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NAC-1在膀胱癌中的表达及其与血管生成的相关性研究 *
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摘要 目的：检测 NAC-1在膀胱癌及癌旁组织中的表达，及其与膀胱癌临床病理的相关性研究，并进一步探讨其与血管生成的关

系，为阐明膀胱癌的发生发展机制提供基础。方法：采用免疫组化法检测 88例膀胱癌和 30例癌旁组织石蜡块中 NAC-1的表达情

况，用 si-RNA干扰技术下调膀胱癌细胞系 T-24中 NAC-1的表达，然后通过 qRT-PCR方法检测干扰组及对照组中促血管生成因

子（VEGF、bFGF、EGFR）的表达。结果：膀胱癌组织和癌旁组织中 NAC-1的阳性表达率分别为 79.54 %和 13.33 %，膀胱癌组织显

著高于癌旁组织(P<0.01)；NAC-1表达与膀胱癌的肿瘤级别、肌肉浸润程度及淋巴结转移显著相关(P<0.05)，在高级别、肌肉浸润

及淋巴结转移的膀胱癌中呈现高表达，细胞实验发现 NAC-1下调能够抑制促血管生成因子（VEGF、bFGF、EGFR）的表达。结论：

NAC-1作为肿瘤相关基因在膀胱癌中高表达,并与膀胱癌的临床病理密切相关，其能调节促血管生长因子，可能会在肿瘤的血管

生成及转移中具有重要的作用。
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The Expression of NAC-1 in Bladder Cancer and the Correlation with the
Angiogenesis*

To detect the expression of NAC-1 gene in human Bladder cancer and corresponding non-tumor tissues,

and explore the correlation between the expression of NAC-1 gene and the bladder cancer clinical pathology and angiogenesis, With the

purpose of providing a basis for elucidating the pathogenesis of bladder cancer. The expressions of NAC-1 in 88 cases of

Bladder cancer and 30 cases of adjacent tissues were studied by using immunohistochemical method. And qRT-PCR was used to detect

the expression of angiogenesis factor (VEGF, bFGF, EGFR) after Si-RNA interfered NAC-1 of T-24 bladder cancer cell line.

The positive expression rate of NAC-1 in bladder cancer and adjacent tissues were 79.54 % and 13.33 % respectively (P<0.01); the

expression of NAC -1 gene was significantly related to the TMN stage, myometrial invasion degree and lymphatic metastasis of bladder

cancer (p<0.05); Cell experiments showed that down-regulation of NAC-1 inhibited the expression of pro-angiogenic factors (VEGF,

bFGF, EGFR). NAC-1, as a tumor associated gene, is highly expressed in bladder cancer and is closely related to the

clinical pathology of bladder cancer. Furthermore, NAC-1 can regulate pro-angiogenic growth factors, which plays an important role in

the study of the proliferation and metastasis of bladder cancer.
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前言

膀胱癌发病率在全世界所有恶性肿瘤中排在第十一位，而

在男性肿瘤中则排名上升到了第七位[1]。在欧美发达国家中，其

总体发病率居男性所有恶性肿瘤的第四位，排在前列腺癌、肺

癌和结肠癌之后[2,3]。在中国，根据 2015年赫捷院士和陈万青教

授在临床肿瘤学杂志上发表的“中国肿瘤统计，2015显示：在

国内，膀胱癌的发病率和死亡率均位于泌尿系恶性肿瘤第一位

[4]。随着人口老龄化、环境污染和吸烟等致癌因素的影响，膀胱

尿路上皮癌的发病率及死亡率不断升高。尤其是肌层浸润性膀

胱癌行根治术后，患者的生活质量严重受影响，并且膀胱癌进

展是其预后不良的重要因素。已有研究发现存在不少分子生物

学标志物对膀胱癌的早期诊断有一定的帮助，其中也不乏与肿

瘤复发、进展以及转移相关的分子生物学标志物。但膀胱癌具

体的发病分子机制仍然没有完全阐明，然而，与众多恶性肿瘤

一样，膀胱癌也是一多种因素共同作用结果。到目前为止，膀胱
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癌的预后判断主要依靠组织病理学结果，仍未有特异性的分子

生物标志物用来指导临床工作，而 NAC-1作为一个肿瘤相关

的癌基因在很多肿瘤的多个生物学过程中发挥重要作用。目前

NAC-1在膀胱癌中的表达及作用未见报道，本研究拟通过免疫

组织化学和 qRT-PCR 的方法检测 NAC-1在膀胱癌中的表达

及其与血管生成的关系研究，讨论其与膀胱癌的临床病理关

系，进一步揭示其调节膀胱癌机制，为膀胱癌的发生发展、进

展、转移机制以及靶向治疗等方面提供更多的线索[5]。

1 对象与方法

1.1 研究对象

1.1.1 组织标本 纳入本研究的 88例均来自中南大学湘雅三

医院泌尿外科、中南大学湘雅医院泌尿外科 2010年 06月至

2014年 08月收治的、经过筛选后进行膀胱癌根治术的膀胱癌

患者，其中男性 60 例，女性 28 例；年龄 42 -77 岁，中位年龄

62.2岁。本次所有参组患者术前都没有接受任何针对膀胱癌的

治疗(放疗、化疗、免疫治疗等)，所有标本的获取及实验目的均

经过患者的知情同意。所有标本术后病理均为膀胱癌，病理分

级：高级别（G3）38例，中级别（G2）13例，低级别（G1）37例。病

理分级参照 2004年WHO膀胱癌病理组织学分级标准进行。

另取膀胱癌癌旁组织 30例，病理学检查证实无癌细胞。

1.1.2 细胞系 膀胱癌 T-24细胞系来自中山大学肿瘤防治中心。

1.2 试剂与方法

1.2.1 主要试剂 抗体 NAC-1购自 Abcam公司，货号为 An-

ti-NAC-l antibody ab29047。工作浓度为 1:100；即用型 Ultra

Sensitive TMS-P超敏试剂盒（兔）及 DAB显色试剂盒均购自福

州迈新生物技术有限公司。

1.2.2 免疫组织化学染色 所有膀胱癌组织及癌旁组织石蜡

切片均用 60 ℃烤片 30 min，常规脱蜡水化，用 0.01 M柠檬酸

缓冲液高压修复抗原，其中柠檬酸缓冲液 pH定于 6.0，冷却到

室温；用 3 %H2O2甲醛封闭内源性过氧化物酶，室温静置 10

min；滴加正常非免疫动物血清，室温静置 10 min；除去血清，滴

加一抗：NAC-1（1:100），置于 4 ℃冰箱过夜；滴加生物素标记

的羊抗兔 IgG，室温孵育 10 min；滴加链霉菌抗生物素蛋白 -过

氧化酶，室温孵育 10 min；DAB显色 5 min，蒸馏水水洗终止显

色；苏木素复染、水洗、分化后充分水洗反蓝；常规脱水透明，中

性树胶封片，每次处置后均用 0.1 %Tween-20PBS洗 3次，每次

5 min。

1.2.3 免疫组化结果判定 IHC实验评判标准：以胞质或者

胞核着色反应：不着色为阴性（-）；着浅棕色为弱阳性（+）；着棕

色为阳性（++）；着棕褐色为强阳性（+++），依照阳性细胞数量

可分为：（-）指细胞无着色，（+）指阳性细胞数在 25 %以下，

（++）指阳性细胞数在 25 %-49 %之间，（+++）指阳性细胞数在

50 %以上。最后根据两者的结果进行综合评判得出定性半定量

的找色强度结果[6]，至少随机观察 5-10个 HPF，取其均值。结果

判断在双盲下进行，每张切片有两位病理医师分别计数。

1.2.4 T-24细胞培养 膀胱癌细胞株 T-24采用含 10 %胎牛

血清的 RPMI 1640培养液、100 units/mL青霉素及 100 mg/mL

链霉素于 37℃，5%CO2进行培养。待细胞密度达 80 %～90 %

后，无菌条件下用 0.25 %的胰酶消化传代。

1.2.5 Si-RNA干扰 NAC-1干扰序列：5’-UGAUGUACACG

UGGUGCCUGUCACCA-3’，5’-CAGCAGAUCCUCAGCUUC

UGCUACA-3’，NC 序列：5’-UUCUCCGAACGUGUCA CGUT

T-3’，由吉凯基因公司合成，转染试剂 si-RNA-mate由吉凯基

因公司购，转染前取 180 滋L预热的 RPMI 1640培养基于无菌

无酶的 EP管中，将管中加入 8 滋L干扰序列，然后充分混匀，保
证转染后干扰序列浓度为 80 nmol/mL。然后加入转染试剂

（siRNA-mate）更换培养基为不含双抗的血清培养基 1.8 mL，转

染后 48 h提取总 RNA进一步分析。

1.2.6 qRT-PCR检测 膀胱癌 T-24细胞系中 NAC-1对促血

管生成因子（VEGF、bFGF、EGFR）的表达。Trizol试剂盒提取细

胞总 RNA，以 DEPC水作为空白对照，根据紫外分光光度计测

出 RNA的浓度[7]，取 1 滋L总 RNA应用试剂盒逆转录合成 cD-

NA，以 cDNA为模板进行 PCR扩增，扩增条件：65 ℃预变性

5 min，95℃变性 15 sec，60℃退火 50 sec，进行 40个循环，置

4℃保存。引物由上海生工生物公司合成，NAC-1：上游引物：

5'-AAGCTGAGGATCTGCTGGAA-3'；下游引物: 5'-CCAGAC

ACTGCAGATGGAGA-3'；VEGF：上游引物：5’-CTACCTCCA

CCATGCCAAGT-3' 下游引物：5’-GCAGTAGCTGCGCTGAT

AGA-3'；bFGF：上游引物：5'-TGCTGGCTTCTAAGTGT G-3'下

游引物：5'CAGCTCTTAGCAGACATT-3'；EGFR：上游引物：

5'-GGCCGACAGCTATGAGATGCA-3' 下游引物：5'-A CCG-

GCAGGATGTGGAGA-3'GAPDH -上游引物 5'-CTCCTCCAC

CTTTGACGCTG-3'；下游引物 5'-CATACCAGGAAATGAGCT

TGACAA-3'，采用 siRNA干扰技术抑制 NAC-1的表达，siRNA

干扰后 24 h提取 mRNA。然后用 qRT-PCR检测干扰组及对照

组 mRNA的表达水平，结果分析：采用 2－△ △ Ct法分析。假设目

的基因和参照基因扩增效率都接近 100 %而且相对偏差不超

过 5 %，设 NAC-1siRNA干扰组为 Si，设阴性对照组为 NC。

△ Ct（NC）＝目的基因 CT(NC)均数－参照基因 CT(NC)均数；

△ Ct（Si）＝目的基因 CT(Si)均数－参照基因 CT(Si)均数；目的

基因的相对表达量为＝2－△ Ct；干扰组中目的基因表达量与正常

组织中目的基因表达量的差异为＝2－△ Ct(T)/ 2－△ Ct(N)。

1.2.7 统计学方法 用统计软件 SPSS 19.0进行分析，计数资

料的比较采用卡方检验、Fisher确切概率法；等级相关分析用

Spearman相关。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 NAC-1在膀胱癌较癌旁组织中高表达

NAC-1阳性着色定位于细胞核及细胞浆，均成片状或者弥

漫状分布；在 88 例膀胱癌标本中，NAC-1 的阳性表达率为

79.54 %(70/88)；在 40例膀胱癌癌旁组织标本中，NAC-1阳性

表达率只有 13.33 %(4/30)，显著要低于膀胱癌组织(P<0.05)，

见表 1、图 1。

2.2 NAC-1在膀胱尿路上皮癌中的的表达情况与临床病理参

数的相关性

88例膀胱癌组织中，79.54 %（70/88）的膀胱癌组织存在

NAC-1的表达。我们将这 88例膀胱尿路上皮癌的病例分成两

组：低表达组（0或者 1+）及高表达组（2+或者 3+）。采用卡方检

验分析表明：NAC-1表达与膀胱癌病理分级，肌肉浸润以及淋
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图 1 NAC-1在膀胱癌和癌旁组织中的表达 (× 400)

1膀胱癌组织 2癌旁组织 3高级别膀胱癌组织 4低级别癌旁组织

Fig.1 NAC-1 expression in bladder cancer tissues and para-carcinoma tissues (× 400)

1 Bladder cancer tissues 2Para-carcinoma tissues 3 Advanced bladder cancer tissues 4 Low grade para-carcinoma tissues

Groups n
Immunointensity,n (%)

Positive ratio
0 or 1+ 2+ or 3+

Bladder cancer 88 18 70 79.54

Para-carcinoma tissues 30 26 4 13.33

表 1膀胱癌组织与癌旁组织中 NAC-1表达的比较

Table1 Comparison of NAC-1 expression in bladder cancer tissues and para-carcinoma tissues

Factors Case no.
Immunointensity,n (%)

P-value
0 or 1+ 2+ or 3+

Grade

G1 37 20(54) 17(46) 0.006

G2 or G3 51 13(25) 38(75)

Patients' age

＜60 y 56 24(42) 32(58) 0.170

≥ 60 y 32 9(28) 23(72)

Gender

Male 60 20(34) 40(66) 0.237

Female 28 13(46) 15(54)

Lymphatic metastasis

No 52 26(50) 26(50)

Yes 36 7(19) 29(81) 0.004

Muscle violation

No 39 9(23) 30(77) 0.008

Yes 49 24(49) 25(51)

表 2 NAC-1与膀胱癌的临床病理因素的相关性

Table 2 Correlation between NAC-1 and the clinical pathological factors of the bladder cancer

巴结转移显著相关（P<0.05），在高级别、肌肉浸润及淋巴结转

移的膀胱癌中呈现高表达，其与膀胱癌患者的性别、年龄无明

显相关性（P>0.05），见图 1，表 2。

2.3 NAC-1下调抑制促血管生成相关因子的表达

为了进一步研究 NAC-1与膀胱癌血管生成的相关性，阐

明 NAC-1调节促血管生成因子（VEGF、bFGF、EGFR）的机制，

本实验采用 si-RNA干扰 NAC-1的表达，然后通过 qRT-PCR

方法对促血管生成因子（VEGF、bFGF、EGFR）相关基因的 mR-

NA水平进行定量分析。在 T-24细胞中，发现 NAC-1下调能够

明显抑制促血管生成因子（VEGF、bFGF、EGFR）的表达(图 2)。

3 讨论

BTB/POZ家族成员基因介导肿瘤发生发展的报道越来越

多。这个家族的蛋白被发现参与很多生物过程，如：转录调节、

细胞增殖、凋亡、细胞形态、离子通道组装及蛋白降解 [8，9]。

NAC-1作为 BTB/POZ家族成员, 首次被证实并克隆是在用可

卡因治疗大鼠的伏核[10]。这个伏核是控制前脑控制奖励刺激系
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图 2沉默 NAC-1后，qRT-PCR检测 T-24细胞中促血管生成相关因子mRNA表达变化

1检测 NAC-1敲除效率 2,3,4显示 VEGF, bFGF, EGFR在空白组和 si-RNA组的 mRNA表达水平

Fig.2, After silencing NAC-1,The expression of Pro-angiogenic factor mRNA in T-24 cells by qRT-PCR

1 Detection of NAC-1 knockout efficiency 2,3,4 Shows the mRNA expression level of VEGF, bFGF, EGFR in blank group and si-RNA group

统的特殊结构[10-12]。既往研究发现 NAC-1是肿瘤相关基因，因

为在多种肿瘤中高表达，如：卵巢癌、子宫内膜癌等，并发现其

与卵巢癌的进展及复发密切相关[10]。并且发现其与卵巢癌的增

殖转移相关[13]。除此之外，有研究表明：子宫内膜癌中高表达

NAC-1与患者的生存时间、病理分级及放疗后不良预后相关
[14-16]。NAC-1能够通过调节 HMGB-1而增强卵巢癌细胞的自噬

的过程，从而引起卵巢癌对顺铂的耐药[17]，当然 NAC-1功能失

调能够激活细胞衰老抑制肿瘤细胞增生及癌变[18]。尽管如此，

膀胱癌中关于 NAC-1与肿瘤的研究并未见报道，因此有关

NAC-1的调控研究可能为膀胱癌的增殖转移机制提供新方向，

为膀胱癌的治疗提供新靶点。

本研究通过免疫组化方法发现膀胱癌组织 NAC-1的阳性

表达率显著高于癌旁组织，说明 NAC-1可能与膀胱癌的发生

相关，这与既往 NAC-1 在卵巢癌中的研究结果是一致的；

NAC-1在高级别的膀胱癌中高表达且与肌肉侵犯及其淋巴结

转移显著相关。提示 NAC-1可能成为膀胱癌进展的生物学标

志物，并可能为膀胱癌的治疗提供新的靶点。

众所周知，肿瘤的生长所需的营养主要靠丰富的血供，而

肿瘤血管生成过程中，某些促血管生成因子起了非常重要的作

用，血管生成因子 VEGF、bFGF能加速血管内皮细胞有丝分裂

的进程，诱导新血管生成，被认为是促进肿瘤血管生成的最强

细胞因子[19-21]；EGFR的过表达除了促进了肿瘤血管的生成外，

还有助于肿瘤增殖 [22]；本实验采用 si-RNA 干扰技术抑制

NAC-1表达，发现 NAC-1 siRNA能够明显下调促血管生成因

子（VEGF、bFGF、EGFR）的表达，由此可知 NAC-1与膀胱癌的

生长有关。综合既往 NAC-1在子宫内膜癌[19-21]中的研究结果，

考虑 NAC-1可能作为判断膀胱癌生长、浸润及转移能力的重

要指标。本次的细胞实验及组织实验进一步说明在膀胱癌中

NAC-1的表达可促进膀胱癌的发生发展。

综上所述，NAC-1的高表达在膀胱癌的生长过程中可能起

了重要作用，同时可能导致膀胱癌的预后不良有关，如果将

NAC-1的表达和膀胱癌发生发展的具体机制进一步研究清楚，

NAC-1可作为膀胱癌预防、治疗和预后评估的参考指标。
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结果表明 CD166基因的表达与 NSCLC患者的年龄和性别无

显著相关性，而与肿瘤 TNM分期、肿瘤转移以及肿瘤分型存

在显著相关性，该结果暗示 CD166可能与肺癌肿瘤发张有关

系；另外为了验证 CD166+细胞是否具有肿瘤干细胞的特性，

我们将流式细胞仪分离出的 CD166+和 CD166-细胞分别进行

了肿瘤细胞成球试验、平板集落试验，并将两种细胞注射到小

鼠体内，观察体内肿瘤形成能力的差异。细胞成球实验和平板

集落试验结果表明 CD166+细胞的克隆形成能力显著的高于

CD166-细胞，体内移植瘤试验表明 CD166+细胞在裸鼠体内

肿瘤形成能力要显著高于 CD166-细胞，提示 CD166与肺癌的

发生发展密切相关。

总之，本研究成功分离出了 CD166阳性表达的肿瘤细胞，

并证明其具有肿瘤干细胞的特征，为寻求新的、有效的非小细

胞肺癌治疗方法奠定了一定的基础。但目前 CD166对于肿瘤

干细胞的调控机制尚不明确，是否存在其他因子对非小细胞肺

癌的发生和发展进行调控仍需要进一步的研究。
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