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[摘 要] 目的：探究 circ_0001429通过调控miR-139-5p/ 转录生长因子影响因子 1（TGF-interacting factor 1，TGIF1）分子轴对

膀胱癌T24细胞恶性生物学行为的影响。方法：采用qPCR实验检测 circ_0001429在膀胱癌细胞系SW780、T24、5637和人膀胱

上皮永生化细胞SV-HUC-1中的表达水平，双荧光素酶报告基因实验验证miR-139-5p、circ_0001429与TGIF1之间的靶向调控关

系；将T24细胞分为NC组、sh-circ_0001429组、miR-139-5p mimics组、sh-TGIF1组、pcDNA-circ_0001429+sh-TGIF1组、miR-139-

5p mimics+pcDNA-TGIF1组以及 sh-circ_0001429+miR-139-5p inhibitor组，Western blotting检测各组细胞中TGIF1的表达水平，

CCK-8法、Transwell实验和流式细胞术分别检测 circ_0001429、miR-139-5p和TGIF1对T24细胞增殖、侵袭、迁移和凋亡的影响。

结果：circ_0001429在3珠膀胱癌细胞系中呈高表达（均P<0.01），敲降 circ_0001429可以显著抑制T24细胞增殖、侵袭、迁移并促

进细胞凋亡（P<0.05或P<0.01）；双荧光素酶报告基因验证结果显示，circ_0001429与miR-139-5p、miR-139-5p与TGIF1存在靶向

关系；过表达miR-139-5p显著抑制T24细胞增殖、侵袭、迁移并促进细胞凋亡（均P<0.01）。回复实验进一步证实 circ_0001429和

TGIF1竞争性结合miR-139-5p促进T24细胞增殖、侵袭、迁移且抑制细胞凋亡（均P<0.01）。结论：circ_0001429与TGIF1竞争结

合miR-139-5p促进膀胱癌细胞T24的增殖、侵袭、迁移且抑制细胞凋亡。
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circ_0001429 targets miR-139-5p/TGIF1 molecular axis to regulate biological
behaviors of bladder cancer T24 cells
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of Enshi Tujia and Miao Autonomous Prefecture, Enshi 445000, Hubei, China)

[Abstract] Objective: To explore the effect of circ_0001429 on proliferation and apoptosis of bladder cancer cells by regulating

miR-139-5p/TGF-interacting factor 1（TGIF1）axis. Methods: The expression of circ_0001429 in bladder cancer cell lines SW780, T24,

5637 and human bladder epithelial SV-HUC-1 cells were detected by RT-qPCR. Targeted regulatory relationship between circ_0001429

and miR-139-5p as well as miR-139-5p and TGIF1 was measured by Dual luciferase reporter gene assay. T24 cells were divided into

NC group, sh-circ_0001429 group, miR-139-5p mimics group, sh-TGIF1 group, pcDNA-circ_0001429+sh-TGIF1 group, miR-139-5p

mimics+pcDNA-TGIF1 group and sh-circ_0001429+miR-139-5p inhibitor group. Western blotting was used to detect the expression

level of TGIF1 in each group. CCK-8 method, Transwell experiment and Flow cytometry were used to detect the effects of circ_

0001429, miR-139-5p and TGIF1 on proliferation, invasion, migration and apoptosis of T24 cells, respectively. Results: Circ_0001429

was highly expressed in three bladder cancer cell lines (P<0.01). Knockdown of circ_0001429 significantly inhibited proliferation,

invasion and migration of T24 cells while promoted the level of cell apoptosis (P<0.05 or P<0.01). The results of Dual luciferase

reporter gene assay confirmed that there is a targeting relationship between circ_0001429 and miR-139-5p as well as between miR-139-5p

and TGIF1. Overexpression of miR-139-5p significantly inhibited the proliferation, invasion and migration of T24 cells while promoted

the level of cell apoptosis (all P<0.01). Recovery experiments further confirmed that the competitive binding of circ_0001429 and
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TGIF1 to miR-139-5p promoted the proliferation, invasion and migration of T24 cells while inhibited the level of cell apoptosis (all

P<0.01). Conclusion: Circ_0001429 promotes proliferation, invasion and migration and inhibits apoptosis of bladder cancer T24 cells

by competing with TGIF1 to bind to miR-139-5p.

[Key words] bladder cancer; circ_0001429; miR-139-5p; TGF-interacting factor 1 (TGIF1); proliferation; invasion; migration; apoptosis

[Chin J Cancer Biother, 2020, 27(5): 515-521. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2020.05.007]

膀胱癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤之一，发病

率和病死率均位居泌尿系统肿瘤的首位。随着生存

环境和生活方式的改变，我国部分城市膀胱癌的发

病率及病死率一直处于不断增高的趋势[1]。目前临

床上对于膀胱癌的治疗策略主要是采用手术切除为

主，辅以灌注化疗和免疫治疗的综合治疗，但效果不

甚理想，因此深度探究膀胱癌的发病机制对膀胱癌

的治疗是至关重要的。环状RNA（circRNA）是一类

环形非编码RNA，可通过海绵吸附作用调控miRNA

的表达，从而影响肿瘤细胞增殖、凋亡等恶性生物学

行为。如 circ_0068871 可通过海绵吸附抑制 miR-

181a-5p 表达从而促进膀胱癌细胞增殖、侵袭等[2]。

miR-139-5p在胶质瘤[3]、非小细胞肺癌[4]、胆囊癌[5]等

多种恶性肿瘤中发挥抑癌基因的作用；并且，miR-

139-5p在膀胱癌中低表达，上调miR-139-5p能抑制

在膀胱癌细胞的增殖、侵袭等[6]。转录生长因子影响

因子 1（TGF-interacting factor 1，TGIF1）是一类促癌

因子，它可以促进乳腺癌[7]、肺癌[8]等多种肿瘤的发生

发展。本研究探讨 circ_0001429 通过 miR-139-5p/

TGIF1分子轴调控膀胱癌细胞增殖、凋亡的分子机

制，为膀胱癌的机制研究提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 细胞系和主要试剂

人膀胱癌细胞系 SW780（货号：CBP60659）、

T24（货号：CBP60649）、5637（货号：CBP60309）和人

膀胱上皮永生化细胞SV-HUC-1（货号：CBP60745）均

购自CoBioer生物科技有限公司。胎牛血清、DMEM

培养液、青霉素和链霉素均购自美国 Gibco 公司，

circ_0001429、miR-139-5p和TGIF1的敲降/过表达载

体以及引物均购自上海吉玛（GenePharma）公司，

CCK-8试剂盒购自美国 Sigma 公司，Transwell小室

购自美国 Corning 公司，PmirGLO luciferase Target

Expression Vector 及 Dual-Luciferase Reporter Assay

Kit购买于 Promega公司，Western blotting（WB）所用

一抗（Anti-TGIF1 antibody、Anti- GAPDH antibody）

和二抗均购自 Abcam 公司，LipofectamineTM2000、

RNA 提取试剂盒和 SYBR GREEN 试剂盒均购自

ThermoFisher公司。

1.2 细胞培养与转染

将膀胱癌细胞SW780、T24、5637和人膀胱上皮

永生化细胞 SV-HUC-1 细胞置于含 10% 胎牛血清、

100 U/ml青霉素和 100 μg/ml链霉素的DMEM培养

液中，于 37 ℃、5% CO2培养箱中常规培养。将对数

生长期的膀胱癌细胞用胰酶消化离心后，接种在6孔

板中，按照LipofectamineTM2000试剂盒说明书分别转

染 pcDNA-circ_0001429、sh-circ_0001429、miR-139-

5p mimics、miR-139-5p inhibitor和 sh-TGIF1，设置NC

对照，转染 48 h后置于荧光显微镜下观察细胞的转

染效果。

1.3 qPCR 检测膀胱癌细胞中 circ_0001429、miR-

139-5p的表达

转染 48 h后收集各组细胞，按照RNA提取试剂

盒提取膀胱癌细胞总RNA，NanoDrop检测RNA的浓

度及纯度。取500 ng总RNA为模板进行逆转录制备

cDNA，按 照 SYBR GREEN 试 剂 盒 说 明 对 circ_

0001429、miR-139-5p 表 达 水 平 进 行 检 测 ，circ_

0001429以GAPDH为内参，miR-139-5p检测以U6为

内参。引物序列：circ_0001429正向引物为 5’-TTG‐

GAACTCGCAGAATGG-3’，反向引物为 5’-GCTT‐

GATGACAGAGACAGA-3’；miR-139-5 正向引物为

5’-GCCTCTACAGTGCACGTGTCTC-3’，反向引物

为5’-CGCTGTTCTCATCTGTCTCGC-3’；U6正向引

物为 5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’，反向引物为

5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’；GAPDH 正向

引 物 为 5’-GTCAACGGATTTGGTCTGTATTPCR-

3’，反向引物为5’-CGCUUCACGAAUUUGCGUGU‐

CAU-3’。热循环参数为 95 ℃、5 min，95 ℃、30 s，

60 ℃、30 s，72 ℃、40 s，共进行40个循环。采用2-ΔΔCt

法计算目的基因的相对表达量。

1.4 WB 检测 miR-139-5p 和 circ_0001429 对 T24 细

胞中TGIF1表达的影响

在 T24 细胞中转染 48 h 后将细胞分为 NC 组、

miR-139-5p mimics 组 、pcDNA-circ_0001429+sh-

TGIF1 组、miR-139-5p mimics+pcDNA-TGIF1 组和

sh-circ_0001429+miR-139-5p inhibitor 组，收集细胞

后加入适量RIPA裂解液提取细胞总蛋白，采用BCA

定量，每孔 40 μg上样量，10%聚丙烯酰胺凝胶电泳

分离蛋白，PVDF膜转膜1 h，5%脱脂奶粉封闭1 h，再

向其中加入按一定比例稀释的一抗（TGIF1，1∶1 000；

GAPDH，1∶1 000），4 ℃过夜培养。采用洗膜缓冲液

冲洗蛋白 3次，每次 5 min，随后加入二抗（1∶2 000），
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在温室中培养1 h。洗膜3次后用ECL化学发光液显

色，凝胶成像器进行蛋白成像，拍照记录，并用 Image J

软件对蛋白条带进行灰度分析并计算目的蛋白的相

对表达量。

1.5 双荧光素酶报告基因实验检测 miR-139-5p 与

circ_0001429、TGIF1之间的相互作用

将 circ_0001429 与 miR-139-5p 以及 miR-139-5p

与TGIF1结合部位的序列及其突变体序列插入到萤

火虫荧光素酶基因下游构建表达载体，将细胞分为

NC组、miR-139-5p mimics组，将miR-139-5p mimics

或NC片段与 pmirGLO-circ_0001429-Wt/Mut重组质

粒或 pmirGLO-TGIF1-Wt/Mut 重组质粒共转染，与

LipofectamineTM 2000 脂质体混合后转染 HEK 293T

细胞，48 h后根据双荧光素酶报告基因检测试剂盒说

明检测荧光素酶活性。

1.6 CCK-8 法 检 测 circ_0001429、miR-139-5p 和

TGIF1对T24细胞增殖的影响

将细胞分为NC组、sh-circ_0001429组、pcDNA-

circ_0001429+sh-TGIF1 组 、miR-139-5p mimics+

pcDNA-TGIF1 组 和 sh-circ_0001429+miR-139-5p

inhibitor组，将处于对数生长期的T24细胞接种于96

孔板（2×104个/孔），每孔加100 μl培养基，分别在24、

48、72、96 h后更换新鲜培养基。在检测前每孔加入

10 μl的CCK-8溶液，37℃、5% CO2避光进行孵育，根

据CCK-8试剂盒说明书检测细胞增殖情况，使用酶

标仪检测450 nm处每孔的光密度（D）值，以D值代表

细胞增殖水平。

1.7 Annexin-V-FITC染色后流式术检测T24细胞凋亡

将细胞分为NC组、sh-circ_0001429组、pcDNA-

circ_0001429+sh-TGIF1 组 、miR-139-5p mimics+

pcDNA-TGIF1 组 和 sh-circ_0001429+miR-139-5p

inhibitor组。收集各组处于对数生长期的T24细胞，

PBS洗1次，离心弃上清，加入500 µl 1×binding buffer

重悬细胞。将每管细胞中加入 5 µl Annexin V-FITC

和10 µl PI，轻柔漩涡混匀后，室温避光孵育5 min，流

式细胞仪检测T24细胞凋亡情况。

1.8 Transwell实验检测T24细胞的迁移和侵袭能力

将细胞分为NC组、sh-circ_0001429组、pcDNA-

circ_0001429+sh-TGIF1 组 、miR-139-5p mimics+

pcDNA-TGIF1 组 和 sh-circ_0001429+miR-139-5p

inhibitor组，将各组细胞用胰酶消化处理后，接种于

Transwell 小室 24 孔板内。在进行侵袭实验时，将

Matrigel胶预铺Transwell上室的聚碳酸酯滤膜上，迁

移实验则不需要。之后上室加100 μl（细胞密度为1×

105个/ml）细胞悬液，下室加 250 μl含 10%胎牛血清

的培养基，在37 ℃、5% CO2培养箱中培养48 h后，用

预冷的的甲醇/冰醋酸（3∶1）固定细胞30 min，弃掉固

定液，室温干燥后用0.5%结晶紫染色20 min，流水洗

去多余染液，棉签擦去微孔膜上室的细胞，PBS小心

冲洗小室上下面，干燥后置于100倍的倒置显微镜观

察并计数穿膜细胞。

1.9 统计学分析

采用 SPSS 20.0 软件分析，用 GraphPad Prism 7

软件绘制图片，所有实验独立重复3次。呈正态分布

的计量数据采用 x̄±s表示，多组比较和两组间比较分

别采用单因素方差分析和 t检验，以P<0.05或P<0.01

表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 circ_0001429在膀胱癌细胞系中呈高表达

qPCR检测结果（图 1）显示，在膀胱癌细胞系中

circ_0001429表达显著高于SV-HUC-1细胞（P<0.01），

且在T24中的表达水平最高。由此，后续实验选择用

T24细胞进行。

**P<0.01 vs SV-HUC-1 cell group; △P<0.01 vs T24 cell group

图1 circ_0001429在膀胱癌细胞系中高表达

Fig.1 circ_0001429 was up-regulated in bladder cancer cell lines

2.2 敲降 circ_0001429抑制T24细胞增殖、迁移、侵

袭并促进细胞凋亡

qPCR检测结果（图 2A）显示，sh-circ_0001429

组 T24 细胞中 circ_0001429的表达显著低于NC组

（P<0.05）。CCK-8法检测结果（图2B）显示，48 h起，

sh-circ_0001429组T24细胞的增殖活力即显著低于

NC 组（P<0.05 或 P<0.01）。Transwell 实验检测结果

（图 2C、D）显示，sh-circ_0001429组T24细胞迁移和

侵袭的细胞数均显著低于NC组（均P<0.01）。流式

术检测结果（图2E）显示，sh-circ_0001429组T24细胞

凋亡率显著高于NC组（P<0.01）。

2.3 circ_0001429靶向下调miR-139-5p的表达

通过Circular RNA Interactome数据库的预测结

果（图3A）得知，miR-139-5p 是 circ_0001429 的候选
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靶基因。同时，双荧光素酶报告基因实验结果

（图 3B）显示，过表达 miR-139-5p 可以显著抑制

circ_0001429 野生型质粒内荧光强度（P<0.01），而

circ_0001429突变型质粒与过表达miR-139-5p后荧

光强度与对照组无显著差异。qPCR 实验结果（图

3C）显示，与 NC 组相比，sh-circ_0001429 组中 miR-

139-5p表达水平显著升高（P<0.01）。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group

A: The expression of circ_0001429 was detected by qPCR; B: The proliferation of T24 cells was measured by CCK-8 assay;

C, D: The invasion and migration of T24 cells were detected by Transwell assay (×100);

E: The cell apoptosis of T24 cells was verified by Flow cytometry

图2 敲降circ_0001429抑制T24细胞增殖、迁移、侵袭并促进细胞凋亡

Fig.2 Knockdown of circ_0001429 suppressed the proliferation, migration and invasion but promoted apoptosis of T24 cells

**P<0.01 vs NC group

A: The binding site between circ_0001429 and miR-139-5p was verified by Circular RNA Interactome; B: The luciferase activity was detected

by Dual luciferase reporter gene assay; C: The regulated relationship between circ_0001429 and miR-139-5p was measured by qPCR

图3 circ_0001429对miR-139-5p的调控作用

Fig.3 Regulatory effect of circ_0001429 on miR-139-5p
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2.4 miR-139-5p靶向下调TGIF1的表达

通过 starBase数据库（http://starbase.sysu.edu.cn/）

的预测结果（图 4A）得知，TGIF1是miR-139-5p的候

选靶基因，且结合位点与 circ_0001429相同。双荧光

素酶报告基因实验检测结果（图 4B）显示，过表达

miR-139-5p显著抑制TGIF1野生型质粒中荧光强度

（P<0.01，图4B），而对TGIF1突变型质粒荧光强度无

显著影响。同时，WB 检测结果（图 4C）显示，miR-

139-5p mimics组T24细胞中TGIF1的表达显著低于

NC组（P<0.01）。

**P<0.01 vs NC group

A: The relationship between miR-139-5p and TGIF1 was predicted by starBase; B: The luciferase activity was detected by

Dual luciferase reporter gene assay; C: The regulated relationship between miR-139-5p and TGIF1was measured by WB

图4 TGIF1是miR-139-5p的靶基因

Fig.4 TGIF1 is a target gene of miR-139-5p

2.5 circ_0001429 与 TGIF1 竞争性结合 miR-139-5p

从而促进T24细胞增殖、迁移、侵袭并抑制细胞凋亡

WB 检测结果（图 5A）显示，与 NC 组相比，

sh-TGIF1组T24细胞中TGIF1表达显著降低（P<0.01），

而在回复实验中，pcDNA-circ_0001429+sh-TGIF1、

miR-139-5p mimics+pcDNA-TGIF1 和 sh-circ_

0001429+miR-139-5p inhibitor 组 T24 细胞中 TGIF1

表达水平与 NC 组无显著差异。CCK-8 实验结果

（图 5B）显示，与NC组相比，sh-TGIF1组T24细胞增

殖活力显著降低（P<0.01）。 Transwell 实验结果

（图 5C和D）表明，sh-TGIF1组细胞侵袭和迁移细胞

数均较NC组显著减少（P<0.01）。流式术检测结果

（图 5E）显示，sh-TGIF1组T24细胞凋亡率显著高于

NC组（P<0.01）。回复实验结果进一步表明，T24细

胞转染 pcDNA-circ_0001429+sh-TGIF1、miR-139-5p

mimics+pcDNA-TGIF1、sh-circ_0001429+miR-139-5p

inhibitor后均可抵消敲降 TGIF1 对 T24 细胞增殖、

侵袭、迁移的抑制作用以及对细胞凋亡的促进

作用。

3 讨 论

circRNA是一类首尾共价连接呈环状的RNA分

子。目前研究发现在多种动植物体内存在大量稳定

高表达的 circRNA，并通过在转录和转录后水平介导

细胞增殖、凋亡，进而调控疾病的发展进程。近年来

研究证实，越来越多的circRNA通过对基因的选择性

表达在肿瘤的进程中扮演重要角色，如 circ_0075828

在膀胱癌中上调并促进膀胱癌细胞增殖[9]，circ_

000028可作为膀胱癌诊断和预后的标志物[10]等。但

是，目前 circ_0001429在膀胱癌中的作用尚无研究报

道。本研究发现，circ_0001429在膀胱癌T24细胞中

高表达，敲降 circ_0001429能抑制T24细胞的增殖、

侵袭、迁移并促进细胞凋亡。

miRNA是一类长度在 19~25个核苷酸的非编码

RNA，研究发现 circRNA 可以作为“miRNA 分子海

绵”结合miRNA 而不被降解，从而负调控 miRNA

的表达。如 circRNA_Cdr1as 通过海绵吸附抑制

miRNA-135a 的表达在膀胱癌中发挥抗癌基因功能[11]，

circ_0058063 通过海绵吸附 miR-145-5p 调节 CDK6

以促进膀胱癌细胞的增殖、侵袭[12]，circ_BACH2靶向

调控miR-139-5p促进甲状腺乳头状癌的发展[13]。同

时，研究报道，miR-139-5p能抑制膀胱癌细胞的侵袭

和迁移[14]。在本研究中也发现过表达miR-139-5p抑

制了T24细胞增殖、侵袭、迁移并促进细胞凋亡。

·· 519



中国肿瘤生物治疗杂志, 2020, 27(5)

**P<0.01 vs NC group；△P<0.05 vs miR-139-5p mimics group

1: NC; 2: sh-TGIF; 3: pcDNA-circ_0001429+sh-TGIF1；4: miR-139-5p mimics+pcDNA-TGIF1; 5: sh-circ_0001429+miR-139-5p inhibitor

A: The expression of TGIF1 in T24 cells was measured by WB; B: The proliferation of T24 cells was measured by CCK-8 assay;

C, D: The invasion and migration of T24 cells were detected by Transwell assay;

E: The cell apoptosis of T24 cells was verified by Flow cytometry

图5 circ_0001429与TGIF1竞争性吸附miR-139-5p从而促进T24细胞增殖、迁移、侵袭并抑制细胞凋亡

Fig.5 circ_0001429 promoted the proliferation, migration and invasion but inhibited the apoptosis of

T24 cells through competitively sponging miR-139-5p against TGIF1

miRNA可在转录前和转录后两个阶段调控目的

基因mRNA的表达水平，从而发挥其促癌或抑癌基

因的作用。例如 ，miR-133a 和 miR-1 靶向调控

Transgelin 2（TAGLN2）表达抑制膀胱癌的发展进

程[15]，miR-139-5p 通过靶向 B cell-specific Moloney

murine leukemia virus integration site 1（Bmi1）抑制膀

胱癌细胞增殖和自我更新 [6]。TGIF1，属于 three-

amino-acid-loop-extension（TALE）超家族，参与许多

生物学的进程，如胚胎发育、细胞增殖、分化[16-17]等；

同时，TGIF1作为一种核蛋白抑制因子，不仅可以直

接与DNA结合抑制某些基因的转录，也可以通过结

合转录共抑制因子形成转录抑制复合物调节目的基

因的表达促进肿瘤细胞的增殖、侵袭、迁移等恶性生

物学行为，进而介导肿瘤的发展进程[18-19]；此外，研

究[20-21]发现TGIF1可通过参与多条信号通路的激活

或失活促进肿瘤的发生和进展，但目前TGIF1在膀胱

癌的作用尚不清楚。本研究发现TGIF1在T24细胞

中高表达，并通过生物信息学预测发现 TGIF1 是

miR-139-5p的靶基因，并且circ_0001429和miR-139-5p

结合位 点 与 miR-139-5p 和 TGIF1 的 结 合位点

一致。

综上，本研究发现并证实 circ_0001429与TGIF1

竞争性结合 miR-139-5p 促进膀胱癌 T24 细胞的增

殖、迁移、侵袭，并抑制细胞凋亡，介导肿瘤恶化。但

miR-139-5p/TGIF1分子轴如何调控下游信号通路如

TGF-β、PI3K/AKT，或通过调控多种信号通路之间的

交叉作用，从而介导膀胱癌的进展，还将进一步通过

动物水平及临床水平进行探索。
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