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NLK通过维持NF-κB/P53平衡抑制前列腺炎-癌
转化
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［摘要］ 背景与目的：前列腺炎症是促进其癌变的一个重要因素，但关键的分子机制不明。Nemo样激酶（Nemo-like 
kinase，NLK）在前列腺癌组织中的表达水平较良性组织显著降低，并且在前列腺癌细胞中沉默NLK表达可增强核因子-κB
（nuclear factor-κB，NF-κB）的转录活性。本研究旨在探讨NLK调控前列腺炎-癌转化的作用及其机制，为应用抗炎新策略

预防前列腺癌提供新的分子靶点和理论依据。方法：采用人前列腺上皮细胞RWPE-1与人急性单核细胞白血病细胞THP-1
共培养的方法建立前列腺炎-癌转化细胞模型（RWPE-1/THP-1）。采用MTT实验及软琼脂集落形成实验检测NLK基因沉

默或过表达对模型细胞增殖及恶性转化能力的影响。采用双荧光素酶报告基因实验检测NLK基因沉默或过表达对模型细

胞NF-κB转录活性的影响。采用实时荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction，
RTFQ-PCR）和蛋白质印迹法（Western blot）检测NLK基因沉默或过表达对模型细胞中核受体相关因子1（nuclear receptor-
related factor 1，Nurr1）和鼠双微体基因2（murine double minute 2，MDM2）的mRNA表达和蛋白水平的影响。采用Western 
blot检测NLK基因沉默或过表达对模型细胞P53蛋白表达水平的影响。采用免疫荧光和免疫共沉淀技术分别检测Nurr1蛋白和

P53蛋白在RWPE-1细胞中的定位分布及相互作用情况。结果：与RWPE-1/THP-1组相比，RWPE-1（NLK↑）/THP-1组的细

胞增殖及转化能力显著降低，NF-κB转录活性显著减弱，Nurr1和MDM2的mRNA表达和蛋白水平显著下调，P53蛋白表达

水平显著上升（P＜0.05）；与之相反，RWPE-1（NLK↓）/THP-1组的细胞增殖及转化能力显著升高，NF-κB转录活性显

著增强，Nurr1和MDM2的mRNA表达和蛋白水平显著上调，P53蛋白表达水平显著下降（P＜0.05）。此外，Nurr1蛋白与

P53蛋白在RWPE-1细胞的细胞核中存在共定位及相互作用。结论：NLK抑制前列腺炎-癌转化可能依赖于其对NF-κB/P53平
衡的维护。
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NLK inhibits the transformation from prostatitis to prostate cancer through maintaining NF-κB/P53 functional 
balance WANG Jian, DING Congcong, LU Yan, LI Tong (Guangdong Provincial Key Laboratory of Medical 
Molecular Diagnostics, Guangdong Medical University, Dongguan 523808, Guangdong Province, China)
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［Abstract］ Background and purpose: Prostate inflammation is an important promoter of carcinogenesis. However, the key 
underlying mechanisms remain unknown. Nemo-like kinase (NLK) expression is significantly lower in prostate cancer tissues than in 
benign tissues; downregulation of NLK expression can enhance the transcriptional activity of nuclear factor-κB (NF-κB) in prostate 
cancer cells. This study aimed to explore the effects of NLK in regulating the transformation from prostatitis to prostate cancer and 
its mechanisms, to provide effective molecular targets and a new theoretical basis for novel anti-inflammatory strategies in prostate 
cancer prevention. Methods: The cell model of transformation from prostatitis to prostate cancer (RWPE-1/THP-1) was established 
by co-culture of human prostate epithelial cells RWPE-1 and human acute monocytic leukemia cells THP-1. The proliferation and 
transformation abilities of model cells with the silence or overexpression of NLK were investigated by MTT experiment and soft agar 
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experiment, respectively. The effects of the silence or overexpression of NLK on NF-κB activity in model cells were investigated by 
luciferase assay. The mRNA expression and protein levels of nuclear receptor-related factor 1 (Nurr1) and murine double minute 2 
(MDM2) in model cells with the silence or overexpression of NLK were validated by real-time fluorescence quantitative polymerase 
chain reaction (RTFQ-PCR) and Western blot, respectively. The effects of the silence or overexpression of NLK on P53 protein 
levels in model cells were investigated by Western blot. The co-localization of Nurr1 and P53 in RWPE-1 cells was investigated by 
immunofluorescence experiment. The interaction between Nurr1 and P53 in RWPE-1 cells was verified by co-immunoprecipitation 
assay. Results: Compared with the RWPE-1/THP-1 group, the proliferation and transformation abilities of model cells were 
decreased, the NF-κB activity was inhibited, the mRNA expression and protein levels of the Nurr1 and MDM2 were down-
regulated, and the P53 protein levels were increased in RWPE-1 (NLK↑)/THP-1 group (P＜0.05). In contrast, the proliferation and 
transformation abilities of model cells were increased, the NF-κB activity was enhanced, the mRNA expression and protein levels 
of the Nurr1 and MDM2 were up-regulated, and the P53 protein levels were reduced in RWPE-1 (NLK↓)/THP-1 group (P＜0.05). 
Moreover, the Nurr1 and P53 were co-located in the nucleus of RWPE-1 cells and they interacted with each other. Conclusion: NLK 
can inhibit the transformation from prostatitis to prostate cancer, which may be related to maintaining NF-κB/P53 functional balance.
［Key words］ Prostate neoplasms; Prostatitis; Nemo-like kinase; Malignant transformation

前列腺癌是全球男性第二常见癌症。在中

国，近年来其发病率显著上升，且确诊病例中的

中晚期比例明显高于欧美发达国家，已严重影响

到中国男性健康 ［1-2］。大量研究 ［3-6］显示，前列

腺炎症是促进前列腺癌发生的一个重要因素，但

清晰、完整的诱发机制尚未明确。本研究旨在探

究调控前列腺炎-癌转化的关键因子，这对于应

用抗炎新策略防治前列腺癌具有重要意义。

Nemo样激酶（Nemo-like kinase，NLK）是

一种与促分裂原活化激酶家族同源的较特殊的

酶类，不仅以丝氨酸/苏氨酸为靶点发挥激酶活

性，还具有非激酶依赖的生物学功能。在不同癌

症的发生、发展过程中，NLK分别发挥着抑癌或

促癌两种截然相反的作用 ［7-8］。研究 ［9］发现，

前列腺癌组织中NLK的表达水平显著低于良性

前列腺组织，并与前列腺癌相关的核受体相关因

子1（nuclear receptor related factor 1，Nurr1）的

表达水平呈显著的负相关关系，这个负相关源

自NLK对Nurr1基因转录的负性调节，对其机制

进一步研究发现，NLK可与核因子-κB（nuclear 
factor-κB，NF-κB）的转录共激活因子CREB结合

蛋白（CREB-binding protein，CBP）相互作用，

抑制CBP募集到Nurr1基因启动子序列上的NF-κB
位点，使NF-κB对Nurr1基因的转录活性显著下

调。NF-κB不但在自然免疫及炎症反应过程中发

挥重要的调节作用，还是一个内源性的促肿瘤因

子，其信号转导通路的激活与前列腺癌变及恶

性演变密切相关 ［10］。NLK是NF-κB转录激活的

负性调控分子，其表达减少可能会进一步增强前

列腺炎症介导的NF-κB信号转导通路的活化。鼠

双微体基因2（murine double minute 2，MDM2）
是由NF-κB转录调控的重要靶基因之一，在多种

肿瘤中发生突变和扩增，具有E3连接酶活性，

介导P53蛋白的泛素化，以促进其经蛋白酶体途

径降解，且MDM2/P53被证明是肿瘤发生、发展

的重要分子信号转导通路 ［11-12］。而NLK能以非

激酶依赖方式与MDM2相互作用来限制MDM2
的功能，抑制P53蛋白进入泛素-蛋白酶体途径，

进而减少P53的降解，以维持其发挥生物学效应

所需的浓度 ［13］。由此推测NLK可能作为NF-κB
和P53的共同上游调控者，影响前列腺炎-癌转化 
进程。

因此，本研究建立前列腺炎-癌转化细胞模

型，并探讨模型细胞中NLK对NF-κB和P53信号

转导通路的影响及相互关联方式，以明确NLK在

前列腺由炎症向癌症转变过程中的作用和机制。

1 材料和方法

1.1  细胞、试剂及仪器

人前列腺上皮细胞系RWPE-1和人急性单核

细胞白血病细胞系THP-1购自汉恒生物科技（上

海）有限公司，NLK基因稳定过表达的细胞株

RWPE-1（NLK↑）和NLK基因稳定敲低的细胞
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株RWPE-1（NLK↓）由广州辉骏生物科技有限

公司构建，pcDNA3.1-P53质粒购自广州辉骏生

物科技有限公司，NF-κB-Luc质粒购自翌圣生物

科技（上海）股份有限公司，双荧光检测试剂盒

购自美国Promega公司，LipofectamineTM2000、
远红外荧光标记的二抗、Cy3标记的二抗及FITC
标记的二抗抗均购自美国Invitrogen公司，鼠抗

人Nurr1抗体、鼠抗人NLK抗体、鼠抗人MDM2
抗体及兔抗人β-actin抗体均购自美国Santa Cruz
公司，兔抗人P53抗体购自英国Abcam公司，胎

牛血清、RPMI-1640培养基及K-SFM培养基均

购自美国Gibco公司，免疫共沉淀试剂盒购自南

京艾思易生物科技有限公司，实时荧光定量聚

合酶链反应（real-time fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）试剂盒购

自上海吉玛制药技术有限公司，PCR相关引物由

生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

Odyssey成像仪购自美国LI-COR公司，

GloMaxTM20/20发光检测仪购自美国Promega公
司，ABI7500 PCR仪购自美国ABI公司，激光

共聚焦扫描显微镜（TCS SP8）购自德国Leica
公 司。

1.2  细胞培养

培养RWPE-1细胞使用K-SFM培养基（添加

50 ng/mL牛垂体提取物、5 ng/mL表皮生长因子

和1%青霉素/链霉素/二性霉素B），培养THP-1
细胞使用RPMI-1640培养基（添加0.05 mmol/L  
2 -巯基乙醇和1 0 %胎牛血清），培养条件为 
37 ℃、CO2体积分数为5%，平均2~3 d传代1次。

1.3  前列腺炎-癌转化细胞模型的建立

①  THP-1细胞向M2型巨噬细胞分化：将

THP-1细胞以2.5×104个/mL的浓度接种于10 cm
培养皿中，加150 nmol/L佛波酯，置于细胞培

养箱中培养24  h；将细胞用磷酸缓冲盐溶液

（phosphate-buffered saline，PBS）将残留的佛波

酯洗净，加入20 ng/mL IL-4和20 ng/mL IL-13，
继续培养24 h。② 共培养条件培养基的制备：

使用6孔transwell培养板，在下室培养RWPE-1
细胞，初始接种量为105个/孔；在上室培养分化

的THP-1细胞，初始接种量为4×105个/孔，共

同培养2 d；按上述方法培养多个transwell培养

板的细胞，将下室培养基吸出并收集在一起，

通过离心除去其中的细胞碎片，再与等量新配

制的RWPE-1细胞原培养基混合，制成共培养条

件培养基，用于将RWPE-1细胞长时间培养以建

立细胞模型。③ 对照培养基的制备：transwell
培养板上室只含有RPMI-1640培养基，不接种

THP-1细胞，其他步骤同共培养条件培养基的制

备。④ 细胞造模：RWPE-1细胞、NLK过表达的

RWPE-1（NLK↑）细胞和NLK敲低的RWPE-1
（NLK↓）细胞在共培养条件培养基中培养，

2  d更换1次培养基，持续培养3周后进行相关实

验处理及指标检测。同时使用对照培养基培养的

RWPE-1细胞作为空白对照。本研究实验分组如

下：RWPE-1（NLK↑）组为RWPE-1细胞稳定

转染pcDNA3.1-NLK质粒，RWPE-1（NLK↓）

组为RWPE-1细胞稳定转染shRNA-NLK质粒，

RWPE-1/THP-1组为RWPE-1细胞与THP-1细胞共

培养，RWPE-1（NLK↑）/THP-1组为RWPE-1
（NLK↑）细胞与THP-1细胞共培养，RWPE-1
（NLK↓）/THP-1组为RWPE-1（NLK↓）细胞

与THP-1细胞共培养。

1.4  细胞转染

P53表达质粒的转染使用6孔板，各组细胞

以2.5×105个/孔的浓度接种到6孔板中，当细胞

生长至汇合度达培养板底70%左右时即可转染：

首先将细胞原培养液吸净，用PBS洗1次，再加

入新鲜的无血清培养基；将250  µL无血清培养

基和5  µg目的质粒混合加入到1支离心管中，将

10  µL LipofectamineTM2000和250  µL无血清培养

基混合加入到另1支离心管中，两管均室温静置

5  min；将两离心管内容物合二为一，于室温放

置20  min；将混合物以500  µL/孔的量加入到细胞

培养板中，在原条件培养箱中温育4  h后，再更换

为原培养基。双荧光素酶表达质粒的转染使用24
孔板，所用相关试剂的量按相应的比例减少。以

上转染过程所用试剂均不添加抗生素。

1.5  软琼脂集落形成实验

制备底层琼脂：分别配制2×细胞培养基和

浓度为1.2%的琼脂糖，两者均以0.7  mL/孔等量混
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合于6孔板底部，在室温下凝固形成底层琼脂；

制备上层琼脂：分别配制2×细胞培养基和浓度

为0.6%的琼脂糖，两者均以0.5 mL/孔等量混合于

6孔板底层琼脂之上，同时加入浓度为1.0×105个 /
mL的单细胞悬液100  µL，混匀，在室温下凝固形

成上层琼脂；将细胞培养板置于原培养条件下持

续培养14~21  d，期间每隔48  h以0.2  mL/孔的量加

入细胞原培养基和PBS的等量比混合物，以预防

干燥；将培养板置于显微镜下，以含有50个细胞

以上的细胞团作为计数标准。实验重复3次。

1.6  MTT实验

各组细胞用原培养基制成单细胞悬液（浓度

为2.0×104个 /mL），选用96孔板进行接种，每

孔加200  µL单细胞悬液，在原培养条件下继续培

养；分别于接种后1、2和3  d进行如下检测：向

96孔板每孔中加入20  µL MTT溶液（5 mg/mL，

pH=7.4），在原培养条件下继续培养4 h；除去培

养板孔内液体，每孔再加入150 µL二甲基亚砜，

置于摇床轻度振摇约10 min；待结晶物充分溶

解后用酶标仪检测490 nm波长处的吸光度（D）

值，记录结果并根据检测时间和D值绘制生长曲

线。实验重复3次。

1.7  NF-κB转录活性检测

NF-κB转录活性的检测选用NF-κB-luc为目

的基因报告质粒，内参为pRL-SV40质粒。使用

24孔板，各组细胞接种后同时转染上述两种质

粒，在原培养条件下继续培养48 h；终止培养，

除去培养基，并用PBS漂洗细胞；向细胞培养板

的每孔中加入0.1 mL新配制的裂解缓冲液，用移

液器吸嘴反复吹洗后，置于摇床振摇30 min；取 
1.5 mL Eppendorf试管，加入50 µL LARⅡ及10 µL细
胞裂解物，吹打混匀，用发光检测仪进行检测，

此读数为报告质粒荧光反应强度（RLU1）；将

Eppendorf试管从分析仪中取出，再加入50 µL 
Stop & Glo®试剂，混匀后进行检测，此读数为

内参照报告质粒荧光反应强度（RLU2）；最终

NF-κB转录活性数值以RLU1/RLU2计算。实验重

复3次。

1.8  RTFQ-PCR检测

吸出各组细胞培养皿中的培养基，并用预冷

的PBS洗净，向每个培养皿中再加入1 mL TRIzol

试剂后置于冰上裂解10 min；将细胞在培养皿中

反复吹打后吸出移至Eppendorf试管中，室温放

置2 min；加入氯仿0.2 mL，振荡混匀，室温放置 
15 min；4 ℃下12  000×g离心10 min，取上层水

相移至EP管，并加入0.5 mL异丙醇，混匀，室

温放置5 min；4 ℃下12  000×g离心10 min，
弃上清液收集沉淀，加1 mL预冷的75%乙醇溶

液，温和振荡洗涤，真空干燥后加入20 µL经焦

碳酸二乙酯（diethyl pyrocarbonate，DEPC）处

理过的去离子水溶解RNA。取少量RNA测量其

浓度，按照试剂盒操作说明，其余RNA取适量

进行反转录实验生成cDNA，以此为模板，进

行RTFQ-PCR检测。PCR扩增条件：95 ℃预变

性10 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 45 s，共40个循环

（两步法）。所用引物序列：Nurr1基因上游

为5’-TCCAACGAGGGGCTGTGCG-3’，下游为

5’-CACTGTGCGCTTAAAGAAGC-3’；MDM2基
因上游为5’-TTATTAAAGTCTGTTGGTGCA-3’，
下游为5’-TGAAGGTTTCTCTTCCTGAAG-3’。实

验重复3次。

1.9  蛋白质印迹法（Western blot）检测

将各组细胞培养皿中的液体吸净，用

预冷的P B S洗3次，每皿加入1  m L放射免疫

沉淀法（radioimmunoprecipi tat ion assay，
RIPA）裂解液，置于冰上0.5 h，提取细胞总

蛋白；取一部分蛋白裂解液，采用二辛可宁

酸（bicinchoninic acid，BCA）法进行蛋白定

量；配制10%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳（sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE）分离胶进行蛋白电

泳（100 V，1 h），转膜采用湿转移法（80 V， 
2  h），封闭使用5 %脱脂奶粉溶液（室温， 
1 h）；一抗杂交（4 ℃过夜）的工作浓度：兔抗

人P53抗体的稀释比为1∶2  000，鼠抗人Nurr1抗
体稀释比为1∶500，鼠抗人NLK抗体稀释比为

1∶1  000，鼠抗人MDM2抗体稀释比为1∶500，
兔抗人β-actin抗体稀释比为1∶1  000；二抗杂交

（37 ℃ 1 h）的工作浓度为1∶20  000；用含吐

温-20磷酸缓冲盐溶液（phosphate-buffered saline 
with Tween-20，PBST）洗膜3次，使用Odyssey双
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色红外荧光成像仪扫描成像 ［14］。实验重复3次。

1.10  免疫共沉淀法

RWPE-1细胞转染pcDNA3.1-P53质粒。由于

转染了P53的细胞增殖速度减慢，本实验使用6孔
板同时转染6孔后，收集所有细胞再接种于10  cm
培养皿中，培养至细胞生长密度接近于铺满皿

底；吸除培养液，用预冷的PBS洗涤细胞；加入

1  mL预冷的RIPA裂解液，用移液器吸嘴不断吹

打，并用细胞刮刮净皿底细胞，移至Eppendorf试
管中，冰上继续裂解15  min；4 ℃下14  000×g离
心15 min，取上清液移至Eppendorf试管中；将蛋

白A琼脂糖珠与PBS以1∶1的体积比混合制成工

作液；向装有蛋白提取液的Eppendorf试管中加入

100 µL蛋白A琼脂糖珠工作液，4 ℃下缓慢摇动

10 min；4 ℃下14  000×g离心15 min，取上清液移

至Eppendorf试管中；向Eppendorf试管中加入一抗

（鼠抗人Nurr1抗体2 µg或兔抗人P53抗体1  μg），

反应总体积为0.5 mL，4 ℃下缓慢摇动过夜；

向装有抗原抗体复合物的Eppendorf试管中加入

100  µL蛋白A工作液，4 ℃下缓慢摇动12 h；4 ℃下

14  000×g离心5 s，收集沉淀，用预冷的PBS洗2遍
后，进行Western blot检测，实验流程同1.9 ［14］。

1.11  细胞免疫荧光法

RWPE-1细胞转染pcDNA3.1-P53后接种于

共聚焦培养皿中，贴壁生长后吸除培养液用PBS
洗涤3次，用固定剂4%多聚甲醛溶液室温下作

用20 min；PBS洗涤3次，用透膜剂0.5%Triton 
X-100室温下作用10 min；PBS洗涤3次，用封

闭液5%牛血清白蛋白室温下作用1 h；加入鼠

抗人Nurr1抗体（1∶100）及兔抗人P53抗体

（1∶100），4 ℃下温育过夜；加入Cy3标记的

羊抗鼠二抗（1∶1  000）及FITC标记的羊抗兔二

抗（1∶1  000），37 ℃下温育2 h，PBS洗涤3次
后，使用激光共聚焦显微镜扫描成像 ［14］。

1.12  统计学处理

实验均重复3次，采用SPSS 13.0软件对数据

进行分析，计量资料以x±s表示；两独立样本

间比较采用t检验，多组间比较采用方差分析。

P ＜0.05为差异有统计学意义。

2 结　　果

2.1  NLK对前列腺炎-癌转化模型细胞RWPE-

1/ THP-1的增殖和转化能力的影响

为探讨NLK在前列腺炎-癌转化中的作用，

构建了稳定转染pcDNA3.1-NLK或shRNA-NLK质

粒的RWPE-1细胞株，即RWPE-1（NLK↑）或

RWPE-1（NLK↓）。Western blot检测结果显示，

与亲本细胞RWPE-1组相比，RWPE-1（NLK↑）

组的 N L K 蛋白水平显著上调，而 R W P E - 1
（NLK↓）组的NLK蛋白水平显著下调，满足后

续建立细胞模型进行相互比较的需要（图1A）。

MTT实验检测结果显示，接种后的48及

72  h，RWPE-1/THP-1组的D值显著高于RWPE-1
组（P＜0.01）；与RWPE-1/THP-1组相比，

RWPE-1（NLK↑）/THP-1组的D值显著降低，

而RWPE-1（NLK↓）/THP-1组的D值显著升高

（P＜0.05，图1B）。

集落形成实验显示，RWPE-1组的集落数

为0，RWPE-1/THP-1组、RWPE-1（NLK↑）/
THP-1组和RWPE-1（NLK↓）/THP-1组的集落

数分别为（15.67±3.05）、（5.67±2.52）和

（23.67±2.08）个。与RWPE-1组相比，RWPE-
1/THP-1组的集落数显示从无到有的差异性。

与RWPE-1/THP-1组相比，RWPE-1（NLK↑）/
THP-1组的集落形成能力显著降低，而RWPE-1
（NLK↓）/THP-1组的集落形成能力显著升高

（P＜0.05，图1C）。

2.2  NLK对前列腺炎-癌转化模型细胞RWPE-

1/ THP-1的NF-κB转录活性的影响

双荧光素酶报告基因分析检测结果显示，

RWPE-1组的相对活性数值为1.09±0.37，RWPE-
1/THP-1组、RWPE-1（NLK↑）/THP-1组和

RWPE-1（NLK↓）/THP-1组的相对活性数值分

别为13.54±2.19、7.04±2.04和19.94±2.2.69（图

2）。与RWPE-1组相比，RWPE-1/THP-1组的

NF-κB转录活性明显升高（P＜0.01）。与RWPE-
1/THP-1组相比，RWPE-1（NLK↑）/THP-1组
相比的NF-κB转录活性显著降低，而RWPE-1
（NLK↓）/THP-1组的NF-κB转录活性显著升高

（P＜0.05）。
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2.3  NLK对前列腺炎-癌转化模型细胞RWPE-

1/THP-1的Nurr1、MDM2 mRNA表达及蛋白水

平的影响

RTFQ-PCR结果显示，与RWPE-1组相比，

RWPE-1/THP-1组细胞Nurr1、MDM2 mRNA表

达均显著升高（P＜0.01，图3A）。与RWPE-
1/THP-1组相比，RWPE-1（NLK↑）/THP-1
组Nurr1、MDM2 mRNA表达均显著降低，而

RWPE-1（NLK↓）/THP-1组Nurr1、MDM2 
mRNA表达均显著升高（P＜0.05）。

Western blot结果显示，与RWPE-1组相比，

RWPE-1/THP-1组细胞Nurr1、MDM2蛋白水平

均显著升高（P＜0.01，图3B）。与RWPE-1/

图1  NLK对模型细胞增殖和转化能力的影响

Fig. 1 Effect of NLK on the proliferation and transformation of model cells

A: The expression level of NLK protein in RWPE-1 cells stably-transfected with pcDNA3.1-NLK or shRNA-NLK was detected by Western blot. B: 
The proliferation of model cells with knockdown or overexpression of NLK was detected by MTT experiment. C: The transformation of model cells 
with knockdown or overexpression of NLK was detected by soft agar colony formation assay. *: P＜0.05; **: P＜0.01.
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Fig. 2 Effect of NLK on the NF-κB transcriptional activity in 

model cells

The NF-κB transcriptional activity in model cells with knockdown 
or overexpression of NLK was investigated by luciferase assay. *: 
P ＜0.05; **: P＜0.01.
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THP-1组相比，RWPE-1（NLK↑）/THP-1组
Nurr1、MDM2蛋白水平均显著降低，而RWPE-1
（NLK↓）/THP-1组Nurr1、MDM2蛋白水平均

显著升高（P＜0.05）。蛋白水平的变化趋势与

mRNA相同。

2.4  NLK对前列腺炎-癌转化模型细胞RWPE-

1/ THP-1中P53蛋白水平的影响

由于RWPE-1细胞中P53含量低，不利于比

较NLK与P53蛋白降解的相关性，因此各组细

胞检测前48 h均转染等量P53表达质粒。Western 
b l o t的检测结果显示，与RW P E - 1组相比，

RWPE-1/THP-1组细胞的P53蛋白水平显著降低

（P ＜0.05，图4）。与RWPE-1/THP-1组相比，

RWPE-1（NLK↑）/THP-1组的P53蛋白水平显著

升高，而RWPE-1（NLK↓）/THP-1组的P53蛋白

水平显著降低（P＜0.05）。

2.5  Nurr1与P53在RWPE-1细胞中的相互作用

RWPE-1细胞转染P53表达质粒48 h后，采用

免疫共沉淀法进行检测，结果显示，通过免疫

共沉淀，使用抗Nurr1抗体可以捕获P53蛋白，

相反，使用抗P53抗体也能捕获Nurr1蛋白（图

5），提示在RWPE-1细胞中Nurr1蛋白与P53蛋白

之间可能存在相互作用。

2.6  Nurr1蛋白与P53蛋白在RWPE-1细胞中的

表达定位

RWPE-1细胞转染P53表达质粒48 h后实施细

胞免疫荧光实验，Nurr1蛋白与P53蛋白的表达及

定位情况通过激光共聚焦显微镜进行观察。结果

显示，绿色荧光标记的P53蛋白及红色荧光标记

的Nurr1蛋白均主要分布于RWPE-1细胞核，且两

种蛋白的荧光可发生部分叠加，显示黄色（图

6），提示Nurr1蛋白和P53蛋白可能共定位于

RWPE-1细胞核内。

图3  NLK对模型细胞Nurr1、MDM2 mRNA和蛋白质表达水平的影响

Fig. 3 Effect of NLK on the expression levels of Nurr1 and MDM2 mRNA and protein in model cells

A: The mRNA levels of Nurr1 and MDM2 in model cells with knockdown or overexpression of NLK were investigated by RTFQ-PCR. B: The 
protein levels of Nurr1 and MDM2 in model cells with knockdown or overexpression of NLK were investigated by Western blot. *: P＜0.05， 
**: P ＜0.01.
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图5  Nurr1与P53在RWPE-1细胞中的相互作用

Fig. 5 The interaction between Nurr1 and P53 in RWPE-1 cells

The interaction between Nurr1 and P53 in RWPE-1 cells was investigated by co-immunoprecipitation experiments. RWPE-1 cells were used for co-
immunoprecipitation experiments with anti-Nurr1 or anti-P53, respectively. Input: Total protein.

图6  Nurr1与P53蛋白在RWPE-1细胞中的表达定位

Fig. 6 The co-localization of Nurr1 and P53 in RWPE-1 cells

The co-localization of Nurr1 and P53 proteins in RWPE-1 cells was investigated by immunofluorescence experiment. RWPE-1 cells were used for 
immunofluorescence experiment with anti-P53-FITC antibody and anti-Nurr1-Cy3 antibody.
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3 讨　　论

建立前列腺炎-癌转化模型是探讨前列腺癌

变机制不可或缺的研究手段。一个经典的建模

方法是先通过将正常前列腺上皮细胞与THP-1细
胞共培养获得条件培养基，再用该培养基长时间

培养正常前列腺上皮细胞，模拟炎症微环境，

最终诱导其恶性转化 ［15］。本研究采用RWPE-1
和THP-1细胞共培养技术建立了前列腺炎-癌转

化细胞模型，结合NLK基因敲低或过表达，探讨

NLK在前列腺炎-癌转化过程中所发挥的生物学

功能。软琼脂集落形成实验等结果证明了在模拟

炎症微环境培养基的培养下，RWPE-1细胞可发

图4  NLK对模型细胞的P53蛋白水平的影响

Fig. 4 Effect of NLK on P53 protein levels in model cells

The P53 protein levels in model cells with knockdown or overexpression of NLK were investigated by Western blot. *: P＜0.05.
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生恶性转化，说明该前列腺炎-癌转化细胞模型

的建立是成功的，并且NLK对这一恶性转化过

程发挥出显著的抑制作用。进一步的机制研究显

示，发生恶性转化的RWPE-1细胞的NF-κB转录

活性显著增强，其靶基因Nurr1和MDM2的转录

表达上调，同时，P53的蛋白水平相应地降低。

NLK基因的敲低可放大上述效应，反之，NLK的

过表达可抑制上述效应。可见，NLK在炎-癌转

化过程中分别对NF-κB和P53信号发挥相反的调

节作 用。

关于NLK对NF-κB信号转导通路的调节，已

有研究证明NLK可通过干扰TAK1激酶对IKK的

激活，使NF-κB蛋白的核转位受到抑制从而导致

活性降低 ［16，17］。而在本课题组之前的研究 ［9］

中，NLK的敲低对NF-κB蛋白的核转位仅有较弱

的促进作用，上调NF-κB的转录活性主要依赖于

对CBP转录共激活功能的影响。这可能是由于在

前列腺组织细胞中NLK蛋白大多分布在细胞核

中，因而主要在细胞核中发挥作用，提示在前列

腺炎-癌转化过程中，NLK是NF-κB转录功能激活

的细胞核内限速步骤，是防止NF-κB过度活化的

重要调节分子。

MDM2作为一个癌基因，是调控P53蛋白水

平的关键因子，且其转录表达受NF-κB的调控。

本研究中，NLK的敲低能引起炎-癌转化模型细

胞中P53蛋白水平显著降低而MDM2的转录表达

水平显著升高。以此推断，NLK可能从两方面维

持P53蛋白水平：① 通过抑制NF-κB转录活性从

而下调MDM2水平；② 直接作用于MDM2蛋白本

身从而抑制其对P53的促降解作用。此外，有研

究 ［18］表明，Nurr1可与P53蛋白第293~393位氨基

酸区域结合并抑制其功能，而本研究的细胞免疫

荧光及免疫共沉淀实验的结果也证实在RWPE-1
细胞中Nurr1与P53蛋白存在相互作用。由此可

见，在前列腺炎-癌转化过程中，NLK还可能通

过抑制NF-κB转录活性下调Nurr1水平，进而减轻

对P53功能的抑制作用。

癌变是一个复杂的生物学过程，但其最基

本的模式可概括为促癌因子的激活和抑癌因子的

失活。在机体正常组织细胞中，两类因子的活性

及生物学影响处于一定的平衡状态，而一旦平衡

向促癌因子倾斜就容易诱发癌变。NF-κB和P53
就是相互拮抗、密切联系的两类因子。两者之间

的相互影响在多数肿瘤的发病机制中发挥关键作

用，也是调控肿瘤发展各个阶段的分子基础，并

参与到癌症相关的多个重要途径，包括肿瘤细

胞代谢、促炎活性、DNA损伤、线粒体功能和

ATP生成等 ［19-20］。通过本研究，我们对NLK影

响前列腺炎-癌转化过程可以作出这样的解读：

促炎因子活化NF-κB信号转导通路，促进其核转

位；NLK的蛋白水平降低使入核的NF-κB转录

功能进一步活化；NF-κB转录功能活化可上调靶

基因MDM2的表达，协同NLK水平的降低，导

致MDM2的作用增强，进而促进P53蛋白降解；

NF-κB转录功能活化还上调靶基因Nurr1的表达，

Nurr1发挥竞争性抑制作用，与P53结合从而抑

制其活性。概括地说，NLK的蛋白水平降低导

致NF-κB进一步活化，增强其促癌功能，并通过

NF-κB/P53信号转导通路下调P53蛋白水平及直接

结合抑制，依靠对双方生物学作用的相反调节使

“NF-κB/P53平衡”显著地倾斜于促癌效应，诱

发前列腺癌变。

综上所述，本研究阐述了NLK在前列腺炎-
癌转化过程中的作用及对“NF-κB/P53平衡”的

“此消彼长”调控方式，为应用抗炎新策略预防

前列腺癌提供新的探索思路。下一步研究将建立

前列腺炎-癌转化动物模型，探讨NLK在活体内

的作用和机制。
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