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  摘 要:目的 探讨细胞骨架相关蛋白2样(CKAP2L)在吉西他滨耐药膀胱癌细胞中的表达变化,以及其

对癌细胞生物学行为和药物敏感性的影响。方法 采用浓度梯度诱导法建立吉西他滨耐药膀胱癌细胞株

T24/GEM和5637/GEM,利用小干扰RNA敲低各耐药细胞CKAP2L基因表达,将T24、5637细胞分别分为:
(1)T24、5637组;(2)T24/GEM、5637/GEM 组;(3)NC-T24/GEM、NC-5637/GEM 组;(4)si-T24/GEM、si-
5637/GEM组。采用CCK-8实验检测各组细胞增殖率,采用划痕实验评估各组细胞迁移能力。通过实时荧光

定量PCR和 Western
 

blotting分别检测各组细胞CKAP2L
 

mRNA、蛋白表达情况。转染后的 T24/GEM、
5637/GEM细胞进行吉西他滨敏感性实验。结果 与T24组相比,T24/GEM组CKAP2L

 

mRNA及蛋白相对

表达量均升高(P<0.05)。与5637组相比,5637/GEM 组CKAP2L
 

mRNA及蛋白相对表达量均升高(P<
0.05)。48

 

h时,si-T24/GEM 组细胞增殖率低于 T24组、T24/GEM 组和 NC-T24/GEM 组(P<0.05),si-
5637/GEM组细胞增殖率低于5637组、5637/GEM 组和NC-5637/GEM 组(P<0.05)。si-T24/GEM

 

组细胞

迁移率显著低于T24组、T24/GEM 组、NC-T24/GEM 组(P<0.001),si-5637/GEM
 

组细胞迁移率显著低于

5637组、5637/GEM组、NC-5637/GEM组(P<0.001)。在吉西他滨≥5
 

μmol/L时,si-T24/GEM 细胞的存活

率均低于NC-T24/GEM细胞(P<0.05);在吉西他滨≥2.5
 

μmol/L时,si-5637/GEM 细胞的存活率均低于

NC-5637/GEM细胞(P<0.05)。线性回归分析结果显示,NC-T24/GEM、si-T24/GEM、NC-5637/GEM、si-
5637/GEM细胞的存活率均随着吉西他滨浓度升高而呈线性下降(P<0.05),si-T24/GEM 细胞(R2=0.91,
P<0.05,b=1.71)的存活率下降速度明显快于NC-T24/GEM细胞(R2=0.75,

 

P<0.05,b=0.38),si-5637/
GEM细胞(R2=0.85,

 

P<0.05,b=1.69)的存活率下降速度明显快于NC-5637/GEM 细胞(R2=0.93,P<
0.05,b=0.34)。结论 CKAP2L在吉西他滨耐药膀胱癌T24、5637细胞中高表达,促进细胞增殖与迁移并降

低吉西他滨化疗敏感性。CKAP2L可能是膀胱癌吉西他滨化疗耐药的重要调控分子及潜在治疗靶点。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

changes
 

of
 

cytoskeleton-associated
 

protein
 

2-like
 

(CK-
AP2L)

 

in
 

gemcitabine-resistant
 

bladder
 

cancer
 

cells
 

and
 

its
 

effects
 

on
 

the
 

biological
 

behavior
 

of
 

cancer
 

cells
 

and
 

drug
 

sensitivity.Methods The
 

gemcitabine-resistant
 

bladder
 

cancer
 

cell
 

lines
 

T24/GEM
 

and
 

5637/GEM
 

were
 

established
 

by
 

using
 

the
 

concentration
 

gradient
 

induction
 

method,small
 

interfering
 

RNA
 

was
 

used
 

to
 

knock
 

down
 

CKAP2L
 

gene
 

expression
 

in
 

the
 

respective
 

resistant
 

cells,and
 

T24
 

and
 

5637
 

cells
 

were
 

divided
 

in-
to:(1)T24,5637

 

groups;(2)T24/GEM,5637/GEM
 

groups;(3)NC-T24/GEM,NC-5637/GEM
 

groups;(4)si-
T24/GEM,si-5637/GEM

 

groups.The
 

cell
 

proliferation
 

rates
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

CCK-8
 

assay,and
 

the
 

cell
 

migration
 

ability
 

was
 

assessed
 

by
 

the
 

scratch
 

wound
 

healing
 

assay.The
 

CKAP2L
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expres-
sion

 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

quantitative
 

real-time
 

PCR
 

and
 

Western
 

blotting
 

respectively.The
 

gemcit-
abine

 

sensitivity
 

assays
 

were
 

performed
 

on
 

transfected
 

T24/GEM
 

and
 

5637/GEM
 

cells.Results Compared
 

with
 

the
 

T24
 

group,the
 

relative
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

CKAP2L
 

in
 

the
 

T24/GEM
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

5637
 

group,the
 

relative
 

mRNA
 

and
 

protein
 

ex-
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pression
 

levels
 

of
 

CKAP2L
 

in
 

the
 

5637/GEM
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).At
 

48
 

h,the
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

in
 

the
 

si-T24/GEM
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

T24
 

group,T24/GEM
  

group
 

and
 

NC-
T24/GEM

 

group
 

(P<0.05),the
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

in
 

the
 

si-5637/GEM
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

5637
 

group,5637/GEM
 

group
 

and
 

NC-5637/GEM
 

group
 

(P<0.05).The
 

cell
 

migration
 

rate
 

in
 

the
 

si-T24/
GEM

 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

T24
 

group,T24/GEM
 

group
 

and
 

NC-T24/GEM
 

group
 

(P<0.001);the
 

cell
 

migration
 

rate
 

in
 

the
 

si-5637/GEM
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

5637
 

group,5637/GEM
 

group
 

and
 

NC-5637/GEM
 

group
 

(P<0.001).At
 

gemcitabine
 

concentration
 

≥5
 

μmol/L,
the

 

survival
 

rate
 

of
 

si-T24/GEM
 

cell
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

NC-T24/GEM
 

cell
 

(P<0.05);at
 

gemcitabine
 

concentration
 

≥2.5
 

μmol/L,the
 

survival
 

rate
 

of
 

si-5637/GEM
 

cell
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

NC-5637/GEM
 

cell
 

(P<0.05).The
 

linear
 

regression
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

survival
 

rates
 

of
 

cells
 

in
 

NC-T24/GEM,si-
T24/GEM,NC-5637/GEM

 

and
 

si-5637/GEM
 

cells
 

were
 

linearly
 

decreased
 

with
 

the
 

gemcitabine
 

concentration
 

increase
 

(P<0.05),while
 

the
 

descent
 

rate
 

in
 

survival
 

rates
 

of
 

si-T24/GEM
 

cell
 

(R2=0.91,P<0.05,b=
1.71)

 

was
 

significantly
 

faster
 

than
 

that
 

of
 

NC-T24/GEM
 

cell
 

(R2=0.75,P<0.05,b=0.38),the
 

descent
 

rate
 

in
 

survival
 

rates
 

of
 

si-5637/GEM
 

cell
 

(R2=0.85,P<0.05,b=1.69)
 

was
 

significantly
 

faster
 

than
 

that
 

of
 

NC-
5637/GEM

 

cell
 

(R2=0.93,P<0.05,b=0.34).Conclusion CKAP2L
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

gemcitabine-re-
sistant

 

bladder
 

cancer
 

T24
 

and
 

5637
 

cells,where
 

it
 

promotes
 

the
 

cell
 

proliferation
 

and
 

migration
 

and
 

reduces
 

the
 

chemosensitivity
 

to
 

gemcitabine.CKAP2L
 

may
 

be
 

an
 

important
 

regulatory
 

molecule
 

in
 

gemcitabine
 

che-
moresistance

 

in
 

bladder
 

cancer
 

and
 

a
 

potential
 

therapeutic
 

target.
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  膀胱癌作为一种常见的泌尿系统恶性肿瘤,其全

球发病率和病死率正在迅速上升[1],世界范围内膀胱

癌发病率位居恶性肿瘤的第10位,男性恶性肿瘤的

第6位,其中发达国家发病率显著高于发展中国

家[2]。在膀胱癌的临床分型中,非肌层浸润性膀胱癌

(NMIBC)约占初诊病例的75%。NMIBC患者在接

受经尿道膀胱肿瘤电切术后,采用术后即刻灌注化疗

可有效杀灭术中播散的肿瘤细胞及创面残留病灶,降
低早期复发风险;对于中危及高危患者,术后早期(诱
导)灌注联合维持灌注化疗可进一步减少肿瘤复发,
但需根据风险分层制订个体化方案[3]。吉西他滨是

一种抑制DNA合成的核苷类似物,作为膀胱灌注化

疗的一线用药,可有效减少膀胱癌复发和延缓肿瘤进

展[4]。但膀胱癌对吉西他滨的耐药是导致其灌注化

疗和全身化疗失败的主要原因,影响患者预后[5]。细

胞骨架相关蛋白2样(CKAP2L)是已知的细胞骨架

相关蛋白2的类似物,CKAP2L蛋白是细胞中心体的

重要组成部分[6]。研究发现,CKAP2L在食管鳞状细

胞癌和肾透明细胞癌中表达上调[7-8],但CKAP2L在

膀胱癌中的表达及其与化疗耐药关系的报道较为少

见。本研究基于前期吉西他滨化疗耐药复发性膀胱

癌的基因测序结果[9],拟通过构建吉西他滨耐药膀胱

癌T24及5637细胞模型,并在细胞水平敲低 CK-
AP2L表达,阐明CKAP2L在膀胱癌细胞耐药中的潜

在生物学作用[10]。现报道如下。

1 材料与方法

1.1 细胞来源 人尿路上皮癌 T24细胞系(货号:

SNL-038)和5637细胞系(货号:SNL-036)均购自武

汉尚恩生物技术有限公司。

1.2 药物、试剂与仪器 吉西他滨(货号:T0251)购
自上海陶术生物科技有限公司;胎牛血清、5A 培养

基、RPMI-1640培养基、磷酸盐缓冲液(PBS)、Tryp-
sin-EDTA消化液、Opti-MEM 无血清培养基均购自

河南朗森生物科技有限公司;CCK-8试剂(货号:HY-
K0301)购自 美 国 MCE 公 司;RNA 转 染 试 剂 Ad-
vanced

 

Transfection
 

Reagent(货号:HY-K2017)
 

购自

郑州威佳生物科技有限公司;CKAP2L特异性小干扰

RNA(st-h-CKAP2L_001)及阴性对照质粒(siR
 

NC
 

#1)购自广州锐博生物科技有限公司;反转录试剂盒

购自四川氪尔美生物科技有限公司;RIPA裂解液及

蛋白酶抑制剂、BCA蛋白定量试剂盒购自碧云天生物

技术研究所;聚偏二氟乙烯(PVDF)膜购自美国Milli-
pore公司;ECL化学发光试剂盒购自美国Bio-Rad公

司;CKAP2L抗体(货号:17143-1-AP)及GAPDH 抗

体(货号:60004-1-Ig)购自郑州天驰生物技术有限公

司。NanoDrop分光光度计购自美国赛默飞世尔科技

公司;实时荧光定量PCR仪(型号:QuantStudio5)购
自美国赛默飞世尔科技公司。

1.3 方法

1.3.1 耐药细胞株的建立与鉴定 T24、5637细胞

均在37
 

℃、5%
 

CO2 的恒温培养箱中培养,T24细胞

使用含10%胎牛血清的5A培养基,5637细胞采用含

相同成分的 RPMI-1640培养基,2种培养基均添加

1%青霉素-链霉素混合液。按浓度梯度诱导法构建耐
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药细胞:在对数期生长的 T24、5637细胞中加入2
 

μmol/L吉西他滨处理,继续培养48
 

h后,吸去培养

液,PBS洗涤,加入新鲜的5A或RPMI-1640培养基

再培养48
 

h。待细胞恢复生长后,传代,再次用2
 

μmol/L吉西他滨培养。重复上述操作并逐渐采用5、

10、20
 

μmol/L吉西他滨诱导,直至培养得到稳定的

耐药细胞。通过CCK-8法检测细胞存活率,根据细

胞半数抑制浓度(IC50),计算细胞耐药指数(RI,RI=
耐药细胞IC50/亲本细胞IC50),筛选获得稳定吉西他

滨耐药株T24/GEM 和5637/GEM,均RI>10,后续

用2
 

μmol/L
 

吉西他滨长期培养保持耐药性。

1.3.2 细胞分组与转染 将T24、5637细胞分别分

为:(1)亲代细胞T24、5637组;(2)T24/GEM、5637/

GEM组,为1.3.1
 

构建的吉西他滨耐药细胞;(3)NC-
T24/GEM、NC-5637/GEM组,为各耐药细胞空转质

粒组;(4)si-T24/GEM、si-5637/GEM 组,为各耐药细

胞通过小干扰RNA敲低CKAP2L基因表达。经细

胞计数后,每组以1×105
 

cells/孔接种6孔板,每组设

3个平行孔。转染前6
 

h更换无血清培养基,按说明

配制 NC-CKAP2L 质 粒 与 Advanced
 

Transfection
 

Reagent复合物以及st-h-CKAP2L质粒与Advanced
 

Transfection
 

Reagent复合物,室温静置15
 

min后加

入6孔板中,6
 

h后换完全培养基继续培养48
 

h后进

行后续实验。

1.3.3 实时荧光定量PCR检测各组细胞CKAP2L
 

mRNA表达 提取各组细胞 RNA,使用 NanoDrop
分光光度计评估RNA的纯度和浓度,使用反转录试

剂盒合成cDNA,反转录条件为37
 

℃
 

15
 

min、85
 

℃
 

5
 

s,随后以cDNA为模板,采用SYBR
 

Green法在Qua-
ntStudio5实时荧光定量PCR仪上进行扩增,反应体

系20
 

μL。扩增条件:50
 

℃
 

15
 

min;95
 

℃
 

30
 

s;然后

95
 

℃
 

5
 

s、60
 

℃
 

30
 

s,循环40次;最后采集熔解曲线。
以GAPDH为内参,引物由 NCBI数据库设计,购自

美国赛默飞世尔科技公司。CKAP2L正向引物序列

为5'-GAGCCAAAACACCAAGCCTTA-3',反 向 引

物序列为5'-GGAGTTTAATGCTGATGGACCTT-3';

GAPDH正向引物序列为5'-GAAGGTGAAGGTCG-
GAGT-3',反向引物序列为5'-GAAGATGGTGAT-
GGGATTTC-3'。采用2-ΔΔCt 法计算CKAP2L

 

mR-
NA的相对表达量。每个样本设3个复孔,每组实验

重复3次。

1.3.4 采用 Western
 

blotting检测各组细胞 CK-
AP2L蛋白表达 收集各组细胞,用含蛋白酶抑制剂

的RIPA裂解缓冲液裂解,提取总蛋白。采用BCA
法测定总蛋白浓度,取30

 

μg蛋白进行十二烷基磺酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)电泳后,转膜至

PVDF膜。用5%脱脂奶粉室温下处理1
 

h,加入CK-

AP2L(1∶5
 

000)和GAPDH一抗(1∶5
 

000),4
 

℃孵

育过夜,以 GAPDH 作为内参。TBST 缓冲液洗涤

后,加入 HRP标记的二抗(1∶10
 

000),室温孵育2
 

h。ECL显色液显色后,用ImageJ软件分析目标蛋白

的灰度值。实验重复3次。

1.3.5 细胞增殖实验(CCK-8法) 将各组细胞接种

到96孔板中(5×103 个/孔)。细胞贴壁后,在0
 

h及

48
 

h分别加入10
 

μL
 

CCK-8试剂,37
 

℃继续培养3
 

h,采用酶标仪测定450
 

nm波长处吸光度(A)值。计

算各组细胞增殖率。每组实验独立重复
 

3
 

次,每次设
 

3
 

个复孔。

1.3.6 细胞划痕实验 使用标记笔标记6孔板背

面,按5×105 个/孔接种各组细胞,待细胞贴壁后,使
用200

 

μL无菌枪头垂直于参考线划痕。PBS洗涤去

除脱落细胞,加入无血清培养基。于0、48
 

h在倒置显

微镜(×4)下拍照,使用ImageJ软件计算划痕面积,
评估各组细胞的迁移能力。每组实验独立重复

 

3
 

次,
每次设

 

3
 

个复孔。

1.3.7 吉西他滨敏感性实验(CCK-8法) 为验证转

染是否逆转吉西他滨耐药,对转染后的 T24/GEM、

5637/GEM 细 胞 进 行 吉 西 他 滨 敏 感 性 实 验,采 用

CCK-8法检测转染后的细胞在不同浓度吉西他滨作

用下的存活率。将转染后的细胞(NC-T24/GEM、si-
T24/GEM,NC-5637/GEM、si-5637/GEM)分别接种

到96孔板中(6×103 个/孔),培养24
 

h,待细胞贴壁

后加入0、2.5、5、10、20、40
 

μmol/L吉西他滨,继续培

养24
 

h后每孔加入10
 

μL
 

CCK-8试剂,37
 

℃继续培

养2
 

h,采用酶标仪测定450
 

nm波长处A值。计算各

细胞存活率。每组实验独立重复3次,每次设3个

复孔。

1.4 统 计 学 处 理 采 用 SPSS28.0统 计 软 件 及

Graphpad
 

Prism
 

9.0软件进行数据处理。符合正态

分布的计量资料以x±s表示,2组间比较采用独立样

本t检验,多组间比较采用单因素方差分析,方差不

齐时采用 Welch校正,进一步两两比较采用LSD-t检

验,不同浓度吉西他滨处理细胞的存活率采用线性回

归分析进行检验。检验水准α=0.05,以P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 T24/GEM、5637/GEM细胞转染后在不同浓度

吉西他滨作用下的细胞存活率比较 在吉西他滨≥5
 

μmol/L时,si-T24/GEM 细胞的存活率均低于 NC-
T24/GEM 细 胞 (P <0.05);在 吉 西 他 滨 ≥2.5

 

μmol/L时,si-5637/GEM 细胞的存活率均低于 NC-
5637/GEM细胞(P<0.05)。线性回归分析结果显

示,NC-T24/GEM、si-T24/GEM、NC-5637/GEM、si-
5637/GEM细胞的存活率均随着吉西他滨浓度升高
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而呈线性下降(P<0.05),si-T24/GEM 细胞(R2=
0.91,t=-6.17,F=38.09,P<0.05,b=1.71)的存

活率下降速度明显快于 NC-T24/GEM 细胞(R2=
0.75,t=-3.50,F=12.25,P<0.05,b=0.38),si-

5637/GEM细胞(R2=0.85,t=-4.78,F=22.86,
P<0.05,b=1.69)的存活率下降速度明显快于NC-
5637/GEM细胞(R2=0.93,t=-7.40,F=57.44,
P<0.05,b=0.34)。见表1、2。

表1  T24/GEM细胞转染后在不同浓度吉西他滨作用下的细胞存活率比较(n=3,x±s,%)

细胞 0
 

mol/L 2.5
 

μmol/L 5
 

μmol/L 10
 

μmol/L 20
 

μmol/L 40
 

μmol/L F P

NC-T24/GEM 103.33±3.46 94.73±2.47 93.47±1.30 91.23±3.29 87.87±3.13 83.87±2.01 13.27 <0.001

si-T24/GEM 98.67±2.92 91.77±2.51 71.31±4.20 64.46±2.80 48.75±2.90 25.98±2.04 543.6 <0.001

t 1.78 1.45 8.73 10.73 15.88 35.02

P 0.15 0.22 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表2  5637/GEM细胞转染后在不同浓度吉西他滨作用下的细胞存活率比较
 

(n=3,x±s,%)

细胞 0
 

mol/L 2.5
 

μmol/L 5
 

μmol/L 10
 

μmol/L 20
 

μmol/L 40
 

μmol/L F P

NC-5637/GEM 100.67±1.47 97.10±1.67 95.07±0.19 94.45±1.43 90.72±0.76 85.46±0.72 82.81 <0.001

si-5637/GEM 100.01±2.17 92.06±1.92 78.48±1.80 57.88±1.76 44.97±1.86 30.16±1.58 796.38 <0.001

t 0.44 3.43 15.88 27.93 39.44 55.16

P 0.68 <0.05 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

2.2 T24、5637细胞各组增殖率比较 与0
 

h
 

相比,
T24、T24/GEM、NC-T24/GEM 组48

 

h细胞增殖率

均升高(P<0.05),si-T24/GEM 组48
 

h细胞增殖率

降低(P<0.05)。0
 

h时,
 

T24细胞各组间细胞增殖

率比较,差异无统计学意义(P>0.05)。48
 

h
 

时,
T24/GEM组细胞增殖率高于 T24组(P<0.05),
NC-T24/GEM组细胞增殖率低于T24/GEM组(P<
0.05),si-T24/GEM组细胞增殖率低于T24组、T24/
GEM组和NC-T24/GEM组(P<0.05)。见表3。与

0
 

h
 

相比,5637、5637/GEM、NC-5637/GEM 组48
 

h
细胞增殖率均升高(P<0.05),si-5637/GEM 组48

 

h
细胞增殖率降低(P<0.05)。0

 

h时,5637细胞各组

间细胞增殖率比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
48

 

h
 

时,5637/GEM组细胞增殖率高于5637组(P<
0.05),NC-5637/GEM组细胞增殖率低于5637/GEM
组(P<0.05),si-5637/GEM组细胞增殖率低于5637
组、5637/GEM 组和 NC-5637/GEM 组(P<0.05)。
见表4。
2.3 T24、5637细胞各组迁移率比较 T24细胞系

中,T24、T24/GEM、NC-T24/GEM、
 

si-T24/GEM 组

细胞迁 移 率 分 别 为(57.52±0.96)%、(69.84±
1.36)%、(67.67±2.17)%、(36.47±1.79)%,4组间

细胞迁移率比较,差异有统计学意义(F=412.61,
P<0.001)。其中 T24/GEM 组、

 

NC-T24/GEM
 

组

的细胞迁移率均高于
 

T24
 

组(P<0.05),而
 

si-T24/
GEM

 

组细胞迁移率显著低于其他各组(P<0.001)。
见图1。5637细胞系中,5637、5637/GEM、NC-5637/
GEM、si-5637/GEM 组 的 细 胞 迁 移 率 分 别 为

 

(54.23±0.31)%、(63.12±0.46)%、(60.20±
0.64)%、(39.75±0.83)%,

 

4组间细胞迁移率比较,
差异有统计学意义(F=538.92,P<0.001)。其中si-
5637/GEM

 

组细胞迁移率显著低于5637组、5637/

GEM组、NC-5637/GEM组(P<0.001)。见图2。
表3  T24细胞各组不同时间点增殖率比较

   (n=3,x±s,%)

组别 0
 

h 48
 

h t P

T24组 100.30±1.12 134.90±3.91 14.73 <0.05

T24/GEM组 101.12±0.80 154.36±5.91a 15.46 <0.05

NC-T24/GEM组 99.60±1.68 152.64±11.74b 7.75 <0.05

si-T24/GEM组 100.78±1.16 64.93±4.36abc -13.76 <0.05

F 2.62 165.56

P 0.33 <0.001

  注:与T24组比较,aP<0.05;与T24/GEM组比较,bP<0.05;与

NC-T24/GEM组比较,cP<0.05。

表4  5637细胞各组不同时间点增殖率比较

   (n=3,x±s,%)

组别 0
 

h 48
 

h t P

5637组 93.79±2.10 142.38±3.62 20.21 <0.05

5637/GEM组 92.11±1.86 155.59±2.78a 32.90 <0.001

NC-5637/GEM组 91.79±4.03 151.80±5.76b 14.79 <0.05

si-5637/GEM组 94.12±3.21 67.67±5.35abc -7.34 <0.05

F 2.12 352.76

P 0.39 <0.001

  注:与5637组比较,aP<0.05;与5637/GEM 组比较,bP<0.05;

与NC-5637/GEM组比较,cP<0.05。
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2.4 T24细胞各组CKAP2L
 

mRNA及蛋白相对表

达量比较 与 T24组相比,T24/GEM 组 CKAP2L
 

mRNA及蛋白相对表达量均显著升高(P<0.05)。
NC-T24/GEM组CKAP2L

 

mRNA和蛋白相对表达

量均低于T24/GEM 组(P<0.05),而si-T24/GEM
转染组CKAP2L

 

mRNA和蛋白相对表达量均低于

T24/GEM组和NC-T24/GEM 组(P<0.05)。见表

5和图3。

图1  T24细胞各组划痕实验

图2  5637细胞各组划痕实验

表5  T24细胞各组CKAP2L
 

mRNA及蛋白相对

   表达量比较(n=3,x±s)

组别 mRNA 蛋白(/GAPDH)

T24组 1.00±0.00 0.98±0.04

T24/GEM组 10.86±0.66a 1.38±0.08a

NC-T24/GEM组 7.55±0.85b 1.01±0.01b

si-T24/GEM组 0.40±0.01bc 0.40±0.06bc

F 268.82 168.40

P <0.001 <0.001

  注:与T24组比较,aP<0.05;与T24/GEM组比较,bP<0.05;与

NC-T24/GEM组比较,cP<0.05。

图3  T24细胞各组CKAP2L蛋白表达

Western
 

blotting图

2.5 5637细胞各组CKAP2L
 

mRNA及蛋白相对表

达量比较 与5637组相比,5637/GEM 组CKAP2L
 

mRNA及蛋白相对表达量均升高(P<0.05)。NC-
5637/GEM组CKAP2L

 

mRNA及蛋白相对表达量均

低于5637/GEM 组(P<0.05),而si-5637/GEM 组
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