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LncRNA PCGEM1和雄激素受体
在前列腺癌中的共定位表达及临床意义
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　　［摘要］　背景与目的：长链非编码RNA(long non-coding RNA，lncRNA)可参与肿瘤调控，有研究提示

lncRNA PCGEM1可能影响雄激素受体(androgen receptor，AR)通路。本研究拟检测前列腺癌lncRNA PCGEM1
和AR的表达情况，探讨其在前列腺癌中的表达及意义。方法：构建RNA核酸探针，应用荧光原位杂交(fluores-
cence in situ hybridization，FISH)技术检测前列腺癌lncRNA PCGEM1的表达情况，并使用荧光免疫组织化学技

术检测前列腺癌AR的表达；采用RNA-pull down技术检测PCGEM1和AR的共同作用。结果：依赖AR的LNCaP
细胞的PCGEM1表达水平显著高于非AR依赖性的PC3和DU145细胞，差异有统计学意义(P<0.01)。前列腺癌组

织中PCGEM1的表达与AR表达程度显著相关。与良性前列腺肿瘤相比，转移性肿瘤中的PCGEM1细胞核内定

位显著不同，雄激素去势显著影响PCGEM1的表达及细胞内定位。而共定位检测发现，PCGEM1与AR之间存

在一定程度的共定位现象。结论：本研究通过FISH研究发现，PCGEM1表达在雄激素去势条件下显著上调，而

在转移性前列腺癌中，PCGEM1和AR的共定位表达表明，lncRNA PCGEM1和AR相互作用可能共同参与调控

前列腺癌的恶性进展及转移。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Long non-coding RNA (lncRNA) could be an important player in 
cancer biology. Recent studies showed that lncRNA PCGEM1 might be important in the regulation of androgen recep-
tor (AR) signaling pathway. We tried to observe the expressions of lncRNA PCGEM1 and AR in prostate cancer, and 
investigate their role and significance in prostate cancer genesis and progress. Methods: The expression of lncRNA 
PCGEM1 was observed in prostate cancer by fluorescence in situ hybridization (FISH) technique. Then detection of AR 
was performed by immunofluorescence histochemistry methods. Their co-effective role was checked by RNA pull-down 
technique. Results: Compared with the AR-independent cell line such as PC3 or DU145, AR-dependent cell line such 
as LNCaP showed much higher expression of lncRNA PCGEM1 (P<0.01). PCGEM1 and AR could be co-localized in 
most of these prostate cancer samples, especially in the metastasis samples. Moreover, androgen deprivation promoted 
the translocation of PCGEM1 into nucleus. RNA pull-down results also proved the co-effective role of PCGEM1 and 
AR. Conclusion: This study showed that lncRNA PCGEM1 was highly expressed in metastatic prostate cancer. It was 
related to the progress and malignant behavior of the prostate cancer. Its co-localization with AR may play an important 

基金项目：国家自然科学基金面上项目(81372513)；上海市浦江人才项目(15PJ1407500)。
通信作者：张子强　E-mail: zzq1419@126.com



《中国癌症杂志》2016年第26卷第4期 321

　　在近几十年里，肿瘤复发和转移仍是改善

整体存活率的主要障碍，这可能主要因为人们

对于癌症生物学仍缺乏全面的了解。功能基因

组学研究的最新进展表明，参与人类基因转录

的绝大多数是非编码RNA［1］。最近，更新的非

编码基因数据库列出了超过56 000个人类长链非

编码RNA(long non-coding RNA，lncRNA)［2］，

然而，这些lncRNA的功能仍有待确定。更多

的证据表明，lncRNA可以在包括细胞生长、

凋亡和肿瘤调控等方面发挥关键性作用，提示

lncRNA在肿瘤生物学中潜在的重要作用如存在

lncRNA Loc285194与mir-211之间，以及lncRNA 
GAS5和miR-21之间的“竞争性内源RNA”的调

节机制［3-4］。然而，对于lncRNA在调控癌症基

因表达及机制等方面仍所知甚少。

　　雄激素受体(androgen receptor，AR)是前列

腺癌等肿瘤的关键调节因子，也是这类肿瘤主

要的治疗靶点。然而，对于lncRNA是否及如何

在这类肿瘤尤其是前列腺癌的侵袭及去势抵抗

中发挥作用，目前还了解甚少。最近，有研究

表明，PCGEM1可能通过AR发挥作用［5］，但

具体机制仍存在争议。对此，本研究通过临床

标本研究，希望进一步明确PCGEM1的基因表

达与前列腺癌恶性程度及转移程度，通过荧光

染色共定位的检测，观察PCGEM1可能通过与

AR直接作用参与前列腺癌的进展及转移。

1　材料和方法

1.1　细胞及标本来源

　　前列腺癌LNCaP细胞株，采用含有5%小牛

血清的RPMI1640培养基培养。选择前列腺癌

LNCaP细胞进行细胞侵袭实验研究。实验细胞

分为对照组及shRNA-PCGEM1组，具体操作方

法参照参考文献［4］。临床男性患者前列腺肿

瘤组织标本，包含前列腺良性肿瘤16例，平均

年龄61.2岁，转移性前列腺癌组织样本14例，

role in prostate cancer genesis and progress.
  　［Key words］ Long non-coding RNA; Androgen receptor; Prostate cancer

GS评分均值7.2分(6~10分)，平均年龄58.6岁。

两组之间患者年龄等一般特征差异无统计学意

义(P>0.05)。所有的病理学指标均由病理科资深

医师来确定。

1.2　实时荧光定量聚合酶链式反应(real-time 

fluorescent quantitative polymerase chain 

reaction，RTFQ-PCR)检测

　　所采用PCGEM1的RTFQ-PCR引物序列为：

TTTTTGCCCTATGCCGTAAC，GGAGACTC 
CCAACCTGATGA。内参照β-actin引物序列

为：5’-CATCTCTTGCTCGAAGTCCA-3’，

5’-ATCATGTTTGAGACCTTCAACA-3’。
　　RTFQ-PCR检测用Trozol(Gibco/BRL)一步法

提取冰冻组织的总RNA，紫外分光光度计测定

RNA纯度，取0.5 µg总RNA用于反转录。反转

录体系10 µL，包含1 µL MuLV反转录酶和相应

的缓冲液。1 µL cDNA 用于PCR扩增，总体积

25 µL，包含1 µL上下游引物、0.25 µL DNA聚

合酶和相应的缓冲液，PCR循环参数为：94 ℃ 
1 min，55 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，β-actin的

PCR循环参数为：94 ℃ 45 s，55 ℃ 45 s，72 ℃ 
45 s，共30个循环。

1.3　荧光原位杂交(f luorescence in  s i tu 

hybridization，FISH)及荧光免疫组织化学检测

　　通过LNCaP细胞进行FISH来确定PCGEM1
的亚细胞定位。采用生物素标记的LNA反义

PCGEM1探针(序列： T+T+T+TCCAAAGGG
+T+CCGCTGTCCCTG+G+A+G)，信号显示

采用TSATM试剂盒(#24)及Alexa Fluor 568(Life 
Technologies)，石蜡切片厚度4 µm，常规脱蜡

至水，采用高压煮沸法行抗原修复后，操作参

照试剂说明书，具体步骤参照参考文献［5］进

行。完成FISH显色后，进一步应用AR抗体进行

免疫荧光染色。免疫组织化学染色兔抗AR多克

隆抗体。工作浓度1∶300，DAB显色，苏木精

对比染色，采用山羊抗兔荧光二抗。每批切片

免疫组化染色分析均以已知阳性组织切片做阳
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性对照，以PBS代替一抗做阴性对照。

1.4　RNA pull-down检测

　 　 为 确 定 P C G E M 1 与 A R 之 间 可 能 存

在 的 相 互 作 用 ， 构 建 T 7 - P C G E M 1 核 酸

探 针 序 列 ： TA ATA C G A C T C A C TATA G
G G A G G C A C T C T G G C A C C C A G T T ；

GCGGCCGCGAAATCTTTAATATTTGTTA。

通过上述T7-PCGEM1核酸探针进行RNA pull-
down试验，所得到pull -down产物进行蛋白

［质］印迹法(Western blot)及相应特异性抗体检

测。具体步骤参照参考文献［4-5］进行。

1.5　统计学处理

　　采用SPSS 17.0软件包处理数据，不同组间

表达的结果处理用t检验或χ2检验，P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　PCGEM1在不同前列腺癌细胞株及前列腺

组织中的表达

　　研究选择不同类型的前列腺癌细胞株，

包括LNCaP(AR依赖性)、PC3及DU145(非AR
依赖性)，通过RTFQ-PCR检测PCGEM1在上述

不同细胞株中的表达水平，结果发现，与非

AR依赖性细胞株PC3或DU145相比，LNCaP的

PCGEM1表达水平显著提高，差异有统计学意

义(P<0.01，图1A)。与良性前列腺瘤比较，转

移性前列腺癌组织中的PCGEM1表达水平显著

提高，差异有统计学意义(P<0.01，图1B)。

2.2　PCGEM1在LNCaP细胞中的表达定位及

雄激素去势的影响

　　通过前列腺癌细胞株LNCaP细胞，应用

FISH技术检测发现，PCGEM1主要分布在细

胞质中，少量分布在核仁中。通过雄激素去势

处理后，发现细胞中PCGEM1表达水平显著提

高，并且可以发现显著的PCGEM1异位，FISH
检测显示，细胞PCGEM1明显的分布于细胞

核，尤其是核小体中。而与AR的双重染色共

定位检测发现，通过雄激素去势处理后表现出

显著的PCGEM1和AR共定位现象(图2)，提示

PCGEM1和AR共定位可能存在二者的共同作用

而参与前列腺癌进展。

2.3　PCGEM1在前列腺癌组织中的表达及与临

床特性的关系

　　应用FISH技术检测发现，前列腺癌组织

中PCGEM1的表达与肿瘤恶性程度显著相关。

与良性前列腺癌组织比较，转移性肿瘤中的

PCGEM1表达水平显著提高，PCGEM1的表达

与前列腺癌癌的分化程度、转移显著相关。同

样与细胞水平的研究相比发现，在转移性前列

腺癌细胞除了PCGEM1表达水平提高，还发现

显著的PCGEM1异位，FISH检测显示，细胞中

PCGEM1明显的分布于细胞核。而与AR的双重

染色共定位检测可以发现转移性前列腺癌表现

出显著的PCGEM1和AR共定位现象(图3)，进一

步提示PCGEM1和AR可能存在二者的共同作用

而参与前列腺癌进展。

图 1　LncRNA PCGEM1在不同类型前列腺癌细胞株中的表达

Fig. 1    Expression of lncRNA PCGEM1 in different prostate cell lines
*: P<0.01
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图 2　FISH检测PCGEM1和AR在前列腺癌LNCaP细胞中的表达及雄激素去势干预后对其影响

Fig. 2    The expression of PCGEM1 and AR in LNCaP cell line, and the effect of androgen deprivation detected by FISH

图 3　FISH检测PCGEM1和AR在前列腺癌组织中的表达及共定位检测

Fig. 3    The expression and co-localization of PCGEM1 and AR in prostate cancer tissues detected by FISH
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2.4　RNA-pull down检测PCGEM1与AR的相

互作用及PCGEM1对LNCaP细胞迁移的影响

　　为确定PCGEM1与AR之间可能存在的直接

相互作用，本实验设计和构建了T7-PCGEM1核

酸探针进行RNA pull-down试验，对所得到的

pull-down产物进行Western blot及相应特异性AR
抗体检测。通过检测前列腺癌细胞株LNCaP细

胞发现，PCGEM1可以显著地pull-down AR，

与空白对照组(单纯Beads对照组)比较，可以

发现PCGEM1组能够检测到显著的AR条带(图

4A)，进一步提示PCGEM1和AR二者之间的相

互作用。与对照组比较，PCGEM1下调(shRNA-
PCGEM1)组的细胞侵袭能力显著下降(图4B、

C)，差异有统计学意义(P<0.05)。

图 4　RNA pull-down检测PCGEM1和AR二者的相互作用

Fig. 4    Interaction of PCGEM1 and AR detected by RNA pull-down

3　讨　　论

　　LncRNA可作为致癌基因和肿瘤抑制基因

影响1个及1个以上的癌症特征［6］。LncRNA
在一级结构、二级结构、表达水平及其同源

RNA结合蛋白中的改变导致从神经退行性疾

病到癌症等广泛疾病的发生。所以，lncRNA
广泛参与人类疾病可能比之前认为的更为普

遍［7］。一方面，一些lncRNA已被证实可发挥

致癌作用，如PCAT-1作为影响细胞增殖的前

列腺特异性调节因子，已被证实在部分前列腺

癌患者群体中具有临床预测价值，PCGEM1在

前列腺癌中上调［8］，可促进细胞增殖［9］，并

减少抗癌药物如阿霉素和依托泊苷介导的细胞

凋亡［10］，其他与前列腺癌相关的潜在的致癌

lncRNA包括ANRIL［11-12］和CTBP1–AS［13］；另

一方面，lncRNA也能起到抑制肿瘤的作用，如

lncRNA p21作为p53依赖性的转录反应抑制因

子，通过募集hnRNP-K至其基因组靶目标发挥 

作用［14］。

　　AR是前列腺癌的关键调节因子，也是其

主要的治疗靶点。大量的研究表明，一些蛋白

质可以和AR相互作用，导致基因的激活和去

势抗性［15］。AR异构体的产生对于前列腺癌

侵袭进展及去势抵抗有重要的作用，而对于

lncRNA是否在前列腺癌复发侵袭中发挥作用，

朱竹先，等.　LncRNA PCGEM1和雄激素受体在前列腺癌中的共定位表达及临床意义
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目前还所知甚少。本研究初步发现，LncRNA 
PCGEM1与AR的表达存在高度的调控关系，提

示PCGEM1可能通过调控AR发挥重要作用。

　　本研究通过FISH技术检测发现，前列腺

癌组织中PCGEM1的表达与肿瘤恶性程度显著

相关。PCGEM1的表达与前列腺癌癌的分化程

度、转移和临床分期显著相关。针对PCGEM1
和AR在前列腺癌中的表达的共定位检测发现，

PCGEM1与AR之间存在一定程度的共定位现

象。所以，PCGEM1表达与前列腺癌的恶性程

度及侵袭转移有关，而PCGEM1和AR在前列腺

癌表达中的共定位表明，PCGEM1和AR相互作

用共同参与前列腺癌的恶性进展及侵袭转移。

因此，FISH技术检测PCGEM1和AR表达及共定

位情况可能成为前列腺癌患者预后判断和指导

临床治疗的重要指标。

　　本研究通过对PCGEM1与前列腺癌转移影

响等的研究，明确PCGEM1与AR的相互作用对

前列腺癌的临床意义。这为制定新的临床应用

策略，包括发现新型的肿瘤生物标志物及分子

治疗靶点提供了理论依据。
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