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LncRNA RP11-79H23.3在膀胱癌细胞中
的作用及其发生、发展的研究
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［摘要］  背景与目的：虽然许多长链非编码RNA(long non-coding RNA，lncRNA)的异常表达与膀胱癌

的发生有密切关系，但对于lncRNA RP11-79H23.3暂未见报道。该研究旨在探讨lncRNA RP11-79H23.3在膀胱癌

EJ细胞中的作用及其发生、发展的机制。方法：采用微阵列方法对4对膀胱癌患者的癌和癌旁组织进行组学分

析，随后用实时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)
检测膀胱癌组织、癌旁组织及正常人膀胱上皮细胞sv-HUC-1、膀胱癌EJ细胞中RP11-79H23.3的表达。通过转

染pIRES2-RP11-79H23.3上调该基因后，采用细胞计数试剂盒(cell counting kit-8，CCK-8)和EdU的方法检测EJ
细胞的增殖活性，通过Transwell小室和平板划痕实验分别检测EJ细胞的侵袭和迁移能力，应用流式细胞术、

Hoechst33342及Tunel检测细胞凋亡，应用细胞免疫荧光检测PTEN在膀胱癌细胞中的定位，采用鬼笔环肽染色

观察细胞骨架形成，应用蛋白［质］印迹法(Western blot)分析过表达RP11-79H23.3后EJ细胞中PI3K/AKT信号通

路中相关蛋白的表达情况。结果：LncRNA RP11-79H23.3在膀胱癌组织和膀胱癌EJ细胞中表达下调(P ＜0.001，
P＜0.01)，pIRES2-RP11-79H23.3转染EJ细胞结果显示，RP11-79H23.3的表达量较转染前显著增加(P＜0.01)。
上调RP11-79H23.3的表达可诱导膀胱癌EJ细胞的凋亡，相反，转染pIRES2-EGFP可促进EJ细胞的增殖、侵袭和

迁移能力，同时，Western blot结果显示，转染pIRES2-RP11-79H23.3后可上调PTEN在EJ细胞中的表达，下调

p-PI3K、p-AKT及p-Gsk3β蛋白的表达(P＜0.05)。结论：LncRNA RP11-79H23.3在膀胱癌组织和膀胱癌EJ细胞中

低表达(P＜0.001，P＜0.01)，并且过表达RP11-79H23.3会降低膀胱癌细胞增殖、侵袭和迁移能力，其作用机制

可能与PI3K/AKT信号通路有关。提示lncRNA RP11-79H23.3在膀胱癌恶性肿瘤中发挥重要的作用，可能会成为

治疗膀胱癌的药物作用靶点。
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［Abstract］ Background and purpose: Long non-coding RNA (lncRNA) is closely associated with 
carcinogenesis and tumor development. However, the function of lncRNA RP11-79H23.3 has not been reported yet. 
Therefore, the study aimed to investigate the role of lncRNA-RP11-79H23.3 in bladder cancer cells and its mechanism. 
Methods: Microarray analysis was performed on 4 cases of bladder cancer and cancer adjacent tissues. The relative 
expression levels of RP11-79H23.3 in bladder cancer tissues, paracancerous tissues of patients, normal bladder cells 
sv-HUC-1 and bladder cancer cells EJ were detected by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction 
(RTFQ-PCR). pIRES2-RP11-79H23.3 was transfected into bladder cancer EJ cells by LipofectamineTM2000. The 
proliferation of EJ cells was detected by cell counting kit-8 (CCK-8) and EDU. The invasion and migration ability 
of EJ cells were detected by transwell assays and wound healing assay respectively. Apoptosis was detected by flow 
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cytometry, Hoechst 33342 and TUNEL assay. The localization of PTEN in bladder cancer cells was detected by 
immunofluorescence. The cytoskeleton formation was observed by phalloidin staining. Western blot was adopted to 
analyze the protein expression levels of PI3K/AKT signaling pathway in EJ cells after RP11-79H23.3 transfection. 
Results: The expression levels of lncRNA RP11-79H23.3 in bladder cancer tissues and bladder cancer EJ cells were 
significantly downregulated (P<0.001, P<0.01). pIRES2-RP11-79H23.3 was transfected into EJ cells with a high 
transfection efficiency. Increased expression of RP11-79H23.3 could induce apoptosis of bladder cancer EJ cells. In 
contrast, overexpression of pIRES2-EGFP promoted the proliferation, invasion and migration, while transfection 
with pIRES2-RP11-79H23.3 suppressed stress fiber formation. Evidence from Western blot showed that RP11-
79H23.3 could upregulate the expression of PTEN in EJ cells and downregulate the expression of p-PI3K, p-AKT 
and p-Gsk3β (P<0.05). Conclusion: The expression of lncRNA RP11-79H23.3 is significantly downregulated in 
bladder cancer tissues and bladder cancer EJ cells (P<0.001, P<0.01). Moreover, the proliferation, migration and 
invasion of bladder cancer cells are restrained after the transfection with RP11-79H23.3. LncRNA RP11-79H23.3 
may be related to PI3K/AKT signaling pathway. It is indicated that lncRNA RP11-79H23.3 plays an important role 
in bladder cancer and may become a target for the treatment of bladder cancer.

［Key words］ Bladder cancer; Long non-coding RNA; RP11-79H23.3; EJ cell

　　膀胱癌是世界上最常见的泌尿系统肿瘤之

一，发病率和死亡率日益增加，已经成为全球

第9大癌症和第14大死因［1］。在欧洲、北美、

西亚和北非等地区的发病率最高［2］。虽然膀

胱癌患者可以通过放射、手术和化疗等方法治

疗，但5年生存率仍然不尽如人意，因此，揭

示膀胱癌发生、发展的分子机制是十分重要 
的［3-4］。而众所周知，长链非编码RNA(long 
non-coding RNA，lncRNA)是长度大于200个核

苷酸的RNA转录物，lncRNA在各种生物调节过

程中起非常重要的作用，参与一系列生物过程

和调控机制。由LncRNA调控的生物过程包括

DNA损伤、血管生成、微小RNA沉默、侵袭、

转移及程序性细胞死亡等［5］。此外，lncRNA
还可以调节胚胎发育、免疫细胞发育和肿瘤发

生［6-7］。目前有研究发现，lncRNA已经成为癌

症研究中的参与者，许多lncRNA被报道在膀胱

癌的发生、发展中发挥不可替代的作用［8］。

lncRNA RP11-79H23.3是一个长度为2 994 bp的
非编码单链RNA，但目前关于lncRNA RP11-
79H23.3的功能研究暂未见报道，且其在膀胱癌

中的作用机制研究暂也暂未见报道，通过检测

lncRNA RP11-79H23.3的表达及验证其在膀胱

癌EJ细胞增殖、凋亡过程中所起的调控作用，

探讨lncRNA RP11-79H23.3在膀胱癌生长中的

临床意义及作用机制，希望为治疗膀胱癌寻找

到新的药物作用靶点。

1  材料和方法

1.1  材料

1.1.1  细胞株和组织标本

　　膀胱癌EJ细胞、正常人膀胱上皮细胞sv-
HUC-1由重庆医科大学分子医学与肿瘤研究中

心保存。该研究中膀胱癌组织和癌旁组织均来

自重庆医科大学附属第一医院，待患者签署知

情同意书后手术切除，立即放于液氮中，用于

提取RNA进行表达量检测，临床资料和人膀胱

癌癌组织标本的收集由重庆医科大学伦理委员

会批准。

1.1.2  主要试剂

　　pIRES2-RP11-79H23.3及对应的pIRES2-
EGFP(正常对照)由上海艾博思生物科技有限

公司合成，引物由上海英骏生物技术有限公

司合成，转染试剂LipofectamineTM2000购自

美国Invitrogen公司，Transwell小室购自美

国Millipore公司，Matrigel基质购自美国BD 
Biosciences公司，培养基RPMI-1640购自美国

Gibico公司，胎牛血清(fetal bovine serum，FBS)
购自重庆博美康生物科技有限公司，反转录试

剂盒和SYBR Green试剂购自宝生物工程(大连)
有限公司，EdU试剂盒购自广州市锐博生物科

技有限公司，鬼笔环肽购自美国Progema公司，

牛血清白蛋白(bovine serum albumin，BSA)、
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细胞计数试剂盒(cell counting kit-8，CCK-8)及
Hoechst试剂购自北京鼎国昌盛生物技术有限责

任公司，Tunel一步法测凋亡试剂盒购自上海碧

云天生物技术有限公司。

1.2  实验方法

1.2.1  芯片筛选

　　通过收集4对膀胱癌组织及癌旁组织，提

取RNA，在上海康成生物工程有限公司进行

Arraystar lncRNA芯片及数据分析后，通过检

测结果筛选出膀胱癌和癌旁组织中差异表达的

lncRNA，表达谱结果显示，在膀胱癌组织(n=4)
中检测到总共6 137个差异表达的lncRNA(3 217
个上调和2 920个下调)，并使用微阵列对包括

lncRNA RP11-79H23.3在内具有明显差异表达的

lncRNA进行了聚类分析。

1.2.2  实时荧光定量聚合酶链反应(real-time 

fluorescent quantitative polymerase chain reaction，

RTFQ-PCR)检测lncRNA RP11-79H23.3的 

表达

　　用TRIzol法提取膀胱癌组织、癌旁组织总

RNA，反转录成cDNA，RP11-79H23.3的上游引

物序列为TGGCCTCAGTTAGGACTGCT，下游

引物序列为CTGCTTCCGCTCTCTTTCTC，以

cDNA为模版，GAPDH为内参。RTFQ-PCR扩

增条件为95 ℃、3 min预变性后，95 ℃、5 s变
性，60 ℃、30 s退火和72 ℃、30 s延伸(共39个
循环)，每个样品设置３个复孔，RP11-79H23.3 
的表达量由2－△△Ct值表示。

1.2.3  CCK8、EDU检测细胞增殖

　　在96孔板中接种100 μL的细胞悬液，在培

养箱内温育24、48、72和96 h后向每孔加入10  μL 
CCK8溶液混匀，将细胞放置在37 ℃下培养2 h，
用酶标仪测定在450 nm处的吸光度(D)值，每组设

置3个复孔。根据Cell-Light TM EdＵ DNA细胞增

殖试剂盒进行EｄU分析来检测细胞增殖。

1.2.4  细胞骨架

　　将转染pIRES2-EGFP及pIRES2-RP11-
79H23.3的EJ细胞培养48 h后，用PBS洗3次，每

次5 min，4%多聚甲醛固定细胞30 min，然后用

PBS洗3次，每次5 min，0.5%Triton X-100在冰

上透膜5 min。用3%BSA在37 ℃下封闭30 min。
之后细胞在桩蛋白抗体(3%BSA 1∶ 200 稀释)
中4 ℃温育过夜。PBS洗3次，每次5 min，然后

用羊抗兔IgG-TRITC标记的二抗(1∶100)37 ℃
避光温育1 h。再用PBS洗3次，每次5 min，每

孔滴加150 μL FITC标记的鬼笔环肽到载玻片

上，37  ℃避光温育40 min，PBS洗3次，每次

10  min，接下来用DAPI温育10 min，PBS洗3
次，每次5  min，用抗荧光淬灭剂封片，在Leica 
TCS-SP2激光共聚焦显微镜下观察并拍照。

1.2.5  Transwell、平板划痕检测细胞侵袭及迁移

　　使用BD基质胶侵袭小室进行细胞侵袭实

验，用基质胶与不含血清的RPMI-1640培养基

1∶8混合的稀释液包被Transwell 8 μm小室基

底膜的上室面，4 ℃风干过夜，将细胞密度为

2×106/mL(无血清、含0.1%BSA)的重悬细胞接种

200 μL到上室中，在下室加入600 μL含10%FBS
的RPMI-1640培养基。将细胞培养24  h，用牙

签轻轻擦去基质胶和上室内细胞，甲醇固定 

15 min，0.1%结晶紫染色，光镜下随机选取4个
视野观察计数，取平均值。平板划痕实验检测

细胞迁移能力，将每孔2×106/mL的细胞悬液接

种到6孔板中至汇合度达到90%时，用200 μL的

枪头在每个处理组中划痕，更换无血清培养基

培养，在0和24 h时轻轻放置于倒置显微镜下观

察细胞迁移程度。

1.2.6  细胞凋亡检测

　　在EJ细胞中pIRES2-RP11-79H23 .3和

pIRES2-EGFP转染24 h后分别采用Hoechst 33342
染色、Tunel一步法测凋亡试剂盒及收集细胞上

机检测细胞凋亡率。

1.2.7  细胞免疫荧光检测PTEN在膀胱癌细胞中

的定位

　　24孔板中pIRES2-RP11-79H23.3和pIRES2-
EGFP转染24 h后细胞长至85%密度时，PBS洗
3次，每次5 min，用4%多聚甲醛固定30  min，
然后24孔板在0.5%PBS配置的TritonX-100通透

5 min，PBS洗3次，每次5 min，用含3%BSA
的PBS封闭30 min。在盖玻片上加入3%BSA稀

释好的PTEN抗体(1∶100)，在4 ℃湿盒中温育
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过夜，PBS洗3次，每次5 min，细胞用羊抗兔

IgG-TRITC标记的二抗(1∶100)37 ℃避光温育

1 h。再用PBS洗3次，每次5 min，DAPI染色 

10 min，用PBS洗3次，每次5 min后用抗荧光

淬灭剂封片。在激光共聚焦显微镜下拍照，并

分析各组细胞的荧光强度和定位情况。

1.2.8  蛋白［质］印迹法(Western blot)检测蛋白表达

　　向每孔加入转染pIRES2-RP11-79H23.3或
pIRES2-EGFP后的约30 μg蛋白质，经过SDS-
PAGE后将蛋白转到PVDF膜上，在封闭液中37  ℃
慢摇封闭2 h，然后一抗4 ℃温育过夜(兔抗β-actin 
1∶3 000；一抗兔抗PTEN 1∶500，封闭液稀释)，
接下来用羊抗兔二抗37 ℃温育2  h(1∶5  000用封闭

液稀释)，ECL化学发光显色。

1.3  统计学处理

　　采用SPSS 18.0和GraphPad Prism5.0统计软

件进行数据分析，计量资料的比较采用t检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2  结　　果

2.1  LncRNA RP11-79H23.3在膀胱癌中低 
表达

　　应用聚类分析图分析样品间的关系，显

示部分差异表达的lncRNA(图1)。通过RTFQ-
PCR验证膀胱癌组织、癌旁组织及正常人膀

胱上皮细胞sv-HUC-1、膀胱癌EJ细胞RP11-
79H23.3的表达，结果显示，RP11-79H23.3
在膀胱癌组织和膀胱癌E J细胞中表达下调

(P<0.001，P<0.01，图2A)，而EJ细胞转染

pIRES2-RP11-79H23.3后RP11-79H23.3的表达

量为4.541±0.079，相较于转染前RP11-79H23.3
的表达量(0.081±0.004)显著增加(图2B)。该结

果与芯片数据一致，因此，选择lncRNA RP11-
79H23.3作为与膀胱癌相关性研究的对象。

2.2  过表达pIRES2-RP11-79H23.3抑制膀胱

癌细胞EJ的增殖及促进细胞凋亡

　 　 用 C C K 8 和 E D U 实 验 来 测 定 过 表 达

lncRNA RP11-79H23.3后对膀胱癌EJ细胞的

增殖能力的影响。EdU实验发现，pIRES2-

图 1  芯片分析显示部分异常表达的lncRNA聚类图

Fig. 1  Heat map of differentially expressed lncRNA in bladder 

cancer tissues (T) and adjacent non-tumor tissues (N)

图 2  RTFQ-PCR检测lncRNA RP11-79H23.3的表达变化

Fig. 2  The expression level of lncRNA RP11-79H23.3 was 

detected by RTFQ-PCR

A: The relative expression of RP11-79H23.3 in bladder cancer 
tissues, para-carcinoma tissues of patients and normal bladder cells 
sv-HUC-1, bladder cancer cells EJ were detected by RTFQ-PCR; 
B: The expression of RP11-79H23.3 in EJ cells transfected with 
pIRES2-EGFP or pIRES2-RP11-79H23.3. ***: P<0.001;**: P<0.01
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图 3  EdU和CCK8实验分别检测pIRES2-EGFP、pIRES2-RP11-79H23.3转染后膀胱癌EJ细胞的增殖能力

Fig. 3  The cell viability of bladder cancer EJ cells transfected with pIRES2-EGFP or pIRES2-RP11-79H23.3 detected by EdU  and 

CCK8 experiments, respectively
**: P<0.01

R P 11 - 7 9 H 2 3 . 3转染E J细胞2 4 h后细胞增殖

率约为 ( 2 8 . 6 2 ± 5 . 3 8 )%，明显低于对照组

［(80.76±4.64)%，图3］。而流式细胞术检测

结果显示，约23.51%的细胞在pIRES2-RP11-
79H23 .3组中出现凋亡，仅1 .20%的细胞在

对照组pIRES2-EGFP中出现凋亡 (图4A)，
Hoechst33342染色结果相比于对照组，转染

pIRES2-RP11-79H23.3组细胞出现凋亡特征，

细胞核呈致密浓染，细胞核和染色质皱缩(图
4B)。而Tunel检测结果表明，pIRES2-RP11-
79H23.3组出现大量带有高亮荧光的凋亡细胞，

而pIRES2-EGFP组有少量高亮的荧光细胞，即

细胞凋亡少，进一步说明RP11-79H23.3基因的

上调可以促进膀胱癌EJ细胞发生凋亡(图4C)。

图 4  流式细胞凋亡术(A)、Hoechst 33342染色法(B，×800)及Tunel实验(C,×200)，检测转染pIRES2-EGFP或pIRES2-RP11-

79H23.3后膀胱癌EJ细胞的凋亡情况

Fig. 4  Apoptosis of EJ cells transfected with pIRES2-RP11-79H23.3 by flow cytometry and Annexin V-PI double staining (A), Hoechst 

staining assay (B, ×800) and tunel assay (C, ×200) was adopted to detect the apoptosis in RP11-79H23.3 overexpressed cells
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图 5  Transwell小室实验(A，结晶紫染色，×40)、细胞平板划痕法(B，×10)分别检测转染pIRES2-EGFP或RP11-79H23.3后膀胱癌

EJ细胞的侵袭和迁移能力

Fig. 5  The invasion and migration of EJ cells transfected with pIRES2-EGFP or RP11-79H23.3 were detected by wound healing assay (A, 

crystal violet staining, ×40) and Transwell assay (B, ×10), respectively

图 6  鬼笔环肽FITC荧光染色法检测细胞骨架

Fig. 6  Phalloidine FITC staining of RP11-79H23.3 overexpressed cells

2.3  转染pIRES2-RP11-79H23.3抑制细胞侵

袭、转移及细胞骨架形成

　　Transwell小室实验直接检测了细胞的侵袭

能力，pIRES2-RP11-79H23.3转染组细胞降解

基质胶并且迁出的数量［(38.94±7.42)个］较

pIRES2-EGFP转染组［(93.62±11.36)个］亦明

显减少，证明过表达RP11-79H23.3后，膀胱癌

细胞EJ的侵袭能力明显减弱(图5A)。平板划痕

实验结果显示，转染pIRES2-RP11-79H23.3质
粒的EJ细胞的划痕的愈合明显小于对照组。测

定每组迁移距离，统计得出实验组RP11-79H23.3 
EJ细胞的迁移距离为(194.23±18.36) μm，而对

照组的迁移距离为(892.46±43.84) μm，RP11-
79H23.3 EJ细胞的迁移能力显著低于对照组细

胞，提示转染pIRES2-RP11-79H23.3质粒的细

胞的运动能力降低(图5B)。细胞骨架实验检测

显示，上调RP11-79H23.3明显抑制了桩蛋白的

表达，而对照组pIRES2-EGFP则使细胞中产生

更丰富的肌动蛋白丝束和更亮的桩蛋白荧光信

号(图6)。

2.4  过表达pIRES2-RP11-79H23.3增加

PTEN表达量

　 　 细 胞 免 疫 荧 光 实 验 结 果 显 示 ， 转 染

pIRES2-RP11-79H23.3实验组细胞比对照组细

胞的PTEN表达高，而与体外pIRES2-EGFP对照

组相比，在pIRES2-RP11-79H23.3细胞组中观

察到较强的PTEN荧光信号(图7)。
2.5  LncRNA RP11-79H23.3通过靶向PTEN

调控PI3K信号通路

　　在EJ细胞中转染pIRES2-RP11-79H23.3和
pIRES2-EGFP后用Western blot验证了PTEN蛋

白的表达量受到RP11-79H23.3的负调控，同时
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PTEN也是PI3K信号通路的负调节物，过表达

RP11-79H23.3后PTEN表达增加，同时也减少

了p-pI3k、p-Gsk3β及p-AKT等通路蛋白的表达

量(图8)。

图 8  应用Western blot检测过表达RP11-79H23.3后EJ细胞中PI3K/AKT信号通路中相关蛋白的表达

Fig. 8  Western blot analysis of PI3K/AKT signals-related protein in EJ cells transfected with pIRES2-EGFP or pIRES2-RP11-79H23.3
**: P<0. 01; *: P<0.05

图 7  细胞免疫荧光检测EJ细胞转染RP11-79H23.3后PTEN表达情况

Fig. 7  Immunofluorescent assays were used to detect the expression of PTEN in EJ cells transfected with pIRES2-RP11-79H23.3

3  讨　　论

　　膀胱癌在人类最常见的恶性肿瘤中占据着

重要的位置，也是最常见的泌尿系统肿瘤之 
一［9］。据调查，近年来，膀胱癌的发病率呈现

逐年上升的趋势，情况堪忧，在中国，膀胱癌

位列男性最常见的恶性肿瘤第7位，因其预后差

导致患者5年存活率明显降低［10-11］。有研究证

实，lncRNA在一些生物学事件中充当信号标志

的角色，在某些生理或病理条件下表现出特殊

的表达模式［12］。有研究报道，许多lncRNA参

与不同类型的癌症发生［13］，如胃癌、肝癌、

乳腺癌及膀胱癌等，参与大量恶性肿瘤和几乎

所有的肿瘤发生阶段，因此，lncRNA的发现

为研究膀胱癌的诊断和治疗提供新的途径。我

们结合lncRNA芯片组学分析和RTFQ-PCR检

测，提示lncRNA-RP11-79H23.3在膀胱癌组织

和膀胱癌EJ细胞中表达下调，体外实验进一步

证实，当过表达RP11-79H23.3后，EJ细胞的增

殖、侵袭迁移及细胞骨架形成能力明显受到抑

制，同时伴有细胞凋亡率显著增加的现象，而
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当转染pIRES2-EGFP后膀胱癌细胞凋亡减弱，

细胞运动能力增强。通过Western blot进一步证

明，RP11-79H23.3可以在膀胱癌细胞中靶向调

节PTEN的表达量从而激活PTEN/PI3K/Akt信号 

通路。

　　根据目前对于lncRNA的研究来看，从肿瘤

细胞或循环系统分离的lncRNA易于获得，更能

容易地检测出癌症和癌症亚型［14］。LncRNA似

乎参与癌症发展的所有阶段，包括肿瘤发生、

发展和转移，并且lncRNA的失调是某些癌症的

主要特征［15］，因此，随着越来越多的lncRNA
的功能被验证，大量的证据表明，失调或突变

的lncRNA在各种神经变性、心血管疾病、代谢

疾病和各种器官癌症的病因学及预后中起重要

作用。lncRNA与肿瘤发生、临床分期、转移及

预后密切相关，表明lncRNA具有成为膀胱癌诊

断的靶向肿瘤标志物的前景。因此，本研究中

的lncRNA RP11-79H23.3作为在膀胱癌中低表达

的lncRNA，有望成为膀胱癌转移、侵袭发生的

新药物作用靶点，为之后的临床和药物研究奠

定一定的理论基础。 
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