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UHRF1在膀胱尿路上皮癌中对 HIF1琢-VEGF通路的调控作用 *
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摘要 目的：本文研究旨在探讨 UHRF1对膀胱癌早期诊断和预后的价值。方法：本文研究收集 26例膀胱癌病人的癌旁组织和癌

症组织，同时用人 BCa细胞 T24细胞作为体外模型。CCK-8分析、TUNEL染色、LDH活性和 Caspase 3/8/9蛋白表活性达水平被

用于检测 UHRF1的作用。qRT-PCR检测、基因芯片和Western blotting被用于检测 UHRF1下游通路。结果：与癌旁组织对比，在

膀胱尿路上皮癌膜组织中 UHRF1表达量显著激活。同时，III-IV膀胱癌患者的膀胱尿路上皮癌膜组的 UHRF1表达显著高于 I-II

膀胱癌患者组。上调 UHRF1能够促进膀胱癌细胞增殖和减少 LDH活性水平。在 UHRF1上调 3天和 5天时，膀胱癌细胞中

Caspase-3/9活性被抑制。UHRF1过表达能够激活 VEGF和 HIF1琢 mRNA和蛋白表达。激活 HIF1琢-VEGF通路抑制 UHRF1对膀

胱癌细胞增殖的调节作用。结论：UHRF1通过 HIF1琢-VEGF通路，促进膀胱癌细胞增殖，提示 UHRF1可作为预测膀胱癌的分子

标志物。
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The Regulatory Effect of UHRF1 on HIF1琢-VEGF Pathway
in Bladder Urothelial Carcinoma*

Bladder cancer is one of the most common diagnostic cancers in the world, and it is also the most lethal ma-

lignant tumor of urinary system. This study explored the value of uhrf1 in early diagnosis and prognosis of bladder cancer. In

this study, 26 patients with bladder cancer were collected from the adjacent tissues and cancer tissues, and Bladder cancer cells line T24

cells were used as in vitro models. CCK-8 analysis, TUNEL staining, LDH activity and Caspase 3/8/9 protein surface activity levels were

used to detect the effects of UHRF1.Qrt-pcr, gene chip and Western blotting were used to detect the downstream UHRF1 pathway.

Compared with paracancerous tissues, the expression of uhrf1 was significantly activated in bladder urothelial carcinoma. At the

same time, the expression of uhrf1 in bladder urothelial cancer membrane group was significantly higher than that in I-II bladder cancer

group. Up regulation of uhrf1 can promote bladder cancer cell proliferation and reduce LDH activity. Caspase-3 / 9 activity in bladder

cancer cells was inhibited after 3 and 5 days of upregulation of uhrf1. Over expression of uhrf1 can activate the expression of VEGF and

HIF1琢 mRNA and protein. Activation of HIF1琢-VEGF pathway inhibits the regulation of uhrf1 on the proliferation of bladder cancer

cells. Uhrf1 can promote the proliferation of bladder cancer cells through HIF1琢-VEGF pathway, suggesting that uhrf1 can

be used as a molecular marker to predict bladder cancer.
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前言

膀胱癌（bladder cancer, BC）是泌尿系统最致命的恶性肿

瘤，其发病率在男性恶性肿瘤中居第四位[1]。75%的 BC是非肌

肉浸润性 BC（NMIBC），其中 20%到 80%会有 1次或多次复

发，15%到 25%会发展为肌肉浸润性肿瘤[2]。因此，NMIBC患者

需要经常和长期的监测[3]。对于高危 NMIBC患者，膀胱镜检查

需要结合尿细胞学检查[4]。目前临床上对 BC患者尚无有效的

治疗方法[5]，研究发现，约半数患者在根治术后发生膀胱癌复发

转移[6]。目前膀胱癌的病理机制尚不清楚，这给膀胱癌的治疗带

来了局限性[7]。氧化应激是导致细胞损伤和死亡的主要因素 [8]。

HIF1琢系统通过诱导解毒酶和代谢酶在克服氧化应激中起着
关键作用[8]。在正常条件下，HIF1琢的蛋白质降解抑制了其向细
胞核的转运 [9,10]。然而，氧化应激 /外源诱导的 HIF1琢构象变化
阻止 VEGF降解，导致靶基因转录上调和随后的细胞保护 [11]。

这种细胞机制对于维持正常的组织结构和器官功能是必不可
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少的[10,11]。

泛素样含 PHD 和环指域 1（Ubiquitin-like with PHD and

ring finger domains 1，UHRF1），在人类中也称为 ICBP90或在

小鼠中称为 Np95，通过允许 DNA甲基化和组蛋白修饰之间的

相互连接，起到表观遗传协调作用 [12]。有力的证据表明，

UHRF1的表达与肿瘤的发生密切相关，提示 UHRF1可能是肿

瘤诊断和预后的一个潜在的生物标志物[13,14]。UHRF1的表达与

癌细胞的增殖潜能显著相关[15,16]。UHRF1的过度表达与人类不

同恶性肿瘤的侵袭性有关，探索 UHRF1调控的分子机制有助

于肿瘤治疗学的发展[17]。本次研究探讨 UHRF1对膀胱癌早期

诊断和预后的价值。

1 材料与方法

1.1 病人和样本

本次研究，收集 26例 BC病人，术前经膀胱镜检查和活检

术后病理证实为膀胱癌，所有手术均在无菌条件下进行。采集

膀胱癌组织，并进行病理分期和分级，按照选取标本患者经完

整病例报告确认，术前未接受放、化疗，为初治病例。参照世界

卫生组织（WHO）标准进行病理分级:G1级 12例，G2级 9例，

G3级 5例，按照 TMN(Ta、T1)系统进行临床分期：T1-T2期 15

例，T3-T4期 11例。同期取距离肿瘤组织 4 cm处癌旁组织作

为对照组。医院伦理委员会批准本次研究，同时所有患者签署

知情同意。膀胱癌患者临床特征与UHRF1表达量关系，如表1。

Variable Number of patients
Uhrf1 expression

P
Low expression (%) High expression (%)

Sex

Male 13 5 (38.46) 8 (61.54) 0.391

Female 13 6 (46.15) 7 (53.85)

Age

≤ 60 18 7 (38.89) 11 (61.11) 0.249

>60 8 3 (37.50) 5 (62.50)

Pathological differentiation

IV 12 3 (25.00) 9 (75.00) 0.002

III 9 4 (44.44) 5 (55.56)

I-II 5 3 (60.00) 2 (40.00)

Clinical staging

T1-T2 15 9（60.00） 6（40.00） 0.015

T3-T4 11 7(63.63) 4(36.36)

Lymphatic metastasis

Yes 10 7(70.00) 3(30.00) 0.024

No 16 10(62.50) 6(37.50)

表 1 膀胱癌患者临床特征与 UHRF1表达量关系

Table 1 Relationship between clinical features and UHRF1 expression in patients with bladder cancers

1.2 qRT-PCR检测和基因芯片

总 RNA用 TRIzol试剂（Takara）提取，并用反转录试剂盒

（Takara）反转录到 cDNA。用分光光度计测定 RNA的含量和

密度。使用 SYBR Green Master MIX Kit（日本 Takara）进行实

时定量 PCR（qRT PCR）操作，条件为 95℃持续 1 分钟；35 个

循环，95℃持续 15秒，60℃持续 15秒，72℃持续 30秒；最后

95℃、65℃和 30 ℃各持续 1分钟。采用 ABI-PRISM 7900HT

RT-PCR系统，进行检测，用 2-△ △ Ct法检测相关基因表达水平。

安捷伦人类 mRNA基因芯片被用于本次研究。安捷伦微阵列

扫描仪（G2565CA）和特征提取软件 10.7被用于分析数据。

1.3 Western blotting
采用 RIPA缓冲液（Beyotime）加上 PMSF（Yeason，中国上

海）提取总蛋白。用 BCA测定蛋白质含量。用 10%SDS-PAGE

凝胶分离总蛋白质，然后转移到 PVDF膜上。用 5%牛血清白蛋

白封闭 60分钟后，用小鼠抗人单克隆 UHRF1、VEGF、HIF1琢
和 GAPDH（1:10000，ab8245，Abcam）在 4℃下过夜。然后将膜

暴露在二抗体中 60分钟。用 ECL-Plus印迹试剂盒孵育条带，

并用成像系统（中国上海塔农）进行分析。

1.4 细胞培养和转染

我们从中国科学院细胞银行（上海）购买了人 BCa T24细

胞。采用含 10%FBS（Gibco，USA）和 1%青霉素 / 链霉素

（Corning，Lowell，MA）的 DMEM在 37℃和 5% CO2条件下进

行细胞培养。用表达 UHRF1、siUHRF1或 VEGF质粒载体转染

细胞，从 Genomeditech 公司（中国上海）购买，并用 Lipofec-

tamine 2000进行转染。

1.5 CCK-8分析

444窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.3 FEB.2021

将细胞接种到 96孔板中，每孔 1000个细胞。在每个时间

点（0、3和 5天），向培养基中加入 10 滋L细胞计数试剂盒 8

（CCK-8）溶液。在 37℃的 5% CO2中孵育 3 h，在 490 nm处测

定各孔的吸光度。

1.6 TUNEL染色

转染 5 天，细胞用 PBS洗 2 次，用 4%多聚甲醛固定（含

0.3% Triton X-100的 PBS），TUNEL试剂盒（beyotime）染色；用

DM5000B显微镜（Leica biosystems，Wetzlar，德国）观察细胞。

1.7 LDH活性和 Caspase 3/8/9蛋白表活性达水平

转染 5天，用 RIPA裂解缓冲液提取蛋白，用 BCA测定蛋

白质含量。LDH试剂盒被用于检查 LDH活性表达量。样本用

酶标仪用于检测 450 nM吸光度。

转染 3和 5天，用 RIPA裂解缓冲液提取蛋白，用 BCA测

定蛋白质含量。Caspase 3/8/9试剂盒被用于 Caspase 3/8/9蛋白

表活性达水平。样本用酶标仪用于检测 405 nM吸光度。

1.8 统计分析

数据采用统计软件包（V.20.0，SPSS）进行分析。所有定量

结果均以平均值± 标准差表示。比较两组采用 Student's t-test，

比较三组采用 one-way analysis of variance (ANOVA) and

Tukey's post test。P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 在膀胱尿路上皮癌中 UHRF1表达量

本研究发现，与癌旁组织对比，在膀胱尿路上皮癌膜组织

中 UHRF1表达量显著激活（图 1A）。同时，III-IV膀胱癌患者的

膀胱尿路上皮癌膜组的 UHRF1表达显著高于 I-II膀胱癌患者

组（图 1B）。这结果显示，UHRF1可能是调控膀胱癌发生的重

要基因，但是机制尚不清楚，需要继续研究。

图 1 在膀胱尿路上皮癌中 UHRF1表达量

注：UHRF1 mRNA表达量（A和 B）。Normal,癌旁组织组；Cancer,膀胱尿路上皮癌膜组；I-II Cancer, I-II膀胱癌患者的膀胱尿路上皮癌膜组；

III-IV Cancer, III-IV膀胱癌患者的膀胱尿路上皮癌膜组。#,与癌旁组织组比较，P<0.01；##,与假手术对照组比较，P<0.05。
Fig.1 UHRF1 expression in urothelial carcinoma of the bladder Expression of UHRF1 Mrna (A and B).

Note: Normal, sham control mice group; Glaucome, glaucoma model mice group. ##P<0.01 compared with sham control mice group. Normal, adjacent

tissue group; Cancer, urothelial carcinoma of the bladder group; Bladder urothelial carcinoma membrane group in patients with i-ii bladder Cancer;

Bladder urothelial carcinoma membrane group in patients with iii-iv Cancer.Compared with the para-cancer group, P<0.01; Compared with the control
group, P<0.05.

2.2 UHRF1调节膀胱癌细胞增殖

然后，本课题组继续研究 UHRF1对膀胱癌细胞增殖的影

响。UHRF1质粒能够上调 UHRF1在膀胱癌细胞中的表达量

（图 2A）。同时，上调 UHRF1能够促进膀胱癌细胞增殖和减少

LDH活性水平（图 2B-2C）。 Si-UHRF1能够下调 UHRF1在膀

胱癌细胞中的表达量（图 2D）。下调 UHRF1能够减少膀胱癌细

胞增殖和提高 LDH 活性水平（图 2E-2F）。这些结果说明，

UHRF1能够抑制膀胱癌细胞增殖，但机制不清楚。

图 2 UHRF1调节膀胱癌细胞增殖

注：在上调 UHRF1试验中 UHRF1表达量（A）、细胞增殖（B）和 LDH活性（C）；在下调 UHRF1试验中 UHRF1表达量（D）、细胞增殖（E）和 LDH

活性（F）。Negative,空白对照组；UHRF1,上调 UHRF1组；si- UHRF1,下调 UHRF1组。##,与对照组比较，P<0.05。
Fig.2 UHRF1 regulated cell growth of bladder cancer cells

Note: UHRF1 expression (A), cell growth (B) and LDH activity levels (C) by over-expression of UHRF1; UHRF1 expression (D), cell growth (E) and

LDH activity levels (F) by down-regulation of UHRF1.

Negative, negative control group; UHRF1, UHRF1 over-expression group; si- UHRF1, UHRF1 down-regulation group. ##P<0.05 compared with negative

control group.
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2.3 UHRF1调节膀胱癌细胞的 Caspases活性通路

本次研究探索 UHRF1对膀胱癌癌细胞增殖的机制，首先

分析 UHRF1对调控 Caspases信号通路的作用。在 UHRF1上

调 3天和 5天时，膀胱癌细胞中 Caspase-3/8/9活性被抑制（图

3A-3B）。TUNEL染色显示，UHRF1上调可能减少膀胱癌凋亡

（图 3C）。同时，在 UHRF1下调 3天和 5天时，膀胱癌细胞细

胞中 Caspase-3/8/9信号通路被激活（图 3D-3E）。TUNEL染色

显示，UHRF1下调可能促进膀胱癌凋亡（图 3F）。这些结果说

明，UHRF1通过抑制 Caspases信号通路，抑制膀胱癌增殖，但

机制不清楚。

图 3 UHRF1调节膀胱癌细胞的 Caspases活性通路

注：在上调 UHRF1试验中 Caspases活性通路（A和 B）, TUNEL staining (C);在下调 UHRF1试验中 Caspases活性通路（D和 E）, TUNEL staining

(F)。Negative,空白对照组；UHRF1,上调 UHRF1组；si-UHRF1,下调 UHRF1组。##,与空白对照组比较，P<0.05。
Fig.3 UHRF1 regulates caspases activity pathway in bladder cancer cellsZ

Note: Caspases active pathway (A and B), TUNEL staging (C) in the up-regulation of UHRF1; caspases active pathway (D and E), TUNEL staging (F) in

the down-regulation of UHRF1.Negative, negative control group; Uhrf1, up-regulation of Uhrf1 group; Si-Uhrf1, down-regulation of Uhrf1 group.

##Compared with the negative control group, P<0.05.

2.4 UHRF1通过 HIF1琢-VEGF通路调节膀胱癌细胞增殖
本次研究探索 UHRF1调控靶点,首先运用基因芯片进行

筛选实验。HIF1琢-VEGF通路可能是 UHRF1的调控靶点（图

4A）。PCR结果显示，UHRF1过表达能够激活 VEGF和 HIF1琢
mRNA表达（图 4B-4C）。与空白对照组相比，在上调 UHRF1条

件下，膀胱癌细胞中 VEGF和 HIF1琢蛋白表达量被激活（图
4C-4F）。在下调 UHRF1 条件下，膀胱癌细胞中 VEGF 和

HIF1琢 蛋白表达量被抑制 （图 4G-4I）。这些结果说明，

HIF1琢-VEGF通路是 miR-1298调控靶点，参与膀胱癌细胞增

殖，但是机制还需要继续研究。

2.5 激活 HIF1琢-VEGF通路抑制 UHRF1对膀胱癌细胞增殖的

调节作用

本研究验证 HIF1琢-VEGF通路是 UHRF1 调控靶点。 膀

胱癌细胞中，VEGF质粒逆转 UHRF1下调对 HIF1琢-VEGF通
路的抑制作用（图 5A-5C）。同时也发现，VEGF 可以激活

UHRF1下调对 Caspases活性通路作用，抑制膀胱细胞作用，

（图 5D-5G）。本结果显示，激活 HIF1琢-VEGF通路抑制 UHRF1

对膀胱癌细胞增殖的调节作用。

3 讨论

NMIBC通常预后良好，但也有很高的疾病复发风险和

10%-20%的肌肉浸润性疾病的发展风险[1,17]。根治性膀胱切除术
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图 4 UHRF1通过 HIF1琢-VEGF通路调节膀胱癌细胞增殖
注：热图（A）, VEGF和 HIF1琢mRNA表达量（B和 C），在上调 UHRF1试验中VEGF和 HIF1琢蛋白表达（D、E和 F）;在下调UHRF1试验中VEGF和

HIF1琢蛋白表达（G、H和 I）。Negative,空白对照组；UHRF1,上调 UHRF1组；si- UHRF1,下调 UHRF1组。##,与空白对照组比较，P<0.05。
Fig.4 Uhrf1 regulates bladder cancer cell proliferation through HIF1琢-VEGF pathway

Note: Heat map (a), VEGF and HIF1琢 mRNA expression (B and C), VEGF and HIF1琢 protein expression (D, E and F) in upregulation of Uhrf1, and

VEGF and HIF1琢 protein expression (g, h and I) in downregulation of Uhrf1.

Negative, negative control group; Uhrf1, up-regulation of Uhrf1 group; Si-Uhrf1, down-regulation of Uhrf1 group. ##Compared with the negative control

group, P<0.05. Luciferase activity level (A),binding site of setd7 and mir-1298 (B), SetD7 protein expression (C and D) by over-expression of miR-1298;

SetD7 protein expression (E and F) by down-regulation of miR-1298.

Negative, negative control group; miR-1298, miR-1298 over-expression group; si- miR-1298, miR-1298 down-regulation group. ##P<0.01 compared with

negative control group.

伴尿流改道是治愈率最高的治疗方法[18]，然而由于膀胱癌易复

发，发生侵袭和转移，患者生存率很低，因此阻止癌症发生侵袭

和转移成为治疗膀胱癌的关键[19]。UHRF1是一中与细胞生长

有关的核蛋白基因，被发现可能与细胞周期调控有关，Kim等

研究发现下调 UHRF1能增加组蛋白去乙酰酶抑制剂对细胞的

凋亡作用[20]。我们发现，在膀胱尿路上皮癌膜组织中 UHRF1表

达量显著激活。III-IV膀胱癌患者的膀胱尿路上皮癌膜组的

UHRF1 表达显著高于 I-II 膀胱癌患者组。这些结果显示，

UHRF1可能是调控膀胱癌发生的重要基因。Lu等研究发现,

hsa-let-7b通过 UHRF1抑制黑色素瘤细胞增殖[21]。这些研究与

我们的结果基本一致，说明 UHRF1调控膀胱癌细胞增殖。

一些研究表明，UHRF1在细胞增殖中起主要作用。此外，

UHRF1在肿瘤发病机制中已经得到了广泛的研究，UHRF1可

以维持抑癌基因的甲基化状态[15]。一旦 UHRF1被上调，那些抑

癌基因的表达就会下调，这可能导致肿瘤的发生。另一方面，

UHRF1促进或不影响细胞的增殖，特别是在肿瘤细胞高增殖

能力的情况下，UHRF1 的过度表达显著促进细胞增殖，而

UHRF1下调则阻止细胞增殖[13]。许多研究表明，增加 UHRF1

可以阻断接触抑制。此外，UHRF1不能影响某些干细胞的增殖

和终末分化。然而，目前还没有研究表明 UHRF1是否能影响膀

胱癌的增殖和终末分化尚不明确。本次研究发现，上调 UHRF1

能够促进膀胱癌细胞增殖，减少 LDH活性水平和抑制 Cas-

pase-3/8/9活性。Zhang等研究发现, UHRF抑制胃癌细胞 cas-

pase-3/caspase-9 活性 [22]。这说明，UHRF1 能够抑制 cas-

pase-3/caspase-9活性，促进膀胱癌细胞增殖，但机制不清楚。

在正常细胞中，HIF1琢形成 HIF1琢-VEGF复合物[23]。然而，

在氧化应激过程中，HIF1琢与 VEGF分离，转移到细胞核并与

亲电反应元件结合，促进靶基因的转录。据报道，HIF1琢可减轻
肺损伤后的肺部炎症，其抗炎特性归因于它能防止核因子 kap-

pa B（NF-资B）转移到细胞核[24]。因此，NF-资B依赖的基因表达减
弱。在气道中，DMF通过抑制 NF-资B和通过诱导血红素氧合酶
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图 5 激活 HIF1琢-VEGF通路抑制 UHRF1对膀胱癌细胞增殖的调节作用

注：VEGF和 HIF1琢蛋白表达（A, B和 C）、细胞增殖（D）、LDH活性水平（E）、Caspase-3/8/9活性水平（F和 G）和 TUNEL染色（H）。Negative,空白

对照组；siUHRF1,下调 UHRF1表达组；siUHRF1+ HIF1琢,下调 UHRF1表达和 HIF1琢过表达组。##,与空白对照组比较，P<0.05；**,与下调
UHRF1表达组比较，P<0.05。

Fig.5 Over-expression of HIF1琢-VEGF reduced the effects of UHRF1 on bladder cancer cells proliferate.
Note：VEGF and HIF1琢 protein expression (A, B and C), cell growth (D), LDH activity levels (E), Caspase-3/8/9 (F and G) and TUNEL staining (H).

Negative, negative control group; siUHRF1, UHRF1 down-regulation group; siUHRF1+ HIF1琢, UHRF1 down-regulation and HIF1琢 over-expression

group. ##P<0.01 compared with negative control group; **P<0.01 compared with UHRF1 down-regulation group.

-1（HO-1）抑制气道平滑肌细胞增殖而发挥抗炎作用[25]。人们对

探索抗氧化剂信号通路（HIF1琢）进行抗炎治疗和在肺泡巨噬细
胞中刺激 HIF1琢通路可以防止细菌感染引起的 COPD恶化[25]。

Hu等研究发现, UHRF1促进胰腺癌细胞中 HIF1琢蛋白表达[26]。

另一方面，HIF1琢在多种癌症中的激活被错误地用于生存和治
疗抵抗[27]。但激活癌基因突变可导致 HIF1琢激活，其特征是解
毒能力增强和肿瘤发生[27]。除了致癌信号的异常刺激外，HIF1琢
及其调控分子的遗传改变也导致 HIF1琢的结构性激活。食管癌
患者的基因突变谱经常出现在与不良预后相关的 KEAP1相互

作用区[28]。最近的一项研究发现，外显子跳跃导致肺癌或头颈

癌患者的基因微缺失[28]。同样，在非小细胞肺癌患者中也发现

了 HIF1琢功能缺失突变，预测了 HIF1琢与化疗耐药有一定相
关性 [28,29]。另一项研究还发现，FoxO3失活会减弱 Keap1的转

录，导致胆管癌中 HIF1琢的过度激活[30]。研究结果显示，激活

HIF1琢-VEGF通路抑制 UHRF1 对膀胱癌细胞增殖的调节作

用。Christian Bronner等证明 UHRF1参与调控 VEGF表达，促

进肿瘤细胞增殖[31]。这些结果与我们的结果基本一致，UHRF1

可以通过调控 HIF1琢/VEGF,促进膀胱癌细胞增殖。

总之，在膀胱尿路上皮癌膜组织中 UHRF1表达量显著升

高。UHRF1通过激活 Keap1-HIF1琢信号通路，促进膀胱癌细胞
增殖。此外，Keap1-HIF1琢信号通路是 Keap1-HIF1琢信号通路
调控靶点,激激活 HIF1琢-VEGF通路抑制 UHRF1对膀胱癌细

胞增殖的调节作用。由此分析发现，UHRF1表达异常可能与膀

胱癌发生相关。UHRF1通过调控 Keap1-HIF1琢信号通路促进
膀胱癌细胞增殖，UHRF1可能为膀胱癌的潜在治疗和诊断靶

点，为以后的相关研究提供实验依据。
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