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摘要 目的 探讨 microRNA-203 ( miR-203 ) 在膀胱癌中的
表达以及其对吉西他滨化疗敏感性的影响。方法 应用 Vi-
ta-Blue法检测膀胱癌细胞系对吉西他滨的敏感性差异并测
定半数抑制浓度( IC50 ) 值。应用探针法实时荧光定量逆转
录-聚合酶链反应( Taqman-qRT-PCR) 检测 27 例膀胱癌组织
和癌旁组织以及膀胱癌细胞系 5637、Um-Uc-3、J82、SCaBER、
T24、Biu87 中 miR-203 的表达水平。同时构建带有四环素诱
导表达系统的 miR-203 超表达载体( pINDUCER21-EGFP-
miR-203) ，在吉西他滨化疗耐受的 Um-Uc-3 细胞中转染
pINDUCER21-EGFP-miR-203，并用多西环素诱导表达，未诱
导表达的为阴性对照，在化疗敏感的 T24 细胞中分别转染
miR-203 Antagomir 和 Antagomir control，同样使用 Taqman-
qRT-PCR和 Vita-Blue方法检测膀胱癌细胞系中 miR-203 表
达水平的变化及对吉西他滨的敏感性。结果 在膀胱癌组
织中 miR-203 的表达显著低于癌旁组织，在膀胱癌细胞系
T24 中 miR-203 的表达水平最高，Um-Uc-3 细胞系中表达水
平最低( P ＜ 0. 01) 。膀胱癌细胞系 T24 和 Um-Uc-3 细胞中
对吉西他滨的 IC50值分别为( 0. 46 ± 0. 08) ng /ml 和( 5. 94 ±
0. 53) ng /ml ( P ＜ 0. 01 ) ; pINDUCER21-EGFP-miR-203 ( D + )
可以明显增加 Um-Uc-3 细胞的化疗敏感性，而 miR-203 An-
tagomir可以显著抑制 T24 细胞对吉西他滨的化疗敏感性。
结论 miR-203 与膀胱癌的发生发展相关，其高表达水平将
提高膀胱癌对吉西他滨的化疗敏感性。
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由于经济的快速发展，膀胱癌的发病率在我国
呈显著上升趋势。膀胱癌常规手术后化学疗法是治
疗局部疾病有效方法。虽然大约 50%的晚期患者
对初始化疗有反应［1］，但由于复发率较高导致在大
多数患者中再次发生，这些患者对新一轮化疗药物
将产生一定的药物耐受［2］。因此，对癌症化疗耐药
的深入理解是必要的，以改善个性化化疗。吉西他

滨联合顺铂是临床上膀胱癌化疗的一线用药，但是
吉西他滨化疗耐受将极大影响到治疗效果，如在胰
腺癌［3］、肺癌［4］和乳腺癌［5］均出现吉西他滨耐受现
象。微小 RNA( microRNA，miRNA) 是天然存在的一
类非编码 RNA分子，其介导转录后基因调节并且涉
及到细胞生化过程，例如细胞增殖，癌症的发生、凋
亡和化疗耐受。目前有一部分 miRNA 与吉西他滨
化疗耐受相关，如 miR-21［5］，miR-155［3］。然而 miR-
203 在膀胱癌中对吉西他滨化疗敏感性的研究尚不
清楚，该研究主要通过探针法实时荧光定量逆转录-
聚合酶链反应( Taqman-qRT-PCR ) 、Vita-Blue 法探
讨 miR-203 在膀胱癌中的表达及其对吉西他滨化疗
敏感性。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集 2015 年 6 月 ～ 2017 年 3 月安
徽医科大学附属省立医院泌尿外科进行手术的 27
例膀胱癌患者，其临床及病理资料均完善，取膀胱癌
组织及对应距肿瘤边缘 ＞ 3 cm 的新鲜癌旁组织，于
液氮罐中暂时保存，最终储存在-80 ℃冰箱，全部患
者均为初诊，在外科手术治疗之前均未进行任何方
式的治疗，术后病理结果均为膀胱癌，其中男 21 例，
女 6 例，年龄 48 ～ 82 ( 62. 3 ± 2. 1 ) 岁，根据 2004 年
世界卫生组织( WHO) 病理分级标准，高级别 10 例，
低级别 17 例;根据国际抗癌联盟( UICC) 2009 年第
七版 TNM分期法标准，非肌层浸润性膀胱癌 16 例，
肌层浸润性膀胱癌 9 例。
1． 2 细胞系 6 株人膀胱癌细胞株分别为 5637、
Um-Uc-3、J82、SCaBER、T24、Biu87 细胞系均购自中
国科学院上海细胞库。
1． 3 主要试剂及仪器 RPMI-1640、MEM 培养基
( 美国 Gibco公司) ;胎牛血清( 美国 Winsent公司) ;
10 × PCR buffer、dNTP、Mg2 +、Hs-Taq 酶 ( 上海睿安
生物科技有限公司) ; RT-PCR 反转录试剂 ( 南京诺
维赞生物科技公司) ; TRIzol ( 北京天根生物有限公
司) ; Klenow 酶、T4 连接酶、MluⅠ酶 ( 日本 TaKaRa
公司) ; Taq-man实时荧光定量 RT-PCR 引物和探针
( 上海闪晶生物科技公司 ) ; miR-203 Antagomir
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( miR-203 拮抗剂) 和 Antagomir control ( miR-203 拮
抗剂对照组) ( 上海吉玛制药技术有限公司) ; pIN-
DUCER21-EGFP 质粒 ( 大连医科大学汪洋教授馈
赠) ;多西环素( 上海安谱实验科技股份有限公司) ;
Tanon 1600 凝胶成像仪( 上海天能公司) 。
1． 4 方法
1． 4． 1 细胞培养 膀胱癌细胞系 5637、T24、
Biu87、J82 和 SCaBER 用含 10%胎牛血清的 RPMI-
1640 培养基培养，Um-Uc-3 用含 10% 胎牛血清的
MEM培养基培养，以上细胞系均在 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养。
1． 4． 2 pINDUCER21-EGFP-miR-203 质粒的构建
pINDUCER21-EGFP为带有四环素诱导表达系统及
绿色荧光蛋白的质粒，在 MluI单酶切后，去磷，补平
黏性末端，作为 miR-203 的载体，从膀胱癌癌旁组织
提取的基因组 DNA作为模板，用 miR-203 的正反向
引物扩增出目的片段 ( 从 UCSC 数据库获取 miR-
203 基因成熟序列的上下游区各 100 bp，位于
chr14: 104583642-104583951，primer5. 0 设计上下游
引物，miR-203 正向引物: 5'-GGGGATCTGGGCG-
CAGGGGCCGGTC-3' 反向引物: 5'-CGTGGGCTC-
CCCTGGATTGGTC-3'，产物长度 286 bp，退火温度
57 ℃ ) ，引物用 T4 多聚核苷酸激酶加磷，PCR 结束
后，Klenow 酶补平末端，后进行 T4 连接酶连接，转
化，次日统计平板克隆数目，挑取重组平板克隆进行
菌液 PCR验证( 引物分别位于载体上和 miR-203 成
熟序 列，正 向 引 物: 5'- GTCGAGTTTACCACTC-
CCTATCAGT-3'，反向引物: 5'-CGGGTCTAGTGGTC-
CTAAACATTTC-3'，产物长度 450 bp，退火温度 56
℃ ) 。
1． 4． 3 细胞转染 取处于对数生长期的细胞，于转
染前 1 天以 3 × 105个 /孔的密度接种于 6 孔板。使
用双无培养基，用不含血清的配套培养基稀释 Lipo-
fectamine 2000，轻轻混合，37 ℃温育 5 min。用无血
清的配套培养基稀释 miR-203 Antagomir 和 pIN-
DUCER21-EGFP-miR-203 及对照组 Antagomir con-
trol。稀释好的上述溶液混合，37 ℃温育 20 min。
同时 6 孔板用配套培养基冲洗 1 次，再加入相应的
无血清培养基，使用移液器缓慢加入 Lipofectamine
2000 的混合溶液。37 ℃、5% CO2培养箱中培育 6
h，去除转染试剂和培养基，加入含有血清的配套培
养基，37 ℃、5% CO2培养箱中培育 48 h后检测。
1． 4． 4 Vita-Blue法检测细胞活性并计算半数抑制
浓度( the half － inhibitory concentration，IC50 ) 值 将

处于对数期的膀胱癌细胞系 5637、T24、Biu87、J82、
SCaBER 和 Um-Uc-3 经胰酶消化后制成单细胞悬
液，按 104 个 /孔接种在 96 孔板，设置 5 个重复孔，
每种细胞分 6 组，24 h 贴壁后弃去培养基，用 0、2、
4、6、8、10 ng /ml 的吉西他滨分别处理各细胞系，根
据化疗耐受情况，调整各组的吉西他滨浓度，孵育
72 h后，每孔加入 20 μl的 Vita-Blue试剂，在培养箱
内继续孵育 1 ～ 4 h ( 注意颜色的变化) 。用荧光计
数器( 激发光 570 nm) 记录荧光读数，用没有加入细
胞的孔作为空白对照，实验重复 3 次，细胞活力
( % ) = ( A药物 + － A空白对照 ) / ( A药物- － A空白对照 ) ×
100%，通过 Msvbvm50 软件计算 IC50值。
1． 4． 5 Taqman-qRT-PCR检测 miR-203 的表达水平
使用 TRIzol-A + Reagent 说明书提取组织和细胞

中总 RNA，以 3. 5 μl总 RNA作为模板，使用带有茎
环结构的 RT 引物进行逆转录合成 cDNA。PCR 反
应体系: cDNA 1 μl，PCR混合体系 5. 8 μl，引物和探
针( miR-203 和 U6) 混合体系 4. 8 μl，ddH2O 8. 4 μl。
miRNA-203 RT-PCR引物序列如下，miR-203 逆转录
引物: 5'-GCGCGTGAGCAGGCTGGAGAAATTAACCA
CGCGCCTAGTG-3'; F: 5'-CGGGTGAAATGTTTAGG-
3'; R: 5'-GAGCAGGCTGGAGAA-3'; Probe 5' FAW-
AACCACGCGCCTAGTG-3'MGB; U6 RT-PCR 引物序
列如下，U6 逆转录引物: 5'-GTCGTATCCAGTGCA
GGGTCCGAGGTATTCGCACTGATACGACAAAAATAT
G-3'; F: 5'-GCTTCGGCAGCACATA-3'; R: 5'-CTTCAC
GAATTTGCGTG-3'; Probe5' HEX-CCTTGCGCAGGGG
CCATGC-3'MGB;反应条件: 95 ℃、5 min; 50 个 PCR
循环( 95 ℃、20 s，60 ℃、20 s) 。实验重复 3 次，以
U6 作为内参照，数据采用 2 － ΔΔCt法进行分析。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件进行
分析，膀胱癌组织和癌旁组织 miR-203 表达水平的
比较使用 Wilcoxon符号秩和检验，多组间差异比较
采用多样本均数比较的方差分析，其他组间均数比
较采用两样本均数的 t 检验，P ＜ 0. 05 为差异有统
计学意义。

2 结果

2． 1 pINDUCER21-EGFP-miR-203 质粒的构建验
证结果 重组 pINDUCER21-EGFP-miR-203 质粒经
PCR验证正确，结果见图 1。
2． 2 miR-203 在膀胱癌组织和癌旁组织的表达水
平 在 27 例膀胱癌组织和癌旁组织中应用 Taq-
man-qRT-PCR方法检测 miR-203 的表达水平，结果
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显示在膀胱癌组织中 miR-203 表达水平显著低于癌
旁组织，差异有统计学意义 ( Z = － 4. 541，P ＜
0. 01) ，见图 2。

图 1 重组 pINDUCER21-EGFP-miR-203 质粒验证电泳图
A: pINDUCER21-miR-203 重组质粒验证阳性; B、C: pINDUC-

ER21-miR-203 重组质粒验证阴性; D:水对照; M: DL2000 Marker

图 2 miR-203 在膀胱癌组织和癌旁组织中的表达水平

与癌旁组织比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 Vita-Blue法检测膀胱癌细胞系对化疗药物吉
西他滨的 IC50值 在膀胱癌细胞系中 Um-Uc-3 细
胞对吉西他滨的 IC50 值最高，其次是 Biu87、
SCaBER、J82、5637、T24。与 Um-Uc-3 细胞 IC50值比
较，差异均有统计学意义( F = 158. 92，P ＜ 0. 01) ，见
图 3。
2． 4 miR-203 在膀胱癌细胞系 Um-Uc-3 和 T24 中
的表达水平 在膀胱癌细胞系 T24 细胞中 miR-203
( 5. 941 ± 0. 529) 与 Um-Uc-3 细胞中 miR-203( 0. 456
± 0. 078) 表达水平比较，差异有统计学意义 ( t =
30. 80，P ＜ 0. 05) 。
2． 5 pINDUCER21-EGFP-miR-203 和 miR-203
Antagomir在 Um-Uc-3 和 T24 细胞系中对吉西他
滨的化疗敏感性影响 根据在 Um-Uc-3 和 T24 细
胞中转染结果，转染 pINDUCER21-EGFP-miR-203
( D +，加入多西环素 ) 的Um-Uc-3细胞( 0. 489 ±

图 3 吉西他滨在不同膀胱癌细胞系中的 IC50值

与 Um-Uc-3 的 IC50值比较: ＊＊P ＜ 0． 01

0. 061) 与转染 pINDUCER21-EGFP-miR-203 ( D-，未
加多西环素) 对照组 ( 0. 312 ± 0. 049 ) 相比，其表达
水平显著升高 ( t = 6. 80，P ＜ 0. 01 ) ，转染 pINDUC-
ER21-EGFP-miR-203 的细胞在荧光显微镜下观察见
图 4;转染 miR-203 Antagomir 的 T24 细胞( 1. 148 ±
0. 119) 与对照组( 1. 417 ± 0. 155) 相比，其表达水平
降低( t = 4. 13，P ＜ 0. 01 ) ; 另外，Um-Uc-3 和 T24 细
胞在不同药物浓度的作用下转染结果用 Vita-Blue
法分析，转染 pINDUCER21-EGFP-miR-203 ( D + ) 的
Um-Uc-3 细胞在较高药物浓度下相对细胞生存率降
低 ( t2 = 0. 20、P = 0. 84，t4 = 1. 10、P = 0. 30，t6 =
5. 26、P ＜ 0. 01，t8 = 5. 07、P ＜ 0. 01，t10 = 5. 58、P ＜
0. 01) ，转染 miR-203 Antagomir 的 T24 细胞在较高
药物浓度下相对的细胞生存率升高( t0. 2 = 0. 34、P =
0. 74，t0. 4 = 5. 15、P ＜ 0. 01，t0. 6 = 9. 03、P ＜ 0. 01，t0. 8
= 2. 36、P = 0. 04，t1. 0 = 5. 72、P ＜ 0. 01) ，见图 5。

图 4 荧光显微镜下观察 Um-Uc-3 细胞中转染结果 × 100

A: Um-Uc-3 细胞中转染 pINDUCER21-EGFP-miR-203 ( D-) ; B:

Um-Uc-3 细胞中转染 pINDUCER21-EGFP-miR-203( D + )

3 讨论

膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤，其中多
数患者初发为非肌层浸润性膀胱癌。在临床上经尿
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图 5 不同药物浓度作用下转染后的细胞生存率
D － : 未加入多西环素; D + : 加入多西环素; 与 pINDUCER21-

EGFP-miR-203( D-) 比较; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 Antagomir con-

trol比较: ##P ＜ 0. 01

道膀胱肿瘤电切术是治疗非肌层浸润性膀胱癌的快
捷有效手段，但术后复发率较高，可达 50% ～ 70%，
大多数患者于术后 2 年内复发，但是术后辅以化疗
药物的膀胱灌注可在一定程度上延缓复发［6］。基
于吉西他滨的化疗已广泛用于肌层浸润性或转移性
膀胱癌，从而使高达 70%的患者有反应。不幸的
是，由于癌细胞的化学耐药性，在超过 50%的情况
下，化疗药物反应不能维持，导致 5 年存活率低于
15%［7］。目前对于膀胱癌有效治疗的主要障碍是
对化疗药物的耐受性［8］，但是在许多类型的癌症中
机制不清楚。

miRNA是长度为 19 ～ 25 个核苷酸的内源性非
编码 RNA分子。大多数 miRNA通过阻断 mRNA抑
制 mRNA翻译，仅一些 mRNA 降解或去腺苷化，然
而还有小部分的 miRNA 介导 mRNA 靶向上调。由
于 miRNA的种子序列的 6 ～ 8 个碱基与 mRNA的所
需结合的低严格性，从而每个 miRNA可能潜在地与
数百个 mRNA 靶标相互作用。异常表达的 miRNA
已经显示在许多类型的癌症中起到抑癌或促癌的作
用。而且 miRNA的表达谱可以提供关于化疗敏感
性的信息，其 miRNA表达的变化可能是化疗反应的
一种标志物。近年来，miRNA 在吉西他滨化疗耐受
方面的研究越来越多，如 miR-21 通过 EMT 过程调

节参与了乳腺癌中吉西他滨耐药［5］，miR-155 在胰
腺导管癌中高表达从而促进对吉西他滨的化疗耐
受［3］。

本研究通过 Taqman-qRT-PCR 检测 miR-203 在
膀胱癌组织和癌旁组织中的表达水平，结果显示其
在膀胱癌组织中是低表达，癌旁组织高表达，与 Bo
et al［9］研究一致，进一步说明 miR-203 在膀胱癌的
发生发展中可能起到抑癌基因的作用。Vita-Blue
法检测 6 株膀胱癌细胞系 5637、Um-Uc-3、J82、
SCaBER、T24、Biu87 对吉西他滨药物的 IC50值，其对
吉西他滨化疗敏感性的顺序依次为 T24、Biu87、
SCaBER、J82、5637、Um-Uc-3，最为耐受的 Um-Uc-3
细胞系是最为敏感细胞系 T24 的 13. 04 倍。随后继
续通过 Taqman-qRT-PCR检测 miR-203 在膀胱癌细
胞系 T24 和 Um-Uc-3 中的表达，结果显示对吉西他
滨化疗最为敏感的 T24 细胞表达水平显著高于最为
耐受的 Um-Uc-3 细胞。从而推测吉西他滨的化疗
敏感性与 miR-203 的表达相关。

该研究通过构建带有四环素诱导表达系统的
miR-203 的超表达载体 pINDUCER21-EGFP-miR-
203，在相对耐受的 Um-Uc-3 的细胞中上调 miR-203
的表达，而 miR-203 Antagomir 在 T24 细胞中抑制
miR-203 的表达，从而观察对吉西他滨化疗耐受的
影响，Taqman-qRT-PCR 和 Vita-Blue 实验检测结果
显示在 Um-Uc-3 细胞中转染 pINDUCER21-EGFP-
miR-203( D + ) 组与对照组相比，表达水平升高，其
细胞生存率降低，差异有统计学意义。在 T24 细胞
系中转染 miR-203 Antagomir组与对照组相比，表达
水平降低，细胞生存率显著升高，差异有统计学意
义。上述结果表明在膀胱癌细胞系中 miR-203 的表
达水平对吉西他滨化疗敏感和耐受的细胞生存率密
切相关。本研究尚需要进一步在分子层面进行靶向
基因和信号通路的研究，更深入的了解具体的化疗
耐受机制。

综上所述，本研究表明 miR-203 在膀胱癌的发
生发展中起到一定的作用，其高表达水平将提高膀
胱癌细胞系对吉西他滨的化疗敏感性。此外，miR-
203 具有作为吉西他滨治疗方案中的预测性生物标
志物的潜力。
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Expression of miR-203 in bladder carcinoma and
its sensitivity to gemcitabine chemotherapy

Lin Yao，Shen Zhou，Niu Sanqiang，et al
( Dept of Urology，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the expression of microRNA-203 ( miR-203) in bladder cancer and its effect
on chemosensitivity of gemcitabine． Methods The sensitivity of the bladder cancer cell line to gemcitabine was an-
alyzed by Vita-Blue assay and the half-inhibitory concentration ( IC50 ) was measured． The expression level of miR-
203 was detected in 27 cases of bladder cancer tissues and adjacent tissues by Taqman-qRT-PCR． All the time，the
expression levels of miR-203 were also detected in bladder cancer cell lines 5637，Um-Uc-3，J82，SCaBER，T24，
Biu87． Construction of miR-203 overexpression vector ( pINDUCER21-EGFP- miR-203 ) with a tetracycline-in-
duced expression system，which was transfected into gemcitabine-resistant Um-Uc-3 cells and was induced with
doxycycline( No doxycycline was negative control ) ． Simultaneously，miR-203 Antagomir and Antagomir control
were transfected into T24 cells respectively． The sensitivity to gemcitabine and expression levels of miR-203 were
also detected using Vita-Blue and Taqman-qRT-PCR in T24 and Um-Uc-3． Results The expression of miR-203
was significantly lower in bladder cancer tissues than in adjacent tissues． The expression level of miR-203 was the
highest in bladder cancer cell line T24 and the lowest in Um-Uc-3 cell line ( P ＜ 0. 01) ． Bladder cancer cell line
T24 and Um-Uc-3 to IC50 values of gemcitabine chemotherapy were ( 0. 46 ± 0. 08) ng /ml and ( 5. 94 ± 0. 53) ng /
ml，respectively ( P ＜ 0. 01) ; pINDUCER21-EGFP-miR-203 ( D + ) can remarkably enhance its chemosensitivity in
Um-Uc-3，whereas miR-203 Antagomir can also significantly suppress the chemosensitivity of T24 cells to gemcit-
abine． Conclusion miR-203 is associated with the development and progression of bladder cancer，and its high
expression level may improve the chemosensitivity of bladder cancer to gemcitabine．
Key words bladder cancer; miR-203; gemcitabine; chemosensitivity
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