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［摘　要］　目的　探究长链非编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）ＮＮＴＡＳ１对膀胱癌细胞增殖、转移及肿瘤干细胞干性的影响和机制。
方法　ｑＲＴＰＣＲ检测ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１在膀胱癌细胞 Ｔ２４、５６３７、ＵＭＵＣ３、ＴＣＣＳＵＰ和膀胱上皮细胞 ＳＶＨＵＣ１中的表达，将 Ｔ２４
细胞和膀胱癌干细胞分为ｓｈＮＣ组（转染ｓｈＮＣ）、ｓｈＮＮＴＡＳ１组（转染 ｓｈＮＮＴＡＳ１）、Ｃｏｎｔｒｏｌ组（共转染 ｓｈＮＣ、ｉｎｈＮＣ和 ｓｉＮＣ）、
ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组（共转染 ｓｈＮＮＴＡＳ１、ｉｎｈＮＣ和 ｓｉＮＣ）、ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组（共转染 ｓｈＮＮＴＡＳ１、
ｍｉＲ５８２５ｐ抑制物和ｓｉＮＣ）、ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣＫＡＰ１组（共转染 ｓｈＮＮＴＡＳ１、ｍｉＲ５８２５ｐ抑制物和 ＮＣＫＡＰ１小干扰
ＲＮＡ）。ＣＣＫ８检测各组细胞增殖能力；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞迁移和侵袭能力；细胞成球实验检测各组干细胞干性；流式细胞术检测ＣＤ１３３
和ＣＤ４４表达；双荧光素酶报告基因实验检测ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１与ｍｉＲ５８２５ｐ及ｍｉＲ５８２５ｐ与ＮＣＫＡＰ１的靶向关系；体内成瘤实验检测
ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１对体内成瘤的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＣＫＡＰ１、ＹＡＰ、ＴＡＺ、ＣＤ４４、ＡＬＤＨ１Ａ１、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ蛋白表达。结果　ｌｎｃＲＮＡ
ＮＮＴＡＳ１高表达于Ｔ２４、５６３７、ＵＭＵＣ３、ＴＣＣＳＵＰ细胞。与ｓｈＮＣ组比较，ｓｈＮＮＴＡＳ１组Ｔ２４细胞增殖、迁移和侵袭能力显著下降
（Ｐ＜０．０５），膀胱癌干细胞成球数、ＣＤ４４、ＡＬＤＨ１Ａ１、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ蛋白表达及ＣＤ１３３＋ＣＤ４４＋细胞比例显著减少（Ｐ＜０．０５）。ｌｎｃＲＮＡ
ＮＮＴＡＳ１调控 ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１分子轴。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组细胞光密度（ＯＤ）值显著降低
（Ｐ＜０．０５），细胞迁移和侵袭数显著减少（Ｐ＜０．０５），膀胱癌干细胞干性显著降低（Ｐ＜０．０５），肿瘤体积显著减小（Ｐ＜０．０５），ＹＡＰ
和ＴＡＺ表达显著下调（Ｐ＜０．０５）。与ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组比较，ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组细胞 ＯＤ值、细胞迁
移数和侵袭数均显著升高／增加（Ｐ＜０．０５），膀胱癌干细胞干性、肿瘤体积显著增加（Ｐ＜０．０５），ＹＡＰ和ＴＡＺ表达均显著升高（Ｐ＜０．０５）。
与ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组比较，ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣＫＡＰ１组细胞ＯＤ值、细胞迁移数和侵袭数均显著降低／
减少（Ｐ＜０．０５），膀胱癌干细胞干性、肿瘤体积显著减小（Ｐ＜０．０５），ＹＡＰ和ＴＡＺ表达均显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴ
ＡＳ１通过调控ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１分子轴影响膀胱癌细胞的增殖、转移及肿瘤干细胞干性，并激活ＨｉｐｐｏＹＡＰ／ＴＡＺ信号通路。
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ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＯＤｖａｌｕｅｏｆｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｔｈｅｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｓｔｅｍｎｅｓｓｏｆｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＹＡＰａｎｄＴＡＺｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＯＤｖａｌｕｅ
ｏｆｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｔｈｅｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣＫＡＰ１ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜０．０５），
ｔｈｅｓｔｅｍｎｅｓｓｏｆｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＹＡＰａｎｄＴＡＺｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１ａｆｆｅｃｔｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄｓｔｅｍｎｅｓｓｏｆｔｕｍｏｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓｏｆ
ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｘｉｓ，ａｎｄａｃｔｉｖａｔｅｓｔｈｅＨｉｐｐｏＹＡＰ／ＴＡＺｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ；ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ；ｓｔｅｍｎｅｓｓｏｆｔｕｍｏｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

　　膀胱癌是起源于膀胱上皮黏膜组织的泌尿系统恶
性肿瘤，男性发病率高，且发病率在逐年升高，虽然目

前肿瘤的治疗技术在不断进步，但是膀胱癌容易复发

和转移，患者预后较差，并且膀胱癌的发病机制复杂，

但其具体机制尚不清楚，因此，需要进一步探究其发生

发展的机制，发现膀胱癌诊断和治疗的新靶点［１３］。长

链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是一类
长度大于２００ｂｐ的非编码 ＲＮＡ，不具备编码功能，但
是可通过多种途径调控肿瘤等疾病的病理进程，包括

肿瘤的血管新生、生长和转移、免疫逃逸、肿瘤干性

等［４６］。目前，已有多种 ｌｎｃＲＮＡ被发现可调控膀胱癌
的发生发展，如ｌｎｃＲＮＡＣＡＳＣ１和ｌｎｃＲＮＡＧＣｌｎｃ１具有
调控膀胱癌生长和转移的能力，并有研究指出ｌｎｃＲＮＡ
具有诊断和治疗膀胱癌的潜力，因此需要挖掘更多对

膀胱癌具有调控功能的ｌｎｃＲＮＡ［７８］。ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１
是一类在多种肿瘤中高表达的ｌｎｃＲＮＡ，有研究指出其
对肺癌、胶质瘤等在多种肿瘤进程均有调控作用［９１０］。

而ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１对膀胱癌的复发和转移的影响目
前尚不清楚，本研究探究 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１对膀胱癌
细胞增殖、转移、肿瘤干细胞干性的影响，旨在为膀胱

癌的复发和转移研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
人正常膀胱上皮细胞ＳＶＨＵＣ１和人膀胱癌细胞

ＵＭＵＣ３、５６３７、ＴＣＣＳＵＰ、Ｔ２４购自美国 ＡＴＣＣ细胞
库；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ试剂盒购自日本 ＴＡＫＡＲＡ公司（批
号：ＡＩ２１０３４Ａ）、ＰｏｗｅｒＵｐＴＭ ＳＹＢＲＴＭＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（批号：Ａ２５７４１）购自购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒（批号：１１６６８０３０）购
自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＣＣＫ８试剂盒（批号：ＷＬＡ０７４）
购自沈阳万类生物科技有限公司；ＣＤ４４（批号：
３７２５９）、ＣＤ１３３（批 号：６４３２６）、ＮＣＫＡＰ１（批 号：

３４３２５）、ＹＡＰ（批号：１４０７４）、ＴＡＺ（批号：８３６６９）、
ＡＬＤＨ１Ａ１（批号：３６６７１）、Ｏｃｔ４（批号：２７５０）、Ｎａｎｏｇ（批
号：８８２２）、ＧＡＰＤＨ（批号：５１７４）抗体和山羊抗兔 ＩｇＧ
（批号：４４１７）购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
４～６周龄的雌性Ｂａｌｂ／ｃ裸鼠１２只购自卡文斯实验动
物技术有限公司［实验动物质量合格证：ＳＣＸＫ（琼）
２０１９００１６］。
１．２　细胞培养

将细胞 ＳＶＨＵＣ１、ＵＭＵＣ３、５６３７、ＴＣＣＳＵＰ、Ｔ２４
培养于含 １０％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置于
３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱中培养，待细胞汇合率达
８０％时进行细胞传代。
１．３　膀胱癌干细胞的分离、培养和鉴定

Ｔ２４细胞培养于 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中，添加
２０ｎｇ／ｍＬ碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）、２０ｎｇ／ｍＬ表皮细胞生长因子
（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）、５μｇ／ｍＬ胰岛素和２％
无血清添加剂 Ｂ２７，培养至形成大体积悬浮球体时进
行传代。

１．４　ｑＲＴＰＣＲ
使用 ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ，根据 Ｐｒｉｍｅ

ＳｃｒｉｐｔＴＭ试剂盒和ＰｏｗｅｒＵｐＴＭＳＹＢＲＴＭＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ
分别进行逆转录反应和ｑＲＴＰＣＲ反应，记录ＣＴ值，使
用２－△△ＣＴ法计算 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１和 ｍｉＲ５８２５ｐ的
相对表达量，引物序列见表１。
１．５　细胞转染与分组

将Ｔ２４细胞和膀胱癌干细胞分为 ｓｈＮＣ组（转染
ｓｈＮＣ）、ｓｈＮＮＴＡＳ１组（转染ｓｈＮＮＴＡＳ１）、Ｃｏｎｔｒｏｌ组
（共转染 ｓｈＮＣ、ｉｎｈＮＣ和 ｓｉＮＣ）、ｓｈＮＮＴＡＳ１＋
ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组（共转染 ｓｈＮＮＴＡＳ１、ｉｎｈＮＣ和
ｓｉＮＣ）、ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组（共转染
ｓｈＮＮＴＡＳ１、ｍｉＲ５８２５ｐ抑制物和 ｓｉＮＣ）、ｓｈＮＮＴ
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表１　基因引物序列

基因 引物序列　　　
ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１ 上游引物：ＡＧＴＴＣＣＡＣＣＡＡＧＴＴＴＣＴＴＣＡ

下游引物：ＡＧＧＴＴＴＴＧＣＣＡＧＣＡＴＡＧＡＣ
ｍｉＲ５８２５ｐ 上游引物：ＧＣＧＧＴＴＡＣＡＧＴＴＧＴＴＣＡＡＣＣ

下游引物：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡ
Ｕ６ 上游引物：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ

下游引物：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
ＧＡＰＤＨ 上游引物：ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ

下游引物：ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ

ＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣＫＡＰ１组（共转染 ｓｈＮＮＴ
ＡＳ１、ｍｉＲ５８２５ｐ抑制物和ＮＣＫＡＰ１小干扰ＲＮＡ），根据
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒，按照上述分组进行转
染，转染２４ｈ后，将各组细胞培养液更换为新鲜的ＲＰＭＩ
１６４０培养液。
１．６　ＣＣＫ８检测各组细胞增殖能力

将各组细胞稀释至２×１０４／ｍＬ，９６孔板每孔接种
１００μＬ，细胞置于培养箱中，分别在０ｈ、２４ｈ、４８ｈ和
７２ｈ取出对应的孔板，每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，孵
育４ｈ，使用酶标仪在４５０ｎｍ波长处检测各孔光密度
（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测细胞迁移和侵袭能力

将各组细胞用不含血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液稀
释至１×１０５／ｍＬ，取１００μＬ接种至 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，
小室下层浸没于含６００μＬ１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０的
２４孔板中，２４孔板置于培养箱中培养２４ｈ，然后将小
室底部用无水甲醛固定３０ｍｉｎ，结晶紫染色，清洗后观
察细胞迁移和侵袭数。

１．８　膀胱癌干细胞成球实验
将膀胱癌干细胞用不含 ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养

液稀释至５×１０３／ｍＬ，在吸附性低的２４孔板中每孔接
种６００μＬ，继续培养，每周更换１次培养液，显微镜下
观察并记录各组细胞成球能力。

１．９　流式细胞术检测ＣＤ１３３和ＣＤ４４表达
膀胱癌干细胞重悬成单细胞悬液，每管中加入

１×１０５个细胞，加入５μＬＦＩＴＣＣＤ４４和 ＰＥＣＤ１３３抗
体并设置单染对照管，避光孵育３０ｍｉｎ，检测各组细胞
ＣＤ１３３和ＣＤ４４表达。
１．１０　双荧光素酶报告基因实验

ＳｔａｒＢａｓｅ数据库预测 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１与 ｍｉＲ
５８２５ｐ的结合位点，用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂
盒将ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１过表达质粒（ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１
ＷＴ）、突变质粒（ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１ＭＵＴ）及空白质粒
（Ｖｅｃｔｏｒ）转染至ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，然后分别将 ｍｉＲＮＣ
和ｍｉＲ５８２５ｐｍｉｍｉｃ转染至上述细胞，使用双荧光素

酶报告基因检测试剂盒检测荧光强度。

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测ｍｉＲ５８２５ｐ与ＮＣＫＡＰ１的
结合位点，用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒将
ＮＣＫＡＰ１质粒（ＮＣＫＡＰ１ＷＴ）、突变质粒（ＮＣＫＡＰ１
ＭＵＴ）及空白质粒（Ｖｅｃｔｏｒ）转染至ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，然后
分别将ｍｉＲＮＣ和ｍｉＲ５８２５ｐｍｉｍｉｃ转染至上述细胞，使
用双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测荧光强度。

１．１１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ＲＩＰＡ蛋白提取试剂盒提取各组细胞的总蛋白，取

１０μｇ蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离蛋白（８０Ｖ电泳
２ｈ），转膜（３００ｍＡ转膜１ｈ），封闭 ２ｈ，ＰＶＤＦ膜与
ＮＣＫＡＰ１、ＹＡＰ、ＴＡＺ、ＣＤ４４、ＡＬＤＨ１Ａ１、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ和
ＧＡＰＤＨ一抗（均按１∶１０００的比例稀释）于４℃孵育
过夜，ＴＢＳＴ清洗，按１∶２０００的比例稀释二抗，室温孵
育１ｈ，洗膜，ＥＣＬ试剂盒显影，拍照，并对曝光结果进
行定量分析。

１．１２　小鼠体内成瘤实验
４～６周龄的雌性Ｂａｌｂ／ｃ裸鼠１２只，随机分为４组，

每组３只，饲养于温度２５℃、湿度５０％、１２ｈ明暗交替的
ＳＰＦ级动物房中，隔天更换垫料及饮用水。取Ｃｏｎｔｒｏｌ组、
ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组、ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２
５ｐ＋ｓｉＮＣ组、ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣＫＡＰ１组
Ｔ２４细胞用生理盐水稀释至１×１０８／ｍＬ，然后于各组
小鼠右侧腋下接种１００μＬ细胞悬液。接种后，每２ｄ
使用游标卡尺测量肿瘤长（ａ）和宽（ｂ），计算小鼠肿瘤
体积（Ｖ），肿瘤体积计算公式为：Ｖ＝０．５×ａ×ｂ２。接
种２０ｄ后，颈椎脱臼处死小鼠，解剖取瘤组织。
１．１３　统计学方法

采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ软件进行统计学分析，所有
数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间差异使用方
差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），２组间比较采用 ｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１在膀胱癌细胞中高表达
ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，与人正常膀胱上皮细胞

ＳＶＨＵＣ１比较，人膀胱癌细胞Ｔ２４、５６３７、ＵＭＵＣ３、ＴＣＣ
ＳＵＰ中ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１显著增加（Ｐ＜０．００１），见图１ａ。
说明ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１高表达于膀胱癌细胞。为了探究
ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１对膀胱癌的影响，在ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１
表达最高的 Ｔ２４细胞中转染 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１ｓｈＲＮＡ
（ｓｈＮＮＴＡＳ１组）和ｓｉｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
（ｓｈＮＣ组），与ｓｈＮＣ组比较，ｓｈＮＮＴＡＳ１组Ｔ２４细胞中
ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１表达显著下调（Ｐ＜０．０５），见图１ｂ。
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ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测各细胞中ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１表达；ｂ：ｑＲＴＰＣＲ检测转染后各组细胞中ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１表达　：与ＳＶＨＵＣ１比
较，Ｐ＜０．０５；＃：与ｓｈＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图１　ｑＲＴＰＣＲ检测ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１表达

２．２　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１调控膀胱癌细胞的增殖和迁
移能力

　　与 ｓｈＮＣ组比较，ｓｈＮＮＴＡＳ１组 Ｔ２４细胞的 ＯＤ
值在２４ｈ、４８ｈ和 ７２ｈ均显著降低（Ｐ＜０．０５），见
图２ａ。说明抑制 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１可显著抑制膀胱癌

细胞的增殖能力。细胞迁移和侵袭检测结果显示，与

ｓｈＮＣ组比较，ｓｈＮＮＴＡＳ１组 Ｔ２４细胞的迁移数和侵
袭数显著减少（Ｐ＜０．０５），见图２ｂ。说明抑制ｌｎｃＲＮＡ
ＮＮＴＡＳ１表达可抑制膀胱癌细胞的迁移和侵袭能力。

ａ：ＣＣＫ８检测各细胞增殖能力；ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测各组细胞迁移和侵袭能力（×２０）　＃：与ｓｈＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５
图２　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１调控膀胱癌细胞的增殖和迁移能力

２．３　抑制 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１对膀胱癌干细胞干性的
影响

　　干细胞成球实验检测结果显示，与ｓｈＮＣ组比较，
ｓｈＮＮＴＡＳ１组膀胱癌干细胞成球数显著减少（图３ａ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ｓｈＮＮＴＡＳ１组膀胱癌干
细胞标志物ＣＤ４４、ＡＬＤＨ１Ａ１、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ蛋白表达显
著低于ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０５），见图３ｂ。流式细胞术检
测结果显示，ｓｈＮＮＴＡＳ１组 ＣＤ４４＋ＣＤ１３３＋的细胞比
例显著低于ｓｈＮＣ组（Ｐ＜０．０５），见图３ｃ。说明抑制
ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１可抑制膀胱癌干细胞干性。
２．４　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１对 ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１分子

轴的影响

　　通过数据库 ＳｔａｒＢａｓｅ预测到 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１与
ｍｉＲ５８２５ｐ的结合位点（图４ａ）。双荧光素酶报告基
因实验检测结果显示，在 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１ＷＴ细胞
中，与ｍｉＲＮＣ组比较，转染 ｍｉＲ５８２５ｐｍｉｍｉｃ细胞荧
光强度显著下降（Ｐ＜０．０５）；而在 Ｖｅｃｔｏｒ和 ｌｎｃＲＮＡ

ＮＮＴＡＳ１ＭＵＴ细胞中，转染 ｍｉＲＮＣ和 ｍｉＲ５８２５ｐ
ｍｉｍｉｃ后细胞荧光强度无显著变化（Ｐ＞０．０５），见
图４ｂ。ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，抑制 Ｔ２４细胞中
ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１表达后，细胞中 ｍｉＲ５８２５ｐ表达显
著上调（Ｐ＜０．０５），见图 ４ｃ。说明 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１
可靶向调控ｍｉＲ５８２５ｐ的表达。

通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测到 ｍｉＲ５８２５ｐ与
ＮＣＫＡＰ１结合位点（图４ｄ）。双荧光素酶报告基因实
验检测结果显示，在 ＮＣＫＡＰ１ＷＴ细胞中，与 ｍｉＲＮＣ
组比较，转染 ｍｉＲ５８２５ｐｍｉｍｉｃ细胞荧光强度显著下
降（Ｐ＜０．０５）；而在 Ｖｅｃｔｏｒ和 ＮＣＫＡＰ１ＭＵＴ细胞中，
转染ｍｉＲＮＣ和ｍｉＲ５８２５ｐｍｉｍｉｃ后细胞荧光强度无
显著变化（Ｐ＞０．０５），见图４ｅ。转染ｍｉＲ５８２５ｐｍｉｍｉｃ
后Ｔ２４细胞中 ＮＣＫＡＰ１表达显著下调（Ｐ＜０．０５），转
染ｍｉＲ５８２５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后Ｔ２４细胞中ＮＣＫＡＰ１表达显
著上调Ｐ＜０．０５），见图４ｆ。说明 ｍｉＲ５８２５ｐ可靶向
调控ＮＣＫＡＰ１的表达。
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ａ：细胞成球实验检测膀胱癌干细胞干性（×１０）；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＣＤ４４、ＡＬＤＨ１Ａ１、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ蛋白表达；ｃ：流式细胞术鉴
定ＣＤ４４＋ＣＤ１３３＋的细胞比例　＃：与ｓｈＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图３　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１调控膀胱癌干细胞干性

ａ：ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１与ｍｉＲ５８２５ｐ结合位点的预测；ｂ：双荧光素酶报告基因实验验证 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１与 ｍｉＲ５８２５ｐ的靶向关系；
ｃ：ｑＲＴＰＣＲ检测各组细胞中ｍｉＲ５８２５ｐ的表达；ｄ：ｍｉＲ５８２５ｐ与ＮＣＫＡＰ１结合位点的预测；ｅ：双荧光素酶报告基因实验验证ｍｉＲ５８２５ｐ与
ＮＣＫＡＰ１的靶向关系；ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中ＮＣＫＡＰ１表达　：与ｓｈＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ｍｉＲＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图４　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１调控ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１分子轴

０１１ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２３，３２（２）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



２．５　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１／ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１分子轴
对膀胱癌细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响

　　细胞增殖、迁移和侵袭检测结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组细胞 ＯＤ值显
著下调（Ｐ＜０．０５），细胞迁移和侵袭数显著减少
（Ｐ＜０．０５）；与 ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组比较，
ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组细胞 ＯＤ值上调

（Ｐ＜０．０５），细胞迁移和侵袭数显著增加（Ｐ＜０．０５）；
与ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组比较，ｓｈＮＮＴ
ＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣＫＡＰ１组细胞 ＯＤ值显著下调
（Ｐ＜０．０５），细胞迁移和侵袭数显著减少（Ｐ＜０．０５），
见图５。说明ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１通过调控ｍｉＲ５８２５ｐ／
ＮＣＫＡＰ１分子轴而影响膀胱癌细胞的增殖和迁移。

ａ：ＣＣＫ８检测各组细胞增殖能力；ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测各组细胞迁移和侵袭能力（×２０）　：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与
ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图５　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１调控膀胱癌细胞增殖和迁移的能力
２．６　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１／ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１分子轴

对膀胱癌干细胞干性的影响

　　干细胞成球实验结果显示，ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋
ｓｉＮＣ组膀胱干细胞成球数，膀胱癌干细胞标志物
ＣＤ４４、ＡＬＤＨ１Ａ１、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ表达及 ＣＤ４４＋ＣＤ１３３＋

的细胞比例均显著低于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０５）；ｓｈＮＮＴ
ＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组膀胱干细胞成球数，ＣＤ４４、
ＡＬＤＨ１Ａ１、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ表达及 ＣＤ４４＋ＣＤ１３３＋的细胞
比例均显著高于ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组（Ｐ＜
０．０５）；ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣＫＡＰ１组膀胱
干细胞成球数，ＣＤ４４、ＡＬＤＨ１Ａ１、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ表达及
ＣＤ４４＋ＣＤ１３３＋的细胞比例均显著低于 ｓｈＮＮＴＡＳ１＋
ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０５），见图 ６。说明
ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１通过调控ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１分子
轴而影响膀胱癌干细胞干性。

２．７　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１／ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１分子轴
对小鼠体内成瘤的影响

　　小鼠体内成瘤实验检测结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比
较，ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组小鼠肿瘤体积显著

减小（Ｐ＜０．０５），ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组
小鼠肿瘤体积显著大于 ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ
组（Ｐ＜０．０５），ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣＫＡＰ１
组小鼠肿瘤体积显著小于 ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋
ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０５），见图 ７。说明 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１
调控 ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１分子轴而影响膀胱癌细胞
在小鼠体内的增殖。

２．８　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１／ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１分子轴
对ＨｉｐｐｏＹＡＰ／ＴＡＺ信号通路的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，
ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组 Ｔ２４细胞 ＮＣＫＡＰ１、
ＹＡＰ、ＴＡＺ表达显著降低（Ｐ＜０．０５）；ｓｈＮＮＴＡＳ１＋
ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组细胞 ＮＣＫＡＰ１、ＹＡＰ、ＴＡＺ表达显
著高于 ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０５）；
ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣＫＡＰ１组细胞ＮＣＫＡＰ１、
ＹＡＰ、ＴＡＺ表达显著低于 ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋
ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０５），见图 ８。说明 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１
调控ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１分子轴而激活 ＨｉｐｐｏＹＡＰ／
ＴＡＺ信号通路。
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ａ：细胞成球实验检测膀胱癌干细胞干性；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ＣＤ４４、ＡＬＤＨ１Ａ１、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ蛋白表达；ｃ：流式细胞术鉴定
ＣＤ４４＋ＣＤ１３３＋的细胞比例　：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ｓｈＮＮＴＡＳ１＋
ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

图６　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１调控ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１分子轴而促进膀胱癌干细胞干性

：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５
图７　小鼠体内成瘤实验检测结果
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：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈＮＣ＋ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ｓｈＮＮＴＡＳ１＋ｉｎｈ５８２５ｐ＋ｓｉＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５
图８　ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１激活ＨｉｐｐｏＹＡＰ／ＴＡＺ信号通路

３　讨论

膀胱癌是一类多发于男性的泌尿系统恶性肿瘤，

尤其早期的病理特征不明显，并且缺乏有效的肿瘤诊

断标志物，使得其常在确诊时就已经处于中晚期，因此

需要探究更多用于膀胱癌诊断和治疗的新靶点以及标

志物［１１１２］。近年来，许多非编码ＲＮＡ被发现能够促进
或者抑制多种肿瘤的病理进程，其中 ｌｎｃＲＮＡ是一类
对肿瘤具有广泛的调节作用、且有望成为肿瘤诊断和

治疗新靶点的非编码ＲＮＡ［１３］。ｌｎｃＲＮＡ不具备编码蛋
白质的功能，但是可在表观遗传的层面调控肿瘤细胞

的恶性生物学行为，包括肿瘤的生长、转移、免疫逃逸、

肿瘤耐药、放疗抗性等［１４１５］。在膀胱癌的研究中，也

有多种 ｌｎｃＲＮＡ被发现具有重要的调控功能，如 Ｗａｎｇ
等［１６］和 Ｚｈａｎｇ等［１７］发现，ｌｎｃＲＮＡＧＣｌｎｃ１和ｌｎｃＲＮＡ
ＣＣＡＴ１均在膀胱癌中高表达，并且可促进膀胱癌的生
长和转移，发现更多具有调控功能的 ｌｎｃＲＮＡ有助于
膀胱癌诊断和治疗靶点的筛选。

ｌｎｃＲＮＡ ＮＮＴＡＳ１在多种肿瘤中差异表达，
ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１高表达于肺癌、胶质瘤［９１０］。本研究

也发现，ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１在膀胱癌细胞 Ｔ２４、５６３７、
ＵＭＵＣ３、ＴＣＣＳＵＰ中高表达，提示ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１
也可能具有调控膀胱癌发生发展的能力。所以本研究

选择ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１表达水平最高的Ｔ２４细胞进行
后续实验，发现转染 ｓｈＲＮＡ抑制 Ｔ２４细胞中 ｌｎｃＲＮＡ
ＮＮＴＡＳ１的表达后，Ｔ２４细胞增殖、迁移和侵袭能力以
及膀胱癌干细胞的干性亦显著降低，说明 ｌｎｃＲＮＡ
ＮＮＴＡＳ１能够调控膀胱癌细胞恶性生物学行为。Ｈｅ
等［１８］和Ｈｕａｎｇ等［１９］等也发现 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１可促
进非小细胞肺癌和胆管癌的增殖、迁移和侵袭。

在调控机制上，ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１可结合于其靶
向的 ｍｉＲＮＡ抑制靶基因的表达，而 ｍｉＲＮＡ又可结合
于其靶基因的３ＵＴＲ区，进而抑制靶基因的翻译，即

ｌｎｃＲＮＡ能够调控 ｍｉＲＮＡ／ｍＲＮＡ信号轴［２０］。有研究

表明，ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１可调控 ｍｉＲ１４２５ｐ／ＳＯＸ４分
子轴从而调控胃癌的发展［２１］。本研究发现，ｌｎｃＲＮＡ
ＮＮＴＡＳ１可 调 控 ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１ 轴，并 且
ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１可通过抑制 ｍｉＲ５８２５ｐ而上调
ＮＣＫＡＰ１的表达，进而调控 Ｔ２４细胞增殖、迁移、侵袭
以及干细胞干性。同样，此类调控机制也在肝癌中

被发现，如 Ｌｕ等［２２］发现，ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１可调控
ｍｉＲ３６３／ＣＤＫ６轴进而影响肝癌细胞的生长。

ＮＣＫＡＰ１可通过多种途径调控肿瘤的发生发展，
Ｚｈｕ等［２３］研究发现 ＮＣＫＡＰ１可调控 ＨｉｐｐｏＹＡＰ／ＴＡＺ
信号通路而影响非小细胞肺癌的生长和转移。Ｈｉｐｐｏ
信号通路具有高保守性，ＹＡＰ和ＴＡＺ是重要的同源转
录共刺激因子，二者可在 Ｈｉｐｐｏ信号通路下游发挥关
键的作用，Ｈｉｐｐｏ信号通路激活后，通过激酶的级联反
应磷酸化ＹＡＰ和 ＴＡＺ，进而抑制 ＹＡＰ和 ＴＡＺ转移至
细胞核，而Ｈｉｐｐｏ信号通路的抑制可促进非磷酸化的
ＹＡＰ和ＴＡＺ转移至细胞核内，并与细胞核内 ＴＥＡＤ等
下游靶基因结合，进而促进细胞的增殖和转移［２４］。本

研究预测并验证后发现，ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１可调控
ｍｉＲ５８２５ｐ／ＮＣＫＡＰ１轴进而激活 ＨｉｐｐｏＹＡＰ／ＴＡＺ信
号通路。有研究表明，Ｌｉｎｃ００６７３可调控 ｍｉＲ５１５５ｐ／
ＭＡＲＫ４／Ｈｉｐｐｏ信号通路而影响乳腺癌的增殖［２５］。因

此，本研究推测 ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１可通过激活 Ｈｉｐｐｏ
ＹＡＰ／ＴＡＺ信号通路而调控膀胱癌细胞的增殖、迁移、
侵袭以及肿瘤干细胞干性。但是ｌｎｃＲＮＡＮＮＴＡＳ１是
否能成为膀胱癌诊断和治疗的新靶点，还需进一步

验证。
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