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MiＲ-29b-3p 在膀胱癌化疗耐受机制中的作用

李 洋，梁 瑜
( 安徽医科大学生命科学学院 生物学系，安徽 合肥 230031)

【摘 要】目的: 探讨 miＲ-29b-3p 在膀胱癌化疗耐受机制中的作用。方法: 通过对多药敏感的膀胱癌细胞株 5637 及多药耐受

的膀胱癌细胞株 H-bc 进行 microＲNA 测序分析，miＲ-29b-3p 作为表达差异较为明显的候选 microＲNA 被挑选进行下一步研

究。分别合成并转染 miＲ-29b-3p 的 mimic 或 antagomiＲ 序列以提高或抑制其细胞中的表达水平。应用 MTT 法检测膀胱癌细

胞中 miＲ-29b-3p 及其下游基因 DNMT3A 表达水平改变后对于多种化疗药物杀伤敏感性的改变。结果: qＲT-PCＲ 验证表明

miＲ-29b-3p 在 5637 中表达水平低于 H-bc( 1． 00∶ 4． 41) 。5637 细胞中转染 mimic 提高其表达后，细胞对于丝裂霉素诱发的死

亡比例上升了 37%，而 H-bc 细胞中转染 antagomiＲ 后，对于 IC50剂量的丝裂霉素诱发的死亡比例下降了 19%。作为 miＲ-29b-
3p 的下游基因，DNMT3A 的表达抑制也可以受到 miＲ-29b-3p 的调控。在 5637 细胞中转染其 siＲNA 抑制表达后，同样可以提

高细胞对于丝裂霉素的耐受。结论: miＲ-29b-3p 可能通过抑制其靶基因 DNMT3A 促进了膀胱癌对于丝裂霉素的耐受。
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MiＲ-29b-3p promoting the mitomycin resistance of bladder cancer via repressing DNMT3A
expression

LI Yang，LIANG Yu
Department of Biology，School of Life Science，Anhui Medical University，Hefei 230031，China

【Abstract】Objective: To investigate the role of miＲ-29b-3p in chemoresisitance of bladder cancer． Methods: microＲNA sequencing was performed to

screen the candidates that are differentially expressed between the chemosensitive ( 5637) and chemoresistant ( H-bc) bladder cancer cell lines． miＲ-29b-

3p was selected for further study． miＲ-29b-3p mimic and antagomiＲ were transfected into 5637 and H-bc cells，respectively for altering the miＲ-29b-3p

expression level． MTT assay was then used to evaluate the impact of miＲ-29b-3p on cell resistance to multiple chemotherapeutics． Ｒesults: The expression

level of miＲ-29b-3p was verified to be higher in H-bc than that in 5637 cells ( 1． 00∶ 4． 41) ． Ectopic expression of miＲ-29b-3p in 5637 cells raised cell

survival ratio to 137% after 72 hr IC50 dosed mitomycin treatment，whereas inhibition of miＲ-29b-3p by antagomiＲ transfection in H-bc cells repressed

cell survival ratio to 89% of the negative control after mitomycin treatment． As a direct target of miＲ-29b-3p，DNMT3A was negatively correlated with

miＲ-29b-3p expression level． Knock-down of DNMT3A expression by siＲNA transfection in 5637 cells desensitized cells to mitomycin treatment．

Conclusion: MiＲ-29b-3p may promote bladder cancer to chemotherapy of mitomycin through targeting DNMT3A．

【Key words】DNMT3A; miＲ-29b-3p; chemoresistance; bladder cancer

膀胱癌是常见的泌尿系统恶性肿瘤，发病率和

病死率均居泌尿系统肿瘤的第二位［1］。由于缺乏

对膀胱癌化疗耐受有效的预期手段，患者往往接受

了无效甚至有害的化疗，承受巨大的身心和经济

负担［2］。
目前对于肿瘤化疗耐受的机制已有了一定的认

识。除了基因突变、基因拷贝数的变化、基因融合等

经典遗传机制外，不涉及到 DNA 序列改变的表观遗

传调控机制的异常也参与肿瘤化疗耐受的形成［3］，

其中非编码 ＲNA 尤其是 microＲNA 对于肿瘤化疗敏

感性的影响在近些年来引起了越来越多人的关注。
MicroＲNA 是真核生物中广泛存在的一种长约 21 到

23 个核苷酸的 ＲNA 分子，可以通过与特定 mＲNA
的 3'-UTＲ 部位特异性结合，并抑制翻译或引起 mＲ-
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NA 降解，在翻译水平调控特定编码基因的表达。
通过对不同下游靶基因的调控，miＲNA 广泛参与了

多条关键信号传导途径如 DNA damage，Notch，NF-
κB 等，并影响到肿瘤细胞的化疗耐受机制［4］。为综

合性地理解膀胱癌的多药耐受产生，我们在前期工

作中通过 MTT 法测定了 5 株膀胱癌细胞系对 5 种

临床常用化疗药物的化疗敏感性，确认了对于其中

多药最敏感的细胞株 ( 5637 ) 和多药最耐受的细胞

株( H-bc) ，并对其进行了多重组学测试: 包括编码

及非编码基因的表达组学( ＲNA-seq 和 miＲ-seq) 分

析［5］。
通过对多重组学的综合生物信息学分析提示，

我们发现 miＲ-29b-3p 的表达与化疗耐受水平呈正

相关，可能参与了膀胱癌化疗调控机制。因此，我们

对其与下游基因 DNMT3A 参与膀胱癌药物化疗耐

受的机制进行了探索。这一工作将增进对于膀胱癌

化疗多药耐受的形成机制的理解。

1 材料与方法

1． 1 细胞信息 膀胱癌细胞株 5637 ( ATCC NO．
HTB-9) 和 H-bc ( 昆明医科大学肿瘤研究所 1986 年

建立) 均购自中国科学院典型培养物保藏委员会细

胞库 ( 上海) 。培养于含有 10% 胎牛血清和 1% 谷

氨酰胺的 ＲPMI1640 培养基 ( 购自 Invitrogen，Carls-
bad，CA，USA) 。
1． 2 细胞转染 所有的 mimic，antagomiＲ，siＲNA，

无意义 ＲNA 序列对照( scramble sequence，NC) 及 ri-
boFECT CP 转染试剂盒均购自广州瑞博。DNMT3A
siＲNA( HSS141868) 购自英骏。转染操作均参照转

染试剂盒说明书进行。
1． 3 IC50检测 对数生长期的细胞以 0． 5 × 104 /孔
的密度种于 96 孔板中，转染 mimic，antagomiＲ 或

siＲNA 后 12 h，更换为含有 IC50 浓度化疗药物的培

养基培养( 具体细节参见我们前期的报道［5］) ，72 h
后每孔加入 MTT 溶液( 5 ng /mL) 10 μL，4 h 后测定

490 纳米吸光值，计算相应细胞存活量［6］。以无意

义 ＲNA 转染的细胞作为对照( NC) ，设定为 1，计算

其余组别的细胞相对存活比例。每组处理样品至少

重复 3 孔，进行独立的三次时间，计算平均值。所有

化疗药物为临床使用级别。
1． 4 实时定量 PCＲ 使用 TＲizol( 购自天根) 抽提

细胞 ＲNA，microＲNA 通过广州瑞博公司的 Bulge-
LoopTM miＲNA qＲT-PCＲ Primer 试 剂 盒，以 SYBＲ
green 法进行检测，内参为 U6 ＲNA，最终以 2-法

计算相对表达量。

1． 5 Western blot anti-DNMT3A ( AP1034a) ，anti-
GAPDH ( AM1020a) 和辣根过氧化物酶标记的 anti-
rabbit IgG 二 抗 ( LP1001b ) ，anti-mouse IgG 二 抗

( LP1002a) 均购自 Abgent( 无锡) 。目的基因条带使

用 chemiluminescence reaction ( Pierce) 显色底物进

行显色，相对条带强度以 GAPDH 条带为内参，通过

Gel-Pro Analyzer ( Media Cybernetics) 进行测定。
1． 6 统计分析 数据均使用平均值 ± 标准差进行

表示。统计学计算均使用 Excel ( Microsoft，Ｒed-
mond，WA) 或 Prism ( GraphPad Software Inc． ，La
Jolla，CA ) 进 行。根 据 不 同 数 据 特 性，分 别 使 用

Two-tailed Student's t 检验计算显著性差异。P-value
＜ 0． 05 被认为是具有显著性差异。

2 结果

2． 1 miＲ-29b-3p 的表达与膀胱癌化疗耐受呈正相

关 在我们的前期研究中，通过对多种膀胱癌细胞

株进行了多种化疗药物的 IC50 测定，确认了这些细

胞株的敏感性谱系，并鉴定 5637 为多药物敏感细胞

株，H-bc 为多药物耐受细胞株［5］。MicroＲNA 测序

结果提示，miＲ-22b-3p 的表达在 5637 细胞中明显低

于 H-bc，相对表达比例达到 1． 00 ∶ 2． 93 ( 图 1 A) 。
我们通过茎环引物扩增实时定量 PCＲ 法检测了

miＲ-29b-3p 的内源性表达( 以 U6 ＲNA 为内参) ，发

现其在 5637 与 H-bc 细胞中的相对表达比值为1． 00
∶ 4． 41，与 microＲNA 测序结果的趋势吻合( 图 1B) 。
这一结果确认了 miＲ-26b-3p 的表达在膀胱癌细胞

株 5637( 化疗敏感) 中低于 H-bc ( 化疗耐受) ，提示

其表达水平可能与化疗耐受性呈正相关。
2． 2 miＲ-29b-3p 可以增强膀胱癌细胞对于丝裂霉

素的耐受水平 为了进一步确认 miＲ-29b-3p 与膀

胱癌化疗耐受的关系，我们在 5637 中转染了 miＲ-
29b-3p 的 mimic 序列，模拟其表达水平上升 ( qPCＲ
验证 其 表 达 水 平 被 mimic 转 染 上 调 约 42 倍，图

2B) 。通过使用 IC50剂量的化疗药物处理细胞 72 h
后，MTT 法检测细胞存活数量的相对变化。通过与

无意义 ＲNA 序列转染的细胞( 对照组，NC) 比较，发

现 miＲ-29b-3p 可以明显提高细胞在阿霉素( Ad，t =
4． 98，P ＜ 0． 05) ，吉西他滨( Ge，t = 4． 40，P ＜ 0． 05)

和丝裂霉素( Mi，t = 4． 69，P ＜ 0． 05 ) 药物处理下的

细胞相对存活数量，而对于所检测的其他五种化疗

药物: 顺铂( Ci) ，吡柔比星( Pi) ，紫杉醇( Pa) ，盐酸

表柔比星( EH) ，羟基喜树碱( Hy) 则无明显的影响

( 图 2A) 。在 H-bc 细胞中转染 miＲ-29b-3p 的 an-
tagomiＲ 后，模拟其下调表达 ( qPCＲ 验证其表达水
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平被 antagomiＲ 下调为约 1 /33，图 2D) ，则可以明显

降低细胞对于丝裂霉素处理后的细胞存活数量，提

高其杀伤效应( 图 2C，t = 5． 11，P ＜ 0． 05) ，与 5637

细胞中的结果相对应。综合上述结果，我们的数据

表明 miＲ-29b-3p 在膀胱癌细胞中的表达水平可以

正调控细胞对于丝裂霉素的耐受性。

A，microＲNA 测序法检测 miＲ-29b-3p 在 5637 和 H-bc 细胞中的表达水平。B，实时定量 PCＲ 法检测 miＲ-29b-3p 在 5637 和 H-bc 细胞中的表达

水平

图 1 miＲ-29b-3p 在 5637 与 H-bc 细胞中的相对表达

A，5637 细胞中转染 miＲ-29b-3p 模拟序列( mimic) 后，对于 8 种化疗药物处理后的相对细胞存活率，无意义序列转染细胞( NC) 作为对照，设定

为1。B，实时定量 PCＲ 法检测模拟序列转染后的细胞中 miＲ-29b-3p 的相对表达。C，H-bc 细胞中转染 miＲ-29b-3p 拮抗序列( antagomiＲ) 后，对

于 8 种化疗药物处理后的相对细胞存活率，无意义序列转染细胞( NC) 作为对照，设定为 1。D，实时定量 PCＲ 法检测拮抗序列转染后的细胞中

miＲ-29b-3p 的相对表达。所有数据为 3 次实验平均值，* 表示 P ＜ 0． 05

图 2 miＲ-29b-3p 在膀胱癌细胞中的表达水平可以影响丝裂霉素的耐受性

2． 3 DNMT3A 作为 miＲ-29b-3p 的下游基因参与了

丝裂霉素耐受性调控机制 前期已有报道证明 DN-
MT3A 在白血病细胞中为 miＲ-29b-3p 的下游调控

靶基因［7 － 8］。为了验证 miＲ-29b-3p 是否可在膀胱

癌细胞中抑制 DNMT3A 的表达，我们检测了 5637
与 H-bc 细胞中 DNMT3A 蛋白的内源性表达水平，

结果证明其在 5637 中表达明显高于 H-bc ( 1． 00 ∶
0． 18，图 3A) ，与我们 ＲNA-seq 结果趋势一致( 5637
∶ H-bc = 1． 00∶ 0． 18) 。我们还对 miＲ-29b-3p mim-
ic 转染的 5637 细胞及 miＲ-29b-3p antagomiＲ 转染

的 H-bc 细胞蛋白样品做了 Western 验证，结果表明

在 5637 中 转 染 miＲ-29b-3p mimic 可 以 明 显 抑 制

DNMT3A 的蛋白表达水平( 图 3 B) ，而在 H-bc 细胞

中转染 miＲ-29b-3p antagomiＲ 则可以明显上调 DN-
MT3A 的蛋白水平( 图 3 C) ，这一结果表明 DNMT3A
在膀胱癌中的表达同样受 miＲ-29b-3p 的调控。为

了确认 miＲ-29b-3p 是否通过 DNMT3A 调控膀胱癌

细胞的对于丝裂霉素的耐药性，我们设计合成 DN-
MT3A 的 siＲNA 序列，转染 5637 细胞。与 miＲ-29b-
3p mimic 转染后的结果类似，DNMT3A 的 siＲNA 可

以抑制其蛋白表达水平( 图 3 B) ，且同样可以上调

细胞 在 丝 裂 霉 素 处 理 后 的 存 活 数 量 ( 图 3D，t =
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4． 32，P ＜ 0． 05) 。

A，Western blot 检测 DNMT3A 在 5637 及 H-bc 细胞中的内源性蛋白表达水平，GAPDH 作为内参。B，5637 细胞中转染 miＲ-29b-3p 模拟序列或

siＲNA 序列后，Western blot 检测 DNMT3A 的蛋白表达水平变化。C，H-bc 细胞中转染 miＲ-29b-3p 拮抗序列后，Western blot 检测 DNMT3A 的蛋

白表达水平变化。D，5637 细胞中转染 miＲ-29b-3p 模拟序列或 siＲNA 序列后，细胞对于丝裂霉素处理后的相对细胞存活率，无意义序列转染

细胞( NC) 作为对照，设定为 1。数据为 3 次实验平均值，* 表示 P ＜ 0． 05

图 3 miＲ-29b-3p 的下游靶基因 DNMT3A 在膀胱癌中参与其对于丝裂霉素敏感性的调控

3 讨论

miＲ-29b 已被鉴定为一个肿瘤抑制性 microＲ-
NA，可以通过调控多个下游基因的表达和信号通路

的活性发挥其抑癌作用［9］。在肿瘤化疗耐受调控

机制中，目前报道并不完全一致，比如有报道表明

miＲ-29b 可以抑制卵巢癌对于紫杉醇的耐受［10］，但

也有研究证明其可以提高胆管癌对于吉西他滨的化

疗耐受性［11］。我们的研究则第一次证明 mir-29b-
3p 在膀胱癌化疗敏感细胞株 5637 中表达低于耐受

细胞株 H-bc，且在细胞中的表达水平的改变与膀胱

癌对于丝裂霉素的化疗耐受呈正相关关系，但对于

其他几种所检测的化疗药物则无明显影响 ( 图 2A
和 C) ，包括前文报道的紫杉醇 ( Pa，图 2A 和 C ) 。
然而 miＲ-29b-3p 可以在 5637 细胞中提高对于吉西

他滨( Ge) 的耐受( 图 2A) ，在 H-bc 细胞中则无明显

影响( 图 2C) ，这一结果提示由于肿瘤的异质性，在

不同类型的细胞以及不同类型的肿瘤间，miＲ-29b-
3p 对于不同药物的耐药性影响可能并不一致。

作为 已 被 证 实 的 miＲ-29b-3p 下 游 基 因［7 － 8］，

DNMT3A 编码 DNA 甲基转移酶，负责基因组 DNA
序列中的 CG 位点中胞嘧啶甲基化修饰，从而引起

相应 区 域 的 基 因 表 达 沉 默。已 有 多 个 研 究 表 明

miＲ-29b-3p 可以通过抑制 DNMT3A 的表达，进而抑

制一系列下游基因的甲基化修饰水平并上调表达，

包括 Mcl-1［12］，DNMT1［8］，WIF-1［13］，PTEN［14］等，参

与了肿瘤的发生发展过程。我们前期的研究表明，

在膀胱癌中 miＲ-193a-3p 的表达调控受到 DNA 甲

基化调控，并在多药物化疗耐受机制中起关键调控

作用［5］。miＲ-193a 基 因 的 甲 基 化 水 平 是 否 受 到

DNMT3A 影响，并间接受 miＲ-29b-3p 的调控，将是

非常值得研究的后续课题。
目前除了 DNMT3A 以外，已报道的 miＲ-29b 下

游编码基因还包括 AKT2［15］、TET1［16］、VEGF［17］和

Tiam1［18］等。这些编码基因均通过不同的信号调控

网络参与到了肿瘤发生及发展的各个阶段，从而广

泛地影响了多种肿瘤的发生、发展过程。因此，miＲ-
29b 对于不同类型肿瘤，不同药物的敏感性调控差

异，对于其最终进入临床作为诊断及治疗靶点应用

的前景研究至关重要。
在我们的研究中，DNMT3A 作为 miＲ-29b-3p 的

下游基因，参与了其对于膀胱癌丝裂霉素的耐受性。
这一结果不仅有助于理解膀胱癌化疗耐受的机制，

而且对于膀胱癌临床个体化化疗及诊断具有重要意

义。然而，化疗耐受是一个由多个基因参与的复杂
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机制，miＲ-29b-3p 是否还会通过其他下游基因参与

膀胱癌化疗耐受调控，以及是否与其他 microＲNA
及编码基因之间存在协同效应及反馈调节，仍值得

进一步探索。
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