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醛缩酶 A对膀胱癌 T24细胞增殖和侵袭的影响
李建伟 ，王  芳，蔡芳震

（福建医科大学附属第二医院泌尿外科，福建 泉州 362001）

【摘要】目的 探索醛缩酶 A（ALDOA）过表达和基因敲减对膀胱癌 T24 细胞生长和侵袭的影响，为探讨泌尿系统肿瘤发病机

制提供理论依据。方法 通过慢病毒感染构建稳定表达的 ALDOA 过表达和基因敲减膀胱癌 T24 细胞重组细胞株，采用荧光定量 PCR 

（RT-PCR）法检测重组细胞 ALDOAmRNA 的表达情况；采用 CCK-8 法、细胞划痕实验、Transwell 小室实验检测重组 T24 细胞的增殖、

迁移和侵袭能力。结果 RT-PCR 检测结果显示，过表达组重组 T24 细胞 ALDOAmRNA 的相对表达量较对照组更高，基因敲减组较对照

组更低，证实膀胱癌 T24 细胞重组细胞株构建成功；CCK-8 法检测重组细胞增殖结果显示：在培养 72、96 h 时，过表达组重组 T24 细胞

生存率均较对照组更高；在培养 96 h 时，基因敲减组 T24 细胞生存率较对照组更低；划痕愈合实验结果显示：在培养 24 h 时，过表达组

重组 T24 细胞划痕愈合率较对照组更高；Transwell 小室细胞实验结果显示：在培养 48 h 时，过表达组重组 T24 细胞迁移数较对照组更

多，过表达组重组 T24 细胞侵袭数较对照组更多（均P<0.05）；培养 24 h 时，基因敲减组重组 T24 细胞划痕愈合率较对照组更低；在培

养 48 h 时，基因敲减组重组 T24 细胞迁移数较对照组更少，但差异均无统计学意义（均P>0.05）。结论 ALDOA 过表达可促进膀胱癌

细胞增殖、迁移和侵袭，ALDOA 基因敲减可减少膀胱癌 T24 细胞增殖、迁移和侵袭。
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膀胱癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤，其发病原因尚
不明确，一般认为与经常接触致癌物质有关，高复发率
和早期转移是造成膀胱癌病死率高的主要原因 [1-2]。目前
尚无有效治疗方法，因此，寻找新的治疗靶标和策略显
得尤为迫切。有氧糖酵解是大多数肿瘤细胞主要的能量
获取方式，糖酵解过程多种催化酶在肿瘤组织中表达增
加，并促进肿瘤的发生发展 [3]。醛缩酶 A（ALDOA）是
糖酵解过程中关键酶之一，可催化 1, 6-二磷酸果糖裂解
3磷酸甘油醛和磷酸二酰甘油。有研究显示，ALDOA在
多种肿瘤组织中高表达，并促进肿瘤细胞的增殖、迁移
及侵袭 [4]，且 ALDOA在膀胱癌组织中高表达，与患者
肿瘤组织低分化和较差预后密切相关 [5]。但有关 ALDOA
对膀胱癌细胞增殖和侵袭的影响尚不清楚。基于此，本
研究通过构建 ALDOA过表达和基因敲减膀胱癌 T24重
组细胞株，研究 ALDOA差异性表达对膀胱癌细胞增殖、
迁移、侵袭的影响，现报道如下。

1 材料与方法
1.1 实验细胞 膀胱癌细胞株 T24（中国科学院上海生
物所细胞库）。
1.2 主要试剂与仪器 ALDOA 过表达和 shRNA干扰
慢病毒颗粒（上海吉凯基因技术有限公司）；胎牛血

清（美国 Gibco公司）；CCK-8试剂盒、RIPA裂解液和反
转录试剂盒（中国碧云天生物技术公司）；Transwell小
室和 6孔板（美国 Corning公司），Trizol RNA提取试剂
（美国 Invitrogen公司）。倒置显微镜（尼康公司，型号：

ECLIPSE Ts2）；实时定量 PCR扩增仪（伯乐实验有限公
司，型号：CFX96 Deep Well）；酶标仪 [赛默飞世尔（上
海）仪器有限公司，型号：Multiskan FC]。
1.3 研究方法
1.3.1  醛缩酶 A 过表达和 shRNA 病毒转染人膀胱
癌 T24 细胞株  T 2 4 细胞用含有 1 0 % 胎牛血清的 
RPMI-1640培养基置于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养。
感染前 1 d取对数生长期的细胞，将其铺板到 35 mm培
养皿，使感染时细胞密度约达 80%，24 h后加入病毒稀
释液：ALDOA过表达组加入 pLV-ALDOA慢病毒的病毒
稀释液 1.7 mL，病毒滴度为 1×106 TU/mL，对照组加入
空载质粒的病毒稀释液 1.7 mL。 ALDOA基因敲减组加
入含 shRNA慢病毒的病毒稀释液 1.7 mL，病毒滴度为 
1 × 1 0 6 T U / m L，对照组加入空载质粒的病毒稀释液
1.7 mL。用病毒培养液替换原细胞培养基，放入细胞培养
箱中培养 24 h。第 2天换液，继续培养 24 h后，荧光显
微镜观察，估计慢病毒感染细胞的效率，同时，将细胞扩
大培养后冻存。
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1.3.2  实时定量PCR（RT-PCR）检测重组ALDOAmRNA
的表达  收集感染慢病毒的重组细胞，按照说明书提取
细胞中总 RNA，检测浓度合格后反转录获得 cDNA，以
cDNA为模板，按照以下条件进行 RT-PCR反应，目的基
因引物：醛缩酶 A-F：GTGGGCATCAAGGTAGACAAGGG；
醛缩酶 A-R：TGCTGGCAGATACTGGCATAACG。内
参引物：GAPDH-R：CAAGGGCATCCTGGGCTACACT；
GAPDH-R：CTCTCTCTTCCTCTTGTGCTCTTGC。反应体
系：cDNA模板 1 μL，上游引物 0.8 μL，2SYGR 10 μL，加
水补足 20 μL，反应条件：95 ℃预变性 5 min，95 ℃ 15 s，
60 ℃ 1 min，40个循环。溶解曲线：65 ℃到 95 ℃，每 
0.5 ℃保温 5 s。RT-PCR采用 2-ΔΔCt法进行定量分析并计算
ALDOA mRNA相对表达量。均进行 3次独立实验。
1.3.3  CCK-8 法检测重组细胞增殖  取对数生长期的
过表达和基因敲减重组 T24细胞，胰酶消化，离心去上
清，重悬后计数，稀释至细胞密度 2×107个 /L，加入 96
孔板中，每孔 100 μL，另设置只加培养液的对照孔。设
置测定时间点为 0、24、48、72和 96 h，完全培养基培养
后，测定前 24 h加入 CCK-8试剂，每孔 10 μL，混匀后
置于培养箱 24 h，酶标仪测定波长 450 nm处各组的吸光
度（OD）值，并计算细胞生存率。细胞生存率 =（OD实
验组－OD对照组）/（OD对照组－OD空白组）×100%。均
进行 3次独立实验。
1.3.4  划痕愈合实验检测重组细胞迁移  取对数生
长期的过表达和基因敲减重组 T24 细胞，将细胞以
3×105个 / 孔的密度接种于六孔板中，细胞生长融合至
80%~90%时，用 10 μL枪头垂直划痕，PBS清洗划下的细
胞，重复 2次，继续在培养箱中孵育，分别在 0、24 h用
倒置显微镜观察拍照，图片用 Image J软件进行处理，并
计算划痕愈合率，愈合率 =（0 h划痕宽度－24 h划痕宽
度）/0 h划痕宽度 ×100%。均进行 3次独立实验。
1.3.5  Transwell 小室实验检测重组细胞迁移和侵
袭  取生长良好的过表达和基因敲减重组 T24细胞，加
入无血清培养基 24 h，取 2×104个细胞与 200 μL无血清
培养基加入上室，用于检测细胞迁移；取 5×104个细胞与
基质胶用无血清培养基稀释到 1 mg/L，取 200 μL加入上
室，检测细胞侵袭。在下室加入 500 μL含 20%胎牛血清
的完全培养基，在 37 ℃孵育 48 h后，将小室上层未侵袭
细胞除去，用 4%多聚甲醛溶液固定 15 min，后用 0.1%
结晶紫染色处理 10 min，经 PBS洗涤并干燥后，显微镜
下随机取 5个（×200）视野拍照，图片用 Image J软件进
行处理；计算细胞数。均进行 3次独立实验。
1.4 观察指标 ⑴通过 RT-PCR检测观察 ALDOA过表
达组及基因敲减组重组细胞 mRNA的表达水平。⑵通过

CCK-8法检测 ALDOA过表达组及基因敲减组重组细胞
的生存率。⑶通过划痕愈合实验检测 ALDOA过表达组及
基因敲减组重组细胞划痕愈合率，通过 Transwell小室细
胞实验检测 ALDOA过表达组及基因敲减组重组细胞迁移
数和侵袭数。
1.5 统计学方法 采用 SPSS 22.0统计学软件分析数据，
所有实验结果均重复 3次取平均值，计量数据均以 ( x ±s)
表示，组间比较采独立样本 t 检验。 P<0.05为差异有统计
学意义。

2 结果
2.1 过表达和敲减重组细胞 ALDOAmRNA 的表达
水平  RT- P C R 检测结果显示，过表达组重组细胞
ALDOAmRNA 的相对表达量为 [（187.75±9.19）%]
高于对照组重组细胞 A L D O A m R N A 的相对表达
量 [（105.05±5.00）%]，差异有统计学意义（t 值 =10.725，  
 P <0.05），见图 1；基因敲减组重组细胞 ALDOAmRNA
的相对表达量为 [（2.73±0.14）%]较对照组更低，差异有
统计学意义（t 值 =13.812，P<0.05），见图 2。

2.2 ALDOA 过表达和基因敲减重组细胞生存率检测
结果 培养 72 h、96 h时，过表达组重组细胞生存率为 
[（119.37±5.97）%]、[（154.71±7.74）%]，均高于对照组重组

图 1 实时定量 PCR法检测过表达组重组细胞 

ALDOA mRNA的相对表达量
注：与对照组比，**P<0.01。

图 2 实时定量 PCR法检测基因敲减组重组细胞 

ALDOAmRNA的相对表达量
注：与对照组比，**P<0.01。



2024年第 8卷第 14期
2024 Vol.8 No.14

·31·

现代医学与健康研究
Modern Medicine and Health Research □□基础研究 /Basic Research

细胞生存率 [（72.48±3.62）%]、[（94.52±4.73）%]，差异均
有统计学意义（t 值 =11.627、12.047，均P<0.05），见图 3；
培养 96 h时，基因敲减组细胞生存率为 [（67.38±3.37）%]，
低于对照组细胞生存率 [（92.59±4.63）%]，差异有统计学
意义（t 值 =5.738，P<0.05），见图 4。

2.3 ALDOA 过表达和基因敲减对重组细胞迁移的影
响 划痕愈合实验结果显示，培养 24 h时，过表达组重
组细胞划痕愈合率为 [（79.38±3.97）%]高于对照组重组
细胞划痕愈合率 [（52.14±2.61）%]，差异有统计学意义 
（t 值 =5.831，P<0.05）；基因敲减组重组细胞划痕愈合率
为 [（41.57±2.08）%]与对照组比较，差异无统计学意义
（t 值 =3.627，P>0.05），见图 5。

2.4 ALDOA过表达和基因敲减重组细胞迁移和侵袭的影
响 Transwell小室细胞实验结果显示，培养 48 h时，过
表达组重组细胞迁移数为 [（120.51±6.07）个 ]多于对照
组重组细胞迁移数 [（85.36±4.32）个 ]，差异有统计学意
义（t 值 =8.325，P <0.05）；基因敲减组重组细胞迁移数
为 [（75.72±3.85）个 ]与对照组比较，差异无统计学意
义（t 值 =2.948，P>0.05），见图 6。在培养 48 h时，过表
达组重组细胞侵袭数为 [（105.83±5.32）个 ]多于对照组
重组细胞侵袭数 [（72.43±3.64）个 ]，差异有统计学意
义（t 值 =5.927，P <0.05）；基因敲减组重组细胞侵袭数
为 [（61.75±3.16）个 ]与对照组比较，差异无统计学意义
（t 值 =3.529，P>0.05），见图 7。

3 讨论
膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一，其发病原

因包括内在遗传因素和外在的环境因素，为研究 ALDOA
对膀胱癌细胞增殖和侵袭能力的影响，本研究首先构建
了针对 ALDOA的过表达和基因敲减（shRNA干扰）的
慢病毒载体，并筛选出能够稳定表达的 ALDOA过表
达和基因敲减膀胱癌 T24重组细胞株。本研究结果中， 
RT-PCR检测结果显示，过表达组重组细胞 ALDOAmRNA
的相对表达量高于对照组，基因敲减组较对照组更低，提

图 3 CCK-8法检测 ALDOA过表达组重组细胞生存率
注：与对照组比，**P<0.01。

图 4 CCK-8法检测 ALDOA基因敲减组重组细胞生存率
注：与对照组比，*P<0.05。

    对照组                             过表达组                         基因敲减组

图 6 Transwell小室实验检测 ALDOA过表达 

和基因敲减重组细胞迁移数
注：与对照组比，*P<0.05。

0 h

24 h

对照组

图 5 划痕愈合实验检测 ALDOA过表达 

和基因敲减重组细胞划痕愈合率
注：与对照组比，*P<0.05。

过表达组 基因敲减组
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示 ALDOA过表达和基因敲减膀胱癌 T24重组细胞株构建 
成功。
本研究结果显示，在培养 72、96 h时，过表达组重组

细胞生存率均较对照组更高；在培养 96 h时，基因敲减组
细胞生存率较对照组更低；这提示过表达 ALDOA可促进
肿瘤生长，肿瘤细胞生存率更高，基因敲减 ALDOA可延
缓肿瘤生长，肿瘤细胞生存率更低，这与既往的研究 [6]结
果相近。过表达 ALDOA可以促进纤维肌动蛋白组装成
微管，微管的增长在细胞周期胞质分裂过程中起到关键作
用，随着微管的增长，完成复制的染色体被牵拉分离进入
子细胞，进而促进细胞分裂增殖 [7]。

本研究结果显示，在培养 24 h后，过表达组重组细
胞划痕愈合率较对照组更高；在培养 48 h后，过表达组重
组细胞迁移数较对照组更多，过表达组重组细胞侵袭数
较对照组更多；在培养 24 h后，基因敲减组重组细胞划
痕愈合率较对照组更低。这提示 ALDOA过表达重组细
胞侵袭和迁移能力明显增强，ALDOA在肿瘤细胞获得转
移能力的过程中起重要作用，这与 SAITO等 [8]的研究结
果相近。ALDOA过表达可以明显降低肿瘤细胞上皮性
标志物 N-cadherin的表达，增加间质性标志物 N-cadherin
和 vimetin的表达，增加胞质内 β-caterin 表达量，ALDOA
可以促进肿瘤细胞上皮 - 间质转化。上皮 - 间质转化是
肿瘤细胞发生侵袭和转移生长的关键启动步骤之一 [9]； 
Wnt/β-caterin信号通路是诱导肿瘤细胞发生上皮 - 间质转
化的主要信号通路，β-caterin是该信号通路激活的关键信
使分子 [10]。有研究认为 ALDOA通过与胞质中破坏复合
物中 GSK3结合，使 β-caterin无法磷酸化而避免被泛素
化降解，在细胞质内积累并移至细胞核，激活相关基因转

录，诱导肿瘤细胞发生上皮 - 间质转化，进而促进肿瘤细
胞的侵袭和转移 [11]。但在膀胱癌中ALDOA是否参与此过
程尚不清楚，需进一步研究证实。此外，ALDOA基因敲
减重组细胞的增殖会受到显著抑制，但对其侵袭和迁移无
明显影响，这为利用 ALDOA抑剂靶向治疗膀胱癌提供了 
依据。
综上，本研究成功构建了稳定过表达 ALDOA和基因

敲减膀胱癌 T24重组细胞株，ALDOA过表达可显著增强
膀胱癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力，为膀胱癌的靶向治
疗提供了新的策略。
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图 7 Transwell小室实验检测 ALDOA过表达 

和基因敲减重组细胞侵袭数
注：与对照组比，*P<0.05。


