
中国肿瘤生物治疗杂志  http://www.biother.cn

Chin J Cancer Biother, Jun. 2025, Vol. 32, No.6

∙基础研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2025.06.004              
       

环磷腺苷效应元件结合蛋白对前列腺癌PC3细胞迁移、侵袭和细胞周

期的影响
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[摘  要]  目的：探讨环磷腺苷效应元件结合蛋白（CREB）对前列腺癌细胞恶性生物学行为的影响。方法：常规培养前列腺癌

细胞PC3，用转染试剂将过表达对照质粒，CREB过表达质粒（CREB-oe)、敲减对照序列（si-NC）和 si-CREB序列转染至PC3细胞，

分为vector，CREB-oe、si-NC和 si-CREB组。用划痕愈合实验、Transwell小室实验和流式细胞术分别检测各组细胞的迁移、侵袭

能力和细胞周期情况。用CRISPR/cas9技术构建CREB敲除的PC3细胞，用PC3细胞移植瘤实验检测CREB敲除对移植瘤生长

的影响。结果：在 PC3 细胞中成功地敲减或过表达了CREB（均P < 0.01），过表达或敲减CREB均可明显促进或抑制PC3细胞

的迁移、侵袭能力（均P < 0.01），过表达CREB可促使PC3 细胞进入 S 期，而敲减 CREB 表达则使 PC3 细胞阻滞于 G1 期（均

P < 0.01）。成功地构建了CREB敲除PC3细胞，敲除CREB可明显抑制PC3细胞移植瘤的生长（P < 0.01）。结论：敲减或敲除

CREB能够抑制PC3细胞的迁移和侵袭，并使其阻滞于G1期，进而抑制移植瘤的生长。
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Effects of CREB on migration, invasion, and cell cycle of prostate cancer PC3 cells

LI Rui, YANG Liu, LIU Jiayun (Institute for Clinical Laboratory Medicine of PLA, Xijing Hospital Affiliated to the Air Force Medical 

University, Xi’an 710032, Shaanxi, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the effects of cyclic adenosine monophosphate response element binding protein (CREB) on the 

malignant biological behaviors of prostate cancer PC3 cells. Methods: Prostate cancer PC3 cells were routinely cultured. The 

overexpression control plasmid (vector), CREB overexpression plasmid (CREB-oe), knockdown control sequence (si-NC), and 

si-CREB sequence were transfected into PC3 cells using transfection reagents, namely vector, CREB-oe, si-NC, and si-CREB groups. 

Scratch wound healing assay, Transwell chamber assay, and flow cytometry were performed to evaluate cell migration, invasion, and 

cell cycle distribution, respectively. PC3 cells with CREB knockout were constructed using CRISPR/Cas9 technology, and a xenograft 

tumor model was employed to evaluate the impact of CREB knockout on tumor growth in vivo. Results: CREB was successfully 

knocked down or overexpressed in PC3 cells (all P < 0.01). CREB overexpression significantly promoted, while its knockdown 

significantly inhibited the migration and invasion of PC3 cells (all P < 0.01). Overexpression of CREB promoted the transition of PC3 

cells into the S phase, whereas knockdown of CREB induced G1 phase arrest (all P < 0.01). PC3 cells with CREB knockout were 

successfully constructed, and CREB knockout significantly inhibited the growth of PC3 cell-transplanted tumors (P < 0.01). 

Conclusion:  Knockdown or knockout of CREB inhibits migration and invasion of PC3 cells and induces G1 phase arrest, thereby 

suppressing tumor growth.

[Key words]  prostate cancer; CRISPR/Cas9; cyclic adenosine monophosphate responsive element binding protein (CREB) gene; cell 

cycle; migration; invasion
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前列腺癌（prostate cancer, PC）是全球男性癌症

相关死亡的主要原因之一[1]，寻找其有效的治疗靶点

和诊断标志物具有重要的临床意义。尽管当前治疗

方法已取得一定成效，但晚期前列腺癌患者的预后

依然不佳，主要归咎于肿瘤细胞的高度转移和侵袭

能力。环磷腺苷效应元件结合蛋白（cyclic adenosine 

monophosphate responsive element binding protein, 

CREB）是有核细胞中广泛存在的转录因子，属于

DNA结合蛋白碱性亮氨酸拉链（basic-region leucine 

zipper, bZIP）超家族成员，通过与基因启动子的环磷
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腺 苷 反 应 元 件（cyclic adenosine monophosphate 

response element, CRE）结合，启动具有 CRE 序列的

靶基因转录，调控细胞分化，增殖和代谢等多个生理

过程[2]。对 CREB 结合位点的全基因组筛查提示超

过 4 000个基因受 CREB 调控[3]。近年来，越来越多

的研究[4-6]指出，CREB在恶性肿瘤的发生发展中发挥

非常重要的作用，且在多种肿瘤组织中CREB表达水

平显著升高。在中国，CREB在前列腺癌中的作用鲜

有报道。本研究通过 CRISPR/Cas9 技术构建了

CREB 基因敲除的前列腺癌 PC3 细胞，并且探讨了

CREB 对前列腺癌细胞周期、侵袭和转移能力的影

响，以其作为治疗靶点和标志物应用于临床提供科

学依据。

1  材料与方法

1.1  动物、细胞及主要试剂

SPF级BALB/C裸鼠（实验动物合格证号：SCXK

（湘）2024-0009）购自重庆恩斯维尔生物科技有限公

司。人胚肾细胞293T和人前列腺癌细胞PC3购自中

国 科 学 院 ，质 粒 LentiCRISPRv2GFP、辅 助 载 体 

pSPAX2和 pMD2G、萤光素酶SSA均购自武汉擎科生

物公司，载体感受态细菌DH5α、T4多聚磷酸酶、内切

酶 BsmBⅠ、T4 连接酶均购自 TaKaRa 公司，DMEM

培养基、胎牛血清和胰酶均购自GIBCO公司、质粒提

取试剂盒购自QIAGEN公司，兔抗人CREB抗体购自

ABclonal 公司，转染试剂 Lipofectamine 2000 购自

Invitrogen公司，细胞周期检测试剂盒购自KeyGEN 

BioTECH 公司，侵袭试剂盒购自 Corning 公司，

Giemsa 染色液购自上海鼎国生物技术有限公司，

CREB表达质粒由本实验前期构建及保存[7]，siRNA-

CREB 由西安擎科生物公司合成（正义链：5'-GCC 

AACUCCAAUUUACCAATT-3'，反义链 5'-UUGGUA 

AAUUGGAGUUGGCTT-3'），引物合成和测序服务由

西安擎科生物公司提供。

1.2  细胞培养及转染

将PC3细胞用含有10%胎牛血清、1%青-链霉素

的DMEM培养基重悬，并置于 37 ℃、5%CO2培养箱

中培养。将PC3细胞分为空白质粒对照组（vector）、

CREB过表达组（CREB-oe）、siRNA阴性对照组（si-NC）

和 CREB 敲减组（si-CREB）。按 Lipofectamine 2000

转染试剂说明书操作，将相应核酸和质粒转染至相

应组别细胞中。

1.3  划痕愈合实验检测CREB对前列腺PC3细胞迁

移能力的影响

用记号笔在 6孔板背面等距离画 2条间隔 5 mm

的横线，取对数生长期的各组 PC3细胞将其接种于

6 孔板中（6 × 105个/孔）。转染24 h后用1 mL移液器

吸头沿横线中点垂直划痕，弃去旧培养基，PBS清洗

2次后继续培养。在显微镜下拍照，记录0、24和48 h

时划痕宽度，使用 Image J软件测量其面积，用“（0 h

划痕宽度–24/48 h划痕宽度）/0 h划痕宽度 × 100%”

公式计算细胞迁移率。

1.4  Transwell小室实验检测CREB对前列腺PC3细

胞侵袭能力的影响

从–20 ℃冰箱中取出侵袭试剂盒，将小室置于

24孔板中，使其恢复至室温。上、下小室各加500 µL

无血清培养基，37 ℃培养箱中放置2 h使基质胶层水

化。制备无血清细胞悬液，并计数，将细胞密度调整

为105个/mL。Matrigel基质胶层再水化完成后，将小

室全部转移至新的孔板中，小心除去上室中培养基

并加入 500 µL细胞悬液，下室内加入 750 µL含 30% 

FBS培养基，37 ℃培养箱培养 24 h。倒扣小室于吸

水纸上以去除培养基，用棉拭子轻轻移去小室内非

侵袭细胞，滴 2~3滴Giemsa染色液到膜的下表面染

色转移细胞 3~5 min后，将小室浸泡冲洗、空气晾干

后，显微镜下观察拍照。

1.5  流式细胞术检测各组PC3细胞的细胞周期

在各组细胞生长至汇合度约 80% 时，用胰酶

消化细胞并用基础培养基重悬细胞。150 × g 离

心10 min，弃上清液，PBS洗涤细胞1次，收集并调整

细胞密度为 106个/mL，取 1 mL细胞悬液，将其离心

收集后加入70%冷乙醇在4 ℃下固定过夜。150 × g

离心5 min去除乙醇后，用PBS洗涤细胞2次，并将细

胞悬液用 200目筛网过滤一次，加入提前配制好的

500 µL PI/Rnase A染色工作液，室温下避光处理 30~

60 min，最后用流式细胞仪检测细胞周期。

1.6  利用CRISPR/cas9 技术构建CREB敲除的 PC3

细胞

1.6.1  向导RNA（guide RNA, gRNA）序列设计

利用 CRISPR 在线设计工具网站（http://crispr.

mit.edu/），根据系统评分，各自选取评分比较高的

gRNA（gRNA1、gRNA2、gRNA3）序列。以 gRNA 序

列为模板，设计其互补链，分别在编码链模板 5'端添

加 CACC，非编码链模板 5'端添加 AAAC。设计的

gRNA序列见表1。

1.6.2  cas9/gRNA表达载体构建

根据选择的gRNA分别合成寡聚核苷酸片段，采

用T4多聚磷酸酶对寡聚核苷酸片段进行磷酸化

后退火形成双链。退火体系：正、反义链各取 10 µL

（10 µmol/L）（加水至 50 µL），混匀后放入 500 mL沸

水浴中，自然冷却至室温。寡聚核苷酸二聚体插入

载体反应体系：LentiCRISPRv2回收产物 1 µL, 退火
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产物 4 µL，T4连接酶 5 µL在室温下处理 10 min。取

上述连接产物 10 µL，加入 100 µL DH5α感受态细胞

中吹匀，冰浴静置 30 min，再放入 42 ℃水浴中 90 s，

迅速置于冰浴中3 min，加入500 µL LB液体培养基，

放置摇床（180 rpm）37 ℃，1 h，取菌液100 µL均匀涂

布于 LB 固体培养基上（含 50 ng/µL 氨苄青霉素），

37 ℃培养过夜。挑取菌落，摇菌测序验证。

表1    CREB1基因向导RNA靶点位点的核苷酸序列（5'→3'）

靶 点

gRNA1

gRNA2

gRNA3

gRNA序列

GGGCAGACAGTTCAAGTCCA

GGGCTTGAACTGTCATTTGT

GGAGCCGAGAACCAGCAGAG

5'向导序列

编码链CACC

非编码链AAAC

编码链CACC

非编码链AAAC

编码链CACC

非编码链AAAC

寡聚核苷酸序列

GGGCAGACAGTTCAAGTCCA

TGGACTTGAACTGTCTGCCC

GGGCTTGAACTGTCATTTGT

ACAAATGACAGTTCAAGCCC

GGAGCCGAGAACCAGCAGAG

CTCTGCTGGTTCTCGGCTCC

1.6.3  萤光素酶-SSA报告载体活性检测

将终止子和靶点插入萤光素酶载体中，靶点位

于终止子前，以转染试剂共转染 CRISPR/gRNA 载

体，以及新构建的萤光素酶报告基因和内参供体质

粒，对照组转染空载体，检测萤光素酶信号（图 1）。

在 CRISPR/Cas9作用下，靶点位置产生DNA双链断

裂（double-stranded break, DSB），细胞通过同源重组

方式修复DNA，形成有活性的萤光素酶。通过与参

照的比值变化反映CRISPR/Cas9剪切的活性水平。

图1    萤光素酶-SSA 报告载体活性检测结构示意图

1.6.4  lenti CRISPR-CREB-T1过表达慢病毒包装

在 293T 细胞内先转染慢病毒包装质粒混合物

（包含包装质粒 psPAX2 和 pMD2.G）和重组质粒。

24 h后更换新鲜慢病毒生产培养基继续培养 48 h

后收集细胞培养液，离心去除杂质后即得慢病毒原

液。利用浓缩柱超滤法进行病毒浓缩，并用稀释计

数法进行病毒滴度测定。

1.6.5  构建CREB基因敲除PC3细胞

慢病毒 lenti CRISPR-CREB-T1 感染 PC3 细胞，

以MOI = 20进行感染，感染 48 h后，将细胞极度稀

释，进行筛选。将感染并筛选后的细胞挑选至少5个

克隆进行细胞扩增。提取其蛋白，用WB法验证蛋白

的表达，并送测序进一步验证。

1.7  裸鼠PC3细胞移植瘤模型的建立与观察

BALB/c 雄性裸鼠，共 12 只适应性喂养 1 周。

实验共分为正常 PC3 细胞对照组、CREB 基因敲除

组，每组6只。调节各组细胞密度为1 × 107个/mL，于裸

鼠右侧腋下部位皮下接种 150 μL。接种后继续饲

养，每隔1 d观察并记录瘤体大小（瘤体长、短径）、称

量裸鼠体质量，建立生长曲线。饲养 4周后，用安乐

死方式处死各组裸鼠，完整剥离肿瘤组织，称其质量

后用于后续检测。

1.8  统计学处理

上述流式细胞术检测、WB法检测、细胞侵袭和

划痕等实验至少重复3次。采用SPSS 19.0统计学软

件对实验数据进行统计分析。符合正态分布的计量数

据以 x̄ ± s表示，两组间比较采用 t检验。以P < 0.05

或P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  在PC3细胞中成功地敲减或过表达了CREB 

WB 法检测结果（图 2）表明，相较于 vector 组， 

CREB-oe组 PC3细胞中CREB蛋白的表达明显升高

（P < 0.01）；与 si-NC组比较，si-CREB组 PC3细胞中

CREB蛋白表达水平明显降低（P < 0.01）。实验结果

表明，本研究成功地在 PC3细胞中敲减或过表达了

CREB。

2.2  过表达或敲减CREB可明显促进或抑制PC3细

胞的迁移和侵袭能力

划痕愈合实验检测结果（图 3A）显示，与 vector

组比较，CREB-oe 组细胞划痕愈合率明显升高

（P < 0.01）；与 siNC组比较，si-CREB组细胞划痕愈合

率明显降低（P < 0.05)。Transwell小室实验检测结果

（图 3B）显示，与 vector组比较，CREB-oe组PC3细胞
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的侵袭数目显著增多（P < 0.01）；与 si-NC 组比较，

si-CREB组 PC3细胞侵袭数目显著减少（P < 0.01）。

实验结果表明，过表达CREB可增强PC3细胞的迁移

和侵袭能力，而敲减CREB表达则可抑制PC3细胞的

迁移和侵袭能力。

2.3  过表达或敲减CREB对PC3细胞周期的影响

流式细胞术检测结果（图 4）显示，与 vector组比

较，CREB-oe组PC3细胞中G1期的细胞数量明显减

少，S + G2期细胞明显增多（均P < 0.01）；与 si-NC组

比较，si-CREB组PC3细胞中G1 期的细胞数量明显

增多，S + G2期细胞明显减少（P < 0.05）。实验结果

表明，过表达CREB可促使 PC3细胞进入 S期，而敲

减CREB表达则使PC3细胞周期阻滞于G1期。

A：WB法检测PC3细胞中转染CREB质粒后CREB的表达情

况；B：WB法检测PC3细胞中敲减CREB后CREB的表达情

况。与vector组或 si-NC组比较, **P < 0.01。

图2    WB法检测各组PC3细胞中CREB蛋白表达

A：划痕愈合实验检测各组PC3细胞的迁移能力（× 40）；B：Transwell小室实验检测各组PC3细胞的侵袭能力（× 200）。
* P < 0.05, ** P < 0.01。

图3    CREB对PC3细胞迁移和侵袭能力的影响

2.4  利用CRISPR/cas9技术成功地构建CREB基因

敲除PC3细胞

为检测构建的 cas9/gRNA基因敲除载体是否具

有敲除活性，将敲除载体与萤光素酶-SSA报告载体

及供体载体共转染 293T细胞，48 h后收集细胞检测 

萤光素酶活性。实验结果（图5）显示，3组载体（lenti 

CRISPR-CREB-T1、lenti CRISPR-CREB-T2 和 lenti 

CRISPR-CREB-T3）转染后的荧光活性值与对照组相

比均明显增加（均 P < 0.01），其中 lenti CRISPR- 

CREB-T1低表达慢病毒包装组增加7倍左右，这说明

载体能够有效地敲除萤光素酶-SSA报告载体中对应

的靶位点，萤光素酶-SSA报告载体通过同源末端重

组形成完整的萤光素酶，后续实验选用此载体作为

工具载体。lenti CRISPR-CREB-T1慢病毒感染前列

腺癌PC3细胞后，继续培养细胞48 h，将细胞96孔板

梯度稀释法选取单细胞克隆进行培养（图5B）。挑取

8个细胞克隆，编号为 1~8，进行蛋白表达水平鉴定，

筛选得到编号为5的CREB蛋白敲除的细胞（图5C）。

并对上述蛋白表达阴性的 5号细胞与野生型基因序

列进行测序比对，比对结果见图5D。实验结果说明，

本研究成功地构建了CREB基因敲除PC3细胞。

2.5  敲除CREB能明显抑制PC3细胞移植瘤的生长 

利用上述 CRSPR/Cas9 构建的 5 号 CREB 敲除

PC3细胞，成功建立裸鼠皮下荷瘤模型。裸鼠移植瘤

实验检测结果（图6）显示，与对照组比较，CREB敲除

组 PC3细胞移植瘤的体积和质量均明显降低（均

P < 0.01）。

3  讨  论

前列腺癌是全球范围内男性最常见的恶性肿瘤

之一，其发病率和病死率在全球范围内呈现上升趋

势[8]。尽管当前治疗方法已取得一定成效，但晚期前

列腺癌患者的预后依然不佳，主要归咎于肿瘤细胞

的高度转移和侵袭能力[9]。因此，深入解析前列腺癌

细胞恶性生物学行为背后的分子机制对于寻找新的

治疗靶点具有重要意义。

研究[10]表明，肿瘤转移与多种基因的异常表达和

信号通路的改变密切相关，然而肿瘤转移的分子机

制尚不明确。CREB作为一种多功能转录因子，在细

胞分化、凋亡、增殖等方面扮演着关键角色，其在多

种类型癌症的发生发展中起着不可忽视的作用。有

研究显示高水平的CREB与肿瘤复发和转移有关，例
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A：过表达CREB对PC3细胞周期的影响。B：敲减CREB对PC3细胞周期的影响。与vector或 si-NC组比较，**P < 0.01。

图4    CREB对PC3细胞周期的影响

A：萤光素酶SSA报告载体萤光素酶活性的检测结果；B：lenti CRISPR-CREB-T1感染的细胞克隆（× 40）；C：WB法检测1~8号阳

性克隆细胞中CREB的表达情况；D：CREB基因敲除细胞中等位基因A/B缺失突变。与vector组比较，**P < 0.01。

图5    细胞单克隆基因型鉴定

A：敲除CREB对PC3细胞移植瘤生长的影响；B：敲除CREB对PC3细胞移植瘤质量的影响。与对照组比较，**P < 0.01。

图6    CREB敲除对PC3细胞裸鼠移植瘤生长的影响

如，CHEN等[11]报道，CREB参与调控膀胱癌的迁移和

侵袭，与膀胱癌的转移密切相关；WANG等[12]发现，

CREB在结直肠癌细胞迁移和侵袭过程中扮演着至

关重要的角色。CREB基因在多种恶性肿瘤中高表

达，比如胃癌[13]，肺癌[14]和乳腺癌[15]等，但国内有关

CREB在前列腺癌中的作用却鲜有报道。本研究团

队[7]前期发现，CREB在前列腺癌组织中高表达，并与

前列腺癌分期呈正相关。有研究[16]发现，前列腺癌患

者肿瘤组织中表达高水平的CREB倾向于在较短时

间内复发；且有研究[17] 发现，STAT3 通过 LKB1/
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pAMPK/mTORC1/CREB 信号转导调控前列腺癌细

胞的转移，PNN 通过 PI3K/AKT 和 ERK/MAPK 信号

通路激活CREB，进而上调Cyclin D1、CDK2和CDK6

的表达，促进细胞周期的G1/S转换，从而加速前列腺

癌细胞的增殖，CREB还可以通过参与USP1-ATF2通

路，在前列腺癌中发挥重要作用[18]。这些研究发现表

明，以CREB为靶标可能是一种很有前途的治疗前列

腺癌的方法。

本研究继续以CREB为研究对象，探讨其对PC3

细胞迁移，侵袭和周期的影响。细胞划痕愈合和

Transwell小室等实验检测结果发现， CREB过表达

显著增强了 PC3 细胞的迁移和侵袭能力，而敲减

CREB 表达则能有效抑制其迁移和侵袭的能力，与

MENG等[17]的研究结果一致，提示CREB可能通过调

节迁移和侵袭的相关基因表达，促进肿瘤微环境中

细胞外基质的降解和重塑，进而加速癌细胞的移动

与穿透能力，这些发现进一步巩固了CREB作为肿瘤

转移关键驱动因子的地位。细胞周期调控异常是恶

性肿瘤的重要特征之一，通常伴随着DNA复制失控

和细胞无限增殖。阻断细胞增殖周期进程可引起凋

亡，而凋亡也常伴随有细胞生长阻滞。有报道[19-20]发

现，在没有受到任何外源性刺激时，CREB磷酸化与

细胞周期调控密切相关，CREB可能通过直接或间接

调控多个细胞周期检查点蛋白，如 cyclin D1、p27kip1

等，影响细胞周期。辛肇晨等[21]的研究显示，敲除

CREB 使乳腺癌细胞发生 G1 期阻滞，周期蛋白

CDK2、CDK4、CDK6、CyclinD1的表达下降。本研究

的功能实验检测结果显示，CREB过表达加速了PC3

细胞由G1期进入 S期的进程，而CREB基因的敲除

可使G1细胞增加，S期细胞减少，说明CREB基因敲

除能阻滞细胞于G1期，从而阻止细胞DNA的合成，

进而可能干扰肿瘤细胞蛋白生成，抑制肿瘤生长。

此结果提示，CREB不仅在前列腺癌细胞迁移和侵袭

过程中发挥作用，而且也是维持肿瘤增殖不可或缺

的重要因素。

本研究通过 CRISPR/Cas9 技术成功地获得了

CREB基因敲除的PC3细胞，为后续的机制研究提供

有效的工具。CRISPR/Cas 9是一种细菌和古生菌中

抵御外源性病毒或质粒入侵的获得性免疫系统，来

源于外源性病毒或质粒序列片段的 gRNA 可介导 

cas9特异性识别相应病原的DNA分子并进行双链切

割，具有制备简单、特异性高等优点，使得它在基因

编辑过程中存在极大的发挥空间[22]。最后，本研究在

裸鼠移植瘤实验检测结果发现，CREB的敲除显著抑

制了肿瘤的生长，进一步强调了CREB作为潜在治疗

靶点的重要性。

本研究的局限性主要体现在几个方面。首先，

尽管本研究通过细胞模型和小鼠实验探讨了CREB

在前列腺癌中的作用，但尚未结合临床样本进行验

证，这限制了结果的临床相关性。此外，本研究主要

集中在PC3细胞这一特定细胞上，是否能在其他前列

腺癌细胞，乃至患者来源的组织样本中重现相同的

现象值得后续深入研究。

综上所述，本研究揭示了CREB在前列腺癌PC3

细胞中的重要作用，特别是在细胞迁移、侵袭及细胞

周期调控方面。通过CRISPR/Cas9技术构建CREB

敲除细胞及进行体内实验，进一步确认了CREB对肿

瘤生长的促进作用。这些发现为理解前列腺癌的发

生发展分子机制提供了新的视角，并为未来开发针

对CREB的治疗策略奠定基础。
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