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ＮＣＡＰＤ３ 通过 ＥＺＨ２ 促进前列腺癌发生发展

刘倩梅ꎬ柯　 敏ꎬ何馨媛ꎬ景作磊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)是凝缩蛋白复合物 ＩＩ的非 ＳＭＣ亚基之一ꎬ能够发挥

调节染色质凝缩和分离的功能ꎬ在不同类型癌症中发挥促癌作用. 本研究探讨了 ＮＣＡＰＤ３ 通过调节 ＥＺＨ２
(ｅｎｈａｎｃｅｒ ｏｆ ｚｅｓｔｅ ２ ｐｏｌｙｃｏｍｂ ｒｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ２ ｓｕｂｕｎｉｔ)蛋白的表达来促进前列腺癌的发生发展. 首先ꎬ通过数据

库分析 ＮＣＡＰＤ３和 ＥＺＨ２在前列腺正常组织与肿瘤组织间的差异表达. 然后ꎬ选取前列腺癌细胞和临床组织样本

为实验材料ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＩＨＣ 等实验检测 ＮＣＡＰＤ３ 和 ＥＺＨ２ 在前列腺癌中的表达水平ꎬ发现 ＮＣＡＰＤ３ 和

ＥＺＨ２均在前列腺癌细胞及前列腺癌临床组织样本中高表达. 在过表达或敲低 ＮＣＡＰＤ３的细胞中ꎬ发现 ＥＺＨ２的蛋

白和 ｍＲＮＡ水平都相应地上升或下降ꎬ表明 ＮＣＡＰＤ３可以在转录水平调节 ＥＺＨ２的表达. 最后ꎬ过表达或敲低 ＡＲ
(ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ)ꎬ发现 ＮＣＡＰＤ３和 ＥＺＨ２蛋白水平相应地上升或下降ꎬ提示前列腺癌中存在 ＡＲ￣ＮＣＡＰＤ３￣ＥＺＨ２
信号通路.
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前列腺癌(ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒꎬＰＣａ)是男性中最常见的非皮肤型恶性肿瘤[１]ꎬ严重威胁男性生命健康. 据
美国癌症协会统计ꎬ前列腺癌已经成为导致美国男性癌症死亡的第二大病因[２] . 就中国癌症情况分析ꎬ
２０２０年前列腺癌新发病例 １２万ꎬ虽明显低于欧美国家ꎬ但随着高龄人口的增多、生活和饮食习惯的改变ꎬ
前列腺癌发病率和死亡率呈明显上升趋势[３] .

ＮＣＡＰＤ３定位于 １１ｑ２５ꎬ包含 ３７个外显子序列ꎬ全长共 １ ４９８ 个氨基酸ꎬ有 ４ 个 ＨＥＡＴ 重复结构域和

一个 ｃｏｉｌｅｄ￣ｃｏｉｌ结构域[４]ꎬ是凝缩蛋白复合物 ＩＩ(Ｃｏｎｄｅｎｓｉｎ ＩＩ)的非 ＳＭＣ 调节亚基之一ꎬ在细胞有丝分裂
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过程中扮演了重要的角色ꎬ主要负责染色体的凝缩和分离. ＮＣＡＰＤ３ 的功能异常可能导致染色体凝缩中

断ꎬ并导致分离错误. 研究发现ꎬ当 ＮＣＡＰＤ３ 缺失后ꎬ细胞核的结构和大小都会发生很大改变[５]ꎻ果蝇中

ＮＣＡＰＤ３发生突变ꎬ会导致染色体凝缩和分离存在缺陷[６]ꎬ不能形成离散的染色体区域[７] . 此外ꎬＮＣＡＰＤ３
与肿瘤的发生、发展也密切相关. 有报道称ꎬＮＣＡＰＤ３的表达与前列腺癌根治术后肿瘤复发有关ꎬ与肿瘤病

理分期、Ｇｌｅａｓｏｎ分级和术前 ＰＳＡ水平无关ꎬ提示 ＮＣＡＰＤ３是一个新的前列腺癌预后因子[８] .
ＥＺＨ２是多梳蛋白抑制复合物 ２(ｐｏｌｙｃｏｍｂ ｒｅｐｒｅｓｓｉｖｅ ｃｏｍｐｌｅｘ２ꎬＰＲＣ２)的核心成员ꎬ其生物学功能主要是

抑制靶基因的转录. 具体机制主要包括以下两种:第一种是 ＥＺＨ２发挥 Ｈ３Ｋ２７甲基转移酶活性[９]ꎬ第二种是

ＥＺＨ２与表观遗传修饰酶合作[１０] . 研究表明ꎬＥＺＨ２在多种恶性肿瘤中均高表达ꎬ典型的有前列腺癌、乳腺癌、
胃癌等. Ｍａｔｓｉｋａ等通过免疫组化对前列腺癌组织中的 ＥＺＨ２进行了染色ꎬ发现 ＥＺＨ２的表达与分化指数和淋

巴结的转移有关[１１]ꎻＥＺＨ２可以促进前列腺癌细胞的增殖和转移ꎬ且激素非依赖型前列腺癌中的 ＥＺＨ２蛋白

的表达要高于激素依赖型[１２]ꎬ因此 ＥＺＨ２可以作为前列腺癌诊断和预后的指标以及一个新的治疗靶点. 有关

ＮＣＡＰＤ３与 ＥＺＨ２的关系仍未见报道ꎬ本研究旨在探讨前列腺癌中 ＮＣＡＰＤ３对 ＥＺＨ２的影响.

１　 材料方法

１.１　 材料

ＲＰＭＩ １６４０培养基购自维森特生物技术(南京)有限公司ꎻ胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ胰蛋白酶

(Ｔｒｙｐｓｉｎ)购自索莱宝生物科技公司ꎻ质粒小提试剂盒购自天根生化科技有限公司ꎻ免疫组化试剂盒购自

博士得生物科技公司ꎻ预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｔｈｅｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎻ Ｔｒｉｚｏｌ、 Ｌｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅ ２０００ 购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司ꎻＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ(＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ)、ＳＹＢＲＥ ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＴＭ购自

南京诺唯赞生物有限公司ꎻＮＣＡＰＤ３、ＳＴＡＴ３、ＥＺＨ２ 抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ、ＡＲ 抗体、Ｃｙ３ 标记

的荧光二抗、ＦＩＴＣ标记的荧光二抗购自 ＡＢｃｌｏｎａｌ公司ꎻＥｎｚａｌｕｔａｍｉｄｅ购自 Ｓｉｇｍａ公司.
１.２　 实验方法

１.２.１　 临床样本和细胞系

收集江苏省中医院行机器人辅助腹腔镜前列腺癌切除术的前列腺癌组织及癌旁组织ꎬ所有患者均提

供书面知情同意书. 正常前列腺上皮细胞 ＷＰＭＹ￣１、良性增生前列腺细胞 ＢＰＨ￣１以及 ４ 种前列腺癌细胞

ＰＣ￣３、ＤＵ１４５、ＣＷＲ２２Ｒｖ１、ＬＮＣａＰ 购自中国科学院上海细胞库.
１.２.２　 细胞培养及传代

细胞培养使用含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养基ꎬ放置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培

养. 细胞传代时使用 ０.２５％的胰蛋白酶消化ꎬ３ ｄ~４ ｄ传代一次.
１.２.３　 细胞转染

细胞消化后计数种板ꎬ待细胞长至密度为 ７０％左右时ꎬ按质粒:ｌｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅ ２０００ ＝ ２ μｇ:３ μＬ 的比例

进行转染. 用 ＲＰＭＩ １６４０ 基础培养基分别稀释转染试剂 ｌｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅ ２０００ 和质粒 ＤＮＡꎬ轻轻混匀后静置

５ ｍｉｎꎬ然后将稀释后的质粒加入到稀释后的转染试剂中ꎬ再次轻轻混匀ꎬ静置 １８ ｍｉｎꎬ将上述混合物均匀

滴加在含 ＲＰＭＩ １６４０基础培养基的细胞中ꎬ培养箱中孵育 ６ ｈ 左右ꎬ更换为含 １０％胎牛血清的完全培养

基ꎬ继续培养 ４８ ｈ.
１.２.４　 蛋白免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)实验

按照 ＲＩＰＡ:ＰＭＳＦ:ｃｏｃｋｔａｉｌ ＝ ９ ∶１ ∶０.１的比例配制蛋白裂解液ꎬ将蛋白裂解液加入到细胞沉淀中ꎬ置于

冰上放置 ４０ ｍｉｎꎬ每隔 １０ ｍｉｎ涡旋一次ꎬ以充分裂解细胞. １２ ０００ ｒｐｍꎬ４ ℃离心 １８ ｍｉｎꎬ吸取上清ꎬ所得即

为蛋白. 用 ＤＣ 法对蛋白进行定量ꎬ取 ２０ μｇ 总蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳. 电泳结束后ꎬ将蛋白质转印至

ＰＶＤＦ膜上ꎬ用含 ５％脱脂奶粉的封闭液室温封闭 ９０ ｍｉｎꎻ封闭完成后用 １×ＰＢＳＴ清洗 ３ 次ꎬ一抗 ４ ℃孵育

过夜. 第二天用 １×ＰＢＳＴ清洗 ３次后ꎬ二抗室温孵育 ９０ ｍｉｎꎬ最后将 ＥＣＬ显影液滴加在 ＰＶＤＦ膜上ꎬ置于化

学发光显影仪中拍照.
１.２.５　 ＲＮＡ提取和实时定量 ＰＣＲ实验

用 Ｔｒｉｚｏｌ提取细胞的总 ＲＮＡꎬ用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ(＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ)试剂盒逆转录

１ μｇ总 ＲＮＡꎬ使用 ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ系统和 ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ染料进行实时定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ检测目的基因的
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ｍＲＮＡ表达水平.
１.２.６　 免疫组化( Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ)实验

肿瘤组织离体后尽快放入 ４％多聚甲醛中固定过夜ꎬ经梯度脱水后进行石蜡包埋和切片ꎻ切片依次进

行二甲苯脱蜡、梯度酒精复水、通透及封闭内源性过氧化物酶、微波高温抗原修复、血清封闭、一抗孵育、二
抗孵育、ＤＡＢ显色、苏木素复染、梯度酒精脱水、中性树脂封片ꎬ晾干ꎻ最后用倒置荧光显微镜观察并拍照.
１.２.７　 免疫荧光( Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ)实验

将细胞计数后接种到 １２孔板中ꎬ１×１０５ 个 /孔ꎻ转染处理 ４８ ｈ后ꎬ用 ４％的多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ０.１％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００室温通透 ２５ ｍｉｎꎬ３％ ＢＳＡ室温封闭 ３０ ｍｉｎꎬ４ ℃过夜孵育一抗ꎻＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ３７ ℃避光孵育

荧光二抗 １ ｈꎬ避光孵育 ＤＡＰＩ ５ ｍｉｎ染核ꎬ荧光显微镜下观察并拍照.
１.２.８　 统计分析

采用 ＳＰＳＳ １７.０软件对实验结果进行统计分析ꎬ使用 ｔ ｔｅｓｔ 分析实验数据ꎬ通过(Ｍｅａｎ±ＳＥＭ)来表示.
Ｐ<０.０５表示具有统计学意义ꎬ用∗表示ꎻＰ<０.０１ 表示差异显著ꎬ用∗∗表示ꎻＰ<０.００１ 表示差异极显著ꎬ用
∗∗∗ 表示. 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６.０和 ＰｈｏｔｏＳｈｏｐ软件作图.

　 　 Ａ:ＧＥＰＩＡ网站分析前列腺肿瘤组织与正常组织中 ＮＣＡＰＤ３水平ꎻＢ:ＧＥＰＩＡ网站分析前列腺肿瘤组织与正常组织中 ＥＺＨ２水平ꎻ
Ｃ:ＡＳＳＩＳＴＡＮＴ ｆｏｒ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ网站分析 ＴＣＧＡ 数据库中前列腺肿瘤组织与正常组织中 ＮＣＡＰＤ３ 水平ꎻＤ:ＡＳＳＩＳＴＡＮＴ ｆｏｒ
Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ网站分析 ＴＣＧＡ数据库中前列腺肿瘤组织与正常组织中 ＥＺＨ２水平.

图 １　 ＮＣＡＰＤ３ 和 ＥＺＨ２ 在前列腺癌组织中高表达

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＮＣＡＰＤ３ ａｎｄ ＥＺＨ２ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

２　 结果与讨论

２.１　 ＮＣＡＰＤ３ 和 ＥＺＨ２ 在前列腺癌组织中高表达

利用 ＧＥＰＩＡ 网站( ｈｔｔｐ: / / ｇｅｐｉａ. ｃａｎｃｅｒ － ｐｋｕ. ｃｎ / )分析前列腺肿瘤组织与正常组织中 ＮＣＡＰＤ３ 与

ＥＺＨ２的表达情况ꎬ发现 ＮＣＡＰＤ３与 ＥＺＨ２ 在前列腺癌组织中的表达水平都明显高于邻近正常组织(如
图 １ ＡꎬＢ所示). 利用 ＡＳＳＩＳＴＡＮＴ ｆｏｒ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ 网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ａｃｌｂｉ.ｃｏｍ / ｓｔａｔｉｃ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ
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＃ / )分析 ＴＣＧＡ 数据库前列腺肿瘤组织与正常组织中 ＮＣＡＰＤ３ 与 ＥＺＨ２ 的表达情况ꎬ结果发现 ＮＣＡＰＤ３
与 ＥＺＨ２在前列腺癌组织中的表达水平都明显高于邻近正常组织(如图 １ ＣꎬＤ 所示)ꎬ进一步验证上述结

果. 综上ꎬＮＣＡＰＤ３和 ＥＺＨ２在前列腺癌组织中高表达.
２.２　 ＮＣＡＰＤ３ 和 ＥＺＨ２ 在前列腺癌细胞和临床组织样本中高表达

通过数据库分析ꎬ发现 ＮＣＡＰＤ３和 ＥＺＨ２在前列腺癌组织中高表达ꎬ因此ꎬ进一步在细胞水平和临床

组织水平进行验证. 提取正常前列腺上皮细胞 ＷＰＭＹ￣１、良性增生前列腺细胞 ＢＰＨ￣１以及 ４ 种前列腺癌

细胞 ＰＣ￣３、ＤＵ１４５、ＣＷＲ２２Ｒｖ１、ＬＮＣａＰ 的蛋白ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＮＣＡＰＤ３ 和 ＥＺＨ２ 在以上 ６ 种

细胞系中的表达情况. 结果表明ꎬＮＣＡＰＤ３和 ＥＺＨ２的蛋白水平在 ＷＰＭＹ￣１和 ＢＰＨ￣１中较低ꎬ在 ４ 种前列

腺癌细胞系中高表达(如图 １ ＡꎬＢꎬＣ所示). 提取上述 ６ 种细胞的 ＲＮＡꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 实验检测 ＮＣＡＰＤ３
和 ＥＺＨ２在以上 ６种细胞系中的 ｍＲＮＡ水平ꎬ结果与蛋白水平一致(如图 １ Ｄ 所示). 收集前列腺癌组织

及邻近正常组织ꎬ通过免疫组化检测 ＮＣＡＰＤ３ 和 ＥＺＨ２ 在前列腺癌临床样本中的表达情况ꎬ结果显示ꎬ
ＮＣＡＰＤ３和 ＥＺＨ２在前列腺癌组织中的染色强度均明显高于邻近正常组织(如图 １ ＥꎬＦ所示). 综上ꎬ得出

结论:ＮＣＡＰＤ３和 ＥＺＨ２在前列腺癌细胞和临床组织样本中均高表达ꎬ提示两者存在一定的相关性.

　 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测 ＮＣＡＰＤ３和 ＥＺＨ２在正常前列腺上皮细胞系、良性增生前列腺细胞系和 ４ 种前列腺癌细胞系中的

表达情况ꎻＢ:对图 Ａ中 ＮＣＡＰＤ３的量化分析图ꎻＣ:对图 Ｂ中 ＥＺＨ２的量化分析图ꎻＤ:ＲＴ￣ＰＣＲ检测 ＮＣＡＰＤ３和 ＥＺＨ２在正常

前列腺上皮细胞系、良性增生前列腺细胞系和 ４种前列腺癌细胞系中的表达情况ꎻＥ:免疫组化检测 ＮＣＡＰＤ３在前列腺癌组

织和邻近正常组织中的表达情况ꎻＦ:免疫组化检测 ＥＺＨ２在前列腺癌组织和邻近正常组织中的表达情况.
图 ２　 ＮＣＡＰＤ３ 和 ＥＺＨ２ 在前列腺癌细胞和临床组织样本中高表达

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＮＣＡＰＤ３ ａｎｄ ＥＺＨ２ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ

２.３　 ＮＣＡＰＤ３ 可以调节 ＥＺＨ２ 的表达

为了探究 ＮＣＡＰＤ３ 是否可以调节 ＥＺＨ２ 的表达ꎬ在 ＰＣ￣３ 及 ＤＵ１４５ 细胞中过表达 ＮＣＡＰＤ３ꎬ检测

ＥＺＨ２蛋白水平变化情况. 结果发现ꎬ过表达 ＮＣＡＰＤ３后ꎬＥＺＨ２的蛋白水平明显上调(如图 ３ Ａ所示). 为
了进一步验证ꎬ在 ＣＷＲ２２Ｒｖ１及 ＬＮＣａＰ 细胞中敲低 ＮＣＡＰＤ３ꎬ检测 ＥＺＨ２ 蛋白水平变化情况. 结果发现:
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敲低 ＮＣＡＰＤ３后ꎬＥＺＨ２的蛋白水平明显下调(如图 ３ Ｂ所示). 在 ＰＣ￣３或 ＣＷ２２Ｒｖ１细胞中分别过表达或

敲低 ＮＣＡＰＤ３ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＥＺＨ２ ｍＲＮＡ 水平变化情况. 结果显示:过表达 ＮＣＡＰＤ３ 后 ＥＺＨ２ 的

ｍＲＮＡ 水平升高ꎬ敲低 ＮＣＡＰＤ３后 ＥＺＨ２的 ｍＲＮＡ水平降低(如图 ３ Ｃ 所示)ꎬ表明 ＮＣＡＰＤ３ 可以在转录

水平调节 ＥＺＨ２的表达. 免疫荧光实验结果表明ꎬ在 ＰＣ￣３细胞中过表达 ＮＣＡＰＤ３ 后ꎬＥＺＨ２ 的荧光强度明

显变强ꎬ而在 ＣＷ２２Ｒｖ１中敲低 ＮＣＡＰＤ３后ꎬＥＺＨ２的荧光强度变弱(如图 ３ Ｄ 所示). 综上ꎬ发现 ＮＣＡＰＤ３
可以在转录水平调节 ＥＺＨ２的表达.

　 　 Ａ:在 ＰＣ￣３和 ＤＵ１４５细胞中过表达 ＮＣＡＰＤ３ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＺＨ２ 蛋白水平变化情况ꎻＢ:在 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ 和 ＬＮＣａＰ
中敲低 ＮＣＡＰＤ３ꎬ通过Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测 ＥＺＨ２蛋白水平变化情况ꎻＣ:在 ＰＣ￣３和 ＣＷＲ２２Ｒｖ１细胞中过表达或敲低 ＮＣＡＰＤ３ꎬ通过

ｑＲＴ￣ＰＣＲ检测 ＥＺＨ２ ｍＲＮＡ水平变化情况ꎻＤ:在 ＰＣ￣３和 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ 细胞中过表达或敲低 ＮＣＡＰＤ３ꎬ通过免疫荧光检测 ＥＺＨ２
荧光强度变化情况.

图 ３　 ＮＣＡＰＤ３ 可以调节 ＥＺＨ２ 的表达

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＮＣＡＰＤ３ ｃａｎ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＺＨ２

２.４　 前列腺癌中存在 ＡＲ￣ＮＣＡＰＤ３￣ＥＺＨ２ 信号通路

有研究发现ꎬＡＲ和 ＥＺＨ２在前列腺癌的发生、发展过程中发挥了重要的作用ꎬ本实验室前期已经证实

ＮＣＡＰＤ３受 ＡＲ调控. 为了进一步证实 ＡＲ、ＮＣＡＰＤ３、ＥＺＨ２ 三者之间的关系ꎬ在 ＰＣ￣３细胞中过表达 ＡＲꎬ
发现 ＮＣＡＰＤ３及 ＥＺＨ２的蛋白水平都有所上调(如图 ４ Ａ所示). 为了进一步验证上述结果ꎬ在 ＣＷＲ２２Ｒｖ１
细胞中过表达 ＡＲꎬ检测 ＮＣＡＰＤ３及 ＥＺＨ２的蛋白水平变化情况ꎬ结果与图 ４ Ａ 一致(如图 ４ Ｂ 所示). 在
ＣＷＲ２２Ｒｖ１中敲低 ＡＲꎬ检测发现 ＮＣＡＰＤ３及 ＥＺＨ２的蛋白水平都有所下调(如图 ４ Ｃ所示). Ｅｎｚａｌｕｔａｍｉｄｅ
是雄激素受体信号传导的抑制剂ꎬ通过竞争性阻断雄激素与其受体的结合而发挥作用ꎬ已被批准用于治疗

转移性去势抵抗性前列腺癌患者. 使用不同浓度的 Ｅｎｚａｌｕｔａｍｉｄｅ处理 ＬＮＣａＰ 细胞ꎬ发现 ＮＣＡＰＤ３及 ＥＺＨ２
都呈浓度依赖的方式下调ꎬ进一步证实二者受 ＡＲ 调控(如图 ４ Ｄ 所示). 综上ꎬＡＲ 可以调节 ＮＣＡＰＤ３ 和

ＥＺＨ２的表达ꎬ并通过 ＮＣＡＰＤ３￣ＥＺＨ２信号通路促进前列腺癌的发生发展.
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　 　 Ａ:在 ＰＣ￣３ 细胞中过表达 ＡＲꎬ检测 ＮＣＡＰＤ３ 及 ＥＺＨ２ 的蛋白水平变化情况ꎻＢ:在 ＣＷＲ２２Ｒｖ１ 细胞中过表达 ＡＲꎬ检测

ＮＣＡＰＤ３及 ＥＺＨ２的蛋白水平变化情况ꎻＣ:在 ＣＷＲ２２Ｒｖ１细胞中敲低 ＡＲꎬ检测 ＮＣＡＰＤ３ 及 ＥＺＨ２ 的蛋白水平变化情况ꎻＤ:分别

使用浓度为(０、５、１０、１５)μｍｏｌ / Ｌ的 Ｅｎｚａｌｕｔａｍｉｄｅ处理 ＬＮＣａＰ 细胞ꎬ检测 ＡＲ、ＮＣＡＰＤ３及 ＥＺＨ２蛋白水平变化情况.
图 ４　 前列腺癌中存在 ＡＲ￣ＮＣＡＰＤ３￣ＥＺＨ２ 信号通路

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＡＲ￣ＮＣＡＰＤ３￣ＥＺＨ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｅｘｉｓｔｓ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ

３　 结论

前列腺癌是目前全球男性中最常见的恶性肿瘤之一ꎬ具有发病率高、起病隐匿等特点ꎬ出现相关病症

时往往已伴有局部浸润或远处转移. 前列腺癌的早期诊断和治疗十分重要ꎬ在早期诊断方面ꎬＰＳＡ 检测大

大提高了前列腺癌的诊出率ꎬ但其低特异性也造成了过度医疗ꎬ因此ꎬ新型肿瘤标志物的研究成为一大热

点. 此外ꎬ就病因学角度而言ꎬ引发前列腺癌发生、发展的分子机制十分复杂ꎬ涉及的分子信号通路和分子

网络以及引起病变的因素众多ꎬ需要更深入的大量的基础研究来不断完善.
在细胞分裂过程中ꎬ基因组的正确分离是所有生物生存的先决条件ꎬ凝缩蛋白复合物是此任务的主要

控制者[１３] . 有研究发现ꎬ凝缩蛋白复合物中亚基的功能异常或表达异常与癌症的发生密切相关[１４－１６] . 凝
缩蛋白有多种亚基ꎬ目前的研究均较少. 本实验室前期通过临床组织样本的转录组测序分析了 ＮＣＡＰ 家

族成员ꎬ发现 ＮＣＡＰＤ３在前列腺癌组织中高表达. 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ和 ＩＨＣ 检测ꎬ进一步验证 ＮＣＡＰＤ３ 在

前列腺癌细胞及临床组织中高表达. 暗示:ＮＣＡＰＤ３ 的异常高表达与前列腺癌的发生发展密切相关. 此
外ꎬＥＺＨ２作为一种表观遗传修饰酶在多种癌症中发挥着促癌作用. 有研究发现ꎬＥＺＨ２ 可以促进前列腺癌

细胞的增殖和转移ꎬ有望作为前列腺癌诊断和预后的指标以及一个新的治疗靶点[１３] . 由此可见ꎬ在前列腺

癌中进行关于 ＮＣＡＰＤ３及 ＥＺＨ２的研究是很有必要的. 本研究发现ꎬＮＣＡＰＤ３和 ＥＺＨ２在前列腺癌细胞和

组织中均高表达ꎬ且 ＮＣＡＰＤ３可以调节 ＥＺＨ２ 的表达. 但是ꎬＮＣＡＰＤ３ 调节 ＥＺＨ２ 表达的具体分子机制尚

不清楚ꎬ需要进一步探究.
ＡＲ在前列腺癌的发生、发展过程中发挥了重要的作用ꎬ过表达或敲低 ＡＲ 后发现 ＮＣＡＰＤ３、ＥＺＨ２ 的

表达相应地上升或下降. Ｅｎｚａｌｕｔａｍｉｄｅ作为雄激素受体抑制剂ꎬ于 ２０１８ 年被美国 ＦＤＡ 批准用于治疗去势

抵抗性前列腺癌ꎬ不同浓度的 Ｅｎｚａｌｕｔａｍｉｄｅ 处理可使 ＮＣＡＰＤ３ 和 ＥＺＨ２ 呈浓度依赖性下调ꎬ进一步证实

ＡＲ可以调节 ＮＣＡＰＤ３ 和 ＥＺＨ２ 的表达ꎬ且提示 ＡＲ 可通过 ＮＣＡＰＤ３￣ＥＺＨ２ 通路促进前列腺癌的发生

发展.
—８５—
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综上所述ꎬＮＣＡＰＤ３在前列腺癌的发生发展中扮演了重要的角色ꎬ相关的机制研究结果为不断完善前

列腺癌的分子病因学提供实验依据ꎬ也为前列腺癌的治疗提供新的潜在的分子靶点.
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