
·短篇论著·

ZSCAN12通过谷氨酰胺代谢影响人前列腺癌DC145
细胞增殖及顺铂化疗敏感性*

武俊平,马 琳,任慧芳,马文波

张家口市第一医院泌尿外一科,河北张家口
 

075000

  摘 要:目的 探讨锌指蛋白和SCAN域结构蛋白12(ZSCAN12)通过调控谷氨酰胺代谢对人前列腺癌

DC145细胞增殖及顺铂化疗敏感性的影响。方法 收集该院28例前列腺癌患者癌灶组织和癌旁正常组织标

本。将前列腺癌细胞DU145分为si-NC组、si-ZSCAN12、V-9302组和si-ZSCAN12+V-9302组,分别转染si-
NC序列、si-ZSCAN12序列和(或)谷氨酰胺抑制剂V-9302,并设置空白对照(control组)。使用实时荧光定量

PCR(RT-qPCR)法和蛋白质印迹(Western
 

blot)法检测组织和细胞ZSCAN12
 

mRNA和蛋白表达水平。采用

CCK-8及流式细胞术检测细胞增殖活力和细胞凋亡率,酶联免疫吸附试验试剂盒检测细胞中谷氨酰胺、谷氨酸

及α-酮戊二酸水平。采用不同质量浓度顺铂处理DU145细胞,CCK-8检测计算细胞顺铂耐药半抑制浓度

(IC50),Western
 

blot法检测谷氨酰胺代谢相关蛋白(GLUD1)及耐药相关蛋白[多药耐药相关蛋白1(MRP1)、

P糖蛋白(P-gp)]水平。结果 前列腺癌组织和细胞中ZSCAN12
 

mRNA及蛋白表达量显著高于癌旁正常组

织和前列腺上皮细胞,差异有统计学意义(P<0.05)。与control组比较,si-ZSCAN12组DC145细胞增殖活

力、谷氨酰胺摄取量、谷氨酸产量、α-酮戊二酸水平及GLS、GLUD1蛋白表达明显降低,细胞凋亡率明显升高,
差异均有统计学意义(P<0.05)。与control组相比,si-ZSCAN12组细胞IC50 明显降低,MRP1和p-gp蛋白表

达水平明显抑制,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 前列腺癌中ZSCAN12显著高表达,敲低ZSCAN12可

抑制肿瘤细胞的增殖和谷氨酰胺代谢,促进细胞凋亡,降低肿瘤细胞顺铂耐药性,其可能通过调控谷氨酰胺代

谢途径参与了前列腺癌的发生发展。
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  前列腺癌是男性泌尿生殖系统最常见的恶性肿

瘤,该病进展缓慢,早期阶段不易发现,部分患者就诊

时即已至进展期或晚期,甚至发生远处转移,手术治

疗并不理想,临床以放化疗治疗为主[1-2]。然而,并非

接受化疗的患者都能获益,化疗耐药是导致治疗失败

的主要原因。因此,研究前列腺癌发病及肿瘤细胞化

疗耐药的机制及生物靶标意义重大。肿瘤细胞能量

代谢异常是导致肿瘤发生发展的关键之一。谷氨酰

胺作为一种非必需氨基酸,在人体中发挥多种重要的

生理功能,如参与蛋白质合成、能量代谢、抗氧化防御

等[3-5]。在肿瘤细胞中,谷氨酰胺代谢显著增强,增强

的谷氨酰胺摄取和分解代谢维持了三羧酸循环,合成

更多的三磷酸腺苷(ATP)。谷氨酰胺经过谷氨酰胺

酶的催化生成谷氨酸,再经谷氨酸脱氢酶1催化生成

α-酮戊二酸[6-7]。谷氨酰胺代谢过程的中间产物不仅

为肿瘤细胞的生物合成和能量代谢提供必要的碳源

和氮源,还通过调控细胞内信号通路和氧化还原状

态,影响肿瘤细胞的增殖、凋亡和迁移等生物学行为,
为人类肿瘤的研究及治疗提供了重要依据[8]。锌指

蛋白和SCAN域结构蛋白12(ZSCAN12)是近年报道

的与肿瘤发生发展关系密切的一个基因,有研究显示

胃癌组织中ZSCAN12基因甲基化状态与肿瘤浸润淋

巴细胞密度及预后相关,可能是胃癌患者总生存和无

复发生存的影响因素[9]。生物学信息数据库检索发

现,ZSCAN12异常表达表达与人类疾病的发生有关,
但是ZSCAN12在前列腺癌中的研究报道较少,可能发

挥作用的机制也尚不清楚。基于此本研究初步分析了

ZSCAN12在前列腺癌中的表达及对癌细胞生物学功能

的影响,并探究其是否与谷氨酰胺代谢和顺铂化疗耐药

相关,旨在为前列腺癌的诊疗提供新的靶标。

1 材料与方法

1.1 材料来源 前列腺增生上皮细胞(BPH-1)和前

列腺癌细胞(LNCaP、PC-3和DU145)购自美国细胞

培养物收藏中心。收集28例前列腺癌患者癌灶组织

和对应癌旁正常组织标本,均通过手术切除获得,于
医院病理科保存备用,所有组织样本均经病理学检测

证实,患者术前未接受任何抗肿瘤治疗。本研究经医

院伦理委员会审批通过。
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1.2 仪器与试剂 si-ZSCAN12和si-NC序列(中国

上海GenePharma公司);DMEM 培养基(美国Gibco
公司);10%胎牛血清(美国Thermo

 

Scientific公司);
胰蛋白酶(美国Thermo

 

Fisher公司);磷酸盐缓冲液

(PBS,中 国 索 莱 宝);ECL 化 学 发 光 试 剂 盒(中 国

Vazyme公司,货号 E423-01/02);Trizol试剂(美国

Invitrogen公 司,货 号 15596026);RevertAid
 

First
 

Strand
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit(美国Thermo
 

Scientific
公 司,货 号 K1621);ZSCAN12 抗 体、GLS 抗 体、

GLUD1抗体、MRP1抗体、p-gp抗体、GAPDH 抗体

(美 国 Abcam 公 司,货 号:ab7260、ab153696、

ab217274、ab76302、ab4822和ab181602);酶联免疫吸附

试验(ELISA)试剂盒(武汉伊莱瑞特生物科技股份有限

公司);台式高速离心机(上海医疗器械);蛋白电泳装置

(Mini-PROTEAN
 

Tetra型,美国Bio-Rad公司);全波

长酶标仪(EPoch型,美国BioTek公司);化学发光凝

胶成像仪(ChemiDoc
 

XRS,美国Bio-Rad公司);超微

量紫外分光光度计(美国Thermo
 

Scientific公司)。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养及分组 前列腺增生上皮细胞

(BPH-1)和前列腺癌细胞(LNCaP、PC-3和DU145)
置于含10%胎牛血清和1%青霉素-链霉素的DMEM
培养基中于在37

 

℃、5%
 

CO2 环境培养箱中培养,待
生长密度达到85%左右时进行转染处理。将DU145
细胞转染处理分为si-NC组、si-ZSCAN12组、V-9302
组和si-ZSCAN12+V-9302组,前3组分别转染阴性

对照si-NC序列、si-ZSCAN12干扰序列、谷氨酰胺抑

制剂V-9302,si-ZSCAN12+V-9302组共转染si-ZS-
CAN12干扰序列+V-9302。细胞转染根据 Lipo-
fectamine

 

2000试剂说明书进行。

1.3.2 CCK-8检测细胞活力及顺铂耐药性 细胞活

力检测:将转染后各组待测DU145细胞重悬后接种

于96孔板,密度1×107 个/L,培养24
 

h后,每孔加入

CCK-8溶液10
 

μL,继续培养24
 

h,用酶标仪检测450
 

nm处吸光度值,计算细胞活力。顺铂耐药检测:转染

后各组细胞同样密度接种于96孔板,待细胞贴壁后

加入不同浓度(0、2、4、6、8、10
 

μg/mL)顺铂处理,培
养24

 

h,后每孔加入CCK-8试剂,继续孵育2
 

h,酶标

仪测定450
 

nm处吸光度值,计算细胞存活率,求出半

抑制浓度(IC50)。每个样本设置3个复孔,重复3次

取平均值。

1.3.3 流式细胞仪检测细胞凋亡 将转染后各组待

测DU145细胞用磷酸缓冲液冲洗2次,1
 

000
 

r/min
离心5

 

min,吸除磷酸缓冲液,加入195
 

μL
 

Annexin
 

V-FITC结合液重悬细胞,后加入5
 

μL的 Annexin
 

V-FITC和10
 

μL碘化丙啶染色液,轻轻混匀,在室温

下避光反应15
 

min,用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.3.4 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)法检测ZS-
CAN12

 

mRNA表达水平 采用 Trizol试剂提取细

胞中总RNA,紫外分光光度计检测 RNA纯度和浓

度,使用逆转录试剂盒将其合成cDNA,以cDNA为

模板配制PCR反应体系进行PCR扩增反应。反应条

件:95
 

℃
 

10
 

min,95
 

℃
 

30
 

s,60
 

℃
 

60
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,
共40个循环。以β-actin为内参,采用2-ΔΔCt 法计算

相对表达量。ZSCAN12引物序列:上游引物为5'-
TCGTAAGGCACACAGAAGGGTGTA-3',下 游 引

物 为 5'-GGTTCTTTGAACATAGGAGAAGTCT-
TC-3';内参基因β-actin引物序列:上游引物为5'-
AACACAGTGCAGGTGGGGAC-3',下游引物为5'-
GTGTTTGAGAGACGTCACGT-3'。引物序列均由

上海生工生物工程有限公司设计合成。

1.3.5 蛋 白 质 印 迹 (Western
 

blot)法 检 测 ZS-
CAN12、GLS、GLUD1、MRP1、p-gp、GAPDH蛋白表

达水平 将组织样本及各组待测细胞,加入裂解液,
提取组织或细胞中总 RNA。根据说明书使用BCA
试剂盒检测蛋白质的浓度。取蛋白样品约20

 

μg,进
行10%的SDS-PAGE电泳,后转移到PVDF膜上,用
5%脱脂牛奶室温封闭2

 

h,然后加入稀释好的待测蛋

白一抗(1∶1
 

000),4
 

℃过夜孵育。次日加入二抗,室
温下孵育2

 

h,ECL化学发光试剂盒进行显影,ImageJ
软件分析蛋白表达条带。

1.3.6 酶联免疫吸附试验(ELISA)检测谷氨酰胺、
谷氨酸、α-酮戊二酸水平 取各组待测细胞接种于6
孔板中,密度约5×105 个/孔,正常培养待细胞贴壁

后,弃培养基,PBS洗涤2次,更 换 无 血 清 无 酚 红

DMEM培养基培养24
 

h,收集培养上清待检测。收

集细胞溶于
 

200
 

μL的PBS,加入细胞裂解液提取细

胞裂解产物,通过BCA法确定蛋白浓度。根据相应

试剂盒说明书分别检测细胞中谷氨酰胺、谷氨酸及α-
酮戊二酸水平。

1.4 统计学处理 采用SPSS25.0进行数据分析,

GraphPad
 

Prism
 

9软件进行绘图。计量资料以x±s
表示,组间比较采用单因素差分析(One-way

 

ANO-
VA),进一步组间两两比较采用LSD-t检验;癌灶组

织及癌旁正常组织中差异表达采用配对t检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 ZSCAN12在前列腺癌组织和细胞中的表达水

平 前列腺癌组织中ZSCAN12
 

mRNA及蛋白表达

水平均显著高于癌旁正常组织(P<0.001);前列腺癌

细胞(LNCaP、PC-3和DU145)ZSCAN12
 

mRNA及

蛋白表达水平也显著高于前列腺上皮BPH-1细胞

(P<0.05),其中DU145细胞中表达水平最高,选择

该细胞进行后续研究。见图1。
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2.2 敲低ZSCAN12抑制DC145细胞增殖,促进细

胞凋亡 RT-
 

qPCR检测结果发现,si-ZSCAN12组

细胞ZSCAN12
 

mRNA表达水平较control组明显降

低(P<0.001),说明敲低ZSCAN12表达的 DC145

细胞系构建成功。细胞实验检测显示,与control组

和si-NC组比较,si-ZSCAN12组DC145细胞增殖活

力明显降低,细胞凋亡率明显升高,差异有统计学意

义(P<0.05)。见图2。

  注:A、C为RT-qPCR法检测前列腺癌组织及前列腺癌细胞中ZSCAN12
 

mRNA表达水平;B、D为 Western
 

blot法检测前列腺癌组织及前列

腺癌细胞中ZSCAN12蛋白表达水平;与癌旁组织或BPH-1细胞比较,*P<0.05,**P<0.01。

图1  前列腺癌组织和细胞中ZSCAN12
 

mRNA及蛋白表达水平

  注:A为各组ZSCAN12
 

mRNA表达水平比较;B为各组DC145细胞增殖活力比较;C为各组细胞凋亡率比较;**P<0.01。

图2  敲低ZSCAN12对前列腺癌细胞增殖和凋亡的影响

2.3 敲低ZSCAN12抑制前列腺癌细胞谷氨酰胺代

谢 与control组相比,si-ZSCAN12组DU145细胞

谷氨酰胺摄取量、谷氨酸产量及α-酮戊二酸水平明显

降低(P<0.05)。si-ZSCAN12组DU145细胞中谷

氨酰胺代谢相关蛋白 GLS和 GLUD1表达水平较

control组明显降低(P<0.05),表明敲低ZSCAN12
能够抑制DU145细胞的谷氨酰胺代谢。见图3。

2.4 ZSCAN12通过调控谷氨酰胺代谢参与前列腺

癌细胞的恶性生物学特征 与control组相比,V-
9302组细胞谷氨酰胺摄取量明显降低(P<0.05),经
V-9302处理后si-ZSCAN12组细胞谷氨酰胺摄取量

明显降低(P<0.05)。细胞实验检测发现,与control
组相比,V-9302组细胞增殖活力明显降低、细胞凋亡

率明显增加(P<0.05),经 V-9302处理后si-ZS-
CAN12组细胞增殖活力降低,凋亡能力升高(P<
0.05),说明ZSCAN12可通过调节谷氨酰胺代谢途径

参与前列腺癌细胞的恶性生物学特征。见图4。

2.5 敲低ZSCAN12增强DC145细胞的顺铂化疗敏

感性 采用不同质量浓度顺铂处理DC145细胞24
 

h
后发现,与control组相比,si-ZSCAN12组细胞IC50
明显降低(P<0.05),同时 MRP1和p-gp蛋白表达

水平受到抑制(P<0.05)。见图5。
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  注:A为各组谷氨酰胺摄取量比较;B为各组谷氨酸产量比较;C为各组α-酮戊二酸水平比较;D为各组GLS和GLUD1表达水平及统计分析

结果;*P<0.05。

图3  敲低ZSCAN12对DC145细胞谷氨酰胺代谢的影响

  注:A为各组谷氨酰胺摄取量比较;B为各组细胞增殖活力比较;C为各组细胞凋亡率比较;*P<0.05,**P<0.01。

图4  ZSCAN12调控谷氨酰胺代谢途径对前列腺癌细胞恶性生物学的影响
 

  注:A为CCK-8法检测DC145细胞顺铂化疗耐药的IC50;B为 Western
 

blot检测DC145细胞中 MRP1和p-gp蛋白表达水平;与control组或

si-NC组比较,*P<0.05。

图5  敲低ZSCAN12增强DC145细胞的顺铂化疗敏感性
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3 讨  论

  目前,手术仍是临床肿瘤治疗的主要手段,对于

早期前列腺癌(肿瘤仅位于前列腺包膜以内)患者,根
治性手术可达到良好的治疗效果[10-11]。对于局部进

展期或晚期患者,化疗是其治疗不可或缺的重要方

法,但大部分患者在化疗后期会出现耐药现象,造成

治疗失败。故了解前列腺癌细胞耐药的分子机制,找
寻新的治疗靶点对提高患者生存率具有重要意义。

有研究发现,ZSCAN12与肿瘤的发生发展密切

相关,ZSCAN12作为一种甲基化标志物,其甲基化水

平与肿瘤浸润淋巴细胞(CD3+或CD8+)密度相关,还
是胃 癌 患 者 预 后 生 存 的 预 测 标 志 物[9],提 示 ZS-
CAN12可能是一个潜在的新的肿瘤基因。本研究结

果发现,前列腺癌组织和细胞中ZSCAN12表达显著

上调,细胞实验证实敲低ZSCAN12明显抑制了前列

腺癌细胞增殖,促进细胞凋亡,抑制肿瘤进展,表明

ZSCAN12参与了前列腺癌的发生,可作为肿瘤诊断

和治疗的潜在分子。
谷氨酰胺代谢是肿瘤细胞代谢重编程的重要组

成部分,也是近年肿瘤研究的热点[12]。肿瘤细胞通过

谷氨酰胺代谢产生能量分子,如ATP,以满足其快速

增殖的需求[4]。在缺氧或线粒体缺陷的条件下,肿瘤

细胞也能够通过谷氨酰胺的还原羧化来维持能量供

应[13]。此外,谷氨酰胺也是癌症细胞生物合成的原

料,谷氨酰胺的氨基和碳骨架可用于合成核苷酸、蛋
白质和脂质等生物分子,这些分子对肿瘤细胞的生长

和增殖至关重要[14]。有研究已证实,抑制谷氨酰胺摄

取可影响肿瘤细胞的存活和转移,从而抑制肿瘤生

长[15]。本 研 究 结 果 表 明,敲 低 ZSCAN12 表 达 后

DU145细胞谷氨酰胺摄取量、Glu产量及α-KG水平

均显著降低,表明敲低ZSCAN12可以抑制前列腺癌

细胞的谷氨酰胺代谢。本研究进一步通过转染谷氨

酰胺抑制剂V-9302,发现谷氨酰胺剥夺可以抑制前列

腺癌细胞增殖,促进细胞凋亡,增强敲低ZSCAN12对

前列腺癌细胞生物学的影响,提示ZSCAN12可通过

调节谷氨酰胺代谢途径参与前列腺癌的发生发展,靶
向谷氨酰胺代谢可能是前列腺癌治疗的分子靶点。

肿瘤细胞耐药是临床化疗所面临的重大难题,研
究肿瘤细胞顺铂耐药产生的机制利于更好地研究抑

制细胞耐药性的方法[16-17]。本研究通过采用不同质

量浓度顺铂处理细胞分析ZSCAN12对前列腺癌顺铂

耐药的影响,研究结果发现敲低ZSCAN12后顺铂对

DU145细胞的半抑制浓度IC50 明显低于对照组,同
时敲低ZSCAN12明显抑制了耐药蛋白 MRP1和p-
gp的表达。这提示ZSCAN12高表达会增强前列腺

癌细胞对顺铂的耐药性,敲低ZSCAN12可提高肿瘤

细胞对顺铂的敏感性。本研究发现,ZSCAN12与前

列腺癌发生及治疗耐药有关,可为了解疾病进展及逆

转肿瘤细胞耐药提供新的分子靶标。但是现有对ZS-
CAN12的研究较少,肿瘤发生发展的分子机制复杂,
研究仅通过体外细胞实验初步证实了其在前列腺癌

中的表达及相关机制,后期还有待进一步探究更具体

的通路机制。
综上所述,前列腺癌中ZSCAN12显著高表达,敲

低ZSCAN12可抑制肿瘤细胞的增殖和谷氨酰胺代

谢,促进细胞凋亡,降低肿瘤细胞顺铂耐药性,其可能

通过调控谷氨酰胺代谢途径参与前列腺癌的发生

发展。
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·短篇论著·

重症肺炎支原体肺炎患儿血清lncRNA
 

CASC7、
lncRNA

 

MEG3表达与肺功能、预后的关系*

郑晓兰1,宋文君1,胡春梅2

自贡市第三人民医院:1.儿科;2.检验科,四川自贡
 

643020

  摘 要:目的 探讨重症肺炎支原体肺炎(MPP)患儿血清长链非编码RNA癌易感性候选基因7(lncRNA
 

CASC7)、长链非编码RNA母体表达基因3(lncRNA
 

MEG3)表达及其与肺功能、预后的关系。方法 选取

2022年3月至2024年3月该院收治的113例重症MPP患儿为重症组,另选取113例同期轻症MPP患儿为轻

症组。根据患儿入院治疗1个月后预后情况将其分为预后不良组(n=35)、预后良好组(n=78)。采用实时荧

光定量PCR法检测血清lncRNA
 

CASC7、lncRNA
 

MEG3表达水平,并进行比较分析;采用Pearson相关法分

析重症 MPP患儿血清lncRNA
 

CASC7、lncRNA
 

MEG3表达水平与肺功能的相关性;采用受试者工作特征

(ROC)曲线分析血清lncRNA
 

CASC7、lncRNA
 

MEG3表 达 水 平 对 重 症 MPP患 儿 预 后 不 良 的 预 测 价 值。
结果 重症组血清lncRNA

 

CASC7表达水平明显低于轻症组(P<0.05),而血清lncRNA
 

MEG3表达水平明

显高于轻症组(P<0.05)。重症组 MPP患儿肺功能指标用力肺活量(FVC)、第1秒用力呼气容积(FEV1)、最

大呼吸峰流速(PEF)均明显低于轻症组(P<0.05)。预后不良组血清lncRNA
 

MEG3表达水平明显低于预后

良好组(P<0.05),而血清lncRNA
 

CASC7表达水平明显高于预后良好组(P<0.05)。重症 MPP患儿血清

lncRNA
 

CASC7表达水平与肺功能指标FVC、FEV1、PEF均呈正相关,血清lncRNA
 

MEG3表达水平与肺功

能指标FVC、FEV1、PEF呈负相关(P<0.05)。血清lncRNA
 

CASC7、lncRNA
 

MEG3联合预测的曲线下面积

大于各自单独预测(P<0.05)。结论 重症MPP患儿血清lncRNA
 

CASC7明显降低,血清lncRNA
 

MEG3明

显升高,二者与其肺功能及预后有着紧密联系,二者联合检测对重症 MPP预后不良有更高的预测价值。
关键词:长链非编码RNA癌易感性候选基因7; 长链非编码RNA母体表达基因3; 重症肺炎支原体

肺炎; 肺功能; 预后
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  肺炎支原体肺炎(MPP)是引起社区获得性肺炎

的常见类型,在儿童群体中多发,且发病率呈大幅度

上升趋势[1]。MPP通常是一种良性和自限性疾病,
然而重症 MPP病情进展较快、病情危急,大多数患者

经过及时有效治疗后预后良好,但仍有少数患者发生

支气管炎、肺不张、多器官功能异常等肺内、肺外并发

症,对患者的生命造成严重的威胁[2-3]。因此,临床上

急需要探寻有效的灵敏度血清指标预测患儿预后情

况,对临床制订对症有效的治疗方案有一定的指导意

义。长链非编码RNA(lncRNA)已被证明广泛参与

基因表达的调控,影响多种生物过程,并在肺炎支原

体感染的启动和促进中发挥着不可或缺的作用[4]。
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