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miR-302通过下调靶基因 RAB22A抑制膀胱癌进展 *
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摘要 目的：探讨 miR-302通过靶向调控 RAB22A影响膀胱癌进展的分子机制。方法：采用 RT-qPCR检测 miR-302在 HTB1和

RT112膀胱癌细胞系和膀胱内皮细胞系 HBdNEC中的表达；以 miRNA-NC、miR-302 mimic、miR-302 inhibitor转染细胞，并分为

以下几组：NC +control siRNA、miR-302 inhibitor +control siRNA、miR-302 inhibitor +RAB22A siRNA、NC+ vector、miR-302 mimic

+vector或 miR-302 mimic +RAB22A，再通过MTT实验分析膀胱癌细胞的增殖情况，细胞侵袭实验检测细胞侵袭情况，双荧光素

酶报告载体检测分析miR-302靶基因，Western blot检测 RAB22A在膀胱癌细胞中的表达。结果：HTB1和 RT112细胞中 miR-302

的表达明显低于 HBdNEC细胞(P<0.05)。miR-302高表达抑制膀胱癌细胞的增殖和侵袭；miR-302低表达时，膀胱癌细胞的增殖

和侵袭能力上升。生物信息学和双荧光素酶报告结果显示 RAB22A为 miR-302的靶基因。miR-302过表达后，细胞荧光素酶活性

显著下降(P<0.05)，RAB22A表达下调(P<0.05)；miR-302表达沉默后，细胞荧光素酶活性显著上升(P<0.05)，RAB22A表达上调
(P<0.01)。拯救实验显示 RAB22A表达沉默可逆转 miR-302表达沉默时对膀胱癌细胞增殖和侵袭能力上调的影响；而 RAB22A

过表达可逆转 miR-302过表达对膀胱癌细胞增殖和侵袭的抑制。结论：miR-302可通过抑制靶基因 RAB22A的表达，抑制膀胱癌

细胞的增殖及侵袭。
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MiR-302 Inhibits the Progression of Bladder Cancer by downregulating
the Target Gene RAB22A*

To investigate the molecular mechanism underlying by which miR-302 targeting RAB22A in bladder can-

cer progression. The expression of miR-302 in the bladder cell lines HTB1 and RT112 and bladder endothelial cell line HBd-

NEC was detected by RT-qPCR. miRNA-NC, miR-302 mimic and miR-302 inhibitor were transfected into bladder cancer cells, and di-

vided into the following groups: the NC +control siRNA, miR-302 inhibitor +control siRNA, miR-302 inhibitor +RAB22A siRNA, NC+

vector, miR-302 mimic +vector or miR-302 mimic +RAB22A, respectively. The proliferation was detected by MMT assay, and the inva-

sion was detected by Transwell assay. The dual luciferase reporter assay was performed to verify the target gene of miR-302. And the

protein expression of RAB22A in bladder cancer cells was detected by Western blot. The expression of miR-302 in HTB1 and

RT112 cells was significantly lower than that in HBdNEC cells. The proliferation and invasion of bladder cancer cells was inhibited by

the overexpression of miR-302; While the proliferation and invasion of bladder cancer cells were increased when the expression of

miR-302 was silenced. Bioinformatics and dual luciferase reporter results showed that RAB22A was the target gene of miR-302. The

activity of cell luciferase and the expression of RAB22A were significantly decreased when miR-302 was overexpressed. However, the

activity of cell luciferase and the expression of RAB22A were significantly increased when miR-302 was silenced. The rescue experi-

ments showed that knockdown of RAB22A reversed the increased proliferation and invasion abilities of bladder cancer cells induced by

miR-302 inhibitor. Overexpression of RAB22A reversed the inhibition on the proliferation and invasion of bladder cancer cells when

miR-302 was overexpressed. miR-302 inhibits the proliferation and invasion of bladder cancer cells by inhibiting the ex-

pression of target gene RAB22A.
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前言

膀胱癌属于泌尿系统的恶性肿瘤，在我国是发病率最高的

泌尿生殖系统肿瘤，该病的死亡率也非常高。膀胱癌的引发因素

复杂多样，主要包括性激素及性激素受体、病毒、饮酒、吸烟以

及体内缺乏微量元素等，发生机制主要包括致癌基因活性上

调、抑癌或细胞凋亡相关基因活性下调或丧失等[1]。膀胱癌细胞

容易发生转移和侵袭，因此易复发，也增加了膀胱癌的治疗难度。

目前的研究表明特定的 miRNAs的异常表达可能参与调

控膀胱癌变过程。Catto等[2]报道在膀胱癌组织和细胞中有 16

种 miRNAs表达异常；此后，Chen等[3]报道显示在膀胱癌细胞

中有 41种 miRNAs表达显著上调，33种 miRNAs表达显著下

调；越来越多的研究显示在膀胱癌组织中，miR-125、miR-143、

miR-145以及 miR-490-5p的表达显著下调 [4-8]。目前研究显示

miR-302参与胃癌[9,10]、子宫内膜癌[11,12]、结直肠癌及黑色素瘤[13]

等癌症的发生发展，而其与膀胱癌关系的相关性尚不完全明

确。本研究结果显示膀胱癌细胞中 miR-302的表达异常下调，

在此基础上通过分析 miR-302潜在靶基因及采用分子生物学

等方法研究 miR-302在膀胱癌进展中的调控作用，旨在为膀胱

癌的治疗及诊断提供更有价值的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

膀胱癌细胞 RT112、HTB1及膀胱内皮细胞均于上海生工

公司采购。于上海吉玛制药技术有限公司合成 miR-302、

RAB22A、GAPDH、U6等引物以及 siRAB22A、miR-302 mimic、

miRNA-NC、miR-302 inhibitor。于美国 Invitrogen 公司购买

Lipofectamine2000脂质体、Trizol、胎牛血清、McCoy's培养基

和 1640培养基等。

1.2 细胞培养

以 HTB1、RT112膀胱癌细胞和膀胱内皮细胞为研究模型

进行研究。利用 1640培养基培养 RT112细胞，McCoy's培养基

培养 HTB1细胞，细胞中均含 10%太牛血清和 100 滋moL/mL
青霉素及链霉素。将细胞置于 5% CO2恒温箱中 37℃条件下培

养，培养结束后选取生长状态较好的细胞应用于后续实验。

1.3 细胞转染

利用 Lipofectamine2000 脂质体将 siRAB22A、miR-302

mimic、miRNA-NC、miR-302 inhibitor 分别转染至 RT112 或

HTB1 细胞系中，正常细胞培养 24 h，结束培养后利用

RT-qPCR检测细胞转染效率。

1.4 细胞总 RNA提取

将培养的细胞收集于无菌干净的 RNase free EP管中，管

中加入 1 ml Trizol试剂，剧烈震荡，再加入 0.2 mL氯仿并完全

混合均匀，静置 1 min后于低温高速离心机中 13000 rpm离心

15 min，分离出上清液转移至新的 EP管中，向其中加入 1/2上

清液体积的异丙醇，于 -20℃冰箱中静置 10 min，再于低温高速

离心机中 13000 rpm离心 10 min，弃去上清，随后利用 75%浓

度的乙醇洗涤沉淀两次，洗涤完毕于超净工作台中风干，利用

30 滋L RNase-free 水溶解沉淀。利用超微量分光光度计检测

RNA质量。

1.5 反转录及实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）

根据M-MLV试剂盒说明书进行反转录，并检测反转录质

量。利用 miScript和 Power SYBR Green PCR Master Mix试剂

盒根据说明书分别检测 miRNA或 mRNA表达水平。

1.6 细胞增殖（MTT）实验

利用胰蛋白酶将培养的细胞酶解为单细胞，随后将单细胞

液转接至 96孔检测板中，正常细胞培养条件下继续培养 48 h，

培养结束于全自动荧光酶标仪中检测细胞液于 490 nm处的吸

光值，记录检测数据并绘制细胞生长曲线。一定范围内，OD值

越大，细胞数越多。

1.7 细胞侵袭实验

于 24孔板中培养待检测细胞过夜，直至细胞融合度约为

70%，转染细胞，随后于细胞培养板中放置孔径为 8 滋m的 PET

膜小室，将稀释 8倍的Matrigel胶均匀涂布于该小室中底部，

200 滋L无菌血清培养基重悬待检测细胞，并于转移至培养室
上孔中，利用完全培养基作为趋化物置于下孔板中，正常细胞

培养条件培养 24 h，将未发生侵袭的细胞擦除，并用 0.1%结晶

紫溶液染色，于光学显微镜下检测并记录实验结果。

1.8 结合位点预测

利用 microRNA.org-Targets and Expression（http://34.236.

212.39/microrna/microrna/ getGeneForm.do） 以及 Target Scan

Human 7.1 （http://www.targetscan.org/vert_71/） 在 线 预 测

miR-302的靶向基因，分析记录miR-302与靶基因的结合位点。

1.9 双荧光酶报告检测

构建 RAB22A基因 mRNA miR-302预测结合位点序列或

结合位点突变序列，并将其构建至 pmirGLO报告载体中。利用

DharmFECT Duo 试 剂 将 miRNA-NC、miR-3188 mimic 或

miR-3188 inhibitor与所构建的 pmirGLO报告载体分别转染膀

胱癌细胞，正常培养 48 h，培养结束后利用 Dual-Glo Luciferase

系统检测分析实验结果。

1.10 蛋白提取定量及Western blot检测

收集培养的待检测细胞，向其中加入 RIPA试剂裂解细

胞，震荡混匀后于冰上静置 20 min，于低温高速离心机中

13000 rpm离心 20 min，分离出上清液并转移至新的收集管中。

根据 BCA方法检测分析蛋白液浓度，并用Western blot检测分

析目的蛋白的表达水平。向待检测蛋白液中加入加样缓冲液，

100℃加热变性；SDS-PAGE法于 80V恒压电泳分离蛋白；于转

移缓冲液中用 200 mA恒流将目的蛋白转移至醋酸纤维膜；利

用 TBST配置 5%脱脂奶粉封闭液，转膜结束后加入封闭液室

温处理 1 h，并将 RAB22A一抗稀释 500倍后进行孵育，置于

4℃冰箱中过夜孵育；利用 TBST溶液将膜清洗 3次，每次清洗

5 min；将羊抗兔二抗稀释 1000倍后进行孵育，室温孵育 1 h，

随后利用 TBST再次清洗 3次，每次清洗 5 min；利用 ECL显

影液显影拍照并记录实验结果，内参为 GAPDH。

1.11 统计学分析

本研究结果均以平均值± 标准差表示，采用 SPSS19.0进

行统计学分析，数据差异统计分析利用单因素方差分析（ANO-

VA）和 Student's t检验。以 P值小于 0.05表明差异具有统计学

意义。
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图 2 miR-302的表达改变对膀胱癌细胞增殖和侵袭的影响

Fig.2 Effect of the changes of miR-302 expression on the proliferation and invasion of bladder cancer cells

Note: *P<0.05, **P<0.01, compared with the NC group.

2 结果

2.1 miR-302在膀胱内皮细胞与膀胱癌细胞中的表达

首先，采用RT-qPCR检测膀胱癌细胞系中miR-302的表达。

结果显示（图 1）：与膀胱正常内皮细胞系 HBdMEC相比，HTB1

和 RT112细胞系中 miR-302的表达水平明显下调（P<0.05）。

2.2 miR-302的表达改变对膀胱癌细胞增殖和侵袭的影响

为了深入了解 miR-302是否参与膀胱癌的发生发展及在

该过程中的生物学作用，本研究以 HTB1和 RT112细胞系为

研究模型，利用 NC、miR-302 mimic或 miR-302 inhibitor分别

转染 HTB1或 RT112细胞，分析 miR-302的表达改变在膀胱

癌细胞增殖和侵袭中的作用。首先，采用 RT-qPCR检测细胞转

染后 miR-302的表达，结果显示（图 2A）：与 NC转染组相比，

miR-302 mimic 转染组 HTB1 和 RT112 细胞中 miR-302 表达

都显著上调（P<0.01），miR-302 inhibitor转染组细胞中 miR-302

表达显著下调（P<0.05）。MTT实验检测结果显示（图 2B）：与

NC转染组相比，miR-302 mimic转染组细胞的吸光值都显著上

升（P<0.05），miR-302 inhibitor转染组细胞的增殖能力都明显
下降（P<0.01）。细胞侵袭实验显示（图 2C、D）：miR-302 mimic

转染组细胞侵袭数量明显低于 NC 组（P<0.05），miR-302 in-

hibitor转染组细胞侵袭数量明显高于 NC inhibitor组（P<0.01）。
上述结果提示 miR-302在膀胱癌细胞中表达上调时，细胞增殖

和侵袭能力都显著下调；而表达下调时，细胞增殖和侵袭能力

显著上调。

2.3 miR-302靶向调控 RAB22A的表达

利用生物信息学预测分析 miR-302靶向调控基因以及结

合位点，结果显示（图 3A）在 RAB22A mRNA的 3'-末端具有

miR-302的结合位点。构建 RAB22A mRNA 3'-UTR野生型和

图 1 miR-302在膀胱癌细胞和膀胱内皮细胞中的相对表达

Fig.1 Relative expression of miR-302 in bladder cancer cells and bladder

endothelial cells

Note: *P<0.05, compared with the HBdMEC group.
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图 4 miR-302调控 RAB22A的表达

Fig.4 miR-302 regulates the expression of RAB22A

Note: *P<0.05, **P<0.01, compared with group NC.

图 3 miR-302调控 RAB22AWT-3'UTR和MT-3'UTR双荧光酶报告载体荧光活性

Fig.3 miR-302 regulates the activity of RAB22A WT-3'UTR and MT-3'UTR Dual-Luciferase reporter vector

Note: *P<0.05, **P<0.01, compared with group NC.

突变型荧光报告酶载体，验证其是否受 miR-302直接调控。结

果显示（图 3B、C）：在 RAB22A mRNA 3'-UTR 野生型荧光报

告酶载体转染细胞中，与 NC转染组相比，当 miR-302 mimic

转染细胞时，细胞荧光酶活性显著下降（P<0.05），当 miR-302

inhibitor转染细胞时，细胞荧光酶活性显著上升（P<0.05）；而当
RAB22A mRNA 3'-UTR 突变型荧光素酶报告载体转染细胞

时，细胞中荧光酶活性无显著变化。

采 用 RT-qPCR 和 Western blot 进 一 步 miR-302 对

RAB22A的调控。结果显示（图 4），与 NC转染相比，miR-302

mimic 转染膀胱癌细胞时，RAB22A 的表达水平显著下降

（P<0.05），miR-302 inhibitor转染细胞时，RAB22A表达水平显
著升高（P<0.01）。
2.4 RAB22A逆转 miR-302对膀胱癌的影响

利用拯救实验验证 miR-302通过靶向调控 RAB22A表达

调控膀胱癌增殖和侵袭。首先采用 NC +control siRNA、

miR-302 inhibitor +control siRNA 或 miR-302 inhibitor

+RAB22A siRNA分别转染膀胱癌细胞。结果显示（图 5）：与

NC +control siRNA 组相比，miR-302 inhibitor +control siRNA

转染细胞时，RAB22A蛋白表达水平显著上调（P<0.05），同时
细胞增殖和侵袭能力显著上升（P<0.05）；与 miR-302 inhibitor

+control siRNA 转染相比，miR-302 inhibitor +RAB22A siRNA

转染细胞时，miR-302表达沉默引起的 RAB22A蛋白表达水平

上调则得以逆转，并且细胞增殖和侵袭能力的上调也得以逆转

（P<0.05）。
再采用 NC+ vector、miR-302 mimic +vector 或 miR-302

mimic +RAB22A分别转染膀胱癌细胞。与 NC+ vector转染相

比，当 miR-302 mimic +vector转染细胞时，RAB22A蛋白表达

水平显著下调，细胞增殖和侵袭能力显著下降；与 miR-302

mimic +vector转染相比，当 miR-302 mimic +RAB22A转染细

胞时，miR-302过表达对 RAB22A蛋白表达水平的抑制得以逆

转，同时 miR-302过表达对细胞增殖和侵袭能力的抑制作用也

得以逆转（图 6）。
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图 5 RAB22A敲除逆转 miR-302沉默对膀胱癌进程的促进作用

Fig.5 Knockdown of RAB22A reverses the enhance on the bladder cancer progression of miR-302 silence

Note: 1, NC +control siRNA; 2, miR-302 inhibitor +control siRNA; 3, miR-302 inhibitor +RAB22A siRNA. *P<0.05, #P<0.05, compared with group
miR-302 inhibitor +control siRNA.

3 讨论

近年来越来越多的研究显示 miRNAs在人细胞生命活动

中发挥非常重要的调控作用，并且参与调控多种多样的信号转

导途径，其中包括较多参与人类疾病发生发展的信号途径。在

细胞中，miRNAs通常通过调控功能基因的表达影响信号途径

的活性，从而发挥调控细胞生命活动的作用。有研究显示

miRNAs可能参与多种肿瘤的发生发展，在不同的肿瘤细胞

中，某些特定的 miRNAs 表达水平发生显著变化，例如

miR-26、miR-221及 miR-223等在膀胱癌细胞中的表达水平异

常上调[14]；在肾透明细胞癌中，miR-21的表达水平也呈现显著

异常现象 [15]；另有报道显示在前列腺癌细胞中，let7c 和

miR-30c的表达水平显著下降，而 miR-622的表达水平则显著

上调[16]。目前尚未有报道显示 miR-302在膀胱癌发生发展过程

中毒额作用,本研究结果显示膀胱癌细胞 miR-302的表达显著

下降，提示其可能参与了膀胱癌的发生和发展。

Yan等[12]研究显示 miR-302 可抑制子宫内膜癌细胞系的

增殖和侵袭，抑制细胞由 G2期向M期转变。另外，miR-302可

抑制 Ishikawa癌细胞移植而引起免疫缺陷小鼠的致癌作用；在

子宫内膜癌细胞系中，miR-302可抑制 CDK1和 Cyclin D1的

表达，并且直接靶向调控 Cyclin D1 表达。Ma 等 [9]研究显示

miR-302在胃癌组织和细胞中表达显著下调，当患者胃癌细胞

中 miR-302表达水平较低时易发生淋巴结转移，表达水平越低

TNM 分级越高，癌细胞侵袭能力越强，患者胃癌细胞中

miR-302表达水平越低，整体生存时间越短。Maadi等[13]研究显

示 miR-302通过调控信号通路活性调控黑色素瘤和直肠癌细

胞的增殖、肿瘤组织血管再生和细胞侵袭，并可以抑制上皮细

胞向间质性细胞转变。Khodayari等[15]报道 miR-302可调控胚

胎干细胞分化，并且在恶性胸膜间皮瘤细胞中 miR-302表达显

著下降，miR-302可靶向调控Mcl-1表达，当在恶性胸膜间皮瘤

细胞中过表达时可抑制细胞增殖，并诱导细胞凋亡。Wang等[14]

报道 miR-302在乳腺癌细胞中表达下调，miR-302在其中表达

上调时可靶向抑制 BCRP表达，并增加乳腺癌细胞对药物的敏

感性。本研究显示 miR-302在膀胱癌细胞系中的表达水平显著

下调，其过表达可显著抑制膀胱癌细胞的增殖和侵袭，而

miR-302表达沉默时膀胱癌细胞的增殖和侵袭能力显著增强。

在细胞中，miRNAs通常通过靶向调控功能基因影响细胞各种

生命活动，本研究采用生物信息学和双荧光素酶报告载体验证

显示在膀胱癌细胞中 miR-302 可直接靶向抑制 RAB22A 表

达。Zhou等[17]研究显示 RAB22A在肺癌细胞中过表达，当其在
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图 6 RAB22A过表达逆转 miR-302过表达对膀胱癌进程的抑制作用

Fig.6 Overexpression of RAB22A reverses the inhibition on bladder cancer progression of miR-302 overexpression

Note: 1, NC+ vector; 2, miR-302 mimic +vector; 3, miR-302 mimic +RAB22A. **P<0.01, ##P<0.01, compared with group miR-302 mimic+ vector.

肺癌细胞中表达沉默时细胞迁移和侵袭能力被抑制；在肺癌细

胞中 RAB22A 与 CD147 互作，RAB22A 表达沉默时，CD147

表达水平也显著下降。Su等[18]报道 RAB22A在黑色素瘤组织

和细胞中表达显著上调，并且患者组织中 RAB22A表达水平

越高生存时间越短，在转移性黑色素瘤组织中 RAB22A表达

水平显著上调；当 RAB22A表达沉默时，黑色素瘤细胞的增殖

和侵袭能力显著下降。Yu 等 [19] 报道在黑色素瘤细胞中，

RAB22A受 miR-211直接靶向调控，DNMT1可通过调控表达

miR-211的 DNA启动子甲基化影响其表达水平，DNMT1在黑

色素瘤细胞中表达上调并抑制 miR-211 表达，从而促进

RAB22A表达，以此调控黑色素瘤细胞的上皮 -间质转化，并

影响细胞的增殖和侵袭。Xiong等[20]报道 miR-204参与调控肾

透明细胞癌进展，在肾透明细胞癌中 miR-204直接靶向调控

RAB22A，当 miR-204高表达时可抑制肾透明细胞癌增殖和侵

袭；当 RAB22A过表达时可逆转 miR-204对肾透明细胞癌进

展的抑制作用。

本研究结果表明 miR-302过表达可抑制 RAB22A在膀胱

癌细胞系中的表达，而 miR-302表达沉默时 RAB22A表达水

平显著上调。拯救实验显示 RAB22A表达沉默可逆转 miR-302

表达沉默时膀胱癌细胞增殖和侵袭能力的上调，并且 RAB22A

过表达可逆转 miR-302过表达时对膀胱癌细胞增殖和侵袭能

力的抑制作用。因此，miR-302可通过靶向抑制 RAB22A表达

抑制膀胱癌进展，这为膀胱癌发病机制及其治疗的研究提供了

重要的理论基础。
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