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miR-144-3p靶向调控E2F3抑制膀胱癌T24细胞的增殖与侵袭
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[摘 要] 目的：探讨miR144-3p在膀胱癌组织及细胞中的表达及其对T24细胞增殖与侵袭的影响。方法：选用2018年2月至

2018年12月空军军医大学唐都医院手术切除的36例膀胱癌组织及10例正常膀胱上皮组织标本，以及人膀胱癌细胞株 T24 和

正常尿路上皮细胞株 SV-HUC-1，用 qPCR 法检测膀胱癌组织和细胞中 miR144-3p 的表达水平。用脂质体转染技术分别将

miR-144-3p mimics、miR-NC等转染进T24细胞，通过MTT法、流式细胞术和Transwell小室法分别检测T24细胞的增殖、细胞周

期和侵袭能力。利用TargetScan软件预测miR-144-3p与E2F转录因子 3（E2F transcription factor 3，E2F3）的结合位点，用双荧光

素报告基因实验验证miR-144-3p与E2F3的靶向关系，WB实验检测细胞中miR-144-3p与E2F3的表达水平。结果：miR-144-3p

在膀胱癌组织和细胞中低表达（均 P<0.01），其中肌层浸润性膀胱癌组织中的表达水平低于非肌层浸润膀胱癌组织

（P<0.05）。双荧光素报告基因实验证实，miR-144-3p 与E2F3表达存在靶向调节关系。 miR-144-3p 过表达可抑制 T24 细

胞的增殖和侵袭能力（均P<0.01），同时下调 E2F3的表达水平（P<0.01）；当上调 E2F3 表达时，对细胞侵袭和增殖的抑制作

用则被逆转。结论：miR-144-3p在膀胱癌组织中低表达，其通过靶向调控E2F3表达从而抑制膀胱癌细胞的增殖与侵袭。
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miR-144-3p inhibits proliferation and invasion of bladder cancer T24 cells
through targeted regulation of E2F3
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of miR144-3p in bladder cancer tissues and cells and its effect on the proliferation

and invasion of T24 cells. Methods: A total of 36 cases of bladder cancer tissue specimens and 10 cases of normal bladder epithelial

tissue specimens were collected from Tangdu Hospital of Air Force Medical University during February 2018 and December 2018. In

addition, bladder cancer T24 cell line and normal urothelial cell line SV-HUC-1 were also collected for this study. The levels of

miR144-3p in bladder cancer tissues and cells were detected by qPCR methods. The miR-144-3p mimics and miR-NC were transfected

into T24 cells by LipofectamineTM 2000, respectively. The proliferation, cell cycle distribution and invasion abilities were detected by

MTT, Flow cytometry and Transwell chamber methods, respectively. TargetScan software was used to predict the binding site between

miR-144-3p and E2F3 (E2F transcription factor 3); Dual luciferase reporter gene assay was used to verify the relationship between

miR-144-3p and E2F3; and WB was used to detect the expression levels of miR-144-3p and E2F3 in cells. Results: The expression of

miR-144-3p was downregulated in bladder cancer tissues and cells (all P<0.01). In addition, the expression level of miR-144-3p in

muscular invasive bladder cancer tissues was significantly lower than that in non-muscular invasive bladder cancer tissues (P<0.05).

Dual luciferase reporter gene assay confirmed that there was a targeted relationship between miR-144-3p and E2F3. Overexpression of

miR-144-3p inhibited the proliferation and invasion of T24 cells (all P<0.01) and downregulated the expression of E2F3 (P<0.01);

upregulation of E2F3 could reverse the inhibitory effect of miR-144-3p overexpression on proliferation and invasion of T24 cells.

Conclusion: miR-144-3p has low expression level in bladder cancer tissues. It inhibits proliferation and invasion of bladder cancer cells

by downregulating E2F3.
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膀胱癌是泌尿系统中最常见的恶性肿瘤，根据

其浸润情况将膀胱癌分为肌层浸润性膀胱癌

（muscle-invasive bladder cancer，MIBC）和非肌层浸

润 性 膀 胱 癌（non muscle-invasive bladder cancer，

NMIBC）[1-2]。约 30%的MIBC患者在确诊时已发生

远处转移，其 5年生存率不令人满意[3-4]。因此，有必

要寻找新的膀胱癌生物标志物和治疗靶标，为临床

个体化治疗膀胱癌提供依据。E2F转录因子 3（E2F

transcription factor 3，E2F3）是E2F转录因子家族的成

员，在肺癌、卵巢癌、鼻咽癌、胃癌和前列腺癌中过表

达[5]。课题组前期研究[6-7]发现，E2F3在浸润性膀胱癌

组织和细胞中高表达，并且影响患者的预后，体外实

验证实下调E2F3的表达可抑制T24细胞的增殖和侵

袭能力。微小RNA（miRNA）是小的非编码RNA的

亚组，在各种肿瘤（如乳腺癌、肺癌、肝癌、食管癌、结

直肠癌等）中表达失调[8]。miRNA通过与其靶mRNA

的 3'-UTR 配对来调控转录后水平的基因表达[9]。

miRNA的异常表达通常是由遗传缺失和突变、表观

遗传过表达或沉默以及肿瘤中异常的转录因子活性

引起的，其中，成胶质细胞瘤、喉鳞状细胞癌等中

miR-144-3p 的表达降低[10-12]。尽管 miR-144-3p 在多

种类型的肿瘤中都具有很强的抗肿瘤作用，并在很

大程度上与其靶mRNA的失调有关，但是该基因在

膀胱癌中的表达和作用尚不清楚。因此，本项研究

通过检测miR-144-3p在膀胱癌组织和细胞中的表达

水平，进一步探讨其过表达对膀胱癌T24细胞增殖与

侵袭的影响及其作用机制。

1 材料与方法

1.1 临床标本、细胞系及主要试剂

收集 2018年 2月至 2018年 12月空军军医大学

唐都医院泌尿外科手术切除的MIBC、NMIBC组织

各18例和正常膀胱上皮组织标本10例，所有肿瘤组

织标本均经病理学证实为膀胱癌。病例排除标准：

治疗前接受放射治疗、化学疗法或介入疗法的患者。

术前均告知并签署知情同意书，研究方案经空军军

医大学伦理委员会批准。

人膀胱癌细胞T24、人尿路上皮细胞 SV-HUC-1

和293T细胞均购于中国科学院上海细胞库。

RPMI 1640 培养基、F-12K 培养基均购自美国

Gibco公司，胎牛血清（FBS）购自美国Gemini公司，

RNA 提取试剂 TRIzol、逆转录试剂盒购自美国

Thermo 公司，转染试剂 LipofectamineTM 2000 购自

Genepharma公司，Transwell小室、Matrigel胶均购自

美国 Corning 公司，兔抗 GAPDH、兔抗 E2F3 以及辣

根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记的

二抗均购自美国 Santa Cruz 公 司 。 miR-144-3p

mimics 和阴性对照（miR-NC）质粒由上海吉玛制

药技术有限公司合成。

1.2 细胞培养及转染

SV-HUC-1细胞在 F-12K培养基中培育，T24细

胞在含有 10%胎牛血清的RPMI 1640培养基中进行

培养，在37 ℃、5%CO2孵箱中孵育。

将细胞接种于 6 孔板（2.5×106/孔）中，并在恒

温培养箱中孵育。选择对数生长期细胞并接种

在培养板中，转染前细胞贴壁率为 80%。按照

LipofectamineTM 2000转染试剂盒说明书的方法分别

将 miR-144-3p mimics 和 miR-144-3p-NC（miR-NC）

转染进T24 细胞，36 h后收集细胞用于后续实验；进

一步用E2F3过表达质粒转染miR-144-3p-mimics组

和miR-NC组细胞，并收集细胞。

1.3 qPCR法检测膀胱癌组织和T24细胞中miR-144-3p

和E2F3 mRNA的表达水平

用TRIzol试剂提取组织和细胞中的总RNA，后逆

转录为cDNA。随后，使用TaqMan Universal Master Mix

Ⅱ试剂盒在Bio-Rad系统上进行qPCR。反应条件：95 ℃

预变性10 min，95 ℃变性30 s，60℃退火30 s，在74 ℃

延伸 30 s，共 40 次循环。引物序列：miR-144-3p F 为

5'-GGGAGATCAGAAGGTGATT-3'，R 为 5'-GTGCAG

GGTCCGAGGT-3'；E2F3 F 为 5'-GTTTCGGAAATG

CCCTTACA-3'，R为5'-CACTTCTGCTGCCTTGTTCA-

3'。结果采用2-△△ct法分析数据，以GAPDH为内参照，

计算目的基因mRNA的相对表达水平。

1.4 MTT法检测T24细胞的增殖能力

转染 36 h 后进行胰蛋白酶消化以收集各组细

胞，然后将细胞分别接种在 96孔板（5×10 3细胞/孔）

中。在第 1、2、3、4和 5 d向各孔中加入 20 µl MTT溶

液，4 h后在酶标仪波长490 nm处检测光密度（D）值，

并绘制细胞生长曲线。

1.5 流式细胞术检测T24细胞的细胞周期

收集各组细胞并用PBS洗涤，用胰酶消化后，将

细胞用 1% 牛血清白蛋白溶液洗涤，并在含有

0.5%Tween-20的乙醇中固定 30 min。PBS洗涤细胞

后，加入 100 µl RNase水浴 30 min，用 10 µg/ml PI于

室温下染色 30 min。上流式细胞仪检测细胞周期分

布情况并分析数据。

1.6 Transwell小室法检测T24细胞的侵袭能力

将各组细胞培养 48 h后，将细胞（2×104个细胞/

孔）重悬于 200 µl无血清培养基中，并加入预铺基质

胶的Transwell上室内，下室内加入500 µl RPMI 1640

和 20% FBS。继续培养 36 h后，取出小室、用棉签拭

去上室的细胞，用4%多聚甲醛溶液固定15 min后用
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1%结晶紫染色，漂洗干燥后，在倒 置 显 微 镜下

（×200）观察、计数侵袭细胞数。

1.7 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-144-3p 与

E2F3的靶向关系

利用 TargetScan（http://www.targetscan.org）软件

预测miR-144-3p与E2F3靶向结合位点。将E2F3克

隆到荧光素酶编码序列的下游，构建质粒。根据脂质

体转染使用说明书的方法进行操作，将上述构建的质

粒分别与 LipofectamineTM 2000 混合后转染 293T 细

胞。转染 48 h后，用双荧光素酶报告基因测定系统

检测荧光素酶活性。

1.8 WB法检测T24细胞中E2F3蛋白的表达

在含有 PMSF的RIPA裂解液中裂解各组细胞。

BCA 蛋白测定试剂盒用于检测蛋白浓度。后进行

SDS-PAGE、转膜，5%脱脂奶粉封闭2 h后，加入E2F3

（1∶1 000）和GAPDH（1∶500）一抗孵育 2 h，PBS洗涤

3次，加入的HRP标记的二抗（1∶2 000）室温孵育1 h，

加入BCL化学发光显色液，于暗室中进行曝光显影，

以GAPDH内参照，分析蛋白条带的灰度值。

1.9 统计学处理

qPCR法、MTT法、流式细胞术、Transwell小室法、

WB法等实验均重复3次。用SPSS 20.0统计学软件对

实验数据进行统计分析。正态分布的计量数据以 x̄±s

表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素

方差分析；皮尔逊相关系数用于评估表达的相关性。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-144-3p在膀胱癌组织和T24细胞中均低表达

qPCR法检测结果显示，膀胱癌组织中miR-144-3p

的表达水平显著低于正常膀胱上皮组织（0.49±

0.08 vs 1.00±0.09，t=5.618，P<0.01），MIBC 组织中

miR-144-3p表达水平明显低于NMIBC（0.48±0.06 vs

0.61±0.07，t=1.709，P<0.05）；miR-144-3p 在 T24 细

胞中的表达水平显著低于 SV-HUC-1细胞（0.35±

0.08 vs 1.00±0.01，t=7.628，P<0.01）。

2.2 过表达miR-144-3p显著降低T24细胞的增殖能力

qPCR 法检测结果（图 1A）显示，miR-144-3p

mimics组T24细胞中miR-144-3p表达水平显著高于

T24细胞组和miR-NC组（t=5.543、4.107，均P<0.01）。

MTT 实验结果（图 1B）显示，miR-144-3p mimics 组

T24细胞的增殖能力显著低于miR-NC组和T24细胞

组（t=4.861、6.635，均 P<0.01）。结果表明，过表达

miR-144-3p显著降低T24细胞的增殖能力。

**P<0.01 vs T24 or miR-NC group

图1 过表达miR-144-3p对T24细胞miR-144-3p表达（A）和增殖（B）的影响

Fig.1 Effects of miR-144-3p over-expression on the miR-144-3p expression (A) and proliferation (B) in T24 cells

2.3 过表达miR-144-3p使T24细胞阻滞在G0/G1期

流式细胞术检测结果（图 2）显示，miR-144-3p

mimics组T24细胞被阻滞在G0/G1期，而S期细胞的

百分率显著低于 T24细胞组和miR-NC组（t=5.507、

6.579，均P<0.01）。

2.4 过表达miR-144-3p显著降低T24细胞的侵袭能力

Transwell小室法检测结果（图 3）显示，miR-144-

3p-mimic 组 T24 细胞侵袭数显著少于 miR-NC 组和

T24 组（t=8.873、9.226，均 P<0.01）。结果表明，过表

达miR-144-3p降低T24细胞的侵袭能力。

2.5 miR-144-3p靶向抑制E2F3基因表达

应用生物信息学软件TargetScan将E2F3鉴定为

miR-144-3p的潜在靶标。为了验证该预测，荧光素

酶候选基因与报告基因下游每个靶标的3'-UTR一起

构建（图 4A）。萤光素酶活性测定法结果显示，当细

胞与含有野生型（WT）但不含 E2F3 的 MUT 3'-UTR

的荧光素酶质粒共转染时，miR-144-3p mimics显著

抑制萤光素酶活性（t=6.571，P<0.01;图 4B）。WB实
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验结果（图 4C）显示，miR-144-3p-mimics 显著降低

T24 细胞中 E2F3 的表达水平（t=10.283，P<0.01）。

qPCR法检测结果（图4D）显示，miR144-3p-mimics显

著降低了E2F3 mRNA的表达水平（t=7.439，P<0.01）。

实验结果表明，miR144-3p靶向作用于E2F3，从而在

mRNA和蛋白水平上调控E2F3的表达。

**P<0.01 vs T24 or miR-NC group

图2 miR-144-3p过表达对T24细胞周期的影响

Fig.2 Effect of miR-144-3p over-expression on cell cycle of T24 cells

**P<0.01 vs T24 or miR-NC group

图3 miR-144-3p过表达对T24细胞侵袭能力的影响（结晶紫染色，×200）

Fig.3 Effect of miR-144-3p over-expression on invasion ability of T24 cells (crystal violet staining, ×200)

**P<0.01 vs T24 or miR-NC group

A: Prediction of target gene of miR-144-3p; B: Luciferase assay for testing the targeting relationship between miR-144-3p and E2F3;

C: Relative protein level of E2F3; D: Relative mRNA level of E2F3

图4 miR-144-3p与E2F3基因的靶向关系

Fig.4 Targeting relationship between miR-144-3p and E2F3
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用 E2F3 过表达质粒转染 miR-144-3p-mimics 组

和miR-NC组T24细胞后，与miR-144-3p-mimics组相

比，两组细胞中E2F3蛋白表达水平显著升高（1.02±

0.29、0.96±0.15 vs 0.42±0.21，t=9.266、7.139，均P<0.01；

图 5A），E2F3 mRNA 表达水平显著升高（t=8.019、

8.116，P<0.01；图5B）；两组细胞的侵袭能力显著增强

（t=7.635、6.226，均P<0.01；图 5C，D）；两组细胞的增

殖能力显著增强（t=10.128、8.918，均P<0.01；图 5E）。

以上结果说明，miR-144-3p通过靶向调控E2F3表达

在膀胱癌中起抑制作用。

*P<0.05, **P<0.01 vs miR-144-3p-mimics group

A: The expression of E2F3 protein was detected by WB; B:The expression level of E2F3 mRNA was detected by qPCR;

C: Transwell chamber assay was used to detect the invasion of cells (crystal violet staining, ×200); D: Number of invasion cells;

E: MTT assay was used to detect the proliferation ability of cells

图5 过表达E2F3对T24细胞miR-144-3p表达、侵袭及增殖的影响

Fig.5 Effect of E2F3 over-expression on miR-144-3p expression, invasion and proliferation in T24 cells

3 讨 论

miRNA 是非编码蛋白的内源性 RNA，它是由

19~23个核苷酸组成的单链RNA，在细胞中具有多种

调控功能，在蛋白质转录后的表达中占据主要位

置[13-14]。miRNA在肿瘤细胞的增殖、分化、凋亡等过

程中起重要作用[15]。目前研究证明，miR-144-3p 在

大肠癌和肝癌中低表达，miR-144-3p 过表达可抑

制肿瘤的增殖与侵袭 [16-17]；而 miR-144-3p 在急性

髓细胞性白血病中高表达，且与患者的预后相

关 [13]。鉴于先前关于 miR-144-3p 作用机制的研

究报道很少，因此本研究主要探讨 miR-144-3p 在

膀胱癌发展进程中的作用及其分子机制。E2F

家族在调控细胞增殖、凋亡和分化中起着至关

重要的作用。 E2F3 在肿瘤发生中有致癌的作

用，有研究 [18]报道了在人类不同类型恶性肿瘤中
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E2F3 的功能和转录活性的改变，E2F3 是肿瘤相

关巨噬细胞中的关键转录因子，并影响肿瘤微

环境和肿瘤细胞的转移。本课题组前期研究 [6-7]

发现，E2F3 在膀胱癌组织中高表达，E2F3表达与

患者预后呈负相关；体外细胞实验证实，下调E2F3的

表达可抑制膀胱癌细胞的增殖及侵袭能力。

本研究利用生物信息学软件TargetScan分析预

测了miR-144-3p在E2F3上的结合位点，并通过萤光

素酶活性测定证实了 E2F3是miR-144-3p的直接靶

标。本研究中发现，miR-144-3p在膀胱癌组织中较

正常膀胱组织中低表达，而且MIBC中的表达水平低

于NMIBC，说明miR-144-3p可能在膀胱癌的侵袭中

发挥着重要的作用。进一步通过体外细胞实验证

实，miR-144-3p过表达可抑制膀胱癌 T24 细胞的增

殖及侵袭能力。同时通过 WB 和 qPCR 实验发现，

miR-144-3p过表达可显著抑制E2F3的表达，而上调

E2F3表达后对miR-144-3p的表达无明显影响，并

且恢复 T24 细胞的增殖及侵袭能力。结果表明，

miR-144-3p可靶向调控E2F3的表达从而抑制T24细

胞的增殖与侵袭能力。

综上所述，本研究发现miR-144-3p在膀胱癌组

织和T24细胞中低表达，miR-144-3p可能通过靶向调

控E2F3表达抑制 T24 细胞的增殖和侵袭能力，此

为浸润性膀胱癌的发病机制提供了理论依据。

miR-144-3p有望成为膀胱癌生物治疗的潜在新靶标。
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