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　　［摘要］　目的　探讨长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）尿路上皮癌相关基因１（ＵＢＣ１）对膀胱癌细胞增殖、凋亡和侵袭转移的作用

及其可能的机制。方法　采用ｓｉＲＮＡ干扰技术沉默膀胱癌细胞系Ｔ２４细胞的ｌｎｃＲＮＡＵＢＣ１，设置阴性对照组，ＣＣＫ８检测细胞

增殖，流式细胞仪检测细胞凋亡，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹法检测与转移相关的基质金属蛋白２（ＭＭＰ２）

与ｚｅｓｔｅ基因增强子同源２（ＥＺＨ２）。结果　ｌｎｃＲＮＡＵＢＣ１在Ｔ２４细胞株中表达明显高于人胚胎膀胱组织来源细胞；与阴性对照

组和空白对照组相比，沉默ＵＢＣ１后，ＵＢＣ１沉默组膀胱癌细胞增殖速率慢于对照组，ＵＢＣ１沉默组膀胱癌细胞凋亡细胞比例高于

阴性对照组［（１８．７２±７．７９）％狏狊．（１３．０９±５．６６）％，犘＜０．０５］，ＵＢＣ１沉默组细胞侵袭能力受到抑制，Ｔ２４细胞 ＭＭＰ２与

ＥＺＨ２表达降低。结论　沉默ｌｎｃＲＮＡＵＢＣ１可抑制Ｔ２４细胞增殖、凋亡及侵袭能力，其机制可能是通过 ＭＭＰ２与ＥＺＨ２途径。
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　　膀胱癌是最为常见的泌尿系统恶性肿瘤之一，其特点是复

发率高和恶性程度高，尤其是浸润性膀胱癌，恶性程度极高，预

后不佳，５年生存率不超过５０％
［１］。近年来，众多研究正深入

探索膀胱癌发生、发展的分子机制，寻找可信度高的生物标志

物和有效的治疗靶点成为膀胱癌诊治的突破点之一。长链非

编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）已成为当前全球基

因领域研究的热点内容之一［２］，ｌｎｃＲＮＡ可通过表观遗传学相

关的修饰在肿瘤的发生、发展中发挥重要作用，部分ｌｎｃＲＮＡ

具有重要的潜在临床应用价值，有望成为人类癌症新的诊断标

志物及分子治疗靶点［３］。有研究从临床组织学水平检测并筛

查发现长链非编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）尿路上皮癌相关基因１

（ＵＢＣ１）表达与膀胱癌患者淋巴转移及预后密切相关，而且，术

前检测ＵＢＣ１表达水平可为膀胱癌淋巴结清扫范围提供有力

参考依据［４５］。ＵＢＣ１可能通过调控下游基因表达来发挥作

用，但其具体机制尚在研究当中。本研究拟从细胞水平探讨

ＵＢＣ１与膀胱癌细胞增殖、凋亡和侵袭转移的关系及其可能的

机制，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　膀胱癌细胞系Ｔ２４细胞株和人胚胎膀胱组织来

源细胞（ＣＣＣＨＢ２）购自美国典型培养物保藏中心（ＡＴＣＣ）；

ＤＭＥＭ和ＲＰＭＩ１６４０均购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）

购自Ｇｉｂｃｏ公司；ＵＢＣ１ｓｉＲＮＡ和ｎｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ由广州市锐

博生物科技有限公司合成；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、０．２５％胰蛋

白酶和ＲＩＰＡ组织细胞快速裂解液等购自武汉华联科生物技

术有限公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料购自天根生化科技有限公司；

ＣＣＫ８试剂盒购自株式会社日本同仁；ＡｎｎｅｘｉｎＶ异硫氰酸荧

光素（ＦＩＴＣ）／碘化丙啶（ＰＩ）凋亡检测试剂盒、Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶

均购自ＢＤ公司；各种孔板、Ｔｒａｎｓｅｌｌ小室及其他细胞培养所需

耗材为Ｃｏｒｎｉｎｇ公司产品。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００、ＴＲＩｚｏｌ试剂

和ＤＮａｓｅⅠ酶等购自Ｉｎｖｅｒｔｏｇｅｎ公司；引物合成委托广州市

锐博生物科技有限公司；ＣＯ２ 恒温培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ）、酶标仪

（芬兰雷勃）、移液枪（吉尔森）、流式细胞仪（ＢＤ公司）均由本院

科研中心提供使用。蛋白质标记物（Ｐｒｏｍｅｇａ）、脱脂奶粉（ＢＤ

公司）、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）（Ｓｉｇｍａ）和硝酸纤维素膜（ｍｉｌｌｉ

９６１重庆医学２０１７年１月第４６卷第２期



ｐｏｒｅ）均购自武汉谷歌生物公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养及转染　人胚胎膀胱组织来源细胞 ＣＣＣ

ＨＢ２用ＤＭＥＭ＋１０％胎牛血清＋双抗培养。Ｔ２４人膀胱癌

细胞用ＤＭＥＭ＋１０％胎牛血清培养，常规细胞培养方法培养

细胞，操作过程严格遵循无菌操作原则，细胞培养条件为

３７℃、５％ＣＯ２。取对数生长期生长状态最佳的细胞，接种于

６孔板中，每孔２ｍＬ细胞悬液，待细胞长满７０％～８０％时，参

照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００转染试剂操作说明书进行ｓｉＲＮＡ瞬

时转染操作，转染终浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ，在转染进行４８ｈ后收

集细胞进行下一步实验。实验分为空白对照组，阴性对照组

（转染ｎｅｇａｔｉｖｅｓｉＲＮＡ）和ＵＢＣ１沉默组（转染ＵＢＣ１ｓｉＲＮＡ）。

１．２．２　逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＴ）检测 ＲＮＡ表达水平　转染

４８ｈ后，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，用逆转录试剂盒对总

ＲＮＡ进行逆转录得到总ｃＤＮＡ，然后按选定引物采用ＴａｑＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｔｏｙｏｂｏ）进行下一步荧光定量ＰＣＲ操作。随后进

行目的基因片段的扩增，以 Ｕ６基因为内参。ｌｎｃＲＮＡＵＢＣ１

基因引物序列：上游引物５′ＣＣＵＧＵＣＵＡＣＡＧＡＣＵＧＡＡＵ

ＡＴＴ３′，下游引物５′ＣＣＧＧＡＡＣＡＡＡＵＧＧＣＵＵＣＡＵＴＴ

３′），阴性对照ｓｉＲＮＡ 序列 ５′ＵＵＣ ＵＣＣＧＡＡ ＣＧＵ ＧＵＣ

ＡＣＧＵＴＴ３′，各组设置３个复孔进行重复试验。采用 ＲＴ

ＰＣＲ法检测ＣＣＣＨＢ２人胚胎膀胱组织来源细胞株（ＣＨ２组）

和Ｔ２４膀胱癌细胞株（Ｔ２４组）中的 ＵＢＣ１表达水平，方法

同前。

１．２．３　ＣＣＫ８检测细胞增殖试验　取处于对数生长期的对

照组和实验组的细胞，用胰蛋白酶消化后重悬，调整细胞浓度

为（１～５）×１０４／ｍＬ，取９６孔培养板，每组设置６个复孔，每孔

加入１００μＬ细胞悬浮液，种植细胞浓度为（１～５）×１０
３／孔，并

设置空白对照。３７ ℃培养过夜，按照每孔１００μＬＣＣＫ８，

３７℃，５％ＣＯ２ 孵育１～４ｈ；用分光光度计测定４５０ｎｍ波长

光密度值（犗犇值）。记录每块板的数值，以培养处理的时间为

横轴，以平均犗犇值为纵轴，制作处理后Ｔ２４人膀胱癌细胞生

长曲线。

１．２．４　流式细胞仪检测凋亡实验　转染４８ｈ后，移去各组细

胞上液，采用ＰＢＳ洗涤１次，用胰酶消化液消化后重悬细胞，

调整细胞浓度１×１０５／ｍＬ。用预冷的ＰＢＳ洗涤２次，每次加

入１ ｍＬ 预冷的 ＰＢＳ，轻轻震荡操作，使细胞充分悬浮，

１０００ｇ、４℃条件离心５ｍｉｎ，弃上清液。将细胞重悬于２００

μＬ，注意调整细胞浓度；加入１０μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬ

ＰＩ，轻轻混匀，注意不要用力震荡，在４℃避光孵育３０ｍｉｎ后

加入３００μＬ结合缓冲液（ＢｉｎｇｉｎｇＢｕｆｆｅｒ），随即进行流式细胞

仪上机检测。

１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验　用无血清ＤＭＥＭ培养基进行细

胞血清饥饿处理２４ｈ，将２４孔板和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室用１×ＰＢＳ

浸泡５ｍｉｎ；用不含血清的ＤＭＥＭ培养液洗涤细胞，然后用含

有１％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养基重悬处理后的细胞，调整细胞浓

度至１×１０５／ｍＬ，注意细胞浓度不可太高，接种到 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

小室上层内，每个小室上层加０．５０ｍＬ细胞悬液，下层加入

５００μＬ含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液，每组３复孔。培养箱中

继续培养４８ｈ后每孔加入１ｍＬ４％甲醛溶液，室温下固定

１０ｍｉｎ后吸去固定液，用１×ＰＢＳ洗涤１次，用０．５％结晶紫溶

液进行染色，处理至少３０ｍｉｎ后用１×ＰＢＳ洗３次，晾干后观

察。观察前用棉签小心擦去Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内没有迁移的细胞，

注意不要擦掉小室牵引过去的细胞，不要残留棉花碎屑，然后将

小室置于２００倍的显微镜下观察，计数每个视野中的细胞数。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　细胞传代培养至７０％～８０％融合时进

行转染，４８ｈ后，胰酶消化并重悬细胞，采用ＲＩＰＡ试剂裂解法

提取总蛋白，并用二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白试剂盒检测蛋白浓

度，达标蛋白浓度方可进行下一步实验。水浴法变性蛋白后，

加入５×ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶（ＰＡＧＥ）蛋白上样缓冲液，取含

相同量蛋白的蛋白裂解液，采用１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ胶进行电

泳分离，注意调整电泳电压和时间，用电转印到尼龙膜上，用脱

脂牛奶室温封闭１ｈ，免疫印迹的一抗用按１∶１０００稀释的抗

人基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）、ｚｅｓｔｅ基因增强子同源物２

（ＥＺＨ２）、甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）抗体过夜孵育，在室

温下用ＰＢＳＴｗｅｅｎ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；印迹膜用按１∶

３０００的抗鼠或抗兔ＩｇＧ耦联的辣根过氧化物酶作为二抗，室

温孵育１ｈ，用ＰＢＳＴｗｅｅｎ洗膜３次，室温下每次１０ｍｉｎ。用

增强型化学发光液检测试剂盒化学发光显色。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计分析，

计量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计数资料用率表

示，组间采用χ
２ 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　ＲＴＰＣＲ 检测细胞系 ＵＢＣ１基因表达　Ｔ２４组细胞

ＵＢＣ１表达水平高于ＣＨ２组近３倍，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；Ｔ２４膀胱癌细胞 ＵＢＣ１沉默组与阴性对照组及空白对

照组相比，ＵＢＣ１相对表达明显较低（犘＜０．０５），见图１。

　　Ａ：Ｔ２４膀胱癌细胞ＵＢＣ１基因表达水平；Ｂ：Ｔ２４细胞 ＵＢＣ１表达

水平。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测细胞系ＵＢＣ１基因表达水平

２．２　沉默ＵＢＣ１对膀胱癌细胞增殖影响结果　与阴性对照组

及空白对照组相比，２４、４８和７２ｈ时ＵＢＣ１沉默组细胞犗犇值

均降低，Ｔ２４膀胱癌细胞增殖受到抑制，且差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见图２。

图２　　ＣＣＫ８检测Ｔ２４膀胱癌细胞增殖情况

２．３　沉默ＵＢＣ１对膀胱癌细胞凋亡影响　人Ｔ２４膀胱癌细

胞转染 ＵＢＣ１ｓｉＲＮＡ２４ｈ后，流式细胞术检测膀胱癌细胞凋

亡情况，结果显示，ＵＢＣ１沉默组膀胱癌细胞凋亡细胞比例高
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于阴性对照组［（１８．７２±７．７９）％狏狊．（１３．０９±５．６６）％，犘＜

０．０５］，见图３。

图３　　流式细胞仪术检测Ｔ２４膀胱癌细胞增殖情况

２．４　沉默ＵＢＣ１对膀胱癌细胞侵袭转移影响　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小

室实验检测膀胱癌细胞侵袭转移情况，结果显示，穿膜细胞数

目分别为：空白对照组（３３３．０±２２．３）、阴性对照组（３１０．０±

３０．５）和 ＵＢＣ１沉默组（１７２．０±２０．９），与阴性对照组比较，

ＵＢＣ１沉默组细胞侵袭能力受到抑制（犘＜０．０５），见图４。

图４　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测Ｔ２４膀胱癌细胞侵袭情况（×１００）

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＭＰ２和ＥＺＨ２蛋白的表达水平　

转染２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与阴性对照组和空白对

照组相比，ＵＢＣ１沉默组细胞 ＭＭＰ２和ＥＺＨ２蛋白水平降低，

见图５。

图５　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｔ２４肿瘤细胞 ＭＭＰ２和

ＥＺＨ２蛋白的表达水平

３　讨　　论

　　ｌｎｃＲＮＡ是一类转录本长度大于２００ｎｔ单位的ＲＮＡ，普遍

存在于细胞中，它们起初被认为是基因组转录的“转录垃圾”，不

具有生物学功能［６７］。然而，近年来研究表明，ｌｎｃＲＮＡ参与了基

因组印记、染色质修饰、转录干扰及转录激活等多种重要的调控

过程［７］。ｌｎｃＲＮＡ在膀胱癌中的研究既可以丰富非编码ＲＮＡ的

研究内容，到目前为止，已发现的与膀胱癌疾病密切相关的ｌｎ

ｃＲＮＡ有Ｈ１９
［８］、ＵＣＡ１

［９］、ｎｃＲＡＮ
［１０］、ＭＡＬＡＴ１

［１１］和 ＭＥＧ３
［１２］

等。它们与膀胱癌疾病的发病机制、复发转移、诊断治疗及预后

都有着一定的相关性［１３］。

ＵＢＣ１是新近发现的与膀胱癌疾病相关的又一ｌｎｃＲＮＡ，

Ｈｅ等
［５］采用ｑＲＴＰＣＲ检测１０２名膀胱癌患者的癌组织和癌

旁组织ＵＢＣ１的表达，发现 ＵＢＣ１在膀胱癌组织中呈现高表

达，而且这种高表达与预后密切相关，其表达越高，患者预后越

差，是可能的致癌基因或基因干预治疗的靶点。本实验在此基

础上进行细胞实验，结果表明，在膀胱癌细胞系中 ＵＢＣ１表达

明显高于人胚胎膀胱组织源性细胞中，这与 Ｈｅ等
［５］研究一

致。当下调ＵＢＣ１后，膀胱癌细胞的增殖、凋亡和侵袭能力均

受到抑制。而在关于ＵＢＣ１与胃肠道癌症关系的一项研究中，

Ｈｕ等
［４］也证实，在胃肠道癌组织中 ＵＢＣ１呈现高表达，下调

ＵＢＣ１后，胃肠道癌症细胞株ＢＧＣ８２３，ＳＧＣ７９０１的增殖、侵

袭和转移均受到抑制。因此，结合以往研究不难得出，ＵＢＣ１

可能在膀胱癌的发生、发展中有致癌作用，若干扰 ＵＢＣ１的表

达，可能对膀胱癌具有一定的治疗意义。

本实验研究结果还表明，下调 ＵＢＣ１后，膀胱癌细胞

ＭＭＰ２和ＥＺＨ２基因相关蛋白表达也随之下降。ｌｎｃＲＮＡ并

不直接参与调控蛋白的翻译合成，但其在 ｍＲＮＡ前体的剪辑

的调节和活性丝氨酸／精氨酸剪接因子水平的调控起着至关重

要的作用，从而进一步影响蛋白的表达。虽然本项目研究的是

ＵＢＣ１，但是有关ｌｎｃＲＮＡ调控 ＭＭＰｓ基因的研究并不陌生，

Ｄｏｎｇ等
［１１］下调肝癌细胞中的ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１后发现，

ＭＭＰ９基因相关蛋白被明显下调
［１０］。Ｊｉ等

［１３］研究发现，

ＭＡＬＡＴ１调控ｃＭｙｃ和 ＭＭＰ７基因的表达抑制结肠癌细胞

的转移。已知 ＭＭＰｓ蛋白家族参与多种癌症细胞的转移过

程［１４１５］。因此，ＵＢＣ１可能通过 ＭＭＰ２途径调控膀胱癌细胞

的侵袭转移。此外，本研究还发现ＵＢＣ１干扰组的膀胱癌细胞

ＥＺＨ２蛋白水平的降低。以往研究发现ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１可

以通过调控 ＥＺＨ２而调控前列腺癌细胞的生物学功能
［１６］，

ＥＺＨ２在膀胱癌增殖和侵袭转移过程中起到重要作用，ＥＺＨ２

在膀胱癌中呈现高表达，其表达水平的高低与预后成反比，但

可能作为治疗的干预靶点［１７１８］。因此，参与ＵＢＣ１调控膀胱癌

细胞的侵袭转移等生物学功能的蛋白途径除了 ＭＭＰ２之外，

还可能有ＥＺＨ２途径。

总之，ｌｎｃＲＮＡＵＢＣ１是膀胱癌发生、发展，增殖浸润和转

移复发的重要调控分子，ｌｎｃＲＮＡ与表观遗传学的调控是相互

关联、相互影响的，并非独立存在于人体，随着研究的深入，ｌｎ

ｃＲＮＡＵＢＣ１在膀胱癌中的作用机制将越来越明确，甚至可能

作为膀胱癌诊断的特异性标志物和药物作用基因靶点，为膀胱

癌诊断和治疗提供新策略。
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胞因子信号抑制物ＳＯＣＳ３蛋白在内的多种不同机制，造成

ＩＲ
［１２］。因此，在ＮＡＦＬＤ的发生和发展过程中涉及ＩＲ和炎症

反应的交互作用，构成复杂的网络体系。

综上所述，ＮＡＦＬＤ患者的血清ｃｈｅｍｅｒｉｎ水平与 ＨＯＭＡ

ＩＲ、ｈｓＣＲ呈正相关；ＮＡＦＬＤ＋ＩＲ组的ｃｈｅｍｅｒｉｎ和ｈｓＣＲＰ水

平显著高于ＮＡＦＬＤ组，提示ｃｈｅｍｅｒｉｎ在ＮＡＦＬＤ发病中的作

用可能同时与ＩＲ及炎症反应相关。
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