组织样本(如图 １Ａ 所示). 此外ꎬ利用 ＧＥＰＩＡ 数据库的转录组学数据进行分析ꎬ结果

表明 ＮＣＡＰＤ３ 在前列腺癌组织样本中的表达水平显著高于正常前列腺组织样本(如图 １Ｂ 所示).
２.２　 前列腺癌细胞中ꎬＮＣＡＰＤ３ 促进 ＡＫＴ 的磷酸化

ＡＫＴ 及其下游相关信号通路的异常激活会显著促进前列腺癌的发展进程[１６] . 为探究在前列腺癌细胞中

ＮＣＡＰＤ３ 与 ＡＫＴ 激活之间的相关性ꎬ选取正常前列腺基质永生化细胞 ＷＰＭＹ￣１、前列腺增生细胞 ＢＰＨ￣１ 以

及 ４ 种前列腺癌细胞 ＰＣ￣３、ＤＵ１４５、２２ＲＶ１ 和 ＬＮＣａＰꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测 ＮＣＡＰＤ３ 在各种细胞

中 ｍＲＮＡ 水平和蛋白水平ꎬｐ￣ＡＫＴ(Ｓｅｒ４７３)的蛋白磷酸化水平. 结果显示 ＮＣＡＰＤ３ 在前列腺癌细胞中的表达

水平(包括 ｍＲＮＡ 水平和蛋白水平)明显高于正常前列腺细胞和前列腺增生细胞ꎻｐ￣ＡＫＴ(Ｓｅｒ４７３)磷酸化水

平在前列腺癌细胞表达上升(图 ２Ａ、Ｂ). 进一步在前列腺癌细胞 ＤＵ１４５ 和 ＬＮＣａＰ 中过表达或敲低 ＮＣＡＰＤ３ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测 ＡＫＴ(Ｔｈｒ３０８ 和 Ｓｅｒ４７３)的磷酸化水平和总 ＡＫＴ 蛋白水平ꎬ发现 ＤＵ１４５ 细胞中过表达

ＮＣＡＰＤ３ 后ꎬＡＫＴ 的磷酸化水平上升ꎻ反之ꎬ在 ＬＮＣａＰ 中使用 ｓｉＮＣＡＰＤ３ 敲低 ＮＣＡＰＤ３ 后ꎬＡＫＴ 的磷酸化水平

—２９—
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贺稳政ꎬ等:ＮＣＡＰＤ３ 激活 ＡＫＴ￣ＦＯＸＯ 信号通路抑制前列腺癌细胞的凋亡

下调ꎻ而 ＡＫＴ 总蛋白水平没有明显变化(图 ２Ｃ、Ｄ). 以上结果表明 ＮＣＡＰＤ３ 促进 ＡＫＴ 的磷酸化修饰.

　 　 Ａ:Ｔｈｅ￣Ｈｕｍａｎ￣Ｐｒｏｔｅｉｎ￣Ａｔｌａｓ 数据库分析 ＮＣＡＰＤ３ 在各大癌症中的表达差异ꎻＢ:ＧＥＰＩＡ 数据库分析 ＮＣＡＰＤ３
在前列腺癌和正常组织中的表达差异.

图 １　 不同癌症及正常组织 ＮＣＡＰＤ３ 表达水平

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＡＣＰＤ３ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｎｃｅｒｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ

　 　 Ａ:ＮＣＡＰＤ３ 在 ６ 种前列腺细胞系中的 ｍＲＮＡ 水平ꎻＢ:ＮＣＡＰＤ３ 在 ６ 种前列腺癌细胞系中的蛋白水平ꎻＣ:ＤＵ１４５、ＬＮＣａＰ
细胞分别过表达或敲低 ＮＣＡＰＤ３ 后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＮＣＡＰＤ３ 、ＡＫＴ、ｐ￣ＡＫＴ(Ｓ４７３)、ｐ￣ＡＫＴ(Ｔ３０８)的蛋白水平ꎻＤ:图 Ｃ 蛋

白条带灰度分析结果. ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎬｎｓ 是无显著性差异.
图 ２　 前列腺癌细胞中 ＮＣＡＰＤ３ 的表达对 ＡＫＴ 磷酸化的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮＣＡＰＤ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ Ａｋｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

２.３　 ＮＣＡＰＤ３ 促进 ＦＯＸＯ１ 和 ＦＯＸＯ３Ａ 的磷酸化

在前列腺癌细胞中ꎬＡＫＴ 下游靶基因 ＦＯＸＯ１ 和 ＦＯＸＯ３Ａ 转录因子在癌细胞的凋亡、代谢、周期阻滞

以及免疫调节中起着关键作用[１７－１８] . 为探究 ＮＣＡＰＤ３ 是否能调控 ＦＯＸＯ１ 和 ＦＯＸＯ３Ａ 活性ꎬ进而影响前

列腺癌细胞的凋亡ꎬ分别在 ＬＮＣａＰ 中 ｓｉＲＮＡ 敲低 ＮＣＡＰＤ３ 和 ＤＵ１４５ 中过表达 ＮＣＡＰＤ３ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

相关蛋白水平ꎬ结果如图 ３ 所示. 在 ＤＵ１４５ 中过表达 ＮＣＡＰＤ３ 后ꎬＦＯＸＯ１(Ｓ２５６)和 ＦＯＸＯ３Ａ(Ｓ２５３)的磷

酸化水平明显上调ꎻ敲低 ＮＣＡＰＤ３ 的 ＬＮＣａＰ 细胞中ꎬＦＯＸＯ１(Ｓ２５６)和 ＦＯＸＯ３Ａ(Ｓ２５３)的磷酸化水平明显

下降(图 ３Ａ). 进一步检测 ＦＯＸＯ１ 和 ＦＯＸＯ３Ａ 下游凋亡相关因子的水平ꎬ结果发现在 ＤＵ１４５ 中过表达

ＮＣＡＰＤ３ 后ꎬ凋亡相关因子 ＦａｓＬ 的蛋白水平下降ꎬ而抗凋亡蛋白 ＢＣＬ￣２ 的蛋白水平明显升高ꎻ敲低

ＮＣＡＰＤ３ 的 ＬＮＣａＰ 细胞中ꎬ则结果恰好相反(图 ３Ａ). 以上结果表明ꎬＮＣＡＰＤ３ 促进 ＦＯＸＯ１、ＦＯＸＯ３Ａ 相应

位点的磷酸化ꎬ而文献报道 ＦＯＸＯ１(Ｓ２５６)和 ＦＯＸＯ３Ａ(Ｓ２５３)的磷酸化会促进其蛋白质出核ꎬ进而使其转

录活性降低ꎬ最终抑制前列腺癌细胞发生凋亡.

—３９—
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　 　 Ａ:ＤＵ１４５、ＬＮＣａＰ 细胞分别转染 ＮＣＡＰＤ３ 质粒、ＮＣＡＰＤ３ ｓｉＲＮＡꎬ４８ ｈ 后提取细胞总蛋白ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

ＮＣＡＰＤ３、ＦＯＸＯ１、ｐ￣ＦＯＸＯ１(Ｓｅｒ ２５６)、ＦＯＸＯ３Ａ、ｐ￣ＦＯＸＯ３Ａ(Ｓｅｒ ２５３)、ＦａｓＬ、ＢＣＬ￣２ 的表达情况ꎻＢ:图 Ａ 蛋白条带灰

度分析结果ꎻ∗Ｐ<０.０５ꎻ∗∗Ｐ<０.０１ꎻｎｓ 是无显著性差异.
图 ３　 ＮＣＡＰＤ３ 通过磷酸化 ＦＯＸＯ１ 和 ＦＯＸＯ３Ａ 降低其转录活性ꎬ进而抑制前列腺癌细胞发生凋亡

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＮＣＡＰＤ３ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＦＯＸＯ１ ａｎｄ ＦＯＸＯ３Ａ

　 　 Ａ:ＬＮＣａＰ 细胞转染 ＮＣＡＰＤ３ ｓｉＲＮＡꎬ４８ ｈ 后收集细胞用流式细胞仪分析细胞凋亡情况ꎻＢ:图 Ａ 中凋亡细胞比例统计分析结

果ꎻ∗∗∗Ｐ<０.００１.
图 ４　 敲低 ＮＣＡＰＤ３ 促进前列腺癌细胞发生凋亡

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＮＣＡＰＤ３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

２.４　 敲低 ＮＣＡＰＤ３ 促进前列腺癌细胞发生细胞凋亡

由于在野生型前列腺癌细胞中的凋亡率就极低ꎬ因此即使过表达 ＮＣＡＰＤ３ 也难以再明显降低前列腺癌

细胞的凋亡比率. 为此ꎬ本研究在高表达 ＮＣＡＰＤ３ 的 ＬＮＣａＰ 细胞中用 ｓｉＲＮＡ 敲低 ＮＣＡＰＤ３ꎬ检测细胞凋亡情

况ꎬ以此证明 ＮＣＡＰＤ３ 的敲低可以促进前列腺癌细胞发生凋亡ꎬ进而证明 ＮＣＡＰＤ３ 可以抑制前列腺癌细胞的

凋亡作用. ＬＮＣａＰ 细胞用 ｓｉＲＮＡ 敲除 ＮＣＡＰＤ３ ４８ ｈ 后ꎬ收集细胞进行流式细胞术检测细胞凋亡情况ꎬ结果如

图 ４ 所示. 在敲低 ＮＣＡＰＤ３ 后ꎬ前列腺癌细胞 ＬＮＣａＰ 的凋亡细胞数目增加ꎬ凋亡细胞比例升高.
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贺稳政ꎬ等:ＮＣＡＰＤ３ 激活 ＡＫＴ￣ＦＯＸＯ 信号通路抑制前列腺癌细胞的凋亡

３　 结论

ＮＣＡＰＤ３ 作为凝缩蛋白复合物 ＩＩ 的一个亚基ꎬ在细胞的有丝分裂中起到重要的作用ꎬ但是有关

ＮＣＡＰＤ３ 与前列腺癌的相关性及其分子机制尚未见报道. ＡＫＴ 信号通路是癌症研究中众所关注的重点ꎬ
ＡＫＴ 信号通路能够调控各种不同的细胞功能ꎬ如代谢、生长、增殖、迁移、转录以及蛋白质合成[１９] . 而在癌

症中ꎬ由于该信号通路的异常激活ꎬ使得这些细胞功能往往处于失调状态. 因此ꎬ在大部分的癌症中ꎬＡＫＴ
通路是被异常激活的. 大量文献报道ꎬＡＫＴ 通路在前列腺癌被异常磷酸化而激活ꎬ并在前列腺癌的发生、
发展中发挥重要的作用[２０] . 本研究通过数据库相关数据分析相对于其他癌症ꎬＮＣＡＰＤ３ 在前列腺癌中表

达更加显著ꎬ并且比较前列腺正常组织与癌症组织中 ＮＣＡＰＤ３ 的表达情况ꎬ可以发现 ＮＣＡＰＤ３ 的表达水

平在前列腺癌组织中明显高于正常组织ꎬ说明 ＮＣＡＰＤ３ 在前列腺癌中是异常高表达的. 通过蛋白质免疫

印迹实验证明 ＮＣＡＰＤ３ 在前列腺癌中可以促进 ＡＫＴ 的磷酸化ꎬＡＫＴ 被磷酸化激活后ꎬ一方面可以进一步

激活下游相关促癌分子信号通路ꎬ促进前列腺癌细胞的生长、增殖和转移ꎻ另一方面ꎬＮＣＡＰＤ３ 通过促进转

录因子 ＦＯＸＯ１ 和 ＦＯＸＯ３Ａ 的磷酸化ꎬ促使其从细胞核转移到细胞质中ꎬ抑制 ＦＯＸＯ１ 和 ＦＯＸＯ３Ａ 引起的

细胞凋亡相关的蛋白因子(如 ＦａｓＬ 和 Ｂｃｌ￣２ 等)的表达ꎬ抑制前列腺癌细胞发生凋亡.
有文献报道ꎬ在小鼠结直肠癌中ꎬＮＣＡＰＤ３ 高表达导致染色体不稳定ꎬ进而促进结直肠癌的进展[２１]ꎻ

在胰腺癌中ꎬＮＣＡＰＤ３ 可以作为临床患者的预后因子[２２] . 这些结果均表明 ＮＣＡＰＤ３ 在癌症的发生发展中

可能发挥促癌的作用. 在本实验中ꎬ首次发现 ＮＣＡＰＤ３ 通过激活 ＡＫＴ 信号通路促进前列腺癌的恶性进

展. ＮＣＡＰＤ３ 可以调节 ＡＫＴ 磷酸化修饰ꎬ但 ＮＣＡＰＤ３ 是染色质凝缩蛋白复合物 ＩＩ 的一个亚基ꎬ又是如何

调节 ＡＫＴ 磷酸化修饰水平的呢? ＡＫＴ 经典的上游磷酸化激酶是 ＰＩ３Ｋꎬ那么ꎬＮＣＡＰＤ３ 是否是通过激活

ＰＩ３Ｋꎬ进而磷酸化激活 ＡＫＴ 的呢? 其中具体的分子机制需要进一步探究.
本实验首次发现 ＮＣＡＰＤ３ 通过磷酸化激活 ＡＫＴꎬ进而激活 ＡＫＴ 下游一系列促进前列腺癌细胞生长、

增殖的信号通路ꎬ促进前列腺癌的发生发展ꎻ同时ꎬ磷酸化激活的 ＡＫＴ 通过调控 ＦＯＸＯ１ 和 ＦＯＸＯ３Ａ 的转

录活性ꎬ抑制前列腺癌细胞发生凋亡作用ꎬ有利于癌细胞的生长ꎻ最终导致促进前列腺癌的总效应. 可见ꎬ
ＮＣＡＰＤ３ 在前列腺癌中是一个促癌基因ꎬ有可能成为前列腺癌的一个新的临床诊断和治疗的靶基因.
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