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摘要 ：目的  研究核糖核酸酶抑制因子（RI）与整合素连接激酶（ILK）相互作用对膀胱癌上皮 - 间质转

化（EMT）与转移的影响。方法  构建过表达 RI 或 ILK 的膀胱癌 EJ 细胞系，免疫荧光检测 RI 与 ILK 在 EJ 细胞

中的表达及共定位，倒置相差显微镜下观察细胞形态，Western blot 检测细胞中 RI、ILK 及 EMT 标志物的表达，

复制膀胱癌裸鼠移植瘤模型，免疫组织化学分析瘤组织中 RI、ILK 及 EMT 标志物的表达，HE 染色观察裸鼠肺

转移。结果  EJ 细胞中 RI 与 ILK 存在共定位的现象，RI 与 ILK 存在相互作用。Western blot 结果显示，EJ-RI

组 E- 钙黏蛋白（E-cadherin）表达高于 EJ 组（P <0.05），EJ-ILK 组基质金属蛋白酶 2（MMP2）、基质金属蛋白

酶 9（MMP9）、N- 钙黏蛋白（N-cadherin）、波形蛋白（Vimentin）、扭转蛋白（Twist）、核转录因子（Snail）

与重组人 S100 钙结合蛋白 A4（S100A4）表达高于 EJ 组（P <0.05）。过表达 RI 抑制膀胱癌体内外 EMT 及移

植瘤自发性肺转移，而过表达 ILK 促进 EMT 发生及膀胱癌转移。结论  RI 与 ILK 相互作用调节膀胱癌 EMT 与

转移。
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Abstract: Objective  To investigate the regulative effect of crosstalk between ribonuclease inhibitor (RI) 
and intergrin-linked kinase (ILK) on epithelial-mesenchymal transition (EMT) and metastasis of bladder cancer.  
Methods  Bladder cancer cell lines with overexpression of RI or ILK were constructed. Western blot was performed 
to analyze the expressions of RI, ILK and EMT markers. Immunofluorescence assay was performed to identify co-
localization of RI and ILK. Cell morphology was observed under phase contrast microscope. The model of bladder 
cancer xenografts in nude mice was established. HE staining of lung tissues was conducted to evaluate pulmonary 
metastasis of bladder cancer.  Results  The co-localization and interaction of RI and ILK were observed and verified 
in EJ cells. Western blot showed that the expression of E-cadherin was significantly increased in EJ-RI cells compared 
with that in EJ cells. Expression levels of MMP-2, MMP-9, N-cadherin, Vimentin, Twist, Snail and S100A4 in EJ-
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膀胱癌是常见的泌尿系统恶性肿瘤，目前膀

胱癌的治疗尚无有效靶点，膀胱癌发生发展的关键

环节与分子机制有待阐明 [1]。核糖核酸酶抑制因子

（ribonuclease inhibitor, RI）是胞浆内 1 个由 460 个氨

基酸组成的酸性蛋白 [2]。笔者前期运用 GST pull down

与 Co-IP 等证明 RI 与整合素连接激酶（intergrin-linked 

kinase, ILK）在体内外的直接结合 [3]。ILK 是 1 个丝

氨酸 / 苏氨酸激酶家族的成员，它可以靶向多条信号

通路促进细胞恶性转化及上皮 - 间质转化（epithelial-

mesenchymal transition, EMT）[4]。本研究通过探讨 RI

与 ILK 相互作用对膀胱癌 EMT 与转移的作用，为 RI

作为膀胱癌诊断与治疗新的靶点提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    主要材料与试剂

人 膀 胱 癌 EJ 细 胞 系（ 中 国 科 学 院 上 海 细 胞

库 ）， 无 特 定 病 原 体（SPF） 级 BALB/c 裸 鼠（ 本 校

实 验 动 物 中 心 ）， 胎 牛 血 清、RPMI 1640（Gibco 公

司 ），Lipofectamine TM 2000（Invitrogen 公 司 ）， 过 表

达 载 体 pCMV-3×flag-ILK 与 pCMV-3×flag、 慢 病

毒 LV5-RI homo 与 LV5-NC（本实验室保存），兔抗

人 RI 多克隆抗体（本实验室保存），兔抗人 E- 钙

黏 蛋 白（E-cadherin）、 基 质 金 属 蛋 白 酶 2（matrix 

metalloproteinase 2, MMP-2）、 基 质 金 属 蛋 白 酶 9

（matrix metalloproteinase 9, MMP-9）、N 钙黏蛋白（N- 

cadherin）、波形蛋白（Vimentin）、扭转蛋白（Twist）、

核转录因子（Snail）、重组人 S100 钙离子结合蛋白

A4（S100A4）、信号转导蛋白 Smad2（Smad2）与 β- 

actin、鼠抗人 ILK（Bioworld 公司），荧光二抗（中杉金

桥公司）。

1.2    方法

1.2.1      细胞培养、转染与慢病毒感染    含 10% 胎牛

血清的 RPMI 1640 培养基于 37℃、5% 二氧化碳 CO2

孵箱中培养 EJ 细胞。按照说明书，用 Lipofectamine TM 

2000 分 别 转 染 pCMV-3×flag-ILK 或 pCMV-3×flag

至 EJ 细胞，48 h 后，以 0.4 g/L 的 G418 筛选 14 d，细胞

收获后分别命名为 EJ-ILK 或 EJ-FLAG。另以感染复

数（MOI）=20 的慢病毒 LV5-RI homo 或 LV5-NC 感

染 EJ 细胞，48 h 后，以 0.2 g/L 的嘌呤霉素筛选细胞

收获后分别命名为 EJ-RI 或 EJ-LV5。

1.2.2      免疫荧光检测细胞    细胞爬片后，或冷冻组

织切片后，80% 冷丙酮固定 10 min，37℃下 3% BSA

封闭 30 min，随后 4℃下 1 ∶ 100 稀释的一抗孵育过

夜，37℃下荧光二抗孵育 2 h，除 ILK 使用 488 标记

的羊抗鼠二抗，其余均用 Cy3 标记的羊抗兔二抗。于

Leica 激光共聚焦显微镜下进行图片获取。

1.2.3    细胞形态观察    稳转细胞系于倒置相差显微镜

下观察形态。

1.2.4    Western blot 分析蛋白表达    总细胞蛋白裂解

后以 30 μg 每孔上样，经 10%SDS-PAGE 电泳后转

移至 PVDF 膜，封闭 2 h 后，4 ℃下 1 ∶ 500 稀释的一

抗孵育过夜，再以 1 ∶ 2 000 稀释的 HRP 标记的二抗

37℃下孵育 2 h，ECL 发光显色，并用 Quantity One 软

件进行定量分析。

1.2.5    裸鼠移植瘤模型复制    收集对数期细胞制备悬

浊液，以 2×106 个 / 只接种于 4 周龄雄性 BALB/c 裸

鼠背上，每组 10 只，30 d 后处死裸鼠，获取移植瘤及

肺组织，移植瘤组织液氮冷冻后，切片，免疫荧光标

记，并于激光共聚焦显微镜下观察，肺组织固定，包埋，

切片，HE 染色后进行病理学检查。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较采用方差分析，两

两比较用 t 检验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    RI 与 ILK 在 EJ 稳转细胞系中的表达

构建稳定过表达 RI 的 EJ 细胞（EJ-RI）、稳定

过表达 ILK 的 EJ 细胞（EJ-ILK）、稳定感染空载 LV5

的 EJ 细胞（EJ-LV5）、与稳定转染空载 FLAG 的 EJ

细胞（EJ-FLAG）。EJ-RI 细胞 RI 蛋白荧光强于各对

照组，而 EJ-ILK 细胞 ILK 蛋白荧光强于各对照组（见

图 1）。

ILK cells were dramatically upregulated when compared with EJ cells. Overexpression of RI suppressed EMT and 
metastasis both in vitro and in vivo. Overexpression of ILK promoted EMT and metastasis both in vitro and in vivo.  
Conclusion  Crosstalk between RI and ILK regulates EMT and metastasis of bladder cancer.

Keyword:  ribonuclease inhibitor; intergrin-linked kinase; bladder cancer; epithelial-mesenchymal transition
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2.2    RI 与 ILK 共定位

运用免疫荧光技术，Alexa 594 标记 RI 蛋白（红

色），Alexa 488 标记 ILK 蛋白（绿色），Dapi 染核（蓝

色），激光共聚焦扫描观察 EJ 细胞中 RI 与 ILK 的表达，

RI 与 ILK 胞质胞核均有表达，两者融合之后可呈黄色，

存在共定位的现象，两者存在相互作用。见图 2。

2.3    稳转细胞系细胞形态

倒置相差显微镜下观察各稳转细胞形态，EJ-RI

细胞、EJ-LV5 细胞、EJ-FLAG 细胞与 EJ 细胞均呈

现上皮型细胞形态，而 EJ-ILK 细胞呈明显梭形、纺

锤形，具有间质型细胞特点。见图 3。

2.4    EMT 标志物在各稳转细胞系中的表达

Western blot 结果显示，EJ-RI 组与 EJ 组比较，E- 

adherin 表达水平升高（P <0.05），而 EJ-ILK 组与 EJ

组比较，间质标志物 MMP-2、MMP-9、N-cadherin、

Vimentin、Twist、Snail 与 S100A4 表达水平升高（P < 

0.05）。见图 4 和附表。

2.5    裸鼠移植瘤中 RI、ILK 与 EMT 标志物表达

复制裸鼠移植瘤模型，移植瘤切片免疫荧光检

测相关蛋白表达。EJ-RI 组高度表达 RI 与上皮标志

图 1    RI 与 ILK 在 EJ 细胞中表达    （免疫荧光）

ILK 组

RI 组

           EJ-RI  EJ-ILK          EJ-LV5              EJ-FLAG           EJ

图 3    观察细胞形态     （倒置相差显微镜）

           EJ-RI  EJ-ILK          EJ-LV5              EJ-FLAG           EJ

图 2    RI 与 ILK 在 EJ 细胞中的共定位    （免疫荧光）

           EJ-RI  EJ-ILK       Merge1                               Dapi       Merge
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附表    各组蛋白 EMT 标志物比较

组别 E-cadherin MMP-2 MMP-9 N-cadherin

EJ 0.219±0.077 0.710±0.0233 1.378±0.598 0.510±0.0225

EJ-RI 1.733±0.230† 0.139±0.033† 0.143±0.010† 0.312±0.023†

EJ-ILK 0.140±0.026 2.012±0.210† 3.783±0.229† 2.129±0.157†

F 值 122.313 180.629 75.313 348.733

P 值 0.000 0.000 0.000 0.000

物 E-cadherin，EJ-ILK 组高度表达 ILK 与间质标志物

MMP-2、MMP-9 和 Vimentin。见图 5。

2.6    裸鼠自发性肺转移

HE 染色裸鼠肺切片，EJ-RI 组与对照相比观察

到自发性肺转移减少，EJ-ILK 组与对照比较肺转移结

节增多。见图 6。

图 5    移植瘤 RI、ILK 与 EMT 标志物的表达    （免疫荧光）

                           EJ-RI         EJ-ILK          EJ-LV5           EJ-FLAG                 EJ

RI

ILK

E-cadherin

MMP-2

MMP-9

Vimentin

图 4    EMT 标志物检测结果    （Western blot）

1：EJ-RI；2：EJ-ILK；3：EJ-LV5；4： EJ-FLAG；5：EJ

1              2               3               4            5

E-cadherin

MMP-2

MMP-9

E-cadherin

Vimentin

Twist

Snail

S100A4

Smad2

β-actin
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3    讨论

RI 具有抑制核糖核酸酶 A（RNaseA）的活性，可

以调节 mRNA、rRNA 等的含量 [5]。既往研究表明，RI

能与具有低 RNaseA 活性的血管生成素（angiogenin，

ANG）发生直接结合，通过相互作用抑制 ANG 的活性，

负性调节 ANG 介导的 rRNA 的转录和核糖体的生成，

并抑制肿瘤血管生成 [6-8]。此外，研究还发现 RI 二级

结构中具有 LRR 模体，LRR 模体包含 2 段平行排列

的 α- 螺旋，其中存在每隔 7 个规律性排列的亮氨酸

残基，LRR 模体为 RI 与其他蛋白质发生相互作用提

供了有效的平台 [2]。

ILK 是 1 个丝氨酸 / 苏氨酸激酶家族的成员，其位

于细胞黏着斑上，可以靶向催化蛋白激酶 B（protein 

kinase B，PKB/AKT）并活化下游的哺乳动物雷帕霉素

靶 蛋 白（mammalian target of rapamycin，mTOR）[9-10]。

ILK 作为协调细胞外基质和生长因子的信号转导多功

能效应器，在调控细胞的生长、分化、黏附、迁移、

侵袭、血管生成及 EMT 等基本过程中起核心的作用 [11]。

EMT 是肿瘤发生转移过程中的重要启动步骤，EMT 过

程中上皮细胞获得间质细胞的特点，减弱细胞间黏附，

破坏细胞极性，获得侵袭、迁移与浸润能力的细胞，有

利于肿瘤细胞转移到其他组织和器官，并在远处形成

转移灶 [12]。近年来研究发现，ILK 能通过直接或间接

作用促进 EMT 的发生 ；ILK 的表达与 EMT 标志物 E- 

cadherin、N-cadherin、Snail 及 Β-Catenin 等的表达密

切相关 [4]。ILK 在多种肿瘤侵袭转移中高表达，其有

望成为肿瘤治疗中 1 个重要的干预靶点。

人类 RI 与 ILK 基因具有高度同源性，两者均定

位于 11 号染色体短臂 1 区 5 带。前期研究发现 RI 与

ILK 蛋白在体内体外均能直接结合 [3]。本研究亦发现，

RI 与 ILK 蛋白在膀胱癌 EJ 细胞中存在共定位现象，也

提示两者存在直接结合与相互作用。本研究运用免疫

荧光分析构建的稳转细胞系中 RI 与 ILK 的表达，上调

RI 抑制 ILK 的表达，而上调 ILK 显示出相反的结果。

此外，本研究还发现，过表达 ILK 后膀胱癌细胞呈间

质型形态，体内体外实验均显示上调 ILK 后膀胱癌的

上皮标志物的表达降低，而间质标志物的表达增高，

且过表达 ILK 的移植瘤呈现更强的自发性肺转移能

力。而过表达 RI 抑制体内外 EMT 的发生，降低膀胱

癌肺转移的能力。本结果均提示 RI 与 ILK 的相互作

用表现为互相拮抗。本研究通过探讨 RI 与 ILK 相互

作用发现其对膀胱癌 EMT 与转移的作用，并揭示潜

在的分子机制，为 RI 作为膀胱癌诊断与治疗新的靶

点提供理论依据。

组别 Vimentin Twist Snail S100A4 Smad2

EJ 0.811±0.0262 0.499±0.023 0.303±0.014 0.125±0.020 0.181±0.016

EJ-RI 0.104±0.017† 0.074±0.014† 0.023±0.012† 0.020±0.002† 0.675±0.094†

EJ-ILK 1.780±0.224† 2.055±0.174† 0.650±0.094† 0.638±0.134† 0.203±0.020

F 值 124.929 316.509 96.734 53.528 74.649

P 值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

注：† 与 EJ 组比较，P <0.05

图 6    裸鼠肺病理切片图    （HE）

           EJ-RI  EJ-ILK          EJ-LV5              EJ-FLAG           EJ

箭头示转移结节

续附表
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