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摘 要
/

%目的& 研究
)+'2! 3452

和
)+',.02$ 3452

在膀胱癌中的表达及其意义' %方法& 应用逆转
录(聚合酶链式反应

M4&NO:4P

检测
QL

例膀胱癌冰冻标本中
)+'2! 3452

和
)+',.02$ 3452

的表达!

比较各自
3452

与其蛋白表达的相关性及与临床病理特征的关系' %结果& 膀胱癌组织中
)+'2!

)

)+',.02$ 3452

的表达均与组织学分级)淋巴结转移及
&5R

分期显著相关"

O"LS"QT

#

)+'2!

和
)+',.!

02#

蛋白在膀胱癌的表达与各自
3452

的表达水平不完全一致* %结论&

)+'2! 3452

和
)+',.02#

3452

阳性表达与膀胱癌的恶性行为相关*

关键词
/)+'2! 3452U )+',.02# 3452U

膀胱癌
U 4&VO:4

中图分类号!

4WXWS#Y

文献标识码!

2

文章编号!

#KKYVK!Y!

"

!K#!

#

K%VKW#KVKY

收稿日期"
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#修回稿件"

!K$!VKJV$J

通讯作者!王金清$

)!36.9[ W%YK$WZZY\AAS;/3

研究表明!

)+'2!

和
)+',.02$

蛋白在膀胱癌中

高表达 %

$

&

!具有一定的预后价值* 为了解
)+'2!

和

)+',.02$

在膀胱癌中能否正常转录和翻译!我们应

用
4&VO:4

方法 检测
QK

例不同 级别
)+'2!

和

)+',.02$

蛋白表达的膀胱癌冷冻组织中
)+'2!

3452

和
)+',.02$ 3452

的表达水平!分析
)+'2!

和
)+',.02$

蛋白表达与各自
3452

表达的关系!

为更进一步了解膀胱癌的生物学行为提供参考依

据*

$

资料与方法

!"!

实验标本

QK

例膀胱癌标本取自山东省诸城市人民医院

泌尿外科
!KKJ

年
Q

月至
!KK%

年
$K

月间的手术切

除标本
M

患者术前未接受任何治疗
T

* 标本离体
KSQ]

$'

内!冰上分离无明显出血+坏死的膀胱癌组织各
!

份, 一份放入经灭活
452

酶处理的无菌冻存管!液

氮冷冻保存于
VZ!#

!用于
452

提取!做
4&VO:4

#

另一份固定于
$K^

中性福尔马林溶液! 石蜡包埋!

用于免疫组织化学染色和常规病理切片,

QK

例膀胱癌标本按
>CD

标准分型)分级!其中

移行细胞癌
!Z

例!鳞状细胞癌
$Y

例!腺癌
Z

例,

QK

例中伴淋巴结转移
!J

例!无淋巴结转移
!Y

例#癌组

织取自癌灶无明显坏死区)出血区!病理证实均为膀

胱癌! 且富集癌实质成分,

QK

例标本均重新做
C)

染色并分别对照免疫组化结果! 明确所选冰冻标本

与免疫组化标本一致,

QK

份标本均经过免疫组织化学证实有不同级

别的
)+'2!

蛋白和不同级别的
)+',.02$

蛋白表

达, 根据显微镜下计数!

Q

个高倍镜视野下!将细胞

膜和细胞浆同时染成黄色或棕褐色的细胞
!!K^

为

K

级!

!K^]XK^

为
$

级!

XK^]YK^

为
!

级!

$YK^

为
X

级, 其中
)+'2!

蛋白表达-

K

级
$$

例!

$

级
$!

例!

!

级
$X

例 !

X

级
$Y

例 #

)+',.02$

蛋白表达 -

K

级
$K

例!

$

级
$$

例!

!

级
$Y

例!

X

级
$Q

例,

!"#

主要试剂

总
452

提取试剂盒
M&,._/9

法
T

)

2R`

反转录酶

.美国
O,/3(=6

公司$!

&6A a52

聚合酶+

75&O

+

R=!

:9

!

.上海
<60=/0

生物公司$!

a52 R6,b(,

.大连普肽

论 著 W$K
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生物有限公司!

!"#

引物序列

&'()!*

上游
+!",--),,-),,-.)-,),)),"

,.,"/!

" 下游
+! "-.--),,),)-,-.)),-,),"

,.,"/!

"扩增基因片段长度为
!!$0'1 &'(234)$*

上游

+!"-,,)).,),,)-.)-)--).)-).,.,-),-"/!

"

下游
+!")),-),-,,.-..-).,-.,,.,,).,,,"

.."/!

" 扩增基因片段长度为
/!+0'1

内参照基因

,)567*

上游
*+!")),---).-)--).-..--)"/!

"

下游
*+!"--.,-..-)--)--..-..,"/!

" 扩增基因

片段长度为
$8$0'

#

&'()!

和
&'(234)$

的引物设计参阅文献 $

$

%并

用
9:3;<=>=+

引物设计软件进行评价" 选择最佳引

物"由上海生工生物公司设计合成#

!"$

实验方法

$>?>$

组织总
@A)

提取

微量天平称取液氮冷冻保存的组织
$""B;

按

+"#$""B;CB: .23D<:

加入
.23D<:

试剂"按说明书进行

组织总
@A)

的提取"用
,E4EFGH4I @A)J6A)

定量

仪进行
@A)

纯度测定和定量" 保证
)!=8J)!K8

值

在
#>KL!>8

之间#根据
@A)

实测浓度"用
6&5-

水调

整
@A)

浓度为
#!;J!:

# 用高压
M!8NJOBP

快速
M$+B34P

琼脂糖凝胶
M$Q?RP

电泳检验
@A)

的完整性# 提取的

@A)

立即用于逆转录或分装成小份保存于
ST8$

冰

箱中#

$Q?Q! @.S5-@

采用
)UN

反转录酶合成第一链
O6A)

"按
!8!:

体系
?!$

孵育
=8B34

&

%+$

加热
$+B34

" 灭活
)UN

反转录酶"

?$

终止反应&逆转录产物置于
S!8$

冰箱

备用#

5-@

反应条件'

&'()!

"

&'(234)$

"

,)567

!(预

变性
%+$ /B34

"变性
%+$ /8V

"退火
=8$ /8V

"延伸

T!$ /8V

"

/8

个循环& 终延伸
T!$ TB34

&

?$

终止反

应#

#>?>/ 5-@

产物半定量

琼脂糖凝胶电泳" 电泳结束后将凝胶置于凝胶

成像分析系统照相"利用分析软件对图像进行分析#

通过测量
&'()!

)

&'(234)#

和各自的内参照基因

,)567

的扩增片段密度的比值 " 计算出
&'()!

B@A)

)

&'(234)# B@A)

的相对含量 '半定量!"即

&'()! B@A)

的相对含量
W &'()! 96

值
J,)567

96

值&

&'(234)# B@A)

的相对含量
W&'(234)# 96

值
J,)567 96

值*

!"%

统计学处理

数据均应用
X5XX #/>8

统计软件包进行统计学

处理*计量资料用
!%V

表示&完全随机设计的两个样

本均数的比较采用
I

检验* 完全随机设计的多个样

本均数之间的比较(方差齐性时用方差分析"多个样

本均数之间的两两比较采用最小显著差法'

YX6

!&

方差不齐时采用非参数检验" 多个样本均数之间两

两比较采用
.HB(H4E

+

V .

!

法*

5&8>8+

为差异有显著

性*

!

结 果

&"! &'()! B@A)

和
&'(234)# B@A)

电泳结果

经
@. S5-@

扩 增 " 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳
+8

例

&'()!

蛋白表达级别不同的膀胱癌标本在紫外灯下

均出现两条特异带" 即
!!#0'

的目的条带和
#8#0'

的
,)567

内参条带&

+8

例
&'(234)#

蛋白表达级别

不同的膀胱癌标本在紫外灯下均出现两条特异带"

即
/!+0'

的目的条带和
#8#0'

的
,)567

内参条

带"详见图
#

,

!

-

!8880'

#8880'

T+80'

+880'

!+80'

#880'

&'()! B@A)

,)567 B@A)

U* 6A) BH2ZE2

&

$#=* =

例组织学分级不同的膀胱癌组织
&'()!B@A)

的表达
M$

)

!*"

级
1 /

)

?*#

级
1 +

)

=*$

级
P

图
$

膀胱癌组织中
&'()! B@A)

的
@.S5-@

检测结果

!"""0'

$"""0'

T+"0'

+""0'

!+"0'

$""0'

&'(234)$ B@A)

,)567 B@A)

图
!

膀胱癌组织中
&'(234)$ B@A)

的
@.S5-@

检测结果

U* 6A) BH2ZE2

&

$L=* =

例组织学分级不同的膀胱癌组织
&'(234)$ B@A)

的表达
M$

)

!*"

级
1 /

)

?*#

级
1 +

)

=*$

级
P

U $ ! / ? + =

U $ ! / ? + =

论 著T$$
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!"! &'()!*&'(+,-)$ ./0)

表达与膀胱癌临床病理

特征的关系

12

例膀胱癌组织中
&'()! ./0)

的表达与淋

巴结转移!组织学分级及
304

分期相关
5678921:

"与

患者发病年龄! 病理类型! 肿瘤大小无显著性相关

56!8981:

#

18

例膀胱癌组织中
&'(+,-)# ./0)

的表

达与淋巴结转移!

304

分期及组织学分级显著性相

关
5678981:

"与患者发病年龄!病理类型!肿瘤大小无

关
56!8981:

$ 见表
#

$

!"# &'()! ./0)

表达与蛋白表达的关系

&'()!

蛋白
8

级表达的膀胱癌组织中
&'()!

./0)

水平低于
&'()!

蛋白
#";

级表达的膀胱癌

组织中的
&'()! ./0)

水平
56

均
78988#:

%

&'()!

蛋

白
#

级表达的膀胱癌组织中
&'()! ./0)

水平低

于
&'()!

蛋 白
! ";

级 表 达 的 膀 胱 癌 组 织 中 的

&'()! ./0)

水平
56

均
78988#:

"

&'()!

蛋白
!

&

;

级

表达的膀胱癌标本间
&'()! ./0)

的表达水平无

显著性差异
56<898=#: 5

表
!:

$

&'()!

蛋白表达和

&'()! ./0)

表达水平不完全一致$

!"$ &'(+,-)# ./0)

表达与蛋白表达的关系

&'(+,-)#

蛋白
8

级表达的膀胱癌组织中
&'(#

+,-)# ./0)

水平低于
&'(+,-)#

蛋白
#";

级表达的

膀 胱 癌 组 织 中 的
&'(+,-)# ./0)

水 平
56

均
7

8988#:

"

&'(+,-)#

蛋白
#

级表达的膀胱癌组织中

&'(+,-)# ./0)

水平低于
&'(+,-)#

蛋白
;

级表达

的膀胱癌组织中的
&'()! ./0)

水平
56<898!;:

"

&'(+,-)#

蛋白
#

级表达的

膀 胱 癌 组 织 中
&'(+,-)#

./0)

水平与
&'(+,-)#

蛋

白
!

级表达的膀胱癌组织

中的
&'()! ./0)

水平相

比差异无统计学意义 '

6<

898=>

("

&'(+,-)$

蛋白
!

级

表达的膀胱 癌 组 织 中 的

&'()! ./0)

水 平 与

&'(+,-)$

蛋白
;

级表达的

膀 胱 癌 组 织 中 的
&'()!

./0)

水平相比差异无统

计学意义'

6<"91$$

(

5

表
!:

#

&'(+,-)$

蛋 白 表 达 和

&'(+,-)$ ./0)

表达水平

不完全一致#

;

讨 论

赵玉斌等)

!

*发现
&'()!

和
&'(+,-)$

共表达于乳腺

癌组织中% 且两者的表达

与肿瘤大小!淋巴结转移!

临床分期相关 "

&'()!

过

度表达更常见于肉眼分型

为
!?"

型的晚期胃癌组

织 $ 膀胱癌中
&'()!

和

&'(+,-)# ./0)

表达的研

表
# &'()! ./0)

和
&'(+,-)# ./0)

表达与膀胱癌临床病理特征的关系

表
!

不同级别
&'()!?&'(+,-)#

蛋白表达的膀胱癌中
&'()! ?&'(+,-)# ./0)

表达

8 ## 89;1$89!= 8 #8 89;%$89#;

# #! #9@8$89;8 # ## #9@8$89;1

! #; #9=8$89!! ! #@ #9=8$89;;

; #@ #9A;$89!; ; #1 #9A>$89!;

B $;"9@A @"9;$

6 7"9""$ 7"9""$

&'()! &'(+,-)$

蛋白表达分级 例数
&'()!?C)6DE

蛋白表达分级 例数
&'(+,-)$?C)6DE

临床病理
特征

例数
&'()!./0) &'(+,-)$./0)

&'()!?C)6DE F?B 6

值
&'(+,-)$?C)6DE F?B 6

值

年龄'岁(

!@1 $1 $9!>$291$

29=1; 29;1;

$9!A$29@= G"9>%; "91$;

!@1 ;1 $9;1$"9@A $9;=$"9@>

肿瘤大小'

H.

(

!; !> $9!;$"9=%

G$9@!" "9$$!

$9;"$"9@= G$9@@" "9$@A

!; !; $9;%$"9@" $91$$"91$

病理类型

移行细胞癌
!A $9;@$"9@A

"9=!% "91%%

$9@@$"9@> "9$"% "9A==

鳞状细胞癌
$@ $9!1$"91A $9;A$"9@=

腺癌
A $9;;$"9@= $9@;$"91A

304

分期

"I#

期
$" "9;;$"9">

!;19=1; 7"9""$

"911$"9@@ $%91%% 7"9""$

$

期
$% $9!=$"9!! $9;1$"9;;

!I"

期
!$ $9%@$"9$= $9>A$"9!"

淋巴结转移

% != $9=;$"9!!

1911% 7"9""$

"9A%$"9=$ G@9$$! "9""!

& !@ "9=='"9@A $9=$'"9!%

组织学分级

%

级
% "9@='"9;1

1"9$" 7"9""$

"9>>'"9;"

$A9=$! 7"9""$&

级
!" $9!A'"9@" $91$'"9;;

!

级
!$ $9A1'"9!; $9A!"'"9$%

论 著 >$!
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究国内外少见报道!我们的研究表明!膀胱癌组织中

&'()! *+,)

和
&'(-./)$ *+,)

的表达与淋巴结

转移" 组织学分级及
0,1

分期均显著相关 #

2!

"345

$% 提示
&'()!

和
&'(-./)$

各自
*+,)

的阳性

表达都在一定程度上与膀胱癌的恶性行为有关&

研究表明!

&'(

高表达会改变细胞侵袭性!但不

影响细胞增殖! 高表达
&'()!

的恶性肿瘤细胞!发

生错误的受体定位!结合
&'(-./

配体困难!因而难

以磷酸化!结果致肿瘤与胞外基质黏附性增加!侵袭

性提高'

6

(

% 对于宫颈鳞癌的研究发现
&'()! *+,)

和
&'(-./)# *+,)

的表达水平与蛋白表达水平不

完全一致'

7

(

%

&'()! *+,)

在食管癌细胞中的表达

相对稳定! 但是其表达水平总是与蛋白表达水平不

完全一致'

5

(

%

&'()!

蛋白在转化的乳腺癌细胞中高

表达 !

&'()!

蛋白水平的增加不成比例地高于其

*+,)

水平!其
*+,)

水平在转化和非转化的乳腺

上皮细胞无差异'

8

(

%

&9:;<

等'

=

(发现
&'()! *+,)

在

黑色素瘤中高表达! 尤其在转移性和侵袭性细胞系

中的表达水平显著高于原发性黑色素瘤! 但是在正

常黑色素细胞中未见
&'()! *+,)

表达% 有研究者

指出! 当肿瘤细胞向更加恶性表型进展或者随着细

胞侵袭性的增加!

&'()!

蛋白水平的增加不成比例

地高于其
*+,)

水平! 在某些恶性细胞模型中!

&'()!

蛋白是相应的
*+,)

水平的
54>5""

倍%

在膀胱癌中
&'()!

蛋白和
&'(-./)$

蛋白分别

与其
*+,)

表达水平不完全一致!本研究的结果与

文献报道基本吻合% 这可能是因为
&'()!

和
&'("

-./)$

的蛋白质在膀胱癌中发生积聚或降解通路障

碍)而
&'()! *+,)

和
&'(-./)$ *+,)

在膀胱癌的

表达并不完全在转录水平调节! 可能存在着某种转

录后翻译水平的调控机制% 目前这种现象的确切机

制还不清楚! 这些基因在膀胱癌转录后翻译水平调

控的参与机制和参与程度需要进一步的研究%
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