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摘要 目的 通过 ＲNA干扰阻断 T24 细胞中 Eg5 基因的表
达，研究 Eg5 基因对 T24 细胞增殖和迁移的影响。方法
T24 细胞株分为 3 组:干扰组、空白对照组、阴性对照组。化

学合成针对 Eg5 的小干扰 ＲNA，通过脂质体转染至 T24 细

胞中，应用 Western blot法检测转染后 T24 细胞中 Eg5 蛋白

表达，采用台盼蓝拒染实验检测细胞死亡率，用噻唑蓝

( MTT) 比色分析法和平板克隆形成实验检测细胞增殖抑制

率，通过细胞划痕实验检测细胞的迁移能力。结果 干扰组
Eg5 蛋白表达显著低于空白对照组和阴性对照组;干扰组细

胞死亡率显著升高，与空白对照组及阴性对照组比较差异有

统计学意义( P ＜ 0. 05) ; 干扰组的克隆形成率下降，与空白

对照组和阴性对照组比较差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ;

MTT结果提示，干扰 Eg5 基因表达后，T24 细胞的增殖率明

显下降( P ＜ 0. 05) ;划痕实验结果显示干扰组细胞迁移能力

受到明显抑制( P ＜ 0. 05) 。结论 Eg5 基因在膀胱移行细胞

癌起重要作用，干扰 Eg5 基因能有效抑制 T24 细胞的增殖与
迁移，促进细胞死亡，以 Eg5 为靶点有望成为膀胱癌基因治

疗的新基因靶点。
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纺锤体驱动蛋白 Eg5 ( 又称 KSP、KIF11、
KNSL1) 最早是从非洲爪蟾卵中克隆出来的驱动蛋
白超家族，属于驱动蛋白 5 家族［1］。Eg5 基因位于
10q24． 1，基因组长 6 216 kbp，含 22 个外显子，编码
分子量为 119 ku、1 057 个氨基酸组成的蛋白质。
Eg5 主要在细胞质中表达，少部分在细胞核中表达，
通过磷酸化来实现其调节纺锤体形成、核糖体转运
率等功能，但过度表达 Eg5 会干扰正常纺锤体的组
配和功能独特的平衡力，导致纺锤体缺失形成、遗传

不稳定和肿瘤发生［2］。近来研究［3 － 5］显示 Eg5 在多
种恶性肿瘤中呈高表达，如前列腺癌、肝癌、肺癌等。
Ding et al［6］研究发现，膀胱癌组织 Eg5 表达明显高
于正常膀胱组织，且与预后密切相关，但具体机制尚

不清楚。该研究旨在运用小干扰 ＲNA( small inter-
fering，siＲNA) 沉默 Eg5 在膀胱癌 T24 细胞株中表
达，观察其对膀胱癌细胞增殖与迁移的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料 人膀胱移行上皮癌 T24 细胞株购于中
国典型培养物保藏中心。Eg5 鼠抗人单克隆抗体
( 美国 Abcam 公司) ; 转染脂质体 Lipofectamin 2000
( 美国 Invitrogen 公司) ; ＲPMI 1640 细胞培养液、胰
蛋白酶( 美国 Gibco公司) ;噻唑蓝( MTT) ( 美国 Sig-
ma公司) 。3 组针对 Eg5 基因的 siＲNA序列参照文
献［7 － 9］由上海吉玛制药有限公司合成: 干扰 1 组正
义链: 5'-CCGAGCUCUCUUAUCAACATT-3'，反义链:
5'-GAUAAGAGAUCGGTT-3; 干扰 2 组正义链: 5'-
CUCAAGACCUGAAGACAAUTT-3'，反义链: 5'-AUU-
GUCUUCAGGUCUUCAGTT-3';干扰 3 组正义链: 5'-
AGGACAACUGCAGCUACUCTT-3'，反 义 链: 5'-
GAGUAGCUGCAGUUGUCCUTT-3' 。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养及转染分组 人膀胱移行细胞癌
T24 细胞株在无菌条件下用含 10%胎牛血清、1%双
抗( 青霉素 +链霉素) 的 ＲPMI 1640 培养液中，置于
37 ℃、5% CO2 饱和湿度条件下培养。转染前 1 d，

将处于对数生长期的 T24 细胞以 5 × 105 个 /孔的密
度接种于 6 孔板中; 次日，当 T24 细胞丰度为 50%
～70%时进行转染。实验将 T24 细胞分为 3 组: ①
干扰组，分别转染 3 条靶向 Eg5-siＲNA;② 阴性对照
组，转染无关 siＲNA;③ 空白对照组，只加入转染试
剂。转染 5 h后，更换含血清及抗生素的培养液继
续培养。
1． 2． 2 Western blot法检测 T24 细胞 Eg5 蛋白的表
达 分别取转染后 72 h 的各组细胞，预冷 PBS 洗 2
次后提取细胞总蛋白，经 BCA 法定量蛋白后，分别
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取各组蛋白 30 μg /孔进行 SDS-PAGE凝胶电泳，250
mA 恒流 2． 5 h后将蛋白转移至 PVDF，用含 5%BSA
的 TBST室温封闭 1 h; 加入相应抗体 4 ℃孵育过
夜，TBST洗 3 次，每次 10 min，加入二抗，室温孵育
1． 5 h，TBST 洗 3 次，每次 10 min，最后用增强化学
发光( ECL) 检测信号强度。
1． 2． 3 台盼蓝实验检测细胞的死亡率 取对数生
长期细胞调整浓度 1 × 105 /ml，接种于 24 孔培养板
中，分别在转染 24、48、72 h 后收取细胞，3 200 r /
min离心 3 min 后以适量体积重悬，用 0. 04%台盼
蓝溶液与等体积细胞悬液混匀 3 min 后计数活细胞
和死细胞。细胞死亡率 ( % ) =死细胞总数 / ( 活细
胞总数 +死细胞总数) × 100%。
1． 2． 4 MTT比色法检测细胞增殖抑制 将各组细
胞以 2 × 104 个 /孔接种于 96 孔板，体积 200 μl /孔，
每组设置 3 个复孔。分别于转染后 24、48、72、96 h
进行 MTT检测，每孔加入 5 g /L的 MTT 20 μl，继续
培养 4 h，弃上清液，加 150 μl二甲基亚砜( DMSO) ，
震荡 5 min。经酶联检测仪上于 570 nm 测吸光度
( A) 值，计算各组细胞增殖抑制率 ( IＲ) 。IＲ ( % )
= ( 对照组 A均值 －实验组 A均值) / 对照组 A均
值 × 100%。
1． 2． 5 平板克隆形成实验测定细胞增殖能力 操
作按参考文献［10］，即细胞转染后 48 h，再转染 1 次，
48 h后将细胞以 960 /孔密度接种于 6 孔板，与培养
箱培养 6 d。PBS 洗 2 次，甲醇固定，1%结晶紫染
色，计算克隆数，各组实验重复 3 次。克隆形成率 =
克隆数 /接种细胞数 × 100%。
1． 2． 6 划痕愈合实验检测细胞的迁移能力 细胞
转染 24 h后，将细胞以 5 × 105 个 /孔接种到 6 孔板
中，细胞丰度为 95%时，使用 20 μl枪头在单层细胞
表面划痕，PBS漂洗 2 次，更换 ＲPMI 1640 培养基，
继续培养 12 h，分别在划痕后的 0、6、12 h 拍照观察
细胞的相对迁移能力。细胞迁移距离 = ( 0 h 划痕
距离 － 12 h划痕距离) 。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件分析，
计量数据以珋x ± s表示，两组间比较采用 t检验，多组
比较采用单因素方差分析。

2 结果

2． 1 siＲNA干扰对 T24 细胞中 Eg5 表达的影响
转染 72 h 后，Western blot 检测结果显示，5 组细胞
均不同程度表达 Eg5，3 组特异性干扰组明显低于空

白对照组，且干扰 3 组的 Eg5 表达相对强度明显低
于干扰 1、2 两组，见图 1。选用沉默效率最高的干
扰组进行后续实验。

图 1 siＲNA转染对 T24 细胞中 Eg5 蛋白水平的影响

1:空白对照组; 2:阴性对照组; 3:干扰 1 组; 4:干扰 2 组; 5:干扰 3 组

2． 2 siＲNA 干扰对 T24 细胞死亡的影响 与空白
对照组和阴性对照组细胞比较，Eg5 基因瞬时转染
到 T24 细胞后，对细胞死亡产生了促进作用，表现为
在转染后 24、48、72 h，干扰组细胞死亡率高于空白
对照组，差异有统计学意义 ( t 值分别为 － 4. 48、
－ 22. 61、－ 26. 36，P ＜ 0. 05 ) 。而空白对照组和阴
性对照组比较，差异无统计学意义 ( t 值分别为
－ 2. 01、－ 2. 95、－ 1. 91，P ＞ 0. 05) 。见表 1。

表 1 siＲNA干扰后不同时间 T24细胞死亡率的变化( %，n =3，珋x ± s)

组别
时间( h)

24 48 72
空白对照 2． 307 0 ± 0． 648 9 3． 171 4 ± 0． 351 4 4． 342 6 ± 0． 967 2
阴性对照 2． 213 5 ± 0． 476 6 4． 182 0 ± 0． 478 1 5． 601 6 ± 0． 605 6
干扰 4． 755 0 ± 0． 717 0# 15． 896 0 ± 0． 909 1# 40． 151 0 ± 2． 145 0#

与空白对照组比较: #P ＜ 0． 05

2． 3 siＲNA 干扰后对 T24 细胞增殖的影响 MTT
实验结果显示，T24 细胞行 Eg5 基因干扰后 24 ～ 96
h，与空白对照组细胞比较吸光度 A 值降低，阴性对
照组 T24 细胞 24 ～ 96 h增殖抑制率分别为 0. 72%、
0. 83%、1. 25%、0. 78%，干扰组 T24 细胞的 24 ～ 96
h 增殖抑制率分别为 5. 91%、22. 82%、38. 50%、
41. 27%，对应时程组间增殖抑制率比较差异均有统
计学意义( F 值分别为 113. 6、214. 7、247. 3、517. 2，
P ＜ 0. 05) ，见图 2。平板克隆形成抑制的结果与此
一致，干扰组的细胞克隆形成能力明显比空白对照

组减弱，干扰组的克隆形成率为( 8. 2 ± 0. 08 ) %，空
白照组、阴性对照组的克隆形成率分别为( 23. 61 ±
0. 36) %、( 22. 68 ± 0. 26 ) %，差异有统计学意义 ( F
= 84. 87，P ＜ 0. 05) ，见图 3。
2． 4 siＲNA 干扰后对 T24 细胞迁移能力的影响
划痕实验表明，空白对照组、阴性对照组、干扰组的
迁移距离分别为 ( 593. 59 ± 1. 73 ) 、( 588. 97 ±
5. 86) 、( 434. 56 ± 8. 39) μm，干扰组与空白对照组、
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干扰组与阴性对照组两两比较差异均有统计学意义

( t值分别为 32. 16、26. 13，P ＜ 0. 05) ，见图 4。

图 2 MTT法检测转染后各时点 T24 细胞增殖抑制率

图 3 siＲNA 干扰 Eg5 基因对
T24 细胞克隆形成的影响

A: 空白对照组; B: 阴性对

照组; C:干扰组

3 讨论

膀胱癌亦存在较高的复发率，寻找一种新的治

疗方法已成为一个重要课题，而近年以 siＲNA 为基
础的基因治疗成为膀胱癌新治疗手段的研究热点。
本研究结果显示 T24 膀胱癌移行细胞株中存在

Eg5 阳性表达，且移行细胞癌是膀胱癌中最常见的
肿瘤类型，故以 T24 膀胱癌移行细胞株为研究对象
具有一定代表性。在采用 siＲNA 沉默 Eg5 基因后
进行的 Western blot实验中，T24 细胞中 Eg5 的蛋白
水平明显下降，说明本实验设计序列具有特异性。
诱导细胞死亡是癌症治疗的一种手段。抗微管

一直是被认为是诱导肿瘤细胞死亡的有效方法，但

传统抗微管药( 如紫衫烷类及长春新碱类) 因会结

合轴突微管引起明显的周围神经病变等毒副作用，

因此 Eg5 作为抗微管的新靶点已成为热点。有学
者［11］研究发现，对多西他赛耐药的前列腺癌细胞对

Eg5 抑制剂 STLC 仍然敏感，STLC 对前列腺癌细胞
杀伤作用不受 P-糖蛋白水平的影响。本实验采用
台盼蓝实验结果显示下调 Eg5 基因能促进膀胱癌
T24 细胞的死亡且存在时间依赖性，即随时间延长，
细胞死亡率逐渐增加，并且作用在 72 h达最大。
肿瘤形成的特点之一是细胞增殖不受机体调控

以及形成大量非整倍体细胞。Marra et al［12］将特异
性 Eg5 基因用电穿孔方法分别在 0、15 d 导入卵巢
癌细胞 SKOV-3 成瘤的裸鼠中，与对照组比较实验
组中裸鼠肿瘤的生长得到明显抑制，且大部分肿瘤

细胞被抑制在亚 G1 期。克隆形成能力反映细胞群
体依赖性和增殖能力两个重要特征，更倾向于反映

肿瘤细胞的“接触不抑制”特征，是反映肿瘤恶性程
度的重要指标。本实验结果显示，与空白对照组和

图 4 siＲNA干扰 Eg5 基因对 T24 细胞迁移的影响 × 10

A:空白对照组; B:阴性对照组; C:干扰组; 1: 0 h; 2: 12 h
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阴性对照组相比，ＲNAi 干扰 Eg5 基因表达后，膀胱
癌细胞克隆数目和 MTT吸光值明显下降，这表明沉
默 Eg5 基因在 T24 细胞中表达能抑制 T24 细胞的增
殖能力，可能与抑制细胞的过度有丝分裂、减少其产
生非整倍体细胞、调控细胞周期有关。
肿瘤细胞的发生是多因素、多步骤、多阶段的，

肿瘤细胞的转移是肿瘤恶性生物学行为的主要特

征，是引起肿瘤治疗失败和死亡的主要原因。Sun
et al［13］研究发现，dimethylenastron ( 一种 Eg5 抑制
剂) 可以明显抑制高表达 Eg5 基因胰腺癌细胞的迁
移和侵袭能力。本研究采用划痕实验检测 siＲNA
沉默 Eg5 基因对 T24 细胞迁移的影响，结果表明下
调 Eg5 蛋白表达后可显著抑制 T24 细胞的迁移能
力。肿瘤的转移能力与其诱导降解细胞外基质、基
底膜的多种酶相关［14］，而 Eg5 有可能上调此类相关
酶类物质从而促进 T24 细胞侵袭转移。
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Eg5 gene affects cell proliferation and migration of bladder carcinoma cells
Chen Jiexun，Yu Dexin，Zhang Zhiqiang，et al

( Dept of Urology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To observe the bionomics effects of Eg5 gene on human T24 tumor cell line． Methods T24
cells were divided into three groups: the Eg5-siＲNA group，the blank control group，the negative group． The expres-
sion of Eg5 was detected by Western blot． The rate of cell death was determined by Tyrpan blue staining assays． The
proliferation of T24 cells was determined by methyl thiazol tetrazolium( MTT) assay and plate clone formation assay．
The migration of T24 cells was analyzed by scratch test． Ｒesults Western blot analysis showed that T24 cells with
Eg5-siＲNA transfected decreased the Eg5 gene expression． In contrast to the control group，Eg5-siＲNA induced
markedly the T24 cellls death． The ability of proliferation and migration of T24 cells treated with Eg5-siＲNA was
decreased as compared with the blank control group and the negative group( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Silencing Eg5
can regulate the malignant biological behavirors of bladder cancer cell line T24 effectively and may become a novel
gene therapeutic strategy for bladder cancer．
Key words ＲNA interference; Eg5 gene; bladder carcinoma
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