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LncRNA SNHG25调节miR-6838-5p/FOXK1轴
对膀胱癌细胞增殖和迁移的影响

张双洋  姚俊  陈琛  邓继意  孙成亮*

(武汉市武昌医院, 泌尿外科, 武汉 430000)

摘要      该研究旨在探讨长链非编码RNA小核仁RNA宿主基因25(LncRNA SNHG25)调控微小

RNA-6838-5p/叉头框K1(miR-6838-5p/FOXK1)轴对膀胱癌细胞增殖和迁移的影响。QRT-PCR检测

组织和细胞(T24、5637及EJ)中LncRNA SNHG25、miR-6838-5p和FOXK1 mRNA表达情况。将T24
细胞分为阴性对照 (NC)组、si-NC组、LncRNA SNHG25敲低 (si-SNHG25)组、si-SNHG25+miR-
6838-5p抑制剂 (si-SNHG25+in-miR-6838-5p)组和 si-SNHG25+FOXK1过表达 (si-SNHG25+oe-
FOXK1)组。采用QRT-PCR检测各组T24细胞转染效率 ; CCK-8法、BrdU法、集落形成实验、划

痕实验以及Transwell实验检测细胞增殖和迁移情况 ; Western blot检测T24细胞中p53、FOXK1、
Survivin、MMP9、Twist1和SOX9蛋白水平 ; 荧光素酶报告基因和RIP检测miR-6838-5p与LncRNA 
SNHG25以及FOXK1之间作用关系。体内实验检测LncRNA SNHG25对肿瘤生长的影响。结果显

示, 膀胱癌组织或细胞(T24、5637及EJ)中LncRNA SNHG25和FOXK1 mRNA水平上调, miR-6838-
5p水平下调 (P<0.05), 且T24细胞中三个因子表达趋势变化最明显。与 si-NC组比较 , si-SNHG25组
T24细胞中LncRNA SNHG25水平、细胞活力、BrdU阳性率、集落形成数量、伤口愈合率、迁移

细胞数量以及MMP9、Twist1、SOX9、FOXK1和Survivin水平均降低, miR-6838-5p、p53水平升高

(P<0.05)。与 si-SNHG25组比较 , si-SNHG25+in-miR-6838-5p组和 si-SNHG25+oe-FOXK1组T24细
胞中细胞活力、BrdU阳性率、集落形成数量、伤口愈合率、迁移细胞数量以及MMP9、Twist1、
SOX9、FOXK1和Survivin水平均降低, p53水平升高(P<0.05)。miR-6838-5p与LncRNA SNHG25或
FOXK1之间存在相互作用关系, 且均在Ago2处富集(P<0.05)。敲低LncRNA SNHG25可减少体内肿

瘤组织体积、质量, 下调LncRNA SNHG25和FOXK1 mRNA表达, 上调miR-6838-5p表达(P<0.05)。
敲低LncRNA SNHG25可通过反向调节miR-6838-5p/FOXK1轴抑制膀胱癌细胞增殖和迁移。
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Effects of LncRNA SNHG25 on Proliferation and Migration 
of Bladder Cancer Cells by Regulating miR-6838-5p/FOXK1 Axis

ZHANG Shuangyang, YAO Jun, CHEN Chen, DENG Jiyi, SUN Chengliang*
(Department of Urology, Wuhan Wuchang Hospital, Wuhan 430000, China)

Abstract       This study aims to investigate the effect of LncRNA SNHG25 (long con-conding RNA small 
nucleolar RNA host gene 25) regulating the miR-6838-5p/FOXK1 (microRNA-6838-5p/forkhead box K1) axis 
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on the proliferation and migration of bladder cancer cells. QRT-PCR was used to measure the expression of 
LncRNA SNHG25, miR-6838-5p, and FOXK1 mRNA in tissues and cells. T24 cells were grouped into NC 
(negative control) group, LncRNA SNHG25 knockdown negative control (si-NC) group, LncRNA SNHG25 
knockdown (si-SNHG25) group, si-SNHG25+miR-6838-5p inhibitor (si-SNHG25+in-miR-6838-5p) group and 
si-SNHG25+FOXK1 overexpression (si-SNHG25+oe-FOXK1) group. QRT-PCR was used to measure the trans-
fection efficiency of T24 cells in each group. CCK-8 method, BrdU method, colony formation assay, scratch as-
say, and Transwell assay were used to detect cell proliferation and migration. Western blot was used to measure 
the levels of p53, FOXK1, Survivin, MMP9, Twist1, and SOX9 proteins in T24 cells. The luciferase reporter 
gene and RIP were used to measure the interaction between LncRNA SNHG25 and miR-6838-5p, and between 
miR-6838-5p and FOXK1. In vivo experiments were used to detect the effect of LncRNA SNHG25 on tumor 
growth. LncRNA SNHG25 and FOXK1 mRNA levels were up-regulated and miR-6838-5p was down-regulated 
in bladder cancer tissues or cells (T24, 5637 and EJ) (P<0.05). Compared with the si-NC group, the si-SNHG25 
group had lower LncRNA SNHG25, cell viability, BrdU positive rate, colony formation, wound healing rate, 
number of migrating cells, MMP9, Twist1, SOX9, FOXK1, and Survivin in T24 cells, and higher miR-6838-
5p and p53 (P<0.05). Compared with the si-SNHG25 group, the si-SNHG25+in-miR-6838-5p group and si-
SNHG25+oe-FOXK1 group had lower viability, BrdU positive rate, colony formation number, wound healing 
rate, number of migrating cells, MMP9, Twist1, SOX9, FOXK1, and Survivin in T24 cells, and higher p53 
(P<0.05). The result showed that LncRNA SNHG25 had a targeted relationship with miR-6838-5p, and miR-
6838-5p had a targeted relationship with FOXK1. And all All three components showed significant enrichment in 
Ago2 complexes (P<0.05). Knocking down LncRNA SNHG25 reduced tumor tissue volume and mass in vivo, 
downregulated LncRNA SNHG25 and FOXK1 mRNA levels, and upregulated miR-6838-5p (P<0.05). Knock-
down of LncRNA SNHG25 suppresses the proliferation and migration of bladder cancer cells through the miR-
6838-5p/FOXK1 signaling axis.

Keywords       LncRNA SNHG25; miR-6838-5p/FOXK1 axis; bladder cancer; proliferation; migration

膀胱癌 (bladder cancer)是泌尿系统中常见的恶

性肿瘤 , 占泌尿系统发生肿瘤的首位 [1]。膀胱癌肿瘤

发病机制复杂 , 其发生、发展和演变常常与慢性泌

尿系统感染、吸烟等因素有关 [2]。手术切除是临床

治疗膀胱癌主要手段, 随着医疗技术的发展, 化疗和

放疗以及免疫治疗等新治疗方案的兴起 , 晚期的膀

胱癌治疗也取得了一定的进展。然而 , 仍有部分晚

期膀胱癌患者的总生存率不令人满意 [3-4]。此外 , 多
数膀胱癌患者在晚期被诊断出来。因此 , 有必要在

分子水平对膀胱癌的发病机制进行探究 , 以诊断和

筛选与膀胱癌相关的治疗标志物。

恶性肿瘤的演变与体内基因异常表达和微

环境变化等诸多因素相关。随着全基因组测序技

术的发展 , 异常基因表达与恶性肿瘤发展的关系

已成为当前研究的热点 [5]。长链非编码RNA(long 
con-conding RNA, LncRNA)是一种超过 200 nt
的非编码RNA, 在调节基因表达、生长及发育过

程中发挥关键作用。LncRNA和miRNA、mRNA
之间的相互作用为肿瘤的诊断和治疗提供了新

的靶点 [6]。长链非编码RNA小核仁RNA宿主基因

25(long con-conding RNA small nucleolar RNA host 
gene 25, LncRNA SNHG25)作为新发现的 lncRNA, 
已被证实在直肠癌、前列腺癌等恶性肿瘤中显著高

表达 , 可明显促进肿瘤细胞的增殖和转移 [7-8]。但在

膀胱癌中 , LncRNA SNHG25是否也存在表达差异

以及是否可对癌细胞的增殖和转移产生影响尚未见

报道。

在这项研究中 , 本研究首次通过分析LncRNA 
SNHG25在膀胱癌组织和细胞中的表达特征 , 进
而确定了一个新的LncRNA SNHG25介导的微小

RNA-6838-5p/叉头框K1(microRNA-6838-5p/fork-
head box K1, miR-6838-5p/FOXK1)轴 , 并通过一

系列实验验证了LncRNA SNHG25通过miR-6838-
5p/FOXK1轴对膀胱癌细胞增殖和迁移产生影响。
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该结果可为LncRNA SNHG25作为膀胱癌治疗的潜

在靶点提供坚实的基础。

1   材料与方法
1.1   实验材料

组织样本 : 25例膀胱癌组织来源于武汉市武昌

医院泌尿外科的患者 , 癌旁正常组织选取至少距离

癌组织边缘1 cm处的样本 , 取材时保证样本的独立

性。所有样本的获取均得到患者的知情同意以及武

汉市武昌医院伦理委员会的批准 , 编号 : 2024-伦理

审批-93号(审批时间: 2024年11月5日)。
细胞系 : 人类膀胱癌T24(货号 : AC-2412H)、

5637(货号 : CC-Y1016)、EJ(货号 : CC-Y1153)细胞以

及正常膀胱上皮细胞SV-HUC-1(货号 : AC-2581H)均
购自美国ATCC。

主要试剂 : TRIzol试剂 (货号 : R401-01)、一

步法定量试剂盒 (货号 : NQ107-01)、CCK-8(货号 : 
A311-01)均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司 ; BrdU(货号 : ST1056)、结晶紫 (货号 : C0121)购
自上海碧云天生物技术股份有限公司 ; Transwell(货
号 : 3422)购自北京伊塔生物科技有限公司 ; p53(货
号 : 9282)、FOXK1(货号 : 12025)、Survivin(货号 : 
2808)、MMP9(货号 : 3852)、Twist1(货号 : 90445)和
SOX9(货号 : 82630)均购自美国CST公司 ; 双荧光素

酶检测试剂盒 (货号 : LF005)购自美国GeneCopoeia
公司; RIP试剂盒(货号: abs50071)购自上海爱必信生

物科技有限公司; Ago2(货号: ab186733)、IgG(货号: 
ab218427)均购自英国Abcam公司; TRIzol LS试剂盒

(货号 : B1901XL)购自上海雅吉生物科技有限公司。

裸鼠购自北京唯尚立德生物科技有限公司 , 许可证

号: SCXK(京)2023-0004。
1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养      T24、5637、EJ和SV-HUC-1细
胞用含10%胎牛血清的RPMI-1640培养基于特定条

件下 (37 °C、5% CO2)的培养箱中培养。培养至三

代用于后续研究, 其间定期更换培养基。

1.2.2   QRT-PCR检测LncRNA SNHG25、miR-6838-
5p和FOXK1 mRNA表达情况      TRIzol提取组织和

细胞总RNA, 按照试剂盒说明书进行QRT-PCR检

测。通过2–ΔΔCt检测LncRNA SNHG25、miR-6838-
5p和FOXK1 mRNA相对表达水平。引物序列如下。

LncRNA SNHG25: 5ʹ-GCA GGT TCC GGG AGG 

TCA-3ʹ(正向 )和5ʹ-CAA ACC ACT TTA TTG ACG 
GGA A-3ʹ(反向 ); miR-6838-5p: 5ʹ-GTA TGA GAA 
GCA GCA GTG GCA A-3ʹ(正向)和5ʹ-CTC AAC TGG 
TGT CGT GGA G-3ʹ(反向 ); FOXK1: 5ʹ-ACA CGT 
CTG GAG GAG ACA GC-3ʹ(正向 )和5ʹ-GAG AGG 
TTG TGC CGG ATA GA-3ʹ(反向 ); β-Actin: 5ʹ-CTC 
CAT CCT GGC CTC GCT GT-3ʹ(正向 )和 5ʹ-GCT 
GTC ACC TTC ACC GTT CC-3ʹ(反向 ); U6: 5ʹ-CTC 
GCT TCG GCA GCA CA-3ʹ(正向 )和 5ʹ-AAC GCT 
TCA CGA ATT TGC GT-3ʹ(反向)。
1.2.3   细胞分组      将T24细胞依次分为阴性对

照 (NC)组 (正常培养 , 未转染 )、LncRNA SNHG25
敲低阴性对照 (si-NC)组 (转染 si-NC)、LncRNA 
SNHG25敲低 (si-SNHG25)组 (转染 si-SNHG25)、si-
SNHG25+miR-6838-5p抑制剂 (si-SNHG25+in-miR-
6838-5p)组 (转染 si-SNHG25和 in-miR-6838-5p)和 si-
SNHG25+FOXK1过表达 (si-SNHG25+oe-FOXK1)组
(转染 si-SNHG25和oe-FOXK1)。按照Lipofectamine 
3000试剂盒方法转染将相应的试剂转染到对应分

组的细胞中 , NC组细胞仅转染Lipofectamine 3000。
培养24 h后收集细胞 , 通过QRT-PCR检测LncRNA 
SNHG25、miR-6838-5p和FOXK1 mRNA的表达水

平。QRT-PCR实验步骤及引物序列见1.2.2。
1.2.4   细胞增殖实验      CCK-8法: 将1.2.3转染的各

组T24细胞以2×103/孔接种到96孔板中 , 培养24 h后
添加10 µL的CCK-8溶液, 37 °C继续孵育2 h, 在酶标

仪中测定波长为450 nm处的吸光度值。

BrdU法: 将1.2.3转染的各组T24细胞以5×104/孔
接种到 24孔板中 , 24 h后添加 10 µL的BrdU溶液 , 
37 °C继续孵育2 h, 通过显微镜观察BrdU染色情况 , 
并计算BrdU阳性细胞率。

集落形成实验 : 将1.2.3转染的各组T24细胞以

5×102/孔接种到6孔板中 , 培养14天后待观察到肉眼

可见的集落形成时 , 37 °C下使用4%多聚甲醛固定

15 min, 而后用结晶紫在37 °C下染色10 min, 统计不

少于5个视野下的集落形成数量。

1.2.5   Western blot检测蛋白表达情况      收集按照

1.2.3转染的各组T24细胞。使用裂解液裂解后提取

蛋白 , 将等量的蛋白进行电泳分离后经过湿转法转

移到 PVDF膜上。一抗 p53、FOXK1、Survivin、
MMP9、Twist1、SOX9、β-actin(稀释浓度均为

在(000 1׃1 4 °C过夜孵育后 , 添加二抗 在(000 5׃1)
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37 °C孵育 2 h, 显影后经过凝胶成像系统拍照并对

条带的灰度值进行半定量。

1.2.6   细胞迁移实验      划痕实验: 将1.2.3转染的各

组T24细胞以1×105/孔接种到6孔板中 , 待细胞融合

度达到90%以上时 , 通过移液器枪头对细胞表面进

行垂直划痕 , 清除多余细胞后使用无血清培养基培

养24 h, 分别对0 h和24 h后细胞的划痕情况进行拍

照, 并计算伤口愈合率。

Transwell实验 : 将1.2.3转染的各组T24细胞以

1×105/孔接种到预先含有基质胶的Transwell小室上

室中, 使用无血清的培养基培养24 h, 下室添加有血

清的培养基培养24 h。37 °C下使用4%多聚甲醛固

定15 min, 而后用结晶紫在37 °C下染色10 min, 使
用显微镜观察并记录不低于 5个视野下的细胞迁移

数量。

1.2.7   miR-6838-5p与LncRNA SNHG25或FOXK1相
互作用分析      荧光素酶报告基因检测 : 将连接荧

光素酶报告基因载体的LncRNA SNHG25和FOXK1
野生型 (SNHG25-WT和 FOXK1-WT)或者突变型

(SNHG25-MUT和FOXK1-MUT)分别与miR-6838-5p
模拟物 (mi-miR-6838-5p)或阴性对照 (miR-6838-5p 
NC)共转染至T24细胞中。48 h后通过荧光素酶报告

基因检测相对荧光素酶活性。

RIP检测 : RIPA裂解物在冰浴中裂解T24细胞

提取蛋白。取适量蛋白添加抗体Ago2(或 IgG), 旋
转室温孵育后添加预洗的蛋白A/G磁珠于4 °C条件

下结合 1 h。RIP缓冲液去除非特异性结合后添加

TRIzol LS提取总RNA, 结合 1.2.2 QRT-PCR实验

检测LncRNA SNHG25、miR-6838-5p和FOXK1 

mRNA表达情况。

1.2.8   动物实验      将转染si-NC组或者si-SNHG25
组的T24细胞 (1×106/100 µL)接种于饲养1周的裸鼠

皮下组织 , 同时设置常规培养的裸鼠作为NC组 , 每
组6只。4周后处死裸鼠 , 取出肿瘤组织测量体积和

质量 , 提取RNA用于LncRNA SNHG25、miR-6838-
5p和FOXK1 mRNA表达水平检测。本研究中的所

有动物实验均经过本院伦理委员会批准 , 批准号同

1.1。
1.3   统计分析

数据使用SPSS 25.0进行分析 , 以均数±标准差

(x
_
±s)表示, 两组间数据(仅组织样本和双荧光素酶实

验结果 )比较使用 t检验 , 其余数据均使用ANOVA分

析 (Tukey检验 ), 以P<0.05表示数据存在的差异具有

统计学意义。

2   结果
2.1   LncRNA SNHG25、miR-6838-5p和FOXK1 
mRNA在膀胱癌细胞中的表达情况

结果 (表 1)显示 , 与正常组织或 SV-HUC-1细
胞比较 , 膀胱癌组织或细胞 (T24、5637及EJ)中Ln-
cRNA SNHG25和FOXK1 mRNA水平上调 , miR-
6838-5p水平下调 (P<0.05), 且T24细胞中三个因子

表达趋势变化最明显 , 后续选择该细胞为研究对

象。

2.2   各组T24细胞中LncRNA SNHG25、miR-
6838-5p和FOXK1 mRNA表达水平

结果显示, 与si-NC组比较, si-SNHG25组T24细
胞中LncRNA SNHG25和FOXK1 mRNA水平降低 , 

表1   QRT-PCR检测LncRNA SNHG25、miR-6838-5p和FOXK1 mRNA表达水平

Table 1   Detection of LncRNA SNHG25, miR-6838-5p, and FOXK1 mRNA 
expression levels by QRT-PCR

样本类型

Sample type
类别

Category
LncRNA SNHG25 miR-6838-5p FOXK1 mRNA

Tissue Normal (n=25) 1.03±0.35 0.95±0.32 1.02±0.33

Cancer (n=25) 1.60±0.42* 0.47±0.15* 1.50±0.36*

Cell SV-HUC-1 (n=6) 1.03±0.04 1.01±0.02 0.98±0.04

T24 (n=6) 1.80±0.15# 0.41±0.03# 1.95±0.16#

5637 (n=6) 1.48±0.14# 0.57±0.04# 1.68±0.12#

EJ (n=6) 1.37±0.11# 0.70±0.05# 1.45±0.04#

x
_
±s; *P<0.05, 与正常组织, #P<0.05, 与SV-HUC-1细胞比较。

x
_
±s; *P<0.05 compared with normal tissues; #P<0.05 compared with SV-HUC-1 cells.
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miR-6838-5p水平升高 (P<0.05)。与 si-SNHG25组比

较, si-SNHG25+in-miR-6838-5p组T24细胞中FOXK1 
mRNA水平升高, miR-6838-5p水平降低(P<0.05); si-
SNHG25+oe-FOXK1组T24细胞中FOXK1 mRNA水

平升高(P<0.05)。见表2。
2.3   敲低LncRNA SNHG25抑制T24细胞增殖

图 1~图 3和表 3结果显示 ,  与 si-NC组比较 , 
s i-SNHG25组 T24细胞中细胞活力、BrdU阳性

率、集落形成数量、FOXK1和 Survivin水平均降

低 , p53水平升高 (P<0.05); 与 si-SNHG25组比较 , 
si-SNHG25+in-miR-6838-5p组和 si-SNHG25+oe-
FOXK1组T24细胞细胞中细胞活力、BrdU阳性率、

集落形成数量、FOXK1和Survivin水平均升高 , p53

水平降低(P<0.05)。
2.4   敲低LncRNA SNHG25抑制T24细胞迁移

图4~图6和表4结果显示 , 与 si-NC组比较 , si-
SNHG25组T24细胞中伤口愈合率、迁移细胞数量

以及MMP9、Twist1、SOX9蛋白水平均下调(P<0.05); 
与si-SNHG25组比较, si-SNHG25+in-miR-6838-5p组
和 si-SNHG25+oe-FOXK1组T24细胞细胞中伤口愈

合率、迁移细胞数量以及MMP9、Twist1、SOX9蛋
白水平均上调(P<0.05)。
2.5   LncRNA SNHG25、miR-6838-5p和FOXK1
相互作用关系检测

数据表明 ,  SNHG25-WT+mi-miR-6838-5p
组 T24细胞中荧光素酶活性明显低于 SNHG25-

图1   BrdU检测各组T24细胞BrdU阳性率

Fig.1   BrdU assay detecting BrdU-positive rate of T24 cells in each group

NC si-NC si-SNHG25 si-SNHG25+in-miR-6838-5p si-SNHG25+oe-FOXK1

表2   QRT-PCR检测各组T24细胞中LncRNA SNHG25、miR-6838-5p和FOXK1 mRNA表达水平

Table 2   Detection of LncRNA SNHG25, miR-6838-5p and FOXK1 mRNA expression levels 
in different groups of T24 cells by QRT-PCR

组别

Group
LncRNA SNHG25 miR-6838-5p FOXK1 mRNA

NC 1.02±0.08 1.00±0.07 1.03±0.07

si-NC 0.98±0.06 1.01±0.10 1.02±0.06

si-SNHG25 0.42±0.03* 1.79±0.15* 0.45±0.04*

si-SNHG25+in-miR-6838-5p 0.45±0.05 1.39±0.11# 0.68±0.05#

si-SNHG25+oe-FOXK1 0.43±0.04 1.82±0.14# 0.81±0.04#

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与si-NC组相比; #P<0.05, 与si-SNHG25组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with si-NC group; #P<0.05 compared with si-SNHG25 group.

图2   集落形成实验检测各组T24细胞集落形成数量

Fig.2   Colony formation assay detecting colony formation number of T24 cells in each group

NC si-NC si-SNHG25 si-SNHG25+in-miR-6838-5p si-SNHG25+oe-FOXK1
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表3   各组T24细胞增殖情况比较

Table 3   Comparison of proliferative capacity of T24 cells in each group  
组别

Group
细胞活力(D450)
Cell viability (D450)

BrdU阳性率/%
BrdU-positive rate /%

集落形成

Colony formation 
p53 FOXK1 Survivin

NC 0.88±0.07 67.25±6.03 135.19±10.23 0.85±0.04 1.03±0.11 0.96±0.07

si-NC 0.85±0.05 63.12±3.29 130.27±8.52 0.80±0.07 1.08±0.12 0.98±0.04

si-SNHG25 0.40±0.04* 27.36±32.15*   41.28±5.13* 1.92±0.18* 0.56±0.04* 0.35±0.03*

si-SNHG25+in-miR-
6838-5p

0.67±0.05# 41.58±4.12#   78.39±7.16# 1.50±0.14# 0.77±0.07# 0.64±0.05#

si-SNHG25+oe-
FOXK1

0.72±0.06# 44.87±5.13# 85.33±7.25# 1.55±0.13# 0.85±0.05# 0.69±0.06#

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与si-NC组相比; #P<0.05, 与si-SNHG25组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with si-NC group; #P<0.05 compared with si-SNHG25 group.

图4   划痕愈合实验检测各组T24细胞伤口愈合率

Fig.4   Wound healing assay detecting wound healing rate of T24 cells in each group

NC si-NC

0 h

24 h

si-SNHG25 si-SNHG25+in-miR-6838-5p si-SNHG25+oe-FOXK1

a: NC组; b: si-NC组; c: si-SNHG25组; d: si-SNHG25+in-miR-6838-5p组; e: si-SNHG25+oe-FOXK1组。

a: NC group; b: si-NC group; c: si-SNHG25 group; d: si-SNHG25+in-miR-6838-5p group; e: si-SNHG25+oe-FOXK1 group.
图3   Western blot检测各组T24细胞中p53、FOXK1和Survivin蛋白水平

Fig.3   Western blot detecting protein levels of p53, FOXK1 and Survivin of T24 cells in each group

a b c d e

p53

FOXK1

Survivin

β-actin

53 kDa

97 kDa

16 kDa

42 kDa

图5   Transwell实验检测各组T24细胞迁移细胞数量

Fig.5   Transwell assay detecting number of migrated T24 cells in each group

NC si-NC si-SNHG25 si-SNHG25+in-miR-6838-5p si-SNHG25+oe-FOXK1
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表4   各组T24细胞侵袭情况比较

Table 4   Comparison of invasive capacity of T24 cells in each group   
组别

Group
伤口愈合率/%
Wound healing rate /%

迁移细胞数量

Number of migrated cells
MMP9 Twist1 SOX9

NC 85.69±8.12 228.33±20.19 1.82±0.08 1.69±0.12 1.74±0.13

si-NC 88.60±7.05 245.98±21.09 1.78±0.10 1.54±0.13 1.76±0.15

si-SNHG25 30.23±3.10*   69.87±6.19* 0.56±0.04* 0.60±0.05* 0.40±0.03*

si-SNHG25+in-miR-6838-5p 51.22±5.03# 129.67±11.09# 0.88±0.06# 0.92±0.07# 0.79±0.05#

si-SNHG25+oe-FOXK1 56.87±5.19# 143.95±13.80# 0.96±0.05# 0.97±0.06# 0.82±0.06#

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与si-NC组相比; #P<0.05, 与si-SNHG25组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with si-NC group; #P<0.05 compared with si-SNHG25 group.

图7   miR-6838-5p与LncRNA SNHG25或FOXK1的碱基互补位点图

Fig.7   Base complementary sites between miR-6838-5p and LncRNA SNHG25 or FOXK1

LncRNA SNHG25

miR-6838-5p 

FOXK1

 

 

 

5′ CGGAUGUCAUCGUCCUUGCUGCUU 3′

3′ UCCU-CAG-AACGGUGACGACGAA 5′

5′ CUUUACAUUGCUCACAUGUGCUCCUA 3′

表5   RIP实验检测miR-6838-5p与LncRNA SNHG25或FOXK1之间的靶向关系

Table 5   RIP assay detecting targeting relationship between miR-6838-5p and LncRNA SNHG25 or FOXK1

组别

Group

miR-6838-5p与LncRNA SNHG25
miR-6838-5p and LncRNA SNHG25

miR-6838-5p与FOXK1
miR-6838-5p and FOXK1

LncRNA SNHG25 miR-6838-5p miR-6838-5p FOXK1 mRNA

IgG 1.01±0.02   1.02±0.02   1.03±0.02   1.01±0.03

Ago2 8.11±0.85* 12.39±1.36* 14.48±1.45* 19.65±1.05*

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与IgG组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with IgG group.

a b c d e

MMP9

Twist1

SOX9

β-actin

92 kDa

26 kDa

70 kDa

42 kDa

a: NC组; b: si-NC组; c: si-SNHG25组; d: si-SNHG25+in-miR-6838-5p组; e: si-SNHG25+oe-FOXK1组。

a: NC group; b: si-NC group; c: si-SNHG25 group; d: si-SNHG25+in-miR-6838-5p group; e: si-SNHG25+oe-FOXK1 group.
图6   Western blot检测各组T24细胞中MMP9、Twist1和SOX9蛋白水平

Fig.6   Western blot detecting protein levels of MMP9, Twist1 and SOX9 of T24 cells in each group   

WT+miR-6838-5p NC组 (0.44±0.02 vs 1.01±0.03, 
P<0.05), SNHG25-MUT+mi-miR-6838-5p组与

SNHG25-MUT+miR-6838-5p NC组之间活性变化

无意义 (0.96±0.04 vs 1.01±0.02, P>0.05); FOXK1-
WT+mi-miR-6838-5p组中荧光素酶活性低于FOXK1-
WT+miR-6838-5p NC组 (0.33±0.02 vs 1.02±0.07, 
P<0.05), FOXK1-MUT+mi-miR-6838-5p组与FOXK1-

MUT+miR-6838-5p NC组之间活性变化无意义

(0.95±0.06 vs 0.97±0.07, P>0.05)。见图 7。结

果如表 5显示 ,  与 IgG比较 ,  miR-6838-5p与 Ln-
cRNA SNHG25(或FOXK1)均在Ago2处大量富集

(P>0.05)。
2.6   敲低LncRNA SNHG25抑制体内T24细胞生长

图 8、表 6结果显示 , 与 si-NC组比较 , si-SN-
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HG25组肿瘤组织体积、质量以及LncRNA SNHG25
和FOXK1 mRNA水平均下调, miR-6838-5p水平上调

(P<0.05)。

3   讨论
膀胱癌是一种侵袭性极强的泌尿系统肿瘤。尽

管随着手术联合放疗、化疗和靶向治疗的应用 , 患
者的预后也得到不同程度的改善 , 但仍有部分患者

存在远处转移和局部复发导致患者预后情况较差 [9]。

因此 , 深入了解膀胱癌的发病机制并筛选敏感标志

物对膀胱癌的治疗具有重要意义。

随着分子生物学和表观遗传学的不断发展 , 
LncRNA在分子水平上对基因和蛋白质的表达及

调控作用已得到了广泛的证实 [10]。有研究证实 , 
LncRNA在膀胱癌的发展和演变过程中发挥不可

替代的功能。比如 : LncRNA GATA3-AS1在膀胱

癌组织和细胞中显著上调, 并且与病理分期、分级

和不良预后有关, 可通过与DDX5蛋白相结合激活

Wnt/β-catenin通路从而增强膀胱尿路上皮癌侵袭

性, LncRNA GATA3-AS1是膀胱尿路上皮癌患者预

后不良的新预测分子 [11]。李思杰等 [12]研究也表明 , 
LncRNA MIR210HG在膀胱癌组织中高表达 , 不仅

对膀胱癌肌层浸润和淋巴结转移有促进作用 , 而且

可为患者的临床治疗和总生存率的提高提供帮助。

与之类似 , 本研究发现 , 相较于正常的膀胱组织或

SV-HUC-1细胞 , LncRNA SNHG25在膀胱癌组织以

及T24、5637及EJ膀胱癌细胞系中均呈现高表达态

势。然而 , 以往的研究并未证实LncRNA SNHG25
在膀胱癌中的表达情况及其相关调控机制。因此 , 
本研究将通过后续一系列研究 , 深入剖析LncRNA 
SNHG25在膀胱癌中的功能及相关的作用机制。细

胞功能实验结果显示 , 敲低LncRNA SNHG25能够

显著抑制T24细胞增殖 , 具体表现为细胞活力下降、

BrdU掺入量减少以及菌落形成数量降低; 这一增殖

抑制现象伴随有Survivin的表达下调和 p53的表达

上调。其中 , Survivin可通过抑制细胞凋亡来维持

细胞的增殖和存活 , 其表达上调往往意味着增殖进

程的促进 , 与之相反 , p53是一种肿瘤抑制蛋白 , 在
细胞异常增殖时被激活进而抑制细胞增殖 [13]。此

外 , LncRNA SNHG25还可降低划痕愈合率以及迁

移细胞数量 , 同时对MMP9、Twist1和SOX9蛋白表

达也具有抑制作用。据报道 , MMP9是一种机制金

属蛋白酶 , 可通过创造利于迁移的微环境 , 间接辅

助转录因子Twist1激活SOX9参与上皮–间质转化过

程 , 促进癌细胞获得更强的迁移能力 [14-15]。另外体

内结果显示 , 敲低LncRNA SNHG25可显著抑制裸

鼠体内T24细胞的成瘤能力。上述结果揭示了敲低

LncRNA SNHG25在膀胱癌中发挥抑癌功能的生物

学过程。

众所周知, LncRNA通过海绵吸附miRNA, 反向

调控靶蛋白表达 , 进而参与生物学功能的调控 [16]。

LncRNA SNHG25也不例外 , 研究证实 , LncRNA 

表6   各组裸鼠组织体积、质量以及LncRNA SNHG25、miR-6838-5p和FOXK1 mRNA表达情况

Table 6   Tumor volume, mass, and expression levels of LncRNA SNHG25, miR-6838-5p and FOXK1 mRNA 
in nude mice tissues of each group

组别

Group
肿瘤体积/mm3

Tumor volume /mm3

肿瘤重量/g
Tumor mass /g

LncRNA SNHG25 miR-6838-5p FOXK1 mRNA

NC group 857.23±85.12 0.84±0.07 1.02±0.02 1.03±0.05 1.03±0.04

si-NC group 879.36±75.12 0.86±0.05 1.06±0.04 1.07±0.03 1.05±0.06

si-SNHG25 group 354.67±40.39* 0.33±0.03* 0.50±0.03* 1.64±0.11* 0.43±0.04*

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与si-NC组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with si-NC group.

图8   裸鼠肿瘤组织代表性图片

Fig.8   Representative images of tumor tissues in nude mice

NC

si-NC

si-SNHG25
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SNHG25在骨肉瘤细胞和组织中高表达 ,  并且

LncRNA SNHG25高表达患者的生存力低于 Ln-
cRNA SNHG25低表达患者的生存率。功能性研

究表明 , 敲低LncRNA SNHG25可通过miR-497-
5p/SOX4轴抑制骨肉瘤细胞增殖和侵袭进而发挥

抗癌作用 [17]。另外 , 科研人员在宫颈癌的研究中也

证实LncRNA SNHG25的高表达 , 而敲除LncRNA 
SNHG25可通过竞争性结合miR-497-5p正向调控脂

肪酸合酶 (fatty acid synthase, FASN)表达 , 进而抑制

宫颈癌细胞增殖、迁移和侵袭从而抑制其致癌性[18]。

本研究采用双荧光素酶和RIP实验证实 , LncRNA 
SNHG25可能充当miR-6838-5p的分子海绵。已有研

究报道 , miR-6838-5p在乳腺癌、宫颈癌等多种肿瘤

细胞中低表达 , 可通过充当非编码RNA(circRNA或

LncRNA)下游靶基因参与调控肿瘤细胞的增殖、侵

袭以及血管生成等生物学行为 [19-20]。在膀胱癌组织

和细胞中 , miR-6838-5p低表达 , 与魏鑫 [21]博士论文

中表述相一致。当敲低LncRNA SNHG25时 , miR-
6838-5p明显高表达 , 这提示二者之间存在反向调控

作用。进一步研究表明 , 敲低LncRNA SNHG25的
同时抑制miR-6838-5p的表达可明显减弱LncRNA 
SNHG25下调对膀胱癌细胞增殖和迁移的抑制作

用。此外 , 通过进一步分析发现 , FOXK1是miR-
6838-5p的靶基因。研究显示, FOXK1是一种在细胞

增殖、分化等多个生物学过程中发挥核心作用的转

录因子。多项研究证实 , 其在膀胱癌组织和细胞中

高表达 , 可作为多个miRNA的下游靶基因参与调控

膀胱癌的增殖和迁移 [22-23]。另外研究显示 , 过表达

FOXK1可明显减弱敲低LncRNA SNHG25对T24细
胞增殖和迁移能力的抑制作用。上述结果提示 , 敲
低LncRNA SNHG25通过上调miR-6838-5p的表达 , 
从而抑制FOXK1表达; 而抑制miR-6838-5p或过表达

FOXK1可逆转该抑制效应 , 提示LncRNA SNHG25
通过吸附miR-6838-5p调控FOXK1表达, 进而影响膀

胱癌的发生发展。

综上 , 敲低LncRNA SNHG25通过充当分子海

绵吸附miR-6838-5p, 从而解除其对靶基因FOXK1
的抑制 , 进而抑制膀胱癌细胞的增殖和迁移 ; 三者

表达水平可能对膀胱癌的诊断和治疗具有重要价

值。总体而言 , 本研究为膀胱癌的发病机制提供了

新的见解 , 并且为开发新的治疗策略提供了潜在途

径。然而本研究仍存在一定的不足 , 首先本研究未

通过三重回补实验完全验证LncRNA SNHG25/miR-
6838-5p/FOXK1轴的闭环调控关系 , 后续将通过共

转染实验进一步确认该竞争性内源RNA (competing 
endogenous RNA, ceRNA)网络的分子互作机制。其

次 , 体内实验目前主要聚焦于肿瘤体积和质量的

表型观察 , 未来将结合 IHC分析增殖 (Ki-67)和凋亡

(Caspase-3)标志物, 以更全面评估LncRNA SNHG25
的体内抑癌机制。此外, si-RNA或ASO靶向LncRNA 
SNHG25的递送需平衡效率、靶向性与安全性等多

方面问题需要进一步研究去平衡更优的给药方式。

这些研究的深入将为LncRNA SNHG25作为膀胱癌

治疗靶点的临床转化提供更坚实的证据 , 推动其从

基础研究迈向临床应用。
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