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热损伤诱导的ｔＲＮＡ碎片ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１抑制膀胱尿路上皮癌细胞的增殖与侵袭
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　　［摘要］　目的　探讨热损伤诱导高度恶性与低度恶性膀胱尿路上皮癌（ｂｌａｄｄｅｒｕｒｏｔｈｅｌｉａｌｃａｎｃｅｒ，
ＢＵＣ）细胞之间差异表达的ｔＲＮＡ碎片对ＢＵＣ细胞增殖与侵袭的影响。方法　对高度恶性ＢＵＣ细胞株
Ｔ２４和低度恶性 ＢＵＣ细胞株 ５６３７行热损伤处理。对热损伤前后细胞进行 ｔＲＮＡ碎片（ｔｒａｎｓｆｅｒＲＮＡ
ｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓ，ｔＲＦｓ）测序，筛选出热损伤后在 Ｔ２４中表达下降且在 ５６３７细胞中表达上升的
ｔＲＦｓ，并对其行细胞株及临床标本ＲＴＰＣＲ检测及验证。构建目的ｔＲＦ的单链模拟物（ｍｉｍｉｃ）和反义链
（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ），并转染至热损伤后的Ｔ２４及５６３７细胞中，分组为：相对应的Ｈｅａｔ组、载体对照组、Ｍｉｍｉｃ组、
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组。通过ＣＣＫ８、流式细胞术、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ｔＲＦ对ＢＵＣ细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭的调
控作用。结果　通过测序及细胞株 ＲＴＰＣＲ检测，所筛选出的 ｔＲＦｓ分别为 ｔＲＦｃｈｒＭ．ＳｅｒＧＣＴ、ｔＲＦＩｌｅ
ＡＡＴ１，而只有ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１在低级别ＢＵＣ患者行第２次经尿道膀胱肿瘤电切（ｔｒａｎｓｕｒｅｔｈｒａｌｒｅｓｅｃｔｉｏｎ
ｏｆｂｌａｄｄｅｒｔｕｍｏｒ，ＴＵＲＢＴ）所取标本中表达量较第１次 ＴＵＲＢＴ的标本显著升高［（１．６１±０．１６）倍，Ｐ＜
０．０１］；且在高级别 ＢＵＣ患者中表达量较第 １次 ＴＵＲＢＴ标本显著降低［（０．７５±０．１４）倍，Ｐ＜０．０５］。
ＣＣＫ８结果显示 Ｔ２４Ｈｅａｔ＋Ｍｉｍｉｃ组 ＢＵＣ细胞的增殖受到明显抑制（Ｐ＜０．０５）；流式细胞术结果显示
Ｔ２４Ｈｅａｔ＋Ｍｉｍｉｃ组的凋亡率较Ｔ２４Ｈｅａｔ组显著上升［（５．８８±１．０１）倍，Ｐ＜０．０１］；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验提示Ｔ２４Ｈｅａｔ＋
Ｍｉｍｉｃ组迁移的Ｔ２４数量较Ｔ２４Ｈｅａｔ组显著下降［（０．４０±０．０５）倍，Ｐ＜０．０１］，侵袭的 Ｔ２４数量较 Ｔ２４Ｈｅａｔ

组显著下降［（０．２３±０．０４）倍，Ｐ＜０．０１］。５６３７Ｈｅａｔ＋Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＢＵＣ细胞增殖明显增强（Ｐ＜０．０５），其凋
亡率较 ５６３７Ｈｅａｔ组显著下降［（０．１１±０．０２）倍，Ｐ＜０．０１］，迁移细胞数较 ５６３７Ｈｅａｔ组显著上升［（１．８１±
０．２９）倍，Ｐ＜０．０１］，侵袭细胞数较５６３７Ｈｅａｔ组显著上升［（２．７０±０．１５）倍，Ｐ＜０．０１］。结论　热损伤诱导
的ｔＲＮＡ碎片ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１，可抑制ＢＵＣ细胞的增殖与侵袭能力。
　　［关键词］　 膀胱尿路上皮癌；转运ＲＮＡ碎片；热损伤；ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１
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ｃａｎｃｅｒ，ＭＩＢＣ）姑息治疗的重要方式［１］。其不稳定的

术后复发率和复发后的病理进展越来越引起泌尿外科

医生的关注［２－４］。究其机制，一方面电切术中膀胱尿

路上皮癌瘤体形态改变，容易引起切除的不彻底；另一

方面，电切时肿瘤组织破碎可引起肿瘤细胞在膀胱腔

内播撒。从分子生物学机制出发，上述现象亦可能与

肿瘤细胞热损伤所介导的恶性程度增加有关［５－７］。该

机制已在多种肿瘤模型中被广泛证实，但在ＴＵＲＢＴ中
尚少见报道。

　　近期研究表明，热损伤或缺氧可诱导肿瘤细胞产
生转运 ＲＮＡ应激诱导的碎片（ｔｒａｎｓｆｅｒＲＮＡｓｔｒｅｓｓ
ｉｎｄｕｃｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓ，ｔｉＲＮＡｓｏｒｔＲＦｓ）以调节其自身的生
物学行为［８－９］。例如，在与膀胱尿路上皮癌同样具有

较强异质性的乳腺癌中［１０－１２］，缺氧刺激可抑制高侵袭

性乳腺癌细胞 ＬＭ２表达 ｔＲＦＧｌｎ，且向 ＬＭ２细胞内转
染ｔＲＦＧｌｎ可抑制其增殖与侵袭，而沉默低侵袭性乳腺
癌细胞ＭＤＡ中的ｔＲＦＧｌｎ却增强了该细胞的增殖与侵
袭［１３］。类似的研究观察到，ｔＲＦＬｅｕ／ｍｉＲ１２８０可通过
干预ＪＡＧ２／Ｎｏｔｃｈ通路抑制结肠癌干细胞的自我更新
和转移［１４］。以上研究提示，高度恶性的肿瘤细胞可以

通过抑制自身 ｔＲＮＡ裂解来抵抗环境变化，而低度恶
性的肿瘤细胞产生的 ｔＲＦｓ可能具有抗肿瘤效果。基
于此种假设，本研究采用测序技术，筛选热损伤后在低

度恶性的膀胱尿路上皮癌细胞（ｂｌａｄｄｅｒｕｒｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＢＵＣ）中表达上调，但在热损伤后高度恶性
的ＢＵＣ细胞中表达下降的ｔＲＦ，观察该ｔＲＦ对ＢＵＣ细
胞增殖与侵袭能力的影响，以期达到探索ＴＵＲＢＴ术后
复发和进展机制的目的，为临床中膀胱肿瘤基因治疗

提供可能的靶点。

１　资料与方法

１．１　试验材料
　　收集２０１７年９月至２０２０年９月间于重庆医科大
学附属第二医院泌尿外科行第 １次及第 ２次 ＴＵＲＢＴ
的ＮＭＩＢＣ患者。纳入标准：原发性膀胱尿路上皮癌诊
断明确；第１次ＴＵＢＲＴ术前未接受放疗、静脉化疗、介
入治疗；术后仅行常规方案吡柔比星膀胱灌注化疗；临

床基线资料及瘤体标本保存完整。排除标准：转移性

膀胱肿瘤或合并其他恶性肿瘤疾病；接受过纳入标准

之外其他肿瘤治疗；ＴＵＲＢＴ术后行其他药物灌注化
疗；临床基线资料或标本保存不完整。本实验通过重

庆医科大学附属第二医院伦理委员会批准（２０１７４
１９０）。参与试验的患者均签署知情同意书，其术后肿
瘤标本液氮冻存。

　　主要试剂：ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司），胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），ｍｉＲＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ试剂盒、ｍｉＲＮＡｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒、ｍｉＲＮＡ
ｑＰＣＲＡｓｓａｙＫｉｔ试剂盒（北京康为世纪公司），Ｃｅｌｌ
ＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）试剂盒（武汉博士德公司），
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ
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１的ｍｉｍｉｃ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（上海吉荧生物技术公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养、热损伤处理及细胞转染　　人高度
恶性ＢＵＣ细胞 Ｔ２４和低度恶性 ＢＵＣ细胞 ５６３７由重
庆医科大学附属第二医院中心实验保存，购自中国科

学院上海生科院细胞资源中心。所有细胞培养在含

１０％胎牛血清和青链霉素双抗的 ＲＰＭＩ１６４０培养基
中，置于３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养。细胞生长达
９０％时传代培养，此处标记为：Ｔ２４组和 ５６３７组。当
细胞生长至８０％～９０％时，更换新鲜培养基，将培养皿
漂浮于４８℃恒温水浴箱内水浴１０ｍｉｎ［１５］。然后重新
置于３７℃并含５％ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ备用，此
处标记为：Ｔ２４Ｈｅａｔ组和５６３７Ｈｅａｔ组。转染前２４ｈ，将细
胞接种到６孔板中，并根据 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００说明书
进行转染。使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ
１合成单链模拟物（ｍｉｍｉｃ）、反义链（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）和相应
的载体对照序列（ＬＮＡ寡核苷酸修饰），序列见表１，此
处分别标记为：Ｔ２４Ｈｅａｔ＋Ｍｉｍｉｃ组、Ｔ２４Ｈｅａｔ＋Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、
Ｔ２４Ｈｅａｔ＋载体对照组；５６３７Ｈｅａｔ＋Ｍｉｍｉｃ组、５６３７Ｈｅａｔ＋
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、５６３７Ｈｅａｔ＋载体对照组。根据说明书，每个
孔对ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１的ｍｉｍｉｃ及ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的最佳终浓度
为１００ｎｍｏｌ／Ｌ。

表１　ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１单链模拟物和反义链序列与长度

核苷酸 序列 产物长度／ｂｐ　

ｍｉｍｉｃ ５′ＵＣＣＣＣＧＵＡＣＧＧＧＣＣＡＣＣＡ３′ １８

ｍｉｍｉｃ载体对照 ５′ＵＣＵＡＣＵＣＵＵＵＣＵＡＧＧＡＧＧＵＵＧＵＧＡ３′ ２４

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ５′Ｔ＋Ｇ＋ＧＴＧＧＣＣＣＧＴＡ＋ＣＧＧＧ＋Ｇ＋Ａ３′ １８

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ载体对照 ５′ＵＣＵＡＣＵＣＵＵＵＣＵＡＧＧＡＧＧＵＵＧＵＧＡ３′ ２４

１．２．２　提取ｍｉＲＮＡ　　将 ＢＵＣ组织在液氮中磨碎，
贴壁细胞吸去培养液后，分别加入 ＴＲＩｚｏｌ，振荡混匀，
静置后再次离心。取上清加入氯仿，剧烈振荡，室温放

置后再次离心。将上层液体移入离心管中，加入无水

乙醇混匀，加入吸附柱ＲＭ（ＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎｓＲＭ）中离心。
弃吸附柱 ＲＭ，向流出液加入乙醇，并加入吸附柱 ＲＳ
（ＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎｓＲＳ）。离心后将吸附柱ＲＳ重新放回收
集管中，加入ＢｕｆｆｅｒＲＷＴ，离心后倒掉废液。再向吸附
柱ＲＳ中加入ＢｕｆｆｅｒＲＷ２并离心，重复 ２次。将吸附
柱ＲＳ置于室温晾干。再置于无酶离心管中，加入无
酶水并室温放置１ｍｉｎ，离心后收集 ＲＮＡ溶液冻存于
－８０℃中备用。
１．２．３　ｔｉＲＮＡ及 ｔＲＦ测序　　用 ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００
测定总ＲＮＡ样品的纯度和浓度。对总ＲＮＡ样品进行
预处理，以去除一些干扰小 ＲＮＡｓｅｑ文库构建的 ＲＮＡ

修饰。将每个样品的总 ＲＮＡ依次连接到 ３′和 ５′小
ＲＮＡ衔接子上。然后使用Ｉｌｌｕｍｉｎａ的专有反转录引物
和扩增引物合成并扩增 ｃＤＮＡ。随后，从 ＰＡＧＥ凝胶
中提取并纯化 １３４～１６０ｂｐＰＣＲ扩增片段。最后，通
过Ａｇｉｌｅｎｔ２１００生物分析仪对完成的文库进行定量。
使文库变性并稀释至１．３ｍＬ的加载体积和１．８ｐｍｏｌ／Ｌ
的加载浓度。根据制造商的说明，使用ＮｅｘｔＳｅｑ５００／５５０
Ｖ２试剂盒（＃ＦＣ４０４２００５，Ｉｌｌｕｍｉｎａ）将稀释的文库加载
到试剂盒中，并在 ＩｌｌｕｍｉｎａＮｅｘｔＳｅｑ５００系统上进行测
序。然后收集数据并进行分析。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测　　用 ＴＲＩｚｏｌ试剂从细胞系和
组织中提取ｍｉＲＮＡ，使用随机引物和逆转录酶ＰＣＲ试
剂盒合成ｃＤＮＡ。通过实时ＰＣＲ评估筛选出的２个差
异表达的ｔＲＦｓ。Ｕ６表达用作内部对照。各分子引物
序列如表 ２所示（试剂盒自带 ｔＲＦｃｈｒＭ．ＳｅｒＧＣＴ和
ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１通用的下游引物，未展示）。

表２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ所用引物序列与长度

分子 引物序列 产物长度／ｂｐ　

Ｕ６
上游：５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′
下游：５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′

９６

ｔＲＦｃｈｒＭ．ＳｅｒＧＣＴ 上游：５′ＧＡＧＡＡＡＧＣＴＣＡＣＡＡＧＡＡＣＴＧＣＴ３′ ２４

ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１ 上游：５′ＴＣＣＣＣＧＴＡＣＧＧＧＣＣＡＣＣ３′ １８

１．２．５　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　将ＢＵＣ细胞按照每
孔（４～４．５）×１０３接种到 ９６孔平底微孔板中，并在
Ｔ２４Ｈｅａｔ组、Ｔ２４Ｈｅａｔ＋载体对照组、Ｔ２４Ｈｅａｔ＋Ｍｉｍｉｃ组、
Ｔ２４Ｈｅａｔ＋Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；５６３７Ｈｅａｔ组、５６３７Ｈｅａｔ＋载体对照组、
５６３７Ｈｅａｔ＋Ｍｉｍｉｃ组、５６３７Ｈｅａｔ＋Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组设置 ３个重复
孔。将处理后的细胞培养２４、４８、７２ｈ后，添加 ＣＣＫ８
试剂，并在４５０ｎｍ下测量光密度值Ｄ（４５０），绘制相应
的生长曲线。

１．２．６　流式细胞术检测细胞凋亡　　采用 Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＰＩ双染色进行定量分析。首先将漂浮的细胞放入
１．５ｍＬＥＰ管中，然后再用０．２５％胰蛋白酶将培养皿
中的细胞消化成单个细胞，收集细胞悬液，并以

１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液，ＰＢＳ重新悬浮细
胞沉淀，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃去上清液，重复
２次。最后，将１×１０６细胞重悬于５００μＬＰＢＳ（ｐＨ＝７．２）
缓冲液中，分别加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ与５μＬＰＩ
染液，避光孵育１５ｍｉｎ，然后通过流式细胞仪检测各组
细胞凋亡率。

１．２．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验评估细胞迁移和侵袭能力　　
将细胞重悬于无血清ＲＰＭＩ１６４０（５×１０４／１００μＬ）中，并
将Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶铺入上室。于下室加入包含７５０μＬ
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含１０％ＦＢＳ的培养基。将Ｔ２４和５６３７细胞系加入上
室孵育时间４８ｈ。用ＰＢＳ洗涤后，用棉签除去小室上
表面的细胞，将膜下表面上的细胞固定并用 ０．５％结
晶紫溶液染色并计数。迁移能力检测于未铺基质胶的

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内进行，其步骤与侵袭能力检测一致。
１．３　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ１８．０统计软件分析数据。计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，满足方差齐性及正态分布者采用独立样本
ｔ检验或单因素方差分析，不满足则采用秩和检验。计
数资料采用卡方检验或秩和检验。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　测序及细胞ＲＴＰＣＲ筛选出两种差异表达ｔＲＦｓ
　　５６３７和Ｔ２４经热损伤处理后，通过ｓｍａｌｌＲＮＡｓｅｑ
测序筛选出大量ｔＲＦｓ在５６３７中表达升高而在Ｔ２４中
表达降低（图 １Ａ）。ＲＴＰＣＲ实验逆向验证后发现
ｔＲＦｃｈｒＭ．ＳｅｒＧＣＴ在 ５６３７Ｈｅａｔ组中升高至 ５６３７组的
（８．３３±０．２５）倍，而在 Ｔ２４Ｈｅａｔ组中下降至 Ｔ２４组的
（０．５１±０．０９）倍（图１Ｂ，Ｐ＜０．０５）。此外，ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１
在５６３７Ｈｅａｔ组中升高至５６３７组的（６．０４±０．８４）倍，而

在Ｔ２４Ｈｅａｔ组中下降至 Ｔ２４组的（０．３７±０．１８）倍（图
１Ｃ，Ｐ＜０．０５）。因此，ｔＲＦｃｈｒＭ．ＳｅｒＧＣＴ和 ｔＲＦＩｌｅ
ＡＡＴ１将行ＲＴＰＣＲ实验进一步检测它们在临床样本
中差异表达。

２．２　ＲＴＰＣＲ检测不同级别ＢＵＣ临床标本中ｔＲＦＩｌｅ
ＡＡＴ１呈差异表达

　　共纳入 ＢＵＣ患者 １０例，其中男性 ６例，女性
４例；年龄５４～８１岁，平均６９．７岁；低级别 ＢＵＣ５例，
高级别ＢＵＣ５例；患者中第１次行ＴＵＲＢＴ时瘤体为单
个的７例，多个的３例，瘤体直径０．８～１．７ｃｍ；第２次
行ＴＵＲＢＴ时瘤体为单个的９例，多个的１例，瘤体直
径０．６～１．５ｃｍ。
　　对同一患者２次 ＴＵＲＢＴ术后标本 ＲＴＰＣＲ检测
显示，无论是高级别还是低级别的患者，ｔＲＦｃｈｒＭ．Ｓｅｒ
ＧＣＴ在２次 ＴＵＲＢＴ术后标本中表达无明显差异（图
２Ａ、Ｃ），而 ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１在低级别 ＢＵＣ患者第 ２次
ＴＵＲＢＴ术后 ＢＵＣ标本中的表达高于第 １次 ＴＵＲＢＴ
（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｂ），且在高级别 ＢＵＣ的表达又低于第
１次ＴＵＲＢＴ（Ｐ＜０．０５，图２Ｄ）。因此，ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１为
最终所筛选的目的ｔＲＦ，用于后续细胞实验。
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图１　热损伤后的不同恶性程度ＢＵＣ细胞中ｔＲＦｓ的差异表达
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２．３　ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１抑制ＢＵＣ细胞的增殖
　　在热损伤后的５６３７细胞中，与５６３７Ｈｅａｔ组相比，通过
转染ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ抑制其表达水平可显著提高
５６３７Ｈｅａｔ＋Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的增殖能力（图３Ａ，Ｐ＜０．０５）。在热
损伤后的Ｔ２４细胞中，通过转染ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１ｍｉｍｉｃ提
高其在Ｔ２４Ｈｅａｔ＋Ｍｉｍｉｃ组中的表达，与Ｔ２４Ｈｅａｔ组相比，有
效抑制了Ｔ２４细胞的增殖能力（图３Ｂ，Ｐ＜０．０５）。
２．４　ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１促进ＢＵＣ细胞的凋亡
　　通过向热损伤后的５６３７细胞转染 ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，抑制其表达水平可显著降低 ５６３７Ｈｅａｔ＋
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞的凋亡率至（８．０６±１．８２）％（如图 ４Ａ
中ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染色流式结果第２、３象限所示），与
５６３７Ｈｅａｔ组（７２．８３±３．２１）％的凋亡率相比，差异有统
计学意义（图 ４Ｂ，Ｐ＜０．０１）。而转染 ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１
ｍｉｍｉｃ有效提高了 Ｔ２４Ｈｅａｔ＋Ｍｉｍｉｃ组细胞的凋亡率，达

（７６．７８±３．９５）％，与Ｔ２４Ｈｅａｔ组（１３．３５±２．７２）％的凋亡
率相比，差异有统计学意义（图４Ｃ，Ｐ＜０．０１）。
２．５　ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１抑制ＢＵＣ细胞的迁移与侵袭
　　在热损伤的 ５６３７细胞中转染 ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，５６３７Ｈｅａｔ＋Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞迁移数量为
（３１４．６７±１８．８８）个，显著高于５６３７Ｈｅａｔ组的（１７５．３３±
１７．７９）个（Ｐ＜０．０１，图５Ａ、Ｂ）；侵袭细胞数量为（５５７．００±
３６．１７）个，也高于 ５６３７Ｈｅａｔ组的（１９４．３３±２０．４０）个
（Ｐ＜０．０１，图５Ｄ、Ｅ）。而转染 ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１ｍｉｍｉｃ的
Ｔ２４Ｈｅａｔ＋Ｍｉｍｉｃ组中细胞迁移数量，由 Ｔ２４Ｈｅａｔ组的
（１９１．００±１７．０９）个下降至（７６．３３±１２．８６）个，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１，图 ５Ａ、Ｃ）；侵袭的细胞数由
Ｔ２４Ｈｅａｔ组的（３６６．３３±１９．８６）个下降至（８４．３３±１６．０４）
个，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图５Ｄ、Ｆ）。说明ｔＲＦ
ＩｌｅＡＡＴ１可有效抑制ＢＵＣ细胞的迁移与侵袭。
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图２　ｔＲＦｓ在２次ＴＵＲＢＴ术后及不同分级ＢＵＣ中的表达差异
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３　讨论

　　尽管 ＴＵＲＢＴ被认为是 ＮＭＩＢＣ手术治疗的金标
准［１］，但术后高复发率和肿瘤进展现象时有报道：

ＮＭＩＢＣ患者中有２７％～７８％在术后出现肿瘤复发；并
且１０．３％～３５％的 ＮＭＩＢＣ在 ＴＵＲＢＴ术后表现出病理
进展或升级［２－４］。由此可见，即使采用相同的治疗策

略，ＢＵＣ患者之间的预后仍存在很大差异。大量研究
证实，热损伤可诱导肿瘤细胞恶性程度进展［５－７］。膀

胱肿瘤等离子电切的组织切割面温度为４０～７０℃，此
原理同样可以对膀胱肿瘤细胞造成热损伤。然而，热

损伤可诱导肿瘤细胞恶性程度进展的机制在 ＴＵＲＢＴ
术后肿瘤复发和进展中却未获证实。

　　ｔＲＦｓ即应激诱导型 ｔＲＮＡ片段，是细胞内最丰富
的非编码 ＲＮＡ（ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｎｃＲＮＡ）来源之
一［８］。细胞受到外界刺激时，ｔＲＮＡ裂解成为多种
ｔＲＦｓ。ｔＲＦｓ可与细胞内ＡＧＯ蛋白（ａｒｇｏｎａｕｔｅｐｒｏｔｅｉｎｓ）
结合，通过调节目的 ｍＲＮＡ的翻译活性，调控应激蛋
白的合成以适应微环境的变化［８］。研究表明，热损伤

或缺氧可以刺激肿瘤细胞产生 ｔＲＦｓ，从而调节癌细胞
的生物学行为［１６］。现已证实，高度恶性的肿瘤细胞可

以通过抑制自身 ｔＲＮＡ裂解来减少 ｔＲＦｓ产生，从而维
持其恶性生物学行为［１３－１４］。在此基础上，本研究对所

有ＢＵＣ细胞行热损伤处理后，筛选出于低度恶性ＢＵＣ
细胞中表达增加，但于高度恶性ＢＵＣ细胞中表达减少
的ｔＲＦｓ：ｔＲＦｃｈｒＭ．ＳｅｒＧＣＴ和 ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１。本研究
在进一步的临床验证中，分别检测了低级别与高级别

ＢＵＣ在第 １次和第 ２次行 ＴＵＲＢＴ所取临床标本中
ｔＲＦｃｈｒＭ．ＳｅｒＧＣＴ和 ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１表达差异。根据
上述理论，低级别 ＢＵＣ在经过第１次 ＴＵＲＢＴ热损伤
后，残余或复发的瘤体经由第２次电切获取，其可能高
表达目的ｔＲＦ。而高级别 ＢＵＣ经过第１次 ＴＵＲＢＴ热
损伤后，残余或复发的瘤体经由第２次电切获取，标本
中目的ｔＲＦ表达则应下降。这即是目的ｔＲＦ在不同级
别ＢＵＣ电切后表达差异的原因。因此，本试验在排除
了两次 ＴＵＲＢＴ术后标本中表达差异无明显变化的
ｔＲＦｃｈｒＭ．ＳｅｒＧＣＴ之后，最终筛选出来的目的 ｔＲＦ为
ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１。而目前学术界对于 ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１的
研究尚处于空白状态，其分子生物学功能均少见报道。

本研究使用ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１的ｍｉｍｉｃ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ来调节
其在热损伤ＢＵＣ细胞模型中的表达水平，从增殖、凋
亡、迁移和侵袭４个角度证实ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１具有抑制
膀胱尿路上皮癌细胞的作用。

　　综上，本研究初步探讨 ＴＵＲＢＴ术后 ＢＵＣ复发和

恶性程度进展的部分机制。因 ＴＵＲＢＴ可进一步诱导
低级别 ＢＵＣ细胞产生 ｔＲＦＩｌｅＡＡＴ１以抑制肿瘤进
展，所以ＴＵＲＢＴ可能更适用于低级别 ＢＵＣ。相反，对
高级别ＢＵＣ行ＴＵＲＢＴ可能更具有促进肿瘤进展的潜
在风险。同时，本研究认为调控ｔＲＦｓ可能成为一种有
前途的肿瘤基因治疗策略，尤其是用于辅助某些特定

治疗，如引起细胞应激的物理治疗等。

　　众所周知，ＢＵＣ是一种具有高异质性的恶性肿
瘤［１７，１０］。近年来 ＢＵＣ的分子分型相关研究方兴未
艾。这些研究进一步阐释了不同ＢＵＣ病例之间、同一
病例不同时期、甚至同一病例不同细胞之间分子分型

的内在差异［１８－１９］。然而，由于种种原因，本研究无法

将ＢＵＣ固有分子分型的潜在差异纳入考量。如果能
根据ＢＵＣ不同的分子分型，将应激后 ｔＲＦｓ在 ＢＵＣ发
生、发展中扮演的角色进行严谨和深入的分析，这对于

进一步探索ＢＵＣ的精准治疗将大有裨益。
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