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　　【摘要】　 目的：探讨ＲＮＡ结合蛋白ＥＬＡＶＬ１在前列腺癌（ＰＣａ）组织，特别是激素敏感型前列腺癌（ＨＳＰＣ）组
织中的表达及其与肿瘤增殖的关系，揭示ＥＬＡＶＬ１通过ｍ６Ａ修饰介导ＳＯＸ４ｍＲＮＡ稳定性，促进ＨＳＰＣ增殖的分子
机制。　 方法：在癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）数据库分析ＥＬＡＶＬ１在ＰＣａ组织中的表达及其与预后的关系，并比较
其在ＨＳＰＣ和激素抵抗型前列腺癌（ＨＲＰＣ）组织中的差异。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测 ＥＬＡＶＬ１在 ＰＣａ细胞系中的蛋
白表达，ｓｉＲＮＡ敲低ＥＬＡＶＬ１后通过ＣＣＫ-８评估其对细胞增殖的影响，并用 ＲＴ-ｑＰＣＲ检测下游靶基因的变化。裸
鼠成瘤实验进一步验证ＥＬＡＶＬ１对肿瘤生长的影响。接着通过 ＲＩＰ-ｓｅｑ鉴定 ＥＬＡＶＬ１与 ＳＯＸ４ｍＲＮＡ的互作关系，
ＲＴ-ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分别检测ｓｉＲＮＡ敲低 ＥＬＡＶＬ１后 ＳＯＸ４ｍＲＮＡ和蛋白水平。ＣＣＫ-８用于评估敲低 ＳＯＸ４
对细胞增殖的影响。ＭｅＲＩＰ-ｑＰＣＲ用于检测ＳＯＸ４的ｍ６Ａ修饰水平及敲低ＭＥＴＴＬ３的影响，ＲＮＡｐｕｌｌ-ｄｏｗｎ实验验
证ＳＯＸ４ＲＮＡ片段与ＥＬＡＶＬ１蛋白的互作，ＲＮＡ稳定性实验评估 ＥＬＡＶＬ１敲低对 ＳＯＸ４ｍＲＮＡ稳定性的影响。　
结果：ＥＬＡＶＬ１在ＰＣａ细胞中的表达高于前列腺正常上皮细胞。ＥＬＡＶＬ１高表达的患者预后明显差于低表达的患
者，ＧＳＥ３２２６９数据库中ＨＳＰＣ组织中的ＥＬＡＶＬ１表达水平显著高于ＨＲＰＣ。在人 ＰＣａ细胞 ＬＮＣａＰ和 ＶＣａＰ中敲低
ＥＬＡＶＬ１后，细胞增殖能力受到影响，而过表达ＥＬＡＶＬ１会促进ＨＳＰＣ细胞的增殖。体内研究显示敲低ＥＬＡＶＬ１后，
ＬＮＣａＰ移植瘤的生长受到明显抑制，移植瘤的质量明显降低。在 ＬＮＣａＰ和 ＶＣａＰ细胞中 ＳＯＸ４ｍＲＮＡ和蛋白水平
均显著高于前列腺正常上皮细胞 ＲＷＰＥ-１。ＲＩＰ-ｑＰＣＲ证实 ＥＬＡＶＬ１蛋白与 ＳＯＸ４ｍＲＮＡ存在互作关系。在敲低
ＥＬＡＶＬ１后，ＳＯＸ４ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著下降；敲低 ＳＯＸ４后，ＬＮＣａＰ和 ＶＣａＰ细胞的增殖能力受到显著抑
制。ＨＳＰＣ细胞中ＥＬＡＶＬ１依赖ｍ６Ａ调控了ＳＯＸ４的ＲＮＡ稳定性。　结论：ＥＬＡＶＬ１高表达于ＨＳＰＣ组织中。高表
达的ＥＬＡＶＬ１与ＨＳＰＣ细胞的增殖有关。ＳＯＸ４是 ＥＬＡＶＬ１的下游分子，促进 ＨＳＰＣ细胞的增殖；ＥＬＡＶＬ１依赖 ｍ６Ａ
促进ＳＯＸ４ｍＲＮＡ促进ＳＯＸ４ｍＲＮＡ的稳定性。
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ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＬＮＣａＰａｎｄＶＣａＰｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄ．　Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＥＬＡＶＬ１ｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＨＳＰＣ．Ｈｉｇｈ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＬＡＶＬ１ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨＳＰＣ．ＳＯＸ４ｉｓａｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｍｏｌｅｃｕｌｅｏｆＥＬＡＶＬ１ｗｈｉｃｈｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨＳＰＣ．ＥＬＡＶＬ１ｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＯＸ４ｍＲＮＡｔｈｒｏｕｇｈａｎｍ６Ａ-ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｅｃｈａｎｉｓｍ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】ｈｏｒｍｏｎｅ-ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ；ＥＬＡＶＬ１；ＳＯＸ４；ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｍ６Ａ

Ｆｕｎｄｉｎｇｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ：ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８２１７０７８８，６２１０１３１９）ａｎｄＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｈａｎｇｈａｉｆｏｒＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＭｅｄｉ-

ｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＣｒｏｓｓ-ｄｉｓｃｉｐｌｉｎａｒｙＰｒｏｊｅｃｔ（２０２３ＪＫ-ＧＬ３０Ｚ）．

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏ：ＷＡＮＧＺｈｏｎｇ，ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｎｇｗａｎｇ２０１０＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

Ｒｅｃｅｉｖｅｄ：Ｏｃｔｏｂｅｒ１５，２０２４；ａｃｃｅｐｔｅｄ：Ｍａｒｃｈ１４，２０２５

　　前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）是老年男性常
见的恶性肿瘤，同时也是男性癌症相关死亡的第二

大原因。［１］。近年来，我国的发病率也逐年上升［２］。

目前，全世界约有１０００万男性患有该病，在男性人
群中发病率仅次于肺癌［３-４］。ＰＣａ筛查与早期诊断
的开展显著提高了其早期诊治率，但是仍然有相当

多的ＰＣａ患者由于未及时就诊而延误治疗［５-６］。临

床上针对ＰＣａ的治疗手段较多，包括手术、放疗、化
疗、免疫治疗、内分泌治疗等，但是肿瘤进展仍然避

免不了，死亡率仍然居高不下［７］。了解 ＰＣａ发生发
展的分子机制并发展新的治疗研究是一个重要策

略，但相关分子机制仍不清楚［８］。

ＥＬＡＶＬ１是一个重要的 ＲＮＡ结合蛋白，既往的
研究已经发现其在多种肿瘤包括肺癌、肝癌、胰腺癌

等组织中高表达并促进肿瘤的发生发展［９-１１］；同时

还与化疗耐药［１２-１３］、放疗抵抗［１４-１５］等治疗反应有

关。另外，在肿瘤研究中ＥＬＡＶＬ１也被报道与ＹＴＨ-
ＤＣ１、ＩＧＦ２ＢＰ１等分子结合协同促进 ＲＮＡ的稳
定［１６-１７］。在 ＰＣａ组织中，既往研究已经报道了
ＥＬＡＶＬ１在 ＰＣａ组织中高表达，并且促进 ＰＣａ的发
生发展［１８-１９］。既往研究发现 ＥＬＡＶＬ１与多个 ｍ６Ａ
结合蛋白的 ＲＮＡ和蛋白有互作的关系，提示
ＥＬＡＶＬ１可能是ＲＮＡｍ６Ａ修饰的上游分子，能够调控
下游多个 ｍ６Ａ调控因子的表达进而影响 ｍ６Ａ修
饰［２０］。因此，ＥＬＡＶＬ１被认为是一个重要ＰＣａ治疗靶
分子。本文通过探讨ＲＮＡ结合蛋白ＥＬＡＶＬ１在ＰＣａ
组织中的表达及其与肿瘤增殖的关系，揭示

ＥＬＡＶＬ１促进ＨＳＰＣ增殖的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞与实验动物　激素敏感型前列腺癌细
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胞系ＬＮＣａＰ、ＶＣａＰ和前列腺正常上皮细胞 ＲＷＰＥ-１
购自中国医学科学院细胞中心，ＬＮＣａＰ、ＤＵ１４５、
２２ＲＶ１、ＰＣ-３细胞系采用 ＲＭＰＩ-１６４０培养基（含
１０％胎牛血清）培养，ＶＣａＰ细胞系采用 ＤＭＥＭ（含
１０％胎牛血清）培养，ＲＷＰＥ-１细胞系采用 ＲＷＰＥ-１
专用培养基即 ＰｒｏｓｔａｔｅＥｐｉｔｈｅｌｉａｌＣｅｌｌＭｅｄｉｕｍ；４～５

周龄雄性 ＢＡＬＢ／ｃ-ｎｕ裸鼠购自武汉斯莱克景达实
验动物有限公司。所有动物实验获得上海交通大学

医学院附属第九人民医院实验动物使用与管理委员

会批准（批号：ＳＨ９Ｈ-２０２２-Ａ０１３-ＳＢ）。
１．１．２　试剂与耗材　实验主要试剂与耗材见表
１、２。

表１　实验主要试剂
Ｔａｂｌｅ１．Ｍａｉｎｒｅａｇｅｎｔｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

序号 试剂名称 公司 货号

１ 预染蛋白质分子量标准ｍａｒｋｅｒ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ ２６６１６

２ ５×ＳＤＳ上样缓冲液 ＧｅｎＳｔａｒ Ｅ１５３-１０

３ ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒 ＧｅｎＳｔａｒ Ｅ１６２-０５

４ 多聚甲醛 Ｓｉｇｍａ Ｐ６１４８

５ 苏木素染色液 中杉金桥 ＺＬＩ-９６１０

６ 中性树胶 西雅金桥 ＦＺ-５２０２

７ ＢＳＡ 经科宏达 ２１８０５４３９９１

８ 封闭用羊血清（原液） 中杉金桥 ＺＬＩ-９０２１

９ ＤＡＢ试剂盒 Ｖｅｃｔｏｒ ＳＫ-４１００

１０ 免疫组化笔 中杉金桥 ＺＬＩ-９３０５

１１ １００％ ＴｒｉｔｏｎＸ-１００ Ａｍｒｅｓｃｏ ０６９４

１２ ＤＡＰＩ Ｓｉｇｍａ Ｆ６０５７

１３ ＴＲＩｚｏｌ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｔ９４２４

１４ ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲＲＴ试剂盒 ＴＯＹＯＢＯ ＦＳＱ-３０１

１５ ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ ＴＯＹＯＢＯ ＱＰＳ-２０１

１６ ｓｉＲＮＡ转染试剂 百代生物 １１０１２

１７ ＤｙｎａｂｅａｄｓＰｒｏｔｅｉｎＡ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ １０００２Ｄ

１８ Ａｎｔｉ-ｍ６Ａ ＳｙｎａｐｔｉｃＳｙｓｔｅｍｓ ２０２００３

１９ Ｎ６-Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，５＇-ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ Ｓｉｇｍａ Ｍ２７８０

２０ ＲＮｅａｓｙＭｉｎＥｌｕｔｅＣｌｅａｎｕｐ试剂盒 Ｑｉａｇｅｎ ７４２０４

２１ ＱｕｂｉｔｄｓＤＮＡＨＳ缓冲液 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ Ｑ３２８５１

２２ Ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｃｋｔａｉｌｔａｂｌｅｔｓ Ｒｏｃｈｅ ０４６９３１５９００１

２３ ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＲＮａｓｉｎⓇＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｐｒｏｍｅｇａ Ｎ２５１５

２４ 高效ＲＩＰＡ裂解液 索莱宝 Ｒ００１０

２５ 胎牛血清 四季青 １１０１１-８６１１

２６ ＰｒｏｓｔａｔｅＥｐｉｔｈｅｌｉａｌＣｅｌｌＭｅｄｉｕｍ Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ ４４１１

２７ ＲＰＭＩ１６４０ Ｇｉｂｃｏ Ｃ１１８７５５００ＢＴ

２８ 胰酶含ＥＤＴＡ 索莱宝 Ｔ１３２０

２９ 双氢睾酮溶液 Ｓｉｇｍａ Ｄ-０７３

３０ 嘌呤霉素 索莱宝 Ｐ８２３０

３１ ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００转染试剂 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｌ３０００００８

３２ 放线菌素Ｄ ｓｉｇｍａ Ａ９４１５

３３ ３-ｄｅａｚａａｄｅｎｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ Ｍｅｄｃｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ ＨＹ-ＷＤ１３３３２Ａ

３４ ＨｕＲｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ａｇ２２４９
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表２　实验主要耗材
Ｔａｂｌｅ２．Ｍａｉｎｃｏｎｓｕｍａｂｌｅｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

序号 耗材名称 公司

１ ＰＶＤＦ膜 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司

２ ９６孔酶标板 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司

３ 阳离子防脱片 北京中杉金桥公司

４ ９６孔ＰＣＲ板及封口膜 美国 ＡＢＩ公司

５ 各型号离心管 Ａｘｙｇｅｎ公司

６ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管 Ａｘｙｇｅｎ公司

７ 各型号枪头 Ａｘｙｇｅｎ公司

８ 各型号孔板 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司

９ 各型号移液管 Ｌａｂｓｅｌｅｃｔ公司

１０ 各型号培养皿 Ｌａｂｓｅｌｅｃｔ公司

１．２　方法
１．２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实验　依据所需检测蛋白的分
子量配置浓度８％ ～１２％的分离胶及相应浓缩胶，
每孔加入３０～５０μｇ待检测蛋白样品，８０Ｖ跑浓缩
胶，８０～１００Ｖ跑分离胶。采用０．２μｍＰＶＤＦ膜进
行湿转法转膜（３００ｍＡ，２～４ｈ），５％牛奶封闭液室
温封闭 １ｈ，一抗根据抗体种类进行相应稀释
（１∶１０００）后室温孵育 ２ｈ或 ４℃过夜，含吐温的
Ｔｒｉｓ缓冲液（ＴＢＳＴ）清洗８ｍｉｎ×３次，一抗种属对应
二抗以一定比例稀释（１∶１００００）后室温孵育１ｈＴＢＳＴ，
清洗后加入适量超敏显影液于曝光机中显影。

１．２．２　ＲＮＡ提取、ｃＤＮＡ合成及实时荧光ＰＣＲ　取

适量ＰＣａ细胞加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ充分裂解，随后加入
２００μＬ氯仿混匀后静置５ｍｉｎ，４℃１３０００ｒ／ｍｉｎ离
心２０ｍｉｎ，取上清后加入等体积异丙醇混匀后于液
氮中沉淀，并在４℃，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心４０ｍｉｎ后去
除上清，加入１ｍＬ７５％乙醇于４℃，１３０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ清洗重复２次，去除上清后于干燥盒中
干燥数分钟，加入适量ＤＥＰＣ水溶解ＲＮＡ沉淀块并
测浓度。取适量 ＲＮＡ加入 ＲＮＡａｓｅ-ｆｒｅｅ水后于
６５℃温浴５ｍｉｎ变性，加入适量４×ＤＮＡＭａｓｔｅｒＭｉｘ
于３７℃温浴５ｍｉｎ去除ＤＮＡ，再次加入适量５×ＲＴ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ于３７℃温浴 １５ｍｉｎ进行逆转录反应，
９８℃５ｍｉｎ使酶失活获得 ｃＤＮＡ。取适量 ｃＤＮＡ模
板加入 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、上下
引物、ＲＯＸ及蒸馏水，上样后于 ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＲｅａｌ-
ＴｉｍｅＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ进行反应。反应条件如
下：９５℃３０ｓ，４０个循环（９５℃ ５ｓ／６０℃ ３０ｓ／９５℃
１５ｓ），６０℃ １ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ。引物序列见表３。
１．２．３　ｓｉＲＮＡ及质粒转染　种植适量细胞至第２
天细胞融合度为 ３０％ ～５０％，接着按照终浓度
２０ｎｍｏｌ／Ｌ分别转染两条不同的ｓｉＲＮＡ进细胞（序列
见表４），转染方案参考 Ｒｆｅｃｔ转染试剂（公司：百代
生物；货号：１１０１２）。转染后２４ｈ后提取ＲＮＡ，４８ｈ
后提取蛋白进行后续实验。种植细胞至第２天细胞
融合度８０％以上，接着按照Ｌｉｐｏ３０００试剂盒说明书
转染质粒，转染方案参考转染试剂盒。转染后２４ｈ
以上进行后续实验。

表３　引物序列
Ｔａｂｌｅ３．Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 正向引物 反向引物

ＥＬＡＶＬ１ ５′-ＡＧＡＧＡＧＣＧＡＴＣＡＡＣＡＣＧＣＴＧ-３′ ５′-ＧＧＡＧＣＣＣＧＣＴＧＡＴＧＴＡＣＡＡＧ-３′

ＳＯＸ４ ５′-ＧＣＡＡＡＣＣＡＡＣＡＡＴＧＣＣＧＡＧＡＡ-３′ ５′-ＧＣＴＴＧＡＴＧＴＧＣＣＣＡＣＴＣＧＧ-３′

ＳＯＸ４-ｍ６Ａ-ｐｅａｋ１ ５′-ＣＧＣＴＡＧＧＡＡＡＴＧＡＣＣＣＧＡＧＡ-３′ ５′-ＧＴＴＴＧＡＣＣＧＴＧＡＡＣＣＣＣＣＴＴ-３′

ＡＣＴＢ ５′-ＧＴＡＣＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＧ-３′ ５′-ＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ-３′

表４　ｓｉＲＮＡ引物序列
Ｔａｂｌｅ４．ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｉＲＮＡ

名称
序列

正义链 反义链

ｓｉ-ｈ-ＭＥＴＴＬ３-１ ５′-ＣＧＵＣＡＧＵＡＵＣＵＵＧＧＧＣＡＡＧＵＵ-３′ ５′-ＡＡＣＵＵＧＣＣＣＡＡＧＡＵＡＣＵＧＡＣＧ-３′

ｓｉ-ｈ-ＭＥＴＴＬ３-２ ５′-ＣＵＧＣＡＡＧＵＡＵＧＵＵＣＡＣＵＡＵＧＡ-３′ ５′-ＵＣＡＵＡＧＵＧＡＡＣＡＵＡＣＵＵＧＣＡＧ-３′

ｓｉ-ｈ-ＥＬＡＶＬ１-１ ５′-ＧＡＣＣＣＡＧＧＡＵＧＡＧＵＵＡＣＧＡ-３′＇ ５′-ＵＣＧＵＡＡＣＵＣＡＵＣＣＵＧＧＧＵＣ-３′

ｓｉ-ｈ-ＥＬＡＶＬ１-２ ５′-ＧＧＵＵＧＣＧＵＵＵＡＵＣＣＧＧＵＵＵ-３′ ５′-ＡＡＡＣＣＧＧＡＵＡＡＡＣＧＧＣＡＡＣＣ-３′

ｓｉ-ｈ-ＳＯＸ４-１ ５′-ＵＧＡＡＧＣＧＣＧＵＣＵＡＣＣＵＧＵＵ-３′ ５′-ＡＡＣＡＧＧＵＡＧＡＣＧＣＧＣＵＵＣＡ-３′

ｓｉ-ｈ-ＳＯＸ４-２ ５′-ＡＡＧＡＡＧＧＵＧＡＡＧＣＧＣＧＵＣＵＡ-３′ ５′-ＵＡＧＡＣＧＣＧＣＵＵＣＡＣＣＵＵＣＵＵ-３′

·４９７· 中华男科学杂志　２０２５年９月　第３１卷 第９期　ＮａｔｌＪＡｎｄｒｏｌ，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．９，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５



１．２．４　ＭｅＲＩＰ-ｑＰＣＲ　通过 ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，
使用 １０×Ｆａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ缓冲液在一定反应条件
（ＭｅＲＩＰ-ｓｅｑ７０℃ １０ｍｉｎ，ＭｅＲＩＰ-ｑＰＣＲ ７０℃
５ｍｉｎ）下进行片段化，加入 Ａｎｔｉ-ｍ６Ａ４℃下孵育
２～３ｈ，之后加入ＢＳＡ封闭的ｂｅａｄｓ４℃下孵育２～
３ｈ，利用 ｍ６Ａ核苷洗脱总 ＲＮＡ两次，经 ＲＮｅａｓｙ
ＭｉｎＥｌｕｔｅＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎ纯化回收并反转录为 ｃＤＮＡ
后进行ｑＰＣＲ检测。
１．２．５　ＲＮＡ免疫共沉淀实验　每个 ＩＰ反应所需
细胞２×１０７个，经过 ｎｏｎ-ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ裂解缓冲液裂
解，用ＰｒｏｔｅｉｎＧＡｇａｒｏｓｅｂｅａｄｓ对蛋白裂解液进行预
清理，并加入正常兔 ＩｇＧ和 ａｎｔｉ-ＡＬＫＢＨ５抗体进行
蛋白-抗体结合６ｈ，将已封闭的 ｂｅａｄｓ加入蛋白-抗
体结合物 ４℃下过夜孵育，接着收集 ｂｅａｄｓ进行
ＲＮＡ提取，经反转录后进行 ＲＴ-ｑＰＣＲ，β-ａｃｔｉｎ作阴
性对照。

１．２．６　ＣＣＫ８细胞增殖实验　采用碧云天ＣＣＫ８试
剂盒参照试剂盒说明书检测细胞增殖情况，简述如

下：将细胞进行ｓｉＲＮＡ转染后，以约５×１０３个细胞／孔
种植９６孔板继续孵育２４ｈ，每孔加入１０μＬＣＣＫ-８
试剂，４５０ｎｍ波长下测吸光度值并进行记录。
１．２．７　ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ实验　使用赛默飞的 ＲＮＡ
ｐｕｌｌｄｏｗｎ试剂盒按照试剂盒说明书进行 ＲＮＡ-蛋白
互作实验，简述如下：将合成的生物素标记的探针与

链霉亲和素包被的磁珠室温孵育１ｈ，之后加入蛋白
裂解液室温孵育３０ｍｉｎ，后收集磁珠并清洗后洗脱
蛋白。

１．２．８　ＲＮＡ稳定性实验　细胞进行转染 ｓｉＲＮＡ，
２４ｈ后种植于６孔板中继续培养２４ｈ，之后加入放
线菌酮Ｄ至终浓度５ｍｇ／ｍＬ，于 ０、０．５、１、１．５ｈ分
别收集细胞后提取ＲＮＡ进行ｑＰＣＲ检测。
１．２．９　敲低ＥＬＡＶＬ１的 ＬＮＣａＰ细胞稳转株建立及
裸鼠皮下成瘤　将 ｓｈＥＬＡＶＬ１慢病毒以 ＭＯＩ１０感
染ＬＮＣａＰ细胞，４８ｈ后２．５μｇ／ｍＬ嘌呤霉素筛选稳
转株，此后１．２５μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的完全培养基继
续培养获得ＬＮＣａＰ的ｓｈＥＬＡＶＬ１稳转株。制备１×
１０７ｃｅｌｌｓ／１００μＬ的ＬＮＣａＰ-ｓｈＥＬＡＶＬ１稳转株细胞悬
液含５０μＬ高浓度无酚红的基质胶（碧云天，货号：
Ｃ０３８３）。每只裸鼠侧腹部注射１００μＬ细胞悬液进
行成瘤。

１．２．１０　免疫组织化学实验　将 ＰＣａ组织芯片（上
海芯超，货号：ＨＰｒｏＡ１５０ＰＧ０２）和裸鼠移植瘤石蜡块
切片后６０℃烘片２～３ｈ，依次采用二甲苯２次各

１０ｍｉｎ、１００％乙醇 ２次各 １０ｍｉｎ、９５％乙醇各
１０ｍｉｎ、９０％乙醇１０ｍｉｎ、８０％乙醇５ｍｉｎ及７０％乙
醇５ｍｉｎ脱蜡，１×ＰＢＳ清洗后３％双氧水室温避光
孵育１０ｍｉｎ，１×ＰＢＳ清洗后，采用枸橼酸微波修复
（中高火，１５ｍｉｎ），１×ＰＢＳ清洗后２．５％ＢＳＡ封闭
液封闭１ｈ，一抗ＡＬＫＢＨ５抗体１∶５００稀释比例４℃
过夜孵育，ＰＢＳ清洗后对应二抗（见 ２．１．６抗体）
３７℃孵育６０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色后进行苏木素染色、氨
水返蓝，依次７０％、８０％、９０％、９５％、１００％及１００％
乙醇各１ｍｉｎ脱水，二甲苯２次各５ｍｉｎ透明，并树
胶封片。

１．３　统计学分析　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件及
ＩｍａｇｅＪ进行作图和统计学处理。计量资料均采用
ｘ±ｓ表示，利用独立样本 ｔ检验进行组间或组内的
比较，统计检验采用双尾检验，Ｐ≤０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＥＬＡＶＬ１高表达于ＨＳＰＣ　在 ＴＣＧＡ前列腺癌
数据集中，高表达 ＥＬＡＶＬ１的患者预后显著差于低
表达的患者（图 １Ａ），这提示高表达的 ＥＬＡＶＬ１与
ＰＣａ进展有关，并且其预后更差。随后，在ＰＣａ组织
芯片中ＥＬＡＶＬ１表达水平被验证，结果证实 ＰＣａ组
织中ＥＬＡＶＬ表达显著高于癌旁组织（图１Ｂ）。通过
细胞系模型和公开数据集（如 ＧＳＥ３２２６９）的多角度
验证，进一步支持了 ＥＬＡＶＬ１在 ＨＳＰＣ组织中的高
表达及其与肿瘤增殖的相关性。

与癌旁组织相比，雄激素受体（ＡＲ）阳性 ＰＣａ
组织中 ＥＬＡＶＬ１水平显著升高，而 ＡＲ阴性 ＰＣａ组
织中ＥＬＡＶＬ１未明显升高（图１Ｃ）。同时也证实了
ＨＳＰＣ组织中的ＥＬＡＶＬ１表达水平显著高于激素抵
抗型前列腺癌（图 １Ｄ）。以上研究表明高表达的
ＥＬＡＶＬ１与ＨＳＰＣ发展有着密切的关系。

检测５株 ＰＣａ细胞系中 ＥＬＡＶＬ１表达情况，结
果发现与前列腺正常上皮细胞 ＲＷＰＥ-１相比，ＰＣａ
细胞系ＬＮＣａＰ中 ＥＬＡＶＬ１ｍＲＮＡ显著高表达，而其
他ＰＣａ细胞系包括２２ＲＶ１、ＤＵ１４５中 ＥＬＡＶＬ１无显
著变化，ＰＣ-３中轻度升高（图１Ｅ）。此外，这５株细
胞中ＥＬＡＶＬ１蛋白表达水平情况也呈现上述一致的
趋势（图１Ｆ），上述结果提示，ＥＬＡＶＬ１的高表达可
能与ＨＳＰＣ的发生发展密切相关。ＶＣａＰ作为另一
株ＨＳＰＣ细胞系，也显示出ＥＬＡＶＬ１的高表达水平，
包括ｍＲＮＡ和蛋白（图１Ｇ、Ｈ）。
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图１　ＥＬＡＶＬ１在ＨＳＰＣ中高表达
Ａ：ＴＣＧＡ数据集中高低ＥＬＡＶＬ水平的病例之间预后的比较；Ｂ：免疫组化检测ＰＣａ样本中癌和癌旁之间的ＥＬＡＶＬ１的表达水平；Ｃ：免疫组化检

测ＰＣａ样本中癌旁、ＡＲ阳性及ＡＲ阴性样本之间 ＥＬＡＶＬ１的表达水平；Ｄ：ＧＳＥ３２２６９数据集中激素敏感和激素抵抗型前列腺癌样本之间

ＥＬＡＶＬ的表达水平比较；Ｅ：ＲＴ-ｑＰＣＲ检测ＥＬＡＶＬ１ｍＲＮＡ在各细胞系中的表达水平；Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＥＬＡＶＬ１蛋白在各细胞系中的表达水

平；Ｇ：ＲＴ-ｑＰＣＲ检测ＥＬＡＶＬ１ｍＲＮＡ在ＶＣａＰ细胞系中的表达水平；Ｈ：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测 ＥＬＡＶＬ１蛋白在 ＶＣａＰ细胞系中的表达水平；*：Ｐ＜

０．０５，**：Ｐ＜０．０１。

Ｆｉｇｕｒｅ１ＥＬＡＶＬ１ｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｈｏｒｍｏｎｅ-ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ
Ａ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｇｎｏｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｃａｓｅｓｗｉｔｈｈｉｇｈａｎｄｌｏｗＥＬＡＶＬ１ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａｓｅｔ；Ｂ：ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＥＬＡＶＬ１ｅｘｐｒｅｓ-

ｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｂｅｔｗｅｅｎｃａｎｃｅｒａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎ-ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎＰＣａｓａｍｐｌｅｓ；Ｃ：ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＥＬＡＶＬ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｃａｎｃｅｒａｄ-

ｊａｃｅｎｔ，ＡＲ-ｐｏｓｉｔｉｖｅ，ａｎｄＡＲ-ｎｅｇａｔｉｖｅＰＣａｓａｍｐｌｅｓ；Ｄ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＥＬＡＶＬ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｂｅｔｗｅｅｎｈｏｒｍｏｎｅ-ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｈｏｒｍｏｎｅ-ｒｅｓｉｓｔａｎｔＰＣａ

ｓａｍｐｌｅｓｉｎｔｈｅＧＳＥ３２２６９ｄａｔａｓｅｔ；Ｅ：ＲＴ-ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＬＡＶＬ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｖａｒｉｏｕｓｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｆ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＬＡＶＬ１

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｖａｒｉｏｕｓｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｇ：ＲＴ-ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＬＡＶＬ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅＶＣａＰｃｅｌｌｌｉｎｅ；Ｈ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ＥＬＡＶＬ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅＶＣａＰｃｅｌｌｌｉｎｅ；*：Ｐ＜０．０５，**：Ｐ＜０．０１．

２．２　低表达的 ＥＬＡＶＬ１抑制 ＨＳＰＣ的增殖　为了
明确低表达 ＥＬＡＶＬ１与 ＨＳＰＣ生物学作用的关系，
在 ＬＮＣａＰ和 ＶＣａＰ中敲低 ＥＬＡＶＬ１后通过 ＣＣＫ-８
检测细胞增殖能力，发现敲低 ＥＬＡＶＬＩ后细胞增殖
能力受到显著的影响（图２Ａ）；而过表达的 ＥＬＡＶＬ１
会促进ＨＳＰＣ细胞的增殖（图２Ｂ）。体内研究显示
敲低ＥＬＡＶＬ１后，ＬＮＣａＰ移植瘤的生长受到明显抑
制（图２Ｃ），移植瘤的质量明显降低（图２Ｄ）。免疫
组化结果显示敲低ＥＬＡＶＬ１的移植瘤中Ｋｉ６７阳性细
胞数量显著少于对照组（图２Ｅ、Ｆ）。
２．３　ＳＯＸ４是 ＥＬＡＶＬ１的下游分子，促进 ＨＳＰＣ的
增殖和周期　ＳＯＸ４作为转录因子参与调控肿瘤的
进展［２１］。ＴＣＧＡ数据库中，ＥＬＡＶＬ１与 ＳＯＸ４ｍＲＮＡ
表达有明显的正相关关系（图 ３Ａ）。ＰＣａ细胞系
ＬＮＣａＰ和ＶＣａＰ中 ＳＯＸ４ｍＲＮＡ和蛋白水平均显著
高于前列腺正常上皮细胞 ＲＷＰＥ-１（图３Ｂ、Ｃ）。敲
低ＥＬＡＶＬ１后，ＳＯＸ４ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著

下降（图 ３Ｄ、Ｅ）。ＲＩＰ-ｑＰＣＲ证实了 ＥＬＡＶＬ１蛋白
与 ＳＯＸ４ｍＲＮＡ的互作关系（图３Ｆ）。以上结果提
示ＳＯＸ４受 ＥＬＡＶＬ１的调控，是其下游靶分子。进
一步研究显示敲低ＳＯＸ４后，ＬＮＣａＰ和ＶＣａＰ细胞的
增殖能力受到显著抑制（图３Ｇ）。以上结果表明在
ＨＳＰＣ中ＳＯＸ４促进肿瘤的增殖。
２．４　ＥＬＡＶＬ１依赖 ｍ６Ａ促进 ＳＯＸ４ｍＲＮＡ稳定性
推测 ＥＬＡＶＬ１调控 ＳＯＸ４是依赖 ｍ６Ａ，因此分析了
ＰＣａ组织中 ＳＯＸ４ＲＮＡ上 ｍ６Ａ水平。ＭｅＲＩＰ-ｑＰＣＲ
证实ＬＮＣａＰ和ＶＣａＰ中ＳＯＸ４的ｐｅａｋ１上ｍ６Ａ呈现
高水平（图 ４Ａ）。在敲低甲基转移酶 ＭＥＴＴＬ３后
ｍ６Ａ水平显著降低（图 ４Ｂ）。随后合成了包含上述
ｍ６Ａ位点ｐｅａｋ１的一小段ＳＯＸ４ＲＮＡ（图 ４Ｃ），ＲＮＡ
ｐｕｌｌｄｏｗｎ显示带有 ｍ６Ａ位点的 ＳＯＸ４ＲＮＡ片段所
结合的ＥＬＡＶＬ１显著多于没有 ｍ６Ａ位点（图 ４Ｄ）。
以上结果表明 ＨＳＰＣ细胞中 ＥＬＡＶＬ１依赖 ｍ６Ａ调
控了ＳＯＸ４的ＲＮＡ稳定性（图４Ｅ）。
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图２　低表达ＥＬＡＶＬ１抑制ＨＳＰＣ细胞的增殖
Ａ：ＣＣＫ-８检测敲低ＥＬＡＶＬ１后ＰＣａ细胞的增殖能力变化；Ｂ：ＥｄＵ实验检测敲低ＥＬＡＶＬ１后ＰＣａ细胞的增殖能力变化；Ｃ、Ｄ：敲低ＥＬＡＶＬ１后小

鼠体内移植瘤大小对比；Ｅ、Ｆ：免疫组化检测敲低ＥＬＡＶＬ１的移植瘤中Ｋｉ６７阳性细胞数量对比；*：Ｐ＜０．０５，**：Ｐ＜０．０１。

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＥＬＡＶＬ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨＳＰＣｃｅｌｌｓ
Ａ：ＣＣＫ-８ａｓｓａｙｔｏａｓｓｅｓｓｃｈａｎｇｅｓｉｎＰＣａｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｆｔｅｒＥＬＡＶＬ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ；Ｂ：ＥｄＵａｓｓａｙｔｏｅｖａｌｕａｔｅｃｈａｎｇｅｓｉｎＰＣａｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｆｔｅｒ

ＥＬＡＶＬ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ；Ｃ，Ｄ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｕｍｏｒｓｉｚｅｉｎｍｉｃｅａｆｔｅｒＥＬＡＶＬ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎａｎｄｔｕｍｏｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；Ｅ，Ｆ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｏｆＫｉ６７-ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｕｍｏｒｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇＥＬＡＶＬ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ；*：Ｐ＜０．０５，**：Ｐ＜０．０１．

图３　ＳＯＸ４是ＰＣａ的下游靶分子，调控ＰＣａ细胞的增殖
Ａ：ＴＣＧＡ数据集中ＥＬＡＶＬ１和ＳＯＸ４ｍＲＮＡ在癌组织之间表达相关性；Ｂ：ＲＴ-ｑＰＣＲ检测ＳＯＸ４ｍＲＮＡ在各ＰＣａ细胞系中的表达水平；Ｃ：Ｗｅｓｔ-

ｅｒｎ印迹检测 ＳＯＸ４蛋白在各 ＰＣａ细胞系中的表达水平；Ｄ：ＲＴ-ｑＰＣＲ检测 ＰＣａ细胞系中敲低 ＥＬＡＶＬ１后 ＳＯＸ４ｍＲＮＡ的表达水平变化；Ｅ：

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＰＣａ细胞系中敲低ＥＬＡＶＬ１后ＳＯＸ４的表达水平变化；Ｆ：ＲＩＰ-ｑＰＣＲ检测ＥＬＡＶＬ１与ＳＯＸ４ｍＲＮＡ的互作关系；Ｇ：ＣＣＫ-８检测

敲低ＳＯＸ４后ＰＣａ细胞的增殖能力变化；*：Ｐ＜０．０５，**：Ｐ＜０．０１。

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＳＯＸ４ｉｓａｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｔａｒｇｅｔｍｏｌｅｃｕｌｅｏｆＰＣａａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＰＣａｃｅｌｌｓ
Ａ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＬＡＶＬ１ａｎｄＳＯＸ４ｍＲＮＡｉｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａｓｅｔ；Ｂ：ＲＴ-ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＯＸ４ｍＲＮＡｅｘ-

ｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｖａｒｉｏｕｓＰＣａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｃ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＯＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｖａｒｉｏｕｓＰＣａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｄ：ＲＴ-ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｃｈａｎｇｅｓｉｎＳＯＸ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｆｔｅｒＥＬＡＶＬ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｉｎＰＣａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｅ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｈａｎｇｅｓｉｎＳＯＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖ-

ｅｌｓａｆｔｅｒＥＬＡＶＬ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｉｎＰＣａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｆ：ＲＩＰ-ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＥＬＡＶＬ１ａｎｄＳＯＸ４ｍＲＮＡ；Ｇ：ＣＣＫ-８ａｓｓａｙｔｏａｓｓｅｓｓ

ｃｈａｎｇｅｓｉｎＰＣａｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｆｔｅｒＳＯＸ４ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ；*：Ｐ＜０．０５，**：Ｐ＜０．０１．
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图４　ＥＬＡＶＬ１依赖ｍ６Ａ调控ＳＯＸ４ｍＲＮＡ的稳定性
Ａ：ＭｅＲＩＰ-ｑＰＣＲ检测ＳＯＸ４ｍ６Ａ水平；Ｂ：敲低ＭＥＴＴＬ３后ＳＯＸ４ｍ６Ａ水平变化；Ｃ：含ｍ６Ａ位点的ＳＯＸ４小片段ＲＮＡ示意图；Ｄ：ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ检测

ＳＯＸ４小片段ＲＮＡ与重组蛋白ＥＬＡＶＬ１的互作情况；Ｅ：ＲＮＡ稳定性实验检测敲低ＥＬＡＶＬ１后ＳＯＸ４ｍＲＮＡ的稳定性；*：Ｐ＜０．０５，**：Ｐ＜０．０１。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＥＬＡＶＬ１ｒｅｇｕｌａｔｅｓＳＯＸ４ｍＲＮＡｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎａｎｍ６Ａ-ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ
Ａ：ＭｅＲＩＰ-ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＯＸ４ｍ６Ａｌｅｖｅｌｓ；Ｂ：ＣｈａｎｇｅｓｉｎＳＯＸ４ｍ６ＡｌｅｖｅｌｓａｆｔｅｒＭＥＴＴＬ３ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ；Ｃ：ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｓｍａｌｌＳＯＸ４ｍＲ-

ＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍ６Ａｓｉｔｅｓ；Ｄ：ＲＮＡｐｕｌｌ-ｄｏｗｎａｓｓａｙｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｍａｌｌＳＯＸ４ｍＲＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｎｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＥＬＡＶＬ１

ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｅ：ＲＮＡｓｔａｂｉｌｉｔｙａｓｓａｙｔｏｅｖａｌｕａｔｅＳＯＸ４ｍＲＮＡｓｔａｂｉｌｉｔｙａｆｔｅｒＥＬＡＶＬ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ；*：Ｐ＜０．０５，**：Ｐ＜０．０１．

３　讨论

ＰＣａ是老年男性常见的肿瘤疾病之一，在男性
最常见癌症中发病率仅次于肺癌，发病率约为

１４．２％［４］。尽管临床上有多种治疗方式，但是死亡

率仍较高。ＰＣａ的发病机制是一个复杂的过程，涉
及多种遗传和环境因素［２３］，目前具体的发病机制仍

不清楚。ＥＬＡＶＬ１与炎症性疾病、代谢相关疾病及
癌症的发生发展密切相关［２４］。既往研究已经报道

了ＥＬＡＶＬ１可以促进多种肿瘤的发生发展。高表达
的ＥＬＡＶＬ１会促进肿瘤的增殖、侵袭、迁移周期、放
疗抵抗、化疗耐药等［１３］。本研究发现，在 ＰＣａ组织
中ＥＬＡＶＬ１高表达的情况主要存在于 ＨＳＰＣ组织
中。肿瘤的持续生长依赖于细胞的活跃增殖，已有

研究表明，ＥＬＡＶＬ１与多种细胞周期调控因子相关，
包括 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣｙｃｌｉｎＥ１和 ＣｙｃｌｉｎＡ２等。沉默
ＥＬＡＶＬＩ后这些周期相关生物分子的表达均呈下降
趋势［２５］。本研究还发现敲低 ＥＬＡＶＬ１后会导致
ＨＳＰＣ的细胞增殖受到明显的抑制，同时体内研究
也进一步证实了敲低ＥＬＡＶＬ１后会导致裸鼠移植瘤
生长受到显著抑制。因此，ＥＬＡＶＬ１被认为对于

ＨＳＰＣ具有促进肿瘤增殖的作用。
ＳＯＸ４是一种重要的发育转录因子，调节干性、

分化、祖细胞发育和多种发育途径，其主要在胚胎发

育过程中高表达，参与心脏、淋巴、骨等组织的分

化［２６］。在ＰＣａ组织中，ＳＯＸ４也被发现通过上皮-间
质转化、转移等促进 ＰＣａ的进展［２７-２８］。本研究中，

也同样发现了 ＥＬＡＶＬ１与下游靶分子 ＳＯＸ４ｍＲＮＡ
的稳定性有着密切关系。敲低 ＥＬＡＶＬ１会降低
ＳＯＸ４ｍＲＮＡ的稳定性。ｍ６Ａ结合蛋白通过ｍ６Ａ与
目的ＲＮＡ结合后，发挥调控ＲＮＡ代谢的作用，包括
出核与入核、可变剪接、ＲＮＡ稳定性、降解及翻译
等［２９］。ＥＬＡＶＬ１在多项研究中已经显示与ｍＲＮＡ的
结合具有 ｍ６Ａ依赖性，缺失 ｍ６Ａ会导致 ＥＬＡＶＬ１
与下游 ｍＲＮＡ的结合显著减少［１６，３０-３２］。在本研究

中，进一步通过 ＲＮＡｐｕｌｌ-ｄｏｗｎ实验验证了 ＥＬＡＶＬ１
与ＳＯＸ４ｍＲＮＡ的结合具有ｍ６Ａ依赖性。

去势治疗（ａｎｄｒｏｇｅｎｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙ，ＡＤＴ）是
ＰＣａ的标准治疗方法，通过抑制雄激素作用来阻止
肿瘤生长。然而，ＡＤＴ的长期疗效受到去势抵抗型
前列腺癌（ｃａｓｔｒａｔｉｏｎ-ｒｅｓｉｓｔａｎｔｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＣＲＰＣ）
发展的限制。研究表明，几乎所有接受 ＡＤＴ的患者
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最终都会出现 ＣＲＰＣ。此外，ＡＤＴ通常伴随一系列
不良反应，包括骨密度下降、心血管疾病风险增加、

代谢综合征和性功能障碍，从而显著降低患者的生

活质量。

本研究表明 ＥＬＡＶＬ１在 ＨＳＰＣ组织中高表达，
并通过调控细胞周期相关分子及其下游靶基因

ＳＯＸ４，促进 ＰＣａ细胞的增殖与进展。敲低 ＥＬＡＶＬ１
显著抑制了ＰＣａ细胞的增殖及移植瘤的生长，提示
ＥＬＡＶＬ１在ＰＣａ发生发展中起着重要作用。此外，
本研究进一步证实了 ＥＬＡＶＬ１与 ＳＯＸ４ｍＲＮＡ的稳
定性密切相关，揭示了 ＥＬＡＶＬ１通过调控 ＳＯＸ４促
进ＰＣａ进展的潜在机制。相比之下，ＥＬＡＶＬ１作为
ＲＮＡ结合蛋白，其作用更具特异性，能够通过 ｍ６Ａ
修饰介导的ＳＯＸ４能够通过 ｍ６Ａ修饰介导的 ＳＯＸ４
稳定性调控机制，促进肿瘤细胞的增殖。靶向

ＥＬＡＶＬ１的治疗策略可能实现更精准的干预，减少
对正常雄激素相关信号通路的干扰，从而降低系统

性不良反应。尤其是在ＨＳＰＣ治疗中，抑制ＥＬＡＶＬ１
可能提供一种有效的分子靶向治疗手段，以延缓或

防止ＣＲＰＣ的进展，提升治疗效果，改善患者预后。
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ｗｒｉｔｅｒｓ，ｒｅａｄｅｒｓ，ａｎｄｅｒａｓｅｒｓｏｆｍ６Ａｒｅｇｕｌａｔｅｓｃａｎｃｅｒｇｒｏｗｔｈａｎｄ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ．ＳｃｉＡｄｖ，２０１８，４（１０）：ｅａａｒ８２６３．

［３１］　ＪｉＸ，ＬｉｕＺ，ＧａｏＪ，ｅｔａｌ．Ｎ６-Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ-ｍｏｄｉｆｉｅｄｌｎｃＲＮＡ
ＬＩＮＲＥＰｐｒｏｍｏｔｅｓＧｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙｒｅｃｒｕｉｔｉｎｇｔｈｅＰＴ-
ＢＰ１／ＨｕＲｃｏｍｐｌｅｘ．ＣｅｌｌＤｅａｔｈａｎｄＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，２０２３，３０
（１）：５４-６８．

［３２］　ＬｉｕＨ，ＬａｎＴ，ＬｉＨ，ｅｔａｌ．ＣｉｒｃｕｌａｒＲＮＡｃｉｒｃＤＬＣ１ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ＭＭＰ１-ｍｅｄｉａｔｅｄｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｖｉａｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈ
ＨｕＲ．Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ，２０２１，１１（３）：１３９６-１４１１．

（收稿日期：２０２４-１０-１５；接受日期：２０２５-０３-１４）

（本文编辑：吴秋月）
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