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摘 要!$目的% 研究
'()!!"*

在膀胱癌组织中的表达"探讨其表达对膀胱癌细胞
0!%

凋亡的影响& $方法% 实时荧光定量
12)34)0!12)5

检测
!*

例膀胱癌组织和癌旁正常
组织中

'()!!6*

表达情况" 免疫印迹法检测
+,-!.

蛋白的表达情况"

1789:;<

法分析
'()!!6*

表达与
+,-!.

蛋白表达相关性' 转入
'()!!6*!'('(,

建立高表达
'()!!6*

的
0!%

细胞"流式细胞仪检测
'()!!6*

表达对
0!%

细胞凋亡的影响& $结果%

'()!!6*

在
膀胱癌组织中的相对表达量为

/=%6"6=%>

" 显著低于其在癌旁正常组织中的表达量
(

!=??"6=@?

#)

1A6=666/

*'

'()!!6*

在膀胱癌组织中的表达与
+,-!.

蛋白表达呈负相关
)

9AB6=?@!

"

1C6=66#

*'

'()!!6*

靶向抑制
0!%

细胞中
+,-!.

蛋白的表达" 转入
'()!!6*!

'('(, !%D

和
>!D

后"

0!%

细胞凋亡率分别为
$=**E"6=@$E

和
/>=6>E"6=>&E

" 均显著
高于对照组

0!%

细胞的
*=&*E"6=*!E

和
%=/&E"6=!$E

)

1A6=6/!

"

1C6=66/

*+ $结论 %

'()!!6*

在膀胱癌组织中低表达" 其可以通过靶向抑制
+,-!.

的表达促进膀胱癌细胞
0!%

的凋亡&
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!6/>B/6B!&

膀胱癌!

+-8HH79 ,8<,79

*是指发生在膀胱黏膜上

的恶性肿瘤"是我国男性第四大常见.女性第十大常

见恶性肿瘤$

/

%

& 流行病学研究发现$

/

%

"膀胱癌在我国

肿瘤登记地区的发病率约为
&=&/I/6

万"发病率随年

龄增长而增加& 虽然关于膀胱癌的研究已经持续了

几十年"但是目前膀胱癌的发病机制还未完全明确&

研究指出$

!

"

*

%

"目前常见的放化疗药物主要是通过诱

导膀胱癌细胞凋亡而达到治疗膀胱癌的目的" 但是

随着治疗时间的延长" 一些癌细胞可以通过过表达

@?>
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=5-!!

和
=5-!>

等抗凋亡蛋白而产生耐药机制!

?5-!>

蛋白是癌细胞
=5-!!

抗凋亡蛋白家族中的重要一

员" 其可以通过促进线粒体相关功能而维持细胞活

性#

%

"

@

$

!因此"研究膀胱癌细胞内
=5-!>

蛋白表达的调

控机制"对揭示膀胱癌细胞的耐药机制"开发疗效更

好的抗肿瘤药物具有十分重要的意义!

A1B<C

是广泛分布于哺乳动物和植物细胞体

内的非编码短链
B<C

"通过对其靶基因转录的调控

参与到真核细胞的分化%增殖%生长和凋亡的调解!

D)+,A1E)

等 #

&

$研究指出"

A1B<C!!"F

可以上调结肠

癌和肺癌细胞中的
G)A,

表达而诱导细胞凋亡! 同

时"近期
H1+

等 #

I

$的研究也发现"

A1B<C!!JF

可以通

过靶向调控
B)+K

相关转录因子的表达而诱导骨肉

瘤细胞的凋亡! 但是"目前
A1B<C!!"F

与膀胱癌之

间的关系尚未明确" 本文通过
LBM!G/B

技术检测

A1B!!"F

在膀胱癌组织中的表达情况"探讨
A1B!!"F

表达对膀胱癌细胞
M!%

凋亡的影响!

9

材料与方法

!"!

组织标本与细胞

!F

例膀胱癌组织标本来自于
!"9&

年
9"

月至

!"9I

年
&

月在我院进行膀胱癌根治术切除的肿瘤

组织"以癌旁&距离大于
@5A

'组织作为正常组织对

照"所有组织标本由我院病理科冻存于
N$""

! 所有

入选的膀胱癌肿瘤组织来源病患均对本次研究知情

并自愿加入研究"本研究经医院伦理协会审核批准!

!"#

实时荧光定量
G/B

通过组织总
B<C

提取试剂盒&天根"中国'提取

组织总
B<C

"然后逆转录为
5O<C

"使用
PQ?B G*2!

A1R SR M,LMT !

&

M,U,B,

"

',V,+

'试剂盒准备
LBM!

G/B

体系"并使用
C?W I@JJ

荧光定量
G/B

仪&

CV!

V-12X ?1(373K2A3

"

YPC

' 进行扩增!

G/B

参数设置(

Z@" FJ3

"

%J"

循环"

ZJ" @3

"

&@" FJ3

!

A1B!!JF

选

择
Y&

作为内参照"通过
!

N!K 法&

!K [ /M

A1B<C

N/M

Y&

'

计算
A1B!!JF

的相对表达量!

!"$

荧光素酶报告基因验证
!JF

靶基因

通过
A1B,+X,

和
G15M,*

等网站" 并结合
</?W

查找
CUK

基因
F#!YMB

与
A1B!!JF

结合的部位"然后

将这段
F#!YMB

的野生型&

\M

'和突变型&

TYM

'克隆

到经
P,5 "

和
P,- "

双酶切后的
VA1*]H4

质粒

&

,XX62+2

"

YPC

'上"将构建的重组质粒与
A1B!!JF!

A1A15

或者
A1B!!JF!</

共转到
M!%

细胞内" 转染

%$0

后 " 收 集 细 胞 通 过
O),-!H)51.2*,32

系 统

&

G*(A26,

"中国'检测荧光素酶荧光强度!

!"% \23K2*+ =-(K

检测蛋白表达

通过组织或者细胞总蛋白提取试剂盒&碧云天"

中国'提取组织总蛋白"测定总蛋白浓度"取
IJ#6

总蛋白进行
POP!GC]S

检测" 然后依次进行转膜"

@^

脱脂奶封闭% 加
=5-!>

或者
]CGO_

兔多克隆一

抗&

C=5,A

"英国'%羊抗兔二抗&

C=5,A

"英国'后显

色! 目的蛋白表达量以目的蛋白条带亮度
`]CGO_

蛋白条带亮度形式表示!

!"&

流式细胞仪检测细胞凋亡

收集经不同方式处理后的
M!%

细胞"加入
I"^

的乙醇
%

度处理
90

" 然后依次经
G?P

清洗"

GW

处理

后上机&

DC/P/,-1=)*

"

?O

"

YPC

'检测细胞凋亡情况!

!"'

统计学处理

研究数据通过
PGPP!";"

软件进行统计学分析"

计量资料以均数
$

标准差表示"组间差异通过
K

检验

进行对比 "

G2,*3(+

法分析
A1B!!"F

相对表达量与

=5-!>

蛋白相对表达量的相关性"

Ga";"@

为差异有统

计学意义!

!

结 果

#"! A1B!!"F

在膀胱癌组织中的表达

提取
!F

例癌旁正常和膀胱癌组织总
B<C

"

LBM!G/B

检测不同组织中
A1B!!"F

相对表达量"结

果显示(

A1B!!"F

在膀胱癌组织中的相对表达量为

9;%"$";%I

" 显著低于其在癌旁组织中的
!;ZZ$";@Z

&

G[";"""9

'"见
D16)*2 9

!

#"#

膀胱癌组织中
A1B!!"F

表达与
=5-!>

表达相关性

提取
!F

例癌旁正常和膀胱癌组织总蛋白"免疫

印迹法检测不同组织中
=5-!>

的相对表达量" 通过

G2,*3(+

法分析
=5-!>

蛋白相对表达量与
A1B!!"F

之

间的相关性"结果显示(膀胱癌组织中
A1B!!"F

表达与

=5-!>

蛋白呈负相关&

*[N";Z@!

"

Ga";""9

'"见
D16)*2 !

!

#"$ A1B!!"F

靶向抑制
=5-!>

表达促进
M!%

细胞凋亡

通过生物信息学手段对
A1B!!"F

的靶基因进行

预测" 发现(

=5-!> AB<C

的
F#!YMB

端存在与
A1B!

!"F

互补的序列"如
D16)*2 FC

所示! 荧光素酶基因

@Z$
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9"//$2/

:";$%2 * <2;.9"=20> 81%%&0.9&7 6&9-&&5 ("?!*+,

.57 680!-

报告系统验证发现! 转入
'()!!"*!'('(+

可以显著

降低野生型
,+-!. ')/0 *"!12)

荧光素酶活性"

34

"567

#

89(:;<= *>?

$ 免疫印迹法检测转入
'()!!"*!

'('(+

不同时间后
2!%

细胞中
,+-!.

蛋白表达情况

发现%

,+-!.

蛋白随转入
'()!!"*!'('(+

时间的延长

而表达逐渐降低&流式细胞仪检测
2!%

凋亡情况发

现% 转入
'()!!"*!'('(+ !%@

后的
2!%

细胞凋亡率

为
$5**A#6B7$A

% 显著高于对照组的
*B&*A#CB*!A

'

3D"B"E!

(%

F!@

后转入
'()!!6*!'('(+

的
2!%

细胞

凋亡率为
EFB6FA#6BF&A

%显著高于对照组的
%BE&A

#6B!$A

)

346B66E

(

G9(:;<= *H

*

*I?

$

*

讨 论

近年来多项研究已经证实%

'()/0

在肿瘤细胞

的增殖*凋亡*侵袭以及迁移等生物学行为中发挥着

/J<'K- >-KLL=< +KM+=<

7

%

*
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=
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=
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重要作用! 通过对
=1><?

表达的调控机制的研究"

可以为肿瘤的诊断#治疗#预后预测提供新的有效的

靶点!而一些关于
=1><?

在膀胱癌发生发展与治疗

中的作用的研究也指出$

$

"

@

%

"

=1><?

同样可以通过对

靶基因转录的调控而对膀胱癌细胞的增殖与凋亡等

生物学行为进行调控"如&

A17,=(B(

等 $

$

%研究指出"

=1><?!!&,!CD

和
=1><?!!&E!CD

可以通过靶向调控

FG4H!

蛋白在膀胱癌细胞中的表达而抑制膀胱癌

细胞的侵袭性' 而
=1><?!CC&!ID

则可以通过抑制

H?J!KF

蛋白的表达而促进人膀胱癌细胞的增殖#

迁移和侵袭!

本研究发现" 人膀胱癌组织中
=1>!!LI

相对表

达量显著低于癌旁正常组织(

FM";"C

)!

=1><?!!"I

位于人染色体
9%NI!;II

上" 以往关于其的研究指

出"在人神经胶质瘤表达下调的
=1><?!!LI

是造成

患者预后不良的危险因素之一 $

9L

%

"并且其可以通过

上调
F)=,

蛋白的表达诱导结肠癌和肺癌细胞的凋

亡$

&

%

"通过靶向调控
>)+O!

蛋白的表达而抑制乳腺癌

的骨转移$

99

%

! 因此我们猜测在膀胱癌组织中低表达

的
=1><?!!LI

可能参与到膀胱癌的疾病进展中!

进一步研究发现"

=1><?!!LI

在膀胱癌组织中

的表达与
E5-!P

蛋白表达呈负相关(

*QR";@C!

"

FM";""9

)!

J5-!P

蛋白是
E5-!!

抗细胞凋亡蛋白家族中重要一

员"在结肠癌#宫颈癌以及乳腺癌组织中均被证实呈

现高表达'在胃癌中
E5-!P

可以通过阻断
S?FTU'<T

信号通路的传导而抑制癌细胞的凋亡" 进而促进疾

病发生发展 $

#!

%

'并且相关研究也指出"

E5-!P

蛋白的

表达也同样受到
=1><?

的调控"

=1>!#IIE

就可以

通过下调
E5-!P

蛋白的表达而抑制甲状腺乳头状癌

T#

细胞的增殖和侵袭$

#I

%
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" 因此我们推断
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通过抑制
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蛋白的表达而诱导膀胱

癌细胞
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综上所述"
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