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核糖核苷酸还原酶调节亚基Ｍ２对膀胱癌细胞增殖和侵袭的影响
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　　［摘要］　目的　探讨核糖核苷酸还原酶调节亚基 Ｍ２（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｕｂｕｎｉｔ
Ｍ２，ＲＲＭ２）在膀胱癌细胞中的生物学功能及其机制。方法　采用 ＴＣＧＡ及 Ｏｎｃｏｍｉｎｅ数据库分析膀胱
癌患者ＲＲＭ２的表达，生存分析采用ＫＭＰｌｏｔ在线分析网站。收集２０１９年６月至２０２０年１２月在本院
泌尿外科手术患者的膀胱癌组织和癌旁组织，通过ｑＲＴＰＣＲ检测其ＲＲＭ２的表达情况。采用膀胱癌细
胞系（５６３７、Ｔ２４、Ｅｊ、ＢＩＵ８７）进行细胞实验；选取高表达 ＲＲＭ２的细胞进行沉默实验，采用 ＣＣＫ８、
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测ＲＲＭ２对膀胱癌细胞增殖、侵袭的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关蛋
白的表达。结果　ＲＲＭ２在膀胱癌患者中表达升高（差异表达倍数 Ｌｏｇ２ＦＣ＝４．５４６，Ｐ＜０．０１），高表达
的ＲＲＭ２与患者不良预后及较差的总体生存率相关。体外细胞实验显示，与 ５６３７和 Ｔ２４细胞相比，
ｓｉＲＮＡ转染沉默ＲＲＭ２后７２、９６ｈ显著抑制膀胱癌细胞的增殖（Ｐ＜０．０１）；并显著减弱膀胱癌细胞的侵
袭能力（Ｐ＜０．０１）。沉默 ＲＲＭ２后，总 βｃａｔｅｎｉｎ表达水平显著降低，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的下游蛋
白，包括在肿瘤进展中起重要作用的细胞周期蛋白Ｄ１和ｃＭｙｃ也显著降低。结论　ＲＲＭ２可促进膀胱
癌细胞的增殖和侵袭，可能靶向ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路发挥促癌作用。
　　［关键词］　膀胱肿瘤；核糖核苷酸还原酶调节亚基Ｍ２；细胞增殖；细胞侵袭
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　　膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤，总体上排
名第九。据统计，男性膀胱癌的发病率是女性的 ３
倍［１］。膀胱癌分为肌层浸润性膀胱癌（ｍｕｓｃｌｅｉｎｖａｓｉｖｅ
ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ，ＭＩＢＣ）和非肌层浸润性膀胱癌（ｎｏｎ
ｍｕｓｃｌｅｉｎｖａｓｉｖｅｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ，ＮＭＩＢＣ）。ＮＭＩＢＣ占新
病例的 ７０％～８０％，并经尿道膀胱肿瘤切除术
（ｔｒａｎｓｕｒｅｔｈｒａｌｒｅｓｅｃｔｉｏｎｏｆｂｌａｄｄｅｒｔｕｍｏｒ，ＴＵＲＢＴ）进行
治疗。但是，ＮＭＩＢＣ患者治疗后复发率很高，需要多
次复查，因此给患者的生活带来不便。膀胱镜检查仍

是诊断膀胱癌和检测复发的金标准［２］。但仍然有大

约３０％的复发性肿瘤最终会发展成 ＭＩＢＣ。这类患者
通常采用以手术为主的综合治疗，涉及放疗、化疗及生

物治疗等方法［３］。尽管治疗效果取得了进步，但目前

还没有有效的治疗方法来阻止膀胱癌的发展［４］。因

此，迫切需要阐明膀胱癌发生发展的分子机制，以开发

出对该疾病的早期诊断和治疗的方法。

　　核糖核苷酸还原酶调节亚基 Ｍ２（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｕｂｕｎｉｔＭ２，ＲＲＭ２）是编码核糖核
苷酸还原酶的两个不同亚基之一。有研究表明，

ＲＲＭ２能够促进胶质母细胞瘤［５］、前列腺癌［６］及乳腺

癌［７］等肿瘤的进展。但是在膀胱癌中的作用尚不明

确。因此，本研究观察 ＲＲＭ２在膀胱癌中的表达，探
讨其对膀胱癌细胞的增殖和侵袭等生物学的作用，并

初步探索其可能的调控机制，以期为阐明膀胱癌的发

生机制提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
　　收集２０１９年６月至 ２０２０年 １２月在本院泌尿外
科行手术治疗、病理诊断为膀胱癌患者的膀胱癌组织

和癌旁组织。人膀胱上皮永生化细胞ＳＶＨＵＣ１，人膀
胱癌细胞Ｔ２４、５６３７、Ｅｊ、ＢＩＵ８购自中国医学科学院基
础医学研究所细胞资源中心；胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、ＲＰＭＩ１６４０培养基、Ｆ１２Ｋ培养基、胰蛋白
酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＴｏｔａｌＲＮＡ提取试剂盒、反转

录试剂盒（ＲＴＰＣＲ）、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒购自天根
公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒购自美 国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；引物购自上海吉玛制药技术有限公
司；抗 ＲＲＭ２抗体 （ａｂ５７６５３）和抗 ＧＡＰＤＨ 抗体
（ａｂ２０５７１９）购自英国Ａｂｃａｍ公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定
试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司；Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ仪购自意大利 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；ＣＣＫ８
试剂盒购自 Ｄｏｊｉｎｄｏ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司。

１．２　方法
１．２．１　生物信息学预测　　采用肿瘤基因图谱
（ＴＣＧＡ）数据库（ｈｔｔｐ：／／ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）及
Ｏｎｃｏｍｉｎｅ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｏｎｃｏｍｉｎｅ．ｏｒｇ／）分析
ＲＲＭ２表达。参考文献［８］用 ＫＭＰｌｏｔ在线分析网站
（ｈｔｔｐｓ：／／ｋｍｐｌｏｔ．ｃｏｍ／ａｎａｌｙｓｉｓ／）进行生存分析。
１．２．２　细胞培养　　采用５种膀胱癌细胞系：５６３７、
Ｔ２４，Ｅｊ、ＢＩＵ８７和正常的人膀胱上皮永生化细胞（ＳＶ
ＨＵＣ１）。其中，５６３７、Ｔ２４、Ｅｊ和 ＢＩＵ８７培养基包括
ＲＰＭＩ１６４０、１０％胎牛血清和 １％链霉素青霉素。ＳＶ
ＨＵＣ１培养方法包括：Ｆ１２Ｋ、１０％的胎牛血清和 １％
的链霉素青霉素。以上均在３７℃，５％ＣＯ２的培养箱中
培养。

１．２．３　细胞转染　　合成靶向ＲＲＭ２的３个ｓｉＲＮＡ进行
转染并检测其沉默效率。ｓｉＲＮＡ序列及对照序列（Ｂｌａｎｋ）
由吉凯基因合成，序列见表１。将细胞接种到６孔板中
至７０％～９０％汇合度。ｓｉＲＮＡ和ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００混
匀后加入细胞中继续孵育一段时间进行后续实验。设

置空白对照组（Ｂｌａｎｋ）和阴性对照组（ＮＣ）。

表１　ＲＲＭ２ｓｉＲＮＡ序列信息

基因 序列（５’３’）
ｓｉＲＲＭ２１ ＣＣＡＵＣＧＡＧＵＡＣＣＡＵＧＡＵＡＵＴＴ
ｓｉＲＲＭ２２ ＧＧＡＧＣＧＡＵＵＵＡＧＣＣＡＡＧＡＡＴＴ
ｓｉＲＲＭ２３ ＧＣＡＣＵＣＵＡＡＵＧＡＡＧＣＡＡＵＡＴＴ
Ｂｌａｎｋ ＧＣＡＡＧＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＴ
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１．２．４　总ＲＮＡ和ｃＤＮＡ合成　　根据制造商的方案
使用ＴＲＩｚｏｌ试剂从细胞中分离总ＲＮＡ。然后，使用逆
转录试剂盒 ２０μＬ含有 １μｇＲＮＡ的体系中合成
ｃＤＮＡ。将反应混合物在３７℃下孵育５ｍｉｎ，在９５℃
下加热３０ｍｉｎ，然后在冰上冷却。
１．２．５实时定量逆转录ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测　　使用
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＴａｑⅡ以 ＧＡＰＤＨ作为内部参照进行
ｑＲＴＰＣＲ。引物序列设计如下：ＲＲＭ２正向 ５′ＧＴＧ
ＧＡＧＣＧＡＴＴＴＡＧＣＣＡＡＧＡＡ３′；反向 ５′ＣＡＣＡＡＧＧＣＡ
ＴＣＧＴＴＴＣＡＡＴＧＧ３′。ＧＡＰＤＨ正向 ５′ＧＧＡＧＣＧＡＧＡ
ＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ３′；反向 ５′ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣ
ＴＣＡＴＧＧ３′。每种 ２０μＬ反应混合物均包含引物
０．５μｍｏｌ／Ｌ，１０μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ，７μＬＲＮａｓｅ水和
２μＬｃＤＮＡ。使用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪进行扩增，初始变
性在９５℃进行 ３０ｓ；随后进行 ４０个循环，分别是
９５℃ ５ｓ，６０℃ ３４ｓ和 ７２℃ ３０ｓ。所有反应重复
３次。使用△△Ｃｔ方法对基因表达进行定量。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　使用 ＲＩＰＡ裂解缓冲液
和蛋白酶抑制剂混合物提取细胞蛋白，并使用碧云天

ＢＣＡ蛋白测定试剂盒测量浓度。将蛋白质样品
（２０μｇ）在１０％的凝胶上进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，然后转移
到聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上。用 ５％脱脂牛奶在
５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ和 ０．１％Ｔｗｅｅｎ
２０（ＴＢＳＴ）中封闭膜１ｈ，用鼠抗ＲＲＭ２抗体（１∶４０００）
在４℃过夜，然后与辣根过氧化物酶偶联的山羊抗鼠
免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ，１∶８０００）在 ＴＢＳＴ中于室温孵育
１ｈ后显影。
１．２．７　ＣＣＫ８检测细胞增殖测定　　将细胞按
４０００／孔接种在９６孔板中。培养２４ｈ后，将ＣＣＫ８试
剂在不同时间点添加到平板中，然后在３７℃孵育２ｈ。
采用酶标仪测量波长４５０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭　　使用孔径为
８μｍ的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ室（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司），在上部室中预先
涂上 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基底膜基质（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司），将
４００００个细胞接种在无血清培养基中的上腔中，并向
下腔中添加５００μＬ补充有１０％ＦＢＳ的培养基。将细
胞在３７℃下孵育２４ｈ或４８ｈ后，将孔置于１００％甲醇
中以固定细胞，然后使用棉签小心地清除保留在腔室

上侧的细胞。将已侵袭的细胞用台盼蓝染色，然后用

ＰＢＳ洗涤小室。使用奥林巴斯显微镜对５个独立视野
拍摄照片。

１．２．９　组织芯片制作及染色　　标本经过２位病理

学专家确诊后，１０％福尔马林固定，常规石蜡包埋后打
孔标记，制成组织芯片。采用二步法免疫组化染色。

１．３　统计学分析
　　取３次独立重复实验结果，采用 ＳＰＳＳ２６．０统计
软件进行数据分析。数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采
用独立样本ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析。
采用双侧检验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＲＭ２在膀胱癌患者中的表达及对生存的影响
　　肿瘤基因图谱（ＴＣＧＡ）数据分析结果显示，ＲＲＭ２
在膀胱癌患者中有表达升高的趋势（差异表达倍数

Ｌｏｇ２ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ＝４．５４６，Ｐ＜０．０１，图１Ａ）。采用Ｏｎｃｏ
ｍｉｎｅ数据库进一步分析显示，膀胱癌组织中 ＲＲＭ２
ｍＲＮＡ表达水平显著高于膀胱正常组织（ｎ＝１５７，Ｆｏｌｄ
Ｃｈａｎｇｅ＝５．３８８，Ｐ＜０．００１，图１Ｂ）。ＫＭＰｌｏｔ网站生存
分析显示，ＲＲＭ２高表达的患者总体生存率（ｏｖｅｒａｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）较差（图 １Ｃ）。进一步检测 １０例临床膀
胱癌样本及配对癌旁组织中 ＲＲＭ２的表达。结果显
示，ＲＲＭ２ｍＲＮＡ在膀胱癌组织中的表达显著高于癌
旁组织（Ｐ＜０．０１，图１Ｄ）；组织芯片结果显示，在膀胱
癌组织中ＲＲＭ２蛋白表达也高于癌旁组织（图１Ｅ）。
２．２　膀胱癌细胞系中ＲＲＭ２ｍＲＮＡ表达增高
　　通过ＲＴｑＰＣＲ检测 ＲＲＭ２在人膀胱上皮永生化
细胞（ＳＶＨＵＣ１）和膀胱癌细胞系（５６３７、Ｔ２４、Ｅｊ、ＢＩＵ
８７）中的差异表达情况。结果显示，与 ＳＶＨＵＣ１相
比，５６３７和 Ｔ２４细胞系中 ＲＲＭ２表达升高（Ｐ＜０．０５，
图２Ａ），而在Ｅｊ和 ＢＩＵ８７细胞系中，ＲＲＭ２的表达相
对较低。因此挑选高表达 ＲＲＭ２的５６３７和 Ｔ２４细胞
进行沉默实验。

２．３　下调ＲＲＭ２抑制膀胱癌细胞增殖和侵袭
　　ｓｉＲＮＡ沉默 ５６３７细胞后采用 ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ评估其转染效率，选择效果最优的 ｓｉＲＲＭ２２
作为沉默组（ｓｉＲＲＭ２）进行后续实验。结果显示，与空
白对照组（Ｂｌａｎｋ）和阴性对照组（ＮＣ）比较，沉默后
ｓｉＲＲＭ２组细胞中ＲＲＭ２的表达水平降低（图２Ｂ、Ｃ）。
ＣＣＫ８实验结果显示，与５６３７和Ｔ２４细胞比较，ｓｉＲＮＡ
转染后 ７２、９６ｈ显著抑制了膀胱癌细胞的增殖（Ｐ＜
０．０１，图 ２Ｄ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，与 ５６３７和
Ｔ２４细胞比较，ｓｉＲＮＡ转染后膀胱癌细胞的迁移能力
显著减弱（Ｐ＜０．０１，图２Ｅ）。
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２．４　ＲＲＭ２沉默显著降低 ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路相
关蛋白表达

　　为了探究膀胱癌中ＲＲＭ２是否通过ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路影响膀胱癌细胞的增殖、迁移和侵袭。在

５６３７及ｓｉＲＮＡ转染的细胞中检测相关蛋白表达情况，
结果发现沉默ＲＲＭ２后，总βｃａｔｅｎｉｎ表达水平显著降

低。同时，与对照组相比，ＲＲＭ２沉默后，Ｗｎｔ／βｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路的下游蛋白，包括在肿瘤进展中起重要作
用的细胞周期蛋白 Ｄ１和 ｃＭｙｃ也显著降低（图 ３）。
表明抑制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路可能是 ＲＲＭ２沉默诱导
膀胱癌细胞进展的潜在分子机制之一。
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图１　ＲＲＭ２在膀胱癌组织中的表达及ＯＳ分析
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Ａ、Ｂ：ｓｉＲＮＡ沉默ＲＲＭ２ｍＲＮＡ及蛋白的表达水平　ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与对照组（Ｂｌａｎｋ和 ＮＣ）比较 Ｃ：ＣＣＫ８检测 ＲＲＭ２

表达降低对膀胱癌细胞增殖的影响　 ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与 Ｂｌａｎｋ组比较；Ｄ：膀胱癌细胞系中 ＲＲＭ２的表达情况　ａ：Ｐ＜

０．０５，与ＳＶＨＵＣ１细胞比较；Ｅ：ＲＲＭ２表达降低膀胱癌细胞侵袭指数的变化；Ｆ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测ＲＲＭ２表达降低对膀胱癌细胞

侵袭的影响　 ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｂｌａｎｋ组比较

图２　沉默ＲＲＭ２对膀胱癌细胞增殖和侵袭的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析，ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组（Ｂｌａｎｋ和ＮＣ）比较

图３　沉默ＲＲＭ２抑制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号相关蛋白的表达

３　讨论

　　膀胱癌由于早期预后不良和复发的问题，仍然是
临床上的主要挑战。膀胱癌的癌变涉及多个致癌基因

和多个抑癌基因的变化。因此，许多分子标志物可用

于提供可信的方法来改善癌症的预后和治疗。但是，

目前在应用方面却不尽如人意。

　　ＲＲＭ２是致癌基因，不仅在膀胱癌中过表达，还在
各种类型的肿瘤细胞中也过表达，例如乳腺癌、人类胶

质母细胞瘤、前列腺癌等［５－６，９－１０］。本研究通过在线网

站分析发现ＲＲＭ２在膀胱癌中表达升高，并且与预后
不良相关。通过ｑＰＣＲ在膀胱癌临床样本及细胞系中
进行了验证。结果显示，与 ＳＶＨＵＣ１细胞比较，５６３７
和Ｔ２４细胞高表达 ＲＲＭ２，而在 Ｅｊ和 ＢＩＵ８７细胞中，
ＲＲＭ２的表达相对较低。本研究发现在不同类型的膀
胱癌细胞中，ＲＲＭ２的表达情况不同，与文献［１１］报道
相同致癌基因在不同细胞中作用不同，甚至可以抑癌

相符。

　　有证据表明，ＲＲＭ２在癌症进展中的作用。ＬＩ等［５］

研究表明，高表达ＲＲＭ２促进胶质母细胞瘤细胞的增
殖，迁移和侵袭，但抑制细胞凋亡。ＳＵＮ等［１２］研究发

现ＲＲＭ２在人神经胶质瘤组织中表达水平增加，沉默
ＲＲＭ２抑制神经胶质瘤细胞的迁移及增殖。ＲＲＭ２可
能通过促进细胞的侵袭、迁移和ＶＥＧＦ表达，成为促进
乳腺癌转移的促转移因子［１３］。然而，关于其在膀胱癌

中的表达模式及生物学功能的作用知之甚少。在这项

研究中，我们确定了 ＲＲＭ２在膀胱癌组织中的表达升
高，低表达 ＲＲＭ２可抑制膀胱癌细胞的增殖、迁移和
侵袭。

　　Ｗｎｔ信号通路在各种生物学过程的调控中起着重
要作用，包括细胞分化、细胞增殖、细胞周期和细胞凋

亡。ＲＥＮ等［１４］研究发现，促进 ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路后，
ｍｉＲ４５４３ｐ在转移性乳腺癌中扩增和表达增高，并且
与乳腺癌患者的总体生存率和无复发生存率相关。

ＹＵＥ等［１５］研究结果显示，由低氧神经胶质瘤细胞特征

性表达和分泌的 ｅｘｏｍｉＲ３０１ａ是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路
的有效调节剂，然后通过靶向抗癌基因 ＴＣＥＡＬ７降低
放射敏感性。ＲＥＮ等［１６］研究发现经巨噬细胞条件处

理的胰腺癌细胞的差异表达基因与 ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ途
径相关。因此，我们认为，ＲＲＭ２上述表型可能也是通
过靶向Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路所实现。本研究结果表明，
在膀胱癌细胞中，ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路相关蛋白表
达水平降低。同样证明了在膀胱癌中 ＲＲＭ２可能通
过ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路促进膀胱癌细胞的发展。
　　总之，本研究整合了来自ＴＣＧＡ及Ｏｎｃｏｍｉｎｅ数据
库的数据，通过一系列的体外实验以揭示 ＲＲＭ２对膀
胱癌细胞增殖和侵袭的影响，提示 ＲＲＭ２可能是膀胱
癌的预后指标。但本研究也有一些不足，例如纳入的

临床样本比较有限，需要更多的临床样本进行验证；其

次对机制的探索不够充分，需要更多的实验来进一步

明确机制。
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