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SIK1作为miR-93新的靶基因抑制前列腺癌细胞

增殖、侵袭和迁移
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摘要      该文探讨了SIK1作为miR-93新的靶基因对前列腺癌细胞增殖、侵袭和迁移的抑

制作用。采用重组质粒 pcDNA3.1-SIK1上调前列腺癌细胞中 SIK1的表达后 , 利用CCK8和克

隆形成实验检测细胞增殖 ; 利用细胞划痕和 Transwell实验检测细胞侵袭和迁移 ; 利用 West-
ern blot检测E-cadherin和Vimentin的蛋白表达。采用生物信息学方法预测靶向 SIK1 mRNA
的 3ʹUTR的 miRNAs并进行筛选 ; 双荧光素酶报告实验和 Western blot验证 miR-93靶向调控

SIK1。结果显示, 上调SIK1的表达能抑制前列腺癌细胞的增殖、侵袭和迁移, 并增加E-cadherin
和减少Vimentin蛋白表达 ; miR-93能够靶向负调控SIK1。总之 , SIK1可作为miR-93一个新的

靶基因抑制前列腺癌细胞增殖、侵袭和迁移。
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SIK1, As a New Target Gene of miR-93, Inhibits the Proliferation, 
Invasion and Migration of Prostate Cancer Cells
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Abstract       This paper investigated the inhibitory effect of SIK1, as a new target gene of miR-93, on 
the proliferation, invasion and migration of prostate cancer cells. After the expression of SIK1 in prostate 
cancer cells was up-regulated by recombinant plasmid pcDNA3.1-SIK1, CCK8 and clone formation assay 
were used to detect cell proliferation; cell invasion and migration was detected by cell scratches and Tran-
swell assay; the protein expression levels of E-cadherin and Vimentin were detected by Western blot. Lucif-
erase reporting experiment and Western blot verified the targeted regulation of SIK1 by miR-93. The results 
showed that up-regulated SIK1 could inhibit the proliferation, invasion and migration of prostate cancer 
cells, as well as increase E-cadherin protein expression and decrease Vimentin protein expression; miR-93 
could negatively regulate SIK1. In conclusion, SIK1 can act as a new target gene of miR-93 to inhibit the 
proliferation, invasion and migration of prostate cancer cells.
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前列腺癌(prostate cancer, PCa)是男性生殖系统

最常见的恶性疾病, 是目前男性中最主要的致死肿

瘤。其发病率随年龄而增长, 有明显的地区差异[1]。

阐明前列腺癌细胞的增殖和迁移的分子机制, 有助

于了解前列腺癌的发病机制和进展, 为有效治疗前

列腺癌提供新的靶点。

盐诱导激酶1(salt inducible kinase 1, SIK1)是
一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 , 为AMP活化蛋白激

酶 (AMP activated protein kinase, AMPK)家族成员

之一 [2]。肝脏激酶B1(liver kinase B1, LKB1)是SIK1
的上游激酶 [3]。SIK1参与多种肿瘤的发生发展 , 有
文献报道 , 卵巢癌 (ovarian cancer, OC)中LKB1上调

能促进SIK1的表达进而抑制卵巢癌细胞扩散 [4]。还

有研究表明 , SIK1在肝癌细胞中的上调显著抑制

了异种移植瘤模型的上皮 –间充质转化 (epithelial-
mesenchymal transition, EMT)、肿瘤生长和肺转移[5]。

SIK1能受到胃泌素的调节 , 影响胃泌素诱导的胃腺

癌细胞信号转导, 抑制胃癌细胞的迁移[6]。在成神经

管细胞瘤 (medulloblastoma, MB)中 , miR-130b-3p通
过p53信号通路靶向SIK1, 从而抑制成神经管细胞瘤

的发生[7]。然而, 经PubMed检索发现, SIK1在前列腺

癌中的作用尚未见相关文献报道。

miRNAs(microRNAs)是一类调节基因表达的

小的非编码RNA(18~25个核苷酸)[8]。它们在转录后

通过翻译抑制或mRNA降解负调控特定mRNA的蛋

白表达 [9]。多种miRNAs能靶向并负调控SIK1的表

达进而影响多种癌症的发生发展。例如 , 在上皮性

卵巢癌中 , 沉默miR-141可以恢复SIK1的表达 , 抑制

卵巢癌细胞的增殖[10]; 在结直肠癌(colorectal cancer，
CRC)中 , miR-17能通过靶向SIK1抑制肿瘤侵袭和迁

移 [11]; 在胰腺导管腺癌 (pancreatic ductal adenocarci-
noma, PDA)中, SIK1的过表达抑制miR-203介导的对

胰腺癌细胞增殖、侵袭和迁移的调控 [12]。那么 , 在
前列腺癌中是否存在新的miRNA靶向负调控 SIK1
的表达进而影响前列腺癌细胞的功能呢?因此, 本课

题进一步利用miRanda(http://www.microrna.org/mi-
crorna/home.do)、TargetScan(http://www.targetscan.
org)和PicTar(http://pictar.mdc-berlin.de/)这3个数据库

预测靶向SIK1的miRNAs。经预测得知, miR-93能够

靶向SIK1 mRNA的3ʹUTR。
因此, 本研究探讨了SIK1作为miR-93新的靶基因

对前列腺癌细胞增殖、侵袭和迁移的抑制作用 , 旨在

为前列腺癌的分子诊断和预后预测提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞系      人类正常前列腺细胞系RWPE-1细
胞和人前列腺癌相关细胞系PC3和DU145购于中国

医学科学院细胞中心。

1.1.2   主要试剂      RPMI 1640培养基、DMEM培养

基、OPTI-MEM培养基和FBS购自美国Hyclone公司 ; 
青霉素–链霉素溶液和PBS购自生工生物工程 (上海 )
股份有限公司; 重组质粒pcDNA3.1-SIK1和psi-check2
质粒购自金唯智生物科技有限公司 ; Lipofectamine 
3000转染试剂购自美国 Invitrogen公司 ; Trizol和逆转

录试剂盒购自日本TaKaRa公司 ; SIK1抗体购自美国

Abcam公司 ; 蛋白Marker、Vimentin抗体和E-cadherin
抗体购自美国Cell Signaling公司; GAPDH抗体购自北

京中杉金桥生物技术有限公司; 磷酸酶抑制剂购自上

海碧云天生物技术有限公司; 蛋白酶抑制剂购自瑞士

Roche公司; CCK8试剂盒购自日本Dojindo公司; Tran-
swell培养系统购自美国Thermo公司 ; SIK1和GAPDH
引物由生工生物工程 (上海 )股份有限公司合成 ; miR-
93引物、U6引物和miR-93 inhibitor由广州市锐博生物

科技有限公司合成。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      前列腺癌细胞DU145用含10% 
FBS、1%青霉素–链霉素溶液的RPMI 1640培养基培

养 ; 前列腺癌细胞PC3用含15% FBS、1%青霉素–链
霉素溶液的DMEM培养基 , 于37 °C、5% CO2条件下

培养。观察细胞生长情况, 约2天换液, 约3天传代, 取
生长状态良好的对数生长期细胞进行实验。

1.2.2   细胞转染      将前列腺癌细胞以每孔5×105个

铺于6孔板内 , 过夜培养 , 待细胞密度达到70%时进

行转染。按照Lipofectamine 3000说明书步骤分别转

染重组质粒pcDNA3.1-SIK1和空质粒 , 每孔转染终

浓度为1 000 nmol/L, 24 h或者48 h后收集细胞进行

后续实验 ; 以相同的方法转染miR-93 inhibitor和阴

性对照。miR-93 inhibitor和阴性对照的序列见表1。
1.2.3   CCK8实验      将已经转染的细胞消化后, 稀释

10倍计数, 每100 μL细胞原液含2×103个细胞, 同时加

入等体积(100 μL)的细胞培养基做空白对照; 每孔加

入10 μL CCK8溶液; 置于37 °C、5% CO2条件下继续

孵育0.5~4 h, 对于大多数情况孵育1 h即可。时间的
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长短根据细胞的类型和细胞的密度等实验情况而定 , 
初次实验时可以在0.5、1、2和4 h后分别用酶标仪

检测 , 然后选取吸光度 (D)范围比较适宜的一个时间

点用于后续实验; 在450 nm波长处测定吸光度, 连续

测定4天的吸光度值。

1.2.4   克隆形成实验      细胞转染后, 次日取处于对

数生长期的细胞, 经胰酶消化, 然后将细胞悬液转移

到1.5 mL EP管中混匀, 取100 μL细胞悬液稀释10倍
进行细胞计数, 最后稀释到所需要细胞浓度; 按照

200个/孔的细胞浓度接种于6孔板, 每3天观察及换

液1次, 克隆10天左右, 于倒置显微镜下可以观察到

明显的克隆团, 大约每个细胞团50个细胞。吸出所

有的培养基, 并用PBS洗2次。先用4%的多聚甲醛固

定15 min, 然后用0.1%结晶紫染色15 min, 再用自来

水冲洗, 待干燥后进行拍照, 最后对克隆细胞团计数

并进行统计学分析。

1.2.5   细胞划痕实验      先用marker笔在6孔板背后, 
用直尺比着, 均匀地划横线, 每隔0.5~1 cm一道, 横
穿过孔。每孔至少穿过5条线; 在孔中加入约5×105

个细胞(具体数量因细胞不同而不同), 接种原则为

过夜能铺满皿底; 第2天用枪头比着直尺, 尽量垂直

于背后的横线划痕; 用PBS洗细胞1~3次, 洗净划下

的细胞, 加入无血清培养基; 放入37 °C、5% CO2培

养箱中培养。分别在0和24 h取样进行拍照并记录

实验结果。

1.2.6   Transwell实验      在24孔板中加入600 μL含
15% FBS的DMED培养基, 平稳地将小室放入, 将
200 μL细胞悬液(细胞密度为2×105个/mL)滴加到小

室里面, 在37 °C、5% CO2恒温培养箱孵育24 h后将

小室取出, 轻柔地用PBS清洗, 接着用4%多聚甲醛固

定20 min, 之后用棉签擦去上层未穿过细胞, PBS清
洗后用结晶紫染色15 min, 自来水冲洗染料后将小室

放入37 °C烘箱干燥, 最后在倒置显微镜下拍照计数。

1.2.7   qRT-PCR实验      Trizol法提取转染空质粒

组和重组质粒 pcDNA3.1-SIK1组的前列腺癌细胞

DU145和PC3中的总RNA, 取1 μg RNA用茎环法逆

转录成 cDNA后 , 用qRT-PCR检测SIK1的mRNA水

平 , GAPDH作为内参; Trizol法提取转染阴性对照和

miR-93 inhibitor的前列腺癌细胞DU145和PC3中的

总RNA, 逆转录成cDNA后用qRT-PCR检测阴性对照

组和miR-93 inhibitor组SIK1的mRNA水平 , U6作为

内参。引物序列见表2。
1.2.8   Western blot      收集转染后48 h的前列腺癌细

胞 , 提取细胞总蛋白质 , BCA法检测蛋白质的浓度 , 
经10%的SDS-PAGE分离, 然后在1 000 mA恒流下进

行湿转 , 将蛋白质转移到PVDF膜上 , 封闭液室温封

闭2 h后, 加入一抗(SIK1、Vimentin、E-cadherin一抗

稀释比例分别为1:500、1:1 000、1:1 000), 在4 °C孵

表1   miRNA抑制剂序列

Table 1   miRNA inhibitor sequence

miRNA
序列(5ʹ→3ʹ) 
Sequence (5ʹ→3ʹ)

miR-93 inhibitor CUG UUC CUG CUG AAC UGA GCC A

NC inhibitor CAG UAC UUU UGU GUA GUA CAA

表2   引物序列

Table 2   Primer sequences
基因名称

Gene name
序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence (5ʹ→3ʹ)

miR-93 Forward: TGC GGT TTG GCA CTA GCA CAT

Reverse: CCA GTG CAG GGT CCG AGG T

U6 Forward: GCT TCG GCA GCA CAT ATA CTA AAT
Reverse: CGC TTC ACG AAT TTG CGT GTC AT

SIK1 Forward: GTC CCT CGG AAG GAA CTA GC
Reverse: CTC GCG TTT TTC CTT AGC TG

GAPDH Forward: CAG CGA CAC CCA CTC CTC
Reverse: TGA GGT CCA CCA CCC TGT
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育过夜, 第2天用TBST洗去游离抗体, 加入HRP标记

的山羊抗小鼠或兔IgG二抗(1:1 000), 室温孵育1.5 h, 
TBST洗膜3次, 每次10 min, ECL发光液显色。

1.2.9   双荧光素酶报告基因实验      miRanda数据库

中显示了SIK1与miR-93的结合位点, 将包含了结合

位点的SIK1 3ʹUTR的野生型和突变型片段分别插入

到psi-check2报告质粒的多克隆酶切位点区间, 利用

Lipofectamine 3000转染试剂将SIK1 3ʹUTR的野生型

(wt)和突变型(mut)重组质粒分别与miR-93 mimic或
NC mimic共转染进HEK 293T细胞, 海肾荧光素酶作

为底物, 48 h后检测萤火虫荧光素酶和海肾荧光素

酶的活性。

1.2.10   统计学方法      所有实验重复3次, 实验数据

均以平均值±标准误(x
_
±s)表示。用SPSS 17.0版统计

分析软件中的单因素方差分析(one-way analysis of 
variance, ANOVA)比较三组及三组以上差异; 用t检
验(t test)比较两组间差异, P<0.05表示差异显著且具

有统计学意义。

2   结果
2.1   上调SIK1的表达可抑制前列腺癌细胞增殖

qRT-PCR和Western blot结果 (图1A和图1B)显
示 , 转染重组质粒pcDNA3.1-SIK1后 , PC3和DU145
细胞中SIK1的mRNA和蛋白水平显著高于对照组

(P<0.001), 说明转染成功。如图1C和图1D, CCK8
和克隆形成实验结果所示 ,  上调 SIK1的表达后

PC3和DU145细胞的增殖能力均显著低于对照组

(P<0.001)。
2.2   上调SIK1的表达可抑制前列腺癌细胞侵袭

和迁移

细胞划痕和Transwell实验结果显示 , 与对照组

相比转染重组质粒pcDNA3.1-SIK1的PC3和DU145
细胞的侵袭和迁移能力明显降低 (图 2A和图 2B)。
Western blot实验结果显示 , 在PC3和DU145细胞中

上调SIK1的表达后 , E-cadherin的蛋白水平升高 , 而
Vimentin的蛋白水平降低(图2C)。
2.3   筛选靶向SIK1的miRNAs

利用miRanda(http://www.microrna.org/microrna/
home.do)、TargetScan(http://www.targetscan.org)和
PicTar(http://pictar.mdc-ber lin.de/)这3个数据库预测

能够靶向SIK1 mRNA的3ʹUTR的miRNAs。预测后

取交集得到 19个miRNAs能够靶向 SIK1 mRNA的

3ʹUTR(图3A)。有研究表明 , miR-93在前列腺癌中高

表达 , 且发挥肿瘤启动子的作用 [13]。qRT-PCR结果

显示, 与对照组相比, PC3和DU145细胞系中miR-93
的表达均升高(P<0.01, P<0.001)(图3B)。
2.4   miR-93靶向负调控SIK1 

qRT-PCR结果显示 , 转染miR-93 inhibitor后 , 

A、B: qRT-PCR和Western blot检测SIK1的过表达效率; C、D: CCK8和克隆形成实验检测细胞的增殖情况, 上调SIK1的表达抑制了细胞增殖。

**P<0.01, ***P<0.001, 与Vector组相比。

A,B: the overexpression efficiency of SIK1 was detected by qRT-PCR and Western blot; C,D: CCK8 and clone formation assay were used to detect cell 
proliferation, and the up-regulation of SIK1 inhibited cell proliferation. **P<0.01, ***P<0.001 vs Vector group.

图1   上调SIK1的表达可抑制前列腺癌细胞增殖

Fig.1   Up-regulation of SIK1 can inhibit the proliferation of prostate cancer cells
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PC3和DU145细胞中SIK1的mRNA水平显著高于对

照组 (P<0.001)(图4A)。Western blot结果显示 , 转染

miR-93 inhibitor后, PC3和DU145细胞系中SIK1蛋白

质的表达均显著增加 (图4B)。miRanda预测miR-93
在SIK1 mRNA的3ʹUTR上的靶位点和突变位点如图

4C所示。双荧光素酶报告基因实验结果显示 , miR-
93靶向SIK1 mRNA的3ʹUTR(P<0.001)(图4D)。

3   讨论
前列腺癌是目前男性中最常见的致死肿瘤。其
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处理PC3和DU145细胞48 h, Western blot检测E-cadherin和Vimentin的蛋白表达情况。

A,B: Transwell and cell scratch assay detected cell invasion and migration, and the up-regulation of SIK1 inhibited cell invasion and migration; C: PC3 
and DU145 cells were treated with recombinant plasmid pCDNA3.1-SIK1 or empty plasmid for 48 h, and the protein expression levels of E-cadherin 
and Vimentin were detected by Western blot.

图2   上调SIK1的表达可抑制前列腺癌细胞侵袭和迁移

Fig.2   Up-regulation of SIK1 can inhibit the invasion and migration of prostate cancer cells
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图3 筛选靶向SIK1的miRNAs
Fig.3  miRNAs targeting SIK1 are screened
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发病率随年龄而增长, 有明显的地区差异[1]。自20世
纪80年代末以来, 前列腺癌的发病率和死亡率在全

球范围内迅速升高[14-15]。我国由于人口老龄化和生

活方式的改变, 前列腺癌的发病率呈现逐年快速增

加趋势[16]。寻找新的前列腺癌治疗靶点, 将具有非

常重要的理论和临床实际意义。

SIK1是AMPK家族成员之一 , 在调节细胞生长

中发挥重要作用[5]。已经有文献报道, SIK1在人类癌

症中发挥重要作用, 如非小细胞肺癌[17]、上皮性卵巢

癌 [18]和乳腺癌 [19]。以前的研究表明 , SIK1在许多癌

症中是一种肿瘤抑制因子 [20]。本研究发现 , SIK1在
前列腺癌中亦发挥瘤抑制因子的作用。本研究在去

势抵抗性前列腺癌细胞PC3和DU145中上调SIK1的
表达后 , 通过CCK8和克隆形成实验发现 , 癌细胞增

殖能力均受到明显抑制 ; 通过细胞划痕和Transwell
实验发现 , 癌细胞侵袭和迁移能力均下降。Western 
blot实验发现 , 上调SIK1的表达后 , 迁移相关基因E-
cadherin的蛋白表达升高 , Vimentin的表达降低。既

然SIK1能够影响前列腺癌细胞的功能 , 那么SIK1是
如何受到调控进而影响前列腺癌细胞的功能呢?

特异性miRNA的上调可导致肿瘤抑制基因的

下调 [21-23]。有文献报道 , 在上皮性卵巢癌中 , 沉默

miR-141可以恢复SIK1的表达, 抑制卵巢癌细胞的增

殖[10]; 在结直肠癌中, miR-17能通过靶向SIK1抑制肿

瘤侵袭和迁移 [11]; 在黑色素瘤中 , miR-373通过直接

结合SIK1, 降低SIK1表达, 促进黑色素瘤进展[24]。为

了探究在前列腺癌中是否存在新的miRNA靶向调

控SIK1, 本研究利用miRanda(http://www.microrna.
org/microrna/home.do)、TargetScan(http://www.tar-
getscan.org)和PicTar(http://pictar.mdc-berlin.de/)这3
个数据库进行预测 , 经预测得知 , miR-93能够靶向

SIK1 mRNA的3ʹUTR。生物信息学分析表明 , miR-
93可能是前列腺癌中一个重要的致癌因子 [25]。有文

献报道 , miR-93能促进癌细胞的增殖、侵袭和迁移 , 
miR-93表达增高与前列腺癌的进展和预后相关 [26]。

miR-93可以作为单血基非侵袭性分子来区分前列腺

癌和前列腺增生患者 [27]。miR-93通过抑制禁用同源

基因2(disabled homolog 2, DAB2)激活Akt/ERK1/2
通路促进前列腺癌的进展和转移 [13]。本研究结果显

示 , 在前列腺癌细胞系PC3和DU145中 , miR-93的表

达均升高 , 这与文献检索的结果相符合。我们进一

步在PC3和DU145细胞系中转染miR-93 inhibitor后 , 
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luciferase reporter gene assay verified that miR-93 targeted the 3ʹUTR of SIK1. ***P<0.001 vs NC group.

图4   miR-93靶向负调控SIK1
Fig.4   miR-93 negatively regulates SIK1
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SIK1的mRNA和蛋白质表达均显著增加。双荧光素

酶报告基因实验结果证明 , miR-93靶向SIK1 mRNA
的3ʹUTR。本研究的实验证实了miR-93能直接靶向

SIK1并负向调控其表达。

综上所述, SIK1能够抑制去势抵抗性前列腺癌

细胞的增殖、侵袭和迁移, 并且可作为miR-93的一

个新的靶基因, 但是SIK1对雄激素依赖的前列腺癌

细胞的影响尚未被阐述, 这将在以后的研究中继续

探讨; 另外, SIK1影响前列腺癌细胞功能的机制也将

是我们未来的研究方向。这些研究如果阐述清楚, 
将可能为前列腺癌的诊断和治疗提供新的靶点。
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