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LncRNAVPS9D1-AS1在膀胱癌中的表达对
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  [摘要] 目的 探究长链非编码RNA(longnon-codingRNA,lncRNA)VPS9D1-AS1在膀胱癌中的表达水平对

膀胱癌临床表现和恶性生物学行为的影响。方法 收集河北医科大学第四医院泌尿外科收治膀胱癌患者的癌组织

和正常膀胱上皮组织样本各69例,应用实时荧光定量多聚核苷酸酶链式反应(quantitativereal-timepolymerase
chainreaction,qPCR)检测VPS9D1-AS1在膀胱癌组织中的表达水平,分析其与性别、年龄、吸烟、高血压病、病理分

级、T 分期、淋巴结转移、远处转移之间的关联。通过细胞增殖实验、细胞集落形成实验、细 胞 划 痕 实 验 和

Transwell侵袭实验探究敲低和过表达 VPS9D1-AS1对膀胱癌细胞体外增殖、迁移和侵袭能力的影响。结果

VPS9D1-AS1在膀胱癌组织中的表达水平显著高于正常膀胱上皮组织(P<0.01);VPS9D1-AS1在高级别尿路上

皮癌组的表达水平显著高于低级别尿路上皮癌组(P<0.05);敲低和过表达VPS9D1-AS1可分别抑制和增强膀胱

癌细胞系的增殖、迁移和侵袭能力。结论lncRNAVPS9D1-AS1提高了膀胱癌细胞的恶性程度,增强了膀胱癌细

胞的恶性生物学行为。
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EffectofexpressionoflncRNAVPS9D1-AS1inbladdercanceronclinical
manifestationsandmalignantbiologicalbehaviorofbladdercancer
LIUZong-hang,QIPan,LISi-jie,DUANYa-tao,ZHANGAi-li*

(DepartmentofUrology,theFourthHospitalofHebeiMedicalUniversity,Shijiazhuang050011,China)

[Abstract] Objective ToinvestigatetheeffectoftheexpressionoflongnoncodingRNA
(lncRNA)VPS9D1-AS1inbladdercancerontheclinicalmanifestationsandmalignantbiological
behaviorofbladdercancer.Methods Intotal,69samplesofcancertissueandnormalbladder
epitheliumwerecollectedfrompatientswithbladdercancer,whoweretreatedintheDepartment
ofUrology,theFourthHospitalofHebeiMedicalUniversity.TheexpressionofVPS9D1-AS1in
bladdercancertissuewasdetectedbyquantitativereal-timepolymerasechainreaction(qPCR),

anditscorrelationwithgender,age,smoking,hypertension,pathologicalgrades,Tstages,

lymphnodemetastasisanddistantmetastasiswasanalyzed.Theimpactsofknockdownand
overexpressionofVPS9D1-AS1onproliferation,migrationandinvasionabilityofbladdercancer
cellsinvitrowereinvestigatedbycellproliferationassay,colony-formingassay,woundhealing
assayandTranswellinvasionassay.Results TheexpressionofVPS9D1-AS1inthebladder
cancertissuewassignificantlyhigherthanthatinthenormalbladderepithelium(P<0.01).The
expressionofVPS9D1-AS1inthehigh-gradeurothelialcarcinomagroupwassignificantlyhigher
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thanthatinthelow-gradeurothelialcarcinomagroup(P<0.01).Knockdownandoverexpression
ofVPS9D1-AS1couldinhibitandenhancetheproliferation,migrationandinvasionabilityof
bladdercancercelllines,respectively.Conclusion LncRNA VPS9D1-AS1increasesthe
malignancyofbladdercancercellsandenhancesthemalignantbiologicalbehaviorofbladder
cancercells.

[Keywords] urinarybladderneoplasms;non-codingRNA;biologicalbehavior

  膀胱癌(bladdercancer,BLCA)是发病率仅次

于前列腺癌的泌尿系统第2大肿瘤[1-2]。BLCA发

病率位居中国恶性肿瘤第13位,其中男性发病率位

居第7位,是女性发病率的3.8倍,男性病死率是女

性的4.0倍[3]。BLCA病因尚不明确,吸烟和职业

性致癌物暴露是目前最明确的风险因素[4-5]。非肌

层 浸 润 性 膀 胱 癌 (non-muscle-invasivebladder
cancer,NMIBC)患者通常会采用内窥镜切除肿瘤,
然后进行膀胱内灌注治疗,卡介苗等药物的应用减

少了肿瘤的复发和或进展[6-7]。BLCA易复发和转

移,仍有50%~70%采用经尿道膀胱肿瘤切除术治

疗的NMIBC患者复发,有10%~20%进展为肌层

浸润 性 膀 胱 癌(muscle-invasivebladdercarncer,

MIBC),甚至出现转移,基于铂类的化疗和免疫治

疗为转移性膀胱癌患者提供了新的治疗方案[8-10]。
LncRNA的异常与肿瘤发生、发展和转移密切相

关,可能作为癌基因或抑癌基因,参与肿瘤细胞生

长、凋亡、迁移和侵袭[11-12]。许多lncRNA能够改

变BLCA细胞的恶性生物学行为,因此,找到影响

BLCA预后的基因至关重要[13-15]。VPS9D1-AS1
是位于16q24.3染色体上 VPS9D1的反义链RNA
1,基因长度为1753bp[16]。VPS9D1-AS1在肺癌、
直肠癌、肝癌、前列腺癌等多种癌症中起致癌作用,
但在BLCA中的影响仍然未知。本研究收集河北

医科大学第四医院泌尿外科收治BLCA患者的癌

组织和正常膀胱上皮组织样本各69例,应用qPCR
检测VPS9D1-AS1在BLCA组织、正常膀胱上皮组

织中的表达水平,分析该基因表达水平与性别、年
龄、吸烟、高血压病、病理分级、T分期、淋巴结转移、
远处转移之间的关联。通过细胞增殖实验、细胞集

落形成实验、细胞划痕实验和Transwell侵袭实验

探究敲低和过表达 VPS9D1-AS1对BLCA细胞体

外增殖、迁移和侵袭能力的影响,为BLCA的诊治

寻找新的思路。

1 资 料 与 方 法

1.1 一般资料 收集河北医科大学第四医院泌尿

外科2021年9月—2023年7月收治的BLCA患者

的癌组织和正常膀胱上皮组织样本各69例,患者的

相关信息采集自临床病历资料。BLCA组织大小约

0.2cm×0.2cm×0.2cm,经病理医师证实均为膀

胱尿路上皮癌;正常膀胱上皮组织取自同一患者距

离肿瘤组织边缘2cm以上的正常膀胱黏膜,大小约

0.2cm×0.2cm×0.2cm,经病理医师证实为正常

膀胱上皮。标本用 RNA 稳定保存液浸泡,先于

4℃ 冰箱中保存,24h后转入-80 ℃冰箱低温

保存。
所有标本的采集和用途均通过河北医科大学第

四医院伦理委员会审批,取得患者或患者家属的同

意并签署知情同意书。
1.2 主要试剂及仪器 逆转录试剂盒购自Roche
公司,Lipofectamine2000转染试剂购自Invitrogen
公司,人BLCA细胞系T24、5637、SW780购自湖南

丰晖生物科技有限公司,人膀胱上皮细胞系SV-
HUC-1购自广州赛库生物技术有限公司,胎牛血清

购自PAN-Biotech公司,McCoy's5A、RPMI-1640、
Leibovitz'sL-15、Ham'sF-12K培养基购自武汉普

诺赛生命科技有限公司,MTS试剂购自Promega
公司,敲 低 VPS9D1-AS1的shRNA 和 VPS9D1-
AS1的过表达质粒pcDNA3.1-VPS9D1-AS1由上

海吉玛基因公司设计并合成。
1.3 方法

1.3.1 细胞培养 人BLCA 细胞系 T24培养于

McCoy's5A培养基,人BLCA细胞系5637培养于

RPMI-1640培养基,人BLCA细胞系SW780培养

于Leibovitz'sL-15培养基,膀胱上皮细胞系SV-
HUC-1培养于 Ham'sF-12K培养基,均添加10%
胎牛血清,细胞放置于5% CO2,37℃恒温培养箱

中培养。
1.3.2 检测VPS9D1-AS1在BLCA组织和细胞中

的表达水平 提取BLCA组织、正常膀胱上皮组

织、人BLCA细胞系T24、5637、SW780和人正常膀

胱上 皮 细 胞 系 SV-HUC-1的 RNA 并 反 转 录 为

cDNA,应用qPCR检测VPS9D1-AS1的表达水平。
VPS9D1-AS1上游引物为5'-TGCTAGCTTCAGC-
ATCTTGG-3',下 游 引 物 为 5'-AAGTAACAGT-
GGTAGAGCCGA-3';内 参 GAPDH 上 游 引 物 为

5'-GAGCCACATCGCTCAGACAC-3',下游引物为
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5'-GCCCAATACGACCAAATCC-3'。qPCR 反 应

条件:95℃预变性10min;95℃变性15s、54℃退

火15s、72℃延伸30s,共40个循环,72℃终延伸

7min。每个样本设3个复孔。以正常膀胱上皮组

织作为对照,以GAPDH为内参,采用相对定量法,
VPS9D1-AS1在癌组织相对于正常膀胱上皮组织

的相 对 倍 数 用 以 T=2-△△CT 表 示,公 式 如 下:
△CT= CTVPS9D1-AS1 - CTGAPDH, △△CT =
△CT癌组织-△CT同一患者正常膀胱上皮组织。
1.3.3 细胞的转染 敲低 VPS9D1-AS1基因的

shRNA 命 名 为 sh-VPS9D1-AS1 (序 列 为

GCGUCAGCUCUCUGGAAAUTT),以sh-NC(序
列为 UUCUCCGAACGUGUCACGUTT)作 为 对

照;过 表 达 VPS9D1-AS1 基 因 的 质 粒 命 名 为

pcDNA3. 1-VPS9D1-AS1 ( 序 列 为

TGCTAGCTTCAGCATCTTGG),以 pcDNA3.1-
NC作为对照。选择生长状态良好的BLCA细胞,
均匀接种于6孔板内,待细胞密度80%左右时,利
用 Lipofectamine2000 转 染 试 剂 将 sh-VPS9D1-
AS1、sh-NC 转染至5637细胞系,将pcDNA3.1-
VPS9D1-AS1、pcDNA3.1-NC转染至T24细胞系。
培养48h后收集细胞并提取 RNA 并反转录为

cDNA,应用qPCR检测转染效率。
1.4 MTS细胞增殖实验 向96孔板中每孔接种

1000个细胞,每组设置6个复孔。显微镜下观察细

胞状态,在观察到细胞贴壁后,分别在0h、24h、

48h、72h、96h向每孔中加入20μLMTS试剂。
培养箱中孵育2h,使用酶标仪检测各组细胞在

492nm波长处的OD值,OD值越高表明细胞的增

殖能力越强。以上实验重复3次,取平均值。

1.5 细胞集落形成实验 向六孔板中每孔接种

3000个细胞,使细胞均匀的分布于六孔板中。用

PBS溶液将培养1周的细胞清洗2遍,用4%的多

聚甲醛600μL固定20min,PBS溶液清洗3次,室
温晾干。500μL结晶紫染液染色20min,PBS溶液

清洗3次,室温晾干。显微镜下观察,以大于50个

细胞作为1个克隆的标准,计算每孔中克隆形成的

数量。
1.6 细胞划痕实验 在六孔板背面用记号笔划6
条水平线将六孔板均分,使每个培养孔均有3条水

平线穿过。向六孔板中每孔加入5×105 个细胞。
显微镜下观察细胞的生长情况,当观察到细胞融合

度约100%时,用移液枪头比着直尺垂直于水平线

划痕,PBS溶液洗去划落的细胞,更换培养基,观察

划痕间距。在划痕后的0h、12h、24h于倒置荧光

显微镜下观察细胞划痕间距变化情况,每次观察前

均用PBS溶液清洗后更换培养基,计算细胞迁移

率。迁移率=(0h划痕间距-12/24h划痕间距)/

0h划痕间距×100%。

1.7 Transwell侵袭实验 将Matrigel胶和无血清

培养基以1∶7的比例进行稀释,4℃保存备用。将小

室放 入 24 孔 板 中,向 小 室 上 层 加 入 稀 释 好 的

Matrigel胶20μL,确保基质胶均匀铺在小室上,

37℃ 恒温箱过夜。向上室中每孔加入1×105 个细

胞并加入无血清培养基补齐到200μL,下室中加入

600μL培养基。培养24h后取出小室,拭去上室

中的胶和胶上细胞,PBS溶液清洗3次。向带有小

室的孔中加入4%多聚甲醛固定20min,PBS溶液

清洗 3 次,室 温 晾 干。0.5% 结 晶 紫 染 液 染 色

20min,PBS溶液清洗3次,室温晾干。倒置荧光显

微镜下选取5个随机视野,观察并记录每个视野内

的细胞数量。

1.8 统计学方法 应用SPSS26.0统计软件分析

数据,制图软件使用GraphpadPrism8.0。计量资

料采用独立样本t检验。P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 VPS9D1-AS1在BLCA组织和BLCA细胞中

的表达水平 VPS9D1-AS1在BLCA组织中的表

达水平显著高于正常膀胱上皮组织,差异有统计学

意义(P<0.01),见 表1。VPS9D1-AS1在3株

BLCA细胞系中的表达水平均高于人膀胱上皮细胞

系SV-HUC-1,差异有统计学意义(P<0.01),见表

2。

2.2 VPS9D1-AS1在BLCA组织中的表达水平与

临床表现之间的关联 VPS9D1-AS1在BLCA组

织中表达水平与病理分级相关,高级别尿路上皮癌

组表达水平显著高于低级别尿路上皮癌组(P<
0.05),与患者性别、年龄、吸烟史、高血压病史、T分

期、淋巴结转移、远处转移无关(P>0.05),见表3。
表1 VPS9D1-AS1在BLCA组织中的表达水平

Table1 TheexpressionlevelofVPS9D1-AS1
inbladdercancertissues

(n=69,x-±s)

组别    组织表达量

BLCA组织   2.338±0.717
正常膀胱上皮组织 1.163±0.428
t'值    11.683
P 值    <0.001
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表2 VPS9D1-AS1在BLCA细胞系中的表达水平

Table2 TheexpressionlevelofVPS9D1-AS1
inbladdercancercelllines

(n=3,x-±s)

组别    
5637细胞系

表达量

T24细胞系

表达量

SW780细胞系

表达量

BLCA细胞系   4.403±0.225 2.596±0.280 1.564±0.176
正常膀胱上皮细胞系 1.010±0.074 1.010±0.074 1.010±0.074

t'值    24.801 9.488 5.017
P 值    <0.001 0.007 0.007

表3 VPS9D1-AS1在BLCA组织中的表达水平与

临床表现之间的关联

Table3 Associationbetweenexpressionlevelsof
VPS9D1-AS1inbladdercancertissues

andclinicalmanifestations
(x-±s)

临床参数 例数 组织表达量 t值 P 值

性别

 男性

 女性

61

8

2.236±0.724

2.199±0.689
0.787 0.564

年龄

 ≤60岁

 >60岁

22

47

2.363±0.710

2.325±0.727
0.205 0.838

吸烟史

 有

 无

46

23

2.330±0.720

2.351±0.727
0.115 0.908

高血压病史

 有

 无

28

41

2.283±0.713

2.374±0.726
0.510 0.612

病理分级

 低级别

 高级别

36

33

2.170±0.674

2.520±0.727
2.071 0.042

T分期

 <T2

 ≥T2

50

19

2.388±0.688

2.203±0.792
0.955 0.343

淋巴结转移

 有

 无

7

62

2.024±0.378

2.372±0.739
1.223 0.226

远处转移

 有

 无

3

66

2.613±0.533

2.325±0.725
0.678 0.500

2.3 敲低和过表达VPS9D1-AS1细胞模型的构建

与验证 应用qPCR验证转染效率,结果显示5637
细胞转染sh-VPS9D1-AS1后的相对表达水平低于

sh-NC组,差异有统计学意义(P<0.01);T24细胞

转染 VPS9D1-AS1过表达质粒后的相对表达水平

高于pcDNA3.1-NC组,差异有统计学意义(P<
0.001),见表4。上述结果证实转染成功,可进行后

续功能实验。

2.4 敲低 VPS9D1-AS1对BLCA细胞增殖、迁移

和侵袭能力的影响 MTS细胞增殖实验可以发现,
转染sh-VPS9D1-AS1组在492nm 处的 OD值显

著低于转染sh-NC组,从48h开始差异有统计学意

义(P<0.05);细胞集落形成实验可以发现,转染

sh-VPS9D1-AS1组的细胞克隆形成数显著低于转

染sh-NC组,差异有统计学意义(P<0.05)(图
1A);细胞划痕实验可以发现,转染sh-VPS9D1-
AS1组在24h时的细胞迁移率显著低于转染sh-
NC组,差异有统计学意义(P<0.001)(图1B);

Transwell侵袭实验可以发现,转染sh-VPS9D1-
AS1组通过人工基底膜的细胞数显著低于转染sh-
NC组,差异有统计学意义(P<0.05),见图1C,
表5。

表4 BLCA细胞系转染VPS9D1-AS1效率的验证

Table4 ValidationofVPS9D1-AS1transfection
efficiencyinbladdercancercelllines

(n=3,x-±s,%)

组别 敲低VPS9D1-AS1 过表达VPS9D1-AS1

实验组 0.268±0.016 124.654±6.824
对照组 0.997±0.144 1.011±0.173
t值 8.706 31.371
P 值 <0.001 <0.001
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图1 敲低VPS9D1-AS1对5637细胞系生物学行为的影响

A.细 胞 集 落 形 成 实 验 结 果;B.细 胞 划 痕 实 验 结 果;C.
Transwell侵袭实验结果

Figure1 EffectofknockdownofVPS9D1-AS1onbiological
behaviorof5637celllines

2.6 过表达 VPS9D1-AS1对BLCA细胞增殖、迁
移和侵袭能力的影响 MTS细胞增殖实验可以发

现,转染pcDNA3.1-VPS9D1-AS1组在492nm 处

的OD值显著高于转染pcDNA3.1-NC组,从48h
开始差异有统计学意义(P<0.05);细胞集落形成

实验可以发现,转染pcDNA3.1-VPS9D1-AS1组的

细胞克隆形成数显著高于转染pcDNA3.1-NC组,
差异有统计学意义(P<0.05)(图2A);细胞划痕实

验可以发现,转染pcDNA3.1-VPS9D1-AS1组细胞

在24h时的细胞迁移率显著高于pcDNA3.1-NC
组,差 异 有 统 计 学 意 义 (P<0.01)(图 2B);

Transwell侵 袭 实 验 可 以 发 现,转 染pcDNA3.1-
VPS9D1-AS1组通过人工基底膜的细胞数显著高

于pcDNA3.1-NC 组,差 异 有 统 计 学 意 义 (P<
0.001),见图2C,表6。

表5 敲低VPS9D1-AS1对5637细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响

Table5 EffectofknockdownofVPS9D1-AS1onproliferation,migration,andinvasionabilityof5637cells
(n=3,x-±s)

组别      
MTS细胞增殖实验

(48h,OD值)
细胞集落形成实验(个) 细胞划痕实验(%) Transwell侵袭实验(个)

转染sh-VPS9D1-AS1组 0.300±0.005 346.667±47.056 47.333±2.517 603.667±56.128
转染sh-NC组     0.351±0.002 447.667±46.068 72.333±2.082 859.000±82.505

t值      14.161 2.656 13.258 4.432
P 值      <0.001 0.047 <0.001 0.011

图2 过表达VPS9D1-AS1对T24细胞系生物学行为的影响

A.细 胞 集 落 形 成 实 验 结 果;B.细 胞 划 痕 实 验 结 果;C.
Transwell侵袭实验结果

Figure2 Effectof overexpoession of VPS9D1-AS1 on
biologicalbehaviorofT24celllines
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表6 过表达VPS9D1-AS1对T24细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响

Table6 EffectofoverexpressionofVPS9D1-AS1onproliferation,migration,andinvasionabilityofT24cells
(n=3,x-±s)

组别         
MTS细胞增殖实验

(48h,OD值)
细胞集落形成实验(个) 细胞划痕实验(%) Transwell侵袭实验(个)

转染pcDNA3.1-VPS9D1-AS1组 0.309±0.005 758.667±137.703 71.000±2.645 974.667±42.359
转染pcDNA3.1-NC组     0.282±0.005 457.333±55.895 58.333±2.516 728.000±32.908

t值         8.166 3.512 6.008 7.965
P 值         <0.001 0.048 0.004 <0.001

3 讨  论

癌症治疗的两个主要障碍是转移和耐药性,这
也是癌症导致死亡的主要原因[16-17]。随着高通量

RNA测序技术的发展,癌症中发现了多种lncRNA
的表达模式,lncRNA的表达模式在某些癌症中是

特异的,甚至在肿瘤的不同阶段也有所不同[18-19]。

LncRNA早期被认为只是转录垃圾,仅具有被动或

次级功能,最近的研究的发现lncRNA可以在不同

方面调节基因表达,如表观遗传、转录、转录后、翻译

和翻译后水平,这取决于它们的亚细胞定位以及通

过它 们 与 DNA、RNA 和 蛋 白 质 相 互 作 用 的 能

力[20-21]。Yang等[22]的研究发现 VPS9D1-AS1在

结直肠癌中过表达,敲低VPS9D1-AS1可以使刺激

基因下调,降低了肿瘤细胞中的干扰素水平;相反,
过表达VPS9D1-AS1的肿瘤细胞对CD8+ T细胞

具有耐药性,并降低了CD8+ T细胞中的干扰素表

达,因此VPS9D1-AS1可以作为结直肠癌的潜在治

疗靶点。Liu等[23]的研究发现 VPS9D1-AS1可以

通过调节 miRNA-30a-5p/KIF11轴促进肺腺癌的

恶性进展,KIF11可能是肺腺癌患者的不利预后因

素,这表明VPS9D1-AS1是调节肺腺癌恶性生物学

行为的关键。Peng等[24]的研究发现VPS9D1-AS1
通过调节 miR-377-3p/SGK1轴促进了子宫内膜癌

细胞增殖、迁移和侵袭,这为子宫内膜癌治疗提供了

一个新的靶点。VPS9D1-AS1的表达水平在病理

阶段、淋巴结转移和FIGO阶段明显相关。这些结

果表明 VPS9D1-AS1的上调与子宫内膜癌的不良

预后密切相关。Wu等[25]的研究发现VPS9D1-AS1
竞争性结合 miR-187-3p来加速前列腺癌细胞的恶

性行为来上调节FGFRL1,通过靶向 miR-187-3p/

FGFRL1轴来促进前列腺癌的进展,并有可能成为

前列腺癌患者的治疗靶点。然而,目前还没有针对

VPS9D1-AS1对BLCA影响的相关研究。
本实验收集河北医科大学第四医院泌尿外科收

治BLCA患者的癌组织和正常膀胱上皮组织样本

各69例,应 用qPCR 检 测 发 现 VPS9D1-AS1在

BLCA组织和BLCA细胞系中的表达水平显著高

于正常膀胱上皮组织和正常膀胱上皮细胞系。通过

对临 床 数 据 的 统 计 学 分 析,发 现 BLCA 组 织 中

VPS9D1-AS1表达水平与病理分级相关,高级别尿

路上皮癌组的表达水平显著高于低级别尿路上皮癌

组,与患者性别、年龄、吸烟、高血压病、T分期、淋巴

结转移、远处转移无关。构建VPS9D1-AS1的敲低

和过表达载体并转染BLCA细胞系,通过细胞增殖

实验、细胞集落形成实验、细胞划痕实验、Transwell
侵袭实验发现:敲低VPS9D1-AS1可使BLCA细胞

系的 体 外 增 殖、迁 移 和 侵 袭 能 力 降 低;过 表 达

VPS9D1-AS1可使BLCA细胞系的体外增殖、迁移

和侵袭能力增强。
综 上 所 述,lncRNA VPS9D1-AS1 提 高 了

BLCA细胞的恶性程度,增强了BLCA细胞的恶性

生物学行为。后续研究可以针对该基因正义链

VPS9D1表达水平是否与上述结果存在相同或相反

的结论,VPS9D1-AS1通过何种方式调控蛋白质的

表达等问题,进一步明确VPS9D1-AS1在BLCA发

生、发展中发挥的作用。
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