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miR-372-3p在膀胱癌组织中的表达及其对膀胱癌细胞增殖、迁移与侵

袭的影响

张伟，郭永连，李国灏，舒博，陈琳，余家俊（华中科技大学 同济医学院附属武汉中心医院 泌尿外科，湖北 武

汉 430014）

[摘 要] 目的：检测miR-372-3p在膀胱癌组织和转染miR-372-3p mimics膀胱癌细胞中的表达，研究miR-372-3p对膀胱癌

5637和T24细胞增殖、迁移与侵袭的影响。方法：采集2016年3月至2017年1月武汉中心医院收治的6例膀胱癌患者癌及癌旁

组织（距离肿瘤边缘>5 cm），qPCR检测膀胱癌及癌旁组织miR-372-3p表达。采用脂质体转染法将miR-372-3p mimics或者miR-

NC转入膀胱癌5637和T24细胞。用qPCR和Western blotting检测转染miR-372-3p mimics和miR-NC膀胱癌细胞miR-372-3p和

ATAD2 mRNA和蛋白E-cadherin、N-cadherin蛋白的表达，流式细胞术检测细胞周期分布，MTT法和集落形成实验检测细胞增殖

和集落形成能力，划痕实验和Transwell侵袭实验检测细胞的迁移和侵袭能力。结果：膀胱癌组织 miR-372-3p mRNA的表达显

著低于癌旁组织（0.65±0.56 vs 1.76±0.34，P<0.01）。和转染 miR-NC膀胱癌细胞相比，转染miR-372-3p mimics 膀胱癌细胞的miR-

372-3p mRNA表达显著增加，ATAD2 mRNA和蛋白的表达显著降低，E-cadherin蛋白表达上调，N-cadherin蛋白表达下调，细胞周

期明显阻滞，细胞集落形成和增殖能力显著降低，细胞迁移数和侵袭数减少。结论：miR-372-3p的低表达可能与膀胱癌的发生

发展有关，其通过靶向调控ATAD2抑制膀胱癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力，可能成为膀胱癌生物治疗的新靶标。
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Expression of miR-372-3p in the tissues of bladder carcinoma and its effect on
proliferation, migration and invasion of the bladder cancer cells
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Hospital Affiliated to Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 430014, Hu-

bei，China)

[Abstract] Objective: To detect expression of miR-372-3p in the bladder cancer cell transfected with miR-372-3p mimics and to ex-

plore effect of miR-372-3p on proliferation, migration and invasion of the bladder cancer 5637 and T24 cell lines. Methods: Using lipo-

fection, miR-372-3p mimics or miR-NC was transfected into the bladder cancer 5637 and T24 cells. Expressions of miR-372-3p mRNA

and ATAD2 mRNA, expressions of ADAD2, E-cadherin and N-cadherin proteins, cell cycle distribution, viability of cell, cell prolifera-

tion ability, cell migration ability and cell invasion ability in the bladder cancer cells transfected with miR-372-3p mimics and miR-NC

were respectively detected by qPCR, Western blotting assay, flow cytometry, MTT assay, colony forming test, scratch assay and Tran-

swell assay. Results: Comparing with the bladder cancer cell transfected with miR-NC, expression of miR-372-3p mRNA significantly

increased, expressions of ATAD2 mRNA and protein obviously decreased, expression of E-cadherin protein raised, expression of N-cad-

herin protein came down, cell cycle obviously arrested, abilities of cell viability and proliferation markedly reduced as well as cell num-

bers of migration and invasion reduced, in the bladder cancer cell transfected with miR-372-3p mimics. Conclusion: Low expression of

miR-372-3p might be associated with occurrence and development of the bladder carcinoma. miR-372-3p could inhibit abilities of pro-

liferation, migration and invasion of the bladder cancer cell through targeting control. It could be a novel target in biotherapy of the

bladder carcinoma.
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膀胱癌约占癌症相关死亡原因的 3%，是男性癌

症相关死亡的第9大常见原因[1]。膀胱癌患者的治疗

主要包括手术治疗、放疗和化疗等，但患者的 5年生

存率仍不理想，迫切需要寻找新的治疗手段[2]。微小

RNA（microRNA，miRNA）广泛参与肿瘤的发生发

展，不断有新的miRNA被发现具有显著的肿瘤抑制

作用，miRNA已成为肿瘤防治研究的重点[3]。近年来

研究[4-6]表明，miR-372-3p在卵巢癌、肺癌及前列腺癌

组织中低表达，并可抑制癌细胞恶性生物学行为。

目前尚少见miR-372-3p在膀胱癌中的研究报道。本

实验通过检测miR-372-3p在膀胱癌组织中的表达水

平，以及过表达miR-372-3p对膀胱癌 5637和T24细

胞增殖、迁移及侵袭能力的影响，探讨miR-372-3p表

达对膀胱癌临床治疗的指导意义。

1 材料与方法

1.1 标本、细胞株及主要试剂

膀胱癌及癌旁组织（距离肿瘤边缘>5 cm）取自

武汉中心医院 2016年 3月至 2017年 1月收治的 6例

膀胱癌患者，各样本收集后立刻置于液氮中保存。

本研究所用样本均经本院伦理委员会批准，患者均

签署知情同意书。人膀胱癌5637和T24细胞株购自

中国典型培养物保藏中心。RPMI 1640培养基和胎

牛血清购自美国Hyclone公司，Lipofectamine 3000购

自美国 Invitrogen 公司；miR-372-3p mimics 和 miR-

NC购自上海吉凯基因化学技术有限公司，β-actin、

ATAD2、E-cadherin和N-cadherin抗体及Transwell小

室购自美国BD公司。

1.2 细胞培养和转染

膀胱癌 5637 和 T24 细胞用含 10% 胎牛血清的

RPMI 1640 培养基置于 37 ℃、5%CO2孵育箱培养。

以处于对数期生长的膀胱癌细胞为实验对象，待细

胞汇合度为 60%时，根据Lipofectamine 3000说明书

将 miR-372-3p mimics（miR -372-3p mimics 组）和

miR-NC（miR-NC组）转染细胞。

1.3 miR-372-3p靶基因预测

根据miRNA靶基因预测软件TargetScanHuman、

miRanda 和 miRDB，并结合参考文献 [7]确定 miR-

372-3p 靶基因为 ATAD2。结合区域位于 ATAD2

mRNA 3'非翻译区的 335-341，匹配位点为 7mer-m8，

具体结合区域见图1。

图1 miR-372-3p在ATAD2 mRNA 3'UTR的作用靶点

Fig. 1 Targets for miR-372-3p at ATAD2 mRNA 3'UTR

1.4 qPCR检测miR-372-3p及ATAD2 mRNA表达

使用TRIzol法分别提取膀胱癌及癌旁组织或转

染后 48 h 膀胱癌细胞的总 RNA，逆转录为 cDNA，

PCR仪扩增检测。检测结果采用 2-ΔΔCt方法进行定量

分析。miRNA的检测以U6为内参，mRNA的检测以

GAPDH为内参，引物序列见表1。

表1 Real-time PCR的引物

Tab.1 Primers for Real-time PCR

Gene

miR-372-3p

miR-372-3p

U6

U6

GAPDH

GAPDH

ATAD2

ATAD2

Sequences (5’-3’)

F：AAAGUGCUGCGACAUUUGAGCGUGC
UCAAAUGUCGCAGCACUUUUU

R: ACGCUCAAAIIGUCGCAGCACUUU

F: CTCGCTTCGGCAGCACAT

R: AACGCTTCACGAATTTGCGT

F: GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

R: GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

F: AAGGAAGTTGAAACCTACCACCG

R: GCAAGTTGCTCCGTTATTTCCA

1.5 Western blotting 检 测 转 染 后 膀 胱 癌 细 胞

ATAD2、E-cadherin和N-cadherin蛋白的表达

收集转染48 h后miR-372-3p mimics和miR-NC组

膀胱癌5637和T24细胞，用细胞裂解液RIPA裂解细胞

并提取总蛋白。SDS-PAGE分离，转移至硝酸纤维素膜。

5%脱脂牛奶室温封闭1 h，加β-actin、ATAD2、E-cadherin

和N-cadherin一抗抗体，4 ℃孵育过夜，加辣根过氧化

物酶标记的二抗室温孵育1 h，化学发光法显色，凝胶成

像系统成像扫描分析，半定量测定表达量。

1.6 流式细胞术检测转染后膀胱癌细胞的细胞周期

收集转染 48 h后miR-372-3p mimics和miR-NC

组膀胱癌 5637和T24细胞，PBS溶液洗 3次，预冷的

75%乙醇固定 2 h，离心去上清，RNase（100 mg/L）和

碘化丙啶（50 mg/L）缓冲液重悬，4 ℃避光孵育 30

min，流式细胞仪检测细胞周期。

1.7 MTT法检测转染后膀胱癌细胞的增殖活力

转染48 h后，收集miR-372-3p mimics和miR-NC

组膀胱癌 5637 和 T24 细胞，接种于 96 孔培养板(3×

103个/孔)，分别于 1、2、3、4和 5 d的同一时间点检测

细胞增殖活力。检测时，加入MTT液（10 μl/孔），培

养箱孵育 4 h，加入二甲基亚砜（100 μl/孔）充分溶解

结晶，全自动酶标仪检测波长 490 nm 处的光密度

（D）值，绘制细胞增殖曲线。

1.8 集落形成实验检测转染后膀胱癌细胞的集落开通

能力

收集转染48 h的miR-372-3p mimics和miR-NC组

膀胱癌5637和T24细胞，接种于6孔板（1×103个/孔），
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培养箱培养2周。4%多聚甲醛固定细胞，0.1%结晶紫染色

20 min，洗去染液，晾干，观察并计数细胞集落形成数。

1.9 划痕实验检测转染后膀胱癌细胞的迁移能力

将转染 48 h后的miR-372-3p mimics和miR-NC

组膀胱癌 5637 和 T24 细胞接种于 6 孔板（1×106个/

孔），待细胞汇合到 90%时，用 10 μl移液枪头沿垂直

方向划痕，PBS溶液洗3次，加入无血清培养基，置于

培养箱培养24 h后，显微镜观察细胞的划痕间距，计

算各组细胞的愈合率，愈合率（%）=（0 h划痕间距-24

h划痕间距）/0 h划痕间距×100%。

1.10 Transwell实验检测转染后膀胱癌细胞的侵袭能力

将转染 48 h的miR-372-3p mimics和miR-NC组

膀胱癌 5637和T24细胞接种于含人工基质Matrigel

的 Transwell 小室（3×104个/孔），上层为无血清培养

基，下层为含 10%胎牛血清的培养基。于培养箱中

培养 24 h。4%多聚甲醛固定 10 min，0.1%结晶紫染

色 10 min，棉签擦去小室未侵袭的细胞，倒置显微镜

随机计数4个视野细胞数。实验重复4次。

1.11 统计学处理

采用 SPSS12.0软件进行统计学分析，计量资料

以 x̄±s表示，各组间均数比较采用独立样本 t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 miR-372-3p在膀胱癌组织中低表达

qPCR检测结果（图 2）显示，膀胱癌组织中miR-

372-3p mRNA的表达水平显著低于癌旁组织（0.65±

0.56 vs 1.76±0.34，P<0.01）。

2.2 转染 miR-372-3p mimics 后膀胱癌细胞 miR-

372-3p表达水平升高

采用qPCR检测miR-372-3p表达结果显示，转染

miR-372-3p mimics后，实验组中miR-372-3p mRNA

的表达水平显著高于对照组（5637细胞：23 101.91±

2 965.08 vs 1.03±0.27；T24细胞：27 876.05±1 287.19

vs 1.04±0.31，均P<0.01）。

**P<0.01 vs Para-cancer tissue

图2 miR-372-3p在膀胱癌和癌旁组织中的表达

Fig.2 Expressions of miR-372-3p in bladder cancer

and para-cancer tissues

2.3 转 染 miR-372-3p mimics 后 膀 胱 癌 细 胞 中

ATAD2 mRNA的表达下降

qPCR 检测结果（图 3）显示 ，实验组 ATAD2

mRNA的表达显著低于对照组（5637细胞：0.53±0.24

vs 1.01±0.13，P<0.05；T24 细胞：0.33±0.11 vs 1.02±

0.22，均P<0.01）。

*P<0.05，**P<0.01 vs miR-NC group

图3 转染miR-372-3p mimics对膀胱癌细胞中

ATAD2 mRNA表达的影响

Fig. 3 Effect of transfection with miR-372-3p mimics on the

expressions of ATAD2 mRNA in the bladder cancer cells

2.4 转 染 miR-372-3p mimics 后 膀 胱 癌 细 胞 中

ATAD2、N-cadherin和E-cadherin蛋白的表达变化

Western blotting检测结果（图 4）显示，miR-372-

3p高表达的 5637和T24细胞ATAD2蛋白的表达低

于miR-NC组（5637细胞：1.18±0.19 vs 4.59±0.36，P<

0.01；T24 细胞：1.47±0.05 vs 4.15±0.50，P<0.01），N-

cadherin 蛋白的表达低于 miR - NC 组（5637 细胞：

1.00±0.16 vs 2.43±0.13，P<0.01；T24细胞：1.37±0.10

vs 2.14±0.14，P<0.01），E-cadherin蛋白表达高于miR-

NC 组（5637 细胞：1.49±0.08 vs 0.51±0.03，P<0.01；

T24细胞：3.01±0.33 vs 0.59±0.13，P<0.01）。

1：miR-NC group；2：miR-372-3p mmics group

图4 转染miR-372-3p mimics 对膀胱癌细胞ATAD2、、

N-cadherin和E-cadherin蛋白表达的影响

Fig. 4 Effects of transfection with miR-372-3p mimics on

expressions of ATAD2, N-cadherin and E-cadherin proteins

in the bladder cancer cells

·· 47



中国肿瘤生物治疗杂志, 2018, 25(1)

2.5 转染miR-372-3p mimics阻滞膀胱癌细胞周期于

G1期

qPCR 检测结果（图 5)显示，5637 和 T27 细胞

miR-372-3p mimics组G0/G1期细胞数比率高于miR-

NC组(均P<0.01)，S期细胞数比率显著低于miR-NC

组 (P<0.01，P<0.05)，进一步分析表明，miR-372-3p

mimics组G2/M期细胞数比率显著低于miR-NC组(P

<0.05，P<0.01)。

2.6 转染miR-372-3p mimics显著抑制膀胱癌细胞增

殖能力

MTT 法检测结果（图 6）显示，miR-372-3p mim-

ics 组细胞增殖于检测第 4天开始显著低于miR-NC

组，表明 miR-372-3p高表达可以抑制膀胱癌细胞增

殖能力。

*P<0.05，**P<0.01 vs miR-NC group

图5 转染 miR-372-3p mimics 对膀胱癌细胞周期的影响

Fig. 5 Effects of transfection with miR-372-3p mimics on cell cycle of the bladder cancer cells

*P<0.05 vs miR-NC group

图6 转染 miR-372-3p mimics对膀胱癌细胞增殖的影响

Fig. 6 Effects of transfection with miR-372-3p mimics on the proliferation abilities of the bladder cancer cells

2.7 转染 miR-372-3p mimics 明显抑制膀胱癌细胞

集落形成能力

集落形成实验结果（图7）显示，miR-372-3p mim-

ics 组膀胱癌细胞集落形成数明显低于 miR-NC 组

（5637 细胞：81.44 ± 17.92 vs 192.33 ± 71.35，P<0.05；

T24细胞：133.13±27.02 vs 234.84±30.9，P<0.01）。表

明转染miR-372-3p mimics 可抑制膀胱癌细胞的集落

形成能力。

2.8 转染miR-372-3p mimics抑制膀胱癌细胞迁移能力

细胞划痕实验结果（图8）显示，miR-372-3p mim-

ic组 5637和T24细胞的愈合率明显小于miR-NC组

[5637 细胞 ：(23.06 ± 9.36)% vs (43.51 ± 9.44)% ，P<

0.05；T24细胞：(38.77±7.66)% vs (58.34±9.85)%，P<

0.05）。提示miR-372-3p mimics可明显抑制膀胱癌

细胞的迁移能力。

2.9 转染 miR-372-3p mimics 抑制膀胱癌细胞侵袭

能力

Transwell侵袭实验结果（图 9）显示，与miR-NC

组相比，miR-372-3p mimics组膀胱癌细胞侵袭能力

受到明显抑制，发生侵袭的细胞数量明显少于miR-

NC 组[5637 细胞：（56.18±30.07）vs（112.16±22.67）

个 ，P<0.05；T24 细胞 ：（41.87 ± 19.36）vs（93.09 ±
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13.31）个，P<0.01]。说明转染 miR-372-3p mimics抑

制膀胱癌细胞的侵袭能力。

*P<0.05，**P<0.01 vs miR-NC group

图7 转染miR-372-3p mimics对膀胱癌细胞

集落形成能力的影响

Fig.7 Effects of transfection with miR-372-3p mimics on

colony formation of the bladder cancer cells

3 讨 论

miRNA是一种长度为 19~25个核苷酸大小的非

编码小分子单链 RNA，通过结合靶基因mRNA的3’

UTR翻译区，达到抑制靶基因mRNA的翻译或者直

接导致其降解，属于转录后水平调节基因的表达[8]。

研究表明miRNA参与细胞的增殖、分化、凋亡、衰老

等多种细胞功能，与肿瘤的发生发展密切相关[9]。众

多研究发现miR-372-3p具有显著的抑癌作用，参与

调控多种肿瘤的恶性生物学行为。miR-372-3p 通过

转录后修饰KIF26B基因，负向调控VEGF通路，抑制

胃癌细胞的增殖和侵袭能力[10]。miR-372-3p 通过干

扰子宫内膜癌细胞RhoC基因的表达，抑制细胞周期

的进展，促进细胞凋亡，抑制子宫内膜癌细胞增殖、

迁移和侵袭能力[11]。miR-372-3p在肾癌组织中的表

达显著减少，过表达miR-372-3p可显著抑制肾癌细

胞的增殖和侵袭能力，作用机制可能为miR-372-3p

抑制 IGF2BP1的表达[12]。更有研究[13]表明,血清中的

miR-372-3p可作为结直肠癌的早期诊断和预后检测

的非侵入性生物标志物。

*P<0.05 vs miR-NC group

图8 转染miR-372-3p mimics对膀胱癌细胞迁移能力的影响

Fig. 8 Effects of transfection with miR-372-3p mimics on migration abilities of the bladder cancer cells

*P<0.05，**P<0.01 vs miR-NC group

图9 转染miR-372-3p mimics对膀胱癌细胞侵袭能力的影响

Fig. 9 Effects of transfection with miR-372-3p mimics on invasive abilities of the bladder cancer cells

本研究通过临床样本检测显示，miR-372-3p 在

膀胱癌组织中的表达显著低于癌旁组织，提示miR-

372-3p的表达水平与膀胱癌的发生发展具有相关性。

通过生物信息学及参考文献预测其靶基因ATAD2。

ATAD2与多种肿瘤细胞增殖和转移能力密切相关，

且在多种肿瘤中均呈现明显的高表达，与肿瘤预后
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的好坏具有相关性[14-16]，ATAD2有望成为一个潜在的

肿瘤治疗靶标。本研究首次证明，转染miR-372-3p

能显著下调膀胱癌5637和T24细胞ATAD2基因的表

达，阻滞细胞周期的进展，抑制细胞的增殖。E-cad-

herin和N-cadherin是上皮间质转化的表型蛋白[17]，过

表达miR-372-3p能够上调E-cadherin蛋白和下调N-

cadherin蛋白的表达，抑制上皮间质转化的过程，干

扰膀胱癌细胞迁移和侵袭。当然，还需进一步研究

miR-372-3p靶向干扰ATAD2基因表达后引起下游哪

些具体基因通路改变。

本研究表明，miR-372-3p 的表达可能对膀胱癌

的诊断具有提示作用，过表达miR-372-3p可通过干

扰ATAD2的表达有效抑制膀胱癌细胞的增殖、迁移

和侵袭能力，可能为膀胱癌的生物靶向治疗提供新

的思路。
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文稿中统计学符号规范化书写的要求

本刊严格遵守国家标准GB 3358-93《统计学术语》的有关规定。为此,请作者书写统计学符号时注意以下要求:(1)样本的算

术平均数用英文小写 x̄,不用大写X,也不用Mean或M;(2)标准差用英文小写 s,不用SD;(3)标准误用英文小写 sx̄,不用SE;(4)t检
验用英文小写 t;(5)F检验用英文大写F;(6)卡方检验用希文小写χ2;(7)相关系数用英文小写 r;(8)自由度用希文小写 ν;(9)样本数

用英文小写n;(10)概率用英文大写P;(11)以上符号 x̄、s、sx̄、t、F、χ2、r、ν、n、P均为斜体。
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