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circFBXL5通过靶向miR-515-5p影响膀胱癌T24细胞的恶性生物学行

为及其分子机制
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[摘 要] 目的：探讨 circFBXL5通过靶向miR-515-5p影响膀胱癌T24细胞的增殖、迁移、侵袭及其分子机制。方法：收集

2020年4月至2020年6月间在苏州市中西医结合医院手术切除的41例膀胱癌组织及其癌旁组织，采用qPCR法检测circFBXL5、

miR-515-5p的表达；双荧光素酶报告实验验证 circFBXL5与miR-515-5p之间的靶向关系，体外培养人膀胱癌T24细胞，实验分为

si-NC组、si-circFBXL5组、anti-miR-NC+si-circFBXL5组和 si-circFBXL5+anti-miR-515-5p组；MTT法、细胞克隆形成实验、FCM、

Transwell实验和WB法分别检测转染后T24细胞的增殖、细胞克隆形成、迁移、侵袭和凋亡及BAX、Bcl-2蛋白水平。结果：膀胱

癌组织中 circFBXL5 呈高表达，miR-515-5p 呈低表达（均 P<0.05）；circFBXL5 靶向且负向调控 miR-515-5p 的表达；敲减

circFBXL5后T24细胞的增殖抑制率、凋亡率和BAX蛋白水平均显著增高（均P<0.05），细胞克隆形成数和迁移、侵袭细胞数均显

著减少（均P<0.05），Bcl-2 蛋白水平显著降低（P<0.05）；同时敲减 circFBXL5和miR-515-5p可部分逆转敲减 circFBXL5对T24

细胞增殖的抑制作用。结论：circFBXL5 通过调控 miR-515-5p 表达影响膀胱癌 T24细胞的增殖、迁移、侵袭，circFBXL5和

miR-515-5p可能膀胱癌治疗的潜在分子靶标。
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The effects of circFBXL5 on the malignant biological behaviors of bladder cancer
T24 cells by targeting miR-515-5p and its molecular mechanisms

DENG Haibo, YU Jiangang, CHEN Yifan, ZHU Zhenyan, CHEN Wu (Department of Urology, Suzhou Hospital of Integrated

Traditional Chinese and Western Medicine, Suzhou 215100, Jiangsu, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effects of circFBXL5 on the proliferation, migration, and invasion of bladder cancer T24 cells

by targeting miR-515-5p and its possible molecular mechanisms. Methods: 41 bladder cancer tissues and their adjacent tissues were

collected at Suzhou Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine from April 2020 to June 2020. The expressions of

circFBXL5 and miR-515-5p were detected by qPCR. Dual-luciferase reporter assay was used to verify the targeting relationship

between circFBXL5 and miR-515-5p. Human bladder cancer cells T24 were cultured in vitro and divided into si-NC group, si-

circFBXL5 group, anti-miR-NC+si-circFBXL5 group, and si-circFBXL5+anti-miR-515-5p group. MTT assay, plate colony formation

assay, flow cytometry, Transwell assay and Western blotting were used to detect cell proliferation, clone formation, migration, invasion,

apoptosis and BAX and Bcl-2 protein levels of T24 cells after transfection, respectively. Results: circFBXL5 was highly expressed and

miR-515-5p was lowly expressed in bladder cancer tissues (all P<0.05). circFBXL5 could negatively regulate the expression of

miR-515-5p. After the knockdown of circFBXL5, the cell proliferation inhibition rate, apoptosis rate, and protein level of BAX were

significantly increased (all P<0.05); the number of cell clone formation, migration, and invasion cells were decreased (all P<0.05); the

protein level of Bcl-2 was significantly decreased (P <0.05). Knockdown of circFBXL5 and miR-515-5p simultaneously could partially

reverse the inhibiting effect of circFBXL5 knockdown on T24 cells. Conclusion: circFBXL5 promoted the proliferation, migration, and

invasion of bladder cancer T24 cells by inhibiting miR-515-5p expression. circFBXL5 and miR-515-5p may serve as potential

molecular targets for bladder cancer treatment.
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膀胱癌是临床常见的恶性肿瘤，具有发病率高

与病死率高等特点，目前常采用手术治疗、放疗和化

疗等手段进行治疗，但因其转移能力强，患者预后常

常较差[1-2]。circRNA是非编码RNA分子，通过竞争

性结合 miRNA 来调控基因表达。研究[3-4] 表明，

circRNA表达异常与膀胱癌发生发展密切相关。乳

腺癌细胞中 circFBXL5表达上调，对其生长有促进作

用[5]。但 circFBXL5在膀胱癌中的作用仍不很清楚。

Starbase软件预测发现circFBXL5可与miR-515-5p结

合。研究[6]显示，miR-515-5p在膀胱癌细胞中呈低表

达，上调其表 达 可 抑 制 膀 胱 癌 发 生 发 展 进程。

但miR-515-5p对膀胱癌细胞的作用机制尚未完全阐

明。因此，本研究主要探讨 circFBXL5通过靶向调控

miR-515-5p对膀胱癌细胞恶性生物学行为的影响及

其分子机制。

1 材料与方法

1.1 组织标本、细胞和主要试剂

收集 2020年 4月至 2020年 6月在苏州市中西医

结合医院泌尿外科切除的41例膀胱癌患者的癌组织

及其癌旁组织，冷冻保存，所有标本均通过病理学诊

断为膀胱癌。患者年龄在48~66岁之间，中位数年龄

54岁，患者平均年龄（53.36±4.58）岁。本研究方案经

苏 州 市 中 西 医 结 合 医 院 伦 理 委 员 会 批 准

(No.20200205008），并征得所有患者同意且签署知情

同意书。

人膀胱癌 T24 细胞购自上海慧颖生物公司。

DMEM培养液、胎牛血清购自美国Gibco公司，反转

录试剂盒、SYBR荧光定量 PCR（qPCR）试剂盒购自

北京天根生化公司，si-NC、si-circFBXL5、miR-NC、

miR-515-5p mimic、anti-miR-NC、anti-miR-515-5p 均

购自广州锐博生物公司，Lipofectamine™ 3000 转染试

剂、TRIzol试剂购自美国 Invitrogen公司，荧光素酶活

性检测试剂盒、野生型/突变型载体（WT/MUT-

circFBXL5）均购自美国Promega公司，MTT试剂、细

胞凋亡检测试剂盒购自北京索莱宝公司，Transwell

小室购自美国Corning公司，基质胶购自美国BD公

司，兔抗人BAX、Bcl-2抗体、GAPDH抗体均购自美

国CST公司，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗

购自美国Santa Cruz公司。

1.2 细胞转染与分组

将T24细胞（1×104个/孔）接种至 6孔板，待细胞

汇合度达约 80% 时，采用 Lipofectamine™ 3000 转染

试剂将 si-NC、si-circFBXL5分别转染至T24细胞，分

别标记为 si-NC组、si-circFBXL5组；采用脂质体转染

法将 si-circFBXL5 和 anti-miR-NC、si-circFBXL5 和

anti-miR-515-5p 分别共转染T24 细胞，分别标记为

si-circFBXL5+anti-miR-NC 组 和 si-circFBXL5+anti-

miR-515-5p组。

1.3 qPCR法检测膀胱癌组织及转染后各组T24细

胞中circFBXL5和miR-515-5p表达

用TRIzol试剂提取膀胱癌组织、癌旁组织及转

染后各组T24细胞总RNA。用反转录试剂盒将RNA

反转录为cDNA，用SYBR qPCR试剂盒进行qPCR反

应，PCR反应条件：95 ℃ 2 min，95 ℃ 15 s、60℃ 30 s，

共计 40个循环。引物序列：circFBXL5正向引物为

5'-CCTGATGATGAATGGGTGAA-3'，反 向 引 物 为

5'-CACGGAAATCGTTGTTGTTG-3'；miR-515-5p 正

向引物为 5'-CGGGTTCTCCAAAAGAAAGCA-3'，反

向 引 物 为 5'-CAGCCACAAAAGAGCACAAT-3'；

GAPDH 正 向 引 物 为 5'-ACAACTTTGGTATCGT

GGAAGG-3'，反向引物为 5'-GCCATCACGCCACAG

TTTC-3'；U6 正 向 引 物 为 5'-CTCGCTTCGGC

AGCACA-3'，反向引物为 5'-AACGCTTCACGAAT

TTGCGT-3'。以 GAPDH 或 U6 为内参基因，用 2-ΔΔCt

法计算出目的基因的相对表达量。

1.4 双荧光素酶报告基因实验验证 circFBXL5 与

miR-515-5p之间的靶向关系

将 circFBXL5与miR-515-5p间结合位点序列克

隆至 pGL3 质粒中构建野生型载体 WT-circFBXL5。

circFBXL5与miR-515-5p间结合位点的突变序列克

隆至pGL3质粒中构建突变型载体MUT-circFBXL5。

采用脂质体转染法分别将 WT-circFBXL5、MUT-

circFBXL5 与 miR-NC 或 miR-515-5p mimic 共转染

T24细胞，分别记作WT-circFBXL5+miR-NC组、WT-

circFBXL5+miR-515-5p mimic 组、MUT-circFBXL5+

miR-NC和MUT-circFBXL5+miR-515-5p mimic，转染

24 h 后检测转染各组 T24 细胞相对荧光素酶活性。

采用脂质体转染法将 si-NC、si-circFBXL5分别转染

至T24细胞，48 h后采用 qPCR法检测miR-515-5p相

对表达量。

1.5 MTT法检测转染后各组T24细胞的增殖能力

将转染后各组T24细胞（1×103个/孔）接种于 96

孔板中，培养 48 h后，每孔加人 20 μL MTT溶液处理

4 h，使用微孔板光密度读数器在490 nm处读取光密

度（D）值，计算细胞增殖抑制率（%）。抑制率=（对照

细胞D-处理细胞D）/（对照细胞D）×100%。

1.6 平板克隆形成实验检测转染后各组T24细胞的

克隆形成能力

将转染后各组T24 细胞（5×102 个/孔）接种于 6

孔板培养 14 d。去除培养液，预冷PBS洗涤后，用甲

醇固定、结晶紫染色，显微镜下统计≥50个细胞的克
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隆形成数。每组设定3个复孔。

1.7 FCM检测转染后各组T24细胞的凋亡情况

取对数生长期的转染后各组T24细胞200 μL（含

1×105 个细胞）与 400 μL 结合缓冲液混匀，将 5 μL

Annexin Ⅴ-FITC与PI分别加入细胞悬浮液中，室温

下放置15 min，于1 h内上流式细胞仪检测。

1.8 Transwell实验检测转染后各组T24细胞的迁移

与侵袭能力

检测细胞侵袭时，在Transwell室上室中均匀覆

盖基质胶，检测细胞迁移时上室不含基质胶。收

集转染后各组 T24 细胞并接种于 Transwell 上室

（1×105个/孔），在下室中加600 μL含10% FBS血清培

养液。在37 ℃、5% CO2条件下培养24 h后，固定、染

色、干燥后，显微镜（×200）下拍照，并计数侵袭或迁

移细胞数。

1.9 WB法检测转染后各组T24细胞中BAX和Bcl-

2蛋白的表达

采用BCA 法检测 RIPA 裂解液提取的转染后

各组 T24 细胞的总蛋白浓度。取 40 μg蛋白进行

SDS-PAGE、转膜，接着用 5% 脱脂牛奶封闭 2 h，

加入 BAX（1∶1 000）、Bcl-2（1∶1 000）和 GAPDH

一抗（1∶3 000），4 ℃下处理 24 h，加入 1∶5 000稀释

的二抗，37 ℃下处理2 h，用化学发光法进行显影，以

GADPH作内参，应用Quantity One软件对蛋白条带

进行定量分析。

1.10 统计学处理

以上主要实验均独立重复 3次。采用SPSS21.0

统计学软件进行数据分析，符合正态分布的计量资

料以 x̄±s表示，用独立样本 t检验比较两组间差异，采

用单因素方差分析比较多组间差异。以P˂0.05或

P˂0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 circFBXL5在膀胱癌组织中呈高表达而miR-515-5p

呈低表达

qPCR法检测结果（图1）显示，与癌旁组织比较，

膀胱癌组织中 circFBXL5呈高表达，miR-515-5p则呈

低表达（均P<0.05）。

图1 circFBXL5和miR-515-5p在膀胱癌组织中的表达

2.2 circFBXL5靶向负调控miR-515-5p的表达

Starbase软件预测显示，circFBXL5与miR-515-5p

之间存在互补核苷酸序列（图2A）。双荧光素酶报告

基因实验结果（图2B）显示，与WT-circFBXL5+miR-NC

组比，WT-circFBXL5+miR-515-5p mimic组荧光素酶

活性显著降低（P<0.05），而MUT-circFBXL5+miR-NC

组、MUT-circFBXL5+miR-515-5p mimic 组相对荧光

素酶活性基本不变（P>0.05）。qPCR法检测结果（图2C）

显示，与si-NC组比较，si-circFBXL5组miR-515-5p的表

达水平显著升高（P<0.01）。实验结果说明，miR-515-5p

与 circFBXL5之间存在靶向结合关系，circFBXL5负

向调控miR-515-5p表达。

2.3 si-circFBXL5 和 anti-miR-515-5p 显著敲减了其

目标基因的表达

qPCR法检测（图 3）结果显示，与 si-NC组比较，

si-circFBXL5组T24细胞中 circFBXL5表达水平显著

降低（P<0.05）；与anti-miR-NC组比较，anti-miR-515-5p

组T24细胞中miR-515-5p表达水平显著降低（P<0.05）。

实验结果说明，转染 si-circFBXL5、anti-miR-515-5p

分别显著敲减了其目标基因的表达。

2.4 敲减 circFBXL5能抑制膀胱癌T24细胞的增殖

能力

MTT法和克隆形成实验检测结果（图4）显示，与

si-NC组比较，si-circFBXL5组T24细胞增殖抑制率显

著升高（P<0.05），克隆数显著减少（P<0.05），实验说明，

敲减circFBXL5后T24细胞的增殖明显受到抑制；与

si-circFBXL5+anti-miR-NC 组 比 较 ，si-circFBXL5+

anti-miR-515-5p 组 T24 细胞增殖抑制率显著降低

（P<0.05），克隆数显著增多（P<0.05），实验说明，同时敲

减circFBXL5和miR-515-5p可部分逆转敲减circFBXL5

对T24细胞增殖的抑制作用。

··1103



中国肿瘤生物治疗杂志, 2022, 29(12)

A：Starbase软件预测的 circFBXL5与miR-515-5p之间的结合序列；B：双荧光素酶报告基因实验验证 circFBXL5与miR-515-5p之

间的存在靶向结合关系；C：敲减circFBXL5后T24细胞中miR-515-5p的表达升高

图2 circFBXL5靶向且负调控miR-515-5p表达

A：敲减circFBXL5可显著降低circFBXL5的表达；B：敲减miR-515-5p可显著降低miR-515-5p的表达

图3 si-circFBXL5与anti-miR-515-5p转染后T24细胞后circFBXL5和miR-515-5p表达水平

图4 敲减circFBXL5对膀胱癌T24细胞增殖（A）、克隆形成能力（B）的影响

2.5 敲减 circFBXL5促进膀胱癌T24细胞凋亡而抑

制miR-515-5p则能减少其凋亡

FCM法和WB法检测结果（图 5）显示，与 si-NC

组比较，si-circFBXL5组T24细胞凋亡率、BAX表达
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水平显著升高，Bcl-2表达水平显著降低（均P<0.05）；

与 si-circFBXL5+anti-miR-NC组比较，si-circFBXL5+

anti-miR-515-5p组T24细胞凋亡率和BAX蛋白水平

显著降低，Bcl-2蛋白水平显著升高（均P<0.05）。实

验结果说明，敲减 circFBXL5可促进T24细胞凋亡，

同时敲减 circFBXL5 和 miR-515-5p 则能部分逆转

circFBXL5对T24细胞凋亡的促进作用。

A：FCM检测转染后各组T24细胞的凋亡情况；B：WB法检测转染后各组T24细胞中凋亡相关蛋白的表达

图5 敲减circFBXL5对膀胱癌T24细胞凋亡及凋亡相关蛋白表达的影响

2.6 敲减 circFBXL5能抑制膀胱癌T24细胞迁移和

侵袭而敲减miR-515-5p则能逆转 circFBXL5对其迁

移和侵袭的抑制作用

Transwell小室检测结果（图 6）显示，与 si-NC组

比较，si-circFBXL5组T24细胞迁移和侵袭细胞数均

降低（P<0.05）；与 si-circFBXL5+anti-miR-NC 组比

较，si-circFBXL5+anti-miR-515-5p组T24细胞迁移和

侵袭细胞数均增多（P<0.05）。实验结果说明，敲减

circFBXL5可抑制T24细胞的迁移与侵袭能力，同时

敲减 circFBXL5 和 miR-515-5p 能部分逆转敲减

circFBXL5对其迁移与侵袭的抑制作用。

图6 敲减circFBXL5和同时敲减circFBXL5及miR-515-5p对膀胱癌T24细胞的迁移（A）和侵袭（B））能力的影响（×200）
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3 讨 论

随着高通量测序与生物信息学技术的发展，发

现 circRNA 在真核生物中广泛存在，并可作为

miRNA的海绵分子而发挥作用，还可与RNA结合蛋

白结合而参与肿瘤发生发展过程[7-8]。circRNA通过

吸附miRNA可解除miRNA对靶基因的抑制，从而

调控靶基因的表达 [9-10]。研究 [11-12]表明 circRNA可

通过调节膀胱癌细胞生物学行而影响膀胱癌的

进展，并可能作为膀胱癌的潜在治疗靶点。

circFBXL5在乳腺癌组织中表达增高，能促进细

胞增殖、转移[13-14]。但 circFBXL5在膀胱癌中的作用

和机制尚未可知。本研究发现，膀胱癌组织中

circFBXL5呈高表达，敲减 circFBXL5后可抑制膀胱

癌T24细胞增殖。Bcl-2蛋白家族对线粒体外膜通透

性有调控作用，该家族中BAX属于促凋亡蛋白，其可从

细胞质转移至线粒体外膜，从而增强线粒体膜的通透性进

而促进细胞凋亡[15-16]。本研究结果显示 ，敲减

circFBXL5可促使T24细胞凋亡。同时本研究发现，

敲减circFBXL5可抑制T24细胞的迁移及侵袭能力。

本研究证实 circFBXL5可负向调控miR-515-5p

表达。miR-515-5p已被建议在各种人类癌症中可充当

肿瘤抑制因子[17-18]。有研究结果[19]表明，miR-515-5p

在膀胱癌中呈低表达，并可促进膀胱癌细胞转移。

miR-515-5p过表达可抑制膀胱癌细胞增殖和转移[20]。

miR-515-5p表达上调可抑制胃癌细胞增殖[21]。本研

究结果显示，膀胱癌组织中miR-515-5p呈低表达，而

circFBXL5呈高表达，后者负向调控前者的表达；敲

减 cirFBXL5可抑制T24细胞的增殖、细胞克隆的形

成和迁移和侵袭能力，促进其凋亡；同时敲减

cirFBXL5 和 miR-515-5p 则 能 部 分 逆 转 敲 减

circFBXL5对 T24细胞的上述作用，提示 circFBXL5

可通过负向调控miR-515-5p的表达促进T24细胞的

增殖及转移。

综上所述，膀胱癌组织中circFBXL5呈高表达，而

miR-515-5p呈低表达，circFBXL5可充当 miR-515-5p

的海绵分子而参与膀胱癌发生及发展过程，沉默

circFBXL5可通过促进miR-515-5p表达而诱导膀胱

癌T24细胞凋亡，并抑制其增殖、迁移及侵袭。本研

究证实了 circFBXL5是膀胱癌的潜在干预靶点，可为

膀胱癌治疗提供参考。在未来的研究中，将对miR-515-

5p的下游靶基因进行分析，并结合体内实验进一步

验证circFBXL5的作用机制。
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