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miR-324-5p/HuR轴调控前列腺癌细胞增殖的分子机制研究
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  摘 要:探究前列腺癌细胞PC-3中 miR-324-5p调控 HuR的表达及其介导PC-3的增殖和凋亡.通过 West-
ernBlot和RT-PCR检测在PC-3细胞中高表达或抑制 miR-324-5p、敲降 HuR后的凋亡相关蛋白和基因的表达水

平.通过CCK-8检测 miR-324-5p或Inhibitor,HuRsiRNA干扰处理后PC-3的细胞增殖水平.通过荧光素酶报告基

因系统论证 miR-324-5p结合 HuR的3'UTR的特定区域并调控其活性.结果发现:miR-324-5p可能通过结合 HuR
的3'UTR区域,调控BAX、Bcl-2和CleavedCaspase3的表达水平,从而显著降低前列腺癌细胞的增殖并促进其凋

亡.研究为前列腺癌的发病机制提供了新的见解,为研发治疗药物提供了新思路.
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前列腺癌(prostatecancer,PCa)作为男性中最常见的恶性肿瘤之一,其全球发病率在男性恶性肿瘤中

位居第二,死亡率居高不下,严重威胁男性健康[1].深入探究其风险因素可知,年龄和家族史是不可忽视的关

键因素[2].其中,年龄是前列腺癌最重要的风险因素,随着年龄的增长,患病风险会显著上升,75%的前列腺

癌患者年龄在80岁以上[2];有前列腺癌家族史的男性,其患病风险也会相应增加,一级亲属有前列腺癌家族

史的情况比对照组更常见(比值比为3.10;95%置信区间为2.32~4.15)[3].此外生活方式和饮食习惯是可改

变的风险因素,肥胖和缺乏体育锻炼与前列腺癌风险增加有关[4],高饱和动物脂肪和红肉的摄入也可能增加

患病风险[2].众多的风险因素交织使得前列腺癌的发病机制极为复杂,涉及了遗传、炎症、激素、细胞凋亡的

抑制、细胞周期的失调和代谢的改变等多个方面[5].因此,深入研究前列腺癌的复杂机制,有助于我们更清晰

地理解前列腺癌的发病机制,从而为开发更有效的预防和治疗方法奠定基础.
基因表达的转录后调控作用对于前列腺癌的发病机制有新的解释,主要包括非编码RNA和RNA结合

蛋白(RBP)的转录后增加mRNA稳定性促进或者抑制癌细胞的增殖和凋亡[6].HuR(humanantigenR)作
为一种广泛表达的RBP,是基因表达转录后调控的核心分子,通过与特异性结合富含 AU元件(AREs)的

mRNA,参与mRNA的稳定、翻译及定位等过程[7].许多与肿瘤发生相关的基因,如生长因子、细胞周期调控

因子和转录调控蛋白的mRNA,都含有AREs,这些元件可以被 HuR识别并结合,HuR通过稳定这些基因

的mRNA,从而促进癌细胞的生长、增殖、转移和抗凋亡[8].比如 HuR能够促进乳腺癌的肿瘤发生,包括侵

袭和转移[9];HuR在结直肠癌组织中表达升高,通过上调CDC6(细胞分裂周期6)基因的表达提高结直肠癌
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细胞的耐药性[10];而针对前列腺癌的研究显示,对前列腺癌组织和非肿瘤腺体中 HuR表达分析发现,与正

常腺体相比,前列腺癌组织中的细胞质 HuR高表达促进前列腺癌进展和复发.因此,HuR可能是恶性肿瘤

和临床结果的独立诊断和预后标志物[11].
microRNA(miRNA)作为另一类重要的转录后调控分子,通过与靶基因mRNA的3'UTR互补配对,抑

制mRNA翻译或促进其降解,从而在细胞增殖、分化、凋亡及肿瘤发生中发挥作用[12].已有研究表明,miR-
NA参与多种癌细胞的增殖、凋亡和转移过程[13],如在结直肠癌细胞中,miR-324-5p的表达上调可以抑制细

胞的增殖和侵袭[14];在肝细胞癌中,miR-324-5p通过下调ETS1和SP1来抑制细胞的侵袭,从而减少细胞

外基质的降解[15];胃癌细胞中,miR-324-5p的高表达预示着不良预后,并促进肿瘤进展[16];miRNA数据集

的荟萃分析显示miR-324-5p在前列腺癌中是常见的上调miRNA基因,其可能作为复发性PCa的候选预测

标志物[17].经典理论认为,miRNA与RBP存在相互调控作用———miRNA可通过靶向RBP的3'UTR抑制

其表达,而 RBP也可通过结合 miRNA 前体影响其加工成熟[18].但 miR-324-5p是否通过靶向 HuR的

3'UTR调控其表达,进而影响前列腺癌的进展,尚未见报道.
基于上述研究背景,结合前列腺癌发病机制的复杂性,本研究聚焦于miRNA对HuR的转录后调控,旨

在探讨miR-324-5p是否通过结合HuR的3'UTR区,调控凋亡相关基因的表达,进而影响前列腺癌细胞的

增殖与凋亡,揭示miR-324-5p与HuR在前列腺癌中的靶向调控关系,为前列腺癌发生机制提供新视角,有
望为前列腺癌的诊断和靶向治疗提供新的理论依据.

1 材料和方法

1.1 细胞培养

人前列腺癌细胞系PC-3(prostatecancer-3)细胞株购自中国科学院上海生物化学与细胞生物学研究所.
细胞在含体积分数10%胎牛血清的DMEM培养基中培养,置于37℃、含体积分数5% CO2 的恒温恒湿培

养箱中,定期更换培养基以维持细胞的正常生长.
1.2 瞬时转染

转染根据Lipofectamine3000试剂(L3000001,赛默飞)的操作步骤在六孔板中进行.每个孔中质粒与转

染试剂的比例为75pmol:1μL,siRNA浓度为25nmol/L溶于250μLOpti-MEM培养基中,再加入2mL
培养基,转染48h后收取细胞样本.HuR的siRNA 序列(3'-5')如下:正义:UACCAGUUUCAAUGGU-
CAUAA,反义:UUAUGACCAUUGAAACUGGUA(siHuR).阴性对照siRNA(siNC)序列为:正义:UU-
CUCCGAACGUGUCACGUTT,反义:ACGUGACACGUUCGGAGAATT.miRNA 阴性对照(miR-NC)、

miR-324-5p类似物、miR-324-5p抑制剂、siNC、siHuR均由上海吉玛制药技术有限公司合成并纯化.
1.3 WesternBlot

转染48h后,从含有蛋白酶抑制剂混合物(PIC)的RIPA裂解缓冲液中提取PC-3细胞总蛋白,采用

BCA试剂盒(上海碧云天生物)测定蛋白浓度.蛋白样品经质量分数为12%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳(SDS-PAGE)分离后,转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜(Millipore)上.质量分数为5%脱脂奶粉封闭后,
分别用以下一抗孵育:抗体稀释比例均为体积分数,BAX(#50599-2-Ig,1∶1000;Proteintech);Cleaved
Caspase3(#66470-2-Ig,1∶1000;Proteintech)、HuR(#sc-5261,1∶1000;SantaCruz)和 Vinculin
(#ab129002,1∶1000;Abcam),然后用辣根过氧化物酶(HRP)标记的山羊抗兔或山羊抗鼠二抗(#1460
31430,1∶10000;赛默飞)在室温下孵育1h.最后,用化学发光(ECL)检测蛋白条带,用ImageJ软件定量分

析条带强度.
1.4 定量实时聚合酶链反应(qRT-PCR)

采用Trizol试剂(Sigma-Aldrich)从PC-3细胞(转染48h后)中提取总RNA,然后用PrimeScriptTMRT
MasterMix(Takara)或 Mir-XmiRNAFirst-StrandSynthesisKit(Takara)逆转录为cDNA.以cDNA为模

板,通过SYBR􀆿PremixExTaqTM(Takara)进行基因定量分析,操作按照试剂盒说明书进行.引物序列如下

(5'-3'):ELAVL1-F:GTCCTCGTGGATCAGACTAC;ELAVL1-R:TCATGTGATCGACGCCCATG;
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BAX-F:CGGGTTGTCGCCCTTTTCTA;BAX-R:GGAGACAGGGACATCAGTCG;BCL2-F:CTTT-
GAGTTCGGTGGGGTCA;BCL2-R:GGGCCGTACAGTTCCACAAA;CASPASE3-F:ATGGAGAA-
CAACAAAACCTCAGT;CASPASE3-R:TTGCTCCCATGTATGGTCTTTAC;CASPASE8-F:TGCTT-
GGACTACATCCCACAC;CASPASE8-R:TGCAGTCTAGGAAGTTGACCA;CASPASE9-F:TCCTGG-
TACATCGAGACCTTG;CASPASE9-R:AAGTCCCTTTCGCAGAAACAG;RPLP0-F:GTCCAAC-
TACTTCCTCAAGATCATCCA;RPLP0-R:ACATGCGGATCTGCTGCAT.以RPLP0作为内参基因.
1.5 CCK-8实验

采用细胞计数试剂盒8(CCK-8,上海碧云天)测定细胞增殖水平.将PC-3细胞以每孔2000个细胞的密

度接种于96孔板中.按照实验设计将不同载体转染到细胞中.转染后在指定的时间向每孔加入10μLCCK-8
溶液,孵育1h,测量每孔在450nm处的吸光度.
1.6 双荧光素酶报告基因

利用 TargetScan数据库(https://www.targetscan.org/mamm_31/)在 HuR mRNA3'非 翻 译 区

(UTR)中鉴定出 miR-324-5p结合位点.通过同源重组的方法将 HuR的3'UTR MUT克隆到pmirGLO
vector质粒载体中,包含预测的结合位点,酶切位点为PmeI,SacI(武汉转导生物实验室).将 miR-324-5p模

拟物或miR-NC与HuR3'UTRWT或HuR3'UTRMUT载体共转染到PC-3细胞中.转染48h后,使用

双荧光素酶报告分析系统测定荧光素酶活性.
1.7 统计分析

采用GraphPadPrism9.3.1统计软件进行数据分析.所有数据以均值±标准误差(SEM)表示.根据需

要,采用双尾t检验或方差分析中的Dunnett多重比较检验.

2 结果

2.1 敲低HuR抑制前列腺癌细胞增殖并促进其凋亡

为了研究HuR对前列腺癌细胞凋亡和增殖的影响,将siRNA转染到PC-3细胞中敲低 HuR.Western
Blot结果显示,与阴性对照组(NC)相比,siHuR组中抗凋亡蛋白Bcl-2表达下调,促凋亡蛋白BAX和

CleavedCaspase3表 达 显 著 上 调(图 1(a-e)).qRT-PCR 分 析 表 明,siHuR 组 中 促 凋 亡 基 因(BAX、

CASPASE3、CASPASE8和CASPASE9)mRNA水平升高,而抗凋亡基因BCL-2的 mRNA表达降低

(图1(f)).此外,CCK-8实验显示,siHuR组的细胞生长速率较NC组明显减慢,表明 HuR缺失能够抑制细

胞增殖(图1(g-k)).
2.2 过表达miR-324-5p抑制HuR的表达水平

为了进一步验证 HuR与 miR-324-5p之间的相互作用,将原始序列(HuR3'UTR WT)和突变序列

(HuR3'UTRMUT)都克隆到双荧光素酶报告载体中.qRT-PCR分析显示,在PC-3细胞中过表达miR-324-
5p类似物可显著降低HuRmRNA水平(图2(a)).同时过表达 miR-324-5p类似物显著抑制 HuR3'UTR
WT的荧光素酶活性,而对HuR3'UTRMUT的活性无显著影响,证实 miR-324-5p可能靶向 HuR3'UTR
(图2(b)).
2.3 miR-324-5p抑制前列腺癌细胞增殖并促进其凋亡

在验证了miR-324-5p通过结合前列腺癌细胞中 HuR的3'UTR来调节其表达的作用后,探究了转染

miR-324-5p类似物对PC-3细胞增殖和凋亡水平的影响.CCK-8实验表明,与 miR-NC组和抑制剂组相比,
转染miR-324-5p类似物显著抑制PC-3细胞增殖,而miR-NC组与抑制剂组间无显著差异(图3(a)).West-
ernBlot结果显示,转染 miR-324-5p类似物后,PC-3细胞中 HuR和Bcl-2蛋白表达下调,而促凋亡蛋白

BAX和CleavedCaspase3表达显著上调(图3(b-f)).此外,qRT-PCR分发现,miR-324-5p类似物处理组的

基因表达与HuR敲低组相似,促凋亡基因(BAX、CASPASE3、CASPASE8和CASPASE9)表达上调,抗凋

亡基因BCL-2表达下调(图3(g-k)).这些结果表明,在前列腺癌细胞中过表达 miR-324-5p抑制 HuR表达,
从而导致前列腺癌细胞PC-3增殖减少和凋亡增加.
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3 讨 论

随着研究的不断深入,HuR在肿瘤发生与发展进程中的关键作用愈发凸显,越来越多的研究聚焦于

HuR功能调节作为抗癌治疗的靶点[19].HuR在多种肿瘤细胞中呈现高表达状态,其异常表达能够调控肿瘤

的生物学过程,包括细胞增殖、凋亡、侵袭和转移等.本研究观察到在PC-3细胞中,siRNA干扰 HuR或者过

表达miR-324-5p,均能有效诱导细胞凋亡增加,同时显著抑制细胞增殖.双荧光素酶报告基因检测结果进一

步证实,miR-324-5p可通过与HuR的3'UTR特异性结合参与调控前列腺癌细胞的增殖和凋亡,这为后续

开发以miR-324-5p/HuR轴为靶向的前列腺癌治疗药物提供了新的理论依据与思路.
HuR作为一种RNA结合蛋白(RBP),参与 mRNA的稳定性、翻译和定位等过程,从而影响基因表

达[20],所以它的表达影响多种生物学过程,包括了与肿瘤相关的表型,主要表现为在肿瘤细胞中表达增

加[8],参与肿瘤的发生发展.例如,在前列腺癌中HuR特异性结合 miRNA抑制癌细胞存活[21];在结直肠癌

(CRC)中,HuR的高表达与CRC的恶性程度显著相关,并且HuR通过与 miRNA的相互作用,调控了多个

肿瘤基因的表达[22].此外卵巢癌细胞中,HuR通过调节TIMM44mRNA的稳定性促进癌细胞增殖[23].在本

研究中,利用siRNA技术下调PC-3细胞中HuR的表达后,前列腺癌细胞增殖能力明显减弱,同时凋亡水平
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显著上升.这一结果与在其他多种肿瘤类型中的研究发现相一致,进一步支持了 HuR在肿瘤发展中扮演促

癌角色的观点,同时丰富了前列腺癌研究中HuR发挥何种作用的理论基础.

HuR和miRNA的相互作用在肿瘤的发生发展中扮演何种角色尚待阐明.研究发现,HuR拮抗前列腺

癌细胞中miR-331-3p对ERBB-2基因表达的抑制,表现出抑制癌细胞增殖的作用[21].HuR可以通过影响

miR-21、miR-31和 miR-143的表达或活性,调控CRC的发生发展[22].HuR升高可促进胃癌进展[24],而

miR-34a可以靶向胃癌细胞中发挥调控作用,表现为以负向调节生存素蛋白的表达,并抑制胃癌细胞的增殖

和侵袭[25].这些研究提示HuR和miRNA之间的相互作用形成复杂的调控网络,调控肿瘤细胞的增殖、存
活、转移和肿瘤微环境.由于miRNA与HuR相互作用在基因调控中表现出复杂性和多样性[26],进一步明确

miRNA与HuR之间的互作关系有助于对前列腺癌发生机制的理解.本研究中,荧光素酶实验结果显示,

miR-324-5p可能通过与HuR的3'UTR结合,降低HuR的表达水平,这一作用模式符合经典的 miRNA对

靶基因的调控机制.后续功能实验进一步表明,过表达 miR-324-5p类似物能够显著抑制前列腺癌细胞的增

殖,并诱导细胞凋亡,其作用效果与敲低HuR表达相似.近年来,miRNA作为潜在治疗药物的临床试验已逐

步开展[27],结合以上研究结果为以 miR-324-5p/HuR开发为前列腺癌治疗干预手段提供了一定的理论

基础.
雄激素受体(AR)是核转录因子类固醇激素受体家族的成员,主要分布在性器官、肾脏、骨骼肌、肾上腺、

皮肤、神经系统[28]等.在许多疾病中,特别是前列腺癌中,已发现AR功能异常.在前列腺癌中,AR信号通路

异常激活,导致肿瘤的发生和发展,尤其是去势抵抗性前列腺癌(CRPC)的发生、发展过程中[29].初始阶段,
雄激素剥夺疗法(ADT)通常能够有效抑制前列腺癌细胞生长,但几乎所有患者最终都会发展为CRPC,这一

过程往往伴随着AR信号通路的持续激活[30].而AR信号通路的激活主要源于雄激素(如睾酮和二氢睾酮,

DHT)与AR的结合,随后AR在细胞核内与DNA上的雄激素反应元件(ARE)结合,调控靶基因的转录过

程,进而激活凋亡通路调节前列腺癌细胞命运[31].除了以上与配体结合发挥作用外,AR还能够激活细胞质

中的信号通路,如 MAPK和PI3K/AKT通路,从而快速调控细胞功能[32].此外已有研究揭示,miRNA与

AR之间存在复杂的相互作用,且这种相互作用与前列腺癌的发生发展相关[28],而本研究发现 miR-324-5p
可能结合HuR的3'UTR区域,调控 HuR的表达调控前列腺癌细胞命运,那么AR/mimiR-324-5p/HuR之

间是否存在交互作用是本研究未来要进一步探究的方向,明确AR交互作用的机制有助于开发新的联合治

疗策略和优化生物标志体系.
鉴于AR信号通路在前列腺癌中的关键作用,结合本研究主题,后续我们将进行深入探究.一方面,深入
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研究AR与miR-324-5p/HuR轴的交互作用,有助于全面理解前列腺癌的发病机制.AR信号通路的激活状

态可能影响miR-324-5p和HuR的表达及功能,反之,miR-324-5p对HuR的调控也可能反馈调节AR信号

通路.在其他癌症类型中,已发现 miRNA通过调控关键蛋白影响激素受体信号通路[33].因此,在前列腺癌

中,探究AR与miR-324-5p/HuR轴的交互作用,可能揭示新的分子调控机制,为前列腺癌治疗提供潜在的

联合治疗靶点.另一方面,由于雄激素在前列腺癌发展中起关键作用[29],开展雄激素刺激/剥夺实验有助于

明确该轴是否依赖雄激素环境.因此,结合本研究进一步明确 miR-324-5p/HuR轴与雄激素环境的关系,有
助于解析前列腺癌发生发展过程中的分子事件,为临床治疗策略的选择提供依据,期望后续工作能够通过探

索进一步完善对前列腺癌分子机制的理解.
综上,本研究应用相关分子生物学的方法发现了miR-324-5p可能结合 HuR的3'UTR区域,调控 HuR

的表达,从而调控前列腺癌细胞命运,具体表现为抑制前列腺癌细胞的增殖而促进其凋亡.
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MolecularmechanismsofthemiR-324-5p/HuRaxisinregulating
prostatecancercellproliferation

JingYanan1,ZhengJunbin2,LiMutian3,LiXi1

(1.KangningHospitalAffiliatedtoWenzhouMedicalUniversity;ZhejiangClinicalResearchCenterforMentalHealth,

WenzhouMedicalUniversity,Wenzhou325007,China;2.DepartmentofUrology,YuhuanCityPeople'sHospital,

Taizhou317600,China;3.CollegeofScience,Wenzhou-KeanUniversity,Wenzhou325060,China)

  Abstract:ThisstudyaimedtoinvestigatetheregulationofHuRexpressionbymiR-324-5panditsroleinmediatingthe
proliferationandapoptosisofPC-3prostatecancercells.Theexpressionlevelsofapoptosis-relatedproteinsandgeneswerede-
tectedbyWesternBlotandRT-PCRaftermiR-324-5poverexpressionorinhibition,orafterHuRknockdowninPC-3cells.Cell

proliferationwasassessedusingtheCCK-8assayfollowingtreatmentwithmiR-324-5pmimicorinhibitor,orHuRsiRNA.
ThebindingofmiR-324-5ptoaspecificregionoftheHuR3'untranslatedregion(3'UTR)anditsregulatoryeffectonHuRactiv-
itywereconfirmedusingaluciferasereportergenesystem.TheresultsdemonstratedthatmiR-324-5ppotentiallybindstothe
3'UTRofHuR,modulatestheexpressionlevelsofBAX,Bcl-2,andCleavedCaspase-3,significantlyinhibitstheproliferation
ofprostatecancercells,andpromotestheirapoptosis.Thisresearchprovidesnewinsightsintothepathophysiologyofprostate
cancerandsuggestsanovelstrategyforthedevelopmentoftherapeuticagents.

Keywords:prostatecancer;PC-3cells;miR-324-5p;HuR;cellproliferation;apoptosis
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