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ＬＲＲＣ５９促进膀胱尿路上皮癌细胞增殖、侵袭及凋亡抑制

张　鹏，梁培禾　　４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院泌尿外科

　　［摘要］　目的　探讨富含亮氨酸重复序列蛋白 ５９（ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ５９，
ＬＲＲＣ５９）在膀胱尿路上皮癌中的表达及其对肿瘤细胞增殖、凋亡及侵袭能力的影响。方法　收集重庆
医科大学附属第二医院泌尿外科２０２０年１０月至２０２１年９月膀胱尿路上皮癌患者组织标本１０例，使
用免疫组化技术分析膀胱癌组织及癌旁组织中 ＬＲＲＣ５９表达情况。用在线数据库（ＴＩＭＥＲ２．０、
ＧＥＰＩＡ２、ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ）分析泛癌、膀胱癌及正常膀胱中ＬＲＲＣ５９的表达情况并分析其预后，通过分析膀
胱癌中具有关联性的基因进行通路富集分析。ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测膀胱尿路上皮癌细胞系
Ｔ２４、５６３７、Ｊ８２和正常尿路上皮细胞系 ＳＶＨＵＣ１中 ＬＲＲＣ５９表达，以 ＳＶＨＵＣ１细胞作为对照。选择
Ｔ２４及５６３７细胞系，通过质粒转染 ｓｈＲＮＡ下调 ＬＲＲＣ５９表达，以 ｓｈＲＮＡＮＣ作为对照组，ｓｈＲＮＡ１、
ｓｈＲＮＡ２、ｓｈＲＮＡ３作为实验组。ＣＣＫ８和克隆形成实验检测细胞增殖能力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和细胞划痕实验
检测细胞迁移、侵袭能力，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ、碘化丙啶（ＰＩ）染色后流式细胞术检测细胞凋亡和周期，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测上皮间质转化、凋亡及ｐ５３通路相关蛋白的表达。结果　免疫组化结果显示 ＬＲＲＣ５９
在膀胱尿路上皮癌组织中的表达高于癌旁组织（Ｐ＜０．０５）；数据库检索显示ＬＲＲＣ５９在膀胱癌患者中表
达高于正常者（Ｐ＜０．０５），且患者中高表达者预后更差（Ｐ＜０．０１）。通路富集分析提示 ＬＲＲＣ５９相关基
因主要富集在内质网蛋白质加工、细胞周期与 ＤＮＡ复制；敲低 ＬＲＲＣ５９的表达能抑制膀胱癌细胞的增
殖，细胞发生Ｇ１期阻滞，凋亡率增加，促凋亡蛋白Ｂａｘ表达增高，抑凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达下降；细胞迁移
及侵袭能力下降。上皮间质转化相关分子检测提示 Ｓｎａｉｌ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达下降，而 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白
表达增高（Ｐ＜０．０５）。ｐ５３通路蛋白检测提示 ｐ５３、ｐ２１蛋白表达升高，而 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达下降（Ｐ＜
０．０５）。结论　ＬＲＲＣ５９的表达促进膀胱尿路上皮癌细胞增殖、迁移和侵袭；ＬＲＲＣ５９可能是膀胱尿路上
皮癌发生发展的关键生物标志物。
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ａｎｄＦｒｏｎｔｉｅｒＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１７ｊｃｙｊＡＸ０４３５）ａｎｄｔｈｅＥｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐａｎｄＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＳｕｐｐｏｒｔｉｎｇＰｒｏｇｒａｍｆｏｒＯｖｅｒｓｅａｓＲｅｔｕｒｎｅｅｓｏｆ

Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＸ２０１９１４６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＡＮＧＰｅｉｈｅ，Ｅｍａｉｌ：３０２４７８＠ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　膀胱癌（ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ，ＢＣ）是泌尿系统最常见的
恶性肿瘤，发病率及死亡率分别居于恶性肿瘤的第１０
位和第 １３位［１］。国际癌症研究机构（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ａｇｅｎｃｙｆｏｒｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｃａｎｃｅｒ，ＩＡＲＣ）近日发布的２０２０
年数据显示膀胱癌的发病和死亡呈持续上升趋势，目

前在男性泌尿生殖系统肿瘤中仅次于前列腺癌，居于

第２位［１－２］。虽然免疫检查点抑制剂等新药物在临床

上日益广泛应用，但其预后仍未得到根本性的提高，

５年生存率低［１－３］。因此寻找其诊疗的新靶点具有非

常重要的意义。

　　富含亮氨酸重复序列蛋白５９（ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ５９，ＬＲＲＣ５９）属Ⅱ型跨膜蛋白，为尾
锚式的内质网膜蛋白，由面向内质网腔的小 Ｃ末端结
构域、富含亮氨酸的重复序列和面向细胞质的盘绕结

构域构成［４－５］。目前研究显示，卵巢癌、食管癌和前列

腺癌等多种恶性肿瘤中存在 ＬＲＲＣ５９的融合转录

本［６－７］，但其在膀胱尿路上皮癌中的研究上尚无文献

报道。近期研究发现，蛋白磷酸酶 ２Ａ抑制因子
（ｃｅｌｌｕｌａｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＰＰ２Ａ，ＣＩＰ２Ａ）在膀胱癌中的表
达水平升高［８－９］，并与肿瘤细胞的上皮间质转化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）有关［９］；而以

往的研究表明ＬＲＲＣ５９是 ＣＩＰ２Ａ的结合转运蛋白，介
导了 ＣＩＰ２Ａ的核内转移［１０－１１］。因此，可以推断

ＬＲＲＣ５９在膀胱尿路上皮癌的发生发展过程具有一定
作用。

　　本研究旨在通过生物信息学、临床验证及细胞实
验探讨 ＬＲＲＣ５９在膀胱尿路上皮癌中的表达模式，及
其对肿瘤细胞增殖、ＥＭＴ过程的调控作用；旨在验证
其在肿瘤发生发展中的意义和对预后的预测作用，以

期阐明膀胱尿路上皮癌发生及进展的新机制，明确

ＬＲＲＣ５９作为膀胱尿路上皮癌新的诊疗靶点的潜在
价值。

７２５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）



１　材料与方法

１．１　组织标本及细胞分组
　　收集２０２０年１０月至 ２０２１年 ９月在重庆医科大
学附属第二医院接受手术治疗的１０例膀胱尿路上皮
癌患者组织切除标本。患者均为未接受过放疗、化疗

或介入治疗的初诊患者；术后病理检查结果显示

ＷＨＯ２００４分级高级别膀胱尿路上皮癌６例，低级别膀
胱尿路上皮癌４例；癌旁组织作为对照组。
　　本研究经重庆医科大学附属第二医院伦理委员会
批准（２０２２年科伦审第 １２８号）。人正常尿路上皮细
胞系ＳＶＨＵＣ１细胞、人膀胱尿路上皮癌细胞系 Ｔ２４、
５６３７和 Ｊ８２细胞均由重庆医科大学附属第二医院泌
尿外科实验室储存，ＳＶＨＵＣ１细胞作为正常细胞组，
Ｔ２４、５６３７和Ｊ８２细胞作为肿瘤细胞组。
１．２　主要试剂
　　ＨａｍｓＦ１２Ｋ培养基购自武汉塞维尔公司，
ＲＰＭＩ１６４０培养基及胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；
重庆葆光生物科技有限公司设计并合成 ３组不同序
列的 ＬＲＲＣ５９干扰质粒和 １个阴性对照质粒如下：
ｓｈＲＮＡ１：５′ＣＣＴＧＧＡＴＣＴＧＴＣＴＴＧＴＡＡＴＡＡ３′；ｓｈＲＮＡ２：
５′ＧＴＡＡＴＡＡＡＣＴＧＡＣＴＡＣＴＣＴ３′；ｓｈＲＮＡ３：５′ＧＣＡＧ
ＴＧＴＡＡＧＣＡＧＴＧＴＧＣＡＡＡ３′；ｓｈＲＮＡＮＣ：５′ＣＣＴＡＡＧ
ＧＴＴＡＡＧＴＣＧＣＣＣＴＣＧ３′。
　　转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；ＲＮＡ提取 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒、ＲＮＡ反转录试剂盒及
定量检测试剂盒均购自日本 ＴａＫａＲａ公司；ＲＴｑＰＣＲ
引物由上海生工生物工程股份有限公司设计合成；

ＣＣＫ８试剂盒购自重庆葆光生物科技有限公司；
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞小室购自美国康宁公司；结晶紫染液购
自重庆葆光生物科技有限公司；细胞周期试剂盒购自

武汉塞维尔公司；细胞凋亡试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；兔抗人 ＬＲＲＣ５９多抗购自美国 Ａｂｃａｍ公司；兔
抗人Ｂｃｌ２单抗、兔抗人 Ｂａｘ单抗、兔抗人 ＧＡＰＤＨ单
抗、小鼠抗人 βｔｕｂｕｌｉｎ单抗、兔抗人 βａｃｔｉｎ单抗、兔
抗人ｐ５３多抗、兔抗人 ｐ２１单抗、兔抗人 ＣｙｃｌｉｎＤ１单
抗购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；兔抗人
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ单抗、兔抗人 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ单抗、兔抗人 Ｓｎａｉ１
单抗购自美国ＢｉｏｗｏｒｌｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
１．３　在线数据库数据的应用
　　利用 ＴＩＭＥＲ２．０在线数据库（ｈｔｔｐ：／／ｔｉｍｅｒ．ｃｏｍｐ
ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ／）分析 ＬＲＲＣ５９在多种癌症中的表达
谱［１２］。利用 ＧＥＰＩＡ２在线数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ２．
ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ／）分析ＬＲＲＣ５９的表达与膀胱癌患者生
存期的关系［１３］。利用 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ数据库（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｌｉｎｋｅｄｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ／ｌｏｇｉｎ．ｐｈｐ）分析在膀胱癌中与
ＬＲＲＣ５９具有关联性的基因，并进行 ＫＥＧＧ通路富集
分析［１４］。

１．４　细胞培养、转染及实验分组
　　ＳＶＨＵＣ１细胞使用 ＨａｍｓＦ１２Ｋ培养基，Ｔ２４、
５６３７和Ｊ８２细胞使用 ＲＰＭＩ１６４０培养基（均含１０％胎
牛血清，１％青链霉素），于 ３７℃、５％ ＣＯ２条件下培
养。待细胞处于对数生长期，经 ０．２５％胰酶消化，调
整细胞浓度至 １×１０５／ｍＬ后，每孔 １ｍＬ接种至 ６孔
板，再加入１ｍＬ培养。待细胞生长至孔板面积７０％～
８０％后，按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００说明书对 Ｔ２４和 ５６３７
细胞分别进行 ｓｈＲＮＡ１、ｓｈＲＮＡ２、ｓｈＲＮＡ３、ｓｈＲＮＡ
ＮＣ质粒转染；ｓｈＲＮＡＮＣ组作为对照组，ｓｈＲＮＡ１组、
ｓｈＲＮＡ２组、ｓｈＲＮＡ３组作为实验组。
１．５　总ＲＮＡ提取、反转录和ＲＴｑＰＣＲ检测
　　各组细胞转染后，按照 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书提取
总ＲＮＡ后进行反转录，并使用 ＢｉｏＲａｄ公司仪器进行
ＲＴｑＰＣＲ；数据计算使用２－ΔΔＣｔ法，ＧＡＰＤＨ作为内参。
引物序列如下：ＬＲＲＣ５９引物序列上游：５′ＴＧＡＣＴ
ＡＣＴＣＴＡＣＣＧＴＣＧＧＡＴＴＴ３′，下 游：５′ＴＴＣＡＧＧＴＣＣＡ
ＡＣＣＡＣＴＴＣＡＧＧ３′；ＧＡＰＤＨ引物序列上游：５′ＧＧＧＡ
ＡＡＣＴＧＴＧＧＣＧＴＧＡＴ３′，下游：５′ＧＴＧＧＴＣＧＴＴＧＡＧＧ
ＧＣＡＡＴ３′。
１．６　免疫组化检测
　　组织标本进行切片后，经烤片、二甲苯脱蜡、梯度
酒精水化，再经柠檬酸盐修复液修复抗原，３％过氧化
氢清除内源性过氧化物酶，５％ ＢＳＡ封闭，滴加一抗
（ＬＲＲＣ５９体抗，工作浓度 １∶５００）４℃湿盒过夜，经
ＰＢＳ漂洗后，滴加二抗（ＨＲＰ标记山羊抗兔抗体，工作
浓度１∶２００）室温孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗后，经 ＤＡＢ显
色、苏木精复染、脱水透明及中性树脂封片后，进行显

微镜观察。由２位独立的病理医师基于阳性细胞的染
色强度（阴性０分，弱阳１分，中等阳２分，强阳３分）
和染色面积（≤ ９％为０分，１０％～２５％为１分，２６％～
５０％为２分，５１％～８０％为３分，≥ ８１％为４分）评分。
染色评分＝强度评分＋面积评分，０～４分为低表达，５～
７分为高表达。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　收集各组培养细胞，ＴＰＥＲ裂解液提取蛋白，测定
浓度后煮沸变性后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，２００ｍＡ
电转１ｈ至０．４５μｍＰＶＤＦ膜，经５％ＢＳＡ封闭１ｈ，一
抗４℃孵育过夜（ＬＲＲＣ５９抗体１∶２０００，βｔｕｂｕｌｉｎ抗
体１∶２０００，βａｃｔｉｎ抗体 １∶２０００，Ｂｃｌ２抗体 １∶８００，
Ｂａｘ抗体 １∶１０００，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ抗体 １∶１０００，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
抗体１∶１０００，Ｓｎａｉｌ抗体１∶５００，ｐ５３抗体１∶１０００，ｐ２１

８２５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



抗体１∶１０００，ＣｙｃｌｉｎＤ１抗体１∶５００）；ＴＢＳＴ漂洗后；再
加入ＨＲＰ标记二抗（山羊抗兔抗体１∶２０００，山羊抗小
鼠抗体１∶２０００）室温孵育１ｈ；ＴＢＳＴ漂洗后ＥＣＬ化学
发光剂显色，ＬＩＣＯＲ曝光仪显影照相，ＩｍａｇｅＪ软件分
析蛋白质印迹灰度。

１．８　ＣＣＫ８实验
　　质粒转染Ｔ２４、５６３７细胞４８ｈ后，胰酶消化，１０００
ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃上清；加适量培养液重悬，调整细
胞浓度至 １０４／ｍＬ，９６孔板，设置 ３复孔，每孔接种
２００μＬ，细胞贴壁后换入含有１０μＬＣＣＫ８的培养基
共１００μＬ孵育 ２ｈ，分别在接种后 ０、２４、４８、７２、９６ｈ
使用酶标仪在４５０ｎｍ处测定光密度［Ｄ（４５０）］值。
１．９　克隆形成实验
　　质粒转染 Ｔ２４、５６３７细胞 ４８ｈ后，胰酶消化细胞
离心，调整细胞密度为 ６００／孔接种到 ６孔板中，常规
培养７ｄ后，结晶紫溶液染色，观察克隆形成情况。
１．１０　流式细胞仪检测细胞周期及凋亡
１．１０．１　细胞周期实验　　完成转染实验后，将细胞
移入流式管内，预冷ＰＢＳ重悬，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，加
入－２０℃预冷的７５％乙醇，４℃过夜；ＰＢＳ漂洗，１０００
ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；加入０．０１％ＲＮａｓｅ和０．５％碘化丙
锭（ＰＩ），４℃孵育２０ｍｉｎ，上机检测细胞周期。
１．１０．２　细胞凋亡实验　　细胞移入流式管内，ＰＢＳ
重悬，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清加入Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ
２５０μＬ重悬细胞，加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ１０μＬ，室温避
光孵育 １５ｍｉｎ，８００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清；加入
Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ２５０μＬ重悬细胞，加入０．５％ＰＩ５μＬ，上
机检测细胞凋亡。使用ＭｏｄｆｉｔＬＴ软件分析细胞周期，
使用Ｆｌｏｗｊｏ１０软件分析细胞凋亡。
１．１１　划痕实验
　　将已转染的Ｔ２４、５６３７细胞接种于６孔板中，每组
３复孔，培养至融合度约 ９０％时，用 ２００μＬ移液器枪
头划痕，ＰＢＳ洗去细胞碎片，更换无血清培养基，０、
２４ｈ观察拍照，细胞迁移率＝（初始划痕面积－终点时
间面积）／初始划痕面积×１００％。
１．１２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
　　将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室放入 ２４孔板，小室下室提前加
入５００μＬ完全培养基；将各组细胞用无血清培养基调
整浓度至２．５×１０５／ｍＬ，取２００μＬ加入小室上室，每组
３复孔；常规培养４８ｈ后，取出小室弃上室液，无水甲
醇固定１５ｍｉｎ，棉签擦去上室内侧细胞，结晶紫染色
２０ｍｉｎ，２００倍显微镜下随机选取 ３个视野观察并计
数，评估细胞迁移能力。

１．１３　统计学分析
　　采用 ＰｒｉｓｍＧｒａｐｈＰａｄ８．０软件进行统计学分析，

所有实验都重复３次，数据以 珋ｘ±ｓ表示；２组间比较使
用独立样本 ｔ检验，配对样本比较使用配对 ｔ检验，多
组间比较使用多重ｔ检验，Ｐ＜０．０５被认为差异具有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＬＲＲＣ５９在泛癌中高表达及其与膀胱癌预后关
联性的数据库分析

　　使用 ＴＩＭＥＲ２．０数据库分析 ＬＲＲＣ５９在泛癌中的
表达差异，结果显示 ＬＲＲＣ５９在膀胱癌、乳腺癌、胆管
癌、结肠癌等多种肿瘤中表达升高（Ｐ＜０．０００１，图１Ａ）。
　　进一步使用 ＧＥＰＩＡ２在线工具进行的分析，通过
膀胱癌和正常膀胱组织中 ＬＲＲＣ５９的 Ｌｏｇ２（ＴＰＭ＋１）
的平均值计算特征分数，选择表达的｜Ｌｏｇ２ＦＣ｜截止值
为１，选择Ｐ值截止值为０．０５。与正常膀胱组织样本
相比，膀胱癌中 ＬＲＲＣ５９ｍＲＮＡ表达高（Ｐ＜０．０５，
图１Ｂ）。此外，ＬＲＲＣ５９ｍＲＮＡ高表达的膀胱癌患者生
存率较低表达患者明显降低，提示 ＬＲＲＣ５９ｍＲＮＡ高
表达与不良预后相关，可能有促进膀胱癌进展的作用

（Ｐ＜０．０１，图１Ｃ）。
２．２　ＬＲＲＣ５９在临床膀胱癌组织和细胞中高表达
　　利用免疫组化检测临床标本，细胞表达 ＬＲＲＣ５９
者被染为棕黄色主要表达于细胞质，少量表达于细胞

核（图２Ａ）。ＬＲＲＣ５９在膀胱癌组织中的表达明显高
于癌旁组织（Ｐ＜０．０５，图２），在高级别癌组织中的表
达明显高于低级别癌组织（Ｐ＜０．０１，图２）；提示ＬＲＲＣ５９
可能与膀胱癌发生和进展相关。

　　ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与
ＳＶＨＵＣ１细胞相比，Ｔ２４、５６３７、Ｊ８２细胞的 ＬＲＲＣ５９
表达均明显升高（Ｐ＜０．０５，图３），其中 Ｔ２４细胞表达
量最高、５６３７细胞次之（Ｐ＜０．０５，图３）。基于以上结
果，选择Ｔ２４细胞及５６３７细胞用以后续研究。
２．３　下调ＬＲＲＣ５９表达能抑制膀胱癌细胞增殖能力
　　通过 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｓｈＲＮＡ质粒
干扰效果，结果显示：ｓｈＲＮＡ１和ｓｈＲＮＡ２可显著降低
Ｔ２４、５６３７细胞中ＬＲＲＣ５９的表达（Ｐ＜０．０５，图４Ａ、Ｂ），
其中 ｓｈＲＮＡ１效果最明显（Ｐ＜０．０１，图 ４Ａ），选择
ｓｈＲＮＡ１进行后续实验。
　　敲减膀胱癌细胞ＬＲＲＣ５９表达后ＣＣＫ８实验结果
显示：较之 ｓｈＲＮＡＮＣ组，Ｔ２４和 ５６３７细胞的增殖能
力均明显下降（Ｐ＜０．０１，图４Ｃ）。克隆形成实验显示：
Ｔ２４和５６３７细胞的集落大小和数量均受到显著抑制
（Ｐ＜０．０１，图４Ｄ）。

９２５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）
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图２　ＬＲＲＣ５９在膀胱癌组织及细胞系中的表达水平
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图４　干扰效率的验证筛选及下调ＬＲＲＣ５９表达对细胞增殖的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．４　下调ＬＲＲＣ５９表达膀胱癌细胞周期发生Ｇ１／Ｓ阻滞
　　利用流式细胞仪对ＰＩ染色的Ｔ２４和５６３７细胞进
行检测，与ｓｈＲＮＡＮＣ组相比，ｓｈＲＮＡ１转染后，细胞Ｇ１
期明显增加（Ｐ＜０．０１，图５），提示发生了Ｇ１／Ｓ阻滞。
２．５　下调ＬＲＲＣ５９表达促进膀胱癌细胞凋亡
　　敲低 Ｔ２４和 ５６３７细胞 ＬＲＲＣ５９表达后，通过

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ加ＰＩ双染进行流式细胞仪检测细胞
凋亡比例。结果显示：ｓｈＲＮＡ１组较 ｓｈＲＮＡＮＣ组细
胞凋亡率明显升高（Ｐ＜０．０５，图 ６Ａ、Ｂ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达，ｓｈＲＮＡ１组Ｔ２４
和５６３７均可见 Ｂａｘ表达升高，Ｂｃｌ２表达降低（Ｐ＜
０．０１，图６Ｃ～Ｅ）。
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２．６　下调ＬＲＲＣ５９表达抑制膀胱癌细胞迁移能力
　　干扰Ｔ２４和５６３７细胞ＬＲＲＣ５９的表达后，划痕实
验显示其迁移率较 ｓｈＲＮＡＮＣ组明显降低（Ｐ＜０．０１，
图７Ａ、Ｂ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示细胞迁移显著减少（Ｐ＜
０．０１，图７Ｃ、Ｄ）。

２．７　敲低ＬＲＲＣ５９表达可逆转膀胱癌细胞系的上皮
间质转化进程

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：敲低 ＬＲＲＣ５９表达可
上调Ｔ２４、５６３７细胞 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达，下调 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
Ｓｎａｉｌ表达（Ｐ＜０．０１，图８）。
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图７　敲低ＬＲＲＣ５９表达对膀胱癌细胞迁移的影响 （ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图８　敲低ＬＲＲＣ５９表达对膀胱癌细胞上皮间质转化行为的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．８　膀胱癌中ＬＲＲＣ５９的关联性表达及富集分析
　　使用 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ数据库中 ＬｉｎｋＦｉｎｄｅｒ模块分
析膀胱癌ＴＣＧＡ数据库中与 ＬＲＲＣ５９相关的基因以火
山图（图 ９Ａ）、热图（图 ９Ｂ、Ｃ）展示；再使用 Ｌｉｎｋ

Ｉｎｔｅｒｐｒｅｔｅｒ模块对 ＬＲＲＣ５９及其相关基因进行 ＫＥＧＧ
通路富集分析，发现 ＬＲＲＣ５９及其相关基因参与了内
质网蛋白质加工信号通路、细胞周期信号通路及 ＤＮＡ
复制信号通路（图９Ｄ）。
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Ａ：膀胱癌中ＬＲＲＣ５９相关基因火山图　红点：示正相关基因，绿色：示负相关基因；Ｂ：热图展示前５０与 ＬＲＲＣ５９表达正相关
基因；Ｃ：热图展示前５０与ＬＲＲＣ５９表达负相关基因；Ｄ：ＬＲＲＣ５９在膀胱癌中相关基因的ＫＥＧＧ通路富集分析

图９　ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ数据库中ＬＲＲＣ５９相关基因性分析及富集分析

４３５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．９　ＬＲＲＣ５９对ｐ５３通路的调节
　　结合通路富集分析结果，认为 ＬＲＲＣ５９可能涉及
ｐ５３通路。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：２种细胞下调

ＬＲＲＣ５９表达后，可见ｐ５３、ｐ２１蛋白表达上调，ＣｙｃｌｉｎＤ１
蛋白表达下调（Ｐ＜０．０１，图１０）。
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图１０　膀胱癌中ＬＲＲＣ５９对ｐ５３通路的调节机制
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３　讨论

３．１　膀胱尿路上皮癌与ＬＲＲＣ５９
　　膀胱尿路上皮癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤，
主要的生物学特征为侵袭性强和复发率高，发病率呈

逐年上升趋势［１５］。外科手术及吉西他滨和含铂类药

物组成的化疗方案是膀胱尿路上皮癌基本的治疗方

式［１６］，在此基础上，近年免疫检查点抑制剂的应用初

步取得了令人兴奋的效果［１７］，但仍未从根本上改变患

者的预后，主要原因在于膀胱尿路上皮癌发病机制不

明，早期诊断和治疗困难［１８－１９］，因此，有必要寻找膀胱

癌新的诊疗靶点。ＬＲＲＣ５９是一种主要分布于内质网
与核膜的跨膜蛋白，其 Ｃ末端短区面向内质网管腔，
４个亮氨酸重复序列和盘绕结构域面向细胞质［４－５］。

ＬＲＲＣ５９可以调控核酸敏感的 Ｔｏｌｌ样受体从内质网转
运至内体，在免疫应答中发挥了重要的作用［２０］。新近

还有研究显示，ＬＲＲＣ５９与肺腺癌的ＴＮＭ分期、淋巴结
转移、组织分化程度及预后不良有关［２１］。尽管现有研

究显示 ＬＲＲＣ５９与恶性肿瘤的发生发展有关，但其在
膀胱尿路上皮癌中的意义尚少报道。

　　本研究首先利用生物信息学分析发现 ＬＲＲＣ５９在
包括膀胱癌在内的多种恶性肿瘤中表达高于正常组

织；进一步进行生存分析显示，膀胱癌患者中 ＬＲＲＣ５９
高表达者生存期短，与预后不良有关。我们的实验则

发现ＬＲＲＣ５９在膀胱癌临床标本和细胞系中的表达均
有上调，提示 ＬＲＲＣ５９在膀胱尿路上皮癌的发生发展
过程中，可能发挥了肿瘤促进作用。对此，我们拟进一

步纳入更大病例数量及随访数据加以确认。

３．２　ＬＲＲＣ５９对膀胱尿路上皮癌细胞增殖／凋亡的影响
　　在针对临床标本和培养细胞ＬＲＲＣ５９表达进行检
测后，进一步的实验结果显示，敲低ＬＲＲＣ５９表达可显
著抑制膀胱尿路上皮癌细胞的增殖，使其发生 Ｇ１／Ｓ
期阻滞，并诱导凋亡增加，提示ＬＲＲＣ５９肿瘤促进作用
的机制可能与肿瘤细胞增殖／凋亡平衡有关。尽管目
前研究发现ＬＲＲＣ５９蛋白在数种人类癌症中的表达增
高［６，２０，２２］，但其主要功能机制尚未明确。ＬＲＲＣ５９最
初被鉴定为成纤维细胞生长因子 １（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ１，ＦＧＦ１）的细胞内结合分子，是 ＦＧＦ１进入细胞
核所必需的结构［２３］。而 ＦＧＦ１则广泛参与了细胞的
增殖、存活、迁移和侵袭调控［２４］；细胞内 ＦＧＦ１还可抑
制ｐ５３依赖性凋亡和细胞生长阻滞［２５］。已知 ｐ５３通

路是包括膀胱癌在内的肿瘤发展中最重要的通路之

一，具有参与细胞损伤 ＤＮＡ修复、调节细胞周期及细
胞凋亡等重要作用［２６－２８］。本研究结果显示，下调膀胱

癌细胞ＬＲＲＣ５９可导致ｐ５３、ｐ２１蛋白表达增高，ＣｙｃｌｉｎＤ１
蛋白表达下降，符合上述文献报道。因此，我们认为

ＬＲＲＣ５９影响膀胱尿路上皮癌细胞增殖、凋亡和周期
变化的机制可能涉及ｐ５３通路。
３．３　ＬＲＲＣ５９对膀胱尿路上皮癌细胞ＥＭＴ的影响
　　近年，ＬＲＲＣ５９作为一种潜在的癌基因受到了关

注，有研究显示 ＬＲＲＣ５９参与 ＣＩＰ２Ａ核内输入［１０］；而

ＣＩＰ２Ａ在膀胱癌、鼻咽癌、胆管细胞癌、非小细胞肺癌
等癌症中呈高表达状态［８］，同时，有研究发现 ＣＩＰ２Ａ
可能参与了肿瘤细胞 ＥＭＴ过程的调控［９］。有研究证

明ＬＲＲＣ５９的上调与肺腺癌细胞系的转移能力相关，
而其下调则明显抑制了细胞迁移［２１］。ＥＭＴ在膀胱尿

路上皮癌侵袭、转移中的作用已得到证实［９，２９－３１］，本研

究观察到敲低膀胱尿路上皮癌细胞 ＬＲＲＣ５９表达后，
其迁移能力明显减弱，ＥＭＴ相关指标中，间质特性标
志蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ的表达下降，而上皮标志蛋白
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达增高。因此，可以认为ＬＲＲＣ５９对膀胱
尿路上皮癌细胞ＥＭＴ过程具有调控作用，进而影响了
细胞迁移侵袭能力。

　　总之，本研究首先通过生物信息学分析、临床标本
及培养细胞实验证明了ＬＲＲＣ５９在膀胱尿路上皮癌中
的表达升高，对肿瘤细胞具有促进增殖、抑制凋亡的作

用，并可能通过调控 ＥＭＴ影响肿瘤细胞侵袭能力，与
肿瘤预后不佳有关，其作用机制可能与 ｐ５３信号通路
的抑制有关。以上结果显示，ＬＲＲＣ５９有望成为膀胱
尿路上皮癌诊疗新的靶标。本研究也存在一定局限

性，并未直接证明 ＬＲＲＣ５９与 ＦＧＦ１和 ＣＩＰ２Ａ在膀胱
尿路上皮癌中的作用关系；ＬＲＲＣ５９的详细作用机制
及其作为诊疗靶标的价值，有待今后进行包括动物模

型在内的更多的研究加以证明。
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ｃｅｌｌｓｉｎｔｏｃｏｌｌａｇｅｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｌｉｋｅｃｅｌｌｓｉｎａ

Ｓｍａｄ２／Ｓｍａｄ３ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＣｏｍｍｕｎ

Ｓｉｇｎａｌ，２０１４，８（１）：３９－５８．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１２０７９０１３

０２１６４．

［３０］ＭＣＣＯＮＫＥＹＤＪ，ＣＨＯＩＷ，ＭＡＲＱＵＩＳＬ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ＥＭＴ） ｉｎ ｄｒｕｇ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ

ＭｅｔａｓｔａｓｉｓＲｅｖ，２００９，２８（３／４）：３３５－３４４．ＤＯＩ：１０．

１００７／ｓ１０５５５００９９１９４７．
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ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｓｎａｉｌ，ｓｌｕｇ，ａｎｄｔｗｉｓｔｉｎｈｕｍａｎｂｌａｄｄｅｒ
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