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#在肿瘤细胞中的作用备受关注$笔者团

队前期研究发现高表达的
!"#$

!
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可以作为预示膀胱癌患者不良预后的分子标志物!但其在膀胱癌发生发

展过程中的作用尚不清楚$方法
"

采用实时荧光定量
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和
,-./-01234/

分析膀胱癌细胞株中
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的表达情况!采用划痕实验检测细胞的迁移能力及
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侵袭实验检测细胞的侵袭能力$结果
"

沉默内源

性
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表达后能降低膀胱癌细胞侵袭及转移能力$结论
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可促进膀胱癌细胞侵袭及转移能力$
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膀胱癌是指发生在膀胱黏膜上的恶性肿瘤#是泌

尿系统最常见的恶性肿瘤#在中国膀胱癌的发病率位

于全身恶性肿瘤的第
9

位$

'

%

&虽然大多数患者均是

浅表性膀胱肿瘤#但其中
&)N

"

=)N

患者术后会复

发#并且
')N

"

8)N

会进展为肌层浸润性疾病'伴区

域淋巴结转移或远处转移(

$

@>8
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&膀胱癌术后易复发

和转移是导致膀胱癌预后不佳的重要因素#目前#病

理分级和临床分期对膀胱癌诊治有显著的预测效果#

并且肿瘤的数量和淋巴管浸润与手术后的复发进展

相关#然而#膀胱癌的预后仍缺乏有效的生物标志物&

非肌肉肌浆球蛋白
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(是属于肌球蛋

白
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亚家族的一种肌动蛋白结合蛋白#由其重链和轻

链的磷酸化调节$
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#主要参与调控细胞黏附#细胞迁

移和组织架构$
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基因编码$
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&笔者团队前期研究发现膀胱癌组织中

!"#$

!
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的表达显著高于癌旁组织#其表达水平

与病理分级及淋巴结转移相关*并且高表达的

!"#$

!

%

可以作为预示膀胱癌患者不良预后的分

子标志物$

=

%

#但其在膀胱癌发生发展过程中的作用尚

不清楚&本研究应用
.<+!%

技术沉默
!"#$

!

%

#

观察其对膀胱癌细胞株侵袭和转移的影响#为膀胱癌

个体化治疗提供理论依据&
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材料与方法
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"

细胞培养
"

原代培养来源于正常膀胱组织的细

胞株
*)'

由中山大学肿瘤防治中心
:88

室馈赠#培养

于
ZU["

培养基中'美国
S<I-5-CE1434

HD

公司(&膀

胱癌细胞株
\Q](=

+

5@?

和
R(@

及乳腺癌细胞株

" %̂>"\>@8'

由本室保存#以含
')N

胎牛血清'美国

_Q\$K

公司(及青"链霉素的
+*"Q':?)

或
^"X"

完全培养基'美国
_Q\$K

公司(#在
8= `

#

&N $K

@

培养箱'美国
5E-0A4[<.E-0UC<-1/<I<C

公司(中常规

培养&
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"

S<

G
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转染
"

采用
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G

4>

I-C/6A<1-+!%<"%W

'美国
Q1F</04

H

-1

公司(转染试

剂沉默膀胱癌细胞株
5@?

和乳腺癌细胞株
" %̂>

"\>@8'

中的
!"#$

!
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的表达&双链
+!%

的负

对照'

.<>!$

(#干扰
!"#$

!

%>'
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和
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!
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的序列均由上海吉玛公司合成'

.<>!"#$

!
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$

和
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!"#$

!

%>'
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(*合成的小分子干扰
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&用
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@

K

稀 释
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#
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A43

"

S

的储存液*以
:

孔板转染为例#转染前一天消

化细胞铺板
'7@&b')

& 个"孔细胞&

@AS

的含
&N

[\U

的无双抗
+*"Q':?)

培养基*将
')

%

S')

%

A43

"

S

小分子
+!%

稀释于
@))

%

S4

G

/<>"X"

中#轻敲管

壁混匀*将
&

%

SS<

G

4I-C/6A<1-+!%<"%W

稀释于

@))

%

S4

G

/<>"X"

中#轻敲管壁混匀*

+!%<"%W

"

.<+!%

混合物室温放置
'&A<1

*加入到细胞中#然后

培养箱中培养
?(E

后一部分细胞收样检测
+!%<

的

干扰效果#进一步进行功能研究&

A7C

"

+!%

提取及实时荧光定量
*$+

"

分别收集正

常膀胱组织的细胞株
*)'

#膀胱癌细胞株
\Q](=

+

5@?

和
R(@

及乳腺癌细胞株
" %̂>"\>@8'

#采用
Q1F</0<>

H

-1

公司的
50<Y43

试剂提取细胞中
+!%

&分光光度

计'美国
5E-0A4[<.E-0UC<-1/<I<C

公司(检测
/@:)

"

/@()

的比值以验证
+!%

纯度&各样本均取
@

%

H

进

行反转录#将逆转录产物
Ĉ !%

进行实时荧光定量

*$+

&

!"#$

!

%

上游引物!

&a>$$% 5$% $%_

%$% $$_ $$5 %$% _>8a

#下游引物为!

&a>$55

$55__5_55$5$$_5$55_$>8a

&

_%*̂ #

上

游引物!

&a>$5$$5$$5_55$_%$%_5$%_$>

8a

#下游引物为!

&a>$$$%%5%$_%$$%%%5$$

_55>8a

&实时荧光定量
*$+

反应程序!'

'

(

&) `

@A<1

*'

@

(

9&`

预变性
')A<1

*'

8

(

9&`

变性
'&.

#

:)`

退火与延伸
'A<1

#

?)

个循环&

%\Q=&))

荧光定

量
*$+

仪上进行反应&相对定量实验采用
$5

值比

较法#以
_%*̂ #

作为内参&

A7D

"

,-./-01234/

法检测蛋白的表达
"

提取细胞的

总蛋白#采用
\$%

'标准曲线(法定量蛋白后#准备浓

度为
')N

十二烷基硫酸钠
>

聚丙烯酰胺凝胶#进行电

泳#通过电转膜法将蛋白转至
*T̂ [

膜上#用
&N

脱

脂奶粉室温封闭
'E

或
?`

封闭过夜后#加入相应的

一抗及二抗#

X$S

显色+

W

线光片压片#显影+定影&

以
_%*̂ #

为内参照&一抗!

61/<>!"#$

!

%

兔多

克隆抗体 '英国
%2C6A

公司(#

_%*̂ #

抗体'中国上

海康成公司 (*二抗!过氧化物酶标记山羊抗兔
Q

H

_

'

#cS

(和 过氧化物酶标记山羊抗鼠
Q

H

_

'

#cS

(购

于美国
R6CM.41S62406/40

D

公司&

A7E

"

划痕损伤修复实验
"

将进入对数生长期的细胞

胰酶消化处理#离心#弃上清#以
')N

的胎牛血清的

^"X"

完全培养基重悬细胞#计数细胞并调整至所

需细胞的浓度#接种单细胞悬液于
:

孔板中#每孔细

胞数为
@7&b')

& 个*然后换无血清
^"X"

培养基#

使细胞饥饿
@?E

*细胞贴壁率达
'))N

时#用
'))

%

S

无菌枪头在每个孔中长满的单层细胞上迅速而轻轻

地划
'

"

@

道痕#

'b*\U

冲洗去掉脱落的细胞#换无

血清的培养基继续培养&在显微镜下观察划痕修复

的过程#分别取
)E

和
@?E

#

@

个时间点拍照记录#比

较不同细胞划痕修复速度和方式的差异&使用
QA>

6

H

->*04*3B.:7)

软件测量各组细胞任意
8

个部位划

痕宽度#计算各组的相对迁移率#以反映细胞运动迁

移能力&

A7F

"

5061.,-33

侵袭实验
"

将
&7)b')

? 个对数期生

长的细胞接种于
"6/0<

H

-3

包被的
5061.,-33

小室中#

小室内的培养基为无血清的
^"X"

#体积
@))

%

S

#然

后于小室外即
@?

孔板的孔内加入
&))

%

S

含
')N

胎

牛血清的
^"X"

培养基#以提供细胞侵袭运动的趋

化因子#继续培养
@?E

&自
@?

孔板中取出
5061.,-33

小室#

'b*\U

轻轻冲洗
@

次#棉签轻轻拭去上室面细

胞#经甲醛固定+结晶紫染色*显微镜下观察穿过
"6>

/0<

H

-3

及微孔至滤膜反面的细胞#于
@))

倍光学显微

镜下计数
')

个视野的细胞#取平均值#以迁移细胞数

目来表示肿瘤细胞的侵袭能力&
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A7G

"

统计学处理
"

统计分析软件采用的是
U*UU

':7)

'

U*UUQ1C

#

$E<C6

H

4

#

QS

(和
_06

G

E*6J*0<.A&7)

'

_06

G

E*6JU4I/,60-

#

Q1C7

#

U61 <̂-

H

4

#

$%

#

]U%

(&

将
,-./-01234/

的图片采集#并用
QA6

H

-R

软件对图

像进行灰度分析#每个实验重复
8

次取平均值#数据

以
JdG

表示&不同检测组或实验组之间均值的比较

采用
U/BJ-1/A

检验&

K

$

)7)&

为差异有统计学

意义&

B

"

结
""

果

B7A

"

!"#$

!

%

在膀胱癌细胞和乳腺癌细胞中的

表达
"

在转录水平和翻译水平上检测来源于正常膀

胱组织的原代培养细胞株
*)'

+膀胱癌细胞株'

5@?

+

R(@

和
\Q](=

(和乳腺癌细胞株'

" %̂>"\>@8'

(中

!"#$

!

%

的表达情况&实时荧光定量
*$+

结果

显示#与来源于正常膀胱组织的原代培养细胞株
*)'

相 比#膀 胱 癌 细 胞 株
5@?

+

R(@

和
\Q](=

中

!"#$

!

%

的表达水平明显增高#差异有统计学意义

'

K

$

)7)&

('图
'%

(&高转移的膀胱癌细胞株
\Q](=

中
!"#$

!

%

的表达水平明显高于低转移膀胱癌细

胞株
R(@

中
!"#$

!

%

的表达#

5@?

的表达水平居

中'图
'%

(&

,-./-01234/

结果显示相同的趋势#以

*)'

细胞株中
!"#$

!

%

的表达量'

'7)d)7'@

(做

对照#

!"#$

!

%

在膀胱癌细胞株
5@?

和
\Q](=

的

表达量分别为
@7?d)7'@

和
87)d)7'=

'图
'$

+

X

(&

另外 在 高 转 移 乳 腺 癌 细 胞 株
" %̂>"\>@8'

中

!"#$

!

%

在
+!%

和蛋白水平的表达也非常高#高

于
5@?

的表达水平'图
'\

+

^

+

X

(&表明高转移的细

胞株中
!"#$

!

%

的
+!%

和蛋白水平上的表达都

比较高&

B7B

"

U<+!%

沉默膀胱癌和乳腺癌细胞株内源性

!"#$

!

%

的表达
"

在膀胱癌细胞株
5@?

中#实时

荧光定量
*$+

检测发现#与
.<>!$

相比#

.<>!"#$

!

%>'

$

和
.<>!"#$

!

%>@

$

干扰效率基本一致#为

('N

#

5@?

"

.<!"#$

!

%>'

和
5@?

"

.<!"#$

!

%>@

细胞中
!"#$

!

%

的
+!%

水平表达明显降低'图

@%

(*

,-./-01234/

检测发现#与
5@?

"

C41/043.<+!%

'

'7))d)7)&

(相比#

5@?

"

.<!"#$

!

%>'

'

)7&&d

)7)8

(和
5@?

"

.<!"#$

!

%>@

'

)7&9d)7)=

(细胞中

!"#$

!

%

蛋白表达量降低
?)N

左右#差异有统计

学意义'

K

$

)7)&

('图
@\

+

$

(&在乳腺癌细胞株

" %̂>"\>@8'

中#实时荧光定量
*$+

检测发现#与

.<>!$

相比#

.<>!"#$

!

%>'

$

和
.<>!"#$

!

%>@

$

的干扰效率分别为
((N

和
(&N

'图
@%

(*

,-./-01234/

检测发现#

.<>!$

对照组为'

'7))d)7)=

(#

.<>!"#$

!

%>'

$

的
!"#$

!

%

相对蛋白表达量为'

)78?d

)7)8

(#

.<>!"#$

!

%>@

$

的
!"#$

!

%

相对蛋白表

达量为'

)7@(d)7)@

(#干扰效率达到
=)N

左右 '图

@\

+

$

(&这些结果表明
.<>!"#$

!

%>'

$

和
.<>

!"#$

!

%>@

$

的干扰效率能满足后续的功能实验

的研究&

""

注!

%

+

\

表示实时荧光定量
*$+

检测来源于正常膀胱组织的原代

培养细胞与膀胱癌细胞
5@?

+

R(@

和
\Q](=

及乳腺癌细胞株
" %̂>"\>

@8'

中
!"#$

!

%

的表达情况*

$

+

^

表示
,-./-01234/

分析上述细胞

中
!"#$

!

%

的表达情况*

X

+

[

表示
QA6

H

-R

软件分析上述细胞中

!"#$

!

%

的相对蛋白表达情况

图
'

""

!"#$

!

%

在膀胱癌和乳腺癌

细胞株中的表达情况

B7C

"

抑制内源性
!"#$

!

%

的表达降低膀胱癌和

乳腺癌细胞体外迁移能力
"

采用划痕实验来检测抑

制内源性
!"#$

!

%

的表达后细胞株的迁移能力&

划痕实验表明#

" %̂>"\>@8'>.<>!"#$

!

%>'

$

和

" %̂>"\>@8'>.<>!"#$

!

%>@

$

细胞的相对迁移率

分别为
@@7'N

和
8)7=N

#远低于对照的相对迁移率

'

&:7&N

('图
8%

+

$

(#且差异具有统计学意义'

K

$

)7)&

(&与对照
5@?>.<>!$

的迁移率
&:7'N

相比#

5@?>.<>!"#$

!

%>'

$

和
5@?>.<>!"#$

!

%>@

$

细

胞的相对迁移率分别为
8)7'N

和
@=79N

'图
8\

+

^

(#

差异具有统计学意义'

K

$

)7)&

(&这些表明
!"#$

!

%

蛋白的表达能促进膀胱癌细胞株
5@?

和乳腺癌

细胞株
" %̂>"\>@8'

的迁移&

B7D

"

抑制内源性
!"#$

!

%

的表达降低膀胱癌和

乳腺癌细胞体外侵袭能力
"

5061.,-33

侵袭实验显

示#

" %̂>"\>@8'>.<>!"#$

!

%>'

$

和
" %̂>"\>

@8'>.<>!"#$

!

%>@

$

细胞株迁移至下室的细胞数

目分别为'

9@7&)d?79&

(+'

9?7))d=7)=

(个细胞#分

别显著少于
" %̂>"\>@8'>.<>!$

'

'&:7))d(7?9

(细

胞的量'图
?%

+

$

(#差异有统计学意义'

K

$

)7)&

(&

与对照
5@?>.<>!$

'

''=7))d'@7=8

(相比#

5@?>.<>

!"#$

!

%>'

$

和
5@?>>.<>!"#$

!

%>@

$

细胞株迁

)

8(@'

)
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移至下室的细胞数目分别为'

&(7))d'7?'

+

&'7&)d

')7:'

(个细胞'图
?\

+

^

(#差异有统计学意义'

K

$

)7)&

(&

!"#$

!

%

干扰后
" %̂>"\>@8'

细胞穿过

侵袭小室微孔膜的能力降低了
'

"

@

倍'图
?%

+

$

(#

5@?

细胞的侵袭能力则降低了大约
@

倍'图
?\

+

^

(&

这些结果表明#

!"#$

!

%

基因的存在对肿瘤细胞

的侵袭非常重要&

""

注!

%

表示实时荧光定量
*$+

检测小分子
.<+!%

干扰
!"#$

!

%

的情况*

\

表示
,-./-01\34/

检测小分子
.<+!%

干扰
!"#$

!

%

的

情况*

$

表示
QA6

H

-R

软件分析小分子
.<+!%

干扰
!"#$

!

%

的相对

蛋白表达情况

图
@

""

实时荧光定量
*$+

和
,-./-01\34/

检测

小分子
.<+!%

干扰
!"#$

!

%

的情况

""

注!

%

+

$

表示划痕实验验证
!"#$

!

%

对
" %̂>"\>@8'

细胞迁

移能力的影响#放大倍数
&)b

*

\

+

^

表示划痕实验验证
!"#$

!

%

对

5@?

细胞迁移能力的影响#放大倍数
&)b

图
8

""

抑制内源性
!"#$

!

%

的表达降低膀胱癌和

乳腺癌细胞体外迁移能力

""

注!

%

+

$

表示
5061.,-33

实验验证
!"#$

!

%

对
" %̂>"\>@8'

细胞侵袭能力的影响#放大倍数
@))b

*

\

+

^

表示
5061.,-33

实验验证

!"#$

!

%

对
5@?

细胞侵袭能力的影响#放大倍数
@))b

图
?

""

抑制内源性
!"#$

!

%

的表达降低膀胱癌和

乳腺癌细胞体外侵袭能力

C

"

讨
""

论

""

膀胱癌是从诊断到治疗过程中花费费用最多的

肿瘤之一#相同的临床病理阶段的膀胱癌患者采用膀

胱根治术的治疗方案在生存率方面具有相当大的变

异性$

@

%

#因此#迫切需要发现更多的能够更好地为肿

瘤诊断+治疗和预后判断的分子标志物和靶点&研究

报道
!"#$

!

%

的表达可以作为
&

期肺腺癌和胃癌

的不良预后指标$

(>9

%

&另一项研究表明
!"#$

!

%

在非小细胞肺癌中表现出更恶性的性质#并且

!"#$

!

%

的表达可以作为非小细胞肺癌的不良预

后指标$

')

%

&笔者团队前期研究发现膀胱癌组织中

!"#$

!

%

的表达显著高于癌旁组织#其表达水平

与病理分级及淋巴结转移相关#进一步发现高表达的

!"#$

!

%

可以作为预示膀胱癌患者不良预后的分

子标志物$

=

%

&本研究发现在来源于正常膀胱组织的

原代培养细胞株中
!"#$

!

%

的表达最低#相对低

转移的
R(@

表达较低#在具有高转移潜能的
\Q](=

细

胞中表达水平最高#

5@?

的表达水平居中#另外在高

转移乳腺癌细胞株
" %̂>"\>@8'

的表达水平也非常

高#更加证实了笔者团队前面的研究结果&

研究表明
!"#$

!

%

在肿瘤细胞浸润中发挥重

要的作用#依赖表皮生长因子的
!"#$

!

%

磷酸化

具有直接调节人类乳腺癌细胞
" %̂>"\>@8'

的运动

性和趋化性的功能$

''

%

#并且它是有助于乳腺癌侵袭和

转移
U+[

基因的靶标$

'@

%

&另一项研究表明
"<C04+>

)

?(@'

)
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!%>:?=

的过表达能抑制胃癌细胞的侵袭和转移#该

"<C04+!%

主要是通过靶向
U+[>"P#9

轴$

'8

%

&本

研究采用小分子
.<+!%

沉默
5@?

和
" %̂>"\>@8'

中的
!"#$

!

%

的表达#发现沉默内源性
!"#$

!

%

的表达后能降低膀胱癌细胞和乳腺癌细胞侵袭

及转移能力#说明这种分子与膀胱癌和乳腺癌的侵袭

转移有关&这与文献报道
!"#$

!

%

是乳腺癌的候

选癌基因#有助于乳腺癌侵袭转移的结论一致$

''

%

&文

献报道
"P#9

通过与
5E

D

@(

相互作用从而影响

*%W&

的表达$

'?

%

#通过
"

D

E9>+6C'>*%Z'>%M/

信号

轴发挥调控基因的功能$

'&

%

&本研究发现抑制内源性

!"#$

!

%

的表达可以降低膀胱癌体外侵袭和转移

能力#以此为基础#将进一步探索膀胱癌侵袭转移的

分子机制和涉及到的相关信号通路&

结合目前的研究结果#

!"#$

!

%

可能成为膀

胱癌侵袭转移的一个临床指标#有望成为膀胱癌治疗

的一个良好靶点#为膀胱癌的基因治疗提供可能#但

其相关的分子机制及在膀胱癌治疗中的应用价值尚

需进一步探讨&

参考文献

$

'

%

$#X! e

#

V#X!_+

#

\%%̂ X*

#

-/637$61C-0./6/<./<C.

<1$E<16

#

@)'&

$

R

%

7$%$61C-0R$3<1

#

@)':

#

::

!

''&>'8@7

$

@

%

5+X!5%*

#

$%S%\+f[

#

$X+\K!XS

#

-/637$E-A4>

/E-06

GD

I40 AB.C3-><1F6.<F-236JJ-0C61C-0

$

R

%

7$B00

50-6/K

G

/<41.K1C43

#

@)':

#

'=

'

'

(!

:7

$

8

%
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