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)*+, 在膀胱癌发生发展中的作用及相关机制
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（天津医科大学第二医院泌尿外科，天津市泌尿外科研究所，天津 &%%-..）
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膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一，美

国癌症协会预估 =%.' 年膀胱癌新增病例 '" %c%

例，死亡病例 ., B'% 例f.g，尽管大多数的膀胱癌为非

肌层浸润性的（'%h*'(h），但它们会随着时间的推

移而转移并最终发展为肌层浸润性疾病 （=(h*

c%h）f=g。膀胱癌的治疗方法包括手术、化学疗法或放

射疗法，但生存益处仍然有限，其发病率和死亡率

在过去 .% 年中逐渐增加fcg。因此，迫切需要提高对

膀胱癌的认识并发现可用于治疗膀胱癌更有效、高

选择性的潜在治疗靶点。)*+, 为 )*+ 基因家族 Z

亚族的主要成员之一，)*+ 家族蛋白作为转录因子

主要参与调控胚胎发育、性别决定、神经生长、血管

生成、骨骼形成、干细胞形成等生长发育过程f>$(g，近

年来，越来越多的研究表明 )*+, 的异常表达与许

多肿瘤相关f,$.=g。蛋白酶体作为细胞蛋白质的一种降

解途径，很多疾病发生发展也与之直接相关。蛋白

酶体作为新型抗肿瘤药物的一个重要靶标，当蛋白

酶体活性受到抑制后，其相关受体蛋白的降解受到

抑制f.c$.(g。对 )*+, 通过蛋白酶体途径影响膀胱癌生

长进程的机制研究将有助于提升笔者对膀胱癌的

认识和治疗。

D :;<)*

.O. "#$%& 人膀胱癌组织与癌旁组织获取

于天津医科大学第二医院泌尿外科，膀胱癌细胞系
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（!"#、$%&'()、*+、,-.)）和正常膀胱上皮细胞（/0'

1&2'3）来自天津医科大学第二医院泌尿外科研究

所。兔单抗 /45-、兔单抗 *'6789:;<=、兔单抗

0<>:=?<=、一抗兔 单抗 @ABC1、二抗羊抗兔购于

D;E?:<=?:69 公司，/45- 高表达质粒 D6CFA.GH '

/45- 和空载质粒购于广东复能基因公司。5'

?;:>:@*F* 1B CFA !;7=IJ:6?<E= K:7L:=? 转染试剂

购于美国 KE69: 公司，22M( 试剂盒、免疫组化试剂

盒、多聚甲醛、$2A 蛋白浓度测定试剂盒购于

/EN7;O<E 公司，!;7=IP:NN 小室购于美国 2E;=<=L 公

司，*2Q 显影液、/R$K @;::= 预混液、蛋白 S7;T:;

购于美国 !9:;>E U<I9:; 公司，细胞凋亡试剂盒、

67ID7I:. 试剂盒、KFA 反转录相关试剂购于康为世

纪公司，S7?;<L:N 基质胶购于美国 $C 公司，!;<VEN 试

剂购于 %=W<?;EL:= 公司，XY I 蛋白酶体检测试剂盒购

于 /<L>7ZAN87<69 公司。

HGX !"

HGXGH 细胞培养和转染 人膀胱癌细胞系培养于

含 HY!U$/ 的 KBS% H-[Y 培养液中，置于 .) "，,!

24

X

饱和湿度条件下培养。每 X#. 8更换培养液 H次，

待细胞生长融合率达到 (Y!左右时，用 YGX,!胰蛋

白酶消化，按 H：X 进行传代培养。取对数生长期，状

态良好的膀胱癌细胞于 - 孔板中，待细胞长至 ,Y\

时按转染试剂说明书进行转染。

H]"]" 免疫组化 组织标本以 HY!甲醛液固定 "[

9，常规石蜡包埋，制备 [ !> 切片，贴附于涂有

AB*/ 处理的载玻片上，(, "烤片 ^_ ><=，免疫组织

化学染色：（H）石蜡切片脱蜡；（"）.!1

"

4

"

室温孵育

,#HY ><=，以清除内源性过氧化物酶的活性，蒸馏水

冲洗，B$/ 浸泡 , ><=；（.）微波抗原修复；（[）,!#

HY!正常山羊血清封闭，室温孵育 HY ><=，倾去血

清，分别滴加一抗工作液，.) "孵育 H#" 9，B$/

冲洗，, ><=$. 次；（,）滴加生物素标记的二抗，.)

"孵育 "Y%.Y ><=，B$/ 冲洗，, ><=&. 次；（-）滴加辣

根酶标记链酶卵白素，.) "孵育 "Y%.Y ><=，B$/

冲洗，, ><=&. 次；（)）CA$ 显色；（(）自来水充分冲

洗、复染、封片。用已知阳性标本作阳性对照，以 B$/

代替一抗作阴性对照。

H]"]. `:I?:;= ONE? 提取细胞总蛋白 用 $2A 法测

定蛋白浓度，取 .Y%[Y !L总蛋白上样，经 /C/ZBA@*

凝胶电泳后，转移至 B0CU膜上。,!脱脂奶粉摇床上

室温封闭 " 9，一抗 ["孵育过夜，!$/!溶液洗 . 次，

每次 H, ><=。1KB 标记的二抗按照 H'H ,YY 稀释，室

温下孵育 H 9，使用 !$/! 溶液洗 . 次，每次 H, ><=，

滴加显色剂，置于曝光仪内显影。

H]"][ 荧光实时定量 B2K（aK!ZB2K） 使用 !;<VEN

试剂法提取细胞 KFA，使用核酸定量分析仪测定

KFA 浓度，反转录试剂盒将 KFA 逆转录为 6CFA，

再使用荧光定量 B2K 分析仪对 6CFA 进行扩增检

测，以 @ABC1 为内参，反应程序如下：̂[ " . ><=

（预变性），̂[ " .Y I（变性），,- " .Y I（退火），)" "

-Y I（延伸），)" " , ><=（最后延伸），["%[, 个循环。

反应完成后软件分析结果（表 H）。

H]"], !;7=IP:NN 实验 实验参照 !;7=IP:NN "[ 孔板

（美国 2E;=<=L 公司）说明书操作。 胰酶消化收集细

胞，应用含 Y],!血清的培养基重悬细胞，接种细胞

于铺好 S7?;<L:N 基质胶的 !;7=IP:NN 小室，使细胞数

为 "&HY

[ 个b孔，下室加入 ,YY !Q 含 HY!血清的培

养基。c)"培养箱中孵育 X[ ( 后，移去培养液，用乙

醇棉签擦拭去除小室底膜内侧细胞，小心取出上

室，用预冷的 ,Y!甲醇固定 HY ><=，B$/ 清洗 c 遍，

结晶紫染色 HY ><=，于倒置荧光显微镜下观察 , 个

视野的细胞数。

HGXG- 细胞划痕实验 处理后的单细胞悬液接种于

)孔板内，待培养细胞至 ^Y\d用 XY !Q 移液枪头垂

直划痕，无菌 B$/冲洗悬浮细胞及碎片 X次，培养 X[(

后，倒置显微镜观察划痕愈合情况。

HGXG) 细胞凋亡 实验细胞转染 [( 9 后不含

*C!A 胰酶消化后，cYY ;e><=，["离心 , ><= 收集细

胞，按照细胞凋亡试剂盒说明书加入结合缓冲液、

A==:f<= 0和B%，- 9内在流式细胞仪上检测凋亡指数。

HGXG( 22MZ( 实验 ^- 孔板中加入 HYY !Q 细胞悬

液，将培养板在培养箱中预培养 X[ 9，在 Y、X[、[(、

)X 9 向每孔加入 HY !Q 22MZ( 溶液，将培养板在培

养箱孵育 H%[ 9，酶标仪读取待测样品和空白对照

在 [,Y => 处的 4C 值，将各待测样本的 4C 值记为

测量值，空白对照的 4C 值记为空白值，则实际数

值g测量值Z空白值。

HGXG^ XY I 蛋白酶体活性检测实验 避光 ^- 孔板

中加入 ^Y !Q（($HY

[）处理过的细胞，(YY ;e><= 离

心 X ><=，按说明书加入相关试剂，c)*2，,\24

X

过

夜，在全波长多功能酶标仪上发射波长 [^Y => 检

测吸光度。

基因

/Ef-

@ABC1

引物序列（,+Zc+）

,+@@2@!22222!A222!@!2A!22c+

,+!@2!@2A2A2@@2!22!2A2c+

,+@@A!!!@@!2@!A!!@@@c+

,+@@AA@A!@@!@A!@@@A!!c+
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!"# !"#$% 采用 $%&'()&* )%+,- . 软件进

行统计学分析。实验数据以 !"# 表示，组间比较采用

! 检验，" /0"12 为差异有统计学意义。

! !"

3"! &'() 456. *+,- 与癌旁组织相比

膀胱癌组织中的染色强度显著减弱，可见 456. 蛋

白表达在膀胱癌组织中明显降低。使用 78,98%: ;<=9

和 >?@A)B? 分别检测膀胱癌细胞和正常膀胱上皮

细胞内 456. 蛋白水平与 -?CD 水平表达情况，结

果显示膀胱癌细胞中 456. 的表达显著降低，在 EF

和 2.#G 细胞尤其明显（图 !）。

3H3 456. ./&'(0123456 @%&:,I8<<

实验（图 3）和划痕实验（图 #）结果显示，与对照

J8K9=% 组相比，高表达 456. 后的 EF 和 2.#G 细胞

的侵袭能力显著下降。同时，上皮间质转化（EL@）

的分子标记物 EAK&*(8%+: 蛋白表达升高，M+-8:9+:

表达减低（图 N）。

3H# 456. ./&'(7892:;<= BBOPQ

实验和流式细胞术结果表明，与对照 J8K9=% 组相比，

456. 表达增加后能够抑制膀胱癌细胞 EF 和 2.#G

的增殖，并且能够促进膀胱癌的凋亡，同时细胞

K&,'&,8# 的活性显著增加（图 2）。

3RN 456. 5>?@ABCDEFGH&'(7;

I 与正常膀胱上皮细胞相比膀胱癌细胞 EF 与

2.#G 的 31 , 蛋白酶体的活性相对增加，在膀胱癌细

胞中调高 456. 的表达量后，31 , 蛋白酶体的活性

显著减低（图 .）。

癌旁组织

膀胱痛

311!

N11!

$D)ST

4MATUBA! @3N VWU EF 2.#G

!R2

!R1

1R2

1R1

4
5
6
.
的

-
?
C
D

表
达

量

4MATUBA! @3N VWU EF 2.#G

DR 456.在癌旁组织和膀胱癌组织的表达（WTBX左侧 311!，右侧 N11!）

V，B" 456. 在正常膀胱上皮细胞和膀胱癌细胞中蛋白水平和 -?CD

水平表达

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

'() " *+, ,-./,00(12 13 #$%& (2 4(005,0 627 8,990

456.

D

V

B

456.

# : #$%&-.123456,789:;<,=>

'() : ;2395,28, 13 5.<,-./,00(12 #$%& 12=.(4+,9(69<>,0,28+?>69

4/620(4(12@=A*B 13 C9677,/ 8628,/ 8,990

EF

2.#G

J8K9=%

# ! #$%&-.123456=D'E&FG(),?@AB,=>C:H!D

'() ! =33,84 13 5.</,)5964(12 #$%& 12 (2I60(12 13 =D 627 E&FG @:H!J

J8K9=%

456.

NQ (1 ( NQ (1 (

EF 2.#G

# F #$%&-.123456 =DE E&FG(),?@AB,=>C:H!F

'() F =33,84 13 5.</,)5964(12 #$%& 12 >()/64(12 13 =D 627 E&FG @:H!J

EPK&*(8%+:

M+-8:9+:

$D)ST

456.J8K9=% 456.J8K9=%

EF 2.#G

付真睿，等"456. 在膀胱癌发生发展中的作用及相关机制!
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!"流式细胞实验检测细胞凋亡比例；#"细胞 $%&'%&() 活性；*+**,-. 实验检测增殖能力

! ! "#$%"#$%&'() &'* (%)*+,-./*$01234
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) <=

4?@1 作为多功能转录因子，主要调节组织分

化并参与多种恶性肿瘤的发生发展。研究表明，

4?@1 的表达量与食管癌的预后显著相关，通过上

调 ':; 和 '3=E!F=G*HI= 抑制食管癌的致瘤能力J.K。

在胰腺癌中，4?@1 通过抑制上皮间质转化和 !,L

通路抑制肿瘤的增殖和侵袭JMK。4?@1 的表达抑制卵

巢癌的增殖、侵袭、移植瘤生长和血管生成J1K。但是，

4?@1 和膀胱癌的关系目前还不清楚。

近年来，对于蛋白酶体的研究日益渐增，蛋白

酶体作为一个多亚基大分子复合物，具有多种催化

功能，能选择性降解细胞内的蛋白质，是细胞新陈

代谢的一个重要组成部分J=1K。相对于正常的细胞，肿

瘤细胞对蛋白酶体抑制剂更加敏感，通过影响肿瘤

细胞的相关通路从而抑制肿瘤细胞，同时，多种肿瘤

中的蛋白酶体处于高活性状态J=<K。因此，蛋白酶体渐

渐成为抗肿瘤药物的一个靶点，当蛋白酶体活性被

抑制时，肿瘤抑制蛋白 ':; 的含量增加，促进细胞凋

亡；免疫相关蛋白降解减少，免疫监视能力增加。

在本研究中，笔者发现了与膀胱的正常组织相

比，膀胱癌中 4?@1处于低表达状态，在体外实验中，

通过增加 4?@1 的表达，发现膀胱癌的增殖、侵袭、

迁移能力下降，凋亡增加。并进一步验证了蛋白酶

体在膀胱癌中的活性情况，通过调高 4?@1，意外发

现膀胱癌细胞中的蛋白酶体活性减低。4?@1 可能

通过抑制蛋白酶体活性从而调节膀胱癌的肿瘤行

为，在联合蛋白酶体抑制剂治疗膀胱癌方面有很好

的前景。
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评价 !"# 对 #$ 的诊断性能。其对比结果显示，

$%%& 的敏感度与特异度均最高，为诊断 #$ 的最

佳血清学指标。!"# 的 $'%、敏感度、特异度与

$%%& 和 #( 相比稍差，与 %#& 相差不大，但同样属

于中等诊断价值，因此均可用来诊断 #$。

综上所述，!"# 可被作为诊断 #$ 的一种新的

炎症指标，对区分 #$ 患者与健康人及评估 #$ 患

者的炎症程度有一定的预测价值。由于本实验所选

取样本量相对较少，且未对 #$ 患者分型作细致研

究，需要日后积累相当量的 #$ 患者标本做更广泛

细致研究来正式确立 !"# 对 #$ 的病情评估价值。
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