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摘 要
!

$目的% 研究
&'()$

在膀胱癌中的表达及临床意义& $方法% 采用实时荧光定量逆转
录聚合酶链反应!

(/012(

'和免疫组化法分别检测
3%

例膀胱癌组织和
!"

例相应正常组织中
&'()$

的表达"并分析表达的差异与临床病理特征的关系& $结果%

&'()$ 4(56

在膀胱癌
中的表达量 !

$7-*"!!,*+

' 高于正常组织的表达量 !

$*8!"*,

'" 差异有显著统计学意义 !

19

"*""$

'#免疫组化显示
&'()$

蛋白在膀胱癌组织中的阳性表达率为
3+*,:

"正常组织中未见
表达" 两种组织的表达有明显差异!

19"*""$

'&

&'()$

蛋白的表达与肿瘤分级!

1;"*"!<

'和分
期!

1;"*"$-

'有关" 与性别(年龄(肿瘤大小(数目无明显相关性!

1="*"3

'& $结论%

&'()$

的
表达在肿瘤组织中明显高于正常组织"且与病理分级(临床分期有关"

&'()$

的过表达可能
促进膀胱癌的进展&

主题词!膀胱肿瘤#

&'()$

#

(/>12(

#免疫组化
中图分类号!

(-+-*$,

文献标识码!

6

文章编号!

$<-$>$-"?

"

!"$!

#
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2PMNMRQP @MTNMFMRQNRK
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"
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!"#$%&'$(

$

1BJIELK

%

/E MN^KLAMTQAK AVK KHIJKLLMEN EF &'()$ QNC MAL RPMNMRQP LMTNMFMRQNRK MN [PQC"

CKJ RQNRKJ*

$

_KAVECL

%

(KQP"AM4K IEPD4KJQLK RVQMN JKQRAMEN \(/012(] QNC M44BNEVMLAERVK4MLAJD

`KJK BLKC AE CKAKRA AVK KHIJKLLMEN EF &'()$ MN [PQCCKJ RQNRKJ AMLLBK \3% RQLKL] QNC NEJ4QP [PQC"

CKJ AMLLBK \!7 RQLKL]* /VK JKPQAMEN [KA`KKN KHIJKLLMEN EF &'()$ MN [PQCCKJ RQNRKJ AMLLBKL QNC

RPMNMREIQAVEPETMR FKQABJKL `QL QNQPDaKC*

$

(KLBPAL

%

/VK KHIJKLLMEN EF &'()$ 4(56 `QL VMTVKJ MN

[PQCCKJ RQNRKJ AMLLBKL

!

$7-*7!!,*+

'

AVQN AVQA MN NEJ4QP [PQCCKJ AMLLBKL

!

$*8!7*,

'

\197*77$]* /VKJK

`QL NKTQAM^K KHIJKLLMEN EF &'()$ IJEAKMN MN NEJ4QP [PQCCKJ AMLLBKL

"

`VMPK AVK IELMAM^K KHIJKL"

LMEN EF &'()$ `QL 3+*,: MN [PQCCKJ RQNRKJ AMLLBKL* /VK KHIJKLLMEN EF &'()$ JKPQAKC AE AB4EJ

TJQCMNT \1;7*7!<] QNC LAQTMNT \1;7*7$-]

"

[BA CMC NEA JKPQAK AE TKNCKJ

"

QTK

"

AB4EJ NB4[KJ QNC

LMaK \1=7*73]*

$

2ENRPBLMEN

%

/VK KHIJKLLMEN EF &'()$ ML VMTVKJ MN [PQCCKJ RQNRKJ AVQN AVQA MN

NEJ4QP [PQCCKJ AMLLBKL QNC JKPQAKL AE AB4EJ TJQCMNT QNC LAQTMNT* SA LBTTKLAL AVQA E^KJKHIJKLLMEN EF

&'()$ 4MTVA RENAJM[BAK AE IJETJKLL EF [PQCCKJ RQNRKJ*

)*"+,'$ -.%/#( [PQCCKJ NKEIPQL4Lb &'()$b JKQP"AM4K IEPD4KJQLK RVQMN JKQRAMEN \(/012(]b

M44BNEVMLAERVK4MLAJD
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&'()$ \B[MeBMAMN"PMfK `MAV 1'g QNC JMNT"FMNTKJ

CE4QMNL #]

是首先被克隆作为一种与细胞生长有关

的核蛋白基因$

#

%

"而后发现其可能与细胞周期调控有

关$

!h+

%

& 人
&'()#

基因位于人类染色体
#8I#+*+

"含

有
#%

个外显子 " 一个
!*,f[

大 小 的
Rg56

& 人

&'()#

蛋白含有
-8+

个氨基酸并包括一个类泛素

\B[MeBMAMN"PMfK]

模式( 一个亮氨酸拉链模式
\PKBRMNK

aMIIKJ 4EAMF]

(锌指模式
\aMNR FMNTKJ 4EAMF]

(一个
KDKPM"

N6iG"2gj!

磷酸位点( 一个
(O

结合部位和一个指

状构造$

$

%

&最近的研究表明
&'()$

在调控细胞的增殖

及细胞周期
Z

$

i@

的转换中起到重要的作用 $

,

"

3

%

&

&'()$ 4(56

和蛋白在静止的细胞中表达较低"而

在增殖的细胞中表达明显增加$

<

%

&

&'()$

在胰腺癌(

前列腺癌(宫颈癌及乳腺癌组织中都有过表达 $

-h$7

%

&

本研究通过
(/012(

和免疫组化法检测膀胱癌组

织和正 常膀 胱 组 织 中
&'()$

的 表 达 " 并 分 析

&'()$

的 表 达 与 临 床 病 理 特 征 的 关 系 " 探 讨

专
题
报
道
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;<=>$

在膀胱癌发生发展中的作用!

$

资料与方法

!"!

实验材料

标本取自上海仁济医院泌尿外科
!""?

年
!

月

至
!""?

年
$$

月手术切除的新鲜标本
@%

例及
!"

例

相应的癌旁组织作为对照" 所有的标本均经病理证

实!

@%

例膀胱癌患者中"男性
A?

例"女性
$?

例"年

龄
BBC%$

岁" 平均
DE9A

岁! 其中低级别膀胱癌
AB

例"高级别
!B

例#非肌层浸润性
A%

例"肌层浸润性

!"

例! 所有的患者术前均未接受放疗或化疗! 手术

切除的标本立即放入液氮中"然后于
F%"!

冰箱中冻

存用于实时荧光定量
G.=

检测"石蜡切片取自上海

仁济医院病理科!

!"# =HIG.=

检测
;<=># J=:K

的表达

采用
H)0L',

提取试剂盒$

M*N0O)'51*

公司%提取组

织样本总
=:K

& 所得
=:K

的
K

!D"

PK

!%Q

比值在
$9%C

!9Q

之间 " 符合纯度要求 & 运用逆转录试剂 盒

$

H+R+=+

公司%按其操作要求合成
4S:K

& 特异性的

引物由上海生工生物工程有限公司合成"

;<=>$

引

物 正 义 链 '

@" #TKKK.H.K..KK.K..KK.KT#A"

"

反义链'

@"# HT.HKHH.HHT..K...HHT#A"

#内参
!#

+4O0*

引物的正义 链 '

@" #.HKKTH.KHKTH..T..#

HKTKKT.K#A"

"反应链'

@"#HTT.K...KT.K.KKH#

TKK#A"

& 反应体系
U4S:K Q9@"5

"

G.= G)0J1)#> Q9!",

"

G.= G)0J1)#= Q9!",

"

VWX= G)1J0Y ZY H+[H\

$

!$

%

@",

" 加
]<

!

3

补足到
#Q",

&

=HIG.=

的反应条件'

?@! #Q 2

"

?@! @ 2

"

DQ! A# 2

"

BQ

个循环&

!"$

免疫组化法检测
;<=>#

蛋白的表达

组织经福尔马林固定"石蜡包埋"厚
@"J

& 石蜡

切片经常规脱蜡至水"

ZSHK

高温修复抗原"

GXV

冲

洗
A

次" 每次
@J0*

" 切片于二甲苯中脱蜡" 每次

#@J0*

"以
Q9A^

的
<

!

3

!

孵育
#QJ0*

"清除内源性的过

氧化物酶活性"

GXV

冲洗
A

次"每次
@J0*

"滴加正常

山羊血清封闭"室温孵育
AQJ0*

"倾去"滴加
#%#QQ

鼠

抗单克隆抗体 $

K_@EQ%A

"

K_4'J

公司%"

B!

冰箱孵

育过夜"

GXV

冲洗
A

次"每次
@J0*

"再加生物素标记

二抗 $

SKR3

公司%" 室温孵育
AQJ0*

"

GXV

冲洗
A

次"每次
@J0*

"再滴加辣根过氧化物标记的三抗"室

温孵育
AQJ0*

"

GXV

冲洗
A

次" 每次
@J0*

"

SKX

显

色"苏木精复染"脱水"二甲苯透明"中性树胶封片"

GXV

代替一抗作阴性对照&

!"%

实验数据处理

在本研究中" 我们基于目的基因和管家基因实

时荧光定量扩增曲线得到
.O

值 $

.

为
.64,1

"

O

为

O/)12/',]

%"以管家基因为内参"校正每个样品的
.O

值&

#.O&

样品
.O

均值
'!#+4O0* .O

均值"

##.O `

样品

#.O'

对照组
#.O

的均数" 以
!

#!!.O 表示样品目的基

因
J=:K

相对表达量& 免疫组化检测结果以显微镜

下细胞核内呈棕黄色颗粒为阳性" 每份标本选取
@

个以上视野"高倍镜下计数
# QQQ

个细胞"计算细胞

中阳性细胞的百分比" 以
a!@^

为阴性 $

I

%"

!@^C

@Q^

为中等阳性
b c d

"

"@"^

为强阳性
e cc d

&

!"&

统计学处理

数据以均数
(

标准差表示"由
VGVV ##9Q

统计软

件包进行分析& 荧光定量
G.=

数据比较采用独立样

本
O

检验"免疫组化数据采用
$

! 检验& 以
GaQ9Q@

为

差异有统计学意义&

!

结 果

#"! ;<=># J=:K

在膀胱癌组织中的表达

;<=># J=:K

在 膀 胱 癌 中 的 相 对 表 达 量

$

#QE9Q(!B9A

%明显高于正常组织的相对表达量$

#9?(

Q9B

%"有显著统计学差异$

GaQ9QQ#

%$图
#

%&

#"# ;<=>#

蛋白在膀胱癌组织中的表达

;<=>#

蛋白主要在细胞核内"仅少量在胞浆中

表达$图
!

%&

!Q

例正常组织中未见
;<=>#

蛋白的

图
# ;<=># J=:K

在膀胱癌及正常组织中的相对表达量

#@Q

#QQ

@Q

Q

正常组织$

*`!Q

% 肿瘤组织$

*`@%

%

;
<
=
>
#
!
J
=
:
K

的
相

对
表

达
量

@DD
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表达!

&%

例膀胱癌患者中
'$

例表达!阳性率
&'()*

!

+,-.$

蛋白在肿瘤组织中的表达明显高于正常膀

胱黏膜"

/0"(""$

#$

!"# +,-.$

蛋白的表达与膀胱癌患者临床病理的

关系

+,-.$

蛋白的表达与膀胱癌患者年龄% 性别%

肿瘤大小%肿瘤数目等无明显相关性&

/1"("&

#'但与

膀胱癌的分级%分期有关$ 在低级别和高级别膀胱癌

+,-.$

蛋白表达的阳性率分别为
)$(!*

%

23(%*

!差

别有统计学意义&

/4"("!5

#$ 非肌层浸润性肿瘤和肌

层浸润性肿瘤中
+,-.$

蛋白表达的阳性率
)!($*

和
2&(*

!差别有统计学意义&

/4"("$2

#$ 见表
$

$

'

讨 论

膀胱肿瘤是最常见的泌尿生殖系的恶性肿瘤$

美国男性恶性肿瘤发病中居第
)

位! 女性则居第
2

位!

!"$"

年新发膀胱癌病例
2" &'"

例!其中
$) 5%"

例死亡(

$$

)

$ 而目前

关于膀胱癌发生%发展机制尚不清

楚!因此明确导致肿瘤形成和进展

的分子生物学改变!能为肿瘤患者

的治疗提供合理的依据$

+,-.$

在多种肿瘤中都有过

表达! 可能是
+,-.$

可以调整细

胞周期中
678

期的转化!进而促进

肿瘤的进展(

$!

)

$ 抑癌基因
9&'

表达

或功能的缺失大约存在于
&"*

的

肿瘤组织中(

$'

)

$

9&'

通过失活转录

因 子
:!.$

来 抑 制
+,-.$

的 表

达! 因为
:!.$

是
+,-.$

上游的

直接调节因子 (

'

)

$ 因此!肿瘤组织

9&'

基因的失活也是导致
+,-.$

过表达的原因$ 在
9&'

基因未失活

的肿瘤中!抑制
+,-.$

的表达可明

显抑制细胞的增殖和促进凋亡 (

$)

)

$

因此!

+,-.$

在肿瘤细胞
;<=

损

伤修复中起到重要的作用$

本研究利用敏感性强%特异性

高的荧光定量
->?/@-

分析发现!

+,-.$ A-<=

在膀胱癌中的相对

表达量明显高于相应的癌旁组织!

差异有统计 学 意 义 "

/03(33$

*$

+,-.$ A-<=

的过表达在前列腺

癌% 乳腺癌和肺癌中都有报道(

$&

)

$

最 近 研 究 报 道 ! 在 乳 腺 癌 中 !

+,-.$

的高表达可以促进细胞的

增殖(

$5

)

$ 免疫组化显示!

+,-.$

蛋

白在肿瘤组织中的表达水平明显

高于正常组织 !

+,-.$

蛋白的过

图
! +,-.$

蛋白在膀胱正常组织和肿瘤组织中的表达!

!)33

"

=

正常组织未见表达
!B

肿瘤组织见阳性表达

表
# +,-.#

蛋白的表达与膀胱癌患者临床病理特征的关系

组别 例数
+,-.#

表达
!

! 值
/

值
阴性&

*

* 阳性&

*

*

性别

男性
'C #CD)%(2E !"D&$('E

"(!!& "(5'5

女性
$C %D)!($E $$D&2(CE

年龄&岁*

!5& !' $"D)'(&E $'D&5(&E

"($)& "(2")

﹥
5& '& $2D)%(5E $%D&$()E

肿块大小&

FA

*

!' '2 $2D)&(CE !3D&)($E

3(3$& 3(C3!

﹥
' !$ $3D)2(5E $$D&!()E

数目

单发
'5 $&D)$(2E !$D&%('E

3(C$3 3(')3

多发
!! $!D&)(&E $3D)&(&E

分级

低级别
') !3D&%(%E $)D)$(!E

)(32' 3(3!5

高级别
!) 2D!C(!E $2D23(%E

分期

>

G

H>

$

'% !!D&2(CE $5D)!($E

&(5CC 3(3$2

>

!

H>

)

!3 &D!&(3E $&D2&(3E

&52
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表达还与肿瘤的分级和分期有关! 可见
;<=>$

的

过表达可能参与膀胱癌浸润进展的过程! 非肌层浸

润性膀胱癌和肌层浸润性膀胱癌的临床生物学行为

有很大的差别" 在临床治疗及术后的预后都有明显

的差别! 本结果研究显示" 肌层浸润性膀胱癌中

;<=>$

的表达明显高于非肌层浸润性膀胱癌"提示

;<=>$

在膀胱癌的进展中起到一定的作用!

综上所述" 本研究利用
=?@A.=

和免疫组化检

测不同膀胱组织中
;<=>#

的表达情况" 结果显示"

;<=>#

在转录和翻译水平都有过表达!

;<=>#

在

肿瘤组织中的表达量明显高于相应的癌旁组织"

;<=>#

的过表达还与膀胱癌患者的分级及分期有

关!因此
;<=>#

的过表达可能参与膀胱癌的发生发

展!因此深入研究
;<=>#

导致膀胱癌发生发展的具

体机制"将会为膀胱癌的治疗和预后提供新的思路!
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