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二肽基肽酶对前列腺癌细胞系1E8侵袭转移的影响*

刘荣华 王世宣 马湘一 王 梅 卢运萍 马 丁

华中科技大学同济医学院附属同济医院肿瘤生物医学中心 （武汉市 430030）

摘要 目的：探讨二肽基肽酶（DDPⅣ）对前列腺癌细胞1E8侵袭、转移的影响。方法：用亚克隆技术构建DDP
Ⅳ基因反义真核表达质粒，脂质体法将其分别转入高转移潜能的人前列腺癌细胞1E8，并应用脂质体介导的基因转

染技术，将重组质粒导入1E8细胞中，应用细胞增殖抑制试验（CCK-8）、蛋白印迹和体外侵袭实验等方法观察了1E8
细胞转染前后，细胞生长、DDPⅣ蛋白表达以及细胞体外侵袭能力等指标的变化。结果：成功构建了反义DDPⅣ真

核表达载体；将其转染入1E8细胞36h、48h后，反义DDPⅣ基因对前列腺癌细胞的侵袭和转移有促进作用；DDPⅣ基

因表达下调能使1E8细胞的体内外侵袭能力增强。结论：DDPⅣ是前列腺癌的一个抑癌基因，在前列癌的侵袭转移

过程中发挥着重要作用，下调DDPⅣ基因表达能明显促进前列腺癌细胞的侵袭和转移能力。提示DDPⅣ可作为前

列腺癌抗侵袭治疗的分子靶点。
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Objective: To evaluate the effect of Dipeptidyl Peptidase Ⅳ on the invasion and metastasis of prostatic

carcinoma cell line PC-3M-1E8. Methods: Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) was

used to amplify dipeptidyl peptidase Ⅳ (DDPⅣ) cDNA fragments. RT-PCR products were cloned into plasmid

pEGFP-C1 in the proper orientation for expressing antisense RNA, and the recombinant pEGFP-C1/DDPⅣ

was transfected into 1E8 cells. We employed the CCK-8 assay to detect changes in cell proliferation. DDPⅣ

protein expression and invasiveness were detected by Western blot and wound healing assay, respectively.

Results: The eukaryotic expression vector pEGFP-C1/DDPⅣ designed to produce antisense DDPⅣ RNA was

constructed successfully. At 36 hours and 48 hours after transfection with pEGFP-C1/DDPⅣ, the proliferation

of 1E8 cells was significantly higher than that of untransfected cells. Compared with control cells, the

pEGFP-C1/DDPⅣ -transfected cells displayed decreased expression of endogenous DDPⅣ protein. Tumor

cell motility and invasive potential were enhanced in pEGFP-C1/DDPⅣ-transfected cells. Conclusion: DDPⅣ

is a tumor suppressor gene that inhibits metastasis of prostatic cancer. Proliferation and invasive potential of

1E8 cells were enhanced by antisense DDPIV, suggesting that DDPⅣ may be useful in gene therapy for pro-

static carcinoma.
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前列腺癌是男性泌尿生殖系统肿瘤中最为重

要的一种，浸润和转移是恶性肿瘤的主要生物学特

征，恶性肿瘤的发生和发展与基因的异常表型密切

相关。有研究表明二肽基肽酶（DDPⅣ）在肿瘤的发

生中起着较为重要的作用。在各种肿瘤中其起着

不同的作用，也有不同的观点。DDPⅣ在前列腺癌

转移中是否起重要作用尚不清楚。本研究构建

DDPⅣ反义真核表达载体，将重组质粒载体导入高

转移人前列腺癌细胞，研究其对前列腺癌细胞恶性

表型的影响，为前列腺癌的基因治疗提供一定的理
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论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人前列腺癌细胞系1E8为北京大学医学院病理

学系郑杰教授提供的高转移细胞株；真核表达载体

pEGFP-C1、TRIzol提取试剂、和大肠杆菌DH5α购

自Invitrogen公司；新生牛血清和DMEM培养基购自

Gibco BRL公司；Cell Counting Kit-8（CCK-8）试剂盒

购自日本株式会社同仁化学研究所；T4连接酶、

BamH1和EcoRI限制性内切酶均为Promega公司产

品；引物采用Oligo 6.0软件设计，引物合成和插入片

段的测序由上海英骏生物技术有限公司完成。

细胞培养和质粒的构建1E8前列腺癌细胞在

5%CO2，37℃条件下培养于含10%胎牛血清的1640

培养基中。收获对数生长期的细胞，按TRIZOL试

剂说明书常规提取总RNA，经紫外分光光度计定

量，RNA浓度和纯度，逆转录合成cDNA，RT反应条

件为 42℃ 60min。通过 GenBank Blast 搜索人源

DDP Ⅳ基因的全长序列3913bp，以DDP Ⅳ全长cD-

NA为模板，采用引物设计软件Oligo 6.0，设计了特

异扩增翻译起始点上游第30个碱基和下游第1331

个碱基共的片段的一对引物，在 5，端分别加上

EcoR I和BamH I的酶切位点序列。其序列分别为：

5' CGCGGATCC AGA GGC GAA GTA TTA TCA GC

3'；5'CCGGAATTC AAA CAA TAA AAC CCG ACC

3'。采用玻璃奶纯化试剂盒法从琼脂糖胶中分离回

收，双酶切后反向连接到pEGFP-C1真核表达载体

上，转化受体菌，得到阳性克隆，经双酶切和测序验

证。

1.3 细胞转染

1E8前列腺癌癌细胞在5% CO2，37℃条件下培

养于含10%胎牛血清的DMEM培养基中。在6孔板

中接种 2×105 个 1E8 细胞，接种 24h 后，分别取

pEGFP-C1/DDPⅣ和空载pEGFP-C1转染细胞，转

染方法参照试剂操作指南，分别收集转染前、转染

后12h、24h、36h和48h的条件培养液和细胞。

1.4 荧光倒置显微镜观察

荧光倒置显微镜下观察转染pEGFP-C1/DDPⅣ

的细胞中发绿色荧光的细胞。

1.5 CCK-8法检测转染细胞生长曲线

以胰酶消化对数生长期1E8细胞，收集生长良

好的1E8细胞，用含10%胎牛血清的RPMI-1640培

养基配制成5×104/ml细胞悬液，接种于96孔板内，

每孔100μl（约含5000个细胞），置于37℃、5% CO2

孵箱内，待细胞完全贴壁后吸去培养基，加入1mL

完全培养基。每个组设五个复孔，于37℃、5% CO2

孵箱内培养24h。弃去培养液，在每个孔内加入10

μl的CCK-8试剂，把培养板放在培养箱内培养4小

时，轻微振荡后Biotek酶标仪检测波长450nm、参考

波长600nm下的吸光度。按下式计算肿瘤毒性，细

胞毒性百分率=［1-（加药组细胞A值/不加药对照组

细胞A值）］×100%。实验重复3次。

1.6 伤口愈合试验

细胞接种于12孔细胞培养板，完全培养基37℃

培养，待细胞80%~90%融合度时，用10ul的微量吸

管头划痕。立刻更换培养基，在0h、24h、48h倒置显

微镜下根据标志观察细胞迁移运动。

1.7 Western blot检测转染后1E8细胞DDPⅣ蛋白

的表达

收获分组处理的细胞，裂解细胞提取总蛋白并

蛋白定量（采用考马斯亮蓝G250法蛋白定量），灌制

10%SDS-PAGE凝胶，每孔上样量50μg，经电泳、转

膜、封闭，依次与DDPⅣ抗体（稀释度 1：1 000）和碱

性磷酸酶标记的二抗（稀释度 1：500）反应1h，加底

物NBT/BCIP显色30min。

2 结果

2.1 PCR和质粒构建图

见图1。

2.2 细胞转染结果

见图2。

图2 转染细胞的荧光图

Figure 2 Fluorogram of transfected cells

2.3 Western blot检测转染后1E8细胞DDPⅣ蛋白

的表达

图1 重组质粒酶切

Figure 1 Restriction en-

zyme digestion of recombi-

nant plasmid
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1E8细胞转染pEGFP-C1/DDPⅣ后，与转染空

质粒和未转染的细胞相比，DDPⅣ蛋白表达明显减

少（图5）。

2.4 细胞毒性试验

细胞转染pEGFP-C1/DDPⅣ后，随着时间的延

长，对细胞的增殖抑制作用逐渐增强，转染48h后与

转染空质粒和未转染的细胞相比，细胞毒性作用有

明显差异性（P<0.01）（图3）

A:tranfected with pEGFP-C1/DDPⅣ；B：tranfected with pEGFP-C1；

C：nontranfected with pEGFP-C1

图3 1E8细胞转染pEGFP-C1/DDPⅣ后，DDPⅣ蛋白表达变化图

Figure 3 Expression of DDPⅣprotein in pEGFP-C1/DDPⅣ

transfected 1E8 cells

2.5 体外侵袭实验

分别在0h、24h、48h时，在倒置显微镜下照相获

得图片（如图4）。24h时转染pEGFP-C1/DDPⅣ后，

细胞划痕处还有一小段距离，而未转染的细胞划痕

处几乎融合。结果表明抑制细胞内源性DDPⅣ的

表达后，细胞自发迁移运动能力增强。

图4 细胞转染pEGFP-C1/DDPⅣ后对细胞增殖的抑制作用

Figure 4 The inhibitory effect of pEGFP-C1/DDPⅣtransfection on

cell proliferation
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A，B，C分别为1E8细胞未转染pEGFP-C1/DDPⅣ后0h，24h和48h的细胞伤口愈合；

D，E，F分别为转染pEGFP-C1/DDPⅣ的1E8细胞0h，24h和48h的细胞伤口愈合

图5 细胞转染pEGFP-C1/DDPⅣ前后的伤口愈合图

Figure 5 Wound healing in cells with or without pEGFP-C1/ddpⅣ transfection

3 讨论

CD26/DPPⅣ分子是一种高度糖基化的Ⅱ型跨

膜蛋白，由两个同源亚单位组成，通过N末端亲水区

结合在细胞膜上。首次从小鼠肺提取的抗原NH2

末端序列分析确定为二肽基肽酶［1］。DPPⅣ是一种

细胞表面氨基肽酶，具有丝氨酸蛋白酶活性。能降

解肽链N末端第二个残基上的脯氨酸或甘氨酸，产

生N端二肽，故称二肽基肽酶，又有二肽肽酶-4活

性，故又称二肽肽酶Ⅳ（Dipeptidyl PeptidaseⅣ，DPP

Ⅳ）。其单克隆抗体：mAb 8.6A3可以明显地抑制肺

二肽基肽酶对前列腺癌细胞系1E8侵袭 转移的影响 ··1005
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源性的囊泡特异性粘附到肺转移性的乳腺癌细胞

和前列腺癌细胞上［2］。另有学者［3］认为DPP Ⅳ是乳

腺癌癌细胞转移到肺毛细血管内皮的一个粘附受

体，而细胞和血浆中的纤维连接蛋白（Fibronectin，

FN）被证实是DPP Ⅳ的一个主要的配体，DPPⅣ/FN

的结合是癌细胞发生肺转移一种较为普遍的规律。

DUZHANG［4］等发现，DPPⅣ是介导黑色素瘤肺

转移的一个肺上皮粘附分子。也有学者证实DPPⅣ

可以抑制黑色素细胞向黑色素瘤转化，同时发现

DPPⅣ可诱导黑色素瘤细胞出现肿瘤原性消失，表

现出恶性表型向良性表型转化的特点。认为在黑

色素细胞瘤中DPPⅣ的高表达完全阻断了抑制凋亡

基因BCL-2，从而促进癌细胞凋亡。Hiroaki等［5，6］证

实卵巢癌细胞系中DPPⅣ高表达时表现出低侵袭

性，进一步发现，SKOV3细胞DPPⅣ的表达水平很

低，但可以引起细胞形态明显的变化，在细胞运动

和侵袭方面显著减弱。他们把DPPⅣ转染入该细胞

时，细胞向腹膜转移的能力明显减弱，存活时间也

延长。Bogenrieder T［7］等认为DPPⅣ表达升高可以

抑制前列腺癌细胞的恶性转化过程。

肿瘤的反义核酸是基因工程的一个重要组成

部分，可以选择性改变某个特定基因的功能。我们

偿试人反义的角度探讨DPPⅣ在实体肿瘤的侵袭和

转移方面所起的作用。我们在前期工作已证实在

前列腺癌不同转移潜能的细胞株（高转移潜能细胞

株1E8和低转移潜能细胞株2B4）以及乳腺癌转移

潜能不同的细胞株中DPPⅣ的表达确实存在着差

异。高转移潜能细胞株该基因表达弱，而低转移潜

能细胞株则表达高（另文发表）。

我们应用基因重组技术成功构建了反义DPPⅣ

真核表达载体，并应用脂质体转染将其导入1E8细

胞中，对比观察转染前后DPPⅣ的表达情况发现，转

染后，DPPⅣ蛋白的表达明显减少。细胞增殖抑制

试验也表明，细胞转染pEGFP-C1/DDPⅣ后，对肿瘤

细胞的毒性作用也增强。转染反义pEGFP-C1/DDP

Ⅳ36小时后，肿瘤细胞的增殖能力有一定程度的增

强，表现为细胞的运动加快。下调了肿瘤细胞DPP

Ⅳ的内源性表达，增强了肿瘤细胞体外侵袭能力。

结果表明，通过反义核酸技术在核酸或蛋白水平阻

断DPPⅣ的表达，下调DDPⅣ基因表达能明显促进

前列腺癌细胞的侵袭和转移能力。DDPⅣ是前列腺

癌的一个抑癌基因［8］，在前列癌的侵袭转移过程中

发挥着一定的作用。DPPⅣ有可能成为靶向调控前

列癌侵袭与转移的靶点。

高表达DPPⅣ分子能抑制bFGF在细胞核内定

位，降低bFGF的表达水平，抑制bFGF下游信号传

导途径，从而抑制前列腺癌细胞的恶化进程。而

bFGF表达升高导致肿瘤恶变和转移。而我们的反

义核酸技术可能是阻断了这一过程而发挥作用

的。我们下一步的工作用正义核酸的方法，阻断该

基因的功能，全面探讨该基因的功能，从而为前列

腺癌的基因治疗提供一定的实验理论依据。
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