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摘要：目的　探究乌司他丁对膀胱癌Ｔ２４细胞上皮间质转化的影响。方法　将
膀胱癌Ｔ２４细胞随机分为空白组、对照组、实验组和联合组。空白组给予正常培
养，对照组给予含０７５μｍｏｌ·Ｌ－１ＫＹＡ１７９７Ｋ的ＲＰＭＩ－１６４０培养基进行处理；
实验组给予含５００μｍｏｌ·Ｌ－１乌司他丁的 ＲＰＭＩ－１６４０培养基进行处理，联合
组给予含５００μｍｏｌ·Ｌ－１乌司他丁与０７５μｍｏｌ·Ｌ－１ＫＹＡ１７９７Ｋ的ＲＰＭＩ－１６４０培
养基进行处理。干预 ４８ｈ后，用四甲基偶氮唑蓝法检测细胞的存活率，用
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验法检测细胞的侵袭与迁移能力，用蛋白质印迹法检测上皮间质转
化相关蛋白、整合位点家族成员３α（Ｗｎｔ３α）和 β连环蛋白（β－ｃａｔｅｎｉｎ）的表达
水平。结果　空白组、对照组、实验组和联合组的细胞存活率分别为
（１００００±０００）％、（７３２８±６３７）％、（７６９８±５８２）％和（４０３６±３２１）％，
侵袭细胞数量分别为（６６８３±８１８）、（３３３３±３２７）、（３８６７±４３２）和
（１１３３±１２１）个，细胞迁移数分别为（７９３３±６３８）、（５３００±６２６）、
（５２３３±３１４）和（２８３３±５２８）个，Ｅ－钙黏蛋白相对表达水平分别为
０２３±００８、０５１±００２、０５８±００５和０８２±００３，波形蛋白相对表达水平分
别为０７８±００３、０５５±００２、０５８±００６和０２７±００６，Ｎ－钙黏蛋白相对表
达水平分别为０８３±００８、０５９±００２、０６２±００２和０３１±００９，Ｗｎｔ３α蛋白
相对表达水平分别为 ０８５±００９、０２８±０１３、０２９±００５和 ０１２±００１，
β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白相对表达水平分别为０８１±００５、０２５±００７、０２２±００３和
００８±００２。实验组、对照组的上述指标分别与空白组、联合组相比较，在统计
学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　乌司他丁能够抑制膀胱癌Ｔ２４
细胞的上皮间质转化过程，其作用机制可能与抑制Ｗｎｔ信号通路相关。
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（４０３６±３２１）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅ６６８３±８１８，３３３３±３２７，３８６７±４３２ａｎｄ
１１３３±１２１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒｗｅｒｅ７９３３±６３８，５３００±６２６，５２３３±３１４ａｎｄ２８３３±５２８，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０２３±００８，０５１±００２，０５８±００５ａｎｄ
０８２±００３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＶｉｍｅｎｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０７８±００３，０５５±００２，
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　　膀胱癌作为男性第６大常见恶性肿瘤，其发生率
与死亡率逐年上升。目前，手术切除和以顺铂为基础

的化疗是膀胱癌的主要治疗方案，然而由于膀胱癌对

标准治疗的反应多样且难以预测，因此其存在高复发

率和进展率，患者总体预后较差［１］。近年来，膀胱癌

的治疗策略正在不断发展，其中整合位点家族成员

（ｗｉｎｇｌｅｓｓ－ｔｙｐｅＭＭＴＶｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅｆａｍｉｌｙ，Ｗｎｔ）信
号通路的作用受到了广泛关注，该通路在包括膀胱

癌在内的多种肿瘤的生物学过程中扮演着重要角

色，针对Ｗｎｔ信号通路的靶向药物研究已经取得了
一定的进展［２］。乌司他丁是一种从新鲜人尿中提

取的糖蛋白，属于蛋白酶抑制药，具有抑制胰蛋白

酶等多种胰酶活性的作用［３］。研究显示，乌司他丁

对乳腺癌、胃癌、结肠癌等癌细胞有良好的抑制作

用［４－５］。本研究通过分析乌司他丁对膀胱癌 Ｔ２４
细胞的作用，及其相关机制，以期为膀胱癌的治疗

提供新思路。

材料与方法

１　材料
细胞　膀胱癌Ｔ２４细胞，购自上海雅吉生物科技

有限公司。

药品与试剂　乌司他丁，规格：每支 ０５ｍＬ，纯
度：＞９８５％，批号：ＨＬ１４０７８５，上海哈灵生物科技有
限公司生产；ＫＹＡ１７９７Ｋ（Ｗｎｔ通路抑制药），规格：每
支１ｍＬ，批号：１９５６３５６－５６－１，武汉艾美捷科技有限

公司生产。Ｗｎｔ３α、β连环蛋白（β－ｃａｔｅｎｉｎ）、甘油
醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、Ｅ－钙黏蛋白（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）、
Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）抗体，均由武汉华美
生物工程有限公司生产；结晶紫染色试剂，上海阿拉

丁生化科技股份有限公司生产；ＲＰＭＩ－１６４０培养基、
胎牛血清，均由浙江天杭生物科技股份有限公司生

产；考马斯亮蓝溶液，上海联迈生物工程有限公司生

产；四甲基偶氮唑蓝（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）
试剂，上海中乔新舟生物科技有限公司生产。

仪器　ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉＤ５多功能微孔板读板机，美
国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司产品；Ｇｅｌ－Ｄｏｃ凝胶成像
仪，美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；ＣＫＸ５３倒置荧光显微
镜，日本奥林巴斯公司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养

将膀胱癌 Ｔ２４细胞培养于含 ８％胎牛血清的
ＲＰＭＩ－１６４０培养基中（本研究中所有用于 Ｔ２４细胞
培养的ＲＰＭＩ－１６４０培养基，除“２４”的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实
验部分对胎牛血清浓度特殊规定外，其他部分

ＲＰＭＩ－１６４０培养基中的胎牛血清浓度均为８％），培
养箱的培养环境为（３７±１）℃、二氧化碳浓度为
（５０±０５）％，当Ｔ２４细胞生长至培养皿底部约８５％
时，取出用于后续实验。

２２　细胞分组与给药方法
根据前期实验结果计算出来的细胞半抑制浓度

（ｃｅｌｌｓｅｍｉ－ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）以 及
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ＫＹＡ１７９７Ｋ说明书，选择乌司他丁和 ＫＹＡ１７９７Ｋ的处
理浓度分别为５００μｍｏｌ·Ｌ－１和０７５μｍｏｌ·Ｌ－１。

将膀胱癌Ｔ２４细胞随机分为空白组、实验组、对
照组和联合组。空白组给予正常培养；对照组给予含

０７５μｍｏｌ·Ｌ－１ＫＹＡ１７９７Ｋ的ＲＰＭＩ－１６４０培养基进
行处理；实验组给予含 ５００μｍｏｌ·Ｌ－１乌司他丁的
ＲＰＭＩ－１６４０培养基进行处理；联合组给予含 ５００
μｍｏｌ·Ｌ－１乌司他丁与０７５μｍｏｌ·Ｌ－１ＫＹＡ１７９７Ｋ的
ＲＰＭＩ－１６４０培养基进行处理。
２３　ＭＴＴ实验法检测细胞存活率［６］

将Ｔ２４细胞经胰酶处理后，转移至含８％胎牛血
清的ＲＰＭＩ－１６４０培养基中，以每孔５×１０３个的密度
接种于９６孔板中，按“２２”的方法进行分组和处置，
每组设６个平行对照。在细胞培养箱培养４８ｈ后，每
孔加入ＭＴＴ溶液５μＬ并继续培养４ｈ。取出 Ｔ２４细
胞与二甲基亚砜反应，最后用酶标仪在４９０ｎｍ处检
测各孔的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，并计算 Ｔ２４
细胞 存 活 率。细 胞 存 活 率 （％）＝（ＯＤ实验孔 －
ＯＤ空白孔）／（ＯＤ对照孔 －ＯＤ空白孔）。
２４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验法检测细胞的侵袭和迁移
能力［６］

调整 Ｔ２４细胞密度为５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种
至含 ＲＰＭＩ－１６４０培养基的 ６孔培养板中，按
“２２”的方法进行分组和处置，干预 ４８ｈ后，经胰
酶消化，悬浮于培养基中用于侵袭和迁移实验。在

侵袭实验中，将各组 Ｔ２４细胞培养于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室（８μｍ孔径）的上腔室（上腔室的 ＲＰＭＩ－１６４０
培养基不含胎牛血清），将基质胶预先涂在上腔室

的下方待干燥后使用，于下腔室的 ＲＰＭＩ－１６４０培
养基中添加２０％胎牛血清，在培养箱中培养４８ｈ，
取出细胞，经多聚甲醛固定后，用 ０１％结晶紫染
色下室。随机选取５个视野，在显微镜下计数。在
迁移实验中，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上腔室下方无基质胶，
其他步骤与侵袭实验一致。

２５　蛋白质印迹实验检测蛋白的表达水平［７］

调整Ｔ２４细胞密度为５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种至
含ＲＰＭＩ－１６４０培养基的６孔培养板中，按“２２”的方
法进行分组和处置，干预４８ｈ后，弃掉培养基，用蛋白
裂解缓冲液处理各组 Ｔ２４细胞３０ｍｉｎ，离心收集 Ｔ２４
细胞的总蛋白，用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度。取蛋

白２０μｇ，在分离凝胶中进行电泳，各目的蛋白分离开
后将其转移至硝酸纤维素膜上，转移结束后，将膜浸

泡于５％脱脂奶粉溶液中９０ｍｉｎ，然后根据目的蛋白
相对分子质量将膜切开，并分别用对应的一抗

（Ｗｎｔ３α、β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ）孵育过夜。次日与二抗在室温下反应
１ｈ。洗涤后，在凝胶系统中成像，并用ＩｍａｇｅＪ软件分
析各目的条带蛋白的灰度值。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，多组间差异比较用单因素方差分析，两两比
较用ＬＳＤ－ｔ检验。

结　　果

１　乌司他丁对Ｔ２４细胞存活率的影响
实验组给予５００μｍｏｌ·Ｌ－１乌司他丁；联合组给

予５００μｍｏｌ·Ｌ－１乌司他丁与 ０７５μｍｏｌ·Ｌ－１

ＫＹＡ１７９７Ｋ；对照组给予０７５μｍｏｌ·Ｌ－１ＫＹＡ１７９７Ｋ；
空白组给予正常培养。

空白组、对照组、实验组和联合组的细胞存活率

分别为 （１００００±０００）％、（７３２８±６３７）％、
（７６９８±５８２）％和（４０３６±３２１）％。实验组和对
照组的细胞存活率均较空白组显著降低，联合组的细

胞存活率均较实验组和对照组显著降低，在统计学上

差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。
２　乌司他丁对Ｔ２４细胞侵袭能力的影响

空白组、对照组、实验组和联合组的侵袭细胞数

分 别 为 （６６８３ ± ８１８）、（３３３３ ± ３２７）、
（３８６７±４３２）和（１１３３±１２１）个。实验组和对照
组的侵袭细胞数均较空白组显著降低，联合组的侵袭

细胞数均较实验组和对照组显著降低，在统计学上差

异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结果见图１。
３　乌司他丁对Ｔ２４细胞迁移能力的影响

空白组、对照组、实验组和联合组的迁移细胞数

分 别 为 （７９３３ ± ６３８）、（５３００ ± ６２６）、
（５２３３±３１４）和（２８３３±５２８）个。实验组和对照
组的迁移细胞数均较空白组显著降低，联合组的迁移

细胞数均较实验组和对照组显著降低，在统计学上差

异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。
４　乌司他丁对Ｔ２４细胞上皮间质转化标志物的影响

空白组、对照组、实验组和联合组的 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白相对表达水平分别为０２３±００８、０５１±００２、
０５８±００５和０８２±００３，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白相对表达水
平分别为 ０７８±００３、０５５±００２、０５８±００６和
０２７±００６，Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达水平分别为
０８３±００８、０５９±００２、０６２±００２和０３１±００９。
实验组和对照组的Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白相对表
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图 １　乌司他丁对Ｔ２４细胞侵袭能力的影响（×４００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎｏｎｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＴ２４ｃｅｌｌｓ（×４００）
Ａ：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｃｕｌｔｕｒｅｄｎｏｒｍａｌｌｙ；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＲＰＭＩ－１６４０ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５００μｍｏｌ·Ｌ－１ｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎ；Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｒｅａｔｅｄ

ｗｉｔｈＲＰＭＩ－１６４０ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０７５μｍｏｌ·Ｌ－１ＫＹＡ１７９７Ｋ；Ｄ：Ｃｏｍｂｉｎｅｄｇｒｏｕｐ，ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＲＰＭＩ－１６４０ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５００μｍｏｌ·Ｌ－１

ｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎａｎｄ０７５μｍｏｌ·Ｌ－１ＫＹＡ１７９７Ｋ

达水平均较空白组显著降低，Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表
达水平均较空白组显著增加，在统计学上差异均有统

计学意义（均 Ｐ＜００５）；联合组的 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白相对表达水平均较实验组和对照组显著
降低，Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达水平均较实验组和对
照组显著增加，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜００５）。结果见图２。
５　乌司他丁对Ｔ２４细胞Ｗｎｔ通路的影响

空白组、对照组、实验组和联合组的 Ｗｎｔ３α蛋白
相对表达水平分别为 ０８５±００９、０２８±０１３、
０２９±００５和０１２±００１，β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白相对表达
水平分别为０８１±００５、０２５±００７、０２２±００３和
００８±００２。实验组和对照组的 Ｗｎｔ３α、β－ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白相对表达水平均较空白组显著降低，联合组的

Ｗｎｔ３α、β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白相对表达水平均较实验组和
对照组显著降低，在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００５）。结果见图３。

图 ２　乌司他丁对Ｔ２４细胞上皮间质转化标志物的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎｏｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉ

ｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓｉｎＴ２４ｃｅｌｌｓ
Ａ－Ｄｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ

ｇｅｎａｓｅ

图 ３　乌司他丁对Ｔ２４细胞整合位点家族成员通路的影响
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎｏｎｗｉｎｇｌｅｓｓ－ｔｙｐｅＭＭＴＶｉｎｔｅｇｒａ
ｔｉｏｎｓｉｔｅｆａｍｉｌｙｐａｔｈｗａｙｉｎＴ２４ｃｅｌｌｓ
Ａ－Ｄｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１；Ｗｎｔ３α：Ｗｉｎｇｌｅｓｓ－ｔｙｐｅＭＭＴＶｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｓｉｔｅ
ｆａｍｉｌｙ３α

讨　　论

乌司他丁是一种从健康人新鲜尿液中提取的糖

蛋白，具有多种药理作用，包括抑制蛋白水解酶、稳定

溶酶体膜、保护血管内皮、改善微循环、减少细胞凋

亡、调控炎症反应和调节免疫功能等。乌司他丁在临

床上主要用于治疗急性胰腺炎，但近年来其应用范围

逐渐扩展至休克、脓毒症、重症肺炎、急性呼吸窘迫综

合征、急性中毒、重症中暑、重度烧伤和严重创伤等急

危重症的治疗。近年来，一些研究已经报道了乌司他

丁有一定的抗癌活性［８］，其可以剂量依赖性地抑制多

种人类癌细胞系的肿瘤生长，包括肝癌 ＨｅｐＧ２细胞、
结肠癌 Ｌｏｖｏ细胞、胃癌 ＴＭＫ－１细胞和乳腺癌
ＭＣＦ－７细胞。此外，有研究发现，乌司他丁还能协同
增强化疗药物顺铂对胃癌细胞的抑制作用［９］。本研

究通过单独用乌司他丁或联合 ＫＹＡ１７９７Ｋ处理膀胱
癌细胞后发现，乌司他丁能够抑制膀胱癌细胞的增
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殖、侵 袭 及 迁 移，并 且 能 够 提 高 上 皮 标 志 物

Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，降低间质标志物 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达。上述结果提示，乌司他丁在膀胱癌
治疗方面具有一定的作用。

Ｗｎｔ通路参与多种恶性肿瘤的病理生理学过程，
能够调控癌症的发生、发展［１０－１３］。研究发现，Ｗｎｔ通
路的异常表达与膀胱癌的发生发展密切相关，通过抑

制Ｗｎｔ通路能够降低膀胱癌细胞的增殖、侵袭和迁移
能力，以Ｗｎｔ通路为靶点已成为膀胱癌治疗的研究热
点［１４－１７］。在 本 研 究 中，用 Ｗｎｔ通 路 抑 制 药
ＫＹＡ１７９７Ｋ处理膀胱癌细胞后，膀胱癌细胞活性受到
明显抑制，上皮标志物 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达明显增加，而
间质标志物 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达均明显降
低。此外，经乌司他丁处理后，细胞中的 Ｗｎｔ通路受
到抑制，这一结果提示，乌司他丁对膀胱癌细胞上皮

间质转化过程的抑制作用与调控 Ｗｎｔ通路相关。有
研究显示，含有表皮生长因子的纤维蛋白样细胞外基

质蛋白 ２（ＥＧＦｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｆｉｂｕｌｉｎ－ｌｉｋｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ２，ＥＦＥＭＰ２）通过Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通
路抑制膀胱癌中的上皮间质转化过程［１８］。这与本研

究结果相呼应，进一步证实了Ｗｎｔ信号通路在膀胱癌
上皮间质转化过程中的重要作用。此外，Ｎ－乙酰半
乳糖氨基转移酶６（Ｎ－ａｃｅｔｙｌｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ６，
ＧＡＬＮＴ６）通过介导上皮间质转化和ＣＤ８＋Ｔ细胞促进
膀胱癌恶性转移和免疫逃逸［１９－２０］，这表明在膀胱癌

的治疗中，除了直接抑制肿瘤细胞的上皮间质转化过

程外，调节肿瘤微环境中的免疫细胞也可能成为治疗

的新策略。

本研究提示：乌司他丁能够抑制膀胱癌细胞的增

殖、侵袭与迁移，其作用机制可能与调控 Ｗｎｔ信号通
路相关。
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