
书书书

论著 文章编号：１０００５４０４（２０１２）２３２３７８０６

过表达人ＲＩ抑制人膀胱癌Ｔ２４细胞的侵袭、转移及ＥＭＴ发生
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　　［摘要］　目的　检测过表达人核糖核酸酶抑制因子（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＲＩ）基因的质粒 ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ对人膀
胱癌Ｔ２４细胞侵袭转移及上皮细胞间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）现象的影响。方法　 将连有ＲＩ的质
粒ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ稳定转染Ｔ２４细胞后利用 Ｇ４１８筛选出阳性克隆。根据转染的质粒不同分为３组：Ｔ２４组（未转染
组）、Ｔ２４０（转染ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ质粒）和 Ｔ２４ＲＩ组（转染 ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ质粒）。ＲＴＰＣＲ检测 Ｔ２４细胞中 ＲＩ的 ｍＲＮＡ
水平变化，细胞免疫荧光及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＩ蛋白的表达，利用ＨＥ染色观察其细胞形态的变化，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ方法检测细
胞侵袭及转移能力的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测侵袭转移及ＥＭＴ相关蛋白Ｔｗｉｓｔ、ＭＭＰ９和Ｓｎａｉｌ及Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，构建移
植瘤模型，利用ＨＥ染色观测肺组织切片癌细胞转移情况，组织免疫化学方法检测移植瘤中 ＲＩ、Ｔｗｉｓｔ、Ｓｎａｉｌ及 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
的表达。结果　 Ｔ２４ＲＩ组人ＲＩ的ｍＲＮＡ水平及蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０５）；ＨＥ染色结果表明细胞铺展良好，核质比
明显减小，细胞由间质形态向上皮形态转变；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ方法显示Ｔ２４ＲＩ组细胞的侵袭及转移能力较Ｔ２４组、Ｔ２４０组明显
下降；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明Ｔ２４ＲＩ组Ｔｗｉｓｔ、ＭＭＰ９和Ｓｎａｉｌ较Ｔ２４组、Ｔ２４０组显著降低（Ｐ＜０．０１），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ较Ｔ２４组、
Ｔ２４０组显著升高（Ｐ＜０．０１）；ＨＥ染色肺组织切片显示 Ｔ２４ＲＩ组较其他两组癌细胞转移降低，组织免疫化学结果表明
Ｔ２４ＲＩ组ＲＩ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白明显升高，而Ｔｗｉｓｔ、Ｓｎａｉｌ显著降低。结论　 过表达人ＲＩ载体提高了ＲＩ蛋白的表达水平，并
抑制了人膀胱癌Ｔ２４细胞ＥＭＴ的发生，从而抑制了膀胱癌Ｔ２４细胞的侵袭、转移。
　　［关键词］　 人核糖核酸酶抑制因子；Ｔ２４细胞；细胞转移；细胞侵袭；ＥＭＴ
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ｏｎｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ｉｎｈｕｍａｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒＴ２４ｃｅｌｌｓ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｖｅｃｔｏｒｓｏｆｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ（Ｔ２４０ｇｒｏｕｐ）ａｎｄｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ（Ｔ２４ＲＩｇｒｏｕｐ）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏ
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Ｔ２４ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｕｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅｓｅｒｖｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌ（Ｔ２４ｇｒｏｕｐ）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＩｇｅｎｅａｔｍＲＮＡａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ，ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄ
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ｃｈｅｍｉｃａｌａｓｓａｙｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＩ，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，ｔｗｉｓｔａｎｄｓｎａｉｌｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ
　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＴ２４ｇｒｏｕｐａｎｄＴ２４０ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＩｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅＴ２４ＲＩ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｓｐｒｅａｄｗｅｌｌ，ｔｈｅｎｕｃｌｅｏｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｒａｔｉｏｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄＥＭＴｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｔｈｅ
ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｉｎｔｈｅＴ２４ＲＩｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＴ２４ｇｒｏｕｐａｎｄ
Ｔ２４０ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｗｉｓｔ，ＭＭＰ９ａｎｄｓｎａｉｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｂｕｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒ
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ｏｆｔｗｉｓｔａｎｄｓｎａｉｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＴ２４ＲＩｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＴ２４ｇｒｏｕｐａｎｄＴ２４０ｇｒｏｕｐ．
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　　人核糖核酸酶抑制因子（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，
ＲＩ）是一种胞浆内酸性蛋白，由４６０个氨基酸残基组
成，相对分子质量约为５０×１０３，在核酸代谢中起着重
要的作用。其结构中含有７个串联的亮氨酸残基重复
片段，含有这种重复序列的１００多种蛋白显示出了包
括ＤＮＡ修复、细胞黏附、ＲＮＡ剪切等多种生物学功
能。ＲＩ位于染色体 １１ｐ１５．５，与原癌基因 ｒａｓ邻近。
根据结构基因组学，ＲＩ可能还存在我们未知的生物学
功能。

　　上皮细胞间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是一个上皮细胞失去上皮特性同时获得间
皮特性，并且具有运动能力的生物学过程［１］，在胚胎

发育、组织发生中起着重要作用。该过程的发生与细

胞分子水平的变化、形态学的改变有关。Ｙａｎｇ等［２］认

为，ＥＭＴ是一种有序的调节过程，包括以下关键步骤：
①细胞间连接（黏附连接、紧密连接、桥粒连接）解体，
细胞分散；②细胞骨架重排，形成细胞基质黏附，细胞
迁移和侵袭能力增强。越来越多的研究［３］报道，肿瘤

的发生与ＥＭＴ有着密切的联系，认为 ＥＭＴ与肿瘤转
移初始阶段有关，即肿瘤细胞失去上皮细胞特性及细

胞极性，获得间皮特性及运动能力向癌旁组织侵袭的

过程。研究表明，ＥＭＴ存在于乳腺癌［４］、卵巢癌［５］、食

道癌［６］等多种癌细胞中。我们前期的实验［７］证明下

调人ＲＩ的表达能促进非侵袭性人膀胱癌细胞 ＢＩＵ８７
侵袭和转移潜能力，另外，过表达人 ＲＩ能够抑制老鼠
黑色素瘤细胞 Ｂ１６的侵袭和转移［８－１０］及 ＥＭＴ的发
生［１０］。而对于过表达 ＲＩ对高侵袭性人膀胱癌细胞
Ｔ２４的侵袭、转移和 ＥＭＴ的影响少见报道，且分子机
制尚不清楚。本研究将过表达人 ＲＩ的质粒转染 Ｔ２４
细胞，观察其对Ｔ２４细胞侵袭、迁移及ＥＭＴ的影响，为
进一步研究人ＲＩ抗肿瘤作用及机制提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及动物
　　ＲＰＭＩ１６４０培养基、标准胎牛血清购于天津灏洋（ＴＢＤ）公
司，Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒、质粒抽提纯化试剂盒，２×ＴａｑＭｉｘ、逆转录试

剂盒、ＳａｌⅠ 酶、ＥｃｏＲⅠ酶等购于大连宝生物公司，转染试剂
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购于购
自ＯＭＧＡ公司，Ｔｗｉｓｔ、ＭＭＰ９、Ｓｎａｉｌ、及 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ单克隆抗体，
兔抗人βａｃｔｉｎ购于Ｂｉｏｗｏｒｌｄｅ公司，人膀胱癌细胞株 Ｔ２４、兔抗
人ＲＩ、质粒 ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦｐ及已接入 ＲＩ基因的真核表达载体
ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ来自于本实验室保存。
　　ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠４～６周，体质量（２０±３）ｇ，购于北京大学实
验动物中心。

１．２　方法
１．２．１　人膀胱癌细胞Ｔ２４的培养及转染
１．２．１．１　细胞培养　　用含１０％（体积分数）的标准胎牛血
清的ＲＰＭＩ１６４０培养基于３７℃含５％ ＣＯ２的培养箱中培养Ｔ２４
细胞。

１．２．１．２　细胞转染与分组　　取对数期Ｔ２４细胞接种于６孔
板中培养，待细胞数达到２×１０５／孔，根据Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试
剂盒说明书的步骤转染不同质粒。根据转染的质粒不同分为３
组，Ｔ２４组：未转染质粒的 Ｔ２４细胞；Ｔ２４０组：转染空质粒
ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ的Ｔ２４细胞；Ｔ２４ＲＩ组：转染已接入ＲＩ的真核表
达质粒ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ的Ｔ２４细胞。
１．２．２　筛选稳定转染人ＲＩ的人膀胱癌细胞株Ｔ２４　　待质粒
ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ及ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ转染２４ｈ后传代，４８ｈ后用
含有４００μｇ／ｍｌＧ４１８、１０％（体积分数）胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０
进行筛选，每２天换液１次，筛选１４ｄ后，挑取带有绿色荧光的
单个细胞于２４孔板中，维持２００μｇ／ｍｌＧ４１８浓度进行培养，
１４ｄ后将单克隆细胞团吹散传代，扩大培养。
１．２．３　过表达ＲＩ对Ｔ２４细胞中ＲＩ基因影响的检测
１．２．３．１　ＲＴＰＣＲ检测细胞 ＲＩ的 ｍＲＮＡ水平表达　　Ｔｒｉｚｏｌ
试剂盒分别提取各组细胞的总 ｍＲＮＡ，经 ＲＴＰＣＲ检测各组细
胞ＲＩｍＲＮＡ水平表达量。ＲＩ基因上游引物：５′ＴＣＡＧＣＧＡ
ＣＡＡＣＣＴＣＴＴＧＧＧ３′，下游引物：５′ＣＡＣＡＡＴＧＣＣＧＣＡＣＡＧＧＴＣ
３′，扩增产物约４００ｂｐ；内参 ＧＡＰＤＨ基因上游引物：５′ＧＣＴ
ＧＴＣＣＣＴＧＴＣＧＣＣＴＣＴＧ３′，下 游 引 物：５′ＴＧＣＣＧＡＴＧＧＴＧＡＴ
ＧＡＣＣＴＧＧ３′，扩增产物约 ５００ｂｐ。反应条件：９５℃预变性 ５
ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ ９０ｓ，３０个循环；最后７２℃延
伸１０ｍｉｎ。各组细胞ＰＣＲ扩增产物经含 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ的０８％琼
脂糖电泳后，由ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪成像保存，用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
定量分析，以ＲＩ／ＧＡＰＤＨ的比值表示ＲＩ的相对表达量。
１．２．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ＲＩ的蛋白水平表达　　经蛋
白裂解液抽提各组细胞的总蛋白，测其浓度，各组细胞上样相
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等量的总蛋白，１０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离蛋白，２００ｍＡ
恒流电转至ＰＤＶＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，分别加入一抗
（兔抗人 ＲＩ１∶２５０，兔抗人 βａｃｔｉｎ１∶１０００），４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ洗３次，ＨＲＰ标记的羊抗兔（１∶１０００）二抗室温孵育
１．５ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ，ＥＣＬ化学发光显色，ＢｉｏＲａｄ凝
胶成像仪成像，并用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ定量分析，以ＲＩ／βａｃｔｉｎ的比
值作为ＲＩ蛋白的相对表达量。
１．２．３．３　细胞免疫荧光分析　　取对数期细胞爬片，待细胞
融合度达到８０％左右取出，ＰＢＳ洗３遍，冷丙酮固定３０ｍｉｎ，
０３％Ｔｒｉｔｏｎ通透１０ｍｉｎ，ＢＳＡ封闭２０ｍｉｎ，一抗兔抗人 ＲＩ４℃
孵育过夜（１∶１５０稀释），羊抗兔 ＩｇＧＴＲＩＴＣｂ标记的二抗
（１∶５０）３７℃孵育２ｈ，抗荧光淬灭剂封片。于荧光显微镜下拍
照，并分析各组细胞的荧光强度。

１．２．４　细胞侵袭转移能力检测
１．２．４．１　Ｔｒｅｎｓｗｅｌｌ实验检测各组细胞的侵袭能力　　取５０μｌ
的５０μｇ／ｍｌ的基质胶用无血清ＲＰＭＩ１６４０按１∶８比例稀释后包
被小室基底膜上室，４℃风干过夜，使用前于３７℃孵箱恒温水
化，收集各组细胞，置于无血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，调整各
组细胞使其细胞数为２×１０６／ｍｌ，取各组细胞１００μｌ加入各小
室，下室加入 ８００μｌ的含 １０％体积的标准胎牛血清的ＲＰＭＩ
１６４０培养基，常规培养８ｈ，取出甲醇固定，结晶紫染色，光镜下
随机选取８个视野拍照计数，取平均值。
１．２．５　ＨＥ染色　　取对数期细胞爬片，培养 ２４ｈ后取出，
ＰＢＳ洗３次，甲醇固定１０ｍｉｎ，苏木精染色５ｍｉｎ，自来水冲洗，
１％盐酸乙醇分化５ｓ，自来水冲洗，０．５％伊红染色２ｍｉｎ，自来
水冲洗，梯度乙醇脱水，二甲苯透明封片，中性树脂封片，观察

拍照。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 Ｔｗｉｓｔ、ＭＭＰ９、Ｓｎａｉｌ以及 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ蛋白的表达　　经蛋白裂解液抽提各组细胞的总蛋白，测
其浓度，各组细胞上样相等量的总蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳
分离蛋白，２００ｍＡ恒流电转至 ＰＤＶＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭
１ｈ，分别加入一抗（兔抗人 Ｔｗｉｓｔ１∶２５０、ＭＭＰ９１∶５００、Ｓｎａｉｌ
１∶２５０以及Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ１∶５００，兔抗人 βａｃｔｉｎ１∶１０００），４℃孵
育过夜，ＴＢＳＴ洗３次，ＨＲＰ标记的羊抗兔（１∶１０００）二抗室温
孵育７０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪成
像，并用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ定量分析，以目的蛋白／βａｃｔｉｎ的比值作
为各蛋白的相对表达量。

１．２．７　动物水平检测过表达 ＲＩ对 Ｔ２４细胞侵袭转移及 ＥＭＴ
的影响

１．２．７．１　动物移植瘤模型　　收集对数期细胞，用 ＰＢＳ将收
集的各组细胞制备为２×１０７／ｍｌ悬液，分别皮下注射 ＢＡＬＢ／ｃ
裸鼠０．１ｍｌ，每组８只。记录各组肿瘤形成时间，５周后处死老
鼠，取肺及肿瘤组织，固定于４％多聚甲醛溶液中。
１．２．７．２　ＨＥ染色观察各组裸鼠肺转移情况　　取固定于４％
多聚甲醛溶液的肺组织，石蜡包埋，５μｍ切片，二甲苯，梯度乙
醇脱蜡至水，苏木精染色５ｍｉｎ，自来水冲洗，１％盐酸乙醇分化
５ｓ，自来水冲洗，，０．５％伊红染色２ｍｉｎ，自来水冲洗，梯度乙醇
脱水，二甲苯透明封片，中性树脂封片，观察拍照。

１．２．７．３　免疫组织化学观察各组移植瘤组织中ＲＩ、Ｔｗｉｓｔ、Ｓｎａｉｌ

以及Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达　　取固定于４％多聚甲醛溶液的肺组
织，石蜡包埋，５μｍ切片，二甲苯，梯度乙醇脱蜡至水，蒸馏水
洗３次，ＰＢＳ洗 ３次，３％过氧化氢灭活过氧化物酶，ＰＢＳ洗
３次，枸橼酸钠溶液修复抗原，ＰＢＳ洗３次，５％羊血清封闭，一
抗（ＲＩ１∶５０，Ｔｗｉｓｔ，Ｓｎａｉｌ，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ均 １∶１００）４℃孵育过夜，
ＰＢＳ洗３次，滴加生物素化山羊抗兔ＩｇＧ，３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗３次，滴加链霉菌抗生物素过氧化物酶溶液３７℃孵育２０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗３次，ＤＡＢ显色，自来水终止，复染，烤干，中性树胶封
片，拍照观察。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件，配对组间比
较采用配对样本ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　稳定转染的Ｔ２４细胞过表达ＲＩ的鉴定
２．１．１　各组细胞ＲＩｍＲＮＡ和蛋白表达　　ＲＴＰＣＲ结果见图
１Ａ，与Ｔ２４组及Ｔ２４０组比较，Ｔ２４ＲＩ组ＲＩｍＲＮＡ表达分别升
高了 ５４％、５８％，而两对照组间无统计学差异（Ｐ＜０．０５）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果见图１Ｂ，与Ｔ２４组及Ｔ２４０组比较，Ｔ２４ＲＩ组
的ＲＩ蛋白表达明显升高，分别升高了４５．５７％和３５９５％（Ｐ＜
０．０５），而两对照组间无统计学差异（Ｐ＞００５）。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果　１：标准（２０００ｂｐｌａｄｄｅｒ）；２、３：Ｔ２４组；
４、５：Ｔ２４０组；６、７：Ｔ２５ＲＩ组；２、４、６：ＲＩｍＲＮＡ；３、５、７：ＧＡＰＤＨ
ｍＲＮＡ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：Ｔ２４组；２：Ｔ２４ＲＩ组；３：Ｔ２４０组

图１　各组细胞ＲＩｍＲＮＡ和蛋白的表达

２．１．２　细胞免疫荧光分析结果　　与Ｔ２４组及Ｔ２４０组比较，
Ｔ２４ＲＩ组荧光明显增亮，而两对照组间荧光亮强度无统计学差
异。这与前面的ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果一致（图２）。

２．２　各组细胞形态学观察
　　与两对照组相比，Ｔ２４０组的细胞核明显减小，核质比减
小，染色较浅，细胞由间质形态向上皮形态转变，表明细胞的恶

性程度降低，ＥＭＴ现象受到抑制。见图３。

２．３　过表达ＲＩ后各组细胞侵袭转移能力的变化
　　光镜下拍照计数，Ｔ２４ＲＩ组平均视野细胞侵袭数为（３９．８±
１７４）个，较Ｔ２４组［（１２８．２±３５．１）个］及 Ｔ２４０组［（１１９．８±
５８．４）个］明显减少（Ｐ＜０．０１）。见图４。
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Ａ：Ｔ２４组；Ｂ：Ｔ２４０组；Ｃ：Ｔ２４ＲＩ组
图２　免疫荧光观察各组细胞ＲＩ蛋白的表达
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Ａ：Ｔ２４组；Ｂ：Ｔ２４０组；Ｃ：Ｔ２４ＲＩ组
图３　光学显微镜下ＨＥ染色观察各组细胞形态变化
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Ａ：Ｔ２４组；Ｂ：Ｔ２４０组；Ｃ：Ｔ２４ＲＩ组
图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ方法观察各组细胞侵袭及转移能力

２．４　各组细胞中 Ｔｗｉｓｔ、ＭＭＰ９和 Ｓｎａｉｌ及 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白的表达

　　与Ｔ２４组及Ｔ２４０组比较，Ｔ２４ＲＩ组的Ｔｗｉｓｔ、ＭＭＰ９、Ｓｎａｉｌ
蛋白表达明显降低，Ｔｗｉｓｔ降低了 ６５％和 ６２％（Ｐ＜０．０１），
ＭＭＰ９降低了３３％、３２％（Ｐ＜０．０５），Ｓｎａｉｌ降低了５１％和４９％
（Ｐ＜０．０１）；而 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白升高了７３６％和７４３％，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图５。
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１：Ｔ２４组；２：Ｔ２４ＲＩ组；３：Ｔ２４０组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞Ｔｗｉｓｔ、ＭＭＰ９和Ｓｎａｉｌ及Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

蛋白的表达

２．５　免疫组化检测过表达 ＲＩ后移植瘤中 ＲＩ、Ｔｗｉｓｔ、
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ及Ｓｎａｉｌ蛋白的表达情况

　　各组裸鼠在皮下注射相应的细胞后，Ｔ２４ＲＩ组所形成的移
植瘤明显小于两对照组，说明移植瘤的形成受到抑制，相应的

Ｔ２４ＲＩ组 ＲＩ蛋白表达明显上升，而两对照组间无明显差异，
ＥＭＴ标志性蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｔｗｉｓｔ、Ｓｎａｉｌ蛋白的表达量却显著
下降，表明上调ＲＩ的表达对ＥＭＴ现象具有抑制作用。见图６。

２．６　ＨＥ染色观察各组裸鼠肺组织癌细胞转移情况
　　Ｔ２４ＲＩ组肺组织未见明显转移，而两对照组在血管周围均
可见到细胞核增大，细胞核染色加深的细胞团，表明癌细胞向

肺组织转移。见图７。

３　讨论

　　本实验将过表达ＲＩ的质粒转染膀胱癌Ｔ２４细胞，
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图６　免疫组织化学观察移植瘤中ＲＩ、Ｔｗｉｓｔ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ及Ｓｎａｉｌ蛋白的表达　（×２００）
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Ａ：Ｔ２４组；Ｂ：Ｔ２４０组；Ｃ：Ｔ２４ＲＩ组

图７　光学显微镜观察各组裸鼠肺组织转移情况　（ＨＥ×２００）

经Ｇ４１８筛选得到稳定过表达 ＲＩ的膀胱癌 Ｔ２４细胞
株，过表达ＲＩ的Ｔ２４细胞发生了显著的生物学功能改
变。ＨＥ染色观察细胞形态，显示细胞过表达 ＲＩ后，
细胞核质比减小，细胞核染色加深，分裂象减少，细胞

由间质形态向上皮形态转变。为研究细胞的侵袭与转

移能力的改变，我们运用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ作为人工基底膜铺
于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内，通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验证实过表
达ＲＩ的Ｔ２４细胞侵袭与迁移能力明显降低，同时构建
移植瘤模型，观察到过表达ＲＩ抑制了癌细胞向肺组织
转移。

　　本研究对过表达 ＲＩ抑制人膀胱癌细胞 Ｔ２４的侵
袭、转移及 ＥＭＴ的发生的机制进行了初步探论。侵
袭、转移是恶性肿瘤细胞的一大特点，基膜和细胞外基

质是肿瘤转移的屏障，ＭＭＰｓ能对其进行降解，在肿瘤
的侵袭转移中起着重要作用，而 ＭＭＰ９是 ＭＭＰｓ中
ＥＣＭ重要的蛋白水解酶之一，其表达增加与肿瘤侵袭
转移十分相关。研究证明 ＭＭＰ９在胶质瘤细胞的侵
袭过程中起着至为关键的作用［１１－１２］。本研究显示过

表达ＲＩ后，Ｔ２４细胞中 ＭＭＰ９蛋白的表达明显降低，
而细胞的侵袭与转移能力也显著下降。ＥＭＴ作为肿
瘤转移和侵袭的初始阶段，标志性蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｔｗｉｓｔ、Ｓｎａｉｌ与其密切相关。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ是一类主要介
导细胞之间相互黏附的钙依赖性跨膜蛋白，主要表达

在上皮细胞，广泛参与细胞间的连接。它的表达异常

被认为与 ＥＭＴ的发生直接相关［１３］。已有研究证实，

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达下调或抑制会促使 ＥＭＴ发生，并促
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进肿瘤的侵袭和迁移［１４］。另外，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达
的丢失也促使癌细胞由上皮形态向间质形态转化［１５］。

肿瘤发生过程中，转录因子 Ｔｗｉｓｔ、Ｓｎａｉｌ能够启动
ＥＭＴ，Ｔｗｉｓｔ在胚胎生长发育阶段诱导细胞迁移的调控
过程中发挥重要作用，它是一个癌基因，而在 ＥＭＴ发
生过程中起着调控作用［１６］。研究表明Ｔｗｉｓｔ异常表达
可能参与宫颈鳞癌的浸润［１７］，另外，Ｔｗｉｓｔ介导的ＥＭＴ
可能与卵巢癌的侵袭转移有关［１８］。Ｓｎａｉｌ是一类锌指
转录因子，越来越多的研究认为 Ｓｎａｉｌ蛋白是 ＥＭＴ中
的关键调控因子之一［１９－２０］。Ｔｗｉｓｔ、Ｓｎａｉｌ都能够降低
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的转录和翻译，从而促进肿瘤的迁移和转
移。已有实验证实，Ｓｎａｉｌ、Ｔｗｉｓｔ在口腔鳞癌细胞系中
高表达，且都可以单独并直接抑制 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达，诱
导产生ＥＭＴ，使上皮细胞向纤维原细胞表型转化，并
获得转移性［２１］。本实验中 ＲＩ的过表达抑制了 Ｔｗｉｓｔ
和Ｓｎａｉｌ在蛋白水平的表达，而 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ也明显升
高，移植瘤中各个蛋白也呈现相同趋势的变化，同时，

ＨＥ染色显示细胞由间质形态向上皮形态转化。
　　总之，ＲＩ基因与癌细胞的侵袭迁移及 ＥＭＴ的发
生有着紧密联系，上调ＲＩ的表达可以抑制膀胱癌细胞
ＥＭＴ的发生，进而抑制侵袭及转移，降低细胞恶性程
度，为ＲＩ成为抗肿瘤治疗的一个新的药物靶点提供进
一步的依据。
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