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ｍｉＲ２００ｃ下调ＫＲＡＳ基因表达抑制膀胱癌细胞体外增殖能力
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　　［摘要］　目的　探讨ｍｉＲ２００ｃ对膀胱癌细胞体外增殖能力的作用及机制。方法　慢病毒感染法
建立稳定过表达和稳定低表达 ｍｉＲ２００ｃ膀胱癌细胞，分为对照组、稳定过表达 ｍｉＲ２００ｃ组（ｍｉＲ２００ｃ
组）、稳定低表达ｍｉＲ２００ｃ组（ｍｉＲ２００ｃｉｎｈｉｂｉｔ组），实时定量ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同实验组
膀胱癌细胞中 ｍｉＲ２００ｃ、ＫＲＡＳ的表达量，克隆试验检测不同组膀胱癌细胞系的增殖能力。结果　
ＣＣＫ８试验显示对照组Ｔ２４和ＵＭＵＣ３与ｍｉＲ２００ｃ组分别为０．８３３３±０．０６２１、０．６５０３±０．０８８７和
０．９３９０±０．０１８１、０．８０６０±０．０２１６，２组间差异有统计学意义（Ｔ２４，Ｐ＜０．０５；ＵＭＵＣ３，Ｐ＜０．０１）。稳
定过表达ｍｉＲ２００ｃ后，膀胱癌细胞系内ＫＲＡＳ蛋白的表达降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ２００ｃ在体外通
过下调ＫＲＡＳ基因降低膀胱癌细胞的增殖能力。
　　［关键词］　 膀胱癌；ｍｉＲ２００ｃ；ＫＲＡＳ；增殖
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４．３；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３７．１４ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　广东省自然科学基金（２０１２Ｂ０３１８００２２１）
［通信作者］　苏泽轩，Ｅｍａｉｌ：ｓｕｚ２００８＠１２６．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１５１０１５．１５０５．００４．ｈｔｍｌ（２０１５１０１５）

ｍｉＲ２００ｃｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ＫＲＡＳ
ＬｉＪｉａｎｃｈａｎｇ１，２，ＳｕＺｅｘｕａｎ１，ＳｈｉＬｉｐｉｎｇ１，ＣｈｅｎＨｅｇｅ２，ＬｉｕＪｉａｎｊｕｎ２，ＬｉｕＬｅｉ２（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＵｒｏｌｏｇｙ，ＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄ
ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＪｉｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，ＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，５１０６３０；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＵｒｏｌｏｇｙ，ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ
ＧｕａｎｇｄｏｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｚｈａｎｊｉａｎｇ，ＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，５２４００１，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｒｏｌｅａｎｄｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆｍｉＲ２００ｃｉｎｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｆｔｅｒｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｓｔａｂｌｙｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓａｎｄａｎｔａｇｏｎｉｚｅ
ｍｉＲ２００ｃｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ５６３７，ＴＣＣＳＵＰａｎｄＵＭＵＣ３ｃｅｌｌｓ，ＲＴｑＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅ
ｉｎｔｅｎｄｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｉＲ２００ｃａｎｄＫＲＡＳ．Ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｉｎｇｓｙｓｔｅｍｗａｓｕｓｅｄ
ｔｏｖｅｒｉｆｙｗｈｅｔｈｅｒｍｉＲ２００ｃｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅ３′ＵＴＲｏｆＫＲＡＳａｓｔａｒｇｅｔ．Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏ
ａｎａｌｙｚｅｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣＣＫ８
ａｓｓａｙｔｈａｔｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓ０．８３３３±０．０６２１ａｎｄ０．６５０３±０．０８８７ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄａｎｄｍｉＲ２００ｃＴ２４
ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄ０．９３９０±０．０１８１ａｎｄ０．８０６０±０．０２１６ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄａｎｄｍｉＲ２００ｃＵＭＵＣ３
ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０１）．ＳｔａｂｌｙｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２００ｃｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＫＲＡＳ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｍｉＲ２００ｃｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｄｏｗｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＲＡＳｐｒｏｔｅｉｎ，ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔＫＲＡＳｐｌａｙｓａｖｉｔａｌｒｏｌｅｉｎｔｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅａｎｄ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ；ｍｉＲ２００ｃ；ＫＲＡＳ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ（２０１２Ｂ０３１８００２２１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳｕＺｅｘｕａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｓｕｚ２００８＠１２６．ｃｏｍ

２４１２
第３７卷第２１期
２０１５年１１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２１
Ｎｏｖ．１５　２０１５



　　ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是近年新发现的一类可调控
基因表达的内源性非编码单链小分子 ＲＮＡ，其异常表
达与多种肿瘤的发生、发展有密切关系［１－４］。ｍｉＲ２００
家族被认为在多种肿瘤中发挥作用。最近研究发现

ｍｉＲ２００ｃ可抑制胰腺癌的浸润与转移，是胰腺癌的一
个独立预后因子［２］。ＫＲＡＳ基因是一类癌基因，其表
达产物 ＫＲＡＳ蛋白激活下游信号因子，从而造成细胞
大量增殖，发生恶变。近期研究［５］表明，ｍｉＲ２００ｃ能
够靶向结合 ＫＲＡＳ癌基因，在乳腺癌中起到抑制肿瘤
发展的作用。也有报道，ｍｉＲ２００ｃ能够对 ＫＲＡＳ进行
调控［６］，从而抑制肿瘤的发生、发展。但 ｍｉＲ２００ｃ是
否能靶向 ＫＲＡＳ癌基因从而调控膀胱癌细胞的生长，
目前研究报道较少。我们通过生物信息工具（ＤＩＡＮ
Ａ、Ｍｉｒａｎｄａ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ）预测得知，ＫＲＡＳ是 ｍｉＲ２００ｃ
的靶基因，应用双荧光素酶报告试验证明ｍｉＲ２００ｃ与
ＫＲＡＳ的３′非翻译区（３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，３′ＵＴＲ）
能够特异性结合，进一步分析ｍｉＲ２００ｃ对膀胱癌细胞
的增殖能力的影响和作用机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　４个膀胱癌细胞株（５６３７、ＴＣＣＳＵＰ、ＵＭＵＣ３、
Ｔ２４）和正常输尿管上皮细胞（ＳＶＨＵＣ１）购自广州
Ｊｅｎｎｉｏ生物科技有限公司，ＤＭＥＭｂａｓｉｃ（×１）培养基
５００ｍＬ、ＢＳＡ胎牛血清购自美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公
司，ＴＥＭＥＤ、Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度测定试剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎ及
ＩＰ细胞裂解液购自碧云天生物技术研究所，Ｐｒｉｍｅ
Ｓｃｒｉｐｔ ｍｉＲＮＡｑＰＣＲＳｔａｒｔｅｒＫｉｔＶｅｒ．２．０试剂盒购自
ＴａＫａＲａ公司，ｍｉＲ２００ｃ、ｍｉＲ２００ｃｉｎｈｉｂｉｔ和 Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃｓ委托上海吉玛基因公司合成，ｍｉＲ２００ｃ
序列为 ５′ＣＣＣＵＣＧＵＣＵＵＡＣＣＣＡＧＣＡＧＵＧＵＵＵＧＧＧＵ
ＧＣＧＧＵＵＧＧＧＡＧＵＣＵＣＵＡＡＵＡＣＵＧＣＣＧＧＧＵＡＡＵＧＡＵ
ＧＧＡＧＧ３′。见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ的目标基因引物序列

引物 引物序列：５′－３′
片段长度

（ｂｐ）
温度

（℃）

ＲＮＵ６Ｂ 上游：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ １７ ５９．４２
下游：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ ２０ ５５．７５

ｍｉＲ２００ｃ 上游：ＴＡＡＴＡＣＴＧＣＣＧＧＧＴＡＡＴＧＡＴＧＧ ２２ ５８．２１
下游：ＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣ １９ ５９．７２

ＧＡＰＤＨ 上游：ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧ １９ ６０．０７
下游：ＡＧＴＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣ ２２ ５９．７２

１．２　细胞培养
　　人膀胱上皮永生化细胞ＳＶＨＵＣ１、人膀胱移行细
胞癌细胞ＴＣＣＳＵＰ、人膀胱癌细胞 Ｔ２４和人膀胱移行
细胞癌细胞ＵＭＵＣ３均在含１０％胎牛血清和１×１０４

Ｕ／ｍＬ青霉素链霉素的高糖 ＤＭＥＭ里培养，人膀胱癌
５６３７细胞在含１０％胎牛血清和１×１０４Ｕ／ｍＬ青霉素
链霉素的高糖１６４０里培养。培养２９３Ｔ细胞用于慢病
毒感染。

１．３　ＲＮＡ提取及实时定量ｑＲＴＰＣＲ
　　总 ＲＮＡ和 ｍｉＲＮＡ的提取分别用总 ＲＮＡ试剂盒
和ｍｉＲＮＡ试剂盒（广州，ＯｍｅｇａＢｉｏｔｅｋ公司），应用反
转录试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）将各标本的总 ＲＮＡ反转
录成ｃＤＮＡ。按ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ说明书提供的
两步法在 ＰＣＲ仪上检测 ｍｉＲ２００ｃ的表达水平。以
２－ΔΔＣｔ值表示ｍｉＲ２００ｃ的相对表达水平。通过实时定
量 ｑＲＴＰＣＲ检测 ５６３７、ＴＣＣＳＵＰ、Ｔ２４、ＵＭＵＣ３和
ＳＶＨＵＣ１的ｍｉＲ２００ｃ的表达，计算ｍｉＲ２００ｃ的相对
表达水平。

１．４　慢病毒转染构建并筛选稳定过表达及低表达
ｍｉＲ２００ｃ的膀胱癌细胞株

　　培养２９３Ｔ细胞。慢病毒感染法建立稳定过表达
和稳定低表达 ｍｉＲ２００ｃ膀胱癌细胞，分为对照组、稳
定过表达 ｍｉＲ２００ｃ组（ｍｉＲ２００ｃ组）、稳定低表达
ｍｉＲ２００ｃ组 （ｍｉＲ２００ｃｉｎｈｉｂｉｔ组）。ｍｉＲ２００ｃ组、
ｍｉＲ２００ｃｉｎｈｉｂｉｔ组以及对照质粒通过慢病毒包装后
收集病毒，慢病毒感染前 １８～２４ｈ，Ｔ２４和 ＵＭＵＣ３
细胞以１×１０５／孔铺到６孔板中，使细胞在慢病毒感染
时的数量为２×１０５／孔。第２天，每孔用１ｍＬ终浓度
为６μｇ／ｍＬ聚凝胺的新鲜培养基替换原培养基，加
６０μＬ病毒悬液。放入细胞培养箱３７℃孵育。转染
３～４ｄ后开始加药筛选。每隔２～３ｄ换１次１μｇ／ｍＬ
嘌呤霉素常规培养基。药物筛选约１０ｄ后，拍荧光照
片，实时定量ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ２００ｃ的表达情况。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中蛋白表达
　　用常规Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法进行蛋白定量试验，一抗
抗体为 ａｎｔｉＫＲＡＳ抗体。转膜、封闭、一抗孵育、二抗
孵育。化学发光、显影、定影。

１．６　双荧光素酶报告基因检测
　　根据ＩｎＦｕｓｉｏｎ ＨＤＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ说明书中的引物
设计原理，运用ＩｎＦｕｓｉｏｎ引物设计在线工具，进行设
计和构建合成含有能够与 ｍｉＲ２００ｃ结合的种子序列
ＫＲＡＳ３′ＵＴＲ的引物。将合成后的 ＫＲＡＳ３′ＵＴＲ片
段连接于荧光素酶报告基因载体 ｐｍｉｒＧＬＯ中。构建
ｐｍｉｒＧＬＯＫＲＡＳ突变型质粒。培养 ＨＥＫ２９３细胞。实
验分为 ＫＲＡＳ野生型（Ｗｔ）组和 ＫＲＡＳ突变型（Ｍｕｔ）
组，检测荧光素酶活性值。

１．７　ＣＣＫ８增殖实验
　　将转染了对照质粒（对照组）、ｍｉＲ２００ｃ质粒
（ｍｉＲ２００ｃ组）和 ｍｉＲ２００ｃｉｎｈｉｂｉｔ质粒（ｍｉＲ２００ｃｉｎ
ｈｉｂｉｔ组）的Ｔ２４和ＵＭＵＣ３细胞（５×１０３／孔）分别接
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种于９６孔板，每组３个重复孔，培养６ｄ。加入ＣＣＫ８
试剂，反应２ｈ，用９６孔板酶标仪在４５０ｎｍ测量每个
孔，统计数据。

１．８　克隆形成实验
　　在直径为６０ｍｍ的培养皿里接种细胞，分别为转
染了对照质粒、ｍｉＲ２００ｃ质粒和ｍｉＲ２００ｃｉｎｈｉｂｉｔ质粒
的Ｔ２４和ＵＭＵＣ３细胞，正常培养。ＵＭＵＣ３细胞培
养７ｄ，Ｔ２４细胞培养 １２ｄ，然后用考马斯亮蓝染色
２０ｍｉｎ，清洗３次。
１．９　靶基因生物信息学分析
　　利用 ｍｉＲＮＡ靶基因预测软件 ＤＩＡＮＡ、Ｍｉｒａｎｄａ、
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ对 ｍｉＲ２００ｃ的靶基因进行预测，如三个软
件均预测可靶向调控 ＫＲＡＳ基因，则进一步对其相互
关系进行分析。

１．１０　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件统计，计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，多组间差异的比较采用方差分析。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　膀胱癌细胞中ｍｉＲ２００ｃ的表达下降
　　通过实时定量 ｑＲＴＰＣＲ检测，Ｔ２４（０．１４３±
００２０）和ＵＭＵＣ３细胞系中ｍｉＲ２００ｃ表达（０．０７８±
００１０）明显低于 ＳＶＨＵＣ１（１．００３±０．０８９），也低于
５６３７（０．２６５±０．０１５）、ＴＣＣＳＵＰ（０．１７０±０．００９）。方
差分析显示，与ＳＶＨＵＣ１相比，Ｔ２４和ＵＭＵＣ３细胞
系中 ｍｉＲ２００ｃ表达差异有统计学意义（Ｔ２４，Ｐ＜
００５；ＵＭＵＣ３，Ｐ＜０．０５）。我们选择 Ｔ２４和 ＵＭＵＣ
３细胞作为继续研究的目标细胞，以明确 ｍｉＲ２００ｃ在
膀胱癌中所发挥的作用。

２．２　成功构建过表达及低表达ｍｉＲ２００ｃ的膀胱癌细
胞株

　　图１Ａ、Ｂ为２９３Ｔ细胞，用于包装病毒，可见荧光
表达明显，红色荧光为低表达 ｍｉＲ２００ｃ质粒标志，绿
色荧光为高表达 ｍｉＲ２００ｃ标志。图１Ｃ、Ｄ为未做处
理的膀胱癌细胞系。图１Ｅ、Ｆ为病毒感染并经过筛选
后的膀胱癌细胞系。实时定量 ｑＲＴＰＣＲ结果显示，
ｍｉＲ２００ｃ组较对照组 ｍｉＲ２００ｃ表达明显升高（Ｔ２４，
Ｐ＜０．０１；ＵＭＵＣ３，Ｐ＜０．０１），ｍｉＲ２００ｃｉｎｈｉｂｉｔ组较
对照组 ｍｉＲ２００ｃ表达明显降低（Ｔ２４，Ｐ＜０．０５；ＵＭ
ＵＣ３，Ｐ＜０．０１），见图１、２。
２．３　ＣＣＫ８实验证实ｍｉＲ２００ｃ降低膀胱癌细胞增殖

能力

　　ＣＣＫ８实验结果显示对照组 Ｔ２４和 ＵＭＵＣ３较
ｍｉＲ２００ｃ组增殖能力明显增强（Ｔ２４，Ｐ＜０．０５；ＵＭ
ＵＣ３，Ｐ＜０．０１），较 ｍｉＲ２００ｃｉｎｈｉｂｉｔ组增殖能力减弱
（Ｔ２４，Ｐ＜０．０１；ＵＭＵＣ３，Ｐ＜０．０１）。见图３。
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Ａ：２９３Ｔ细胞（低表达 ｍｉＲ２００ｃ）；Ｂ：２９３Ｔ细胞（高表达
ｍｉＲ２００ｃ）；Ｃ：未处理的 Ｔ２４；Ｄ：未处理的 ＵＭＵＣ３；Ｅ：病
毒感染及筛选后的Ｔ２４；Ｆ：病毒感染及筛选后的ＵＭＵＣ３

图１　不同处理的２９３Ｔ细胞与膀胱癌细胞系
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ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较　Ａ：稳定过表达 ｍｉＲ２００ｃ的
Ｔ２４和ＵＭＵＣ３膀胱癌细胞系；Ｂ：稳定低表达 ｍｉＲ２００ｃ
的Ｔ２４和ＵＭＵＣ３膀胱癌细胞系
图２　ｑＲＴＰＣＲ检测慢病毒包装后Ｔ２４及ＵＭＵＣ３细胞

ｍｉＲ２００ｃ的表达
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ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较　１：过表达 ｍｉＲ２００ｃ的 Ｔ２４；
２：低表达ｍｉＲ２００ｃ的Ｔ２４；３：过表达 ｍｉＲ２００ｃ的 ＵＭＵＣ
３；４：低表达ｍｉＲ２００ｃ的ＵＭＵＣ３
图３　ＣＣＫ８检测ｍｉＲ２００ｃ对膀胱癌细胞增殖能力的

影响
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较　Ａ、Ｃ：过表达ｍｉＲ２００ｃ组及半定量分析；Ｂ、Ｄ：低表达ｍｉＲ２００ｃ组及半定量分析
图４　克隆形成实验检测ｍｉＲ２００ｃ对膀胱癌细胞增殖能力的影响

２．４　克隆形成实验显示ｍｉＲ２００ｃ降低膀胱癌细胞增
殖能力

　　克隆形成实验显示，对照组Ｔ２４和ＵＭＵＣ３较过
表达ｍｉＲ２００ｃ组克隆形成明显增多，增殖能力减弱
（Ｔ２４，Ｐ＜０．０１；ＵＭＵＣ３，Ｐ＜０．０５），而低表达 ｍｉＲ
２００ｃ的Ｔ２４和ＵＭＵＣ３较对照组克隆形成能力增强
（Ｔ２４，Ｐ＜０．０１；ＵＭＵＣ３，Ｐ＜０．０５），见图４。
２．５　ｍｉＲ２００ｃ靶向结合ＫＲＡＳ基因并抑制其表达
　　靶基因预测结果显示，ｍｉＲ２００ｃ与 ＫＲＡＳ的 ３′
ＵＴＲ有一个结合位点（图５Ａ）。针对 ＫＲＡＳ设计并构
建荧光素酶报告基因载体，利用海肾荧光素报告基因

共转染进行内对照，减少内在的变化因素对实验准确

性的影响，结果见图５Ｂ。ＫＲＡＳ野生型组ｍｉＲ２００ｃ转
染后荧光素酶活性较 Ｍｕｔ转染组降低，活性受到了明
显抑制，两组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。进一步
对ｍｉＲ２００ｃ抑制膀胱癌细胞增殖的作用机制进行研
究，发现过表达 ｍｉＲ２００ｃ影响 ＫＲＡＳ蛋白的表达。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法对细胞内的 ＫＲＡＳ蛋白进行定量分析
（图５Ｃ），过表达 ｍｉＲ２００ｃ后 ＫＲＡＳ蛋白表达较对照
组显著降低，其下游通路蛋白也发生变化，包括磷酸化

的ＡＫＴ和磷酸化的ＥＲＫ。

３　讨论

　　目前研究［７－１０］表明，ｍｉＲ２００ｃ在膀胱癌中是肿瘤
抑制基因，而癌基因 ＫＲＡＳ是 ｍｉＲ２００ｃ的目标基因。
在膀胱癌细胞系中，ｍｉＲ２００ｃ的表达较在泌尿系尿路
上皮细胞明显降低，提示ｍｉＲ２００ｃ在膀胱癌中呈现低
表达，推测其在膀胱癌的发生、发展中起着重要作用，

而ｍｉＲ２００ｃ降低后失去了其抗癌作用，最终导致膀胱
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Ａ：ｍｉＲ２００ｃ对 ＫＲＡＳ的靶向调控预测；Ｂ：双荧光素酶报
告基因实验　１：ＷＴ对照组；２：ＷＴｍｉＲ２００ｃ；３：Ｍｕｔ对照
组；ＭｕｔｍｉＲ２００ｃ；ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＷＴｍｉＲ２００ｃ比较；
Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＫＲＡＳ的表达

图５　ｍｉＲ２００ｃ靶向调控ＫＲＡＳ的观察

癌的发生。本研究发现，将膀胱癌细胞内的 ｍｉＲ２００ｃ
表达提升后，ＫＲＡＳ的表达水平下降，同时膀胱癌细胞
系的增殖能力降低；沉默掉膀胱癌细胞系里的内源性
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ｍｉＲ２００ｃ，ＫＲＡＳ的表达升高，膀胱癌细胞系的增殖能
力升高。然而有趣的是，ｍｉＲ２００ｃ在胰腺癌表达增高
后，其增殖能力增强［２］。Ｌｉｕ等［１１］研究发现，在非小细

胞肺癌组织中ｍｉＲ２００ｃ的表达水平均高于正常组织，
而且肿瘤组织中ｍｉＲ２００ｃ表达越高，预后越差。提示
ｍｉＲ２００ｃ在不同肿瘤中可能扮演抑制肿瘤基因或癌
基因角色，需进一步研究。

　　ｍｉＲ２００ｃ是如何发挥肿瘤抑制作用的呢？本研
究通过ｍｉＲＮＡ基因靶点预测软件预测和双荧光素酶
报告基因检测，证实癌基因ＫＲＡＳ是ｍｉＲ２００ｃ的直接
靶点，能够被靶向结合，上调 ｍｉＲ２００ｃ降低了 ＫＲＡＳ
基因的表达。其下游通路也发生变化，包括磷酸化的

ＡＫＴ和磷酸化的 ＥＲＫ，在过表达 ｍｉＲ２００ｃ后也发生
下降，从而影响膀胱癌细胞的增殖能力。文献［１２］报
道，ＫＲＡＳ基因作为一种促进肿瘤进展的分子，能促进
膀胱癌细胞的增殖。本研究结果表明，过表达 ｍｉＲ
２００ｃ抑制Ｔ２４和ＵＭＵＣ３膀胱癌细胞的增殖能力。
　　本研究发现，ｍｉＲ２００ｃ能抑制体外培养的膀胱癌
细胞的增殖，提示ｍｉＲ２００ｃ在膀胱癌中起到肿瘤抑制
作用，表明双重角色的ｍｉＲ２００ｃ是一种促进或抑制肿
瘤发生、发展的 ｍｉＲＮＡ，需要定义在一个特定类型肿
瘤中讨论ｍｉＲＮＡ的具体作用。我们推测，遗传和微环
境因素可能是重要影响因素，它们决定ｍｉＲＮＡ分子的
功能，或促进或抑制癌基因的活动。因此，需要去彻底

了解它的分子机制以及不同的生物学效应，以及 ｍｉＲ
２００ｃ在膀胱癌和其他肿瘤中参与的细胞通路，也包括
通路中各个分子之间的相互作用。

　　本研究确定了增殖的调节因子 ＫＲＡＳ是 ｍｉＲ
２００ｃ的直接靶向结合目标，该基因控制着增殖的状态
和强度，说明原癌基因 ＫＲＡＳ将成为十分有价值的抗
癌治疗靶点。但是我们未知的还有很多，如 ｍｉＲ２００ｃ
在膀胱癌中是通过何种机制发生表达变化的。总之，

膀胱癌中ｍｉＲ２００ｃ的表达下调机制，是由于基因缺失
或启动子甲基化所导致的？尚需进一步的探讨。本研

究结果提示，ｍｉＲ２００ｃ有望成为诊断和提示预后的生
物标志物。目前对ｍｉＲ２００家族的研究尚处于起步阶
段，不够全面，尤其是在肿瘤的发生、发展过程中，ｍｉＲ
２００ｃ的表达升高与降低的机制尚未得到证实，是肿瘤
发生的原因还是存在其他的调控过程而导致 ｍｉＲ
２００ｃ的表达或高或低，我们将进一步研究。
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