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摘要 目的 通过慢病毒表达系统，使用 shＲNA 下调人膀
胱癌 T24 细胞 GSTP1 基因的表达，研究其对 T24 细胞增殖
的影响，并探讨其可能的作用机制。方法 通过慢病毒表达
系统，建立稳定低表达 GSTP1 基因的 T24 细胞株; 进行 CCK-
8实验以及克隆形成实验，检测 GSTP1 表达下调对 T24 细胞
增殖的影响; 对细胞进行 Annexin V-FITC /PI染色，使用流式
细胞仪，检测 GSTP1 表达下调对 T24 细胞凋亡的影响。结
果 与未处理组、对照组相比，GSTP1 干扰组的 T24 细胞增
殖受到明显抑制，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ; 细胞凋亡
检测结果显示，GSTP1 表达下调后明显促进 T24 细胞凋亡，
差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) 。结论 GSTP1 表达下调抑
制膀胱癌细胞 T24 增殖，并其机制可能与促进 T24 细胞凋亡
相关。
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膀胱癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一，

在发达国家，膀胱癌在常见肿瘤中排列第五，并在泌

尿生殖系肿瘤死亡原因中排列第二［1 － 2］。手术是膀
胱癌患者的主要治疗手段，术后常规进行膀胱灌注

辅助治疗。目前以肿瘤特异性通路为靶点的治疗，
已经在多种癌症( 如乳腺癌、卵巢癌及肾癌) 中被证
明是有效的，但对膀胱癌而言，这样的治疗靶点仍未

被发现。这提示着，新的治疗策略和治疗靶点的显
示是改善膀胱癌疗效的关键。
谷胱甘肽 S-转移酶 P1 ( GSTP1 ) 是一种具有催

化作用的二聚体同工酶，可催化还原型谷胱甘肽与

亲电子物质的轭合，参与激素、药物、致癌物以及具

有基因毒性的外来复合物等代谢和解毒，起到保护

细胞防止 DNA损伤和癌细胞形成的作用，是体内生
物转化最重要的 II 相代谢酶之一。GSTP1 基因的
超甲基化和恶性肿瘤的关系密切，为探讨 GSTP1 基
因在膀胱癌发生及发展中的作用，该研究将通过慢

病毒表达系统，在人膀胱癌 T24 细胞中通过 shＲNA
下调 GSTP1 基因的表达，以观察膀胱癌细胞增殖的
改变情况，从而进一步了解 GSTP1 在膀胱癌演变中
的作用。

1 材料与方法

1． 1 材料 人 T-24 膀胱癌细胞株购自中国科学院
上海生科院细胞资源中心; 慢病毒包装质粒 pA2、
pMDG2 由瑞士日内瓦大学 T． Didier 博士馈赠;
GSTP1 shＲNA慢病毒质粒( 干扰序列: 5'-GCATTA-
AAGCAGCGTATC-3'，货号: V3LHS_406905) 、shＲNA
干扰对照慢病毒质粒为购 GSTP1 shＲNA 慢病毒质
粒时附送，购自美国 GE公司; 高纯度质粒小提试剂
盒购自中国 TIANGEN 公司 ( 货号: C1015-05 ) ;
DMEM高糖培养基购自美国 GIBCO 公司( 货号:
C11995500BT) ; 胎牛血清 FBS购自中国 Corille公司
( 货号: C1015-05) ; CCK-8 试剂( 货号: CK04) 与细胞
凋亡检测试剂盒( 货号: AD10) 购自上海同仁化学研
究所; Lipofectamine 2000 脂质体转染试剂盒( 货号:
11668-019) 购自美国 Invitrogen 公司; GSTP1 单克隆
抗体( 鼠源性) ( 货号: sc-66000 ) 以及 β-actin ( 鼠源
性) ( 货号: sc-47778 ) 购自美国 Santa Cruz 公司; 羊
抗鼠二抗( 货号: 31431 ) 购美国 Pierce 公司; ECL 发
光底物试剂盒( 货号: 34075) 购自美国 Pierce公司。
1． 2 细胞培养及实验分组 T24 细胞接种于含
10% FBS的 DMEM 培养液中，在 37 ℃、5% CO2 培

养箱内进行培养，选用对数生长期的细胞进行实验。
按照随机化原则将细胞分组: ① 未处理组( 正常膀
胱癌 T24 细胞) ;② 对照组( 载有慢病毒质粒未下调
GSTP1 的 T24 细胞) ;③ GSTP1 干扰组( 载有慢病毒
质粒且下调 GSTP1 的 T24 细胞) 。
1． 3 GSTP1 shＲNA 慢病毒包装 取对数生长期
的 293T细胞接种于 60 mm 细胞培养皿，培养 24 h
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后使其细胞密度达到 70% ～ 80%。次日，取 1 个离
心管向其中加入所制备的各种 DNA 溶液［GSTP1
shＲNA慢病毒质粒 6 μg，包装质粒( pA2) 3 μg 包膜
质粒( pMDG2) 1. 2 μg］，加 DMEM 2. 5 ml 混匀; 将
20 μl Lipofectamine 2000 加入另一个离心管中，加
DMEM 2. 5 ml混匀; 静置 5 min后将两者混匀，室温
放置 20 ～ 25 min。将质粒及 Lipofectamine 2000 混
合液滴入培养 293T 细胞的培养基中。48 h 后收集
转染后的培养基，室温下，3 000 r /min 离心 5 min，
用 0. 22 μm孔径过滤器过滤收获病毒液。
1． 4 GSTP1 稳定下调 T24 细胞株的建立 将 T24
细胞于转染前 1 天接种于 35 mm 细胞培养皿，培养
24 h后使其细胞密度达到 70% ～ 80%。病毒感染
前进行换液，加入完全培养基 1 ml，加入聚凝胺使终
浓度为 6 μg /ml。30 min 后，加入包装好的慢病毒
液 200 μl。慢病毒感染 24 h 后用完全培养液换液，
并继续在 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养 14 d，
之后提取细胞总蛋白使用Western blot法进行鉴定。
1． 5 Western blot 实验 将未处理组、对照组与
GSTP1 干扰组 T24 细胞提取细胞总蛋白后，用蛋白
定量试剂盒测定蛋白质浓度。按 20 μg /泳道进行
蛋白电泳，经丙烯酰胺凝胶( 12%分离胶 + 5%浓缩
胶) 电泳后转移至硝酸纤维素膜上，5%脱脂奶粉在
室温下封闭 1 h 后，GSTP1 一抗( 1 ∶ 500 稀释，鼠源
性) 、β-actin一抗( 1 ∶ 1 000稀释，鼠源性) 4 ℃孵育
过夜。之后采用 TBST 洗涤 3 次，辣根过氧化物酶
标记的羊抗鼠二抗( 1 ∶ 1 000稀释) 在室温下封闭 2
h，TBST洗涤 3 次，与 ECL 反应，X 线片曝光、显影、
定影。胶片扫描后进行光密度分析。
1． 6 细胞增殖实验 将未处理组、对照组与 GSTP1
干扰组 T24 细胞以 0. 25%胰蛋白酶室温消化后，用
含 10% FBS的 DMEM培养液配成单细胞悬液，按每
孔1 000个细胞 /孔接种于 96 孔培养板中，继续培养
于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱。分别在第 1、3、5、7
天检测时，弃去细胞培养基后在每孔加入 100 μl
CCK-8 检测试剂，继续培养 2 h后，置光栅型连续波
长酶标仪( infinite M200 PＲO 仪器) ，读取各孔在
450 nm波长处吸光值。
1． 7 克隆形成实验 将未处理组、对照组与 GSTP1
干扰组 T24 细胞以 0. 25%胰蛋白酶室温消化后，用
含 10% FBS 的 DMEM 培养液配成单细胞悬液，按
每孔1 000个细胞 /孔接种于 96 孔培养板中，继续培
养于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱。培养 10 d后终止
实验后弃去上清液，用 PBS小心浸洗 2 次，加 4%多

聚甲醛固定 15 min，弃去固定液，加入结晶紫染色液
染色 15 min，洗去染色液，空气干燥，拍摄图像。然
后加入 10%的冰醋酸 2 ml，静置 30 min，待结晶紫
溶解后，取 100 μl于 96 孔板中，使用光栅型连续波
长酶标仪( infinite M200 PＲO 仪器) ，记录各孔在
560 nm波长处吸光值。
1． 8 细胞凋亡检测 将处于对数生长期的未处理
组、对照组与 GSTP1 干扰组 T24 细胞以 0. 25%胰蛋
白酶室温消化后，以 D-PBS将细胞调整至 1 × 106 个

细胞 /ml浓度，按试剂盒操作说明书进行 Annexin
V-FITC /PI染色。染色后以 300 目筛网过滤，用流
式细胞仪( BD FACS AriaⅢ) 检测，数据采用 Multi-
cycle DNA软件进行测定与分析。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行分析，
计量资料以 珋x ± s表示，多组间比较采用单因素方差
分析，组间两两比较采用 t 检验。P ＜ 0. 05 为差异
有统计学意义。

2 结果

2． 1 稳定下调 GSTP1 基因表达的 T24 细胞株的
建立 通过慢病毒表达系统，建立稳定低表达

GSTP1 基因的 T24 细胞株，提取 T24 细胞蛋白进行
Western blot法检测。结果显示，未处理组、对照组、
GSTP1 干扰组 GSTP1 蛋白光密度值分别为: ( 3. 564
± 0. 133) 、( 3. 498 ± 0. 302) 、( 0. 440 ± 0. 045) ( 经 β-
actin校正，n = 3) 。对照组的 GSTP1 蛋白表达水平
与未处理组相比，差异无统计学意义; GSTP1 shＲNA
慢病毒显著下调 GSTP1 蛋白的表达，GSTP1 干扰组
和对照组与未处理组比较，差异有统计学意义( P =
0. 003 1、0. 000 9) 。见图 1。
2． 2 GSTP1 基因表达下调对 T24 细胞增殖的影响
在细胞增殖试验中，未处理组、对照组与 GSTP1
干扰组均设 3 个平行样本，实验重复 3 次。结果显
示未处理组、对照组和 GSTP1 干扰组的吸光值分别
为: ( 1. 899 ± 0. 063 ) 、( 1. 902 ± 0. 051 ) 、( 1. 259 ±
0. 045) 。将实验数值进行统计分析，对照组与未处
理组相比，吸光值差异无统计学意义; 而 GSTP1 干
扰组吸光值明显低于对照组与未处理组，差异有统

计学意义( P = 0． 007 0、0． 001 8 ) 。实验结果提示，
当 GSTP1 基因表达下调后，对 T24 细胞的增殖具有
抑制作用。见图 2。
2． 3 GSTP1 基因表达下调显著抑制 T24 细胞的克
隆形成 在克隆形成实验中，未处理组、对照组与
GSTP1干扰组均设3个平行样本，实验重复3次。

·4641· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Oct; 52( 10)



图 1 GSTP1 shＲNA慢病毒下调 T24 细胞 GSTP1 基因的表达
1: 未处理组; 2: 对照组; 3: GSTP1 干扰组; 与 GSTP1 干扰组比

较: * P ＜ 0. 05

图 2 GSTP1 基因表达下调对 T24 细胞的增殖的影响
与 GSTP1 干扰组比较: * P ＜ 0. 05

未处理组、对照组和 GSTP1 干扰组的吸光值分别为
( 1. 643 ± 0. 096 ) 、( 1. 554 ± 0. 157 ) 、( 0. 692 ±
0. 045) 。将实验数值进行统计分析，对照组与未处
理组相比，吸光值差异无统计学意义; 而 GSTP1 干
扰组吸光值明显低于对照组与未处理组，差异有统

计学意义( P = 0. 017 7、0． 005 5 ) 。实验结果提示，
当 GSTP1 基因表达下调后，明显抑制 T24 细胞克隆
的形成。见图 3。
2． 4 GSTP1 基因表达下调促进 T24 细胞凋亡 将
未处理组、对照组与 GSTP1 干扰组的 T24 细胞进行
Annexin V-FITC /PI染色，使用流式细胞仪进行细胞
凋亡检测。结果显示，未处理组、对照组、GSTP1 干
扰组细胞存活率( Q3 ) 分别为( 90. 170 ± 0. 252 ) 、
( 89. 630 ± 0. 289) 、( 77. 100 ± 0. 500) 。将实验数值

图 3 GSTP1 基因表达下调对 T24 细胞克隆的影响
1: 未处理组; 2: 对照组; 3: GSTP1 干扰组; 与 GSTP1 干扰组比

较: * P ＜ 0. 05

进行统计分析，对照组与未处理组相比，细胞存活率

差异无统计学意义; 而 GSTP1 干扰组细胞存活率低
于对照组与未处理组，差异有统计学意义 ( P =
0． 000 2、0． 000 9) 。细胞凋亡率( Q4 ) 未处理组、对
照组、GSTP1 干扰组分别为 ( 6. 367 ± 0. 153 ) 、
( 6. 900 ± 0. 265 ) 、( 19. 770 ± 0. 208 ) 。将实验数值
进行统计分析，对照组与未处理组相比，细胞凋亡率

差异无统计学意义; 而 GSTP1 干扰组细胞凋亡率明
显高于对照组与未处理组，差异有统计学意义( P =
0． 000 4、0． 000 2) 。实验结果提示，当 GSTP1 基因
表达下调可明显促进 T24 细胞凋亡。见图 4。

3 讨论

谷胱甘肽 S-转移酶( Glutathione S -trans ferases，
GSTs) 是一组分布广泛的多功能同工酶，根据其主
要结构的不同，该家族包括 GSTα ( GSTA ) 、GSTμ
( GSTM) 、GSTπ ( GSTP) 和 GSTθ ( GSTT) 4 种类型。
GSTP1 作为 GSTs家族中的一员，其能够催化各种抗
癌药物与谷胱甘肽结合，影响抗癌药物的疗效和提

高其排泄。因此，目前研究［3］显示，肿瘤中 GSTP1
的表达水平与肿瘤耐药和肿瘤恶性程度密切相关，

GSTP1 在以下多种恶性肿瘤中表达率较高，如结肠
癌、膀胱癌、胃癌、皮肤癌、乳腺癌、前列腺癌及肺癌
等［4 － 5］。GSTP1 在乳腺癌中的表达与雌激素受体表
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图 4 GSTP1 基因表达下调明显促进 T24 细胞的凋亡

A: 未处理组; B: 对照组; C: GSTP1 干扰组; D: 细胞存活率( Q3 区) ; E: 细胞早期凋亡率( Q4 区) ; 与 GSTP1 干扰组比较: * P ＜ 0. 05

达水平具有相关性［6 － 7］，GSTP1 能作用于对基因和
药物失活的三阴乳腺的癌细胞并能损害其细胞的生

存和影响肿瘤发生，其机制主要是通过损害癌细胞

的新陈代谢及其信号通路来实现［8］，而下调 T 细胞
中 GSTP1 的活性有利于 T细胞凋亡［9］; 当大鼠肝癌
细胞 GSTP1 功能受到抑制后，会诱导大鼠肝癌细胞
的凋亡［10］。在本研究中，通过慢病毒表达系统，使
用 shＲNA下调人膀胱癌 T24 细胞 GSTP1 基因的表
达后，显示 T24 细胞的增殖受到明显抑制; 同时，细
胞凋亡检测结果显示，GSTP1 表达下调后明显促进
T24 细胞凋亡。这提示 GSTP1 在调控细胞凋亡中起
着重要作用。
近年的研究［11 － 12］显示，GSTP1 对细胞增殖的影

响及对细胞凋亡的调控作用，与 JNK家族( c-Jun N-
terminal kinases) 蛋白密切相关。JNK家族蛋白是丝
裂原活化蛋白激酶家族的一员，其活性可被紫外线、
渗透休克、细胞因子与生长因子调控。JNK 家族蛋
白包含 JNK1、JNK2 及 JNK3 等 3 个家族成员，其中，
JNK1 包含 4 个异构体，JNK2 包含 4 个异构体，JNK3
包含 2 个异构体。当 JNK 被磷酸化活化后，其将继
续磷酸化胞质内的下游底物如 Bcl-2，或进入细胞
核，细胞核内的 JNK 激活 c-Jun、ATF2、ELK1、c-Myc
与 p53 的转录因子［11 － 13］。c-Jun与 ATF2 作为 AP-1
( activator proteins 1) 家族的成员，当其被 JNK 磷酸

化后，其将以同源二聚体和异源二聚体与 TPA 反应
元件或 c-AMP应答元件结合，诱导基因转录和蛋白
质合成，引发细胞凋亡的过程［14］。
体外研究［15］结果表明，GSTP1 可以抑制 JNK的

活性; 进一步的研究［16］数据显示，JNK 的 C 末端在
GSTP1 与 JNK 相互结合中起着关键作用。在氧化
应激条件下，GSTP1 与 JNK 解离，随后形成非活化
的共价二聚体，JNK 的活性恢复，激活 c-Jun( Ser-63
或 ser-73 残基的磷酸化) ，导致细胞凋亡［17］。此外，
GSTP1 还可以与 JNK 的下游底物 ATF2 直接结合，
抑制 JNK的活性［18］。
在本课题研究中，细胞凋亡检测以及 Western

blot 等实验结果显示，与空白载体对照组相比，
GSTP1 基因在 T24 细胞表达下调后，促进 T24 细胞
凋亡，GSTP1 对 JNK 表达调控的具体实现途径尚需
进一步研究以明确。
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GSTP1 down-expression promotes the
apoptosis of bladder cancer T24 cell

Tang Ｒongjin1，He Xiaolong2，Zhu Haiqin2，et al
( 1Dept of Urology，Affiliated Hospital of Guilin Medical College，Guilin 541004;

2Dept of Urology，The People’s Hospital of Ganzhou，Ganzhou 341000)

Abstract Objective To investigate the effect of GSTP1 down-expression on the proliferation and apoptosis of hu-
man bladder cancer cell T24．Methods The GSTP1 shＲNA lentivirus obtained from 293T cells which were cotrans-
fected with lentiviral vector GSTP1 shＲNA，pA2 and pMDG2 by Lipofectamine 2000． The infected T24 was divided
into untransfected group，sh-control group and sh-GSTP1 group． Cell proliferation assays( cck-8 ) ，clonogenic as-
says and Annexin V-FITC /PI staining were used to detected the function of GSTP1 down-expression on the prolifer-
ation and apoptosis of T24 respectively． The changes of GSTP1 protein level were detected by Western blot． Ｒesults
Cell proliferation was inhibited remarkably( P ＜ 0. 01 ) after GSTP1 down-expression in T24 Cells． The rate of

cell apoptosis was obvious higher than that in sh-control group and the untransfected group． Conclusion GSTP1
down-expression inhibits cell proliferation and promotes the apoptosis of T24 cell．
Key words bladder cancer; GSTP1; cell proliferation; apoptosis
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