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肿瘤相关成纤维细胞上调肿瘤相关成纤维细胞上调 hsa-miR-18b-5p 靶向靶向 FBXL3 促进前促进前
列腺癌的增殖及转移列腺癌的增殖及转移
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摘要：目的  探讨受肿瘤相关成纤维细胞（CAFs）调控的hsa-miR-18b-5p在前列腺癌（PCa）中的表达水平及作用，并研究对其在

PCa发生发展过程中的分子机制。方法  利用生物信息学技术分析在PCa中高表达的miRNA，构建肿瘤相关成纤维细胞并与

PCa细胞系共培养，验证CAFs对PCa细胞增殖和迁移的影响及对hsa-miR-18b-5p的调控作用；RT-qPCR验证20例患者癌组织

及癌旁正常组织、前列腺正常上皮增生细胞及PCa各细胞系中hsa-miR-18b-5p的表达水平；通过脂质体法将阴性对照及hsa-

miR-18b-5p抑制物分别转染入PCa细胞C4-2、LNCAP中，分为NC inhibitor组和hsa-miR-18b-5p inhibitor组；采用细胞集落形

成、CCK-8实验、划痕愈合、Transwell、IC50实验、流式细胞术分别检测C4-2、LNCAP细胞增殖、迁移、侵袭、耐药能力、凋亡和周

期；建立PCa裸鼠移植瘤模型，定期测量移植瘤的质量和体积，Kaplan-Meier生存曲线分析裸鼠生存情况；利用靶基因预测分析

网站（Targetscan、Mirtarbase、miRDB、miRDIP）预测has-miR-18b-5p的靶基因，并通过双荧光素酶报告基因分析验证hsa-miR-

18b-5p与靶基因的靶向关系，RT-qPCR、Western blotting检测各组细胞靶基因的表达水平。结果  生物信息学分析结果显示，在

PCa中高表达的miRNA有17个，结合差异表达程度以及相关文献筛选出拟研究的基因：miR-148a、miR-17、miR-18b-5p、miR-

770、miR-297-3p。CAFs与PCa细胞系共培养后hsa-miR-18b-5p的表达水平升高（P<0.01），且促进PCa细胞的增殖与迁移（P<0.01），

敲除has-miR-18b-5p可抵消CAFs对PCa细胞增殖及迁移的影响，确定has-miR-18b-5p为研究基因。与正常前列腺上皮细胞或

肿瘤旁组织相比，PCa细胞或肿瘤组织中hsa-miR-18b-5p的表达升高（P<0.05）；敲除hsa-miR-18b-5p可抑制C4-2、LNCAP细胞的

增殖、迁移、侵袭以及耐药（P<0.05）；敲除hsa-miR-18b-5p可抑制裸鼠移植瘤质量和体积的增长，增加裸鼠的生存时间（P<0.05）。

靶基因预测分析网站显示，FBXL3 是 hsa-miR-18b-5p 的一个潜在作用靶点，双荧光素酶报告基因证实 has-miR-18b-5p 与

FBXL3基因间存在结合位点，且敲除hsa-miR-18b-5p可增加C4-2、LNCAP细胞中FBXL3的蛋白表达（P<0.05）。结论  CAFs上

调前列腺癌细胞hsa-miR-18b-5p的表达水平，后者可能通过靶向调控FBXL3基因的表达促进PCa细胞的增殖和转移。
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of tumor-associated fibroblasts (CAFs) for regulating proliferation and 
migration of prostate cancer (PCa) cells. Methods We conducted a bioinformatics analysis to identify miRNAs with high 
expression in PCa. The proliferation, migration and hsa-miR-18b-5p expression levels were observed in PCa cells co-cultured 
with CAFs. We further examined hsa-miR-18b-5p expression level in 20 pairs of PCa and adjacent tissue samples and in 
different PCa cell lines and normal epithelial cells using RT-qPCR. In PCa cell lines C4-2 and LNCAPNC, the effects of 
transfection with a hsa-miR-18b-5p inhibitor on cell proliferation, migration, invasion, drug resistance, apoptosis and cell cycle 
were evaluated, and the effects of has-miR-18b-5p knockdown on C4-2 cell xenograft growth and mouse survival were 
observed in nude mice. Dual luciferase reporter gene assay was used to validate the targeting relationship between hsa-miR-
18b-5p and its target genes, whose expressions were detected in PCa cells using RT-qPCR and Western blotting. Results The 
expression of hsa-miR-18b-5p was significantly increased in the co-culture of CAFs and PCa cell lines, which exhibited 
significantly enhanced proliferation and migration abilities. Transfection with has-miR-18b-5p inhibitor strongly attenuated the 
effect of CAFs for promoting proliferation and migration of PCa cells, and in C4-2 and LNCAP cells cultured alone, inhibition 
of hsa-miR-18b-5p obviously suppressed cell proliferation, migration, invasion, and drug resistance. In the tumor-bearing 
mice, hsa-miR-18b-5p knockdown in the transplanted cells significantly inhibited xenograft growth and increased the survival 
time of the mice. Target gene prediction suggested that FBXL3 was a potential target of hsa-miR-18b-5p, and dual luciferase 

reporter gene confirmed a binding site between them. In 
C4-2 and LNCAP cells, hsa-miR-18b-5p knockdown 
resulted in significantly increased expression levels of 
FBXL3. Conclusion CAFs promotes proliferation and 
migration of PCa cells by up-regulating hsa-miR-18b-5p 
to suppress  FBXL3 expression.
Keywords: hsa-miR-18b-5p; tumor-associated fibroblasts; 
FBXL3; prostate cancer; promoting cancer
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在男性人群中，前列腺癌（PCa）是仅次于肺癌的最

常见的恶性肿瘤［1， 2］，也是全球第5大致死性疾病［3］。据

统计，2020年泌尿系统癌症占全球1930万新发癌症的

13.1%［4］，其中仅 PCa 就占美国男性新诊断癌症的

21%［5］。通常，PCa的治疗方式主要包括放射治疗、手

术、激素治疗和冷冻手术等［6］，然而，这些方法经常与各

种不良副作用相关［7］。尽管对PCa的系统化以及个体化

治疗研究已取得巨大进展［8-10］，但PCa患者的预后仍不

稳定［11］。因此，明确PCa肿瘤的发生、发展以及转移的

原因和分子机制对于肿瘤的早期发现、早期诊断和个体

化治疗具有重要意义。

microRNA（miRNAs）是一类来源于内源性转录本

含有18~22个核苷酸的非编码RNA，它们可以通过转

录后基因沉默促进基因组的调控［12］。通常，这些短

RNA能够结合到其靶信使RNA（mRNA）的3'非翻译区

的特定位点，并通过完全或不完全碱基配对介导mRNA

降解或阻断基因翻译［13， 14］，超过60%的哺乳动物mRNA

是miRNA的靶点［15］。因此，miRNA可调节各种细胞过

程，例如存活、生长和分化［16］。具体而言，miRNA可以

作为肿瘤抑制因子或致癌基因，其参与人类癌症的

发展［17， 18］。有研究证明，miRNAs在肺癌、胰腺癌、卵巢

癌、胃肠癌、PCa 等多种癌症的发生发展中发挥着重

要作用［19-23］。

CAFs是肿瘤微环境的重要组成部分，特别是在基

质细胞中［24］，可以构建和重塑细胞外基质，并且与肿瘤

发生、肿瘤转移、肿瘤预后和抗肿瘤免疫应答密切相

关［25］。在肿瘤微环境中，成纤维细胞调节肿瘤细胞的血

管生成和转移，并且miRNA是CAFs对肿瘤细胞起促

进功能的关键调节剂［26］。据报道，在永生化成纤维细胞

中诱导miR-21过表达可导致α-平滑肌肌动蛋白的表达

上调，表明miR-21过表达驱动成纤维细胞向肌成纤维

细胞转化并且miR-21过表达的成纤维细胞可保护结直

肠癌细胞免受奥沙利铂诱导的凋亡，并增加其增殖能

力［27］；miR-205通过阻断肿瘤细胞和相关成纤维细胞之

间回路的传入和传出，从而中断由反应性基质参与的促

氧化和促炎回路，作为针对PCa转移的制动器［28］。

hsa-miR-18b-5p在肿瘤发生中起重要作用，包括乳

腺癌、结直肠癌、胆囊癌、卵巢癌以及肺腺癌等。例如，

has-miR-18b-5p 可以通过与转录延伸因子 A 样 7 的 

3'UTR 特异性结合，通过激活核因子-κB促进核Snail异

位激活，从而诱导上皮间质转化并促进肿瘤细胞的侵袭

和转移［29］；非编码RNA LOXL1-AS1通过调节hsa-miR-

18b-5p/VMA21轴在卵巢癌中表现出致癌活性［30］；长的

非编码RNA AC073284.4通过在耐紫杉醇的乳腺癌细

胞中调控hsa-miR-18b-5p来抑制上皮-间质转化［31］。然

而，hsa-miR-18b-5p在PCa进展中的潜在作用国内外尚

未有相关报道。因此，本研究旨在探讨hsa-miR-18b-5p

与CAFs之间的调控关系以及 hsa-miR-18b-5p在 PCa

细胞生长和转移中的作用及其可能的分子机制，为临床

治疗PCa提供潜在的新靶点。

1  材料和方法

1.1  材料

1.1.1  实验动物   雄性SPF级裸鼠30只（杭州子源实验

动物科技有限公司），6~8周龄，体质量20~24 g，生产许

可证号：SCXK（浙）2019-0004。饲养条件：温度 23±

2 ℃，相对湿度（55±5）%，12 h昼夜交替，自由饮食进水

条件下，饲养1周进行实验。本研究所有动物实验经蚌

埠医科大学第一附属医院伦理委员会批准通过（伦理批

号：伦动科批字［2022］第 066 号）。

1.1.2  主要试剂与仪器   人PCa细胞株（中国科学院（上

海）典型培养物保藏委员会）； NC inhibitor 及 hsa-miR-

18b-5p inhibitor、F-框亮氨酸丰富重复蛋白 3（FBXL3）

双荧光素酶报告载体（上海吉玛基因）；Lipo－

fectamine 2000（Invitrogen）；兔抗人Vimentin抗体、鼠

抗人α-SMA抗体、兔抗人FBXL3抗体（武汉三鹰生物

技术有限公司）；Dual-Glo RLuciferase Assay System试

剂盒（Promega）；PCR逆转录试剂盒、PerfectStart Green 

Qpcr SuperMix（Transgen Biotech）；蛋白定量试剂盒、

PAGE 凝胶快速制备试剂盒（雅酶）；垂直电泳仪、曝光

仪（Bio-Rad）；荧光定量 PCR仪（Roche）。

1.2  方法

1.2.1  数据收集及分析   使用GEO数据库（http：//www.

ncbi.nlm.nih.gov/geo）获取PCa肿瘤组织样本和癌旁组

织样本的差异表达的miRNA，使用R语言相应分析包

对获取的数据进行分析，筛选差异基因的标准为：|log2 

Fld changez|≥1.0，同时P<0.05。

1.2.2  差异miRNA靶基因的预测及mRNA的确定   使

用miRTarBase（http：//mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/

index. php）、TargetScan （https：//www. targetscan. org/

vert_80/）、miRDIP （http：//ophid. utoronto. ca/mirDIP/

index.jsp）、和miRDB（https：//mirdb.org/index.html）等

数据库预测差异miRNA的靶基因，并将4个数据库的

靶基因取交集，结合前期研究，确定后续研究的mRNA。

1.2.3  CAFs与NFs的构建与共培养   从临床PCa根治

性切除的标本中获取癌组织进行实验，前列腺增生标本

来自耻骨上前列腺剜除或前列腺电切的患者组织。将

组织块无菌条件下剪碎至离心管中，PBS清洗后置于超

声波细胞破碎仪进行破碎后加入胶原酶于37 ℃恒温下

消化15 min。将细胞放入培养瓶中培养，待细胞长满后

胰酶消化细胞，贴壁 15 min以纯化成纤维细胞，利用

Transwell小室间接共培养CAFs细胞与PCa细胞48 h。
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1.2.4  组织采集   纳入2020~2023年在蚌埠医科大学第

一附属医院泌尿外科为PCa患者行手术时获得的PCa

患者的肿瘤组织及癌旁非癌组织（正常组织）。所有肿

瘤和正常组织样本在使用前均经过病理学确认。试验

已获得蚌埠医科大学第一附属医院伦理委员会批准（批

准号：2020-029）。

1.2.5  细胞培养   人 PCa C4-2、LNCAP、PC3、22RV1、

DU145细胞使用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640培养

基，人BPH-1细胞使用含10%胎牛血清的KSFM培养

基，将细胞置于37 ℃、5%CO2的培养箱中培养。

1.2.6  细胞转染   取对数生长期的C4-2、LNCAP分别细

胞接种于 6 孔板，待细胞融合度达到 50% 时，按照

Lipofectamine 2000转染试剂盒说明书，分别取5 μL浓

度 为 20 μmol/L hsa-miR-18b-5p inhibitor（hsa-miR-

18b-5p inhibitor组）和NC inhibitor（NC inhibitor组）溶

于 250 μL Opti-MEM™ I 减血清培养基中；将 5 μL 

Lipofectamine 2000溶于250 μL Opti-MEM™ I 减血清

培养基中，室温孵育 5 min。分别将 hsa-miR-18b-5p 

inhibitor和 NC inhibitor与 Lipofectamine 2000混合后

室温静置 15 min。6 孔板培养基换成低血清培养基

（1%），转染24 h后更换含血清培养液，继续培养48 h后

进行实验。

1.2.7  RT-qPCR法   Trizol 法提取组织或细胞RNA后，

按照 Transgen反转录试剂盒说明书将RNA逆转录，再

按照 PerfectStart Green Qpcr SuperMix说明书配置反

应混合液，按规定条件进行反应，2-ΔΔCt 法（内参 U6、

GAPDH）计算目的基因表达水平，引物设计见表1。

1.2.8  Western blotting 检测   分别收集转染后的 C4-2

和LNCAP细胞，加入RIPA细胞裂解液（含混合蛋白酶

抑制剂）裂解细胞，离心后提取总蛋白并经BCA法测定

蛋白浓度；将蛋白与上样缓冲液混匀后放入100 ℃金属

浴10 min灭活，SDSPAGE分离胶电泳后转至PVDF膜

上；5%脱脂奶粉封闭2 h，清洗后加入一抗于4 ℃冰箱孵

育过夜；加入二抗，室温杂交 1 h 后于曝光仪上进行

曝光。

1.2.9  CCK8检测   将转染后的C4-2和LNCAP细胞接

种于96孔板，每组3个复孔，每孔培养液总量为100 μL。

严格按照试剂盒说明书步骤操作，用酶标仪测定每孔吸

光度值A450nm，实验重复3次。

1.2.10  细胞集落形成实验   细胞集落形成：将转染后的

C4-2和LNCAP细胞按每组3个复孔、1000/孔接种于6

孔板中，放入CO2培养箱培养。培养1~2周后，肉眼可

见集落形成时弃除培养液，加入1 mL/孔多聚甲醛固定

30 min后弃除，加入1 mL0.1%结晶紫染色10 min，清洗

后光镜下计数集落，实验重复3次。

1.2.11  细胞划痕实验   将各组C4-2和LNCAP细胞培

养于6孔板中，用高压灭菌的200 μL枪头在孔内轻轻划

3道痕，用PBS清洗划下的细胞，无血清培养基培养24 h

后在显微镜下拍照，计算相对划痕宽度。实验重

复3次。

1.2.12  Transwell实验   迁移实验：在Transwell小室的

下室加入600 μL完全培养基，取100 μL无血清的细胞

悬液种植于Transwell小室的上室，每组3个复孔。将上

室置于下室中，细胞培养箱中培养8~14 h后取出上室，

擦去上室表面的细胞，用95%甲醇固定细胞20 min，用 

0.2%结晶紫染色30 min，显微镜下计数，实验重复3次。

侵袭实验：在Transwell小室的下室加入600 μL完全培

养基，取100 μL无血清的细胞悬液种植于Transwell小

室的上室，每组3个复孔。将小室放在细胞培养箱中培

养18~24 h后取出上室，擦去上室表面的细胞和基质胶，

用 95% 甲醇固定细胞 20 min，再用 0.2% 结晶紫染色

30 min，显微镜下计数，实验重复3次。

1.2.13  IC50实验   将转染后的各组细胞消化离心沉淀后

使用血球计数板计数细胞，将细胞以2000个/孔接种于

96孔板中，待其贴壁后， 分别加入恩杂鲁胺使其终浓度

达到0、2、4、8、16、32、64 μmol/L，每组设5个复孔，每孔

终体积为100 μL。在每孔加入CCK-8试剂10 μL，浓度

为5 mg/mL，将孔板放入37 ℃培养箱孵育1 h后用酶标

仪检测每孔的OD值，吸收波长450 nm，计算增殖抑制

率=［（对照组OD-实验组OD）/对照组OD］×100%，绘制

IC50曲线。

表1　RT-qPCR 引物序列
Tab.1　　Primer sequences for RT-qPCR

Gene

hsa-miR-18b-5p

has-miR-148a

has-miR-17

has-miR-770

has-miR-297-3p

U6

FBXL3

GAPDH

Primer sequence 5'-3'

F: AGGCGCATTAAGGTGCATCTAGT

R: ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG

F: TCTGAGACACTCCGACTCTG

R: AGTTCTGTAGTGCACTGACTTCT

F: AAGTGCTTACAGTGCAGGTAGT

R: GTCACCATAATGCTACAAGTGC

F: CCTCCAGTACCACGTGTCAG

R: CCCCAGCACCACATCAGG

F: AGTGCTTACAGTGCAGGTAGT

R: TCACCATAATGCTACAAGTGCC

F: GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT

R: CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

F: ATGCTTCACAAGTTTGCCGC

R: CACGGCCAAGCACATCTTTG

F: TCATGACCACAGTCCATGCC

R: TTCTAGACGGCAGGTCAGGT

F: Forward primer; R: Reverse primer.
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1.2.14  流式细胞术检测   凋亡：将转染好的细胞消化、

离心，使用1xbinding Buffer 100 mL重悬细胞沉淀，转

移至1.5 mL离心管中，加入5 μL PI染液，染色3 min后

加入5 μL AnnexinV-FITC染液共同染色5 min，染色结

束后加400 μL的1xbinding Buffer 终止染色，使用流式

细胞仪上机检测。周期：将转染好的细胞消化、离心，加

入1 mL预冷的70%乙醇中，轻轻吹打混匀，4 ℃固定24 h。

1000 g离心5 min沉淀细胞后去上清，加入预冷的PBS

重悬细胞，离心后去上清。每管细胞样品中加入0.5 mL

碘化丙啶染色液，37 ℃避光孵育30 min，使用流式细胞

仪上机检测。

1.2.15  动物实验   分别将干扰has-miR-18b-5p的慢病

毒质粒 LV-anti-has-miR-18b-5p（LV-anti-has-miR-18b-

5p组）及其对照质粒LV-vector（LV-vector组）按病毒感

染复数MOI=20感染的C4-2细胞（1.0×106）皮下注射裸

鼠的左侧下腹部。每组15只小鼠，5只小鼠用于测量肿

瘤的体积和质量，10只小鼠用于生存分析。5周后通过

颈椎脱位法对小鼠实施安乐死，并称量肿瘤组织的质量

和计算肿瘤体积。

1.2.16  双荧光素酶报告基因分析   分别构建含有荧光

素酶报告基因的载体pGL 3的野生型FBXL3-Wt和突

变型FBXL3-Mut重组质粒，并将重组质粒与hsa-miR-

18b-5p Inhibitor或NC inhibitor共转染至C4-2、LNCAP

细胞中，置于37 ℃培养箱继续培养48 h，收集并裂解细

胞，使用双荧光素酶报告基因测定系统测量荧光素酶

活性。

1.3  统计学分析

采用 Graphpad Prism 9.0统计软件进行数据分析，

采用均数±标准差表示符合正态分布的计量资料，两组

间比较采用独立样本 t检验，采用单因素方差分析进行

多组间统计分析，所有实验均独立重复3次。以P<0.05

为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  生物信息学分析

从GEO数据库下载全基因微阵列表达谱数据集

GSE36802，热图及火山图均显示hsa-miR-18b-5p在数

据集prostate cancer组表达水平明显上升（图1）。

2.2  CAFs与 NFs的鉴定以及分别和 PCa C4-2细胞共

培养

光学显微镜下观察分离的CAFs及NFs的细胞形

态均呈现典型的梭形（图 2A）。Western blotting检测

CAFs及NFs特异性蛋白的表达显示，Vimentin蛋白和

α-SMA蛋白在两者中均有表达，在CAFs中的表达明显

强于NFs（P<0.05，图2B、C）。CAFs与NFs分别与PCa 

C4-2细胞非接触性共培养后，RT-qPCR结果显示，相对

于NFs，CAFs组hsa-miR-18b-5p的表达水平显著升高

（P<0.01，图2D）。

2.3  CAFs对PCa细胞增殖及迁移的影响

细胞集落形成实验结果显示，与NFs组相比，CAFs

与PCa C4-2细胞共培养后可明显促进C4-2细胞的增殖

（P<0.01，图 3A、B）；Transwell 迁移实验结果显示，与

NFs组相比，CAFs与PCa C4-2细胞共培养后可明显促

进C4-2细胞的迁移（P<0.01，图3C、D）。

2.4  敲除has-miR-18b-5p可抵消CAFs对PCa细胞增殖

及迁移的影响

细胞集落形成实验结果显示，与NC inhibitor组相

比，hsa-miR-18b-5p inhibitor组的细胞增殖明显受到抑
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图1　PCa中差异表达的miRNA热图和火山图
Fig.1　Volcano plot and heat map of the differential miRNAs in prostate cancer. A: Differential miRNA heat 
map in prostate cancer. B: Volcano plot of differential miRNA in prostate cancer.
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制（P<0.01，图4A、B）；Transwell迁移实验结果显示，与

NC inhibitor 组相比，hsa-miR-18b-5p inhibitor 组的细

胞迁移明显受到抑制（P<0.01，图4C、D）。

2.5  hsa-miR-18b-5p在 PCa各细胞系以及临床肿瘤组

织中的表达水平

RT-qPCR 实验结果显示， 与癌旁组织相比，hsa-

miR-18b-5p在PCa组织中上调（P<0.05，图5A）；与正常

前列腺增生细胞BPH-1中hsa-miR-18b-5p的表达量相

比，hsa-miR-18b-5p在PCa细胞系C4-2、LNCAP、DU145

细胞中表达量增高（P<0.05，图5B）。

2.6  hsa-miR-18b-5p对PCa细胞增殖的影响

CCK8检测结果显示，与NC inhibitor组相比，hsa-

miR-18b-5p inhibitor组的细胞增殖明显受到抑制（P<

0.05，图 6A）；细胞集落形成实验结果显示，与 NC 
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图2　CAFs与NFs的鉴定以及分别和PCa C4-2细胞共培养
Fig. 2　Identification of CAFs and NFs and co-cultured prostate cancer C4-2 cells. A: Morphology of 
CAFs and NFs were observed under light microscope. B, C: Expression of vimentin and α -SMA in 
CAFs and NFs detected by Western blotting. D: RT-qPCR for detecting vimentin and α-SMA mRNAs in 
co-cultures of C4-2 cells with CAFs or NFs. *P<0.05, **P<0.01.
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图3　CAFs对PCa细胞增殖及迁移的影响
Fig.3　Effect of CAFs on proliferation and migration of PCa cells. A, B: Colony formation assays of C4-2 cells 
co-cultured with CAFs. C, D: Transwell migration assay of C4-2 cells co-cultured with CAFs. **P<0.01.
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inhibitor组相比，hsa-miR-18b-5p inhibitor组的细胞集

落形成的数量明显减少（P<0.01，图6B、C）。

2.7  hsa-miR-18b-5p对PCa细胞迁移和侵袭的影响

细胞划痕实验结果显示，与NC inhibitor组相比，

hsa-miR-18b-5p inhibitor 组的细胞迁移能力明显减

弱（P<0.05，图 7A、B）；Transwell迁移实验结果显示，

与 NC inhibitor组相比，hsa-miR-18b-5p inhibitor组的

细胞发生迁移的细胞数明显降低（P<0.05，P<0.01，

图 7C、E）；Transwell侵袭实验结果显示，与NC inhibitor

组相比，hsa-miR-18b-5p inhibitor组的细胞侵袭能力明

显减弱（P<0.05，P<0.01，图7D、F）。

2.8  hsa-miR-18b-5p对PCa细胞恩杂鲁胺耐药的影响

IC50测试结果显示，与 NC inhibitor 组相比，hsa-

miR-18b-5p inhibitor组的细胞 IC50值明显降低，对恩杂

鲁胺的耐药能力减弱（21.47 μmol/L vs 10.19 μmol/L，

13.75 μmol/L vs 6.958 μmol/L，图8）。

2.9  hsa-miR-18b-5p对PCa细胞的凋亡和周期的影响

流式细胞术凋亡实验结果显示，与NC inhibitor组

相比，hsa-miR-18b-5p inhibitor组的细胞凋亡率明显上

升（P<0.01，图 9A、B）；细胞周期实验结果显示，与NC 

inhibitor 组相比，hsa-miR-18b-5p inhibitor 组的 G0G1

期细胞比例明显增加，G2M、S-phase期细胞比例减少

（P<0.05，图9C~F）。

2.10  hsa-miR-18b-5p对裸鼠体内瘤负荷的影响

PCa异种移植小鼠模型的结果显示，与LV-vector

组相比，LV-anti-has-miR-18b-5p组小鼠的肿瘤质量和
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图4　敲除has-miR-18b-5p可抵消CAFs对PCa细胞增殖及迁移的影响
Fig. 4　Knocking down has-miR-18b-5p attenuates the effect of CAFs on proliferation and migration of PCa 
cells. A, B: Colony formation assays of CAFs co-cultured with C4-2 cells transfected with NC inhibitor and hsa-
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体积降低（P<0.05，图10A~C）；小鼠Kaplan-Meier生存

曲线分析结果显示，与LV-vector组相比，LV-anti-has-

miR-18b-5p组小鼠的存活时间增长（P<0.05，图10D）。

2.11  hsa-miR-18b-5p与FBXL3在PCa中的靶向关系

将miRTarBase、TargetScan 、miRDIP和miRDB等

数据库筛选出 hsa-miR-18b-5p的靶基因作韦恩图（图

11A）；ENCORI数据库发现hsa-miR-18b-5p和FBXL3

具有结合位点（图11B）；双荧光素酶报告基因分析结果

显示，hsa-miR-18b-5p inhibitor 转染增加了含有 wt-

FBXL3的细胞的荧光素酶活性（P<0.01，图 11C）；RT-

qPCR实验结果显示， 与NC inhibitor组相比，hsa-miR-

18b-5p inhibitor组细胞的FBXL3基因的表达明显升高

（P<0.05，图 11D）；Western blot 实验结果显示，与 NC 

inhibitor 组相比，hsa-miR-18b-5p inhibitor 组细胞的

FBXL3蛋白的表达升高（P<0.05，图11E、F）。

2.12  过表达 FBXL3可逆转 hsa-miR-18b-5p在前列腺

癌细胞系中的作用

通过CCK8、细胞划痕实验和 transwell测定，结果

显示，FBXL3的过表达能够抵消has-miR-18b-5 p模拟

物在PCa细胞上的加速增殖、迁移和侵袭（图12）。

3  讨论

PCa仍然是全世界男性癌症死亡的第3大原因［32］。

据研究，miRNAs可充当基因表达的调节剂，并且具有

一系列生物学功能，例如调节细胞存活、增殖、凋亡、肿

瘤生长和转移［33］。miRNA与其互补的mRNA序列结

合，并最终导致其翻译抑制、降解或切割。在癌症研究

领域，miRNA的异常表达可能有助于人体免疫系统识

别癌症和非癌症组织［34］。许多基础研究和临床研究的

文章发现miRNA在癌症领域发挥着重要作用，近50%

的miRNA靶基因的序列位于人类基因组与癌症相关的

基因区域［35］。根据目前的研究发现，在不同癌症中发生

差异表达的miRNAs不尽相同，甚至同一种miRNA在

不同癌症的表达也存在差异。例如有研究指出

miRNAs的改变参与了不同类型的人类癌症的建立和

发展，miRNAs数量和质量的变化与癌症的发生，进展

和转移有关［36］；有研究发现miR-339通过开启GPER1

增强子来上调乳腺癌细胞中GPER1的表达，而GPER1

增强子可以通过 CRISPR/Cas9系统删除增强子来阻

断［37］；有研究证明突变体KRAS激活PI3K-STAT3信号，

从而抑制miR-34a的表达并减轻miR-34a对CD47的转

录后抑制，从而逃避肺腺癌的先天免疫监视［38］。本研究

通过生物信息学分析在前列腺癌中差异表达的

miRNAs，发现共有17个高表达的miRNA，并通过后续

在临床组织样本以及癌细胞系中验证筛选出研究基因

has-miR-18b-5p。

近年来，对于miRNAs与PCa恶性进展的相关研究

越来越广泛且深入。研究指出miR-138-5p通过靶向

APOBEC3B的 3'-UTR来调节PCa细胞的增殖和对化

疗耐药［39］；有研究阐明了 miR-34a 是肿瘤抑制性

miRNA，通过靶向许多对CSC存活和功能至关重要的
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图6　hsa-miR-18b-5p对PCa细胞增殖的影响
Fig.6　Effect of Has-miR-18b-5p on proliferation of prostate cancer cells. A: CCK-8 assay of C4-2 and LNCAP cells 
transfected with NC inhibitor and hsa-miR-18b-5p inhibitor. B, C: Colony formation assay of C4-2 and LNCAP 
cells transfected with NC inhibitor and hsa-miR-18b-5p inhibitor. *P<0.05, **P<0.01.
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Fig.7　Effect of hsa-miR-18b-5p on migration and invasion of prostate cancer cells. A,B: Wound-healing assay of C4-2 and 
LNCAP cells transfected with NC inhibitor and hsa-miR-18b-5p inhibitor. C, E: Transwell migration assay of C4-2 and 
LNCAP cells transfected with NC inhibitor and hsa-miR-18b-5p inhibitor. D, F: Transwell invasion assay of in C4-2 and 
LNCAP cells transfected with NC inhibitor and hsa-miR-18b-5p inhibitor. *P<0.05, **P<0.01.
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Fig.8　Effect of hsa-miR-18b-5p on enzalutamide resistance of prostate cancer cells.
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分子发挥作用，这使其可能成为抗PCSC的治疗剂［40］；

研究证实缺氧是导致前列腺肿瘤中miR-21过度表达的

关键因素，miR-21随后可以通过抑制肿瘤抑制基因Ras

同系物家族成员B的表达来促进PCa的进展［41］。本研

究发现has-miR-18b-5p在前列腺癌中高表达，可促进前

列腺癌细胞的增殖、迁移、侵袭以及对药物的耐药性，并

且抑制了前列腺癌细胞的凋亡。后续对has-miR-18b-5p

发生促癌作用的机制进行探究发现has-miR-18b-5p可

直接靶向FBXL3，高表达的 has-miR-18b-5p显著抑制

了FBXL3的表达。

大量证据支持侵袭性癌的进展受到微环境因素的

强烈影响，包括缺氧、酸度、细胞外基质的组成和宿主基

质细胞，统称为“反应性基质”［42］。在基质细胞中，CAFs

无论是驻留的还是从循环的骨髓来源的间充质细胞中

招募的，都有被报道在恶性进展中起关键作用［43］。此

外，CAF与癌细胞进行双向相互作用，通过所谓的“传出

方式”作用于癌细胞，从而增强其恶性程度［28］。

目前，越来越多的研究涉及miRNAs对肿瘤微环境
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图9　hsa-miR-18b-5p对PCa细胞凋亡和周期的影响
Fig.9　Effect of hsa-miR-18b-5p on apoptosis and cell cycle of prostate cancer cells. A,B: Apoptosis assays of C4-2 and 
LNCAP cells transfected with NC inhibitor and hsa-miR-18b-5p inhibitor. C-F: Cell cycle assays of C4-2 and LNCAP 
cells transfected with NC inhibitor and hsa-miR-18b-5p inhibitor. *P<0.05, **P<0.01.

··1292



J South Med Univ, 2024, 44(7): 1284-1296http://www.j-smu.com

的影响。研究发现与来自正常邻近组织的成纤维细胞

相比，miR-31是在从子宫内膜癌分离的CAF中下调最

多的miRNA，异位过表达miR-31的CAFs的基质减少

了子宫内膜癌细胞的迁移和侵袭，表明miR-31可能靶

向负责分泌与促进肿瘤细胞发芽有关的可溶性因子的

基因［44］；研究证明了乳腺基质成纤维细胞中miR-320的

下调通过激活促癌分泌蛋白组来重新编程肿瘤微环

境［45］；有研究也证明了可以使用miR-21的特异性反义
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图10　hsa-miR-18b-5p对裸鼠体内瘤负荷的影响
Fig.10　Effect of hsa-miR-18b-5p on tumor load in nude mice. A,B: Tumor weight in mice. C: Tumor 
volume in mice. D: Kaplan-Meier survival curve analysis of survival of the mice. *P<0.05, **P<0.01.
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图11　hsa-miR-18b-5p与FBXL3在PCa中的靶向关系
Fig.11  Targeting relationship between hsa-miR-18b-5p and FBXL3 in prostate cancer. A: Wayne diagram of hsa-miR-18b-5p 
target gene. B: Binding sites of hsa-miR-18b-5p and FBXL3. C: Results of dual luciferase reporter assay. D: RT-qPCR of 
FBXL3 in C4-2 and LNCAP cells transfected with NC inhibitor and hsa-miR-18b-5p inhibitor. E, F: Western blotting of 
FBXL3 in C4-2 and LNCAP cells transfected with NC inhibitor and hsa-miR-18b-5p inhibitor. *P<0.05, **P<0.01.
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抑制剂来防止肌成纤维细胞从祖细胞成纤维细胞转分

化为TGF-β［46］。类似的，在本研究中，通过分离与纯化

CAFs和NFs并且分别与PCa C4-2细胞非接触性共培

养。实验结果表明，相对于NFs，C4-2细胞与CAFs共

培养后hsa-miR-18b-5p的表达水平显著升高且可促进

C4-2细胞的增殖和迁移。结合本研究hsa-miR-18b-5p

在PCa的发展中发挥的是促癌作用，表明本研究的实验

结果与目前主流研究关于肿瘤微环境中CAFs起促癌

作用的结论相一致。本研究是第一个全面评估 has-

miR-18b-5p与CAFs之间的相互影响以及其在PCa中

作用及机制的研究。

已 有 研 究 报 道 has-miR-18b-5p 通 过 靶 向
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图12　过表达FBXL3可逆转hsa-miR-18b-5p在前列腺癌细胞系中的作用
Fig.12　Overexpression of FBXL3 reverses the effects of hsa-miR-18b-5p knockdown in prostate cancer cell line. A: CCK8 
assay of the two co-transfected PCa cell lines. B: Transwell assay of the two co-transfected PCa cell lines. C: Wound 
healing assay of the two co-transfected PCa cell lines. *P<0.05.
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TCEAL7、TERT、VMA21、NLRP7、KLK3、OLFM3、

POSTN、MAGED4B、KIR3DL3 和 CEACAM5 发挥癌

基因或肿瘤抑制基因的作用。本研究中，FBXL3被确

定为has-miR-18b-5p的直接靶点。FBXL3基因位于细

胞核中，编码的蛋白质属于Fbls类，除了F-box外，还包

含几个串联的富含亮氨酸的重复序列。在已有的研究

中，FBXL3发挥肿瘤抑制基因作用。例如，有研究通过

Kaplan-Meier生存曲线分析FBXL3与NSCLC患者总

生存率以及在功能上进行了 MTT、集落形成测定和

transwell测定确定FBXL3抑制NSCLC细胞增殖、迁移

和侵袭，表明FBXL3在NSCLC中具有潜在的肿瘤抑制

作用［47］；有文献阐述了FBXL3和CRY2协同降级细胞

增殖的关键调节剂c-MYC，从而抑制肿瘤细胞的增殖，

发挥肿瘤抑制基因的作用［48］；我们首次证实了受 has-

miR-18b-5p调控的FBXL3能够抑制PCa细胞的增殖、

迁移和侵袭，并在PCa中发挥抑癌作用。

综上所述，本研究首次提示CAFs可上调PCa细胞

has-miR-18b-5p 的表达，敲低 has-miR-18b-5p 可抵消

CAFs对PCa细胞增殖及迁移的影响；而has-miR-18b-

5p可抑制FBXL3的表达，从而促进PCa细胞增殖和转

移，同时抑制PCa细胞的凋亡，提示受CAFs上调的has-

miR-18b-5p可通过靶向FBXL3调控PCa的恶性进展，

这可为PCa治疗策略提供新的见解。
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