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沉默CIT 基因可通过调控CIT 相关基因的表达	

抑制膀胱癌细胞的进展

赵书恒，杨杨，刘赞，修有成

(哈尔滨医科大学附属第一医院泌尿外科，哈尔滨 150000)

[摘　要]	 目的：寻找Citron(CIT)基因调控膀胱癌的相关分子通路。方法：选择人膀胱癌细胞T24，沉默

CIT基因，使用微阵列分析找出与正常肿瘤细胞的差异基因，对差异基因进行生物信息学分析，

绘制CI T基因潜在的调控网络，对筛选出的表达水平较高的相关基因采用蛋白质印迹法进行分

析验证。结果：膀胱癌细胞CIT基因可以被成功敲减，敲减后有表达上调及下调的基因，将其分

为两组后进行生物信息学分析，发现CIT基因的潜在调控网络，之后选取细胞周期蛋白1(Cyclin 

D1，CCND1)，微小体维持蛋白3(mini  chromosome maintenance 3，MCM3)，增殖细胞核抗原

(proliferating cel l  nuclear antigen，PCNA)，微小体维持蛋白7(mini chromosome maintenance 7，

MCM7)，(cyclin dependent kinases 1，CDK1)5个基因进行蛋白质印迹法验证，发现可能存在CIT相

关信号通路。结论：目的基因CIT在膀胱癌细胞上通过调控CCND1，MCM3，MCM7，CDK1基因

的表达在膀胱癌的进展中发挥一定的作用。
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Silencing CIT gene inhibits the development of bladder 
cancer cells by regulating CIT-related gene expression
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Abstract Objective: To explore the molecular pathway of Citron (CIT) gene regulating bladder cancer. Methods: CIT 

gene was silenced by the selection of human cyst cancer cell T24, and the differentially expressed genes from 

normal tumor cells were identified by microarray analysis. The differentially expressed genes were analyzed by 

bioinformatics, the potential regulatory network of CIT gene was plotted, and the screened related genes with 

high expression level were verified by Western blotting. Results: Bladder cancer cell CIT gene was successfully 

knocked out. The gene expression after knock reduction was divided into two groups after the bioinformatics 

analysis, showed that the potential of CIT gene regulation network, after selecting CyclinD1 (CCND1), mini 

chromosome maintenance 3 (MCM3), proliferating cell nuclear antigen (PCNA), mini chromosome maintenance 

7 (MCM7),  and cyclin dependent kinases 1 (CDK1) with Western blot verification. The underlying CIT related 
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膀 胱 癌 又 称 为 浸 润 性 尿 路 上 皮 癌 ， 是 泌 尿

外科最常见的肿瘤之一 [ 1 ]。按浸润深度膀胱癌可

分为非肌层浸润性膀胱癌(n o n - mu s c u l ar  i nv a s i ve 
b l a d d e r  c a n c e r ， N M I B C ) 和 肌 层 浸 润 性 膀 胱 癌

(m u s c u l a r  i nv a s i ve  b l ad d e r  c a n ce r，M I B C) [ 2 - 3 ]。

膀 胱 癌 的 发 生 是 复 杂 、 多 因 素 、 多 步 骤 的 病 理

过程 [ 4 ]。目前膀胱癌的诊治主要靠膀胱镜检查以

及手术 [ 5 ]，创伤较大且预后不满意。因此，迫切

需要寻找更高效准确的诊治方法。生物信息学 [ 6 ]

主要以计算机、软件等为研究工具，研究核酸和

蛋白质序列，并对其进行整合分析的科学  [ 7 ]。与

传统研究方法相比，生物信息学有独特的优势，

其可以对不同系统的各类分子进行整体、系统的

分析，进而发现其整体水平的功能和联系。生物

信 息 学 比 较 常 用 的 数 据 库 有 癌 症 基 因 组 图 谱 数

据库(Th e  Can cer  G en o m e  A t l a s，TG G A )、基因

表达数据库(Gene E x pression Omnibus，GEO)、

京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书 数 据 库 ( K y o t o 
En c yc l o p ed ia  o f  G en es  an d  G en o m es，K EG G)以

及基因本体数据库(G e n e  O n to l o g y， G O) [ 8 ]，这

些数据库相互联系，可以为肿瘤的相关治疗提供

帮 助 。 C h e n 等 [ 9 ]通 过 G E O 数 据 库 的 鼻 咽 癌 数 据

集，分析出差异表达基因，GO和KEGG对差异基

因进行富集分析，筛选出了鼻咽癌发病机制中可

能的关键基因及通路。

C I T 是 一 种 丝 氨 酸 / 苏 氨 酸 激 酶 [ 1 0 ]。 在 多 种

细胞通路中， R h o 蛋白发挥通路开关或信号转导

的 作 用 ， 而 C I T 作 为 R h o 蛋 白 的 一 种 效 应 器 ， 广

泛表达于各种动物体的增殖细胞中，在细胞分裂

后期作为一个重要的调控者 [11]。微小体维持蛋白

(mini chromosome maintenance，MCM)包括10个

在 D N A 复 制 起 始 和 延 长 过 程 中 起 重 要 作 用 的 分 
子 [ 1 2 ]。 其 中 M C M 3 蛋 白 对 D N A 上 双 六 聚 体 的 招

募和装载具有重要影响。近年来，越来越多的研

究[13-18]表明：MCM3过表达与肿瘤细胞增殖及口腔

鳞状细胞癌、唾液腺肿瘤、胃癌、成髓细胞瘤、

卵巢癌、恶性黑色素瘤等预后不良相关。M C M 3
与膀胱癌的关系鲜有研究，本研究通过敲减CIT基

因，发现MCM3蛋白下降明显，因此预测在膀胱癌

中可能存在CIT-MCM3相关信号通路调控癌细胞的

生长增殖。

本研究通过证实敲减CIT基因后膀胱癌细胞生

长受到抑制，并应用生物信息学方法研究CIT基因

抑制膀胱癌生长的潜在分子机制，以期为关于CIT
基因在膀胱癌中的作用提供有用的信息。

1  材料与方法

1.1  细胞和主要试剂

人膀胱癌细胞株T24购自中国科学院上海细胞

库，胎牛血清购自上海威正翔禹生物科技公司，

DEAM培养基购自美国康宁公司，TRIzol试剂盒购

自上海普飞生物技术有限公司，PCR引物来自广州

市锐博生物科技有限公司，基因芯片及3'IV T表达

试剂盒均购自美国Aff ymetrix公司，BCA蛋白测定

试剂盒购自美国Hyclone公司。

1.2  细胞培养

将膀胱癌细胞放在含10%胎牛血清的DEAM培

养基中，在37 ℃，5% CO2条件下培养，24 h后更

换1次培养液继续培养，待细胞汇合度达约80%传

代培养，保持细胞良好的生长状态。

培养生长状态良好的目的细胞，根据慢病毒

转染预实验结果设计各组实验条件，正式转染。

1.3  RNA干扰及效率测定

使用慢病毒[LV- CIT-R NA i(2915-1)]转染T24
细胞[实验组(Knock Down，KD组)]和阴性对照细

胞(NC细胞)，按照制造商的说明操作。在转染后 
96 h在100×显微镜下观察细胞状态，选择感染效率

合格组，用qPCR检测细胞中的CIT mRNA表达以

评估RNAi的效率。

使用T R Izol试剂盒从感染的T24细胞和NC细

胞中提取总R NA，并利用反转录酶和已经配置好

的反转录引物分别进行microRNA和RNA反转录，

使用qPCR仪器(A gi lent公司)进行CIT mRNA表达

的qPCR分析并制作熔解曲线，使用2−∆∆Ct法分析数

据，GAPDH作内参对照，引物设计：GAPDH正向

引物5'-TG ACTTCA ACAGCG ACACCCA-3'，反向

引物5'-CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3'；CIT正

向引物5'-CAGGCA AGATTGAGA ACG -3'，反向引

物5'-GCACGATTGAGACAGGGA-3'。

signaling pathway was found. Conclusion: CIT plays a role in the development of bladder cancer by regulating the 

expression of CCND1, MCM3, MCM7, and CDK1 genes.

Keywords bladder cancer; CIT gene; bioinformatics; mini chromosome maintenance 3
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1.4  总 RNA 质检及高通量芯片分析CIT基因表达谱

使用TRIzol试剂盒从CIT敲减细胞和阴性对照

细胞中分离总RNA，首先用分光光度仪(Nanodrop 
2 0 0 0 / 2 0 0 0 C)测定其浓度以及质量，筛选合格样

本 进 入 下 一 步 的 芯 片 实 验 。 选 择 6 片 芯 片 并 进 行

分组 ( 表 1 ) 。随后采用 G e n e C h i p  3 ' I V T 表达试剂

盒制备a R N A (a m p l i f i e d  R N A )，即利用反转录酶

和已经配置好的反转录引物进行R NA反转录合成

互 补 D N A ， 进 一 步 经 过 二 链 合 成 得 到 双 链 D N A
模板，纯化 a R N A ，然后将其片段化后与芯片探

针杂交。杂交完成后，洗染芯片。最后扫描得到

图 片 和 原 始 数 据 。 通 过 通 路 分 析 和 G O 分 析 利 用

KEGG和BIOCARTA数据库进行基因功能和途径的 
富集分析。

1.5  蛋白质印迹法检测

综合以上生信分析，推测目的基因 C I T 较可

能通过调节以上基因的表达在膀胱癌方向发挥功

能，收集生长状态良好的CIT敲减细胞和阴性对照

细胞，提取蛋白，进行免疫凝胶电泳、显色，分

析检测目的基因的表达情况。

1.6  统计学处理

采用SPSS 22.0统计软件进行数据分析。计量

资料以均数±标准差(x±s)表示，两组间比较采用独

立样本t检验。以P<0.05表示差异有统计学意义。

2  结果

2.1   慢病毒转染成功

将实验组和对照组分别用慢病毒转染，96 h后

即观察到荧光标记的基因表达情况(图1)目的细胞

的感染效率均达到70%以上。

2.2  CIT基因成功敲减

慢病毒转染后，与对照组相比，在 T 2 4 细胞

中，实验组CIT mRNA的表达量受到抑制，敲减效

率达59.9%，差异具有统计学意义(P<0.05)。

2.3  高通量芯片分析CIT基因表达谱

2.3.1  样本总RNA完整性检测

样本中提取出的总R N A完整性影响芯片的检

测，因此利用Nanodrop 2000测定其浓度以及  A260/
A 280值，通过Agilent 2100仪器分析总RNA 的RNA 
Integrity Number(RIN)值来表现其完整性。检测结

果显示样本均合格。

2.3.2  芯片可靠性检测

为控制变量，需检测芯片可靠性，以确定所

得结果真实可靠。根据芯片信号值分布，可见信

号分布曲线大致重合，因此可确定本次实验所用

基因芯片可靠性较高。

2.3.3  CIT基因敲除后的差异基因表达

因为对照组和实验组基因来自同一组细胞，

配对 t 检验后调整 P 值，保证 P < 0 . 0 5 ，共发现 8 3 5
个 差 异 表 达 基 因 ， 其 中 在 C I T 基 因 敲 减 标 本 中

上调基因数为 3 6 4 个 ( 4 3 . 6 % ) ，下调基因数为 4 7 1
个 ( 5 6 . 4 % ) 。火山图直观表示实验组和对照组的

差 异 表 达 基 因 ( 图 3 ) ， 之 后 利 用 热 图 证 明 整 体 基

因 的 表 达 ( 图 4 ) 。 应 用 主 成 分 分 析 主 成 分 分 析

( pr incipal  component analysis，PCA)检测差异表

达基因是否可以用于区分实验组与对照组，P C A
结果显示(图5)：实验组基因向右侧聚集，对照组

基因向左侧聚集，说明差异表达的基因可以分成 
两组。

2.3.4  差异基因表达通路分析

根据KEGG与BIOCARTA中所有通路的基因信

息，将差异基因进行富集分析，根据P值排序后展

示前10位(图6)。通过富集分析，大部分差异表达

基因在有丝分裂的调控通路中富集，如DNA复制

和细胞循环，这与CIT蛋白作为细胞分裂调节剂的

功能表现一致。通路分析结果显示：在所有的候

选基因中，有17个基因参与了肿瘤KEGG通路的基

因组。利用已知的CIT与这些候选基因的相互作用

信息，绘制其中的基因关系网络图(图7)，图中圆

点代表基因芯片下调基因：圆点大小和实验组中

基因表达差异相关，圆点越大，实验组和对照组

中的表达差异越大；菱形代表系统添加的关联基

因。根据图中的结果，可以清楚地显示出 C I T 基

因的表达下调导致相关目的基因的表达均出现不

表1 芯片原始数据与样品编号对应表

Table 1 Original chip data and sample number table

编号 原始数据文件名 样品名称

1 3481-1_(PrimeView).CEL KD

2 3481-2_(PrimeView).CEL KD

3 3481-3_(PrimeView).CEL KD

4 3480-1_(PrimeView).CEL NC

5 3480-2_(PrimeView).CEL NC

6 3480-3_(PrimeView).CEL NC
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同程度的下调。因此推测目的基因 C I T 较可能通

过调节以上基因的表达在膀胱癌的发生上发挥功

能。为对结果加以确认，在1 7个候选基因中选择

CCND1，MCM3，PCNA，MCM7及CDK1 5个基

因进行蛋白质印迹法验证(图8)。之后根据相关数

据，绘制了实验组蛋白表达量相对于阴性对照组

的柱形图(图9)。图中结果显示CCND1蛋白表达下

调66.2%，MCM3蛋白表达下调88%，MCM7蛋白

下调76%。这与基因的表达方向一致。但PCNA相

反，它在转录水平下调，但在蛋白水平上调。

图 1 慢病毒感染后的膀胱肿瘤细胞

Figure 1 Bladder tumor cells after lentivirus infection

KD (100×)

NC (100×)

明视野                                                                                                                 荧光视野

图 2 芯片信号分布曲线

Figure 2 Chip signal distribution curve
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图4 差异基因表达簇的热图

Figure 4 Heat map of differentially expressed gene clusters

图 6 CIT 基因调控信号通路

Figure 6 CIT gene regulation signaling pathway

图3 样本中差异表达基因分布

Figure 3 Distribution of differentially expressed genes in 

samples

图5 3对样本的PCA分布

Figure 5 PCA distribution of three pairs of samples

图 7 CIT 基因潜在的调控网络

Figure 7 Potential regulatory network of CIT gene

图 8 Western blot 结果

Figure 8 Western blot results
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3  讨论

恶 性 肿 瘤 现 已 成 为 威 胁 人 类 健 康 的 主 要 疾

病，目前对肿瘤的发病机制、治疗方向的研究较

以往已经有了长足的发展。但恶性肿瘤的治疗仍

然以外科手术切除为主，对一些已经远处转移的

晚期恶性肿瘤患者往往缺乏相应的治疗手段，治

疗效果不佳，病死率高。诊断为肌肉浸润性膀胱

癌的患者预后最差，10年生存率约为50%。非肌肉

浸润性膀胱癌患者预后较好，但许多患者最终复

发并进展为肌肉浸润性膀胱癌[19-20]。在肿瘤治疗方

面，随着基因靶向治疗研究的深入及该治疗方法

的逐步发展，对膀胱癌的靶向治疗越来越受到关

注，研究者们一直在探索，寻找与膀胱癌增殖、

侵袭及调亡有关的基因。 
研究 [21-22]证实：Rho蛋白与细胞增殖、细胞黏

附、细胞迁徙及细胞凋亡有关。CIT作为Rho蛋白

的一种效应器，与Rho蛋白结合后参与胞质分裂，

并通过多种蛋白组件对中间体进行调控。CIT的表

达开始于S或G 2晚期之后。CIT在细胞中间体结构

的维持和细胞有丝分裂过程中起重要作用[23]。CIT
过表达会导致细胞分裂失调，产生多倍体细胞，

与正常细胞恶性转化密切相关 [ 2 4 - 2 5 ]。研究 [ 2 6 - 2 7 ]表

明：CIT敲除的小鼠由于细胞分裂失调和大量的细

胞凋亡表现出明显的神经缺陷和睾丸损害。据报

道 [ 2 8 ]，CI T在卵巢癌组织中的过表达及其浓度与

患者的治疗效果密切相关。CIT基因的下调表达会

显著降低乳腺癌、宫颈癌和结直肠癌细胞的增殖

水平[29]。

本课题组在前期研究过程中，已经证明 C I T
基因的表达下调可以抑制膀胱癌细胞的增长。文

献[30]报道下调CIT基因的表达可引起肿瘤细胞凋

亡和细胞周期停滞，这可能是由下调CIT引起的有

丝分裂障碍和肿瘤相关信号通路失调引起的。因

此本研究进一步探究CIT基因介导的信号通路。由

于CIT是介导细胞有丝分裂过程中中间体形成的关

键因素，其表达可促进细胞分裂和增殖。因此，

本研究使用CIT-RNAi慢病毒敲减了过表达的膀胱

癌细胞系中 C I T 基因的表达。在实验过程中，将

CIT-RNAi慢病毒通过RNAi慢病毒介导，对CIT基

因在膀胱癌细胞中的表达进行mRNA水平的敲减。

之后，将敲减基因的实验组和对照组共6对样本进

行基因芯片微阵列分析，共筛选出835个差异表达

基因。对差异基因的通路富集分析结果表明：一

些具有异常表达模式的基因可能导致膀胱癌细胞

的有丝分裂增强和细胞外基质的变异。更深一步

的研究揭示了 C I T 基因如何调控细胞周期进展和

潜在的分子机制。目前微阵列数据显示：在膀胱

癌细胞中， C I T 基因和一些关键调控因子之间存

在一种此前未知的联系。在这些被改变的基因之

中，M C M 3的改变最为突出，因为M C M 3在调节

细胞周期和肿瘤进展中起至关重要的作用 [31]。小

分子体维持蛋白包括1 0个在启动和启动过程中对

DNA复制的延伸起重要作用的成员 [17]。MCMs定

位于细胞核中，在G 1早期表达 [ 3 2 ]，M CMs被细胞

激酶、DBF4依赖性激酶(DBF4-dependent kinase，

D D K ) 和细胞周期依赖性激酶 (Cy c l i n - d e p e n d e n t 
k i n a s e s ， C D K ) 磷酸化，以激活和补充复制所需

的其他细胞蛋白。MCM1和MCM10不属于这个家

族，但也在DNA合成中发挥作用。MCM复合物是

由M C M 2 - 7组成的六聚体，它与复制起点结合，

溶解d sDNA，启动复制，并对DNA的伸长起解旋

酶的作用 [33]。在这些蛋白中，MCM3对DNA上二

聚体的招募和嵌入具有重要影响。在转录水平和

蛋白水平上，在CIT基因敲除后，MCM3蛋白显著

下调，提示MCM3蛋白可能作为CIT基因的下游因

子，绕过细胞周期控制促进癌细胞增殖。之前通

过预实验已证实 C I T 基因敲除膀胱癌细胞在细胞

周期的S期被抑制。本研究的微阵列结果还显示：

CIT基因敲除与经典的Rho/ROCK通路之间没有关

联。这表明CIT基因可能通过一个与Rho无关的通

路发挥作用，即可能存在特定的CIT-MCM3信号通

路。CCND1和MCM7蛋白表达的下调也进一步证

实可能存在其他与Rho无关的特定信号通路。

目前的研究仍然存在一些局限性。首先，本

研究不够深入，没有对CI T-M CM 3信号通路做进

一步的研究；其次，没有提供关于功能获得实验

的数据来进一步验证CIT基因在膀胱癌细胞中的功

能。如果过表达CIT基因导致膀胱癌细胞具有更高

的侵袭性和致瘤性，本研究的论证依据肯定会更

加完善。最后，没有研究CIT基因敲减后的双核和

多核细胞群的变化，而CIT失调可能导致细胞分裂

图 9 用 NC 校正的蛋白定量结果

Figure 9 Protein quantification results corrected by NC
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失败而产生多倍体细胞。

综上，本研究首次在体外评价 C I T 基因的下

调对膀胱癌细胞生物学特性起调控作用，证实目

的 基 因 C I T 在 膀 胱 癌 细 胞 上 通 过 调 控 C C N D 1 ，

MCM3，MCM7，CDK1基因的表达在膀胱癌的进

展中发挥一定的作用。膀胱癌细胞中 C I T 基因缺

失后细胞增长显著抑制，表明作为药物开发的靶

点，CIT基因抑制具有潜在的治疗价值。然而，由

于目前的微阵列分析发现下调CIT基因也会导致许

多癌基因上调，如PCNA，因此，对CIT基因靶向

癌症治疗的不良反应值得进行更深入的研究。
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