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膀胱癌组织中高表达的MTA2促进膀胱癌细胞T24的恶性生物学行为
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院 检验科，河北 石家庄 050051; 2. 河北医科大学第四医院 科研中心，河北石家庄 050011）

［摘 要］ 目的：分析肿瘤转移相关蛋白（MTA2）在人膀胱癌组织中的表达及其对膀胱癌细胞系T24恶性生物学行为的影响，

探讨MTA2对膀胱癌进展中的作用。方法：收集河北省人民医院2012年12月至2014年12月收治的62例膀胱癌患者癌组织和

28例正常膀胱组织（取自膀胱炎患者，病理学诊断为正常组织）标本，通过免疫组织化学染色检测膀胱癌和正常膀胱组织中

MTA2的表达水平；分析MTA2表达水平与患者临床病理特征的相关性。构建稳定高表达MTA2的膀胱癌T24细胞系，通过

MTS、克隆形成、划痕愈合和Transwell实验检测MTA2对膀胱癌T24细胞增殖、克隆形成、迁移和侵袭能力的影响。结果：与正

常膀胱组织相比，膀胱癌组织中MTA2呈明显高表达（P<0.01）；MTA2的高表达状态与膀胱癌患者的性别、年龄、肿瘤体积无关

（P>0.05），而与患者更高的TNM分期、肿瘤的组织学分级、淋巴浸润和转移有关（均P<0.05）。在膀胱癌T24细胞系中过表达

MTA2后，细胞的增殖活性明显升高（P<0.05），克隆形成、划痕愈合、迁移和侵袭能力均明显增强（均P<0.01）。结论：MTA2在人

膀胱癌组织中表达上调，能够促进T24细胞增殖、克隆形成、迁移及侵袭等恶性生物学行为。
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MTA2 highly expressed in bladder cancer tissues promotes the malignant biologi-
cal behaviors of bladder cancer T24 cells

PENG Kenan1,2, LI Xiaoya2, BAI Hanyu2, WANG Gang1,DAI Suli2,YANG Tao1,LIU Yujing1,TAN He1,ZHAO Ming1,ZHAO Lianmei2,

Shan Baoen2 (1. Laboratory Department, People's Hospital of Hebei Province, Shijiazhuang 050011, Hebei, China; 2. Research Center,

the Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of metastasis-associated protein 2 (MTA2) in human bladder cancer tissues and

its effect on the malignant biological behaviors of bladder cancer T24 cells, as well as to explore the effect of MTA2 on the progression

of bladder cancer. Methods: Sixty-two cases of human bladder cancer tissues and 28 cases of normal bladder tissues (from patients

with cystitis, and pathologically confirmed as normal tissue) were collected at People’s Hospital of Hebei Province during December

2012 and December 2014. The expression of MTA2 in bladder cancer tissues and normal bladder tissues was detected by immunohisto-

chemical staining, and the correlation between MTA2 expression and clinicopathological characteristics of patients was also analyzed.

The bladder cancer T24 cell line stably expressing MTA2 was constructed. The effects of MTA2 on the proliferation, colony formation,

migration and invasion of bladder cancer T24 cells were detected by MTS, clone formation, scratch healing and Transwell assay, respec-

tively. Results: Immunohistochemical staining showed that MTA2 expression was significantly up-regulated in bladder cancer tissues

as compared with normal bladder tissues (P<0.01). The high expression of MTA2 in bladder cancer tissues was not related to gender,

age and tumor volume (P>0.05), but was associated with higher TNM stage, histological grade, and lymphatic infiltration and metasta-

sis (all P<0.05). After over-expression of MTA2 in bladder cancer T24 cell line, the proliferation activity of the cells was significantly

increased (P<0.05), and the colony formation, scratch healing, migration and invasion ability were significantly increased (all P<0.01).

Conclusions: MTA2 is up-regulated in human bladder cancer tissues and can promote the proliferation, tumor formation, migration and

invasion of T24 cells.
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膀胱癌是世界上常见的恶性肿瘤之一，在中国

已经成为泌尿系统最常见的恶性肿瘤，且在近十

年内伴随工业化水平、烟草消费水平及人口老龄

化水平的提高，膀胱癌发病率呈逐年增长趋势[1-2]。

肿瘤转移相关蛋白 2（metastasis-associated protein 2，

MTA2）是MTA肿瘤转移相关基因家族的成员之一，

主要参与组蛋白去乙酰基酶的组成。组蛋白去乙酰

基酶具有核小体重塑活性,对基因转录有抑制作用[3]。

有研究[4-15]报道，MTA2在多种肿瘤组织和细胞中表

达增加，与肿瘤的增殖、迁移、侵袭等生物学行为密

切相关。然而，目前国内外有关MTA2与膀胱癌相关

性的研究报道甚少。本研究通过免疫组织化学染色

揭示了MTA2在人膀胱癌和正常膀胱组织中的差异

性表达，并深入分析了MTA2表达水平与膀胱癌患者

临床病理特征的相关性，以及MTA2对膀胱癌细胞系

生物学行为的影响，以期探讨MTA2对膀胱癌进展的

影响。

1 材料与方法

1.1 人膀胱组织、细胞系及主要试剂

收集河北省人民医院于 2012年 12月至 2014年

12月收治的 62例膀胱癌患者癌组织和 28例正常膀

胱组织（取自膀胱炎患者，病理学诊断为正常组织）

标本。62 例膀胱癌患者年龄 31~83 岁，平均（62.9±

11.2）岁；男性51例、女性11例；临床TNM分期：Ⅰ期

33例、Ⅱ期13例、Ⅲ期10例、Ⅳ期6例；发生淋巴转移

的为 6例，未发生转移的为 56例。组织标本获取前

告知患者并签署知情同意书，研究方案获得所在医

院伦理委员会批准。

人膀胱癌细胞系T24购自中科院上海细胞库，由

河北医科大学第四医院科研中心保存。pCDH-CMV-

MCS-EF1-GFP-CD511B-MTA2质粒由中国医学科学

院郑德先实验室惠赠，MTA2过表达慢病毒购自上海

吉凯基因科技有限公司，RPMI 1640培养粉购自美国

GIBCO/BRL公司，胎牛血清购自杭州四季青生物有

限公司，胰蛋白酶购自美国GIBCO公司，RT-PCR试

剂盒、MTS购自Promega公司,兔抗人MTA2抗体、兔

抗鼠GAPDH抗体购自美国Proteintech公司，羊抗兔

荧光二抗购自美国ROCKLAND公司，Transwell小室

购自美国 Corning 公司，Matrigel 胶购自美国 BD 公

司，GAPDH cDNA引物购自上海生工技术有限公司。

1.2 免疫组织化学染色（SP法）检测膀胱癌和正常膀

胱组织中MTA2的表达

取石蜡包埋膀胱癌或正常膀胱组织块，切成 4

μm薄片，平铺于涂有APES的载玻片上，置 67 ℃烤

箱中烘烤过夜。隔天取出切片用二甲苯脱蜡，梯度

乙醇溶液水化，3%甲醇和过氧化氢封闭内源性过氧

化物酶，采用柠檬酸盐缓冲液高压热修复抗原，羊血

清封闭非特异结合位点，依次加入稀释的抗MTA2抗

体（1∶100）、生物素标记的羊抗兔 IgG抗体（1∶100）、

辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素孵育，然后用

DAB工作液显色，经苏木精复染、逆梯度乙醇溶液脱

水后，晾干、中性树胶封片，于显微镜下进行观察，每

张切片随机选取10个高倍镜视野计数染色阳性细胞

百分率。结果判定标准以出现棕黄色颗粒为染色阳

性细胞；以阳性细胞百分率<25%为阴性染色切片，

阳性细胞百分率≥25%为阳性染色切片；以阳性细胞

百分率<50%为MTA2低表达，以阳性细胞的百分率≥
50%为MTA2高表达。

1.3 细胞培养

人膀胱癌T24细胞系用含10%胎牛血清、100 U/

ml青霉素和 100 μg/ml链霉素的RPMI 1640培养基，

于 37 ℃、CO2体积分数为 5%培养箱中培养。每 1～

2 d换液 1次，用 0.25%胰蛋白酶消化细胞并传代，取

对数生长期的细胞用于实验。

1.4 重组慢病毒（带荧光标记）稳定感染T24细胞

转染前1 d，取对数生长期、状态良好的T24细胞

均匀铺至六孔板中，接种密度以转染时细胞汇合度

达50%左右为宜。转染之前，弃去六孔板中培养基，

PBS 清洗细胞。将包装了 pCDH-CMV-MCS-EF1-

GFP-CD511B-MTA2 或 CD511B 空载体质粒的病毒

液分别与无牛清培养基按1∶1的比例混合，均匀滴加

至相应孔，24 h后更换为完全培养基。待各孔细胞汇

合度达 70%～80%时，分别转移至不同培养瓶中，依

上所述进行第 2次感染。传代培养感染细胞并用流

式细胞仪筛选带荧光细胞，筛选过后T24细胞的转染

效率达到82.6%。

1.5 RT-PCR 后琼脂糖凝胶电泳和 WB 实验检测

MTA2过表达效率

取上述转染MTA2质粒、转染CD511B质粒及未

处理膀胱癌T24细胞用TRIzol试剂分别提取细胞总

RNA并反转为cDNA，应用PCR技术特异扩增MTA2

或GAPDH cDNA(引物序列参见表1)；PCR反应条件

为退火温度 60 ℃，40个循环。各取 6 μl扩增产物进

行2%琼脂糖凝胶电泳，以120 V恒压电泳30 min，凝

胶成像，用 Image J软件测量目的条带的灰度值，以

GAPDH基因为内参，比较接受不同处理的T24细胞

MTA2转录水平。
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取转染MTA2质粒、转染CD511B质粒及未处理

膀胱癌 T24 细胞用 RIPA 裂解液分别提取细胞总蛋

白，BCA试剂盒测量蛋白浓度，接着加入DTT缓冲

液，100 ℃金属浴变性 5 min。均取 60 μg 蛋白进行

SDS-PAGE（5%浓缩胶、10%分离胶），将蛋白条带以

0.3 A恒流湿转至PVDF膜上，用5%脱脂奶粉室温封

闭 1 h，一抗 4 ℃孵育过夜（MTA2、GADPH抗体稀释

比例为1∶1 000、1∶5 000），隔天用荧光二抗室温孵育

1 h。用Odyssey双色红外荧光扫描系统进行成像分

析，以GAPDH蛋白为内参，比较接受不同处理的T24

细胞MTA2翻译水平。

表1 PCR 引物序列

Tab.1 PCR primer sequence

Gene

GAPDH

MTA2

Primer sequence

F:5’-CGGATTTGGTCGTATTGGG-3’

R:5’-TGCTGGAAGATGGTGATGGGATT-3’

F:5’-GGCATTATGGTGAAACGGGC -3’

R:5’-TCCACCCTCTACCTCTCAGC-3’

Product length (bp)

210

388

1.6 MTS实验检测过表达MTA2对T24细胞增殖活

性的影响

取转染 MTA2 或 CD511B 质粒的 T24 细胞制成

细胞悬液，按每孔 2×103个细胞等量接种于 96孔板，

培养基调终体积为100 μl。分别于细胞贴壁后0、24、

48、72 h每孔加入 500 μg/ml MTS试剂 20 μl，37 ℃孵

育 2.5 h，用全自动定量酶标仪在波长 492 nm处测定

光密度（D）值。每个时间点设 3个复孔，重复实验 3

次。

1.7 克隆形成实验检测过表达MTA2对T24细胞克

隆形成能力的影响

取转染 MTA2 或 CD511B 质粒的 T24 细胞制成

细胞悬液，均匀铺至6孔板中，每孔2×103个细胞。将

6孔板置37℃、CO2体积分数为5%的培养箱中，每隔

2～3 d换液。当出现肉眼可见的克隆时（7 d左右），

终止培养，用4%多聚甲醛固定15 min，干燥后2%结

晶紫染色 20 min。用肉眼直接计数克隆数或在低倍

镜下计数大于10个细胞的克隆数，计算克隆形成率。

每组设3个复孔。克隆形成率=克隆数/接种细胞数×

100%。

1.8 划痕愈合实验检测过表达MTA2对T24细胞迁

移能力的影响

取转染MTA2或CD511B质粒的T24细胞用无

牛清RPMI 1640培养基制成细胞悬液，等量接种于6

孔板，接种密度以过夜后细胞汇合度达 100%为宜。

用无菌Tip头（规格 200 μl）在单层细胞上做“1”字形

划痕，并将刮掉的细胞冲洗干净，加入无血清和抗生

素培养基继续培养，于24、48 h显微镜下测量划痕宽

度并拍照。每组设3个复孔，重复实验3次。

1.9 Transwell实验检测过表达MTA2对T24细胞迁

移和侵袭能力的影响

用无血清培养基在低温条件下配制 1 mg/ml

Matrigel胶溶液（Matrigel胶稀释比例为1∶3），将其均

匀铺至上室，每室20 μl，放温箱中凝固。向下室中加

入 600 μl含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养基。取

转染 MTA2 或 CD511B 质粒的 T24 细胞用无牛清培

养基制成 5×105/ml 细胞悬液，均匀覆盖胶上，每室

200 μl，将小室置37 ºC、CO2体积分数为5%的培养箱

中。24 h后倾去室内液体，置 4%多聚甲醛溶液中室

温固定30 min，风干后用2%结晶紫染色20 min，擦去

聚碳脂膜内侧面细胞，显微镜下观察外侧面细胞，随

机选择 5个高倍镜视野拍照并计数穿膜细胞数。每

组设3个复孔。Transwell迁移实验步骤同上，只是无

需铺Matrigel胶，细胞接种 20 h后即可固定、染色小

室。每组设3个复孔。

1.10 统计学处理

使用SPSS18.0软件对所有数据进行统计学分析。

计量资料则以 x̄±s或M±QR表示，2组间比较采用独立

样本 t检验，多组间指标比较采用单因素方差分析；组

内两两比较采用SNK-q检验；计数资料采用χ2检验。以

P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 膀胱癌组织中MTA2蛋白表达水平增加

免疫组织化学染色结果（图1、表1）显示，膀胱癌

组织中MTA2的表达水平明显高于正常膀胱组织

（χ2=29.730，P=0.001）。

2.2 MTA2高表达与膀胱癌组织组织学分级、TNM

分期、淋巴浸润和远端转移率相关

患者临床资料分析结果（表2）显示，膀胱癌组织

中MTA2的表达水平与膀胱癌患者的性别、年龄、肿

瘤大小无相关性（P>0.05)，但MTA2高表达与膀胱癌
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组织组织学分级、TNM分期、淋巴浸润和远端转移率

相关（均P<0.05）。

图1 MTA2在膀胱癌和正常膀胱组织中的表达（×100或×200)

Fig.1 Expression of MTA2 in bladder cancer tissue and

normal bladder tissue (Immunohistochemical staining,

×100 or ×200)

表2 膀胱癌组织中MTA2的表达水平与患者临床病理学

特征的关系 (N=62)

Tab.2 The relationship between MTA2 expression in bladder

cancer tissues and the clinicopathological characteristics of

patients (N=62)

Clinicopathological

feature

Sex

Male

Female

Age (t/a)

<63

≥63
Histological grade

Ⅰ

Ⅱ-Ⅲ

Clincail stage

0/Ⅰ

Ⅱ/Ⅲ/Ⅳ

Tumor size (d/cm)

<3

≥3

Invasion into lymph

Yes

No

Distant metastasis

Yes

No

n

51

11

23

38

18

44

33

29

19

43

6

56

3

59

MTA2

Low

32

8

3

27

16

24

27

13

14

26

1

39

0

40

High

19

3

10

11

2

20

6

16

5

17

5

17

3

19

χ2

0.394

1.340

6.581

9.226

1.006

6.644

5.732

P

0.530

0.247

0.010

0.002

0.316

0.010

0.017

2.3 转染MTA2质粒增加了MTA2 mRNA水平

RT-PCR后琼脂糖凝胶电泳和WB实验检测结果

（图 2、3）显示，与 CD511B 稳转 T24 细胞及未转染

T24细胞相比，MTA2稳转T24细胞中MTA2 mRNA

（0.52±0.02 vs 0.33±0.02、0.28±0.02，均P<0.01)和蛋白

（1.40±0.03 vs 0.65±0.02、0.74±0.01，均P<0.01)水平均

显著增加。但 CD511B 稳转 T24 细胞与未转染 T24

细胞的MTA2表达水平无明显差异（P>0.05）。

**P<0.01 vs T24/CD511B or T24 group

图2 转染MTA2质粒对MTA2 mRNA表达的影响

Fig.2 Effect of MTA2 plasmid transfection on

MTA2 mRNA expression

**P<0.01 vs T24/CD511B or T24 group

图3 转染MTA2质粒对MTA2蛋白表达的影响

Fig.3 Effect of MTA2 plasmid transfection on

expression of MTA2 protein
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2.4 过表达MTA2增强T24细胞的增殖活性

MTS检测结果（图 4）显示，与CD511B稳转T24

细胞相比，MTA2稳转T24细胞的增殖活性显著增强

（P<0.05）。

2.5 过表达MTA2增强T24细胞的克隆形成能力

克隆形成实验结果（图5）显示，与CD511B稳转

T24细胞相比，MTA2稳转T24细胞的克隆形成能力

显著增强[(8.88±0.17)% vs (2.48±0.10)%，P<0.01]。

2.6 过表达MTA2增强T24细胞划痕愈合能力

划痕愈合实验结果（图 6）显示，与CD511B稳转

T24细胞相比，MTA2稳转T24细胞的划痕愈合能力

显著增强（24 h：6.33±0.21 vs 11.37±0.40；48 h：1.83±

0.15 vs 5.57±0.16，均P<0.01）。

*P<0.05 vs T24/CD511B group

图4 过表达MTA2增强T24细胞的增殖活性

Fig.4 MTA2 over-expression enhanced the proliferation

of T24 cells

**P<0.01 vs T24/CD511B group

图5 过表达MTA2增强T24细胞的克隆形成能力

Fig.5 MTA2 over-expression enhanced the colony formation ability of T24 cells

**P<0.01 vs T24/CD511B group

图6 过表达MTA2增强T24细胞的划痕愈合能力的影响（（×40））

Fig.6 Overexpression of MTA2 enhanced the ability of scratch healing of T24 cells（（×40））

2.7 过表达MTA2增强T24细胞的迁移和侵袭能力

Transwell结果（图 7）显示，与CD511B稳转 T24

细胞相比，MTA2稳转T24细胞的侵袭[(52.50±3.69)

vs (31.75 ± 3.86) 个，P<0.01]、迁移 [(68.00 ± 7.48) vs

(34.00±1.41)个，P<0.01]能力显著增强。
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**P<0.01 vs T24/CD511B group

A: Images of T24 migration (upper) and invasion (lower) (Crystal violet staining, ×100）;

B: Statistical histograms of migrated cell number; C: Statistical histograms of invading cell number

图7 过表达MTA2对T24细胞迁移和侵袭能力影响

Fig. 7 Effects of MTA2 over-expression on migration and invasion of T24 cells

3 讨 论

近年来，恶性肿瘤的发病率和病死率在全世界

范围内呈持续上升趋势,极大地威胁了人类生命健

康。由于绝大多数癌症患者的主要死亡原因为侵袭

和转移的发生，因此对肿瘤细胞侵袭和转移机制的

研究是非常重要的。膀胱癌是发生在膀胱黏膜上皮

的恶性肿瘤，是泌尿系统最为常见的恶性肿瘤之一，

具有较强的侵袭能力，但其具体机制尚不明确。在

首次诊断时，大多数患者表现为浅表性肿瘤（仅限于

上皮或上皮下结缔组织），而 50%～70%的患者发生

复发，10%～40%的患者5年内最终进展为肌肉浸润

的晚期或转移性疾病阶段，病死率约为 50%。因此，

发现新的早期诊断或预后生物标志物意义重大。

随着膀胱癌标志物研究的进展，许多分子被证

实具有诊断或提示预后的潜力。研究[16]显示，N-Myc

下游调节基因 2（N-Myc downstream regulatory gene

2，NDRG2）与各种癌症中的细胞分化和增殖密切相

关，如膀胱癌组织及尿液中NDRG2表达显著下调，

其低表达与肿瘤高分级、分期呈显著相关；ROC曲线

显示，NDRG2可作为良好的诊断标志物。转录因子

叉头家族成员FoxO3和FoxO4受PI3K-PKB/c-AKT信

号通路调控在膀胱癌组织中表达降低，彼此存在正

相关。FoxO3和FoxO4作为肿瘤抑制因子参与多种细

胞过程，如细胞周期调节，细胞凋亡和对活性氧的抗

性，其低表达状态与淋巴结高转移率和浸润性膀胱

癌高发生率相关，是有潜力的预后指标[17]；UHRF1在

膀胱移行细胞癌中表达上调，与肿瘤的恶性程度相

关，UHRF1基因表达的测定有可能被用作膀胱癌患

者的敏感分子标记物等[18]。然而这些研究结果尚缺

乏临床大数据支持。

本研究首次提出MTA2是有潜力的膀胱癌诊断

及预后标志物。本研究在对 62例膀胱癌和 28例正

常膀胱组织标本进行MTA2表达水平检测时发现，

MTA2在膀胱癌组织中转录和翻译水平均增高。进

一步临床资料分析显示MTA2的高表达状态与膀胱

癌更高的组织学分级、临床分期、淋巴浸润和转移相

关。

目前研究[4-13]发现，MTA2在一些恶性肿瘤（如胃

癌、食管癌、结肠癌、胰腺导管癌、肺癌、喉癌、卵巢癌

等）组织中表达上调且与肿瘤的分化程度、TNM分期

以及淋巴结转移等密切相关。有研究[14-15]报道，敲低

MTA2在体外实验中能够有效抑制乳腺癌、胃癌和喉

癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力。

研究[19]报道，MTA2 作为缺氧诱导因子-1α（hy-

poxia-inducible factor-1α，HIF-1α）的脱乙酰化剂和E-

钙黏蛋白表达的共转录因子介导胰腺癌侵袭能力增

强及上皮-间质转化（EMT）。由于血液供应异常和肿

瘤细胞无限生长，缺氧是实体瘤微环境的一个重要

特征。HIF-1α响应缺氧信号表达上调，通过直接结

合 TWIST1 近端启动子中的缺氧反应元件（hypoxia

response element，HRE）诱导EMT中的主要转录因子

TWIST的表达。TWIST募集MTA2、组蛋白脱乙酰

基酶 1（histone deacetylase 1，HDAC1）复合物至E-钙

黏蛋白启动子的HRE区域，由此抑制E-钙黏蛋白转

录。E-钙黏蛋白是单次穿膜糖蛋白，负责维持上皮组

织中的细胞间接触和细胞极性。 E-钙黏蛋白的缺失

被认为可诱导EMT，这与多种实体瘤的侵袭、转移性

扩散及预后不良有关。反之，MTA2 可通过与

HDAC1相互作用而使HIF-1α去乙酰化并增强其稳

定性，由此形成正反馈环。总之，上述研究证实，

MTA2是抑制胰腺癌进展和转移的关键中枢和潜在
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治疗靶点。

非小细胞肺癌（NSCLC）是世界上癌症相关死亡

的最常见原因，约占人类肺癌的 85%。研究[20]证实，

转移相关蛋白2（MTA2）是组蛋白脱乙酰酶复合物组

分,在NSCLC细胞中过表达，并通过调控ERK / AKT

和VEGF信号通路来增强NSCLC细胞的生长、迁移

和侵袭能力；AbMTA2通过靶向ERK / AKT和VEGF

信号通路抑制 NSCLC 发展和转移；同时也观察到

AbMTA2 还可通过下调 NSCLC 细胞中 caspase-3 和

Bad的表达来降低细胞凋亡抗性。

本研究应用慢病毒稳转技术构建稳定高表达

MTA2的膀胱癌T24细胞系，通过MTS、克隆形成、划

痕愈合、Transwell等一系列实验证实过表达MTA2可

增强T24细胞的增殖、克隆形成、迁移和侵袭能力。

综上所述，本研究推测MTA2作为癌基因促进膀胱癌

进展，是膀胱癌潜在生物标志物及治疗靶标。
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