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Madl对膀胱肿瘤作用的体内实验研究 
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(1．重庆医科大学医学检验系、临床检验诊断学省部共建教育部重点实验室、重庆重点实验室； 
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【摘 要】目的：在原位建立膀胱肿瘤的大鼠模型，观察转染Madl表达质粒后对膀胱肿瘤增殖的抑制作用。方法：MNU对sD大 

鼠进行膀胱灌注诱发膀胱肿瘤，荷瘤动物随机分为 3组：Mad1转染组(A组)，空载体转染组(B组 )和生理盐水转染组(c组)。 

通过大鼠重量(RBW)、膀胱绝对重量(BAW)、膀胱相对重量(BRW)、Madl和TERT mRNA表达水平等指标 ，用流式细胞仪等检 

测手段，比较转染前后 Madl和 rrERT的表达差异、观察 Madl对膀胱肿瘤增殖的抑制作用以及探讨相应的机理。结果：成功在 

原位建立膀胱肿瘤的大鼠模型。A组与B、c两组相比RBW 无显著性差异(P>0．05)，但BAW和 BRW分别有非常显著差异性 

(P<0．01)及显著差异性(P<0．05)；Mad1mRNA相对表达量明显增加；TERT mRNA相对表达量明显降低；流式细胞仪显示 GdG． 

期细胞显著增加(p<0．O1)，s期细胞显著减少(P<0．01)．结论：高表达的 Mad1能抑制膀胱肿瘤的增殖。 
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Experimental study On the effects of Madl to bladder tumor in vivo 

日U Hongbo。et al 

(Key Laboratory of Laboratory Medical Diagnostics。Ministry of Education，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To construct the orthotopic model of bladder tumor in rats and to ohserve the inhibition effect on bladder 

tumor after transfected with expression plasmid pcDNA3．1(+)／Mad1．Methods：Bladder tumors were induced in SD rats by 

intravascular instillation of MNU．The rats bearing tumor were randomly divided into 3 groups：transfected with pcDNA3．1(+) 

fMadl (group A)．transfected with empty vector(group B)and transfected with saline (group C)．Tumor—hearing rats were 

transfected using Lipofectamine．Rat body weight(RBW)，Bladder absolute weight(BAW)，bladder relative weight(BRW)and 

expression levels of mRNA of Madl and TERT were assayed and flow cytometer analysis were used to ohserve the inhibition 

effect of Madl to bladder tumor．RBs 括：Compared with group B and group C，in group A，though there was no diference in 

RBW(P>0．05)．BAW and BRW were signiticanfly decreased (P<0．01 and P<0．05．respectively)．Mad1 mRNA expression levels 

were markedly improved，while TERT mRNA expression levels were markedly decreased．Flow cytometry showed an increase of 

G0／G1-phase cells and a decrease of S-phase cells after transfected with Mad1．Conclusions：Over expression of Madl can 

inhibit the proliferation of bladder tumor． 

【Key words】Bladder tumor；Animal model；Cell cycle；Transfection 

膀胱肿瘤是泌尿生殖系统肿瘤中最常见的恶 

性肿瘤，研究表明95％以上的膀胱癌组织中能够检 

测到端粒酶及端粒酶逆转录酶 (Telomerase reverse 

transcriptase，TERT)基因 mRNA表达 ，但在正常膀 

胱组织中则为阴性【l1。TERT基因是膀胱肿瘤生物治 

疗的一个值得探索的靶点。Madl(Mitotic aⅡest 
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deficiency一1)基因是碱性区一螺旋一环一螺旋一亮氨 

酸拉链(bHLHZip)超家族的成员。包括人类在内的 

许多哺乳动物的 Madl蛋白是一种相对分子量为 

35ku的磷酸化的核蛋白，其半衰期为 15～30min[21， 

是细胞生长的阴性调节因子 ，能抑制细胞周期进程 

和促进凋亡f3】。本课题组在应用 Madl转染膀胱癌细 

胞株及裸鼠皮下移植性肿瘤取得显著疗效【4】的基础 

上，进一步将其应用于原位诱发的膀胱肿瘤动物模 

型。现报告如下： 
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1 材料与方法 

1．1 动物模型的建立 

Sprague—Dawley(sD)大鼠，5-6周龄，健康雌性，体重 

(150±10)g，共 56只，由第三军医大学实验动物中心提供。 

模型建立参照文献 并加以改进 ：SD大鼠行 N一甲基亚硝基 

脲(MNU)(sigma，USA)膀胱灌注，每次 2．5mg／只，每 3周 

1次 ×4次，总量 10mg。首次 MNU膀胱灌注后 ，每 3周随机 

处死 3只大鼠，取膀胱组织作病理检查，观察肿瘤发生情况。 

1．2 尿脱落细胞学检查进行实验分组 

在实验的第 12周 ，随机收集大鼠尿液 ，1500r／min离心 

15 min，沉渣涂片置 37℃温箱烘干，95％乙醇固定 10 min， 

然后用 0．1mol／L PBS(pH6．0)滴洗 ，0．01％ 吖啶橙磷酸盐缓 

冲液(pH6．0)染 3min，0．1mo1]L氯化钙滴片分色 30s，PBS清 

洗 3次，每次数秒。将尿脱落细胞染色具备典型肿瘤细胞特 

征的大鼠作上标记 ，若在以后连续两 13内染色仍能发现有阳 

性细胞出现，则将该大鼠纳入下一步实验。将上述符合标准 

的大鼠(共 33只 )按照膀胱内灌注成分的不同随机分成 A、 

B、C共 3组，每组 11只。A组：pcDNA3．1(+)／Madl+脂质体； 

B组 ：pcDNA3．1(+)+脂质体；C组：生理盐水 +脂质体。 

1-3 质粒转染 

pcDNA3．1(+)／Madl由本室保存。小量提取pcDNA3．1 

(+)／Madl质粒和空载体质粒 pcDNA3．1(+)，经限制性内切酶 

Hind~和 Xba I酶切鉴定正确后，进一步采用超纯质粒提取 

试剂盒(杭州维特洁公司)大量提取质粒，严格按照说明书进 

行操作。纯化的质粒经紫外分光光度计测定质粒浓度后 ，保 

存于一20℃冰箱备用。参照Lipofectamine试剂盒(Invitrogen， 

USA)进行。质粒用量为 20 g，，脂质体用量为 60 g。膀胱灌 

注方法与MNU灌注相同。第3天、第5天按同样的方法重复 

灌注一次。 

1-4 组 织标本的 处理 

在首次脂质体混合物灌注后的第 7天，对各组大鼠称重 

后麻醉，在近耻骨联合处剖腹显露膀胱 ，将其完整切除，用冷 

PBS液冲洗 2次，用滤纸拭干后进行称重 ，记录好各实验组 

的大鼠体重 (RBW)和膀胱绝对重量(BAW)，用以计算膀胱 

相对重量(BRw)。纵行切开膀胱，观察其大体变化。 

1．5 RT—PCR检测大鼠膀胱肿瘤组织 Madl、TERT的表达 

每组随机取 5只大鼠的等量膀胱肿瘤组织，制备匀浆 ， 

总 RNA的提取和RT—PCR参照试剂盒说明书 (上海华舜公 

司和大连宝生物公司)进行。Madl引物根据 Genbank中报告 

序列设计： 

sense：5’—_TGTGAGCGACTCTGACGA一3’ 

antisense：5’一G1℃GGACACTGAA G．ITrACG一3’ 

TERT引物设计参照文献『哪设计： 

sense：5’一AG GTCArI’rCTITITACATCAC一3’ 

antisense：5’ CATAGGCCCCGGTCACATC 一3’
． 

以 B—actin为内参照。2．0％琼脂糖凝胶电泳，BIO—RAD 

凝胶成像系统分析。 

1．6 流 式细胞仪分析 大鼠膀胱肿瘤组织细胞周期 变化 

每组随机取 5只大鼠的部分膀胱肿瘤组织，制备单细胞 

悬液并调整细胞的浓度为 1×106／ml，70％冷乙醇 固定 24h， 

检测前 离心去 乙醇 ，lmg／ml RNase 37~C水 浴 30min，加 

50mg／1的碘化丙啶(PI)0．5ml，4℃避光 30min，上机分析细胞 

周期 ，每一样品的检测重复 3次，结果取平均值。 

1．7 统计学分析 

采用 SAS软件对实验数据进行统计分析，进行单因素方 

差分析，结果以均数±标准差( ±S)表示，以P<O．05表示存 

在显著性差异，以P<O．01表示存在非常显著性差异。 

2 结 果 

2．1 实验动物及标本的大体观察 

模型建立的过程中有 3只大鼠死亡。脂质体转 

染后各组大鼠毛色、食量 、营养状况等一般情况无 

明显差别，转染后 3组大鼠均无 1例死亡。对转染 

前处死大鼠的观察显示 ，9周时膀胱表面可见小肿 

块；12周时均有肿瘤形成且大多呈多发性 ，病理证 

实为膀胱癌。转染后 A组大鼠膀胱肿瘤的平均体积 

小于 B、C两组。 

2．2 尿脱落细胞 学检查 

在荧光显微镜下观察，发现尿 AO染色涂片的 

细胞的细胞核为黄绿色或黄色荧光，而胞质和核仁 

为桔红色荧光，同时具有核大、畸形、异常分裂相以 

及核浆比失调等特点，即为肿瘤细胞 ，以后连续两 

天内检测仍有该类细胞出现，可判断具备该特征的 

大鼠成功诱发肿瘤。 

2．3 RBW、BAW 和 BRW 的变化 

3组标本的 RBW差异在统计学无显著意义(P 

>0．05)；比较 BAW 和 BRW，B、C两组之间差异均 

无显著意义(P>0．05)，而 A组与 B、C两组比较差 

异分别具有均有非常显著性(P<0．01)和显著性(P 

<0．05)(见表 1)。实验表明：Madl转染组的膀胱 

肿瘤生长和增殖受到了抑制。 

表 1 不同实验组 RBW、BAW和 BRW 的变化(n=11． ±s) 

注 ：．P>0．05 VS group B and group C．-p<O．Ol VS group B and 

group C，--p <O．05 VS group B and group C． >O．05 VS group C． 

BRW(mg／g)=BAW(mg)／RBW(g) 
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2．4 Mad1和TERT mRNA表达水平的检测 

3组标本均经 PCR扩增出 230bp(Mad1)和 

482bD(TERT)的产物，其大小与设计片段大小一致 

(图 la-lb)。在 Madl mRNA相对表达水平上，A组 

为(83．1~10．1)％，而 B、C两组依次为(30．4~8．1)％， 

(33．6+7．0)％，A组与 B、C两组的该指标在统计学 

上均存在非常显著的差异(P<0．01)；在 TERT mR— 

NA相对表达水平上，A组为 (56．1+4．1)％，而 B、C 

两组依次为(72．4~4．8)％，(69．6~2．7)％，A组与 B、 

C两组的该指标在统计学上均存在非常显著的差异 

(P<0．01)。实验表明：外源 Mad1表达质粒成功转染 

到膀胱肿瘤组织中，并且有效地下调 TERT的表达。 

2 3 

1：group A；21group B；31group C 

图 la 转染后各实验组 Mad l mRNA表达变化 

2 3 

rERT 

11group A；21group B；3：group C 

图 lb 转染后各实验组 TERT mRNA表达变化 

， 

2．5 流式细胞仪分析不同纽别的细胞周期变化 

A组肿瘤细胞的细胞周期发生了明显的改变， 

与 B、C两组相比，表现为 GdG 期细胞明显增多，而 

s期细胞明显减少，且均存在非常显著的统计学差 

异(P<0．01)(见图 2)。实验表明：A组细胞阻滞于 

Go，G 期，提示 A组膀胱肿瘤细胞的增殖能力减弱。 

3 讨 论 

近年来有关端粒、端粒酶及其与人类肿瘤关系 

问题成为学科研究的热点。TERT是端粒酶活性的 

主要调控亚单位，与端粒酶活性具有直接的相关性。 

TERT mRNA分布随膀胱肿瘤的病理分级、临床分 

期的增加有增加趋势，且有显著性差异(P<0．01)[71。 

这说明在膀胱肿瘤的早期及进展期均存在着 TERT 

基因异常表达，其表达的强弱与肿瘤细胞分化及进 

展程度有关。因此，抑制端粒酶和TERT活性可能成 

为膀胱肿瘤基因治疗的潜在的靶点。 

60／61 S 62／M 

注 ： P<0．O1 vs group B and group C， P>0．05 vs 

group B and group C． P >0．05 Vs group C 

图 2 不同组别的细胞周期变化 (％。互 ) 

MadfMax／Myc网络在细胞的增殖、生长和分化 

中起着最基本的作用。Max蛋白因其丰度高以及能 

与 Madl和c—Myc形成二聚体而在网络中处于核心 

地位，这些不同的二聚体均能与 TERT启动子的E— 

BOX (5’一CACGTG一3’)结合从而对 TERT和端粒 

酶的表达进行调节[81。Madl与 Max形成二聚体后通 

过使组蛋白去乙酰化而下调 TERT的表达。本研究 

中 Madl转染组膀胱肿瘤的增殖受到抑制的同时伴 

有 TERT mRNA表达量显著降低，表明Mad1可能 

是通过下调 TERT来调控细胞抑制肿瘤细胞的增 

殖。 

在细胞周期进程中，Madl主要作用是使细胞 

停滞在 G 期 ，阻止其向s期进展，逃离正常的细胞 

周期 ；并且和 Max，roSin3相互作用形成一种功能 

性的复合物，抑制细胞的增殖，促进分化。Mad1的 

表达下调或缺乏往往导致细胞正常分化受到遏制 

和肿瘤的形成。在本实验中，A组肿瘤细胞 GdG 细 

胞百分数为 65．6~4．1，较 B组的 53．7~5．8和 C组的 

53．9~4．0明显升高(P<0．01)，而其 s期细胞百分数 

为24．9+2．8，较 B组的 36．0~4．8和 C组的35．7~3．6 

均显著降低 (P<0．01)，提示 Mad1是一个细胞周期 

调控蛋白，通过转染 Madl调控细胞周期抑制肿瘤 

细胞的增殖。 

总之，我们的研究证实了 Madl基因的转染能 

够抑制膀胱肿瘤的增殖，表明 Madl在膀胱肿瘤的 

(下转第 958页) 
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减少并缩小，比 I型纤维适应性更大【7一。 

研究表明，个体内不同骨骼肌的肌纤维型构成 

比例不同，肌纤维构成与肌的功能密切相关。本研 

究表明，2种肌纤维在大鼠腓肠肌内呈棋盘样均匀 

分布，并以Ⅱ型肌纤维占优势，其比例达到 72．2％， 

这表明，大鼠腓肠肌为速度力量型肌。我们曾经报 

道的家兔腓肠肌肌纤维型组成也以 Ⅱ型纤维占绝 

对优势，达 910~[3]，而以往我们对人腓肠肌的肌纤维 

型分布研究表明，其 Ⅱ型纤维仅占40％t~1，远不及家 

兔和大鼠的比例，这或许是四足动物后肢适应其速 

度力量要求而选择的必然结果。与大鼠比较，家兔 

的后肢明显比其前肢粗壮，运动时后肢必然要分担 

更多的力量和速度，家兔腓肠肌有比大鼠更高的Ⅱ 

型纤维比例的特点恰好可以满足这种功能上的要 

求。 

当然，仅凭肌纤维型组成和分布尚不能揭示骨 

骼肌功能的全部信息，在全面阐明大鼠腓肠肌功能 

之前 ，还需对其肌构筑 、肌纤维横切面积、亚部化等 

加以研究，这对全面阐明该肌功能具有重要意义。 

(通讯作者：张 潜 ，遵义医学院解剖学教研 室， 一 

czq@163．com．cn) 
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基因治疗中可能是一种较佳的侯选基因。研究表 

明，抑制端粒和TERT的表达能增强化疗药物的抗 

癌效果【101。因此，即使不能完全有效逆转膀胱肿瘤的 

恶性表型，Madl的转染也可能是一种改变 TERT基 

因的表达的有效方法，为膀胱肿瘤的基因治疗开辟 

了一条新的途径。 
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