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·临床研究·

长链非编码RNA FLJ37505对膀胱癌细胞
增殖和迁移影响的作用机制
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【摘要】 目的 检测膀胱癌组织及细胞株中长链非编码RNA（lncRNA）FLJ37505的表达，分析

FLJ37505对膀胱癌细胞增殖和迁移影响的作用机制。方法 实时荧光定量PCR（qPCR）分析63例膀

胱癌和癌旁组织（来自2018年1月至2019年3月苏州大学附属第二医院泌尿外科膀胱癌手术切除的

标本）和膀胱癌细胞株（T24、J82、5637、BIU⁃87和 UM⁃UC⁃3，均购自上海生命科学院细胞所）中

FLJ37505的相对表达。将FLJ37505相对表达最少的膀胱癌细胞株根据随机数字法分为对照组（转染

空白质粒）和 FLJ37505组（转染载有 FLJ37505序列的质粒）。MTS法和划痕实验分别检测上调

FLJ37505的表达对细胞增殖和迁移能力的影响。生物信息学预测FLJ37505的靶基因。双荧光素酶

报告基因系统检测FLJ37505与靶基因的结合。qPCR和Western印迹分别检测上调FLJ37505对靶基

因表达的影响。结果 与癌旁组织相比，FLJ37505在膀胱癌组织表达较低［（4.90±0.79）比（0.89±
0.28），P<0.05］。与人正常膀胱上皮细胞相比，FLJ37505在膀胱癌细胞株表达较低（P<0.05），其中

FLJ37505在 UM⁃UC⁃3细胞中的表达最低（P<0.01）。与对照组相比，FLJ37505组 UM⁃UC⁃3细胞中

FLJ37505表达较高［（0.79±0.04）比（9.92±1.17），P<0.01］。与对照组相比，FLJ37505组UM⁃UC⁃3细胞

的增殖能力和迁移能力均被抑制（均P<0.01）。生物信息学显示，FLJ37505的靶基因是miR⁃203a⁃3p，
miR⁃203a⁃3p的靶基因是二型磷脂酰肌醇 4磷酸酶（INPP4B）。双荧光素酶报告基因系统显示

FLJ37505可互补结合miR⁃203a⁃3p（P<0.01），miR⁃203a⁃3p可互补结合 INPP4B mRNA（P<0.01）。与对

照组相比，FLJ37505组 UM⁃UC⁃3细胞中 miR⁃203a⁃3p的表达较低［（1.00±0.05）比（0.20±0.02），P<
0.01］，INPP4B在mRNA和蛋白水平的表达均明显增加（均P<0.01）。结论 膀胱癌组织和膀胱癌细

胞中FLJ37505的表达较低，上调FLJ37505可显著抑制膀胱癌UM⁃UC⁃3细胞的增殖能力和迁移能力，

其作用机制可能是通过吸附miR⁃203a⁃3p进而上调 INPP4B基因的表达。
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【Abstract】 Objective To examine the expression of long⁃chain non⁃coding RNA (lncRNA)
FLJ37505 in bladder cancer tissues and cell lines, and to analyze the molecular mechanism of FLJ37505 to
inhibit the proliferation and migration of bladder cancer cells. Methods Quantitative Real⁃time PCR
(qPCR) was used to analyze the relative expression of FLJ37505 in 63 cases of bladder cancer tissues and
bladder cancer cell lines (T24, J82, 5637, BIU⁃87 and UM⁃UC⁃3). The bladder cancer cell lines with the
least expression of FLJ37505 were divided into control group (transfected with blank plasmid) and FLJ37505
group (transfected with a plasmid carrying the FLJ37505 sequence) according to random number method.
MTS assay and scratch assay were used to detect the effect of up⁃regulation of FLJ37505 expression on cell
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proliferation and migration. Bioinformatics predicts the target gene of FLJ37505. The dual luciferase reporter
system detects the binding of FLJ37505 to the target gene. qPCR and Western blot were used to detect the
effect of FLJ37505 on the expression of target gene. Results Compared with adjacent tissues, FLJ37505
expression was lower in bladder cancer tissue [(4.90±0.79) vs (0.89±0.28), P<0.05]. Compared with human
normal bladder tubular epithelial cells, the expression of FLJ37505 was lower in bladder cancer cell lines
(P<0.05), and FLJ37505 has the lowest expression in UM⁃UC⁃3 cells (P<0.01). Compared with the control
group, the expression of FLJ37505 in UM⁃UC⁃3 cells of FLJ37505 group was higher [(0.79±0.04) vs (9.92±
1.17), P<0.01]. Compared with the control group, the proliferation ability of UM⁃UC⁃3 cells in FLJ37505
group was inhibited (P<0.05), and the cell migration ability was also inhibited (P<0.01). Bioinformatics
showed that the target gene of FLJ37505 is miR⁃203a⁃3p, and the target gene of miR⁃203a⁃3p is inositol
polyphosphate 4⁃phosphatase type Ⅱ (INPP4B). The dual luciferase reporter gene system showed that
FLJ37505 could complement the miR⁃203a⁃3p (P<0.01), and miR⁃203a⁃3p could complement the INPP4B
mRNA (P<0.01). Compared with the control group, the expression of miR⁃203a⁃3p was lower [(1.00±0.05) vs
(0.20±0.02), P<0.01], the expression of INPP4B in mRNA and protein levels of UM⁃UC⁃3 cells in FLJ37505
group was significantly increased (all P<0.01). Conclusions The expression of FLJ37505 was significantly
decreased in bladder cell carcinoma and bladder cancer cells. Up⁃regulation of FLJ37505 significantly
inhibits the proliferation and migration of bladder cell carcinoma UM⁃UC⁃3 cells, and the mechanism might
be up⁃regulating the expression of the INPP4B gene by adsorbing miR⁃203a⁃3p.
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膀胱癌是最常见的泌尿系肿瘤之一，发源于膀

胱上皮，晚期膀胱癌患者的生存率很低［1⁃2］。膀胱

癌的发病机制至今仍不明确，寻找用于早期诊断、

治疗和判断预后膀胱癌标志物具有重要的临床意

义。长链非编码RNA（lncRNA）是长度大于200个

核苷酸的RNA序列，本身不具有编码蛋白质的功

能［3］。lncRNA具有调控基因表达的作用，在肿瘤

的发生、发展过程中发挥癌基因或抑癌基因的作

用［4］。近年来的研究表明，膀胱癌中存在很多异常

表达的 lncRNA，与膀胱癌的分期、分级和预后密切

相关［5］。FLJ37505是一种新发现的 lncRNA，其在

肿瘤特别是膀胱癌中的表达模式和功能并不清楚。

本研究通过分析膀胱癌组织和细胞株中FLJ37505
的表达，观察上调 FLJ37505对膀胱癌细胞增殖和

迁移能力的影响并探讨其分子作用机制。

对象与方法

1. 病例来源：63例膀胱癌组织和癌旁组织来

自 2018年 1月至 2019年 3月苏州大学附属第二医

院泌尿外科膀胱癌手术切除的标本。所有患者术

前均未行放疗和化疗。所有组织标本均经两位以

上病理科专家鉴定。本研究经本院伦理委员会批

准（2017年伦研批第 12号），患者均签署知情同

意书。

2. 细胞株和主要试剂：膀胱癌细胞株（T24、

J82、5637、BIU⁃87和UM⁃UC⁃3）以及人正常膀胱上

皮细胞（SV⁃HUC⁃1）购自上海生命科学院细胞所。

载有无意义序列的阴性对照质粒、载有 FLJ37505
序列的质粒、pmirGLO⁃FLJ37505⁃野生型（WT）、

pmirGLO⁃FLJ37505⁃突变型（Mut）、pmirGLO⁃二型磷

脂 酰 肌 醇 4 磷 酸 酶 （INPP4B）⁃WT 和

pmirGLO⁃INPP4B⁃Mut荧光报告载体购自上海吉玛

公司。DMEM培养基、RPMI 1640培养基和胎牛血

清购自美国Gibco公司。qPCR引物购自上海生物

工程股份有限公司。 qPCR 试剂盒购于日本

TaKaRa 公 司 。 LipofectamineTM2000 购 自 美 国

Invitrogen公司。双荧光素酶报告基因系统试剂盒

购自美国Promega公司。四甲基偶氮唑蓝（MTS）试
剂 盒 购 自 美 国 Sigma 公 司 。 GAPDH、INPP4B、
PI3K、Akt、p⁃Akt、mTOR蛋白抗体购自英国Abcam
公司。

3.细胞培养和转染：在加入 10 %胎牛血清和

2 %双抗的DMEM培养基中培养细胞系UM⁃UC⁃3
和 SV⁃HUC⁃1，在加入 10%胎牛血清和 2%双抗的

RPMI 1640培养基中培养细胞系 T24、J82、5637、
BIU⁃87。培养箱条件设置为 37 ℃、5% CO2。在显

微镜下观察UM⁃UC⁃3细胞生长状态，选取处于对

数 生 长 期 且 状 态 良 好 的 细 胞 转 染 ，根 据

LipofectamineTM2000说明书转染。细胞随机分为对

照组（转染载有无意义序列的空白质粒）和

FLJ37505组（转染载有 FLJ37505序列的质粒），以
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50 ng/ml的浓度转染细胞，12 h后更换新鲜培养

基，细胞继续常规培养72 h，进行后续实验。

4. qPCR 检 测 组 织 或 细 胞 中 FLJ37505 和

INPP4B mRNA的表达：采用Trizol法组织和细胞中

的总RNA，进一步逆转录为 cDNA后，采用qPCR试

剂盒检测组织和细胞中 FLJ37505、miR⁃203a⁃3p和
INPP4B mRNA的相对表达，分别以U6和GAPDH
为内参。qPCR反应条件为 95 ℃ 3 min、95 ℃ 10 s、
63 ℃ 35 s、72 ℃ 35 s，35个循环。采用2-ΔΔCt方法计

算qPCR荧光值。qPCR引物见表1。

5. MTS法检测 UM⁃UC⁃3细胞增殖：转染 48 h
后，取对数生长期且状态良好的各组细胞制备单细

胞悬液，采用 96孔板以 5×103个/孔进行接种，每组

设置4个复孔。分别于第1、2、3、4、5天进行MTS检
测，每孔加入20 μl MTS试剂，在培养箱中避光培养

4 h后，酶标仪检测每孔在450 nm波长下的吸光度，

绘制UM⁃UC⁃3细胞的生长曲线。

6.划痕实验检测UM⁃UC⁃3细胞迁移：转染48 h
后，取对数生长期且状态良好的各组细胞制备单细

胞悬液，以 5×105个/孔接种于 6孔板内。采用记号

笔在 6孔板的底面划出宽度均匀的线条。细胞培

养至融合度为 95%，采用磷酸盐缓冲液洗 1次，采

用 200 μl移液枪枪头进行划痕。采用磷酸盐缓冲

液洗 3次，加入无血清培养基，培养箱中连续培养

24 h，在显微镜下拍照并统计细胞迁移率。

7.生物信息学预测FLJ37505的靶基因和双荧

光素酶报告基因系统验证基因结合：使用生物信息

学网站 starBase v3.0预测 FLJ37505可互补结合的

miRNA。使用生物信息学网站miRTarBase预测可

互补结合的mRNA。取对数生长期的UM⁃UC⁃3细
胞，每孔以3×104个细胞接种于96孔板。为了验证

FLJ37505与miR⁃203a⁃3p的结合，将荧光素酶报告

载体与miR⁃203a⁃3p或miR⁃NC共转染 UM⁃UC⁃3细
胞，分为 4组：miR⁃NC+FLJ37505⁃WT、miR⁃203a⁃3p+
FLJ37505⁃WT、miR⁃NC+FLJ37505⁃Mut、miR⁃203a⁃3p+
FLJ37505⁃Mut。为了验证 miR⁃203a⁃3p与 INPP4B
的结合，将荧光素酶报告载体与 miR⁃203a⁃3p或
miR⁃NC共转染UM⁃UC⁃3细胞，分为 4组：miR⁃NC+
INPP4B ⁃WT、miR⁃203a⁃3p+INPP4B ⁃WT、miR⁃NC+
INPP4B ⁃Mut、miR⁃203a⁃3p+ INPP4B ⁃Mut。48 h后

收集细胞，依据双荧光素酶报告基因系统试剂盒说

明书分析相对荧光素酶活性。相对荧光素酶活性=
萤火虫荧光素酶活性值/海肾荧光素酶活性值。

8. Western印迹检测细胞 INPP4B及下游蛋白

的表达：转染48 h后，采用全细胞裂解液提取对照

组和FLJ37505组的UM⁃UC⁃3细胞蛋白质，BCA法

检测蛋白浓度，采用 10 %聚丙烯酰氨凝胶电泳分

离蛋白，硝酸纤维膜转膜后采用5%脱脂奶粉进行

封闭，以GAPDH作为内参。分别与一抗GAPDH（1
∶1 000）、INPP4B（1∶3 000）、PI3K（1∶2 000）、Akt（1∶
2 000）、p⁃Akt（1∶2 000）、mTOR（1∶2 000）在 4 ℃下

孵育过夜，分别与二抗在室温下孵育，采用Bio⁃rad
图像扫描分析系统拍照并观察条带。

9.统计学分析：采用 SPSS 20.0统计软件对数

据进行分析，经正态性检验，基因表达量和细胞迁

移率符合正态分布，采用 x̄ ± s表示，组间数据比较

采用 t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. FLJ37505在膀胱癌组织和癌旁组织中的表

达：通过 qPCR检测组织中 FLJ37505相对表达量，

与癌旁组织相比，在膀胱癌组织中 FLJ37505表达

水平较低［（4.90±0.79）比（0.89±0.28），P<0.05］。
2. FLJ37505在正常膀胱上皮细胞和膀胱癌细

胞株的表达：通过qPCR检测细胞株中FLJ37505相
对表达量，膀胱癌细胞株中 FLJ37505表达水平低

于正常膀胱上皮细胞（P<0.05），UM⁃UC⁃3细胞中

FLJ37505的表达最低（P<0.01）（图1）。
3. 检测 FLJ37505质粒的转染效率：对照组和

FLJ37505组UM⁃UC⁃3细胞中FLJ37505相对表达量

分别为 0.79±0.04和 9.92±1.17（t=7.83，P<0.01），表

明上调FLJ37505的表达成功。

4. 上调 FLJ37505对 UM⁃UC⁃3细胞增殖的影

响：MTS检测结果显示，与对照组相比，FLJ37505组

表1 FLJ37505和 INPP4B mRNA表达的qPCR引物序列

基因

FLJ37505

INPP4B

GAPDH

U6

miR⁃203a⁃3p

序列（5′⁃3′)
上游：ACCAGGAGACATCAGGATCAA
下游：TGAATTTGCATGTGTGCATC
上游：CCAGAAGACTCCAAATGAACCG
下游：ACGGGGTGGATTACGGAGA
上游：CTGTGGGAGCGAATCGAGG
下游：CAGCGCAAGATGTCCATCA
上游：CTCGCTTCGGCAGCACA
下游：AACGCTTCACGAATTTGCGT
上游：GGGAGTGGTTCTTAACAGTTCA
下游：CAGTGCGTGTCGTGGAGT
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的UM⁃UC⁃3细胞从第3天开始，增殖能力明显降低

（P<0.05）（图2）。
5. 上调 FLJ37505对 UM⁃UC⁃3细胞迁移的影

响：划痕实验显示，对照组和FLJ37505组UM⁃UC⁃3
细 胞 迁 移 率 分 别 为（61.19 ± 6.90）%和（28.94 ±
4.11）%（P<0.01）。与对照组相比，转染 FLJ37505
后的膀胱癌细胞迁移能力被明显抑制（图3）。

6.生物信息学和双荧光素酶报告基因系统预

测及验证 FLJ37505的靶基因：使用生物信息学网

站 starBase v3.0预测及双荧光素酶报告基因系统验

证，FLJ37505可互补结合miR⁃203a⁃3p（P<0.01）（图

4）。使用生物信息学网站miRTarBase预测及双荧

光 素 酶 报 告 基 因 系 统 验 证 ，

miR⁃203a⁃3p 可 互 补 结 合 INPP4B
mRNA（P<0.01）（图5）。

7. 两组细胞中 miR⁃203a⁃3p和
INPP4B mRNA 的表达：对照组和

FLJ37505 组 UM⁃UC⁃3 细 胞 中

miR⁃203a⁃3p 相 对 表 达 量 分 别 为

1.00±0.05和 0.20±0.02（t=15.36，P<
0.01）。与对照组相比，FLJ37505组
细胞中 miR⁃203a⁃3p的表达明显较

低。对照组和FLJ37505组UM⁃UC⁃3
细胞中 INPP4B mRNA相对表达量

分别为 1.01 ± 0.07和 5.11 ± 0.61（t=
6.68，P<0.01）。 与 对 照 组 相 比 ，

FLJ37505组细胞中 INPP4B mRNA
的表达显著高于对照组。

8. 上调 FLJ37505对 INPP4B蛋

白及下游蛋白表达的影响：Western

印迹结果显示，与对照组相比，转染 FLJ37505后，

INPP4B蛋白表达明显较高，P13K/AKT信号通路蛋

白如PI3K、p⁃Akt、mTOR蛋白表达明显较低，P13K/
AKT信号通路转导被抑制（图6）。

讨 论

lncRNA由RNA聚合酶Ⅱ合成，虽然不能编码

蛋白质，但在转录水平、转录后水平均可发挥调控

基因表达的作用［6］。lncRNA在细胞中参与多种生

命活动的调节，其功能失调与乳腺癌、肺癌、肝癌、

结直肠癌等多种肿瘤的发生发展显著相关［7⁃9］。

lncRNA近年来已成为膀胱癌防治研究的热点，越

注：与对照组相比，aP<0.05
图 2 对照组和FLJ37505组UM⁃UC⁃3细胞增殖能力的

变化曲线

注：与SV⁃HUC⁃1细胞相比，aP<0.05，bP<0.01
图1 FLJ37505在正常膀胱上皮细胞和膀胱癌细胞株中的

表达

注：A：对照组UM⁃UC⁃3细胞在 0 h的划痕；B：FLJ37505组UM⁃UC⁃3细胞在 0 h的划痕；

C：对照组UM⁃UC⁃3细胞在24 h的划痕；D：FLJ37505组UM⁃UC⁃3细胞在24 h的划痕

图3 划痕实验检测对照组和FLJ37505组UM⁃UC⁃3细胞的迁移能力
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来越多的 lncRNA如LINC00641、TP73⁃AS1、UCA1、
ZFAS1、FGFR3⁃AS1、DANCR被证实在膀胱癌的发

生、发展中表现为癌基因或抑癌基因的作用［10⁃15］。
FLJ37505是一种新发现的 lncRNA，其在肿瘤特别

是膀胱癌中的作用尚不明确。

本研究结果显示，膀胱癌组织和细胞株中

FLJ37505的表达较低，FLJ37505可能在膀胱癌中

表现为抑癌基因的作用。MTS法和划痕实验进一

步显示，上调 FLJ37505可抑制膀胱癌细胞的增殖

和迁移能力。作为一种线性RNA，lncRNA可作为

海绵一样竞争结合细胞内miRNA，发挥“内源性竞

争RNA”作用，下调miRNA的表达，抑制其活性［14］。
生 物 信 息 学 网 站 starBase v3.0 预 测 显 示 ，

miR⁃203a⁃3p是 FLJ37505的潜在靶基因。有研究

表明，miR⁃203a⁃3p在结直肠癌中表达明显增加，参

与结直肠癌的进展，与结直肠癌的不良预后密切相

关，发挥癌基因的作用［16］。双荧光素酶报告基因系

统证实 FLJ37505能直接与 miR⁃203a⁃3p相结合，

miR⁃203a⁃3p是FLJ37505的靶基因。本研究表明，

上调 FLJ37505的 UM⁃UC⁃3细胞中miR⁃203a⁃3p表
达明显增加，表明FLJ37505可抑制miR⁃203a⁃3p的
表达。miRNA通过与靶基因mRNA的3′端非翻译

区结合，招募多种蛋白，引起mRNA的降解或直接

抑制其翻译成蛋白质［17］。lncRNA通过抑制miRNA

的表达，进而调控 miRNA 的靶基因表达［12］。
miRTarBase预测显示，INPP4B是miR⁃203a⁃3p的潜

在靶基因。双荧光素酶报告基因系统证实

miR⁃203a⁃3p能直接与 INPP4B mRNA 3′非翻译区

相结合，INPP4B是miR⁃203a⁃3p的靶基因。INPP4B
是最新研究发现的脂质磷酸酶，INPP4B在多种肿

瘤中表达明显减少，参与肿瘤的生长和转移，被认

为是一种潜在的抑癌基因［18-19］。INPP4B在膀胱癌

中呈低表达，具有抑制膀胱癌恶性生物学行为的作

用［20］。本研究表明，miR⁃203a⁃3p的表达降低，

UM⁃UC⁃3 细胞中 INPP4B 表达明显增加，表明

miR⁃203a⁃3p可抑制 INPP4B的表达。有研究显示，

INPP4B可通过抑制P13K/AKT信号通路的传导抑

制肿瘤细胞的生长和转移［21］。本研究结果表明，

INPP4B表达上调后，P13K/AKT信号通路蛋白如

PI3K、p⁃Akt、mTORRb蛋白表达明显降低，P13K/
AKT信号通路转导被抑制，进一步提示膀胱癌

UM⁃UC⁃3细胞的增殖和迁移能力可能降低。

综上所述，lncRNA FLJ37505在膀胱癌组织和

细胞株中表达降低，上调 FLJ37505抑制膀胱癌细

胞的增殖和迁移能力，其作用机制可能是 lncRNA
FLJ37505可通过吸附miR⁃203a⁃3p，促进 INPP4B的

图 4 生物信息学网站 starBase v3.0 预测 FLJ37505 和

miR⁃203a⁃3p的互补结合序列

注 ：1 为 miR⁃NC + FLJ37505⁃WT；2 为 miR⁃203a⁃3p +
FLJ37505⁃WT；3为miR⁃NC+FLJ37505⁃Mut；4为miR⁃203a⁃3p+
FLJ37505⁃Mut；与1相比，aP<0.01
图 5 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 系 统 验 证 FLJ37505 与

miR⁃203a⁃3p的互补结合

图 6 Western印迹检测 FLJ37505对 INPP4B
及P13K/AKT信号通路蛋白表达的影响
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表达。FLJ37505有望成为膀胱癌的分子治疗靶点

和诊断标志物。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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