
小鼠会出现空腹血糖和胰岛素水平的升高
［６］
。Ｃａｖｅ

ｏｌｉｎ－１通过提高胰岛素受体激酶的活性发挥正性调
节的作用，与本实验中 Ｃａｖｅｏｌｉｎ－１在慢性神经痛过
程中表达量升高的的研究结论一致，提示 Ｃａｖｅｏｌｉｎ－
１可能在更多的信号转导途径中发挥正性调节的作
用

［７］
。

而以往的研究中 Ｃａｖｅｏｌｉｎ－１多发挥负性调控作
用，考虑 Ｃａｖｅｏｌｉｎ－１的负性调控作用并非适用于所
有的信号转导途径，除上述慢性神经痛过程和胰岛素

信号传递通路之外，是否在更多的信号传递通路中发

挥正性调节的作用有待进一步研究
［８］
。

综上所述，在本实验所建立的神经痛模型中，实

验中对侧背根神经节和脊髓背角 Ｃａｖｅｏｌｉｎ－１的表达
各个时间点与对照组相比，均无明显变化，那么同侧

Ｃａｖｅｏｌｉｎ－１在背根神经节和脊髓背角表达显著增
加，则更进一步证实了慢性痛中 Ｃａｖｅｏｌｉｎ－１介导信
号转导的作用的存在，为以后疼痛分子水平的基础研

究及临床上疼痛的治疗提供理论基础。
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摘　要　目的　探讨 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ在多种膀胱癌细胞系中表达及调控 ｐ２１活化蛋白激酶 ２（ＰＡＫ２）基因对膀胱癌细胞增

殖和凋亡的影响。方法　通过实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ在正常膀胱细胞系 ＳＶ－ＨＵＣ－１

及膀胱癌细胞系 ５６３７、Ｊ８２、Ｔ２４和 ＥＪ中的表达，选取其中两种表达 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ最少的 ５６３７和 Ｊ８２为对象，实验分两组：对照

组（转染 ｍｉＲ－ＮＣ）、实验组（转染 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ）。利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测 ＰＡＫ２ｍＲＮＡ的表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＰＡＫ２、

ｐ－Ａｋｔ和 ｐ－ＥＲＫ蛋白的表达。ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ－８（ＣＣＫ－８）实验和克隆形成实验检测膀胱癌细胞活力和增殖能力。流式细

胞术检测细胞凋亡情况。结果　ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ在膀胱癌细胞系中的表达量均低。实验组 ＰＡＫ２基因 ｍＲＮＡ及其蛋自的表达明

显降低，ＰＡＫ２ｍＲＮＡ在 ５６３７细胞中对照组和实验组表达量分别为 １．０１±０．１５和 ０．４０±０．１１（Ｐ＜０．０１），在 Ｊ８２细胞中对照组

和实验组表达量分别为 １．００±０．０９和 ０．５６±０．１４（Ｐ＜０．０１）。ｐ－Ａｋｔ和 ｐ－ＥＲＫ蛋白表达显著降低。实验组细胞活力明显被

抑制，增殖能力明显降低。实验组细胞凋亡显著增加（Ｐ＜０．０１）。结论　ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ在多种膀胱癌细胞系中呈低表达，可在体

外靶向抑制 ＰＡＫ２基因，抑制膀胱癌细胞系５６３７和 Ｊ８２的增殖能力，促进细胞凋亡，可能成为具有膀胱癌生物治疗意义的靶标分子。
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（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐｉｓｌｏｗ－ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｖａｒｉｅｔｙｏｆｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．ＩｔｃａｎｉｎｈｉｂｉｔＰＡＫ２ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏ，ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ５６３７ａｎｄＪ８２，ｐｒｏｍｏｔｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｍａｙｂｅｃｏｍｅａｔａｒｇｅｔｍｏｌｅｃｕｌｅ

ｗｉｔｈｂｉｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｂｌａｄｄｅｒｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ；ＰＡＫ２；Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　膀胱癌是最常见的泌尿系恶性肿瘤，针对膀胱癌
治疗方法包括外科治疗和化学治疗，然而由于治疗效

果的局限性，膀胱癌的生物治疗一直是近年来研究的

热点
［１，２］
。ｍｉＲＮＡ是一类单链非编码 ＲＮＡ，属于内

源性 ＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ通过与信使 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）结合并
促进其降解或抑制 ｍＲＮＡ翻译，调节基因的表达［３］

。

大量的研究证明 ｍｉＲＮＡ在多种细胞功能如增殖和凋
亡中具有调节作用

［４，５］
。有研究表明，在胰腺癌、口

腔鳞状细胞癌等多种肿瘤中，ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ可通过
干扰癌基因的表达，抑制肿瘤的生长

［６～８］
。然而目前

为止，ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ在膀胱癌细胞中的作用及机制
尚未明了。本研究拟通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ筛选低表达
ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ的膀胱癌细胞系，并进一步通过高表
达 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ，检测潜在的靶基因 ＰＡＫ２基因的
表达量以及细胞增殖、凋亡情况的改变。探讨 ｍｉＲ－
２１６ａ－５ｐ与 ＰＡＫ２基因可能的关系及在体外对膀胱
癌细胞恶性表型的影响。

材料与方法

１．实验材料：正常膀胱细胞系 ＳＶ－ＨＵＣ－１、膀
胱癌细胞系 ５６３７、Ｊ８２、Ｔ２４和 ＥＪ购自中国科学院上
海生命科学研究院细胞资源中心；ＤＭＥＭ培养基、
ＲＰＭＩ１６４０培养基和胎牛血清购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公

司；ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐｍｉｍｉｃｓ及对照品 ｍｉＲ－ＮＣ由上
海吉玛制药技术有限公司合成；转染试剂 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ｑＲＴ－ＰＣＲ
相关试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司；一抗 ＧＡＰＤＨ、
ＰＡＫ２、ｐ－Ａｋｔ和 ｐ－ＥＲＫ购自美国 Ａｂｃａｍ公司；
ＣＣＫ－８试剂盒购自碧云天生物技术研究所；Ａｎｎｅｘｉｎ

Ⅴ －ＦＩＴＣ／ＰＩ双染色试剂盒购自美国 ＢＤ公司。
２．方法：（１）细胞培养和转染：在 ３７℃、饱和湿

度、５％ＣＯ２培养箱中，使用 ＤＭＥＭ培养基培养正常
膀胱细胞系 ＳＶ－ＨＵＣ－１，使用 ＲＰＭＩ１６４０培养基培
养膀胱癌细胞系５６３７、Ｊ８２、Ｔ２４和ＥＪ。收集对数生长
期的细胞进行转染实验。将目的膀胱癌细胞分为两

组，即对照组（ｍｉＲ－ＮＣ）、实验组（ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ）。
对照组转染 ｍｉＲ－ＮＣ，实验组转染 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ，
参照说明书运用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００进行转染。转染
后２天收集各组细胞用于后续实验。（２）ｑＲＴ－ＰＣＲ
筛选低表达 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ的目的细胞系及检测各
组细胞 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ和 ＰＡＫ２ｍＲＮＡ表达：收集细
胞，按照试剂盒说明书建立反应体系和设定参数，以

Ｕ６为内参基因，ｑＲＴ－ＰＣＲ检测各细胞系中 ｍｉＲ－
２１６ａ－５ｐ的表达量，筛选两种低表达 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ
的膀胱癌细胞系作为目的细胞系。ｑＲＴ－ＰＣＲ检测
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比较对照组和实验组中 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ表达量。以
ＧＡＰＤＨ为内参基因，ｑＲＴ－ＰＣＲ检测对照组和实验
组中 ＰＡＫ２ｍＲＮＡ表达。ＰＡＫ２引物序列为 Ｆｏｒｗａｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ：５′－ＴＧＡＧＣＡＣＡＣＣＡＴＣＣＡＴＧＴＴＧＧ－３′；
Ｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ：５′－ＡＧＧＴＣＴＧＴＡＧＴＡＡＴＣＧＡＧＣＣＣ－
３′。ＧＡＰＤＨ 引 物 序 列 为 Ｆｏｒｗａｒｄｓｅｑｕｅｎｃｅ：５′－
ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ － ３′； Ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅ：５′－ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ－３′。
（３）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＰＡＫ２、ｐ－Ａｋｔ和 ｐ－ＥＲＫ蛋
白蛋白表达：转染后 ２天，使用细胞裂解液收集各组
细胞总蛋白，十二烷基酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ）电泳分离蛋白，转移至 ＮＣ膜上，分别使用
一抗和二抗进行孵育，ＥＣＬ显影液显色。（４）ＣＣＫ－
８法检测各组膀胱癌细胞活力：各组细胞按 ４×１０３／
孔的密度接种于９６孔板，细胞贴壁后记为第 １天，分
别于１、２、３、４、５天检测细胞增殖能力。具体操作为，
于每个时间点，每孔加入 １５μｌＣＣＫ－８溶液，培养箱
内培养４ｈ，检测每孔在４５０ｎｍ处的吸光度值（Ａ值），
绘制生长曲线。（５）克隆形成实验检测各组膀胱癌
细胞增殖能力：转染后 ４８ｈ，收集细胞，按每孔 １０００
个细胞接种于新的 ６孔板，每组设置 ４个复孔。１０
天后，无水乙醇固定１５ｍｉｎ，０．１％结晶紫染色 １０ｍｉｎ。
ＰＢＳ溶液洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ，拍摄、计数。（６）流式
细胞术检测各组细胞凋亡情况：转染后４８ｈ，不含ＥＤ
ＴＡ的０．２５％胰蛋白酶消化收集细胞，４℃ ＰＢＳ溶液
洗２次，使用１００μｌ１×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，相继
加入５μｌＦＩＴＣ和５μｌＰＩ，避光 ４℃孵育 ２０ｍｉｎ，混入
４００μｌ１×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，流式细胞仪检测各组细胞凋
亡率。

３．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１６．０统计学软件进行
统计分析。数据用均数 ±标准差 （ｘ±ｓ）表示，两组
间差异比较采用独立样本 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

结　　果
１．各细胞系 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ表达情况：ｍｉＲ－

２１６ａ－５ｐ在各细胞系均有表达，与正常膀胱细胞系
ＳＶ－ＨＵＣ－１比较，ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ在三膀胱癌细胞
系５６３７、Ｊ８２、Ｔ２４和 ＥＪ表达量明显降低，其中 ５６３７
和 Ｊ８２细胞降低最明显，故将这两种细胞作为实验对
象（图１）。

２．各组转染细胞中 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ表达情况：
ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ在５６３７细胞中对照组和实验组表达
量分别为１．０７±０．３８和４３２．８１±１８１．３５（ｔ＝２０．０３，

图 １　ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ在各膀胱癌细胞系和正常膀胱上

皮细胞中的表达情况

与 ＳＶ－ＨＵＣ－１组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　

Ｐ＜０．０１）；在Ｊ８２细胞中对照组和实验组表达量分别
为１．０３±０．２６和 ３８１．５２±３８（ｔ＝４．７６，Ｐ＜０．０１），
实验组中 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ表达水平显著增加（图２）。

图 ２　转染 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ后细胞中

ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ的表达量

与 ｍｉＲ－ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１

　

３．ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ靶基因的预测：ｍｉｃｒｏＲＮＡ．ｏｒｇ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ／ｍｉｃｒｏｒｎａ／ｈｏｍｅ．ｄｏ）预测
分析ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ的靶基因，结果表明 ｍｉＲ－２１６ａ－
５ｐ与ＰＡＫ２３′ＵＴＲ存在靶向结合位点（图３）。

图 ３　ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ与 ＰＡＫ２ｍＲＮＡ的

靶向结合位点及评分

　

４．ＰＡＫ２基因 ｍＲＮＡ表达：ＰＡＫ２ｍＲＮＡ在 ５６３７
细胞中对照组和实验组表达量分别为１．０１±０．１５和
０．４０±０．１１（ｔ＝６．５４，Ｐ＜０．０１），在 Ｊ８２细胞中对照
组和实验组表达量分别为１．００±０．０９和０．５６±０．１４
（ｔ＝５．５７，Ｐ＜０．０１），实验组中 ＰＡＫ２基因 ｍＲＮＡ表
达明显降低，详见图４。

５．ＰＡＫ２、ｐ－Ａｋｔ和 ｐ－ＥＲＫ蛋白表达：与对照组
比较，实验组中 ＰＡＫ２、ｐ－Ａｋｔ和 ｐ－ＥＲＫ蛋白的表
达明显降低（图５）。
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图 ４　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测细胞中 ＰＡＫ２ｍＲＮＡ表达改变

与 ｍｉＲ－ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１

　

图 ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＰＡＫ２、ｐ－Ａｋｔ和

ｐ－ＥＲＫ蛋白表达改变
１．ｍｉＲ－ＮＣ组；２．ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ组

　

６．转染 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ后膀胱癌细胞活力：
ＣＣＫ－８法连续检测 ５ｄ两组细胞的细胞活力改变，
绘制生长曲线（图 ６）。与对照组比较，实验组 ５６３７
细胞和 Ｊ８２细胞均由第５天开始，细胞活力开始受到
抑制（Ｐ＜０．０５）。

图 ６　ＣＣＫ－８法检测各组细胞活力变化

与 ｍｉＲ－ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

　

７．转染ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ后膀胱癌细胞增殖能力：
５６３７细胞在对照组和实验组形成的克隆数分别为
２４６．８３±８５．４５和 １２６．６９±４１．７２（ｔ＝２．５３，Ｐ＜
００５），Ｊ８２在对照组和实验组形成的克隆数分别为
１６５．７３±３９．８９和 ８６．６１±３２．６５（ｔ＝３．０７，Ｐ＜
００５）。克隆形成实验表明，与对照组比较，实验组膀
胱癌细胞增殖能力显著降低（图７）。

图 ７　克隆形成实验检测各组细胞增殖能力改变

与 ｍｉＲ－ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

　

８．转染 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ后细胞凋亡情况：５６３７
细胞在对照组和实验组的凋亡率分别为 ２．３２±０．１７
和１５．３２±１．１８（ｔ＝２１．８３，Ｐ＜０．０１），Ｊ８２在对照组
和实验组的凋亡率分别为 ２．２２±０．４１和 １８．４２±
１５７（ｔ＝１９．９２，Ｐ＜０．０１），与对照组比较，实验组膀
胱癌细胞凋亡率显著增加（图８）。

图 ８　流式细胞术检测两组细胞凋亡改变

与 ｍｉＲ－ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１

　

讨　　论
ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ与多种疾病的发生过程有关。

Ｍｅｎｇｈｉｎｉ等［９］
研究发现，ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ通过调节自

噬相关基因 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达水平来控制氧化低密度脂
蛋白诱导的人脐静脉内皮细胞中的自噬，提示 ｍｉＲ－
２１６ａ－５ｐ可能在心血管疾病和动脉粥样硬化的发病
机制中具有相关作用。Ｅｎｄｏ等［１０］

研究发现，在 Ｌ－
精氨酸诱导的急性胰腺炎的大鼠模型中，ｍｉＲ－２１６ａ－
５ｐ的血浆浓度显着增加，ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ可能是急
性胰腺炎损伤的生物学标志物。Ｌｉ等［１１］

研究表明，

ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ通过调节 ｃ－Ｃｂｌ介导的 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
途径，干扰地塞米松抑制骨形成的作用，促进成骨细

胞分化并增强骨形成，ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ可能作为预防
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和治疗骨质疏松症和其他骨代谢相关疾病的新型治

疗剂。ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ广泛参与肿瘤细胞生长的调
节。ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ可通过靶向真核翻译起始因子
４Ｂ抑制口腔鳞状细胞癌的生长和转移［８］

。ｍｉＲ－
２１６ａ－５ｐ能够减少长链非编码 ＲＮＡＭＡＬＡＴ１的表
达，诱导胰腺癌细胞 Ｇ２／Ｍ阻滞和细胞凋亡，抑制胰

腺癌细胞的生长
［７］
。在 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ对胰腺癌细

胞的作用研究中，Ｈｏｕ等［６］
发现 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ在胰

腺癌组织中的表达明显下调，ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ通过靶
向 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ通路抑制胰腺癌细胞的生长。ｍｉＲ－
２１６ａ－５ｐ在膀胱癌细胞中的研究未见报道，其对膀
胱癌细胞生物学行为的影响及其作用机制值得研究。

ｐ２１活化蛋白激酶 ２（ＰＡＫ２）属于丝氨酸苏氨酸
蛋白激酶家族，参与调控细胞的增殖、凋亡、转移等活

动
［１２，１３］

。ＰＡＫ２可以通过活化Ａｋｔ和 ＥＲＫ，促进细胞
的增殖

［１４］
。ＰＡＫ２可活化生成 ＰＡＫ２－ｐ３４，ＰＡＫ２－

ｐ３４从细胞质转移到细胞核，诱导细胞凋亡的发
生

［１５］
。在多种肿瘤中均发现 ＰＡＫ２呈现高表达，

ＰＡＫ２是与肿瘤细胞的生长和转移有关联的重要因
子

［１６，１７］
。ＰＡＫ２基因在膀胱癌中的研究鲜有报道。

本研究中笔者发现，ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ可显著下调
ＰＡＫ２基因的表达，ＰＡＫ２下游蛋白 Ａｋｔ和 ＥＲＫ活化
程度显著降低。膀胱癌细胞的增殖能力被抑制，细胞

凋亡显著增加。但 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ是否直接导致
ＰＡＫ２基因表达下调有待后续实验进一步加以验证。
下一步将通过双荧光素酶报告基因系统验证 ＰＡＫ２
是否为 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ的靶基因，并进一步通过动
物实验验证 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ在体内的抑癌作用。

综上所述，本研究中 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ在膀胱癌
细胞系呈现低表达。在膀胱癌细胞系 ５６３７和 Ｊ８２
中，过表达 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ后，癌基因 ＰＡＫ２表达下
调，ＰＡＫ２可能是 ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ靶基因之一。
ｍｉＲ－２１６ａ－５ｐ可在体外抑制细胞的增殖能力，促进
细胞凋亡，为膀胱癌的诊疗提供了新思路。
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