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  摘 要:目的 探讨环状RNA
 

circ-TNRC6A在膀胱癌组织中的表达水平及其调控膀胱癌细胞增殖和迁

移的作用机制。方法 采用癌症基因组图谱数据库分析circ-TNRC6A在膀胱癌组织中的表达水平及其与膀

胱癌患者临床分期的关系。实时荧光定量PCR(qPCR)分析circ-TNRC6A在人正常膀胱上皮细胞SV-HUC-1
和膀胱癌细胞 系 (MGH-U3、5637、RT-4、T24、J82)中 的 表 达 水 平。在 膀 胱 癌5637细 胞 中 分 别 转 染circ-
TNRC6A质粒(circ-TNRC6A组)和对照质粒(NC组),细胞克隆形成实验和细胞划痕实验分别检测circ-
TNRC6A对膀胱癌细胞增殖和迁移的影响。生物信息学技术预测并采用荧光素酶报告基因实验证实circ-
TNRC6A和微小RNA(miR)-494-3p的靶向关系。qPCR检测circ-TNRC6A对 miR-494-3p表达的影响。蛋

白质印迹法检测circ-TNRC6A对 Wnt/β-连环蛋白(β-catenin)信号通路关键蛋白表达的影响。结果 与癌旁

组织比较,circ-TNRC6A在膀胱癌组织中低表达(P<0.01)。circ-TNRC6A表达水平与膀胱癌患者临床分期

有关(P<0.05)。与SV-HUC-1细胞比较,circ-TNRC6A在膀胱癌细胞系中低表达(均P<0.05),5637细胞

中circ-TNRC6A表达水平最低(P<0.01)。与 NC组比较,过表达circ-TNRC6A可抑制5637细胞的增殖

(P<0.01),并降低细胞的迁移能力(P<0.01)。circ-TNRC6A能够靶向结合 miR-494-3p(P<0.01)。与NC
组比较,过表达circ-TNRC6A组降低miR-494-3p表达水平(P<0.01),并抑制 Wnt/β-catenin信号通路的激活

(P<0.01)。结论 circ-TNRC6A靶向下调miR-494-3p抑制膀胱癌细胞的增殖和迁移,circ-TNRC6A可能成

为膀胱癌新的治疗靶点。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

circular
 

RNA
 

circ-TNRC6A
 

in
 

bladder
 

cancer
 

tissues
 

and
 

its
 

mechanism
 

of
 

regulating
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

bladder
 

cancer
 

cells.Methods The
 

expression
 

level
 

of
 

circ-TNRC6A
 

in
 

bladder
 

cancer
 

tissues
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

clinical
 

stage
 

of
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer
 

were
 

analyzed
 

using
 

the
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas
 

database.The
 

expression
 

levels
 

of
 

circ-
TNRC6A

 

in
 

human
 

normal
 

bladder
 

epithelial
 

cell
 

SV-HUC-1
 

and
 

bladder
 

cancer
 

cell
 

lines
 

(MGH-U3,5637,

RT-4,T24,J82)
 

were
 

analyzed
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR).The
 

circ-TNRC6A
 

plas-
mid

 

(circ-TNRC6A
 

group)
 

and
 

the
 

control
 

plasmid
 

(NC
 

group)
 

were
 

transfected
 

into
 

5637
 

bladder
 

cancer
 

cells,respectively.The
 

effects
 

of
 

circ-TNRC6A
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

bladder
 

cancer
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

colony
 

formation
 

assay
 

and
 

cell
 

scratch
 

assay,respectively.The
 

targeting
 

relationship
 

between
 

circ-TNRC6A
 

and
 

microRNA
 

(miR)-494-3p
 

was
 

predicted
 

by
 

bioinformatics
 

technology
 

and
 

confirmed
 

by
 

lu-
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ciferase
 

reporter
 

gene
 

assay.qPCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

circ-TNRC6A
 

on
 

miR-494-3p
 

expression.
Western

 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

circ-TNRC6A
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

key
 

proteins
 

in
 

Wnt/β-catenin
 

signaling
 

pathway.Results circ-TNRC6A
 

was
 

down-regulated
 

in
 

bladder
 

cancer
 

tissues
 

compared
 

with
 

adja-
cent

 

tissues
 

(P<0.01).The
 

expression
 

level
 

of
 

circ-TNRC6A
 

was
 

correlated
 

with
 

the
 

clinical
 

stage
 

of
 

bladder
 

cancer
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

SV-HUC-1
 

cells,the
 

expression
 

of
 

circ-TNRC6A
 

was
 

lower
 

in
 

bladder
 

cancer
 

cell
 

lines
 

(all
 

P<0.05),and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

circ-TNRC6A
 

was
 

the
 

lowest
 

in
 

5637
 

cells
 

(P<
0.01).Compared

 

with
 

the
 

NC
 

group,overexpression
 

of
 

circ-TNRC6A
 

inhibited
 

the
 

proliferation
 

of
 

5637
 

cells
 

(P<0.01)
 

and
 

reduced
 

the
 

migration
 

ability
 

of
 

5637
 

cells
 

(P<0.01).circ-TNRC6A
 

could
 

target
 

miR-494-3p
 

(P<0.01).Compared
 

with
 

NC
 

group,overexpression
 

of
 

circ-TNRC6A
 

significantly
 

reduced
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-494-3p
 

(P<0.01)
 

and
 

inhibited
 

the
 

activation
 

of
 

Wnt/β-catenin
 

signaling
 

pathway
 

(P<0.01).
Conclusion circ-TNRC6A

 

inhibits
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

bladder
 

cancer
 

cells
 

by
 

down-regulating
 

miR-494-3p.circ-TNRC6A
 

may
 

be
 

a
 

new
 

therapeutic
 

target
 

for
 

bladder
 

cancer.
Key

 

words:bladder
 

cancer; circ-TNRC6A; microRNA-494-3p; cell
 

proliferation; cell
 

migration
 

  膀胱癌是泌尿系统恶性肿瘤中致死率最高的肿

瘤之一,其发病率逐年增加[1]。早期膀胱癌患者主要

采用手术配合化疗,5年生存率能够达到72%[2]。中

晚期膀胱癌患者的手术机会明显减少,5年生存率大

约20%[3]。近年来膀胱癌的靶向治疗成为研究者广

泛关注的热点,探究合适的分子治疗靶点对安全有效

地治疗膀胱癌至关重要。环状RNA(circRNA)是一

种长度不确定的闭环状单链RNA分子,在转录本剪

切过程中丢失了编码蛋白的功能[4]。研究表明,cir-
cRNA参与细胞各种生物学功能如细胞周期、细胞分

化、细胞衰老等,是细胞中重要的调控性 RNA[5]。

circRNA被证实能够促进或抑制膀胱癌细胞的凋亡、
迁移、侵 袭、化 疗 敏 感 性 等 行 为,参 与 膀 胱 癌 的 进

展[6]。circ-TNRC6A基因定位在人16号染色体,其
基因能够编码18个转录本,circ-TNRC6A由第4和

第5外显子反向剪接形成。circ-TNRC6A在细胞中

的作用报道很少,其在膀胱癌组织中的表达及其影响

膀胱癌进展的机制并不清楚。本研究旨在探究circ-
TNRC6A在膀胱癌组织和细胞中的表达水平,分析

其与膀胱癌患者临床分期的相关性,通过体外实验分

析circ-TNRC6A对膀胱癌细胞增殖和迁移的影响及

其对下游靶基因的调控,为膀胱癌的靶向诊断和治疗

提供新的靶点。

1 材料与方法

1.1 细胞和主要试剂 人正常膀胱上皮细胞SV-
HUC-1和膀胱癌细胞系 MGH-U3、5637、RT-4、T24、

J82均购自中国北纳生物公司,RPMI-1640培养基和

胎牛血清购自瑞士Lonza公司,DMEM 培养基和Li-
pofectamine

 

2000试剂购自美国Model
 

Culture
 

Insti-
tute公司,Trizol试剂和PCR

 

Master试剂盒均购自

美国Thermo
 

Scientific公司,circ-TNRC6A质粒和对

照质粒均购自中国宝日医生物技术公司,微小RNA

(miR)-NC
 

mimic、miR-494-3p
 

mimic和双荧光素酶

检测试剂盒购自美国
 

Becton
 

Dickinson
 

公司,超敏发

光试剂盒和BCA蛋白分析试剂盒购自美国
 

MCE公

司,一抗连环蛋白β样
 

1(CTNNBL1)、β-微管蛋白(β-
Tubulin)、糖原合成酶激酶3β(GSK3β)、β-连环蛋白

(β-catenin)、cyclin
 

D1和二抗山羊抗兔免疫球蛋白

(Ig)G购自美国BD公司。

1.2 生物信息学分析 由癌症基因组图谱(TCGA)
数据库得到膀胱癌circ-TNRC6A(癌症标本137个,
癌旁标本165个)的相对表达水平数据。利用lncR-
NAmap软件对目标circ-TNRC6A进行靶向预测。

1.3 细胞培养和转染 人膀胱癌细胞系 MGH-U3、

5637、RT-4、T24、J82在添加13%
 

胎牛血清的RPMI-
1640培养基中培养,SV-HUC-1细胞在添加了13%

 

胎牛血清的DMEM 培养基中培养,所有细胞均置于

37
 

℃、5%CO2 培养箱中常规培养。5637细胞生长至

40%比例,分别将200
 

nmol/L的circ-TNRC6A质粒

和对照质粒使用 Lipofectamine
 

2000转染,命名为

circ-TNRC6A组和 NC组,培养48
 

h后收集细胞进

行后续实验。

1.4 实 时 荧 光 定 量 PCR(qRT-PCR)检 测 circ-
TNRC6A和 miR-494-3p表达水平 采用 Trizol试

剂裂解培养的细胞,提取的RNA通过分光光度计进

行定量。选择RNA纯度高的标本,使用逆转录试剂

盒合成cDNA。qRT-PCR分析不同组细胞中circ-
TNRC6A和miR-494-3p表达水平,qRT-PCR引物序

列 如 下:circ-TNRC6A 上 游 引 物 为 CTT-
GTTTTTTTTTTCATGTTGT, 下 游 引 物 为

AGTCTCAGGGTCCGAGGTATTC;rRNA18S上游

引物为 ATTCCGATAACGAACGAGAC,下游引物

为 TCACAGACCTGTTATTGCTC;miR-494-3p上

游引物为 CGGCTGAAACATACACGGGA,下游引
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物 为 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGT;

GAPDH 上游引物为CCAGGTGGTCTCCTCTGA,
下 游 引 物 为 GCTGTAGCCAAATCGTTGT。circ-
TNRC6A 以 GAPDH 为 内 参 基 因,miR-494-3p以

rRNA18S为内参基因,用2-ΔΔCt 法归一化处理计算

circ-TNRC6A和miR-494-3p的相对表达水平,实验

重复4次。

1.5 细胞克隆形成实验检测5637细胞的增殖情

况 将circ-TNRC6A组和NC组5637细胞接种至6
孔板,每孔2

 

000个。恒温培养箱内培养13
 

d,观察

克隆形成变化。在第13天,加入3%多聚甲醛在26
 

℃固定20
 

min,加入0.2%结晶紫染液在26
 

℃染色

20
 

min。肉眼下观察、统计每孔的克隆数量,实验重

复4次。

1.6 细胞划痕实验检测5637细胞的迁移情况 将

circ-TNRC6A组和NC组细胞消化为单细胞悬液,以
每孔1

 

mL接种到24孔板(每毫升3×105 个)。待细

胞铺满12孔板底部后,通过10
 

μL枪头在孔板底部

中心划直线,用磷酸盐缓冲液洗掉刮下的细胞,在显

微镜下拍照并用Image
 

J软件记录划痕宽度N1,吸去

磷酸盐缓冲液,加入不含血清的基础培养基,在培养

箱中继续常规培养24
 

h,在显微镜下拍照并用Image
 

J软件记录划痕宽度N2。愈合百分比=(N1-N2)/

N1×100%,实验重复4次。

1.7 双荧光素酶报告基因实验检测circ-TNRC6A
和miR-494-3p靶向关系 以荧光素酶载体pRL-TK
为 模 版 构 建 野 生 型 circ-TNRC6A 质 粒 (circ-
TNRC6A-WT)和 突 变 型circ-TNRC6A 质 粒(circ-
TNRC6A-Mut)。5637细胞生长至50%比例,分别将

200
 

nmol/L 的 circ-TNRC6A-WT、circ-TNRC6A-
Mut与 miR-NC

 

mimic、miR-494-3p
 

mimic共同转染

至5637细胞,转染使用Lipofectamine
 

2000试剂。转

染42
 

h后,通过双荧光素酶检测试剂盒裂解细胞,采
用化学发光仪检测各组的荧光素酶活性,实验重复

4次。

1.8 蛋白质印迹法(Western
 

blot)检测 Wnt/β-cate-
nin信号通路蛋白表达水平情况 配制含蛋白酶抑制

剂的蛋白裂解液,低温裂解细胞,通过BCA检测试剂

盒分析每组蛋白的浓度。取等量蛋白通过十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶恒压电泳分离,将蛋白转移到

硝酸纤维素膜,采用6%脱脂牛奶在26
 

℃中封闭4
 

h,
在5

 

℃下孵育一抗CTNNBL1(1∶1
 

500)、β-Tubulin
(1∶5

 

000)、GSK3β(1∶3
 

000)、β-catenin(1∶3
 

000)、

cyclin
 

D1(1∶3
 

000)。洗膜5次,加入二抗山羊抗兔

IgG(1∶8
 

000)在26
 

℃下孵育2
 

h。洗膜5次,在硝

酸纤维素膜表面加超敏化学试剂,于化学发光仪中曝

光、扫描,实验重复4次。

1.9 统计学处理 使用SPSS18.0软件分析所有数

据,计量资料以x±s的形式表示,两组比较采用t检

验,多组比较采用单因素方差分析,以P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结  果

2.1 circ-TNRC6A 的表达情况 circ-TNRC6A 由

第4和第5外显子反向剪接形成,见图1。基于TC-
GA数据库下载的膀胱癌环状RNA表达水平分析,

circ-TNRC6A在 膀 胱 癌 组 织 中 明 显 低 表 达(P<
0.01),见图2。随后通过分析circ-TNRC6A表达水

平与膀胱癌患者临床分期的关系,结果显示circ-
TNRC6A表达水平与膀胱癌患者临床分期有关(P<
0.05),见图3。

图1  circ-TNRC6A结构示意图

  注:与癌旁组织比较,**P<0.01

图2  circ-TNRC6A在膀胱癌组织和癌旁组织中的

表达情况

2.2 circ-TNRC6A 在膀胱癌细胞系中低 表 达 
qRT-PCR检测结果显示,与SV-HUC-1细胞比较,膀
胱癌细胞系 MGH-U3、5637、RT-4、T24、J82中circ-
TNRC6A表达水平降低(均P<0.05),在后续实验
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中选择circ-TNRC6A表达水平最低的5637细胞进

行研究,见图4。

图3  circ-TNRC6A表达水平与膀胱癌患者临床分期

的关系

2.3 circ-TNRC6A质粒的转染效率 NC组和circ-
TNRC6A组5637细胞中circ-TNRC6A表达水平分

别为 0.99±0.33 和 9.57±2.07,NC 组 circ-
TNRC6A 表 达 水 平 低 于 circ-TNRC6A 组 (P <
0.01)。

2.4 过 表 达circ-TNRC6A 抑 制 5637 细 胞 的 增

殖 细胞克隆形成实验显示,NC组和circ-TNRC6A
组5637细胞克隆数量分别为(153.40±11.42)个、
(68.35±12.93)个,NC组5637细胞克隆数量明显高

于circ-TNRC6A组(P<0.01),见图5。

  注:与SV-HUC-1细胞比较,*P<0.05,**P<0.01。

图4  circ-TNRC6A在膀胱癌细胞系中的表达情况

2.5 过 表 达circ-TNRC6A 抑 制 5637 细 胞 的 迁

移 细胞划痕实验显示,NC组和circ-TNRC6A 组

5637细 胞 愈 合 百 分 比 分 别 为(66.42±7.02)%、
(31.47±4.27)%,NC组5637细胞愈合百分比高于

circ-TNRC6A组(P<0.01),见图6。

  注:A为5637细胞克隆肉眼观察效果图;B为细胞克隆数量统计图,与NC组比较,**P<0.01。

图5  细胞克隆形成实验检测5637细胞增殖能力

  注:A为5637细胞划痕效果图;B为细胞愈合百分比统计图,与NC组比较,**P<0.01。

图6  细胞划痕实验检测5637细胞迁移能力

2.6 膀胱癌细胞中circ-TNRC6A 靶向结合 miR-
494-3p 为了明确circ-TNRC6A与miR-494-3p之间

的调控关系,本研究利用lncRNAmap软件预测circ-
TNRC6A 与 miR-494-3p 之 间 的 结 合 位 点,circ-
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TNRC6A与miR-494-3p之间存在互补结合位点,见
图7。双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 检 测 显 示,含 有circ-
TNRC6A野 生 型 序 列 的 荧 光 素 酶 报 告 载 体circ-
TNRC6A-WT和 miR-494-3p共转染组的荧光素酶

活性明显降低(P<0.01),含有circ-TNRC6A突变型

序列 的 荧 光 素 酶 报 告 载 体 circ-TNRC6A-Mut和

miR-494-3p共转染组的荧光素酶活性无明显变化

(P>0.05),见图8。

图7  circ-TNRC6A与 miR-494-3p
 

的靶向结合位点

  注:与miR-NC比较,**P<0.01。

图8  双荧光素酶实验检测各组5637细胞的荧光素酶活性

2.7 过 表 达 circ-TNRC6A 抑 制 miR-494-3p 表

达 NC组和circ-TNRC6A组5637细胞中miR-494-
3p表达水平分别为5.88±0.45、1.04±0.23,转染

circ-TNRC6A的5637细胞中 miR-494-3p表达水平

明显降低(P<0.01)。

2.8 过表达circ-TNRC6A抑制 Wnt/β-catenin信号

通路激活 与 NC组比较,过表达circ-TNRC6A的

5637细胞中 Wnt/β-catenin信号通路蛋白 CTNN-
BL1、GSK3β、β-catenin、cyclin

 

D1表达水平降低,见
图9。

图9  Western
 

blot检测各组细胞中 Wnt/β-catenin
信号通路蛋白表达

3 讨  论

  膀胱癌的发病机制尚不清楚,相关研究证明膀胱

癌的发病与多种抑癌基因表达沉默及癌基因的异常

激活相关[7]。circRNA是近年来发现的在肿瘤细胞

中呈现癌基因或抑癌基因作用的环状小RNA,参与

肿瘤细胞的代谢、发育、形态变化[8]。circRNA与多

数肿瘤的发病具有相关性,其对于肿瘤的临床诊断、
发现新的治疗靶点具有重要意义[9]。目前已有报道,
在膀胱癌中存在大量异常高表达或低表达的cir-
cRNA,发挥肿瘤抑制因子或促进因子的作用[10]。

circSETD3主要分布在细胞质中,其在膀胱癌临床组

织和细胞系中表达降低,并且在临床分期较晚、淋巴

结转移阳性和预后较差的膀胱癌患者组织中表达更

低,circSETD3作为肿瘤抑制因子抑制膀胱癌细胞上

皮间充质转化和细胞干性[11]。膀胱癌组织和细胞系

中circVANGL1表达水平明显升高,敲低circVAN-
GL1在体内和体外可抑制膀胱癌细胞的活力,同时促

进细胞凋亡并增加膀胱癌细胞对多柔比星的敏感

性[12]。circ-TNRC6A是一个闭环RNA,本研究目的

在于 探 讨circ-TNRC6A 在 膀 胱 癌 发 展 中 的 作 用

机制。
本研究发现circ-TNRC6A在膀胱癌组织中表达

下调,并且circ-TNRC6A表达水平与膀胱癌患者临

床分期有关。细胞学研究表明,circ-TNRC6A在膀胱

癌细胞系中表达下调,过表达circ-TNRC6A可以抑

制膀胱癌5637细胞的增殖和迁移。以上研究结果证

实,circ-TNRC6A在膀胱癌细胞中发挥癌基因作用。
有研究表明,circRNA通过与 miRNA上的位点互补

配对结合,从而导致 miRNA 表达降低或者功能抑

制[13]。本研究采用靶基因预测软件lncRNAmap分

析,miR-494-3p可能是circ-TNRC6A 的下游靶点。
研究发现,miR-494-3p是 miR-494的一种亚型,其在

非小细胞肺癌、肝癌等多种癌症中高表达,与癌症的

发生、发展有关[14-15]。XU 等[16]研究显示,miR-494-
3p在膀胱癌组织和细胞系中高表达,沉默 miR-494-
3p能够减弱膀胱癌细胞的增殖和迁移能力。本研究

采用双荧光素酶报告基因实验证实,miR-494-3p能够

靶向结合circ-TNRC6A,同时发现circ-TNRC6A能

够 下 调 miR-494-3p 表 达,miR-494-3p 是 circ-
TNRC6A的下游靶点。Wnt/β-catenin信号通路是调

控细胞功能的重要信号通路,其在膀胱癌的发生、发
展中起到关键作用,可以促进膀胱癌细胞的增殖和迁

移[17]。而miR-494-3p已被证明可通过激活 Wnt/β-
catenin信 号 通 路 提 高 肿 瘤 细 胞 的 活 力 和 转 移 能

力[18]。本研究发现,过表达circ-TNRC6A可以抑制

Wnt/β-catenin信号通路的激活,进一步证明了circ-
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TNRC6A通过调控miR-494-3p发挥作用。
综上所述,circ-TNRC6A作为膀胱癌中的肿瘤抑

制因 子,通 过 下 调 miR-494-3p表 达,抑 制 Wnt/β-
catenin信号通路激活,进而抑制膀胱癌5637细胞增

殖和迁移,本研究为膀胱癌中circ-TNRC6A的靶向

治疗应用提供新的理论基础。
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