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HepaCAM基因对人膀胱癌细胞增殖的抑制作用研究 
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【摘 要】目的：研究hepaCAM基因对人膀胱癌T24细胞增殖的影响。方法：运用脂质体转染方法，将pEGFP—N2一hepaCAM质粒 

转入 T24细胞株 ，经 G418筛选获得稳定表达的细胞株 ；RT—PCR及 Western blot方法检测目的基因和蛋白表达；MTY法及克隆 

形成实验研究 hepaCAM基因对 T24细胞体外生长的作用 ；流式细胞仪检测细胞周期分布 ；RT—PCR技术测定周期调控蛋白 

CyclinD1的mRNA表达变化。结果：RT—PCR和 Western blot方法分别检测到 hepaCAM的基因表达和蛋白表达，M|rr检测转染 

hepaCAM基因的细胞生长速度较对照组和空载体组明显减慢(P<0．01)，克隆形成率明显小于对照组和空载体组(尸<0．01)。细胞 

周期中GJG．期比例明显增高(尸<0．05)，而 S期比例减少；CyelinD1 mRNA表达明显下调(尸<0．05)。结论：HepaCAM基因通过阻 

滞细胞于 GdG 期，减少 CyclinD1 mRNA表达，抑制 T24细胞的增殖。 
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The inhibitory effect of gene HepaCAM transfection on the proliferation in 

human bladder carcinoma cell line 

YANG Chao et al 

(Department ofUrologic Surgery，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To explore the effect of gene hepaCAM transfeetion on the proliferation in human bladder carcinoma cell line． 

Methods：Plasmid pEGFP—N2-hepaCAM was transfected into T24 cells by Lipofectamine2000，and the T24 cell stably expressing 

hepaCAM gene was established by G418 selection．The expression of hepaCAM mRNA and protein was detected by RT-PCR and 

Western blot assays．The effects of hepaCAM on cell proliferation were measured by M．rr and colony formation assays．The cell cycle 

progression were measured by flow cytometry．The expression of CyclinD1 mRNA was detected by RT—PCR．Results：Expression of 

hepaCAM gene and protein were proved by RT—PCR and Western blot assays．The M1Tr assay showed cell growth in the 

T24／hepaCAM—GFP group was significantly slow when compared with non—transfeetion and mock—vehicle groups whereas the rates of 

elonal formation were greatly decreased (P<0．01)．Flow eytometrie data showed that more positive clone cells were blocked into G0／G1 

phase and fewer cells went into phase S(P<0．05)．The expression of CyclinD1 mRNA was lower than non—transfection and mock—vehicle 

groups．Conclusion：HepaCAM gene might suppress the proliferation of T24 cells through arresting cell cycle in the Go／G1 phase and 

inhibitting the expression of CyclinD1 mRNA． 

【Key words】Transitional cell carcinoma of bladder；HepaCAM；T24 cell；Transfaetion；Tnmor suppressor gene 

细 胞 粘 附分 子 (Cellular adhesion molecules， 

CAMs)是参与细胞和基质之间 、细胞与细胞之 间相 

互作用的膜表面受体。最新研究表明，细胞粘附分 

子作为信号级联受体对于细胞粘附、增殖、凋亡、迁 

移和分化起重要作用lll。肝细胞粘附分子(Hepatocyte 

cell adhesion molecule．hepaCAM)是新发现的可编码 
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免疫球蛋白类细胞粘附分子的新基因，具有抑制肝 

癌细胞增殖 的能力 。研究表明，hepaCAM为人肝癌 

中的一种新抑癌基因【21。 

迄今 ，有关 hepaCAM基 因在人类其它肿瘤中的 

表达及意义研究很少 ，在膀胱癌中的作用国外未见 

报道。本实验室初步研究表明，hepaCAM基因在人 

正常膀胱组织中高表达而在膀胱癌细胞中低表达。 

鉴于肿瘤组织的异常生物过程与细胞粘附分子的 

表达异常有关，细胞粘附分子的变化在肿瘤的发生 
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和发展中起着重要作用口1。本课题组采用质粒载体 

介导外源hepaCAM基因转染人膀胱癌 T24细胞的 

方法。研究 hepaCAM基因对人膀胱癌细胞生长的 

作用，旨在为证实 hepaCAM基因在人膀胱癌中是 
一 种新的抑癌基因提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

真 核表达 质粒 pEGFP—N2一hepaCAM及空 载体 质粒 

pEGFP—N2由新加坡国立沈莎莉实验室惠赠。T24细胞株由 

重庆医科大学基础研究所提供。脂质体 “po ctamine2000购 

自Invitrogen公司，小量组织／细胞总 RNA抽提试剂盒购自 

上海华舜生物有限公司，TaKaRa RNA PCR Kit Ver．3．0试剂 

盒购自大连宝生物公司，兔抗 GFP单克隆抗体购 A碧云天 

公司，HPR标记的羊抗兔二抗购自武汉博士德公司。PCR引 

物由上海生物工程公司合成。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 人膀胱癌移行细胞株 T24细胞培养于含 

有 1O％胎牛血清 、100 U／ml青霉素、t00 U／ml链霉素的 RP— 

MI1640培养基，37~C、5％CO 、饱和湿度条件下培养。 

1．2．2 细胞转染 将 T24细胞以 l X 10 个 ／孔的密度种于 

6孔板中，待其生长到 90％融合时，按脂质体 Lipofee— 

tamine2000说明书进行转染。实验共分为 3组：对照组 T24 

(未转染)、空载体组 T24／pEGFPN2(转染 pEGFP—N2)和实验 

组 T24／hepaCAM—GFP(转染 pEGFP—N2～hepaCAM)。 

1．23 转染细胞的筛选及单克隆细胞的建立 转染 48 h后 

用含 400 g／ml G418及 10％胎牛血清的 RPMI1640培养基 

进行筛选，每 3 d更换一次培养液。当细胞大量死亡时候，将 

G418浓度减半为 200 g／ml维持筛选。3周后出现抗性克 

隆，然后用有限稀释法挑选单克隆细胞扩大培养。 

1．2．4 单克隆细胞系的鉴定 

1．2．4．1 RT—PCR鉴定 hepaCAM mRNA (message RNA， 

mRNA)按柱式小量组织／细胞总 RNA抽提试剂盒的说明操 

作，分别提取对照组 、空载体组及实验组细胞的总 RNA，以 

B—actin为内参照 ，用 RT—PCR法检测 hepaCAM基 因的 

mRNA(461 bp)表达。引物hepaCAM上游序列 ：5’一TACTG— 

TAGATGTGCCCArrrI、CG一3’，下游序列 ：5’一CTFCTGGTI~C 

AGGCGGTC一3’。 

1．2．4．2 Western blot鉴定蛋白 以细胞裂解液提取细胞总 

蛋白，Bradford法测定蛋白浓度。以 50 g蛋白上样进行 

SDS—PAGE胶垂直电泳分离。电泳结束后，将蛋白转至PVDF 

膜，1％脱脂奶粉室温封闭 1 h后，加 l：500稀释的一抗 4 

过夜；TBST漂洗 3次，每次 5rain；加人 1：1 000羊抗兔 IgG／ 

HRP室温孵育1 h；TBST洗3次，ECL化学发光剂于暗室中 

曝光和显影。 

1．2．5 M1Tr实验 将生长状态 良好的稳定转染细胞制成细 

胞悬液，按 1 X 104个 ／孔密度接种于 96孔板，接种并开始贴 

壁生长当天记为 0 h，每隔 24 h为 1个检测点，MTr法连续 

测定 120 h细胞增殖状况。测定时每孔加入 20 l M，ITr(5 

mg／m1)，继续孵育4 h后终止培养，小心吸取培养孔内液体， 

每孔加入 150 l的DMSO，振荡 10 min，使紫色化合物充分 

溶解。选择 570 nm波长，在酶标仪上测定各孔吸光度值。每 

孑L重复 3次，绘制细胞生长曲线。 

1．2．6 板克隆形成实验 将稳定转染的单克隆细胞以 200 

个／：fL的细胞分散均匀的接种于6孔板中，每 5 d换新鲜的 

培养液，于 37~C、5％CO：及饱和湿度条件下培养 3周，出现 

肉眼克隆时中止培养，甲醇固定，Giemsa染色，拍照计算克隆 

形成率。 

1．2．7 细胞周期检测 将对照组 、空载体组 、实验组细胞离 

心弃上清，加入预冷 70％乙醇溶液中固定 】8-24 h。将已固定 

的细胞悬液和等体积 PI染液混合，4。C放置 20—30 min。测定 

前将样品用 300目的尼龙膜过滤后加入 FCM的样品室 ，以 

激发波长488 nm测定。 

1-2．8 RT—PCR检测 CyclinD1 mRNA表达 mRNA按柱式 

小量组织 ／细胞总 RNA抽提试剂盒的说明操作 ，分别提取 

对照组 、空载体组、实验组细胞的总RNA，以 B—aetin为内参 

照，用 RT-PCR法检测周期蛋白CyelinD1基因的 mRNA表 

达。CyclinD1引物(477 bp)的上游序列：5’一GAACAGAAGT— 

GCGAGGAGGAG一3’，下游序 列 ：5’一GCGGTAGTAGGACA 

GGAAG ITrGT一3’。 

1．2．9 统计学分析 计量资料以表示，采用 SPSS 13．0统计 

软件进行统计分析，两组间比较采用成组设计 t检验，计数 

资料比较采用 检验。 

2 结 果 

2．1 RT—PCR鉴定 hepaCAM基 因表达 

RT—PCR结 果显示实验组的 hepaCAM的扩增 

条带明显亮于对照组和空载体组(图 1)，与内参基 

因 p—actin的扩增片段相 比，实验组的相对表达量 

明显增加(P<0．05)，而对照组和空载体组的相对表 

达量无统计学意义的变化(P>0．05)，见表 l。说明转 

染后建立的实验组单克隆细胞系能够特异性的表 

达 hepaCAM基 因 

2．2 Western blot蛋白表达鉴定 

通过抗 GFP标签抗体．检测pEGFP—N2一hep． 

aCAM融合蛋白在 T24细胞中表达情况。Westem 

blot显示：对照组未见特异性条带，空载体组和实验 

组分别出现约 27 kD及 102 kD的特异性条带，GFP 

相对分子量为 27 kD，hepaCAM蛋白分子量约为 75 

kD(图2)。说明转染后细胞经过稳定筛选能够特异 

性的表达 GFP蛋 白及 hepaCAM蛋 白。 



重 庆 医 科 大学学报 2 0 0 9 年 第 3 4 卷 第 9 期 (J o u r n a l o f C h o n g q in g M e d ic a l U n iv e r s it y 2 0 0 9 ． V 0 1． 3 4 N o ． 9 ) 一 1 1 5 9 —

2 _3 细 胞 增 殖 影 响

M rr r 法 检 测 细 胞 增 殖 率 的 实 验 结 果 显 示 ， 9 6 h

实 验 组 的 细 胞 增 殖 率 为 5 4 ． 0 1 ％ ± 1 2 ． 0 6 ％ ， 其 增 殖 速

度 明 显 慢 于 对 照 组 1 6 1 ． 6 7 ％ + 1 2 ． 1 7 ％ 及 空 载 体 组

1 6 0 ． 6 3 ％ _

+ 1 3 ． 9 5 ％ (火 0 ． 0 1 ) ， 而 对 照 组 与 空 载 体 组 间

相 比 无 明 显 差 异 (P > 0 ． 0 5 ) 。 提 示 h e p a C A M 基 因 对

T 2 4 细 胞 的 增 殖 具 有 明 显 的 抑 制 能 力 ( 图 3 ) 。

2 -4 克 隆 形 成 实验

克 隆 形 成 实 验 的 结 果 表 明 ， 实 验 组 克 隆 形 成 率

为 2 7 ． 6 7 ％ ±4 ． 5 3 ％ ， 明 显 低 于 对 照 组 8 8 ． 0 6 ％ ± 7 ． 6 9 ％

和 空 载 体 组 8 6 ． 8 3 ％ ± 5 ． 8 9 ％ (P < 0 ． 0 1 ) ， 而 对 照 组 与

空 载 体 组 间 相 比 无 明 显 差 异 (P > 0 ． 0 5 ) 。 结 果 提 示 ，

h e p a C A M 基 因 对 T 2 4 细 胞 的 增 殖 具 有 明 显 的 抑 制

能 力 ( 图 4 ) 。

2 ． 5 细 胞 周 期

细 胞 周 期 结 果 显 示 ： 与 对 照 组 和 空 载 体 组 相

比 ， 实 验 组 细 胞 G o／G ． 期 细 胞 比 例 明 显 增 加 ， 而 S 期

比 例 减 少 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5
， 表 2 ) 。

2 ． 6 R T — P C R 检 测 C y c l i n D 1 m R N A 的 表 达

R T — P C R 结 果 显 示 实 验 组 的 C y c l i n D l 的 扩 增

条 带 明 显 暗 于 对 照 组 和 空 载 体 组 ( 图 5 ) ， 与 内参 基

因 B — a c t i n 的 扩 增 片 段 相 比 ， 实 验 组 的 相 对 表 达 量

明 显 减 少 ( P < 0 ． 0 5 ) ， 而 对 照 组 和 空 载 体 组 相 对 表 达

量 无 明 显 变 化 (P > 0 ． 0 5 ， 表 3 ) 。 说 明 h e p a C A M 基 因

能 减 少 C y c l i n D l m R N A 表 达 。

5 0 0 b p

2 5 0 b p

T 2 4 N H

h e p a C A M

[5 - a c t i n

T 2 4 ． 对 照 组 ；N ． 空 载体 组 ；H ． 实验 组

图 1 R T — P C R 鉴 定 h e p a C A M 基 因 的 m R N A 表 达

表 1 各 组 细 胞 h e p a C A M 基 因 m R N A 表 达 水 平 ( n = 3 ，x + s )

m R N A 的 表 达 ( 目 的 基 因 m R N A ／[3 - a e t i n m R N A )

T 2 4 ：对 照组 N ：空 载体组 H ：实验组

注 ：与对 照 组 和空 载体组 相 比 ，

。 P <O ． 0 5

3 讨 论

细 胞 粘 附 分 子 根 据 结 构 和 功 能 上 的 特 性 主 要

分 为 4 类 ：钙 粘 蛋 白 家 族 14 151
、 整 合 素 家 族 嘲

、 选 择 素

家 族 用
、 免 疫 球 蛋 白超 家 族18 ]

。 研 究 表 明 ：免 疫 球 蛋 白

超 家 族 类 粘 附 分 子 多 属 于 肿 瘤 抑 制 基 因 ， 可 阻 i I
-

． 仲

瘤 的 生 长 和 转 移h 9 1
。 例 如 ， 神 经 细 胞 粘 附 分 子 ( N t

�

t l
—

r a l c e l l a d h e s i o n m o l e c u l e ． N C A M ) 不 仅 参 与 神 经 发

育 、 信 号 传 导 和 轴 突 形 成 ， 而 且 在 人 胃 癌 、 结 肠 癌 、

胰 腺 癌 中低 表 达 与 预 后 不 良密 切 相 关 『10】
。 另 一 种 与

肿 瘤 相 关 的 免 疫 球 蛋 白 超 家 族 类 粘 附 分 子 为 癌 胚

抗 原 粘 附 分 子 1 ( C a r c i n o e m b r y o n i c a n t i g e n c e l l a d —

h e s i o n m o l e c u l e 一 1
，

C E A C A M l ) ， 研 究 表 明 ，
C E A C A M l

在 结 肠 癌 和 前 列 腺 癌 细 胞 中 的 表 达 缺 失 ， 而 重 新 恢

复 其 在 结 肠 癌 和 前 列 腺 癌 中 的 表 达 后 ， 癌 细 胞 的 生

长 将 被 显 著 抑 制 ，
C E A C A M l 亦 能 降 低 裸 鼠 的 成 瘤

率 [1 l , l 2]
。

H e p a C A M 基 因 是 在 肝 组 织 中 鉴 定 的 一 种 新 的

粘 附 分 子 ， 基 因 定 位 于 人 类 染 色 体 1 l q 2 4 区 域 ， 编

码 产 物 是 由 4 1 6 个 氨 基 酸 组 成 的 跨 膜 糖 蛋 白 ， 结 构

表 现 出 典 型 的 免 疫 球 蛋 白类 细 胞 粘 附 分 子 的 特 性 ：

2 个 细 胞 外 I g 类 区 域 ，

一 个 跨 膜 区 域 及 一 个 细 胞 内

尾 。 研 究 表 明 ：h e p a C A M 基 因 在 人 类 肝 脏 组 织 中 呈

1 0 2 k D

2 7 k D

T 2 4 N H

T 2 4 ． 对 照 组 ；N ． 空 载体组 ；H ． 实验组

图 2 W 。 s t 。r n b l o t 鉴定 转 染 后 细 胞 蛋 白表达

T 2 4 ． 对 照 组 ；N ． 空 载体组 ；H ． 实 验组

注 ：与对 照 组 和 空 载体组 相 比 ，

t + P < 0 ． 0 l

图 3 各 组 细 胞 的 生长 曲线
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( A )

( C )

( B )

T 2 4 N H
g r o u p

( A )对 ~ ( T 2 4 ) ；( B )空 载体组 ( N ) ；( C )实验 组 ( H ) ；( D )各 组 的克 隆形 成率 。
一 尸< 0 ． 【) l 与对 照 组 和空 载体组 相 比 。

图 4 各组 细 胞 的克隆形 成 率

5 0 0 b p

2 5 0 b p

T 2 4 N H

C v c l i n D l

B —

a c t i n

T 2 4 ． 对 照 组 ；N ． 空 载体组 ；H ． 实验组

图 5 R T — P C R 鉴 定 C y c l i n D l 基 因 的 m R N A 表 达

现 均 一 高 表 达 水 平 ， 而 在 原 发 性 肝 细 胞 癌 中 表 达 下

降 甚 至 缺 失 ， 当外 源 野 生 型 h e p a C A M 基 因 重 新 表

达 在 人 肝 癌 H e p G 2 细 胞 时 ， 能 够 显 著 抑 制 肿 瘤 细 胞

的 增 殖 。 推 断 h e p a C A M 在 人 肝 癌 组 织 中是 一 种 编

码 免 疫 球 蛋 白类 细 胞 粘 附 分 子 的 抑 癌 基 因 ， 在 信 号

传 导 及 调 控 细 胞 增 殖 过 程 中发 挥 着 重 要 作 用 【2 l
。

本 课 题 组 在 前 期 研 究 中发 现 ， h e p a C A M 基 因 在

膀 胱 癌 组 织 中表 达 降低 ， 但 表 达 降低 并 不 代 表 其 在

膀 胱 癌 中是 抑 癌 基 因 。 例 如 ：C E A C A M l 在 结 肠 癌 和

前 列 腺 癌 中属 于 抑 癌 基 因 113】
， 而 在 黑 色 素 细 胞 瘤 中 ，

C E A C A M l 一 L 通 过 与 整 合 蛋 白 B 3 的 相 互 作 用 增 加

黑 色 素 瘤 细 胞 的 迁 移 和 侵 袭 力 ， 增 加 肿 瘤 的 恶 性 行

表 2 各 组 细胞 周 期分 布 ( n = 3 ，x + s )

细 胞 周 期 分 布 ( ％ )
组 别

G d G I S G 2／M

注 ：与对 照组 和 空 载体组 相 比 ，

+ P < 0 ． 0 5 。

表 3 各组 细 胞 C y c l i n D l 基 因 m R N A 表A z k ~ ( n = 3 ，X + S )

m R N A 的 表 达 ( 目 的 基 因 m R N A ／13 一 a c t i n m R N A )

T 2 4 ：对 E强组 N ：空 载 体 组 H ：实 验 组

注 ：与对 照组 和空 载体组 相 比 ，

+ P <0 ． 0 5 。

为114I
。 为 了研 究 h e p a C A M 对 膀 胱 癌 细 胞 增 殖 的影 响 ，

我 们 采 用 质 粒 载 体 介 导 外 源 h e p a C A M 基 因 转 染

h e p a C A M 基 因 表 达 缺 失 的 人 膀 胱 癌 T 2 4 细 胞 ， G 4 1 8

筛 选 获 得 稳 定 表 达 的 单 克 隆 细 胞 ， 在 R T — P C R 和

W e s t e r n b l o t 方 法 鉴 定 转 染模 型 成 功 的 基 础 上 ， 通 过

M T F 和 克 隆 形 成 实 验 表 明 h e p a C A M 基 因 能 明 显 抑

制 膀 胱 癌 细 胞 的 增 殖 ， 证 实 h e p a C A M 在 膀 胱 癌 中

是 一 种 新 的 抑 癌 基 因 。 此 结 果 提 示 ， h e p a C A M 基 因

可 能 与 粘 附 分 子 类 的 抑 癌 基 因 T S C L l ( T u m o r s u p
一

” ∞ 舳 ∞ 加 加 O

U
，

毛 一。 IJ 0 _【I J i 。Iu 0 一。。 J o
．

0 z
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pressor in lung cancer 1)一样 ，在人类诸多肿瘤的生 

长调控方面发挥重要作用Il5]。 

在进一步研究 hepaCAM基因抑制膀胱癌 T24 

细胞增殖机制中，我们发现hepaCAM基因通过影 

响膀胱癌细胞的周期进程，使膀胱癌细胞周期阻滞 

在 Go／G 期，从而抑制细胞生长。Shali Shen等[16,1 7l的 

报道则发现，hepaCAM基因可将人乳腺癌细胞阻滞 

于 G2／M期，并通过细胞周期 P53／P21通路抑制细胞 

的增殖。两种细胞周期阻滞的不同，我们推测：可能 

是因为参与细胞调节的因子种类繁多，各通路并不 

是完全独立分开，而某些调节因子之间存在相互作 

用，这种相互作用构成了复杂的网络系统，再加上 

组织不 同的肿瘤细胞独有的特性及表达的抗 原不 

同，当某一调控通路为主时就会导致阻滞周期的不 

同。 

为了进一步阐明 hepaCAM基因诱导 GdG 期 

细胞周期阻滞的通路，我们选择了与 G 期相关的细 

胞周期蛋白 CyclinD11 。CyclinD1在 G。期 中属于正 

性调控因子，它与 CDK4形成活化复合体，使 pRB 

蛋白磷酸化，释放出转录因子E2F，以启动驱动基因 

TX的转录表达 ，驱使细胞通过检测点，启动 DNA 

的复制_】 2o]。我们首次在基因水平证明：hepaCAM能 

减少 CyclinD1 mRNA表达 ，影 响细胞 的复制 ，最终 

导致细胞生长速度减慢。上述结果提示 ，在膀胱癌 

的预防和治疗中．Cyclin D1基因将是一个值得期待 

的靶基因：另外 ．针对 Cyclin D1的抑制剂也将可能 

为膀胱癌的治疗带来新的转机。当然，hepaCAM对 

Cyclin D1的抑制作用还需要在蛋白水平及体内实 

验中进一步得到验证。目前，这部分实验正在进行 

中。 

总之 ，hepaCAM通过对细胞周期 Go／G 期 的的 

阻 滞 以及 减少 CyclinD1 mRNA表 达抑 制 膀 胱 癌 

T24细胞的生长，表明hepaCAM在膀胱癌中是一种 

新的抑癌基因。另外，hepaCAM在膀胱癌中对细胞 

增殖的作用机制有待进一步研究。 
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