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　　[摘要]　目的:探讨 miR-200a靶向β-catenin对膀胱癌细胞上皮-间质转换(EMT)的影响。方法:TOP/FOP
闪光荧光素酶法鉴定 miR-200a对β-catenin信号依赖性;使用荧光素酶法测定 miR-200a对β-catenin编码基因

CTNNB1的3'非翻译区(3'-UTR)的靶向作用;划痕试验和 Transwell检测 miR-200a对膀胱癌细胞5637的细胞

活力、转移和侵袭影响。Westernblotting确定 miR-200a对 Wnt/β-catenin信号下游分子的效应。结果:miR-
200a可直接与β-catenin编码基因CTNNB1的3'UTR相互作用,并抑制β-catenin的表达。miR-200a抑制了5637
细胞的活力、转移和侵袭。结论:miR-200a通过靶向β-catenin抑制了膀胱癌细胞5637的生物学功能。
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Abstract　Objective:TodeterminetheeffectofmiR-200aontheepithelialtomesenchymaltransition(EMT)

withinbladdercancercells.Method:TOP/FOPflashluciferaseassayswereemployedtoidentifytheeffectof
miR-200aontheβ-cateninactivity.A3'untranslatedregion(3'-UTR)luciferaseassaywasusedtodeterminethe
targetgenesofmiR-200a.Assaysofcellviability,invasionandwoundhealingwereenabledfunctionalanalysesaf-
termiR-200atransfection.Westernblottingwasemployedtodeterminedownstreameffectsofmineproteinspost
miR-200atransfection.Result:OurdatashowedthatmiR-200acandirectlyinteractwiththe3'-UTRofβ-catenin
encodinggeneCTNNB1tosuppressβ-cateninexpression.MiR-200aalsosuppressedthebiologicalbehaviorsof
5637cells,includingcellviability,invasionandwoundhealing.Conclusion:MiR-200asuppressesbiologicalfunc-
tionofbladdercancer5637cellsviatargeting-catenin.
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　　膀胱癌及其相关的发病率和死亡率是全世界

的一个重要健康问题〔1-2〕。2016年,膀胱癌在美国

男性死亡中占据4%的比例〔1〕。膀胱癌可分为非

肌层浸润型膀胱癌(NMIBC)和肌层浸润型膀胱癌

(MIBC)2种。非肌层浸润型膀胱癌在膀胱癌中占

比可达75%,主要的治疗手段是膀胱肿瘤电切联

合膀胱内灌注化疗,但这种膀胱癌的复发率很高,
可以高达50%~70%,并最终会有10%~20%的

复发性肿瘤侵犯或转移到局部肌肉。肌层浸润型

膀胱癌的治疗方案是手术+放化疗联合多模式治

疗,但预后很差,5年生存率不足50%〔3〕。尽管膀

胱癌的发病率和死亡率很高,但是其发病分子机制

尚不明朗,目前尚无针对膀胱癌的靶向治疗被批

准。膀胱癌的生存率在过去的10年中并没有明显

提高。因此,探讨膀胱癌发生发展过程中的分子机

制具有重要意义。
近年来,microrna已成为分子生物学和遗传学

的研究热点。作为一种已知的非蛋白编码小分子

RNA,已被多项研究证实与肿瘤细胞的增殖、凋亡

或迁移等多种生物学功能有关〔4-7〕。miR-200a是

miR-200家族中的一员,通过调控一些重要靶基因

的表达,miR-200a参与了多种肿瘤的发生发展。
在卵巢癌中,miR-200a通过调控PCDH9促进了卵
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巢癌细胞增殖,集落形成和侵袭〔8〕。miR-200a也

可以通过负调控 FOXA2的表达促进子宫内膜癌

细胞上皮-间质转换(EMT)〔9〕。在胰腺癌细胞中过

表达 miR-200A可显著抑制胰腺癌细胞的增殖和

转移,降低β-catenin的表达〔11〕。Zeng等〔12〕发现

miR-200a通 过 抑 制 其 靶 基 因 肝 细 胞 生 长 因 子

(MET)和表皮生长因子受体(EGFR)的表达而抑

制乳腺癌细胞的增殖。
EMT是肿瘤发生中一个重要的病理进程,并

伴有E-cadherin(上皮细胞分子标记)下调以及 N-
cadherin和 Vimentin(间质细胞分子标记)上调。
EMT被认为是细胞黏附缺失进而促发肿瘤细胞的

侵袭和转移的特征〔13-14〕。随着人们对 miRNA 的

研究逐渐加深,研究人员发现 miRNA 在 EMT 中

起着重要的作用,一些 miRNA 可以促进 EMT 的

发展,另一些则可以抑制或逆转 EMT 的进程〔15〕。
已有研究表明 miR-200a与EMT有关,Zhao等〔16〕

发现lncRNAH19过表达可以抑制 miR-200a的表

达,从而促进肺癌细胞生长、迁移和侵袭,并促进

EMT;Mirzaei等〔17〕发现在胃癌的 EMT 过程中,
miR-200a的表达与 EMT标志物的表达水平呈显

著负相关(P=0.001)。然而,miR-200a在膀胱癌

的EMT中的作用尚不清楚。在本研究中,我们发

现在膀胱癌细胞中,miR-200a可直接与β-catenin
编码基因CTNNB1的3'UTR相互作用,并抑制β-
catenin的表达;通过靶向β-catenin抑制了膀胱癌

的EMT。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　细胞　人膀胱癌细胞5637购自上海吉凯

基因化学有限公司。
1.1.2　主要试剂　DMEM 细胞培养基购自 Gibco
公司,TRIzol和 Lipofectamine2000试剂购自In-
vitrogen公司,miR-200amimic、inhibitor、对照序

列、PCR扩增引物均由上海吉凯基因化学有限公

司设计并合成,胎牛血清购自浙江天杭生物技术有

限公司,MMLV 反转录试剂盒、TOPflash、FOP-
flash、pGL3载体以及荧光素酶报告检测试剂盒购

自 Promega公司,β-catenin、ZEB1、ZEB2、E-cad-
herin、N-cadherin、Tcf-4、MMP-9、Cyclin D1 和

GAPDH 抗体购自CST公司。
1.2　方法

1.2.1　细胞培养和转染　人膀胱癌细胞5637用

含10%的胎牛血清的 DMEM 培养基在37℃和

5% CO2 的条件下培养。本研究所用序列如下:阴
性对照正向序列5'-UUC UCCGAA CGU GUC
ACGUTT-3',反向序列5'-ACG UGACACGUU
CGGAGA ATT-3;miR-200amimic正向序列5'-

UAACACUGUCUGGUA ACG AUG U-3',反
向序列5'-AUCGUUACCAGACAGUGUUAU
U-3';miR-200ainhibitor正向序列 5'-ACA UCG
UUA CCA GAC AGU GUU A-3',反向序列5'-
CAGUACUUUUGUGUAGUACAA-3'。细胞

培养在6孔板,接种密度为1×105 个细胞/孔,转
染用 Lipofectamine2000试剂根据产品说明书进

行。上述各种序列转染细胞48h后用于提取总

RNA。
1.2.2　实时定量 PCR(qPCR)　TRIzol® 提取总

RNA,以总RNA为模板,用 MMLV反转录酶按照

产品说明书进行cDNA 反转录。qPCR反应条件:
95℃5min,95℃15s,60℃30s,退火温度每个循

环升 高 0.2℃ 直 至 升 至 95℃。U6 作 为 qPCR
内参。
1.2.3　载体构建　用TOPflash和FOPflash报告

系统作为评估β-catenin依赖的信号检测。将编码

β-catenin的 CTNNB1 基 因 (GeneID1499)的 含

miR-200a结合位点的野生型和突变型3'非编码区

(3'-UTRs)插 入 到 pGL3 载 体,并 分 别 命 名 为

pGL3-CTNNB1和pGL3-CTNNB1-mt。
1.2.4　荧光素酶报告　试验细胞(1×105 个/孔)
接种于6孔板并培养24h。根据 Lipofectamine
2000试剂盒说明书用 miR-200amimic/inhibitor
转染细胞。转染48h用荧光素酶报告系统检测荧

光素酶活性。
1.2.5　Westernblotting　细胞用预冷的 PBS洗

涤3次,裂解缓冲液裂解30min,4℃ 12000 ×g
离心10min后取上清液。BCA 蛋白定量试剂盒

对样本进行定量后,按20μg总蛋白/样品的量用

SDS-PAGE分离并转膜到PVDF膜上。膜分别用

β-catenin、ZEB1、ZEB2、E-cadherin、N-cadherin、
Tcf-4、MMP-9、CyclinD1或GAPDH 一抗(稀释比

例为1∶1000)进行4℃孵育过夜,TBST洗膜3~
5次,用 HRP标记的IgG二抗室温孵育1h,ECL
显色试剂盒进行显色。
1.2.6　划痕试验　细胞转染24h后,将1×105 的

5637细胞接种于新的6孔板并培养至细胞融合度

约90%。用细胞推棒在单层细胞上制作人工划

痕,并用PBS洗去细胞残片。分别在0h和24h
观察划痕区域细胞迁移的情况。
1.2.7　迁移试验　将基质胶和DMEM 按1∶2的

比例配制60mL加入上方的 Transwell小室37℃
孵育30min。将100μL用 DMEM 调整的转染细

胞(5×105/mL)加入到基质胶上。下方小室加入

600μL趋化液。将 Transwell板置于5%CO2 细

胞培 养 箱 37℃ 培 养 24h。细 胞 用 结 晶 紫 染 色

3min,PBS洗涤细胞,将染色细胞光镜下进行计
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数,取5个视野的细胞数均值。
1.2.8　MTT试验　按2000细胞/孔的量将细胞接

种于96孔板,转染前用20μLMTT溶液(5mg/mL)
进行共孵育24h。转染4h后,37℃分别在24、48、
72、96、120h,弃去培养液,PBS洗涤3~5次,每孔

加入200μLDMSO。570nm 读取光密度值。
1.3　统计学方法

应用SPSS16.0统计软件对数据进行分析,计
量资料以■x±s表示,多重比较采用单因素方差分

析(ANOVA),两两比较采用 LSD 或 Tamhane’s
检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　转染后 miR-200a的表达

将对照序列、miR-200amimic或inhibitor转

染5637细胞48h检测 miR-200a表达发现,miR-
200amimic处理的细胞,miR-200a表达水平上调

约36倍。相反,与对照序列组(Scr组)相比,用

miR-200ainhibitor转染的细胞中 miR-200a的表

达则降低了约70%;Scr组和对照组(Ctrl组)的

miR-200a表达比较差异无统计学意义。见图1。

与Scr组比较,1)P<0.01。
图1　各种处理后 miR-200a在5637细胞中的表达

2.2　miR-200a过表达降低了 Wnt/β-catenin信号

通路的活性

本研究我们使用 TOPflash和 FOPflash报告

子来确定 miR-200a表达与5637细胞中 Wnt/β-
catenin信号间的关系。结果如图2A 所示,miR-
200a上调导致 Wnt/β-catenin信号抑制。Western
blotting分析还显示,miR-200a过表达抑制了β-
catenin和 TCF-4蛋白的表达水平(图2B)。在使

用 miR-200a抑制剂敲低5637细胞中 miR-200a的

表达后,荧光素酶(图3A)和 Westernblotting(图
3B)结果均表明 Wnt/β-catenin信号与 miR-200a
的水平负相关。Ctrl组与Scr组比较差异无统计

学意义。
miR-200a对 Wnt/β-catenin信号的影响如何

调节了 Wnt/β-catenin 信 号 下 游 分 子 MMP9 和

CyclinD1的水平,我们通过 Westernblotting进行

了 检 测。结 果 显 示,miR-200a 过 表 达 下 调 了

MMP9和 CyclinD1的水平,而 miR-200a抑制则

增加了它们的表达(图4)。Ctrl组与Scr组比较差

异无统计学意义。

A:荧光素酶报告子试验检测β-cateninTCF/LEF启动子活

性;B:Westernblotting检测 β-catenin和 TCF-4 的表达。
与Scr组比较,1)P<0.01。
图2　miR-200a过表达抑制了5637细胞中 Wnt/β-catenin
信号的活性

A:荧光素酶报告子试验检测β-cateninTCF/LEF启动子活

性;B:Westernblotting检测 β-catenin和 TCF-4 的表达。
与Scr组比较,1)P<0.01。
图3　miR-200a抑制增强了5637细胞中 Wnt/β-catenin信

号的活性

2.3　miR-200a对肿瘤细胞活性的调节.
为了研究 miR-200a对 Wnt/β-catenin信号抑

制的功能结果,我们分析了 miR-200a对5637细胞

的迁移、侵袭和增殖能力。结果表明,在 Mimic组
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迁移(图5A)和侵袭(图5B、C)的细胞数明显少于

Ctrl组和Scr组(P<0.01),而Inhibitor组则显著

增多(P<0.01)。这些结果表明,miR-200a的过表

达抑制了膀胱癌细胞的迁移和侵袭能力,而 miR-
200a的低表达则具有相反的作用。使用 MTT 法

测量各组细胞的增殖率结果表明,miR-200aMimic
组显著低于其他各组(图6)。Ctrl组与Scr组比较

差异无统计学意义。
2.4　miR-200a靶向有效性

为了确定内源性 miR-200a是否可以靶向β-
catenin的编码基因 CTNNB1的3'UTR,我们将

pGL3-CTNNB1 和 pGL3-CTNNB1-mt 转 染 到

miR-200amimic或inhibitor处理的5637细胞中。
结果表明,miR-200a的过表达显著降低了荧光素

酶活性。相反,miR-200a的下调增强了荧光素酶

活性 (图 7A)。qPCR 进 一 步 验 证 了 miR-200a
mimic下调了β-catenin的表达(图7B)。
2.5　miR-200a表达升高抑制了5637细胞的EMT

为了确定膀胱癌细胞的 EMT 是否受 miR-
200a的影响,我们用 miR-200amimic转染5637细

胞并用qPCR分析检测了ZEB1、ZEB2、E-cadherin
和 N-cadherin的表达。数据显示 miR-200a过表

达诱导了ZEB1、ZEB2和 N-cadherin下调,同时上

调了E-cadherin(图8)。

A:Westernblotting分析了 MMP9和CyclinD1的表达;B:

MMP9和 CyclinD1的相对表达水平。Mimic组与Scr组

比较,1)P<0.01;Inhibitor组与Scr组比较,2)P<0.01。
图4　miR-200a过表达或抑制对 Wnt/β-catenin信号下游

分子 MMP9和CyclinD1表达的影响

A:划痕实验代表图;B:Transwell代表图;C:来自图B中的每孔细胞数。1)P<0.05,2)P<0.01。
图5　miR-200a抑制了5637细胞的迁移和侵袭
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与Scr组比较,1)P<0.01。
图6　miR-200a对细胞增殖的影响

A:荧光素酶报告系统试验;B:qPCR 分析。与 Scr组比

较,1)P<0.01。
图7　miR-200a对CTNNB13’-UTR靶向分析

与Scr组比较,1)P<0.01。
图8　miR-200a过表达对EMT相关基因表达的影响

3　讨论

本研究中,我们证明了 miR-200a可以抑制

5637细胞中的 Wnt/β-catenin信号。此外,结果也

显示了 miR-200a如何通过与 CTNNB1的3'UTR
结合以及与 E-cadherin和 N-cadherin相互作用来

调节β-catenin 的表达。此外,我们还发现 miR-
200a也影响了5637细胞的迁移和侵袭。

Wnt/β-catenin信号通路在癌细胞的增殖、侵
袭和迁移中起着重要的作用〔18〕。多种恶性肿瘤均

伴有 Wnt/β-catenin信号通路表达失调〔19-21〕。大

量研究证实,Wnt/β-catenin信号通路在膀胱癌中

发挥 着 重 要 作 用 并 与 多 种 miRNA 联 系 密 切。
Garg等〔22〕的研究表明 Wnt/β-catenin信号参与膀

胱癌症进展,Wnt/βcatenin信号的激活促进了膀胱

肿瘤的 生 长 和 转 移。Feng 等〔23〕发 现 通 过 调 节

miR-98/stat3/Wnt/β-catenin 途 径 轴,lncR-
NASNHG16促 进 了 膀 胱 癌 的 发 生 发 展。Tian
等〔24〕发现 miR621可以通过抑制 Wnt/β-catenin信

号通路抑制膀胱癌细胞增殖和转移。我们的结果

显示,miR-200a过表达通过下调β-catenin表达来

抑制 Wnt/β-catenin信号活性。此外,我们还发现

miR-200a调节 Wnt/β-catenin信号的下游分子包

括CyclinD1和 MMP9的表达。这与其他人的结

果一致,即 miR-200a通过抑制 Wnt/β-catenin信

号影响了肿瘤的EMT〔9-12〕。
我们还证明 miR-200a上调增强了5637细胞

中E-cadherin的表达,同时抑制了ZEB1、ZEB2和

N-cadherin的水平。ZEB1和ZEB2是抑制 E-cad-
herin转 录 并 触 发 EMT 的 转 录 因 子〔25〕。陈 庭

等〔26〕发现ZEB1在正常膀胱上皮细胞系SV-HUC-
1不表达,而在膀胱癌细胞系 UM-UC3和5637中

均有表达,并且膀胱癌恶性程度越高,ZEB1的表达

水平越高。E-钙粘蛋白是一种侵袭抑制蛋白,对细

胞黏附和束缚至关重要。在EMT期间,异位表达

ZEB1和 ZEB2切断了 E-cadherin介导的细胞黏

附,使细胞易于发生EMT表型,如诱导N-cadherin
表达和释放β-catenin

〔27〕。TOPflash试验进一步

证实 miR-200a的表达与 Wnt/β-catenin信号活性

间存在强相关性。
在这项研究中,我们也应该注意可能的局限

性。首先,我们的研究中仅使用5637这一种膀胱

癌细胞,并未对其他的膀胱癌细胞进行实验,进一

步的研究可能会使用其他的膀胱癌细胞加以验证,
以证实目前的发现。关于 miR-200a的机制作用方

面,有可能靶向β-catenin对膀胱癌细胞的EMT只

是其中的一种机制,miR-200a是否存在另外的机

制,这可能需要进一步的研究。miR-200a是否能

作为膀胱癌的预后标志物,可能需要在未来的研究

中获得膀胱癌患者的总体生存数据。
综上所述,本研究首次阐述了 miR-200a在膀

胱癌的EMT中的作用。结果显示 miR-200a抑制

了膀胱癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力。并且通过

靶向β-catenin调节了5637细胞中 Wnt/β-catenin
信号活性。诱导 miR-200a的上调表达可抑制其

EMT,我们的研究提出了一种新的 miR-200a在膀

胱癌中的抑癌作用,这可能是一种潜在的膀胱癌治

疗方向,但其详细机制有待进一步阐明。
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