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摘要 目的：探讨非 SMC凝缩蛋白玉复合物亚基 G（NCAPG）和细胞周期蛋白依赖性激酶 1（CDK1）在膀胱癌细胞和膀胱癌组
织中的作用。方法：通过生物信息学分析，比较 NCAPG和 CDK1在膀胱癌和正常组织中的表达。之后再对 NCAPG和 CDK1进
行相关性分析，对新乡医学院第一和第三附属医院泌尿外科 72例膀胱癌患者术后病理组织进行免疫组化染色，进一步验证其
相关性。选取膀胱癌细胞 T24和 5637，将其分为两组，未敲低 NCAPG的为对照组，转染 shRNA敲低 NCAPG的为shRNA组，
qRT-PCR和 Western印迹验证敲低效果，通过克隆形成和 CCK-8实验检测其对膀胱癌细胞增殖的影响，并应用细胞周期实
验，检测其对膀胱癌细胞周期的影响。结果：与正常膀胱组织相比，NCAPG和 CDK1在膀胱癌组织中表达上调。NCAPG和 CDK1
免疫组化染色的相关性分析进一步证实了 NCAPG与 CDK1相关（字2=10.286，P<0.001）。通过结合临床资料进一步发现，NCAPG
的表达与肿瘤大小密切相关（字2=6.675，P=0.010）。qRT-PCR和 Western 印迹结果显示，NCAPG shRNA明显抑制了NCAPG
mRNA（t=5.422、5.238，均 P<0.05）及蛋白的表达（t=4.756、4.122，均 P<0.05）。同时 CCK-8 实验和克隆形成实验发现，敲低
NCAPG会抑制膀胱癌细胞的增殖（t=5.886、4.147、3.102、3.745，均 P<0.05）。细胞周期结果发现，敲低 NCAPG后阻滞了膀胱
癌细胞的 G2/M期（t=2.566、2.926，均 P<0.05）。结论：NCAPG和 CDK1在膀胱癌细胞中高表达，会促进膀胱癌细胞的增殖。
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NCAPG and CDK1 promote bladder cancer cell proliferation
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Abstract Objective：To investigate the role of the non-SMC condensin 玉 complex subunit G（NCAPG）and cyclin dependent ki原
nase 1（CDK1）in bladder cancer cells and bladder cancer tissues. Methods：Bioinformatics analysis was used to compare the expres原
sion of NCAPG and CDK1 in bladder cancer and normal tissues. The correlation between NCAPG and CDK1 was analyzed，and im原
munohistochemical staining was performed on the pathological tissues of 72 patients with bladder cancer after surgery in our hospital to
further verify their correlation. Bladder cancer cells T24 and 5637 were selected and divided into two groups. The control group was the
one that did not knock down NCAPG，and the shRNA group was the one that transfected shRNA to knock down NCAPG. QRT-PCR
and Western blotting were used to verify the knockdown effect，clone formation and CCK8 assay were used to detect the effect of
NCAPG on bladder cancer cell proliferation，and the cell cycle experiment was used to detect the effect on the cell cycle of bladder
cancer. Results：NCAPG and CDK1 were up-regulated in bladder cancer tissues compared with normal bladder tissues. And the corre原
lation analysis of NCAPG and CDK1 immunohistochemical staining further confirmed that NCAPG was related to CDK1（字2=10.286，
P<0.001）. Combined with clinical data，it was further found that the expression of NCAPG was closely related to tumor size（字2=6.675，
P=0.010）. QRT-PCR and Western blotting results showed that NCAPG shRNA significantly inhibited the expression of NCAPG mR原
NA（t=5.422，5.238，both P<0.05）and protein（t=4.756，4.122，both P<0.05）. Meanwhile，knockdown of NCAPG inhibited the pro原
liferation of bladder cancer cells according to colony formation and CCK8 assay（t=5.886，4.147，3.102，3.745，all P<0.05）. Cell cy原
cle results showed that NCAPG knockdown blocked the G2/M phase of bladder cancer cells（t=2.566，2.926，both P<0.05）. Conclu原
sion：NCAPG and CDK1 are highly expressed in bladder cancer cells and can promote the proliferation of bladder cancer cells.
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膀胱癌是最常见的恶性肿瘤之一，并且目前仍

缺乏敏感的诊断生物标志物或有效的治疗措施。欧

美 2024年的预测统计数据发现，大约有 83 190例

新诊断的膀胱癌病例，且约有 16 840例患者将死于
膀胱癌，其中男性患者比例较高[1]。目前联合新辅助

放化疗、免疫治疗、靶向治疗和内分泌治疗能明显

改善患者的预后[2]。然而，寻找膀胱癌患者敏感的生

物标志物仍是目前迫切需要解决的问题[3]。

非 SMC凝缩蛋白玉复合物亚基 G（the non-SMC
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condensin 玉 complex subunit G，NCAPG）负责有丝
分裂和减数分裂期间染色体的浓缩和稳定，其编码

蛋白的磷酸化可激活凝缩蛋白复合体[4]。研究表明，

NCAPG可影响多种肿瘤细胞，包括肝癌、前列腺癌、
乳腺癌、胃癌、胶质瘤、肺腺癌、结直肠癌、卵巢癌、

子宫内膜癌细胞等的增殖、侵袭、转移和凋亡[5]。虽

然 2022年的一项研究表明，NCAPG基因敲低可通过
核因子（NF）-资B信号通路抑制膀胱癌细胞的增殖[6]，

推测NCAPG可能影响膀胱癌的发生、发展，但NCAPG
在膀胱癌中的作用机制仍不十分清楚，且其作用仍

需要进一步证实。先前的诸多研究表明NCAPG 与
细胞增殖和细胞周期调控有关 [5]，本研究试图探索

NCAPG与细胞周期蛋白依赖性激酶 1（cyclin depe-
ndent kinase 1，CDK1）的关系。

CDK1是丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族的成员，
是高度保守的蛋白激酶复合物 m 期促进因子（m
phase promoting factor，MPF）的催化亚基。CDK1在
真核细胞周期的 G1/S和 G2/M 期转变中发挥重要
作用[7]。这种蛋白的激酶活性由细胞周期蛋白的积

累和通过细胞周期的破坏来控制[8]。CDK1的失调与
多种疾病的发生、发展相关[9-12]，但 CDK1和 NCAPG
与膀胱癌进展的关系尚不明确。本文主要围绕

NCAPG、CDK1 与膀胱癌的相关性，进一步探讨
NCAPG/CDK1作为膀胱癌靶向治疗的可能性。
1 资料与方法

1.1 资料选择 收集新乡医学院第一和第三附属

医院泌尿外科 72例患者的膀胱癌组织切片，所有
参与本研究的患者及家属均在术前签署手术知情

同意书。采集过程采用科学、严格的方法。分析相关

蛋白表达与膀胱癌常见临床病理参数（包括年龄、

性别、肿瘤分级和肿瘤大小）的相关性。

1.2 生物信息学分析 通过 GEPIA 在线数据库
（http：//gepia.cancer-pku.cn/detail.php?gene=NCAPG）
分析 NCAPG在膀胱癌和正常膀胱组织中的表达情
况。基于 GEPIA数据库（http：//gepia.cancer-pku.cn/
detail.php?gene=CDK1）分析膀胱癌组织和膀胱正
常组织中 CDK1 的表达。通过 The Human protein
Atlas 在线数据库获得正常膀胱组织和膀胱癌组
织中 NCAPG（https：//www.proteinatlas.org/ENSG00
000109805-NCAPG）和 CDK1（https：//www.pro tei-
natlas.org/ENSG00000170312-CDK1）蛋白的表达。
1.3 实验试剂 兔抗人抗 NCAPG抗体（ab251864，
Abcamplc，Cambridge，UK，免疫组化稀释浓度 1 颐
100，Western 印迹稀释浓度 1 颐 1 000），兔抗人抗
CDK1抗体（ab133327，Abcamplc，Cambridge，UK，免
疫组化稀释浓度 1 颐 100），山羊抗兔辣根过氧化物

酶（HRP）次级抗体（ab6721，Abcam，武汉 proteintech
公司，稀释浓度 1 颐 5 000），IgG二级抗体（稀释浓度
1 颐 100，北京中杉金桥生物技术有限公司）。RPMI-
1640完全培养基（PM150110B，武汉普诺赛公司），
胎牛血清（A5669701，美国 Thermo Fisher公司），胰
酶细胞消化液（C0201，中国碧云天生物技术股份有
限公司），蛋白 Marker（P0068，中国碧云天生物技术
股份有限公司），茁-action（ab179467，英国 Abcam公
司），PVDF膜（FFP39，中国碧云天生物技术股份有
限公司），TRIzol试剂（R0016，中国碧云天生物技术
股份有限公司），第一链 cDNA合成试剂盒（K1621，
美国 Thermo Fisher 公司），FastStart Universal SYBR
Green预混液（4385612，美国 Thermo Fisher公司）。
1.4 免疫组化染色 按照免疫组化染色试剂盒的

步骤，将肿瘤组织进行切片，每片约 5 滋m，固定于福
尔马林溶液中，随后放入石蜡中再次进行切片，每

片厚度约 4 滋m，65益烘烤 45 min，便于脱蜡，并按照
二甲苯（1）10 min、二甲苯（2）10 min、无水乙醇（1）
5 min、无水乙醇（2）5 min、95%酒精 5 min、85%酒精
5 min、75%酒精 5 min 的顺序进行浸泡。之后，在
PBS缓冲液中洗涤 3 次，每次 2 min。将抗原片放
入枸橼酸缓冲液中，微波加热 5 min，然后中火加热
10 min。室温下冷却约 2 h，再用 PBS 缓冲液洗涤
2 min，重复 3次。去除多余的水后，在湿箱中滴入
H2O2 15 min，用 PBS 缓冲液洗涤 2 min，重复 3 次。
将多余的水沥干，滴入抗体 4益过夜。次日将湿箱
置于室温下静置至正常温度，用 PBS缓冲液洗涤
2 min，重复 3次，室温下滴入 IgG二级抗体 2 h。用
PBS缓冲液再次洗涤，滴入 3，3-二氨基苯联胺，室
温染色约 15耀20 s，再用苏木精染色核 5耀8 s，自来水
冲洗 2 min。浸泡按照顺序，75%酒精、85%酒精、
95%酒精各浸泡 10 s，无水乙醇（1）、无水乙醇（2）各
浸泡 5 min，二甲苯（1）、二甲苯（2）各浸泡 5 min。最
后，用中性胶封闭并在显微镜下观察。

免疫组化结果判定：2名病理医师双盲法状态
下，高倍镜（400伊）观察肿瘤细胞，出现明显染色颗
粒判为阳性细胞。染色程度评分规则：无染色，0分；
轻微染色，1分；中等染色，2分；强染色，3分。染色
细胞所占比例评分：无染色，0分；染色面积<25%，1
分；染色面积 26%~50%，2分；染色面积 51%~75%，
3分；染色面积>75%，4分。最终评分为染色强度与
染色面积的乘积，随后根据评分将 72例膀胱癌患
者组织进行分组，分数逸4 为高表达组，分数<4 为
低表达组。

1.5 细胞培养及分组 膀胱癌 T24和 5637细胞购
自北京国家实验细胞资源共享平台，在 RPMI 1640

492



第 6期

培养基中添加 10%胎牛血清，37益，5% CO2培养箱

中维持。采用基因法收集慢病毒载体和对照载体

的shRNA，构建慢病毒质粒，插入 shRNA用于敲减
人NCAPG。之后用 shNCAPG 慢病毒感染 T24和
5637，培养 3 d后筛选阳性细胞。将未进行 NCAPG
基因敲减的细胞作为对照组，敲减 NCAPG基因的
细胞作为 shRNA组。
1.6 RNA提取和 RT-PCR 用 TRIzol试剂（Invit原
rogen）提取总 RNA，采用 PrimeScript RT 试剂盒
（Invitrogen）进行 cDNA生成。NCAPG上游引物 5忆-
GAGGCTGCTGTCGATTAAGGA-3忆，下游引物 5忆-
AACTGTCTTATCATCCATCGTGC-3忆。引物长度 21耀
23 bp。使用 SuperReal PreMix（Tiangen Biotech）进行
qRT-PCR，程序如下：温度维持在 95益，每次 3 min，
共 35 个周期，在 35 个周期中，温度 95益维持 5 s，
温度 58益维持 30 s，温度 72益维持 30 s。为了保证
DNA的产生，根据 ABI StepOne系统进行熔化曲线
分析。采用 2-驻驻Ct法将相对基因表达归一化为内参

茁-肌动蛋白，所有实验均独立进行 3次。
1.7 Western印迹 应用蛋白质提取试剂盒（Key原
GEN Biotech，南京，中国）测量蛋白质浓度。细胞在
裂解缓冲液中裂解（60 mmol/L Tris-HCl，pH6.8，2%
SDS，20%甘油，0.25%溴酚蓝，1.25% 2-巯基乙醇和
蛋白酶抑制剂混合物）。接下来，蛋白质（30耀50 mg）
用 10% SDS-PAGE 凝胶电泳，并转移到 PVDF 膜
上。然后，用 10%的脱脂乳阻断膜阻断 1 h，将膜与
抗体在 4益下孵育过夜。第 2天，用 TBST缓冲液洗
涤 3次后，用山羊抗兔 HRP二抗孵育 PVDF，PBS
反复冲洗，然后加 ECL发光液，采用图像分析系统
对目的条带进行扫描分析，蛋白的相对表达用相对

密度表示。

1.8 CCK-8 将 3伊103 个转染 NCAPG shRNA 的
T24和 5637细胞接种于 96孔板，每孔加入 5 mg/mL
MTT 10 滋L，继续培养 5 d。最后加入 CCK-8试剂，
观察 570 nm吸光度。
1.9 集落形成试验 将转染 NCAPG shRNA的 3伊
103膀胱癌 T24和 5637细胞再次接种到 6 孔板中
1周。最后用 4%多聚甲醛固定细胞，结晶紫染色。
1.10 细胞周期检测 把对数生长期的细胞消化、

重悬离心后，用事先配好的 95%的乙醇固定细胞，4益
过夜后离心，重悬细胞后将细胞悬液转入流式专用

管中，加入 500 滋L碘化丙啶后行流式细胞仪检测。
1.11 统计学处理 采用 Graphpad 软件进行后续
分析，符合正态分布的计量资料采用 x依s 表示，两组
间均数比较采用 t 检验，计数资料采用 n（%）表
示，组间比较采用 字2检验，采用 字2检验分析 CDK1

与NCAPG 的关系以及 NCAPG 表达与膀胱癌常见
临床病理参数的相关性。P<0.05为差异有统计学
意义。

2 结果

2.1 NCAPG在膀胱癌组织中高表达 通过生物信

息学分析，本研究比较了 NCAPG在膀胱癌组织和
正常膀胱组织中的表达，共统计 432 个临床样本
（包含 404个膀胱癌样本和 28 个正常膀胱组织），
结果显示，与正常膀胱组织相比，NCAPG在膀胱癌
组织中表达显著上调（图 1A）。根据在线数据库分析
结果显示，NCAPG表达与膀胱癌的无病生存率密切
相关（P<0.05，图 1B）。

2.2 CDK1与 NCAPG相关并在膀胱癌中表达上调
CDK1 在膀胱癌中的表达明显高于正常膀胱组织
（图 2A）。在线数据库发现，CDK1的表达与膀胱癌
的无病生存率显著相关（图 2B）。CDK1与 NCAPG
密切相关（R=0.7，P<0.001，图 2C），CDK1通过许多
关键因素与 NCAPG相互作用（图 2D）。
2.3 NCAPG与 CDK1的相关性 基于 Human Pro原
tein Atlas数据库，本研究发现在正常组织和癌组织
中，NCAPG 的表达与 CDK1 表达的趋势是一致的

注：A：GEPIA数据库中 NCAPG在膀胱癌和正常组织中的表达
情况；B：膀胱癌患者低表达 NCAPG和高表达 NCAPG的无病生存率；
NCAPG：非 SMC凝缩蛋白玉复合物亚基 G

图 1 NCAPG的表达水平与膀胱癌发病率呈正相关
Fig.1 The expression level of NCAPG was positively correlated

with the incidence of bladder cancer
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（图 3A）。对 72例膀胱癌样本的免疫组化染色发现，
其中 NCAPG高低表达的例数分别为 40 和 32例，
而CDK1高低表达的例数分别为 42和 30例。在相
同组织进行不同基因染色时，发现共有 30例病例

在 NCAPG高表达时，CDK1同样出现高表达；而有
20例在 NCAPG低表达时，CDK1也表现出低表达，
NCAPG 表达情况与 CDK1表达情况密切相关（R=
10.286，P=0.001）。
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图 2 NCAPG与 CDK1相关并在膀胱癌组织中上调
Fig.2 NCAPG was associated with CDK1 and upregulated in bladder cancer

注：A：与正常膀胱组织相比，膀胱癌中 CDK1升高；B：CDK1表达与无病生存率相关；C：GEPIA数据库显示 NCAPG与 CDK1关系密切；D：
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图 3 免疫组化染色检测 NCAPG与 CDK1蛋白表达的相关性
Fig.3 Correlation between NCAPG and CDK1 protein expression detected by immunohistochemical staining

注：A：The Human Protein Atlas数据库的正常组织和癌组织中 NCAPG和 CDK1的表达；B：NCAPG高表达的病例与 CDK1高表达相似；

NCAPG：非 SMC凝缩蛋白玉复合物亚基 G；CDK1：细胞周期蛋白依赖性激酶 1
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2.4 NCAPG在膀胱癌组织中高表达，且表达程度与
肿瘤体积呈正相关 与正常膀胱组织相比，NCAPG
在膀胱癌组织中的表达明显上调（图 4）。分析
NCAPG表达与膀胱癌常见临床病理参数的相关性，
发现 NCAPG的表达与膀胱癌的肿瘤大小密切相关
（P=0.010），而与年龄、性别和肿瘤分级无关（均 P>
0.05，表 1）。

2.5 敲低 NCAPG抑制膀胱癌细胞的增殖 与对照

组相比，shRNA 组的 mRNA（t=5.422、5.238，均 P<
0.05）和蛋白（t=4.756、4.122，均 P<0.05）均明显受到
抑制（图 5A、5B）。CCK-8结果显示，与对照组相
比，shRNA 组 T24 和 5637细胞的增殖能力明显受
到抑制（t=5.886、4.147，均 P<0.05，图 5C）。NCAPG
可以明显促进 T24和 5637细胞的克隆形成能力（t=
3.102、3.745，均 P<0.05，图 5D）。本研究进行了细胞
周期相关实验，发现使用 shRNA敲低 NCAPG，对照
组和 shRNA组阻滞了 T24和 5637细胞的 G2/M期
（t=2.566、2.926，均 P<0.05，图 6）。

100伊

200伊

肿瘤组织高表达肿瘤组织低表达 癌旁组织不表达

注：NCAPG：非 SMC凝缩蛋白玉复合物亚基 G

图 4 NCAPG在膀胱癌组织中的高表达
Fig.4 High expression of NCAPG in bladder cancer

表 1 NCAPG和 72例膀胱癌病例临床病理特征的关系[n（%）]
Tab.1 Relationship between NCAPG and clinicopathological

features of 72 cases of bladder cancer[n（%）]

临床病理
特征

例数

NCAPG表达水平
字2 P低 高

n=32 n=40
年龄（岁） 2.185 0.139

55 38（52.7） 20（62.5） 18（45.0）
逸 55 34（47.3） 12（37.5） 22（55.0）
性别 0.340 0.560
男 40（55.6） 19（59.4） 21（52.5）
女 32（44.4） 13（40.6） 19（47.5）
肿瘤分化 0.044 0.833
低 37（51.4） 16（50.0） 21（52.5）
高 35（48.6） 16（50.0） 19（47.5）
肿瘤大小（cm） 6.675 0.010*

< 4 35（48.6） 21（65.6） 14（35.0）
逸4 37（51.4） 11（34.7） 26（65.0）

注：NCAPG：非 SMC凝缩蛋白玉复合物亚基 G；*P<0.05
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图 5 NCAPG敲低抑制 T24和 5637细胞的增殖
Fig.5 NCAPG knockdown inhibited the proliferation of T24 and

5637 cells

注：A耀B：敲除 NCAPG 显著抑制 T24 和 5637 细胞中 NCAPG
mRNA和蛋白的表达；C：敲低 NCAPG抑制 CCK-8的增殖能力；D：

敲低 NCAPG 抑制 T24 和 5637 细胞的克隆形成能力；*P<0.05；
NCAPG：非 SMC凝缩蛋白玉复合物亚基 G；CDK1：细胞周期蛋白依
赖性激酶 1
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图 6 NCAPG敲低调控 T24和 5637细胞的细胞周期分布
Fig.6 Cell cycle distribution of T24 and 5637 cells regulated by

NCAPG knockdown

4 讨论

膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一，因

其病死率高、进展快而广为人知。高发病率和高复

发率是众多膀胱癌患者面临的最棘手的问题。许多

患者确诊时已属晚期，无明显症状，这给治疗和诊

断带来很大困难。NCAPG通过影响肿瘤细胞的增
殖、侵袭、转移和凋亡，在多种肿瘤的发生、发展中

发挥作用，包括肝细胞癌、前列腺癌、乳腺癌、胃癌、
肺腺癌、结直肠癌、卵巢癌和子宫内膜癌[13]。同时，
NCAPG的表达与肺腺癌的 N分期、M分期、临床分
期密切相关，对判断肺腺癌患者的预后有重要价
值[14-15]。有研究还发现，NCAPG在胶质瘤组织中高
度表达，随着肿瘤分级的增加，NCAPG的表达显著
增加，并且 NCAPG的高表达是胶质瘤患者总体生
存不良的预测因素[16]。

本研究发现，NCAPG在膀胱癌组织中较正常组
织表达上调，并与无病生存率相关。同时发现
NCAPG的表达高于正常组织，其表达水平与肿瘤大
小密切相关。以上结果提示 NCAPG在膀胱癌组织
中表达升高，并与膀胱癌的预后和一些临床病理特
征相关，这与 2022 年的一项研究结果相似，即
NCAPG基因敲低可通过 NF-资B信号通路抑制膀胱
癌细胞的增殖[17]。之后通过 NCAPG shRNA转染膀
胱癌 T24和 5637细胞进行 CCK-8、克隆形成实验
和细胞周期实验。发现敲低 NCAPG可以通过调节
细胞周期分布，显著抑制细胞的增殖和进展，这与
近年来相关的研究相似，均说明 NCAPG在促进肿
瘤细胞增殖方面起重要作用[18]。

本研究通过在线数据库进一步发现 NCAPG与

CDK1密切相关。这与之前的研究成果相似，有研究
团队认为 CDK1 作为细胞周期调节蛋白家族的一
员，参与细胞周期的维持，其过度表达与肿瘤有关，

CDK1抑制剂可能会恢复扭曲的细胞周期系统的平
衡[19]。同时，CDK1也是肾癌、肝癌、胰腺癌和肺癌的
独立生物标志物[20]。之后，通过免疫组化染色进一步

分析 NCAPG和 CDK1的相关性，结果表明NCAPG与
CDK1密切相关，这些 NCAPG高表达的患者几乎都
有 CDK1高表达，这与 Huang等[21]和 Zhou等[22]发现

相似，即抑制 CDK1的活性可以促进细胞凋亡，促进
CDK1 的表达可以加重肿瘤的恶性程度。因此，
NCAPG/CDK1复合物可能成为膀胱癌潜在的新型
诊断标志物和治疗策略。

综上所述，根据生物信息学分析，本研究初步

提出 NCAPG和 CDK1在膀胱癌组织中上调，并且
NCAPG与 CDK1之间存在紧密的相互作用。NCAPG
促进膀胱癌细胞的增殖以及膀胱肿瘤的生长。但

是，本研究的结果尚不完整，需要进一步的体内外

研究来证实 NCAPG和 CDK1在膀胱癌中的具体关
系。未来的研究方向是进一步探索 NCAPG/CDK1与
膀胱癌的关系。
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