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摘要：目的 探讨干扰 ｌｎｃＲＮＡ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 对膀胱癌细胞系 Ｔ２４ 生物学行为的影响及作用机制。 方法 用ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
检测膀胱癌组织与癌旁组织中 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１、ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 的表达；分别将 ｓｉ⁃ＮＣ、ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１、ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 与

ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ、ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染至 Ｔ２４ 细胞； 用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测细胞中 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１、
ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ的表达水平；ＭＴＴ 法、平板集落形成实验、划痕实验、流式细胞测量术分别检测细胞增殖、迁移能力及细

胞凋亡率；双荧光素酶报告基因实验检测 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 的靶向关系；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２
相关蛋白（Ｂａｘ）及 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２（Ｂｃｌ⁃２）蛋白表达。 结果 膀胱癌组织中 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 的表达水平高于癌旁组织

（Ｐ＜０ ０５），ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 的表达水平低于癌旁组织（Ｐ＜０ ０５）；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，转染 ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 可明显降低细胞

增殖能力、划痕愈合率及 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白水平（Ｐ＜０ ０５），减少集落形成数（Ｐ＜ ０ ０５），提高凋亡率及 Ｂａｘ 蛋白水平

（Ｐ＜０ ０５）；ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 是 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 的靶基因；与 ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１＋ ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，转染 ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 与

ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 可明显提高细胞增殖能力、划痕愈合率及 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白水平 （Ｐ ＜ ０ ０５），增加集落形成数

（Ｐ＜０ ０５），降低凋亡率及 Ｂａｘ 蛋白水平（Ｐ＜０ ０５）。 结论 干扰 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 表达可通过上调 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 从而抑制

膀胱癌细胞增殖、迁移及促进细胞凋亡。
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ｔｗｅｅｎ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ． Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
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Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ｉｎ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０ ０５）
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０ ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉ⁃
ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｓｃｒａｔｃｈ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ （Ｐ＜０ ０５），
ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｌｏｎｅｓ （Ｐ＜０ ０５）ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｂａｘ （Ｐ＜０ ０５）． Ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｓｉｇ⁃
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｓｃｒａｔｃｈ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ （Ｐ＜０ ０５） ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｌｏｎｅｓ ｆｏｒｍｅｄ （Ｐ＜０ ０５）， ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｂａｘ （Ｐ＜０ ０５）． Ｃｏｎｃｌｕ⁃
ｓｉｏｎｓ　 Ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｍａｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｎｃＲＮＡ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１； ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ； ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　 　 膀胱癌是临床常见的一种恶性肿瘤，目前发病

机制尚未阐明，由于缺乏早期诊断的有效指标导致

大部分患者确诊时已处于膀胱癌进展期甚至晚期。
因而，探究膀胱癌发病机制有助于提高膀胱癌早期

诊断效率及改善患者预后［１］。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 病理标本：收集 ２０１７ 年 １２ 月至 ２０１９ 年 １０
月于安阳市人民医院接受手术切除的 ２７ 例膀胱癌

患者（男 １７ 例，女 １０ 例，年龄范围 ５６ ～ ７０ 岁，平均

年龄（６０±１０）岁的膀胱癌组织与癌旁组织。 该研究

获得经安阳市人民医院院伦理委员会批准，所有患

者均同意使用其组织标本，并签署同意书。
１ １ ２　 细胞与主要试剂：人膀胱癌细胞系 Ｔ２４（南
京科佰生物科技有限公司）；反转录试剂盒和 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 试剂盒（北京天根生化科技有限公司）；Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 和 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃａｌ 公
司 ）； ｓｉ⁃ＮＣ、 ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１、 ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ、ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 和 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（广州锐

博生物科技有限公司）；ＭＴＴ 试剂（北京索莱宝科技

有限公司）；兔抗人 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 单克隆抗体（ＣＳＴ
公司）。
１ ２　 方法

１ ２ １　 实验的分组：取对数期 Ｔ２４ 细胞（１×１０４ 个 ／
孔）接种 ９６ 孔板，采用不含血清的培养液稀释 Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，同时采用与不含血清的培养液稀释

待转染寡核苷酸。 将上述稀释液混合，室温孵育

２０ ｍｉｎ，随后将 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 与寡核苷酸复合

物加入到 Ｔ２４ 细胞中，根据转染寡核苷酸不同分为

ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 组、 ｓｉ⁃ＮＣ 组、 ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ＋ ａｎｔｉ⁃
ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组。
１ ２ ２　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１、ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 的

表达水平：用 Ｔｒｉｚｏｌ 法组织各组 Ｔ２４ 细胞总 ＲＮＡ。
按照 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 试剂盒配置 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 反应体系及

设置相应反应程序，扩增反转录合成的 ｃＤＮＡ 以检

测 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ （内参 ＧＡＰＤＨ）、 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ （内参

Ｕ６）相对表达量。
１ ２ ３　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖：将各组 Ｔ２４ 细胞以

１×１０４ 个 ／孔接种 ９６ 孔板培养 ２４ ｈ，替 换 为 含

２０ μＬ ＭＴＴ 和 ９０ μＬ ＤＭＥＭ 室温孵育 ４ ｈ，每孔加

入１５０ μＬ ＤＭＳＯ 室温孵育 １ ｈ，检测各组细胞吸光

度值（Ａ 值）。
１ ２ ４　 平板集落形成实验：将 Ｔ２４ 细胞接种于细

胞培养皿（６０ ｍｍ），每个培养皿中接种 ２００ 个细胞

后放入培养箱孵育 １４ ｄ，当出现细胞集落时弃去

培养液，分别用多聚甲醛、０ １％结晶紫对细胞集

落进行固定和染色。 计数集落形成数。
１ ２ ５　 划痕实验检测细胞增殖能力：将 Ｔ２４ 细胞

（１ ５×１０５ 个 ／ ｍＬ）接种于 ６ 孔板（１００ μＬ ／孔），在 ６
孔板底部沿着水平方向画直线，放入培养箱继续孵

育 ４８ ｈ 后在每孔中央画直线，使用 ＰＢＳ 洗涤后，观
察划痕处细胞生长状况，计算划痕愈合率。
１ ２ ６　 流式细胞测量术检测细胞凋亡率：用５００ μＬ
结合缓冲液重悬 Ｔ２４ 细胞，依次加入 ５ μＬ ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ、５ μＬ ＰＩ 进行双染色。 流式细胞仪检测各组

Ｔ２４ 细胞凋亡率。
１ ２ ７　 双荧光素酶报告基因检测：将含有 ｍｉＲ⁃１４９⁃
３ｐ 结合位点的 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 片段克隆至 ｐｍｉｒＧＬＯ 得

到野生型载体 ｗｔ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１，用基因定点突变技
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术突变 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 结合位点，将 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 突变

片段克隆至 ｐｍｉｒＧＬＯ 得到突变型载体 ｍｕｔ⁃ＲＨＰＮ１⁃
ＡＳ１，在 Ｔ２４ 细胞中共转染 ｍｉＲ⁃ＮＣ 与 ｗｔ⁃ＲＨＰＮ１⁃
ＡＳ１、ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 与 ｗｔ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１、ｍｉＲ⁃ＮＣ
与 ｍｕｔ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１、ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 与 ｍｕｔ⁃ＲＨ⁃
ＰＮ１⁃ＡＳ１，并测定转染 ４８ ｈ 各组细胞荧光素酶活性。
１ ２ ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达：Ｔ２４
细胞中加入 ５００ μＬ ＲＩＰＡ 提取细胞总蛋白。 用

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离 ４０ μｇ 蛋白样品，转膜后，进行膜

的封闭。 用 １ ∶ １ ０００ 稀释度的一抗在 ４ ℃孵育膜

２４ ｈ，洗膜后加入 １ ∶ ２ ０００ 稀释度的二抗在室温

孵育 １ ｈ。 显色后，用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析各条带吸光

度值。
１ ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２１ ０ 统计学软件分析数据，计量资料

以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示且均符合正态分布，两组

间比较采用独立样本 ｔ 检验，多组间比较采用单因

素方差分析。

２　 结果

２ １　 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１和ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ在膀胱癌中的表达

膀胱癌组织中 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 的表达水平高于癌

旁组织（Ｐ＜０ ０５），ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 的表达水平低于癌旁

组织（Ｐ＜０ ０５）（表 １）。

表 １　 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 的表达

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ａｎｄ ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ
　 　 　 （ｘ±ｓ，ｎ＝２７）

ｇｒｏｕｐ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ

ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ ０ ９７±０ １２ １ ０３±０ １２

ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ４ １７±０ ３１∗ ０ ２５±０ ０３∗

∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ．

２ ２　 干扰 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 对 Ｔ２４ 增殖、迁移的影响

与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较， ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 组 Ａ 值降低

（Ｐ＜０ ０５），集落形成数减少（Ｐ＜０ ０５），划痕愈合率

降低（Ｐ＜０ ０５）（表 ２）。
２ ３　 干扰 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 对 Ｔ２４ 凋亡的影响

与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

水平降低（Ｐ＜０ ０５），Ｂａｘ 蛋白水平、凋亡率升高（Ｐ＜
０ ０５）（图 １，表 ３）。
２ ４　 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 和 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 靶向关系的验证

ＬｎｃＢａｓｅ ｖ ２ 预测显示 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 含有 ｍｉＲ⁃
１４９⁃３ｐ 的互补序列（图 ２）。 转染 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 可降低

ｗｔ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 的荧光素酶活性（Ｐ＜０ ０５）（表 ４）。

表 ２　 干扰 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 对 Ｔ２４ 增殖、迁移的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ Ｔ２４ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ｇｒｏｕｐ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ Ａ ｖａｌｕｅ ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ ／ ％

ｓｉ⁃ＮＣ ０ ９９±０ ０５ ０ ９６±０ ０４ １ １５±０ ０８ １２９±５ ６６ ３１±１ ７９

ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ０ １４±０ ０１∗ ４ ４１±０ １０∗ ０ ５２±０ ０３∗ ５６±２∗ ３２ ４５±０ ９６∗

∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ．

图 １　 干扰 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 对 Ｔ２４ 凋亡及凋亡蛋白表达的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ｏｎ Ｔ２４ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ
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白冰　 下调 ｌｎｃＲＮＡ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 抑制人膀胱癌细胞系 Ｔ２４ 增殖和迁移

表 ３　 干扰 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 对 Ｔ２４ 凋亡的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ Ｔ２４
　 　 　 　 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ｇｒｏｕｐ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ／ ％ Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２

ｓｉ⁃ＮＣ 　 ８ ０５±０ ２８ 　 ０ ２３±０ ０２ 　 ０ ８１±０ ０７

ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ２５ ７０±０ ８６∗ 　 ０ ６４±０ ０５∗ 　 ０ １８±０ ０１∗

∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 靶向 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ
Ｆｉｇ ２　 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ｔａｒｇｅｔｓ ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ

表 ４　 双荧光素酶报告基因实验

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ
　 　 　 　 （ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ｇｒｏｕｐ ｗｔ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ｍｕｔ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１

ｍｉＲ⁃ＮＣ ０ ９６±０ ０５ ０ ９８±０ ０５

ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ０ ２４±０ ０２∗ ０ ９９±０ ０４
∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ．

２ ５　 抑制 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 对干扰 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 作用的

Ｔ２４ 增殖凋亡迁移的影响

与 ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＲＨ⁃
ＰＮ１⁃ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白水平、Ａ
值、划痕愈合率、克隆形成数升高（Ｐ＜０ ０５），Ｂａｘ 蛋

白水平、凋亡率降低（Ｐ＜０ ０５）（图 ３，表 ５）。

３　 讨论

长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｎｃＲＮＡ）可作为微小 ＲＮＡ
（ｍｉＲＮＡ）的竞争性内源 ＲＮＡ 分子，ｍｉＲＮＡ 可靶向

调控下游靶 ｍＲＮＡ 而调控膀胱癌细胞增殖、凋亡等

生物学过程［２］。 ｌｎｃＲＮＡ ＧＣｌｎｃ１ 通过激活 ＭＹＣ 促

进膀胱癌细胞增殖和侵袭［３］。 ｌｎｃＲＮＡ ＵＣＡ１ 通过

ｍｉＲ⁃１９５ ／ ＡＲＬ２ 信号通路促进膀胱癌发展进程［４］。
ｌｎｃＲＮＡ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 通过调节 ｍｉＲ⁃２９９⁃３ｐ ／ ＦＧＦ２
轴促进宫颈癌细胞的增殖、侵袭和及迁移［５］。 但

ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 在膀胱癌中的表达及其可能作用机制

尚未阐明。 靶基因预测显示微小 ＲＮＡ⁃１４９⁃３ｐ（ｍｉＲ⁃
１４９⁃３ｐ） 与 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 存 在 结 合 位 点， ｌｎｃＲＮＡ
ＬＩＮＣ００６６５ 通过调节 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ／ ＲＮＦ２ 轴促进胃癌

图 ３　 抑制 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 对干扰 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 作用的 Ｔ２４ 凋亡及凋亡蛋白表达的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ Ｔ２４ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１

表 ５　 抑制 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 对干扰 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 作用的 Ｔ２４ 增殖、凋亡、迁移的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ Ｔ２４ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄ ｂｙ ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１
　 　 　 　 （ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ｇｒｏｕｐ Ａ ｖａｌｕｅ
ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒ
ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ

ｒａｔｅ ／ ％
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅ ／ ％

Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２

ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 　 ０ ５２±０ ０３ 　 　 ５６±２ 　 ３２ ３４±０ ９０ 　 ２５ ６４±０ ９０ 　 ０ ６５±０ ０４ 　 ０ １７±０ ０１

ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１＋ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 　 ０ ９９±０ ０６∗ 　 １１７±４∗ 　 ５６ ４６±１ ６９∗ 　 １２ ８１±０ ５８∗ 　 ０ ３３±０ ０２∗ 　 ０ ６２±０ ０４∗

∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ．
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发生及发展［６］。 但 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 在膀

胱癌中的调控作用未见报道。 因此，本研究通过探

讨 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 对膀胱癌细胞 Ｔ２４ 恶性潜能的影响

以及 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 的调控作用，旨在为膀胱癌分子治

疗提供潜在靶点。
ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 通过抑制 ｍｉＲ⁃１２９９ 促进卵巢癌的

生长和侵袭［７］。 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 通过靶向 ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ ／
ＯＧＴ 轴促进结直肠癌的进展［８］。 本研究检测到

ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 在 膀 胱 癌 组 织 中 水 平 升 高， 干 扰

ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 可明显降低细胞活力，减少集落形成

数，并可降低划痕愈合率，提示干扰 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 可

抑制膀胱癌细胞增殖及迁移。 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值升高

可抑制细胞凋亡［９］。 本研究中干扰 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 表

达显著促进 Ｂａｘ 表达，抑制 Ｂｃｌ⁃２ 表达，并可提高膀

胱癌细胞凋亡率。
本研究通过双荧光素酶报告实验证实 ＲＨＰＮ１⁃

ＡＳ１ 可作为 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 竞争性内源 ＲＮＡ 分子。
ｌｎｃＲＮＡ ＨＯＸＡ１１⁃ＡＳ 通过靶向 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 促进结

直肠癌转移［１０］。 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 在结直肠癌中表达水

平降低，并可参与结直肠癌发生及发展过程［１１⁃１２］。
本研究检测到 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 在膀胱癌组织中水平降

低，ｓｉ⁃ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 与 ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 共同处理

后可明显提高膀胱癌细胞活力，增加克隆形成数，并
可促进细胞迁移及降低细胞凋亡率。

综上所述，膀胱癌中 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 表达升高，
ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 表达降低， 干扰 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ 可上调

ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ 表达进而增加膀胱癌细胞凋亡并抑制

其增殖和迁移，这可为进一步阐释膀胱癌发病机制

奠定实验基础，还可能作为膀胱癌分子治疗的潜在

靶点。 但膀胱癌发生过程中 ＲＨＰＮ１⁃ＡＳ１ ／ ｍｉＲ⁃１４９⁃
３ｐ 如何调控下游基因表达，及其如何调控相关信号

通路仍需进一步探究。
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