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摘要　 目的　 研究 ＳＴ３β⁃半乳糖苷 α⁃２，３⁃半乳糖基转移酶 ５
（ＳＴ３ＧＡＬ５）对膀胱尿路上皮癌（ＢＬＣＡ）生物学行为的影响

和潜在机制。 方法　 利用生物信息分析确定与膀胱癌相关

的差异表达基因。 然后筛选出合适的膀胱癌细胞系。 体外

实验通过细胞计数盒⁃８（ＣＣＫ⁃８）、５⁃乙炔基⁃２′脱氧尿嘧啶核

苷 （ＥｄＵ）、菌落形成实验、转孔迁移、流式细胞仪凋亡实验

和划痕实验评估 ＳＴ３ＧＡＬ５ 对膀胱癌生物行为的影响。 使用

癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）数据库对 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因进行了京

都基因和基因组百科全书 （ ＫＥＧＧ）、 基因集富集分析

（ＧＳＥＡ）。 最后，使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 技术验证其增殖和转移的

相关通路。 结果　 生物信息学分析和实验测量的结合表明，
ＳＴ３ＧＡＬ５ 的表达在人类的 ＢＬＣＡ 细胞系中是异常下调的。
通过癌症细胞系百科全书（ＣＣＬＥ）数据库，成功筛选出 ＨＴ⁃
１３７６ 细胞系进行体外实验。 实验结果发现上调 ＳＴ３ＧＡＬ５ 后

膀胱癌的恶性生物学行为被抑制。 ＧＳＥＡ 富集分析显示，
ＳＴ３ＧＡＬ５ 及其共表达的基因通过激活 ＰＰＡＲ 途径和抑制

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 途径抑制了膀胱癌的细胞增殖、侵袭和转移。
Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 实验结果验证了 ＳＴ３ＧＡＬ５ 在膀胱癌中过表达

后，ＰＰＡＲ 信号通路的关键蛋白出现了明显的增加，ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号通路的关键蛋白出现了明显的减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。
结论　 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因可能作为膀胱癌的致癌抑制基因，可
能通过激活 ＰＰＡＲ 信号通路和抑制 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路的

相关分子来抑制膀胱癌细胞的增殖、侵袭和转移。
关键词　 膀胱癌；ＳＴ３β⁃半乳糖苷 α⁃２，３⁃半乳糖基转移酶 ５；
癌症基因组图谱；高通量基因表达；癌症细胞系百科全书；蛋
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　 　 膀胱癌是泌尿系统最常见的肿瘤类型之一，其
发病率和死亡率居首位，膀胱癌的发病率在全球排

名第 ９ 位，男性第 ６ 位，女性第 １０ 位［１］。 膀胱尿路

上皮癌（ｂｌａｄｄｅｒ ｕｒｏｔｈｅｌｉａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＢＬＣＡ）是膀胱

癌中最普遍的组织学类型［２］，根据浸润深度，ＢＬＣＡ
可分为非肌层浸润型膀胱癌 （ ｎｏｎ⁃ｍｕｓｃｌｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ
ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ， ＮＭＩＢＣ）和肌层浸润型膀胱癌（ｍｕｓ⁃
ｃｌｅ⁃ｉｎｖａｓｉｖｅ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ， ＭＩＢＣ） ［３］。 与 ＮＭＩＢＣ 患

者相比，ＭＩＢＣ 患者的 ５ 年生存率相对较低，预后较

差［４］。 因此，迫切需要探索新的潜在生物标志物和

ＢＬＣＡ 的治疗目标。
研究［５］发现，正常细胞的癌变和癌细胞的恶性

生物学行为与细胞表面的糖基化水平和唾液酸化水

平相关，ＳＴ３ＧＡＬ５ 是唾液酸转移酶家族的成员。 一

些研究［６，７］ 表明，ＳＴ３ＧＡＬ５ 的表达与细胞增殖、转
移、侵 袭 和 对 治 疗 的 反 应 有 关。 研 究［８］ 发 现

ＳＴ３ＧＡＬ５ 在膀胱癌中低表达，并与肿瘤分级、Ｔ 期和

预后恶化显著相关。 该研究对 ＳＴ３ＧＡＬ５ 影响 ＢＬＣＡ
的恶性生物行为（如增殖、侵袭和转移）的机制进行

了细胞表型实验验证。 最后，该研究验证参与这一

过程的信号通路。

１　 材料与方法

１． １　 生物信息学分析

１． １． １　 数据准备　 数据集从高通量基因表达（ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｍｎｉｂｕｓ ｄａｔａ ｂａｓｅ， ＧＥＯ）和 ＴＣＧＡ 下载。
ＧＥＯ 包括 ＧＳＥ１２０７３６、ＧＳＥ１３５０７ 和 ＧＳＥ３２８９４。 ＴＣ⁃
ＧＡ 包括 ＢＬＣＡ 数据集。
１． １． ２　 差异分组的表达情况　 按照 ＭＩＢＣ 与 ＮＭＩ⁃
ＢＣ、高级别膀胱癌与低级别膀胱癌分别进行差异分

组，并使用 ＧＥＯ２Ｒ 工具进行差异表达基因分析。 通

过收集三个膀胱数据集不同亚组的差异表达基因的

交集，初步筛选出候选基因集，然后利用 ＧＥＯ１３５０７
数据集的生存数据进行分析，用来验证候选基因集

的生存状况。 最后，对所需的目标基因进行筛选。
１． １． ３　 目标细胞系的筛选　 通过调用癌症细胞系

百科全书（ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ， ＣＣＬＥ）数据

库中各种癌症细胞系的基因表达量，初步评估

ＳＴ３ＧＡＬ５ 在泛腺癌和膀胱癌中的基因表达量，并选
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择基因表达量最低的目标细胞系进行后续体内检

测。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 建立稳定转染的细胞 　 通过 ＣＣＬＥ 细胞系

数据库分析 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因在人类泛癌细胞系中的

基因表达水平。 该研究筛选了目标人膀胱癌细胞系

ＨＴ⁃１３７６，用于后续实验。 本实验选择的细胞是人

膀胱癌细胞系 ＨＴ⁃１３７６，从 ＡＴＣＣ 细胞库购买，并通

过 ＳＴＲ 正确识别。 将细胞接种到特殊的培养基中，
复苏后在 ３７ ℃（５％ ＣＯ２）的培养箱中培养，每 ４８ ｈ
更换一次培养基。 得到目标过度表达的慢病毒颗

粒，浓缩纯化，使用前进行质量检测。 设置 ＮＣ 组

（阴性对照病毒感染的细胞）和 ＯＥ 组（ＳＴ３ＧＡＬ５ 基

因过度表达慢病毒感染的细胞）。
１． ２． ２ 　 ＣＣＫ⁃８ 检测 　 细胞计数试剂盒⁃８（ＣＣＫ⁃８）
试验被用来评估细胞活力和增殖。 将细胞系播种到

９６ 孔板上（２ ５００ 个 ／孔），并在指定的时间点（０、２４、
４８、７２ 和 ９６ ｈ）进行培养。 接着，在每个孔中加入 １０
μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，并在 ３７℃ 的黑暗中培养细胞 ２ ｈ。
之后，在 ４５０ ｎｍ 处检测吸光度以评估细胞活力。 每

个实验重复 ３ 次。
１． ２． ３　 ５⁃乙炔基⁃２′脱氧尿嘧啶核苷（５⁃ｅｔｈｙｎｙｌ⁃２′⁃
ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＥｄＵ）检测　 使用 ＥｄＵ 检测试剂盒（Ｒｉ⁃
ｂｏＢｉｏ，广州，中国）进行 ＥｄＵ 检测。 将细胞放入 ９６
孔板（１ × １０４ 个 ／孔），用 ＥｄＵ（５０ μｍｏｌ）孵育 ２ ｈ，并
在 ４％甲醛（雷根生物，北京，中国）中固定 ３０ ｍｉｎ。
随后，用 ０. ３％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００（佳研生物，上海，中国）
透化细胞 １０ ｍｉｎ，然后用甘氨酸 ２ ｍｇ ／ ｍｌ（生工生物

工程，上海，中国）孵化 ５ ｍｉｎ。 细胞与 Ａｐｏｌｌｏ 反应

混合物反应 ３０ ｍｉｎ。 细胞核用 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ （ Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）染色 ３０ ｍｉｎ，在显微镜下观察。
１． ２． ４　 菌落形成试验　 收集 ＨＴ⁃１３７６ 细胞，然后在

６ 孔板（Ｃｏｒｎｉｎｇ， 美国）上播种约 ５００ 个细胞 ／孔。
所有的板都在 ３７ ℃下培养。 之后，用甲醇固定板中

的细胞，并用 ０. ５％的水晶紫进行计数。
流式细胞仪分析细胞凋亡 （ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＰＥ ／ ７⁃

ＡＡＤ 双染） 将 ＮＣ 组和 ＯＥ 组转染的细胞系分别种

植在 ６ 孔板中，每孔 ２ ｍｌ。 用不含 ＥＤＴＡ 的胰蛋白

酶消化后，将细胞以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，随后重

新悬浮在 ５００ μｌ 的 ＰＢＳ 缓冲液中，用 ５ μｌ 的 Ａｎｎｅｘ⁃
ｉｎ Ｖ⁃ＰＥ 溶液染色 １０ ｍｉｎ 和 ５ μｌ ７⁃ＡＤＤ 溶液染色 ５
ｍｉｎ。 使用流式细胞仪测量细胞凋亡，并使用 Ａｔｔｕｎｅ
ＮｘＴ 软件 ｖ２. ６ 进行分析。
１． ２． ５　 转孔迁移试验和转孔侵袭试验　 在迁移试

验中，将 ２ × １０５ 个悬浮在 １００ μｌ 无血清 ＤＭＥＭ 中

的细胞播种在试验室的上层隔间，在试验室的下层

隔间加入 ８００ μｌ 含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ。 同时加入

ＮＣ 组细胞或 ＯＥ 组细胞，再培养 ２４ ｈ。 之后，用 ４％
多聚甲醛固定细胞 ３０ ｍｉｎ，用 ０. １％ 水晶紫染色。
用棉签小心地去除上室的非迁移细胞。 用奥林巴斯

ＩＸ７０ 倒置显微镜在五个随机选择的视野中对迁移

的细胞进行拍照，用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６. ０ 软件对迁移

的细胞进行量化。 每个实验至少进行 ３ 次。 对于侵

袭试验，上层空间预涂有 １００ μｌ 的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ。 所有

其他过程都与转孔迁移试验相同。
１． ２． ６　 基因组富集分析　 使用 Ｒ 软件包 ＴＣＧＡｂｉ⁃
ｏｌｉｎｋｓ ２. ２１. １ 实时抓取 ＴＣＧＡ⁃ＢＬＣＡ 数据集的 ＴＰＭ
表达矩阵，同时只筛选原发性膀胱癌样本进行后续

分析。 首先利用 Ｒ 语言对 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因进行批量

相关分析，计算 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因与所有 ｍＲＮＡ 基因的

ｓｐｅａｒｍｅｎ 相关系数，将 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因的所有基因的

相关系数从高到低进行排序，最后利用 Ｒ 软件包 ＇
ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ ＇版本在线构建 ＫＥＧＧ⁃Ｐａｔｈｗａｙｓ 通路

ＧＳＥＡ 模型。 ＧＳＥＡ 的最小随机置换试验为 ２０ 次，
最大随机置换试验为 １ ０００ 次，选择 ＢＨ（Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ⁃
Ｈｏｃｈｂｅｒｇ）方法对归一化富集得分（ＮＥＳ）的绝对值

＞ １ 的 Ｐ 值进行校正，校正后的 Ｐ ＜ ０. ０５，ＦＤＲ 值 ＜
０. ０５。 ０. ０５ 被认为具有统计学意义，其中 ＮＥＳ ＞ １
或 ＥＳ（富集评分） ＞ ０ 被定义为基因组激活，ＮＥＳ ＜
－ １ 或 ＥＳ ＜ ０ 为基因组抑制。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 用裂解液裂解细胞或组织样

品，将样品装入 ４⁃１５％十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺

凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）凝胶（每道 ３０ μｇ 蛋白质）进
行电泳，然后，将原蛋白转移到聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）
膜上。 接着，将膜与 ５％ 的 ＢＳＡ 孵育 １ ｈ 以阻断非

特异性信号，然后用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次。 然后，将膜与

抗 ＰＰＡＲ⁃γ （ １ ∶ １ ０００ ）、 ＰＴＥＮ （ １ ∶ ２ ０００ ）、 ＦＡＢＰ
（１ ∶ １ ０００）、ＰＥＰＣＫ（１ ∶ １ ０００）、ＡＫＴ（１ ∶ ２ ０００）、
ｐＡＫＴ（Ｓｅｒ４７３）（１ ∶ １ ０００）的初级抗体在 ４℃下孵育

过夜。 用 ＴＢＳＴ 彻底清洗 ３ 次后，在室温下用与二

级山羊抗兔抗体孵育 １ ｈ，然后用 ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次。
最后，使用检测试剂盒检测免疫复合物，并通过凝胶

成像分析系统进行分析。 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内部对照。
１． ３　 统计学处理　 本研究所得结果均来自 ３ 次以

上独立实验，其中两独立样本的计量资料采用 �ｘ ± ｓ
表示。 首先进行正态分析及方差齐性检验，如果样

本的方差具有齐性（Ｐ ＞ ０. ０５），则进行双尾等方差

假设 ｔ 检验，否则进行双尾异方差假设 ｔ 检验，最后
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使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０. ０ 二次绘图。 所有实验数

据以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因可作为膀胱癌的验证性差异

基因　 从 ＧＥＯ 数据库中共检索到 ３ 个目标膀胱癌

数据集 ＧＳＥ１３５０７、ＧＳＥ３２８９４ 和 ＧＳＥ１２０７３６，用于候

选差异基因组的筛选分析。 初步筛选出 １６ 个明显

差异表达的基因（见表 １，图 １），按重要性排序为

ＳＴ３ＧＡＬ５、ＣＲＴＡＣ１、ＢＣＡＳ１、 ＴＥＳＣ、ＮＳＧ１、ＢＴＢＤ１６、
ＣＴＳＥ、Ｓ１００Ａ８、ＳＰＯＣＤ１、ＶＳＩＧ２、ＡＮＸＡ１０、ＳＬＣ１４Ａ１、

表 １　 不同膀胱癌数据集中显著不同的基因数

数据集

ＭＩＢＣ ｖｓ ＮＭＩＢＣ
Ｓｉｇ
（ｎ）

Ｓｉｇ． ｕｐ
（ｎ）

Ｓｉｇ． ｄｏｗｎ
（ｎ）

高级别 ｖｓ 低级别

Ｓｉｇ
（ｎ）

Ｓｉｇ． ｕｐ
（ｎ）

Ｓｉｇ． ｄｏｗｎ
（ｎ）

ＧＳＥ１３５０７ １７６ １０３ ７３ １７９ ９６ ８３
ＧＳＥ３１６８４ １９７ １１６ ８１ １５６ ７２ ８４
ＧＳＥ１２０７３６ １６０ ５４ １０６ ２１３ １２２ ９１
Ｉｎｓｅｃｔ ４８ １２ ３６ ４６ １９ ２７

基因表（１６） 下调 （１３）

ＳＴ３ＧＡＬ５， ＣＲＴＡＣ１， ＢＣＡＳ１， ＴＥＳＣ， ＮＳＧ１，
ＢＴＢＤ１６， ＣＴＳＥ， ＳＰＯＣＤ１， ＶＳＩＧ２， ＡＮＸＡ１０，
ＳＬＣ１４Ａ１， ＨＳＤ１７Ｂ２， ＡＬＤＨ１Ｌ１， ＨＯＸＢ５，
ＣＡＰＮＳ２， ＨＯＸＢ８， ＣＹＰ３Ａ５， ＣＬＣＡ４

上调 （３） Ｓ１００Ａ８， Ｓ１００Ａ９
　 　 ＭＩＢＣ：肌层浸润型膀胱癌；ＮＭＩＢＣ：非肌层浸润型膀胱癌

图 １　 三组膀胱癌数据集中不同分组后的差异表达基因

Ａ： ＧＳＥ１３５０７ 数据集中 ＭＩＢＣ 对比 ＮＭＩＢＣ 的差异基因火山图；Ｂ： ＧＳＥ１３５０７ 数据集中高级别膀胱癌与低级别膀胱癌的差异基因火山图；Ｃ：
ＧＳＥ３２８９４ 数据集中 ＭＩＢＣ 对比 ＮＭＩＢＣ 的差异基因火山图；Ｄ： ＧＳＥ３２８９４ 数据集中高级别膀胱癌与低级别膀胱癌的差异基因火山图；Ｅ：
ＧＳＥ１２０７３６ 数据集中 ＭＩＢＣ 对比 ＮＭＩＢＣ 的差异基因火山图；Ｆ：ＧＳＥ１２０７３６ 数据集中高级别膀胱癌与低级别膀胱癌的差异基因火山图；Ｇ：
ＧＳＥ１３５０７、ＧＳＥ３２８９４ 和 ＧＳＥ１２０７３６ 三组膀胱癌数据集中ＭＩＢＣ 对比 ＮＭＩＢＣ 的显著性差异基因交集；Ｈ： ＧＳＥ１３５０７、ＧＳＥ３２８９４ 和 ＧＳＥ１２０７３６ 三

组膀胱癌数据集中高级别膀胱癌对比低级别膀胱癌的显著性差异基因交集；Ｉ：筛选的差异表达基因在肿瘤侵袭性和肿瘤分级的差异基因交集
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ＨＳＤ１７Ｂ２、 ＡＬＤＨ１Ｌ１、 ＨＯＸＢ５、 ＣＡＰＮＳ２、 ＨＯＸＢ８、
ＣＹＰ３Ａ５、 Ｓ１００Ａ９ 和 ＣＬＣＡ４。 其 中， Ｓ１００Ａ８ 和

Ｓ１００Ａ９ 明显上调，其余基因明显下调。 ＧＳＥ１３５０７
的分析显示，ＳＴ３ＧＡＬ５ 在膀胱癌中的低表达与 ＤＳＳ
和 ＯＳ 的不良预后显著相关 （ ＨＲ ＜ １，Ｐ ＜ ０. ０５，
表 ２）。

表 ２　 候选基因的预后的 Ｍｅｔａ 分析

基因名
ＯＳ

Ｐ 值 ＨＲ （９５％ ＣＩ）
ＤＳＳ

Ｐ 值 ＨＲ （９５％ ＣＩ）
ＳＴ３ＧＡＬ５ ０． ０３２ ０ ０． ８５ （０． ７３ ～ ０． ９９） ０． ０００ ４ ０． ６８ （０． ５５ ～ ０． ８４）
ＣＲＴＡＣ１ ０． １３６ ７ ０． ９３ （０． ８５ ～ １． ０２） ０． ００２ ３ ０． ８０ （０． ７０ ～ ０． ９２）
ＢＣＡＳ１ ０． １９６ ２ ０． ９０ （０． ７６ ～ １． ０６） ０． ００６ ６ ０． ７４ （０． ５９ ～ ０． ９２）
ＴＥＳＣ ０． ００２ ０ ０． ８３ （０． ７３ ～ ０． ９３） ０． ０００ ３ ０． ７１ （０． ５９ ～ ０． ８６）
ＢＴＢＤ１６ ０． １７９ ９ ０． ９３ （０． ８３ ～ １． ０３） ０． ００９ ４ ０． ８２ （０． ７１ ～ ０． ９５）
ＣＴＳＥ ０． ０４４ ５ ０． ８８ （０． ７８ ～ １． ００） ０． ００６ ９ ０． ７５ （０． ６１ ～ ０． ９２）
Ｓ１００Ａ８ ０． ０００ １ １． ２２ （１． １１ ～ １． ３４） ０． ０００ ３ １． ２９ （１． １２ ～ １． ４８）
ＳＰＯＣＤ１ ０． ０２１ ７ ０． ８８ （０． ７９ ～ ０． ９８） ０． ００３ ２ ０． ７９ （０． ６７ ～ ０． ９２）
ＶＳＩＧ２ ０． ５１１ １ ０． ９５ （０． ８３ ～ １． １０） ０． ０１５ ９ ０． ８１ （０． ６９ ～ ０． ９６）
ＡＮＸＡ１０ ０． ０１９ ５ ０． ９０ （０． ８２ ～ ０． ９８） ０． ００３ ９ ０． ８１ （０． ７１ ～ ０． ９４）
ＳＬＣ１４Ａ１ ０． ２２６ ３ ０． ９３ （０． ８２ ～ １． ０５） ０． ０３７ ９ ０． ８３ （０． ７０ ～ ０． ９９）
ＨＳＤ１７Ｂ２ ０． １２０ ５ ０． ９１ （０． ８０ ～ １． ０３） ０． ０１０ ６ ０． ８０ （０． ６７ ～ ０． ９５）
ＡＬＤＨ１Ｌ１ ０． ００４ ９ ０． ８４ （０． ７４ ～ ０． ９５） ０． ０２９ ０ ０． ８２ （０． ６８ ～ ０． ９８）
ＨＯＸＢ５ ０． ０２９ ０ ０． ８５ （０． ７４ ～ ０． ９８） ０． ０３２ ２ ０． ８０ （０． ６５ ～ ０． ９８）
ＣＡＰＮＳ２ ０． １７５ ０ ０． ８９ （０． ７６ ～ １． ０５） ０． ０９６ ５ ０． ８２ （０． ６５ ～ １． ０４）
ＨＯＸＢ８ ０． ０９１ ３ ０． ９１ （０． ８２ ～ １． ０２） ０． ０５３ ４ ０． ８５ （０． ７２ ～ １． ００）
ＣＹＰ３Ａ５ ０． ５４５ ０ ０． ９６ （０． ８４ ～ １． １０） ０． ０２６ ６ ０． ８１ （０． ６８ ～ ０． ９８）
Ｓ１００Ａ９ ０． ０００ １ １． ２８ （１． １３ ～ １． ４５） ０． ００１ ０ １． ３３ （１． １２ ～ １． ５７）
ＣＬＣＡ４ ０． ９８３ ７ １． ００ （０． ８８ ～ １． １３） ０． ０８９ ６ ０． ８６ （０． ７２ ～ １． ０２）

２． ２　 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因在 ＭＩＢＣ 和高级别膀胱癌组

织中表达　 研究从 ＧＥＯ 独立数据库的多个膀胱癌

数据集中分析了 ＳＴ３ＧＡＬ５ 在 ＭＩＢＣ 和 ＮＭＩＢＣ 组织

之间以及高级别和低级别膀胱癌之间的基因定量表

达水平的差异。 本研究选择了 ３ 个膀胱癌数据集作

为研究对象。 ６１ 个 ＭＩＢＣ 组织和 ７８ 个 ＮＭＩＢＣ 组织

被纳入 ＧＳＥ１２０７３６ 数据集；９５ 个高级别和 ４０ 个低

级别 膀 胱 癌 组 织 被 纳 入 ＧＳＥ１２０７３６ 数 据 集。
ＧＳＥ１３５０７ 数据集包括 ６２ 个 ＭＩＢＣ 组织和 １０３ 个

ＮＭＩＢＣ 组织；ＧＳＥ１３５０７ 数据集包括 ６０ 个高级别膀

胱癌组织和 １０５ 个低级别膀胱癌组织。 ＧＳＥ３２８９４
数据集包括 ９３ 个 ＭＩＢＣ 组织和 ２１３ 个 ＮＭＩＢＣ 组

织；ＧＳＥ３２８９４ 数据集包括 １５５ 个高等级膀胱癌组织

和 １５１ 个低等级膀胱癌组织。 所有结果表明，
ＳＴ３ＧＡＬ５ 的定量基因表达水平在高级别膀胱癌组

织中明显下调（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ２Ａ ～ Ｃ；ＳＴ３ＧＡＬ５ 的

定量基因表达水平在 ＭＩＢＣ 组织中明显下调（Ｐ ＜
０. ０５），见图 ２Ｄ ～ Ｆ。
２． ３　 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因在大多数肿瘤细胞系中表达

不足　 泛癌分析显示，ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因在大多数实体

癌中的表达水平低于正常组织（图 ３Ａ）。 此外，该
研究发现 ＨＴ⁃１３７６ 在所调查的膀胱癌细胞系中表

达量最低（图 ３Ｂ）。 因此，该研究选择 ＨＴ⁃１３７６ 细

胞系进行后续实验。

图 ２　 多个 ＧＥＯ 数据集

　 　 Ａ：ＧＳＥ１３５０７ 数据集中 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因在高级别和低级别膀胱癌组织中的表达；Ｂ：ＳＥ３２８９４ 数据集中 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因在高级别和低级别膀

胱癌组织中的表达；Ｃ：ＧＳＥ１２０７３６ 数据集中 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因在高级别和低级别膀胱癌组织中的表达；Ｄ：ＧＳＥ１３５０７ 数据集中 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因在

ＭＩＢＣ 和 ＮＭＩＢＣ 组织中的表达；Ｅ：ＳＥ３２８９４ 数据集中 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因在ＭＩＢＣ 和 ＮＭＩＢＣ 组织中的表达；Ｆ：ＧＳＥ１２０７３６ 数据集中 ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因在

ＭＩＢＣ 和 ＮＭＩＢＣ 组织中的表达
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图 ３　 ＣＣＬＥ 数据库的泛癌和膀胱癌的基因表达

Ａ：癌症相关的 ＳＴ３ＧＡＬ５ 的泛癌分析；Ｂ：来自 ＣＣＬＥ 数据库的膀胱癌细胞系中 ＳＴ３ＧＡＬ５ 的基因表达水平

２． ４　 ＳＴ３ＧＡＬ５ 上调对 ＨＴ⁃１３７６ 细胞的生理能力

的影响

２． ４． １　 ＨＴ⁃１３７６ 细胞的增殖　 在 ＣＣＫ⁃８ 实验中，通
过测量各组在 ４５０ ｎｍ 处的 ＯＤ 值来计算膀胱癌细

胞的增殖活性，结果显示，ＯＥ 组的增殖率明显低于

ＮＣ 组，４８ ｈ 后两组增殖差异明显，ＯＥ 组与 ＮＣ 组相

比，各 时 间 点 的 细 胞 增 殖 平 均 抑 制 率 分 别 为

１２. １５％ 、１３. ５８％和 １６. ８２％ （Ｐ ＜ ０. ０５，图 ４Ａ）。 膀

胱癌细胞的增殖活性是通过测量浸润性 ＤＮＡ 复制

过程中阳性染色细胞的比例来评估的。 结果显示，
ＯＥ 组的 ＥｄＵ 阳性染色率明显低于 ＮＣ 组（２００ 倍视

野），其中 ＥｄＵ 阳性率为（５３. ９５ ± ２. ４２）％ ，ＯＥ 组为

（２８. ６０ ± ０. ８１）％ ，ＯＥ 组的平均 ＥｄＵ 阳性细胞抑制

率为 ４６. ９９％ （Ｐ ＝ ０. ０００ ０７，图 ４Ｂ）。
２． ４． ２ 　 ＨＴ⁃１３７６ 细胞的克隆形成能力和细胞存活

率　 通过平板克隆形成试验检测 ＳＴ３ＧＡＬ５ 在各组

膀胱癌细胞中克隆形成的能力，结果显示，ＯＥ 组的

克隆形成率明显低于 ＮＣ 组，ＮＣ 组的克隆形成率为

（３０. ３３ ± ２. １２）％ ，ＯＥ 组的克隆形成数为（１０. ６０ ±
０. ４０）％ ，ＯＥ 组克隆形成的平均抑制率为 ６５. ０５％
（Ｐ ＝ ９. ２２ × １０ － ５，图 ４Ｃ）。 结果表明，ＳＴ３ＧＡＬ５ 的

上调明显抑制膀胱癌细胞的克隆能力。
２． ４． ３　 ＨＴ⁃１３７６ 细胞凋亡率　 通过流式细胞仪 Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＰＥ ／ ７⁃ＡＡＤ 双染检测 ＳＴ３ＧＡＬ５ 诱导膀胱癌

细胞凋亡的能力，结果显示，ＯＥ 组的凋亡率明显高

于 ＮＣ 组，其中 ＮＣ 组的凋亡率为（４. ８３ ± ０. ４１）％ ，

ＯＥ 组为（３３. １７ ± ２. ６４）％ 。 ＯＥ 组的细胞凋亡率比

ＮＣ 组增加了约 ５８６. ２１％ 。 结果表明，ＳＴ３ＧＡＬ５ 的

上调明显诱导了膀胱癌细胞 ＨＴ⁃１３７６ 的凋亡能力

（图 ４Ｄ）。
２． ４． ４　 膀胱癌细胞 ＨＴ⁃１３７６ 的转移和侵袭　 通过

ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 转移侵袭实验考察各组的转移能力。 结果

显示，ＯＥ 组的转移细胞数明显低于 ＮＣ 组，ＮＣ 组为

１２５. ２２ ± ２. ４６ 个细胞，ＯＥ 组为 ５５. ７８ ± ０. ７７ 个细

胞（每 １００ 倍视野）。 ＯＥ 组的平均转移抑制率为

５５. ４６％ （Ｐ ＝ １. ２５ × １０ － ６，图 ４Ｅ）。 ＯＥ 组的侵袭细

胞数明显低于 ＮＣ 组，ＮＣ 组为 ８０. ５６ ± ３. ９８ 个细

胞，ＯＥ 组为 ２０. ７８ ± １. ０８ 个细胞（每 １００ 倍视野）。
ＯＥ 组的平均细胞侵袭抑制率为 ７４. ２１％ （Ｐ ＝ １. ４９
× １０ － ５，图 ４Ｆ）。 结果表明，ＳＴ３ＧＡＬ５ 的上调明显延

迟了膀胱癌细胞的转移和侵袭。
２． ５　 ＴＣＧＡ⁃ＢＬＣＡ 数据集中 ＳＴ３ＧＡＬ５ 及其共表

达基因的 ＫＥＧＧ 通路 ＧＳＥＡ　 利用 ＴＣＧＡ⁃ＢＬＣＡ 挖

掘 ＳＴ３ＧＡＬ５ 及其共表达基因在膀胱癌中的潜在信

号通路。 结果显示，在 ＫＥＧＧ 通路中 ＰＰＡＲ 信号通

路被明显激活（ＮＥＳ ＞ １，校正后 Ｐ ＜ ０. ０５，图 ５Ａ，
Ｂ），而 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路被明显抑制（ＮＥＳ ＜ ⁃１，
校正后 Ｐ ＜ ０. ０５，图 ５ Ａ、Ｃ）。 ＰＰＡＲ 信号通路和

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路是与肿瘤增殖和转移相关的经

典信号通路。
　 　 对 ２ 组 ＨＴ⁃１３７６ 膀胱癌细胞进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
实验，验证ＰＰＡＲ 和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ信号通路的关键蛋
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图 ４　 ＳＴ３ＧＡＬ５ 上调对 ＨＴ⁃１３７６ 细胞的生理能力的影响

Ａ：ＣＣＫ⁃８ 实验；Ｂ：ＥｄＵ 试验分析细胞的增殖 × ２００；Ｃ：ＳＴ３ＧＡＬ５ 上调 ＨＴ⁃１３７６ 细胞的克隆形成能力和细胞生存能力；Ｄ： ＳＴ３ＧＡＬ５ 上调后

膀胱癌细胞趋势；Ｅ：ＳＴ３ＧＡＬ５ 上调后 ＨＴ⁃１３７６ 细胞的转移能力 × ４０；Ｆ：ＳＴ３ＧＡＬ５ 上调后 ＨＴ⁃１３７６ 细胞的侵袭能力；ＮＣ 组：阴性对照病毒感染

的细胞 × ４０；ＯＥ 组：ＳＴ３ＧＡＬ５ 基因过度表达的慢病毒感染细胞；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

白。 ＰＰＡＲ 信号通路的关键蛋白为 ＰＰＡＲ⁃γ（基因名

ＰＰＡＲＧ）、ＦＡＢＰ（基因名 ＦＡＢＰ４）和 ＰＥＰＣＫ（基因名

ＰＣＫ１），ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路的关键蛋白为 ＰＴＥＮ、
ＡＫＴ 和 ｐＡＫＴ（ Ｓｅｒ４７３）。 结果显示，上调 ＳＴ３ＧＡＬ５
后，ＰＰＡＲ 信号通路的关键蛋白明显上调。 在 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号通路中，抑制性蛋白 ＰＴＥＮ 明显上调，而
ＡＫＴ 和 ｐＡＫＴ（Ｓｅｒ４７３）则明显下调（图 ６）。

３　 讨论

　 　 ＢＬＣＡ 是膀胱癌的常见类型，约占 ９０％ ［２］。 研

究表明，ＮＭＩＢＣ 和 ＭＩＢＣ 的蛋白表达谱不同，具有不

同的预后标志和治疗目标［９］。 目前，ＢＬＣＡ 转移和

复发的病因和机制尚不清楚。因此，探究 ＢＬＣＡ 转

移和复发的相关分子机制已成为ＢＬＣＡ研究的重点
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图 ５　 ＳＴ３ＧＡＬ５ 及其共表达基因的 ＧＳＥＡ
　 　 Ａ：显著性 ＫＥＧＧ 通路 ＧＳＥＡ 点图，左侧为激活通路，右侧为抑制通路；Ｂ：ＫＥＧＧ⁃ＧＳＥＡ 中 ＰＰＡＲ 信号通路富集分数曲线图；Ｃ：ＫＥＧＧ⁃ＧＳＥＡ
中 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路富集分数曲线图

和难点。 有研究［１０］表明，水杨酸化和水杨酸转移酶

在癌症的发生、发展和转移中起作用。 ＳＴ３ＧＡＬ５ 编

码的蛋白是一种水杨酸转移酶，是一种 ＩＩ 型膜蛋

白，可以催化形成 α⁃２，３⁃水杨酸转移酶，是一种参与

细胞分化和细胞粘附的蛋白［１１］。 有研究［６］ 表明，
ＳＴ３ＧＡＬ５ 的异常表达已在各种癌症中被发现［８］。
此外，编码 α⁃２，３⁃水杨酸转移酶的 ＳＴ３ＧＡＬ５ 通过抑

制血管生成和减少细胞运动来抑制肿瘤细胞的增

殖［７］。 在研究［１２］发现 ＳＴ３ＧＡＬ５ 对人类膀胱癌有抗

肿瘤作用，但其机制尚不明确。
本研究首先评估 ＳＴ３ＧＡＬ５ 在人膀胱癌组织和

正常膀胱组织中基因表达的定量水平差异，发现

ＳＴ３ＧＡＬ５ 在膀胱癌中呈现明显的下调趋势，在高级

别膀胱癌和 ＭＩＢＣ 患者中明显下调。 然后，评估

ＳＴ３ＧＡＬ５ 在泛癌和膀胱癌细胞株中的基因表达的

定量水平，发现 ＳＴ３ＧＡＬ５ 在大多数癌症类型中表现

出明显的下调趋势，在 ＢＬＣＡ 患者中明显下调，并选

择细胞株 ＨＴ⁃１３７６ 作为实验细胞。 随后成功构建

ＳＴ３ＧＡＬ５ 过表达的慢病毒载体及转染。 后续通过

相关实验探索 ＳＴ３ＧＡＬ５ 上调对 ＢＬＣＡ 恶性生物学

行为的影响。ＣＣＫ⁃８实验、ＥｄＵ实验和细胞集落形

成实验的结果显示，ＳＴ３ＧＡＬ５的上调抑制ＨＴ⁃１３７６
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图 ６　 信号通路中的关键蛋白的表达

Ａ：ＰＰＡＲ 信号通路的关键蛋白表达；Ｂ：ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路的

关键蛋白表达；Ｃ：ＰＰＡＲ 信号通路关键蛋白按 ＮＣ 组归一化后的相对

蛋白表达；Ｄ：ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路关键蛋白按 ＮＣ 组归一化后的相

对蛋白表达； 与 ＮＣ 组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗ Ｐ ＜

０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

细 胞 的 增 殖。 流 式 细 胞 术 结 果 表 明 过 表 达

ＳＴ３ＧＡＬ５ 可促进细胞凋亡。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移和侵袭

试验的结果显示，ＳＴ３ＧＡＬ５ 的上调抑制了 ＨＴ⁃１３７６
细胞的转移和侵袭能力。 结合细胞实验的结果，可
知 ＳＴ３ＧＡＬ５ 的上调可能会抑制 ＢＬＣＡ 的癌变进程，
但其内在机制尚不清楚。 因此，该研究通过 ＴＣＧＡ⁃
ＢＬＣＡ 数据集对 ＳＴ３ＧＡＬ５ 与所有共同表达的基因

进行了相关分析。 基因集富集分析结果显示，

ＳＴ３ＧＡＬ５ 的上调可与 ＢＬＣＡ 相关疾病明显负相关，
而 ＫＥＧＧ 途径可富集多种肿瘤相关信号途径。 分

析发现 ＰＰＡＲ 信号通路的明显激活和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信

号通路的明显抑制，这表明 ＳＴ３ＧＡＬ５ 可能通过这些

癌症相关信号通路与相关共表达基因的相互作用在

ＢＬＣＡ 中发挥潜在的抑癌作用。 ＫＥＧＧ 通路分析表

明，关键蛋白 ＰＰＡＲ⁃γ、 ＦＡＢＰ 和 ＰＥＰＣＫ 参 与 了

ＰＰＡＲ 信号通路，而 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路的关键蛋

白是 ＰＴＥＮ、ＡＫＴ 和 ｐＡＫＴ（Ｓｅｒ４７３）。 Ａｋｔ 位于 ＰＩ３Ｋ
的下游，ｐＡＫＴ 为 ＡＫＴ 的活化模式，Ｓｅｒ４７３ 是 Ａｋｔ 重
要的磷酸化位点。 该研究进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证，结
果表明，在 ＳＴ３ＧＡＬ５ 上调后，ＰＰＡＲ 信号通路的关键

蛋白明显上调。 在 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路中，抑制性

蛋白 ＰＴＥＮ 明显上调，而 ＡＫＴ 和 ｐＡＫＴ（Ｓｅｒ４７３）则

明显下调。
研究发现 ＰＰＡＲ 信号通路和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通

路在膀胱癌中具有相互拮抗的作用。 Ｌｖ ｅｔ ａｌ［１３］ 证
明，通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路，激活 ＰＰＡＲ⁃γ 信

号通路可抑制膀胱癌体内的肿瘤细胞增殖和体外的

肿瘤生长活性。 Ｆａｒｒｏｗ ｅｔ ａｌ［１４］ 证明 ＰＰＡＲＧ 的上调

导致 ＰＴＥＮ 的上调，抑制 ＰＩ３Ｋ 信号通路中 ＡＫＴ 的

磷酸化作用，从而使肿瘤细胞周期停滞。 Ｌｖ ｅｔ ａｌ［１３］

发现，在膀胱癌细胞中使用 ＰＡＲＧ 激动剂会导致

ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 通路信号的抑制，而 ＰＴＥＮ 的表达与 ＡＫＴ
的激活呈负相关。 该研究观察到 ＰＴＥＮ 在 ＳＴ３ＧＡＬ
过表达组中呈上调状态。 因此假设 ＰＴＥＮ 和 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号通路可能是 ＰＰＡＲ 通路下游调节的重要机

制，但还需要进一步的基础实验证实。 筛选相关通

路并通过 ＷＢ 实验初步验证了相关信号通路中关键

蛋白的表达。 该研究未涉及临床膀胱癌样本，缺乏

动物实验，缺乏对其在肿瘤发展中信号机制的深入

研究。 本部分的实验结果的验证将在以后得到完

善，以进一步支持 ＳＴ３ＧＡＬ５ 对膀胱癌恶性生物学行

为的影响。
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