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　　［摘要］　目的　探讨ｍｉＲ１２４在膀胱癌中的表达及其临床意义。方法　 ＲＴｑＰＣＲ检测人正常膀
胱尿路上皮细胞ＳＶＨＵＣ１及膀胱癌细胞（５６３７、Ｊ８２、Ｔ２４、ＴＣＣＳＵＰ、ＵＭＵＣ３）中ｍｉＲ１２４的表达；收集
本院２０１３年１月至２０１６年１月１１４例膀胱癌患者的术后组织标本，采用原位杂交法检测ｍｉＲ１２４在膀
胱癌及癌旁组织中的表达，并分析其与临床病理特征及预后的相关性。细胞试验分 ３组：分别将
ｍｉＲＮＡＮＣ（ｍｉＲＮＡＮＣ组）、ｍｉＲＮＡ１２４ｍｉｍｉｃｓ（ｍｉＲＮＡ１２４ｍｉｍｉｃｓ组）和 ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ｍｉＲ１２４
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组）转染至膀胱癌Ｔ２４细胞，ＣＣＫ８试验检测ｍｉＲ１２４表达对细胞增殖能力的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测其增殖相关蛋白（ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７）和 ｐＡＫＴ表达。结果　ｑＰＣＲ结果显示，ｍｉＲ１２４在膀胱癌细胞
５６３７、Ｊ８２、Ｔ２４、ＴＣＣＳＵＰ、ＵＭＵＣ３中的表达均低于正常膀胱尿路上皮细胞ＳＶＨＵＣ１（Ｐ＜０．０５）；原位杂
交试验结果显示，ｍｉＲ１２４在正常膀胱尿路上皮细胞中呈高表达，在非浸润性和浸润性膀胱癌组织中低
表达；ｍｉＲ１２４表达与膀胱癌临床Ｔ分期、淋巴结转移及肿瘤分化程度密切相关（χ２＝６．８２９，Ｐ＝０．００９；
χ２＝６．８４４，Ｐ＝０．００９；χ２＝５．１１１，Ｐ＝０．０２４）；ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ分析显示，ｍｉＲ１２４低表达组患者的总生存率
（ＯＳ）和无病生存期（ＤＦＳ）明显低于高表达组患者（χ２＝２２．７，Ｐ＜０．０１；χ２＝２６．５７，Ｐ＜０．０１）。多因素
分析结果表明ｍｉＲ１２４低表达是影响膀胱癌患者预后的独立危险因素（ＯＳＨＲ＝４．６３；９５％ＣＩ：１．３９～
７．２３；Ｐ＝０．００７；ＤＦＳＨＲ＝５．８２；９５％ ＣＩ：１．５６～１１．４２；Ｐ＝０．００３）。与 ｍｉＲＮＡＮＣ组比较，ｍｉＲ
１２４ｍｉｍｉｃｓ组Ｔ２４细胞增殖能力明显下降（Ｐ＜０．０５），增殖相关蛋白（ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７）和 ｐＡＫＴ表达量明
显降低（Ｐ＜０．０５）；而ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组中Ｔ２４细胞增殖能力增强，ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７及ｐＡＫＴ的蛋白表达
量升高（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ１２４在膀胱癌细胞及组织中低表达，并促进膀胱癌细胞的增殖能力，低
表达ｍｉＲ１２４的膀胱癌患者预后较差，其机制可能与ＡＫＴ信号通路的激活有关。
　　［关键词］　膀胱癌；ｍｉＲ１２４；细胞增殖；ＡＫＴ信号通路
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　　ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡ）是一类内源性的单链非编码
单链小分子ＲＮＡ，其通常长度为１７～２４个核苷酸，其
能够与靶基因的ｍＲＮＡ互补序列结合从而引起ｍＲＮＡ
的降解或抑制翻译过程［１］。研究发现，ｍｉＲＮＡ在多种
肿瘤中发挥至关重要的作用，广泛参与肿瘤的细胞增

殖、血管形成、细胞凋亡、侵袭及转移等生物学过

程［２］。ｍｉＲ１２４在已被证实在多种肿瘤中发挥类似抑
瘤基因的功能，但其在膀胱癌中的生物学功能及作用

机制仍未见相关报道［３－４］。因此，本研究拟通过用实

时荧光定量聚合酶链反应 （ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）和原位杂交技术
检测１１４例膀胱癌细胞及组织中的表达情况，探讨其
表达水平与膀胱癌临床病理特征及预后的关系，分析

ｍｉＲ１２４表达改变对生物学功能的影响并探讨其相关
机制，旨在为膀胱癌的治疗、诊断及预后标志物的开发

提供参考来源和理论基础。

１　材料与方法

１．１　检测对象
　　人正常膀胱上皮细胞ＳＶＨＵＣ１及膀胱癌细胞株
５６３７、Ｊ８２、Ｔ２４、ＴＣＣＳＵＰ、ＵＭＵＣ３均购于中国科学院细
胞库。临床标本取自２０１３年１月至２０１６年１月我院
１１４例行根治性膀胱切除术，纳入患者术前均未行放
化疗及免疫治疗等治疗，均经组织病理学证实为膀胱

尿路上皮癌及癌旁组织（癌旁组织选择距癌灶边缘５ｃｍ
以上），患者住院资料均完整。其中男性 ７４例，女性
４０例，年龄３５～７７（６２．５±８．３）岁；ＴＮＭ分期Ⅰ～Ⅱ期患

者６９例，Ⅲ～Ⅳ期患者４５例；高、中分化患者６３例，低
分化患者５１例。所有的组织样本采集后均立即置于
液氮中保存。本研究经我院伦理委员会批准（批件

号：２０１２００６４）。
１．２　主要试剂
　　ＲＰＭＩ１６４０、ＤＭＥＭ、Ｆ１２Ｋ培养液及 ＰＢＳ购自美
国ＧＩＢＣＯ公司；胎牛血清购于杭四季青公司；ＴＲＩｚｏｌ
试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＥＰＣ水购自武汉塞维
尔生物技术有限公司；反转录及ｍｉＲＮＡ荧光定量检测
试剂盒（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）购自大连宝生物公司，ｍｉＲ１２４
原位 杂 交 探 针 序 列、ｍｉＲ１２４模 拟 物 （ｍｉＲ１２４
ｍｉｍｉｃ）、ｍｉＲ１２４抑制剂（ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）及其阴性
对照（ｍｉＲＮＡＮＣ）均购自广州锐博生物公司；封闭液
和预杂交液均购自福州迈新生物公司。脂质体

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００均购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＣＣＫ
８细胞增殖试剂盒购自碧云天生物科技有限公司；兔
抗人ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ和 βａｃｔｉｎ单克隆抗体
以及辣根过氧化物标记的二抗均购自美国ＣＳＴ公司。
１．３　方法
１．３．１　细胞培养　　ＳＶＨＵＣ１细胞使用含有 １０％
胎牛血清和 １％青霉素链霉素的 Ｆ１２Ｋ培养基培养；
Ｊ８２细胞使用含有１０％胎牛血清和１％青霉素链霉素
的ＤＭＥＭ培养；５６３７、Ｔ２４、ＴＣＣＳＵＰ、ＵＭＵＣ３细胞于含
１０％胎牛血清和１％青霉素链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基
中培养；细胞置于３７℃、５％ＣＯ２的恒温培养箱中培养。
１．３．２　实时荧光定量 ＰＣＲ　　用 ＴＲＩｚｏｌ ＲＮＡ提取
试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提取总 ＲＮＡ，采用 ＰＴＣ１００／
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ＰＴＣ２００型 ＰＣＲ仪按 ＲＴ试剂盒说明反转录合成
ｃＤＮＡ链；采用 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ７５００ＲＴＰＣＲｓｙｓｔｅｍ
按说明进行ＰＣＲ检测，设３个复孔，以看家基因ＧＡＰ
ＤＨ和Ｕ６作为内参，ｍｉＲ１２４及 Ｕ６引物序列为：ｍｉＲ
１２４上游引物序列为５′ＡＴＧＧＣＧＧＡＴＧＡＡＧＴＡＡＴＣＧＣＧ３′，
下游引物序列为 ５′ＧＡＡＡＣＴＣＡＣＡＡＣＴＴＧＡＴＣＡＧＴＴＣ
３′；Ｕ６上游引物序列为 ５′ＡＣＡＧＣＧＴＧＣＴＡＧＡＴＣＡＴ
ＣＡＧＣ３′；下游引物序列为 ５′ＧＧＴＣＡＴＧＡＧＴＣＡＧＣ
ＣＡＣＧＡＴ３′。反应条件：９５℃ ３ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ、６０℃
３５ｓ，循环４０次；计算各组 ＣＴ值，采用定量 ＰＣＲ中的
相对定量法及２－△△Ｃｔ计算ｍｉＲＮＡ的表达水平。
１．３．３　原位杂交　　将切除的新鲜标本尽快在 ４％
多聚甲醛中固定４ｈ，以免ｍＲＮＡ降解，制作石蜡切片
并切厚度为４μｍ的连续切片；将石蜡切片行二甲苯
脱蜡，水洗，３％Ｈ２Ｏ２室温作用１０ｍｉｎ，水洗２次；在切
片上加入１ｍＬ３％柠檬酸和２滴胃蛋白酶，混匀３７℃
消化２０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，再水洗１次；湿
盒底部加２０％甘油保湿，每个蜡块２０μＬ预杂交液，置
于３８℃恒温箱３ｈ；每个蜡块２０μＬ杂交液，将原位杂
交专用盖玻片盖在切片上，在杂交仪中 ４２℃杂交过
夜；依次置于 ２×柠檬酸盐缓冲盐酸液（Ｓａｌｉｎｅｓｏｄｉｕｍ
ｃｉｔｒａｔｅｂｕｆｆｅｒ，ＳＳＣ）液５ｍｉｎ、０．５×ＳＳＣ液１５ｍｉｎ、０．２×
ＳＳＣ液 １５ｍｉｎ洗涤；滴加封闭液，３７℃恒温孵育
３０ｍｉｎ；滴加生物素化鼠抗地高辛，３７℃恒温孵育
６０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗４次，每次５ｍｉｎ；加 ＤＡＢ显色液，苏木
精复染，酒精脱水，二甲苯透明；最后中性树胶封片，显

微镜观察。

１．３．４　原位杂交结果分析　　根据组织阳性着色程
度评分：无着色为０分；浅黄色为１分；棕黄色为２分；
棕褐色为３分；根据组织中的阳性细胞数计分：０％～
１０％为１分；＞１０％～５０％为２分；＞５０％～７５％为３分；
＞７５％为４分。两种评分方法乘积得到判定阳性结果：
两者乘积＜８为低表达，≥８为高表达。
１．３．５　病例随访　　随访调查患者死亡时间及原因
以及发生远处转移的时间，观测患者总生存期（ｏｖｅｒａｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）及无病生存期（ｄｉｓｅａｓｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，
ＤＦＳ）。随访从第一次明确诊断开始，到发生远处转移
时间或死亡时间或末次随访时间；发现患者死亡或转

移随访即终结，随访截止时间为２０１９年１月１日。
１．３．６　ＣＣＫ８增殖试验　　严格参照 ＣＣＫ８试剂盒
说明书的步骤进行试验，分为３组：分别将 ｍｉＲＮＡＮＣ
（ｍｉＲＮＡＮＣ组）、ｍｉＲＮＡ１２４ｍｉｍｉｃｓ（ｍｉＲＮＡ１２４ｍｉｍ
ｉｃｓ组）和ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组）转染
至膀胱癌Ｔ２４细胞，并转染后的细胞接种于９６孔板中
并置于恒温培养箱培养，待细胞贴壁后，分别于０、２４、

４８、７２ｈ时间点加入１０μＬＣＣＫ８，继续置于３７℃恒
温培养箱培养２～４ｈ，使用酶联免疫检测仪于４５０ｎｍ
波长处检测各组的细胞光密度值［Ｄ（４５０）］，计算增
殖率。

１．３．７　蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）试验　　经过
处理的细胞铺种在６孔板中，待细胞生长良好吸去旧
培养基，ＰＢＳ冲洗细胞１～２次。加入含蛋白酶抑制剂
（ＰＭＳＦ）的ＲＩＰＡ裂解液，细胞刮刀将细胞刮下收集至
ＥＰ管中，冰上裂解细胞３０ｍｉｎ，高速离心并收集上清，
即为细胞的总蛋白，并置于－８０℃冰箱保存；ＢＣＡ法
对蛋白进行定量，完成后加入上样缓冲液混匀，煮沸

５ｍｉｎ变性。配置的相应浓度的分离胶和浓缩胶，加
样并进行电泳，后进行转膜操作，转膜完成后用 １０％
脱脂牛奶封闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 １～２次，裁剪条带后加
入一抗 ４℃过夜孵育。第二日取出 ＰＶＤＦ膜并用
ＴＢＳＴ洗涤 ３～５次，每次 ５ｍｉｎ；随后加入二抗孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３～５次，ＥＣＬ发光试剂盒进行显影，化
学发光仪检测并拍照。

１．４　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，
多组间比较采用单因素方差分析和 ＬＳＤｔ检验；计数
资料以百分数表示，采用 χ２检验。使用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
绘制生存曲线，采用 Ｌｏｇｒａｎｋ分析 ｍｉＲ１２４与膀胱癌
患者临床预后的关系。

２　结果

２．１　ｍｉＲ１２４在人正常膀胱尿路上皮及膀胱癌细胞
中的表达

　　ｑＰＣＲ检测ｍｉＲ１２４在人正常膀胱尿路上皮细胞
及膀胱癌细胞中的表达，结果发现，与人正常膀胱尿路

上皮细胞ＳＶＨＵＣ１比较，膀胱癌细胞５６３７、Ｊ８２、Ｔ２４、
ＴＣＣＳＵＰ、ＵＭＵＣ３中 ｍｉＲ１２４的表达水平明显降低（ｔ＝
１６．３７，Ｐ＜０．０１；ｔ＝２９．９９，Ｐ＜０．０１；ｔ＝５０．８４，Ｐ＜
０．０１；ｔ＝２８．３，Ｐ＜０．０１；ｔ＝５６．９５，Ｐ＜０．０１，图１）。
２．２　ｍｉＲ１２４在膀胱癌组织中的表达及与临床病理

参数的关系

　　采用原位杂交技术检测１１４例膀胱癌组织及癌旁
正常组织中 ｍｉＲ１２４的表达。结果显示，ｍｉＲ１２４蛋
白主要定位于细胞质，染色呈棕褐色，在正常膀胱组织

中明显高表达，在癌组织中显著低表达（图 ２）；ｍｉＲ
１２４正常膀胱组织呈阳性表达有８１例，在膀胱癌组织
呈阳性表达有４２例，ｍｉＲ１２４在正常膀胱组织的阳性
表达显著高于膀胱癌组织（Ｐ＜０．００１）。相关性分析表
明，ｍｉＲ１２４低表达与膀胱癌临床Ｔ分期、淋巴结转移
及肿瘤分化程度密切相关（Ｐ＜０．０５），但与性别、年龄、
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远处转移等无明显相关性（Ｐ＞０．０５），见表２。
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图１　ｑＰＣＲ检测ｍｉＲ１２４在人正常膀胱尿路上皮及膀胱
癌细胞中的表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．３　ｍｉＲ１２４表达与膀胱癌患者预后的关系
　　将所收集的膀胱癌样本分成ｍｉＲ１２４高表达组和
ｍｉＲ１２４低表达组，通过 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法通过绘制生
存曲线，分析ｍｉＲ１２４表达与膀胱癌预后的关系，结果
发现，ｍｉＲ１２４高表达的膀胱癌患者中，３年患者随访
中出现５例失访；ｍｉＲ１２４低表达膀胱癌患者中，３年
患者随访中出现 ４例失访；ｍｉＲ１２４低表达组患者的
总生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）明显短于高表达组患
者（χ２＝２２．７，Ｐ＜０．０１）；ｍｉＲ１２４低表达组患者的无病
生存期（ｄｉｓｅａｓｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＤＦＳ）也明显短于高表达

组患者（χ２＝２６．５７，Ｐ＜０．０１）。提示 ｍｉＲ１２４表达越
低，膀胱癌患者预后越差。多因素分析结果提示，ｍｉＲ
１２４在膀胱中低表达是影响膀胱癌患者预后的独立危
险因素（ＯＳＨＲ＝４．６３；９５％ＣＩ：１．３９～７．２３；Ｐ＝０．００７；
ＤＦＳＨＲ＝５．８２；９５％ ＣＩ：１．５６～１１．４２；Ｐ＝０．００３）。
见图３。

表２　ｍｉＲ１２４在膀胱癌组织中的表达与临床病理特征的
相关性　［例（％）］

临床病理参数 ｎ 低表达组 高表达组 χ２ Ｐ
性别

　男 ７４ ４６（４５．６１） ２８（５４．３９）
０．０９０ ０．７６４

　女 ４０ ２６（６６．６７） １４（３３．３３）
年龄／岁
　≤６０ ６７ ４６（４３．５９） ２１（５６．４１）

２．１２２ ０．１４６
　＞６０ ４７ ２６（６２．５） ２１（３７．５）
ＴＮＭ分期
　Ｔ１－Ｔ２ ６９ ３７（６４．４４） ３２（３５．５６）

６．８２９ ０．００９
　Ｔ３－Ｔ４ ４５ ３５（２２．２２） １０（７７．７８）
淋巴结转移

　Ｎ０ ７８ ４３（５９．１８） ３５（４０．８１）
６．８４４ ０．００９

　Ｎ１－Ｎ３ ３６ ２９（２１．４２） ７（７８．５７）
远处转移

　Ｍ０ ８６ ５７（５３．４５） ２９（４６．５５）
１．４６６ ０．２２６

　Ｍ１ ２８ １５（３３．３３） １３（６６．６７）
分化程度

　中高分化 ６３ ３４（５４．３５） ２９（４５．６５）
５．１１１ ０．０２４

　低分化 ５１ ３８（２３．５３） １３（７６．４７）
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图２　原位杂交技术检测ｍｉＲ１２４在正常膀胱组织、非浸润性及浸润性膀胱癌组织中的表达
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表达组比较

图３　ｍｉＲ１２４表达水平与膀胱癌患者总生存期及无病生
存期的关系

２．４　ＣＣＫ８法检测 ｍｉＲ１２４表达改变对膀胱癌细胞
Ｔ２４增殖能力的影响

　　采用ＣＣＫ８增殖试验检测３组Ｔ２４细胞在０、２４、
４８、７２ｈ各时间点的增殖情况。结果表明，与对照组
（ｍｉＲＮＡＮＣ）相比，ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃｓ组各时间点的细胞
增殖能力明显降低（Ｐ＜０．０５）；而ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组

细胞增殖能力明显升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图４）。
２．５　ｍｉＲ１２４表达改变对膀胱癌细胞增殖相关蛋白

及ＡＫＴ信号通路的影响
　　为明确上调 ｍｉＲ１２４表达后，膀胱癌细胞增殖能
力降低的潜在调控机制，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｍｉＲ
１２４表达改变后增殖相关蛋白 ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７及 ＡＫＴ信
号通路蛋白的表达水平。结果显示，与 ｍｉＲＮＡＮＣ组
比较，ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃｓ组 Ｔ２４细胞的增殖相关蛋白
ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７以及磷酸化的 ｐＡＫＴ蛋白表达水平降低
（Ｐ＜０．０５），而 ＡＫＴ蛋白表达水平未发生变化（Ｐ＞
０．０５）；ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组中的 ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７及 ｐＡＫＴ
的蛋白表达水平较ｍｉＲＮＡＮＣ组和ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃｓ组
升高（Ｐ＜０．０５），而ＡＫＴ蛋白表达水平未发生变化（Ｐ＞
０．０５），见图５。
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３　讨论

　　膀胱癌是常见的癌症［５］。在我国，随着诊疗技术

及筛查手段的提高，膀胱癌的发病率呈逐年递增趋势，

男性膀胱癌的患病率是女性的３～４倍，现已位居全部
恶性肿瘤中第十位［６］。早期膀胱癌患者症状不典型，

多因出现血尿后前来就诊，往往大多数患者被确诊为

膀胱癌时已发生转移，导致膀胱癌患者疗效欠佳且预

后较差［７］。有研究指出，由于膀胱癌新的治疗药物进

展缓慢以及治疗手段未有明显改进，导致膀胱癌近

３０年来生存率未得到明显改善［８］。因此，深入探究膀

胱癌的分子机制及发病机理，寻找新的诊断标志物及

分子治疗靶点，一直是目前研究重点与难点，对改善膀

胱癌治疗效果、降低死亡率及改善患者预后具有至关

重要的临床意义［９］。

　　ｍｉＲＮＡ作为生命过程的重要调控分子，与肿瘤的
发生、发展关系密切［１０］。研究发现，ｍｉＲＮＡ在多种肿
瘤表型差异表达明显，提示其可作为肿瘤的诊断及预

后标志物［１１］。ＺＨＡＮＧ等［１２］采用 ｍｉＲＮＡ表达谱确定
了 ｍｉＲ１９１、ｍｉＲ２３３ｐ、ｍｉＲ１４５、ｍｉＲ３２８和 ｍｉＲ１８ａ
这５个血清 ｍｉＲＮＡｓ与非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌ
ｌｕｎｇＣａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）患者的３年总生存率显著相关，
提示他们可以作为晚期ＮＳＣＬＣ患者的预后预测因子。
研究报道，胃癌患者血清中高表达的 ｍｉＲ４５１和 ｍｉＲ
１６将预示着更高的总体生存率［１３］。在 ＺＨＵ等［１４］采

用表达谱芯片共筛选出了 ｍｉＲ１６、ｍｉＲ２５、ｍｉＲ９２ａ、
ｍｉＲ４５１和 ｍｉＲ４８６５ｐ共 ５个 ｍｉＲＮＡ在非贲门腺癌
患者血浆中的水平持续升高，并被作为检测早期非贲

门腺癌的潜在无创生物标志物。上述结果表明，ｍｉＲ
ＮＡ在多种肿瘤进展过程中发挥重要作用，并可作为
肿瘤的早期诊断及预后评判指标。ｍｉＲ１２４作为抑瘤
因子在多种肿瘤中发挥抑瘤作用［１５］。在 ＮＳＣＬＣ细胞
中，ｍｉＲ１２４表达水平明显低于正常肺上皮 ＢＥＡＳ２Ｅ
细胞；且ｍｉＲ１２４在ＮＳＣＬＣ组织的表达水平明显低于
正常肺组织，ｍｉＲ１２４的表达水平与肿瘤转移（ＴＮＭ）
的分期、分化程度和淋巴结转移显著相关。本研究结

果显示，ｍｉＲ１２４在人膀胱癌细胞 ５６３７、Ｊ８２、Ｔ２４、
ＴＣＣＳＵＰ、ＵＭＵＣ３中的表达水平均明显低于ＳＶＨＵＣ１
（Ｐ＜０．０１）；与ｍｉＲ１２４在膀胱癌细胞中的表达趋势相
一致的是，原位杂交技术结果表明 ｍｉＲ１２４在正常膀
胱组织中呈强阳性表达，在非浸润性膀胱癌组织中表

达降低，在浸润性膀胱癌组织中的表达较前两者更低。

说明 ｍｉＲ１２４可能参与了膀胱癌发生、发展过程。
ｍｉＲ１２４低表达与膀胱癌临床 Ｔ分期、淋巴结转移及
肿瘤分化程度密切相关（Ｐ＜０．０５），但与性别、年龄、远

处转移等无明显相关性（Ｐ＞０．０５）。ｍｉＲ１２４低表达
可能与膀胱癌的恶性程度及不良预后呈正相关，提示

其可能参与了膀胱癌发生的恶性进程。

　　有研究发现，与正常肺细胞和组织相比，ｍｉＲ１２４
在ＮＳＣＬＣ细胞株 ＳＰＣＡ１、ＮＣＩＨ１６５０及 ＮＳＣＬＣ组织
的表达下调。ｍｉＲ１２４低表达患者的 ＯＳ和 ＰＦＳ明显
缩短。进一步机制探讨发现，肿瘤抑制因子 ｍｉＲ１２４
通过抑制靶基因泛素特异性蛋白酶１４（Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅ
ｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ１４，ＵＳＰ４）的表达，负调控ＮＳＣＬＣ细胞生
长和自我更新，进而提高ＮＳＣＬＣ细胞对吉非替尼的敏
感性［１６］。本研究分析 ｍｉＲ１２４表达与膀胱癌患者预
后之间的关系，ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ结果显示，ｍｉＲ１２４低表
达组患者的 ＯＳ和 ＤＦＳ明显短于高表达组患者（Ｐ＜
０．０１）；多因素分析结果提示，ｍｉＲ１２４在膀胱中低表
达是影响膀胱癌患者预后的独立危险因素。提示

ｍｉＲ１２４表达越低，膀胱癌患者预后越差，有望成为膀
胱癌新的预后标志物。

　　ｍｉＲ１２４在胃癌组织样品和细胞系中的表达都显
著降低，且过表达ｍｉＲ１２４（ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃｓ）可明显抑
制了胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力［１７］。有研究报

道，与ｍｉＲＮＣ组比较，过表达 ｍｉＲ１２４（ｍｉＲ１２４ｍｉｍ
ｉｃｓ）可显著降低结直肠癌细胞的活力，明显诱导细胞
凋亡和抑制细胞侵袭能力（Ｐ＜０．０５）；并且明显增强了
Ｗｎｔ４的表达。由此提出 ｍｉＲ１２４可能通过调控 Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，抑制肿瘤细胞的增殖并促进其凋
亡［１８］。本研究采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将 ｍｉＲ１２４
ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及 ｍｉＲＮＡＮＣ转染至 Ｔ２４细
胞中，ＣＣＫ８检测细胞增殖能力，结果发现，与ｍｉＲＮＡ
ＮＣ组相比，ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃｓ组Ｔ２４细胞增殖能力明显
下降（Ｐ＜０．０５），而 ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组中 Ｔ２４细胞增
殖能力增强（Ｐ＜０．０５）。说明上调 ｍｉＲ１２４可抑制
Ｔ２４细胞的增殖能力。这与 ＣＡＯ等［１９］研究结果相一

致。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路作为细胞内重要信号转导通
路之一，其通过影响下游多种效应分子的活化状态，在

细胞内发挥着抑制凋亡、促进增殖的关键作用，与多种

实体肿瘤的发生、发展关系密切［２０－２１］。本研究采用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测增殖相关蛋白（ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７）及
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路中 ＡＫＴ以及磷酸化的 ｐＡＫＴ的表达
水平，结果表明，与 ｍｉＲＮＡＮＣ比较，ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃｓ
组中的 ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７及 ｐＡＫＴ蛋白表达量降低（Ｐ＜
０．０５）；ｍｉＲ１２４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组中的ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７及ｐＡＫＴ
的蛋白表达量较ｍｉＲＮＡＮＣ组和ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃｓ组升
高（Ｐ＜０．０５），而总 ＡＫＴ蛋白表达量未发生变化（Ｐ＞
０．０５）。提示上调ｍｉＲ１２４有效抑制 Ｔ２４细胞的增殖
和ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的活化，ｍｉＲ１２４可能通过 ＡＫＴ信
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号通路调控膀胱癌细胞的增殖，进而影响肿瘤的恶性

进程。

　　综上所述，ｍｉＲ１２４在膀胱癌组织与癌细胞中均
明显降低，与膀胱癌临床 Ｔ分期、淋巴结转移及肿瘤
分化程度及不良预后密切相关，上调 ｍｉＲ１２４可显著
减少细胞增殖，其机制可能与 ＡＫＴ信号通路有关，有
望为膀胱癌的预后评判和治疗提供新的标志物和治疗

靶点。
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