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　　[摘要]　目的:研究小干扰RNA抑制COL6A1基因表达对膀胱癌T24细胞增殖和侵袭能力的影响。方法:
设计合成靶向COL6A1基因的siRNA,采用阳离子脂质体试剂瞬时转染膀胱癌细胞株 T24,利用实时荧光定量

PCR和 Westernblot检测 RNA干扰后COL6A1基因的沉默效果,评价siRNA设计的合理性及 RNA 干扰抑制

COL6A1表达的有效性,分别在 RNA干扰后第1、2、3天应用噻唑蓝(MTT)比色法检测细胞增殖状态,并绘制生

长曲线,应用 Transwell法检测各组膀胱癌侵袭能力。结果:靶向 COL6A1的siRNA 成功抑制了膀胱癌细胞株

T24中COL6A1mRNA及蛋白表达,COL6A1-siRNA组蛋白相对表达量为阴性对照组的14.1%,mRNA 相对

表达量为空白对照组的20.5%;MTT比色法显示 COL6A1-siRNA 组细胞增殖能力显著减弱(P<0.05),在第

1、2、3 天 后 重 复 检 测,分 别 达 到 了 空 白 对 照 组 的 75.6%、58.2% 和 49.4%;Transwell细 胞 迁 移 实 验 显 示

COL6A1-siRNA组细胞迁移能力明显减弱(P<0.05),穿膜细胞数为空白对照组的45.3%。结论:利用siRNA
技术能有效降低COL6A1基因的表达,同时有效抑制 T24细胞的体外增殖和侵袭的能力。
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Abstract　Objective:ToexaminetheinfluenceofCOL6A1onproliferationandinvasionofbladdercarcinoma
cell.Method:TheexpressionofCOL6A1genewasknockeddownusingRNAinterference(RNAi)inthebladder
carcinomacellT24.ThetranscriptionlevelofCOL6A1wastestedbyRT-PCR.TheexpressionofCOL6A1pro-
teinwasexaminedbyWesternblotting.ThecellproliferationwasdetectedbyMTT.Thecell'sinvasionability
wasperformedonMatrigeltranswellassay.Result:TheresultsshowedthatthelevelofCOL6A1mRNAandpro-
teinexpressionweresignificantlyreducedafterRNAiwith20.5% ofcontrolgroupon mRNAexpressionand
14.1% ofcontrolgrouponproteinexpression.MTTassayshowedthattheproliferationofT24cellwasdecreased
duetoRNAinterference,withODvaluesreaching75.6%,58.2%and49.4%ofcontrolgroupat1d,2dand3
drespectively.TranswellassayshowedthatinvasionabilitiesofT24cellswerereducedobviouslyduetoCOL6A1
RNAi(P<0.05),thetransmembranecellswere54.3%ofcontrolgroup.Conclusion:Ourfindingsrevealedthat
down-regulatedCOL6A1couldinhibitabilitiesofproliferationandinvasioninT24cells.COL6A1canserveasa
potentialtargetforgenetherapyofhumanbladdercarcinoma.
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　　膀胱癌增殖、侵袭和转移的分子机制是当今有

关肿 瘤 发 生、发 展 和 治 疗 研 究 的 热 点 之 一。
COL6A1属于胶原蛋白家族,其重要作用为维持组

织的完整性,编码了胶原蛋白Ⅵ的α1链,是微丝蛋

白的组分之一,有数项研究表明 COL6A1在细胞

中存在锚定效应,广泛参与了细胞的增殖、分化和

组胚发育〔1,2〕。另外COL6A1基因在如前列腺癌、

乳腺癌等肿瘤细胞增殖和进展中作用突出,肿瘤组

织中的COL6A1转录水平和组织中胶原Ⅵ的水平

明显高于正常组织,研究表明 COL6A1基因在人

类多种上皮肿瘤中发挥成瘤作用〔3~5〕。虽然近期

有研究发现COL6A1在膀胱癌与正常膀胱上皮组

织转录水平存在差异,但 COL6A1对膀胱癌增殖

侵袭的影响尚缺乏体外实验证实〔6〕,因此,本研究

旨在观察和探讨抑制 COL6A1的表达对膀胱癌细

胞增殖和侵袭的影响。现报告如下。
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1　材料与方法

1.1　一般材料

膀胱癌人永生化尿路上皮细胞SV-HUC-1与

EJ、T24 和 BIU87 细 胞 株 (北 京 中 原 公 司),
COL6A1过 表 达 的 重 组 慢 病 毒 颗 粒 (上 海 Ge-
nechem 公司合成),0.25%胰蛋白酶、F12K 培养

基、RPMI-1640培养基、胎牛血清(Jibco公司),Li-
pofectamineTM2000(美国英杰公司),总 RNA 提

取试剂、实时荧光定量PCR试剂盒、逆转录试剂盒

(武汉Boster公司),荧光实时定量PCR引物(武汉

迈进有限公司设计合成),Transwell小室(美国

Corning公司),MTT(上海Promega公司)。
1.2　细胞培养

用含10%胎牛血清的RPMI-1640培养基培养

膀胱癌 T24、EJ和 BIU 细胞株,使用含10%胎牛

血清的F12K培养基培养尿路上皮SV-HUC-1细

胞,所有细胞系在体积分数5%CO2、37℃的培养箱

中常规培养,用0.25%的胰蛋白酶每隔2~3d进

行消化、传代并取对数期细胞。
本实 验 将 2 条 siRNA 转 入 细 胞,选 出 对

COL6A1表达抑制最有效的一条用于细胞增殖和

侵袭实验。取对数生长期 T24 细胞,用 RPMI-
1640培养液悬浮,然后以2×105 个/孔的密度分别

接 种 于 6 孔 板 中。 用 Opti-MEM 预 混 Lipo-
fectamine2000后静置5min,加入 Opti-MEM 稀

释后 的 negtive-siRNA 和 COL6A1-siRNA 并 混

匀,室温静置20min。在含 T24细胞的6孔板中

按分组加入混合物,置于体积分数5%CO2、37℃的

培养箱中培养,48h 后收集培养细胞进行后续

实验。
1.3　 实 时 定 量 PCR(qRT-PCR)T24 细 胞 中

COL6A1的表达

收集处于对数生长期的3组细胞,操作步骤如

下:①提取总RNA时按TRIzol试剂说明,RNA的

纯度和浓度用紫外分光光度计检测,RNA 的完整

性用1%的琼脂糖变性凝胶电泳检测;②逆转录的

cDNA的反应条件如下:70℃10min、冰浴2min、
42℃60min、70℃ 10min;③qRT-PCR 反应参数

设置:95℃20s,95℃5s,60℃20s,72℃5s,共40
个循环,每个样品做3个平行管,每次实验至少重

复3次;数据分析用2-ΔΔCt 法。由定量 PCR 仪器

OpticonMonitorTMAnalysissoftware软件 自 动 完

成数据分析。
1.4　蛋白质免疫印迹法检测COL6A1蛋白表达

取3组生长良好的细胞,测细胞总蛋白浓度,
灌制SDS聚丙烯酰胺凝胶;取1×SDS凝胶加样缓

冲液与40μg的等量蛋白质样品按1：1混合,置
于10℃环境中加热3min使蛋白质变性,然后进行

SDS-PAGE胶电泳分离,以15V 转膜电压转移至

PVDF膜;对照蛋白质 Marker将所需片断剪下,
5%脱脂奶粉封闭2h;加一抗,4℃孵育12h过夜,
PBS洗 膜 3 次,每 次 10 min;二 抗,在 37℃ 孵

育2h,PBS洗膜3次,每次10min;辣根过氧化酶

ECL法显色。

表1　siRNA序列(有义链)和目的基因引物

基因及siRNA siRNA序列与目的基因引物

COL6A1-
siRNA1

5′-GGUGAAGUCCUUCACUAAG-3′

COL6A1-
siRNA2

5′-GCCACGUCUAAGUAUCAUU-3′

negative-siR-
NA

5′-TTCTCCGAACGTGTCACGT-3′

COL6A1
F:5′-TCAAGAGCCTGCAGTGGATG-3′
R:5′-TGGACACTTCTTGTCTATGCAG-3′

β-actin
F:5′-AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-3′
R:5′-GGGCACGAAGGCTCATCATT-3′

1.5　噻唑蓝(MTT)比色法检测细胞增殖

取生长良好的各组细胞,以5×104/孔接种于

96孔板。分别于接种后的第1、2、3天每组细胞取

5个孔,每孔加入20μlMTT 溶液,然后在37℃、
体积分数5%CO2 培养箱中继续培养4h后弃掉各

孔内的 培 养 基,每 孔 加 入 二 甲 基 亚 砜 (DMSO)
200μl,低速振荡10min使结晶充分溶解,酶标仪

检测490nm 波长的吸光度,每组设5个复孔,实验

均重复3次。
1.6　Transwell小室迁移实验

取对数期生长的3组细胞并将密度调整为

2.5×105/ml,向 Transwell上室中加入400μl细

胞悬液,在下室的24孔板内加入含20%FBS的

RPMI-1640培养基600μl,24h后将小室取出,湿
棉签擦去上室细胞,PBS液洗3次,用-20℃预冷

的甲醇固定细胞10min,摒弃甲醇,PBS液洗3次

后自然风干,结晶紫染色后于光镜下观察,随机选

取中央及四周5个视野,计算穿膜细胞数并求平均

值,以穿膜细胞的数目代表 T24细胞的体外迁移

能力。
1.7　统计学方法

采用SPSS18.0统计软件进行数据分析,计量

资料采用■x±s表示,比较采用t检验,计数资料采

用%表示,比较采用卡方检验,以P<0.05为差异

有统计学意义。

2　结果

2.1　3支人膀胱癌细胞系中COL6A1基因的表达

荧光定量PCR实验结果显示3支膀胱癌细胞
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系的COL6A1的 mRNA 水平较SV-HUC-1细胞

显著升高(P<0.05),其中以 T24细胞的 mRNA
表达量最高(图1),两两比较差异均有统计学意义

(P <0.05)。因 此 本 实 验 选 用 T24 细 胞 作 为

COL6A1抑制实验。

图1　T24、EJ和BIU3支膀胱癌细胞系与SV-HUC-1细胞

中COL6A1mRNA的表达

2.2　COL6A1 基因抑制降低膀胱癌 T24 细胞

COL6A1mRNA水平的表达

荧光定量PCR实验结果显示在COL6A1-siR-
NA组细胞中,COL6A1mRNA 的表达较空白对

照组、阴性对照组显著升高(P<0.001)。而空白

对照组和阴性对照组COL6A1mRNA表达差异无

统计学意义(P>0.05)。见图2。结果表明,其中

以COL6A1-siRNA2组抑制效果最佳,其 mRNA
相对表达量为空白对照组的 20.5%,说明利用

siRNA沉默技术可以成功使 COL6A1基因 mR-
NA的表达降低。

图2　RNA干扰使COL6A1基因 mRNA低表达的效果

2.3　COL6A1抑制对膀胱癌 T24细胞 COL6A1
蛋白表达的影响

Western-blot结果显示,经灰度值比较,与阴

性对照组和空白对照组比较,COL6A1-siRNA 组

COL6A1蛋白表达显著降低,COL6A1-siRNA2组

蛋白表达量最低为阴性对照组的14.1%,阴性对照

组和空白对照组比较差异则无统计学意义(图3)。

1:空白对照组;2:阴性对照组;3:COL6A1-siRNA1组;4:

COL6A1-siRNA2组。
图3　RNA干扰使COL6A1基因蛋白低表达的效果

2.4　COL6A1低表达对膀胱癌 T24细胞增殖的

影响

MTT结果显示(图4),与阴性对照组和空白

对照组比较,在各个时间点,COL6A1-siRNA 组细

胞增殖能力明显降低(P<0.05),在第1、2、3天后

重复检测,分别达到了同期空白对照组的75.6%、
58.2%和49.4%。

图4　MTT实验各组细胞增殖曲线

2.5　COL6A1低表达对 T24细胞侵袭的影响

与空白对照组和阴性对照组比较,COL6A1-
siRNA 转染组的穿膜细胞数显著减少,为空白对

照组的54.3%(P<0.05),而阴性对照组和空白对

照组穿膜细胞数比较差异无统计学 意 义 (P >
0.05)。见图5。

3　讨论

通过体外细胞生物学和分子生物学的研究方

法,在本研究中,我们利用特异性siRNA 也明显抑

制了 T24细胞的 COL6A1的表达,并且通过进一

步的研究发现对COL6A1表达的抑制可以显著降

低膀胱癌 T24细胞的增殖活性和侵袭能力,由此

可以推断,COL6A1的表达确实与膀胱癌的发展转

移侵袭能力密切相关。
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A:空白对照组;B:阴性对照组;C:COL6A1-siRNA组;D:三组穿模细胞数。
图5　Transwell侵袭实验各组细胞穿膜细胞数

　　细胞外基质为控制细胞增殖与凋亡提供了必

不可少的信号传导,在肿瘤的微环境中,它通常是

排列紊乱的,并直接促进肿瘤的增殖和迁移,从而

加速肿瘤进展,并且还可以间接影响其他细胞微环

境组分,达到肿瘤进展的目的,胶原蛋白Ⅵ是细胞

外基质的重要组分之一,并且对其他局部的细胞外

基质产生重要作用,它可以形成串珠样结实的微丝

网络,并借此与其他细胞外基质分子相互作用〔7,8〕。
胶原蛋白Ⅵ包含了3条主要的多肽链(α1、α2和

α3),其中α1链由 COL6A1基因编码,COL6A1属

于胶原蛋白家族,其重要作用是维持组织的完整

性,COL6A1基因定位于21号染色体q22.3,并与

控制细胞凋亡、增殖、血管化、纤维化、炎症发生等

多重信号传导通路密切相关。COL6A1基因的突

变,可以影响α1链在氨基酸水平上的蛋白构造,有
研究发现与某些胶原蛋白Ⅵ肌病有关,如肌无力和

痉挛性关节变形〔9〕。
最近有研究表明COL6A1在肿瘤组织中有特

异性的表达,与肿瘤进展相关,并影响着肿瘤患者

的预后。Fujita等〔9〕发现 COL6A1基因在正常的

神经胶质和不同分级的神经胶质瘤中表达有差异。
Voiles等〔10〕的研究表明COL6A1在肺部肿瘤中过

表达,并 且 可 能 有 促 进 肿 瘤 进 展 的 作 用。Hou
等〔11〕的研究表明COL6A1在宫颈癌组织中的表达

水平高于正常组织,并且认为其与肿瘤形成有关,
影响患者的远期预后。已经有人证实Ⅵ型胶原蛋

白参与了肿瘤转移过程,Ⅵ型胶原蛋白可促进肿瘤

细胞黏附和扩散,从而以自分泌方式增强肿瘤细胞

的扩展、渗透和侵袭〔12〕。Chiu等〔13〕采用定量分泌

蛋白质组分析方法揭示了过量表达的 COL6A1增

强了肺癌细胞的转移能力,而降低该基因则抑制了

癌细胞的转移。Wan等〔14〕发现在两组肾透明细胞

癌患者中,COL6A1表达上调者预后较差。Turtoi
等〔15〕回顾性分析了300多例神经胶质瘤患者的公

共基因表达数据集,证明了患者预后差与COL6A1
高表达显著相关。

总之,上述研究揭示了 COL6A1在预测除膀

胱癌外其他系统与器官肿瘤预后有效的作用,并且

COL6A1可以成为衡量肿瘤进展的标志物。通过

体外实验本研究证实 COL6A1表达与膀胱癌细胞

的生物学功能影响,分子靶向治疗作为膀胱癌治疗

的可行手段被逐渐应用,本研究也为治疗膀胱癌提

供了可能的新靶点〔16〕,也为进一步进行 COL6A1
与膀胱癌预后关系的研究提供实验基础。
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