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·基础研究·

犃犛犘犘家族基因在膀胱尿路上皮癌组织中的表达及其临床意义

唐以众，王　健△，陈国俊

（青海大学附属医院泌尿外科，青海西宁８１０００１）

　　摘　要：目的　 探讨犃犛犘犘１、犃犛犘犘２及ｉ犃犛犘犘基因在膀胱尿路上皮癌组织中的表达及其临床意义。方法　应用实时荧光

定量逆转录聚合酶链反应（ｆｑＲＴＰＣＲ）对３０例膀胱尿路上皮癌组织及其癌旁组织中犃犛犘犘１、犃犛犘犘２及ｉ犃犛犘犘ｍＲＮＡ的表达

进行检测。结果　膀胱尿路上皮癌组织中犃犛犘犘１、犃犛犘犘２ｍＲＮＡ的表达水平（０．６５１±０．２１４、０．７０３±０．１８４）显著低于正常膀胱

组织（０．９２３±０．１８２、０．９６３±０．２０８）（犘＜０．０５），而膀胱尿路上皮癌组织中ｉ犃犛犘犘ｍＲＮＡ的表达水平（０．５０８±０．２２７）明显高于

正常膀胱组织（０．３０５±０．１３６）（犘＜０．０５）。犃犛犘犘１、犃犛犘犘２及ｉ犃犛犘犘ｍＲＮＡ的表达与膀胱尿路上皮癌的分化程度有关（犘＜

０．０５）。结论　犃犛犘犘１、犃犛犘犘２及ｉ犃犛犘犘ｍＲＮＡ在膀胱尿路上皮癌组织中有不同程度的表达，可能参与了膀胱尿路上皮癌的

发病。
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　　Ｐ５３凋亡刺激蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｏｆＰ５３，ＡＳ

ＰＰ）家族是科学家们近年来发现的新的蛋白质家族
［１２］，该家族

含有３个成员：ＡＳＰＰ１、ＡＳＰＰ２及ｉＡＳＰＰ。ＡＳＰＰ１、ＡＳＰＰ２能特

异性与Ｐ５３结合，诱导Ｐ５３的凋亡功能；而ｉＡＳＰＰ能竞争性地与

Ｐ５３结合，抑制Ｐ５３的细胞凋亡作用
［２］。因此，它们成肿瘤治疗

的新靶点。本文应用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（ｆｌｕｏ

ｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，

ｆｑＲＴＰＣＲ）对３０例膀胱尿路上皮癌组织及正常癌旁组织中

犃犛犘犘１、犃犛犘犘２及ｉ犃犛犘犘基因进行检测。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器　主要试剂包括 ＴＲｉｚｏｌ试剂（大连

ＴａＫａＲａ公司）、ＲＴＰＣＲ试剂盒（美国ＢＤ公司）、莫洛尼氏鼠

白血病病毒（ｍｏｌｏｎｅｙｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓ，ＭＭＬＶ）逆转录

酶试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）等。主要仪器包括紫外分光光

度计（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）、７５００型快速实时荧光定量ＰＣＲ仪

（美国ＡＢＩ公司）等。

１．２　组织标本　收集３０例新鲜膀胱尿路上皮癌组织以及距

癌组织边缘３ｃｍ以上的正常膀胱上皮组织，标本取自２００９年

７月至２０１１年７月在本院接受泌尿外科手术的患者，标本均

经病理检查确诊。

１．３　犃犛犘犘家族基因相对表达量的检测

１．３．１　引物和探针的设计与合成　所有引物用 Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计，由上海英骏生物技术有限公司合成，引

物序列见表１。对不同引物序列进行预实验，以保证目的基因

与内参基因扩增效率一致且均接近１。

表１　　ＲＴＰＣＲ引物序列及其扩增的目的片段大小

目的基因 引物序列 片段长度

犃犛犘犘１ ５′ＴＴＧＣＣＡＧＴＧＡＡＧＡＣＡＧＡＡＧＣ３′ １５２ｂｐ

５′ＧＧＧＡＡＧＴＧＴＧＡＧＡＡＡＧＧＡＴＧＡＧ３′

犃犛犘犘２ ５′ＣＡＣＧＧＣＴＣＴＴＣＡＣＡＡＴＧＣ３′ １６８ｂｐ

５′ＧＣＴＣＣＴＧＡＣＴＣＣＡＣＣＡＡＡ３′

ｉ犃犛犘犘 ５′ＣＧＣＣＡＡＣＴＡＣＴＣＴＡＴ ＣＧＴＧＧＡＴＴ３′ １２３ｂｐ

５′ＣＧＣＣＡＴＧＣＡＧＡＴＧＡＣＧＴＧＴ３′

犌犃犘犇犎 ５′ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３′ ２２５ｂｐ

５′ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３′

１．３．２　 总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 合成 　 取冻存组织约

１００ｍｇ，采用ＴＲｉｚｏｌ提取总ＲＮＡ，紫外分光光度计测定吸光

度Ａ２６０／Ａ２８０比值，明确ＲＮＡ纯度及浓度，并经琼脂糖凝胶电

泳证实ＲＮＡ完整。取总ＲＮＡ２μｇ经 ＭＭＬＶ逆转录酶试剂

盒合成ｃＤＮＡ第一链。

１．３．３　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ　每一样品均设２个重复孔，反
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应体系均为１０μＬ，反应条件：９４℃预变性２０ｓ后，９５℃变性

５ｓ，６０℃退火４０ｓ。实时荧光定量ＰＣＲ仪监测记录数据。每

次ＰＣＲ反应后均进行熔解曲线分析以确认扩增产物的特异性。

１．３．４　犃犛犘犘ｍＲＮＡ表达水平的相对定量分析　采用ΔΔＣｔ

法计算犃犛犘犘基因表达量
［３］，即以犌犃犘犇犎 为内参照基因，计

算各样品ΔＣｔ，ΔＣｔ＝（Ｃｔ犃犛犘犘－ＣｔＧＡＰＤＨ），设定ΔＣｔ值最

大的正常对照为校正样品，ΔΔＣｔ＝（ΔＣｔ样品－ΔＣｔ校正品），

某样品的犃犛犘犘 ｍＲＮＡ相对表达量（ｒｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ＲＱ）可用如下公式计算：ＲＱ＝２－ΔΔＣｔ。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，犃犛犘犘基因表达水平的差异分析采用配

对狋检验。犃犛犘犘基因与临床病理特征的关系分析采用独立

样本狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　犃犛犘犘１、犃犛犘犘２和ｉ犃犛犘犘ｍＲＮＡ在膀胱尿路上皮癌组

织中的表达　膀胱尿路上皮癌组织中犃犛犘犘１、犃犛犘犘２ｍＲＮＡ

的表达水平均低于癌旁组织（犘＜０．０５），而其ｉ犃犛犘犘 ｍＲＮＡ

的表达水平高于癌旁组织（犘＜０．０５），见表２。

表２　　尿路上皮癌及癌旁组织犃犛犘犘１、犃犛犘犘２和

　　ｉ犃犛犘犘ｍＲＮＡ的表达水平（狓±狊）

组别 犃犛犘犘１ 犃犛犘犘２ ｉ犃犛犘犘

尿路上皮癌组织 ０．６５１±０．２１４ ０．７０３±０．１８４ ０．５０８±０．２２７

癌旁组织 ０．９２３±０．１８２ ０．９６３±０．２０８ ０．３０５±０．１３６

犘 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

２．２　犃犛犘犘１、犃犛犘犘２和ｉ犃犛犘犘ｍＲＮＡ与临床病理特征的关

系　尿路上皮癌组织中犃犛犘犘１、犃犛犘犘２和ｉ犃犛犘犘ｍＲＮＡ的

表达与肿瘤细胞分化程度有关（犘＜０．０５），而与性别、年龄、淋

巴结转移、临床肿瘤淋巴结转移（ｔｕｍｏｒｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，

ＴＮＭ）分期无关（犘＞０．０５），见表３。

表３　　尿路上皮癌组织犃犛犘犘１、犃犛犘犘２和ｉ犃犛犘犘ｍＲＮＡ与临床病理特征的关系（狓±狊）

临床病理特征 狀
犃犛犘犘１

ｍＲＮＡ 犘

犃犛犘犘２

ｍＲＮＡ 犘

ｉ犃犛犘犘

ｍＲＮＡ 犘

性别

　男 １７ ０．６１５±０．２３２ ＞０．０５ ０．７１８±０．１６１ ＞０．０５ ０．３１９±０．１５７ ＞０．０５

　女 １３ ０．６９８±０．１８７ ０．６８４±０．２１５ ０．２８６±０．１０６

年龄

　≤６０岁 １８ ０．６７１±０．１７８ ＞０．０５ ０．６９６±０．１８５ ＞０．０５ ０．３１１±０．１１６ ＞０．０５

　＞６０岁 １２ ０．６２１±０．２６５ ０．７１４±０．１８９ ０．２９７±０．１６８

分化程度

　高、中分化 ２５ ０．６０８±０．１７９ ＜０．０５ ０．６８２±０．１７０ ＜０．０５ ０．３２８±０．１３１ ＜０．０５

　低分化 ５ ０．８６４±０．２６６ ０．８７０±０．１６７ ０．１９０±０．１０９

淋巴结转移

　有 ８ ０．７１４±０．２３６ ＞０．０５ ０．７１３±０．２１９ ＞０．０５ ０．３２１±０．０９５ ＞０．０５

　无 ２２ ０．６２８±０．２０７ ０．７００±０．１７５ ０．２９９±０．１５０

ＴＮＭ分期

　Ⅰ＋Ⅱ ２０ ０．６４２±０．１９２ ＞０．０５ ０．６７７±０．１８５ ＞０．０５ ０．３０７±０．１２６ ＞０．０５

　Ⅲ＋Ⅳ １０ ０．６６８±０．２６４ ０．７５５±０．１７８ ０．３０１±０．１６２

３　讨　　论

犃犛犘犘家族基因的发现为研究Ｐ５３功能开辟了新的领域，

犃犛犘犘的正性调控和ｉ犃犛犘犘负性调控最终影响Ｐ５３的促凋亡

功能，进而决定肿瘤细胞的命运［４５］。研究表明，犃犛犘犘家族基

因表达异常可见于乳腺癌、肝癌、血液肿瘤等多系统肿瘤［６１１］。

李强等［１２］构建过表达ｉ犃犛犘犘的乳腺癌细胞株，过表达ｉ犃犛犘犘

可明显降低顺铂对乳腺癌细胞的抑制作用。而 Ｈａｎｇ等
［１３］采

用ＲＮＡ干扰技术，下调ｉ犃犛犘犘在人乳腺癌 ＭＣＦ７细胞和淋

巴细胞白血病 Ｎａｌｍ６细胞中的表达，发现细胞凋亡率上升，

细胞对促凋亡药物的敏感性增加，提示ｉ犃犛犘犘具有抗凋亡的作

用。因此，犃犛犘犘家族有望成为阐明肿瘤病理机制、早期诊断、

治疗和预后判断的一个新靶点。

膀胱癌是泌尿系统最为常见的肿瘤［１４］，可发生于膀胱的

各层组织。按组织发生学分为上皮性肿瘤和非上皮性肿瘤，其

中９５％以上为上皮性肿瘤，包括尿路上皮癌、鳞状细胞癌及腺

癌，其中，尿路上皮癌占９０％以上，好发年龄为４０～６０岁
［１５］。

膀胱癌的发生和演变是一个多基因调控的过程，其中，Ｐ５３失

去对细胞生长的正常抑制作用，细胞过度生长是导致膀胱癌形

成的一个重要因素。

本研究发现，犃犛犘犘１和犃犛犘犘２ｍＲＮＡ在膀胱尿路上皮

癌组织中的表达水平低于正常膀胱组织，而ｉ犃犛犘犘ｍＲＮＡ在

膀胱尿路上皮癌组织中的表达明显高于癌旁组织，提示犃犛犘犘

１和犃犛犘犘２的表达下调及ｉ犃犛犘犘的过表达可能在膀胱癌的

发生、发展过程中发挥重要作用，其作用机制可能为：ｉ犃犛犘犘、

犃犛犘犘１和犃犛犘犘２结合Ｐ５３的ＤＮＡ结合位点，抑制Ｐ５３的促

细胞凋亡功能，肿瘤细胞获得凋亡抗性，不断增殖，最终导致恶

性细胞不断增生［２］。但犃犛犘犘家族基因在序列结构上存在极

大的相似性，它们在肿瘤细胞中怎样获得与Ｐ５３竞争性结合

的优先权还不得而知，犃犛犘犘对Ｐ５３凋亡通路的作用中有许多

蛋白质的参与，犃犛犘犘与它们之间的作用还需要进一步研究。

本研究还显示，犃犛犘犘基因与膀胱尿路上皮癌细胞的分化程度

有关，而与性别、年龄、淋巴结转移、临床分期无关。今后，还需

进一步开展大样本调查，化疗药物对犃犛犘犘基因表达的影响

也需要进一步的研究。
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ｔａｎｃｅｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｓ：ｅｆｆｅｃｔｓｏｎｐａｃｌｉｔａｘｅｌｍｅｄｉａｔｅｄｍｉ

ｔｏｔｉｃｃａｔａｓｔｒｏｐｈｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１１，１７（２１）：６９２４

６９３３．

［１０］ＬｉｕＺＪ，ＣａｉＹ，ＨｏｕＬ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｆ

ｉＡＳＰＰｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＭＣＦ７ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＣａｎｃｅｒＩｎｖｅｓｔ，２００８，２６（９）：８７８８８２．

［１１］ＣｈｅｎＪ，ＸｉｅＦ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．ｉＡＳＰＰｉｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ

ｈｕｍａｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆ

ｅｒａｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈａｐ５３ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐａｔｈ

ｗａｙ［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２０１０，１０：６９４．

［１２］李强，程湘，孙守勋，等．乳腺癌细胞过表达ｉＡＳＰＰ对顺

铂作用的影响［Ｊ］．第三军医大学学报，２００８，３０（１５）：

１４３８１４４０．

［１３］ＨａｎｇＬ，ＭｉｎＷ，ＤｉａｏＳＹ，ｅｔａｌ．ｓｉＲＮＡｍｅｄｉａｔｅｄｄｏｗｎ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｉＡＳＰＰｐｒｏｍｏｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｅｔｏ

ｐｏｓｉｄｅａｎｄｄａｕｎｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｗｉｌｄ

ｔｙｐｅｐ５３［Ｊ］．ＬｅｕｋＲｅｓ，２００９，３３（９）：１２４３１２４８．

［１４］全国肿瘤防治研究办公室，卫生部统计信息中心．２００８

年中国卫生统计提要［Ｊ］．２００４～２００５年前十位恶性肿瘤

死亡率，５２５３．

［１５］ＪｕｎｇＩ，ＭｅｓｓｉｎｇＥ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｐａｔｈｗａｙｓ

ｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ

Ｃｏｎｔｒｏｌ，２０００，７（４）：３２５３３４．

（收稿日期：２０１２０９０９　修回日期：２０１２１２０１）
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