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（１．昆明医科大学第二附属医院泌尿外科，昆明６５０１０１；２．昆明医科大学第三附属医院泌尿外科，昆明６５０１０１）

　　摘　要：目的　探讨小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）沉默ＥＺＨ２表达对人膀胱癌细胞增殖、侵袭和迁移能力，以及对凋亡的影响。方法

　构建靶向ＥＺＨ２基因的ｓｉＲＮＡ质粒并转染至人膀胱癌细胞中（干扰组），采用ＲＴＰＣＲ法检测ＥＺＨ２ｍＲＮＡ的表达情况，利用

噻唑蓝（ＭＴＴ）、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞小室及划痕实验检测转染后细胞增殖、侵袭和转移能力的变化，通过流式细胞术实验观察转染后

细胞的凋亡情况。结果　转染ＥＺＨ２基因的ｓｉＲＮＡ质粒后（分干扰１组，干扰２组，干扰３组），干扰各组ＥＺＨ２ｍＲＮＡ表达较阴

性对照组有明显抑制（犘＜０．０５），且干扰２组效果最好，因此选干扰２组作后期实验；在转染４８ｈ后，干扰２组生长抑制率达

３７．９％，较阴性对照组受到明显抑制（犘＜０．０５）；划痕实验处理２４ｈ后，干扰２组细胞的迁移距离较阴性对照组明显降低（犘＜

０．０１）；干扰２组细胞侵袭能力较阴性对照组下降了６７％，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；转染４８ｈ后，干扰２组早、晚期凋亡率分

别为２２．８０％和３．６０％，较阴性对照组增加，且以早期明显，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　ＥＺＨ２基因沉默能有效抑制人

膀胱癌细胞的增殖、侵袭和迁移能力，并促进其凋亡，为深入研究膀胱癌的基因治疗提供理论依据。
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　　膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一，在国内其发病

率和病死率均占泌尿系肿瘤的首位，且近年有增加趋势，男性

发病率约为女性的４倍，易发生浸润和转移，且术后复发率

高［１］。近年来随着人们对肿瘤发病机制研究和分子生物学技

术发展的深入，基因靶向治疗在临床中受到越来越多的关注，

因此寻找治疗膀胱癌的分子靶点具有十分重要的意义。果蝇

的ＥｎｈａｎｃｅｒｏｆＺｅｓｔｅ基因增强子人类同源物２（ｅｂｇａｂｃｅｒｏｆ

ｚｅｓｔｈｏｍｏｌｏｇ，ＥＺＨ２）是多梳基因家族（ｐｏｌｙｃｏｍｂｇｒｏｕｐ，ＰｃＧ）

的主要成员，是组蛋白 Ｈ３第２７位赖氨酸特异性的甲基化转

移酶，通过沉默与细胞分化、抑制增殖相关基因而导致肿瘤的

发生［２］。多项研究显示其过量表达与非小细胞肺癌［３］、结肠

癌［４］、急性淋巴细胞白血病［５］、前列腺癌［６］、卵巢癌［７］等多种肿

瘤发生、发展和预后相关。本研究以ＥＺＨ２基因为靶点，设计

构建其小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）的表达载体并转染膀胱癌Ｔ２４细

胞，观察ＥＺＨ２基因对膀胱癌细胞增殖、侵袭、迁移能力及凋亡

的影响，旨在为膀胱癌的基因治疗寻找新的靶点提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　膀胱癌Ｔ２４细胞株由昆明医科大学重点

实验室保存，ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清、０．２５％胰蛋白酶乙

二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００转染试剂、ＥＣＬ化学发光检测试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司，二甲亚砜（ＤＭＳＯ）购自美国 Ａｍｅｒｓｃｏ公司，ＥＺＨ２抗体

购自美国 Ａｂｃａｍ公司，ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ套装购于广州锐博生物

公司，聚氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜购于美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　膀胱癌癌细胞株Ｔ２４分别在含１０％胎牛

血清的９０％ ＲＰＭＩ１６４０培养基中，于３７℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿

０２６２ 重庆医学２０１４年７月第４３卷第２０期

 基金项目：云南省科技厅昆明医科大学联合专项（２０１１ＦＢ２０２）。　作者简介：王海峰（１９８２－），讲师，博士，主要从事膀胱肿瘤研究。　
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度培养箱中培养。

１．２．２　重组质粒构建及转染　根据ＧｅｎｅＢａｎｋ提供的ＥＺＨ２

基因序列，使用在线设计软件，通过基因序列比对，合成ＥＺＨ２

特异性ｓｉＲＮＡｓ序列５′ＧＧＧＡＡＡＧＵＧ ＵＡＵ ＧＡＵ ＡＡＵ

ＴＴ３′，阴性对照ｓｉＲＮＡｓ序列为５′ＵＵＣ ＵＣＣＧＡＡＣＧＵ

ＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３′。将其合成序列插入到ＰＧｅｎｅｓｉｌ１．１质粒

构建重组体，并转化至大肠埃希菌ＤＨ５α感受态细胞中。分别

挑取菌落接种于含４ｍｇ／ｍＬ新霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基培

养，再使用碱裂解法抽提质粒，并行酶切鉴定和测序分析。转

染按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００脂质体转染试剂盒说明书的要求

进行，每孔ｓｉＲＮＡ为４μｇ，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００的用量为１０

μＬ，转染后置入ＣＯ２ 培养箱，６ｈ后换液，继续培养４８～７２ｈ

后收集细胞。实验分为空白对照组（不经任何处理）、阴性对照

组和干扰组（分干扰１组、干扰２组、干扰３组）。

１．２．３　转染后ＲＮＡ提取及实时荧光定量ＰＣＲ　以 ＮＣＢＩ数

据库中 ＮＭ＿００４４５６和 ＮＭ＿１５２９９８为参考，设计 ＥＺＨ２的

ｓｉＲＮＡ各３条（广州锐博生物合成）。收集转染４８ｈ后的Ｔ２４

细胞，按天根ＤＰ４３１试剂使用说明书提取细胞的总 ＲＮＡ，经

检测浓度和完整性后，按反转录试剂盒使用说明操作。先逆转

录生成ｃＤＮＡ，再以各组ｃＤＮＡ为模板对ＥＺＨ２基因和内参β

ａｃｔｉｎ进行实时荧光定量ＰＣＲ反应。每一个样品均做３个重

复反应。同时设无模板对照。在荧光定量ＰＣＲ仪上进行检

测。反应条件：９５℃１５ｓ；９５℃５ｓ、６０℃６０ｓ，３０个循环；扩

增完毕后进行熔解曲线分析：９５℃ １５ｓ，６０ ℃ ３０ｓ，７２ ℃

３０ｓ。对扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳分析特异性。实时定

量分析采用２ΔΔＣｔ方法。βａｃｔｉｎ上游引物５′ＧＧＴＣＴＣＣＴＣ

ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡ３′，下游引物５′ＧＡＧＧＧＴＣＴＣＴＣＴ

ＣＴＴＣＣＴ３′；ＥＺＨ２ 上 游 引 物 ５′ＧＣＧ ＣＧＧ ＧＡＣ ＧＡＡ

ＧＡＡＴＡＡＴＣＡＴ３′；下游引物５′ＴＡＣＡＣＧＣＴＴＣＣＧＣＣＡ

ＡＣＡＡＡＣＴ３′。

１．２．４　ＭＴＴ法检测细胞增殖情况　将传４～６代的Ｔ２４细

胞用０．２５％胰蛋白酶消化后计数，按２×１０３／孔的浓度接种９６

孔板，置３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中培养１８ｈ。更新鲜培养基后

培养２ｈ，转染ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ进细胞。２４ｈ后开始检测，设置

调零孔、对照孔，每组３复孔。置３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培

养３０ ｍｉｎ。离 心 弃 去 上 清，加 入 含 ５００μｇ／ｍＬ ＭＴＴ 的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基。继续培养４ｈ。离心弃上清，加１５０μＬ

ＤＭＳＯ待充分溶解后，用酶标仪检测各孔４９０ｎｍ吸光度。每

组细胞测３个孔，取平均值，每隔１２ｈ检测１次，连续检测７２

ｈ，绘制细胞生长曲线。

抑制率（％）＝（１－
干扰组ＯＤ值

阴性对照组组ＯＤ值
）×１００％

１．２．５　划痕实验检测细胞迁移能力　用笔在６孔板背后，用

直尺比着，均匀地划横线，大约每隔０．５～１．０ｃｍ１道，横穿过

孔。每孔至少穿过５条线。每个实验组均设３个平行样本。

Ｔ２４细胞以３×１０６／孔接种于６孔板中，置于３７℃、５％ＣＯ２ 培

养箱内培养２４ｈ，用ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ转染细胞，再进行培养，２４ｈ

后更换为无血清培养基培养。当细胞贴壁率为１００％时，用比

着直尺，垂直画线。用ＰＢＳ洗细胞３次，去除划下的细胞，加入

无血清培养基放入３７℃５％ＣＯ２ 培养箱继续培养２４ｈ。在光

学显微镜下观察划痕修复过程，取１２、２４ｈ为时间点拍照记录。

１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞小室检测细胞侵袭能力　收集阴性对

照组和干扰２组细胞，用０．２５％胰酶消化并制成单细胞悬液。

用无血清 ＭＥＭ 培养基将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ配制成１０μｇ／２５０μＬ（１∶

３００）的人工基底膜胶备用。２４孔板每孔中铺 Ｍａｔｒｉｇｅｌ３μｇ／

８０μＬ，放于超净台中风干过夜。２４孔板每孔加入适量无血清

ＭＥＭ细胞培养液，放置６０～９０ｍｉｎ，洗去多余的胶；取两组细

胞以２×１０５／孔重悬加入上室内，设３个重复孔，放入３７℃、

５％ＣＯ２ 培养箱中进行培养。细胞小室，弃去培养液，用ＰＢＳ

洗３遍，洗去未黏附细胞。常规固定染色后光学显微镜下计数

膜背面侵袭的细胞数量，计数中间和四周共５个视野，每组细

胞计数３份，取平均值。

１．２．７　流式细胞术检测细胞凋亡情况　用不含ＥＤＴＡ的胰

酶消化收集培养及转染２４ｈ后的Ｔ２４细胞，离心、洗涤后加入

５００μＬ的ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞，接着先加入５μＬ荧光标

记的膜连蛋白Ｖ（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ）混匀后，加入５μＬ碘化化

丙啶（ＰＩ），混匀，室温避光反应５～１５ｍｉｎ后进行流式细胞仪

的检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学处理，计

量资料以狓±狊表示，采用方差分析，组间比较采用ＳＮＫ法（狇

检验），检验水准α＝０．０５，以犘＞０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ对ＥＺＨ２ｍＲＮＡ表达的影响　转染ｓｉＲ

ＮＡ下调Ｔ２４细胞内ＥＺＨ２ｍＲＮＡ表达，药物筛选后建立的

细胞系经实时荧光定量ＰＣＲ检测ＥＺＨ２的 ｍＲＮＡ相对表达

量，ＲＴＰＣＲ结果示：空白对照组１．１８７±０．０５２、阴性对照组

１．１９２±０．０２５、干扰１组０．１８５±０．０１２、干扰２组０．０２７±

０．００９、干扰３组０．１５７±０．０１７；３个干扰组细胞ＥＺＨ２ｍＲＮＡ

相对表达均低于空白、阴性对照组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。阴性对照组与空白对照组相比较，差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。其中，半定量ＰＣＲ显示干扰２组效果最好，表达

最低，用于后续实验，由于阴性对照组与空白对照组之间比较

差异无统计学意义，所以后续试验均采用干扰２组与阴性对照

组之间比较。见图１。

　　Ａ：ＰＣＲ凝胶电泳图，其中 Ｍ 为ＤＮＡ分子标记物，１为空白对照

组，２为阴性对照组，３～５为干扰１～３组；Ｂ：ＰＣＲ分析图。

图１　　半定量ＰＣＲ检测ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ对ＥＺＨ２ｍＲＮＡ

达的影响

图２　　ＭＴＴ检测ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ对Ｔ２４细胞增殖

能力的影响

２．２　ＥＺＨ２表达沉默对Ｔ２４细胞增殖活性的影响　ＭＴＴ检

测法结果示：干扰２组细胞从转染后２４ｈ起，细胞增殖速度开

始变得缓慢，其明显慢于阴性对照组，其抑制率分别为３６．２％、

３７．１％、３７．９％和３０．８％，３８．２％，差异均有统计学意义（犘＜

０．０１），见图２。
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　　Ａ：阴性对照组２４ｈ；Ｂ：阴性对照组１２ｈ；Ｃ：干扰２组２４ｈ；Ｄ：干扰２组１２ｈ。

图３　　划痕实验检测ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ对Ｔ２４细胞迁移能力的影响（×２００）

２．３　划痕实验检测细胞迁移能力　划痕实验结果显示：划痕

处理２４ｈ后，阴性对照组和转染２组细胞的迁移距离分别为

（１．９８±０．０７）μｍ和（１．３７±０．１２）μｍ。与阴性对照组比较，干

扰２组细胞水平运动距离明显降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），见图３。

２．４　ＥＺＨ２表达沉默对Ｔ２４细胞凋亡的影响　Ａｎｎｅｘｉｎｖ／ＰＩ

双染，转染４８ｈ后阴性对照组早、晚期Ｔ２４细胞凋亡率分别为

７．３１％和２．４９％，而干扰２组为２２．８％和３．６０％，与阴性对照

组比较，干扰２组早期凋亡率差异有统计学意义（犘＜０．０１），

提示ＥＨＺ２基因的沉默增加了Ｔ２４细胞早期凋亡，见图４。

２．５　ＥＺＨ２表达沉默对Ｔ２４细胞基质侵袭能力的影响　Ｔｒ

ａｎｓｗｅｌｌ细胞小室检测细胞侵袭能力结果显示：光学显微镜下

观察计数膜背面干扰２组较阴性对照组侵入细胞数量明显减

少，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图５。

　　Ａ：阴性对照组；Ｂ：干扰２组；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验分析图。

图４　　采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞小室法检测ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ

对Ｔ２４细胞侵袭能力的影响（×２００）

　　Ａ：阴性对照组０ｈ；Ｂ：干扰２组０ｈ；Ｃ：阴性对照组４８ｈ；Ｄ：干扰２组４８ｈ。

图５　　流式细胞术检测ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ沉默对Ｔ２４细胞凋亡的影响

３　讨　　论

多梳蛋白抑制性复合物２（ｐｏｌｙｃｏｍｂｒｅｐｒｅｓｓｏｒｃｏｍｐｌｅｘ２，

ＰＲＣ２）是组蛋白 Ｈ３第２７位赖氨酸特异性的甲基化转移酶，

通过沉默与细胞分化、抑制增殖在内的基因而导致肿瘤的发

生，而ＥＺＨ２是ＰＲＣ２中起催化作用的核心蛋白，它参与染色

质结构的形成、基因表达调节及生长控制，因而具有多潜能

性［８９］。ＥＺＨ２在ＰｃＧ和ＴｒｘＧ蛋白复合物的形成、造血细胞

发育分化、Ｘ染色体灭活、甚至恶性肿瘤形成等过程均具有重

要作用。

目前，关于ＥＺＨ２作为癌基因与恶性肿瘤的发生发展、转

移侵袭能力及预后的相关性已逐渐成为研究的热点［１０］。Ｗａｎ

等［１１］定量分析ＥＺＨ２表达与肺癌的相关性，发现随着肺癌的

发展，ＥＺＨ２的阳性单位值（ＰＵ）逐渐升高，提示在肺癌的发展

和转移过程中，ＥＺＨ２可能发挥了重要的作用。Ｈａｎｇ等
［１２］发

现，ＥＺＨ２在膀胱上皮癌中普遍高表达，并与其恶性程度呈正

相关，表明ＥＺＨ２基因在膀胱上皮癌的发生、发展中可能起重

要作用，据此推测ＥＺＨ２可作为膀胱癌的一个有效的生物标志

物，并可能成为其潜在的治疗靶点。

近年来，ｓｉＲＮＡ沉默基因表达在功能基因组学研究领域

中受到越来越多的重视，已被广泛应用于肿瘤相关基因的功能

研究。研究发现在膀胱移行细胞癌中，ｍｉｃｒｏＲＮＡ１０１能直接

抑制ＥＺＨ２的表达而改变染色质的结构，进而减弱肿瘤细胞的

增殖能力［１３］。Ｂｏ等
［１４］研究认为，ｍｉｃｒｏＲＮＡ２０３能抑制Ｂｃｌｗ

的表达而促进膀胱癌细胞的凋亡，从而减弱细胞的增殖。Ｇｕｏ

等［１５］发现在膀胱癌细胞中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４的表达降低，ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ１４４通过ＥＺＨ２／Ｎｋｄ１通路调节 Ｗｎｔ信号从而抑制

ＥＺＨ２的表达。

本研究通过ＲＮＡ干扰技术沉默ＥＺＨ２基因，探讨其对膀
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胱癌Ｔ２４细胞活性和凋亡的影响。为了明确 ＥＺＨ２表达在

Ｔ２４细胞生物活性过程中的作用，本研究利用基因工程的手段

在体外构建人ＥＺＨ２基因的ｓｉＲＮＡ的质粒表达载体，并将其

转染入Ｔ２４细胞，实时荧光定量ＰＣＲ实验检测其对Ｔ２４细胞

ＥＺＨ２基因表达的沉默效果。检测结果显示，３个干扰组细胞

ＥＺＨ２的ｍＲＮＡ表达均低于其他对照组，ＥＺＨ２表达水平基

本被沉默，可构建ＥＺＨ２基因功能分析的体外实验细胞模型。

肿瘤细胞的持续分裂与无限增殖能力是肿瘤恶性程度的

重要标志。本研究通过细胞增殖实验分析阻断ＥＺＨ２表达后

Ｔ２４细胞增殖能力的变化，ＭＴＴ检测结果显示从转染后２４ｈ

起，其抑制率分别为３６．２％、３７．１％、３７．９％、３０．８％、３８．２％。

干扰２组细胞增殖速度明显慢于阴性对照组，提示ＥＺＨ２沉默

能抑制Ｔ２４细胞的增殖活性。

肿瘤细胞侵袭力是影响患者预后及生存率的关键因素。

本研究通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞小室检测Ｔ２４细胞侵袭能力的改

变。光学显微镜下观察计数膜背面细胞侵入 Ｔ２４细胞的数

量，干扰２组较对照组侵入细胞数量明显减少。提示转染入

ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ的Ｔ２４细胞的侵袭能力明显减弱。

迁移在肿瘤细胞转移过程中也必不可少。肿瘤细胞与母

体瘤分离，穿过血管壁、侵袭正常组织，需要一定的运动能力。

本法借鉴体外细胞致伤愈合实验模型测定肿瘤细胞在细胞外

基质上的运动特性，结果显示：划痕处理２４ｈ后，阴性对照组

和干扰２组细胞的迁移距离分别为（１．９８±０．０７）μｍ 和

（１．３７±０．１２）μｍ。与阴性对照组相比，干扰２组细胞水平运

动距离明显降低。提示转染入ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ的Ｔ２４细胞的迁

移能力明显减弱。

为了检测ＥＺＨ２基因沉默对 Ｔ２４细胞凋亡的影响，本研

究进行了Ａｎｎｅｘｉｎｖ／ＰＩ双染，结果显示：转染４８ｈ后干扰２组

早、晚期Ｔ２４细胞凋亡率分别为为２２．８％和３．６０％，较阴性对

照组均增加，以早期尤为明显，表明ＥＨＺ２基因沉默能够增加

Ｔ２４细胞凋亡，提示ＥＺＨ２可能对于膀胱癌 Ｔ２４细胞存在直

接的治疗作用新靶点。

综上所述，ＥＺＨ２与Ｔ２４膀胱癌细胞的活性及凋亡密切相

关，靶向抑制Ｔ２４膀胱癌细胞内ＥＺＨ２表达可抑制Ｔ２４膀胱

癌细胞增殖、侵袭和迁移能力，并促进其凋亡。本研究为深入

了解ＥＺＨ２在Ｔ２４膀胱癌细胞侵袭和转移过程中的分子调控

机制研究及为ＥＺＨ２成为Ｔ２４膀胱癌细胞的潜在分子标志物

和靶向治疗的新靶点鉴定了基础。
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