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长链非编码 RNA LINC01006对前列腺癌细胞增殖和侵袭的影响 *
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摘要 目的：探究长链非编码 RNA LINC01006对前列腺癌（prostate cancer, PCa）细胞增殖和侵袭能力的影响。方法：体外培养人前

列腺正常上皮细胞系 RWPE-1，人 PCa细胞系 LNCaP、22Rv1、PC3、C4-2b，应用实时定量 PCR（qRT-PCR）技术检测上述细胞

LINC01006的表达；分别通过转染小干扰 RNA（siRNA）或过表达 LINC01006的慢病毒载体，在 LNCaP和 PC3细胞中敲减

LINC01006或稳定过表达 LINC01006；应用 CCK8、克隆形成实验检测 LINC01006对 PCa细胞增殖能力的影响；应用 Transwell

侵袭实验检测 LINC01006对 PCa细胞侵袭能力的影响；通过网站预测 LINC01006的转录调控因子及其结合位点。结果：相较于

正常前列腺上皮细胞系 RWPE-1，PCa 细胞系 LNCaP、22Rv1、C4-2b 和 PC3 中 LINC01006 表达明显升高（P<0.05）。敲减
LINC01006后的 PCa细胞系 LNCaP和 PC3的增殖和侵袭能力被显著抑制（P<0.05），过表达 LINC1006则明显促进 PCa细胞系

LNCaP和 PC3的增殖、侵袭能力（P<0.05）。通过 PROMO网站预测可见 AR是 LINC01006的潜在转录调控因子，通过 Cistrome

DB数据库发现 LINC01006上游启动子区域存在 AR富集；敲减、抑制 AR后 LNCaP细胞中 LINC01006表达明显升高（P<0.05）。
结论：LINC01006在 PCa细胞系中呈高表达，促进 PCa细胞的增殖和侵袭，其受到 AR负向调控，可能在 PCa发生发展和去势抵

抗形成过程中发挥作用。
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Influence of Long Non-coding RNA LINC01006 on the Proliferation and
Invasion of Prostate Cancer Cell*

To explore the effects of long non-coding RNA LINC01006 on the proliferation and invasion of prostate

cancer (PCa) cells. Human prostate normal epithelial cell line RWPE-1 and human PCa cell lines LNCaP, 22Rv1, PC3 and

C4-2b were cultured in vitro, and the expression of LINC01006 was detected by real-time quantitative PCR (qRT-PCR). The effect of

LINC01006 on the proliferation of PCa cells was detected by CCK8 and colony formation assays. Transwell chamber was used to evalu-

ate the effect of LINC01006 on the invasion ability of PCa cells. Transcriptional regulatory factors and their binding sites of LINC01006

were predicted through the website. Compared with normal prostate epithelial cell line RWPE-1, the expression of LINC01006

in PCa cell lines LNCaP, 22Rv1, C4-2b and PC3 was significantly increased (P<0.05). Knockdown of LINC01006 significantly inhibited
the proliferation and invasion of LNCaP and PC3(P<0.05), and overexpressing LINC1006 significantly promoted the proliferation and in-
vasion of PCa cell lines LNCaP and PC3 (P<0.05). AR was predicted to be a potential transcriptional regulator of LINC01006 using the

PROMO website, and was significantly recruited to the upstream promoter region of LINC01006 according to the Cistrome DB database.

The expression of LINC01006 in LNCaP cell line increased significantly after silencing or inhibiting A (P<0.05).
LINC01006 is highly expressed in PCa cell lines, which promotes the proliferation and invasion of PCa cells. It is negatively regulated by

AR and may play a role in the occurrence and development of PCa and the formation of castration resistance.
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前言

前列腺癌（prostate cancer, PCa）是当今男性最常见的肿瘤，

也是男性癌症死亡的主要原因之一，严重危害着中老年男性的

健康[1]。局部早期 PCa的首选治疗是根治性手术，对于局部晚

期、生化复发或转移性 PCa，雄激素剥夺治疗（androgen depriva-

tion therapy, ADT）是目前最有效的治疗方案[2]，但逐步进展的

去势抵抗性前列腺癌（castration resistance prostate cancer, CR-

PC）仍对患者的生命健康造成极大威胁[3]。因此，研究 PCa的发

生发展以及向去势抵抗转化的机制，并探索新的治疗方法及靶

点有着非常重要的意义。长链非编码 RNA（long non-coding

RNA，lncRNA）在恶性肿瘤发生发展过程中发挥的重要作用近

年来被逐渐发现，lncRNA是一种长度大于 200个碱基的不具

备蛋白质编码功能的 RNA，其能够参与调控肿瘤细胞的增殖、

分化及凋亡等过程，并与 CRPC的形成与发展密切相关[4,5]。例

如恩杂鲁胺诱导 lncRNA-p21在 PCa中表达上调，通过调节

EZH2 / STAT3信号通路介导 PCa的神经内分泌分化[6]；lncR-

NA PCAT1通过干扰 PHLPP / FKBP51 /IKK琢复合物，激活了
CRPC中 AKT和 NF-资B的信号转导途径，促进了 CRPC细胞

的生长[7]。研究发现一种新的 lncRNA LINC01006，位于 7号染

色体，可作为胃癌的诊断预测指标[8]，能促进胰腺癌细胞的增殖

和侵袭[9]，但尚无研究探讨其在 PCa中的作用。本研究通过检

测正常前列腺细胞系和 PCa细胞系中 LINC01006的表达，研

究其对 PCa 增殖、侵袭能力的影响，利用数据库预测寻找

LINC01006的转录调控因子，并研究其对 LINC01006表达的

影响，以期揭示 LINC01006在 PCa发生发展中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

PCa细胞系 LNCaP、22Rv1、PC3、C4-2b，正常前列腺细胞

系 RWPE-1以及慢病毒包被所使用的 293T细胞均购于中国科

学院典型培养物保藏委员会细胞库；细胞培养所使用的 RMPI

1640、K-SFM、F12K培养基，胎牛血清（FBS）等均购自美国

Gibco公司；TRIzol试剂购自美国 Invitrogen公司；逆转录及实

时定量 PCR 试剂购自日本 TAKARA 公司；恩杂鲁胺购自

MedChemExpress 公司，CCK8 试剂盒购自日本 DOJINDO 公

司；转染试剂 Lipofectamine3000购自美国 ThermoFisher公司；

Transwell小室购自美国 Corning公司；siRNA由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 正常前列腺上皮细胞系及 PCa细胞系培养 PCa细胞

系 LNCaP、22Rv1培养所用培养基为含有 10%FBS、1%青霉素

/ 链霉素的 RPMI 1640 培养基，PC3 所用培养基为含有 10%

FBS、1 %青霉素 /链霉素的 F12K培养基，前列腺正常上皮细

胞系 RWPE-1培养于 K-SFM培养基。上述细胞均培养在含有

5% CO2的 37℃恒温培养箱，平均 2天更换一次新鲜培养基，

观察细胞融合度达到 80 %-90 %时按照 1:3-1:5比例进行传代。

1.2.2 qRT-PCR 使用 TRIzol试剂提取正常前列腺上皮细

胞系和各 PCa细胞系的总 RNA，并按照 TAKARA公司逆转录

试剂盒说明书将 RNA逆转录为 cDNA，根据 NCBI-Gene提供

的基因序列设计合成 LINC01006及内参 GAPDH的引物，引物

由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。LINC01006上游引

物 ：5'-TTGTGTTTCCTGCTTCGTGG-3'， 下 游 引 物 ：

5'-GGAACGCGTTGCCTCAATTC-3；内参 GAPDH上游引物：

5-'ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG-3'；下游引物：5'-GCCAT-

CACGCCACAGTTTC-3'。qRT-PCR 按照 TAKARA 公司 TB

Green试剂盒说明书配置反应体系，所有样本均设置 3个复孔。

反应条件：阶段一：预变性 95℃ 30s；阶段二：PCR反应（40个

循环）：95℃ 5s，60℃ 34s。采用 2-△ △ CT法计算目的 RNA的相对

表达量。

1.2.3 质粒构建及 siRNA转染 根据 NCBI-Gene和 Ensembl

提供的 LINC01006基因全长转录本序列，插入到 pLenti-EF1a

质粒中，构建成功后转化至大肠杆菌 DH5琢，加入含适当比例
对应抗性抗生素的 LB液体培养基中，37℃ 250 rpm匀速培养

12-16 h，菌液浑浊后使用 TIANGEN无内毒素质粒小提中量试

剂盒 (货号：DP118) 抽提质粒。分别使用了两种包装质粒

psPAX2 及 pMD2.G 与过表达 LINC01006 的质粒共转染了

293T细胞系，从而产生具有合适滴度的慢病毒，并用于感染

LNCaP和 PC3细胞系；使用合适浓度的嘌呤霉素（Invitrogen）

筛选细胞系一周，以构建稳定的 LINC01006过表达细胞系。将

细胞分为实验组（标记为 LINC01006），阴性对照组（空载体慢

病毒转染细胞，标记为 Vec），通过 qRT-PCR 检测过表达

LINC01006的效率（方法同 1.2.2）。为了沉默 LINC01006或 AR

在 PCa 细胞系中的表达，转染 siRNA 以干扰 LINC01006 或

AR的表达：将培养至对数生长期的 LNCaP和 PC3细胞接种

至 6 孔培养板，待细胞融合度达 70-80 %时，使用 Lipofec-

tamine3000（Invitrogen）试剂转染 siRNA，方法按照说明书，分

组：LINC01006沉默阴性对照组（标记为 siCtrl），LINC01006沉

默组（标记为 si1006）；AR沉默阴性对照组（siCtrl），AR干扰组

（siAR）。37℃恒温培养 48-72 h后检测 LINC01006或 AR的表

达水平。

1.2.4 CCK8 法和克隆形成实验检测 LINC01006 对 PCa 细胞

系增殖能力的影响 为了评估 PCa 细胞的增殖能力，行

CCK-8和克隆形成实验。将经 "1.2.3"验证过的 LNCaP和 PC3

细胞用于此步实验，分组：siCtrl 组、si1006 组、Vec 组、

LINC01006组。CCK-8实验：将 3000-5000个细胞接种到 96孔

板的每个孔中，设置培养 0、1、2、3天四个时间点，更换新鲜培

养液，每孔加入 10 滋L CCK-8试剂，在 37℃恒温培养箱中孵育

2 h后使用酶标仪在 450 nm（OD450）处测量吸光度。克隆形成

实验：分别将 500-2000个细胞接种到六孔板的每个孔中，吹打

成单细胞悬液，使细胞均匀分散，并在标准条件下培养 10-14

天，待六孔板中出现肉眼可见的细胞集落后，用磷酸盐缓冲液

（PBS）洗涤细胞，4％多聚甲醛中固定细胞，1.0％结晶紫染色，

清水洗涤后在空气中晾干，拍摄平板并计数细胞集落数。

1.2.5 Transwell检测 LINC01006对 PCa细胞系侵袭能力的影

响 通过 Transwell侵袭试验评估 PCa细胞的侵袭性。用无血

清培养基将经过 "1.2.3"验证的 LNCaP和 PC3细胞稀释成合

适浓度的单细胞悬液（分组同 "1.2.4"），分别接种至包被基质胶

（Corning）的 Transwell小室的上室中，并放入 24孔板培养，每

孔加入 600 滋L含有 10 % FBS的细胞培养液，每组设置 3个复
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孔，培养 48 h后 4 %多聚甲醛固定 30 min，0.1 %结晶紫染色

10 min，用洁净的棉签除去上室中的细胞，在显微镜下取 5个

视野拍摄穿过小孔的细胞数量。

1.2.6 数据库预测 LINC01006转录因子 通过使用 ALGGEN

- PROMO 数据库在线预测 LINC01006 的转录因子，并与

Cistrome Data Browser数据库进行比对。首先在 Ensembl数据

库（http://asia.ensembl.org/index.html）检索得到 LINC01006 的

上游 3kb启动子序列，进入 PROMO数据库（http://alggen.lsi.

upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3/），

选择种属为人，将在 Ensembl数据库中得到的 LINC01006启

动子序列输入，选择合适的容错率后提交预测，得到预测的转

录因子。进入 Cistrome Data Browser 数据库（http://cistrome.

org/db/#/），以人为目标种属，AR为所分析的转录因子，LNCaP

和 VCaP细胞系为生物来源，选择符合要求的数据集，进入加

利福尼亚大学圣克鲁斯分校（University of California, Santa

Cruz，UCSC）基因组浏览器，在 LINC01006的基因序列区域查

看在启动子区域是否有 AR富集。

1.2.7雄激素敏感 PCa细胞的 AR激活或抑制 使用 AR激动

剂双氢睾酮（DHT）或 AR抑制剂恩杂鲁胺（enzalutamide）处理

雄激素敏感的 PCa细胞系 LNCaP，处理之前将 LNCaP细胞在

含有 10%活性炭处理的 FBS（CS-FBS）的 RPMI 1640培养基中

培养 3天，然后用不同浓度（1 nM或 10 nM）的 DHT或不同浓

度（1 滋M或 10 滋M）的恩杂鲁胺诱导细胞，培养 48 h后提取细

胞总 RNA，应用 qPCR检测 LINC01006的表达。

1.2.8 统计学分析 统计分析采用 SPSS软件 22.0版本进行，

计量资料以均数± 标准差（SD）表示，采用 t检验或 ANOVA检

验来确定各组数据之间的统计学差异，P<0.05表示差异具有统
计学意义。

2 结果

2.1 LINC01006在正常前列腺上皮细胞和 PCa细胞系中的表达

通过检测正常前列腺上皮细胞系 RWPE-1以及 PCa细胞

系 LNCaP、C4-2b、22Rv1、PC3中的 LINC01006的表达，结果显

示与正常前列腺上皮细胞系 RWPE-1 相比，LINC1006在 PCa

细胞系中表达显著升高（P<0.05，图 1）。

2.2 在 PCa细胞中上调及敲减 LINC01006的水平

为了研究 LINC01006在 PCa细胞中发挥的作用，我们利

用特异性 siRNA和慢病毒包装的过表达质粒在 LNCaP和 PC3

细胞中敲减或过表达了 LINC01006。qRT-PCR结果显示，和对

照组（Vec）相比，过表达组（LINC01006组）LINC01006表达量

明显升高（P均 <0.05，图 2A和 2B）；转染 siRNA 48 h 后提取

总 RNA进行逆转录及 qRT-PCR检测，结果显示 si1006组的

LINC01006表达量显著下调（P均 <0.05，图 2C和 2D）。说明特

异性 siRNA可显著降低 LINC01006在 LNCaP和 PC3细胞中

的表达水平，而慢病毒包装的过表达质粒能够显著上调

LINC01006在 LNCaP和 PC3细胞中的表达水平，可进行后续

实验。

图 1 LINC01006在正常前列腺上皮细胞系和 PCa细胞系中的表达

（注：与 RWPE-1组相比，*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001;
****P<0.0001）。

Fig.1 Expression of LINC01006 in normal prostate epithelial cell line and

PCa cell lines

(Note: Compared with RWPE-1 group, *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001;
****P<0.0001).

图 2 qRT-PCR验证 LINC01006在 PCa细胞系 LNCaP和 PC3中的过表达和敲减效率

（A和 B. LINC01006在 PC3和 LNCaP细胞中的过表达效率；C和 D. LINC01006在 PC3和 LNCaP中的敲减效率）

（注：与 Vec/ siCtrl组相比，*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001）。
Fig.2 Overexpression and knockdown efficiencies of LINC01006 in PCa cell lines LNCaP and PC3 were determined by qRT-PCR

(A and B. Overexpression efficiency of LINC01006 in PC3 and LNCaP cells; C and D. Knockdown efficiency of LINC01006 in PC3 and LNCaP cells)

(Note: Compared with Vec/ siCtrl group, *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001).
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2.3 LINC01006对 PCa细胞增殖能力的影响

为了研究 LINC01006对 PCa细胞增殖能力的影响，我们

进行了 CCK8 和克隆形成实验，我们发现，在过表达

LINC01006后，LNCaP和 PC3的增殖明显增强（P<0.05，图 3A

和 3B），克隆形成能力也明显增强（P 均 <0.05，图 3E和 3F），

相反，在敲减 LINC01006的表达后，LNCaP、PC3细胞系的增殖

能力明显受到抑制（P均 <0.05，图 3C和 3D）。

图 3 LINC01006对 PCa细胞 PC3、LNCaP增殖能力的影响

（A和 B. CCK8实验表明过表达 LINC01006促进 PC3和 LNCaP细胞的增殖能力；C和 D. CCK8实验表明敲减 LINC01006抑制 PC3和 LNCaP

细胞的增殖能力；E和 F.平板克隆形成实验表明过表达 LINC01006促进 PC3和 LNCaP细胞的克隆形成能力）

（注：与 Vec/ siCtrl组相比，*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001）。
Fig.3 The effect of LINC01006 on proliferation of PCa cells PC3 and LNCaP

(A and B. CCK8 experiments showed that overexpression of LINC01006 promoted the proliferation of PC3 and LNCaP cells. C and D. CCK8

experiments showed that knockdown of LINC01006 inhibited the proliferation of PC3 and LNCaP cells. E and F. Colony formation experiments showed

that overexpression of LINC01006 promoted the proliferation of PC3 and LNCaP cells.)

(Note: Compared with Vec/ siCtrl group, *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001).

2.4 LINC01006对细胞侵袭能力的影响

为了探究 LINC01006对 PCa细胞侵袭能力的影响，我们

进行了 Transwell侵袭实验，结果表明，与对照组（Vec）相比，过

表达LINC01006后明显增强了 LNCaP、PC3的侵袭能力（P均
<0.05，图 4A 和 4B）；反之，与 siCtrl 组相比，敲减 LINC01006

后明显抑制了 LNCaP、PC3细胞的侵袭能力（P均 <0.05，图 4C

和 4D）。

2.5 LINC01006的表达受到 AR调控

为了探究 LINC01006在 PCa细胞中表达升高的机制，我

们通过网站预测了 LINC01006的潜在转录因子（http://alggen.

lsi.upc.es/recerca/frame-recerca.html）（图 5A），并分析了公共

ChIP-seq数据库（http://cistrome.org/db/#/），与预测结果进行比

对，结果发现用雄激素处理 VCaP、LNCaP细胞后，AR被显著

募集到 LINC01006的预测雄激素反应元件（androgen response

element, ARE）区域（图 5B）。我们进一步通过转染 siRNA干扰

AR在雄激素敏感细胞系 LNCaP中的表达，并通过 qRT-PCR

检测 LINC01006的表达，结果显示敲减 AR后 LINC01006的

水平升高（P<0.05，图 5C）；我们进一步使用不同浓度 AR激动

剂双氢睾酮（DHT）或 AR抑制剂恩杂鲁胺（enzalutamide）处理

LNCaP 细胞，qRT-PCR 检测结果显示使用恩杂鲁胺后

LINC01006的表达水平升高（P<0.05，图 5D和 5E），结果提示

AR可能作为 LINC01006的转录因子负向调控 LINC01006的

表达。

3 讨论

近年来 PCa在美国已成为男性发病率最高的癌症，成为男

性癌症死亡的第二大原因，在中国的发病率也在逐年上升，严

重危害中老年男性的健康[10]。对于局部早期 PCa，前列腺根治

性手术是治疗的首选，但由于在我国多数患者初诊时已处于局

部中晚期或已出现转移，部分已失去手术机会，预后较差[11]。前

列腺是雄激素反应性器官，雄激素 /雄激素受体（androgen re-

ceptor, AR）轴及其相关信号通路与 PCa的发生发展有着密切
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关系 [12,13]，因此对于局部晚期或转移性 PCa，雄激素剥夺治疗

（androgen deprivation therapy，ADT）是目前的一线治疗手段[3]，

尽管初期控制疾病进展效果较好，但几乎所有肿瘤都会在 2-3

年内进展为对 ADT不敏感的去势抵抗性前列腺癌（castration

resistance prostate cancer, CRPC）[14]，其中的机制非常复杂，涉及

旁分泌及自分泌雄激素合成、AR突变和对雄激素消融及抑制

的抵抗、AR剪接变异体等多种途径[15-18]，且现有的医学手段并

不能有效控制和治愈 CPRC，随着疾病进展，患者会出现尿频、

尿急、尿流中断等下尿路症状，甚至出现尿潴留、尿失禁等，转

移性病灶还可出现骨痛和病理性骨折，患者生活质量极差，最

终将导致患者死亡[19]。因此研究 PCa发生发展和 CRPC形成的

机制和寻找新的治疗方法迫在眉睫。

图 4 Transwell侵袭实验验证 LINC01006对 PCa细胞 PC3和 LNCaP侵袭能力的影响

（A和 B.过表达 LINC01006促进 PC3和 LNCaP细胞侵袭能力；C和 D.敲减 LINC01006抑制 PC3和 LNCaP细胞的侵袭能力）

（注：与 Vec/ siCtrl组相比，*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001）。
Fig.4 Transwell invasion test verified the effect of LINC01006 on invasion ability of PCa cells PC3 and LNCaP

(A and B. Overexpression of LINC01006 promotes invasion ability of PC3 and LNCaP cells; C and D. Knockdown of LINC01006 inhibited invasion

ability of PC3 and LNCaP cells.)

(Note: Compared with Vec/ siCtrl group, *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001).

癌症是一种复杂的疾病，与多种遗传突变、表观遗传学改

变、染色体易位、缺失和扩增有关。由于转录组测序技术的不断

发展，学界发现了大量 lncRNAs在多种肿瘤的发生发展中起

到重要作用，这些 lncRNAs能够通过与 DNA、RNA以及蛋白

相互结合，进而在转录水平、转录后水平，甚至表观遗传学等水

平影响多种生物学进程，对细胞的增殖、侵袭、凋亡过程及基因

组稳定性进行调控[20-22]。例如 LNC942通过稳定 METTL14的

mRNA并与METTL14蛋白结合，通过转录后的 m6A甲基化

修饰稳定了下游靶标 CXCR4和 CYP1B1的表达，促进了乳腺

癌的进展[23]；lncRNA HOTAIR在 PCa细胞中表达上调，能够与

AR蛋白结合，阻止 AR泛素化降解，诱导雄激素非依赖性 AR

活化从而促进 CRPC 进展 [24]；lncRNA NORAD 能够和

PUMILIO蛋白结合，抑制了其靶向结合 mRNA并促进染色体

不稳定性[25]；STAT3介导 lncRNA HOXD-AS1表达上调，通过

ceRNA 机制调节 SOX4 的表达进而促进肝癌的转移 [26]。

LINC01006已被报道可能作为胃癌的新型生物标志物[8]；而在胰

腺癌中，LINC01006在胰腺癌组织中的表达较癌旁组织明显升

高，并可通过miR-2682-5p/HOXB8信号轴促进胰腺癌细胞的增

殖和转移[8]；但 LINC01006在 PCa中发挥的作用尚未见报道。

在本项研究中，通过比对正常前列腺上皮细胞系和 PCa细

胞系中 LINC01006的表达，我们发现 LINC01006在 PCa细胞

系中高表达。LNCaP细胞是雄激素敏感型 PCa细胞，具有雄激

素依赖的生长特征，常被用于雄激素信号通路与 PCa关系的研

究；而 PC3细胞是雄激素非依赖型 PCa细胞，不含内源性的

AR，我们发现 LINC01006在 PC3细胞中的表达较其他几种

PCa细胞更高，因此将其用于研究 LINC01006对 PCa发生发

展影响的后续实验。我们进而利用 siRNA沉默 LINC01006在

PCa细胞系 LNCaP和 PC3中的表达，通过慢病毒过表达质粒

构建稳定过表达 LINC01006的 PCa细胞系 LNCaP和 PC3，通

过 qRT-PCR验证 LINC01006的水平证实敲减和过表达有效，

可进行后续实验。随后在 LNCaP和 PC3细胞中，我们发现与对

照组相比，敲减 LINC01006能够显著抑制 LNCaP、PC3细胞的

增殖和侵袭，反之，过表达 LINC01006 则促进了 LNCaP、PC3

细胞的增殖和侵袭能力，结果提示 LINC01006在 PCa当中起

到促进作用。

有研究表明 lncRNA的表达受到严格的调控，lncRNA的

基因启动子区域能够富集活性组蛋白、转录因子和一些染色质

重塑酶，从而调节 lncRNA的转录过程 [27,28]。例如 AR 诱导

LINC01503表达上调，进而通过 SFPQ-FOSL1轴促进鼻咽癌的

增殖和侵袭 [29]；AR和 ERG能够驱动多种 PCa特异的 lncRNA

表达[30]。因此，为了进一步探索 LINC01006在 PCa细胞中转录

的调控因素，我们首先利用 ALGGEN-PROMO 网站（http:

//alggen.lsi.upc.es/cgibin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=

TF_8.3）预测了 LINC01006的潜在转录因子，并与 ChIP-seq公

共数据库（http://cistrome.org/db/#/）进行比对，结果发现 AR在

LINC01006的预测 ARE处大量富集。我们进一步干扰了 AR

在雄激素敏感性 PCa 细胞系 LNCaP 中的表达后发现

LINC01006表达升高；在利用双氢睾酮处理 LNCaP细胞系后，

LINC01006表达下调，利用恩杂鲁胺抑制 AR后 LINC01006表

达上升，提示雄激素 /AR通路的抑制可能成为 LINC01006升

高的原因，结合上述发现我们推测，LINC01006在 PCa细胞的

增殖、侵袭及去势抵抗形成过程中可能发挥一定作用。但本研
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图 5 AR负向调控 LINC01006的表达

（A.通过 ALGGEN-PROMO预测 LINC01006上游启动子区域潜在的转录因子及其结合位点；B.加利福尼亚大学圣克鲁斯分校（UCSC）基因组浏

览器将 AR富集靶基因的 ChIP-seq结果可视化，显示在 VCaP细胞及 LNCaP细胞中 LINC01006的启动子区域有显著富集；C.qRT-PCR检测

siRNA敲减 LNCaP中 AR后 LINC01006的表达水平；D和 E. qRT-PCR检测在用不同浓度（0、1 nM、10 nM）DHT或恩杂鲁胺（Enz）

（0、1 滋M、10 滋M）处理 LNCaP细胞后 LINC01006的表达水平）

（注：与 siCtrl/ 0 nM DHT/ 0 滋MENZ组相比，*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001）。
Fig.5 AR negatively regulates the expression of LINC01006

(A. Predicting the potential transcription factors and their binding sites in the upstream promoter region of LINC01006 by ALGGEN-PROMO;

B. University of California, Santa Cruz (UCSC) genome browser visualized the ChIP-seq results of AR enrichment target gene in VCaP and LNCaP cells,

which showed that the promoter region of LINC01006 was significantly enriched; C. qRT-PCR was used to detect the expression level of LINC01006

after AR knockdown in LNCaP; D and E. qRT-PCR was used to detect the expression level of LINC01006 in LNCaP cells which were treated with

different concentrations of DHT (0, 1 nM, 10 nm) or enzalutamide (0, 1 滋M, 10 滋M).)

(Note: Compared with siCtrl/ 0 nM DHT/ 0 滋M ENZ, *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001).
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究并未进一步证明 AR和 LINC01006的结合关系，在后续的实

验中可通过染色质免疫共沉淀和双荧光素酶报告基因实验进

一步验证二者之间的结合和调控关系；另外本研究在研究 AR

对 LINC01006表达的影响时仅使用了雄激素敏感的 PCa细胞

系，在后续的研究中可进一步探索 AR在 CRPC细胞中的调控

机制。

总而言之，LINC01006在 PCa细胞中表达上调，能够促进

PCa细胞的增殖和侵袭能力，其表达受到 AR的负向调控，抑

制 AR后 LINC01006的表达上升。LINC01006可能在激素敏

感性 PCa进展至 CRPC的过程中起到一定作用，有望成为 PCa

和 CRPC治疗的靶点。但 LINC01006在 PCa发生发展过程中

起到的具体机制还需要进一步研究，同时还需结合临床样本进

一步讨论 LINC01006和 PCa预后之间的关系。
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